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  چکیده

ــه  ــون گلخان ــک آزم ــت و  ،ايدر ی ــواص محــرك رشــدي جمعی ــاکتري خ ــفري و  ب ــاي اندوریزوســفري، ریزوس ه
هـاي اندوریزوسـفري،   با گذشت دو ماه از کشت، جمعیت باکتري .قرار گرفت مطالعههاي پسته، مورد غیرریزوسفري نهال

جدایـــه  23جدایـــه ریزوســـفري و  25جدایـــه اندوریزوســـفري،  33تعیـــین و  )S( و غیرریزوســـفري )R( ریزوســـفري
 و تثبیـت نیتـروژن   )IAA( اینـدول اسـتیک اسـید    هاي مذکور از نظر تولیـد آنگاه جدایه. سازي گردیدغیرریزوسفري خالص

و تولیـد   کلسـیم فسـفات  تري توان انحلال از نظر هاي ریزوسفري و غیرریزوسفريجدایه مورد بررسی قرار گرفتند و نیز
نسـبت بـه جمعیـت     ،)4×  107( هـاي ریزوسـفري  جمعیت باکتريکه نتایج نشان داد . قرار گرفتند ارزیابی مورد سیدروفور

ترشـحات  تحریـک کننـدگی   و تـأثیر   بیشـتر بـود   )3/1×  106( و غیرریزوسـفري  )8/3×  105( هاي اندوریزوسفريباکتري
نتـایج حاصـل از تعیـین    . دسـت آمـد  به 31معادل ارزیابی گردید و  R/Sبا استفاده از نسبت ها بر جمعیت باکترياي ریشه

غیرریزوسـفري   هاي اندوریزوسـفري، ریزوسـفري و  فراوانی جدایه که برخی خصوصیات مهم محرك رشد نیز نشان داد
، بـه ترتیـب   ،ها در تثبیت نیتروژندرصد و فراوانی جدایه 8/47و  60، 5/48 ،به ترتیب ،)IAA( ایندول استیک اسید در تولید

 ؛کلسـیم فسـفات بودنـد   تري لحلاانهاي ریزوسفري و غیرریزوسفري قادر به درصد بود و تمامی جدایه 4/17و  64، 3/27
نشـان  کلسـیم فسـفات   تـري  لحـلا انتوانایی بـالاتري در   ،هاي غیرریزوسفريهاي ریزوسفري نسبت به جدایهلیکن جدایه

هـاي  درصـد از جدایـه  13هـاي ریزوسـفري و   درصـد از جدایـه   48 که ارزیابی توان تولید سیدروفور نیز نشان داد. دادند
به طـور کلـی نتـایج نشـان داد، ترشـحات ریزوسـفري        .باشندبه مقدار اندك می قادر به تولید سیدروفور ،غیرریزوسفري

تأثیر گذاشتند بلکه باعث افـزایش فراوانـی    اندوریزوسفري و ریزوسفري هايباکتريدرونی گیاه نه تنها بر جمعیت وبافت 
 .محرك رشد گیاه شدند ریزوسفرياندوهاي ریزوسفري وباکتري

 
 ریزوسفري، غیرریزوسفري  ،هاي اندوریزوسفري، پسته، تنوع عملکرديباکتري :هاي کلیديواژه
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Abstract 

A greenhouse study was conducted to compare population and properties of  Plant Growth 

Promoting Bacteria (PGPB) of endorhizosphere, rhizosphere and nonrhizosphere in pistachio 

seedlings. After two months, population densities of theses bacteria were determined and purified 

33 endorhizosphere, 25 rhizosphere and 23 nonrhizosphere bacteria. Then all the isolates were 

investigated for producing Indole Acetic Acid (IAA) and N2 fixation, and also rhizosphere and 

nonrhizosphere isolates were considered from tricalcium phosphate dissolving potency and 

siderophore producing viewpoint. Results showed that the population of the rhizosphere bacteria 

(4×104) was more than the population of endorhizosphere (3.8×105) and that of the nonrhizosphere 

bacteria (1.3×106), and stimulating effect of rhizosphere exudates on the bacteria population was 

evaluated using R/S which was equal to 31. The frequencies of endorhizosphere, rhizosphere and 

nonrhizosphere bacteria producing IAA were 48.5, 60 and 47.8 % and those of fixing N2 were 27.3, 

64 and 17.4 %, respectively. All of non-rhizosphere bacteria as well as rhizosphere bacteria were 

able to solubilize inorganic phosphorous. The results also indicated that 48 % of rhizosphere 

bacteria and 13 % of nonrhizosphere bacteria were able to produce a few amount of siderophore. 

Generally the results indicated, rhizosphere exudates and inner tissue of plant not only affected the 

population density of bacteria in the rhizosphere and endorhizosphere, also incresed frequencies of 

plant growth promoting of rhizosphere and endorhizosphere bacteria. 
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  مقدمه

از ) متریک تا سه میلی( ریزوسفر به لایه نازکی
شود که موجودات زنده آن گفته می خاك اطراف ریشه

هاي ریشه تحت تأثیر فعالیت ،کیفی ی وناحیه از نظر کم
بون و ( قرار دارند) اينظیر تنفس و ترشحات ریشه(

مقادیر بسیار زیادي  ،هاي گیاهان ریشه). 1999 روویرا
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کنند که  از ترشحات ریشه را به درون ریزوسفر رها می
  افزایش تراکم و فعالیت میکروبی در این ناحیه ،نتیجه آن

ها شامل از ریشهشده این مواد ترشح. است
، مونومرهایی چون مختلفترکیبات با وزن مولکولی 

-مرهایی مانند پلیگلوکز و اسیدهاي آمینه، پلی

هاي هاي فرسوده و سلولها، بافتساکاریدها، پروتئین
-هاي کربنات و بییون ها،مرده دیواره سلولی ریشه

هیوز و  ( باشندمیاکسیدکربن و آب کربنات، دي
 حاوي خاك،). 2007یورن  ،2003همکاران 

هاي گوناگونی است که تحت تأثیر میکروارگانیسم
شیمیایی خاك، دما و پوشش و فیزیکی  هايویژگی

ها از باکتري). 1992جاه و همکاران ( گیاهی هستند
باشند هاي موجود در خاك میمهمترین میکروارگانیسم
تواند در هاي حاصلخیز میو تعدادشان در خاك

. سلول در هر گرم خاك تغییر کند 108تا  106 محدوده
ها نقش مهمی در تجزیه مواد آلی، این میکروارگانیسم

و آزادسازي ترکیبات معدنی و قابل استفاده  ساخت
 ). 1989 ستیادي( گیاه دارند
هاي ریزوسفري که بر رشد کلی، باکتري طوربه

و عملکرد گیاه اثر مثبت دارند را به دو گروه عمومی 
گیاه ایجاد با رابطه همزیستی  گروه اول، .کنندتقسیم می

آزادزي هستند؛ که گروه دوم، در ظاهر ؛ حال آنکنندمی
سطح و حتی درون  و یا در هاولی اغلب نزدیک ریشه

کلوپر و ( باشندمیارتباط همیاري با گیاهان  ارايها دآن
محرك رشد ریزوسفري هاي باکتري). 1988همکاران 

هاي آزادزي و مفید خاك همان باکتري (PGPR١)گیاه 
هاي مختلف باعث توانند از طریق مکانسیمهستند که می

-این باکتري ).1988دیویسون ( افزایش رشد گیاه شوند

رشد گیاه  ،مستقیمیا طور غیرمستقیم و توانند بهها می
هاي غیرمستقیم شامل تولید مکانیسم. را افزایش دهند

هاي پاتوژن، کاهش یا باکتري هاي ضدبیوتیکآنتی
هاي گیاهی به آهن از طریق ممانعت از دسترسی پاتوژن

-تولید سیدروفورها در ریزوسفر، تولید و ترشح آنزیم
                                                   
1 Plant Growth  Promoting Rhizobacteria 

ها و رقابت با هاي لیزکننده دیواره سلولی قارچ
کردن ریشه نیزهلُهاي مضر براي کُمیکروارگانیسم

 افزایش هاي مستقیم شاملمکانسیم. باشندگیاهان می
هاي فسفر قابل دسترس، تثبیت نیتروژن، تولید هورمون

ها و کم ها، جیبرلینسیتوکینین ها،گیاهی از جمله اکسین
آمیناز و دACC  - کردن سطح اتیلن از طریق تولید آنزیم

 شوري، هایی مانندتنش افزایش تحمل گیاه به ،در نتیجه
 اشندبها در گیاه میکشعناصر سنگین و آفت خشکی،

 PGPRهاي باکتري ،چنینهم). 1999گلیک و همکاران (
ها توانند با تولید اسیدهاي آلی باعث هوادیدگی سنگمی

ها شوند و عناصر معدنی مورد نیاز گیاهان از و کانی
و در اختیار  کنندجمله روي، آهن، منگنز و غیره را آزاد 

