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 چکیده

مهمترین بیماری برنج روی ارقام پرمحصول   Rhizoctonia solani AG1- IA از  قارچبیماری سوختگی غلاف برنج )شیت بلایت( ناشی    

باشد. در دو دهه اخیر کنترل بیولوژیک بیماری با استفاده از میکروارگانیسم های مفید و در اکثر مناطق کشت برنج دنیا از جمله ایران می

مورد توجه قرار گرفته است. تحقیق حاضر به منظور شناسایی موثرترین پروبیوتیک به علت سالم بودن روش مبارزه، حفظ محیط زیست 

های بیوکنترلی دارای توان آنتاگونیستی بالا و تحریک به القاء مقاومت جهت کنترل بهینه بیماری صورت گرفت. نمونه برداری وسیعی ¬جدایه

برنج صورت گرفت. اندامهای گیاه)ریشه، برگ، ساقه، غلاف، از مزارع شالیکاری استان مازندران، از روی ارقام مختلف محلی و پرمحصول 

جدایه سودوموناس فلورسنت جداسازی شد. آزمون آنتی بیوزیس جهت غربالگری اولیه جدایه ها انجام  291سختینه قارچ و بذر( جمع آوری و 

عصاره ضد قارچی در چهار گروه آنتاگونیست های کشت متقابل، تولید آنتی بیوتیک، ترشحات مواد فرار، ¬جدایه بر اساس آزمون 61شد و 

 Pseudomonas قوی، متوسط، ضعیف قرار گرفتند. آزمون های فیزیولوژیکی، بیوشیمیایی و آنزیمی جهت شناسایی جدایه ها انجام و دو گونه

fluorescens وP. aeruginosa   فرارشناسایی گردید. صفات آنتاگونیستی) تولید آنتی بیوتیک، سیدروفور، مواد(VOC) ،سیانید هیدروژن ،

، های پروتئاز، کیتیناز، آمیلاز، لیپاز، بتاگلوکوناز، تولید بیوسورفکتانت و بیوفیلم( و القاء کنندگی )تولید سیدروفور، سالسیلیک اسید¬آنزیم

و قوی تا متوسط ارزیابی شد. ایندول استیک اسید( و محرک رشد )تولید سیدروفور، اکسین، مواد ازته، حل کنندگی فسفات( جدایه ها مثبت 

مورد  (Tillering) و حداکثر پنجه زنی (Seedling) ایها در کنترل بیماری سوختگی غلاف در مراحل گیاهچههمچنین توان بیوکنترلی جدایه

در مرحله  61.10ان ، بیماری را به میز3جدایه  ای ودرصد در مرحله گیاهچه 79.31، بیماری را به میزان 287بررسی قرار گرفت و جدایه 

   زنی کاهش دادند.پنجه

  کلیدی: القاء کننده مقاومت، باکتری آنتاگونیست، برنج، بیماری سوختگی غلاف یاههژاو
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 مقدمه

، اولین بار در AG1-IA گروه پیوند ریسه ایو   Rhizoctonia solani Kühnبیماری سوختگی غلاف برگ، ناشی از قارچ خاکزاد   

ژاپن، سپس از سایر کشورهای آسیایی و آمریکایی و درحال حاضر در اکثر کشورهای برنج خیز دنیا وجود آن به ، از 1910سال 

بیماری مذکور، مهمترین بیماری در ارقام پرمحصول برنج در شمال ایران می  .( Webster and Gunnell 1992 ) اثبات رسیده است

در  .(Meng et al. 2001) درصد گزارش شده است  50ارقام حساس تا  ( و خسارت محصول در1392باشد)پاداشت و همکاران 

باشند که در استان های شمالی و به خصوص در حال حاضر ارقام فجر ، شیرودی و کشوری از جمله ارقام پرمحصولی و کیفی می

به منظور تولید محصول سالم  و مدیریت بهینه  مازندران سطح زیر کشت قابل توجهی داشته که به این بیماری حساس می باشند.

