
 

  
  علوم و تحقيقات بذر ايران

 )٥٣ - ٦٦( ١٤٠٣/ شماره چهارم/ يازدهم سال

  مقاله پژوهشي
DOI: 10.22124/jms.2024.8798 

  

 Astragalus cyclophyllonو   Astragalus cicerبذر دو گونه گوناثر پرايمينگ زيستي 
   و ريزوسفر هاي ريزوبيوميتثبيت كننده نيتروژن مستقر در گره  هايتوسط سودوموناس

  
  *٣خاني، كبري مسلم٢مسعود احمدزاده ،١بيتا عليزاده

  
 ١٧/١١/١٤٠٣تاريخ پذيرش:                                                                                       ٤/١٠/١٤٠٣تاريخ دريافت: 

 چكيده

سعه تو ،هااهچهيگ فيضع هيبني سخت و جوانه زندليل  به مراتعهاي گون در تامين علوفه دام در برخي گونه اهميتوجود  با
 هاي پروبيوتيك به ويژه برخيپتانسيل باكتريبه  كشت تجاري اين گياهان مورد توجه واقع نشده است. تحقيقات متعددي

- جداسازي جدايه ضمن اند. تحقيق حاضرزني و بهبود قدرت رويشي گياهان اشاره كردههاي سودوموناس در افزايش جوانهجدايه

ر در اي مستقهاي ريزوبيومي گياهان گون نخودي و گون علوفههاي سودوموناس با قابليت تثبيت نيتروژن، از ريزوسفر و گره
 قدرت و رشدي هايشاخص بهبود بر رشد محرك هاي منتخبسودوموناس اثر تيمار مزارع آزمايشي در استان البرز، به بررسي

هاي اوليه بيوشيميايي و تعيين توالي، سه گونه سودوموناس با اشاره پرداخته است. بر اساس بررسيدو گونه مورد  رويشي
با برتري نسبت به  Rh13هاي محرك رشدي از گره ريزوبيومي و ريزوسفر گون نخودي جداسازي و شناسايي شد. جدايه ويژگي

نشان داد   Pseudomonas putidaدرصد) را به گونه  ٨٣/٩٩ترين شباهت (بيش 16S rDNAدو جدايه ديگر بر اساس توالي 
توليد ، (IAA)يد اس كياست ندوليا ديتولهاي محرك رشدي نظير قابليت تثبيت نيتروژن، حلاليت فسفات، و در تمام ويژگي

مقايسه با  و توليد فيتاز، مثبت ارزيابي شد. اين جدايه در (ACC deaminase) نازيدآم لاتيكربوكس كلوپروپانينوسيآمآنزيم 
نيز به  Rh3و  Me41هاي رويشي در هر دو گونه گون شد. تيمار بذور با دو جدايه داري باعث بهبود شاخصشاهد به طور معني

هاي اصلي اي شد. نتايج تجزيه و تحليل مؤلفهدرصدي ميزان جوانه زني در گون نخودي و علوفه ١٣و  ١٠ترتيب سبب افزايش 
هاي محرك رشدي، توانايي تثبيت نيتروژن به عنوان يك عنصر پرمصرف ها در ويژگيمايز جدايهترين عامل تنشان داد بيش

تر تواند ضمن بهبود استقرار سريعهاي مفيد سودوموناس ميها بوده است. تيمار بذر با جدايهحياتي و مؤثر در بهبود رشد گياهچه
بي جمعيت ميكروبي مفيد و افزايش غناي خاك از طريق تامين نيتروژن هاي هرز مراتع، باعث بازياها در رقابت با ساير علفگون

  و فسفر قابل استفاده براي گياهان شود.
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  مقدمه
گياهي با ارزش مرتعي و علوفه (.Astragalus L)  گون

اي بالا است كه در حفاظت خاك نيز نقش بزرگي ايفا مي
علوفه  ديها در تولگون. (Xiaoxia et al., 2014)نمايد 
 نتروژينو  كربن تي، تثب(Zare Kia et al., 2013) مراتع

(Davis, 1982)، حفاظت خاك از  ،يمواد آل شيافزا
آب  يهاسفره هين آب و تغذااز رو يريجلوگ ش،يفرسا

ها گون  .(Zare Kia et al., 2013)ند نقش دار ينيزمريز
 يباشند كه برايمكم  بريخام و ف نيسرشار از پروتئ

ي ريدارد و از نفخ جلوگ ييضم بالاه تينشخواركنندگان قابل
  ايگون علوفه .(Acharya et al., 2006)كند مي

(Astragalus cyclophyllon) و گون نخودي
Astragalus cicer)  (اي هاي علوفهلگوم ترينمهم يكي از

طور وسيعي در  چندساله مراتع سردسيري است كه به
- مورد چراي دام قرار مي استپي كشور هاي نيمهگاهرويش

ي با شرايط اقليمي مناطق لايسازگاري با هااين گونه .دنگير
احياء  واصلاح كمك مؤثري به  تواندمي استپي داشته و نيمه

  .(Ardestani et al., 2015) مراتع نمايد
دلايل  ، بههاي گونگونه فراوان يهاتيوجود مز با

 رشد نسبتا ،يزندر جوانه ريخأت، خواب بذرزيادي از جمله 
ور طها، اين گياهان به گياهچه فياستقرار ضعو  هيبن ،آهسته

 ;Tavili et al.,2012)اند مورد استفاده قرار نگرفته عيوس

Acharya et al., 2006) .توسعه كشت  تياهم بهتوجه  با
 Salehi Eskandari et)به عنوان علوفه در مراتع  هاگون

al., 2017) شيو شناخت عوامل موثر بر افزا ي، بررس 
ز يكي ا .اين گياهان ضرورت دارد و بهبود استقرار يزنجوانه

مشكلات استقرار بذرهاي گون وجود پوسته سخت بذر 
پيش تيمار بذور با ها نشان داده باشد كه بررسيمي

اسيدسولفوريك باعث نفوذپذيري پوسته سخت بذرهاي 
از  طريق كاهش مقاومت مكانيكي  شود وگياه گون مي

شود زني بذر فراهم ميپوسته، شرايط براي بهبود جوانه
(Salehi Eskandari et al., 2017) علاوه بر تيمارهاي  .

