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 چکیده

هایی از جنس  که توسط گونه استمهم مرکبات در شمال کشور ی ها بیماریبلاست مرکبات یکی از 

 های ت. این بیماری در شرایط اقلیمی مساعد، خسارشود میایجاد  (.Pseudomonas spp)س سودومونا

و  ها بیوتیک آنتیهای استفاده از  توجه به محدودیت د. باکن مرکبات وارد می های باغبه  چشمگیری

وشی ر تواند میمیکروبی  ترکیبات شیمیایی سنتزی، کنترل بیولوژیک یا استفاده از ترکیبات گیاهی ضد

 عصارة بذرمخمر رورست و  ةبرای کنترل بیماری بلاست باشد. در این تحقیق اثر چند جدای مؤثر

 ة( بر عوامل بلاست مرکبات در شرایط آزمایشگاه )آزمون هالHeracleum persicumگلپر ایرانی )

ق مختلف ی برگ مرکبات مناطها نمونهی آنتاگونیست از ها جدایه. شدبازدارندگی( و گلخانه، بررسی 

آوری  بذر گلپر از مناطق مرتفع شهرستان بابل جمع همچنین،های شمالی کشور جداسازی شدند.  استان

ی در مهار رشدی دو عامل بیمارگر از خود دار معنیاثر  عصارة گلپرشد. در بررسی آزمایشگاهی، 

ند. نتایج کنرگر ایجاد بازدارندگی علیه دو بیما ندی مخمری نتوانستها جدایهیک از  نشان داد، اما هیچ

 8/88کاهش  یانگینبا م( .Pichia sp) ی مخمریها جدایهنشان داد که یکی از  ای گلخانهبررسی 

توانست  عصارة گلپر همچنین،. بلاست مرکبات بود یماریدر کاهش شدت ب یهجدا ینبهتر یدرصد

های این  . یافتهدهددرصد کاهش  03، نسبت به شاهد تا مرکباتبرگ  را در سطح یمارگرهاب یتجمع

 ند.هست مؤثردر کنترل بیماری  عصارة گلپرو   .Pichia spتحقیق نشان داد که استرین
 

  ..Pichia sp، مخمر کنترل بیولوژیک،، عصارة گلپربلاست مرکبات،  کلیدواژگان:

 

 مقدمه

  یها بلاست مرکبات از جمله بیماری یاییباکتر یماریب

مناطق  یدنیا به استثنا زیخ ر نقاط مرکباتبیشتشایع در 

این  ،بار یناول .(Whiteside et al. 1988) استگرمسیر 

 گزارش شد یفرنیاکالاز شمال  ،3131در سال  بیماری

(Coit 1916, Whiley et al. 2002)ری باکت ،. ابتدا

Pseudomonas syringae pv. syringae عامل  عنوان به

 دراما  ،(Whiteside et al. 1988) شد یمعرفبیماری 

 Pseudomonas) ی، باکترگونه  ینبر ا علاوه 3111سال 

viridiflava (Burkholder 1930, Dowson 1939 یزن 

 گزارش شدبلاست مرکبات شمال ایران عنوان عامل  به

(Shams-Bakhsh and Rahimian 1997) .یمارگرهایب 

های جوان، به  روی بافت یجادشدهبلاست از طریق زخم ا

بلاست روی پهنك و دمبرگ  علایمد. نکن یگیاه حمله م

رنگ پدید  صورت نقاط آبسوخته یا نواحی سیاه عموماً به

. در صورت دنیاب و از هر طرف گسترش می آیند می

پژمرده  ها برگآوندهای آبكشی دمبرگ، آلودگی 

ها دورتادور شاخه را  اگر این لكهریزند.  یو م شوند می

 علایمد شد. نشك خواهها خ آن ییهای بالا بگیرند، بخش

خصوص در مناطق  در طول فصل رشد و به یماریب ینا
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 ،مرطوب و خنك و هوایی آب یطبا شرا یزو بادخ یباران

ممكن  یخواهد بود. گاه یدترجوان شد یها سرشاخه در

 شودبلاست با خسارت سرمازدگی اشتباه علایم است 

(Program 2012, Ferguson and Grafton-Cardwell 

وجود  یلدل به یران،شمال ا یمیاقل یطدر شرا. (2014

بلاست خسارت  یماریمناسب، ب یرطوبت بالا و دما

صورت پژمردگی و خشكیدگی  را به چشمگیری

برای پیشگیری و کنترل این  .کند یم یجادها ا سرشاخه

از سموم  توان میرعایت بهداشت زراعی،  علاوه بربیماری 

 Whiteside et)د کرده شیمیایی و ارقام مقاوم نیز استفا

al. 1988)شدن خطرهای  اما با توجه به آشكار ؛

ها، امروزه  بیوتیك محیطی ترکیبات شیمیایی و آنتی یستز

کاربرد  جمله از ،خطر های سالم و کم استفاده از روش

د نکه بتوانترکیبات بازدارندۀ گیاهی و عوامل آنتاگونیستی 

 ن است.اوجه محققت مورد ،دنباش آمیز یتدر درازمدت موفق

تواند روشی مناسب  های مقاوم مرکبات نیز می تهیة پایه

ها با  برای کنترل بیماری باشد. اگرچه تهیة این پایه

 برنزماهای فراوان مواجه بوده است و بسیار  محدودیت

خواهد بود. با توجه به سطح کشت وسیع مرکبات در شمال 

ضور عوامل ی متعدد مبنی بر حها گزارشکشور و همچنین، 

های شمالی، مبارزۀ  بیمارگر در نقاط مختلف استان

 ای دارد. بیولوژیك با بیماری بلاست اهمیت ویژه

گیاهی ، Heracleum persicumبا نام علمی  گلپر ایرانی

 (Umbelliferaeاز تیرۀ چتریان ) علفی، چندساله و معطر

این گیاه ارزش اقتصادی، دارویی و غذایی فراوانی است. 

