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  چکیده
به منظور شناسـایی ایـن   . باشند	دار می	فیت مولد هسته یخ، یکی از عوامل تشدید کننده سرمازدگی و شانکر در درختان میوه هسته	هاي اپی	باکتري

هاي آلبالو، گیلاس، زردآلو، آلو، هلو، شلیل، بادام و گوجه سبز در اسـتان خراسـان رضـوي    	نمونه از سرشاخه 248، تعداد 1392ها، در بهار سال 	باکتري
غ و از هر باغ چهار درخت بصورت تصادفی انتخاب از هر منطقه دو با. آوري گردید ، جمع)مشهد، شاندیز، کنگ، نقندر، زشک، اخلمد، چناران و نیشابور(

از هر نوع تیپ . هاي مختلف تخمین زده شد ها در مناطق و میزبان ها در هر گرم بافت گیاهی، جمعیت کل باکتري	با شمارش تعداد کلنی باکتري. شدند
این . جدایه مولد هسته یخ بودند 110جدایه بررسی شده،  820از میان . کلنی به طور تصادفی انتخاب شدند 10کلنی مشاهده شده بر روي محیط کشت، 

ها بـه  	درصد از جدایه 3و  6، 8، 27، 56دست آمده،  هاي به بر اساس داده. هاي مورفولوژیکیو بیوشیمیایی تفکیک گردیدند	ها با استفاده از آزمون	باکتري
شناسـایی  .Xanthomonasspو Pseudomonas syringae ،P. fluorescens ،P. viridiflava ،Pantoeaagglomeransترتیب به عنوان 

بنابراین . هاي مولد هسته یخ، رابطه مستقیمی وجود دارد	نتایج مطالعه حاضر، تأیید کرد که بین علایم شانکر، خسارت سرمازدگی و جمعیت باکتري. شدند
هـاي  	در این تحقیق انواع گونـه . بینی وقوع سرمازدگی برخوردار است ر پیشاي د	هاي مولد هسته یخ از اهمیت ویژه شناسایی و تخمین جمعیت باکتري

 .ها براي اولین بار ارزیابی شده است باکتري مولد هسته یخ در باغات هسته دار استان خراسان رضوي مشخص و نوسانات جمعیت آن
 

 دار	میوه هسته هاي مولد هسته یخ، جمعیت، درختان	استان خراسان رضوي، باکتري :هاي کلیدي	واژه
 

    1 مقدمه
محصولات مختلف درختـان میـوه   با توجه به اهمیت روز افزون 

دار مانند هلو، شلیل، گوجه سبز، آلو، زردآلو و گیلاس در الگوي 	هسته
هاي ایرانـی، ایـن تولیـدات بـه عنـوان زیـر مجموعـه        	غذایی خانواده

مسـئله  ). 3(باشـند  	اي برخـوردار مـی   محصولات باغی از اهمیت ویژه
مشکلات اساسی بخش کشاورزي است و سرمازدگی در ایران یکی از 

میلیـارد تومـان    2000طبق آمار وزارت جهاد کشاورزي سالانه حدود 
  ).31(شود 	خسارت سرمازدگی به محصولات کشاورزي وارد می

هـاي آن بـیش از پـیش کنـد      ، حرکت مولکـول آببا سرد شدن 
تعــدادي از ی انــرژي جنبشــی شــود و ســرانجام در دمــاي معینــ مــی

تواننـد   شود که نیروهاي بین مولکولی می ها به قدري کم می مولکول
در ایـن حـال انجمـاد آغـاز     . ها را در یک شبکه بلوري نگه دارنـد  آن
تدریج در نقاطی از شـبکه بلـوري    انرژي به هاي کم	شود و مولکول می

گراد 	درجه سانتیآب به طور بالقوه در دماهاي زیر صفر  .گیرند قرار می
                                                        

سابق کارشناسی ارشـد، اسـتادیار و دانشـیار گـروه     دانشجوي  به ترتیب -3و  2، 1
  گیاهپزشکی، دانشکده کشاورزي، دانشگاه فردوسی مشهد

  )Email: starighi@um.ac.ir                             :نویسنده مسئول(* 

گونه ناخالصی در دماي  آب کاملاً خالص و بدون هیچ. شود	منجمد نمی
هاي موجود در آب شـامل  	ناخالصی. زند	گراد یخ می	درجه سانتی -40

شـوند  	هاي مولد هسته یخ و غیره موجب مـی 	ذرات گردوغبار، باکتري
). 42(گراد، منجمد گـردد  	درجه سانتی -2که آب در دماهاي بالاتر از 

هـاي اصـلی   	توانند به عنوان تشکیل دهنده	ها می این باکتريدر واقع 
هاي 	هسته یخ فعال در روي برگ عمل نموده، و با تشکیل کریستال