مكانيكي و شيميايي براي شكست خواب بذر و بهبود 
هاي متعددي از اثر بيوپرايمينگ بر زني، گزارشجوانه

. در اين روش قبل از هاي كيفي بذر وجود داردويژگي
هاي مفيد بر روي بذر يا ريشه كاشت، تيمار ميكروارگانيسم

شود به صورتي كه اين عوامل بيولوژيك مستقر اعمال مي
شده، بتوانند جمعيت خود را حفظ كنند و به دنبال آن 

 هاي زندهموجب تقويت رشد گياه و حفظ آن در برابر تنش

 Bennett et al., 2009; Murunde ). و غير زنده شوند 

and Wainwright, 2018)   
هاي همزيست ريشه نشان مطالعات در مورد باكتري

م و هاي مستقيتوانند با مكانيسمها ميداده كه اين باكتري
زني، طول و وزن غير مستقيم سبب افزايش سرعت جوانه

هاي جانبي شوند چه ، افزايش تعداد ريشهريشه
(Dobbelaere et al., 2003; Vurukonda et al., 

ز ا ي مختلفهاميمكانس لهيبه وسها اين باكتري .(2016
 كلوپروپانينوسيآم تثبيت نيتروژن و توليد ليقب

را  اهيرشد گ  (ACC deaminase) نازيدآم لاتيكربوكس
 ;Saleem et al., 2007)د كننيم تيتقو

Bhattacharyya and Jha 2012; Beneduzi et al., 
ها است و يك وژن جزء ضروري تمام آمينواسيد. نيتر(2012

عنصر پرمصرف مهم براي رشد و عملكرد گياه به شمار 
دسترسي گياه به  .(White and Brown, 2010)رود مي

فرم فعال بيولوژيكي نيتروژن در خاك محدود است و كاربرد 
گسترده كودهاي شيميايي ازته ناشي از همين محدوديت 

هاي . ميكروارگانيسم(Oldroyd et al., 2011)است 
تثبيت كننده نيتروژن نقش بسيار مهمي در رشد گياهان و 

. اين (Li et al., 2017)كنند غناي خاك ايفا مي
توليد دي نيتروژناز  nifHها با استفاده از ژن ميكرواگانيسم

 اتمسفر به آمونياك N)2(نيتروژناز باعث تبديل  .كنندمي
)3(NH شود ميnd Ludden, 2000)(Halbleib a .

درصد از كل تثبيت زيستي  ٦٠تحقيقات نشان داده كه 
ها مباكتري به ويژه ريزوبيو-نيتروژن ناشي از همزيستي گياه

 ,.Zou et al., 2016; Zhiyong, et al)شودحاصل مي

2024) .  
ها كه عامل اصلي ايجاد گره در ريشه علاوه بر ريزوبيوم
نيز به صورت  Pseudomonasهاي هستند، برخي گونه

هاي ريزوبيومي ريشه مستقر هستند و همزيست در گره
نقش مثبت آنها در تحريك رشد گياه گزارش شده است 

(Sakshi et al., 2011; Noreen et al., 2019)  بهبود .
بيوماس ريشه و گياهچه از طريق افزايش دسترسي گياه به 

سيله به و مواد مغذي مانند انحلال فسفات و تثبيت نيتروژن
 Pseudomonasهاي سودوموناس از جمله برخي گونه

putida  قبلاً گزارش شده ست(Israr et al., 2016) .
 .Pو  P. putidaهاي همچنين كاربرد سويه

fluorescence  باعث افزايش طول ريشه و اندام هوايي و
فرنگي، برنج، در كلزا، گوجه هاي رشديبهبود شاخص

Mencherini) استدم شده جعفري، مرزنجوش و گن
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del Rosario  ., 2008;et alBanchio ., 2007; alet 
)., 2013et alCappellari ) نشان داد ١٣٩٠. پورهادي (

هاي اي از باكتريكه كودهاي بيولوژيك حاوي مجموعه
تثبيت كننده نيتروژن و حل كننده فسفات از جنس 

مار ه تيهاي كمي و كيفي گياسودوموناس، در بهبود شاخص
  شده مؤثر عمل كردند.

با توجه به چشم انداز بيوپرايمينگ بذر در بهبود 
 اثر بررسيتحقيق حاضر به هاي رويشي گياهان، ويژگي

همزيست  Pseudomonas هاياسترين تيمار بذر به وسيله
هاي ريزوبيومي و ريزوسفر ريشه گون كه توانايي در گره

هاي كيفي و ويژگير استقرا تثبيت نيتروژن دارند بر قدرت
  اي پرداخته است.هاي دو گونه گون نخودي و علوفهگياهچه

  
  هاو روش مواد

  جداسازي باكتري از ريزوسفر و گره گون نخودي
بذر گون نخودي از مؤسسه تحقيقات جنگل و مراتع  

- كشور دريافت و پس از ايجاد نشاء در ارديبهشت ماه سال

مزارع آزمايشي مؤسسه در استان البرز واقع در  ١٤٠٢هاي 
تحقيقات ثبت و گواهي بذر و نهال كشت گرديد، در اوايل 

هاي رشد يافته از خاك خارج و تير ماه همان سال، بوته
هاي جوان ريشه گياه برداشت و به هايي از گرهنمونه

هاي جدا شده پس از . گرهگرديدآزمايشگاه منتقل 
و  %٧٠كل وشو با آب جاري به مدت يك دقيقه در الشست

درصد ضدعفوني و سپس  ٥يك دقيقه در هيپوكلريت سديم 
چندين مرتبه با آب مقطر استريل شست و شو داده شدند. 
هر گره در يكي ميلي ليتر آب مقطر استريل عصاره گيري 

براي اطمينان از  .(De Meyer et al., 2011)و كشت شد 
ها وشو گرهها، آب مرحله آخر شستضدعفوني صحيح گره

در محيط، كشت و از نظر عدم وجود آلودگي بررسي شد. 
از خاك اطراف ريشه گون نخودي نمونه برداري همچنين، 

هاي سريالي (يك به ده) انجام شد. از هر نمونه خاك رقت
گرم از نمونه خاك  ١٠ها، تهيه شد. براي تهيه سري رقت

