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  هاي باکتریایی  هاي افزاینده رشدي جدایه بررسی برخی ویژگی
  هاي برگزیده دست آمده از کودهاي جانوري و شناسایی جدایه به

  
  3 و احد یامچی2مطلق ارانی، مجتبی ب2نصرآبادي رضا قربانی*، 1روشن الهام نورزاده

استادیار گروه علوم خاك، دانشگاه علوم 2ارشد گروه علوم خاك، دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی گرگان،  آموخته کارشناسی دانش1
  گاناستادیار گروه اصلاح نباتات و بیوتکنولوژي، دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی گر3کشاورزي و منابع طبیعی گرگان، 

  9/8/94:  ؛ تاریخ پذیرش28/4/94: تاریخ دریافت
  

  1چکیده
افزاینده  يهايباکتر. باشد  هاي کشاورزي وابسته به فاکتورهاي زیستی بسیاري می  رشد گیاهان در خاك:سابقه و هدف  

ــاهشد ر ــدمیتو غیرمستقیم و مستقیمهــاي   راهاز گی ــه انن ــاهش . دشو عیزرا نگیاها در عملکــرد و شدر یشافزا مای ک
هاي کودي و رسیدن بـه سـطح پایـدار و مطلـوب تولیـد از اهـداف  گیري بیش از اندازه نهاده هاي ناخواسته بهره پیامد

دلیل بهبود حاصلخیزي خاك و جذب عناصـر غـذایی، منجـر بـه  گیري از ریزجانداران به بهره. کشاورزي پایدار است
سـازي  هـدف از ایـن پـژوهش جداسـازي و خـالص. ودشـ افزایش رشد و عملکرد گیاهان و بهبود سلامت خاك می

  .هاي برگزیده بود ها و شناسایی جدایههاي افزاینده رشدي گیاه آن ها از کودهاي جانوري، ارزیابی ویژگی باکتري
هـا، از ده نمونـه کـود جـانوري  هـاي افزاینـده رشـد بـاکتري  در این پژوهش براي شناسایی ویژگـی:ها و روش  مواد

هـاي  جامـد بـر پایـه پیـدایش هالـه، تنـدي رشـد و ویژگـی NBRIPجدایـه در محـیط  27نـاگون، هاي گو سرزمین
، HCNشامل توان ساخت اکسین، سیدروفور،  PGPهاي  سازي شدند و سپس از دیدگاه ویژگی مورفولوژیک، خالص

ابی شـد و در پایـان هاي پروتئاز، سـلولاز، آلفـا آمـیلاز و فیتـاز ارزیـ تراوش آنزیم هاي نامحلول و حل کردن فسفات
   . شناسایی شدند16S rRNAهاي برگزیده بر پایه  جدایه
از فـسفات  گرم در لیتـر فـسفر  میلی373 و 3/13با آزادسازي  7 شماره هاي بررسی شده جدایه از میان جدایه :ها یافته

  داري  همبستگی منفـی معنـی. هاي نامحلول را نشان دادند ترین توان انحلال فسفات بیش فسفات کلسیم آلومینیوم و تري
)01/0, P≤86/0- =r (کلسیم فسفات و  میان توان انحلال تريpH ترین میـزان   بیش21همچنین جدایه . وجود داشت

از . را دارا بودنـد HCN توان ساخت 30  و53هاي  تنها جدایه. گرم در لیتر فراوري نمود  میلی8/52اکسین را به اندازه 
 بررسی شده تنها سه جدایه توان تراوش هر سه آنزیم پروتئاز، آلفا آمیلاز و کربوکسی متیل  جدایه باکتریایی27مجموع 

سـنجش فعالیـت فیتـاز . گیري هر سه آنزیم نشان داد ترین هاله را در اندازه  بیش49سلولاز را فرآوري نموده و جدایه 
هـاي   جدایـه16S rRNAهـاي  آنـالیز تـوالی.  جدایه توان ساخت این آنزیم هستند6اي نشان داد که تنها  برون یاخته

 Enterobacter ،Sphingobium هاي هاي جنس هاي یاد شده همانندي بسیاري به باکتري برگزیده نشان داد که جدایه
 پدید آورد و دو جدایـه دیگـر CAS-agarتنها یکی از سه جدایه برگزیده هاله اندکی در محیط . داشتند Serratiaو 
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هاي باکتریایی بررسی شده در این پژوهش نشان داد که برخـی  هاي افزاینده رشدي گیاه در جدایه  ویژگی:گیري نتیجه
هاي توانمنـد  آن دسته از جدایه .باشند عنوان باکتري افزاینده رشد گیاه را دارا می گیري بالقوه به ها توانایی بهره از جدایه

گیري در بخش کشاورزي هستند بلکه وابـسته  روتئاز، آمیلاز و سلولاز نه تنها داراي توانایی بهرههاي پ در ساخت آنزیم
  .توانند از این نظر نیز مورد بررسی قرار گیرند ویژه پروتئاز و آمیلاز در صنعت می ها به به اهمیت این دسته از آنزیم

  
   ، فیتاز، افزاینده رشد گیاهکلسیم فسفات، فسفات آلومینیوم، اکسین  تري: کلیديهاي واژه

  
 مقدمه

هاي میـان  ریزوسفر جایگاهی است که برهمکنش
انـواع . دهد خاك، گیاهان و ریزجانداران در آن رخ می

هایی که بر روي رشد و کارکرد گیاه پیامد  ریزوباکتري
هاي افزاینـده رشـد گیـاه  سودمند دارند را ریزوباکتري

(PGPR)هاي محرك رشد  ترین باکتري مهم. نامند  می
 ،Azospirillum ،Pseudomonas هاي گیاه شامل جنس
Enterobacter ،Serratia ،Bacillus و Arthrobacter 

و  Trichoderma و Piriformospora هـاي و قارچ
). 9(باشــند  هــا مــی انــواع دیگــري از میکروارگانیــسم

ها بر رشد گیاه مانند سـاخت  هاي مستقیم پیامد آن راه
، یونوفورها، افزایش دسترسـی گیـاه بـه ها فیتوهورمون
هـاي  آنزیمی فـسفات آنزیمی و غیرتجزیه فسفر از راه 

اي،  نامحلول آلـی و معـدنی، گـسترش سیـستم ریـشه
دآمینـاز و سـاخت  -ACCهاي آنزیمی چـون  فعالیت

بـار اتـیلن  ریزوبیتوکسین براي کاهش پیامدهاي زیـان
ت زیـستی زایی و در پایان تثبی استرسی و افزایش گره

روش ). 3( نیتروژن مولکولی به اثبـات رسـیده اسـت
 استفاده از این PGPRهاي  غیرمستقیم کارکرد باکتري

از . باشد ها در بیوکنترل عوامل بیمارگر گیاهی می باکتري
تـوان   میها گروه سازوکارهاي بازدارندگی این باکتري

.  را نام بردHCNچون  هاي ثانویه هم ساخت متابولیت
HCNهاي بیمـاریزا  اخته شده، سیستم تنفسی قارچ س

را مختل نموده و از این راه مایه ایست رشد و فعالیت 
هـاي آلـی  سیدروفورها ترکیب). 46 ،5(شود  ها می آن

با وزن مولکولی کم و لیگانـدهاي شـیمیایی بـا تـوان 
. هستند III ترکیبی بالا و ویژه براي پیوند شدن با آهن

