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 چكیده

قارچ   از  ناشی  جنگلی  شمشاد  روی  سوختگی  بيماری  جنگل  Calonectria pseudonaviculataشيوع  منجدر  هيرکانی  به های    ر 

یافتن روشب  تلاش است  ثرؤم  هایرای  بيماری شده  این  کنترل  منظور  این روش   .به  میاز جمله  بيماری  ها  زیستی  کنترل  به  توان 

ای و در قالب طرح  آزمایشگاهی و گلخانه   سطح، پژوهش حاضر در دو  های مفيد اشاره کرد. در همين راستاتوسط ميکروارگانيسم 

   Bacillusاز  جدایه   15  آنتاگونيستی  فعاليت در ابتدا، به کمک آزمون کشت متقابل   . ام شدجانر  ر تکرا با چهاآماری کاملاً تصادفی  

بررسی   بيمارگر  قارچ  برترجدایه و    شدعليه  باکتریایی  و  FRBP2  ،FRBS9  ،FRBS10)  های   ،(FRBS15   آزمون کمک  های  به 

زیستی و   به ترتيب به عنوان شاهد کنترل شيميایی وSerenade ® تبوکونازول وشناسایی شدند. بيوشيميایی استاندارد در سطح گونه 

مربوطه   دستورالعمل  با  جدایه   اثر  ،گلخانه  شرایطدر  شدند.  استفاده  مطابق  برتر  سوسپانسيون  باکتریایی  بر   ،(CFU/ml) 810های 

از رشد پرگنه قارچ    یبازدارندگ  های باکتریایی، بيشتریندر ميان جدایه  درصد شدت بيماری سوختگی شمشاد جنگلی ارزیابی شد.

 .B بود. در شرایط گلخانه نيز    FRBP2  B. pumilusو    FRBS9  B. subtilis( به ترتيب مربوط به  %5/26( و کمترین آن )4/76%)

subtilis FRBS9  و B. subtilis FRBS10   کمترین شدت بيماری را منجر شدند و با®Serenade  داری نشان اختلاف آماری معنی

ترتيب،    .(P<0.05)ند  نداد این  از گونه جدایه به  از  هایی  یا متفاوت  آنتاگونيستی  Bacillusهای یکسان  فعاليت  از  ، سطوح مختلفی 

دادند.   نشان  بيمارگر هدف  قارچ  آنتی این جدایه عليه  طریق  از  آنتی ها  از  توليد طيفی  و  عامل بيوتيک بيوز  قارچ  کنترل  به  قادر  ها 

بودن جنگلی  شمشاد  مطاسوختگی  اما  مکانيسملد.  سایر  شناسایی  زمينه  در  بيشتری  فرمولاسيون عات  تهيه  و  آنتاگونيستی  های  های 

 ها ضروری است. مناسب از آن 

 Bacillus pumilus ،Bacillus subtilisآنتی بيوز، بلایت، سوسپانسيون، هاي کلیدي: واژه

 

 مقدمه 

علمی(  خزری)  جنگلی   شمشاد نام   Buxus hyrcana با 

Pojark.  شمشاد  اخانو  از از    (Buxaceae)ده  ترین  مهمو 

گياهی  گونه  و  های  برگ  سبز  پهن  های  جنگل  بومیهميشه 

از    . این گونه گياهی ارزشمندهيرکانی در شمال ایران است

سال( برخوردار است و    1500دیرزیستی نسبتاً بالایی )بالغ بر  

استان  مختلف  مناطق  وگلستان،  های  در  گيلان    مازندران 

در  (Mozafarian, 2015). رویدمی گياه  ذخایر    این  بين 

خاصی اهميت  از  جهان  است  جنگلی  در  و    برخوردار 

المللی  های گياهی در خطر انقراض اتحادیه بين فهرست گونه 

طبيعت   The International Union for)    (IUCN) حفظ 

Conservation of Nature)  قرار دارد  (Jalili & Jamzad, 

هزار   72د اگرچه مساحتی حدود  اشمش  های اه رویشگ  .(1999

عرصه  از  خود  هکتار  به  را  کشور  شمال  جنگلی  های 
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های اخير عوامل  اند، اما متأسفانه در طی سالاختصاص داده 

سوختگی   نوظهور  بيماری  اپيدمی  بروز  جمله  از  متعددی 

تهدید   مورد  را  ارزش  با  گياهی  گونه  این  شمشاد،  )بلایت( 

 قرار داده است.

از مهم  یی سوختگماربي  بيمارییکی  های شمشاد  ترین 

ای تيره با هاله  های قهوه جنگلی است که منجر به ظهور لکه

بر روی برگ های  ها، خزان شدید و زوال درخت زردرنگ 

می سایه  و  مرطوب  و  گرم  شرایط  در  شمشاد  شود  حساس 

(Henricot et al., 2008)  سال در  بار  نخستين  بيماری  این   .

بریميلا  1994 از  دليل  تدی  به  آن  از  پس  و  شد  گزارش  انيا 

یافت   انتشار  اروپا  سراسر  در  آلوده،  گياهی  مواد  انتقال 

(Henricot & Culham, 2002)  سال در  ميلادی    1998. 

 Crous et)علایم مشابه با این بيماری در نيوزلند مشاهده شد 

al., 2002)  سال در  آن،  از  پس  برای    2011.  نيز  ميلادی 

 کای شمالی گزارش شد. به این ترتيب، یبار از آمرنخستين  

نروژ،   اسپانيا، کرواسی،  ایتاليا،  از آلمان،  تاکنون  بيماری  این 

هلند،   ایرلند،  بلژیک،  گرجستان،  دانمارک،  چک،  اتریش، 

شده   گزارش  کانادا  و  آمریکا  متحده  ایالت  ترکيه،  فرانسه، 

سال   از  سوختگی  2004است.  بيماری  نيز  بعد  به    ميلادی 

های گياهی تحت مراقبت سازمان  هرست بيماریفشمشاد در  

 European and Mediterranean Plant)حفظ نباتات اروپا  

Protection Organization)  (EPPO)    است گرفته  قرار 

(Gehesquiere et al., 2013)  . 

