
٩١١ ...باكتريهاي سودوموناس فلورسنت جدا شده بررسي ويژگي هاي : خداكرميان

 مجله علوم كشاورزي ايران
 )٩١١-٩١٩ ( ١٣٨٣، سال ٤، شماره ٣٥جلد 

 
 بررسي ويژگيهاي باكتريهاي سودوموناس فلورسنت جدا شده از فيلوسفر 

 مركبات جنوب ايران و ارزيابي توان آنتاگونيستي آنها 
 عليه باكتري عامل بيماري شانكر مركبات

 
 غلام خداكرميان

  ابوريحان، دانشگاه تهران مجتمع آموزش عالي،استاديار
 ١٧/١٠/٨٢تاريخ پذيرش مقاله 

 
 خلاصه

 
 استرين از باكتريهاي    ٣٠هاي جوان و ميوه مركبات استانهاي كرمان و هرمزگان تعداد            هاي برگ، شاخه   از نمونه 

ي نتايج بررسيها . جنس سودوموناس فلورسنت كننده جدا و ويژگيهاي فنوتيپي و اسيدهاي چرب آنها تعيين گرديد             
  تعلق P. putida bv. B بيووارهاي سه و پنج و P. fluorescensفنوتيپي نشان داد كه اين استرينها به دو گونه   

مايع به  - با كروماتوگرافي گاز    P. putida  و  P. fluorescensآناليز اسيدهاي چرب استرينهاي نماينده      . دارند
، OH  ،12 : 0-3 0 : 10اسيدهاي چرب      اسيد چرب را در هريك مشخص نمود كه           ١٣ و   ١٦ترتيب وجود   
12:0 2-OH   ، 12 : 0 3-OH  ،16:0، 16:1w7c    0 :17 و CYCLO      در استرينهاي P. fluorescens  و 

 OH  ،12 : 0  ،12:0 2-OH   ، 12 : 0 3-OH  ،16:0، 16:1w7c    ، 17: 0-3 0 : 10اسيدهاي چرب   
CYCLO   19:0 وcyclow8c    در استرينهاي P. putida  ررسي توانايي بيوكنترل استرينهاي منتخب     ب.  مهم بودند

 عامل بيماري شانكر آسيايي مركبات در شرايط           Xanthomonas axonopodis pv. citriعليه باكتري    
كاربرد استرينهاي منتخب   . آزمايشگاه نشان داد كه اين استرينها بازدارنده بوده و داراي تواناييهاي متفاوت هستند             

هاي بيماري    شرايط گلخانه براي كنترل بيماري شانكر باكتريايي ليموعماني تعداد لكه         نماينده هر دو گونه فوق در       
 .كاهش دادند% ٦٤تا % ٧٨/٢٣را بين  

 
  Pseudomonas fluorescens  ،P. putida، pv. citri Xanthomonas :واژه هاي كليدي 

 axonopodis                                   مايع، اسيد  -يي مركبات، كروماتوگرافي گاز   ، بيوكنترل شانكر باكتريا
 جنوب ايران                                 چرب، 

 
 مقدمه

درختان مركبات از گونه  هاي بومي شرق آسيا سرچشمه             
گرفته  اند كه اكنون در كشورهاي آرژانتين، استراليا، برزيل، چين،    

اكش، آفريقاي  ژاپن، مكزيك، مر   كوبا، مصر، هند، اسرائيل، ايتاليا،    
مناطق كشت  در ايران   . شوند جنوبي، اسپانيا و آمريكا كشت مي      

 بلوچستان،  سيستان و،مازندران، استانهاي گيلانمركبات شامل 
 .)١(باشد  ميكرمان، هرمزگان، خوزستان و فارس

 Xanthomonas axonopodisعامل بيماري شانكرمركبات  
Starr & Garces emend Vauterin et al.   ت که دارای    اس

 .A ،X. a. pvتيپ   يا   X. a. pv. citriسه پاتووار شامل     
aurantifolii       يا تيپهای B  ،،C و D و  X. a. pv. 
citrumelo   تيپ يا E بيماري شانكر مركبات     ).٢٧(باشد مي 

در آمريكا پيشينة   . اپن ديده شد   ژ نخست در اواخر قرن نوزده در     
 اين سال پايه  هاي نارنج سه       برمي  گردد كه در   ١٩١٠آن به سال    



 ١٣٨٣، سال ٤، شماره ٣٥مجله علوم كشاورزي ايران، جلد  ٩١٢

 اپن به             ژ           برگ آلوده از                       
 

 يا فرم آسيايي داراي گسترده  ترين      A پاتوتيپ   .شدآمريكا وارد   
 دامنه ميزباني گسترده و شدت       كه به دليل  دامنه ميزباني بوده    

اين  .تخريب آن جز ء بيماريهاي قرنطينه  اي شمرده مي  شود           
ا آلوده مي  كند ولي       پاتوتيپ بيشتر كولتيوارهاي مركبات ر        