د که در نیمة شمالی کشور در اراضی کوهستانی و دار

ی معتدل، رطوبت مناسب و زمستان سرد وهوا آبمرتفع با 

ی ها گزارش. تاکنون، (Hemati et al. 2010)کند  رشد می

های حاصل از این  متعددی دربارۀ خواص کشندگی عصاره

 3های بالینی ( علیه باکتری.Heracleum sppجنس گیاهی )

(Ahmadian-Attari et al. 2009, Noudeh et al. 2010, 

Kousha and Bayat 2012) های بیماریزای  و علیه باکتری

، Pseudomonas syringae pv. syringae جمله ازگیاهی 

Xanthomonas campestris pv. phaseoli  و

Xanthomonas campestris (Iscan et al. 2003) ارائه ،

 شده است.

توان  بارۀدر یادیز قاتیتحق یر،اخ یها در سال

                                                                                  
1. Clinical 

سهم مرکبات از ه است که انجام شدمخمرها  یوکنترلیب

پس از  یقارچ یها بیماریاین عوامل بیوکنترل بیشتر به 

برداشت معطوف شده است. از این عوامل بیوکنترل 

 Pichia guilliermondii ،Debaryomycesتوان به  می

hansenii ،Candid oleophila ،Kloeckera apiculata ،

Metschnikowia pulcherrima  در کنترل کپك سبز و

 ,Droby et al. 1989, Wilson and Chalutz 1989)آبی 

Chalutz and Wilson 1990, El-Neshawy and El- .

Sheikh-Aly 1998, Lahlali et al. 2004, Long et al.. 

در کنترل بیماری  D. hanseniiو مخمر  (2007

 Droby et al. 1989, Chalutz and)پوسیدگی ترش 

Wilson 1990)  و مخمرهایC. sake ،C. formata ،C. 

saitona ،Aureobasidium pullulans ،

Saccharomyces cerevisiae ،M. fruticola، 

M. pulcherrima های میوۀ  در کنترل سایر پوسیدگی

اشاره کرد. برای کنترل  (Sharma et al. 2009)مرکبات 

 .Beiki et al های کبات نیز بررسیبیماری بلاست مر

، .Rhodotorula spنشان دادند که مخمرهای  (2012)

C. magnus ،Cryptococcus albidus  و

Sporobolomyces ruberrimus  توان بیوکنترلی مناسبی

، دارند. با توجه به اهمیت P. syringaeعلیه بیمارگر 

وان های گیاهی و با توجه به ت کنترل بیولوژیك بیماری

های گیاهی  بیوکنترلی مخمرها و خواص کشندگی عصاره

منظور  در کنترل بیمارگرهای گیاهی، این تحقیق به

ارزیابی امكان کنترل بیولوژیك بلاست باکتریایی 

مرکبات شمال  رورست یمخمرهامرکبات با استفاده از 

و  یشگاهیآزما یطدر شرا، عصارۀ بذر گلپرکشور و 

 ت.انجام شده اسای  گلخانه

 

 ها روشمواد و 
 ی بیماریزا و آنتاگونیستها جدایه ةتهی

 و P.s. pv. syringaeبیماریزای بلاست،  ةدو جدای

P. viridiflava، شناسی گیاهی  از آزمایشگاه بیماری

کنترل بیولوژیك آمل تهیه شد.  ةایستگاه تحقیق و توسع

پس از  یه،جدایی این دو بیماریزااز  ینانماط منظور به

و اطمینان از  KBکشت  یطمح یورها  کشت آن

 ةساعت 13ز کشت ، اها آنیك از  بودن هر خالص

سلول در  333تا  331 یها غلظتبا  ییها سوسپانسیون
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یك از  هرشد. از  هیهبا آب مقطر سترون ت لیتر میلیهر 

 یبررس براییون آن، سوسپانسمیكرولیتر  333، ها غلظت

د ش یقنارنج، تزر جوان آلمو و یها برگه ب یی،بیماریزا

(Yessad et al. 1992). 

