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  چکیده
عامل سوختگی غلاف برنج جداسـازی   Rhizoctonia solani های باکتریائی آنتاگونیست علیه در این تحقیق تاثیر تعدادی از جدایه

 جدایه باکتریائی از منطقه ریزوسفر برنج آلوده به         288شده مزارع آلوده برنج در استان گیلان مورد بررسی قرار گرفتند و در مجموع               
 در مقابـل قـارچ   (Dual culture) بلها با استفاده از روش کشت متقا  جدایه از این باکتری8الذکر جداسازی گردیدند که  قارچ فوق

هـای آنتاگونیـست    های افتراقی جهت تشخیص جنس جدایـه  نتایج حاصل از آزمون .مذکور از خود خاصیت آنتاگونیستی بروز دادند
 biovar 3 Pseudomonas fluorescens  بـاکتری B42 و B4 ،B6 ،B17 ،B18 ،B22 ،B24 ،B41هـای   نشان دادند کـه جدایـه  

 Rhizoctonia solaniهای آنتاگونیست سودوموناس در بازداری از رشـد   در آزمایش تاثیر ترکیبات فرار جدایه. دندتشخیص داده ش
بیوتیـک ایـن     ای و آنتـی     ترشحات مـایع بـرون یاختـه      . ها قادر به جلوگیری از رشد قارچ مذکور بودند          مشخص گردید که کلیه جدایه    

روی محـیط کـشت    P. fluorescensهای  از سوی دیگر تمامی جدایه. عت بعمل آوردند قارچ مذکور ممان ها نیز از رشد ریسه جدایه
King B میکرومول کلریدآهن تولید سیدروفور نموده و از رشد قارچ 100 و 50، 5 محتوی Geotrichum candidum ـ  ه ممانعت ب

در  R.solaniهـای     و لیـز کـردن اسـکلروت       زنـی  های آنتاگونیست سودوموناس روی جوانـه      نتایج حاصل از تاثیر جدایه    . عمل آوردند 
. های قارچ مـؤثر هـستند   زنی و لیز شدن اسکلروت ها در ممانعت از جوانه نشان داد که کلیه جدایه  و در خاکKing Bمحیط کشت 

اسـیون  نتـایج حاصـل از آزمـایش کلنیز       . زنی و لیز شدن اسکلروت گردید       درصد بترتیب باعث مانع از جوانه      68 و   66 با   B41جدایه  
 سـبب افـزایش سـلول    94/2 و 98/2، 67/3 به ترتیـب بـا اعـداد لگـاریتمی     B22 و B42 ،B41های  برنج نشان داد که جدایه ریشه

  . باکتری در هر گرم ریشه و قابلیت استقرار و تکثیر در روی ریشه برنج را داشتند
  

   آنتاگونیست، اسکلروتهای ، باکتریRhizoctonia solani برنج، سوختگی غلاف، :های کلیدی واژه
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  قدمهم
های مهم برنج در ایران و اکثر  یکی از بیماری Kühn  Rhizoctonia solani  برنج در اثر(sheath blight) بیماری سوختگی غلاف

هـای گـیلان و      شود و در شرایط مساعد روی ارقام پـر محـصول و حـساس بـرنج در اسـتان                   کشورهای برنج خیز جهان محسوب می     
در بین ارقـام موجـود در ایـران رقـم مقـاوم      . های نسبتا شدیدی ایجاد نموده و منجر به بروز خسارت شود  تواند آلودگی  میمازندران  

ررسی مقاومت در برابر بیماری سوختگی غـلاف بـرنج تحقیقـات            بدر سایر کشورهای برنج خیز دنیا تحقیقات برای         ). 3(وجود ندارد   
 ـ            م هزاران ژرم پلاس   انکه از می   لیکنزیادی انجام شده است      ه  بررسی شده تاکنون سطح مقاومت بالایی در برابر قارچ عامل بیماری ب

این بیماری بعد از بیماری بلاست برنج مهمترین بیماری از لحاظ اقتصادی در اکثر کشورهای برنج خیز آسـیایی                   . دست نیامده است  
اسـتفاده از   ). 24(  درصـد شـده اسـت      50 تـا    25ا از   که باعث کاهش میـزان محـصول در ایـن کـشوره            طوریه   ب ،شود محسوب می 

طور مـؤثر باعـث   ه صورت ضدعفونی بذر، ضد عفونی خاک و محلول پاشی روی گیاه ب   ه  ها ب  های سیستمیک و آنتی بیوتیک     کش قارچ
ب جهـت   عوامـل بیـوکنترل مناس ـ    ). 7(گردنـد    ها گران و سبب آلودگی محیطی مـی        با این وجود، این روش    . شود کنترل بیماری می  

 انواع عوامل بیـوکنترل،     از میان . زای هوازی و خاکزی بایستی قادر به بقاء در منطقه ریزوسفر و فیلوسفر باشند              کنترل عوامل بیماری  
هـای سـودوموناد     بـرای برخـی جدایـه     ). 26(خوبی قادرند در مناطق ریزوسفر و در فیلوسفر بقاء یابنـد            ه  های فلورسنت ب   دسودومونا

 WCS358 جدایـه    P.putidaها ماننـد     که برای دیگر سودوموناس    ستی بر اساس تولید آنتی بیوتیک است در حالی        فعالیت آنتاگونی 
هـای   تاثیر آنتاگونیستی برخـی جدایـه     ) 1(اصلاحی و همکاران    ). 35(باشد   فعالیت آنتاگونیستی بر اساس رقابت برای عنصر آهن می        

اثـر  ) 2(آزاد دیـسفانی و همکـاران   . مل بیماری مرگ گیاهچه گزاذش کردنـد  را علیه عاPseudomonas fluorescensهای  باکتری
 Verticilliumروی عامل بیماری پژمردگی ورتیسلیومی پنبـه    از.Bacillus sp و P. fluorescensهای  آنتاگونیستی برخی جدایه

dahliae      ای قارچ عامل   بیوتیک قادرند که از رشد ریسهها با تولید ترکیبات گازی و آنتی بررسی کردند و بیان داشتند که این جدایه
زنـی بـذر بـرنج و تعـداد       را روی جوانـه P. fluorescensهـای   جدایـه تاثیر برخـی  ) 4(سجادی و همکاران . بیماری ممانعت نمایند

هـای آنتاگونیـست را      رچکش و قـا    تاثیر چند قارچ  ) 5(پور و همکاران     نژاد کاظم  کنی. های برنج را مثبت ارزیابی نمودند      زنی بوته  پنجه
هـای آنتاگونیـست و      که قارچ  علیه سوختگی غلاف برنج در شرایط آزمایشگاه و گلخانه مورد بررسی قرار دادند و نتایج آنها نشان داد                 

