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با توجه به اثرات سوء آفت کش های شیمیایی بر محیط و سلامت انسان، استفاده از عصاره های گیاهی برای سنتز 
بومادران و  اثر ضدباکتریایی عصاره آبی  ترکیبات ضد میکروبی زیستی اهمیت ویژه ای دارد. در تحقیق حاضر 
 Agrobacterium و چند باکتری بیمارگر مهم محصولات کشاورزی شامل Bacillus cereus پوست میوه انار روی
گرفت.  قرار  بررسی  مورد   Pseudomonas tolaasii و   Xanthomonas citri subsp. citri  ،tumefaciens
عصاره گیری به روش خیساندن و بررسی خاصیت ضدباکتریایی به روش نشت از چاهک و در چهار غلظت  متفاوت 
انجام گرفت. از آب مقطر و دیسک آنتی بیوتیک جنتامایسین به ترتیب به عنوان شاهد منفی و شاهد مثبت استفاده 
شد. آزمایش به صورت فاکتوریل در قالب طرح کاملا تصادفی و با چهار تکرار و مقایسه میانگین با روش حداقل 
اختلاف معنی دار )LSD( در سطح احتمال پنج درصد انجام شد. مقایسه میانگین قطر هاله بازدارنده از رشد در 
 A. و B. cereus تیمارهای مختلف نشان داد که هر دو عصاره توانایی قابل توجهی در بازداری از رشد دو باکتری
tumefaciens داشتند. عصاره بومادران روی P. tolaasii خاصیت بازدارندگی داشت که با افزایش غلظت عصاره، 
 X. citri subsp. قدرت بازدارندگی آن نیز بیشتر می شد. هیچ یک از عصاره ها در غلظت های مورد بررسی روی
citri اثر بازدارنده نداشتند. براساس نتایج حاصل، عصاره ی آبی گیاه بومادران و پوست میوه انار پتانسیل استفاده 
برای کنترل A. tumefaciens و B. cereus را داشته و بنابراین گزینه مناسبی برای بررسی های بعدی جهت سنتز 

ترکیبات ضدباکتریایی ایمن یا نگهدارنده طبیعی مواد غذایی می باشند.
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مقدمه
در دهه های گذشته مشکلات زیست محیطی 
ناشی از استفاده بیش از حد از سموم آفت کش 
انسان  روی سلامت  آن ها  سوء  اثرات  به ویژه  و 
و  شده  تبدیل  کشاورزی  بخش  مهم  چالش  به 
مورد  ایمن  آفت کش های  از  استفاده  بنابراین 
بیمارگرهای  است.  گرفته  قرار  محققین  توجه 
عملکرد  کاهش  مهم  عوامل  از  باکتریایی 
هستند.  کشاورزی  محصولات  از  بسیاری 
در  باکتری کش   ترکیبات  تعداد  بودن  محدود 
به علت  از آن ها  استفاده  و محدودیت  دسترس 
سوء  اثرات  و  مزرعه  شرایط  در  پایین  کارایی 
کنترل  حیوان  و  انسان  سلامت  و  محیط  روی 
است.  کرده  مشکل  را  باکتریایی  بیماری های 
استفاده از آنتی بیوتیک ها به علت احتمال ظهور 
جمعیت های باکتریایی مقاوم و نیز امکان انتقال 
ژن های مقاومت به باکتری های بیماریزای انسانی 
مسی،  سموم  مورد  در  است.  محدود  دامی  و 
محیط  آلودگی  مقاومت،  بروز  مساله  بر  علاوه 
محدودیت  و سبب  است  مشکل ساز  نیز  زیست 
استفاده آنها می شود. بنابراین کنترل بیماری های 
و عملیات  پیشگیری  بر  بیشتر  باکتریایی گیاهان 
و   )Iacobellis et al., 2005( دارد  تکیه  زراعی 
کشف و سنتز ترکیبات ضدباکتریایی ایمن امری 
بسیار ضروری است. استفاده سنتی از اسانس و 
نشان  بیماری ها  درمان  برای  گیاهی  عصاره های 
برای  استفاده  پتانسیل  ترکیبات  این   که  می دهد 
دارند  را  جدید  ضدمیکروبی  ترکیبات  سنتز 
از  استفاده  مزیت   .)(Hammer et al., 1999

به  نسبت    گیاهی  میکروبی  ضد  ترکیبات 
سوء  جانبی  اثرات  نداشتن  شیمیایی  ترکیبات 

به   .(Van Wyk & Gericke, 2000( است 
ترکیبات  به  مقاومت  بروز  از  گزارشی  علاوه 
ضدمیکروبی گیاهی ثبت نشده است که احتمالا 
است  آنها  چندگانه  عمل  مکانیسم  خاطر  به 
مقاوم  باکتریایی  سویه های  انتخاب  از  مانع  که 
تحقیق  در   .(Upadhyay et al., 2014( می شود 
 Bacillus روی  گیاهی  عصاره  دو  تاثیر  حاضر 
مهم محصولات  بیمارگر  باکتری  سه  و   cereus

گال  بیماری های  مولد  عوامل  شامل  کشاورزی 
باکتریایی  طوقه، شانکر آسیایی مرکبات و لکه 