بیماری، استفاده از روشهای غیر شیمیایی به خصوص کنترل بیولوژیک میتواند جایگزین مناسبی برای قارچکشها تلقی شود. چرا 

رل که علاوه بر جلوگیری از ایجاد مقاومت به قارچکشها، سبب کاهش آلودگی و حفظ محیط زیست نیز خواهد گردید. کنت

وری باشد، که با هدف حداکثر بهرههای پروبیوتیک گزینه مناسبی در مدیریت تلفیقی بیماریها میبیولوژیکی با استفاده از باکتریهای

 Peseudomonads(. Jacobsen and Backman, 1993) گذاری شدندو حداقل پیامدهای منفی زیست محیطی و اکولوژیکی هدف

ه برای کنترل سوختگی غلاف برنج استفاده شدند. آنها قادرند رشد و عملکرد گیاه را همزمان با فلورسنت خاکزاد به طور گسترد

 Pseudomonas در گزارشی عنوان شد که (Vidhyasekaran and Muthamilan 1999) . جلوگیری از رشد بیمارگر افزایش دهند

fluorescens  ود و باعث افزایش عملکرد دانه در برنج کنترل نم %79-82بیماری بلاست و سوختگی غلاف برنج را

. مکانیزم های کنترل بیولوژیک بیمارگرهای گیاهی توسط سودومونادهای فلورسنت شامل  (Gnanamanickam et al. 1998)شد

سیانید  های ثانویه باکتریایی مانند سیدروفورهای کلاته کننده آهن، ترکیبات فرار مانندرقابت برای مواد غذایی، تولید متابولیت

های لایتیک دیواره سلولی)کیتیناز، بتاگلوکوناز(، بیوسورفکتانتها، هورمونها و مقاومت القایی ها، آنزیمبیوتیک، آنتی (HCN)هیدروژن

های موفق باکتریایی اغلب تلفیقی آنتاگونیست  (O’Sullivan and O’Gara 1992 ; Van Loon et al., 1998) .باشدسیستمیک می

در  (O’Sullivan and O’Gara, 1992). های مسئول را برای یک تعامل موفق ضد قارچی اعمال میکنندهم افزای مکانیسماز اثرات 

های فلورسنت آنتاگونیست و القاء کننده مقاومت به بیماری از شالیزارهای  Psudomonad تحقیق حاضر جداسازی و شناسایی

ها، میزان تاثیر آنها در کنترل بیماری در کنندگی جدایهای آنتاگونیستی و القاءاستان مازندران صورت گرفت و ضمن تعیین ویژگیه

  های بیوکنترل معرفی شدند.شرایط آزمایشگاه و گلخانه ارزیابی و موثرترین جدایه

 مواد و روش ها

 :نمونه برداری و جداسازی

ارچ )ریشه، ساقه، غلاف، برگ، بذر، سختینه قارچ( و از اندام های مختلف گیاه و ق Pseudomonas spp های مختلف جنسجدایه   

  از مناطق متنوع اقلیمی و جغرافیایی)دشت، میان بند جنگلی و مرتفع کوهستانی( استان مازندران جداسازی شدند.

  :هاارزیابی خاصیت آنتاگونیستی و القاء کنندگی جدایه
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 و هاجدرون و همکاران (Park, 1989) بر اساس روش پارک (Dual culture) آزمایش آنتی بیوزیس به روش کشت نقطه ای متقابل 

(Hagedron et al. 1989)  انجام شد. طول هاله بازدارنده و قطر رویشی قارچ عامل بیماری اندازه گیری و درصد بازدارندگی از رشد

 ارچی باکتری به روش کرائوس و لوپر. تولید ترکیبات فرار ضد ق (Abbot, 1925)رویشی بیمارگر با فرمول آبوت تعیین گردید

(Kraus and Loper. 1990)  .درجه سانتیگراد، قطر پرگنه قارچ بیمارگر  26ها، در روز پس از نگهداری تشتک 5الی  4انجام شد

 مکارانگیری شد. تولید آنتی بیوتیک بر اساس روش رایت و هگیری و درصد بازدارندگی از رشد رویشی عامل بیماری اندازهاندازه

(Wright et al. 2001)  اصلاح شده آلستروم و  (1948)، تعیین توان تولید سیانید هیدروژن با استفاده از روش پیشنهادی لورک

، اندازه گیری کمی و کیفی تولید سیدروفور با روش اسپکتروفتومتری مطابق با روش کاستاندا  (Alstrom, and Burns 1989) بورنز

 مطابق با روش الکساندر و انریک (Chrome azurol-S) و استفاده از محیط آبی رنگ  (Castaneda et al. 2005) و همکاران

(Alecxander and  Enrique 2007)  انجام شد. تولید بیوسورفکتانت به صورت تهیه عصاره متابولیت باکتری پس از سانتریفوژ در 

rpm 12000  فت خام و اندازه گیری ستون امولوسیون شونده ارزیابی شدسی سی ن 2و برداشت مایه رونشین و مخلوط با 

(Siegmund and Wagner 1991, Mulligan et al. 1984) تشکیل بیوفیلم بر اساس روش مـادولا و همکاران . (Maddula et al. 

