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 چکیده
بتا قتدر     انتروبتاکتر هتای  گونته  برختی استتااده از  های شیمیایی مورد توجه قرار گرفته استت   عنوان جانشین کودهبزیستی های امروزه کاربرد کود

-ولمحلت  هتای انتروبتاکتر کردن  جداتحقیق حاضر با هدف اند  کودهای زیستی گزارش شده تقیم، درصور  مستقیم و غیرمسهافزایش رشد گیاهی ب

بیوشتیمیایی  شناستایی   هتای ایشآزمهای خالص، کلنی جداسازی از صور  پذیرفت  بر این اساس پس بر رشد ذر  هاکننده فساا  و ارزیابی اثر آن

احیتا  نیتترا  و میتزان     ها مانند تولید آمونیاک و سیانید هیدروژن، تثبیت نیتروژن،روی انجام و در ادامه سایر ویژگیهای اسپربر و اکسید در محیط

بتا بتتترین    نتژاد  5سازی فساا  را داشتتند   باکتری قابلیت محلولجدایه  12بر این اساس،  نیز ارزیابی گردید وامل محیطی ها در برابر عمقاومت آن

 ،هتای فتو   نتژاد   16SrRNAتنی جتت ادامه تحقیق مدنظر قرار گرفتند  تجزیه و تحلیتل الالاعتا  حاصتل از   تنی و درونهای بروننتایج از آزمون

ها توانایی انحلال فساا  و روی و توانایی تحمتل  شناسایی شدند  همه نژاد انتروباکترای از و گونه انتروباکتر هرموچی، انتروباکتر کلواکهتحت عناوین 

-بتل گراد را دارا بودنتد و بتر استاس آزمتون گلتدان بته لاتور قا       درجه سانتی 11تا  1و قابلیت رشد در دماهای  9تا  5دیته و رشد در اسی %7نمک تا 

هتای ریزوستاری   های فو ، ظرفیت قابتل توجته ایزولته   حاصل از آزمون نتایجبا توجه به  گردیدند ریشه لاول ساقه و  ارتااعزایش ای باعث افملاحظه

 های زیستی است ها جتت کاربرد در تولید کودنمایانگر پتانسیل زیاد این نژاد باشد وذر  مشتود می

 یهای محرک رشد گیاه، ریزوباکترانتروباکتر ی فساا  و روی، گونهسازذر ، محلول های کلیدی:واژه

 مقدمه

بخصتو  در اغلت     بیشترین فسار موجود در خاک 

 وبه شکل نتامحلول استت    های گرم و خشک ایرانخاک

ی کننتده های محلول  باکتریباشندنمیدر دسترس گیاه 

عوامتل  از متمتترین  ی نیتتروژن،  فساا  و تثبیت کننده

از لاترف دیگتر    باشتند  مرتاع کننده مشکلا  فتو  متی  

مزایای اقتصادی و زیست بواسطه استااده از عوامل فو ، 

هتای  باشتد زیترا استتااده از کتود    نیز متصور میمحیطی 

هتای بتاو و آلتودگی شتدید زیستت      هزینته که شیمیایی 

گیری بتره  (1) یابدنیز کاهش می را در پی دارد محیطی

از موجودا  مایتد ختاکزی بته منظتور بتبتود وضت یت       

یت جذب عناصر غتذایی و  حاصلخیزی خاک، افزایش قابل

هتای علمتی و   تأمین ستلامتی گیتاه از متمتترین شتیوه    

توانتایی انحتلال   هتا  ایتن میکروارگانیستم   است  کاربردی

شکل محلول را دارند و یکتی از  ها به فساا  و تبدیل آن

-افزایش قابلیت جذب عناصر در خاک های موثر برایراه

باشتند   اند متی ان که اغل  از نوع آهکی و قلیاییهای ایر

های مقابله با رفع کمبود عناصر غذایی، یکی از استراتژی

-ریزوبتاکتر هان زراعی با انتواع مختلاتی از   تلقیح بذر گیا

برختی   کاربردعنوان مثال، هب  (3 ،2) باشدهای ماید می

به عنوان کود زیستی منجر به افزایش جذب  هاریزوباکتر

ود رشتد چنتدین گیتاه    فسار، نیتروژن و در نتیجته بتبت  

 جتذب اه، گیت  رشتد زنتی،  و جوانته  (1) زارعی شده است

افتزایش یافتته    ت داد شاخه گیتاه و ارتااع، ییغذا عناصر

 تغذیته ای که در فزاینده اهمیت دلیلذر  به   (5) است

بتا منتالاق    کهای گسترده سازگاریانسان و دام داشته و 

دارد، یکتتی از  ایتتران گرمستتیریم تتتدل و  هتتواییآب و 

 شتود محسوب متی  و استراتژیک زراعی راهبردی گیاهان

ی حاضتر شناستایی   هتدف مطال ته  بر ایتن استاس،     (1)

مرحلته  ی با پتانسیل و ظرفیت افزایش رشد یهاریزوباکتر

  ه استبود رویشی در ذر 
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 هامواد و روش