قارچ خوراکی بررسی گردید.
باکتری  یک   Bacillus cereus باکتری 
باکتری  این  است.  اسپوردار  و  مثبت  گرم 
ایجاد  تهوع  و  اسهال  مولد  انتروتوکسین های 
غذایی  مسمومیت  عامل  عنوان  به  و  می کند 
 .(Murray et al., 2015( است  شده  شناخته 
غذایی  مواد  آلودگی  از  جلوگیری  جهت 
اشعه دهی  و  از جمله حرارت  مختلف  روشهای 
استفاده می شود. محققین صنایع غذایی به دنبال 
از  ممانعت  و  حذف  برای  جدید  راهکارهای 
روی  سوء  تاثیر  بدون  مضر،  میکروبهای  رشد 
در  دلیل  همین  به  و  هستند  غذایی  مواد  کیفیت 
هستند  غیرحرارتی  تکنولوژی های  ایجاد  پی 
معرفی  بنابراین   .(Severino et al., 2014(
در  استفاده  برای  ایمن  ضدمیکروبی  ترکیبات 
که  محصولاتی  به خصوص  آماده،  غذایی  مواد 
طعم و مواد مغذی آنها با حرارت بالا نحت تاثیر 

قرار می گیرد، بسیار مفید و کارآمد است. 
باکتری  Agrobacterium tumefaciens یک 

گرم منفی میله ای شکل و خاکزاد است و عامل 
گال طوقه در بسیاری از گیاهان است. گال طوقه 

بررسی اثر ضدمیکروبی عصاره آبی بومادران  ....
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با ممانعت انتقال آب به بخشهای فوقانی منجر به 
ضعف و زوال گیاه و خسارت اقتصادی می شود. 
همچنین حساسیت گیاهان آلوده به سایر عوامل 
می یابد  افزایش  محیطی  تنش های  و  بیمارگر 
این  کنترل   .(Escobar & Dandekar, 2003(
بیمارگر مشکل و بیشتر بر مبنای پیشگیری است 

 .(Yangui et al., 2008(
 Xanthomonas citri subsp. باکتری 
خانواده  از  مهم  بیمارگرهای  از  یکی  نیز   citri

بروز  سبب  بیمارگر  این  است.  زانتوموناداسه 
می شود. علائم  مرکبات  آسیایی  شانکر  بیماری 
تاول  و  برجسته  تشکیل زخمهای  شامل  بیماری 
برگ  ساقه،  شامل  هوایی  بخشهای  روی  مانند 
برگ ها  موعد  از  پیش  ریزش  است.  میوه  و 
کاهش  و  ها  سرشاخه  خشکیدگی  میوه ها،  و 
اقتصادی  خسارت  به  منجر  میوه ها  بازارپسندی 
 .(Schubert et al., 2001( می شود  بیماری  این 
از سموم مسی  استفاده  بیماری  این  برای کنترل 
توصیه می شود که مساله بروز مقاومت به سموم 
ضدمیکروبی  ترکیبات  کشف  و  سنتز  مسی، 

جدید را لازم ساخته است. 
با عامل  قارچ خوراکی  قهوه ای  لکه  بیماری 
مهم ترین  از  یکی   Pseudomonas tolaasii

قارچ  پرورش  مراکز  در  خسارت زا  عوامل 
خوراکی است. علائم این بیماری به صورت لکه 
های نامنظم زرد، قهوه ای تا سیاه روی کلاهک 
با   .)Gill, 1995( و ساقه قارچ مشاهده می شود
توجه به مصرف تازه خوری و ماندگاری کوتاه 
محصول  تولید  جهت  خوراکی،  قارچ  مدت 
ضدمیکروبی  ترکیبات  سنتز  ارگانیک  و  سالم 
جا  به   محصول  روی  مسموم  بقایای  که  زیستی 

نمی گذارند، ضروری است. 
 )Achillea millefolium( بومادران  گیاه 
سنتی  طب  در  قدیم  از  که  است  گیاهانی  از 
استفاده می شده است. اثر ضدمیکروبی  اسانس 
انواع  روی   گیاه  این   مختلف  عصاره های   و 
است  رسیده   اثبات   به   انسانی   بیمارگرهای  
تاثیر  )Stanojković et al., 2005( ولی درمورد 
بررسی  گیاهی  بیمارگرهای  از  بازداری  در  آن 
انار  پوست  است.  گرفته  صورت   کمتری 
)Punica granatum(  غنی  از  تانن،  فلاونوئید 
ویژگی های   است.   فنلی  ترکیبات  سایر  و 
انار   پوست    و  ضدباکتریایی   آنتی اکسیدانی  
در شرایط   آزمایشگاهی   بررسی   شده   است  
حال  این  با  )Negi & Jayaprakasha, 2003)؛ 
گیاهی  بیمارگرهای  بر  انار  پوست  اثر  تاکنون 
تحقیق  در  لذا  نگرفته  است.  قرار  بررسی  مورد 
بومادران  آبی  عصاره  ضدباکتریایی  اثر  حاضر 
جنس  سه  روی  انار  پوست  آبی  عصاره  و 
شامل  کشاورزی  محصولات  بیمارگر  مختلف 
 P. و    X. citri subsp. citri  ،A. tumefaciens

