
 1386/  2شماره /  21جلد / مجله علوم خاك و آب 

  
برخی از سودوموناس هاي  PGP(1(یاهیمحرك رشد گجداسازي و بررسی صفات 

  فلورسنت بومی خاکهاي ایران
  

 رحمانی راستین، کاظم خاوازي، هادي اسدي ناهید صالح 2علی اشرف سلطانی طولارود،
 زاده دهجی و پیمان عباس

 ali_soltani_t@yahoo.com؛ دانشجوي سابق کارشناسی ارشد گروه خاکشناسی دانشگاه تهران
  دانشیار گروه خاکشناسی دانشگاه تهران

  kkhavazi@yahoo.comاستادیار پژوهش موسسه تحقیقات خاك و آب ؛
  asadi_1999@yahoo.comاستادیار پژوهش موسسه تحقیقات خاك و آب ؛

  دانشجوي سابق کارشناسی ارشد گروه خاکشناسی دانشگاه تهران
  

  چکیده
از  ،هاي ایران هاي فلورسنت بومی خاك ع از صفات محرك رشد گیاهی سودوموناسدر این تحقیق به منظور اطلا

جداسازي و صفات محرك رشد گیاهی  فلورسنت سودوموناسجدایه  25خاك ریزوسفري گندم تعداد  40تعداد 
را  اکسین هاي مورد مطالعه توانایی تولید نتایج این تحقیق نشان داد که کلیه جدایه. آنها مورد بررسی قرار گرفت

هاي  همچنین جدایه. لیتر متغیر بود میکروگرم در میلی 5/4تا  3/1و دامنه آن از  44/2متوسط میزان تولید . داشتند
هاي  کنندگی فسفات نامحلول معدنی برخوردار بودند که این توانایی در بین جدایه مورد مطالعه از توانایی حل

میکروگرم در  1/386تا  9/129 و دامنه آن از 5/287ر نامحلول فسف انحلالمتوسط میزان . مختلف متفاوت بود
به عنوان منبع ) تلایکوپرویان کربوکسیسآمینو-ACC )1ها در استفاده از  از نظر توانایی جدایه. لیتر متغیر بود میلی

 9تعداد جدایه فقط  25ها وجود داشت بطوري که از کل  هاي زیادي بین باکتري نیتروژن و یا کربنی نیز تفاوت
با وجود توانایی تولید سیدروفور توسط همه . به عنوان منبع نیتروژن و یا کربن بودند ACCجدایه قادر به استفاده از 

 ی تشکیل شدهن، قطر هاله به کلCAS-Agarهاي مختلف متفاوت بود و در روش ها، میزان این توانایی در سویه جدایه
نیز  CASADتوانایی تولید سیدروفور با استفاده از روش . متغیر بود  21/1تا حداکثر  34/0و دامنه آن از  74/0

بررسی گردید که از نظر توانایی تولید سیدروفور نتایج قبلی را تأیید کرد ولی میزان تولید آن با یکدیگر تناقض 
 459/0 تا حداکثر 072/0و دامنه آن از حداقل  21/0 متوسط میزان سیدروفور تولید شده در این روش. داشت

هاي مورد  کدام از باکتري هیچهمچنین  .متغیر بود) Deferoxamine mesylate(سیلات مفروکسامین  مولار د میلی
جدایه قادر به تولید آن بودند  11ک نیز فقط سیلیاز نظر تولید اسید سالی. تیناز نبودندیمطالعه قادر به تولید آنزیم ک

نتایج مربوط به بررسی . لیتر متغیر بود میکروگرم در میلی 91/10و دامنه آن از صفر تا  48/2که متوسط آن 
هاي متفاوتی از نظر تولید  ها توانایی ها از نظر توانایی تولید سیانیدهیدروژن نیز نشان داد که باکتري باکتري

  .بندي شدند هاي با توانایی خیلی زیاد، زیاد، متوسط و کم طبقه سیانیدهیدروژن داشتند که در گروه
  آنزیم، اکسین، سیدروفور ،هاي فلورسنت هاي ریزوسفري محرك رشد گیاه، گندم، سودوموناس باکتري :کلیديواژه هاي 

 ACC-deaminase .  
  

  مقدمه
یاه ـد گـرك رشـمح فريـریزوس ايـه ريـتباک  

)(PGPR; Plant Growth Promoting Rhizobacteria  به
  فید اطلاقنامتجانسی از باکتري هاي ریزوسفري م روهـگ

    
می شوند که قادرند در شرایط معین با استفاده از یک یا 

  . چند مکانیسم خاص رشد گیاه را افزایش دهند

                                                        
1- Plant Growth Promoting 

  دانشکده مهندسی آب و خاك گروه مهندس علوم خاك -پردیس کشاورزي و منابع طبیعی دانشگاه تهران ،کرج :نویسنده مسئول – 2
 4/6/86: پذیرشو  26/9/85: دریافت 
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توانند بطور مستقیم یا  ها می باکترياین 
 ک رشد گیاه شوندیموجب افزایش یا تحر غیرمستقیم

)Glick et al., 1995 .( تحریک غیرمستقیم رشد گیاه زمانی
آور یک یا  اثرات زیان ها ين باکتریاتد که اف اتفاق می

 گیاهی را تعدیل یا خنثی کنند يهاتعدادي از بیمارگر
(Schippers et al.,1987). یستیده که به کنترل زیپدن یا 

ک روش یدر  افتد؛ یق اتفاق میموسوم است به دو طر
 ,Kaaijmakers and Weller) بیوتیک آنتی تولیدبا  يباکتر

 O’Sullivan and) دروفورسی ترشح، (2001
O’Gara,1992)هایی با وزن مولکولی کم  ، تولید متابولیت

 هاي ، ترشح آنزیمHCN (Bagnasco et al., 1998)از قبیل 
 ,.Chitinase، (Nagarajkumar et al مانند برون سلولی

2004) ß-1, 3 glucanase ،Protease  و(Chet and Inbar, 
1994) Lipaseاد غذایی و اشغال ، رقابت براي مو

مارگر را یت بیفعال ،هاي میکروبی در ریزوسفر جایگاه
گر کنترل یدر روش د .دساز یا متوقف میمحدود و 

 یاه تماسیمحرك رشد گ يمارگر و باکترین بیب ،یستیز
ق فعال یها از طر ين باکتریب که این ترتیبد .وجود ندارد

