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   هاي فلورسنت ریزوسفر گندم هاي بومی سودوموناس ارزیابی توان سویه

  تولید سیدروفور براي
  
  محمدجعفر ملکوتی اله رحیمیان، حشمت ،میرحسن رسولی صدقیانی، کاظم خاوازي

  1و هادي اسدي رحمانی

  
  چکیده

رشد گیاهان در سـطح وسـیعی   براي تحریک و تقویت هاي ریزوسفري  باکتريهاي اخیر استفاده از توانایی  در دهه
هاي فلورسنت  هاي بومی سودوموناس این تحقیق با هدف بررسی پتانسیل تولید سیدروفور سویه. گسترش یافته است

 Pseudomonas putida، Pseudomonasهـاي   جدایـه از گونـه   201براي این منظور . انجام گرفت 1382درسال 
fluorescens  وPseudomonas aeruginosa ز مزارع گندم مناطق مختلف ایران جداسازي و براساس روشهاي که ا

خارجی متعلق بـه جـنس    PGPRهمچنین از دو سویه . بودند، مورد آزمایش قرار گرفتند استاندارد شناسایی شده 
) -sid(بعنوان شـاهد منفـی    MPFM1و از سویه ) +sid(بعنوان شاهد مثبت  GRP3و  7NSK2سودوموناس بنامهاي 

مورد ) CAS-agar(ها با استفاده محیط جامد حاوي کرم آزورل اس  توان تولید سیدروفور توسط سویه. داستفاده ش
میکرولیتـر از سوسپانسـیون    5اي با  آگار با روش کشت قطره-CASرنگ  هاي کشت آبی محیط. ارزیابی قرارگرفت

، 48، 24در فواصل . لقیح شدندت ارردر سه تک CFU/ml 108×5شده در حدود کشت تازه هر سویه با جمعیت تنظیم
گیري و شاخص نسبت قطرهالـه   رنگ اطراف کلنی اندازه ساعت انکوباسیون، قطر کلنی و قطر هاله نارنجی 96و  72

 100نتایج حاصل از ارزیابی توانایی تولیـد سـیدروفور نشـان داد کـه     . به قطر کلنی براي هر سویه محاسبه گردید
سرعت گسترش هاله در . آگار بودند-CASبه رشد و تولید سیدروفور در محیط هاي سودوموناس قادر  درصد سویه

ها  درصد سویه 14متر در روز و در  میلی 15-20درصد بین  61متر در روز، در  میلی 15ها کمتر از  درصد سویه 25
هـا را   از جدایـه ) درصـد  57(در گروه با توان تولید بالاي سیدروفور درصد زیادي . متر در روز بود میلی 20بیش از 

 56با  Pseudomonas putidaتشکیل داد و درگروه با توان تولید متوسط گونه  Pseudomonas fluorescensگونه 
بطورکلی در مورد هر سه گونـه از نظـر تولیـد سـیدروفور، بـالاترین فراوانـی در       . درصد بیشترین فراوانی را داشت

با توسعه هالـه   FP93و  FP136هاي  ها، جدایه بهترین سویه. داشت قرار) متر در روز میلی 15-20(محدوده متوسط 
 ،FP45 ،FP165 ،FP159هاي  ضمناً سویه. بودند Pseudomonas fluorescensمتر در روز از گونه  میلی 24معادل 

FP120 ،FP190  وFP106 7هاي خارجی  هاي مختلف توانایی بسیار بالایی نسبت به سویه از گونهNSK2  وGRP3 
با توجه به توانایی تولید اکسین و انحـلال   FP159و  FP93هاي برتر  از میان جدایه. ر تولید سیدروفور نشان دادندد

 .شوند پیشنهاد می PGPRتلقیح  فسفات نامحلول، براي تهیه مایه
  راآگ-CASو ) PGPR(هاي فلورسنت، ریزوباکتریهاي محرك رشد گیاه سیدروفور، سودوموناس :هاي کلیدي واژه
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متري خاك  ریزوسفر به لایه نازك یک الی دو میلی
 شود که بسته به شکل هــندسی  اطراف ریشه اطلاق می

 40تا  5در حدود (اي  ریشه گیاهان بخش قابل ملاحظه
اي یک  از خاك موجود در اطراف سیسـتم ریشـه) درصد

 دهد گیاه را تشکیل می
     )Boven  وRovira ,1999 .(ارگانیسمهاي میکرو

موجود در این ناحیه از نظر کمی و کیفی تحت تأثیر 
اي قرار  هاي ریشه نظیر تنفس و ترشحات ریشه فعالیت
  .دارند

)Boven  وRovira ,1999 .(هاي ریزوسفري  باکتري
هاي مفید  به انواع باکتري PGPR(1(محرك رشد گیاه 

و  Kloepper(گردد  مستقر در این ناحیه اطلاق می
Schroth ,1978.( مستقیم“هابه دو صورت  این باکتري ”

اي و  هاي تغذیه یعنی تحریک رشد گیاه از طریق مکانیسم
کنندگی  حل, هاي گیاهی فیزیولوژیکی مانند تولید هورمون

یعنی ” غیرمستقیم“شدن و یا  تسریع فرآیند معدنی, فسفات
زا از طریق تولید ترکیبات مختلف  کنترل عوامل بیماري

هاي ضد قارچ و  متابولیت, 2سیدروفور, انیدمانند سی
و  Cattelan(کنند  ها به رشد بهتر گیاه کمک می بیوتیک آنتی

  ).1999همکاران، 
و بلاخص  Pseudomonasهاي جنس  باکتري
از مهمترین اعضاي جامعه  3هاي فلورسنت سودوموناس

باشند که مطالعات بسیار زیادي  هاي ریزوسفري می باکتري
و اثرات مثبت ناشی از تلقیح  PGP4ت در خصوص صفا

