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  هسته یخ، های مولد شناسائی و بررسی نوسان جمعیت باکتری
  های مختلف بادام در منطقه زرقان استان فارس  بر روی ژنوتیپ
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  چکیده
ها از عوامل بیولوژیک تشکیل هسته یخ بوده که با فعالیت و افزایش جمعیت خود به وقوع سرمازدگی گیاهان در   باکتریبرخی از

متوسط  (26، )خیلی زود گل (5، )متوسط زود گل (36ژنوتیپ: در این تحقیق چهار شامل. نمایند دماهای بالاتر از معمول کمک می
های کلکسیون بادام مرکز تحقیقات کشاورزی زرقان انتخاب شد در طول دوره فنولوژی  نوتیپبادام از ژ) خیلی دیر گل (8، )دیر گل

ها جداسازی و  های مولد هسته یخ با روشهای استاندارد ز روی جوانه، شکوفه، چغاله، چغاله کاملا رسیده و برگ درختان بادام باکتری
 تا 1380های  های بهمن، اسفند، فروردین و اردیبهشت سال در ماههای جدا شده  شناسایی شدند و میزان نوسانات جمعیت باکتری

 Pseudomonase syringae ،Pseudomonas fluorescens،Pantoeaهای  در این بررسی گونه.  بررسی شد1381
agglomerans و Xanthaomonas spp به عنوان باکتریهای مولد هسته یخ شناسایی شدند .P. syringae بیشترین فعالیت 

نوسان . به ترتیب در مرتبه دوم تا چهارم قرار گرفتند Xanthomonas sppو ’P. agglomerans ، P. fluorescensسته یخ و ه
در هوای معتدل در زرقان فارس طی ماههای بهمن و . جمعیت باکتریها کاملا وابسته به دوره فنولوژی گیاه و دمای محیط بود

دما و مواد غذائی مناسب باعث افزایش جمعیت باکتریهای مولد هسته یخ . شود ل بادام میاسفند باعث شکوفه دهی ژنوتیپهای زود گ
روی سطح درختان بادام شد بنابراین با کمترین کاهش دما سرمازدگی درختان بادام تشدید خواهد شد ولی زمان شکوفه دهی 

از این رو . ها در تشدید سرمازدگی اثر نداشت ها دیرگل با گرم شدن هوا همزمان بوده و افزایش جمعیت این باکتری ژنوتیپ
های انتخابی و دوره فنولوژی آنها، شرایط آب و هوایی و میزان جمعیت باکتریهای مولد هسته یخ از عوامل موثر وقوع عارضه  ژنوتیپ

  .سرمازدگی تلقی شدند
  

، P. syringae ،P. fluorescens ،P. agglomeransهای مولد هسته یخ، سرمازدگی،  بادام، باکتری :های کلیدی واژه
Xanthomonas spp  
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  مقدمه
 جایگـاه   ،هـای هـوایی یـک گیـاه سـالم           اندام  اغلب .باشند  می خود های بومی  های گیاهی در طبیعت معمولاً دارای باکتری       تمام گونه 

در روی سـطح گیاهـان       1 های مولـد هـسته یـخ       باکتری) . 12 (استزای گیاهی    های بومی و بیماری    باکتری فعالیت   مناسبی برای 
 ـ   و  Pseudomonas syringae، Pantoea agglomerans هـای  گونـه ). 18( کننـد   زنـدگی مـی  2صـورت اپـی فیـت    ه مختلـف ب

Pseudomonas fluorescens ها از  این باکتری). 28،27،16،19،12،6(های اپی فیت معمول روی سطوح گیاهی هستند  از باکتری
 ،لذا ایـن باکتریهـا  . می شوند  از معمولبالاتربا ایجاد هسته یخ باعث یخ زدن آب در دماهای بوده و  عوامل بیولوژیک ایجاد هسته یخ   

تـر از دمـای      ، را شکـسته و باعـث یـخ زدن آب در دماهـای گـرم               3نام فزون سردی  ه  مکانیسم مقاومتی گیاهان در برابر کاهش دما ب       
در نتیجـه   و   پائین آمدن دمای محیط باعـث یـخ زدن آب بین بافتی شده             این دسته از باکتریهای اپیفیت، با     ). 10( شوند معمول می 

 از بیــن    دچـار سـرمازدگی شـده و      کـه در تولید محصول نهایی نقـش دارنــد         غیره  اندامهـای حسـاس مـاننـد ، جـوانه، شکـوفه و        
 گیـاهی بـوده و جراحـات ناشـی از     4ایجزو بیمارگره Pseudomonas syringaeها مانند  باکتریاین برخی از ). 22 ،23( روند می

 ازهای اپیفیـت     جمعیت باکتری ). 23 ،24 ،25( آورد باکتری به گیاه و ایجاد بیماری فراهم می       این  سـرمازدگی زمینه را بـرای نفـوذ      
 دورهـای یاه و    جمعیت به گونه گ    تغییراتغالباً این   . باشد  می  متغیر و در نوسان    های مولد هسته یخ، در طی فصل رشد        جمله باکتری 

