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 جدا سازي شده از Metschenikowia pulcherrima ررسي فعاليت بيوكنترلي مخمرب

  سطح ميوه ها عليه بيماريهاي بعد از برداشت سيب
   غلامرضا بلالي وايرج نحوي، رحمت سيفي

  گروه  زيست شناسي، دانشكده علوم، دانشگاه اصفهاناصفهان، 
  :چكيده

، فقدان قارچ كشهاي جايگزين ونگرانيهاي عمومي از نظر استفاده  ج كشهاي كليدي هاي مقاوم براي بسياري از قارتوسعه پاتوژن
. روز افزون آفت كشها، كنترل بيولوژيكي را بعنوان يكي از بهترين جايگزينهاي پيشنهادي براي مواد شيميايي مطرح كرده است

ترل بيماري كپك خاكستري و كپك آبي بعد از  با توجه به قابليتهاي بيولوژيكي آن در كن Metchnikowia pulcherrimaمخمر
 اسپور در ميلي ليتر پاتوژنهاي بعد 1×105 و5×104هاي ار هاي مختلف آن در چالش با غلظتبرداشت سيب جداسازي و اثرات تيم

سوسپانسيونهاي سلولي شسته شده . مورد بررسي قرار گرفت Botrytis cinerea و Penicillium expansumاز برداشت 
گراد بطور معني داري كاهش   درجه سانتي1 و 23 واحد تشكيل كلني در ميلي ليتر فساد سيب رادر 1×108ي در غلظت مخمر

همچنين در مطالعه . ها نمي توانند محافظت بر عليه پاتوژنها را فراهم كنندكشتهاي فيلتر شده از آنتاگونيستمي دهد در حاليكه 
مرها روي فعاليت بيوكنترل و كلونيزاسيون مخمر ها در زخمهاي ايجاد شده بر روي هاي مختلف پاتوژنها و مخديگر  اثر غلظت

 Metchnikowiaو  ثير زيادي روي اثرپذيري بيوكنترل داردأسيب سنجشو مشخص  شد كه غلظت پاتوژنها و آنتاگونيستها ت

pulcherrima اعت چند برابر  س24 در طي هاي ايجاد شده بطور خيلي سريع كلوني تشكيل مي دهد و جمعيت آن در زخم
  .. مدت طولاني در دماي پائين زنده بماندشده و مي تواند ب

 كنترل بيولوژيكي، ،Metchnikowia pulcherrima ،Penicillium expansum Botrytis cinerea  :واژه هاي كليدي
  بيماريهاي بعد از برداشت

 مقدمه

ه در بيماريهاي پس از برداشت، فاكتور اصلي محدود كنند
ميوه ها و سبزيها براي نگهداري طولاني مدت در انبار مي 
باشند، و فساد ميوه ها بعلت آفتها و بيماريها در طول ذخيره 

 از كل توليد را  درصد25سازي وانتقال براي فروش بالاي 
در كشور هاي صنعتي شامل مي شود و در كشور هاي در 

اسب  به حال توسعه بعلت فقدان امكانات ذخيره سازي من
  ).19( مي رسد درصد50

Penicillium expansum عامل كپك آبي و Botrytis 

cinerea  فساد و  عواملمهمترين عامل كپك خاكستري 
.  است شدهانبار سيبهاي ه ميوپس از برداشت  هايآسيب

 نظير از طريق صدمات مكانيكي تازهمعمولترين راه آلودگي 
نيكي در حين هاي مكاآسيب ، حشراتهصدم ايجاد زخم،

  متفاوت يا از طريقءامنش با يكتنكرو بافتهاي برداشت،
  ).28 و 1(  مي باشد)Calyx (كاسه گل كانال ياساقه طبيعي 

شيميايي ابزار ابتدائي براي كنترل بيماريهاي  كشهايقارچ
پس از برداشت محسوب مي شوند با اين وجود بدليل 

و آلودگيهاي افزايش نگرانيهاي عمومي براي سلامتي انسان 
ي مقاوم  كشها و تكامل عوامل بيماريزااستفاده آفت محيطي 

كشهاي قارچكشهاي كليدي استفاده از قارچبه بسياري از 
بنابراين روشهاي جايگزين . كاهش داده است شيميايي را
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براي كنترل بيماريهاي پس از برداشت ضرورتاً مورد نياز 
ولوژيكي در طول چند سال گذشته كنترل بي. مي باشد

هاي پس از آسيبثر براي پيكار با ؤبعنوان يك استراتژي م
 13، 2(ئيد قرار گرفته استأها مورد ت برداشت در ميوه

  ).16و

فرد و سرعت تقسيم علت خصوصيت منحصر بمخمرها ب
سلولي، تشكيل كلوني  در روي كارپوسفر براي يك دوره 
طولاني، حساسيت پائين به قارچ كشها، خطرات كم 

ريزايي آنها در مقايسه با باكتريها و بهينه شدن شرايط بيما
هاي پس از برداشت بعنوان بهترين  در سيستمبيوكنترل

گزينه براي انجام فرايند بيوكنترل در اين زمينه انتخاب 
شدند و چند سالي است كه در اين زمينه تحقيقاتي صورت 

 . )24 و 23 (گرفته است

ي و تشخيص باكتريها و اولين برنامه جستجو براي جدا ساز
ثر عليه بيماريهاي ؤمخمرهاي داراي پتانسيل بيوكنترل م

شروع و استفاده از  1986قارچي پس از برداشت در سال 
ها و بويژه مخمرهايي كه بطور طبيعي روي ميكروارگانيسم

سطح ميوه ها زندگي مي كنند توسط محققان براي كنترل 
، 21، 15 ، 2(د بيماريهاي پس از برداشت ترجيح داده ش

22 .(  

 چندين برنامه جهاني اخيراً براي تكامل كنترل بيولوژيكي 
-Biological Control Post (بيماريهاي پس از برداشت

harvest Diseases ( هايي شامل راهكارهاي جديد و روش
هاي پس از برداشت در حال انجام است و  سيستممتناسب 