اه به نام مقاومت یسم مقاومت در گیک مکانی يساز
  (Induced systemic resistance,ISR) ییک القایستمیس

مارگر یاز وجود ب یناش یک اکتسابیستمیهمانند مقاومت س
acquired,SAR) (Systemic resistance ر یغ يها بخش

مارگرها یاز ب يا ف گستردهیاه را در مقابل طیآلوده گ
د ین راستا اسیدر ا .(Bakker et al,2003)کنند یمقاومتر م

 یپوپلیدروفورها و لیس ،(Salycilic acid , SA)ک یلیسیسال
جاد یها در ا ير گذار باکتریثأت يها یژگیها از و دیساکار

تثبیت . شوند یمحسوب م ییک القایستمیمقاومت س
 يها هورمون تولید، (Dobbelaere et al., 2003)نیتروژن 

عناصر  افزایش قابلیت فراهمی، (Glick , 1995)یاهیگ
 Rodrigues and)  حلول مثل فسفرمعدنی نام

Fraga,1999)آنزیم چونهایی  آنزیم تولیدو -deaminase 
ACC (Glick et al., 1994) توانند رشد گیاه را  که می

هاي مستقیم مورد استفاده توسط  نیز از مکانیسم تنظیم کنند
 .شود ها محسوب می این باکتري
مختلفی از قبیل  يها جنسها شامل  این باکتري  

Azotobacter ،Acetobacter ،Azospirillum ،Bacillus ،
Pseudomonas  وBurkholderia باشند می 

)Brown,1974;Elmerich,1984;Kloepper et 
al.,1988;kloepper et al.,1989;Okon and Labandera-

Gonzalez,1994;Bashan and Levanony,1990.( ن یدر ا
ع یل توزیدلبه  Pseudomonasهاي جنس  باکتريان یم

زوسفر یون ریزاسیکلون ییتوانا خاك، گسترده آنها در
ها از  تیاز متابول یف متنوعید طیاهان و تولیاز گ ياریبس

ها داراي طیف  این باکتري .برخوردارند يا ژهیت ویاهم
 مانند تولید اکسین یاهیمحرك رشد گ صفات اي از گسترده

) Patten and Glick,2002(آنزیم ، تولید-deaminase  
ACC ) Penrose et al.,2003(، حل کنندگی فسفات 

Rashid etal.,2004)(، دروفوریس تولید )Meyer,2000( ،
 et(ناز یتیک ،) Maurhofer et al., 1998( دسالیسیلیک اسی

al.,2006  (Ajitو سیانید هیدروژن (Schippers et 
al.,1990) باشند که بطور مستقیم یا غیرمستقیم باعث  می

  .گردند ایش رشد گیاه میافز
ها در  به منظور استفاده از پتانسیل این باکتري

هاي  افزایش رشد گیاه، متناسب با هدف مورد نظر باکتري
 گري جداسازي و پس از غربال فلورسنت سودوموناس

، کارایی آنها در افزایش رشد هفت صفتآنها از نظر 
ندك ا يکارها .ردیگ یم گیاهان مختلف مورد بررسی قرار

 يها سودوموناسران در خصوص یصورت گرفته در ا
ک صفت محرك ی يریگ فقط محدود به اندازه فلورسنت

 ،)1384و همکاران، یرسول( دروفوریمانند س یاهیرشد گ
بوده است و در مورد صفاتی چون ) 1384، عطایی( اکسین

، سیانید هیدروژن، ACC-deaminase آنزیمتولید 
هاي بومی  توسط سویه سالیسیلیک اسید و کیتیناز

لذا با توجه . اطلاعاتی وجود ندارد سودوموناس فلورسنت
 يصفات محرك رشدبه اطلاعات اندك موجود در مورد 

در این  ران،یا یبوم فلورسنتسودوموناس  يها يباکتر
 مهم ،ها باکتري نیا تحقیق سعی گردید تا ضمن جداسازي

مذکور  صفاته ، تا از محدودنییتع زین صفات فوق نیتر
هاي ایران اطلاع حاصل  هاي مربوط به خاك در جدایه

نموده و از این پتانسیل در تحقیقات بعدي نیز استفاده 
این تحقیق اطلاع از صفات  یبنابراین هدف اصل .گردد

 یفلورسنت بوم يها سودوموناس یمحرك رشد گیاه
یسه آنها با اطلاعات منتشر شده و انتخاب آنها مقا ایران،

  . بوده است يبعد یتحقیقات يرهاکا يبرا
  ها مواد و روش

  داسازيج) الف
 سودوموناسهاي  به منظور جداسازي باکتري  
هاي کامل  شامل ریشه(نمونه خاك  40تعداد  ،فلورسنت

این . آوري گردید از مناطق مختلف کشور جمع) گندم
جان ی، آذربایجان غربیآذربا ،لیاردب هاي مناطق شامل استان

 ده گرم سپس .بود تهران، زنجان و کردستان ،همدان ،یشرق
ها جدا و آنگاه با استفاده از  خاك ریزوسفري از نمونهاز 

 -1رقت يها يسر )NaClگرم در لیتر  9(سرم فیزیولوژیک 
هاي مختلف بر روي محیط  رقت .ه شدیته 10-10 تا 10

، Proteose peptone گرم در لیتر 20شامل ( King B کشت
 K2HPO4 تریگرم در ل MgSO4.7H2O، 5/1رگرم در لیت 5/1
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) آگارتر یگرم در ل 16 وسرول یگلدر لیترتر یل یلیم 10
ساعت در  72الی  48ها به مدت  پلیتسپس  .پخش شد

پس از گذشت . قرار داده شدند گراد درجه سانتی 28دماي 
از نظر وجود  U.Vها با استفاده از لامپ  زمان مذکور پلیت

خالض  پس از فلورسنس بررسی وهاي با خاصیت  کلونی
هاي  هاي با خاصیت مذکور به عنوان جدایه کلونی ،يساز

به منظور اطمینان . جدا گردیدند سودوموناس فلورسنت
رك در حهاي مذکور از نظر شکل ظاهري، ت بیشتر، جدایه

مورد بررسی قرار  نیز محیط نیمه جامد و آزمون گرام
براي  ،منتخبت سودوموناس فلورسن يها جدایه. گرفتند