نده سیدروفورهاي میکروبی در هاي ساز کارایی باکتري
تواند به گونه غیرمستقیم و از راه  افزایش رشد گیاه می

بیوکنترل عوامل بیمارگر گیاهی و یا افـزایش مـستقیم 
 ).32( رشد گیاه از راه افزایش جذب آهن در گیاه باشد

ــــارایی گیاهی يهانمورهو  و شدر لکنتر در مهمی ک
 از کسینا. )40(د ـــندار هـیاــگی هاي  اندامگسترش

 ولیندا. ستا هگیا شدر يهاهکنند هماهنـگ تـرین مهم
 ستهاي اکسین ا ترین گونه مهم از) IAA(سید ا ستیکا

ــه در ســاخت آن که ي سفرویزر يها يباکترهــاي  گون
 درازي یشافزا مایـه هم IAA .تــسا هدـش ارشزـگ

 و اي یاخته تقسیم انگیزش مایه هم و گیاهی يها یاخته
 اي خاك داراي دامنه گـسترده). 11( دشومی هگیا در تمایز

تواند همانند یک منبـع فـسفر  از مواد آلی است که می
که فسفر آلی به ریخت فراهم  براي این. گیري شود بهره

براي جذب گیاه درآید باید در آغـاز از راه آبکافـت و 
. هیدرولیز مواد آلی به ریخـت کـانی دگرگـون گـردد

هاي  لی فسفره با آنزیمهاي آ تر ترکیب کانی شدن بیش
میواینوزیتـول (فیتـات ). 39(پـذیرد  فسفاتاز انجام می

هــاي مهــم ترکیبــات  از ریخــت) هگــزاکیس فــسفات
 درصد از فسفر کـل در 80باشد که نزدیک  فسفاته می

 سـازد هـاي روغنـی را مـی ها و دانـه دانه غلات، لگوم
هـاي فـسفر  هایی هستند که گـروه فیتازها آنزیم). 19(

ــه اینوز ــرده و مای ــت ک ــسفات را آبکاف ــول هگزاف یت
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آزادسازي فسفر در محلـول خـاك و افـزایش جـذب 
کننـده  ریزجانداران حـل ).43(گردند  فسفر در گیاه می

اي از ریزجانـداران خـاك را  فسفات که گروه گسترده
آورند با سـاخت اسـیدهاي معـدنی و آلـی و  پدید می

ل هـاي فیتـاز و فـسفاتاز باعـث انحـلا ساخت آنـزیم
شـمار فراوانـی از . شوند هاي آلی و معدنی می فسفات

هـاي فـسفو  کم داراي دو گونه از آنزیم جانداران دست
باشـند  مونو استراز، فسفاتازهاي اسیدي و قلیایی، مـی

). 23(اي هـستند  که داراي دامنه سوبـسترایی گـسترده
ــه یکــی از راه ــا  هــاي ب ــدارانی ب دســت آوردن ریزجان
ــدي ــاو توانمن ــا ویژگــیهــاي متف ــوین،  ت و ی هــاي ن

جز اکوسیـستم خـاك  هایی به ها از محیط جداسازي آن
بنـابراین هـدف از ایـن پـژوهش جداسـازي و . است

هاي باکتریایی از کودهاي جانوري و  غربالگري جدایه
 هاي محرك رشدي مستقیم و غیرمـستقیم سنجش ویژگی

هاي منتخبی بود کـه  ها و در نهایت شناسایی جدایه آن
 هاي انمندي مطلوبی در آزادسازي فسفر از فسفاتاز تو

معدنی نامحلول، تجزیـه فیتـات و نیـز تولیـد اکـسین 
  .   برخوردار بودند

  
  اه مواد و روش

 کننـده ي حـلهـا باکترجداسـازيبراي  :برداري نمونه
ــه  دهفــسفات مرغــی، گــاوي و (کــود جــانوري  نمون

بـرداري میکروبـی  با رعایت اصول نمونـه) گوسفندي
  .  شدرسانده به آزمایشگاه فوري و شتهبردا

اسـاس تولیـد هالـه در        بر سـازي  نابجداسازي و   
ــی   ــسفر آل ــع ف ــیط داراي منب ــات(مح ــراي  ):فیت ب

  برداشـته و در نمونـه  گـرم از 10جداسازي، در آغـاز 
ه بـر قـیق د30لیتر آب سترون ریخته و بـراي   میلی90

 از پـس. گذاشته شد دور در دقیقه 150روي شیکر با 
 سـکون دقیقه به حـال 10 براي را آمیخته، کان دادنت

لیتر از محلول رویی برداشته و بـه    میلییکگذاشته و 
 سـري  و افـزوده،لیتـر آب  میلی9لوله آزمایش داراي 

 . براي کشت بر روي محیط جامد آمـاده شـدها، رقت
 بـر 10-6 و 10-5، 10-4هـاي  براي جداسازي از رقـت

 ،,NBRIP )10Glucose, ،5 MgCl2 1جامدروي محیط 
25/0 MgSO4, ،2/0KCl,، 1/0 (NH4)2SO4, ،  
5/0 CaCl2, ،15Agar, ، 5Sodium phytate, (، 
زنـی نمـوده و  مایه) باشد می همه واحدها گرم بر لیتر(

 خوابانیـدهسلـسیوس  درجه 28 در دماي انکوباتوردر 
 پدیـد هاله ها  در پیرامون آنهایی که  کلنی).34 (شدند

 بـراي شناسی ناهمانند بودنـد دیدگاه ریختز  و اهآمد
  . شدندبرگزیدهتر   بیشبررسیسازي و جدا

گیري  آزمون پیدایش هاله با بهره : هاله پیدایشآزمون  
 به روش یادشده جداسـازي شـدند، هایی که جدایهاز 

ها را در محیط پیش کـشت رشـد  انجام گرفت، جدایه
 وي محیطبر ر میکرولیتر از هر جدایه 10داده و سپس 

   دمـاي  سـاعت در96بـراي ریختـه و  NBRIPجامد 
 و قطر هالـه بـه سیون شدهانکوبا درجه سلسیوس 28

هایی که هالـه پدیـد  جدایه. گیري شد ها اندازه کلنی آن
   . و نگهداري شدندگزینشتر  آوردند براي بررسی بیش

  معدنی هاي توانایی انحلال فسفات  گیري کمی    اندازه
: )آلومینیـوم   و فـسفات   فسفات مکلسی تري(نامحلول  

 کلـسیم تـري(  معدنیهاي انحلال فسفاتکمی توانایی 
سـازي  هاي خالص جدایه)  و فسفات آلومینیومفسفات

 کلسیم  گرم تري2مایع داراي  NBRIPدر محیط شده 
 .گیـري شـد  انـدازه گرم فسفات آلومینیوم1 یا فسفات

کشت  ها را در محیط پیش  در آغاز جدایهبراي این کار
 سـاعت بـر 48زنی کرده و براي  مایه) نوترینت براث(

جه  در28و در دماي )  دور در دقیقه150( روي شیکر
لیتـر از   میلـی1 نموده و سـپس گرماگذاري سلسیوس

زنـی  مایع مایه NBRIPکشت را به محیط  محیط پیش
لیتـر   میلی4 ساعت، 72، 48، 24هاي  نموده و در زمان