بي و بررسي آنها  لهاي عمومي براي كشف اثر، ارزياكپروت
در مقياس آزمايشگاهي، و ملزومات  پيشرفت سريع 
 بيوكنترل در حال توسعه است و در اروپا نيز براي افزايش

هاي جايگزين جديد جهت  كنترل بيماريهاي پس استراتژي
  ).19( اتفاق نظر وجود دارداز برداشت شديداً

  اولين محصول تجاري كه در ايالت متحده و بوسيله اداره
براي كنترل بيماريهاي پس  ) EPA(حفاظت محيط زيست 

از برداشت تجويز شده است محصول باكتريايي 

 تحت ) Pseudomonas syringae (ازسودوموناس سيرينگا
 ومحصول مخمري از  110Bio-saveو Bio-save 100نام 

  Aspire تحت نام  ) Candida oleophila (كانديدا اولئوفيلا
علاوه بر اين  . تجارتي فروش مي رودصورتمي باشد كه  ب

در ساير  كشورها نظير افريقاي جنوبي محصول مخمري 
 براي ) Cryptococcus albidus (كريپتوكوكوس آلبيدوس

  تجويز مي شودyieldplusكنترل بيماريهاي ميوه تحت نام 
  ). 19 و 6(

ج حاصله هاي بدست آمده نتايال بر خلاف موفقيتحبا اين
ط تجارتي و ايهاي ميكروبي تحت شرآنتاگونيستازاستفاده از 

بنابر اين . ناكافي و غير دائمي است ،اسهاي بزرگدر مقي
ن عمل عوامل بيوكنترل، تشخيص عوامل براي ماكزيمم كرد

 ويژگيهاي مناسب شرايط محيطي، ثر بابيولوژيكي مؤ
ثر ؤضروري است وجود تعداد زيادي از عوامل بيوكنترل م

لوژيكي مختلف با مكانيسم عمل اكو گاههايبا زيست
يا چند ميكروارگانيسم را  دو تواند  استفاده از مي متفاوت

    .در يك استراتژي تركيب يافته پيشنهاد كند

  ها مواد و روش
عوامل بيوكنترلي :  نمونه برداري و جدا سازي مخمرها

 كه از است سويه هاي مخمري طالعه استفاده در اين ممورد
 سالم جمع آوري  ، گلابي و گيِلاسسطح ميوه هاي سيب

 . شده استجداسازيتوليدي اصفهان هاي شده از باغستان
قطر و  ميلي متر 13(، تكه هاي مخمرهاجداسازي منظور ب

هاي پوست سيب در لوله از قسمت)  ميلي متر ضخامت2
آب مقطر  ميلي ليتر 5هاي پلاستيكي استريل محتوي 

ن همگن گرديد  كو با مخلوطزه استريل غوطه ور نيديو
 درجه 25 در طور سريالي رقيق وسپس مخلوط حاصله ب
 ساعت درانكوباتور شيكردار با 24سانتي گراد براي مدت 

ميلي ليتر  1/0سپس . انكوبه شد دور در دقيقه 180 سرعت
 ميلي 250 محتوي PDAها روي پليتهاي از هر يك از رقت

ده شد  روز گسترش دا3-4گرم در ليتر كلرامفنيكل براي 
بر ايزوله هاي مخمري از كشت خالص . )33 و 29، 5(
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وبيوشيميايي  مرفولوژيك ،اساس ويژگيهاي فيزيولوژيك
هاي كربن، جذب تركيبات كربني، جذب تخمير هيدارت(

 گلوكز وفعاليت اوره  درصد50تركيبات نيتروژني، رشد در 
شناسايي  Kurtzman and Fell(1998)با روش ) آز 
  ).21(شدند

 ي عوامل بيمـاريزا   زايي،براي اسپور   :عوامل بيماريزا  تهيه
 30عـصاره مالـت     (مالت اكـستركت آگـار      ي  مورد نظر رو  

گار در يك ليتـر     آ گرم   15 گرم و    5گرم، پپتون ميكولوژيك    
 درجه سـانتي گـراد      20 روز در دماي     4براي  ) ب ديونيزه   آ

با  uv متري زير لامپ سانتي40 فاصله روز در4در تاريكي و
  . داده شدكشت ساعته 12توپريود يك ف

  80تـوين    محلـول     آب مقطر استريل محتوي     ميلي ليتر  10
پورزايي از عوامـل    س ـبه كـشتهاي در حـال ا      )  درصد 01/0(

بيماريزا مورد نظر اضافه شده و سپس كلنيها بـا اسـتفاده از             
. يك چاقوي استريل شده با شعله بـه نرمـي تراشـيده شـد        

ــه جمــع آورسوسپانــسيون اســپوري ــه ي شــده ب  يــك لول
 بـراي   )g  2500( دور در دقيقه   6000 و در  منتقلسانتريفوژ  

سـپس  گرديد ،  درجه سانتي گراد سانتريفوژ      4 دقيقه و در     5
ــپورها در  ــر 5رســوب اس ــي ليت ــتريل آ ميل ــونيزه اس ب دي

 و غلظـت      بـار تكـرار    3 روش شستـشو     . شـد    سوسپانسه
هاي مورد   غلظت راياسپورها با استفاده از يك هموسيتومتر ب      

  .)31 و 14 (نظر تنظيم گرديد

ظرفهـاي  هـاي مخمـري روي      لـه   وزاي  :هاآنتاگونيستتهيه  
عـصاره    گـرم،    8: بـرات  نوترينـت ( NYDAكشت حاوي   

 1000گـرم در    20:  گرم وآگار  10:  دكستروز  گرم،   5: مخمر
تـاريكي  رد سـاعت      48 كشت و براي     )ميلي ليتر آب مقطر   

يـك لـوپ    . نكوبـه شـد      درجه سانتي گراد ا    25 ودر  دماي  
ميلـي ليتـري     250ك ارلن مـاير   فلاسكامل از كشت به يك      

كها س ـفلا منتقـل سـپس    NYDBاز  ميلي ليتر    100محتوي  
 درجه سـانتي گـراد در       25 و ساعت د ر تاريكي      48مدت  ب

 انكوبــه دور در دقيقــه 200بــاروي يــك شــيكر چرخــشي 
 دور  6000با ژ توسط سانتريفو  سكونكشتها در فاز    . گرديد  

 درجه سانتي گـراد  4 دقيقه در 5بمدت  )g 2500(در دقيقه  
ب ديونيزه استريل   آ سلولها در    .وري شدند آرسوب و جمع    

وري آ رسـوب جمـع      سـپس  و   ه شـد  يوندوباره سوسپانـس  
ن غلظـت   آ و بعـد از      شـد  بـار تكـرار      3 عمل  اين    .گرديد

شمارش و تر در حد مورد نياز مسلولها توسط يك هموسيتو
 Colony (ندازه گيري واحـد تـشكيل كلنـي   ا. تنظيم گرديد

Forming Unit () cfu(  شد هم انجام)18 و 17، 11، 5(.  

