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 جداسازي و شناسایی سودوموناسهاي محرك رشد گیاه و تاثیر آنها بر عملکرد کلزا
  

، 6ویدا همتی ،5، کبري ثقفی4، احمد اصغرزاده3 و احمد اخیانی،2، نصرت اله منتجبی1هادي اسدي رحمانی
  8و اکرم اوتادي 7ربابیاخدیجه 

   عضو هیئت علمی، موسسه تحقیقات خاك و آب-1- 4
  سه تحقیقات خاك و آب کارشناس، موس– 5- 8

com.yahoo@1999_asadi 
  

  چکیده
 سویه سودوموناس 15 سویه سودوموناس فلورسنت جدا شده از خاك ریزوسفري مزارع کلزا در استان تهران، 23در این تحقیق از 

 DFهاي مذکور شامل تولید اکسین در دو محیط صفات سویه. ده شدجدا شده از ریزوسفر گندم و دو سویه رفرانس خارجی استفا
 دآمیناز، حلالیت فسفاتهاي معدنی در دو محیط جامد و مایع، تولید سیدروفور و سیانید هیدروژن ACC، تولید آنزیم TSBو 

لعه و در مرحله بعد تاثیر هاي رشدي کلزا در شرایط استریل مورد مطا سویه مورد آزمایش بر شاخص40اثرات تلقیح . بررسی شد
 سویه 9در پایان اثرات .  سویه برتر سودوموناس فلورسنت بر رشد و میزان جذب عناصر غذایی در کلزا ارزیابی شد14تلقیح 

نتایج نشان داد که سویه هاي . منتخب بر رشد و عملکرد کلزا در استانهاي اصفهان، سمنان و گلستان مورد مطالعه قرار گرفت
در آزمایش گلخانه اي تلقیح گیاهان سبب افزایش وزن . ي توان متفاوتی در تولید مواد تنظیم کننده رشد گیاه بودندبرتر دارا

در آزمایش مزرعه اي باکتریهاي مورد . خشک اندام هوایی گیاه و نیز جذب نیتروژن، فسفر، پتاسیم، آهن، روي و مس گردید
  .  بیشترین تاثیر را بر رشد گیاه بر جاي گذاشتR168در مجموع سویه . ش دهندمطالعه توانستند رشد و عملکرد گیاه را افزای

 کلزا، باکتریهاي محرك رشد، سودوموناس، عملکرد: کلمات کلیدي
  

  مقدمه
-با توجه به اهمیت کلزا در تامین روغن کشور و با عنایت به اینکه کشور ما یکی از بزرگترین واردکنندگان روغن در جهان مـی            

 تلاش براي افزایش عملکرد و بهبود خصوصیات کیفی این محصول می تواند در صـرفه جـویی ارزي و افـزایش درآمـد       باشد، هر 
 هکتـار در  270000 به 1377-78 هکتار در سال زراعی 5000 سطح زیر کشت این محصول از میزان        .ناخالص ملی کمک نماید   

یولوژیک به لحاظ صرفه جویی در مصرف کودهاي شیمیایی و نیز فواید استفاده از کودهاي ب.  رسیده است1384-85سال زراعی   
قیمت اندك کودهاي بیولوژیک و توان ساخت آنهـا در  . حفظ محیط زیست ، ضرورت تحقیق در این زمینه را مشخص می سازد   

-بندي میاثر طبقهیهاي ریزوسفري به سه گروه  مفید، مضر و ب میکروارگانسم.باشدداخل کشور از دیگر جنبه هاي مفید آنها می
انواعی که بطور مستقیم یا غیر مستقیم اثرات مفیدي بر روي رشد گیاهان اعمال مـی کننـد بـه نـام        ). Whipps  ،2001(شوند  

 و Asghar(معروفنـد  ) Plant Growth Promoting Rhizobacteria=PGPR(باکتریهاي ریزوسفري محرك رشد گیـاه  
 گیاه از طریق مکانیسم هاي مختلفی بطور مستقیم  و یا غیر مستقسم در افزایش رشد باکتریهاي محرك رشد). 2004همکاران، 

