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  1چکیده
است که با تبدیل نیتروژن مولکولی هوا بـه شـکل قابـل اسـتفاده گیـاه        تثبیت زیستی نیتروژن فرآیندي   : سابقه و هدف  

 بـالا  pHدلیـل   هاي آهکی بـه  از سوي دیگر، خاك   .  تا اندازه زیادي جایگزین کودهاي شیمیایی نیتروژنی شود        تواند می
هاي ریزوسـفري محـرك رشـد    دیر کمی از عناصر غذایی قابل استفاده گیاه بوده و استفاده از باکتريمعمولاً حاوي مقا  

هـاي ریزوبیـومی در سـویا و       وسیله بـاکتري   تشکیل گره به  . تواند قابلیت استفاده عناصر غذایی را بهبود بخشد        گیاه می 
 ایـن پـژوهش جداسـازي و غربـالگري     هـدف از . ها متأثر از عوامـل مختلفـی در خـاك اسـت         برقراري همزیستی آن  

هـا و تـوان تولیـد    اي سویا، ارزیابی توان مقاومت به برخی از تـنش        هاي ریشه  هاي ریزوبیومی همزیست با گره     باکتري
 .هاي منتخب بود باکتري در بازدارنده عوامل بیماریزاهاي محرك رشد و متابولیتبرخی 

هـاي   گـره . آوري شـدند  مزرعه در نقاط مختلف اسـتان گلـستان جمـع          21اي سویا از    هاي ریشه گره: ها مواد و روش  
 درصـد  5/2سـدیم  و سپس غوطه ورکردن آنها در هیپوکلریت       )  ثانیه 30( درصد   95اي سالم با استفاده از اتانول        ریشه

اي ه ـ گـره .  بار با استفاده از آب مقطر استریل شستشو شدند   7 دقیقه ضدعقونی سطحی شده و در نهایت         2-3مدت   به
 هاي آزمایش له شـده و سوسپانـسیون حاصـل در محـیط کـشت      لیترآب استریل در لوله   استریل با استفاده از یک میلی     

YMA      روز خوابانیده 3-6مدت   درجه سلسیوس به28هاي تلقیح شده در دماي   پلیت. حاوي کنگو رد کشت داده شد 
هاي مختلف  جدایه. هاي شنی انجام پذیرفت ی و در گلدان جدایه ریزوبیوم 21زایی گیاه با استفاده از       آزمون گره . شدند

هـاي   ها، تولید آنـزیم   بیوتیک ها و آنتی   کش علف به   ، مقاومت )شوري، خشکی، دما  (ها  حمل به تنش  ریزوبیومی از نظر ت   
  .  سیانید هیدروژن غربالگري شدندهیدرولیتیک، سیدروفور و

هاي گیاه سویا گره تشکیل   جدایه مورد بررسی بر روي ریشه21یه از  جدا11زایی نشان داد که تنها       تست گره  :ها یافته
نتایج نشان . ها توان تولید سیانید هیدروژن را نداشتند      یک از جدایه   فقط سه جدایه سیدروفور تولید نموده و هیچ        .دادند

 به 16 و 2 هاي نها جدایهارزیابی تحمل دمایی نشان داد که ت     .  را تحمل نمودند   NaCl درصد   5ها تا    داد که همه جدایه   
هاي مورد بررسی  جدایه همه. ها به خوبی در این دما رشد نمودندسلسیوس حساس بوده و بقیه جدایه درجه 42 دماي

هاي کلرامفنیکل و استرپتومایسین اثر بازدارنـدگی بـر         بیوتیککه آنتی  بیوتیک تتراسایکلین حساس بوده در حالی      به آنتی 
                                                

  rgnasr@yahoo.com:  مسئول مکاتبه*
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  مورد بررسـی ریزوبیـوم  هاي جدایهکش تریفلورالین بر رشد  اثر بازدارندگی علف . نداشتندمیریزوبیوهاي رشد جدایه
هـاي   گلیکـول تـاثیر منفـی بـر رشـد جدایـه      اتیلنوسیله پلی گالانت بوده و تنش خشکی اعمال شده به        تر از سوپر   بیش

هـاي   نـدي ترشـح آنـزیم   توانم. بـستگی داشـت  ریزوبیـومی   داشت و شدت آن به سطح خشکی و جدایـه          ریزوبیومی
آمـیلاز، سـلولاز و پروتئـاز     -هاي آلفا ترتیب آنزیم ها به  در صد از جدایه6/47 و 8/42، 2/14هیدرولیتیک نشان داد که     

  .تولید نمودند

هاي باکتریایی بررسی شده در این پـژوهش نـشان داد کـه برخـی از     هاي محرك رشدي در جدایه     ویژگی: گیري نتیجه
هاي توانمنـد در  آن دسته از جدایه. باشندعنوان باکتري افزاینده رشد گیاه را دارا می گیري بالقوه به ی بهرهها توانای  جدایه

هاي توانمند جهت رشد تحـت شـرایط   چنین جدایه همو هاي پروتئاز، آمیلاز و سلولاز    تولید سیدروفور و ترشح آنزیم    
هـا در   تولید مایه تلقیح جهت بررسی توانمندي تثبیت نیتروژن آن     هاي بالقوه در    عنوان جدایه  توانند به تنشی مختلف می  

   .اي مورد استفاده قرار گیرندریزوبیوم در کشت گلدانی و مزرعه -سیستم همزیستی سویا
  

   کش، سلولاز بیوتیک، علف هیدروژن، آنتی سیدروفور، سیانید :هاي کلیدي واژه

  
  مقدمه

 )PGPR (1 گیـاه هـاي محـرك رشـد    ریزوبـاکتري 
از ریزوباکترها هستند که  ) درصد2-5(بخش کوچکی 

ها در طیـف      این باکتري  .کنندرشد گیاه را تحریک می    
منظـور افـزایش رشـد از     بـه  وسیعی از گیاهان زراعـی  

بوتـه، عملکـرد و      طریق افـزایش دانـه در بوتـه، وزن        
تثبیت نیتروژن یکی . شوند کار برده می کنترل بیماري به

. در سطح زمـین اسـت      زیستی   يترین فرآیندها  از مهم 
زایی و تثبیت نیتروژن در سیستم همزیستی نه تنها          گره

ــسم    ــان و میکروارگانی ــاه میزب ــازگاري گی ــد س نیازمن
باشد بلکه بایستی محـیط خـاك نیـز          همزیست آن می  

هـاي مـرتبط بـا فرآینـد آلـودگی           براي تبادل سـیگنال   
ــد   ــب باش ــاکتري). 18(مناس ــومی از   ب ــاي ریزوبی ه

ممکـن  هاي متداول در ریزوسـفر بـوده و     تريرایزوباک
، )30(هـاي رشـد گیـاه        است توانمندي تولید هورمون   

. را داشـته باشـند    ) 40(بیوتیک   و آنتی ) 12(سیدروفور  
تـوان    هـا را مـی      این گـروه از میکروارگانیـسم      بنابراین

) PGPR(هاي محرك رشد گیـاه      عنوان رایزوباکتري  به
 عامـل  Pithium و Fusariumخصوص در کنتـرل    به

                                                
1- Plant growth promoting rhizobacteria 

ــرار داد  بیمـــاري ریـــشه ). 6(اي مـــورد اســـتفاده قـ
 "مستقیم" صورت به توانند هاي محرك رشد می   باکتري

 و اي تغذیه هاي کار و ساز طریق از گیاه رشد تحریک با
ــوژیکی ــد فیزیول ــد مانن ــاي هورمــون تولی ــاهی، ه  گی

 شدن معدنی فرآیند ، تسریع PS(2(فسفات   کنندگی حل
 طریـق  از زا بیماري عوامل  با کنترل"غیر مستقیم "یا   و

 ،)HCN(هیدروژن   سیانید مختلف مانند  ترکیبات تولید
 به ها بیوتیک و آنتی  ضد قارچ  هاي متابولیت سیدروفور،

ــد ــر رش ــاه بهت ــد   گی ــک نماین ــدي ). 32(کم توانمن
ــشی خــاك از   ریزوبیــوم ــا شــرایط تن هــا در تطــابق ب

 بقا کننده ولوژیکی مهمی است که تعیینفرآیندهاي فیزی
قابلیت پایداري در خاك منجـر      . باشد ها می  و رشد آن  

زایی در گیاه میزبـان شـده و    گره به حصول اطمینان از   
. سـازد  به طبع آن امکان تثبیت نیتـروژن را فـراهم مـی      

هـاي ریزوبیـومی    لازم به ذکر است که برخی از جدایه  
هـا برخـوردار     از توانمندي بهتري براي مقابله با تـنش       

هاي زیستی، فیزیکـی و      در صورتی که تنش   . شندبا می
شیمیایی کشنده نباشد، منجر به پاسخ تنشی در سـلول    

   ).31(شوند  می
                                                
2- Phosphate solubilization 
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هاي آلی با وزن مولکولی کـم        سیدروفورها ترکیب 
ــدید و     ــی ش ــل ترکیب ــا می ــیمیایی ب ــدهاي ش و لیگان

