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 چکیده

انباردار  وه یم  ی هایمار یب  ن یاز مهمتر  یکیکپک سبز   برداشت و دوره  از  باشد که در صورت عدم  یم   ی مرکبات در مراحل پس 

توان  یم  ییایمیش   هایقارچکشبا استفاده از    ریاخ  یها، هرچند در سالکندایجاد میرا    یقابل توجه  یهاخسارت  ،درست  تیریمد

  ت یریمد  یهاروش  ریسموم، استفاده از سا  یهامانده یکش و حذف باقکاهش مصرف آفت   یبرا  ماکرد، ا  تیریرا مد  مارگریب  نیا

ب  یکروبیاستفاده از عوامل م  وباشد  یم  یضرور   یهاباشد. بر اساس گزارشیم  مهم  موارد  نیاز ا  یکی  کیولوژیدر حوزه کنترل 

پ توانا  ن ی شیمتعدد  خصوص  ب  ییدر  مهار  در  ا مارگرهایمخمرها  در  جدایه توانا  وهش پژ  نی،  برای  یی  بومی   مخمرهای  مهار  های 

  مرکبات از مناطق مختلف استان مازندران  وه ی برگ و م  یهامنظور نمونه   نیقرار گرفته است. بد  یمورد بررس  ،کپک سبز  مارگریب

  ل یشدند. به دل  یسازو خالص  یکشت مالت آگار، جداساز  ط یبا استفاده از مح  شگاه یو در آزما  یجمع آور  ،  1402درطی پاییز  

جدا فراوان  از  ه یتعدد  آمده،  به   مجموعه  نیب ها،  خصوص  دست  حاش  یپیفنوت  اتیبراساس  و  رنگ  خصوص  هی)شکل،    اتیپرگنه، 

آزمون بر روی میوه  انجام شد.  جدایه مخمر    44با    میوه مرکبات  یبر رو  وکنترلیانتخاب و آزمون بهایی  ه ندیو...( نما  یکیولوژیزیف

های میوه در  تکه   ابتدا درجه بریکس بود.    10پرتقال رقم تامسون ناولی انجام شد که در زمان برداشت میزان ماده جامد محلول آن  

  ط، ی مح  یدر دما  ی نگهدار  ت ساع  پنج  و پس ازقرار داده  آب سترون،    تریلیلیسلول در هر م810مخمر با غلظت    ون یسوسپانس  داخل

  شش به مدتها  میوه   در مرکز هر قطعه برش داده شده قرار گرفت.  تریلی لیسلول در م410با غلظت    کپک سبز  مارگریب میکرولیتر    10

نتا  ی نگهدار  تا زمان بروز علایم بیماری  درصد   90  یبا رطوبت بال   ی  انبار  ط یدر شرا  نگهداری   روز بر    ج یشدند.  تجزیه واریانس 

بیماری   بین    در  دهدینشان ماساس درصد بروز  مهار   ییاناتوداری از لحاظ  ، اختلاف معنیمخمرهاسطح احتمال یک درصد، در 

ای دانکن در  مقایسه میانگین درصد بروز بیماری بر اساس آزمون چند دامنه   .باشنددارا می  یانباردار  ط یشرا  درسبز  کپک  مارگریب

های برتر از تعیین  دهد مخمرهای دو گروه آماری عملکرد بسیار خوبی داشتند. برای شناسایی این جدایه سطح یک درصد نشان می 

  دهد،ی نشان م  استفاده شد.  نتایج  Large subunit ribosomal ribonucleic acid (LSU rRNA)  در قسمت   D1/D2ترادف ناحیه  

اند، به طوری  ها بوده به عنوان برترین  Pichia kluyveriو    Hanseniaspora uvarum  ،Hanseniaspora occidentalisمخمرهای  

 . اندکه بعد از شش روز مهار کاملی در بروز و توسعه بیمارگر در مقایسه با شاهد داشته 

 پرتقال پس از برداشت،  ت،یفی ، اپPenicillium digitatum وکنترل،ی ب های کلیدی: واژه 
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 مقدمه 

باشد و  ایران هفتمین کشور تولید کننده مرکبات در دنیا می

سهم   بودن  دارا  با  محصول  تولید،    1/15این  از  درصدی 

بیشترین میزان تولید در بخش محصولت باغبانی کشور را به  

 Statistics of the ministry of)خود اختصاص داده است

agriculture–Jahad, 2024)      با این اوصاف، متاسفانه سالنه

از این محصول به خاطر مشکلاتی در مراحل  مقادیر زیادی 

روند.  پس از برداشت، صنایع تبدیلی، صادرات و ...از بین می

سبب  مختلفی  بیمارگرهای  انبارداری،  مراحل  طی  در 

می مرکبات  میوه  در  طوری   شوندخسارت  اساس  به  بر  که 

گزارش تا  برخی  نیز    30ها خسارت  محصول  کل  از  درصد 

. ضربات مکانیکی در طی  (Themen, 2014)ارایه شده است 

وه شده  دوره پس از برداشت، سبب نفوذ بیمارگر به داخل می

میو   میوه  کیفی  و  کمی  خصوصیات  کاهش  شوند  سبب 

(Sanzani et al., 2016)  . کپک سبز میوه مرکبات ناشی از

یکی    .Penicillium digitatum (Pers.: Fr.) Saccبیمارگر

باشد  از مهمترین عوامل پوسیدگی در طی دوره انبارداری می

(Bus et al., 1991)  .  از طرفی برخی از بیمارگرهای گیاهی

پنی قادرند  نظیر   ... و  آلترناریا  آسپرژیلوس،  سیلیوم، 

های ثانویه خطرناک )مایکوتوکسین( در میوه تولید  متابولیت 

این توکسین  بر روی درخت  کنند.  ها هم در زمانی که میوه 

شوند و متاسفانه در  است و هم در مرحله انبارداری تولید می

با خشک کردن  میوه و  تولید آب  تبدیلی در مراحل  صنایع 

نمی بین  از  هر  .  (Drusch & Ragab, 2003)روند میوه،  به 

توکسین  این  از  برخی  انسان حال  برای  بسیار  سرطانها  زا  ها 

متابولیت   هستند.  و  بیمارگرها  مدیریت  تولیدی  برای  های 

آن  روشتوسط  وکنترل  ها،  شیمیایی  فیزیکی،  های 

روش است.  موجود  پلاسمای بیولوژیکی  نظیر  فیزیکی  های 

باشد و  قیمت میو...، نیازمند تجهیزات گران  UVسرد، اشعه  

آن   از  باشد.  داشته  سوء  اثر  نیز  میوه  کیفیت  بر  است  ممکن 

های شیمیایی نیز ممکن است از نظر طرف استفاده از آفتکش

ولی مضرات   باشند،  توجیه می  قابل  نیز  و کارآیی  اقتصادی 

استفاده آن در خصوص خطرات سوء زیست محیطی، تهدید  

انسان  به سلامت  شده  ایجاد  مخاطرات  زیستی،  و.... ها  تنوع 

 Chen et al., 2020; Zhang)باشد  نیز بسیار حایز اهمیت می

et al., 2019)  .  از بیمارگر،  این  مدیریت  برای  تاکنون 

فنات، قارچکش فنیل  سدیم  تیابندازول،  نظیر  مختلفی  های 

می استفاده   .... و  استایمازالیل   ,Ismail & Zhang)شده 

2004; Smilanick et al., 1997)  طی در  دیگر  طرف  از   .

