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 چکیده

برنج است. موثرترین روش کنترل این  تولید جهانیبیماری بلایت باکتریایی برنج یکی از عوامل جدی محدود کننده   :سابقه و هدف

به دلیل تغییر پذیری زیاد و تکامل سریع نژادهای بیماریزا، این ارقام در شرایط مزرعه پایدار بیماری استفاده از ارقام مقاوم هست. اما 

زانتوموناس اریزی نیستند. این مطالعه با هدف ارزیابی توانایی باکتری های اندوفیت برنج در بهبود رشد گیاه و کنترل زیستی باکتری 
  انجام گردید. پاتووار اریزی

در محیط کشت  تریپتتتیت   زانتوموناسابتدا غربالگری جدایه های اندوفیت برای فعالیت آنتاگونیستی روی باکتری   : ها مواد و روش

سویا آگار انجام شد. سپس تحری  رشد گیاه توسط اندوفیت های باکتریایی تحت شرایط اتاق  رشد و گلخانه تعتیتیتن گتردیتد. 

همچنین اثر جدایه ها بر شاخص شدت بیماری و برخی عوامل رشد برنج در شرایط گلخانه مشخص گردید. در نهایت میزان بتیتان 

  .مورد ارزیابی قرار گرفت real-time PCRبا روش  باسیلوس سوبتیلیستوسط جدایه اندوفیت  فنیل آلانین آمونیالیازژن 

آماری معنی داری نسبت به  اثرات  OS31و  OS40 ،OS23 ،OS43از نظر شاخص قدرت گیاهچه بذرهای برنج، جدایه های   : ها یافته

 موجب افزایش شاخص های رشد گتردیتد. تتلتقتیت    OS40و  OS3 ،OS23 ،OS31اندوفیت های شاهد داشتند. همچنین کاربرد 

در  PALدر کاهش شدت بیماری و تحری  رشد گیاه موفق تر عمل کردند. سط  بیتان ژن  OS23و  OS40جدایه های باکتریایی 

 به تنهایی بود. زانتوموناس به طور معنی داری بیشتر و سریع تر از گیاهان تیمار  OS40دوره آزمون در گیاهان تیمار 

باکتری های اندوفیت برنج توانستند رشد گیاهان را افزایش و بیماری بلایت را کاهش دهند پس می توانند به عنوان   :نتیجه گیری

  راهکاری امید بخش و سازگار با محیط زیست در توسعه کشاورزی پایدار در نظر گرفته شوند.
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 م دمه     

ترین  ( یکی از مهمترین و قدیمی.Oryza sativa Lبرنج )    

ه در آسیا است که سط  یژمحصولات زراعی در دنیا به و

وسیعی از زمین های قابل کشت در جهان را به خود اختصاص 

نیمی از مردم دنیا را تشکیل می دهد بیش از داده است و غذای 

زانتوموناس اریزی بیماری بلایت باکتریایی برنج با عامل  .(1)

یکی از (  Xanthomonas  oryzae  pv. oryzae)پاتووار اریزی 

برنج است که در  تولید جهانیعوامل جدی محدود کننده 

 14تا  04درصد و در حالت اپیدمی  24تا  14شرایط طبیعی 

زانتوموناس اریزا   .درصد خسارت به محصول وارد می سازد

 به طور معمول از طریق هیداتودها در نوک پاتووار اریزی 

 (.  2برگ ها و حاشیه آنها وارد برگ برنج می شود )

باد و باران، باکتری ها را از گیاهان برنج آلوده و میزبان های 

دیگر به خوبی سبوس برنج آلوده محصول فصل های قبلی، که 

مهم ترین منابع اولیه هستند، پخش می کنند. اپیدمی شدید 

اغلب پس از طوفان، بادهای تند و باران های شدیدی  که سبب 

زخم شدن  گیاهان برنج و به دنبال آن پخش باکتری ها می 

شوند، رخ می دهد. باکتری ها ممکن است در آب آبیاری 

 (.2همچنین توسط انسان ها، حشرات و پرندگان انتشار یابند )

استفاده از ارقام  بیماریاقتصادی ترین و موثرترین روش کنترل 

با این حال، این ارقام در شرایط مزرعه به (.  3مقاوم هست )

دلیل تغییر پذیری  بالای پاتوژن و تکامل سریع سویه های 

بیماریزای آن، پایدار نیستند. در زمینه تولید ارقام برنج با سط  

 بالایی از مقاومت دائمی نیز پیشرفت های کمی صورت 

 گرفته است.

باکتری ها در روی ریشه ها و در ریزوسفر از ترشحات ریشه 

گیاهان سود می برند، اما برخی از باکتری ها و قارچ ها قادر به 

وارد شدن به گیاه به عنوان اندوفیت هایی هستند که سبب 

 آسیب نمی شوند و می توانند ی  ارتباط متقابل ایجاد کنند 

 های  (. این تسخیرکنندگان موضعی و سیستمی  بافت1-4)

 ها، بذور، میوه ها،   داخلی درون ریشه ها، ساقه ها، برگ

 غده ها، تخم  ها و همچنین درون گره های لگوم ها یافت 

 (.  9و  4شده اند )

اندوفیت ها را می توان از سط  استریل یا بخش های درونی 

(. در بیشتر گیاهان، ریشه ها در مقایسه 4گیاهان جداسازی کرد )

( و 8با بقیه قسمت های گیاه تعداد بیشتری اندوفیت دارند )

بیشترین مکان های معمول برای آنها فضاهای بین سلولی و 

 .(14وسل های زایلم هستند )

گزارش های متعدد نشان داده اند که میکروارگانیسم های 

 اندوفیت می توانند ظرفیت کنترل عوامل بیماریزای گیاهی 

( را داشته باشند. در 10و 4( و نماتدها )14(، حشرات )13-11)

بعضی موارد آنها همچنین می توانند سبب تسریع ظهور 

گیاهچه، بهبود استقرار گیاه در شرایط نامساعد و افزایش رشد 

(. به طور مثال تیمار بذر یا گیاهچه با 11گیاهان شوند )

( که از ضدعفونی B. pumilus)  INR7سویهباسیلوس پومیلوس 

سطحی ساقه خیار جدا شده بود، موجب کاهش شایان توجهی 

 شدت لکه زاویه ای برگ، پژمردگی خیار و آلودگی 

 INR7های خیار در گیاهان خیار شد. مایه زنی با   سوس 

  ویروس موزایی  خیارهمچنین در برابر بیماری های ناشی از 

(CMV ،)اسکلروتیوم رولفسئی  (Sclrotium rolfsii ،) رالستونیا

 ، ریزوکتونیا سولانی(Ralstonia solanacearum)  سولانیشیروم

(Rhizoctonia solani در فلفل و گوجه فرنگی موثر است ) 

(18-11.) 

