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  چکیده 
                               هستند کـه بـا تحریـک رشـد،        ها               اي از باکتري      دسته  ) PGPR (           ي رشد گیاه        دهنده                      هاي رایزوسفري افزایش        باکتري

جداسـازي                        تحقیق حاضر به منظـور   .     شوند                   باعث بهبود رشد می  گرها                                             سرکوب بیمارگرهاي گیاهی و القا مقاومت به بیمار
                           دو جدایه باکتري از ریزوسفر    و       پنجاه  .                                          بیان و بررسی صفات محرك رشدي آنها انجام شد                   ریزوسفري گیاه تلخ  هاي باکتري

                                           سپس صفات محـرك رشـدي هـر جدایـه شـامل        .                    شناسی آنها بررسی شد                فنوتیپی و ریخت     هاي                      این گیاه جدا و ویژگی
   در   HCN                                                                                                           کنندگی فسفات معدنی، تولید آمونیاك، تولید ایندول استیک اسـید، تولیـد پروتئـاز، تولیـد لیپـاز و تولیـد           حل

 NBRIPو   )           یکوفسـکایا  پ( PVK                           ها با استفاده از دو محـیط                          توانایی حل فسفات جدایه  .                          شرایط آزمایشگاهی بررسی شد
       اسـید           اسـتیک               مقدار ایندول  .           نشان دادندفسفات   جدایه توانایی حل    18  و     44         به ترتیب   که در این دو محیط  شد      بررسی

                                ها توانـایی تولیـد آمونیـاك،              از جدایه  %   83  .               لیتر متغیر بود                  میکروگرم در میلی    37   تا    0 /  12      ها از                       تولید شده توسط جدایه
  ،   20   (                        بر اساس نتایج، سه جدایه   .       داشتند  HCN              توانایی تولید   %   65                      توانایی تولید لیپاز و   %   87    از،                    توانایی تولید پروتئ  %   87
که در هرسه آزمون انحلال فسفات معدنی، تولید آمونیاك و تولید ایندول استیک اسید واکنش مثبـت نشـان   )   48  و     37

                        که در هـر سـه آزمـون      )   43  و     13 (             ی و دو جدایه              صورت کود زیست                              هاي داراي پتانسیل استفاده به             عنوان گزینه    بهدادند؛ 
                عنـوان عوامـل                                هاي داراي پتانسیل کاربرد به               عنوان جدایه    بهواکنش مثبت قوي نشان دادند؛  HCN                       تولید پروتئاز، لیپاز و 

                                                                       در سه جدایه داراي توانایی تحریـک رشـد گیـاه تعیـین و بـا آنـالیز         16S rDNA      ترادف   .                       کنترل زیستی معرفی شدند
BLAST  شناسی و بیوشیمیایی و نیز تـرادف            هاي ریخت                بر مبناي ویژگی  .                               هاي موجود در بانک ژن مقایسه شد         ا ترادف ب                                 

16S rDNA  هـاي                                                              هاي محرك رشد گیاه جـدا شـده در ایـن بررسـی، بـه جـنس                                  گیري شد که تعدادي از جدایه       نتیجه      
Arthrobacter ،  Acinetobacter ،   Bacillus و  Pseudomonas  نتایج تحقیق حاضر بیانگر حضور قابل توجه   .           تعلق دارند                                       
   .        بیان است                                               هاي افزایش دهنده رشد گیاه در ریزوسفر گیاه تلخ              جمعیت باکتري

  
 حل فسفات نامحلول، کود زیستیتولید سیانید هیدروژن، هاي رایزوسفري محرك رشد گیاه،  باکتري :کلیدي هايواژه

 

 

                                                        
  8818634141: کدپستی -گروه گیاهپزشکی-دانشکده کشاورزي -دانشگاه شهرکرد -بلوار رهبر - شهرکرد :آدرس ،نویسنده مسئول 1



 )Sophora alopecuroides(بیان  هاي محرك رشد گیاه از ریزوسفر تلخ جداسازي و تعیین خصوصیات باکتري / 182

  مقدمه
چندساله ، دارویی از گیاهان (.Sophora spp) بیان تلخ

 187تا به حال   .است )Fabaceae(از خانواده بقولات و 
صفري و همکاران، ( گونه از آن در دنیا گزارش شده

جنوب شرقی اروپا، جنوب به طور گسترده در که ) 1387
آسیا، استرالیا، جزایر اقیانوس آرام غربی و آمریکاي 

  ).2012و همکاران،  کریشنا( پراکنده شده است جنوبی
هاي خاك و گیاه تعاملات خاص  بین میکروارگانیسم       

به سلامت بعضی از این روابط  اي وجود دارد که و پیچیده
هاي اخیر استفاده از  در سال. کند بري گیاه کمک می و بهره

بهبود  رشد گیاه به منظور کننده تقویتي ها میکروارگانیسم
. رشد گیاه به طور گسترده مورد بررسی قرار گرفته است

ي ها باکترياز دیدگاه متخصصین میکروبیولوژي خاك، 
از هی به گرو PGPRرشد گیاه یا اصطلاحا  محرك
باعث که  شود میاطلاق  ناحیه ریزوسفري ها باکتري

این ). 1978کلوپر و شراس، (شوند  میرشد گیاه افزایش 
ي مستقیم و غیرمستقیم براي ها مکانیسماز انواع  ها باکتري

هاي  مکانیسم. کنند میتحریک و بهبود رشد گیاه استفاده 
انحلال فسفات معدنی و معدنی کردن  شاملمستقیم 

، تثبیت ت آلی به شکل قابل جذب براي گیاهفسفا
تولید  فراهم نمودن آهن با ایجاد سیدروفور، نیتروژن،
 وسیتوکنین  اکسین وهایی نظیر جیبرلیک اسید،  هورمون

-ACC. باشدمی ACC-deaminaseآنزیم  تولید
deaminase هاي گیاهان  اتیلن در ریشه میزانکاهش ا ب

 نتیجه در افزایش طول ریشه ومنجر به درحال رشد 
 ي غیرمستقیمها مکانیسماز . شود افزایش رشد گیاه می

توان به  میي ریزوسفر در افزایش رشد گیاه ها باکتري
، رقابت با عوامل زاي گیاهی زیستی عوامل بیماري کنترل

زاي گیاهی و نیز راه اندازي مسیر مقاومت القایی  بیماري
با  ها باکترياین گروه از . اشاره نمود ISR1)(سیستمیک 

، )HCN(هیدروژن سیانید کیتیناز، ترکیباتی از قبیل  تولید
پروتئاز و لیپاز از رشد بیمارگرهاي گیاهی ممانعت 

از دسترس  راسیدرفورها آهن  همچنین با تولید. کنند می
؛ 1995گلیک، (کنند  خارج می زاي گیاهی عوامل بیماري

  ).2016گواسومی، 
 PGPRهاي  هایی که باکتري ترین مکانیسم یکی از مهم

از طریق آن باعث افزایش رشد و نمو گیاه می شوند، 
خصوص هاي رشد گیاه به  کننده تولید و ترشح تنظیم

هاي گیاهی  ها گروهی از هورمون اکسین. باشد ها می اکسین
ترین و  لمعمو) (IAAاستیک اسید  -3- هستند که ایندول

 ازاین هورمون ). 1995 برنارد،(ترین آنهاست  شده شناخته

                                                        
1  . Induced Systemic Resistance 

ایندول استیک . هاي فیزیولوژیکی است ترین اکسین فعال
 توسطباشد که تریپتوفان می -حاصل از متابولیسم ال اسید

رشد گیاه تولید  محرك يها باکتريو  ها قارچبعضی از 
گزارش کردند که ) 2007(اسپایپن و همکاران  .شود می

 IAAمقادیر متغیري از هورمون  Bacillus subtilisباکتري 
  . کند تولید می

در افزایش  PGPRهاي  باکتري هاي دیگر از مکانیسم
. انحلال فسفات و تثبیت نیتروژن است رشد و نمو گیاه

هاي ریزوسفر با ترشح اسیدهاي آلی و فسفاتاز  باکتري
توانند ترکیبات فسفاته نامحلول را به فرم قابل جذب می

