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 چکیده

آنها در ریزوسفر بسیاري . است) PGPR(یکی از مهمترین ریزوباکتریایی محرك رشد گیاهان  Azospirillum باکتري
هاي برداري انجام شد و نمونهنمونه در این تحقیق از مزارع گندم و ذرت استان اصفهان .از گیاهان زراعی وجود دارند

ها، پس از رشد جدایه. کشت گردید) NFB )Nitrogen-Free Bromothymol blueخاك و ریشه در محیط کشت 
 RC )Rojo Congo=Redو  NFBهاي اختصاصی و نیمه اختصاصی نظیر ي شفاف به محیط کشتهاي داراي هالهنمونه

Congo (پس از انجام . سازي گردیدها انتخاب و خالصها بر روي آناس مرفولوژي کلنیها براسمنتقل و جدایه جامد
هاي توسط آزمایش Azospirillumهاي تشخیص جدایهتأیید و  هوازي،بی-هاي گرم، کاتالاز، اکسیداز و هوازيآزمون

-Azo494و  Az16S-Aبا آغازگرهاي اختصاصی ) PCR(اي پلیمراز هواکنش زنجیر مولکولی با استفاده از آزمون

F/Azo756-R یابی ژن و توالیrRNA S16 خصوصیات محرك رشد گیاهان  .انجام شد)PGP (هاي باکتري در جدایه
Azospirillumهاي ، با بررسی حضور ژنNifH  وNifD  از آنزیم نیتروژناز توسط آغازگرهايPolF/PolR  و

FdB260/FdB261 سازي فسفات، تولید کیتیناز، تولید و خصوصیات محلولHCN تولید سیدروفور و تولید ایندول ،
جفت بازي توسط  390و  360، 263، 646تکثیر قطعات . هاي اختصاصی تعیین گردیدي آزموناستیک اسید بوسیله

هاي به ترتیب وجود باکتري FdB260/FdB261و  Az16S-A ،Azo494-F/Azo756-R ،PolF/PolRآغازگرهاي 
هاي اختصاصی همچنین توانایی تولید ایندول آزمون. ها را تأیید نموددر آن NifDو  NifHهاي وسپیریلوم و حضور ژنآز

گرم در لیتر و تولید میلی 8/18گرم در لیتر، انحلال فسفات نامحلول با میانگین میلی 15استیک اسید با میانگین 
متعدد بوده و برخی  PGPها داراي خصوصیات داد که بعضی از جدایهها آشکار نمود و نشان سیدروفور را دربین جدایه

ها، وجود تعدادي از جدایه S rRNA16یابی ژن نهایت توالیدر. باشندها میدیگر داراي یک خصوصیت یا فاقد آن
ذرت مشخص را در ریزوسفر گیاهان گندم و  A. zeaeو   Azospirillum brasilense،A. lipoferumي حداقل سه گونه

تواند مفید ي تلقیح در کشاورزي پایدار و ارگانیک میعنوان مایهها بهاین مطالعه براي استفاده از این باکتري .نمود
  .باشد

  
  16S rRNA ژن ،یتینازک یدروفور،س، آزوسپیریلوم :کلیدي هايواژه

   

                                                
  زابل، دانشگاه زابل، دانشکده کشاورزي، گروه گیاهپزشکی: نویسنده مسئول، آدرس .1
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  مقدمه
هاي برروي زمینافزایش جمعیت فشار زیادي 

کند که کشاورزي جهت برداشت محصول بیشتر اعمال می
ي خود باعث افزایش مصرف کودهاي شیمیایی به نوبه

این عوامل شیمیایی گران بوده و باعث بروز . گرددمی
به علاقه  اخیراً به همین دلیلشوند، مشکلات محیطی می

 کشاورزي پایدار و دوستدار محیط يزمینهدر  مطالعه
  ). 2007کارلیداگ و همکاران، (است  افزایش یافته زیست

-نقش حیاتی در کشاورزي دارند به ریزجانداران
که تبادل مواد غذایی گیاه را بهبود بخشیده و طوري

تعاملات . دهنداستفاده از کودهاي شیمیایی را کاهش می
تواند حاصلخیزي می ریزوسفرمیکروب گیاه سودمند در 

داستاگر و همکاران، (قرار دهد  ثیرتأخاك را تحت 
عنوان کود زیستی هایی بهکاربرد چنین میکروب ).2011

-ممکن است به کاهش استفاده از کودهاي اضافی که می
تواند باعث تغییر در فیزیولوژي خاك شود کمک کند 

  ).2012سرپیل، (
هاي محرك رشد گیاه، ، ریزوباکتريPGPRي واژه

 1970در اواخر سال  پرجوزف کلو ا اولین بار توسط
وسی، (کار برده شد هاي علمی بهاستفاده شده و در نوشته

سبب افزایش رشد گیاه و کاهش  هااین باکتري). 2003
هاي هاي ایجاد شده توسط پاتوژنحساسیت به بیماري

هاي باکتري). 2004کلو اپر و همکاران، ( گردندگیاهی می
PGPR افزایش رشد، هاي مختلف جهت در محیط کشت
کار زنی بذرها و افزایش محصولات کشاورزي بهجوانه
دي و (اند صورت تجاري درآمدهها بهو تعدادي از آنرفته

مینورسکی،  ؛2008هرمن و همکاران،  ؛2004همکاران، 
هاي سویهتعدادي از  تحریک رشد گیاهان توسط ).2008

، Azospirillumمتعلق به چندین جنس مانند 
Azotobacter ،Bacillus ،Burkholderia ،Pseudomonas 

احمد و همکاران، (گزارش شده است  Acetobacterو 
ها باکتري تنها یک تا دو درصد از ریزوسفردر  ).2008
). 2014بهات و ویاس، (دهند را افزایش می گیاهرشد 

هاي محرك رشد گیاه منبع بالقوه طبیعی بوده که باکتري
را کلنیزه و رشد محصول و گیاه را به  هاي گیاهریشه

افضل و (کنند صورت مستقیم و غیر مستقیم تحریک می
ي واسطهافزایش غیر مستقیم رشد گیاه به). 2008بانو، 
-ها و سیدروفورهاي تولید شده توسط باکتريبیوتیکآنتی

 ریزجاندارانآور ثیرات زیانأباشد که تمی PGPRهاي 
بهات و (نمایند ا حذف میپاتوژن گیاهی را کاهش ی

که افزایش مستقیم رشد توسط درصورتی). 2014ویاس، 
مانند هایی شامل تولید متابولیت PGPRهاي باکتري

، )2011ساهاران و نهرا، (ها و تثبیت ازت فیتوهورمون

ها، ، سیتوکینین)2010علی و همکاران، (ها اکسین
د سازي مواها و همچنین از طریق محلولجیبرلین
پاسخ . باشدمی) 2010حداد و همکاران، - ال(معدنی 

درمیان  ریزوسفرها در فوري به تلقیح با این باکتري
کم و غلظت اهاي گیاهی، نوع خاك، ترها، گونهباکتري