در واقع اندوفیت ها بعد از ورود به درون گیاه و بدنبال آن 

برقراری تعامل نزدیکتر با میزبان از طریق افزایش دسترسی به 

مواد غذایی مانند ازت، فسفر و آهن یا با القای مکانیسم های 

دفاعی گیاه، تولید مواد ضد پاتوژن و یا رقابت برای کلونیزه 

ها می شوند   کردن مکان ها و مواد غذایی سبب سرکوب پاتوژن

و بدین ترتیب به طور بالقوه بر سلامت و حفاظت گیاه تاثیر می 

(. به همین دلیل هدف این بررسی نیز ارزیابی اثر 24گذارند )

بیوکنترلی احتمالی باکتری های اندوفیت جداسازی شده از برنج 

عامل زانتوموناس اریزا پاتووار اریزا در شمال ایران در برابر 

بیماری بلایت باکتریایی برنج می باشد. همچنین نقش باکتری 

در القای مقاومت علیه بیماری با باسیلوس سوبتیلیس اندوفیت  

 ارزیابی میزان بیان ژن فنیل آلانین آمونیالیاز توسط تکنی 

 RT-PCR real time مشخص گردید. 
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 مواد و رو  ها             

 : الف( جداسازی باکتری های اندوفیت از گیاهان برنج

نمونه های گیاهان کامل برنج از ارقام رایج در مناطق عمده 

کشت برنج در شمال ایران جمع آوری شدند. سپس بعد از 

به منظور جدا کردن ذرات خاک   شستشوی نمونه ها با آب

در مرحله بعد نمونه ها با استفاده از متصل به سط  ریشه ها، 

% به 14دقیقه و الکل  14درصد به مدت  2هیپوکلریت سدیم 

 4و سپس  مدت ی  دقیقه به طور سطحی ضدعفونی شدند

 ( آبکشی شدند.pH  1مولار ) 4042مرتبه با بافر فسفات پتاسیم 

 401برای اطمینان از موثر بودن روش ضدعفونی استفاده شده، 

میلی لیتر  808میلی لیتر از بافر شستشوی نهایی هر نمونه به 

( به عنوان شاهد منتقل شد، بگونه ای TSAتریپتی  سویا آگار)

ساعت رشد تشخیص داده  49که اگر در نمونه های شاهد ظرف 

نمونه های می شد، آن نمونه ها دور ریخته می شدند. سپس 

ریشه، ساقه و برگ با کم  ی  تیغ استریل به قطعات  کوچکتر 

ی  گرم از بافت نمونه ند و  دسانتیمتری تقسیم ش 3تا  2

میلی لیتر بافر فسفات پتاسیم در هاون  808انتخاب شده در 

ساییده شد. محلول به دست آمده پس از اینکه به طور استریل 

در پتری  TSAسریالی در بافر پتاسیم رقیق شد، بر روی محیط 

کشت شدند. در مرحله آخر کلنی های منحصر بفرد و غالب به 

 (.21) تازه به عنوان کشت خالص منتقل شدند TSAپلیت های 

اندوفیتی علیه  ب( بررسی ویژگی های آنتاگونیستی جدایه های
برای این :  در شرایط آزمایشگاه زانتوموناس اریزی پاتووار اریزی

( MTسویه )زانتوموناس اریزی پاتووار اریزی منظور از باکتری 

ساعته  این سویه روی محیط  49تا  24کشت از استفاده شد. 

)مرک آلمان(، سوسپانسیونی در آب مقطر استریل  TSAکشت 

واحد  1، برابر nm144 تهیه و جذب نوری آن در طول موج

تعیین گردید. جدایه های  با کلنی های غیر زرد رنگ به همراه 

( HRباکتری های فلورسنت مثبت، واکنش حساسیت شدید)

)مرک  TSAمنفی نیز به صورت نقطه ای روی محیط کشت 

انکوبه   درجه سلسیوس 20آلمان(، کشت و سه روز در دمای 

cfu/mlشدند، سپس سوسپانسیون باکتری با غلظت  تقریبا 
814 

به طور یکنواخت بر زانتوموناس اریزی پاتووار اریزی باکتری 

درجه  20روی سط  پتری ها پاشیده شد. پتری ها در دمای 

روز، نگهداری شدند و اثرات متقابل  0تا  2سلسیوس به مدت 

باکتری ها بر روی هم به صورت اندازه گیری میانگین قطر هاله 

بازدارندگی در آنها و در قالب ی  طرح کامل تصادفی با سه 

 تکرار بررسی شد. 

: این آزمون طبق روش استاندارد ج( فعالیت تحری  رشد گیاه

(. بدین ترتیب که ابتدا 22( انجام شد )roll towelرول تاول )

cfu/mlعدد بذر ضد عفونی شده با غلظت  24
جدایه ها  3×914

مایه زنی شدند. سپس بین دو لایه دستمال کاغذی مرطوب قرار 

های   داده شده و بذرها کمی فشرده شدند سپس دستمال

کاغذی حاوی بذرها،  درون کیسه های پلاستیکی جداگانه ای 

قرار گرفتند. کیسه های پلاستیکی لوله شدند و در اتاق  رشد 

روز نگهداری شدند. سه تکرار برای هر تیمار در  14به مدت 

نظر گرفته شد. درصد جوانه زنی بذر، میانگین طول ریشه و 

اندام هوایی هر گیاهچه به تنهایی و قدرت گیاهچه ها شاخص 

های ارزیابی فعالیت تحری  کنندگی رشد جدایه ها بودند. 