درختان گريپ  فروت، انواع ليموهاي ترش و شيرين و برخي              
در . كولتيوارهاي پرتقال نسبت به آن حساسيت بيشتري دارند         
 در  Aايالت فلوريداي آمريكا در خلال برنامه ريشه  كني پاتوتيپ          

طي چند نوبت ميليونها اصله درخت و دهها نهالستان تخريب و            
د علائم شانكر آسيايي مركبات، روي برگها،             سوزانده شده  ان  

ميوه  ها و شاخه  هاي جوان به صورت زخمهاي برجسته  اي است           
 اين زخمها نخست در پشت برگ و سپس بر روي آن ديده                كه

همزمان با گسترده شدن زخمها كناره  هاي آنها              . مي  شوند
 آن به    كه  برجسته شده و قسمت مياني آنها فرورفته مي  گردد         

 .)٢١، ١٢، ١١، ٩، ٨ (مي  گويند رم آتشفشانيف
 موجب ريزش   Aآلودگي شديد درختان مركبات به پاتوتيپ       

برگ، ريزش ميوه  هاي نارس، مرگ سرشاخه  هاي  جوان و در              
 كشور دنيا با اين      ٣٠امروزه  . نهايت زوال كامل درخت مي  شود     

 فرم آسيايي شانكر مركبات      ولي بيماري دست به گريبان هستند    
از جنوب آفريقا، استراليا، جزاير في  جي، موزامبيك،         ) Aتيپ  (

در ايران  ). ٢١،  ٢٠،  ١٩(نيوزلند و آمريكا ريشه كن شده است          
 بر روي   ١٣٦٨شانكر باكتريايي مركبات نخستين بار، در سال          

درختان ليموترش در كهنوج از استان كرمان ديده و باكتري              
 ١٣٧٤ر سال     د ).٤(عامل آن جدا سازي و شناسايي شد            

استرينهاي ديگري از باكتري شانكر مركبات از ليموترشهاي بازار         
). ٥(نسبت داده شدند    X. a. pv. citri   و به     ساري جدا 

گروهي ازاسترينهاي   خداكرميان و همكاران       براساس مطالعات 
جدا شده از مركبات جنوب ايران توانستند علائم تيپيك شانكر            

) تيپ شانكر آسيايي   (X. a. pv. citri باكتريايي ناشي از  پاتوار    
 .Citrus aurantifolia, Cرا روي درختان مركبات شامل         

limettioides, C. limon, C. jambhiri, C. aurantium C. 
sinensis, C. grandis, Poncirus trifoliata X C. 
Paradisi, C. Paradisi, C. medica, P. trifoliata, C. 

reticulata    وC. sinensis X P. trifoliata  ٢ (پديد آورند ،
٣.( 

تاكنون روشهاي مختلفي براي كنترل يا ريشه  كني درختان          
از جمله اين روشها     . يا نهالهاي آلوده به كار گرفته شده است          

مي  توان ريشه  كني درختان و نهالهاي آلوده، جلوگيري از ورود و           
بيولوژيكي، پخش اندامهاي گياهي بيمار، مبارزه شيميايي و             

كاشت ارقام مقاوم و ايجاد بادشكن در اطراف و بين رديفهاي باغ            
 . )٢١، ٢٠، ١٩، ٩(را نام برد

در كشور هندوستان از برگهاي ليمو چهار گونه باكتري              
 Bacillus subtilis   ،B. polymixa  ،Pseudomonas:شامل

fluorescens و Serratia marcescens       و سه گونه قارچ به 
   و     Aspergillus terreus،Trichoderma viride :نامهاي

T. harzianum        جدا شده كه در آزمايشگاه از رشد X. c. pv. 
citri   درشرايط باغ   .  جلوگيري كرده  اندB. subtilis    از همه 

 ).١٧(   كاهش داده است٩/٦١%مفيدتر بوده و بيماري را 
تاكنون روشهاي متعددي براي شناسايي و رده  بندي               

بررسي تريهاي بيماريزاي گياهي به كار رفته از جمله                 باك
آناليز اسيدهاي چرب از روشهاي مورد          ويژگيهاي فنوتيپي و   

كاربرد روش آناليز   . استفاده براي نيل به اين هدف  بوده است          
 اسيدهاي چرب براي رده  بندي و شناسايي باكتريها ابتدا توسط          

راي رده  بندي و    تاكنون ب   كه  گزارش شد  )١٩٦٣(ابل و همكاران    
 بررسيهاي استيد   .شناسايي باكتريهاي زيادي استفاده شده است     

نشان داد كه باكترهاي جنس سودوموناس از نظر الگوي ) ١٩٩٢(
اسيدهاي چرب در شش گروه عمده قرار مي گيرد كه هر گروه              

 استرين از   ٩٧٥ بررسي   ).٢٣(خود داراي زير گروههايي است        
 يانگ و    توسط،  Xanthomonasاي  پاتووارهاي مختلف گونه  ه   

