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 چکیده

سفات، توليد اكسين و سيدروفور باعث افزاای  عللکزرگ گياهزا     كنندگی فاز طریق مکانيسم هاي مختلف مانند حل گياه رشد محرک هايباكتري
هاي ریاوسفر گندم انجام شد و برخی از خصوصيات محرک رشدي از قبيل توليزد اكسزين،   شوند. گر این تحقيق جداسازي و شناسایی باكتريزراعی می

اي ا مورگ بررسی از روش آنزاليا محزدوگگر گي   جدایه 20ي ژنتيکی كنندگی فسفات معدنی مورگ اندازه گيري قرار گرفت. براي غربالگرسيدروفور و حل
بزراي تکثيزر ناحيزه ژنزی      1492Rو  27Fبا استفاگه از آغازگرهاي علومی  PCRاستفاگه شد. بدین منظور پس از انجام  ARDRAریبوزمی تکثيري یا 

rDNA16Sهاي برشی ، از آنایمHpaII  وRsaI 16 نیبراي هضم ناحيه ژS rDNA  استفاگه شد. نتایج غربالگري ژنتيکی نشا  گاگ پس از هضم ناحيه
 Chryseobacteriumهزاي  هاي برشزی تنزوق قابزل مهحظزه اي مشزتلل بزر هفزت الگزوي برشزی قابزل مشزاهده اسزت. گونزه             تکثير شده با آنایم

ginsenosidimutans،C. lathyri  ،C. piperi، C. taiwanense ،Novosphingobium aromaticivorans ،Pedobacter duraquae  و
Sphingomonas koreensis 93/25ها قاگر به توليد اكسين بوگند كه بيشزترین اكسزين توليزد شزده      شناسایی شدند. نتایج نشا  گاگ كه تلامی جدایه 

آگار را گارا بوگند. گر مزورگ   CASمحيط  توليد سيدروفور گرتوانایی  F46و  F3 ،F45تنها سه جدایه  بوگ. هلچنين F1گرم گر ليتر( مربوط به جدایه ميلی
قطر هالزه بزه    F6  16/4كنندگی فسفات را گاشتند كه گر این ميا  جدایه كنندگی فسفات معدنی، نتایج نشا  گاگ كه تنها گو جدایه توانایی حلتوا  حل

 كنندگی را گاشت. كلنی( بيشترین توا  حل

 
 سيدروفور  گياه، رشد محرک هايكترياكسين، با :كلیدي هايواژه

 

   1  مقدمه

 هزاي فزرآورگه  توليزد  گر زراعزی  گياهزا   تزرین مهم از یکی گندم
 افزاو   روز گنزدم بزدليل افزاای     كشزت  .شزوگ محسوب مزی  غذایی
 گر زراعی هايسيستم اصلی نا  محور بالاي سرانه مصرف و جلعيت

 افزاای   بزه  توجزه  نزوین بزا   كشزاورزي  گرگیده است. گر ارزیابی گنيا
زیسزتی بزدليل    محزيط  آلزوگگی  هزاي بحرا  پی گر و انسانی جلعيت

و كوگهاي شيليایی، اتخاذ راهکارهزاي مناسزک كزه     استفاگه از سلوم
چنين خطراتی را نداشته باشند، ضروري است كه یکی از این راهکارها 

(. كزاربرگ  33زیستی گر سيستم هزاي زراعزی اسزت     كوگهاي  مصرف
 گاراي كزه گر ریاوسزفر گياهزا  زراعزی سزاكن بزوگه و       هاییباكتري
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باشند گر بيشتر گاارشزات  می گياها  عللکرگ و رشد بر مثبتی تأثيرات
ها كه با عنوا  محزرک رشزد   این باكتري مورگ اشاره قرار گرفته است.

 هايباكتري از متعدگي هايگونه شوند شامل( ناميده میPGPRگياه  
 ،Azotobacter، Azospirillum هززایی ماننززد متعلززق بززه جززنس  

Bacillus، Herbaspirillum  وPseudomonas باشند. هر چند می
هزاي ریاوسزفري تنزوق زیزاگي     مطالعات نشا  گاگه است كه بزاكتري 

(. 23گرگگ  هاي جدیدي به این گروه اضاقه میگاشته و هر روزه جنس
باشزند  مزی  ریاوسزفري  ناحيه گر بيشتري جلعيت ها گاراياین باكتري

هزا اسزت كزه    ریشه از شده آزاگ آلی تركيبات انواق تجلع واسطهكه به
 (. 34هاست  باكتري نياز مورگ غذایی مواگ و عناصر از غنی
 هزاي از طریزق مکانيسزم   رشزد  محزرک  ریاوسفري هايباكتري 

 كننزد اعلزال مزی   گياه را بر روي مفيدي اثرات غيرمستقيم و مستقيم

رشد به طور مستقيم و با  محرک هايكتريبا مستقيم، روش (. گر25 
 شوند.می گياه رشد افاای  و هاي مختلف باعث بهبوگاستفاگه از روش

و  سزيتوكنين  هزاي رشزد مثزل اكسزين،    توليد و ترشح تنظزيم كننزده  
 نيتروژ  نامحلول، تثبيت آلی یا و معدنی هايفسفات جيبرلين، انحهل

 )علوم و صنایع كشاورزي( آب و خاك نشریه
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آمينزاز از جللزه   گي - (ACC)هاي مثل آنایم اتلسفري و توليد آنایم
. توانزایی توليزد اكسزين گر    (24و  18  باشندهاي مستقيم میمکانيسم

