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 چکیده
 14از  ،فرنگی استویژه در میوه سیب و توتزیستی بیماری کپک خاکستری که یکی از بیمارگرهای مهم پس از برداشت به کنترلمنظور  به

برای ارزیابی اثر بیوکنترلی علیه  ،و پس از شناسایی مولکولی شده ها از منابع طبیعی و گیاهان جداسازیجدایه مخمر استفاده شد. جدایه

Botrytis cinerea مینی دکستروز آگار مورد زدر قالب طرح کاملاً تصادفی با سه تکرار به روش کشت متقابل روی محیط کشت سیب

، Pichia kudriavzevii ،Pichia galeiformis ،Galactomyces candidum این مخمرها شامل:استفاده قرار گرفتند. 

Meyerozma guilliermondii ،Saccharomyces cerevisiae ،Zygoascus meyerae، Pichia sp. ،Candida 

parapsilosis ،Metschnikowia sp.، Candida boidinii ،Lecythophora sp.   وCandida catenulatea  که بیشترین بودند

 53/6با  Pichia kudriavzeviiدرصد و کمترین تاثیر را گونه  85/47با  Galactomyces candidumتاثیر در بازدارندگی را گونه 

کنندگی این بیمارگر را با درصدهای مختلف از لکنتردرصد داشت. نتایج نشان داد که اکثر مخمرهای آسکومیستی شناسایی شده قدرت 

 داشتند.  48تا  هفت
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ABSTRACT 

The grey mold disease caused by Botrytis cinerea is one of the most important post-harvest diseases 

especially in apple and strawberry. In order to biological control of B. cinerea, we used 14 isolates of 

ascomycetous yeasts obtained from natural resources and plants, as well For molecular identification of  

yeast isolates, genomic DNA extracted and D1/D2 domain of the large subunit (LSU) rDNA gene sequenced. 

Nine species including Pichia kudriavzevii, Pichia galeiformis, Galactomyces candidum, Meyerozma 

guilliermondii, Saccharomyces cerevisiae, Zygoascus meyerae, Pichia sp., Candida parapsilosis, 

Metschnikowia sp., Candida boidinii, Lecythophora sp. and Candida catenulatea were identified based on 

sequence similarity of D1/D2 domain of the LSU rDNA gene of the isolates with those in NCBI database. 

The dual culture method used for assay of their biocontrol activity against of B.cinerea on potato dextrose 

agar medium in a completely randomized design with tree replications. Our results showed that  the highest 

inhibiting effect was related to G. candidum with 47.85 percent and the lowest effect occarad by P. 

kudriavzevii with 6.53 percent. In this study, all yeasts isolates from natural resource and plants showed 

considerable biocontrol activity against B. cinerea. 
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gene 
 



 ...بررسی اثر بیوکنترلی مخمرهای آسکومیستی جداسازی شده از منابع طبیعی برو همکاران:  قرایی 2

 

 تازه های تحقیق

ی مفیدی مخمرهادر این تحقیق از مواد طبیعی 

 Pichia :ازجداسازی و شناسایی شدند که عبارتند 

kudriavzevii ، Pichia galeiformis، Galactomyces 

candidum، Meyerozma guilliermondii، 

Saccharomyces cerevisiae، Zygoascus meyerae ،

Pichia sp.، Candida parapsilosis، Metschnikowia 

sp. ، Candida boidinii، Lecythophora sp. .و 

Candida catenulatea تاثیر مخمرهای شناسایی شده .

مذکور در اثر بیوکنترلی قارچ عامل کپک خاکستری 

مورد ارزیابی قرار گرفت که تمام جدایه ها در کنترل این 

 را یبازدارندگ در ریتاث نیشتریب بیمارگر موثر بودند. 

 .P  گونه را ریتاث نیکمتر و  G. candidum گونه

kudriavzevii  (53/6 درصد )داشت . 

