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20/99/18تاریخپذیرش:42/20/18تاریخدریافت:  

 چکیده

ها خسارت زیادی به شود و سرمازدگی در بعضی از سالایران محسوب می زیخ شکریناستان خوزستان تنها استان 

هایی با پتانسیل باکتریی شناسایی  نهیزم درتاکنون پژوهش جامعی  که ییجاآنز اکند. این محصول ارزشمند وارد می

های است این پژوهش با این هدف انجام شد. در این بررسی، از استرین نشده  انجامی یخ در سرمازدگی تشکیل هسته

از گیاه نیشکر واقع در مؤسسه تحقیقات و آموزش نیشکر و صنایع جانبی استفاده شد. ژن  جداشدهفیت اندوفیت و اپی

زدگی ردیابی شد. برای بررسی پتانسیل یخ 3308f/3463r  و 3076f/3463rی یخ توسط جفت آغازگرهای مولد هسته

آزمون انجماد قطره در "، "به روش انجماد درون لوله خی یهسته تیفعال نییتع"های نماینده، چهار آزمون استرین

و  "یده شده در شرایط آزمایشگاههای بری یخ روی برگآزمون هسته"، "گراددمای منفی بیست درجه سانتی

 ،Burkholderia gladioliهای انجام شد. در پایان گونه "یخ روی گیاه نیشکر در شرایط گلخانه ی آزمون هسته"

Burkholderia fungorum ،Burkholderia cantaminans، Mesorhizobium huakuii، Ochrabacterium 

ciceri، Microbacterium proteolyticum ،Microbacterium foliorum ،Ralstonia solanacearum ،

Ralstonia picketii و Xanthomonas compestris های مذکور های مختلف علائم سرمازدگی را در آزمونبا شدت

در منابع و  X. campestrisهای گونه  غیر از استرینهای مذکور، به های گونهکدام از استریننشان دادند. برای هیچ

های  ی یخ استرینی بررسی فعالیت هستهها آزمونی یخ گزارش نشده است. های پیشین، فعالیت هستهژوهشپ

نتایج حاصل از آزمون مولکولی بودند. علاوه بر آن، براساس این  دکنندهییتأشده در آزمایشگاه و گلخانه نیز  انجام

ترین رقم نسبت به مشکل سرمازدگی مقاوم CP73-21ترین و رقم حساس CP69-1062ها مشخص شد که رقم آزمون

 ورد.آز ارقام مقاوم فراهم میا استفادهها به این نتایج اطلاعات خوبی برای تولیدکنندگان و تشویق آناست. 

 ، انجماد قطره.Burkholderia spی یخ، های اندوفیت، فعالیت هستهباکتری ها: کلیدواژه
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مقدمه
سرمازدگیمحصولاتزراعیوباغیدرسطحجهان،

هایمحیطی،هموارهموردتوجهبودهبهعنوانیکیازتنش

باتوجهبهاینکهبیشتروسعتکشوررااقلیمخشکواست.

یسرمازدگیمحصولاتدهد،پدیدهتشکیلمیفراخشک

کشاورزی،درکشورغالباست.بههمیندلیلاینپدیده

رده سالیانهدر و شده بندی دسته غیرمترقبه حوادث ی

می وارد کشور اقتصاد به خسارت تومان کندمیلیاردها

(Dashtakian, 2007).

بر جادویی، گیاه به معروف نیشکر اقتصادی اهمیت

محصولهی یک عنوان به و نیست پوشیده کس چ

کشاورزی تولیدات بین در خاصی جایگاه استراتژیک،

ایران نیشکرخیز استان تنها خوزستان استان دارد. ایران

سال از بعضی در سرمازدگی که شود می هامحسوب

تنهاکند.خسارتزیادیبهاینمحصولارزشمندواردمی

توسعهنیشکردرایرانسرماییرشدوکنندهعاملمحدود

زمستانشدید سالفصل برخی دردر زیاد خشکی و ها

 است. تابستان سرمافصل برتنش زدگی( یخ )نه زدگی

،وزن،ارتفاعهابهمدتسههفتهمنجربهکاهشتعدادقلمه

هاشودونتایجاینتنشبهراتونساقهوعملکردشکرمی

می منتقل نیز نشان(Ghotb, 1963)شود مطالعات .