 نشان داده كه اين استرينها در سطح گونه با            )١٩٩٣(همكاران  
در يك  . )٢٨ (روش آناليز اسيدهاي چرب قابل تفكيك مي  باشند      

 استرين متعلق به    ١٩٠ )١٩٩٣(ولس و همكاران    بررسي توسط   
 ,Erwinia, Bacillus, Clostridiumشش جنس شامل      

Cytophaga, Xanthomonas      و Pseudomonas  قابل
 و  شناساييبررسی  اين   هدف از    ).٢٩ (رديابي بوده  اند  تفكيك و 

بي توان آنتاگونيستي استرينهاي سودوموناسهاي فلورسنت        ياارز
جدا شده از فيلوسفر مركبات بوده تا در برنامة مديريت كنترل             

   . بيماري شانكر باكتريايي مركبات مورد استفاده قرار گيرند
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  هاروش و مواد

 از   جداسازي و به دست آورن تك  كلني         ، نمونه  برداري -الف
 باكتريهاي آنتاگونيست

جيرفت و  (مركبات ازاستانهاي كرمان  آلودة  اندامهاي سالم و    
جمع آوري و پس از انتقال      ) ميناب و رودان  (و هرمزگان   ) كهنوج

ك ي) برگ، شاخه يا ميوه    (به آزمايشگاه به ازاي هرگرم بافت          
پس از گذشت   . آب مقطر استريل روي آنها ريخته شد        ليتر   ميلي

 يك تا دو ساعت از هر نمونه دو تا سه لوپ در تشتكهاي حاوي               
 درجة  ٢۵ در دماي       و  كشت King’s B   محيط كشت 

پس از گذشت سه روز  از       . سانتيگراد در انكوباتور گذاشته شدند    
گيهاي تيپ  ژهر تشتك تك  كلني يا تك  كلنيهايي كه وي              

Pseudomonas              را داشتند، برگزيده و دوباره روي محيط  
 .تا رسيدن به خلوص كامل كشت شدندكشتهاي مزبور 

 باكتريهاي سودوموناس     فنوتيپيبررسي ويژگيهاي      -ب
 فلورسنت جدا شده از فيلوسفر مركبات 

براي بررسي ويژگيهاي فنوتيپي استرينهاي مورد بررسي  از          
به شرح   استرين انتخاب شده     ٣٠ براي تعداد    روشهاي استاندارد 

 :زير استفاده گرديد 
  كلمنت و همكاران    آزمون فوق حساسيت در توتون به روش       

هيو  بـه روش    ( O/F)، آزمون هوازي يا بي هوازي بودن        )١٩٦٤(
 كوواكس ، آزمون اكسيداز به روش              )١٩٥٣(و ليفسون      

ساسلو و  به روش     % KOH 3، آزمون حساسيت به       )١٩٥٦(
، آزمونهاي كاتالاز، توليد لوان بر روي محيط          )١٩٨٢(همكاران  

  ليليوت و همكاران     احياي نيترات به روش     و% ٥كشت سوكروز   
 توليد   ،، آزمونهاي تحمل نمك طعام پنج درصد              )١٩٨٤(

  ٤١ و   ٤رشد در دماي    ،  آنزيمهاي پكتيناز، لهاندن سيب زميني     
 توليد رنگ فلورسنت روي محيط كشت            و درجه سانتيگراد 

King’s B  هيدروليز آژرنين به روش     )١٩٨٨( شاد    به روش ، 
 )١٩٦٧ ( روش گراهام    به ، هيدروليز نشاسته   )١٩٦٠(تورنلي  
مك فادين  ستيناز و ذوب ژلاتين به روش       ي ل آزمونهاي. دانجام ش 

براي بررسي استفاده استرينهاي باكتري از      .   انجام شد     )١٩٨٠(
هاي آلي شامل   كربوهيدراتهاي مختلف، اسيدهاي آمينه و اسيد      

آرابينوز،  زايلوز،   ترهالوز، ،  گلوكز، فروكتوز، گالاكتوز، سوكروز     

 متيل  گلوكوزيد،-اينوزيتول، آلفا   -مزويتول،   بتول، سور  آدوني
 تريپتوفان  لاكتات، مالات، ، نيكوتينات، سيترات،     گليسرول اتانول،

 آير  آرژنين از محيط پايه                                           و
  مواد به ميزان       استفاده شد كه غلظت نهايي اين           )١٩٦٩(
 و نتيجه تا يك ماه پس       ٢/١% درصد و آگارز به ميزان       ٢/٠ - ٣/٠

 ).٢٥، ٢٤، ١٨، ١٦، ١٥، ١٤، ١٣، ١٠(  گرديداز كشت بررسي
باكتريهاي سودوموناس فلورسنت    اسيدهاي چرب بررسي   -ج

 جدا شده از فيلوسفر مركبات 
 . انجام شد     زيربه صورت      اسيدهاي چرب      استخراج   