احیاناً   یا  و  مکرر  استفاده  دلیل  به  متاسفانه  اخیر  دهه  چند 

آفتکش  از  نامناسب  گزارشاستفاده  شیمیایی،  های  های 

های مقاوم این بیمارگر نسبت به  مختلفی مبنی بر بروز جدایه 

قارچکش از  مختلفی  استانواع  شده  ارایه   & Holmes)ها 

Eckert, 1999)  از رو .  سال  این  از  در  بسیاری  در  اخیر  های 

آفتکش مصرف  کاهش  تولید  کشورها،  و  شیمیایی  های 

باشد،  غذای بدون آفتکش که از اهداف توسعه پایدار نیز می

می دنبال  جد  روشبه  از  استفاده  و  کنترل شود  های 

کننده   زینبیولوژیک   مصرف  بین  خوبی  در  اقبال  با  گان 

است شده  از  .  (Liu et al., 2013)مواجهه  استفاده 

های مختلف با هدف اختلال در رشد، تکثیر  میکروارگانیسم

آنتاگونیست گفته می بیمارگرهای گیاهی،   شودیا عملکرد 

(Dukare et al., 2019)  .  اگرچه اولین گزارش آنتاگونیست

باکتری  میکروارگانیسم برای    Bacillus subtilisها،  که  بود 

بیماری پوسیدگی قهوه  بیولوژیکی  ناشی  کنترل  ای میوه هلو 

بیمارگر   است    Monilinia fructicolaاز  شده  استفاده 

(Pusey & Wilson, 1984)  بر مطالعات  بیشتر  اخیراً  اما   ،

در   است چراکه  معطوف شده  آنتاگونیست  روی مخمرهای 

با قارچ باکتری مقایسه  ها، مخمرها فواید متعددی دارند  ها و 

تجزیه  غیربیمارینظیر  ژنتیکی،  ثبات  طبیعی،  بودن  کننده  زا 

 Hernandez–Montiel et al., 2021; Zhang et)ها و...آن

al., 2020)  از طرفی اگر از مخمرها به عنوان قارچکش در .

محصولت استفاده شود، خطراتی بر روی برگ گیاه ایجاد  

آفتکش نمی خلاف  بر  و  میکند  شیمیایی،  در  های  توان 

استفاده  زمان نیز  برداشت  زمان  نزدیک  حتی  مختلف  های 

دغدغه  و  ندارد  کرد  وجود  کارنس  دوره  رعایت  های 

(Zhimo et al., 2021)  .متعددی در خصوص  گزارش های 

میوه   آبی  و  سبز  کپک  بیمارگر  روی  بر  مخمرها  اثربخشی 

تجاری   صورت  به  نیز  تعدادی  و  است  شده  ارایه  مرکبات 

است،   شده  ارایه  و  مخمر  تولید  مثال  عنوان   Candidaبه 

oleophila    تجاری نام   ,.Aspire  (Hammami et alبا 
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مخمر    (2022 تجاری    Cryptococcus albidusو  نام  با 

Yield Plus  (Taqarort et al., 2008)   کنترل منظور  به 

میوه   آبی  و  سبز  کپک  از  ناشی  برداشت  از  بعد  پوسیدگی 

شده  بازار  روانه  سایر اند.  مرکبات  برای  راستا  همین  در 

شده   ارایه  مخمرها  از  متنوعی  تجاری  ترکیبات  محصولت 

می  مورد  چند  به  و  آفتکش است  نظیر  نمود  اشاره  های  توان 

 Metschnikowia fructicola NRRLاز مخمر  Niloزیستی  

Y–27328   هسته و  بلوبری  فرنگی،  توت  انگور،  داران  برای 

(Authority et al., 2017)  ،Excellence Bio–Nature    از

از    Metschnikowia pulcherrima    ،Boni–Protectlمخمر  

مخمر   Nexyو    Aureobasidium pullulansمخمر   از 

Candida oleophila  (Droby et al., 2016; Sipiczki, 

بلاخره    (2020 مخمر    Zymaflore Egideو  دو  ترکیب  از 

M. pulcherrima    وTorulaspora delbrueckii  برای حفظ

انگور  و  میوه  آب  در  .  (Windholtz et al., 2021)زیستی 

میوه  از  نگهداری  برای  اینکه  دلیل  به  نیز  در    ایران  مرکبات 

آفتکش مختلف  انواع  از  انبارداری،  دوره  شیمیایی  طی  های 

های  شود، لذا معرفی و تولید انبوه میکروارگانیسم استفاده می

آفتکش  عنوان جایگزین  به  تجاری یک  بومی  شیمیایی  های 

 شود.اولویت بسیار خوب محسوب می

 

 روش بررسی

 برداری و جداسازی مخمرهانمونه 

از    1402برداری در پاییز  به منظور جداسازی مخمرها، نمونه 

نمونه باغ  شد.  انجام  مازندران  استان  مرکبات  شامل  های  ها 

که پیشتر از قارچکش استفاده هایبرگ و میوه ترجیحاً از باغ 

بود، جمع تعدادی  نشده  منتقل شدند.  به آزمایشگاه  و  آوری 

جمع  برگ  و  ارلن  میوه  داخل  در  باغ،  هر  از  شده  آوری 

لیتر  لیتر آب مقطر استریل به همراه یک میلیمیلی   100حاوی  

به مدت    20تویین   داده شده و  با    30قرار  دقیقه روی شیکر 

از    120 رورست  مخمرهای  تا  شد  داده  تکان  دقیقه  در  دور 

میکرولیتر از سوسپانسیون    50سطوح برگ جدا شوند. سپس  

آگار   مالت  کشت  محیط  روی  بر  به    (Malt agar)حاصله 

رشد   از  جلوگیری  منظر  به  شدند.  کشت  چمنی  صورت 

میزان   به  استرپتومایسین  سولفات  از    (w/v)0.1%باکتریها، 

(Wang et al., 2009)  آنتی همراه  کلرامفنیکل  به  بیوتیک 

((100ppm  سیلین  و آمپی(50ppm)  (Benbow & Sugar, 

در محیط کشت استفاده شد. تشتک کشت به مدت    (1999

سه روز پس از کشت دادن سوسپانسیون، در انکوباتور و در  

رشد    28دمای   مخمرهای  شدند.  نگهداری  سلسیوس  درجه 

خالص  برای  شد.  یافته  انجام  مخطط  کشت  مجدداً،  سازی 

مخمرهای خالص برای مطالعات بعدی، در یخچال نگهداری  

 شدند.  

