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 بیوفیلم از ريزوسفر گیاهان غیرزراعی در شمال غرب ايران

 

 3اله اسفندياری، عزت2محمدرضا نیشابوری ،2اصغر زادناصر علی ،1*اسماعیل کريمی
 

 (28/11/1396: رشیپذ خیتار 16/05/1396: افتیدر خیتار)

 

 چکیده

 گیاهان تولید بر زیادی تأثیر توانندمی رشدی محرک مطلوب هایویژگی با بیوفیلم دهنده تشکیل ریزوسفری هایباکتری

 وحشی گیاهان ریشه از ریزوسفری نمونه 50 ها،باکتری این مطالعه منظوربه بنابراین. باشند داشته تنش شرایط در زراعی

 سازیخالص هاباکتری و کشت TSA کشت محیط روی آزمایشگاهی شرایط در سوسپانسون تهیه از پس و تهیه گندمیان

 پنج در توانندمی و بوده دارا را بیوفیلم تشکیل توانایی آمده دستبه هایباکتری درصد 90 از بیش که داد نشان نتایج. شدند

 ارزیابی. شوند بندیتقسیم چسبیدن قابلیت بدون و ضعیف چسبندگی متوسط، چسبندگی زیاد، چسبندگی روشناور، گروه

 تعلق باکتریایی مختلف جنس شش به مطالعه این شرایط در که داد نشان شده جداسازی مؤثر هایباکتری ژنتیکی تنوع

 جداسازی جدایه 130 از جدایه 68 روی خشکی به مقاومت نتایج. بودند باسیلوس جنس از هاآن درصد 80 بر بالغ اما دارند،

 به قادر هاجدایه تمامی بار -25 ماتریک پتانسیل در که نمود مشخص سوربیتول روش با بیوفیلم تشکیل بالای قدرت با شده

 65شش تا  محدوده در اکسین هورمون تولید به قادر هاجدایه تمامی شدیر محرک هایویژگی نظر از. بودند رشد و فعالیت

 کتو آلفا تولید و اسید کربوکسیلیک سیکلوپروپان آمینو-1 تخریب به قادر هاجدایه از درصد 96 بوده، لیترمیلی بر میکروگرم

 قدرت و لیتر بر گرممیلی 251 تا 2/1 بین فسفر انحلال توانایی. بودند ساعت 36 در میکرومول 14/2 تا اسید بوتیریک

 مطالعه مورد هایباکتری بین در. بود متغیر لیتر بر گرممیلی 250 تا 90 بین هاآن در مسکوویت کانی از پتاسیم آزادسازی

 شناسایی مطالعه این در خوبی باکتریایی مجموعه که رسدمی نظربه. بودند سیدروفور تولید توان دارای درصد 41/4 فقط

 تنش شرایط در ایمزرعه سپس و گلدانی و ایگلخانه هایآزمایش در گیاهان رشد محرک عنوانبه توانندمی که اندشده

 . گیرند قرار استفاده مورد آبیکم

 

 اکسین هورمون ،آبیکم تنش ،باسیلوس دآمیناز، -16S rDNA ، ACC پتاسیم، سازی آزاد :کلیدیهای واژه
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 مقدمه

 افزایش حال در توجهی قابل رشد سرعت با دنیا جمعیت

 به دنیا جمعیت 2050 سال تا شودمی بینیپیش و بوده

 امنیت تواندمی موضوع این که برسد نفر میلیارد نه حدود

 غذایی مواد تأمین زمینه در جدی چالشی با را غذایی

 روند دیگر سوی از(. Foley et al., 2011) نماید مواجه

 گرمایش پدیده که است ایگونه به جهان در اقلیم تغییر

 قابل هااکوسیستم در آبیکم شرایط بروز و زمین

 حاضر حال در اگرچه(. E.E.A., 2011) است بینیپیش

 محصولات تولید زمینه در کلیدی چالش یک آب کاهش

 قابل اراضی درصد 70 و آیدمی شماربه دنیا در کشاورزی

 تغییرات اما است، کرده مواجه تولید محدودیت با را کشت

 محصولات تولید تواندمی آینده در شده یاد اقلیمی

. نماید مواجه یتربیش هایمحدودیت با را کشاورزی

 ادامه و رشد بهبود هایروش درک و آگاهی بنابراین،

 از دسترس، قابل آب محدودیت شرایط در گیاهان حیات

 خواهد برخوردار معاصر گیاهی علوم در خاصی اهمیت

 آب کمبود به مقاوم ارقام سنتی هایگزینش اگرچه. بود

 بهبود برای ژنتیک مهندسی از گیریبهره آن کنار در و

 شده گرفته کاربه خشکسالی شرایط به گیاهان مقاومت

 کنار در و هاروش این بودن برزمان سبب به ولی،. است

 مهندسی محصولات سلامتی با مرتبط هایچالش آن

 عنوانبه نوین زراعیبه عملیات از استفاده شده، ژنتیکی

 مختلف محققان کار دستور در نیز کارآمد و همسو روشی

 زیادی هایسال(. Fleury et al., 2010) است گرفته قرار

 که گیاهان رشد محرک هایباکتری ارزنده نقش که است

 شناخته خوبیبه کنند،می زندگی گیاهان ریزوسفر در

 کود صورتبه کشاورزی علم در عملی طوربه و شده

 تولید افزایش راستای در 2زیستی کنترل عامل و 1زیستی

 تأثیر. اندشده گرفته کاربه کشاورزی مختلف محصولات

 کندمی پیدا نمود میزبان گیاهان در حدیبه هاباکتری این

 ژنتیک عنوانبه باکتریایی مجموعه این ژنتیکی ذخایر که

 ,Shintu & Jayaram) شودشناخته می نیز گیاه دوم

 گیاه رشد محرکریزموجودهای  کارگیریبه اخیراً. (2015

 مطرح جدی صورتبه آبیکم به گیاه مقاومت بهبودبرای 

 خصوص این در نیز آمیزیموفقیت هایآزمایش وشده 

 اگرچه(.  & 1999Wagner, Timmusk) است گرفته انجام

                                                           
1-Biofertilizer 

 توسط آبیکم تنش به مقاومت افزایش دقیق سازوکار

 احتمال اما،. نیست مشخص دقیقاً ریزوسفری هایباکتری

 تولید با گیاهان ریشه سیستم معماری تغییر که رودمی

 جیبرلیک، اسید آبسیزیک، اسید مانند رشد هایهورمون

 تولید و( Postma & Lynch, 2011) اکسین و سیتوکینین

 مقاومت القاء ،(Glick, 2014) دآمیناز -ACC آنزیم

 بیوشیمیایی و شناسیریخت تغییرات ایجاد و سیستمیک

(Vardharajula et al., 2010)، تنش به پاسخ هایژن بیان 

(Shinozaki & Yamaguchi, 2007)، تولید 

 Alami) بیوفیلم تشکیل و سلولی برون ساکاریدهایپلی

et al., 2000)، و گیاهی فرار آلی سیگنال ترکیبات تولید 

 در اسمزی تنظیمات و( Zhang et al., 2017) باکتریایی

 & Shintu) ریزوسفری هایباکتری با گیاه برهمکنش

Jayaram, 2015 )باشند آبیکم به مقاومت ایجاد دلایل از . 

