
  ١٣٨٤/  ٢شماره /  ١٩جلد / مجله علوم خاك و آب 

  ریزوسفر  درهاي فلورسنت  و شناسایی سودوموناس بررسی تراکم جمعیت
  گندم مناطق مختلف ایران

  
   محمدجعفر ملکوتی, اله رحیمیان، کاظم خاوازي میرحسن رسولی صدقیانی، حشمت

  1و هادي اسدي رحمانی

  
  چکیده

اسـت،   شـده ) PGPR(یـاه  رشـد گ  محـرك باکتریهاي ریزوهاي ریزوسفري، توجه زیادي به گروه  در میان باکتري
از  هاي فلورسنت گروه سودوموناس. شود تهیه و استفاده می آنهاهاي  در بیشتر نقاط دنیا مایه تلقیحامروزه بطوریکه 

اي از ایـن مطالعـات را بخـود     باشند که بخـش عمـده   هاي ریزوسفري محرك رشد گیاه می جمله مهمترین باکتري
هاي فلورسنت در ریزوسفر گندم،  و بررسی جمعیت سودوموناس ظور شناساییدر این تحقیق به من. اند اختصاص داده

جدایـه منسـوب بـه     201تعداد سپس . تهیه شدنمونه خاك ریزوسفري  52 تعداد  کشور خیز از نقاط مختلف گندم
راکم جمعیـت ایـن باکتریهـا از    ت. جداسازي وخالص گردید KingBبا استفاده از محیط هاي فلورسنت  سودوموناس

مورفیسـم الگـوي    بـه منظـور بررسـی پلـی    . بـود متغیـر  گرم خاك ریزوسـفري  هردر  سلول 6×108تا  51/1× 105
اکریل آمید با یکـدیگر   پلی هاي محلول بر روي ژل هاي جداشده توسط الکتروفورز پروتئین پروتئینهاي سلولی، سویه

همچنین . الکتروفورزي تشخیص داده شدندگروه 16آوري شده،  هاي جمع بر این اساس در بین جدایه. مقایسه شدند
درصـد   3و  27/44, 73/52 هاي فیزیولوژیک و بیوشیمیایی نشان داد که  میکروسکوپی، آزمون هاي نتایج آزمایش

بنابراین با توجه به  .بودند P. aeruginosaو  P. putida , P. fluorescensهاي  ترتیب متعلق به گونه ها به از جدایه
 ـ نمونهتوانند از  ها می گندم، این سویه ریزوسفر هاي پوتیدا و فلورسنس در وثر گونهکلونیزاسیون م اي مفیـد بـراي   ه

 .باشند PGPR تلقیح  مایه منظور تولید ادامه بررسی به
   ، تراکم جمعیت، ریزوسفر و گندمPGPRهاي فلورسنت،  سودوموناس: هاي کلیدي واژه
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  مقدمه
معمولا یک الی سه (ریزوسفر به لایه نازکی          

شود که  از خاك اطراف ریشه اطلاق می) متر میلی
موجودات زنده آن ناحیه از نظر کمی وکیفی تحت تأثیر 

قرار ) اي نظیر تنفس و ترشحات ریشه(هاي ریشه  فعالیت
در این ناحیه گروههاي ). Rovira ،1999و  Boven(دارند 

کن شوند که مم ها یافت می مختلفی از میکروارگانیسم
  ضرر باشند مضر ویا بی, است براي گیاه میزبان، مفید

)Benizri هاي ریزوسفري  باکتري). 2001, و همکاران
هاي مفید  به انواع باکتري) PGPR(محرك رشـد گیـاه 

و  Kloepper. (شود مستقر در این ناحیه اطلاق می
Schroth ,1978 .(مسـتقیم“ها به دو صورت  این باکتري” 

اي و  هاي تغذيه نيسميعني تحريك رشد گياه از طريق مكا 
, هاي رشد فـيزيـولوژيكي مانند توليد هورمون

شدن و يا  تسريع فرآيند معدني, كننــدگي فسفات حل
زا از طريق توليد  يعني كنترل عوامل بيماري” غيرمستقيم“

هاي  متابوليت, سيدروفور, تركيبات مختلف مانند سيانيد
. كنند ك ميها به رشد بهتر گياه كم بيوتيك ضدقارچ و آنتي

هاي  باكتري از    زيادي هاي  سويه توسط   گياه  رشد  تحريك 
, Azotobacter ,Arthrobacter ،Bacillus جــــنس   
 Clostridium ,Enterobacter ,    Hydrogenophaga ,
 Serratia,   Azospirillum  و   Pseudomonas  گزارش شده
 است 

       )Benizri ــاران ــاكتري). ٢٠٠١, و همك ــاي  ب ه
Pseudomonas هاي فلورسـنت از   و بالاخص سودوموناس

هـاي ريزوسـفري    مهمترين اعضاي جامعـه ميكروارگانيسـم  
باشند كه مطالعات بسـيار زيـادي در خصـوص اثـرات      مي

مثبت ناشي از تلقيح آنها بر رشـد گياهـان و بـويژه گنـدم     
 Walleyو  Germida، ١٩٩٦وهمكـاران   Khaliq(است  شده

١٩٩٦،DeFreitas و Germida و ١٩٩٢Mozafar  
ــاران  و ــنس ). ١٩٩٢ ،همكـ ــای جـ ــودوموناسباکتريهـ ، سـ

كه بـه   Pseudomonadaceae هايي هستند از خانواده باكتري
، تـاژك قطبـي   ، دارایاي راست يا كمي خميـده  ميلهشکل 

  .باشند ميو گرم منفي  بدون اسپور
نظر منبع انرژي و كـربن   ها هوازي و از اين باكتري

هـای   از نظر نيازهای غذايی گونـه . هستند  كموارگانوتروف
درشـرايط  . ای دارنـد  سودوموناس نياز غذايی بسـيار سـاده  

در  و های حاوی مقداری مـاده آلـی   آزمايشگاهی در محيط
pH کنند خنثی بخوبی رشد می.  

