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  چكيده

زوبيومي، سويه هايي را يافت كه علاوه بر كـارايي بـالا در تثبيـت              بيشمار از هر گونه ري    هاي    توان در بين سويه     مي اكنون كاملا محقق شده است كه     
N2   ،        ايندولي همچـون    هاي    محرك رشد گياهي خصوصا اكسين    هاي    گياه مانند توليد هورمون   توان انجام فرايندهاي موثر در تحريك رشدIAA    را نيـز 

 ريزوبيـومي بـومي برخـي از خاكهـاي ايـران بـه دو روش كمـي و كيفـي                    هاي   توسط سويه  IAAلذا هدف از اين تحقيق تعيين توان توليد         . داشته باشند 
بعلاوه اينكه ايـن توانـايي در       .  را دارند  (IAA) توانايي توليد هورمون اكسين       باكتريهاي ريزوبيومي دهد كه     مي نتايج حاصل از اين تحقيق نشان     . باشد مي

ش آزمون چنـد دامنـه اي   مقايسه ميانگين به رو). p<0.01 ( ريزوبيومي يكسان نيستهاي متعلق به هرگونه    سويه رهاي مختلف ريزوبيومي و د      بين گونه 
 HD/CD > ، Rhizobium 3 بـا  Rhizobium leguminosarum bv. Phaseoliهـاي   دهد كـه سـويه    ميدانكن حاصل از اين دو روش نشان
leguminosarum bv. viciae5/2-3   با HD/CD= و Sinorhizobium meliloti 2-5/2 با HD/CD= كه در روش كيفي و كمي توان بالايي 

   بــا Bradyrhizobium spp و =HD/CD 5/1-2 بــا   Mesorhizobium ciceriهــاي  همچنــين ســويه.  داشــته انــدIAAاز نظــر توليــد 
 5/1-1 HD/CD=در هر دو روش توان پاييني از نظر توليد IAAداشته اند .  
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    1  مقدمه

 موجـود   هاي اكولوژيك   ريزوباكتريها، باكتريهايي هستند كه آشيان    
 فرا ريشه و يا روي سطح ريشه و يا درون ريشه را در مراحـل                در خاك 
اصـطلاح  . كننـد  رشد گياه اشـغال و در آنجـا تكثيـر پيـدا مـي             مختلف  
PGPR بــراي انــواعي از 1978پر و كــروث در ســال ولــ بـه وســيله ك 

باكتريهاي ريزوسفري كه اثـر معنـي داري در افـزايش رشـد گياهـان               
 شامل باكتريهاي گرم منفـي      PGPR. نشان داده اند به كار رفته است      

هـايي از جـنس سـودوموناس،         سـويه  ويـا    هـا   و گرم مثبت مانند گونـه     
م، آزوسـپريليوم،   بيـو ريزوروبـاكتر، سراشـيا، آكروموبـاكتر،       رتلدريا، آ خبر

 قادرند تـا از طريـق    اين باكتريها  .باشند  باسيلوس و استرپتومايسس مي   
در ميـان   . هاي مختلف اثرات مثبتي را بر گياهان اعمال كنند          مكانيسم

باكتريهاي ياد شده، برخي بطور مستقيم موجـب تحريـك رشـد گيـاه              
تنظــيم آنهــا ايــن عمــل را از طريــق توليــد و ترشــح . )8( شــوند مــي

                                                            
 دانشجوي دكتري و دانشيار گروه مهندسي علوم خاك، دانشكده مهندسي آب            -2و1

  و خاك، دانشگاه تهران
  ):salic_etesam@yahoo.com Email           :    نويسنده مسئول-(*

  مثـل (PGRs )(Plant Growth Regulators)رشـد  هـاي   كننـده 
 HCN، سيدروفورها،   ) اكسين، جيبرلين و سيتوكينين    (فيتوهورمون ها   

و يا از طريق فراهم نمودن عناصر غذايي موردنياز گياه از جمله فـسفر              
در چند سال اخيـر اهميـت مـواد تنظـيم           . ندده  و يا نيتروژن انجام مي    

شود مـورد توجـه قـرار        هان كه توسط باكتريها توليد مي     كننده رشد گيا  
از مهمتـرين ايـن مـواد، تركيبـاتي بـا سـاختماني             . )9و7 (گرفته است 

. هـا اشـاره كـرد    توان به گروه اكـسين  هورموني هستند كه از جمله مي  
گـر رشـد گيـاه        ها در اوايل قرن بيستم به عنـوان مـواد تنظـيم             اكسين

 يك اكسين طبيعـي     (IAA)تيك اسيد   اس-3-ايندول. شناخته شده اند  
تخمـين زده شـده اسـت    . باشد داراي اثرات فيزيولوژي گسترده اي مي  

). 15(نـد    را دار  IAA يـد  درصد از باكتري ريزوسفري تـوان تول       80كه  
ريزوبيوم ها به دليل توان بـي ماننـد خـود در برقـراري همزيـستي بـا           

 در تثبيـت    نـد توانمهـاي     گياهان خـانواده لگومينـوز و ايجـاد سيـستم         
نيتروژن مولكولي قـادر بـه تـامين بخـش قابـل تـوجهي از نيتـروژن                 

در ). 8( باشـند   مـي  زراعـي در سـطح جهـاني      هاي    مولكولي اكوسيستم 
تـوان تثبيـت نيتـروژن توسـط ايـن            مـي  اخير با اينكه هنـوز    هاي    دهه