  ). 1995همکاران  و ایلمر( ها قرار دهندآن
هاي ریزوسفري محرك رشد باکتري علاوه بر

-هایی از این نوع وجود دارند که قادرند بهگیاه، باکتري

طور اختصاصی به بخش درونی گیاه از جمله بذر و 
ها تخمک، میوه، ساقه، ریشه نفوذ کنند و در این مکان

طور معمول ها بهاین میکروارگانیسم. مستقر شوند
لولی براي نفوذ در کننده دیواره سهاي حلآنزیم داراي

این ). 1998 گرمیدا و همکاران(  ها هستنداین اندام
در ناحیه ورودشان  گیاه ممکن استها در داخل باکتري

هالمان و همکاران (و یا در سراسر گیاه پخش شوند 
بالاتر  ،هاي اندوفیت داخل ریشهجمعیت باکتري). 1997

طور به. دباشهاي گیاه میها در سایر انداماز جمعیت آن
ها را در ریشه گیاهان میانگین، جمعیت این باکتري

و در  104 ، حدودها، در ساقه105مختلف در حدود 
هالمان و برگ (د انهبرآورد کرد 103 ، حدودهابرگ

توانند موجب هاي اندوفیتی میاین باکتري). 2006
هاي گیاهی در مقابل بیماري سیستمیک افزایش مقاومت
).                                                                         1996چانوي (شوند گیاه  یا افزایش رشد

هاي هایی که باکتريیکی از مهمترین مکانیسم
PGPR از طریق آن باعث افزایش رشد و نمو گیاه می-

-به(هاي رشد گیاه کنندهتولید و ترشح تنظیم ،شوند

ها گروهی از اکسین. باشدمی) هاخصوص اکسین
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استیک اسید  -3- ایندولکه  هاي گیاهی هستندهورمون
)IAA(، ها است ترین آنترین و شناخته شدهمعمول
ها از نظر ترین اکسینیکی از فعال ،IAA ).1995گلیک (

هم باعث  IAAثابت شده است که . فیزیولوژي است
هاي گیاهی و هم باعث تحریک افزایش طول سلول

). 1990کلیلند (شود یم سلولی و تمایز در گیاه میتقس
IAA  تریپتوفان - متابولیسم ال حاصل ازیک محصول

)(TRP هایی که ها و باکتريوسیله قارچباشد که بهمی
لانچ (شود قادر به تحریک رشد گیاه هستند تولید می

هاي خاك قادرند پس از اضافه میکروارگانیسم ).1985
کنند و رشد و  IAAه خاك، تولید تریپتوفان ب- ال شدن

 ).1992مارتن و فرانکبرگر (نمو گیاه را افزایش دهند 
درصد  80اند که شده نشان دادهمطالعات انجام
هاي جداشده از ریزوسفر گیاهان میکروارگانیسم

عنوان یک متابولیت ثانویه به IAAمختلف، توانایی تولید 
شده توسط تولید IAA). 1986 لوپر و شروت(را دارند 
تواند از طریق افزایش تعداد هاي ریزوسفري میباکتري

هاي فرعی، موجب افزایش رشد تارهاي کشنده و ریشه
-هاي تثبیتباکتري ).1986اکون و کاپولنیک (گیاه شود 

ها هستند که قادرند با گروهی از باکتري ،کننده نیتروژن
روژن را در نیت ،ایجاد ارتباط با گیاهان لگوم و غیرلگوم
نقش مهمی در  ،دسترس گیاه قرار دهند و از این رو

 هاسن). 1994رائو (حاصلخیزي خاك ایفا نمایند 
-هاي آزادزي میگزارش کرد که برخی باکتري) 2003(

باعث افزایش  ،توانند از طریق تثبیت بیولوژیک نیتروژن
هاي آزادزي باکتري .دسترسی گیاه به نیتروژن شوند

 هاي همزیستنیتروژن نسبت به باکتريکننده تثبیت
، مقدار نیتروژن کمتري را براي گیاه فراهم )هاریزوبیوم(

کننده هاي حلباکتري ).2001شنوي و همکاران (کنند می
 انحلال توانند با ترشح اسیدهاي آلی،فسفات نیز می

خاك و دسترسی گیاه به فسفر را  هاي نامحلولفسفات
سیدروفورها  ).1997 ارانو همک کیم(افزایش دهند 

 2000تا  500(ولکولی کم هاي آلی با وزن مترکیب
تشکیل میل ترکیبی شدید و اختصاصی براي  )دالتون

هاي این مواد توسط سلول. دارندپیوند با آهن فریک 
) میکرومول 10کمتر از (میکروبی در شرایط کمبود آهن 

و  دهندمیترشح و با آهن فریک کمپلکس پایدار تشکیل 
صورت ترکیب متحرك و قابل دسترس در میآن را به
هاي برخی باکتري). 2002 لئونی و همکاران(آورند 

-به ،توانند با تولید سیدروفور، آهن راریزوسفري می

گیاه  در اختیار ،هاي خنثی و قلیاییخصوص در خاك
ها قرار دهند و باعث کاهش دسترسی آهن براي پاتوژن

عداد تولید سیدروفور در ت). 1999سوبا رائو (شوند 
هوازي اختیاري و هاي هوازي و بیباکتري زیادي از

غلظت سیدروفورهاي باکتریایی بین . ها وجود داردقارچ
 240تا  30میکرومول و انواع قارچی آن  300 تا 4

 ).1993بارتون و هامینگ (میکرومول گزارش شده است 

در  هاي مفید ریزوسـفري  نظر به پتانسیل باکتري
بهبود و افزایش رشد گیاه و نیـز عـدم وجـود اطلاعـات     

ــاکتري     ــی ب ــت و ترکیــب جمعیت ــافی از جمعی هــا در ک
هاي پسته، برنامـه ایـن پـژوهش طراحـی     ریزوسفر نهال

هـاي  هدف از این پژوهش، تعیین جمعیت بـاکتري . گردید
ریزوســـفري و غیرریزوســـفري و   اندوریزوســـفري،  
ختلـف در ایـن   م خواص محرك رشـد مقایسه جمعیت و 

نتـایج  . هاي پسته بوده استبخش در ارتباط با نهال سه
توانـد میـزان تـأثیر ترشـحات ریشـه در      این پژوهش می

هـاي محـرك   هاي ریزوسفري و نیز باکتريجلب باکتري
رشد گیاه را مشخص کنـد و مـا را در شـناخت هـر چـه      

در منطقـه   هاي محـرك رشـد  بهتر تنوع جمعیتی  باکتري
  .هاي پسته یاري نمایدي نهالریشه

 
  هامواد و روش

   هاي پستهکشت نهالبرداري از خاك و نمونه
هاي مقایسه باکتري منظور تعیین جمعیت وبه

ریزوسفري و غیرریزوسفري از نظر اندوریزوسفري، 
بافت با از یک خاك  ،برخی خصوصیات محرك رشد

، از یک خاك مورد نظر. استفاده شد) لوم شنی(متوسط 
باغ پسته واقع در شهرستان رفسنجان و در محدوده 
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 پس از نمونه خاك مزبور،. انداز درخت تهیه گردیدسایه
 5/2گلدان  یک به ،کردن، کوبیدن و الکشدن هوا خشک

شد و رطوبت آن به ظرفیت مزرعه کیلوگرمی منتقل 
در طول دوره رشد از محلول غذایی . رسانده شد
-تامین عناصر غذایی مورد نیاز نهالمنظور هوگلند به

از ). 1950هوگلند و آرنون، ( هاي پسته استفاده شد
استفاده  براي کشت) رقم بادامی زرند(بذر پسته شش 
سازي پوست سخت، ضد پس از جدابذرها . گردید

مدت بهعفونی، بذرها  براي ضد. شدند عفونی سطحی
) لدرصد کلر فعا 5/0(درصد  10دقیقه در محلول  10

بار با آب  10تا  8و شدند سدیم نگهداري  تهیپوکلری
ساعت  24مدت و به گردیدند شوومقطر استریل شست

بر آنگاه . در یک لیتر آب مقطر استریل نگهداري شدند
 25ساعت در دماي  48مدت به 1آگارآب روي محیط 

درجه سلسیوس درون انکوباتور قرار داده شدند تا 
هاي بذر .)1391همکاران  حسنی و( دار شوند جوانه
براي مدت  نو گلداشدند کشت  دار در خاك گلدانجوانه

  .ماه در شرایط گلخانه نگهداري شد 2
  

اندوریزوسفري، هاي باکتري و جداسازي تعیین جمعیت
  ریزوسفري و غیرریزوسفري

 يهايباکتر و جداسازي تیجمع نییتع منظورهب
ها به ریشهگرم از  10، يزوسفریرریغ و يزوسفریر

و  )هاخاك چسبیده به ریشه(همراه خاك ریزوسفري 
خاك (گرم از خاك دور از منطقه ریشه  10 همچنین

-میلی 250طور جداگانه به یک ارلن به ،)ریزوسفريغیر

کلرید (لیتر سرم فیزیولوژیک میلی 90لیتري حاوي 
دقیقه بر  20و براي مدت شد اضافه ) درصد 85/0سدیم 

دور در  110درجه سلسیوس و  28دماي روي شیکر با 
هاي رقت ،از ارلن مذکور ،سپس. دقیقه تکان داده شد

