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عامل بيماري شانكر  Xanthomonas axonopodis pv.citriبررسي امكان بيوكنترل باكتري 
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  چكيده
ايـن  . يكي از بيماريهاي مهم مركبـات در دنيـا مـي باشـد      Xanthomonas axonopodis pv. citriبيماري شانكر باكتريايي مركبات با عامل

ي هاي اپي فيت سـطح  در اين تحقيق پتانسيل باكتر. بيماري بيش از يك دهه است كه در منطقه جنوب كشور استقرار يافته و در حال گسترش مي باشد
جدايه از برگهـاي مركبـات جمـع     453تعداد  1381و 1380در سالهاي . برگ مركبات به عنوان يكي از عوامل بيوكنترل بيماري مورد بررسي قرار گرفتند

روي بـاكتري عامـل    سپس اثر بازدارنـدگي از رشـد جدايـه هـاي مـذكور     . و مازندران خالص سازي شدند ، جيرفتآوري شده از مناطق مختلف هرمزگان
جدايـه توانسـتند از رشـد بـاكتري      26نتـايج نشـان داد كـه تعـداد     . مورد آزمـايش قـرار گرفتنـد    (YNA)بيماري شانكر مركبات در روي محيط كشت 

Xanthomonas axonopodis pv. citri ررسـي قـرار   جدايه هايي كه فعاليت آنتاگونيستي داشتند از نظر خصوصيات فنوتيپي مورد ب. جلوگيري كنند
 ،) 80تـوئين  ( چربـي  هيدروليز كـازئين و  هيدروليز ژلاتين، ،كاتالاز واكنش اكسيداز، توليد رنگ فلورسنت، بر اساس نتايج آزمونهاي واكنش گرم،. گرفتند

خصوصيات ذكر شـده در  ج بدست آمده و چهار گروه از آنها گرم منفي بوده و طبق نتاي .و استفاده از منابع كربني در پنج گروه مجزا قرار گرفتندتوليد لوان 
يـك  . مشابهت داشـتند  P.syringaeو   Pseudomonas fluorescens I،P.fluorescens V،P.viridiflavaهاي باكترياين گروه ها با  منابع

  .قرار گرفتند Bacillusگروه از باكتري ها گرم مثبت و هوازي بوده و توليد اندوسپور نمودند كه بر اساس خصوصيات فنوتيپي در جنس 
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    1  مقدمه

 باشد ميليون هكتار مي 6/1در دنيا حدود  مركباتكشت  سطح زير
تـن   67967900جهان بـالغ بـر   در ميزان متوسط محصول مركبات و 

هـزار   268سطح زير كشت مركبات كـل كشـور حـدود    ). 10و3(است 
مركبات  بارور درصد سطح درختان 07/87هكتار برآورد شده است كه 

ميـزان توليـد مركبـات كشـور     و  بودهنهال  ،سطح اين درصد 93/12و
   ).1( باشد تن ميميليون  27/4حدود 
در ژاپن بـر   ارب براي اولين 1899در سال بيماري شانكر مركبات  

ن نـاول مشـاهده گرديـد ولـي نـامي بـراي آن       تروي برگهاي واشـنگ 
عنـوان   و همكاران شانكر را بـه  برگر 1914در سال . )9( مشخص نشد

  .)15( يك بيماري جديد معرفي كردند
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 اولــين بــار هــس ايــن بيمــاري را توصــيف و عامــل آن را      
pseudomonas citri  بيمـاري   نام عامل اين ).25( نامگذاري كرد

Xanthomonas axonopodis  Sturt and Garces emend 
Vauterin et al. 1995  5پاتوار و مشتمل بر  3باشد كه داراي  مي 

  . باشد تيپ مي
1. Xanthomonas axonopodis pv. citri CHasse Dye 
[syn. X. compestris pv. citri (Hasse) Dye] 

  .بيماري است يا تيپ آسيايي عامل Aكه شامل پاتوتيپ 
2. Xanthomonas axonopodis pv. aurantifolii 
(syn.X. c. pv.aurantifolii) 

  .باشد مي Dو B ،  Cكه شامل پاتوتيپهاي 
3. Xanthomonas axonopodis  pv. citromelo 
(Vauterin et al., 1995) 

 .)26( يا شانكر فلوريـدايي عامـل بيمـاري اسـت     Eكه شامل پاتوتيپ 
گذاري جديدي به صورت زير بر اساس مشخصـات مولكـولي   نام اخيراً

  ).23(براي اين پاتوژن پيشنهاد شده است 
1.Xanthomonas smithii subsp. citri 
2.Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii  
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3. Xanthomonas alfalfae subsp. citrumelo 
روي ليمـو  بيماري باكتريائي شانكر مركبات اولين بار در ايران بـر  

) 7(عليزاده و رحيميان  بوسيلهمكزيكي از منطقة كهنوج استان كرمان 
وقوع فرم آسيايي شانكر براي اولين بـار در ايـران توسـط    . گزارش شد