در روستای لاوهتان و در   ذر  مزرعه :گیری( نمونه0

متدنظر   در استان کرمان کیلومتری جیرفت 5/1ی فاصله

ند و شد  چندین گیاه به لاور تصادفی انتخاب قرار گرفت

به ریشته در   متصلو خاک ریزوساری  انب د ریشه گیاه

در داختتل کیستته پلاستتتیکی استتتریل قتترار داده شتتد و  

منتقتل  تحقیقتاتی  بته آزمایشتگاه   کمترین زمان ممکتن  

هتای  در زمتان گیری از ریزوسار چندین بار گردید  نمونه

متاتاو    ظتاهرا  جدایه  111بیش از تکرار شد تا مختلف 

  (6) حاصل گردد

در شترایط  : هها کشت جدایهه تهیه رقت و ( 2

ریشته )ختاک    گترم از ختاک الاتراف    5آسپتیک مقتدار  

استتریل   سرم فیزیولوژیتک لیتر میلی 15ریزوساری( به 

غ گرم از ریشه نیتز بتا تیت    5اضافه شد و همچنین مقدار 

 سرم فیزیولوژیتک لیتر میلی 15استریل جدا گردید و به 

 فتو  هتای  در ظرف دیگر افزوده شد، سپس ارلناستریل 

 31در دمتای  ساعت در انکوبتاتور شتیکردار    21د  به م

 متتوالی های تقگراد قرار گرفتند  در ادامه ردرجه سانتی

یه گردید و سپس به لاور جداگانه از هر ( تت9-11-1-11)

هتای  میکرو لیتر به پلیت 111ز سمپلر، رقت با استااده ا

، عصتاره مخمتر   11)برحس  گرم/ لیتر: پپتون  لوریا آگار

افتزوده و پتس از    pH=7 ( با17، آگار 11، نمک لا ام 5

درجته   31 انکوبتاتور  ها در محتیط، در پخش کردن رقت

و ستپس   قرار داده شتدند ساعت  11گراد به مد  سانتی

  (7) سازی گردیدندهای حاصل خالصهر یک از کلنی

 های شناسایی بیوشیمیایی( آزمایش3

پس انجام فرآینتد   :سازی فسفاتمحلولآزمون 

 هتای حتاوی  نظر در لولته  های موردباکتری ،سازیخالص

بته  تلقتیح شتدند و   )مترک(  لوریا بترا    گرم بر لیتر 25

گراد داخل انکوباتور درجه سانتی 31ساعت در  21مد  

کنندگی فساا  ف الیت حل آزمونشیکردار قرار گرفتند  

هتای  هتا بتر روی پلیتت   تمتامی جدایته   مربوط به م دنی

 گلتوکز لیتر: حس  گرم/ بر) 1حاوی محیط کشت اسپربر

                                                           
1 Sperber 

، ستتولاا  1/1، کلریتتد کلستتیم 5/1، عصتتاره مخمتتر 11

 pH ( بتا 17، آگار 5/2فساا  کلسیم ، تری25/1منیزیم 

لیتتر  میکرو 111ترتیت   بدین و (19) انجام شد 7م ادل 

-بته روش لکته   ستاعته  21با رشد بتاکتری   از لوریا برا 

به متد    و دیدهای اسپربر تلقیح گربر روی پلیت گذاری

در   گتراد قترار گرفتنتد   درجته ستانتی   31ر یک هاتته د 

ناشتی از انحتلال    هتر یتک کته   قطتر  ، صور  رویت هاله

گیری شد  این آزمایش سته  کش اندازهبا خط بود فساا 

  (1) بار تکرار گردید

جتت ت یتین توانتایی    :سازی رویمحلولآزمون 

هایی بتا  ر قابلیت انحلال اکسید روی، پلیتها دریزوباکتر

: لیتتر برحس  گترم/  ) محتوای محیط کشت اکسید روی

، 5/1، ستتولاا  آمونیتتوم  11، گلتتوکز 2/1اکستتید روی 

، عصتاره مخمتر   1/1، سولاا  منیزیم 2/1کلرید پتاسیم 

، 1111/1ستولاا  آهتن    ،1111/1، سولاا  منگنز 5/1

یک کشت تتازه   در ادامهتتیه گردید   pH=7 با (17آگار 

در پذیرفتته   ینتد صتور   ها تتیه شد  مشابه فرآاز ایزوله

تلقتیح انجتام    ستازی فستاا ،  مربوط به محلتول قسمت 

-درجه سانتی 31ر به مد  یک هاته د هاگردید و پلیت

ناشتی از  هتای احتمتالی   قطر هاله و داده شدند گراد قرار

  (9) ندگیری شدکش اندازهانحلال روی با خط

 هتر یتک از  یتهروژن:  بررسی قابلیت تثبیهت ن 

لیتتر لوریتا بترا  تلقتیح     میلی 5نظر در  مورد هایکلنی

ساعت در انکوباتور شیکردار قترار   11و به مد   ندگردید

دور بتر دقیقته    1111دقیقته در   11پس ست   ندداده شد

محلول رویی تخلیه گردیتد   صور  پذیرفت و سانتریایوژ

استریل عمتل شستت و شتو    سرم فیزیولوژیک بار با  3و 

استریل  سرم فیزیولوژیکلیتر میلی 1در ادامه   انجام شد

 ،لولته  به رسوب باکتری اضافه گردید و پتس از ورتکتس  

لیتتر از  یکترو م 21  سوسپانسیون میکروبتی حاصتل شتد   

هتای  گذاری به محتیط کشتت  محلول فو  به صور  لکه

و در  گردید( اضافه مرک) فاقد نیتروژن جنسون و بورک

گراد قرار گرفتند  در ایتن محتیط   درجه سانتی 31دمای 

 ستاعت بررستی شتد    96 لای ها درها رشد باکتریکشت

(9)    
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که یک شت  از   هاییاز کلنی: احیاء نیترات آزمون

ستپری شتده   گتراد  درجه سانتی 31در دمای ها رشد آن

 9)لیتتر نیتترا  بترا     میلتی  5هتای حتاوی   بود به لوله

در ستاعت   11تتا   21 و بمتد  تلقتیح  مرک(  -گرم/لیتر

گراد قرار گرفتنتد  در  درجه سانتی 31 شیکردار انکوباتور

ر گرم ستولاانیلیک استید د   1قطره م رف الف ) 3 خاتمه

 3قطتره م ترف ب )   3لیتر استتیک استید( و   میلی 511

 511ناتیتتل آمتتین در  1متیتتل دی -ان و انلیتتتر میلتتی

شتد  هتا افتزوده   موور( به لولته  5یتر استیک اسید لمیلی

(11)  