محبوبا و (ي تلقیح و شرایط محیطی متفاوت است مایه
  ).2013همکاران، 
مهم  PGPRهاي یکی از باکتري Azospirillumجنس 

 ايمیله ،این جنس گرم منفی، هوازي ءاعضا. باشدمی
. باشندمیآلفاپروتئوباکتریا  يو متعلق به زیرردهشکل 

هاي بیشتر از خاك Azospirillum هاي مختلفگونه
هاي گیاهان مختلف گرداگرد جهان ي و ریشهریزوسفر
-تعدادي از استرین). 2011شیم و همکاران، (اند جدا شده

  اند که گزارش شده PGPRعنوان هاي این جنس به
محبوبا و (توانند رشد و میزان محصول را افزایش دهند می

  ). 2013همکاران، 
 تثبیت به توان می باکتري این مفید هاي ویژگی از

 درنتیجه و گیاه رشد محرك هايهورمون تولید نیتروژن،
، )2011ساهاران و نهرا، ( غذایی آب و عناصر جذب بهبود

، تولید سیدروفور هاي نامحلولفسفات حلالیت افزایش
و  سایکیا(ویتامین  ، تولید)2007پریگ و همکاران، (

-باشان و دي(زا  بیماري عوامل ، کنترل)2010همکاران، 
 مفید هايباکتري سایر با سینرژیستی ، رابطه)2010باشان، 

 ، تولید)2004باشان و همکاران، (نیتریت  خاکزي، تولید
 يتجزیه و هاپالایی فاضلابزیست صنعتی، محصولات

  .اشاره نمود) 2004باشان و همکاران، -دي(سمی  بقایاي
هاي جداسازي این باکتري از گیاهان به روش

داشته و نیازمند استفاده از محیط بستگی  یآزمایشگاه
لوژیکی و هاي مرفوهاي انتخابی و آزمونکشت

-توالی). 2013همکاران، محبوبا و (باشد فیزیولوژیکی می
کشف و  ،DNAیابی جدید و تکنولوژي انگشت نگاري 

در فرآیند جداسازي در  مورد نظر هايشناسایی میکروب
این رو هاي انتخابی را تسهیل کرده و از اینمحیط کشت

استفاده ). 2000استد و همکاران،( یابدمیکاهش ها آزمون
کشف،  جهت PCRبراساس  ي مولکولیهاروشاز 

تواند توسط یک می ریزجاندارانسازي شناسایی و کمی
هاي بیوشیمیایی تکمیل و روش اختصاصیمحیط کشت 

حضور  بررسیجهت . )2013محبوبا و همکاران، ( گردد
در محیط نیز تجزیه و  ي نیتروژنهاي تثبیت کنندهجمعیت

و  nifHي آنزیم نیتروژناز مانند هاي کدکنندهتحلیل ژن
nifD علت اختلافات فیلوژنی زیاد در به. گیردام میانج

صورت قابل ها بهمیان تثبیت کنندگان ازت، توالی این ژن
زهر و (اند اي از هم دور شده و انشعاب یافتهملاحظه
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ي کدکننده يDNAحتی توالی  ، و)1989همکاران، 
نواحی حفاظت شده پروتئین نیز ممکن است به علت 

 .ها تغییر کنداغلب اسیدآمینهراي وجود چندین کدون ب
 يدرجهیک  nifDو  nifHطراحی آغازگرهاي عمومی 

 DNA( DNAتوالی ) بودن(چند شکلی زیادي از 
sequence degeneracy (نیاز دارد و ممکن است منجر  را

 PCRبه کاهش اختصاصیت آغازگرها در طول تکثیر 
تر هاي تکثیري پیشرفتههرچند استفاده از پروتکل. گردد

تثبیت کننده ازت  ریزجانداراني پیچیدگی تواند مطالعهمی
محبوبا و (آسان نماید  نسبتاًدر یک اکوسیستم معین را 

  ).2013همکاران، 
 Azospirillumهاي جنس با توجه به اهمیت باکتري

در کشاورزي پایدار تحقیق حاضر با هدف جداسازي، 
شناسایی مولکولی، بررسی حضور آنزیم نیتروژناز و 

هاي مختلف جدایهمحرك رشدي ارزیابی خصوصیات 
  .گیاهان گندم و ذرت انجام گرفت ریزوسفراین جنس در 

  هامواد و روش
  Azospirillumهاي جدایه مقدماتی شناسایی و جداسازي
گیاهان يخاك و ریشه از ریزوسفريينمونه 115

متري به صورت سانتی 5-30عمق به گندم و ذرت 
استان اصفهان برداشته شد و در شهر  20تصادفی از مزارع 

جداسازي . تا زمان جداسازي نگهداري گردید Cº 4دماي 
هاي ي گیاهان به ترتیب به روشاز خاك و ریشه

و همکاران  و اکبري) 2010(کانیموژي و پانیرسلوام 
هاي پس از رشد باکتري در لوله. انجام گرفت) 2007(

 هایی ، لولهNFBآزمایش محتوي محیط کشت نیمه جامد 
 کشت محیط سطح از متري میلی پنج یک تا در عمق که

 يادامه براي شفاف بودند، يهاله یا یک پرده داراي
 RCجامد و  NFBهاي  انتخاب و در محیط کشت آزمایش

)Rojo Congo=Red Congo (و  صورت خطی کشت  به
-کلنی( آزوسپیریلومهاي تیپ باکتري  پس از تشکیل کلنی

 تغییر از رنگ، حاصل آبی ايزمینه در کوچک و سفید هاي
pH محیط  در کلنی، يرشد کرده يناحیه در NFB جامد و

چروکیده  و خشک قوام و نامنظم حاشیه با قرمز هايکلنی
سازي  ها، خالص این محیط کشت بر روي) RCدر محیط 

ها نیز منظور جهت شناسایی مقدماتی جدایه. شدند
 بی -هاي گرم، اکسیداز، کاتالاز و رشد هوازيآزمون

انجام ) 2001(هوازي با استفاده از روش شاد و همکاران 
 .گرفت
 
 
  

توسط آغازگرهاي  Azospirillum هايباکتري شناسایی
 اختصاصی 

 Polymerase Chain(پلیمراز اي واکنش زنجیره
Reaction: PCR (هاي جنس جدایه جهت تعیین

Azospirillum ابتدا بدین منظور .استفاده شدDNA ي الگو
هاي باکتریایی مطابق با روش دشتی و همکاران از جدایه

-میلی 5/1هاي استخراج گردید و به میکروتیوپ) 2009(
چند لوپ  میکرولیتر آب مقطر سترون، 400لیتري حاوي 
دقیقه  10ي هر جدایه اضافه و به مدت از کشت تازه

جوشانده شد و بلافاصله به مدت پنج دقیقه روي یخ قرار 
 g1100سپس به مدت سه دقیقه در دور . گرفت

. ي الگو استفاده شدDNAعنوان بهفاز رویی و سانتریفیوژ 
 با استفاده از آغازگرهاي اختصاصی  PCRواکنش 