ستگاه  خاک  دارای که ها بودهمیکروب از متنوعی انواع زی

یت   های   و ها قابل ند  متنوعی اکولوژیکی کارکرد .  هستتتت

 و گزینش که دارند تأکید خصوص  این در اخیر هاییافته

 در مهم لهئمستت اولین کارآمد هایمیکروب به دستتتیابی

شد می محیطی هایتنش مدیریت در هاآن کارگیریبه .  با

 که بومی گیاهان ریزوستتفر در هاباکتری جستتتجوی لذا،

یان   در را محیطی های تنش  و کرده تجربه  درازی ستتتال

 خود ریزوسفر  در را مفید هایباکتری از خوبی کلکسیون 

 این برعلاوه باشتتتد.راهکاری مناستتتب می اند،کرده جمع

 خود که  گیرند  قرار کنکاش  مورد هایی باکتری  بایستتتتی 

مت    دارای قاو  محیطی های تنش شتتترایط در مطلوبی م

 و پروتوزوآها حمله ستتنگین، فلزات حضتتور آبی،کم نظیر

 جمله از بیوفیلم دهنده تشکیل  هایباکتری. باشند  غیره،

 ای مناسبگزینه عنوانبه که بوده ریزوسفری هایباکتری

نه  این در  عنوانبه  ویژگی این از و شتتتتده مطرح زمی

 (. et alWang ,.2012) اندگرفته بهره محافظتی راهکاری

  باکتری،) میکروبی هایسلول از اجتماعی واقع در بیوفیلم

ست ( هامیکروب سایر  و جلبک ،قارچ  سطح  یک به که ا

 خارج پلیمری مواد توسط و شده متصل جانبی یا جاندار

 با  که  پلیمری ستتتاختار  این. شتتتوند می احاطه   ستتتلولی

صی  دهیسازمان   از عمده طوربه گرددمی طراحی نیز خا

 و پروتئین مقادیری  و شتتتده تشتتتکیل  ستتتاکاریدها   پلی

 برآورد. شتتتوند می یافت   آن در نیز نوکلئیک  استتتیدهای  

یت    درصتتتتد 99 که  شتتتودمی عال  در میکروبی های ف

2- Biocontrol 
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  هابیوفیلم همان یعنی ستتطوح به چستتبیده اکوستتیستتتم

 بیوفیلمی شکل  به زندگی که آنجایی از و شود می انجام

 دارد، همراهبه  نیز مولکولی بعد  در چشتتتمگیری تغییرات

  کارکردشتتان و پویایی ها،بیوفیلم ستتاختار درک بنابراین،

 مرتبط کاربردی علوم و میکروبیولوژی در مهمی بخش به

 (.  et alSeneviratne ,.2010) است شده تبدیل آن با

له  دیگر ستتتوی از یت  کاربرد  در مهم مستتتئ  آمیز موفق

PGPR ته  کشتتتاورزی عرصتتته در ها نایی  به  وابستتت  توا

.  باشتتدمی هاآن توستتط گیاهان ریشتته مؤثر کلنیزاستتیون

 فرآینتتد ژنتیکی، مشتتتترک عوامتتل حضتتتور دلیتتلبتته

  میکروبی جمعیت توستتط گیاهان ستتطح کلنیزاستتیون

 در بیوفیلم تشتتتکیل به بستتتیاری شتتتباهت گیاه، همیار

 که آنجایی از(.  et alWang ,.2012) دارد غیرزنده سطوح

یل  های باکتری  نده  تشتتتک یت   بیوفیلم ده  برقراری قابل

صاب  حد سنجش  طریق از یکدیگر با شیمیایی  ارتباط   1ن

 و نموده عمل  واحد  پیکره یک  عنوانبه  هستتتتند،  دار را

سیون  در بالایی شانس  بنابراین شه  کلنیزا  در گیاهان ری

بل    قا یب  های میکروب م ند  رق ند می و دار  منظوربه  توان

یک  گیریبهره ته   کاربرد  نیز پروبیوت ند     داشتتت   باشتتت

(2010., et alSeneviratne  .)،قش   لتتذا لم       ن ی ف یو  در ب

 و شتتتود شتتتمرده ناچیز تواندنمی میکروب گیاه تعاملات

 تلقیح مایه توستتعه طریق از گیاه رشتتد بهبود با آشتتنایی

 رشد ارتقاء در کلان دیدگاهی صورتبه بایستی  بیوفیلمی

 .گیرد قرار توجه مورد گیاه

مام  با  یای  ت ندگی  مورد در شتتتده  ذکر مزا  بیوفیلمی ز

یل  های  PGPRطبیعی وجود ها، باکتری  نده  تشتتتک   ده

سی  مورد کافی اندازه به خاک در بیوفیلم  نگرفته قرار برر

 بستتیار هاآن اعمال و هاPGPR بیوفیلمی حالت و استتت

شناخته  ست  نا  در آبیکم هایمحدودیت دیگر سوی  از. ا

 به  پاستتتخ  جهت  که  شتتتد خواهد  باعث   نزدیک  آینده 

بات   طال یت،  غذایی  م یت   جمع عال  به  کشتتتاورزی های ف

صلخیزتر  کم مناطق  ,et al.Foley ) یابد گسترش  نیز حا

سد می نظربه شده  مطرح موارد به عنایت با(. 2011  که ر

 الوصول  سهل  رهیافتی بیوفیلمی هایباکتری به دستیابی 

.  باشد  ساز  چاره شرایطی  چنین این مدیریت خصوص  در

 بیوفیلمی هایباکتری جداسازی منظوربه مطالعه این لذا،

                                                           
1- Qurum sensing 
2-Lolium temulentum 

3-Avena fatua 
4-Bromus tectorum 

 هشتتترود، منطقه گندمیان وحشتتی گیاهان ریزوستتفر از

 محرک مهم های ویژگی بررستتتی و ژنتیکی تنوع ارزیابی 

شدی  صلخیز  هایخاک در هاآن گیاهی ر  همراهبه غیرحا

 .گرفت انجام هاآن ایPGP توان مطالعه

 

 هاروش و مواد

 بردارینمونه محل انتخاب

 غیرزراعی منتتاطق از مطتتالعتته این هتتایبرداری نمونتته

 انجام شرقی آذربایجان استان در واقع هشترود  شهرستان  

 50 از میدانی بازدید با منظور این برای. (1)شتتکل  شتتد

طه  نه  50 مختلف، نق یاه  ریشتتته  نمو  خاک  همراهبه  گ

  ، 3وحشتتتی یولاف ،2چچم  گنتتدمیتتان از ریزوستتتفری 

 برداشت 6دارریشک گندمی علف و 5جوموشک ،4جومیش

 .شدند منتقل آزمایشگاه به و شده

 هاباکتری جداسازی

نه  هر برای منظور این به    ریشتتته از کوچکی بخش نمو

 در و شتتتده بریده آن به چستتتبیده محکم خاک همراهبه

 استتتریل فیزیولوژیکی ستترم محلول لیترمیلی 10 داخل

 این از. شتتتد تکانده   شتتتیکر روی بر دقیقه  30 مدت به 

سیون     سپان شت  محیط روی میکرولیتر 100 سو  جامد ک
7TSA انکوباتور به هانمونه. شد پخش یکنواخت صورتبه 

 120 از پس و شده  منتقل گرادسانتی  درجه 30 دمای با

 صورت به رشد  تند موکوئیدی هایکلنی نگهداری ساعت 

 هاآن از ستتتازیخالص از پس و شتتتده انتخاب چشتتتمی

سلنت   ,Timmusk et al) شد  تهیه گلیسرولی  ذخیره و ا

2014.) 