در  NaClگرم  ٥/٨سالين ( ميلي ليتر محلول نرمال ٩٠به 
دقيقه با استفاده از همزن، همگن  ٢٠) اضافه و به مدت ليتر

تهيه و  ١٠-٧ شدند؛ سپس از سوسپانسيون حاصله تا رقت
 King's Bو  (NA)در محيط كشت عمومي نوترينت آگار 

- اي كشت شدند. محيطكن شيشهاز طريق پخش با پخش

درجه سلسيوس به مدت پنج  ٢٨هاي كشت شده در دماي 
هاي گرم پس از طي اين مدت كلني داري شدند.روز نگه

ويژه  ) بهسه درصد  KOHمنفي (بر اساس نتايج آزمون 
 King's Bدانه فلورسنت در محيط هايي با رنگكلني

ها در آب مقطر استريل خالص سازي و براي ادامه بررسي
  داري شدند. در يخچال نگه

  هاي تثبيت كننده نيتروژنانتخاب جدايه
هاي تثبيت كننده نيتروژن، جدايهبراي انتخاب باكتري

 ٤گرم ماليك اسيد،  ٥(شامل  NFBها در محيط كشت 
گرم  ٥/٠، O2. 7H4FeSoگرم  ٠٥/٠، KOHگرم 

4HPO2K ،گرم  ٠١/٠O2.H4MnSO ،گرم  ١/٠
.2H2O4MgSO ،گرم  ٠٢/٠NaCl ،گرم  ٠١/٠
.2H2O2CaCl ،گرم  ٠٠٢/٠O2H2.4MoO2Na ،ميلي ٢ -

گرم  ٢٠رصد رقيق شده در الكل، د ٥/٠بلو تيمونليتر بروم
) كشت داده شدند. تغيير ٨/٦آگار در يك ليتر آب با اسيديته

رنگ محيط از سبز به آبي نشان دهنده تثبيت نيتروژن است 
)Miladiarsi and Widyastuti, 2017(.  

  يابيبر اساس تواليشناسايي مولكولي 
با استفاده از كيت  هاي منتخبجدايه DNAاستخراج 

) طبق دستورالعمل شركت سازنده ™FavorPrepي (تجار
با استفاده از واكنش  16S rDNAانجام شد. قطعه عمومي 

 -27F (5و پرايمرهاي  (PCR)اي پليمراز زنجيره

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3)  1492وR 

(5- GGTTACCTTGTTACGACTT-3)  . تكثير شد
ميكروليتر با استفاده از  ٢٥در حجم نهايي  PCRواكنش 

Taq 2x Master Mix Red (آمپليكون، دانمارك)  طبق
تحت شرايط  PCRدستورالعمل شركت سازنده انجام شد. 

درجه  ٩٤دقيقه واسرشت شدن اوليه در دماي  ١٢دمايي 
 ١سيكل شامل واسرشت شدن به مدت  ٣٥سلسيوس، 

درجه سلسيوس، اتصال پرايمر به مدت  ٩٤دقيقه در دماي 
 ٥/١لسيوس، توسعه به مدت درجه س ٥٥دقيقه در دماي ١

درجه سلسيوس و در پايان توسعه نهايي  ٧٢دقيقه در دماي 
درجه سلسيوس انجام شد  ٧٢دقيقه در دماي  ٧به مدت 

(Yang and Yen, 2012) محصول .PCR  بر روي ژل
آگارز يك درصد الكتروفورز گرديد تا از تكثير و كيفيت 

ر قطعه تكثي قطعه مورد نظر اطمينان حاصل شود. در نهايت
شده جهت تعيين توالي به شركت بيومجيك ژن ارسال و 

هاي موجود در هاي دريافت شده با تواليشباهت توالي
شد.  بررسي EzTaxon-eو  NCBIهاي اطلاعاتي بانك

 ثبت شدند. NCBI ژنوميها در بانك اطلاعاتي سپس توالي
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هاي نوكلئوتيدي حاصله، تر تواليبراي ارزيابي دقيق
 با برنامه Likelihood به روش فيلوژنتيكي تدرخ

MEGA7  ١٠٠٠با  تجزيه و تحليل اعتبارسنجي ترسيم و 
  .شدتكرار انجام 

هاي جدايههاي محرك رشدي بررسي برخي ويژگي
  منتخب

توانايي توليد : (IAA) آزمون توانايي توليد اكسين
ها به روش رنگ هورمون ايندول استيك اسيد توسط جدايه

ها درون محيط الكوفسكي سنجيده شد. جدايهسنجي س
- گرم در ليتر ال٢/٠حاوي  (NB)كشت نوترينت براث 

ساعت در دماي  ٤٨تريپتوفان كشت داده شدند. به مدت 
دور  ١٢٠درجه سلسيوس در شيكرانكوباتور با سرعت  ٢٨

دقيقه در دماي  ١٥در دقيقه قرار گرفتند. سپس، به مدت 
سانتريوفيوژ  ١٣٠٠٠ rpmدرجه سلسيوس با سرعت ٤

ميلي ليتر معرف  ٢ليتر از محلول رويي با شدند. يك ميلي
ميلي  ١٥٠ميلي ليتر آب مقطر استريل،  ٢٥٠سالكوفسكي (

مولار)  ٥/٠ 3FeCl ميلي ليتر  ٥/٧ليتر اسيد سولفوريك، 
دقيقه در تاريكي نگهداري شدند.  ٢٠مخلوط و به مدت 

به صورتي نشان تغيير رنگ محيط به رنگ قرمز متمايل 
ا هدهنده توليد اكسين مي باشد، در نهايت غلظت نوري آن

 ,.Bent et al)نانومتر ارزيابي شد  ٥٣٥در طول موج 

2001).  
  آزمون توانايي حلاليت فسفات

هاي مختلف باكتري از نظر توان حل فسفات جدايه
هاي باكتري روي محيط كشت حاوي جدايه ارزيابي شدند.