متابوليسـم  . اسـت  King'Bاز مهمترين اين محيطهـا  
حالـت تخميـری    دوموناس تنفسـی بـوده و  هـای سـو   گونه

ترکيب آلی بعنوان منبع  ۱۵۰اين باکتريها قادرند از . ندارند
و  Todar ،۲۰۰۴ .(Palleroni( انرژی استفاده نمايند کربن و

بـر  هـاي جـنس سـودوموناس را     باكتري )١٩٨٦(همكاران 
ــنج گــروه  rRNA/DNAاســاس مطالعــات همســاني  بــه پ

 Iمذكور اخيرا فقـط گـروه    گروه پنجاز . بندي كردند تقسيم
جنسهاي جديـد  در  و بقيهدر جنس سودوموناس ابقا شده 

بعنـوان بزرگتـرين    I گروه. اند ويا موجود قبلي جاي گرفته
ــواع   ــروه، ان ــنت گ ــت فلورس ــای داده اس ــود ج   را در خ

)Hendricks  ،ــاران ــايز  ). ۲۰۰۱و همکـــ ــه تمـــ وجـــ
توليـد  ها،  از ساير سودوموناسهای فلورسنت  سودوموناس

) نـانومتر  ۲۵۴(پيگمانهايی است که در برابر نور فـرابنفش  
ن يا .بويژه در شرايط کمبود آهن خاصيت فلورسنس دارند

از گروه  هاي با خاصيت فلورسنت و محلول در آب پيگمان

هـاي فلورسـنت    هستند كه براي سودوموناس ١هاسيدروفور
 ٣تينسـودوباك يا   ٢پيووردينانواع اختصاصي از آنها مانند 

از ). ١٩٩٩، Raoو  Boopathi(انــد   شناســايي شــده 
  تــوان بـــه  هــای فلورســـنت مــي   مهمتــرين گونــه  

P.fluorescens ،P.putida ،P.aeruginosa  و
ــاتوژنهمچنــين  ــر  پ  و P.syringaeهــای گيــاهی نظي
P.cichorii  ــود ــاره نم ــاران،  Hendricks(اش و  ۲۰۰۱وهمک

Todar  ،۲۰۰۴ .(  
گيـاهي از    رسـنت پـاتوژن  هاي فلو براي افتراق گونه

هيـدرولاز اسـتفاده    دي ها، از آزمون آرژينـين  ساير فلورسنت
ــي ــود مـ ــاتوژن. شـ ــون    پـ ــر آزمـ ــاهي از نظـ ــاي گيـ هـ

ــين ــي  دي آرژين ــي م ــدرولاز، منف ــند  هي  و Hendricks(باش
ــاي ذوب  آزمـــون). Todar  ،۲۰۰۴و  ۲۰۰۱همکـــاران،  هـ

 ٤و  ٤١ژلاتين، استفاده از قند ترهـالوز، رشـد در دماهـاي    
هـاي تفكيـك    گراد از مهمترين شـاخص  درجه سانتي

 P.aeruginosa و P.fluorescens ،P.putidaهاي  گونه
هـاي   آزمـون   از نظـر   P.putidaهـاي گونـه    سويه. باشند مي

و  ٤١ذوب ژلاتين، استفاده از قند ترهالوز، رشد در دماهاي 
  ترتيب منفي، منفـي، منفـي و مثبـت    گراد به  درجه سانتي ٤

و بـيش از   Bو  A ٤شـامل دو بيـووار   putidaگونه . هستند
 و Hendricks، ٢٠٠٠وهمكـاران،   Bossis(يك تاژك است 

هـــاي گونـــه  ســـويه). Todar ،۲۰۰۴ و ۲۰۰۱همکـــاران، 
P.fluorescens هاي ذوب ژلاتين، اسـتفاده از   آزمون  از نظر

گـراد بـه    درجه سانتي ٤و  ٤١قند ترهالوز، رشد در دماهاي 
 و Bossis(باشـند   مثبت، منفي و مثبـت مـي   ترتيب مثبت، 

) Vتـا   Iاز (اين گونه داراي پنج بيـووار  ). ٢٠٠٠همكاران، 
 Hendricks(است كه همگـي بـيش از يـك تـاژك دارنـد      

                                                
1 - Siderophore 
2- Pyoverdin 
3- Pseudobactin 
4 - Biovar 
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ــاران،  ــوار ). Todar  ،۲۰۰۴و  ۲۰۰۱وهمکـ ــوان  Iبيـ بعنـ
 IIبيووار . گردد سودوموناس فلورسنس تيپيك محسوب مي

سـاپروفيت را  ساير انواع ، marginalisعلاوه بر سويه های 
دو زيرگـروه  شـامل  حـداقل   IIIبيـووار  . شود نيز شامل می

ــي ــه   م ــد ك ــتفاده از اسـ ـ  باش ــائی اس ــر توان دهای ياز نظ
شامل سويه  IVبيووار . کربوکسيليک با هم تفاوت دارند دی

هـای متفرقـه    شامل سويه Vبيووار . است lemonnieriتيپ 
ای  صوصـيات تغذيـه  از لحاظ خو سودوموناس فلورسنس 

 شود ميشامل  راهايی  و سويه ي استبيووار بسيار ناهمگون
مهـم متمايزکننـده بيووارهـای    که يک يا چند خصوصيت 

ــده ــت داده را شـــناخته شـ ــد از دسـ  و Hendricks( انـ
هاي  آزمون  از نظر P aeruginosaگونه ). ۲۰۰۱همکاران، 

و  ٤١اي ذوب ژلاتين، استفاده از قند ترهالوز، رشد در دماه
ترتيب مثبـت، منفـي، مثبـت و منفـي      گراد به درجه سانتي ٤

تيپيـک جـنس سـودوموناس    عنوان گونه  ، بهگونهاين .است
براي انسان بعنـوان   و که توالي ژنوم آن تعيين گرديدهبوده 

، ٢٠٠٠و همكــاران،  Bossis( شــود پــاتوژن محســوب مــی
Hendricks و ۲۰۰۱همکــــــــــاران،  و Todar ،۲۰۰۴( .

