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  ها هاي محرك رشدي گیاه آن هاي فیلوسفر ذرت و تعیین ویژگی جداسازي و شناسایی باکتري
  

  ، 4، مهدي زارعی3هادي اسدي رحمانی ،2مژگان سپهري*، 1آبادي وحیداله جهاندیده مهجن
  6و سید محسن تقوي 5عبدالمجید رونقی

   استادیار گروه علوم خاك، دانشگاه شیراز،2دانشجوي دکتري گروه علوم خاك، دانشگاه شیراز، 1
  شیراز، دانشیار گروه علوم خاك، دانشگاه 4استاد مؤسسه تحقیقات خاك و آب، سازمان تحقیقات، آموزش و ترویج کشاورزي، 3

  استاد گروه گیاهپزشکی، دانشگاه شیراز6استاد گروه علوم خاك، دانشگاه شیراز، 5
  07/02/1399؛ تاریخ پذیرش: 02/10/1398تاریخ دریافت: 

  
  ١چکیده

دهنده رشد گیاه ساکن در فیلوسفر گیاهان مختلف ابزاري براي استفاده کارآمدتر از  هاي افزایش باکتري سابقه و هدف:
هاي مولکولی منجر به آوريکند. استفاده از فنعنوان منبعی براي تولید کودهاي زیستی را فراهم می ا بهه باکتري

هاي جدیدي را براي توسعه و اعتباردهی شود و ممکن است راهپژوهش عمیق در مورد ریزجانداران فیلوسفري می
شود. هدف از این پژوهش بررسی وري عملیات کشاورزي مدرن فراهم نموده و سبب افزایش چشمگیر بهره

یافته در مناطق مختلف  ) رشد.Zea mays Lهاي جدا شده از فیلوسفر ذرت (هاي محرك رشد باکتري ویژگی
  بود. 16Sr RNAیابی ژن  جغرافیایی کشور (ایران) و شناسایی مولکولی آنها با روش توالی

  

استان ایران (البرز، تهران،  6بالغ از مزارع ذرت واقع در نمونه برگ سالم  116، 1395در شهریور سال : ها مواد و روش
 هاي فیلوسفري از آنها جداسازي شدند.آوري و سپس باکتري خراسان رضوي، خوزستان، فارس و قزوین) جمع

، انحلال )Indole-3 Acetic acid, IAAایندول استیک اسید (ها از جمله، تولید هاي محرك رشد باکتري ویژگی
 و نیز )Exopolysaccharides, EPSسلولی ( هاي برونساکاریدپلیتولید  نامحلول، تولید سیدروفور،فسفات آلی 

یابی  روش توالیهاي برتر بر اساس گیري شدند. سویه هاي استاندارد اندازهفعالیت آنزیم نیتروژناز با استفاده از روش
 در حد گونه شناسایی شدند. 16Sr RNAژن 

  

انتخاب  ها آنهاي محرك رشد براساس ویژگی شده از فیلوسفر ذرت باکتري جداسازي 242 زسویه ا 10 :ها یافته
بودند.  EPSو  IAAهاي انتخابی داراي فعالیت آنزیم نیتروژناز، انحلال فسفات آلی و قابلیت تولید شدند. همه سویه

 THE15) در سویه g l-1 05/75(فسفات آلی انحلال ) و  31/70nM ml-1 h-1ترین فعالیت آنزیم نیتروژناز ( بیش
) و KHO57 )55/5 nM ml-1 h-1هاي  سویهترتیب متعلق به  ها بهترین مقدار این ویژگی مشاهده شد، اگرچه کم

KHO51 )90/15 g l-1بودند. سویه ( هايQAZ26  وTEH15 ترین مقدار  داراي بیشIAA به)  و  56/31ترتیب
00/30 μg ml-1 (بودند و سویه ALB32 ترین مقدار  کمIAA )50/4 μg ml-1 .تولید ) را تولید کردEPS وسیله  به
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و  KUU32 ،KHU53 ،ALB32 تنهابررسی شده، هاي  سویهدر میان  متغیر بود. g l-1 120/0-805/1بین ها  سویه
QAZ26 16یابی . توالیتوانستند سیدروفور تولید کنندS rRNA  هاي جنس متعلق بهسویه  10نشان داد که 
Bacillus ،Microbacterium ،Pseudarthrobacter ،Pseudomonas ،Stenotrophomonas ،Enterobacter 

  ، Bacillus subtilis ،Bacillus megateriumگونه مختلف (شامل  4با  Bacillusهستند.  Kocuriaو 
Bacillus paralicheniformis  وBacillus pumilusترین جنس بود.) غالب  

  

دهنده رشد در فیلوسفر ذرت  هاي افزایشباکتريترین جنس باسیلوس غالباساس نتایج این پژوهش بر  گیري: نتیجه
توانایی بالایی در فعالیت آنزیم  TEH15 Enterobacter hormaecheiشده،  هاي جداسازي از میان باکتري بود.

تر در  سویه شایسته پژوهش بیش نیتروژناز، تولید ایندول استیک اسید و انحلال فسفات آلی داشت. بنابراین این
 خانواده ذرت است.اي) کشت ذرت و گیاهان هماي و مزرعه هاي میدانی (مطالعات گلخانه بررسی

  
  16S rRNATEH15 Enterobacter hormaecheiدهنده رشد گیاه،  هاي افزایش میکروبیوم فیلوسفر، ویژگی هاي کلیدي: واژه

  
  مقدمه

معیت جهان تا ج طبق برآوردهاي صورت گرفته،
درصد  34میلیارد نفر یعنی  3/9حدود  به 2050سال 

بالاتر از میزان کنونی خواهد رسید. بنابراین، تأمین 
تر  غذاي جمعیت در حال رشد جهان با تولید بیش

محصولات کشاورزي از راه افزایش سطح کشت و یا 
افزایش تولید در واحد سطح اراضی موجود با استفاده 

 یایی توأم گشته است. در حال حاضراز کودهاي شیم
تر از راه مصرف  افزایش تولیدات کشاورزي بیش

). اما، 47و  2گیرد ( کودهاي شیمیایی انجام می
هاي تولید و کاربرد این کودها و مشکلات  هزینه

پیامدهاي  ها مانند محیطی ناشی از کاربرد آن زیست
هاي زیستی و خودپایداري  چرخهنامناسب بر 

هاي کشاورزي از یک سو و تأمین غذاي سالم  نظام بوم
براي جمعیت روزافزون جهان از سوي دیگر، اهمیت 

هاي افزایش تولید محصولات  بازنگري در روش
  زراعی را ضروري ساخته است.

زنی گیاهان زراعی با استفاده آوري مایهامروزه، فن
 PGPMs(1(دهنده رشد گیاه  از ریزجانداران افزایش

ربرد سطوح مناسب از کودهاي شیمیایی همراه کا به
                                                
1- Plant growth promoting microorganisms  

عنوان راهکاري مهم براي مدیریت پایدار و کاهش  به
قرار  گرانپژوهشمحیطی مورد توجه مشکلات زیست

هاي ریزوسفر و ). زیستگاه20و  19، 2گرفته است (
فیلوسفر (سطح گیاهان) جایگاه سکونت بسیاري از 
ریزجاندارانی هستند که در برهمکنش با گیاه 

یامدهاي سودمند و کارامد فراوانی دارند و افزون بر پ
بهبود رشد و عملکرد، توان روبرویی گیاه را با 

دهند. استفاده از هاي محیطی را نیز افزایش می تنش
ها در  هاي طبیعی موجودات مفید این زیستگاه ظرفیت

تولید کودهاي زیستی و آمیختن کاربرد این کودها با 
عدنی و آلی گیاهان زراعی، هاي تغذیه مدیگر روش

هاي اقتصادي از جنبه افزون بر کاهش هزینه
  ).38محیطی نیز داراي اهمیت بسیاري است ( زیست

هایی  دلیل دارا بودن رطوبت و ترکیب فیلوسفر به
ها جایگاه مناسبی براي گوناگونی مانند کربوهیدرات

هاي مختلف ریزجانداران شامل رشد بسیاري از جنس
ها و ها، جلبکاي، مخمرهاي رشته، قارچها باکتري

