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  تازه هاي تحقيق
مفيدي  يمخمرهادر اين تحقيق از مواد طبيعي 

 Pichia :ازعبارتند جداسازي و شناسايي شدند كه 

kudriavzevii ، Pichia galeiformis، Galactomyces 

candidum، Meyerozma guilliermondii، 
Saccharomyces cerevisiae، Zygoascus meyerae ،

Pichia sp.، Candida parapsilosis، Metschnikowia 

sp. ، Candida boidinii، Lecythophora sp. .و 
Candida catenulatea تاثير مخمرهاي شناسايي شده .

مذكور در اثر بيوكنترلي قارچ عامل كپك خاكستري 
جدايه ها در كنترل اين مورد ارزيابي قرار گرفت كه تمام 

 را يبازدارندگ در ريتاث نيشتريب بيمارگر موثر بودند. 
 .P  گونه را ريتاث نيكمتر و  G. candidum گونه

kudriavzevii  )53/6 داشت) درصد .  
  

  مقدمه
 .Pers.: Frقارچي  عامل با خاكستري كپك بيماري

Botrytis cinerea از پس هايبيماري ترينمهم از يكي 

-مهم هاكشقارچ از استفاده و رودشمار مي به برداشت

 باشدمي بيماري اين كنترل راه ترين و موثرترين
)Agrios 1988(، بقاياي مورد در كه هايينگراني اما 

 عوامل مقاومت افزايش و زيست محيط در كشقارچ

براي يافتن  جستجو دارد، وجود هاكشقارچ زا بهبيماري
 رامانند كنترل بيولوژيك  ترايمن و ترزيان كم هايروش

ستيز، مخمرها در ميان موجودات هماست.  داده افزايش
اهميت مؤثر، داراي  زيستي كنترلعنوان عوامل  به

مخمرها اسپورهاي  .)Irtwange 2006(هستند  بسياري
 كنندتوليد نمي بيوتيكمايكوتوكسين و يا آنتي ،زاآلرژي

ها در كنترل بيمارگرهاي گياهي رو كاربرد آن و از اين
با توجه  .)Droby and Chalutz 1994( بدون خطر است

بهترين يكي از عنوان هاي فوق، مخمرها بهبه ويژگي
در  زيستي كنترلكارگيري در فرايند   براي به هانهيزگ

در اين تحقيق  .)Lima et al. 1998( شوندنظر گرفته مي
غذايي و مواد جداسازي شده از  مخمر هايتوانايي جدايه
كپك بيماري استان كرمانشاه عليه عامل گياهي در 

روش كشت متقابل  بهخاكستري در شرايط آزمايشگاهي 
  قرار گرفت.  ارزيابيمورد 

  

  هامواد و روش
  جداسازي مخمرها

جات، از مواد غذايي شامل ترشي جهت جداسازي مخمرها
هاي گياهي و خاك هايبافتخيارشور، مربا، دوغ، پنير و 

 برداري به نمونهبكر از نقاط مختلف استان كرمانشاه 

براي جداسازي مخمرها از  .صورت گرفتصورت تصادفي 
 .Suh et al( از روش سو و يارو ي مواد غذاييهانمونه

2008, Yarrow 1998(  نيز از هاي خاك براي نمونهو
   ).Suh et al. 2008( شدسري رقت استفاده 

  زيستيكنترل و آزمون بيمارگر  تهيه مايه
كه بيماريزايي آن اثبات شده  B. cinereaمايه بيمارگر 

بود از كلكسيون بخش گياهپزشكي دانشگاه رازي تهيه 
در قالب طرح كاملاً تصادفي  زيستي كنترلآزمون  .شد

 هاي مخمرو جدايهبيمارگر با روش كشت متقابل عامل 
ساعت  24فاصله زماني گرفت. عامل بيمارگر با  صورت

ي سيب كشت عصارهروي محيط تر از جدايه مخمرزود
هر يك از  كشت داده شد. )PDA( آگار زميني دكستروز
زماني كه رشد  سه تكرار بودند.ي ادار تيمارهاي مخمر

