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  چکیده
توانـایی   ،به دلیل توزیع گسترده در خاكهستند که هاي ریزوسفري محرك رشد ها گروه مهمی از باکتريسودوموناس

اي برخـوردار  اهمیـت ویـژه   هاي محرك رشدي متعـدد از و دارا بودن ویژگی کلونیزاسیون ریزوسفر بسیاري از گیاهان
هـاي  هاي فلورسنت از ریزوسفر درختان زیتون در باغهاي سودوموناسپژوهش حاضر به منظور شناسایی جدایه .هستند

تولید سـیدروفور، اکسـین، سـیانید    توانایی  قبیلاز ها ارزیابی خصوصیات محرك رشدي این جدایه و شور استان قزوین
هـاي  و میـزان تحمـل غلظـت    pHنحلال فسفر در محیط مـایع، تغییـرات   ، قابلیت اACC deaminaseهیدروژن، آنزیم 

نمونـه خـاك    42جدایـه سـودوموناس از   15بـه ایـن منظـور     .انجام شـد ) مولارمیلی 400و  200، 100(مختلف نمک 
 ACCبـر اسـاس نتـایج بـالاترین مقـدار تولیـد آنـزیم        . آوري گردیـد ریزوسفري از باغات زیتون استان قزوین جمـع 

deaminase   7هاي جدایهدرQ  9وQ بیشترین مقدار تولید اکسین در حضور . مشاهده شدppm100 تریپتوفـان  -از ال
کلسیم فسفات در محیط مایع در ارتباط با تري پذیريانحلال. بود لیترمیکرو گرم بر میلی2Q )96/11مربوط به جدایه 

pH  متعلق به جدایه لیتر میکروگرم بر میلی 35/251رابر با مقدار فسفر حل شده ب و بالاترینهمبستگی منفی نشان داد
13Q ها قادر به تولید جدایه% 40همچنین . بودHCN وچهـار  ، دوهـاي زمـانی   از نظر تولید سیدروفور در دوره .ندنبود 

بـه  هـا  همچنین تمامی جدایـه . بودند CAS-Agarها قادر به رشد و تولید سیدروفور در محیط روزه تمامی جدایهشش 
حاصل از این پژوهش  نتایج به توجه با. به خوبی رشد کردند هاي مختلف نمکدر غلظت 8Qو  1Qهاي استثناي جدایه

                        جهـت انجـام مطالعـات      کاندیـدا توانند بـه عنـوان   ها میها، برخی از این جدایهو پتانسیل شناسایی شده در این جدایه
   .                                 باغات شور مورد استفاده قرار گیرند                                            یکس و همچنین افزایش تحمل به شوري گیاهان در    ژنوم

  
  ، شناسایی مولکولی، درخت فیلوژنی، سیدروفورزیتون، اکسین،  ACC deaminase:کلیديهاي واژه
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  مقدمه
ــا اســتفاده از راهکارهــاي متفــاوت  و گیاهــان ب

ثري ؤتوانند به صورت م ـمیهمزیستی با سایر موجودات 
ارهـاي  هکاز رایکـی  . با تنش شوري خاك مقابله نماینـد 

هـاي تحریـک  ، تجمع بـاکتري در این زمینهشناسایی شده 
هـاي  هاي این گیاهان در خاكکننده رشد در اطراف ریشه

 مهمـی ها نقش  با توجه به اینکه این باکتري. باشدشور می
در افزایش مقاومت گیاهان به تنش شوري دارند، مطالعات 

هـاي  نسج ـزیادي با متمرکز شدن بر روي میزان کـارایی  
 ـکـاهش   بـه منظـور   PGPRهاي  باکتريمختلف  تنش ثیرأت
، دباشـان و همکـاران   .صورت گرفته اسـت بر گیاه شوري 

 رشد بر گیاه رشد محرك ، چگونگی تأثیر باکتریهاي2012
 غیـر  و مسـتقیم  مکانیسـم  بـا اسـتفاده از دو   گیاهان نمو و

مسـتقیم   حالـت  در دانسته و عنوان کردند باکتریها مستقیم
-تولیـد هورمـون   نیتروژن، تثبیت هايمکانیسم از ستفادها با

 رشـد و  کننـده تعـدیل  هـاي آنـزیم  سنتز گیاهی، رشد هاي
سـیدروفورهاي   تولیـد  هـا، ویتامین انواع تولید گیاه، توسعه
و  تحریک باعث فسفات ساختن محلول و آهن کنندهکلاته

بـا   مسـتقیم،  غیر حالت شوند و درمی گیاهان رشد افزایش
مضر  اثرات آنتاگونیستی مختلف هايازمکانیسم ادهاستف

 بـدین  و نمـوده  تعـدیل  یا خنثی را گیاهی بیمارگرهاي
 بـراي  رقابت. شوندمی گیاه رشد افزایش طریق موجب

 فعالیـت  بـراي  مناسب هايجایگاه اشغال و جذب مواد
 تولیـد  و لیتیک هايآنزیم بیوتیک،آنتی ها، تولیدپاتوژن

هـاي  بر اسـاس مکانیسـم   هیدروژن و سیانید سیدروفور
رقابتی یـا آنتاگونیسـم و یـا تحریـک سیسـتم دفـاعی       

هاي دفاع سیستماتیک گیـاهی  گیاهان و ایجاد مکانیسم
   ).2009روت و همکاران، کویله( استهمراه 

به دلیل قابلیت ها در این میان سودوموناس
حرکتی، استفاده بهینه از مواد ترشحی ریشه گیاه، کوتاه 

پتانسیل بالا در کلونیزاسیون  ن دوره رشد و تکثیر،بود
میناز آد-ACCریشه و همچنین توانایی بالا در تولید آنزیم 

هاي محیطی در مقایسه با کننده تنشبه عنوان عامل کنترل
اند ها توجه پژوهشگران را به خود جلب کردهسایر باکتري

-ACCقابلیت تولید آنزیم ). 2010و همکاران،  علی(
-در خاك توسط سودوموناس ACCآمیناز و هیدرولیز  د 

ها در مقایسه هاي فلورسنت سبب متمایز شدن این باکتري
به طور . زي شده استکهاي باکتریایی خابا سایر گونه
 ACCهاي کدکننده آنزیم هاي داراي ژنکلی باکتري

توانند می) exogenousیا   endogenousبه صورت(دآمیناز 
دآمیناز افزایش -ACC	طریق تولید آنزیم رشد گیاه را از

پیش (  ACCمصرف مولد این آنزیم، با 	هايباکتري. دهند
ترشح شده از بذر ) ماده اولیه تولید اتیلن در گیاهان عالی

هاي گیاه، مانع تبدیل آن به اتیلن شده و از اثرات و ریشه
هاي سوء و بازدارنده رشد اتیلن تنشی که در پاسخ به تنش

 .نمایدشود، جلوگیري میدر گیاه تولید می محیطی
در شرایط تنش شوري  PGPRهاي مهمترین نقش باکتري

ها در رابطه با تعادل اسموتیک و اثر تنظیمی این باکتري
هاي رشدي، باشد که با تنظیم هورمونهموستاز یونی می

هاي مقاومت به تنش شوري، افزایش کارایی بیان ژن
زي مسیرهاي متابولیکی در گیاه ساها و فعالپروتئین

در محیط  PGPRهاي در نتیجه فعالیت باکتري. باشد می
ها، کارایی اکسیدانتی، تجمیع اسمولیت ریشه، وضعیت آنتی

سیستم جابجایی پروتونی، تفکیک نمکی و وضعیت 
هاي گیاه به مواد غذایی بهبود یافته و تنش دسترسی ریشه

در نتیجه این . بدیااسموتیک و سمیت یونی کاهش می
دآمنیاز افزایش خواهد یافت و گیاه - ACCرخدادها، بیان 

 . قادر به پاسخگویی به تنش شوري خواهد بود
با  ندقادر PGPRهاي برخی از باکتريهمچنین 

هاي گیاهان را در مقابل هاي سمی ریشهکلات نمودن یون
هاي یونی یا کاتیونی محافظت نمایند و از این آلودگی
ها هاي گیاه را براي مقابله با این یونتوانایی ریشهطریق 