باکتریهاي جنس . است آنها بر رشد گیاه صورت گرفته 
بوده  Pseudomonadaceaeبه خانواده متعلق سودوموناس 
تاژك  ، داراياي راست یا کمی خمیده میلهو به شکل 

هاي فلورسنت  گونه. و گرم منفی هستند ، بدون اسپورقطبی
 ،P. fluorescens ،P. putidaاین جنس شامل 

P. aeruginosa  پاتوژنهاي گیاهی نظیرهمچنین و 
 P. syringae و P. cichorii  هستند)Hendricks و 

  ). 2001همکاران، 
مشخصه عمومی سودوموناسهاي فلورسنت تولید 

طول موج  فرابنفش با پیگمانهایی است که در برابر نور
اصیت بویژه در شرایط کمبود آهن خ) نانومتر 254(کوتاه 

این . )2002و همکاران،  Leoni( فلورسانس دارند
از جمله انواع مهم  و محلول در آب سهاي فلورسن پیگمان

سیدروفورها کلاتها یا ترکیبات آلی با . هستندرها سیدروفو
وزن مولکولی کم و با میل ترکیبی شدید و اختصاصی براي 

ا ه میکروارگانیسم. هستند) +Fe3(شدن با آهن فریک  کمپلس
  منظور تأمین آهن مورد نیاز خود، در شرایط کمبود آهن به

                                                
1 - Plant growth- promoting rhizobacteria  
2- Siderophore 
3 - Fluorescent Pseudomonads 
4 - Plant growth- promoting 

)μM10 Fe3+<  (کنند که کمپلکس  سیدروفور ترشح می
نامحلول تشکیل داده و ) III(با آهن )Kf =1030(پایداري 

آورند  را بصورت ترکیب متحرك و قابل دسترس در می  آن
 خود ه داخل سلولرا بآن و از این طریق بطور مؤثري 

غلظت  ).2002و همکاران،  Leoni( نمایند می منتقل
 میکرومول 300تا  4سیدروفورهاي باکتریایی در خاك بین 

میکرومول در گرم  240تا  30قارچی بین  و غلظت انواع
 ). Hemming ،1993و  Barton( خاك گزارش شده است

سیدروفورهاي باکتریایی براساس ساختمان 
و  Barton(اند  شدهبندي  شیمیایی، به چهار دسته تقسیم

Hemming ،1993 .(دسته اول شامل سیدروفورهاي فنل -
  توان به انتروباکتین  هستند که از آن جمله می 5کاتکولی

)Enterobactin( آگروباکتین ،)Agrobactin( پیوکلین ،  
)Pyochelin ( و مایکوباکتین(Mycobactin) اشاره نمود .

ا را تشکیل دسته دیگري از سیدروفوره 6هیدروکساماتها
و  (Aerobactin)سیدروفورهاي آئروباکتین . دهند می

که توسط باسیلوس مگاتریوم و ) Schizokinen(شیزوکینن 
شود و  هاي جنس آنابنا تولید می سیانوباکترها مانند گونه

و خطی ) D2و  Eنوع (اي حلقه 7هاي  اکسامین همچنین فري
)A ،B ،D1 ،G1  وG2 (از این دسته هستند .

ها ترشح     ها عمدتاً توسط اکتینومیست اکسامین فري
گروه بعدي، ). Leong ،1986و  Neilands(شوند  می

ترین  هستند که مشخص 8سیدروفورهاي نوع کربوکسیلات
است که توسط ) Rhizobactin(نمونه آن ریزوباکتین

دسته . شود هاي از سینوریزوبیوم ملیلوتی تولید می سویه
این . هستند 9ها ریایی، پیووردینچهارم سیدروفورهاي باکت

رنگ سبز  سیدروفورها کروموپپتیدهاي محلول در آب و به
هاي فلورسنت تولید  تا زرد هستند و توسط سودوموناس

نوع پیووردین با ساختمان مختلف  70نزدیک به . شوند می
اي  نمونه) Pseudobactin( سودوباکتین. است شناسایی شده

دین بوده و از سیدروفورهاي نوع پیوور
و  Barton(شود  تولید می Pseudomonas B10توسط

Hemming ،1993 .( هاي  روشتفرق اشعه ایکس و
اسکپتروسکوپی نشان داده که سودوباکتین از یک 

پتید خطی تشکیل شده -L-Lys-D( ستا هگزاپ
threo--OH-Asp-L-Ala-D-allo-Thr-L-Ala-D-N-

                                                
5 - Phenol-catecholates 
6 - Hydroxamates 
7 - Ferrioxamin 
8 - Carboxylate 
9 - Pyoverdin 



  ١٢٩/  ١٣٨٥/  ١شماره /  ٢٠جلد / مجله علوم خاك و آب 

OH-Orn (ه داخل حلقهاورنیتین ب  که در آن باقیمانده N - 
متصل شده و باقیمانده لیزین با یک  1پیپریدون هیدروکسی

دار  ترکیب آهن .در ارتباط است 2مشتق فلورسنت کوئینولین
 (C42H57N12O16Fe.13H2O)دار سودوباکتین بصورت  آهن
باشد که بخش آمینوکوئینولین آن به سودوباکتین رنگ  می

و  IIIبا افزودن نمکهاي آهن . دهد سبز فلورسنت می
اي  فریک، رنگ آن به قهوه-تشکیل ترکیب سودوباکتین

در حال ). 1981و همکاران،  Teintze(یابد  قرمز تغییر می
ترین روش براي تشخیص تولید سیدروفور،  حاضر جامع

   CASروش 
)Schwyn  وNeilands ،1987 (اساس این سنجش، . است

، معرف IIIتایی آهن رقابت براي آهن بین یک کمپلکس سه
کننده یا سیدروفور  با یک کلات HDTMAو ) CAS(ی رنگ