ها  تري از پروتوزوا و نماتدها است. باکتري تعداد کم
سلول در  107تا  106دلیل دارا بودن جمعیت بالا ( به

ترین ریزجانداران متر مربع برگ) از متداول هر سانتی
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ها درباره  تر پژوهش این زیستگاه هستند و بیش
ها انجام شده است  ي آنریزجانداران فیلوسفر بر رو

دلیل  هتوان ب). از ریزجانداران مفید فیلوسفري می31(
کنندگی رشد گیاه و حفاظت دارا بودن نقش تحریک

گیاه در برابر عوامل بیماریزاي گیاهی در تولید 
استفاده نمود  1هاي زیستیکشکودهاي زیستی و آفت

توانند رشد هاي فیلوسفري می). باکتري49و  9، 5(
هاي گوناگون شامل تثبیت نیتروژن، یاه را به روشگ

هاي گیاهی مانند ایندول استیک اسید تولید هورمون
)IAA(2 انحلال فسفات و تولید هیدروژن سیانید ،

) اثر 2010و همکاران ( اسیتکن ).6افزایش دهند (
هاي فیلوسفري محرك رشد گیاه را به دو  باکتري

اشی گیاه پزنی به ریشه و به برگروش مایه
فرنگی بررسی کردند و به این نتیجه رسیدند که  توت
پاشی با و برگ Bacillus M3زنی به ریشه با  مایه

Pseudomonas BA-8  یاBacillus OSU-142 
موجب افزایش عملکرد و غلظت فسفر، آهن، مس و 

فرنگی و افزایش قابلیت دسترسی روي در گیاه توت
  ).10در خاك شد ( فسفر، آهن، روي، پتاسیم و منگنز

چه ریزجانداران فیلوسفر نقش مهمی در  اگر
ها  چنین رشد و توسعه آن حفاظت از گیاهان و هم

 حاضر اطلاعات علمی زیادي دربارهدارند، اما در حال 
هاي بین ریزجانداران فیلوسفري و گیاهان  برهمکنش
ها و سازوکارهاي عملی ریزجانداران  میزبان آن

براي  رشد گیاه وجود ندارد.فیلوسفري در بهبود 
ها در تولید کودهاي زیستی بهتر استفاده از این باکتري

ي جدا شده از فیلوسفر گیاهان هااست از باکتري
یافته در شرایط آب و هوایی مختلف استفاده رشد

هاي بومی به شرایط گیاه میزبان نمود. زیرا این باکتري
اند.  و شرایط آب و هوایی مورد نظر سازگار شده

تر جامعه میکروبی  چنین، شناخت هرچه بیش هم

                                                
1- Biopesticides 
2- Indole-3-acetic acid 

آوري در فنفیلوسفر موجب افزایش کاربرد زیست
ها و نهایتاً  هاي پرشمار آنراستاي استفاده از پتانسیل

توده گیاهی و بهبود سلامت  افزایش تولید زیست
هاي مرطوب بر خلاف اکوسیستم .گیاهان خواهد شد

لوسفر در مناطق خشک و هاي فیتعداد باکتري اي حاره
هاي بالاي اشعه دلیل رطوبت کم و تابش خشک به نیمه

و  11، 1ماوراي بنفش بر سطح برگ محدود است (
رو، گسترش دانش در مورد جامعه  ). از این36

هاي فیلوسفري گیاهان مناطق خشک و  باکتري
خشک کشور بینش جدیدي را براي ایجاد  نیمه
هاي  ها و ویژگیتريبستگی بین جامعه این باک هم

  کند. رشدي گیاهان میزبان در این مناطق فراهم می
هاي  يباکتر هاي انجام شده دربارهتر پژوهش بیش

ها با استفاده از  فیلوسفري بر جداسازي و شناسایی آن
هاي سنتی (فیزیولوژیکی و بیوشیمیایی) تمرکز  روش
هاي مولکولی نیز براي ). روش32و  15اند ( کرده

هاي  اند. روش کار گرفته شده بهها باکتريیی این شناسا
مانند  PCR(3اي پلیمراز (مبتنی بر واکنش زنجیره

ابزار مناسبی را براي   16Sr RNAیابی ژن توالی
  اند.ها فراهم نمودهشناسایی دقیق باکتري

که در تعدادي از مطالعات به نقش  با وجود این
ر شرایط آب د هاي فیلوسفري در کنترل زیستی باکتري

و هوایی ایران پرداخته شده است، اما پژوهش که 
هاي بومی فیلوسفر بتواند از نگرش جداسازي باکتري

ها در راستاي  رشد آنهاي محرك و بررسی ویژگی
استفاده براي تولید کود زیستی و بهبود رشد گیاه 
استفاده کند، در دست نیست. بنابراین، این پژوهش با 

هاي فیلوسفري از مزارع ذرت ريهدف جداسازي باکت
هاي  در مناطق مختلف کشور، تعیین برخی ویژگی

ها به  ها و شناسایی کارآمدترین آن محرك رشدي آن
  انجام شد.  16Sr RNAیابی ژنروش توالی

                                                
3- Polymerase chain reaction 
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  ها مواد و روش
: نقاط ها برداري برگ و جداسازي باکتري نمونه
 هاي فیلوسفريبراي جداسازي باکتريبرداري  نمونه

در درجه اول بر اساس سطح زیر کشت ذرت و در 
برداري در استان درجه دوم بر اساس امکان نمونه

برداري  نظر انتخاب شدند. در هر استان نیز نمونه مورد
  اي انجام شد. از مزارع مختلف کشت ذرت علوفه

هاي البرز، تهران، خراسان رضوي، بر این اساس استان
ترین سطح  قریباً بیشخوزستان، فارس و قزوین با ت

اي انتخاب گردیدند و در شهریور کشت ذرت علوفه
ها  برداري برگ از مزارع ذرت آننمونه 1395سال 

، 26، 20، 10ها:ترتیب استانبرداري به(تعداد نمونه
برداري گیاه ) انجام شد. در مرحله نمونه20و  20، 20

گیري از  برگی بوده و نمونه 8تا  6ذرت در مرحله 
هاي سالم و شاداب (برگ سوم و چهارم از هر  رگب

برداري،  گیاه) صورت پذیرفت. در هر منطقه نمونه
اتیلن مهر هاي پلیآوري شده در کیسه هاي جمعبرگ

و موم شده و در دماي صفر درجه سلسیوس در یک 
ها پس از یخچال قابل حمل قرار داده شدند. نمونه

آوري  عساعت (حداکثر) پس از جم 72-96گذشت 
ها در به آزمایشگاه منتقل و تا زمان انجام آزمایش

 درجه سلسیوس نگهداري شدند. 4دماي 

 هاي جداسازي و شمارش جمعیت کل باکتريبراي 
منظور  استفاده شد. به Plate countبرگ از روش 

به آب  Tween 20کاهش کشش سطحی چند قطره 
 مقطر مورد نیاز افزوده شده و سپس سترون گردید.

بر روي الک وسیله آب مقطر بههاي برگ  نمونه
شستشوي سطحی داده شده و پس از قطعه قطعه کردن 

لیتري داراي  میلی 250(بدون له شدن کردن) در ارلن 
 Tween 20لیتر آب مقطر سترون حاوي میلی 90

 rpm 200ها روي شیکر با دور  ریخته شدند. ارلن
وسپانسیون شدند، سپس س تکان دادهدقیقه  10مدت  به

محیط و بر روي  سازي شدرقیق 10-5حاصل تا رقت 

پخش  دیشت آگار در پتريکشت عمومی نوترین
روز در دماي شبانه 2-5مدت  ها بهدیشگردید. پتري

گراد در انکوباتور نگهداري شدند. درجه سانتی 28
  هاي رقت ها سريبراي شمارش جمعیت کل باکتري

  ر نظر گرفته شدند د 30-300ن با تعداد کلنی بی
محاسبه  CFU(1صورت واحد تشکیل کلنی ( و به

هایی که بر روي محیط کشت نوترینت گردید. باکتري
آگار رشد کرده بودند به دقت جداسازي و طی چند 
مرحله تا حصول اطمینان از خالص بودن باکتري، 