تواننددمایحداقلحدوددهندکهنیشکرهایجوانمیمی

یک سانتیمنفی مدتدرجه به را ساعتبدون24گراد

قابلیتزیستآن یا ساقه تعداد تحملکاهشدر کنند.ها

 در دما دوام سانتیهرچند درجه ومنفیچهار تعداد گراد

کاهش (.Rahdar, 2004) میدهدقابلیتزیستساقهرا

کاهش طریق از را مضر اثرات سرمازدگی وقوع تعداد

(.Mirshekari, 2004) دهدعملکردنیوشکرنشانمی

آن دمایاز خالصدر آبکاملاً است، ثابتشده که جا

یخزدنآبگرادیخمیمنفیچهلدرجهسانتی لذا زند،

تواننددردماهایبالاتربهدلیلوجودترکیباتیاستکهمی

آبی یکمحلول بنابراین، بگیرند. یخقرار عنوانهسته به

)می دماهایبالاترحتینزدیکبهصفر منفیدوتوانددر

(.Kawahara, 2017نیزیخبزند)گراد(درجهسانتی

هااهاایخااددرغشاایبیرونایبااکتریوجودپروتئین

تشاکیلتوانندبهعنوانعاملهستهیخعملکنندوباعا می

هابهخااطرشودکهاینپروتئینکریستالیخشوند.تصورمی

شارای توانناددرساختمانبیوشیمیاییخاصیکهدارندمای

9ایمحلهستهمحیطیمطلوب،بهشکلیقراربگیرندکه

.وقتاای)Jukes and Cantor, 1969(شااودنامیاادهماای

ایایواردشاود،کریساتالهمولکولآبدراینمحالهساته

شاود.ایانکریساتالاولیاههساتهمرکازیباعا تجما می

هااییاخبعادیهایدیگرآبوتشکیلکریساتالمولکول

.(Lagriffoul et al., 2010)شودمی

میهسته یخ )باکتریهای زیستی منشای یاتوانند و ها(

داشته آلی( و معدنی ترکیبات غبار، و )گرد زیستی غیر

منفیهشتتر)یدردمایپایینباشند.البتهعواملغیرزیست

سانتی باکتریگراددرجه و دمای( یخدر هسته هایمولد

سانتی منفیپنجدرجه تا )منفیدو صفر گراد(نزدیکبه

آسانمیتشکیلکریستال  ,Kawaharaکنند)هاییخرا

(.خسارتسرمازدگیدرگیاهانزراعیبویژهنیشکر2017

است. کشاورزی در جدی مشکل اینیک از بسیاری

هایهادردماینزدیکبهصفردرحضورباکتریخسارت

.(Kaneda, 1986)گیردمولدهستهیخصورتمی

گیاهچه مرحله در تجاری ارقام قابلاغلب نی و ای

منفیپنجدرجهسانتیبرداشتدردمایبین گرادصفرتا

هایعاملهستهیخبهسرماحساسهستند.حضورباکتری

آسیبتمی میزان ازپذیریبافتواند بالاتر دماهای در ها

هابدونحضورایناینراافزایشدهد.درحالیکهبافت

میباکتری پایینها سرمای آسیبتوانند بدون را تر

یکGross, 1983زدگیتحملکنند)یخ وجود تنها .)

                                                           
1- Nucleation site 



 40 9318زمستان،2شماره24(،جلدیکشاورزی)مجلهعلمیپزشکاهیگ

هاییخآغازگرددهستهیخکافیاستتاایجادکریستال

دنبا به بافتو تمام در آسیبسرمازدگی آن اتفاقل ها

.(Single and Olien,1967)بیفتد

باتوجهبهمطالبفوقیکبررسیجام برایمشخص

هااایعاماالهسااتهیااخدرایجااادنمااودنتاا ثیرباااکتری

هایچشمگیرسرمازدگیدرمحصولاساتراتژیکخسارت

رساد.درضامننیشکردراستانخوزستانلازمبهنظارمای

شناساییعواملزیستیهستهیخدرارقاممختلفنیشکردر

مناطقمختلفنیشکرکاریخوزستان،وهمچنینحساسیت

هاایمولادیامقاومتارقاممختلفنیشکرنسبتبهباکتری

هستهیخلازماستکهمشخصگردد.

نظربهاهمیتباکتریهایهستهیخدرکاهشمقاومت

-9مطالعاهحاضارباااهاداف:ارقامنیشکرنسبتباهسارما،

هاایجاداییخرویبااکتریهایتعیینهستهانجامآزمون

ساانجشعملکااردارقااامتجاااری-4شاادهازگیاااهنیشااکر 

تعیینارقام-3هایمولدهستهیخونیشکرنسبتبهباکتری

انجااممقاوموحساسنیشکرنسبتباهمشاکلسارمازدگی

.شد



 هامواد و روش

های  جداسازی و شناسایی جدایه برداری،نمونه

 جدا شده از نیشکر

آزمون انجام جهت از سرمازدگی، استرین20های

ازگیاهنیشکرواق درمؤسسهجداشدهفیتاندوفیتواپی

شد. استفاده جانبی صنای  و نیشکر آموزش و تحقیقات

نمونه به مربوط نحوهجزئیات وبرداری، جداسازی ی

هاقبلاًتوضیحدادهومولکولیجدایهشناساییمرفولوژیکی

. (Moazzen et al., 2019)شدهاست

ی یخردیابی ژن مولد هسته آزمون
جدایهتوالییابی20دربهمنظورردیابیژنهستهیخ

زنجیرهشده واکنش آزمون از پلی، ای با جفتدومراز

3076f/3463rآغازگر گردید3308f/3463rو استفاده

(Hill et al., 2014)(.غلظتومیزانموادبهکار9)جدول

دویکبدینشرحبود:میکرولیتری40واکنشرفتهدر تا

DNA Templateمیکرولیتر یکمیکرولیترازهرکدام،

میکرولیتر هشت آغازگرها، Master mixاز 93-92و

انجام برای لازم دمایی چرخه دیونیزه. آب میکرولیتر

 شامPCRواکنش اولیهل واسرشتگی درجه10در

سانتی دقیقه، مدتپنج به 9واسرشتگیگراد درجه10در

سانتی مدت به 32گراد 4جوشیهمثانیه، درجه03در

سانتی 20گراد ثانیه، DNAساخت
3 درجه04در

04درDNAتکمیلساختو ثانیه32گرادبهمدتسانتی

20گرادبهمدتدرجهسانتی مراحلدوتاچهارثانیهبود.