  یحاک   یاريمشاهدات بس های اخير  متأسفانه در طی سال  

خشک بروز  خزری  گیدي از    از   یاريبس  در  شمشاد 

جنگل  یهاشگاه یرو این    یمناطق  است.  کشور  شمال 

این زیستی  مراحل  تمام  در  که  تا  خشکيدگی  نهال  از  گونه 

د مسن  ناش ی م  ده یدرختان  ب  یشود،   سوختگی  ی مارياز 

بر طبق منابع معتبر، نخستين بار در  است.  شناخته شده شمشاد  

سال  ایران   استان    2013در  در  واقع  تنکابن  از  ميلادی 

و جنگل  مازندران  از  آن  از  گيلان  پس  استان  گزارش های 

انتشار این    1394. در سال  (Mirabolfathy et al., 2013)  شد 

بيماری در منطقه بندرگز استان گلستان مشاهده شد که نشان  

شرق  تا  سال  سه  مدت  در  بيماری  سریع  گسترش  دهنده 

است  جنگل هيرکانی   .(Khazaeli et al., 2015)های 

و هر چرخه    است  عیکوتاه و سربسيار    یراميب این    یاهچرخه

.  شودیم  ليهفته تکم  کیمناسب کمتر از    طیدر شرا  یماريب

نت   ی به طور  دهدرخ می  عیسر  بسيار  یماريب  شرفتي پ  جهيدر 

سال   در  وس  1391که  سطح  عرصه   یعيدر  شمشاد    یهااز 

انتشار ب  لان يگ   یهااستان به    یماريو مازندران مشاهده شد و 

هم    .شرق در حال توسعه و گسترش است  ه ب ب ت از غرسرع

از   بيش  به  بيماری  از این  ناشی    40اکنون ميزان خشکيدگی 

رویشگاه  از  هکتار  است  هزار  رسيده  خزری  شمشاد  های 

(Fakhredin & Mirabolfathy, 2014) . 

قارچی   گونه  دو  از  ناشی  است  ممکن  بيماری  این 

pseudonaviculata  Calonectria   یا   henricotiae  و 
Calonectria  که هردو گونه متعلق به یک  باشد. با وجود این

مجزا   یکدیگر  از  فيلوژنتيک  لحاظ  به  ولی  هستند  جنس 

قارچکش اثرات  و  دما  تغييرات  به  نسبت  و  ها  هستند 

میپاسخ نشان  خود  از  مختلفی   ,Shishkoff)دهند  های 

  C. pseudonaviculata. در حال حاضر نيز تنها گونه  (2016

عنو  ایران  ابه  در  جنگلی  شمشاد  سوختگی  بيماری  عامل  ن 

 . (Mirabolfathy et al., 2013)شناسایی شده است  

بيماری عمدتاً شامل    این  عليه  مدیریتی معمول  اقدامات 

های مبارزه زراعی و شيميایی است. از جمله  تلفيقی از روش

و  می متحمل  ارقام  کاشت  بهداشتی،  اصول  رعایت  به  توان 

قارچکشمصر کرد  اهف  اشاره  شيميایی   Henricot et)ی 

al., 2008; LaMondia, 2014; 2015) تا اگرچه  کنون  . 

انفرادی و  کارایی قارچکش های تجاری مختلفی به صورت 

 زنی اسپور قارچ  یا توأم با یکدیگر، عليه رشد ریسه و جوانه 

C. pseudonaviculata ای  در شرایط آزمایشگاهی و گلخانه

ش است  بررسی   ,Henricot et al.,2008; LaMondia) ده 

به(2015 اما  قارچکش  منفی   اثرات  دليل  .،  بر   هاییچنين 

محيط و  انسان  در    سلامت  آنها  کاربرد  ممنوعيت  و  زیست 

  کنترل   برای  جایگزین  هاییافتن روش  های جنگلی،رویشگاه 

بيماری های جایگزین از جمله روش.  نمایدمی   ضروری  این 

  وامل سازگار با محيط زیست همچون ع  از  ستفاده توان به امی

 های مفيد بيوکنترل، اشاره کرد. ميکروارگانيسم

بيمار  عليه  آنتاگونيست  باکتریایی  عوامل    گرهای از 

های جنس باکتری  .ها اشاره کردتوان به باسيلوس می  گياهی
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Bacillus    شاخه به  باسيل Firmicutesمتعلق  رده  راسته  ،  ها، 

Bacillales    واده  خانوBacillaceae   باکتری این  ها  هستند. 

