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كربنات سديم روي به تنهايي يا در تلفيق با بيBacillus subtilisيي از هااسترينبيوكنترلي بررسي اثر 
كپك سبز مركبات

3 مسعود احمدزادهو2، عباس شريفي تهراني1مريم زماني

چكيده
 Penicillium رويكربنات سديمدر تلفيق با بيبه تنهايي وBacillus subtilis از استريندر اين تحقيق اثر دو 

digitatum ليتر از ميليسلول در هر108كاربرد سوپانسيون . كپك سبز مركبات مورد بررسي قرار گرفتعامل بيماري
 هفته 5ها پس از  در ميوه پوسيدگي درصد كاهش55حداقل باعث، هاي آلوده شده با بيمارگر روي ميوههااستريناين 
كاهش بيماري درصد 3/77 باBNاسترين و بهترين نتيجه توسط گراد گرديددرجه سانتي20 و 10، 4داري در دماهاي نگه

 نيز باعث  درصد3كربنات سديمي آنتاگونيست و بيهااسترينكاربرد تلفيقي . گراد حاصل شد درجه سانتي10در دماي 
ن نتيجه از كاربرد تلفيقي استرين گراد گرديد و بهترييتن درجه سا4 درصد كاهش ميزان پوسيدگي در دماي 67بيش از 
BN) 107×5هاي بررسي. )كاهش بيماري% 26/79(دست آمد ه درصد ب3سديم كربنات بيبا ) ليتر سلول در هر ميلي

 و محيط كنندجلوگيري مياز جوانه زدن اسپورهاي بيمارگر B. subtilisي  باكترهاياسترينآزمايشگاهي نشان داد كه 
. باشدطح ميوه ميس نيز قادر به كنترل اين بيمارگر روي هااستريناري از سلول اين كشت فيلتر شده و ع

.كربنات سديم، كنترل بيولوژيكي، بيBacillus subtilis،Penicillium digitatum: كليديهايواژه

پزشكي دانشگاه پزشكي دانشكده علوم باغباني و گياه گروه گياه استاد و دانشيارفارغ التحصيل دوره كارشناسي ارشد بيماري شناسي گياهي،ترتيب به. 3 و 2، 1
تهران
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مقدمه
يب دومين  از سپس)Citrus sinensis(پرتقال 

هاي پس از يبيمار. باشدميوه پر مصرف در جهان مي
كپك عامل Penicillium italicum ناشي از برداشت

كپك سبزعامل  Penicillium digitatum و آبي
اي در پروسه پس عمدههاي همواره منجر به ايجاد زيان

رين ابزار كنترلي تها مهمكشقارچ. شوندياز برداشت م
قاوم بيمارگرها هاي مسويه اما .باشنديها ماين خسارت

 و نيز تاثيرات سوء اين تركيبات روي هاكشاين قارچبه 
زيست نياز به سلامت عمومي مصرف كنندگان و محيط

هاي جايگزين براي اين تركيبات را  روشيابي بهدست
؛1990هولمز و ايكرت، ؛ 1984اسپوتس،  (كند ميالزامي

.)1992ويسنويسكي و ويلسون، 
ميايي  از تركيبات شيهاي اخير استفادهدر سال

كربنات و نيز تيمارهاي كربنات و بيهاي نظير نمك
تيمارهاي ،دز پايينبا UVاشعه فيزيكي نظير تابش 

هاي معدني وسيله بعضي روغنهپوشش دادن ب و حرارتي
هاي  انبار به عنوان روش قبل ازمثل پارافين مايع

جايگزين موثر در عين حال فاقد اثرات جانبي روي 
ت عمومي مصرف كنندگان توجه زيست و سلاممحيط

كربنات بي.   را به خود جلب كرده استپژوهشگران
، به عنوان يك افزودني در صنايع غذايي به منظور سديم

، بهتر كردن طعم و تركيب مواد غذايي pHتعديل 
. گرفته استوكاهش ميزان فساد آن مورد استفاده قرار 

روياين تركيب اثرات كنترلي بسيار مطلوبي 
P. digitatum اسميلانيك و دنيس ( نشان داده است

روي  اين تركيب نشان كرد كه بايد خاطر).1992آرو، 
وهاي بيمارگر داراي اثرات كشندگي ضعيفي استاسپور

 تلفيق باباشد لذا ن چندان پايدار نميآاثرات كنترلي 
اگونيست موفق با استفاده از اين تركيب با يك آنت

خوبي اثرات كنترلي آن را هتوان ب، ميپايداري طولاني
). 2003اوباگو و كورستن، (بهبود بخشيد

هاي پس از برداشت با كنترل بيولوژيكي خسارت
به توان  را  نيز ميهاي ميكروبياستفاده از آنتاگونيست