ويژگيهاي ژنتيكي فرايند همزيستي را به عنـوان        باكتريها و بخصوص    

  )علوم و صنايع كشاورزي ( آب و خاكنشريه
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محققين بيولـوژي خـاك محـسوب داشـت         هاي    هشمحور اصلي پژو  
معهذا با اثبات توانايي ديگري در ريزوبيوم ها و محسوب داشـتن ايـن              

كارهـاي  ) PGPR(باكتريها در گروه ريزوباكتريهاي محرك رشد گياه        
باكتريهـاي  . نِيز رو به فزوني گذاشته انـد      ) PGPR(پژوهشي در زمِينه    

 هاي محرك رشد گيـاه بحـساب      ريزوبيومي در زمره بهترين ريزوباكتري    
دهـد توليـد هورمـون        مي آيند مطالعات زيادي وجود دارد كه نشان       مي

گياهي بيشتر توسط گروهي از باكتريهـاي ريزوسـفري تحـت عنـوان             
PGPR               يا ريزوباكتريهاي محـرك رشـد گيـاه و از جملـه باكتريهـاي 

 يكي از مهمتـرين راههـايي كـه ايـن           ).1(گيرد    مي ريزوبيومي صورت 
هورمـون  فيتو گذارند از طريق سـنتز      مي تريها بر رشد و نمو گياه اثر      باك

 جـذب   باشد كه اين هورمون باعث توسعه سيستم         مي (IAA)ايندولي  
 ريشه اي گياه و بدنبال آن افزايش جذب عناصر غـذايي توسـط       توسط

اين باكتريها غالباً جهت توليد اكسين از اسـيد         . )18 و   2 (گردد  گياه مي 
در ايـران   . )5( كننـد    نيـاز اسـتفاده مـي      فان بعنـوان پـيش    آمينه تريپتو 

كارهاي پژوهشي معدودي در مورد ريزوبيوم ها انجام شده اسـت كـه             
هـاي    اكثرا قدمتي بيش از يك دهه نـدارد و تقريبـا همـه آنهـا سـويه                

 مـورد   N2ريزوبيومي را تنها بر اسـاس كـارايي همزيـستي در تثبيـت              
ضر مبتني بـر ايـن فـرض اسـت كـه           پژوهش حا . داده اند ارزيابي قرار   

باكتريهاي ريزوبيومي بومي خاكهاي ايران قادر به توليد مقادير كـافي           
بنابراين اين تحقيق به منظـور  . باشند  ميIAAاز هورمون رشد گياهي     

هـاي    توسـط سـويه   ) IAA(ارزيابي توان توليد فيتو هورمون اينـدولي        
توانـد بـه      مـي  كـه باشـد     مـي  ريزوبيومي بومي برخي از خاكهاي ايران     

  .ي منجر گردددي از اين باكتريها در سطح وسيعاستفاده كاربر
  

  ها مواد و روش
 جدايه باكتري ريزوبيومي مورد اسـتفاده       100در اين تحقيق تعداد     

 جدايه باكتري مورد اسـتفاده در ايـن         100از مجموع   . قرار گرفته است  
بيولـوژي   جدايه باكتري متعلـق بـه كلكـسيون آزمايـشگاه            80تحقيق  

هاي    جدايه ديگر از گره    20باشد و     خاك دانشكده كشاورزي تهران مي    
اي يونجه مزارع اطراف شهرستان كرج جداسازي و خالص سازي        ريشه

  .شده است
  

  خالص سازي و آماده سازي باكتريها
 ايزوله باكتري ريزوبيـومي بـه آزمايـشگاه انتقـال و جـدا              20ابتدا  

انتخاب شده از بانـك     هاي    لاوه سويه مذكور بع هاي    سويه. سازي شدند 
 و  congored-YMAهـاي     ژن پس از تجديد كشت بـر روي محـيط         

Bromothymolblue-YMAمـــشاهدات ، رنـــگ آميـــزي گـــرم و 
بـاكتري  ). 6( ميكروسكپي براي مراحل بعـدي آزمـايش آمـاده شـدند          

ــنس  ــه جــ ــق بــ ــومي متعلــ ــاي  ريزوبيــ  ، Sinorhizobiumهــ
Mesorhizobium   ، Rhizobium   و Bradyrhizobium   ،بودند كـه 

هـاي    بطور جداگانه براي هر جدايـه بـه دقـت از نظـر وجـود آلـودگي                
در . غيرمعمول مورد جستجو قرار گرفتنـد     هاي    احتمالي بررسي و كلني   
 آلودگي در سطح پليت مراحل خالص سازي آن         صورت مشاهده اندكي  

 پس از طي مراحل ياد شـده يـك    . نمونه از طريق بازكشت ادامه يافت     
كلني تيپيك از هر جدايه انتخاب و پس از طي مراحل اجرايي لازم به              

 1 جـدول ). 12(  درجه سانتي گراد منتقـل گرديـد  -80فريزر در دماي 
تعداد باكتري در هر جـنس، گونـه و بيووارهـاي ريزوبيـومي را نـشان                

  .دهد مي
 باكتري انتخاب شده كه قبلاً فريز شده        100براي شروع كار، ابتدا     

 تجديد كشت و جوان شدند سپس كليه YAM را بر روي محيط   بودند  
 ميلي  2 تشكيل كلوني به قطر     ايزوله باكتري بر اساس مدت زمان      100

