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 سپهر گیاه اسپندک های محرک رشد از ریشهباکتری ییجداسازی و شناسا
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در تحقیق  .است یی( یک علف هرز با ارزش داروZygophyllum fabagoاسپندک ) ها اثرات مفید بر رشد گیاهان دارند.ریزوباکتریبرخی از  .چکیده

و روی، تولید ایندول  شدند. خصوصیات مرتبط با تحریک رشد گیاه مانند انحلال فسفات ییهای ریشه سپهر این گیاه جداسازی و شناسایکترابحاضر 

ها در ها جداگانه به گیاه تلقیح شده و پس از حصول اطمینان از استقرار آنها مورد برر سی قرار گرفت. سپس جدایهفعالیت ضد قارچی جدایه و استیک اسید

متعلق به  صلحا هجدای 5مولکولی نشان داد که  و ییبیوشیمیا یینتایج شناساای سنجیده شد. در افزایش رشد گیاه در شرایط گلخانهها آن ییریشه، کارا

از در تحریک رشد گیاه را نشان دادند.  ییجدایه درجاتی از توانا 5بودند. همه  Brevibacteriumو  Bacillus، Pseudomonas، Pantoeaهای جنس

داری افزایش دهد. میزان انحلال فسفات این جدایه برابر با را به طور معنی گیاهانتوانست وزن خشک  Bacillusها، فقط جدایه متعلق به جنس میان جدایه

ها بود. جدایه فوق با داشتن قدرت انحلال عنصر روی، ایندول لیتر و میزان تولید اسید آن در محیط کشت بیش از سایر جدایهمیکروگرم در میلی 440

زای گیاهی وجود این جدایه فعالیت ضد قارچی بر علیه دو قارچ بیماری لیتر تولید کرد. با اینگرم در میلیمیلی 89/3استیک اسید را به مقدار 

Aspergillus niger  وBotrytis cinerea .را نشان نداد 

 
 ضد قارچ ریشه، ک اسید، باکتری،ایندول استی ،انحلال فسفات .های کلیدیواژه
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Abstract. Some rhizobacteria have positive effects on plants growth. Syrian bean-caper (Zygophyllum fabago) is a 

weed plant with medicinal value. This study was conducted to isolate and identify bacteria from Syrian bean-caper 

rhizosphere. Characteristics associated with plant growth stimulation, such as phosphate and zinc dissolution, 

production of Indole acetic acid and antifungal activity, were investigated. The isolates were separately inoculated to 

the plant and after plant root establishment was ensured, their effectiveness in increasing plant growth in greenhouse 

conditions was measured. Biochemical and molecular identification results showed that five isolates belonged to the 

genera Bacillus, Pseudomonas, Pantoea, and Brevibacterium. All five isolates showed some degree of plant growth 

promotion capabilities. Among the isolates, only the genus Bacillus increased the dry weights of plants significantly. 

The amount of phosphate solubilization for this isolate was 440 μg ml-1 and its acid production in the culture medium 

was higher than that in other isolates. The isolate had zinc solubilisation capability and produced 3.89 mg ml-1 indole 

acetic acid. However, this isolate did not show antifungal activity against two fungal pathogens of Aspergillus niger and 

Botrytis cinerea.   
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 مقدمه   
های شیمیایی برای تامین عناصر ضروری گیاه عموما از کود   

انتقال شود. با این وجود، به غیر از مسایل اقتصادی، استفاده می

حیطی و مسایل زیست مهای زیر زمینی باقیمانده کودها به آب

لزوم ها را محدود و موضوعات جدی هستند که استفاده از آن

های جایگزین برای افزایش تولیدات گیاهی را استفاده از روش

ید علاوه بر توان افزایش های جایگزین با. روشکندتر میپررنگ

امنیت زیست محیطی و تعادل اکولوژیکی دراز مدت در محصول، 

. در زراعی (Majeed et al., 2015) اکوسیستم را فراهم کنند

خیزی خاک از طریق این نیز افزایش حاصل ییسازی گیاهان دارو

-ها و تولید محصول ارگانیک اهمیت زیادی دارد. در ریشهروش

 اسیدهای آمینه و مانند گیاهان از ریشه ترشحی مواد تراکمسپهر 

زیاد است. این عامل  های خاکبقیه قسمت با مقایسه قندها در

کند ینه رشد ریزاندامگان بسیاری را در آن فراهم میزم

(Dobbelaere et al., 2003)ریزاندامگانترین ها فراوان. باکتری 

خاک برای جذب  هایریزاندامگانخاک هستند. از طرف دیگر، 

کنش بین باکتری و عناصر غذایی با گیاهان نیز رقابت دارند. میان

مفید، خنثی و مضر باشد. تواند برای گیاه سه حالت گیاه می

 Plant growth promoting) گیاه های محرک رشدباکتریریزو

bacteria or PGPR )دمند سوهای از باکتریای زیر مجموعه

وری محصولات کشاورزی را از طریق آزادزی بوده و افزایش بهره

افزایش توده زیستی، رشد ریشه و افزایش وزن محصولات باعث 

دخالت  ها عمدتا به دلیلمثبت این باکتری شوند. تاثیراتمی

تثبیت های مختلفی نظیر ها در سازوکارقیم و غیرمستقیم آنمست

افزایش جذب عناصر ضروری  های گیاهی،تولید هورمون نیتروژن،

کاهش یا حذف آثار زیانبار ، و برای رشد گیاه نظیر آهن و فسفات

توانند به ها میPGPRاست.  زای گیاهیهای بیماریباکتری

ریشه و به  سطح سپهر و رویریشه در صورت خارج سلولی

ه پوست ناحی هایسلول میان فضاهای صورت داخل سلولی در

ها رشد گیاه را در صد کمی از باکتریریشه مستقر شوند. تنها در

 هایهای متعلق به سردهباکتری دهند.سپهر افزایش میریشه

Azetobacter ،Bacillus ،Pseudomonas  و

Agrobacterium تریناز مهم PGPR هستند های خارج سلولی
(Antoun, 2013; Bhattacharyya & Jha, 2012) . 