قادر بـه توليـد   اس آئروژينوزا داراي يك تاژك و سودومون
 ١کـه مهمتـرين آنهـا پيوسـيانين     اسـت رنگدانـه  نـوع  چند 

اين رنگدانه يك مشخصه متمايزكننده اين گونه از . باشد مي
  ).Todar ،۲۰۰۴، ١٩٩١وهمكاران،  Hoft( ها است گونه ساير

نظير  كرارت استفاده از روشهاي سريع و قابل
، شناسايي  ٢) SDS-PAGE( هاي سلولي نالكتروفورز پروتئي
را در يك زمان كوتاه تسهيل  ها جدايهو بررسي تنوع 

كارايي اين روش در بررسي تنوع طبيعي جمعيت . نمايد مي
و  Moore(است  باكتريها توسط محققان زيادي تاييد شده

و  Lambert: ١٩٧٥، De Leyو  Kersters: ١٩٨٠همكاران، 
ضمن ) ١٩٩٢(و همكاران  Vlassak). ١٩٩٠همكاران، 

منظور شناسايي و   جداسازي باكتريهاي سودوموناس، به
را بر روي ژل  جدايه ٨٩بررسي تنوع طبيعي جمعيت آنها، 

نتايج ه و از روي آميد الكتروفورز نمود آكريل پلي
 ٣يمورفيك پروتئين گروه پلي ١٢در را ها  هجدايالكتروفورز، 

)PPT (آزمونهاي  با انجامهمچنين . كردندبندي  گروه
از . ندنمود تفكيككلاستر  ٥ بهها را  هجداياين  ،بيوشيميايي

 هاي هنكلاستر عمده شامل گو ٣اين كلاسترها، 
فلورسنس و پوتيدا بودند و بقيه كلاسترهاي   سودوموناس

. شدند هاي فلورسنت را شامل  ساير سودوموناس ،كوچك
فورز و الكتروبندي  گروههمبستگي ضعيفي بين نتايج 

                                                
1 - Pyocyanin 
2-Sodium Dodecyl Sulfate Polyacryl-Amid Gel 
Electrophoresis 
3 - Protein-Polymorphic type 

  و همکاران Sorensen .نشان دادآزمونهاي بيوشيميايي 
استفاده از روش  با پروتئينهای کل سلول را نيز )۱۹۹۱(

SDS-PAGE پروتئيناز با هضم آنزيمی  وK  مورد ارزيابی
باند الکتروفورزی  با تجزيه وتحليل تنها چهار قرار دادند و

های  ونهويژه ومتمايزکننده توانستند در زمان کوتاهی گ
P. fluorescens  ،P. putida وP. aeruginosa  يک  دررا

  .سطح اختصاصی شناسايی نمايند
ــاني ــار  ريحـ ــي   ) ١٣٧٩(تبـ ــي فراوانـ ــا بررسـ بـ

هاي فلورسنت در ريزوسـفر گنـدم و ارزيـابي     سودوموناس
 ١٠٠توان آنها بعنوان عوامـل محـرك رشـد گيـاه، از بـين      

كه  جدايه ٤٠، هاي فلورسنت منتسب به سودوموناس جدايه
داشتند جداسازي  P.fluorescens بيشترين قرابت را با گونه

 هـاي  تعداد سـودوموناس  يقحقتبر اساس نتايج اين . نمود
بـاكتري   ٢٦/١×١٠٦تـا   ٥×١٠٣فلورسنت در ريزوسفر گندم 

اي  هـاي گلخانـه   همچنين نتايج آزمـايش . در گرم خاك بود
هــاي  هنشــان دادنــد كــه پاســخ گنــدم بــه تلقــيح بــا ســوي

هاي رشـد مثبـت    سودوموناس فلورسنس در بيشتر شاخص
 تـراکم ضمن مطالعـه  ) ١٩٩١( Zobererو  Alexander. بود

هـاي ريزوسـفري در ريشـه يـولاف نشـان       جمعيت باكتري
ــين بــاكتري هــاي   گونــه ،هــاي ريزوســفري دادنــد كــه از ب

بيش (سودوموناس بر روي ريشه يولاف در جمعيت بالايي 
اسـتقرار يافتـه   ) گرم مـاده خشـك ريشـه    باكتري در١٠٦از 

سـلول   ١٠٤ها كمتـر از   بودند در حاليكه تعداد ساير باكتري
ــود  ــاده خشــك ريشــه ب ــايش ديگــري . در گــرم م در آزم

Lalande  ضمن جداسازي و شناسـايي  ) ١٩٨٩(و همكاران
ــفر ذرت   ــاي ريزوس اكتوريزوســفر، ريــزوپلن و  (باكتريه

 رشـد بـودن آنهـا    محـرک  و بررسي پتانسيل) اندوريزوسفر
 هــاي سـودوموناس بيشـترين جمعيــت    نشـان دادنـد گونـه   

 ٤بيشـتر در سـطوح ريشـه    ورا در ريزوسفر داشتند %)  ٦٣(
ــده  ــز شـ ــد  متمركـ ــت  . بودنـ ــفر جمعيـ در اندوريزوسـ

هــاي  بــود درحاليكــه گونــه%) ١١( کمتــرهــا  ســودوموناس
. را در اين منطقه داشـتند %) ٨٨( باسيلوس بالاترين فراواني

هاي فلورسـنت در   رد ريزوسفر برنج نيز سودوموناسدر مو
در قسمتهاي داخلي ريشه تعداد  .اند ها پيدا شده سطح ريشه

هاي فلورسـنت در ايـن    و سودوموناس اندك بودهباكتريها 
در ). ١٩٩٢و همكـاران،   Vlassak( اند همنطقه حضور نداشت

ضمن بررسی ) ۱۹۸۴(و همکاران  Gardnerتحقيق ديگری 
ريزوسـفر مرکبـات   در دوموناسهای فلورسـنت  جمعيت سو
ای فلورسـنت  ه ـ  درصـد سـويه   ۶۲بـيش از  كه نشان دادند 