تيمار شاهد به محدوده خط كشت مشخص شده رسيد، 
گيري ميزان رشد بيمارگر و محاسبه درصد اقدام به اندازه

كاهش رشد ميسليوم شد و براي اين منظور از فرمول 
N=(a-b)/a×100 در فرمول( استفاده شد، N : درصد

بيمارگر در  : ميزان رشد قارچa، بازدارندگي جدايه مخمر
: ميزان رشد قارچ bمتر، تيمار شاهد بر حسب سانتي

 ).Etebarian et al. 2005( )بيمارگر در هر تيمار مخمر
نسخه  SAS افزارنرمبا استفاده از  هاتجزيه و تحليل داده

  صورت پذيرفت. 9.1
  

  هاي مخمريجدايهي مولكول شناسايي
  اي.ان.دي سازيو فزون استخراج
از روش با استفاده  هاي مخمرسلول اي.نا.دياستخراج 

. صورت پذيرفت )2008سو و همكاران ( دهيحرارت
با  بزرگ ريبوزومي واحدزير D1/D2سازي ناحيه فزون

-5(با توالي  NL4 آغازگرهاي استفاده از

GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3(  و NL1  با توالي
)5-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3( 

)O’Donnell 1993( پذيرفت صورت )Fell et al. 2000(. 
-محصولات واكنش زنجيره راندنسازي با موفقيت فزون
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مدت يك  بهاي پليمراز روي ژل آگاروز يك درصد 
وات تعيين گرديد. تعيين ترادف در جهت  80ساعت در 

هاي حاصل از تعيين توالي با و ترادف صورت گرفت رفت
ال و شماره ارس به بانك ژن Bankitافزار استفاده از نرم

براي تاييد شناسايي، آناليز دسترسي اخذ گرديد. 
 MEGA6.06 افزارنرمها با استفاده از فيلوژنتيكي جدايه

  صورت گرفت. 
  

  نتايج و بحث
جداسازي  هاي مخمردر اين مطالعه تعداد كل جدايه

ها بازيديوميستي و  جدايه آن 31عدد بود كه  102شده، 
جداسازي مخمرها از سه جدايه آسكوميستي بودند.  71

هاي گياهي و خاك صورت گرفت. گروه مواد غذايي، اندام
جدايه  35هاي گياهي جدايه، از اندام 39از مواد غذايي 

جداسازي گرديد. مخمرهاي  جدايه مخمر 28و از خاك 
-آزمون رنگآسكوميستي و بازيديوميستي با استفاده از 

در  .شدند از هم تفكيك بيبلو آميزي با ديازينيوم 
خاصيت  جدايه مخمر 25روي محيط كشت، آزمون 

با  جدايه14بازدارندگي از رشد نشان دادند كه 
درصد جهت تعيين توالي  پنجبازدارندگي بيش از 

  انتخاب گرديدند. 
ريبوزومي براي  بزرگ زيرواحد D1/D2ناحيه تكثيري 

مخمرهاي جداسازي شده از مواد غذايي و گياهان با 
تكثير شد كه طول   NL-4و NL-1ز آغازگرهاي استفاده ا

در اين جفت باز بود.  500 -600اين ناحيه در حدود 
با روش  يمخمرهشت جنس  متعلق به گونه نه بررسي

ها پس از شناسايي مولكولي شناسايي شد كه تمام جدايه
ها اخذ شد در بانك ژن ثبت و شماره دسترسي آن

 .Pichia kudriavzevii،P هايگونه ).1(جدول

galeiformis ،Galactomyces candidum،Meyerozma 

guilliermondii، Saccharomyces cerevisiae  و
Zygoascus meyerae هاي از مواد غذايي و گونهPichia 

sp. ،Candida parapsilosis، Metschnikowia sp. و C. 

boidinii هاي و گونه گياهان ازLecythophora sp. ،M. 

guilliermondii  وC. catenulatea  جداسازي از خاك
  شدند.