 دولپه علفی و گیاهى( .Zygophyllum fabago L) پندکاس   

تر مناطق دنیا اسپندک در بیش قیچیان است. متعلق به تیره

قات اخیر تحقی .گرددعلف هرز با قدرت تهاجمی بالا محسوب می

-Abdel) استحاکی از ارزش غذایی و دارویی بالای این گیاه 

Hamid et al., 2013).  اسپندک یکی از گیاهان مهم با

خصوصیات ضد روماتیسم، ضد کرم و ضد تنگی نفس، ضد نقرس 

های های پوستی و زخمبوده و به صورت پماد برای بهبود بیماری

 .(Khan et al., 2014) شودخارجی استفاده می

 ها به عنوان کود زیستی در کشتPGPRبا توجه به اهمیت    

 ها از ریشه، هدف این تحقیق جداسازی باکتریییگیاهان دارو

با انجام برخی  PGPRهای جدایه ییسپهر اسپندک و شناسا

 وین تولید اکس ییهای مولکولی و فیزیولوژیکی نظیر توانابررسی

یاه گ ها در افزایش رشدآن ییو بررسی توانامحلول سازی فسفات 

 بود. مذکور در شرایط آزمایشگاهی
 

 هامواد و روش   
  سپهرخاک ریشه هآوری نمونمحل و روش گرد

 اسپندک از رویشگاه طبیعی گیاه در منطقهنمونه برداری    

و طول  81/37 فیاییاجغر ضعر با )آذربایجان شرقی(،شهر آذر

شد.  سطح دریا انجام متر از 1340با ارتفاع  ،94/45جغرافیایی 

یشگاه استریل به آزما های گیاهی به همراه ریشه در کیسهنمونه

 منتقل شد. 

 هاجداسازی باکتری

ه شده به قطعات کوچک بریدرعایت شرایط استریل گیاه با  ریشه   

 های حاوی سرم فیزیولوژی استریل منتقل شد.و سپس به ارلن

رار بر دقیقه ق 180مزن با دور ها حدود نیم ساعت روی هنمونه

ات میکرولیتر از محتوی 100های رقت گرفتند. پس از تهیه سری

 LB (Luria Burtani Agar)های حاوی محیط ها در پلیتلوله

ه گراد بسانتی هدرج 37کشت سطحی داده شده و در دمای 

های رشد گرماگذاری شدند. خالص سازی کلنی ساعت 24مدت 

ر دای ها از طریق کشت چهار منطقهروی پلیتیافته باکتریایی 

گراد انجام سانتی هدرج 37و گرماگذاری در  LBمحیط کشت 

 زریو در فر درصد 20 سرولیخالص شده درگل یهاهیجدا شد.

 نگهداری شدند. گراددرجه سانتی -20

 هاهیجدا ییایمیوشیب و یشناس ختیر یهایژگیو ییشناسا

 یبرروها هر یک از آن ییشناسا ،هاباکتری یساز خالص از بعد   

 یماکروسکوپای هویژگیاساس  برجداسازی شده،  کشت طیمح

 انجام یکلن هیحاشو  سطح نوع رنگ، ،یظاهر شکل ،شامل اندازه

 یهایژگیاساس وبر  ییشناسا ،بعد مرحله در. گرفت

(، یچیمارپ ،یکرو ،یالهی)م باکتریشامل شکل  یکروسکوپیم

هاگ  داشتن رم وگ یزیآم رنگ به شواکن نوع اندازه،

(Bartholomew & Mittwer, 1950) حرکت آزمون .شد انجام 

 SIM (Sulfideاز طریق استفاده از محیط کشت نیمه جامد 

Indole Motility Medium )(Twedt et al., 1969)،  آزمون

های بر روی کلنی 2O2H  %30 از طریق اضافه کردن قطرات کاتالاز

از  دازیاکس آزمون و (Taylor & Achanzar, 1972) باکتریایی
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های باکتریایی به کاغذ صافی حاوی معرف طریق انتقال کلنی