ی کشت شبانه پس از تتیه :تولید آمونیاک آزمون

پپتتون  هتای  لولته لیتر میلی 11ها در ها، ایزولهاز باکتری

به لاور جداگانه تلقیح و برای مرک(  -گرم/لیتر 15) برا 

گتراد  درجته ستانتی   31انکوباتور شیکردار ساعت در  11

 5/1بتر استاس روش کاپوستینو و شترمن      و قرار گرفتند

  (11) لیتر م رف نسلر به هر لوله اضافه گردیدمیلی

هتا بته   باکتری: توانایی تولید سیانید هیدروژن

 21) محتیط کشتت نوترینتت آگتار     شکل خطی بتر روی 

 )آلمان( گرم گلیسین 1/1غنی شده با  مرک( -لیتر گرم/

 11تتا   21کشت گردیدند  به متد   لیتر میلی 1111در 

 31 ساعت برای سپری شتدن زمتان رشتد بته انکوبتاتور     

 های صافیگراد منتقل شدند  در ادامه کاغذدرجه سانتی

در فور، در محلول پیکرا  سدیم )پیکریک  استریل شده

 (آلمتتان -درصتتد 2درصتتد و کربنتتا  ستتدیم  5/1استتید 

ت ور شدند و ب د توسط پنس استریل بر روی کشت غولاه

فیلم بسته با پارانیز ها استریک قرار گرفتند و درب پلیت

-گرمخانته روز  1گراد به مد  درجه سانتی 31شد و در 

توانایی تولیتد ستیانید هیتدروژن از روی     و گذاری شدند

    (12) تغییر رنگ کاغذ صافی ارزیابی گردید

 ی انتخهابی ( ارزیابی مقاومت ریزوباکترها0

 در برابر برخی از عوامل محیطی

از ستاعته   21هتای جتوان   کشت :pHبررسی تاثیر 

 وگردید  گراد تتیهدرجه سانتی 31در دمای  ریزوباکترها

هتای  pH پلیتت حتاوی لوریتا آگتار بتا      3هر باکتری در 

شتتت و در گتتذاری کلکتتهبتته صتتور   9و  1، 5متاتتاو  

قترار  گراد به مد  یتک هاتته   درجه سانتی 31انکوباتور 

   (13) گرفتند

از  ،مشتتابه قستتمت التتف :بررسههی تههاثیر نمهه 

پلیتت   1در  یتک  هر ه وهای جوان تتیریزوباکترها کشت

، 1 صتور  هب NaClمتااو   هایواجد غلظتلوریا آگار 

ند و داده شد گذاری کشتلکه درصد با روش 7و  1، 5/1

گراد به مد  یک هاته قرار درجه سانتی 31انکوباتور در 

  (11) گرفتند

ماننتد دو روش  آزمتون ه در ایتن  : بررسی تاثیر دما

 پلیتت حتاوی لوریتا    3در  ریزوباکترهاقبل عمل گردید و 

ری کشتتت داده شتتدند و در گتتذاآگتتار بتته صتتور  لکتته 

گتراد  درجه ستانتی  11و  37، 1های هایی با دماانکوباتور

   (15) قرار گرفتند

فلههزات در برابههر  هههابههاکترریزو مقاومههت

-محلتول  انتخابی )بر اساس نتتایج ی ایزوله 5: سنگین

های حاوی محیط کشتت  به پلیت (فساا  و روی سازی

هتای فلتزا    از نمک %9، %1، %6گار که دارای نوترینت آ

کلریتد متس، کلریتد نیکتل، کلریتد      هتای  ه نتام بسنگین 

بودنتد بته   )آلمتان(  منگنز، نیترا  سترب، ستولاا  روی   

در دمتای   ستاعت  11گذاری تلقیح و به مد  صور  لکه

گتذاری شتدند و ستپس    گرمخانته  گتراد درجه سانتی 31

ها مورد ارزیتابی  ها بر روی این محیطرشد باکتریامکان 

  (16) قرار گرفت

ی کشتت  ب تد از تتیته  : بیهوگرا  آنتی آزمون( 5

ی از کتدورت در محتیط لوریتا بترا ،    ستاعته(   21جوان )