) 5(زاده قلمفرسـا   مستوفي. گزارش گرديد) 4(زاده و رحيميان  مستوفي
هاي مختلف شـانكر مركبـات در جنـوب را بـر اسـاس دامنـة        استرين
رحيميـان  . وتيپي در سه گروه مختلف قرار دادنني و خصوصيات فميزبا

 هاي جنوبي بررسي نموده گسترش شانكر را در استان) 20(و همكاران 
اند اين بيماري در اكثر باغات استان هرمزگان، كهنـوج   گزارش كرده و

ســتان وجــود دارد و چبلو و تعــدادي از باغــات جيرفــت و سيســتان و
توتيپهاي موجود حساسيت بـالايي داشـته ولـي    درختان ليموترش به پا

   .ارقام پرتقال، نارنگي و نارنج حساسيت كمتري دارند
هاي برآمده و نكروتيـك مشـخص    زخم علائم اين بيماري شامل

شـدت بيمـاري باعـث ريـزش     . باشـد  بر روي برگها، ساقه و ميوه مـي 
ها، ريزش پيش از موقع ميـوه، خشـكيدگي سـر     برگها، بد شكلي ميوه

البته اين بيماري سيسـتميك  . شود ها و ضعف عمومي درخت مي اخهش
  .)24و  23،15،14( گردد باشد و فقط باعث زخمهاي موضعي مي نمي

يك به عنوان ژبا توجه به اهميت استفاده از استراژدي مبارزه بيولو
بـاكتري   ،در ايـن تحقيـق   ،يكي از روش هاي كنترل عوامل بيمـاريزا 

يست از باغات مركبات مناطق شمالي و جنوبي هاي اپي فيت و آنتاگون
كشور جدا سازي شده و توانايي آنتاگونيسـتي آنهـا جهـت اسـتفاده در     

  .بيوكنترل بيماري شانكر مركبات مورد بررسي قرار گرفت
  

  مواد و روش ها
  و جداسازي برداري  نمونه

ز برگ هاي مركبات ا 1380در اوايل مهر ماه و اواخر آذر ماه سال
نــوب كشــور شــامل اطــراف بنــدرعباس، مينــاب، توكهــور، منــاطق ج

آبـاد،    شميل استان هرمزگان و اطراف جيرفـت، علـي   وآباد، سرزه  چراغ
استان كرمان نمونه  آباد و بهارآباد خيرآباد، كهنوج، منوجان، بارگاه، رضا

، 1380مرحلـه دوم نمونـه بـرداري در آبـان مـاه      . عمل آمد  برداري به
از برگ هاي مركبات مناطق شـمالي كشـور    1381 خرداد و مرداد ماه

شامل باغات اطراف ساري، دامير، سنگريزه، فيروز كنده، جويبار، چفت، 
كيـاكلا صـورت    و اطراف قائم شهر، سنگ تاب، كلار پشت، صـفرآباد 

هـا درون پاكـت هـاي كاغـذي قـرار داده شـده و بـه         نمونـه  .گرفت
  .شدنگهداري  سانتيگراد درجهچهار  در دماي و آزمايشگاه حمل گرديد

 ساكتي ول و ميـو  به روش ي مركباتاز برگها باكتري جداسازي
چهـار  از هر نمونه به شكل تصـادفي  . با تغييري جزيي انجام شد )21(

ميلـي ليتـر آب مقطـر     25گرم برگ جدا كرده، پس از خرد كـردن در  
بـه مـدت نـيم    (Tween 20) 20استريل حاوي يـك قـطـره توئين 

ليتـر از   ميلـي  يـك سـپس  . يكر دورانـي تكـان داده شـد   ساعت بـا ش ـ 

 YNA (Yeastكشــت  سوسپانســيون بدســت آمــده روي محــيط
extract Nutrient Agar) براي هر نمونه دو تكـرار در  . پخش شد

 بـه سـانتيگراد  درجـه   25پتري در دمـاي   تشتك هاي .نظر گرفته شد
، شـكل  بـا توجـه بـه رنـگ، انـدازه     . ندروز نگهداري شـد  5تا  3مدت  

� .شدند خالصهايي انتخاب و  تك كلني ،ظاهري و جمعيت �
  

  نگهداري جدايه ها خالص سازي و
هـر تـك كلنـي     هاي جدا شـده،  براي اطمينان از خلوص باكتري

مخطــط ) NAS )Nutrient Agar Sucros كشــت روي محـيط 
پتري يك كلني برداشته و به صورت نقطه تشتك هر  ازس سپ .گرديد

سـپس سوسپانسـيون نسـبتا     .مجدد كشت شد NASاي روي محيط 
 چهار دماي ظروف پلاستيكي دربسته در كدري از هر جدايه تهيه و در
�.درجه سانتيگراد نگهداري شد �

  
بررسي خصوصيت آنتاگونيستي جدايه ها

 A پاتوتيپ X. a. pv. citri براي انجام اين آزمايش يك جدايه
 ساعته جدايـه روي  72ات 48از كشت  .)2( استفاده شد شانكرآسيايي يا