 ,Faller & Schleifer) پارافنیلین دی آمین کلراید-p-تترامتیل

اولیه  ییایمیوشیب یهایژگیو از یبرخبه منظور تعیین  (1981

  .دکنار گذاشته شدنهای مشابه جدایهو  انجام شد

 منتخب یهاو آنالیز فیلوژنتیکی جدایه شناسایی مولکولی

 های منتخب با تکثیر و تعیین توالیشناسایی تکمیلی جدایه   

16S rDNA های انجام گرفت. بدین منظور ابتدا از باکتری

با  هاژنومی باکتری DNAمنتخب، توده زیستی تهیه و استخراج 

انجام شد.  (Queipo-Ortuo et al., 2008)روش جوشاندن 

 27Fبا استفاده از آغازگر رفت ( PCR) ای پلیمرازواکنش زنجیره

انجام شد.  1492R (Frank et al., 2008)و آغازگر برگشت 

-درجه سانتی 94 دقیقه در 2با برنامه مرحله آغاز  حرارتی چرخه

، مرحله گراددرجه سانتی 94ثانیه در  60 ، مرحله واسرشتیگراد

 60، مرحله طویل شدن گراددرجه سانتی 54ثانیه در  60اتصال

 72دقیقه در  10 ییو گسترش نها گراددرجه سانتی 72ثانیه در 

 الکتروفورزبا  16S rDNA، انجام گرفت. تکثیر گراددرجه سانتی

تایید شد. درصد  1در ژل آگارز  PCRو بارگذاری محصول 

توسط نرم  پس از تخلیص تعیین ترادف و PCRمحصول 

 2.1sion ver. (Technelysium Pty Ltd) افزار

ChromasPro  بازخوانی و ویرایش شد. با استفاده از برنامه

BLAST های ثبت شده در پایگاه داده اطلاعات ژنومی با توالی

(http://www.ezbiocloud.net) Eztaxon (Yoon et al., 

های مختلف ثبت مقایسه و میزان شباهت آن با باکتری (2017

ها . تجزیه و تحلیل فیلوژنتیکی جدایهشدین و ذخیره شده، تعی

رسم درخت فیلوژنتیک با  های مشابه وپس از یافتن توالی

و با  MEGA 5 (Tamura et al., 2011)استفاده از نرم افزار 

های . بررسی شاخهشدانجام  Neighbor-joiningالگوریتم 

-نمونه بار 1000با  Bootstrapدرخت با استفاده از الگوریتم 

 .(Felsenstein, 1985)گیری انجام شد 

 هاو کمی انحلال فسفات معدنی توسط جدایه سنجش کیفی

 LBها در محیط کشت سنجش کیفی انحلال جدایهبه منظور    

 8000های باکتریایی با سانتریفیوژ )مایع کشت داده شدند. سلول

و با و پس از دو بار شستش دقیقه( جدا 10 مدت به دقیقه در دور

میکرولیتر از  5آب مقطر استریل مجددا سانتریفیوژ شدند. 

ای در ( به صورت نقطهOD 600  =2/0) سوسپانسیون باکتریایی

 ) agar Pikovskaya)PVKروی پلیت حاوی محیط 

(1948Pikovskaya, ) 4گرم،  10 گلوکز متشکل ازSO2)4(NH 

 KCl 2/0 گرم، O2H7 4MgSO 1/0گرم،  NaCl 2/0گرم،  5/0

گرم،  O2H 4MnSO 002/0گرم،  yeast extract 5/0گرم، 

O2H7 4FeSO 002/0 ،4(2 گرم(PO3Ca 5 گرم  15 گرم، آگار

قرار داده شد. برای پلیت شاهد  2/7 ±2/0برابر با  pHبر لیتر با 

گذاری نیز به همان میزان از محیط مایع تلقیح نشده برای لکه

 هدرج 37ر دمای ساعت د 120ها به مدت استفاده شد. پلیت

ها مورد سانتی گراد گرماگذاری شدند. سپس هاله اطراف کلنی

که ، انحلال ییرت درصد کارابازبینی قرار گرفت. نتایج به صو

حاصل تقسیم قطر حلالیت بر قطر رشد است، گزارش شد 

(Dawwam et al., 2013; Felsenstein, 1985 ) . برای

 LB های جداگانهطها در محیجدایه نیز سنجش کمی انحلال

های ها به ارلنمیکرولیتر از آن 100مایع کشت داده شدند. 

مایع تلقیح و در انکوباتور  PVK لیتر محیطمیلی 50حاوی 

در دقیقه به مدت  150گراد با دور سانتی هدرج 37شیکردار در 

ها از طریق ساعت گذاشته شد. جداسازی مایع رویی باکتری 120

دقیقه( انجام شد.  10در دقیقه به مدت دور  13000سانتریفیوژ )

pH میکرولیتر از مایع رویی  500 اندازه گیری شد. ییمایعات رو

 4و  مخلوطدرصد  10میکرولیتر تری کلرواستیک اسید  500با 

، درصد O2H.424O7Mg6(4NH) 10)لیتر از محلول رنگی میلی

4SO2H 5/2% ،های و آب مقطر با نسبتاسکوربیک اسید  -ال

ه در دقیق 15مخلوط حاصل به مدت  .( به آن اضافه شد1:1:1:2)

نانومتر  820در طول موج دمای اتاق نگه داشته شد. میزان جذب 

انحلال  مقدار 4PO2KHتعیین و با استفاده از منحنی استاندارد 

 Gusain et) شدتعیین لیتر میکروگرم در میلی فسفات بر حسب

al., 2015). 

 هاتوسط جدایه نصر رویسنجش انحلال کیفی ع

سفر آزمون مطابق روش توضیح داده شده در مورد انحلال کیفی ف   

به جای درصد  ZnO 12/0صورت گرفت. با این تفاوت که 

2)4(PO3Ca مورد استفاده قرار گرفت ،(2003, et al.Dobbelaere ). 

توسط  (IAAایندول استیک اسید ) سنجش تولید اکسین یا

 هاجدایه

ساعت  24تلقیح و به مدت  مایع LB کشت ها به محیطجدایه   

میکرولیتر  20شدند.  داده گراد کشتسانتی هدرج 37در دمای 

 DFلیتر محیط کشت میلی 10به  ییسوسپانسیون باکتریااز 

میکروگرم در  500حاوی  (Dworkin & Foster, 1958) مایع

 37وباتور ها به انکتریپتوفان انتقال داده شد. ارلن-لیتر از ال

های باکتریایی ساعت سلول 42و بعد از  گراد منتقلسانتی هدرج

دقیقه( جدا  30دور در دقیقه به مدت  3000با سانتریفیوژ )

لیتر معرف میلی 2لیتر از محلول رویی با میلی5/0شدند. 