مثبت،   بزرگ،  گرم  اجبارینسبتاً  هوازی  بی  یا  هوازی 

جيری  نبه صورت ز  اغلبکه  ای شکل هستند  و ميله   اختياری

می باکتری.  (Hasanzadeh, 2005)شوند  دیده  بدليل  این  ها 

دمایی،به  تحمل   و  و    ،اسيدیته   تغييرات  محيط  نيز  شوری 

به صورت اندوسپور به عنوان عوامل مناسبی   م مقاو  م توليد فر

 .(Taghinasab et al., 2007)مطرح هستند  زیستی در کنترل

ا  هاباکتریقبيل  این   وسيعی  مولکول طيف  با  زیستیی  اهز   ،

 هایکنند، بر اساس بررسیخاصيت بازدارندگی را توليد می

توليد   توانایی  این جنس    زیستیترکيب    167صورت گرفته 

با توليد  . در واقع  ها را داردفعال و مؤثر عليه ميکروارگانيسم 

اع بيوشيميایی   ,.Kajimura et al) هاآنزیماز    مترکيبات 

آنتی  (1995 باعث     (Loeffler et al., 1986)هاک بيوتيو 

به عنوان مثال  د.  نشومی  های گياهیکاهش جمعيت بيمارگر

آنتی   B. subtilisگونه   توليد  به  چون  بيوتيک قادر  هایی 

مایسين،  یفنج  ،باسيلومایسين،  Aایتورین    ،باسيلين  مایکو

است سابسپورین  و  از   (Schreiber et al., 1988). باسيلين 

و    ایش افز دیگر،  طرف   ان گياه  در مقاومت    یلقاارشد 

توسط از    متعددی  اثبات  به    لوس يباسهای  جدایه بسياری 

 . (Singh et al., 2008) رسيده است

ا  به  ب، يترت  نیبه  توجه  رو  با  بودن    یهاشگاه یمحدود 

نادر و    هگون  کیو مطرح بودن آن به عنوان    یشمشاد جنگل

جدایه   شناسایی  ،یگاهره يذخ باکتریایی های  کارآمدترین 

جنس  ب از  بيماری    یبرا  Bacillusيوکنترل  عامل  مهار 

می  سوختگی با    باشد. مهم  حاضر  پژوهش  اساس،  این  بر 

بررسی   جدایه   فعاليت هدف  باکتریایی آنتاگونيستی  های 

جنس  به  قارچ     Bacillus متعلق   .Cعليه 

pseudonaviculataعامل شمشاد   سوختگیبيماری    ، 

آزمایشجنگلی شرایط  در  ارز،  و  اثرات  یگاهی  ابی 

آن  گلخانه بازدارندگی  شرایط  در  بيماری  شدت  بر  ای  ها 

 انجام شده است. 

 

 هامواد و روش 
 جدايه قارچی بیمارگر -1

مورد استفاده    C. pseudonaviculataاز    Cy–08  جدایه

حاضردر   بالایی    پژوهش  نسبتاً  بيماریزایی  شدت  از  که 

بود   ميکروبیاز  برخوردار   یشناسماریيب گروه    کلکسيون 

کشاورز  یاهيگ طب  یدانشکده  منابع  و    یعيو  علوم  واحد 

اسلام  قاتيتحق آزاد  شد  تهران    ،یدانشگاه  دریافت 

(Khazaeli et al., 2015.)  اساس  پيشتر  قارچ    ن یا بر 

ب  ،یکیمورفولوژ  یهایژگیو و   ییزای ماريسنجش 

آغازگرها  یمولکول  یهایبررس از  استفاده    ی اختصاص  یبا 

 Khazaeli et)  ه بود شد ییشناسا ITS4و    ITS113F ی اگونه 

al., 2015)ا معمول  طور  به  محيط  قارچ    نی .  روی  بر 

به منظور  .  شدکشت داده  ، آلمانPDA  (Merck  )استاندارد  

محيط   روی  بر  قارچ  مورب  کشت  مدت،  کوتاه  نگهداری 

PDA   لوله و  گرفت  دماها  صورت  درجه    چهار  ی در 

   .نگهداری شدند گرادیسانت

 

 شیمیايی   کشقارچ ار تیم -2

تبوکونازول  قارچ  تجاری  کش  نام   Fungus Fighterبا 

Concentrate®  ساسپو فرمولاسيون   –Suspo)امولسيون–و 

emulsion) (SE) ،است آلمان  بایر  شرکت  از  محصولی  که 

مربوطه  با  بق  اط م هزار  دستورالعمل  در  چهار  غلظت  عنوان با  به 

 .  کنترل شيميایی استفاده شد شاهد

 

 زيستی  کشقارچ ار تیم -3

زیستی  قارچ  سوسپانسيون    Serenade®کش  فرمولاسيون  با 

و   Bacillus subtilis QST713غليظ که شامل سویه باکتریایی 

بایر   از شرکت  شاهد    (Bayer)محصولی  عنوان  به  است،  آلمان 

کش زیستی مطابق با دستورالعمل مربوطه استفاده شد. بر این  قارچ

در    25تا    5/12که معادل    در گالن آبانس    4تا    2اساس غلظت  

 هزار بود از آن تهيه شد.  

 

 هاي باکتريايی جدايه  -4

ریزوسفر  جدایه   از  پيشتر  مطالعه  مورد  باکتریایی  های 

رویشگاه  در  مستقر  صنوبر  خجير،  درختان  البرز،  های 

 Samavat et)سازی شده بودندسيراچال جداسازی و خالص 

al., 2019).   و جغرافيایی  با    یگياه  گونه مکان  مرتبط 

https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%87%D9%88%D8%A7%D8%B2%DB%8C_%D8%A7%D8%AC%D8%A8%D8%A7%D8%B1%DB%8C
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( آورده شده  1های باکتریایی مورد مطالعه در جدول )جدایه 

های باکتریایی خالص شده در است. شناسایی تکميلی جدایه 

باکتری سيستماتيک  راهنمای  مطابق  گونه  شناسی  سطح 

رنگ    (Bergey)برگی   اسپور،  تشکيل  شکل،  اساس  بر  و 

توليد کاتالاز،  توليد آنزیم  ت  آميزی گرم،  ليد گاز  و ایندول، 

از گلوکز، توليد اسيد از گلوکز، نشاسته و گليکوژن، رشد  

ژلاتين،  بی و  کازئين  نشاسته،  هيدروليز  تحرک،  هوازی، 

محيط   در  رشد  پروسکائور،  وگس  آزمون  نيترات،  احيای 

حاوی   درجه  NaCl  %10و    7،  5کشت  در  رشد   ،

سانتی  65و    55،  50،  10،  5های  حرارت و درجه  گراد 

سيترات  مص شد  ارف  به  (De Vos et al., 2009)نجام   .