، Alcaligenes ،Azotobacterهززززززایی از قبيززززززل بززززززاكتري
Azospirillum،Entrobacter  ،Flavobacterium ،

Pseudomonas ،Rhizobium  وXanthomonas    به اثبزات رسزيده
 مزواگ  ها با استفاگه ازيم، این باكتريمستقگر روش غير(. 28و  5است  
 از یزا  و ها و یا تركيباتی مانند سيانيد هيزدروژ  از قبيل آنایم بازگارنده
 توقزف  یزا  و كاه  موجک ميابا  گياه طبيعی مقاومت افاای  طریق
گاارش شده است كه باكتري  .شوندمی ميابا  گياه بيلارگرهاي كامل

stutzeri Pseudomonas  شزد   ليزا  سزبک  كيتينزاز  نزایم با توليزد آ 
 (.10و  7گرگیده است   Fusarium solani قارچ هايهيف

هاي افااینده رشد با كلک به جذب آب و عناصر غزذایی  باكتري 
زنزی و كلزک بزه گيزاه بزراي رشزد گر       توسط گياه، باعث بهبوگ جوانه

( 31شزاووكات و هلکزارا      (.35شوند  هاي محيطی میشرایط تن 
و  Azospirillum ،Azotobacterهززاي د كززه جدایززهگززاارش كرگنزز

Pseudomonas زنزی و رشزد   گاري بر روي جوانزه تأثير مثبت و معنی
( گاارش 30شریفی و خاوازي  چه ذرت نشا  گاگند. هلچنين سيدگياه

 Azospirillumبا باكتري  SC-434كرگند كه تلقيح بذر ذرت هيبرید 
 شوگ.زنی بذر ذرت میهاي جوانهچه و مؤلفهباعث تسریع گر رشد گياه

هاي باكتریزایی و غربزالگري   شناسایی جدایهاین مطالعه  هدف از
اي ریبزوزمی  ا روش آنزاليا محزدوگگر گي  با استفاگه از مولکولی آنها 
 توليزد  قابليت یعنی رشد محرک بررسی صفات ،ARDRAتکثيري یا 
ر نهایزت  و گ هزا، فسفات این جدایزه  كنندگی حل و سيدروفور اكسين،

 زنی بذر گندم بوگ.بررسی تأثير آنها بر صفات مربوط به جوانه
 

 هامواد و روش

 های مورد استفاده باکتری

جدایه بزاكتري كزه طزی مطالعزات گذشزته از       20گر این تحقيق 
هزاي تهزرا ، قزاوین، زنجزا ،     هزاي ریاوسزفر گنزدم از اسزتا     خاک

ازي شزده بوگنزد   آذربایجا  شرقی و غربی، كرگستا  و هلدا  جداسز 
سزازي و نگهزداري، یزک    (. براي خزال  4مورگ استفاگه قرار گرفتند  

 Nutrient Agar (NA)كلنی از هر جدایه گر محزيط نوترینزت آگزار    
گزراگ بزه مزدت گو    گرجه سانتی 28كشت گاگه و گرماگذاري گر گماي 
ها به مياا  كافی رشد كنند، بعزد  الی چهار روز انجام گرفت تا باكتري

ها مزورگ  گراگ نگهداري شدند. باكتريآ  گر گماي چهار گرجه سانتیاز 
آمياي گرم قرار گرفته و از نظر شکل ظاهري مورگ مطالعه قزرار  رنگ

گرفتنززد. گر ایززن تحقيززق از گو بززاكتري شناسززایی شززده موجززوگ گر  
كلکسزززيو  ميکروبزززی موسسزززه تحقيقزززات خزززاک و آب شزززامل  

Pseudomonas fluorescens strain R169 و Azospirillum 

lipoferum strain OF .به عنوا  شاهد استفاگه گرگید 

 باکتریایی  هایجدایه مولکولی شناسایی

هاي مورگ بررسزی از روش  ژنومی از جدایه DNAجهت استخراج 
 از 16S rDNAناحيه  تکثير براي .(14استفاگه شد   CTABمبتنی بر 

 -27F  (5′تركيزززززززززززک آغازگرهزززززززززززاي 

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG -3′)  1492وR (5′- 

TACGGTTACCTTGTTACGACTT -3′) عنوا  به به ترتيک 

با  PCR(. فرآیند تکثير 21شد   استفاگه معکوس و مستقيم آغازگرهاي
 Techne, Genius)اسزززتفاگه از یزززک گسزززتگاه ترموسزززایکر  

FGEN02TP, USA)    صززورت گرفززت. گر ایززن واكززن  از پززنج
 DNA ،5/1وليتر نلونزه حزاوي   ، سه ميکرPCRميکروليتر بافر تکثير 

، گو ميلزی  dNTPمزولار  ميلی DNA Taq polymerase ،4/0واحد 
ميکرومولار آغازگرها و آب گیزونياه سزترو  تزا     4/0و   MgCl 2مولار
سزازي  ميکروليتر استفاگه گرگید. گر ایزن واكزن  واسرشزته    50حجم 

رتزی  گقيقه و برنامزه حرا  4گرجه سلسيوس به مدت  94اوليه گر گماي 
گرجه سلسزيوس   94گر گماي  DNAسازي چرخه واسرشته 30شامل 

گرجزه سلسزيوس بزه     52ثانيه، اتصال آغازگرها گر گماي  45به مدت 
گرجه سلسيوس بزه مزدت    72گر گماي  DNAثانيه، توسعه  45مدت 
 7گرجزه سلسزيوس بزه مزدت      72ثانيه و توسعه نهایی گر گماي  120

 گقيقه استفاگه گرگید. 
 

