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های یهای تثبیت کننده نیتروژن و باکترسینرژیستیک باکتری تأثیراستفاده از 

های تولید کود زیستی است. محلول کننده فسفات از جدیدترین استراتژی

فرنگی و فلفل های تجاری خیار، گوجههای خاک رایزوسفری از گلخانهنمونه

آوری و با استفاده از اصفهان جمع های کرمان، یزد وستانای واقع در ادلمه

غربال شد.  usBacillو  Pseudomonasهای انتخابی برای محیط کشت

 PGPبا صفات  Bacillusجدایه  92و  Pseudomonasجدایه  108تعداد 

 Pseudomonasهای ه درصد از جدایهجداسازی و شناسایی شد. پنجاه و س

یتروژن نقادر به رشد بر روی محیط بدون   Bacillusهای از جدایه %25و 

ل قادر به انحلا Pseudomonasهای بودند. نود و شش درصد از جدایه

ها اکسین تولید کردند در حالیکه هیچ یک از از آن %70فسفات معدنی بودند و 

های هر دو ن صفات نبودند. سی درصد از جدایهواجد ای Bacillusهای جدایه

های جنس سیدروفور تولید کردند هر چند نسبت قطر هاله به کلنی جدایه

Pseudomonas های ز جدایها %5تر بود. تنها بزرگBacillus  از  %31و

 Phytophthora melonisاز رشد بیمارگر Pseudomonasهای جدایه

دو جنس در  از هر PGPهای یج، اگرچه جدایهممانعت کردند. بر اساس این نتا

ها در صفات های تجاری یافت شد اما این باکتریخاک رایزوسفری گلخانه

 و 3P-57بنام  Pseudomonasمحرک رشدی متفاوت بودند. یک جدایه 

شد بیمارگر به ربا توان ممانعت از  BY1C-1به نام  Bacillusیک جدایه 

ر ک رشدی تفاوت داشتند برای مطالعه دکه از نظر صفات محر %50میزان 

ان نش 16S rRNAشرایط گلخانه انتخاب شدند. بررسی تبارشناسی توالی ژن 

و  P. putidaهت زیادی با به ترتیب شبا C1BY-1و  P3-57داد که سویه 

B. subtilis  .دارند 

 

ای، لفل دلمهفبیمارگر گیاهی، خیار، رایزوباکتری،  :هاي كليديواژه

 .گیفرنگوجه

 
 

The use of the synergistic effect of nitrogen-fixing 

bacteria and phosphate solubilizing bacteria is one of 

the newest biofertilizer production strategies. 

Rhizosphere soil samples were collected from tomato, 

cucumber and bell pepper commercial greenhouses and 

screened for Pseudomonas and Bacillus using selective 

media. One hundred and eight Pseudomonas and 92 

Bacillus isolates with PGP activities were isolated and 

characterized. Fifty-three percent of Pseudomonas 

isolates and 25% of Bacillus were able to grow on N 

free medium. Ninety-six percent of Pseudomonas 

isolates were able to solubilize organic phosphate and 

70% of them produce IAA, while none of the Bacillus 

had these two abilities. About 30% of Pseudomonas 

and Bacillus isolates produces siderophore, although 

the ratio of orange halo diameter/colony diameter was 

greater for Pseudomonas. Only five Bacillus and 31 

Pseudomonas isolates inhibited the growth of 

Phytophthora melonis. Based on these results, although 

PGP isolates of both genera were found in the 

rhizosphere soil of commercial greenhouses, these 

bacteria differed in PGP traits. A Pseudomonas isolate, 

P3-57 and a Bacillus isolate, C1BY-1 with 50% 

antagonistic activity against P. melonis which differed 

in PGP traits selected for future study in greenhouse 

conditions. Phylogenetic analyses of 16S rRNA gene 

sequence revealed that strains P3-57 and C1BY-1 are 

closely related to P. putida and B. subtilis respectively. 

 
Keywords: Bell pepper, cucumber, phytopathogen, 

rhizobacteria, tomato  

 
 

و  Bacillusهاي نسجهاي محرک رشد گياهی جداسازي و شناسایی مولکولی جدایه
Pseudomonas  

 

 3، راضيه رحمتی*2، اكرم صادقی2، ابراهيم كریمی2، زهرا امينی1، مهروز دزفوليان1رقيه زارع
 ، ایرانآزاد اسلامی واحد کرج، کرجگروه میکروبیولوژی، دانشکده علوم، دانشگاه . 1

 بی، پژوهشگاه بیوتکنولوژی کشاورزی ایران، سازمان تحقیقات، آموزش و ترویج کشاورزی، کرج، ایران.تکنولوژی میکروبخش بیو. 2

 فیریولوژی گیاهی، دانشگاه پیام نور، تهران، ایران گروه. 3

 (21/12/1397 : بیتصو خیتار -20/6/1397:افتیدر خیتار) 
 

 
Isolation and molecular identification of isolates of plant growth promoting 

Pseudomonas and Bacillus  
 

Roghayeh Zare1, Mehrooz Dezfulian1, Zahra Amini2, Ebrahim Karimi2, Akram Sadeghi2*, Razieh Rahmati3 

1. Department of Microbiology, College of basic sciences, Karaj branch, Islamic Azad university, Karaj, Alborz, Iran 

2. Department of Microbial Biotechnology, Agricultural Biotechnology Research Institute of Iran, Agricultural Research, Education and 

Extension Organization (AREEO), Karaj, Iran 
3. Department of Biology, Payame Noor University, Tehran, Iran 

(Received:  Sep. 11, 2018 - Accepted: Mar. 11, 2019) 
 

 