مطالعـات زیـادی در بـاره       .  درصد میزان بیماری را کاهش دهنـد       5/32 و   5/27ترتیب  ه  کش بنومیل در شرایط گلخانه قادرند ب       قارچ
های پودری تهیه شده از عوامل بیوکنترل جهت مبارزه با بیماری سوختگی غلاف در دنیا صورت گرفتـه                   عه کاربرد فورمولاسیون  توس
های مفید دیگری که خطر  ها از جمله استفاده از ارقام مقاوم و روش مجموعه تجربیات فوق لزوم بررسی بیشتر روی سایر روش      . است

تـوان مبـارزه بیولوژیـک را نـام بـرد            جمله می  شند را بیش از پیش آشکار ساخته است که از آن          زیست داشته با   کمتری برای محیط  
 ـ(خطـر بـودن آنهـا بـرای محـیط زیـست               خاکزی علاوه بر بی    یبکارگیری مبارزه بیولوژیک علیه عوامل بیماریزا     ). 37( خـصوص  ه  ب

بـا وجـود   . عنوان عوامل بیوکنترل طبیعی عمل نماینده  و ب قادرند در خاک مزرعه مستقر شده و بقاء یابند        ) های آنتاگونیست  باکتری
تـرین   این، کنترل عوامل بیماریزای خاکزی به ویژه آنهایی که اینوکلوم آنها به صورت هوازی قادرند گیاه را آلـوده نماینـد از مـشکل                       

، فیزیکی، زراعی و غیره بـرای کنتـرل   های شیمیایی گردند و علیرغم استفاده از روش  های گیاهی محسوب می    موارد مبارزه با بیماری   
خـصوص عوامـل باکتریـایی زمینـه       ه  استفاده از عوامل کنترل بیولوژیک ب     . اند آنها در موارد متعدد خسارات قابل توجهی ایجاد نموده        

یـست جداسـازی    های باکتریـایی آنتاگون     در این تحقیق به عملکرد تعدادی از جدایه       . باشد  می R.solaniمناسبی برای مبارزه با قارچ      
  . جهت کنترل عامل بیماری سوختگی غلاف پرداخته شده است R.solaniهای آلوده به شده از منطقه ریزوسفر برنج
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 731  عامل بیماری سوختگی غلاف برنج   Kühn Rhizoctonia solani روی Pseudomonas fluorescensهای   تاثیر جدایه

  ها مواد و روش
  R.solani جداسازی قارچ -1

سـازی قـارچ    بـه منظـور جدا    . آوری گردیده، به آزمایشگاه انتقال داده شدند       گیاهان آلوده برنج آلوده از مزارع مختلف رشت جمع        
های  متر از بافت    سپس قطعاتی به طول یک سانتی     .  دقیقه با جریان ملایم آب شسته شدند       5مزبور ابتدا طوقه و غلاف آلوده به مدت         

هر ( دقیقه در محلول هیپوکلریت سدیم یک درصد ضدعفونی سطحی شده و سپس سه بار    5این قطعات به مدت     . آلوده تهیه گردید  
 PDA سانتیمتر حـاوی محـیط کـشت    9های پتری به قطر  مقطر سترون شستشو داده شدند و بعد در تشتک       در آب   )  دقیقه 10بار  

های قارچی روی محیط کـشت       پرگنه. گراد قرار گرفتند    درجه سانتی  25کشت گردیدند و در دمای      ) زمینی، قند و آگار     عصاره سیب (
  . سازی شدند آب آگار به روش نوک ریسه خالص

  
   و اثبات بیماریزایی آن روی رقم برنج خزر  R.solani تکثیر -2

هـای نـیم لیتـری سـترون          گـرم بـذر جـو در فلاسـک         300 )18(برای این منظور ابتدا با استفاده از روش کریت لوو و همکاران             
 نمودن  برای تیمار شاهد، جهت مخلوط    .  قرار داده شد   R.solani روزه   5ها یک قطعه از کشت       هر یک از فلاسک    سپس در . گردیدند

گـراد نگهـداری       درجـه سـانتی    25 روز در دمای     15های تلقیح شده به مدت       فلاکس. با خاک تنها از بذر جو سترون استفاده گردید        
جهـت  . های جو رشد کرده و تولید اسکلروت و مایه تلقیح نمـود             به خوبی روی دانه    R.solaniشدند پس از این مدت میسلیوم قارچ        

 گرم از اسکلروت و میسلیوم قارچ در فـضای بـین            2/0بدین ترتیب   . استفاده شد ) 31( سینگ و همکاران     زایی از روش   اثبات بیماری 
  . غلاف و برگ قرار داده و سپس چند قطره آب در محل تلقیح ریخته شد

  
   جداسازی باکتریهای آنتاگونیست از خاک-3
  برداری خاک  نمونه- 1-3

آوری و بـه آزمایـشگاه انتقـال      سالم و آلوده از مناطق مختلف استان گیلان جمع نج بر گیاهانهای خاک از منطقه ریزوسفر   نمونه
 گیاه را با یکدیگر مخلوط کرده و از هر نمونه خاک مخلوط شده یک گـرم برداشـته   10آوری شده از      های خاک جمع    داده شد، نمونه  

  .هیه گردیدطور سریال ته های مختلف آن ب لیتر آب مقطر سترون رقت  میلی100شد و در 
  
   جداسازی باکتریهای آنتاگونیست از خاک- 2-3

 درجـه  28 کـشت گردیـد و در دمـای     (NA) ، در محیط کشت آگار مغـذی   3-1یکصد میکرولیتر از هر رقت تهیه شده در بند          
انتخـاب و در  هائی که از نظر شکل و رنگ در محیط آگار مغـذی متفـاوت بودنـد              کلنی.  ساعت نگهداری شد   48گراد به مدت      سانتی

  .سازی گردیدند درون لوله، خالص
  
  های باکتریایی  بررسی ایجاد هاله بازدارندگی توسط جدایه- 4

ها و به فاصله یک سانتیمتر از حاشیه آنها در چهـار طـرف                ای به فواصل مساوی از مرکز تشتک       صورت لکه ه  های باکتری ب   جدایه
متـر از    یک حلقه به قطـر پـنج میلـی        . زنی شدند  ، مایه )12(ک به یک     به نسبت ی   NA+PDAهای پتری حاوی محیط کشت       تشتک
. های پتری شاهد، فقـط از آب مقطـر سـترون اسـتفاده گردیـد                در تشتک .  در مرکز آنها قرار داده شد      R.solani روزه قارچ    5کشت  
های پتری شاهد به دیواره   تشتک روز که حاشیه پرگنه قارچ در12گراد نگهداری شدند و پس از   درجه سانتی25ها در دمای    تشتک