شدید به  با داشتن تمایل سیدروفور. باشد میکروبی می
تایی برداشته  ، آن را از کمپلکس سه IIIشدن با آهن  ترکیب

از آبی به نارنجی  CASمعرف  و منجر به تغییر رنگ
از این روش عمدتاً براي ارزیابی توان تولید . شود می

و  Milagres(است  ها استفاده شده  کتريسیدروفور با
  ). 1999همکاران، 

توسط  ،سیدروفور بسیار بالاي تولید توانایی
 است ها گزارش شده هاي مختلفی از سودوموناس سویه

)Buysens  ،؛1996و همکاران Meyer ،2000؛ Hoft  و
 ).1988و همکاران،  Jurkevittch ؛1991همکاران، 
ایجاد رقابت و  سیدروفورها بواسطه تولیدها سودوموناس

 اثر بازدارندگی ،آهنبویژه  هاي مختلفابستروبراي س
قارچ عامل زا نظیر  علیه عوامل بیماري اي ملاحظه قابل

ی گدمر بافتو  )1991و همکاران،  Hoft( غلات 3پاخوره
ازخود  )1996و همکاران،  Buysens(پتیوم  ناشی قارچ
ها  هاي هوازي و قارچ تقریباً تمام باکتري. اند نشان داده

، لیکن توانایی تولید در دنکن تولید میسیدروفور 
هاي مختلف داخل هرگونه  ها و حتی سویه گونه

جذب . )Leong ،1986و  Neiland( متفاوت است
هاي  ها به حضور گیرنده آهن توسط باکتري - کمپلکس سیدروفور 

انایی شته و توداآنها بستگی  سلولیدر سطح غشاي پروتئینی خاص 
جذب سیدروفورهاي مترشحه خود و حتی سیدروفورهاي سایر 

در شرایط محدودیت آهن تلقی  ها، بعنوان توان رقابتی آنها باکتري
  ).1991و همکاران،  Crowley(. شود می

هاي متعددي در مورد امکان جذب  گزارش
آهن توسط ریشه گیاهان نیز گزارش -کمپلکس سیدروفور

و  Bar-Ness؛ 1988کاران، و هم Crowley (است  شده

                                                
10 - N-hydroxy piperidone 
11 - Quinoline 
1 - Take-all 

و   Sharma؛1996و همکاران،  Yehuda؛ 1991همکاران، 
این موضوع اهمیت سیدروفورها را  ).2003همکاران، 

جمله  کند، چه آهن در بسیاري از فرآیندها از دوچندان می
سازي اکسیژن مولکولی، احیاي  فعال و ذخیره

تجزیه  وسازي  ریبونوکلئوتیدها و نیتروژن مولکولی، فعال
پراکسیدها و انتقال الکترون توسط طیف وسیعی از ناقلها 

نتایج ). Goel ،2004و  Katiyar(  نقش کلیدي دارد
تحقیقات در مورد انتقال آهن بواسطه سیدروفورها نشان 
داده که از نظر میزان نیاز به آهن در گیاهان و میکروبها 

شود که  مشابهت وجود دارد و چنین استنباط می
نیاز  هاي ریزوسفري ممکن است آهن مورد وارگانیسممیکر

بنابراین گیاهانی که قادر به استفاده . گیاهان را تأمین نمایند
هستند،  IIIاز سیدروفورهاي میکروبی بعنوان حامل آهن 

شان در استفاده از منابع متعدد آهن در  اتکاي توانایی به 
شرایط مختلف خاك، کارائی بالاتري براي جذب آهن 

  .دهند نشان می
اعم از انواع متکی به  4کارا-برخی ازگیاهان آهن

ي توانند از سیدروفورها می جذب آهن، IIو یا  Iاستراتژي 
 ،مین آهن مورد نیاز خود بهره گیرندأبراي ت میکروبی
  یاد شده IIIاز این توانایی، بعنوان استراتژي حتی  که بطوري

و  Crowley ؛Romheld ،1994و  Marschner( است
بهرحال ). 1988و همکاران،  Jurkevitch؛ 1991همکاران، 

واسطه حضور سیدروفورها، قابلیت استفاده و تحرك  به 
 - آهن در ریزوسفر افزایش یافته و کمپلکس سیدروفور 

تواند در محلول خاك همراه با جریان  آهن تشکیل شده می
اي به سطح ریشه برسد و آهن از طریق آنزیم  توده
 موجود در غشاي پلاسمایی  IIIنده کلات آهن کن احیا

)Marschner  وRomheld،1994 ( و یا از طریق فرآیند
  .جذب شود) 1996و همکاران،  Yehuda(تبادل لیگاندي 

) PGPR(هاي محرك رشد  دانش استفاده از باکتري
هاي نوینی را در جهت افزایش رشد و عملکرد گیاه و  افق

در این میان انتخاب . دهد میکنترل عوامل بیماریزا نوید 
در حال حاضر . کننده است هاي برتر و کارا تعیین سویه
هاي فلورسنت شناسایی و  هاي مؤثري از سودوموناس سویه

باکتري . شود از آنها به منظور اهداف فوق استفاده می
Pseudomonas aeruginosa 7NSK2 ها  یکی از این جدایه

از ریزوسفر ) 1987(و همکاران  Iswandiاست که توسط 
این سویه در شرایط کمبود آهن . است جو جداسازي شده

سه نوع سیدروفور بنامهاي اسیدسالسیلیک، پیوکلین و 
و ) 1996و همکاران،  Buysens(نموده  پیووردین تولید 

باعث افزایش رشد گیاهانی از خانواده غلات و سبزیجات 

                                                
2 - Fe-efficient 
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) -sid(موتانت سیدروفور منفی  MPFM1سویه . است شده
که از آن ) 1991و همکاران،  Hoft(است  7NSK2باکتري 

