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Fungi, one of the most important causes of potato diseases, cause a lot of economic 

damage worldwide. On the other hand, using fungicides is dangerous for humans and 

the environment. Recently, the use of biocontrol yeasts to reduce moldy pathogens of 

agricultural products has been proposed due to their advantages. The purpose of this 

research was to isolate and identify potato fungal phytopathogens and eliminate them 

with new yeast strains. In this research, potato mold pathogens were isolated from 

rotten potato parts on PDA medium. Then these isolates were examined 

macroscopically, microscopically, and molecularly. Different yeast isolates were also 

isolated from the surfaces of leaves and fruits of other plants in Isfahan province. These 

isolates were evaluated by killer activity, in vitro antagonistic activity, production of 

antifungal volatile compounds, and in vivo antagonistic activity against moldy 

phytopathogens. In this study, Penicillium chrysogenum SBAN-IAUF-11 was 

isolated, identified, and registered in NCBI under the accession number PP704626.1 

as a potato pathogen. Among yeast isolates, A13 and A14; during killer activity, 

antagonistic and volatile compounds production assays; were proposed as the best 

antifungal isolates against Penicillium chrysogenum SBAN-IAUF-11. Thus, the 

inhibition rate of A13 and A14 against Penicillium chrysogenum SBAN-IAUF-11 was 

54.08 and 50.57 percent in the in vitro antagonistic; 44 and 76 percent in the antifungal 

volatile compounds production; and 80/08 and 82.97 percent in the in vivo antagonistic 

assays, respectively. Finally, during molecular identification A13 and A14 were 

registered as Aureobasidium pullulans SBAN-IAUF-11 and Rhodotorula graminis 

SBAN-IAUF-4, with accession numbers PP741871 and PP741860, respectively.    
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Extended Abstract 

Introduction 

Potato is considered an important food all over the world. Fungi are one of the most important pathogens 

in potatoes and cause a lot of damage in the production of this product. The use of fungicides causes damage 

to humans and the environment. In general, biocontrol microorganisms isolated from the surface of fruits are 

more compatible with the environment. Among the microorganisms, yeasts have more advantages than other 

microorganisms. One of the advantages of yeasts is their ability to increase on the surface of the fruit for a long 

time, which causes food competition between the yeast and the pathogen. The use of biocontrol yeasts against 

phytopathogenic molds was proposed for the first time in 1991, and since then, more research has been done 
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in this field. The main aim of this research was to isolate and identify potato mold pathogens and eliminate 

them from native yeasts in the Isfahan region. 

 

Materials and Methods 
In this research, isolation, macroscopic and microscopic examinations of potato fungal pathogens, 

pathogenicity test of these molds in potatoes, and their molecular identification were done. Also, new isolates 

of native yeasts were isolated from different regions in Isfahan province. Killing activity was measured by 

putting yeast isolates in the form of spots on the YEPD-MB medium, which was previously spread with the 

mold suspension. Measuring the in vitro antagonistic activity of yeasts against mold was done by 

simultaneously cultivating yeast and mold in a Petri dish. Measuring the in vivo antagonistic activity of yeasts 

against mold was done by classifying potatoes into positive control, treated with yeast, and negative control 

groups. The production of volatile compounds of yeast against mold was investigated by placing 2 plates 

containing yeast and mold face to face after 2 weeks Finally, the best biocontrol isolates were identified 

molecularly. 

Results    
In this research, Penicillium chrysogenum SBAN-IAUF-11 was isolated as a pathogenic mold from the 

rotten parts of the potato. In the pathogenicity assay, this mold caused disease in healthy potatoes. In the killing 

activity assay, A13 and A14 were selected as killer yeasts. Also, the amount of in vitro antagonistic activity 

A13 and A14 against pathogenic mold was 54.08 and 50.57 percent, respectively. On the other hand, the 

inhibition rate of pathogenic mold by volatile compounds produced from A13 and A14 was 44 and 76 percent, 

respectively. Finally, the determination of in vivo antagonistic activity showed that the inhibition rate of 

pathogenic mold by A13 and A14 was 80/08 and 82/97 percent, respectively. Molecular studies showed that 

A13 and A14 were related to Aureobasidium pollulans SBAN-IAUF-11 and Rhodotorula graminis SBAN-

IAUF-4, respectively. Finally, Aureobasidium pollulans SBAN-IAUF-11 and Rhodotorula graminis SBAN-

IAUF-4 were registered in NCBI with accession numbers PP741871 and PP741860, respectively.       

Discussion 

In this study, for the first time, P. chrysogenum was isolated and identified as a potato pathogen from rotten 

potatoes. Also, in South Korea for the first time P. sclerotigenum and P. polonicum; and in Pakistan P. solitum, 

P. polonicum, and P. citrinum were isolated and identified from rotten potato tubers. Therefore, different 

species of Penicillium can be considered a great threat to potatoes in the storage stage. In this study, the 

suspension of the mold was used to measure the killing activity of yeasts against pathogenic mold, but in 

previous studies, Saccharomyces cerevisiae NCYC 1006 was used as a sensitive strain. Using mold cells 

instead of sensitive yeast strain was a more accurate choice to detect killer yeasts against the same mold. The 

results of measuring the killing, in vitro-in vivo antagonistic activity, and the volatile compounds production 

of yeasts showed that A. pollulans SBAN-IAUF-11 and R. graminis SBAN-IAUF-4 can significantly inhibit 

pathogenic mold compared to previous studies. This is the first time that R. graminis, as a biocontrol yeast, is 

proposed against Penicillium sp. Also, in this study, for the first time, the biocontrol activity of                A. 

pollulans against P. chrysogenum in the potato tubers is reported. 

Conclusion 

   The results of the in-killing and antagonistic activity showed that A. pollulans SBAN-IAUF-11 and R. 

graminis SBAN-IAUF-4 were capable of inhibiting more than 50 percent of P. chrysogenum SBAN-IAUF-11. 

These strains can be used as a safe and suitable alternative to chemical fungicides in controlling green and blue 

mold in potatoes and other agricultural products.  
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 و   Aureobasidium pullulansتوسط  Penicillium chrysogenumکنترل بیولوژیکی 

Rhodotorula graminis مهار زیستی زمینیدر سیب Penicillium chrysogenum  عامل

 Rhodotorula graminis و   Aureobasidium pullulansزمینی توسط  بیمارگر سیب
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chrysogenum ،
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pullulans ،Rhodotorula 

graminis. 