چرخهتکرارشد.30در

 ها هیجدا خیهسته  تیفعال یها یبررس

 منظور فعالیبررسبه تیتوان هایجدایهخیهسته

انجامگرفت:ریزهای،روشازگیاهنیشکرجداشده

به روش انجماد درون  خیهسته  تیفعال نییتع

 لوله

خییفعالهستهیهایباکتریهیاولییمنظورشناسابه

شد استفاده لوله درون انجماد روش  (Fahy andاز

(Persley, 1983.جدایه پساز ساعترشدروی42ها

 محی 
2
YPGA دمای سانتی42در یکدرجه در گراد،

سوسپانسیونمیلی صورت به دیونیزه مقطر آب لیتر

باکتری سوسپانسیون نوری جذب درآمدند. ها 222در

 با برابر شد.9/2نانومتر حماهاوبیکروتیمتنظیم مدرون

 توس مخلوط شده سرد دماخیفوق با اتانول ثابتیو

بهصورتقهدقیپنجمدتبهگراددرجهسانتیمنفیهفت

لیآبمقطراستریحاووبیکروتی.منددادهشدشناورقرار

سوسپانس  Pseudomonas fluorescensباکتریونیو

                                                           
1- Denaturation 

2- Annealing 

3- Extension 

4- Yeast extract Peptone Glucose Agar 
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پزشکیدانشگاهشهیدچمراناهوازتهیهشدهازبخشگیاه
 .ومثبتدرنظرگرفتهشدیبهعنوانشاهدمنفبیبهترت

درجه  02آزمون هسته یخ در دمای منفی 

 گراد سانتی

نماینده روشبرای جدایهاین مولدهای ژن که هایی

دراینروش هاردیابیشد،انجامگردید.هستهیخدرآن

دمایمنفی با فریزر یخدر درجه42تواناییتولیدهسته

سانتی کمگراد برایایجاد شد. ترینتماسقطراتانجام

آن ماندن وگلوله آزمایش کارمورد سطح روی ها

آزمایشازلایهداخلیپارافیلمدرفضایزیرهوداستریل

شد. استفاده بود، آلودگی گونه هر فاقد که آزمایشگاه

استریلازسوسپانسیون رویلایهپارافیلمبهوسیلهسمپلر

جدایه باکترهر ی 92یایی قرار92قطره، میکرولیتری

درنظرگرفتن احتیاطوبا سینیحاویقطراتبا گرفت.

دمایمنفیزمانتوس زمان 42سنجدریخچالفریزربا

سانتی درجه هر شدند. داده قرار یک32گراد بارثانیه

دقیقهنمونه پانزده تا اینکار بررسیشدند، و مشاهده ها

اتثبتگردید.آزمونمذکوردوبارادامهیافتومشاهد

تکرارشد.

 های بریده نیشکرآزمون هسته یخ روی برگ

در زدگی یخ ایجاد توانایی میزان روش، این در

بریدهبرگ دارایهای انکوباتور یک درون نیشکر ی

این انجام برای گردید. ارزیابی مشخص دمایی کنترل

جدایه دوآزمونقبلیآزموناز در شدکه هاییاستفاده

تجاری رقم پنج از منظور این برای مثبتداشتند. نتایج

CP69 -1062 ،CP57-614 ،CP48-103 ،CP73-21

 گلخانهSP70-1143و در شدهموجود حفاظت های

و گردید استفاده نیشکر آموزش و تحقیقات مؤسسه

نمونهبرگ و انتخاب مورد نیشکر شاداب و جوان های

برداریقرارگرفتند.دراینروشنیزبهمانندروشقبل،

P. fluorescensازآبمقطردیونیزهوهمچنینباکتری
گیاه بخش از شده چمرانتهیه شهید دانشگاه پزشکی

استفاده مثبت، و منفی شاهد عنوان به ترتیب به اهواز

ا از پس نمونهگردید. سری  ازنتقال آزمایشگاه، به ها

استرین از که باکتریایی محی 28های روی ساعتقبل

گرادکشتدادهدرجهسانتی40دردمایYPGAکشت

شد. تهیه دیونیزه آبمقطر در سوسپانسیون بودند، شده

باکتری جذبنوریسوسپانسیون در برابر222ها نانومتر

غلظت 9/2با شد. متریازسانتی22تا32عاتقطتنظیم

برگسالم انتهای دو هر و انتخاب گیاه قسمت هاترین

توس پارافینجامد)حرارتدادهشدهبرایایجادحالت

شش استرین هر برای گردیدند. عایق و مسدود مای (

هابرگازهررقمدرنظرگرفتهشد.سوسپانسیونباکتری

یک ساعت یک )هر تکرار سه برگبار(در هاروی

 مدت برای و گردید برگ42اسپری درونساعت ها

هر درون رطوبت، حفظ جهت گرفتند  قرار پلاستیک

پلاستیکیکپنبهمرطوبتعبیهشد)پنبهطوریگذاشته

ترینتماسشدکهبرایجلوگیریازایجادآلودگی،کم

 جفت آغازگرهای مورد استفاده در این پژوهش – 1جدول 
Table 1-  Primer pairs used in this study 

Prime 

name 
sequence 5´- 3´ 

Annealing 

Temperature 

Size of 

amplicon 
Target 

species/region Reference 

3076f AGYTCGCTGATTGCGGGNC 53 °C 421bp Ina Hill et al., 2014 

3463r STGTAVCKTTTNCCGTCCCA     

      

3308f GGCGATMGVAGCAAACTSAC 53 °C 192bp Ina Hill et al., 2014 

3463r STGTAVCKTTTNCCGTCCCA     
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برگ با را گذشت از پس باشد(. داشته ساعت،42ها

گرادبرایمدتانکوباتورمنفیسهدرجهسانتیهابهنمونه

 شدند منتقل ساعت .(Ketabchi et al., 2004)دو

ساعتپسازخارجشدنازانکوباتور،جهت42هانمونه

گردید. ثبت حاصل نتایج و شدند بررسی نتایج ثبت

 آزمونمذکورسهبارتکرارشد.