Az16S-A)A2324f,  5'-GCG GTA ATA CGA AGG 
GGG CK-3' وA25r, 5'- CTT GTC ACC GGC AGT 

TCC ACC AG-3' ( وAzo494-F/Azo756-R 
)Azo494-F, 5'-GGC CYG WTY AGT CAG RAG 

TG-3'  وAzo756-R, 5'-AAG TGC ATG CAC CCC 
RRC GTC TAG C-3'( هاي براساس توالی طراحی شده

در حجم  ي الگوDNAاز Lµ 2بهمراه  rRNA S16ژن 
هاي لین و همکاران ، مطابق با روشمیکرولیتري 25

  .انجام گرفت) 2011(هاتوري و همکاران -و شیم) 2011(
 2/1به منظور بررسی قطعات تکثیر شده، ژل آگارز 

 bp 100به همراه مارکر  PCRدرصد تهیه و محصولات 
هاي آن در چاهک) سیناکلونتهیه شده از شرکت (

ولت  100دقیقه با ولتاژ  90مدت بارگذاري و به
رنگ اسید  پس از آن با استفاده از. الکتروفورز شد

آمیزي رنگ) EURxشرکت ( SimplySafeنوکلئیک 
محلول  ml100به میزان پنج میکرولیتر در ( صورت گرفت

 Uvitec( از دستگاه ژل داكو با استفاده  )آگارز
Transilluminator(  سپس وزن . شد عکسبردارياز آن

استفاده شده به صورت چشمی با مولکولی قطعات تکثیر
-اندازه )تهیه شده از شرکت سیناکلون( bp 100  مارکراز 

هاي شاهد مثبت ي جدایهو با قطعات تکثیرشدهگیري 
  .استاندارد مقایسه گردید

بررسی برخی از خصوصیات محرك رشد گیاهان 
)PGP (هايدر جدایه  Azospirillum  

ثر در فرآیند تثبیت ؤ، مnifهاي بررسی حضور ژن
با استفاده  Azospirillumهاي باکتري نیتروژن، در جدایه

  از آغازگرهاي اختصاصی 
جهت بررسی تثبیت نیتروژن و حضور آنزیم نیتروژناز 

واکنش  ،Azospirillumي باکتري ها گونهها و در جدایه
PCR و ) 2001(و همکاران  پلیهاي براساس روش



  ......... یاتخصوص یبرخاز ریزوسفر گیاهان گندم و ذرت و تعیین  آزوسپیریلومهاي جداسازي و شناسایی باکتري/  138

اختصاصی  هايآغازگر با )1997(و همکاران  استلتزفوس
PolF/PolR )PolF, TGC GAY CCS AAR GCB GAC 

TC وPolR, ATS GCC ATC ATY TCR CCG GA  ( و
FdB260/FdB261 )FdB260, TCR TTI GCI ATR 

TGR TGN CC وFdB261, TGG GGI CCI RTI AAR 
GAY ATG  ( ي ها ژنبه ترتیب برايNifH  وNifD 

میکرولیتري  25ي الگو در حجم DNAاز Lµ 2بهمراه 
  .شد انجام

الکتروفورز نیز  به منظور بررسی قطعات تکثیر شده
درصد انجام و  2/1بر روي ژل آگارز  PCRمحصولات 

 Uvitec( پس از رنگ آمیزي توسط دستگاه ژل داك
Transilluminator(  وزن . گردیداز آن عکسبرداري

شده به صورت چشمی با استفاده مولکولی قطعات تکثیر
هاي شاهد ي جدایهو با قطعات تکثیرشدهتعیین از مارکر 

  .شدمثبت استاندارد مقایسه 
  )IAA(تولید ایندول استیک اسید 

اسید با استفاده از روش استیکتحلیل کمی ایندول
در غلظت صفر تریپتوفان انجام ) 2008( احمد و همکاران

در سه تکرار هاي باکتري به صورت جداگانه جدایه. شد
 TSB )Tryptic Soyمحیط  ml 25هاي حاوي ارلن وندر

Broth ( کشت گردید و در دمايC º30  برروي گرداننده
. ساعت قرار گرفت 48به مدت  rpm 90دوار با سرعت 

دقیقه  25ها به مدت ها، محیط کشتپس از رشد جدایه
لیتر از مایع رویی میلی دو. سانتریفیوژ شد rpm 5000در 

 Salkowski )25بدست آمده با چهار میلی لیتر از معرف 
 98لیتر اسیدسولفوریک  میلی 150لیتر آب مقطر،  میلی

مخلوط ) مولار FeCl3-6H2O 5/0لیتر  میلی 5/7درصد و 
دقیقه در دماي اتاق در جاي تاریک  25مدت شده و به

پیدایش رنگ صورتی تولید ایندول استیک . قرار گرفت
 Optical(سپس مقدار چگالی نوري . اسید را نشان داد

Density ( نانومتر با کمک  530محلول در طول موج
در نهایت . گیري شددستگاه اسپکتروفوتومتر اندازه

گرم در میلی 25و  IAA )0 ،5 ،10 ،15 ،20هاي غلظت
. انند بالا مخلوط شدم Salkowskiتهیه و با معرف ) لیتر

شدت رنگ صورتی ایجاد شده با دستگاه اسپکتروفوتومتر 
هاي گیري و پس از رسم نمودار استاندارد با غلظتاندازه
IAA هاي باکتریایی مقایسه گردید تولید شده توسط جدایه

  ).2007اکبري و همکاران، (
  هاي نامحلولسازي فسفاتمحلول

مطابق  فسفات جهت تعیین کیفی فعالیت انحلال
میکرولیتر از  10، )2008(با روش نایک و همکاران 

-CFU ml غلظت  با Azospirillumهاي باکتري جدایه

کشت  Pikovskaya's agarبرروي محیط کشت  1107

 C º28و هفت روز پس از قرار گرفتن در دماي  گردید
ها ایجاد ي شفاف در اطراف کلنیهایی که ناحیهجدایه

سپس غربالگري . نظر گرفته شد عنوان مثبت درند به کرد
براساس شاخص انحلال  Azospirillumهاي جدایه

این شاخص از نسبت مجموع قطر . فسفات انجام گرفت
و همکاران  احمدکلنی و هاله به قطر کلنی برطبق روش 

به دنبال آن تخمین کمی انحلال . محاسبه گردید) 2014(
با تلقیح ) 2001و نوتیال، مهتا (فسفر طبق روش استاندارد 

-CFU ml یک میلی لیتر از محلول باکتریایی با غلظت 

 NBRIP brothلیتر از محیط سترون میلی 50در  1107
)National Botanical Research Institute Phosphate (
گرم، سولفات منیزیم هفت آبه  5کلرید منیزیم  حاوي[

 2/0گرم، سولفات آمونیوم  2/0گرم، کلرید پتاسیم  25/0
 ]گرم در لیتر 10گرم و گلوکز  5 فسفات کلسیمتريگرم، 

ها در لیتري و قرارگیري آنمیلی 100هاي موجود در ارلن
-دور در دقیقه در سه تکرار به 100با دوران  C º28دماي 