 Nutrientدار  شیب کشت آزمایشات بعدي روي محیط
Agar )گرم در  5/1 ،عصاره مخمر تریگرم در ل 5 شامل

 گرم 5 ،کلرید سدیم تریگرم در ل 5/1 ،عصاره گوشتتریل
در  و pH) 2/7باDigest of Animal Tissue  Peptic تریدر ل

  .نگهداري شدند درجه سانتیگراد 4با دماي  یخچال
 ها باکتري PGPگیري صفات  اندازه) ب
  IAA(1 مواد شبه(ـ اکسین1

 ، ابتدابه منظور بررسی توان تولید اکسین  
 TSB2ساعت در محیط کشت  48ها به مدت  باکتري

 يدتر یدر لگرم  5/2 ،دکستروز تریدر ل گرم 5/2 شامل(
 3، کلرید سدیمتر یدر ل گرم 5 ،ژن فسفاتدرویم هیپتاس
 pH)2/7 و تریپتون تریدر ل گرم 17 ،سویا پپتون تریدر ل گرم

میکرولیتر از سوسپانسیون  50سپس . کشت داده شدند 
گرم در کرویم 50حاوي TSB  لیتر محیط میلی 25باکتري به 

 ،ساعت 48بعد از . منتقل گردید L-tryptophane تریل یلیم
 شگاهیآزما يو دما g 10000با دور سوسپانسیون باکتري

لیتر  میلی 4با بالایی لیتر از محلول  میلیو یک  سانتریفیوژ
لیتر اسید سولفوریک  میلی 150 شامل( Salkowski معرف

 .FeCl3لیتر  میلی 5/7لیتر آب مقطر و  میلی 250غلیظ، 
6H20  5/0 دقیقه  20سپس به مدت . مخلوط گردید )مولار

نگهداري و بلافاصله با استفاده از  شگاهیآزما در دماي
نانومتر قرائت  535میزان جذب نور در اسپکتروفتومتر 

مقدار تولید اکسین با . )Patten and Glick ,2002( گردید
مقایسه این جذب با منحنی استاندارد تهیه شده از ایندول 

  .استیک اسید محاسبه شد
  فسفر - 2

به منظور بررسی توان حلالیت فسفر معدنی   
) Sperber, 1985(از روش اسپربر  ،ها نامحلول باکتري

 48ها به مدت  در این روش ابتدا باکتري. استفاده گردید
 50سپس  .کشت داده شدند TSBساعت در محیط 

لیتر محیط  میلی 25میکرولیتر از سوسپانسیون باکتري به 
                                                        

1- IAA- Like substances 
2- Tryptone Soy Broth 

در گرم  5/0گلوکز، تر یدر لگرم  10شامل ( مایع اسپربر
 MgSO4.7H2O ،14/0تر یدر لگرم  32/0عصاره مخمر، تر یل

 7 /2 و Ca3 (PO4)2 تریل در گرم CaCl2، 5/2 تریل درگرم 
(pH ساعت 120مدت  برايها  نمونهسپس  .منتقل گردید 

 28دماي  و دور در دقیقه 125 دورانبر روي شیکر با 
ها  نمونهpH پس از آن .تکان داده شدند گراد درجه سانتی

 سوسپانسیون باکتري اتین عملیمان با ازهم .شدقرائت 
لیتر  میلی 3لیتر از محلول رویی با  ک میلیو ی سانتریفیوژ

لیتر معرف آمونیوم مولیبدات ـ  آب مقطر و یک میلی
از زمان  دقیقه 20گذشت بعد از . وانادات مخلوط گردید

میزان جذب نور  ،شگاهیآزما در دمايها  انکوباسیون نمونه
. نانومتر قرائت شد 470با استفاده از اسپکتروفتومتر در 

فسفر با مقایسه این جذب با منحنی  میزان حلالیت
 . شدمحاسبه  KH2PO4 از استاندارد تهیه شده با استفاده

  deaminase ACC- ـ آنزیم3
هاي مورد مطالعه در  باکتريبه منظور بررسی   
ها به مدت  باکتري ،تروژنین به عنوان منبع ACC استفاده از

سپس . کشت داده شدند TSBساعت در محیط کشت  48
 از لیتر میلی 20ولیتر از سوسپانسیون تازه باکتري به میکر 50

گرم در  KH2PO4 ،6تر یگرم در ل 4شاملDF  يها محیط
گرم  MgSO4.7H2O، 2تر یگرم در ل Na2HPO4  ،2/0تریل

گرم در  2د، یک اسیتر گلوکونیگرم در ل 2 تر گلوکز،یل در
 یلیم1 :کرو شاملین عناصر مید و همچنیک اسیتریتر سیل

 ،H3BO3 تریکروگرم در لیمFeSO4.7H2O ،10تر یلگرم در 
 کروگرمیم 7H2O MnSO4، 6/124. میکروگرم در لیتر 10

 در لیتر گرمکرویم ZnSO4.7H2O ،22/78در لیتر 
CuSO4.7H2O در لیتر گرمکرویم 10 و MoO3 2/7 و (pH 

گرم در  2حاوي  DF، محیط ACCمولار  میلی 3 حاوي
و سولفات  ACCفاقد  DFلیتر سولفات آمونیوم و محیط 

ساعت با استفاده  48بعد از . تلقیح گردید ).A.S( آمونیوم
نانومتر براي هر  405از اسپکتروفتومتر میزان جذب نور در 

 .(Amico et al, 2005, modified)شدسه محیط قرائت 
  ـ سیدروفور4

ها از  براي تشخیص توان تولید سیدروفور جدایه
  .اده گردیداستف CASAD 4و  CAS3 يها روش

   CASروش عمومی ) الف
در این روش براي تشخیص نیمه کمی توان   

با  رولیتر سوسپانسیون تازه باکتريمیک 12 ،تولید سیدروفور
  جامدهاي حاوي محیط  روي پلیت 5گذاري روش لکه

CAS )Zuberer , 1991 and Alexander( کشت داده شد .
                                                        

3- Chrome Azurols Sulfonate (CAS) 
4- CAS Agar Diffusion  
5- Spot Inoculation 
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نگه  رادگ درجه سانتی 28هاي تلقیح شده در دماي  پلیت
توانایی تولید سیدروفور از روي تغییر رنگ از . داري شدند