دلیل های قارچی محصولات کشاورزی، بهمنظور کاهش بیمارگراخیرا استفاده از مخمرهای مهارگر زیستی به 
زمینی و برطرف های بیمارگر سیبها مطرح شده است. هدف از این تحقیق جداسازی و شناسایی قارچمزایای آن
های زمینی از قسمتهای قارچی سیبهای جدید مخمر بود. در این تحقیق بیمارگرها توسط سویهکردن آن

از لحاظ ماکروسکوپی، میکروسکوپی و مولکولی بررسی  وجداسازی  PDAزمینی روی محیط پوسیده سیب
کشندگی،  فعالیتو های مختلف مخمر از گیاهان مختلف در استان اصفهان جداسازی شدند. همچنین جدایه

فتند. در این مطالعه های بیمارگر مورد ارزیابی قرار گرعلیه قارچ تولید مواد فرار ضد قارچی آن ها در آنتاگونیستی
SBAN-IAUF-11 Penicillium chrysogenum زمینی برای اولین بار زای سیبعنوان قارچ بیماریبه

  A13های مخمر،از بین جدایه ثبت شد.  NCBI در PP704626.1 جداسازی، شناسایی و با شماره دسترسی
 های ضدقارچی علیهعنوان بهترین جدایههای کشندگی، آنتاگونیستی و تولید مواد فرار؛ بهطی سنجش  A14و

SBAN-IAUF-11 P. chrysogenum ترتیب که میزان فعالیت بازدارندگیاینمطرح شدند. به A13 و 
A14 ترتیب در سنجش فعالیت آنتاگونیستی دربه In vitro درصد، در سنجش تولید  57/50و  08/54میزان به

درصد علیه  97/82 و 08/80  میزانبه In vivo درصد، و در سنجش 76و  44میزان مواد فرار ضد قارچی به

 Aureobasidium pullulansعنوانترتیب تحتبه طی شناسایی مولکولی، A14 و A13 قارچ بیمارگر بود.

SBAN-IAUF-11 و Rhodotorula graminis SBAN-IAUF-4، های دسترسیبا شماره PP741871 
 ثبت شدند.  NCBI در PP741860 و

 Aureobasidiumتوسط  Penicillium chrysogenum یکیولوژیکنترل ب (.1403) هاشم ،یریو ن مدرضایح ،یعکاف وان؛یمآل، ک یبهشت ن؛ینوش ،یعیشف: استناد

pullulans    وRhodotorula graminis یستیمهار ز ینیزمبیدر س Penicillium chrysogenum توسط  ینیزمبیس مارگریعامل بAureobasidium pullulans  
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 مقدمه

. (Ibrahim et al., 2014)بندی شده است زمینی از نظر اهمیت غذایی در رتبه چهارم بعد از برنج، گندم و ذرت رتبهسیب
زیادی  اقتصادی دارای اهمیت داد و خواهد اختصاص خود به را آینده هایسال در جهان جمعیت تغذیه از بزرگی بخشاین گیاه 

های زیادی وجود دارد بیماری کند.طور قابل توجهی افت میمحصول به این عملکرد های مختلفخاطر بیماری به ولی است
ها کمک در بهبود صنعت ها و پیشگیری و درمان آندهد. شناسایی این بیماریمیزمینی را تحت تاثیر قرار های سیبکه غده

هزار  164زمینی در دنیا و ایران حاضر سطح زیر کشت سیبدرحال. (Fahim Abbas et al., 2013)کند زمینی میتولید سیب
 (Dadrasi et al., 2022). هکتار است 

 در زیادی اقتصادی زمینی، خساراتسیب برداشت از پس هایکننده بیماری ایجادعوامل  مهمترین از عنوان یکیها بهقارچ
 ،  Rhizopus stolonifer، Aspergillus flavusهای بیمارگر مانند کنند. تاکنون برخی از این قارچجهان ایجاد می سراسر

Fusarium oxysporum، Alternaria alternate های و برخی از گونهPenicillium اند زمینی جدا شدههای پوسیده سیباز غده
(Ibrahim et al., 2014).  Penicillium، ها است که منجر به بیماری کپک آبی یک قارچ بیمارگر متعلق به جنس آسکومیست

. گونه است 300جات و سبزیجات می شود. این جنس شامل حدود روی خیلی از مواد خوراکی مانند غلات، حبوبات، ذرت، میوه
زایی شدن دیواره سلولی و بیماریکند که باعث شکستهگالاکتوروناز تولید میآنزیمی به نام پلی Penicillium solitumبرای مثال 

ها نفوذ کرده و بافت داخلی را زمینی ابتدا از طریق زخم در غدهکپک آبی سیب  .(Shah et al., 2023)شود قارچ در گیاهان می
  (Kim et al., 2016). های نرم و آبکی روی سطح غده است کند. اولین علامت عفونت کپک آبی ایجاد لکهآلوده می

اثربخش  هزینه وکم معمولاً که دارد را استفاده شیمیایی بیشترین هایکشقارچ از استفاده ها،این بیماری کنترل برای
زایی، آسیب به جنین و آلودگی محیط های قارچی مقاوم، سرطانها باعث ایجاد سویهکشهستند. ولی استفاده مداوم از این قارچ

 زمینی ضروری استهای پس از برداشت سیببرای کنترل بیماری شود. بنابراین، استفاده از یک روش جایگزینزیست می

(Zhang et al., 2019).  