 دور 10000(سـانتریفیوژ  و از محیط کشت را برداشته
                                                
1- National Botanical Research Institute’s 
Phosphate growth medium 
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 و فسفر آزاد شـده در محلـول pHکرده، )  دقیقه5در 
لیتر از   میلی1بعد از سانتریفیوژ . گیري شد رویی اندازه

لیتـر از   میلـی1لیتر آب مقطر و   میلی3محلول رویی، 
 و در طـول وانـادات مخلـوط مولیبـدات معرف آمونیوم

    گردیدگیري  نانومتر اندازه470موج 
گیـري  بـراي انـدازه :گیري توان ساخت اکسین    دازهان

ها  هاي باکتریایی در آغاز آن توان ساخت اکسین جدایه
کـشت داده و پـس ) NB(را در محیط نوترینت براث 

ــایی را در هــا  ســاعت ازکــشت جدایــه24از  ي باکتری
 گرم میلی 100 داراي )TSB(محیط تریپتون سوي براث 

 ساعت شیک 48ی و براي زن تریپتوفان مایه -بر لیتر ال
  لیتر از محیط کـشت را برداشـته  میلی2نموده و سپس 

ــراي  ــه در  10و ب ــد10000دقیق ــانتریفیوژ ش   .  دور س
لیتـر از معـرف   میلـی2لیتر از محلول رویی بـا   میلی1

لیتـر   میلی150 ،لیتر آب مقطر  میلی250(سالکووسکی 
خته آمی) FeCl3لیتر   میلی5/7اسید سولفوریک غلیظ و 

 دقیقه در دماي محیط گذاشـته و در 20نموده و براي 
  .  نانومتر خوانده شد530ها در طول موج  پایان نمونه

گیري توانمنـدي  براي اندازه :ساخت سیانید هیدروژن  
هــا را در  ســاخت ســیانید هیــدروژن در آغــاز جدایــه

شـده بـا   غنـیTSA هـاي داراي محـیط کـشت پلیت
کشت داده و سپس کاغـذ )  گرم بر لیتر4/4(گلایسین 

ریک اسید پیک(صافی خیسانده شده در پیکرات سدیم 
در بخـش درونـی پلیـت ) %2و کربنات سـدیم % 5/0

گذاشته و پیرامون درب پلیت با نوار پارافیلم به خوبی 
 سـاعت درون انکوبـاتور 120ها براي  پلیت. بسته شد
داري شـدند و در   درجـه سلـسیوس نگـه28با دماي 

یی ساخت هیدروژن سیانید از راه دگرگونی پایان توانا
   ).14(رنگ در کاغذ صافی ارزیابی گردید 

 :آمیلاز - کمی توان ساخت آنزیم آلفا گیري نیمه اندازه
  آمیلاز به روش لی و همکـاران-αتوان ساخت آنزیم 

در ). 24(با بررسی پیدایش هالـه انجـام شـد ) 2011(

حـاوي ها را بـر روي محـیط جامـد  این روش جدایه
)Starch ،1% ؛Glucose ،4/0% ،Yeast extract ،4/0% 

ــاي ) Agar ،5/1%و  ــشت داده و در دم ــه 29ک  درج
.  براي سه روز در انکوباتور نگهداري شدندسلسیوس

براي دیدن توانایی پیدایش هاله نیـز بعـد از سـه روز 
 هایی آمیزي کرده و جدایه محیط را با محلول ایودین رنگ

عنوان  بود به ها، هاله پدید آمده نی آنکه در پیرامون کل
ــه ــزیم  جدای ــد در ســاخت آن ــاي توانمن ــیلاز -αه  آم

  .شناسایی شد
کمی توان ساخت آنزیم کربوکـسی       گیري نیمه  اندازه

گیري توان ساخت آنـزیم سـلولاز  اندازه: متیل سلولاز 
ریس داراي کربوکسیل متیـل سـلولز  -محیط مندل در
)CMC (بن، انجـام شـد عنوان تنها منبـع کـر به)28 .(

 گـرم 4/0آگـار داراي  CMCها بر روي محیط  جدایه
KH2PO4 ،02/0 گـــرم CaCl2 ،02/0 گـــرم NaCl ،

  گرم15و  CMC گرم FeSO4.7H2O، 5/2 گرم 02/0
  هـا بـراي  سـپس پلیـت). 24(آگار کشت داده شـدند 

 درجـه سلـسیوس در انکوبـاتور 29 روز در دماي 10
ان زمان انکوباسـیون بـراي خوابانیده شده و بعد از پای

ها را با محلول  ها، پلیت بررسی پیدایش هاله در جدایه
 دقیقـه 20بـراي ) لیتـر گـرم در میلـی  میلی1(کنگورد 

 یک نرمال پلیت را NaClآمیزي کرده و سپس با  رنگ
 دقیقه ایـن محلـول بـر روي پلیـت 15شسته و براي 

 ها شـسته شـده و تـوان دوباره پلیت. نگهداري گردید
  . ها بررسی گردید ایجاد هاله در جدایه

 :کمی توان سـاخت آنـزیم پروتئـاز    گیري نیمه  اندازه
هاي برگزیده را به روش مورفر و  براي این کار جدایه

بر روي محیط اسـکیم میلـک آگـار ) 1995(همکاران 
 گرم؛ Yeast extract ،5 گرم؛ Skim milk ،5(داراي 

Blood agar ،4 گرم و Agar 14ه و دکشت دا ) گرم
 درجـه سلــسیوس در 29 سـاعت در دمــاي 48بـراي 

سپس پیدایش هاله در ). 27(انکوباتور قرار داده شدند 
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پیرامون کلنی همانند شناسـه سـاخت آنـزیم پروتئـاز 
  .آزمایش شد

سـه جدایـه بـر پایـه  :هاي برگزیـده   شناسایی جدایه 
 اي یاختـه ترین مقادیر آنـزیم فیتـاز بـرون ساخت بیش

، انحلال تري کلسیم )، حاصل از کود گاوي13جدایه (
  ، حاصــل از 7جدایــه (فــسفات و فــسفات آلومینیــوم 

ـــود گـــاوي ـــه ( IAAو ) ک   ، حاصـــل از 21جدای
رگزیـده مـورد هـاي ب هماننـد جدایـه) کود گوسفندي

هـا را در محـیط  جدایهدر آغاز . شناسایی قرار گرفتند
ــیش کــشت  ــاي  LBپ ــراد   درجــه ســانتی28در دم   گ

ـــراي    هـــا را  ســـاعت رشـــد داده و ســـپس آن 24ب
ــراي 10000( ســانتریفیوژ   نمــوده و )  دقیقــه10 دور ب
 DNAاستخراج . آوري گردیدگردها  اي آن پلت یاخته

 Qiagen DNeasy blood and(گیري از کیت  با بهره

tissue kit (پرایمرهــاي یونیورســال. انجــام گردیــد   
27f (AGAGTTTGATCMTGGCTCAG)و  

)GTGTGTRCACGGGCG(r 1392گیـري   بهره
 dNTP) 5/2 میکرولیتـر 2آمیخته واکنش شـامل . شد

 5/2 میکرولیتر از هر یک از پرایمرهـا، 1 ،)میکرومول
 میکرولیتـر 1/0و  DNA میکرولیتـر 1میکرولیتر بافر، 