 In (بررسي اثر آنتاگونيستي مخمر ها در محيط ساختگي

vitro:(   نسبت رشد عوامل در محيطهاي ساختگي نظير
PDA ، NYDA، YPD ) ،گرم،  دكستروز10عصاره مخمر  :

با  ) ميلي ليتر آب مقطر1000گرم در 20:  گرم ، پپتون20
  درصد80(آگار– Appleآگار  و – گرم در ليتر آگار 20

) =pH 5/5آگار، - گرم در ليتر آگار20عصاره سيب و
ين صورت كه يك قطره از سوسپانسيون دب. بررسي گرديد 

ا در پتري ديشهاي با قطر سلولهاي مخمري را روي سوبستر
حاشيه بصورت نوار متر از   ميلي20صلهمتر و به فا ميلي90

 از  ميليمتري6يك ديسك ميسليومي شد  ) Strip(كشت 
 ميليمتر 32  ميلي متر از حاشيه و32 به فاصله عامل بيماري

اشته شده از  كشت نواري آنتاگونيست روي محيط گذ
 درجه سانتي گراد و در تاريكي 23پتري ديشها در . است

  .يري شدانكوبه شد سپس رشد شعاعي ميسليومها اندازه گ

 .P و B. cinerea مخمرها عليهبيوكنترلي سنجش 

expansumهاي يك شكل خمز  : در روي ميوه هاي سيب
 در نواحي استوائي  ميلي ليتر3 ومتر عمق ميلي 4با 

)Equator ( ميوه  با استفاده از يك چاقوي استريل ايجاد 
 از مخلوط غني سلولهاي شسته  ميكرو ليتر30شده و سپس 

سوسپانسيون سلولي ،  cfu/ml  108× 1 لظت غباشده ن
 هاي مخمريكشت، cfu/ml  108  ×1شسته شده در غلظت 

 اتوكلاو  ميكرومتر، كشتهاي مخمري2/0فيلتر شده با غشاء 
 دقيقه، از نمونه 15 درجه سانتي گراد بمدت 120 در شده

 cfu/ml  108× 1هاي محتوي سلولهاي مخمري در غلظت 
 پيپت ابه هر جايگاه زخم ب) نترلك( و آب مقطر استريل 
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ازسوسپانسيون  ميكرو ليتر15 ساعت 4ريخته  و بعد از 
  و اسپور 1 × 105 با غلظت  B. cinereaاسپوري 

P.expansumدر هر ميلي ليتر به  اسپور 5×  104غلظت  با
  به،هر زخم تلقيح شد ميوه ها پس از خشك شدن در هوا

  و يا ميزان عفونت) Disease Incidence (بيماري وقوع
)Infection Rate (  شدت بيماريو) Severity (  يا قطر

انكوباسيون در   روز7 پس از  ) Lesion Diameter (زخم
روز  انكوباسيون در  30 و  درجه سانتي گراد23دماي 
 11 (،مشاهده و اندازه گيري شددرجه سانتي گراد 1دماي 

  .)34و 

 .B  مخمر برهاي مختلف ي غلظتاثرات آنتاگونيست

cinerea وP.expansum سلولهاي   : ميوه هاي سيبسطح
  ميلي ليتري250رايفلاسكهاي ارلن م در با تلقيحمخمري 
 در قرار دادن آنها و NYDA محيط ميلي ليتر50محتوي

  در ساعت24 مدت ب دور در دقيقه200  باشيكر چرخشي
سلولها سپس  داده  و كشت گراد  نتيا درجه س 28دماي 
 دقيقه 10 مدت ب دور در دقيقه6000  درژيله سانتريفوبوس

 0/7pH ر مولار د05/0 با بافر فسفاتجدا و دو مرتبه 
بصورت سوسپانسيون در شستشو و در آب دوبار تقطير 

 سيتومتر يك هموا غلظت سلولها در سوسپانسيون ب.آمد
 .Bاسپور هاي  .شدتنظيم مقدار د لخواه به اندازه گيري و 

cinereaو   P.expansum10 هفته اي با 2هاي  از كشت 
 80ي توين  حجمحجمي 05/0 ميلي ليتر آب مقطر محتوي

مشخص سيتومترهمواسپور ها با يك جمع آوري و تعداد 
 ليتر در ميلي 3 طول و4هاي يك شكل با عمق زخم .دش

 استفاده از يك چاقوي استريل ايجاد باي ميوه ئنواحي استوا
ي مخمر هاي شسته شده در سلولسوسپانسيون  .گرديد
 سلول در هر ميلي ليتر 108 و 107 ، 106 ، 105هاي غلظت

  درB. cinereaهاي كنيديايي از سيونآماده و سوسپان
  واسپوردر هر ميلي ليتر  106 و 105 ،104 ، 103هاي  غلظت

P.expansum5 ×105 ، 5 ×104 ، 5 ×103هاي   در غلظت  
 30 مقاديرو سپس هيهدر هر ميلي ليتر ت  اسپور5 ×106و

تيمار هاي مختلف مخمري به هر جايگاه زخم  ازميكرو ليتر
سوسپانسيون  ميكروليتر15 ساعت 4 بعد از .تلقيح شد
 هاي مختلفغلظت درP.expansum  وB. cinereaاسپوري 