لیتر میلی 1/0و مقدار شدند تهیه  )10- 8تا  10-2(مختلف 
پتري حاوي محیط کشت  از هر رقت بر روي ظروف

                                                   
1 Water agar  

NAبراي تعیین جمعیت و جداسازي . پخش گردید ٢
ها با آب مقطر اندوریزوسفري، ابتدا ریشههاي باکتري

براي ضد . ی شدندسطح یعفون ضدشسته و سپس 
درصد و  96الکل  ها به مدت یک دقیقه درعفونی، ریشه

 HgCl2درصد  1/0محلول  مدت یک دقیقه درهمچنین به
طور کامل به هاي سطح ریشهقرار داده شدند تا باکتري

دلیل آنگاه به. )1998استارز و همکاران (از بین بروند 
بار با آب  10تا  8ها ریشه، HgCl2بودن محلول سمی 

در شرایط وشو گردیدند و سپس مقطر استریل شست
آنگاه از سوسپانسیون حاصل، . له شدند کاملاً ،استریل

 1/0و مقدار شد تهیه ) 10-8تا  10-2( هاي مختلفرقت
لیتر از هر رقت بر روي ظروف پتري حاوي محیط میلی
تهیه شده  NA تکشمحیط . پخش گردید NA تکش

کش سیکلوهگزامید گرم بر لیتر قارچمیلی 80حاوي 
ها خطایی حاصل شده بود تا در شمارش باکترياستریل
شده در هاي لهسوسپانسیون اولیه حاوي ریشه. نشود

ها درجه سلسیوس قرار داده شد تا ریشه 70دماي 
ها، کاملاً خشک گردند و پس از تبخیر شدن آب آن

وزن خشک  نییتع. شده توزین گردیدندشکهاي خریشه
آورد تا بتوان وجود میکار رفته این امکان را بهریشه به
اندوریزوسفري را به ازاي واحد هاي باکتريجمعیت 

ساعت از  48پس از  .دست آوردوزن خشک ریشه به
درجه سلسیوس، جمعیت  28ها در دماي رشد باکتري

ریزوسفري و  اندوریزوسفري، هايباکتري
غیرریزوسفري با استفاده از روش شمارش کلنی، در 

  .سه تکرار تعیین گردید
هاي پس از تهیه سري رقت و پخش در پلیت

ها، و تعیین جمعیت باکتري NA تحاوي محیط کش
 اندوریزوسفري، هايشده باکتريهاي تلقیحپلیت

-2هاي به ترتیب رقت ریزوسفري و غیرریزوسفري با

کلنی بودند انتخاب  50تا  20که محتوي  10-3 و 5-10 ،10
 یافته در پلیت با چند بارهاي رشدو تمامی کلنیشدند 

جدایه  33( سازي شدندکشت متوالی، خالص
                                                   
2  Nutrient Agar 
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جدایه  23جدایه ریزوسفري و  25، ریزوسفرياندو
پس از حصول اطمینان کامل از ). غیرریزوسفري

روي  ها برباکتري ،خلوص و تا زمان استفاده بعدي
درجه  4دار در یخچال و در دماي محیط کشت شیب

  .دسلسیوس نگهداري شدن
  

هاي تعیین برخی خصوصیات محرك رشد گیاه در باکتري
  ریزوسفري و غیرریزوسفري اندوریزوسفري،

   OD 1 تنظیم چگالی سوسپانسیون
هـا، چگـالی   دلیل عدم یکنـواختی رشـد بـاکتري   به

هــاي باکتریــایی کــه بــراي تلقــیح مــورد  سوسپانســیون
سازي یـا تغلـیظ   از طریق رقیقابتدا استفاده قرار گرفتند 

   .برابر یک تنظیم گردیدند OD ،نانومتر 600در طول موج 
  

  گیري میزان تولید اکسیناندازه
سـاعت در   24مـدت  ها به بدین منظور، ابتدا جدایه

میکرولیتـر از   50 ،سـپس . کشت داده شدند 2TSBمحیط 
لیتـر   میلی 20ها مجدداً به  سوسپانسیون هر یک از جدایه

ــوي  TSBمحــیط  ــی 50محت ــیمیل ــرم در میل ــر الگ  -لیت
 120سـاعت در   72و بـراي مـدت   شـد  تریپتوفان منتقـل  

درجـه سلسـیوس تکـان داده     28دور در دقیقه و دمـاي  
دقیقـه   15مـدت  به g10000ها در  این سوسپانسیون. شد

لیتر از محلول رویـی   گاه یک میلیو آنشدند یفیوژ سانتر
ــا  ــی 4ب ــکی  میل ــرف سالکوس ــر از مع ــامل ( 3لیت  150ش
لیتر آب مقطر  میلی 250لیتر اسید سولفوریک غلیظ،  میلی

ــی 5/7و  ــر  میل ــد آهــن لیت ــیم FeCl3.6H2O(کلری ) مــولارن

دقیقه در دماي  20مدت مخلوط حاصل به. دمخلوط گردی
 ،و سپس با استفاده از اسپکتروفتومترشد اتاق نگهداري 

. نـانومتر قرائـت شـد    535میزان جذب نور در طول موج 
از مقایسه جـذب نـور    ،توسط هر جدایه IAAمقدار تولید 

، 10، 5، 0هـاي  شده با غلظتآن با منحنی استاندارد تهیه

                                                   
1  Optical density 
2  Tryptone Soybean Broth  
3  Salkowski reagent 

گرم در لیتر از اینـدول اسـتیک اسـید     میلی  30و  20، 15
   ).2000مکاران بنت و ه(محاسبه گردید 

  
 آزمون توانایی تثبیت نیتروژن

ــی   ــروژن رن ــدون نیت ــیط ب ــدین منظــور از مح  4ب
و همچنین در پلیـت  ) صورت مایعبه(درون لوله ) 1980(
ایـن محـیط در هـر لیتـر     . استفاده شد) صورت جامدبه(

، لاکتات سدیم )گرم 5(، مانیتول )گرم 5(شامل سوکروز 
ــرم 3/0( ــرم 8/0(  K2HPO4، )گ ــرم 2/0( KH2PO4، )گ  ،)گ

NaCl )1/0 ــرم ــرم 025/0( Na2MoO4.2H2O، )گـــ ، )گـــ
NaFeEDTA )028/0 ــرم ــرم 06/0( CaCl2.2H2O، )گـ ، )گـ

MgSO4.7H2O )02/0  گــــرم 005/0(، بیــــوتین )گـــرم( ،
PABA٥ )01/0 5/1محـیط مـایع   (و آگارنوبـل  ) گرممیلی 

 تنظـیم   pH=2/7بود کـه در  ) گرم 15گرم و محیط جامد 
ذکر است که بـراي اسـتفاده از بیـوتین و     لازم به. گردید

PABA،   05/0( کـدام از ایـن مـواد   ابتدا محلول مادر هـر 
لیتـر   میلـی  100گـرم در   01/0گرم در لیتر براي بیوتین، 

سـپس از هـر محلـول     .شـد تهیه  )PABAآب مقطر براي 
 2/0لیتـر محلـول حـاوي     میلـی  5لیتر بـه   میلی 1/0مادر، 

-بـه  ،گـاه آن. اضـافه گردیـد   MgSO4.7H2Oلیتـر   گرم در

 45/0 هوسیله فیلتر کردن با کاغذ صـافی بـا قطـر روزن ـ   
و قبــل از پخــش در پلیــت بــه شــد  اســتریل  ،ومتــرمیکر

در مورد آزمون درون لولـه،  . محیط کشت اضافه گردید
و  شـد  لیتر رسانده میلی 20محلول حاصل به حجم ابتدا 
 100فیلتر، به میـزان  ده از با استفااستریل کردن از  پس 

ــاوي    ــه ح ــر لول ــه ه ــر ب ــی 5میکرولیت ــیط   میل ــر مح لیت
-ها به تلقیح محیط درون لوله. اتوکلاوشده اضافه گردید

وسیله سوزن پلاتینی آغشته به باکتري و از طریق فـرو  
هـا   ها و لولـه   پلیت. بردن آن در محیط کشت انجام گرفت

ــاي   ــنج روز در دم ــدت پ ــراي م ــ 28ب یوس درجــه سلس
مشاهده رشد باکتري هم در لولـه و هـم   . نگهداري شدند

                                                   
4  Rennie 
5  Amino Benzoic Acid 
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دهنده توانایی تثبیت نیتـروژن هـر جدایـه     نشان ،در پلیت
  .  بود

هاي تعیین برخی خصوصیات محرك رشد گیاه در باکتري
  ریزوسفري و غیرریزوسفري 

  نامحلولهاي معدنی فسفات لحلاانتعیین توان 
انحلال ها در منظور بررسی توان جدایهبه
، از محیط کشت اسپربر نامحلول هاي معدنیفسفات

پس از کشت هر جدایه در . استفاده گردید) 1985(
میکرولیتر از سوسپانسیون  50 ، مقدار TSBمحیط