گیري هاله نارنجی رنگ تشکیل  آبی به نارنجی و با اندازه
 48، 24ها، در فواصل زمانی  شده در اطراف کلنی باکتري

  .ساعت ارزیابی گردید 72و
   CASADروش ) ب

 CASهاي حاوي محیط  در این روش ابتدا پلیت  
. تهیه گردید (Sung Heui Shin et al. ,2001) هاصلاح شد

ط یمح يبر رو ،پیپت پاستور استریلبا استفاده از سپس 
پس از این . متر ایجاد شد میلی 5 هایی به قطر چالهمذکور 

در محیط  ساعت 48به مدت  هاي باکتري مرحله، جدایه
BHI1 عصاره قلب و مغز تریدر لگرم 5/17شامل ( عیما

 5 گلوکز، تریدر لگرم 2 تریپتون،تریل درگرم 10حیوانات، 
دي هیدروژن  تریدر ل گرم 5/2 ،کلریدسدیم تریدر ل گرم

یکرولیتر م 50سپس . داده شدندرشد  pH) 2/7  و فسفات
عاري  BHIلیتر محیط  میلی 25به  از سوسپانسیون باکتري

. تلقیح گردید) Leong and Neilands,1982(از آهن شده 
 35سانتریفیوژ و  ينسیون باکترساعت سوسپا 48بعد از 

هاي ایجاد  چاله از کیبه هر میکرولیتر از محلول رویی 
، پس از انتشار محلول فوق. ها اضافه شد شده روي پلیت

. شد ها اضافه چاله به محلول روییاز  میکرولیتر 35 مجددا
هاي ایجاد شده  و قطر هاله نگه داري Cْ37ها در دماي  پلیت

 حیپس از تلق ساعت 8 و 4 در زمان هايها  در اطراف چاله
از هاي مختلفی  همزمان با این کار غلظت. شد ياندازه گیر

عاري از آهن  BHIدر محیط  2دفروکسامین مسیلاتنمک 
ن سوسپانسیو ییمحلول رو دقیقاً همانند و تهیه گردید

از  یهاي مختلف ، غلظتشده وژیفیسانتر يها باکتري
پس . هاي مربوطه اضافه شد پلیت دفروکسامین مسیلات به

قطر  ،گراد درجه سانتی 37ها در دماي  از انکوباسیون پلیت
پس از  ساعت 8 و 4 در زمان هايهاي ایجاد شده  هاله
با توجه به غلظت و قطر هاله . شد ياندازه گیرح یتلق

دفروکسامین  نی استاندارد و خط رگرسیون برايمنح
یدي توسط میزان سیدروفور تول. رسم گردید مسیلات

با منحنی استاندارد تهیه شده ها  ها با مقایسه قطر هاله جدایه
 Sung Heui Shin et)محاسبه شد دفروکسامین مسیلاتاز 

al. , 2001). 
  ـ سالیسیلیک اسید5

هاي  جدایه ،گیري سالیسیلیک اسید براي اندازه  
 50هاي حاوي  ساعت در درون ارلن 48مدت باکتري براي 

 تریدر ل گرم 4شامل  3،سوکسیناتلیتر محیط  میلی
                                                        

1- Brain Heart Infusion 
2- Deferoxamine mesylate salt 
3- Succinate Medium 

 تریدر ل گرم K2HPO4 ،3 تریدر ل گرم 6سوکسینیک اسید، 
KH2PO4 ،1 تریدر ل گرم (NH4)2SO4 ،2/0  تریدر لگرم 

MgSO4.7H2O  7 وpH ( 120سرعت  روي شیکر با و بر 
اده د گراد رشد درجه سانتی 28دور در دقیقه و دماي 

دقیقه با دور  20 براي سپس سوسپانسیون باکتري. شدند
g10000 لیتر از محلول  میلی 4 متعاقباً. سانتریفیوژ گردید

 2آن روي  pHنرمال،  HClرویی برداشته شد و به کمک 
 ،)1:1نسبت ( کلروفرم با اضافه کردنسپس . تنظیم گردید

 4 به عصاره حاصله. گیري شد سالیسیلیک اسید عصاره
مولار  III( 2( آهنمیکرولیتر کلرید  5لیتر آب مقطر و  میلی

اضافه و با استفاده از اسپکتروفتومتر میزان جذب نور در 
مقدار تولید اسید سالیسیلیک با . شد نانومتر قرائت 527

استفاده  مقایسه این جذب با منحنی استاندارد تهیه شده با
  ).1992et al., Meyer(سالیسیلک اسید محاسبه شد  از
  ـ آنزیم کیتیناز6

 روش از توانایی تولید آنزیم کیتینازبراي ارزیابی   
 12بدین منظور  .گري روي پلیت استفاده شد غربال

گذاري  با روش لکهي میکرولیتر سوسپانسیون تازه باکتر
 و کیتین Nutrient Agarهاي حاوي محیط  روي پلیت

 .Roberts et al)(  ددرصد کشت داده شدن 1/0 4 يکلوئید
ساعت در  120مدت  براي هاي تلقیح شده پلیت. 1988,
 دیتوانایی تول. نگه داري شدندگراد  درجه سانتی 28دماي 

هاي شفاف در اطراف کلنی  آنزیم کیتیناز با تشکیل هاله
از مناسب بودن نان یبه منظور اطم .ها ارزیابی گردید باکتري

-1 يها رقت یک خاك زراعیاز  جاد هاله،یا يط برایمح

  .دیمذکور پخش گردط یمح يبر رو ه ویته 10-10تا  10
  ـ سیانید هیدروژن7

ها  گیري سیانید هیدروژن ابتدا جدایه براي اندازه  
ز یدرولین هیگرم کازئTSA 5)15هاي حاوي محیط  در پلیت

هضم  يایگرم آرد سو 5 ،یمیقه آنزیز شده به طریدرولیه
 گرم 15م، ید سدیگرم کلر 5 ن،یم پپسیله آنزیشده به وس

غنی شده با گلایسین  )میلی لیتر آب مقطر 1000آگار و 
)gr/L 4/4 (هاي  سپس کاغذ صافی. کشت داده شدند

و % 5/0پیکریک اسید (خیسانده شده در پیکرات سدیم 
پلیت گذاشته  بدر قسمت داخلی در%) 2کربنات سدیم 

درجه  28ساعت در دماي  120ها به مدت  پلیت. شد
توانایی تولید سیانید هیدروژن . نگه داري شدند گراد سانتی

-Donate( ارزیابی گردید یصاف ز روي تغییر رنگ کاغذا
correa et al , 2004(. ب یها به ترت یذ صافغر رنگ کاییتغ

  HCNدیتول(روشن  يا ، قهوه)کم HCN دیتول(از کرم 
د یتول( ي، تا آجر)ادیز HCNد یتول(ره یت يقهوه ا ،)متوسط

                                                        
4- Colloidal Chitin 
5- Soyabean Casein Digest Agar  
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HCN  1که به ترتیب با درجه بندي .ر بودییمتغ) ادیز یلیخ 
  .مشخص شد 4تا 

 يها از نرم افزارها ز دادهیآنال يق براین تحقیدر ا
MSTATC  وSPSS دیاستفاده گرد.  