تهيه و جذب  سترونب مقطر آسوسپانسيوني در  ،NASمحيط كشت 
بـه طـور    ،واحـد  1/0 نزديـك بـه   نانومتر 600 طول موج ن درآنوري 

در ميلـي ليتـر تنظـيم     cfu(1(سـلول بـاكتري    1×107  معادلتقريبي 
اي روي  هاي جمع آوري شـده نيـز بـه صـورت نقطـه      از جدايه .گرديد
 سـانتيگراد  درجـه  25روز در دمـاي   سه كشت و NAS كشت محيط

 .X. a ميلي ليتر باكتري در 1×107 سپس سوسپانسيون. قرار داده شد
pv. citri پاشـيده   ي به طور يكنواختپترتشتك هاي روي سطح  به

در باز در زير هود قرار داده شد تا با  تشتك هادقيقه 15 شد و به مدت
 72تـا   48به مـدت  ي پتري   تشتك ها .كاملا خشك شود آنهاسطح 

قرار داده شدند تا اثرات متقابل دو سانتيگراد درجه  25ساعت در دماي 
 .اين آزمايش در دو تكرار انجام گرديد. رددگباكتري بر روي هم ظاهر 

 .X. aدر مواردي كه جدايه ها داراي حالت آنتاگونيسـتي نسـبت بـه    
pv. citri يك هاله شفاف  هاآناطراف ساعت  72تا  48پس از  ،بودند

ين ترتيب جدايـه هـاي   به ا .شدكه نشانه عدم رشد پاتوژن است ديده 
  .        از بقيه مجزا شدند آنتاگونيست

  
  خصوصيات فيزيولوژيكي جدايه ها بررسي
بر روي برگ و توانـايي   باكتري ها ريبي اوليهقجمعيت تاساس  بر

جدايـه   26تعـداد  ، عليه عامل بيماري شانكر مركباتآنها گونيستي اآنت
بيوشيميايي و تغذيه اي بر اسـاس   ،آزمايشهاي فيزيولوژيكي انتخاب و

�.)22( انجام گرفت شاد استاندارد باكتريولوژي روشهاي معمول و �

                                                            
1-colony forming unit  



  1389 زمستان، 4شماره، 24، جلد)علوم و صنايع كشاورزي(نشريه حفاظت گياهان      370

آزمون بيماريزايي 
ــيون   ــا سوسپانس ــه ه ــازه جداي ــي از كشــت ت ــا غلظــت تقريب  ي ب

107×1)cfu( تهيــه شــده و توســط ســرنگ بــه درون  در ميلــي ليتــر
همچنـين   .ليمـو تزريـق شـد    شـمعداني و  پارانشيم برگ گياه توتـون، 

داده و سـپس بـا    به طور مستقيم روي بـرگ قـرار   مقداري از كلني را
تعـدادي زخـم بـدون    . سوزن زخمهايي روي سطح بـرگ ايجـاد شـد   

استفاده از كلني و همچنين تعدادي تزريق با سوسپانسيون پـاتوژن در  
مـورد بررسـي    انگياه ـايـن  فته بـر روي  ه نتايج تا دو .نظر گرفته شد

  .قرارگرفت
  

الكتروفورز پروتئين
ژل  سـلولي در  محلـول  پروتئينهاي )SDS-PAGE( الكتروفورز

ــد    ــل آميـ ــي آكريـ ــي  10پلـ ــته لملـ ــتم ناپيوسـ ــد درسيسـ  درصـ
)laemmli,1970 (  ــد ــام ش ــت دو روزه   .انج ــيوني از كش سوسپانس

يـك   رد، )NB )Nutrient Brothاسترين هـا روي محـيط كشـت    
در طـول مـوج   آن  )OD( ميلي ليتر آب مقطر تهيه و دانسـيته نـوري  

به نمونه هـا بـافر تـريس حـاوي      .تنظيم شد يك برابر با نانومتر 630
مدت پـنج دقيقـه    و مركاپتواتانول اضافه شد سديم دودسيل سولفات و

دور  4000سـپس بـه مـدت ده دقيقـه در     .جوشانده شـد  ،در حمام آب
از هـر   ميكروليتر 50ز پروتئينهاي محلول به ميزان ا .سانتريفوژ گرديد

بـه   آكريـل آميـد،  % 10روي ژل ناپيوسته آكريل آميد حـاوي   استرين
ميلي آمپـر   20جريان ثابت  الكتروفورز با ها اضافه شد و درون چاهك

ژل در محلـول   سپس .به انتهاي ژل ادامه يافت تا رسيدن رنگ پيشرو
آب و اسيد استيك بـه   متانول، در درصد كومازي بلو 1/0 رنگي شامل

به مدت دو سـاعت روي شـيكر رنـگ آميـزي      10:5:5 نسبت حجمي
 زمان ظهـور  تا سپس در همان محلول ولي بدون كومازي بلو و گرديد

