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 چکیده

 611ابتدا توانايی  دهد.نشان می را گندم اهیرست گو درون شهيفرار یبوم یهایباکترمطالعه حاضر جداسازی و شناسايی 

گاه دانش یعیو منابع طب یکشت گندم واقع در مزرعه دانشکده کشاورز ريمزارع زاز  جداشدهرست ای و درونجدايه فراريشه

های کننده فسفاتحلهای غربالگری برای شناسايی باکتری سپس .اکسین مورد آزمون قرار گرفت هورمون جهت تولید تهران

از طريق  نامحلول و مولد هورمون یهاکننده فسفاتحلهای دارای بیشترين فعالیت سويهه و انجام شدنامحلول معدنی 

 یمهم محرک رشد نشان داد که فراوان اتیخصوص یبرخ نییحاصل از تع جينتاشناسايی شدند.  S rRNA66يابی ژن توالی

 هایهيجدا باشد. همچنیندرصد می 27و  88 بیبه ترت دیاس کیاست ندوليا دیرست در تولو درون شهيفرار هایهيجدا

به دست  جيبا توجه به نتا. دادند فسفات نشان میکلس بالاتری در انحلال تری يیرست توانادرون هایهينسبت به جدا شهيفرار

 باشد. رگذاریخواص محرک رشد تاًث دیها در تولباکتری يیبر توانا تواندیم ای،شهيکه ترشحات ر رسدینظر م آمده، به

 های نامحلولرست، اکسین، فسفاتفراريشه، درونواژه های کلیدی: 
 

 

  مقدمه

( به منظور بهبود و افزايش رشد PGPR)6محرک رشد گیاه  (وسفریريزای )فراريشههای های اخیر، استفاده از باکتریدر دهه

باشند که های مفید میمحرک رشد گیاه گروهی از باکتری ایفراريشههای گیاهان در سطح وسیعی افزايش يافته است. باکتری

ید سیدروفورها، تولید های نامحلول، تأمین آهن از طريق تولتوانند به طور مستقیم )تثبیت نیتروژن، حل کردن فسفاتمی

های گیاهی و کاهش اتیلن تنشی( و يا غیرمستقیم )کاهش يا ممانعت از اثرات مضر عوامل بیمارگر گیاهی( موجب هورمون

نوع وجود دارند  نياز ا يیهاباکتری اه،یمحرک رشد گ یاشهيفرارهای علاوه بر باکتری .(Glick, 1995افزايش رشد گیاه شوند )

ها مستقر مکان نينفوذ کنند و در ا شهير و ساقه وه،یتخمک، م، از جمله بذر اهیگ یبه بخش درون یطور اختصاصکه قادرند به 

 Germida etها هستند. )اندام نيبرای نفوذ در ا یسلول وارهيکننده دحل هایميبه طور معمول دارای آنز هاباکتری ني. اندشو

al., 1998پخش شوند ) اهیدر سراسر گ ايورودشان و  هیمکن است در ناحم اهیها در داخل گباکتری ني(. اHallmann et al., 

 ن،یانگی. به طور مباشدیم اهیهای گاندام ريآنها در سا تیبالاتر از جمع شه،يداخل ر رستدرون ایهباکتری تی(. جمع1997

برآورد  961ها، حدود و در برگ 461 ها حدود، در ساقه561مختلف در حدود  اهانیگ شهيها را در رباکتری نيا تیجمع

در مقابل  کیستمیمقاومت س شيموجب افزا توانندیم رستدرونهای باکتری ني(. اHallmann and Berg, 2006اند )کرده

آن  قياز طر هاکه باکتری يیهاسمیمکان نياز مهمتر یکي(. Chanway, 1996شوند ) اهیرشد گ شيافزا اي یاهیگ هایمارییب

 Zahir et) باشدی( مهانی)به خصوص اکس اهیهای رشد گکننده میو ترشح تنظ دیتول شوند،یم اهیرشد و نمو گ شيفزاباعث ا

al., 2004)استیک اسید -9 -ترين آنها ايندول های گیاهی هستند که معمولترين و شناخته شدهاز هورمون یگروه  هانی. اکس
7(IAA .است )IAA قادر به  کهيی هاها و باکتریقارچ لهیوس که به باشدیم 9پتوفانيتر -ال سمیمحصول حاصل از متابول کي