آزمون هسته یخ روی گیاه نیشکر در شرایط 

 گلخانه

اینآزمایشباهدفانجامآزمونهستهیخدرشرای 

مورد رقم پنج از منظور این برای شد. انجام گلخانه

فوق روش در گلخانهاستفاده در موجود هایالذکر

بوته نیشکر، آموزش و تحقیقات مؤسسه شده حفاظت

هایجوانوشادابنیشکرانتخابگردید.ازاسترینهای

B. fungorumتریناسترینمولدهستهیخنقوی)بهعنوا

شده(، ضعیف M. proteolyticomجدا عنوان ترین)به

P. fluorescensهستهیخجداشده(،باکتریاسترینمولد

منفی()بهعنوانشاهدمثبت(وآبدیونیزه)بهعنوانشاهد

 رقم برایهر شد. هر94استفاده در و گلدان )سه گیاه

 گیاه( چهار گیاهانگلدان گرفت  قرار استفاده مورد

سوسپانسیوناسترین هایمذکوربهروشاسپریمذکوربا

گلدانمایه دردمایزنیشدند. درشرای گلخانه، -40ها

سانتی44 درجه طبیعی نور و نگهداری92گراد ساعته

 گذشت از بعد گیاهچه42شدند. سردخانهساعت، به ها

 دما سردخانه در شدند، بهمنتقل و آمد پایین تدریج به

سانتی درجه سه ساعتمنفی دو مدت به رسید، گراد

قرارگرفتند،بعدازاینمدت هادردمایمذکورگیاهچه

 دمای روی و آمد بالا دوباره سانتی40دما گراددرجه

بعدازگذشتچندروزعلائمکلروزنواری، ثابتماند.

ن در و شدن سبزخشک برگ، حاشیه هایتسوختگی

آزمونمذکوردوقهوه ایشدنپدیداروثبتگردیدند.

بارتکرارشد.

 یرماآ تحلیلو  تجزیه

بینمقایسهویانسوارنالیزآنموآزبامتغییرهابینمقایسه

مقایسهنموآزیاسویهیکدازشپرتحلیلنموآزباهاوهگر

افزارنرمدرصدبراساسکیباسطحاحتمالنکنداچندگانه

.(SPSS Inc., 2008)انجامشدSPSSآماری



 نتایج

 های هسته یخردیابی ژن

جفتآغازگراسترین20اینآزمونروی شد. انجام

 جفتبازیدر249،یکقطعه3076f/3463rاختصاصی

40 )شکل 9استرین آغازگر جفت و )3308f/3463r،

 914یکقطعه در بازی 33جفت )شکل به4استرین )

 صورت در نمودند. تکثیر دو91اختصاصی هر  استرین

)جدول کنند تکثیر را نظر قطعاتمورد توانستند آغازگر

4 در اما به48(، موفق آغازگرها از کدام هیچ استرین،

ردیابیژنموردنظرنشدند.

 ها هیجدا خیهسته  تیفعال یها یبررس

به روش انجماد درون  خیهسته  تیفعال نییتع

 لوله

 برای بین از آزمون، این توس 20انجام که جدایه

توالی مولکولی، آزمون شدند، روشجدا94یابی با یه

مقطر آب به نسبت و دادند مثبت نتیجه لوله در انجماد

(.4دیونیزهزودتریخزدند)جدول

آزمون هسته یخ در دمای منفی بیست درجه 

 گراد )انجماد قطره(سانتی

هایدربررسیتوانوسرعتتشکیلهستهیخرویورقه

 گراددرطولمدتپارافیلمدردمایمنفیبیستدرجهسانتی

 .B. fungorum،O. ciceri،Mیهاثانیهدرجدایه22زمان

foliorum ،B. contaminans،M. proteolyticom،

ثانیهبازهم12تا22یزمانیتغییریمشاهدهنشد.دربازه

قطره از جدایههیچکدام به مربوط ،O. ciceriهایهای
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در  خیژن مولد هسته  یابیجهت رد، 3076f/3463rبا استفاده از جفت آغازگر PCRنقوش الکتروفورزی محصول  -1شکل  

: شاهد 0، (Pseudomonas fluorescens): شاهد مثبت 1جفت بازی،  122 : نشانگر مولکولیM. شکرین اهیجدا شده از گ هاینیاستر

: 8-3 :Burkholderia fungorum, ،9، (Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens UTMC00162)منفی 

Burkholderia contaminant ،12 :Ralstonia solanacearum ،10-11: Mesorhizobium huakuii ،13 :Ochrobactrum ciceri ،

11-11: Ralstonia solanacearum ،18-11: Microbacterium foliorum 19  و: Xanthomonas campestris. 
Fig 1. Agarose gel of PCR products obtained with the primers 3076f/3463r, to detect the ice nucleating gene in 

strains isolated from sugarcane. Well No. M: Thermo Scientific GeneRuler (Schwerte, Germany) 1-k DNA 

ladder (#SM0311), 1: positive control (Pseudomonas syringae), 2: negative control (Curtobacterium 

flaccumfaciens pv. flaccumfaciens UTMC00162), 3-8: Burkholderia fungorum, 9: Burkholderia contaminant, 10: 
Ralstonia solanacearum, 11-12: Mesorhizobium huakuii, 13: Ochrobactrum ciceri, 14-16:  Ralstonia 

solanacearum, 17-18: Microbacterium foliorum and 19: Xanthomonas campestris. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

در  خید ژن مولدد هسدته    یابیجهت رد،  3308f/3463rآغازگربا استفاده از جفت  PCRمحصول  ینقوش الکتروفورز  -0شکل 

 :0، (Pseudomonas fluorescens): شداهد مثبدت   1جفت بدازی،   122: نشانگر مولکولی M .شکرین اهیجدا شده از گ یهانیاستر

Burkholderia gladioli ،1-3 :: Burkholderia fungorum ،5 :Mesorhizobium huakuii، 1: Ochrobactrum ciceri ،8-1 :

Ralstonia solanacearum ،9 :Xanthomonas campestris  شدداهد منفددی  :12و(Curtobacterium flaccumfaciens pv. 

flaccumfaciens UTMC00162). 