هاي كشعنوان يك روش جايگزين مناسب براي قارچ
ل اولين عام. )2001اوزال و همكاران،  ( دانستمصنوعي

هاي پس از برداشت بيوكنترلي كه براي مبارزه با بيماري

بود كه بيماري B. subtilisمعرفي شد باكتري 
پوسي و (كرداي هلو را كنترل ميپوسيدگي قهوه

هاي متعددي از استفاده از گزارش. )1984ويلسون، 
هاي پس هاي مختلف اين باكتري در كنترل بيماريسويه

. داران و مركبات وجود داردستهاز برداشت در سيب، ه
ده از ا با استف2003 در سال رستنواباگو و ك

يي از اين باكتري توانستند خسارت كپك سبز هااسترين
اوباگو و (درصد كاهش دهند70مركبات را تا بيش از

 اثر 1385 در سال و همكاراننوشين ).2003كورستن، 
 تلفيق با  را در.Bacillus spهايي از كنترلي استرين

 سبز و آبي مركبات آزمايش كرده كيون كلسيم روي كپ
و نشان دادند كه كاربرد تلفيقي يون كلسيم و 

داري خسارت ناشي صورت معنيههاي باسيلوس باسترين
هاي سبز و آبي را روي ارقام محلي و تامسون از كپك

تاكنون در ايران پژوهشي در مورد تلفيق . دهدكاهش مي
به منظور كنترل كپك B. subtilisديم با كربنات سبي

 اثرات پژوهشاين . انجام نشده استسبز مركبات 
دركربنات سديمدر تلفيق با بيB. subtilisكنترلي

را مورد )P. digitatum(كنترل كپك سبز مركبات
.دهدبررسي قرار مي

هامواد و روش
همه ازپژوهش هاي مورد استفاده در اين ميوه

نه عارضه فيزيولوژيك يا و فاقد هرگوامسون بودرقم ت
و قبل از هرگونه تيمار شيميايي مورد ندزخم بود

.استفاده قرار گرفتند
B. subtilisي هااسترين BSوB. subtilis 

BN از سطح)2001(به روش نانس و همكاران
 واقع در هاي هوايي گريپ فروت شهرستان نشتاروداندام

و شناسايي  جداسازي 1383پاييز  در استان گيلان
هاي باكتريايي بر اساس جداول شاد و جدايه. گرديد

، از نظر قطر سلول باكتري، توليد )2001(همكاران
هاي كاتالاز، توليد اندول، احياي نيترات، اسپور و واكنش

7ليسيتيناز، استفاده از سيترات، رشد در نمك طعام 
گراد و سانتي درجه 45 و 5درصد، رشد در دماهاي 

براي .  مورد بررسي قرار گرفتند8/6 و 7/5اسيديته 
ها از نظر شكل و تفكيك گونه ها از يكديگر نيز، جدايه
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موقعيت اندوسپور، توليد اسيد از دي گلوكز، ال آرابينوز، 
دي زايلوز، دي مانيتول، هيدروليز كازئين، ژلاتين و 

.)1جدول  (نشاسته مطالعه شدند

.P  قارچيه تلقيحماتهيه ) الف digitatum 

كه از سطح ميوه M121P. digitatum جدايه
 جدايه ديگر به 7ميان از و گريپ فروت آلوده جداسازي

زماني و (بودترين جدايه شناسايي شده عنوان مهاجم
مبارزه، از كلكسيون آزمايشگاه )1387همكاران،

س پردي(شناسي دانشگاه تهران بيولوژيك بخش بيماري
و براي انجامدريافت )  كرج- كشاورزي و منابع طبيعي

هاي يك كشتبه . گرفتمورد استفاده قرارها آزمايش
، نگهداري شده PDAروي محيط جدايه مذكوراي هفته

 حاوي سترون آب مقطر ليتر ميلي5،  درجه20در دماي
تشتك و سطح  افزوده شدX-100 درصد تريتون 05/0

ستروناي خميده شيشه به كمك يك لوله پتري
4تراشيده شد و سوسپانسيون حاصله از پارچه ململ 

هاي همراه و  جهت جدا كردن ميسليومسترونلايه 
سوسپانسيون حاصله به .يديوفورها عبور داده شدكن

1/0كمك هماسيتومتر يا توسط اسپكتروفتومتر با جذب 
ليتر در هر ميلياسپور106به غلظت نانومتر 425در 
د كه اين غلظت حالت معمول و توصيه شده دررسي

اوباگو و كورستن، (پس از برداشت است هاي آزمايش
2003.(

تهيه سوسپانسيون باكتري )ب

ها،  به منظور تهيه سوسپانسيون آنتاگونيست
ارلن مايرهاي ون در به از كشت جوان باكتريايتوده
 محيطليتر ميلي50ليتري حاوي  ميلي250