كـرد كـه      مـي   كلاس تقسيم بنـدي شـدند ايـن كـار كمـك            7متر به   
با قطر تقريباً مشابه بر روي يك ظرف پتري كشت شوند و            هاي    كلوني

ايـن   2جـدول . تري انجـام پـذيرد   آنها با دقت بيشIAAارزيابي توليد 
  .دهد تقسيم بندي را نشان مي

  
هـاي    سـويه   توسـط  IAAگيري كيفـي توليـد        آزمون اندازه 

  ريزوبيومي خالص شده
هـاي ريزوبيـومي      توسط سـويه   IAAتوليد   توانايي   كيفيسنجش  

در ايـن   . انجام گرديـد  ) 7(براساس روش پيشنهادي بريك و همكاران       
، اسـتفاده   سـترون متري يكبار مـصرف       سانتي 9روش از ظروف پتري     

 مربـع   16ا رسم خطوط مناسـب در زيـر آن، بـه            بهر ظرف پتري    . شد
براي هـر   . متر تقسيم گرديد    سانتي 75/1 ×75/1كوچك به ابعاد حدود     

در نظـر گرفتـه شـد و بـدين          )  مربـع  سـه ( تكرار    سه جدايه ريزوبيومي 
 ظـرف  درون هـر . جدايه اختصاص يافـت  5ترتيب هر ظرف پتري به 

 ماده mM5  حاوي LB1 شده سترونليتر محيط كشت   ميلي25پتري 
پس از رشد كافي باكتري درون .  ريخته شد(L-TRP)ال ـ تريپتوفان  
سوسپانـسيونهاي  ) OD(، ابتـدا دانـسيته نـوري        YMBمحيط كـشت    

 UnicoTMمـــدل (ريزوبيــومي بـــا اســـتفاده از اســپكتروفتومتر   
1100,USA; (   تر قرائت و آنگاه با اسـتفاده از   نانـوم570در طول موج
و براساس فاكتور رقتو از طريـق افـزودن         ) CFU – OD(منحني رشد   

 جمعيـــت بـــاكتري در تمـــامي ،مقـــادير لازم آب مقطـــر اســـتريل
ــد   ــومي در ح ــسيونهاي ريزوبي ــيم  cfu ml 108×4/2  -1سوسپان تنظ

 سـلول   به اين ترتيب امكان برداشت و كـاربرد تعـداد يكـسان           . گرديد
 مـورد نظـر فـراهم        هاي بيومي زنده براي انجام هر يك از آزمون       ريزو

  . گرديد
در قسمت مركزي آن با يـك خـلال دنـدان            هر مربع    سطحآنگاه  
  . زني گرديد  هر جدايه مايهزاد مايه سترون از

                                                            
1  - Luria - Bertani 
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  بكار برده شده در اين تحقيق  تعداد باكتري در هر جنس، گونه و بيووارهاي ريزوبيومي-1جدول

مختلف ريزوبيوميگروههاي   

)جنس، گونه و بيووار(نام گروه   
 محل نمونه برداري تعداد سويه

bv.phaseoli   ده سرخ-جاده مباركه-اصفهان 15

Rizobium.leguminosarum 
bv.viciae 17 

حيدرآباد-كرج   

Sinorhizobium meliloti 59  كبودرآهنگ-همدان  

Mesorhizobium ciceri 
(& M.mediterraneum) 6 قمچه آباد- هيدج-جاده تاكستان  

Bradyrhizobium. spp(groundnut) 3 گرمسار بطرف كوير 
  100 جمع كل

  
سپس يك برگ غشاء نيتروسلولز بر روي محيط كشت مايه زنـي            

 ظروف پتري بصورت واژگون درون انكوباتور .  قرار داده شدLBشدة 
ºC)27 (   هـاي   نيكه قطـر كلنـي    زما . روز خوابانده شدند   4 تا   2به مدت

 IAA رسـيد، سـنجش توليـد    mm2  به حدود LBظاهر شده بر روي 
برگهاي غشاء نيتروسـلولزي     .ها، به شرح زير انجام گرفت      توسط جدايه 

ريزوبيـومي  ) متـري   ميلي 2حدود  (هاي رشد يافته     كه در بردارنده كلني   
بودند، درون ظروف پتري تميز ديگري حاوي يك برگ كاغـذ صـافي             

ليتـر از محلـول       ميلـي  5/2، اشباع شده توسـط مقـدار        2 شماره   واتمن
 سـاعت   2 تـا    5/0مـدت    پس از طي    .  تيمار شدند  1معرف سالكوفسكي 

 را داشتند هاله قرمـز      IAAهاي ريزوبيومي كه توان توليد       اطراف كلني 
 IAAها بسته به مقدار      شد كه رنگ و اندازة اين هاله       رنگي تشكيل مي  

در ايـن زمـان قطـر هالـه         . ها، متفـاوت بودنـد     توليد شده توسط جدايه   
(HD)      قرمز ناشي از توليد IAA    و قطر كلنـي (CD)   انـدازه گيـري و 

 براي هـر ايزولـه محاسـبه و         HD/CDنسبت قطر هاله به قطر كلني       
بطور كلي سويه   .  قرار گرفت  IAAمبناي درجه بندي كيفي توان توليد       

) 0-3( گروه   4 در   IAAتوان توليد هورمون     هاي مورد آزمايش از نظر    
 (CD) و قطـر كلنـي       (HD)قطـر هالـه     . به شرح زير قرار داده شـدند      
 اندازه گيري و متوسط نـسبت     قرار داشتند  3درسويه هايي كه در گروه      