 B. cereus و نیز روی باکتری گرم مثبت tolaasii

بررسی می شود. 
مواد و روشها

 تهیه جدایه های باکتریایی

 A. tumefaciens باکتریایی  جدایه های   
گروه  میکروبی  کلکسیون  از   B. cereus و 
شدند.  تهیه  شهرکرد  دانشگاه  گیاهپزشکی 
خوراکی  قارچ های  از   P. tolaasii باکتری 
از  باکتریایی جمع آوری شده  دارای علائم لکه 
مراکز پرورش قارچ دگمه ای شهرستان شهرکرد 
 X. citri subsp. citri باکتری  شد.  جداسازی 
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نیز از بافتهای لیموترش آلوده به شانکر آسیایی 
مرکبات جمع آوری شده از باغات استان کرمان 
مذکور  باکتریهای  جداسازی  شد.  جداسازی 
از  باکتری ها  جداسازی  معمول  روش های  طبق 

بافتهای گیاهی انجام شد. 
شناسایی جدایه های باکتریایی

 P. tolaasii باکتری  دو  شناسایی  منظور  به 
فنوتیپی،  آزمون های   X. citri subsp. citri و 
واکنش زنجیره ای پلی مراز1 با جفت آغازگرهای 
آزمون  و  باکتری  هر  به  مربوط  اختصاصی 
فنوتیپی  آزمونهای  گرفت.  انجام  بیماری زایی 
انجام  باکتری شناسی  استاندارد  روش های  طبق 
شد )Schaad et al., 2001) .  واکنش  زنجیره ای 
پلی مراز  برای  جدایه های  مولد  لکه باکتریایی 
اختصاصی   آغازگر  جفت  با  خوراکی  قارچ 
)Pt1A/1D (Lee et al., 200  و برای جدایه های 
آغازگر   جفت   با   مرکبات   شانکر  مولد 
   (Coletta‐Filho et al., 2006( اختصاصی 
استخراج دی ان ای  Xac01/02 صورت گرفت.  

 Queipo-Ortuño( انجام شد به روش جوشاندن 
et al., 2008(. برنامه دمایی مورد استفاده شامل 

دمای 94  در  اولیه  واسرشت سازی  دقیقه  چهار 
درجه سلسیوس و به دنبال آن 35 چرخه شامل 
 94 دمای  در  سازی  واسرشت  ی  مرحله  سه 
درجه سلسیوس، هم جوشی برای جفت  آغازگر 
جفت  آغازگر  برای  و   63 دمای  در   Pt1A/1D

و  سلسیوس  درجه   60 دمای  در   Xac01/02

گسترش در دمای 72 درجه سلسیوس هرکدام 
به مدت یک دقیقه و درنهایت 10 دقیقه گسترش 
(Coletta‐ نهایی در دمای 72 درجه سلسیوس بود

1Polymerase Chain Reaction (PCR)

 .)Filho et al., 2006; Lee et al., 2002

 X. citri و P. tolaasii آزمون بیماری زایی

subsp. citri

در  آزمون   بیماری زایی  از  کشت  تازه  هر  
با  باکتری  در  آب مقطر   سوسپانسیونی   دو   
غلظت تقریبی  تقریبا   CFU/ml 108  تهیه  شد.   
مایه زنی P. tolaasii  بدون  ایجاد   زخم  و   با  
پخش کردن  100  میکرولیتر   از  سوسپانسیون   
شد  انجام   کلاهک   سطح  روی  باکتری  

 .(Khabbaz-Jolfaee & Rahimian,200(
ظرف  یک  در  شده  مایه زنی  کلاهک های 
سترون حاوی پنبه مرطوب و درکیسه ی نایلونی 
قرار داده شدند و تا 48 ساعت بعد از نظر ظهور 
 X. citri subsp. citri علائم بررسی شدند. مایه زنی
روی برگ نهال یک ساله لیمو ترش انجام شد. 
باکتری  به سوسپانسیون  پنبه آغشته  بدین منظور 
بدون ایجاد زخم روی سطح برگ کشیده شد. 
تا  و  شدند  نگهداری  گلخانه  شرایط  در  نهال ها 
دو ماه بعد از مایه زنی از نظر بروز علائم تحت 
نظر قرار گرفتند. در مورد هر دو باکتری مایه زنی 
شد.  انجام  سترون  آب مقطر  با  شاهد  نمونه های 
مورد  آگروباکتریوم  جدایه  است  ذکر  به  لازم 
استفاده در تحقیق حاضر قبلا روی گوجه فرنگی 
)تشکیل  آن  بیماری زایی  و  مایه زنی  رز  گل  و 

گال در محل مایه زنی( تایید شده بود. 
تهیه عصاره های گیاهی 

تهیه عصاره به روش خیساندن در آب انجام 
پوست  و  بومادران  گیاه  هوایی  بخش های  شد. 
میوه انار )رقم محلی ترش پوست قرمز( در سایه 
خشک و با آسیاب پودر و از الک 50 مش عبور 
از  تهیه عصاره آبی 10 گرم  داده شدند. جهت 

بررسی اثر ضدمیکروبی عصاره آبی بومادران  ....
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پودر خشک هر گیاه به 100 میلی لیتر آب مقطر 
اضافه و به مدت 60 ساعت روی شیکر با سرعت 
عبور  از  پس  شد.  داده  قرار  دقیقه  در  160دور 
مخلوط از کاغذ صافی، عصاره حاصل به منظور 
 60 دمای  در  آون  در  روز  دو  مدت  به  تغلیظ 
درجه سانتی گراد قرار داده شد و سپس با عبور 
دادن از فیلتر 0/45 میکرون سترون شد. عصاره ها 