 اي ـاسترينه
، كشت و   ١ داراي محيط كشت آگار غذايي      تشتكهايباكتري در   

.  درجة سانتيگراد، گذاشته شدند      ٢٨مدت دو روز در دماي         
ة آناليز   ژ وي  TSAسپس در پليتهاي داراي محيط كشت             

 :اسيدهاي چرب كه داراي فرمول زير بود كشت داده شدند
1.5% Bacto Agar (Difco) 
3% Trypticase Soy Broth (BBL) 

 درجة سانتيگراد قرار داده    ٢٨ مدت دو روز، در دماي       تكهاتش
يك لوپ چهار ميلي  متري، از سلولهاي باكتري، برداشت          . شدند
 ٢ FAMEsاسيدهاي چرب موجود در سلولهاي باكتري يا         . شد

 .)٢٣ و ٢٢ ( تهيه شددبا استفاده از روش استي
 gas liquid اسيدهاي چرب حاصله، به وسيلة           

chromatography    يا  GLC5890مدل A  )(Hewlett – 
Packard Co.,  Avondale. PA.  ستون مورد  . آناليز شد

 پوشش داده    25m x 0.2 mm با ابعاد       Fused silicaاستفاده
 methyl phenyl silicone  (Hewlett - Packardشده با 

Co.)         اسيدهاي چرب پس از       .ن بود  ژ و گاز حامل هيدرو
.  مورد شناسايي قرار گرفتند     FID٣جداسازي به وسيله شناساگر   

داده  هاي به دست آمده، به كامپيوتر متصل به دستگاه                   
 MIS version توسط نرم افزار      وكروماتوگرافي گازي منتقل     

 .  آناليز و ارزيابي شد3.2

                                                                                    
1 . nutrient agar 
2 . fatty acid methyl esters 
3 . flame ionization detector 
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باكتريهاي سودوموناس فلورسنت    ارزيابي توان آنتاگونيستي   -د
ل بيماري شانكر   جدا شده از فيلوسفر مركبات عليه باكتري عام       

 .مركبات در شرايط آزمايشگاه
 در   باكتريهاي سودوموناس فلورسنت    رسي تآثير     براي بر  

بازدارندگي از رشد باكتري عامل بيماري شانكر مركبات در               
شرايط آزمايشگاه، استرينهاي باكتري آنتاگونيست به صورت           

 در قالب يك طرح     King’s Bاي در تشتكهاي حاوي محيط       لكه
 ساعت نگهداري   ٤٨ تصادفي در سه تكرار كشت و پس از           كاملا   

 درجه سانتيگراد به صورت زير مورد استفاده قرار           ٢٥در دماي   
براي تيمار شاهد به جاي باكتري آب مقطر استريل بر            . گرفتند

روي محيط كشت قرار داده شد و در مراحل بعدي همانند ساير             
تدا كلنيهاي  اب. تيمارهاي آزمايش مورد استفاده قرار گرفت         

باكتريهاي آنتاگونيست كشت داده شده توسط پنبه استريل             
آغشته به الكل از سطح تشتك پاك و سپس در قسمت در هر                

 ٢٠پتري دو قطره كلروفرم اضافه و به صورت وارونه به مدت                
پس از آن در تشتكها در شرايط استريل         . دقيقه نگهداري شدند  

 و پس از آن يك          دقيقه هوا دهي شدند      ٣٠باز و به مدت       
ليتر از سوسپانسيون باكتري بيماريزا در هر پتري توسط             ميلي

 درجه سانتيگراد به مدت      ٢٨اي پخش و در دماي        ميله شيشه 
قطر هاله بازدارندگي هر تكرار        .  ساعت نگهداري شدند     ٧٢

گيري شد و پس از ثبت در قالب طرح          باكتري آنتاگونيست اندازه  
زيه و تحليل قرار گرفته و ميانگينهاي       آماري به كار رفته مورد تج     

آنها جهت انتخاب استرينهاي مختلف از هر گروه آماري براي              
 . كاربرد در شرايط گلخانه مقايسه شد

باكتريهاي سودوموناس    ارزيابي توان آنتاگونيستي     -هـ
فلورسنت جدا شده از فيلوسفر مركبات عليه باكتري عامل            

 خانهبيماري شانكر مركبات در شرايط گل

 در   باكتريهاي سودوموناس فلورسنت    براي بررسي تآثير       
بازدارندگي از بيماريزايي باكتري عامل بيماري شانكر مركبات در         
شرايط گلخانه، سوسپانسيون باكتري بيماريزا و آنتاگونيست با           

 نانومتر تهيه و صد هزار بار        ٦٠٠ در طول موج     ١/٠جذب نوري   
با سوسپانسون  ) عمانيليمو  (نهالهاي ليموي آب   . رقيق شد 

باكتري آنتاگونيست تا مرحله جاري شدن آب از سطح برگها              
توسط اسپري كردن آغشته شدند و در تيمار شاهد به جاي                