نقـش  .  هـستند IIIاختصاصی براي پیوند شدن با آهن   
هاي میکروبی در افـزایش     هاي مولد سیدروفور   باکتري

صـورت غیرمـستقیم و از طریـق         تواند به  رشد گیاه می  
بیوکنترل عوامل بیمارگر گیاهی و یا تحریـک مـستقیم     

واسطه افزایش جـذب آهـن توسـط گیـاه         هرشد گیاه ب  
  ).26(باشد 

هاي بسیار   سازوکار هیدروژن، یکی از   ولید سیانید ت
 .)29 (هـاي گیـاهی اسـت      پـاتوژن زیستی  مهم کنترل   

HCN     زا  هاي بیمـاري   تولید شده، سیستم تنفسی قارچ
را مختل نموده و از این طریـق موجـب توقـف رشـد      

قوي آنزیم سـیتوکروم     سیانید بازدارنده . گردد ها می  آن
  .  است نیزاکسیداز در بسیاري از موجودات زنده

 ها میکروارگانیسم هاي سازوکار از یکی آنزیم تولید
 هـاي  بـاکتري . باشد می زا یماريب هاي قارچ کنترل براي

 نمـودن  عـلاوه بـر محلـول    ریزوسفر ناحیه در موجود
از  هـا  فیتوهورمـون  قبیـل  از ترکیبـاتی  تولید و فسفات

 به ... و کیتیناز آمیلاز، آلفا مثل هایی آنزیم ترشح طریق
 اخیـر،  هـاي سـال  در. کنندمی کمک گیاهان بهتر رشد

 موجـب  آمـیلاز  -α تولید در هامیکروارگانیسم توانایی
 آمیلولیتیـک  فعالیـت  بـا  هاییمیکروارگانیسم شناسایی

 هـاي  کـاربرد  داراي پروتئازهـا  هـاي  آنـزیم . است شده
 هـستند  زیـادي  هاي میکروارگانیسم. باشند می گسترده

 تولیـد  هـاي  پروتئـاز  دارند، را پروتئاز تولید توانایی که
 پایـداري  و حرارتی ثبات دلیل به باسیلوس توسط شده

 همچنـین . دارنـد  فراوانی اهمیت مختلف هايpH  در
. کند می ایفا مهمی نقش زیستی نیز کنترل در آنزیم این

 ذخیـره  بهترین عنوان به که است ساکاریدي پلی سلولز
. رود می شمار زیستی به  انرژي تولید براي کربوهیدرات
ــلولازهاي ــایی س ــارچی و باکتری ــش ق ــی نق  در مهم

 هـاي  پیونـد  تواننـد  مـی  و دهنمو بازي سلولز هیدرولیز
    .ها را بشکنند گلیکوزیدي آن

بایـستی در انتخـاب      هایی کـه مـی     یکی از ویژگی  
 بـراي اسـتفاده در تولیـد مایـه          ریزوبیـومی هاي   جدایه
هاي تجاري مورد ارزیابی قرار گیـرد توانمنـدي          تلقیح

ها در مقابله با شرایط تنشی موجود در محیط و نیز            آن
مقاومت . هاي بومی است کروارگانیسمتوان رقابت با می

هـایی اسـت کـه       هـا یکـی از سـازوکار       بیوتیک به آنتی 
زایی و به دنبال آن افزایش       تواند منجر به بهبود گره     می

در ) 2010(دئـورا و همکـاران      . تثبیت نیتروژن گـردد   
 مختلف گزارش کردنـد     ریزوبیومیهاي   بررسی جدایه 

هـاي   بیوتیـک  نتیکه قطر هاله مهار رشد باکتریایی در آ     
، 9ترتیب    به لین، کانامایسین و استرپتومایسین   تتراسایک

  .متر بوده است  سانتی2 و 3/1
محیطی نـامطلوب    شرایط در رشد حال در گیاهان

خشک   نیمه و خشک خاك رشدي که در   مانند شرایط 
 هاي میکروارگانیسم توانند با استفاده از   می ،حاکم است 

 محیطی امطلوب زیست ریزوسفري سازگار به شرایط ن    
با محدودیت آب    مقابله براي مختلفی را  سازوکارهاي

تـنش  ). 23( و مواد مغذي مـورد اسـتفاده قـرار دهنـد      
شود که محدودیت قابلیت  اسمزي به وضعیتی گفته می

دهد  دسترسی به آب، رشد و نمو گیاهان را کاهش می         
طـور مـستقیم بـر رشـد         محتواي آب خـاك بـه     ). 47(

ــسم ــاهش   میکروارگانی ــق ک ــاي ریزوســفري از طری ه
. گذارد یر میتأثها  تر از حد تحمل آن فعالیت آب به کم  

از سوي دیگر از طریق تغییـر در رشـد گیـاه، غلظـت          
اي  عناصر غذایی، سـاختار ریـشه و ترشـحات ریـشه          

هـاي   طور غیرمـستقیم نیـز میکروارگانیـسم       تواند به  می
 وادم ـ هـا  کش علف .ثیر قرار دهدأت ریزوسفري را تحت

نـامطلوب را    هـرز  هاي علف رشد که شیمیایی هستند 
تـوجهی باعـث افـزایش       طور قابـل   کنند و به   کنترل می 

 از نظـر    PGPRهاي مختلـف     گونه. شوند محصول می 
این . اند ها شناخته شده   کش تحمل و حساسیت به آفت    

طور گسترده در اکثر مطالعات تجزیه زیستی     ها به  سویه
 چناپا و همکاران  ). 8(شود   یپالایی استفاده م   و زیست 

 مشاهده  ازتوباکتر سویه   14در پژوهشی روي    ) 2013(
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کـش    جدایـه توانـایی رشـد در علـف         13کردند فقط   
شوري یکی از عواملی است که     . متالین را داشتند   پندي

شود توانایی   باعث کمبود عناصر غذایی در گیاهان می      
ننـده  ک هاي تثبیت  ی براي ایجاد گره   ومیزوبیرهاي   سویه

نیتروژن مولکـولی در شـرایط شـور و خـشک بـسیار           
علیخـانی و همکـاران     . متفاوت گـزارش شـده اسـت      

 از لحـاظ  ریزوبیومیهاي  نشان دادند که سویه ) 1373(
تثبیت نیتروژن مولکولی در شرایط شـور بـا یکـدیگر           

هـا   سویه تفاوت دارند و این تفاوت بسیار زیاد بوده و        
برابر ایـن تـنش محیطـی    در  حساس تا مقاوم  از کاملاً 

هــدف از انجــام ایــن پــژوهش جداســازي  باشــد مــی
ي ریشه این گیاه    ها هاي همزیست سویا از گره     باکتري

هـا و تـوان    ارزیابی توان مقاومت به برخی از تـنش  و
هـاي محـرك رشـدي و بیـوکنترل         تولید برخی فاکتور  

   .باشد هاي مورد بررسی می باکتري
  

  ها مواد و روش
منظــور جداســازي  بــه: ســازي لصجداســازي و خــا

اي از  هـاي ریـشه   ، گـره هـاي همزیـست سـویا     باکتري

آوري   نقطه از استان گلستان جمـع   21گیاهان سویا در    
 درصد  95ها با استفاده از اتانول       گره). 1 شکل(شدند  

 3 تـا  2( درصد 5/2و هیپوکلریت سدیم )  ثانیه 5-10(
 لاًضدعفونی و سپس با آب مقطر اسـتریل کـام      ) دقیقه

ــاکتري. شستــشو شــدند هــاي  هــاي حاصــل از گــره ب
شــده بــا اســتفاده از روش اســتاندارد و در  ضــدعفونی

 گرم، سولفات   5/0پتاسیم فسفات    دي( YMA1 محیط
 گـرم،  10 گرم، مانیتول 1/0، کلرید سدیم  2/0منیزیوم  

 جداسـازي  ) گـرم 15 گـرم، آگـار      5/0عصاره مخمـر    
هـا    ریزوبیـوم  هایی که از لحاظ ظاهري به      کلنی. شدند

شبیه بودند را برداشته و چند بـار روي محـیط کـشت       
YMA       ها با استفاده     واکشت شده و واکنش به گرم آن

آمیزي گـرم نیـز مـورد بررسـی قـرار            رنگآزمایش  از  
  در دمــاي ســازي شــده هــاي خــالص جدایــه. گرفــت

ــه28 ــپس در   درج ــده و س ــده ش ــسیوس خوابانی  سل
 سلـسیوس   ه درج ـ -80 درصد در دماي     20لیسرول  گ

  .نگهداري شدند

  

  
  1 .برداري هاي نمونه  موقعیت محل-1 شکل

Figure 1. Location of sampling.  