ها کم و با افـزایش سـن گیـاه افـزایش              این باکتری  جمعیت ، گیاه جوانهای   که در قسمت   طوریه   بستگی دارد ب   آنمختلف رشدی   
). 18 ( متفـاوت بـوده اسـت      در طول روز هـم     P.syringae از   5 هایی  جمعیت سویه   است که  حتی گزارش شده  ). 3 ،4 ،13( یابد می

 دارا   را  هکتار یکی از محصولات اصلی استان بوده و مقام دوم در تولید کشور             21000ح زیر کشت حدود     بادام در استان فارس با سط     
 همه ساله از نیمه دوم بهمـن        در استان فارس  بادام برای نیاز حرارتی به زمستان ملایم و تابستان گرم نیاز دارد             درخت  . )1 (باشد می

به همین علـت کاهـش ناگهانی . باشند در مرحله جوانه و یا شکوفه میژنوتیپ ه نوع ماه این نیاز دمایی تأمین شده و درختان بسته ب
هـای مولـد هـسته یـخ         همکاران در تحقیقی بـاکتری      صحراگرد و  .شود ها می  ها و حتی چغاله    ها، شکوفه  دما باعث از بین رفتن جوانه     

دار شـاهرود نیـز انجـام شـده       بر روی درختان هـسته مشابه تحقیق). 3(درختان بادام منطقه مهارلو استان فارس را شناسایی کردند  
 شناسایی باکتریهای مولد هسته یخ درختان بادام مرکز کلکسیون بادام اسـتان فـارس               جهت این تحقیق برای نخستین بار       ).4(است  

های اپیفیت و    عیتی باکتری  و نوسانات جم   متفاوت انتخاب گردید  زمان گلدهی   با    ژنوتیپ 4  در این بررسی   ، انجام شده  واقع در زرقان  
هـای    جمعیـت بـاکتری     میـزان  ها در  ، نقش ژنوتیپ  برداری نمونه متفاوت   های زمان پس از مقایسه اثر      .آنها مطالعه شد  مولد هسته یخ    
  .از نظر مقاومت به سرمازدگی بررسی شد انتخاب بهترین ژنوتیپو مولد هسته یخ 

  
  :ها مواد و روش

  :برداری نمونه
 کلکسیون بادام مرکز یها از بین ژنوتیپ) دیر گل (8 و) متوسط دیر گل (26، )خیلی زود گل (5، )متوسط زودگل (36 ژنوتیپ4از 

  شامل مراحل، و در مراحل مختلف رشدی درختان گردید استان فارس واقع در زرقان انتخاب و منابع طبیعیتحقیقات کشاورزی
با توجه به شرایـط آب و هوایـی استان . برداری شد  تکرار نمونهچهار آنها بااز  ها  و برگ چغاله کاملاً رسیده،جوانه، شکوفه، چغاله

 15 فروردین و 20 اسفند، 16 بهمن، 20های  برداری در زمان شود، نمونه  درختان بادام می زود هنگاملـدهیگفـارس که باعـث 
آوری  جمعهای یک بار مصرف  در کیسهنمونه بافت تازه رم  گ20 تا 10ت برداری از هر درخ در هر نوبت نمونه. اردیبهشت انجام شد

  . ندو سریعاً به آزمایشگاه منتقل گردید

                                                           
1 Ice nucleation activity bacteria 
2  Epiphyte 
3 Super cooling 
4 Pathogen 
5 Strains 
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  189   های مختلف بادام در منطقه زرقان استان فارس های مولد هسته یخ، بر روی ژنوتیپ شناسائی و بررسی نوسان جمعیت باکتری

   ها شناسایی و تعیین جمعیت باکتری
   مولار 1/0 (فرفسفات پتاسیم سترون  میلی لیتر با50از هر نمونه در فلاسک حاوی   گرم بافت10برداری در هر نوبت از نمونه

7 =pH( محتویات فلاسک از سپس.  شدستشو داده حرکت در دقیقه ش125 با 1 و به مدت یک ساعت روی همزن منتقل گردیده 
 میلی 5 در حاصل 3رسوب، 2 سانتریفوژ) دور در دقیقه10000با  ( دقیقه15 به مدت و مایع صاف شدهپارچه ململ عبور داده شد 

به منظور .  تهیه گردید یاد شدههای سریال در بافر  آن رقت حل گردید و از)pH= 7 مولار 1/0( سترون لیتر بافرفسفات پتاسیم
 تا 24و ظروف به مدت  5 کشت آمیختگی4(PCA)  کشت آگار شمارش باکتریت دوبار در محیطق از هر ر،شمارش کلی باکتریها