، )2004 و همکـاران،  Rashid(افزایش حلالیت عناصر غذایی کم محلـول ماننـد فـسفر          . و عملکرد گیاه ایفاي نقش می نمایند      
ــروژن   ــت نیتــــــــــ ــاران، Dobbelaere(تثبیــــــــــ ــیدروفور  )2003 و همکــــــــــ ــد ســــــــــ   ، تولیــــــــــ

)O’Sullivan و  O’Gara  ،1992(   تولید ،ACC-  دآمینـاز)Penrose و Glick ،2003 (     و تولیـد هورمونهـاي محـرك رشـد
-از مکانیسم هاي مستقیمی است که باکتریهاي محرك رشد سبب افزایش رشد گیاهـان مـی  ) 2001 و همکاران  Bent(گیاهی  
از خاکهاي زراعی استان ) ونه فلورسنس و پوتیدا   دو گ (با جداسازي باکتریهاي سودوموناس فلورسنت      ) 1379(  تبار  ریحانی .شوند

 کـه  مشاهده کردند به مطالعه تاثیر تلقیح گندم با این باکتریها در دو خاك استریل و غیر استریل پرداختند و   ، شناسایی وتهران  
. عداد خوشه و پنجه شدند این باکتریها سبب افزایش معنی دار در ارتفاع گیاه، توپاسخ گندم به تلقیح در اکثر موارد مثبت بوده        

دآمیناز از ریزوسفر گندم نشان داد که ایـن       -ACCبا جداسازي و مطالعه سودوموناسهاي فلورسنت تولیدکننده        ) 1386(جلیلی  
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هدف از این تحقیق جداسـازي و شناسـایی سودوموناسـهاي فلورسـنت از         . باکتریها در کاهش اثرات شوري در کلزا موثر هستند        
  . رسی خصوصیات محرك رشدي این باکتریها و اثرات تلقیح این باکتریها بر رشد و عملکرد کلزا بودریزوسفر کلزا و بر
  مواد و روشها

 نمونه خاك ریزوسفري از مزارع کرج تهیه و به 20هاي سودوموناس از ریزوسفر کلزا، به منظور جداسازي باکتري
 پخش KingBهاي حاوي محیط کشت ر روي پلیتپس از تهیه سوسپانسیون از خاك، ب. آزمایشگاه منتقل گردید

هاي با خاصیت  بررسی و کلونیUV با استفاده از لامپ oC28 ساعت رشد در دماي 48 الی 24ها پس از پلیت. گردید
در این تحقیق، علاوه بر سویه هاي جدا . با کشت مجدد روي همان محیط جداسازي شدند) فلورسنس(پرتوافشانی 

 از کلکسیون MPFM و GRP3 سویه جدا شده از ریزوسفر گندم و دو سویه خارجی 15ا، شده از ریزوسفر کلز
هاي جدا شده از ریزوسفر گندم عبارت سویه. میکروبی مؤسسه تحقیقات خاك و آب نیز مورد آزمایش قرار گرفتند

، R26 ،R36 ،R93 و Pseudomonas putidaهاي  از گونهR168 و R1 ،R30 ،R41 ،R69 ،R112 ،R143 ،R150 ،R159بودند از 
R99 ،R173 ،R187 که به گروه Pseudomonas fluorescensتعلق داشتند  .GRP3 و MPFM1 از گونه 

Pseudomonas aeruginosa به  . سویه مورد بررسی قرار گرفتند40هاي بعدي، در مجموع براي انجام آزمون. بودند
، (Catalase)، بررسی شکل ظاهري باکتري، کاتالاز (Gram)هاي واکنش گرم ها آزمونمنظور شناسایی جدایه

 رشد در ،(Gelatin liquefaction) ذوب ژلاتین ،(Motility) تحرك در محیط نیمه جامد ،(Oxidase)اکسیداز 
 (Denitrification)زدایی ، نیترات(Levan)، تولید لوان (Arginine dihydrolase)، هیدرولیز آرژینین oC41دماي 

 و همکاران، Vlassak( انجام گرفتند (L-arabinose)آرابینوز -و ل (Trehalose) از قندهاي ترهالوز و استفاده
 DFهاي مورد آزمایش، با استفاده از دو محیط  مقدار تولید اکسین توسط هر یک از جدایه).2000 و همکاران، Bossis؛ 1992