بعد از سه روز سوسپانسیون . مجزا انجام گرفتصورت 
دقیقه  10دور در دقیقه بمدت  10000ها در سلولی باکتري

صورت سانتریفیوژ شده و محتواي فسفر مایع رویی به
اسپکتروفوتومتري با روش اسکوربیک اسید در طول موج 

nm 882  محاسبه و با منحنیKH2PO4  استاندارد کالیبره
  ). 1962یلی، مورفی و را(گردید 
  سیدروفورتولید 

توسط محیط کروم آزورل  سیدروفورتولید توانایی 
 10به صورت مختصر . تعیین گردید )CAS( اس آگار

با  Azospirillumهاي باکتري میکرولیتر از جدایه
با سه تکرار در مرکز ظروف  CFU ml-1107 غلظت 

قرار داده شده و سپس به  CASپتري محتوي محیط 
. قرار گرفت C º26 -25مدت هفت روز در دماي 

براساس تغییر در رنگ محیط کشت  سیدروفورتولید 
شده و قطر کلنی و هاله از آبی به نارنجی تعیین 

  ).2008نایک و همکاران، (گیري گردید اندازه
  HCNتولید 

مطابق با  جهت تعیین کیفی تولید سیانید هیدروژن
هاي باکتري ، جدایه)2014( ویاس بهات و روش

Azospirillum  برروي محیط کشتNA  گرم  4/4حاوي
کشت داده شد و تولید در سه تکرار ) glycine(گلایسین 

ساعت پس از تلقیح با استفاده از یک کاغذ  48-96سیانید 
کربنات سدیم قرار /صافی اشباع شده با اسید پیکریک

درب . ص گردیدگرفته درسرپوش ظرف پتري مشخ
به صورت  C º28ظروف پتري قبل از قرارگیري در دماي 

کامل توسط پارافیلم بسته و تغییر رنگ از زرد به نارنجی، 
اي به عنوان شاخصی اي و یا مایل به قرمز قهوهقرمز، قهوه
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از توانایی ضعیف، متوسط و یا به شدت سیانوژنیک در 
  .نظر شد

  تولید کیتیناز
و  مهانیآماده سازي کیتین کلوئیدي مطابق با روش 

آزمون تولید . با اندکی تغییر انجام گرفت) 2012(همکاران 
 محتوي کیتین کلوئیدي NAکشت کیتیناز در محیط
. انجام گردید) 2014(بهات و ویاس براساس روش 

برروي  CFU ml-1107 هاي باکتریایی با غلظت جدایه
در اي آگار به صورت نقطههاي کشت جامد حاوي محیط

 Cکشت شده و به مدت هفت روز در دماي سه تکرار 
º30 هاي توانایی تولید کیتیناز جدایه. قرار داده شدند

ي شفاف در اطراف وسیله ایجاد یک هالهباکتریایی، به
  .هاي باکتریایی تعیین گردیدکلنی

  فعالیت ضد قارچی
 Fusariumجهت سنجش فعالیت ضدقارچی از قارچ 

graminearum  استفاده شد که عامل بیماري بلایت سنبله
)Head Blight ( بوده و در مواردي نیز باعث پوسیدگی

براساس روش . گرددریشه و طوقه و بلایت گیاهچه می
پس از کشت مجدد این قارچ ) 2012( کتانی-الو  مهانی

 ک، با چوب پنبه سوراخ کن یPDAدر محیط کشت 
به مرکز یک محیط کشت  cm 9/0به قطر از قارچ  سکید

هاي باکتري میکرولیتر از جدایه 10جدید اضافه گردید و 
Azospirillum  با غلظتCFU ml-1107  با سه تکرار در

صورت به cm 5/2ي فاصلهچهار طرف دیسک قارچی به
پس از هوا خشک شدن محلول . شدکشت اي نقطه

هاي آزمایشگاهی، تشتکهاي باکتریائی در زیر هود جدایه
-قبل از اندازه C º28روز در دماي  10-15پتري به مدت 

. ي رشد هیفی نگهداري گردیدي بازدارندهگیري ناحیه
ي بازدارنده از فعالیت ضد قارچی با تشکیل یک ناحیه

هاي رشد میسلیوم قارچی براساس نشت در آگار متابولیت
  .باکتریایی خارج سلولی مشاهده گردید

  S rRNA16یابی ژن تکثیر و توالی
، Azospirillumهاي جهت شناسایی مولکولی گونه

براساس  40و  33، 29، 24، 21، 2، 1جدایه هاي 
 يماده .شدها انتخاب خصوصیات محرك رشدي آن

سیناپیور  DNA استخراج ها توسط کیت ژنتیکی جدایه
بر طبق دستورالعمل سازنده براي ) ایران-سیناکلون(

 -C º20هاي گرم منفی استخراج و در دماي باکتري
توسط آغازگرهاي  S rRNA16تکثیر ژن  .نگهداري گردید

-F27  )5′-AGAGTTTGATCATGGCTCAG عمومی
) 5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′( R1492و ) 3′

 50در حجم ) 2014( اصغرزادهو  مزینانی بر طبق روش
جهت اطمینان از تکثیر ژن مورد . فتانجام گرمیکرولیتر 

درصد  2/1بر روي ژل آگاروز  PCRنظر، محصولات 
. جفت بازي مشاهده شد 1500الکتروفورز و باند حدود 

 تکثیر شده S rRNA16محصولات ژن  ،یابیجهت توالی
کره جنوبی ) Bioneer(به شرکت بایونیر  PCR توسط

بدست  و برگشت رفت هايسپس توالی .گردیدارسال 
لو ( Vector NTI AdvanceTM 10آمده توسط نرم افزار 

) Contig(هاي کانتیگ یاصلاح و توال )2004و موریاما، 
  هاي کانتیگ با دیگر در نهایت این توالی. ایجاد شد

 NCBIهاي موجود در سایت توالی
)http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ ( مقایسه و

هاي ترین توالینزدیک در این مقایسه،. گردیدبلاست 
 هایههاي جداتوالی مشابه با هاي تیپاسترین بامرتبط 

  .مورد جستجو قرار گرفت
  نتایج

 Azospirilliumهاي جداسازي و شناسایی مقدماتی جدایه
گیاهان گندم و ذرت  يخاك و ریشه ينمونه 115از 
ها بر روي محیط براساس مرفولوژي کلنیجدایه  43تعداد 
از تعداد کل  .گردید انتخاب جامد RCو  NFB هايکشت
 يجدایه 19جدایه متعلق به گیاه گندم و  24ها، جدایه

این تمامی  لازم به ذکر است .دیگر متعلق به گیاه ذرت بود
گرم منفی، اکسیداز و کاتالاز مثبت و هوازي ها جدایه
  .بودند

توسط آغازگرهاي  Azospirillumهاي تشخیص باکتري
  صیتصااخ

با استفاده از پرایمرهاي   PCRانجام واکنش 
باعث  Azo494-F/Azo756-R و Az16S-Aاختصاصی 

