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 چكیده

محصول    ت یفیو ک  تیوکاهش کم یدگیاز عوامل مهم پوس  Botrytis cinereaاز قارچ    ی خوشه انگور ناش  يکپک خاکستر  يماریب

انگور   برداشت  از  پس  و  قبل  مراحل  است  ریناپذ   اجتناب  را  ییایمیش  هايکشقارچ  مصرفکه    است در  به  کرده  توجه  با   .

با  یطیمح  ستیزهاي  نگرانی براي  ییایمیش  هايکشقارچ  هروییب  مصرف  مرتبط  آن  و محسلامتی    و مضرات    ست، یز  طی انسان 

فرآورده  از  بکارگیري  زهایی  و  یستیعوامل  توجه  گرفته  ايژه یمورد  برخی  .  استقرار  بین،  این    ت ی فعال  بودن  دارا  بامخمرها  در 

بیمارگر، جایگزین مناسبی براي مصرف آفتکشی علیه قارچستیآنتاگون  هاي شیمیایی هستند. مطالعه حاضر با هدف شناسایی  هاي 

با فعالیت آنتاگونیستی علیه  مخمرهاي اپی مرحله پس از برداشت در شرایط آزمایشگاه صورت گرفته   در  B. cinereaفیت انگور 

در مجموع   میوه   67است.  از سطح  تاکستانجدایه مخمر  از  برداشت شده  انگور  غربی جداسازي شد.  هاي  استان آذربایجان  هاي 

ریخت مطالعات  توالیبراساس  و  ناحیه  شناسی  جدایه26S rDNA D1/D2یابی  به  ،  و    21ها  بودند    11گونه  متعلق  جنس 

عنوان    Aureobasidium pullulansکه شد  به  شناخته  انگور  فلور  غالب  آنتاگونیستی  .  گونه  علیه    67توانایی  مخمري   .Bجدایه 

cinerea    ،جدایه متعلق به هفت جنس، موفق به مهار رشد    16با استفاده از روش کشت متقابل بررسی شد. بطورکلیB. cinerea  
هاي انگور در قالب طرح آماري کاملاً تصادفی با جدایه منتخب در مهار پوسیدگی خاکستري روي حبه   16مطالعه کارایی    شدند.

بین جدایه نشان داد که    Meyerozyma guilliermondii  ،G9   (G30)هاي_ داري وجود دارد. جدایهها اختلاف معنیچهار تکرار 

Metschnikowia pulcherrima    ( و(G54  Rhodotorula glutinis     درصد مهار پوسیدگی،    15/90و    37/91،  59/92به ترتیب با

جدایه قادر به    12هاي دخیل در کنترل زیستی نشان داد که  بررسی مکانیسم  . ها بودندها در کاهش بیماري روي حبهموثرترین جدایه 

تولید پکتیناز و   به  قادر  پروتئاز، شش جدایه  تشکیل    12تولید  به  قادر  نهُ جدایه  تولید کردند. همچنین مشخص شد  جدایه آمیلاز 

است و جدایه  از مخمرها  بالایی  تنوع  انگور داراي  فلور  بنابراین،  بودند.  تولید سیدروفور  به  قادر  برتر  بیوفیلم و هشت جدایه  هاي 

(G30  ،G54    وG9  به کمک مکانیسم ) هاي مختلف همچون آنتی بیوز، تولید پروتئاز، آمیلاز و سیدرفور، از کارایی بالایی در مهار

 پوسیدگی خاکستري انگور در شرایط آزمایشگاه برخوردار بودند.  

 Botrytis cinereaها، مخمرهاي آنتاگونیست، مکانیسم اثر، هاي پس از برداشت، شناسایی مخمربیماريهاي کلیدي: واژه 
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 مقدمه 

  مهم  محصولات  از  یکی   (.Vitis vinifera L)انگور  

در می  سراسر  کشاورزي  شمار  به  وجهان    آن   کشت  آید 

 قرار   غیرزیستی  و  زیستی  مختلف   هايتنش   تأثیر  تحت  عمدتاً

  از   پس  زايبیماري  عوامل  میان خسارت  این  در  که  گیردمی

است.   برداشت  توجه  قابل  از    بسیار  ناشی  مستقیم   خسارت 

کاهش  بیماري موجب  برداشت  از  پس   50تا    20هاي 

جهان   در  کشاورزي  بازدهی  درصدي 

 ,.Kwasiborski et al., 2014; Savary et al).گرددمی

معمولکپک  .(2012 بیماريها  برداشت  ترین  از  پس  هاي 

میوه  تولید  که  قرار  هستند  تاثیر  تحت  را  سبزیجات  و  ها 

یکی    Botrytis cinereaدهند. کپک خاکستري ناشی از  می

باشد و  هاي پس از برداشت انگور میاز خسارتزاترین بیماري

گفتمی اصلی  توان  مشکلات  از  تولید  یکی    و   براي 

 Esterio et)آید  در سراسر جهان به شمار می  انگور   صادرات

al., 2021)  .بر    خاکستري  یدگی پوس  تیریدر حال حاضر مد

پ اقدامات  و   ينگهدار  رانه، یشگ یاساس  سردخانه    در 

 La).پذیرد  صورت می   شیمیایی  يهاکشبا قارچ  ضدعفونی 

Spada et al, 2021) عوارض جانبی بر سلامت انسان جدا از  

ز قارچ کش  مکرر  استفاده   ،یطیمح  ست یو    شیمیایی   ي هااز 

و    ها گردیده کش  به قارچ  قارچ  مقاوم جمعیت    ریمنجر به تکث

قارچ اثربخشی  کاهش  موجب  نتیجه  ک کشدر  در  رل نتها 

است    يماریب (.  (Sànchez–Torres & Tuset, 2011شده 

محققان را بر آن داشته است    ،شیمیایی  يهاکشقارچ   بیمعا

دنبال   به  کنترل    يبرا  ترمنیا  نیگزیجا  يا هروشتا 

 :Usall et al., 2016باشند هاوه ی پس از برداشت م یدگیپوس

Elshafie et al., 2020) )  .يها يباکتر  ازاستفاده    راًیاخ  

  و  جاتیسبزکه بخشی از فلور طبیعی    و مخمرها  آنتاگونیست 

عنوان می  هاوه یم به    ي برا  ي ادوارکننده یام  نیگزیجا  باشند، 

 Moraes Bazioli et  اند شیمیایی معرفی شده   يهاکشقارچ

al., 2019) .) 

موقعیت کننده  منعکس  مخمر  تاکسونومیکی   واژه 

شده  نمیتعریف  سلسله   فرم یک و باشداي  در  را  رشدي 

میقارچ تداعی  شاخه ها  در  واقعی  مخمرهاي  هاي  نماید. 

 چرخه سراسر آسکومیکوتا و بازیدیومیکوتا واقع شده و در

به زندگی  به لازم کنند.می زندگی مخمري صورت خود 

 عنوان به اغلب سلولی تک مرحله چه اگر که است ذکر

خصوصیت شناخته   یک  واقعی  مخمرهاي  تاکسونومیکی 

 آسکومیستی یا حقیقی مخمرهاي از تعدادي ولی شده است،

ساکارومیستال، کنند  می تولید هم میسلیوم  راسته 

(Alexopoulos et al., 1996 .) 