پس از  . سوسپانسيون باكتري از آب مقطر استريل استفاده شد         
 ساعت همه نهالها توسط باكتري بيماريزا اسپري            ٧٢گذشت  

ت پلاستيك كشيده شد و در       ساع ٢٤شدند و روي آنها به مدت       
 تا  ٥٥ درجه سانتيگراد و رطوبت نسبي       ٢٧ تا   ٢٥گلخانه با دماي    

 .  درصد نگهداري شدند٦٠
اين بخش از آزمايش در قالب طرح آماري كاملا  تصادفي با             
سه تكرار و هر تكرار شامل پنج اصله نهال ليموعماني انجام و               

 عدد  ٥٠ روي   هاي موجود بر   پس از گذشت دو ماه تعداد  لكه         
برگ در هر تيمار صرفنظر از اندازه آنها شمارش و در قالب طرح              

 .اجرا شده مورد تجزيه و تحليل قرار گرفت
 

 نتايج و بحث
  King’s B بررسي شده همگي روي محيط          استرينهاي

هيدرولاز،  ه و ويژگيهاي آرژنين دي      توليد رنگ فلورسنت نمود    
كسيداز در همه آنها      درجه سانتيگراد و ا      ٤١رشد در چهار و       

 ولي هيچيك قادر     توانايي احياء نيترات را داشتند      اكثرا    و  مثبت  
به ايجاد واكنش فوق حساسيت در توتون،  توليد لوان روي                

هاي  سوكروز و فعاليت پكتوليتيكي روي حلقه      % ٥محيط حاوي   
هيدروليز را  ژلاتين  سيب زميني نبودند و جز يك گروه همه            

مونهاي فنوتيپي در جدول شماره يك آمده           نتايج آز . نمودند
 .است

باكتريهاي سودوموناس    ارزيابي توان آنتاگونيستي     نتيجه
فلورسنت جدا شده از فيلوسفر مركبات عليه باكتري عامل               
بيماري شانكر مركبات در شرايط آزمايشگاه به صورت تجزيه             

بندي  واريانس در جدول شماره سه و مقايسه ميانگينها و گروه            
  .ارها در جدول شماره چهار خلاصه شده استتيم

باكتريهاي  نتايج ارزيابي توان آنتاگونيستي     تجزيه آماري    
سودوموناس فلورسنت جدا شده از فيلوسفر مركبات عليه               
باكتري عامل بيماري شانكر مركبات در شرايط گلخانه در جدول          

 خلاصه  ٦بندي تيمارها در جدول       و مقايسه ميانگينها و گروه      ٥
 .ده استش

 استرين انتخاب شده و       ٣٠با بررسي ويژگيهاي فنوتيپي       
(تطبيق آن با جداول ارايه شده توسط بوسيس و همكاران                 



٩١٥ ...باكتريهاي سودوموناس فلورسنت جدا شده بررسي ويژگي هاي : خداكرميان

 هاي استرينهاي مورد بررسي به گونه      ) ٢٠٠١(و شاد    ) ٢٠٠٠
P. fluorescens )     بيووارهاي يك و پنج (  وP. putida)  بيووار

B  (  وانايي رنگ   استرينهاي مورد بررسي ت      . تعلق داشتند
.   را داشته و واكنش اكسيداز        King’Bفلورسنت روي محيط     

 درجه سانتيگراد در آنها مثبت      ٤١هيدرولاز، رشد در      دي آرژنين
و واكنش گرم، رشد در چهار درجه سانتيگراد، توليد لوان،                 

هاي سيب زميني و ايجاد واكنش فوق حساسيت در          لهاندن ورقه 
ير ويژگيهاي مورد بررسي      در سا . توتون در آنها منفي بود       

(استرينهاي هر گروه با جداول ارايه شده بوسيس و همكاران              
داراي انطباق قابل قبول جهت تفكيك       ) ٢٠٠١(و شاد   ) ٢٠٠٠

 .در حد بيووار بوده و شناسايي شدند
 استرينهاي سودوموناس جدا  فنوتيپي ويژگي هاي -١جدول 

 شده از فيلوسفر مركبات جنوب ايران
P. putida 
bv. B

P. fluorescens 
bv. V

P. fluorescens 
bv. III

 نوع آزمون

 هوازي
+ 
+ 
+ 
- 
+ 
- 

 هوازي
+ 
+ 
+ 
- 
+ 
- 

 هوازي
+ 
+ 
+ 
- 
+ 
- 

هوازي توانايي هوازي يا بي
 %٣ KOHحساسيت به 

 كاتالاز
 %٥تحمل نمك طعام 
 هيدروليز نشاسته

 توليد رنگ فلورسنت
 غيرفلورسنت توليد رنگ 

 هيدرولاز  ديآرژنين + + +
 اكسيداز + + +
- 
- 
- 

- 
+ 
- 

+ 
+ 
- 

  احياء نيترات
 ليسيتيناز

 لهاندن سيب زميني
 روي ايجاد فوق حساسيت   - - -

 برگ توتون
- 
- 

- 
- 

- 
- 

 توليد لوان
  درجه سانتيگراد٤رشد در 

 درجه سانتيگراد٤١رشد در  + + +

- + + 
   
+ + - 
+ + + 
- + + 
+ + + 
+ + + 

 هيدروليز ژلاتين
 :رشد روي

  آرابينوز-ال
 يلوز زا-دي 
  تارتاريك اسيد-ال
  آلانين-دي

 سوربيتول

- 
 ـ
+ 
 ـ
- 
- 
- 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

- 
+ 
+ 
+ 
- 
+ 
- 
v 
v 
v 
- 
v 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
- 
+ 