 و جذب افزایش). 2006جینگ و همکاران، (افزایش دهند 
-توسعه سیستم ریشه از طریق غذایی، عناصر کردن محلول

ها باعث کاهش رشد اساسا این باکتري. باشداي گیاه می
هاي هاي اولیه و افزایش طول و تعداد ریشهطولی ریشه

هاي شوند و همچنین سبب طویل شدن ریشهمیجانبی 
در نتیجه چنین اثري، جذب مواد . گردندمویین نیز می

هاي گیاه به غذایی و آب و عناصر معدنی براي ریشه
سهولت انجام گرفته و نتیجه آن افزایش رشد کل گیاه 

؛ ورسوگولو و 2006الزمرانی و همکاران، (خواهد بود 
 کارلیداگ). 2012ران، ؛ والکر و همکا2010منکسس، 

 محرك رشد يباکتري ها ثیرأت )2007(وهمکاران 
Bacillus M3،Bacillus OSU-142 Microbacterium 

FS01  روي درخت سیب  صورت منفرد و ترکیبیرا به
 از این پژوهش نتایج حاصل. مورد بررسی قرار دادند

افزایش وزن میوه، طول ساقه و قطر ساقه را در مقایسه با 
عناصر غذایی مقدار میزان  همچنین .کنترل نشان داد رتیما

نیتروژن، فسفر، کلسیم، پتاسیم، آهن، منگنز، روي و مس 
 )2011(کاراکورت و همکاران . پیدا کردافزایش در گیاه 

تلقیح ریشه درختان آلبالو با برخی از  گزارش کردند
 Bacillusهاي محرك رشد شامل هاي باکتريجدایه

subtilis Bacillus megaterium- Burkholderia 
cepacia, - Pseudomonas putida  به صورت منفرد و

ترکیبی سبب رشد رویشی عملکرد و حجم میوه درختان 
روي خصوصیات شیمیایی مربوط به میوه بر آلبالو شده و 
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 مطالعه پیوندي و همکارانج نتای .استاثر مثبت داشته 
باکتري  P21و  P19 نشان داد که کاربرد دو جدایه) 2012(

سودوموناس فلورسنت بر گیاه زیتون باعث سبب افزایش 
اردوغان و . ها و طول آنها شدحجم ریشه تعداد ریشه

دار یازده جدایه ثیر مثبت و معنیأبه ت )2018(همکاران 
وزن برگ، طول ساقه اصلی، باکتري محرك رشد بر

مقدار روي و آهن  شاخص سطح برگ، کلروفیل، نیتروژن،
 .اشاره کردند در درختان انگور محتواي کلروفیل برگ

پژوهشی که بر روي گیاه  در) 2018( و همکاران کیتیر
 Azospirillum توت فرنگی و با کاربرد باکتري

brasilense  انجام دادند نتیجه گرفتند کاربرد این جدایه
هاي فتوسنتزي، سبب افزایش کلروفیل، محتواي رنگیزه

  . آلی در برگ گیاه گردیدو اسیدهاي اسیدمحتواي آمینو
هـاي  کـاربرد بـاکتري  تحقیقات نشان داده است 

PGPR  قدرتمند در مقابله با تنش شوري  ابزاريبه عنوان
تواند افق نوینی را در کشاورزي پیشـرفته بـه   در مزارع می

هـاي   هاي ناشی از تنشمنظور کاهش صدمات و خسارت
صولات کشاورزي زیست محیطی و افزایش کلی تولید مح

لذا با در نظر گـرفتن ایـن   ).  2014ي، صارمیران( باز نماید
و بررســی مهــم، پــژوهش حاضــر بــه منظــور جداســازي 

موجود در اطراف ریشه درختـان  هاي باکتريخصوصیات 
  . هایی با خاك شور در استان قزوین انجام شدباغزیتون 

  هاواد و روشم
  ها و آنالیز مقدماتیآوري نمونهجمع

 نمونــه خــاك از42بــراي انجــام ایــن پــژوهش 
در  متـري سـانتی 30-20از عمـق   ریزوسفر درختان زیتـون 

 آوري اسـتان قـزوین جمـع    در هاي شـور هایی با خاكباغ
برداري توسط نمونه نقاط تمامی جغرافیایی موقعیت. گردید
 درون کیسـه طور جداگانـه  هبها و نمونه ثبت  GPSدستگاه

بخش تحقیقـات   آزمایشگاه ه و بهقرار داده شدپلاستیکی 
. بیولوژي خاك موسسه تحقیقات خاك وآب منتقل شـدند 

 در جداسـازي  به مربوط آزمایشات انجام تا زمان هانمونه
نگهداري  گراد در سردخانه آزمایشگاهسانتی درجه 4 دماي
گرم از هر نمونه  10 مقدار هابراي جداسازي جدایه. شدند

 90هـاي حـاوي   شه به ارلـن خاك ریزوسفري همراه با ری
) درصـد  9/0کلریـد سـدیم   (لیتر سـرم فیزیولوژیـک    میلی

دور در دقیقـه   150دقیقه بـا سـرعت    30منتقل و به مدت 
هـاي  هـا غلظـت  از سوسپانسیون بـاکتري . تکان داده شدند

لیتـر از هـر    میلـی  1/0تهیـه و  ) 10-7 تـا  10-2از (مختلف 
ت کشـت  غلظت توسط پیپت بر سطح محیط کشت نوترین

در سـه محـیط کشـت    و ها در سه تکـرار  کشت. داده شد

براي رشد عمـومی  ( 1NBمحیط کشت عمومی یک شامل 
ــیط کشـــت افتراقـــی  )هـــاجدایـــه  King Bو دو محـ

براي نمایان ساختن ویژگی ( Pseudomonas Agar Baseو
. اسـتفاده شـد   )خاص یعنی تولید بیشتر مـاده فلورسـانس  

درجه  27نکوباتور با دماي ساعت در ا 48ها به مدت پلیت
-کلنـی هـا،  رشد باکتريپس از . ندقرار داده شدسلسیوس 

هـا بـه   هایی که از لحاظ شکل، شـفافیت و سـایر ویژگـی   
هــاي فلورســنت شــبیه بودنــد بــه صــورت  ســودوموناس

منتقل شده  King Bجداگانه روي محیط کشت اختصاصی 
ا ه ـبار کشت داده شدند تا از خلوص بـاکتري  سهتا  دوو 

ــل شــود  ــان حاص ــاکتري  .اطمین ــایی ب ــار شناس ــاي معی ه
-هـا در بـاکتري  هاي فلورسنت از سایر جنسسودوموناس

رنگ سبز متمایـل بـه   (هاي خالص شده، رنگ فلورسنس 
 15 .بـود  UVهـا در مقابـل نـور    ساطع شده از کلنی) زرد

هاي مختلـف  منتخب با آزمونهاي جدایه حاصل از کلنی
) شیمیایی یکی، فیزیولوژیکی، بیوموفولوژ(وابسته به کشت 

از طریق  مولکولی شناسایی(و آزمون غیر وابسته به کشت 
قـرار   و آزمـون  مورد بررسی) 16S rRNAتعیین توالی ژن

   .)2014  ِ    لب یس، (ند گرفت
 هاي مورفولوژیکی، فیزیولوژیکی و بیوشیمیاییآزمون

شناسایی دقیق  به منظورتکمیلی  هايآزمون
بندي و شناسایی هاي طبقهس روشبراساو ها جدایه
 و کلیدهاي شناسایی ارائه شده در منابع معتبر هاباکتري

  ).1984، هلمز و همکاران( انجام شد
                         هـا، از میــان جدایــه        جدایه                 به منظور شناسایی

                آمیـزي گـرم و              هـاي رنـگ                             هـاي انتخـاب شده از آزمـون 
                                                     بررســـی مشخصـــات مورفولوژیـــک، ایجــــاد رنــــگ  

    تست    و                               الاز، اکـسیداز، آرژنین دهیدرولاز              فلورسـنس، کاتـ
                 براي بررسی ایجاد   . )    2012       باریل،  (                     تحـرك استفاده گردید

                                                   رنگ فلورسنس پـس از کشـت بـاکتري بـر روي محـیط      
     هـا                                    و رشـد بـاکتري روي محـیط کلیه کلنی kingB    کشت