Nutrient Yeast Dextrose Brothگرم8شامل 
Nutrient broth ،10 عصاره  گرم 5دكستروز،  گرم

 پس وانتقال يافت  آب مقطر   ليتر1ر در حجم كل مخم
ر دانكوباتور–شيكر ساعت در 24به مدت هم زدناز 

 قرار ، تكان در دقيقه160و گراد درجه سانتي24دماي 
ژسانتريفوقيقه د10 به مدت g ×8315 در سپس. گرفت
هاي رسوب يافته در آب ديونيزه  سلولاز.گرديد

 توسط آنو غلظت تهيه گرديد سوسپانسيون 

سلول باكتري در هر 108سيتومتر به غلظت مطلوباهم
).2003اوباگو و كورستن،  ( رسانيده شدليترميلي

اسپوري باكتريايي روي جوانه زني هااسترين بررسي اثر )ج
P. digitatum قارچ

هاي درون لولهPDB ميلي ليتر محيط 5
 ميكروليتر 100و سپس دار كوچك ريخته شددرپيچ

ر واسپ106با غلظت P. digitatumاسپورسوسپانسيون 
هاي  ميكروليتر از سلول100ليتر و در هر ميلي

 سلول در هر 2×107ي باكتريايي با غلظت هااسترين
 ساعت 13ها به مدت  لوله.ليتر به آن اضافه گرديدليمي

 دور در 110انكوباتور تنظيم شده روي - درون شيكر
گراد قرار گرفتند و سپس  درجه سانتي25دقيقه و دماي 

100 مرتبه رقيق شده و 100سوسپانسيون مذكور، 
.  كشت داده شدگارآآب ميكروليتر از آن روي محيط 

ه درج20داري در  ساعت نگه72پس از گذشت 
ياو و ( شمارش گرديد هاي تشكيل شدهپرگنهد گراسانتي

). 2004همكاران، 

 قارچاسپور سديم روي جوانه زني تكربنا بررسي اثر بي)د
P. digitatum

تكربناهاي مختلف بيبراي بررسي اثر غلظت
.digitatumPهاي اسپورسديم روي ميزان جوانه زني 

و  سديم تكربنا درصد از بي5 و 1،3هاي غلظت
. ليتر بيمارگر آماده گرديدر در هر ميليواسپ106غلظت
هاي  ميكروليتر از اين سوسپانسيون با غلظت10سپس 

  تا رسيدن به حجم گراد سانتي درجه24فوق در دماي 
30پس از گذشت . ليتر مخلوط گرديدند ميلي1نهايي 

 مرتبه رقيق 100 نمك، - اسپورثانيه ، سوسپانسيون 
 كشت گارآآب ليتر از آن روي محيط  ميكرو100شده و 

20 ساعت نگهداري در 72پس از گذشت . داده شد
هاي تشكيل شده شمارش پرگنهگراد درجه سانتي

 تكرار در نظر گرفته شد و تيمار 3براي هر تيمار . گرديد
دماي  (گراد سانتي درجه24 مقطر سترون شاهد در آب

 طرح كاملا ها در قالبداده و سوسپانسيون گرديد) اتاق
پالو و همكاران،  (تصادفي مورد تجزيه آماري قرار گرفت

2001.(
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ي هااسترين سديم روي رشد تكربنا بررسي اثر بي)ـه
باكتريايي

سلول 108 به غلظت  باكتريي از هرسوسپانسيون
.تهيه گرديدطور جداگانه هبليتر در هر ميلي
ند وشدفوژ يسانترg×8315سرعتبا ها سوسپانسيون

هايي با  سوسپانسيوني رسوب يافتههاسلولاز مجددا 
 درصد 5 و 3، 1هاياز محلول ميكروليتر400فزودنا

هاي پليت الايزاي تهيه و به چاهككربنات سديمبي
 ساعت 24 و12 ،1بعد گذشت .ندسترون انتقال داده شد

هاي حاصله ونيهر كدام از سوسپانس ميكروليتر از 100
 كشت داده شد و NAهايروي تشتكانه، طور جداگبه

 درجه27داري به دماي ها  به منظور نگهتشتك
با سپس. ساعت انتقال يافتند24 به مدت گرادسانتي

CFU ، ميزان NA كشت روي محيط تهيه سري رقت و
 تكرار در نظر گرفته 5براي هر تيمار .  تعيين گرديدهاآن

سوسپانسيون شد و تيمار شاهد در آب مقطر سترون 
.)2003اوباگو و كورستن، (گرديد

 سديم روي پوست ميوه پرتقال ت بررسي اثر بي كربنا)و

كربنات سديم ي درصد از ب5و 1،3غلظت هاي 
هاهاي پرتقال درون اين غلظتميوه.آماده گرديد

 درجه 10ها به دماي ور گرديدند و سپس ميوهغوطه
ر ابن دما  هفته د4مدت گراد انتقال يافته و به سانتي
 هر هفته از نظر ايجادهاميوه. داري شدندنگه

ررسي قرار هاي مربوط به نمك سوختگي مورد بخسارت
 درون آب مقطر سترون غوطه ور هاي شاهدميوه. گرفتند
5براي هر تيمار سه تكرار و هر تكرار شامل . گرديدند

اوباگو و كورستن،(ميوه پرتقال در نظر گرفته شد 
2003( .