 ٢/٠، O2. 7H4MgSOگرم ٢٥/٠، O2. 6H2MgClگرم  ٥
، 3Ca(PO4)2گرم  ٥، 4SO2)4(NHگرم  ٢/٠، KClگرم 

اي كشت و گرم آگار به صورت نقطه ١٥گرم گلوگز و  ١٠
ساعت نگهداري  ٧٢درجه سلسيوس به مدت  ٢٨در دماي 

شدند. مشاهده هاله شفاف اطراف كلوني باكتري نشان 
اي ن آزمون بردهنده توانايي در حلاليت فسفات و مثبت بود

 .(Castagno et al., 2011)باشد جدايه مورد نظر مي

  آزمون توليد آنزيم فيتاز
ها از نظر توليد آنزيم فيتاز از براي غربالگري باكتري

 PSM (Phytase Screening Medium)محيط كشت 
گرم گلوكز،  ١٥شامل   PSMاستفاده شد. محيط اختصاصي 

گرم  ٥/٠، 4SO 2)4(NHگرم  ٥، phytate -Naگرم  ٥
KCl ،گرم  ٥/٠O2.7H4Mg SO  ،گرم  ١/٠NaCl ،١/٠ 
گرم  ٠١/٠، O2.7H4FeSoگرم  ٠١/٠ ، 2CaClگرم

O2.H4MnSo گرم آگار در يك ليتر آب با اسيديته  ٢٠، و
). براي اين Sasirekha et al., 2012باشد (مي ٥/٦-٧

ها، محيط كشت در اي جدايهبررسي پس از كشت نقطه
ساعت  ٤٨درجه سلسيوس به مدت  ٢٨دماي دماي 

نگهداري شدند؛ پس از طي اين مدت ظهور هاله شفاف 
اطراف كلني باكتري نشان دهنده توليد آنزيم فيتاز و تجزيه 

  باشد.فيتات محيط مي
  ACC deaminaseبررسي توانايي توليد آنزيم 

ها از نظر توانايي مصرف آمينو سيكلو پروپان باكتري
با استفاده از روش پنروز و گليك   (ACC)كربوكسيلات

. ابتدا جدايه (Penrose and Glick, 2001)بررسي شدند 
 TSB (Tryptone Soyaهاي در محيط كشت مايع 

Broth)  ٥٠ساعت تكثير شدند، سپس  ٢٤به مدت 
ميكروليتر از سوسپانسيون جوان هر جدايه در سه محيط 

ولار م ٣/٠ميكروليتر در ليتر محلول ١٠٠حاوي  DFكشت 
ACC ،DF  گرم در ليتر سولفات آمونيوم (به عنوان  ٢حاوي

پايه بدون منبع نيتروژن (به عنوان  DFشاهد مثبت) و 
 ٢٨شاهد منفي) به صورت قطره گذاري كشت و در دماي 

درجه سلسيوس نگهداري شدند. ضمن ارزيابي روزانه، پس 
هاي كشت سنجيده ها در پليتاز طي هفت روز اندازه كلني

 ارزيابي شدند.و 

گرم  ٦، 4PO2KHگرم  ٤حاوي  DFمحيط 
4HPO2Na ،گرم  ٢/٠O2.7H4MgSO ،گرم ٢Glucose ،
و عناصر  Citric acidگرم  ٢، Gluconic asidگرم  ٢

ميكروگرم  ١٠، O2.7H4FeSOگرم ميلي١ميكرو شامل 
3BO3H ،ميكروگرم  ١٩/١١O2.7H4MnSO ،٦/١٢٤ 

م ميكروگر ٢٢/٧٨، O2.7H4ZnSOميكروگرم 
O2.5H4CuSO  ميكروگرم ١٠وMoO3   ٢/٧با اسيديته 

  باشد. گرم در يك ليتر آب مي
  هاي باكتريپيش تيمار بذر با جدايه
بر شاخص  Pseudomonasهاي اثر تيمار بذر با جدايه

هاي رويشي بذرهاي گون نخودي و گون زني و ويژگيجوانه
 تصادفي در سه تكرار به "اي در قالب طرح كاملاعلوفه

صورت جداگانه آزمايش شد. براي اين منظور ابتدا بذرها در 
درصد به مدت ده دقيقه غوطه  ٩٨تيمار اسيد سولفوريك 

ور شدند، سپس بذرها به مدت پنج دقيقه در هيپوكلريت 
درصد ضد عفوني  ٧٠سديم پنج درصد و يك دقيقه در الكل 

 سوسپانسونسطحي شدند و سپس به مدت يك ساعت در 
 كو كربوكسي متيل سلولز ي (OD:0.1) منتخب هايجدايه
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ور شدند. بذرهاي تيمار شده در تركيب پيت غوطهدرصد 
 درجه ٢٥-٢٧ماس و پرليت در شرايط كنترل شده با دماي 

سلسيوس نگهداري شدند. بذرهاي غوطه ور شده در محلول 
كربوكسي متيل سلولز يك درصد بدون باكتري نيز به عنوان 

  شدند. كنترل منفي كشت 
  زنيدرصد جوانه

هاي سودوموناس در سه بذرهاي تيمار شده با باكتري
در بستر كاغذ جوانه  تصادفي "تكرار در قالب طرح كاملا

 به مدت دو هفتههاي كشت شده . ظرفشدندزني، كشت 
 لوكس ١٢٥٠ ييو روشنا سلسيوسدرجه  ٢٥در دماي ثابت 

شده مورد  هاي كشتبه طور روزانه ظرف . قرار داده شدند
شد. زده يادداشت بازديد قرار گرفت و تعداد بذرهاي جوانه
چه به اندازه دو معيار بذرهاي جوانه زده خروج ريشه

متر بود. در پايان دوره، درصد ميلي
با استفاده از  (Germination Percentage)زنيجوانه

 ,Ranai and De Santanan)محاسبه گرديد  ١رابطه 

2006; Dastapoor et al., 2013).  
GP  )١رابطه ( = (

GN

SN
 ) × 100 

: تعداد بذرهاي GNزني، : درصد جوانهGPكه در اين رابطه 
  باشد.: تعداد كل بذرهاي مورد آزمايش ميSNجوانه زده و 

چه و ساقه اهچه،يصفات طول گ شيآزما انيدر پا
ترازوي  لهيوسبه اهچهيوزن خشك گ زيو ن چهشهير

گرم  ٠٠٠١/٠با دقت  ABJ220-4 NM ديجيتالي مدل
 اهچهيگ ،وزن خشك يريگشدند. جهت اندازه يريگاندازه