 بیوفیلم تشکیل توانايی ارزيابی

.  شتتد استتتفاده میکروتیتر پلیت روش از منظور این برای

 یک  حاوی  لوله  یک  به  باکتری  کلنی از پر لوپ یک  ابتدا 

 لوله  این و شتتتده تلقیح TSB کشتتتت محیط لیترمیلی

  گراد،سانتی  درجه 30 دمای در ساعت  24 تا 18 مدتبه

شت  از پس .شد  داده قرار سان  و مدت این گذ  سازی یک

 برداشته باکتری سوسپانسیون از لیترمیلی یک ها،باکتری

 استتتتریل  محیط لیترمیلی 10 حاوی  آزمایش  لوله  به  و

8TSB، در آن از میکرولیتر 200 ستتتپس،. شتتتد تلقیح 

 مرحله این شد، ریخته میکروتیتر پلیت هایچاهک داخل

5- Hordeum murinum 
6- Agropyron caninum 

7- Tripticase soya agar 
8- Tripticase soya broth 
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  شاهد،  چاهک در. شد  انجام تکرار سه  گرفتن نظر در با

 24 مدتبه و شد افزوده TSB استریل کشت محیط فقط

 سپس، . شد  داده قرار گراد،سانتی  درجه 30 در ساعت 

  هاچاهک شتستتشتوی    و تخلیه ها،چاهک داخل محتوای

ستریل  فیزیولوژی سرم  با بار یک  به هاپلیت. شد  انجام ا

  حذف غیرمتصتتل هایستتلول تا شتتدند داده تکان شتتدت

 به  درصتتتد 90 اتانول  میکرولیتر 200 ستتتپس .شتتتوند 

  گذشت از بعد شده و  اضافه  هاسلول  ثبیت برای هاچاهک

قه،  15 یات  دقی هک    محتو یه  ها چا مای  در و تخل   د

  با هاچاهک. شتتدند خشتتک هاچاهک ستتطح آزمایشتتگاه،

 پنج مدتبه درصد 1/0 ویوله کریستال از میکرولیتر 200

  با هاچاهک دقیقه، پنج از بعد. شدند  آمیزی رنگ دقیقه،

 میکرولیتر 200 با و شتتده شتتستتته آرامی به شتتهری آب

 از بعد. شدند  پر حلال، عنوان به درصد  11 استیک  اسید 

قه  15 باستتتیون   دقی یت  انکو مای  در ها پل جه  37 د   در

 موج طول در هاچاهک در نوری جذب مقدار گراد،سانتی 

 خوانده ELISA Reader دستتتگاه توستتط نانومتر، 550

  هایباکتری آن از آمده دستتتبه عدد استتاس بر و شتتده

 :شدند بندیگروه زیر صورتبه بیوفیلم دهنده تشکیل

 ضتتتعیف چستتتبندگی ،(OD<ODc) چستتتبندگی بدون

(ODc<OD<2xODc)، 2) متوستتط چستتبندگیxODc 

<OD<4xODc)،   ندگی  و (4xODc<OD) قوی چستتتب

 575 موج طول جذب میزان OD در این راستا،  .روشناور 

نه  هر برای نانومتر   موج طول جذب  میزان ODC و نمو

 حالت در. باشد می باکتری بدون شاهد  برای نانومتر 575

شناوری  شت  محیط سطح  در باکتری رو  یک صورت به ک

یه  ند می رشتتتد بیوفیلم در نازک  لا  ,.Srdjan et al) ک

2000.) 

 

نقاط نمونه برداری در شهرستان هشترود، آذربايجانشرقی، ايران -1شکل   
Figure 1. Sampling site in Hashtrood, East Azerbaijan, Iran 

  خشکی به مقاومت آزمون

 کشت محیط ازها باکتری یآزمون مقاومت به خشک برای

TSA سوربیتول  درصد  30 و 20 ، 10 ،1 هایغلظت با ،  

ستفاده  شت  محیط این تهیه از پس. شد  ا  ظرف هر ها،ک

 ظرف هر در. شتتد تقستتیم مستتاوی قستتمت 16 به پتری

شت  تکرار سه  با جدایه چهار پتری  سه  مدتبه و شده  ک

 گرادستتانتی درجه 30 دمای در خانهگرم در روز شتتبانه

 جدایه هر نخست  هاجدایه این کشت  برای. شد  داده قرار

 کشتتت محیط لیترمیلی پنج داخل در جداگانه صتتورتبه

TSB و گرادستتانتی درجه 30 دمای در شتتبانه صتتورتبه 

شد  انکوباتور شیکر  در دقیقه در دور 120  و شدند  داده ر

 محیط روی میکرولیتر پنج میزان باکتریایی کشت  این از

  آزمایش اتمام از پس. شد  منتقل سوربیتول  حاوی کشت 

 Kavamura et) شد  ثبت هاجدایه رشد  و مانیزنده توان

al., 2013.) 

 اکسین تولید توانايی آزمون

 محیط در شب یک متتتدتبه هاجدایه ابتدا منظور، بدین

TSB ند   داده کشتتتت قدار . شتتتد  از میکرولیتر 200 م
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 پنج حاوی  1LB محیط به  تکرار ستتتته با  ها باکتری 