  .گیری گردید های باکتری و حاشیه پرگنه قارچ اندازه تشتک پتری برخورد نموده بود، فواصل بازدارندگی بین جدایه
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  های باکتریایی آنتاگونیست  آزمونهای افتراقی جهت تشخیص جدایه-5
 طبـق آزمونهـای زیـر مـورد         B42 و   B4   ، B6   ، B17   ، B18   ، B22   ، B24   ، B41های انتخاب شده در بررسی ایجـاد هالـه           جدایه

  .مقایسه قرار گرفتند
 ، هیـدرولیز نـشاسته، ژلاتـین،    King Bهوازی، تولید رنگدانه فلورسـنت روی محـیط کـشت     واکنش گرم، آزمون رشد هوازی و بی

اء نیترات، تست فوق حساسیت ، رشـد در نمـک           آرژنین و آرابینوز، آزمون استفاده از سیترات، آزمون کاتالاز، ایندول، لیسیتیناز، احی           
 لیزین، استفاده از قندهای آرابینـوز،       -زمینی، آزمون اکسیداز، سیترات، هیدرولیز کازئین و ال        طعام، آزمون تولید لوان، لهانیدن سیب     

  . انجام شد) 28(اینوسیتول، تری هالوز، مالتوز، گالاکتوز و سوربیتول به روش شاد 
  
  های باکتریایی آنتاگونیست روی قارچ در شرایط آزمایشگاه  تأثیر جدایه بررسی مکانیسم-6
   بررسی تأثیر ترکیبات فرار ضدقارچی- 1-6

  .به دو صورت زیر انجام شد) 13(این آزمایش مطابق روش فیدامن و روزال 
   R.solani های آنتاگونیست با قارچ   کشت همزمان جدایه- 2-6

 پخـش گردیـد و   NA در سطح محیط کشت 1×108های باکتری با غلظت  تر از سوسپانسیون جدایه   میکرولی 200در این روش ابتدا     
 کـشت  PDAهای پتری حاوی محیط کشت   در مرکز تشتکR.solani هایی از حاشیه کشت چهار روزه قارچ  به طور همزمان حلقه

هـای   هـای پتـری حـاوی جدایـه         روی تـشتک  های پتری حاوی قارچ بطـور وارونـه            سپس با رعایت شرایط سترون، تشتک      .گردیدند
 درجـه سـانتیگراد بـه       27مسدود گردید و در دمـای       “ های پتری توسط نوار پارافیلم کاملا       آنتاگونیست قرار داده شدند و لبه تشتک      

 در مقابـل    R.solani حـاوی قـارچ      PDAای از محـیط کـشت        در تشتکهای پتری شاهد فقط حلقه     . مدت یک هفته نگهداری شدند    
  .بدون باکتری آنتاگونیست قرار داده شد NAپتری حاوی تشتک 

  
   R.solani ساعت قبل از 72های آنتاگونیست   کشت جدایه- 3-6

.  ساعت قبل از بیمارگر کشت گردیدنـد       72 این آزمایش نیزمانند آزمایش قبلی انجام گرفت با این تفاوت که باکتریهای آنتاگونیست              
گیری و مـورد تجزیـه و         رشد شعاعی ریسه قارچ اندازه    .  تکرار انجام شد   3 تیمار با    8صادفی در   ت“ این آزمون درچهارچوب طرح کاملا    

  .محاسبه گردید) 32(  با استفاده از فرمول سیوان و همکاران R.solani  تحلیل آماری قرار گرفت ودرصد بازدارندگی از رشد ریسه
  درصد بازدارندگی از رشد) = ر رشد پرگنه شاهد قط-قطر رشد پرگنه تیمار ( / قطر رشد پرگنه شاهد  *  100

 
  های باکتریایی آنتاگونیست ای جدایه  بررسی تأثیر ترشحات مایع برون یاخته- 4-6

های  آنتاگونیست در درون فلاسک  برای این منظور یک توده از هر جدایه.انجام شد) 31(این آزمایش براساس روش سینگ و دوورال 
کـشت  ) دکستروز در یـک لیتـر آب مقطـر    گرم 20زمینی،   گرم سیب250عصاره( محیط کشت مایع سترون  لیتر از    میلی 70محتوی   

. گراد به مدت یک هفته قرار گرفتند  درجه سانتی27 دور در دقیقه در دمای 70ها روی دستگاه تکان دهنده با   این فلاسک. داده شد
 میکرومتر عبور داده  22/0 میکروبیولوژیک     یک جداگانه توسط صافی     سانتریفوژ گردید و هر    g × 8000 دقیقه در    20سپس به مدت    

 سترون اضافه شد و در شرایط سـترون بـه           PDA درصد به محیط کشت      25 و   15،  5های    عصاره سترون بدست آمده به نسبت     . شد
 میکرونی عبـور داده  22/0ی برای تیمار شاهد از محیط کشت مایع فاقد باکتری که از صاف. های پتری سترون انتقال داده شد    تشتک

  .گردید شده بود استفاده
پتـری      را برداشته، در مرکـز تـشتک        R.solani روزه قارچ    5متر از حاشیه کشت        میلی 5پس از انعقاد محیط کشت، دیسکی به قطر         

پتـری شـاهد را       گیری قطر ریسه یک هفته بعد از کشت که کلنی قارچ تمام سطح تشتک              اندازه. حاوی محیط غذائی، کشت داده شد     

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID
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عامـل اول جدایـه     . تصادفی به اجرا درآمد   “ این آزمایش در چهارچوب فاکتوریل دو فاکتوره با طرح کاملا         . پر کرده بود صورت گرفت    
قطر رشد ریسه در هر     .  تکرار در نظر گرفته شد     3برای هریک از غلظتها     .  سطح بود  3 سطح و عامل دوم غلظت در        8آنتاگونیست در   
  . محاسبه گردید6 - 3ای از رابطه ذکر شده در بند  درصد بازداری از رشد ریسه. زیه و تحلیل آماری قرار گرفتغلظت مورد تج

 
  بیوتیک  بررسی تولید آنتی- 5-6

های آنتاگونیست با غلظـت       میکرولیتر از سوسپانسیون جدایه    100 بدین ترتیب که     .انجام شد ) 15(این آزمون مطابق روش کراس و لوپر        
اضـافه گردیـده، توسـط میلـه            NA+PDAلیتر و همچنین آب مقطر سـترون بعنـوان شـاهد بـه محـیط کـشت                    سلول در میلی   1×108

پـس از ایـن     . گراد نگهداری گردیدنـد      درجه سانتی  27 ساعت در دمای     72سپس به مدت    . ای در سطح محیط کشت پخش شدند       شیشه
 دقیقـه در  25های پتری بطور وارونـه بـه مـدت     آوری و تشتک   یط کشت جمع  ها از سطح مح    مدت با استفاده از لام سترون، کلنی جدایه       