ی مخمری، در سه فصل ها جدایهجداسازی  منظور به

های  از مناطق مختلف استان 3111بهار، تابستان و پاییز 

شمالی کشور )مازندران، گیلان و گلستان(، از درختان 

آلودگی به بیماری بلاست،  علایم بدونمرکبات 

انجام شد. بعد از انتقال  ،تصادفی صورت به ،برداری نمونه

به آزمایشگاه، بلافاصله جداسازی آغاز شد. برای  ها نمونه

های ارلن جداگانه حاوی  در فلاسك ها نمونهجداسازی، 

میكرولیتر توئین  333آب مقطر و  لیتر میلی 333

(Tween سترون، روی )قرار داده شدند  یدوران ۀگردانند

(Sakthivel and Mew, 1991)ساعت،  3شت . پس از گذ

ی حاوی محیط ها تشتكمیكرولیتر در  133از هر نمونه 

 11کشت و در دمای  (Malt Agar)آگار  کشت مالت

شدند.  داری نگهسه تا پنج روز  مدت درجة سلسیوس به

یی که ها کلنی ها، از هر تشتك تك کلنیپس از ظهور 

ظاهر مخمری داشتند، برگزیده و دوباره روی محیط 

تا رسیدن به  ی مخمریها کلنینتخاب کشت مزبور با ا

ی و ساز خالصخلوص کامل، کشت شدند. پس از 

با توجه به رنگ، شكل  ها کلنیمیكروسكوپی،  ۀمشاهد

بندی شدند. از هر  ظاهری و جمعیت انتخاب و گروه

نماینده انتخاب و در  عنوان بهگروه، یك جدایه 

 کار برده شدند. هبیوکنترلی ب خصوصیات های بررسی

 

 بیوز مخمرها درون تشتک پتری ررسی اثر آنتیب

 یاثر بازدارندگ یمنظور بررس بهبازدارنده  ةآزمون هال

، انجام شد. در این بیماریزارورست بر عوامل  یها جدایه

ی محتوی محیط کشت ها تشتك ةبررسی بعد از تهی

NA ی ها باکتریمیكرولیتر از  333، سطح محیط با

های کاغذی سترون  سكدی ،زنی و سپس بیمارگر مایه

در تشتك قرار  نظر موردروی محیط کشت جامد 

میكرولیتر از سوسپانسیون غلیظ مخمرها  33گرفتند. 

به انكوباتور با دمای  ها کشتروی هر دیسك گذارده شد. 

سلسیوس منتقل و بعد از دو تا سه روز  ةدرج 12

د. این آزمایش در سه تكرار انجام شتشكیل هاله بررسی 

 .(Mercier and Lindow 2001) شد

 در گلخانه ها جدایهبررسی اثر آنتاگونیستی 
 تهیة گیاه برای انجام آزمون

ی مخمری در شرایط ها جدایهیی کارابررسی  برای

 Citrus، برای هر جدایه سه نهال آلمو )ای گلخانه

macrophylla( و سه نهال نارنج )C. aurantifolia ) با

 منظور به نظر گرفته شد.سن، در  جوان و هم یها برگ

، چهار هفته قبل ساله دوی ها نهالایجاد شرایط یكسان، 

سربرداری شدند. در این  ای گلخانهاز آزمون در شرایط 

شد تا از مصرف کود و  انجامهای متداول  دوره مراقبت

 سموم شیمیایی خودداری شود.

 
 تهیة مایة تلقیح بیمارگر و آنتاگونیست

روی  ها جدایهح مخمرهای رورست، تلقی ةمای ةبرای تهی

 صورت بهگرم در لیتر گلوکز،  33محیط مالت آگار حاوی 

سوسپانسیون  ها آن ۀچمنی کشت شدند. از کشت تاز

 باتوسط آب مقطر سترون تهیه شد و پس از شمارش 

هر  لیتر میلیسلول در  331لام هماسیتومتر، غلظت 

ی ها یهجداتلقیح  ةمای ة. برای تهیشد استفادهجدایه 

، KBروی محیط کشت  ها جدایهیك از  بیمارگر، هر

 ها آن ۀروز چمنی کشت شدند. از کشت یك صورت به

آب  لیتر میلیسلول در  333سوسپانسیونی با غلظت 

دستگاه  ابسنجی  کدورت براساسمقطر سترون )

 .(Brandl 2008)( تهیه شد اسپكتروفتومتر

 

 ریها در کاهش شدت بیما جدایه ریتأثبررسی 

ی مخمری علیه عوامل ها جدایهبررسی تأثیر  برای

یك از  بیماری بلاست در دو گیاه آلمو و نارنج، هر

 ةتا مرحل مخمرها ۀشد یهته یها سوسپانسیون

در هنگام غروب آفتاب،  ،ها برگشدن آب از سطح  یجار

روز،  یكبه فواصل  یونسوسپانس یدنپاش. شدند پاشی مه

در این مدت . (Shulaev et al. 1995)د شبار تكرار  سه

درجة  31در شرایط رطوبتی اشباع و دمای  ها نهال

 ی،اسپر یناز آخر عدروز ب شدند. یك داری سلسیوس نگه

انجام  برایبرداشت و  مرکباتهر دو رقم از  یها برگ

منتقل شدند. بلافاصله  یشگاهبه آزما ییبیماریزا آزمون

 معادل ظتبا غل یمارگرب یونسوسپانس یكرولیترم 333

 های با استفاده از سرنگ ،لیتر میلیسلول در هر  333

 داری نگهشد. پس از ده روز  یقهر برگ تزر بهسترون 
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درجة  31 یتحت دما سترون، ظروف در ها برگ

 علایمگسترش  یزانو رطوبت در حد اشباع، مسلسیوس 

 یازا . بهدشثبت  Dino Captureبا کمك دستگاه  یماریب

برده شد که در هر برگ  کار برگ به 13 حداقل یمار،هر ت

 یانی،برگ، نسبت به رگبرگ م ةیمآزمون در هر دو ن یزن

جای هب ها نهال ،شاهد یمارهایدر ت .انجام شد

بررسی  و شدند یبا آب اسپر سوسپانسیون مخمری

 اجرا شد مذکوریمارهای کاملاً مشابه ت نیز ییبیماریزا

(Mercier and Lindow 2001, Beiki et al. 2012) .