جدایه  مدت،  ميان  نگهداری  در  منظور  باکتریایی  های 

و در    O)2.7H4(MgSOمولار سولفات منيزیوم    1/0محلول  

 داخل یخچال نگهداری شدند.  

ساعته   48از کشت  به منظور تهيه سوسپانسيون باکتریایی،   

مایعباکترهای  جدایه  کشت  محيط  در  –LB  (Luria  یایی 

Bertani)   (Merckغلظ با  سوسپانسيونی  آلمان(  ت  ، 

CFU/ml  810    برای    .شدتهيه    %8/0در محلول کلرید سدیم

به   استاندارد  نمودار  تهيه  و  رقت  سری  روش  از  منظور  این 

توسط دستگاه  nm600 ری در طيف  ويزان جذب نکمک م

 .  (Schaad, 2001)اسپکتروفوتومتر استفاده شد 
 

 آزمون کشت متقابل  -5

کند به  توجه  قارچ  ی با  ،   C. pseudonaviculataرشد 

از کشت تازه   cm5/0  × cm  5/0 با ابعاد  در ابتدا یک قرص  

مرکز   بر  کشتظرف  آن  محيط  محتوی  قرار  PDA پتری 

پس   شدداده   گ  و  )  48ذشت  از  تازه  کشت  از    48ساعت، 

جدایه  با  ساعته(  و  ای  نقطه  سه  صورت  به  باکتریایی  های 

نيم سانتی  پتری تحت شرافاصله  لبه  از  استریل کشت  یمتر  ط 

انکوباتور در دمای  پتری .  داده شد تيمار شده در داخل  های 

سانتی  25 بيمارگر درجه  قارچ  رشد  بهينه  دمای  که  گراد 

داده   است، قارچ اميز ند.شد  قرار  رشد  از  بازدارندگی  ن 

تيمار  در  بازدارندگی(  هاله  صورت  )به  های  بيمارگر 

قارچقارچ نيز  و  تبوکونازول  شيميایی   ®زیستی    کشکش 

Serenade  گرفتنيز قرار  مقایسه  و  ارزیابی  درصد   .مورد 

زیر  فرمول  توسط  بيمارگر  قارچ  ریسه  رشد  از  بازدارندگی 

در قالب    وناین آزم  . (Hagedorn et al., 1989)محاسبه شد  

هر تيمار    به ازای تکرار   چهارطرح آماری کاملاً تصادفی و با  

 .انجام شد

قارچ در   پرگنهقطر  –  ماريقارچ در ت پرگنه)قطر }× 100

 ی{ =درصد بازدارندگ1 –شاهد( ماريت

 

 القاي اسپورزايی در قارچ بیمارگر  –6

ابet al., (2013)   Alfenasمطابق روش ط  تدا محي ، در 

مطابق روش   Glucose Asparagine Agar   (GAA)تشک 

Dhingra & Sinclair (1995)    با قطعاتی  سپس  شد.  تهيه 

در سطح از جدایه قارچی بيمارگر    cm5/0  × cm  5/0 ابعاد  

کشت   داده  مذکور  محيط  انکوباتور  قرار  داخل  در  و  شد 

مدت   C25±2°)دمای   به  تاریکی(  شرایط  قرار    15و  روز 

های هوایی  قارچ رشد یابد. پس از آن ریسه  د تا پرگنهداده ش

موی نرم خراشيده شد و سپس  ر توسط یک قلمقارچ بيمارگ

دور   اضافی  آب  و  شسته  شير  آب  با  کشت  محيط  سطح 

به مدت   نظر  ساعت    48ریخته شد. سپس پرگنه قارچ مورد 

غوطه  شير  آب  دور  در  رویی  آب  آن  از  پس  گردید.  ور 

باقيمان  و  بریخته شد  استریل زدوده   ه ده رطوبت  کمک گاز 

پتری  درب  نهایت  در  به  شد.  کاملاً ها  پارافيلم  نوار  کمک 

به مدت   با    48بسته شد و  انکوباتور مطابق  ساعت در داخل 

این   به  اسپورزایی رخ دهد.  تا  داده شد  قرار  شرایط مشروح 

حجره  دو  اسپورهای  روی  ترتيب  بر  شکل  سيلندری  و  ای 

فرچه   قارچکنيدیوفورهای  تشکيل   بيمارگر  مانند  وفور  به 

 شد. 
 

 عملیات گلخانه اي  –7

 هاي گلدانی شمشاد جنگلی تهیه نهال  –7–1

ازای تيمار  به  چهارهر  گلدانی    ،  ساله نهال  شمشاد    دو 

کشور،  جنگلی   گياهپزشکی  تحقيقات  مؤسسه  شد.  از  تهيه 

الکل اتيليک ضدعفونی    %10های مربوطه توسط محلول  نهال 

 . شدندسطحی 

 

 بیمارگرمايه قارچ زاد سازي  آماده  –7–2

http://cshprotocols.cshlp.org/content/2006/1/pdb.rec8141.full?text_only=true
http://cshprotocols.cshlp.org/content/2006/1/pdb.rec8141.full?text_only=true
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رد نظر با افزودن چند قطره سوسپانسيون اسپور قارچ مو

Tween 80    از لام استفاده  با  تهيه شد.  استریل  به آب مقطر 

هماسيتومتر شمارش اسپورها انجام گرفت و غلظت اسپورها  

 et Henricotليتر تنظيم شد )اسپور در ميلی  4×510به ميزان  

al., 2008 .) 
 