Taq پلیمراز و حجم پایانی آن با آب دیونیزه سـترون 
سـازي  بـراي فـراوان.  میکرولیتـر رسـانده شـد25به 

DNAــره ــنش زنجی ــا  ، واک ــراز ب ــه 95اي پلیم  درج
 چرخه 35 دقیقه آغاز و پس از آن 4سلسیوس و براي 

   درجـه سلـسیوس بـراي 95سازي شامل دماي  فراوان
 ثانیـه، 45 درجـه سلـسیوس بـراي 55 ثانیه، دماي 45

در .  ثانیه انجام شد95 درجه سلسیوس براي 72دماي 
یوس براي  درجه سلس72 دقیقه در دماي 10پایان نیز 

  .  نگه داشته شدندDNAتکمیل پایانی سنتز 
این آزمـون  :کمی توان ساخت سیدروفور  آزمون نیمه 

براي آمـاده . تنها براي سه جدایه منتخب انجام گردید
ــشت  ــیط ک ــردن مح ــه روش CAS-Agarک ــر پای  ب

چهـار محلـول ) 1991( بهبودیافته الکساندر و زوبـرر

ــو( ــذایی، محل ــول غ ــید، محل ــاز آمینواس ــرف ک   ل مع
CAS-Feبـه گونـه جداگانـه آمـاده و ) ، محلول بـافر

سپس براي ساخت محلول پایانی این ). 2(سترون شد 
آزمون، در آغـاز محلـول غـذایی بـه محلـول بـافر و 
محلول کاز آمینو اسید افزوده شده و همراه با همـزدن 

 Fe-CASآرام و بدون پیدایش حباب، محلول معرف 
پـس . ف پتري پخش گردیـدها آمیخته و در ظرو با آن

 میکرولیتر از سوسپانـسیون 100از جامد شدن محیط، 
هـا  گـذاري روي ظـروف پتـري باکتري به روش لکـه

توانـایی سـاخت سـیدروفور بـر پایـه . زنـی شـد مایه
دگرگونی رنگ محیط کشت از آبی بـه نـارنجی و بـا 

کلنـی نـسبت بـه قطـر کلنـی +  گیري قطر هاله اندازه
  . ساعت ارزیابی شد120مانی باکتري در فواصل ز

بـراي : اي یاختـه  سنجش فعالیت آنـزیم فیتـاز بـرون      
هـا بــا  بررسـی تـوان سـاخت آنـزیم فیتـاز در جدایـه

، تمـامی )1981(گیري از روش هینونن و لاهتـی  بهره
زنی نموده و شیک  مایه NBها را در محیط مایع  جدایه

 یتـر ازل  میلی1سپس ). 18(شدند )  دور در دقیقه150(
کشت را برداشته و به محیط تخمیـر مـایع  محیط پیش

هـاي گونـاگون  در زمـان داراي فیتات افزوده نموده و
هـا  میزان فعالیت آنزیمی جدایـه)  ساعت24 ،48، 72(

لیتـر و   میلـی2سنجش آنزیمی در حجم . سنجیده شد
  سـدیم  سـدیم داراي فیتـات گیري از بافر استات با بهره

 5/1واکـنش بـا افـزودن . مـولار انجـام شـد  میلـی10
 نرمـال و 5لیتر از معرف استن، اسید سولفوریک  میلی

 .متوقف شـد) 1:1:2(مولار   میلی10آمونیوم مولیبدات 
ــزیم تجزیــه   کننــده فیتــات در طــول مــوج  فعالیــت آن

صورت  گیري و یک واحد آنزیمی به  نانومتر اندازه355
 مقدار آنزیمی که میکرومول فسفات را در یـک دقیقـه

منحنـی اسـتاندارد بـا . دید شـدنماید، بیان گر آزاد می
مولار فسفات آماده   میلی600 تا 5گیري از غلظت  بهره

  . گردید
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هـا بـا اسـتفاده از  تجزیه و تحلیـل داده :تجزیه آماري 
ها بر مبنـاي آزمـون   و مقایسه میانگینSPSSافزار  نرم

)05/0P< (LSD انجام شد.  
  

  نتایج و بحث
پـس از گذشـت زمـان  :سـازي  لصجداسازي و خـا   
هاي باکتریایی بر پایـه انـدازه هالـه،  انکوباسیون، کلنی

شناسی، رنگ و تنـدي رشـد بـه گونـه بختانـه  ریخت
 جدایـه از روي محـیط 27در پایـان . برگزیده شـدند

NBRIPسازي و بـراي آزمـون هالـه در محـیط  ناب 
NBRIPعنـوان تنهـا منبـع فـسفره،   حاوي فیتات بـه

   . شدگیري بهره
بر پایه  : حاوي فیتاتNBRIPآزمون هاله در محیط     

قطر هاله و کلونی تقسیم بر  (SI1 گیري شاخص اندازه
، SI، 3≤SI≤2>2، به سـه گـروه ها جدایه )قطر کلونی

3>SIنیاز بـه یـادآوري ). 1جدول (بندي شدند   گروه
 نیـز تـوان پیـدایش 52 و 51، 37هاي  است که جدایه
 نـشان داده 1گونه که در جدول  نهما .هاله را نداشتند
ــه48شــده اســت،  ــد در   درصــد از جدای هــاي توانمن

 24 را در زمـان SIتـرین انـدازه  پیدایش هالـه، بـیش
هـاي  هاي جدایه ناهمانندي. ساعت از خود نشان دادند

دهــد کــه   نــشان مــیSIگونــاگون از دیــدگاه شناســه 
هاي باکتریایی بررسی شده توانمندي ناهمانندي  جدایه

توانمنـدي آزادسـازي ). 36(در آزادسازي فسفر دارند 
هـایی کـه بـدون تـوان  فسفر در محیط مایع در جدایه

تر نشان داده  پیدایش هاله در محیط جامد هستند، پیش
ــابراین در ایــن پــژوهش نیــز از ). 17(شــده اســت  بن

هایی که بدون این توانمنـدي در محـیط جامـد  جدایه
سازي فـسفر در محـیط بودند براي سنجش اندازه آزاد

   .گیري شدند مایع بهره
بـا : کلسیم فـسفات   سازي فسفر از تري   سنجش آزاد 

هـا توانـایی   درصد از جدایـه18/85، 2نگاه به جدول 

                                                
1- Solubilization index 

در محیط بافر را دارا بـوده  کلسیم فسفات انحلال تري
گرم برلیتر با   میلی373 با میزان 7که از این میان جدایه 

36/3 pHسـاعت از 48 را در زمان ترین انحلال  بیش 
 52، 42، 37، 8هـاي  خود نشان داد و همچنین جدایه

ــد ــایع نــشان ندادن ــافر م . هــیچ انحلالــی در محــیط ب
 بـا انـدازه 7 جدایـه وابـسته بـه pH کاهش ترین بیش
   بـا 30 جدایـه وابـسته بـه آن تـرین  واحد و کم64/3

نیـاز بـه یـادآوري اسـت . باشـد  واحد می17/0اندازه 
   داري میان بیشینه اندازه انحلال و  منفی معنیهمبستگی

pH )01/0<, P86/0- =r(گونه کـه  همان. دارد  وجود
، 51شود با نبود هالـه در جدایـه   دیده می2در جدول 

