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 کيده چ

از  A6و جدایه  Candida membranifuciensاز گونه A4و A5دو جدایه مخمر       
 Bacillus subtilisاز گونه B6و  B2همچنين دو جدایه باکتری  Pichia guilliermondiiگونه

به صورت  Pers.:Fr. Botrytis cinereaبرای کنترل بيماری کپک خاکستری سيب با عامل 
با استفاده از آزمایش سازگاری مواد بيوکنترل  .د ارزیابی قرار گرفتندانفرادی و مخلوط مور

در محيط کشت همزمان دو آنتاگونيست سلوفان و  روش به سلولی خارج ترکيبات آزمون توليد
آزمایش بررسی تقابل  .باشندهای مخمر با باکتری سازگار می جدایه نشان داد،کشت جامد 

های جدایه های مخمر در حضور ثابت کرد جمعيت جدایه ها در محيط کشت مایعاگونيستتنآ
نتایج آزمایشات در . کنندخوبی تا انتهای آزمایش مشابه کاربرد انفرادی رشد میباکتری به

 33/7و  23/5با قطر لکه برابر با  B6+A6و B2+A5شرایط انبار نيز نشان داد مخلوط های
بترتيب با ایجاد  سلسيوسدرجه  3 دمای و همچنين در سلسيوسدرجه  22در دمای متر ميلی

، بيشترین کنترل کنندگی را نسبت به دیگر آنتاگونيست ميلی متر 47/3و  34/3قطر لکه معادل 
های دفاعی در در القای پاسخ B2+A5توانایی مخلوط آنتاگونيستی . ها و مخلوط آن ها دارند

سبب افزایش فعاليت آنزیم  نیزدو روز بعد از مایهبافت ميوه سيب نشان داد این مخلوط 
زنی عامل روز پس از مایه چهاراین مخلوط  ،شود علاوه بر آنپراکسيداز و ترکيبات فنلی می

عوامل مطابق نتایج این پژوهش مخلوط . دهدبيماری فعاليت آنزیم کاتالاز را کاهش می
 .دنگردیسبب بهبود بيوکنترل م ،مقاومت در ميوه سيب یالقابا افزایش  آنتاگونيست

 

 ،پراکسيداز،کاتالاز و فنلکپک خاکستری مخلوط آنتاگونيست ها، :واژه هاي كليدي

 

 مقدمه

 یعامل قارچ باسیب خاكستری  بیماری كپك      

Pers.:Fr. Botrytis cinerea بیماريهای مهمترين از يكی 

یز از ناستفاده از سموم . شود می محسوب برداشت از پس

ل بیماری های بعد از برداشت مهمترين روش های كنتر

های جدايهسموم و ايجاد بقايای وجود  می باشد، اما

سبب جهت گیری های جديدی در كنترل مقاوم به آنها 

كه  است محصولات بعد از برداشت شدهبیماری های 

 گرددمحسوب میكنترل بیولوژيك يكی از آنها 

(Janisiewicz 1988) . در بیشتر مطالعات از يك

یست در بیوكنترل استفاده شده است آنتاگون

(Etebarian, et al. 2005 . ( اما استفاده از مخلوط

برای .  آنتاگونیست ها نیز مورد بررسی قرار گرفته است

های و همكاران نشان دادند كه مخلوط جدايه مثال كالوو
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 Cryptococusو  Rhabdotorulaمختلف دو گونه مخمر 

ی های پس از برداشت نتايج مطلوبی در كنترل پوسیدگ

ثابت شده است همچنین (. Calvo et al. 2003)دارند 

كه تلفیقی از چند آنتاگونیست كپك خاكستری و كپك 

 ,Janisiewicz) كندآبی سیب را همزمان كنترل می

 دست آوردندهتحقیقات ديگر نیز نتايج مشابه ب( 1988

(Leibinger et al. 1997 ،Janisiewicz 1996 ،Guetsky 

et al. 2002) .ها دهند كه آنتاگونیستها نشان میبررسی

مخلوط با يكديگر برای كنترل  انفرادی يادرحالت 

های كنترل متفاوتی هستند از بیمارگرها دارای مكانیسم

های تولیدشده توسط توان به آنتی بیوتیكآن جمله می

اشاره كرد كه نقش  Bacillus subtilisباكتری ها ازجمله 

 .(Toure, 2004) ها ايفا می كنندكاهش بیماریزيادی در
علیه  مبارزه در را خود كارايی خوبی به مخمرها نیز

مهمترين مكانیسم كنترل  اند،بیمارگرها نشان داده

های آنتاگونیست نیز شامل رقابت مستقیم و مخمر

(. Droby et al. 1991)اكولوژيكی است  جايگاهال غاش

ها دهند آنتاگونیستمیها نشان بررسی ،علاوه بر آن

های كنترلی ديگری از جمله القا مقاومت دارای مكانیسم

يكی از  .باشندنیز می به عوامل بیماريزا در گیاه

خصوصیات مقاومت القايی در گیاهان همراه بودن اين 

نوع مقاومت با تغییرات بیوشیمیايی مختلفی در گیاه از 

يزايی، فعالیت جمله افزايش پروتیئن های مرتبط با بیمار

های پراكسیداز، فنیل آلانین آمونیالیاز و افزايش آنزيم

 .Franceschi et al)میزان كل تركیبات فنلی گیاه است 

1998  ،Bowler et al. 1992).  در اين مورد نیز تحقیقات

زيادی انجام شده است برای مثال در تحقیقی برای 

ونه های بعد از برداشت در سیب ازگكنترل پوسیدگی

به تنهايی استفاده شد  Aureobsidium pullulansمخمر 

، كیتیناز  β-1-3 glucanaseكه باعث افزايش در فعالیت 

تیمار میوه  .(Ippolito et al. 2000)و پراكسیداز شد 

علیه عامل  Candida oleophiaگريت فرويت با مخمر 

 سبب القا مقاومت می گردد P.expansumكپك آبی 

(Droby et al. 2002.)  تحقیقات ديگر نیز نتايج مشابه را

 Wang    et al.2004، EL Ghaouth et )دست آوردند هب

al .1998 ، .)نشان می دهد عوامل  علاوه بر آن تحقیقات

های بیوکنترل در حالت مخلوط نیز سبب افزایش پاسخ

دفاعی در گیاهان می شوند، در تحقیقی کاربرد مخلوط 

 PGPR (Plant Growth عوامل چند گونه از

Promotion Rhizobacteria)  در سطح ریشه گیاهان

ها سبب افزایش نشان داد که مخلوط این میکروارگانیسم

های دفاعی گیاه ازجمله پراکسیداز و ترکیبات فنلی آنزیم

 .Chen et al)شود نسبت به کاربرد انفرادی آنها می

ل اين تحقیق به منظور ارزيابی امكان كنتر. (2000

بیولوژيك كپك خاكستری سیب در حالتی كه مخلوطی 

     از جدايه های باكتری باسیلوس و مخمر استفاده 

و بررسی برخی از مكانیسم های القاء مقاومت  شوندمی

 .آنها صورت گرفته است

 