  ).15سازي شد ( خالص
یم گیري توانایی تثبیت نیتروژن و فعالیت آنز اندازه

  ها در تثبیت منظور بررسی توانایی باکتري به: نیتروژناز
از محیط گیري فعالیت آنزیم نیتروژناز و اندازهنیتروژن 

). این محیط کشت داراي 37استفاده شد ( 2کشت رنی
جز نیتروژن  همه اجزاي لازم براي رشد باکتري به

 1نی داراي دو محلول اصلی ر  است. محیط کشت
  ، KH2PO4گرم  K2HPO4 ،2/0گرم  8/0(شامل: 

 Na2FeEDTA ،025/0گرم  NaCl ،028/0گرم  1/0
گرم  Monitol ،5گرم  Na2MoO4.2H2O ،5گرم 

Sucrose ،3/0 Sodium lactate  گرم  7/0وAgar (
گرم  06/0و  MgSO4.7H2Oگرم  2/0(شامل:  2و 

CaCl2جز آگار  به 1اجزاي محلول شماره  باشد.) می
  آن  pHمقطر حل شدند و  لیتر آبمیلی 890در 

گرم آگار به آن اضافه  7/0تنظیم و سپس  2/7بر روي 
لیتر آب میلی 100شد. اجزاي محلول شماره دو نیز در 
دقیقه در  20مدت  مقطر حل شدند. این دو محلول به

 درجه سلسیوس سترون شده و پس از رسیدن 120
 میزان مناسب، با هم مخلوط گردیدند. در ها به دماي آن

گرم  میلی 01/0و  biotinگرم میلی 005/0ادامه مقادیر 
para-aminobenzoic acid طور جداگانه وزن و به

                                                
1- Colony forming units 
2- Rennie 
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لیتر آب مقطر سترون شده حل شدند. سپس میلی 5در 
از لیتر از هر ماده) میلی 5دست آمده (هاي به محلول

و به محیط  عبور داده شدمیکرون  22/0فیلتر سرنگی 
لیتر از این محیط . پنج میلیکشت اضافه گردیدند

لیتري ریخته میلی 15هاي آزمایش کشت درون لوله
فی به آن داده شد تا محیط کشت شده و زمان کا

  صورت نیمه جامد درآید. به
ها  گیري فعالیت آنزیم نیتروژناز باکتريبراي اندازه

استفاده شد  ARA(1از روش سنجش کاهش استیلن (
میکرولیتر از سوسپانسیون  30). به این صورت که 34(

هاي  درون لوله CFU/ml 108باکتریایی با جمعیت 
آزمایش داراي محیط کشت نیمه جامد رنی ریخته شد 

درجه  28ي ساعت در انکوباسیون با دما 48مدت  و به
هاي  ها با درپوش سپس لوله داري شدند.سلسیوس نگه

لاستیکی سترون پوشانده شدند تا محیط هوابندي شده 
   خروج هوا گرفته شود. به اندازه جلوي ورود و و
ها با سرنگ خالی شد  لیتر از هواي درون لوله میلی 2/1

لیتر گاز استیلن با خلوص  میلی 2/1و به جاي آن 
ساعت  24مدت  ها به درصد تزریق شد. لوله 99/99

درجه سلسیوس  28درون انکوباتور با دماي 
با یک سرنگ گرماگذاري شدند. پس از انکوباسیون، 

ها کشیده  میکرولیتر از هواي درون لوله 10همیلتون 
 GC(2وگرافی گازي (تشده و به دستگاه کروما

)Shimadzu GC-14B تزریق شد. با استفاده از (
ها  منحنی استاندارد و سطح زیر منحنی حاصل از نمونه

عنوان فعالیت آنزیم  میزان اتیلن تولید شده محاسبه و به
  گزارش شد. nM ml-1 h-1صورت  نیتروژناز به

براي گیري توانایی تولید ایندول استیک اسید:  اندازه
بررسی توان تولید ایندول استیک اسید، ابتدا کلنی 

لیتر محیط کشت  میلی 25ها در داخل  خالص باکتري
                                                
1- Acetylene reduction assay 
2- Gas chromatography 

TSB3 48مدت  بدون تریپتوفان کشت شده و به 
درجه سلسیوس بر روي یک  28ساعت در دماي 

 5/1سپس  قرار داده شد. rpm 120ور شیکر با د
لیتر از سوسپانسیون باکتریایی در ویال ریخته  میلی

 rpm 15000دقیقه با دور  1مدت  شده و به
لیتر از محلول  میلی 1گاه مقدار  سانتریفیوژ گردید. آن

 250( 4لیتر معرف سالکوسکی  میلی 2رویی با 
 98ک لیتر اسیدسولفوری میلی 150لیتر آب مقطر،  میلی

مولار)  FeCl3-6H2O 5/0لیتر  میلی 5/7درصد و 
هاي تمیز (شسته شده با اسید) ریخته شد و  درون لوله

 هدقیقه در دماي اتاق و در محفظ 20مدت  ها به لوله
 تاریک قرار داده شدند. سپس با دستگاه اسپکتروفتومتر

)Perkin-Elmer 3030ها در ) میزان جذب نور نمونه
گیري گردید. پیش از ومتر اندازهنان 535موج  طول
هاي مناسبی ها، غلظتگیري میزان جذب نمونه اندازه

عنوان استاندارد تهیه شد و از ایندول استیک اسید به
گیري و نمودار کالیبراسیون ها اندازه میزان جذب آن

وسیله  رسم گردید. میزان تولید ایندول استیک اسید به
صورت  یون محاسبه و بهها با معادله کالیبراس باکتري

μg ml-1 ) 16گزارش شد.( 

 سلولی هاي برونساکارید گیري توانایی تولید پلی اندازه
)EPS(5 :هاي ساکارید براي بررسی توانایی تولید پلی

هاي باکتري جداسازي شده توسط سویهسلولی  برون
). در ابتدا 30استفاده شد ( MY از محیط کشت قنددار

 108نسیون باکتریایی با جمعیت لیتر از سوسپامیلی 1
CFU/ml  لیتر محیط کشت میلی 25بهMY  افزوده
درجه  28روز در دماي شبانه 5مدت  شد و به

قرار  rpm 120سلسیوس بر روي یک شیکر با دور 
دقیقه در  30مدت  داده شد. محتویات محیط کشت به

rpm 14000  سانتریفیوژ شد. براي جداسازي
، یک حجم از محلول سلولیهاي برونساکارید پلی

                                                
3- Tryptic soy broth 
4- Salkowski reagent 
5- Exopolysaccharide 
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با سه  42وسیله کاغذ صافی واتمن  صاف شده به
دقیقه در  30مدت  مخلوط و به درصد 96حجم اتانول 

rpm 500  سانتریفیوژ شد. مایع رویی خارج و رسوب
مدت یک شب در آون  مانده در لوله سانتریفیوژ به باقی

درجه سلسیوس قرار داده شد. وزن  50با دماي 
عنوان میزان  گیري شده و بهسوب اندازهخشک این ر

  گزارش شد. g l-1صورت  به EPSتولید 
براي گیري توانایی انحلال فسفات آلی:  اندازه

هاي باکتریایی جداسازي شده در بررسی توانایی سویه
) 41( 1انحلال فسفات آلی از محیط کشت اسپربر

 32/0گرم عصاره مخمر،  5/0گرم گلوکز،  10(شامل: 
گرم  CaCl2 ،5/1گرم  MgSO4.7H2O  ،14/0گرم

) استفاده pH 2/7لیتر آب مقطر و  میلی 1000 فیتات،
لیتر از سوسپانسیون باکتریایی با میلی 1شد. در ابتدا 

لیتر محیط کشت میلی 25به  CFU/ml 108جمعیت 
 28روز در دماي شبانه 5مدت  اسپربر افزوده شد و به

 rpm 120ور درجه سلسیوس بر روي یک شیکر با د
لیتر از سوسپانسیون میلی 2قرار داده شد. در ادامه 

 rpm 10000باکتري در ویال ریخته شده و با سرعت 
لیتر از دقیقه سانتریفیوژ شد. یک میلی 10مدت  به

لیتري ریخته شده و میلی 25محلول رویی به یک ارلن 
لیتر معرف آمونیم مولیبدات میلی 5پس از افزودن 

ها  ر به حجم رسانده شد. نمونهآب مقط وانادات با
دقیقه در دماي آزمایشگاه قرار داده شده و  20مدت  به

نانومتر با  470سپس مقدار جذب نور در طول موج 
گیري گردید. میزان دستگاه اسپکتروفتومتر اندازه

حلالیت فسفر با مقایسه این جذب با منحنی استاندارد 
وناگون هاي گتهیه شده از جذب نوري غلظت

KH2PO4  صورت  بهمحاسبه وg l-1  گردید گزارش
)29.(  

                                                
1- Sperber 

براي بررسی گیري توانایی تولید سیدروفور:  اندازه
شده در تولید سیدروفور  هاي جداسازيباکتري اییتوان

) استفاده chrome azurol S )CAS از محیط کشت
براي تهیه این محیط چهار محلول شامل معرف شد. 