تا زمان استفاده در یخچال نگهداری شدند.
تعیین مقدار ماده خشک عصاره ها

جهت تعیین مقدار ماده خشک موجود در هر 
عصاره ، براي هر عصاره سه لوله آزمایش تمیز به 
طور جداگانه وزن شد. یک میلی لیتر عصاره به 
هر لوله اضافه شد. لوله ها تا زمان خشک شدن 
و  نگهداری  سلسیوس  درجه   60 در  عصاره ها 
مجددا وزن شدند. با کم کردن وزن لوله حاوی 
عصاره خشک شده از وزن لوله خالی وزن ماده 
خشک موجود در هر میلی لیتر عصاره تعیین شد. 
ماده خشک  مقدار  عنوان  به  تکرار  میانگین سه 
 (Goudarzi et شد  درنظرگرفته  میلی لیتر  هر  در 

 .)al., 2006

بررسی اثر ضدباکتریایی عصاره ها 

آزمایش به روش نشت از چاهک انجام شد 
با توجه  )Balouiri et al., 2016). از هر عصاره 
ماده خشک آن، غلظت های 25، 50،  مقدار  به 
شد.  تهیه  میلی لیتر  در  میلی گرم   200 و   100
پتری های  تهیه و در  محیط کشت آگار غذایی 
از  شد.  توزیع  مساوی  میزان  به  سانتی متری   10
کشت تازه باکتری های مورد نظر، سوسپانسیونی 
با جذب نوری 0/3 در 600 نانومتر تهیه شد. در 
هر پتری 250 میکرولیتر از سوسپانسیون باکتری 
شد.  پخش  یکنواخت  طور  به  شکل،   L میله  با 

چاهکهایی  محیط  سطح  شدن  خشک  از  بعد 
دو  فاصله  به  تقریبا  و  سانتی متر   0/5 قطر  به 
چاهک  هر  در  و  ایجاد  یکدیگر  از  سانتی متر 
تخلیه  از  بعد  شد.  ریخته  عصاره  میکرولیتر   50
در  باکتری ها  رشد  زمان  تا  پتری ها  چاهک، 
این  نگهداری شدند.  دمای 28 درجه سلسیوس 
پلات-فاکتوریل  اسپلیت  صورت  به  آزمایش 
تکرار  با چهار  و  تصادفی  قالب طرح کاملا  در 
از  بازدارنده  انجام شد. در هر مورد قطر هاله ی 
 SAS 9.1.3 رشد اندازه گیری و داده ها با نرم افزار
تجزیه شد. جهت تجزیه واریانس، نرمال کردن 
صورت  کولموگرو-اسمیرنو  آزمون  با  ها  داده 
گرفت. مقایسه میانگین با روش حداقل اختلاف 
معنی دارLSD( 2( در سطح پنج درصد انجام شد. 
 10 حاوی  آنتی بیوتیک  دیسک  و  آب مقطر  از 
میکروگرم جنتامایسین به ترتیب به عنوان شاهد 

منفی و شاهد مثبت استفاده شد. 
تعیین حداقل غلظت بازدارندگی و کشندگی 

عصاره ها 

حداقل غلظت بازدارندگی3 و حداقل غلظت 
که  باکتری هایی  درمورد  ها  عصاره  کشندگی4 
داشتند،  بازدارندگی  اثر  آنها  روی  ها  عصاره 
عصاره  دو  هر  از  ابتدا  منظور  این  به  شد.  تعیین 
های  لوله  در  مغذی5  مایع  کشت  محیط  در 
نهایی  حجم  به  برابری  دو  رقت  سری  آزمایش 
دو میلی لیتر تهیه شد. به هر لوله 100 میکرولیتر 
از سوسپانسیون باکتری )OD600=0/3( اضافه شد. 
عصاره  بدون  و  باکتري  حاوي  کشت  محیط 

2Least Significant Difference (LSD)
 3Minimum Inhibitory Concentration (MIC)
 4Minimum Bactericidal Concentration (MBC)
5 Nutrient Broth (NB)
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حاوي  کشت  محیط  و   مثبت  شاهد  عنوان  به 
باکتری  بدون  کشت  محیط  و  عصاره  مخلوط 
از 24  استفاده شدند. پس  منفي  عنوان شاهد  به 
ساعت نگهداری در دمای 28 درجه سلسیوس، 
باکتري  رشد  از  ناشي  کدورت  نظر  از  ها  لوله 
رقتی  کمترین  شدند.  ارزیابی  چشمی  طور  به 
به آن کدورتي  از عصاره که در لوله ی مربوط 
به  بود،  نکرده  رشد  باکتری  یعنی  نشد  مشاهده 
شد.  ثبت  بازدارندگی  غلظت  حداقل  عنوان 
رقت  از  کشندگی  غلظت  حداقل  تعیین  جهت 
بود،  نشده  مشاهده  آنها  در  کدورتی  که  هایی 
شد.  داده  کشت  محلول  میکرولیتر   50 حدود 
بعد از 24 ساعت نگهداری در دمای 28 درجه 
از کشت آن هیچ  رقتی که  سلسیوس، کمترین 
غلظت  حداقل  عنوان  به  نکرد؛  رشد  باکتری 
 .(Balouiri et al., 2016( کشندگی گزارش شد