و  یاهیهای گطول سلول شيهم باعث افزا IAAثابت شده است که (. Lynch, 1985) شودیم دیهستند تول اهیرشد گ کيتحر

 یهازسازوارهير میثرات مستقاز ا گريد یکي(. Cleland, 1990) شودیم اهیدر گ زيو تما یسلول میتقس کيهم باعث تحر

                                                 
 Plant Growth Promoting Rhizobacteria .1  

2. Indole-3 Acetic Acid 
3. L-Tryptophan 
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دسته از  ني. اباشدیم اهانیگ یبه شکل قابل استفاده برا یکردن فسفات آل یو معدن یانحلال فسفات معدن ،یکروبیم

آزاد شده است در  طیاز آن که در مح یبخش یول رند،یگیخود به خدمت م یها گر چه فسفر را در ساختار سلولزسازوارهير

 لیاز قب نامحلول یدر انحلال فسفات معدن یمختلف باکتر یهاگونه يیتوانا یمختلف یها. گزارشردیگیمقرار  اهیار گیاخت

فسفات  یفراهم ساز زانیاند. مفسفات را عنوان کرده خاکو  تیآپات یدروکسیفسفات، ه میکلس یفسفات، د میکلس یتر

و  تریلیلیگرم بر م کرویم 47-75در محدوده  بیه ترتفسفات ب یو آل یحل کننده فسفات از منابع معدن یهایتوسط باکتر

و  یاثر حل کنندگ یدر بررس (2008)و همکاران  ی(. قادرTao et al., 2008بوده است ) ریمتغ تریلیلیبر م کروگرمیم 68-8

آزاد  ريمقاد 9زيتبر سودوموناس فلورسنسو  7چائوسودوموناس فلورسنس  ،ا6دیسودوموناس پوت یفسفات در سه باکتر یرهاساز

بر  کروگرمیم 8/64فسفر آزاد شده   زانیم نيشتریاند و بدرصد گزارش کرده 67و  73، 56آهن  دیدروکسیشده فسفر را از ه

 . (Ghaderi et al., 2008)بود تریل یلیم

خصوصیات  از یکاف عدم وجود اطلاعات زیو ن اهیرشد گ شيبهبود و افزا درای فراريشه دیهای مفباکتری لینظر به پتانس

 در شهيترشحات ر ریتأث زانیم تواندیپژوهش م نيا جينتا محرک رشد گیاه اين پژوهش طراحی گرديد.رست وندر یهاباکتری

خصوصیات محرک  بهتر کند و ما را در شناخت هر چه را مشخص اهیگ رشد محرک رستدرون و یاشهيهای فرارباکتری جلب

 .دينما اریي گیاه گندم یشهير در منطقه موجودهای باکتری رشدی

 

 ها مواد و روش

از خاک  ینمونه بردار ،گندم اهیمحرک رشد گرست و درون یاشهيفرار هاییباکتر یبه منظور جداساز قیتحق نيدر ا

در ان واقع دانشگاه تهر یعیو منابع طب ی)مزرعه دانشکده کشاورز شتازیو پ 7بهار روان،ی، س7گندم ارقام چمران یاشهيفرار

مختلف  یهاتیاز موقع یبطور تصادف یشيسالم گندم در مرحله رشد رو اهانیگاز نمونه  8تعداد  انجام شد. محمد شهر کرج(

ها از آنها سازی باکتریبه آزمايشگاه انتقال يافتند تا جهت جداسازی و خالص کیسه های پلاستیکیو در  یآوردر مزارع جمع

زمان بعد از  نيترشدند و در کوتاه ینگهدار C° 4 یدر دما یباکتر یجداساز نديفرا ها تا قبل ازنهاستفاده شود. نمو

 یولکاملا با آب معم هاشهيدر ابتدا ر ،شهير رستدرون یهایباکترجهت جداسازی انجام گرفت.  یمراحل جداساز یبردارنمونه

ها شهياز سطح ر ماندهیا تمام ذرات خاک باقت ديبار عمل شستشو تکرار گرد نيشستشو داده شدند و سپس با آب مقطر چند