 

 بندی مخمرهای خالص شدهگروه 

جدایه  زیاد  تعداد  دلیل  بین  به  از  آمده،  دست  به  مخمر  های 

فنوتیپی و عمدت بر اساس خصوصیات  بر اساس رنگ،    ا آنها 

جدایه    44بندی مقدماتی انجام و  حاشیه و ارتفاع پرگنه گروه 

 ها انتخاب شدند.  ها برای ادامه بررسیبه عنوان نماینده گروه 

 

 زایی و شناسایی آنتهیه بیمارگر، اثبات بیماری

های انباری که پیشتر با  برای تهیه بیمارگر کپک سبز، از میوه 

ها  اند ولی باز علایم بیماری بر روی آن قارچکش تیمار شده 

با   شدند.  منتقل  آزمایشگاه  به  و  انتخاب  بود،  یافته  توسعه 

توده  سترون،  لوپ  از روی  کمک  بیمارگر  اسپورهای  از  ای 

میلی چند  در  و  برداشته  با  میوه  همراه  سترون  مقطر  آب  لیتر 

میلی لیتر در لیتر( مخلوط و سپس    0.01)با غلظت    20تویین  

کشت    (WA)به صورت خطی روی محیط کشت آب آگار  

نگهداری    سلسیوس درجه    25ساعت در دمای    48و به مدت  

خالص برای  جوانه شدند.  اسپور  تک  چند  هر سازی،  زده 

محی روی  بر  مراحل  سایر  انجام  برای  و  انتخاب  ط  جدایه، 

با کمک    PDAکشت   تهیه سوسپانسیون  برای  شدند.  منتقل 

معادل   غلظتی  میلی  610هماسیتومتر،  هر  در  آب  اسپور  لیتر 

آلوده  برای  شد.  تهیه  جدایه  هر  برای  ابتدا  سترون  سازی، 

  10هایی بر روی میوه پرتقال رقم تامسون ناول ایجاد و  زخم

تزریق   بر روی آن  تهیه شده  از سوسپانسیون  شد.  میکرولیتر 

دمای   با  انکوباتور  در  میوه  نگهداری  روز  چهار  از    25پس 

جدایه سلسیوسدرجه   و  شد  ظاهر  بیماری  علایم  که  ،  ای 

ادامه   برای  است،  داشته  را  شدیدتری  علایم  تولید  توانایی 

ها، انتخاب شد. جدایه برتر بیمارگر با استفاده از کلید  بررسی



 ...جداسازی مخمرهای رورست مرکبات و: همكارانو  حاتمي 56

نظیر   ماکروسکوپی  خصوصیات  برپایه  تشخیص 

شناسی پرگنه، رنگ پرگنه از بال و پایین، میزان تولید  ریخت

اسپور و نیز از خصوصیات میکروسکوپی نظیر ابعاد کنیدیوم  

 و فیلالید و متول شناسایی شد. 

 

 ارزیابی توان بیوکنترل مخمرها بر روی میوه  

 تهیه مایه تلقیح )اینوکلوم( مخمر

کشت   محیط   Nutrient–Yeast extract–Glucoseمایع  از 

Broth (NYGB)   نوترینت براث هشت گرم، عصاره مخمر(

گرم در یک لیتر آب( برای مایه تلقیح    10پنج گرم، گلوکز  

شد   به  (Cao et al., 2001)استفاده  مخمرها  تلقیح  از  پس   .

تهیه ساعت بر روی شیکر    72ها به مدت  داخل محیط، ارلن 

دور   دمای    150با  در  و  دقیقه  در  سلسیوس،    25دور  درجه 

قرار داده شدند تا به خوبی رشد کنند. سوسپانسیون حاصله،  

مدت   سرعت    5به  با  سانتریفوژ    3000دقیقه  دردقیقه  دور 

به  (De Capdeville et al., 2002)شدند   با پخش رسوب   .

حاوی   سوسپانسیون  مقطر،  آب  در  آمده  سلول    810دست 

 لیتر تهیه شد. مخمر در هر میلی

 

 تهیه میوه با شاخص رسیدگی مناسب  

بایست میوه به  برای برداشت میوه و احیاتاً صادرات میوه، می

اندازه کافی رشد نموده و از نظر رسیدن وضع مطلوبی داشته  

نمو   و  رشد  میزان  بیانگر  میوه  اندازه  و  شکل  هرچند  باشد. 

می نیاز  میوه  فیزیولوژیکی  بلوغ  درجه  تعیین  برای  اما  باشند، 

 Total Solubleاست تا میزان ماده جامد محلول یا بریکس با  

Solid (TSS)  منظور بدین  که  شود  ارزیابی  دستگاه  آن  از 

مدل   دیجیتال  شد.    EZDO PDR–108رفرکتومتر  استفاده 

عدد میوه پرتقال رقم تامسون ناول    10برای این منظور تعداد  

های مختلف  سالم و یکنواخت از جهات مختلف و از بخش 

طرف به اندازه یک    درخت انتخاب شده، سر و ته میوه از هر 

روی   بر  قطره  یک  قسمت  هر  از  شد.  بریده  سانتیمتر  نیم  و 

صفحه رفرکتومتر قرار داده تا عدد بریکس به صورت درصد  

درجه   حداقل  رایج  استانداردهای  اساس  بر  شود.  داده  نشان 

بریکس برای پرتقال باید شش و نیم باشد که این عدد برای  

خواهد   حاصل  بعد  به  آذر  اول  نیمه  از  معمولً  تامسون  رقم 

نیمه دوم آذر   شد، بدین منظور نمونه های میوه مرکبات در 

 ماه به بعد برای آزمایش برداشت شد.