ترای  و شده منتقل تریپتوفان-ال مولارمیلی تدت  ب  48 م

  داده تکتتتان گرادسانتی درجتتته 28 دمتتتای در ستتتاعت

سیون     این. شدند   یک آنگاه و شده  سانتریفیوژ  هاسوسپان

تی  محلول از لیترمیلی تا    روی ت تی    چهار ب ت تر   میل ت  از لیت

 اسید لیترمیلی150 شتتتتتتامل) سالکوستتتکی معتتتتتترف

 7/5 و مقطر    آب لیتر   میلی    250 غلیظ،    ستتتولفوریتتک  

.  شدند مخلوط( متتولار   نتتیم    آهتن  کلریتد  لیتتر میلتی 

 در و اتاق دمای در ستتاعت یک مدتبه حاصتتل مخلوط

 از استتتفاده با ستتپس و شتتده نگهداری تاریکی شتترایط

 535 موج طول در نور جذب  میزان استتتپکتروفتومتر،

 برای استاندارد هایمحلول. شتتتتدند قرائتتتتت نتتتتانومتر

 ،10 ،5 ،صتتتفر شتتتامل هورمون این تولید میزان تخمین

ید  از لیتر در گرممیلی 40 و 30 ، 20 ،15 ندول  استتت  ای

 (.Bent et al., 2000) بودند استیک

 دآمیناز ACC تولید توانايی آزمون

 کشتتت محیط لیترمیلی پنج در هاجدایه منظور این برای

TSB شت  گرادسانتی  درجه 28 دمای در .  شدند  داده ک

شد  از پس  سانتریفیوژ  با هاسلول  سکون  فاز تا مطلوب ر

 Tris-HCl مولار 1/0 بافر  با  بار  دو و شتتتده آوریجمع

(pH=7.5)  لیترمیلی دو در و شدند  داده شستشو    استریل 

شت  محیط   ACC مولارمیلی سه  نهایی غلظت با 2DF ک

 روی ستتاعت 36 مدتبه گرادستتانتی درجه 30 دمای در

.  شتتدند داده قرار گرادستتانتی درجه 30 دمای در شتتیکر

یت   عال نازی  ACC ف ندازه  با  دآمی فا  گیریا  کتوبوتیرات-آل

ستفاده  با نانومتر 540 در شده  تولید سپکتروفتومتر  از ا  ا

ندازه   برآورد برای .(Glick, 2001&Saleh) شتتتد گیریا

 ،5/0 ،1/0 ،05/0 ،01/0 های محلول ACC تجزیه  میزان

 استتتاندارد عنوانبه کتوبوتیرات آلفا مولارمیلی 1 و 75/0

 (. Khan & Lee, 2016) گرفتند قرار استفاده مورد

  نامحلول هایفسفات انحلال توانايی آزمون

  هایفستتتفات انحلال در هاجدایه توان بررستتتی منظوربه

 10 شامل)  مایع اسپربر کشت محیط از نامحلول، معدنی

 از گرم  14/0 مخمر،    عصتتتتاره گرم  نیم   کلوکز،    گرم 

2)4(PO3Ca ، 32/0 2 از گتترمCaCl از گتترم 5/2 و 

O2H.74MgSO هاجدایه منظور این برای. شتتد استتتفاده  

شت  محیط لیترمیلی پنج در  درجه 28 دمای در TSB ک

                                                           
1- Luria Bertani 

شت  گرادسانتی   از میکرولیتر 200 میزان. شدند  داده ک

سپربر  کشت  محیط حاوی هایلوله به شبانه  کشت  این  ا

 در انکوباتور شیکر  روی روز سه  مدتبه و شده  زنیمایه

 ستتپس و شتتدند داده تکان گرادستتانتی درجه 30 دمای

 فسفر  غلظت و شده  سانتریفیوژ  باکتری هر سوسپانسیون   

  با و ارزیابی وانادات -مولیبدات روش با روشتتناور مایع در

  شتتد قرائت نانومتر 470 در استتپکتروفتومتر از استتتفاده

(Nosrati et al., 2015).  کشت  محیط ارزیابی این شاهد 

 .  شد انجام تکرار سه در که بود باکتری بدون

سیم  آزادسازی  توانايی آزمون سیم  حاوی کانی از پتا  پتا

 (مسکوويت)

قدار   پنج به  باکتری  تازه  کشتتتت از میکرولیتر 200 م

  ،(گرم پنج) گلوکز) الکستتتاندروف  مایع  محیط لیترمیلی

  O2H.74MgSO ،(گرم ستته) پودری نامحلول مستتکوویت

 هزارم شش ) 3FeCl ،(گرم دهم یک) 3CaCO ،(گرم نیم)

 تلقیح تکرار سه  با( لیتر در( گرم دو) PO3Ca)4(2 و( گرم

نه . شتتتد فت  مدت به  ها نمو مای  در روز ه جه  30 د  در

 ادامه در. شدند  داده قرار انکوباتور شیکر  در گرادسانتی 

 ستتتانتریفیوژ دور 4000 در دقیقه  15 مدت به  ها باکتری 

سیم  مقدار و شده  شناور  در شده  آزاد پتا ستفاده  با رو  از ا

یم     روش ل تری      ف  گرفتتت  قرار  ستتتنجش    مورد  فوتوم

(Archana et al., 2013 .)نه  چنین،هم هد   نمو   با  شتتتا

 .شد تهیه تکرار سه در باکتری بدون کشت محیط

  سیدروفور تولید توان ارزيابی 

قدار  منظور این برای  کشتتتت محیط از میکرولیتر 10 م

 روی تکرار ستته در و اینقطه صتتورتبه هاباکتری شتتبانه

  هالۀ   یک  تولید . گرفتند  قرار آگار  CAS کشتتتت محیط

 ستتیدروفور تولید مؤید باکتری کلنی اطراف رنگ نارنجی

 سه  از پس هاله این قطر. است  CAS از آهن شدن  جدا و

 (. 2008Gopal, & Gupta) شد محاسبه روز

  مطالعه مورد هایجدايه ژنتیکی شناسايی

 استتتخراج DNA هاباکتری تازه کشتتت از منظور این به

فاده   با  و شتتتتده های  از استتتت  اختصتتتتاصتتتی پرایمر

 (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3) 27F 5) و-

GGTTACCTTGTTACGACTT-3) 1492R در 

ستگاه  سایکلر  د  تکثیر هاباکتری16S rDNA  منطقه ترمو

 آگارز روی بر تکثیر از اطمینان حصتتتول از پس و شتتتده

2- Dworking and Foster  minimal medium 
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 روش به ابی توالی دستتتگاه از استتتفاده با درصتتد، 5/0

 در ( 1975Coulson,  &Sanger) کالستتتون  و ستتتانجر

 اکولوژیکی تحقیقات  بخش آلمان  هلمهولتز موستتتستتته 

  برنامه و اطلاعاتی بانک از استتتفاده با و شتتده ابییتوالی

BLAST سایی   هاباکتری  .Timmusk, et al) شدند  شنا

2014.) 

 

  بحث و نتايج

 بیوفیلمی هایباکتری جداسازی

 جدایه 128 موکوئیدی، هایکلنی بررستتتی با مجموع در

 غیرزراعی گونه  پنج ریزوستتتفر از رشتتتد تند  باکتریایی  

 .   شدند جداسازی گرامینه

  هاباکتری ژنتیکی شناسايی و بیوفیلم تشکیل توانايی

 محیط در ستتتکون شتتترایط در میکروبی های بیوفیلم

 روی توانندمی هوازی شترایط  تحت میکروبی هایکشتت 

 ستتتطح روی یا  و ظرف ته  یا  و دیواره در 1جامد   ستتتطح

شت  محیط شناور  حالت به مایع ک شکیل  رو  که شوند  ت

 گزارش علمی منابع  در 2مختلفی استتتامی با  اخیر حالت  

  نتایج طبق بر(. Stewart & Franklin, 2008) است  شده 

 90 بر بالغ مطالعه مورد باکتری 128 بین از بررستتی این

 نوع دو هر و بودند بیوفیلم تشتتکیل به قادر هاآن درصتتد

 (.  2 شکل) بود مشاهده قابل هاآن در مذکور بیوفیلم

  

)سمت چپ( و تشکیل بیوفیلم در سطح  TSBتشکیل بیوفیلم روشناور متصل به ديوار در سطح محیط کشت  -2شکل 

 داخلی لوله پلاستیکی بعد از رنگ آمیزی با کريستال ويوله )سمت راست( 
Figure 2. Pellicle formation in connection to tube wall on TSB medium surface (left) and biofilm 

formation at inner surface of plastic vial after Crystal violate staining (right) 
 

  بود، مشتتاهده قابل راحتی به چشتتم با روشتتناور بیوفیلم

  با جامد سطوح  بر (SSA) چسبیده  بیوفیلم سنجش  ولی

سیله به آمیزی رنگ ستال  و  شکل ) شد  ارزیابی ویوله کری

ته  این(. 2 نای  بر SSA های باکتری  از دستتت نایی  مب  توا

 همکاران و ستتترجان روش طبق چستتتبندگی و اتصتتتال

(Srdjan et al., 2000 )سته  گروه چهار در .  شدند  بندید

 تشتتتکیل هایباکتری تمامی از استتتتفاده با مطالعه ادامه

شناور  بیوفیلم دهنده  چسبنده  شدت  به هایباکتری و رو

 130 از ایزوله 64 مجموع در که شد  انجام( SSA) گروه

 (.3 شکل) گرفتندمی بر در را شده جداسازی ایزوله

 تشکیل باکتری 64 این ژنتیکی شناسایی و بررسی نتایج

 به متعلق هاباکتری این که داد نشان بیوفیلم دهنده

 ،5باسیلوس پنی ،4سودوموناس ،3باسیلوس هایجنس

 80 بر بالغ و بوده 8استافیلوکوک و 7پانتوآ ،6آرتروباکتری

                                                           
1- Surface-associated (SSA) biofilms 
2- Air-Liquid Interface (ALI), pellicle, floating biofilm 
3- Bacillus  
4- Pseudomonas 