از و تعـداد محـدودی   از گونه پوتيدا بودنـد  ريزوسفر ليمو 
همچنين پتانسيل تحريـک  . ندگونه آئروژينوزا شناسائی شد

                                                
4 - Rhizoplane 
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در سـويه هـای پوتيـدا و فلورسـنس مشـاهده       ،رشد گيـاه 
  .گرديد

 ــ  ــه منظ ــق ب ــن تحقي ــايي  اي ــازي و شناس ور جداس
هـاي فلورسـنت از ريزوسـفر     هاي بومي سودوموناس سويه

اين در حالي است . گندم مناطق مختلف كشور انجام گرديد
هـاي غالـب و وضـعيت     كه اطلاع دقيقي از فراواني، گونـه 

بنابراين هدف  .گندم وجود ندارد استقرار آنها بر روي ريشه
هاي  اي سودوموناسه اين تحقيق جداسازي و مطالعه سويه
  .ها بود فلورسنت از نظر تعداد و تنوع گونه

  ها مواد و روش
  هاي سودوموناس جداسازي سویه

هـاي   باكتريو ارزيابي جمعيت به منظور جداسازي 
نمونه مركب خاك ريزوسـفري در   ٥٢، تعداد سودوموناس
هاي آذربايجانشـرقي،   استان دهي گندم از مزارع مرحله پنجه
ي، زنجان، همدان، كرمانشـاه، فـارس، تهـران،    آذربايجانغرب

ها قبل و بعد از  نمونه. گرديد تهيهخراسان، كردستان و يزد 
نگهـداري و بلافاصـله    Cْ٤در دمـاي   ،انتقال به آزمايشـگاه 

هاي موردنظر  ارقام گندم نمونه. شدمراحل جداسازي انجام 
شامل شـهريار، نويـد، المـوت، الونـد، مرودشـت، زريـن،       

آزادي،  لات، شيراز، آتيلا، مهدوي، سرداري، كراسقياسي، ف
، سبلان، گاسكوژن، تريتيكاله ٢، آذر٣طوس، كاسپارو، فلات

ــد  و تعيــين جمعيــت . چنــد رقــم محلــي آذربايجــان بودن
هاي سودوموناس با استفاده از روش شمارش كلني  باكتري

محلـول بـافر   تـايي از   هـاي ده  براي تهيـه رقـت  . انجام شد
 ـ (PBS)فسفات  و بـراي شـمارش بـاكتري از     =pH ٢/٧ا ب

 ٤٨الـي   ٢٤پـس از   .اسـتفاده گرديـد   KingBمحيط كشت 
 UVاستفاده از لامپ  ها با پليت Cْ٢٨ساعت رشد در دماي 

) فلورسنس(هاي با خاصيت پرتوافشان  از نظر وجود كلوني
پـس از  . شـدند  شـمارش هاي مـورد نظـر    و كلوني بررسي

هـاي   ناس، جدايـه هـاي سـودومو   تخمين جمعيت بـاكتري 
سـازي   موردنظر با استفاده از همـان محـيط كشـت خـالص    

هـاي مـذكور از    منظور اطمينان بيشتر، جدايه آنگاه به. شدند
و آزمـون   تحرك در محيط نيمـه جامـد  نظر شكل ظاهري، 

كـه نتـايج   )٢٠٠١، Schaad(گرام مورد بررسي قرار گرفتند 
ــود حــاكي از جداســازي ســودوموناس  .هــاي فلورســنت ب

هاي  جدايه انتخاب و براي آزمايش ٢١٢ترتيب تعداد  بدين
و  KingBبعدي روي محيط شيبدار حـاوي محـيط كشـت    

  .همچنين آب مقطراستريل نگهداري شدند
  ها جدایه هاي محلول بررسی الگوي پروتئین

در مراحل اوليه و به  ها جدايهنظر به بالا بودن تعداد 
مورفيسـم   ظـر پلـي  هـا از ن  منظور بررسي تنوع طبيعي سويه

توســط الكتروفــورز  هــا جدايــههــا، ايــن  الگــوي پــروتئين
ــروتئين ــر روي ژل   پ ــول ب ــاي محل ــي ه ــد  پل ــل آمي   اكري

 (SDS-AGE)     ــه شــده و گروههــاي ــا يكــديگر مقايس ب
منظـور   بـدين . تعيين گرديدند )PPT( پروتئيني مورفيك پلي

 .ها در محيط كشت آگار مغذي رشد داده شدند جدايهابتدا 
بـه يـك لولـه     هر جدايـه مـورد نظـر   كلوني از  يكسپس 

در . ليتـر آب مقطـر تلقـيح گرديـد     ميلـي  ٣آزمايش حاوي 
  ليتــر بــافر تــريس كلرايــد    مرحلــه بعــد يــك ميلــي   

)Tris-HCl0.06M, pH=8 (  سـپس  . شـد اضافه و مخلـوط
  سـرول يبـافر نمونـه شـامل گل    معادل حجم محتويات لوله،

) دسيل سـولفات سديم دو( SDS، %٩/٢، مركاپتواتانول %٢٠
بـه هـر كـدام از     pH=٨مولار و بـا   ٠١٢٥/٠و تريس % ٥/٣

 ها به مدت دو دقيقـه در  نمونه. ها اضافه و بهم زده شد لوله
سـرد   آزمايشـگاه نگهـداري و بعـد در دمـاي     Cْ١٠٠ دماي
دقيقـه در   ١٥سوسپانسيون شفاف حاصله بـه مـدت   . شدند

ل شـام سـپس فـاز رويـي    . گرديـد دور، سانتريفوژ  ١٠٠٠٠
و در شده توسط ميكروپيپت برداشته هاي پروتئيني،  محلول

نگهداري  -Cْ٢٠ دماي تا زمان استفاده درجداگانه هاي  لوله
  ملـي الكتروفورز بـا اسـتفاده از سيسـتم ناپيوسـته لا    . شدند

)Laemmli ،و لايـه فشـرده   % ١٠روي ژل جداكننده ) ١٩٧٠
متـر در   يميل ١٥٠×١٢٠×١اكريل آميد به ابعاد  پلي% ٥كننده 