 هامواد و روش
 و عامل بیماری هاتهیه آنتاگونیست

 از گونه  A5و  A4در اين تحقیق دو جدايه مخمر 

Candida  membranifuciensجدايه ،A6 از گونهPichia 

guilliermondii  شناسی قارچ آزمايشگاه و از كلكسیون 

 Alavifar) تهران تهیه شدند دانشگاه ابوريحان پرديس

 و  Botrytis cinereaقارچ عامل بیماری جدايه. (2007

 Bacillusاز گونه B6و  B2همچنین دو جدايه باكتری 

subtilis  از سطح سیب و از منطقه كرج جدا و كه بود

 . خالص سازی شده بود

بررسی ایجاد هاله بازدارندگی در محیط کشت حاوی 

 مخلوط آنتاگونیست ها در شرایط آزمایشگاه 

اين آزمون به منظور تعیین سازگاری دو عامل 

بیوكنترل در شرايط آزمايشگاهی با روش ويلسون و 

بدين . انجام شد (Wilson and Lindow 1994) لیندو

ه هر يك زمتری از كشت چند رومیلی 31منظور قطعات 

های مخمر با استفاده از لوپ بیولوژيك در وسط از جدايه

قرار داده  PDAهای پتری حاوی محیط كشت تشتك

ساعت در  77های پتری مذكور به مدت شد، تشتك

سپس . نگهداری گرديدند سلسیوسدرجه  71دمای 

دستگاه   از استفاده باهای باكتری سوسپانسیون جدايه

 جمعیت با   OD=0.05) و λ=590 nm) اسپكتروفتومتر

سلول در میلی لیتر بدست آمد و در  337 معادل باكتری

های پتری ادامه سوسپانسیون مذكور در سطح تشتك

پخش شد، سپس تشتك ها را مجددا در انكوباتور قرار 
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پرگنه مخمرها  ايجاد هاله در اطراف ،داده و در ادامه

 7 با تصادفی كامل طرح قالب در آزمايش .بررسی گرديد

 هایشامل محیط های كشت حاوی پرگنه جدايه تیمار

A4 ،A5  وA6  به همراه سوسپانسیون باكتریB2  وB6 

در چهار تكرار ( شاهد) و محیط كشت فاقد پرگنه مخمر

 .انجام شد

ای هبررسی تاثیر ترشحات مایع خارجی سلولی جدایه

   با استفاده از روش سلوفان هااکتری بر روی مخمرب

 Dennis) اين آزمايش بر اساس روش دنیس و وبستر

and Webster 1971)  برای بررسی اثر محیط كشت

بر  B. subtilisحاوی متابولیت های خارج سلولی باكتری 

در اين . های مخمر انجام شدپرگنه جدايه روی رشد

مخصوص سلوفان سترون آزمايش ابتدا كاغذ های 

های مذكور در سطح تشتك های سترون ذغكا. گرديد

سپس پرگنه . قرار داده شدند PDAحاوی محیط كشت 

باكتری B6 و  B2ساعته جدايه های  44هايی از كشت 

B. subtilis ذ غتوسط لوپ سترون روی اين لايه كا

 سلسیوسدرجه  71ساعت در  44پخش شد، و به مدت 

كه در اين مدت اجازه داده شد  نگهداری شدند كه

ها وارد محیط كشت های ترشحی از باكتریمتابولیت

 .شوند

سپس با استفاده از يك پنس استريل و زير هود  

   سترون كاغذهای مخصوص سلوفان كه همراه با 

ا هاهای رشد كرده باكتری بودند از سطح تشتكپرگنه

سلول  334برداشته شد و به جای آنها از سوسپانسیون 

استفاده از لام  های مخمر كه بالیتر جدايهدر میلی

در روی آب مقطر سترون تهیه شده بود  هماسیتومتر و

در تشتك پتری محیط كشت های فوق پخش گرديدند، 

نیز به همان میزان ( بدون متابولیت باكتری)شاهد 

و  پخش شد سوسپانسیون هر يك از جدايه های مخمر

به مدت  سلسیوسدرجه  71 ها مجدد در دمایتشتك

بعد از گذشت اين مدت  .ساعت نگهداری شدند 44

   های رشدكرده با استفاده از دستگاه تعداد پرگنه

آزمايش  قالب در آزمايش. شمار شمارش شدپرگنه

و  Aدو فاكتور  با فاكتوريل در قالب طرح كاملا تصادفی

B  فاكتور  .تكرار صورت گرفت 4درA  سطح  0دارای

باكتری )سطح  0دارای  Bو فاكتور ( ر آنتاگونستمخم)

 . بود( آنتاگونیست

های های مخمر در حضور جدایهبررسی جمعیت جدایه

 باکتری در محیط کشت مایع 

 اين آزمون مطابق روش ژنیسويكس و بور 

(Janisiewicz and Bors 1995)  با كمی تغییرات انجام

 1 سپس. تهیه گرديد NYDBابتدا محیط كشت . شد

لیتری میلی 33لیتر از اين محیط درون لوله های میلی

. سترون شد سلسیوسدرجه  373ريخته شد و در دمای 

از  337های مذكور سوسپانسیون پس از سردشدن محیط

در . هر يك از جدايه های مخمر و باكتری تهیه گرديد

 333،تیمارهايی كه شامل آنتاگونیست انفرادی بودند

ها اضافه یون هر آنتاگونیست به لولهمیكرولیتر سوسپانس

 333ها نیز گرديد و در تیمار مخلوط آنتاگونیست

ها با میكرولیتر از سوسپانسیون مخلوط آنتاگونیست

و شد تهیه  13: 13همان غلظت ذكر شده اما به نسبت 

 313لوله ها روی شیكر دورانی . ها اضافه گرديدبه لوله

نگه ( يط آزمايشگاهشرا)دور در دقیقه در دمای اتاق 

ساعت بعد از  03و  31سپس در زمان های . داری شدند

های ها نمونهشروع آزمايش به ترتیب از هر كدام از ويال

μl3333 دست آوردن هاز محیط برداشته شد، و برای ب

جمعیت مخمر و باكتری نمونه های برداشته شده مذكور 

و  334و  330سازی در غلظت های با انجام سری رقت

برای باكتری،  337و  339های برای مخمر و غلظت 331

و  PDAروی تشتك های پتری حاوی محیط كشت 

استرپتومايسن  mg/lit 71محتوی  PDAمحیط كشت 

، به (ها قادر به رشد نیستنددر اين محیط باكتری)