ژل حاصله جهت نگهـداري بـه محلـول     .و وضوح باندها قرار داده شد
جهـت  درجـه سـانتيگراد   چهـار   در منتقـل و  درصدهفت اسيد استيك 

�.نگهداري گرديدرسي نوارها بر �
  

ــد  ــي تولي ــاتوژن   بررس ــده پ ــات  بازدارن ــط  ،تركيب توس
سودوموناسهاي فلورسنت

 و )28( گـراس و زو  اين آزمـون بـر اسـاس تلفيقـي از روشـهاي     
 نتاگونيست روي محـيط آابتدا جدايه  .انجام شد )21( ساكتي ول و ميو

سـاعت   48پـس از   .به صورت لكه اي كشت شـدند  King B كشت
 لايه باكتري از سطح محيط پاك و ،سانتيگراد درجه 25دماي  در رشد

سـپس   .ميكروليتـر كلروفـرم قـرار داده شـدند     پنجدر معرض  تشتكها
قرار UV پتري بصورت باز به مدت يك ساعت زير اشعه تشتك هاي 

سـلول بـاكتري در    107( از سوسپانسيون پاتوژن ميلي ليتر 1/0.گرفتند
در سـطح   مـذاب مخلـوط و   %7/0تر از محلول آگارميلي لي پنجبا  )ليتر

هاي  تشتك ساعت نگهداري 48پس از  .پخش شدتشتك هاي پتري 
  .ايجاد هاله بازداري از رشد بررسي شد ،سانتيگراد درجه 25در پتري 
  

  نتايج و بحث
از 1380سـال  مهرماه و آبان مـاه  از نمونه هاي جمع آوري شده در

بدست  نياستر 91و  نياستر 75تيب استانهاي هرمزگان وكرمان به تر
 و1380جدايه در آبانماه 115كشور از نمونه هاى مربوط به شمال  .آمد

  .جدا شد 1381ماه مرداد جدايه در خرداد و 77و95به ترتيب 
  
   اثرات آنتاگونيستي در آزمايشگاه يبررس

 ، رشـد بـاكتري  ها ياز كشت باكتر ساعت 72تا 24بعد از گذشت 
پتري بررسي گرديد و مشاهده شد كـه در   تك هايتشهاي پاتوژن در
دو باكتري هيج اثري روي هـم نداشـته و هـر يـك      ،بعضي جدايه ها

در بعضـي از جدايـه   ). B -1شكل( نده اجداگانه به رشد خود ادامه داد
ن بـود  ژها يك هاله مشخص كـه ناشـي از عـدم رشـد بـاكتري پـاتو      

-1شكل ( وت بودمشاهده شد كه قطر آن در جدايه هاي مختلف متفا
A  .(      در مواردي اثرات بازدارندگي بـه صـورت دو هالـه مجـزا از هـم

  ).  C-1شكل(ظاهر شد 
جدايـه در اطـراف   97جدايه مورد بررسي تعـداد   453از تعداد كل 

 ـايجـاد هالـه بازدارنـدگي از رشـد       خـود  را  X. a. pv. citri نژاتوپ
هاي  در جدايه ي مترليم 17الي  2رشد از  هاله بازدارندگي قطر .نمودند

و يا  بودهبازدارندگي ضعيف  نمونه هايي كه داراي. مختلف متفاوت بود
جدايـه   26فراواني اوليه آنها در سطح برگ كم بود حذف شده و تعداد 

  .)2جدول(ند براي بررسي هاي بعدي انتخاب شد
  

  بررسي خصوصيات فنوتيپي
گرم منفـي  جدايه  11 جدايه گرم مثبت و15بر اساس آزمون گرم، 

در آزمون رنگ آميزي اسـپور مشـخص شـد تمـام      .تشخيص داده شد
  .باشند جدايه هاي گرم مثبت داراي توانايي توليد اسپور مي

 سـه  جدايـه گـرم منفـي،   11طبق آزمونهاى اوليه انجام شده روى 
از  .گروه فلورسنت و يـك گـروه غيـر فلورسـنت تشـخيص داده شـد      

ي جدايه هاي هر گروه نتـايج زيـر   آزمونهاي فنوتيپي انجام شده بر رو
  .بدست آمد
تقريبا ميله اي شكل كه بـر   ،شامل باكتريهاي گرم منفي Aگروه 

ــرده  )(KingBروي محــيط كينــگ ب  ــگ فلورســنت ك  ،ايجــاد رن
 ياحيـا  قـادر بـه  امـا   كاتالاز، اكسيداز، لوان و ژلاتينـاز مثبـت،  ،هوازى
  .نبودندلهاندن ورقه هاي سيب زميني  و نيترات

محيط  درميله اي شكل كه  ،شامل باكتريهاي گرم منفي B گروه
 ،و اكسيداز مثبت كاتالاز،هوازي ،كينگ ب  ايجاد رنگ فلورسنت كرده
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د لـوان نـاتوان   ي ـو تول نيتـرات  يقادر به هيدروليز ژلاتين ولي در احيا
   .بودند
ميلـه اي شـكل كـه ايجـاد      ،شامل باكتريهاي گرم منفي Cروه گ