 Abstract چکيده



 (95-109) 1397 زمستان، وچهارمبیستشماره  ،هشتم سال، فناوری گیاهان زراعیعلمی ـ پژوهشی زيست مجله 96

 

 

 مهمقد
مصرف بیش از اندازه کودها و سموم شیمیايی موجب 

های جبران ناپذيری در زمینه سلامت انسان، خسارت
 ,.Luet alمنابع آبی و محیط زيست شده است )

(. کاهش منابع آب در جهان بويژه کشور ايران 2015
جات را افزايش ای صیفیتوجه به سمت کشت گلخانه

لای کود آلی و داده است. استفاده از مقادير با
ها موجب افزايش بی رويه رشد شیمیايی در گلخانه

شود که هزينه رويشی بوته بدون افزايش عملکرد می
کند. های تولید اضافه میهرس مکرر را به هزينه

علاوه بر آن مواد معدنی و ازت تجمع يافته در میوه، 
قرار داده و  تأثیرکیفیت و طعم آن را تحت 

 & Malboubiکند )کم میبازارپسندی آن را 

Habibpour Mehraban, 2018 مطالعات زيادی .)
در زمینه کاهش مصرف کودهای شیمیايی و 

ها با انواع کودهای آلی و زيستی جايگزين کردن آن
انجام شده است. کودهای زيستی حاوی تعداد کافی 

های سودمند خاکزی از يك يا چند گونه از باکتری
های به طور طبیعی در خاکها اين باکتری .هستند

های محیطی کشاورزی وجود دارند اما به دلیل تنش
رويه از عوامل شیمیايی و عدم بلند مدت، استفاده بی

حضور گیاه میزبان مناسب به مدت طولانی جمعیت 
ها به شود. اضافه کردن اين باکتریها کم میآن

خاک، قبل و يا در طول کشت، موجب افزايش رشد و 
 & Etesamiشود )محصولات کشاورزی میتولید 

Maheshwari, 2018ای از خاک (. ريزوسفر ناحیه
های گیاهی قرار ترشحات ريشه تأثیراست که تحت 

ها برای اشغال اين جايگاه گیرد. باکتریمی
ای به اکولوژيکی غنی و استفاده از ترشحات ريشه

عنوان منبع کربن و انرژی رقابت دارند. ريزوسفر 
هايی است که گاه مناسبی برای تکثیر باکتریزيست

باعث حفظ سلامت گیاه و حاصلخیزی خاک 
 PGPRها را به اختصار شوند. اين باکتریمی
(. از میان Mhlongo et al., 2018نامند )می

PGPRهای شده، جنسهای شناختهBacillus  و
Pseudomonas  بیشترين مطالعات را به خود

( IAAرمون گیاهی اکسین )اند. هواختصاص داده
شود. موجب افزايش رشد و گسترش ريشه گیاهان می

های باکتريايی خاکزی بواسطه تعدادی از استرين
به صورت مستقیم فیزيولوژی گیاه را سنتز اکسین، 

دهند تنظیم کرده و طول و حجم ريشه را افزايش می
(Ahmed & Hasnain, 2014 برخی از اين .)

و مواد معدنی مانند آهن،  نیتروژنها قادرند استرين
فسفات و پتاسیم در دسترس خاک را نیز افزايش داده 
و از اين طريق باعث افزايش رشد و سلامت گیاه 

(. از Lugtenberg & Kamilova, 2009شوند )
دفاعی در برابر حمله  آنجا که رايزوسفر خط مقدم

های مستقر در اين بیمارگرها به ريشه است، باکتری
ناحیه چنانچه رشد عوامل بیمارگر را کنترل کنند 
موجب کاهش بیماری و افزايش سلامت گیاه 

و  Bacillusهای جنس برخی گونه تأثیرشوند. می
Pseudomonas  افزايش رشد و کنترل بسیاری در

های قارچی و باکتريايی ريشه اغلب گیاهان بیماری از
 ,.Sivasakthi et alزراعی به اثبات رسیده است )

 های خیار کشور به بیمارگر(. آلودگی گلخانه2014
Phytophthora melonis Katsura های در سال

-Mostowfizadehاخیر گزارش شده است )

Ghalamfarsa & Banihashemi, 2015 اين .)
بیمارگر موجب مرگ گیاهچه شده و خسارت زيادی 

کند. استفاده از سموم های آلوده وارد میبه گلخانه
شیمیايی به طور مکرر و در مقادير بالاتر از حد مجاز 
به عنوان پیشگیری از شیوع اين بیمارگر و ساير 

 ;Shirzad et al., 2012) بیمارگرها رواج دارد

Hatami et al., 2013) اين مطالعه به منظور .
های محرک رشد خیار جداسازی و شناسايی باکتری

با توانايی  Pseudomonasو  Bacillusاز دو جنس 
های تجاری سه از گلخانه P. melonisکنترل 

محصول صیفی و سبزی که بیشترين سطح کشت را 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kamilova%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19575558
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در کشور به خود اختصاص داده شامل خیار، 
 ای انجام شد.فل دلمهو فل فرنگیگوجه
 

 هامواد و روش
 برداری، جداسازی و نگهداری باکترینمونه

های شاداب و پر برداری از خاک اطراف ريشه بوتهنمونه
واحد  10 فرنگی،واحد گلخانه تجاری گوجه 7محصول 

ای رنگی از سه واحد گلخانه فلفل دلمه 6گلخانه خیار و 
 29شد. مجموعا استان کرمان، اصفهان و يزد انجام 

های پلاستیکی به نمونه خاک تهیه و در کیسه
 .Pهای آزمايشگاه منتقل شد. برای جداسازی باکتری

fluorescens گرم از خاک ريزوسفری همراه 10، مقدار
لیتر میلی 90ماير حاوی  با قطعات ريشه به ظرف ارلن