. ترتیب برای رشد پرگنه باكتری و مخمر ريخته شدند

بدون  PDAر محیط قابل ذكر است پرگنه های باكتری د

بیوتیك استرپتومايسن از نظر ظاهری با كاربرد آنتی

پرگنه مخمرها در حالت مخلوط قابل تمايز بودند و 

ساعت اولین پرگنه هايی  74علاوه بر آن معمولا بعد از 

شدند پرگنه باكتری بودند كه در اين صورت كه ظاهر می

جمعیت مخمر و باكتری در حالت مخلوط از يكديگر 

پرگنه ها نیز با استفاده از دستگاه . ابل تفكیك بودندق

فاكتوريل  قالب در آزمايش. پرگنه شمار، شمارش شدند

 0در  Bو  Aبا دو فاكتور  در پايه طرح كاملا تصادفی

زمان )سطح  0دارای  Aفاكتور . تكرار صورت گرفت

جمعیت )سطح  9دارای  Bو فاكتور ( نمونه برداری

 . بود( ر حالت مخلوط يا انفرادیمخمرهای آنتاگونیست د
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مخلوط آنها در  و باکتری وبررسی اثر جدایه های مخمر

 کنترل کپک خاکستری سیب 

گلدن دلیشز به منظور  هایدر اين آزمايش سیب

دعفونی ابتدا به مدت يك دقیقه در هیپوكلريت ض

وطه ور شده و سپس سه بار با آب غدرصد  3/3سديم

هايی در ادامه سوراخ. ندمقطر سترون شستشو داده شد

میلی متر در اطراف دم سیب با  1/7و قطر  0به عمق 

سپس  ؛استفاده از يك میخ سترون ايجاد شد

سلول در میلی لیتر به ترتیب  337و  334سوسپانسیون 

. برای هر يك از جدايه های باكتری و مخمر تهیه گرديد

های مساوی از سوسپانسیون هر دو سپس حجم

های در ويال( 13:13) به نسبت های مساویآنتاگونیست 

میكرولیتر  43در هر زخم استريل شده مخلوط گرديد و 

ها يا مخلوط دو ز سوسپانسیون انفرادی آنتاگونیستا

در تیمار شاهد آلوده به بیمارگر )آنتاگونیست اضافه شد 

و شاهد سالم از آب مقطر سترون به جای سوسپانسیون 

(. نفرادی و مخلوط استفاده شدها به صورت اآنتاگونیست

كنیدی در میلی لیترقارچ عامل 331 غلظت ،در ادامه

میكرولیتر از  73ساعت، 74بعد از بیماری تهیه و 

در اين . افه شدضسوسپانسیون عامل بیماری به هر زخم ا

زنی نشده با بیمارگر، با آب مرحله نیز زخم های مايه

نكه قطر لكه در دلیل ايهمقطر استريل تیمار شدند اما ب

اين تیمارها در تمام آزمايشات صورت  ،آنها صفر بود

ا هسپس میوه. در آنالیز منظور نشدندگرفته اين پژوهش 

 73در ظروف پلاستیكی با پوشش منتقل و در دمای 

لازم به ذكر است كه در . نگهداری شدند سلسیوسدرجه 

در اين . شدطول اين مدت داخل كیسه ها مرطوب می

ش برای هر تیمار چهار تكرار در نظر گرفته شد كه آزماي

هر تكرار معادل يك سیب بود و همچنین هر سیب 

هايی كه دارای سه محل زخم شده بود، كه قطر زخم

 روز دارای علايم آلودگی به كپك خاكستری بودند در

پانزدهم بعد از مايه كوبی قارچ عامل بیماری با استفاده 

اين آزمون به صورت . ندگیری شداز كولیس اندازه

. فاكتوريل و با دو فاكتور در پايه كاملا تصادفی انجام شد

: شامل مخمرهای آنتاگونیست در چهار سطح  Aفاكتور 

و  A4 , A5، A6 های مخمری شاهد بدون مخمر ، جدايه

های آنتاگونیست در سه سطح شامل باكتری Bفاكتور 

 و B2  تريايیهای باكشاهد بدون باكتری و جدايه :شامل

B6 قارچ عامل بیماری شامل تیمارهای بدون قارچ . بود

بود كه به دلیل تكرار در تمام تیمارها در نظر گرفته 

اين آزمون با تیمارها و طرح آزمايشی  همچنین .نشد

به صورت مجزا نیز  سلسیوسدرجه  4مشابه در دمای 

 سی امها در روز انجام گرفت، با اين تفاوت كه قطر لكه

 Etebarian et  زنی بیمارگر اندازه گرفته شدندبعد از مايه

al.2005)).  

بررسی تغییرات کمی برخی ترکیبات دفاعی در میوه 

 سیب

های كنترل به منظور بررسی بیشتر در مكانیسم

بیماری كپك خاكستری سیب توسط مخلوط جدايه 

 .Bباكتری  B2و جدايه  A5، mbranifacien .Cمخمر 

subtilis  ، میزان تغییرات آنزيم پراكسیداز و كاتالاز و

ابتدا . مقدار فنل كل میوه سیب مورد بررسی قرار گرفت

های سیب همانطور كه درآزمايش قبل شرح داده میوه

ها در سپس میوه. زنی شدندشد، ضدعفونی و سپس مايه

ظروف پلاستیكی قرار داده و سطح آنها با كیسه 

 73روز در  33به مدت  هاسیب. پلاستیكی پوشانده شد

در طی اين مدت مرتب . نگهداری شدند سلسیوسدرجه 

میزان . درون كیسه ها مرطوب نگه داشته می شد

های پراكسیداز و كاتالاز و نیز میزان فنل تغییرات آنزيم

اندازه گیری  4و  9،  4،  7كل به ترتیب در روز های 

رشده های تیمامیوه: تیمار های اين آزمايش شامل . شد

باكتری و مخلوط  B2، جدايه های A5با جدايه مخمر 

B2+A5، ها يا زنی شده با آنتاگونیستهای مايهمیوه

هايی مخلوط آنها به همراه قارچ عامل بیماری، سیب

آلوده كه فقط زادمايه قارچ عامل بیماری را دريافت كرده 

های شاهد سالم را شامل و سیب( شاهد آلوده) بودند

به صورت آزمون فاكتوريل با دو  ن آزمايشاي. شدمی

تكرار  4در قالب طرح كاملا تصادفی در  Bو  Aفاكتور 

شامل تیمارهای )سطح  4دارای  Aفاكتور . انجام گرفت

چهار زمان )نیز دارای چهار سطح  Bو فاكتور ( ذكر شده

زنی قارچ روز بعد از مايه 4و  9، 4، 7برداری يعنی نمونه

 .بود( عامل بیماری

تهیه عصاره و ارزیابی میزان فعالیت آنزیم پراکسیداز 

(POX  ) 
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با استفاده از روش  بررسی فعالیت آنزيم پراكسیداز

 . انجام شد( Gong et al. 2001) گنگ و همكاران

 بررسی میزان فعالیت آنزیمی کاتالاز

فعالیت آنزيم كاتالاز بر اساس روش گنگ و همكاران 

(Gong et al. 2001 )بی شدارزيا. 