  نتایج
  اکسینتولید 

اکسین نتایج حاصل از بررسی توان تولید 
نشان داد که همه  تهاي سودوموناس فلورسن جدایه
 .داشتند را اکسین هاي مورد مطالعه توانایی تولید جدایه

تا  3/1 و دامنه آن از µg/ml 44/2د تولی متوسط میزان
µg/ml 5/4 مربوط به بیشترین میزان تولید . متغییر بود
مربوط به نیز  مقدار و کمترین) PA10 )µg/ml5/4جدایه 
  .بود )PA3 )µg/ml3/1جدایه 

  انحلال فسفات معدنی
 اتفسف انحلالنتایج حاصل از ارزیابی توانایی   

ا نشان داد که همه ه باکتري توسط معدنی نامحلول
معدنی  اتفسف انحلال توانایی از هاي مورد مطالعه جدایه

مربوط به  انحلال بیشترین مقدار. بودند برخوردارنامحلول 
و کمترین مقدار متعلق به ) PA20 )µg/ml 16/386جدایه 
محیط  pHتغییرات  .بود) PA9 )µg/ml94/129جدایه 

 pHمترین ک. دار بود درصد معنی 1کشت نیز در سطح 
و بیشترین  PA3مربوط به جدایه )02/3(قرائت شده 

 این در حالی بود که . بود PA9 جدایه متعلق به) 88/3(
pH متوسط میزان  .بود 6/5قرائت شده در تیمار شاهد

. متغیر بود 88/3تا  02/3و دامنه آن از  pH 5/3کاهش 
 µg/ml 5/287متوسط میزان انحلال فسفر معدنی نا محلول 

میکروگرم فسفر بر میلی  16/386 تا 94/129امنه آن از و د
 داري همچنین همبستگی منفی معنی .متغیر بودلیتر 
**)716/0- =r ( کلسیم فسفات و  تري انحلالبینpH 

  .)1شکل( مشاهده گردید
  آمینازد ACCآنزیم 

 ACC باکتري براي استفاده از در ارزیابی توانایی  
جدایه  9فقط تعداد  که شد مشاهدهبه عنوان منبع نیتروژن 

را  ACCجدایه مورد مطالعه توانایی استفاده از  25از 
 A1 ,PA2 ,PA5 ,PA7 ,PA8ن جدایه ها شامل ـای .ندـداشت

,PA9 ,PA11 ,PA23  وPA25  1جدول(بودند.(  
  سیدروفور
نتایج حاصل از ارزیابی توان تولید سیدروفور   

همه  CAS در محیط هاي سودوموناس نشان داد که جدایه
تولید  .بودند ها قادر به رشد و ترشح سیدروفور جدایه

اي نارنجی تا زرد پررنگ در  به شکل هالهسیدروفور 
هاله . باکتري هاي مورد مطالعه مشاهده شد اطراف کلنی

اي کاملاً واضح  ها با حاشیه تشکیل شده در بیشتر باکتري
متوسط سه ( نسبت قطر هاله به کلنی متوسط. بود
 21/1 حداکثر تا 34/0و دامنه آن از حداقل  74/0)روز

  . متغیر بود
 CASADها با روش  توان تولید سیدروفور جدایه  

بین نتایج حاصل از . نیز مورد ارزیابی قرار گرفت
ساعت و  4گیري قطر هاله پس از گذشت زمان  اندازه

ساعت اختلاف بسیار ناچیزي وجود  8گذشت زمان 
ها در این  د سیدروفور جدایهمیزان تولیمتوسط  .داشت
 459/0 حداکثر تا 072/0 و دامنه آن از حداقل21/0 روش
  .مولار متغیر بود میلی

  سالیسیلیک اسید
نتایج حاصل از ارزیابی تولید سالیسیلیک اسید   

 از هاي سودوموناس نشان داد که هفت جدایه توسط جدایه
 PA5 ,PA8به شماره هاي  مورد مطالعه هاي سودوموناس

,PA13 ,PA16 ,PA19 ,PA23 ,PA25  توانایی رشد در
 PA1جدایه شامل  7تعداد . محیط سوکسینات را نداشتند

,PA2 ,PA4 ,PA9 ,PA11 ,PA12  وPA17  اسید
توانایی تولید  دیگر جدایه 11. سالیسیلیک تولید نکردند

تولید  دامنه. را داشتند سالیسیلیک اسید مقادیر مختلفی از
 91/10 وسط این باکتري ها از صفرتااسید سالیسیلیک ت

میکرو  48/2و متوسط میزان تولید  میکروگرم بر میلی لیتر
  .بودگرم بر میلی لیتر متغیر 

  آنزیم کیتیناز
نتایج حاصل از ارزیابی توان تولید آنزیم کیتیناز   

توانایی  ي مورد مطالعهها نشان داد که هیچ کدام از جدایه
این در حالی بود که محیط  .نداشتند تولید این آنزیم را

کشت براي ایجاد هاله ناشی از تولید آنزیم کیتیناز مناسب 
بود و بعضی از باکتري هاي خاك هاله اي را اطراف کلنی 

  .خود ایجاد کرده بودند
  سیانید هیدروژن

نشان داد که میزان  ارزیابیاین  نتایج حاصل از  
، PA11، PA14(توان تولید سیانید هیدروژن چهار جدایه 

PA18  وPA25( از جدایه هاي مورد مطالعه خیلی زیاد ،
سه  در حد زیاد، )PA19و  PA2 ،PA5 ،PA8(چهار جدایه 