 هایمیکروارگانیسم شود. همچنین اکثرها محسوب میکشعنوان جایگزین موثر برای قارچعوامل مهار زیستی میکروبی به
نسبت به  بهتری هایآنتاگونیست است ممکن شده اند، بسیار با محیط سازگار هستند و جدا هامیوه سطح از آنتاگونیست که

 از مزایایی مانند عوامل مهار زیستی، عنوان به مخمرها طورخاص،به .(Perez et al., 2016)شند با عوامل دیگر مهار زیستی
 سطح و pH دما، از ای گسترده زیاد نسبت به طیف سرعت بالای رشد در فرمانتور با استفاده از سوبسترای ارزان قیمت؛ تحمل

توانایی تکثیر مخمرها روی  (Ferraz et al., 2016). برخوردارندطولانی  مدت برای میوه سطح تکثیر روی تواناییاکسیژن؛ و 
باشد. تکثیر مخمر روی سطح ها از مواد مغذی میزبان بدون ایجاد بیماریزایی میها و سبزیجات به دلیل استفاده آنسطوح میوه

و همچنین القا یک سری های گیاهان جات و سبزیجات باعث ایجاد رقابت غذایی و فضایی بین مخمرها و بیمارگرمیوه
 ها،باکتری یا هاقارچ از بسیاری مانند هاآن براین،علاوه. (Zhu et al., 2019)های مرتبط با دفاع در میزبان می شوند آنزیم

 . (Edward-Rajanayagam et al. 2023)کنند بیوتیک تولید نمیآنتی یا مایکوتوکسین زا،آلرژی اسپورهای
Vuoren-Jacobs and Van (1991 )های بیمارگر گیاهی توسط علیه کپک مهار زیستیدر ابتدا استفاده از مخمرهای 

زای گیاهی گزارش شد. پیشنهاد شد. از آن زمان به بعد گزارشات متعددی از این روش برای کنترل بیولوژیکی عوامل بیماری
Walker( نشان دادند سویه1995و همکاران ) هایichia anomalaP ،P. membranifaciens و Saccharomyces cerevisiae

  Fusarium 2003در سال Weiler and Schimittشود. های قارچی گیاهان میهای چوب و بیمارگرمانع برخی پوسیدگی

oxysporum را توسطZygosaccharomyces bailii  کردند.   کنترلSantos and Marquina نشان دادند که  2004در سال
Botrytis cinerea،توسط  ، عامل بیماری کپک خاکستری در انگورP. membranifaciens  شودکنترل می., et alSantos (.   

2004 ;Rosa et al., 2010)  
مخمرهای  های جدیدجدایهتوسط بیمارگر زمینی، برطرف کردن این قارچی سیببیمارگر هدف از این مطالعه جداسازی 

هرحال، هیچ بهباشد. قارچی میبیمارگر کنترل  ها دربومی منطقه اصفهان و بررسی مکانیسم مهار زیستی این آنتاگونیست



   5و دیگران    شفیعی / ...  و  Aureobasidium pullulansتوسط  Penicillium chrysogenum یکیولوژیکنترل ب پژوهشی( -)علمی 

 

زمینی های قارچی سیببیمارگرها علیه های بیوکنترلی آنگزارشی مبنی بر جداسازی مخمرهای کشنده بومی و بررسی مکانیسم
    وجود ندارد.

 

 پژوهششناسی روش

 زمینی های ماکروسکوپی و میکروسکوپی بیمارگرهای قارچی سیبجداسازی و بررسی

های متر از قسمتمیلی 5×5های زمینی با آب مقطر شسته و سپس با پنبه الکلی خشک شدند. تکههای آسیب دیده سیبغده
کشت داده  (20گار، آ؛ و 20؛ دکستروز، 200زمینی، سیب ،g/L) PDA  آسیب دیده توسط اسکالپل استریل بریده و روی محیط

های جدید حاظ ظاهری به پلیتمشابه از ل هایساعت قرار گرفتند. کلنی 72به مدت  سلسیوسدرجه  30ها در دمای شد. پلیت
 ای ماکروسکوپی و سپسهابتدا از نظر ویژگی های قارچیجدایه (Thilagam et al., 2018; Shah et al., 2023).منتقل شدند

   .(Ibrahim et al., 2014; Agu & Chidozie 2021)گرفتند  مورد بررسی قرار میکروسکوپی

 

 زایی کپکتست بیماری

فونی و با آب عدقیقه ضد  15درصد )حجم/حجم( به مدت  2/0زمینی سالم در محلول هیپوکلریت سدیم های سیبغده
یتر از سوسپانسیون میکرول 20استریل سوراخ و به میزان  مقطر شسته و خشک شدند. یک طرف غده ها توسط یک خلال دندان

کی، های پلاستیها داخل بستهلیتر در این حفره ها تزریق شد. پس از قرار دادن غدهکنیدی بر میلی 1×610اسپور قارچ به غلظت 
 سلسیوس درجه 25مای هفته در د 3ها به مدت به منظور حفظ رطوبت ته ظرف مقداری آب مقطر استریل ریخته شد. این بسته

 (.   1391ده و همکاران، زاسازی جدایه قارچی تلقیح شده گردید )تقیداری شدند. سپس مجددا اقدام به جداسازی و خالصنگه

 زمینی شناسایی مولکولی بیمارگر کپکی سیب

DNA 300 بافر لیز،میکرولیتر  300 حاویمیکروتیوب  ژنومی کپک به شرح زیر استخراج شد. یک لوپ پر از کپک به 
به مدت دور بر دقیقه  5000 سرعت ورتکس و بادقیقه  3 قرار داده، به مدت 1گرم گلاسبیدمیلی 300کلروفرم و -فنل میکرولیتر

 5رویی به یک لوله جدید منتقل و به میزان حجم یکسان کلروفرم به آن اضافه شد و به مدت سانتریفیوژ شد. مایعدقیقه  5
برابر حجم آن اتانول مطلق و  5/2رویی به یک لوله جدید منتقل و مایع سانتریفیوژ شد.دور بر دقیقه  5000 سرعت بادقیقه 

سلسیوس  درجه -20 ساعت در دمای  1به مدت حداقل  سپس اضافه گردید. pH 2/5مولار با  3 حجم آن استات سدیم 1/0
رویی دور انداخته شد. رسوب با اتانول سانتریفیوژ و مایعدقیقه  10 تبه مدیقه دور بر دق 12000 سرعت سپس با شد. قرار داده

 درجه -20و در دمای افزوده آب مقطرمیکرولیتر  30های کاملا خشک شده شد. سپس به میکروتیوب ( شستهدرصد 70سرد )
با استفاده از  DNAتکثیر  (Erami et al., 2023). داری شدنگه PCRخالص تا انجام مرحله  DNAبه عنوان  سلسیوس