کل طور  کنترل    نحوه   ،یبه  عوامل  چندگانه  عملکرد 

ایجاد  (  BCAs)  یکیولوژیب جمعیت  مقاومتاحتمال   در 

( و به  Wallace et al., 2018)سازد  یم  ناممکنرا    بیمارگرها

ها را به  هستند که آن   ییهایژگیو  ي، مخمرها داراخصوص

  از جمله  .کندیم  عوامل کنترل بیولوژیک قوي مطرحعنوان  

  ریساده، رشد و تکث  ییغذا  يازها ینتوان به  ها میاین ویژگی

برخ  ع،یسر به  نسبت  قابلکشآفتی  تحمل  کلونیزه   تی ها، 

م  کردن سطوح  در  ماندن  زنده  طولان  يبرا  وه یو    ی مدت 

کرد   .( (Spadaro et al., 2016; Liu et al., 2013اشاره 

ز  تیعالف به  یم  ست یآنتاگون   يمخمرها  یستیکنترل  تواند 

قابل  یمختلف  ي هاسمیمکان   ي هابخش به    دن یچسب   تی از جمله 

با  بیمارگرو    زبانیم  گیاه   هايبافت   از  یخاص رقابت   ،

سر  یقارچ  بیمارگرهاي مغذ  بر  ،  پارازیتیسم  فضا، ای  يمواد 

آنز م  مواد و    )لیزکننده(  کیت یل  ي هامیترشح    ،یکروبیضد 

)  یآل  باتیترک   دی تول تشکVOCsفرار  رو   لم یوفیب  لی(،  ي  بر 

تول  یداخل  سطح سلولهاي  نیپروتئ  دی زخم،  ی  خارج 

 Spadaro) مرتبط باشد  زبانیم  مقاومت   يو القا  ضدمیکروبی

et al., 2016) .  م مسمیمکان  نیا  انیدر  نظر  به    رسدیها، 

برا   ياریبس   جیعمل را  سمیمکان  ،و فضا  يمواد مغذ  يرقابت 

  . بیشتر مخمرهاي با(Sharma et al., 2009)  ها باشد راز مخم

  ، Pichia،  Candida  هايجنس   متعلق به  آنتاگونیستی  فعالیت

Aureobasidium،  Metschnikowia  و  Debaryomyces 

آن  ((Grzegorczyk et al., 2015هستند   توانایی  ها  که 

بیماري و  رشد  قارچدرکاهش   ، B. cinereaهاي  زایی 

Aspergillus niger  ,Rhizopus stolonifer  C.acutatum   ،

P. expansum,   P. digitatum,   و P. italicum  در مطالعات

است   شده  گزارش   ;Calvente et al., 1999)متعددي 

Sezai et al., 2014)  Sansone et al., 2005;)  مخمرها  .

هستند   گیاه  سطح  طبیعی  فلور  از   ,.Droby et al) بخشی 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=T%26%23x000fc%3Brkel%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24860671
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1999; Pretorius et al., 1999)  می در  و  تغییر  توان گفت 

تواند بر روي وقوع بیماري تاثیرگذار باشد.  ها میجمعیت آن

  منبع براي انتخاب  بهترین که  دارد وجود احتمال  این بنابراین،

آنتاگونیست،سویه   در   که  خودشان   طبیعی  هاي محیط   هاي 

کردن،  براي  هاییاستراتژي  آن  مواد  به  دسترسی  کلونیزه 

  از )  فیت اپی  هايمیکروارگانیسم  سایر  مهار  و  فضا  و  مغذي

  که  باشد   اند،کرده   ایجاد(  فیتیکاپی  بیمارگرهاي  جمله

 ;Parafati et al., 2015) باشد  می  ها آن  بقاي   تضمین کننده 

Pretscher et al., 2018; Pereyra et al., 2021).    

اپی  تحقیق،  این  در انگور  میوه   فیتمخمرهاي  هاي 

توانایی   بررسی  از  پس  و  گردید  شناسایی  و  جداسازي 

آن  بیمارگر  آنتاگونیستی  علیه  مکانیسمB. cinereaها  هاي  ، 

 کنترل زیستی آن ها مورد مطالعه و بررسی قرار گرفت.  

 

 ها مواد و روش

 های مخمر جداسازی جدایه

سال   ماه  مرداد  میوه   23تعداد    1401در  از  هاي  نمونه 

بی سفید  رقم  در  انگور  واقع  انگور  مختلف  باغات  از  دانه 

جمع غربی  آذربایجان  منتقل  استان  آزمایشگاه  به  و  آوري 

در هیپوکلریت سدیم   هاحبه  ،براي ضدعفونی سطحیشدند.  

استریل شستشو  گردیدور  غوطه  2% با آب  بار  دو  و سپس  ه 

شد مدت    ندداده  به  نهایتاً  اتیلیک    5و  الکل  در    90ثانیه 

ها،  پس از ضدعفونی سطحی حبه  گردیدند.ور  درصد غوطه

 100میلی لیتري حاوي    500درون ارلن  هر نمونه    گرم از  10

( فیزیولوژیک  نمک  محلول  لیتر  قرار    NaCl, 0.9%)میلی 

از   پس  و  شده  با    30داده  شیکر  روي  گرفتن  قرار  دقیقه 

لیتر دور در دقیقه و تهیه سري رقت، یک میلی  150سرعت  

کشت   محیط  روي  حاصل  محلول   Dichloran Roseاز 

Bengal chloramphenicol (DRBC) Agar    رزبنگال(

تشتک گردید.  پخش  دو   پتري هايآگار(  تا  یک  مدت  به 

دماي   با  انکوباتور  در  نگهداري    25هفته  سلسیوس  درجه 

 . (Rabosto et al., 2006)شدند 

 تهیه قارچ بیمارگر

 IRANکلکسیونی  شماره   با  B. cinereaجدایه بیمارگر  

4282C    از شده  سال    V. vinifera)جداسازي  از    (2009در 

قارچ رستنیکلکسیون  بخش  ایران،  زنده  موسسه  هاي  ها، 

محیط   روي  بر  و  شد  تهیه  کشور  گیاهپزشکی  تحقیقات 

مذکور    در لوله مورب نگهداري گردید. جدایه  PDAکشت  

اثبات آزمون    PDAدر محیط کشت داده شد و جهت  رشد 

شدبیماري آزمایش  انگور  میوه   Etebarian et) زایی روي 

al., 2005) . 

 مخمر یهاهی جدا ییشناسا

جدایهگروه  اولیه  خصوصیات  بندي  اساس  بر  ها 

همچنین   و  پرگنه  شکل  و  رنگ  مانند  ماکروسکوپی 

بررسی  منظور  به  پذیرفت.  انجام  میکروسکوپی  خصوصیات 

پرگنه، شکل  و  رنگ  شامل  ماکروسکوپی   خصوصیات 

مخمرجدایه کشت   هاي  محیط  آگار    GYP روي 
(glucose20 g/L, peptone 10 g/L,Yeast extract 10 

g/L, Agar 20 g/L) .کشت گردیدند 

 شناسایی مولكولی مخمرها

روش    DNAاستخراج   از  استفاده   .Boulano et alبا 

توالی    براساس تعیین  شناسایی مخمرها  انجام گرفت.  (2001)

از    26S rDNA D1/D2   ناحیه استفاده  با  تکثیر  از  حاصل 

 (GGT CCG TGT TTC AAG AC–3′–′5) آغازگرهاي

–TGCGTTGAT TAC GTC CCT GC–′5با توالی V9 و

شد  (3′ انجام   ).(Libkind et al., 2003)     تکثیر فرآیند 

(PCR)    در دقیقه  دو  شرایط:  سلسیوس،    95در    34درجه 

در   مدت    94چرخه  به  در    30درجه  دقیقه  یک   55ثانیه، 

درجه سلسیوس و مرحله پایانی، پنج    72درجه و دو دقیقه در  

در   نمونه   72دقیقه  گردید.  انجام  سلسیوس  براي  درجه  ها 

توالیتوالی شدند.  ارسال  توپازژن  شرکت  به    هاي یابی 

توال  يدی نوکلئوت بانک ژن مقا  هايیبا  شدند    سهیموجود در 

(http://www.ncbi.nlm.nih.govز با    هاه یجدا  ینچیهمری(. 

  زین  کیلوژنتشد. درخت فیانجام  Mega 11افزاراستفاده از نرم

و به روش    MEGA 11 (Tamura et al., 2011)افزار  با نرم

روابط  میترس  ههمسایوستیپ مورد    هاه یجدا  ي شاوندخویو 

گروه قرار  یبررس از  اطمینان  حصول  جهت  بندي  گرفت. 