مختلفی  هـاي بـاکتريطبق گزارشات، . گیاه تبدیل کنند
 ،Rhizobium ،Bacillus، Agrobacteriumمانند 

Pseudomonas ،Pantoea ،Erwinia، Achromobacter ،
Burkholderia  معـدنی  فسفرداراي توانایی حل ... و

 بعضی ).2014برمپونگ،  ;2000ناتیال،(د نـامحلول هسـتن
. زادزي قادر به تثبیت نیتروژن هستندآي ها باکترياز 

هاي  یکی از میکروارگانیسم Azospirillum جنس
رابطه همیاري  کننده نیتروژن است که با ریشه غلات تثبیت
که این باکتري اند  نشان داده مطالعاتبسیاري از  .دارد

  ). 1998دوملین و همکاران، ( گیاه استرشد  محرك
ي ها مکانیسمکنترل زیستی عوامل بیمارگر از 

ي محرك ها باکتريغیرمستقیم افزایش رشد گیاه توسط 
تولید سیانید هیدروژن یکی از سازوکارهاي . رشد است

سیانید . گیاهی است بیمارگرهايزیستی  بسیار مهم کنترل
هیدروژن یک متابولیت ثانویه است که توسط برخی از 

تولید  Pseudomonas fluorescensمانند  ها باکتري
هیدروژن توسط این باکتري به  انیدسنتز سی. شود می

گیرد که با تولید  انجام می ییوسیله یک آنزیم غشا
HCN  وCO2 شود  موجب اکسید شدن گلایسین می

با استفاده از ) 2012(دشوال ). 1977، کاستریک(
فعالیت آنتاگونیستی برخی از  HCN تولید آزمون
در برابر  Pseudomonas aeruginosaهاي  گونه

Sclerotinia sclerotiorum ) عامل پوسیدگی
را ) ایی ریشه و طوقه بسیاري از گیاهانیاسکلروتین
  . اثبات کرد

 پروتئین وکننده  تجزیههاي  پروتئازها ازجمله آنزیم
و  2زیتیسمهاي فعال در پدیده مایکوپارا ترین آنزیم مهم

 ).2009و همکاران،  ویدیاساگار( زیستی هستندکنترل 
کنف (گیاه جوت  ریزوسفرتوانست از ) 2017(ماجومدار 

 کباشد، ی می) Malvaceae(که از خانواده پنیرك ) هندي
 يپروتئاز قو دیتول تیبا ظرف یستیآنتاگون يباکتر

                                                        
2  . mycoparasitism 
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به  16S rDNAیبا استفاده از توال هیجدا. سازي کند جدا
این  .شد ییشناسا Bacillus amyloliquefaciensعنوان 

 برابر درقابل توجهی جدایه فعالیت آنتاگونیستی 
 Macrophomina phaseolina، Fusarium بیمارگرهاي
oxysporum، F. semitectum و Alternaria alternata 

ها توسط این  میزان بازدارندگی از رشد این قارچ .نشان داد
، 6/82، 5/61باکتري در شرایط آزمایشگاهی به ترتیب 

  .شددرصد تعیین  2/85و  4/85
هاي ریزوسفر نیز مانند تولید  تولید لیپاز توسط باکتري

هاي کنترل بیمارگرهاي گیاهی به شمار  پروتئاز از مکانیسم
گلیسـیرید   لیپاز نقش اختصاصی تبدیل تري نزیمآ. رود می

کند کـه بـه ایـن     اسیدهاي چرب را ایفا می به گلیسرول و
ها به میزان قابل تـوجهی   این آنزیم. گویند عمل لیپولیز می

شوند  ها تولید می توسط جانوران، گیاهان و میکروارگانیسم
) 2008(و همکـاران   دگـازمن ). 2001شارما و همکاران، (

هاي  به جداسازي باکتريایی انجام دادند که منجره پژوهش
با توانایی تولید آنزیم لیپاز  باسیلوس جنساز  یدوست نمک

ــایی هــــاي جــــنس. شــــد ،  Acromobacterباکتریــ
Acinetobacter ،Bacillus و  Pseudomonasهاي جنس و 

عنـوان    بـه   Geotrichumو  Candida،Rhizopus قـارچی 
تجــاري اصــلی و منــابع لیپــاز     هــاي میکروارگانیســم

  ).2001 و همکاران، شارما(اند  سلولی شناخته شده خارج
 محركهاي  انواع باکتريFabacea در گیاهان خانواده 

به . هاي مختلف گزارش شده است رشد گیاه از جنس
 .Pseudomonas putida ،Pهایی نظیر  طور مثال باکتري

fluorescens  وBacillus subtilis  از جمله رایزوباکترهاي
با ). 2015متوالی، ( باشند می رشد در گیاه باقلا محرك

گیاه  ریزوسفرهاي  مورد باکتري توجه به اینکه گزارشی در
آنها وجود  يرشد محرك صفاتو بررسی  بیان تلخ
در  ها باکتريو با توجه به اهمیت استفاده از این  شتندا

زا،  تقویت رشد گیاه و نیز جلوگیري از عوامل بیماري
ي  ناحیهي ها باکتريتحقیق حاضر به منظور جداسازي 

آنها محرك رشدي و بررسی صفات  بیان تلخي گیاه  ریشه
  .انجام شد

 هامواد و روش
 بیان تلخ هاي بوته از1396در تابستان برداري  نمونه

اشکفتک واقع در منطقه موجود در مزرعه حسن آباد 
) از تیرماه تا مرداد(طی مدت سه ماه  در سه نوبتشهرکرد 

ها با ریشه از  نمونه .گرفتاز نقاط مختلف مزرعه صورت 
هاي نایلونی و روي یخ به  در کیسه خاك خارج و

  . آزمایشگاه منتقل شدند
 
 

  بیان تلخگیاه  ریزوسفرهاي  جداسازي باکتري
با ) 2013(سازي به روش قدس علوي و همکاران جدا

خاك اضافی . مقداري تغییر و به صورت زیر انجام گرفت
هاي مویی و نازك و  ریشه. تکانده شد بیان تلخهر بوته 

شد و هاي قطور و اصلی جدا  ریشه) پوست(لایه سطحی 
حدود یک . متري تقسیم شدند به قطعات دو سانتی ها ریشه

و خاك همراه آن به هاي قطعه قطعه شده  گرم از ریشه
و نمک در آب مقطر % 85/0محلول سترون ارلن حاوي 

ها به مدت دو ساعت  نارل .منتقل شدند 20تویین% 025/0
حرکت رفت  400دهنده الکتریکی با سرعت  بر روي تکان

از هر ارلن سري رقت . در دقیقه قرار گرفت و برگشتی
 100تهیه شد و در نهایت مقدار  )10-4 تا 10-1غلظت (

بر روي ظروف  10-4و  10-3هاي  میکرولیتر از غلظت
تکرار  دودر  )NA(مغذي پتري حاوي محیط کشت آگار 

کشت  هاي رشدیافته روي محیط کلونی .کشت داده شد
هاي  کلونی انتخاب و با کشت مخطط آنها و انتخاب تک

  .سازي شدند حاصله خالص
  ها جدایهو بیوشیمیایی  شناسی ریختهاي  بررسی ویژگی

اندازه، شامل  شناسی ریختها از نظر  وضعیت کلونی
بررسی و شکل، رنگ، ارتفاع، حاشیه، بافت و شفافیت 

 آمیزي و رنگ شکل میکروسکوپی هر باکتري با. ثبت شد
ي ها آزمون. میکروسکوپ بررسی شد 1000با بزرگنمایی 

بیوشیمیایی شامل تعیین واکنش گرم، رشد در شرایط 
کاتالاز، وازي، اکسیداز، هیدرولیز ژلاتین، ه هوازي و بی

و توانایی  king,s Bتولید رنگدانه فلورسنت روي محیط 
هاي استاندارد  لهیدگی سیب زمینی طبق روش

  ). 2005شاد و همکاران، ( شناسی انجام گرفت باکتري
  يرشد صفات محركبررسی 

محیط  کلسیم فسفات در گیري توانایی حل تري اندازه
  PVK)(پیکوفسکایا 

در هر لیتر ( PVK)( فسکایاپیکو جامدابتدا محیط 
 5/0گرم تري کلسیم فسفات،  5ز، گرم گلوک 10شامل 

