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 چکیده

 39. گرفت انجام ديم گندم ريزوسفرجدا سازی شده از  های باکتری فاتفس انحلال توان پتانسیل ارزيابی هدف با پژوهش ينا

 و معدنی فسفات انحلال توانايی و گرديد جداسازی زنجان و قزوين زارهای ديم در کرده رشد گندم گیاه ريزوسفر از باکتريايی جدايه

 تنش شرايط تحت گندم فسفر مقدار و رشد های شاخص روی برتر های جدايه اثر. شد بررسی خشکی و شوری به آنها مقاومت

 اين. بودند فسفات مختلف منابع از فسفات کردن حل به قادر ها جدايه درصد 16 داد نشان نتايج. شد ارزيابی خشکی و شوری

 -65 ، -5 ،0 آبی های پتانسیل) آبی کم های تنش و( درصد 7 تا 6)  سديم کلريد نمک مختلف هایدرصد تحمل به قادر ها جدايه

بطور معنی داری  توانستند ، 2Rh Pseudomonas baeticaو  1sp. Rh Pseudomonas ، برتر سويه دو اين، بر علاوه. بودند (بار -51 و

 . گردند تنش شرايط تحت گیاه فسفر مقدار و رشد افزايش به منجر

 شوری و خشکی تنش گندم، زار، ديم فسفات، کننده حل های باکتری :واژه های کلیدی
 

 مقدمه

 روز رشد به توجه با. شود گرفته ناديده ای جامعه هیچ توسط تواند نمی که بوده بشری جامعه اساسی نیازهای از يکی غذايی امنیت

 در شدت به جمعیت، به مطلوب کشاورزی خاک سطح نسبت کشاورزی، مناسب های خاک سطح باروری کاهش و جمعیت افزون

می  شور های خاک در و آبی کم تنش شرايط در ويژه به سطح واحد در عملکرد زايشاف عمده، نیازهای از يکی و بوده کاهش حال

 درصد 59 از بیش. دارد اساسی نقش جهان مردم از ای عمده بخش غذای تأمین در و بوده زراعی گیاه ترين مهم گندم،. باشد

 میلیون 7 حدود کشور گندم کشت زير حسط. شود می تأمین گندم های فرآورده ديگر و نان مصرف از ها انسان دريافتی کالری

 غیر و کم بارندگی به توجه با و بوده ديم صورت به ايران در گندم کشت زير های زمین درصد 56 از بیش که شده برآورد هکتار

 هبهر بويژه و آبی منابع بودن محدود آبی، های کشت در. است مناطق اين لاينفک جزء آبی کم تنش مناطق، بیشتر در يکنواخت

 مومنی،) است روبرو آبی کم تنش با گیاه موارد، بیشتر در لذا. گیرد نمی قرار گیاه اختیار در بهینه حد در آب آن، پايین وری

 پتانسیل از بايد ناچار به آبی، کم تنش دچار و شور غیر اراضی نبودن کافی غذا، برای تقاضا افزون روز افزايش به توجه با(. 6983

 سال در. کرد استفاده گندم مانند استراتژيک محصولات مورد در ويژه به بیشتر تولید برای شور و آبی کم نشت به مبتلا های خاک

 قرار کشور کلان های برنامه جزء ها خاک اين در عملکرد افزايش و شده جلب مسئله اين به نیز کشور مسئولین توجه اخیر های

 نیمه و خشک مناطق جزء( کشور مربع کیلومتر 6650000 مساحت از درصد 66) ايران کشور از ای عمده بخش. است گرفته

 جمله از خاک شوری و آبی کم تنش ويژه به شديد محیطی های تنش نیز و گیاه در فسفر تغذيه مشکل وجود و باشد می خشک

 محصولات بیشتر یدتول به دستیابی های راه از يکی(. 6983 مومنی،) دنگرد می محسوب کشاورزی بخش تولید در مهم های چالش

 کود مصرف پايین کارايی و شوری و آبی کم تنش شرايط به آن تحمل و رشد برای گندم گیاه توان افزايش گندم، مانند استراتژيک

 ,.Khan et al) است راهکاره اين از يکی نامحلول های فسفات کننده حل های باکتری پتانسیل از استفاده که است فسفره های

 خصوصا ضروری غذايی عناصر کارايی کاهشو  زارها ديم در شوری و آبی کم های تنش جمله از زيستی غیر عوامل از برخی(. 2014
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 استان غربی مناطق از ای عمده های بخش در(. Kavamura et al., 2013) گذارند می اثر زراعی گیاهان عملکرد و رشد بر فسفر،