برای محاسبه قدرت جوانه زنی گیاهچه از روش زیر استفاده 

 (.23گردید )

 طول گیاهچه    ×درصد جوانه زنی بذر    =شاخص قدرت گیاهچه  

  طول ریشه(+  )طول ساقه =طول گیاهچه

د( ارزیابی اثر بهبود رشد برنج توسط جدایه های اندوفیت در 

: برای ارزیابی فعالیت بهبود دهندگی رشد، شرایط گلخانه

بذرهای تیمار شده با سوسپانسیون تازه از جدایه های 

همراه با بذرهای شاهد بدون (  cfu/ml  914×3)  آنتاگونیست

تیمار به طور جداگانه در گلدان های پر شده، با خاک و ماسه 

استریل در حجم مساوی کاشته شدند. گلدان ها هر روز آبیاری 

میلی لیتر از  20می شدند و هر گلدان ی  بار در هفته نیز 

روز پس از  34دریافت کرد. در   1/3(  V / Vمحلول هوگلند )

کاشت، فعالیت های ترویجی رشد گیاه مانند ارتفاع گیاه، وزن 

تازه ریشه و اندام های هوایی گیاه اندازه گیری شد. هر تیمار 

 (.24شامل چهار تکرار بود )

ه( بررسی اثر باکتری های اندوفیت آنتاگونیست در مقابل 
: بذرهای زانتوموناس اریزی پاتووار اریزی در شرایط گلخانه
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% به مدت 2برنج بعد از ضدعفونی سطحی با هیپوکلریت سدیم 

ساعت در آب مقطر استریل نگهداری شدند. پس  49ثانیه،  34

از این مدت آب اضافی بذرها گرفته شده و در سایه به مدت 

بذر در هر گلدان حاوی  1نیم ساعت خش  شدند. سپس 

خاک استریل کاشته شد. سوسپانسیون سلولی باکتری های 

آنتاگونیست انتخاب شده، در زمان کاشت در گلخانه استفاده 

cfu/ml(. گیاهان ی  ماهه با سوسپانسیون 20شد )
باکتری  914

به روش بریدن برگ مایه زنی  زانتوموناس اریزی پاتووار اریزی

(. این آزمون در قالب ی  طرح کامل تصادفی با سه 21شدند )

تکرار انجام گردید و گیاهان شاهد نیز با آب مقطر استریل مایه 

های هر گیاه بطور جداگانه تا   زنی شدند. طول زخم روی برگ

درجه  0روز بعد از مایه زنی با پاتوژن بر اساس ی  مقیاس  40

عدم وجود بیماری طول  ;4ای، اندازه گیری شد که  مقیاس 

 ;cm402 ،1;  cm  200-1/4 ،3cm ;3-  0/1 ،0 cmزخم کمتر از 

0-3 ،1cm ;14-0 ،8;  بالایcm14  می باشد. شاخص بیماری

 (.21بر حسب درصد  نیز از فرمول زیر محاسبه گردید )
 

Disease index (%) = {(1×N1 + 3× N3+ 5 × N5+7 × N7+9 

× N9) / 9Nt} ×100  
 

، tNتعداد درجه شاخص برگ ها و  9N~1که در این فرمول، 

تعداد کل برگ های مورد بررسی می باشد. در این آزمون 

عوامل رشدی مانند وزن تازه ریشه و اندام های هوایی گیاه نیز 

 اندازه گیری شدند. 

جدایه از روش   DNAبه منظور استخراج   :DNAو( استخراج 

استفاده شد. بدین منظور ی  کلنی خالص  (Boiling)جوشاندن 

(، کشت  و پس از NBمحیط نوترینت براث ) ml0باکتری در 

از  ml1سلسیوس،   درجه 31ساعت نگهداری در گرمخانه  24

سوسپانسیون باکتری در لوله های اپندورف ریخته شد و در  

rpm  13444  دقیقه سانتریفیوژ شد، سپس مایع  0به مدت

، µl14و    µl 344 ،  N NaOH 401روماند تخلیه و رسوب با 

400  %SDS  ( محلول حاصل  به 29به خوبی مخلوط گردید .)

مرحله   دقیقه در بن ماری جوش قرار گرفت. در 13-  14مدت 

 0دقیقه روی یخ  و در مرحله آخر نیز  1بلافاصله به مدت   بعد

سانتریفیوژ شد. محلول روماند به  rpm 13444 دقیقه در

 به لوله های جدید منتقل شد.  PCRمنظورانجام 

استخراج شده، واکنش  DNAبه منظور تکثیر   :  PCRز( روش 

PCR در حجم نهاییµl 20  :200به ترتیب زیر انجام شد 

میکرولیتر  2MgCl ،400میکرولیتر  x14 ،100میکرولیتر بافر 

dNTP  (mM  200(  )Bio-Radی  میکرولیتر آغازگر ،)P1   با

 CGGGATCCAGAGTTTGATCC-’5پیکومول ) 14غلظت 

TGGTCAGAACGAACGCT -3’ ی  میکرولیتر آغازگر ،)

P6  5پیکومول ) 14با غلظت'-CGGGATCCTACGGCTAC 

CTTGTTACGACTTCACCCC -3'( ،)28 ، )403  میکرولیتر

Taq DNA  ،میکرولیتر  2پلی مرازDNA  1011نمونه و 

در دستگاه ترموسایکلر  PCRمیکرولیتر آب مقطر دوبار استریل. 

 سیکل طبق برنامه زیر انجام شد:  34و در 

به  C  84°در DNAچرخه حرارتی با واسرشته سازی اولیه 

دقیقه،  1به مدت   C  02°دقیقه، اتصال پرایمرها در 1مدت 

دقیقه و  3به مدت   C  12°مرحله طویل شدن رشته هدف در 

به مدت   C  12°در نهایت ی  چرخه طویل شدن  نهایی  در 

 دقیقه انجام شد.  24

ح( تأثیر باکتری اندوفیت در القای سیستمی  ژن های دفاعی 
: در های برنج بر علیه زانتوموناس اریزی پاتووار اریزی  در برگ

ها از برنج و انجام آزمون   این تحقیق پس از جداسازی اندوفیت

ها و بررسی اثر آنها در بهبود رشد   غربالگری اولیه آنتاگونیست

به عنوان جدایه   OS40گیاه و کنترل بیماری، نهایتا جدایه 

 انتخابی برای بررسی های مولکولی استفاده شد.

: جدایه OS40ط( کنترل بلایت باکتریایی در برنج با جدایه  

OS40  114مقاوم به کلرامفنیکل با غلظت نهایی  cfu /ml
در   

زمان کاشت در خاک استریل در گلخانه بکار رفت. دو تیمار 

تکرار برای هر تیمار در نظر  4با  OS40شامل تیمار شاهد و 

زانتوموناس اریزی پاتووار گرفته شد. گیاهان بعد از مایه زنی با 
درجه سلسیوس،  20به روش بریدن برگ در دمای  اریزی

ساعت نگهداری  12درصد و ی  دوره نوری  14رطوبت نسبی 

می شدند و دو بار در هفته با آب استریل آبیاری شدند. برای 

ها تا ی  ماه پس از   ارزیابی بیماری، توسعه زخم روی برگ

 (.21مایه زنی ثبت شد )
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: تراکم جمعیت جدایه مفید OS40ی( تعیین جمعیت باکتری 

معرفی شده، درون گیاهان بررسی شد. سوسپانسیون سلولی 

گرم( گلدان های حاوی  044میلی لیتر( به خاک ) 04اندوفیت )

گیاهچه های برنج به روش خیساندن خاک اضافه شد. قطعات 

ریشه و ساقه )چند سانتی متر بالاتر از پایه ساقه( در زمان های 

روز بعد از مایه زنی برای اندازه گیری جمعیت جمع  14و  4

اتانول به طور  ٪14ثانیه توسط  34آوری شد. نمونه ها به مدت 

سطحی ضدعفونی شدند و سپس چند بار با آب مقطر شسته 

میلی مولار  14شدند. نمونه های استریل شده در محلول بافر )

MgSO4 خرد شدند و محلول به دست آمده به طور مناسب )

میلی گرم  44( حاوی KBقبل از پخش بر روی کینگ بی آگار )

درجه  29در لیتر کلرامفنیکل رقیق شدند. پتری ها در دمای 

سلسیوس نگهداری شدند. پس از گرماگذازی، تعداد واحدهای 

وزن تازه گیاه مشخص  cfu/gتشکیل دهنده کلنی به عنوان 

 شدند. 