                                                
1- Yeast mannitol agar 
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گـره،   بررسـی تـوان تولیـد    براي: زایی گیاه  تست گره 
ــم آ ــا اســتفاده از رق ــدانی ب ــشی گل  ســویا DPX زمای
)Glycine max var.DPX (ــه در شــرایط اي  گلخان

دازه و سـالم انتخـاب و       بذرهاي هم ان   ابتدا. انجام شد 
و )  ثانیـه  30(  درصـد  95سپس بـا اسـتفاده از اتـانول         

ضدعفونی )  دقیقه 2-3( درصد   5/2هیپوکلریت سدیم   
 بـذر  4تعـداد  . و با آب مقطر استریل شستـشو شـدند       

هـاي نـیم کیلـویی حـاوي        ضدعفونی شده در گلـدان    
مخلوط شن و پرلیت شسته و استریل کاشته و بـذرها           

 108  از کشت باکتریایی حـاوي تقریبـاً  لیتر با یک میلی 
  درجه25-28و در دماي ) 7(لیتر تلقیح  سلول در میلی  

ساعت رشد داده    16سلسیوس با طول دوره روشنایی      
 فاقــد غــذایی محلــول از رشــد دوره طــی در .شــدند

و پـس از گذشـت پـنج    ) 7(اسـتفاده  jensen  نیتروژن
ــره   ــداد گ ــوایی و تع ــدام ه ــشک ان ــه وزن خ ــا  هفت ه

  . گیري شدند ازهاند
 از نظـر تحمـل بـه        ریزوبیـومی هاي   ارزیابی جدایه 
هاي مورد بررسـی     تحمل شوري جدایه   :شوري و دما  

با استفاده از مقادیر مختلف کلرید سدیم مورد بررسی         
ــت ــرار گرف ــه. ق ــه جدای ــایی ب ــاي باکتری ــزان  ه  10می

در ) لیتـر   سـلول در میلـی     108با جمعیـت    (میکرولیتر  
، 3،  2،  1،  5/0،  1/0هـاي   ظت حاوي غل  YMAمحیط  

کلریــد ســدیم )  وزنــی/حجمــی( درصــد 7، 6، 5، 4
هـا بـه    تحمـل بـاکتري  . اي تلقیح شدند   صورت نقطه  به

 48ها پس از  کلرید سدیم بر اساس میزان رشد باکتري
 ارزیابی و YMAساعت در مقایسه با محیط استاندارد   

، رشـد  (+)، رشد ضـعیف   )-(به پنج گروه، عدم رشد      
خـوب   و رشد خیلی  (+++) ، رشد خوب     (++)متوسط

تحمل دمایی سوسپانسیون   . بندي شدند  تقسیم(++++) 
 YMAاي بر روي محیط     باکتریایی پس از تلقیح نقطه    

 مدت به سلسیوس درجه 42 و 40 ،35 ،28در دماهاي   
 هـا  بـاکتري  رشد. گرفت قرار ارزیابی مورد ساعت 48

 همانند و سنجیده، سلسیوس درجه 28 دماي به نسبت
  ). 16( گردید ارزیابی رشد میزان شوري، به مقاومت
: ریزوبیـومی هـاي    خشکی جدایـه   به تحمل توانایی

 بـا  ریزوبیـومی هاي  سنجش مقاومت به خشکی جدایه    
انجـام   PEG 6000(1(اتـیلن گلیکـول    استفاده از پلـی 

 و144 صـفر،  هـاي  آزمون غلظـت   این انجام براي. شد
 YMB درمحـیط  گلیکـول  اتیلن پلی لیتر در گرم 288
 با تلقیح کشت، محیط نمودن استریل از پس. شد تهیه

 هـا  نمونـه  و انجـام  باکتریـایی  سوسپانسیون از استفاده
) دقیقه در دور 150 (شیکر روي بر ساعت 72 مدت به
 رشـد . شـدند  داده تکان سلسیوس درجه 28 دماي در

 مـوج  طـول  در اسـپکتروفتومتر  از استفاده با باکتریایی
  ). 41( شد گیري اندازه نانومتر 570

کــش در  علــف بــه مقاومــت میــزان گیــري انــدازه
 علف دو از آزمون این انجام براي: هاي منتخب  جدایه

 و تریفـورالین  سـویا،  بـراي  اسـتفاده  مـورد  رایج کش
ــوپرگالانت  ایــن از یــک هــر  از.شــد اســتفاده س

  در محـیط  درصـد  5 و 3 ،1 هايغلظت ها کش  علف

YMB سپس در شرایط استریل مقدار یـک         .شد تهیه
ــه  میلــی ــر یــک از جدای ــیح ه ــه تلق ــر از مای ــاي  لیت ه

 75 حـاوي    لیتـري    میلـی  250هـاي    به ارلن  ریزوبیومی
. هـا اضـافه شـد     کـش  و علـف   YMBلیتر محیط    میلی
عنوان شاهد در نظر گرفته شـد کـه در      هایی نیز به   ارلن

 28هـا در دمـاي       نمونـه . ها تلقیح صورت نگرفـت     آن
مدت   دور در دقیقه به  150 و با دوران      سلسیوس درجه

پـس از پایـان آزمـایش       .  ساعت تکان داده شـدند     48
هـا از طریـق تهیـه سـري رقـت و             جمعیت ریزوبیـوم  

 YMA در محیط    ریزوبیومیهاي   شمارش تعداد کلنی  
 ).36( صورت پذیرفت

 هـاي  جدایـه  در بیوتیـک  آنتـی  بـه  مقاومت بررسی
 مـورد  هـاي  جدایه تحساسی بررسی منظور به: مختلف
 محـیط  حـاوي  هـاي  پلیت ابتدا بیوتیک آنتی به بررسی

                                                
1- Polyethylene glycol 
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YMA تـازه  کـشت  از میکرولیتـر  100 از اسـتفاده  با 
 تلقـیح  مایـه  سـپس  و تلقـیح  ریزوبیـومی  هـاي  جدایه
. شـد  پخـش  پلیـت  سـطح  در کامـل  طـور  به ها جدایه
 کلرامفنیکـل،  هـاي  بیوتیـک  آنتـی  حـاوي  هـاي  دیسک

 روي بـر  اریترومایسین و لینتتراسایک استرپتومایسین،
 هـا  پلیت. شدند داده قرار ها پلیت در ریزوبیومی گستره

 48 مدت به سلسیوس درجه 28 دماي در انکوباتور در
 بـه  حـساسیت  و شـد  داده قرار شده خوابانیده ساعت

 در هالـه  وجود عدم یا وجود به توجه با ها بیوتیک آنتی
 الـه، ه وجـود  صـورت  در و ارزیابی ها دیسک اطراف

  ). 16( شد گیري اندازه رشد بازدارنده هاله قطر
آزمون تـوان   : کمی توان تولید سیدروفور    آزمون نیمه 

کمــی ســیدروفور بــه روش الکــساندر و زوبــرر  نیمــه
 محـیط جامـد کـروم       پس از تهیـه   . انجام شد ) 1991(

ــه ــیط بــه روش     آزرول اس، جدای ــا بــر روي مح ه
سلسیوس  درجه  28گذاري کشت شده و در دماي        لکه
وجود هاله  .  روز درون انکوباتور قرار گرفت     5مدت   به

عنــوان شاخــصی از  هــا بــه نــارنجی در اطــراف کلنــی
توانمنــدي جدایــه در جــذب آهــن از طریــق ترشــح  

در پایان آزمایش نـسبت  . سیدروفور در نظر گرفته شد    
  .گیري شد کلنی به قطر کلنی اندازه+ قطر هاله 

ــراي : دســیانی ژنهیــدرو تولیــد تــوان گیــري انــدازه ب
هـا در   تولید هیدروژن سـیانید ابتـدا جدایـه     گیري   اندازه
)  گرم در لیتر4/4( غنی شده با گلایسین  TSA1ط  محی

کشت داده شدند و سپس کاغذ صافی خیـسانده شـده    
و کربنـات   % 5/0پیکریـک اسـید     (در پیکرات سـدیم     

در قـسمت داخلـی درب پلیـت قـرار داده      %) 2سدیم  
ا نوار پارافیلم بـسته، در انکوبـاتور در   ها را ب  شد، پلیت 

 120 قـرار داده و بعـد از         سلـسیوس  درجـه    28دماي  
ساعت توانایی تولید سـیانید هیـدروژن از روي تغییـر         

  ).13(گیري شد  رنگ کاغذ صافی اندازه

                                                
1- Trypton soy agar 

بـراي بررسـی تـوان       : آمیلاز -αتوانایی تولید آنزیم    
 آمــیلاز از روش وانــگ و همکــاران -αتولیــد آنــزیم 

هایی کـه در     در این روش جدایه   . استفاده شد ) 2011(
بـر روي محـیط     سازي شدند را     خالص YMAمحیط  

  عصاره مخمـر   ،%4/0، گلوکز   %1جامد حاوي نشاسته    
 درجـه   29کشت داده و در دمـاي       % 5/1و آگار   % 4/0

ــسیوس ــهسل ــدت   ب ــده 3م ــاتور خوابانی  روز در انکوب
  بعـد از   براي مشاهده توانایی تشکیل هالـه نیـز         . شدند