 

 ضدعفونی و برش میوه 

ابتدا   مخمرها،  بیوکنترل  توان  مقدماتی  ارزیابی  منظور  به 

میوه  پوست  روی  بر  شد.  آزمایش  انجام  خورده  برش  های 

ها ابتدا در آب معمولی شسته، پس از  برای این کار ابتدا میوه 

غلظت   با  سدیم  هیپوکلریت  محلول  با  شدن    20خشک 

گرم در لیتر به مدت یک دقیقه ضدعفونی انجام شد تا  میلی

 Kassim) سایر عوامل میکروبی رورست میوه حذف شوند

et al., 2020) ها  ، پس از آبشویی مجدد با آب سترون، میوه

 در شرایط دمای اتاق خشک شدند.

 

بررسی کارآیی مخمر در مهار بیمارگر کپک سبز بر  

 روی پوست میوه 

از   ناشی  های  خسارت  از  خیلی  عمل،  در  که  آنجایی  از 

انبارداری عمدتاً   پوسیدگی میوه مرکبات در طی برداشت و 

باشد،  های سطحی ایجاد شده بر روی میوه میبه دلیل خراش 

برس از  استفاده  با  آن،  مشابه  نیز  آزمایشگاه  بر  در  زبر،  های 

شد به  هایی کوچک ایجاد  روی سطوح خارجی میوه خراش

اسانس  تراوش  بتوان  که  میوه    طوری  سطوح  روی  بر  را 

نشان می  اسپورهای  مشاهد کرد که  برای ورود  منافذی  دهد 

بیمارگر تشکیل شده است. پس از ایجاد خراش، پوست میوه 

سانتی  در سه  ابعاد سه  میوه به  شد.  داده  برش  به مدت  متر  ها 

ثانیه داخل سوسپانسیون تهیه شده مخمر قرار داده شده و    60

بعد بر روی کاغذ صافی قرار داده تا کاملا خشک شود. پنج  

ساعت پس از تلقیح با سلول مخمر به عنوان عامل بیوکنترل،  

پوست خارجی    10 بر روی  بیمارگر  میکرولیتر سوسپانسیون 

میوه و در مرکز قطعه برش داده شده قرار داده شد. در نمونه  

ها  نمونه سوسپانسیون بیمارگر استفاده شد.  شاهد مثبت تنها از  

درصد قرار داده شد. به    90در داخل ظروفی با رطوبت بالی  

ظروف   در  مرطوب  صافی  کاغذ  از  رطوبت  تامین  منظور 

کاملاً   طرح  قالب  در  آزمایشات  کلیه  شد.  استفاده  مورد 

 27تصادقی با سه تکرار انجام شد. برای هر جدایه مخمر نیز  

 پوست میوه برش خورده در نظر گرفته شد. 
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 بررسی مخمرها در مهار تولید اسپور توسط بیمارگر 

از آنجایی که بیمارگر کپک سبز مرکبات دارای اسپورهای  

می تا  هوازاد  شود  سبب  که  عاملی  هر  رو  این  از  باشد، 

کاهش   سبب  طبیعتاً  شود،  تولید  کمتری  اسپورهای 

های ثانویه در طی دوره انبارداری خواهد شد. بدین  آلودگی 

اسپور    20منظور   تولید  میزان  سازی،  آلوده  از  پس  روز 

بیمارگر   با شاهد فقط  مقایسه  با مخمر در  تعامل  بیمارگر در 

تکه  کلیه  منظور  این  برای  شد.  هر  ارزیابی  میوه  پوست  های 

با   ارلن  داخل  در  ریخته  میلی  300تکرار  سترون  آب  لیتر 

دو   مدت  به  تویین،  قطره  چند  کردن  اضافه  از  پس  شده، 

قرار داده شد    دور در دقیقه  150بر روی شیکر با دور  ساعت  

تا کلیه اسپورها در داخل آب شناور شوند، سپس با استفاده  

میلی هر  در  اسپور  تعداد  هماسیتومتر،  لم  محلول  از  لیتر 

 شمارش شد.

 

 شناسایی مخمرهای برتر با استفاده از تعیین ترادف 

 DNAاستخراج 

روش    DNA  استخراج شد  CTABبه   Ausubel et) انجام 

al., 2003) .ط یمح یرو  مقداری از پرگنه تازه کشت شده بر  

آگار   مالت  لوله (،  ساعته  48تا    24)  MAکشت    ی هابه 

 Cetyl Trimethylبافر    تریکرولیم  600  ی حاو  میکروتیوب

Ammonium Bromide (CTAB)    و شد  داده  انتقال 

شد. پس    هی ته  یامخمر با کدورت قابل ملاحظه  ونیسوسپانس

نمونه  زدنهمبه از   به مدت  کامل،  دما  قهیدق  30ها   65  یدر 

  10قرار داده شد و هر  آب ولرم  در    وس یدرجه سلس  70  یال

  تر یکرولیم  600  ، سپس تکان داده شد  یها به آراملوله   قه،یدق

خنک  با    الکل  لیایزوآمترکیب   لولهکلروفرم  و  اضافه    به 

ر  د  قهیدقده    ها به مدتشد. نمونه هم زده  به   یبه آراممجدداً  

  200شدند و در ادامه مقدار    وژیسانتریف  قهیدور در دق  12000

منتقل    دیبه لوله اپندورف جد  یاز فاز روی  تریکرولیم  300یال

ایزوپروپانول    (تریکرولیم  300تا    200  )  شدند و هم حجم آن

به   از    لولهخنک  پس  و  شد  آرام به اضافه  زدن  مدت    هم  به 

 قرارسلسیوس  درجه  20با دمای منفی    در فریزر،  یک ساعت

مداده شد ب  وب یکروتی.  دور   13000در    قهیدق  10مدت    ه ها 

دق محتو  وژ یسانتریف  قهیدر  تخلیه    اتیو  و  بالیی    1000شده 

سرد    70الکل    تریکرولیم باقیمانده  درصد  رسوب  اضافه  به 

به آراملوله مجدداً  شد،   به مدت  هم زده  به   یها    سه و سپس 

سانتریف  13000در    قه یدق  پنج   یال کلیه  شدند.    وژیدور 

م در  تخلیه    وبیکروتیمحتویات  گرفتن  قرار  از  پس  و  شده 

آن   به  رسوب،  شدن  خشک  و  هود  آب    تریکرولیم  70زیر 

  خچال یساعت درون    24اضافه کرده و بعد از    لیمقطر استر

شش   تا  به    ینگهدار  سلسیوسدرجه  چهار  آن  از  پس  و 

 انتقال داده شدند.  سلسیوسدرجه  20منفی  زریفر

 