گیری مقدار استخراج، تهیه منحنی استاندارد و اندازه

 کل مواد فنلی 

شده توسط اين آزمايش بر اساس روش ارائه

 .انجام شد( (Etebarian 1988اعتباريان 

 محاسبات آماری 

به منظور تجزيه تحلیل آماری اعداد برای پارامتر 

توزيع  نرمال بودن و منحنی ظهای مورد مطالعه از لحا

 .استفاده گرديد SAS 9.0يكنواختی واريانس از نرم افزار 
 1 سطح در دانكن ای چند دامنه روش با ها میانگین و

با  واريانس آنالیز از داده ها قبل. مقايسه شدند درصد

xو Y = Ln X ،Y= Log X )فرمول های  Y= ) نرمال 

 .شدند
 

 نتايج
دو  حیط کشت حاویایجاد هاله بازدارندگی در م

 آنتاگونیست 

های احتمالی در اين مرحله اثرات سوء متابولیت

مخمر ها بر روی باكتری ها، با ايجاد هاله بازدارندگی در 

نتايج اين آزمايش نشان داد . محیط كشت بررسی شد

كه در اطراف هیچ يك از پرگنه های مخمری كه در 

دند، محیط كشت آغشته شده با پرگنه های باكتری بو

   ای مبنی بر بازدارنده بودن اين مخمر ها بر هاله

 .های باكتری مشاهده نشدجدايه

بررسی اثر ترشحات مایع خارج سلولی باکتری 

های مخمری با روش باسیلوس روی جمعیت جدایه

 سلوفان 

اثر متقابل دهد كه نتايج اين آزمايش نشان می

 B. subtilisشده از جدايه باكتری متابولیت های خارج

های مخمر ها دارای تفاوت معنی دار روی رشد پرگنه

وجود  یداراما بین تیمار ها اختلاف معنی نمی باشد

های اين آزمايش مطابق مقايسه میانگین (.P≤0.01)دارد 

های مخمری آزمايش شده در محیط حاوی تمام جدايه

باكتری رشد  B6و  B2های ترشحی جدايه های متابولیت

 (.3شكل ) كنندمی
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 B6و B2اثککر متابولیککت هککای خککارج سککلولی جدايککه     -3شککكل 

جدايه های مخمری در روش  گنهرشد پرروی   B. subtilisباكتری

 هکر  در كکه  تیمارهکايی  هر تیمار دارای چهار تكراراسکت و . سلوفان

 تفکاوت  هکم  با دانكن درآزمون هستند مشترك حروف دارای ستون

 ندارند، (p<0.05) دار معنی

 

های مخمر در محیط رسی تغییرات جمعیت جدایهبر

 های باکتری در شرایط آزمایشگاه حاوی جدایه

در مورد تاثیر نتايج اين آزمايش نشان می دهند كه 

روی میزان  .subtilis Bاز باكتری   B2وB6 هر دو جدايه 

بین تیمارها  A6و  A4 ،A5رشد جدايه های مخمر 

ها و اما بین زمان (P≤0.01)اختلاف معنی دار وجود دارد 

از . دار وجود نداردنیز اثر متقابل آنها اختلاف معنی

ها نیز استنباط طرفی همان طور كه از مقايسه میانگین

 های مخمریمی شود، در اين آزمايش جمعیت جدايه

A4  ،A5 وA6 های در حضور جدايهB2 وB6  به خوبی

ط تا انتهای آزمايش مشابه كاربرد انفرادی در محی

NYDB (الف و ب 7شكل ) كنندرشد می 
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در حالت A4 و  A5   ،A6لگاريتم جمعیت مخمر های  –7شكل

 .از باكتری( ب)B6و (الف )  B2انفرادی و مخلوط با جدايه های 

خطوط روی  .اعداد مربوط به نمودار، میانگین سه تكرار می باشد

 . می باشد( ±SE)ستون ها خطای استاندارد 

 

ثر کاربرد مخلوط مخمر و باکتری در کنترل بررسی ا

  سلسیوسدرجه 1و  00کپک خاکستری سیب در دمای 

درجه نشان داد كه تفاوت  73در دمای  نتايج

اكتری و نیز مخلوط بهای مخمر و  داری بین جدايه معنی

آن ها در كنترل پوسیدگی میوه سیب در سطح يك 

ت نتايج همچنین  ثاب (.P≤0.01)درصد وجود داشت 

  B2+A5  ،B6+A6های كند بین كاربرد مخلوطمی

B6+A4  و كاربرد انفرادی آنتاگونیستA4  اختلاف

نتايج در روز پانزدهم بعد از .  معنی داری وجود ندارد

های ذكرشده زنی بیمارگر نشان داد كه مخلوطمايه

 كمترين قطر لكه را نسبت به كاربرد همان  

داشتند و میزان قطر ها به صورت انفرادی آنتاگونیست

 99/33و  40/7،  70/1لكه در اين تیمارها به ترتیب 

به صورت  A4از طرفی كاربرد مخمر ؛ متر می باشدمیلی

 77/4اين آنتاگونیست قطر لكه برابر با نشان داد انفرادی

های میلی متر را سبب می شود، كه با كاربرد مخلوط

 B2+A6از طرفی مخلوط . فوق اختلاف چندانی ندارد

بیشترين قطر لكه بیمارگر را باعث شد كه در مقايسه با 

گیری قطر  اندازه .شاهد هیچ اختلاف معنی داری نداشت

شده در های سیب نگهداری های ايجاد شده روی میوه لكه

، B2+A5مخلوط های رجه نیز نشان داد كه د 4دمای 

B6+A6  وB6+A5  در كنترل پوسیدگی ناشی از قارچ

دار از نظر آماری با يكديگر اختلاف معنیعامل بیماری 

نداشته و اين تركیبات بیشترين كاهش را در مساحت 

اين تیمارها با ديگر ، های پوسیدگی ايجاد نمودندلكه

( هاربرد انفرادی و مخلوط آنتاگونیستكا)ها تیمار

ديگر تركیبات كنترلی برابر . داری داشتنداختلاف معنی

 ر از آنها داشتندککرادی يا كمتککارهای انفکککا تیمکککب

 .(3جدول )