 استیک اسید با استفاده از، ایندول  (Meyer et al. 1992) انجام شد. بررسی میزان تولید سالسیلیک اسید مطابق با روش  (2006

Salkowski’s reagent حلالیت فسفات بر اساس تشکیل هاله روشن در اطراف پرگنه باکتری و تولید مواد ازته با استفاده از ،

 SAS مورد ارزیابی قرار گرفت. کلیه داده ها براساس طرح کاملا تصادفی و با استفاده از نرم افزار آماری  Neslers reagentمعرف

  (Dehingra and Sinclair, 1995).ورد تجزیه و تحلیل قرار گرفتندم

  مطالعات گلخانه ای بررسی وضعیت جدایه های باکتری در کنترل عامل بیماری سوختگی غلاف

آنتاگونیست، آنتاگونیست ضعیف و غیر آنتاگونیست انتخابی )بر اساس  Pseudomonas استرین از گونه های جنس 61 تاثیر   

کشت متقابل و تاثیر ترشحات مواد فرار( در گلخانه و روی رقم فجر، رقم حساس به بیماری در مرحله گیاهچه ای مورد  آزمون

ارزیابی قرار گرفت و داده ها بر اساس طرح کاملا تصادفی تجزیه و تحلیل شدند. اواخر مرحله پنجه زنی و ابتدای آبستنی، پنجه ها 

 24، اسپری پاشی و بیماری را کنترل نمودندای جدایه های منتخب که در مرحله گیاهچهساعته  48با سوسپانسیونی از کشت 

ساعت بعد با سوسپانسیون باکتری مجددا اسپری پاشی شدند. گلدانها در  24ساعت بعد با قارچ عامل بیماری مایه زنی و سپس 

 Relative) ته و پس از دو هفته، ارتفاع نسبی لکهدرجه سانتی گراد قرار گرف 27درصد و دمای  95الی  90شرایط مساعد رطوبتی

length height)  محاسبه شد. (IRRI, 2002)  ها با استفاده از طرح کاملا تصادفی و نرم افزار و دادهانجام آزمایش در چهار تکرار

  مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفتند. SAS آماری

  ج( شناسایی بیوشیمیایی و فیزیولوژیکی

های بیوشیمیایی، فیزیولوژیکی ارائه شده در شاد بر اساس آزمون Pseudomonas اولیه جدایه های باکتریایی جنس شناسایی   

  .(Schaad et al. 2001)صورت گرفت
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 نتیجه و بحث

 PDA&Kings B ، روی رشد رویشی بیمارگر قارچی در محیط غذاییPseudomonas spp جدایه  291بررسی تاثیر آنتاگونیستی    

جدایه بر اساس جلوگیری از رشد رویشی بیمارگر و طول هاله بازدارنده در آزمون  61جدایه،  291موردارزیابی قرار گرفت. از 

گری )کشت متقابل( گروه بندی شده و در سه گروه آنتاگونیست قوی، متوسط و ضعیف و غیر آنتاگونیست قرار گرفته و برای غربال

درصد و هاله  47.5و حداکثر  30.36های آنتاگونیست بین حداقل فته شدند. تاثیر بازدارندگی جدایهای در نظر گرآزمایشات گلخانه

ضمن   .Psedomonas spp هایمیلیمتر در مقابل قارچ عامل بیماری متغیر بود. تعدادی از جدایه 17.20الی  6.56بازدارنده بین 

اسکلرت بالغ شدند. واکوئوله شدن میسلیومهای قارچ عامل بیماری در جلوگیری از رشد رویشی بیمارگر، سبب جلوگیری از تشکیل 

 آزمونهای کشت متقابل، تولید عصاره ضد قارچی، تولید آنتی بیوتیک، مواد فرار مشاهده گردید. از طرفی تعداد زیادی از جدایه های

Pseudomonas spp که خاصیت انتاگونیستی نداشتند، در محیط های کشت Pseudomonas agar F و Pseudomonas agar P 