Salkowski (150 4لیتر میلیSO2H 18  ،لیتر میلی 250مولار

مولار( مخلوط شد.  O2H6 3FeCl 5/0لیتر میلی 5 آب مقطر،

 535میزان جذب نوری مخلوط در طول موج  قیقه،د 20پس از 

تولید  IAAمقدار با استفاده از منحنی استاندارد  نانومتر تعیین و
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 & Gordon) شدلیتر مشخص برحسب میکروگرم در میلیشده 

Weber, 1951). 

 هاسنجش فعالیت ضد قارچی توسط جدایه

 هاایهدر آگار با ایجاد چاهک استفاده شد. جد از روش انتشار   

-های بیماریمایع کشت داده شدند. قارچ LBدر محیط کشت 

 در محیط Botrytis cinereaو  Aspergillus nigerزای 

Sabaroud Dextrose Agar (SDA)  کشت داده شده و هاگ

رمال لیتر سرم فیزیولوژی نمیلی 10ها خراشیده شده و در قارچ

میکرو لیتر از  100ت سوسپانسیون در آورده شدند. به صور

( روی محیط کشت CFU/ml 510) قارچیهاگ سوسپانسیون 

SDA  .ییهای باکتریامیکرولیتر از کشت جدایه 100توزیع شد 

(CFU/ml 710×2) ریخته شد. در  هاهای پلیتدر داخل چاهک

 مایع LBهای شاهد نیز به همین میزان محیط کشت پلیت

 72گراد به مدت سانتی هدرج 25ها در دمای شد. پلیتریخته 

های عدم رشد بر ساعت گرماگذاری شدند. سپس اندازه هاله

 .(Ahmad et al., 2008) متر سنجیده شدحسب میلی

 آماده سازی بذرها و تهیه مایع تلقیح

های گیاه اسپندک در های سطح بذر، بذربه منظور رفع آلودگی   

دقیقه نگهداری و پس از شستشو با  5ه مدت بدرصد  70اتانول 

 10نیز به مدت درصد  2آب مقطر استریل در سدیم هیپوکلریت 

بار با آب مقطر استریل شستشو داده  3دقیقه ضدعفونی و نهایتا 

بذرهای به منظور شکست خواب، . (Luna et al., 2010) شدند

در یخچال ساعت  24 محیط مرطوب به مدتاسپندک در 

-سانتی هدرج 27ها با گرماگذاری شدند. جوانه زنی بذر نگهداری

-های هم اندازه به شیشهروز تسهیل شد. جوانه 5گراد به مدت 

ها رستوی پرلیت اتوکلاو شده منتقل شد. دانههای استریل حا

ساعت تاریکی،  8ساعت نور و  16شرایط نوری تنظیم شده در

و میانگین نور گراد سانتی هدرج 28دمای درصد،  30-40رطوبت 

 ارینگهد همایشگامیکرومول فوتون بر متر مربع بر ثانیه آز 150

 ,Hopkins & Huner)با محلول هوگلند  ند. آبیاری گیاهانشد

ی هایهها، جداروز بعد از انتقال دانه رست 5انجام گرفت.  (2012

از حصول پس  ،LB شده در محیط باکتریایی منتخب کشت

دقیقه  10به مدت  10000سانتریفیوژ دور ، با مک فارلند 1کدورت 

ها شسته شدند. باکتریدرصد  8/0و با سرم فیزیولوژی  جمع آوری

 ,Egamberdieva)معلق شده  لیتر سرم فیزیولوژیمیلی 10در 

2010; Simons et al., 1996)  ها تلقیح رستچه به دانهریشهو از

  .. به گروه شاهد سرم فیزیولوژی تلقیح شدگردید

 و رشد گیاههای تلقیح شده در ریشه ررسی استقرار جدایهب

ها ریشهروز بعد از کاشت، برداشت گیاهان صورت گرفت.  27   

وی سرم سی سی حا 250های بارعایت شرایط استریل به ارلن

دور  180بعد از هم زده شدن ) منتقل شد.درصد  8/0فیزیولوژی 

ها ر از محتویات لولهمیکرولیت 100در دقیقه( و تهیه سریال رقت، 

سطحی داده شده  ، کشتLBهای حاوی محیط کشت روی پلیت

ساعت  18به مدت  گراد،سانتی هدرج 37دمای  و در انکوباتور

. نتایج به (Simons et al., 1996)گرماگذاری شدند 

لیتر گزارش در هر میلیColony Forming Unit  (CFU )صورت

 دمای در ساعت 72 مدت به آون در ،گیاهان پس از برداشت شد.