 يابی اثرات تیمارها در شرايط گلخانهرزا –7–3

گلخانه: نسبی    شرایط  نوری  %90رطوبت  تناوب   ،16  

و   روشنایی  حرارت    8ساعت  درجه  تاریکی،    25ساعت 

 گراد در شب درجه سانتی  23گراد در روز و درجه سانتی

روش   با  تيمار  ،  Yang & Hong (2018)مطابق 

با  نهال  جنگلی  شمشاد  شيون  سوسپانسهای  از  دتهيه  ه 

کش  قارچ  ، cfu/ml  810جمعيت  های باکتریایی برتر با  ایه جد

قارچ  و  شرایط  در  Serenade ® زیستی  کش  تبوکونازول 

قبل   ساعت  6  روز و  14در فواصل زمانی مشخص  گلخانه و

با غلظت  بيمارگر )   اسپورهای قارچ  سوسپانسيون زنی با  مایه از  
  اهد آلوده، شدر تيمار    .( انجام شداسپور در ميلی ليتر  4×510

و    شدند گر آلوده  های شمشاد جنگلی با قارچ بيمارتنها نهال 

آنهيچ  روی  بر  دیگری  تيمار  نهال شدنانجام    هاگونه  های  . 

شدند و به  تيمار شده به صورت یک روز در ميان آبياری می 

لحاظ ظهور علایم بيماری مورد بررسی قرار گرفتند. پس از  

ای آلوده با تيمارهای مورد  هزنی نهال گذشت ده روز از مایه 

داده  ثبت  مربوبررسی،  سوختگی  های  بيماری  شدت  به  ط 

بيماری،   شدت  ارزیابی  منظور  به  شد.  انجام  جنگلی  شمشاد 

تصادفی   صورت  به  جنگلی  شمشاد  نهال  هر  از  شاخه  سه 

های  های آلوده به کل برگانتخاب شد و درصد تعداد برگ

آماری  ر قالب طرح  داین آزمون  . گيری شدآن شاخه اندازه 

 ازای هر تيمار انجام شد. کاملاً تصادفی و با چهار تکرار به 
 

 تجزيه و تحلیل داده هاي آماري   –8

داده  بندی  جمع  از  مطالعاتهای  پس  از    حاصل 

نتایج حاصل    و گلخانه، تجزیه و تحليل آماری  یآزمایشگاه

افزار   نرم  کمک  به  پژوهش  این   Version 22; SPSS)از 

Inc., IBM Company Chicago, USA)  SPSS    انجام شد

ميا مقایسه  دامنه نگين و  چند  آزمون  از  استفاده  با  نيز  ای  ها 

 دانکن صورت گرفت. 

 

 های باکتریایی مورد مطالعهگياهی مرتبط با جدایه  مکان جغرافيایی و گونه  –1جدول 
Table 1. Geographical location and plant species related to the studied bacterial isolates 

Location Plant species Bacterial isolate 

Karaj–Alborz Populus deltoides FRBS1 
Karaj–Alborz Populus nigra FRBP2 
Karaj–Alborz P. deltoides FRBS3 

Sirachal–Alborz P. nigra FRBS4 
Sirachal–Alborz Populus alba FRBS5 
Sirachal–Alborz P. alba FRBP6 
Khojir–Tehran Populus euphratica FRBS7 

Khojir–Tehran P. euphratica FRBP8 

Khojir–Tehran P. euphratica FRBS9 

Khojir–Tehran P. alba FRBS10 
Khojir–Tehran P. alba FRBS11 
Karaj–Alborz P. nigra FRBP12 

Karaj–Alborz P. nigra FRBS13 

Sirachal–Alborz P. alba FRBP14 
Sirachal–Alborz P. nigra FRBS15 

 

 نتايج  

نتایج مربوط به آزمون2در جدول ) و    یکیمورفولوژهای  (، 

جدایه ايميوشيب شناسایی  برای  شده  انجام  باکتریایی یی  های 

گونه آورده شده است. بر  در سطح   Bacillusمتعلق به جنس  

 ،  FRBS1  ،FRBS3، FRBS4 ،FRBS5هایاین اساس جدایه 

 

 

FRBS7  ،FRBS9  ،FRBS10  ،FRBS11  ،FRBS13  ،و  

FRBS15  متعلق به گونه  B. subtilis   های  و جدایهFRBP2 ،

FRBP6 ،FRBP8 ،FRBP12  و ،FRBP14 متعلق به گونه B. 

pumilus .تشخيص داده شدند  
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رشد   از  بازدارندگی  درصد  بررسی  از  حاصل  نتایج 

ای مورد آزمون،  تيماره  توسط  C. pseudonaviculataریسه  

بين   از  که  داد  فقط  جدای  15نشان  شده،  بررسی  باکتریایی  ه 

قادر   FRBS15، و  FRBP2  ،FRBS9  ،FRBS10های  جدایه 

این   بودند.  بيمارگر  قارچ  ریسه  رشد  از  بازدارندگی  به 

جدایه جدایه  عنوان  به  که  شناخته ها  برتر  باکتریایی  های 

  1ا نشان دادند )شکل  رازدارندگی  شدند، سطوح مختلفی از ب

 (.  2و 

تبوک قارچ شيميایی  بازدارندگی  کش  به  قادر  ونازول 

گروه   در  و  بود  بيمارگر  قارچ  ریسه  رشد  از  صدی  در  صد 

گرفت   قرار  آماری  کارایی (P<0.05)اول  مقایسه  در   .