 جنس به متعلق شده جداسازی هایباکتری درصد

 (.4 شکل) باشندمی باسیلوس

 متأثر معمولاً ریزوسفری میکروبی جمعیت که آنجایی از

 دفع و جذب فاکتورهای وجودبه و بوده ریزوسفری اثر از

. است وابسته گیاه ترشحات جمله از ریزوسفر در میکروبی

 گیاهان مطالعه این شرایط در که رسدمی نظربه لذا

 جنس با زیستی مناسبیارتباط هم غیرزراعی گندمیان

 اغلب که آنجایی از دیگر، سوی از. دارند باسیلوس

 سودمندی فیزیولوژیکی هایویژگی واجد هاباسیلوس

 اندو تولید توانایی لایه، چند سلولی دیواره وجود نظیر

 پپتیدی سیگنال هایمولکول بیوتیک، آنتی تولید اسپور،

 هاآن توزیع و بقا لذا ؛باشندمی سلولی برون هایآنزیم و

 سایر به نسبت خاک مانند تنش پر هایمحیط در

 همکاران و پاندی. دارد تریمطلوب شرایط هامیکروب

5- Paenibacillus 
6- Arthrobacter 
7- Pantoea 
8- Staphylococcus 
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(Pandey & Palni, 1997 )میکروبی جمعیت مطالعه با 

-غالب هاباسیلوس که دادند نشان چای گیاه در ریزوسفر

 هایگونه بین از و بوده دارا را باکتریایی جمعیت ترین

 B. mycoides و .subtilis B گونه دو باسیلوس مختلف

 با محققین این. بودند میکروبی جمعیت ینتربیش دارای

 از گونه دو این که دریافتند میکروبی جمعیت شمارش

 در تریمطلوب کلنیزاسیون پتانسیل دارای هاباسیلوس

 تشکیل. باشندمی هاباکتری بقیه به نسبت چای گیاه

 80 تقریباً و است شده گزارش هاباکتری اغلب در بیوفیلم

 دسته) بیوفیلمی شکل به زندگی طبیعت در هاآن درصد

 حالت به نسبت را( پلیمری ایمحفظه داخل در جمعی

 زندگی شیوه این. دهندمی ترجیح( آزادزی) پلانکتونی

 به بسته موجود ژنتیک کنترل تحت و نبوده تصادفی

 باکتری برای فراوانی مزایای و باشدمی محیطی شرایط

 حفاظتی سپر عنوانبه پلیمری محفظه از استفاده برعلاوه

 افقی انتقال و نصاب حد مزایای از مندیبهره خصوص در

 آوریشگفت طوربه(. Yan et al., 2016) دارد همراهبه ژن

 دادندمی تشکیل را روشناور بیوفیلم که هاییباکتری تمام

 شکل قویترین زمره در که بودند هاباسیلوس گروه از

 جمله از هاباسیلوس. شودمی محسوب هابیوفیلم

 تشکیل زمینه در که هستند ریزوسفری هایباکتری

 .باشندمی توجه مورد بسیار بیوفیلم

 
 ها )تعداد و درصد(بندی توانايی تشکیل بیوفیلم باکتریگروه -3شکل 

Figure 3. Categorization of biofilm forming ability of bacteria (number and percentage). 
Non-adherent OD<ODc, Weakly-adherent (ODc< OD<2xODc), Moderately – adherent (2xODc<OD< 4xODc), 

Strongly-adherent (4xODc < OD) and Pellicle forming 

for samples 595for control OD: OD  595: ODCOD 

 

 
 مختلف سوربیتول.های در غلظت TSB آبی روی محیط کشت شماری از باکتريهای مقاوم به کم -4شکل 

Figure 4. Number of water deficite tolerance bacteria on the TSB medium with diffrent sorbitol concentration 
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عات   طبق بر طال کاوا  م کاران  و موری  Morikawa et) هم