( استريل منتقل و به NaCl %9/0سرم فیزيولوژيك )
)همراه با همزدن روی شیکر با سرعت  دقیقه 30مدت 
دور در دقیقه( مخلوط شد. از اين سوسپانسیون  150

تهیه و بر روی  10-5و 10-4 ،10-3های سريال رقت
های پخش شد. باکتری PIAمحیط کشت اختصاصی 

با استفاده از   P. fluorescensسازی عملیات خالص
های رشد انجام شد. باکتری King Bمحیط کشت 

انتخاب و  UVفته بر اساس پرتو افشانی زير لامپ يا
هايی که خاصیت فلورسنت نداشتند حذف شدند جدايه

(Keshavarz-Tohid et al., 2017 برای جداسازی .)
Bacillusشده از خاک قبل از تهیه ، سوسپانسیون تهیه

درجه  80ماری دقیقه در بن 20سريال رقت به مدت 
های آن سری رقت گراد قرار گرفت. پس ازسانتی

مختلف از سوسپانسیون خاک تهیه و بر روی محیط 
و  KOH)نوترينت آگار( برده شد. تست  NAکشت 

گرم مثبت  Bacillusآمیزی اسپور برای جداسازی رنگ
های منتخب پس از رشد دارای اسپور استفاده شد. جدايه

ساعت در  24تا  16، به مدت NAساعته در محیط  24
کشت شد. کشت باکتری به  LBع محیط غذايی ماي

استريل مخلوط  %70نسبت حجمی مساوی با گلیسرين 
های استريل داخل فريزر در و در درون میکروتیوب

 Huangگراد نگهداری شدند )درجه سانتی -80دمای 

et al., 2015). 
 

 آزمون تثبیت نیتروژن 

 15کننده نیتروژن های تثبیتجهت جداسازی باکتری
سپانسیون تازه باکتری با روش میکرولیتر سو

گذاری روی محیط کشت انتخابی بدون نیتروژن لکه
، g glucose 10.0،4PO2g KH 0.2وينوگرادسکی )

O and NaCL2H7 4MgSO ،3g CaCO 5.0 ،
O2H2_4g CaSO 0.1 ،g agar 15 ،7.0pH )

درجه  28روز در دمای  7ها به مدت کشت شد. پلیت
(. Xu & Zheng, 1986گراد نگهداری شدند )سانتی

بررسی و  NAرشد و عدم رشد در مقايسه با محیط 
مل در سه تکرار و هر تکرار شا ثبت شد. اين آزمايش
 يك پلیت انجام شد.

 
 آزمون تولید هورمون اکسین

حاوی  NBساعت در محیط کشت  24به مدت  باکتری
ه گرم در لیتر تريپتوفان کشت شد. پنجامیلی 150

 لیتر محیطمیلی 25سیون باکتری به میکرولیتر سوسپان
TSB  ساعت سوسپانسیون  72شد. بعد از منتقل

ژ شد دقیقه سانتريفیو 15به مدت  g 10000باکتری در 
لیتر معرف میلی 2لیتر از محلول بالايی با و يك میلی
لیتر اسید سولفوريك غلیظ، میلی 150) 2سالکوسکی

 o2H63FeClلیتر میلی 5/7لیتر آب مقطر و میلی 250
یقه دق 20نیم مولار( مخلوط شد. اين مخلوط به مدت 

در دمای اتاق نگهداری و سپس با استفاده از 
تر نانوم 535اسپکتروفتومتر میزان جذب نور آن در 

 (. مقادير تولید Bent et al., 2001قرائت شد )
 Y=48.64X+2.74(2-3) اکسین هر جدايه از فرمول

های د بر اساس غلظتتوجه به منحنی استاندار با
 بار  اين آزمون دو .مختلف اکسین محاسبه شد

ش وانتکرار شد. جذب هر نمونه سه بار توسط دستگاه خ
 شد.
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 آزمون تولید سیدروفور

پانزده میکرولیتر سوسپانسیون تازه باکتری با روش 
 های حاوی محیط جامدگذاری روی پلیتلکه

Chrome azurol S (CAS-Agar)  کشت شد
(Andrews & Duckworth, 2016پتری .) ها در

تولید  .گراد نگهداری شدنددرجه سانتی 28دمای 
شود که می CASسیدروفور باعث جدا شدن آهن از 

نتیجه آن تولید يك هاله نارنجی رنگ اطراف کلنی 
باکتری است. قطر اين هاله پس از سه روز ثبت و 
نسبت قطر هاله به قطر کلنی محاسبه شد. اين 

در سه تکرار و هر تکرار شامل يك پلیت  ايشآزم
 انجام شد.

 
 آزمون انحلال فسفات

ش رو پانزده میکرولیتر سوسپانسیون تازه باکتری با
های حاوی محیط جامد گذاری روی پلیتلکه

(PKV) Pikovskayas   5گرم گلوکز،  10شامل 
 4SO2)4(NH ،2/0گرم  5/0فسفات، کلسیمگرم تری

گرم  KCl ،1/0م گر NaCl ،2/0گرم 
O2H74MgSO ،5/0  گرمO2H.74MnSO ،5/0 

گرم عصاره مخمر در  5/0و  O2H7 4FeSOگرم 
های شد. پلیتيك لیتر آب مقطر است کشت داده 

گراد نگهداری و درجه سانتی 28تلقیح شده در دمای 
د شپس از آن نسبت قطر هاله به قطر کلنی محاسبه 

(Rashid et al., 2004اين آزماي .)در سه تکرار  ش
 و هر تکرار شامل يك پلیت انجام شد.