  ).2( را وارد دیواره سلولی یا پروتوپلاسم کنند ها	آن ،یخ
اتفاق هاي گیاهان  به طور کلی یخ زدگی طی سه مرحله در سلول

در اولین مرحله از یخ زدگی، آب بین سلولی منجمـد شـده و   . افتد می
سپس، فشار بخار آب ایـن ناحیـه، کـاهش یافتـه و آب آزاد از درون     

در مرحلـه دوم، فرآینـد   . شـود 	سلول به فضاي بین سلولی منتقل می
یابد که تقریباً تمام آب آزاد درون سلولی، وارد 	انجماد تا حدي ادامه می

ایـن پدیـده منجـر بـه     . شـود 	بین سلولی شده و منجمـد مـی   فضاي
) دانه دانه شدن(زدگی و در نتیجه گرانوله شدن  پلاسمولیز ناشی از یخ

زده  ها نیز یخ در سومین مرحله آب درون اندامک. شود	سیتوپلاسم می
ه یـخ  هاي مولد هسـت 	بدون حضور باکتري). 13(میرد 	و گیاه قطعاً می

تواند بهبودي 	ها بوده و گیاه می	خسارت سرمازدگی محدود به سرشاخه
  ). 9(خود را باز یابد 

  )علوم و صنایع کشاورزي(حفاظت گیاهان  نشریه
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هاي یخ، تعیین کننده ادامه زنـدگی یـا مـرگ    	محل حضور هسته
هـاي یـخ   	در اولـین حالـت، اگـر هسـته    . باشد	هاي گیاهان می	سلول

ولـی  ها حضور داشته باشند، گیاه پژمرده شده 	منحصراً در خارج سلول
هاي یخ در داخل سلول تشکیل 	در حالت دوم، کریستال. ماند	زنده می

زند که معمولاً منجر به مرگ 	ها آسیب می	شده و به ساختار داخلی آن
هاي یخ نتواننـد  	چه هسته در سومین حالت، اگر چنان. گردد	سلول می

ها نفوذ کنند، سلول و فضاي اطراف آن حالت 	به داخل یا خارج سلول
  ). 2(ماند  پیدا کرده ولی زنده می )Vitrification(ي ا	شیشه

فیت، و بیمـارگر  	هاي مولد هسته یخ، اکثراً گرم منفی، اپی	باکتري
هستند، به علاوه ممکن است سرما دوست بوده و یا دماي معتـدل را  

انـد   هاي مولد هسته یخ در سه گروه قرار گرفتـه 	باکتري. ترجیح دهند
درجـه   -5هایی که در دماي 	شامل باکتري( Aکلاس : که عبارتند از

در دماهـاي  ( B، کلاس )گراد یا در دماهاي بالاتر فعال هستند	سانتی
در (Cو کـلاس  ) نماید	گراد تولید هسته یخ می	درجه سانتی -8تا  -5

بـر  ). متر فعالیت تشکیل یخ دارنـد گراد و یا ک	درجه سانتی -10دماي 
هاي موجـود  	اساس نظریه محققان، پروتئین تولید شده توسط باکتري

مشـتق  Cهاي کلاس 	، از پروتئین موجود در باکتريBو Aدر کلاس 
بنابراین اولین پروتئین بوجود آمده، قدرت هسته یـخ پـایینی   . اند شده

  ).8(داشته است
هاي مولد هسته یـخ و لیپیـدها،   	ثابت شده است که بین پروتئین

مخصوصاً فسفولیپیدها، و افزایش فعالیت هسته یخ، ارتباط مستقیمی 
دهد تا بـه سـطح   	این ارتباطات به پروتئین اجازه می). 17(وجود دارد 

ها را براي افزایش فعالیت 	سلول متصل شده و امکان تجمع آنغشاي 
  ).6(یخ زدگی فراهم آورد 

دانشمندان در طی مطالعات اخیر نشان دادند که اندازه مجموعـه  
هـاي  	توده). 7و 4(گذارد 	ها تأثیر می پروتئینی برعملکرد یخ زدگی آن

ــی  ــزرگ پروتئین ــه  600ب ــون در جدای ــو دالت  Pseudomonas کیل
fluorescens KUAF-68، معمولاً هسته یخ، و پروتئین	هاي با وزن 

ــایین ــر از	مولکــولی پ ــخ هســتند   50ت ــون، ضــد ی ). 12و  4(کیلودالت
هاي مولد هسته یخ که از نظر زیست محیطی ایمن بوده و به  پروتئین