  ریبوزمی تکثیری DNAحدودگر آنالیز م

هاي مزورگ بررسزی از روش آنزاليا    براي غربالگري ژنتيکی جدایه

استفاگه شزد. بزدین    ARDRAیا  1ریبوزمی تکثيري DNAمحدوگگر 
 1492Rو  27Fبا استفاگه از آغازگرهاي علومی  PCRمنظور پس از 

و  HpaII هزاي برشزی  ، از آنزایم rDNA16Sبراي تکثير ناحيه ژنی 
RsaI 16 براي هضم ناحيه ژنیS rDNA   استفاگه شد. گر این واكن
واحزد آنزایم    PCR ،5/1ميکروليتر محصزول   10ميکروليتر بافر،  5از 

ميکروليتزر اسزتفاگه گرگیزد و     50برشی و آب گیونياه سترو  تا حجم 
گراگ قرار گاگه شد تا علزل بزرش   گرجه سانتی 37سپس گو ساعت گر 

گرجززه  65گقيقززه گر  20جززام شززوگ. سززپس بززه مززدت ناحيززه ژنززی ان
نهایزت   گراگ بزراي غيرفعزال كزرگ  آنزایم قزرار گاگه شزد و گر      سانتی

هزاي محزدوگگر و طزول    شده ناشی از برش با آنایم چندشکلی ایجاگ
قطعات برش خورگه بر روي ژل الکتروفورز گو گرصد مورگ ارزیابی قرار 

 گرفت. 
هزاي  ی مشزابهی توسزط آنزایم   هایی كه الگوي برشاز بين جدایه

 بزه  مربزوط  شده تکثير برشی گاشتند، یکی انتخاب گرگید و محصول

 از نوكلئوتيزدي  تعيين توالی و سازيخال  جهت16S rDNA ناحيه 

كزره جنزوبی    Bioneerبزه شزركت    تکاپوزیست تهرا  شركت طریق
 و هاآ  رؤیت جهت نوكلئوتيدي، هايتوالی گریافت از ارسال شد. پس

                                                           
1- Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis 
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شد.  استفاگه 10نسخه  NTI  Vectorافاار گ ناحيه كانتيگ از نرمایجا
 از یزک  هزر و  شدند ذخيره FASTAفرمت  با شده اصهح هايتوالی

 موجوگ هايتوالی با )BLAST  3جستجوي  اباار از استفاگه با هاتوالی

 شدند. مقایسه  EzTaxonو NCBI ژ   گر بانک
 

 ارزیابی قابلیت تولید سیدروفور 

 CAS Blue Agarو  توليد سيدروفور بزا اسزتفاگه از محزيط    آزم
محلول شامل محلول معرف  براي تهيه این محيط چهار (.2انجام شد  

Fe-Cas محلول بافر ،PIPESمحلول غذایی و محلول كازآمينواسيد ، 
هزاي  پليزت  طور مجاا تهيه، سترو  و سپس با هم مخلوط شزدند. به 

تيز  اسزتریل بزه چهزار قسزلت       پس از انجلاگ با CAS Agarشامل 
هزا بزا جلعيزت    مساوي تقسيم شزدند و از سوسپانسزيو  تزازه جدایزه    

 CFU/ml 810×4    به اندازه پنج ميکروليتر گر وسط هزر قسزلت بزه )
گذاري تلقيح شدند. توانایی توليد سزيدروفور از روي تیييزر   روش قطره

ل شزده  گيري هاله نارنجی رنگ تشزکي رنگ آبی به نارنجی و با اندازه
ها ارزیابی گرگید. هم چنين قطر كلنی باكتري گر اطراف كلنی باكتري

گيري و محاسزبه شزد. ایزن    و نسبت قطر هاله به قطر كلنی نيا اندازه
 انجام شد. تکرار آزمای  گر سه

 

 ارزیابی قابلیت تولید اکسین

هزا بزه   ها، ابتدا بزاكتري به منظور بررسی توا  توليد اكسين جدایه
 Tryptic Soy Broth (TSB) اعت گر محزيط كشزت  سز  48مزدت  

 25ميکروليتر از سوسپانسيو  باكتري بزه   50كشت گاگه شدند. سپس 
سزاعت سوسپانسزيو     48منتقل گرگید. بعد از  TSBليتر محيط ميلی

سزانتریفيوژ گرگیزد و    g10000گقيقه و با نيزروي   15باكتري به مدت 
ليتزر معزرف سالکوسزکی    ليتر از محلول بزالایی بزا گو ميلزی   یک ميلی

 نگهداري اتاق گماي گر گقيقه 25 مدت به مخلوط مخلوط گرگید. این

 535 گر آ  نزور  ميزاا  جزذب   اسزپکتروفتومتر  از اسزتفاگه  با سپس و

 مقدار مقایسه با جدایه هر اكسين توليد . مقدار)8(گرگید  قراوت نانومتر

 .شد محاسبه استيک اسيد ایندول از شده تهيه منحنی با آ  نور جذب
 

 کنندگی فسفات معدنی ارزیابی توان حل

ها كنندگی فسفات معدنی، ابتدا باكتريبه منظور بررسی توا  حل
 Tryptic Soy Broth (TSB) ساعت گر محزيط كشزت   48به مدت 

هزا بزه انزدازه گو ميکروليتزر     كشت گاگه شدند و از سوسپانسيو  جدایه
ي تلقزيح شزدند. سزپس    گذارروي محيط كشت اسپربر به روش قطره