شامل (لیتر محیط اسپربر مایع میلی 25 باکتري به
، )گرم5/0( ، عصاره مخمر)گرم 10( گلوکز

MgSO4.7H2O )32/0گرم( ،CaCl2 )14/0مگر( ،Ca3(PO4)2 
منتقل ) pH= 2/7لیتر آب مقطر و میلی 1000، )گرم 5/2(

ساعت بر روي شیکر تکان  120مدت ها بهنمونه. شد
ها قرائت نمونه pH ، ابتداداده شدند و پس از این مدت

 10000با دور سوسپانسیون هر باکتري سپس و شد 
 3لیتر از محلول رویی با میلی 1و گردید سانتریفیوژ 

لیتر معرف آمونیوم میلی 1لیتر آب مقطر و میلی
دقیقه،  20بعد از گذشت . شدوانادات مخلوط - مولیبدات

 470میزان جذب نور با استفاده از اسپکتروفتومتر در 
مقدار فسفر آزادشده توسط هر . نانومتر قرائت شد

-شده از غلظتجدایه با استفاده از منحنی استاندارد تهیه

  .محاسبه گردید KH2PO4هاي مختلف 
  

  تعیین توانایی تولید سیدروفور
ی توان تولید سیدروفور از کمبراي تشخیص نیمه

این محـیط کشـت   . استفاده شد CAS-Agar1محیط کشت 
) 1991(شده الکسـاندر و زوبـرا    بر اساس روش اصلاح

  :ها پخش گردیدو به دو روش زیر در پلیتشد تهیه 
کشت ( CAS2روش سنجش عمومی ) الف

 هاي گرم منفی،منظور بررسی توانایی جدایهبه): مستقیم
لیتر در ظروف پتري میلی 30به مقدار  CAS-Agarمحیط 

                                                   
1 Universal Chrome Azurol S 
2 Universal Cas Assay 

 4با تیغ استریل به  ،و پس از انجمادشد استریل پخش 
سپس سوسپانسیون تازه هر . قسمت مساوي تقسیم شد

میکرولیتر در وسط هر قسمت با  5جدایه به مقدار 
ها، همزمان با تلقیح جدایه. اري تلقیح شدگذروش قطره

  (P187)و داخلی  (GRP3)خارجی  PGPRهاياز سویه
در همان محیط کشت تلقیح  )+sid(عنوان شاهد مثبت به

درجه  28در دماي  ،شدههاي تلقیحپلیت. انجام گرفت
توانایی تولید سیدروفور از . سلسیوس نگهداري شدند

روي تغییر رنگ محیط از آبی به نارنجی و با 
شده در رنگ تشکیلهاله نارنجیقطر گیري  اندازه

 72، 48، 24ها، در فواصل زمانی  پیرامون کلنی باکتري
  .ساعت ارزیابی شد 96و 

): نیمانیمکشت ( 3روش تغییر یافته میلاگرس) ب
ه یارا) 1999(این روش که توسط میلاگرس و همکاران 

ها و قارچ توسطتولید سیدروفور  بهقادر  است شده
-CASهاي حاويکه بر روي پلیتباشد میهایی باکتري

Agar  بدین منظور ابتدا محیط کشت. کنندرشد نمیTSA  
ها به عنوان محیط غذایی مناسب براي رشد باکتريبه

لیتر در ظروف پتري استریل پخش میلی 30 مقدار
پس از انجماد کامل این محیط، نیمی از این محیط . گردید

و از ظرف داده شد با رعایت شرایط استریل برش 
پر   CAS-Agarي خالی با محیطسپس نیمه. خارج شد

هاي گرم گاه از سوسپانسیون تازه جدایهآن. گردید
ط مرزي بین دو میکرولیتر نزدیک خ 5به مقدار  ،مثبت

قرار گیرد، TSA طوري که کلنی روي محیط محیط، به
ها که صورت این جدایهبراي تلقیح استفاده شد تا در این

. ند بتوانند رشد نمایندهست حساس HDTMAبه سمیت 
درجه سلسیوس  28در دماي  ،شدههاي تلقیحپلیت

ها از توانایی تولید سیدروفور جدایه. نگهداري شدند
روي تغییر رنگ محیط از آبی به نارنجی و با 

شده در  رنگ تشکیل هاله نارنجیقطر گیري  اندازه
 96و  72، 48، 24، در فواصل زمانی  CAS-Agarمحیط 

  .ساعت ارزیابی شد
                                                   
3 Millagress 



  1392سال / 4شماره 23جلد/ نشریه دانش آب و خاك                                                                     ...و اخگر،  نوقیحجت                            222

  هاي آماريتجزیه
ها پس از تعیین خصوصیات محرك رشد جدایه

کامپیوتري افزار ها با استفاده از نرمدر سه تکرار، داده
SAS  مورد تجزیه و تحلیل آماري قرار گرفتند و مقایسه

 ددرص 5ها بر مبناي آزمون دانکن در سطح میانگین
  .انجام شد

  
  نتایج و بحث

هاي نتایج نشان داد که جمعیت باکتري
وزن سلول به ازاي هر گرم  8/3×  105اندوریزوسفري، 

ریزوسفري و هاي جمعیت باکتريریشه و 
سلول  3/1×  106و  4×  107 ، ترتیب،غیرریزوسفري به

همچنین تأثیر ترشحات  .به ازاي هر گرم خاك بود
ي مقدار ها از طریق محاسبهاي بر جمعیت باکتريریشه

R/S  دست آمدبه 31تعیین و معادل . R/S یکبالاتر از ،
اي و ترکیبات قابل بدان معنی است که ترشحات ریشه

ها در ناحیه ریزوسفر در حدي نیسمدسترس میکروارگا
هاي بوده که توانسته باعث افزایش نسبت باکتري

بیس و ( هاي غیرریزوسفري شودریزوسفري به باکتري
اي در ترشحات ریشه همچنین). 2006همکاران 
هاي ریزوسفري باعث افزایش جمعیت باکتري ریزوسفر

. اندنیز شده ریزوسفرياندوهاي باکتريبه نسبت 
اي شامل ترشحات ریشهاند که ها نشان دادهپژوهش
هاي فرسوده ریشه، قندها، اسیدهاي آلی و سلول

اسیدهاي آمینه هستند که باعث افزایش جمعیت و 
برتین و (شوند ها در این ناحیه میفعالیت باکتري

 کالایگاندي و ).2006بیس و همکاران  ،2003همکاران 
ر ریزوسفري و ازتوباکت جمعیت) 2010(همکاران 

کاري در هند در یک مزرعه صیفیرا غیرریزوسفري 
ازتوباکتر  جمعیتکه ها نشان دادند آن. تعیین کردند

-و جمعیت باکتري 1/1×103تا  2/3× 102 ریزوسفري از

سلول به  9/6×102 تا 1/3×102هاي غیرریزوسفري از 
 )1985(جاکبز و همکاران . ازاي هر گرم خاك متغیر بود

هاي جمعیت باکترينیز ) 1995(ینروي و کلوپر س و مک

، 107تا  103اندوریزوسفري پنبه و ذرت شیرین را 
زمینی و درختان کاج را و سیب 106تا  103چغندر قند را 

  .کردندگزارش  105
نتایج آزمون تعیین توان تولید اکسین در 

درصد  5/48هاي اندوریزوسفري نشان داد که باکتري
. بودند IAAقادر به تولید  ،مورد مطالعههاي از باکتري

هاي مورد باکتري  IAAمقایسه میانگین تولید  1جدول 
شود طور که ملاحظه میهمان. دهدآزمایش را نشان می

هاي توسط باکتري IAAبین مقادیر تولید 
بیشترین . داري وجود داردتفاوت معنی ،اندوریزوسفري

میکروگرم  S40-PER1 )32/5در جدایه  IAAمقدار تولید 
 28/0( S26-PER1و کمترین مقدار در جدایه ) لیتربر میلی

  . مشاهده شد) لیترمیکروگرم بر میلی
هاي درصد از باکتري 60نتایج نشان داد که 

در محیط  IAAقادر به تولید  ،ریزوسفري مورد مطالعه
TSB  تریپتوفان - لیتر الگرم بر میلیمیکرو 50حاوي
هاي باکتري IAAیسه میانگین تولید مقا 1جدول . بودند

که ملاحظه  طورهمان. دهدمورد آزمایش را نشان می
هاي توسط باکتري IAAشود بین مقادیر تولید می

بیشترین . داري وجود داردریزوسفري تفاوت معنی
میکروگرم  S53-PR1 )72/10در جدایه  IAAمقدار تولید 

 43/2( S23-PR1و کمترین مقدار در جدایه ) لیتربر میلی
  . مشاهده شد) لیترمیکروگرم بر میلی

نتایج  ،هاي غیرریزوسفريدر ارتباط با باکتري
هاي درصد از باکتري 47نشان داد که بیش از 

در  IAAقادر به تولید  ،غیرریزوسفري مورد مطالعه
- لیتر المیکروگرم بر میلی 50حاوي  TSBمحیط 

تولیدشده  IAAدیر مقایسه میانگین مقا. تریپتوفان بودند
ها نیز نشان داد که بین مقادیر تولید توسط این باکتري