آب  میکرولیتر 6 مستر میکس،میکرولیتر  10 شامل میکرولیتر 20 در مخلوط واکنشی به حجم ITS1-ITS4پرایمرهای عمومی 
الگو صورت گرفت. این واکنش  DNA میکرولیتر 2 پرایمر ریورس و میکرولیتر 1 پرایمر فوروارد، میکرولیتر 1 مقطر استریل،

 ،ثانیه 30 برایسلسیوس درجه  94 چرخه در 35؛ به دنبال آن دقیقه 5برای سلسیوس درجه  95در   2ن اولیهشامل دناتوراسیو
 5 برایسلسیوس درجه  72در  3؛ و اکستنشن نهاییثانیه 45 برایسلسیوس درجه 72 ، وثانیه 45برای سلسیوس درجه  56

 5، با اتیدیوم بروماید )TBEدر بافر  درصد )وزن/حجم( 1با استفاده از الکتروفورز ژل آگاروز  PCRبود. محصولات دقیقه 
به منظور تعیین توالی به  PCRمشاهده شدند. محصولات  UV( رنگ آمیزی و سپس با استفاده از نور لیترمیکروگرم بر میلی

                                                                                                                                                                 
1. Glass bead 

2. Initial denaturation 

3. Final extension 
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ی نوکلئوتید به نوکلئوتید و اصلاح نهایی به منظور تعیین ها بعد از ارزیاب. توالیآوری پیشگام ارسال شدندشرکت زیست فن
 .(Aboutalebian et al., 2019)ثبت شدند  NCBIو در بانک جهانی  جنس و گونه، بلاست

 جداسازی مخمرهای بومی 
های گیاهانی مانند سیب، نارنج، نارنگی، پرتقال، گریپ فروت، کامکوات و سیب زمینی جمع آوری شد. ها و برگمیوه

محیط  ml50لیتری حاوی میلی 100های مرطوب استریل روی سطح برگ ها و میوه کشیده و بالافاصله در ارلن های سواپ
YEPD-Broth (همراه 20؛ و دکستروز، 20 ؛ پپتون،10، عصاره مخمر، گرم/لیتر ) باmg/l100 سیلین وآمپی mg/l50  کلرامفینیکل

دور بر دقیقه هوادهی شدند. سپس این  140با سرعت  h24به مدت  سلسیوس درجه 28-30ها در دمای شدند. ارلن قرار داده
بیوتیک کشت آنتی( حاوی 20؛ و آگار، 20؛ دکستروز، 20 ؛ پپتون،10، عصاره مخمر، گرم/لیتر) YEPD-Agarسوسپانسیون روی 

های مشابه سازی، کلنیانکوبه شدند. سپس به منظور خالص h48به مدت سلسیوس درجه  28-30ها در پلیت خطی داده شد.
شده از لحاظ ماکروسکوپی و میکروسکوپی مورد بررسی قرار گرفتند های خالصبه پلیت دیگر پاساژ داده شدند. درنهایت کلنی

(Perez et al., 2016).   
 

 سنجش فعالیت بازدارندگی مخمر
از این سوسپانسیون  میکرولیتر 100 شد.لیتر تهیهکنیدی بر میلی 610غلظتروزه به 5یک سوسپانسیون کنیدی از کپک 

؛ 20؛ آگار، 20؛ دکستروز، 20؛ پپتون، 10)گرم/لیتر، عصاره مخمر،  YEPD-MBکشتدیش حاوی محیطروی سطح یک پتری
در پلیت توسط  cm 8/0های مختلف مخمر در مناطقی به قطر پخش شد. سویه pH 7/3-4/4بافرشده در  (03/0و متیلن بلو، 

 ,.Moura et al).سلسیوس انجام شددرجه  25روز در دمای  3-5گذاری شدند. انکوباسیون پلیت ها خلال دندان استریل لکه

2021)        
 شناسایی مولکولی مخمرهای کشنده

 50ساعته در  48ترتیب که یک کلنی از مخمر خالص استفاده شد. به این PCR-ها از روش کلنیبرای شناسایی مخمر
سلسیوس انکوبه شد. درجه  95 دقیقه در دمای 10آب مقطر استریل سوسپانسیون و در دستگاه ترموسایکلر به مدت  میکرولیتر

 میکرولیتر1دقیقه سانتریفیوژ شدند. در نهایت  5ه مدت دور بر دقیقه ب 10000سپس داخل یخ قرار داده شد. نمونه ها با سرعت 
-ʹFuy1  5 با استفاده از پرایمرهای DNA تکثیر  استفاده شد. PCRاز فاز رویی جهت انجام 

TGAAAACTGCGAATGGCTC-3ʹ  وRuy1 5ʹ-CAGGCACACCCCCGACTATCC-3ʹ  شد. این پرایمرها انجام
هستند که بر اساس مطالعات همولوژی طراحی شدند. این واکنش شامل دناتوراسیون اولیه  18S-rRNAیونیورسال و مربوط به 

سلسیوس برای  درجه 48 ثانیه، 30سلسیوس برای  درجه 94چرخه در  35دقیقه؛ به دنبال آن  5سلسیوس برای درجه  94 در
دقیقه صورت گرفت. پس از  5سلسیوس برای  درجه 72 ثانیه؛ و اکستنشن نهایی در 50سلسیوس برای درجه  72ثانیه و  40

آوری پیشگام ارسال شد. ، قطعه تکثیر شده جهت تعیین توالی به شرکت زیست فنPCRالکتروفورز و مشاهده طول محصول 
 NCBIها بعد از ارزیابی نوکلئوتید به نوکلئوتید و اصلاح نهایی به منظور تعیین جنس و گونه، بلاست و در بانک جهانی توالی

   .(Walch et al., 2016)ثبت شدند 

 ( In vitroسنجش فعالیت آنتاگونیستی مخمر علیه قارچ در شرایط آزمایشگاهی )

این تست بر اساس کشت همزمان قارچ بیمارگر و مخمر آنتاگونیست در یک پلیت انجام شد.  به این ترتیب که به منظور 
 5لیتر تهیه شد. کنیدی بر میلی 1×610روزه به غلظت  5قارچ بیمارگر های تیمار، یک سوسپانسیون کنیدی از تهیه پلیت
 2در  YEPD-Agarساعته در محیط  48ریخته شد. سپس مخمر  PDA هایاز این سوسپانسیون در مرکز پلیت میکرولیتر