 ،بعد از خشك شدن ميوه ها در هوا به هر زخم تلقيح شد
 10× 30× 40 اندازه در جعبه هاي پلاستيكي به آنها

  رطوبت بالاايجاد منظور ش بكسانتيمتر پوشيده شده با رو
 درجه سانتي گراد 23  دماي ميوه ها در .قرار داده شد

 تلقيح پس از روز 7 قطر زخم يا شدت بيماري و نگهداري
گيري   درجه سانتي گراد مشاهده و اندازه23دماي  در

 هر براي  تكرار 3در دو آزمايش اخير   .)30 و 10 (گرديد
هر تيمار  ها ي  داشت كه در هرآزمايش ميوهوجودتيمار 

 بارتكرار 3انتخاب و آزمايش   هر سينيازطور تصادفي ب
   .شد

 سيب در حضور يا     هايديناميك جمعيتي مخمر در زخم    
سه زخـم در هـر ميـوه در           : عوامل بيماريزا  عدم حضور   

 30 سيب ايجـاد و سـپس      ميوه   ساقهفواصل مساوي اطراف    
×  cfu/ml  108با غلظـت سلولي يون نس از سوسپاترليميكرو

 همچنـين بـراي     .د از مخمرها براي هر زخم بكار برده ش        1
دو عدد  تحقيق ديناميك جمعيتي در حضور عوامل بيماريزا        

 ،بـا   يون سـلولي مخمـر    نـس  زخمهاي تيمار شده با سوسپا     از
ــسيون ــپوريسوسپان  در P.expansum و B. cinerea  اس

 اسپور در هر ميلي ليتر تلقيح        5  ×104 و   1  ×105غلظتهاي
 انكوبـه   د  سـانتي گـرا   درجـه   1 و   23دمـاي    ميوه ها در   .شد

  .گرديدند

 23دمـاي    ازنمونه هاي موجـود در         اندازه گيري جمعيت  
 )زمان صفر ( د يكساعت بعد از تلقيح      سانتي گرا درجه   روز
 شـده در     انبـار  براي ميوه هـاي   . يافتادامه    روز 7 بمدت   و

، 15، 10، 5نمونه برداري بعد از     ،تي گراد نجه سا  در 1دماي  
 بـا برداشـت    نمونه گيـري    .شد   روز انجام    90 و 30،  25،  20

انجـام   ، يك سوراخ كـن چـوب پنبـه        بوسيله  بافتهاي زخم   
 سـانتيمتر   1متر قطـر و      سـانتي  1(  استوانه هـاي منـتج       .شد
   0/7pH در مـولار 05/0 ميلي ليتر بـافر فـسفات   1با ) عمق
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 بار رقيق شده از هر يـك        10هاي  سري. دآسياب ش  هاون   در
 ميلي ليتـر از هـر       1/0از رقتها در بافر فسفات ساخته شد و       

درجه  26 دماي   ها در  پليت .انتقال يافت  محيط كشت    بهرقت  
 و شـمارش كلنـي      ه ساعت انكوبه شد   48 براي   سانتي گراد 

 سلولها در هر زخـم  بيـان         log10صورت تعداد تغيير يافته     ب
 تكرار براي هـر تيمـار و هـر          3. )27 و   25،  20،  9،  8 (شد

 .ه است مرتبه انجام شد2آزمايش 

  نتايج
:  بررسي اثر آنتاگونيستي مخمرها در محيط ساختگي

    وB. cinereaبراي بررسي اثر آنتاگونيستي مخمرها عليه 
P.expansum در محيط ساختگي، مخمرها و عوامل 

 كشت داده شد هاي ساختگي  همزمان در محيط بيماريزا
  .)1 جدول(

  
 و B. cinerea) الف .زما ن در محيط شيشه  در كشت همP.expansum و B. cinerea  عليه M. pulcherrimaثير مخمر هاي أت: 1جدول

  P.expansum) ب

  )مترميلي(ميانگين مهار   )روز(زمان پس از كشت همزمان   محيط كشت مورد استفاده

  )الف
  )PDA( آگارعصاره سيب زميني دكستروز

  )YPDA(عصاره مخمر پپتون دكسترز آگار
  )NYDA(نوترينت يست دكستروز آگار 

  )Apple-Agar( آگار-عصاره سيب

  
5  
5  
5  
5  

  
0/0  
7/5  
1/10  
0/0  

  )ب
  )PDA(عصاره سيب زميني دكستروز آگار
  )YPDA(عصاره مخمر پپتون دكسترز آگار

  )NYDA(نوترينت يست دكستروز آگار 
  )Apple-Agar( آگار-عصاره سيب

  
20  
28  
28  
10  

  
9/2  

ها عدم مشاهده رشد روي پليت
  هايتعدم مشاهده رشد روي پل

9/10  
  

 روز ميانگين قطر 5بعد از  شود همانطوركه مشاهده مي
در محيط  متر ميلي7/5  به حدود B. cinereaهاله عدم رشد 

YPD محيط  در1/10 و NYDA توسط مخمر  M. 

pulcherrimaرد  كه در مو.  مي رسدP.expansum بعد از 
 فاقد رشد است  و در NYDA  وYPD روز در محيط  28

در .متر مي باشد  ميلي9/2 قطر هاله عدم رشد PDA محيط
 مهار نشده ولي بعد B. cinereaآگار -محيط عصاره سيب

 .M از ده روز قطر هاله عدم رشد توسط مخمر

pulcherrima 9/10متر بوده است ميلي  

 .P و B. cinerea مخمرها عليهبيوكنترلي سنجش 

expansumسلولهاي شسته :   در سطح ميوه هاي سيب
 .B تنها توانستند ميزان M. pulcherrima شده مخمر 

cinereaگراد  به صفر كاهش   درجه سانتي1  را در دماي
گراد  نتوانستند بيماري  درجه سانتي 23دهند ولي در دماي 

 5/27قوع بيماري را بطور كامل مهار كنند بطوريكه و
 .Pرا براي درصد  24براي كپك خاكستري  و درصد 

expansumيت بيوكنترلي سلولهاي شسته نشده فعال.  بود
هاي شسته شده نشان دادند  بطوريكه كمتري نسبت به سلول