IAA بیشترین ). 1جدول (داري وجود داشت تفاوت معنی
میکروگرم بر  S11-PS1 )05/9مقدار تولید در جدایه 

 46/0( S2-PS1و کمترین مقدار در جدایه ) لیترمیلی
درصد  1 شکل. مشاهده گردید) لیترمیکروگرم بر میلی
، اندوریزوسفري و هاي ریزوسفريفراوانی باکتري
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را نشان  IAAبا مقادیر مختلف تولید  غیرریزوسفري
 44در  IAAشود تولید طور که مشاهده میهمان. دهدمی

ي کمتر از هاي ریزوسفري در محدودهدرصد از باکتري
ي درصد در محدوده 36لیتر و میکروگرم بر میلی 3

-در حالی. گرفتلیتر قرار گرم بر میلیمیکرو 6بالاتر از 

  ریزوسفريو غیر هاي اندوریزوسفرياکثر باکتريکه 
 3ي کمتر از درصد در محدوده 74و  91ترتیب به

ها و فراوانی باکتري ندلیتر قرار گرفتمیکروگرم بر میلی
 .با افزایش توان تولید اکسین کاهش یافت

 تجزیه واریانس مربوط به مقادیر تولید  2ل جدو
IAA ریزوسفري و  ،ریزوسفرياندوهاي توسط جدایه

-همچنین نسبت جدایه .دهدغیرریزوسفري را نشان می
هاي ریزوسفري به جدایه IAAهاي داراي توان تولید 

فراوانی و توانایی . بود 3/1حدود  )R/S(غیرریزوسفري 
توان را می IAAید هاي ریزوسفري در تولبیشتر جدایه

  تولیدها براي باکتري. اي نسبت دادبه ترشحات ریشه

IAA ترپتوفان دارند و این ماده در ترشحات - نیاز به ال
و بافت  اي ناحیه اطراف ریشه نسبت به توده خاكریشه

گزارش . به مقدار خیلی بیشتري وجود دارد داخلی گیاه
 ،فريهاي ریزوسدرصد از باکتري 80شده است که 

- -را دارند که براي تولید آن از ال IAAتوانایی تولید 
اصغر و (کنند ماده استفاده میعنوان پیشتریپتوفان به

  ).2004همکاران 
توانند ها میهایی که باکتريیکی از مهمترین راه

بر رشد و نمو گیاهان اثر بگذارند، تولید هورمون 
این هورمون . باشدمی) IAA(استیک اسید - 3- ایندول

اي گیاه و به دنبال آن، باعث توسعه سیستم ریشه
رجایی . گرددافزایش جذب عناصر غذایی توسط آن می

 ازتوباکتر کروکوکومتوانایی ) 1386(و همکاران 
مورد  IAAشده از ریزوسفر گندم را در تولید جداسازي

جدایه،  63ها نشان دادند از بین آن. بررسی قرار دادند
هاسن . بودند IAAقادر به تولید ) درصد 95(جدایه  60

سویه  14با پژوهشی بر روي ) 2003(و همکاران 
ازتوباکتر وینلاندي و   هايباکتریایی از جمله باکتري

 86(باکتري  12 که نشان دادند سرئوس باسیلوس
) 2005(مودمانی . بودند IAAقادر به تولید ) درصد
هاي شده از دانهجداسازي )اندوفیت(انتروباکتر  توانایی

را مورد بررسی قرار  IAAگرده درخت کاج در تولید 
داد و نتیجه گرفت که این باکتري قادر است در حضور 

 1و  1/0، 01/0، 0( تریپتوفان- الهاي متفاوت غلظت
 57/4و  120، 2/9، 2/9، به مقدار )مول بر لیترمیلی

پور و یخاک .تولید کند IAA لیترمیکروگرم بر میلی
سویه سودوموناس  50در تحقیقی ) 2008(همکاران 

مورد مطالعه قرار دادند IAA تولید  فلورسنت را از نظر
 IAAتولید ها قادر به درصد سویه 78و مشاهده کردند 

با پژوهشی بر روي ) 1391(حسنی و همکاران . بودند
سودوموناس فلورسنت جداسازي شده از جدایه  52

بر  IAA تولید ها را در توانایی جدایههاي پسته، نهال
 -ال لیتر میلی بر میکروگرم 50 حاوي TSB روي محیط

 ها نشان دادندآن. تریپتوفان مورد بررسی قرار دادند

 .بودندIAA به تولید  قادر هاجدایه تمامی
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  .هاي اندوریزوسفري، ریزوسفري و غیرریزوسفريتولیدشده توسط باکتري IAAمقایسه میانگین مقادیر  -1جدول 
میانگین مقدار تولید 

 )µg/ml(اکسین 
  هايجدایه

  غیرریزوسفري
میانگین مقدار 
تولید اکسین 

)µg/ml( 

  هايجدایه
  ریزوسفري

میانگین مقدار 
تولید اکسین 

)µg/ml( 

  هايجدایه
  اندوریزوسفري

nd S1-PS1 gh ٢۶/٣  S2-PR1   bc٢٧/١  S3-PER1 
۴۶/٠  e S2-PS1  nd S3-PR1   bc٧٣/٠  S4-PER1  
٠٣/١  e S3-PS1  c-e  ٠٧/٧ S4-PR1  c٢٩/٠  S7-PER1  
٨٩/٢  d S4-PS1  a-d ۵۶/٨ S12-PR1 nd  S8-PER1  
nd S5-PS1  nd S13-PR1 nd  S9-PER1  
nd S6-PS1  nd S14-PR1 nd  S10-PER1  
nd S7-PS1  ٨٠/٣  gh S19-PR1  c۵٠/٠  S12-PER1  
nd S8-PS1  ١٩/٩  a-c S20-PR1 nd  S14-PER1  
٨۵/٢  d S10-PS1  nd S22-PR1 nd  S18-PER1  
٠۵/٩  a S11-PS1  ۴٣/٢  g S23-PR1 nd  S19-PER1  
nd S13-PS1  ۴۶/٣  fg S24-PR1 nd  S21-PER1  
nd S14-PS1  ٣٠/٨  a-d S25-PR1 nd  S24-PER1  
nd S15-PS1  ١٧/١٠  ab S27-PR1  bc١٧/١  S25-PER1  
nd S16-PS1  ٨۴/٧  b-d S29-PR1  c٢٨/٠  S26-PER1  
nd S18-PS1  ٧۵/۴   e-g S31-PR1 nd  S27-PER1  

 ٠٣/٨  ab S21-PS1  nd S32-PR1  c۴۶/٠  S28-PER1  
nd S22-PS1  ٨٨/۶  c-e S33-PR1 nd  S29-PER1  
٢٨/۴  c S26-PS1  nd S38-PR1  a۴١/۴  S30-PER1  
٣٧/٧  b S28-PS1  ٨١/۵  d-f S41-PR1 nd  S33-PER1  
٩۴/٠  e S30-PS1  nd S46-PR1 nd  S34-PER1  
۶٨/٣  cd S35-PS1  ٢٧/٧  c-e S48-PR1 nd  S35-PER1  
٨٩/٧  b S37-PS1  nd S50-PR1 nd  S36-PER1  
nd S55-PS1  nd S52-PR1  bc۶٢/١  S39-PER1  
    ٧٢/١٠  a S53-PR1  a٣٢/۵  S40-PER1  
    nd S55-PR1  b١٢/٢  S41-PER1  
         a٨٨/۴  S42-PER1  
        nd  S43-PER1  
        nd  S45-PER1  
         bc٠٩/١  S50-PER1  
         bc٣٨/١  S51-PER1  
         bc۵٨/١  S52-PER1  
        nd  S53-PER1  
         bc٧۵/١  S54-PER1  

 باشنددار نمیمعنی هایی که در یک حرف کوچک مشترك هستند، طبق آزمون دانکن از لحاظ آماريمیانگین                           
                        ndگیري، کمتر از حد قابل اندازه  

  

                                  
 .IAAهاي اندوریزوسفري، ریزوسفري و غیرریزوسفري قادر به تولید درصد فراوانی جدایه -1شکل 
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  .IAAهاي اندوریزوسفري، ریزوسفري و غیرریزوسفري در تولید تجزیه واریانس جدایه -2جدول 
  منابع تغییر  درجه آزادي  میانگین مربعات

P < F   تولیدIAA  

  جدایه اندوریزوسفري   32  5565917/118  > 0001/0  ***  
  خطا  55  4190000/21  -
-  37838/45  -  CV 

  هاي ریزوسفريجدایه  24  9006133/286  >0001/0***
  خطا  50  8412667/64  -
-  16102/22  -  CV  

  هاي غیرریزوسفريجدایه  22  3491778/456  >0001/0***
  خطا  46  1650000/13  -
-  49503/20  -  CV  

     دهدرا نشان می 01/0دار بودن در سطح معنی***                 
  

نتایج ارزیابی توانایی تثبیت نیتروژن نشان داد 
 64 ،ریزوسفرياندوهاي جدایهدرصد از  3/27که 