تری، برای شمارش  کلنی باکتری در هر پ300 تا30هایی که حاوی   ظروف .ند شدنگهداری درجه سانتیگراد 29 در دمای  ساعت48
متفاوت  های  پرگنه7ی معتدل دوستها  وبرای شناسایی باکتری گردیدند جداگانه شمارش بطورمشابه 6های  پرگنه.انتخاب شدند
 در مراحل اولیه تشخیص های استاندارد، شناسایی شدند  و براساس روش8یذآگار مغسازی بر روی محیط   پس از خالصجداسازی و

ها، باکتریهای گرم مثبت و گرم منفی از هم جدا شدند،  ایش رنگ آمیزی گرم پس از دیدن آرایش باکتریابتدا با انجام آزم
 گرم مثبت با آزمونهای اولیه مانند آزمون کاتالاز، تحمل نمک، رشد در گلوکز در شرایط هوازی و بی هوازی و 9های کروی باکتری

 گرم مثبت با توانائی تولید اسپور، رشد در شرایط هوازی و 10ای بلند ی میلهها استفاده از قندهای مختلف شناسائی شدند و باکتری
  . ، آزمون کاتالاز و استفاده از قندهای مختلف تعیین جنس شدند11)به روش هوگ و لیفسون(بی هوازی مطلق 

ی، تشکیل یا عدم تشکیل پرگنه هواز  گرم منفی با آزمونهای اولیه مانند رشد در شرایط بی12برای شناسائی باکتریهای میله ای کوتاه
 تعیین جنس و با آزمونهای King’s B، تولید یا عدم تولید پیگمان فلورسانت روی محیط کشت YDC13زرد روی محیط کشت 

قت روی ر از هر ، باکتریهای مولد هسته یخشمارشبه منظور ). 25 و 14( تعیین گونه شدند 4 الی 1مشخص شده در جداول 
 درصد گلیسرین خالص شدند و 5/1 و آگار مغذی با King’s Bها روی محیط  پرگنه. داده شد 14سطحی کشت king’s Bمحیط 

 گردید بررسی سریع فعالیت هسته یخ ازروش بررسی درون لوله استفاده  به منظور).1-4جداول ( مجددا مورد شناسایی قرار گرفتند
  )25 ،11، 5( .هسته یخ مشخص شدمولد های  و باکتری

  
   شناسایی شدهعالیت هسته یخ سویه های تعیین ف

 آگار  کشتهای مورد نظر روی محیط باکتری). 25،5( استفاده شد15برای تعیین فعالیت هسته یخ سویه ها از روش یخ زدن قطرات
  سپس از.ند درجه سانتی گراد قرار داده شد26  دمای ساعت در72 تا 48 و به مدت  شد گلیسرین کشت دادهدرصد 5/1 با یذمغ
 OD600 = 1/0سوسپانسیون گردید و غلظت آن با دستگاه اسپکتروفوتومتر در جذب نوری  در آب مقطر استریل  انفرادییها یکلن

 روش انجماد  ازبعد از آن. رسد  می(CFU/ml) سلول در هر میلی لیتر 10 8 به رایط مذکور جمعیت باکتریها حدوداًتنظیم شد در ش
های نازک آلومینیم قایق شکل   میکرولیتری بر روی ورقه10  قطره10 ، هر سوسپانسیون کهقطرات استفاده شد به این صورت

                                                           
1 Rotatory shaker 
2 Centrifuge 
3 Pellet 
4 Plate count agar 
5 Pour plate 
6  Colony 
7 Mesophilic 
8 Nutrient agar 
9  Cocci 
10 Long rod 
11  Hugh & Leifson 
12  Short rod 
13  Yeast extract dextrose-Caco3 
14 Surface plate 
15 Droplet freezing method 
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شناور درجه سانتیگراد  -7 تا -2با دمای  1  روی حمام اتانل ـ یخیآلومینیومهای  این قایقپس س .آغشته به پارافین انتقال داده شد
    ).5-25( شدند  شمارش ثانیه30 ظرف مدت  تعداد قطرات یخ زدهسرانجام. شدند

  
  تجزیه و تحلیل آماری 

و مقایسه بین گروهها با آزمون تحلیل پردازش یک سویه یا آزمون مقایسه چندگانه 2 مقایسه بین متغییرها با آزمون آنالیز واریانس
  . انجام شد SPSSبر اساس نرم افزار آماری  3 دانکن

  
  نتیجه

  شناسایی باکتریهای مولد هسته یخ
، ایجاد Bacillus sppجنس : برداری در چهار ژنوتیپ انتخابی بادام شامل  غالب در چهار مرحله نمونه4یفیت های اپ باکتری
ای بلند با واکنش رنگ آمیزی گرم مثبت، توانائی  ، آرایش میله5های سفید با حاشیه ناصاف روی محیط کشت آگار مغذی  پرگنه

با پرگنه  Micrococcus sppلاز مثبت، بررسی قندهای مختلف و کنش کاتاهوازی، وا تولید اسپور، رشد در شرایط هوازی و بی
کوچک سفید روی محیط کشت آگار مغذی، آرایش کروی و تک تک، واکنش کاتالاز مثبت، توانائی رشد هوازی و بی هوازی در 