یک . عنوان شاهد منفی در این تحقیق استفاده گردید به
 Pseudomonas sp GRP3ها سویه PGPRنمونه دیگر از 

این سویه از ریزوسفر سویا جداسازي شده که . است
توانایی بالایی در تولید سیدروفور داشته و از پتانسیل 

ي افزایش رشد و کمک به جذب آهن توسط گیاه خوبی برا
  ). 2003و همکاران،  Sharma(برخوردار است 

با توجه به نقش مهم سیدروفورهاي میکروبی در 
زاي خاکزاد، امکان تأمین آهن مورد  کنترل عوامل بیماري

هاي  نیاز گیاه و همچنین پتانسیل بالاي سودوموناس
قرار در ریزوسفر فلورسنت براي کلونیزاسیون ریشه و است

هاي بومی  ضرورت داشت تا توانایی تولید سیدروفور سویه
این تحقیق به بنابراین، . ایران نیز مورد ارزیابی قرار گیرد

هاي  ارزیابی توانایی تولید سیدروفور توسط سویهمنظور 
هاي  هاي فلورسنت، انتخاب سویه   بومی سودوموناس

در خاتمه و به . شدکارآمد از نظر تولید سیدروفور انجام 
هاي  بودن سویه PGPRمنظور یک برآورد کلی از وضعیت  

 PGPبا توانایی بالاي تولید سیدروفور، بعضی از صفات 
  .هاي خارجی مقایسه شد آنها با سویه

  ها مواد و روش
  هاي سودوموناس منشاء جدایه

 هاي جدایه از گونه 201در این تحقیق 
P. fluorescens ،P. putida و P. aeruginosa  از لحاظ

این . توانایی تولید سیدروفور مورد ارزیابی قرار گرفتند
هاي  استانها از ریزوسفر مزارع ارقام مختلف گندم  باکتري

آذربایجانشرقی، آذربایجانغربی، زنجان، همدان، کرمانشاه، 
اند  جداسازي شدهفارس، تهران، خراسان، کردستان و یزد 

که  یارقام گندم). 1383، رسولی صدقیانی و همکاران(
شامل شهریار، ها از ریزوسفر آنها تهیه شده بودند  باکتري

نوید، الموت، الوند، مرودشت، زرین، قیاسی، فلات، شیراز، 
آزادي، طوس، کاسپارو،  آتیلا، مهدوي، سرداري، کراس

چند رقم  ، سبلان، گاسکوژن، تریتیکاله و2، آذر3فلات
ها دو سویه  مراه این جدایهه  به .محلی آذربایجان بودند

PGPR  خارجی شامل سویهP. sp. GRP3  و سویهP. sp. 
7NSK2 بعنوان شاهد مثبت)Sid+ ( و همچنین سویهP. sp. 

MPFM1 ) موتانتSid-  7سویهNSK2 ( بعنوان شاهد منفی
. ها گنجانده شدند هاي بومی در آزمون  براي مقایسه جدایه

هاي  و سویه B.N. Johriاز طرف پروفسور  GRP3سویه 
7NSK2  وMPFM1  از طرف پروفسورM. Hoft  دریافت

  .شدند

  ها تهیه سوسپانسیون باکتري
براي تهیه سوسپانسیون، یک کلنی از کشت تازه هر 

 25لیتري حاوي  میلی 100جدایه در شرایط استریل به ارلن 
این محیط . تلقیح گردید KingBلیتر محیط کشت مایع  میلی

گرم  MgSO4 ،5/1گرم  5/1تئوز پپتون، گرم پرو20شامل 
KH2PO4  ها تا  ارلن. لیتر گلیسرول در لیتر بود میلی 10و

دور در  120و در  Cْ28زمان رسیدن به فاز سکون، در دماي
. شدند دقیقه بر روي دستگاه شیکر انکوباتوردار قرار داده 

گیري و کنترل  هاي مختلف با اندازه فاز سکون در گونه
 540ا دستگاه اسپکتروفتومتر در طول موججذب نوري ب

منظور تنظیم تراکم جمعیت  به. نانومتر تعیین گردید
ها، یک آزمایش اولیه با استفاده از  میکروبی یکسان در ارلن

هاي سه گونه مورد نظر بصورت مجزا انجام گرفت،  جدایه
 540ترتیب که در زمانهاي مختلف دانسیته نوري در  بدین

ها به روش شمارش کلنی  ین تعداد باکترينانومتر و همچن
سپس منحنی رشد باکتري در زمانهاي . گیري شدند اندازه

هاي مورد نظر رسم و از این منحنی  مختلف براي گونه
. براي تعیین زمان رسیدن به فاز سکون استفاده گردید

هاي  ها در دانسیته همچنین از روي منحنی جمعیت باکتري
لیتر  ها در هر میلی تريمختلف نوري، تعداد باک

سوسپانسیون برآورد گردید و در صورت لزوم با استفاده از 
نمودن  نسبت به تنظیم و یکسان  NaClمحلول نیم درصد 

  . ها اقدام گردید جمعیت جدایه
  )S )CAS Blue Agarتهیه محیط آگار آبی کرم آزورل 

شده  براي تهیه این محیط بر اساس روش اصلاح
Alexander  وZuberer )1991 ( چهار محلول بطور مجزا

  .تهیه، استریل و سپس باهم مخلوط شدند
  Fe-CASمحلول معرف  -1

یک  FeCl3.6H2Oلیتر  میلی 10این محلول از اختلاط 
 50با ) مولار اسیدکلریدریک میلی10در محلول (مولار  میلی
 CAS )21/1گرم  میلی 5/60لیتر محلول حاوي  میلی
این مخلوط ارغوانی تیره . تهیه شد) رلیت گرم درمیلی میلی

لیتر  میلی 40آرامی و همراه با تکان دادن پیوسته به  به
گرم  میلی HDTMA )82/1گرم  میلی 8/72مقطر حاوي  آب