 
باكتری و مخلوط آنها جدا  های مخمر،اثر جدايه  -3جدول 

هر   .میوه سیب رویB. cinerea  شده از سیب در كنترل 

تیمار دارای چهار تكرار بوده و تیمارهايی كه دارای حروف 

مشترك هستند در آزمون دانكن با يكديگر تفاوت معنی دار 

 (.P≤0.05) ندارند
 73 C° 4 C° 

mm( تیمار ها )قطر لكه    

روز31بعد از   

)mm )قطر لكه    

روز03بعد از   

B6 77/31 b 40/33 b 

B2 31/31 b 76/30 b 

A4 77/4 dec 97/4 bc 

A5 17/30 bc 97/33 bc 

A6 66/37 dbc 33/39 b 

B2+A4 00/39 b 49/37 b 

B2+A5 70/1 e 44/0 d 

B2+A6 96/74 a 09/34   b 

B6+A4 99/33 dbec 34/33 b 

B6+A5 74/39 b 39/1 dc 

B6+A6 40/7 de 47/0 d 

control 74/07 a 33/01 a 

 

 

بررسی تغییرات آنزیم پراکسیداز در میوة سیب مایه 

، باکتری  C. membranifaciens A5مخمر  زنی شده با

B. subtilis B2 سلسیوسدرجه  00مخلوط آنها در  و 

 .Cمخمرو مخلوط  در مورد تاثیر كاربرد انفرادی

membranifaciens A5 باكتری  وB.subtilis B2  روی

فعالیت آنزيم پراكسیداز در میوه سیب بین تیمارها و 

 داریروزهای نمونه برداری و اثر متقابل آنها تفاوت معنی

(P≤0.01 )در بین روزهايی كه نمونه برداری  .وجود دارد

یب های فعالیت آنزيم در سصورت گرفت حداكثر میزان 

 A5+B2آلوده تیمارشده با مخلوط دو جدايه آنتاگونیست

. زنی عامل بیماری مشاهده شددر روز دوم بعد از مايه

های تیمارشده با تیمار فوق در فعالیت آنزيم در سیب

كاهش معنی داری نسبت به روز دوم داشته و  چهارمروز 

اما در روز  باشدتا روز ششم دارای روند كاهشی می

بیشترين میزان . مجدد كمی افزايش پیدا می كندهشتم 

 (ب)
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برداری فعالیت آنزيم در شاهد آلوده در روزهايی كه نمونه

زنی ديده صورت گرفت در روزهای چهارم بعد از مايه

شده و در روزهای ششم و هشتم كاهش يافت ولی اين 

 .(7جدول ) دار نبودكاهش بین اين دو روز معنی

 
 Candida membranifaciens A5 ، مخمر  B.subtilis B2 باكتری ین تاثیر قارچ عامل بیماری كپك خاكستری،مقايسه میانگ -7جدول 

فعالیت آنزيم به صورت تغییرات جذب در دقیقه در میلی گرم . و مخلوط آن ها روی میزان فعالیت آنزيم پراكسیداز در میوه سیب

  .پروتئین تام نشان داده شده است
 ی بعد از  نمونه برداریروز ها تیمار ها

 7 4 9 4 

B F407/3 a F417/3 b E47/3 b E447/3 ab 

B+P E447/3 d D947/3 b B737/3 a D937/3 c 

Y D911/3 a E117/3 b F407/3 c F437/3 d 

Y+P B4/3 a B740/3 a C977/3 b C99/3 b 

Y+B C717/3 a C731/3 b D947/3 c D147/3 d 

Y+B+P A64/3 a A477/3 b D944/3 c B701/3 d 

P E46/3 c A431/3 a A771/3 b A791/3 b 

Control F431/3 a G477/3 a G043/3 b F437/3 a 

Control  : ،میوه های سالم بدون تیمار آنتاگونیست ها و بیمارگرP   ،شاهد آلوده با بیمکارگرY        میکوه هکای سکالم تیمکار شکده بکا

  B+P مکی باشکند ،   A5میوه های آلوده تیمار شکده بکا مخمکر     B2  ،Y+Pكتری میوه های سالم تیمار شده با با A5 ،B مخمر 

مکی   A5 و مخمکر B2 میوه های سالم  تیمار شده با مخلکوط بکاكتری   Y+Bمی باشند ، B2میوه های آلوده تیمار شده با باكتری 

. دد میکانگین چهکار تكکرار اسکت    هر ع. می باشند A5 و مخمرB2 میوه های آلوده تیمار شده با مخلوط  باكتری Y+B+Pباشند و 

میانگین هايی كه در هر ستون از نظر آماری با يكديگر اختلاف دارند با حکروف مختلکف بکزر  و میکانگین هکايی كکه در رديکف بکا         

 ارائه شده اند ( P≤0.05)تفاوت ها  با آزمون دانكن . يكديگر اختلاف دارند با حروف مختلف كوچك مشخص شده اند

 

ییرات آنزیم کاتالاز در میوة سیب مایه بررسی میزان تغ

باکتری  ،C.membranifaciens A5 مخمر زنی شده با

B.subtilis B2   لسیوسدرجه س 00و مخلوط آنها در 

در مورد تاثیر كاربرد انفرادی و مخلوط 

 B. subtilisباكتری  و C.membranifaciens A5مخمر

B2  روی میزان فعالیت كاتالاز در میوه سیب بین

یمارها و روزهای نمونه برداری و اثر متقابل آنها تفاوت ت

در بین روز هايی كه  .وجود دارد( P≤0.01)معنی دار 

نمونه برداری صورت گرفته است در روز دوم حداكثر 

های آلوده تیمارشده با میزان فعالیت آنزيم در سیب

فعالیت آنزيم در  .ها مشاهده شدمخلوط آنتاگونیست

 چهارمده با مخلوط فوق در روز سیب های تیمارش

داری نسبت به روز قبل داشته و تا روز كاهش معنی

میزان  .ششم و هشتم دارای روند كاهشی می باشد

فعالیت آنزيم در سیب های شاهد آلوده نیز در سه روز 

داری نداشتند تا در روز هشتم يك اول تفاوت معنی

آنزيم میزان فعالیت . شودكاهش معنی داری مشاهده می

 های سالم شاهد در طول آزمايش تفاوت در سیب

های سالم و آلوده تیمار در سیب. داری نداشتندمعنی

شده با آنتاگونیست ها حداكثر فعالیت آنزيم در روز دوم 

فعالیت آنزيم . زنی عامل بیماری مشاهده شدبعد از مايه

داری در روز چهارم كاهش معنیدر تیمارهای فوق 

روند كاهشی با روزهای ششم و هشتم در  و اينداشته 

شده با سیب های سالم تیمار.ح قرار داشت يك سط

 كندروند پیروی میاين ها نیز از مخلوط آنتاگونیست

 .(0جدول )