 متاثر زيادی حدود تا که جذب قابل فسفر کمبود (گندم های زار ديم مهم های قطب از يکی عنوان به) زنجان استان شرق و قزوين

 به گندم ويژه  به و زراعی گیاهان عملکرد و رشد های شاخص کاهش منجر به باشد، می ها خاک بودن شور و آبی کم های تنش از

 جداسازی و آوری جمع پژوهش، اين از هدف شده، ذکر موارد به توجه با(. 6983 مومنی،)شده است  راهبردی محصول يک عنوان

 شوری و آبی کم شرايط جمله از محیطی سخت شرايط به متحمل و خاک نامحلول فسفات کننده حل های باکتری های جدايه

 زارها ديم در گندم تولید های محدوديت از برخی تواند می هايی باکتری چنین کاربرد و غربالگری. بود گندم های زار ديم بر حاکم

 .دهند کاهش ار

 مواد و روش ها

 از تصادفی بطور گلدهی مرحله در قزوين و زنجان زارهای ديم در کرده رشد گندم سالم گیاهان از ريزوسفری خاک نمونه 18 تعداد

 مزارع نماينده ها، نمونه برداشت محل تا شد سعی ريزوسفری های خاک از برداری نمونه در. شد آوریجمع مختلف های موقعیت

 و جداسازی جهت تا يافتند انتقال آزمايشگاه به فورا يخ حاوی مخصوص های جعبه در گندم گیاهان. باشد منطقه آن ها زار ديم

 مطالعه يک در شده ارائه روش اساس بر ريزوسفری های باکتری. شود استفاده آنها از زمان ترين کوتاه در ها باکتری سازیخالص

 خصوصیات از برخی اين، بر علاوه. شدند سازی جدا (Nutrient agar) مغذی آگار محیط روی بر( Kavamura et al., 2013) قبلی

 ها جدايه کیفی توان تعیین منظور به ابتدا در. شد گیری اندازه رايج های روش طبق بر شده برداری نمونه خاک شیمیايی و فیزيکی

 پیرامون در شفاف هاله ظهور. گرديد استفاده( Sperber, 1995) اسپربر کشت محیط از نامحول، معدنی های فسفات انحلال در

 انحلال از حاصل شفاف هاله قطر نیز و(  CD) يافته رشد کلونی قطر. شد گرفته نظر در فسفات حل نشانه عنوان به باکتری کلونی

 قطر متوسط نسبت فسفات لانحلا ارزيابی برای. شدند گیری اندازه دقت به بود شده تشکیل کلنی هر اطراف در که(  HD) فسفات

 برتر هايی جدايه توسط نیز آلی های فسفات کنندگی حل توان. گرديد محاسبه روز 5 از بعد( HD/CD) کلونی قطر به هاله

(HD/CD، 5/6 از بیش )کشت محیط روی بر ISP (اسپربر شده اصلاح کشت محیط  )ترکیب جای به آن در که گرفت انجام 

 دقیق تر بررسی برای(. 6981 علیخانی،) شد استفاده هگزافسفات اينوزيتول نام به آلی منبع يک از فسفات کلسیم تری شیمیايی

 خاک و فسفات کلسیم تری منبع حاوی اسبرپر محیط از استفاده با منتخب برتر جدايه نامحلول، های فسفات انحلال توان تعیین

 هر توسط( لیتر بر گرم میلی) شده( حل) آزاد فسفر مقدار ها، کتریبا تلقیح از بعد  روز 5. گرفتند قرار کمی سنجش مورد فسفات

 شده تهیه استاندارد منحنی از استفاده با آن به مربوط( نانومتر 970 در اسپکتروفتومتر استفاده با) نور جذب میزان براساس جدايه

 منظور به. شد قرائت متر pH توسط جدايه ره رشد طی در اسپربر محیط در pH تغییرات اين بر علاوه. گرديد محاسبه  4PO2KH از

 های غلظت حاوی NB کشت محیط در ها آن رشد توان از خشکی، تنش مختلف سطوح به برتر های جدايه تحمل میزان ارزيابی

 هر ازاء به 6000 گلیکول اتیلن پلی گرم 3/986 و 7/967  ،1/101 صفر، های غلظت) شد استفاده 6000گلیکول اتیلن پلی مختلف

 OD گیری اندازه با ها جدايه رشد میزان(. باشد می بار -15 و -65 ،-5 صفر، آبی های پتانسیل معادل که NB کشت محیط لیتر

 Bio-Tek Elx800 USA مدل  Absorbance Microplate Readers دستگاه توسط نانومتر، 600 موج طول در ها آن رشد محیط