Fe-CAS،محلول غذایی و محلول  ، محلول بافر
). 4طور جداگانه تهیه و سترون شدند ( کازآمینواسید به
 لیتر میلی 10از مخلوط کردن  Fe-CASمحلول معرف 
FeCl3.6H2O مولار (در اسیدکلریدریک  یک میلی  

 21/1( CASلیتر محلول میلی 50مولار) با  میلی 10
گرم در لیتر) تهیه شد. محلول ارغوانی تیره  میلی
 40آرامی و همراه با تکان دادن پیوسته به ل بهحاص
گرم در لیتر) اضافه میلی HDTMA )82/1لیتر  میلی

شد. محلول حاصل که داراي رنگ آبی تیره بود 
درجه سلسیوس  50سترون شد و در دماي محیط تا 

گرم بافر  24/30سرد گردید. محلول بافر با حل کردن 
PIIES2  3/0حاوي  لیتر محلول نمکیمیلی 750در 

 NH4Clگرم  5/0و  NaClگرم  KH2PO4 ،5/0گرم 
رسانده شد. به این  8/6آن به  pHتهیه گردید و 

گرم آگار اضافه شد و پس از افزودن حجم  15محلول 
لیتر با آب مقطر، سترون شد. این میلی 800آن به 

درجه سلسیوس  50محلول بعد از سترون شدن تا 
  رم مانیتول، گ 2سرد شد. محلول غذایی حاوي 

  گرم  میلی MgSO4.7H2O ،11گرم  میلی 493
CaCl2 ،17/1 گرم  میلیMnSO4.H2O ،4/1   

، CuSO4.5H2Oگرم میلی H3BO3 ،04/0گرم  میلی
گرم  میلی 0/1و  ZnSO4.7H2Oگرم  میلی 2/1

Na2MoO4.2H2O طور  است. این محلول نیز به
جداگانه سترون و سرد شد. براي تهیه محلول 

لیتر آب میلی 30گرم کازامینواسید به  3اسید کازامینو
 22/0 سرنگی مقطر اضافه شد. این محلول از فیلتر
  میکرون عبور داده شد تا سترون گردد.

                                                
2- 1,4-piperazine-diethanesulfonic acid 
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محلول بالا، محلول غذایی  4پس از آماده کردن 
به محلول بافر و محلول کازآمینواسید افزوده شد. در 

د حباب، هم زدن آرام و بدون ایجاادامه همراه با به
ها اضافه و در ظرف  به آن Fe-CASمحلول معرف 

میکرولیتر از این  10دیش پخش گردید.  پتري
به  CFU/ml 108سوسپانسیون باکتریایی با جمعیت 

داراي محیط کشت  گذاري بروي پلیتروش لکه
CAS روز در یک انکوباتور با  3-5مدت  ریخته و به
نایی درجه سلسیوس گرماگذاري شد. توا 28دماي 

تولید سیدروفور بر مبناي تغییر رنگ محیط کشت از 
تر  آبی به نارنجی ارزیابی شد و شدت رنگ بیش

تر سیدروفور در نظر گرفته  نارنجی به معنی تولید بیش
  شد.

 ها: باکتري 16S rRNAو تکثیر ژن  DNAاستخراج 
هاي محرك سویه کارآمد بر اساس ویژگی 10در ابتدا 

لیتر  میلی 25ها در ند. این سویهرشدي گیاه انتخاب شد
 24مدت  کشت شده و سپس به LB1محیط کشت 

درجه سلسیوس بر روي یک شیکر  28ساعت در دماي 
منظور استخراج  بهشیک شدند.  rpm 120با دور 

DNA ها از کیت استخراج  ژنومی باکتريDNA 
)CinnaGen Co., Ltd. Iran( طور جداگانه براي  به

بت و منفی استفاده شد. براي تکثیر هاي گرم مثباکتري
 27Fاز آغازگرهاي عمومی  16S rDNAناحیه ژنی 

)5′-AGAGTTTGGATCMTGGCTCAG-3′ (و 
1492R )5′-CGGTTACCTTGTTACGACTT-3′( 
  ).21( گردیداستفاده 

 GTC96Sتکثیر با استفاده از یک ترموسایکلر 
)Cleaver Scietific Ltd. میکرولیتر مخلوط  25) در

 DNA )g ml-1µ 50 ،(5/2میکرولیتر  4/0شامل واکنش 
 10X ]KCL mM 50 ،mMمیکرولیتر بافر پی سی آر 

                                                
1- Luria-bertani 

Tris-HCL 10  9باpH=  ،NP40 )v/v (05/0 درصد 
میکرولیتر  5/0]، درصد Trition X-100 )v/v (05/0و 

dNTPs )mM 2/0،( 5/0  میکرولیتر از هر پرایمر
)pmol 10 ،(2/0  میکرولیترTaq DNA polymerase 
)l-1µ U 5) (CinnaGen Co., Ltd. Iran 9/19) و 

شرایط انجام  سترون انجام شد.مقطر میکرولیتر آب 
PCR 2صورت زیر تنظیم گردید: واسرشست اولیه به 

 30دقیقه و سپس  1درجه سلسیوس براي  94در 
 1درجه سلسیوس براي  94چرخه واسرشست در 

دقیقه و  1درجه سلسیوس براي  55در  3دقیقه، اتصال
دقیقه و در  1درجه سلسیوس براي  72در  4گسترش

درجه سلسیوس براي  72نهایت گسترش نهایی در 
  دقیقه. 10

  حاصل از تکثیر ناحیه ژنی  PCRمحصول 
16S rDNA 2/1وسیله الکترفورز در ژل آگاروز  به 

، DNA Safe Stainبا شده  آمیزي) رنگv/vدرصد (
  ، TBE (1X) )M Tris base 09/0در بافر 

M sodium borate 09/0 ،mM EDTA 5/2  با
8pH= عبور داده ساعت  1مدت  ولت به 100) با ولتاژ

نمایان شده و با استفاده  UVشد. سپس ژل تحت نور 
) Alpha Imager )TM1200از دستگاه ژل داك 

مقایسه باند تکثیرشده با یک  تصویر ژل ثبت گردید.
، تکثیر bp(5ز (جفت با 1500به اندازه  DNAنشانگر 

  بخش موردنظر ژنوم را نشان داد.
: ها و آنالیز فیلوژنی باکتري 16S rRNAیابی ژن  توالی

این  16S rRNAحاصل از تکثیر ژن  PCRمحصول 
سازي خالص شده و ها با استفاده از کیت خالص سویه

کره جنوبی  Bioneerمنظور تعیین توالی به شرکت  به
 نتایج، توالی نوکلئوتیديارسال گردید. پس از دریافت 

                                                
2- Initial denaturation 
3- Annealing 
4- Extension 
5- Base pair 
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اصلاح شده و  Vector NTIافزار  ها توسط نرم سویه
سپس  دست آمد. یک توالی کانتیگ براي هر سویه به

با استفاده از  NCBI  هاي کانتیگ در پایگاه این توالی
Blastn هاي موجود مقایسه شدند. تعداد  با توالی

براي هر کدام  16S rRNAهاي ژن مناسبی از توالی
هاي باکتري از طریق این پایگاه انتخاب و  از سویه

ها  بین این توالی MEGA 5.1افزار  سپس به کمک نرم
باکتري همردیفی انجام شد. با  سویه 36هاي  و توالی

وسیله  افزار، درخت فیلوژنتیکی به استفاده از این نرم
ترسیم و میزان صحت آن  neighbor joiningروش 

). در پایان و پس 42ن شد (تعیی bootstrapبا روش 
هاي باکتریایی جداسازي شده، توالی از شناسایی سویه

 GenBankر ها د همه آن 16S rRNAژن 
)http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbankثبت ( 

دست  ها به براي هر یک از آن 1رسیو شماره دست
  آمد.