: بذرهای برنج رقم هاشمی از ک( کشت برنج و تیمار اندوفیت

معاونت تحقیقات برنج کشور آمل تهیه شدند. بذرها بعد از 

%، روی کاغذ 2ضدعفونی سطحی با محلول هیپوکلرید سدیم 

صافی مرطوبی در پتری استریل قرار داده شدند در این شرایط 

روز در  4% فراهم گردید و به مدت 80رطوبت نسبی نزدی  

درجه سلسیوس قرار داده شدند تا بذرها جوانه بزنند.  29دمای 

های پلاستیکی به قطر   بذر جوانه زده در گلدان 14تا  9تعداد 

سانتی متر با خاک و ماسه استریل در حجم مساوی قرار  10

 داده شدند. گیاهچه ها در شرایط گلخانه با محدوده دمایی

ساعت روشنایی و  12درجه سلسیوس و دوره تناوبی  24–20

ساعت تاریکی در شرایط غرقابی نگهداری شدند. آبیاری با  12

میلی لیتر در ی   0به میزان  4PO2KHمحلول هوگلند )حاوی 

لیتر محلول( هر دو روز یکبار صورت گرفت. تیمارهای 

( بدون مایه زنی با پاتوژن، گیاهان Co-آزمایش شامل شاهد )

( و Xoo)  زانتوموناس اریزی پاتووار اریزیمایه زنی شده با 

( بودند. BOS40)  باسیلوس سوبتیلیسبرنج های تیمار شده با 

برگی  0برای مایه زنی از گیاهچه های همسن در مرحله 

 استفاده شد.  

: پیش کشت جدایه ل( آماده کردن پیش کشت میکروبی

ساعته  24( از کشت باسیلوس سوبتیلیس)  OS40باکتریایی 

به دست   درجه سلسیوس 29و در دمای  NAباکتری در محیط 

های باکتریایی تراشیده شده از سط  محیط کشت   آمد. سلول

دقیقه با دور  14میلی مولار، به مدت  14در سولفات منیزیم 

rpm  0444  14سانتریفیوژ شدند و دوباره در سولفات منیزیم 

میلی مولار سوسپانسیون شدند. برای آزمون غلظت 

cfu /ml  سوسپانسیون 
به کار رفت. برای تهیه پیش کشت   114

ساعته  49کشت از نیز زانتوموناس اریزی پاتووار اریزی جدایه 

درجه سلسیوس،  29در دمای   NAباکتری روی محیط کشت

cfu /mlسوسپانسیونی در آب مقطر استریل با غلظت  
به   814

 دست آمد.

: گیاهان برنج هشت هفته پس از کاشت، با م( مایه زنی گیاهان

cfu /ml)باسیلوس سوبتیلیس 
( به مدت سه روز قبل از 114

چالش با پاتوژن، به روش خیساندن خاک مایه زنی شدند. برای 

 cfu /ml)زانتوموناس اریزی پاتووار اریزی مایه زنی با 
( نیز 814

 (.34از روش بریدن برگ استفاده شد )

: برای ارزیابی ن( بررسی بیان ژن فنیل آلانین آمونیالیاز در برنج

ساعت پس از مایه زنی،  81و  12، 49، 24، 4، در PALبیان ژن 

نمونه های برگ برنج در نیتروژن مایع منجمد شده و تا زمان 

به  RNAنگهداری شدند.   درجه سلسیوس -94لازم در دمای 

صورت جداگانه از نمونه های سه تکرار هر تیمار استخراج 

کل با  RNAشد. نمونه ها با نیتروژن مایع در هاون خرد شده و 

( استخراج گردید. Invitrogenاستفاده از واکنشگر ترایزول )

میلی گرم بافت گیاهی خرد  144ابتدا به  RNAبرای استخراج 

ثانیه مخلوط  14شده ی  میلی لیتر ترایزول اضافه و بعد از 

شدن در دمای اتاق به مدت ده دقیقه قرار داده شد. به مخلوط 

دقیقه در دمای محیط  0میکرولیتر کلروفرم اضافه و  244حاصل 

دقیقه  در دمای  10به مدت  rpm 12444 نگهداری شد. سپس با

لوله های   درجه سلسیوس سانتریفیوژ گردید. لایه روماند به 4

پروپانول سرد    میکرولیتر ایزو 044جدید منتقل و با اضافه کردن 

درجه سلسیوس  نگهداری  -24ساعت در دمای  2به مدت 

دقیقه  در  10به مدت  rpm 12444 شدند. پس از سانتریفیوژ با
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درجه سلسیوس، رسوب حاصل با ی  میلی لیتر اتانل  4دمای 

 10به مدت rpm 12444 % شسته شد. پس از سانتریفیوژ با10

در آب مقطر  RNAدرجه سلسیوس، پلاک  4دقیقه  در دمای 

استخراج شده با  RNAحل شد. کیفیت  RNaseاستریل فاقد 

درصد مشخص و غلظت  100روش الکتروفورز در ژل آگارز 

RNA  استخراج شده نیز با روش اسپکتروفتومتری اندازه گیری

استخراج شده، به  RNAاز  DNAشد. برای حذف آلودگی های 

  14×میکرولیتر بافر  3استخراج شده،  RNA میکروگرم از 3

(Ambion turbo DNase free buffer و )میکرولیتر آنزیم  1004 

DNase  (Ambion اضافه شد و حجم نهایی با اضافه کردن )

میکرولیتر رسانده شد. سپس این  34آب مقطر میلی کیو به 

درجه سلسیوس قرار  31دقیقه در بن ماری  40ترکیب به مدت 

میکرولیتر آنزیم به  4010داده شد. پس از این مرحله مجددا  

درجه سلسیوس  31دقیقه دیگر در دمای  40ترکیب اضافه و 

 میکرولیتر محلول متوقف کننده  1قرار داده شد. پس از آن، 

(Ambion به ترکیب اضافه و پس از )دقیقه در   2rpm  14444 

 به  DNAبدون  RNAدقیقه سانتریفیوژ شد.  001به مدت 

، ی   cDNAلوله های جدید منتقل گردید. برای ساخت

 را با ی  میکرولیتر پرایمرهای DNAبدون  RNAمیکروگرم 

oligo-dT(Invitrogen, Breda, the Netherlands و )random 

hexamer  0درجه سلسیوس به مدت  10مخلوط و در دمای 

دقیقه قرار داده شد. نمونه ها بلافاصله در یخ گذاشته شدند. 