فارلند تتیه شد  سپس با کمک نیم مک ها م ادلباکتری

بتر روی محتیط    کشتت  سوآپ استریل به صور  چمنی

صور  گرفت  (هایمدیا -لیترگرم/ 21)مولر هینتون آگار 

 بیوتیتک هتای آنتتی  و با استااده از پنس استریل دیستک 

-، آموکسی(31) آمیکاسینهای بنام )دیسک/میکروگرم(

، (11) ستین ، جنتامای(11) فلوکساسین، نور(25) سیلین

، (15) ، نالیدیستتتتیک استتتتید (11) ستتتتیلینآمپتتتتی

 بر روی محیط (25) پریممتو، تری(5) سیپروفلوکساسین

 31ستاعت در   11ها به مد    پلیتندمنتقل گردید فو 

ادامته  در   (17) گذاری شتدند گراد گرمخانهه سانتیدرج



 کیایت و ماندگاری تولیدا                و همکاران محمدی فرزانه            21

 ، همتولیز، 2ازانستلووز، کاتتاوز، دی   آزمتون این مطال ه 

  انجام گردید ی مزبورهاجدایهبر روی  اکسیداز و ایندول

 در شرایطهای گیاه ذر  بذر :( درصد جوانه زنی6

توسط آب مقطر استریل شست و شو و با الکتل  آسپتیک 

دقیقته خیستانده و ستپس عمتل      1درصد به متد    71

 11کلریتت  ام گردیتد و بتا هیپو  انجت  مجددا  شست و شو

 و عمل شست هم دقیقه خیسانده و باز 1درصد به مد  

متد   ها در آب مقطر استریل به   بذرپذیرفتشو صور  

هتای استتریلی   تبه پلیت ساعت خیسانده شدند  سپس  3

توسط پوشیده شده بودند  ستریلکه توسط کاغذ صافی ا

ها جتتت ختیس   پلیتس استریل منتقل گردیدند  به پن

 اضتافه شتد و در هتود   آب مقطتر استتریل   ها شدن کاغذ

گتتراد قتترار درجتته ستتانتی 31در دمتتای  میکروبیولتتوژی

متورد  ستاعت   21پس از ها زنی بذرگرفتند  درصد جوانه

  (11) ندبررسی قرار گرفت

در ابتتدا ماننتد آزمتون درصتد     : گلهدان آزمون ( 7

های منتخ  جدا باکتری  زنی تمام مراحل اجرا شدجوانه

شده از خاک، در محیط لوریا بترا  در زیتر هتود کشتت     

 31انکوبتتاتور شتتیکردار  بتتهستتاعت  11داده و بتته متتد  

هتا را در  شدند و پس از آن لولهمنتقل  گراددرجه سانتی

دقیقتته ستتانتریاوژ  21دور در دقیقتته بتته متتد    1111

گردیدنتتد و پتتس از آن محلتتول رویتتی دور ریختتته و بتته 

استتریل اضتافه شتد و     سرم فیزیولوژیتک رسوب حاصله 

فارلنتد تتیته گردیتد و بته     سوسپانسیونی م ادل نیم مک

پتر   هتا بتا ختاک ماسته بتادی     شد  گلدان تلقیحبذر گیاه 

تتا   آب اضافه گردیتد به میزانی ها انی گلد  به همهشدند

-و بذر ها نشت نکند )ظرفیت نگتداری آب(آبی از گلدان

دقیقته در مجتاور  بتا     31دار کته بته متد     های جوانه

ودند با پنس استریل سوسپانسیون میکروبی قرار گرفته ب

 3ستتانتیمتر و عمتتق  1هتتایی بتتا قطتتر در داختتل حاتتره

شده بود قرار گرفتند  سانتیمتر که در خاک گلدان ایجاد 

بذر با حداکثر فاصله کشتت   5در داخل هر گلدان ت داد 

گلدان بته عنتوان شتاهد انتختاب و      3داده شد و در کل 

-گلدان تست انتخاب گردید  همه 3م برای هر باکتری ه

 استتریل  های مورد بررسی و شاهد با آب مقطری گلدان

، در هاته از زمتان کشتت   2آبیاری شدند  ب د از گذشت 

                                                           
2 DNase 

گیاهان به آرامتی   ،دهیرشد رویشی و قبل از گل مرحله

-شتاخص گیتری  گردیدند و برای اندازه خارجها از گلدان

ستاقه و   ارتااعنظر به آزمایشگاه منتقل شدند   های مورد

هتا  در خاتمه نمونه ند ی شدگیرها اندازهذر ریشه لاول 

 خشتک  خشک گردیدنتد و وزن  ا  و در سایهتدر دمای ا

   (9) گیری شداندازه نیز ساقه و ریشه

 تغییههرات( تجزیههه و تحلیههل آمههاری   8

ذرت تحههت اثههر   انمورفولوژیهه  گیاههه 

بدستت آمتده بتر     هایداده: باکترهای انتخابیریزو

هتا بته روش دانکتن بتا     ی میتانگین اساس آزمون مقایسه

متورد   19بتا ورژن   3اس پتی اس اس  افتزار استااده از نرم

  (19) تجزیه و تحلیل آماری قرار گرفت

 :های انتخابیباکتری( شناسایی مولکولی 9
ها نستبت بته گیتاه شتاهد     کتری که تست گلدان آنبا 5

  داری داشتند جتت شناسایی انتخاب شدندم نی تااو 

لابتتق کیتتت شتترکت  1دی ان آ دستتتورال مل استتتخراج

  16S rRNAدر تکثیتتر ژن  گرفتتتستتازنده انجتتام 

عنوان جاتت  به R1492و  F28باکتریایی از پرایمرهای 

با  جات باز 1511ی پرایمر جتت دستیابی به لاول تقریب

 ای پلیمراز استتااده شتد  توالی زیر توسط واکنش زنجیره

(21-22): 
27F: 5'AGA GTT TGA TCC TGG CTC 

AG3', 1492R: 5'CGG TTA CCT TGT 

TAC GAC TT3' 
بتر روی ژل آگتارز بتا ولتتاژ      ب د از انجام الکتروفتورز 

ه تکثیتر شتده،   و مشاهده باند مربوط بته قط ت  ولت  111

ای پلیمتراز جتتت تخلتیص و    محصول واکتنش زنجیتره  

ت یین توالی به همراه پرایمرهای پیشرو به شرکت بیتونر  

کره جنوبی با واسطه شرکت تکاپوزیست )تتران، ایتران(  

ای جیتره های محصوو  واکتنش زن گردید تا توالی ارسال

در نتایتت    پلیمراز ارسال شده مشتخص و تأییتد شتدند   

های باکتریتایی موجتود در   نتایی با سایر توالی هایتوالی

  شتدند مقایسه  5مرکز ملی الالاعا  بیوتکنولوژی آمریکا

ای کته بیشتترین شتباهت را بتا     در نتایت جنس و گونته 

                                                           
3 SPSS 
4 DNA 
5 NCBI 
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در تحقیق   ندشد گزارش به دست آمده داشت هایتوالی