تلقیح  PDAت کشت داده شد. پلیت کنترل، شامل پلی از مرکز پلیت cm3قسمت کناری پلیت، به صورت موازی و به فاصله 
 Perez)روز انکوبه شدند  15سلسیوس به مدت درجه 25ها در شده با سوسپانسیون اسپور قارچ بیمارگر بدون مخمر بود. پلیت
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et al., 2016). ها محاسبه گردید. در نهایت میزان کنترل اعمال شده های رشد یافته اندازه گیری و مساحت آنسپس قطر قارچ
بار  3(. این آزمایش Sanzani et al., 2021محاسبه شد ) 1( طبق فرمول CIعنوان شاخص کنترل )یا بازدارندگی این مخمر به

                    . تکرار شد

 (1) فرمول                                                              

 
 

 بررسی تولید ترکیبات فرار ضد قارچی توسط مخمر 

از هر سوسپانسیون  میکرولیتر 100تهیه و میزان  cell/ml810×1 ساعته به غلظت 48مخمر  هاییک سوسپانسیون از جدایه
 میکرولیتر 20سلسیوس انکوبه شدند. درجه  25ساعت در دمای  24پخش شد. این پلیت ها  YEPD-Agarروی پلیت 

تلقیح شد. پلیت حاوی قارچ بیمارگر با پلیت حاوی  PDAهای در مرکز پلیت 610روزه به غلظت  5سوسپانسیون کنیدی قارچ 
ها پیچیده دور پارافیلم به دور آن 3خروج هوا، گرفتند. سپس به منظور عدم ورود و  ساعته به صورت رو در رو قرار 24مخمر 

تلقیح شده با سوسپانسیون  PDAکنترل، شامل محیط انکوبه شدند. پلیت سلسیوس درجه  25روز در  10شد. این پلیت ها 
تولید  درصد نسبی مهار رشد قارچ بیمارگر توسط مواد فرار در نهایتبا پلیت فاقد مخمر بود. فیس توفیساسپور قارچ بصورت 

     (Agirman & Erten, 2020). بار تکرار شد 3سنجیده شد. این آزمایش  1طبق فرمول  شده از مخمر

 In vivoدر   سنجش فعالیت آنتاگونیستی مخمر علیه قارچ

دقیقه ضدعفونی و در آب مقطر شسته شدند.  10به مدت  درصد 2/0(v/vهای سالم با هیپوکلریت سدیم )زمینیابتدا سیب
سوسپانسیون مخمر  میکرولیتر 20هر سوراخ  و در داـیجا تاـسرا کـی در راخسو سه ،ستریلخلال دندان ابا  هغد هرروی  پسس

 د.ـشتزریقلیتر کنیدی بر میلی 1×610پور بیمارگر به غلظت سا سپانسیونسو µl20و  cell/ml810×1آنتاگونیست به غلظت 

 ها تزریقبه غدهستریل ا مقطر آب یا نیستگونتا، سوسپانسیون آیـمنف لکنتر ایبر ، سوسپانسیون بیمارگر وتـمثب لکنتربرای 
منظور حفظ رطوبت ته این ظروف مقداری آب ، بهتیکیـسی پلااـهدرون بسته هشدرتیما یهاهغدپس از قرار دادن  .یدگرد

(. 2009)شریفی و همکاران، فتند ارگررـق هـهفت 2ت دـم هـبدرجه سلسیوس  20ها در دمای شد. این بستهمقطر استریل ریخته
های مخمر بر های کنترل و تیمار، میزان بازدارندگی رشد بیمارگر توسط جدایهگیری میانگین قطر زخم در گروهپس از اندازه

          سنجیده شد.  1اساس فرمول 

 

 های پژوهشیافته

 زمینیرچی سیبهای قاهای ماکروسکوپی و میکروسکوپی بیمارگرجداسازی و بررسی

ها، مزارع و انبارهای دیده در مناطق مختلف استان اصفهان از جمله  فروشگاهزمینی آسیبهای سیبدر این بررسی از غده
سازی قارچ صورت گرفت. تعدادی از برداری، جداسازی و خالصشهر و سامان نمونهمختلف شهر اصفهان، داران، فریدون

زمینی در نظر قارچی سیببیمارگر عنوان خصوصیات ماکروسکوپی و میکروسکوپی مشابه بودند، بههای قارچی که دارای جدایه
ها مربوط به داد که این جدایه ب( نشان1الف( و میکروسکوپی )شکل 1های ماکروسکوپی )شکل گرفته شدند. بررسی

زمینی منطقه سامان، برای جداشده از غده سیب  Penicilliumای عنوان گونهبه ،P8  باشند. جدایهمی   Penicilliumایگونه
  زمینی مورد بررسی قرار گرفت.  قارچی سیببیمارگر مطالعات بیشتر به عنوان 
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    Penicilliumزایی تست بیماری
زمینی، به سیب P8جدایه  هفته پس از تلقیح سوسپانسیون کنیدی 3ترتیب که ایناین تست بر اساس اصول کخ انجام شد. به

زمینی که در آن یبسهای دیگر ج(. مجددا از قسمت1وجود بیماری و پوسیدگی قارچی در آن از نظر ظاهری تایید شد )شکل 
های افته پس از بررسیساعت انکوبه شد. قارچ رشد ی 72کشت داده و به مدت  PDAتلقیح اولیه صورت نگرفته بود روی محیط 

 مطابقت داشت.  ، Penicilliumایبا قارچ اولیه، به عنوان گونهماکروسکوپی و میکروسکوپی 

 

 الف( شکل ماکروسکوپی جدایه قارچ. ب( شکل میکروسکوپی جدایه قارچ. ج( فنوتیپ پوسیده سیب زمینی پس از تلقیح قارچ. 1شکل 

 

  زمینیشناسایی مولکولی بیمارگر قارچی سیب

زمینی در حد گونه، از روش شناسایی مولکولی استفاده شد. نتایج حاصل از الکتروفورز قارچی سیببیمارگر برای شنایی این 
است )شکل  پیربیس 600-500نشان داد که طول محصول بین  پیربیس 100 در این جدایه با استفاده از مارکر PCRمحصول 