 Fermentas, 5X RT)  5×میکرولیتر بافر  4سپس به هر نمونه

buffer دو میکرولیتر ،)dNTPs 10 mM  و ی  میکرولیتر آنزیم

(Fermentas, SuperScript Reverse Transcriptase اضافه و )

درجه  42به آرامی مخلوط شدند. نمونه ها در بن ماری 

 cDNAدقیقه قرار داده شدند تا سنتز  10سلسیوس به مدت 

، cDNAانجام شود. پس از این مدت جهت متوقف کردن سنتز 

درجه سلسیوس  14دقیقه به بن ماری  14نمونه ها به مدت 

سنتز شده با  cDNAمنتقل شدند. در پایان برای تعیین کیفیت 

 انجام  PCRپرایمرهای اختصاصی ژن اکتین ی  واکنش 

 (.31شد )

(: در این بررسی qPCR)  Quantitative real time PCR  س(

( برای هر PAL)  فنیل آلانین آمونیالیازبیان ژن کد کننده آنزیم 

(. آغازگرهای 1تیمار مورد ارزیابی قرار گرفت )جدول 

( توسط شرکت ماکروژن، کره جنوبی 32)  PALاختصاصی ژن 

 ساخته شدند.

در هر چاه (  lµ24چاهکی ) 81های   در پلیت PCRواکنش 

میکرولیتر  2و در سه تکرار انجام شد. مخلوط واکنش شامل 

cDNA  ،میکرولیتر 14رقیق شدهGreen mix®SYBR  

(AB Applied Biosystems, Foster, CA و )میکرولیتر  9

( بود. بررسی سط  بیان Biolegio 1 pmolمخلوط پرایمرها )

ژن مورد مطالعه در زمان های مختلف در تیمارها با استفاده از 

-iCycler Realو دستگاه  Quantitative real time PCRتکنی  

Time PCR Detection System  (Bio-Rad Laboratories 

INC., USA طبق برنامه مرحله ،)Hot-Start activation  80در 

 80سیکل در  44ثانیه و سپس با  14درجه سلسیوس به مدت 

 34درجه سلسیوس برای  09ثانیه،  10درجه سلسیوس به مدت 

 ثانیه انجام شد.  34درجه سلسیوس به مدت  12ثانیه و 

آنالیز شدند. نرمال   SAS 92.1داده های حاصل با نرم افزار 

( ACTINکردن داده ها با استفاده از بیان ژن متداول برنج، اکتین)

های   انجام گرفت و در نهایت برای محاسبه میزان بیان نسبی ژن

  2–(  CTΔΔ)به عنوان ژن مرجع و از فرمول  ACTINدفاعی از ژن 

 (.33استفاده گردید )

: داده ها به صورت جداگانه با استفاده از ع( آنالیز آماری داده ها

( مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفتند. ANOVAآنالیز واریانس )

تفاوت آماری میانگین ها با آزمون چند دامنه ای دانکن و با 

 ( مشخص گردید.version 92.1) SASاستفاده از 

 

 ها    یافته     

باکتری  31: تعداد الف( جداسازی باکتری های اندوفیت

 توالی آغازگر نام ژن
شماره 

 دسترسی

طول 

 قطعه

PAL 
F: 5′   -TTCCCGCTCTACCGCTTCGT -3′ 

EF576408 113 
R: 5′   -GCTCGCCGTTCCACTCCTTG -3′ 

Actin 
F: 5′  -ACCCAAAGGCTAACAGAGAG-3′ 

AB047313 113 
R: 5′  -ACACCATCACCAGAATCAAG-3′ 

 .Real - time PCRنام ژن و توالی آغازگر های واکنش : 1جدول 
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 منفی و با کلنی سفید رنگ از  HRاندوفیت فلورسنت 

بافت های داخلی گیاهان برنج  جمع آوری شده از مناطق 

مختلف شمال ایران جداسازی و برای انجام آزمون بعدی 

 انتخاب شدند.

ب( غربالگری برای فعالیت آنتاگونیستی در مقابل زانتوموناس 
: در غربالگری اولیه  اریزی پاتووار اریزی در شرایط آزمایشگاه 

جدایه بیشترین فعالیت    18جدایه باکتریایی،    31فعالیت آنتاگونیستی  

آنتاگونیستی را در برابر پاتوژن نشان دادند. حداکثر فعالیت  

میلیمتر ثبت    32011با ی  هاله بازدارندگی    OS59بازدارندگی برای  

به    OS40و    OS58  ،OS43  ،OS20شد، در حالیکه جدایه های  

  19میلی متر،    21010میلی متر،    32033ترتیب هاله های بازدارندگی 

 (.1)شکل  میلی متر را ایجاد کردند   1101میلی متر و  

ج( جوانه زنی و شاخص قدرت گیاهچه بذرهای برنج مایه زنی 

جدایه، شامل  10: در مجموع شده با باکتری های اندوفیت

OS3 ،OS10 ،OS12 ،OS20 ،OS21 ،OS23 ،OS28 ،OS31 ،

OS40 ،OS43 ،OS44 ،OS49 ،OS55 ،OS58  وOS59  مورد

بررسی قرار گرفتند. تیمار بذر با برخی از این جدایه ها بطور 

معنی داری باعث افزایش جوانه زنی بذر و قدرت گیاهچه 

، OS40جدایه  4نسبت به شاهد بدون تیمار شد. از این تعداد، 

OS23 ،OS43 وOS31  اثرات آماری معنی داری نسبت به شاهد

(. آزمون های بیشتری برای ارزیابی پتانسیل 2داشتند )جدول 

 آنها در بهبود رشد گیاه انجام شد.