al., 2016 )سی  با شکیل  برر  .Bهایباکتری در بیوفیلم ت

subtilis  و B. cereus  مل ند  در درگیر ژنتیکی عوا  فرآی

یل  ند  بررستتتی را بیوفیلم تشتتتک  را comER ژن و نمود

 .اندکرده معرفی بیوفیلم تشکیل در مهم عامل عنوانبه

 از گلوتامات پلی-گاما تولید و اکسیژنی تخلیه شرایط

 .Bباکتری در بیوفیلم نوع این تشکیل اولیه شرایط

subtilis  همکاران و یان. شوندمی محسوب (Yan et al., 

 محرک بیوفیلمی هایباکتری مثبت تأثیر اخیراً( 2016

 .اندکرده گزارشرا  تنش شرایط در گیاهان رشد در رشد

 .Bو B. subtilis GB03، P. polymyxa در این راستا،

amyloliquefaciens بیوفیلمی هایباکتری عنوانبه 

 را آبیکم تنش شرایط در گیاهان عملکرد اندتوانسته

 (. Abd El-Daim, 2015) ببخشند بهبود

 جداستتازی با(  et alKasim ,.2016) همکاران و کستتیم

شکیل  هایباکتری صر  در بیوفیلم دهنده ت سایی    و م  شنا

 B. amyloliquefaciens تلقیح با  ها آن از برخی ژنتیکی

 رشتتتد در را باکتری  این کارایی  جو گیاه  کولتیوار دو به 

 ارزیابی مطلوب بسیار  شوری  تنش شرایط  تحت جو گیاه

(  et alTimmusk ,.2014) همکاران و تیموسک. اندنموده

 تشتتکیل باستتیلوس پنی جنس باکتری با آزمایشتتی در

 در آبیکم تنش به  تحمل  در را ها آن اثر بیوفیلم، دهنده 

  فرآیندهای  و فیزیولوژیکی هایویژگی بهبود و گندم  گیاه 

  اندنموده گزارش آبیکم تنش ضتتد بر میزبان گیاه دفاعی

سی  با و سکوپی  هایبرر سیون  میکرو سط  مؤثر کلینیزا  تو

 و کریمی. رستتاندند اثبات به را گندم گیاه ریشتته در آن

کاران  جام  با (  et alKarimi ,.2017) هم مایشتتتی   ان  آز

  باکتری  ستتته تأثیر  آبیکم تنش شتتترایط تحت  گلدانی 

 بر بیوفیلم تشتتکیل قدرت با باستتیلوس جنس از مختلف

شد  سی  مورد را گندم ر  این نتایج طبق بر. دادند قرار برر

قان  یه    ،محق یایی    زنیما یت    بهبود با  باکتر عال   های ف

زیستتتی  عملکرد افزایش باعث اکستتیدان آنتی هایآنزیم

ماری  و شتتتده ندم  ریشتتته مع فت   تغییر گ  ،رواین از. یا

( et al Seneviratne ,.2008) همکتتاران   و ستتتنوراتین   

ستی  کودهای سل  را بیوفیلمی زی   کودها این از جدیدی ن

کر  موده   ذ نوان  بتته و ن عیتتار    یتتک ع نش     برای  م ی  گز

ند  رشتتتد محرک های میکروب جه  با . معرفی کرد  به  تو

ته     جنس های باکتری  رستتتتدمی نظربه  فوق های یاف
                                                           

1- Alginate, Cellulose and Poly N-acetylglucosamine 

 همراهبه خصتتتوص این در را زیادی موفقیت باستتتیلوس

 .داشت خواهند

 آبی کم تنش به مقاومت

 بر دما T آبی، فعالیت wRT ln a=  Ψ (wa رابطه اساس بر

 مورد سوربیتول  هایغلظت( گازی ثابت R کلوین، حسب 

فاده   جاد  در استتتت جام  برای تنش ای عه    این ان طال  که  م

  باعث توانندمی بود، درصد  30 و 20 ،10 با برابر ترتیببه

 و -9/24 ،38/11 میزان به  آب پتانستتتیل   شتتتدن منفی

تایج . گردند  باکتری  کشتتتت محیط در بار  -3/36  این ن

مامی  که  داد نشتتتان بخش عه   مورد های باکتری  ت  مطال

 یک) کنترل به نستتبت رشتتد روند در تغییری هیچ بدون

صد  صد  10 در( سوربیتول  در   قادر خوبیبه سوربیتول  در

شد  به  به قادر تغییراتی اندک با هاباکتری تمامی. بودند ر

شد  شت  محیط در ر صد  20 حاوی ک   بودند سوربیتول  در

عه    مورد های باکتری  از درصتتتتد 50 فقط ولی، طال  م

ستند  شت  محیط در توان صد  30 حاوی ک  سوربیتول  در

 اعمال که هستتت آن توجه جالب(. 5 شتتکل) کنند رشتتد

ظت  افزایش با  آبیکم تنش  از برخی در ستتتوربیتول غل

سی  مورد هایباکتری سی   ، ریختبرر  شکل  به کلنی شنا

 تربیش آن لزجیت و کلنی دامنه و یافته تغییر مشتهودی 

 (. 5 شکل) شدمی

 30 غلظت در شتتده ایجاد پتانستتیل در اینکه به توجه با

 نخواهد رشد به قادر گیاهی (بار -9/24) سوربیتول درصد

  هایباکتری تمامی که داد نشان بخش این نتایج لذا، بود،

مالاً  مذکور  ند می احت   خاک  در آبیکم شتتترایط در توان

 کنار در. دهند انجام خوبیبه را خود اکولوژیکی هاینقش

 شرایط به باکتری دفاعی پاسخ از ناشی  اسمزی  تنظیمات

حات  افزایش آبیکم تنش  که  ها باکتری  پلیمری ترشتتت

 شناخته  از آمین 1گلوگز استیل -ان پلی و سلولز  آلگینات،

 حفظ روند در بستتزایی تأثیر ،باشتتندمی هاآن ترینشتتده

شند می دارا هاباکتری کلنی اطراف در رطوبت  طبق بر. با

عه    طال نگ    م کاران  و چا  در( Chang et al., 2007) هم

 بوستتتیلتته   آلگینتتات    ترشتتتح  آبی کم  تنش   شتتترایط 

Pseudomonas putida بیوفیلم معماری در تأثیر برعلاوه 

عث    ،باکتری  این جاد  با ته    محیط ای یدرا  اطراف در ه

 شرایط به آن تحمل قدرت افزایش موجب و شده  باکتری

 در که کردند گزارش چنینهم محققان این. شتتد آبیکم
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 تولید نیز را یتربیش آلگینات باکتری این آبیکم شرایط 

ند می لدایم   . ک بدا جام  با ( 2015Daim, -Abd El) ع   ان

 تنش شترایط  در AZP2 ریزوستفری  باکتری با ایمطالعه

ید   برعلاوه آبیکم بت  نقش تأی  بهبود در باکتری  این مث

 دلیل به را ریزوستتفر در بیوفیلم تشتتکیل گندم عملکرد

 در رطوبت حفظبرای  مهمی عامل ساکاریدی پلی ماهیت

 .است کرده گزارش ریشه اطراف

 مورد هایجدايه رشدی محرک هایويژگی بررسی نتايج

  مطالعه

 مورد هایجدایه که داد نشتتان مطالعه از بخش این نتایج

نایی  بررستتتی   با  ارتباط  در داریمعنی و متفاوت  های توا

 (.  1 جدول) هستند دارا رشدی محرک صفات

 اکسین تولید توانايی

 هورمون که بودند قادر مطالعه این هایباکتری تمامی

 تریپتوفان-ال یعنی آن ماده پیش حضور در را اکسین

 نظر این از مطالعه مورد هایباکتری توانایی. کنند تولید

 65 تا 10 بین آنها در اکسین تولید دامنه و بود متنوع

 کارآمدترین از برخی که بود متفاوت لیتر در گرممیلی

 درصد 80 از بیش. است شده داده نشان 2 جدول در هاآن

 اکسین هورمون تولید به قادر ریزوسفری هایباکتری

 تحت را گیاه ریشه ایگسترده طوربه اکسین. باشندمی

 شمار و وزن اندازه، افزایش. دهدمی قرار خود تأثیر

 بوده اکسین از متاثر که هستند مواردی از ریشه انشعابات

 اختیار در خاک از تریبیش حجم گرفتن قرار با بنابراین و

 عملکرد نهایتاً و آن در عناصر به دسترسی میزان گیاه

 باکتری با تلقیح مهم نتایج از دیگر یکی. یابدمی افزایش

 منشاء با نابجا هایریشه تشکیل اکسین کننده تولید

 از بخشی تمایز باعث اکسین چنین،هم. است ایساقه

 & Kumar) شودمی ایریشه بافت عنوانبه ساقه بافت

2015Saraf,  .)در بیوفیلمی حالت در اکسین ترشح 

PGPRزندگی با مقایسه در تریبیش میزانبه ها 

 (.et al Seneviratne ,.2008) گیردمی صورت پلانکتونی

 

 

 

 

 روشناور بیوفیلم تشکیل قابلیت با  ها جدايه از برخی کلنی مرفولوژيکی تغییرات -5 شکل

کشت محیط در  TSA سوربیتول مختلف غلظتهای با  

Figure 5. Morphological variation of bacterial colonies in different 

concentrations of sorbitol (1, 10, 20 and 30 %) by four pellicle forming 

bacteria. 

 

باکتری تشکیل دهنده بیوفیلم 68تجزيه واريانس خصوصیات محرک رشد گیاهی در  -1جدول   

Table 1. Analysis of variance PGP ability in 68 biofilm forming bacteria 
 MS 

df 
Source of 

variation Auxin production ACC deaminase P solublization K relaesing  

338** 0.799** 6632** 3416** 68 Bacteria 

7.97 0.06585 135 184 124 Error 

17.6 35.8 38.1 9.50  CV (%) 
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 دآمیناز ACC تولید توانايی

 پیش که بودند قادر شده جداسازی هایباکتری تمامی

 اسید-1-پروپان سیکلو آمینو-1 اتیلن تولید ماده

 منبع عنوانبه را آن و نموده تجزیه( ACC) کربوکسیلیک

 این از برخی توان دهند قرار استفاده مورد نیتروژن

 .است شده داده نشان 3 جدول در هاجدایه

 بر مضری تأثیر تواندمی که بوده مهمی هورمون اتیلن

 را آن رشد و داشته زیخشکی گیاهان رشدی رفتار

 هورمون این تولید از جلوگیری دیدگاه این از. کند محدود

 یک عنوانبه تواندمی آن ریشه همراه موجودات ریز توسط

 میکروب تعاملات در ساختاری برون فیزیولوژیکی تغییر

 این قدر هر و باشد مطرح دوجانبه سودمندی با گیاه

 به که نمود ادعا توانمی باشد بالاتر ریزموجود در توانایی

. است تربیش گیاه برای باکتری سودمندی میزان همان

 تولید دآمیناز-ACC آنزیم PGPR هایباکتری از معدودی

 و کتوبوتیرات به را ACC تواندمی آنزیم این و کنندمی

 در گیاهان در را اتیلن تولید میزان و نموده تبدیل آمونیوم

 کلنیزاسیون. دهد کاهش استرس معرض در یا و رشد حال

 تولید سطح کاهش با هاPGPR از اینگونه با گیاهان ریشه

 خشکی، مانند محیطی هایتنش ءسو تأثیر از اتیلن

 کاهدمی سنگین عناصر و خشکی گیاهی، هایپاتوژن

(2015Kumar & Saraf, .) 
 