 بـراي هرجدايـه محاسـبه و مبنـاي          HD/CD قطر هاله به قطر كلني    
  . قرار گرفتIAAبندي نيمه كمي توان توليد  درجه

 ، nM 1/0(متفـاوت  هـاي   غلظت در IAAدارد  از محلولهاي استان  
بــراي ســهولت تــشخيص نــوع و ) 8، 4، 2 ، 1، 8/0،  6/0 ، 4/0 ، 2/0

براي اين منظور بـا قـرار دادن        . قرمز استفاده شد  هاي    شدت رنگ هاله  
بـر  )  ، در دو تكرار    nM8 تا   1/0( ميكروليتر از هر محلول استاندارد       50

ه اي مرطـوب بـه قطـر تقريبـي          روي يك برگ غشاء نيتروسلولز، داير     
mm2 ريزوبيومي بود هاي    شد كه تقريباً معادل قطر كلني       مي  تشكيل .

 با  IAAبرگهاي نيتروسلولزي لكه گذاري شده با محلولهاي استاندارد         

                                                            
1- Salkowski 

معرف سالكوفسكي تيمار گرديده و سپس قطر هاله قرمز تشكيل شده           
  .اطراف هر لكه اندازه گيري شد

  
 ـ  آزمون اندازه هـاي    توسـط سـويه   IAAي توليـد گيـري كم

  ريزوبيومي خالص شده
روش ( نيز بـر اسـاس روش بريـك          IAAگيري كمي توليد      اندازه

منتهي در محيط كشت مايع رنگي در نتيجه استفاده از محلـول        ) كيفي
ــسكي ــطسالكوفـــــ ــپكتروفتومتر   توســـــ ــتگاه اســـــ  دســـــ

(UNICO1100U.S.A))    2 روز بـا توجـه بـه جـدول         2-4به مدت 
بـه شـرح زيـر      )  ميلـي ليتـر    2 تشكيل كلني به قطر    مدت زمان سرعت  

  ).18( انجام گرفت
براي انجام اين آزمون زاد مايه كشت تازه هر جدايـه بـاكتري بـه               

  :روش زير تهيه گرديد
درون . ليتري انتخاب و آمـاده شـدند         ميلي 100اي    شيشههاي    ارلن

 ريخته شد و    LB-TRP محيط كشت مايع     ml20هر ظرف ارلن مقدار     
 دقيقـه درون    15 درجـه سـانتيگراد بـه مـدت          121ا در دمـاي     ارلن ه 

هـاي    سپس محتوي هر ارلن بـا يكـي از سـويه          . اتوكلاو سترون شدند  
مذكور با ورقه آلومينيومي پوشـانده  هاي  ارلن. موردنظر مايه زني گرديد 

 سـاعت   120 ساعت براي باكتريهاي تند رشد و تا         72شدند و به مدت     
 درجه سانتيگراد بر روي بهـم زدن        28دماي  در  ) براي انواع كند رشد   (

 دور در دقيقـه هـوادهي و خوابانيـده          120دوراني با سـرعت چـرخش       
 بـا   LBپس از رشد كـافي بـاكتري درون محـيط كـشت مـايع             . شدند

جمعيـت  OD/CFU(ml) ) معيـار (استفاده از دسـتگاه اسـپكتروفتومتر   
ــسيون ــاكتري در تمــامي سوسپان  cfu/mlريزوبيــومي در حــد هــاي  ب

رد تعـداد   به اين ترتيب امكان برداشت و كارب      .  تنظيم گرديد  4/2×108
يكسان سلول ريزوبيومي زنده براي انجام هر يك از آزمـون مـوردنظر             

  .فراهم گرديد
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 YAM ميلي متر در محيط كشت 2 تقسيم بندي باكتريهاي انتخاب شده بر اساس مدت زمان تشكيل كلوني به قطر -2جدول

 ل كلونيمدت زمان تشكي
 96 ساعت 80 ساعت  72 ساعت 64 ساعت  56 ساعت  48 ساعت  36 ساعت

10Sm 11Sm 117Sm 121Sm 128Sm 302Rlp 116Sm 
162Sm 122Sm 119Sm 123Sm 139Sm 324Rlv 119Sm 
336Rlv 124Sm 126Sm 133Sm 167Sm 325Rlv 135Sm 
345Rlv 13Sm 129Sm 136Sm 261Rlp 490Rlv 141Sm 
350Rlv 15Sm 148Sm 137Sm 284Rlp 491Rlv 226Bsp 
69Sm 160Sm 158Sm 140Sm 310Rlp 492Rlv 297Rlp 
7Sm 16Sm 163Sm 143Sm 335Rlv 493Rlv 380Mc 

  17Sm 23Sm 144Sm 348Rlv 469Rlv 406Mc 
  18Sm 267Rlp 14Sm 377Mc 497Rlv 414Mc 
  19Sm 270Rlp 155Sm 497Rlv     
  20Sm 397Mc 159Sm       
  21Sm 47Sm 165Sm       
  239Bsp 5Sm 22Sm       
  240Bsp 64Sm 24Sm       
  254Rlp 68Sm 272Rlp       
  263Rlp 6Sm 279Rlp       
  275Rlp 81Sm 321Rlv       
  277Rlp 127Sm 494Rlv       
  289Rlp 161Sm         
  315Rlv 94Sm         
  341Rlv           
  35Sm           
  384Mc           
  71Sm           
  8Sm           
  9Sm           
  281Rlp           