 گرجزه  28± 2 گمزاي  روز گر انکوبزاتور بزا   5بزه مزدت    پتري تشتک

قرار گرفت. ظهور هاله شفاف گر پيرامو  كلنی بزاكتري بزه   سلسيوس
كنندگی فسفات گر نظزر گرفتزه شزد. بزراي ارزیزابی      عنوا  نشانه حل

نسبی انحهل فسفات، نسبت قطر كل  هاله + كلونی( بر قطر كلزونی  

گزرم گر ليتزر    10(. محيط كشزت اسزپربر شزامل    29گرگید  محاسبه 
 2CaCl ،25/0گرم گر ليتر  1/0گرم گر ليتر عصاره مخلر،  5/0گلوكا، 

 10و  PO3Ca)4(2گزرم گر ليتزر    O2.7H 4MgSO ،5/2گزرم گر ليتزر  
 شوگ.تنظيم می 2/7حدوگ  pHباشد كه با گرم گر ليتر آگار می

 

 زنیت مربوط به جوانههای باکتریایی بر صفاتأثیر جدایه

هایی باكتریایی، صفات مربوط بزه جوانزه  ثير جدایهأبراي بررسی ت
-چه و سزاقه زنی شامل وز  تر و خشک ریشه و گياهچه، طول ریشه

گيري قزرار  زنی مورگ اندازهچه، گرصد، سرعت و متوسط سرعت جوانه
 گرفت.
 و اصزهح  تحقيقزات  مؤسسزه  ژ  چلرا  از بانزک  رقم گندم بذر 

 45و بذر تهيه گرگید. به منظور ضزدعفونی، بزذرها بلزدت     نهال هيهت
ثانيه گر محلول هيپوكلریت سدیم یک گرصد قرار گرفتند و به فاصله 
چندین بار با آب مقطر سترو  شسته شدند. بزه منظزور اجزراي تيلزار     

ها تا فاز لگاریتلی تکثير گرگیدنزد و جلعيزت   تلقيح باكتریایی، باكتري
تنظيم شد. بذرهاي اسزتریل   CFU/ml 8/9×710ر حدوگ باكتري ها گ
 30منتقل شزده و بلزدت    هايباكترهاي حاوي مایه تلقيح به فهسک

عزدگ   100شيکر گورانی قرار گرفتند. گر مرحله بعد تعداگ گقيقه برروي 
هاي استریل حاوي كاغذ صافی گر سه تکزرار  گی بذر گر گاخل پتري

ها با پارافيلم بسزته شزده و گرو     گیقرار گاگه شد. سپس گرب پتري
گراگ قرار گاگه شدند. هزر روز  گرجه سانتی 25انکوباتور با گرجه حرارت 

زنی مورگ بررسی قرار گرفتند. تزا پایزا  روز هفزتم    بذرها از نظر جوانه
زنزی  بذر از تکرارها برگاشت شد و صفات مربزوط بزه جوانزه    10تعداگ 

خشک گياهچه، طزول ریشزه   شامل وز  تر و خشک ریشه، وز  تر و
زنی مورگ انزدازه چه، گرصد، سرعت و متوسط سرعت جوانهچه و ساقه

 (. 19و  16گيري قرار گرفت  
 

 هاتجزیه و تحلیل داده

آزمای  به صورت طرح كامه تصاگفی انجام گرگید. براي تجایه 
و بزراي انجزام مقایسزه      SAS 9.1افاار آمزاري ها از نرمو تحليل گاگه

گر  (LSD)گار حزداقل اخزتهف معنزی    ها از روش آزمو ين گاگهميانگ
 سطح احتلال پنج گرصد استفاگه گرگید.

 

 نتایج و بحث

و  مطلزوب  روش عنزوا   بزه  CTABبزه روش  DNA اسزتخراج  
شزد.   ارزیزابی  جدایه بدسزت آمزده   DNA20 استخراج  مناسک جهت

 بخشی تکثير پليلراز، ايزنجيره گر واكن  16S rDNAناحيه  تکثير

هزاي مزورگ   كليزه جدایزه   گر را باز جفت 1500تقریبی  طول به ژنوم از
بزا   16S rDNA شزده  پس از هضزم ناحيزه تکثيزر    .بررسی نشا  گاگ

، هفزت الگزوي   (2 شکل  RsaI( و 1 شکل HpaII هاي برشی آنایم
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یزابی  برشی مشاهده گرگید كه از هر كزدام یزک نلونزه بزراي تزوالی     
 Chryseobacteriumهزززززاي فرسزززززتاگه شزززززد. گونزززززه 

ginsenosidimutans،C. lathyri  ،C. piperi، C. taiwanense ،
Novosphingobium aromaticivorans ،Pedobacter 

duraquae  وSphingomonas koreensis   شناسایی شدند  جزدول
1.) 

