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 چکیده
در جهان است. در  هاي برنجترین بیماريشود یکی از مهمایجاد می  Pyricularia oryzaeبیماري بلاست برنج که توسط 

جدایه باکتریایی  30جدایه قارچی و  20آوري شده از مزارع برنج استان گیلان، نمونه آلوده جمع 150این تحقیق، از مجموع 
 Pseudomonas aeruginosa،Enterobacter sp. ، Enterobacterهاي جداشده  . براساس نتایج این تحقیق، باکتريشدجداسازي 

cloacae وBacillus subtilis   ار ضدقارچی به منظور هاي فرّتولید متابولیتبودند. در آزمایشگاه از دو روش کشت متقابل و
ار جدایه و در متابولیت فرّ درصد 11/61 با P. aeruginosaاز Y–25–3 د. در کشت متقابل، جدایه شاستفاده  مطالعات مهار زیستی

B. subtilis W  اي این انههاي گلخا در مهار رشد میسلیومی قارچ عامل بیماري بودند. در بررسیهثرترین جدایهؤدرصد م 51/60با
طور ها بهزنی شدند. تمامی جدایهمایه )رقم هاشمی(روز روي گیاه برنج  12پس از  P. oryzaeبیمارگر شش جدایه باکتریایی و 

با کاهش شاخص بیماري به میزان  P. aeruginosaاز Y–25–3 و جدایه  شدند  P. oryzaeثري قادر به کاهش شاخص بیماريؤم
تیمارها با استفاده از آزمون اي بود. تجزیه واریانس و مقایسه میانگین هاي گلخانهي در بررسیؤثرترین جدایه باکتردرصد م 53/70

ر درصد مهار ها از نظ) و بر اساس طرح کاملاً تصادفی نشان داد بین باکتريLSDدار (و روش حداقل اختلاف معنی دانکن
بین تیمارهاي مختلف از نظر چنین در گلخانه داري وجود داشت. همار اختلاف معنیمیسلیومی در کشت متقابل و متابولیت فرّ

، در حالی که از نظر صفت وزن خشک بین تیمارها شدداري مشاهده اختلاف معنی ارتفاع بوته و وزن تربیماري،  شاخصصفات 
 .P هاي بیوکنترل در آزمایشگاه و گلخانه، جدایهدست آمده از بررسیبا توجه به نتایج به .داشتداري وجود ناختلاف معنی

aeruginosa شودثرترین باکتري در کنترل بیماري بلاست برنج معرفی میؤبه عنوان م . 
  Pyricularia oryzaeها، برنج، مهار زیستی،آنتاگونیسم، باکتريهاي کلیدي: واژه

 
 مقدمه

 Pyricularia oryzaeي بلاست برنج با عاملبیمار

Cavara  ترین بیماري برنج در اکثر کشورهاي عنوان مهمهب
 ).Ou, 1985( رودشمار میخیز دنیا از جمله ایران بهبرنج

هاي اولین علائم بیماري روي برگ میزبان به صورت لکه
شوند که در وسط به رنگ خاکستري شکل ظاهر میدوکی

اي با هاله زرد هستند. اگر ر حاشیه به رنگ قهوهیا سفید و د

به گیاه حمله کند مانع از  زا در مرحلۀ گلدهیعامل بیماري
شود و زمانی که گردن می در خوشه به وجود آمدن دانه

غذایی  ۀرفتن بافت، رابطخوشه را آلوده کند در اثر از بین
 بین قسمت پایین و قسمت بالایی گیاه قطع شده و خوشه به

 85این بیماري تاکنون از آید. رنگ سفید خاکستري درمی
صورت و هر جایی که برنج بهکشور جهان گزارش شده 

تجاري و در سطح وسیع کشت شود بلاست ممکن است در 
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جا وجود داشته باشد. در ایران، بلاست علاوه بر آن
هاي شمالی از بسیاري از مزارع برنج مناطق دیگر از نااست

، خوزستان و کهگیلویه و بویراحمد گزارش جمله فارس
ا، با فراهم شدن شرایط مساعد، هشده و در برخی از سال

شود و صورت اپیدمی درآمده و سبب کاهش محصول میبه
 سازگاري عامل این بیماري با شرایط محیطی مختلف قابل

). در ایران Khodaparast & Sahragard, 2004توجه است (
درصد کل محصول  10تقریباً  1353خسارت آن در سال 

برنج گیلان برآورد گردید و از آن سال به بعد هر ساله سبب 
شود و در بعضی از کاهش محصول در ارقام محلی می

ها به علت تداوم بارندگی و کاهش دما در تابستان سال
خسارت شدیدي در ارقام زودرس و زودکاشت، مخصوصاً 

که محصول طوريهباست؛  در شرق گیلان به بار آورده
بعضی مزارع و حتی بعضی روستاها قابل برداشت نبود 

)Javan Nikkhah, 2001 .( به دلیل اهمیت بیماري بلاست
هاي مختلف اي براي کنترل آن از جنبهتحقیقات گسترده

هاي روشبرخی از که با توجه به این و صورت گرفته
برخوردار  از کارآیی لازمبیماري این موجود براي مقابله با 

اثرات سوء هاي شیمیایی نیستند و برخی دیگر مثل روش
 هايکاررسد باید به دنبال راهنظر میبه دارند زیست محیطی

کنترل  رو روش. از ایناي براي مقابله با این بیماري بودتازه
مدت، ارزان و بدون داراي اثرات طولانیکه بیولوژیکی 

یک روش جایگزین تواند می استط زیست یبراي مح ررض
 .مناسب براي کاربرد مواد شیمیایی باشد

از مزارع برنج  اییجدایه باکتری 400 اي،مطالعهدر 
) جداسازي و در آزمایشگاه براساس خاصیت IRRIایري (

بلاست و  هايبیماري عامل هايی در مقابل قارچستآنتاگونی
گري غربال Rhizoctonia solani با عامل سوختگی غلاف

یه از جدا سه شامل باکتري نه بررسی در این .شدند
Pseudomonas fluorescens ،جدایه از  پنجBacillus spp. 

سپس در  وشناسایی  sp. Enterobacter  یک جدایه از و
ا ی هابا این باکتري مزرعه ارزیابی گردیدند و تیمار بذور

 80 تا 30برگی منجر به کاهش  ۀها در مرحلآن زنیمایه
 ر ارقام مختلف برنج شدد بلاست ت بیماريشد يدرصد

)IRRI, 1989(.  

در  جغرافیایی بلاست از دو منطقه هاي آلوده بهنمونه
 پادزیستی اثر آوري وزنی جمعفیلیپین در مراحل نشاء و پنجه

مورد بررسی قرار  P. griseaبل مقا در جدا شده هايباکتري
 ۀحلها در مرBacillus جمعیت این مناطق، در .گرفت

هاي بزرگتر و چنین در لکهنشا و هم ۀزنی بیشتر از مرحلپنجه
جمعیت  ولی بود هاي کوچک و جوانبیشتر از لکه مسنیا 

Pseudomonas این علاوه بیشتر هب .در مرحلۀ نشا بیشتر بودها
همراه هاي برگ سالم نمونه باها برخلاف باسیلوس هاباکتري

هاي کثر باکتريچنین مشخص گردید که اهم .بودند
هاي برگ سالم ها بودند و نمونهآنتاگونیست همراه لکه

 .)IRRI, 1989( هاي آنتاگونیست را داشتندکمترین باکتري
جدایه باکتریایی جداسازي شده از  89با ارزیابی 

مزارع برنج گیلان در مقابل قارچ عامل بیماري بلاست برنج 
 .Pدر شرایط آزمایشگاهی مشخص شد که دو گونۀ

fluorescens  وP. aeruginosa   باعث کاهش رشد رویشی
زنی این هاي بیمارگر شده و با مایهزنی کنیدیومو جوانه
هاي رقم حساس بینام در شرایط ها روي برگباکتري