 برای تعیین ترادف  D1/D2تکثیر ناحیه 

ناحیه   ترادف  تعیین  از  مخمرها  شناسایی  با    D1/D2برای 

–ʹD1:(5آغازگرهای

GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG –3ʹ)    وD2: 

(5ʹ–GGTCCGTGTTTCAAGACGG –3ʹ)    .استفاده شد

تولید شد.    bp600–564ای به طول  ناحیه، قطعهاین    PCRدر  

در    هی اول  یشامل مرحله واسرشته ساز  ییو دما  یزمان  طیشرا

چرخه   28  سپس  قه،یدق  5به مدت    سلسیوسدرجه    94ی  دما

به    سلسیوس درجه    94ی  در دما  ی مجزا )شامل واسرشته ساز

دقیقه،    مدت به  یک  آغازگر  مدت    یژنوم  DNAاتصال  به 

دماثانیه    40 گسترش    سلسیوسدرجه    60یدر  در    DNAو 

و سرانجام  هی انث  65مدت به    سلسیوس درجه    72ی  دما   ک ی( 

درجه    72ی  در دمای به مدت هفت دقیقه و  مرحله بسط نهائ

 در نظر گرفته شد.  سلسیوس

 

 نتایج  

 شناسایی بیمارگر 

از خصوصیات ماکروسکوپی شامل   بیمارگر،  برای شناسایی 

میزان   پایین،  و  بال  از  پرگنه  رنگ  پرگنه،  شناسی  ریخت 

ابعاد  نظیر  میکروسکوپی  خصوصیات  از  نیز  و  اسپور  تولید 

سطحی  با  اسپورها  شد.  استفاده  متول  و  فیلالید  و  کنیدیوم 

میکرومتر، به صورت بیضوی تا    4×6صاف با ابعادی حدود  

ابعادی حدود  استوانه  به  سیلندری  فیالید  و    13ای،  میکرومتر 

متوسط   طور  به  سیلندری  نیز  می   17متول  باشد.  میکرولیتر 

هاله  پرگنه و  سبز  رنگ  با  میوه،  روی  بر  شده  ایجاد  های 

وجود   به  بیشتری  وسعت  با  آن  دراطراف  سفید  میسلیوم 
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مشخصه می از  که  بیمارگر  آید    باشد می  P. digitatumهای 

(Palou, 2014) . 

 

 ماده جامد محلول میوه پرتقال رقم تامسون 

نظیر   فیزیکی  به همراه سایر خصوصیات  که  این شاخص  از 

رنگ و اندازه که برای ارزیابی شاخص رسیدگی برای تعیین  

می استفاده  برداشت  درست  نتایج  زمان  شد.  ارزیابی  شود، 

بریکس   دارای  تامسون  پرتقال  که  داد  و  می  10نشان  باشد 

 استانداردهای لزمه برای برداشت را دارا می باشد. 

 

بررسی کارآیی مخمر در مهار بیمارگر کپک سبز بر  

 روی پوست میوه 

)میوه  انبار  دمای  شرایط  در  روز  شش  شده  آلوده    10های 

علایم  سلسیوسدرجه   مدت  این  طی  در  شدند.  نگهداری   )

نتایج نشان می  دهد  بیماری به تدریچ ظاهر و نتایج ثبت شد. 

بیمارگر در   توسعه  مهار  توانایی خوبی در  از مخمرها  برخی 

داشته  شاهد  با  در    (.1اند)شکل  مقایسه  نتایج،  ثبت  از  پس 

تصادفی کاملاً  طرح  تجزیه   SASافزار  نرمکمک  با    قالب 

واریانس   تجزیه  از  حاصل  نتایج  شد.  انجام  آماری  وتحلیل 

تیمار   هر  در  بیماری  بروز  درصد  بین    دهدمینشان  حاصل 

تفاوت   استفاده  بیمارگر   داریمعنیمخمرهای مورد    در مهار 

سطح درصد  در  دارد   یک  به  (.  1)جدول    وجود  توجه  با 

توان  ، می  یک درصد  ها در سطح احتمالدار شدن داده معنی

از نظر توان بازدارندگی از رشد    گفت تیمارهای اعمال شده 

با  مرکبات  میوه  های پوست  تکه بر روی  بیمارگر کپک سبز  

روش  توان با ت می باشند که این تفاوت را مییکدیگر متفاو

در بین مخمرها توانایی متفاوتی در  .  بندی نموددانکن، گروه 

ها مهار بیمارگر برای ایجاد بیماری مشاهده شد، برخی از آن 

انجام دهند تا مهار بسیار خوبی را  بودند  این اساس  قادر  . بر 

می را  در  کلیه مخمرها  آماری    14توان  با گروه  مجزا  گروه 

 (. 2بندی کرد)جدولیکسان گروه 

  

 
توانایی مهار بیماری کپک سبز میوه مرکبات توسط مخمرهای برتر بعد از شش روز نگهداری در شرایط انباری در مقایسه    –1شکل

 با شاهد   
Fig. 1. The ability to control green mold disease in citrus fruits by superior yeasts after six days of storage under 

packinghouses conditions in compared to the control 

 

 تجزیه واریانس درصد بروز بیماری در تعامل انواع مخمرهای رورست بومی برای مهار بیمارگر کپک سبز میوه مرکبات   –1جدول 
Table 1. Analysis of variance of disease incidence percentage in the interaction of native yeast species for the 

control of citrus fruit green mold pathogen 

Source DF  Mean Square F Value Pr > F 
Model  54 2952.3 14.67**     <.0001 

Error  110 201.2   

Corrected Total 164    

Coeff. Var .= 21 

 ** There is a significant difference at the 1% level 
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 بندی درصد بروز بیماری کپک سبز مرکبات در تعامل بیمارگر با مخمرهای مورد بررسی و گروه  . مقایسه میانگین 2جدول 
Table 2. Comparison of mean and grouping of percentage incidence of citrus green mold disease in pathogen 

interaction with studied yeasts 

Yeast Treatment Duncan 

Grouping 

Disease  

Incidence 

Mean(%) 

 Yeast 

Treatment 

Duncan 

Grouping 

Disease  

Incidence 

Mean(%) 
Control, 407,509,620,800 a 100  202D2 bcdefg 59.33 

406, 500, 510, 601, 621, 803 ab 96.3  11 cdefg 56 

7, 12, 200, 404, 411, 508, 515, 618 abc 92.67  700,703D2 cdefg 55.67 

604 abcd 89  513 cdefg 55.33 

5, 6, 8, 408, 416, 707 abcd 85.3  702 defgh 52 

415 abcd 81.67  705 D2 efghi 40.33 

403 abcd 77.67  302–1 fghij 33.33 

9 abcde 74.3  4, 10, 300 ghij 25.67 

404 D abcde 74  304D2 hij 18.33 

1 abcde 70.67  D504, 507D2 ij 7.33 

2 abcdef 66.67  501D2, 506D2 j 3.67 

3, 404 C, 414, 514 abcdef 66.33  610D2, 617D2 j 0 

602 abcdef 63     
* In the control treatment, only a pathogen suspension with a concentration of 104 cfu/ml was used. 