( جتت بررستی  1، 3، 2ن کروماس )ورژ افزاراز نرمحاضر 

  شتد های واصتل شتده استتااده    ویرایش توالی کیایت و

هتتای تتتوالی تتتوالی بدستتت آمتتده در مقابتتل داده نتایتتتا 

بلاستت   یموجتود در بانتک ژن بته شتیوه     نوکلئوتیتدی 

  (23) بررسی گردید

 نتایج

از  :سازی شدهنتایج ریزوباکترهای خالص( 0
 هتای کلنتی پلیت شده در محیط لوریا آگار، های پوررقت

کته بتر ایتن    ستازی گردیدنتد   ختالص رشد یافته  متااو 

  حاصل گردید احتمالی ایزوله متااو  121 اساس

: هاغربالگری باکتری های حاصل ازیافته( 2
بتا   هتا ریزوباکتر تمتام  ارتباط بادر انحلال فساا  آزمون 

بتاکتری   12 و صتور  گرفتت  استپربر   استااده از محیط

هتای  ردیتد  بتاکتری  گ مشتاهده ی فستاا   کنندهمحلول

 3112تتا   3111 از شتماره  IAUK6 هتای مزبور بتا کتد  

هتتا بتتر روی ایتتن آزمتتوندر ادامتته تمتتامی  ونامگتتذاری 

بتتازده انحتتلال فستتاا  و روی   شتتدانجتتام  هتتابتتاکتری

 محاستبه  زیتر  کننده بر اساس فرمولهای محلولباکتری

 شد 

 (1رابطه )
 

 

سازی فساا  و روی، قابلیت های محلولآزمون ایجنت

و اینتدول   ،تثبیت نیتروژن، احیا  نیترا ، تولید آمونیاک

 و ستلووز، کاتتاوز   هتای و تولیتد آنتزیم   سیانید هیدروژن

 ی برتتر جدایه 5مربوط به  خون همولیزقابلیت از، اندی

ذکتر   1در جتدول   که جتت ادامه تحقیق انتخاب شتدند 

ختارج   ی ضت یف و و نتایج ستایر ریزوباکترهتا   استشده 

  اندارایه نشده ،غربالگریهای بررسیشده از 

( نتایج شناسایی میکروارگانیسم به روش 3

 ی برتتر جدایته  16S rRNA  :5تعیهین تهراد   

-بدین شدند ت یین هویت  1مطابق جدول  انتخاب شده

حاصتل از هتر     16S rRNAتتوالی  ت یین ترتی  که با

                                                           
6 Islamic Azad University of Kerman 

مرکتز ملتی   موجتود در   هتای بتا تتوالی  باکتری و مقایسه 

شناستتایی هتتر یتتک بتته  الالاعتتا  بیوتکنولتتوژی آمریکتتا

  تاکیک انجام شد

هتای انتختابی جتتت    ، همه نمونته 1بر اساس جدول 

انجام مراحتل ب تدی، قابلیتت انحتلال فستاا  و روی را      

 1/316بتا قتدر  انحتلال     3111نژاد  انتروباکترداشتند  

بتا   3131نتژاد   نتروباکترکننده فساا  و ابتترین محلول

  کننده روی بود بتترین محلول 1/571قدر  انحلال 

( بررسی تاثیر عوامهل محیطهی بهر روی    0

التذکر،  ایزوله فو  5 های انتخابی:ریزوباکتررشد 

 1-7هتای  و نمک در غلظت 5-9توانایی تحمل اسیدیته 

شتوری و خشتکی    .را از خود بروز دادند 1-11های و دما

هایی هستند که باعث کتاهش قابلیتت   از متمترین تنش

های منالاق خشک و تولید محصوو  کشاورزی در خاک

 شوند   نیمه خشک می

 نتایج مقاومت در برابر فلهزات سهنگین:  ( 5
ی برتتر، بتر روی   ایزولته  5توانایی رشد و یتا عتدم رشتد    

-9های لوریا آگار حاوی پنج فلز سنگین به میزان محیط

 111درصد مورد بررسی قرار گرفتت  بتر ایتن استاس      6

ها بر روی تمامی فلزا  به جز سولاا  روی درصد ایزوله

روی توانتتایی رشتتد  درصتتد بتتر روی ستتولاا     1/91و 

تنتتا نتژادی    3112داشتند  قابل ذکر استت کته ایزولته    

 %1هتای بتیش از   ارزیابی گردید کته نستبت بته غلظتت    

  استت  حساس بوده و قابلیت رشد خود را از دستت داده 

در تحقیق حاضر توانتایی   انتروباکترهابر این مبنا، تمامی 

های های متااو  فلزا  سنگین را در خاکتحمل غلظت

-های چشمگیر ایزولهختلف داشتند که از جمله ویژگیم

 های یاد شده است 

-با توجه به اینکته بتاکتری   بیوگرا :( نتایج آنتی6

یابنتد  های زیستی را میهایی که پتانسیل کاربرد در کود

بیتوتیکی باشتند لتذا    های مقاومتت آنتتی  نباید دارای ژن

 تبایست سلامت زیستی ریزوباکترهای مورد بررستی متی  

بیوتیتک  آنتتی  1اثتر   گردیتد  بتر ایتن استاس    ارزیابی می

ی برتر بررسی شد  بتر ایتن   ایزوله 5م رفی شده، بر روی 

ها حساس، بیوتیکها به آنتیدرصد باکتری 5/12اساس، 

درصد مقاوم بودند  نتتایج   5/12درصد نیمه حساس و  5

(SE) بازده انحلال   = [(Z) قطر هاله ÷ (N) قطر کلنی] ×  111  
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 1مزبور در مورد حساسیت ریزوباکترهای فو  نسبت بته  

ک متم و متداول، بسیار ارزنده و چشمگیر بود بیوتیآنتی

پتذیر نمتود )جزایتا  نتتایج     ها را امکانی بررسیو ادامه

 ارایه نگردیده است( 

زنی بذر هیبریدی درصد جوانهزنی: ( درصد جوانه7

 محاسبه گردید  33/13ذر  بر اساس فرمول زیر، 

  (2)رابطه 
 

 