توانند جایگزین مناسبی بـراي معـادل   	مقدار کافی موجود هستند، می
ایــن . باشـند  )Silver iodide(غیـر ارگانیـک خـود مثــل یدیـدنقره     

ه تولید بـرف  توان ب از آن جمله می. پروتئینها کاربردهاي زیادي دارند
جویی در مصرف انرژي و زمان، جهت ایجاد  ، صرفه)43و  5(مصنوعی 
، کنتـرل  )20(هاي مصنوعی در دماهـاي بـالاتر از معمـول     یخ زدگی

هـا یــا   هـا بـه عنـوان ژن    ، و اسـتفاده از آن )41(بیولوژیـک حشـرات   
، 28(در زیست فناوري اشاره نمود ) Reporter(هاي گزارشگر  پروتئین

  .)39و  37
هاي مولد هسته یخ، 	فیت از جمله باکتري	هاي اپی	جمعیت باکتري

دهد که با ظهور 	تحقیقات نشان می. باشد	در طی فصل رشد متغیر می

هاي جوان، مواد مترشحه سطح گیاه افزایش پیدا کرده 	و برگشکوفه 
فیـت مولـد   	هاي اپـی 	و بین مقدار این مواد و افزایش جمعیت باکتري

در دماي مناسب محیط نیز، مواد . هسته یخ رابطه مستقیمی وجود دارد
تواند در افزایش یا کـاهش  	غذایی و میزان کربن روي سطح گیاه می

و  27، 19(فیت مولد هسته یخ تأثیرگذار باشد  هاي اپی	جمعیت باکتري
هاي مختلف رشدي 	غالباً این تغییرات جمعیت به گونه گیاه و دوره).30

هاي جوان گیاه، جمعیت این 	آن بستگی دارد به طوري که در قسمت
  ).35و 29 ،10(باشد  ها می ها زیاد تر از سایر قسمت	باکتري

هـاي   هـاي اپـی فیـت در پدیـده     به منظور بررسی نقش بـاکتري 
فیت ضـروري  	هاي اپی	بیولوژیکی مهم، تخمین دقیق جمعیت باکتري

بینـی خسـارت    و پـیش ) 34(بیماري بینی  به عنوان مثال، پیش. است
هـا، در  	بستگی به تخمین دقیق جمعیت باکتري) 25و 21(سرمازدگی 

که خسارت سرمازدگی یکـی از   با توجه به این. زیستگاه خودشان دارد
هاي 	مشکلات اساسی در استان خراسان رضوي است و حضور باکتري

تواند یکی از عوامـل تشـدید کننـده ایـن عارضـه      	مولد هسته یخ می
فیزیولوژیک باشد، این پژوهش با هدف شناسایی و تخمـین جمعیـت   

 .ها انجام شد آن
  

  ها	مواد و روش
  برداري نمونه

هسـته یـخ، در   هاي مولد  به منظور جداسازي و شناسایی باکتري
زردآلو، آلبالو، گیلاس، آلو، (دار 	از درختان میوه هسته 1392بهار سال 

در مناطق عمده زیر کشت این درختان ) هلو، شلیل، بادام و گوجه سبز
مشهد، شاندیز، کنگ، نقندر، زشک، اخلمد، (در استان خراسان رضوي 

از هـر   بـراي ایـن منظـور   . برداري انجام شد نمونه) چناران و نیشابور
و در هـر بـاغ   ) داراي مدیریت و بدون مدیریت بـاغی (منطقه دو باغ 

داراي (هاي چهـار درخـت از هـر گونـه     	بطور کاملاً تصادفی سرشاخه
ها بـه طـور کـاملاً    	نمونه. انتخاب گردید) علایم شانکر و فاقد علایم

جداگانه داخل پاکـت کاغـذي قـرار داده شـده و جهـت بررسـی بـه        
 .شدندآزمایشگاه منتقل 

  
  ها و تخمین جمعیت	جداسازي باکتري

هاي هر درخت وزن شده و از 	ها، سرشاخه	براي جداسازي باکتري
سپس با استفاده از . گرم انتخاب گردید 20صورت تصادفی  هر کدام به

لیتـر   میلی 200تر خرد و در 	ها به قطعات کوچک	قیچی استریل، نمونه
به مدت  )Tween 20( 20آب مقطر استریل به همراه دو قطره توئین

از سوسپانسیون حاصـله،  . یک ساعت بر روي همزن تکان داده شدند
میکرولیتر، بـر روي   25هاي رقت تهیه شد و از هر سري رقت، 	سري

هـا بـه    پتـري . کشت گردید) King’s medium B(محیط کینگ ب 
 گـراد  درجـه سـانتی   28ساعت در داخل انکوباتور بـا دمـاي    48مدت 
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هـاي رشـد کـرده بـر روي پتـري،      	تعداد تک کلنـی . شدندنگهداري 
هـا در یـک گـرم بافـت     	و جمعیت کل بـاکتري ) 14(شمارش گردید 