 

 

اسپور   تولید  مهار  در  مخمرها  توان  میزان  بررسی 

 توسط بیمارگر 

در   بیمارگرها  توسط  اسپور  تولید  مهار  میزان  بررسی  برای 

روز پس از آلوده سازی، تعداد اسپورها    20مقایسه با شاهد،  

دهد که  با کمک لم هماسیتومتر شمارش شد. نتایج نشان می

به ترتیب  میانگین تعداد اسپورها در هر یک میلی ×    610لیتر 

میلی   5 هر  در  به  سلول  بیمارگر  تیمار  برای  سوسپانسون  لیتر 

و   مثبت  شاهد    2.5×    610و    3×    610،  4.25×    610عنوان 

میلی هر  در  جدایه سلول  برای  سوسپانسون  ، 2D506هایلیتر 

2D610  ،2D504   می نشان  نتایج  این  باشد.  که  می  دهد 

نظر از توانایی در مهار توسعه بیمارگر، مانع از  مخمرها صرف

شده  نیز  اسپور  سبب  تولید  اینوکلوم  کاهش  این  که  اند 

 های ثانویه در انبار نیز خواهد شد. کاهش آلودگی 

 شناسائی مخمرهای موثر بر اساس خصوصیات ژنتیکی

ها پس از تکثیر  آن   D1/D2برای شناسائی مخمرها، ناحیه بین 

در    PCRبا   شد.  ترادف  قطعهاین    PCRتعیین  به  ناحیه،  ای 

چندگانه    یساز  فیهمرد یبرا   تولید شد.  bp600–500طول 

(multiple alignment ترادف از    ی ها(  آمده  بدست 

بررس  یهاه یجدا نرم  ،یمورد    Bioedit 7.0.9.0افزار  از 

افزار نتایج حاصل از تعیین ترادف، با کمک نرم  استفاده شد.

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)    در

اطلاعاتی    NCBI  (National Center forپایگاه 

Biotechnology Information)   ترادف موجود  با  های 

% پایه  بر  شد.  مقایسه  تشابه    99–100مخمرها  درصد 

های در  نوکلئوتیدی بر اساس جدول شناسایی شدند و جدایه 

تشابه و    سهیمقا  یبرا(.  3ثبت شدند )جدول    NCBIبانک ژن  

ژنت سابه   ی هاترادف   یکیفاصله  همراه  به  آمده   ریدست 

استاندارد    یهاترادف از  مخمرهای  از  GenBankبرگرفته   ،

شد       Mega Xرافزانرم (.  (Felsenstein, 1989)استفاده 

و    Neighbour–Joining  آماری   با روش  یکیلوژنتیدرخت ف

مدل   فاصله  کسیماتر اساس   میترس  Jukes–Cantor  بر 

 (. 2)شکل   (Jukes & Cantor, 1969) دیگرد

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/
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توالیمشخصات    –  3  جدول بیولوژیکی    مخمر  یها هیجداهای  ثبت  کنترل  آزمون  در  مناطق  برتر  جغرافیایی  مشخصات  ارایه  و 

 جداسازی از استان مازندران 
 Table 3. Sequence accession numbers of superior isolates in biological control assay and their geographical 

origins from Mazandaran province. 

Similarity 

(%) 
D1/D2 domain closest type strain 

Accession Nr 

D1/D2 domain 

in NCBI 
GPS position Isolate 

100 Hanseniaspora uvarum CBS286 T PQ686301 N36.497553 

E52.889628 501 D2 

99.8 H. occidentalis CBS783 T PQ180322 N36.497553 

E52.889628 506 D2 

100 Pichia kluyveri CBS7275 T PQ180320 
N36.42288 

E52.91681 
D 504 

100 P. kluyveri CBS7275 T PQ686308 
N36.42288 

E52.91681 
507 D2 

99.8 H. uvarum CBS2585T PQ686322 
N36.475903 

E52.132050 
610 D2 

99.8 H. uvarum CBS2584 T  PQ686323 
N36.475903 

E52.132050 
617 D2 

 

 
استاندارد بر اساس اساس    ی قارچ  ی ها ه ی با جدا  ز یو ن   گر یکدیمرکبات با    برتر   مخمر رورست   ی ها ه ی جدا  ی کیلوژنت ی ارتباط ف  –2شکل  

با    Jukes–Cantorفاصله بر اساس روش    کس ی و ماتر  م ی ترس  Neighbour–Joining. دندروگرام به روش  D1/D2 LSU  ه ی ناح   ی توال

 Neutospora.  نکرار در هر گره نشان داده شده است   700و مقادیر مساوی و یا بالتر از    محاسبه شده است   Bootstrapتکرار    1000

crassa    به عنوانoutgroup   است   گاه یدر هر جا  د ی نوکلئوت  1/0 ر ییکار برده شده است. خط نشانه منعکس کننده تغ به 
Fig. 2. Phylogenetic relationship of citrus superior epiphytic yeast isolates to each other and to standard fungal 

isolates based on the D1/D2 LSU region sequences. Dendrograms were drawn using the Neighbor–Joining 

method and distance matrices were calculated using the Jukes–Cantor method with 1000 Bootstrap replicates. 

Bootstrap values of 700 or more (from 1,000 replicates) are indicated at the nodes Neutospora crassa was used 

as an outgroup. The dashed line reflects a 0.1 nucleotide change at each position . 
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 بحث

می تلاش  کشاورزی  حوزه  در  حفظ  امروزه  ضمن  تا  شود 

تولید   به  اجتماعی  و  اقتصادی  محیطی،  زیست  پایداری 

شود.   رسیده  مطلوب  و  ایمن  کشاورزی  محصولت 

میبرنامه کشاورزی  بخش  در  درست  موجب  ریزی  تواند 

چالش  و  تهدیدها  از  زیادی  بخش  گردد.  کاهش  ها 

های اقتدار و امنیت ملی هر کشوری  کشاورزی یکی از مقوله 

با   پایدار  کشاورزی  گرو  در  غذایی  امنیت  تأمین  زیرا  است 

می بهره  بال  تولید  وری  اخیر،  سالیان  در  بنابراین  باشد. 