 بقیه در حد متوسط و در )PA23و  PA10 ،PA20(جدایه 
   .حد کم بود

  بحث
 80دهد که  هاي انجام شده نشان می بررسی  

 هاي جدا شده از ریزوسفر گیاهان درصد میکروارگانیسم
ها به عنوان یک متابولیت  مختلف توانایی تولید اکسین

 Kampert et al.,1975; Lopper and( ثانویه را دارند
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Schroth,1986 .(Patten  وGlick )1996 ( گزارش کردند
کننده اکسین  ترشح PGPRهاي  که یکی از باکتري

و  Ahmad. بود سودوموناس هاي متعلق به جنس باکتري
جدایه از  11ان دادند که نش) 2005(همکاران 

توانایی تولید مقادیر مختلفی از  تهاي فلورسن سودوموناس
IAA هاي مختلف تریپتوفان و عدم  را در حضور غلظت

و  Bentدر بررسی انجام شده توسط . داشتندحضور آن 
سودوموناس  نیز مشخص شد که) 2001(همکاران 
سین توانایی تولید مقادیر مختلف اک M20سویه  فلورسنس

هاي مختلف تریپتوفان و عدم حضور  را در حضور غلظت
 نیز نشان دادند که) 2002(و همکاران  Patten. داشت آن

را در حضور  IAAا توانایی تولید پوتید سودوموناس
 .هاي مختلف تریپتوفان و عدم حضور آن نشان داد غلظت

سودوموناس هاي فلورسنت مورد مطالعه ي همه سویه ها
فی از اکسین لر نیز توانایی تولید مقادیر مختدر تحقیق حاض

 میکروگرم بر میلی لیتر تریپتوفان را داشتند 50در غلظت 
جدایه  IAA 11نتایج حاصل از بررسی توان تولید 

 نشان داد) 2005(و همکاران  Ahmadسودوموناس توسط 
 2/53تا  34/5توسط باکتري ها بین  IAAکه دامنه تولید 

یتر در غلظت هاي مختلف تریپتوفان میکروگرم بر میلی ل
و همکاران  Bentدر بررسی انجام شده توسط  .متغیر بود

توسط سودوموناس فلورسنس  IAAمیزان تولید  )2001(
 96تا  1/5ساعته بین  48در محیط کشت  M20سویه 

نیز در تحقیق حاضر . میکروگرم بر میلی لیتر متغیر بود
میکروگرم بر میلی  5/4 تا 3/1اکسین در دامنه دامنه تولید 

 .لیتر گزارش گردید
 اتفسفانحلال  نتایج حاصل از ارزیابی توانایی  

ها در محیط مایع اسپربر  باکتري توسط معدنی نامحلول
هاي مورد مطالعه داراي توانایی  نشان داد که همه جدایه

هاي مختلف  معدنی نامحلول با ظرفیت اتفسف انحلال
 ( PA20مربوط به جدایه  باشند که بیشترین مقدار می

µg/ml16/386 ( و کمترین مقدار متعلق به جدایهPA9 
)µg/ml94/129 (این نتیجه با مشاهدات . بودRashid  و

سویه باکتریایی در حل  10که توانایی ) 2004(همکاران 
 1سکایاوفسفات را در محیط مایع پیکو کلسیم نمودن تري

دار  کاهش معنی در این تحقیق .شود نشان دادند تأیید می
pH در مقایسه با شاهد ) 88/3-02/3(هاي باکتریایی  محیط

در  pHکاهش . مشاهده گردید) 5/5؛ pHبدون باکتري و (
توسط  اتکننده فسف هاي حل هاي مایع حاوي باکتري محیط

 Cunnhngham and(محققین مختلفی گزارش شده است 
Kuiack, 1992; Motsara, 1995; Illmer et al., 1995; 

Bar et al.,1999 .( همچنین در این تحقیق همبستگی منفی
                                                        

1 -Pikovskaya 

مشاهده  pHکلسیم فسفات و  تري انحلالداري بین  معنی
و همکاران  r .(Venkateswarlu= -716/0(**گردید 

بین ) r= -93/0(داري  معنیو نیز همبستگی منفی ) 1984(
همچنین در تحقیق . مشاهده نمودند pHو  اتفسف انحلال

نیز همبستگی منفی ) 2004(و همکاران  Rashidدیگري 
)4/0- =r ( را بینpH  بدست آوردند اتفسف انحلالو .  

دهد که تعدادي از  مطالعات اخیر نشان می  
باشند  دآمیناز می ACCهاي خاك داراي آنزیم  سودوموناس

)1991 Klee et al., .( در یک آزمایشJacobson )1993 (
داراي  GR12-2سویه  یداسودوموناس پوتثابت نمود که 

در ارزیابی توانایی تولید . باشد دآمیناز می ACCفعالیت 
مشاهده گردید که محیط  ي هادآمیناز باکتر ACCآنزیم 
، PA7(جدایه  9تلقیح شده با  ACC+DFساعته  48رشد 

PA25 ،PA23 ،PA11 ،PA2 ،PA8 ،PA5 ،PA1  وPA9 (
ونیوم این سولفات آم+  DFساعته  48همانند محیط رشد 

نتایج حاصل از . ر بوددها از لحاظ ظاهري بسیار ک جدایه
نانومتر با استفاده از  405قرائت میزان جذب نور در 

ساعته  48دستگاه اسپکتروفتومتر نشان داد که محیط 
ACC+DF  جدایه داراي میزان جذب نور بالایی بود 9این .