كاتـالاز   ،نماينـد و هـوازي   كينـگ ب مـي    طمحي درفلورسنت  گرن
توليـد لـوان   و  عدم توانايي در استفاده از نيترات ،اكسيداز منفي ،مثبت

  .بودندولي قادر به هيدروليز ژلاتين 
غيــر  اي شــكل، ميلــه ،شــامل باكتريهــاي گــرم منفــي D گــروه

، امـا  ژلاتينـاز مثبـت   كينگ ب،كاتـالاز و  فلورسنت روي محيط كشت
  .آنها منفي بودنداحياء نيترات  ون لوا، اكسيداز

  .درج شده است 1 ولجدساير خصوصيات در
  با توجه به نتايج بدست آمده 

ــروه   ــووار  Aگـ ــه بيـ ــه Ιبـ  P. fluorescens از گونـ
(Trevisan)Migula  

   P. fluorescens از گونه V به بيووار Bگروه 
   P. viridiflavaبه گونه C گروه
  .بودندبيشترين شباهت را دارا  P. syringae  به گونه D گروه

  
  آزمون بيماريزايي

مركبـات جـدا    برگهـاي  جدايه آنتاگونيست كه از سـطح  26تمام  
از هـر   .جهت اثبات بيماريزايي مورد بررسـي قـرار گرفتنـد    ،شده بودند

جدايه به طور جدا سوسپانسيون غليظي با آب مقطر تهيـه شـده و بـه    
توتـون و شـمعداني    ،برگ ليمـو  وسيله سرنگ به درون بافت پارانشيم

بـرگ شـمعداني    درجدايـه   سـه  ،از بين تمام جدايه هـا  .تزريق گرديد
ه هـا  ي ـن جداي ـي ايزايمارينمودند كه نشانه توان بعلائم نكروزه توليد 
در گياهان شاهد كه  .ه ها حذف شدندين جدايق ايبوده و در ادامه تحق

  .ديدبا آب مقطر تزريق شده بودند علائمي ايجاد نگر
  

  نهايبررسي نقوش الكتروفورزي پرتئ
ه هـاي گـرم منفـي    يجـاد شـده سـو   ينـي ا يمشاهده نقـوش پروتئ 

. رنـد يگ ز قرار مـي يچهار گروه متما ه ها درين جدايمشخص كرد كه ا
ن ي ـالبته ا. اختلاف كمي با هم داشتند ،ادين گروهها با وجود تشابه زيا

ه هاي داخل هـر  يسوده و ياختلاف ها در داخل هر گروه به حداقل رس
  . كسان بودندي اًگروه غالب

فلور باكتريايي مركبات نشان داد كه نمونه برداري حاصل از نتايج 
 .باشـد  در شمال كشور نسبت به جنوب كشور داراي تنوع بيشتري مي

خـرداد ايـن تنـوع از      بـان و آهمچنين در شمال كشور، در مـاه هـاي   
تفاوتهــايي در فلــور  ت ووجــود چنــين تغييــرا. اســت بيشــتر مـاه مرداد

مثـل شـرايط    چون عوامل مختلـف  باكتريهاي اپي فيت طبيعي است،
در ايـن   .)19( محيطي، كيفيت و كميت اين باكتريها را تغيير مي دهند

به عقيده  .ميان، عامل رطوبت شايد مهمترين علت اين اختلافات باشد

اپـي   رطوبت تنها عاملي است كه رشـد و بقـا باكتريهـاي    )8( بليكمن
زاد يـا رطوبـت نسـبي    آدهـد و وجـود آب    تحت تاثير قرار مي فيت را
چنـين شـرايطي    .ضـروري اسـت   ،درصد در سطح بـرگ  95 از بيشتر

ولـي   .توانـد بطـور دائـم فـراهم باشـد      عمدتاً در استان مازندران مـي 
مهمترين علت قابل ذكـر بـراي تغييـر فلـور باكتريهـاي اپـي فيـت و        

تغييـر در محـيط    اسـتان مازنـدران،   جمعيت آنها طـي فصـل رشـد در   
تواند باشد چون در اكثر مواقـع رطوبـت لازم    شيميايي سطح برگ مي

اما از يك طرف با افزايش سن  .براي باكتريهاي اپي فيت فراهم است
كيفيت وكميت مـواد ترشـح شـده از بـرگ      برگ و تغيير در شدت نور،

ط اطـراف در  از طرف ديگر مواد مختلفي كـه از محـي   و مي كندتغيير 
بعـلاوه بايـد   . كننـد  گيرند، تنوع بيشتري پيدا مي سطح برگ قرار مي

غذايي گونـاگون   قابليت متفاوت باكتريهاي مختلف در استفاده از مواد
نيـز  ) 19( نـدو ين و ليابـر . )19و  18( را به ايـن دلايـل اضـافه نمـود    
است و  مقاومت باكتري روي گياه موثر معتقدند شدت نور در استقرار و

