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  چکیده
 جدایه 52 تعداد ،بر اساس خاصیت فلورسنتسپس تعیین و هاي پسته هاي ریزوسفري نهالکتريباجمعیت ابتدا در این تحقیق، 

 جدایه متعلق به گونه 49 گونه نشان داد،شناسایی نتایج . جداسازي گردیدهاي سودوموناس فلورسنت ان باکتريعنوبه 
Pseudomonas  fluorescens ها به دلیل عدم تطابق نتایج با مندرجات کتاب تا از جدایه  سهوBergey صورت به

Pseudomonas sp.ها  جدایهاز%) 61( جدایه 32 تعداد  نشان داد کههاجدایهبررسی خصوصیات محرك رشد . ند گزارش گردید
تولید ها توانایی تمامی جدایه چنینهم. ها قادر به تولید سیدروفور بودنداز جدایه%) 96(  جدایه50 تعداد  وACCادر به مصرف ق

  . داشتندا هاي نامحلول راکسین و حل کردن فسفات
  

  کنندگی فسفات، سودوموناس فلورسنت، سیدروفور دآمیناز، حلACCاکسین، : کلمات کلیدي
  

  مقدمه

هاي خاك بخش مهمی از میکروارگانیسم. باشندها، گیاهان و جانوران میموجودات زنده خاکزي شامل میکروارگانیسم
ها در ریزوسفر بسیار چشمگیرتر حضور و فعالیت جامعه زنده میکروارگانیسم. دهندهاي خاك را تشکیل میاکوسیستم

 در .در ترشحات ریشه است دلیل این تفاوت، وجود مواد غذایی ).Bartel, 1997(باشد ز خاك اطراف این منطقه میا
ها به دلیل سرعت رشد زیاد و توانایی آنها در استفاده از منابع متنوع کربن هاي ریزوسفري، باکتريبین میکروارگانیسم

هاي ریزوسفري، توجه زیادي به در میان باکتري). Glick, 1995(د و انرژي از جمعیت بالاتري در ریزوسفر برخوردارن
طور مستقیم و توانند بهمیها این باکتري. شده است) PGPR(هاي ریزوسفري محرك رشد گیاه گروه باکتري

 ویژه گروههاي جنس سودوموناس و بهباکتري). Glick, 1995(غیرمستقیم موجب افزایش یا تحریک رشد گیاه شوند 
توانند از طریق بوده که میهاي ریزوسفري محرك رشد گیاه ترین باکتريهاي فلورسنت از جمله مهمودوموناسس

هاي هایی مانند افزایش انحلال ترکیبات نامحلول فسفر، تأمین آهن از طریق تولید سیدروفور، تولید هورمونمکانیسم
  .رشد گیاه شوند دآمیناز باعث بهبود و افزایش ACCگیاهی و تولید آنزیم 
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  هامواد و روش
 شهرستان خیزمناطق پسته نمونه خاك از 10، تعداد هاي پستههاي ریزوسفري نهالمنظور جداسازي باکتريبه

هاي خاك پس از هوا نمونه. انداز درخت انتخاب گردید سایهيمتري در محدوده سانتی30رفسنجان از عمق صفر تا 
پس ) رقم بادامی زرندي(ي پسته هابذر. گردیدند کیلوگرمی منتقل 3 گلدان 10ردن به خشک کردن، کوبیدن و الک ک

.  ساعت در یک ظرف سر بسته استریل خیسانده شدند24جداسازي پوست سخت و ضد عفونی سطحی به مدت  از
در هر . داري شدندگهني سلسیوس و درون انکوباتور جه در25 آگار در دماي -ها بر روي واتردار کردن، بذربراي جوانه

پس از گذشت  .ها براي مدت دو ماه در شرایط گلخانه نگهداري شدندو گلداندار شده کشت  بذر جوانه6گلدان تعداد 
     يمنظور جداساز گرم از خاك ریزوسفري به همراه ریشه به10هاي پسته از خاك خارج و  ریشه نهالاین مدت

هاي سودوموناس براي تشخیص و جداسازي باکتري. زمایشگاه منتقل گردید فلورسنت به آهاي سودوموناسباکتر
هاي حاوي پلیت. گردید پخش King Bهاي حاوي ها درون پلیت از هر یک از رقت پس از تهیه سري رقت،فلورسنت