هاي استرين بررسي توليد تركيبات ضد قارچي توسط  )ز
آنتاگونيست

 روي رشد قارچهاي باكترياستريناثر 
P. digitatumشرايطرد in vitro  بررسيمورد

P. digitatumچاي قاركشت يك هفتهاز . قرارگرفت
 گرديد تهيهاسپور سوسپانسيون سترونب مقطر آدرون

اسپور در 106غلظت نهايي PDAط و سپس در محي
پس از ريختن محيط حاصله  در آخر .ليتر تهيه شدميلي

10به ميزان هاي پتري و منعقد شدن آن، درون تشتك
 با ي آنتاگونيستهااسترين از سوسپانسيونميكروليتر

 برداشته ليترسلول باكتري در هر ميلي108- 109غلظت
هاي پتريشتكتاي روي سطح نقطه4و به شكل شد

P. digitatumهاي اسپورحاوي PDAمحيط كشت 
داري در  نگه ساعت48ها پس از  تشتك.كشت داده شد

 از لحاظ وجود يا عدم وجود ،گرادسانتي درجه20دماي 
 ساعت از نظر ميزان تاثير 72هاله بازدارندگي و پس از 

زايي قارچ مورد بررسي قرار گرفتنداسپورروي 
.)1992 دنيس آرو، اسميلانيك و(

ي هااستريننحوه اثرپي بردن به به منظور 
هايي به ابعاد زخم، in vivo شرايطرآنتاگونيست د

متر مربع با استفاده از يك سوزن سترون  ميلي3×3×3
25 كه متعاقبا با شددر منطقه استوايي ميوه ايجاد 

106ميكروليتر از سوسپانسيون اسپور بيمارگر با غلظت 

هاي سپس ميوه. گرديدليتر تلقيح در هر ميلياسپور
 تيمار به شرح زير مورد بررسي قرار 4در تلقيح شده 

حاوي NYDB از محيط  ميكروليتر25)الف : ندگرفت
سلول باكتري در هر 108با  ساعته باكتري  24كشت 
 از سوسپانسيون خالص  ميكروليتر25) ب،ليترميلي

 باكتري در هرسلول108 با غلظت سلول باكتري
سانترفيوژ مرتبه 5پس از  (ليتر آب مقطر سترونميلي
،) و سوسپانسيون مجدد در آب مقطرg× 8315در
هاي آن با كه باكتريNYDB محيط  ميكروليتر25)ج

جدا شده و فاقد سلول ميكرو متر 2/0گذراندن از صافي 
 تلقيح سترون  آب مقطر  ميكروليتر25)دو باكتري بود

 درجه20داري در  نگه هفته1، و پس از شدند
هاي آلوده مورد شمارش قرار ، تعداد ميوهگرادسانتي
 ميوه 15 تكرار و هر تكرار شامل3براي هر تيمار . گرفت

هايها در قالب طرح بلوكدر نظر گرفته شد و داده
 گرفترار قتجزيه آماري  تصادفي مورد لكام
.)1992اسميلانيك و دنيس آرو، (

ي آنتاگونيست روي ميوه هااسترينكنترلي بررسي اثرات )ح
پرتقال

 با هاآزمايشآلودگي در به منظور شبيه سازي 
1 يك زخم به قطر دهد،طور طبيعي رخ ميچه كه بهآن
 روي خط استوايي هر ميوه به كمك ترم ميلي2عمق و
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ها به مدت سپس ميوه.  ايجاد گرديدسترونيك سوزن 
داخل سوسپانسيون باكتريايي غوطه ور  ثانيه در 30

در هواي آزاد،هاپس از خشك شدن سطح آنگرديدند و
به آرامي و با فشار بسيار افشانه،  ثانيه با يك 30به مدت 

اسپور106 با سوسپانسيون متري سانتي30كم از فاصله 
پس از .  گرديدندآلوده قارچ بيمارگر ليتردر هر ميلي
 مخصوص صفحات فيبري روي راها ، ميوهخشك شدن

 انتقال گرادسانتي درجه20 و10، 4چيده و به دماهاي 
ور هاي غوطه ميوه- 1:  تيمار شاهد در دو شكل.ه شدداد