Rlp: Rhizobium leguminosarum var. phaseoli 
Rlv: Rhizobium leguminosarum var. viciae 

Sm: Sinorhizobium meliloti 
Mc: Mesorhizobium ciceri 
Bsp: Bradyrhizobium. spp 

  
 توليد شده توسـط باكتريهـا بايـد سـلول           IAAگيري     براي اندازه 

روش معمول،  . باكتري و محيط كشت از مواد مترشحه استخراج شوند        
جدا كردن سلول باكتري و محيط كشت از مواد مترشـحه، بـه كمـك               

 ميلي ليتر از سوسپانـسيون بـاكتري بـه وسـيله            4. باشند  سانتريفوژ مي 
هاي سانتريفوژ مخصوص     د و داخل لوله   پت سترون شده برداشته ش      پي

 دور در دقيقــه 10000 دقيقــه و چــرخش حــدود 10ريختــه و بمــدت 
 ميلـي   2سـپس   .  ته نشين شـدند     سانتريفوژ گرديد تا باكتري ها كاملاً     

 1 : 2ليتر از محلول شفاف رويي كه حاوي اكـسين اسـت بـه نـسبت                
ي يعني دو حجم عصاره باكتري و يك حجـم بـا محلـول سالكوفـسك              

رنگ پديد  .  ساعت قرائت انجام شد    2 تا   5/0پس از مدت     تيمار شده و  
آمده توسط دستگاه اسپكتروفتومتر كه از قبل با محلولهاي استاندارد با           

 كـاليبره   ppm 300 ،   … و   30 ،   25 ،   20 ،   10 ،   5،  صـفر هاي    غلظت
در نهايـت   .  نـانومتر حاصـل شـده بـود        530گرديده بود در طول موج      

هاي ريزوبيـومي      توليد شده توسط هر يك از سويه       IAAغلظت نهايي   
بـصورت  ) كمي و كيفـي   (هاي    اين آزمون . توسط دستگاه قرائت گرديد   

گروههـاي مختلـف    ( تيمـار    5اي بـا       تصادفي چند مشاهده    طرح كاملاً 

ــومي  ــام   ) Bsp و Sm ، Rlp،   Rlv ، Mcريزوبي ــرار انج ــه تك در س
 آماري بـا اسـتفاده از        و محاسبات  (ANOVA)تجزيه واريانس   . گرفت
 و رسم نمودارها با اسـتفاده از        SAS و   MSTATهاي كامپيوتري     برنامه

مقايسه ميـانگين داده هـا بـه روش    .  انجام گرديدExcelنرم افزارهاي  
  .انجام پذيرفت% 5نه دانكن در سطح آزمون چند دام

  

  نتايج
دهـد كـه       نشان مي  IAAهورمون توان توليد     و كمي  آزمون كيفي 

.  را دارنـد  (IAA) توانايي توليد هورمون اكـسين        يهاي ريزوبيومي باكتر
 رهـاي مختلـف ريزوبيـومي و د         بعلاوه اينكه اين توانايي در بين گونـه       

 در .)p<0.01 (هاي متعلق به هرگونه ريزوبيومي يكـسان نيـست        سويه
هاي مختلف ريزوبيومي بـه       سويه IAAآزمون كيفي از نظر توان توليد       

 3(  تـوان توليـد خيلـي بـالا    1گـروه  (هـاي مختلـف     گروه با تـوان 5
HD/CD>( توان توليـد بـالا  2، گروه ) 5/2-3 HD/CD=(  3، گـروه 

  تـوان توليـد پـايين   4 گـروه  ،=HD/CD )2-5/2 (توان توليد متوسط
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)3-5/1 HD/CD=( ــروه ــي كــم 5 و گ ــد خيل ــوان تولي  1-5/1 ( ت
HD/CD= (   تـوان   در آزمون كمـي نيـز از نظـر    .تقسيم بندي شده اند

هـاي    گـروه بـا تـوان    5هاي مختلف ريزوبيـومي بـه         سويه IAAتوليد  
 ميلـي گـرم در ليتـر     <200 ( توان توليـد خيلـي بـالا   1گروه (مختلف 
(IAA توان توليد بالا2، گروه ) ميلي گرم در ليتـر  150-200  IAA( ،
 ،IAA) ميلـي گـرم در ليتـر      100-150( توان توليد متوسـط، 3گروه 
 و گـروه  )IAA) ميلي گرم در ليتر 50-100 (يد پايين توان تول4گروه 

تقـسيم بنـدي   ) IAA ميلي گرم در ليتر  >50 ( توان توليد خيلي كم5
در  باكتريهاي ريزوبيـومي     درصد 2و1 شماره   شكل هاي . )18 (شده اند 

 را  گروههاي مختلف در اين گـروه بنـدي در دو روش كمـي و كيفـي               
 درصـد از    3  در روش كيفي   دشو   بطوري كه مشاهده مي    .دهد  نشان مي 

ها در گروه      درصد از سويه   15ها در گروه با توان توليد خيلي بالا،           سويه
ها در گروه با توان توليد متوسـط،           درصد از سويه   23با توان توليد بالا،     

 درصـد از    32ها در گـروه بـا تـوان توليـد پـايين و                سويه  درصد از  27
بطوريكـه  . ها در گروه با توان توليد خيلي پايين قـرار گرفتـه انـد               سويه