 دارينگه گراديدرجه سانت ٧٠ساعت در آون  ٤٨ ها به مدت
بنيه گياهچه به صورت روابط ذيل محاسبه  شاخص و شدند

  .)Abdul-baki, and Anderson, 1973(شدند 
شاخص بنيه وزني   )٢(رابطه  = يزنجوانه × درصد   وزن گياهچه خشك

شاخص بنيه طولي   )٣(رابطه  = زنيجوانه × درصد   طول گياهچه

شاخص بنيه گياهچه   )٤(رابطه  = × درصد جوانهزني طول گياهچه)
+  ( وزن گياهچه

- هاي به دست آمده از اين آزمايش با استفاده از نرمداده

تجزيه و تحليل آماري انجام شد. تجزيه واريانس  SASافزار 
بررسي   %١دانكن و در سطح احتمال  ها بر اساس آزمونادهد

  انجام شد. Excelافزار ها استفاده از نرمشد و رسم شكل
  

 بحث و جينتا
يه  ١٠٤در اين تحقيق  ناح خاك  باكتري از  يه  جدا

ـــفر و گره ـــه گونريزوس اي هاي نخودي و علوفههاي ريش

سويه شد.  سازي  شده تحت غربالگري جدا سازي  هاي جدا
ساس آزمونا شيميايي اوليه وليه قرار گرفتند و بر ا هاي بيو

ـــد يافته، نه جدايه به عنوان جنس  ١٠٤از بين  جدايه رش
ســـودوموناس انتخاب شـــدند كه تنها ســـه جدايه قادر به 

  يابي ژنبر اساس تواليتثبيت بيولوژيكي نيتروژن بودند كه 
16S rDNA ،ـــودوموناس  ها به جنستعلق جدايه نيز س

و هم ترازي  BLASTبر اساس نتايج ). ١شد (جدول تاييد
ــابهت جدايه ها،توالي ــر با جدايهمش هاي هاي تحقيق حاض

  EzTaxonاز پايگاه داده  رفرنس سودوموناس دريافت شده
  .)١گرديد (شكل  مشخص

ـــان داده علاوه بر باكتري  هاي ريزوبيوم، تحقيقات نش
 Pseudomonasهاي باكتريايي نظير ها يا گونهساير جنس

ـــتركي را با ريزوبيومنيز مي ا هتوانند جايگاه اكولوژيكي مش
ـــغـال در گره ــــه بقولات اش كننــد هـاي ريزوبيومي ريش

et Bueis -Khalifa, and Almalki, 2015; Pastor(
., 2021)alيه تاكنون جدا هاي مختلف باكتري از جمله . 
ـــس ـــاي جـــن ، Stenotrophomonas  ،Bacillusه

Pseudomonas، Chrysobacterium ،Arthrobacter   
ـــدهاز گره ـــيب به هاي ريزوبيومي جدا ش اند كه بدون آس

ميزبان به صـــورت اندوفيت در بافت گره ريشـــه مســـتقر 
شـــوند. تعدد گزارشـــات در اين زمينه حاكي از متداول مي

ـــوع اســــت  . (Sánchez et al., 2014)بودن اين موض
باكتري ـــخص شــــده همراهي برخي   هايهمچنين مش

سنت نظير  در  Pseudomonas putidaسودوموناس فلور
زايي و داري فعــاليــت گرهتوانــد بــه طور معنيهــا ميگره

يه جدا هد آنزيمي   Tilak et)هاي ريزوبيوم را افزايش د

al., 2006).  
نشان داد كه اثر داده ها نتايج حاصل از تجزيه واريانس 

هاي كيفي بذر ويژگيبر  ســودوموناس منتخب هايباكتري
با  ريدامعني اي تفاوتنخودي و علوفههاي گون و گياهچه

شت. همچنين جدول  صد دا سطح يك در   ٤و  ٣شاهد در 
ـــه ميانگين نتايج   هاياثر باكتريآماري  و اختلاف مقايس

خب چهبر ويژگي منت ياه بذر و گ هاي گون هاي كيفي 
ــان نخودي و علوفه ــاهد نش ــه با گياهان ش اي را در مقايس

  دهند.مي
ـــه ميانگين ـــان داد كه كمترين وزن  نتايج مقايس نش

ها در شاهد ( بدون باكتري) مشاهده شد و خشك گياهچه
دار هاي ســودوموناس منجر به افزايش معنيكاربرد ســويه

اي تاثيردر گون علوفه Rh3وزن خشك گرديد. سويه 
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شده از هاي رفرنس سودوموناس دريافت جدايههاي سودوموناس مربوط به تحقيق حاضر با درخت فيلوژنتيكي جدايه -١شكل 

  به عنوان جدايه برون گروهي استفاده شد.  Xanthomonas tranlucens. از 16S rDNAبر اساس توالي  EzTaxonپايگاه داده 
  .شدانجام تكرار  ١٠٠٠با  تجزيه و تحليل اعتبارسنجي هاي مورد بررسي در تحقيق حاضر است. ترسيم ودار شده، جدايهجدايه نشان

Figure 1. Phylogenetic tree of Pseudomonas isolates related to the present research with reference 
Pseudomonas isolates downloaded from EzTaxon database based on 16S rDNA sequence. Xanthomonas 

tranlucens was used as an outgroup isolate. 
 The labeled isolates are the isolates investigated in the present study. Plotting and validation analysis were performed with 

1000 replications. 