ظرفیتت نگتتداری    های آماری:( نتایج آزمون8

لیتر محاسبه شد  نتتایج  میلی 611ها به میزان آب گلدان

افتزار  ها بر رشد ذر  توسط نترم حاصل از تأثیر ریزوباکتر

SPSS  و تحلیتل قترار گرفتت      مورد تجزیه 19با ورژن

بتر روی ارتاتاع   انتروباکتر کلواکه و انتروبتاکتر هرمتوچی   

ساقه و لاول ریشه، در مقایسته بتا کنتترل دارای تاتاو      

𝑃داری )ستطح  م نی ≤ (  2و  1( بودنتد )شتکل   0.05

بیشتترین   3131نتژاد   ریزوبتاکتر  علاوه بر اینکه در مورد

نستبت   ریزوبتاکتر اثر مشاهده شد، حتی تاثیر مثبت این 

نیتز تاتاو     3125و  3112 هایریزوباکتربه تاثیر مثبت 

 دار و قابل توجتی داشت  م نی

 هابرخی از خصوصیا  آنزیماتیک آن همراه با گیاهی دهنده رشدهای افزایشهای باکتریویژگی -1 جدول
Table 1- characteristics of plant growth promoting rhizobacteria with their enzymatic traits 

 نزدیکترین همخوانیIAUK 2 1نژاد
تشابه 

 3%هویتی

 تثبیت نیتروژن5 1%انحلال مواد م دنی
 احیا  نیترا 6

 در جنسون و بورک روی فساا 

3112 E. cloacae 95% 1/32  1/11  + + 

3125 E. cloacae 95% 3/32  1/11  + + 

3131 E. cloacae 91% 2/29  1/57  + + 

3137 E.hormaechei 97%  7/31  1/15  + + 

3111 Enterobacter sp 97%  6/31  6/33  + + 

1Strain no. (IAUK،) 2Closest match ،3Similarity Identity % ،1capacity% Solubility ، 5]( عتدم رشتد   +رشد ) 

 ](-( عدم تغییر رنگ )+تغییر رنگ قرمز )[6 ،](-)

 1ادامه جدول 
 همولیز خون13 12از -ان -دی کاتاوز11 سلووز11 ایندول9 سیانید هیدروژن1 آمونیاکIAUK 7 نژاد1

3112 + - - - + - ɣ 

3125 + - - - + - ɣ 

3131 +++ - - - + - ɣ 

3137 + - - - + - ɣ 

3111 + - - - + - ɣ 
، ](+تغییر رنتگ )  (-عدم تغییر رنگ )[9 ،](+( رنگ قتوه ای )-عدم تغییر رنگ )[1، ](+( زرد )++( زرد پر رنگ )+++آجری )[7
( Ɣعتدم همتولیز )  [31 ،](+) ( هالته -عتدم هالته )  [12 ،](-( عتدم تولیتد حبتاب )   +تولید حبتاب ) [11 ،](+) ( هاله-عدم هاله )[11

 ](αهمولیز)

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 ت داد بذر کاشته شده( = درصد جوانه زدن ÷)ت داد بذر جوانه زده  

33/13% =111  × (31 ÷ 25) = 111 × 
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Figure 1- effects of bacteria on shoot height (a) and root length (b) 

 

 ب                لفا       

 )الف( و ریشه )ب( ها بر وزن خشک ساقهتأثیر باکتری -2شکل 

Figure 2- Effect of bacteria on dry weight of shoot (a) and root (b) 

 بحث

ری و جداستتازی غربتتالگ در تحقیقتتی در خصتتو  

ی مواد م دنی از منطقه ریزوساری کنندهباکتری محلول

کننتده روی حاصتل گردیتد و    ریزوباکتر محلول 15برنج، 

بیشتترین قتدر     1/223با بازده انحتلال   ZOB-8نژاد 

  بتتر استتاس تحقیتتق فتتو  (21) انحتتلال روی را داشتتت

هتای مختلتف   کننتده روی در ختاک  های محلتول باکتری

هتا از نظتر قتدر  انحتلال     شوند اما این باکترییافت می

کلبسیلا عنصر فو  با هم تااو  دارند  در پژوهشی دیگر 
و  277قدر  انحلال فساا  و روی بته ترتیت     پنومونیه

گردیتد امتا   ا داشت و باعث افزایش رشد ذر  متی ر 157

دارای قدر  انحلال  3131نژاد  انتروباکترقابل ذکر است 

  (25) باشدروی بیشتری می

هتای پاکستتان و   در تحقیقا  مت ددی که در کشور

  بته  ایران صور  پذیرفت در مورد بازده انحتلال فستاا  

حاصل گردیتد کته نستبت بته      277و  261ترتی  نتایج 

تتری  تحقیق حاضر ظرفیت و توانایی کم 1/316ی نتیجه

تحقیقتتاتی کتته توستتط  (، ولتتی در 23، 11باشتتد )متتی

های کنیا، تایلند، چین صتور  گرفتت   دانشمندان کشور

، 5/112در مورد بازده انحلال فساا  بته ترتیت  نتتایج    

ی ایتن  که نسبت بته نتیجته  حاصل شد  1/375، 1/199

(  31، 33، 21) تحقیق قابلیت بیشتری مشتاهده گردیتد  

 5/77ز انجتام شتد،   لابق تحقیقی که در شتتر کترج نیت   

های جدا شده از ریزوستار گیتاه ستنبل    درصد از باکتری

 16/1ستتاا  بودنتتد و الطیتت  دارای توانتتایی انحتتلال ف 

که سازی فساا  بود ی محلولترین هالهمتر بزرگسانتی

ها ایجاد کرده بودند، با وجود اینکته در تحقیتق   ریزوباکتر

       الف               ب 

شکل 1- تأثیر باکتریها بر ارتااع ساقه )الف( و لاول ریشه )ب( 
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سانتیمتر استت کته توستط     5/1ترین هاله ضر، بزرگحا