هاي  ميوه- 2 و)شاهد سالم ( و بدون آلودگيشده در آب
شاهد  (بيمارگرآلوده شده با  و ور شده در آبغوطه
هاي سالم داد ميوهند و تعمورد بررسي قرار گرفت) آلوده
3براي هر تيمار .  هفته، هر هفته شمارش گرديد5تا 

 نقطه 45 ميوه45( ميوه 15تكرار و هر تكرار شامل 
ها در قالب طرح بلوك و دادهدر نظر گرفته شد ) زخم

.گرديدكامل تصادفي تجزيه آماري 

ي آنتاگونيست در تلفيق باهااسترين بررسي اثر )ت
P. digitatum قارچدر كنترل خسارت  سديم تكربنابي

روي ميوه

ي آنتاگونيست تهيه شده و هااسترينهاي خالص سلول
 سديم سوسپانسيون تكربنا درصد از بي3در محلول 

هاي پرتقال پس از آلوده شدن باميوه. گرديد
P. digitatum دقيقه در سوسپانسيون 2 به مدت 

شدن روي  و پس از خشك شدندور هباكتري غوط-نمك
 درجه4مخصوص چيده شده و به دماي صفحات فيبري

هاي  ميوهعبارت ازهاتيمار. انتقال يافتندگرادسانتي
مقطر ور شده درآب هاي غوطه پرتقال،)شاهد سالم(سالم

ور شده در هاي غوطهپرتقال،)شاهد آلوده ( سترون
ور غوطههاي پرتقالو سديم تكربنا درصد ازبي5محلول 

 تكرار و 3هر تيمار شامل . ندسم ايمازاليل بود درشده
ها  ميوه پرتقال بوده است و داده15هر تكرار شامل

در قالب )  و درصد بازدارندگيهاي سالمدرصد پرتقال(
ت طرح بلوك كاملا تصادفي مورد تحليل آماري  قرار گرف

).2003اوباگو و كورستن، (

ها تجزيه داده) ي

هاي آزمايش با استفاده از ادهتجزيه و تحليل د
ميانگين .انجام گرديدSAS (V6.12)زار آماري فانرم
درصد 5در سطح دانكن ها با استفاده از آزمون داده

.ندمقايسه شد

نتايج
هاي باكترياييشناسايي استرين) الف

هاي مذكور از نظر آزمون گرم، مثبت بوده استرين
ميسليوم هوايي در آگار قد  و فانمودندو توليد اسپور مي

هاي بيوشيميايي  با توجه به نتايج آزمون.بودندمغذي 
مطابقت B. subtilisخصوصيات هر دو جدايه با گونه 

.داشت

هاي باكتريايي روي جوانه زني اسپوربررسي اثر استرين) ب
P. digitatum قارچ

داري ي آنتاگونيست باعث كاهش معنـي   هااسترين
زني اسپورهاي بيمارگر بـه نـسبت تيمـار         در ميزان جوانه  

.)2جدول (شاهد شدند

 قارچ سديم روي جوانه زني اسپورتكربنابررسي اثر بي) ج
P. digitatum

 سديم در هر سه غلظت مورد اسـتفاده         تكربنابي
بـا  . درصد جوانه زنـي اسـپورهاي بيمـارگر را كـاهش داد      

ش يافـت    سديم كارايي آن افزاي    تكربناافزايش غلظت بي  
).1شكل (

 سديم روي پوست ميوه پرتقال تكربنابررسي اثر بي) د

 درجـه   10داري در دمـاي      هفتـه نگـه    4پس از گذشـت     
گراد هيچ اثري از سوختگي ناشي از تيمار با نمـك          سانتي

هـا  كربنـات سـديم روي پوسـت هـيچ كـدام از ميـوه             بي
خلي يا كاهش   چنين هيچ خسارت دا   هم. مشاهده نگرديد 

هاي تيمار شده در مقايسه با شاهد        بارزي روي ميوه   وزني
.ديده نشد

www.sid.ir


Arc
hive

 of
 S

ID

www.SID.ir

. . . به تنهايي يا Bacillus subtilisهايي از باكتري بررسي اثر بيوكنترلي استرين

----------------------

6

هاي باكترياييخصوصيات مورفولوژيكي، فيزيولوژيكي و بيوشيميايي استرين: 1جدول 
واكنش خصوصيات

BSBN
-- ميكرونيك>قطر سلول 

++تحرك
مركزيمركزيموقعيت اسپور
:توليد اسيد از

++دي گلوكز
++ آرابينوزال

++دي زايلوز
++دي مانيتول

++هيدروليز نشاسته
++هيدروليز ژلاتين
++هيدروليز كازئين

--توليد اندول
--ليسيتيناز

++كاتالاز
++احياي نيترات

++گراد درجه سانتي5رشد در 
++گراد درجه سانتي45رشد در 
++pH=7/5رشد در 

++pH=8/6شد در ر
++ درصد2رشد در نمك طعام 
++ درصد5رشد در نمك طعام 
++ درصد7رشد در نمك طعام 
استفاده از سيترات