های باکتریایی، بيشترین و کمترین درصد بازدارندگی  جدایه 

  FRBS9. جدایه  ودب  FRBP2و    FRBS9به ترتيب مربوط به  

معنی  نيز طور  قابه  به  نسبت  زیستی رچ داری  کش 

Serenade®    درصد بازدارندگی بيشتری را منجر شد )شکل

ميانگين 2 واریانس  تجزیه  جدول (.  در  مربوطه  (  3)  های 

 آورده شده است. 

 ر سطح گونه یایی مورد مطالعه دراکتهای بهیی جدایشناسا  یبراانجام شده   ییايميوشيو ب  یک یمورفولوژ هایون آزم –2جدول 
Table 2. Morphological and biochemical tests to identify the bacterial isolates at the species level 

B. pumilus B. subtilis Characteristic 

Rod Rod Shape 

+ + Gram staining 

+ + Spore formation 

+ + Catalase 

– – Indole production 

– – Gas from glucose 

+ + Acid from glucose 

– – Anaerobic growth 

+ + Motility 

– + Acid from glycogen 

– + Acid from starch 

– + Hydrolysis of starch 

+ + Hydrolysis of casein 

+ + Hydrolysis of gelatin  

– + Nitrate reduction 

Growth in NaCl:  

+ + 5% 

+ + 7% 

+ nd 10% 

Growth at:  

+ – 5°C 

+ + 10°C 

+ + 50°C 

– – 55°C 

– – 65°C 

+ + Voges–Proskauer 

+ + Utilization of citrate 

 nd: مشخص نشده 
nd: not determined 
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در محيط   B. subtilis FRBS10 در حضور جدایه  C. pseudonaviculataتشکيل هاله بازدارندگی از رشد پرگنه قارچ  –1شکل 

PDA نه قارچ در تيمار شاهد )راست( )چپ(، پرگ 

Figure 1. Formation of inhibition halo  zone from the growth of C. pseudonaviculata colony in the presence of 

B. subtilis FRBS10 isolate in PDA medium (left), the fungus colony in the control treatment (right) 

 

 
مشابه بيانگر    های باکتریایی مورد آزمون. حروف، توسط جدایه C. pseudonaviculataدارندگی از رشد ریسه  درصد باز  –2شکل  

 (n=4)  (P<0.05)عدم اختلاف آماری است

Figure 2. Inhibition percentage of the mycelia growth of C. pseudonaviculata by the bacterial isolates. Similar 

letters indicate no statistical difference (P<0.05) (n=4)  

 

 

ریسه    –3جدول   رشد  از  بازدارندگی  درصد  واریانس  جدایه C. pseudonaviculataتجزیه  توسط  آزمون  ،  مورد  باکتریایی  های 
(P<0.05) (n=4) 

Table 3. Analysis of variance for inhibition percentage of C. pseudonaviculata mycelia growth by the bacterial 

isolates (P<0.05) (n=4) 

 
Source of variation df Mean square F value P value 

Treatment 5 2241.78 1081.59 0.000 

Replication 2 0.65 0.31 0.739 

Error 10 2.07   

Total 17    
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بر   آزمون  مورد  تيمارهای  اثرات  مقایسه  به  مربوط  نتایج 

گلخ  شدت شرایط  در  جنگلی  شمشاد  سوختگی   انه بيماری 

( شکل  آ3در  ميزان (  کمترین  و  بيشترین  است.  شده  ورده 

درصد شدت بيماری به ترتيب مربوط به تيمار شاهد آلوده و  

جدایه قارچ بين  در  بود.  تبوکونازول  شيميایی  های  کش 

مطلوبتری   FRBS10 و  FRBS9باکتریایی،   کارایی  از 

اختلاف    Serenade®کش زیستی  با قارچ  برخوردار بودند و 

تجزیه واریانس   .(P<0.05)ان ندادند  داری را نشی معنیآمار

 ( آورده شده است.  4) های مربوطه در جدول ميانگين 

 

 

 
 

های تيمار شده با سوسپانسيون  ، در نهال C. pseudonaviculataدرصد شدت بيماری سوختگی شمشاد جنگلی ناشی از    –3شکل  

 .(n=4)   (P<0.05)استعدم اختلاف آماری های باکتریایی برتر. حروف مشابه بيانگر جدایه 
Figure 3. Disease severity percentage of boxwood blight caused by C. pseudonaviculata, in seedlings treated 

with superior bacterial isolates suspensions. Similar letters indicate no statistical difference (P<0.05) (n=4). 
 

های تيمار شده  ، در نهال C. pseudonaviculataواریانس درصد شدت بيماری سوختگی شمشاد جنگلی ناشی از  تجزیه    –4جدول  

 (n=4) (P<0.05)های باکتریایی برتر با سوسپانسيون جدایه 

Table 4. Analysis of variance for disease severity percentage of boxwood blight caused by C. pseudonaviculata, 

in seedlings treated with superior bacterial isolates suspensions (P<0.05) (n=4) 

Source of variation df Mean square F value P value 

Treatment 6 1991.92 319.51 0.000 

Replication 2 1.08 0.17 0.843 

Error 12 6.23   

Total 20    

 