گرم 2/0سولفات آمونیوم، گرم  5/0گرم عصاره مخمر، 
گرم سولفات  1/0گرم کلرید سدیم، 2/0کلرید پتاسیم، 

 گرم میلی 3/0لفات آهن، گرم سو میلی 3/0منیزیوم، 
ها  جدایهسپس . تهیه شد )گرم آگار 10 و سولفات منگنز

پتري اي در وسط  لکهصورت  ، به)ساعته 24(ه از کشت تاز
 پنجو به مدت تکرار کشت  چهاردر  PVKحاوي محیط 

 سلسیوسدرجه  28دماي انکوباتور و در روز در 
 یی که توانایی انحلال فسفاتها جدایه. نگهداري شدند

خود ایجاد هاله کلونی را داشته باشند، اطراف  کلسیم تري
گیري توانایی انحلال فسفات، براي اندازه. کنند روشن می
هاله ایجاد شده توسط هر جدایه  قطرو کلونی قطر هر 



 )Sophora alopecuroides(بیان  هاي محرك رشد گیاه از ریزوسفر تلخ جداسازي و تعیین خصوصیات باکتري / 184

هاله  قطرگیري نسبت اندازه در نهایت با. گیري شد اندازه
توانایی انحلال فسفات در هر جدایه به قطر کلونی 

  . )2014کارپاگام و ناگالاکشمی، ( ارزیابی شد
 محیط در کلسیم فسفات گیري توانایی حل تري اندازه
NBRIP  
گرم گلوکز،  10 شاملدر هر لیتر ( NBRIPمحیط ابتدا 

 25/0گرم کلرید منیزیوم،  5کلسیم فسفات،  تريگرم  5
گرم  1/0پتاسیم،  گرم کلرید 2/0گرم سولفات منیزیوم، 

 ها جدایهسپس  .تهیه شد) گرم آگار 15 سولفات آمونیوم و
 28در دماي به مدت پنج روز کشت و  اي به صورت لکه

 میزان توانایی انحلال. نگهداري شدند سلسیوسدرجه 
گیري نسبت  با اندازه روش قبلطبق  ها جدایهفسفات در 

  .شدارزیابی  هاله به قطر کلونی قطر
  IAAتوانایی تولید 

با استفاده از و  سنجی رنگبا  توانایی تولید اکسین
. )2001بنت و همکاران، ( سالکوفسکی انجام شدمعرف 

) (NB Nutrient Brothدر محیط کشت  ها جدایهابتدا 
. کشت داده شدند) در لیتر گرم میلی 50(حاوي تریپتوفان 
 سلسیوسدرجه  28ساعت در دماي  48سپس به مدت 

در دقیقه قرار  حرکت 120دهنده الکتریکی با  بر روي تکان
محیط کشت فاقد باکتري نیز به عنوان کنترل . داده شدند

هاي  ، محیطها باکتريپس از رشد . منفی در نظر گرفته شد
در دقیقه دور  10000دقیقه در  15کشت به مدت 

از رونشین  لیتر میلی یکدر مرحله بعد . شدندسانتریفیوژ 
 FeCl3 5/0% 2( از معرف سالکوفسکی لیتر میلی دوبا 

و به مکانی  شدمخلوط ) HClO4%  35مولار در محلول 
دقیقه مقدار جذب نوري در  30بعد از  .تاریک منتقل شد

اکسین در  مقدار. نانومتر اندازه گیري شد 535طول موج 
 شده تهیه استاندارد نمودار با آن جذب قایسهبا مهر نمونه 

   .شد محاسبه اسید استیک ایندول از
  HCNتوانایی تولید 

 4/4میزان  NAبراي انجام این آزمون به محیط کشت 
هایی  از کاغذ صافی برش .شدگرم بر لیتر گلیسین اضافه 

 یکتهیه شد و در آون به مدت ها  به اندازه درب پتري
. استریل شد سلسیوس درجه 180ساعت در دماي 

. ا کشت داده شدنده به صورت مخطط در پتري ها جدایه
 5/0درصد کربنات سدیم و  دوکاغذها در محلول حاوي 
ور شده و در داخل درب پتري  درصد اسید پیکریک غوطه

ها با پارافیلم کاملا مسدود شد تا از  پتري. قرار داده شدند
به مدت  و خروج گاز سیانید هیدروژن جلوگیري شود

. ندنگهداري شد سلسیوسدرجه  28چهار روز در دماي 
 HCNایجاد رنگ نارنجی تا قرمز روي کاغذ بیانگر تولید 

عدم تغییر رنگ کاغذ به عنوان واکنش منفی و عدم  .است

روشن به عنوان تولید  اي قهوهایجاد رنگ ، HCNتولید 
HCN  به عنوان تیره  اي قهوهبه میزان متوسط، ایجاد رنگ
به میزان زیاد و ایجاد رنگ آجري به عنوان  HCNتولید 
کاستریک، (زان خیلی زیاد تلقی شد یبه م HCNتولید 
1977(.  

  توانایی تولید پروتئاز
در هر لیتر  ( SMA 1محیط براي انجام این آزمون،

 15عصاره مخمر، گرم  5/0گرم شیر خشک،  15شامل 
در از کشت تازه ها  سپس جدایه .تهیه شد) گرم آگار

 تکرار سهدر  اي لکهبه صورت  ،)NA(گار مغذي آمحیط 
ي کشت ها باکتري. کشت داده شدند SMAروي محیط 

 سلسیوس درجه 28 روز در دمايچهار  به مدت داده شده
شفاف در  تشکیل هاله .نگهداري شدنددر انکوباتور 

پروتئاز  تولید بیانگر توانایی هاي باکتري کلونیاطراف 
براساس قطر هاله یا میزان شفافیت  .ستا ها باکتريتوسط 

در سه سطح مثبت، مثبت ضعیف و منفی  ها جدایهواکنش 
  .)2013علوي،  قدس( ثبت شدند

  توانایی تولید آمونیاك
ابتدا محیط  ،گیري میزان تولید آمونیاك براي اندازه

گرم  NaCl ،5گرم  5گرم پپتون،  10(کشت پپتون واتر 
و  تهیهپس از . شد آماده) عصاره مخمر در یک لیتر آب

 در لیتر میلی 10به میزان مساوي ، محیط تنظیم اسیدیته
هر جدایه در دو . شد و استریلهاي آزمایش توزیع  لوله

در دماي روز  پنجسپس به مدت . کشت داده شد تکرار
پس از رشد به هر . نگهداري شدند سلسیوسدرجه  28

ایجاد . از معرف نسلر اضافه شد لیتر میلی 5/0لوله میزان 
ي مثبت بودن جواب  دهنده تا زرد نشان اي قهوهرنگ 

شدت . آزمون و توانایی باکتري در تولید آمونیاك است
ونیاك تولید شده در رنگ ایجاد شده متناسب با غلظت آم

در واقع  ).2015آگبوجاتو و همکاران، (محیط کشت است 
هاي آمونیوم تولید  نمکپتاسیم یدید در حضور آمونیاك یا 

 تهیه معرف نسلر مقدار براي. کند تا زرد می اي قهوهرنگ 
شد و آب سرد حل لیتر میلی 50در  دیدیپتاسیم گرم  50

) آب لیتر میلی 350گرم در 22( جیوه کلرایدمحلول اشباع 
هایی از تشکیل رسوب  تا زمانی که نشانهشد  به آن اضافه
از سدیم  لیتر میلی 200مقدار سپس . دیده شود
و به افزوده به آن  )NaOH5N(پنج نرمال  هیدروکسید

 محلول مورد نظر درنهایت. شدرسانده لیتر  یکحجم 
ی یرو سپس مایع. نشین شود ته شد تا حرکت گذاشته بی

اي تیره رنگ منتقل و دور از  به ظرف شیشهو شد برداشته 
  .)2010برونو و اسورونز، ( نور خورشید نگهداري شد

                                                        
1 Skim Milk Agar 
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  توانایی تولید لیپاز
این آزمون براي تعیین وجود یا عدم وجود آنزیم لیپاز        