گراد بيماري با شدت   درجه سانتي1 و 23 در هر دو دماي
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فيلتر هاي سلولهاي اتوكلاو شده و كشت. كمتري بروز كرد
ثيري روي فعاليت بيوكنترلي نداشتند أشده هم هيچ ت

كنترل برابر و حتي  بطوريكه از نظر شيوع بيماري با تيمار

  نشان داده شده 3 و2ر جداول بيشتر از آن بودند كه د
  .است

  

 داري روز نگه30هاي سيب بعد از  در زخمP.expansum و B. cinerea روي M. pulcherrima ثير مخمرأت: 2جدول

  گراد  درجه سانتي1در 
 

  تيمار  )در صد(نسبت عفونت  )مترميلي(قطر پوسيدگي
B. cinerea  P.expansum  B. cinerea  P.expansum  

  2/8  48/10  3/1  62/1  سلولهاي شسته نشده

  8/38  0/40  1/3  73/6  كشتهاي صاف شده

  0/0  0/1  0/0  34/0  سلولهاي شسته شده

  3/41  6/49  1/3  34/7  سلولهاي اتوكلاوشده

  5/14  7/33  2/3  5/6  )آب مقطر(كنترل

  

   درجه سانتيگراد23 روز نگهداري در7هاي سيب بعد از  در زخمP.expansum و B. cinerea روي M. pulcherrima ثير مخمرأت: 3جدول
 

  تيمار  )در صد(نسبت عفونت  )مترميلي(قطر پوسيدگي
B. cinerea  P.expansum  B. cinerea  P.expansum  

  0/62  0/37  5/11  2/13  ولهاي شسته نشدهسل

  0/98  0/97  2/20  8/41  كشتهاي صاف شده

  0/24  5/27  0/7  5/9  سلولهاي شسته شده

  100  100  4/21  0/42  سلولهاي اتوكلاوشده

  100  100  9/19  0/37  )آب مقطر(كنترل

  
و آنتاگونيست   هاي مختلف عوامل بيماريزاثير غلظتأت
غلظت عوامل :  يببر تكامل زخم در  ميوه س 

داري در  اثر   بطور معني بيماريزا و آنتاگونيست 

 .Mمختلف مخمر  بيوكنترل مؤثر است و غلظتهاي 

pulcherrima هاي در فعاليت بيوكنترلي عليه غلظت نيز
 .Mثر مي باشد  بطوريكه ؤمختلف عوامل بيماريزا م
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pulcherrimaدر  cfu/ml  108 بيشترين  فعاليت عليه 
B. cinerea تر نشان مي  هاي پايينرا در مقايسه با غلظت

ن نمي تواند بيماري حاصل از دهد گرچه در اي
طور  اسپور بيماريزا ب105 تر از هاي اسپوري بالاغلظت

  cfu/ml  وcfu/ml  105 در غلظتهاي . كامل مهار كند
 مخمرها تقريباً هيچگونه فعاليت بيوكنترلي نشان 106

 P. expansum عليه M. pulcherrimaندادند مخمر 
هم نتايجي مشابه البته با فعاليت بيوكنترلي بهتر نسبت 

 داد  بطوريكه توانست با غلظت  نشانB. cinereaبه 

cfu/ml  108اسپور 5 × 105   بيماري حاصل از  غلظت 
  ) .2 و1نمودار (  در ميلي ليتر را مهار كند بيماريزا

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  S4 ،و S1 ، S2  ،S3. .  بر روي تكامل زخم در ميوه هاي سيبB. cinerea و M. pulcherrimaمختلف هاي أثير غلظتت: 1نمودار

  . اسپور در هر ميلي ليتر مي باشند106 و 105 ، 104 ، 103ترتيب ب

  

هاي ايجاد ها در زخمبررسي ديناميك جمعيتي مخمر
صورت تنها و يا در حضور عوامل شده در سيب ب

 درجه 23 در دماي M. pulcherrimaمخمر :  بيماريزا
 ساعت اول بعد از تلقيح 24-48گراد در طول  سانتي

و  برابر افزايش يافته 25-30 حدود هاي تازهدر زخم
  براي يك دوره cfu/ml 105 ×5  سپس در غلظت

درجه  1 حالت ثابت در مي آيد  ولي درزماني تقريباً ب
 در گراد  افزايش جمعيت كمتر چشمگير بوده و سانتي

 روزه ادامه پيدا مي كند   تا 5طي يك دوره زماني 
اينكه تراكم آن به سطحي مساوي با جمعيت  زخمهاي 

 گراد برسد  درجه سانتي23سيب ذخيره شده در 
  ) .4 و 3نمودار(
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 ،و S1 ، S2  ،S3 . . بر روي تكامل زخم در  ميوه هاي سيبP.expansum و M. pulcherrimaهاي مختلف أثير غلظتت: 2نمودار

S4  مي باشند  اسپور در هر ميلي ليتر106 و 105 ، 104 ، 103ترتيب ب  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

صورت تنها و يا در  در زخمهاي ايجاد شده در سيب بM. pulcherrima بررسي ديناميك جمعيتي مخمر: 3نمودار
  .10م درجه سانتيگراد بر مبناي لگاريت23 در B. cinerea و P.expansumحضور 
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صورت تنها و يا در  در زخمهاي ايجاد شده در سيب بM. pulcherrima بررسي ديناميك جمعيتي مخمر: 4نمودار
  10 لگاريتم گراد بر مبناي  درجه سانتي1 در B. cinerea و P.expansumحضور 

  

  بحث و نتيجه گيري
ماريزا پس از برداشت كشت همزمان مخمرها و عوامل بي

هاي ساختگي امكان مطالعه آنتاگونيسم را در روي محيطبر 
نتايج حاصل نشان مي . شرايط ساختگي فراهم كرده است

هاي كه دربعضي سوبستراها، آنتاگونيستها رشد ميسليومدهد 
قارچي را مهار مي كنند در نتيجه  اين فرضيه پيشنهاد مي 

هاي  مخمرها بايستي بعضي از متابوليتشود  كه احتمالاً
ي را براي عوامل بيماريزا ترشح كنند از طرفي  محيط سم