آميزي ژل  رنگ .ميلي آمپر انجام شد ١٨شدت جريان ثابت 
 ٥٠(محلـول رنگـي حـاوي متـانول      بـا اسـتفاده از  حاصل 

ــر ميلــي ــتيك )ليت ــي ١٠(، اسيداس ــر ميل ــر ) ليت  ٥٠(آب مقط
 ١٢الـي   ٣بـه مـدت   ) گـرم  ١٢/٠(و كومازي بلو ) ليتر ميلي

هـا در همـان    منظـور رنگبـري، ژل   ساعت انجام گرفت و به
ساعت قرار داده  ٢حلول به استثناي كومازي بلو به مدت م

، بعد از بررسي تعـداد بانـدها   .)١٩٨٩،  Rahimian(شدند 
وجود و يا عدم وجـود   .باند متمايزکننده انتخاب گرديد ١٠

 ٠و  ١ترتيـب بـا    ها بـه  هريك از اين باندها در مورد جدايه
مختلـف   جدايـه  ٤٢نتـايج مربـوط بـه    . مشخص گرديدند

بنــدي  تجزيــه و تحليــل و گــروه SPSSافــزار  يله نــرمبوس ـ
  .ها انجام شد جدايه

  هاي فیزیولوژیک و بیوشیمیایی آزمون
هـاي   آزمـايش  ، ازهـا  جدايه به منظور شناسايي گونه
ــك و بيوشــيميايي   ــدرج در كتــاب  فيزيولوژي  Bergeyمن

هـا   بـر روي كليـه جدايـه   بـراي ايـن منظـور    . استفاده شـد 
اكسيداز، تحرك در محيط نيمـه جامـد،   هاي كاتالاز،  آزمون

، آزمون هيـدروليز  Cْ٤١آزمون ذوب ژلاتين، رشد در دماي 
آزمون سـيترات و  توانايی تشکيل لوان از ساکارز، آرژينين، 

و گلـوكز انجـام    ، مزواينوزيتـول استفاده از قندهاي ترهالوز
ــت  ــاران،  Gardner(گرفـــ و  Vlassakو  ۱۹۸۴و همکـــ
كردن  روش اضافهزمون كاتالاز، از آ رايب. )١٩٩٢همكاران، 
ــر روي كلــوني H2O2محلــول  هــا و ظهــور  ســه درصــد ب

جهـت  . بعنوان کاتالاز مثبت استفاده شدهاي اكسيژن  حباب
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محلول (چند قطره از معرف اكسيداز  ،اكسيدازون آزمانجام 
بـر  ) آمـين هيدروكلرايـد   متيل پـارافنيلن دي  يك درصد دي

ير رنگ به سمت قرمز تيـره  ها ريخته شد و تغي روي كلوني
، Schaad( شـد  يا سياه بعنوان اكسيداز مثبت در نظر گرفتـه  

ها از محيط نيمـه جامـد    براي بررسي تحرك سويه. )٢٠٠١
گـرم در   ١٠(پپتـون  ) ليتر گرم در ٣( ١شامل عصاره گوشت

اسـتفاده  ) درصـد  ٤/٠(و آگـار  ) گرم در ليتر ٥( NaCl) ليتر
بطـور   ني آغشـته بـه بـاكتري   پلاتي سوزن منظور بدين . شد

فـرو بـرده   كشـت    هاي حاوي محيط عمودي در وسط لوله
اي در اطراف خط كشـت   ورت رشتهصو رشد باكتري بشد 

آزمون هيـدروليز يـا ذوب   . نظر گرفته شددر بعنوان تحرك 
عصـاره  (هاي حاوي محيط نوترينت ژلاتـين   ژلاتين در لوله

 ـ ٥گرم در ليتر، پيتون  ٣گوشت   ١٢٠رو ژلاتـين  گرم در ليت
هاي مورد نظر بر روي  آنگاه جدايه .انجام شد) گرم در ليتر

 Cْ٢٥هفتـه در دمـاي    ٢محيط مذكور كشت و براي مـدت  
نشـده   هـاي تلقـيح   در اين آزمايش از لولـه . نگهداري شدند

شدن مـدت مـذكور    پس از سپري. بعنوان شاهد استفاده شد
قـرار داده   Cْ٤ سـاعت در دمـاي   ٢ها براي مـدت   كليه لوله

ها از يخچـال خـارج و هـر لولـه در      پس از آن لوله. شدند
كردن، بعنوان لوله  هنگام كج شدن محيط آن به صورت جاري

بـراي بررسـي    ).٢٠٠١، Schaad(مثبت در نظر گرفته شـد  
حـاوي محـيط    يهـا  در لولـه  ها جدايه Cْ٤١رشد در دماي 

وز ر ٣كشت داده شدند و رشد باكتري بعـد از  غذايي مايع 
نشـده   ومقايسـه بـا شـاهد تلقـيح      از روي كدورت محـيط 

هيـدروليز  . )۱۹۸۴و همکـاران،   Gardner( مشخص گرديد
ــتفاده از  يژرآ ــا اس ــين ب ــام ) ١٩٦٠( Thornleyروش ن انج

گـرم در  ١(تـون  پشـامل پ كشت اين آزمـون  حيط م. گرفت
گــرم در  ٣/٠( K2HPO4 ،)گــرم در ليتــر ٥/٢( NaCl ،)ليتــر
  و آژرينـين هيدروكلرايـد  ) گرم در ليتـر  ٠١/٠(رد  فنل ،)ليتر

محـيط  ليتر از  پنج ميلي. بود =pH ٢/٧ در) گرم در ليتر ١٠(
هـاي آزمـايش ريختـه و بعـد از اسـتريل       در لولهمذكور را 

هـا بـه    سطح محيط در لوله. شدتلقيح توسط باكتري  ،شدن
هيدروليز  .شد متر با پارافين استريل پوشانده  سانتي ١اندازه 