-sپیر است. پس از تطابق دادن توالی بیس 570ول این محصول الف(. همچنین نتایج حاصل از تعیین توالی نشان داد که ط 2

rDNA18  با تمام توالی های موجود در بانک ژنی، توسط نرم افزارBLAST  مشخص گردید که این جدایه با توالیSLF 

4p 0218.0915 Penicillium chrysogenum ،95 دفدرصد مشابهت دارد. درخت فیلوژنی قطعه ترا 26/99و  درصد پوشش-

-SBAN-IAUFتحت عنوان  NCBI ب(. سپس سویه شناسایی شده در بانک جهانی 2یابی شده این جدایه رسم شد )شکل 

11 Penicillium chrysogenum  با شماره دسترسیPP704626.1  .ثبت شد 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                                                                                                                                                                 
1. Query 

 ج ب الف
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 )ب(     )الف(

 
 SBAN-IAUF-11 Penicillium chrysogenum جدایه قارچ. ب( رسم درخت فیلوژنی برای  PCRالف( نتایج حاصل از الکتروفورز محصول  .2شکل 

 . Out groupعنوان به Aspergillus nigerانتخاب و  Bootstrap consensusبا استفاده از روش 

  سنجش فعالیت بازدارندگی مخمر

 Penicillium  سوسپانسیون، که قبلا توسط YEPD-MBهای مخمری روی محیط در این بررسی همه جدایه

chrysogenum  گذاری شدند. پس از دوره انکوباسیون، قطر هاله عدم رشد اطراف هر جدایه اندازه گیری پخش شده بود، لکه
با تولید هاله عدم  جدا شده بودند، سیب قرمزمیوه که از  A14و  A13 هاینشان داد که جدایه این بررسی نتایج حاصل ازشد. 

  (.  3)شکل  بودندبیمارگر علیه قارچ  های مخمریر جدایهدارای اثر کشندگی بیشتری نسبت به سایخودشان، رشد اطراف 

 A14 وA13    هایجدایه نتایج حاصل از سنجش فعالیت کشندگی .3شکل                                    
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 شناسایی مولکولی مخمرهای کشنده

های آنتاگونیست، از روش شناسایی مولکولی به عنوان برترین جدایه در حد گونه، A14و  A13جدایه  2یی سابرای شنا
نشان داد که طول محصول  پیربیس 100در این جدایه با استفاده از مارکر  PCRاستفاده شد. نتایج حاصل از الکتروفورز محصول 

م توالی های موجود در بانک ژنی، توسط نرم با تما s-rDNA18پس از تطابق دادن توالی  الف(. 4پیر است )شکل بیس  800
 افزار

Blast  13مشخص گردید که جدایهA  005با توالیGCAS19 Aureobasidium pullulans ،97  26/97درصد پوشش و 
 99درصد پوشش و  Rhodotorula graminis culture MUT<ITA>:73 ،98 با توالی A14درصد مشابهت، همچنین جدایه 

 Rhodotorula و Aureobasidium pullulans SBAN-IAUF-11عنوان  تحتشده های شناساییدارد. سویهدرصد مشابهت 

graminis SBAN-IAUF-4  ترتیب با شماره دسترسی بهPP741871  وPP741860  درNCBI  ثبت شدند. درخت فیلوژنی
Aureobasidium pullulans SBAN-IAUF-11  و   ب( 4)شکلRhodotorula graminis SBAN-IAUF-4   ج(  4)شکل

   رسم شد.  
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. ب( رسم درخت فیلوژنی Rhodotorula graminisو   Aureobasidium pullulansدر PCRالف( نتایج حاصل از الکتروفورز محصول  .4شکل 

 Saccharomyces انتخاب و  Bootstrap consensusبا استفاده از روش   Aureobasidium pullulans SBAN-IAUF-11برای 

kudriavzeviiعنوان بهOut group)رسم درخت فیلوژنی برای  . جRhodotorula graminis SBAN-IAUF-4 استفاده از روش  باBootstrap 

consensus  و انتخابCandida albicans  عنوان بهOut group . 

 

 

 

  In vitroدر  آنتاگونیستی مخمر علیه قارچسنجش فعالیت 

انجام شد. قطر  بیمارگرکپک  عنوانبهP. chrysogenum علیه R. graminis وA. pullulans سنجش فعالیت آنتاگونیستی 
 .Rب( و تیمار شده با  5)شکل  A. pullulans الف(، تیمار شده با 5کنترل)شکل  هایدر کلیه پلیت رشد یافته بیمارگرکپک 

graminis  میزان مهار شدگی کپک بیمارگر توسط این دو مخمر محاسبه شد.  1گیری و بر اساس فرمول ج( اندازه 5)شکل
درصد رشد کپک  57/50و  08/54میزان ترتیب بهبه R. graminisو  A. pullulansبراساس نتایج حاصل از این تست      

 بیمارگر را کاهش دادند.   
 
   

 ج
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 PDAمحیط :  A.pullulansکشت داده شده است. ب( پلیت تیمار شده با P. chrysogenumکه در آن فقط  PDAالف( پلیت شاهد: محیط . 5شکل 

 .Pکه در آن  PDA: محیط R. graminisج( پلیت تیمار شده با  طور همزمان کشت داده شده است.به   A. pullulans و P. chrysogenumکه در آن 

chrysogenum  وR. graminis طور همزمان کشت داده شده است.به  

 
 

   توسط مخمر تولید ترکیبات فرار ضد قارچی

انجام شد. قطر کپک    P. chrysogenumعلیه R. graminisو  A. pullulansتست تولید ترکیبات فرار ضد قارچی توسط 
ب( و  6)شکل  A. pullulanالف(، پلیت حاوی کپک رشد یافته در مجاورت ترکیبات فرار  6رشد یافته در پلیت کنترل )شکل 

میزان مهار  1گیری و بر اساس فرمول ج( اندازه 6)شکل  R. graminisپلیت حاوی کپک رشد یافته در مجاورت ترکیبات فرار 
با تولید  R. graminisو  A. pullulansجدایه محاسبه شد. نتایج حاصل از این بررسی نشان داد که  شدگی کپک توسط این دو
 درصد، دارای خاصیت بازدارندگی بودند. 76و  44به میزان ترتیب ترکیبات فرار ضد قارچی به