آمیـزي   وسیله محلول ایـودین رنـگ     روز محیط را به    3
هـا هالـه     هایی کـه در اطـراف کلنـی آن         کرده و جدایه  
 هاي توانمند در تولید آنزیم     عنوان جدایه  تشکیل شد به  

α-آمیلاز در نظر گرفته شدند .  
هـاي   بـه ایـن منظـور ایزولـه       : توانایی تولید پروتئـاز   

بـر روي  ) 1995(ن انتخابی به روش مورفر و همکـارا      
  گـرم،  5یلـک،   اسـکیم م  (محیط اسـکیم میلـک آگـار        

   گــرم و آگــار 4 گــرم، بــلاد آگــار، 5عـصاره مخمــر،  
 سـاعت در  48مـدت   کشت داده و به  )  گرم در لیتر   14

 در اتـاق کـشت خوابانیـده        سلسیوس درجه   29دماي  
عنـوان شـاخص     تولید هاله در اطراف کلنی بـه      . شدند

  .نظر گرفته شدتولید آنزیم پروتئاز در 
 توانایی تولید آنریم سـلولاز در     : توانایی تولید سلولاز  

ریس که حاوي کربوکسیل متیل سـلولز        -محیط مندل 
)CMC(2 عنوان تنها منبع کربن بود انجام شد      به )24 .(

  ، KH2PO4 آگــار حــاوي CMCهــا بــر روي  جدایــه
ــرم، 4/0 ــرم، CaCl2 ،02/0 گ ــرم، NaCl ،02/0 گ  گ

FeSO4.7H2O، 02/0   ،گرم CMC  ،5/2    ،گرم و آگار 
وسـیله سـود      محیط نیز بـه    pH.  گرم، کشت شدند   15

هـا    سـپس پلیـت  .  تنظـیم شـد    2/7وي  یک نرمال بر ر   
 در اتاق   سلسیوس  درجه 29 روز در دماي     10مدت    به

بعـــد از پایـــان زمـــان . کـــشت نگهـــداري شـــدند
هـا در   گذاري براي تعیین میزان توانایی جدایـه    حرارت

                                                
2- Carboxymethyl cellulose 
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آمیـزي بـا    از طریق تشکیل هالـه، رنـگ      تجزیه سلولز،   
پـس از   . انجام شـد  ) لیترگرم در میلی   میلی 1(کنگورد  

 دقیقه، کلرید سدیم یک نرمال به پلیت ها اضافه و        20
در نهایـت  .  دقیقه بروي پلیـت بـاقی مانـد        15مدت   به

ها شسته شده و توانمندي تولید هالـه در اطـراف     پلیت
  . ها بررسی شد کلنی

  
  نتایج و بحث

هاي ریزوبیـومی   وسیله جدایه زایی گیاه به   آزمون گره 
ــالص ــده  خ ــازي ش ــصوصیات   :س ــاس خ ــر اس  ب

ــه ــامی جدایـ ــومی  مورفولوژیـــک تمـ ــاي ریزوبیـ هـ
ــوده و از   خــالص ــد رشــد ب ــواع تن   ســازي شــده از ان

هـاي   لحاظ شکل ظاهري نیز هیچ شباهتی بـا بـاکتري         
ــنس  ــتندBradyrhizobiumجــ ــا.  نداشــ کتري بــ

Bradyrhizobium japonicumًــولا  داراي  معمــ
 گـرد هـستند     هاي سفید، شیري، چسبنده و نسبتاً      کلنی

اي  هـاي ریـشه    هاي حاصـل از گـره     که جدایه  در حالی 
سویا در این پژوهش همگـی حالـت لـزج و مخـاطی      

 Bradyrhizobiumهـاي باکتریـایی    جدایـه . داشـتند 

japonicum    علاوه بر کندي رشد باعث قلیایی شـدن 
هـاي   که ریزوبیـوم   حالی در. شوند محیط رشد خود می   

تند رشد منجر به اسیدي شـدن محـیط شـده و رنـگ         
ــر  YMBمحــیط  ــنفش تغیی ــه ب  حــاوي کنگــورد را ب

هــاي مــورد بررســی در ایــن  جدایــه). 38(هنــد د مــی
 YM محـیط    pHپژوهش نیز همگی منجر به کـاهش        

شده و ایجاد رنـگ بـنفش در محـیط فقـط در مـورد               
تـري   منجر به کاهش بـیش هایی مشاهده شد که    جدایه

 بیــان) 2014 (همکــاران و ژائــو. بودنــد شــده pHدر 
 از حاصـل  باکتریایی جدایه 155 مجموع از که داشتند

 یـک  هـیچ ) Glycine soja (سـویا  ايریـشه  هاي گره
ــق ــه متعل ــد Bradyrhizobium ب ــان از. نبودن  21 می
 گره تولید توانایی جدایه 11 شده سازيخالص جدایه

 در گـره  69 بـا  21 جدایـه  کـه  بودند دارا را ریشه در

 گلـدان  هـر  در گـره  3 بـا  6 جدایه و ترین بیش گلدان
لازم بـه   . )1 جدول( کردند تولید را گره تعداد ترین کم

 هـاي  جدایـه  از اسـتفاده  با بندي گره ذکر است که عدم 
وزن خشک  . نیست انتظاري غیرقابل پدیده ریزوبیومی

مستقیم از توان تثبیت   غیرعنوان معیاري    اندام هوایی، به  
هاي مورد  اي در بین جدایهملاحظه زیستی، تفاوت قابل 

 2170 تـا  912که مقـدار آن از       طوري بررسی داشت به  
سـامه و همکـاران   . گرم در گلـدان متفـاوت بـود     میلی

هاي ریزوبیـومی   بیان داشتند که تمامی جدایه    ) 2014(
سازي شده از مناطق مختلف تحت کشت سویا      خالص

هاي سویا را دارا بوده دار کردن ریشهدر مصر توان گره  
ها و اندام هوایی در گیاهـان تلقـیح     و وزن خشک گره   

اي بـا   ملاحظـه  هاي مختلف تفاوت قابـل شده با جدایه 
ــتند ــاران . یکــدیگر داش ــاري و همک در ) 1383(یادگ

هـاي   پژوهشی که بر روي اثرات تلقیح سویا با سـویه         
 بـر  Bradyrhizobium japonicumمختلف باکتري 

بندي و تثبیت نیتروژن سویا انجام دادنـد گـزارش           گره
کردند که تلقیح بذرها با سویه هاي استیک نـسبت بـه     

بنـدي و  هاي هلی نیترو و سویار از کـارایی گـره      سویه
  .تري برخوردار بودند تثبیت نیتروژن بیش

 پـژوهش  ایـن  در: هـا  کـش  سنجش مقاومت به علف   
هاي تریفلورالین و سـوپرگالانت      کش مقاومت به علف  

. گرفـت  قـرار  ارزیـابی  برتر مـورد   جدایه11بر روي 
هـاي مـورد     درصـد از جدایـه  36نتایج نـشان داد کـه      

کـش   بررسی فاقد توانایی رشد در محیط حاوي علف        
که در حـضور علـف کـش     تریفلورالین بودند در حالی 

جـدول  ( سوپرگالانت دو جدایه نتوانستند رشد نمایند
هاي ریزوبیومی که قادر به رشد در حـضور          جدایه ).2

تـري نـسبت بـه       کش بودند، حساسیت بـیش     دو علف 
که با افزایش غلظـت ایـن       طوري تریفلورالین داشتند به  

هـا   کش از یک به پنج درصد جمعیت تمـامی آن          علف
رونـد کــاهش جمعیــت بــا  . رونـدي کاهــشی داشــت 
ــف  ــت عل ــزایش غلظ ــه  اف ــوپرگالانت ب ــش س ــز  ک ج
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. هـا مـشاهده نـشد       در سایر جدایه   6 و   18اي  ه جدایه
تـرین کـاهش     تـرین و کـم      بـیش  20 و   14هاي   جدایه

هایی داشتند که قادر به رشـد   جمعیت را در بین جدایه 
  ).2جدول (کش تریفلورالین بودند  در حضور علف

 
  . هاي ریزوبیومی مختلف در گیاه سویا  ارزیابی کارایی جدایه-1جدول 

Table 1. Evaluation the effectiveness of different rhizobial isolates on soybean plants.  
  ها جدایه

Isolates  
  تعداد گره

The number of nodules  
  )- (فعال غده غیر(+)/ غده فعال 

Active nodule (+) Inactive nodule (-)  
  )گرم در گلدان میلی(وزن خشک اندام هوایی 

Shoot dry weight (mg/pot) 

2  42  +  1130 

5  25  +  1035 

6  3  +  912 

10  39  +  1230 

12  20  +  1335 

14  10  +  950 

15  57  +  1080 

16  49  +  1060 

18  66  +  1650 

20  45  +  1550 

21  69  +  2170 

-N 0 0  890 

+N 0 0  1100 

 
  .  کلنیکش بر اساس روش شمارش هاي مختلف علف هاي منتخب باکتریایی در غلظت  رشد جدایه-2جدول 

Table 2. Growth of selected bacterial isolates in different concentrations of herbicides based on colony forming 
count method.  