داري سبب کاهش طور معنیها بهگلخانه، کلیه باکتري
ف نتایج آزمایشگاهی، اثر بیماري شدند، اما برخلا

 Padasht Dehkaei)ها بود ا بهتر از سودوموناسهباسیلوس

et al., 2002) شامل هاباکترياز جدایه  12. با انتخابB. 

circulans ،B. subtilis ،B. megaterium ،Bacillus sp. و 
P. fluorescens  براساس خاصیت آنتاگونیستی در مقابل

نتایج نشان داد که تعدادي از  بلاست،قارچ عامل بیماري 
داري سبب کاهش طور معنیهها در مقایسه با شاهد بتريباک

کش اما تأثیرشان همیشه کمتر از تیمار قارچ شوندمیبیماري 
 .)Padasht Dehkaei & Izadyar, 2007( بوده است

در پژوهشی تأثیر بیوکنترلی چندین جدایه 
هاي مختلف در مانیپور هند اکتینومایست که از زیستگاه

د روي بیمارگرهاي مهم برنج نظیر دست آمده بودنبه
Curvularia oryzae،P. oryzae ،Bipolaris oryzae   و

Fusarium oxysporum  مورد بررسی قرار گرفت. از میان
که از   LSCH–10Cجدایه اکتینومایست بومی، جدایه 33

کنترل عنوان یک عامل بیودریاچۀ لکتاك جدا شده بود به
در ). Ningthoujam et al., 2009نویدبخش شناخته شد (
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 Saccharopolyspora erythraeaاثرات ضدقارچی  ارزیابی
مشخص زمایشگاهی و گلخانه آشرایط  در P. grisea روي

 نشت از ،آگار –هاي دیسکروششد که این باکتري در 
هاي چاهک در آگار و کشت متقابل با تولید متابولیت

دهد می ضدقارچی توان بیوکنترلی بالایی از خود نشان
)Amini et al., 2012(. 

در  .Bacillus spو  .Pseudomonas sppهاي جدایه
اي در کنترل قارچ عامل بیماري بلاست انهشرایط گلخ

و  .Streptomyces spازکارآیی بیشتري در مقایسه با 
Seratia sp. برخوردار بودند )Rostami et al., 2012( .

 B. subtilisدرما و هایی از تریکوچنین کاربرد جدایههم
همراه با هم بیشترین تأثیر را در کنترل بیماري بلاست برنج 

علاوه کارآیی ). بهAli & Nadarajah, 2014داشت (
 B. cereusو  B. amyloliquefaciens اییباکتریهاي جدایه

عامل بیماري لکه خاکستري گیاه  P. griseaدر مهار زیستی 
 ,Dammie)به اثبات رسیدلولیوم در آزمایشگاه و گلخانه 

2017). 
هاي بر این اساس و با توجه به کارآیی جدایه

ز عوامل بالقوه کنترل زیستی عنوان یکی اباکتریایی به
هدف این تحقیق شکل گرفت که شامل زا، هاي بیماريقارچ

هایی است که در فلور طبیعی گیاه ارزیابی فعالیت باکتري
عنوان عوامل مهار ها بهآنتوان از برنج، وجود داشته و می

 استفاده کرد. P. oryzaeزیستی براي کنترل 
 

 هامواد و روش
سازي، آوري نمونه، کشت، جداسازي، خالصجمع

 هاي قارچینگهداري و شناسایی جدایه
برداري از شالیزارهاي مناطق مختلف استان نمونه

، برگ و خوشه برنج ءاز نشا 95و  94هاي گیلان در سال
گرفت. در ابتدا پس از جداسازي قطعات از حد فاصل  انجام

هاي آلوده، ضدعفونی بین بافت آلوده و سالم در اندام
درصد از  5درصد (محلول  5سطحی با هیپوکلریت سدیم 

ثانیه  30مدت و شستشو با آب مقطر به وایتکس تجاري)
ترتیب روي بهانجام شد و قطعات پس از آبگیري، 

) و آب PDA( آگار دکستروز ینیزمسیبهاي کشت محیط

ها و )  قرار داده شدند تا جداسازي و رشد پرگنهWAآگار (
سازي و شناسایی مورفولوژیکی در مراحل بعدي خالص

 ,.Safari Motlagh et al)هاي قارچی انجام شودجدایه

هاي آزمایش ها از لوله. براي نگهداري این جدایه(2005
 Javan)اده شداستفPDA مورب حاوي محیط کشت 

Nikkhah, 2001). سازي پس از جداسازي و خالص
چون شکل، ها همها، خصوصیات ماکروسکوپی آنقارچ

مورد بررسی  PDAرنگ پرگنه و نحوه رشد روي محیط 
ها با تهیه قرار گرفت. سپس خصوصیات میکروسکوپی آن

 اسلایدهاي میکروسکوپی مطالعه شد.
 

اري و شناسایی سازي، نگهدکشت، جداسازي، خالص
 هاي باکتریاییجدایه

اي باکتریایی با استفاده از هجداسازي جدایه
 Agar Nutrientو  B s’Kingچون کشتی هم هايمحیط

براي این منظور  .(Dhingra & Sinclair, 1995)انجام شد 
متري از بافت سالم و آلوده برگ هاي چند میلیابتدا برش

لیتر آب مقطر سترون در لیمی 10به  برنج تهیه شد و قطعات
نیومی پوشانده شدند و داخل بشر منتقل و توسط ورق آلومی

دور در دقیقه در  140دقیقه با سرعت  30مدت در شیکر به
درجۀ سلسیوس قرار گرفتند. یک لوپ از  25حرارت 

به  NAو  B s’King کشت هايسوسپانسیون حاصل به محیط
درجۀ  28حرارت روش چمنی منتقل و به مدت دو روز در 

سازي سلسیوس نگهداري شدند. جداسازي و خالص
هاي متفاوت از لحاظ مشخصات پرگنه به روش باکتري

 Kazemzadeh)انجام شد  NAکشت خطی در محیط 

Chakoosari, 2003) . 

همراه ن یک گرم از خاك ریزوسفر برنج بهچنیهم
آوري شد و هاي ریزوسفر جمعقطعات ریشه برنج از نمونه

مولار، در  O2H7, 4MgSO 1/0لیتر محلول میلی 100در 
داخل بشر مخلوط گردید و در نهایت جداسازي و 

یافته انجام شد. در هاي باکتریایی رشدسازي استرینخالص
روش بعدي، سوسپانسیونی از مخلوط یک گرم از هر نمونه 

 O2H7, 4MgSO 1/0لیتر محلول میلی 100خاك شالیزار در 
دور در  140دقیقه با سرعت  15مدت ه گردید و بهمولار، تهی
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اتاق در شیکر همگن شد. سپس با استفاده از  دمايدقیقه در 
ها هاي مختلف از این سوسپانسیونهاي سترون، رقتلوله

هاي در محیط 10–6یا  10–5هاي تهیه شد. یک لوپ از رقت
 48مدت ، کشت داده شد و بهNAو  B s’Kingکشت 

سلسیوس نگهداري گردید. سپس درجۀ  28ي ساعت در دما
هاي باکتریایی متفاوت سازي پرگنهجداسازي و خالص

 & Rosales)براساس مشخصات پرگنه رشدیافته انجام شد

Mew, 1997). 
هاي باکتریایی دو روش منظور نگهداري جدایهبه

کار رفت. در روش مدت بهمدت و کوتاهنگهداري طولانی
درجۀ  –70تا  –50فریز (ا در دیپهمدت باکتريطولانی

سلسیوس) و یا در نیتروژن مایع نگهداري شدند. براي این 
 TSAهاي مورد نظر روي محیط مغذي مانند منظور باکتري

)Trypticase Soy Agar درصد خون گوسفند  5) حاوي
ها مدت نیز باکتريکشت داده شدند. براي نگهداري کوتاه