داري بر افزايش اين صــفت نســبت به تيمار شــاهد معني
ـــويه  ـــت اما در تيمار دو س فاوت ت Rh13و  Me41نداش

هاي ). همچنين، در گياهچه٣داري ديده شد ( جدول معني
منجر به افزايش  R13و  Rh3گون نخودي كاربرد دو سويه 

). تحقيقات نشـــان ٤دار اين صـــفت گرديد ( جدول معني
ـــويه هاي مختلف باكتريايي بر داده كارامد بودن تلقيح س

ارتقاي رشد گياه به برهمكنش گياه و باكتري بستگي دارد 
)Ansari and Ahmad, 2019  .(  

با  Me 41و  Rh 3 ،Rh 13به طور كلي هر سه جدايه 
به طور معني عث بهبود اثرات محرك رشــــدي  با داري 

شاخص جوانه شد گياهچه و به ويژه افزايش  زني، افزايش ر
ذر گون نخودي و گون  بنيـه گيـاهچـه در هر دو گروه بـ

ــاخصعلوفه ــدند. بهبود ش ــدي گياهچهاي ش هاي هاي رش
گون در اثر تيمار بذر با هر ســه باكتري نشــان داد هر ســه 
سبي براي تحريك  سيل منا جدايه در بيوپرايمينگ بذر پتان

هاي محرك رشد از طريق توليد رشد گياه داشتند. باكتري
ــعه گياهان دارند  ــد و توس مواد مختلف اثرات مثبت در رش

ــفات طريق فعاليت از" كه عمدتا  وهايي نظير حلاليت فس
تثبيــت نيتروژن، در تــامين مواد غــذايي گيــاه، اثر گــذار 

ند  ـــت )Wróbel and Małek, 2016;-Wdowiak هس

)Ahemad and Kibret 2014  .  

 Rh3داري توسط دو جدايه چه به طور معنيطول ريشه
كه از ريزوسفر جداسازي شده است، افزايش يافت.  Rh13و 

توليد  و يتروژنتثبيت كننده ن هايتلقيح گياهان با باكتري
دآميناز از طريق تأمين نيتروژن و كاهش    ACCكننده

شوند ها نيز ميسطح اتيلن، باعث افزايش طول ريشه
(Saleem et al., 2007; Bhattacharyya and Jha, 

2012; Beneduzi et al., 2012) همچنين بسياري از .
هايي محرك رشد با توليد هورمون ايندول استيك باكتري

هاي ، باعث افزايش طول ريشه و تعداد ريشه(IAA) اسيد
. (Zaidi et al., 2010; Zhao, 2010)شوند مويين مي

گون  ينتايج تحقيقي نشان داده است تلقيح بذرهاي گونه
اي با باكتري محرك رشد سودوموناس علوفه

(Pseudomonas sp.)  و باسيلوس(Bacillus sp.)  باعث
چه و شاخص بنيه بذر اقهچه، طول سافزايش طول ريشه

  ). ١٣٩٧شود (حاج هاشمي و همكاران،مي
داري بيشترين افزايش طول گياهچه به طور معني

كه بر اساس نتايج توالي يابي بيشترين  Rh13توسط جدايه 
 داشت، تشخيص P. putida (99.83%)شباهت را به گونه 
 هاي مختلف). تحقيقات متعددي جدايه٢داده شد (شكل 

را به عنوان يك باكتري موفق در تحريك  P. putidaگونه 
اند هاي رويشي آن معرفي نمودهرشد گياه و ويژگي
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(Costa-Gutierrez et al., 2022) همچنين مطالعات .
در ريزوسفر از ترشحات  P. putidaنشان داده است كه 

سازهاي هورمون گياهي ريشه تغذيه كرده و با توليد پيش

ه، همچنين با توليد انواعي از آنتي به رشد گياه كمك كرد
 Molina et)كند ها جلوگيري ميها از رشد پاتوژنبيوتيك

al., 2020)  .  
    

 Pseudomonasهاي در تيمارهاي بذر به وسيله باكتري ايزني بذر گون علوفههاي جوانهمقايسه ميانگين شاخص -١ جدول

sp هاي ريزوبيومي و ريزوسفرجدا شده از گره  
 Table 1. Mean comparison of seed germination indices of Astragalus cyclophyllon under treatments with 

Pseudomonas sp that isolated from root nodules and rhizosphere 

 باشند.دار با آزمون دانكن در سطح يك درصد ميهاي داراي حرف مشترك فاقد اختلاف معنيميانگين

Means followed by similar letter are not significantly different at 1% probability levels using Duncan test.
  

 .Pseudomonas spهاي در تيمارهاي بذر به وسيله باكتري زني بذر گون نخوديهاي جوانهمقايسه ميانگين شاخص -٢جدول
  هاي ريزوبيومي و ريزوسفرجدا شده از گره

Table 2. Mean comparison of seed germination indices of Astragalus cicer under treatments with 
Pseudomonas sp that isolated from root nodules and rhizosphere 

  شاخص بنيه گياهچه
Seedling vigor 

index 

  )ترمچه (سانتيهطول گيا
Seedling length 

(cm)  

چه طول ساقه
  متر)(سانتي

Shoot length (cm)

)مترچه (سانتيطول ريشه
Radicle length (cm)  

  چه (گرم)زن خشك گياهو
Seedling  

dry weight (gr) 

  درصد جوانه زني
Germination 

percentage (%)  

  تيمار
Treatment 

c232.8  b6.5  b3.1 b3.4 b0.021 b35.7 Control 
b358.7  a7.4 c2.9  a4.4  0.027a ab48.3 Rh3 
a386.4 a7.7 a3.4 a4.3 0.028a a50 Rh 13 
b359.02 a7.3 a3.1 a4.2 0.027a a49 Me41 

 باشند.دار با آزمون دانكن در سطح يك درصد ميهاي داراي حرف مشترك فاقد اختلاف معنيميانگين

Means followed by similar letter are not significantly different at 1% probability levels using Duncan test.

 
  ايهاي گون علوفههاي جدا شده از ريشه و گره گون نخودي بر رشد گياهچهتاثير تيمار باكتري -٢شكل 

Figure 2. Effects of Pseudomonas sp that isolated from rhizosphere and root nodules of Astragalus cicer on 
growth of Astragalus cyclophyllon plantlets 

  شاخص بنيه گياهچه
Seedling vigor 

index 

  متر)چه (سانتيطول گياه
Seedling length 

(cm) 

چه طول ساقه
  متر)انتي(س

Shoot length (cm)  

  )مترچه (سانتيطول ريشه
Radicle length (cm)  

  چه (گرم)زن خشك گياهو
Seedling  

dry weight (gr) 