 هاي داراي خاصیت قرار داده شدند و از کلنیUV در معرض نور King Bهاي رشد یافته در محیط کشت کلنی
ها تا پس از اطمینان کامل از خلوص جدایه جدایه انتخاب و 52هاي بالا و به طور تصادفی تعداد در رقتفلورسنت 

  .داري شدنددرون یخچال نگهو  بر روي محیط کشت شیبدار ،زمان استفاده
شده توسط هاي پیشنهاد  جدایه سودوموناس فلورسنت جداسازي شده از ریزوسفر پسته بر اساس آزمون52تعداد 

Bossis  ها، هاي گرم، تحرك جدایهها، آزموناین منظور بر روي تمامی جدایه به.شناسایی شدند) 2000(و همکاران
هاي  درجه سلسیوس، هیدرولیز ژلاتین، توان استفاده از قند41 و 4هیدرولیز آرژینین، اکسیداز، کاتالاز، رشد در دماي 

  .حیاي نیترات انجام گرفتترهالوز و آرابینوز، تولید لوان و ا
 50. با کمی تغییرات استفاده شد) 2001( و همکاران Benetاز روش  هامنظور بررسی توانایی تولید اکسین جدایهبه

 50 حاويTSBلیتر محیط  میلی20به  TSBدر محیط  رشد یافته يهامیکرولیتر از سوسپانسیون هر یک از جدایه
  پس از گذشت این مدت .  ساعت تکان داده شد72 منتقل و براي وفانتریپت - اللیترمیکروگرم در میلی

لیتر از معرف سالکوسکی مخلوط  میلی4 باهر نمونه  از محلول رویی لیتر میلی1هاي مذکور سانتریفیوژ و سوسپانسیون
متر میزان جذب نور داري و سپس با استفاده از اسپکتروفتونگه دقیقه در دماي اتاق 20صل به مدت  مخلوط حا.گردید

ي جذب نور آن با منحنی مقدار تولید اکسین توسط هر جدایه از مقایسه.  نانومتر قرائت شد535در طول موج 
  .محاسبه گردید هاي مختلف ایندول استیک اسیدلظتاستاندارد تهیه شده از غ

 TSB ابتدا هر جدایه در محیط ،یتروژن به عنوان تنها منبع نACCها در استفاده از  ارزیابی توانایی جدایهمنظوربه
 ي هر جدایه به میکرولیتر از سوسپانسیون تازه50 مقدار، TSBدرپس از کشت مجدد هر جدایه . کشت داده شد

 گرم در لیتر سولفات 2 حاوي DFمولار و  میلیACC 3 حاوي DFلیتر  میلیDF ،20 لیتر از محیط حداقل  میلی20
ها به عنوان این محیط) OD(در آخر دانسیته نوري .  ساعت روي شیکر تکان داده شد48آمونیوم منتقل و به مدت 

  .ي دستگاه اسپکتروفتومتر اندازه گیري شدوسیله نانومتر به405معیاري از رشد باکتري در آن محیط، در طول موج 
 پس از کشت هر جدایه.  استفاده شد)Sperber)1958    از محیط کشتهاي معدنیبررسی توان حل فسفات  آزموندر

  . گردیدلیتر محیط اسپربر مایع منتقل  میلی25  میکرولیتر از سوسپانسیون باکتري به50 مقدار TSBدر محیط
ها قرائت و بلافاصله  نمونهpHپس از این مدت  .شدندعت بر روي شیکر تکان داده  سا120ها به مدت نمونه

لیتر معرف آمونیوم  میلی1 لیتر آب مقطر و میلی3لیتر از محلول رویی با  میلی1وژ و سوسپانسیون باکتري سانتریفی
   470 دقیقه، میزان جذب نور با استفاده از اسپکتروفتومتر در 20بعد از گذشت . گردید وانادات مخلوط -مولیبدات
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هاي  منحنی استاندارد تهیه شده از غلظتمقدار فسفر آزاد شده توسط هر جدایه با استفاده از. گردیدمتر قرائت نانو
  . محاسبه شدK2HPO4مختلف 

                  استفاده شد CAS Blue Agar از محیط ها توانایی تولید سیدروفور جدایه ارزیابی منظوربه
)Alexander & Zuberer, 1991 .(ها با ريها به طور جداگانه تهیه، سپس باکتدر این روش ابتدا سوسپانسیون جدایه