عدم ناحيه .ثر  باشد ؤغذايي بايد بر فعاليت بيو كنترلي م
 نشان مي NYDAمهار رشد اطراف مخمر ها در محيط 
 بوسيله B. cinereaدهد كه هيچ تركيب ضد قارچي عليه 

  . مخمر در محيط توليد نشده است

يب كه  عصاره س يا سوبسترايApple-Agarدر محيط 
هاي سيب مي باشد مخمر تصويري از شرايط غذايي زخم

 .Pمتسچنيكوويا پولكريما مهار رشد تقريبا خوبي را عليه 

expansumنشان داده است و مي توان استنباط كرد كه  

هاي سيب هم فعاليت مخمرهاي مورد نظربتوانند در زخم
  .كنترلي مشابه داشته باشند

ثير را أمري شسته شده بيشترين تسوسپانسيون سلولهاي مخ
در فعاليت بيوكنترلي در مقايسه با تيمارهاي ديگر از خود 

 نتوانست M. pulcherrimaنشان مي دهد  با اين حال 
بيماري را بطور كامل مهاركند گرچه  بطور معنا داري وقوع 
بيماري را كاهش مي دهد  سوسپانسيون سلولي شسته 

اري اثر كمتري  در مقايسه با نشده از مخمرها در مهار بيم
هاي صاف شده و اتوكلاو ه دارد  و كشتسلولهاي شسته شد

شده تقريبا هيچ نوع مهاري را نشان نمي دهد با استفاده از 
نتايج فوق مي توان چنين  استنباط كرد كه توليد متابوليت 

نقشي در ثانويه و سمي و يا آنتي بيوتيك توسط مخمرها 
 و  Drobyاين نظريه توسط . ارندفعاليت بيوكنترلي ند

Chalutz 12 و 10(ييد استأمورد ت  نيز .(  

5

7.4

0 2 5 10 15 20 25 30 90

زمان نمونه گѧيری  (روز)

تم)
اري
ѧѧگ
    (ل
خѧѧم
 ز
حѧѧد
 وا
در

ѧѧا 
 ه
ول
سѧѧل

اد 
عѧد
ت

M.pulcherrima

M.pulcherrima+ B.cinerea

M.pulcherrima+ P.expansum

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

  1385 بهار، 1، شماره 19لد ج                                  مجله زيست شناسي ايران                                                                        

  73

با توجه به نتايجي كه سلولهاي اتوكلاو شده نشان مي دهند  
نقش رقابت بر سر فضا كم رنگ مي شود زيرا  با وجود 

 هم مشخصي از سلولهاي غير فعال و مرده باز مقدار
با توجه به نتايج .  طور كامل توسعه پيدا مي كند بيماري ب

حاصل از سلولهاي زنده شسته شده و شسته نشده بنظر مي 
است  و رقابت بر  رسد كه فعاليت سلولهاي زنده ضروري

سر غذا را مي توان عامل اصلي فعاليت بيوكنترلي مخمرها 
 نيز مورد  Shiping Tianو  Qing Fanعنوان كرد كه توسط 

  . )10 (ييد قرار گرفته استأت

هاي مختلف سيدگي در واقع حاصل مبارزه غلظتوكنترل پ
هاي  آسيبM. pulcherrimaمخمر.اسپور و مخمر مي باشد 

 .B و P.expansum  پس از برداشت ايجاد شده بوسيله

cinerea را در سيب كاهش داده و در هر دو مورد  بهترين 
سلول در ميلي  108كنترل پوسيدگي با غلظت 

قابل اطمينان بودن .  آيدليترسوسپانسيون مخمر  بدست مي 
ل و هزينه، دو فاكتور اصلي شايستگي يك سيستم بيو كنتر

ها براي فعاليت بيوكنترلي است بنا براين غلظت آنتاگونيست
كامل، از نظر هزينه بايد در سطحي قابل قبول باشد از نقطه 
نظر عملي بالاترين غلظت مخمر كه براي استفاده تجارتي 

 اين .است ل در هر ميلي ليترسلو 1 ×108بكار مي رود
مورد نياز است كه )) كانديدا اولئوفيلا((مقدار مخمر براي 

 مورد استفاده قرار مي Aspireدر محصول تجارتي 
تحقيق نشان مي دهد كه  نتايج بدست آمده از اين). 7(گيرد
 سلول در هر ميلي ليتر از cfu/ml 108×1  تعداد

ح كنترل مساوي سوسپانسيون مخمر مي تواند در يك سط
با قارچ كشهاي بيولوژيكي تجويز شده تجارتي كنترل 
بيماري را فراهم كند و از نظر اقتصادي نيز سودمند  باشد 
علاوه بر آن  توليد صنعتي مخمر را با كاهش حجم كل 

  .مورد نياز جهت توليد تسهيل كند

زخم بوسيله يك ميكرو ارگانيسم  تشكيل سريع كلوني در
مطالعات . ت بالقوه باشديك آنتاگونيسضروري است تا 

قادر به تشكيل ها  نشان داده اند كه آنتاگونيستقبلي نيز 

ها هستند با اين وجود بيشتر تحقيقات سريع كلوني در زخم
جمعيت با كاربرد آنتاگونيست ، در مورد مشاهده ديناميك 

صورت تنها متمركز شده است ولي در اين مطالعه ديناميك ب
عدم حضور عوامل بيماريزا  و ا در حضورجمعيت مخمره

  ) .26(مورد بررسي قرار گرفت 

و ) خير پيريأت(ر شرايط تجارتي براي كاهش آسيب د
حفظ كيفيت ميوه ها ، قارچهاي بيماريزا را با حرارت پايين 

كنند اما بسياري از مطالعات  و اتمسفر كنترل شده مهار مي
 مي تواند B. cinerea و P.expansum  نشان مي دهد كه

در چنين شرايطي رشد كرده و حتي در ميوه هايي كه در 
  درجه زير صفر  نگهداري مي شوند سبب آسيب 4و 2

ها به رشد و درجه بنا براين توانايي آنتاگونيست. دشون
حرارت پايين و شرايط كنترل شده دركنترل بيماريهاي پس 

