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  چکیده
 نیز وPseudomonas fluorescens ي ها کننده سیدروفور از گونههاي تولیدهدف جداسازي باکتري این تحقیق با

 جدایه سودوموناس فلورسنت از مزارع 30به این منظور . ارزیابی توان حلالیت فسفات معدنی نامحلول انجام گرفت
 بطورCAS-Agar ز محیط اها با استفاده توان تولید سیدروفور جدایه. ند شد در استان گلستان جداسازيسویا
متر  میلی10/3 با متوسط نسبت قطر هاله به کلنی P1/15جدایه، جدایه کمی مورد ارزیابی قرار گرفت که بهترین نیمه

که جدایه  انجام گرفت،  مایع)PKV(ها با استفاده از محیط پیکوفسکی  توان حلالیت فسفات معدنی جدایه.در روز بود
P2/7  ن میزان حلالیت را داشتگرم در لیتر بیشتری میلی28/44با حلالیت.  

،  فلورسنت، سودوموناس2(PGPR)، ریزوباکترهاي محرك رشد گیاهPSB(1(هاي حل کننده فسفات باکتري :کلمات کلیدي
  سیدروفور

  

  مقدمه

ي شود که بسته به شکل هندسی ریشهلاق میمتري خاك اطراف ریشه اطي نازك یک الی دو میلیریزوسفر به لایه
اي یک گیاه را تشکیل از خاك موجود در اطراف سیستم ریشه)  درصد40 تا 5در حدود (اي ملاحظهگیاهان بخش قابل 

گردد لاق می ناحیه اطهاي مفید در اینهاي ریزوسفري محرك رشد گیاه به انواع باکتريباکتري. دهدمی
)Alexander and Zuberer, 1993.( شدهاي محرك ر هاي سودوموناس از سري باکتري باکتري )PGPR( 

هاي فلورسنت، تولید  وجه تمایز سودوموناس. کنند کننده بیولوژیکی نیز عمل میهستند که به عنوان یک کنترل
این . و بویژه در شرایط کمبود آهن، خاصیت فلورسنس دارند)  نانومتر245(هایی است که در برابر نور فرابنفش  پیگمان

                                                
1 - Phosphate solubilizing bacteria 
2- Plant growth-promoting rhizobacteria 
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کیبات کلات آهن با سیدروفورها تر.  سیدروفورها هستندهاي تولید کنندهي باکتربا خاصیت فلورسنت از گروهها باکتري
  شوند تولید میها براي مقابله با کمبود آهن  ها و قارچ  باکتريتوسطکه )  دالتون1000کمتر از  (ملکولی کم هستند وزن

)et al, 1991 Hofte(.فسفات  وانایی انحلالهایی هستند که تهاي جنس سودوموناس ها از دسته باکتري باکتري
گردد که لاق میها اطکننده فسفات به گروهی از میکروارگانیسمهاي حل میکروارگانیسم.باشندمعدنی را نیز دارا می

هایی چون ترشح اسیدهاي آلی سبب آزادسازي فسفر از ترکیبات نامحلول معدنی خاك گردند قادرند از طریق مکانیسم
)et al, 1999 Rodriguez.(  

  هااد و روشمو

 مزرعه سویا در سطح استان گلستان انتخاب شد که از هر مزرعه 15هاي فلورسنت، منظور جداسازي سودوموناسبه 
هاي اي به همراه ریشه به ارلنریشه گرم خاك فرا10سپس . طور تصادفی به آزمایشگاه انتقال داده شد بوته به3حداقل 
 دور 150 دقیقه روي دستگاه شیکر با سرعت 30سپس مخلوط به مدت . گردیدلیتر محلول بافر منتقل  میلی90حاوي 

-که سوسپانسیون چند دقیقه به حالت سکون گذاشته شد از محلول رویی یک میلیدر دقیقه قرار داده شد و پس از آن
  سازي را تا رقت درصد پیتون سترون اضافه کرده و عمل رقت1/0لیتر محلول  میلی9هاي آزمایش حاوي لیتر به لوله