داده شده دار کشت ي درپیچهادر لوله TSAدر سطح محیط 
ساعت در انکوباتور در  24مدت و بعد از قرار گرفتن به

ها به یخچال منتقل گردید و سلسیوس، لوله درجه 35دماي 
 ,.Barraquio et al) هر ماه عملیات تجدید کشت انجام شد

1983) . 
هـاي زمونهاي جداشده از آباکتري براي شناسایی

آمیزي ی مختلفی شامل رنگژیـکفولوورو م یفیزیولوژیـک
هوازي در آزمون اکسیداز، آزمون کاتالاز، رشد بی گرم،

محیط مایع گلوکز، تولید رنگیزه فلورسنت روي محیط 
، استفاده از سیترات، هیدرولیز نشاسته، B s’Kingکشت 

حساسیت در توتون، آزمون لهانیدن تولید اسپور، آزمون فوق
لاتین، آزمون تحرك، استفاده زمینی، هیدرولیز ژورقه سیب

از آرابینوز، استفاده از مانیتول، آزمون تولید رنگ زرد روي 
 EMB، آزمون تولید رنگ متالیک روي محیط YDCمحیط 

و آزمون تولید مواد احیاکننده از سوکروز استفاده شد 
)Schaad et al., 2001.( 

 ،اییبـاکتریهاي جدایهشناسایی مولکولی براي 
کلروفرم با اندکی تغییر –ها به روش فنلک جدایهاسیدنوکلئی

در  هاهی). جداSherafati et al., 2014استخراج گردید (
ساعت در  24 –48کشت و به مدت  يآگار مغذ طیمح

از  یونیسوسپانس شدند. ينگهدار ۀ سلسیوسدرج 28 يدما
 تریکرولیم 500) در cfu/ml1010( يخالص باکتر هايسلول

 سولفات–لدسیدو میو با افزودن سد هیآب مقطر سترون ته
(SDS) 10  ،تخریب سلولی صورت درصد تحت حرارت
مولار)، محلول  5/2( ظیغل NaCl. پس از افزودن گرفت

 ها. نمونهدیمخلوط گرد خوبیآمده با تکان دست بهدستبه
 20 يحجم کلروفرم و مخلوط شدن، برا کی افزودن از پس

 یی. فاز رونددیگرد وژیفیانترس قهیدور در دق 6000در  قهیدق
حجم  کیمنتقل شد و به آن  دیبه لوله فالکن جد یآرامبه

. پس از مخلوط شدن، دیکلروفرم اضافه گرد–فنل
کلروفرم افزوده  امجدد ییرو یۀتکرار شد و به لا وژیفیسانتر

 دیجد وبیکروتیبه م ییفاز رو وژ،یفیترشد. پس از سان
 5/3با غلظت  مسدیاتحجم است 1/0منتقل شده و به آن 

حجم  کی، به همراه 2/5 حدود تهیدیمولار و اس
شب  کی مدتبه ها. نمونهدیسرد اضافه گرد زوپروپانولیا

. رسوب ندشد ينگهدار سلسیوس ۀدرج –20 يدر دما
دور در  13000 در وژیفیسانتر قهیدق 10با  کیدنوکلئیاس
و درصد  75آمد و پس از شستشو با الکل  دستبه قهیدق

آب مقطر  تریکرولیم 100 وبیکروتیکامل آن، به هر م ریتبخ
شده تا زمان  هیته یژنوم DNA هايسترون افزوده شد. نمونه

 شدند. ينگهدار سلسیوس ۀدرج –20 ياستفاده، در دما
ها در شده، نمونهاستخراج DNAبراي تعیین کیفیت و کمیت 

ده از با استفا نیزو  هدرصد بارگذاري شد 7/0ژل آگاروز 
. بر پایه ندسنجش قرار گرفت ومتر (نانودراپ) موردتاسپکتروف

انجام واکنش  براي DNAهاي یکسانی از این نتایج، غلظت
PCR .بخشی از در ادامه  مورداستفاده قرار گرفت

 با استفاده از آغازگر نتخب، هاي مدر جدایه 16SrDNAژن

63f/1387r تکثیر شد. واکنش PCR  15در حجم نهایی 
میکرولیتر با استفاده از آغازگر نامبرده و مخلوط واکنش 

) Taq DNA Polymerase 2x Master mix REDآماده (
) مطابق با دستورالعمل شرکت Ampliconمحصول شرکت (

دمایی مورد نیاز شامل  ۀبرنام .سازنده آماده شد
به مدت  سلسیوس ۀدرج 94سازي اولیه در دماي واسرشت

شامل  چرخه 36شد و سپس چهار دقیقه انجام 
به مدت یک  سلسیوس ۀدرج 94سازي در دماي واسرشت
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 ۀدرج 65به رشته الگو در دماي دقیقه و اتصال آغازگر 
 72ثانیه و مرحلۀ گسترش در دماي  45به مدت  سلسیوس

به مدت یک دقیقه و پایان مرحلۀ گسترش  ۀ سلسیوسدرج
قه انجام دقی 10به مدت  ۀ سلسیوسدرج 72ماي دنهایی در 

محصولات حاصل از . )Marchesi et al., 1998شد (
به  درصد 1 ) در ژل آگارزPCRاي پلیمراز (واکنش زنجیره

 # Fermentas)جفت بازي 1000همراه نشانگر مولکولی 

SM0323)  الکتروفورز شدند. محصول PCRبراي 
سال رسازي و تعیین توالی به شرکت دنازیست آسیا اخالص
). تعیین توالی با استفاده از http://denazist.irشد (

آغازگرهاي مربوطه انجام شد و پس از دریافت نتایج حاصل 
 BioEditها با استفاده از نرم افزار از تعیین توالی، داده

هاي ها با دادهاصلاح شدند و بررسی میزان شباهت توالی ژن
موجود در پایگاه بانک ژن مرکز ملی اطلاعات 

انجام  BLASTو با استفاده از برنامه  )(NCBIبیوتکنولوژي 
 .)Thompson et al., 1997پذیرفت (

لازم به ذکر است که در این مطالعه دو جدایه 
باکتریایی نیز از فلور طبیعی گیاهان کلزا و گندم به 

هاي ذکرشده در بالا به منظور بررسی تأثیر نوع گیاه روش
اکتریایی مورد هاي بمیزبان در توان آنتاگونیستی جدایه

 مطالعه، جداسازي شد. 
 

 مطالعات کنترل زیستی

 کشت متقابل 
هاي منظور مشخص شدن توانایی آنتاگونیستی جدایهبه

باکتریایی در مقابل قارچ عامل بیماري بلاست برنج، آزمون 
 (Dhingra & Sinclair, 1995)کشت متقابل مطابق روش 

ي از محیط مترمیلی 5انجام شد. بدین منظور یک قرص 
کشت فعال جدایه قارچ عامل بیماري رشد یافته در محیط 

PDA  حاوي محیط کشت پتري  تشتکدر مرکزPDA  قرار
متري فاصله یک سانتی اززمان در سه نقطه هم شد و داده

هاي جدایهاي نقطهحاشیه محیط کشت اقدام به کشت 
 گردید.باکتریایی در فواصل مساوي در یک خط مدور 

نگهداري  سلسیوسدرجۀ  28ها در دماي تشتک سپس این
شدند و درصد بازدارندگی پس از دو و هفت روز محاسبه 

وسیله باکتري چنین هاله بازدارندگی ایجاد شده بهگردید. هم
. درصد بازدارندگی رشد شدنیز پس از هفت روز محاسبه 

میسلیومی قارچ نسبت به شاهد با استفاده از فرمول 

محاسبه  
هاي در تشتک P. oryzae قطريمیزان رشد  Cکه گردید

هاي باکتريدر حضور قطري بیمارگر رشد  Tپتري شاهد و 
 ).Sivakumar et al., 2000( بود مورد مطالعه