 نشان نتايج مطالعه).  32 و 31(ثر خواهد بودؤاز برداشت م
 هفته به 2 طي M. pulcherrimaداد كه جمعيت مخمر

 واحد لگاريتمي افزايش تعداد نشان مي دهد 5/1 ميزان
 روز 90اوليه در طي  وسپس در غلظتي كمي بالاتر از مقدار

  .باقي مانده و توانستند در اين مدت زنده بمانند

هاي  گراد در زخم درجه سانتي23منحني رشد مخمر در
 دهد كه سلولهاي مخمر بسرعت تكثير مي سيب نشان مي
هاي  در يك الگوي شبيه به كاهش جمعيتيابند و سپس

. كنند ميكروبي در اثر محدود شدن غذا شروع به كاهش مي
از پيش ها و شايد يي مخمرها به ازدياد سريع در زخمتوانا

هاي سيب با مصرف مواد خالي كردن مواد غذايي زخم
ند بيوكنترل را با رقابت بر سر يآغذايي موجود در زخم،  فر

كه مخمرها در  كند و ثابت مي كند زمانيغذا تسهيل مي
ثر ؤجايگاه زخم حاضر باشند و فعاليت كنند بيوكنترل م

  .بدست خواهد آمد

 برداشت هنوز در دانش و عمل كنترل بيولوژيكي پس از
ايي يا بيوكنترل در كش شيميمقايسه با تيمارهاي قارچ

هاي بدست آمده طي چند   اما پيشرفت.محل، جوان است
سال گذشته تلاش قابل توجهي بوده است و اگر ادامه پيدا 

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

  1385 بهار، 1، شماره 19لد ج                                  مجله زيست شناسي ايران                                                                        

  74

  .وسيعي  بسط پيدا خواهد نمود كند استفاده از عوامل كنترل بيولوژيك در آينده  بطور

  منابع

1- Brown, G. E. 1994. Blue mold. Florida 
Cooperative Extension Service, Institute of 
Food and Agricultural Science, University of 
Florida . Available: 
http://edis.ifas.ufl.edu/BODY-CH10. 

2- Butt, T. M. Jackson, C. W. and Magan. N. 2001. 
Fungal as biocontrol agents, Progress, Problems 
and Potential. CABI Publishing 274-279. 

3- Capdeville, G., Wilson, G. L., Beer, S.V. and 
Aist, J. R. 2002. Alternative disease control 
agent induce resistant to blue mold in harvested 
"Red Delicious" apple fruit. Phytopathology92, 
900-908. 

4- Castoria, R., De-Curtis, F., Lima, G., Caputo, L., 
Pacifico, S. and De-Cicco, V. 2001. 
Aureobasidium pullulans (LS-30) an antagonist 
of postharvest pathogens of fruits, study on its 
modes of action. Postharvest Biol. Technol. 
22,7–17. 

5- Droby, S., Vinokur, V., Weiss, B., Cohen, L., 
Daus, A., Goldschmidt, E. E. and Porat, R. 2002. 
Induction of resistance to Penicillium digitatum 
in grapefruit by the yeast biocontrol agent 
Candida oleophila . Phytopathology 92, 4, 393-
399.  

6- Droby, S., Wisniewski, M., El-Ghaouth, A and 
Wilson, C. 2003. Influence of food additives on 
the control of postharvest rots of apple and peach 
and efficacy of the yeast-based biocontrol 
product Aspire. Postharvest Biology and 
Technology 27, 2, 127-135.  

7- Droby. S., Cohen, L., Daus, A., Weiss, B., 
Horev. B.,and et al. 1998. Commercial testing of 
Aspire, a yeast preparation for the biological 
control of postharvest decay of citrus. Biol. 
Control 12,97–101. 

8- El-Ghaouth, A., Wilson, C. L., Wisniewski, M. 
1998 Ultrastructural and cytochemical aspects of 
the biological control of Botrytis cinerea by 
Candida saitoana in apple fruit. Phytopathology 
88, 4, 282-291.  

9- El-Ghaouth, A., Wilson, C. L., Wisniewski, M. 
2002. Control of postharvest decay of apple fruit 
with candida saitoana and induction of defense 
responses. Phytopathology 93, 344-348. 

10- Fan, Q. and Tian, S .2001 . Postharvest 
biological control of grey mold and blue mold on 
apple by Cryptococcus albidus (satio) skinner . 
Postharvest Biolgy and Technology 21, 341-350. 

11- Fan, Q., Tian, S., Jiang, A., Xu, Y. 2001 
Isolation and screening of biocontrol antagonists 
of diseases of postharvest fruits. China 
Environmental Science 21, 4, 313-316. 

12- Filonow, A. B. 1998. Role of competition for 
sugars by yeasts in the biocontrol of gray mold 
of apple. Biocontrol Sci. Technol. 8,243–56. 

13- Gerhardson, B. 2002. Biological substitutes for 
pesticides. Trends in Biotechnology 20, 338-343. 

14- Guetsky, R., Shtienberg, D., Elad, Y., Fischer, 
E., Dinoor, A. 2002. Improving biological 
control by combining biocontrol agents each 
with several mechanisms of disease suppression. 
Phytopathology 92, 9, 976-985. 

15- He, D., Zheng, X. D., Yin, Y. M., Sun, P. and 
Zheng , H. Y. 2003. Yeast application for 
controlling apple postharvest disease associated 
with Penicillium expansum. 
Bot.Bull.Aca.sin.44,211-216. 

16- Ippolito, A., El-Ghaouth, A., Wilson, C. L. and 
Wisniewski, M. 2000. Control of postharvest 
decay of apple fruit by Aureobasidium pullulans 
and induction of defense responses. Postharvest 
Biol. Technol. 19,265–72. 

17- Janisiewicz, W. J., Tworkoski, T. J., Kurtzman, 
C. P. 2001 Biocontrol potential of Metchnikowia 
pulcherrima strains against blue mold of apple. 
Phytopathology 91, 11, 1098-1108.  