تیمار با استفاده از روش گرفتن سه تکرار براي هررقت آخر را با در نظرلیتر از سه میلی1/0سپس . ادامه داده 6-10
 درجه 28 ساعت در دماي 48ظروف کشت به مدت . کشت گردیدking B روي محیط جامد کشت پخش سطحی بر

هایی گردید که در برابر س از این مدت اقدام به جداسازي پرگنهگراد داخل انکوباتور قرار داده شدند و پسانتی
-دستی بر روي ظرف پتري کشتUV دهند، بدین منظور با تاباندن لامپ  خاصیت فلورسنتس نشان می UVلامپ

تري بودند را انتخاب کرده و سپس از هر پرگنه یک حلقه برداشته و روي هایی که داراي پرتوافشانی واضحشده پرگنه
عنوان باکتري  را بهUVهاي با پرتوافشانی در زیر تابش لامپ  به روش خطی توزیع گردید و تک کلنیking Bمحیط 

هاي مذکور از نظر شکل ظاهري،  و به منظور اطمینان بیشتر، جدایهذخیره نموده king B خالص بر روي محیط
 و همکاران رسولی صدقیانی( ورد ارزیابی قرار گرفتندهاي گرم، اکسیداز و کاتالاز متحرك در محیط نیمه جامد، آزمون

1384.(  

 این محیط بري براي تهیه.  استفاده شدCAS-blue agarمنظور برآورد توانایی تولید سیدروفور، از محیط کشت به 
محلول ، Fe-CASمحلول معرف :  شامللچهار محلو) Zuberer)1991 و   Alexanderي اساس روش اصلاح شده

 محیط هاي حاويپلیت.  شدندهم مخلوطبطور مجزا تهیه، و سپس باحلول غذایی و محلول کازآمینواسید بافر م
 CAS- Agar با ها ند و از سوسپانسیون تازه جدایهدش  استریل به چهار قسمت مساوي تقسیم پس از انجماد با تیغ

توانایی . نددش گذاري تلقیح ا روش قطرهلیتر در وسط هر قسمت ب  میکرو5ي به اندازه )CFU/ml)109×49 جمعیت 
 تشکیل شده در فواصل  نسبت به قطر کلنیهالهقطر گیري  تولید سیدروفور از روي تغییر رنگ آبی به نارنجی و با اندازه

 1 این مقایسات در جدول میانگین) Alexander and Zuberer, 1993( دیگرد   ساعت ارزیابی72  و48، 24زمانی 
 میکرولیتر از سوسپانسیون تازه باکتري به 50منظور اندازه گیري میزان حلالیت فسفر در محیط مایع، به. آمده است

 ،=٠NaCl/10glucose= ،5/0=SO4 2)(NH4، 2(  بر حسب گرم در لیتر شامل PKVلیتر محیط  میلی25
2/0KCl=، 1/0=MgSO4.7H2O ،5/0=7H2O.MnSO4، 5/0=7H2O.FeSO4، 5/0yeast extract= (
 درجه 28 دور در دقیقه و دماي 120 ساعت بر روي شیکر با سرعت 120ها به مدت سپس نمونه. تقل گردیدمن

لیتر از و یک میلی)  دقیقه10 به مدت 10000دور (سپس سوسپانسیون باکتري سانتریفیوژ . گراد قرار داده شدندسانتی
 20بعد از گذشت . وم مولیبدات وانادات مخلوط گردیدلیتر معرف آمونی میلی1لیتر آب مقطر و  میلی3محلول رویی با 
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 نانومتر 470ها در دماي آزمایشگاه، میزان جذب نور با استفاده از اسپکتروفتومتر در دقیقه از زمان انکوباسیون نمونه
هاي مختلف میزان حلالیت فسفر توسط باکتري با مقایسه این جذب با منحنی استاندارد تهیه شده از غلظت. قرائت شد

KH2PO4  محاسبه گردید)Jeon et al, 2003.( ها با استفاده از نرم افزار آنالیز دادهSASها به  و مقایسه میانگین
  .روش دانکن انجام گردید

هاي فلورسنتمیانگین میزان تولید سیدروفور و حلالیت فسفات معدنی سودوموناس: 1جدول .  