 

 مقدمه

 .Pers.: Frعامل قارچی  با خاکستری کپک بیماری
Botrytis cinerea از پس هایبیماری ترینمهم از یکی 

-ها مهمکشقارچ از استفاده و رودشمار می به برداشت

 باشدمی بیماری این کنترل راه ترین و موثرترین

(Agrios 1988)بقایای  مورد در هایی کهنگرانی ، اما

 عوامل مقاومت افزایش و زیست محیط در کشقارچ

برای یافتن  جستجو دارد، وجود هاکشقارچ زا بهبیماری

 تر مانند کنترل بیولوژیک راایمن و ترزیان کم هایروش

ستیز، مخمرها است. در میان موجودات هم داده افزایش

زیستی مؤثر، دارای اهمیت عنوان عوامل کنترل  به

مخمرها اسپورهای  (.Irtwange 2006)بسیاری هستند 

کنند تولید نمی بیوتیکزا، مایکوتوکسین و یا آنتیآلرژی

ها در کنترل بیمارگرهای گیاهی رو کاربرد آن و از این

(. با توجه Droby and Chalutz 1994بدون خطر است )

عنوان یکی از بهترین های فوق، مخمرها بهبه ویژگی

زیستی در کارگیری در فرایند کنترل   ها برای بهگزینه

در این تحقیق  (.Lima et al. 1998)شوند نظر گرفته می

های مخمر جداسازی شده از مواد غذایی و توانایی جدایه

گیاهی در استان کرمانشاه علیه عامل بیماری کپک 

روش کشت متقابل  خاکستری در شرایط آزمایشگاهی به

 مورد ارزیابی قرار گرفت. 

 

 هاد و روشموا

 جداسازی مخمرها

جهت جداسازی مخمرها از مواد غذایی شامل ترشیجات، 

های های گیاهی و خاکخیارشور، مربا، دوغ، پنیر و بافت

 برداری به بکر از نقاط مختلف استان کرمانشاه نمونه

برای جداسازی مخمرها از  صورت تصادفی صورت گرفت.

 .Suh et al) یاروی مواد غذایی از روش سو و هانمونه

2008, Yarrow 1998) های خاک نیز از و برای نمونه

  (.Suh et al. 2008)سری رقت استفاده شد 

 تهیه مایه بیمارگر و آزمون کنترل زیستی

که بیماریزایی آن اثبات شده  B. cinereaمایه بیمارگر 

بود از کلکسیون بخش گیاهپزشکی دانشگاه رازی تهیه 

زیستی در قالب طرح کاملاً تصادفی شد. آزمون کنترل 

های مخمر با روش کشت متقابل عامل بیمارگر و جدایه

ساعت  24صورت گرفت. عامل بیمارگر با فاصله زمانی 

ی سیب کشت عصارهتر از جدایه مخمر روی محیطزود

کشت داده شد. هر یک از ( PDA)زمینی دکستروز آگار 

زمانی که رشد  تیمارهای مخمر دارای سه تکرار بودند.

تیمار شاهد به محدوده خط کشت مشخص شده رسید، 

گیری میزان رشد بیمارگر و محاسبه درصد اقدام به اندازه

کاهش رشد میسلیوم شد و برای این منظور از فرمول 

N=(a-b)/a×100  ،استفاده شد )در فرمولN درصد :

: میزان رشد قارچ بیمارگر در aبازدارندگی جدایه مخمر، 

: میزان رشد قارچ bمتر، تیمار شاهد بر حسب سانتی

(. Etebarian et al. 2005بیمارگر در هر تیمار مخمر( )

نسخه  SASافزار ها با استفاده از نرمتجزیه و تحلیل داده

 صورت پذیرفت. 9.1

 

 های مخمریی جدایهمولکول شناسایی
 ای.ان.دی سازیو فزون استخراج

های مخمر با استفاده از روش سلول ای.ان.دیاستخراج 

( صورت پذیرفت. 2008دهی سو و همکاران )حرارت

زیرواحد بزرگ ریبوزومی با  D1/D2سازی ناحیه فزون

-5)با توالی  NL4 استفاده از آغازگرهای

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

(O’Donnell 1993) ( صورت پذیرفتFell et al. 2000.) 