هاي محرك رشدي : براي تعیین ویژگیآماري آنالیز
طرح کاملاً تصادفی هاي جداسازي شده از گیاه باکتري

هاي آماري تجزیه و تحلیل تکرار استفاده شد. 3با 
 و  SAS 9.1افزار آماريها با استفاده از نرم داده

در سطح  LSDها بر مبناي آزمون مقایسه میانگین
  درصد انجام شد. 5احتمال 

  
  ج و بحثنتای

سویه باکتري فیلوسفري از  242: ها جداسازي باکتري
، 65، 42، 33برداري از شش استان ( نقطه نمونه 116
هاي البرز، تهران،  ترتیب از استان سویه به 43و  5، 54

 خراسان رضوي، خوزستان، فارس و قزوین) جداسازي
  هاي فیلوسفري قابل کشت از شد. فراوانی باکتري

  ستان دیگر و در بین مناطق مختلف یک استان به ا
ترین میانگین جمعیت  یک استان متفاوت بود. بیش

  فیلوسفر در استان خراسان رضوي  هاي باکتري

                                                
1- Accession number 

)Log CFU/g leaf 16/6ترین میانگین در  ) و کم
) مشاهده Log CFU/g leaf 41/4استان خوزستان (

ترین میانگین جمعیت  چنین بیش ). هم1شد (شکل 
پس از استان خراسان رضوي در استان ها  باکتري

تر از  داري کمطور معنی قزوین مشاهده شد که به
هاي تهران، تر از استان استان خراسان رضوي و بیش

البرز و خوزستان است. این نتایج همسو با 
هاي پیشین است که نقش مهم مناطق  پژوهش

جغرافیایی را در تعیین جوامع باکتریایی در فیلوسفر 
عنوان مثال،  ). به24و  23، 13، 8، 7اند (ادهنشان د

هاي مختلف هاي فیلوسفري در گونهجوامع باکتري
در یک مکان، بسیار مشابه بودند،  Tamarixدرخت 

که در مناطق  Tamarixهاي مشابه اگرچه گونه
اند داراي جوامع باکتریایی مجزا مختلف رشد کرده

  ت که ). با این وجود باید توجه داش13بودند (
  در مناطق مختلف جغرافیایی عوامل گوناگونی مانند 
اشعه ماوراي بنفش، بارندگی، دسترسی رطوبت، دما، 

متفاوت  ...گرد و غبار، نوع خاك، مدیریت زراعی و 
طور مستقیم  تواند بهود میاست که هر یک به نوبه خ

هاي  مستقیم بر جمعیت و ترکیب باکتريو غیر
دهیم که ). ما احتمال می8د (فیلوسفري تأثیرگذار باش

برداري شرایط در در دوره کشت ذرت و زمان نمونه
ها در فیلوسفر استان خوزستان براي استقرار باکتري

  اي از عوامل فوق نامناسب بوده است و مجموعه
(نه یک علل خاص) منجر به کاهش جمعیت 

ها در سطح برگ شده است. از طرف دیگر این  باکتري
ها بر سطح برگ را نشان جمعیت باکتري نتایج صرفاً

تر، اطلاعاتی در مورد دهند و براي تفسیر دقیق می
ها مورد نیاز است که در ادامه ترکیب جمعیت باکتري

  به این موضوع پرداخته خواهد شد.
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دهنده اختلاف  اوت نشانهاي مختلف. حروف متف شده از استان هاي فیلوسفري جداسازي ) باکتريLog CFU/g leafجمعیت ( -1شکل 
 دهنده میانه است. ها نشان درصد و خط روي پلات 5دار در سطح احتمال  معنی

Figure 1. Population (Log CFU/g leaf) of phyllosphere bacteria isolated from different provinces. Different 
letters indicate significant difference at 0.05 level and the line on the plots represents the median. 

  
با توجه به زیاد : هاهاي محرك رشد باکتري ویژگی

شده، پس از  هاي باکتریایی جداسازيبودن تعداد سویه
ها، در مجموع  هاي محرك رشدي آن بررسی ویژگی

سویه برتر انتخاب و تمرکز این پژوهش بر روي  10
ن داد که اثر نوع باکتري بر نتایج نشا ها قرار گرفت. آن

فعالیت آنزیم نیتروژناز، ایندول استیک اسید، انحلال 
در سطح سلولی هاي برونساکاریدفسفات آلی، پلی

). نتایج >01/0Pدار است (احتمال یک درصد معنی
ها از توانایی فعالیت آنزیم نشان داد که همه سویه

ایندول  نیتروژناز، انحلال فسفات آلی نامحلول و تولید
برخوردار سلولی هاي برونساکاریداستیک اسید و پلی

  ).1بودند (جدول 
 55/5-31/70ن ـها بی فعالیت نیتروژناز باکتري

nM ml-1 h-1 ترین فعالیت آنزیم  متغیر بود. بیش
ترین  مشاهده شد و کم THE15نیتروژناز در سویه 

بود. اگرچه، سویه  KHO57مقدار متعلق به سویه 
KHO57 هاي  داري با سویهلاف معنیاختKHU32 ،
KHO47  وTHE36  از1نشان نداد (جدول .( 

  طور مستقیم در معرض  که فیلوسفر به جایی آن
  هاي توانمند جو است، فراوانی و زیاد بودن باکتري

  در تثبیت نیتروژن در این زیستگاه منطقی است 
ها نیز بودن هش). در سایر پژو32و  23، 6(

کننده نیتروژن در آرایش جمعیتی  بیتهاي تث باکتري
هاي فیلوسفر گزارش شده است. اگرچه  باکتري

هاي نیتروژنی در انتقال ترکیب سازوکارهاي درگیر
طور  ها به گیاهان میزبان به شده توسط باکتري تثبیت

  نظر  به )، اما18و  9اند ( کامل شناسایی نشده
یت رسد فعالیت آنزیم نیتروژناز و توانایی تثب می

ها بتواند بخشی از نیتروژن نیتروژن در این باکتري
  مورد نیاز گیاه را برآورده کند. گزارش شده است 
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هاي  اي، باکتريهاي حاره که در برخی از زیستگاه
کیلوگرم  60ساکن فیلوسفر گیاه توانستند بیش از 

نیتروژن در هکتار تولید کنند، اما در مورد گیاهان 
تر است  ین مقدار نسبتاً پایینهاي معتدل، ا زیستگاه

  ).48و  27، 22(
 هاي چنین در بیوسنتز هورمون هاي فیلوسفر هم باکتري

ها ازجمله ایندول استیک اسید و گیاهی مانند اکسین
ها دخیل هستند که به فرآیند رشد و توسعه  سیتوکنین

گیاه مانند طویل شدن، تقسیم سلولی، تمایز بافت و ... 
گی ساخت ایندول استیک اسید کنند. ویژ کمک می

عنوان ابزاري سودمند در غربالگري ریزجانداران  به
دهنده رشد گیاه مورد توجه بوده است که این  افزایش

دهنده اهمیت زیاد ایندول استیک اسید بر  امر نشان
سویه  10). نتایج نشان داد که 46رشد گیاه است (
شده ایندول استیک اسید را در  باکتري جداسازي

) تولید کردند. μg ml-1 50/4-56/31مقادیر متفاوتی (
ایندول استیک ترین مقدار  داراي بیش QAZ26سویه 

) بود و پس از آن سویه μg ml-1 56/31اسید (
TEH15  باμg ml-1 00/30  قرار داشت که اختلاف

سویه  چنین . همداشت QAZ26داري با سویه  معنی
ALB32  50/4اسید ( ترین مقدار ایندول استیک کماز 
μg ml-1 بین ایندول 1) برخوردار بود (جدول .(