 .شدند توزین حساس ترازوی خشک شده و با گرادسانتی هدرج 70

تکرار و لحاظ  6تجزیه و تحلیل آماری نتایج وزن خشک گیاهان با 

درصد با استفاده از نرم افزار  5خطای معیار در سطح احتمال 

SPSS  و رسم نمودار با نرم افزاز 17نسخهExcel  .انجام شد 

 

 ایجنت   

  اههیجدا یشناسختیر و ییی بیوشیمیاهایژگیو و جداسازی

 امانج از بعد که آمد دست هب جدایه 16 اولیه، جداسازی در   

 هایجدایه حذف و شناسی ریخت و ییبیوشیمیا اولیه هایتست

ی برا SN و BS ،ES ،IS، LS هاینام با متفاوت جدایه 5 مشابه

 هاویهسهای این ای از ویژگیصهها انتخاب شدند. خلاادامه بررسی

 آمده است.   1در جدول 

 های منتخب و رسم درخت فیلوژنتیک شناسایی مولکولی سویه

دست آمده از ه ب 16S rDNA نتایج حاصل از مقایسه توالی   

های موجود در پایگاه اطلاعاتی های منتخب با توالیسویه

EzTaxon  ژنتیک رسم آورده شده است. درخت فیلو 2در جدول

اده نشان د 1ها نیز در شکل شده برای نشان دادن روابط جدایه

 شده است.

( خصوصیات مرتبط با تحریک رشد In vitro) بررسی در شیشه

 ها در جدایه

ایه جد 5سازی فسفات نشان داد که همه توانایی محلولبررسی    

وط ربت مترین میزان انحلال فسفاقادر به انحلال فسفات بودند. بیش

مربوط  ترین میزانو کم( لیترگرم در میلیمیکرو 528) SLبه جدایه 

 میکسنجش  نتایجبود. ( لیترگرم در میلیمیکرو 60) SI به جدایه

pH لال انح های با تواناییحاکی از آن بود که اسیدیته محیط جدایه

-هایی بود که فسفات کمبیش از آن (SNو SE ،SL) بالای فسفات

 .را محلول ساخته بودند (SIو  SB)تری 

یزان ها و منتایج مربوط به میزان انحلال فسفات جدایه 3در جدول 

pH لال انح ییدرصد کاراها آورده شده است. کشت جدایه ییمایع رو

صد بود. در 130ها و برابر بیش از بقیه جدایه SLجدایه  (SE)فسفات 

 (. 4)جدول درصد بود  110ها میزان این معیار در بقیه جدایه

 قادر به انحلال روی بودند. این دو SN و SE ها،از بین جدایه   

 کارایی ایجاد کردند و  تقریبا هم اندازه هایباکتری روی پلیت هاله
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 .های منتخبو ریخت شناسی جدایه ییهای بیوشیمیابرخی از ویژگی -1جدول 

Table 1. Some biochemical and morphological characteristics of selected isolates. 

 
نام انتخابی برای جدایه  شکل  حرکت تست کاتالاز تست اکسیداز تولید هاگ  نوع گرم ویژگی کلنی 

 میکروسکوپی

 

SB 
دیییزرد رنگ موکو  

 گرد و محدب

ای کوتاهمیله + + _ - -  

SE 
های سفید رنگ مواج با حاشیه

 غیر منظم

ایمیله + + + + +  

SI 

  زرد رنگ

 نیمه شفاف

 کمی محدب

ای کوتاهمیله + + _ - _  

SL 
 سفید مایل به زرد

 گرد

ایمیله + + + - -  

SN 
 سفید مایل به خاکستری

 گرد و کوچک 

ای کوتاهمیله _ + + - +  

 

 
 .EzTaxonترین گونه ثبت شده در پایگاه های منتخب با نزدیکمیزان شباهت جدایه -2جدول 

Table 2. The similarity of selected isolates with the closest species registered at the EzTaxon database. 

 
نام انتخابی 

 جدایه

 میزان شباهت )%( EzTaxon Accession numberشناخته شده در  ترین باکترینزدیک

SB Pantoea vagans EF688012 99.6 
SE Bacillus safensis ASJD01000027 100 

SI Pantoea agglomerans AG233423 100 

SL Pseudomonas mohnii AM293567 100 
SN Brevibacterium frigoritolerans AM747813 100 

 

 

 
انشعاب نشانگر درصد  در محلاعداد ذکر شده  استفاده شد. Neighbor-joiningهای منتخب. برای نشان دادن روابط از روش فیلوژنتیک جدایه درخت -1شکل 

 نمونه است.  1000از  Bootstrapگیری ونهنم

Fig.1. Phylogenetic tree of selected isolates. The Neighbor-joining method was applied to illustrate relationships. The 

numbers at the branch points represent a sample bootstrap percentage of 1000 samples.  

 

(. بررسی 4بود )جدول درصد  110ها مربوط به آن ویانحلال ر

که حاصل از توانایی تولید ایندول استیک اسید مشخص کرد  نتایج

با  SBلید ایندول استیک اسید مربوط به جدایه توترین میزان بیش

های لیتر بود. میزان تولید این ماده در جدایهگرم در میلیمیلی 98/7

SE ،SI ،SL  وSN  73/2و 6/5، 44/5، 89/3برابر با به ترتیب 

 هایباکتر یبازدارندگ هاله اندازه نتایجلیتر بود. گرم در میلیمیلی

های ( نشان دهنده فعالیت ضد قارچی جدایه5)جدول  هاقارچ هیعل

SB ،SI وSL زای مورد استفاده بود. جدایه علیه هر دو قارچ بیماری

SN  علیه قارچA. niger و جدایه SE  هاهیچ کدام از قارچعلیه 

 فعالیت ضد قارچی نشان نداند. 
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 .ساعت 120مایع به مدت  PVKها در محیط کشت جدایه ییمایع رو یینها pH محلول و فسفاتغلظت  -3جدول 

Table 3. Phosphorus concentration and final pH of the supernatants cultured isolates in the PVK Broth medium after 

incubation for 120 hours. 

 
 pH لیتر(گرم در میلیغلظت فسفات حل شده )میکرو نام انتخابی جدایه

SB 90 82/6 

SE 440 20/5 

SI 60 65/6 

SL 528 25/5 

SN 390 58/5 

 

 

 .ییهای باکتریاروی جدایهانحلال فسفر و  ییدرصد کارا -4جدول 

Table 4. Phosphorus and Zinc solubilization efficiency percentage of bacterial isolates. 