بوتایجاد شاخص  و   1000با   استرپشده،  اعمال  تکرار 

به ارزش آن  گروه عددي  بالاي  در  درصد  ذکر صورت  ها 

جدایه  توالی  ژگردید.  بانک  در  منتخب   National) نهاي 
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Center for Biotechnology Information)   NCBI    ثبت

 . گردید

 ها براساس مهار قارچ بوتریتیس  غربالگری مخمر

براي ارزیابی توانایی مخمرهاي جداسازي شده از سطح  

بدین   گردید.  استفاده  متقابل  کشت  روش  از  انگور  میوه 

میلی  پنج  قطر  به  حلقه  یک  )پنج  منظور  جوان  کشت  از  متر 

پتري  در یک طرف تشتک  B. cinereaروزه( قارچ     9هاي 

کشت  سانتی محیط  حاوي  در    PDAمتري  و  شد  داده  قرار 

مدت   به  که  مخمرهایی  دیگر  روي    48سمت  بر  ساعت 

  NYDA  (Nitrogen Yeast Dextrose agar)محیط کشت 

گردید.   کشت  نواري  صورت  به  بودند،  کرده  رشد 

دماي  تشتک در  روز  هفت  مدت  به  پتري  درجه   26هاي 

هاله   سپس  و  شدند  نگهداري  تاریکی  شرایط  در  سلسیوس 

اندازه  تکرار  بازدارندگی  سه  در  آزمایش  گردید.  گیري 

( پذیرفت  اینکه(.  Sanzani et al., 2006صورت  از    پس 

پتري تمام  تیمار شاهد  در    بیمارگر  قارچ  پرگنه پر    تشتک  را 

نهایت   و  گیرياندازه  پرگنه قطريرشد   میزان ،کرد در 

قارچ رشد  کاهش درصد زیر  فرمول از استفاده  با مسیلیوم 

  . (Etebarian et al., 2005)ارزیابی گردید 
n = (a – b)/a×100                        

n  عامل بیماري  = درصد بازدارندگی از رشد 

a  =پرگنه عامل بیماري در تشتک پتري شاهد  اندازه قطر 

b =پرگنه عامل بیماري در تشتک پتري تیمار  اندازه قطر 

 

مخمر بیوکنترلی  قابلیت  کپک بررسی  علیه  بر  ها 

 ((in vitroخاکستری انگور در شرایط آزمایشگاهی 

جدایه آزمایش  این  رشد  در  مهار  در  که  هایی 

بودند  میسلیوم  شده  واقع  موثر  متقابل  کشت  در  قارچ  هاي 

ابتدا   گرفتند.  قرار  بررسی  سفید  حبه مورد  )رقم  انگور  هاي 

به نحوي که دم حبه بر روي آن باقی بماند، از ساقه    دانه(بی

گردیدند روي  زخم  .جدا  متر.  میلی  سه  قطرقطر  به  هایی 

حبه حبه سپس  و  گردید  ایجاد  انگور  پنج  هاي  مدت  به  ها 

غلظت   با  مخمر  سوسپانسیون  درون  لیتر  _ میلی  1×910دقیقه 

ور  غوطه  ،تنظیم گردیده بودکه با استفاده از لام هماسیتومتر  

ساعت نگهداري    24بعد از   (Parafati et al., 2015). شدند 

با  در دماي پنج درجه سلسیوس ساعت حبه  میکرولیتر    15ها 

غلظت   با  بیمارگر  قارچ  اسپور  اسپور    1×410ازسوسپانسیون 

تلقیح شدند. آزمایش در    80./. توئین  5لیتر محلول%  در میلی

نُه واحد آزمایشی   چهار تکرار انجام شد و هر تکرار حاوي 

اسپور   سوسپانسیون  با  فقط  شاهد  تیمار  بود.  انگور(  )حبه 

روز   هفت  از  بعد  گردید.  تلقیح  مخمر  بدون  و  بیمارگر 

دماي   در  پوسیدگی    4نگهداري  بروز  سلسیوس  درجه 

)درصد آلودگی( با استفاده از فرمول زیر مورد بررسی قرار  

   . (Vero et al., 2002)گرفت 

 =  هاي آلوده هر تیمار ( ها / تعداد حبه)تعداد کل حبه   ×  100

 درصد آلودگی  

 

 های بیوکنترلیمكانیسم

 تولید ترکیبات فرار ضدقارچی

با خاصیت ضد   تولید شده مخمرهاي  فرار  ترکیبات  اثر 

کشت   محیط  روي  بدین    NYDBقارچی  گردید.  ارزیابی 

پنج    NYBDپتري حاوي    صورت که در تشتک یک حلقه 

میلی متري از کشت جوان قارچ بیمارگر کشت گردید و در  

تشتک پتري دیگري با کشت دو روزه بر روي محیط کشت  

زنی گردید. سپس دو تشتک  مخمر منتخب مایه  PDAجامد  

روبروي هم قرار گرفته و توسط پارافیلم جهت جلوگیري از  

شدند پوشانده  محکم  فرار  ترکیبات  –Podgórska) خروج 

Kryszczuk et al., 2022)  در تیمار شاهد به جاي مخمر از .

از   پس  گردید.  استفاده  مقطر  نگهداري    10آب  روز 

دماي  تشتک در  پتري  پرگنه    25هاي  قطر  سلسیوس،  درجه 

اندازه  بیمارگر  شد.قارچ    بیمارگر  رشد   مهار  درصد  گیري 

ترک  مقا  یآل  باتیتوسط  محاسبه    شاهد  با  سهیفرار مخمر در 

. براي هر تیمار سه تکرار در  (Etebarian et al., 2005)شد  

 نظر گرفته شد.  

 های خارج سلولی تولید آنزیم

  لیتیک  هايآنزیم   ترشح  براي  مخمر  هاي جدایه  توانایی

بیوکنترلی مخمرها   که(  آمیلاز  پکتیناز و  پروتئاز،) با فعالیت 

می دادن   با  باشد، مرتبط  سوسپانسیون   میکرولیتر  سه   قرار    از 

کشت  (  لیتر  میلی  در  سلول  710)  مخمر از  شده    48تهیه 
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خاص    آنزیمی  سوبستراهاي  حاوي  جامد  محیط   ساعته، روي

 . شد ارزیابی

 Skim Milk  از محیط کشت  پروتئولیتیک  فعالیت  براي

agar (Casein–peptone 5gr + Dextrose 1 gr + Yeast 

extract 2.5 gr +  skimmed milk powder 28 + agar 

15gr)   اطراف  در  روشن  هاله  یک   تشکیل.  شد  استفاده  

  28  دماي  در   روز   پنج   مدت  به  نگهداري   از  پس   هاکلنی

 Strauss)  بود   آنزیمی  فعالیت  دهنده   نشان  سلسیوس،   درجه

et al., 2001) . 

سترون  یک  از   استفاده   با  آمیلاز  فعالیت   انتخابی  محیط 

  گرم   20  ،   پپتون   گرم  20  مخمر،  عصاره   گرم   10  حاوي

برابر    pHو با    لیتر آب مقطر  آگار در یک   گرم   20  و   نشاسته 

دماي    .شد  ارزیابی  5با   در  نگهداري  روز  پنج  از    28پس 

سلسیوس، محیط  درجه    محلول  میکرولیتر  100با    سطح 

%  یدید   محلول )  لوگول    فعالیت  و  شدند   پوشانده (  2پتاسیم 

  ها کلنی  اطراف  در  روشن   لزج  هاله   یک   وجود  با   آمیلاز

  ماند،   باقی  بنفش   محیط   بقیه  که   حالی  در   شد،   داده   تشخیص 

  آمیزيرنگ  را   شده   غیرهیدرولیز  نشاسته   رنگی،   محلول  زیرا

 (. Pretscher et al., 2018) کندمی

پکتین(  فعالیت )لیزکنندگی    از   استفاده   با  پکتینولیتیک 

  گالاکتورونیک   پلی  گرم  5/12  حاوي  انتخابی  محیط   یک

 YNB  ((Yeast گرم    7/6  پتاسیم(،   فسفات  گرم  8/6  اسید،

Nitrogen Base،  10   آگار در یک    گرم   20  و  گلوکز  گرم

  نگهداري   از  پس.  گرفت  قرار  آزمایش  مورد   لیتر آب مقطر

  با  هاکلنی  روز،   پنج   مدت  به   سلسیوس   درجه   28  دماي   در

داده شدند  آب شستشو  (  w/v)  درصد  1/0  با  و سپس  مقطر 

  را   بنفش   هاله   که  هاییکلنی.  شدند  آمیزيرنگ   قرمز  روتنیوم

 (. Strauss et al., 2001) شدند  تلقی مثبت  دادند  نشان

 تشكیل بیوفیلم

چسبندگی   آزمون  اساس  بر  بیوفیلم  تشکیل  توانایی 

توسط   شده  ارزیابی    Ruzicka et al. (2007)توصیف 

باشد که  گردید. روش کار به طور خلاصه بدین صورت می

تهیه    1×810از کشت دو روزه مخمر، سوسپانسیونی با غلظت  

هاي  میکرولیتر آب سیب سترون داخل چاهک  180گردید.  