رنگ، شکل و انـدازه  ها بر اساس 	جدایه). 22(گیاهی، تخمین زده شد 
  . بندي شدند ها، گروه	تک کلنی

طور کاملاً  ها، به	از هر نوع تیپ کلنی مشاهده شده در سطح پتري
بـراي  . انتخـاب گردیـد  ) جدایـه  820در مجمـوع  (عدد  10تصادفی، 

هاي جدا شده، هر تک کلنی مجدداً بر روي 	اطمینان از خلوص باکتري
از . مخطــط گردیــد) Nutrient agar(محــیط کشــت آگــار غــذایی 

هاي خالص شده، سوسپانسیون تهیه و در دماي چهـار درجـه   	باکتري
 .گراد نگهداري شد	سانتی
  

 آزمون هسته یخ
برداري و جداسازي، به منظور شناسایی عوامل  بعد از اتمام نمونه 

هـاي   مولد هسته یخ، از سوسپانسیون باکتري تازه رشد کرده، غلظـت 
درجه  -7تا  -5و در دماي ) لیتر هر میلی سلول در 108(مساوي تهیه 

از آب مقطر استریل به عنوان کنترل منفی . گراد قرار داده شدند سانتی
دقیقه زودتـر از   30هایی که پس از 	سوسپانسیون باکتري. استفاده شد

آب مقطر استریل یخ زدند به عنوان هسته یخ مثبت شناسایی شـدند  
هاي مولد هسته یخ نیز با توجه به جمعیت کل و 	جمعیت باکتري). 26(

୘୭୲ୟ୪ -با استفاده از فرمول
୍୒୅ାଵ

େୣ୪୪ୱ
୥	(୤୰ୣୱ୦	୵ୣ୧୥୦୲)

بر روي هر میزبان و در  
 ).22(بطور جداگانه تخمین زده شد  هر منطقه

 

  هاي مولد هسته یخ	بررسی خصوصیات فنوتیپی جدایه
هـاي زیـر بـر    	آوري شده، آزمون هاي جمع	بندي جدایه	براي گروه

آوري،  بر اساس نتایج حاصل و نیز محـل جمـع  . ها انجام شد	روي آن

  .بندي گردیدند ها دسته	اندازه، شکل و رنگ کلنی، جدایه
ها به روش حلالیت در هیدروکسـید پتاسـیم    واکنش گرم باکتري

آزمون تولید رنگ فلورسنت، با اسـتفاده از   ).40(سه درصد انجام شد 
درصد و  5آزمون تحمل نمک طعام . صورت گرفتKBمحیط کشت 

. اده از محیط کشت پایه آگار غـذایی بررسـی گردیـد   درصد با استف 7
، )38(، آرژنـین دي هیـدرولاز   )پکتینـاز (آزمون لهانیدن سیب زمینی 

و تولید لوان با استفاده از محیط کشت آگار ) 18(، کاتالاز )16( اکسیداز
آزمون رشد هـوازي و   ).1(درصد سوکروز بررسی شد  5حاوي غذایی 

هــاي 	روي بــرگ )15( ، واکــنش فــوق حساســیت)11( بــی هــوازي
-Yeast extract dextroseشمعدانی،رشد موکوئیدي بر روي محـیط 

CaCo3 38(و تشخیص رنگدانه زانتومونادین نیز انجام شد.(  
  

  نتایج و بحث
هـاي مولـد    هاي اپی فیـت و بـاکتري  	تخمین جمعیت باکتري

  هسته یخ
هاي مربـوط بـه   	هاي جداسازي شده از نمونه	جمعیت کل باکتري

 هاي گیاهی یکسان و نواحی مشابه، در بیشتر موارد یکسان بـود 	گونه
با این حـال جمعیـت   ). لیتر سلول در هر میلی 150با حداکثر اختلاف (

هـاي گیـاهی و    هاي باکتریایی در میان گونه	کل و جمعیت هسته یخ
لیندو و همکـاران  ). 1شکل (نواحی جغرافیایی مختلف، متفاوت بودند 

موجود در طبیعت بسته به نوع هاي  نشان دادند برخی از باکتري) 22(
میزبان، ممکن است در چند ناحیه پراکنده شده و تـراکم جمعیـت در   

  .سایر نواحی کمتر باشد

  

  
و در مناطق مختلف  دار	هاي مختلف درختان میوه هسته بر روي گونه) ب(هاي مولد هسته یخ 	و جمعیت باکتري) الف(ها 	جمعیت کل باکتري -1شکل