 
 هاي فرار ضدقارچیبررسی تولید متابولیت

 ,Fiddaman & Rossal)روش مطابق بدین منظور

 یونیست به صورت چمنهاي باکتریایی آنتاگجدایه (1993
متري از پنج میلی زمان یک قرصکشت و هم NAدر محیط 

کشت  PDAعامل بیماري در محیط  چکشت فعال جدایه قار
صورت به بیمارگرحاوي  پتري کت. سپس تشداده شد

ک حاوي باکتري قرار گرفت و محل تروي تشبر وارونه 
. پس از شدک با پارافیلم کاملاً مسدود تهاي دو تشاتصال لبه

درصد  ،سلسیوس ۀدرج 28 دمايساعت نگهداري در  24
بازدارندگی رشدي در تیمارها در مقایسه با شاهد پس از دو 

 ).Sivakumar et al., 2000(و هفت روز محاسبه گردید 
 

 ايانهمطالعات گلخ
 30بذور برنج رقم هاشمی بعد از قرار گرفتن به مدت 

درصد و سپس  30دقیقه در محلول هیپوکلریت سدیم 
عدد گلدان پلاستیکی با  24وشو در آب مقطر در شست
متري که از خاك مزرعه برنج پر شده بودند سانتی 20دهانه 

بذر داخل هر گلدان قرار داده شد و  10تعداد کاشته شدند. 
صورت مرتب آبیاري صورت گرفت. دماي گلخانه بین به

ۀ درج 20–17در روز و در شب بین  سلسیوسۀ درج 30–25
درصد در نوسان  100تا  80و رطوبت نسبی بین  سلسیوس

ها از زمان کاشت تا مرحلۀ دو برگی در این بود. گیاهچه
داري شدند. در این شرایط و در معرض نور خورشید نگه

شد، به طوري که صورت معمول انجام میمدت آبیاري به
 روز 12ها به طور دائم حالت غرقابی داشتند. پس از گلدان

زنی اسپورهاي که گیاهان به مرحلۀ دو برگی رسیدند، مایه
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زا روي گیاه صورت گرفت. بدین ترتیب که قارچ بیماري
هاي دستی، آب مقطر ابتدا روي همۀ نشاها به وسیلۀ افشانه

سترون پاشیده شد، سپس سوسپانسیون اسپور لازم براي 
ر و شد. براي شمارش اسپو تلقیح فراهم و روي نشاها پاشیده

زنی، شمار استفاده گردید. براي مایهمیسلیوم از لام گلبول
لیتر آب مقطر اسپور در میلی 4×410سوسپانسیونی شامل 

یک درصد  20سترون و براي افزایش جذب سطحی توئین 
براي هر باکتري  ).Safari Motlagh, 2005کار رفت (به

 آنتاگونیست تعدادي گلدان در نظر گرفته شد؛ بدین معنی
ها یک سري گیاهان شاهد وجود داشت که در برخی گلدان

زنی شدند. سري دیگر که فقط با آب مقطر سترون مایه
 زنی شده با عامل بیماري بلاستشامل گیاهان شاهد مایه

زنی شده با عامل بیماري و برنج و یک سري گیاهان مایه
د نظر بودند. در این مورد، باکتري آنتاگونیست مور

لیتر سوسپانسیون حاوي میلی 200ی گیاهان برنج با پاشمحلول
لیتر مخلوط با محلول سلول باکتریایی در هر میلی 810

با استفاده از  سلولز یک درصد تهیه شدهمتیلکربوکسی
 600در طول موج  1روش اسپکتروفتومتري با جذب نوري 

انجام ها براي کالیبره کردن) نانومتر (بعد از شمارش کلنی
. براي این )Kazemzadeh Chakoosari, 2003(گرفت 

هاي باکتریایی مورد مطالعه ساعته جدایه 24منظور از کشت 
استفاده شد و سوسپانسیون  Nutrient Agarدر محیط کشت

سلول باکتریایی به روش رقیق کردن متوالی در  810حاوي 
زنی آب مقطر سترون تهیه شد. لازم به ذکر است که مایه

زنی بیمارگر ورد مطالعه بلافاصله پس از مایههاي مباکتري
انجام شد و براي هر یک از موارد شاهد آب مقطر، شاهد 

شده با باکتري و قارچ بیمارگر) سه زنیبیمارگر و تیمار (مایه
زنی، رطوبت نسبی گلدان در نظر گرفته شد. بعد از مایه

در  سلسیوسدرجۀ  30تا  28درصد و میزان دما  100حدود 
در شب تنظیم شد. تغییرات  سلسیوسدرجۀ  20تا  18و  روز

روز  10ایجادشده روي گیاهان به صورت روزانه به مدت 
مورد بررسی قرارگرفت. پس از ظهور علائم بیماري و 

هاي جداشده در این مرحله با بیمارگر ها، بیمارگربررسی آن
بر اساس شدت بیماري بلاست  .اولیه مطابقت داده شدند

   (Standard Evaluation System)رزیابی استانداردسیستم ا

المللی تحقیقات برنج مبتنی بر ارائه شده توسط مؤسسه بین
 ;Horsfall & Barratt, .1945)تعیین شد 9–0یک مقیاس 

IRRI, 1996, 2013)  
سپس شاخص بیماري با استفاده از رابطه 

) Diseaseشاخص بیماري= 

index) که دید محاسبه گرN  تعداد برگ در هر یک از
 ,Bertrand & Gottwald)هاي شدت بیماري بودمقیاس

کش هاي برنج توسط خطچنین ارتفاع بوتههم .(1997
هاي گیري وزن تر، بوتهگیري شد و به منظور اندازهاندازه

ها خارج شدند و ها از خاك گلدانبرنج همراه با ریشه
سپس هرکدام از  توزین شدند.ترازوي آزمایشگاهی  وسیلهبه

ساعت در آون در دماي  48مدت طور جداگانه و بهها بهبوته
قرار داده شدند. پس از خروج از آون،  سلسیوسدرجۀ  80

عنوان وزن خشک ها وزن شدند و این وزن بههر یک از بوته
 ثبت گردید. 

شش  با تصادفی کاملا طرح یک قالب در آزمایش
 تکرار سه کار رفته) وهاي باکتریایی بهتیمار (شامل جدایه

ها و مقایسه میانگین تجزیه و تحلیل داده. گرفت انجام
به ) LSDدار (صفات به روش دانکن و حداقل اختلاف معنی

 1/9نسخه   Statistical Analysis Systemافزارنرم کمک
)SAS, 2005( نجام شد.ا 

 

 نتایج 
دست آمده، هاي قارچی بهپس از بررسی همه جدایه

مبتنی بر شدت بالاي  P. oryzae جدایه قارچی از 16تعداد 
زایی براي مطالعات بیماري زاییبیماري در آزمایش بیماري

هاي کنترل بیولوژیک در آزمایشگاه و از میان این و بررسی
اي ها، یک جدایه قارچی براي مطالعات گلخانهجدایه

بیمارگر،  هايانتخاب گردید. مبناي شناسایی جدایه
 ها بود.خصوصیات مورفولوژیک آن

جدایه که از لحاظ  6باکتري جداشده،  30از میان 
خصوصیات مورفولوژیک با هم تفاوت داشتند مورد 

ی و فیزیولوژیـکهاي هاي بیشتر براساس آزمونارزیابی
هاي زیر باکتري قرار گرفتند و بر این اساس، مولکولی

 شناسایی شدند:
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Pseudomonas aeruginosa (Schröter) Migula ،B. 

subtilis (Ehrenberg) Cohn ي ها(جدایهC، R  وW ،
 Enterobacterترتیب جداشده از کلزا، برنج و گندم)،به

cloacae Hormaeche & Edwards و Enterobacter sp. 
نشان داده  1ها در جدول هاي فیزیولوژیکی آنکه ویژگی
 شده است.