 10(محیط کشت لیپاز . گیرد ها انجام می در باکتري
، کلرور سدیمگرم  5گرم پپتون،  10، 80توئین لیتر میلی

گرم آگار در حجم یک لیتر  16، کلرید کلسیمگرم  1/0
با هم  80جز توئینتمام مواد فوق به . تهیه شد) آب

به صورت  80توئین. ترکیب و در اتوکلاو استریل شدند
جداگانه تا نزدیک نقطه جوش حرارت داده شد و سپس 

. با محیط مخلوط شد به محیط استریل شده اضافه و کاملاً
هاي  باکتري. هاي استریل توزیع شد محیط کشت در پتري

ر در وسط و در سه تکرا اي لکهکشت تازه، به صورت 
کشت کلونی سعی بر آن شد که میزان . کشت داده شدند

داده شده و سطح زیر کشت در تمام موارد یکسان باشد تا 
 روز در 5ها به مدت  پتري. میزان خطا به حداقل برسد

ایجاد رسوب . نگهداري شدند درجه سانتی گراد 28دماي 
باکتري نشان دهنده مثبت بودن جواب  کلونیاطراف 

میانگین اندازه رسوب  .آنزیم لیپاز استآزمون و وجود 
ایجاد شده در اطراف هر کلونی در تکرارهاي مختلف 

   .)2013قدس علوي و همکاران، ( .محاسبه شد
  16S rDNAناحیه  توالیتعیین 
داراي  جدایه در سه 16S rRNAژن  توالی       

به این منظور ابتدا  .تعیین شد خواص محرك رشد
 سپس در انجام شد و  DNAاستخراج 

 مراز با استفاده از آغازگرهاي اي پلی واکنش زنجیره
 به ترتیب  1492R و 27F عمومی

و  AGAGTTTGATCCTGGCTCAG با ترادف
GGTTACCTTGTTACGACTT  قطعه مورد نظر

 masterمیکرولیتر  10 شامل مخلوط واکنش .تکثیر شد
mix (2x)  ،میکرولیتر  3تهیه شده از شرکت سیناکلون

 10به غلظت ( مستقیم و معکوس از هر آغازگر
میکرولیتر آب سترون و  7، )پیکومول بر میکرولیتر

چرخه دمایی مورد . بودخالص  DNAمیکرولیتر  یک
سازي اولیه در دماي  دقیقه واسرشت پنجاستفاده شامل 

 Cͦ 94 ترتیب دماییچرخه شامل  30 و به دنبال آن  Cͦ 

94،  Cͦ 60 و  Cͦ 72  60و 30،30به ترتیب به مدت 
اسلام (بود  Cͦ72 دقیقه در دماي  10و درنهایت ثانیه 

اي  محصول واکنش زنجیره ).2016و همکاران، 
 Microsynthبه شرکت  توالیمراز براي تعیین  پلی

حاصل از طریق آنالیز  توالی. سوئیس ارسال شد
BLAST  هاي موجود در بانک ژن مقایسه شد توالیبا.  

  نتایج 
  ها باکتري شناسی و بیوشیمیایی ریختبررسی خصوصیات 

ي آرایش  شکل و نحوه ،مشخصات ظاهري کلونی      
نتایج مربوط به بررسی شد و همراه با  هاي باکتري سلول

 ها جدایهشناسایی  در ،بررسی خصوصیات بیوشیمیایی
خصوصیات  یکدر جدول  .مورد استفاده قرار گرفت

هاي محرك  جدایهتعدادي از  شناسی و بیوشیمیایی  ریخت
   .است شده رشد ذکر

 ها بررسی توانایی انحلال فسفات معدنی نامحلول در جدایه
ها و در محیط  از جدایه% PVK ،85در محیط         

NBRIP ،35 %ها توانایی انحلال فسفات معدنی  جدایه
در جدول دو توانایی انحلال فسفات هر . نشان دادند

جدایه در هر دو محیط کشت با بیان نسبت قطر هاله به 
به طور کلی در محیط . قطر کلونی نشان داده شده است

PVK  نسبت بهNBRIP ها  درصد بیشتري از جدایه
دند ولی خوانش نتیجه و توانایی انحلال فسفات نشان دا

، 20هاي  جدایه. تر بود ساده NBRIPاندازه گیري هاله در 
در هر دو محیط کشت توانایی انحلال  48و  41، 40

فسفات معدنی نشان دادند و نسبت قطر هاله به قطر 
. کلونی هر چهار جدایه در هر دو محیط بیشتر از سه بود

ت نسبت به سایرین قدر PVKدر محیط  42جدایه 
بیشتري در انحلال فسفات داشت و نسبت قطر هاله به 

قدرت انحلال  NBRIPبود ولی در محیط  5/4قطر کلونی 
در تحقیق حاضر در ارزیابی نهایی، . فسفات نشان نداد

کننده فسفات نامحلول  هاي حل عنوان جدایه هایی به جدایه
معرفی شدند که در هر دو محیط قدرت انحلال فسفات 

   .نشان دادند
 آزمون تولید ایندول استیک اسید 

ها، از  مقدار تولید ایندول استیک اسید توسط جدایه       
هاي  جدایه. لیتر متغیر بود میکروگرم در میلی 37تا  12/0
P22،25 ،26 ،37 ،43 ،45  میکروگرم در  25بیش از  52و

 51و  48، 47، 33، 22، 20، 10، 8هاي  لیتر و جدایه میلی
استیک اسید  لیتر ایندول میکروگرم در میلی 25تا  15بین 

استیک اسید  بیشترین مقدار تولید ایندول. تولید نمودند
لیتر  میکروگرم در میلی 1/37با تولید  37مربوط به جدایه 

مقدار اکسین تولید شده توسط هر جدایه در جدول . بود
  .شماره دو بیان شده است
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  بیان تلخ گیاه رایزوسفر از شده جدا هاي داراي صفات محرك رشد باکتري بیوشیمیاییشناسی و  هاي ریخت ویژگی - 1جدول 

a :شوند در این آزمون نتایج به این صورت تفسیر می; O :متابولیسم قند از مسیر اکسیداتیو .F :متابولیسم قند از مسیر تخمیر .OF : متابولیسم قند از هر دو مسیر و
N :هوازي عدم مصرف قند در هر دو شرایط هوازي و بی.  
b :مشخص شد) -(و منفی (+) مثبت ضعیف  ،(++) هاي اکسیداز و ژلاتیناز به سه صورت مثبت  ها در آزمون واکنش جدایه. 

 :c مشخص ) -(و منفی (+) مثبت ضعیف  ،(++) مثبت  ،(+++) فلورسنت به چهار صورت مثبت قوي  ایجاد رنگدانه هاي کاتالاز و ها در آزمون واکنش جدایه
 .شد

d :اي  عنوان کلونی نقطهمتر به  میلی1هاي کوچکتر از  کلونی)puncti form (شوند توصیف می.  
e :منظور از آرایش پرچینی، قرار گرفتن سلولها در کنار یکدیگر از طول می باشد که اصطلاحا به این نوع آرایشpalisade شود گفته می.  