ها در گروه بـا تـوان          درصد از سويه   5  در روش كمي   گردد  مشاهده مي 
 44ها در گروه بـا تـوان توليـد بـالا،               درصد از سويه   9توليد خيلي بالا،    

هـا     درصد از سـويه    41در گروه با توان توليد متوسط،       ها    درصد از سويه  
هـا در گـروه بـا تـوان          درصد از سـويه    1در گروه با توان توليد پايين و        

مختلـف ريزوبيـومي    هـاي     تمام سويه . توليد خيلي پايين قرار گرفته اند     
و آزمون شده در اين تحقيق توان رشد بـر روي محـيط كـشت جامـد                 

 در بـين    IAAاينكه تـوان توليـد      بعلاوه   . را داشته اند   LB-TRPمايع  
بطوريكـه مقـدار عـددي    .  يكـسان نيـست  IAAهاي ريزوبيومي     سويه

گيـري     اندازه )ميلي گرم در ليتر   ( و نيز غلظت     نسبت قطر هاله به كلني    
هاي متعلـق بـه گروههـاي مختلـف ريزوبيـومي بـسيار               شده در سويه  
نـسبت   (IAA مقايـسه ميـانگين تـوان توليـد          3 جدول. متفاوت است 

HD/CD (    و غلظت آن)   در بين گروههاي مختلـف     ) ميلي گرم بر ليتر
انجـام  % 5اي دانكن در سـطح         كه بوسيله آزمون چند دامنه     ريزوبيومي

  .دهد شده را نشان مي
  
 به ترتيب بر روي محيط كشت IAA  مقايسه ميانگين توليد -3جدول
-LB روش كيفي درون ظروف پتري و نيز در محيط LB-TRPجامد

TRP ريزوبيومي بومي هاي  توسط برخي از سويه) روش كمي(  مايع
  %)5(كشور به روش آزمون چند دامنه اي دانكن

 
 مقايسه ميانگين ها در آزمون كيفي

 Duncan grouping ميانگين تعداد گروه

Rlp 45 2/71  A 
Rlv 51 2/42  A 
Sm 177 1/65  B 
Mc 9 1/50  B 
Bsp 18 1/38  B 

  ا در آزمون كميمقايسه ميانگين ه
 Duncan grouping ميانگين تعداد گروه

Rlp 41 177/92  A 
Rlv 51 142/92  B 
Sm 177 96/74  C 
Mc 9 94/73  C 
Bsp 18 73/4  C 

Rlp: Rhizobium leguminosarum var. phaseoli 
Rlv: Rhizobium leguminosarum var. viciae 

Sm: Sinorhizobium meliloti 
Mc: Mesorhizobium ciceri 
Bsp: Bradyrhizobium. Spp 

  
دهد كه گروههـاي      ها نشان مي     داده  كيفي نتيجه مقايسه ميانگين  

 بيـشتري   IAAدار ميـزان       بدون اختلاف معني   Rlv و   Rlpريزوبيومي  
توليـد  ) Bsp و   Sm   ، Mc(نسبت به مابقي گروههاي مـورد آزمـايش         

 هر  شاهده نشد داري م   بين گروههاي دسته دوم اختلاف معني     . اند  كرده
.  تفـاوت معنـي داري دارنـد       Rlv و   Rlpگـروه اول،    هاي    چند با سويه  

 Rlpدهد كه گروههـاي       ها نشان مي    دادهكمي  نتيجه مقايسه ميانگين    
هـاي   و سـويه ) ميلي گـرم بـر ليتـر    IAA )92 /177با بيشترين مقدار 

 ميلي گـرم بـر   04/73( توليدي   IAA با حداقل ميزان     Bspريزوبيومي  
 ريزوبيـومي   هـاي    سويه ناتوان ترين به ترتيب به عنوان برترين و       ) ليتر

 بـا  Rlpهـاي   بـين سـويه  . هاي مورد آزمون معرفي شدند     در بين سويه  
Rlv  داري وجـود دارد ولـي بـين مـابقي گروههـا تفـاوت         تفاوت معني
 IAAمقـدار     و  نسبت قطر هالـه بـه كلنـي        .ديده نمي شود   داري  معني

  درون گروههــــايختلــــف هــــاي م توليــــدي در بــــين ســــويه
) Rlp   ، Rlv   ، Sm   ، Mc   و Bsp (  آمـاري قـرار   هـاي     نيز مورد تجزيه 

  . گرفت
هاي مختلف     سويه IAAتوان توليد   هاي     مقايسه ميانگين  4جدول  

 ،  Rlp   ، Rlv   ، Sm(ريزوبيومي را در گروههـاي مختلـف ريزوبيـومي          
Mc و Bsp ( دده  ميرا نشاندر دو روش.  