هاي هاي جدایهنتایج حاصل از مقایسه توالی
ذخیره  هايهاي نوکلئوتیدي باکتريتوالی آنتاگونیست با
 جدایه درصد 82نشان داد که با شباهت ژن  شده در بانک

Y–25–1 متعلق به گونهEnterobacter sp.، جدایه  Y–25–

–Y، جدایه E. cloacae گونه به متعلق درصد 87شباهت با 2

 و P. aeruginosa متعلق به گونه درصد 83با شباهت  3–25
، 87ترتیب با بهY–25–6و Y–25–4 ، Y–25–5هاي جدایه

 . تعلق دارند B. subtilis گونه به درصد شباهت 85و  86
 

 کشت متقابل
بر اساس نتایج حاصل از تجزیه واریانس در روش 
کشت متقابل پس از دو و هفت روز بین تیمارهاي مورد 
مطالعه از نظر درصد مهار رشد میسلیومی، اختلاف 

وجود داشت. بر اساس نتایج  %1داري در سطح احتمال معنی
حاصل از مقایسه میانگین درصد مهار رشد میسلیومی به 

) بیشترین درصد مهار LSDروش حداقل اختلاف معنی دار (
بود که با  P. aeruginosaپس از دو روز مربوط به تیمار 

داري داشت. اختلاف معنی B. subtilis Cبقیه تیمارها به جز 
کمترین درصد مهار رشد میسلیومی هم مربوط به تیمار 

Enterobacter sp.  که با بقیه تیمارها به جزبود B. subtilis 

 Wبر اساس نتایج 2داري داشت (جدول اختلاف معنی .(
حاصل از مقایسه میانگین درصد مهار رشد میسلیومی به 

) بیشترین درصد مهار LSDدار (روش حداقل اختلاف معنی
 بود که با  P. aeruginosaپس از هفت روز مربوط به تیمار

داري داشت. اختلاف معنی B. subtilis Cبقیه تیمارها به جز 
کمترین درصد مهار رشد میسلیومی هم مربوط به تیمار 

Enterobacter sp.  که با بقیه تیمارها به جزبودB. subtilis 

W مقایسه میانگین 2داري داشت (جدول اختلاف معنی .(

ذکر  3ول هاي باکتریایی در جدهاله بازدارندگی این جدایه
 شده است. 

 
 هاي فرار ضدقارچیتولید متابولیت

بــر اســاس نتــایج حاصــل از تجزیــه واریــانس در روش  
پس از دو و هفت روز بین تیمارهاي مورد  هاي فرارمتابولیت

ــتلاف       ــلیومی، اخ ــد میس ــار رش ــد مه ــر درص ــه از نظ مطالع
وجـود نداشـت. بـر اسـاس      %1داري در سـطح احتمـال   معنی

مقایسه میانگین درصد مهار رشـد میسـلیومی   نتایج حاصل از 
) بیشـترین درصـد   LSDبه روش حداقل اختلاف معنـی دار ( 
بود که با  B. subtilis Wمهار پس از دو روز مربوط به تیمار 

داري داشت. کمترین درصد مهـار  بقیه تیمارها اختلاف معنی
بـود   .Enterobacter spرشد میسلیومی هم مربوط بـه تیمـار   

داري اخـتلاف معنـی  B. subtilis W یه تیمارها به جز که با بق
). بر اساس نتایج حاصل از مقایسه میانگین 4نداشت (جدول 

ــتلاف     ــداقل اخ ــه روش ح ــلیومی ب ــد میس ــار رش ــد مه درص
) بیشــترین درصــد مهــار پــس از هفــت روز  LSDدار (معنــی

بود که با بقیه تیمارها اختلاف  B. subtilis Rمربوط به تیمار 
اري داشت. کمترین درصد مهار رشـد میسـلیومی هـم    دمعنی

 بود که با بقیه تیمارها به جز  P. aeruginosaمربوط به تیمار 

B. subtilis R 4داري نداشت (جدول اختلاف معنی.( 
 ايمطالعات گلخانه

زنی درگیاهان شاهدي که با آب مقطر سترون مایه
مشاهده  گونه علائمی مبنی بر بروز بیماريشده بودند هیچ

زنی شده بودند مایه P. oryzaeنشد. در گیاهان برنجی که با 
اولین علائم سه روز پس از تلقیح به صورت نقاط 
سرسنجاقی ظاهر شدند که در روزهاي بعدي این نقاط 

هاي نکروتیک صورت لکهتدریج گسترش یافته و بهبه
شکل که در وسط به رنگ خاکستري یا سفید و در دوکی

اي بودند، درآمدند و در مرحلۀ بعد این رنگ قهوه حاشیه به
هاي ها به یکدیگر پیوستند. در برخی موارد لکهلکه

در این گیاهان میانگین  بزرگتري در طول برگ مشاهده شد.
 بود. 16/7شاخص بیماري 

 
 

https://en.wikipedia.org/wiki/Walter_Migula
https://en.wikipedia.org/wiki/Christian_Gottfried_Ehrenberg
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 هاي مختلفهاي باکتریایی شناسایی شده در آزمونمشخصات جدایه –1جدول 
Table 1. Characteristics of bacterial isolates identified in various tests 

Types of test B. subtilis 
W 

Enterobac
ter sp.  

E. 
cloacae 

B. subtilis 
C 

B. subtilis 
R 

P. 
aeruginosa 

Gram staining + – – + + – 

Anaerobic growth – + + – – – 

Oxidase – + + + + + 

Catalase + + + + + + 

 B s’King Fluorescent pigments on – – – – – + 

Citrate consumption + – – + + – 

Starch hydrolysis + – – + + – 

Spore production + – – + + – 

Hypersensitivity on tobacco – – – – – – 
Potato rot – – – – – – 
Gelatin hydrolysis + + – + + + 

Mobility test + + + + + + 

Use of arabinose + – – + + – 

Use of mannitol + – – + + + 

Yellow pigments on YDC – – – – – + 

Metallic pigments on EMB – + + – – + 

Reducing substances from sucrose – – – – – – 

 
در روش کشت هاي مورد مطالعه وسیله باکتريبه  Pyricularia oryzaeهاي جدایه مقایسه میانگین مهار رشد میسلیومی –2جدول 
 (دو و هفت روزه)  متقابل

Table 2. The mean comparison of mycelium growth inhibition of Pyricularia oryzae isolates by bacteria in dual 
culture method (two and seven days)                       

Treatments Growth inhibition (%) 
after 2 days ± SE 

Growth inhibition (%) 
after 7 days ± SE 

P. aeruginosa 61.11 ± 0.33 a 59.31 ± 0.32 a 
B. subtilis C 50.00 ± 0.35 ab 50.22 ± 0.37 ab 
E. cloacae 40.12 ± 0.37 bc 30.74 ± 0. 42 bc 
B. subtilis R 34.57 ± 0.41 c 41.55 ± 0.42 bc 
B. subtilis W 31.48 ± 0.47 cd 22.51 ± 0.45 de 
Enterobacter sp. 16.66 ± 0.39 d 13.40 ± 0. 35 e 

 .) نیستندP≤0.05دار (تیمارهاي با حداقل یک حرف مشترك داراي اختلاف معنی
Treatments having at least one similar letter do not show a significant difference at P≤0.05.  