 طور بهدرصد کاهش شدت بیماری با کمك فرمول زیر، 

 ةیری مساحت قسمت آلوده و مقایسگ اندازهمستقیم با 

 Campbell)آن با شاهد مثبت، محاسبه و ارزیابی شد 

and Madden 1990). 

(3)         /  PI T C C   100 

PI:  ،درصد بازدارندگیT: ار مساحت قسمت آلوده در تیم

 مساحت قسمت آلوده در شاهد. :Cو 

 

گلپر و بررسی آزمایشگاهی توان ضد  عصارۀ بذر ةتهی

 باکتریایی

هیدروالكلی  ۀباکتریایی عصار برای بررسی خواص ضد

استفاده شد. بذرهای گلپر از  3گلپر از روش خیساندن

ی و آور جمعارتفاعات شهرستان بابل )مازندران( 

با  ،و سپسشد خشك  ،طبیعی در محیط سایه صورت به

 13گیری  د. برای عصارهشاستفاده از آسیاب برقی پودر 

 13متانول  لیتر میلی 333شده در  گرم از بذر آسیاب

ساعت در ظرف  11مدت  درصد حل و محلول حاصل به

روی دستگاه همزن قرار داده شد. پس از این  دربسته

صاف  33 ۀمحلول با استفاده از صافی واتمن شمار ،مدت

قبل از آزمایش تا حد تغلیظ  آمده دست به ۀشد. عصار

د تا هیچ الكلی در آن باقی نماند شخشك  کاملاً

(Sharififar et al. 2009) .ضد تأثیراتبررسی  برای 

 ۀمیكروبی آن علیه عوامل بیماری بلاست، عصار

درصد با روش انتشار در  13و  333شده با غلظت  یهته

گیری قطر  ی با اندازها دیسك، در شرایط درون شیشه

های کاغذی  رشد بررسی شد. از دیسكهالة بازدارندۀ 

کنترل منفی  عنوان بهآغشته به آب مقطر سترون 

 )شاهد( استفاده شد.

                                                                                  
1. Maceration 

در کاهش مستقیم  عصارۀ گلپرتوان  ای گلخانهبررسی 

 جمعیت بیمارگرها
 کیوتیب یآنتتهیة بیمارگرهای مقاوم به 

 یها باکتری یمارگرها،ب یتجمع یشو پا یابیمنظور رد به

P.s. pv. syringae  وP. viridiflava مقاوم  یافته جهش

Pv)یكلین تتراسا بیوتیك یبه آنت
r  وPss

r)،  ساخت

با  ،بلاست یمارگردو ب یوحش یپ، از تیگماشرکت س

 دست آمدند به Gradient plate یكاستفاده از تكن

(Bryson and Szybalski 1952)کشت  یط. محKB 

 یوتیكب یآنت یشیمختلف و افزا یها غلظتاه با همر

شد.  یختهو در ظروف تشتك پتری ر یهته یكلینتتراسا

 یبه تمام ها بیوتیك آنتیو بهتر  یشترنفوذ ب یبرا

 ندیدن برای همچنین،کشت و  یطمح های قسمت

ساعت استراحت  13 ی پتری حداقلها تشتك ی،آلودگ

 ینشروع ا در یوتیكب یآنت ةیداده شدند. غلظت اول

بوده 1 (MIC) یکمتر از حداقل غلظت بازدارندگ پروسه

فراتر  MICو از مقدار  یافت یشافزا یجتدر است که به

 لیتر میلیسلول در هر  333با غلظت  یونیرفت. سوسپانس

از  یكرولیترم 13 مقدارو به  یهته یمارگرب یها باکتریاز 

 یها تشتك. دشپخش  ها تشتك یرو یونسوسپانس ینا

 11 یساعت در دما 32تا  13 مدت بهشده  شت دادهک

 یها کلنی ،شدند. سپس داری نگهدرجة سلسیوس 

انتخاب و به  ها تشتكفلورسنت و مقاوم از سطح 

منتقل و  یكلینبالاتر تتراسا یها غلظت یحاو های یطمح

سرانجام تا  کرد یداادامه پ یندآفر ین. ادمخطط شدن

 بیوتیك یآنت یحاو KB یطمح یمقاوم رو یها کلنی

 یطمح لیتر میلیدر هر  µg 11به مقدار  یكلینتتراسا

و   ، کشت انبوه داده(Marconi et al. 1996)کشت 

جهش در  یجاداز ا ینانمنظور اطم . بهدش داری نگه

و  یوحش یها جدایهکشت  یمارگر،ب یها جدایه

 یوتیكب یآنت یحاو KB یطمح یرو یافته جهش

 همچنین،. ندشد یسههم مقا ا( بµg/ml 11) یكلینتتراسا

 یها جدایهجهش در  یداریاز پا ینانمنظور اطم به

 یمرتبه رو ینچند یافته جهش یها جدایه یمارگر،ب

کشت شدند.  یدتجد بیوتیك یآنت بدون KB یطمح

 یها جدایه ییبیماریزا یداریاز پا ینانمنظور اطم به

سلول در هر  333با غلظت  یونیسوسپانس یافته، جهش

                                                                                  
2. Minimum Inhibitory Concentration 
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به  مقاوم یها جدایه ۀحاصل از کشت تاز ،لیتر میلی