 سوپرگالانت تریفلورالین
  ها جدایه

Isolates شاهد  
blank 

1)(%  

(%)1 

3(%)  

(%)3 

5(%)  

(%)5 
 شاهد

blank 
1(%)  

(%)1 
3(%)  

(3)% 

5%) (  

(%)5 
2 3*108  -  -  -  3*108  -  -  -  
5 3*108  3*108  2*108  1.3*108 3*108  3*108  3*108 3*108 

6 3*108  3*108 1.2*108  5.6*108  3*108  3*108  1.6*108  1.5*108  

10 3*108  3*108 -  -  3*108  3*108  -  -  
12 3*108  3*108 8*107  4*107  3*108  3*108 3*108 3*108 

14 3*108  2*108  1.85*108  1.5*108  3*108  3*108 3*108 3*108 

15 3*108  -  -  -  3*108  3*108 3*108 3*108 

16 3*108  -  -  -  3*108  3*108 3*108 3*108 

18 3*108  -  -  -  3*108  1.8*108  -  -  
20 3*108  3*108 3*108  0.8*108  3*108  3*108 3*108 2*108  

21 3*108  1.4*108  5.9*107  2.2*107  3*108  3*108 3*108 3*108  
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کش تریفلورالین یکی از سموم پرکـاربرد در         علف
هـاي سـایر   یافتـه ) 1980(گائور . رودشمار می سویا به 

ها بر تثبیت زیـستی   کشپژوهشگران را درباره اثر آفت    
نیتروژن بررسی نموده و بیان داشـت کـه تریفلـورالین        

ثر ؤها م ها و کارایی آنتواند روي جمعیت ریزوبیوم    می
هـا بـر     کـش   متناقضی از اثـر علـف      هاي  رشگزا. باشد
. هـا وجـود دارد  هاي همزیـست آن   ریزوبیوم ها و  لگوم

 بیـان داشـتند کـه رشـد       ) 2005(کاران  سانتوس و هم  
داري بـا کـاربرد برخـی از        طـور معنـی    ها بـه   ریزوبیوم

کـه اسـتفاده از    در حـالی  . هـا کـاهش یافـت      کش علف
 کـش بـا غلظـت دو برابـر مقـدار آن در شـرایط        علف

 ـ    ریزوبیـوم  اي بـر رشـد      مزرعه ثیر نداشـت ولـی    أهـا ت
بایـستی  . ها در تشکیل گره را کـاهش داد    توانمندي آن 

هـا تنهـا یـک جنبـه از         ریزوبیـوم  توجه نمود که رشد   
فرآیند همزیستی است و این فرآیند به تـشکیل گـره،           

همــه ایــن . رشــد و عملکــرد گــره نیــز بــستگی دارد
 .کش باشدبرد علفثر از کارأها ممکن است مت فرآیند

ــشکی  ــه خ ــل ب ــدي تحم ــاوت : بررســی توانمن تف
ــین   قابــل ــه خــشکی در ب تــوجهی از نظــر مقاومــت ب
همه ). 3جدول (هاي مورد بررسی وجود داشت  جدایه
اتـیلن   هـاي فاقـد پلـی     ها بـه خـوبی در محـیط        جدایه

مقایسه نسبت رشد در شـاهد و       . گلیکول رشد نمودند  
هـا    تمامی جدایه  سطح اول تیمار خشکی نشان داد که      

  قـادر بـه تحمــل ایـن سـطح خــشکی بـوده و مقــدار      
 درصد نسبت بـه شـاهد   7/93 تا 30رشد باکتریایی از  

  گرچـه رونـد کـاهش      . متغیـر بـود    PEG-6000فاقد  
وسـیله   رشد با افزایش میزان خشکی اعمـال شـده بـه          

PEG-6000   هاي ریزوبیومی مشاهده     در تمامی جدایه

   14هش رشد در جدایـه      ولی میزان کا  ) 3جدول  (شد  
  بــا افــزایش خــشکی بــسیار شــدید بــود و در ســطح 

   درصـد از میـزان رشـد آن     5تـر از     دوم خشکی به کم   
) 2010(عبدالسلام و همکـاران     . در تیمار شاهد رسید   

ــه   ــه جدای ــتند ک ــان داش ــورد   بی ــومی م ــاي ریزوبی   ه
ــی آن ــشکی داراي   بررس ــه خ ــت ب ــر مقاوم ــا از نظ   ه
 هـاي  دیگر بـوده و جدایـه     توجهی بـا یک ـ    تفاوت قابل 

Rhizobium leguminosarum bv Trifolii 
هـاي   تـري نـسبت بـه جدایـه     مقاومت به خشکی بیش 

Sinorhizobium meliloti اوما و همکـاران  . داشتند
هاي  نیز در بررسی مقاومت به خشکی جدایه       ) 2013(

Bradyrhizobium  ــی از ــه برخـ ــتند کـ ــان داشـ  بیـ
 ـ  هاي مـورد بررسـی آن    جدایه   ه خـوبی در سـطح   هـا ب

  .  رشد نمودندPEG درصد 30
هاي گیاهی از   هاي میکروبی نسبت به سلول     سلول

ــیش  ــت ب ــشکی    مقاوم ــنش خ ــا ت ــه ب ــري در مقابل ت
هاي ریزوبیـومی نـسبت      باکتري برخوردارند و معمولاً  

تري به خشکی از خود نـشان        ها مقاومت بیش   به لگوم 
ها  بیومدر نتیجه از مرحله شروع آلودگی ریزو   . هندد  می

هاي تمایز یافته به وظیفه خـود عمـل         تا زمانی که گره   
کننـده تثبیـت     ترین فاکتورهاي محـدود    نمایند، مهم  می

نیتروژن در شرایط تنش آبی، وابسته بـه گیـاه خواهـد          
هـاي گـروه    هـا بـاکتري   در محـیط طبیعـی خـاك    . بود

ریزوبیومی از نظر حساسیت به اثرات مضر خشکی با          
هـاي کنـد رشـد       ریزوبیـوم . باشند یکدیگر متفاوت می  

تواننـد شـرایط تـنش       نسبت به انواع تند رشد بهتر می      
  ).39(خشکی را تحمل نمایند 
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  . گیري شده به روش اسپکتوفتومتري  اندازهریزوبیومیهاي  بر میزان رشد جدایه PEG-6000 اثر خشکی اعمال شده با -3جدول 
Table 3. Effect of drought stress imposed by PEG-6000 on the rhizobia growth as measured by 
spectrophotometric method.  

  )گرم در یک لیتر(اتیلن گلایکول  سطوح غلظت پلی
Polyethylene glycol levels (g/L)  ها جدایه 

Isolates  
0  144  288  

5  1.790  0.851  0.213  
6  1.06  0.391  0.168  
12  1.683  0.506  0.239  
14  1.398  1.11  0.079  
16  1.688  0.746  0.24  
20  1.674  1.567  0.435  
21 1.471  0.746  0.297  

 
: هـاي مختلـف    ارزیابی تحمل به شوري در جدایـه      

 جدایـه  11 در نمـک  بـه  تحمل میزان از نتایج حاصل 
مختلف نشان داد که بـا افـزایش میـزان نمـک، رشـد             

هـاي   یهثیر آن بر جداأها کاهش یافت اما میزان ت    جدایه
 16جز جدایـه   ها به  تمامی جدایه . مختلف متفاوت بود  
را تحمـل نماینـد    NaCl درصـد  5توانستند تا غلظت    

 و 14، 12، 6، 5( جدایه 5که تنها  در حالی). 4جدول (
 درصـد  7رشد ضـعیف تـا متوسـطی در غلظـت      ) 20

نتایج حاصل از این پژوهش   . نمک از خود نشان دادند    
. مطابقت داشـت  ) 2001(اران  هاي رضا و همک    با یافته 

هاي ریزوبیومی   بیان داشتند که جدایه    پژوهشگراناین  
ها از نظر تحمل به نمک به دو گـروه           مورد بررسی آن  

 هاي گروه اول شامل تمامی جدایه    . قابل تفکیک بودند  
 را نمک درصد 5 غلظت تا توانستند که بود ریزوبیومی

 را هـا  بیـوم ریزو از دسته آن دوم، گروه و نمایند تحمل
 را درصد 7 میزان تا نمک تحمل توان که شدمی شامل

  .بودند دارا نیز

ها رشد  هاي مورد بررسی همه جدایه از میان جدایه
 21 درصد داشتند ولی جدایه     3مطلوبی تا میزان نمک     

که  طوري تري از خود نشان داد به    میزان حساسیت بیش  
ده و  کاهش رشد نمو  درصد شروع به   3از مقدار نمک    

لـف  هـاي مخت   ترین جدایه بـه میـزان       مقاوم 20جدایه  

صد نمـک هـم رشـد     در6نمک بود که تا میزان نمک     
  .مطلوبی داشت

 -زایی و تثبیت نیتروژن در همزیستی ریزوبیوم       گره
تواند مـانع اسـتقرار و       ثر از شوري بوده و می     ألگوم مت 