  زنيدرصد جوانه
Germination 

percentage (%)  
  تيمار  محل جداسازي

Treatment 

d493.13 c10.79 c5.93 c4.86 b0.048 c45.5 -- Control 
b630.96 b11.63 b.166 b5.46 0.048b b54.3 Rhizosphere Rh3 
c605.36 a13.16 a7.26 a5.9 0.054a c46 Rhizosphere Rh 13 
a650.32 ab11.8 ab6.93 c4.83 0.05ab a55.3  Nodule Me41 
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هاي باكتري در تثبيت نيتروژن و ساير توانايي جدايه
  هاي محرك رشد توانايي

هاي هاي محرك رشدي باكتريبررسي برخي ويژگي
منتخب نشان داد كه هر سه جدايه سودوموناس قادر به 

هاي . باكتري)٣و شكل  ٣تثبيت نيتروژن بودند (جدول 
تثبيت كننده نيتروژن به وسيله آنزيم نيتروژناز، نيتروژن 
اتمسفر را دريافت و به صورت قابل دسترس طي فرايند 

هند و دتثبيت بيولوژيكي نيتروژن در اختيار گياه قرار مي
هموار  ضروري مغذي ماده ميزان دسترسي گياه را به اين

علاوه  . نيتروژن،(Bhattacharjee et al., 2008). نمايدمي
 در كيفيت رشد اساسي مغذي ماده بر اين كه به عنوان يك

 مولكول يك عنوان به نمايد،ها ايفاي نقش ميگياهچه
 Osuna et( كندمي تقويت نيز را بذر زني جوانه سيگنال،

al., 2015.( جدايه Me41  نيز كه به صورت اندوفيت در
تواند به همراه يهاي ريزوبيومي ريشه گياه ميزبان مگره

هاي ريزوبيوم در تأمين نياز نيتروژن گياه و افزايش باكتري
جذب نيتروژن از خاك در همزيستي گياه و ريزوبيوم ايفاي 

. مطالعات مختلف (Noreen et al., 2019)نقش نمايد 
نشان داده جوانه زني بذر به صورت قابل توجهي تحت تاثير 

 Kolodziejek et)ت نيتروژن قابل دسترس براي گياه اس

al., 2017; Zhang et al., 2020) .  
قادر به توليد آنزيم  Rh13ها، تنها جدايه در بين جدايه

كربوكسيليك اسيد دآميناز  -١-آمينو سيكلوپروپان-١
(ACC)  بود.  اين جدايه  قابليت تجزيهACC  را به عنوان

ن ژپيش ماده توليد اتيلن دارد و از آن به عنوان منبع نيترو

دآميناز در افزايش  ACCكند. مشخص شده استفاده مي
هاي ريزوبيوم از طريق كاهش اتيلن ايفاي زايي باكتريگره

 .Glick 2014; Nascimento et al)نمايد نقش مي

- . با توجه به اين كه اتيلن مانع استقرار موفق و گره(2012

 طشود، توليد اين آنزيم توسهاي رايزوبيوم ميزايي باكتري
تواند در كاهش سطح اتيلن هاي همزيست ميساير باكتري

هاي ريزوبيوم با گياه اهميت و افزايش همزيستي باكتري
 ;Wdowiak-Wróbel and Małek, 2016)داشته باشد 

Glick 2014) تحقيقات وانگ و همكاران نشان داده .
 هب زيستي عامل كنترل هايسودوموناس از برخي اثربخشي

يافته  افزايش acdSي پس از دريافت ژن توجه قابل طور
دآميناز با  ACC . آنزيم(Wang et al., 2000)است 

كاهش سطح اتيلن باعث كاهش فاكتورهاي سركوب كننده 
سنتز اكسين مي شود و به طور غير مستقيم با افزايش توليد 

) et alGlick ,.شود اكسين نيز باعث افزايش رشد گياه مي

).2007 
خلاف دو جدايه ديگر توانايي توليد برRh13 جدايه 

هورمون ايندول استيك اسيد را نشان داد. توليد اين 
ها از مسيرهاي مختلف بيوسنتزي هورمون توسط باكتري

ها در توليد شده توسط باكتري IAAگزارش شده است. 
تواند عملكردهاي متفاوتي از بيماريزايي تعامل با گياهان مي

خود نشان دهند اما آنچه كه در  تا تحريك رشد گياه را از
رابطه با اين هورمون مشخص است نقش مؤثر آن در تعامل 
باكتري و گياه و به ويژه عملكرد آن در راهكار كلنيزاسيون 
  باكتري از طريق دور زدن سيستم دفاعي گياه و همچنين 

  
  يك روز پس از كشت  NFBدر تثبيت نيتروژن در محيط  Me41و  Rh13 ،Rh3توانايي متفاوت جدايه هاي  -٣شكل 

 Figure 3. The different ability of Rh13, Rh3 and Me41 isolates in nitrogen fixation on NFB medium one 
day after culture  
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  مورد بررسي در تحقيق حاضر Pseudomonasهاي هاي محرك رشدي جدايهبرخي ويژگي -٣ جدول
Table 3. Some of plant growth-promoting traits of Pseudomonas isolates that investigated in this study 

حلاليت 
  فسفات

توليد 
  فيتاز

توليد 
  اكسين

تثبيت 
 نيتروژن

ACC 
شماره دسترسي در  شباهت به گونه  دآميناز

NCBI 

محل 
  جداسازي

  نام جدايه

+ + + + + Pseudomonas. putida (99.83%)PP317608 ريزوسفر Rh13 
+ + - + - Pseudomonas sp PP317609 گره ME41 
+  +  -  +  -  Pseudomonas sp  PP317607  ريزوسفر Rh3  

  

 ,.Spaepen et al)اي گياه است توسعه سيستم ريشه

 ررسي علاوه بر قابليت حلاليتهر سه جدايه مورد ب .(2007
 فسفات معدني از منبع تري كلسيم فسفات قابليت توليد

). ١فيتاز با توانايي حل كنندگي فسفات آلي را دارد (جدول 
 هاي جنسپيش از اين تحقيقات نشان داده باكتري

سودوموناس، ريزوبيوم و باسيلوس مهمترين ميكروارگانيسم 
روند به شمار مي هاي حل كننده فسفات در گياهان

(Rodrı́guez and Fraga, 1999) حلاليت فسفات توسط .
هاي سودوموناس با استفاده از چندين آنزيم برخي جدايه

مختلف نظير آنزيم فيتاز و آلكالين فسفاتاز و اسيد فسفاتاز 
گزارش شده است كه باعث افزايش فسفر قابل دسترس و 

 ,.Ortega-Torres et al)شود افزايش رشد گياه مي

2021).  