 
 روی انحلال ییکارا فسفات  انحلال ییکارا نام انتخابی جدایه

SB 110 - 

SE 110 110 

SI 110 - 

SL 130 - 

SN 110 110 

 

 

 
 .متریلیبر حسب م Botrytis cinerea و Aspergillus nigerی هاقارچ رشد یبازدارندگ هاله اندازه -5جدول

Table 5. The size of the inhibition zone of mycelial growth of Aspergillus niger and Botrytis cinerea in millimeters 

 
 SB SE SI SL SN 

Aspergillus niger 15 _ 11 15 _ 

Botrytis cinerea 14 _ 10 15 12 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
ف معنی دار در سطح بیانگر اختلا. حروف متفاوت هستند SE ±تکرار  شش. مقادیر میانگین ییهای باکتریاجدایه یمار شده بات گیاهانوزن خشک  -2شکل 

<0.05 P .است  

Fig. 2. Dry weights of plants treated with bacterial isolates. The values are the average of six replicates ± SE. Means 

followed by different letters show a significant difference at the level of P <0.05. 
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ها در رشد تاثیر آنها در ریشه و میزان استقرار جدایه

 ایگیاه اسپندک در شرایط گلخانه

ی هانتایج نشان داد که میزان کلونیزاسیون ریشه برای جدایه  

BS  وSE  برابر با مساوی وFUC 410× 2 ر ر و دلیتدر هر میلی

 و 410،13 ×310برابر با  به ترتیب SNو  SI ،SLهای مورد جدایه

210 × 46 FUC اه ها به گیلیتر بود. تلقیح جدایهدر هر میلی

 تاثیر متفاوتی روی وزن خشک گیاهان تیمارهای مختلف داشت.

 SE ییشود، جدایه باکتریامشاهده می 2طور که در شکل همان

و دیگر ا نسبت به گروه شاهد میانگین وزن خشک گیاهان ر

 به طور معنی داری افزایش داد. هاجدایه
 

 بحث    
(، شباهت زیاد 2مولکولی )جدول  یینتایج حاصل از شناسا   

را به ترتیب با  SNو SL, SI, SE, SB  های باکتریاییجدایه

، Pantoea vagans ، Bacillus safensisهای باکتری

agglomerans Pantoea،  Pseudomonas mohniiو 
Brevibacterium frigoritolerans .های ویژگی نشان داد

( نیز نتایج 1تعیین شده )جدول  ییشناسی و بیوشیمیاریخت

کند. لذا در این د میییمولکولی به دست آمده را تا ییشناسا

بنا  هایی کهها نام باکتریقسمت به جای استفاده مکرر نام جدایه

ها ترین تشابه را به جدایهمولکولی بیشهای اولیه و به تست

ترین مقدار اند آورده شده است. در تحقیق حاضر بیشداشته

 .P انحلال فسفات به صورت کیفی و کمی مربوط به باکتری 

mohnii  بود. باکتریB. safensis  نیز از این نظر در جایگاه دوم

، 9/1، 2گزارشی مبنی بر انحلال باکتری اول  قرار داشت. در مورد

روز  14روز و  8روز،  3گرم فسفر بر لیتر به ترتیب بعداز میلی 2

 (.Xu, 2014)متر وجود دارد میلی 11و اندازه هاله انحلال 

 Bacillusشباهت بسیار زیادی به باکتری  B. safensisباکتری 

pumilus  دارد(Satomi et al., 2006)رشی که گزا. با وجود این

وجود ندارد ولی  B. safensisفسفات توسط  مبنی بر انحلال

ای لیتر فسفات توسط سویهمیکروگرم بر میلی 7/188میزان انحلال 

و گزارشی  (Hafeez et al., 2006)وجود دارد  B. pumilusاز 

متر میلی 18مبنی بر ایجاد هاله حل کنندگی فسفات به اندازه 

-. همان(Mufti et al., 2015)رد نیز توسط این باکتری وجود دا

شود هر دو باکتری باعث اسیدی مشاهده می 3طور که در جدول 

سازی میکروبی فسفر خاک شوند. محلولشدن محیط کشت می

در محیط مایع اغلب به علت ترشح اسیدهای آلی مثل اگزالیک 

اسید، سیتریک اسید، لاکتیک اسید و غیره است. اسیدهای آلی 

، فسفات معدنی را حل pHطور مستقیم با پایین آوردن  توانند بهمی

و یا با مشارکت یون آهن و یون آلومینیوم، فسفات را کلاته کنند. 