 NB محیط در جدايه همان رشد میزان با مقايسه در گلیکول اتیلن پلی مختلف سطوح در جدايه هر رشد کاهش درصد و تعیین

 مشاهده با( NaCl املاح از درصد 7 تا 6) شوری مختلف سطوح به ها جدايه تحمل اين، بر علاوه. گرديد محاسبه PEG6000 بدون

 کننده حل های جدايه) برتر های جدايه اثر پايان در. گرديد ارزيابی( نمک بدون NA)  شاهد های پلیت در يافته رشد کلنی کیفیت

 های لوله درون در کرده رشد( روشن رقم)  گندم گیاه رشد شاخص و فسفر مقدار روی بر( خشکی و شوری به مقاوم و فسفات

 (PEG) اسمزی فشار و NaCl نمک درصد 5/0  هوگلند، محلول لیتر میلی 10 حاوی ی شده استريل(   mm 20 × 200) آزمايش

( Etesami and Alikhani, 2016) قبلی مطالعه يک در شده ارائه روش طبق بر روز 60 مدت به ای ريشه درون شرايط تحت بار -5
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 شناسايی 16S rRNA های توالی مقايسه طريق از و بیوشیمیايی های آزمون اساس بر برتر های جدايه اين بر علاوه. گرفت انجام

 واريانس تجزيه. گرفتند انجام تکرار سه در تصادفی کاملاً های طرح بصورت حقیقت اين در شده انجام های آزمون. شدند

(ANOVA )کامپیوتری هایبرنامه از استفاده با آماری محاسبات و MSTAT وSAS (SAS Institute, Cary, NC, USA )رسم و 

 در دانکن دامنه چند آزمون روش به ها داده یانگینم مقايسه. گرديد انجام GeraphPad prism 6 افزارهای نرم از استفاده با نمودارها

 . پذيرفت انجام %5 سطح

 نتایج و بحث

از  (  dS/m) خاک الکتریکی هدایت ؛ قابلیت6/8 تا 36/7( از pHخاک ) واکنشنشان دادند که  های نمونه برداری شده نتايج آنالیز خاک

خاک  محلول ؛ غلظت پتاسیم 67/16تا  68/1از  (mg/lخاک ) سدیم محلول غلظت؛ 36/55تا  0)%( از کربنات کلسیم معادل ؛ 51/50تا  77/0

(mg/l)  ؛ غلظت فسفر7/176تا  3/61از ( قابل جذبmg/l)  در مجموع متغییر بودند.  62/0تا   5/0خاک )%( از  آلی ؛ و کربن76/52تا  50/2از

ی مورد مطالعه جدا سازی شد. اندازه جمعیت باکتری های جدايه باکتری ريزوسفری از گیاهان گندم رشد کرده در ديم زارها 39

 فسفات انحلال توان بود. نتايج میانگین متغییر Log CFU/g = 33/5تا حداکثر   Log CFU/g=  53/9ريزوسفری گندم ازحداقل 

 10، تعداد وسفریريزنمونه باکتری  39ريزوسفری، نشان دادند که از مجموع  های باکتری  در HD/CD حسب بر معدنی نامحلول

، هاله های شفاف ناشی از انحلال فسفات های نامحلول( به قطر کلنی های HDدارای بالاترين شاخص قطر هاله )( % 16)جدايه 

ر یبرابر قطر کلنی باکتری( متغی 1تا  5/6)يعنی قطر هاله  1تا  5/6برابر  HD/CD. اين شاخص از ند( بودCDباکتری رشد کرده )

جدايه به عنوان جدايه های برتر با حداکثر توان انحلال فسفات های معدنی نامحلول برای ادامه کار و انجام آزمون  10بود. لذا اين 

 بودند 5/6تا  1/6بین  HD/CD( جدايه نیز در مرتبه دوم با شاخص %96) 99های بعدی مورد توجه و استفاده قرار گرفت. تعداد 

 1/6تا  99/0( قطر هاله به کلنی از % 96جدايه،  98. در مابقی جدايه ها )(ر کلنی بودبیشتر از قط %10)يعنی قطر هاله حداقل 

جدايه فاقد توان انحلال فسفات های نا محلول بودند. علاوه بر اين، تفاوت معنی داری از نظر توان حل کنندگی  1ر بود. تعداد یمتغی

آلی نتايج آزمون کیفی توان حل کنندگی فسفات  نشده است(. )نتايج نشان داده ( وجود داشت p<05/0فسفات بین جدايه ها )

جدايه  8؛ 9/9تا  9بین  HD/CDجدايه دارای   9درصد از جدايه های برتر قادر به حلالیت فسفات آلی بودند ) 75نشان داد که 