نتایج و بحث
شناسایی جدایه های باکتریایی

خوراکیِ  قارچ  از  شده  جدا  سویه های 
گرم  رنگ،  سفید  باکتریایی  لکه  علائم  دارای 
رنگدانه  تولید  به  قادر  و  اجباری  هوازی  منفی، 
در  بودند.   King’s B محیط  روی  فلورسنت 
آرژنین  اکسیداز،  حساسیت،  فوق  آزمون های 
سیب زمینی  ورقه های  لهانیدن  و  دی هیدرولاز 
منفی  واکنش  لوان  آزمون   در  و  مثبت  واکنش 
زنجیره ای  واکنش  در  سویه ها  این  دادند.  نشان 
ژن  که   Pt1A/1D جفت آغازگر  با  پلی مراز 
مربوط به تولید توکسین تولاسین را در باکتری 
 ،)Lee et al., 2002( می کند  تکثیر   P. tolaasii

بیماری زایی  روی  در  آزمون  ردیابی  شدند.  
لکه های   ایجاد  باعث   نیز   خوراکی   قارچ  

این    شدند.    کلاهک    سطح   روی  قهوه ای  
سویه ها   با توجه   به  تطابق  ویژگی های  فنوتیپی 
با Schaad et al.,  2001(   P. tolaasii( ، ردیابی 

با آغازگر اختصاصی این باکتری و بروز علائم 
بیماری لکه قهوه  ای در واکنش بیماری زایی، به 

عنوان P. tolaasii شناسایی شدند. 
سویه های جداشده از بافتهای آلوده به شانکر 
مرکبات گرم منفی، کاتالاز مثبت، اکسیداز منفی 
و هوازی اجباری بودند. دارای پرگنه زرد کرم 
رنگدانه   King’s B محیط  روی  و  بودند  رنگ 
فلورسنت ایجاد نکردند. این جدایه ها در واکنش 
 Xac01/02 جفت آغازگر  با  پلی مراز  زنجیره ای 
 X. citri subsp. که به طور اختصاصی سویه های
 (Coletta‐Filho et al., citri را ردیابی می کنند 

را  انتظار  مورد  قطعه ی 581 جفت بازی   ،)2006

تکثیر نمودند. در آزمون بیماری زایی نیز علائم 
تیپیک شانکر شامل زخم های برجسته با هاله زرد 
به  توجه  با  سویه ها  این  نمودند.  ایجاد  را  رنگ 
تطابق ویژگی های فنوتیپی با ویژگیهای توصیف 
 ، (Schaad et al., 2001(  ..  X. citri برای  شده 
بروز  همچنین  و  اختصاصی  آغازگر  با  ردیابی 
بیماری زایی  آزمون  در  شانکر  بیماری  علائم 

به عنوان X. citri subsp. citri شناسایی شدند. 
بررسی اثر ضدباکتریایی عصاره ها 

از  حاصل  داده های  واریانس  تجزیه 
چند  رشد  از  بازدارنده  هاله  قطر  اندازه گیری 
باکتری در مقابل غلظتهای مختلف دو عصاره ی 
نوع  معنی دار  اثر  بیانگر  بررسی  مورد  گیاهی 
عصاره، غلظت عصاره، نوع باکتری و اثر متقابل 
میانگین  مقایسه  بود.  آنها در سطح یک درصد 
از عصاره ها  از رشد حاصل  بازدارنده  هاله  قطر 

بررسی اثر ضدمیکروبی عصاره آبی بومادران  ....
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که  داد  نشان   )1 )جدول  مختلف  غلظتهای  در 
 200 غلظت  به  مربوط  بازدارندگی  اثر  بیشترین 
 B. روی  عصاره  دو  هر  میلی  لیتر  در  میلی گرم 
دو  هر  در  است که   A. tumefaciens و   cereus

عصاره در این غلظت قطر هاله بازدارنده از رشد 
میلی متر،  هشت  تقریبا  اندازه  با  باکتری  دو  هر 
بازدارنده در  بیشتر از قطر هاله  به طور معنی دار 

مقابل آنتی بیوتیک جنتامایسین بود. 
دو  در  عصاره  دو  هر   A. tumefaciens در 
اثر  میلی لیتر  بر  میلی گرم   200 و   100 غلظت 
در  درحالی که  داشتند؛  معنی دار  بازدارندگی 
B. cereus عصاره  بومادران در غلظتهای 100 و 

 200 انار فقط در غلظت   200 و عصاره پوست 
میلی گرم بر میلی لیتر اثر بازدارندگی داشت. در 
در  انار  پوست  آبی  عصاره ی   P. tolaasii مورد 

نداشت  بازدارندگی  اثر  رفته  کار  به  غلظتهای 
ولی عصاره بومادران در دو غلظت 100 و 200 
دار  معنی  بازدارندگی  اثر  میلی لیتر  بر  میلی گرم 
داشت. هیچ کدام از عصاره ها در غلظتهای مورد 
بررسی روی X. citri subsp. citri اثر بازدارنده 
نداشتند. قابل ذکر است که قطر هاله بازدارنده از 
رشد این باکتری در مقابل جنتامایسین نیز به طور 
مقایسه  بود.  باکتری ها  از سایر  معنی داری کمتر 
)جدول  باکتری  و  عصاره  متقابل  اثر  میانگین 
بومادران در  و  انار  بین عصاره   داد که  نشان   )2
معنی دار  تفاوت   A. tumefaciens روی  تاثیر 
 P. وجود ندارد ولی تاثیر عصاره بومادران روی
tolaasii و B. cereus به طور معنی دار بیشتر از 