باشد، لذا ضروری  ها می محصول سالم، رویکرد اصلی دولت

اثر   نقطه  با  و  بی خطر  یا  کم  موثر،  زیستی  آفتکش  تا  است 

قارچکش با  مقایسه  در  ارایه  هامتمایز  قبلی،  شده  مصرف  ی 

دست   شده  ذکر  اهداف  به  بیشتری  اطمینان  با  بتوان  تا  شود 

در این بررسی از اکوسیستم روروست شاخ و برگ و  یافت.  

سازی شدند، پس  میوه مرکبات، مخمرها جداسازی و خالص

گروه  جدایه از  مقدماتی  نماینده بندی  از  ها،  و  انتخاب  هایی 

نتایج  آن شد.  استفاده  میوه  روی  بر  بیوکنترل  آزمون  در  ها 

ترادف ها و شناسایی جدایهبررسی تعیین  بر اساس  برتر  های 

 Hanseniasporaهای  دهد که جدایهنشان می  D1/D2 ناحیه

occidentalis  ،H. uvarum    وPichia kluyveri    نظر از 

قرار   مخمرها  سایر  از  برتر  بیمارگر  مهار  در  کارایی  میزان 

مربوط   D501 2و    D617    ،2 D610 2های  گیرند. جدایهمی

مخمر   را    H. uvarumبه  بیمارگر  مهار  در  کارایی  بیشترین 

جدایه  است.  قرار   2D506  داشته  کارآیی  بعدی  درجه  در 

گونه  به  متعلق  و  و  میH. occidentalis   داشته  باشند 

گونه    504Dو    2D507های  جدایه  به    P. kluyveriمربوط 

است.   داشته  پیشین  گونه  دو  به  نسبت  کمتری  عملکرد 

بیماری    H. uvarumعملکرد مخمر   مهار  بررسی در  این  در 

های پیشین سایر  کپک سبز بسیار عالی بوده است. در بررسی

گزارش نیز  خوب  محققان  بخشی  اثر  بر  مبنی  متعددی  های 

ارایه کرده  بیماری  بر روی   ,.Taqarort et al)اند  این گونه 

تیمار شده    روز پس از نگهداری میوه   7. در تحقیقی،  (2008

دمای   در  مخمر  این  آلودگی  سلسیوسدرجه    20با  میزان   ،

الی    P. digitatum  30کپک سبز در پرتقال ناشی از بیمارگر  

درصد کاهش یافت و برای اثربخشی بیشتر در ترکیب با    35

اسید فسفاتیدیل کولین فیتیک میزان درصد بروز آلودگی به  

کاهش    5–6سطح   در  .  (Li et al., 2016)  یافتدرصد 

درصد    بررسی توانست  مخمر  همین  ناشی  دیگر،  پوسیدگی 

میزان   به  را  مرکبات  سبز  کپک  کاهش    66.67از  درصد 

مخمر    . (Liu et al., 2017)دهد این  توانایی  نیز،  کیوی  در 

بیمارگر   دو  مهار   Alternaria  و   Botrytis cinereaبرای 

alternata    25نشان داد پس ازچهار روز نگهداری در دمای  

درصد در مقایسه    45–53، آلودگی تا سطح  سلسیوسدرجه

با شاهد کاهش یافت و این درحالی است که اگر در ترکیب  

–35با بتا آمینوبوتیریک اسید باشد، درصد بیماری تا سطح  

. در  (Cheng et al., 2019)  درصد کاهش خواهد یافت   30

غلظت  با  این مخمر  نیز  مهار    cells/mL  810×1  انگور  سبب 

بیمارگر   که    Botrytis cinereaنسبی  طوری  به  است  شده 

حد   تا  شاهد  با  مقایسه  در  بیماری  درصد    8/51ایندکس 

یافت   می.  (Qin et al., 2015)کاهش  د  وشتصور 

های دفاعی مانند افزایش مقدار  در مکانیسم   اسید   لیسیلیکسا

های قارچی است، لیگنین که مکانیسم مهمی در برابر عفونت 

با    (Ahima et al., 2020)دارد    موثری  نقش ترکیب  در  و 

 Qin)نیز در افزایش فعالیت  این آنزیم موثر است    این مخمر

et al., 2015)  .مخمر این  در  مکانیسم  برای  متنوعی  های 

بیولوژیکی ارایه شده است، نظیر تولید  ترکیبات فرار    کنترل 

(Oztekin et al., 2023)  ،  القاء مقاومت در تحریک سیستم 

ژن  فعال شدن  و  میزبان  آنزیمگیاه  و    GLUو    CHTهای  ها 

با استفاده  و .... . همچنین    (Cheng et al., 2019)  در کیوی

تولید   کاهش  سبب  آنتاگونیستی  خصوصیات  از 

تولیدی    .Aتوسط    (AOH, AME, TeA)مایکوتوکسین 

alternata   انگور می از  (Prendes et al., 2021)  دگرددر   .

با  گزارش  H. occidentalisمخمر   مقایسه  در  کمتری  های 

خانواده   از  مخمر  این  است.  شده  ارایه  قبلی  گونه 

Saccharomycetaceae    در شاخهAscomycota  باشد و  می

قارچ   به  متعلق  آن  غیرجنسی    Kloeckera javanicaفرم 

توان از خاک و نیز از روی سطوح انگور پیدا  باشد که میمی

نمونه  پوسیده کرد،  مرکبات  از  نیز  جنس  این  از  هایی 

)پرتقال، لیموترش، نارنگی و گریپ فروت( در آرژانتین نیز  

. در ایران نیز  (Spencer et al., 1992)  جداسازی شده است



 ...جداسازی مخمرهای رورست مرکبات و: همكارانو  حاتمي 62

بیمارگر  روی  بر  گونه  این  خوب  تاثیر  بر  مبنی  گزارشی 

Botrytis cinerea  است ارایه شده   Alizadeh et)در سیب 

al., 2020)  مخمر  .P. kluyveri    آسکومیست نیز هایی از 

باشد و در مرحله  مرتبط می  Pichiaceaeاست که به خانواده  

تولید اسکوسپور می  ,.Buzzini et al)کندتولیدمثل جنسی 

 . در بررسی شرایط آزمایشگاهی نشان داد این مخمر(2017
است غلظت   قادر  با  کشت  تشتک  روی   1×810 بر 