هاي درصد جدایه 4/17 هاي ریزوسفري ودرصد جدایه
به رشد در محیط کشت بدون  قادر ،غیرریزوسفري

 جدول(نیتروژن رنی و توانا در تثبیت نیتروژن بودند 
هاي توانایی بیشتر جدایهدلیل که رسد نظر میبه). 3

هاي ریزوسفري در تثبیت نیتروژن نسبت به جدایه
وجود ترکیباتی مانند  ،غیرریزوسفرياندوریزوسفري و 

در ترشحات ، قندها و ترکیبات آلی هاي کربنهیدرات
و بافت  اي ناحیه اطراف ریشه نسبت به توده خاكریشه

ب بر اساس اصل انتخا بنابراین،. باشد داخلی گیاه
کننده نیتروژن در هاي تثبیتطبیعی، فراوانی باکتري

ناحیه بافت داخلی گیاه و نسبت به  يریزوسفرناحیه 
) 2006(موچانگ و همکاران . غیرریزوسفري بیشتر بود

جدایه برتر محرك رشد گیاه را از نظر توانایی  168
ها نشان آن. تثبیت نیتروژن مورد بررسی قرار دادند

رجایی . ه قادر به تثبیت نیتروژن بودندجدای 56دادند که 
 ازتوباکتر کروکوکومتوانایی باکتري ) 1386(و همکاران 

را در تثبیت بیولوژیک نیتروژن با استفاده از روش 
ها نشان دادند آن. بررسی کردندگازي  کروماتوگرافی

)  هادرصد از جدایه 54(جدایه  34جدایه،  63از میان که 
و  بالدانی. ن مولکولی بودندقادر به تثبیت نیتروژ

هاي نشان دادند در گیاه برنج گونه) 2000(همکاران 

صورت به بورخولدریا و هرباسپپیریلیوم باکتري
درصد نیتروژن  54تا  31توانند و می هستند اندوفیت

) 2007(ریمان و همکاران  .مورد نیاز گیاه را تثبیت کنند
کننده نیتروژن به آزوتروف تثبیتاز سه نوع باکتري دي

منظور تلقیح به گیاه برنج در شرایط غیرغرقاب و 
ها نشان دادند در شرایط آن. غرقاب استفاده کردند

ها فقط وزن روز تلقیح، باکتري 6غیرغرقاب بعد از 
خشک اندام هوایی و طول ریشه را افزایش دادند؛ اما 

روز، مقدار نیتروژن کل نیز در گیاهان برنج  33بعد از 
این در حالی بود . ها افزایش یافتشده با باکتريلقیحت

روز تلقیح، فقط باکتري  6که در شرایط غرقاب بعد 
روز  33ها و بعد از توانسته رشد ریشه سودوموناس

همچنین نتایج نشان . مقدار نیتروژن کل را افزایش دهد
هاي نسبت به باکتري هاسودوموناسداد که جمعیت 

فر و هم در اندوریزوسفر بیشتر دیگر، هم در ریزوس
-هاي تثبیتدر پژوهشی دیگر نیز جمعیت باکتري .بود

. نوع خاك متفاوت بررسی گردید 11کننده نیتروژن در 
 107تا  5×103ها از نتایج نشان دادند که جمعیت باکتري

همچنین . کردسلول در هر گرم خاك تغییر می 5/1 ×
ازتوباکتر،  هايباکتريها نشان داد که شناسایی باکتري

-هاي تثبیتمهمترین باکتري آزوسپیریلیومو  ریزوبیوم

سولیاسی و (ها بودند کننده نیتروژن در این خاك
  ).2005ویداوتی، 
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  .هاي اندوریزوسفري، ریزوسفري و غیرریزوسفريتوسط باکتري توان تثبیت نیتروژن -3جدول 
  هايجدایه

  اندوریزوسفري
  توانایی تثبیت

  نیتروژن
  هايجدایه

 ریزوسفري

توانایی تثبیت 
 نیتروژن

  هايجدایه
 غیرریزوسفري

توانایی تثبیت 
 نیتروژن

S3-PER1 -  S2-PR1 - S1-PS1 - 

S4-PER1  -  S3-PR1 + S2-PS1 - 

S7-PER1  -  S4-PR1 + S3-PS1 - 

S8-PER1  -  S12-PR1 + S4-PS1 - 

S9-PER1  -  S13-PR1 - S5-PS1 + 

S10-PER1  -  S14-PR1 + S6-PS1 - 

S12-PER1  -  S19-PR1 - S7-PS1 - 

S14-PER1  +  S20-PR1 - S8-PS1 - 

S18-PER1  -  S22-PR1 + S10-PS1 - 

S19-PER1  -  S23-PR1 - S11-PS1 - 

S21-PER1  +  S24-PR1 - S13-PS1 - 

S24-PER1  -  S25-PR1 - S14-PS1 + 

S25-PER1  +  S27-PR1 + S15-PS1 - 

S26-PER1  -  S29-PR1 + S16-PS1 - 

S27-PER1  -  S31-PR1 - S18-PS1 + 

S28-PER1  -  S32-PR1 - S21-PS1 - 

S29-PER1  -  S33-PR1 + S22-PS1 + 

S30-PER1  +  S38-PR1 + S26-PS1 - 

S33-PER1  -  S41-PR1 + S28-PS1 - 

S34-PER1  -  S46-PR1 + S30-PS1 - 

S35-PER1  -  S48-PR1 + S35-PS1 - 

S36-PER1  -  S50-PR1 + S37-PS1 - 

S39-PER1  +  S52-PR1 + S55-PS1 - 

S40-PER1  +  S53-PR1 +     

S41-PER1  -  S55-PR1 +     

S42-PER1  -          

S43-PER1  -          

S45-PER1  -          

S50-PER1  -          

S51-PER1  -          

S52-PER1  +          

S53-PER1  +          

S54-PER1  +          

  
 يهاهیجدا ییتوانا یابیج حاصل از ارزینتا

نامحلول  یمعدن يهافسفات انحلالدر  يزوسفریر
قادر به  ،هاي مورد مطالعهجدایه ینشان داد که تمام

کلسیم فسفات و آزاد کردن فسفر در محیط انحلال تري
فسفات کلسیم  تري گرم در لیتر 5/2 مایع اسپربر حاوي

شده مقایسه میانگین مقادیر فسفر حل 4جدول . بودند
-همان. دهدهاي ریزوسفري را نشان میتوسط باکتري

ها از نظر توانایی شود بین جدایهکه ملاحظه می طور
. داري وجود داردتفاوت معنی ،کلسیم فسفاتتري حل

ط اسپربر در شده در محیبیشترین مقدار فسفر حل
-میکروگرم بر میلی S33-PR1)95/498  حضور جدایه

 61/147( S13-PR1و کمترین آن در حضور جدایه ) لیتر
   .بود) لیترمیکروگرم بر میلی

هاي سوسپانسیون جدایه pHمقایسه      
ریزوسفري رشدیافته در محیط اسپربر با شاهد نشان 

ط رشد محی pHها قادر به کاهش داد که تمامی جدایه
-S4در حضور جدایه  pHبیشترین کاهش . خود بودند

PR1 به  82/5که این کاهش از  طوريمشاهده شد به
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-به S13-PR1بود و کمترین آن در حضور جدایه  15/3
هاي ریزوسفري محیط رشد جدایه pHبین  .دست آمد

 - 9/0(همبستگی منفی بالا  ،کلسیم فسفاتوانحلال تري
=R2 (داري مشاهده گردید معنی و) 2شکل.(  

هاي نتایج حاصل از ارزیابی توانایی جدایه
هاي معدنی نامحلول نیز غیرریزوسفري در حل فسفات

قادر به  ،هاي مورد مطالعهنشان داد که تمامی جدایه
کلسیم فسفات و آزاد کردن فسفر در محیط انحلال تري

ر مقایسه میانگین مقادی 4جدول . مایع اسپربر بودند
هاي غیرریزوسفري را شده توسط باکتريفسفر حل
-شود بین جدایهکه مشاهده می طورهمان. دهدنشان می

-تفاوت معنی ،کلسیم فسفاتها از نظر توانایی حل تري
شده در بیشترین مقدار فسفر حل. داري وجود داشت

 S10-PS1و S4-PS1 هاي محیط اسپربر در حضور جدایه
و کمترین آن در ) لیتریلیمیکروگرم بر م 17/497(

) لیترمیکروگرم بر میلی S6-PS1 )64/97حضور جدایه 
   .بود

هاي سوسپانسیون جدایه pHمقایسه 
شاهد pH غیرریزوسفري رشدیافته در محیط اسپربر با 

ها در حضور تمامی سوسپانسیون pHنشان داد که 
در حضور  pHبیشترین کاهش . ها کاهش یافتباکتري
که این کاهش از  طوريمشاهده شد بهS14-PS1  جدایه

-S6 بود و کمترین آن در حضور جدایه 22/3تا  92/6

PS1 بین . دست آمدبهpH هاي محیط رشد جدایه
کلسیم فسفات نیز غیرریزوسفري و انحلال تري