 
 آزمون آنتاگونیستی

های باکتريايی به صورت يك نوار باريك در يك جدايه
کشت شدند. به طور  PDAطرف پلیت حاوی محیط 

 P. melonisهمزمان يك بلوک از بیمارگر گیاهی، 
 های گیاهیتحقیقات بیماری)تهیه شده از بخش 

گیاهپزشکی کشور( در وسط هر موسسه تحقیقات 
 7ها بمدت پلیت حاوی باکتری قرار داده شد. پلیت

گراد نگهداری شدند. درجه سانتی 28روز در در دمای 
از هر جدايه بیمارگر يك بلوک نیز برروی محیط 
بدون کشت باکتری در همان شرايط قرار داده شد و 
به عنوان شاهد جهت مقايسه اثر بازدارندگی باکتری 

صورت تفاضل شعاع ستفاده شد. میزان بازدارندگی بها
رشد بیمارگر در پلیت شاهد )از مرکز به طرف کناره 

های حاوی پلیت( از شعاع رشد بیمارگر در پلیت
 ,.Sadeghi et al)باکتری و بیمارگر انجام شد 

در سه تکرار و هر تکرار شامل  اين آزمايش (.2017
 يك پلیت انجام شد.

 
 (DNAده وراثتی )استخراج ما

دويست و پنجاه میکرولیتر  DNAبرای جداسازی 
دت مدور در دقیقه به  3000سوسپانسیون باکتری در 

 400دقیقه سانتريفیوژ شد. به رسوب حاصل  3
افر میکرولیتر ب 400میکرولیتر آب مقطر استريل و 

مولار میلی Tris-HCl ،25مولار میلی50استخراج )
EDTA ،1 درصدSDS  وµg/ml 10  پروتئینازK )

 55ساعت در دمای  3ها به مدت اضافه شد. نمونه
لیتر میکرو 400گراد قرار گرفتند. سپس درجه سانتی

به  ها اضافه ومولار به نمونه 5/7آمونیوم استات 
ها به دقیقه تکان داده شدند. سپس نمونه 3تا  2مدت 
 750سانتريفیوژ شد و g 12500دقیقه در  10مدت 

حجم  تر از رونشین به لوله جديد منتقل شد.میکرولی
اده دان برابر ايزوپروپانول سرد به نمونه اضافه و تک

در  g 12500دقیقه در  10ها به مدت شد. نمونه
صل گراد سانتريفیوژ و رسوب حادرجه سانتی 4دمای 

 شسته و سپس خشك %70میکرولیتر اتانول  750با 
قطر میکرولیتر آب م 20شد. رسوب حاصل در 

 (. Tripathi & Rawal, 1998استريل حل شد )
 

 16S rRNAتکثیر ژن 

 -PAF (5′آغازگرهای 

AGAGTTTGATCCTGGCTCAGA-3′)  و
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PAR (5′- 

AAGTCGTAACAAGGTAGCCGT-3′ )
از روی ماده وراثتی  16S rRNAبرای تکثیر ژن 

(. برای Blanco et al., 2002باکتری استفاده شد )
آماده  Master mixط مخلو از PCRانجام واکنش 

 20در حجم نهايی  Ampliconبا نام تجاری 
در دستگاه  PCR میکرولیتر استفاده شد. واکنش

با شرايط  Bio-Radترموسايکلر ساخت شرکت 
 94سازی اولیه در دمای دقیقه واسرشت 5دمايی: 

چرخه شامل  35گراد و در ادامه درجه سانتی
 40ه مدت گراد بدرجه سانتی 94سازی در واسرشت

گراد به مدت درجه سانتی 55ثانیه، اتصال در دمای 
گراد به درجه سانتی 72ثانیه، طويل شدن در  30

ثانیه و در نهايت طويل شدن نهايی در  90مدت 
دقیقه انجام  10گراد به مدت درجه سانتی 72دمای 

از  bp 1500شد. قطعه تکثیر شده مورد نظر به طول 
 يابی ارسال شد.ای توالیروی ژل آگاروز جدا و بر

 
 تجزیه و تحلیل فیلوژنتیکی و رسم تبارنما

افزار توالی حاصل پس از بررسی توسط نرم
DNASTAR  جهت تعیین درصد همولوژی اولیه با

استفاده  NCBIهای موجود در بانك داده ساير توالی
شد. در نهايت برای تعیین میزان همولوژی توالی ژنومی 

16S rRNA ها بر اساس ها با ساير باکتریجدايه
 EzBioCloud) میزان تشابه جفت باز از بانك داده

https://www.ezbiocloud.net ) استفاده شد. پس
ها با استفاده از الگوريتم ترازی توالیاز هم

CLUSTAL W  از نرم افزارMEGA5  روش(
Neighbor-joining جهت رسم درخت فیلوژنی )

( Bootstrapاستراپ )استفاده شد. بررسی بوت 
جهت ارزيابی پايداری ضرايب هم بستگی بر پايه 

 Tamuraبار نمونه گیری تصادفی انجام شد ) 1000

et al., 2011های دور به هايی از رده(. از باکتری
 عنوان نمونه غیر خويشاوند استفاده شد.