خـلاف   بر. رشد یا کاهش عملکرد گیاهان لگوم گردد      
توانند در حـضور مقـادیر   ها می  م، ریزوبیوم گیاهان لگو 

بالاي نمک نیز زنده بمانند، گرچه تفـاوت فاحـشی از      
 هـا وجـود دارد  نظر تحمل به نمک در بین ریزوبیـوم 

عدم موفقیت در برقراري همزیستی در شـرایط        ). 42(
دلیــل عــدم توانــایی اســتقرار  شــور ممکــن اســت بــه

د آلودگی و   ها در ریزوسفر، عدم شروع فرآین      ریزوبیوم
هـاي   تنش). 37(زایی باشد   اثر بازدارنده شوري بر گره    

غیرزیستی مثل شوري و دما ممکن است الگوي سنتز          
هـا و   برخی از اجزاء ضروري سلول از قبیـل پـروتئین      

هاي متحمل به نمک را     ساکاریدها در ریزوبیوم   لیپوپلی
متحمـل بـه نمـک،     R. etliبراي مثـال در  . تغییر دهد
 درصـد تغییـر   4 پروتئین آن در شـوري    49ن  میزان بیا 

هایی که در معـرض شـوري       ریزوبیوم). 37(پیدا نمود   
توانند تعادل اسمزي اطراف غشاء را      گیرند می قرار می 

سـلولی   هـا و از طریـق تجمـع درون        با خـروج نمـک    
وریـزن و   . هاي معدنی و یـا آلـی حفـظ نماینـد           نمک

 از S. melilotiبیــان داشــتند کــه ) 2007(همکــاران 
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هــایی مثـل پتاســیم، گلوتامــات،  طریـق تجمــع نمـک  
پرولین، گلایسین بتائین، پرولین بتائین و ترهالوز مـانع   

. شـود  ازاثر بازدارندگی تنش اسمزي بر رشد خود مـی      
 184در پژوهـشی روي     ) 1389(علیخانی و همکاران    

 ویــسیه و بیــووار ریزوبیــوم لگومینــوزاروم ســویه 

ــست عــدس  ــومیریزوبســویه  101همزی ــاملاًی   را ک
عنوان خیلـی    سویه به25 و (EC=10 ds/m)حساس 

 هـاي کـاملاً    عنوان سوپر استرین    سویه به  10متحمل و   
  .متحمل به شوري گزارش کردند

 
 . اي سویاهاي ریشههاي باکتریایی حاصل از گره  تحمل به شوري جدایه-4 جدول

Table 4. Salinity tolerance of bacterial isolates derived from soybean root nodules. 

7 6 5 4 3 2 1 0.5 0.1 

 شوري                   
salinity  

 ها جدایه
Isolates 

- - + +++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ 2  
+ ++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ 5  
+ ++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ 6  
_ _ + +++ ++++ ++++ ++++  ++++ ++++ 10  
+ ++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ 12  
+ ++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ 14  
- + + +++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ 15  
- - - + ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ 16  
- - + ++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ 18  
++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ 20  
- - + + +++ ++++ ++++ ++++ ++++ 21  

   .خوب رشد خیلی++++ رشد خوب، +++ رشد متوسط، ++ رشد ضعیف، +  عدم رشد، -
- Lack of growth, + weak growth, ++ moderate growth, +++ good growth, ++++ very good growth.  

  
 ـ: بررسی توان رشد در دماهاي مختلف    زان بررسی می

اده ریزوبیومی مورد استف  هاي  مقاومت به دما در جدایه    
ها به خـوبی  در این پژوهش نشان داد که تمامی جدایه 

). 5جدول  ( رشد نمودند    سلسیوس درجه   40تا دماي   
 درجـه   42ها در دماي    که بررسی رشد جدایه    در حالی 

 ـ  تحت16 و 2هاي   گراد نشان داد که جدایه     سانتی ثیر أت
 .دما قرار گرفته و از رشد مطلوبی برخوردار نبودند

 درجـه   25-30 هـا ریزوبیوم رايدماي بهینه رشد ب   
، با این حال، در هـر دو زنـدگی   )45( است   سلسیوس

ها اغلب در معـرض     ریزوبیومهمزیستی و ساپروفیتی،    

 .گیرنـد  درجه حرارت خارج از این محدوده قـرار مـی    
هـاي ریزوبیـومی در      جدایه وسیله  به  گره میزان تشکیل 

ین دماهاي بالا منجـر   چن  هم یافته و بالا کاهش   دماهاي  
هـاي ریزوبیـومی تنـد       به حذف پلاسمیدها در جدایـه     

 تر مطالعات بر تحمل به تنش دمایی بیش .شود میرشد 
ها در سویا و لوبیـا متمرکـز اسـت کـه ایـن               ریزوبیوم
 از  سلـسیوس  درجـه    40ها رشد ضـعیف در       ریزوبیوم

در ) 2014( بنـسال و همکـاران       .)9(خود نشان دادند    
 جدایـه  91ل دماهـاي مختلـف را روي       پژوهشی تحم 

 جدا شده از گـره مـاش بررسـی و        ریزوبیومیباکتري  
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  هـا بـه خـوبی در دمـاي      بیان داشتند که تمامی جدایـه    
که فقط  گراد رشد نمودند در حالی  درجه سانتی40-30

   قادر بـه رشـد در دمـاي     MS57 و   MR23دو جدایه   
  .گراد بودند  درجه سانتی45

  
   .ها در دماهاي مختلف باکتري کیفی رشد -5جدول 

Table 5. The qualitative growth of bacteria at different temperatures. 

42 40 35 28 

                      دما
Temperature 

  ها جدایه
Isolates 

+ +++ +++ ++++ 2  
++++ ++++ ++++ ++++ 5  
+++ ++++ ++++ ++++ 6  
++++ ++++ ++++ ++++ 10  

++++ ++++ ++++ ++++ 12  
++++ ++++ ++++ ++++ 14  
+++ ++++ ++++ ++++ 15  
++ ++++ ++++ ++++ 16  

++++ ++++ ++++ ++++ 18  
+++ ++++ ++++ ++++ 20  
++++ ++++ ++++ ++++ 21  

   .خوب رشد خیلی++++ رشد خوب، +++ رشد متوسط، ++ رشد ضعیف، +  عدم رشد، -
- Lack of growth, + weak growth, ++ moderate growth, +++ good growth, ++++ very good growth.  

  
 مقاومـت  ارزیـابی : ها بیوتیک سنجش مقاومت به آنتی   

 نسبت ها جدایه از یک هیچ که داد نشان بیوتیک آنتی به
 بازدارنـده  هالـه  قطر. نداشتند مقاومت تتراسایکلین به

 بــه نــسبت باکتریـایی  مختلــف هـاي  جدایــه در رشـد 
 کـه  طوري به داشت ايملاحظه قابل تفاوت تتراسایکلین

مربـوط بـه     متـر،   میلی 9 بازدارندگی هاله قطر ترین کم
متر مربوط بـه     میلی 20 آن مقدار ترین بیش  و 3جدایه  
 جدایـه  21 از). 6جـدول    (بـود  14 و   13هـاي    جدایه
 بازدارنـده  هالـه  قطر داراي جدایه 5 تنها بررسی، مورد

تـرین   بودند کـه بـیش     سک اریترومایسین دی اطراف در
   بـا قطـر هالـه    1قطر هاله بازدارنده مربوط بـه جدایـه     

 کلرامفنیکل هاي بیوتیک آنتی مورد و در  متر بود   میلی 7
 تمـامی  و نشد هاله بازدارنده مشاهده   استرپتومایسین و

 مقاومـت  مـذکور  بیوتیـک  آنتـی  دو به نسبت ها جدایه
هاي  تیک در میکروارگانیسم  بیو   مقاومت به آنتی   .داشتند

خاکزي از اهمیت بسیار زیادي برخوردار است و یکی   
تواننـد بـا     هـا مـی    ریزوبیـوم از سازوکارهایی است که     

وسیله سـایر   استفاده از آن بر آنتاگونیسم اعمال شده به     
 همکـاران  و گائوري. ها، استفاده نمایند   میکروارگانیسم

 ریزوبیـومی هـاي    در جدایـه   کـه  داشـتند  بیان) 2011(
 )Trifolium alexandrinum(همزیـــست شـــبدر 

 تتراسایکلین بیوتیک آنتی به نسبت حساسیت ترین بیش
 همخـوانی  حاضـر  پـژوهش  نتـایج  با که داشت وجود
 در پژوهشی برروي    )2010 (همکاران و  دئورا .داشت
 گزارش کردند که قطر هاله مهار ریزوبیومیهاي  جدایه

هــاي تتراســایکلین،  یــکبیوت رشـد باکتریــایی در آنتــی 
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ــه  2 و 3/1، 9ترتیــب  کانامایــسین و استرپتومایــسین ب
بیـان  ) 2010(فلورنتینـو و همکـاران      . متـر بـود    سانتی