 
 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

 

با ترکیبات فرار تولید شده توسط مخمر. ب( کپک رشد یافته در مجاورت با ترکیبات فرار تولید الف( پلیت کنترل: کپک رشد یافته بدون مجاورت  .6شکل 

 R. graminisج( کپک رشد یافته در مجاورت با ترکیبات فرار تولید شده توسط . A. pullulansشده توسط

 

 In vivoدر  سنجش فعالیت آنتاگونیستی مخمر علیه قارچ

های کنترل مثبت روز در گروه 14گیری قطر زخم، میزان میانگین مساحت پوسیدگی پس از در این آزمایش پس از اندازه 
د(  7ج( و کنترل منفی )شکل  7)شکل  R. graminisب(، تیمار شده با  7)شکل  A.pullulans الف(، تیمار شده با 7)شکل 

ا

 لف

ا

 لف

 ب
 ج ب الف
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 ب
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 .Rو  A. pullulansمیزان بازدارندگی  1(. طبق فرمول 8متر مکعب بود )شکل سانتی 0و  118/0، 138/0، 693/0ترتیب به

graminis درصد بود.  97/82و  08/80میزان ترتیب بهعلیه کپک بیمارگر به 
 

 

 
 
 
 
 

 
 
 

 

زمینی. ج( به سیب A. pullulans: تلقیح قارچ بیمارگر و A. pullulansزمینی. ب( تیمار شده توسط الف(کنترل مثبت: تلقیح قارچ بیمارگر به سیب .7شکل 

 زمینی.زمینی. د( کنترل منفی: تلقیح آب مقطر تزریق شده به سیببه سیب R. graminis: تلقیح قارچ بیمارگر و R. graminis   تیمار شده توسط
 

  
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 هایی کههفته. میانگین 2زمینی پس از های مختلف سیبزنی شده در گروهمایه هایمیزان میانگین مساحت پوسیدگی سیب زمینی  .8شکل         

 دار دارند.( با هم اختلاف معنی>05/0Pدر هر ستون با حروف مختلف نشان داده شده اند در آزمون دانکن )                                  

 

 بحث                

عنوان ، بهP. chrysogenum SBAN-IAUF-11 زمینی پوسیده های سیبایران از غدهدر این مطالعه برای اولین بار در 
ای مایل به های قهوههای پوسیده منطقه سامان در استان اصفهان که دارای لکهزمینی، جداسازی شد. غدهسیب قارچ بیمارگر
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ها دارای مرفولوژی یکسان و مربوط به ین غدهجدا شده از ا سبز همراه با بوی تعفن بودند، مورد مطالعه قرار گرفتند. کپک
شناسایی شد. از طرفی برای اولین  P. chrysogenumبود. این جدایه طی شناسایی مولکولی به عنوان،  Penicilliumای گونه

همپنین طی (. Paul et al., 2016) زمینی شیرین جداسازی شداز ریشه سیب P. oxalicumبار در کره جنوبی، کپک آبی بنام 
P. sclerotigenum های نامبه Penicilliumزمینی، دو گونه برداشت سیب ازهای پس بررسی روی بیماری

 P. polonicumو   
 Penicilliumگونه  3. از طرفی در پاکستان، (Kim et al., 2016)جنوبی جداسازی شدند زمینی در کرههای پوسیده سیباز غده

) et alShah ,.های پوسیده جداسازی و شناسایی شدند زمینیاز سیبP. citrinum و mP. solitu، P. polonicumهای نامبه

دهد های پوسیده طی تحقیقات حاضر و سراسر جهان نشان میزمینیسیب از Penicilliumهای مختلف جداسازی گونه .(2023
 زمینی در مرحله انبار محسوب شوند. توانند تهدید بزرگی برای سیبکه این بیمارگرهای گیاهی می

ها با طورکلی جداسازی مخمرهایی که به طور طبیعی در سطح برگ و میوه گیاهان وجود دارند به دلیل سازگار بودن آنبه
خطر بودن آن ها الویت دارند. بنابراین در این مطالعه، مخمرهای بومی شرایطی که در میوه و سبزی حاکم است و همچنین بی

 کشتهایی حاوی محیطولا از سطوح برگ و میوه گیاهان جداسازی شدند. همچنین برای سنجش فعالیت کشندگی از پلیتمعم

YEPD-MB بافرشده درpH  7/3-4/4  استفاده شد. براساس مطالعات قبلی، برای اولین بار توسطWoods & Bevan  مشخص
هایی از پلیت از طرفی در یک مطالعه .(Perez et al., 2016)رسد می به حداکثر pHشد فعالیت کشندگی مخمرها در این رنج از 

 (Rosa et al., 2010). برای سنجش کشندگی مخمرها استفاده شد  pH 7/3-4/4بافرشده در  YEPD-MB حاوی محیط کشت
 ,.Moura et al)استفاده شد  pH 6/4شده در بافرYEPD-MB کشتهایی حاوی محیطهمچنین در یک بررسی دیگر از پلیت

های مخمر روی محیط گذاری جدایههای قارچی، لکهدر آزمایش حاضر برای سنجش کشندگی مخمرها علیه بیمارگر. (2020
YEPD-MB که قبلا توسط سوسپانسیون ،P. chrysogenum SBAN-IAUF-11 که در درحالی شد.پخش شده بود، انجام

عنوان سلول حساس، برای سنجش اثر کشندگی مخمرها به NCYC 1006 Saccharomyces cerevisiaeمطالعات قبلی از 
استفاده از سلول کپک، به عنوان سلول حساس،  (Moura et al., 2021; Rosa et al., 2010). های کپکی استفاده شدعلیه سلول

          ر بود.      تری جهت شناسایی مخمرهای کشنده علیه کپک مورد نظبه جای سویه استاندارد مخمر انتخاب دقیق
، با تولید ترکیبات فرار ضد قارچی  R. graminis SBAN-IAUF-4 و A. pullulans SBAN-IAUF-11  در مطالعه حاضر
درصد شدند. همچنین در یک مطالعه  76و  44میزان ترتیب بهبه P. chrysogenum SBAN-IAUF-11باعث کاهش رشد 