گیري فسفر  جدایه یاد شده در محیط مایع اندازه چشم
) 1994(هاي گوپتا و همکاران  را آزاد نمود که با یافته

کـه خـاك محیطـی  جایی از آن). 17(خوانی داشت  هم
پایـدار اسـت،  pHباشد و در برابر دگرگـونی  بافر می

 pHهایی که توانایی شکـستن  بنابراین شناسایی جدایه
سـاندرا و . اي دارد محیط بافر را دارنـد جایگـاه ویـژه

گزارش کردند که کودهـاي زیـستی ) 2002(همکاران 
اخت کننـده فـسفات از راه سـ هاي حل ویژه باکتري به

هـاي اسـیدهاي آلـی ماننـد اسـیدهاي سـیتریک،  گونه
). 45(دهنـد   خـاك را کـاهش مـیpH ...گلوتامیک و

 خــاك در اثــر کــاربرد کودهــاي زیــستی pHکــاهش 
نشانگر این است که اسیدي شدن خاك بـا اسـیدهاي 

تر به عناصري  تواند علت اصلی دسترسی بیش آلی می
رسـد  نظر می به. مانند فسفر و پتاسیم تثبیت شده باشد

کلـسیم  کار اصلی در انحـلال تـري و اسیدي شدن ساز
دار  در حقیقت، همبـستگی منفـی معنـی. فسفات باشد

ویی و انحـلال فـسفات از میان اسیدي شدن محلول ر
دهد که ریزجانداران  کلسیم فسفات نشان می منبع تري

کننـده  لیـت یـا منـابع کـی /از ساخت اسیدهاي آلی و
اصـلی در آزادسـازي فـسفر از همانند یک سـازوکار 

   ).39(کنند  گیري می منابع معدنی نامحلول بهره
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   .هاي گوناگون  جدایهSI مقادیر حداکثر شناسه -1جدول 
Table 1. Maximum SI index values of different isolates.  

  ها جدایه    
Strains 

  

  )ساعت(زمان 
Time(hour) 

72  48  24  
SI (mm)  

  -  12  1-14.1-29-30 -49  <2  
  14-15-17-53  18-23  33  2<SI<3  

  16-42  21-8-7  20-24-24-26-34-36  >3  

  
   .گوناگون هاي زمان در ها کلسیم فسفات با جدایه ترياز منبع ) mg l-1( فسفر آزادسازي -2 جدول

Table 2. Release of phosphorus (mg l-1) form tricalcium phosphate source by isolates at different times.  
24 48  72  24  48  72 

 ها جدایه

strains 
  ساعت
Hour 

  ها جدایه
strains  

  ساعت
Hour  

1  77.9  133  142  24  2.45  46.8  76.9  
7  323  374  305  26  0.350  1.30  2.17  
8  0.00  0.00  0.00  29  3.15  1.63  2.17  

12  1.28  7.72  29.5  30  0.35  1.95  1.86  
13  10.3  6.61 4.28  33  84.3  193  225  
14  327  328  301  34  24.8  204  236  

14.1  207  210  268  36  182  138  167  
15  1.99  2.10  3.00  37  0.00  0.00  0.00  
16  68.0  103  146  42  0.00 0.00  0.00  
17  107  128  134  49  0.28  0.960  2.17  
18  213  267  297  51  4.70  146  218  
20  2.35  18.3  20.3  52  0.00  0.00  0.00  
21  362  359  344  53  248  263  262  
23  3.85  154  189          

  
در  :گیري فسفر آزاد شده از فسفات آلومینیوم       اندازه
جدایـه  22گیـري،  دست آمده از این اندازه ههاي ب یافته

توانایی انحلال فـسفات آلومینیـوم را در محـیط بـافر 
. اسـت نشان دادند اما اندازه این انحـلال نـاچیز بـوده

جدایه  را انحلال ترین شود بیش گونه که دیده می همان
 3/13میـزان  زنی، بـه  ساعت پس از مایه72 در زمان 7

ولی این جدایه . نشان داد pH 4/2 در گرم بر لیتر میلی

 48فـسفات را در زمـان  کلـسیم ترین انحلال تري بیش
با توجـه بـه . زنی از خود نشان داد ساعت پس از مایه

 تا این اندازه کاهش یافته اما اندازه انحـلال pHکه  این
 رسـد کـه انحـلال این به دیده میبنابر. باشد ناچیز می

 و نیــست pH کــاهش بــه وابــسته فــسفات آلومینیــوم
 از گـروه ایـن انحلال در اصلی سازوکار شدن لیت کی

 جدایه رونـد 16همچنین . )38( باشد فسفاته ترکیبات



 1394) 3(، شماره )5( جلد مدیریت خاك و تولید پایدارنشریه 
  

 136

 جدایه رونـد کاهـشی در میـزان انحـلال 5افزایشی و 
 جدایـه نیـز هـیچ 6فسفات آلومینیوم نـشان دادنـد و 

ساخت و آزادسـازي پروتـون و . لالی نشان ندادندانح
هـا در زیـستگاه  وسیله میکـروب کننده به لیت منابع کی

ــع  ــسفر از منب ــازي ف ــازوکارهاي آزادس ــوازي از س ه
هـر چنـد کـه . آهـن اسـت هـاي آلومینیـوم و فسفات
هـا  هـا و قـارچ ها نشان داده است که بـاکتري پژوهش

ــسفات ــلال ف ــی در انح ــدي کم ــ توانمن ــاي آه ن و ه
دست آمده از این  ههاي ب یافته). 6 ،48(ینیوم دارند آلوم

هـاي  دهنده ایـن اسـت کـه در خـاك ها نشان پژوهش
هـاي آهـن و آلومینیـوم،  داراي اندازه فـراوان فـسفات
تـري  هـا از کـارایی کـم انحلال میکروبـی ایـن کـانی

این شاید یکی از دلایل حاصـلخیزي . برخوردار است
  . هاي یادشده باشد ژگیهایی با وی کم در خاك

  
   .گوناگون زمان هاي در ها از فسفات آلومینیوم با جدایه) mg l-1( آزادسازي فسفر -3 جدول

Table 3. Release of phosphorus (mg l-1) from aluminum phosphate source by isolates at different times.  
24 48  72  24  48  72 

 ها جدایه

strains 
  ساعت
Hour 

  ها جدایه
strains  

  ساعت
Hour 

1  1.18  1.21  1.32  24  0.350  1.35  2.79  
7  4.78  8.06  13.3  26  0.350  0.580  0.930  
8  0  0.00  0.00  29  2.45  0.605  0.620  
12  4.50 9.36  10.1  30  2.80  1.63  1.55  
13  0  0.330  0.00  33  0.00  2.25  2.79  
14  6.07  7.27  5.96  34  0.35  3.58  4.34  

14.1  4.89  5.12  7.62  36  2.07  7.36  6.99  
15  2.75  2.78  2.98  37  0.00  0.00  0.00  
16  0.00  0.00  0.00  42  0.00  0.00  0.00  
17  0.00  0.00  0.00  49  0.00  0.00  0.310  
18  1.40  4.94  6.63  51  0.00  1.99  3.32  
20  0.00  1.99  3.32  52  0.670  0.660  0.00  
21  0.00  0.320  4.03  53  0.00  4.98  6.65  
23  0.00  0.00  2.17          