در تمام ترتیب بهجفت بازي  263و  646 تکثیر باندهاي
همچنین در . شده گردیدجدا  Azospirilliumجدایه هاي

 .Aو A. brasilense استاندارد ياین واکنش از دو جدایه
lipoferum )خاك  يبخش بیولوژي موسسه گرفته شده از

به   Rhizobiumبه عنوان کنترل مثبت و جنس) و آب
 آغازگرهايعنوان کنترل منفی استفاده گردید که 

  Rhizobiumاختصاص فوق قادر به تکثیر باند در جنس
  .)1 شکل(نبودند 
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) جفت باز 646با  Aشکل (  Az16S–Aبا استفاده از آغازگرهاي آزوسپیریلومهاي در جدایه PCRنقوش الکتروفورزي محصولات  - 1شکل 

 )جفت باز 263با  Bشکل ( Azo494-F/Azo756-Rو 
 

M-  مارکرbp 100 )جدایه هاي استاندارد  -2و  1، )شرکت سیناکلونAzospirillum brasilense  وA. lipoferum  تهیه شده از
جدایه هاي  -12تا  4، )کنترل منفی( .Rhizobium spباکتري  -3، )کنترل مثبت(موسسه خاك و آب، بخش بیولوژي 

Azospirillum )جداشده از گندم و ذرت(  

تکثیر شده با ) جفت باز 390با  Bشکل ( nifD و) جفت باز360با  Aشکل ( nifHهاي ژن PCR تمحصولا ينقوش الکتروفورز - 2شکل 
  به ترتیبFdB260/FdB26 و PolF/PolR آغازگرهاي 

M-  مارکرbp 100 )شرکت سیناکلون( ،باکتري  - 1Xanthomonas sp. )هاي باکتري -3و  2، )کنترل منفیRhizobium sp.  و
Azotobacter sp. )کنترل مثبت( ،جدایه هاي  -13تا  4Azospirillum )جداشده از گندم و ذرت(  

  
  

ثر در فرآیند تثبیت ؤ، مnifهاي بررسی حضور ژن
با استفاده  Azospirillumنیتروژن، در جدایه هاي باکتري 

  از آغازگرهاي اختصاصی 
 390و  360ها قادر به تکثیر باندهاي تمام جدایه

و  PolF/PolRهاي جفت بازي به ترتیب با آغازگر
FdB260/FdB261  نشانگر(برطبق مارکر (DNA بودند .

همچنین در این آزمون تکثیر ژنوم دو باکتري کنترل مثبت 
Rhizobium  وAzotobacter  باندهاي فوق را ایجاد کرده

باندهاي  Xanthomonasدرحالیکه در تکثیر ژنوم باکتري 
  . )2شکل ( فوق مشاهده نگردید

  
  

  ایندول استیک اسید تولید
ها در غلظت صفر تریپتوفان در این آزمون تمام جدایه

قادر به تولید ایندول استیک اسید بوده و رنگ صورتی به 
 نتایج. هاي آزمایش پدیدار گردیددرجات مختلف در لوله

ها اسید توسط جدایهاستیکنشان داد که میزان تولید ایندول
-میلی 8/22 تا 69/2حدود در غلظت صفر تریپتوفان بین 
-در بین جدایه. باشدگرم در لیتر متغیر می

 16و  15، 14شماره  هاينیز جدایه  Azospirilliumهاي
و  38، 33هاي اسید و جدایهاستیکبیشترین مقدار ایندول

ساعت  48کمترین میزان ایندول استیک اسید را بعد از  29
نیز در  IAAمیانگین تولید  ).1 جدول(تولید نمودند 

  .گرم در لیتر بودمیلی 15حدود  ها برابر باجدایه
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  هاي نامحلولسازي فسفاتمحلول
نتایج آزمون تعیین کیفی انحلال فسفات نشان داد که 

 Pikovskaya's ها قادر به رشد بر روي محیطتمام جدایه
agar 29، 28، 26، 25، 24، 23 هايبودند ولی تنها جدایه ،

شفاف در اطراف  يتوانستند ناحیه 43و  39، 38، 36، 33
هاي خود ایجاد کنند، و بیشترین شاخص انحلال کلنی

در . )1جدول ( بود 38و  24هاي فسفات متعلق به جدایه
-جدایه تعدادي ازآزمون تعیین کیفی انحلال فسفات نیز 

 Pikovskaya's agar کرده بر روي محیطهاي رشد
  NBRIP brothتوانستند فسفات معدنی را در محیط مایع

گیري محتواي فسفات محلول نشان داد اندازه. محلول کنند
  Azospirilliumهايکه میزان انحلال فسفر در بین جدایه

 يمتغیر بوده و جدایهگرم در لیتر میلی 5/44تا  04/2 از
داراي ي دو جدایه داراي بیشترین انحلال فسفات و 33

 هايهمچنین جدایه. کمترین مقدار انحلال فسفات بودند
3 ،4 ،7 ،8 ،9 ،12 ،14 ،15 ،16 ،19 ،20 ،22 ،27،31 ،32، 

توانایی انحلال فسفات را نداشته و  41و  40، 37، 35، 34
در در این تحقیق  ).1 جدول(از این نظر منفی تلقی شدند 

کشت  هايمحیط pHها، فعالیت انحلال فسفات جدایهاثر 
 6/5به  7از  33 يکاهش توسط جدایهاین . یافتکاهش 

. عالترین جدایه در این آزمون بودصورت گرفت و ف

نشان  3در شکل pH ارتباط بین انحلال فسفات و کاهش
  .داده شده است

  تولید سیدروفور 
، 24، 22، 9ي جدایه 12مطالعه نشان داد که این نتایج 

 هايباکترياز  43، 41، 39، 38، 33، 29، 27، 26، 25
Azospirillium نارنجی رنگ در  يقادر به تولید هاله

توانایی آنها  يدهندههاي خود بوده که نشانکلنیاطراف 
در این آزمون نسبت قطر . باشددر تولید سیدروفور می

ها متغیر بوده و بیشترین در جدایه کلنیهاله به قطر 
قطر  يبیشترین نسبت ناحیه(توانایی تولید سیدروفور 

 با نسبت 24 يمتعلق به جدایهپس از هفت روز  )هاله
داراي  41و  39، 27، 26، 25، 22، 9هاي جدایه. بود 25/2

  ).1 جدول( دخیلی نازك و ضعیف بودن يهاله
فعالیت و  آنزیم کیتینازفعالیت ، HCNتولید  هايآزمون

  ضد قارچی
هاي نشان داد که هیچکدام از جدایه هانتایج این آزمون

، تولید کیتیناز  HCNقادر به تولید Azospirillium باکتري
و  ندنبودو فعالیت ضد قارچی در شرایط آزمایشگاهی 

  .ها به عنوان منفی شناسایی شدندتمام جدایه

 
 
 
  