 ACC+DFجدایه در محیط  9این نتایج توانایی رشد این 
جدایه  9توان نتیجه گرفت که این  پس می. کند را تأیید می

دآمیناز قادر به استفاده از  ACCبه دلیل دارا بودن آنزیم 
ACC  محیط رشد . اند بوده نیتروژنبه عنوان منبع

ACC+DF 16  جدایه باقیمانده برخلاف محیطN+DF  این
و شاهد ) فاقد باکتري ACC+DF(ها همانند شاهد  جدایه

این مطلب نشان . شفاف بود) داراي باکتري DF(ی منف
 ACCجدایه به دلیل دارا نبودن آنزیم  16دهد که این  می

 نیتروژن به عنوان منبع ACCآمیناز قادر به استفاده از د
  .اند نبوده

  O’Sullivan  وO’Gara )1992 ( گزارش کردند
توانایی  فلورسنس سودوموناسهاي  که بسیاري از سویه

دهد  تحقیقات دیگر نیز نشان می. دروفور را دارندتولید سی
هاي فلورسنس توانایی تولید چندین  که سودوموناس

سیدروفور از قبیل پایوردین، پایوکلین و سالیسیلیک اسید 
 ,Demeyer and Hofte, 1997; Dave and Dube(را دارند 

در این تحقیق نتایج حاصل از ارزیابی توان تولید ). 2000
نشان داد که همه  سودوموناس هاي جدایهسیدروفور 

اي  ها قادر به رشد و ترشح سیدروفور به شکل هاله جدایه
 -CASنارنجی تا زرد پررنگ در اطراف کلنی در محیط 

ها با  هاله تشکیل شده در بیشتر باکتري. آگار بودند
نیز ) 1384(رسولی و همکاران . اي کاملاً واضح بود حاشیه

هاي  بومی خاك سودوموناسجدایه  201گزارش کردند که 
آگار را  -CASایران توانایی تولید سیدروفور در محیط 
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 گیري در این تحقیق میزان تولید سیدروفور با اندازه. دارند
ساعت ارزیابی  72قطر هاله به قطر کلنی در مدت  نسبت
 21/1تا  34/0ها از  نی جدایهونسبت قطر هاله به کل. گردید

گزارش کردند که )1384(و همکاران رسولی  .متغیر بود
نسبت قطر هاله به کلونی در جدایه هاي مورد مطالعه از 

با نتایج تحقیق نتایج این مقایسه  .متغیر بود 96/3تا  21/2
هاي مورد تحقیق از نظر  دهد که جدایه نشان میحاضر 

  .باشند تولید سیدروفور نسبتاً ضعیف می
یدروفور همچنین در این تحقیق توان تولید س  

. نیز مورد ارزیابی قرار گرفت CASADها با روش  جدایه
گیري قطر هاله پس از گذشت  بین نتایج حاصل از اندازه

ساعت اختلاف بسیار  8ساعت و گذشت زمان  4زمان 
ها در  میزان تولید سیدروفور جدایه. ناچیزي وجود داشت

  .مولار متغیر بود میلی 072/0تا  459/0این روش بین 
یج حاصل از ارزیابی تولید سالیسیلیک اسید نتا  

نشان داد که هفت جدایه  سودوموناسهاي  توسط جدایه
مورد مطالعه توانایی رشد در محیط  سودوموناس

توان حداقل  دلیل عدم رشد را می. سوکسینات را نداشتند
جدایه رشد کرده،  18از . بودن محیط سوکسینات ذکر نمود

عدم تولید . سیلیک اسید نبودندجدایه قادر به ترشح سالی 7
سودوموناس هاي  سالیسیلیک اسید توسط بعضی از سویه

تحقیقات انجام شده توسط . گزارش شده است فلورسنس
 P3سویه  سودوموناس فلورسنسمحققین نشان داد که 

 Mourhofer et(توانایی تولید سالیسیلیک اسید را ندارد 
al., 1994; Voiard et al., 1989 .(جدایه توانایی ه یازد

میزان . تولید مقادیر مختلفی از سالیسیلیک اسید را داشتند
در  µg/ml 31/0تا  PA22در جدایه  µg/ml91/10تولید از 
و همکاران  NagaraJkumar. متغیر بود PA24جدایه 

مورد  سودوموناسسویه  14گزارش کردند که ) 2004(
د که میزان مطالعه توانایی تولید سالیسیلیک اسید را داشتن

. متغیر بود µg/ml 16تا حدود  µg/ml2تولید از حدود 
سودوموناس هاي  تولید سالیسیلیک اسید توسط سویه

) WCS374 ،Leeman et al., 1996) WCS417rفلورسنس 
CHAO )Maurhofer et al.,1994 ( سودوموناس و

) 7NSK2 )Demeyer and Hofte, 1997سویه  آئروژینوزا
  .گزارش شده است

تحقیقات انجام شده توسط محققین مختلف   
توانایی تولید  هاي فلورسنس سودوموناسدهد که  نشان می

 Nagarajikuma et al., 2004; Ajit(آنزیم کیتیناز را دارند 
et al., 2006; Saikiar et al.,2005 (اما عدم توانایی 

در تولید آنزیم کیتیناز نیز  هاي فلورسنس سودوموناس
گزارش ) 1987(و همکاران  O’Brien. گزارش شده است

توانایی تولید  آئروژینوزا و سودوموناس پوتیداکردند که 

در این تحقیق نتایج حاصل از . آنزیم کیتیناز را ندارند
ارزیابی توان تولید آنزیم کیتیناز نشان داد که هیچ کدام از 

  .ها توانایی تولید این آنزیم را ندارند جدایه
تولید  HCN اي فلورسنته سودوموناسبعضی   

 Voisard(کنند که به خنثی نمودن پوسیدگی سیاه تنباکو  می
et al., 1989(  هاي گندم  خنثی نمودن پاتوژنو)Flashman 
et al., 1996 (کنند کمک می .Nagarajkumar  و همکاران

مورد  هاي سودوموناس سویهگزارش کردند که ) 2004(
سویه هاي  .ندرا داشت HCNمطالعه توانایی تولید 

مورد مطالعه در این تحقیق نیز  سودوموناس فلورسنت
توانایی تولید سیانیدهیدروژن در دامنه خیلی زیاد تا خیلی 

  .کم را داشتند
  نتیجه گیري

هاي  مجموع نتایج نشان داد که سودوموناس
اي  هاي ایران از توانایی قابل ملاحظه فلورسنت بومی خاك

هاي محرك رشد  عنوان باکتريآنها به  برداري براي بهره
  ها باشند و نیاز است تا این توانایی گیاهی برخوردار می

  با اثرات محرك رشدي آنها بر گیاهان مختلف مورد بررسی 
  .قرار گیرد
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 pHیزان انحلال فسفات معدنی و تغییرات رابطه بین م - 1شکل 