V 
V 
+ 
v 
v 
+ 
- 
v 
v 
- 
- 
v 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
- 
+ 

 

 
 ترهالوز

 گالاكتوز-دي
 سوكروز

 مزواينوزيتول
 آدونيتول

 اتانول
 ژرانيول
 بوتيرات
 والرات

 نيكوتينات
 فنيل استات 
 بوتيل آمين

 گلوكز
 فروكتوز

 گليسرول
 سيترات
 مالات

 تريپتوفان
 آرژنين

 واكنش مثبت جدايه به آزمون+ : ش منفي جدايه به آزمون    نواك : -
: V درصد جدايه ها ٨٩ تا ٢١  بين  يا متغير + 

 
ي مورد بررسي در      نتيجه آناليز اسيدهاي چرب استرينها      

  .جدول شماره دو خلاصه شده است
باكتريهاي سودوموناس فلورسنت جدا شده   اسيدهاي چرب -٢جدول 

 از فيلوسفر مركبات
P. putida P. fluorescens 

10 : 0 
10 : 0 3-OH 
12 : 0 
12 : 0 2-OH 
12 : 1 3-OH 
12 : 0 3-OH 
14 : 0 
16 : 0 
16:1w7c 
17 : 0 ANTISO 
17 : 0 CYCLO 
18 : 0 

C19:0 cyclow8c 
 
 
 

10 : 0 3OH 
11 : 0 ISO 
11 : 0 3OH 
12 : 0 
12 : 0 2-OH 
12 : 1 3-OH 
12 : 0 3-OH 
14 : 0 
14 : 0 ISO 
16 : 0 
16:1w7c 
16 : 0 ISO 
17 : 0 ISO 3-OH 
17 : 0 ANTISO 
17 : 0 CYCLO 
18 : 0 

 
 قطرهاله بازدارندةهاي مربوط به   تجزيه واريانس داده-٣جدول 

باكتريهاي سودوموناس فلورسنت جدا شده از فيلوسفر مركبات عليه 
 باكتري عامل بيماري شانكر مركبات

MS  مربعاتجمع درجه آزادي  تغييراتمنابع 
 كل ٥٩ ٢٩/٣١٥ 

** ٤٧/١٦  تيمار ١٩ ٨٨/٣١٢



 ١٣٨٣، سال ٤، شماره ٣٥مجله علوم كشاورزي ايران، جلد  ٩١٦

 خطا ٤٠ ٤١/٢ ٠٦/٠
 دار در سطح يك درصد   معني: **   
 

هاي به   يز با توجه به داده    الگوي اسيدهاي چرب استخراج شده ن     
هاي شناسايي شده مشخص و       دست آمده براي هريك از گونه       

. تفكيك كننده بود كه در جدول شماره دو خلاصه شده است             
نشان داد كه باكترهاي جنس         ) ١٩٩٢(بررسيهاي استيد     

سودوموناس از نظر الگوي اسيدهاي چرب در شش گروه عمده            
باشد كه   زير گروه هايي مي   داراي قرار گرفته كه هر گروه خود      

٢٣(هاي مزبور مطابقت دارد      نتيجه آناليز اسيدهاي چرب با داده     
 ٩٧٥ با كاربرد آناليز اسيدهاي چرب       )١٩٩٣ ( يانگ و همكاران   ).

 نشان  ،Xanthomonasاسترين از پاتووارهاي متفاوت گونه  هاي      
ز دادند كه با اين روش مي  توان گونه  هاي متفاوت اين جنس را ا            

به علاوه توان اين روش براي متمايز                 . همديگر متمايز نمود   
نمودن پاتووارهاي درون يك گونه كه بسيار به همديگر شبيه             
مي  باشند، تنها به طور نسبي و در برخي موارد قابل پذيرش                

از آنجا كه آناليز اسيدهاي چرب، روشي آسان و كم هزينه            .است
ي در مقايسه با برخي روشهاي       بوده و اجراي آن به زمان كمتر       

ديگر نياز دارد، در مورد شمار فراواني از استرينها قابل انجام                
اين روش به سبب مزاياي گفته شده و دقت مناسب             . مي  باشد