)Patten و Glick ،2002 ( و TSB)Bent ،آزمون توان تولید آنزیم . گیري شدندازه، ا)2001 و همکارانACC آمیناز به  دِ
هاي معدنی در محیط گیري توان حل فسفاتاندازه. با کمی تغییرات انجام گرفت) 2005( و همکاران Amicoروش 
، توان )2003 و همکاران، Jeon(گیري میزان انحلال فسفات در محیط مایع،اندازه)2004 و همکاران، Rashid(جامد 

بررسی اثرات تلقیح کلزا با  .،مورد ارزیابی قرار گرفت)2004 و همکاران Donate-Correa( لید سیانید هیدروژنتو
 سویه باکتري در لوله حاوي شن استریل و 40گیاه در شرایط استریل با کشت : هاي مورد آزمایش با دو آزمونسویه

 14اي با استفاده از آزمون گلخانه و) 2001 و همکاران، Tolay(کاشت بذرهاي استریل کلزا و ابیاري با محلول غذایی 
پس از برداشت گیاهان، وزن تر و خشک اندام هوایی، میزان نیتروژن، . سویه برتردر آزمون اول در گلدان انجام شد

 مورد SASافزار کلیه نتایج این مرحله با استفاده از نرم. گیري شدندفسفر، آهن، منگنز، مس و روي بخش هوایی اندازه
 Excelافزار نمودارها با استفاده از نرم. بندي شدندها به روش دانکن گروهتجزیه و تحلیل آماري قرار گرفت و میانگین

 در استانهاي اصفهان، سمنان و گلستان مراحل اول و دوم انتخابی از  سویه باکتري9اي با آزمایشات مزرعه. رسم شدند
در چهار ) بدون تلقیح( سویه باکتري و یک تیمار شاهد 9تیمارهاي آزمایشی شامل با  هاي کامل تصادفی در قالب بلوك

طول غلاف، تعداد دانه در ، در واحد گیاه)  ساقه، برگ، غلاف و دانه(در پایان وزن تر کل اندام هوایی  . انجام شدتکرار
 مورد تجزیه و SASافزار گیري با استفاده از نرمزهانداعملکرد دانه نیز و غلاف با دانه غلاف، تعداد غلاف در هر بوته و وزن 

  .قرار گرفتهاي آماري تحلیل
  

  نتایج
هاي فلورسنت   جدایه منتسب به گروه سودوموناس23 نمونه خاك ریزوسفري ارقام کلزا در مناطق ذکر شده         20از کل   
 Pseudomonas putida  ،35% Pseudomonasهـا   سـویه % 48هاي بیوشیمیایی نشان داد کـه   نتایج آزمون. بودند
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fluorescens 17 و %Pseudomonas fluorecens/putidaاین نتایج نشان داد که . بودند Pseudomonas putida 
-نتایج حاصل از مقایسه میانگین اثر غلظت .دهد هاي فلور سنت ریزوسفرکلزا را تشکیل می درصد بالایی از سودوموناس

 DF و حـداقل  TSBین نشان داد که افزایش تریپتوفـان در هـر دو محـیط غنـی     هاي مختلف تریپتوفان در تولید اکس 
چهار سویه   به عنوان تنها منبع نیتروژن نشان داد که    ACCنتایج بررسی توان مصرف      .اکسین شد تولید  باعث افزایش   

R1  ،P10  ،R150  و R159 توانستند به خوبی در محیط DF حاوي ACC  رشد کنند و سـویه R1  در  بهتـرین سـویه 
هـاي    نشان داد که همه جدایـه  تولید سیدروفور  نتایج حاصل از ارزیابی   .  به عنوان تنها منبع نیتروژن بود      ACCمصرف  

هاي   درصد از سویه30/ نتایج ارزیابی توان تولید سیانیدهیدروژن نشان داد که       .را داشتند  تولید آن توانایی   مورد مطالعه 
هاي جدا شده از ریزوسفر گندم توانـستند سـیانید هیـدروژن تولیـد        از سویه  درصد   33/33جدا شده از ریزوسفر کلزا و       