 L1بررسی شد. در این بررسی، سویه  L8و    L1هاینامبه   A. pullulansسویه  2دیگر تولید ماده فرار ضد قارچی توسط 
میزان تیب بهتررا به   Penicillium expansumو B. cinerea  ، Colletotrichum acutatuهای  نامهای بیمارگر سیب، بهکپک

 ,.Mari et al)درصد کاهش داد  6/27و  5/12، 1/43میزان ترتیب بهکپک را به 3این  L8درصد؛ و سویه  6/17و  5/27، 4/29

کپک بیمارگر سیب به  2با تولید مواد فرار ضد قارچی از رشد A.pullulans GE1   از طرفی یک مطالعه دیگر، . (2012
 ,Agirman & Erten)درصد جلوگیری کرد  61/35و  21/34میزان ترتیب بهبه   P. digitatumو    P.  expansumهاینام

سویه  2در تحقیق حاضر نتایج حاصل از میزان بازدارندگی رشد کپک بیمارگر توسط تولید ترکیبات فرار ضد قارچی در . (2019
            شناسایی شده بیشتر از سویه های مذکور در مطالعات قبلی بود.  

میزان  R. graminis SBAN-IAUF-4 و In vivo ، A. pullulans SBAN-IAUF-11در مطالعه حاضر طی سنجش      
درصد کاهش دادند. از  97/82و  08/80میزان ترتیب بهرا در سیب زمینی به P. chrysogenum SBAN-IAUF-11پوسیدگی   

 LS250و  L47 ،LS236های نامبه  A.pullulans های مختلفسویه، استفاده In vivoهای قبلی طی سنجش طرفی در بررسی
 Rhizopus stoloniferaترتیببه LS250و  L47 ،LS236های ترتیب که سویهشد. به اینهای بیمارگر انگور باعث کاهش کپک

، Aspergillus niger  و B. cinerea درصد کاهش داد  3/61و  7/70، 8/54میزان بهرا.(Schena et al., 1999)  همچنین در
ترتیب باعث کاهش پوسیدگی کپکی بهA. pullulans های مختلف ، استفاده از سویهIn vivoمطالعات دیگر، طی سنجش 

) Schenaدرصد شد  2/32و  47میزان بود، به Phytophthora infestans  و B. cinereaها فرنگی، که عامل آنگیلاس و گوجه



   15و دیگران    شفیعی / ...  و  Aureobasidium pullulansتوسط  Penicillium chrysogenum یکیولوژیکنترل ب پژوهشی( -)علمی 

 

)2017., et al; Di Francesco 2003., et al. همچنین در یک مطالعه دیگر میزان پوسیدگی  aurantii-Geotrichum citri  در
. (Ferraz et al., 2016)درصد کاهش یافت  30میزان به A. pullulansای از با استفاده از سویه In vivoپرتقال طی سنجش 

در  A. pullulans در تحقیق حاضر نسبت به سایر سویه های A. pullulans SBAN-IAUF-11بنابراین میزان بازدارندگی 
        بالاتر بود.  مطالعات قبلی

شود. از طرفی مطرح میPenicillium sp  علیه  مهار زیستیعنوان یک مخمر ، بهR. graminisاین برای اولین بار است که 
 و Penicillium expansumمانند  Penicilliumهای مختلف علیه گونه A. pullulans مهار زیستی خاصیت مطالعات قبلیدر 

Penicillium digitatum   شده است  در سیب و گلابی بررسی(Mounir et al., 2007; Agirman & Erten, 2020; Ferreira-

Pinto et al., 2006) . مهار زیستیولی برای اولین بار است که خاصیت A. pullulans  علیهP. chrysogenum  در محافظت از
و همکاران  Di Francesco(، 2012و همکاران ) Mari(، 2003و همکاران )Schenaبرای مثال  شود.زمینی مطرح میغده سیب

(2017 ،)Klein and Kupper(2018 ،)Galli( و 2021و همکاران )Di Francesco ( خاصیت 2021و همکاران )مهار زیستی A. 

pullulans های قارچی در گیلاس، سیب، گوجه فرنگی، مرکبات، انگور و غلات که بررسی کردند ترتیب روی پوسیدگیبه را
زمینی صورت های قارچی سیبعلیه بیماری A. pullulans مهار زیستیولی تاکنون هیچ گزارشی مبنی بر سنجش خاصیت 

  نگرفته است.

 

 نتیجه گیری   
، و تولید ترکیبات فرار مشخص شد                               In vivo-In vitroت کشندگی، آنتاگونیستی در های فعالیدر تحقیق حاضر طی سنجش
A. pullulans SBAN-IAUF-11 وR. graminis SBAN-IAUF-4 ، های جدید جداسازی شده از مناطق بومی عنوان سویهبه

-عنوان کپک بیمارگر سیب، بهP. chrysogenum SBAN-IAUF-11علیه  بالایی استان اصفهان، دارای خاصیت مهار زیستی

های این سویه درصد بود.  50ها بالاتر از در آن In vivo -In vitroزمینی، هستند. زیرا میزان فعالیت کشندگی و آنتاگونیستی در 
محصولات کشاورزی دیگر، به زمینی و در سیب Penicilliumهای مختلف توانند در آینده در پیشگیری و کنترل گونهجدید می

           ها، مورد استفاده قرار گیرند. کشعنوان جایگزین قارچ

 

 منابع
زمینی توسط های سیب(. کنترل بیولوژیک پوسیدگی خشک فوزاریومی غده1391زاده، زهرا؛ محمدی، صدیقه؛ علایی، حسین )تقی

های فصلنامه فیزیولوژی و تکنولوژی پس از برداشت فراورده. Talaromyces flavusو  Trichoderma sppهای آنتاگونیست گونه
 . 87-75، باغی

، عامل پوسیدگی خشک فوزاریومهای (. بررسی گونه1387شریفی، کسری؛ زارع، رسول؛ زمانی زاده، حمید رضا؛ ارجمندیان، امیر )
 .114-93های گیاهی، های اردبیل، تهران و همدان، مجله آفات و بیماریاستان زمینی در سیب
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