عصاره انار است.
کشندگی  و  بازدارندگی  غلظت  حداقل 

1

- مقايسه ميانگين قطر هاله بازدارنده از رشد حاصل از غلظت هاي مختلف عصاره آبي پوست انار و بومادران (سانتي متر) در 1جدول 

 باكتري هاي مختلف

نوع عصاره و 
 آنتي بيوتيك

 ميانگينغلظت

 A. tumefaciens X. citri subsp. citri P. tolaasiiB. cereus 

 انار
0/0 صفر h0/0 h0/0 h0/0 h

mg/ml 250/0 h 0/0 h 0/0 h 0/0 h 
mg/ml 500/0 h 0/0 h 0/0 h 0/0 h 

 mg/ml 100 487/0 ef0/0 h0/0 h0/0 h

 mg/ml 200 862/0 a0/0 h0/0 h875/0 a

 بومادران
0/0صفر h 0/0 h 0/0 h 0/0 h 
mg/ml 250/0 h 0/0 h 0/0 h 0/0 h 
mg/ml 50075/0 h 0/0 h 10/0 h0/0 h 

 mg/ml 100 562/0 de0/0 h325/0 g475/0 ef

 mg/ml 200 80/0 ab 0/0 h 58/0 cde 837/0 a 

µg 10 675/0 جنتامايسين cd 375/0 fg 837/0 a 70/0 bc 

  درصد اختلاف معنيدار ندارند.5 در سطح احتمال LSDميانگين هاي داراي حروف مشابه بر اساس آزمون 

 ديسك جنتامايسين به عنوان كنترل مثبت استفاده شده است.
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25 و 50  B. cereus به ترتیب  انار برای  عصاره 
میلی گرم در میلی لیتر و برای A. tumefaciens به 
تعیین  میلی لیتر  در  میلی گرم   25 و   12/5 ترتیب 
شد. حداقل غلظت بازدارندگی و حداقل غلظت 
به   P. tolaasii برای  بومادران  کشندگی عصاره 
ترتیب 12/5 و 50 میلی گرم در میلی لیتر و برای 
A. tumefaciens به ترتیب 50 و 100 میلی گرم در 

بازدارندگی  غلظت  حداقل  شد.  تعیین  میلی لیتر 
عصاره بومادران برای  B. cereusم50 میلی گرم 
در میلی لیتر و حداقل غلظت کشندگی آن بیش 

از 100 میلی گرم در میلی لیتر تعیین شد. 
عصاره  که  داد  نشان  حاضر  تحقیق  نتایج 
خاصیت  نظر  از  انار  پوست  و  بومادران  آبی 
ضدباکتریایی با یکدیگر تفاوت معنی دار دارند. 
باکتری های مورد بررسی نیز از نظر حساسیت به 
کاربرد  برای  بنابراین  بودند.  متفاوت  عصاره ها 
نوع  هر  برای  گیاهی  عصاره  هر  معرفی  یا 
الزامی  غربالگری  آزمایشات  انجام  بیمارگر، 
میلی گرم   50 و   25 غلظت  در  عصاره ها  است. 
اثر  باکتری ها  از  کدام  هیچ  روی  میلی لیتر  در 
به  توجه  با  که  نداشتند  معنی دار  بازدارنده ی 
چاهک،  هر  در  عصاره  میکرولیتر   50 مصرف 
این نتیجه مربوط به کم بودن مقدار ماده خشک 

هر چاهک(  در  میلی گرم   2/5 و   1/25( عصاره 
است که قطعا غلظت ترکیب موثره هر عصاره از 

این مقدار نیز کمتر است.
تحقیق  در  استفاده  مورد  عصاره  دو  هر 
را   B. cereus باکتری  از  بازداری  حاضر قدرت 
گزینه های  عصاره  دو  هر  اساس  براین  داشتند. 
منظور  به  بعدی  بررسی های  جهت  مناسبی 
درصنایع  طبیعی  نگهدارنده ی  عنوان  به  استفاده 
 B. انار روی  غذایی هستند. تاثیر عصاره پوست 
cereus در مطالعات قبلی نیز بررسی و تایید شده 

عصاره  که  شده  گزارش  اساس  این  بر  است. 
مثبت  گرم  باکتری های  روی  انار  پوست  آبی 
 Staphylococcus aureus و   B. cereus مانند 
 Klebsiella مانند  منفی  گرم  باکتری های  نیز  و 
و   Pseudomonas aeruginosa و   pneumonia

Escherichia coli اثر بازدارندگی دارد. بالاترین 

 S. ،B. cereus اثر بازدارندگی به ترتیب مربوط به
 (Dahham بوده است K. pneumonia و aureus

et al., 2010(. در مورد بررسی تاثیر عصاره آبی 

بومادران روی B. cereus گزارشی مشاهده نشد 
این گیاه  تاثیر عصاره متانولی گل و برگ  ولی 
موفق   S. aureus و   B. cereus از  بازداری  در 

 .(Amjad et al., 2011( گزارش شده است

2

 مقايسه ميانگين اثر متقابل عصاره و باكتري بر قطر هاله بازدارنده از رشد باكتري هاي مورد بررسي- 2جدول 

نوع عصاره  
) و آنتي بيوتيك)

 ميانگين

A.
tumefaciens 

X. citri subsp.
Citri 

P. tolaasii Bacillus 
cereus 

27/0 انار d0/0 f0/0 f175/0 e

287/0 بومادران d 0/0 f 202/0 e 262/0 d 

675/0 جنتامايسين b375/0 c 837/0 a 70/0 b 

  درصد اختلاف معنيدار ندارند.5 در سطح احتمال LSD بر اساس آزمون  مشابهميانگين هاي داراي حروف