محلول آبی تیره حاصله . اضافه شد) لیتر در یک میلی
  .گراد سرد شد درجه سانتی 50اتوکلاو و تا 

  محلول بافر -2
 ٧٥٠در  ١ PIPESگرم  ٢٤/٣٠فر، براي تهيه محلول با

  محلول نمكي حاوي. ليتر محلول نمكي حل گرديد ميلي
. بود NH4Clگرم  ١و  NaClگرم /. ٥، KH2PO4گرم /. ٣

pH  درصد  ٥٠اين محلول با استفاده از محلولKOH   در

                                                
1 - 1.4-piperazinethanesulfonic acid 



  ١٣١/  ١٣٨٥/  ١شماره /  ٢٠جلد / مجله علوم خاك و آب 

ليتر  ميلي ٨٠٠تنظيم گرديد و سپس حجم نهايي آن به  ٨/٦
گرم آگار  ١٥زودن مخلوط حاصل پس از اف. شد  رسانده

  .گراد سرد شد درجه سانتي ٥٠اتوكلاو و تا 
  محلول غذایی -3

 ٤٩٣گرم مانيتول،  ٢گرم گلوكز،  ٢حاوي 
 ١٧/١، CaCl2گرم  ميلي ١١، MgSO4.7H2Oگرم  ميلي
/. ٠٤، H3BO3گرم  ميلي ٤/١، MnSO4.H2Oگرم  ميلي
 ١و  ZnSO4.7H2Oگرم  ميلي ٢/١، CuSO4.5H2Oگرم  ميلي
. ليتر آب مقطر بود ميلي ٧٠در  Na2MoO4.2H2O گرم ميلي

گراد  درجه سانتي ٥٠اين محلول پس از اتوكلاو تا دماي 
  .سرد گرديد

  محلول کازوآمینواسید -4
گرم کازوآمینواسید در  3براي تهیه این محلول، 

مقطر حل شد وسپس بوسلیه کاغذ صافی   لیتر آب میلی 30
  .میکرون استریل شد/. 45غشائی با قطر 

شدن چهار محلول فوق، محلول  پس از آماده
به محلول بافر و محلول کازوآمینواسید اضافه  3شماره 
زدن آرام و بدون ایجاد حباب،  سپس همراه با بهم. گردید

ها پخش  به آنها اضافه و در پلیت Fe-CASمحلول معرف 
  .گردید

در محیط  1گذاري ها با روش تلقیح قطره کشت باکتري
CAS-Agar2 
آگار پس از -CASهاي حاوي محيط  ليتپ

انجماد، با تيغ استريل به چهار قسمت مساوي تقسيم 
هاي موردمطالعه با  از سوسپانسيون تازه جدايه. شدند

 ٥اندازه   به)  ٥×١٠٨ CFU/ml(شده  جمعيت تنظيم
گذاري تلقيح  ميكروليتر در وسط هر قسمت با روش قطره

هاي  ي از سويههاي بوم همزمان با تلقيح جدايه. شد
PGPR 7خارجيNSK2  وGRP3  بعنوان شاهد مثبت

)Sid+ ( و از سويهMPFM1  بعنوان شاهد منفي)Sid- ( نيز
هاي  پليت. در همان محيط كشت تلقيح انجام گرفت

توانايي توليد . درجه نگهداري شدند ٢٨شده در دماي  تلقيح
از آبي به (سيدروفور از روي تغيير رنگ بسيار واضح 

گيري هاله نارنجي  آگار و با اندازه-CASمحيط ) ينارنج
ها و در فواصل  شده در اطراف كلني باكتري رنگ تشكيل

همچنين . ساعت ارزيابي گرديد ٩٦و  ٧٢، ٤٨، ٢٤زماني 
قطر كلني باكتري و نسبت قطرهاله به قطر كلني نيز تعيين 

  .شد
ها از نظر توانايي توليد  گري جدايه پس از غربال

هاي  شده به همراه سويه هاي برتر انتخاب سويه سيدروفور،

                                                
1 - Spot inoculation 
2- Universal CAS assay 

7NSK2  وGRP3 هاي محرك  از لحاظ برخي خصوصيت
رشد نظير توانايي توليد اكسين و تونايي انحلال فسفاتهاي 

گيري توانايي توليد  اندازه. معدني نامحلول ارزيابي گرديدند
اكسين با روش اسپكتروفتومتري و با استفاده از معرف 

براي اين منظور از . انجام گرفت Salkowskiسالكووسكي 
استفاده  ٣ TSBها در محيط مايع  ساعته جدايه ٧٢كشت 

دور در دقيقه بمدت  ٧١٦٠بعد از سانتريفيوژ كردن در . شد
 ٢مخلوط (دقيقه، محلول رويي با معرف سالكووسكي  ٥

) HClO4درصد  ٣٥ليتر  ميلي ٩٨و  FeCl3مولار /. ٥ليتر  ميلي
دقيقه و  ٢٥مخلوط و بعد از گذشت  ١ه ب ٢به نسبت 

در طول  O.Dدور در دقيقه،  ١٩٧٠٠سانتريفيوژ مجدد در 
و همكاران،  Benizri(گيري گرديد  نانومتر اندازه ٥٣٠موج 
ها در  همچنين ميزان توليد اكسين توسط جدايه). ١٩٩٨

نيز ارزيابي ) ساز سنتز اكسين پيش(حضور تريپتوفان 
گرم در ليتر  ميلي ١٠ر از غلظت منظو براي اين. گرديد

توانايي . استفاده گرديد TSBتريپتوفان در محيط كشت 
/. ٥گرم گلوكز،  ١٠( Sperberانحلال فسفات در محيط 

گرم /. ١٤، MgSO4.7H2Oگرم /. ٢٣گرم عصاره مخمر، 
CaCl2 ،گرم  ٥/٢Ca3(PO4)2  گرم آگار در يك ليتر ١٥و (