با    96پلیت   و  از سوسپانسیون    20تایی ریخته شد  میکرولیتر 

مدت   به  و  تلقیح  دماي    48مخمر  در  درجه    25ساعت 

عنوان   به  سترون  سیب  آب  از  گردید.  نگهداري  سلسیوس 

نگهداري،   دوره  پایان  از  پس  گردید.  استفاده  سالم  شاهد 

داده  چاهک شستشو  سترون  مقطر  آب  با  و  شدند  خالی  ها 

شده و در دماي اتاق خشک شدند. لایه بیوفیلم تشکیل شده  

درصد   یک  ویوله  کریستال  محلول  مدت    (w/v)با    20به 

رنگ  در  دقیقه  و  شده  شسته  آب  با  سپس  و  شدند  آمیزي 

تثبیت  رنگ  میزان  شدند.  خشک  اتاق  هر  دماي  در  شده 

% شسته شد. میزان جذب    95میکرولیتر اتانول    200چاهک با  

د با  چاهک  هر  میکروپلیت  نوري  پاورویو  ستگاه 

مدل اس   اسپکتوفوتومتر  شرک   2ایکس  بیوتک  ساخت  ت 

 PowerWave XS2 Microplateآمریکا

spectrophotometer, Bio–Tek Inc, USA)  در طول موج)

نانومتر ارزیابی گردید. براي هر تیمار سه تکرار در نظر   620

بیوفیلم در چاهک میزان جذب  گرفته شد. تشکیل  هایی که 

شد    (O.D. > 0.1)از   گرفته  نظر  در  مثبت  بود،  بالاتر 

(Ruzicka et al., 2007). 

 تولید سیدروفور

کروم   کشت  محیط  از  سیدروفور  تولید  بررسی  براي 

آگار سولفات  شد    (CAS)  آزارول   & Schwyn)استفاده 

Neilands, .1987)    مخمرها بر روي محیط کشت شدند و به

درجه سلسیوس نگهداري شدند.    25مدت پنج روز در دماي  

رنگ   تغییر  با  و  کیفی  صورت  به  سیدروفور  تولید  ارزیابی 

مشخص گردید نارنجی  به  آبی  از   ,.Baakza et al)محیط 

2004). 

  هاداده لیو تحل هی تجز

یا  و با سه    یدر قالب طرح کاملا تصادف  هاشیآزما  همه

  روش  با   ها داده   يآمار  لیو تحل  هیتکرار انجام شد. تجزچهار  

  سه یو مقا  SAS (9.1.3)  افزاربا استفاده از نرم  انس یوار  هتجزی

دامنه   ها ¬نیانگیم چند  آزمون  پا  ايدر  در    يآمار  ه یدانکن 

نمودارها  یکاحتمال   گرفت.  صورت  با    يدرصد  مربوطه 

  شدند.   میترس(  Excel ver. 2010)  اکسل  افزاراستفاده ار نرم

افزار   نرم  از  استفاده  با  نتایج  بین   SPSS (26)همبستگی 

 ارزیابی شد.  
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 نتایج  

 شناسایی مولكولی مخمرها

مجموع   میوه   67در  از  و  جدایه  جداسازي  انگور  هاي 

گردید.   مورفولوژشناسایی  مشخصات  اساس  و    یکیبر 

با  D1/D2)  هیناح  در  يدی نوکلئوت  هايتوالی  سهیمقا  )

 NCBI GeneBank  ،21داده    گاه یپا  در موجود    يهای توال

 (. 1گردید )جدول ییشناسا يمخمر گونه 

جنس    12گونه مخمري جداسازي شده متعلق به    21این  

جنس   جدایه، 12با  Aureobasidium هاي  شامل 

Rhodotorula    جدایه  11با  ،Candida  جدایه نه    ، با 
Filobasidium  جدایه هفت  هفت    Metschnikowia،  با  با 

جدایه،    Meyerozymaجدایه،   شش  با    Hanseniasporaبا 

جدایه جدایه Wickerhamomyces ،چهار  دو    ، با 
Sporobolomyces  جدایه دو  جدایه،   Pichia،  با  چهار    با 

Lachancea  با دو جدایه و  Saccharomyces    با یک جدایه

مخمر  .باشدمی   با   Aureobasidium pullulanseشبه 
گونه بین  در  را  فراوانی  بیشترین  جدایه،  هاي  بیشترین 

می که  داشت  شده  فلور  جداسازي  غالب  گونه  گفت  توان 

می بررسی  این  در    Saccharomyces bayanusباشد.  انگور 

 ها داشت. نیز با یک جدایه، کمترین فراوانی را در بین گونه 

 

 زیر واحد بزرگ ریبوزومی D1/D2یابی ناحیه شناسی آنالیز توالیهاي شناسایی شده بر اساس مشخصات ریخت: جدایه1جدول 
Table 1. Identification of yeast isolates based on morphological characteristics sequencing analysis of the D1/D2 

domains of the large subunit rRNA gene  
Species Strain microscopic 

characteristics 

macroscopic characteristics 

Aureobasidium pullulans G11, G23, G2, G56, 

G63, G29, G15, 

G50, G14, G13, 

G36, G33 

One–celled, and variable 

in shape and size, 

 Hyphae  are hyaline, 

smooth, and thinwalled, 

with transverse septa.  

Yeast–like colonies covered 

with a slimy mass of spores. 

Older colonies change to 

black due 

to chlamydospore production 

Candida membranifaciens G59, G57, G46, 

G31, G19, 

The cells are ovoid, and 

occur singly and in 

clusters 

Colony is off–white to 

chalky, dull, powdery, dry 

and partly wrinkled with a 

hyphal border 

Candida intermedia G55, G58 The cells are ovoid, 

occur singly and in pairs 

Colony is white to cream 

colored, smooth to slightly 

wrinkled and soft 
Candida oleophila G35 G47 a few cells are spherical, 

but most are ovoid or 

long–ovoid to elongate, 

occur singly, in pairs and 

in short branched and 

unbranched chains 

growth is off–white, dull, 

both smooth and delicately 

wrinkled and the margin is 

usually entire with a few 

tufts of pseudohyphal 

growth 

Filobasidium stepposum G17, G48, G18 Cells spherical to 

elongated oval , budding 

is single polar  

Pinkish white colony, flat 

Filobasidium magnum G1, G22 Cells usually spherical, 

budding is single polar 

Colony is pinkish white, 

smothy 

Filobasidium wieringae G7, G60 Cells spherical to 

elongated oval, budding 

is single polar 

Colony is white to pink, 

smoth 

Hanseniaspora 

guilliermondii 

G4, G49 The cells are apiculate, 

ovoid or elongate, or 

occasionally longer, and 

single or in pairs 

Colony is white to cream 

colored, smooth, glossy, 

Hanseniaspora uvarum G10, G45 The cells are apiculate, 

spherical to ovoid, or 

Colony is white to creamy, 

smooth, glossy, and slightly 

https://en.wikipedia.org/wiki/Hypha
https://en.wikipedia.org/wiki/Septum
https://en.wikipedia.org/wiki/Chlamydospore
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elongate, and occur 

singly or in pairs. 

raised at the center 

Lachancea thermotolerans G27, G26 the cells are spherical to 

ellipsoidal and occur 

singly, in pairs or in 

short clusters 

Growth is butyrous, glossy 

and cream colored, 

Pseudohyphae may be 

formed 

Meyerozyma guilliermondii G8, G51, G52, G40, 

G20, G30 

the cells are ovoid to 

elongateand occur singly, 

in pairs, or in short 

chains 

Colomy is smooth to 

wrinkled and tannish–white 

in color 

Metschnikowia pulcherrima G9, G67, G3, G53 the cells are globose to 

ellipsoid, multilateral 

budding 

Colony is cream colored, or 

if pulcherrimin pigment is 

produced, reddish–brown the 

surface is smooth 

Metschnikowia sinensis G16, G21, G41 Cells are globose to 

ovoid, occur singly or in 

pairs, and show 

multilateral bud ding. 