 Fig 2. Agarose gel of PCR products obtained with the primers 3076f/3463r, to detect the ice nucleating gene in 

strains isolated from sugarcane. Well No. M: Thermo Scientific GeneRuler (Schwerte, Germany) 1-kb DNA 

ladder (#SM0311), 1: positive control (Pseudomonas syringae), 2:  Burkholderia gladioli, 3- 4: Burkholderia 

fungorum, 5: Mesorhizobium huakuii, 6: Ochrobactrum ciceri, 7- 8: Ralstonia solanacearum, 9: Xanthomonas 

campestris, 10: negative control (Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens UTMC00162). 
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 آزمون انجماد جهینت نیشد، همچن یابیدر آن ها رد خیکه هر دو ژن مولد هسته  ییایباکتر یها نیمشخصات استر -0جدول 

 ها نیاستر نیا یلوله رو درون
Table 2. Characteristics of the bacterial strains in which both Ice-nocleation genes were detected, as 

well as the result of freezing test in the tubes on these strains 
Freezing test 

in the tube 

Separated 

source 

Type of 

bacteria 
Accession no. 

 
Characteristics of isolates 

    Strain Hit in NCBI database 

+ Leaf Epi
1 

MH256555 SC107 Burkholderia gladioli 

- Leaf Endo
2 

MH256497 SC111 Burkholderia fungorum 

+ Leaf Endo MH256498 SC112 B. fungorum 

- Leaf Endo MH256499 SC113 B. fungorum 

+ Leaf Endo MH256501 SC115 B. fungorum 

- Leaf Endo MH256503 SC117 B. fungorum 

- Sheath Endo MH256509 SC123 B. fungorum 

- Leaf Endo MH256514 SC128 B. fungorum 

+ Sheath Endo MH256524 SC138 Burkholderia contaminans 

+ Leaf Epi MH256525 SC139 Mesorhizobium huakuii 

- Leaf Endo MH256526 SC140 M. huakuii 

+ Leaf Endo MH256537 SC151 
Microbacterium 

proteolyticum 

+ Leaf Endo MH256539 SC153 M. foliorum 

+ Sheath Endo MH256530 SC144 Ochrobactrum ciceri 

+ Leaf Endo MH256522 SC136 Ralstonia solanacearum 

+ Leaf Endo MH256542 SC157 R. solanacearum 

- Leaf Endo MH256543 SC158 R. solanacearum 

- Leaf Endo MH256547 SC162 R. solanacearum 

+ sheath Endo MH256545 SC160 R. pickettii 

+ Leaf Epi MH256552 SC166 Xanthomonas campestris 
1Epiphytic bacteria 
2Endophytic bacteria 

 

M. foliorumوM. proteolyticom.نزدند دریخ

جدایه دقیقه پنج زمان  .B. fungorum،Rهای

solanacearumوR. pickettiiنسبتبهشاهدمثبت

قطرهمربوطبهآنها92ازتغییرزیادینداشتندونهقطره

تمام پانزدهم دقیقه در زدند. بهقطره92یخ مربوط ی

 .B. fungorum،B. gladioli،Rهایجدایه

solanacearumوM. huakuiiییخزدند،اماجدایه

M. proteolyticumدیون آب به اختلافینسبت یزه

(.3هایخنزدند)جدولدرصدقطره02نداشتوحدود

شده آزمون هسته یخ روی برگ های بریده
هاباآزموندانکندرآزمایشهستهنتایجتجزیهآماریداده

هایبریدهشدهنیشکرنشانیخرویدهاسترینرویبرگ

هاینیشکربادرصدهایهابررویبرگدادکهتماماسترین

ایجادسرمازدگیمختلف بیناسترین، درکردندو ایجادها

سرمازدگیدرسطحاحتمالیکدرصداختلافمعنیداری

هاازنظرب(،وجدایه-0الفو-2،0وجودداشت)جداول

اساس بر و گرفتند قرار هفتگروه در سرمازدگی ایجاد

بعدازاسترینشاهدB. fungorumسهجدایهشمارهشکل

درP. fluorescensمثبت را سرمازدگی درصد بیشترین

استرین و نمود ایجاد نیشکر تجاری  .Bهایارقام

contaminansوM. proteolyticomدرصد کمترین

سرمازدگیرادرارقامتجارینیشکرموجبشدند.همچنین

نیزدرهادربینارقامتجارینیشکردرصدسرمازدگیاسترین

کهبیشترینبطوریسطحاحتمالیکدرصدمعنیداربوده

وکمترینآندر CP69-1062درصدسرمازدگیدررقم

(.3اتفاقافتادهاست)شکلCP73-21رقم
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آزمون با استفاده از های باکتریایی بر درصد سرمازدگی برگ های برهمکنش استرینمقایسه میانگین -الف -5جدول 

 دانکن
Table 5- A. Comparison of means in interaction of bacterial strains on leaf frost percentage by 

Duncan's test 

 

 

 

 

 

 

 

 

به روش انجماد قطره های باکتریایی جدا شده از گیاه نیشکر ی یخ استرینرابطه زمان با میزان فعالیت هسته -3جدول 

 گراددرجه سانتی 02در منفی 

Table 3- Relationship between time and ice nucleation activity of bacterial strains isolated from 

sugarcane by droplet freezing test at -20°C 

Time (min.)   Strain name 

 P.f B.f B.f B.g R.s R.s X.c O.c M.f B.c M.h R.p M.p DW  

1 4 0 1 1 3 0 2 0 0 0 2 3 0 0 

1.5 8 5 4 2 6 3 2 0 0 2 2 4 0 0 

2 10 5 6 2 6 5 2 2 3 6 2 5 0 0 

3 10 8 9 3 9 6 3 3 3 6 4 7 1 0 

5 10 9 10 4 9 6 5 5 4 7 7 8 2 0 

10 10 10 10 8 10 7 6 6 4 9 8 8 3 2 

15 10 10 10 10 10 9 8 6 5 9 10 9 3 3 
Numbers 0-10: Indicates the number of frozen droplets in 15 minutes 