 یكرولیترم 133و  یهدر آب مقطر سترون ته بیوتیك آنتی

 یمتوسط سرنگ سترون به پارانش یونسوسپانس یناز ا

 شد یقتوتون، آلمو و نارنج تزر ی،شمعدان یاهانبرگ گ

(Balestra and Varvaro 1995)یساز مقاوم ی. در ط 

 یرودرجة سلسیوس  1 یمادر د ها باکتری یها کشت

عصارۀ گرم  1 ی،گرم آگار مغذ NYDA (11 یطمح

 ةیدیتآب مقطر، اس یترل 3گرم دکستروز،  33، مخمر

 . شدند داری نگه( 2/1برابر با  یینها

 

 یمدر کاهش مستق عصارۀ گلپرتوان  ای گلخانه یبررس

 یمارگرهاب یتجمع

 یونیپانسسوس بیوتیك یمقاوم به آنت یبیماریزا یدو باکتر از

صورت  و به یهلیتر ته سلول در هر میلی 333به غلظت 

شدن آب از  یجار ةگلخانه تا مرحل ایزولة اتاق در پاش مه

 یآلمو و نارنج با چهار تكرار اسپر یها نهال بر ،ها سطح برگ

نهال با کمك  ره ی،از اسپر یقهدق 13شدند. پس از گذشت 

وشانده حفظ رطوبت پ برایشفاف  یكیپاکت پلاست یك

روز پس از  یكدرجة سلسیوس بود.  31گلخانه  یشد. دما

 133 ییعصارۀ گلپر با غلظت نها ،عوامل بیماریزا یاسپر

 333شد. شش روز ) پاشیدهها  نهال یرو یتربر ل گرم یلیم

معادل  یگرم )سطح 33عصاره،  یساعت( پس از اسپر

 برداری هر نهال نمونه یمربع( از بافت برگ متر یسانت 113

آب مقطر  سی یس 333 یشد و هر نمونه به ارلن حاو

و  یافتسترون انتقال  13 ینتوئ یكرولیترم 133سترون و 

دور در  313با  یدوران ۀبا کمك گردانند یقهدق 13مدت  به

 133رقت،  یسر یةتكان داده شد. پس از ته یقهدق

 یحاو KBکشت  یطمح یرو یونسوسپانس از یكرولیترم

صورت  به یلکش بنوم و قارچ یكلیناتتراس بیوتیك یآنت

روز در  1 یال 1مدت  به ها ی. پترشدکشت انجام  یچمن

فلورسنت  یها داری و کلنی درجة سلسیوس نگه 11 یدما

 یبرا یبررس ینشده شمارش و ثبت شدند. در ا مشاهده

عصاره از آب مقطر سترون  پریاس یشاهد، بجا یمارهایت

 .رار انجام شددر سه تك یشآزما یناستفاده شد. ا

 

 مقدماتی مخمرها شناسایی

های فیزیولوژیك  ی مخمر و ویژگیها کلنیمورفولوژی 

 Kurtzman and) شدشده بررسی  براساس الگوی ارائه

Fell 1998) برای استخراج .DNA  ژنومی مخمرها از

استفاده شد. مقداری از  Walsh et al. (1991)روش 

روی  هشد کشتجوان حاصل مخمرهای تازه  کلنی

 1/3محیط کشت مالت آگار برداشته و به میكروتیوب 

میكرولیتر محلول  313ی سترون حاوی لیتر میلی

 مدت بهها  درصد منتقل شد. میكروتیوب 1چلكس 

 داری درجة سلسیوس نگه 11 یدمادقیقه در  31حداقل 

دقیقه در آب در  2 مدت بهها  میكروتیوب ،شدند. سپس

 33-31 مدت به ،آن از پسحال جوشیدن قرار گرفت و 

لوله تكان داده  ۀدستگاه گردانند باثانیه با دور آهسته 

چلكس و  ۀشدند. این مرحله دو مرتبه تكرار شد. ماد

بقایای دیواره و محتویات سلولی با سانتریفیوژ در دمای 

 g31333دقیقه و دور  1 مدت درجة سلسیوس به 3

 DNAداده شد. محلول رویی که حاوی  رسوب

های جدید منتقل و تا  بود به میكروتیوب شده راجاستخ

درجة  -13در دمای  DNAو تكثیر  PCRانجام 

از  ITSژنی  ةشد. برای تكثیر ناحی داری سلسیوس نگه

یك با توالی زیر  ، هرITS4و  ITS1جفت آغازگرهای 

 (.White et al. 1990استفاده شد )

ITS1: 5′- TCCGTAGGTGAACCTGCGG -3′. 

ITS4: 5′- TCCTCCGCTTATTGATATGC -3′. 