 
 

 تولید سیدروفور 

گيزري تزوا  توليزد    گست آمزده از انزدازه  گر این آزمای ، نتایج به
( توانایی توليد F3 ،F45 ،F46ر نشا  گاگ كه تنها سه جدایه  سيدروفو

 86/2  بزا ميزانگين    F46كه گر این ميا  جدایزه   سيدروفور را گاشتند
 و (. چزن 3قطر هاله به كلنی( بيشترین توانایی توليد را گارا بوگ  شکل 

 بزاكتري  توسزط  توليزد شزده   سيدروفور كه گاگند نشا ( 12  هلکارا 
Pseudomonas putida را و روي مززس، منگنززا  آهززن، حهليززت 

 .گاگ افاای 
 

 
هاي جدایهبرش داده شده است.  Hpa IIزیم محدودگر نبا آ16S rDNA (1500bp ) ناحیه PCR. قطعه حاصل از 16S rDNA-RFLP -1شکل 

F10،F18  ،F19 ،F22  وF34 :Chryseobacterium ginsenosidimutans، جدایه F4  :Sphingomonas koreensis .جدایه F21 :

Chryseobacterium taiwanense، هايجدایهF1   وF6: Pedobacter duraquae، جدایهF9  :Novosphingobium aromaticivorans، جدایه

:  F52 :Chryseobacterium lathyri .M و F3 ،F8 ،F9 ،F17 ،F41 ،F45 ،F46 ،F47 هايو جدایه F56: Chryseobacterium piperiو   F50هاي

 100bpسایز ماركر 

Figure 1- 16S rDNA-RFLP. The amplified 16S rDNA PCR fragment (1500bp) was digested by HpaII restriction enzyme. F10, 

F18, F19, F22 and F34: Chryseobacterium ginsenosidimutans. F4: Sphingomonas koreensis. F21: Chryseobacterium taiwanense. 

F1, F6: Pedobacter duraquae. F9:  Novosphingobium aromaticivorans. F50 and F56: Chryseobacterium piperi. F3, F8, F9, F17, 

F41, F45, F46, F47 and F52: Chryseobacterium lathyri. M: DNA ladder 100bp 

  M    F10   F18   F19    F22   F34    F4   F21     F1     F6     F9     M 

  M    F50   F56     F3     F8    F17    F41   F45  F46   F47    F52     M 

1500 bp 

 

500 bp 

 

200 bp 

 

 

 

 

 

 

5000 

1500 bp 

 

500 bp 

 

200 bp 

 

 

 

 

 

 

5000 
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هاي جدایهبرش داده شده است.  RsaIزیم محدودگر نبا آ 16S rDNA ناحیه PCRاز  حاصل 1500bp. قطعه حدود 16S rDNA-RFLP -2 شکل

F10،F18  ،F19 ،F22  وF34 :Chryseobacterium ginsenosidimutans، جدایه F4  :Sphingomonas koreensis .جدایه F21 :

Chryseobacterium taiwanense، هايجدایهF1   وF6 :Pedobacter duraquae، جدایهF9  :Novosphingobium aromaticivorans، جدایه

:  F52 :Chryseobacterium lathyri .M و F3 ،F8 ،F9 ،F17 ،F41 ،F45 ،F46 ،F47 هايو جدایه F56: Chryseobacterium piperiو   F50هاي

 100bp.سایز ماركر 

Figure 2- 16S rDNA-RFLP. The amplified 16S rDNA PCR fragment (1500bp) was digested by RsaI restriction enzyme. F10, 

F18, F19, F22 and F34: Chryseobacterium ginsenosidimutans. F4: Sphingomonas koreensis. F21: Chryseobacterium taiwanense. 

F1, F6: Pedobacter duraquae. F9:  Novosphingobium aromaticivorans. F50 and F56: Chryseobacterium piperi. F3, F8, F9, F17, 

F41, F45, F46, F47 and F52: Chryseobacterium lathyri. M: DNA ladder 100bp 

 
  F46 تولید سیدروفور در جدایه   -3شکل 

Figure 3- Siderophore productions by F46 

 M    F10    F18    F19    F22   F34    F4      F21     F1     F6     F9      M 

 M     F10     F18     F19    F22   F34    F4     F21     F1     F6     F9        M 
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200 bp 
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 هاي شناسایی شده ریزوسفر گندمباكتري -1جدول 

Table 1- Identification of bacteria from the wheat rhizosphere 

 مشابهت
Similariy 

 شماره دخیره
GenBank 

accession 

No. 

 نام باكتري
Bacterial name 

 رنگ
Color 

واكنش 

 گرم
Gram 

 ارتفاع
Elevation 

 حاشیه
Edge 

 شکل كلونی

Whole 

colony 

 

جدایه 

 باكتري
Bacterial 

isolates 

%99 KU924006 
Pedobacter duraquae 

 

 

Cream-

Yellow 
- Flat Entire Circular F1 

%99 KU923998 
Chryseobacterium lathyri 

 
Yellow - Flat Entire Circular F3 

%99 KU924008 
Sphingomonas koreensis 

 Yellow - Flat Entire Circular F4 

  
Pedobacter duraquae 

 

 

Cream-

Yellow 
- Flat Entire Circular F6 

  
Chryseobacterium lathyri 

 Yellow - Flat Entire Circular F8 

%99 KU924009 
Novosphingobium aromaticivorans 

 
Orange-
Yellow 

- Convex Entire Circular F9 

%99 KU924004 
Chryseobacterium ginsenosidimutans 

 Orange - Convex Entire Circular F10 

  
Chryseobacterium lathyri 

 

Chryseobacterium lathyri 

 

Yellow - Flat Entire Circular F17 

  
Chryseobacterium ginsenosidimutans 

 Orange - Convex Entire Circular F18 

  
Chryseobacterium ginsenosidimutans 

 Orange - Convex Entire Circular F19 

%99 KU924003 
Chryseobacterium taiwanense 

 Orange - Convex Entire Circular F21 

  
Chryseobacterium ginsenosidimutans 

 Orange - Convex Entire Circular F22 

  
Chryseobacterium ginsenosidimutans 

 Orange - Convex Entire Circular F34 

  
Chryseobacterium lathyri 

 
Yellow - Flat Entire Circular F41 

  
Chryseobacterium lathyri 

 
Yellow - Flat Entire Circular F45 

  
Chryseobacterium lathyri 

 
Yellow - Flat Entire Circular F46 

  
Chryseobacterium lathyri 

 
Yellow - Flat Entire Circular F47 

%99 KU924005 Chryseobacterium piperi Orange - Flat Entire Circular F50 

  
Chryseobacterium lathyri 

 
Yellow - Flat Entire Circular F52 

  Chryseobacterium piperi Orange - Flat Entire Circular F56 

 