، KHO57هاي وسیله سویهاستیک اسید تولید شده به
KHU53  وTHE36 داري وجود معنی اختلاف

کننده هاي تولید پیامد مثبت باکتري ).1نداشت (جدول 
وسیله  ایندول استیک اسید بر بهبود رشد گیاه به

و  39، 26است ( گران زیادي گزارش شدهپژوهش
). افزون بر نقش مستقیم ایندول استیک اسید تولید 45

ها بر رشد گیاه، این هورمون وسیله باکتري شده به
چنین، کلونیزاسیون موفق باکتري در فیلوسفر را  هم

کند. احتمالاً ساخت ایندول استیک اسید یک  آسان می

راي افزایش تراوش مواد از برگ سازوکار مهم ب
هاي فیلوسفري اصلاح ریززیستگاه باکتري منظور به

واقع فرض بر آن است  فقیر از مواد غذایی است. در
ها  وسیله باکتريکه ایندول استیک اسید تولید شده به

رسی به مواد در فیلوسفر منجر به افزایش قابلیت دست
ساکاریدها از دیواره غذایی از راه افزایش تراوش پلی

چنین  ). این امر هم45و  25شود (سلولی برگ می
هاي  مانی باکتريمستقیم از راه افزایش زندهطور غیر به

ساکن در فیلوسفر منجر به بهبود رشد گیاه خواهد 
شده در این پژوهش  هاي جداسازي شد. بنابراین، سویه

که توانایی بالا در تولید ایندول استیک اسید دارند، 
هاي زیستی عنوان کود یک منبع بالقوه براي استفاده به

تر به آنها  بیش بایدهاي آینده  هستند و در پژوهش
  پرداخته شوند.

هاي فیلوسفري در چرخه افزون بر پیامد باکتري
ها در انحلال  عناصر غذایی مانند تثبیت نیتروژن، آن

). انحلال فسفات 33فسفات نامحلول نیز نقش دارند (
هاي مهم محرك رشد گیاه نامحلول یکی از ویژگی

فسفات آلی نامحلول انحلال ترین مقدار  بیش. است
یافت شد و  THE15در سویه  g l-1 05/75میزان  به

متعلق به سویه  g l-1 90/15میزان  ترین مقدار به کم
KHO51 هاي بود. بین سویهKHO47 ،KHO57 ،
KHU53 ،QAZ26  وTHE36 دار از  اختلاف معنی

). 1نظر انحلال فسفات نامحلول مشاهده نشد (جدول 
ها  وسیله باکتري توانایی انحلال فسفات در فیلوسفر به

که  تواند مهم باشد. نخست ایناز چندین جنبه می
با انحلال مواد آلی داراي فسفر در سطح برگ  باکتري

و آزادسازي و مصرف فسفر شرایط مناسبی را براي 
آورد که این وجود میمانی خود در سطح برگ به زنده

ر به کلونیزاسیون موفق سطح برگ تواند منجامر می
تجزیه ها با  توسط باکتري شود. در درجه دوم، باکتري
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هاي سلولی برگ و مواد آلی تراوش یافته از دیواره
آزادسازي و مصرف عناصر غذایی یک شیب غلظت 

وجود آورده و  ها به سمت برگ ها از ریشه به را براي آن
ناصر نتیجه ممکن است منجر به افزایش جذب ع در

دهیم این موضوع در ). ما احتمال می43شوند ( غذایی
  مورد فسفر نیز صادق باشد.

ناهمگونی محیطی یک چالش تکاملی براي 
هاي فیلوسفري است و به خوبی تشخیص داده  باکتري

هاي  ها ممکن است مکانیسمشده است که این باکتري
را در مواجهه با تغییرات محیطی سازگاري گوناگونی 

). پارامترهاي مختلف درگیر ممکن 35ایجاد کنند (
است شامل قابلیت دسترسی به رطوبت، اشعه 

رسی به عناصر فرابنفش، درجه حرارت، قابلیت دست
 ها، کش ها، آفت غذایی و منابع، رقابت درون و بین گونه
زا  هاي بیماريعوامل کنترل زیستی و حضور جمعیت

 ها سازوکارهاي ). بنابراین برخی از باکتري25و  17اشند (ب
در پیش  ها ي را براي چیره شدن بر این کاستیزیاد

  اند  اند که طی فرآیندهاي تکامل ایجاد شده گرفته
هاي ساکارید ). در این بین تولید پلی23و  14، 8، 7(

ها به نگهداري آب در وسیله باکتريبهسلولی  برون
مانی و ها و در نهایت زنده آن پیرامون یاخته

)؛ 45و  25کنند (ها کمک می کلونیزاسیون بهتر آن
  تواند  مستقیم میطور غیر بنابراین تولید این مواد به

  نتایج در افزایش رشد گیاه نقش داشته باشند. 
هاي باکتریایی این پژوهش نشان داد که توانایی سویه

  فاوت متسلولی هاي برونساکارید پلیدر تولید 
ترین مقدار  از بیش KHU53که سویه  طوري است؛ به

)805/1 g l-1 و سویه (THE15 ترین مقدار  از کم
)120/0 g l-1 ( سلولی  هاي برونساکاریدپلیتولید

داري بین  برخوردار بودند. با این وجود، اختلاف معنی
و  ALB32و  KHU32 ،KHU19هاي  سویه

 THE36و  KHO57 ،QAZ26هاي چنین سویه هم
اگرچه توانایی تولید . )1(جدول مشاهده نشد 

عنوان یک ویژگی  سلولی به هاي برونساکارید پلی
نظر  ها مطرح نیست اما، بهمحرك رشد براي باکتري

ها در بهبود شرایط نامناسب فیلوسفر بسیار  رسد آن می
داراي اهمیت باشند و بنابراین در این پژوهش بررسی 

  اند. شده
کار مهم در هسیدروفور نیز یک را توانایی تولید

دهنده رشد گیاه در  افزایش هايبرخی از باکتري
چنین سودمندي  ). هم12بود آهن است (شرایط کم

دیگر سیدروفور براي گیاه کنترل زیستی عوامل 
شدت با آهن پیوند برقرار  باشد، زیرا آن بهبیماریزا می

عوامل  کرده و بنابراین این عنصر غذایی مهم را براي
). در میان 3کند (رس میزا غیر قابل دست بیماري

، KUU32هاي جداسازي شده در این پژوهش،  سویه
KHU53 ،ALB32  وQAZ26  هاله نارنجی در

پیرامون کلنی ایجاد کردند و توانستند سیدروفور تولید 
یک پژوهش دیده شد که اسپري برگی . در کنند
وسیله  هزمان آهن و سیدروفور تولید شده ب هم

ها منجر به افزایش عملکرد و غلظت آهن دانه  باکتري
ها  بنابراین این سویه ).40گیاهان سویا و گندم شد (

توانند براي افزایش رشد و کنترل زیستی گیاه  می
  داراي اهمیت باشند.
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  لوسفر ذرت.شده از فی هاي باکتري جداسازي شده سویه گیري هاي اندازه مقایسه میانگین ویژگی -1 جدول
Table 1. Compare mean of measured properties of bacteria strains isolated from maize phyllosphere. 