هـا   هاي مـورد بررسـی آن      داشتند که از مجموع جدایه    
فقــط دو جدایــه نــسبت بــه تتراســایکلین حــساسیت 

توانـد   هـا مـی    بیوتیک حساسیت نسبت به آنتی   . داشتند
هاي بـومی    تر با جدایه   ه توانمندي رقابت کم   دهند نشان

هـا نـشان داده کـه انـواعی از     خاك باشد زیرا بررسـی  
بیوتیــک از جملــه  کننــده آنتــی هــاي تولیــد ریزجانــدار

  .ها وجود دارندها در خاك اکتینومایست

ــت    ــزایش مقاومــ ــک افــ ــر اکولوژیــ از منظــ
Bradyrhizobium  هایی که در خـاك      بیوتیک  به آنتی

ــد ــذیر اســت ، امکــانوجــود دارن ــه. پ ــال  ب ــوان مث عن
ــه  ــسین بـ ــیعی از    استرپتومایـ ــف وسـ ــیله طیـ وسـ

شـود و بهبـود      هاي خاکزي تولیـد مـی      میکروارگانیسم
ــن آنتــیBradyrhizobiumمقاومــت  ــه ای بیوتیــک   ب

  ).27( عنوان سازوکاري جهت بقا باشد تواند به می

  
   YMA.ط ها در محی بیوتیک جدایه  توانمندي مقاومت به آنتی-6جدول 

Table 6. Antibiotic resistance capability of the isolates on YMA.  
  )متر میلی(قطر هاله بازدارنده (                             

Inhibition zone diameter (mm) 
  

  ها جدایه
Isolates  

 کلرامفنیکل
Chloramphenicol  

 استرپتومایسین
Streptomycin  

 تتراسایکلین
Tetracycline  

 اریترومایسین
Erythromycin  

1  -  -  12  7  
2  -  -  16  14  
3  -  -  9  -  
4  -  -  17  -  
5  -  -  10  6  
6  -  -  15 5  
7  -  -  12  -  
8  -  -  10  -  
9  -  -  15  -  

10  -  -  12  -  
11  -  -  16  -  
12  -  -  19  -  
13  -  -  20  -  
14  -  -  20  -  
15  -  -  12  6  
16  -  -  19  -  
17  -  -  10  -  
18  -  -  12  -  
19  -  -  12  -  
20  -  -  10  -  
21  -  -  13  -  
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هـا   نتایج حاصل از تجزیه داده    : توان تولید سیدروفور  
هـاي   نشان داد که آزمون تولیـد سـیدروفور در جدایـه       

. دار بـوده اسـت    درصد معنی5مورد آزمایش در سطح  
 جدایه برتر و از طریـق       11ارزیابی سیدروفور برروي    
ها در محیط  هاي آن  ف کلنی ایجاد هاله نارنجی در اطرا    

CAS1           شـد  آگار و نسبت قطر هاله بـه کلنـی انجـام. 
که تنها سه جدایـه قـادر بـه تولیـد           نتایج نشان داد که     
هـا فاقـد تـوان تولیـد      سـایر جدایـه    سیدروفور بوده و  
 با متوسط نسبت قطر هاله      16جدایه  . سیدروفور بودند 

 قطر  با نسبت5 و 21ترین و دو جدایه   بیش3به کلنی 
تري را   مقدار سیدروفور کم75/2 و 44/2هاله به کلنی 
با توجه به حساس بودن سویا نسبت به        . تولید نمودند 

ــتفا  ــن اس ــود آه ــهکمب ــومی   ده از جدای ــاي ریزوبی ه
عنــوان یکــی از  توانــد بــه کننــده ســیدروفور مــیتولید

سازوکارهاي مفید در مواجهـه بـا کمبـود آهـن مـورد         
 جدایـه   35حاصل از بررسی    نتایج  . بررسی قرار گیرد  

 جداسازي شده از ریزوسفر نخود نشان داد       ریزوبیومی
هـاي مـذکور قـادر بـه تولیـد           یـک از جدایـه     که هـیچ  

ــیدروفور نبودنــد در حــالی    درصــد از 2/74کــه  س
ــه ــاي  جدایـ ــد از 5/12و  Pseudomonasهـ  درصـ

جداسـازي شـده از ریزوسـفر        Bacillus هـاي  جدایه
 سیدروفور را از خود نـشان    همان گیاه توانمندي تولید   

هــاي  تولیــد ســیدروفور توســط بــاکتري). 19(دادنــد 
محرك رشد گیاه نقش حیاتی در تغذیـه گیاهـان و در       

تولیـد سـیدروفور   . کننـد  نتیجه بهبود رشد گیاه ایفا می     
هاي محرك رشد گیاه نقـش حیـاتی در          توسط باکتري 

ا تغذیه حیات گیاهان و در نتیجه در ارتقا رشد گیاه ایف      
ــی ــد م ــاران  . کنن ــتین و همک ــالح راس در ) 1382(ص

 447 هـاي ایـران   هاي خاك  ریزوبیومپژوهشی برروي   
هاي   که از لگومریزوبیومیهاي مختلف جدایه از گروه  

هاي منـاطق مختلـف    مهم زراعی، کشت شده در خاك 
ــران ــهای ــی  ب ــد را شــمار م ــس از  جداســازي و آمدن پ

                                                
1- Chrome azurol S 

یج نشان داد که    نتا. دادندشناسایی، مورد آزمایش قرار     
، قادر به رشد مستقیم برروي ریزوبیومیهاي  اکثر سویه

) 2014(کاناهی و همکاران . آگار نبودند   CAS-  محیط 
در پژوهشی گزارش کردند سودوموناس فلورسـنس و    

Rhizopus sp.  ترین سیدروفور از نوع کاتشولی  بیش
 Azosprillium flavus و Escherichia coliو 
. اند زان از سیدروفور کاتشولی را تولید کرده     ترین می  کم

ــزان و   کــمEscherichia coliهمچنــین   3تــرین می
تـرین میـزان تولیـد سـیدروفورهاي       باکتري دیگر بیش  

 .هیدروکساماتی را دارا بودند

گیـري   اندازه: گیري توان تولید سیانید هیدروژن   اندازه
هـاي   روي همـه جدایـه     بـر ) HCN(سیانید هیدروژن   

  کــدام از  ســازي شــده انجــام گرفــت و هــیچ  خــالص
جـوزف و   . ها قادر به تولید این متابولیت نبودند       جدایه

تــوان تولیــد ســیانید هیــدروژن در ) 2007(همکــاران 
سازي شـده از ریزوسـفر       هاي باکتریایی خالص   جدایه

ها نشان داد    نخود را مورد بررسی قرار داده و نتایج آن        
ــوع   ــه از مجم ــا 150ک ــه باکتری ــه   جدای ــق ب یی متعل

 Pseudomonas ،Azotobacter ،Bcillus هاي جنس
 را  HCNیـک توانمنـدي تولیـد        هیچ ،Rhizobiumو  

بیـان  ) 2001(که کرمـر و سوئیـسی        در حالی . نداشتند
از صـفر تـا کمـی        تولید شده    HCNداشتند که مقدار    

گرم سـلول متغیـر      ازاي هر میلی   مول به  نانو 30بیش از   
 در بـین   طور عمـده   به HCNلید  توانایی تو . بوده است 

 متمرکـز بـوده و برخـی از     هـاي سـودوموناس    باکتري
 نیـز تـوان تولیـد سـیانید را از           ریزوبیومیهاي   باکتري

بـا   HCN هـا تولیـد    آن بـه عقیـده    .اند خود نشان داده  
، یابـد  افزایش مقدار گلایسین در محـیط افـزایش مـی         

 HCN ها همچنین پیشنهاد کردند که توانایی تولیـد        آن
ــالقوه و  PGPR هــاي توســط بــاکتري یــک قابلیــت ب

هـاي   سازوکاري مناسب براي کنترل بیولوژیـک علـف   
    مفیـد  عنـوان یـک جنبـه      بـه  باشـد کـه بایـد      مـی  هرز

  هاي تقویت و تحریک رشد گیاهـان زراعـی          در روش 
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توجـه قـرار    تر مورد  و افزایش عملکرد محصول، بیش    
   .گیرد

:  مـورد بررسـی  هـاي ها در جدایـه   توان تولید آنزیم  
 آمیلاز آنزیمی است که هیدرولیز نـشاسته را      -αآنزیم  

ع دهـد و امـروزه اهمیـت زیـادي در صـنای            انجام مـی  
اگر . دارد... سازي و مختلف نظیر، صنایع غذایی، کاغذ

چه این آنزیم از منابع مختلفـی ماننـد منـابع گیـاهی،              
شود، اما منـابع میکروبـی    حیوانی و میکروبی تولید می  

امروزه آمیلاز میکروبـی    . اي صنعتی زیادي دارند   تقاض
از همـه  ). 17(شـود   صورت صنعتی تولید می    زیادي به 