 

 MJبا استفاده از دستگاه ترموسایكلر  PCRواکنش 

mini TM (BIORAD)  میكرولیتر  13و در حجم نهایی

 ةانجام شد. شرایط زمانی و دمایی شامل مرحل

 ةدرج 13ثانیه در دمای  13 مدت بهسازی اولیه  واسرشته

درجة  13در دمای  سازی واسرشته ،سلسیوس، سپس

 11ثانیه، اتصال آغازگرها در دمای  13 مدت به سلسیوس

ثانیه، بسط آغازگرها در  13 مدت درجة سلسیوس به

ثانیه طراحی شد.  13 مدت درجة سلسیوس به 11دمای 

بار تكرار شدند و بسط نهایی  سی و پنجفوق  ةسه مرحل

درجة  11ثانیه در دمای  13دقیقه و  1 مدت به

نظر  باند شارپ مورد ۀبعد از مشاهدانجام شد. سلسیوس 

برای تعیین توالی  PCRباند اضافی، محصول  نبودو 

پس از اصلاح و فرستاده شد. نتایج تعیین توالی 

 Chromasو  bioEditافزار  نرم به کمكسازی  ردیف هم

pro، پایگاه اینترنتی  درشناسایی  برایNCBI  میزان

  های موجود در این پایگاه بررسی شد. شباهت آن با گونه
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 ها داده یلو تحل یهتجز

در سه تكرار  یدر قالب طرح کامل تصادف یشآزما ینا

 تحلیل و  یهتجز SAS افزار نرم با ها انجام شد و داده

 ند.شد یآمار

 

 نتایج

مشابه  علایم یق،روز پس از تزر 1تا  بیماریزا ةیجدا دو

 یکردند. برا یجادآلمو و نارنج ا یها برگ یبلاست رو

 333از  یشب یست،آنتاگون یمخمر یها جدایه ةیته

نارنج، تامسون و  ی،سرشاخه و برگ درختان نارنگ هنمون

 شصت و دواز  ،3111 ییزپرتقال که در بهار، تابستان و پا

در مجموع  ه بودند،شد آوری کشور جمع لیشما ةمنطق

 بندی . پس از گروهدش یجداساز یمخمر ةیجدا نوزده

پنج  ،ها کلنی یبراساس رنگ، شكل ظاهر ها جدایه

 های یانتخاب و در بررس یندهعنوان نما به جدایة مخمری

 .(3کار برده شدند )شكل  هب یوکنترلیب

 

 یشگاهیآزما یطمخمرها در شرا ییکارا

 یها از جدایه یك یچآزمون هالة بازدارنده ه یدر بررس

دو عامل بیماریزا را  یهعل یرشد یتوان بازدارندگ یمخمر

 یها از جدایه یك یچای ه گلخانه یررسنداشتند. اگرچه در ب

اما  ؛نشدند یمارگرهاب ییکاملاً مانع از بیماریزا یمخمر

از  یمارگرب ود یهرا عل ینسب یتوانست بازدارندگ J20 یةجدا

 3نشان داد که در سطح  یج(. نتا1خود بروز دهد )شكل 

 یماریو شاهد از نظر کاهش شدت ب J20 یمارت یندرصد، ب

با  یهجدا ینا که،  یطور وجود دارد. به یردا اختلاف معنی

در کاهش  یهجدا ینبهتر یدرصد 2/12کاهش  یانگینم

 .(3و  1 های بلاست مرکبات بود )شكل یماریشدت ب

 

 
 های مخمری جداشده از سطح مرکبات روی محیط آگار مغذی . کلنی3 شكل

 
 

 
 زنی بیمارگر بلاست  یهماقبل از  J20نسیون جدایة مخمری پاشش سوسپا بار . مقایسة شدت بیماری بلاست ناشی از سه1شكل 

 ( در برگ مرکبات+Cعنوان شاهد ) در مقایسه با پاشش آب به
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 ( C. aبرگ نارنج ) یرورست رو یمخمرها یونبار پاشش سوسپانس که پس از سه یمارهاییدر ت یماریدرصد کاهش شدت ب. 1شكل 

 د.شدن زنی یهما Pvیمارگر ب با( C. mو آلمو )

 

 
 ( C. aبرگ نارنج ) یرورست رو یمخمرها یونبار پاشش سوسپانس که پس از سه یمارهاییدر ت یماریدرصد کاهش شدت ب. 3شكل 

 شدند. زنی یهما Pvیمارگر ب با( C. mو آلمو )

 

 مقدماتی مخمر شناسایی

ویژگی که براساس  J20های جدایة مخمری  کلنی

های  آنتاگونیستی مطلوب ارزیابی شده بودند، دارای سلول

جفتی با  های دو صورت منفرد یا در زنجیره کشیده، به

توانایی تولید اسپورهای منفرد بودند. این جدایه توانایی 

استفاده از منابع کربنی گلوکز، سوکروز، سوربوز، ترهالوز، 

ز لاکتوز، لاکتات، آرابینوز، سلبیوز، رافینوز را داشت، اما ا

عنوان منبع کربن و  رامنوز، اریتریتول و میواینوزیتول به

انرژی استفاده نكرد. با توجه به گزارش انواع پلاسمید و 

 .Marsit et al( در مخمرها )HGTامكان انتقال افقی ژن )

های یك گونة مخمری  (، تنوع در متابولیسم2015

(Hayman and Bolen 1991 و حتی تولید )های  رنگدانه

 Dutova and Tolstorukov 1997, Naatsaari etمتنوع )

al. 2012 های حاصل  داده(، دور از انتظار نخواهد بود. نتایج

جدایة ای  ژنوم هستهدر  ITSیابی بخشی از ناحیة  از توالی

هایی از  جدایهرا با  مخمری، ارتباط فیلوژنتیكی نزدیك آن

و  Isaria ،Sccharomycta ،Candidaهای  جنس

Issatchenkia  (. با توجه به اینكه فرم 1داد )شكل نشان

و  Issatchenkiaهای  جنسی )تلئومورف( بسیاری از گونه

Candidaهای  گونه ، بهPichia ( تعلق داردDeak 2007, 

Kurtzman et al. 2011 )های  و با توجه به ویژگی

یة فیزیولوژیك و تلفیق این اطلاعات با درصد مشابهت ناح

ITS  این جدایه احتمالاً به جنسPichia sp. دارد، اما  تعلق

به  استرین ینا ةجنس و گون یقدق ییشناسا یراب

یابی بخش  توالیاز جمله  یتر یقدقو  یلیتكم یها یبررس

D1/D2 یرواحدز LSU ( نیاز استSuh et al. 2006.) 