هاي  سویه
 شده جداسازي

Isolate strains  

 نیتروژناز
Nitrogenase 

(mM ml-1 h-1)  

 ایندول استیک اسید
Indole acetic acid 

(µg ml-1)  

  انحلال فسفات آلی
Organic phosphorus dissolution 

(g l-1) 

  سلولی ساکاریدهاي برون پلی
Exopolysaccharides 

(g l-1) 
 سیدروفور

Sidrophore  

ALB32 17.48 ± 0.98e 4.50 ± 0.200h 58.15 ± 5.37c 0.875 ± 0.115b +  

KHO47 7.44 ± 0.93fg 18.7 ± 0.338c 37.27 ± 5.96e 0.495 ± 0.095cd -  

KHO51 24.92 ± 1.96d 15.70 ± 0.760d 15.90 ± 4.79f 0.660 ± 0.100c -  

KHO57 5.55 ± 0.93g 12.96 ± 0.336e 37.27 ± 2.58e 0.420 ± 0.060d -  

KHU19 40.30 ± 2.84b 8.50 ± 0.612g 48.21 ± 3.10d 1.000 ± 0.190b -  

KHU32 8.80 ± 1.27fg 11.07 ± 0.028f 66.10 ± 3.10b 1.035 ± 0.095b ++  

KHU53 35.93 ± 2.97c 13.66 ± 0.140e 36.28 ± 4.79e 1.805 ± 0.085a ++  

QAZ26 10.17 ± 0.93f 31.56 ± 0.845a 38.77 ± 6.50e 0.460 ± 0.010d +  

THE15 70.31 ± 4.75a 30.00 ± 2.395b 75.05 ± 2.27a 0.120 ± 0.010e -  

THE36 6.10 ± 2.97g 14.14 ± 0.225e 35.76 ± 3.94e 0.465 ± 0.095d -  
کنار تکرار) هستند. حروف متفاوت در  3انحراف استاندارد ( ± دهنده میانگین : پاسخ منفی، +: پاسخ مثبت و ++: پاسخ مثبت قوي. مقادیر نشان-

  درصد است. 5دار در سطح احتمال  دهنده اختلاف معنی هر ستون نشانها در  میانگین
-: negative response, +: positive responses and ++: strong positive response. Values are the means ± standard deviation  
(n = 3). In each column different letters beside means indicate significant difference at 0.05 level.  

  
 شده: هاي باکتریایی جداسازي تیکی سویهژنشناسایی 

زمینه شناسایی هاي انجام شده در تر پژوهش بیش
هاي کشت هاي فیلوسفري، به استفاده از محیط باکتري

  اند  هاي بیوشیمیایی متکی بودهانتخابی و سنجش
هاي مبتنی بر  ). توسعه و استفاده از روش32و  15(

rRNA 16تر  (بیشS rRNA منجر به شناسایی (
شود. در این پژوهش، از تر جوامع باکتریایی می دقیق

براي شناسایی  16S rRNAژن  یابی روش توالی

هاي  هاي برتر فیلوسفر ذرت (از نظر ویژگی باکتري
محرك رشد) استفاده شد. نتایج حاصل از تکثیر ژن 

16S rRNA وسیله  شده به ده سویه باکتري جداسازي
نشان  2در شکل  1492Rو  27Fآغازگرهاي عمومی 

سویه باکتري  10داده شده است. این آغازگرها براي 
جفت  1500شده یک باند با اندازه حدود  زيجداسا

 ).2باز را تکثیر نمودند (شکل 
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هاي  دهنده سویه نشان 1- 10هاي  شده. شماره هاي جداسازي سویه 16S rRNAجفت باز ناحیه ژنی  1500تکثیر باند  -2شکل 
KHU32 ،KHU19 ،KHU53 ،KHO51 ،KHO47 ،KHO57 ،ALB32 ،QAZ26 ،TEH15  وTEH36 .هستند M  نشانگرDNA 
 جفت باز است. 1500تا  100با اندازه 

Figure 2. The 1500 bp band amplification of the 16S rRNA gene region of the isolates. Numbers 1-10 represent 
isolates of KHU32, KHU19, KHU53, KHO51, KHO47, KHO57, ALB32, QAZ26, TEH15 and TEH36, 
respectively. M is a 100-1500 bp DNA marker. 

  
مربوطه به  PCRیابی فرآورده  در ادامه با توالی

شده  ، ده سویه جداسازي16S rRNAتکثیر ژن 
شناسایی و در حد جنس تعریف شدند. براي مقایسه 

هاي موجود،  ها با توالیسویه 16S rRNAهاي  توالی
استفاده شد و سطح بالایی  NCBIپایگاه  Blastnاز 

ها  تر گونه ) براي تعریف بیش≤99ز همانندي (ا
). درخت فیلوژنتیکی حاصل از 2دست آمد (جدول  به

  ها نشان داد که سویه 16S rRNAهاي  توالی
گونه متفاوت متعلق  10شده در  باکتري جداسازي 10

). جنس 3بندي شدند (شکل  جنس دسته 7به 
Bacillus  هاي  گونه مختلف (شامل سویه 4با
KHU32، KHU19 ،KHU53  وKHO51 ترتیب  به

، Bacillus subtilisهاي  عنوان گونه شده به تعریف
Bacillus megaterium ،Bacillus paralicheniformis 

ترین جنس بود. دلایل ) غالبBacillus pumilusو 
کننده فراوانی  تواند توجیهمختلفی وجود دارد که می

هاي  گیداراي ویژ Bacillusتر باکتري جنس  بیش
  شده  هاي جداسازيمحرك رشد در بین باکتري

 باشد.

مانی  برد زنده عنوان یک راه تشکیل آندوسپورها به
هاي خاصی از جمله  وسیله باکتري کار رفته به همهم ب
طور  در سطح برگ است که به Bacillusهاي  گونه

ن بالقوه در معرض نوسانات شدید در دسترس بود
بنفش، دماي زیاد و ماوراء رطوبت، تابش بالاي اشعه

 1لایه ). زیست45 و 44کمبود مواد غذایی است (
هاي  ها در برابر تنش چنین براي محافظت از باکتري هم

هاي دفاعی میزبان و ترکیبات  محیطی، مکانیسم
). اتصال و 35میکروبی شناخته شده است (ضد
ها بر روي بافت میزبان به تولید  مانی باکتري زنده
لایه  سلولی براي تشکیل زیست یدهاي برونساکار پلی

نیازمند است. بنابراین، جاي تعجب ندارد که فراوانی 
هاي برگ با  در نمونه Bacillusهاي  تر گونه بیش

ساکاریدهاي  ها در تولید پلی توانایی بالاي آن
چنین  سلولی و تشکیل اسپور در ارتباط باشد. هم برون

شده در این  ررسیهاي ب در نمونه Bacillusفراوانی 
ها در خاك  دلیل فراوانی آن پژوهش ممکن است به

                                                
1- Biofilm 
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ها باشد. از  سمت برگ ) و در نتیجه حرکت به28(
سه گونه ، Bacillusچهار گونه باکتري طرف دیگر از 

با توجه به این بنابراین متعلق به استان خوزستان بود. 
ها  چنین پایین بودن میانگین جمعیت باکتري نتیجه و هم

توان نتیجه گرفت که به احتمال زیاد این استان می در
هاي ساکن فیلوسفر ذرت در این عوامل مؤثر بر باکتري

وده و منجر به کاهش جمعیت استان نامناسب ب
هاي اسپوردار گرم  ها و پدیدار شدن باکتري باکتري
، KHO47هاي  چنین گونه هم اند. شده Bacillusمثبت 

KHO57 ،ALB32 ،QAZ26 ،TEH15  وTEH36 
 Microbacterium هاي عنوان جنس ترتیب به به

arborescens ،Pseudarthrobacter oxydans ،
Pseudomonas putida ،Stenotrophomonas 

maltophilia ،Enterobacter hormaechei  و
Kocuria Polaris .تعریف شدند  

هاي  هاي شناسایی شده با ویژگی ارتباط باکتري
ه جالب توجه ارتباط بین نکت محرك رشد گیاه:

هاي  ها در ویژگی شده و توانایی آن هاي شناسایی سویه
توان به چهار محرك رشد گیاه است. در این راستا می

طور مثال  اشاره کرد. به Bacillusگونه از جنس 
 Bacillus subtilis ،Bacillusهاي  باکتري

megaterium وBacillus paralicheniformis   که
اند  ر ذرت استان خوزستان جداسازي شدهاز فیلوسف

توانایی متفاوتی در انحلال فسفات آلی نشان دادند. 
Bacillus subtilis  از توانایی بالایی در انحلال

 Bacillusفسفات آلی نسبت به دو گونه دیگر 
که  Bacillus pumilusچنین گونه  برخوردار بود. هم

بت به از استان خراسان رضوي جداسازي شده بود نس
تري در انحلال فسفات آلی  سه گونه فوق توانایی کم

هاي  نشان داد. در صورتی که انتظار بر آن بود که گونه
Bacillus  توانایی بالایی در انحلال فسفات داشته

توان اختلاف در منطقه باشند. با توجه به این نتایج می
عنوان یکی از عوامل وجود چنین  جغرافیایی را به