-سازی با راندن محصولات واکنش زنجیرهموفقیت فزون
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ای پلیمراز روی ژل آگاروز یک درصد به مدت یک 

وات تعیین گردید. تعیین ترادف در جهت  80ساعت در 

های حاصل از تعیین توالی با رفت صورت گرفت و ترادف

ه ارسال و شمار به بانک ژن Bankitافزار استفاده از نرم

دسترسی اخذ گردید. برای تایید شناسایی، آنالیز 

 MEGA6.06افزار ها با استفاده از نرمفیلوژنتیکی جدایه

 صورت گرفت. 

 

 نتایج و بحث

های مخمر جداسازی در این مطالعه تعداد کل جدایه

ها بازیدیومیستی و  جدایه آن 31عدد بود که  102شده، 

مخمرها از سه جدایه آسکومیستی بودند. جداسازی  71

های گیاهی و خاک صورت گرفت. گروه مواد غذایی، اندام

جدایه  35های گیاهی جدایه، از اندام 39از مواد غذایی 

جدایه مخمر جداسازی گردید. مخمرهای  28و از خاک 

-آزمون رنگآسکومیستی و بازیدیومیستی با استفاده از 

 از هم تفکیک شدند. در بیبلو آمیزی با دیازینیوم 

جدایه مخمر خاصیت  25آزمون روی محیط کشت، 

با  جدایه14بازدارندگی از رشد نشان دادند که 

بازدارندگی بیش از پنج درصد جهت تعیین توالی 

 انتخاب گردیدند. 

زیرواحد بزرگ ریبوزومی برای  D1/D2ناحیه تکثیری 

مخمرهای جداسازی شده از مواد غذایی و گیاهان با 

تکثیر شد که طول   NL-4و NL-1ی استفاده از آغازگرها

جفت باز بود. در این  500 -600این ناحیه در حدود 

بررسی نه گونه متعلق به هشت جنس مخمری با روش 

ها پس از شناسایی مولکولی شناسایی شد که تمام جدایه

ها اخذ شد در بانک ژن ثبت و شماره دسترسی آن

 .Pichia kudriavzevii،P هایگونه (.1)جدول

galeiformis ،Galactomyces candidum،Meyerozma 

guilliermondii، Saccharomyces cerevisiae  و

Zygoascus meyerae های از مواد غذایی و گونهPichia 

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

boidinii های از گیاهان و گونهLecythophora sp. ،M. 

guilliermondii  وC. catenulatea  از خاک جداسازی

 شدند.

 در بانک ژن D1/D2های مخمر شناسایی شده در این پژوهش به همراه شماره دسترسی به توالی لیست گونه .1جدول 
Table 1. List of identified yeast species in this study and their accession numbers 

Code of isolates Species Source and location Similarity Accession number 

P-2 Pichia sp. Marshmallow-College of Agriculture 99 KP324961 

P-5 Candida parapsilosis Marshmallow-College of Agriculture 99 KP324965 

P-6 Metschnikowia sp. Pistachio- College of Agriculture 99 KP324976 

P-10 Candida boidinii Onion-Kermanshah 99 KP324962 

F-4 Pichia kudriavzevii Pepper pickle- Kermanshah 99 KP324970 

F-8 Pichia galeiformis Collard pickle-Kermanshah 99 KP324975 

F-9 Galactomyces candidum Water of pickle-Kermanshah 99 KP324958 

F-19 Meyerozma guilliermondii Sourness-Songhor 99 KP324978 

F-20 Saccharomyces cerevisiae Lemon juice-Ravansar 99 KP324967 

F-21 Zygoascus meyerae Lemon juice-Kermanshah 96 KP336744 

23-2 Lecythophora sp. Uucultivated soil- Sahneh 99 KP336745 

29-2 Meyerozma guilliermondii Uucultivated soil- Javanrood 92 KP324971 

36 Meyerozma guilliermondii Salas Babajani 98 KP055037 

42 Candida catenulata Kerende gharb 99 KP324968 

 