بررسی اثر ضدمیکروبی عصاره آبی بومادران  ....

citri
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در کنترل A. tumefaciens نیز هر دو عصاره 
مورد بررسی توانایی قابل توجهی نشان دادند. در 
تاثیر عصاره  های مختلف  بررسی  با  یک مطالعه 
از  به روش نشت  از خانواده کاسنیان  چند گیاه 
دیسک، عصاره آبی و اتانولی بومادران و عصاره 
 Helychrysum arenarium اتانولی و اتیل استات
به عنوان موثرترین ترکیبات در بازداری از رشد 
 (Stanojković et گزارش شدند A. tumefaciens

موثر  مورد  در  تحقیق حاضر  نتیجه   .)al., 2009

باکتری  کنترل  در  بومادران  آبی  عصاره  بودن 
دارد.  تطابق  گزارش  این  با  طوقه  گال  مولد 
پوست  عصاره  تاثیر  بررسی  مورد  در  گزارشی 

انار روی این باکتری وجود ندارد. 
و  مثبت  گرم  باسیلوس  اینکه  به  توجه  با 
عصاره  تاثیر  است؛  منفی  گرم  آگروباکتریوم 
دو  این  روی  انار  پوست  عصاره  و  بومادران 
باکتری نشان می دهد که احتمالا نحوه عمل این 
یا  تاثیر روی دیواره سلولی  از  عصاره ها مستقل 
حضور  بیانگر  می تواند  و  است  خارجی  غشای 
این  در  عمومی  ضدمیکروبی  متابولیت  یک 

عصاره ها باشد. 
در  انار  پوست  عصاره   P. tolaasii مورد  در 
بازدارندگی  قدرت  بررسی  مورد  غلظت  های 
نداشت؛ ولی اثر عصاره بومادران در دو غلظت 
100 و 200 میلی گرم در میلی لیتر معنی دار بود و 
با افزایش غلظت قدرت بازدارندگی آن افزایش 
تاثیر  بررسی  با  دیگر  مطالعه  در یک  داد.  نشان 
 ،P. tolaasii بازدارندگی 17 عصاره گیاهی علیه
به عنوان  بومادران و چز  عصاره های گل اروانه، 
 (Nourbakhsh موثرترین ترکیبات معرفی شدند
Shourabi et al., 2020( که نتیجه تحقیق حاضر 

این  روی  بومادران  بازدارندگی  اثر  درمورد 
باکتری را تایید می کند . 

کدام  هیچ   X. citri subsp. citri مورد  در 
تاثیر  بررسی  مورد  غلظت های  در  عصاره ها  از 
قابل توجه است  این نکته  نداشتند.  بازدارندگی 
در  باکتری  این  رشد  از  بازدارنده  هاله  قطر  که 
داری کمتر  معنی  به طور  نیز  جنتامایسین  مقابل 
بیشتر  مقاومت  بیانگر  بود که  باکتری ها  از سایر 
مورد  ضدمیکروبی  ترکیبات  به  باکتری  این 
استفاده است. با توجه به اینکه این باکتری دارای 
پلی ساکارید خارج سلولی زانتان می باشد؛ ممکن 
است علت مقاومت آن به ترکیبات مورد استفاده، 
ترکیبات  به  نسبت  سلول  نفوذپذیری  بودن  کم 
ضدمیکروبی در مقایسه با سایر باکتری ها باشد. 
البته این احتمال وجود دارد که کاربرد غلظتهای 
بالاتر عصاره ها روی این باکتری موثر باشند. در 
مورد بررسی تاثیر عصاره بومادران و پوست انار 

روی این باکتری گزارشی مشاهده نشد. 
فعالیت ضدباکتریایی عصاره ها و اسانس های 
ترکیبات  غلظت  و  نوع  به  مربوط  گیاهی 
 (Soković & Van آنهاست  در  ضدمیکروبی 
نادیده  نباید  نکته  این   .)Griensven, 2006

گرفته شود که غلظت و نوع ترکیبات هر گونه 
گیاهی تحت تاثیر مرحله رشدی گیاه و شرایط 
در   .)Gillitzer et al., 2012( است  گیاه  رشد 
اثر  باکتری های مورد بررسی در تحقیق حاضر، 
ضدباکتریایی بومادران بیشتر از پوست انار بود. 
در مطالعات مختلف اثر ضدمیکروبی اسانس و 
نسبت  بومادران  مختلف  گونه های  عصاره های 
به چندین بیمارگر مختلف مورد بررسی و تایید 
قرار گرفته است. اثر بازدارندگی عصاره الکلی و 
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آبی بومادران روی P. aeruginosa ،S. aureus و 
E. coli بررسی شده است. براساس نتایج، عصاره 

تاثیر  مذکور  باکتری  سه  هر  روی  بومادران 
 S. aureus بازدارنده داشته است ولی حساسیت
بیشتر از بقیه بوده است. درضمن، اثر بازدارندگی 
عصاره الکلی و آبی با یکدیگر اختلاف معنی دار 
 (Tajik & Shokouhi Sabet نداشته  است 
مختلف  ضدمیکروبی  اثرات   .)Jalali, 2009