 توان تولید اکسین 

هاي ها نشا  گاگ كه اثر جدایهنتایج حاصل از تجایه واریانس گاگه
مختلف ریاوسفر گندم بر مياا  توا  توليد اكسين گر سزطح احتلزال   

يزانگين  اند(. مقایسه مها نشا  گاگه نشدهگار بوگ  گاگهیک گرصد معنی
ها نشا  گاگ كه بيشترین مياا  تزوا  توليزد اكسزين بزا ميزانگين      گاگه
توليد گرگید و كلترین آ  از  F1گرم گر ليتر توسط جدایه ميلی 93/25

 توسط بنت شده انجام بررسی گر (.2گست آمد  جدول به F18 جدایه 
 Pseudomonasهززاي كززه جدایززه شززد مشززخ ( 8  هلکززارا  و

fluorescens هزاي غلظزت  را گر حضزور  اكسين مقاگیر توليد اییتوان 
هزاي انجزام   گر پزووه  . گاشزتند  آ  عدم حضور و تریپتوفا  مختلف

مشخ  گرگیزد   Pseudomonas fluorescensجدایه  25شده روي 
ليتزر بزوگ و   بزر ميلزی   ميکروگرم 44/2كه متوسط مياا  توليد اكسين 
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تزا   3/1از  آ  گامنزه  وها قابليت توليد اكسين را گاشزتند  تلامی جدایه
 (.32ها متیير بوگ  ليتر گر بين جدایهميلی بر ميکروگرم 5/4

 Pseudomonasهاي كه جدایه نشا  گاگند( 1  هلکارا  و احلد
ليتر قابليت توليد اكسزين را  ميکروگرم گر ميلی 2/53تا  34/5گامنه  گر

مقزدار   ( نشزا  گاگ كزه  22پور و هلکزارا    باشند. نتایج خاكیگارا می
تزا   0از  Pseudomonas fluorescensهاي اكسين توليدي گر سویه

 گر گزرم ميلی 08/24تا  0از  Pseudomonas putida و توسط 6/31
 .بوگ متیير ليتر

 

 حل کنندگی فسفات معدنی

ها كنندگی فسفات باكتريگست آمده از سنج  توا  حلنتایج به
قطر هاله به كلنزی(   16/4ن  با ميانگي F6نشا  گاگ كه تنها گو جدایه 

كننزدگی  قطر هاله به كلنی( گاراي توانایی حل 5/2 با ميانگين  F56و 
(. نتزایج  4ها فاقد این ویوگی بوگند  شکل فسفات بوگه، اما سایر جدایه

 تلزامی  نشزا  گاگ كزه   (26  هلکزارا   و ( و مقامی27نوري و سعوگ  
 بزه  قزاگر  عزه مطال مزورگ  Pseudomonas fluorescens هزاي جدایزه 

 .بوگند جامد محيط گر فسفات كلسيمانحهل تري
 

 
 F6حل كنندگی فسفات معدنی و ایجاد هاله توسط جدایه  -4شکل 

Figure 4- Phosphate solubilization and halo zone 

production by F6 

 

 زنی های باکتریایی بر صفات مربوط به جوانهثیر جدایهتأ

هاي این تحقيق نشا  ایه واریانس گاگهبررسی نتایج حاصل از تج
زنزی گنزدم   هاي بومی ریاوسفر گندم بر صفات جوانهگاگ كه اثر جدایه

-چه و سزاقه نظير وز  تر و خشک ریشه، وز  تر گياهچه، طول ریشه

زنی گر سطح احتلال یزک  چه، گرصد، سرعت و متوسط سرعت جوانه
گار بوگ معنیگرصد و وز  خشک گياهچه گر سطح احتلال پنج گرصد 

هزا نشزا  گاگ كزه    مقایسزه ميزانگين گاگه   .اند(ها نشا  گاگه نشده گاگه
-گزرم( بزه   44/0 با ميانگين  F19بيشترین وز  تر گياهچه گر جدایه 

گاري نداشزت.  از نظر آماري اختهف معنی F22گست آمد كه با جدایه 
و تيلزار بزدو     F41هلچنين كلترین وز  تر گياهچه نيزا گرجدایزه   

(. مقایسزه ميزانگين   2جزدول  ( مشاهده شد  108/0تلقيح  با ميانگين 

 بزا   F18ها نشا  گاگ كه بيشترین وز  خشک گياهچه گر جدایزه  گاگه
(. بيشترین وز  تر ریشه 2جدول گست آمد  گرم( به 0336/0ميانگين 
گرم( و بيشترین وز  خشک ریشزه گر شزاهد    F18  771/0گر جدایه 
 (. 2گست آمد  جدول به گرم( OF  194/0مثبت 

چزه از  سزاقه  ها نشا  گاگ كه بيشترین طزول مقایسه ميانگين گاگه
گست آمد. هلچنين كلترین متر بهسانتی 04/7با ميانگين  F45جدایه 
متزر  سزانتی  58/3چه نيا گر تيلار بدو  تلقيح بزا ميزانگين   ساقه طول