  استان خراسان رضوي
Figure 1- Total bacterial population (a) and ice nucleation active bacterial population (b) on various stone fruit trees and 

locations in Khorasan-Razavi province 
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ه، توانـایی تخمـین درسـت از ایـن     با توجه به نتایج بدست آمـد 

اثر تأخیر در . باشد	ها می	هاي پایین نیازمند افزایش اندازه نمونه	جمعیت
هـا، بـر روي جمعیـت    	ها به آزمایشـگاه و کشـت نمونـه   	انتقال نمونه

ها اختلاف قابل تـوجهی  	ها، محاسبه نشد ولی مقایسه جمعیت باکتري
  .را نشان نداد

هاي مولد  مشهد، نقندر و اخلمد باکتريهاي چناران،  در شهرستان
که در  در حالی. هسته یخ بر روي تمام گیاهان بررسی شده یافت شدند

برخی از مناطق مثل زشک، کنگ، شاندیز و نیشـابور بـاکتري مولـد    
بیشـترین جمعیـت   . هـا یافـت نشـد    هسته یخ از روي برخی میزبـان 

کمترین جمعیت هاي اپی فیت در چناران بر روي گوجه سبز و  باکتري
هاي مولد هسته  که بیشترین درصد باکتري در حالی. بر روي بادام بود

ایـن نتـایج در   . یخ از روي آلو و کمترین آن از روي هلو یافـت شـد  
هاي  برخی گونه). 1جدول (مناطق دیگر شبیه شهرستان چناران نبود 

گیاهی مختلف با ژنوتیپ یکسان که در شرایط محیطی تقریباً مشابه 
داري در انـدازه جمعیـت    ر یک ناحیه رشد کرده بودند، اختلاف معنید

این نتایج ممکن است مرتبط با محتـواي آب موجـود در   . نشان دادند
خاك، مواد غذایی در دسترس، تراوش مواد غذایی از گیاهان و وجـود  

، )گیـرد 	در محلی که تراوش صورت می(زخمی که قابل دیدن نیست 
فات قابل توجهی در اندازه جمعیت باکتریـایی  باشد که منجر به اختلا
مشابهی، اثر شـرایط   بطور) 33(ابرین و لیندو .در سطح گیاهان شدند

میزان بـالاي تنـوع در جمعیـت     .محیطی را بر جمعیت اثبات نمودند
آوري شده، صرف نظر از نوع  هاي جمع	هاي جدا شده از نمونه باکتري

هاي گیاهی، نشان داد که در یک گیـاه  	هاي باکتریایی یا گونه	جدایه
برداري وجود ندارد تا واریـانس را   مقیاس بهینه و مطلوبی براي نمونه

به میزان قابل توجهی کاهش دهد و تخمین دقیقی از جمعیت فراهم 
هـاي آلـوده بـه شـانکر و     	ها در نمونه	با مقایسه جمعیت باکتري. آورد

هایی که شانکر باکتریایی دیده 	مشخص گردید در باغهاي سالم، 	نمونه
هاي مولـد هسـته یـخ بـالا و معمـولاً خسـارت       	شد، جمعیت باکتري

بنابراین وجود علایم شانکر باکتریایی، بـه  . سرمازدگی نیز بیشتر بود
هاي مولد هسته یخ در 	هاي تشخیص وجود باکتري	عنوان یکی از راه

در اکثر موارد یخ زدگی . یی گردیددار، شناسا	روي درختان میوه هسته
به گیاه تـنش وارد کـرده و امکـان حضـور و ایجـاد آلـودگی توسـط        

صحراگرد این نتایج با نتایج . آورد هاي مولد شانکر را فراهم می باکتري
جدایـه   110جدایه بررسـی شـده،    820از میان . مطابقت داشت) 36(

هاي باکتریایی مولد  خسارت سرمازدگی با جدایه. ندمولد هسته یخ بود
بررسـی  . شـود  هسته یخ که در سطح برگ حضور دارند، مشخص می

به طـور مشـابه نشـان داد، خسـارت سـرمازدگی ارتبـاط       ) 25(لیندو 
هـاي یـخ   	هـا و لگـاریتم هسـته   	مستقیمی با لگاریتم جمعیت باکتري

هاي مولد  چنین فراوانی باکتري زدگی دارد و هم ان یخباکتریایی در زم
ابرین و لینـدو  . هسته یخ بر روي گیاهان بیشتر از محیط کشت است

هاي مولد هسته یخ دلیل بر وجود یخ  ثابت کردند حضور باکتري)32(
گیاهی، ها بستگی به گونه  طبق نتایج ما جمعیت آن. در گیاهان نیست