P.f=Pseudomonas fluorescens, B.f=Bulkholderia fungorum, B.g=Bulkholderia gladioli, R.s=Ralstonia solanacearum, 

X.c=Xanthomonas campestris, O.c=Ochrobactrum ciceri, M.f=Microbacterium foliorum, B.c=Bulkholderia contaminans, 
M.h=Mesorhizobium huakuii, R.pi=Ralstonia pickettii, M.p=Microbacterium proteolyticom, DW=Distilled Water 



 

 های باکتریایی و ارقام تجاری نیشکر بر درصد سرمازدگی برگتجزیه واریانس برهمکنش استرین -1جدول 
Table 4. Analysis of variance of interaction of bacterial strains and sugarcane 

commercial cultivars on leaf frost  percentage 

Squares of means- 

Percentage of frost 
df Source of variation 

6072.16
** 

11 Strain
 

21058.6
* 

4 Cultivar of sugarcane 

235.39
** 

44 Strain* Cultivar of sugarcane 

37.04 120 Error 

14.01 - Coefficient of variations 
* and ** have a significant at P<0.05 and P<0.01, respectively. 

Percentage of frost Bacterial strains 
75.56a P.f 

64.45b B.f 

56.67c B.g 

56.67c   R.s 

62.22bc X.c 

45.56d O.c 

37.78e M.f 

24.44f B.c 

32.22e M.h 

35.56e R.pi 

21.11f M.p 

8.89g D.w 
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 آزمون دانکنبا استفاده از های برهمکنش ارقام تجاری نیشکر بر درصد سرمازدگی برگ مقایسه میانگین -ب -5جدول 
Table 5- B. Comparison of means in interaction of sugarcane commercial cultivars on leaf frost 

percentage by Duncan's test 

 

 

 

 



*
Means followed by same letters are not statistically different 

 برهمکنش استرین های باکتریایی و ارقام تجاری نیشکر بر درصد سرمازدگی برگ -3شکل 
Fig 3. Interaction of bacterial strains and sugarcane commercial cultivars on leaf frost percentage. 

P.f=Pseudomonas fluorescens, B.f=Bulkholderia fungorum, B.g=Bulkholderia gladioli, R.s=Ralstonia solanacearum, 

X.c=Xanthomonas campestris, O.c= Ochrobactrum ciceri, M.f=Microbacterium foliorum, B.c=Bulkholderia 

contaminans, M.h=Mesorhizobium huakuii, R.pi=Ralstonia pickettii, M.p=Microbacterium proteolyticom, DW= 

Distilled Water. 

 

 

 آزمون هسته یخ روی گیاه نیشکر در شرایط گلخانه

هاباآزموندانکنبراساسنتایجتجزیهآماریداده

(B. fungorum)درآزمونهستهیخدواسترینقوی

(رویگیاهنیشکردرM. proteolyticomوضعیف)

( مثبت شاهد منفیP. fluorescensکنار شاهد و )

(Distillesd Waterاسترین دو بین که داد نشان )

ایجادسرمازدگیاختلافمعنیدار ضعیفوقویدر

داشت)جداول 2وجود ،0- همچنین-0الفو ب(.

استرین سرمازدگی بیندرصد ضعیفدر و قوی های

یکدرصد احتمال سطح در نیز نیشکر تجاری ارقام

درکهبیشتریندرصدسرمازدگیبودبطوریمعنیدار

 و CP69-1062،CP57-614 ،CP48-103ارقام

صورتCP73-21, SP70-1143ترینآندرارقامکم

گرفت.نتایجحاصلازاینآزموننشاندادکهاسترین

B. fungorum )بهP. fluorescensیباکترهمانند

صد در صد سرمازدگی موجب مثبت( شاهد عنوان

،CP57-614وCP69-1062تجاری هادرارقامبوته

CP48-103درصددررقمتجاری00 درصددر 02،

SP70-1143رقمتجاری رقمدرصدبوته22و در ها

استرینCP73-21یتجار که درحالی  .Mگردید.

proteolyticomرقمتجاریدرCP69-1062 باع

 بوته48سرمازدگی درصد رقم در CP57-614ها،

Percentage of frost Cultivar of sugarcane 
56.019b CP57-614 

72.686a CP69-1062 
51.389c CP48-103 
15.278e CP73-21 
21.759d SP70-1143 

Treatments having at least one similar letter do not show a significant 

difference at P<0.01 
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Strain 

CP69-1062 CP48-103 CP57-614 SP70-1143 CP73-21
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درصدوCP48-1030/92درصد،دررقمتجاری91

گردیدهادرصدبوتهSP70-114392دررقمتجاری

تجاری رقم در درCP73-21و سرما ایجاد به قادر

اینبود.هیچبوته این تحقیقاتنشاننتایجحاصلاز

هایمولدهستهیخ،ت ثیربسیارشگرفیدادکهباکتری

ییخوسرمازدگیدارند.دردرایجادوتشدیدهسته

رقم مطالعه، ازهمهCP69-1062بینپنجرقممورد

حساس ارقام ارقام آن از بعد و وCP57-614تر

CP48-103بعد حساسیت، درجه ترتیب ازبه

CP69-1062گرف قرار رقم CP73-21ت.