هـا طـي فصـل رشـد      تواند دليل تغيير جمعيت باكتري اين مسئله مي
  .باشد

استرينهاي جـدا شـده    به منظور شناسايي باكتريهايي آنتاگونيست،
واكـنش   توليد رنگ فلورسـنت،  بر اساس نتايج آزمونهاي واكنش گرم،

توليد  و) 80توئين( چربي هيدروليز كازئين و هيدروليز ژلاتين، اكسيداز،
  .تقسيم شدند هاي زير ن به گروهلوا

،كـه خصوصـيات آنهـا درمثبـت بـودن      هيجدا سـه شامل  Aگروه 
عدم ايجاد فـوق   سيب زميني، ورقه هاي عدم لهاندن واكنش اكسيداز،

منفـي بـودن احيـا     حساسيت در توتون، مثبت بودن هيدروليز ژلاتـين، 
 -بتـا   ،قابليت استفاده از ترهـالوز  نيترات، منفي بودن هيدروليز چربي،

 -ال بتـايين،  تـايروزين،  -ال سـيترات،  لاكتـات،  زايلوز، -دي آلانين،
الانـين،   -دي فنيل آلانين، دي مانوز، دي فروكتوز، سـوكروز،  آرابينوز،

 لئوسين و عدم استفاده از والريـت، سـبكيت،   -ال مالونيت، ايتاكونيت،
بـر   7E/Sدي تارتاريت در هر سه جدايـه مشـترك بـود ولـي جدايـه      

ايـن   .ف دو جدايه ديگر قادر به استفاده از اريتريتول و والريت نبودخلا
 خصوصيات ذكر شده در منابع براي بـاكتري  با در مجموع مشخصات

P. fluorescens I  12( نمايد مطابقت مي(.  
جدايه كه در خصوصياتي از قبيل منفـي بـودن   سه شامل  B گروه

سيب زمينـي،   ورقه هاي عدم لهاندن ،مثبت بودن اكسيداز توليد لوان،
مثبـت   منفي بودن احياء نيترات، منفي بودن فوق حساسيت در توتون،

قابليت استفاده از لاكتـات، سـيترات،    چربي و بودن هيدروليز ژلاتين و
 فروكتــوز، -دي زايلــوز، دي مــانوز، دي ،نتــايروزي-آرابينــوز، ال -ال

فنيـل آلانـين،   تارتاريـت،   -دي والريت، مالونيـت،  پروپيونيت، ترهالوز،
تارتاريــت،  -ال ســوبكيت، لئوســين و عــدم اســتفاده از ســوكروز، -ال

تريپتوفـان   و ايتاكونيت، اريتريتول، سوربيتول، گلايسـين، دي آلانـين  
مشترك بودند كه اين خصوصيات با مشخصـات ذكـر شـده در منـابع     

 ه هـا يجداولي اين  مطابقت دارد P. fluorescens V براي باكتري
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قـادر بـه اسـتفاده از     P.  fluorescens  V كتريبـر خـلاف بـا   
   .پروپيونيت نبودند

شامل دو جدايه كـه داراي خصوصـيات مشـترك مثبـت      Cگروه 
 عـدم احيـا نيتـرات،    بودن اكسيداز و كاتالاز، منفي بودن توليد لـوان و 

 -اسـتفاده از دي  مثبت بودن هيدروليز ژلاتين و عدم استفاده از چربي،
 فروكتـوز، لاكتـات،   -مـانوز، دي  -نـوز، سـيترات، دي  رابيآ -زايلوز، ال
 -تــايروزين، ال -دي تارتاريــت، ســوربيتول، اريتريتــول، ال مالونيــت،

لئوســين، -تارتاريــك، ال -تريپتوفــان و عــدم اســتفاده ازســوكروز، ال
 والريت، ترهالوز، سـبكيت، ايتاكونيـت، گلايسـين، فنيـل آلانـين مـي      

جدايـه   .خصوصيات متفاوت بودنـد اين دو استرين داراي برخي . باشند
8A/S پروپيونيـت و بتـايين نبـود در صـورتي كـه       قادر به استفاده از
همينطور  جدايـه   و قادر به استفاده از  اين تركيبات بود 4A/Sجدايه 
4A/S 8دي آلانين نبود ولي جدايه  به استفاده از قادرA/S    قـادر بـه

ن بـا منـابع،   آمطابقـت   باتوجه به اين خصوصيات و .ن بودآاستفاده از 
 بيشترين شباهت را  P. viridiflavaمشخصات اين گروه با باكتري

  .دارد
منفـي بـودن    جدايه كه در منفي بـودن لـوان،   سهشامل   Dگروه

واكنش اكسيداز، ايجاد  فوق حساسيت در توتون، عـدم احيـا نيتـرات،    
 -رات، ديآرابينوز، سيت -زايلوز، ال -هيدروليز ژلاتين و استفاده از دي