روش (ر و همانند روش آزمون توليد سيدروفو
از روي هاله . مورد سنجش قرار گرفت) گذاري قطره

ها در انحلال  ها، توانايي جدايه ايجادشده در اطراف كلني
  ).١٩٥٨، Sperber(معدني نامحلول تعيين شد   فسفات

  نتایج و بحث
  آگار - CASارزیابی تولید سیدروفور در محیط 

ماده  Neilandsو  Schwynطبق مشاهدات 
HDTMA  تايي براي  ساختمان كمپلكس سهموجود در

و قارچها، ) هاي گرم مثبت بويژه باكتري(ها   برخي از باكتري
با وجود اين نتايج . سمي و خاصيت بازدارندگي دارد

هاي  حاصل از ارزيابي توانايي توليد سيدروفور در جدايه
درصد  ١٠٠سودوموناس بومي در اين تحقيق نشان داد كه 

- CASتوليد سيدروفور در محيط ها قادر به رشد و  جدايه
  Zubererو  Alexanderدر تحقيقي كه توسط . آگار بودند

هاي  منظور ارزيابي توليد سيدروفور در باكتري به) ١٩٩١(
 ٧٩الي  ٧١شد كه  ريزوسفري انجام گرفت، نشان داده

درصد از جمعيت ميكروبي موجود در ريزوسفر قادر به 
چنين برخي از هم. آگار نبودند– CASرشد در محيط 

قادر به توليد سيدروفور  M9ها كه در محيط مايع  باكتري
. آگار اين توانايي را از دست دادند-CASبودند، در محيط 

اند  براي رفع اين مشكل، محققان راههايي را پيشنهاد نموده
نمودن مقدار اضافي  توان به خنثي كه از آن جمله مي

                                                
3 - Tripticase Soy Broth 



  توليد سيدروفور براي های فلورسنت ريزوسفر گندم های بومی سودوموناس ارزيابی توان سويه / ۱۳۲

HDTMA افزودني  كننده، شناسايي با يك رزين جذب
جايگزين و غيرسمي و استفاده از محيط كشت مناسب 

آگار دريك پليت اشاره نمود -CASهمراه محيط  باكتري به
 )Milagres  ،بهرحال در اين تحقيق ). ١٩٩٩و همكاران

و  7NSK2هاي  جدايه سودوموناس بومي وسويه ٢٠١تمام 
GRP3 شده در بيشتر  هاله تشكيل. سيدروفور توليد نمودند

اي كاملا واضح بود و در تعدادكمي از  ها با حاشيه كتريبا
. شده بصورت پخشيده بود هاله تشكيل ها، حاشيه  جدايه

. همچنين رنگ هاله از نارنجي پررنگ تا زرد متغير بود
بود، بر  از آن استفاده شده  -Sidكه بعنوان  MPFM1سويه 

آگار رشد كرد ولي سيدروفور توليد  -CASروي محيط 
  . دننمو 

گيري قطر هاله  ميزان توليد سيدروفور با اندازه
جدول . ها ارزيابي گرديد نارنجي رنگ اطراف كلني باكتري

نتايج مربوط به سرعت گسترش هاله نارنجي ناشي از  ١
آگار را نشان  – CASتوليد سيدروفور در محيط كشت 

 ٢٥نتايج نشان داد كه ميزان گسترش هاله در . دهد مي
 ٦١متر در روز، در  ميلي ١٥ها كمتر از  هدرصد كل جداي

ها  درصد جدايه ١٤متر در روز و در  ميلي ١٥-٢٠درصد بين
در گروه با توان توليد . متر در روز بود ميلي ٢٠بيش از 

 ١٦، )متر در اولين روز ميلي ٢٠بيش از (بالاي سيدروفور 
 Pseudomonasجدايه را گونه  ٢٨جدايه از مجموع 

fluorescens يل داد كه نشان از توانايي بالاي اين گونه تشك
 ١٥بين (در گروه با توان توليد متوسط . توليد سيدروفور بوددر 
 ٥٦با  Pseudomonas putidaگونه ) متر در روز ميلي ٢٠الي 

بطوركلي در مورد هر سه . بيشترين فراواني را داشت درصد
ساعت،  ٢٤گونه از نظر سرعت توليد سيدروفور در طي 

  .ترين فراواني در محدوده متوسط قرار داشتبالا
قطر كلني و نسبت قطر هاله به قطر كلني  ٢جدول 

های سه  نتايج نشان داد كه در بيشترجدايه. دهد را نشان مي
ميلی متر و نسبت قطر هاله به  ٥گونه، قطر کلنی کمتر از 

هايی که از نظر قطر  در جدايه. بود ٣قطر کلنی بيشتر از 
دوده بالا قرارداشتند، غالباً قطر کلنی بويژه در هاله در مح

ميلی متر و نسبت قطر هاله به  ٥هاي اوليه کمتر از  زمان
همچنين اين نسبت در طول . بود ٣قطر کلنی بيشتر از 

ها از نظر  بهترين جدايه. چهار روز روند صعودی داشت
 ٢٤با توليد معادل  FP93و  FP136توليد سيدروفور، 

 Pseudomonas fluorescensروز از گونه متر در  ميلي
، FP45 ،FP165، FP159، FP120هاي  بودند، ضمناً سويه

FP190  وFP106  كه هر سه گونه باكتريايي در آنها يافت
هاي خارجي  شد از نظر توليد سيدروفور نسبت به سويه مي

7NSK2  وGRP3 برتري نشان دادند.  
از ميزان تواند بعنوان معياري  گسترش قطر هاله مي

در ). ١٩٩٩، Henkelsو Loper (توليد سيدروفور بكار رود 
اندازه قطرهاله، قطر کلنی و نسبت قطر  ٢و  ١هاي  شکل