توانند اسیدهای غیر آلی مانند هیدروکلریک اسید همچنین می

 تری در مقایسه با اسیدهایها اثر کمفسفات را حل کنند اما آن

رسد اسیدی به نظر نمیدارند. به هر حال  pHآلی در همان 

سازی فسفات باشد. چنانچه توانایی شدن تنها مکانیسم محلول

سازی در بعضی موارد به توانایی برای محلول pHبرای کاهش 

شود. در مطالعات پیشین نیز های معدنی مربوط نمیفسفات

، Pseudomonasهایی از جنس نشان داده شده است که سویه

Bacillus  وRhizobium های فسفات کنندهرتمندترین حلقد

 .(Khan et al., 2009)هستند 

قادر به حل فسفات  B. frigoritoleransدر مطالعات گذشته    

کنندگی فسفات در نبوده و توانایی ایجاد هاله حل 2O2Pاز 

 Nicoara et al., 2014; Raza)را نداشته است  PVKمحیط 

et al., 2015). انحلال فسفات به  ر باین باکتری در مطالعه حاضا

ث اسیدی شدن محیط باع لیترمیکروگرم در میلی 390 میزان

 .agglomerans P میزان انحلال فسفات باکتری. کشت نیز گردید

لیتر( میکروگرم در میلی 60رین میزان )تها کمبین جدایه نیز در

 ییمتعددی در مورد توانا هایشرگزابود. در مورد این باکتری 

انجام  2011ای که در سال در مطالعه فات وجود دارد.انحلال فس

لیتر تری کلسیم فسفات در میکروگرم بر میلی 5/77 شده است

ساعت انکوباسیون تحت شرایط بهینه  72محیط کشت بعد از 

گزارش شده است  P. agglomeransتوسط یک سویه از 

(Mishra et al., 2011). 1300محلول  فسفات تولید بیشینه 

 R-42 P. agglomerans سویه لیتر برایوگرم بر میلیمیکر

دیگری یک  . در مطالعه(Son et al., 2006) است دهشگزارش 

 21کنندگی فسفات به اندازه سویه از همین باکتری یک هاله حل

 .(Malboobi et al., 2009)متر ایجاد کرده است میلی

ر ( یک عنصر مغذی در غلظت پایین اما سمی دZnروی )   

. میزان زیاد انحلال روی ممکن است رشد استهای بالا غلظت

ها ی باکتریسازی روی بوسیلهها را محدود کند. محلولباکتری

اهمیت زیادی در فراهم آوردن عنصر ضروری روی برای گیاهان 

ساز و کار اساسی برای تجزیه  (.Verma et al., 2014)دارد 

 pHکه با کاهش  است ترکیبات حاوی روی، ترشح اسیدهای آلی

-محیط، قابلیت دسترسی به عنصر روی برای گیاهان افزایش می

 .Bهای در تحقیق حاضر باکتری (.Pirhadi et al., 2016)یابد 

safensis  وB. frigoritolerans محلول سازی روی را  ییتوانا

طور دارا بودند. این دو باکتری هر دو گرم مثبت هستند و همان

این دو  ،شود( نیز دیده می1یلوژنتیک )شکل که در درخت ف

تری با هم دارند. در ها قرابت بیشباکتری نسبت به سایر جدایه

مطالعات گذشته، گزارشی حاکی از ایجاد یک هاله انحلال روی 

به اندازه  B. safensis (B. pumilus)توسط یک گونه نزدیک به 
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 هایگزارش .(Sharma et al., 2012) متر وجود داردمیلی 15

های جنس انحلال روی توسط باکتری ییدیگری در مورد توانا

Bacillus  وجود دارد(Mumtaz et al., 2017; Sharma et 

al., 2012). 

شود. ولید میهای باکتریایی توسیله اکثر گونهه ب  IAAاکسین یا   

 بودهها در باکتری IAAتولید ساز پیشهمانند گیاهان، تریپتوفان 

، سنتز IAAهای باکتریایی تولید کننده ودن آن به کشتو افز

 ;Dastager et al., 2010) دهداین هورمون را افزایش می

Sharma et al., 2012) .IAA  به عنوان مولکول سیگنال مهم

به وسیله  IAAکند. میزان تولید در تنظیم نمو گیاه عمل می

 ها وهای محرک رشد گیاه ممکن است در میان گونهباکتری

سوبسترا  شرایط کشت و قابلیت دسترسی به ها بسته بهسویه

تولید  (.Ashrafuzzaman et al., 2009)تحت تاثیر قرار گیرد 

تواند اثرات مثبت روی ها میوسیله باکتریه ب IAAمقادیر پایین 

مقادیر بالا، یک مشخصه  که تولید رشد گیاه اعمال کند؛ در حالی

نعت از رشد ریشه اهی است و باعث ممازای گیبیماری از عوامل

ترین در تحقیق حاضر بیش (.Afzal et al., 2015)شود می

لیتر( مربوط به میکروگرم در میلی 98/7) IAAمقدار تولید 

مبنی  هاییبود. در مطالعات گذشته گزارش P. vagansباکتری 

 لیترگرم در میلیمیکرو 35/18و  50/3، 1/42، 4/60بر تولید 

IAA هایی از به ترتیب توسط سویهP. agglomerans، B. 

pumilus ،B. frigoritolerans  وP. mohnii  وجود دارد

(Hafeez et al., 2006; Mishra et al., 2011; Xu, 2014). 