تارتاريـت،   -فروكتوزبتايين، كوين، والريـت، مالونيـت، ال   -مانوز، دي
 -آلانـين  و عـدم اسـتفاده از سـوكروز، اريتريتـول، ال      -ترهالوز، دي

ــين، ال ــايروزين، ال -لئوسـ ــبكيت،   -تـ ــالوز، سـ ــان، ترهـ تريپتوفـ
  .ايتاكونيت،گلايسين و فنيل آلانين مشترك بودند

يــه ديگــر قــادر بــه اســتفاده بــر خــلاف دو جدا5C/M جدايــه 
بر خلاف دو  29G/Aازسوربيتول و پروپيونيت نبود و همچنين جدايه 

  .تارتاريت نبود-جدايه ديگر قادر به استفاده از دي
مطابقـت آن بـا منـابع ايـن گـروه       ايـن خصوصـيات و   با توجه به

امـا در   دارنـد  P. syringae  van Hallنزديكتـرين شـباهت را بـا   
تفـاوت   P.syringae يات اين گروه بـا بـاكتري  مواردي بين خصوص

 -وجود دارد از جملـه باكتريهـاي ايـن گـروه قـادر بـه اسـتفاده از  ال       
سيب ورقه هاي قادر به لهاندن  باشند و تايروزين مي -تريپتوفان و ال

  .زميني  بوده كه با آنچه در منابع ذكر شده تفاوت دارد
ازداري از رشد باكتري نتايج آزمايشگاهي نشان داد كه قطر هاله ب

باشـد كـه بيشـترين     عامل شانكر در جدايه هاي مختلف متفاوت مـي 
بـه   7E/Sو 4A/Sه هـاي  ي ـو جدابوده  8B/Sقطر مربوط به جدايه 

  . قطر بازداري از رشد را داشته اندترتيب بيشترين 
از مكانيسمهاي موثر در ايجاد اين هالـه بـازداري از رشـد، توليـد     

در بررسـي   .باشد سط جدايه هاي آنتاگونيست ميرنگهاي فلورسنت تو

اثرات آنتا گونيستي جدايه هاي سـودوموناس مشـخص شـدكه همـه     
در شـرايط  ( King B روي محـيط   P.syringae غيـر از  زوله هايا

البتـه رنگهـاي فلورسـنت     .كنند توليد رنگهاي فلورسنت مي )فقر آهن
 م توليـد مـي  سودوموناسها در محيطهاي داراي آهن ك توسط مختلفي

كه در زير نـور مـاوراء بـنفش     است  Pyoverdinمهمترين آنها .شود
 شود نانو متر به رنگ سبز فلورسنت ديده مي 400خصوصاً طول موج 

 ـ اين تركيبات در گرفتن وكه  د انتقال آهن به درون باكتري نقش دارن
تواننـد در كنتـرل بيماريهـا مـوثر باشـند       از اين طريق مـي  و) 16و6(
   .)27و6،17(

توليـد   از ديگر مكانيسم هاي موثر در ايجاد هاله بازداري از رشـد، 
باشد بـه خصـوص در    آنتي بيوتيك توسط جدايه هاي آنتاگونيست مي

كند ايـن احتمـال وجـود     نمي دروفوريسكه توليد  Dگروه  هاي جدايه
دارد كه با توليد آنتي بيوتيكهايي باعث بازداري از رشد عامـل پـاتوژن   

نتـي  آگزارش كرده است كه حـداكثر توليـد   )Gross )11 گروس.شود
درصد يا  كدر حضور گلوكز به مقدار ي P.syringae بيوتيك توسط

درصد گلـوكز، ميـزان آنتـي بيوتيـك       5/0در  گيرد، بيشتر صورت مي
در غياب گلوكز، آنتي بيوتيك توليـد نخواهـد    توليد شده بسيار ناچيز و

گروهـي از آنتـي    )13(كـاران  هم داگـلاس و  طبق نظر همچنين. شد
گروهـي ديگـر    فقط در غياب گلـوكز و  P.fluorescens بيوتيكهاي

افزايش غلظـت  . شوند توليد مي فقط درحضور مقادير نسبتاً زياد گلوكز
ــت     ــزايش فعاليـ ــب افـ ــيط موجـ ــوكز درمحـ  gluconateگلـ

dehydrogenase ايـن آنـزيم روي    شود، ميgluconate   كـه در
سـنتز آنتـي    ش مهمي در متابوليسـم گلـوكز و  بعضي سودوموناسها نق

بـا توجـه بـه ايـن گزارشـات      . )13( عهده دارد، موثر استه بيوتيكها ب
 تغيير فصـول و  ميزان توليد آنتي بيوتيكها با توجه به شرايط محيطي و

با توجه به مطالب ذكـر   .باشد در نتيجه تغيير ميزان گلوكز متفاوت مي
ي مانند گـروه  يه هايي از رشد را درجداي بازدارندگيتوان توانا يشده م