هایی است که با قادر به تولید رنگیزه پیووردین به رنگ آبی و سبز و گاز سیانید هیدروژن بودند. این موضوع بیانگر وجود جدایه

محصول و یا تولید مواد مترشحه و متابولیتهای فرار از جمله سیانید هیدروژن و سیدروفور باعث ارتقاء رشد گیاه و بهبود عملکرد 

ها درجات مختلفی از تولید متابولیتهای مهم بازدارنده از شوند. جدایهالقاء مقاومت به بیماری در مقابل بیماری های مهم قارچی می

قادر به کاهش  3(. بررسی میزان کنترل بیماری در گلخانه نشان داد که جدایه 1رشد قارچ در آزمایشگاه را نشان دادند)جدول 

درصدی شاخص  79.31قادر به کاهش  287ی شاخص کاهش بیماری بیماری در مرحله حداکثر پنجه دهی و جدایه درصد 61.10

توانایی تولید مواد ضد قارچی، ارتقاء دهنده رشد و القاء  (.2کاهش بیماری در مرحله گیاهچه ای در  شرایط گلخانه شدند )جدول 

 Alecxander, J.  and Enrique) محققین بسیاری گزارش شده استتوسط توسط سودوموناس های فلورسنت   کننده مقاومت

2007; Castaneda et al. 2005; VanLoon et al. 1998; Gnanamanickam et al. 1998 )    

 

 فراریشه برنج Pseudomonas fluorescens: ویژگی های مهم آنتاگونیستی، القاء کنندگی و محرک رشد تعدادی از جدایه های 1جدول 

شماره 

 جدایه

 سیدروفور

 )سوکسینات

(OD) 

 سیدروفور

(CAS) 

سیانید 

 هیدروژن

(OD) 

مواد 

 فرار
(GI) 

تولید 

آنتی 

بیوتیک 

(GI) 

 (ODبیوفیلم)

 بیوسورفکتانت

ستون (

 )امولوسیون

مواد 

 ازته

(OD) 

حلالیت 

 فسفات

)قطر 

 هاله(

ایندول 

استیک 

 اسید

سالسیلیک 

 اسید

275 1.76 2.89 0.22 64.88 100 0.16 0.6 3 1.36 0.0077 0.0191 

240 0.94 4.13 0.21 72.72 100 0.21 0.58 1.5 1.27 0 0.0254 

128 1.35 5.66 0.22 89.37 86.66 0.32 0.33 1.5 1.31 0.0022 0.0001 

3 1.46 4.86 0.14 22.31 90.55 0.62 0 1 1 0.0024 0.0127 

287 1.07 4.13 0.03 91.62 100 0.10 0.56 2.5 1.21 0.0218 
0.0537 

 

243 1.62 4.99 0.05 0 85.55 0.19 0.6 2.75 1.33 0 0.0444 
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کنترل قارچ عامل بیماری سوختگی غلاف برنج در شرایط آزمایشگاه )آزمون کشت متقابل( و گلخانه در مرحله حداکثر پنجه زنی ,  -2جدول 

 های آنتاگونیستجدایه ای در رقم فجر با استفاده ازو گیاهچه

شماره 

 جدایه
 گونه

میانگین 

بازدارندگی 

از 

 (GIرشد)

میانگین هاله 

 (mmبازدارنده)

میانگین ارتفاع 

نسبی 

لکه/ارتفاع 

( در RLHگیاه)

حداکثر پنجه 

 زنی

 )شدت بیماری(

شاخص تاثیر در 

 کاهش بیماری

(Effectiveness 

Index) 

میانگین طول 

 لکه در گیاچه

شاخص تاثیر در 

 کاهش بیماری

(Effectiveness 

Index) 

3 P. 

fluorescens 
30.36 12.57 11.52 61.10 3.905 55.42 

287 P. 

aeruginosa 
43.7 6.56 17.44 41.12 1.81 79.31 

128  .P. 

fluorescens 
47.5 17.20 18.68 36.93 2.91 66.74 

275  .P. 

fluorescens 
43.4 16.58 20.15 31.97 2.165 75.31 

240  .P. 

fluorescens 
37.75 13.52 20.87 29.54 2.3375 73.37 

 82.85 1.5 79.27 6.14 - -  تیلت

 - 8.75 - 29.62 0 0  شاهد
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