حلالیت فسفات   )mm(قطر هاله به قطرکلنی           )mm(ر کلنیقطر هاله به قط
)mg/lit(  

  ساعت 24       ساعت 48      ساعت 72

 نام
   جدایه

حلالیت فسفات 
)mg/lit(  

  ساعت24    ساعت 48      ساعت 72

  نام  
  جدایه   

 efg٠٠/١٨ 

fg ٨٧/١٧ 

efg ٨٧/١٩ 

efg ٥٢/١٨ 

gh ٥٨/١٦ 

ef ٢٧/٢٢ 

gh ٧٦/١٦ 

efg ٩٤/١٩  

gh ٦٣/١٧  

i ٠٧/١٢  

efg ٥٥/٢٠  

bc ٧٣/٣٢  

b ١٧/٣٣  

gh ٧٦/١٦  

cd ٦٦/٣٠ 

 fgh٣٦/٢  

 fghi٣٢/٢  

 fg٤٠/٢  

 fghi٣٣/٢  

 fgh٣٦/٢  

 de٦٢/٢  

 nm٥٨/١  

 no٤٣/١  

 fg٤٣/٢  

 o٢٩/١  

 d٦٧/٢  

 hij١٨/٢  

 a١١/٣  

 ef٤٧/٢  

 ghij٢٣/٢  

 fg٥٩/٢  

 k٢٦/٢  

 ghi٤٩/٢  

 ijk٣٤/٢  

 ghij٤٤/٢  

 ef٧١/٢  

 m٦٨/١  

 no٥١/١  

 gh٥٢/٢  

 o٣٩/١  

 cd٨٧/٢  

 de٨١/٢  

 ab٠٦/٣  

ghi٤٧/٢  

 gh٥٥/٢  

 fgh٤٤/٢  

 ijk٢٤/٢  

 hij٣٢/٢  

 ijk٢٥/٢  

 hij٣١/٢  

 ef٥٢/٢  

 m٥١/١  

 m٤٧/١  

 hij٣١/٢  

 m٥/١  

 ab٠٢/٣  

 efg٤٨/٢  

b٠٠/٣  

 ghi٣٣/٢  

 de٥٩/٢  

P5/1 

P5/2 

P5/3 

P5/4  

P10/1 

P10/2  

P10/3 

P10/4 

P10/5  

P11/1 

P11/4 

P13/2 

P13/3  

P13/6 

P13/9  

 b٦٥/٣٥  

 efg٣٩/١٩  

 gh٤٧/١٦    

      gh ٢٣/١٦  

i ٢٩/١٢  

 b٠٦/٣٥  

cd ٧٧/٢٩  

a ٢٨/٤٤  

efg ٧٩/١٩  

d ٤٢/٢٨  

efg ٢٥/٢٠  

efg ٢٢/١٨  

e ٣٢/٢٢  

h ٤٧/١٣  

gh ٤١/١٦  

 fgh٣٧/٢  

 bc٨٥/٢  

 no٤٨/١  

 a١٥/٣  

 b٩٢/٢  

 ij١٣/٢  

 jk٠٣/٢  

 bcd٧٤/٢  

 a١٢/٣  

 fgh٣٨/٢  

 kl٨٧/١  

 ghij٢١/٢  

 fghi٢٦/٢  

 ghij٢٢/٢  

 lm٧/١  

 k٢٦/٢  

 ab٠٤/٣  

 m٧٣/١  

 a١٨/٣  

 bc٣  

 jk٣/٢  

 hijk٤/٢  

 bc٣  

 a١٤/٣  

 bc٩٩/٢  

 l٩١/١  

 ijk٣٤/٢  

 jk٣١/٢  

 hijk٤/٢  

 mn٦٣/١  

 k١٥/٢  

 ab٠١/٣  

 m٥/١  

 b٩٩/٢  

 dc٦٩/٢  

 efgh٤٥/٢  

 jk١٧/٢  

 ab١٤/٣  

 c٧٨/٢  

 a١٥/٣  

 l٧٢/١  

 ghi٣٤/٢  

 hij٣٠/٢  

 fgh٤٣/٢  

 m٥٤/١  

P1/1 

P1/4 

P1/9 

P1/15 

P1/19 

P2/1 

P2/4 

P2/7 

P3/1 

P3/2 

P3/3 

P3/4 

P4/1 

P4/7 

P4/12  

.داري ندارندهاي داراي حروف یکسان اختلاف معنیدر هر ستون میانگین  
. 

  
 يگیرنتیجه     