داري مشاهده و معنی R2 )= - 98/0( همبستگی منفی بالا
 ).3شکل ( گردید

ي ریزوسفري و هااگرچه تمامی جدایه
کلسیم فسفات و غیرریزوسفري قادر به انحلال تري

آزاد کردن فسفر در محیط مایع اسپربر بودند، لیکن 
- 600(هاي ریزوسفري با توانایی بیشتر فراوانی جدایه

-نسبت به فراوانی جدایه) لیترمیکروگرم بر میلی 400

که فراوانی  طوريبه ؛هاي غیرریزوسفري، بیشتر بود

هاي درصد و فراوانی جدایه 68 ،هاي ریزوسفريجدایه
 ).5و  4هاي شکل( درصد بود 5/43 ،غیرریزوسفري
تجزیه واریانس مربوط به مقادیر  5 جدول

سوسپانسیون توسط  pHانحلال فسفات و مقادیر 
-هاي ریزوسفري و غیرریزوسفري را نشان میجدایه

  .دنده
ا ر PGPRجدایه  168) 2006(موچانگ و همکاران 

هــاي معــدنی و از نظــر حــل فســفاتکردنــد جداســازي 
ها نشان دادند کـه  آن. نامحلول مورد ارزیابی قرار دادند

در  .هسـتند قـادر بـه حـل فسـفر     ) درصد 37(جدایه  62
کننـده فسـفر در   هاي حـل پژوهشی دیگر جمعیت باکتري

نتایج نشان داد که، . نوع خاك متفاوت بررسی گردید 11
سـلول در هـر    5/7× 106تا   5×103 ها ازجمعیت باکتري

هـا  همچنـین شناسـایی بـاکتري   . کردگرم خاك تغییر می
ســودوموناس، باســیلوس، هــاي نشــان داد کــه بــاکتري

هـاي  مهمترین باکتريفلاوباکتریوم، کلبسیلا و انترباکتر 
سولیاسـی و  (هـا بودنـد   کننـده فسـفر در ایـن خـاك    حل

 هـاي جدایـه ) 1386(رجایی و همکاران  ).2005ویداوتی، 
ــاکتر ــه چهارمحــال و    کروکوکــوم ازتوب بــومی منطق

هـا از سـه نـوع    آن. بختیاري را مورد ارزیابی قرار دادند
اسـتفاده کردنـد    BPBو  LG ،NBRIمحیط کشت اسپربر، 

هـا فاقـد توانـایی انحـلال     و نشان دادنـد کـه ایـن جدایـه    
) 1985(اسـپربر  . فسفات در هر سه محیط کشـت بودنـد  

ــی ــان داد، در پژوهش ــاکتري نش ــاي ب ــاس، ه زانتومون
 ، فلاوباکتریوم و آکروموبـاکتر آرتروباکتر، سودوموناس

هـاي معـدنی   کننـده فسـفات  حـل  هايباکتريمهمترین از 
هستند و خصوصـیات فیزیکـی و شـیمیایی خـاك، نـوع      
پوشش گیاهی، تناوب زراعی و شرایط محیطی بـر روي  

) 2004(اران رشـید و همک ـ  .گذاردها تأثیر میجمعیت آن
کلسـیم  سویه باکتریایی در حل نمـودن تـري   10توانایی 

و نتیجه گرفتنـد   فسفات را در محیط مایع بررسی کردند
هـا  آن. همراه بـود  pH افزایش غلظت فسفر با کاهش که 

هـاي بـاکتري بـه    همچنین نشان دادنـد کـه تلقـیح سـویه    
 pHکلسیم فسفات باعث کاهش محیط اسپربر حاوي تري
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همبسـتگی   ،همچنین. شد 02/3تا  88/5سوسپانسیون از 
-و انحلال فسـفر بـه   pHبین ) r= -4/0(داري منفی معنی

نیز همبستگی ) 1984(ونکاتسورل و همکاران . دست آمد
-و حلالیت فسفر به pHبین ) r= -93/0( يدارمعنیمنفی 

جدایــه  25) 1386(ســلطانی و همکــاران . دســت آوردنــد

شــده از ریزوســفر جداســازي ســودوموناس فلورســنت
کـه   و بیـان نمودنـد   گندم را مـورد ارزیـابی قـرار دادنـد    

هاي معدنی نـامحلول  فسفات ها از توان حلتمامی جدایه
داري  همبسـتگی منفـی معنـی    ،همچنین. برخوردار بودند

)71/0- =r ( بینpH ددست آوردنهو انحلال فسفر ب.  
  

  .هاي ریزوسفري و غیرریزوسفريباکتري هاي معدنی نامحلول توسطکنندگی فسفاتتوان حلمقایسه میانگین  -4جدول 

pH  میانگین مقدار
 فسفر آزادشده

)µg/ml( 

  هايجدایه
 غیرریزوسفري

pH  میانگین مقدار
 فسفر آزادشده

)µg/ml( 

  هايجدایه
 ریزوسفري

٨١/۵  cd ۶١/١۴٣  hi S1-PS1 ٧٠/۵  a ١۵/٢٩٢  gh S2-PR1 
٨۶/۵  b-d ٨٠/١٧٠  g-i S2-PS1 ١٩/٣  de ۴١/۴٩٢  a-d S3-PR1 
٧۵/۵  de ٣٧/٢۵٨  f S3-PS1 ١۵/٣  e ١١/۴۴۶  e S4-PR1 
٣٢/٣  h ١٧/۴٩٧  a S4-PS1 ٢٢/٣  c-e ٣٣/۴٩٧  a S12-PR1 
٨۴/۵  b-d ٨٢/١٢۶  ij S5-PS1 ٨٢/۵  a ۶١/١۴٧  i S13-PR1 
٠٠/۶  a ۶۴/٩٧  j S6-PS1 ٢٣/٣  c-e ٨۵/۴٩٣  a-c S14-PR1 
٧٩/۵  c-e ٢١/١۴٣  hi S7-PS1 ۴٣/٣  b ٧١/۴٩٠  a-e S19-PR1 
٩٧/۵  ab ٠۴/١٢٨  ij S8-PS1 ٣۴/٣  b-d ١۶/۴٩۵  ab S20-PR1 
٣۴/٣  h ١٧/۴٩٧  a S10-PS1 ٢۶/٣  c-e ٠٩/۴٩٢  a-d S22-PR1 
٣۵/٣  h ٨٣/۴۶٠  de S11-PS1 ٣۴/٣  b-d ٣٠/۴۵٢  de S23-PR1 
۵٠/۴  g ٣۴/٢٨٨  f S13-PS1 ١٧/٣  de ٣٣/۴٩۵  ab S24-PR1 
٢٢/٣  h ۶٧/۴٩۶  a S14-PS1 ٢٧/٣  b-e ٣٩/۴٩٢  a-d S25-PR1 
٧۶/۵  de ٢١/١۵٧  hi S15-PS1 ٣٣/٣  b-e ٠١/۴۵٨  c-e S27-PR1 
۵٩/۵  f ٩٧/٢٠۵  g S16-PS1 ١٩/٣  de ۶۵/٣۶٨  f S29-PR1 
٨١/۵  cd ۴٢/١۴٠  hi S18-PS1 ١٩/٣  de ۵۶/۴٩١  a-d S31-PR1 
٣۴/٣  h ۴۵/۴٨٣  cd S21-PS1 ۶٩/۵  a ۴٠/١۶٢  i S32-PR1 
٩١/۵  a-c ٣۵/١۵٢  hi S22-PS1 ٢۴/٣  c-e ٩۵/۴٩٨  a S33-PR1 
٣۵/٣  h ٩٣/۴٢٨  e S26-PS1 ٢٣/٣  c-e ۶١/۴٩٠  a-e S38-PR1 
٣۵/٣  h ٨٣/۴٩١  b-d S28-PS1 ١۶/٣  e ۶٩/٣۴٩  fg S41-PR1 
۶۵/۵  ef ۴٠/١٧۴  gh S30-PS1 ۶٩/۵  a ۶٠/١٧٧  i S46-PR1 
٣٢/٣  h ٣٠/۴٩۵  ab S35-PS1 ٣۴/٣  b-d ٠٩/۴٨٧  b-e S48-PR1 
٣٣/٣  h ٨١/۴٩٣  a-c S37-PS1 ٧٨/۵  a ٣۴/٢۶٧  h S50-PR1 
٣۴/٣  h ٩۵/۴٧١  d S55-PS1 ٧٩/۵  a ٢١/١۶٧  i S52-PR1 

   ٣١/٣  b-e ۵۵/۴٨۴  b-e S53-PR1 
   ٣٩/٣  bc ٠٩/۴٨٧  b-e S55-PR1 

 باشنددار نمیهستند، طبق آزمون دانکن از لحاظ آماري معنی هایی که در یک حرف کوچک مشتركمیانگین                
                ndگیري، کمتر از حد قابل اندازه.  