 

 کارایی عصاره در شرایط آزمایشگاهی

علیه هر دو عامل  عصارۀ گلپرای،  شیشه در شرایط درون

(. برای هر دو 1بیماری اثر بازدارندگی داشت )شكل 

درصد  13 ۀدرصد به نسبت عصار 333 ۀبیمارگر، عصار

تحلیل  و یهتجز همچنین،بازدارندگی بیشتری نشان داد. 
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طرح بلوک کامل براساس ، ای گلخانهآماری نتایج بررسی 

جمعیت  توانست عصارۀ گلپرتصادفی نشان داد که 

 13بیمارگرها را در سطح آلمو و نارنج، نسبت به شاهد تا 

 (.1درصد کاهش دهد )شكل 

 

 
. ITSشده براساس توالی ژن  های مخمر شناسایی ( با برخی از گونهJ20ارتباط فیلوژنتیكی جدایة مخمری مورد بررسی ) .1شكل 

 محاسبه شده است.  Jukes-Cantorاصله براساس روش ترسیم و ماتریكس ف Neighbor-Joiningدرخت فیلوژنتیكی به روش 

 نوکلئوتید در هر جایگاه است. 0.05کنندۀ تغییر  خط نشانه منعكس

 

 
 ( ناشی از عصارۀ بذر گلپر به روش دیسك انتشارPvو  Pssنكردۀ دو بیمارگر بلاست ) . تشكیل هالة رشد1شكل 

 

 
 ( Exشده با عصارۀ گلپر )  های تیمار یوتیك حاضر روی نهالب . میانگین جمعیت بیمارگرهای مقاوم به آنتی1شكل 

 ( که بجای عصاره با آب اسپری شدند.+Cدر مقایسه با شاهد )
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 حثب