(  بتر ایتن استاس قتدر      22) به وجود آمد هاانتروباکتر 

هتای  ها در خاکل فساا  نامحلول توسط ریزوباکترانحلا

هتای بستیاری از   ختلف، متااو  است و از جمله تتلاش م

یافتن نژادهای بومی منالاق مختلف کشتاورزی   محققین،

ستازی فستاا  را در   مان محلتول است که بیشترین راند

خود داشته و امکان کاربرد در کودهای زیستی را داشتته  

 باشند 

های آزادزی رد اثرا  متقابل مثبت بین باکتریدر مو 

وژن و تحریتک رشتد گیتاهی نیتز     ی نیتتر تثبیت کننتده 

 وجتود دارد  در تحقیقتا  مختلتف   های مت ددی گزارش

باکتریایی مت لتق  های نشان داده شد که ت دادی از گونه

انتروبتتاکتر، آزوستتپریلیوم، آلکتتالیجنز،   ی بتته ختتانواده 
آرتروباکتر، اسینتوباکتر، باستیلوس، بولخولتدریا، اروینیتا،    

و مرتبط با  فلاووباکتریوم، سودوموناس، ریزوبیوم، سراشیا

های مختلف از ف از لاریق عملکردسار گیاهان مختلریزو

، 5) ر مایدی دارنتد جمله تثبیت نیتروژن بر رشد گیاه اث

و  انتروبتاکتر کلواکته  (  در تحقیق صور  پذیرفته نیز 39

-با تثبیت نیتروژن در شترایط بترون   انتروباکتر هرموچی

تنی ظرفیت و توانایی و پتانسیل افزایش رشد گیتاهی را  

لوژیتتک فوایتتد کتتود بیو گتتر ستتاختند  از جملتته نمایتتان

ی توست ه توان افزایش ها میدار در سایر پژوهشنیتروژن

بته  ریشه و جذب بتتر آب و مواد غذایی را ذکر کرد کته  

یابد و با افتزایش رشتد و   بدنبال آن رشد گیاه افزایش می

بینی خواهتد  یاه افزایش وزن خشک نیز قابل پیشنمو گ

    (26) بود

دهنتده  های افزایشهای متم ریزوباکتریکی از ویژگی 

-م رشد گیتاه را تحتت  رشد گیاهی که به لاور غیرمستقی

دهد تولید آمونیاک است  در تحقیق حاضر تأثیر قرار می

 انتروباکترقادر به تولید آمونیاک بودند   هاانتروباکترتمام 

ها توانایی بیشتتری در  نسبت به سایر باکتری 3131نژاد 

هتا ذکتر گردیتده    لید آمونیاک داشت  در سایر پژوهشتو

انتروبتتاکتر، باستتیلوس، استتینتوباکتر، هتتای کتته بتتاکتری
شتتتده از ختتتاک  جتتتدا کروکوکتتتوسستتتودوموناس، می

ی متااو  در هندوستان، توانایی منطقه 2ریزوساری در 

  (27) داشتندتولید آمونیاک را 

بتر   2115ای که توسط محققین در ستال  در مطال ه 

خشتک ریشته و    روی تاثیر باکتری نمک دوست بتر وزن 

ور انجتام شتد، در ایتن    هتای شت  شاخساره گندم در خاک

هتای بتاکتری در   های تلقیح شده بتا جدایته  ارتباط تیمار

مقایسه با شاهد در همه سطوح شوری، باعث افتزایش در  

-  در مطال ه(21) وزن خشک ریشه و اندام هوایی شدند

 انتروبتاکتر هتا از جملته   ی ریزوبتاکتر ی انجام شده کلیته 

قتتادر بتته تحمتتل  3111و  3137، 3131، 3125، 3112

توجه به اینکته همگتی   درصد بودند و با  7تا  1شوری از 

هتای نستبتا خشتک و شتور     ه از ختاک بومی و ایزوله شد

بودند لذا پتانسیل زیادی برای استااده در مزارع نه تنتتا  

استان کرمان بلکه سایر منالاق ایران را نیز دارا خواهنتد  

 بود   

 فلتزا   بته  بودن نسبت متحمل دلیل به هاریزوباکتر 

 هتای آوینتده  درونتی  یتا  سطحی جذب به قادر سنگین

 ستمیت  بتا  هتایی فرم به فلزا  احیای همچنین فلزی و

 تثبیتت  یتا  زدایش موج  لاریق بدین و باشندمی کمتر

 رشتد  محرک هایریزوباکتر شوند  علاوه براین،می هاآن

 گیاه رشد توانندمی مختلای هایلاریق مکانیسم از گیاه

  (29) بتبود بخشند فلز به آلوده هایخاک را در

هتای محلتول   تحقیقتا  مت تدد، بتاکتری   بر استاس   

ی فساا ، باعث افزایش رشد در چندین محصتول  کننده

 بودنتد  از جمله ذر ، سویا، نخود، بتادام زمینتی و بترنج   

انتروبتتاکتر   پژوهشتتگران پتتس از جداستتازی   (31-31)
از ریزوسار ذر  و سویا، ریزوباکتر فو  را به بتذر   پانتوایا