ها در 	مکان، آب و هوا، اقلیم و فصل داشته و تنها درصد کمی از سلول
ایـن  ). 1جـدول  (باشـند   یک جمعیت باکتریایی مولد هسـته یـخ مـی   

ها هنگامی که جمعیت به سرعت در حـال تغییـر و دگرگـونی     تخمین
تـر  	به هر حـال، ممکـن اسـت شناسـایی دقیـق     . نباشند، مفید هستند

هاي 	مشخص بر روي سطح گیاهی، مثل باکتريهاي 	میکروارگانیسم
تر یا گیاه کامل امکان 	هاي بزرگ	مولد هسته یخ و غیره با آزمون نمونه

هـاي خـالص در   	هسته یخ در کشـت فراوانی بیان فنوتیپ . پذیر شود
شرایط آزمایشگاهی به میزان قابل توجهی متغیر، و سطح بیان تحت 

  .مطابقت داشت )24(لیندو تایج این نتایج با ن. تأثیر شرایط رشدي بود
  

هاي مولد هسته یخ در درختان 	شناسایی و پراکنش باکتري
  دار هسته

. هـا بـر روي محـیط کینـگ ب کشـت گردیدنـد      	تمامی جدایـه 
بـوده و در   Pseudomonasهاي فلورسنت مربوط به جـنس  	باکتري

سـه  . ، تفکیک شدندها	ابتدا با توجه به این خصوصیت از سایر باکتري
گونه از جنس سودوموناس به کـرات بـه عنـوان هسـته یـخ از روي      

هـاي لازم بـراي    درختان میوه هسته دار گزارش شده اند کـه آزمـون  
ها گرم منفی و کاتالاز  تمامی جدایه. شناسایی این سه گونه انجام شد

ها اکسیداز و آرژنین دي هیدرولاز 	درصد از جدایه 27در . دندمثبت بو
در . نشـان داد P. fluorescensها را بـه گونـه    مثبت بود که تعلق آن

 .Pها پکتیناز مثبت بوده و بـه عنـوان  	درصد جدایه 8آزمون پکتیناز، 
viridiflava 56هـاي فلورسـنت،    از میان جدایه. در نظر گرفته شدند 
بودنـد کـه نسـبت بـه      P. syringaeتعلق به گونـه  ها م	درصد جدایه

هاي اکسیداز، پکتیناز و آرژنـین دي هیـدرولاز واکـنش منفـی     	آزمون
  .نشان دادند

هاي کرم و زرد رنـگ جداسـازي شـده، از    	جهت تفکیک باکتري
ها رشد 	درصد از جدایه 6. هوازي استفاده شد	آزمون رشد در شرایط بی

لعابی داشته و در شرایط بی هوازي قادر به ادامه زنـدگی بودنـد و در   
هاي باقی مانده بر روي محیط 	باکتري. قرار گرفتند Pantoeaجنس 
YDC، رنگدانه منحصر . هاي زرد مایل به نارنجی تشکیل دادند کلنی

هـا در  	ها استخراج گردید و ایـن جدایـه  	به فرد زانتومونادین نیز از آن
هاي تکمیلـی بـراي   	آزمون. جاي گرفتند .Xanthomonas spس جن

 .)2جدول(ها و در مواردي مشخص شدن گونه، انجام شد  تأیید جنس
نشـان داده   3برداري شده در شـکل   ها در مناطق نمونه	فراوانی جدایه

  .شده است
بـرداري شـده بررسـی شـد      ها در مناطق نمونه	پراکندگی باکتري

و  ندرغدر دو منطقه شاندیز و ن.Xanthomonasspباکتري ). 2شکل (
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ــد   ــاهده ش ــو مش ــیلاس و هل ــر روي گ ــاکتري . ب  Pantoeaagب
glomerans  ،فقط از چناران جداسازي گردید و روي پنج میزبان آلبالو

هـاي جــنس  	گونـه . هلـو، زردآلـو، آلـو و گوجـه سـبز حضـور داشـت       

Pseudomonas.   بر روي همـه میزبـان	هـا و همـه منـاطق حضـور     
  .اشتندد

 
دار در استان خراسان  و درصد باکتري هاي مولد هسته یخ بر روي درختان میوه هسته) لیتر ها در هر میلی تعداد سلول(لگاریتم جمعیت کل  - 1جدول 

  رضوي
Table 1- Logarithm of total bacteria population (CFU/ml) and the percent of ice nucleation active bacteria on stone fruit trees 

in KhorasanRazavi province.  
 درصد هسته یخ
INA percent 

 لگاریتم  جمعیت کل باکتري ها
Logarithm of total bacterial population 

 میزبان
Host 

 مناطق
Location 

2.95% 
25.87% 
26.67% 
12.9% 

11.31% 
4.55% 
14.3% 
4.08% 

 