Spherical chlamydospore 

colonies are butyrous, 

brownish–cream, smooth 

Pichia kluyveri G61, G62 cells are Spherical, 

moderately well 

branched pseudohyphae 

Colony is tannish–white, 

dull, sometimes almost 

powdery, Margins are entire 

to finely serrate. 

Pichia guilliermondii G32, G5 Cells are Spherical to 

ovoid, bipolar budding 

Dark pink and smooth 

colony 

Rhodotorula nothofagi G37, G38, G12 cells are subglobose to 

ellipsoidand budding is 

predominantly polar 

Streak cultures are pale 

orange, flat, smooth, 

Rhodotorula babjevae G25, G6, G28 cells are subglobose to 

ellipsoidand budding is 

predominantly polar 

Colonys are pale orange, 

smooth, 

Rhodotorula glutinis G44, G66, G24, 

G42, G54 

cells are Spherical, 

Pseudohyphae are 

usually absent or poorly 

developed 

The streak culture is coral–

red to salmon or slightly 

orange, smooth 

Sporobolomyces ruberrimus G64, G39 The cells are ovoid or 

elongate, Buds are ovoid 

or reniform. 

the colony is whitish or 

orange, slightly wrinkled, 

flat with a lobate margin 

Saccharomyces bayanus G43 the cells are globose, 

ovoid or elongate, and 

usually occur singly, but 

may occur in groups 

Colony is butyrous and light 

cream colored. The surface 

is smooth 

Wickerhamomyces anomalus G65, G34 

 

the cells are spherical to 

elongate, and occur 

singly, in pairs or in 

small clusters 

Growth is butyrous and 

faintly tans in color. 
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مقیاس    –1شکل   در  شده  ترسیم  فیلوژنتیک  ناحیه    0.05درخت  توالی  براساس  همسایه  پیوست  نزدیکترین  روش  از  استفاده  با 

D1/D2  زیرواحد بزرگDNA  .ریبوزومی 
Fig. 1: Phylogenetic Neighbor–joining based tree on the D1/D2 rDNA region sequences in the scale of 0.05 

ها براساس مهار قارچ بوتریتیس در  غربالگری مخمر

 شرایط آزمایشگاه 

م به    هیجدا  16  مخمري،  هیجدا  67  انیاز  متعلق  که 

   A pullulans (G11, G63, G33, G36)   ،(G61)هايگونه 

P. kluyveri،  C. membranifaciens (G46, G19)   

،(G10, G45) H. uvarum ،M. pulcherrima (G9, G53) ،  

(G8, G30, G52)  Meyerozyma guilliermondii   و  Rh. 

glutinis (G66, G54)  ،ا  بودند به  بازدا  جادیقادر    رنده هاله 
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برابر   و  B. cinereaدر  آماري    بودند  تحلیل  و  تجزیه  مورد 

)جدول   در    ستیآنتاگون  هیجدا  16  نیبدر  .  (2قرارگرفتند 

احتمال   تفاوت   یکسطح  نظر  یمعن  بسیار  درصد  از  داري 

مخمر  غیرفرار  ترکیبات  توسط  بوتریتیس  قارچ  رشد  مهار 

بیوز( پتري  وجود    )آنتی  تشتک  در  قارچ  پرگنه  قطر  دارد. 

به ترتیب    G9و   G54هاي  ه ی جدا سانتیمتر بود.  9شاهد برابر با  

م با  نیانگیبا  برابر   درصد،  0/50و    33/50  بازدارندگی 

ر  یبازدارندگ  نیشتریب ند  کرد  جاد یا  B. cinerea  سه یاز 

پایان  1)شکل در  برتر    16(.  بعدي  جدایه  مطالعات  براي 

 انتخاب شدند. 

 

  
 

  Botrytis cinerea بیمارگر  با  تقابل در Metschnikowia pulcherrima آنتاگونیست  مخمر G9جدایه  تاثیر مهارکنندگی  –2شکل 
 .درجه سلسیوس در شرایط تاریکی 26پس ازهفت روزنگهداري در دماي  کشت متقابل آزمون در

Fig. 2. The inhibitory effect of antagonistic yeast isolate Metschnikowia pulcherrima G9 against the pathogen 

Botrytis cinerea in the dual culture test after 7 days incubation 26 C° in dark conditions. 

 

 
در کشت متقابل پس از    Botrytis cinerea  هیعل  مخمري  هاي¬هیجدا  غیرفرار  درصد بازدارندگی بازدارندگی ترکیبات  –3شکل  

 ندارند.  يداری( تفاوت معن.P ≤ 0.05مشترک در آزمون دانکن )  حرف ي دارا ي هاستون ،هفت روز
Fig. 3. Comparison between the percntage inhibiton of yeast isolates against Botrytis cinerea in dual culture 

assays after seven days. The mean diameter of fungal colony in different treatments was compared using 

nDuncan's multiple range test (P≤0.05). Columns with at least one common letter are not statistically different. 
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های مخمری منتخب در مهار  بررسی قابلیت جدایه

 In vitroکپک خاکستری میوه انگور در شرایط 

جدایه کارایی  کپک بین  مهار  نظر  از  مخمر  هاي 

حبه  روي  معنیخاکستري  تقاوت  انگور  مشاهده  هاي  داري 

)جدول  می از  2شود  سه    16(.  شده  بررسی  مخمر  جدایه 

بر   G54و    G30   ،G9جدایه   را  بیوکنترلی  فعالیت    بیشترین 

ها به ترتیب  نشان دادند. این جدایه  از خود   B. cinerea  علیه

را  ه ب درصد  15/90و    37/91،  59/92 خاکستري  کپک  روز 

   (.4کاهش دادند )شکل 

 

 
   حبه هاي انگور  در  Botrytis cinereaاز  یناشکپک خاکستري  میزان شیوع برمخمري   هايهیجدا  ریتاث  ن یانگیم سه یمقا –4شکل 

Fig. 4. The average effect of yeast isolates on the incidence  of the grapes grey rot caused by Botrytis cinerea 
 

 

 های بیوکنترلی سایر مكانیسم بررسی

 تولید ترکیبات فرار ضد قارچی

نظر مهار پرگنه قارچ بوتریتیس توسط ترکیبات   رار  فاز 

داري در سطح یک درصد  ها تفاوت معنیمخمر، بین جدایه 

)جدول   شد  فرار  2مشاهده  ترکیبات  نتایج،  اساس  بر   .)2 

  M. guilliermondii (G8)جدایه به جز جدایه    16جدایه هر  

معنی مهار  به  اختلاف  قادر  شاهد  با  و  شدند  بیمارگر  دار 

 .R. glutinis (G54)    ،Mهاي  داري نشان دادند. جدایهمعنی

guilliermondii (G30)    وR. glutinis (G66)    با ترتیب  به 

درصد مهار بیمارگر، بیشترین تاثیر    52/48و    85/48،  29/49

 . (5از خود نشان دادند )شکل B. cinereaرا در مهار رشد 
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پس از    Botrytis cinereaبر رشد پرگنه    مخمري  هاي¬هیجدا  لهیشده به وس  دی فرار تول  باتیترک   ن یانگیم  سه ینمودار مقا  –5شکل  

 .ندارند داريیتفاوت معن( ,P ≤ 0.05)مشترک در آزمون دانکن   حرف ي دارا هاي ستون، روز 10

Fig. 5. Comparison between the inhibiting effects of volatile compounds released by yeast isolates on growth of 

Botrytis cinerea after ten days. The mean diameters of fungal colony in different treatments were compared 

using Duncan's multiple range test (P≤0.05). Columns with at least one common letter are not statistically 

different. 