                                                     با استفاده از لامپ بـا تـابش نـور مـاوراي بـنفش مـورد 
هـاي مورفولـوژیکی   اساس ویژگیبر   .                 بررسی قرار گرفتند

حاصل از مشاهده شکل ظاهري با میکروسـکوپ نـوري،   
اي شکل و با آرایش متنوع راست و خمیده و ها میلهجدایه

آمیــزي گــرم بــر اســاس روش  رنــگ. گــرم منفــی بودنــد
                                     ، براي انجام تسـت کاتـالاز بـه روش    )1978 ،گریجرسن(

    هـا   نی         بر روي کل  )     درصد  H2O2 ) 30                    اضـافه کـردن محلـول
                                     هـاي اکـسیژن بـه عنوان شـاخص بـراي                و ظهـور حبـاب

چـانس و  (                       هـا اســتفاده شــد                              کاتالاز مثبـت بودن جدایـه 
            چند قطره از    ،                          بـراي انجـام آزمون اکسیداز  )1955ماهلی، 

                                                        
1. Nutrient Broth 
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                  متیل پـارافنیلین                     محلـول یـک درصـد دي (             معرف اکسیداز 
  و                  هـا ریختـه شـده               بـر روي کلنـی  )                 آمین هیدروکلراید  دي

 ـ                   عنـوان اکسـیداز     ه                                       تغییر رنگ به سمت قرمز تیره یا سیاه ب
، تست ) 1982تارند و همکاران، (                     مثبت در نظر گرفته شد 

آرژنین دهیدرولاز بر اساس تغییـر رنـگ معـرف فنـل رد     
                            و توان تحــرك بــاکتري از   ) 1960تورنلی و مارگارت، (

  )                 گـرم در لیتــر      10 (                                    محـیط نیمـه جامد با ترکیـب پپتـون   
       پـنج  (                 ، کلریـد سـدیم    )            گـرم در لیتر    سه (        ه گوشـت      عـصار

  .                   اســتفاده گردیـد    )             گرم در لیتـر   0 / 4 (       و آگار   )            گرم در لیتر
           بـه کمــک    و                                      براي انجام این آزمون تحت شرایط سترون 

                                                   سـوزن پلاتین از کشت تازه باکتري مقداري برداشته شـد  
                      هاي حاوي محـیط کشـت                             و به طور عمودي در وسط لوله

ــد ــیح گردی ــیح نشــانه      رشــ  .                تلق ــه خـــط تلق                                       د منحصــر ب
  .باشد                       غیرمتحرك بودن باکتري می

 ها هاي محرك رشدي جدایهآزمون
گیري میزان تولید سیدروفور به روش نیمه کمی اندازه

1CAS 
این آزمـون بـا اسـتفاده از روش اصـلاح شـده      

براي تهیه این . صورت پذیرفت  )    1991( زوبر و الکساندر
، بافر، محلـول  Fe-CASچهار محلول شامل معرف  ،محیط

ابتـدا  . غذایی و کازو آمینواسید با یکدیگر مخلوط گردیـد 
ساعت کشـت   48مدت   به NBها در محیط کشت باکتري

میکرولیتــر تعلیــق تــازه بــاکتري بــا  15داده شــد، ســپس 
هـاي  گذاري روي پلیت-به روش لکه cfu/ml106 جمعیت

هاي تلقیح شـده  پلیت. کشت داده شد CASحاوي محیط 
درجه سلسیوس نگهداري  28گیري در دماي  تا زمان اندازه

تولید هاله نارنجی رنـگ اطـراف کلنـی بیـانگر     . گردیدند
 شـش و  چهـار ، دودر فواصل زمانی . تولید سیدروفور بود

روز قطر هاله، قطر کلنی و هم چنین نسبت قطر هالـه بـه   
 . شدگیري  کلنی اندازه

 گیري میزان تولید اکسین اندازه
ها، ابتـدا  ظور بررسی توان تولید اکسین جدایهبه من

کشـت   NBمحـیط کشـت    سـاعت در  48ها به مدت باکتري
 25میکرولیتـر از سوسپانسـیون بـاکتري بـه      50داده و سپس 

–گــرم در لیتــر المیلــی 100حــاوي  NBلیتــر محــیط میلــی
سوسپانسـیون   ،سـاعت  48بعـد از  . تریپتوفـان منتقـل گردیـد   

 دولیتـر از محلـول بـالایی بـا      ک میلیباکتري سانتریفیوژ و ی
لیتر اسید سـولفوریک  میلی 150(لیتر معرف سالکوفسکی  میلی

 FeCl3.6H2O لیتـر میلـی  5/7لیتر آب مقطر و میلی 250غلیظ ،
دقیقـه در دمـاي    25سپس به مـدت  . مخلوط شد) مولار 5/0

میـزان   ،اتاق نگهداري و بلافاصله با استفاده از اسپکتروفتومتر

                                                        
1  . Chrome-azurol sulfonate 

بنـت  ( نانومتر قرائت شد 535ور در طول موج جذب ن
مقدار تولید اکسین با مقایسه ایـن   .)2001و همکاران، 

جذب با نمودار استاندارد تهیه شده از ایندول اسـتیک  
 . اسید محاسبه گردید

 گیري توان تولید سیانید هیدروژناندازه
تعیین تـوان تولیـد سـیانید هیـدروژن براسـاس      

بـراي  . انجام شد) 2005(کاران کوریا و هم-روش دونیت
 NBهاي حـاوي محـیط   ها در پلیتاین منظور ابتدا جدایه
. کشت داده شدند) گرم در لیتر 4/4(غنی شده با گلایسین 

میکرولیتـر سوسپانسـیون    100بدین صورت که هرپلیت با 
ساعت انکوبه شده بود تلقیح، سـپس یـک    48باکتري که 

امل کربنات سـدیم  کاغذ صافی آغشته به محلول معرف ش
درصـد در داخــل درب   5/0درصـد و اسـید پیکریـک     دو

ها بـا اسـتفاده از پـارافیلم    سپس پلیت. پلیت قرار داده شد
درزبندي شده تا از خروج گاز سیانید هیدروژن جلوگیري 

درجـه   27در دمـاي  روز در انکوبـاتور   5 هـا  پلیـت  .شود
ز نگهداري و براساس تغییر رنگ کاغذ صـافی ا سلسیوس 

نسـبتا  (، نـارنجی  )کم(به کرم ) عدم تولید(رنگ زرد اولیه 
کـه بـه   ) زیـاد (و آجري ) زیاد      ًنسبتا (روشن    اي ه   قهو، )کم

بندي شـدند، میـزان تولیـد سـیانید     درجه 5تا  1ترتیب از 
  .هیدروژن تعیین گردید

 پذیري فسفات در محیط مایع گیري پتانسیل انحلال اندازه
که حاوي نمک  2PKVبراي این منظور از محیط 

در ایـن  . کلسیم فسفات بود اسـتفاده گردیـد   نامحلول تري
 NBسـاعت در محـیط    48ها به مـدت  روش ابتدا باکتري

میکرولیتر از تعلیق باکتري بـا   200کشت داده شده، سپس 
حـاوي   PKVلیتر محـیط   میلی 25به  cfu/ml 107جمعیت 

س سـپ . کلسیم فسفات منتقل گردیـد  گرم در لیتر تريپنج 
 120هاي تلقیح شده همراه با یـک شـاهد بـه مـدت     ارلن

همزمان . آنها قرائت گردید pHسپس  و ساعت شیکر شده
بـا دور  (با عملیات ذکر شـده تعلیـق بـاکتري سـانتریفوژ     

لیتر از محلول رویی بـا  میلی 1و ) دقیقه 15به مدت  1000
ــی 3 ــر و  میل ــر آب مقط ــی1لیت ــوم   میل ــرف آمونی ــر مع لیت

دقیقه خواباندن  10پس از . نادات مخلوط شدوا-مولیبدات
ها در دماي آزمایشگاه، میزان جذب نور با استفاده از نمونه

نـانومتر قرائـت شـده و     470اسپکتروفتومتر در طول موج 
میزان حلالیت فسـفر بـا مقایسـه ایـن جـذب بـا منحنـی        

محاسـبه شـد    KH2PO4استاندارد تهیه شده با اسـتفاده از  
  ).2011پوسن، ریچاردسون و سیم(
  
  