هـاي گروههـاي       سـويه  اكثـر گردد بين    همانطور كه مشاهده مي    
داري در     اخـتلاف معنـي    IAA ريزوبيومي از نظر تـوان توليـد         فمختل

  . درصد وجود دارد5سطح 
  
  بحث

دهـد كـه باكتريهـاي        نتايج حاصل از ايـن دو آزمـون نـشان مـي           
بعـلاوه اينكـه    .  را دارند  IAAهورمون اكسين   توانايي توليد      ريزوبيومي

هاي متعلق    هاي مختلف ريزوبيومي و در سويه       اين توانايي در بين گونه    
  .به هرگونه يكسان نيست
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در ) Bsp و Rlp ، Rlv ، Sm ، Mc(هاي مختلف ريزوبيومي را در گروههاي مختلف ريزوبيومي   سويهIAAهاي توان توليد  مقايسه ميانگين -4جدول

  )5(%به روش كمي و كيفي آزمون دانكن  دو روش
 مختلف سويه هاي
HD/CD IAA يوميريزوب )ميلي گرم در ليتر(  هاي مختلف ريزوبيومي سويه   HD/CD IAA )ميلي گرم در ليتر(   

128Sm 067/3  a 2/193  a 325Rlv 883/2  a 8/218  a 
35Sm 169/2  b 7/121  b 321Rlv 777/2  b 1/187  b 
119Sm 196/2  b 4/118  c 315Rlv 507/2  c 5/143  c 
160Sm 196/2  b 5/116  d 336Rlv 507/2  c 5/143  c 
136Sm 116/2  c 6/115  d 341Rlv 507/2  c 7/140  d 
143Sm 07/2  d 4/114  e 335Rlv 5/2  c 7/140  d 
144Sm 07/2  d 4/114  e 490Rlv 5/2  c 4/140  d 
148Sm 07/2  d 7/113  e 324Rlv 433/2  c 4/140  d 
14Sm 07/2  d 9/111  f 350Rlv 433/2  c 9/138  e 
10Sm 937/1  e 1/111  f 494Rlv 433/2  c 9/138  e 
121Sm 937/1  e 5/110  fg 497Rlv 433/2  c 4/134  f 
129Sm 937/1  e 6/109  gh 345Rlv 267/2  d 8/133  fg 
135Sm 937/1  e 6/109  hi 348Rlv 233/2  de 7/132  g 
13Sm 937/1  e 8/108  hi 491Rlv 199/2  de 4/129  h 
116Sm 911/1  e 8/108  i 492Rlv 182/2  e 7/128  h 
122Sm 9/11/1  e 3/107  i 493Rlv 167/2  e 6/125  i 
16Sm 911/1  e 6/106  j 496Rlv 168/2  e 7/120  j 
123Sm 849/1  f 6/106  jk      
137Sm 838/1  f 6/106  jk 377Mc 875/1  a 57/83  a 
20Sm 773/1  g 8/105  jk 384Mc 371/1  b 57/80  b 
138Sm 761/1  g 8/105  k 380Mc 371/1  b 9/75  c 
22Sm 761/1  g 2/104  k 397Mc 356/1  b 14/70  d 
163Sm 724/1  h 2/104  l 406Mc 214/1  c 06/67  e 
158Sm 63/1  i 7/102  l 414Mc 123/1  d 61 f 
155Sm 63/1  i 9/101  m      
127Sm 623/1  i 9/100  mn      
140Sm 623/1  i 94/99  no 281Rlp 163/3  a 7/250  a 
141Sm 623/1  i 45/99  op 267Rlp 067/3  b 5/140  b 
117Sm 61/1  i 67/98  pq 275Rlp 883/2  c 1/238  c 
11Sm 61/1  i 3/96  q 297Rlp 883/2  c 3/222  d 
15Sm 52/1  j 73/94  r 284Rlp 338/2  cd 2/189  e 
17Sm 52/1  j 15/93  s 289Rlp 8/2  cd 9/178  f 
21Sm 52/1  j 15/93  t 270Rlp 777/2  d 7/165  g 
157Sm 468/1  k 15/93  u 254Rlp 75/2  de 165 g 
19Sm 468/1  k 6/91  v 261Rlp 663/2  df 6/158  h 
9Sm 468/1  k 8/89  w 263Rlp 627/2  fg 8/152  i 

124Sm 453/1  k 4/88  wx 310Rlp 593/2  fg 2/152  i 
126Sm 453/1  k 55/78  xy 277Rlp 559/2  g 2/148  j 
139Sm 453/1  k 74/86  xy 272Rlp 433/2  h 137 k 
165Sm 453/1  k 74/86  xy 279Rlp 433/2  h 5/136  k 
159Sm 453/1  k 74/86  xy 302Rlp 233/2  i 1/133  l 
161Sm 413/1  l 74/86  yz      
162Sm 413/1  l 07/86  …      
23Sm 413/1  l 14/85  …      
24Sm 413/1  l 14/85 … 226Bsp 52/1 a 3/96 a 
133Sm 374/1 m 15/84 … 239Bsp 52/1 a 52/95 a 
18Sm 371/1  m 65/83 … 240Bsp 468/1 b 37/92 b 
8Sm 37/1 m 97/82 …      
69Sm 353/1  mn 34/81 …      
167Sm 335/1 n 98/78 … 68Sm 335/1 n 73/73 … 
5Sm 335/1 n 98/78 … 81Sm 335/1 n 95/70 … 
6Sm 335/1 n 78/77 … 7Sm 252/1 o 95/65 … 
71Sm 335/1 n 86/76 … 47Sm 214/1 p 14/69 … 
94Sm 335/1 n 73/73 … 64Sm 111/1 q 135/3 … 
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هـا دو آزمـون       همانطور كه در نمودارها و جداول مقايسه ميـانگين        

  دارايRlpهـاي ريزوبيـومي مربـوط بـه گـروه        شـود سـويه     ديده مـي  
باشند و   مي)ميلي گرم بر ليتر( IAA  و توليدHD/CD مقدار بيشترين