  
  محیط کشت pHارتباط بین غلظت فسفات محلول و کاهش  - 3شکل 

   

y = -0.1677x + 6.4018
R² = 0.8474
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  Azospirilliumهاي هاي انحلال فسفات معدنی در بین جدایهتولید ایندول استیک اسید، سیدروفور و فعالیت - 1جدول 
هاي ي جدایهشماره

  آزوسپیریلوم
  IAAتولید 

  )گرم در لیترمیلی(
  تولید سیدروفور

نسبت قطر  هاله به (
  )قطر کلنی

  انحلال فسفات معدنی
  شاخص انحلال

)SI(  
غلظت فسفات محلول 

  )گرم در لیترمیلی(
pH محیط کشت  

1  4/12  - - 40/9  3/6 
2  3/17  - - 08/4  7/6 
3  1/19  - - 000/0  7 
4  2/21  - - 000/0  7 
5  2/20  - - 6/22  1/6 
6  9/18  - - 58/8  3/6 
7  4/21  - - 000/0  7 
8  8/20  - - 000/0  7 
 7  000/0 - ضعیفي هاله  6/20  9
10  3/20  - - 22/8  3/6 
11  0/19  - - 5/15  2/6 
12  1/21  - - 000/0  7 
13  2/21  - - 5/6  5/6 
14  9/21  - - 000/0  7 
15  2/22  - - 000/0  7 
16  8/22  - - 000/0  7 
17  2/21  - - 20  1/6 
18  24/7  - - 4/15  2/6 
19  7/18  - - 000/0  7 
20  9/16  - - 000/0  7 
21  9/15  - - 3/4  6/6 
 7  000/0 - ي ضعیفهاله  3/21  22
23  6/8  - 12/1 8/39  0/6 
24  45/6  25/2 88/1 6/78  8/5 
 9/5  8/58 14/1 ي ضعیفهاله  55/7  25
 7/5  8/87 4/1 ي ضعیفهاله  52/4  26
 7  000/0 - ي ضعیفهاله  1/11  27
28  83/4  - 14/1 4/32  0/6 
29  49/3  89/1 285/1 2/84  8/5 
30  9/12  - - 60/7  3/6 
31  0/16  - - 000/0  7 
32  5/13  - - 000/0  7 
33  7/2  187/1 307/1 89  6/5 
34  9/12  - - 000/0  7 
35  8/19  - - 000/0  7 
36  08/5  - 157/1 13  2/6 
37  3/19  - - 000/0  7 
38  21/3  43/1 88/1 4/75  8/5 
 7/5  2/69 41/1 ي ضعیفهاله  34/4  39
40  3/14  - - 000/0  7 
 7  000/0 - ي ضعیفهاله  6/20  41
42  2/15  - - 14/8  3/6 
43  0/16  55/1 25/1 2/28  1/6 

 52/6  8/18 36/1   0/15  میانگین
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  S rRNA16یابی ژن تکثیر و توالی
هاي مورد نظر با سایر جدایه S rRNA16تطابق توالی 

، NCBIموجود در بانک ژنی  S rRNA16هاي توالی
  را با باکتري 1 يدرصدي جدایه 99شباهت توالی 

 A. lipoferum  هاي دو جدایه توالی. نشان داد 5استرین
 A. brasilenseبا  درصدي 99توالی  شباهت، 40و  21

  نیز با توالی باکتري 2توالی جدایه . داشت 11NFاسترین 

 A. brasilense  72استرینAZ  با توالی  24و جدایه
شباهت  درصد 2B ،99استرین  A. lipoferumباکتري 

و  97به ترتیب با  33و  29هاي همچنین جدایه. داشتند
شبیه  2Grاسترین  A. zeaeبه توالی باکتري  درصد، 99

 S rRNA16هاي ژن در نهایت توالی. )2جدول ( بودند
ي تازه بدست آمده در بانک ژن با شماره دسترسی ها

MH130054  تاMH13360 ثبت گردید.  
  

  NCBIموجود در بانک ژنی  S rRNA16هاي هاي مورد نظر با سایر توالیجدایه S rRNA16توالی درصد شباهت  - 2جدول 
  شماره هاجدایه هاي نمایندهگونه )بلاست(درصد شباهت 

99 A. lipoferum  1 5استرین Az 1 
99 A. brasilense  72استرینAZ 2 Az 2 
99 A. brasilense  11استرینNF 21 Az 3 
99 A. lipoferum  2استرینB 24 Az 4 
97 A. zeae  2استرینGr 29 Az 5 
99 A. zeae  2استرینGr 33 Az 6 
99 A. brasilense  11استرینNF 40 Az 7 

  
  بحث

هاي مختلف مختلف، گونههاي در بین باکتري
Azospirillum هاي عنوان باکتريبهPGPR  مهم، مورد

 ).2004باشان و همکاران، (اند توجه زیادي قرار گرفته
با استفاده از  آزوسپیریلومهاي جدایه PCRتشخیص 

جهت کاهش استفاده از محیط اختصاصی آغازگرهاي 
جهت تسریع جداسازي  ها و متعاقباًها و آزمونکشت

همزمان با کاهش تمایل  Azospirillumهاي باکتري
 PCRدر آزمون  .شودمطرح می) selection bias(انتخاب 

هاي کنترل مثبت قادر به تکثیر ها و باکتريتمام جدایه
 و Az16S-Aبه ترتیب با آغازگرهاي  263و  646باندهاي

Azo494-F/Azo756-R در صورتیکه باکتري  ،بودند
Rhizobium نتوانستند  هاي کنترل منفیبه عنوان باکتري

و همکاران  هاتوري-شیم .باندهاي مذکور را تکثیر نمایند
با استفاده از این ) 2011(و همکاران  لینو ) 2011(

را از سایر  آزوسپیریلومهاي آغازگرهاي اختصاصی باکتري
ریزوبیوم تشخیص  ي ازت مانندهاي تثبیت کنندهباکتري

رفته اختصاصیت و حساسیت همداده و نشان دادند روي
 Azospirillumهاي آغازگرهاي فوق براي شناسایی باکتري

 . باشدبسیار مناسب می
تواند به توسعه یافته احتمالا می PCRروش 

هاي عنوان یک ابزار مفید براي جداسازي انواع باکتري
Azospirillum ي کشاورزي به منظور هابومی از نمونه

 و تجزیه و تحلیل تنوع و  PGPRهاي جدید ونهـف گـکش
 
 

 
مک (بکار رود  آزوسپیریلومهاي اکولوژیکی جمیت
 PCR این مطالعه یک روش). 2002، گیلووي و همکاران

اختصاصی سریع و ساده را با استفاده از آغازگرهاي 
Az16S-A و Azo494-F/Azo756-R  جهت تسریع در

در میان  Azospirillumهاي تشخیص و شناسایی جدایه
  .نمودهاي ریزوسفر ایجاد هاي باکتريجمعیت

قادر به تبدیل نیتروژن  Azospirillumي ها گونه
اتمسفري به آمونیوم تحت شرایط کم هوازي 

)Microaerobic ( در سطوح کم نیتروژن از طریق فعالیت
این آنزیم از دو جزء تشکیل . باشند یمکمپلکس نیتروژناز 