2.48 
2.87 
2.51 
2.81 
2.04 
2.4 

1.48 
3.7 

 

 هلو
 زردآلو
 آلو

 آلبالو
 گیلاس
 شلیل
 بادام

گوجه 
 سبز

 چناران
Chenaran 

3.92% 
16.67% 
16.07% 
6.67% 
30% 

 

5.24 
2.52 
4.04 
4.13 
2.48 

 

 هلو
 آلو

 آلبالو
 گیلاس
 شلیل

 مشهد
Mashhad 

12.5% 
15% 

13.64% 
17.86% 

0 
 

2.3 
3.48 
3.6 
3.4 

2.18 
 

 هلو
 زردالو
 آلبالو

 گیلاس
 آلو

 زشک
Zoshk 

28% 
20% 

2.56 
3.72 

 هلو
 زردآلو

  ندرغن
Noghondar 

 اخلمد گیلاس 3.6 8.33%
Akhlamad 

0 
0 

11/54% 

3.05 
3.76 
4.43 

 آلو
 آلبالو

 گیلاس

 
 کنگ

Kang 

10.71% 
3.03% 

0 

3.52 
4.48 
3.07 

 گیلاس
گوجه 

 سبز
 آلو

 شاندیز
Shandiz 

10% 
0 
0 
0 

2/54 
4.48 
2.6 
2.7 

 آلو
گوجه 

 سبز
 زردآلو
 بادام

 نیشابور
Neyshaboor 
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  هاي مولد هسته یخ ي مختلف باکتريها ها و گونه هاي مورفولوژیکی و بیوشیمیایی انجام شده جهت تفکیک جنس	آزمون - 2جدول 
Table 2- Morphological and biochemical tests carried out to separate different genera and species of ice nucleation active 

bacteria  
Pseudomonas 

syringaepv. syringae 
P. 

viridiflava 
P. 

fluorescens Pantoeaagglomeran Xanthomonas 
sp. 

  خصوصیات 
 )Characteristics( 

-  -  -  -  -  
 واکنش گرم

 )Gram reaction(  
 

 کاتالاز  +  +  +  +  +
 )Catalase(  

+  +  +  -  -  
 KBتولید پیگمان فلورسنت در محیط 

 (Fluorescent pigment 
production) 

V  V V + + لوان 
 )Levan( 

 اکسیداز  -  -  +  -  -
 )Oxidase(  

 آرژنین دي هیدرولاز      +  -  -
 )Arginine dihydrolase(  

-  +  -  -  -  
 )پکتیناز(پوسیدگی سیب زمینی 

)Potato rot (Pectolytic 
activity)(  

+  +  -  +  +  
 واکنش فوق حساسیت روي شمعدانی

(Hypersensitive Reaction on 
Geranium)  

 فعالیت هسته یخ  +  +  +  +  +
)Ice nucleation activity(  

+  -  V  + -   5تحمل نمک% 
)5% Nacl tolerance(  

-  -  V  - -  7تحمل نمک% 
)7% Nacl tolerance(  

 رشد بی هوازي - + -  -  -
)Anaerobic growth(  

  رشد لعابی - + -  -  -
 )Mucoid growth( 

-  -  - + + 
  درجه سانتی گراد 37رشد در 

)Growth at 37 degree 
centigrade( 

-  -  - - + 
 YDCکلنی زرد مایل به نارنجی روي 

)Colonies yellowing orange 
on YDC(  

 تولید رنگدانه زانتومونادین + - -  -  -
)Xanthomonadine production( 

V :واکنش منفی:  - .     واکنش مثبت.     + : واکنش متغیر.  
V: Variable reaction.    + : positive reaction.    - : negative reaction.  

  
در چناران، مشهد، زشک، کنگ و نقندر به ، P. viridiflavaگونه 

هاي گیلاس، هلـو، آلـو، زردآلـو و گوجـه سـبز      	ترتیب از روي میزبان
در مناطق چناران، شـاندیز، مشـهد،    P. fluorescens. جداسازي شد

هلو، آلو، زردآلو هاي گیلاس، آلبالو، 	زشک و نیشابور و بر روي میزبان
ترین 	به عنوان فراوان P. syringaeباکتري . و بادام مشاهده گردیدند

هـا  	گونه باکتریایی مولد هسته یـخ، از همـه نـواحی و همـه میزبـان     
مطابقت داشت ) 23(لیندو و همکاران این نتایج با نتایج . جداسازي شد