هوازي سـبب تغييـر    نين و توليد آمونياك در شرايط بيآژري
گرديده و از روي اين تغيير رنـگ بـه   ) رد فنل(رنگ معرف 
 .نـد ي مثبـت مشـخص گرديد  هـا  سويه پررنگ سمت قرمز
ترين پلی ساکاريد برون سلولی است كـه بـراي    لوان، ساده

درصد  ٥آزمون توليد آن از محيط کشت آگار مغذی حاوی 
سـويه هـا بصـورت    ). ٢٠٠١، Schaad(شد  ساکارز استفاده

. نگهـداري شـدند   Cْ٢٨لکه ای روی آن کشت و در دماي 
 ٥تا  ٣تشکيل کلونی های لعابی يا موکوئيدی سفيد پس از 

                                                
1- Beef extract 

زمـون سـيترات   آ. روز نشان دهنده واکنش مثبت آزمون بود
ــتفاده از  ــا اس ــيط ب ــت مح ــامل   كش ــيترات ش ــيمون س س
MgSO4.7H2O )گرم در ليتر ٢/٠( ،NH4H2PO4 )گرم در  ١

گرم در  ٢(ترات سديم ي، س)گرم در ليتر ١( K2HPO4، )ليتر
گرم در  ٠٨/٠(برم تيمول بلو  ،)گرم در ليتر ٥( NaCl ،)ليتر
. شـد انجـام   pH=٩/٦ در) گرم ١٥-٢٠(به همراه آگار ) ليتر

هاي مثبت از روي تغير رنگ محـيط از   سويه در اين آزمون
براي بررسي  ).٢٠٠١، Schaad( سبز به آبي مشخص شدند

و گلـوگز  ، مزواينوزيتول توانايي استفاده از قندهاي ترهالوز
اين محيط شـامل فسـفات   . استفاده شد Ayerپايه از محيط 

، )گـرم درليتـر   ٢/٠(پتاسـيم  ر ، كلـرو )گرم درليتر ١(آمونيم 
ــزيم   ــولفات مني ــر  ٢/٠(س ــرم درليت ــرم)گ ــول ، ب ــو تيم   بل

قنـدها بطـور   . بـود ) گـرم  ١٢(و آگاروز %) ٦/١ليتر  ميلي ١(
درصد بوسيله فيلتر كردن بـا كاغـذ    ٢/٠جداگانه در غلظت 

بـه محـيط   سـپس  استريل و  )ميكرون ٤٥/٠به قطر ( صافي
ابتـدا بـه   كشـت  محـيط  در اين آزمون . اصلي اضافه شدند

در صورت استفاده باكتري از قند بدليل  كه استرنگ سبز 
هـاي   ينوسـيله سـويه  آيد و بد ، به رنگ زرد در ميpHتغيير 

هاي توانـايي اسـتفاده    در كليه آزمون. ندشد مثبت مشخص 
باكتري از قند، از محيط فاقد قند بعنوان شاهد استفاده شـد  

)Gardner ــو هم . )٢٠٠١، Schaadو ۱۹۸۴اران، كـــــــــ
ميكروسـكوپي و   هايا استفاده از نتايج آزمايشترتيب ب بدين

هـا تـا    يي سويههاي فيزيولوژيك و بيوشيميايي شناساونآزم
و  ٢٠٠١و همكـاران،   Hendricks( انجام گرفـت   حد گونه

Bossis  ،٢٠٠٠و همكاران.(  
  نتایج و بحث

نمونه خاك ريزوسفري ارقام مختلـف   ٥٢از كل 
منتسـب بـه گـروه     جدايـه  ٢٠١گندم در مناطق يـاد شـده،   

هـاي   سويه. سازي گرديدنداهاي فلورسنت جد سودوموناس
ــعه  ــر اش ــده در براب ــدا ش ــاني UV ج ــيت پرتوافش ، خاص

هاي سبز، آبـي و   از خود نشان داده و به رنگ) فلورسانس(
. مشاهده گرديدنـد هاي مختلف پرتوافشاني  زرد و با شدت
در  هـاي فلورسـنت   ي گروه سودوموناسها جمعيت باكتري

سلول باكتري  ٤/٦×١٠٨تا  ٥١/١×١٠٥ ازهاي مختلف  نمونه
  بــودمتغيــر ) ريزوســفري خــاك(بـه ازاء هــر گــرم نمونــه  

هـاي سـودوموناس در    بـاكتري تراكم جمعيـت  . )١جدول(
  ، سـرداري، الونـد،  قياسـي ارقام  خاكهاي ريزوسفري  نمونه

 ، سبلان، كاسپارو، گاسكوژن و نويـد مرودشت، طوس،  آذر
 )٦١/٩×١٠٧( ها تر از ميانگين كل جمعيت سودوموناس پايين

 ،٢آذر ، فـلات، و در ريزوسـفر ارقـام شـيراز، آتـيلا، زريـن     
ــومي آزادي  كــراس ، ســبلان، تريتيكالــه،شــهريار و ارقــام ب

و  Vlassak. بـود  لاتر از ميانگين فـوق جمعيت ميكروبي با
ريزوســفر گياهــان  كــه در نشــان دادنــد) ١٩٩٢(همكــاران 
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و بـالا بـودن    ها متغير اسـت  مختلف جمعيت سودوموناس
توانـد   مـي ها در مورد ارقام اخير گنـدم   تعداد سودوموناس

. باشـد  در ريزوسـفر دهنـده كلونيزاسـيون مـوثر آنهـا      اننش
ــه  ــ ترشــحات ريش ــق ت ــيدروفورها از طري مين أاي و فيتوس

ها در كلونيزاسيون آنها موثر  نيازهاي غذايي ميكروارگانيسم
 نقـاط در  تواننـد  مـي  هـايي كـه   البته ميكروارگانيسم. هستند

تشـكيل  ) تجمـع سـلولي  (هـايي   ميكروكلونيداخلي ريشه، 
از آنهايي كه بطور انفرادي بـر روي ريشـه اسـتقرار     دهند، 

  اي دارنـد  يابند، دسترسي بيشـتري بـه ترشـحات ريشـه     مي
)Marschner  ،نتايج نشـان داد   همچنين). ١٩٩٧و همكاران