مقاوم و بوده رقم سرمازدگیCP57-614ترین آثار

ندرتاز به را رقم داد. نشان نیزSP70-1143خود

 رقم مشابه درجهCP73-21عملکردی ولی داشته

کم آن بینمقاومت در بود. مذکور رقم از تر

استریناسترین واکنش در.fungorumBها، )که

دهستهیخدرآنردیابیهایمولکولی،ژنمولآزمون

نتیجه شده آزمونبود(، از هایمولکولیرایحاصل

کهایناسترینتوانسترویهمهت ییدکرد،یعنیاین

ارقامبادرجهحساسیتمتفاوت،علائمسرمازدگیرا

 در نماید. استرینآزمونایجاد هایمولکولیمربوطبه

M. proteolyticom تکثیرکننده آغازگرهای ژن،

هستهیخنتوانستندقطعاتمربوطهراتکثیرکنند.نتایج

مولکولی آزمون نتیجه نیز آزمون این از راحاصل

ترینمیزانت ییدکرد،بهنحویکهاسترینمربوطهکم

رقم روی و کرد مختلفایجاد ارقام روی را علائم

CP73-21(2هیچعلائمینشاننداد)شکل. 

 

( و قوی Microbacterium proteolyticomواریانس میزان سرمازدگی دو استرین ضعیف )تجزیه  -1جدول 

(Bulkholderia fungorum)   رقم تجاری نیشکر در شرایط گلخانه 5بر روی 
Table 6. Analysis of variance in frost rate of weak (Microbacterium proteolyticom) and strong 

(Bulkholderia fungorum) strains on five commercial sugarcane cultivars under greenhouse 

conditions 

Source of variation df 
Squares of means- 

Percentage of frost 

Strain 3 12108.04
** 

Cultivar of sugarcane 4 5759.22
** 

Strain* Cultivar of sugarcane 12 533.96
** 

Error 40 137.71 
Coefficient of variations - 30.6 
* and ** have a significant at P<0.05 and P<0.01, respectively. 

 

 آزمون دانکنبا استفاده از های باکتریایی بر درصد سرمازدگی ارقام نیشکر های برهمکنش استرینمقایسه میانگین  -الف -1جدول 

Table 7. Comparison of means of interaction of bacterial strains on sugarcane cultivars frost 

percentage by Duncan's test 
Percentage of frost Bacterial strains 

75.56a P.f 

64.45b B.f 

56.67c B.g 

56.67c R.s 

62.22bc X.c 

45.56d O.c 

37.78e M.f 

24.44f B.c 

32.22e M.h 

35.56e R.pi 

21.11f M.p 

8.89g D.w 
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 آزمون دانکنبا استفاده از های برهمکنش ارقام تجاری نیشکر بر درصد سرمازدگی ارقام نیشکر مقایسه میانگین  -ب -1جدول 
Table 7- B. Comparison of means of interaction of sugarcane commercial cultivars on sugarcane 

cultivars frost percentage by Duncan's test  

 

 

 

 

 

 

 

*
Means followed by same letters are not statistically different 

( بر Bulkholderia fungorum( و قوی )Microbacterium proteolyticomمیزان سرمازدگی دو استرین ضعیف ) -1شکل 

 رقم تجاری نیشکر در شرایط گلخانه 5روی 
Fig 4. Frost rate of two weak (Microbacterium proteolyticom) and strong (Bulkholderia fungorum) 

strains on five commercial sugarcane cultivars under greenhouse condition. P.f=Pseudomonas 

fluorescens, B.f=Bulkholderia fungorum, M.f=Microbacterium foliorum, , DW=Distilled Water. 

 

 

 

 

 بحث

 یخ هسته مولد هایژن وجود عدم یا وجود بررسی

آغازگرهای جفت دو هر با باکتریایی هایاسترین در

(3308f/3463r در پذیرفت. انجام (3076f/3463rو

 باکتری 4292سال آغازگرها همین از استفاده  .Xبا

campestrisباکتریاییدیگرکهدارایژنگونه91و

از بودند یخ هسته تولید توانایی و یخ هسته مولد های

شدندنمونه معرفی و شناسایی جداسازی، گیاهی های

(Hill et al., 2014)از .  Xanthomonasجنس

دارای X. campestris یگونه یکگونه عنوان به

 یخ هسته تولید توانایی شد  ,.Maki et al)گزارش

 فیتهایاپی.همچنیندربررسیجمعیتباکتری(1974

رادرکنار.Xanthomonas sppبادامدراستانفارس،

بهP. syringaeوP. fluorescens هاییچونباکتری

کردند معرفی یخ هسته فعالیت دارای باکتری عنوان

(Ketabchi et al., 2004). 
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Strain 

CP69-1062 CP57-614 CP48-103 SP70-1043 CP73-21

Cultivar of sugarcane Percentage of frost 

CP57-614 56.019b 

CP69-1062 72.686a 

CP48-103 51.389c 

CP73-21 15.278e 

SP70-1143 21.759d 
Treatments having at least one similar letter do not show a significant 

difference at P<0.01. 
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استرین در یخ هسته فعالیت حاضر،  .Xهایتحقیق

campestrisهایکند.استرینرات ییدمیP. syringae

باکتری سایر قارچنسبتبه دانهها، و بهترها هایگرده،

هستهمی مولد عنوان به یختوانند کنندی عمل

(Murray et al., 2012). استرینهمه  .Pهایی

syringaeهسته مولد ندارندژن درخود را یخ ی

(Lindow, 1983)محیطی شرای  آن بر علاوه و .

اینژن بیان در نیز هستندطبیعی مؤثر  (-Nemecekها

(Marshall et al., 1993همچنین و پایین دمای .

می غذایی مواد ژنکمبود بیان القای باع  هایتواند

 شود .(Nemecek-Marshall et al., 1993)مذکور

آب شرای  با مناطق در دلیل، همین گرمبه وهوایی

باکتریهایاینباکترینمیاسترین عنوان به هایتوانند

از(Pietsch et al., 2017)مولدهستهیخعملکنند .