 
 در روش کشت متقابل ها مقایسه میانگین هاله بازدارنده ایجاد شده توسط باکتري –3جدول 

Table 3. The mean comparison of inhibition halo created by bacteria in dual culture method  
Treatments Inhibition halo (mm)  ± SE 
P. aeruginosa 9.00 ± 0.29 
B. subtilis C 8.00 ± 0.29 
E. cloacae 5.6 ± 0.73 
B. subtilis R 7.2 ± 0.20 
B. subtilis W 4.3 ± 0.15 
Enterobacter sp. 3.2 ± 0.20 
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 هاي فرار (دو و هفت روزه) در روش متابولیت  Pyricularia oryzaeهايمقایسه میانگین مهار رشد میسلیومی جدایه –4جدول 
Table 4. The means comparison of mycelium growth inhibition of Pyricularia oryzae isolates in volatile 
metabolites method (two and seven days)                        

Treatments Growth inhibition (%) 
after 2 days ± SE 

Growth inhibition (%) 
after 7 days ± SE 

B. subtilis W 60.51 ± 0.58 a 29.33 ± 0.49 bc 
B. subtilis R 49.05± 0.47 b 54.22 ± 0.45 a 
E. cloacae 44.58 ± 0.43 bc 35.57 ± 0.45 b 
B. subtilis C 43.33 ± 0.39 bc 27.12 ± 0.37 bc 
P. aeruginosa 43.32 ± 0.41 bc 25.33 ± 0.43 bc 
Enterobacter sp.  40.76 ± 0.42 bc 34.22 ± 0.41 b 

 .) نیستندP≤0.05دار (تیمارهاي با حداقل یک حرف مشترك داراي اختلاف معنی
Treatments having at least one similar letter do not show a significant difference at P≤0.05 

 
 B. subtilis Rو  P. oryzaeزنی با در گیاهانی که مایه

زمان انجام شده بود، اولین علائم چهار روز پس از طورهمبه
اي و صورت نقاط سرسنجاقی خاکستري، قهوهزنی، بهمایه

ها ظاهر شدند. در روزهاي هاي سفید در نوك برگنیز لکه
اي هاي خاکستري مایل به قهوههاي سفید و لکهبعد لکه

کل شهاي نکروتیک دوکیگسترش یافتند و به صورت لکه
اي بودند، که در وسط خاکستري و در حاشیه به رنگ قهوه

بود  83/3بیماري  شاخصدرآمدند. در این تیمارها میانگین 
 شاخصو بنابراین استفاده از این باکتري باعث کاهش 

 50/46به میزان  P. oryzaeوسیله بیماري ایجاد شده به
زا و ريزنی با عامل بیمادرصد گردید. در تیمارهایی که مایه

Enterobacter sp. زمان انجام شده بود، اولین طور همبه
هاي سفید صورت لکهزنی بهعلائم چهار روز پس از مایه

رنگ خاکستري یا ها به ظاهر شد و در روزهاي بعد لکه
هاي و به صورت لکهاي سفید و در حاشیه به رنگ قهوه

ین شکل درآمدند. در این تیمارها میانگنکروتیک دوکی
بیماري  شاخص رو باکتريبود و ازاین 05/4بیماري  شاخص

 درصد کاهش داد. 43/43را به میزان 

 E. cloacaeزنی با بیمارگر و در تیمارهایی که مایه
زمان انجام شده بود، اولین علائم پنج روز پس از طور همبه

رنگ در نوك ايصورت نقاط بسیار ریز و قهوهزنی، بهمایه
 یمارهات یندر اها با تعداد کم ظاهر شدند. رگو حاشیه ب

 یناستفاده از ا . بنابراینبود 49/3 یماريب شاخص یانگینم
 درصد 25/51 یزانبه م یماريب شاخصکاهش  باعث باکتري

، B. subtilis Cو P. oryzaeزنی شده با شد. در گیاهان مایه

 صورت نقاط بسیارزنی، بهاولین علائم شش روز پس از مایه
ها با تعداد کم اي رنگ در نوك و حاشیه برگریز و قهوه

 16/2بیماري  شاخصظاهر شدند. در این تیمارها میانگین 
 شاخصبود و در نتیجه استفاده از این باکتري باعث کاهش 

 83/69به میزان  P. oryzaeوسیله بیماري ایجاد شده به
 درصد گردید.

 B. subtilis و P. oryzaeزنی با در گیاهانی که مایه

W زمان انجام شده بود، اولین علائم چهار روز طور همبه
رنگ ظاهر شدند. در ايصورت نقاط قهوهزنی، بهپس از مایه

اي گسترش هاي خاکستري مایل به قهوهروزهاي بعد لکه
هاي نکروتیک درآمدند. در این یافته و به صورت لکه

رو این از این بود و 38/4بیماري  شاخصتیمارها میانگین 
درصد کاهش  82/38بیماري را به میزان  شاخصباکتري 

 P. aeruginosaو P. oryzaeزنی شده با داد. در گیاهان مایه

صورت نقاط زنی، بهاولین علائم شش روز پس از مایه ،
ها با تعداد رنگ در نوك و حاشیه برگايبسیار ریز و قهوه

بیماري  شاخصگین کم ظاهر شدند. در این تیمارها میان
 شاخصباعث کاهش   P. aeruginosaبود و بنابراین 11/2

 53/70وسیلۀ قارچ بیمارگر به میزان بیماري ایجاد شده به
 درصد شد.

براساس نتایج حاصل از تجزیه واریانس در شرایط 
 شاخصگلخانه، بین تیمارهاي مختلف از نظر صفات 

داري در سطح و وزن تر اختلاف معنی ارتفاع بوتهبیماري، 
، در حالی که از نظر صفت وزن مشاهده گردید %5احتمال 

 .داري وجود نداشتخشک بین تیمارها اختلاف معنی
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روش حداقل بیماري و بر اساس  شاخصدر مورد 
ه بیماري متعلق ب شاخصکمترین  )،LSDدار (اختلاف معنی

اختلاف  B. subtilis Cبود که با تیمار  P. aeruginosaتیمار
 ولی با بقیه تیمارها اختلافداري را نشان نداد عنیم

 53/70این جدایه باکتریایی به میزان داري داشت. معنی
بیشترین بیماري گردید.  شاخصدرصد باعث کاهش 

بود که با  B. subtilis Wبیماري متعلق به تیمار  شاخص
اختلاف  B. subtilis Cو  P. aeruginosaتیمارهاي 

 داريی با بقیه تیمارها اختلاف معنیداري داشت ولمعنی
د باعث درص 38/39این جدایه باکتریایی به میزان نشان نداد. 

 ).5(جدول  بیماري گردید شاخصکاهش 

روش حداقل در مورد صفت ارتفاع و بر اساس 
 .Pبیشترین ارتفاع متعلق به تیمار )،LSDدار (اختلاف معنی

aeruginosa اختلاف  تریاییبود که با سایر تیمارهاي باک
داري داري نداشت اما با شاهد بیمار اختلاف معنیمعنی

درصد باعث  94/26این جدایه باکتریایی به میزان داشت. 
کمترین افزایش ارتفاع در مقایسه با شاهد بیمار گردید. 

با سایر بود که  B. subtilis W ارتفاع متعلق به تیمار
داشت اما با شاهد داري ناختلاف معنی تیمارهاي باکتریایی

این داري داشت. بیمار و شاهد آب مقطر اختلاف معنی
درصد باعث افزایش ارتفاع در  2/4جدایه باکتریایی به میزان 

 ).5(جدول  مقایسه با شاهد بیمار گردید

روش حداقل در مورد صفت وزن تر و بر اساس 
بیشترین وزن تر متعلق به  )،LSDدار (اختلاف معنی

بود که با شاهد  E. cloacaeو  P. aeruginosa تیمارهاي
داري داشتند اما با سایر تیمارها اختلاف بیمار اختلاف معنی

 36/36داري نداشتند. این دو جدایه باکتریایی به میزان معنی
درصد باعث افزایش وزن تر در مقایسه با شاهد بیمار 

 .Enterobacter spوزن تر متعلق به تیمار گردیدند. کمترین 
داري معنی بودکه با شاهدهاي بیمار و آب مقطر اختلاف

درصد باعث  51/1این جدایه باکتریایی به میزان داشت. 
 ).5(جدول  افزایش وزن تر در مقایسه با شاهد بیمار گردید

روش حداقل در مورد صفت وزن خشک و بر اساس 
بیشترین وزن خشک متعلق به  )،LSDدار (اختلاف معنی