د( تاثیر باکتری های اندوفیت بر تحری  رشد برنج در شرایط 

 1021جدایه مورد آزمون،  10: تحت شرایط گلخانه  از گلخانه

زانتوموناس اریتزا باکتری اندوفیت در مقابل  18پتانسیل آنتاگونیستی :  1شکل  

. ستون ها با حروف آماری متفاوت نشان دهنده وجود اختتتلاف پاتووار اریزا

  % است.0تکرار( با آزمون دانکن در سط   3معنی دار بین تیمارها )با 

 *MRL (cm)  MSL (cm)  Germination (%) VI سویه ها

OS3 20120 ±0/599bcd 00010 ±0/51ef 144 901133 ±0/44279fg 

OS14 200993 ±0/132cde 401833 ±0/4478g 81 101211 ±0/9966h 

OS12 203893 ±0/263de 001911 ±0/622cdef 89 90414 ±0/7742fgh 

OS24 301233 ±0/211b 004111 ±0/248f 144 100011 ±0/2249gh 

OS21 201111 ±0/404de 308893 ±0/2664gh 144 408 ±0/36i 

OS23 401993 ±0/324a 1040 ±0/47abcd 144 1104111 ±0/7732ab 

OS29 204411 ±0/1de 303111 ±0/2138h 84 004218 ±0/2079i 

OS31 200193 ±0/117de 101111 ±0/1353abcde 144 801411 ±0/3252bcd 

OS44 4031 ±0/253a 100133 ±0/58abc 144 1102933 ±0/557a 

OS43 404493 ±0/101a 101211 ±0/39a 144 14001 ±0/378ab 

OS44 204211 ±0/172e 30130 ±0/266h 81 004302 ±0/4458i 

OS48 200111 ±0/162cde 101333 ±0/25abcdef 144 901011 ±0/1069def 

OS00 304133 ±0/261bc 100111 ±0/53ab 144 802411 ±0/2675cde 

OS09 309233 ±0/265a 001433 ±0/4def 144 101933 ±0/4252fgh 

OS08 200411 ±0/404cde 003893 ±0/349f 144 903133 ±0/941efg 

Co 204233 ±0/332e 404433 ±0/210gh 144 001419 ±0/6403i 

 فعالیت بهبود رشد گیاهی جدایه های باکتریایی اندوفیت بر روی برنج.: 2جدول 

MRL،میانگین طول ریشه= MSL ،میانگین طول ساقه=VI .تکرار هستند. در هر ستون، میانگین هایی که حداقل دارای ی  حرف  3داده ها میانگین =شاخص قدرت گیاهچه

  % آزمون دانکن اختلاف معنی داری با هم ندارند0مشترک هستند، در سط  
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درصد از آنها باعث اختلاف معنی داری در عوامل رشد نسبت 

، OS3 ،OS23به گیاهان شاهد شدند. تیمار بذر با  جدایه های 

OS31 ،OS40  ،OS58  وOS59  ارتفاع گیاهچه و وزن تازه را

و   22091، 2301در مقایسه با شاهد افزایش داد. بالاترین ارتفاع 

، OS58سانتی متر از بذرهای تیمار شده با جدایه های  218

OS40  وOS31  بدست آمد. همچنین کاربرد جدایه هایOS31 

و  40941سبب بالاترین وزن گیاهچه ها به ترتیب  OS59و 

 (.2گرم گردید )شکل  401112

ه( بررسی اثر باکتری های اندوفیت آنتاگونیست علیه  
 10: تعداد زانتوموناس اریزی پاتووار اریزی در شرایط گلخانه

باکتری آنتاگونیست اندوفیت با فعالیت های بالقوه ارتقاء رشد 

روز پس از تیمار بذرهای  14گیاه برای کنترل بیماری باکتریایی 

برنج با جدایه های اندوفیت مورد ارزیابی قرار گرفتند. همانطور 

نشان داده شده است. میزان بروز بیماری در  3که در شکل 

کاهش یافت   OS40 ،  33020%گیاهان با اینوکولنت باکتریایی

زانتوموناس اریزی پاتووار (. همچنین در حضور پاتوژن 3)شکل
های هوایی گیاهان مایه زنی شده   ، وزن تازه ریشه و انداماریزی

شاهد   با جدایه یادشده، افزایش شایان توجهی نسبت به تیمار

باکتری را به عنوان عامل   ( و این عملکرد این4نشان داد )شکل 

عامل بلایت زانتوموناس اریزی پاتووار اریزی، بیوکنترل 

 باکتریایی برنج مشخص می کند.

 : برای شناسایی اندوفیتبرای شناسایی باکتری PCRو( آزمون 

روز  34اثر باکتری های اندوفیت بر بهبود رشد گیاهچه های برنج :  2شکل  

بعد از تیمار تحت شرایط گلخانه. داده ها میانگین چهار تکرار می باشند. در 

ی  ستون، حروف آماری متفاوت نشان دهنده وجود اختلاف معنی دار بتیتن 

 % می باشد.0تیمارها با آزمون دانکن در سط  
کنترل بلایت باکتریایی برنج توسط باکتری های اندوفتیتت تتحتت :  3شکل  

تکرار متی بتاشتنتد.  4روز بعد از تیمار. داده ها میانگین  14شرایط گلخانه 

ها با حروف آماری متفاوت نشان دهنده وجود اختلاف معنی دار بتیتن   ستون

  % می باشد.0تیمارها با آزمون دانکن در سط  

فعالیت های مختلف تحری  کنندگی رشد گیاه توسط باکتری هتای :  4شکل  

زانتوموناس اریزی پاتووار اندوفیت تحت شرایط گلخانه و در حضور پاتوژن 
در ی  ستتون، حتروف آمتاری تکرار می باشند.  4داده ها میانگین .  اریزی

متفاوت نشان دهنده وجود اختلاف معنی دار بین تیمارها با آزمون دانکن در 

 % می باشد.0سط  

 16Sدرخت فیلوژنی که موقعیت سویه جدا شده را بر اساس توالی :  0شکل  

rRNA از روش  نشان می دهد. برای رسم درختneighbor-joining   استفتاده

 شده است. شماره های دسترسی در پرانتز آمده است.
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استخراج شده از این  DNA(، OS40آنتاگونیست کارآمد )

( P6و  P1)  16SrDNAجدایه با استفاده از پرایمرهای عمومی 

بدست آمد. نمونه های  bp 1044 تکثیر شد و محصول  با اندازه

)سئول، کره جنوبی( ارسال  Macrogene Incتوالی به شرکت 

موجود  NCBIشد. نتایج توالی ها با آنهایی که در بان  ژن 

% 81با  OS40بودند مقایسه شد و مشخص گردید که جدایه 

( می باشد B. subtilis)باسیلوس سوبتیلیس شباهت متعلق به 

 (.0)شکل 

های برنج در مقابل زانتوموناس   ز( القای مقاومت در برگ
 : از بین اریزی پاتووار اریزی توسط باسیلوس سوبتیلیس

بر  OS40(  باسیلوس سوبتیلیسباکتری های اندوفیت، جدایه )

زانتوموناس اساس عملکرد خود در بهبود رشد گیاه و نیز کنترل 

در شرایط گلخانه، برای ارزیابی القای  اریزا پاتووار اریزا

 مقاومت سیستمی  در برنج استفاده شد. 