ونه های شناسائی شده ر گدیگ. و بررسی استفاده از قندهای مختلف تشخیص داده شدند% 10محیط حاوی گلوکز، عدم تحمل نمک 
 Pantoea agglomerans) 2جدول (، Pseudomonas fluorescens) 1جدول  (Pseudomonas syringae :عبارتند از

(Erwinia herbicola))  3جدول ( وXanthomonas spp ) ها ابتدا واکنش منفی در  در مراحل اولیه تشخیص گونه). 4جدول
سپس با انجام آزمون رشد بی هوازی . های شناسائی شده مجزا کرد ها را از بقیه جنس کوتاه جنسای  رنگ آمیزی گرم با آرایش میله

Pantoea spp هوازی و با ایجاد کلنی زرد روی محیط  با توانائی رشد در شرایط بیYDCها جدا گردید  از بقیه جنس .
Pseudomonas spp با کلنی فلورسانت خود روی محیط کشت King’s B و Xanthomonas spp نیز به علت عدم ایجاد کلنی 

 در مراحل بعدی شناسائی قرار گرفتند و بدنبال آن بر اساس YDC و ایجاد کلنی زرد روی King’s Bفلورسانت روی محیط کشت 
جوع به مواد ر(ای   و انجماد درون لوله6با نتایج بدست آمده از آزمون انجماد قطرات . جداول ذکر شده شناسائی گونه ها انجام گرفت

های مولد هسته یخ   به عنوان باکتریXanthomonas spp  و P. syringae ،P fluorescens ،P. agglomerans) ها و روش
  .شناسایی شدند

  
  جمعیت کل باکتریها و باکتریهای مولد هسته یخ

برداری تفاوت  ار نوبت نمونه در چه1381 تا 1380های   اپیفیت روی چهار ژنوتیپ بادام در طی سال7جمعیت کل باکتریهای
). 5جدول (دار بود   معنی8 و 5، 36های   نسبت به ژنوتیپ26 ها، تفاوت ژنوتیپ  دادند، در مقایسه در بین ژنوتیپداری را نشان معنی

ها  اکتریمقایسه این ب). 5جدول (دار داشتند  های مولد هسته یخ تفاوت معنی برداری جمعیت کل باکتری های مختلف نمونه در زمان
  .داری داشت  تفاوت معنی8 و 26، 36های   با رقم5 های انتخابی نشان داد که جمعیت ژنوتیپ روی ژنوتیپ

  

                                                           
1 Ethanol-ice bath 
2 Analaysis of variance (ANOVA) 
3 Duncan’s multiple range test  
4  Epiphyte 
5    Nutrient agar 
6 Droplet freezing method  
7  Total count 
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  مقایسه نوسانات جمعیت باکتریهای مولد هسته یخ در ژنوتیپ ها و زمان های نمونه برداری مختلف
. دار داشت های مولد هسته یخ تفاوت معنی ر باکتریبا دیگ Xanthomonas sppهای مختلف نمونه برداری نوسان جمعیت  در زمان

های  ها تنها در زمان در دیگر باکتری). 6جدول (داری را نشان داد   تفاوت معنی8 و 26 با 5، 36نوسانات این باکتری در ژنوتیپ
  ).6جداول (مختلف نمونه بردای تفاوت معنی دار دیده شد و تفاوت در بین ژنوتیپ ها معنی دار نبود 

در بهمن ماه که درخت در ) متوسط زود گل (36ر مقایسه نوسان جمعیت باکتریهای مولد هسته یخ و کل باکتریها با دما، ژنوتیپد
مرحله جوانه بوده است جمعیت باکتریها کم و با افزایش دما و رسیدن گیاه به مرحله شکوفه دهی، بتدریج افزایش یافته است ولی با 

خیلی زود  (5 با توجه به اینکه ژنوتیپ). A -1نمودار (تدریج کاهش یافت ه  به مرحله چغاله این جمعیت بگرم شدن هوا و رسیدن گیاه
در نیمه دوم بهمن ماه شکوفه می دهد، جمعیت باکتریها در این ماه از دیگر ژنوتیپ ها بیشتر بود با افزایش دما این جمعیت نیز ) گل

ه و گرم شدن هوا جمعیت باکتریها سریعا کاهش می یابد بطوریکه این جمعیت در با رسیدن گیاه به مرحله چغال. افزایش یافت
در . از جمعیت باکتریایی کمتری برخوردار بوده است) متوسط دیر گل (26ژنوتیپ) B -1نمودار (اردیبهشت ماه کمتر از بهمن ماه بود 

تیجه شرایط برای افزایش جمعیت باکتریها مساعد نمی بهمن ماه درخت در مرحله جوانه بوده و دمای محیط پائین بوده است و در ن
با نزدیک شدن به مرحله شکوفه دهی و بالا رفتن تدریجی دما، این جمعیت افزایش یافته و با گرم شدن هوا و رسیدن گیاه به . باشد