توان  بارۀدر یادیاطلاعات ز ،ها باکتریبرخلاف 

های اخیر به  اما در دهه ،وجود نداردبیوکنترلی مخمرها 

عنوان  بهها  رتوان آنتاگونیستی و مزیت استفاده از مخم

 توجه زیادی یاهیگ یها بیماریکاهش  یاستراتژ یگرد

بیوکنترلی مخمرها به  مهم های از مكانیسم .شده است

 Mercier and Wilson)یی و مكان رقابت بر سر مواد غذا

1994, Arras et al. 1998) ،ی گیاه دفاع های پاسخ یالقا

کرد.  اشاره توان می (El-Ghaouth et al. 2001)میزبان 

های بیوکنترلی همچون  ها مزیت مكانیسم همچنین،

، (زا یت)حساس یكآلرژ یاسپورها نكردن تولید

، (Everett et al. 2005)یكوتوکسین م نكردن تولید

 زاسیونکلنی ییکم و توانا ییغذارطوبتی و  های یاجاحت

در بالا  یتیساپروف یبقایاهی، گ های بافت یرو یعسر

 ,Buck and Andrews 1999)یطی سخت مح یطشرا

Droby et al. 2004) ،نتیجة ها در  رشد در سطح زخم

. دارندیمارگرها، را برای مخمرها ب یتاز فعال یریجلوگ

ی متعددی از توان بیوکنترلی ها گزارش ،تاکنون

 وجود دارد که غالباً .Pichia spهای مختلف جنس  گونه

پس از برداشت  بیماریزاکنترل عوامل قارچی  برای

 Qing and Shiping 2000, Arras et)د شو عطوف میم

al. 2002) .،مخمری  ةگون های این از جنس همچنین

ی پس از برداشت مرکبات نیز ها بیماریبرای کنترل 

کاربرد آن گزارش  ی ازمؤثراستفاده شده است که نتایج 

با . (Lahlali et al. 2004; Nunes 2012)شده است 

در بازدارندگی  ای گلخانهی به نتایج مطلوب بررس توجه

آن با نتایج بررسی  ةبیماری بلاست مرکبات و مقایس

مخمری  ةاذعان داشت که گون توان میآزمایشگاهی، 

Pichia sp. ای علیه  بازدارنده تأثیراتمستقیم  غیر طور به

هر دو بیمارگر بلاست از خود نشان داده است که مشابه 

مخمری، تاکنون  بیوکنترلی از این جنس تأثیراتچنین 

علیه دیگر بیمارگرهای گیاهی، ارائه شده است 

(Nantawanit et al. 2010) ی کنترل ها روش. علاوه بر

گیاهی به دلیل عدم بروز  ۀبیولوژیك، استفاده از عصار

 نكردن هتولید، آلودهزینة بودن  مقاومت پاتوژنی، پایین

 تواند میعوارض جانبی برای بشر  نداشتنزیست و  یطمح

جایگزین مناسب ترکیبات شیمیایی در کنترل  عنوان به

های  بیمارگرهای گیاهی مطرح شود. با توجه به مزیت

گیاهی،  ۀاستفاده از مخمرها و عصاربارۀ شده در شمرده

آوری و  در کنار جمعاست در این بررسی سعی شده 

ارزیابی توان بیوکنترلی مخمرهای بومی مناطق شمالی 

گیاهی بذر گلپر علیه بیمارگرهای  ۀکشور، تأثیر عصار

 ای گلخانهبلاست مرکبات در شرایط آزمایشگاهی و 

یشگاهی که از تقابل مستقیم آزما یر بررسد. دشوبررسی 

ی بیمارگر ها باکتریی مخمری با ها جدایهعصاره و 

شده توانست علیه دو  یهته عصارۀاستفاده شد، تنها 

 یجتابرخلاف نبیمارگر بازدارندگی نشان دهد. 

 .Pichia sp استرین ،ای گلخانهآزمایشگاهی، در بررسی 

 یجنتا ینب یهمبستگ نبود یناد. ادارائه  یقابل قبول یجنتا

 یمختلف یلبنا به دلا ای گلخانه یجو نتا یشگاهیآزما

عضو  نبودها  آن ترین از مهم یكیرخ دهد که  تواند می

 یست،عامل آنتاگون ـ یزبانمـ  یمارگرب یستمس یرگذارتأث

و  ای گلخانه های بررسیکه در  است یاهیگ یزبانم یعنی

 یج. نتادشو یمحرز م یرگذارتأثاین عضو نقش یعی، طب

 یوکنترلیب های یپژوهش نشان داد که در بررس ینا

اکتفا کرد و  یشگاهیآزما یجقطع به نتا طور به توان مین

ی و غربالگری عوامل دستاورد کاربرد یك ةارائ یبرا

های آزمایشگاهی،  در کنار بررسی لازم است بیوکنترل،

 های بررسیو در صورت امكان  ای گلخانههای  بررسی

 یادیز حقیقاتت ،تاکنون .انجام شودنیز ( ی)باغ ای مزرعه

آنتاگونیست  های یناثر استر یننشان داده است که ب

 ای گلخانهو  یشگاهیآزما یطدر شرا بیماریزاعوامل  یرو

. (Wagih 1991) وجود داشته باشد هایی تفاوت تواند می

است که از  یجیدارد نتا یکاربرد یتاما آنچه اهم

استخراج  یوکنترلعامل ب ـ یمارگرب ـ یاهگ یستمس

 ینبهتر .Pichia sp ای از ، جدایهپژوهش ینا در .شود می

منتخب برابر  یها جدایه ینرا در ب یعملكرد کنترل

رسد در این  میبه نظر  بلاست از خود نشان داد. یماریب

با القای  .Pichia spبررسی مكانسیم بیوکنترلی 

های دفاعی گیاه در ارتباط باشد که برای اطمینان  پاسخ

از صحت نقش این مكانسیم بیوکنترلی در کنترل 

های بیشتری نیاز  بیماری بلاست مرکبات به بررسی

توانست  عصارۀ گلپردر این بررسی  همچنین،است. 

دگی رشد در کشت متقابل، در بررسی علاوه بر بازدارن

جمعیت دو بیمارگر را کاهش دهد که این  ای گلخانه

بودن دو  یخة کاهش جمعیت با توجه به عامل هست
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در کاهش شدت  تواند میبیمارگر بلاست برای مرکبات، 

  یحال دریخ بسیار مفید باشد، ة بیماری و خسارت هست

زیست  یطمح این دو )مخمر و عصاره( برای انسان و ،که

 ها بیوتیك آنتیجایگزینی برای  توانند میی نیستند و سمّ

شدن بیمارگرها  هایی باشند که امكان مقاوم کش یباکترو 

چنین  توان میی کلی بند جمعها وجود دارد. در  به آن

 برایای  کرد که کنترل بیولوژیك روش بالقوه استنباط

است  کمك به کنترل بیماری باکتریایی بلاست مرکبات

ی کنترلی ها روشبا سایر  یتلفیق صورت به تواند میکه 

 د.شو استفادهاین بیماری، 
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ABSTRACT 

Citrus blast caused by species of Pseudomonas spp. is one of the most important citrus diseases in north of 

Iran. This disease causes considerable losses to citrus orchards in conducive climatic conditions. Due to 

restrictions on the use of antibiotics and chemical compounds, biological control and use of plant 

antimicrobial compounds can be an effective way to control citrus blast disease. In this study, performance of 

several epiphytic yeasts isolates and Golpar seed extract on bacterial blast of citrus were studied under in vivo 

and in vitro conditions. Antagonistic yeasts collected from citrus leaf samples were isolated from different 

regions of the northern provinces. Also, Golpar seeds were collected from the highlands of the city of Babol 

(Mazandaran, Iran). The seed extract of Golpar showed significantly inhibited the growth of two pathogens 

on KB medium but none of the yeasts did not show significant growth inhibition. The results of greenhouse 

studies indicated that one of yeast isolate (Pichia sp.) reduces the severity of disease with average 78.8 

percent. Also Golpar extract was able to reduce the pathogen populations by 60 percent in citrus leaves. The 

results showed that Pichia sp. and Golpar extract are effective for controlling the disease. 
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