  
 :اي یاختــه گیــري کمــی آنــزیم فیتــاز بــرون انــدازه

 اي یاختـه برون و اي یاخته درون گونه به فیتاز هاي آنزیم
 و اي یاختـــه درون فعالیـــت از اي آمیختـــه یـــا بـــوده
 لهأمـس ایـن و دهنـد می نشان خود از را اي یاخته برون
 گونـاگونی هاي جایگاه ریزموجودات که نماید می بیان

 گیري بهره مورد ها فسفات ینوزیتولا هیدرولیز براي را
اي باکتریایی نسبت  یاخته فیتازهاي برون. دهند می قرار

وسیله مخمرها  شده به اي ساخته یاخته به فیتازهاي درون
تـري در تجزیـه فیتـات برخـوردار  از توانمندي بـیش

اي  یاخته بررسی توان ساخت آنزیم برون). 20(هستند 
 جدایـه از 6اد که تنهـا هاي گوناگون نشان د در جدایه

 جدایه باکتریایی بررسی شده تـوان سـاخت فیتـاز 27
هـاي مـا  یافته). 4جدول ( اي را دارا هستند یاخته برون

تـوان بـراي  هاي جامد تنهـا مـی نشان داد که از محیط
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تجزیـه هایی که به گونه بالقوه تـوان  جداسازي جدایه
ونـه کـه گ نهمـا. گیري نمود فیتات را دارا هستند، بهره

هاي غربالگري اولیه در محیط جامد داراي فیتات  یافته
  جـز  ، بـه)1 جـدول( عنوان تنها منبع فسفر نشان داد به
ــه3 ــه، تمــامی جدای هــاي بررســی شــده داراي   جدای

ها بودنـد کـه در  توانمندي ایجاد هاله در پیرامون کلنی
اي اولیـه بـراي جداسـازي ریزجانـداران  واقع شناسـه

گرچه رونـد . شود فیتات در نظر گرفته میکننده  تجزیه
هـا در  غربالگري ریزجانداران مبتنی بـر جداسـازي آن

دست آمده از ایـن  ههاي ب محیط جامد است ولی یافته
گونه همخوانی میان فعالیـت  پژوهش نشان داد که هیچ

محیط جامد داراي فیتـات  آنزیم فیتاز و ایجاد هاله در
  هـاي  این یافتـه. ود نداردعنوان تنها منبع فسفره، وج به

) 2012(نـصرآبادي و همکـاران  هـاي قربـانی با یافتـه

هاله شفاف ایجاد شـده در پیرامـون . همخوانی داشت
هاي گوناگون ممکن است ناشی از تراوش آنزیم،  کلنی

  ).15(کننده باشد  لیت ساخت اسید یا منابع کی
 اي یاخته  به گونه برونهاي باکتریایی، معمولاً جدایه

هـاي  توانایی کمی در ساخت آنزیم فیتاز دارند و یافته
 نشان داد که توان ساخت  این پژوهشدست آمده از هب

هـاي باکتریـایی بررسـی  اي در جدایه یاخته آنزیم برون
براي اطمینان از تراوش آنـزیم  .شده نیز کم بوده است

هاي باکتریایی بهتر است فعالیـت  فیتاز در مورد جدایه
هر چند . گیري شود اي نیز اندازه یاخته آنزیم فیتاز درون

مثبت مثـل  هاي گرم که تراوش آنزیم در مورد باکتري
ــاکتري  ــهBacillus sp. KHU-10ب ــاي   و جدای ه

Streptomycesــه بــرون   باشــد  اي مــی یاختــه  بــه گون
)10 ،31 .(  

  
   .هاي گوناگون در جدایه) mU ml-1( اي یاخته ونرب فعالیت آنزیم فیتاز -4جدول 

Table 4. Extracellular of phytase activity (mU ml-1) in different strains.  
  ها جدایه

Strains  
8  13  15  19  34  53  

  فعالیت آنزیم
Enzyme activity 

7d  27a 5.5de  9c  12b  4e  

  
گیـري تـوان  انـدازه : HCNگیري توان ساخت اندازه

هیدروژن از راه دگرگونی رنگ در کاغذ  اخت سیانیدس
رنگ، عدم ساخت؛ کـرم،  زرد کم(صافی در پنج سطح 

اي روشن،  ترین ساخت؛ نارنجی، ساخت کم؛ قهوه کم
 .شود ارزیابی می) ساخت میانه و آجري، ساخت فراوان

هـاي آزمـون شـده گذشـته از   جدایـهبر این پایه همه
) سـطح دو (30و ) سطح چهار (53هاي شماره  جدایه

سیانید آزاد شده .  منفی بودندHCN از دیدگاه ساخت
از ریزجانداران همانند یک متابولیـت ثانویـه اسـت و 

. شـود مایه برتري نسبی ریزجانـداران سـازنده آن مـی
هاي فرآینـدهاي  گرچه سیانید توان از میان بردن آنزیم

عنـوان یـک  متابولیک را دارا است ولی کـارایی آن بـه
کننده بیولوژیک به خوبی شناخته شده است  ه کنترلماد

اند کـه  پیشنهاد کرده) 2001(کریمر و سوئیسی ). 13(
 یک PGPRهاي  توسط باکتري HCN توانایی ساخت

قابلیت بالقوه و مکانیزمی مناسب براي کنترل زیـستی 
باشد که باید همانند یک جنبه جدید  هاي هرز می علف

رشد گیـاه و افـزایش هاي تقویت و تحریک  در روش
  ). 21( تر قرار گیرد کارکرد محصول مورد توجه بیش

تـرین  مهـم از یکی :گیري توان ساخت اکسین    اندازه
 نگیاها نمو و شدر بر ننداتو ها می يباکتر هایی کـه راه

ــــدولمورهو ند تولیداربگذ ثرا  سیدا ستیک ا-3-ن این
 ايیشهر سیستم توسعهایـن هورمــون باعــث . میباشد

 توسط ییاغذ عناصر بجذ یشافزا آن لنباد به و هگیا
  . ددمیگر آن
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  .هاي گوناگون پس از سه روز در جدایه )mg l-1 ( اکسین ساخته شده-5جدول 
Table 5. Auxin production (mg l-1) in different strains after three days.  