  از گونه( FP159 های هاله به قطرکلنی برای جدايه
P. putida( ،FP93 ) از گونهP. fluorescens(  وFP45 ) از

ی های خارج درمقايسه با جدايه )P. aeruginosaگونه 
7NSK2  وGRP3 قطر هاله  .شده است نشان دادهFP93  و
FP159ها بطور  ، در تمام زمانها نسبت به بقيه جدايه

و ) الف -١شكل(بيشتر بود ) درصد ١در سطح (داري  معني
متر  ميلي ٤٥و  ٣/٦٠قطر هاله آنها در روز چهارم بترتيب به

اي به  قطر هاله GRP3و  7NSK2در همين زمان . رسيد
توان توليد  7NSK2سويه . متر داشتند ميلي ٢٨و  ٤١ه انداز

بهرحال با افزايش . داشت GRP3سيدروفور بيشتري از 
ها روند  زمان انكوباسيون توليد سيدروفور در اين جدايه

صعودي داشت، ليكن اين روند توليد سيدروفور در جدايه 
FP93 ) بطور چشمگيري افزايش ) ساعت ٧٢بويژه پس از
هاي  شت زمان، قطر كلني در تمام جدايهبا گذ. يافت

 FP93هاي  سويه). ب - ١شكل(شده افزايش يافت   بررسي
آگار  - CASاز توانايي رشد خوبي در محيط  GRP3و 

  . برخوردار بودند
هنگام  بودن جمعيت اوليه باكتري به رغم يكسان به

آگار، باكتريها در اين محيط  - CASتلقيح در محيط 
ي داشتند و حتي با گذشت زمان سرعت رشد متفاوت

اختلاف قطر كلني آنها به حداكثر رسيد بطوريكه 
شده تأثير  توانست بر اندازه نسبت آن به قطر هاله تشكيل مي

تواند  نسبت قطر هاله به قطر كلني ميبنابر اين . بگذارد
تري براي مقايسه توانايي توليد  بعنوان شاخص دقيق

  .ر رودهاي مختلف بكا سيدروفور جدايه
  

  هاي مختلف ها از نظر سرعت گسترش هاله در زمان جدایه تعداد مقایسه - 1جدول 

 گونه باکتري

Low 
Dh < 15 mmd-1 

Medium 
15 < Dh < 20 mmd-1 

High 
Dh>20 mmd-1  تعداد

     )ساعت(زمان     جدایه
 24 48 72 96 24 48 72 96 24 48 72 96  

P. putida 26 1 - - 69 15 4 - 11 90 102 106 106 
P. fluorescens 23 - - - 50 6 1 1 16 83 88 88 89 
P. aeruginosa 1 - - - 4 1 - - 1 5 6 6 6 

 201 200 196 178 28 1 5 22 123 - - 1 50 مجموع
Dh :متر در روز سرعت گسترش قطر هاله برحسب میلی  
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  هاي مختلف ت قطر هاله به قطر کلنی در زمانها از نظر قطر کلنی و نسب جدایه تعداد مقایسه - 2جدول 

 گونه باکتري

Dc< 5 mm Dc> 5 mm  Dh/Dc < 3  Dh/Dc> 3  
       )ساعت(زمان     
24 48 72 96 24 48 72 96 24 48 72 96 24 48 72 96 

P. putida 71 1 - - 35 105 106 106 41 37 39 60 65 69 67 46 
P. fluorescens 56 1 - - 33 88 89 89 36 19 25 42 53 70 64 47 
P. aeruginosa 3 - - - 3 6 6 6 2 5 5 5 4 1 1 1 

 94 132 140 122 107 69 61 79 201 201 199 71 - - 2 130 مجموع
Dc : ،قطر کلنیDh/Dc : نسبت قطر هاله بر قطر کلنی  
 

  

  
  )الف( 

  
 )ب(

   ولیدکننده سیدروفورهاي برتر ت قطر هاله و قطر کلنی جدایهمقایسه   - 1شکل 
  

  
  هاي برتر تولیدکننده سیدروفور نسبت قطر هاله به قطر کلنی جدایه  - 2شکل 

  
   هاي برتر تولیدکننده سیدروفور توانایی تولید اکسین و انحلال فسفات معدنی جدایه - 3جدول 

توانایی انحلال   )mg/l( میزان اکسین تولید شده  جدایه
 Trp  +Trp-  فسفات

7NSK2 n.d n.d -  
GRP3 n.d n.d  +  
PF45  55/16  18/17  -  

PF159 44/67  98/66  +  
PF93 13/2  19/2  +  
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n.d  : ،عدم توانايی انحلال فسفات و ): -(توانايی انحلال فسفات ، (+): غير قابل تشحيصTrp  :تريپتوفان  
هاي مورد  نسبت قطر هاله به قطر كلني در جدايه

هاي  در مورد جدايه. بودمتغير  ٩٦/٣تا  ٢١/٢بررسي از 
FP93 ،FP159  7وNSK2 ساعت افزايش  ٤٨، اين نسبت تا

اما : داري در آن مشاهده نگرديد يافت و در ادامه تغيير معني
 GRP3و  FP45هاي  نسبت قطر هاله به قطر كلني در جدايه

اين كاهش در . با افزايش زمان انكوباسيون كاهش يافت
هاي  در جدايه. دار بود درصد معني ١در سطح  FP45سويه 

بودن قطر هاله  تواند به دليل كم  اخير كاهش اين نسبت مي
بنابراين شاخص قطر هاله به قطر . سيدروفوري آنها باشد

دهنده ميزان ثبات و پايداري در توليد  تواند نشان كلني مي
يعني هرچه اين نسبت با : حساب آيد  سيدروفور نيز به