رشد غير هوازي در محيط مايع گلوكز
-
+

-
+

 حاوي PDBدرصد جوانه زني اسپورهاي كپك سبز در محيط كشت مايع: 2جدول 
ي باكترياييهااسترين

هااسترينهاي بيمارگرردرصد جوانه زني اسپورصد بازدارندگيد
a5/78a67/17B. subtilis BN
b96/61b21/34B. subtilis BS

c0c17/96شاهد
.اشند بيدار م فاقد اختلاف معني درصد5تيمارهايي كه داراي حرف مشترك هستند در سطح 
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P. digitatum قارچهاياسپورزني ت سديم روي جوانهكربناهاي مختلف بي اثر غلظت:1شكل 

ي هـا اسـترين  سـديم روي رشـد   تكربنـا  بررسي اثر بي  )ه
باكتريايي

تريـايي هـم تحـت تـاثير غلظـت          ي باك هـا اسـترين رشد  
و هم مدت زماني كه سلول بـاكتري تحـت تـاثير    باكتري  

 در مقايسه با شاهد در      هااسترين.تركيب  قرار گرفته بود    
، در هر سه زمان     كربناتسديم بي  درصد از    3 و   1ل  محلو

5اما در مـورد محلـول       . به صورت نرمال رشد كرده است     
داري با شاهد ديـده  درصد، در هر سه زمان اختلاف معني   

وسيله تهيـه سـري رقـت و        هتعيين جمعيت ب  . شده است 
، كاهش بيش   NAهاي پتري محتوي      كشت روي تشتك  

ي زنده و قادر بـه رشـد در        هاCFU درصد در شمار     52از  
 نشان داده است، كـه      كربنات سديم بي درصد از    5غلظت  

داري سوسپانسيون باكتري و    بدترين حالت مربوط به نگه    
بـا توجـه بـه    . ساعت بـوده اسـت  24، به مدت %5نمك

هـا  براي ادامـه آزمـايش  SB درصد از 3نتايج فوق غلظت  
.)2شكل  (مورد استفاده قرار گرفت

هاي ي توليد تركيبات ضد قارچي توسط استرينبررس) و
آنتاگونيست

با  BS وBNي هااستريندر كشت متقابل 
 درجه 20داري در  ساعت نگه48پس از بيمارگر، 

8 و 11 به قطر  هاله بازدارندگيگراد به ترتيبسانتي

مشاهده PDA محتويهاي پتريتشتك روي مترميلي
سوسپانسيون ،باكتري محيط فاقد سلول روي ميوه،.شد

خالص سلول باكتري ونيز محيط كشت محتوي
 ممانعت به بيمارگر از رشد همگيهاي باكتري سلول
).3جدول (ندوردآعمل 

هاي آنتاگونيست روي ميوه    كنترلي استرين بررسي اثرات   ) ز
پرتقال

20و4،10هـاي صــوت گرفتـه در دمــاي   بررسـي 
ي هـا در دمادايـه  هر دو ج نشان داد كهگراد سانتيدرجه

بـه باشـند و  مـي مذكور قادر به كنترل خسارت بيمارگر 
زمـايش   آ  در دماهاي مـورد    عامل آنتاگونيست، عنوان يك   

نـد  درصـد كـاهش داد    55خسارت بيمارگر را تا بيشتر از       
.)3شكل(

هـاي آنتاگونيـست در تلفيـق بـا        بررسي اثـر اسـترين    ) ح
P. digitatum قـارچ  سديم در كنترل خـسارت  تكربنابي

روي ميوه 

ي باكتريــايي در هــااســتريناثــرات آنتاگونيــستي 
كربنات سديم افزايش يافـت و بـين تيمارهـا          تلفيق با بي  

).4جــــدول(دار وجــــود داشــــت اخــــتلاف معنــــي
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ي باكتريهااسترينكربنات سديم روي رشد  اثر غلظت هاي مختلف بي:2شكل 

لص سلول باكتري در آب مقطر، محيط كشت حاوي سلول باكتري و  بررسي اثر سوسپانسيون خا: 3جدول 
.روي ميوه پرتقاP. digitatumمحيط كشت فاقد سلول باكتري در كنترل 

*هاي آلودهدرصد ميوه

BNBS
جدايه باكتري

d24/54d26/48محيط كشت حاوي سلول باكتري
26/58 c22/52 cسلول خالص باكتري
2/70 b54/68 bمحيط كشت عاري از باكتري
22/87 a22/87 aشاهد( آب مقطر سترون(