نین توانايی متفاوتی در حل (. علاوه بر اين، اين جدايه ها همچ1تا  6بین   HD/CDجدايه دارای  9؛ و 9تا  1بین HD/CDدارای 

نشان دادند )نتايج نشان داده نشده است(. نتايج حاصل از ارزيابی توان انحلال فسفات های معدنی )تری کلسیم  آلی کردن فسفات

جدايه ی انتخاب شده قادر به حل هر دو منبع فسفات معدنی در  10فسفات و خاک فسفات( در محیط مايع نشان داد که هر 

 ( .Bو  A 6شکل کشت مايع بودند ) محیط های 

وجود دارد. اين  pHديده می شود در هر دو منبع فسفات رابطه معکوسی بین مقدار فسفر آزاد شده و  6بطوری که در شکل 

می تواند مکانیسم اين جدايه ها در حل فسفات های نامحلول معدنی از هر دو منبع فسفات  pHيافته نشان می دهد که کاهش 

همان جدايه های توانمند در حل فسفات  فسفات جدايه های توانمند در حل فسفات معدنی از منبع تری کلسیمباشد. علاوه براين، 

 سیترات، لاکتات، اگزالات، مانند فسفات کننده حل های باکتری وسیله به شده ترشح معدنی از منبع خاک فسفات بودند. مواد

 ترکیبات حلالیت افزايش درمی شوند  محیط هاش -پ کاهش به منجر که ها پروتون و کربوکسیلیک های آنیون سوکسینات،

ی ها جدايه تمامی نیز ديگر پژوهش در .(Deubel and Merbach, 2005; Shahab and Ahmed, 2008)دارند  نقش کلسیم فسفات

(. 6939آذرمی و همکاران، ) شدند pH  کاهش و جامد و مايع محیط در فسفات کلسیم تری انحلال موجب فلورسنس سودوموناس

 آبی بر جمعیت باکتری های برتر حل کننده فسفات نیز نشان داد که بین باکتری ها از نظر توان رشد کم تجريه واريانس اثر تنش

اختلاف معنی داری وجود دارد )جدول تجزيه واريانس نشان  %5( در سطح احتمال PEG 6000اسمزی ) پتانسیلدر سطوح مختلف 

 داده نشده است(.
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در محیط اسپربر در طی  pH( و تغییرات B( و خاک فسفات )A) تری کلسیم فسفاتبا منبع  فسفات نامحلول معدنیل حلاان توان کمیمقایسه میانگین  – 6شکل 

 .است دانکن آزمون صددر 5 سطح در معنی دار اختلاف عدم بیانگر يکسان روز. حروف 5رشد هر جدايه های برتر بعد از 

جدايه باکتری رشد داشتند. اين  66بار تنها  -5نشان داد که در فشار صفر تمام باکتری ها و در فشار  همچنین نتايج اين ارزيابی 

 ها باکتری جدايه بود. بطور کلی، جمعیت 1بار تعداد  -15 اسمزی فشار جدايه  و در 5بار برابر  -65اسمزی  تعداد در فشار

(OD600)  بار نسبت به شاهد منفی  -15و  -65،  -5در تنش کم آبیPEG=0  بشدت کاهش يافت و اين کاهش با افزايش تنش

درصد  9و  1، 6شان داد که تمامی جدايه ها قادر به تحمل غلظت کم آبی دارای رابطه مستقیم داشت. نتايج تحمل به شوری ن

 . درصدی بودند 7و  6، 5، 9جدايه به ترتیب قادر به تحمل کلريد سديم  1و  6، 7، 69کلريد سديم بودند در حالیکه که فقط 

 مورد نظور باکتری هایم است. بدين برخوردار خاصی اهمیت از شور در خاک های فسفات حل کننده باکتری های از استفاده

 تحمل میزان که بیشترين کردند ( گزارش1001همکاران ) و چن .باشند دارا نیز را شرايط شور در فعالیت و رشد توانايی بايد استفاده

 حاضر، در تحقیق .(Chen et al., 2002)است  بوده درصد کلريد سديم 9 زراعی گیاه ريزوسفر چند از شده جدا باکتری های شوری

کردند. گزارش شده است که باکتری های حل کننده  تحمل نیز را سديم کلريد درصد 9بیشتر از  برخی از جدايه ها قادر بودند 

جداسازی  Kushneria sinocarniفسفات همچنین از محیط دارای تنش جداسازی شده اند به عنوان مثال باکتری نمک دوست 

چه نمکی در سواحل شرقی در چین جدا سازی شد که می تواند در خاک های کشاورزی شور مورد استفاده شده از رسوبات دريا