  برداشـته و بـا رعایـت    R.solaniمتر از حاشیه کشت پنج روزه قارچ  میلی5سپس یک دیسک به قطر    . معرض بخار کلروفرم قرار گرفتند    
گیـری   انـدازه . گراد نگهداری شدند    سانتی درجه   27های پتری در دمای       تشتک. شرایط سترون، در مرکز هر تشتک پتری کشت داده شد         

 تکـرار انجـام شـد و نتـایج بـه      3 تیمـار بـا   8تصادفی شامل “ این بررسی در قالب طرح کاملا    .  روز انجام گردید   7قطر رشد ریسه پس از      
  .سبه گردید محا6 -3 مطابق بند  درصد بازداری از رشد ریسه. دست آمده از آزمایش مورد تجزیه و تحلیل آماری قرار گرفتند

  
   بررسی تولید سیدروفور- 6-6

 حـاوی  King Bهای آنتاگونیـست روی محـیط کـشت     انجام شد برای این منظور جدایه) 35(این آزمون مطابق روش ویلر و کوک 
 درجـه سـانتیگراد نگهـداری       27 سـاعت در دمـای       48 میکرومول کلریدآهن کشت داده شدند و بـه مـدت            100 و   50،  5غلظتهای  
 مـایع بـر سـطح تـشتک پتـری حـاوی       PDA روی محـیط  Geotrichum candidum سپس سوسپانسیون اسپور قـارچ  .گردیدند
  .دهنده تولید سیدروفور بوده است عدم رشد قارچ در اطراف باکتری، نشان. های آنتاگونیست افشانه شد جدایه

  
   بررسی تولید پروتئاز-7

انیسم های کنترل بیولوژیکی مطرح می باشد، این فاکتور بر اساس روش مـارهوفر             با توجه به نقش تولید پروتئاز به عنوان یکی از مک          
ــدا محــیط کــشت . بررســی شــد) 22(و همکــاران  ــودر شــیر Skim Milk Agarابت ــار خــونی آ گــرم، 15  شــامل پ    گــرم 4گ

(Blood Agar base) ای پتری حاوی تشتک ه.  گرم تهیه و اتوکلاو شد5/13گار باکتریولوژیک آ گرم و 5، عصاره مخمرSMA در 
  .تشکیل هاله بیرنگ در اطراف کلنی نشانه فعالیت پروتئاز می باشد.  ساعت نگه داری شدند24 درجه سانتی گراد به مدت 27
  
  R.solaniهای قارچ  زنی اسکلروت های باکتریایی انتخابی روی جوانه  بررسی تأثیر جدایه-8
   King B در محیط R. solaniزنی اسکلروتهای  های باکتریائی روی جوانه  تاثیر جدایه- 1-8

هـای   اسـکلروت . آوری گردیدنـد   جمـع 2های قارچ عامل بیماری تهیه شده، روی بذور جو مطابق بند          برای این منظور ابتدا اسکلروت    
هـای   جدایهسپس هر یک از .  ثانیه ضدعفونی سطحی شدند30 درصد به مدت    5/2اندازه توسط محلول هیپوکلریت سدیم       تقریباً هم 

 گـرم،  20پروتئـوز پپتـون   ( مـایع  King B لیتر محـیط کـشت    میلی50های محتوی  باکتری آنتاگونیست بطور جداگانه در فلاسک
MgSO4 5/4   ،گرم KH2PO4 5/4    هـای    فلاسـک . مایـه زنـی گردیدنـد     ) لیتر آب مقطر     میلی 1000لیتر در      میلی 12 گرم، گلیسرول

پـس  . گراد نگهداری شدند  درجه سانتی28 دور در دقیقه در دمای 100تگاه تکان دهنده با  ساعت روی دس 24تلقیح شده، به مدت     
ها  فلاسک. های قارچ عامل بیماری قرار داده شدند       عدد اسکلروت  4ها    در هر یک از فلاسک      ) 34(از این مدت مطابق روش تان و میو         

های تیمـار   اسکلروت. گراد قرار گرفتند     درجه سانتی  28ر دمای    دور در دقیقه د    100 ساعت روی دستگاه تکان دهنده با        24به مدت   
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 مایع فاقد باکتری به فواصـل مـساوی از   King Bلیتر محیط   میلی50های شاهد در  های باکتریائی به همراه اسکلروت شده با جدایه
 روز 3راد بـه مـدت   گ ـ  درجـه سـانتی  28 کشت گردید و در دمـای  PDAهای پتری محتوی محیط کشت   طرف تشک  4یکدیگر در   

  .گیری گردید ها اندازه زنی اسکلروت پس از این مدت درصد جوانه. نگهداری شدند
 
   در خاک تحت شرایط آزمایشگاهR. solaniهای  زنی اسکلروت های باکتری آنتاگونیست روی جوانه  بررسی تأثیر جدایه- 2-8

گرم خاک زراعی به در شـرایط اتـوکلاو بـه              کیلو 5/4 این منظور    برای. انجام شد ) 20(این آزمایش بر اساس روش کنودسن و اسچن         
 عـدد اسـکلروت     15 ریخته شـد و      9 ×9دار     گرم از خاک سترون شده، در ظرف پلاستیکی درب         90. مدت یک ساعت سترون گردید    

 سـلول در    1×108لیتر از سوسپانـسیون هـر جدایـه بـاکتری بـا غلظـت                  میلی 25پس از آن    .   روی آن پخش گردید     R.solaniقارچ  
 هفته در 3پس از بستن درب ظرفها آنها را به مدت .  گرم خاک پوشانده شد30لیتر به هر ظرف اضافه گردیده وسطح آن نیز با  میلی

عفـونی سـطحی بـا     هـا بعـد از ضـد    اسـکلروت . های قارچ خارج گردیدند شرایط آزمایشگاه نگهداری کرده، پس از این مدت اسکلروت 
های کشت داده  تشتک.  کشت داده شدندPDAهای پتری محتوی   ثانیه، درتشتک30 درصد به مدت 5/2سدیم محلول هیپوکلریت 

ایـن  . زده ثبت گردیـد  پس از این مدت تعداد اسکلروتهای جوانه      . گراد نگهداری شدند     درجه سانتی  28 روز در دمای     5شده، به مدت    
) زده تعـداد اسـکلروتهای جوانـه   (های بدست آمده از آزمایش      داده. ر انجام شد   تکرا 3تیمار در     آزمایش در قالب طرح کاملاً تصادفی با      