زنی  بررسی میزان تغییرات فنل کل در میوة سیب مایه

، باکتری C. membranifaciens A5مخمر  شده با

B.subtilis B2   لسیوسدرجه س 00و مخلوط آنها در 

 C.mمخمردر مورد تاثیر كاربرد انفرادی و مخلوط  

embranifaciens A5 باكتری و B. subtilis B2  روی

    روزهای )میزان فنل در میوه سیب بین تیمارها 

( P≤0.01)دار تفاوت معنی (برداری و اثر متقابل آنهانمونه

داده ها در بین روزهايی از مقايسه میانگین  .وجود دارد

آيد كه تفاوت میزان برداری صورت گرفت بر میكه نمونه

 و  A5 +B2های تیمارشده با مخلوط فنل كل سیب

 كوبی شده با قارچ عامل بیماری از روز چهارم مايه

دار شد و به حداكثر رسیده و از نظر آماری با روز معنی
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اين كه  ششم در يك سطح معنی دار قرار می گیرد، تا

 .(4جدول ) در روز هشتم كاهش می يابد

 

 

 Candida membranifaciens ، مخمر B2 B.subtilis مقايسه میانگین تاثیر قارچ عامل بیماری كپك خاكستری، ،باكتری  -0جدول 

A5 فعالیت آنزيم به صورت میلی مول . و مخلوط آن ها روی میزان فعالیت آنزيم كاتالاز در میوه سیبH2O2 ر دقیقه در میلی گرم د

 .استنشان داده شده ( mM H2O2/min/mg Protein)پروتئین تام 
 روز های بعد از  نمونه برداری تیمار ها

 7 4 9 4 

B B 79/0 a C 07/3 b A 14/3 b AB 74/3 b 

B+P A 43/4 a C 73/7 b A 11/7 b AB 34/7 b 

Y A 47/4  a C 14/7 b A 39/7 b AB 03/7 b 

Y+P A 33/1 a C 73/7 b A 37/7 b AB 46/3 b 

Y+B A 67/4  a C 73/7 b A 40/7  b A 79/7 b 

Y+B+P A 37/1 a A 76/0 b A 47/7 c AB 04/3 d 

P AB 39/4   a AB 19/0 a A 47/7 ab B 37/3 b 

Control C 03/3 a C 96/3 a A 40/3 a AB 33/7 a 

Control  : ،میوه های سالم بدون تیمار آنتاگونیست ها و بیمارگرP ،شاهد آلوده با بیمارگر Y      میوه های سالم تیمکار شکده بکا مخمکر A5 ،B 

میوه های آلکوده تیمکار شکده بکا       B+P می باشند ، A5میوه های آلوده تیمار شده با مخمر  B2  ،Y+Pمیوه های سالم تیمار شده با باكتری 

میکوه هکای آلکوده تیمکار      Y+B+Pمی باشند و  A5 و مخمرB2 میوه های سالم  تیمار شده با مخلوط باكتری Y+Bمی باشند ، B2باكتری 

میانگین هايی كه در هر ستون از نظر آمکاری بکا يكکديگر    . هر عدد میانگین چهار تكرار است. می باشند A5 و مخمرB2 شده با مخلوط  باكتری

تفکاوت  . انکد  اختلاف دارند با حروف مختلف بزر  و میانگین هايی كه در رديف با يكديگر اختلاف دارند با حروف مختلف كوچك مشخص شکده 

 .است ارائه شده( P≤0.05)ها  با آزمون دانكن 

 

 Candida membranifaciens ، مخمر  B2    B. subtilisمقايسه میانگین تاثیر قارچ عامل بیماری كپك خاكستری، ،باكتری -4جدول 

A5  در میوه سیب ( میلی گرم در يك گرم بافت میوه)و مخلوط آنها روی میزان فنل كل. 
هاتیمار   روز های بعد از نمونه برداری 

 7 4 9 4 

B D 117/3 c D 71/3 a D 91/3 b D 919/3 b 

B+P D 137/3 b E 907/3  a D 971/3  a D 977/3  a 

Y B 961/3 b BC 447/3  a BC 4/3 a B 764/3 a 

Y+P B 771/3 b B 44/3 a BC 477/3 a A 494/3 a 

Y+B A 764/3 cb AB 637/3 a B 441/3 ab C 707/3 c 

Y+B+P A 767/3 c A 617/3 a A 60/3 a AB 497/3 b 

P B 776/3 b CD 763/3 ab C 716/3 b AB 41/3 a 

Control C 903/3 a E 977/3 a D 917/3 a D 949/3 a 

Control  :های سالم بدون تیمار آنتاگونیست ها و بیمارگر، میوهP  ،شاهد آلوده با بیمارگرY  میوه های سالم تیمار شده با مخمر A5 ،B   میکوه

میوه های آلوده تیمار شکده بکا بکاكتری      B+P می باشند ، A5میوه های آلوده تیمار شده با مخمر  B2  ،Y+Pتیمار شده با باكتری های سالم 

B2 ، می باشندY+B میوه های سالم  تیمار شده با مخلوط باكتری B2و مخمر A5   می باشکند وY+B+P        میکوه هکای آلکوده تیمکار شکده بکا

میانگین هايی كه در هر ستون از نظر آمکاری بکا يكکديگر اخکتلاف     . هر عدد میانگین چهار تكرار است. می باشند A5 و مخمرB2 مخلوط  باكتری

تفاوت ها  با آزمکون  . دارند با حروف مختلف بزر  و میانگین هايی كه در رديف با يكديگر اختلاف دارند با حروف مختلف كوچك مشخص شده اند

 .ارائه شده است( P≤0.05)دانكن 

 

 بحث

های انجام شده تاكنون تعداد زيادی از در پژوهش

عوامل بیوكنترل به صورت مخلوط بر علیه بیمارگرها 

ن بر امحقق(. Leibinger et al.1997)اند استفاده شده

اين عقیده هستند كه مواد بیوكنترلی كه به صورت 

مخلوط به كار می روند بايد با يكديگر سازگاری داشته 

های انجام بررسی (.Thilagavathi et al. 2007) باشند

شده در اين پژوهش در شرايط آزمايشگاه ازجمله نتايج 

و  PDAكشت همزمان دو آنتاگونیست در محیط كشت 

سلوفان  روش به سلولی خارج تركیبات آزمون تولید
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ها در محیط كشت جامد آنتاگونیست كه گرديد مشخص