ه بوده در مقایسه با دیگر در بهمن ماه در مرحله جوان) خیلی دیر گل (8ژنوتیپ). C -1نمودار (مرحله چغاله بتدریج کاهش یافت 
با افزایش دما و نزدیک شدن درخت به مرحله شکوفه دهی جمعیت باکتری افزایش یافته . ژنوتیپ ها جمعیت باکتریایی کمی را داشت

 با .و در فروردین ماه که زمان شکوفه این ژنوتیپ است به بیشترین میزان خود رسید که در مقایسه با دیگر ژنوتیپ ها کمتر می باشد
  ).D -1نمودار (افزایش دمای محیط و نزدیک شدن به مرحله چغاله جمعیت باکتریها نیز بتدریج کاهش یافت 

  

  بررسی درصد باکتریهای مولد هسته یخ در ژنوتیپ ها و زمانهای نمونه برداری مختلف
 .Pو . د اختصاص داده بودند به خوP. syringae و سپس P. fluorescensها را دو گونه  بیشترین درصد جمعیت در ژنوتیپ

agglomerans و Xanthomonas sppها،  با مقایسه درصدهای این باکتری.  به ترتیب در مرتبه سوم و چهارم قرار داشتند
و  P. fluorescensدو گونه . دار داشتند ها تفاوت معنی با خود و دیگر باکتری Xanthomonas spp و P. agglomeransهای  گونه

P. syringae2نمودار (دار نداشتند   با هم تفاوت معنی.(  
  

  تعیین فعالیت هسته یخ
 P. syringaeهای خالص شده، بیشترین فعالیت هسته یخ را  با انجام آزمون هسته یخ درون لوله و یخ زدن قطرات روی جدایه

  .تا چهارم قرار داشتندبه ترتیب در مرتبه های دوم  Xanthomonas spp و P. fluorescens ،P. agglomerans. داشت
  

  بحث 
 Pseudomonas syringae, Pseudomonas fluorescens, ,Xanthomonas spp Pantoeaهای  بـاکتـرینقش

agglomerans و  Pseudomonas viridiflava آنها به  نوع و جمعیت و به عنوان عوامل مؤثر در هسته یخ به اثبات رسیده است
از درختان بادام  P. viridiflava در مقایسه با تحقیقات قبلی، گونه  در این تحقیق)8، 7، 6(گونه گیاه میزبان بستگی دارد 

ترکیبات سطح برگ، سن گیاه، دمای محیط، رطوبت محیط و فلور منطقه از جملـه اند که  تحقیقات نشان داده ).3(جداسازی نشد 
تحت تاثیر قرار های بومی سطح برگ و دیگر اندامهای گیاه را   باکتری کمیت و کیفیتتوانند باشند که می فاکتـورهای مهمـی می

   گونهخصوصه ب. )18 (ها از دیگر درختان بستگی دارد  باکتریانتقالها به  جمعیت و نوع باکتری .)9، 13، 15، 17 (دهند
 P. fluorescens منطقه نیز می تواند به این امر  شرایط آب و هوایی و محیطی را داشته و از یک گیاه به گیاه دیگر انتقال توانایی

  ). 15 ،20( کمک کند
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و مجاور هم بوده اند، گونه های شناسایی شده آنها یکسان بوده انتخابی در یک باغ   ژنوتیپ4در این تحقیق نیز با توجه به اینکه 
ر هوا ، تماس شاخه های درخت با وسیله حشرات ، ذرات ریز معلق ده این انتقال باکتریها از درختی به درخت دیگر می تواند ب. است
  ) . 18(بارندگی و آبیاری باشدو هم 

 .نمودهای مولد هسته یخ بررسی  ها و باکتری  را روی جمعیت کل باکتری بادام مختلفیها این تحقیق برای اولین بار نقش ژنوتیپ
 در 26 تحقیقات کشاورزی زرقان ژنوتیپ در گزارشات مرکز.اساس تفاوت در زمان گلدهی انتخاب شدند  انتخابی، بریها ژنوتیپ

  ). 2(ها متوسط دیر گل، مقاومت خوبی در برابر سرمازدگی نشان داده است  مقایسه با دیگر ژنوتیپ
با توجه به . ها کمتر بوده است  در این ژنوتیپ در مقایسه با دیگر ژنوتیپP. syringae درصد جمعیت گونه ضر نیز حا تحقیقدر

فعالیت هسته یخ قوی تری را نسبت به دیگر باکتری ها نشان داد، یکی از دلایل مقاومت این ژنوتیپ را می  P. syringaeاینکه 
  ). 22(کند  تحقیقات انجام شده نیز این ارتباط را تائید می. توان به کم بودن جمعیت این باکتری نسبت داد

 روی سطح  برذاییغ بوده است، لذا با افزایش مواد مترشحه دهی ه درخت در مرحله آغاز شکوف،برداری  با شروع نمونه)زودگل( 5ژنوتیپ
ها  ، افزایش دما و خشکی محیط جمعیت باکتریمیوه و با رسیدن بر روی آن فعالیت نمود،های اپیفیت  گیاه، جمعیت بالایی از باکتری