 30نتایج حاصل از تجزیه واریانس نشان داد که هر دو آزمون میزان تولید سیدروفور و میزان حلالیت فسفات معدنی در 
  باP15/1ي جدایههاي مورد آزمایش، از میان جدایه. دار بوده است درصد معنی5آزمایش در سطح جدایه مورد 

 کمترین 39/1قطر هاله به کلنی  با نسبت P11/1ي  و جدایهبیشترین 10/3کلنی قطرنسبت قطر هاله به  متوسط
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هاي سودوموناس دهد سویهشان مینتایج حاصل از آزمون تولید سیدروفور ن). 1جدول (ند تولید سیدروفور را داشت
فلورسنت مورد استفاده در این بررسی قابلیت نسبتا خوبی در تولید سیدروفور دارند که با نتایج سایر پژوهشگران نظیر 

هاي مورد استفاده در این تحقیق ي سویههاله اطراف کلنی همه. مطابقت داشت )1384(و همکاران صدقیانی  رسولی
 بیان داشتند که در محیط) 2003(   و همکاران Milagresدر تحقیقی . باشدمایل به قرمز مینارنجی تا نارنجی 

CAS-Agar سیدروفورهاي منوهیدروکسامات و تري هیدروکسامات به ترتیب رنگ نارنجی مایل به قرمز و نارنجی 
غوانی تا قرمز مایل به ارغوانی هاي کاتکولی موجب تغییر رنگ محیط از آبی به ارکنند، در حالی که کمپلکسایجاد می

هاي سودوموناس توان گفت که اکثر سیدروفورهاي تولید شده توسط سویهبا استناد به گزارشات مذکور، می. گردندمی
ا بP2/7 ي  جدایه بیشترین مقدار حلالیت فسفر نیز مربوط به.فلورسنت مورد بررسی از نوع هیدروکسامات باشند

 میلی گرم در لیتر بود 07/12 با حلالیت P11/1ي در لیتر و کمترین مربوط به جدایهگرم  میلی28/44حلالیت 
توان به نوع و مقدار  توانایی انحلال فسفات در محیط به عوامل مختلفی بستگی دارد که از آن جمله می).1جدول(

ینرالوژي و ترکیب شیمیایی منبع م(ها، نوع منبع فسفاته اسیدهاي آلی، نوع منبع کربنی مورد استفاده میکروارگانیسم
تمامی این عوامل قادر هستند پتانسیل . ، سایر عناصر مانند فلزات سنگین و نوع محیط کشت اشاره نمود)فسفاته

وجود مقادیر به طور کلی ). Milagres et al, 2003  (ها را تحت تاثیر قرار دهند انحلال فسفات در میکروارگانیسم
با استفاده از کودهاي . باشدآهکی و عدم دسترسی آن از مشکلات خاك هاي کشور ما میهاي زیاد فسفر در خاك

  .توان با افزایش حلالیت فسفر معدنی، مقدار قابلیت در دسترسی آن را افزایش دادبیولوژیک می
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