 آزمون کنترل زیستی

دکستروز آگار  زمینیسیب در این بررسی پنج جدایه با رشد سریع مانع از پیشروی پرگنه بیمارگر در محیط کشت عصاره

 هاییمکانیسم ند که مخمرهای آنتاگونیست با(. محققان دریافت1شدند و در هشت جدایه هاله بازدارنده تشکیل نشد )شکل 

گیاه و  در زابیماری عوامل به مقاومت اکولوژیکی، القای نیچ اشغال میکوپارازیتیسم، و فضا، غذایی مواد برای رقابت مثل

 (. Yao and Tian 2005) شوندمی بیمارگرها کنترل سبب لیتیک هایآنزیم تولید
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Galactomyces candidum( ،B )( تیمار مخمر Aدر تعدادی از مخمرها. ) B. cinereaکنش مخمرها با قارچ  نتایج آزمون برهم .1شکل 

( تیمار مخمر E، ) P. galeiformisتیمار مخمر  Lecythophora sp. ( ،D)( تیمار مخمر C، ) Pichia kudriavzeviiتیمار مخمر 
Meyerozma guilliermondi ( ،F تیمار مخمر )C. catenulata( ،Gتیمار مخمر ) Saccharomyces cerevisiae( ،H تیمار مخمر )

Pichia sp. ( ،Iهای پتری حرف ( شاهد. )در تمام تشتکB .)جایگاه بلوک بیمارگر است 
Fig. 2. Results of effect of some yeasts species against on Botrytis cinerea. Galactomyces candidum (A), 
Pichia kudriavzevii (B), Lecythophora sp. (C), Pichia galeiformis (D), Meyerozma guilliermondi (E), C. 

catenulate (F), cerevisiae Saccharomyces (G), Pichia sp. (H). B is a control in all Petri dishes 

 

 
 های مخمری نسبت به شاهد با استفاده از آزمون دانکن در سطح پنج درصدبندی میزان رشد قارچ بیمارگر در تیمار با جدایهگروه.2شکل 

Fig. 2. The growth of pathogenic fungus in the treatment with yeast species compared to the control using 
Duncan test at 5%. 

 
 

( بیشترین میزان 2دانکن در سطح پنج درصد )شکل بندی صورت گرفته با استفاده از آزمون بر اساس گروه
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 جدایه های مخمری به عنوان تیمار همراه با شاهد 
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 F-9 (Galactomycesتفاوت نسبت به شاهد در جدایه 

candidum درصد بازدارندگی است. در این  85/47( با

متر با سانتی 26/5مطالعه شاهد با میزان رشد 

 بازدارندگی صفر درصد در نظر گرفته شد. 

 

 های شناسایی شدهنمونه

 Pichia جنس 

، P. galeiformisدر ایننن پننژوهش سننه نمونننه شننامل  

Pichia sp.  وP. kudriavzevii     متعلنننق بنننه اینننن

بازدارننندگی از رشنند بیمننارگر  جنننس بودننند و میننزان  

و  08/22و  72/13ترتینننب  روی محنننیط کشنننت بنننه 

میننان مخمرهننای   هننا بننود.  دردرصنند بننرای آن 53/6

 .P جملننه از Pichiaجنننس  مخمرهننای ، آنتاگونیسننت

angusta ، P. membranaefaciens ، P. anomala 

 ،  P. caribbica    وP. kudriavzevii  عننننوانبنننه 

 گنزارش  برداشنت  از زیسنتی پنس   کنتنرل  منوثر  عوامل

  . (Li et al. 2014)اند شده

 