چنین این چهار باکتري چهار  ان کرد. همنتایجی بی
هستند که این  Bacillusگونه مختلف از جنس 

ها بر موضوع نیز به نوبه خود بر توانایی باکتري
باتول و هاي محرك رشد گیاه تأثیرگذار است.  ویژگی

هاي  نیز گزارش کردند که گونه) 2016(همکاران 
دم ایزوله شده از فیلوسفر گن Bacillusمختلف جنس 

داراي توانایی متفاوتی در انحلال فسفات نامحلول بودند 
 ،Bacillus amyloliquefaciens). در این مطالعه 6(

Bacillus aerius  وBacillus subtilis  قادر به
 Bacillusانحلال فسفات نامحلول بودند، اگرچه 

stratoshphericus  .از این توانایی برخوردار نبود
سویه  شده هاي شناساییيچنین در بین باکتر هم

Enterobacter hormaechei  توانایی بالایی در
فعالیت آنزیم نیتروژناز، تولید ایندول استیک اسید و 

که  انحلال فسفات نامحلول آلی داشت. در صورتی
 Pseudomonas putidaانتظار بر این بود که باکتري 

  عنوان یک باکتري شاخص مطرح باشد. اگرچه  به
هش مشخص شد که باکتري در یک پژو

Pseudomonas syringae  ایزوله شده از فیلوسفر
گندم از مقدار بسیار پایین تولید ایندول استیک اسید 

). شاید از دلایل این نتایج بتوان 6برخوردار بود (
علاوه بر اختلاف در منتطقه جغرافیایی به ماهیت 

گیاه از  هاي متفاوت فیلوسفر نسبت به سایر زیستگاه
  .مله ریزوسفر اشاره کردج
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  .16S rRNAیابی ژن  شده بر اساس توالی هاي شناسایی باکتري -2جدول 
Table 2. Bacteria identified by 16S rRNA gene sequencing. 

 شده هاي جداسازي سویه
Isolate strains  

 رسی شماره دست
Accession number  

 رسی و شماره دست NCBIترین سویه  نزدیک
Closest NCBI strain and accession number  

 همانندي
Similarity (%) 

ALB32 MN099371 Pseudomonas putida KX349990 100 
KHO47 MN099379 Microbacterium arborescens KX404917 99 
KHO51 MN099364 Bacillus pumilus KY316438 99 
KHO57 MN099386 Pseudarthrobacter oxydans MF077207 99 
KHU19 MN099367 Bacillus megaterium MH064437 100 
KHU32 MN099359 Bacillus subtilis KT985358 99 
KHU53 MN099362 Bacillus paralicheniformis MK070086 99 
QAZ26 MN099392 Stenotrophomonas maltophilia KX018308 99 
TEH15 MN099393 Enterobacter hormaechei EU239467 99 
TEH36 MN099382 Kocuria polaris KF924218 99 

  

  
  

  .16S rRNAیابی ژن  شده بر اساس توالی هاي شناسایی درخت فیلوژنتیکی باکتري -3 شکل
Figure 3. Phylogenetic tree of bacteria identified based on 16S rRNA gene sequencing. 
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  گیري کلی نتیجه
زارش در مورد جداسازي و این پژوهش نخستین گ

یافته در مناطق  هاي فیلوسفر ذرت رشد شناسایی باکتري
و  16Sr RNAوسیله روش  جغرافیایی مختلف ایران به

ها است. بر اساس  هاي محرك رشدي آنتعیین ویژگی
دهنده رشد  هاي افزایشهاي این پژوهش باکتري یافته

ج گیاه از ساکنان معمول فیلوسفر ذرت هستند. نتای
هاي فیلوسفري آن است که برخی از باکتري بیانگر

بومی قادر به تثبیت نیتروژن، انحلال فسفات نامحلول 
 هايساکارید ندول استیک اسید، سیدروفور و پلیو تولید ای

هستند. با این وجود توانایی انجام این سلولی  برون
هاي  هاي محرك رشد گیاه در بین باکتري فعالیت

ن نبود. از دلایل این اختلاف شده یکسا جداسازي
توان به  هاي محرك رشد گیاه میها در ویژگی باکتري

اختلاف در منطقه جغرافیایی و ماهیت متفاوت 

هاي گیاهی از جمله فیلوسفر نسبت به سایر زیستگاه
هاي جداسازي ریزوسفر اشاره کرد. در بین باکتري

توانایی ) TEH15 )E. hormaecheiشده سویه 
ر فعالیت نیتروژناز، تولید ایندول استیک اسید بالایی د

و انحلال فسفات نامحلول آلی داشت. بنابراین بهتر 
اي و هاي میدانی (گلخانهاست این سویه در پژوهش

چنین  تر بررسی شود. هم اي) در آینده بیش مزرعه
گردد جوامع باکتریایی فیلوسفر سایر پیشنهاد می

رایط آب و هوایی و یافته در ش گیاهان کشاورزي رشد
طور  جغرافیایی مختلف را مورد بررسی قرار داده تا به

هاي سودمند فیلوسفر را در جامع بتوان نقش باکتري
افزایش رشد و عملکرد محصولات زراعی مشخص 

  کرد.
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Abstract1 
Background and Objectives: The plant growth promoting bacteria (PGPB) inhabiting the 
phyllosphere of different plants provides a tool for more efficient use of bacteria as a source of 
biofertilizers. The use of molecular technologies leads to in-depth research of the phyllosphere 
microorganisms and may provide new avenues for the development and validation of modern 
agricultural operations and significantly increase productivity. The aim of this research was to 
investigate the plant growth promoting (PGP) traits of bacteria isolated from maize (Zea mays 
L.) phyllosphere cultivated in different geographical zones of country (Iran) and their molecular 
identification by 16Sr RNA sequencing. 
 
Materials and Methods: In September (2016), 116 samples of healthy mature leaves were 
collected from the maize fields located in 6 provinces of Iran (Fars, Alborz, Qazvin, Khuzestan, 
Tehran and Khorasan) and then, phyllosphere bacteria were isolated from them. Growth 
promoting traits of bacteria including Indole-3 Acetic acid (IAA) production, organic phosphate 
dissolution, siderophore production, exopolysaccharides (EPS) production and also nitrogenase 
enzyme activity were measured using standard methods. Superior strains were identified based 
on 16S rRNA sequencing method. 
 
Results: The 10 from 242 bacterial strains isolated from maize phyllosphere were selected 
based on their growth promoting traits. All strains selected demonstrated nitrogenase activity, 
organic phosphate dissolution and IAA and EPS production capability. The highest nitrogenase 
activity (70.31 nM ml-1 h-1) and organic phosphate dissolution (75.05 g l-1) were observed in 
THE15 strain, while the lowest amount of these properties belonged to KHO57 (5.55 nM ml-1 h-1) 
and KHO51 (15.90 g l-1) strains, respectively. The QAZ26 and TEH15 strains had the highest 
amount of IAA production (31.56 and 30.00 µg ml-1, respectively) and the ALB32 strain 
produced the lowest amount of IAA (4.50 µg ml-1). The EPS production by strains ranged from 
0.120 to 1.805 g l-1. Among the strains investigated, only KUU32, KHU53, ALB32 and QAZ26 
were able to produce siderophore. 16S rRNA sequencing revealed that the 10 strains selected 
belong to Bacillus, Microbacterium, Pseudarthrobacter, Pseudomonas, Stenotrophomonas, 
Enterobacter and Kocuria genera. The Bacillus with 4 different species (including Bacillus 
subtilis, Bacillus megaterium, Bacillus paralicheniformis and Bacillus pumilus) was the most 
dominant genus. 
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Conclusion: Based on the results of this study, Bacillus was the most dominant genus of plant 
growth promoting bacteria in the maize phyllosphere. Among the isolated bacteria, 
Enterobacter hormaechei TEH15 was highly capable of nitrogenase enzyme activity, IAA and 
organic phosphate solubility. Therefore, this strain deserves further research in greenhouse and 
field studies of maize cultivation and maize family plants. 
 
Keywords: 16S rRNA, Enterobacter hormaechei TEH15, Phyllosphere microbiome, Plant 
growth promoting traits    
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