که با شاهد بود E. cloacaeو  P. aeruginosaتیمارهاي
داري داشتند اما با سایر تیمارها اختلاف بیمار اختلاف معنی

داري نشان ندادند. این دو جدایه باکتریایی به میزان معنی
درصد باعث افزایش وزن خشک در مقایسه با شاهد  65/78

وزن خشک متعلق به بیمار گردیدند. کمترین 
بود که با شاهدهاي بیمار و آب   .Enterobacter spتیمار

این جدایه باکتریایی به داري داشت. معنی مقطر اختلاف
درصد باعث افزایش وزن خشک در مقایسه با  42/21میزان 

 ).5(جدول  شاهد بیمار گردید

 بیماري، ارتفاع بوته، وزن تر و وزن خشک گیاه در شرایط گلخانه شاخصمقایسه میانگین  –5جدول 
Table 7. Comparison of mean of disease index, plant height, fresh and dry weight in greenhouse conditions  

Dry weight 
 ± SE )g( 

Fresh weight 
 ± SE )g( 

Height 
 ± SE )cm( 

Disease rating ± 
SE  

Treatments 

0.25 ± 0.01 ab 0.90 ± 0.03 ab 35.33 ± 0.58 ab 2.11 ± 0.09 c P. aeruginosa            
0.22 ± 0.01 ab 0.82 ± 0.02 ab 35.00 ± 0.40 ab 2.16 ± 0.07 c B. subtilis C      
0.25 ± 0.02 ab 0.90 ± 0. 03 ab 34.83 ± 0.39 ab  3.49 ± 0.08 b E. cloacae 
0.18 ± 0.03 ab 0.73 ± 0. 05 b 34.00 ± 0.38 b 3.83 ± 0.08 b B. subtilis R                               
0.17 ± 0.02 b 0.67 ±  0.04 b 29.50 ± 0.37 b  4.05 ± 0.05 b . spEnterobacter                                  
0.18 ± 0.02 b 0.73 ± 0.03 b 29.00 ± 0. 35 b 4.38 ± 0.04 b B. subtilis W 
0.14 ± 0.03 c 0.66 ± 0. 04 c 27.83 ± 0.35 c 7.16 ± 0.03 a P. oryzae  

control  
0.31 ±– 0.03 a 1.03 ± 0.05 a 41.50 ± 0.33 a 0.00 ± 0.00 d Distilled water 

control 
 ) نیستندP≤0.05دار (تیمارهاي با حداقل یک حرف مشترك داراي اختلاف معنی

Treatments having at least one similar letter do not show a significant difference at P≤0.05 
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 بحث
آوري نمونه برنج جمع 150در این تحقیق از مجموع 

جدایه  30جدایه قارچی و  20شده از مزارع استان گیلان، 
جدایه قارچی 16ها باکتریایی جداسازي شدند که از بین آن

 Pseudomonasجدایه باکتریایی از  ششو  P. oryzaeاز 

sp.، Bacillus sp.  وEnterobacter sp.  مورد استفاده قرار
 .Pدر این مطالعه و در روش کشت متقابل، گرفتند.

aeruginosa  موثرترین جدایه باکتریایی در مهار رشد
با  محققان دیگري نیزمیسلیومی عامل بیماري بلاست بود. 

جدایه باکتریایی آنتاگونیستی در مقابل قارچ  89ارزیابی
زمایشگاهی دریافتند عامل بیماري بلاست برنج در شرایط آ

 P. aeruginosa 134و  P. fluorescens 152که دو گونه 
درصد از  100درصد از رشد رویشی و  2/93ترتیب به

گر جلوگیري کردند و هاي بیمارزنی کنیدیومجوانه
ها هاي بعدي قرار گرفتند. آنهاي باسیلوس در رتبهگونه

وق روي گیاه هاي فزنی هر یک از باکتريچنین با مایههم
ها برنج در شرایط گلخانه نتیجه گرفتند که کلیه باکتري

داري سبب کاهش بیماري شدند اما برخلاف طور معنیبه
بود.  هاسودوموناسها بهتر از نتایج آزمایشگاهی اثر باسیلوس

نتایج این محققان در بخش آزمایشگاهی با نتایج تحقیق 
اي سازگاري نهحاضر در تطابق بود اما در شرایط گلخا

علاوه نتایج به .(Padasht Dehkaei et al., 2002)نداشت 
-این تحقیق در روش کشت متقابل در کارآیی بیشتر گونه

ها با مطالعه دیگري هاي سودوموناس در مقایسه با باسیلوس
)Gnanamanickam & Mew, 1992  .مطابقت داشت ( 

 آییکار P. aeruginosaهاي فرار، در روش متابولیت
خود را در کاهش رشد میسلیومی بیمارگر نشان داد که با 

خوانی داشت. این هم Manidipa et al. (2013مطالعه (
هاي مختلف سودوموناس محققان گزارش کردند که گونه

هاي فرار ضدقارچی در توانند از طریق تولید متابولیتمی
 کاهش فعالیت قارچ عامل بیماري بلاست برنج مؤثر باشند.

، سویه B. subtilisهاي باکتریایی در مقایسه بین جدایه
جداشده از فلور طبیعی برنج هم در آزمایشگاه و هم در 
گلخانه در رتبۀ دوم قرار گرفت. در آزمایشگاه و در روش 

کلزا مؤثرترین جدایه این  کشت متقابل سویه جداشده از

هاي فرار، سویۀ گونه باکتریایی بود و در روش متابولیت
جداشده از فلور گندم بالاترین کارآیی را نشان داد که این 

دهنده این مطلب بود که ارتباط مستقیمی بین فلور امر نشان
 گیاه و فعالیت آنتاگونیستی باکتري جداشده وجود نداشت.

در هر دو روش آزمایشگاهی استفاده شده در این 
هاي باکتریایی تحقیق با گذشت زمان در کارآیی جدایه

رد مطالعه تغییر حاصل شد، بدین معنی که توانایی مو
ها در مهار رشد میسلیومی بیمارگر کاهش بازدارندگی آن

ها بندي جدایههاي فرار، رتبهیافت و حتی در روش متابولیت
تواند نشانگر این مطلب دستخوش تغییر شد که این امر می

تدریج باشد که باکتري آنتاگونیست با گذشت زمان به
رو کاربرد چندباره دهد و از اینآیی خود را از دست میکار

هاي باکتریایی روي گیاه براي کنترل مؤثر بیماري جدایه
 ,Krishnamurthy & Gnanamanickam)ضرورت دارد

1998). 
که در روش کشت متقابل در  P. aeruginosaجدایه 

در روش متابولیت فرار در  رتبه اول سودمندي قرار داشت
پایین جاي گرفت که نشانگر توانایی ضعیف این  هايرتبه

هاي مورد جدایه در تولید مواد فرار در مقایسه با سایر جدایه
حال این جدایه باکتریایی در گلخانه مطالعه بود. در عین

بیماري و افزایش ارتفاع برنج گردید  شاخصباعث کاهش 
 ,.Yasmin et al)سو بود هاي محققان دیگر همکه با یافته

2017; Omoboye et al., 2019) ،بر اساس این مطالعات .
چون این گونه باکتریایی منجر به ارتقاي کیفیت صفاتی هم

هاي هاي مرتبط با واکنشدانه برنج و القاي فعالیت آنزیم
هاي مختلف چنین جدایهدفاعی گیاه گردید. هم

هاي باکتریایی باعث سودوموناس از طریق تولید عصاره
در آزمایشگاه قارچ عامل بیماري بلاست  الیتکاهش فع

شدند و با القاي مقاومت سیستمیک گیاه، شدت بیماري 
 بلاست را کاهش دادند.