 

  ب یترک  یضد قارچ تی، فعال (Non–VOCمخمر ) فرار ریغ اتبیترک  یضد قارچ تی فعال ( بینP<0.01) رسونیپ ی. همبستگ2جدول 

 انگور. ي حبه رو يکپک خاکستر يماریکنترل بقابلیت مخمر درو  (VOCمخمر ) فرار
Table 2. Pearson correlations (P<0.01) among antifungal activity of yeast non–volatile compound (non–VOC), 

antifungal activity of yeast volatile compound (VOC), and grey mould disease control on grape. 

 
grape grey mould disease 

inhibition 
antifungal activity of 

Non–VOC 
antifungal activity of 

VOC 
grape grey mould disease 

control 
1 0.936** 0.928** 

antifungal activity of 

Non–VOC 
0.936** 1 0.959** 

antifungal activity of 

VOC 
0.928** 0.959** 1 

 01/0همبستگی معنی دار در سطح **  
**Correlation is significant at the 0.01 level. 

 

 

 های خارج سلولی تولید آنزیم

جدایه بین  جدایه  از  دو  شده  بررسی    G36و    G61هاي 

گونه  به  متعلق  ترتیب  به   .Aو    P. kluyveriهاي  که 

pullulans     بودند قادر به تولید هر سه آنزیم پروتئاز، پکتیناز

 M. guilliermondii (G30)و آمیلاز بودند. سه جدایه برتر )

،M. pulcherrima (G9)   و (G54)   Rh. glutinis  که در )

مهار پوسیدگی خاکستري روي انگور بیشترین تاثیر را نشان  

هاي  داده بودند، قادر به تولید پروتئاز و آمیلاز بودند. جدایه

G19    وG46   گونه و    C. membranifaciens  از 

گونه   G9و    G53هايجدایه  به    M. pulcherrima  از  قادر 

آنزیم از  هیچ کدام  نبودندتولید  بررسی،  )جدول   هاي مورد 

3.) 
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هاي  و پروفایل آنزیم  درجه سلسیوس  25 يمخمرها در دما توسط لمیوفیب  لیتشک، CAS طی در مح دروفوری س دیول ت  –3 جدول

 هاي مخمرهاشده توسط جدایه ترشح
 Table 3. Siderophore production in CAS medium, biofilm formation by yeasts at 25 ◦C and enzymatic profile of 

yeast strains 

 
Biofilm 

formation 
Siderophore 

Production Amylase Pectinase Protease Isolates 

– + – + + Aureobasidium   pullulans (G11) 

– + + – + Aureobasidium   pullulans (G63) 
+ – – + + Aureobasidium   pullulans (G33) 
– + + + + Aureobasidium   pullulans (G36) 
– – – – – Candida membranifaciens (G46) 
– + – – – Candida membranifaciens (G19) 
+ – – – + Hanseniaspora uvarum (G10) 
+ – – – + Hanseniaspora uvarum (G45) 
+ + + – + Metschnikowia pulcherrima (G9) 
+ – – – – Metschnikowia pulcherrima (G53) 
– + – + + Meyerozyma guilliermondii (G8) 
+ – + + – Meyerozyma guilliermondii (G52) 
+ – + – + Meyerozyma guilliermondii (G30) 
+ – + + + Pichia kluyveri (G61) 
+ + + – + Rhodotorula glutinis (G54) 
– + + – + Rhodotorula glutinis (G66) 

 

 

 

 تولید بیوفیلم 

نتایج )جدول   جدایه    9( مشخص گردید که  3بر اساس 

جدایه قادر به تشکیل تولید بیوفیلم و ایجاد چسبندگی    16از  

چاهک دیواره  شامل    (O.D. > 0.1)ها  به  که  بودند 

،  G33  ،G10، G45  ،G59  ،G53  ،G52  ،G30هاي  جدایه 

G61  وG66 باشند. می 

 تولید سیدروفور

با  تولید سیدروفور  ارزیابی  ، CAS  محیط   از  استفاده   در 

هاله  کلنیتشکیل  اطراف  در  نارنجی  جدایههاي  هاي  هاي 

G11، G63  ،G36  ،G19  ،G9  ،G8  ،G54    وG66    مشاهده

 (.  3)جدول  گردید

 

 بحث

تقاضاامروزه    ي هاوه یش  ینیگزیجا  يبرا   ي انده یفزا  ي، 

با هدف   يکشاورز  يهاستمیدر اکوس  ست یز  ط یدوستدار مح

 Wilson) داردوجود    کاهش استفاده از ترکیبات شیمیایی،

& Wisniewski, 1989; Pertot et al,. 2017)   .  حضور

،  انگور  بر روي میوه   ستی آنتاگون  يهاسمیکروارگانیم  یعیطب

ها را در کنترل زیستی بیمارگرها فراهم  امکان استفاده از آن

عنوان یک جایگزین کند. در حال حاضر کنترل زیستی به می

پوسیدگی کنترل  منظور  به  براي سموم شیمیایی  هاي  مناسب 

میوه  برداشت  از  میپس  گرفته  نظر  در  سبزیجات  و  شود  ها 

Pusey et al., 2009)). 

توجهت قابل  از    یعداد  آنتاگونیستی  گزارش  فعالیت 

سویه   گونهچندین  قارچ  در  يمخمر  ي ها  از    ي هابرابر 

 Zhang et al., 2020; Di)موجود می باشد  ،یاهیگرگرمایب

Canito et al., 2021)تجاري   يوجود تعداد مخمرها  این   ا. ب

در قارچ  يبرا   بازار  موجود  عنوان  به  علاستفاده  ه  یکش 

و  گیاهی  يزایماریب  يهاقارچ قبل  مراحل  از    ای  در  پس 

(. بر اساس  Palmieri et al., 2022)  باشدمی  محدودبرداشت 

اروپا    ه یاتحاد  يها داده آفت کش  گاه یپاموجود در    يهاداده 

بر مخمر    يتجارفقط دو محصول    2023  هیژانو  13  تا مبتنی 

شامل  محصولات  این  دارد.  وجود 

(Sac.cerevisiaeLAS02) Julieta®    وShemer®   (Met. 
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fructicola NRRL Y–27328)  دو  می هر  که  باشند 

می  B. cinereaاختصاصا   قرار  هدف  مورد  دهند  را 

(.(Esteves et al., 2023 

حاضر   مطالعه  و    67در  گردید  مخمر جداسازي  جدایه 

بیوکنترلی   گرفت.   16قابلیت  قرار  بررسی  مورد  برتر  جدایه 

انگور) فلور  مخمرهاي  در  بالا  تنوع  و    21وجود    11گونه 

اپی معرفی مخمرهاي  و  زیستی  جنس(  کنترل  قابلیت  با  فیت 

موجب   که  انگور  خود  اکوسیستم  از  جداسازي  دلیل  به 

و   بیشتر  پایداري  نتیجه  در  و  محیطی  شرایط  با  سازگاري 

می انگور  بیمارگرهاي  موثر  ارزشمند  کنترل  بسیار  شوند، 

.  (Pretscher et al., 2018; Pereyra et al., 2021)باشد  می

جدایه انگور  کاربرد  هاي  حبه  روي  منتخب  مخمري  هاي 

آن بین  از  که  داد  جدایه  نشان  سه    G54و    G30  ،G9ها 

ها به ترتیب  را داشتند. به طور کلی این جدایه بیشترین قابلیت  

  M. guilliermondii،  M. pulcherrimaهاي  متعلق به گونه 
هاي جداسازي شده در  بودند. بسیاري از گونه   R. glutini  و

باشد که قبلا به عنوان  هایی میاین بررسی شامل آنتاگونیست 

عامل کنترل زیستی بیمارگرهاي قارچی انگور گزارش شده 

 ,.Bueso Cordero et al., 2017; Pretscher et al).است

2018; Reyes–bravo et al., 2019). . 