                                                        
2  . Pikovskayas Agar 



  17/  1398/  1شماره /  7جلد / شناسی خاك نشریه زیست

 ACC-deaminaseپتانسیل تولید آنزیم 
               د آمیناز به روش -ACCآزمون توان تولید آنزیم 

به منظور بررسی . انجام گرفت ،)2003(پنروز و گلیک 
به عنوان  ACCهاي مورد مطالعه در استفاده از توان جدایه

 ACCتواند نشانه تولید آنزیمتنهـا منبـع نیتـروژن کـه می
ساعت  48ها به مدت جدایه .از توسط باکتري باشد     د آمین-

 50سپس . کشت داده شدند NB در محیط کـشت
لیتـر میلـی 20میکرولیتر از سوسپانسیون تازه هر جدایه به 

به عنوان ( ACC مولار میلی 3حاوي  ،DF1 از سـه محـیط
گرم در لیتر  دوحاوي  DF، محیط )تنها منبع نیتروژن
فاقد  DFو محیط) ع نیتروژنی پایهمنب(سولفات آمونیوم 

ACC  فاقد هر گونه منبع نیتروژنی(و سولفات آمونیـوم (
سـاعت انکوباسیون در دماي  48بعـد از. تلقـیح گردیـد

با استفاده از اسپکتروفتومتر میزان  سلسیوسدرجه  28
. نانومتر براي هر سه محیط قرائت شد 405جذب نور در 

به عنوان معیاري از رشد میزان جذب نور در این محیط 
  .گردیدارزیابی  باکتري،

 ها به شوري بررسی توان تحمل جدایه
ها به شوري، به منظور بررسی توان تحمل جدایه

هـاي   مولار از نمـک  میلی 400و  200، 100، 0هاي غلظت
و کلریـد  ) CaCl2(، کلریـد کلسـیم   )NaCl(کلرید سـدیم  

در  بت مساويو با نس به صورت ترکیبی) MgCl2(منیزیم 
هـا  در این روش، ابتدا جدایـه . تهیه شد NBمحیط کشت 

کشت داده شده و سپس  NBساعت در محیط  48مدت به
میکرولیتر از سوسپانسـیون هـر جدایـه بـا جمعیـت       200

CFU/ml 107   لیتــر محـــیط  میلـــی 25بــهNB  حـــاوي
هاي تلقـیح  ارلن. ها تلقیح گردیدهاي مختلف نمک غلظت

 48مدت شاهد براي هر غلظت نمک، به شده همراه با یک
سپس میزان جـذب  . ندشد بر روي شیکر قرار دادهساعت 

نــانومتر بــا اســتفاده از دســتگاه  600نــور در طــول مــوج 
گیري و نسبت به میزان جذب نور در اسپکتروفتومتر اندازه

 .سطح صفر شوري مقایسه گردید 
  هاجدایهشناسایی مولکولی 
بـا   یه مـورد بررسـی  جدا 15از  DNAاستخراج 

هاي گرم منفی شـرکت  استفاده از کیت مخصوص باکتري
سـاعته بـا جمعیـت     24و با اسـتفاده از کشـت    کلونسینا
ــر ژن  PCRواکــنش  .شــد انجــام 6-4×106  16Sو تکثی

rDNA ها با استفاده ازآغازگرهـاي عمـومی   از ژنوم جدایه
روي  PCRالکتروفورز محصـولات  . انجام شد )2جدول (

ولت،  80روز یک درصد در اختلاف پتانسیل ثابت ژل آگا
جفـت بـازي انجـام     1500همراه با نشانگر وزن مولکولی 

                                                        
1  . Dworkin M., and Foster 

-رنـگ  Simple Safeسـاز  ژل، به وسیله رنگ آشـکار . شد
تصـویربرداري   آمیزي و به وسیله دسـتگاه ژل داکیومنـت،  

تعیین توالی قطعات تکثیر یافته  قطعات تکثیر یافته .گردید
  .آمده است 1در جدول  PCRام واکنش مراحل انج. ندشد

 هايتجزیه .شد انجام تکرار سه ها درآزمایش
و رسم نمودارها   SASها توسط نرم افزارآماري داده

 مقایسه براي. انجام شد  Excelافزار به وسیله نرم
   .شد استفاده دانکن ايدامنه چند آزمون از هامیانگین

 Chromas افزارنتایج تعیین توالی توسط نرم
pro هاي بررسی شد به منظور مقایسه توالی

تعیین  قطعات تکاملی تحلیل و نوکلئوتیدي و تجزیه
 میزان تعیین و درخت فیلوژنی ترسیم جهت شده توالی
- آمده جدایه هاي بدستاختلاف میان توالی و تشابه

پایگاه داده  BLASTnهاي مورد بررسی، از ابزار 
NCBI )https://www.ncbi.nlm.nih.gov ( استفاده

 .BioEdit )http://www.mbio.ncsuاز نرم افزار . شد
edu/BioEdit/page2.html ( به منظور ایجاد کانتیگ از

- و در نهایت از نرم Reverseو  Forwardهاي توالی
براي ) Mega )https://www.megasoftware.netافزار 

  . انجام آنالیز فیلوژنتیکی استفاده گردید
 BankIt( برنامهها با       ً          نهایتا  ثبت توالی

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/WebSub/?tool=ge
nbank( صورت گرفت.  

  تایج و بحثن
نمونـه خـاك    42گیـري متـوالی   کشت و رقـت 

 73هاي کشت در نهایت منجر به جدا سازي برروي محیط
هـاي  به منظور شناسایی دقیق کلیـه جدایـه  . جدایه گردید

وشیمیایی و بر اساس ـبیاي ـهتـبا تس دهـازي شـداسـج
قـرار   ارزیابیمورد  و مولکولی هاي مورفورلوژیکی ویژگی

جدایــه بــه عنــوان جدایــه     15نهایــت   و درگرفتنــد 
مشخصات  3 جدولسودوموناس فلورسنت انتخاب شدند 

هاي مـورد بررسـی را نشـان    فنوتیپی و بیوشیمیایی جدایه
 .داده است
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  با انتخاب دماي اتصال PCRواکنش دما و دوره هاي زمانی  مراحل - 1جدول 

  دما   مرحله واکنش
  )درجه سانتی گراد(

دوره 
  رخهتعداد چ  زمانی

  یک بار  دقیقهDNA  94   3سازي اولیه  واسرشت
    ثانیه DNA  94   45واسرشت سازي 

  بار  35  ثانیه 45   52  اتصال آغازگر
    ثانیه 120   72  آغازگر بسط

  یک بار  دقیقه 10   72  بسط نهایی
  

  PCRواکنش توالی پرایمرهاي مورد استفاده در  -2جدول
Reference   Sequence   Primer name 

 AGAGTTTGATCTTGGCTCAG-3’ 27F-’5 )1999تورنر و همکاران، (
 TACGGTTACCTTGTTACGACTT-3’ 1492R-’5 )1991لین، (

  
  هاي مورد بررسیهاي فتوتیپی و بیوشیمیایی جدایهبرخی از ویژگی -3جدول

 رنگ آمیزي گرم شکل کلونی آرژنین دهیدرولاز تحرك اکسیداز کاتالاز جدایه
Q1 + + - + ايمیله  - 
Q2 + + + + ايمیله  - 
Q3 + + - + ايمیله  - 
Q4 + + + + ايمیله  - 
Q5 + + + + ايمیله  - 
Q6 + + - + ايمیله  - 
Q7 + + + + ايمیله  - 
Q8 + + + + ايمیله  - 
Q9 + + + + ايمیله  - 
Q10 + + + + ايمیله  - 
Q11 + + + + ايمیله  - 
Q12 + + + + ايمیله  - 
Q13 + + + + ايمیله  - 
Q14 + + + + ايمیله  - 
Q15 + + + + ايمیله  - 

  
هـا  هاي فنوتیپی و بیوشیمیایی جدایهنتایج تست

 تـالاز کااي شـکل،   هـا، میلـه  نشان داد که اغلب این جدایه
همچنین نتایج ارزیـابی ایـن   . ندمثبت بود اکسیدازمثبت و
ها از نظر تست آرژنین دهیدرولاز که تست افتراقی جدایه