های افزایش دهنده رشد گیاه ممکن است سیستم اکثر باکتری   

اومت گیاه را از زا القاء و یا مقدفاعی گیاهان را علیه عامل بیماری

طریق تولید اجزای ضد میکروبی افزایش دهند. مهار رشد عامل 

زا ممکن است مربوط به ترشح آنتی بیوتیک و توکسین، بیماری

در  pHزا برای فضا و مواد مغذی و تغییر رقابت با عامل بیماری

های تجزیه کننده دیواره سلول مانند محیط یا ترشح آنزیم

. در (Pirhadi et al., 2016)گلوکاناز باشد  3و1کیتیناز و بتا 

متر نشان میلی 10عدم رشد با قطر بیش از  اغلب مقالات هاله

دهنده فعالیت ضد میکروبی قوی ماده یا باکتری مورد آزمایش 

. در (Kim et al., 2016; Shrestha et al., 2014)است 

که دارای فعالیت ضد قارچی  یهایتحقیق حاضر تمام باکتری

(. در 5 )جدول ودند هاله مهارکنندگی قوی را باعث شدندب

علیه  P. vagansمطالعات گذشته فعالیت ضد قارچی یک سویه 

A. niger  منفی گزارش شده است(Afzal et al., 2015)  و

 .Bمتر علیه میلی 20توانایی ایجاد هاله بازدارندگی به اندازه 

cinerea  توسط یک سویهP. agglomerans شده  گزارش

مقاومت  گزارش افزایش (.Chernin et al., 1995است )

 .PTA-AF1 Pبه علت تلقیح  B. cinereaدرختان مو علیه 

agglomerans  در دست است(Trotel-Aziz et al., 2008.) 

های منسوب به این دو نوع باکتری هاله در مطالعه حاضر جدایه

زای گیاهی اریممانعت از رشد قوی را بر علیه هر دو باکتری بیم

قادر به  B. pumilusنشان دادند. در یک مطالعه یک سویه از 

 A. nigerمتر علیه میلی 27ایجاد یک هاله بازدارندگی به اندازه 

 57/28ای از همین باکتری بوده و در یک مطالعه دیگر سویه

 نشان داده است B. cinereaدرصد فعالیت ضد قارچی علیه 

(Cherif-Silini et al., 2016; Munimbazi & Bullerman, 

 .Bرغم تشابهات بسیار زیاد . این در حالی است که علی(1998

pumilus  بهB. safensis،  این باکتری در این مطالعه هیچ

 2016ای که در سال فعالیت ضد قارچی را نشان نداد. در مطالعه

 B. frigoritoleransانجام گرفته است فعالیت ضد قارچی باکتری 

علیه دو قارچ مورد استفاده در این مطالعه منفی بوده است 

(Cherif-Silini et al., 2016) برای باکتری .P. mohnii  فعالیت

ترین فعالیت ضد قارچی گزارش نشده است. در مطالعه حاضر بیش

ضد قارچی بر علیه هر دو قارچ مربوط به همین باکتری است. هر سه 

بر علیه هر دو قارچ مورد بررسی  جدایه دارای فعالیت ضد قارچی

 بودند.  Gammaproteobacteriaقرار گرفته، متعلق به رده 

ها با وسیله تلقیح دانه آنه گیاهان ب اثرات بهبود رشد   

. چنین افزایشی به افزایش ظرفیت دیده شده استها ریزوباکتری

و همچنین حل کنندگی فسفات توان  تثبیت کنندگی نیتروژن،

های محرک رشد گیاه برای تولید سوبسترا هاباکتری توانایی

 های. جدایه(Turan et al., 2014)شود می نسبت داده

ارتفاع گیاه، طول ریشه و تولید ماده خشک را در باکتریایی 

محصولات کشاورزی متنوع مانند سیب زمینی، گوجه فرنگی، 

 ,Bhattacharyya & Jha) دهندذرت، گندم و غیره افزایش می

ها بر روی وزن خشک اسپندک نشان تاثیر جدایه نتایج(. 2012

تاثیر معنی داری در افزایش  B. safensisداد که فقط باکتری 

در  B. pumilus ای تاثیردر مطالعهگیاه دارد.  خشکوزن 

وزن خشک ریشه و ساقه گیاه گندم مشاهده شده است افزایش 

(Hafeez et al., 2006.)  ای مستقر در هیشمارش باکترنتایج

در ریشه  B. safensisباکتری  میزان استقرارریشه نشان داد که 

ها از بقیه باکتریو بیش  P. vagansمساوی استقرار باکتری 

دهد که به های این دو باکتری نشان مینتایج آزمون بود. مقایسه

در تحریک رشد گیاه،  B. safensisاحتمال زیاد موفقیت باکتری 

تر، قابلیت انحلال روی و برابر بیش 5لال فسفات حدود به دلیل انح

 P. vagansتر آن نسبت به باکتری میزان تولید ایندول استیک کم
که قدرت با وجود این نیز P. mohniiدر مورد باکتری باشد. 

داشت، دلایل  B. safensisنسبت به  تریانحلال فسفات بیش
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ن به میزان استقرار تواعدم قابلیت تحریک رشد در گیاه را می

 تر نسبت داد. تر و تولید ایندول استیک اسید بیشکم

در کل نتایج پژوهش حاضر نشان داد که در ریشه سپهر    

 کنند. در مطالعه حاضر پنجاسپندک انواع باکتری زندگی می

های گونه باکتریایی از ریشه اسپندک جداسازی شدند. جدایه

کننده های تسریعی باکتریمورد تحقیق خصوصیات بیوشیمیای

چی ها فعالیت ضدقارگیاهان را نشان دادند. تعدادی از جدایه

ها موجب نشان دادند. در شرایط آزمایشگاهی یکی از جدایه

 اههو بقیه جدای افزایش رشد اسپندک در مقایسه با تیمار شاهد

 ویژه به . بنابراین جدایه فوق شاید بتواند به عنوان کود زیستیشد

 شرایط سخت محیطی کاربرد داشته باشد.  در
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