 
  آزمون تولید آمونیاك

رنگ  ها جدایهاز % 83در آزمون تولید آمونیاك، در 
محیط تغییر یافت که بیانگر تولید امونیاك توسط این 

به عنوان  کهظاهرشد  اي قهوهرنگ % 50در. است ها جدایه
ظاهر شد که در  اي قهوهرنگ زرد مایل به % 33مثبت و در 
  ). دوجدول (هاي ضعیف جاي گرفتند گروه مثبت

کد 
  هیجدا

شکل 
  کلونی

رنگ 
  کلونی

ارتفاع 
  کلونی

 حاشیه
  کلونی 

شکل و ارایش 
  ها سلول

واکنش 
 گرم

 سمیمتابول
 aگلوکز

  cکاتالاز  bدازیاکس
ایجاد 

رنگدانه 
 فلورسنت 

 bنازیژلات

 ++ +++ ++ ++ O -  باسیلی  صاف  محدب  زرد   dاينقطه  1

 ++ + ++ - N +  استرپتوباسیل  صاف  محدب  شیري  نامنظم  5

 - + ++ - N -  استرپتوکوکسی  صاف  محدب  زرد  گرد  6

 ++ + ++ - O +  باسیلی  صاف  محدب  شیري  نامنظم  8

 ++ - ++ + OF -  باسیلی  صاف  محدب  کرمی  اينقطه  11

 ++ ++ ++ - N +  استرپتو باسیل  ايرشته  دارنوك  کرمی   نامنظم  13

 ++ - ++ - O -  کوکوباسیل  صاف  محدب  شیري  اينقطه  20

 ++ + ++ - OF -  دیپلو کوکسی  صاف  دارنوك  کرمی  گرد  21

 - - ++ - N +  کوکوباسیل  صاف  محدب  زرد  گرد  22

p22  دیپلوکوکسی  صاف  محدب  شیري   گرد  - N - ++ + ++ 

 ++ - ++ - O +  کوکوباسیل  صاف  محدب  زرد   اينقطه  25

 ++ + ++ - N -  دیپلوکوکوباسیل   ايرشته  دارنوك  کرمی   اينقطه  26

 - ++ ++ ++ O -  باسیلی  ايرشته  دارنوك  شیري  گرد  31

 - - ++ - OF -  کوکسی  صاف  محدب  شیري  اينقطه  32

 ++ ++ + - N +  استرپتوباسیل  اي رشته  محدب  شیري  گرد  33

 ++ - ++ - O -  استرپتوباسیل  صاف  محدب  شیري   اينقطه  35

 - + ++ - OF +  باسیلی  صاف  محدب  کرمی  گرد  37

 - - ++ ++ OF -  کوکو باسیل  ايرشته  برجسته  سفید   اينقطه  40

 ++ +++ ++ ++ O -  کوکوباسیل   صاف  محدب  کرمی  گرد  41

 + - ++ + N -  باسیلی  صاف  محدب  شیري  نامنظم  43

 - - ++ + N -  باسیلی  صاف  محدب  زرد  گرد  45

 - -  ++ - N -  استافیلوکوکسی  ايرشته  محدب  شیري  گرد  47

 + ++ - ++ OF +  دیپلوکوکوباسیل  صاف  محدب  شیري  اينقطه  48

 ++ - ++ ++ OF -  باسیلی  صاف  محدب  زرد  گرد  52

  - +  ++ ++ O -  باسیلی  صاف  محدب  شیري  اينقطه  53



  187/  1398/  2شماره /  7جلد / شناسی خاك نشریه زیست

 ، پروتئاز و لیپازHCNدر تولید  ها جدایه توانایی
) جدایه34(ها  جدایهاز % HCN ،65در آزمون تولید 

در  HCN تولیدتوانایی  .داشتند HCNتوانایی تولید 
 چهاربر اساس شدت تغییر رنگ کاغذ صافی، در  ها جدایه

، )مثبت قوي( ، زیاد)مثبت بسیار قوي( سطح بسیار زیاد
از % 13. بندي شد و منفی گروه )مثبت متوسط( متوسط
داراي % 10زیاد،  بسیار HCNداراي توانایی تولید  ها جدایه

نیز داراي توانایی تولید % 42زیاد و  HCNتوانایی تولید 
HCN ها جدایهسایر . متوسط بودند HCN و  تولید نکردند

بالاترین میزان توانایی تولید . تغییر رنگ مشاهده نشد

HCN  45و 41، 35، 33، 32، 25، 21ي ها جدایهمربوط به 
 ها جدایهاز % 87در بررسی آزمون تولید پروتئاز،  .بود

% 52میان این از . داراي توانایی تولید پروتئاز بودند
دیگر % 35در تولید پروتئاز نشان دادند و  توانایی بالایی

توانایی کمتري از خود نشان دادند و در گروه مثبت 
% 87براساس آزمون تولید لیپاز،  .ضعیف طبقه بندي شدند

در این بین . دنایی تولید آنزیم لیپاز را داشتنتوا ها جدایهاز 
 بیشترین متر میلی 13با میانگین شعاع رسوب  46ي  جدایه

تایج هر سه ن دوجدول در  .توانایی را از خود نشان داد
  .ارائه شده استزمون آ

  
، پروتئاز، ایندول استیک اسید ،aتولید آمونیاك و انحلال فسفات هاي در آزمون بیان جدا شده از ریزوسفر تلخه هاي واکنش باکتري - 2جدول 

) mm(زمون لیپاز اعداد میانگین شعاع آو در  باشند می نسبت قطر هاله به قطر کلونی در واکنش انحلال فسفات اعداد( HCNو  bلیپاز
  )باشد رسوب تولید شده در اطراف هر کلونی می

 کیاست ندولیاتولید  فسفات انحلال  هیجدا
  )لیتر میلی برمیکروگرم ( دیاس

 تولید
 اكیآمون

تولید 
  پروتئاز

 پازیلتولید
)mm(  

 HCN دیتول
PVK  NBRIP  

1  33/2  9/3  11  +  +++  5/8  ++  
2  14/4  4/1  47/8  +++  +  5/8  -  
3  -  84/1  29/8  +  +++  5/6  -  
P3  30/3  -  72/8  -  +++  5/11  ++  
4 26/3  -  65/7  -  -  5/9  ++  
5 46/2  -  9/13  +++  +  -  +++  
6 -  62/1  9/5  +++  +++  5/4  +++  
7 28/2  -  18/8  +  +  5/3  -  
8 14/3  -  3/21  +++  +  -  -  
9 -  -  05/1  -  -  -  -  
10 -  -  2/16  +  +  5  ++  
11 43/2  3  17/6  +  -  9  ++  
12 33/2  -  54/5  +++  +++  5/2  ++  

p12 43/1  -  82/4  +++  +++  5/2  -  
13 18/3  -  44/3  +++  +++  5/8  +++  
14 4/1  76/1  98/6  -  +++  -  ++  
20 5/3  82/3  7/23  +++  +++  7  -  
21 26/3  -  86/0  +  -  5/8  ++++  
22 37/1  -  4/15  +++  +++  -  -  

p22 71/1  -  7/32  +  +++  5/6  -  
23 -  -  NDc  +++  +  5/7  ++  

p23 2  6/2  35/4  +++  +  5/7  ++  
24 25/2  -  94/1  +  +++  5/6  -  
25 33/2  -  7/32  +++  +  5/8  ++++  

p25 43/3  -  56/3  -  +  7  -  
26 71/2  2/1  6/35  +++  -  5/8  +++  
27 53/2  -  67/1  +++  +++  5/6  -  
29 71/3  -  13  +++  +  5/5  ++  
30 8/1  -  14/2   +  +++  12  -  
31 15/3  2/2  56/1  +++  -  10  ++  
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 کیاست ندولیاتولید  فسفات انحلال  هیجدا
  )لیتر میلی برمیکروگرم ( دیاس

 تولید
 اكیآمون

تولید 
  پروتئاز

 پازیلتولید
)mm(  

 HCN دیتول
PVK  NBRIP  

32 2  -  17/8  -  +  5/8  ++++  
33 4/1  -  19  +  +  5  ++++  
34 43/2  -  10/6  +  +  -  ++  
35 -  74/1  60/4  +  +  8  ++++  
36 -  -  ND  +  +++  5/5  -  
37 07/2  76/3  1/37  +++  +++  5/8  ++  
39 -  -  64/9  +++  +++  5/7  -  
40 57/3  6/4  46/5  +++  +  8  ++  
41 71/3  7/3  53/2  +  +++  5/3  ++++  
42 5/4  -  54/6  +++  +++  5/7  ++  
43 30/3  -  7/27  +++  +++  5/6  +++  
44 61/3  -  25/7  +  -  5/6  -  
45 26/3  -  32  -  +++  5/5  ++++  
46 43/3  8/1  98/1  -  +++  13  ++  
47 85/2  -  21  +++  +++  5/7  -  
48 57/3  3  67/15  +++  +++  5/6  ++  
49 85/2  -  ND  +++  +  6  ++  
50 53/3  76/1  12/0  +  +  5/5  -  
51 15/3  -  14/17  +++  +++  5/8  ++  
52 14/3  -  37/32  +  +++  -  ++  
53 28/3  -  82/15  +++  +  5/8  ++  
54 73/2  72/1  40/14  -  +++  5  ++  

a : ي تولید آمونیاك، پروتئاز، ایندول استیک اسید و ها آزموندرHCN  به ترتیب؛ مثبت ضعیف، مثبت متوسط، مثبت ++++ و +++ ، ++، + از منظور
 . قوي است بسیار و مثبت قوي

b :متوسط مثبت گروه در 9/9 تا 6/5 بین ضعیف، مثبت درگروه 5/5 تا 5/2 بین منفی، درگروه یک تا صفر بین شعاع میانگین اندازه تولیدلیپاز، درآزمون 
  .شدند بندي طبقه قوي مثبت درگروه 10 بالاتراز میانگین و
c:  تعیین نشده)Not Determined(  
  