، MoFeپروتئین (پروتئین دي نیتروژناز : شده است
NifDK (مولیبدن بوده و  - که حاوي یک کوفاکتور آهن

باشد، پروتئین دي  می) N2(محل احیاء نیتروژن مولکولی 
را از  ها الکترونکه ) Fe ،NifHپروتئین (نیتروژناز ردوکتاز 

دهد  تئین نیتروژناز انتقال مییک دهنده الکترون به پرو
-به منظور شناسایی ژن). 2000هدت و واندرلیدن، استین(

با سرعت و حساسیت و اختصاصیت  nifDو  nifHهاي 
و استلتزفوس و همکاران ) 2001(پلی و همکاران  ،بالا

و  PolF/PolRآغازگرهاي اختصاصی به ترتیب ) 1997(
FdB260/FdB261  ها در آن. نمودندرا طراحی و استفاده

 حضور مطالعات خود با استفاده از این آغازگرها توانستند
ها آنزیم نیتروژناز در باکتري ها و تثبیت نیتروژن توسط آن

 توجه به توانایی رشدبا  در این تحقیق .را مشخص نمایند
ي آزمایش در بالاي لولهها جدایهي شفاف و ایجاد هاله

همچنین تکثیر باندهاي  و NFBجامد محتوي محیط نیمه
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آغازگرها، حضور  يوسیلهبهجفت بازي  390و  360
آنزیم نیتروژناز و توانایی بالقوه تثبیت نیتروژن در این 

تکثیر باندهاي مورد در این آزمون  .ها آشکار گردیدجدایه
به عنوان کنترل منفی  Xanthomonas جنسنظر در 

آغازگرهاي ي اختصاصیت دهندهکه نشان ،مشاهده نشد
هاي در باکتري nifDو  nifHهاي جهت تشخیص ژن فوق

   .بودي ازت تثبیت کننده
 يبراساس مطالعات مقدماتی غربالگري تجزیه

قادر به  آزوسپیریلومهاي ، تمام جدایه IAAکمی تولید 
بیشترین و  16و  15، 14هاي بوده و جدایه IAAتولید 
را تولید  IAAمیزان کمترین  29و  38، 33هاي هجدای

 mg/l 0/15 کردند و میانگین تولید آن در بین جدایه ها
توسط  IAAگزارش شده که تولید . )1 جدول( بود

تواند هاي مختلف میها و گونهبین جدایه ها درباکتري
 يثیر شرایط کشت، مرحلهأتغییر کند و همچنین تحت ت

دوي اسري(گیرد رشد و دردسترس بودن سوبسترا قرار می
در  IAAتولید  مطالعات پیشین نیز). 2007و ویرامالایا، 

اکبري و ( کندرا تأیید می Azospirillumهاي جدایه
اگرچه  ).2007پریگ و همکاران،  ؛2007همکاران، 

در ریزوسفر  IAAها جهت تولید توانایی ذاتی باکتري
 IAAها و جذب مادهبستگی به دردسترس بودن پیش

  ).2008احمد و همکاران، (میکروبی توسط گیاه دارد 
فسفر به عنوان یک عنصر غذایی پرمصرف 

شود و بخش اعظم آن در ضروري درنظر گرفته می
هاي کلسیم و منیزیم در کودهاي شیمیایی با تبدیل به نمک

  خاك غیرمحلول شده و از دسترس گیاهان خارج 
هاي خاك در تبدیل شکل ریزجانداران .گرددمی

هاي محلول نقش دارند و غیرمحلول فسفر به شکل
ي گیاهان را بنابراین دسترسی بعدي فسفر براي ریشه

 ).2001ریچاردسون و همکاران، (دهند ثیر قرار میأتحت ت
 Azospirillumجدایه از باکتري  11در این تحقیق تعداد 

روي بر خودکلنیشفاف در اطراف ي ایجاد ناحیهقادر به 
بودند و بیشترین شاخص  Pikovskaya's agar محیط

و کمترین آن مربوط به  24انحلال مربوط به جدایه 
از  درصد 53حدود همچنین . بود 28و  25، 23هاي جدایه
کردن فسفات معدنی در ها قادر به حلجدایه
کردن بودند که مقدار متوسط حل  NBRIP brothمحیط

در این  .بود mg/l 8/18 ها برابرفسفات در این جدایه
ها در محیط جامد قادر به ایجاد مطالعه بعضی از جدایه

ي مشخص نبوده و یا هاله ضعیفی داشتند، ولی در هاله
محیط کشت مایع توانستند فسفات معدنی نامحلول را 

ي عدم دهندهنشان که) 1 جدول(سازي نمایند محلول
 برروي محیط کشت حاوي آگار و انحلال SIارتباط بین 

مطالعات  .باشدهاي مایع میفسفات در محیط کشت
مهتا و نوتیال، ( کندمی ییدأپیشین نیز صحت این نتایج را ت

 آزوسپیریلومهاي فعالیت انحلال فسفات در جدایه ).2001
داد اعضاي جنس بر طبق مطالعات پیشین بود که نشان می

Azospirillum  ندباشداراي فعالیت انحلال فسفات مینیز 
 ).2017؛ ساهو و همکاران، 2013محبوبا و همکاران، (

کننده فسفات گردد جمعیت میکروبی حلگمان می
هاي نامحلول در خاك از طریق آزادسازي متابولیت

اگرچه . کنندهاي آلی نقش خود را ایفا میمیکروبی اسید
تواند باعث حل هاي دیگر میبر تولید اسید مکانیسمعلاوه

کاهش  ).2003نوتیال و همکاران، (شدن فسفات گردد 
pH هاي مایع در طول انحلال فسفات معدنی کشتمحیط

توسط هاي آلی که بر تولید میکروبی اسید مشاهده گردید
چن و همکاران، (اشاره داشت  Azospirillumهاي جدایه
گیري و اندازه 6/5تا  7محیط کشت از  pHکاهش . )2006

محیط کشت و فعالیت انحلال  pHارتباط بین کاهش 
اگرچه انحلال فسفات الزاما مرتبط با ). 3شکل (تعیین شد 

کشت نیست، ولی اطلاعات حاضر در این اسیدیته محیط
  .ها را نشان دادبین آن) رابطه(تحقیق وجود ارتباط 

محرك رشد که  مهم یکی دیگر از خصوصیات
تحت  صورت غیر مستقیم ممکن است رشد گیاه را به

احمد و (باشد ، تولید سیدروفورها میثیر قرار دهدأت
رشد گیاه را با  آن ها همچنین مستقیماً. )2008همکاران، 

افزایش در دسترس بودن برخی مواد معدنی مانند فسفر 
 ).2011داستاگر و همکاران، (کنند تحریک می

 ریزوسفردر ) Fe3+(موجود  سیدروفورها به یون آهن
طریق این فرآیند، آهن براي گیاهان از  شوند ومتصل می

هاي گیاهی غیرقابل در دسترس شده ولی براي پاتوژن
بنابراین در همان زمان سیدروفور از . گردددسترس می