گونه  ها از همديگر، روش      و ها آن، در سواسازي و تفكيك گروه      
 نتايج اين قسمت نيز در حد مورد بررسي با           .)٢٨ (ايده  آلي است 

مطابقت ) ١٩٩٣(نتايج به دست آمده توسط ولس و همكاران            
با توجه به تنوع فراوان در ميان باكتريها و نيز محدوديتها و            . دارد

توانمنديهاي هر روش از ديدگاه شناسايي باكتريها بهترين كار            
استفاده از چند روش به صورت همزمان يا استفاده از تاكسونومي      

ي به حد قابل اعتمادي برسد كه        فازي است تا دقت شناساي      پلي
مورد ) ١٩٩٦(استفاده از اين روش به وسيله واندام و همكاران            

بررسي قرار گرفته و توانايي آن با توجه به تحقيقات مختلف                
 ).  ٢٦(تا ييد شده است 

 
باكتريهاي سودوموناس مقايسه ميانگين قطرهاله بازدارندة  -٤ جدول

استفاده از آزمون دانكن در سطح  با فلورسنت در شرايط آزمايشگاه
 احتمال يك درصد

 گروه آماري
)سانتيمتر(  قطر هاله بازدارندهميانگين %١ در سطح   استرين باكتري

A ٤٠/٦   PF 19 
A ١٦/٦ PF 9 
A ٩٣/٥ PF 15 
A ٩٣/٥ PP 1 
B ٨٦/٤ PP 12 
B ٨٠/٤ PF 5 
C ٩٣/٣ PF 16 
C ٨٣/٣ PP 2 
D ١٣/٣ PP 20 
D ٠٠/٣ PF 9 
D ٥٣/٢ PP 11 
E ٣٣/١ PF 10 
E ١٦/١ PF 3 
E ٠٣/١ PF 14 
F ٤٠/٠ PP 17 
F ٣٦/٠ PF 7 
F ٢٦/٠ PF 4 
F ٠٠/٠ PP 8 
F ٠٠/٠ PP 13 
F ٠٠/٠ PP 18 

 .  قطر هاله بازدارنده ميانگين هاي سه تكرار مي باشند -
% ١ ميانگين هاي داراي حروف گروه آماري متفاوت در سطح احتمال           -

 .ف معني دار دارند اختلا
 هاي مربوط به توان آنتاگونيستي  تجزيه واريانس داده-٥ جدول

باكتريهاي سودوموناس فلورسنت جدا شده از فيلوسفر مركبات عليه 
 .باكتري عامل بيماري شانكر مركبات در شرايط گلخانه

MS  درجه آزادي مربعاتجمع تغييراتمنابع 
 كل ٢٠ ٢٤/٦٨٣٥ 

 تيمار ٦ ٩١/٦٥٣٧ ٦٥١/١٠٨٩ **
 خطا ١٤ ٣٣/٢٩٧ ٢٣٨/٢١

 دار در سطح يك درصد   معني: **        
 

باكتريهاي سودوموناس  توان آنتاگونيستيمقايسه ميانگين  -٦ جدول
فلورسنت جدا شده از فيلوسفر مركبات عليه باكتري عامل بيماري 

استفاده از آزمون دانكن در سطح  با شانكر مركبات در شرايط گلخانه
 تمال يك درصداح

%١ در سطح گروه آماري  استرين باكتري  برگ٥٠ها در   تعداد لكهميانگين
A كنترل مثبت ٦٦/٥٤ 
B ٠٠/٣٥   PF 10 
B ٦٦/٣٤ PP 12 
C ٦٦/١٧ PP 20 
C ٦٦/١٣ PF 16 
C ٠٠/١٣ PF 19 
D كنترل منفي ٠٠/٠٠ 

 . ها ميانگين هاي سه تكرار مي باشند  داده* 
% ١ي حروف گروه آماري متفاوت در سطح احتمال           ميانگين هاي دارا 

 .اختلاف معني دار دارند 



٩١٧ ...باكتريهاي سودوموناس فلورسنت جدا شده بررسي ويژگي هاي : خداكرميان

 
استرينهاي مورد بررسي در آزمون توان بازدارندگي در              

از . شرايط آزمايشگاه، عموما  داراي هاله بازدارنده رشد بودند           
 استرين تنها تعداد سه      ٣٠ استرين منتخب از بين        ٢٠تعداد  

 تعداد پنج استرين     .د را نداشتند  استرين توان بازدارندگي از رش    
هاي  اي كه نماينده گروه    به كار گرفته شده در بررسيهاي گلخانه       

آماري مختلف با توجه به بررسيهاي آزمايشگاهي بودند همگي           
هاي ناشي از باكتري عامل شانكر           توانايي كاهش تعداد لكه     

مركبات را داشتند ولي هيچكدام قادر به كنترل كامل بيماري             
در مقايسه  % ٦٤تا  % ٧٨/٢٣ها را    اين استرينها تعداد لكه   . دندنبو