هـا  هاي فلورسنت پاتوژن گیاهی از سـایر فلورسـنت  گونه
  .  باشد، مثبت بودمی

  

  
  هادر جدایه رشديهاي محركویژگی بررسیجدول تجزیه واریانس  - 4جدول 

 میانگین مربعات

منبع 
 تغییرات

درجه 
 pH آزادي

حلالیت 
 فسفر

تولید 
 اکسین

هاي مختلف تحمل به غلظت
 (μg ml-1)نمک

 سیدروفور
 )cm(کلونی/قطر هاله

)روز 2( 400 200 100 )روز 4(  )روز 6(   
95/5 **16459 57/1** 14 باکتري ** 120/0 ** 145/0 ** 327/0 ** 312/0 ** 636/0 ** 321/0 ** 
045/0 29 خطا  755 427/0  014/0  014/0  006/0  008/0  029/0  008/0  

34/4 ضریب تغییرات  15 54/7  1/14  14 14 23/3  26/6  49/4  
 درصد 1در سطح احتمال  داریمعن **
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کننده رشد هاي تنظیمورموناکسین از مهمترین ه
 ـ . در گیاهان است ثیر مهمـی در تعـاملات   أاین هورمـون ت
درصــد  80هــا و گیاهــان دارد و بــیش از میکروارگانیســم

باشـند  مـی   IAAهاي ریزوسـفري قـادر بـه تولیـد    باکتري
نتایج حاصل از ایـن پـژوهش   ). 2007گلیک و همکاران (

ها قابلیـت  بیش از نود درصد جدایهحاکی از آن است که 
 تولیـد اکسـین بـا مقـادیر مختلـف را در حضـور غلظـت       

نتـایج     .تریپتوفـان را دارا بودنـد    -الگرم در لیتر  میلی100
داري نشان داد که تفـاوت معنـی  ) 4جدول(آنالیز واریانس 

در سطح یک درصد بین کلیـه صـفات مـورد بررسـی در     
 ـ .ها وجود داردجدایه ه بر اساس نتایج مقایسه میانگین کلی

 100هــا داراي قابلیــت تولیــد اکســین در غلظــت جدایــه
توانـایی تولیـد   . انـد تریپتوفـان بـوده   -ال گرم در لیتر میلی

هاي مورد مطالعه در این تحقیق از حداقل اکسین در جدایه
. لیتر متغیر بـود میکروگرم در میلی 92/11 تا حداکثر 29/6

و  Q2بیشترین مقـدار تولیـد اکسـین مربـوط بـه جدایـه       
ــه جدایــه     11Qکمتــرین مقــدار تولیــد اکســین مربــوط ب

هـا  مقدار متوسط تولید اکسین توسط این جدایـه . باشدمی
  .لیتر بودمیکروگرم بر میلی 61/8برابر 

ــاران    ــد و همک ــط احم ــه توس ــی ک در پژوهش
جدایــه بــاکتري   21بررســی انجــام شــد بــا   ) 2005(
جدا شـده    Pseudomonas fluorescent و Azotobacterو

هـاي  از ریزوسفر گیاهـان مختلـف و بـا بررسـی ویژگـی     
ها قابلیت تولیـد اکسـین توسـط    محرك رشدي این جدایه

هـاي بـارز ایـن    هاي فلورسنت را از ویژگـی سودوموناس
تولید اکسین درریزوسـفر   .ها عنوان کردندگروه از باکتري

به دلیل وجود جمعیت بالاي میکروبی و سوبسترا در ایـن  
-تولید اکسین در حضور غلظت .ه استناحیه گزارش شد

-جدایه مربـوط بـه جـنس    21هاي مختلف تریپتوفان در 
ــاي  ,Bacillus megaterium, Escherichia coliهـ

Klebsiella  pneumonia and Bacillus marinus   توسـط
همچنـین   .گزارش شده استنیز ) 2015(عزیز و همکاران 

فلورسنت هاي هاي سودوموناستولید اکسین توسط جدایه
هاي شور توسط آزرمی از ریزوسفر درختان پسته در خاك

   .گزارش شده است) 1393(و همکاران 
هـاي معـدنی نـامحلول توسـط     انحلال فسـفات 

هاي فلورسنت و همچنین تغییرات هاي سودوموناسجدایه
pH نتـایج  . دار شد محیط کشت در سطح یک درصد معنی

کلسـیم  لال تـري ارزیـابی انح ـ ) 5 جدول( مقایسه میانگین

ها نشان داد کـه همـه   فسفات در محیط مایع توسط جدایه
کمترین مقـدار انحـلال   . ها قادر به انحلال آن بودندجدایه

 )لیتـر میلیگرم بر  کرومی 3Q )6/31فسفات متعلق به جدایه
گـرم بـر    کرومی 13Q )251و بیشترین آن مربوط به جدایه 

مختلـف بـا تیمـار    هـاي  جدایه pHمقایسه . بود )لیترمیلی
هـا موجـب   شاهد بدون باکتري نشان داد که تمامی جدایه

توســط  pHدامنـه تغییـرات   . شــدند pHدار کـاهش معنـی  
ــه ــز از جدای ــا نی ــا  10/4ه ــود 94/5ت ــر ب ــین . متغی همچن

بــین انحــلال ) -23/0**(داري همبســتگی منفــی و معنــی
  . محیط کشت مشاهده گردید pHکلسیم فسفات و تري

پذیري فسفر بـه وسـیله توانـایی     حلالقابلیت ان
باکتري یا میکروب در آزاد کردن اسیدهاي آلـی از طریـق   

باشد که عناصر متصـل  گروه هیدروکسیل و کربوکسیل می
به عنصر فسفر را کلاته کرده و در نتیجه آن را به فرم قابل 

-پذیري فسفات توسط پروسـه  انحلال. آوردانحلال در می
پذیرد که شـامل تولیـد   ورت میهاي میکروبی مختلفی ص

شـارما و  . باشـد هـا مـی  سازي پروتون اسیدهاي آلی و آزاد
جدایـه   چهـار در پژوهشی با جداسازي ) 2017(همکاران 

کننده فسفات از ریزوسـفر   هاي فلورسنت حلسودوموناس
گیاهــان مختلــف در شــش منطقــه عنــوان کردنــد اغلــب  

پذیر کردن  لسازي و انحلا ها داراي پتانسیل معدنیباکتري
ریچاردسـون و  . ترکیبات آلی و غیر آلی فسـفردار هسـتند  

هاي معدنی توسط علت انحلال فسفات) 2011(سیمپسون 
هاي محرك رشد را تولید اسیدهاي آلی جدا شـده  باکتري

-از محیط کشت، به عنوان مکانیسم اصلی انحلال فسفات
 چاکرابـارتی همچنـین هالـدر و   . هاي معدنی ذکر کردنـد 

ــه) 1993( ــاکتريدر مطالع ــر روي ب ــوماي ب ــاي ریزوبی  ه
ثابت کردنـد اسـیدهاي آلـی جـدا شـده از      لگومینوساروم 

هـاي  تواند موجب انحلال فسفات محیط کشت باکتري می
در راستاي این نظریه حضور اسیدهاي آلـی  . شوندمعدنی 
هـاي  سیتریک، لاکتیک و گلونیک با روش اگزالیک، ازقبیل

در محــیط  HPLCو  TLCنظیــر  مختلــف کرومــاتوگرافی
فسـفات توسـط    کننده حل هايکشت مایع میکروارگانیسم

ایـن مـواد مترشـحه از    . همین محققین گزارش شده است
ــاکتري ــاهش  ب ــین ســبب ک  محــیط کشــت  pHهــا همچن

سـازي مـواد معـدنی    مکانیسم اصلی براي حلال .شوندمی
از طریـق تولیـد میکروبـی     pHفسفات در خاك، کـاهش  

آلی توسـط اسـید    فسفر معدنی کردنارگانیک و  اسیدهاي
  ).2017 ،شارما و همکاران(فسفاتاز است 

   



  ......سفر درختان زیتونهاي فلورسنت از ریزوهاي محرك رشدي سودوموناسو بررسی ویژگی جداسازي، شناسایی/  20

 ها براي انحلال فسفر در محیط مایع و تولید اکسینمقایسه میانگین جدایه - 5جدول 

  انحلال فسفر PH جدایه
(μg ml-1) 