  در بانك ژن D1/D2شناسايي شده در اين پژوهش به همراه شماره دسترسي به توالي  هاي مخمرليست گونه .1جدول 
Table 1. List of identified yeast species in this study and their accession numbers 

Code of isolatesSpecies Source and location  Similarity  Accession number

P-2 Pichia sp. Marshmallow-College of Agriculture  ٩٩ KP324961  

P-5 Candida parapsilosis Marshmallow-College of Agriculture  ٩٩ KP324965  

P-6  Metschnikowia sp. Pistachio- College of Agriculture ٩٩ KP324976  

P-10 Candida boidinii Onion-Kermanshah ٩٩ KP324962  

F-4 Pichia kudriavzevii Pepper pickle- Kermanshah ٩٩ KP324970  

F-8 Pichia galeiformis Collard pickle-Kermanshah ٩٩ KP324975  

F-9 Galactomyces candidum  Water of pickle-Kermanshah  ٩٩ KP324958  

F-19 Meyerozma guilliermondii Sourness-Songhor  ٩٩ KP324978  

F-20 Saccharomyces cerevisiae  Lemon juice-Ravansar ٩٩ KP324967  

F-21 Zygoascus meyerae Lemon juice-Kermanshah  ٩۶ KP336744  

23-2 Lecythophora sp. Uucultivated soil- Sahneh ٩٩ KP336745  

29-2 Meyerozma guilliermondii Uucultivated soil- Javanrood ٩٢ KP324971  

36 Meyerozma guilliermondii  Salas Babajani ٩٨ KP055037  

42 Candida catenulata Kerende gharb ٩٩ KP324968 

  

  زيستيكنترل آزمون 
رشد سريع مانع از پيشروي  جدايه با پنجدر اين بررسي 

 زمينيسيب پرگنه بيمارگر در محيط كشت عصاره
هاله بازدارنده  جدايه هشتو در دكستروز آگار شدند 

مخمرهاي  اند كهدريافته. محققان )1(شكل تشكيل نشد 
 مواد براي رقابت مثل هاييمكانيسم با آنتاگونيست

اكولوژيكي،  نيچ اشغال يكوپارازيتيسم،م و فضا، ذاييغ
- آنزيم گياه و توليد در زابيماري عوامل به مقاومت يالقا
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صورت گرفته با استفاده از آزمون  بنديگروهبر اساس 
) بيشترين ميزان 2پنج درصد (شكل دانكن در سطح 

 F-9 )Galactomycesتفاوت نسبت به شاهد در جدايه 

candidum درصد بازدارندگي است. در اين  85/47) با
متر با سانتي 26/5مطالعه شاهد با ميزان رشد 

   بازدارندگي صفر درصد در نظر گرفته شد.
  

  هاي شناسايي شدهنمونه
  Pichia جنس 

ــه شــامل   ــژوهش ســه نمون ــن پ ، P. galeiformisدر اي
Pichia sp.  وP. kudriavzevii     ــن ــه ايـ ــق بـ متعلـ

ــنس ــد ج ــارگر   بودن ــد بيم ــدگي از رش ــزان بازدارن و مي
ــت ر ــيط كشـ ــه وي محـ ــب  بـ و  08/22و  72/13ترتيـ

ــد 53/6 ــراي آن درص ــاب ــود.  ه ــاي  در ب ــان مخمره مي
ــه از Pichiaجــنس  مخمرهــاي ، آنتاگونيســت  .P جمل

angusta ، P. membranaefaciens ، P. anomala 

،   P. caribbica   و P. kudriavzevii  ــه ــوانبـ  عنـ
 گـزارش  برداشـت  از پـس  زيسـتي  كنتـرل  مـوثر  عوامل
   . )Li et al. 2014( اندشده

  
   Candidaجنس

، C. parapsilosisدر ايــن پــژوهش ســه نمونــه شــامل 
C. boidinii  وC. catenulata  متعلــق بــه ايــن جــنس

روي بودنـــد و ميـــزان بازدارنـــدگي از رشـــد بيمـــارگر 
 31/23و  49/8و  76/25ترتيـــب  بـــه محـــيط كشـــت

ــد ــراي آن درص ــاب ــود.  ه ــن  ب ــاي اي ــي از مخمره برخ
صــورت تجــاري جهــت بــه C. oleophilaجــنس ماننــد 
شـوند.  هـاي پـس از برداشـت توليـد مـي     كنترل بيماري