همکاران و  سال    اسپارادو  از    2002در  جدایه  چهار 

علیه  M. pulcherrimaمخمر  .B. cinerea،P  را 

expansum،Alternaria sp.   وMonillia sp.   عوامل  ،

برداشت سیببیماري از  انگور  زاي پس  بردند که    و  به کار 

شد حاصل  تیابندازول  مشابه   ,.Spadaro et al)  کنترلی 

مشابه    .(2002 طور  از    R. glutinisمخمر  به  شده  جدا 

اسید    (siderophore)  سیدروفور   تولید یک  ریزوسفر، نام  به 

، در کندآهن فریک را جدا می، که  کندرودوتورولیک می

جوانه قارچ  نتیجه  اسپور    Penicillium expansumزنی 
می   Botrytis cinereaو مهار   ,.Calvente et al)کندرا 

1999)  Sansone et al., 2005;.    بر اساس مطالعه انجام شده

محیط  از  شده  جداسازي  مخمرهاي  روي  یا   هايبر    افراطی 

مخمر(extreme environment)فرانرمال    ،M. 

guilliermondii  در کنترل پوسیدگی ناشی ازP. expansum 

می  B. cinereaو    موثر  انبار  شرایط  باشد  در 

(Mokhtarnejad, 2015 .) 

مکانیسم داراي  آنتاگونیست  کنترلی  مخمرهاي  هاي 

ایجاد   و  میوه  سطح  کردن  )کلونیزه  رقابت  مانند  متعددي 

هاي تجزیه  بیوز و تولید آنزیمرقابت بر سر فضا و غذا (، آنتی

 ;Punja & Utkhede, 2003)باشند  کننده دیواره سلولی می

Vargas et al., 2012)  .Tian et al., 2018;    از یکی 

هایی که مخمرها به واسطه آن موجب کاهش رشد  مکانیسم

می بیمارگر  میقارچ  فرار  ترکیبات  تولید  بر  شوند  باشد. 

که   است  شده  مشخص  گرفته،  صورت  مطالعات  اساس 

هایی با خاصیت مهار رشد  مخمرها چندین گروه از متابولیت

ها،  ها، استرها، آلکانالکلکنند که عبارتند از  قارچ تولید می

 ها نیو آم  دها یها، آلدئکتون  ،یآل  ي دهایها، اسها،آرن آلکن

(Contarino et al., 2019; Huang et al., 2011)  .  نظر به 

 ییپلاسما  ي در غشا  این ترکیباتعمل    یرسد محل اصلیم

جا سازماندهیم  ها آن  تجمع  که  ییاست،  بر  و    یتواند 

لا  يداریپا الکل  ریتأث   ي دیپی ل  هی دو  نفوذپذبگذارد.    ي ریها 

ها  تی ها و متابولونی  رفعالی دهند و انتشار غیم  شیغشا را افزا

تسر نتایج،    (.(Fialho et al., 2010  کنندیم  عیرا  اساس  بر 

جدایه  توسط  بیمارگر  قارچ  رشد  از  بازدارندگی  هاي  میزان 

بازدارندگی   جدایه  چندین  بود.  متفاوت  مخمري  مختلف 

هاي  درصد از خود نشان دادند. به طور کلی جدایه   50بالاي  

ترین  قوي  Rh. glutinis  و  A. pullulans هاي  متعلق به گونه 

بودندجدایه کنترلی  مکانیسم  این  با  داده  ها  نشان  مطالعات   .

مخمر   طور    M. pulcherrimaکه  به  فرار  ترکیبات  تولید  با 

جوانه از  توجهی  قارچ  قابل  اسپور   Penicilliumزنی 

تولید  مواد (Sipiczki, 2006). کندجلوگیري می   شده   فرار 

رشد  در   A. pullulans  توسط  .Bزاییبیماري  و  کاهش 

cinerea ،C. acutatum  ،  P. expansum،P. digitatum  و 

P. italicum   گیاهان    در  هم  و  آزمایشگاهی  شرایط  در  هم

 ,.Di Francesco et al., 2014; Hua et al)ثابت شده است 

معنی(2014 مثبت  همبستگی  حاضر  تحقیق  در  بین  .  داري 

فعالیت ضد قارچی ترکیبات فرار و غیرفرار مخمرها با میزان  

حبه بیماري کپک خاکستري روي  مشاهده  مهار  انگور  هاي 

 .  شد
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حاضر،   تحقیق  پروتئاز،    12در  تولید  به  قادر    6جدایه 

جدایه قادر به تولید آمیلاز    12جدایه قادر به تولید پکتیناز و  

مکانیسم از  دیگر  یکی  درواقع  تولید بودند.  بیوکنترلی    هاي 

می  هاي  آنزیم که  هیدرولیتیک  است  شده  مشخص  باشد. 

القائ  پکتیناز موجب فعال شدن مکانیسم هاي دفاعی گیاه و 

می قطعات  مقاومت  انتشار  دلیل  به  است  ممکن  که  گردد 

محرک عنوان  به  احتمالا  که  عمل  پکتینی  داخلی  هاي 

به  می گیاه  آلوده شدن  جلوگیري  در  آنزیم  این  باشد.  کنند 

 Reetha) بیمارگرها و در نتیجه تقویت رشد گیاه  نقش دارد  

et al., 2014) نتایج مطالعه  2018اي که در سال  . بر اساس 

مخمر توسط  پکتیناز  تولید  تحریک  شده،   .Sانجام 

cerevisiae    در آن  کنندگی  کنترل  قدرت  افزایش  موجب 

کپک گردیده مقابل  مرکبات  و  سیب  برداشت  از  پس  هاي 

 . (El Gamal et al., 2018)است 

 M. pulcherrima بطور قابل توجهی هر سه جدایه برتر  

(G9)،R. Glutinis(G54)   و M. guilliermondii (G30) 

یک   پروتئاز  اگرچه  بودند.  آمیلاز  و  پروتناز  تولید  به  قادر 

و   حشرات  بیمارگر  هاي  قارچ  در  مهم  کنترلی  فاکتور 

میمایکوپارازیت حساب  به  قابلیت  ها  در  آن  نقش  اما  آید 

است.   گرفته  قرار  مطالعه  مورد  ندرت  به  مخمرها  بیوکنترلی 

ترشح شده توسط    alkaline serine protease Alp5ترکیب  

را  جوانه  A. pullulansمخمر   تندش  لوله  و طول  اسپور  زنی 

 .Penicillium expansum  ،Monillia fructicola،Bدر  

cinerea   و  Alternaria alternata   در شرایط آزمایشگاهی

بر روي سیب مشخص گر با آزمایش  و  داد  دید که  کاهش 

قارچ این  رشد  از  بازدارندگی  مخمر میزان  جمعیت  به  ها 

.  (Banani et al., 2014; Zhang et al., 2012)بستگی دارد  

جنس در  پروتئازي  فعالیت  ،  Pichiaهاي  همچنین 

Metschnikowia  ،Wickerhamomyces   گزارش شده است

(Pretscher et al., 2018)  .عوامل براین    کنترل   علاوه 

و   زیستی آمیلاز  تولید  کردن  با    در   خود،   محیط   کلونیزه 

  هاي بیمارگر  براي  را  غذایی  منابع   و   فضا  بودن  دسترس

  نتیجه   در  و   بیمارگرها   مهار  باعث   که  کند   می  محدود   گیاهی

از ناشی  نتایج   .شودمی  گیاهی  هايبیماري  کاهش خسارت 

آنتاگونیستی   فعالیت  بین  که  است  داده  نشان  مطالعه  یک 

رابطه  و    Metschnikowia andauensisمخمر   آمیلاز  تولید 

 (. Horváth et al., 2021)مستقیمی وجود دارد 

جدایه توانایی تولید بیوفیلم از خود    9در بررسی حاضر  

بیوفیلم در   نشان دادند. در مطالعات متعددي توانایی تشکیل 

 Pichia fermentans, Rhodotorula,مخمرهاي

mucilaginosa   و A. pullulans  است شده  گزارش 
.(Giobbe et al., 2007; Gattlen et al., 2011; Klein & 