D  ك توسط آنهـا  يوتيد آنتي بيدروفور نمي كنند را به توليد سيكه تول
  .نسبت داد

مـاري شـانكر   ين بيان بـا در نظـر گـرفتن خسـارات سـنگ     يدر پا 
ن يان فـراهم باشـد و همچن ـ  يط براي طغيي كه شرايمركبات در سالها

يافته هـاي ايـن   توان از  يم ،ييايآثار سوء ناشي از مصرف سموم شم
اپي فيت سطح برگ مركبات به  گونه هايبرخي  در استفاده از تحقيق
 اسـتراتژي  مبارزه با بيماري شـانكر مركبـات در   عوامل كي ازعنوان ي

  .سود برد مارگريكنترل بمديريت 
 ريسا هايي درسطح بررسي شود در ادامه اين تحقيق، پيشنهاد مي
 ميـزان مانـدگاري و   انجام گيـرد و كشور  مناطق آلوده باغات مركبات

  .امكان موفقيت آن در طبيعت مشخص گردد جمعيت اين جدايه ها و
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  مركبات هاي نتا گونيست جدا شده از برگآخصوصيات فنوتيپي جدايه هاي  - 1جدول 
  گروه استرينها  آزمون

  A B C  D  
       

  -  - - -  واكنش گرم 
  -  + + +  توليد رنگ فلورسنت

  -  - + +  سيدازاك
  -  - - +  توليد لوان

  +  + + +  هيدروليز ژلاتين
  +  - + -  80هيدروليز توئين
  -  + + +  هيدروليز كازئين

  +  + + +  كاتالاز
  +  - - - لهانيدن ورقه هاي سيب زميني

  -  - - -  احياء نيترات
  +  - - -  فوق حساسيت در توتون

  +  + + +  %3تحمل نمك طعام
  -  - + +  %4تحمل نمك طعام
  -  - - -  %5تحمل نمك طعام

  رشد هوازي  رشد هوازي رشد هوازي رشد هوازي  بي هوازي/ رشدهوازي
  -  - + +  آرجنين دي هيدروليز

        :استفاده از
+  مانوز–دي 

 +  +  +  
  +*  + - +  سوربيتول

  +  + + +  زايلوز–دي
  +  + + +  فروكتوز–دي

  -  - - +  سوكروز
  -  - + +  تر هالوز

  -  - + +  آلانين -ابت
  +  - + +  تايروزين-ال

  -  - - -  گلايسين
  *-  + + -  تارتاريت-دي
  +  - - -  تارتاريت(+)ال

  +  + + +  سيترات
  +  - + +*  والريت

  +*  +* - +  پروپيونيت
  +  + + +  آرابينوز-ال
  -  + + +  لئوسين-ال
  +*  + - +  تريپتوفان-ال

  +  +* + +  بتائين
  +  + + +  لاكتات

  -  - - -  يتسبك
  +  + + +  كوئينيت
  -  - - +  ايتاكونيت
  +  + - +*  اريتريتول

  +  +* - +  آلانين-دي
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  ،كرمان و هرمزگاناستانهاي مازندران جمع آوري شده از ،مركبات هاي ست برگيهاي آنتاگونه يجدا -2جدول 
  روستا /شهر استان جدايه شماره

1 
2  
3  
4  
5  
6  
7  
8  
9  
10  
11  
12  
13  
14  
15  
16  
17  
18  
19  
20  
21  
22  
23  
24  
25  
26  

29B/Z 
17G/A 
48G/A 
44G/A 
29G/A 
5C/M 
7E/S 
12E/S 
41/PM 
8A/S 
5A/S 

44D/M 
4A/S 

49A/S 
25H/M 
48F/M 
8B/S 

17B/S 
19T/M 
A17a 
A14a 
A13a 
7T/S 
5S/M 

13S/M 
35S/M 

 هرمزگان
  كرمان
  كرمان
  كرمان
  كرمان
  مازندران
  مازندران
  مازندران
  مازندران
  نمازندرا

  مازندران
  مازندران
  مازندران
  مازندران
  مازندران
  مازندران
  مازندران
  مازندران
  مازندران
  مازندران
  مازندران
  مازندران
  مازندران
  مازندران
  مازندران
  مازندران

  شميل
  توكهور
  توكهور
  جهادآباد
  بارگاه

  سبزي باغ
  سنگ تاب
  سنگ تاب
  تلارپشت
  سنگريزه
  سنگريزه
  جويبار
  دامير
  دامير
  كياكلار

  فيروز كنده
  چفت سر
  چفت سر
  قائم شهر
  قائم شهر
  قائم شهر
  قائم شهر
  قائم شهر
  ساري
  ساري
  ساري
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  مركباتبا باكتريهاي اپي فيت    Xanthomonas axonopodis pv.citri  اثر متقابل باكتري - 1شكل 
  A :آنتاگونيست از رشد پاتوژن توسط باكتري حالت بازدارندگي; B  :زدارندگي از رشد پاتوژنعدم ظهور هاله با; C  : ايجاد دو هاله بازدارندگي از رشد پاتوژن  
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