میزب از باکتری از گونه این که درآنجایی نیشکر ان

جداسازی استانخوزستان،بدلیلشرای آبوهوایی،

سایر نتایج با تحقیق این از حاصل نتایج نشد،

.پژوهشگرانمطابقتدارد

استرین پژوهش، این در  .B. gladioli،Bهای

fungorum،B. cantaminans،M. huakuii ،O. 

ciceri ،M. proteolyticum ،M. foliorum ،R. 

solanacearum ،R. picketiiازشدت مختلفی های

ازخودنشاندادندوژن هایمولدعلائمسرمازدگیرا

دراینهسته استفاده مورد آغازگرهای توس  یخ ی

بااسترین تحقیق این از نتایجحاصل ردیابیگردید. ها

است تضاد در زمینه این در محققین سایر نتایج

)009and Tjhen, 2(Waturangi  از احتمالیعلل.

گونه در تفاوت تفاوت، منطقه،این رایج گیاهی های

 (Ketabchiشرای آبوهوایی)دماورطوبت(است

(et al., 2004.
جدایهآزمون یخ هسته فعالیت بررسی درهای ها

آزمون از حاصل نتایج مواق  بیشتر در آزمایشگاه

کردند بدینمعنیمولکولیردیابیژنهستهیخراتائید

استرین در ژنکه مذکور آغازگرهای جفت که هایی

مولدهستهیخراردیابیکردندفعالیتهستهیخشدیدی

می بنابراین دادند. نشان خود از آزمایشگاه در توانرا

بالایی حساسیت از آغازگرها این که گرفت نتیجه

هیخهایمولدهستبرخورداربودهوقادربهردیابیجدایه

نتایجحاصلازتحقیقاهستند.  .Hill et alیننتایجبا

مشابهاست.(2014)

همچنیننتایجتحقیقحاضرنشاندادکهازپنجرقم

CP69-1062یتجار ،SP70-1143 ،CP48-103،

CP73-21 تمامCP57-614و در حاضر حال در که

کشتمیکشتوصنعت رقمها، CP69-1062شوند،

 آزمون دو برگ"در روی یخ هسته فعالیت هابررسی

نیشکردرشرای "و"یدهبر آزمونهستهیخرویگیاه

بیشبیش"گلخانه و داشت را حساسیت ترینترین

متحملشد. رقم این را سرمازدگی از خسارتحاصل

 ارقام آن از CP57-614بعد باCP48-103و

سرمازدگیاختلافکمتریازرقمفوقالذکر،علائم

خود از رقمرا مقابلدو در دادند. وCP73-21نشان

SP70-1143برابر در را مقاومت از بالایی درجه

از کمی بسیار علائم و دادند نشان خود از سرمازدگی

داشتند مقاومتسرمازدگیرا ت ییدیبر اینموضوع و

به توجه با مشکلسرمازدگیاست. نسبتبه ارقام این

ییخوهمچنینوجودهایمولدهستهباکتریتنوعبالای

توانندها،ایننتایجمیارقامحساسنسبتبهاینباکتری

آن تشویق و تولیدکنندگان برای خوبی بهاطلاعات ها

استفادهازارقاممقاومفراهمکنند.



 گزاریسپاس

مؤسسه همکاری و مساعدت از وسیله بدین

گزاریتحقیقاتوآموزشنیشکروصنای جانبیسپاس

گردد.می
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Abstract 

Background and Objectives 

Khuzestan is the only province with sugarcane cultivation. One of the limiting factors in the 

production of this crop is the occurrence of frost damages in some years. Since no 

comprehensive research has yet been conducted on detection and evaluation of bacteria with 

the potential to form nuclear ice in frostbite, this study was carried out to evaluate this 

subject. 

Materials and Methods 

This study was carried out in the laboratory of Institute for Research and Training of Sugar 

and Auxiliary Industries. Endophytic and epiphytic strains of bacteria were isolated from 

sugarcane. To test the freezing potential of representative strains, four tests including, 

"determination of Ice nucleation activity by freezing in the tube", "freezing droplet test at -20 

°C", "Ice nucleation test on sugarcane cut leaves in vitro" and "Ice nucleation test on 

sugarcane plant in greenhouse conditions" were performed. Also the genes of the nucleus 

were detected by 3076f / 3463r and 3308f / 3463r specific primers. 

Results  

Results show that bacteria species B. gladioli, B. fungorum, B. cantaminans, M. huakuii, O. 

ciceri, M. proteolyticum, M. Foliorum, R. solanacearum , R. picketii and X. campestris had 

different degrees of symptoms. In addition, the genes of the nucleus were detected by 3076f / 

3463r and 3308f / 3463r specific primers. For all of above mentioned bacterial strains, 

specifically strain X. campestris, no references have been reported of ice nucleation activity. 

To assess susceptibility or resistance of sugarcane, cultivar CP69-1062 were the most 

susceptible and highly damaged in the tests including "Ice nucleation test on sugarcane cut 

leaves in vitro" and "Ice nucleation test on sugarcane plant in greenhouse conditions". In 

addition, CP57-614 and CP48-103 cultivars showed minimum variation in frosting in 
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compression to CP69-1062 cultivar. Two cultivars including CP73-21 and SP70-1143 

exhibited a high degree of resistance to frostbite. 

Discussion 

Due to the high variation among Ice-Nucleating bacteria and the sensitivity of commercial 

cultivars, our finding can be a suitable option for producers and encourage them to use 

resistant cultivars in the field. 

 

Keywords: Endophytic bacteria, Ice Nucleation-Activity, Burkholderia sp., freezing 

droplet 

 