 و بحث نتایج
و  Pseudomonasجداسازی، شناسایی و ارزیابی 

Bacillus 

س جدايه باکتريايی از دو جن 200مجموع تعداد  در
(108)Pseudomonas  ( 92و)Bacillus   از

و  های مورد مطالعه در سه استان يزد، اصفهانگلخانه
تعداد  که(. با توجه به اين1کرمان جداسازی شد )جدول 

 يگردهای خیار بررسی شده بیشتر از دو محصول گلخانه
و  Pseudomonasی هابود، بیشترين تعداد جدايه

Bacillus .از ريزوسفر خیار جداسازی شد 
 

جدا شده از  Bacillusو  Pseudomonas. تعداد 1جدول 
های گلخانه ای و خیار درفرنگی، فلفل دلمهريزوسفر گوجه

 يزد، اصفهان و کرمان

 محصولاستان / 
 نی(کل ادباکتری  )تعد                          

Bacillus Pseudomonas  
 خیار فلفل گوجه خیار فلفل گوجه

 25 6 6 20 6 10 يزد
 20 21 1 16 10 4 اصفهان
 11 8 10 10 11 5 کرمان

 
 تثبیت نیتروژن

های پنجاه و سه درصد از مجموع جدايه
Pseudomonas  های درصد از مجموع جدايه 25و

Bacillus توانايی رشد بر روی محیط بدون ازت را 
های دارای اين نسبت جدايه 1داشتند. در شکل 

اين نسبت  2ها و در شکل قابلیت به مجموع جدايه
 57به تفکیك میزبان نشان داده شده است. تعداد 

 23و همچنین  Pseudomonasجدايه از مجموع 
جدا شده از  Bacillusهای جدايه از مجموع جدايه

 خیار توانايی تثبیت ازت را داشتند. 
 

 تولید هورمون اکسین

های تولید هورمون اکسین در جدايه
Pseudomonas های مختلف جدا شده از میزبان

درصد از  70مورد بررسی قرار گرفت. در کل 
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قابلیت تولید هورمون  Pseudomonasهای جدايه
جدايه از  46(. تعداد 3اکسین را داشتند )شکل 

جدايه  7جدايه از ريزوسفر فلفل و  25ريزوسفر خیار، 
توانايی تولید هورمون اکسین  فرنگیگوجهاز ريزوسفر 

های با قابلیت تولید را داشتند. بیشترين درصد جدايه
هورمون اکسین از میزبان خیار جداسازی شد. از بین 

ی های با قابلیت تولید هورمون اکسین، جدايهجدايه

C4-15  6/57)جدا شده از رايزوسفر خیار( با تولید 
با تولید  T3-66 جدايه گرم در لیتر بیشترين ومیلی

گرم در لیتر کمترين میزان تولید هورمون میلی 5/1
اکسین را داشت. لازم به ذکر است میزان تولید 

های در مقايسه با جدايه Bacillusهای اکسین جدايه
Pseudomonas  5/0بسیار کمتر و بین صفر تا 

 گرم در لیتر بود.میلی
 

 
 ا توانايی رشد بر روی محیط فاقد نیتروژن به تفکیك جنس باکتریهای باکتری بنسبت جدايه .1شکل 

 

 
 A) Bacillus، B )Pseudomonas .کننده نیتروژن به تفکیك گیاه میزبانهای تثبیت. تعداد جدايه2شکل 

 

 
 با توانايی تولید هورمون اکسین Pseudomonasهای درصد جدايه .3شکل 
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 تولید سیدروفور

، Bacillusو  Pseudomonasدايه ج 66در مجموع 
ی نارنجی تولید هاله CAS-Agarبر روی محیط 

(، که حاکی از تولید سیدروفور 4رنگ کردند )شکل
 ها قابلیت تولید بود. بر اين اساس بقیه جدايه

فور را نداشتند. بیست و هشت درصد از وسیدر
های درصد از جدايه 38و  Bacillusهای جدايه

Pseudomonas انايی تولید سیدرفور را داشتند تو
( از مجموع 47جدايه )% 27(. تعداد 5)شکل 

( از 39جدايه )% 10و  Pseudomonasهای جدايه
آمده از دستهب Bacillusهای مجموع جدايه

(. 6 ريزوسفر خیار سیدروفور تولید کردند )شکل

از  C5-14 بیشترين تولید سیدرفور مربوط جدايه
Pseudomonas بر  5/2ت قطر هاله به کلنی نسب با

بود. اين جدايه از رايزوسفر  CAS-Agarروی محیط 
 خیار جدا شده است.

 
 انحلال فسفات 

های آمده هیچ يك از جدايهدستبر اساس نتايج به
Bacillus  های درصد از جدايه 96و

Pseudomonas  توانايی تولید هاله و انحلال
های ه(. اکثر جداي7فسفات را داشتند )شکل 

Pseudomonas های جداشده از ريزوسفر میزبان
 (.8مختلف توانايی انحلال فسفات را داشتند )شکل 

 

 
در  CAS-Agarعدم تشکیل هاله نارنجی رنگ بر روی محیط  (C( تشکیل و Bو  A. ارزيابی تولید سیدروفور توسط باکتری. 4شکل 

 اطراف کلنی باکتری.

 

 
 کننده سیدروفور به تفکیك جنس باکتریری تولیدباکتهای نسبت جدايه .5شکل 

 

 
 انتولیدکننده سیدروفور به تفکیك گیاه میزب Bacillus (A)و  Pseudomonas (B)های تعداد جدايه. 6شکل 
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 لنی باکتریکعدم تشکیل هاله در اطراف  (B( تشکیل هاله و Aارزيابی انحلال فسفات معدنی توسط باکتری.  .7شکل 

 

 
 با قابلیت انحلال فسفات به تفکیك گیاه میزبان  Pseudomonasعداد. ت8شکل 

 
شده روی عامل های جدااثر آنتاگونیستی باکتری

 P. melonisبیمارگر 

هايی که قادر به رشد بر روی محیط بدون باکتری
ازت بودند از نظر توانايی کنترل عامل بیمارگر بررسی 