و يا حداقل ثابت بماند، در پيشرفت زمان افزايش يابد 
است و  حقيقت ميزان توليد سيدروفور افزايش يافته 

چنانچه اين نسبت در مورد يك سويه كاهش يابد نشان 
دهد احتمالاً سويه مورد نظر در زمانهاي اوليه از توان  مي

توليد خوبي برخوردار بوده ليكن با گذشت زمان رشد 
. ايش يافته استشده افز  كلني بيش از سيدروفور ترشح

ديگر باكتري در همان زمانهاي اوليه نياز آهن خود   بعبارت
را تأمين نموده و به تبع آن ترشح سيدروفور كاهش 

  . است  يافته
هاي مهم براي انتخاب  يكي ديگر از خصوصيت

هاي گياهي  هاي محرك رشد، توانايي ترشح هورمون باكتري
. ك استو همچنين قدرت انحلال فسفات نامحلول خا

توانايي انحلال فسفات معدني نامحلول و ميزان  ٣جدول 
هاي برتر توليد كننده  توليد هورمون اكسين توسط جدايه

) Trp(سيدروفور را در حضور و عدم حضور تريپتوفان 
هايي كه به اين منظور و جهت  در بين جدايه. دهد نشان مي

مورد سنجش قرار  GRP3و  7NSK2هاي  مقايسه با سويه
در حضور و  FP93و  FP45 ،FP159رفتند؛ هر سه سويه گ

ميزان اكسين . قادر به توليد اكسين بودند Trpعدم حضور 
و  7NSK2(خارجي  PGPRهاي  توليد شده توسط سويه

GRP3 (هاي بومي  غيرقابل تشخيص بود، ليكن جدايه
. بودنداز توانايي بسيار بالايي برخوردار  FP159بويژه 

نشان دادند كه تحريك رشد ) ١٩٨٧(و همكاران  Lifshitzمطالعات 
در  با توانايي آن Pseudomonas putidaرويشي ايجاد شده توسط 

توليد هورمونهاي گياهي و تركيبات محرك رشد ارتباط 
با روش ) ٢٠٠٢(و همكاران  Asghar. داشت

اسپكتروفتومتري و با استفاده از معرف سالكووسكي 
توليد اكسين غربال نمودند و را از نظر  PGPRهاي  باكتري

هاي برتر، افزايش  ضمن تلقيح بذرگياه كلم با جدايه
هاي فرعي  داري در ارتفاع گياه، قطرساقه، تعداد شاخه معني

در تحقيق حاضر افزودن . و تعداد غلاف در بوته شدند

Trp ها تأثير كمي در افزايش توليد  به محيط رشد باكتري
  .اكسين داشت

هاي نامحلول،  انحلال فسفات از نظر توانايي
 PF45مثبت بودند در حاليكه  FP93و  PF159هاي  جدايه

 7NSK2در مقايسه با  GRP3سويه . فاقد اين توانايي بود
مقدار زيادي از فسفر موجود . قادر به انحلال فسفات بود

در كودها در خاكهاي آهكي به تركيبات نامحلول كلسيم و 
ه فسفات آهن و آلومينيم منيزيم و در خاكهاي اسيدي ب

بنابراين . شود تبديل شده و از دسترس گياه خارج مي
براي  ١)PSB(كننده فسفات  هاي حل استفاده از باكتري

تبديل شكل نامحلول فسفر به شكل محلول ضروري بنظر 
  ). ١٩٨٨، Berthlinو  Laheurte(رسد  مي

 سيدروفورواسطه توليد ب ی سودوموناسها باكتري
كنترل عوامل سبب  ٢يكمتسمقاومت سي القايبا ، بالا

و  Iswandiشوند، بطوريكه  ميخاكزاد  ي گياهيزا بيماري
نشان دادند اثر بازدارندگي ناشي از توليد ) ١٩٨٧(همكاران 

، نقش مهمي 7NSK2سويه سودوموناس توسط سيدروفور 
مطالعه بيشتر اين . زا دارد هاي بيماري در كنترل قارچ

توليد مواد تحريك كننده رشد گياهي، از نظر  ها جدايه
دورنماي روشني را در افزايش و تقويت رشد گياهان به 

با تلقيح  غلات افزايش عملكرد .دهد ويژه غلات نويد مي
از  هاي سودوموناس با سويهزيركشت آنها خاك يا  بذر و
گزارش ) ١٩٩١(و همكاران  Hoftتوسط  7NSK2جمله 

حاضر نشان داد كه سويه بهرحال نتايج تحقيق  .شده است
7NSK2  توانايي توليد اكسين و انحلال فسفات نامحلول را

نداشته و فقط قادر به توليد سيدروفور آن هم كمتر از 
وضعيت  GRP3سويه . بود PF159و  PF93هاي  سويه
، چه توانايی انحلال فسفات داشت 7NSK2بهتری از  نسبتاً

را  GRP3ه ک) ٢٠٠٣(و همكاران Sharma. بودآن مثبت 
معرفی نمودند، نشان دادند اين باکتری بطور  PGPRبعنوان 

چشمگيری رشد و جذب آهن توسط گياهان را افزايش 
. اين سويه توانايی توليد اکسين را نداشت گرچه،داده است 

که بترتيب از خاکهای  PF159و  PF93 هاي سويه
  آذربايجان غربی و خراسان جداسازی شده هاي استان
های محرک رشد وضعيت  از لحاظ خصوصيت د،بودن

. بسيار مطلوبتری از انواع خارجی مورد مطالعه داشتند
توان  هاي اين دو جدايه مي بنابراين با تكيه بر توانايي

مركب از  PGPRهاي  اطمينان داد با تهيه مايه تلقيح باكتري
ها به افزايش رشد و عملكردهاي بالايي دست  اين جدايه

  .يافت
                                                

1 - Phosphate solubilizing bacteria 
2 - Induced systemic resistance (ISR) 
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