كه . كنندولید نمیای بر علیه يكديگر تمتابولیت بازدارنده

باشد ها در اين زمینه میاين نتايج مشابه ديگر يافته

(Wilson and Lindow 1994 ،Etebarian2006، 

Georgakopoulos 2002) . در آزمايش كشت همزمان

در  PDBبه همراه مخمر در محیط  Bacillusجدايه های 

جدايه های باكتری با  انتظار می رودپژوهش حاضر 

در محیط كاهش بیوتیك جمعیت مخمرها را تولید آنتی 

اما نتايج نشان داد جمعیت مخمرها تحت تاثیر  دهند

نتايج كه قابل ذكر است . حضور باكتری قرار ندارند

كه رقابت بر سر مواد تحقیقات مشابه بیان می كنند 

مهمترين نقش در  PDBغذايی در محیط كشت غنی 

و آنتی  كندتقابل بین دو میكروارگانیسم بازی می

 كنندها نقش كمتر را در اين بین ايفا میبیوتیك

(Janisiewicz and Bors 1995.)  تیمارهای مخلوط

مخمر و باكتری كه در شرايط آزمايشگاه سازگاری آنها 

 هایثابت شده بود در شرايط انبار نشان دادند كه تركیب

B2+A5 و B6+A6  بهبود كنترل بیمارگر در سبب

 یمارها به صورت انفرادی و مخلوط مقايسه با ديگر ت

نتايج به دست آمده در اين تحقیق مشابه با  .شوندمی

دند استفاده از باشد كه نشان دا ن میانتايج ساير محقق

ها سبب بهبود كنترل بیماری های مخلوط آنتاگونیست

 Leibinger et al. 1997 Calvo) شودبعد از برداشت می

et al. 2003,) .ور نشان دادند ژينسويكس و ب

(Jainsiewicz and Bore 1995) های مخلوط جدايه

و مخمر گونه  Pseudomonas syringaeباكتری

Candida oleophila نتايج مطلوبی در كنترل 

علاوه بر آن  .های پس از برداشت دارندپوسیدگی

با استفاده از مخلوط ( (Jainsiewicz 1996 ژينسويكس

بی سیب ثابت كرد يكی دو جدايه مخمر بر علیه كپك آ

از جدايه های مخمر از هر سه منبع كربن موجود در 

كند استفاده می( توز و ساكاروزكفرو گلوكز،)سطح سیب 

اما جدايه ديگر در استفاده از ساكاروز ناتوان است او 

های اكولوژيكی و جايگاهنتیجه گرفت كه تفاوت در 

ها اجازه استفاده از مواد قندی در دو آنتاگونیست به آن

دهد در كنار يكديگر رشد كنند و سبب بهبود كنترل می

 Guetsky et alگويتسكی و همكاران . بیمارگر شوند

 .Bهای كنترل قارچ بررسی انواع مكانیسم در( (2002.

cinerea  در روی توت فرنگی با استفاده از مخلوط مخمر

 Bacillus mycoides و باكتری  P.guilliermondiگونه 

اسكن میكروسكوپ الكترونی به اين نتیجه  توسط

های مخمر، كنیدی رسیدند كه در حضور سلول

B.cinerea زند و يا لوله های تندش كوتاهی جوانه نمی

نیز مشخص شد  B. mycoidesكند، در مورد ايجاد می

-های قارچ به طور كامل تجزيه مینیمی از كنیدیكه 

حضور  گردند، اين مشاهدات ممكن است مربوط به

های تجزيه كننده ديواره سلولی باشد اما در حالتی آنزيم

 ،كه مخلوط هر دو عامل بیوكنترل استفاده شده بود

زنی قارچ و تجزيه كنیدی كاهش شديدتری از جوانه

. ها مشاهده كردندنسبت به كاربرد انفرادی آنتاگونیست

الزاما  هاالبته لازم به ذكر است كه مخلوط آنتاگونیست

آمیز نیست، در تحقیق حاضر مخلوط شه موفقیتهمی

B2+A6 كنندگی حتی نسبت به دارای كمترين كنترل

دلیل آن بیشتر مربوط به  ؛های انفرادی بودآنتاگونیست

ها است كه اساس اين نتاگونیستآناسازگاری بین 

،  Schisler et al. 1997) ناسازگاری شناخته شده نیست

Leibinger et al. 1997 .)ايج آزمايشات مربوط به انبار نت

 همچنین نشان داد كه توانايی تطبیق مخمرها و باكتری

B.subtilis  با دامنه وسیع دمايی باعث می شود كه انها

حمل و  بتوانند در مكان های مختلف اعم از سردخانه،

ها دوام داشته و با حفظ ويژگی نقل و همچنین مغازه

سبب كاهش سازگاری با يكديگر در حالت مخلوط 

 .پوسیدگی و جلوگیری از رشد قارچ عامل بیماری شوند

های گزارش شده است كه كنترل كپك ها در سوراخ

ايجاد شده روی میوه به مراتب سخت تر از كنترل آنها 

 در بريدگی های سطحی ايجاد شده روی میوه است،

ها هرچند غلظت بالاتری از آنتاگونیست در سوراخ

محیط سوراخ برای رشد پاتوژن در استفاده می شود ولی 

 .Guetsky et al)تر است مقايسه با آنتاگونیست مناسب

مكانیسم كنترل علاوه بر آن ثابت شده است كه (. 2002

ها توسط عوامل بیوكنترل بیشتر شامل آنتی بیماری

باشد ا، مواد غذايی و پارازيتیسم میضبیوز، رقابت برای ف

ها در القای فاكتورهای ستبا توجه به تاثیر آنتاگونیو 

رسد كه روش كنترل آنها علاوه بر دفاعی گیاه به نظر می

    های دفاعی گیاه نیز شده، القای واكنشموارد ذكر

ای موجب زمینهچنین پیش(. Agrios 1988)باشد می
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د كه میزان تركیبات دفاعی گیاه و نقش آنها در وشمی