cells/mL  بیمارگرهای  ،Monilinia laxa    وBotrytis 

cinerea    میزان به  ترتیب  به  درصد کاهش   5/44و    6/54را 

. این مخمر با همین  (Mewa Ngongang et al., 2021)دهد

توانست   قارچ غلظت  از  ناشی  بیماری  بروز  درصد  میزان 

Alternaria alternata    میزان به  در    4/7–  7/20را  درصد 

دهد  کاهش  شاهد  با    . (Vilaplana et al., 2020)  مقایسه 

می مخمر  تاثیر  میزان  اوقات  حد  گاهی  در  تواند 

باشد.  آفتکش کارا  نیز  مثال،  شیمیایی  عنوان  بررسی به  در 

مهار   اژدهای در    اه یس  ی دگیپوستوانایی  توسط    میوه  قرمز 

Candida inconspicua    وPichia kluyveri    پس از  ، نتایج

نگهدار  21 مخمرها  ی روز  داد  ب  ست ی آنتاگون  یبا  به  نشان 

  ی در حالاین    افت، ی  آلودگی کاهش  ٪ 7.4  و ٪20.5ه    بیترت

ب ا  ماریت  وه یمدر    یماریکه  با    میزان   بهتنها    لیمازالیشده 

در    .(Vilaplana et al., 2020)است    افتهی  کاهش  47.6٪

بر روی کپک آبی میوه    P. kluyveriایران نیز از تاثیر خوب  

است شده  گزارش  آزمایشگاهی  بررسی  در   مرکبات 

(Ghasemi et al., 2011)  یکی از نکات منفی در خصوص .

روش از  بیماری استفاده  مدیریت  برای  فیزیکی  های  های 

باشد. خوشبختانه  میوه، احتمال تاثیر منفی بر کیفیت میوه می

مخمر   مورد  کنترل تاکنون  در  مخمرهای  منفی  تاثیر  هیچ 

نشد مشاهده  ای  میوه  هیچ  در  قبلاً    .زیستی  محقق  چندین 

بر   تأثیری  زیستی  کنترل  مخمرهای  که  اند  داده  گزارش 

و   محلول کل  مواد جامد  میوه،  مانند سفتی  کیفی  معیارهای 

 Li et).اسیدیته قابل تیتراسیون در طول ذخیره سازی ندارند

al., 2017; Qin et al., 2015; Solairaj et al., 2020; 

Vilaplana et al., 2020)  .  که دریافتند  همکاران  و  حبیبا 

میوه   های    کینوسفتی  نمونه  برای  نگهداری  دوره  افزایش  با 

تیمار نشده و تیمار شده با مخمر به طور قابل توجهی کاهش  

و   محلول  جامد  مواد  کل  افزایش  این،  بر  علاوه  است  یافته 

های تیمار شده با مخمر  افت غلظت اسید اسکوربیک در میوه 

 های گیاهی تیمار نشده کمتر بوددر مقایسه با مجموعه میوه 

(Noreen et al., 2019)  .کنترل  د مخمر  از  استفاده  مورد  ر 

  ر یمسئله اثر مضر مخمر و هر گونه اثر تخم  نیترمهم  ،یستیز

زخم منفی    است.   وه یم  یهادر  تاثیر  هیچ  زیاد،  احتمال  به 

نشمخمرهای کنترل زیستی در هیچ میوه    .ه استای مشاهده 

گزارش  اساس  پیشین، بر  محققان  کنترل    های  مخمرهای 

مواد   میوه،  سفتی  مانند  کیفی  معیارهای  بر  تأثیری  زیستی 

ذخیره  طول  در  تیتراسیون  قابل  اسیدیته  و  محلول کل  جامد 

 Li et al., 2017; Qin et al., 2015; Solairaj)سازی ندارند

et al., 2020; Vilaplana et al., 2020)  .  نتایج به  توجه  با 

رسد پتانسیل خوبی  پیشین، به نظر می  تحقیقاتاین بررسی و  

بومی   بیوکنترل  عوامل  این  توان  از  استفاده  برای  کشور  در 

 توان از آن بهره بیشتری برد. وجود دارد که می
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Abstract  

Green mold (Penicillium digitatum) is one of the most important diseases of citrus fruits during the 

postharvest and storage stages, which causes significant damage if not properly managed. In recent years, this 

pathogen has been controlled by the use of chemical fungicides. In order to reduce fungicide application and 

eliminate toxic residues, it is necessary to use other management methods. Use of microbial agents in biological 

control is one of these methods. Based on previous reports on the ability of yeasts to inhibit pathogens, the 

ability of native isolates to inhibit pathogen that cause green mold has been investigated. For this study, citrus 

fruit and leaf samples were gathered from various areas in Mazandaran province during autumn of 2023. Yeast 

colonies were then isolated and purified in the lab by using malt agar medium. Due to the large number of 

isolates, representatives of isolates were selected based on their phenotypic characteristics (shape, color and 

margin of the colony, physiological characteristics). The test was conducted on citrus fruits of the Thomson 

Novel variety and its Soluble solids concentration (SSC) content was determined to be 10 °Brix at the time of 

harvest. The biocontrol test was carried out on the citrus fruit with 44 yeast isolates. The fruit pieces were 

initially placed in a yeast suspension with a concentration of 10^8 cells per milliliter of sterile water, and after 

being stored for five hours at room temperature, 10 microliters of the green mold with a concentration of 10^4 

cells per milliliter was added to the center of each cut piece. Fruits were stored under packinghouses conditions 

with over 90% humidity for six days until symptoms of disease appeared. The results of variance analysis based 

on the percentage of disease occurrence indicated that among the yeasts, there was a significant difference at a 

1% level, regarding their ability to inhibit the green mold pathogen under storage conditions. Comparing the 

average percentage of disease incidence based on according to Duncan’s multiple range test at significance level 

1% shows that the yeasts in the two statistical groups performed very well. Sequencing the D1/D2  domain 

within the Large subunit ribosomal ribonucleic acid (LSU rDNA) region was employed to detect these 

outstanding isolates. According to the results, the top–performing yeasts were Hanseniaspora uvarum, 

Hanseniaspora occidentalis, and Pichia kluyveri. So that after six days, they had complete inhibition of the 

occurrence and development of the pathogen compared to the control. 
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