الگوي عمومي توان بازدارندگي     . با كنترل مثبت كاهش دادند      
بندي استرينها از نظر توانايي      استرينها در شرايط گلخانه با گروه     

بازدارندگي در شرايط آزمايشگاه مطابقت داشته ولي استرينهايي        
هاي آماري   اله بازدارنده رشد در گروه    كه در آزمايشگاه از نظر ه      

اين . متفاوت بودند، در شرايط گلخانه در يك گروه قرار گرفتند           
ژيك ارايه شده توسط      پديده در بسياري از نتايج كنترل بيولو        

از آنجا كه شرايط       . خورد محققين ديگر نيز به چشم مي          
باشد  آزمايشگاه به صورت كنترل شده و بدون دخالت ميزبان مي         

توان به دخالت شرايط محيط،        ذا تفاوتهاي ديده شده را مي        ل
به طور  . ميزبان و وجود ساير مكانيسمهاي بيوكنترل نسبت داد        

تر از شرايط آزمايشگاه بوده و       كلي شرايط طبيعي بسيار پيچيده    
در نهايت برآيند و اثر متقابل اين شرايط است كه سهم هريك از             

مواد بازدارنده ترشح   . نمايد ميمكانيسمها را در بيوكنترل تعيين      
شده توسط ميكروارگانسمها الزاما  دوام يكسان نداشته و برخي از          

تواند منشا  تفاوت    توان پايداري بيشتري برخوردارند كه خود مي       
در عملكرد استرينها تحت شرايط متفاوت باشد به علاوه از آنجا            

كه محيط درون ظروف پتري محدود ميباشد با گذشت زمان              
شود در   غلظت مواد بازدارنده بالا رفته و تا ثير آن بيشتر مي              

برخي . باشد حاليكه چنين شرايطي در محيط گلخانه برقرار نمي        
از استرينهاي باكتريايي غير از توليد مواد بازدارنده و سيدروفور،           
توان رقابتي بالاتري داشته و به علاوه قادرند سيستم ايمني               

و مجموعه اين عوامل در تلفيق با ساير        ميزبان را تحريك نمايند     
شرايط محيطي تعيين كننده توانايي بيوكنترل آنها در حضور            

بنابراين عدم انطباق نتايج      .  ميزبان و استرين بيماريزا است      
تواند به دلايل ذكر شده قابل         آزمايشگاه با شرايط گلخانه مي      

ج به  توان صرفا  براساس نتاي     انتظار باشد وبه همين خاطر نمي       
دست آمده در شرايط آزمايشگاه اقدام به توصيه براي استفاده از            

نتايج . استريني خاص در شرايط گلخانه يا شرايط طبيعي نمود          
(هاي پابيترا كاليتا بورال و همكاران        اين قسمت از كار نيز با داده      

). ١٧(نمايد   مطابقت داشته و اظهارات آنها را حمايت مي       ) ١٩٩٦
كلي از مجموع نتايج بدست آمده مي توان         در يك جمع بندي      

چنين استنباط كرد كه  كنترل بيولوژيكي روش بالقوه اي جهت           
كمك به كنترل بيماري شانكر باكتريايي مركبات است كه               

تواند به صورت تلفيق با ساير روشهاي كنترل از جمله هرس             مي
در كنترل  . و تقويت غذايي درختان مورد استفاده قرار گيرد           

قي يك بيماري سعي بر آن است كه يك جنبه را عمليات               تلفي
زراعي، باغباني يا كنترل بيولوژيك در نظر گرفته و جنبه ديگر             
در صورت ضرورت و اجبار استفاده از تركيبات شيميايي كم               
خطر باشد تا در حد معقول به سلامت محيط زيست آسيب                
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SUMMARY 
 
A total of 30 Fluorescent Pseudomonads strains were isolated from citrus leaves, 

twigs and fruits in Kerman and Hormozgan provinces. Results of characterized 
phenotypic features showed two groups of strains namely including Pseudomonas 
fluorescens  bv. III and V, and P. putida bv. B. Fatty acids determination using gas-
liquid chromatography indicated 16 fatty acids for P. fluorescens strains and 13 fatty 
acids for P. putida strains.The main fatty acids for P. fluorescens strains were 10: 0 3-
OH, 12:0, 12:0, 12:0 2-OH, 12: 3-OH, 16:0, 16:1 w7c and 17:0 cyclo and  for P. putida 
strains were 10: 0 3-OH, 12:0, 12:0, 12:0 2-OH, 12: 3-OH, 16:0, 16:1 w7c, 17:0 cyclo 
and 19:0 cyclo w8c. Representative strains from both groups showed antagonistic 
activity towards Xanthomonas axonopodis pv. Citri, the causal agent of Asiatic citrus 
canker disease in petri plates. Application of some representative antagonist strains 
under greenhouse condition reduced number of disease lesions from 23.78% to  64%. 
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                              citri, Citrus bacterial canker biocontrol, Gas-liquid chromatography,  
                               Fatty acid, Southern Iran.   