  تولید اکسین
(μg ml-1) 

1Q  70/5  a 2/81  c 94/9 b 
2Q 20/4  d 245 ab 96/11 a 
3Q 60/5  a 6/31 d 39/9 bd 
4Q 10/4  d 232ab 94/8  be 
5Q 10/4  d 233ab 30/9 bd 
6Q 5/40  d 236ab 02/8 ef 
7Q 80/5 a 115 c 58/8 ce 
8Q 60/4 c 222ab 41/8 ce 
9Q 90/5 a 6/86 c 18/8  df 
10Q 10/5 b 205ab 50/9 bc 
11Q 20/4 cd 247b 29/6 g 
12Q 90/5  a 128c 83/7 ef 
13Q 60/4  c 251a 39/6 g 
14Q 30/4 cd 246ab 37/9 bd 
15Q 30/4 cd 75/194 b 00/7 gf 

  .باشندمی دارمعنی اختلاف فاقد مشابه حروف داراي هايمیانگین هرستون در
  

کــه نتــایج حاصــل از ایــن پــژوهش نشــان داد 
هاي مورد استفاده در ایـن پـژوهش توانـایی تولیـد     جدایه

سیانید هیدروژن را نداشته و یا مقدار بسیار کمـی سـیانید   
هـا  درصـد جدایـه   40طوریکـه  ه ب .ندهیدروژن تولید کرد

فاقـد پتانسـیل   ) 10Qو 4Q ،5Q ،6Q، 8Q، 9Qهايجدایه(
هـا  لازم براي تولید سیانید هیدروژن بـوده و سـایر جدایـه   

 .مقدار بسیار کمی سیانید هیـدروژن تولیـد کردنـد   %) 60(
تولیـد   سـودوموناس هـاي  هاي مهم باکتريیکی از قابلیت

در . باشـد سیانید از اکسیداسیون اسید آمینه گلایسـین مـی  
سیداسیون باکتریایی اسید آمینه گلایسین دو فرآورده بـه  اک

شود، هاي کربن دي اکسید و سیانید هیدروژن تولید مینام
ها هیدروژن سیانید آزاد از مشـتقات  که بر اساس این یافته

گلایسـین بـوده و در    اکسیدي گروه آمینومتیل اسید آمینـه 
مقـدار   معـادل بـا                                      ً  نتیجه مقدار تولیدي آن در سلول دقیقـا  

بریسک و همکاران، ( باشدکربن دي اکسید تولید شده می
کلاوســــون و (در ادامـــه نتیجــــه تحقیقــــات  . )1969
نشـان داد کـه در طـی فرآینـد اکسیداسـیون       )1913یانگ،

گروه آمینومتیـل   C-Nباکتریایی اسید آمینه گلایسین پیوند 
ماند کـه  این اسید آمینه به صورت دست نخورده باقی می

ــی ــه صــورت در مراحــل بعــدي اکسیداســیون م ــد ب توان
بر اساس نتایج بدست آمده . هاي مشتقی رها شودفرآورده

در رابطه با اکسیداسیون هوازي و غیرهوازي اسـید آمینـه   
ه تـوان گفـت ک ـ  هاي باکتریایی، میگلایسین توسط سویه

حجم قابل توجهی از هیدروژن سـیانید آزاد شـده تحـت    
شـود و سـهم بسـیار    شرایط اکسیداسیون هوازي تولید می

هــوازي اکسیداســیون نــاچیزي از تولیــد آن در مســیر بــی
 در گیاهـان سـیانید  همچنـین  . پذیردباکتریایی صورت می

هیدروژن به عنوان یک ماده همراه در مسیر بیوسنتز اتـیلن  
 ACC Oxidaseدر ایـن واکـنش آنـزیم    . دشـو تولیـد مـی  

را بـه   Aminocyclopropane-1-carboxylicacid-1ترکیب 
دلیـل احتمـالی عـدم تولیـد      .کندتبدیل می HCNاتیلن و 

توانـایی  تـوان بـه   را میها سیانید هیدروژن در این جدایه
  به  ACC –Deaminaseها در تولید آنزیمبالاي این جدایه

کنـد  تولید اتیلن در گیاه جلوگیري مـی عنوان عاملی که از 
 سـیانید باعـث افـزایش فعالیـت ژن کدکننـده      .نسبت داد
Synthase-ACC شـده و   -ژن کلیدي مسیر بیوسنتز اتیلن

در نتیجه باعث افزایش تولید اتیلن در گیاه آرابیدوپسـیس  
همچنین در پژوهشـی  ). 1987پیرونگ و بارومان ( شود می

بـر  ) 1394(و همکـاران  که توسط احمدي نجـف آبـادي   
جدایه سودوموناس فلورسنت مقاوم بـه شـوري    16روي 

هـا قـادر بـه تولیـد     انجام شد بیش از هفتاد درصد جدایـه 
  .اندسیانید هیدروژن نبوده
قـادر به رشــد   شـده هاي شناسـاییکلیه جدایه

آگار بودند نسبت قطر -CASمحیط سیدروفور در و تولیـد
روز از  شـش و  چهـار ، دو زمانی هاله به قطرکلنی در بازه

نسبت قطر هاله به کلـونی  . متر متغیر بودسانتی 6/3تا  4/1
تـا   91/1، در روز چهـارم از  34/3تا  26/2در روز دوم از 

و بطــور متوســط از  39/2تــا  39/1، در روز ششــم از 6/3
هاي مولد نقش باکتري). 1 شکل(متغیر بود  73/2تا  37/0

توانـد  ر افزایش رشـد گیـاه مـی   سیدروفورهاي میکروبی د
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تحریک مستقیم رشد گیاه به دلیل نقـش کلیـدي آهـن در    
واسـطه افـزایش   ه فرایندهاي متابولیک حیاتی در گیاهان ب

جذب آهن توسط گیاه یا بـه صـورت غیـر مسـتقیم و از     
ها مواد  باکتري. طریق بیوکنترل عوامل بیمارگر گیاهی باشد

به نـام  ) Da1000-400(اي با وزن ملکولی کم  کننده کلات
 (Siderophores)سـیدروفورها  . کننـد  سیدروفور ترشح می

هاي آلی با وزن مولکولی کم و لیگاندهاي شیمیایی ترکیب
 با میل ترکیبی شدید و اختصاصی براي پیوند شدن با آهن

III سـیدروفور  . هستند که تمایل زیاد به جذب آهن دارند
آهـن فریـک   ترشح شده توسط باکتري بـا بخـش اعظـم    

 .دهـد  هاي پایـدار تشـکیل مـی   موجود در خاك کمپلکس
کننـد کمـپلکس    هـایی کـه سـیدروفور تولیـد مـی      بـاکتري 

هـاي خاصـی کـه در     سیدروفور با آهن را توسـط گیرنـده  
            ً              گیاهـان معمـولا  از ایـن    . کنند غشاء خود دارند جذب می

کلات شدن آهن توسط سیدروفورهاي میکروبـی، صـدمه   
هایی براي انتقال آهن از این  راي مکانیسمبینند زیرا دا نمی

ــود و   ــه درون خ ــی ب ــیدروفورهاي میکروب ــذب آن  س   ج
در پـژوهش حاضـر بـر اسـاس     ). 1995گلیک، (باشند می

ارزیابی قطر هاله، قطر کلنی و نسبت قطر هالـه بـه کلنـی    
ها در بازه زمـانی  داراي توان تولید سیدرو فور کلیه جدایه

در پژوهشی که  .ش روز بودندو ش دو، چهارمورد بررسی 
جدایه  201از ) 1387( توسط رسولی صدقیانی و همکاران

جدا شده از ریزوسفر گندم همگی  سودوموناس فلورسنس
) 1396(شریفی و همکـاران  . توان تولید سیدروفور داشتند

ــا  ــازي جب ــه  38داس ــنت  جدای ــودوموناس فلورس از س
قـادر بـه    هاریزوسفر گیاه ذرت گزارش کردند کلیه جدایه

  .بودند آگار-CASتولید سیدروفور در محیط 

  

  
  روز شش و دو، چهار تغییرات نسبت قطر هاله به کلنی در تولید سیدروفور در بازه زمانی - 1 شکل