( colonizationn:  استقرار )OS40ح( استقرار اندوفیتی باکتری 

( در صفر و OS40)باسیلوس سوبتیلیس اندوفیتی برنج توسط 

روز پس از مایه زنی باکتری در ریزوسفر مورد بررسی قرار  14

( به تراکم جمعیت OS40)باسیلوس سوبتیلیس گرفت. سویه 

در هر گرم به ترتیب ریشه و ساقه  log cfu001443و  000113

 (. 1در دو هفته بعد از مایه زنی باکتری رسید )شکل 

ط( بیان ژن  فنیل آلانین آمونیالیاز در برنج قبل و پس از مایه 

: برای بررسی اثرات زنی با زانتوموناس اریزی پاتووار اریزی

( بر بیان ژن های مربوط به دفاع در OS40)باسیلوس سوبتیلیس 

( PAL)  فنیل آلانین آمونیالیازبرنج، بیان ژن اصلی کد کننده  

مورد بررسی قرار گرفت. سطوح بیان این ژن در ی  بازه زمانی 

زانتوموناس اریزی ساعت پس از چالش مایه زنی با  81صفر تا 

 تعیین شد.پاتووار اریزی 

ساعت در  81در طول دوره آزمون به جز  PALسط  بیان ژن 

( به طور BOS40)باسیلوس سوبتیلیس گیاهان تیمار شده با 

زانتوموناس اریزی پاتووار معنی داری بیشتر از گیاهان تیمار 

( بود، علاوه بر این، میزان بیان در گیاهان Xooبه تنهایی )اریزی 

زانتوموناس اریزی پاتووار  این تیمار سریع تر از گیاهان تیمار  

(  hpiساعت پس از مایه زنی )   24بود. به طوری که در  اریزی  

  23/041به ترتیب    BOS40میزان بیان در گیاهان مایه زنی شده با  

زانتوموناس اریزی پاتووار اریزی نسبت به گیاهان تیمار  برابر 
مشاهده  BOS40در  PALبود. همچنین بیان نخست و اولیه  

شد، به طوری که تیمار باکتری اندوفیت سبب افزایش تنظیم 

PAL  (1یا بیان بالای آن گردید )شکل. 

 

 بحث   

و  1384گیاهان برنج استان های مازندران و گیلان در سال های 

در سه فصل برای باکتری های اندوفیت مفید مورد  1380

( cfu /g. غلظت باکتری )BOS40استقرار اندوفیتی و تراکم جمعیت :  1شکل  

در ریشه و ساقه )چند سانتی متر از پایه( با استفاده از نمونه های جمع آوری 

 ( با باکتری اندازه گیری شد.DAIروز بعد از مایه زنی ) 14و  4شده در 
در برگ های برنج رشد یافته در خاک تتیتمتار  PALبیان نسبی ژن :  1شکل  

، 24( در زمان های صفر، BOS40)   OS40  سویه باسیلوس سوبتیلیسشده با 

زانتوموناس اریزی پتاتتووار   ساعت بعد از مایه زنی برگ ها با 81و  12، 49

 (. .Xoo) اریزی
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بررسی قرار گرفتند. از مجموع جدایه های بدست آمده از 

جدایه برای فعالیت  31های مختلف گیاهان، غربالگری   قسمت

در زانتوموناس اریزی پاتووار اریزی آنتاگونیستی در مقابل 

(، تاثیر بر میزان جوانه زنی بذر، in vitroشرایط آزمایشگاه )

بهبود رشد گیاهچه و کاهش شدت بیماری در شرایط گلخانه 

که توسط آنالیز توالی  OS40انجام شد. در نهایت جدایه 

( B. subtilis)باسیلوس سوبتیلیس نوکلئوتیدی به عنوان 

شناسایی شد، توانست رشد گیاهان را افزایش و آلودگی 

را تحت شرایط گلخانه کاهش زانتوموناس اریزی پاتووار اریزی 

دهد. با توجه به اطلاعات ما، این تحقیق اولین گزارش 

 جداسازی اندوفیت ها از برنج در ایران می باشد. 

% 14تیمار بذر برنج با این آنتاگونیست سبب توقف بالای 

انتروباکتر  بیماری در گیاهان شد. چندین باکتری اندوفیت مانند
(Enterobacter sp. CNPSo 2480) ،باسیلوس  (Bacillus sp. 

CNPSo 2481 ،)پنتوا آناناتیس(Pantoea ananatisa)، 
، (Pseudomonas sp. strain PsJN PsJN)سودوموناس

  برخولدریاو (  A.amazonense)  آزوسپوریلیوم آمازوننس

(Burkholderia sp. موجب تحری  رشد و افزایش محصول )

 در گیاهانی مانند ذرت، فلفل، انگور و نیشکر می شوند 

(. علاوه بر این، گزارش شده است که باکتری های 31-34)

اندوفیت با مکانیزم های دیگر مانند رقابت برای جا و غذا، آنتی 

بیوزیس و القای مقاومت سیستمی  در گیاه، سبب کنترل 

(. به ویژه 31-38های میزبان شان می شوند )  بیولوژیکی پاتوژن

( وهمکاران دریافتند که تیمار بذرهای برنج با Jiدر برنج، جی )

( ، Paenibacillus)  پنی باسیلوساندوفیت های دی آزوتروف 

( و Bacillus)  باسیلوس(، Microbacterium)  میکروباکتریوم

(، علاوه بر افزایش رشد گیاه سبب ایجاد Klebsiella)  کلبسیلا

 Fusarium)  فوزاریوم اگزیسپوروممقاومت سیستمی  در برابر 

oxysporum ریزوکتونیا سولانی( و  (Rhizoctonia solani می )

 (.38شود )

به خوبی  باسیلوس سوبتیلیسدر مطالعه حاضر، به نظر می رسد 

زانتوموناس ( در برابر Bacillus spp).  باسیلوسدیگر گونه های 
عمل می کند، که نیاز هست بیشتر بررسی اریزی پاتووار اریزی 

به دست آمده از باسیلوس شود. استفاده از سویه های  اندوفیتی 

 Silwetگوجه فرنگی و سیب زمینی با سورفکتنت پلیسیلیکون 

روز( و  19موجب کلونیزاسیون برگ های کاکائو )برای بیش از 

کاهش بیماری پوسیدگی سیاه غلاف کاکائو از راه القای 

 (.44مقاومت سیستمی  می شود )