حاوی پنج میکرومولار  LBها با توانايی نسبتا بالای تولید ايندول استیک اسید در محیط کشت برخی از ايزوله -2جدول 

 روز 3پس از 
Table 2. Some isolates with relatively higher IAA production in LB medium with 5 mM tryptophan 

after 3 days. 

Bacteria Type of biofilm  Production 
 (µg mL-1) 

Bacillus atrophaeus 10-1 

Strongly-adherent 

(4xODc < OD) 

18.07 

Bacillus toyonensis 29-2 45.33 

Paenibacillus lautus 29-4 29.72 

Bacillus simplex 32-1 62.08 

Bacillus simplex  38-2 37.06 

Bacillus simplex 40-1 39.20 

Bacillus atrophaeus 54-1  30.35 

Bacillus simplex 8-3 

Pellicle  

19.25 

Bacillus zhangzhouensis 23-3 20.14 

Bacillus simplex 31-2 32.19 

Bacillus mojavensis 34-3 22.79 

Bacillus atrophaeus  39-2 23.98 

Bacillus simplex 42-2 21.76 

Bacillus velezensis 45-4 19.72 

Bacillus zhangzhouensis 47-2 22.95 

Bacillus simplex 48-2 20.14 

Staphylococcus petrasii 52-1 39.60 

 

 نامحلول هایفسفات انحلال توانايی

ستثنای  به باکتری 68 بین از  هاجدایه سایر  جدایه، پنج ا

ند  قادر  یاز  مورد فستتتفر که  بود  تری منبع از را خود ن

 داد نشان  مطالعه این نتایج. آورند بدست  فسفات  کلسیم 

  خاک  در فستتتفات  نامحلول  منبع این انحلال قدرت  که 

سط  سانی  سرعت  با مطالعه مورد هایباکتری تو  انجام یک

 در. استتتت متفاوت  زمینه  این در ها آن قابلیت   و نگرفته 

 برای آمده دستتت به مقادیر از شتتاهد مقدار موارد تمامی

 ینتربیش و صفر  آن میزان ینترکم. شدند  کسر  هانمونه

قدار  مت در میلیون  251 آن م   باکتری  به  متعلق قستتت

Bacillus simplex گرچتته  .بود  3-1 جتتدایتته غلتتب  ا  ا

نایی  بررستتتی مورد های باکتری   این در قابل توجهی   توا

 بررستتتی مورد هایباکتری بین در ولی نداشتتتتند زمینه

ستند  محسوسی   طوربه هاآن از معدودی تعداد  فسفر  توان

ند  ستتتازی آزاد نامحلول  منبع این از را (. 3 جدول ) کن

 شناخته  1903 سال  در فسفر  حلالیت در هاباکتری نقش

شخص  اکنون هم و شد  سطه هب قابلیت این که شده  م  وا

 استتتتیک، مانند کننده شتتتلات آلی استتتیدهای ترشتتتح

سینیک،    مالیک، لاکتیک،  -2 گلوکونیک، تارتاریک، سوک

  هامیکروب توستتط  ستتیتریک  و اگزالیک کتوگلوکونیک،
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 زده تخمین(.  ,2015Kumar & Saraf) گیردمی صتتورت

 جمعیت درصتتتد 40 تا 20 حدود ها1PSB که شتتتودمی

سمت  هاآن بین از و شوند می شامل  را خاک میکروبی  ق

 ریزوستتتفر در متابولیکی  پویایی  نظر از کارآمدتر   و عمده 

 اغلب در فستتتفر دستتتترستتتی قابلیت. دارند قرار گیاهان

 گیاهان   که  حالی  در بوده لیتر بر میکروگرم یک  ها خاک 

 دارند نیاز لیتر بر میکرومول 30 تقریباً مطلوب رشد  برای

 نقش ریزوسفری هایباکتری که رسدمی نظربه بنابراین و

سفر  تأمین در ایعمده  و سینگراکی  جایا. دارند گیاهان ف

تن      یرا نو  ,Jayasinghearachchi & Seneviratne) ستتت

  خاک در 2FRBs مستقیم کاربرد که اندداده نشان( 2006

سفر  ستفاده  قابل ف ست  داده افزایش برابر 15 را ا  این و ا

یت  در مؤثر طوربه  توانمی را بیوفیلمی تلقیح ماده   حلال

 .کرد استفاده فسفات سنگ زیستی

 مسکوويت کانی از پتاسیم رهايش توانايی

 رهایش باعث توانستند مطالعه مورد هایجدایه تمامی

 90 بین آزادسازی میزان. شوند مسکوویت کانی از پتاسیم

 سومین پتاسیم. شد مشاهده لیتر بر گرممیلی 250 تا

 این درصد 90 از بیش بوده که گیاهی پرمصرف عنصر

 و هاسنگ در آن نامحلول شکل در خاک در عنصر
 غیرقابل شکل به گیاه برایو  گرفته جای خاک هایکانی