  
، بیانگر توانایی و کـارایی بـالاي   6 نتایج جدول

دآمیناز و مصرف بـه  - ACCها در تولید آنزیم کلیه جدایه
همچنین نتـایج نشـان داد هـیچ    . است عنوان منبع نیتروژن

عاري از منبع نیتروژن رشد  DFها در محیط کدام از جدایه
حـاوي سـولفات    DFهـا در محـیط    تمامی جدایه. نکردند

 DFنسـبت جـذب نـور در محـیط     . آمونیوم رشد کردنـد 
حاوي سـولفات آمـونیم بـین     DFبه محیط  ACCحاوي 
  دهد نشان می این نتیجه. متغیر بود 01/1تا  8/0مقادیر 

 هاي مورد بررسی کارایی زیادي در تولیدجدایه
عنـوان منبـع     به ACCو مصرف  ACC-Deaminaseآنزیم 

توانند بـا کـاهش اتـیلن تنشـی سـبب      نیتروژن بوده و می
نتـایج نشـان داد   . حفاظت از گیاه در مقابل تـنش گردنـد  

 در محـیط  ODکه داراي بالاترین میزان  7Qو  9Qجدایه 
DF حاوي ACC ها در مصرف بهترین جدایه ،بودندACC 

کریمـی و  ). 4جـدول  (به عنوان تنها منبـع نیتـروژن بـود    
 جدایه جدا  پنجاي با بررسی در مطالعه) 1396(همکاران 

 

 
 

گیـري  هاي آلوده به مس، و با انـدازه سازي شده از خاك
ها عنوان کردند تنها دآمیناز در این جدایه-ACC نیمه کمی

به عنوان منبع نیتـروژن   ACCقادر به استفاده از  جدایه دو
اي که توسط در مطالعه. دآمیناز بودند-ACCو تولید آنزیم 

گیـري   بـه روش انـدازه  ) 1388(سرچشمه پور و همکاران 
 104از  و سـنجی انجـام شـد   نیمه کمی از طریق کـدورت 

بـه  ACC ها قادر به اسـتفاده از  درصد از جدایه 42جدایه 
 .بودنـد  دآمینـاز  - ACCنیتروژن و تولید آنزیمعنوان منبع 

شـود   ـ دآمیناز باعث می  ACCهاي حاوي آنزیم  میکروب
از ریشه گیاهان افزایش یابد و به دنبال  ACCمقدار ترشح 

ـــدآمیناز در ACCآن رشـد ریزموجـودات حــاوي آنـزیم    
هـا در نزدیکـی ریشـه گیاهـان      مقایسه با سـایر میکـروب  

درون  ACCانیسم نـه تنهـا مقـدار    با این مک. افزایش یابد
یابد بلکه سنتز زیسـتی هورمـون اتـیلن در     گیاه کاهش می

یابـد  شرایط تنش نیز به صورت چشـمگیري کـاهش مـی   
  ).2007 گلیک و همکاران،(
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  ACCبه عنوان منبع نیتروژن در محیط مایع حاوي  ACCها به منظور مصرف بررسی توانایی جدایه - 6جدول 

DF-N DF+ACC 
(mM) 

DF+N 
(g/L) DF+ACC/DF+N 

ACCنام جدایه دآمیناز 
  ( optical density)گیري شدهکدورت اندازه

0/166 1/619 1/739 0/931 + Q1 
0/238 1/ .294  1/68 0/767 + Q2 
0/247 1/849 1/892 +0 /977 + Q3 
0/241 1/818 1/86 0/9774 + Q4 
0/311 1/834 1/906 0/9622 + Q5 
0/613 1/859 2/47 0. /7526 + Q6 
0/409 1/899 1/86 1/0188 ++ Q7 
0/348 1/776 1. /871 0/9492 + Q8 
0/5 1/886 1/881 1/0027 ++ Q9 

0/352 1/624 1/782 0/9113 + Q10 
0/134 1/652 1/923 0/8591 + Q11 
0/177 1/697 1/877 0/9041 + Q12 
0/193 1/74 1/886 0/9226 + Q13 
/179 1/718 1/855 0/9261 + Q14 
0/11 1/66 1/859 0/893 + Q15 

  .به عنوان منبع نیتروژن است ACCبیانگر توانایی تولید  +
  

هـاي  با توجه به نتـایج آنـالیز واریـانس جدایـه    
هاي مختلف نمک با مختف از نظر میزان تحمل به غلظت

 100هـاي  جدایه در نمک 15یکدیگر متفاوت بودند کلیه 
میلـی   400کردند امـا در غلظـت    میلی مولار رشد 200و 

مانی  قادر به رشد و زنده 8Q وQ 1هاي مولار نمک جدایه
 15Qو Q 12هـاي  همچنین نتایج نشان داد جدایـه . نبودند

هاي تحت مطالعه بـا رونـد   قادر به تحمل نمک در غلظت
هاي مورد مطالعه در این پـژوهش  جدایه .اندیکسانی بوده

باع نمک و همچنین شرایط هاي اشبه دلیل رشد در غلظت
انـد را شـاید   ها از آن جداسازي شدههایی که باکتريخاك

هاي هالوتولرانت یا هالو فیل قلمداد بتوان به عنوان باکتري
انـد کـه مکانیسـم    گزارش کـرده ) 2014(ري صامیران. کرد

ها به دلیل بالا بـودن فشـار   زیستی و سازگاري این باکتري
ایجـاد تعـادل    ر سیتوپلاسـم و تجمع املاح آلی د اسمزي،

باشد بدین صورت که مقدار نمک را بیشـتر از  اسمزي می
آنچه که در محیط محلول خـارجی وجـود دارد از طریـق    

لـذا  . سازندها در پروتوپلاسم انباشته میبرداشت فعال یون
-فشار آب داخل سلول در مقایسه با محلول خارجی منفی

می آنها به نحوي تکامل هاي آنزی ماند و سیستمتر باقی می
اند که در شرایط سطوح بالاي نمـک در پروتوپلاسـم   یافته

هاي باکتریایی که در بعضی از گونه. نمایندانجام وظیفه می
هایی بـا تحمـل کمتـر بـه     سطح نمک بالاتر است باکتري

هاي آنزیمی تطابق نداشـته و بـراي   شوري، از نظر سیستم
هـاي  خـود از محلـول   تنظیم فشار اسمزي در پروتوپلاسم

هاي نمـک دوسـت از طریـق    باکتري. کنندآلی استفاده می
هدایت هیدرولیکی و از بین بردن آثار سمی یون سدیم در 
مقابل مقادیر بالاي نمک مقاومت نشان داده و سبب بهبود 
حاصلخیزي خاك در مناطق شور و کاهش اثرات ناشی از 

رگزین و مـا ( شـوند تنش شوري در اطراف ریشه گیاه مـی 
هـاي مـورد بررسـی را از    جدایـه   2شـکل  ). 2001شینر، 

  .دهدهاي مختلف را نشان میلحاظ تحمل به نمک
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  هاي مختلف از نظر میزان تحمل به سطوح مختلف نمکمقایسه جدایه - 2شکل 

  
  آنالیزهاي بیوانفورماتیکی

نوکلئوتیـدي   هـاي منظور یکنواخت کردن توالیبه 
از  Reverseو   Forward حاصـــــل از پرایمرهـــــاي

. براي ایجاد کانتیـگ اسـتفاده گردیـد    BioEdit v4.0برنامه
ــزار   ــتفاده از اب ــا اس  CAP contig assemblyســپس ب

program  هـاي مـوردنظر بـا    تـوالی  ،افـزار موجود در نـرم
در . نظر ساخته شد یکدیگر ترکیب گردید و کانتیگ مورد

 هاي تابیسـین و دیلاـاي آنـزارهـفاده از ابـت با استـهایـن
 
 

 
 

  و   RDP ,NCBI Database Projectبیوانفورماتیکی مانند
Eztaxon   هـاي  گونه و جنس مربوط به هرکـدام از تـوالی
تـرین تـوالی بـا     و به منظور پیدا کردن مشـابه  بررسی شد

ردیفـی  مها بـا اسـتفاده از روش ه  توالی هر یک از جدایه
ردیفـی در  مقایسـه هـم   Blastدوگانه با استفاده از برنامـه  