ها به  شهيگذاشته شدند. آنگاه ر لياستر یدستمال کاغذ یها به منظور حذف رطوبت آنها، بر رو شهيزدوده شود. سپس ر

مدت درصد کلر فعال( به  4/6) ميسد تيپوکلریها با استفاده از ه شهيشدند. ر دهيبر لياستر غیبا ت یمتر یسانت 9تا  7قطعات 

ها با شهير م،يسد تيپوکلریسپس به منظور حذف ه. شدند یسطح یضد عفون ثانیه 91درصد به مدت  36و الکل  قهیدق 64

 شهياز ر یشد. قطعات تيبودن رعا ليشرط استر حل،بار شستشو داده شدند. در تمام مرا 61 لياستفاده از آب مقطر استر

 زین يینها یاز آب شستشو  ml 7 حدود نیهمچنگذاشته شد  4NA  شتمحیط ک یحاو یهاتیپلسطح  یشده بر رو لياستر

 نديفرا نيو بنابرا ديها مشخص نگردتیپل یبر رو یآلودگ چیانکوبه شدند. ه هاتیپل نيها پخش شد و اتیپل نيا یبر رو

)شامل   نگريرم  رچها کي ليدر محلول استر ليهاون استر کيبا استفاده از  شهي.  قطعات رداثر بخش بو یسطح لياستر

( به مدت 3NaHCO تریگرم در ل 151/1و  2CaCl تریگرم در ل KCl  ،120/0 تریگرم در ل NaCl ،105/0 تریگرم در ل 751/7

منتقل و به  لياستر نگريمحلول ر تریل یلیم 31 یمواد خرد شده را به ارلن حاو اتيخرد شدند. سپس همه محتو قهیدق 61

از  کياز هر  تریل یلیم 6/1از نمونه،  ( Ten fold) دهی ده یهارقت هیقرار داده شدند. پس از ته کریش یبر رو قهیدق 45مدت 

 فراريشه هاییباکتر یسازمنظور جدا به .دنديپخش گرد NAکشت  طیمح یحاو یها تیپل یبر رو 61-8تا  61-4 یرقت ها

قرار  کریش یبر رو قهیدق 91منتقل و به مدت  ليتراس بافر فسفات تریل یلیم 31 یحاو یبه ارلن ها یزوسفريگرم خاک ر 61

                                                 
P. putida  1 

ChaoP. fluorescens   2 

fluorescens Tabriz. P 3  

Nutrient Agar  4 
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 حهای تلقیتیها انجام گرفت. پلشهيرقت ر یهایهم مشابه به سر ایفراريشهخاک  یبرا( Ten fold)رقت  یهایداده شد. سر

ی هایلنشدند و ک 6گرماگذاریگراد درون انکوباتور درجه سانتی 78روز در دمای  5 یال 9به مدت  واژگونشده به صورت 

 قياز طر طیهمان مح یها پس از کشت مجدد روهيجدا نيا یسازخالص احلمر ند.شد یها جدا ساز تیپل یظاهر شده بر رو

 انجام گرفت. بازکشت 

نیز به روش بريک در محیط کشت مايع رنگی در نتیجه استفاده از محلول سالکوفسکی با  IAAگیری کمی تولید اندازه

 تریلیلیم 71برای انجام اين آزمون درون هر ظرف ارلن مقدار  (.Brick et al., 1991) انجام گرفت دستگاه اسپکتروفتومتر

محتوی هر ارلن با يکی از  پس از استريل،ريخته شد و  پتوفانيتر ال تریلیلیگرم بر میلیمحاوی يک محیط کشت مايع 

های ساعت برای باکتری 27ومینیومی پوشانده شدند و به مدت های مذکور با ورقه آلارلن های مورد نظر تلقیح گرديد. هيجدا

گراد بر روی بهم زدن دورانی با سرعت چرخش درجه سانتی 91ساعت )برای انواع کند رشد( در دمای  671تند رشد و تا 

لول رويی سپس مح گرديدند. های مذکور سانتريفیوژگذشت اين مدت سوسپانسیون پس ازدور در دقیقه هوادهی شدند.  671