هاي مـورد بررسـی در ایـن آزمـایش تنهـا سـه           جدایه
 آمـیلاز   -αتوانایی قابلیت تولید    )  درصد 2/14(جدایه  

توانایی این آنزیم هم از طریق تولید هاله . را دارا بودند  
هـاي    تمـامی جدایـه    همچنین. اطراف کلنی اثبات شد   

منتخب از نظر ترشح آنزیم پروتئاز مورد بررسی قـرار          
)  درصـد 6/47(در این آزمـون نیـز ده جدایـه      . تندگرف

دهنده توان   توانایی تولید هاله شفاف را داشته که نشان       
توان تولید سلولاز در محیط مندل      . است تولید پروتئاز 

 کلنـی  ریس براساس شاخص تولیـد هالـه در اطـراف       
 قادر بـه   )ها   درصد جدایه  8/42( جدایه   9نشان داد که    

هـا فعـالیتی از خـود نـشان         ایجاد هاله بوده و سایر آن     
هاي مورد بررسی   یک از جدایه   هیچ). 7جدول  ( ندادند

). 7جــدول (تـوان تولیـد هـر ســه آنـزیم را نداشـتند      
هـاي گیـاهی را     هایی که بروز یا شدت بیماري      باکتري

عنـوان عوامـل بیـوکنترل و        اغلـب بـه   دهند  کاهش می 
هـاي کیتینـاز،    آنـزیم . شـوند آنتاگونیست شـناخته مـی    

کننـده دیـواره     پروتئاز، سلولاز، زایلناز از انواع تجزیـه      
تواننـد منجـر بـه       می ها بوده و  ها و مخمر  سلولی قارچ 

کنتـرل   ).28(زا گردنـد     کنترل زیستی عوامـل بیمـاري     
ریزجانــداران هــاي گیـاهی از طریـق    زیـستی بیمـاري  

ثر بر یک یـا  ؤطور مستقیم و با تولید مواد م      تواند به  می
طــور  چنـد مرحلــه از چرخــه زنــدگی پــاتوژن یــا بــه 

غیرمستقیم و با فعال کردن سازوکارهاي القاء مقاومت        
). 22(زا باشــد  گیـاه میزبــان در مقابـل عامــل بیمـاري   

از و  هاي کیتینـاز، سـلولاز، آمـیلاز، اوره       همچنین آنزیم 
وتئاز در تجزیه ماده آلـی از اهمیـت بـسیار زیـادي             پر

برخوردارند و بنـابراین در حاصـلخیزي خـاك نقـش           
نیتروژن حاصل از تجزیه پـروتئین بـراي        . مهمی دارند 

حفظ چرخه دائمی نیتروژن بین گیاهان و اجزاء خاك         
  .باشند ضروري می

  
  . تلفهاي مخ هاي هیدرولیتیک در جدایه  توانایی تولید آنزیم-7جدول 

Table 7. The ability to produce hydrolytic enzymes by different isolates. 
  ها جدایه

Isolates  
   آمیلاز- αتوانایی تولید 

The ability to produce α- amylase  
  توانایی تولید پروتئاز

The ability to produce protease  
  توانایی تولید سلولاز

The ability to produce cellulase  
1  -  +  -  
2  -  -  +  
3  -  -  -  
4  -  ++  +  
5  -  -  +  
6  -  -  -  
7  +  ++  -  
8  -  -  -  
9  -  -  -  

10  -  +  ++  
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   - 7جدول ادامه 
Continue Table 7.  

  ها جدایه
Isolates  

   آمیلاز- αتوانایی تولید 
The ability to produce α- amylase  

  توانایی تولید پروتئاز
The ability to produce protease  

  توانایی تولید سلولاز
The ability to produce cellulase  

11  ++  ++  -  
12  -  ++  +++  
13  -  -  -  
14  -  -  +  
15  -  -  -  
16  -  +  -  
17  ++  -  -  
18  -  +  +++  
19  -  ++  -  
20  -  +  ++  
21  -  -  ++  

  .باشد می متر میلی 3 از تر بیش کلنی به قطر هاله +++ ،3 تا 2 نبی کلنی به قطرهاله ++ ،2 تا 1 بین کلنی به قطرهاله + تولید هاله، عدم -
- Without clear zone, + halo to colonies 1 - 2, ++ halo to colonies 2 - 3, +++ halo to colony more than 3 mm.  

  
  گیري کلی جهنتی

سـازي   هدف از این پژوهش جداسازي و خـالص       
اي گیاهـان  ي ریـشه هـا هاي ریزوبیومی از گـره    باکتري

سویا از برخی منـاطق تحـت کـشت سـویا در اسـتان        
هاي محـرك  ها از نظر ویژگی   گري آن  گلستان و غربال  

هـا در مقابـل   رشدي و نیز بررسی میـزان مقاومـت آن     
هاي غیرزیـستی در شـرایط آزمایـشگاهی         برخی تنش 

یـک از    دسـت آمـده نـشان داد کـه هـیچ           نتایج به . بود
خالص شده از نوع کند رشد نبوده هاي باکتریاي  جدایه

هاي ریزوبیومی حاصل هیچ و از لحاظ ظاهري نیز کلنی
. نداشتند Bradyrhizobium japonicumشباهتی با 

 هاي حاصل از ایـن پـژوهش       چنین برخی از جدایه    هم
 درصد  7 درجه سلسیوس و شوري      42توانستند دماي   

ــر  را نیــز تحمــل نماینــد و تمــامی جدایــه هــا در براب
 ازخـود    کلرامفنیکل و استرپتومایـسین    هاي بیوتیک تیآن

هاي هیدرولیتیک  توان تولید آنزیم  . مقاومت نشان دادند  
هاي مـورد بررسـی متفـاوت بـوده و تولیـد             در جدایه 

تـر از آلفـا      هاي مورد بررسی متداوال    پروتئاز در جدایه  
 3/14تولیـد سـیدروفور تنهـا در      . آمیلاز و سلولاز بود   

با توجه . هاي مورد بررسی مشاهده شد درصد از جدایه
هــا در تحمــل  بــه اثبــات توانمنــدي برخــی از جدایــه

هاي محرك رشـد،     هاي محیطی و تولید متابولیت     تنش
سازي شده   هاي خالص  منظور اثبات توانمندي جدایه    به

 جذب عناصر غذایی، انجام     در بهبود رشد، عملکرد و    
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Abstract1 
Background and Objectives: Nitrogen fixation is a biological process, which provides atmospheric 
nitrogen in usable form for plants, and satisfies the plants N requirement and can replace chemical 
nitrogen fertilizers in high proportion. On the other hand, calcareous and soils with high pH have 
usually small amounts of nutrients in available forms and use of plant growth promoting rhizobacteria 
can increase the availability of nutrients. Soybean nodulating rhizobia and establishment of their 
symbiosis is affected by different factors in soil. The objective of this research was to isolate and 
screen the root nodule rhizobia of soybean and evaluation of their resistance to some stresses and 
capability production of some growth promotion metabolites and biocontrol agents in selected bacteria. 
Materials and Methods: Soybean root nodules have been collected from 21 different fields in 
various zones of Golestan province, Iran. Root nodules surface sterilization was performed by 
immersing intact nodules for 30 seconds in 95% alcohol and immediately transferred into 2.5% 
sodium hypochlorite for 2-3 minutes and finally were rinsed seven times by sterile distilled water. 
The sterilized nodules were crushed using 1 ml of sterile water in test tube and the slurry  
was streaked on Yeast Extract Mannitol Agar (YMA) containing Congo red. The inoculated petri 
plates were incubated at 28 °C for 3-6 days. Plant nodulation test was done with 21 rhizobial  
isolates under sand condition in pot experiment. The different rhizobial isolates were screened  
for stresses tolerance (salinity, drought, temperature), herbicide and antibiotics resistance, production 
of hydrolytic enzymes, siderophore and hydrogen cyanid (HCN).  
Results: Nodulation assay showed only 11 of 21 isolated strains formed nodule on soybean roots. 
Only three of the isolates produced siderophore and none of them showed HCN production 
capability. The results showed that all the strains tolerated up to 5% NaCl. Evaluation of tolerance to 
temperatures showed that only isolates No. 2 and 16 were sensitive to 42 °C and the other strains 
grew well at high temperature. All the isolates were sensitive to tetracycline antibiotic while no 
inhibitory effect of the chloramphenicol and streptomycin was observed on growth of rhizobial 
isolates. Between two herbicides Trifluralin showed more inhibitory effect on rhizobial growth than 
Gallant super. Drought stress imposed by polyethylene glycol affect negatively the rhizobial growth 
and the severity effect depends on rhzobial isolates and drought levels. Capability of hydrolytic 
enzymes secretion showed that 14.2, 42.8 and 47.6% of the isolstes produced α-amlyase, cellulose 
and protease, respectively.  
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 to produce 
siderophore and protease, amylase and cellulase secretion as well as have the ability to grow under 
various stresses conditions, could be used as potential isolates in inoculum production to evaluate 
their nitrogen fixation in soybean–rhizobium symbiosis under pot and field culture.   
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