  ها جدایه
Strains  

Auxin  
(mgl-1)  

 ها جدایه

strains  
Auxin 
(mgl-1)  

 ها جدایه

strains  
Auxin  
(mgl-1)  

  ها جدایه
strains  

Auxin  
(mgl-1)  

1  41.6c  15  3.80lm  24  6.06ij  36  7.31i  
7  4.99kl  16  46.5b  26  0.00q  37  0.590op  
8  1.07op  17  35.4d  29  8.86h  42  0.00q  

12  26.2e  18  1.90no  30  18.1f  49  4.81kl  
13  19.3f  20  0.170q  33  24.3e  51  16.2g  
14  7.25i  21  52.8a  34  0.00q  52  0.00q 

14.1  3.09mn  23  34.1d  53  4.85kl      

  
هـاي یـاد شـده  ها نشان داد که از میان جدایه یافته

 جدایه توانایی ساخت ایندول استیک اسید را 23تعداد 
ترین انـدازه سـاخت اکـسین وابـسته بـه  داشته و بیش
ر لیتر بوده و گرم ب  میلی8/52میزان   به21 جدایه شماره

 نیز توان ساخت اکـسین 52 و 42، 34، 26هاي  جدایه
ــد ــدول ( نبودن ــه ).5ج ــت ک ــده اس ــین زده ش    تخم

 هـاي ریزوسـفري تـوان سـاخت  درصد از باکتري80
IAA  هــا از طریــق  بــاکتري بــسیاري از .)4(را دارنــد  

کننـد و  سنتز اکسین به رشد بهتـر گیاهـان کمـک مـی
ها در مرحلـه  در باکتري IAAترین اندازه  معمولاً بیش

ــی ایــست رشــد آن ــا ســاخت م ــه. شــود ه ــاي  گون ه
ــاکتري ــل ب ــد مث ــده رش ــاي افزاین ، Azospirillum ه

Pseudomonas ،Enterobacter ،Bradyrhizobium   
منجـر بـه بهبـود رشـد گیــاه  IAAاز طریـق سـاخت 

در  IAAهرچند که اندازه ساخت ). 47 ،22( شوند می
اگون به مسیرهاي بیوسنتزي، هاي باکتریایی گون جدایه

هـاي  هاي تنظیمی و حـضور آنـزیم ها، توالی محل ژن
 IAAگرچـه سـنتز . بستگی دارد IAAفعال در تبدیل 

سـاخت فیتـو . باشـد متأثر از عوامل محیطـی نیـز مـی
وسیله جوامع میکروبی بـا  هایی مثل اکسین به هورمون

). 42، 1(پژوهشگران گونـاگون گـزارش شـده اسـت 
کننـده رشـد گیـاهی  ترین تنظیم کسین عمدههمچنین ا

کننـده فـسفات  وسـیله ریزجانـداران حـل است که بـه
)PSM (شود نیز ساخت می )کومار و همکـاران ). 35
داراي  LBهـا در محـیط انتروبـاکتردیدند که ) 2008(
تـرین انـدازه نیـز   ساخته و بـیشIAAتریپتوفان،  -لا

  ).22(لیتر بود  گرم بر میلی  میلی8/41
هاي آلفا آمیلاز، پروتئاز،     کمی آنزیم  گیري نیمه  دازهان

هـاي بررسـی سـاخت   یافتـه:کربوکسی متیل سلولاز  
گیـري در ایـن  هاي باکتریایی مورد بهره آنزیم با جدایه

پژوهش از طریق پیدایش هالـه در پیرامـون کلنـی در 
هـا  ها نشان داد که توانمنـدي آن هاي سنجش آن محیط

هــاي بررســی شــده بــسیار   از دیــدگاه ســاخت آنــزیم
 نـشان داده 6گونه که در جـدول  همان. متقاوت است

آمـیلاز  - جدایه توان ساخت آنزیم آلفا16شده است، 
 جدایه از دیدگاه ساخت آنـزیم کربوکـسی 6داشته و 

 جدایه از دیدگاه ساخت آنـزیم 14متیل سلولاز و نیز 
 جدایـه باکتریـایی 27از مجموع . پروتئاز مثبت بودند

ررسی شده تنها سه جدایه توان ساخت هر سه آنزیم ب
پروتئاز، آلفا آمیلاز و کربوکـسی متیـل سـلولاز را دارا 

ترین هاله را در سنجش هر سه   بیش49بوده و جدایه 
، 13، 12، 8، 1هـاي  همچنـین جدایـه. آنزیم نشان داد

هاي مورد  یک از آنزیم  توان ساخت هیچ51و  24، 23
  .  ندادندسنجش را از خود نشان
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   که گلوکز يحدهاوا از خطی ستا يپلیمر سلولز
ــدهاي با ــصل شــدهبه يیدزگلیکو پیون ــم مت ــد و   ه   ان

  در  دموجو يها راتکربوهید ترین اوانفریکـــــــی از 
 که هستند هـایی یمنزآها سلولز. )41(باشد  طبیعت می

). 8، 7( را بــــشکنند يیدزگلیکو پیونــــدهاي نددرقا
 لیزروهید ايبر ننداتو میچی  قارو باکتریاییهاي  سلول

ایـن .  تولید کننـدزسلولا يها نزیمآ يلیگنوسلولز ادمو
هوازي،   یا بیازيهو نوع از ننداتو می ها گانیسموارمیکر

  ).26، 12، 28، 44( باشند ترموفیل یا فیلومز
هاي گیـاهی  هایی که بروز یا شدت بیماري باکتري

ل و دهند اغلـب هماننـد عوامـل بیـوکنتر را کاهش می
هـاي کیتینـاز،  آنـزیم. شـوند آنتاگونیست شـناخته مـی

کننـده  هـاي تجزیـه پروتئاز، سـلولاز، زایلنـاز از گونـه

تواننـد  مـی ها و مخمرها بـوده و اي قارچ دیواره یاخته
زا گردنـد  منجر به کنتـرل بیولوژیـک عوامـل بیمـاري

هـاي گیـاهی از طریـق  کنترل بیولوژیک بیماري ).33(
واند به گونه مستقیم و با ساخت مواد ت ریزجانداران می

مؤثر بر یک یا چند مرحله از چرخه زندگی پاتوژن یا 
کارهاي القـاء ه غیرمستقیم و با فعال کردن سازوبه گون

زا باشـد  مقاومت گیاه میزبان در مقابـل عامـل بیمـاري
آمـیلاز،  هـاي کیتینـاز، سـلولاز، همچنین آنـزیم). 25(

ماده آلی از اهمیـت بـسیار از و پروتئاز در تجزیه  اوره
زیادي برخوردارند و بنـابراین در حاصـلخیزي خـاك 

دسـت آمـده از تجزیـه  هنیتروژن ب. کارایی مهمی دارند
پروتئین براي حفظ چرخه دائمی نیتروژن میان گیاهان 

  . باشند و اجزاء خاك ضروري می
 

   . سلولازپروتئاز و ،هاي آلفا آمیلاز کمی آنزیم گیري نیمه اندازه -6جدول 
Table 6. Semi-quantitative measurement of alpha-amylase, protease and cellulose enzymes. 

 ها جدایه

strains  
 آمیلاز -آلفا

α-amylase  
 سلولاز

cellulase  
 پروتئاز

protease  
 ها جدایه

strains  
 آمیلاز -آلفا

α- amylase  
 سلولاز

cellulase  
 پروتئاز

Protease  

1  -  -  -  24  -  -  -  

7  -  -  ++  26  ++  -  +++  

8  -  -  -  29  +  -  +  

12  -  -  -  30  ++  -  +++  

13  -  -  -  33  ++  -  -  

14  +  -  +  34  +  -  -  

14.1  +  -  +  36  +  -  +++  

15  +++  ++  ++  37  +  +++  -  

16  -  -  +  42  ++  +  -  

17  ++  -  +++  49  +++  +++  +++  

18  +  -  -  51  -  -  -  

20  +  +++  +++  52  -  ++  +++  

21  +  -  -  53  -  -  +  

23  -  -  -          

  . متر  میلی< 3قطر هاله +++ ، 2-3 هالهقطر ++ ، 1-2قطر هاله + م هاله،  عد-
  

- No halo, + diameter of the halo 1-2, ++ diameter of the halo 2 - 3, +++ diameter of the halo > 3 mm. 
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سیدروفورهاي سـاخته شـده : گیري سیدروفور  اندازه
 از طریق ایجاد محدودیت آهن PGPRهاي  باکتريبا 