. گرديدمحاسبه درجه 20وده پس از يك هفته نگهداري درآلهاي  ميوهدرصد: *
.باشندي فاقد اختلاف معني دار م درصد5تيمارهايي كه داراي حرف مشترك هستند در سطح 

زمان/كربناتغلظت سديم بي

لي
 مي

هر
در 

ي 
تر
باك
ت 

عي
جم

م 
ريت
لگا

تر
م
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گراد روي ميوه پرتقال درجه سانتي20 و4،10 آنتاگونيست در دماهاي يهااسترينكنترلي بررسي اثرات :3شكل

 قارچ سديم در كنترل خسارت تكربناي آنتاگونيست در تلفيق با بيهااسترين بررسي اثر :4جدول 
 P. digitatumپرتقال روي ميوه 

*تيمارهادرصد بازدارندگي

c**26/73BN

f5/64BS

g3/54SB (5%)

b26/79BN + SB (3%)

e5/67BS + SB (3%)

a28/82ايمازاليل
h0شاهد

. كار رفته استليتر به- سلول در هر ميلي5/0×  108 و در تيمارهاي تلفيقي با غلظت 108هاي باكتريايي به تنهايي در غلظت استرين: *
آزمـون ها توسط مقايسه ميانگين.باشنديدار مد اختلاف معني فاق درصد 5تيمارهايي كه داراي حرف مشترك هستند در سطح         تيمارها  :**

.دانكن صورت گرفته است

بحث
جـدا شـده از   .Bacillus sp جدايـه  105از بين 

BSوBN جدايـه  2سطح شاخ، بـرگ و ميـوه مركبـات،        

تـرين اثـرات   كه داراي بـيش B. subtilisمتعلق به گونه
هـاي  داده(ودند بP. digitatumآنتاگونيستي عليه قارچ 

 مورد استفاده قـرار  پژوهش براي انجام اين ،)انتشار نيافته 
.گرفتند

ســعي شــد كــه شــرايط هــاي نهــاييدر بررســي
آزمايش تا حد ممكن به شرايط كاربردي و آن چيزي كه           

بـراي ايـن    . تر باشد ديكافتد نز به شكل طبيعي اتفاق مي    
وري تحــت تيمــار بــا هــا در حالــت غوطــهمنظــور ميــوه
هاي ايجاد  از طرف ديگر زخم   . ها قرار گرفتند  آنتاگونيست

شده روي ميوه عميق و محدود به مزوكارپ ميوه بودند و           
پژوهشگرانهاي ساير   است كه نتايج آزمايش   اين در حالي  

اتيماره
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دت هاي ايجاد شده در ش    -نشان داده است كه عمق زخم     
هاي محدود بـه مزوكـارپ      آلودگي اثر دارد و معمولا زخم     

ساسيت به بيمـارگر مـذكور را سـبب         رين ميزان ح  تبيش
.)2003اوباگو و كورستن، (شودمي

كربنات به عنوان تركيبـات     هاي كربنات و بي   نمك
زيست و در عين    ارزان قيمت، فاقد اثرات سوء روي محيط      

توانند در كنترل بيمارهاي پـس از برداشـت         ميحال موثر 
هـاي  ترلي نمـك  اثرات كن . كار روند هناشي از پنيسيليوم ب   

هـاي مـورد اسـتفاده آنـان،        كربنات با غلظت  كربنات و بي  
هـا در   وري ميـوه  ها و نيز مدت زمان غوطـه      دماي محلول 

ــژوهش در ايــن . ايــن تركيبــات ارتبــاط مــستقيم دارد پ
 درصد به تنهايي و در عدم       3 سديم   تكربنابياستفاده از   

 سـبز مركبـات مـوثر       كحضور آنتاگونيست در كنترل كپ    
پژوهـشگران است كـه ايـن بـا نتـايج سـاير      ارش شده  گز

اوباگو و كورستن،    ؛   2001پالو و همكاران،    (مطابقت دارد   
ــم). 2003 ــتفاده از   ه ــه اس ــشان داد ك ــايج ن ــين نت چن
كنترلــي  بيــوتــوانســبب افــزايش كربنــات ســديم بــي

 نيـز  ه ايـن موضـوع    د ك ـ شـو ميي آنتاگونيست   هااسترين
ران را تاييد مـي نمايـد   ساير پژوهشگهايپژوهشنتايج 

ــتن، ( ــاگو و كورس ــن ). 2003اوب ــژوهشدر اي ــاوتپ  تف
كربنـات  گيري در نتايج حاصـل از بررسـي اثـر بـي           چشم

بـا نتـايج حاصـل در شـرايط     in vitroسديم در شـرايط  
in vivoبـا غلظـت   كه اين تركيب طوريهبدست آمد، هب