مختلف  انواع  به علت حضور  احتمالا  گیاه  این 
فلاونوئیدها،  جمله  از  ثانویه  متابولیت های 
ترپنوئیدها  کومارین ها،  فنولیک،  اسیدهای 
و  دی ترپن ها  سسکوئی ترپن ها،  )مونوترپن ها، 
تری ترپن ها( و استرول هاست که مکررا از انواع 
 (Saeidnia شده اند  گزارش  بومادران  گونه های 

 .)et al., 2011

انواع  و  تانن ها  وجود  علت  به  انار  پوست 
اسید،  گالیک  جمله  از  پلی فنلی  ترکیبات 
خاصیت  اسید  الاژیک  مشتقات  و  پونیکالاژین 
دارد           ضدویروسی  و  ضدالتهابی  ضدباکتریایی، 
)Sorrenti et al., 2019). تاثیر آنتی اکسیدانی و 
ضدمیکروبی پوست انار روی انواع باکتری های 
گرم مثبت و منفی و قارچهای بیمارگر جانوری 
 (Negi & Jayaprakasha, است  شده  تایید 
عصاره  بازدارندگی  تاثیر  مقایسه  با   .)2003

باکتری  چند  روی  انار  آب  و  دانه  انار،  پوست 
بیماری زای گرم مثبت و منفی، بیشترین خاصیت 
داده  نسبت  انار  پوست  به  مربوط  ضدمیکروبی 
بودن  فراوان تر  علت  به  احتمالا  که  است  شده 
 (Dahham et ترکیبات فنلی در پوست انار است
al., 2010(. عصاره متانولی پوست انار روی چند 

 ،Listeria monocytogenes باکتری غذایی مانند

 Yersinia enterocolitica و E. coli ،S. aureus

 (Al-Zoreky, است  داده  نشان  بازدارندگی  اثر 
تحقیق  نگارنده  اطلاعات  اساس  بر   .)2009

حاضر اولین بررسی درمورد تاثیر عصاره پوست 
انار روی باکتری های بیمارگر گیاهی است. در 
این مطالعه، عصاره آبی پوست انار روی باکتری 
 B. باکتری  و   A. tumefaciens گیاهی  بیمارگر 

cereus اثر بازدارندگی قابل توجهی نشان داد.

یافته های ترویجی
خطرات زیست محیطی حاصل از استفاده از 
آفت کش های شیمیایی و افزایش بروز مقاومت 
آفت کش های  سنتز  شده  باعث  آفت کش ها  به 
ایمن  زیستی  آفت کش های  خصوص  به  جدید 
برای انسان و محیط زیست ضرورت فعلی بخش 
حاضر  تحقیق  نتایج  براساس  باشد  کشاورزی 
انار  بومادران و پوست میوه  عصاره ی آبی گیاه 
A. tumefaciens و  برای کنترل  استفاده  پتانسیل 
توانایی  بومادران  را دارند. عصاره ی   B. cereus

بنابراین،  دارد.  نیز  را   P. tolaasii از  بازداری 
بررسی  برای  مناسبی  گزینه  عصاره  دو  این 
شرایط  در  مذکور  باکتری های  کنترل  توانایی 
زنده )in vivo( و بررسی های بعدی جهت سنتز 
ترکیب ضدباکتریایی ایمن می باشند. با توجه به 
از  انار بخش غیرخوراکی است و  اینکه پوست 
محسوب  نوشیدنی  تهیه  کارخانه های  ضایعات 
ترکیب  عنوان  به  آن  از  استفاده  لذا  می شود، 
و  غذایی  صنایع  کشاورزی،  در  ضدمیکروبی 

پزشکی صرفه اقتصادی دارد. 
سپاسگزاری

از دانشگاه شهرکرد به خاطر تامین هزینه های 

بررسی اثر ضدمیکروبی عصاره آبی بومادران  ....
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این تحقیق قدردانی می گردد.
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Abstract:

Regarding to the adverse side effects of chemical pesticides to the environment and 

human health, use of plant extracts has considerable significance for synthesis 

of bio-antimicrobial compounds. In the present study, the antibacterial effect 

of aqueous extract of yarrow (Achillea millefolium) and pomegranate peel 

was investigated on Bacillus cereus and some important pathogenic bacteria 

of agricultural crops, including Agrobacterium tumefaciens, Xanthomonas 

citri subsp. citri and Pseudomonas tolaasii. The extraction was performed by 

maceration method. Antibacterial effect of extracts was evaluated using agar 

well diffusion method at four concentrations. Distilled water and Gentamycin 

disc were used as negative and positive control groups, respectively. The 

experiment was set up as factorial in completely randomized design (CRD) 

with four replications and mean comparison was performed by LSD at the 

probability level of 5%. Mean comparison of the growth inhibition zone 

diameter in different treatments reveled that both extracts had considerable 
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inhibitory activity against B. cereus and A. tumefaciens. On P. tolaasii, the 

extract of yarrow showed antibacterial activity and its inhibitory activity was 

improved with an increase in its concentration. None of the extracts at tested 

concentrations showed antibacterial activity against X. citri subsp. citri. 

According to the results, the aqueous extracts of yarrow and pomegranate 

peel have the potential to be used in control of A. tumefaciens and B. cereus. 

Consequently, they are good candidates for further assays in order to synthesis 

safe antibacterial compounds or natural food preservative. 

Key words. Antibacterial effect, Asiatic citrus canker, Crown gall, Bacterial blotch 

of mushroom