ه بيشزترین  ها نشا  گاگ كز مقایسه ميانگين گاگه (.2حاصل شد  جدول 
متر سانتی 42/6با ميانگين R169 چه از جدایه شاهد مثبت طول ریشه

هاي محرک رشد سزبک  (. از آنجایی كه باكتري2گست آمد  جدول به
نتيجزه بزدليل گسترسزی     شزوند، گر چه میافاای  طول و سطح ریشه

 و (. جزاراک 6یابد  بيشتر به آب و عناصر غذایی، رشد گياه افاای  می
هزاي  بزاكتري  بزا  ذرت گيزاه  كزه تلقزيح   گاگنزد  ( نشزا  20   هلکارا

Pseudomonas sp. Q4b، Bacillus sp. Q5a وAzotobacter 

strain 8chroococcum  مزی  گيزاه  عللکرگ گارمعنی افاای  باعث-

 افزاای   از Azospirillum باكتري با یافته تلقيح گرگگ. بذرهاي ذرت
 بيشزتري  چزه سزاقه  بزه  چزه ریشه نسبت و چهساقه چه،ریشه طول گر

 . (30بوگ   برخورگار تلقيح عدم به نسبت
زنی گر ها نشا  گاگ كه بيشترین گرصد جوانهمقایسه ميانگين گاگه
گرصزد و بعزد از آ  گر    33/33بزا ميزانگين    OFجدایه شزاهد مثبزت   

حاصزل شزد. كلتزرین گرصزد      33با ميانگين  F41و  F19هاي جدایه
گرصزد مشزاهده شزد     33/27بزا ميزانگين    F3زنی نيا گر جدایه جوانه

 تلقزيح بزذر ذرت بزا    نشا  گاگنزد  (17  هلکارا  و (. غهمی2 جدول 
 رشد گياهچزه  و زنیباعث بهبوگ گرصد جوانه رشد محرک هايباكتري
بزذر ذرت   كزرگ   گارگاارش كرگ پوش  (15  الليليجی .شوگذرت می
 ميزاا   گبهبزو ، باعزث  Pseudomonas fluorescensهزاي  با جدایه

  شد. مارعه گر هاگياهچه زنیظهور و گرصد جوانه
زنی از ها نشا  گاگ كه بيشترین سرعت جوانهمقایسه ميانگين گاگه

گسزت آمزد. هلچنزين    روز بر تعداگ( به 99/53 با ميانگين  F45جدایه 
روز بر تعزداگ   7/32 با ميانگين F9زنی گر جدایه كلترین سرعت جوانه
ها نشا  گاگ كزه بيشزترین   مقایسه ميانگين گاگه (.2حاصل شد  جدول 

 85/3با ميزانگين   OF زنی از جدایه شاهد مثبتمتوسط سرعت جوانه
گست آمد. هلچنين كلترین این صزفت نيزا گر جدایزه    روز بر تعداگ به

F9  2روز بر تعداگ حاصل شد  جدول  70/2با ميانگين .) 
 بزذرهاي  با تلقيحگاگ كه  نشا  (11  هلکارا  و نتایج كاكلاكسی

 جزو  هزاي ریشزه  وز  افزاای   گيزاه،  محرک رشزد  هايباكتري با جو
( انجزام  13اي كه توسط كروس و هلکارا   گر مطالعه .گرگیدحاصل 

هزي  اخزتهف    Azospirillumگرفت، بذرهاي گندم تلقزيح شزده بزا    
زنی گر مقایسه با شاهد تلقيح نشده نشا  گاري را گر گرصد جوانهمعنی
 د. نداگن
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هاي تحليل شده توسط گليل محدوگیتاین مسئله ملکن است به

هاي باكتري گر زمين مانند بقاء، تحرک، جذب به ذرات خزاک  ملانعت
هاي بومی باشد. از گلایل گیگر عدم جوانزه و رقابت با ميکروارگانيسم

باشد. گورمانسی خارجی می 1هاي غهت و حبوبات، گورمانسیزنی گانه
گهد كه آب و هوا اجازه وروگ بزه گانزه را نداشزته و    زمانی رخ میگانه، 

زنزی گانزه   گانه موفق به جذب آب نشده و نهایتا باعث كزاه  جوانزه  
طور بالقوه به جایی كه یک گانه گورمانت ملکن است بهشوگ. از آ می

زنزی گسزت یابزد    تلام مراحل متابوليکی مورگ نياز جهت تکليل جوانه
چزه بزراي   يل برخی موارگ ناشناخته، محور طولی ریشزه گلولی هنوز به

(. احتلزال بزر ایزن    9شوگ  توسعه و امتداگ یافتن با شکست مواجه می
گر پزووه   شده زنی مشاهده است كه افاای  گرصد و سرعت جوانه

حاضر، به گليل شکسته شد  یا كوتزاه شزد  گوره گورمانسزی تحزت     
 شد.هاي باكتریایی باتأثير تيلار با جدایه

 

 گیري كلینتیجه

 موجزک  هزاي متعزدگي  روش بزا  گياهی رشد محرک هايباكتري
 عزهوه بزر   هاباكتري این. شوندمی مختلف گياها  نلو و رشد افاای 
 توليد د هيدروژ ، بايخاک، توليد سيدروفور و سيان فسفر كرگ  محلول
 نلزو  و رشزد  سزيتوكنين،  و جيبزرلين  اكسين، مانند انواق هاییهورمو 