  محیط کشت توسط ایزوله هاي باکتریایی
  

  DF و ACC حاوي DF ،DF ه هاي مورد مطالعه از نظر رشد در محیط هايمقایسه جدای -1جدول

DF+ACC   نانومتر 405میزان جذب قرائت شده در طول موج 
شماره 
 جدایه

DF+A.S.  DF+A.S. DF+ACC DF  
67/0   65/2  77/1  30/0  PA1 
79/0   74/2  16/2  38/0  PA2 
08/0   68/2  22/0  23/0  PA3 
11/0   81/2  30/0  34/0  PA4 
66/0   73/2  80/1  26/0  PA5 
08/0   66/2  23/0  28/0  PA6 
89/0   73/2  42/2  38/0  PA7 
74/0   80/2  08/2  30/0  PA8 
44/0   77/2  22/1  22/0  PA9 
10/0   80/2  29/0  32/0  PA10 
80/0   74/2  19/2  26/0  PA11 
10/0   62/2  27/0  28/0  PA12 
08/0   88/2  24/0  25/0  PA13 
10/0   57/2  25/0  27/0  PA14 
11/0   70/2  28/0  30/0  PA15 
11/0   63/2  29/0  35/0  PA16 
10/0   85/2  28/0  35/0  PA17 
10/0   50/2  24/0  24/0  PA18 
07/0   81/2  21/0  28/0  PA19 
08/0   68/2  21/0  24/0  PA20 
08/0   68/2  20/0  26/0  PA21 
07/0   57/2  17/0  22/0  PA22 
78/0   84/2  22/2  29/0  PA23 
12/0   66/2  32/0  36/0  PA24 
82/0   72/2  23/2  28/0  PA25 
29/0   99/1  64/0  22/0  میانگین 

88/0 -066/0   88/2 -147/0  416/2-016/0  384/0-004/0  دامنه 
 

ت
کش

ط 
محی

  y = -0.013x + 4.3229
r = - 0.716**

0.0
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pH
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 هاي مورد مطالعهجدایه PGP   نتایج حاصل از ارزیابی صفات -2جدول

  عدم تولید آنزیم کیتیناز -            عدم رشد باکتري  ٭
  محیط کشت  pH کنندگی فسفات و اعداد داخل پرانتزعدد اول حل -@

 هاي داراي حروف یکسان اختلاف معنی داري ندارنددر هر ستون میانگین

  
 :فهرست منابع

آنها بر رشد ثیر أهاي فلورسنت تولید کننده هورمون اکسین و بررسی ت جداسازي سودوموناس.1384.عطایی، نازنین .1
  .صفحه134نامه دانشجویی، دانشگاه الزهراء، دانشکده علوم پایه،  گندم، پایان

شماره 
 سویه

 حل کنندگی فسفات اکسین
(µg/mL)  DF+ACC 

DF+AS. 

سیدروفور به روش 
CAS  

سیدروفور به 
روش 

CASAD  
آنزیم   سالیسیلیک اسید

  کتیناز
سیانید 
  هیدروژن

  (µg/mL) pH کلني قطر هاله به( و(  (mM) (µg/mL)     
PA1 1/8 IJ @315/4 (3/39) CD 0/67C 0/97BC 0/23DEF 0L - 1 

PA2 1/56 JKL 247/5 ( 3/79)G 0/79B 0/47HIJK 0/17GHI 0L - 3 

PA3 1/3 L 334/9 ( 3/02)C 0/08E 0/96BC 0/31C 3/22E - 1 
PA4 2/63 DEF 218/7 ( 3/54)H 0/11E 0/34K 0/25CDE 0L - 1 
PA5 2/03 HI 359/4( 3/58)B 0/66C 0/64FGHIJ 0/09K *L - 3 

PA6 1/36 KL 249/0 ( 3/43)G 0/08E 1/06AB 0/24DE 1/64H - 1 
PA7 3/36 C 171/8( 3/28)I 0/89A 0/56GHIJ 0/11JK 1/37I - 1 

PA8 1/8 IJ 220/8( 3/69)H 0/74B 0/73DEFG 0/19EFGH *L - 3 
PA9 2/03 HI 129/9 (3/88)J 0/44D 0/47IJK 0/27CD 0L - 1 

PA10 4/5 A 253/3( 3/65)G 0/10E 0/72DEFG 0/46A 0/84J - 2 
PA11 2/6 DEF 313/8 ( 3/69)CD 0/80B 0/68EFG 0/25CDE 0L - 4 
PA12 1/63 JK 221/6 ( 3/7)1H 0/10E 0/89BCDE 0/07K 0L - 1 
PA13 2/3 FGH 313/2  ( 3/66)CD 0/08E 0/89BCDE 0/23DEF *L - 1 

PA14 2/46 EFG 362/3  (3/26)AB 0/10E 0/92BCD 0/18FGHI 9/05B - 4 
PA15 2/56 DEF 303/8  ( 3/52)DE 0/11E 0/78CDEF 0/21DEFGH 4/02D - 1 
PA16 2/86 D 218/7  ( 3/86)H 0/11E 0/67FGHI 0/08K *L - 1 

PA17 3/83 B   312/5  ( 3/5)CD 0/10E 0/10E 0/10E 0L - 1 
PA18 3/9 B 358/7  ( 3/36)B 0/10E 0/76DEFG 0/19EFGH 8/52C - 4 

PA19 2/1 HI 285/1  (3/72)EF 0/07E 0/68FGH 0/12IJK *L - 3 
PA20 2/46 EFG 386/1 (3/39)A 0/08E 0/71DEFG 0/39B 2/69F - 2 

PA21 2/63 DEF 324/0  ( 3/54)C 0/08E 0/96BC 0/24DE 2/16G - 1 
PA22 2/46 EFG 360/1  ( 3/46)B 0/07E 0/69EFG 0/25CDE 10/91A - 1 
PA23 2/16 GH 275/6  ( 3/43)F 0/78B 0/58FGHIJ 0/31C *L - 2 
PA24 2/03 HI 280/7  ( 3/61)EF 0/12E 1/21A 0/22DEFG 0/31K - 1 

PA25 2/66 DE 368/8  (3/45)AB 0/82B 0/71DEFG 0/27CD *L - 4 
٢٩/٠ 3/88-3.02 ,386/1-129/9 4/5-1/3 دامنه  ٠/34-1/21 /07-/4۶ 0-10/91 - 1-4 

٠۷/٠- ٨٨/٠ 3/57 ,  287/5 2/44 متوسط  0/74 0/2۲ 2/4۹ -  
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