های هر دو شدند. نتايج نشان داد تعدادی از جدايه
جنس دارای اثر بازدارندگی روی اين عامل بیمارگر 

بررسی  Bacillusجدايه  23بودند. تنها پنج جدايه از 
کنترل کردند.  16-50شده رشد بیمارگر را به میزان 

برای اين  Pseudomonasجدايه از جنس  57تعداد 
جدايه به میزان  31صفت بررسی شد که از اين تعداد 

های ن مهارگری داشتند. جدايهدرصد توا 55-10
مربوط به رايزوسفر خیار  Pseudomonasمهارگر 

های دو استان يزد و اصفهان و فلفل اصفهان گلخانه
از رايزوسفر  آمدهدستبههای بودند در حالیکه جدايه

فرنگی اين توانايی را نداشتند. پنج جدايه جنس گوجه

Bacillus  آمدهدستبهاز رايزوسفر گوجه و خیار يزد 
و  Pseudomonasاز جنس  P3-57 بودند. جدايه

به ترتیب با   Bacillusاز جنس  C1BY-1 جدايه
درصد دارای بیشترين اثر بازدارندگی بودند  50و  55

 (. 9که هر دو از رايزوسفر خیار جدا شده بودند )شکل 

 
 های منتخبشناسایی مولکولی جدایه

بر روی  16S rRNAمحصول حاصل از تکثیر ناحیه 
 DNAژل آگارز يك درصد ارزيابی شد. يك قطعه 

جفت باز )برای همه  1500تکثیرشده به طول 
(. ترسیم تبارنما 10 ها( مشاهده شد )شکلجدايه

های یتوال)درخت فیلوژنتیکی( با استفاده از 
های مورد بررسی و متعلق به جدايه یدینوکلئوت
. درخت های اخذ شده از بانك ژن انجام شدتوالی

 16S rRNAفیلوژنتیکی با استفاده از توالی ناحیه 
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و  Pseudomonasاز جنس  P3-57برای جدايه 
رسم شد  Bacillusاز جنس  C1BY-1 جدايه
شده جدايه (. بر اساس درخت رسم12و  11های )شکل

P3-57  که از يك گلخانه در اصفهان و از رايزوسفر
( با 99خیار جدا شده بود بیشترين شباهت را )%

Pseudomonas putida داشت. جدايه C1BY-1  نیز
شده در گلخانه تجاری واقع که از رايزوسفر خیار کشت

( با 99بود بیشترين شباهت را )% آمدهدستبهدر يزد 
Bacillus subtilis  داشت. جدايهP3-57  با شماره

MK503664  و جدايهC1BY-1  با شماره
MK503666  در بانك اطلاعاتیNCBI اند. ثبت شده

آورده شده  2مشخصات کلی اين دو سويه در جدول 
بر رشد و  تأثیراست. اين دو باکتری برای بررسی 

عملکرد و همچنین توانايی بیوکنترل مرگ گیاهچه خیار 
 ای استفاده خواهد شد.در مطالعات گلخانه

چه سموم شیمیايی از خسارت آفات و راگ
ها بر روی اثرات آنکنند اما ها جلوگیری میبیماری

توان ناديده های مفید خاک را نمیمیکروارگانیسم
بینی است. گرفت. اين اثرات متنوع و غیر قابل پیش

کش گزارش شده که در خاک آلوده با حشره
Methylparathion دو باکتریPseudomonas 

stutzeri  وPseudomonas putida  جمعیت غالب
 (.Lo, 2010)ند دههای خاک را تشکیل میباکتری

های کش رشد سويهکه سموم علفدر حالی
Pseudomonas کشاورزی را  خاک شده ازجدا

 (. درBoldt & Jacobsen, 1998دهند )کاهش می
باکتری از دو جنس  هیتوجاين مطالعه تعداد قابل

Pseudomonas  وBacillus  که واجد صفات
شاخص معرفی شده برای تحريك رشد گیاهان بودند 

 دستبهای جات گلخانهز خاک رايزوسفری صیفیا
آمد. اين صفات شامل تثبیت نیتروژن، حلالیت 
 فسفات معدنی، تولید سیدروفور، تولید هورمون

زای گیاهی است که و کنترل عوامل بیماری اکسین
به عنوان پتانسیلی مفید برای تحريك افزايش رشد 

ه گیاه و افزايش محصول زراعی بارها گزارش شد
 Mohamed et al., 2019; Majeed et)است 

2019., et al; Liu 2018., al.)  حضور اين
های تجاری کشور نشان ها در خاک گلخانهباکتری

های زيادی که در رابطه با دهد با وجود نگرانیمی
مصرف بیش از مقادير استاندارد سموم شیمیايی در 

ک های محرای وجود دارد، باکتریفضاهای گلخانه
رشد از دو جنس مورد مطالعه با اين شرايط تطابق 
يافته و در فضاهای رايزوسفری وجود دارند. 