وم ر پنيـسيلي  وجوانه زني اسـپ   بازدارندگي از   در   درصد،   5
ــسيار مــوثرتر از روي ميــوه عمــل كــرد در آزمايــشگاه . ب
دليل اين موضـوع را بـرهمكنش بـين نمـك        پژوهشگران  

كربنات با تركيبات موجـود در بافـت پوسـت ميـوه در             بي
محل زخم عنوان كردند كه اين اثر منجر به افـت اثـرات             

اسـميلانيك و همكـاران،    (گرددكنترلي آن روي ميوه مي    
بـه عنـوان   بالاي محلول اين نمـك    pHاز طرفي   . )2001

ــسيليومي    ــيدگي پني ــرل پوس ــر آن در كنت ــسم اث مكاني
).2001اســميلانيك و همكــاران، (پذيرفتــه شــده اســت 

كربنات سديم در افزودن اثر كنترلـي جدايـه         نحوه اثر بي  

هاي آنتاگونيست به درسـتي مـشخص نـشده اسـت، امـا       
يوم روشن است كه يكي از دلايل اين امر تـضعيف ميـسل           

ــداختن اســپ  ــق ان ــه تعوي رزايي آن توســط وبيمــارگر و ب
-ن جدايه سـريع   آباشد كه به دنبال     كربنات سديم مي  بي

هاي زخم روي ميوه را     الرشد آنتاگونيست به سرعت محل    
نمايـد و ميــسليوم تــضعيف شــده  كلـونيزه و اشــغال مــي 

هــاي توليــدي بيمــارگر براحتــي تحــت تــاثير متابوليــت
اسـميلانيك و همكـاران،      (آيـد ر مي آنتاگونيست از پاي د   

).2003اوباگو و كورستن، ؛ 2001
ي هااسترينگرچه توليد مواد ضد قارچي توسط 

گرفت، اما  مورد بررسي قرار نآنتاگونيست دقيقاً
تواند دليلي ي اسپور بيمارگر ميزنبازدارندگي از جوانه

.ي مذكور باشدهااسترينبراي توليد اين تركيبات توسط 
يكي تايج اين پژوهش نشان داد كه كنترل بيولوژن

ها در طي دوره هاي پس از برداشت ميوهبيماري
پذير است اما توسعه تجاري انبارداري و فروش امكان

يي با هااسترينهاي موثر نيازمند انتخاب آنتاگونيست
هاي خواص فنوتيپي و كاربردي مناسب براي سيستم

ذكر است لازم به. استكنترل بيولوژيك پس از برداشت 
هاي پس حايز اهميت در كنترل بيماريكه يكي از نكات 

در . باشدها مي توجه به زمان برداشت ميوهتاز برداش
عوامل بيمارگر پس واقع ميزان حساسيت بافت ميوه به 

ها مرتبط تا حد زيادي به زمان برداشت ميوهداشت براز 
نترلي هاي كر صورت براي انتخاب روش هبه. است

ها براي مناسب و نيز زمان صحيح اعمال اين روش
هاي پس از رسيدن به حداكثر بازدهي در كنترل بيماري

برداشت، مطالعات عميق و بنيادين در فيزيولوژي ميوه 
).1989كمپف و ولف، (رسدميضروري به نظر

سپاسگزاري
 از موسسه   پژوهشهاي مورد استفاده در اين      ميوه

 ـ كـه  تهيه گرديدت رامسر تحقيقات مركبا  وسـيله از  دينب
.گرددمير  تشكموسسه مذكورهمكاري 
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Evaluation of Biocontrol Activity of Bacillus subtilis Strains Alone or in Combination 
with Sodium Bicarbonate on Citrus Green Mold

Zamani1, M., Sharifi Tehrani2, A. and Ahmadzadeh3, M.

Abstract
In this study the effect of two strains of Bacillus subtilis alone or in combination with sodium 

bicarbonate on controlling citrus green mold caused by Penicillium digitatum was investigated. 
Application of 108 cfu/ml of bacterial strains on artificially inoculated fruits by P. digitatum caused
at last 55% reduction of rotted fruits after 5 weeks storage at 20, 10 and 4 ˚C. Integrated application 
of antagonistic strains with sodium bicarbonate (3% w/v) resulted in more than 67% decay 
reduction in 4 ˚C and the best result, 79.26% disease reduction, was obtained by integrated use of 
BN strain (5 × 107 cfu/ml) with 3% sodium bicarbonate. Laboratorial assays showed that these
strains inhibit pathogen spore germination and also their culture filtrate and cell-free culture are able 
to control of the pathogen on the surface of fruit.

Key words: Bacillus subtilis, Penicillium digitatum, biological control, sodium bicarbonate
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