 8 و) متوسط دیر گل (26 دو ژنوتیپلی صادق است ونیز ) متوسط زود گل (36  ژنوتیپاین موضوع در). 2(کند میسیر نزولی پیدا 
 و با  افزایش یافتاه دهی جمعیت باکتری برداری در مرحله جوانه و یا خواب بوده و با شروع زمان شکوفه ، در آغاز نمونه)خیلی دیر گل(
 بسته به بادام یها بنابراین ژنوتیپ. بود زودگل کمتر یها  این افزایش جمعیت در مقایسه با ژنوتیپ،رم شدن هوا و خشکی محیطگ

   ).8(داشتهای مولد هسته یخ نوساناتی خواهد   جمعیت باکتری، شرایط اقلیمیوضعیت فنولوژی گیاه و هدور
های جوان مواد مترشحه سطح گیاه افزایش پیدا کرده و بین مقدار این مواد و  تحقیقات نیز نشان داده است با ظهور شکوفه و برگ

یفیت یک رابطه مستقیم وجود دارد حتی اگر شرایط دمایی محیط مناسب باشد، مواد غذایی و میزان های اپ افزایش جمعیت باکتری
 یکی از راهکارهای ).17 ،21(های اپیفیت موثر باشد  تواند در افزایش یا کاهش جمعیت باکتری منابع کربن روی سطح گیاه می

رمازدگی، این تنش س به علت عدم شکوفه دهی در دوران خطر ارقام ونهاین گ. باشد  دیر گل میارقاممبارزه با سرمازدگی استفاده از 
   .کنند محیطی را با موفقیت سپری می

های مولد هسته یخ در این دوران شده و این   گلدهی باعث تأخیر در افزایش جمعیت باکتریدیر دهد که نتایج این تحقیق نشان می
 گزارش شده است که. گیرند  دیر گل کمتر در معرض خطر سرمازدگی قرار مییها تواند یکی از دلایلی باشد که ژنوتیپ امر خود می

در این تحقیق ). 21 ،17 (باشند می هسته یخ  مولد اصلی افزایش یا کاهش جمیت باکتریهایاز عوامل میزان بارندگی ودمای محیط 
دوره فنولوژی خود در طی ین کرده و گیاه یاه را تأمگ  و رطوبتیمشخص شد که دما و رطوبت محیط در درجه اول نیاز دمایی

   .گردد میها  معیت باکتریجباعث افزایش بدین صورت  و کند میهای اپیفیت را تأمین   نیاز غذایی باکتریاتی داشته کهترشح
ران های مولد هسته یخ در دو  باکتری پائین دیرگل به دلیل جمعیت ارقامکهتوان نتیجه گرفت  میبراساس نتایج بدست آمده 

 از طرفی در مواقع ضروری به تاخیر انداختن دوره فنولوژی گیاه با استفاده از مواد شیمیایی .باشند  میارقام مناسبترین ازسرمازدگی 
های  ها را به تاخیر انداخت، به طوری که در زمان توان افزایش جمعیت این باکتری نظیر اتفن و مواد تنظیم کننده رشد گیاه، می

  . ازدگی این خطر را به حداقل رساندوقوع تنش سرم
  

  :شود پیشنهاد می
  .های دیر گل اقدام نمایند  باغدارانی که قصد احداث باغ بادام در استان فارس را دارند نسبت به کاشت ارقام و ژنوتیپ-1
اندازند و یا با استفاده از باشند برای کاهش سرمازدگی، دوره فنولوژی گیاه را به تاخیر  که دارای ارقام زود گل می  در صورتی-2

  .های مولد هسته یخ را کاهش دهند های مسی مانند مخلوط بردو جمعیت باکتری قارچ کش
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لذا استفاده از .  که یکی از اثرات آن جلوگیری از تشکیل هسته یخ است در کاهش سرمازدگی نقش بسزائی دارند1 مواد ضد سرما-3
  .گردد های خطر توصیه می این مواد در ماه

  
  

   :و مĤخذمنابع 
 -، معاونت باغبانی وزارت جهاد کشاورزی استان فارس1380میزان خسارات سرمازدگی درختان بادام در سال . 1380نام  بی -1

  شیراز
طرح تحقیقاتی . های بادام به منظور استفاده و حفاظت ها و ژنوتیپ شناسائی، جمع آوری و ارزیابی گونه. 1379م -درستکار -2

 .زرقان. قات جهاد کشاورزی استان فارس مرکز تحقی7942
دار  های مولد هسته یخ روی درختان میوه هسته شناسایی باکتری. 1376. و تقوی، م. هاشمی، ض ، بنی.صحراگرد جونقانی ن -3

 .209-215ص :330جلد . مجله بیماری شناسی گیاهی. در استان فارس
جمعیت باکتریهای مولد هسته یخ روی درختان میوه هسته دار ، شناسایی و تغییرات فصلی 1372. ، قاسمی، الف.مزارعی، م -4