 منتخب يها جدایه ییشناسا
 جدایه ،ي داراي ویژگی محرك رشدها جدایه بین در
 واکنش جمله از فنوتیپی خصوصیات مبناي بر 41 شماره
 اکسیداسیون( هوازي شرایط در رشد گرم، آزمون در منفی

 رنگدانه ایجاد و مثبت اکسیداز ،)هوازي شرایط در گلوکز
 جنس به احتمالاً ،King,s B محیط روي فلورسنت

Pseudomunas 2005شاد و همکاران، ( دارد تعلق( .
بیشترین  ،16SrRNA ژن ترادف مبناي بر 6 شماره جدایه

شماره دسترسی ( Acinetobacter شباهت را با
MG719581.1 (بررسی فنوتیپی خصوصیات. داد نشان 

 این براي شده توصیف موارد با نیز جدایه این در شده
 به توان می خصوصیات این جمله از. دارد مطابقت جنس

 اي، میله تحرك، شکل گرم، داشتن آزمون در منفی واکنش
هولت و ( کرد اشاره اکسیداز منفی و کاتالاز مثبت

نیز بر مبناي  48و  25شماره  هاي جدایه. )1994 همکاران،
، بیشترین شباهت را با 16S rRNA ژن ترادف

Arthrobacter  ) به ترتیب شماره دسترسیHE662686.1 
خصوصیات فنوتیپی بررسی  .نشان دادند) KJ190982.1و 

شده براي این دو جدایه نیز با موارد توصیف شده براي 
توان  از جمله این خصوصیات می .دارداین جنس مطابقت 

به واکنش مثبت در آزمون گرم، کاتالاز مثبت در جدایه 
هولت و ( اي اشاره کرد ، داشتن تحرك و شکل میله25

ي ها ویژگیبر مبناي  37جدایه شماره  .)1994همکاران، 
از جمله واکنش مثبت در آزمون گرم، رشد در  بیوشیمیایی
 ظاهري هوازي، کاتالاز مثبت و مشخصات شرایط بی

و شکل کلونی شکل گرد و محدب رنگ کرمی و شامل 
 ها احتمالا به جنس باسیلوس تعلق دارد باسیلی سلول

 .)1994هولت و همکاران، (



  189/  1398/  2شماره /  7جلد / شناسی خاك نشریه زیست

  گیرينتیجهبحث و 
 اهیگ ریزوسفراز  يباکتر هیجدا 52حاضر  قیتحق در

 و شناسی ریخت يها ویژگیشد و  يجداساز بیان تلخ
 رشد محرك خواص و ییایمیوشیب يها ویژگی از یبعض

 انحلال توانایی ارزیابی در .شد یبررس آنها در اهیگ
 NBRIP و PVK محیط دو ها جدایه توسط فسفات
 NBRIP محیط دو) 2000( همکاران و ناتیال. شد استفاده

 محیط کردند اعلام و دادند قرار مقایسه مورد را PVK و
NBRIP به نسبت PVK انحلال توانایی دادن نشان جهت 
 در حاضر بررسی در حال این با .است تر مناسب فسفات
 بیشتري درصد NBRIP محیط به نسبت PVK محیط

 مقایسه. دادند نشان فسفات انحلال توانایی ها جدایه از
 تفاوت که دهد می نشان محیط دو این سازنده مواد

 غلظت و مخمر عصاره وجود عدم در محیط دو عمده
 به توجه با. است NBRIP محیط در ها نمک بیشتر
 ازت و کربن منبع بر علاوه ها باکتري از بعضی اینکه
 رشد فاکتورهاي از بعضی وجود به احتیاج رشد براي
 احتمالاً دارند، آمینه اسیدهاي از بعضی مانند

 فسفات انحلال توانایی PVK محیط در که ییها جدایه
 منفی آنها واکنش NBRIP محیط در ولی دادند نشان

 محیط در مناسب رشد توانایی عدم خاطر به بود
NBRIP تحقیق  نتایج بنابراین براساس. باشدمی
 در نتیجه خوانشبودن  تر مشکل رغم علیحاضر، 

 تر مناسب PVK محیطبه نظر می رسد  ،PVK محیط
البته در این مورد ارزیابی کمی قدرت حل  .باشد

  . شود میتوصیه  ها جدایهفسفات 
 از که بودند HCN تولید به قادر ها جدایه از% 65

 زیاد بسیار میزان به HCN تولید توان% 13 میزان این
 توسط HCN تولید. داشتند) قوي مثبت واکنش(

 از یکی عنوان به گیاه رشد محرك يها باکتري
 جلوگیري به منجر که است شده معرفی ییها مکانیسم

 است لازم اینجا در. شود می بیمارگر هاي قارچ رشد از
 براي اینکه رغم علی حاضر تحقیق در که شود عنوان

 عمومی کشت محیط یک از ها، باکتري جداسازي
 محیط به ضدقارچی ماده گونه هیچ و شد استفاده
. نشد مشاهده ها کشت در قارچی آلودگی نشد، اضافه
 يها باکتري حضور به است ممکن امر این علت

و درنتیجه نامناسب بودن محیط  HCN تولیدکننده
  .باشد مربوط ها قارچبراي رشد  بیان تلخریزوسفر 
 تولید فسفات، حل يها آزمون در که ییها جدایه

 نشان مثبت واکنش اسید، استیک ایندول تولید و آمونیاك
. دارند را زیستی کودهاي عنوان به استفاده پتانسیل ؛دادند

عنوان  یی بهها جدایه معدنی، فسفات حل آزمون در

 محیط دو هر کننده فسفات درنظر گرفته شدند که در حل
PVK و NBRIP در این رابطه،  .دادند نشان مثبت واکنش

 قطرکه نسبت  48 و 41 ،40، 20 يها جدایهدر درجه اول 
 سهنها در هر دو محیط بیشتر از آهاله به قطر کلونی در 

که نسبت  37و  31، 11، 1ي ها جدایهبود و در درجه دوم 
 سهنها در یک محیط بیشتر از آهاله به قطر کلونی در  قطر

ي ها  باکتري عنوان به ؛بود دومحیط دیگر بیشتر از  و در
 فسفاته زیستی کودهاي صورت بهاستفاده  پتانسیل داراي

 فسفات  حل توانایی ،PVK محیط در .درنظر گرفته شدند
بیش از سایر  44 و 29 ،2 ،42 يها جدایهنامحلول در 

 پتانسیل نیز ها جدایهاین  زیاد احتمال به وبود  ها جدایه
البته لازم به  .دارند را فسفره زیستی کود عنوان به استفاده

کنندگی فسفات نامحلول در  تاکید است که توانایی حل
صورت کمی نیز  هاي معرفی شده باید به تمام جدایه

بررسی  اي جهت مطالعه ،)1392(یساري  .ارزیابی شود
کننده فسفات بر  هاي حل اثرات فسفر معدنی و باکتري
بررسی نتایج این . انجام داد رشد و عملکرد رقم تلار سویا

کننده فسفات در افزایش  هاي حل بیانگر تاثیر مفید باکتري
بر اساس نتایج تحقیق ایشان، با کاربرد . عملکرد بود

 کننده فسفات حل  دو سویه باکتري همزمان
)Pseudomonas fluorescens و P. putida( کاهش ،

کیلوگرم در هکتار  50به  100مصرف فسفر معدنی از 
   .داري در عملکرد دانه نشد منجر به کاهش معنی