  .آماری قرار گرفتند مورد تجزیه و تحلیل
  
    تحت شرایط آزمایشگاهR.solani اسکلروتهای قارچ) (Lysisهای باکتری انتخابی در لیز کردن   بررسی تاثیر جدایه- 3-8

هـای     میکرولیتـر از سوسپانـسیون جدایـه       200برای این منظور ابتدا     . انجام شد ) 19(این آزمایش بر اساس روش کنودسن و اسچن         
های پتری به مـدت       تشتک. های پتری محتوی محیط آگار مغذی پخش گردید         ای در سطح تشتک     آنتاگونیست به کمک میله شیشه    

  تهیه شده در روی بذور جو R.solani پس از این مدت اسکلروتهای قارچ. گراد نگهداری شدند  درجه سانتی27 ساعت در دمای 72
 دقیقـه ضـدعفونی     1 درصد طـی     5های تقریباً هم اندازه با محلول هیپوکلریدسدیم          آوری گردیدند اسکلروت     جمع 2مطابق روش بند  

آب های پتری شاهد نیز به جای سوسپانسیون باکتری از   در تشتک .  عدد از آنها در هرتشتک پتری قرار داده شدند         15سطحی شده،   
گـراد تحـت شـرایط         درجـه سـانتی    27 هفتـه در دمـای       6کشت داده شده به مدت        تشتک های پتری  . مقطر سترون استفاده گردید   
هـای بدسـت آمـده از          تکرار انجام شد و داده     3 تیمار در    8این آزمایش در قالب طرح کاملاً تصادفی با         . آزمایشگاه نگهداری گردیدند  

  .مورد تجزیه و تحلیل آماری قرار گرفتند) دهتعداد اسکلروتهای لیز ش(آزمایش 
  
   بررسی کلنیزاسیون ریشه-9

 ،  B4   ، B6هـای آنتاگونیـست       برای این منظـور، سوسپانـسیونی از جدایـه         .انجام شد ) 30(این آزمایش مطابق روش شر و همکاران        
B17 ،B18 ،B22 ،B24 ،B41 و B425/2 ×106 ، 5/7 × 106 ، 5/3 × 6  ،5/5 × 106 ، 5/4×106، 6/5×106 غلظــت ا بــه ترتیــب بــ ،
سپس بذور سترون شده برنج رقم خزر به        .لیتر صمغ عربی یک درصد تهیه گردید        سلول باکتری در هر میلی     6/6 × 106 و   8/7 ×106

 .دپس از آن به وسیله کاغذ صافی سترون، رطوبت اضافی آنها گرفته ش.  دقیقه در سوسپانسیون هر جدایه قرار داده شدند30مدت 
بعـد از   .  سانتیمتر از خاک مزرعه پوشانده شد      3های آزمایش با ماسه ساحلی پر شده و روی آن با               سانتیمتری لوله  5سپس تا ارتفاع    

مقطر به هر لوله و بستن درب آنها با پنبه و ورقه آلومینیومی، طـی مـدت یـک سـاعت در اتـوکلاو سـترون                            لیتر آب      میلی 5ریختن  
 درجـه   27 هفتـه در دمـای       5هـا بـه مـدت         یک بذر آغشته به جدایه باکتریائی کشت گردید و سـپس لولـه            درون هر لوله    . گردیدند
 هفتـه   6پـس از    . آزمـایش کـشت گردیـد        لوله 3 بذر در درون     2برای هر جدایه    .  ساعت نگهداری شدند   16گراد با دوره نوری       سانتی

لیتـر آب مقطـر سـترون      میلی2عات ریشه آنها در شرایط سترون با      ها بیرون کشیده شده، قط     های برنج با دقت از داخل لوله       گیاهچه
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جمعیت باکتریهای موجود در سوسپانسیون حاصل بـا تهیـه سـری رقـت روی آگـار مغـذی و       . مخلوط گردیدند و به خوبی له شدند    
  .ه بدست آمدمحاسبه گردید و در نهایت جمعیت باکتریهای قرار گرفته روی ریشه برای هر جدای) 21(ها  شمارش پرگنه

  
  نتایج

   R.solani تعیین بیماریزایی جدایه قارچ -1
 در آزمون کخ نیزخصوصیات میکروسکوپی قارچ جـدا         . هفته علائم سوختگی غلاف را بطور کامل نشان دادند         8های برنج پس از      بوته

  .های آلوده، با قارچ تلقیح شده کاملاً یکسان بود شده از بوته
  
  جداسازی باکتریها -2

 جدایـه   8هـای بـاکتری،      نتایج نشان داد کـه از مجموعـه جدایـه         .  جدایه باکتریایی جداسازی گردید    288این بررسی در مجموع     در  
  .های آنتاگونیست انتخاب شدند بیشترین قدرت را در ایجاد هاله بازدارندگی داشتند که به عنوان جدایه

  
   خصوصیات افتراقی باکتریهای آنتاگونیست-3

 رنگ آمیزی گرم مشخص گردید که کلیه جدایه های آنتاگونیست انتخابی گرم منفی بودند که خصوصیات افتراقـی                   بر اساس آزمون  
  .منعکس شده است) 1(آنها در جدول 

  
  خصوصیات افتراقی باکتریهای آنتاگونیست جداسازی شده از ریزوسفر گیاه  برنج- 1جدول 

     جدایه    آزمایش
 B4 B6 B17 B18 B22 B24 B41 B42 

 - - - - - - - - آمیزی گرم رنگ

 - - - - - - - - هوازی  رشد بی

 + + + + + + + + تولیدرنگدانه فلورسنت

 - - - - - - - - فوق حساسیت
 - - - - - - - - زمینی لهانیدن سیب

 + + + + + + + +  آرژنین دی هیدرولیز

 + + + + + + + + تولید لوان 
 - - - - - - - + احیاء نیترات

 - - - - - - - - کاتالاز

 + + + + + + + + 80ن ئیاستفاده از تو
 + + + + + + + + اکسیداز

 - - - - - - - - هیدرولیز نشاسته

 + + + + + + + + هیدرولیز ژلاتین

 - - - - - - - - ایندول

 - - - - - - - -  درجه سانتیگراد41رشد در 

 + - + + + - + + H2Sتولید 

 - - + + + + + + لیسیتیناز
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 - - - - + - + + هیدرولیز کازئین

 + + + + + + + +  لیزین-استفاده از ال

 + + + + + + + + سیترات
 + + + + + + + + %) 5(تحمل نمک طعام 

 + + + + + + + + استفاده از آرابینوز
 + + + + + + + + اینوسیتول 

 + + + + + + + + تری هالوز

 + + + + + + + + ز مالتو

 + + + + + + + + گالاکتوز

 + + + + + + + + سوربیتول

 + + + + + + + + زوساکار

 + + + + + + + + مانیتول 

 + + + + + + + + رافینوز 

 + + + + + + + + زایلوز

  
  . شناسایی شدندPseudomonas fluorescens biovar 3ها  کلیه جدایه) 29(های فوق و کلید موجود در کتاب شاد  براساس آزمون