هاي مربوط به هاي اصلي از دادهنتايج تحليل مؤلفه
، Rh13دايه سودوموناس هاي محرك رشدي سه جويژگي
Rh3   وMe41  نشان داد، ويژگي تثبيت نيتروژن بيشترين

ترين تاثير را در واريانس داده ها داشته است و مناسب
  Rh13هاي محرك رشدي جدايهباكتري از نظر ويژگي

 هابرخي بررسي منطبق با يافته ). اين٢مشخص شد (شكل 
 را به عنوان يكي از عوامل اصلي و نيتروژن تثبيت كه است

نشان داده است و حتي  هاي محرك رشدباكتري اثرگذار در
ها در تنظيم متابوليسم و تجمع برخي تاثير اين باكتري

 Shi et)متابوليت ها در گياه تيمار شده را نشان داده است 

al., 2024).  

  
و  Me41 .PC1و   Rh13 ،Rh3هاي سه جدايه سودوموناس ژگيهاي بدست آمده از ويداده اصلي هايتحليل مؤلفه -٥شكل 

PC2  دهد.ها را نشان ميدرصد واريانس داده ٢٣و  ٧٦به ترتيب  
Figure 5. Principal component analysis of data obtained from the characteristics of three Pseudomonas 
isolates Rh13, Rh3 and Me41. PC1 and PC2 represent 76 and 23% of the data variance, respectively. 

  گيري كلينتيجه
هاي ســـودوموناس تحقيق حاضـــر نشـــان داد باكتري

سم سطه مكاني شده به وا سازي  هاي مختلفي همچون جدا
ـــفات، توليد هورمون  تثبيت نيتروژن، توانايي حلاليت فس

درصد  دآميناز توانستند ACCاكسين، توانايي توليد آنزيم 
ــاخصجوانه ــدي گياهچهزني و ش هاي هر دو گون هاي رش

سيل بالقوه اين جدايه سي را افزايش دهند. پتان ا همورد برر
نه كان بهره در بهبود جوا ياه گون، ام بذر و رشــــد گ زني 

بذور گون نشــــان داد.   نگ  ها را در بيوپرايمي برداري از آن
ـــبتوانند راهكار مهاي پروبيوتيك گياهي ميباكتري ي ناس

شاخصجهت بهبود جوانه شدي گياهان زني بذرها و  هاي ر
ـــي نشـــان داد گره ـــند. همچنين نتايج اين بررس ها باش



 )٥٣-٦٦/(١٤٠٣/مچهار شماره/ دهميازسال / ايران بذر تحقيقات و علوم                                                            انعليزاده و همكار

٦٢ 
 

باكتري ـــلي  گاه اص جاي كه  با وجود اين  هاي ريزوبيومي 
 توانند محلشوند، اما ميريزوبيومي در بقولات محسوب مي

باكتري عاملات  ـــتقرار و ت باكتري-اس بان -باكتري و   ميز
هاي غير ريزوبيومي نيز باشـــند. از ســـاير باكتريتوســـط 

  آنجايي كه اســتفاده از كودهاي شــيميايي ازته و فســفاته،
  دندا دست نظير از زيست محيط تواند اثرات مخربي برمي

عه در تغييرات خاك، ميكروبي تنوع يايي جام   و باكتر
شد؛  آلي نيتروژن سازي كاني تحريك شته با خاك و ... دا

 هايهايي مانند اســـتفاده از باكتريه روشبنابراين توســـع
  ازيافتب پروبيوتيك ضمن افزايش ميزان نيتروژن و فسفات

شــود از اهميت ميكروبي خاك نيز مي شــده، ســبب احياي
  بسيار بالايي در كشاورزي پايدار برخوردار است.

  
  تشكر و قدرداني

ور ها و مراتع كشبدينوسيله از مؤسسه تحقيقات جنگل
گردد، ين اوليه بذر گون نخودي سپاسگزاري ميبه دليل تام

همچنين از همكاران مؤسسه تحقيقات ثبت و گواهي بذر و 
ــاورزي و گروه گياهنهال و  ــكده پرديس كش ــكي دانش پزش

گاه تهران ـــ نابع طبيعي دانش در همكاري علمي در اين  م
 شود.تحقيق قدرداني مي
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Abstract  

Despite the importance of some Astragalus species in providing fodder in pastures due to difficult 
germination and weak seedlings, the development of commercial cultivation of these plants has not been 
considered. Several researches have recommended the potential of probiotic bacteria, especially some 
Pseudomonas isolates, to increase germination and improve vegetative vigor of plants.In addition to isolating 
Pseudomonas strains with the ability to nitrogen fixation from the rhizosphere and rhizobia nodules of 
Astrgalus cicer and A. cyclophyllon, which established in the experimental fields in Alborz province, the 
present research investigated the effect of the selected Pseudomonas on the growth improvement of 
mentioned species. Based on preliminary biochemical assays and sequencing, three Pseudomonas species 
with plant growth-promoting traits were identified from the rhizobia nodule and rhizosphere. Based on the 
16S rDNA sequence, the Rh13 strain showed the most similarity (99.83%) to Pseudomonas putida species 
and in all plant growth-promoting traits such as nitrogen fixation, Phosphate solubilization, ndole-3-acetic 
acid (IAA) production, 1-aminocyclopropane-1-carboxylate deaminase production (ACC deaminase) and 
phytase production were evaluated as positive. Compared to the control, this isolates significantly improved 
vegetative factors in both Astragalus species. Seed treatment with two isolates Me41 and Rh3 also increased 
the germination rate by 10 and 13%, respectively. The results of principal component analysis showed that 
the most important factor differentiating the strains in terms of growth-promoting traits was nitrogen fixation 
as a vital macronutrient in improving seedling growth. Seed treatment with useful isolates of Pseudomonas 
can improve the faster establishment of Astragalus species in competition with other pasture weeds, restore 
the beneficial microbial population and increase the richness of the soil through the supply of usable nitrogen 
and phosphorus for plants. 
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