ذخاير ژنتیکی ارزشمند هر  وهای بومی جزباکتری
ها تکامل با ساير کشور هستند که طی قرن

های خاک و گیاهان میزبان به میکروارگانیسم
 هااند. حفظ و نگهداری اين باکتریهمزيستی رسیده

های میکروبی کشور و به صورت کلکسیون در بانك
ها تحقیقات امکان دستیابی ساير پژوهشگران به آن

تر خواهد کرد. دويست بیشتر در اين زمینه را آسان
در اين مطالعه برای استفاده در  آمدهدستبهجدايه 
های تولید کود و سموم زيستی در بانك برنامه

کشاورزی ايران در میکروبی پژوهشگاه بیوتکنولوژی 
رايزوباکترهای شوند. شرايط مطلوب نگهداری می

علت توانايی تثبیت ه بهدهنده رشد گیاافزايش
بیولوژيکی )زيستی( نیتروژن به عنوان يك روش 

های شیمیايی حاوی نیتروژن سالم برای کاهش کود
 .( et alBhat ,.2015شوند )پیشنهاد می

 
 ب. مشخصات دو جدايه منتخ2جدول 

 جدايه
 بیشترين 
 شباهت

 استان میزبان
 تثبیت 

 ازت
 تولید 

 سیدروفور
 انحلال 
 فسفات

 تولید اکسین 
(mg/L) 

  P. melonisممانعت از رشد 
)%( 

C1BY-1 B. subtilis 50 - - - + يزد خیار 

P3-57 P. putida 55 8 1 - - اصفهان فلفل 



 (95-109) 1397 زمستان، وچهارمبیستشماره  ،هشتم سال، فناوری گیاهان زراعیعلمی ـ پژوهشی زيست مجله 104

 

 

 
 P3-57 P. putidaتوسط  P. melonis. ممانعت از رشد میسلیومی 9شکل 

 

 
 %1بر روی ژل آگارز  16S rRNAجفت بازی حاصل از واکنش زنجیره ای پلیمراز ژن  1500. قطعه 10شکل 

 

 
 

 P3-57 P. putidaدرخت خويشاوندی . 11شکل 
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 B. subtilis C1BY-1  درخت خويشاوندی. 12شکل 

 
 
 

ها ابتدا از نظر توانايی در اين مطالعه تمامی جدايه
بر روی محیط فاقد نیتروژن مورد آزمايش قرار رشد 

های درصد از مجموع جدايه 53گرفتند. 
Pseudomonas  های درصد از مجموع جدايه 25و

Bacillus  توانايی رشد بر روی محیط بدون نیتروژن
کننده مینأرا داشتند. برای تولید کودهای زيستی ت

نیتروژن، ازتوباکتر همواره نقش اول را در میان 
کننده نیتروژن های غیر همزيست تثبیتباکتری

ها اغلب روی مثبت اين باکتری تأثیرداشته است. 
گندم که به مقادير بالای نیتروژن نیاز دارد گزارش 

(. در مقابل، Bageshwar et al., 2017شده است )
جات استفاده از ازتوباکترها برای افزايش رشد صیفی

کن است ضعف کمتر گزارش شده است. علت آن مم
ها در ساير صفات محرک رشدی مانند اين باکتری

عدم انحلال فسفات معدنی باشد. به عنوان مثال از 
های زراعی و از خاک آمدهدستبهجدايه ازتوباکتر  31

زراعی هیچ يك قادر به انحلال فسفات معدنی نبود غیر 
(Rubio et al., 2013 استفاده از .)سینرژيستیك  تأثیر

های کننده نیتروژن و باکتریهای تثبیتباکتری
های جديدترين استراتژیکننده فسفات از محلول

های محرک رشد گیاهی است کاربرد باکتری

(2018., et alBargaz  بنابراين در اين مطالعه .)
های تثبیت کننده نیتروژن و انتخاب باکتری

هايی های محلول کننده فسفات و يا باکتریباکتری
و صفت را در کنار ساير صفات محرک که هر د

رشدی داشتند در نظر گرفته شدند. براساس نتايج 
های درصد( جدايه 96اکثر ) آمدهدستبه

Pseudomonas  توانايی تولید هاله شفاف در محیط
که پیکوسکايا و انحلال فسفات را داشتند. در حالی

اين توانايی را  Bacillusهای يك از جدايههیچ
 Bacillusهای لازم به ذکر است که جدايه نداشتند.
ها و محصولات شده در اين مطالعه از استانبررسی

بودند. حذف يك گروه  آمدهدستبهمختلف 
ای است که در های خاک پديدهعملکردی از باکتری

شود. دراز مدت موجب ضعف بیولوژيکی خاک می
استفاده از انواع سموم و کودهای شیمیايی و يا عدم 

عايت تناوب کشت ممکن است علت حذف ر
دارند که اين توانايی را  Bacillusهای خاصی از گروه

انجام شد  P. putidaباشد. در آزمايشی که بر روی 
 ،Tebuconazole کشمشخص شد سموم قارچ

Hexaconazole ،Metalaxyl وKitazin   در
داری معنی تأثیرشده های بیش از مقادير توصیهغلظت
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توانايی انحلال فسفات توسط باکتری دارند  بر کاهش
(Ahemad & Khan, 2012  بر اساس اين نتايج به .)

ای از نظر رسد بررسی سموم پرمصرف گلخانهنظر می
های عملکردی میکروبی بر تنوع و جمعیت گروه تأثیر

خاک يکی از ملاحظاتی است که قبل از ثبت و تائید آن 
 بايد انجام شود.

 Pseudomonasهای از جدايه هفتاد درصد
در اين پژوهش قابلیت تولید هورمون  آمدهدستبه

های با قابلیت تولید اکسین را داشتند. از بین جدايه
 10جدايه مقاديری بیش از  11هورمون اکسین، 

جدايه از  10گرم در لیتر تولید کردند که میلی
رايزوسفر خیار و يك جدايه از رايزوسفر فلفل 

 6/57با تولید  C4-15 بود. جدايه مدهآدستبه
گرم در لیتر بیشترين میزان تولید هورمون میلی

اکسین را داشت. از رايزوسفر هر سه میزبان، 
تولید کننده اکسین  Pseudomonasهای جدايه

آمد. بیشترين تعداد جدايه تولید کننده اکسین  دستبه
از رايزوسفر خیار و کمترين تعداد متعلق به 