  
  های باکتریائی آنتاگونیست های بازدارندگی جدایه مکانیسم-4
در کشت  R.solaniای  های آنتاگونیست در بازدارندگی از رشد ریسه   نتایج حاصل از تĤثیر ترکیبات فرار ضدقارچی جدایه- 4- 1

 جدایه آنتاگونیست 8ها کلیه  براساس مقایسه میانگین. داری داشتند تفاوت معنی% 1کلیه تیمارها در سطح   ساعته72همزمان و 
 درصد دارای بیشترین 11/61 و33/63 بترتیب با B24 و B41جدایه های . بودند% 1داری در سطح  نسبت به شاهد دارای تفاوت معنی

در . داشتند  R.solaniای  شد ریسه درصد دارای کمترین تأثیر بازداری از ر15/51 و 85/51ترتیب ه ب B4 و B22های  و جدایه
 درصد دارای 66/55 با B41های   بودند، جدایه  ساعت قبل از قارچ کشت داده شده72های باکتریائی آنتاگونیست  شرایطی که جدایه
  ).2 و 1شکل ( بودند R.solaniای   درصد دارای کمترین تأثیر در جلوگیری از رشد ریسه33/46 با B22 بیشترین و جدایه

  

  
  های سودوموناس در جلوگیری از   تاثیر ترکیبات فرار جدایه-1شکل 

   در کشت همزمانRhizoctonia solaniای قارچ  رشد ریسه

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

 737  عامل بیماری سوختگی غلاف برنج   Kühn Rhizoctonia solani روی Pseudomonas fluorescensهای   تاثیر جدایه

  
  های سودوموناس در   تاثیر ترکیبات فرار جدایه-2 شکل 

  ها  ساعته باکتری72 در کشت Rhizoctonia solaniجلوگیری از رشد 
  
 R.solaniای  ای در جلوگیری از رشد ریسه ته تأثیر ترشحات مایع برون یاخ-5

 در سـطح یـک   R. solaniاختلاف بین جدایه های آنتاگونیست و غلظت هر عصاره و اثر متقابل این دو در بازداری از رشد ریسه ای 
  B42  و B18 ،B24  ،B41بر اساس مقایسه میانگین اثر متقابل ترشحات مایع بـرون سـلولی ، جدایـه هـای     . در صد معنی دار بود

، 7/85بترتیب  ) حجم به حجم     (%25داشته و درصد بازدارندگی در غلظت        R.solaniبیشترین تاثیر را در بازداری از رشد ریسه ای          
از بــین ایــن دو غلظــت .  بــود58/78 و 68/79، 5/73، 1/70بترتیــب ) حجــم بــه حجــم (%15 و در غلظــت 5/87 و 6/89، 16/88

 قرار گرفتـه و در      B42تری نسبت به جدایه      در گروه پایین   R.solaniای   رصد بازداری از رشد ریسه     از لحاظ د   B17 و B6های   جدایه
  ).3شکل ( درصد بازداری نسبت به شاهد داشتند 7/72، %25غلظت 

  

  
  های مختلف  ای جدایه تاثیر ترشحات برون یاخته  -3شکل 

 Rhizoctonia solaniای  آنتاگونیست در بازداری از رشد ریسه
  
 بیوتیک  نتایج حاصل از تولید آنتی-6

با شاهد % 1داری در سطح  این جدایه ها تفاوت معنی. تمام جدایه های آنتاگونیست جداسازی شده قادر به تولید آنتی بیوتیک بودند
بترتیـب   درصـد  74/60بـا  B24  و جدایـه  74/70 و 84./7  بترتیـب  B42 و B17هـای   ها جدایه بر اساس مقایسه میانگین. داشتند

  ).4شکل (بیشترین و کمترین تاثیر را در بازداری از رشد داشتند 
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  پور کاظم نژاد مصطفی نیک  738

 
  Rhizoctonia solaniای قارچ  های سودوموناس در جلوگیری از رشد ریسه بیوتیک جدایه  تاثیر آنتی-4شکل 

  

   تولید سیدروفور-7
کلرید آهن قادر   میکرومول100 و 50، 5 محتوی King B در محیط B42 و B4 ،B6 ،B17 ،B18 ،B22 ،B24 ،B41 جدایه 8هر 

هـای   رسد که جدایـه  چنین بنظر می. ممانعت بعمل آوردند G. candidumبه تولید سیدروفور بودند و در نتیجه از رشد میسلیومی 
  . آنتاگونیست جداسازی شده از مزارع برنج قادر به تولید سیدروفور می باشند

  

   تولید پروتئاز-8
 تولید هاله بیرنگ کردند که از نظـر  Skim milk agarتولید پروتئاز کرده و روی محیط  ونیست مورد بررسیکلیه جدایه های آنتاگ

  .قط هاله با یکدیگر اختلاف معنی داری نداشتند
  

   کلنیزاسیون ریشه-9
شت بذور نـشان داد     های برنج شش هفته بعد از ک       های باکتریائی در روی ریشه گیاهچه      نتایج حاصل از میزان افزایش جمعیت جدایه      

  لگـاریتم تعدادسـلول      B42جدایه  . ها تقریبا یکسان بود    که تراکم جمعیت سلولهای باکتری در روی بذور تقریباً در مورد اکثر جدایه            
 42/8 هفته لگاریتم تعدادسلول در هر گـرم ریـشه بـرنج بـه          6و پس از    .بوده) 5/3× 104 (55/5فاصله پس از تلقیح     متصل به بذر بلا   

  . افزایش پیدا نمود که بیشترین تاثیر را در کلنیزه کردن ریشه گیاهچه های برنج داشت) 6/2×  108(
  

  های باکتریایی آنتاگونیست در آزمایشگاه ـ میزان کلنیزاسیون ریشه برنج توسط جدایه2جدول 
  های جدایه

 باکتریائی
لگاریتم تعداد سلول 

 به بذرباکتری متصل 
  لگاریتم تعداد سلول باکتری

 در هر گرم ریشه
لگاریتم افزایش تعداد 
 سلول در هر گرم ریشه

B4 55/5 42/8 87/2 bc 
B6 52/5 15/8 63/2 c 

B17 45/5 35/8 77/2 bc 

B18 51/5 28/8 77/2 c 

B22 58/5 41/8 94/2 bc 

B24 47/5 25/8 78/2 c 

B41 57/5 55/8 98/2 b 

B42 48/5 15/9 67/3 a 
 .ر هستند تکرا3ها میانگین  داده
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 739  عامل بیماری سوختگی غلاف برنج   Kühn Rhizoctonia solani روی Pseudomonas fluorescensهای   تاثیر جدایه