 .29-57ص : 60های گیاهی، جلد در شاهرود، مجله بیماری
 641. ناشر مرکز انتشارات علمی دانشگاه آزاد اسلامی چاپ اول. های باکتری شناسی گیاهی اصول روش. 1374. حسن زاده، ن -5
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   Pseudomonas syringae  باکتری آزمونهای بکار رفته برای شناسایی- 1جدول 
(Schaad et al. 2001 and  Bergey’s Manuals 1994)  

 Characteristic P.syringae pv. syringae  خصوصیت
  - Gram reaction  واکنش گرم 

  + KB  Diffusible fluorescent pigmentکشت تشر در محیط پیگمان فلورسانت من
  - KB  Non – diffusible pigmentکشت پیگمان غیر منتشر در محیط 

  Levan V  لوان
  - Oxidas  اکسیداز

  - Arginine dihydrolase   آرژنین دهیدرولاز
  - Pectolytic activity (Potato rot)  )پکتیناز(پوسیدگی سیب زمینی 

  + Tobacco HR   فوق حساسیت روی توتونواکنش
  - Nitrate reduction  احیاء نیترات

  + Gelatin hydrolysis  هیدرولیز ژلاتین
  + Ice nucleation  فعالیت هسته یخ

  - Starch hydrolysis  هیدرولیز نشاسته 
  - Indole formation  تولید ایندول
   : Utilization of  :استفاده از 
  + D(+) Glucose  دی گلوکز

  + L-Arabinose  ال آرابینوز 
  + D-Mannose   مانوز–دی 
  + D(+) Galactose  گالاکتوز-دی

  - Lactose  لاکتوز
  - Maltose  مالتوز

  + Sucrose  سوکروز 
  - D(+)Cellobiose  دی سلوبیوز

  Syringomycin production b(7)  تولید سیرینگومایسین 
  - Gas from glucose  تولید گاز از گلوکز
  + Nacl tolerance%5  % 5تحمل نمک طعام 
  - Nacl tolerance%7  %7تحمل نمک طعام 

  - Methyl red  متیل رد 
  +  Catalase  کاتالاز

   Voges proskauer استوئین
V : 79-21 %داشتند مثبت  واکنشبه این آزمون ها از جدایه.  
b :  ثبت نشان دادند جدایه واکنش م7 جدایته آزمایش شده، 8از.  
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  Pseudomonas fluorescens   شناسایی باکتریدر آزمونهای بکار رفته -2جدول 
(Schaad et al. 2001 and  Bergey’s Manuals 1994) 

  Characteristic  P.fluorescens  خصوصیت
  - Yellow – orange cellular pigment  نارنجی سلولی-پیگمان زرد

  Levan v  لوان
  + Oxidase  اکسیداز
  + Arginin dihydrolase  هیدرولازی آرژنین د

  - Tobacco HR  فوق حساسیت روی توتون
  - Growth at 4° C    درجه سانتی گراد41رشد در 
  + Growth at 4° C   درجه سانتی گراد4رشد در 

  + Nitrate reduction  احیاء نیترات 
  + Gelatin hydrolysis  هیدرولیز ژلاتین

   : Utilization of  :ه از   استفاد
  + L-Arabinose   آرابیتوز–ال 

  + Glucose  گلوکز
  + D-Mannose  مانوز -دی
  + D(+) Galactose  گالاکتوز - دی

  - Lactose  لاکتوز
  - Maltose  مالتوز

  + Sucrose  سوکروز
  - D(+) Cellobiose  سلوبیوز
  + Ice nucleation  هسته یخ تولید

V : 79-21 % مثبت بودند  دارای واکنشجدایه هااز . 

  
  Pantoea agglomerans (Schaad et al, 2001)  باکتری شناسایی در رفته بکار آزمونهای -3 جدول

  Characteristic  P.agglomerans  خصوصیت
  + Yellow pigment  پیگمان زرد 

  + Anaerobic growth  رشد بی هوازی 
  + Motility  حرکت
  + Mucoid growth  لعابیرشد 

  + Growth at 37°C   درجه سانتی گراد37رشد در 
  + Indole production  تولید اندول
  + Nitrate reduction  احیاء نیترات
  + NaCl  tolerance %5  %5تحمل نمک 

  + Starch hydrolysis  هیدرولیز نشاسته
   : Utilization of  :استفاده از 

  + Citrate  سیترات
  + Mannose  مانوز

  + Mannitol  مانیتول
  - Cellobiose  سلوبیوز
  + lactose  لاکتوز
  + Xylose  گزیلوز
  + Sucrose  سوکروز
  + Ice nucleation   هسته یختشکیل 
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  197   های مختلف بادام در منطقه زرقان استان فارس های مولد هسته یخ، بر روی ژنوتیپ شناسائی و بررسی نوسان جمعیت باکتری