پاشاپور و (نماید ها محافظت میگیاه دربرابر پاتوژن
قادر به تولید جدایه  12در این مطالعه  ).2016همکاران، 

هاي محرك رشد و فعالیت) %28حدود (ه سیدروفور بود
 Azospirillumهاي پتانسیل جدایه. نشان دادند رامتعدد 

جهت تولید سیدروفورها در شرایط آزمایشگاهی توسط 
گزارش ) 2015( پدرازاو ) 2013( تولکاپیانو  مانی وانان

   .گردیده است
هاي باکتري کدام از جدایهدر تحقیق کنونی هیچ

Azospirillum  قادر به تولیدHCN براساس  .نبودند
-استریناین ویژگی به طور عمده دربین هاي قبلی بررسی

پاشاپور و همکاران، (سودوموناس توصیف شده  هاي
باشد متغیر می Azospirillumهاي و در جدایه )2016

بر حضور  نیز چندین مطالعه ).2010مهناز و همکاران، (
هاي در برخی جدایههاي هیدرولیتیک مانند کیتیناز آنزیم
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Azospirillum  ؛ 2012، کاتاتنیالمهانی و (دلالت دارد
هیچکدام از در این مطالعه ، ولی )2014ردیف و حسن، 

ات مطالع همچنین .نبودند تولید کیتینازها قادر به جدایه
داراي  Azospirillumهاي که جدایهنشان داده است  پیشین
-هاي ضد قارچی در شرایط آزمایشگاهی و مزرعهفعالیت

؛ تورتورا و 2017ریس و همکاران، -لوپز(اي هستند 
ها در این تحقیق هیچ کدام از جدایه ).2011همکاران، 

 Fusariumقادر به جلوگیري از رشد قارچ 
graminearum ًبه دلیل  در محیط کشت نبوده که احتمالا

ها م کیتیناز توسط جدایهو ترشح آنزیHCN عدم تولید 
هایی در مورد عدم همبستگی بین با این حال، گزارش. بود

وجود  آنتی بیوز در شرایط آزمایشگاهی و کنترل زیستی
 ).2001پندي و همکاران، (دارد 

، )2004(باشان و همکاران براساس مطالعات 
) 2010(و ایلیاس و همکاران ) 2016(آییاز و همکاران 

در   A. zeaeو  A. brasilense،A. lipoferumهاي گونه
یابی و توالیریزوسفر گیاهان گندم و ذرت موجود بوده 

ها را در این تحقیق نیز حضور این گونه S rRNA16 ژن 
در ریزوسفر گیاهان گندم و ذرت در اصفهان تأیید نمود، 

در  A. zeaeو این اولین گزارش از حضور باکتري 
 .استدر ایران  اصفهان و احتمالاًریزوسفر گیاه ذرت در 

ي باکتریائی هاي شناخته شدهجدایه PGPهاي فعالیت
ي هاي امتحان شده بسیار متغیر بوده و همهدربین جدایه

را نداشتند  PGPهاي هاي مطالعه شده تمام فعالیتجدایه
 PGPRهاي همه باکتريي آن است که دهندهنشانکه 

عملکردهاي  نبوده وثر ؤممکن است به اندازه یکسان م
باشان (رشد گیاه نداشته باشند  تحریکچندتایی را جهت 

ثابت  ).2010؛ حیات و همکاران، 2010باشان، - و دي
هاي مختلف گونه PGPشده است که عملکردهاي 

Azospirillum  محرك رشد گیاه، عمومی و جامع نیست
بلکه به شدت اختصاصی استرین بوده و به صورت کمی 

؛ حیات و 2010باشان، -باشان و دي(کند و کیفی تغییر می
توانند ها میاین جدایه). 2007؛ پریگ، 2010همکاران، 

را نشان دهند، که  PGPبیشتر از دو یا سه خصوصیت 
رت مستقیم یا غیرمستقیم صوممکن است رشد گیاه را به

یاسمین و (یا به صورت سینرژیستی افزایش دهد 
هاي هاي ما در مورد فعالیتمشابه یافته). 2007همکاران، 

PGP توسط افراد  آزوسپیریلومهاي متعدد در میان جدایه
؛ مهناز 2013محبوبا و همکاران، (دیگر گزارش شده است 

 ). 2017؛ ساهو و همکاران، 2010و همکاران، 
  گیرينتیجه

 .A ي سه گونهوجود حداقل  تحقیق حاضر
brasilense،A. lipoferum  وA. zeae   در مزارع گندم و را

هاي مختلف جدایهاین . نشان داد ذرت استان اصفهان
آزوسپیریلوم داراي خصوصیات محرك رشدي متفاوت 

اي در تثبیت ازت، انحلال هاي بالقوهها تواناییبودند، و آن
فسفات، تولید سیدروفور و ایندول استیک اسید از خود 

هاي ي انجام شده در مورد گونهمطالعه. نشان دادند
Azospirillum ها و خصوصیات محرك رشدي مختلف آن

 هاباکتريهایی براي استفاده از این حلجهت طراحی راه
ي تلقیح در کشاورزي پایدار و ارگانیک مفید عنوان مایهبه

  .ودخواهد ب
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Abstract 

Azospirillum bacteria are one of the most important plant growth promoting 
rhizobacteria which exist in the rhizosphere of many crop plants. In this 
research, some soil and plant roots were collected from wheat and maize 
rhizosphere of the fields in Isfahan and were cultured in the tubes containing 
Nitrogen Free Bromothymol (NFB) medium. In order to isolate Azospirillum 
strains, the grown bacteria pellicles were streaked on NFB and Rojo Congo 
(RC) specific and semi-specific media. The bacteria were isolated and purified 
using morphological characteristics on the medium. After gram staining, 
catalase, oxidase and oxidative-fermentative tests, the detection and 
identification of Azospirillum isolates was done by molecular tests using PCR 
test with Az16S-A and Azo494-F/Azo756-R specific primers and 16S rRNA 
gene sequencing. Plant growth promoting characteristics (PGP) of Azospirillum 
isolates were determined by investigating the presence of NifH and NifD genes 
of nitrogenase enzyme by PolF/PolR and FdB260/FdB261 specific primers 
respectively. The properties of phosphate solubilization and production of 
chitinase, HCN, siderophores and indole acetic acid of isolates were performed 
by using specific tests. The replication of 646, 263, 360, and 390 bp fragments 
by Az16S-A, Azo494-F/Azo756-R, PolF/PolR and FdB260/FdB261 primers 
respectively, confirmed the presence of Azospirilum bacteria and the presence 
of NifH and NifD genes. Specific tests also revealed the ability of indole acetic 
acid production, insoluble phosphate solubilization with average value of 15 
and 18.8 mg/l respectively and siderophore production in isolates. The results 
showed that some of the isolates possessed several PGP properties, while some 
of them had one or no characteristic. Finally, the sequencing of the 16S rRNA 
gene in some isolates determined and three species of A. brasilense, A. 
lipoferum and A. zeae identified in rhizosphere of wheat and maize plants. 
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