ــر ــرات C. parapsilosis مخم ــده اث ــل در بازدارن  مقاب
شــده از ذرت و گنــدم نشــان  جــدا هــايتمــام فوزاريــوم

ــت ــلاوه) Fallah et al. 2016( داده اس ــر و ع ــن، ب  اي
ــرات ــه  آنتاگونيســتي اث ــن گون ــراي  و ميســليوم رشــد ب

 Aspergillus توســــط گونــــه آفلاتوكســــين توليــــد
  ). Niknejad et al. 2012( گزارش شده است

  
 Meyerozmaجنس 

ــه   ــه نمونـ ــژوهش سـ ــن پـ ــه در ايـ ــوان بـ  .Mعنـ

guilliermondii ــايي ــه  شناســ ــدند كــ ــزان  شــ ميــ

 روي محـــيط كشـــتبازدارنـــدگي از رشـــد بيمـــارگر 
ــد 17 /79و  84/7و  15/9 ــراي آن درصـ ــابـ ــود. هـ  بـ

بيـوكنترلي ايـن گونـه     توانـايي هـاي بسـياري از   گزارش
  . )Wilson and Wisniewski 1989( وجود دارد

  
  Saccharomycesجنس

 S. cerevisiaeعنــوان در ايــن پــژوهش يــك نمونــه بــه
شناســايي گرديــد كــه ميــزان بازدارنــدگي از رشــد      

 درصــد بــود. چنــد 45/27 روي محــيط كشــتارگر بيمــ
ــزارش ــورد در گــ ــه S. cerevisiae مــ ــوانبــ  عنــ

 دارد در انگــور وجــود B. cinerea  آنتاگونيســت قــارچ
ــويه دوو  ــت S. cerevisiae س ــتي فعالي ــا آنتاگونيس  ب

ــف ــترده طي ــرايط در گس ــگاهي ش ــر در آزمايش  10 براب
ــاتوژن ــارچي پ ــدا ق ــده از ج ــاك ش ــان  م و خ ــوه  نش ي

  ). Nally et al. 2012( اندداده
  

 Zygoascusجنس 

ــه  ــه ب ــك نمون ــژوهش ي ــن پ ــوان در اي  Z. meyeraeعن
شناســايي گرديــد كــه ميــزان بازدارنــدگي از رشــد      

درصـــد بـــود.  80/36  روي محـــيط كشـــتبيمـــارگر 
تاكنون از اين جـنس و گونـه هـيچ گزارشـي مبنـي بـر       

د. ايـن گونـه توانــايي   فعاليـت آنتاگونيسـتي وجـود نـدار    
تجزيه تركيبـات ليگنوسـلولزي و توانـايي توليـد اتـانول      

  ). Lorliam et al. 2014( باشداز اين مواد را دارا مي
  

  Lecythophoraجنس 
 Lecythophoraعنـوان  در اين پـژوهش يـك نمونـه بـه    

sp.   شناســايي گرديــد كــه ميــزان بازدارنــدگي از رشــد
درصــد بــود. يكــي  28/31 روي محــيط كشــتبيمــارگر 
ــودگي   از روش ــن آل ــاهش اي ــاي ك ــاه ــم ،ه ــيس  زداي
هـاي چـوب پـيش از شـروع فراينـد توليـد كاغـذ        تراشه

هــا بــا اســت و مشــخص شــده كــه تيمــار تراشــه چــوب
ــارچ ــد ق باعــث كــاهش  .Lecythophora spهــايي مانن

 .Wang et al( درصــدي مــواد ســمي شــده اســت 67

1995.(  
  

 Metschnikowiaجنس 

ــه   در ا ــه بــ ــك نمونــ ــژوهش يــ ــن پــ ــوان يــ عنــ
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cerevisiae  ،M. guilliermondii  و P. 

kudriavzevii   .تحقيــق  شــودپيشــنهاد مــي  بودنــد
و هــا هــا  روي ميــوهنــايي ايــن گونــهبررســي تواجهــت 
  استفاده شود.  ايمزرعههاي آزمايش
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