  
  
  
  



   229                                                                                 ....                       سفريهاي اندوریزوارزیابی جمعیت و خواص محرك رشدي باکتري
 

 
 

 هايجدایهدر غلظت فسفر با  pH رابطه -3شکل 
 .غیرریزوسفري

 .ریزوسفري هايجدایهدر غلظت فسفر با  pH رابطه -2شکل 

 

 هاي غیرریزوسفري در حلانی جدایهدرصد فراو -5شکل 

 هاي معدنی نامحلولفسفات

-هاي ریزوسفري در حل فسفاتدرصد فراوانی جدایه -4شکل 

 هاي معدنی نامحلول

  
  .کلسیم فسفاتهاي ریزوسفري و غیرریزوسفري در حل تريتجزیه واریانس جدایه -5جدول 

  منابع تغییر  درجه آزادي  میانگین مربعات
P < F  pH  حلالیت فسفر  

  هاي ریزوسفريجدایه  24  617/59041  52821133/3  >0001/0  ***
  خطا  50  640/67644  38986667/0  -
-  288737/2  665921/8  -  CV  

  هاي غیرریزوسفريجدایه  22  122/91340  6252437/4  >0001/0***
  خطا  46  947/25738  2701333/0  -
-  639416/1  570779/7  -  CV  

   دهدرا نشان می 01/0بودن در سطح  دارمعنی***                

r = -0.98**
y = -0.007x + 6.8528
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y = -0.007x + 6.8226
r = -0.9**
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سیدروفور در  منظور بررسی توان تولیدبه
ابتدا آزمون  ،هاي ریزوسفري و غیرریزوسفريجدایه

ها و باکتريگرفت ها انجام واکنش گرم بر روي باکتري
 32 .به دو دسته گرم منفی و گرم مثبت تفکیک شدند

هاي درصد جدایه 7/8اي ریزوسفري و هدرصد جدایه
گرم منفی بودند که به روش  ، از نوعغیرریزوسفري

ها که گرم مثبت بودند به کشت مستقیم و مابقی جدایه
ها در تولید و توانایی آنشدند روش کشت نیمانیم تلقیح 

نتایج نشان داد . سیدروفور مورد ارزیابی قرار گرفت
درصد از  13و  هاي ریزوسفريدرصد از جدایه 48

 CAS-Agarهاي غیرریزوسفري در محیط جامد جدایه

به  7و  6 هايجدول. قادر به تولید سیدروفور بودند
ترتیب مقایسه میانگین مقادیر تولید سیدروفور توسط 

-هاي ریزوسفري و غیرریزوسفري را نشان میجدایه

بیشترین مقدار شود طور که مشاهده میهمان. دهند
 هاي ریزوسفري توسط جدایهدایهسیدروفور در جتولید 

S4-PR1 )35/1 و در ) ساعت 24پس از متر سانتی
 S14-PS1 )28/1 هاي غیرریزوسفري توسط جدایهجدایه
بود و کمترین مقدار تولید ) ساعت 48پس از  مترسانتی

 S14-PR1 هاي ریزوسفري در حضور جدایههدر جدای
هاي و در جدایه) ساعت 24پس از  مترسانتی 00/1(

-S15و  S14-PS1 هاي غیرریزوسفري در حضور جدایه

PS1 )00/1 بود) ساعت 96و  24پس از  مترسانتی . 
 تجزیه واریانس مربوط به ترتیب 9و  8 هايجدول
-را نشان می غیرریزوسفري و ریزوسفري هايجدایه

  .دنده

هاي توان سویه) 1382(علیخانی و همکاران 
هاي ایران در تولید سیدروفور را مورد خاك ریزوبیومی

ها با استفاده از محیط کشت آن. بررسی قرار دادند
و با استفاده از روش ) آگار -S  )CASجامد کرم آزورل

در . ها را مورد ارزیابی قرار دادندگذاري، سویهقطره
نسبت قطر هاله نارنجی اطراف کلنی  هااین پژوهش آن

گیري نمودند و به عنوان معیاري به قطر کلنی را اندازه
ها آن. ها در نظر گرفتنداز توان تولید سیدروفور سویه

قادر به  ریزوبیومیهاي درصد سویه 86نشان دادند 
مزوریزوبیوم هاي سویه. تولید سیدروفور بودند

هاي د و سویهتعدا) درصد 3/77(بیشترین  سیسري
تعداد توان ) درصد 7(کمترین  سینوریزوبیوم ملیلوتی

صدقیانی و همکاران رسولی. تولید سیدروفور را داشتند
هاي فلورسنت سودوموناسهاي توان سویه) 1385(

شان جداسازي شده از ریزوسفر گندم را از نظر توانایی
ها آن. در تولید سیدروفور مورد بررسی قرار دادند

 سودوموناس فلورسنتهاي دادند که تمام سویهنشان 
قادر به تولید سیدروفور ) آگار- CAS( در محیط جامد

 .بودند

رسد که نظر میدست آمده، بهبا توجه به نتایج به
اي موجود در ناحیه ریزوسفري و بافت ات ریشهترشح

هاي ریزوسفري درونی گیاه، نه تنها بر جمعیت باکتري
اند، بلکه بر توانایی یر گذاشتهو اندوریزوسفري تاثً

ها در تولید برخی خواص محرك رشد که در باکتري
نیز تاثًیرگذار  ،پژوهش حاضر مورد مطالعه قرار گرفتند

  .استبوده
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  .هاي ریزوسفريباکتريشده توسط  تولیدسیدروفور مقادیر مقایسه میانگین  -6جدول 
  هايجدایه

  ریزوسفري
  Gramآزمون   میانگین قطر هاله به قطر کلنی

  ساعت 48      ساعت                         24                 
S3-PR1  a-c 18/1  bc 06/1  +  
S4-PR1 a35/1  b 14/1  -  

S12-PR1 a-c28/1  bc 12/1  +  
S14-PR1 f00/1  a 28/1  -  
S22-PR1 a-d 25/1  bc 11/1  -  
S25-PR1 a-e 24/1  bc 06/1  +  
S27-PR1 b-e 22/1  b 13/1  -  
S31-PR1 a-e 23/1  b 13/1  -  
S33-PR1 e 33/1  bc 11/1  +  
S38-PR1 c-e 16/1  bc 11/1  +  
S41-PR1 ab 30/1  bc 11/1  +  
S55-PR1 de 16/1  c  04/1  -  

  .باشنددار نمیآزمون دانکن از لحاظ آماري معنی هایی که در یک حرف کوچک مشترك هستند، طبقمیانگین                           
  

  .هاي غیرریزوسفريباکتريشده توسط  سیدروفور تولیدمقادیر مقایسه میانگین  -7جدول 
  هايجدایه

  غیرریزوسفري
  Gramآزمون   میانگین قطر هاله به قطر کلنی

  ساعت96        ساعت72  ساعت48  ساعت  24
S13-PS1  c 16/1  c 07/1  c 08/1  cd 07/1  +  
S14-PS1  d 00/1  b 28/1  c 16/1  c 15/1  +  
S15-PS1  cd 10/1  c 04/1  c 04/1  d 00/1  +  

GRP3 b 49/1  a 23/2  a 62/2  a 51/2  -  
P187 a 26/2  a 25/2  b 95/1  b 80/1  -  

  .باشنددار نمیهایی که در یک حرف کوچک مشترك هستند، طبق آزمون دانکن از لحاظ آماري معنیمیانگین
  

  . سیدروفورهاي ریزوسفري در تولید تجزیه واریانس جدایه -8جدول 
  منابع تغییر  درجه آزادي  میانگین مربعات

P < F   سیدروفورتولید  
  ساعت  24هاي تولید کننده پس ازجدایه  11  02606869/0  > 0001/0  ***  

  خطا  24  00381667/0  -
-  068483/5  -  CV 

  ساعت 48هاي تولید کننده پس از جدایه  11  01045126/0  >0003/0***
  خطا  24  00196944/0  -
-  949625/3  -  CV  
  ساعت 72هاي تولید کننده پس از جدایه  11  00157854/0  >246/0
  خطا  24  00114722/0  -
-  038485/3  -  CV  
 ساعت 96هاي تولید کننده پس از جدایه  11  00179066/0  >070/0
 خطا  24  00072222/0  -
-  468668/2  -  CV 

     دهدرا نشان می 01/0دار بودن در سطح معنی***                 
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  .سیدروفورریزوسفري در تولید غیرهاي تجزیه واریانس جدایه -9جدول 
  منابع تغییر  درجه آزادي  میانگین مربعات

P < F   سیدروفورتولید  

  ساعت 24از هاي تولید کننده پسجدایه  4  80006667/0  > 0001/0  ***  
  خطا  10  00674667/0  -
-  85371/5  -  CV 

  ساعت 48هاي تولید کننده پس از جدایه  4  12719333/1  > 0001/0***
  خطا  10  00556667/0  -
-  728143/4  -  CV  

  ساعت 72هاي تولید کننده پس از جدایه  4  44675667/1  > 0001/0***
  خطا  10  00685333/0  -

-  252847/5  -  CV  
 ساعت 96هاي تولید کننده پس از جدایه  4  24695667/1  > 0001/0***

 خطا  10  00596667/0  -

-  124560/5  -  CV 

  .ددهرا نشان می 01/0دار بودن در سطح معنی***                 
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