Kupper, 2018; Zajc et al., 2020)    در واقع تولید بیوفیلم

میوه   روي  آنتاگونیست  رشد  و  کردن  کلونیزه  چسبیدن،  به 

می  براي  کمک  آنتاگونیست  توانایی  افزایش  موجب  و  کند 

می غذایی  مواد  این    (Yang et al., 2021).گردد  جذب 

سلول توانایی  به  مختلف  ویژگی  سطوح  به  چسبیدن  در  ها 

نام   به  پروتینی  توسط  چسبندگی  این  دارد.  بستگی 

adhesines  ها و باقیمانده قند  شود که به آمینو اسیدایجاد می

سلول میسایر  و  ها  زخم  بین  مکانیکی  سد  تولید  و  چسبند 

می این  (Di Francesco et al., 2016کند  بیمارگر  نتایج   .)

قابلیت   داراي  که  مخمري  جدایه  نه  که  داد  نشان  بررسی 

علیه   بر  بیوفیلم    B. cinereaبیوکنترلی  تولید  به  قادر  بودند، 

 نیز بودند.  

تولید سیدروفور درهشت جدایه مشاهده گردید که دو  

که     Rh. Glutinis(G54)و   M. pulcherrima (G9) جدایه  

ها در مهار رشد قارچ  موثرترین جدایه  In vitroهاي  در تست

بین آن نیز در  است سویه بودند  هایی  ها هستند.گزارش شده 

مخمر   باشد    A. pullulansاز  می  سیدروفر  تولید  به  قادر 

(Wang et al., 2019).   جدایه تولید  این  مخمري  هاي 

نوع  مولکول از  بر  می  hydroxamateهایی  زمانیکه  کنند که 

روي محیط حاوي غلظت پایین آهن رشد می کنند، همانند  

.   (Saravanakumar et al., 2008)کنندسیدروفور عمل می

میدانه  آهن  یون  کمی  مقدار  حاوي  انگور  باشد  هاي 

((Nally et al., 2015    تولید با  موثر  مخمرهاي  بنابراین 

عنصر   نمودن  دسترس خارج  از  و  در محل زخم  سیدروفور 

کنیدي  زدن  جوانه  براي  ضروري  که  قارچ  آهن   .Bهاي 

cinerea  میمی جلوگیري  آلودگی  ایجاد  از  نمایند  باشد، 

(Sansone et al., 2005) . 
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اساس مطالعه حاضر، جدایه   G54و    G9هاي مخمريبر 

گونه   دو  به     Rh. glutinisو  M. pulcherrimaمتعلق 
با چهار مکانیسم آنتی بیوز و ترشح پروتناز، آمیلاز  احتمالا  )

جدایه   و  سیدروفور(  گونه  G30و  به   .Mمتعلق 

guilliermondii    بیوز، پروتناز  با سه مکانیسم آنتی)به احتمال

آمیلاز( عنوان   هايگزینه ،و  به  استفاده  جهت  در  مناسبی 

بیوکنترلی و کاهش استفاده از قارچ هاي سنتزي  کشعوامل 

هاي بیوکنترلی مخمرها بر علیه  باشند. با این حال مکانیسممی

نیاز به مطالعه بیشتري دارد، زیرا همیشه   بیمارگرهاي قارچی 

و به ویژه    In vivoبه شرایط    In vitroنتایج حاصل از شرایط  

نمی تعمیم  قابل  اي  مزرعه  هرچند  شرایط  باشد. 

انسان تولیدمتابولیت )براي  خطرناک  سمی  توسط  هاي   )

است   نشده  گزارش  با    ( Kowalska et al., 2022)مخمرها 

هاي نظارتی به عنوان  این وجود براي اینکه از طرف سازمان

نظر   در  وسیع  مقیاس  در  کاربرد  براي  ارزشمند  روش  یک 

از مکانیسم بیوکنترلی آنگرفته شوند، آگاهی کامل  ها  هاي 

می جدایهضروري  بازدارنگی  فعالیت  به  باشد.  مخمري  هاي 

متابولیت  تولید  براي  واسطه  که  است  میکروبی  ضد  هاي 

باشد و  بیمارگرهاي قارچی کشنده و محدود کننده رشد می

 Di Francesco et)هاست نشان دهنده پتانسیل بیوکنترلی آن

al., 2021)  نقش بررسی  براي  بیشتري  است مطالعات  . لازم 

مانند   محیطی  انتظار  pHعوامل  که  کربنی  منابع  و  دما   ،

باشد،  می موثر  مخمرها  بیوکنتري  خواص  روي  بر  رود 

مخمرهاي   که  دهد  می  نشان  مطالعه  این  پذیرد.  صورت 

میاپی انگور  قارچ فیت  بیوکنترل  عامل  عنوان  به  توانند 

در مرحله پس از برداشت انگور مورد    B. cinereaبیمارگر  

 .استفاده قرار گیرند
 

 سپاسگزاری

اثر تحت حمایت مادي صندوق حمایت از پژوهشگران   این 
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Abstract  
Grape gray decay disease caused by Botrytis cinerea is one of the important factors causing rotting and reducing 

the quantity and quality of the grapes during the stages before and after harvesting, which makes the use of 

chemical fungicides inevitable. Considering the environmental issues with the excessive use of chemical 

fungicides for humans and the environment, the use of products based on biological agents has received special 

attention. Among biological agents, some yeasts have been shown to possess antagonistic activity against fungi 

and are considered as safe and sound alternatives for chemical pesticides. The present study aimed to identify 

grape epiphytic yeasts and investigate their ability against the pathogenic fungus B. cinerea in the post–harvest 

stage. A total of 67 yeast isolates were isolated from the surface of grape fruits in the vineyards of West 

Azarbaijan province. Based on morphological studies and nucleotide sequence analysis of the D1/D2 domain of 

the large subunit 26S rDNA gene, the isolates belong to 21 species and 11 genera. Aureobasidium pullulans was 

recognized as the dominant species of grape flora. The ability of 67 yeast isolates to control B. cinerea growth by 

the dual–culture method showed that 16 isolates belonging to 7 genera succeeded in inhibiting the growth of the 

gray mold, which isolates Rhodotorula glutinis G54 and Metschnikowia pulcherrima G9 showed the greatest of 

capability against B. cinerea. A significant difference (P≤0.01) was observed between the 16 selected isolates in 

terms of inhibition of gray rot on grape berries, as a completely randomized design with four replications. The 

isolates Meyerozyma guilliermondii G30, Rh. glutinis G54 and M. pulcherrima G9 were the most effective 

isolates in reducing the disease on grape berries with 92.59, 91.37 and 90.15 percent rot inhibition, respectively. 

Studies of mechanisms involved in biological control showed that 12 isolates were able to produce protease, 6 

isolates were able to produce pectinase and 12 isolates produced amylase. Also, it was found that 9 isolates can 

form biofilm and 8 isolates produced a siderophore. Finally, it was found that the grape flora has a high diversity 

of yeasts and the superior yeast isolates including G30, G54 and G9, with various biocontrol mechanisms (such 

as antibiosis, protease and amylase activities as well as siderophore production), have a high potential to inhibit 

the gray rot of grape. However, it is necessary to conduct more studies on selected isolates to creat practical 

formulations for biological control or integrated management of fungal diseases of fruits and vegetables.  
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