افـزایش وزن خـشک   باعـث  ها   سویه مذکور در شرایط استریل نشان داد که این سویه     40نتایج حاصل از کاربرد     . کنند
، وزن تـر  )7/17 %تـا (، طول اندام هوایی )6/21%تا (، طول ریشه )8/47%تا (، وزن خشک ریشه )7/53%تا  (اندام هوایی   
و نـسبت  ) 3/20%تـا  (، نسبت اندام هوایی به ریشه در حالت خـشک  )5/56%تا (، وزن تر ریشه    )5/52%تا  (اندام هوایی   

هاي رشد کلـزا و  ها بر شاخصنتایج آزمون اثرات محرك رشد سویه .شدند) 3/20%تا  (تر    اندام هوایی به ریشه در حالت     
- سویه برتر انتخاب شده براي انجام این آزمون، تاثیر معنـی     14اي نشان داد که     جذب عناصر غذایی در شرایط گلخانه     

و در مقایسه با شاهد تلقیح نشده، باعث  داري بر وزن تر و خشک اندام هوایی و جذب عناصر غذایی توسط گیاه داشتند 
ن جذب عناصر غـذایی شـامل   و همچنی%) 55/27تا (، وزن خشک اندام هوایی %)21/30تا (افزایش وزن تر اندام هوایی   

تـا  (، منگنـز  %)66/64تـا  (، روي %)19/100تـا  (، آهن   %)81/25تا  (، پتاسیم   %)24/28تا  (، فسفر   %)54/26تا  (نیتروژن  
هاي رشد گیاهی و چه از نظر  چه از نظر افزایش شاخص     R187در مجموع سویه     .شدند%) 33/70تا  (و مس   %) 78/70

نتایج مزرعه اي در استان سمنان نـشان داد کـه         . ثرترین وکارامدترین سویه بود   افزایش جذب عناصر توسط گیاهان مو     
سویه  .بر ارتفاع بوته موثر بوده است% 1بر عملکرد و در سطح آماري % 5اثر سویه هاي مختلف باکتري در سطح آماري 

P19   را دارا سـانتیمتر   5/111ان بـه میـز     بیشترین افزایش ارتفاع بوته  و  کیلوگرم در هکتار بیشترین عملکرد     2220 با
سویه  نشان میدهد که بین در استان اصفهان میانگین عملکرد دانه مقایسهنتایج . بوده و در گروه اول آماري قرار گرفت   

با این حال اکثر باکتریهاي مـورد اسـتفاده سـبب افـزایش             . اشتند وجود  اختلاف معنی دار   هاي باکتري و تیمار شاهد    
 4392 و 4535 کـه بـه ترتیـب،    R112 و  R168 بیـشترین عملکـرد از سـویه هـاي    .  شاهد شدندعملکرد نسبت به تیمار

   .کیلوگرم در هکتار بود بدست آمد
  تاثیر تلقیح بر عملکرد دانه در استان هاي  سمنان و اصفهان نتایج -1جدول 

  اصفهان  سمنان  تیمار
P23 2035 AB 4004 A 

R168 2087  AB 4535 A 

R187 1904 AB 4187 A 

P9 1526 B 4257 A 

R112 2026   AB 4392 A 

R1 1937    AB 4291 A 

R30 1524 B 4326 A 

R159 1654 AB 3869 A 

P19 2220 A 4249 A 

Control 1553 B 4006 A 
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نتایج کلی این تحقیق نشان داد که بسیاري از باکتریهاي ریزوسفري از جنس سودوموناس توان اعمال خصوصیات 
.  قبیل تولید هورمونهاي محرك رشد گیاه، تولید سیدروفور، حل کنندگی فسفاتهاي نامحلول را دارا می باشندمفید از

کاربرد باکتریهاي برتر توانست در شرایط درون شیشه اي و گلخانه اي شاخص هاي رشد گیاه و جذب عناصر غذایی را 
. مزرعه اي سبب افزایش رشد و عملکرد گیاه شوندباکتریهاي برتر انتخاب شده توانستند در شرایط . افزایش دهد

 درصد در استانهاي سمنان و 13 و 34برترین باکتري مورد استفاده بود که عملکرد دانه را به ترتیب  R168باکتري 
   .اصفهان افزایش داد
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