  Candidaجنس

، C. parapsilosisدر ایننن پننژوهش سننه نمونننه شننامل  

C. boidinii  وC. catenulata  متعلننق بننه ایننن جنننس

بودنننند و مینننزان بازدارنننندگی از رشننند بیمنننارگر روی 

 31/23و  49/8و  76/25ترتینننب  محنننیط کشنننت بنننه

بننود. برخننی از مخمرهننای ایننن   هننا درصنند بننرای آن 

صننورت تجنناری جهننت بننه C. oleophilaجنننس مانننند 

شنوند.  هنای پنس از برداشنت تولیند منی     کنترل بیماری

 مقابننل در بازدارنننده اثننرات C. parapsilosisمخمننر 

شننده از ترت و گننندم نشننان  جنندا هننایتمننام فوزاریننوم

 ایننن، بننر و عننلاوه( Fallah et al. 2016) داده اسننت

 و میسننلیوم رشنند ایننن گونننه بننر  آنتاگونیسننتی اثننرات

 Aspergillus توسننننط گونننننه آفلاتوکسننننین تولینننند

 (. Niknejad et al. 2012)گزارش شده است 
 

 Meyerozmaجنس 

 .Mعننننواندر اینننن پنننژوهش سنننه نموننننه بنننه    

guilliermondii    شناسننننایی شنننندند کننننه میننننزان

بازدارنننندگی از رشننند بیمنننارگر روی محنننیط کشنننت  

هنننا بنننود.  درصننند بنننرای آن  17/ 79و  84/7و  15/9

هنای بسنیاری از تواننایی بینوکنترلی اینن گوننه       گزارش

 (. Wilson and Wisniewski 1989) وجود دارد

 

  Saccharomycesجنس

 S. cerevisiaeعنننوان در ایننن پننژوهش یننک نمونننه بننه

شناسننایی گردینند کننه میننزان بازدارننندگی از رشنند      

 . چنننددرصنند بننود 45/27بیمننارگر روی محننیط کشننت 

 عنننننوانبننننه S. cerevisiae مننننورد در گننننزارش

دارد  در انگننور وجننود B. cinerea  آنتاگونیسننت قننارچ

 بننا آنتاگونیسننتی فعالیننت S. cerevisiae سننویه و دو

 10 برابننر در آزمایشننگاهی شننرایط در گسننترده طیننف

میننوه  نشننان   و خنناک شننده از جنندا قننارچی پنناتوژن

 (. Nally et al. 2012)اند داده

 

 Zygoascusجنس 

 Z. meyeraeعنننوان در ایننن پننژوهش یننک نمونننه بننه 

شناسننایی گردینند کننه میننزان بازدارننندگی از رشنند      

درصننند بنننود.  80/36بیمنننارگر روی محنننیط کشنننت  

تاکنون از این جننس و گوننه هنیچ گزارشنی مبننی بنر       

فعالینت آنتاگونیسننتی وجننود نندارد. ایننن گونننه توانننایی   

تواننایی تولیند اتنانول    تجزیه ترکیبنات لیگنوسنلولزی و   

 (. Lorliam et al. 2014)باشد از این مواد را دارا می

 

 Lecythophoraجنس 

 Lecythophoraعننوان  در این پنژوهش ینک نموننه بنه    

sp.    شناسننایی گردینند کننه میننزان بازدارننندگی از رشنند

درصنند بننود. یکننی  28/31بیمننارگر روی محننیط کشننت 

زدایننی هننا، سننم هننای کنناهش ایننن آلننودگی   از روش

هنای چنوب پنیش از شنروا فراینند تولیند کاغنذ        تراشه

هننا بننا اسننت و مشننخص شننده کننه تیمننار تراشننه چننوب

باعننک کنناهش  .Lecythophora spهننایی مانننند قننارچ

 .Wang et al)درصنندی مننواد سننمی شننده اسننت  67

1995.) 
 