 در مقامهاي بعدي بوده     Mc و   Rlv   ، Sm   ، Bspنبال آن گروههاي    بد
درخـصوص تـوان توليـد فيتوهورمونهـا توسـط           گزارشات متعددي   . اند

  دي ازوتروف، از جمله باكتريهاي جـنس ازتوبـاكتر         PGPRباكتريهاي  
 . وجـود دارد   )11 ( و نيز باكتريهاي ريــزوبيومي     )13 (، ازوسپريلوم )14(

 در بـين     را  مولـد هورمـون    سـويه فـوق برتـر     ست  باي  مي بر اين اساس  
 جـستجو  Bsp و   Sm   ، Mc و سپس    Rlp   ، Rlvگروههاي ريزوبيومي   

تريپتوفان پيش نياز توليد اكسين در گياهان       - ال اينكهبا توجه به     .نمود
 بكـار  nM5(L-TPR  (باشد و از آنجايي كه مقـدار  و ريزموجودات مي

هـا يكـسان بـوده        ه سـويه  براي هم ) مايع و جامد   (LBرفته در محيط    
نتيجه ديگر حاصل از    . ها متفاوت است     در سويه  IAAاست ولي مقدار    

 ژنـوتيپي اين دو آزمون اين است كـه توليـد اكـسين بـه خـصوصيات                
به رشد باكتري، فعاليت متابوليكي، بيان ژني كه        ) 16و 5(ريزموجودات  

كي  ثابت سـنتتي   ، است IAAمسئول كد كردن آنزيم درگير در بيوسنتز        
تـين و همكـاران     .  محيط كشت بـاكتري بـستگي دارد       وريزموجودات  

 توليد شده توسط باكتريها را تابعي از گونـه و سـويه             IAAمقدار  ) 17(
باكتري و همچنين نوع محيط كشت مـورد اسـتفاده و شـرايط كـشت               

 بـه   L-TRP  مقـدار مناسـبي از     اضـافه كـردن   . باكتري گزارش كردند  

 آن  و افزايش بيش از    توليد اكسين گردد     تواند باعث   محيط تا حدي مي   
مقدار مناسب تأثيري در توليد اكسين ندارد و سرعت تشكيل اكسين را            

). 4 (تواند موجب تحريك و توليد اتيلن تنشي گردد         مي  و آورد  پايين مي 
 مناسب بـراي توليـد    ،)LB(ده شده در اين محيط      ااستف L-TRPمقدار  

). 3 ( بود ون شده در اين تحقيق    هاي ريزوبيومي آزم    اكسين براي سويه  
و ) 2(كنـد      توليد اكسين نيـز كـاهش پيـدا مـي          ،TRPبا كاهش مقدار    

 به محيط نيـز توليـد اكـسين را چنـدين برابـر افـزايش                TRPافزودن  
 TRPنشان دادند كه كاهش غلظت ) 17(تين و همكاران   ). 9(دهد    مي
ش توليـد    باعـث كـاه     ميكروگرم در ليتر   1 به   ميكروگرم در ليتر  100 از

 و نيـز گـزارش كردنـد بيوسـنتز اكـسين در             .ها گرديد   اكسين در سويه  
 در محـيط بـاكتري باعـث        TRPبعضي از ازتوباكترها با كاهش مقدار       

گردد كه يكي از دلايل ايـن          به اكسين مي   TRPكاهش كارائي تبديل    
همچنـين  ). 16(باشـد     ش به علت تغيير مسير بيوسنتز اكسين مـي        اهك

شان داده است كه توليد اكسين توسط باكتريها وقتـي          مطالعات ديگر ن  
  بـه   ميكروگـرم در ليتـر     42/2 به محيط اضافه گرديـد از        L-TRPكه  

 افزايش يافته است كه اين مقـدار افـزايش در           ميكروگرم در ليتر   6/24
كرد كه در توافق بـا نتـايج         مي هاي مختلف فرق    توليد اكسين در سويه   

انـد كـه شـرايط         متعددي نـشان داده    گزارشات. باشد  اكثر محققين مي  
 بـر   توانند   نيز مي  IAAمحيطي همچنين غلظت باكتريهاي توليدكننده      

  ).18 و 5 ،4( مقدار توليد اكسين تأثير داشته باشند
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Abstract 

Now, it’s completely proved that we can find strains among many strains of each rhizobial group that can 
also do effective process in plant growth promoting as plant growth hormones production (IAA), in addition of 
their ability in N2 fixation .therefore, the aim of this research is to determinate the ability of IAA production of 
some of the indigenous rhizobial strains by two quantitative and qualitative methods. The results obtained from 
this study show that Rhizobial bacteria enable to produce auxin hormone (IAA). Moreover, this ability is not the 
same among various rhizobial species and among the strains belonging to each rhizobial species (p<0.01). The 
mean comparison performed by Duncan range test, in both methods, showed that the strains of Rhizobium 
leguminosarum bv. Phaseoli (with HD/CD >3), Rhizobium leguminosarum bv. Viciae (with HD/CD = 2.5 – 3) 
and Sinorhizobium meliloti (with HD/CD = 2 – 2.5) had the same production ability in both methods and also the 
strains of Mesorhizobium ciceri (with HD/CD= 1.5 – 2) and Bradyrhizobium spp (with HD/CD= 1 – 1.5) 
produced the small amount of IAA in both two methods. 
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