در اين پژوهش ها بهبود بیوكنترل مخلوط آنتاگونیست

مربوط به  نتايج آزمايشات. مورد بررسی قرار گیرد

شده با سیب های تیمار در روز دوم در فعالیت پراكسیداز

مخمری و باكتريايی به صورت انفرادی بیان آنتاگونیست 

پراكسیداز نسبت آنزيم كننده افزايش معنی دار فعالیت 

 بررسی های بیشتر نشان. های شاهد سالم بودبه سیب

يك محرك در القا و سنتز  هاآنتاگونیستكه  دهندمی

باشند كه سبب سوبرينی كردن و می آنزيم پراكسیداز 

عامل   ها در بافت میوه علیه قارچلیگنینی شدن سلول

های در تحقیقات زيادی میزان آنزيم .دشوبیماری می

پراكسیداز وكیتیناز در اثر القا با مخمر در گیاه افزايش 

در . Ramamoorthy and Samiyappan 2001) )يافت 

ويسنیسكی و همكاران نشان دادند میزان  ،ديگرتحقیقی 

های دفاعی از جمله پراكسیداز هنگام بكار بردن آنزيم

   در میوه ها افزايش   Pichia guilliemondiiمخمر 

همچنین نتايج . (Wisniewski et al. 1991)  يابدمی

های فعالیت آنزيم در میوه داكثرآزمايش نشان داد كه ح

تیمارشده با آنتاگونیست ها به صورت  الوده سیب

اين نتايج منطبق با كه  ،باشدمیدر روز دوم  مخلوط

در تحقیقی برای كه نتايج تیلاگاواتی و همكاران است 

 Macrophominaكنترل پوسیدگی ريشه با عامل 

phaseolina از مخلوط Trichoderma viride، 

Pseudomonas fluorescens  وBacillus subtilis 

های كه فعالیت آنزيمند و نشان داد كردند استفاده

ها نتاگونیستآپراكسیداز و پلی فنل اكسیداز با مخلوط 

سینرژيسم هر دو آنتاگونیست در  واسطه اثرهب در ريشه

چشمگیری در مقايسه با كاربرد افزايش  كنار يكديگر

 .Thilagavathi et al)ابدمی يها انفرادی آنتاگونیست

در روز چهارم آزمايش كاهش در میزان فعالیت . (2007

-شود و علاوه بر آن سیبآنزيم پراكسیداز مشاهده می

ها با شاهد ستیهای آلوده تیمارشده با مخلوط آنتاگون

كه اين نتايج نیز منطبق  آلوده در يك سطح قرار داشتند

ه نشان دادند باشد كبا تحقیقات وانگ و همكاران می

عامل كپك   Penicillium expansumقارچ بیماريزای 

ه فعالیت ظسبب افزايش قابل ملاحهای هلو آبی در میوه

در بسیاری . ( wang et al, 2004) گرددمی   پراكسیداز 

های اكسیژن های از مطالعات بیان شده است كه گونه

يك محصول طبیعی ( Active Oxigen Species)فعال 

باشند میان گیاه و بیمارگر می( (Interactionقابل در ت

(Mayer et al..2001 )سری و از سوی ديگر يك

برای با حضور آنزيم كاتالاز  آنتی اكسیدانی فرايندهای

طبق . انددر سلول گیاهی ايجاد شده صدماتكاهش 

های به قارچ AOSنتايج تحقیقات مختلف تولید 

یزاسیون بافت گیاهی در كلن  Botrytisنكروتروف مانند

كردن با فرو تنظیم  B .cinerea كنند و قارچمی   كمك 

های گیاهی و به طور خاص آنزيم ژن مربوط به آنزيم

گردد و در در گیاه می AOSكاتالاز مانع تجزيه طبیعی 

واقع با به استثماركشیدن سیستم دفاعی گیاه سبب از 

یزه هم پاشیدگی بیشتر بافت و در نتیجه سبب كلن

 Mayer et  )كردن بیشتر بافت گیاهی می گردد

al.2001, Elad et al. 2004 .)  از نتايج آزمايش مربوط

مشخص سیب  به میزان فعالیت آنزيم كاتالاز در میوة 

در روز دوم فعالیت كاتالاز را  B2+A5كه مخلوط  شد

افزايش داده ولی در روز های چهارم تا هشتم تا حدودی 

آيد مانع دهند ولی به نظر نمیكاهش می فعالیت آنزيم را

 .از كاهش فعالیت آنزيم توسط قارچ عامل بیماری شوند
 cinereaقارچ فعالیت آنزيم كاتالاز توسط  به دلیل اينكه

Botrytis  در میوه سیب آلوده شده با اين بیمارگر فقط

در روز دوم افزايش مییابد و در طول آزمايش قارچ نیز 

     آنزيم كاتالاز در میوه سیب سبب كاهش فعالیت 

است  نتايج منطبق با نتايج  چان و تیاناين . گرددمی

 Pichiaتیمار میوه گیلاس با مخمركه كه گزارش كردند 

membranifaciens  فعالیتCAT يابدكاهش می (Chan 

and Tian 2005.)  از نتايج آزمايش مربوط به میزان

شده با مخلوط  زنیسیب مايه تركیبات فنل در میوة 

های  ها مقدار مواد فنلی موجود در میوهآنتاگونیست

زنی افزايش يافته و در روزهای سیب روز دوم بعد از مايه

 اين. يابدبرداری شده به تدريج افزايش میمتوالی نمونه

 جمله از ا میكروارگانیسم كه است مطلب اين بیانگر نتايج

رت مخلوط به كار كه به صو زمانی هاباكتری و ا قارچ

 نهايتاو  دفاعی بیشتر واكنش سبب بروز شوندبرده می

 جمله از گیاه بافت دفاعی تركیبات میزان دادن افزايش

به طور . (Ashraf et al. 1994 ) شد خواهند فنل كل

بیان می كند كه استفاده از كلی نتیجه اين پژوهش 

 یقادلیل الهآنتاگونیست ها به صورت مخلوط با يكديگر ب
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بیشتر مقاومت در بافت میوه سیب، سبب بهبود كنترل 

ها نتاگونیستآاز همچنین استفاده . بیولوژيك می شوند

های بعد از برداشت صورت مخلوط برای كنترل بیماریبه

ای است كه اين مواد بیولوژيك دستاورد امیدواركننده

ای هكشای را نسبت به قارچهظسطح كنترل قابل ملاح

 . ورندآبه وجود شیمیايی 
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ABSTRACT 
 

     The biocontrol agents Candida  membranifuciens (isolates A4 and A5), Pichia  
guilliermondi (A6) and Bacillus subtilis (B2 and B6) were tested both individually and 

in combination for biological control of the grey mold in fruit apple caused by Botrytis 

cinerea Pers.:Fr. Regarding the compatibility of the biocontrol agents, it showed that 

antagonists were compatible with each other according to in vitro antibiosis and cell-

free metabolite by applying  cellophane test. The interaction of the antagonists in liquid 

media showed that  the growth of yeast isolates was not affected by the presence of B. 

subtilis isolates, and then the yeast population increased until the end of the experiment. 

Results of storage experiments of yeast, bacteria and their mixture indicated that the 

lesion diameters caused by the biocontrol agents combinations of B2+A5 and B6+A6 

treated fruit were 5.23 and7.43mm, respectively, at 20 C
°
 and 3.48 and 3.87 mm for 4 

o
C respectively, that provided better control than the antagonist alone. The combination 

of B2+A5 caused an increase in peroxidase activity and  phenolic accumulation 

showing a maximum level 2 day after pathogen inoculation. This combination 

decreased catalase activities 4 day after pathogen inoculation. These results indicated 

that by using antagonist mixtures, it is possible to further of induction of resistance in 

apple fruits and improving biological control.  

 

Keywords: Botrytis cinerea , mixture antagonists, gray mold ,peroxidase, catalase  

                   and Phenol 
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