ترین باکتري مولد هسته یخ 	فراوان P. syringaeو نشان داد باکتري 
 .در سطح گیاهان بود
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  ) ب(دار 	و بر روي درختان میوه هسته) الف(هاي مولد هسته یخ در مناطق مختلف 	جمعیت گونه- 2شکل 

Figure 2- Ice nucleation active bacterial population in different locations (a) and on stone fruit trees (b) 
 

  
  هاي مولد هسته یخ در استان خراسان رضوي هاي مختلف باکتري فراوانی گونه- 3شکل 

Figure 3- Frequency of different ice nucleation active bacterial species in KhorasanRazavi province 
  

  گیري کلی نتیجه
هاي اخیر خسارات قابل توجهی به میزان تولید 	سرمازدگی در سال

خسارت . محصولات کشاورزان منطقه خراسان رضوي وارد کرده است
وارده از سرما در درختان مختلف و در شرایط گوناگون متفاوت است و 
ارتباط مستقیم بین درصد آلودگی و خسارت در همـه حـالات وجـود    

هـاي بـالایی خسـارت کمتـري را     	در مورد درختان میوه، میوه .ندارد
هـاي بـزرگ   	در درختان با میـوه . بینند	هاي پایینی، می	نسبت به میوه

توانـد   ها هم نمی	درصد از گل 50از بین رفتن ) مانند هلو، آلو و غیره(
هـا در  	خسارت اقتصادي بر محصـول وارد نمایـد ولـی در مـورد گـل     

این مقدار قابل تحمل ) انند گیلاس، آلبالو و غیرهم(هاي دانه ریز 	میوه
  .باشد	نمی

آوري نمونه از هشت منطقه و هشت میزبـان   در این مطالعه جمع
جدایه فعالیت هسته  110جدایه مورد بررسی،  820از میان . انجام شد

. یخ داشتند که با توجه به خصوصیات فنوتیپی مختلف، شناسایی شدند
هاي مولد هسته یخ در مناطق  ها و باکتري تخمین جمعیت کل باکتري

مختلف بدون در نظر گرفتن میزبان صورت گرفت و بر اساس نتـایج  
هاي 	بدست آمده وقوع علائم شانکر، ارتباط مستقیمی با حضور باکتري

هاي مولد هسته یـخ لزومـاً   	مشاهده باکتري. مولد هسته یخ نشان داد
سرمازدگی ارتباط مستقیمی دلیل بر یخ زدگی گیاهان نبوده و خسارت 

هاي یـخ باکتریـایی در   	ها و لگاریتم هسته	با لگاریتم جمعیت باکتري
 CFU/mlهـا بـه  	تا زمانی که جمعیت باکتري. هنگام یخ زدگی دارد

به عنوان P. syringaeگونه ). 22( شود	نرسد، یخ زدگی آغاز نمی106
هسته یخ بر روي درختان مورد  ترین و قوي ترین باکتري مولد	فراوان

56%

3%
8%

6%

27%

P. syringae Xanthomonas sp. P. viridiflava
Pantoea agglomerans P. fluorescens
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به نظر می رسد شـناخت فاکتورهـاي مـؤثر در    . بررسی، مشخص شد
تواند 	هاي مولد هسته یخ، می کلونیزه نمودن سطح گیاه توسط باکتري

هـاي گیـاهی و خسـارت    	راهکار هاي مؤثري بـراي کنتـرل بیمـاري   
  .سرمازدگی ارائه دهد
هاي مولد هسته یخ و خسـارت   ، جمعیت باکتريدر منطقه زشک

سرمازدگی بر روي آلبالو و گیلاس، و در نقندر بر روي زردآلو، حداکثر 
ها به حال خود رها شـده و بازرسـی    بود زیرا در این نواحی بیشتر باغ

در اکثر موارد جمعیت کل و هسته یخ بر روي آلو بسیار . کافی نداشتند
هـاي   لعات بیشتر در زمینه مواد یا متابولیـت پایین بود که نیاز به مطا

طبـق  . ها دارد ها بر روي رشد باکتري مترشحه از این گیاه و تاثیر آن
انتخاب زمین مناسب، (نتایج این تحقیق، در مناطقی که مدیریت باغی 
هـاي بـیش از انـدازه،    	خودداري از عملیات خـاك ورزي و کـود دادن  

صورت گرفته بود، خسارت ) رههرس به موقع درختان، برس زنی و غی
چنین در برخی مناطق مثل نیشـابور برخـی    هم. سرمازدگی کمتر بود

هـاي مولـد    هاي داراي خاصیت آنتاگونیستی بر علیه بـاکتري  باکتري
هسته یخ یافت شدند که میتوانست یکی از دلایـل کـاهش جمعیـت    

  .هاي هسته یخ در این منطقه باشد باکتري
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