 R.solaniزنی اسکلروتهای   نتایج حاصل از تاثیر باکتریهای آنتاگونیست در جلوگیری از جوانه-10
    محتوی باکتریهای آنتاگونیستKing B پس از قرار دادن در محیط کشت R.solaniزنی اسکلروتهای قارچ   ممانعت از جوانه- 1-10

در این بررسی در بین سودوموناسهای آنتاگونیست جدایه        . فاوت معنی داری بودند   دارای ت % 1کلیۀ تیمارها نسبت به شاهد در سطح        
B415شکل (های قارچ عامل بیماری داشت  زنی اسکلروت  بیشترین تاثیر را در جلوگیری از جوانه.(  

  

  
  آزمایشگاهدر شرایط  Rhizoctonia solani  تاثیر جدایه سودوموناس در جلوگیری از جوانه زنی اسکلروتهای- 5شکل 

  
  زنی اسکلروتهای قارچ عامل بیماری در خاک های باکتریائی روی جوانه  نتایج تاثیر جدایه-2-10

 درصـد کمتـرین تـاثیر و        35  با    B6 جدایه. داری بودند   دارای تفاوت معنی  % 1های آنتاگونیست نسبت به شاهد در سطح          کلیه جدایه 
  ).6شکل ( داشتند R.solaniزنی اسکلروتهای  در ممانعت از جوانه درصد دارای بیشترین تاثیر را 68 با B41جدایه 

  

  
  در خاک   Rhizoctonia solani تاثیر جدایه سودوموناس در جلوگیری از جوانه زنی اسکلروتهای - 6شکل 

  
  شگاه در آزمایR.solaniاسکلروتهای قارچ ) Lysis(های باکتریائی انتخابی در لیز نمودن   نتایج تاثیر جدایه-3-10

 درصـد دارای    67/66 بـا    B41جدایـه   . داری بودنـد    دارای تفـاوت معنـی    % 1های آنتاگونیست نسبت به شاهد در سـطح           کلیه جدایه 
  ).7شکل ( داشتند R.solani درصد دارای کمترین تاثیر در لیز کردن اسکلروتهای 67/35 با B6بیشترین تاثیر و جدایه 
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  پور کاظم نژاد مصطفی نیک  740

  
  Rhizoctonia solaniهای  وناس در لیز شدن اسکلروتهای سودوم  میزان تاثیر جدایه- 7شکل 

  
  بحث

 جدایـه از  8 جدایه باکتریائی از منطقه ریزوسفر برنج آلوده جداسازی گردیدند که توانائی آنتاگونیستی             288“ در این تحقیق مجموعا   
هر چند که کلیه جدایه های . ات رسید به اثب(Dual culture)این باکتریها علیه قارچ عامل بیماری با استفاده از روش کشت متقابل 

 از منطقه ریزوسفر برنج جداسـازی شـده بودنـد ولـی مـشخص گردیـد کـه        biovar 3 Pseudomonas fluorescensآنتاگونیست 
ین، نیتـرات، هیـدرولیز کـازئ       های آنتاگونیست در آزمونهای افتراقی از نظر احیاء         جدایه. توانایی آنتاگونیستی متفاوتی با یکدیگر دارند     

، B4 جدایـه    8های افتراقی، همـه      با توجه به نتایج حاصل از آزمون      . ، آزمون لیسیتیناز تفاوتهائی را با یکدیگر نشان دادند        H2Sتولید  
B6 ،B17 ،B18 ،B22 ،B24 ،B41 و B42در جنس P. fluorescens هـای   تاثیر ترکیبات فرار ضـد قـارچی جدایـه   .  قرار گرفتند

ها ترکیبات فراری را تولیـد   مورد مطالعه قرار گرفت و معلوم شد که کلیه این جدایه     R.solaniای قارچ     آنتاگونیست روی رشد ریسه   
 .Pهـای   از جمله ترکیبات فراری کـه توسـط جدایـه   . دارد  R.solaniای قارچ  نمایند که تاثیر مطلوبی در بازداری از رشد ریسه می

fluorescens   تولیـد  ) 9(های انجام شده توسط کاستریک و کاستریک          دروژن باشد که در بررسی    تواند سیانید هی    شود می    تولید می
هـای سـودوموناس      ای جدایه   در بررسی تاثیر ترشحات مایع برون یاخته      . های سودوموناس فلورسنس به اثبات رسید       آن توسط جدایه  

کننـد کـه در    ها ترشـحاتی را تولیـد مـی    جدایهدر آزمایشگاه، مشخص گردید که تمامی  R.solaniای قارچ   در بازداری از رشد ریسه    
ای   تحقیقات مفصلی در مورد نوع ترکیبـات موجـود در ترشـحات مـایع بـرون یاختـه                 . مؤثرند  R.solaniای      جلوگیری از رشد ریسه   

عی از آنها بیوتیکهاست که انوا  صورت گرفته است و مشخص گردیده که یکی از ترکیبات مهم آنها آنتی P. fluorescensهای  جدایه
 2 فنازین،   - هیدروکسی -2 کربوکسیلیک اسید،    -1 - فنازین - هیدروکسی 2 کربوکسیلیک اسید،    -1-بیوتیکهای فنازین   از قبیل آنتی  

و دلافوئنـت و  ) 28(  دی استیل فلوروگلوسینول، پیولوتئورین و پیرولینیتـرین توسـط محققینـی چـون سـاوچوک و همکـاران      -4و 
هـای گـرم    ای قارچها، باکتری  گزارش گردیدند و اثرات آنها در بازداری از رشد ریسه P. fluorescensای ه از جدایه) 10( همکاران 

ای  در جلـوگیری از رشـد ریـسه    P. fluorescensهـای   بیوتیک جدایه در آزمایش تاثیر آنتی. مثبت و مخمرها به اثبات رسیده است
ها، باعث بازداری از رشد قارچ  بیوتیک تولید شده توسط این جدایه ی مشخص گردید که آنتPDAروی محیط کشت  R.solani قارچ

های قوی آهن فریک با وزن مولکولی کم بوده که تحت شرایط کمبـود                کننده  سیدروفورها کلاته . گردد  مذکور در مقایسه با شاهد می     
هـای انجـام شـده        در بررسـی  .  )17(ده است   ل گزارش گردی  رهای مهم بیوکنت    شود و تولید آن بعنوان یکی از مکانیسم           آهن تولید می  