هم در  Enterobacterهاي در این تحقیق جدایه
آزمایشگاه و هم در گلخانه در کاهش رشد میسلیومی قارچ 

وسیله آن موثر بودند که با بیماري ایجاد شده به شاخص و
) سازگار بود. IRRI, 1989مطالعه دیگري در این زمینه (

 )Wiraswati et al., 2019علاوه در مطالعه دیگري (به
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در مقابل قارچ عامل  E. cloacaeمشخص گردید که 
بیماري بلاست برنج خاصیت ضدقارچی نشان داده و موجب 

هاي مطالعه کاهش رشد میسلیومی بیمارگر شد که با یافته
 طباق بود. حاضر در ان

 مشخص ايهاي گلخانهبررسی در تحقیق و این در

 کمترینهاي مورد بررسی، در بین باکتريکه گردید 
بیماري بعد از تیمار شاهد آب مقطر متعلق به  شاخص

 بود. در تحقیقی دیگر P. aeruginosaباکتري 
)Kazemzadeh Chakoosari et al., 2012 تأثیر ،(

کتریایی جدا شده از مزارع استان جدایه با 610آنتاگونیستی 
عامل بیماري سوختگی غلاف برنج  R. solaniگیلان روي 

 .Pمتعلق به 152مورد بررسی قرار گرفت و در نهایت جدایه 

aeruginosa عنوان موثرترین جدایه در کاهش شدت به
بیماري شناخته شد که با نتایج تحقیق حاضر در مورد 

مطابقت زیستی بیمارگر  در مهار P. aeruginosaکارآیی 
با  (Spence et al., 2014) داشت. در پژوهشی دیگر

هاي موجود در ریزوسفر برنج به این نتیجه جداسازي باکتري
هاي سودوموناس رشد اپرسوریومی عامل رسیدند که جدایه

دارد و نیز باعث کاهش شدت بیماري بلاست را بازمی
 قت دارد.گردد که با مطالعه حاضر مطاببیماري می

 .B در پژوهش حاضر ارزیابی سه جدایه باکتریایی از

subtilis  در گلخانه نشانگر خاصیت آنتاگونیستی این
هاي محققان بود که این امر با یافته P. oryzae علیهها باکتري

 شامل هاباکترياز جدایه  12 دیگري مطابقت داشت که
Bacillus circulans ،B. subtilis ،B. megaterium ،

Bacillus sp.  و P. fluorescens و ندرا انتخاب نمود 
براساس خاصیت آنتاگونیستی در مقابل قارچ عامل بیماري 

 ارزیابی مورد جهت کنترل بیماري در شرایط مزرعه بلاست
. نتایج )Padasht Dehkaei & Izadyar, 2007( دادند قرار

مقایسه با  در B. subtilisویژه بهها باکتري ایننشان داد که 
این  شوند.میداري سبب کاهش بیماري طور معنیهشاهد ب

منطبق بود.  Mu et al. (2007( هايچنین با یافتهنتایج هم
هاي یادشده در افزایش کیفی صفات گیاهی علاوه جدایهبه

یعنی ارتفاع، وزن تر و خشک مؤثر بودند که با مطالعات 
افزایش رشد تعدادي  ها درپیشین در مورد تأثیر این باکتري

 ,.Broadbent et al)هاي گیاهی سازگاري داشتاز گونه

.1977)  
 پادزیستی ، اثردر فیلیپین يدر بررسی دیگر

مورد بررسی قرار  P. griseaبل مقا در جداشده هايباکتري
هاي مختلف سودوموناس و مشخص گردید که گونه گرفت

ین مشخص چنهم و باسیلوس در کاهش بیماري نقش دارند.
ها بودند هاي آنتاگونیست همراه لکهگردید که اکثر باکتري

هاي آنتاگونیست را هاي برگ سالم کمترین باکتريو نمونه
) که با نتایج تحقیق حاضر سازگار IRRI, 1989( داشتند
 است.

هاي جدا شده از اي تعدادي از باکتريدر مطالعه
 .B. subtilis ،P. aeruginosa،Bمزارع برنج شامل 

pumilus،Erwinia herbicola–like وSerratia 

marcesces  شناسایی شدندکه علاوه بر خاصیت
آنتاگونیستی در مقابل قارچ عامل سوختگی غلاف خاصیت 
مشابهی نیز در مقابل عامل بیماري پوسیدگی طوقه برنج 

که با نتایج تحقیق حاضر (Rosales et al., 1995) داشتند 
 P. aeruginosaو   B. subtilisهايایهدر مورد کارآیی جد

 .Sha et al)شده توسطدر مطالعه انجام. مطابقت داشت

تنها  نه B. subtilisهاي مشخص شد که جدایه (2016
ها زنی اسپورها، رشد لوله تندشی و تشکیل اپرسوریومجوانه

ها و در ساختمان ریسهدارد بلکه تغییراتی را باز می
کند که با نتایج این تحقیق در می ها هم ایجادکنیدیوم

 هاي باکتریایی فوق منطبق بود.کارآیی جدایه

گیري کلی، در شرایط آزمایشگاهی، در در یک نتیجه
 .Bو P. aeruginosaهاي روش کشت متقابل جدایه

subtilis C هايهاي فرار، جدایهو در روش متابولیتB. 

subtilis R  وB. subtilis W ها در مهار يموثرترین باکتر
اي بودند. در شرایط گلخانه P. oryzaeرشد میسلیومی 

بیماري بلاست برنج،  شاخصمؤثرترین باکتري در کاهش 
P. aeruginosa  بود که در افزایش بازدهی گیاه هم بالاترین

تمامی دست آمده، کارآیی را نشان داد. با توجه به نتایج به
ین تحقیق توانستند در هاي باکتریایی مورد بررسی در اجدایه

سودمند باشند. اما با توجه به این  P. oryzae مهار زیستی
ممکن است در  P. aeruginosaهایی از نکته که جدایه
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عنوان یک عامل زا باشند در معرفی آن بهانسان بیماري
ایمنی را در نظر گرفت و  –بیوکنترل باید ملاحظات زیست

شده در انسان عرفیهاي ماطمینان حاصل کرد که جدایه
 زا نیستند.بیماري
 

 سپاسگزاري
بدین وسیله از دانشگاه آزاد اسلامی واحد رشت و 

هاي لازم از مؤسسه غیرانتفاعی دیلمان لاهیجان براي حمایت
 گردد.این تحقیق قدردانی می
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Abstract  

Rice blast disease, which is caused by Pyricularia oryzae, is one of the most important diseases of rice in the 
world. In this research, out of 150 infected samples collected from rice farms of Guilan province, 20 fungal 
isolates and 30 bacterial isolates were collected. The isolated bacteria were belonged to Pseudomonas 
aeruginosa, Enterobacter sp., Enterobacter cloacae and Bacillus subtilis. Two methods of dual culture and the 
production of volatile antifungal metabolites were used in the laboratory in order to study biological control. In 
the greenhouse trial, rice plants (cv Hashemi) were inoculated with the six bacterial isolates as well as P. oryzae 
pathogen after 12 days. According to the results of this research, in the dual culture method, P. aeruginosa Y–
25–3 with 61.11% and in the volatile metabolite method, B. subtilis W with 60.51% were found to be most 
effective in suppressing mycelial growth of the pathogenic fungus. All isolates significantly alleviated the 
severity of the P. oryzae–induced disease in greenhouse, but the most effective was P. aeruginosa, which 
reduced the disease index by 70.53%. Analysis of variance and comparing the characters average in Duncan test 
and Least Significant Difference (LSD) and based on a completely randomized design revealed significant 
differences among the bacteria in terms of mycelial inhibition in the dual culture and volatile metabolite 
methods. Furthermore, in greenhouse trials there were significant differences in the disease index, plant height 
and fresh weight among the treatments, whereas the treatments did not exhibit any significant differences in dry 
weight. Based on the results of biocontrol assays in the laboratory and greenhouse, P. aeruginosa Y–25–3 was 
recognized as the most effective bacterial isolate in the control of rice blast disease.  
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