-ده کردند این باکتری افزایش م نتی ذر  تلقیح و مشاه

ستاقه و   های رشد گیاهی )وزن خشتک داری در شاخص

تحقیقی که در ستال    (35) ریشه، سطح برگ( نشان داد

 انتروبتاکتر کته   ایتن مطلت  بتود   انجام شد بیانگر  2115

جداستتازی شتتده از ختتاک ریزوستتاری مزرعتته ذر      

شترستان زرند، پس از تلقیح به بذر ذر  باعث افتزایش  

  (36) قه، وزن خشک ساقه و ریشته شتده استت   لاول سا

فستاا  بتا بتذر ذر     ی کنندههای محلولتلقیح باکتری

شود داری بر قطر ساقه و لاول ذر  میسب  تأثیر م نی

را به عنتوان   انتروباکتر هرموچی  در پژوهش دیگر، (37)

ورا جداستتازی و کننتتده فستتاا  از گیتتاه آلواتته محلتتول

شناستتایی گردیتتد و مشتتاهده شتتد کتته پتتس از تلقتتیح   

رشتد   به گیتاه فتو  جتذب فستار و     انتروباکتر هرموچی

قتی دیگتر   تحقیی   نتیجه(31) ریشه افزایش یافته است

بتر   انتروباکتر هرمتوچی های که به منظور بررسی ویژگی

هتای خشتک و شتور    فرنگی در خاکی گوجهرشد ریشه

انجام شد نشتان داد کته بتاکتری فتو  پتانستیل تولیتد       
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ماننتتد تولیتتد اینتتدول و  ترکیبتتا  مختلتتف بیولتتوژیکی  

ها به عنوان منبع انترژی را دارد و از همتین   کربوهیدرا 

گذارد و تحمتل  ی گیاه اثر مثبت میریشهشد لاریق بر ر

های خشک فرنگی در خاکی گوجهزنده ماندن در ریشه

گتتزارش دیگتتر    در(39) دمتتای بتتاو را داردو شتتور بتتا 

به عنوان باکتری محرک رشد گیتاه در   انتروباکتر کلواکه

پژوهشگران بتر  لابق تحقیقا   برخی گیاهان بوده است 

ی رشد گیاهی دهندههای افزایشروی جداسازی باکتری

زمینی در هندوستان مشتخص شتد کته    ی سی از ریشه

به عنوان تلقیح و کتود زیستتی    AB2 انتروباکتر کلواکه

های شتیمیایی  ایگزین کارآمد و مناسبی برای کودیک ج

اکتری جداسازی شده از در تحقیق دیگر دو ب  (11) است

ای در کره جنوبی که توانایی تولید اینتدول  خاک گلخانه

 انتروباکتر هرمتوچی و انحلال فساا  نامحلول را داشتند 

ی باکتریتایی  بودنتد  ایتن دو گونته    انتروباکتر لودویگیو 

پتانسیل زیادی به عنوان کود زیستی هستتند و از  دارای 

صتلخیزی  لاریق انحلال فساا  و تولید ایندول باعتث حا 

  (11) شوندخاک و افزایش رشد گیاه می

 گیرینتیجه

ریزوباکترها از لاریق تثبیت زیستی نیتروژن، محلول 

های دیگر بصتور   سایر عملکردکردن فسار و پتاسیم و 

گیاهان زراعی  رشدباعث افزایش  مستقیم و غیرمستقیم،

هتای  بتاکتری واجتد  هتای زیستتی   شوند  کاربرد کتود می

-مدیریت تلایقی تغذیهن راهبرد در تریمحرک رشد متم

باشتتد  هی بتترای سیستتتم کشتتاورزی پایتتدار متتیی گیتتا

های زیستی از نظر کودیه و تولید تلاش برای تتبنابراین 

 نیتز  محیطیاقتصادی مقرون به صرفه و از دیدگاه زیست

متوع، نتتایج ایتن پتژوهش     در مج قابل پذیرش هستتند  

هتای  ایزولته  و چشتمگیر ی ظرفیت احتمالی دهندهنشان

 های مورد استاادهالذکر به عنوان کاندیداریزوساری فو 

پتس از تتیته   های زیستی استت تتا   در کود کاربردجتت 

و استتااده آن در متزارع استتان و کشتور،      7بیتوفرتیلایزر 

همراه بتا کتاهش   افزایش رشد گیاه ذر  یا سایر گیاهان 

  پذیر گرددهای شیمیایی امکانمصرف کود

 

                                                           
7 Biofertilizer 

 سپاسگزاری

هتای تحقیقتاتی نتایتت تقتدیر     یشتگاه اآزم از پرسنل 

 آید ب مل می

 حمایت مالی

از پشتتتیبانی حتتوزه م اونتتت پتتژوهش و فنتتاوری و    

دانشتگاه آزاد استلامی کرمتان     مدیریت توست ه و منتابع  

 گردد تقدیر می
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Abstract 
There is a great consideration on the usage of biofertilizers as the alternative for chemical fertilizers. Some 

species of Enterobacter are described to be used in biofertilizers with direct and indirect plant growth 

promotion. This research aims to isolate phosphate solubilizing bacteria (PSB) and evaluate their effects on 

maize growth. So, rhizobacteria were isolated from the maize rhizosphere, and screening was performed on 

Sperber and Zinc oxide media. Other rhizobacterial traits such as ammonia and hydrogen cyanide production, 

nitrogen fixation, nitrate reduction, and the effect of environmental factors were also evaluated. Out of 42 

PSB, 5 isolated strains with the best results were used for further tests and they were identified based on their 

16S rRNA gene sequence as Enterobacter cloacae, Enterobacter hermoche, and Enterobacter sp. All 

selected strains were able to solubilize phosphate and zinc and could tolerate NaCl up to 7% and grow in pH 

5 to 9, and finally, they could grow in temperatures in a range of 4 to 44oC. All 5 isolates could significantly 

increase shoot height and root length, and wet weight of shoot and root. Finally, according to the in-vitro and 

in-vivo results, the evaluated capabilities of bacterial strains isolated from maize are attractive and 

highlighted and it makes them good candidates for the construction of novel biofertilizers.  
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