. بر اساس قابلیت های جدايه های باکتری و با تاکید بر )به ترتیب( توان انحلال فسفات های نامحلول (Zhu et al., 2011)قرار گیرد 

باکتری برتر اولیه انتخاب و  10( از بین 2Rhو  1Rhبه تنش شوری و تنش کم آبی، دو جدايه باکتری )معدنی و آلی، توان تحمل 

اين جدايه بررسی گرديد. شناسايی ژن  16S rRNAشناسايی شد. پايگاههای اطلاعاتی در بانک ژن برای توالی های مشابه توالی ژن 

16S rRNA  1اين جدايه ها نشان داد که جدايهRh 2ه و جدايRh  بطور نزديکی باsp. Pseudomonas  وbaetica Pseudomonas   به

و به علت اند ی جذب فسفر از خود نشان داده يپتانسیل قابل توجهی در بهبود کارآ سودوموناسباکتری های ترتیب مرتبط است. 

از جمله شوری و کم  تنش های محیطی مقاوم بودن به ،تنوع گونه ایتوان کلونیزاسیون بالای ريشه اکثر گیاهان، وسعت انتشار، 

برای عناصر غذايی و سازگاری سريع با شرايط محیطی مختلف توانسته اند ريزسازواره های ساير  توانايی بالای آنها در رقابت باآبی، 

به دنبال تلقیح اين دو سويه،   .(Vyas and Gulati, 2009)به عنوان کود زيستی مناسب از جايگاه و اهمیت ويژ ه ای برخوردار گردند

مقدار فسفر گیاه در مقايسه با گیاهان ( در وزن خشک ريشه، وزن خشک اندام های هوايی و  p<05/0يک افزايش معنی داری )

 (. اين جدايه ها به عنوان برترين جدايه محرک رشد گیاه معرفی شدند.1شکل کنترل تلقیح نشده )شاهد منفی( مشاهده شد )
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 1/0روز در محلول هوگلند با  30درون شیشه ای به مدت   در شرایط و مقدار فسفر گیاه ارزیابی پاسخ های مورفولوژیکی مختلف گندم )رقم روشن( مقایسه میانگین -2شکل 

 اختلاف عدم بیانگر يکسان حروفجدایه ریزوسفری حل کننده فسفات و مقاوم به شوری و خشکی .  2بار  بعد از تلقیح با  -1درصد نمک کلرید کلسیم و پتانسیل آبی 

 .است دانکن آزمون درصد 5 سطح در معنی دار

در  معنی داری افزايش باعث سودوموناس باکتری های سويه با بذور تلقیح ند کهداد نشان خود بررسی در (6988)  و همکاران ذبیحی 

 اين از بسیاری. است شده انجام فسفات کننده حل باکتری های زمینه در زيادی تحقیقات .است شده عملکرد و اجزاء عملکرد گندم

 Chen et)گردند  مختلف محصولاتعملکرد و رشد  افزايش سبب تواند می ها یباکتر اين از استفاده که دهند می نشان مطالعات

al., 2008; Deubel and Merbach, 2005)از  گندم ديم ريزوباکتری های که است آن پژوهش حاکی از اين از آمده به دست . نتايج

اين باکتری ها مقاوم به شوری و خشکی نیز می باشند. از آنجايی  ،علاوه براين .برخوردارند معدنی فسفات انحلال در زيادی توانايی

ه که در شرايط ديم مصرف کود های شیمیايی موجب افزايش مضاعف شوری خاک می گردد و کاربرد کود های شیمیايی و از جمل

کود های فسفره معمول نمی باشد و يا در حداقل مقدار ممکن انجام می شود، استفاده از چنین باکتری هايی می تواند برخی از 

 محدوديت های تولید گندم در ديم زارها را کاهش دهند.
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Abstract 

The aim of this study was to evaluate phosphate-solubilizing potential of bacteria isolated from rhizosphere of 

dryland wheat. The 94 bacterial isolates were isolated from wheat plants grown in drylands of Ghazvin and Zanjan 

and their ability to solubilize inorganic and organic phosphates and their tolerance to salinity and drought were 

assayed in vitro. In addition, the effect of superior isolates on growth indices and content of plant P was studied 

under salinity and drought stress in vitro.  The results of this study showed that 21% of isolates was able to solubilize 

phosphate from different P sources. These isolates also showed the resistance to diffract concentrations of NaCl (1 to 

7 %) and water stress (water potential; 0, -5, -15, and -25 bar). Two superior strains identified, Pseudomonas sp. Rh1 

and Pseudomonas baetica Rh2, increased significantly plant growth and P content compared to un-inoculated plants 

under salinity and drought stress.  
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