نگهداری و سپس با دقیقه در دمای اتاق  71با هم مخلوط گرديد محلول حاضر به مدت  6:6به نسبت   با معرف سالکوسکی

مقدار تولید اکسین توسط هر جدايه از  .قرائت شد نانومتر 591اسپکتروفتومتر میزان جذب نور در طول موج  استفاده از

 محاسبه گرديد.میکروگرم بر میلی لیتر  611تا  1های  ارد تهیه شده با غلظتی جذب نور آن با منحنی استاندمقايسه

 کشت اسپربر طینامحلول، از مح یمعدن هایفسفات در انحلال رستای و درونی فراريشههاهيتوان جدا یمنظور بررس به

ده شدند. برای تشخیص نیمه کمی توان کشت دا 2NBساعت در محیط  84ها به مدت ابتدا باکتری ).Sperber (1995 ,دياستفاده گرد

گرم در  01های حاوی محیط جامد اسپربر )شامل میکرولیتر از سوسپانسیون تازه باکتری با روش قطره گذاری برروی پلیت 7حل فسفات، 
 PO 3Ca)4(2در لیتر گرم  2CaCl  ،5/2گرم در لیتر  O2.7H4MgSO  ،08/1گرم در لیتر  22/1گرم در لیتر عصاره مخمر،  5/1لیتر گلوکز، 

داری شدند. ظهور هاله درجه سانتی گراد نگه 24های تلقیح شده در دمای ( کشت داده شد. پلیتpH 2/7میلی لیتر آب مقطر و  0111، 

و نیز قطر هاله  9(CDشفاف در پیرامون کلونی باکتری به عنوان نشانه حل فسفات در نظر گرفته شد. قطر کلونی رشد يافته )

که در اطراف هر کلنی تشکیل شده بود به دقت اندازه گیری شدند. برای ارزيابی  4(HDشفاف حاصل از انحلال فسفات )

برای  ساعت محاسبه گرديد. 36و  27، 48، 74( بعد از HD/CDانحلال فسفات نسبت متوسط قطر هاله به قطر کلونی )

آنها استخراج شد. سپس با استفاده از آغازگرهای طراحی شده برای ابتدا و  DNA شناسايی مولکولی سويه های برتر ابتدا

و ترادف تعیین شده با استفاده از  تعیین ترادف شده PCRای پلیمراز انجام شد. محصول واکنش زنجیره 16S rRNAانتهای 

  اطلاعات موجود در بانک ژنومی مقايسه گرديد.
 

  نتایج و بحث

کشت شده در  یهاهيشدند. جدا یسازو خالص یگندم جداساز شهياز ر هيجدا 651و  فراريشهخاک  از هيجدا 751تعداد 

 هيجدا 611تعداد  تيقرار گرفتند. در نها ی)اندازه، شکل و رنگ( مورد بررس یکلن یظاهر اتیاز لحاظ خصوص NA طیمح

و انجام  یمتفاوت، به منظور نگهدار یهاخاک و از نمونه NA طیحمتفاوت در م یظاهر اتیبا خصوصرست و درون یاشهيفرار

گرم بر میلی لیتر ال حاوی يک میلی  رشدیدر محیط  IAAحاصل از آزمون تولید نتايج انتخاب شدند.  پژوهشمراحل  ريسا

دارای توان تولید اکسین رست درونباکتری های  درصد 27و  یاشهيفراردرصد باکتری های  88نشان داد که تريپتوفان 

رست درون هایو در سويه لیترمیکروگرم بر میلی 54به میزان  یاشهيفرارهای بیشترين توان تولید اکسین در سويهتند که هس

 ماده در ترشحات نيترپتوفان دارند و ا -به ال ازیناکسین  دیها برای تولباکتری. (6)شکل  بود تریلیلیبر م کروگرمیم 6/95

شده است که  وجود دارد. گزارش شترییب یلیبه مقدار خ اهیگ یداخل به توده خاک و بافت نسبت شهياطراف ر هیناح ایشهير

                                                 
1 Incubation 

thNutrient Bro  2  
3  Colony Diameter (CD) 
4  Halo Diameter (HD) 
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 ماده شیعنوان پ بهتريپتوفان  -آن از ال دیدارند که برای تول اکسین را دیتول يیتوانا ،یاشهيفرارهای درصد از باکتری 81