 ـرابطه با توالی ه هاي مذکور انجام شده و بر اساس نتایج ب
  .ها شناسایی شدندجدایه 7دست آمده مطابق با جدول 

 (August 2018) ( هاي مختلف ژنتیکیدر پایگاه  BLASTها بر اساس نتایج حاصل از لیست جدایه- 7جدول 
درصد   گونه شناسایی شده  جدایه

  تشابه
در کد ثبت 

  NCBIپایگاه 
1Q Pseudomonas fluorescens strain F19 16S ribosomal RNA gene 99%  MH201181 
2Q Pseudomonas koreensis strain JH1 16S ribosomal RNA gene  98%  MH201182 

3Q Pseudomonas putida strain S6 16S ribosomal RNA gene 98%  MH201183 
4Q Pseudomonas putida strain NBRC 14164 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 99%  MH201184 

5Q Pseudomonas putida strain CRN09 16S ribosomal RNA gene 99%  MH201185 
6Q Pseudomonas aeruginosa strain RHH13 16S ribosomal RNA gene 98%  MH201198 

7Q Pseudomonas putida strain PC16 16S ribosomal RNA gene 98%  MH201199 
8Q Pseudomonas sp. UW4, complete genome 99%  MH201200 

9Q Pseudomonas syringae strain yangyueP5 16S ribosomal RNA gene,  99%  MH201201 
10Q Pseudomonas brassicacearum subsp. neoaurantiaca strain CIP 109457 16S ribosomal RNA 

gene, partial sequence 
98%  MH201202 

11Q Pseudomonas corrugata strain 155-HR9 16S ribosomal RNA gene, 99%  MH201206 
12Q Pseudomonas brassicacearum strain R-15 16S ribosomal RNA gene,  98%  MH201207 
13Q Pseudomonas fluorescens strain LBUM770 16S ribosomal RNA gene, 99%  MH201208 
14Q Pseudomonas corrugata strain 155-HR9 16S ribosomal RNA gene 99%  MH201209 
15Q Pseudomonas brassicacearum subsp. neoaurantiaca strain CIP 109457 16S ribosomal RNA 

gene,  
98%  MH2012010 
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  هادر جدایه16S rRNAو با استفاده از ژن  UPGMAدرخت فیلوژنتیکی بر اساس روش  - 3شکل 

 
  هاي مورد بررسیآنالیز فیلوژنتیکی توالی جدایه

 مورد مطالعه و هايایزوله تکاملی روابط درك براي
 به عنوان مارکر 16SrRNAتوالی از  هابندي جدایه دسته

 MEGAافزار و نرمها بندي جدایهژنتیکی براي خوشه
 روش این در استفاده شدجهت ترسیم درخت فیلوژنیک 

سپس  و داده تشکیل خوشه را یک ژنتیکی فاصله کمترین
 میانگین صورت به خوشه این از واحدها سایر فاصله
 خوشه از را فاصله کمترین واحدي که و آیدمی بدست
 .گرددبندي میخوشه قبلی خوشه با همراه دارد حاصله

ی موجب قرار فیلوژن رسم درختنتایج حاصل از 
که در  جداگانه گردیدسه دسته ژنتیکی ها در دادن جدایه

اختصاصی  1هايOTUهر دسته انشعابات اختصاصی و 
 Nodeها از حدفاصل دسته اول این توالی. گیردقرار می

در . تر تقسیم شده استدو زیرگروه کوچکاصلی به 
 ,Q10, Q11, Q12, Q13, Q14هاي زیرگروه اول توالی

Q15 Q9, این واقعیت بیانگر این مورد . اندقرار گرفته
ها از لحاظ ساختار توالی نوکلئوتیدي است که این توالی

در زیر گروه دوم دسته . باشندبسیار به همدیگر شبیه می
 ,Q7هاي شخص شده است توالیاول همانطوري که م

Q8, Q1, Q2 همانطوري که در تفکیک . اندقرار گرفته
هاي اعضاي این زیرشاخه مشخص شده است توالی

Q7,Q1,Q2  در (هستند  یکدیگرداراي شباهت بیشتري به
  در دسته دوم نیز دو زیر گروه یافت ). Q8مقایسه با 

هاي اختصاصی بر OTUشود که در هر زیر گروه می
یگر دارند قرار یکدساس میزان شباهتی که نسبت به ا

در این دسته قرار  Q4, Q5, Q3هاي توالی. ستا گرفته
شامل  OTUدارند و از لحاظ فیلوژنی و تشابه توالی دو 

                                                        
1  . Operating Taxa Units 

Q3 وQ5  در (داراي بیشترین شباهت به همدیگر هستند
به تنهایی قرار  Q6در دسته سوم نیز توالی ). Q4مقایسه با 

ها تفاوت این توالی از سایر توالی بیانگرکه  گرفته است
این جدایه BLAST بر اساس نتایج حاصل از . باشدمی

Pseudomonas aeruginosa  شناسایی شد با توجه به
-در درخت فیلوژنی از سایر جدایه  Q6متمایز بودن جدایه

ها جزو ها و با توجه به اینکه این گروه از سودوموناس
شوند و همچنین با توجه ب نمیمحسو PGPRهاي گروه

ها به اینکه در درخت فیلوژنی ترسیم شده سایر جدایه
اند و در محل ریشه نسبت به این جدایه سازماندهی شده

تفکیک شده است از این جدایه  Ingroupهاي ازجدایه
  .  نام برد Outgroupتوان به عنوان می

  گیري نتیجه
       دلیـل           ها بـه        جدایه         تعدادي از           پژوهش حاضر   در

                     از قبیل تولید اکسین،            محرك رشدي         خصوصیات         بالا بودن 
       ها، در                                          کنندگی فسفات، تولید سیدروفور و سایر ویژگی  حل

            اي نیـز از              اي و مزرعـه                                صورتی که در آزمایشـات گلخانـه  
                                                      پتانسیل خوبی در کنترل تـنش شـوري و بهبـود عملکـرد     

   و              هـاي مـؤثر                             توانند به عنـوان جدایـه    می               برخوردار باشند 
ــه تلقــیح بــ          رآمــد بــ  کا                          ه منظــور اســتفاده در                              راي تهیــه مای

                                      اي و در جهت افـزایش تحمـل گیاهـان             هاي گلخانه   کشت
                               هاي محیطی و افزایش رشد و بهبود                    زراعی و باغی به تنش

                     همچنین بر اساس نتایج   .                        مورد استفاده قرار گیرند        عملکرد
توانند به می نیز    هاي      جدایه        برخی از                   حاصل از این پژوهش 

                                      مناسبی بـراي ادامـه تحقیقـات جهـت       کاندیداهايعنوان 
      بـا    اي                                                انجام مطالعات کامل ژنـومی و ژنـومیکس مقایسـه   

                     مورد مطالعه وبررسـی              انفورماتیکی    بیو          ابزارهاي    از         استفاده
 .         قرار گیرد
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Abstract 
Pseudomonas bacteria are the most important plant growth promoting 
rhizobacteria due to their widespread distribution in soil, their potential to 
colonize many plant roots and possessing different plant growth promoting 
characteristics. The present study aimed to identify isolates of Pseudomonas 
fluorescens strains of olive tree rhizosphere in saline gardens of Qazvin 
province.  Plant growth promoting characteristics of  fifteen isolates of 
Pseudomonas fluorescens strains such as siderophore, auxin, hydrogen cyanide, 
ACC deaminase enzyme production, phosphorus solubility in liquid medium, 
pH changes and salt tolerance (NaCl, MgCl2 and CaCl2) (100, 200, 400 mM) 
were evaluated . Results showed that the dominant strains in producing ACC 
deaminase were Q7 and Q9, respectively. The Q2 strain was the best one to 
enhance the production of auxin (11.96 µg.ml-1). The solubility of phosphorus 
in conjunction with pH showed a negative correlation and the highest amount 
of dissolved phosphorus was related to Q13 (251) isolate. Also, the half of 
strains (40%) was not able to produce HCN. Commonly, all studied strains 
were able to produce siderophore after two, four and six days of incubation. 
Expect Q1 and Q8, other strains were able to grow in the considered salt 
concentrations. Based on the results, we concluded that some of these strains 
can be targeted for genomics studies to improve salt stress resistance in plants 
and orchards under saline soils conditions.  
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