هاي ریـشه و کـاهش  در ریزوسفر موجب مهار پاتوژن
آهن وابسته ). 37(شوند  هاي گیاهی می احتمال بیماري

هاي متعدد آن از جمله شـرکت در سـاختار  به کارایی
عنـوان کوفـاکتور از  ها به ها و آنزیم سیتوکروم، پروتئین

سـاخت ). 16( ردار اسـتاهمیت بسیار زیادي برخـو
وسیله ریزجاندارانی توانمنـد  اندازه کافی سیدروفور به

تواند منجر بـه محـدود کـردن  در کنترل بیولوژیک می
) 30( ها شده توانایی دسترسی آهن فریک براي پاتوژن

و نیز ممکن است منجر به القـاء مقاومـت میزبـان در 
دسـت  ههـاي بـ بر پایه یافته). 29(مقابل پاتوژن گردد 

 21  و13 ،7از سنجش سیدروفور، از سه جدایـه آمده 

 CAS agar هالـه ضـعیفی در محـیط 21فقط جدایه 
ــاخت  ــوان س ــر ت ــه دیگ ــود و دو جدای ــرآوري نم ف

   .سیدروفور نبودند
هـاي  بـر پایـه یافتـه: هـاي برگزیـده    شناسایی جدایه 

ــ ــدي  هب ــزان همانن ــوالی خــوانی، می ــده از ت   دســت آم
هـاي  بـا جدایـه 16S rRNAتـوالی نوکلئوتیـدي ژن 

GenBank بــا اســنفاده از الگــوریتم BLAST  مــورد
دسـت آمـده از تـوالی  ههاي ب یافته.  گرفترمقایسه قرا

گونـه  همـان.  نشان داده شده است7خوانی در جدول 
هایی در توالی نوکلئوتیدي  شود ناهمانندي که دیده می

  .هاي شناخته شده است  با گونه16S rRNAژن 

 
  .16S rRNA هاي برگزیده بر پایه توالی  شناسایی جدایه-7جدول 

Table 7. Identification of selected isolates by 16S rRNA sequence. 
  ها جدایه

Strains  
 ترین سویه شناسایی شده نزدیک

Most closely related strain  
 GenBankشماره دسترسی در 

Accession number in GenBank 

  (%)تشابه ژن 
Gene identity (%)  

7  Serratia marcescens MSSRF QS71 KJ877659.1  99.82  

13  Sphingobium yanoikuyae CH1-1-2 KMB871861.1 99.91  

21  Enterobacter hormaechei DD3 KP260658.1 99.40  

  
  گیري کلی نتیجه

هـاي بررسـی  هاي افزاینده رشد در باکتري ویژگی
هـا  د که برخی از جدایـهشده در این پژوهش نشان دا

هـاي افزاینـده  عنـوان گونـه گیري بالقوه به توانایی بهره
هـاي  میزان انحلال فـسفات. باشند رشد گیاه را دارا می

رغـم  کلسیم فسفات نشان داد که علی آلومینیوم و تري
 محیط در هر دو مـورد، میـزان آزادسـازي pHکاهش 

 ر ازتـ کلسیم فسفات به مراتب بـیش فسفر از منبع تري
 دهنده آن اسـت کـه بـر فسفات آلومینیوم بوده و نشان

کلسیم فسفات آزادسازي فسفر از فـسفات  خلاف تري
گرچه شماري از .  نیستpH آلومینیوم ناشی از کاهش

اي بودند ولـی  یاخته ها داراي فعالیت فیتاز برون جدایه

ــدازه ــاز درون ان ــت فیت ــري فعالی ــه گی ــز در  یاخت اي نی
آن دسـته . ی شده بایستی انجام پذیردهاي بررس جدایه

هـاي پروتئـاز،  هاي توانمند در ساخت آنـزیم از جدایه
آمیلاز و کربوکسی متیل سلولاز نه تنها داراي توانـایی 

دلیـل  گیري در بخش کشاورزي هـستند بلکـه بـه بهره
خـصوص پروتئـاز و  هـا بـه اهمیت این دسته از آنزیم

. زمـایش شـوندتوانند بررسی و آ آمیلاز در صنعت می
هـاي  ها نـشان داد کـه داراي توانمنـدي ارزیابی جدایه

هـا در  ناهمانندي هـستند و بـراي بررسـی کـارایی آن
بهبود رشد و کارکرد گیـاه بهتـر اسـت از آن دسـته از 

گیـري شـود کـه داراي سـازوکارهاي  هایی بهره جدایه
  . باشند ناهمانندي در بهبود رشد گیاهان می
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Abstract1 
Background and Objectives: Plants growth in agricultural soils are affected by several 
biological factors. Plant growth promoting bacteria can improve growth and yield of agronomic 
plants through direct and indirect mechanisms. Minimizing consequences of using high amount 
of fertilizers and obtaining sustained level are the aims of sustainable agriculture. Using 
microorganisms due to improving soil fertility and nutrients uptake, lead to increase growth and 
yield of plants and ameliorate soil health. The aim of this research was to isolate and purify 
bacterial isolates from animal manures, to evaluate their plant growth promotion characteristics 
and identify the selected isolates. 
Material and Methods: In order to characterize growth promotion properties of bacteria in this 
study, 10 samples of animal manures from different regions were collected. 27 isolates based on 
halo production, growth rate and morphological characteristics in NBRIP medium were purified 
and then their typical PGP including auxin, Siderophore, HCN production, insoluble phosphates 
solubilization and  secretion of protease, Cellulase, α-amylase and phytase were evaluated and 
finally selected isolates based on 16SrRNA were identified.  
Results: Among all of the isolates, maximum phosphorous from tri-calcium phosphate (373 mg/l) 
and aluminum phosphate (13.3 mg/l) was released by isolates NO. 7. Significant negative 
correlation (r= -0.86, P≤0.01) between maximum solubilization of tri-calcium phosphate and pH 
was observed. Isolate NO. 21 produced greatest amount of auxin (52.8 mg/l). Only isolates  
NO. 30 and 53 were positive in HCN production. Among 27 isolates only three of them had the 
ability to secret protease, cellulase and α-amylase. The utmost halo was measured by isolate  
NO. 49 in production of these three enzymes. Evaluation of extracellular phytase production 
showed that only 6 isolates were capable to produce the enzyme. The analysis of the 16S rRNA of 
the selected isolates showed highly similarity to bacteria belonging to the genera Enterobacter, 
Sphingobium, Serratia. Only one of the three selected isolates produced weak halo in CAS-agar 
medium and another two isolates didn't show the siderophore prodction capability.   
Conclusion: Plant growth promotion characteristics of bacterial isolates, in this research, 
showed that some of the isolates had the potential to be used as PGPB. Those isolates capable of 
producing protease, amylase and cellulase enzymes not only have usability in agriculture but 
also because of the importance of this group of enzymes, especially protease and amylase in 
industry, can also be considered.  
 
Keywords: Tri-calcium phosphate, Aluminum phosphate, Auxin, Phytase, Plant growth 
promotion   
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