. 
 بحث  

م مطالعات  زیستی  تاکنون  کنترل  روی  بر  عدودی 

است انجام شده    ن ي. نخستبيماری سوختگی شمشاد جنگلی 

ها  Hebert et al., (2014)بار   از    ییمتوجه شدند که گونه 

 زوسفریکه از ر  (Trichoderma)  کودرمایتر  وکنترليقارچ ب

جنگل شمشاد  به    یساز جدا  یدرختان  منجر  بودند  شده 

ق پرگنه  رشد    عامل   ،C. pseudonaviculataارچ  کاهش 

.  شدند  99/%4از    ش يب  تا  ،یجنگل  شمشاد  سوختگی  یماريب
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توسط گرفته  صورت  مطالعات  در  آن  از   & Kongپس 

Hong (2017)    مشخص شد که جدایهMb2    متعلق به قارچ

طی    Trichoderma koningiopsisبيوکنترل   در  که 

قارچ اضمحلا بل  بود،  آمده  بدست  خوراکی  وحشی  ه  های 

معنی مطور  قارچ  داری  ریسه  رشد  از  بازدارندگی  به  نجر 

آلودگی    C. pseudonaviculataبيمارگر   همچنين  شد. 

تا حدود   را  قارچی  بيمارگر  این  از  بر روی رقم    %85ناشی 

Suffruticosa    تا حدود  Justinبر روی رقم    %63تا    54و 

Brouwers  این در  از شمش بر  اد جنگلی کاهش داد. علاوه 

توسط    بررسی گرفته  اثر  صورت  محققين،  این 

جایگزینی کشقارچ عنوان  به  متعددی  تجاری  زیستی  های 

مورد   جنگلی  شمشاد  سوختگی  بيماری  کنترل  برای  بالقوه 

تجاری   محصول  بين،  این  در  گرفت.  قرار   Rootارزیابی 

Shield PLUS WP  بيمار شدت  کاهش  به  ی  منجر 

 شدند. %4/44سوختگی تا بيش از 

بر     د يمف  ی هایباکتر  یبرخ  ، وکنترليب  یهاقارچافزون 

ب  زين کنترل  عوامل  عنوان    ی قارچ  یمارگرهايب  یکی ولوژي به 

م  اهانيگ متدایبکار  جمله  از  عوامل    نیا  نیترول روند. 

به  یم جنس   متعلق  ی هایباکترتوان    ی هابه 

Agrobacterium،  Pseudomonas    وBacillus   کرد  اشاره .

ا  ییهازميمکان   ی هاقارچ   ربراب  در  هایباکتر  ليقب  نیکه 

م  یاهيگ  مارگريب   وز، يب  یآنت  شامل  عمدتاً  رند يگ  یبکار 

 McSpadden)است  مقاومت  یالقا  و  سميتیپاراز  رقابت،

Gardener & Fravel, 2002) .   

بين   از  پژوهش حاضر،  در  آمده  بدست  نتایج  طبق  بر 

،  Bacillusی مورد مطالعه متعلق به جنس  جدایه باکتریای  15

  FRBS15، و  FRBP2،  FRBS9  ،FRBS10های  جدایه   فقط

به ممانعت   بودند و قادر  از خاصيت آنتاگونيستی برخوردار 

در طی آزمون     C. pseudonaviculataاز رشد ریسه قارچ  

کشت متقابل بودند. در همين راستا، مطالعات صورت گرفته  

بين    Yang & Hong (2018)توسط   از   1547نشان داد که 

باکتری ب سویه  مطالعه  مورد  کنترل  ایی  در  توانایی  لحاظ  ه 

بيولوژیکی قارچ عامل بيماری سوختگی شمشاد جنگلی در 

گلخانه و  آزمایشگاهی  سویه  شرایط  سه  تنها  ای 

34B6،13A3     14وD5    باکتری به   Pseudomonasمتعلق 

protegens برخوردار بودند.   از بيشترین قابليت از این نظر 

مش متقابل  کشت  آزمون  جدایه در  که  شد  ی  هاخص 

به    FRBS10و    FRBS9باکتریایی   به    B. subtilisمتعلق 

درصد بازدارندگی از بيشترین کارایی از    71و    76ترتيب با  

  Yang & Hong (2018)های  این نظر برخوردار بودند. یافته 

سویه  که  داد  نشان  باکتریایی  نيز   .14D5  P  و  13A3های 

protegens    به رشد  با  %100تا    95منجر  از  زدارندگی 

قارچ  یسهر آزمون    C. pseudonaviculataهای  طی  در 

( سماوات  شدند.  متقابل  که  1398کشت  داد  نشان  نيز   )