 حاصزله،  نتزایج  بزه  توجه با .گهندمی قرار تأثير تحت را ياها  زراعیگ
 سزيدروفور،  توليزد  قبيزل  از مختلف رشدي محرک خصوصيات گاشتن
بهبوگ صفات  و هاجدایه این فسفر نامحلول تركيبات انحهل و اكسين
 مناسک تلقيح مایه تهيه براي هاجدایه این از می توا  زنی گندم،جوانه
 عناصزر  فراهلی افاای  راستاي گر ايمارعه هايآزمو  مانجا از پس

 .كرگ استفاگه غهت جلله از مختلف گياها  رشد بهبوگ و غذایی
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Introduction: Wheat is one of the most important food crops. In modern agriculture, due to the increase in 
human population and the detrimental effects of pesticides such as environmental pollution, concerns about 
human and animal health, adapting suitable alternatives which have none of these dangerous effects would be 
necessary. This is possible by increasing the production of bio-fertilizers. Plant growth-promoting rhizobacteria 
(PGPR) are the beneficial rhizosphere bacteria that can enhance plant growth directly or indirectly through a 
wide variety of mechanisms. PGPR can stimulate plant growth directly by supplying nutrients such as 
phosphorous and nitrogen or by the production of phytohormones such as auxins, cytokinins (CK), gibberellins 
(GAs) or ACC deaminase synthesis. They can also promote plant development indirectly by the suppression of 
pathogens by different mechanisms such as biosynthesis of antimicrobial molecules or antibiosis induced 
systemic resistance (ISR), rhizosphere competition, cell wall degrading enzymes like chitinase and HCN 
production. In this study, amplified ribosomal DNA restriction analysis was performed for screening the 
bacterial isolates. Then phosphate solubilization, siderophore and auxin release activities and effect of bacterial 
isolates on wheat seed germination traits were studied. 

Materials and Methods: In order to isolate wheat rhizosphere bacteria, soil samples were taken from the 
wheat rhizosphere of Tehran, Qazvin, Zanjan, West and East Azerbaijan, Kurdistan and Hamadan provinces. 
Genomic DNA of each isolate was extracted by using a modified cetyl trimethylammonium bromide (CTAB) 
method. Amplified ribosomal DNA restriction analysis with HpaII and RsaI restriction enzymes was done for 
genetic screening. Growth stimulating factors were evaluated by auxin production, siderophore production, and 
inorganic phosphate solubilizing activity. Siderophore production was determined by measuring the diameters of 
the colony (mm) and of any orange halo (mm) formed from the blue medium surrounding bacterial growth on 
CAS Blue Agar medium. To examine Pi solubilization capability, 2µ bacteria suspension was placed on the 
plates containing Sperber’s medium. Cultures were incubated at 25 ± 2 °, when the diameters of the colony and 
of the halo zone surrounding it were measured and the mean ± SE of the ratios of halo (mm)/colony (mm) 
calculated. In order to evaluate the production of auxin, isolates were grown in 100ml flasks containing 25ml 
TSB medium for 48h on a rotary shaker. 1 ml supernatant was mixed with 2ml of Salkowsky reagent after 
centrifugation at 10000g for 15min.  The absorbance of the complex was read at 535nm in a Spectrophotometer. 
To investigate the effect of bacterial isolates on germination traits, radicle and plumule fresh and dry weight, 
radicle and plumule length, germination percentage, germination rate, and germination average rate were 
measured. The data were analyzed with using SAS 9.1. Mean comparisons were performed by LSD and main 
effective interaction was found significant at P < 0.05. 

Results and Discussion: 20 isolates of wheat rhizosphere bacteria were subjected to amplified ribosomal DNA 

restriction analysis. The 16S rDNA region was amplified by polymerase chain reaction and PCR products were 

digested by HpaII and RsaI restriction enzymes. From each pattern, one sample was sent to sequencing. Different 

species including; Chryseobacterium ginsenosidimutans, C. lathyri, C. piperi, C. taiwanense, Novosphingobium 

aromaticivorans, Pedobacter duraquae, and Sphingomonas koreensis were identified from the wheat rhizosphere. 

Bacteria were tested for their plant growth promoting qualities. All of the strains produced auxin from 1.90 to 25.93. 

Mean comparison of the data showed that the highest level of auxin was produced with F1 and the lowest amount 

was observed by F18. Phosphate solubilization measured as a halo zone on Sperber’s medium was observed with F6 
and F56 isolates. The ratio of the diameter of the halo zone to the colony diameter was 2.86 with F6. The highest 

level of siderophore production by wheat rhizosphere bacteria, observed as halo formation around colonies on CAS 

Blue Agar medium, was obtained with F46, followed by F45 and F3. The ratio of the diameter of the orange halo 

surrounding bacterial growth to the colony diameter was 2.86 with F46. The result showed that the effect of wheat 
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rhizosphere bacteria on germination traits such as radicle fresh and dry weight, plumule fresh weight, radicle and 

plumule length, germination percentage, germination rate, and germination average rate was significant at the one 

percent level and the effect of wheat rhizosphere bacteria on plumule fresh weight was significant at the five percent 

level. 

Conclusion: Plant growth promoting bacteria enhance the growth and development of plants with different 
ways. These bacteria affect the growth and development of crops by phosphate solubilization, production of 
hydrogen cyanide, siderophore, and hormones such as auxin, gibberellic acid and cytokinins. According to the 
result, due to growth promoting characteristics such as siderophore and auxin production, phosphate 
solubilization, and the improvement of the seed germination traits, it can be possible to prepare bacterial 
inoculant for the field experiment in order to increase the availability of nutrients and improve the growth of 
plants.  
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