که بیشترين مقدار  C4-15بود. جدايه  فرنگیگوجه
های اکسین را تولید کرد با يکی از بزرگترين هاله

شفاف اطراف کلنی )نسبت قطر هاله به کلنی برابر با 
( از نظر انحلال فسفات معدنی نیز يکی از 2

 10های برتر برای اين صفت بود. همچنین جدايه
له به کلنی جدايه برتر ديگر نیز دارای نسبت قطر ها

بودند. اين نتايج و همچنین  5/1بزرگتر يا برابر با 
عدم انحلال فسفات معدنی و عدم تولید اکسین 

اين نظريه را تقويت  Bacillusهای توسط جدايه
کند که بین اين دو صفت محرک رشد گیاهی می

ای مثبت وجود دارد. اين رابطه مثبت در نتايج رابطه
 Biancoش شده است )ساير پژوهشگران نیز گزار

and Defez, 2010 مطالعه اين پژوهشگران نشان .)
 Sinorhizobiumشده سويه دستکاری ژنتیکیداد 

meliloti  که مقادير بیشتری اکسین نسبت به سويه
کرد توانايی بیشتری برای انحلال و والد تولید می

ويژه در شرايط کمبود فسفات نیز هانتقال فسفات ب
تنها رشد داشت. اين سويه در مقايسه با سويه والد نه 

گیاه را در شرايط معمول افزايش داد بلکه موجب 
 کاهش اثرات منفی تنش کمبود فسفات در گیاه نیز شد.

و  Pseudomonas های جنسبسیاری از جدايه
Bacillus ولید سیدرفورها که ترکیبات توانايی ت

کننده آهن با میل ترکیبی بالا هستند را دارند کلاته
(Tian et al., 2009د .) درصد از  28ر اين مطالعه

های درصد از جدايه 38و  Bacillusهای جدايه
Pseudomonas  .توانايی تولید سیدرفور را داشتند

از  C5-14بیشترين تولید سیدرفور مربوط به جدايه 
بانسبت قطر هاله به کلنی  Pseudomonasجنس 
های بود. گونه CAS-Agarبر روی محیط  5/2برابر با 
از اين  Pseudomonas زایغیر بیماری زا وبیماری

ها و ارگانیسم ترکیبات برای رقابت با ساير میکرو
های کلنیزاسیون و استقرار خود بر روی بافت

 & Ringelکنند )های مختلف استفاده میمیزبان

Brüser, 2018 رقابت بر سر جذب آهن موجود در .)
های ها يا قارچتواند به حذف برخی از باکتریمحیط می

شده با منتهی شود. اگرچه ارتباط اين مکانیسم شناخته
ها بارها گزارش شده اما خصوصیات آنتاگونیستی باکتری

ها از آن Pseudomonas هايی کهساير مکانیسم تأثیر
ها استفاده برای ممانعت از رشد ساير میکروارگانیسم

-2,4بیوتیك کند نیز قابل توجه است. آنتیمی

diacetylphloroglucinol (DAPG)  که توسط
شود تولید می P. fluorescensهای مختلف سويه

قادر به کنترل انواع بیمارگرهای گیاهی است 
(Meyer et al., 2016 در اين مطالعه برخی از .)

 .Pکننده بیمارگر اوومیستی های ممانعتباکتری

melonis که ر حالیتولید کننده سیدروفور بودند د
دون تولید سیدروفور قادر به کنترل برخی ديگر ب

از  P3-53و  C8-29عامل بیمارگر بودند. دو سويه 
، هر دو به نسبتی برابر Pseudomonasجنس 

را کنترل کردند. سويه اول  P. melonis( رشد 50)%

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bianco%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20511434
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bianco%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20511434
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bianco%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20511434
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Defez%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20511434
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قادر به تولید سیدروفور بود در حالیکه سويه دوم فاقد 
بود. اين  CAS-Agarهاله نارنجی بر روی محیط 

 Bacillusتايج برای دو سويه آنتاگونیست از جنس ن
که از نظر تولید  T1BY-36نیز مشاهده شد. سويه 

که  C1BY-1سیدروفور مثبت ارزيابی شد و سويه
از  %50و  %33برای اين صفت منفی بود به ترتیب 
از جنس  P3-57رشد بیمارگر ممانعت کردند. جدايه 

Pseudomonas  و جدايهC1BY-1  از جنس
Bacillus  به ترتیب بیشترين شباهت فیلوژنی را به

P. putida  وB. subtilis  داشتند. خصوصیات
ها بر روی بیوکنترلی و محرک رشدی اين باکتری

انواع گیاهان زراعی و سبزيجات گزارش شده است 
(Etesami & Maheshwari, 2018 .) اين دو

چه بالاترين میزان ممانعت از رشد عامل سويه اگر
گر را نشان دادند اما واجد تمامی صفات محرک بیمار

بر  ای که اخیراً(. مطالعه2رشد گیاهی نیستند )جدول 

محرک رشد انجام  Pseudomonasهای سويه روی
هايی با تعداد کمتری از صفات شده پیروزی باکتری

محرک رشدی در رقابت بر سر تصرف فضاهای 
نزديك به ريشه ذرت را گزارش کرده است 

(Vacheron et al., 2016مت .)سفانه معمولاً أ 
هايی با تعداد کمتری از صفات محرک رشدی باکتری

فاقد ارزش کافی شمرده شده و در تحقیقات کنار 
ها شوند. در اين مطالعه کلیه باکتریگذاشته می

بررسی شده برای مطالعات آينده در شرايط مطلوب 
ند ها حذف نخواهنگهداری شده و هیچ يك از جدايه

 شد. 
 

 سپاسگزاري
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