 ،8 ،6 ،5 ،2 يها جدایه آمونیاك تولید آزمون در
12، P12، 13، 20، 22، 23، P23، 25، 26، 27، 29، 
31،37، 39، 40، 42، 43، 47، 48، 49، 51، 53 

 نیز ها جدایه این. دادند نشان خود از خوبی توانایی
 .دارند را نیتراته کودهاي عنوان به استفاده پتانسیل
 آزمون دو هر در 48 و 40 ،37 ،31 ،20 يها جدایه
 نشان مثبت واکنش فسفات انحلال و آمونیاك تولید
 ارزیابی براي مناسبی هاي گزینه احتمالا بنابراین. دادند

اصغرزاده  پور و علی رائی .هستند زیستی کود عنوان به
هاي   اثرات متقابل سه گونه از باکتري) 1386(

 Bradyrhizobium باکتريو  کننده فسفات حل
japanicum  پتاسیم، فسفر و  بر عملکرد و جذبرا

 Glycin( بندي در سویا غدههاي  و شاخصنیتروژن 
max L. Harcor CV. ( اي مطالعه  در شرایط گلخانه

 کننده هاي حل کترينمودند و گزارش کردند که با
نیتروژن  و خشک، درصد فسفر، پتاسیم وزن ؛فسفات

بخش هوایی گیاه، تعداد، وزن تر و وزن خشک 
 .دار افزایش دادند طور معنی اي را به هاي ریشه گره

هاي تثبیت  که از باکتري Bradyrhizobiumباکتري 
هاي ذکر شده و  تمام شاخص بر ؛کننده ازت است
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. دار و مثبت داشت وزن دانه در بوته تأثیر معنی
فاکتور بر وزن خشک،  دواین اثرات متقابل همچنین 

 .دار شد درصد فسفر و نیتروژن بخش هوایی گیاه معنی
بنابراین براي کاهش مصرف کودهاي شیمیایی، 

هایی که هم توانایی تثبیت  استفاده از میکروارگانیسم
ازت و هم توانایی انحلال فسفات را داشته باشند، 

  .رسد نظر می امیدبخش به
 ،P22 يها جدایه اسید استیک ایندول تولید آزمون در

میکروگرم  25تولید بیش از  با 52 ،45، 43 ،37 ،26، 25
، 20، 10، 8ي ها جدایهبه عنوان مثبت قوي و  لیتر میلیدر 
میکروگرم  25تا  15با تولید  53و  51، 48، 47، 33، 22
زاده  عباس .به عنوان مثبت متوسط تلقی شدند لیتر میلیدر 

با ارزیابی توان تولید اکسین توسط ) 1387(و همکاران 
زمایشگاهی و هاي فلورسنت در شرایط آ سودوموناس

ها در رشد گیاهچه کلزا،  ثیر این سویهأسپس بررسی ت
طور  هاي تولیدکننده اکسین به نشان دادند که سویه

هاي  هاي رشدي گیاهچه اري سبب افزایش شاخصد معنی
بذر کلزا و ) 2002(ن پتن و گلیک همچنی .کلزا شدند

باکتري  وحشی ي هاي ماش را با سویه قلمهانتهاي 
Pseudomonas putida )به میزان تقریبا  تولیدکننده اکسین

با تولید (هاي موتانت  و سویه) لیتر میکروگرم در میلی 32
تیمار ) لیتر میکروگرم در میلی 2حدود به میزان  اکسین
گیاهچه کلزا و میزان تشکیل طول ریشه در و  نمودند

 نتایج. در ماش را در این دو تیمار مقایسه نمودند  ریشه
ي  نشان داد که در بذر کلزاي تیمار شده با سویه نهاآ
درصد بیشتر از طول ریشه  50تا  35طول ریشه  ،وحشی 

همچنین میزان . در بذر تیمار شده با سویه موتانت بود
مار شده با سویه وحشی هاي ماش تی تشکیل ریشه در قلمه

. بیشتر از قلمه هاي تیمار شده با سویه موتانت بود
در تحقیق حاضر که در  مورد مطالعه هاي جدایهبنابراین 

هاي داراي واکنش  یهجداآزمون تولید اکسین به عنوان 
 دهی و تقویت ریشه باعث تلقی شدند؛ احتمالاًمثبت قوي 

  .خواهند شدرشد گیاه  افزایش
انحلال زمون آدر سه  ها جدایهبا مقایسه واکنش 
مونیاك و تولید ایندول استیک آفسفات معدنی، تولید 

 سه هر در 48 و 37 ،20 يها جدایهمشخص شد که  ،اسید
 نتیجه در ؛دادند نشان خود از خوبی توانایی آزمون

. دارند را قوي زیستی کود به شدن تبدیل پتانسیل
 این در خوبی هاي جدایه دنمیتوان نیز 26و  25 هاي جدایه
 فسفات حل آزمون در ها نآالبته واکنش  ؛دنباش زمینه
) 2013(مالسواري و بگیانارایانا . شد ارزیابی ضعیف مثبت

هاي جداشده از ریزوسفر انواع گیاهان دارویی را  باکتري
 ثیرأسپس ت .نمودند مطالعهاز نظر صفات محرك رشد گیاه 

استیک اسید،  هاي تولید ایندول چهار جدایه که در آزمون
ه مونیاك واکنش مثبت نشان دادآانحلال فسفات و تولید 

زنی و رشد گیاهچه بذرهاي سورگوم،  را بر جوانه ندبود
نتایج ایشان بیانگر تاثیر . ذرت و ماش بررسی نمودند

زنی، طول  میزان جوانه افزایش مثبت این چهار جدایه در
ها بود و لذا این چهار جدایه را  گیاهچهطول ساقه  و ریشه

   . عنوان کود زیستی توصیه نمودند جهت استفاده به
 عوامل عنوان هب رشد محرك يها باکتري از بعضی

. کنند عمل می گیاهی بیمارگرهاي زیستی کنترل
 موفق HCN و لیپاز پروتئاز، يها آزمون در که ییها جدایه
 زیستی کنترل عوامل عنوان به استفاده پتانسیل کردند، عمل

 ،P3، 6 ،3 ،1 يها جدایه پروتئاز تولید آزمون در. دارند را
12، P12، 13، 14، 20، 22، P22، 24، 27، 30، 36، 37، 
 توانایی 54 ،52 ،51 ،48 ،47 ،46 ،45 ،43 ،42 ،41 ،39

 يها جدایه نیز لیپاز آزمون در .دادند نشان خود از بالایی
P3 ،30 ،31  خوبی نشان دادند و به  خیلی توانایی 46و

 3 ،2 ،1ي ها جدایههمچنین . عنوان مثبت قوي تلقی شدند
،4، 11، 13 ،20، 21، P22 ،23، P23 ،24 ،25، P25 ،26، 

27 ،29 ،32، 35 ،36 ،37، 39، 40، 42، 43 ،44 ،45 ،47، 
 از ولی داشتند را لیپاز تولید توانایی 53 و 51، 50، 49، 48
 سطح در قبلی يها جدایه به نسبت لیپاز تولید میزان نظر

 در نیز HCN تولید آزمون در .داشتند قرار پایین تري
 45 و 41 ،35 ،33 ،32 ،25 ،21 يها جدایه اول درجه

 در و )واکنش مثبت بسیار قوي( خوب خیلی توانایی
 خوبی توانایی 43 و 26 ،13 ،6 ،5 يها جدایه دوم درجه

 يها جدایه بین از .دادند نشان خود از )واکنش مثبت قوي(
 می HCN و لیپاز پروتئاز، آزمون سه در کارآمد و قوي
 جدایه دو این. کرد اشاره 43 و 13 جدایه دو به توان

 زیستی کنترل عوامل عنوان به استفاده براي بالایی پتانسیل
 48 و 37 ،3 ،1 يها جدایه از توان می دوم درجه در. دارند

 مثبت واکنش آزمون، سه هر در جدایه چهار این. برد نام
 مثبت گروه در HCN تولید آزمون در البته دادند؛ نشان

 قوي واکنش دیگر آزمون دو در و گرفتند جاي متوسط
 لیپاز آزمون در 45 و 6 جدایه دو همچنین. نشان دادند