 Metschnikowiaجنس 

عنننننوان در ایننننن پننننژوهش یننننک نمونننننه بننننه   

Metschnikowia sp.   گردینند کننه میننزان   شناسننایی

بازدارنننندگی از رشننند بیمنننارگر روی محنننیط کشنننت  
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درصنند بننود. برخننی از مخمرهننای ایننن جنننس   72/13

صنورت تجناری جهنت کنتنرل     بنه  M. fructicolaمانند 

 شوند.  های پس از برداشت تولید میبیماری
 

 Galactomycesجنس 

 G. candidumعنننوان در اینن پننژوهش یننک نموننه بننه  

میننزان بازدارننندگی از رشنند   شناسننایی گردینند کننه   

درصند بننود. بننرای  85/47بیمنارگر روی محننیط کشننت   

هنای پنس   این گونه یک منورد تواننایی کنتنرل بیمناری    

از برداشننت در شننرایط آزمایشننگاهی گننزارش شننده     

 (. Cook 2002است )
 

آنااالیز فیلااوژنی مخمرهااای آسکومیسااتی باار   

 D1/D2اساس ناحیه 

مخمرهننای درخننت فیلننوژنتیکی ترسننیم شننده بننرای   

آسکومیسننتی شناسننایی شننده، نشننان داد کننه ایننن      

درصند همنراه بنا     100نمنایی   هنا بنا ارزش درسنت   گونه

دسنت آمنده از باننک ژن در ینک تبنار قنرار        های بهگونه

 Rhodosporidium toruloidesهننای گیرننند. گونننهمننی

عننننوان گنننروه بنننه Rhodotorula mucilaginosa و 

یننابی ناحیننه الی(. تننو3خننارجی انتخنناب شنندند )شننکل 

D1/D2 طننور کلننی یننک ابننزار پذیرفتننه شننده بننرای  بننه

وینژه بنرای مخمرهنای وابسنته     هنا بنه  تعیین هویت گونه

 .Ramos et al) باشنندبننه شنناخه آسننکومیکوتا مننی  

2005.) 

 ای.ان.دی.واحد بزرگ زیر D1/D2( درخت فیلوژنیک ترسیم شده با استفاده از روش الحاق مجاور بر اساس توالی ناحیه 3شکل 

 Rhodotorula  و Rhodosporidium toruloidesبار بود و گونه  1000. تعداد تکرار MEGA 6افزار  ریبوزومی با استفاده از نرم

mucilaginosa درصد  0.02نشان دهنده  ،های ایرانی است. مقیاسها نشان دهنده جدایهخارجی انتخاب شدند. مثلکعنوان گروه به
 های ایران است.ها نمایانگر جدایه. شکلجایگزینی

Fig. 3. Neighbor joining phylogram generated in Mega 6 from the alignment of D1/D2 region of large subunit of the yeast species, 
using the Kimura two parameter model with complete deletion gap handling and 1,000-replication bootstrapping. The shapes refer to 

isolates from Iran. Rhodosporidium toruloides is selected as out group 

 

 لیگیری کنتیجه

ایننن تحقیننق شننروعی بننرای جداسننازی مخمرهننای بننا  

توانننایی کنتننرل زیسننتی در اسننتان کرمانشنناه بننود و از  

هنای شناسنایی شنده تعنداد کمنی  )سنه نموننه(        نمونه

در منابع بنه عننوان عوامنل کنتنرل زیسنتی بنا تواننایی        

 .S هننایاننند کننه شننامل گونننه   بننالا معرفننی شننده  



 7 1397 تابستانو  بهار، 1، شمارۀ 7های گیاهی، دورۀ  بیماریکنترل بیولوژیک آفات و  

cerevisiae  ،M. guilliermondii   وP. 

kudriavzevii    .شنننود تحقینننق پیشننننهاد مننی  بودننند

هننا و هننا  روی میننوهجهننت بررسننی توانننایی ایننن گونننه

 ای استفاده شود. های مزرعهآزمایش
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