18- Janisiewicz, W. J., Usall, J., Bors, B. 1992. 
Nutritional enhancement of biocontrol of blue 
mold on apples. Phytopathology 82,1364–70. 

19- Janisiewicz, W.J. and Korestent, L 
2002.Biological control of postharvest disease of 
fruits. Annu. Rev. Phytophatol. 40, 411-441 

20- Janisiewicz, W.J., Tworkoski, T. J., Sharer, C. 
2000. Characterizing the mechanism of 
biological control of postharvest diseases on 
fruits with a simple method to study competition 
for nutrients. Phytopathology 90,1196–200. 

21- Kurtzman, C. P. and Fell, J. W. 1998.The Yeasts. 
A taxonomic study (4TH edition), Elsevier. 
Amesterdam. 

22- Leibinger,W., Breuker, B., Hahn, M. and 
Mendgen K. 1997. Control of postharvest 
pathogens and colonization of the apple surface 
by antagonistic microorganisms in the field. 
Phytopathology 87,1103–10. 

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

  1385 بهار، 1، شماره 19لد ج                                  مجله زيست شناسي ايران                                                                        

  75

23- Lima, G., De-Curtis, F., Castoria, R. and Dem-
Cicco, V. 1998. Activity of the yeasts 
Cryptococcus laurentii and Rhodotorula glutinis 
against post-harvest rots on different fruits. 
Biocontrol Sci. Technol. 8, 257–67. 

24- Lima, G., Ippolito, A., Nigro, F. and Salerno, M. 
1997. Effectiveness of Aureobasidium pullulans 
and Candida oleophila against postharvest 
strawberry rots. Postharvest  Biol. Technol. 
10,169–78. 

25- McLaughlin, R. J., Wisniewski, M. E., Wilson, 
C. L., Chalutz, E. 1990. Effect of inoculum 
concentration and salt solutions on biological 
control of postharvest diseases of apple with 
Candida sp. Phytopathology 80,456–61. 

26- Mercier, J., Wilson, C. L. 1994. Colonization of 
apple wounds by naturally occurring microflora 
and introduced Candida oleophila and their 
effect on infection by Botrytis cinerea during 
storage. Biol. Control 4,138–44. 

27- Piano, S., Neyrotti, V., Migheli, Q. and Gullino, 
M. L. 1997. Biocontrol capability of 
Metschnikowia pulcherrima against Botrytis 
postharvest rot of apple. Postharvest Biology and 
Technology, 11, 3, 131-140.  

28- Report on Plant Disease.2000. Gray mold rot or 
Botrytis blight of vegatable. College of 
Agricultural, Consumer and Environmental 
Science. Available: 
http://web.aces.uiuc.edu/vista/pdf-pub/942.pdf. 

29- Roberts, R. G. 1990. Postharvest biological 
control of gray mold of apple by Cryptococcus 
laurentii. Phytopathology 80,526–30. 

30- Spadro, D., Vola, R., Piano, S. and Lodovica, G. 
M. 2002. Mechanisms of action and efficacy of 
four isolates of the yeast Metschikowia 
pulcherrima active against postharvest pathogens 
on apples. postharvest Biology and Technology 
24, 123-134. 

31- Tian, S., Fan Q., Xu Y. and Liu, H. 2002. 
Biocontrol efficacy of antagonist yeasts to gray 
mold and blue mold on apples and pears in 
controlled atmospheres. Plant Disease 86, 8, 848-
853. 

32- Usall, J., Teixid´o, N., Fons, E. and Vi˜nas, I. 
2000. Biological control of blue mould on apple 
by a strain of Candida sake under several 
controlled atmosphere conditions. Int. J. Food 
Microbiol. 58,83–92. 

33- Usall, J., Teixido, N., Torres, R., De Eribe , X. 
O. and Vinas, I. 2001. Pilot tests of candida sake 
(CPA-1) application to control postharvest blue 
mold on apple fruit, Postharvest Biology and 
Technology 21, 141-156. 

34- Vero, S., Mondino, P., Burgueno, J., soubes, M. 
and wisniewski, M. 2002. Characterzation of 
biocontrol activity of two yeast strains from 
Uruguay against blue mold of apple. postharvest 
Biogly and Technology 26, 91-98. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

  1385 بهار، 1، شماره 19لد ج                                  مجله زيست شناسي ايران                                                                        

  76

 

 

 

Investigation of Biological control of post harvest diseases on 
apple by yeast Metschenikowia pulcherrima 

Seify R., Nahvi I. and Balali G. R.  
Department of Biology, Faculty of Science, University of Isfahan 

Abstract 
Synthetic fungicides are primary means to control post harvest disease of fruits. The 
application of fungicides to fruits after harvest to reduce decay has been increasingly 
curtailed by the development of pathogen resistance to many fungicides and the lack 
of replacement fungicides. In addition, negative public perception regarding the safety 
of pesticides and consequent restrictions on fungicide use motivated the search for 
alternative approach. Biological control of post harvest diseases has emerged as one 
of the most promising alternative to chemicals. The yeast, M. pulcherrima was 
evaluated for biological control capability in apple against the post harvest pathogens 
Botrytis cinerea and Penicillium expansum. In this study, the effect of different 
treatments of yeast M. pulcherrima was evaluated in challenge with 5×104 or 1×105 
spores/ml of B.cinerea and P expansum and effect of pathogen and yeast 
concentration on yeast biocontrol activity in artificial wounds. However, the growth 
of B. cinerea and P.expansum on the apple artificial wounds inhibited by washed cell 
suspensions (1×108 Cell per ml) of antagonism after storage in 1°C and 23°C, But 
there was no such Inhibition using the same concentration of washed cell suspension 
of antagonism. The concentrations of antagonist and pathogen spores had significant 
effects on biological control effectiveness. Culture filtrate of the yeast failed to 
provide protection against the two pathogens. Population dynamics M. pulcherrima in 
the artificial wounds was recorded in different time after inoculation at both 1°C and 
23°C. M. pulcherrima multiplied rapidly in apple wounds in the present and absence 
of B. cinerea and P.expansum. 
Key words:  Metchnikowia pulcherrima ،Penicillium expansum Botrytis cinerea،  Biological 
control. 
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