يک خصوصیت بارز برای  سفلورسن هایسودوموناسوسط های بالای اکسین تلظتغ(Asghar et al., 2004).  کنندیاستفاده م

انتروباکتر  يیتوانا (Modmony et al., 2005)مودمانی و همکاران   (Ahmad, et al., 2005). ها استاکثر اين باکتری

باکتری  نيگرفت که ا جهیداد و نت قرار یرا مورد بررس IAA دیگرده درخت کاج در تول هایشده از دانه ( جداسازیرستدرون)

 52/4و  671، 7/3، 7/3 به مقدار میلی مول بر لیتر(  6و  6/1، 16/1، 1)پتوفانيتر -های متفاوت الغلظت قادر است در حضور

ای بین بذرهای کلزا تلقیح شده با آزمايش، مقايسه( با انجام يک 7117پتن و گلیک ) تولید کند. IAAمیکروگرم بر میلی لیتر 

بود  با موتانتی که فاقد توانايی تولید اکسین بذرهای تلقیح شده قادر به تولید اکسین و GR12 یداسودوموناس پوت باکتری

درصد  95-51 طور متوسط به مولد هورمون اکسین یتیمارشده با سويه های اولیه حاصل از بذرهایمشاهده کردند که ريشه

از بذرهای تلقیح شده  های حاصلشده )شاهد( بودند و طول ريشهتیمار تلقیح ن بلندتر از بذرهای تیمارشده با باکتری موتانت و

های هيسو معدنی، نامحلول هایانحلال فسفاتاز نظر  بذرهای شاهد تفاوتی نداشت. های حاصل ازريشه با موتانت با طول

بالاترين انحلال فسفر که  به طوری (9و 7)شکل  از خود نشان دادندنامحلول انحلال فسفات  بیشتری در ای توانايیفراريشه

نامحلول  یهاو توان انحلال فسفات  IAA دیها در تول هيجدا يیبر اساس توانا. (85/7 واحد ) بود R25معدنی مربوط به سويه 

بودند  يیتوانا نيشتریب یکه دارا E32رست درون هيو جدا R25 یا شهيفرار هيصورت گرفت که جدا یابيیآزمون توال یمعدن

جداسازی جدايه محرک رشدی را  668  (Meunchang et al., 2006) موچانگ و همکاران بودند. سودوموناس جنس به متعلق

قادر به درصد(  92جدايه ) 67 قرار دادند. آنها نشان دادند که یابينامحلول مورد ارز یهای معدنکردند و از نظر حل فسفات

 یبررس عيما طیرا در مح فسفات میکلسدر حل نمودن تری يیايرباکت هيسو 61 يیتوانا و همکاران دیرشحل فسفر هستند. 

باکتری  هایهيسو حینشان دادند که تلق نیهمچن همراه بود. آنها  pH غلظت فسفر با کاهش شيکه افزا گرفتند جهیکردند و نت

دست  به جيه به نتابا توج شد. 17/9به  88/5 از ونیسوسپانس   pH فسفات باعث کاهش میکلس اسپربر حاوی تری طیمح به

 دیدر تول هاباکتری يیبر توانا تواندمی اه،یگ یدرون و بافت فراريشه هیموجود در ناح ایشهير ترشحات که رسدیظر من  آمده، به

 .باشد رگذاریحاضر مورد مطالعه قرار گرفتند، تاًث پژوهش خواص محرک رشد که در یبرخ
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Abstract  

In the present study, indigenous rhizospheric and endophytic bacteria were isolated from wheat rhizosphere. The 

ability of 100 rhizospheric and endophytic strains were tested to produce auxin. Then all the isolates were 

investigated for solubilize inorganic phosphorous, and isolates with high inorganic phosphorous solubilizing 

ability and IAA producing were iqsdentified based on 16S rRNA. The frequencies of rhizospheric and 

endophytic bacteria producing IAA were 88 and 72 %. Also Rhizosphere isolates compared with endophytic 

isolates showed higher ability to dissolve tri-calcium phosphate. According to the results, it seems that the root 

exudates can affect the ability of bacteria to produce plant growth promoting properties. 
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