 هایباکتری که است شده گزارش. هستند دسترس

 نامحلول منابع از را پتاسیم توانندمی 3KSB ریزوسفری

 فرآیندهایی طریق از ارتوکلاز و ایلایت میکا، یعنی آن

 در محلول شکل به و کرده آزاد آلی اسیدهای تولید نظیر

 توسط که ایمطالعه در(. et al Saiyad ,.2015) بیاورند

 است گرفته انجام (Zhang & Kong, 2014) کونق و ژانگ

 27 توسط نامحلول هایکانی از پتاسیم آزادسازی میزان

 متغیر لیتر بر گرممیلی 4/4 تا 59/0 بین باکتریایی جدایه

 پودر با همراه هاباکتری این از برخی زنیمایه نتایج. بود

 پتاسیم میزان که داد نشان تنباکو کشت در میکا فلدسپار

 تنباکو گیاه ریزوسفر در شده زنیمایه تیمارهای در محلول

 افزایش داریمعنی صورتبه تلقیح بدون شرایط به نسبت

 مطالعه مورد هایجدایه آمده دستبه نتایج طبق بر. یافت

 عنصر این آزادسازی باعث توجهی قابل میزان به توانستند

 از کیی کانی این که آنجایی از شوند. مسکوویت کانی از

 نظیر جوان هایخاک در پتاسیم نامحلول منابع ترینمهم

-می نظربه بنابراین شود،می محسوب ما کشور هایخاک

 قابل بخش هاجدایه این با گیاهان تلقیح صورت در رسد

 .شود تأمین منبع این بر تکیه با گیاهی نیاز از توجهی

  سیدروفور تولید توانايی

تایج   در رنگ  زرد و نارنجی  هاله   ایجاد  با  که  بخش این ن

 مشتتتخص CAS-agar کشتتتت محیط در هاکلنی اطراف

 باکتری سه  فقط باکتری 68 بین از که داد نشان  شد، می

36-1 Bacillus simplex، 25-3 Bacillus mojavensis و 

 32-1  Bacillus simplex مورد هتتایبتتاکتری  بین  در 

سبت  .بودند دارا را سیدروفور  تولید توانایی مطالعه  قطر ن

 برابر ترتیببه هاباکتری این در باکتری کلنی قطر به هاله

شان  تحقیقات نتایج. بود 7/1 و 5/2 ،1 با ست  داده ن  که ا

سفری  هایباکتری  سیدروفورهای  تولید با توانندمی ریزو

  عامل سیدروفور  کنند، کمک آهن جذب روند به مختلف

نده  کلات یک  آهن برای مهمی کن ند می و بوده فر   توا

 جذب  قابلیت   که  شتتتود هایی محیط در آهن جذب  باعث  

 چنین،هم. (Ipek & Estiken, 2017) باشتتتد می کم آن

 عوامل زیستتتی کنترل در مهمی عامل ستتیدروفور تولید

سوب  نیز زابیماری   گیاهان اینکه به توجه با. شود می مح

یان    ندم حاظ  به  گ ند  دارای آهن تأمین  ل  کارآتری  فرآی

 ریزوسفری  هایباکتری که رسد می نظرروبهاین از هستند 

 Crowley) ندارند عهده بر زیادی نقش خصتتوص این در

et al., 1991.) 
 TCP نسبتً زياد در حلالیتها با توانايی برخی از ايزوله -3جدول 

Table 3. Some isolates with relatively higher ability to solubilize TCP. 
P solublization rate 

(mg l-1) Bacteria 

251 Bacillus simplex 3-1 

109 Bacillus aryabhattai 27-1 
110 Bacillus simplex 32-1 
191 Bacillus zhangzhouensis 38-2 
185 Bacillus simplex 49-1 
153 Bacillus mojavensis 31-2 

                                                           
1- phosphate-solubilizing bacteria (PSB) 
2- Fungal-Rhizobium biofilm 

3- K Soloblization Bacteria 
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ای ای و مزرعهتوانند برای آزمايشات گلخانهبه همراه خصوصیات مورد مطالعه آنها، که می مؤثر برخی از باکتريهای -4جدول 

 پیشنهاد شوند
Table 4. Some of effective bacteria with their studied traits which can be suggested for greenhouse or field 

experiments 

Bacteria Strain 

Biofilm 

forming 

ability 

OD=595 nm 

IAA 

production 

µgr.ml-1 

ACC 

deaminase 

activity 

µMol. 36 

hr-1 

P 

solubilizing  

ability 

(mgr.l-1) 

K  releasing 

ability from 

muscovite 

(mgr.l-1) 

Bacillus 

atrophaeus 
10-1 0.34 18.07 0.46 00.00 141.55 

Bacillus 

toyonensis 
29-2 0.68 45.33 0.65 00.00 147.61 

Paenibacillus 

lautus 
29-4 0.31 29.72 1.33 29.99 138.31 

Bacillus simplex 32-1 0.66 62.08 0.20 110.19 125.45 

Bacillus 

atrophaeus 
54-1 0.55 30.35 0.90 00.00 141.80 

Bacillus simplex 8-3 

Pellicle 

forming 

19.25 1.25 11.09 011.50 

Bacillus 

toyonensis 
18-2 17.13 0.83 10.22 103.25 

Bacillus 

zhangzhouensis 
23-3 20.14 0.95 14.46 150.71 

Bacillus 

atrophaeus 
39-2 23.98 2.14 14.57 125.41 

Bacillus 

velezensis 
45-4 19.72 1.04 26.30 130.60 

 

 کلی گیری نتیجه

 دارای و غیرزراعی مناطق  از حاضتتتر  باکتریایی   مجموعه 

 به توجه با. ندشتتد جداستتازی حاصتتلخیز غیر هایخاک

 نظربه لذا ،بودند باستتیلوس جنس از هاجدایه اغلب اینکه

 برای هاآن توانایی و ریزوستتفر در ستتازگاری که رستتدمی

.  باشتتتد هاباکتری بقیه از ترمطلوب ریزوستتتفر در فعالیت

 رشد  برای هاآن مناسب  مقاومت کنار در بیوفیلم تشکیل 

 را هاآن ماتریک، و استتتمزی تنش شتتترایط در فعالیت و

 مطرح دیم کشتتتاورزی در کاربرد  برای مناستتتبی  گزینه 

شاره  3 و 2 جداول در که همانگونه. کندمی ست  شده  ا  ا

نایی  دارای ها آن از ایعده  ید  در بالایی  توا  هورمون تول

 بسیار هاآن در دآمیناز ACC آنزیم فعالیت و بوده اکسین

نابراین . باشتتتد  می مطلوب یت  ،ب مالاً  ها آن دیگر مز  احت

 در مهمی عامل خود که بود خواهد ریشتته معماری تغییر

ست  آبیکم تنش شرایط  به گیاهان سازگاری   سوی  از. ا

 دچار  آبیکم تنش شتتترایط در که  عناصتتتر  تأمین  دیگر

  ها باکتری  این کاربرد  با  استتتت ممکن شتتتودمی اختلال

 که  استتتت هایی باکتری  بیانگر  4 جدول . کند  پیدا  بهبود

 هتتایآزمون گزینتته عنوانبتته مجموعتته این از توانمی

 .کرد پیشنهاد ترجیحاً ایمزرعه و ایگلخانه

 قدردانی و تشکر

 جهاد اداره  کارکنان و مدیریت از مقاله این نویستتندگان

  شرقی  آذربایجان استان  در هشترود  شهرستان   کشاورزی 

  بردارینمونه برای لازم شرایط  ایجاد و پشتیبانی  دلیل به

 را قدردانی و تشتتکر نهایت شتتهرستتتان  مختلف نقاط از

 .دارند
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Abstract  

Plant-associated rhizospheric bacteria which form biofilms have higher positive effects on 

plants in fluctuating environments. Thus, to study of these bacteria, 50 rhizospheric samples 

were taken from grass geramineae roots. After preparing the suspension, 100 microlitere was 

cultured on TSA medium and then pure culture of bacteria was prepared. Resulted showed 

that up to 90% of these isolates were able to form biofilm, so that they could be categorized 

in five groups as: pellicle, very adherent, moderately adherent, weakly adherent and non-

adherent. 16S rDNA analysis revealed six different genus of bacteria. Bacillus are the 

predominant group (80%) of robust biofilm forming in the grass geramineae rhizosphere. 

The water deficit tolerance of isolates was assessed by rising concentration of sorbitol (1, 

10, 20 and 30 %, w/v). All isolates were able to grow in -25 bar matric potential. Isolates 

showed good potential to producing auxins ranging from 6 - 65 µg mL-1, ACC-deaminase 

activity (up to 2.14 µmol α-ketobutyrate in 36 h), Ca3(PO4)2 solublization ranging from 1.2 

– 251 mg L-1 and K releasing ability 90 to 250 mg L-1. Only three bacteria were able to 

produce siderophore. It seems that these isolates can be suitable candidates for doing some 

greeanhaous or pot experiment subjected to protecting plants against water deficit stress. 

Moreover, they can act as plant growth promoting bacteria as well. 
 

Keywords: Auxin hormon, 16S rDNA, ACC-deaminase, Bacillus, K releasing, Water deficit stress 
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