توانایی تولید سیدروفور از روي تغییر رنگ محیط . شدند کشت داده CAS-Agarروش تلقیح قطره گذاري در محیط 
CAS-Agarها و در فواصل گیري هاله نارنجی رنگ تشکیل شده در اطراف کلنی باکتري از آبی به نارنجی و با اندازه

  .زمانی مختلف ارزیابی گردید
  

  نتایج و بحث

هایی است که در برابر نور فرا بنفش خاصیت ها، تولید پیگمانهاي فلورسنت از سایر سودوموناستمایز سودوموناسوجه 
 کلنی باکتري از 52فلورسنت تعداد هاي داراي خاصیت کلنیهاي مورد نظر از در انتخاب باکتري. فلورسنس دارند

. سازي شدند پسته به صورت تصادفی برداشته و خالصهايهاي بالاي خاك ریزوسفري نهالهاي حاصل از رقتپلیت
 P. fluorescens در گونه 46 و 41، 26هاي هها به جزء جدایي جدایههمهنشان داد که هاي تعیین گونه نتایج آزمون
 به دلیل منفی بودن 46 و 26هاي جدایه. شدند گزارش .Pseudomonas spمذکور به صورت هاي جدایه. قرار گرفتند

  .گیرند قرار می.viridiflava P  یاP. syrngaeهاي نین و آزمون اکسیداز احتمالاً در یکی از گونهیزمون هیدرولیز آرژآ
لیتر           میکروگرم در میلی50 حاويTSBهاي مورد مطالعه در محیط  جدایهIAAنتایج حاصل از آزمون تولید 

 در میکروگرم 63/7 تا 68/0اي از  بودند و در دامنهIAAر به تولید ها قاد تریپتوفان نشان داد که تمامی جدایه-ال
 63/7 و 52/7 با مقادیر به ترتیب 40 و 39هاي  مربوط به جدایهIAAبیشترین مقدار تولید . کردلیتر تغییر میمیلی

 نتایج بررسی  .لیتر بود میکروگرم بر میلی68/0 با مقدار 15لیتر بود و کمترین آن مربوط به جدایه میکروگرم بر میلی
 جدایه سودوموناس فلورسنت، 52عنوان تنها منبع نیتروژن نشان داد که از میان  بهACC توان مصرف ها از نظرجدایه
ها در محیط رشد قابل ملاحظه این جدایه. عنوان تنها منبع نیتروژن بودند بهACC جدایه قادر به استفاده از 32تعداد 

DFحاوي ACC سه با در مقایDF ها با دارا بودن تواند حاکی از این باشد که این جدایه به عنوان شاهد منفی می
             عنوان منبع نیترووژن استفاده کنند  را هیدرولیز و از آن بهACCاند  دآمیناز توانستهACCآنزیم 

)Jacobson et al., 1994.( ر محیط کشت مایعهاي معدنی دنتایج حاصل از آزمون توان حل فسفات Sperber  نشان
کلسیم فسفات موجود در محیط کشت را هاي مورد مطالعه توانایی آزاد کردن فسفر از تريي جدایههمهداد که 
 32 و 6، 52هاي کلسیم فسفات مربوط به جدایه شده در محیط کشت حاوي تريبیشترین مقدار فسفر حل. داشتند

به ترتیب  (46 و 26ي هاو کمترین مقدار متعلق به جدایه) گرم در لیتر میلی35/502 و 17/503 و 75/505به ترتیب (
 52در جدایه هاي باکتري نشان داد که  سوسپانسیون pHچنین مقایسههم. بود) گرم در لیتر میلی83/220 و 73/213

 2/7 از  pHان حل کنندگی،  با کمترین تو26 و در جدایه 58/3 به 2/7 از pHکنندگی را داشت که بیشترین توان حل
 سایر 46 و 26هاي ایهنتایج حاصل از آزمون توان تولید سیدروفور نشان داد به جزء جد . کاهش یافته بود88/4به 

و  14هاي  سیدروفور مربوط به جدایهبیشترین مقدار تولید و مورد مطالعه توانایی تولید سیدروفور را داشتندهاي جدایه
  . بودند24
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