 و 50، 5 محتـوی  King B جدایه توانستند در محـیط کـشت   8 ، هر  P. fluorescensهای  پیرامون تولید سیدروفور توسط جدایه
بیشتر جدایه های سودوموناس مـی تواننـد از رشـد    . جلوگیری نمایند Geotrichum candidum میکرومول کلریدآهن از رشد 10
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 741  عامل بیماری سوختگی غلاف برنج   Kühn Rhizoctonia solani روی Pseudomonas fluorescensهای   تاثیر جدایه

ر میکروارگانیسم ها در محیط با آهن کم جلوگیری نمایند و سیدروفورهای خالص شده آنهـا نیـز اثـرات آنتاگونیـستی مـشابهی       دیگ
 تولیـد دو نـوع سـیدروفور بـه     P. fluorescens WCS374گزارش نمودند که جدایـه  ) 23( بلانکو و همکاران -میرکادو). 6(دارند 

کلونیزه کردن ریشه توسط آنتاگونیستهای باکتریائی، یک شرط مهم در توانائی آنها برای             . یندنما  نامهای پزدوباکتین و پزدومونین می    
کردن ریشه بقدری مهم است که برخی از محققین آنرا مبنای انتخاب آنتاگونیست برتـر              توانائی کلنیزه . کنترل بیماریهای ریشه است   

های انتخابی قادر به افـزایش جمعیـت خـود در شـرایط                تمام جدایه  در این تحقیق مشخص گردید که     ). 18 و   15(گیرند      در نظر می  
کلـونیزه کـردن ریـشه و تغییـرات     .  بـارزتر بـود  B22  وB42 ، B41 آزمایشگاه روی ریشه برنج بودند که این توانائی در سه جدایـه 

) 8 (، بالیق و همکاران)11(ران ونگ و همکا-آ-جمعیت آنتاگونیستهای بکار گرفته شده تاکنون توسط محققین زیادی از جمله چاین
  . بررسی شده است

ها   زنی اسکلروت   زنی اسکلروت، ضریب همبستگی بین میزان ممانعت از جوانه          های باکتری در ممانعت از جوانه       در بررسی تاثیر جدایه   
و  ) r/. = 79( خاک مثبت های قرار داده شده در  زنی اسکلروت  با ممانعت از جوانهKing Bهای آنتاگونیست در محیط توسط جدایه

هـای    باشد لذا می توان برای تعیین نقش باکتری         دار بین این دو آزمایش می       دهندۀ ارتباط معنی    معنی دار بود که نشان    % 1در سطح   
ن ضریب همبستگی بین تولید ترشحات مـایع بـرو        . ها یکی از این دو روش را بکار برد          زنی اسکلروت   آنتاگونیست در بازداری از جوانه    
میزان ممانعـت  . دار بود معنی% 5 و در سطح = r) 63/0 ( مثبتKing B ها در محیط زنی اسکلروت سلولی و میزان ممانعت از جوانه

های آنتاگونیست مایه زنی شده بودند بـا تولیـد ترشـحات      های قرار گرفته در خاک که با سوسپانسیون باکتری          زنی اسکلروت   از جوانه 
ایـن نتـایج    . بودنـد % 1در سـطح     ) r =72/0(دار و مثبت      ها نیز دارای ضریب همبستگی معنی       ط این جدایه  ای توس   مایع برون یاخته  

باشـد کـه در ممانعـت از          هـای انتخـابی مـی       ای جدایه   های ثانویۀ موجود در ترشحات مایع برون یاخته         بیانگر احتمالا نقش متابولیت   
 بـا تولیـد   King Bهـا در محـیط    زنـی اسـکلروت   ن میزان ممانعت از جوانهضریب همبستگی بی. ها مؤثر هستند زنی اسکلروت جوانه
زنـی   از سوی دیگر میزان ممانعت از جوانه. دار بود معنی% 1و در سطح ) r =81/0(های آنتاگونیست مثبت  بیوتیک توسط جدایه آنتی

 و در = r)86/0(رای ضـریب همبـستگی مثبـت    های انتخابی دا بیوتیک توسط جدایه های قرار گرفته در خاک با تولید آنتی اسکلروت
هـای آنتاگونیـست در ممانعـت از          های تولید شده توسط جدایه      بیوتیک  دار بود که این بیانگر احتمالا نقش مؤثر آنتی          معنی% 1سطح  
های آنتاگونیست  ها با تولید ترشحات مایع برون سلولی جدایه میزان لیز شدن اسکلروت .باشد می  R.solaniهای  زنی اسکلروت جوانه

این ارتباط نشان دهندۀ وجود ترکیبـات آنزیمـی لیـز           . بود% 1در سطح   ) r=82/0(دار ومثبت     انتخابی دارای ضریب همبستگی معنی    
نتایج بدست آمده از این دو آزمایش با نتایج بدسـت آمـده             . باشد  ها در ترشحات مایع برون سلولی می        کنندۀ دیوارۀ سلولی اسکلروت   

توان چنین استنباط نمود که       از نتایج بدست آمده می    . مطابقت داشت ) 14(و گابریئل و همکاران     ) 27( رتی و همکاران  توسط رامامو 
کنند، لذا با توجه به   در اپیدمی بیماری سوختگی غلاف نقش مهمی ایفاء می         R.solaniهای زمستانگذران     با توجه به اینکه اسکلروت    

توان از این  اند می ها و در لیز نمودن آنها ایفاء نموده زنی اسکلروت گونیست در ممانعت از جوانه های سودوموناس آنتا   نقش موثر جدایه  
  .ها در کنترل بیماری استفاده نمود جدایه
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Abstract 
In this research, antifungal effects of some antagonistics bacteria were investigated against Rhizoctonia 
solani Kuhn, the causal agent of rice sheath blight, collected from infected rice field in Rasht, Lahijan, 
Foman, Talesh and Astara of Guilan province. Of 288 bacterial isolates, cultured from hizosphere of 
infected rice Plants, eight G-Ve strains were considered as antagonists demonstrated by dual culture 
method. According to results of biochemical and morphological test, all eight isolates encoded B4, B6, 
B17, B18, B22, B24, B41 and B42 were identified as Pseudomonas fluorescens biovar 3. In determining 
the effects of volatile metabolites produced by antagonistic bacteria, all strains, inhibited mycelial growth 
of R. solani under in vitro condition. Culture filtrates and antibiotics produced by these strains could 
inhibit the normal growth of the pathogen. All P. fluorescens strains produced siderophore on King’s B 
containing 5, 50 and 100 µmol FeCl3 which in turn inhibited growth of the Geotrichum candidum on the 
other hand, all P. fluorescens strains reduced the rate of fungal germination and caused lysis of R.solani 
sclerotia. The bacteria colonization experiment showed that the population density of strains B42, B41 and 
B22 were increased on rice root system to 3.67, 2.98 and 2.94 CFU logarithm, respectively. 
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