 دیگر آزمون دو در و نشان دادند متوسط مثبت واکنش
 به توان می سوم درجه در نهایت در. داشتند بالایی عملکرد

 در پروتئاز آزمون در که کرد اشاره 32 و 35 يها جدایه
 دیگر آزمون دو در و گرفتند جاي ضعیف مثبت گروه

 آزمون در که 41 جدایه همچنین. داشتند بالایی توانایی
 آزمون دو در و گرفت جاي ضعیف مثبت گروه در لیپاز
   .داد نشان بالایی قدرت دیگر

 غالبا اگرچهاین جا ذکر این نکته لازم است که  در
عنوان یک ویژگی ضدقارچی مطرح  به HCNتولید  توانایی
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در تمام  عوامل کنترل زیستیفعالیت ضدقارچی  ؛شود می
ها از  زیرا سویه. همبستگی نداردHCN با تولید  موارد

ها بهره  هاي مختلفی براي جلوگیري از رشد قارچ مکانیسم
ثیر أت) 2014(گیتها و همکاران  طور مثال به .گیرند می

را  جدا شده از ریزوسفر گیاه ماش هاي يباکترضدقارچی 
بر طبق . نسبت به چند قارچ بیمارگر گیاهی بررسی کردند

هایی که قادر به  باکتريثیر ضدقارچی أگزارش ایشان ت
 ي هاي تولیدکننده باکترينبودند نسبت به  HCNتولید 
HCN همچنین باید توجه شود که برهمکنش  .بیشتر بود

 که یک طوري به. ها بسیار پیچیده است بین میکروارگانیسم
از قبیل توانایی (هاي ضدقارچی  داراي ویژگی يِباکتر

ممکن است  ،)سلولی هاي خارج و انواع آنزیم HCNتولید 
. ثیر باشدأت و بر قارچ دیگر بی جلوگیريقارچ  از رشد یک

فعالیت ضدقارچی چند ) 2014(ژوسیک و همکاران 
شده از ریزوسفر جدا سویه سودوموناس محرك رشد

یونجه و شبدر را بررسی نمودند و گزارش کردند که دو 
توجهی بر چند گونه از  داراي اثر ضدقارچی قابلسویه 

سیلیوم  که بر قارچ پنی ند درحالیقارچ آسپرژیلوس بود
ها به عنوان  باکتريبنابراین براي استفاده از  .ثیر نداشتندأت

ثیر ضدقارچی آنها بر أزیستی، لازم است ت عامل کنترل
گاه و سپس آزمایش در شرایط ابتدا هاي مورد نظر قارچ

   . گیرد قرار بررسیگلخانه و مزرعه مورد 
 ششها در  اساس واکنش جدایه برقیق حاضر، تحدر 
عنوان  به 48 و 37 جدایه دوانجام شده،  آزمون

 درشوند زیرا  می معرفی PGPRهاي  ترین جدایه مناسب
 به لازم البته. داشتند بالایی نسبت به کارایی ها آزمون تمام
 از کدام هر توانایی دقیق تعیین جهت که است ذکر

 است لازم آمونیاك تولید و فسفات انحلال در ها جدایه
 این کارایی است لازم همچنین. گیرد صورت کمی ارزیابی
رشد گیاه یا کنترل عوامل  جهت افزایش در ها جدایه

  .شود بررسی مزرعه و گلخانه شرایط زا در بیماري
 در این بررسی ي محرك رشد شناسایی شدهها جدایه

 ،Pseudomonas، Arthrobacterهاي به جنس
Acinetobacter   وBacillus جنس چهارهر . تعلق داشتند 

معرفی  PGPRبه عنوان  مختلفدرمطالعات  مذکور
؛ 2017؛ پاتل، 2010؛ بانرجه، 2011فرخ، ( اند شده

ژائو و همکاران  ).2008؛ احمد، 2014چاکرابورتی، 
را از گره ریشه  Bacillus cereusباکتري اندوفیت ) 2011(

قادر این باکتري گزارش نمودند که وکردند  بیان جدا تلخ
تولید  و سیدروفور، انحلال فسفات تولیدبه تثبیت ازت، 

در شرایط آزمایشگاهی نسبت به چند قارچ و  بوده اکسین
در . بیمارگر گیاهی خاصیت ضدقارچی نشان داده است

 Bacillusکه به عنوان  37تحقیق حاضر نیز جدایه 
هاي تولید آمونیاك، انحلال فسفات،  زموندر آ ؛شناخته شد

در . واکنش مثبت نشان داد HCNو تولید  ،تولید اکسین
باکتري اندوفیت  )2013( همکاران و ژائوي دیگر  مطالعه

Pseudomonas chlororaphis  بیان  از گره ریشه تلخرا
. و آن را به عنوان محرك رشد معرفی نمودندجدا 

تواند سطح ریشه را  می باکتريکه این  دادند نشانهمچنین 
به  41در تحقیق حاضر جدایه . نیز کلونیزه نماید

که از نظر توانایی  شناخته شد  .Pseudomonas spعنوان
با توجه به واکنش (انحلال فسفات و خاصیت ضدقارچی 

با ) و پروتئاز HCNهاي تولید  مثبت این جدایه در آزمون
 Pseudomonasمشخصات گزارش شده براي 

chlororaphis  ن در تولید آولی توانایی  داشتمطابقت
  . بوداکسین کمتر 

 یکل يریگ جهینت
ها  کش آفت کاربرد یطیمح ستیز يها انیز به توجه با

 استفاده جمله از نیگزیجا يها روش ،ییایمیش يکودها و
زیستی  و عوامل کنترل رشد کننده تقویت يها باکتري از

 مطالعه با حاضر قیتحق در. است یمناسب ي گزینه
باکتري به  چندین جدایه بیان تلخ اهیگ ریزوسفر يها باکتري
و  37( هیجدا دودر این بین  .معرفی شدند PGPRعنوان 

 نیز عوامل و یستیز کود عنوان به استفاده لیپتانس که )48
 ییشناسا و یمعرف ؛داشتند رابیمارگرها  یستیز کنترل
 یبررس و گرید يها شیآزما به د،ییأت جهت البته. شدند

 جینتا. است ازین مزرعه گلخانه و سپس طیشرا در آنها
 بیان تلخ اهیگ ریزوسفر که گر این است انیب حاضر یبررس

 که است ییها باکتري استقرار و جلب يبرا یمناسب طیمح
 .هستند اهیگ رشد صفات محرك يدارا
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Abstract 

Plant growth promoting rhizobacteria (PGPRs) are a group of bacteria that 
enhance plant growth through direct and indirect effects. Isolation of PGPRs 
from Sophora alopecuroides rhizosphere and assessment of their plant growth 
promoting traits was the main aim of this study. Fifty two bacterial isolates 
were isolated from Sophora alopecuroides rhizosphere and their phenotypic 
and morphological characteristics were studied. Phosphate solubilization and 
production of ammonia, indole acetic acid, protease, lipase and HCN were 
evaluated in vitro. Phosphate solubilizing ability was assayed using PVK and 
NBRIP media. The results showed that the number of isolates with phosphate 
solubilization ability was 44 and 18 in those two media, respectively. The range 
of indole acetic acid production in isolates was 0.12 to 37 μg ml-1. The 
percentage of isolates which were capable to produce ammonia, protease, lipase 
and HCN were 83%, 87%, 87% and 65%, respectively. According to the 
results, three isolates (named as 20, 37 and 48) which showed positive reaction 
in phosphate solubilization, production of ammonia and indole acetic acid 
production tests, were introduced as the strains having capacity for using as 
biofertilizers. Two isolates (named as 13 and 43) with strong positive reaction 
in the tests of protease, lipase and HCN production; were regarded as potential 
candidates for using as biocontrol agents. The partial sequence of 16S rRNA 
gene of selected isolates was determined and the derived sequences were 
compared against the GenBank database using NCBI, BLASTN. Based on 
morphological and biochemical characters and also 16S rDNA sequence, some 
of isolates were belonged to genera of Bacillus, Pseudomonas, Acinetobacter 
and Arthrobacter. The result of this study indicated that the proportion of 
PGPRs in rhizosphere of Sophora alopecuroides is high. 
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