 همه گیاهان مکانیسم های دفاعی فعال در برابر حملات 

پاتوژن ها  دارند. اگر این مکانیسم های دفاعی توسط ی  

محرک قبل از آلودگی با ی  پاتوژن گیاهی مهاجم فعال شوند، 

می تواند کاهش علایم بیماری را به دنبال داشته باشد. چنانچه 

ی  پاتوژن گیاهی می تواند موجب تحری  مقاومت سیستمی  

( شود، ریزوباکتری های غیر پاتوژن نیز می SARاکتسابی )

( مشابه از ISRتوانند ی  پاسخ مقاومت سیستمی  القا شده )

نظر فنوتیپی را در گیاه میزبان تحری  کنند. در این زمینه، برای 

بررسی اثرات مفید باکتری های اندوفیت در مقاومت به بیماری 

 مایه زنی زانتوموناس اریزی پاتووار اریزی گیاهانی که با 

( را در پاسخ به PALمی شوند، ما بیان ژن دفاعی برنج )

و جدایه اندوفیت زانتوموناس اریزی پاتووار اریزی تیمارهای 

 مورد بررسی قرار دادیم. PCR Real timeبا

لیگنین و برخی از فیتوالکسین ها از طریق مسیر فنیل پروپانوئید 

کاتالیز  PALتولید می شوند. اولین مرحله از این مسیر توسط 

 می شود که فنیل آلانین را به ترنس سینامی  اسید تبدیل 

می کند که پیش ماده لیگنین، سالیسیلی  اسید، برخی از 

رنگدانه ها مانند آنتوسیانیدین، تانن های تند و فیتوالکسین ها 

به  ISR(. تحری  این آنزیم به عنوان بخشی از 44می باشد )

 (.42طور کلی بعد از آلودگی پاتوژن موثر است )

، بیان پاتووار اریزی Dزانتوموناس اریزپس از چالش مایه زنی با 

باسیلوس های گیاهان برنج تیمار شده با   در برگ  PALاولیه 

( و همکاران  نیز Gondمشاهده شد. مطالعه گاند )سوبتیلیس 

را در  PR-4و  PR-1بیان ژن های مرتبط با بیماریزایی، به ویژه 

باسیلوس ریشه های ذرت تیمار شده با باکتری اندوفیت 
ساعت پس از تیمار با  SG JW.03  24سویه  سوبتیلیس

( نشان داد. moniliforme  Fusarium)فوزاریوم مونیلیفورم 

  YC7007سویه  باسیلوس اوریزیکولاهمچنین 
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(Bacillus oryzicola ی  باکتری اندوفیت جدید جدا شده از ،)

 ریشه های برنج، علاوه بر افزایش رشد گیاه با تولید 

آنتی بیوتی  و القای مقاومت سیستمی ، می تواند سبب کنترل 

 بیماری بلایت باکتریایی، بلایت خوشه و باکانه در برنج شود 

 (. 43و  31)

 انتدوفتیتت، یت  باسیلوس سوبتیلیتس در واقع تیمار برنج با 

فعال سازی سیستمی  واکنش های دفاعی وابسته به پاتوژن را 

 پیشنهاد می کند. نتایج بدست آمده از ایتن پتژوهتش نشتان 

می دهد که درک پاتوژن برای افزایش فعالیت و تنظیم ژن هتای 

در برنج ضروری است، اما بطور مشخصی  PALدفاعی از جمله 

این عمل بروی پیش تیمار گیاهان در سط  ریشه با بتاکتتتری 

  اندوفیت افزایش می یابد.

 

 نتیجه گیری          

در گیاهان همتزیستت شتده بتا  PALاز آنجایی که سط  بیان 

باکتری اندوفیت نسبت به تیمار پاتوژن به تنهایی، سریع تر و به 

مقدار قابل توجهی بیشتر بود پس می تواند نشان دهنده نتقتش 

زانتوموناس اریزی پتاتتووار در تعامل برنج با باکتری  PALژن 

توانایی باکتری اندوفیت برای القای مقاومت در میزبتان اریزی و 

باشد. از سوی دیگر اندوفیت ها به دلیل تعامل سازنده با میزبان 

خود می توانند به عنوان مکمل استفاده از کودهای شیمیایی در 

تولید محصول و عوامل بیوکنترل سازگار با محیط زیست بترای 

 .توسعه کشاورزی پایدار در نظر گرفته شوند

 

 م ح ات ا  قی            

 نویسندگان تمامی نکات اخلاقی شامل عتدم سترقتت ادبتی، 

انتشار دوگانه، تحریف داده ها و داده سازی را در این متقتالته 

 رعایت کرده اند.

 

 ت کر و قدردانی              

نویسندگان این مقاله از جناب آقای مهندس زاهتد بته دلتیتل 

 همکاری در اجرای این پژوهش کمال تشکر و ستپتاستگتزاری

 .را دارند 

 

 تعار  در مناف               

 .وجود ندارد
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Abstract 

Background & Objectives: Rice bacterial blight is one of the major factors limiting global rice  

production. Though the most effective method for controlling this disease is using resistant varieties, they 

are not stable in farm conditions due to high variability and rapid evolution of pathogenic races. This 

study was aimed to evaluate rice endophyte bacteria's ability to improving plant growth and biologically 

controlling Xanthomonas oryzae pv. oryzae. 

Materials & Methods: At the first screening of endophyte isolates was performed to evaluate antagonistic 

activity against Xanthomonas in tryptic soy agar medium. The stimulation of plant growth by bacterial 

endophytes was assessed under the growth chamber and greenhouse conditions. The effect of bacterial 

isolates on disease severity and some rice growth factors under greenhouse conditions were determined, 

as well. In the final stage, the expression of the Phenylalanine ammonia-lyase gene by endophytic isolate 

Bacillus subtilis was evaluated using real-time PCR. 

Results: In terms of rice seed seedling vigor index, OS40, OS23, OS43, and OS31 isolates had a  

significant statistical effect as compared to control. Moreover, the use of OS3, OS23, OS31, and OS40 

endophytes increased plant growth parameters. OS40 and OS23 bacterial inoculants were more  

successful in reducing the severity of the disease and the promotion of plant growth. PAL expression  

level during the experiment period was significantly higher and faster in plants treated with OS40than 

those treated only with Xanthomonas- isolates. 

Conclusion: Rice bacterial endophytes could increase plant growth and reduce disease severity, thus they 

can be considered as a promising and environmentally- a friendly strategy for sustainable agriculture  

development. 
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