  Xanthomonas spp. (Schaad et al. 2001)های بکار رفته برای شناسایی باکتری  آزمون-4جدول 
 .Characteristic   Xanthomonas spp  خصوصیت

  -  KB  Flourescence pigment on KB روی تتولید پیگمان فلورسان
  + Growth at 40°C    درجه سانتیگراد40رشد در 
  + Growth at 35°C   درجه سانتیگراد  35رشد در

  + Levan  لوان
  - Oxidase  اکسیداز

  + YDC   Colonies yellow or orange on YDCکلنی زرد یا نارنجی روی 
  + C°  30   Mucoid growth on YDC at 30°Cدر YDC روی لعابیرشد 

  + Gram negative  گرم منفی 
  - Grows anaerobically رشد بی هوازی

  + Grows aerobically  رشد هوازی
  - Urease  اوره آز 
 + H2S from cystene   از سیستئین H2Sتولید 

  )بازی( Litmus milk Alk  س شیر لیتمو
  

  های اپیفیت سطح چهار  کل باکتری های مولد هسته یخ و  جمعیت باکتری مقایسه-5جدول
  )80-81سال (های مختلف نمونه برداری   بادام در زمان∗ژنوتیپ

 ژنوتیپ 
  زمان نمونه برداری  8  26  5  36

   یخمولد هسته  کل باکتریها  مولد هسته یخ  کل باکتریها  مولد هسته یخ  کل باکتریها  مولد هسته یخ  کل باکتریها
  a**1/6  a16/3  a3/6  e 15/4  e54/4  a 83/2  e14/4  a 25/2  80 بهمن 20
 b98/6 b 88/5 b47/7 f 1/7 f4/6 b 17/5 f 52/5 b 73/3  80 اسفند 16

 c 61/5 c 23/4 c 15/5 g 43/4 g8/5 c 35/4 g41/6 c 64/5  81 فروردین 20

 d 1/5 d 35/3 d 23/4 h 1/3 h 66/4 d85/3 h 98/5 d 13/5  81 اردیبهشت 15

   میانگین چهارتکرار از هر رقم*
  )CFU / gr fresh wt 10Log(در هر گرم از بافت تازه ) CFU( واحد تشکیل دهنده کلنیLog 10بر حسب  **

  
  های باکتری مولد هسته یخ جدا شده از سطح چهار ژنوتیپ  مقایسه نوسان جمعیت گونه-6جدول

  *)80-81سال (   ونه برداریانتخابی درختان  بادام در چهار نوبت نم

  
 رقم هر از چهارتکرار میانگین : *

** :Xa :Xanthomonas spp     Pantoea agglomerans :Pa   Ps    :Pseudomonas syringae      Pf :Pseudomonas fluorescens 
  CFU / gr fresh wt) 10 (Log تازه بافت گرم (CFU) کلنی دهنده تشکیل واحد Log 10 حسب بر: ***
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  مقایسه نوسانات جمعیت باکتریهای مولد هسته یخ و کل باکتریهای  اپیفیت سطح ژنوتیپ های انتخابی-1نمودار 

  ).80-81سال (  درختان بادام در طی چهار نوبت نمونه برداری  
A : 36تغییرات مربوط به ژنوتیپ  B :  5تغییرات مربوط به ژنوتیپ  
C : 26تغییرات مربوط به ژنوتیپ D :  8تغییرات مربوط به ژنوتیپ 

  

  
  )80-81سال (برداری   طی چهار نوبت نمونهدر انتخابی بادام یها های مولد هسته یخ جدا شده از روی ژنوتیپ  مقایسه درصد باکتری-2نمودار 
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Abstract 
One of the factors which increases cold tension in the plants is ice nucleation activity (INA) of bacteria 
that produce biological ice nuclei which leads to frosting at higher temperature. In this study four 
genotypes of almond trees were selected and examined in Zarghan agricultural research center, in Fars 
province. The four genotypes were 36 (early-flowering), 5 (too early flowering), 26 (mid-late flowering) 
and 8 (too late-flowering). First, the INA+ bacteria isolated from buds, blossoms, immature fruits & leaves 
were characterized according to standard bacteriological methods. There after their population densities 
were determined separately during the months of February, March, April and May, 2002-2003.  The 
strains from Pseudomonas syringae, Pseudomonas fluorescens, Pantoea agglomerans and Xanthomonas 
spp. were identified as INA+ bacteria. To P.syringae was the most prevalent bacterium and 
P.agglomerans, P.fluorescens and Xanthomonas spp. were ranked second to the fourth, respectively. 
Bacterial population changed completely depending on the phenology of the plants and the temperature. 
Moderate temperatures of February and March, induced early flowering almond genotypes to blossom in 
Zarghan area of Fars province. Since population of epiphytic INA+ bacteria on almond trees will be 
increased by moderate temperature and adequate nutrition, any decrease in temperature will intensify on 
frost injury of almond trees. It was concluded selected almond genotypes, weather condition and 
population of INA bacteria are the most effective factors in frost damage of Zarghan area. 
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