هاي  ها در نمونه خاك استان كه تراكم جمعيت سودوموناس
غربي و فارس بـالاتر از ميـانگين جمعيـت و در     آذربايجان

   .تر از ميانگين بود ي ساير استانها تراكم جمعيت پايينها نمونه
ها مقايسه انواع  در بررسي تنوع جمعيت ميكروارگانيسم

 يكي از روشهايي است كه بـه  ،با نقش يكسان يها پروتئين
  شـده اسـت    ها بكار برده ها و تفاوت منظور ارزيابي شباهت 

)Gill و Powell  ،هـاي   وشر استفاده ازدر اين ميان ). ١٩٦٨
اـ نظيـر الكتروفـورز     سريع و قابل تجديد براي تشـخيص سـويه   ه

هـاي   ، مطالعه تنـوع جمعيـت  )SDS-PAGE(هاي كل  پروتئين
امكـان   ايـن روش . ها را تسهيل كرده اسـت  طبيعي باكتري

ها را در يك زمان  تشخيص و مقايسه تعداد زيادي از ايزوله
: ١٩٧٥، De Leyو Keresters(نمايـد   نسبتاً كوتـاه مهيـا مـي   

Moore  ،هـاي   به همـين منظـور جدايـه   ). ١٩٨٠و همكاران
ها با يكديگر مقايسه  آوري شده از نظر الگوي پروتئين جمع
هاي مشـاهده شـده در جمعيـت     ها و شباهت تفاوت. شدند

هـا از نظـر تعـداد     تفـاوت . ها قابل توجه بـود  سودوموناس
   ).١شكل (محسوس بود  ي مورد مقايسهباندها

 (Clustering Analysis)اي  بنـدي خوشـه   وهنتـایج گـر  
هـاي   هـا و شـباهت   ها تفاوت حاصل از الکتروفورز پروتئین

کلاستر حاصله در سـطح   ).2شکل (محسوسی را نشان داد 
گـروه   16بـا یکـدیگر، وجـود     هـا  ه جدایـه بشاتدرصد  90

. را نشان داد یپروتئین مورفیک پلیتیپ  16الکتروفورزي یا 
در تعـداد جدایـه    .نامگـذاري شـدند   16تـا   1هـا از   گـروه 
بزرگتـرین   5هاي مختلف متغیر و گروه الکتروفورزي  گروه

هـاي بررسـی    درصد جدایـه  66/16که  را تشکیل دادگروه 
  .داد را در خود جا  شده 

Vlassak  بــــا الکتروفــــورز  ) 1992(و همکــــاران
هـاي   سـودوموناس جدایه از گروه  89هاي محلول  پروتئین

 ـ 12را به  آنها، فلورسنت  .ی تفکیـک نمودنـد  گروه پروتئین
 ـایـن   ،آزمونهاي بیوشیمیاییهمچنین با   5 بـه هـا را   هجدای

شـامل   ،عمده گروه 3،  گروه 5 از این. ندنمود تفکیک گروه
فلورسـنس و پوتیـدا بودنـد و بقیـه       سودوموناس هاي هنگو

هـاي فلورسـنت را    سـایر سـودوموناس   ،کوچک هاي گروه

هـا،   ها در داخل گـروه  قرارگرفتن گونه از نظر .شدند شامل 
آزمونهاي هاي حاصل از  گروهالکتروفورز و بندي  گروهبین 

در تحقیـق  . همبسـتگی ضـعیفی مشـاهده شـد    بیوشیمیایی 
بنـدي   داري بـین نتـایج گـروه    حاضر نیز همبسـتگی معنـی  

هاي بیوشیمیایی مشاهده نگردیـد   الکتروفورز و نتایج آزمون
هــــاي محلــــول نتوانســــت  و الکتروفـــورز پــــروتئین 

. هاي فلورسنت را تا حد گونه تفکیـک نمایـد   سودوموناس
هاي مربوط بـه یـک گونـه، در گروههـاي      در نتیجه جدایه

با اینحـال وجـود اخـتلاف در الگـوي     . مختلف قرارگرفتند
دهنـده تنـوع طبیعـی وسـیع بـین       توانـد نشـان   پروتئینی می

  . هاي مورد بررسی باشد جدایه
 هـاي  از نظر قرار گرفتن آنها در گونـه  ها شناسايي سويه

ــنت ــايج     فلورس ــتفاده از نت ــا اس ــودوموناس ب ــنس س ج
و  ن آزمـــو ولوژيـــك  يزي اي ميكروســـكوپي، ف ــ هـ

نجام گرفت و  ا يي  ا يوشيمي يهب بـه   هاي جدا متعلق 
ه  P. aeruginosaو  P.fluorescens ،P. putidaهاي  گون

 UVدر مرحله اول با اسـتفاده از لامـپ   . مشخص گرديدند
در  جدايه ۲۰۱ی گرديده بود که نمونه جداساز ۲۱۲دستی، 

نتايج آزمونهای اکسيداز،  .داخل گونه های فوق قرار گرفتند
هيدرولاز، سيترات وگلـوکز در هـر سـه     دی کاتالاز، آرژينين
هـای فلورسـنس بـرخلاف پوتيـدا و      سويه. گونه مثبت بود

زيتـول را  هالوز و مزواينو يآئروژينوزا توانايی استفاده از تر
. های پوتيـدا منفـی بـود    ذوب ژلاتين تنها در سويه. داشتند

درجه رشد  ۴۱های آئروژينوزا توانستند در دمای  سويهتنها 
هاي مختلف سودوموناس  ترتيب افزايش تعداد گونه .نمايند

  :بصورت زير بود
P. putida > P. fluorescens >> P. aeruginosa  

  
ريزوسفر گندم از گونه هاي  بنابراين غالب سودوموناس

بـدليل تـوان   توانـد   مياين غالبيت ). ٣شكل (ند پوتيدا بود
اين گونه در ريزوسفر گندم  رقابتي بالا و كلونيزاسيون موثر