باکتریایی  جدایه  به    FRPF8و    FRPF6های  متعلق 

Pseudomonas fluorescens    56و    46توانستند به ترتيب %  

بازدا به  سوختگی  منجر  عامل  قارچ  پرگنه  رشد  از  رندگی 

آزمون  شمشا در  جنگلی  شوندد  متقابل   ,Samavat)کشت 

به جنس . در واقع، جدایه  (2020 باکتریایی متعلق  ها و  های 

فعاليت گونه  از  مختلفی  سطوح  از  متفاوت  یا  یکسان  های 

به   هستند.  برخوردار  بيمارگر هدف  قارچ  عليه  آنتاگونيستی 

  های سایر محققان سازگار است.ایج با یافته این ترتيب این نت

داد   نشان  بيماری  نتایج  شدت  درصد  کمترین  که 

با سوسپانسيون  سوختگی، در تيمار نهال  های شمشاد جنگلی 

به گونه   FRBS10و    FRBS9های  جدایه  ای  رخ داده است، 

به   ترتيب  به  بيماری  شدت  در رسيد.    %1/22و    %2/29که 

جدایه  این  طرواقع  از  آنتیها  مکانيسم  توليد  یق  با  و  بيوز 

ا بيوتيک انواعی  آنتی  بيماری  ها  ز  شدت  کاهش  به  قادر 

 Yangهدف شدند. بر طبق گزارشات صورت گرفته توسط  

& Hong (2018)    14سویه باکتریایی  نيزD5  P. protegens  

سوختگی  از شدت آلودگی بيماری    %50توانست تا بيش از  

ب گلخانه  شرایط  در  جنگلی  که  شمشاد  صورتی  در  کاهد، 

%    46تا    40بين    34B6  P. protegensو    13A3های  سویه

بيمارگر را منتج شدند . این  بازدارندگی از رشد پرگنه قارچ 

سویه  این  که  دادند  نشان  طریق  محققين  از  باکتریایی  های 

آنتی  آنتی مکانيسم  از  طيفی  توليد  و  به  بيوتيک بيوز  قادر  ها 

بيماری سو عامل  قارچ  هستند.  کنترل  ختگی شمشاد جنگلی 

اليت آنتی بيوز  خص شد که اگرچه فعدر پژوهش حاضر مش

 FRBS10داری بيشتر از جدایه  به طور معنی  FRBS9جدایه  
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سوختگی،   بيماری  شدت  کاهش  بر  اثر  لحاظ  به  ولی  بود 

دهد که افزون  کاراتر بود. این امر نشان می  FRBS10جدایه  

ممکن   جدایه  این  در  بيوز،  آنتی  مکانيسمبر  های  است 

القای   چون  دیگری  مياحتمالی  گياه  در  نقش  مقاومت  زبان 

باشد.   آنتاگونيستی آن داشته  قابليت  ترتيب  فعالی در  این  به 

مکانيسم سایر  شناسایی  زمينه  در  بيشتری  های  مطالعات 

 نماید.های بيوکنترل ضروری میبازدارندگی این جدایه 

ممکنجدایه  آنتاگونيست  باکتریایی  در    های  است 

یا   ات  ای اثرحتی گلخانه شرایط کنترل شده آزمایشگاهی و 

به   را  گياهی  بيمارگر  زیستی  کنترل  لحاظ  به  خود  مطلوب 

)شرایط   عرصه  به  معرفی  محض  به  ولی  دهند  نشان  خوبی 

متوسط   اثری  یا  و  شوند  مواجه  شکست  با  کنترل(  غيرقابل 

باشند   کردن .  (Cook, 2000)داشته  فرموله  اساس  این   بر 

تنها  جدایه  نه  آنتاگونيست  باکتریایی  افزایش  های  به  منجر 

شود، بلکه منجر به افزایش کارآمدی  ها میمانی آنخ زنده نر

به این ترتيب تحقيقات در زمينه یافتن  شود.  ها هم میجدایه 

ميکروارگانيزم  بيماری  کارآمدترین  کنترل  جهت  ها 

است.    شمشاد جنگلی هنوز در مراحل ابتدایی خود سوختگی  

دستي راستای  در  گامی  نيز  حاضر  هدف  پژوهش  این  به  ابی 

ای نه چندان دور با شناسایی دیگر  زشمند است تا در آینده ار

مکانيزم جدایه  و  آنتاگونيست  باکتریایی  و  قارچی  های  های 

سازی و  ها، اقداماتی جهت فرمولاسيون، تجاری بيوکنترل آن 

آن  انبوه  توليد  نهایت  کاربرد  در  جهت  عرصه ها  های  در 

 یرد. فضای سبز و حتی جنگلی صورت پذ

 

 يگزارسپاس

مؤسسه   تحقيقاتی  پروژه  یک  از  قسمتی  حاضر  مطالعه 

سسه  ؤکشور است. بدین وسيله از م  جنگلها و مراتعتحقيقات  

کردمذکور   فراهم  را  پژوهش  این  اجرای  امکانات  ه که 

سپاسگزاریاست تحقيقات    .شودمی  ،  مؤسسه  از  همچنين 

علوم گياهپز واحد  اسلامی  آزاد  دانشگاه  و  کشور  و    شکی 

های شمشاد  به پاس در اختيار قرار دادن نهال تحقيقات تهران  

قدردانی   وسيله  بدین  بيمارگر  قارچی  جدایه  و  جنگلی 

 گردد.  می
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Abstract  

The outbreak of boxwood blight disease caused by Calonectria pseudonaviculata in the Hyrcanian forests has 

led to efforts to find effective methods to control the disease. Biological control of the disease by beneficial 

microorganisms is one of these measures. In this regard, the present study was carried out in a completely 

randomized design with four replications at both laboratory and greenhouse levels. First, the antagonistic activity 

of 15 Bacillus isolates against the fungal pathogen was investigated using the dual–culture test, and the superior 

isolates (FRBP2, FRBS9, FRBS10, and FRBS15) were identified using standard biochemical tests at the species 

level. Tebuconazole and Serenade® were used as chemical and biological controls, respectively, according to 

their relevant instructions. The effect of the superior isolates’ suspension (108 CFU/ml) on the severity 

percentage of boxwood blight disease was evaluated under greenhouse conditions. Among the isolates, the 

highest (76.4%) and the lowest (26.5%) inhibition of the fungal colony growth was related to B. subtilis FRBS9 

and B. pumilus FRBP2, respectively. In greenhouse conditions, B. subtilis FRBS9 and B. subtilis FRBS10 

caused the lowest disease severity and showed no statistically significant difference with Serenade® (P<0.05). 

Thus, isolates belonging to the same or different species of Bacillus showed different levels of antagonistic 

activity against the target fungal pathogen. These isolates were able to control the fungal agent of boxwood 

blight through antibiosis and the production of a range of antibiotics. But more studies are needed to find their 

other antagonistic mechanisms and prepare their appropriate formulations.  
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