  و همکـاران  Gardner .هـا باشـد   در مقايسه با سـاير گونـه  
كـه  نشان دادند نيز نتايج مشابهي را ارائه نمودند و ) ۱۹۸۴(

ای فلورسـنت ريزوسـفر   ه ـ   وناسسودومدرصد  ۶۲بيش از 
  .از گونه پوتيدا بودند ليمو

های بيوشيميايی  البته در مورد چندين سويه نتايج آزمون
متناقض بود، بطوريکه يک سويه که ذوب ژلاتين آن منفـی  

ايـن تنـاقض بـه    . هالوز نيز بـود  بود قادر به استفاده از تري
ــه ــ fluorescensو  putidaهــای  ويــژه در گون ود مشــهود ب

 ١هــای بينــابينی يــا حدواســـط    وســبب ايجــاد ســويه   
نيــز ضــمن مطالعــه ) ۱۹۸۴(و همکــاران  Gardner.گرديــد

                                                
1- Intermediate  
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ی فلورسنت به خواص نامتجانسی در برخی ها ناسسودومو
 . ها برخورد نمودند از سويه

بـر اسـاس سـاير    ای کـه   اين محققان نشان دادند سويه
درجـه   ۴۱قرارگرفتـه، در دمـای    putidaدر گونه  ها آزمون

ــود   ــد ب ــه رش ــادر ب ــويه  . ق ــروه س ــين در گ ــای همچن  ه
P.fluorescens هالوز و اينوزيتول  يکه توانايی استفاده از تر

ی رفــع ايــن ابـر . را داشـتند، فعاليــت ژلاتينـاز منفــی بــود  
ای مـذکور  ه ـ ا، در تشخيص و شناسـايی گونـه  ه ناهمگونی

در نظـر   P.fluorescens/P.putidaگروهی بعنوان حدواسط 
  ).٢٠٠٠و همكاران،  Bossis( شده است گرفته

هاي پوتيدا و فلورسنس با  ها به ويژه گونه سودوموناس
هاي مختلفـي رشـد آنهـا را     استقرار در ريشه گياهان از راه

ها از نظـر توليـد    مطالعه بيشتر اين گونه. نمايند تحريك مي
مواد تحريك كننده رشد گيـاهي، دورنمـاي روشـني را در    

افـزايش   .دهـد  ان به ويژه غلات نويد ميافزايش رشد گياه
 هـاي  بـا تلقـيح بـذري و خـاكي سـويه      در غلات عملكرد

گزارش شده محققين زيادي  سودوموناس توسط فلورسنت

، ١٩٩٦و همكاران  Khaliq، ١٩٩١، و همكاران Hoft( است
Germida و Walley ١٩٩٦، DeFreitas  وGermida ١٩٩٢( .

مختلفــي نظيــر توليــد هــاي  هــا بــا مكانيســم ايــن بــاكتري
ــون ــاهي  هورم ــاي گي ــل   و ه ــرل عوام ــيدروفورها، كنت س

يك در گياهـان  متسخاكزاد و ايجاد مقاومت سي يزا بيماري
و  Iswandi. شـوند  سبب تحريك و تقويت رشد گيـاه مـي  

نشان دادند كه اثر بازدارنـدگي ناشـي از   ) ١٩٨٩(همكاران 
، نقـش   7NSK2توليد سـيدروفور در سـويه سـودوموناس    

اميـد اسـت بـا    . زا دارد هـاي بيمـاري   همي در كنترل قارچم
از نظـر توليـد   هـا   بـاكتري  اين مطالعه و بررسي كه بر روي

دآمينـاز، فنـازين و سـاير     ACCهورمون اكسـين،  سيدروفور، 
ها ادامه دارد روزي شاهد توليد مايه تلقيح موثري از  بيوتيك آنتي

 گياهان راتوليـد تـوان   مـي  يها باشيم، درچنين صورت اين سويه
 .نمود ايمنزا  عوامل بيماري در برابر آنها را وبهبود بخشيده 

 
 
 

  
 ،آمید جدا شده از ریزوسفر گندم بر روي ژل آکریل Pseudomonasهاي  ایزولهیک فورتمقایسه نقوش الکترو - 1شکل 

 : از چپ براست ترتیب ها به جدایه
1-P59,  2-P60,   3-P61,   4-P64,   5-P71,   6-P76,   7-P80,   8-P124,   9-P92,   10-P93,   11-P138,    12-P141,   13-P144,   14-P147,    

15-P170 
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جدا شده از ریزوسفر گندم بر اساس نقوش الکتروفورزي  Pseudomonasهاي  اي جدایه بندي خوشه گروه - 2شکل 

  هاي سلولی  پروتئین
  

  
  دوموناس جدا شده از ریزوسفر گندمهاي سو فراوانی گونه - 3کل ش
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Abstract 

During the last decade, much research has been directed towards the 
potential use of plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR). Among the 
non-symbiotic rhizobacteria, much attention has been given to fluorescent 
pseudomonas spp., from which many effective inoculants have been 
prepared. Fluorescent pseudomonads with respect to their ability to produce 
siderophores and other plant growth promoting characteristics are of first 
priority for researchers. In order to isolate and identify native pseudomonas 
strains, 52 soil samples were collected from different locations representing 
rhizosphere of wheat and were assessed in terms of pseudomonas bacteria. 
Two hundred and one strains were isolated with King'B medium as 
fluorescent pseudomonads. The populations of these bacteria ranged between 
1.51*105 to 6*108 cfu (colony forming unit) per gram soil. To evaluate 
protein pattern, the isolates were compared by electrophoresis of soluble 
proteins on polyacrylamide gel. The isolates were classified into 16 
electrophoretic protein-polymorphic types based on their protein patterns in 
SDS-PAGE. The results of physiological and biochemical tests showed that 
Pseudomonas putida making up 52.73% of the total strains was the dominant 
genus in the wheat rhizosphere while 44.27 and 3 % of isolates consisted of 
P. fluorescens and P. aeruginosa, respectively. Therefore, owing to effective 
colonization of putida and fluorescens strains on wheat rhizosphere, the 
isolates may be good candidates for making PGPR inoculants. 
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