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The purpose of this study is to investigate the characteristics of plant growth promoting 

rhizobacteria that stimulate plant growth, such as biological nitrogen fixation, phosphate 

solubilization, and produce hydrogen cyanide and exopolysaccharides, to prepare suitable 

and efficient biofertilizers. In this research, 135 Rhizobacteria strains were isolated, screened 

and identified from saline and arid soils in Kerman Province, and some of their growth-

promoting characteristics were studied. The Rhizobacteria strains were studied with respect to 

their ability to fix nitrogen, solubilize insoluble organic and inorganic phosphates in solid and 

liquid culture media, and produce hydrogen cyanide and exopolysaccharides. Their growth at 

various sodium chloride concentrations (0, 1, 3, and 5%) and at different polyethylene glycol 

6000 concentrations (water potential 0, -1, -2, and -3.5 MPa) was also investigated. According 

to the results, 72% and 76% of the Rhizobacteria strains exhibited almost no growth at 5% 

sodium chloride concentration and at water potential -3.5 MPa, respectively. In addition, 50% 

of them were able to produce hydrogen cyanide under saline conditions. Three of the strains 

(SM16, SM65, and SM89) were the most efficient producers of exopolysaccharides and had 

high phosphate solubilization ability (102, 98.5 and 121.7 mL/L, respectively) and were also 

among Rhizobacteria strains resistant to abiotic stresses. Three strain safe and efficient strains 

can have great potential to be used as a high quality biofertilizer for improving growth of crop 

plants in the region. 
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های غیرزیستی از های محرک رشد مقاوم به تنشریزوباکتریجداسازی، غربالگری و شناسایی 

 های خشک و شور استان کرمان( در خاکMedicago sativaوم گیاه یونجه )میکروبی
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  های کلیدی:واژه

 ،دیساکار یاگزوپل
 ،فسفات انحلال

 ی،ستیرزیغ تنش
 ،دروژنیه دیانیس

 .یستیز کود

نحلال ا تروژن،ین یکیوژولیب تیتثب لیبومی محرک رشد از قب یهایزوباکتریاین مطالعه با هدف بررسی خصوصیات ر
. در تهیه کود زیستی مناسب و کارآمد منطقه انجام شد یدر راستا دیساکار یو اگزوپل دروژنیه دیانیس دیفسفات، تول

و  یغربالگر ،یشور و خشک استان کرمان جداساز یهادر خاک ونجهی اهیگ شهیاز ر یباکتر 135مطالعه،  نیا
منظور  نیقرار گرفت. بد یهم مورد بررس هایزوباکتریر نیرک رشد بودن امح یهایژگیاز و یشد و برخ ییشناسا

 ع،یما کشت جامد و طینامحلول در مح یو معدن یآل یهاانحلال فسفات تروژن،ین تیتثب ییاز نظر توانا هایزوباکتریر
 دیمختلف کلر یهاغلظتدر  هایزوباکتریقرار گرفتند. رشد ر یمورد بررس دیساکار یو اگزوپل دروژنیه دیانید سیتول
مگاپاسکال(  -5/3و  -2، -1، 0آبی  لی)پتانس 6000 کولیگل لنیات یمختلف پل یهادرصد( و غلظت 5و  3، 1، 0) میسد

 میسد دیدرصد نمک کلر 5در سطح  هایزوباکتریدرصد ر 72نشان داد که  هایبررس نیقرار گرفت. ا یمورد بررس زین
 هایزوباکتریدرصد ر 50 ینداشتند. از طرف یرشد چیه بایمگاپاسکال تقر -5/3 یآب لیدرصد در سطح پتانس 76و 

 نیاز کارآمدتر SM89و  SM16 ،SM65 یشور را داشتند. سه باکتر طیدر شرا دروژنیه دیانیس دیتول ییتوانا
 5/98، 102 انزیبه م بیفسفات بالا به ترت یقدرت حل کنندگ یو دارا دیساکار یاگزوپل دکنندهیتول یهایزوباکتریر

قرار داشتند.  زین یستیرزیغ یهامقاوم به تنش یهایزوباکتریجزء ر یبودند و از طرف تریبر ل گرمیلیم 7/121و 
با  یستیز کود کیشدن به  لیتبد یبرا یخوب لیو کارآمد ممکن است پتانس منیا ییایباکتر هیسه سو نیا نیبنابرا

 در منطقه را داشته باشند. یبالا جهت بهبود رشد محصولات زراع تیفیک
 

 ومیکروبیاز م یستیرزیغ یهامحرک رشد مقاوم به تنش یهایزوباکتریر ییو شناسا یغربالگر ،یجداساز. (1402پور؛ احمد، ) یزراعتکار؛ محبوبه، تاج آباد یابوالحسن: استناد

. 675-693(، 4) 45 قیقات آب و خاک ایران،مجله تح .خشک و شور استان کرمان یها( در خاکMedicago sativa) ونجهی اهیگ
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 دمه مق

 وری و تخریب در پایداری اکوسیستم کشاورزیهای بیشتری، مانند کاهش در بهرهنظام کشاورزی جهان در قرن بیست و یکم با چالش
( Wood, 2001)بیلیون نفر برسد  9به  2050شود جمعیت جهان تا سال بینی میروبرو شده است. طبق برآوردهای سازمان ملل متحد پیش

. بنابراین کشاورزان بایستی به سمت (Kumar et al., 2017)و افزایش مستمر تقاضا برای غذا و کمبود همزمان در عرضه وجود داشته باشد 
 .(Altieri, 2004)سوق داده شوند تا نیازهای کشاورزی جهان در آینده تامین شود  کشاورزی پایدار

ویژه در ایران و استان کرمان محسوب آبی از بزرگترین موانع رشد محصولات کشاورزی در جهان و بهاز طرفی شوری خاک و کم
شمگیر خشکسالی هستیم. معمولاً تعداد بسیار زیادی باکتری های اخیر، شاهد افزایش چدلیل تغییرات اقلیمی در سالشوند. از طرفی بهمی

باکتری  610باکتری در هر گرم خاک( وجود دارد، اما در هر گرم از خاک تحت تنش خشکی یا شوری اغلب  910تا  810در خاک )حدوداً 
برای تولید غذای کافی بلکه برای حفظ برای حفظ کشاورزی پایدار، طبیعت پویای خاک نه تنها . (Timmusk et al., 2011) شودیافت می

  .(Ahmad et al., 2016; Paustian et al., 2016) ای برخوردار استپایداری محیط زیست در سراسر جهان برای نسل آینده از اهمیت ویژه
های باستانی یها، باکترها، ویروسومیستئها، اها، قارچهستند. میکروبیوم متشکل از باکتری یتمامی گیاهان میزبان میکروبیوم خاص

ها در طور یکنواخت و مساوی نیست، اغلب تعداد میکروبیومتوزیع میکروبیوم در سراسر خاک به. (Compant et al., 2019) و آغازیان است
یدهای آمینه و اسیدهای های گیاهان مقدار زیادی قند، اسخاک است. ریشه ها در تودهگیاهان )ریزوسفر( بسیار بیشتر از تعداد آن اطراف ریشه

عنوان منبع گیاهان تجمع کنند و از این مواد به ها در اطراف ریشهشود میکروبیومکنند. همین امر باعث میآلی کوچک از خود ترشح می
ن عملکرد و ویژگی ها دارای چندیهای خاص خود را دارند و این میکروبیومگیاهان میکروبیوم .(Badri et al., 2009) تغذیه استفاده کنند

ثبت این توانند از اثرات مهای میکروبیوم ریزوسفری خود میهای خاص میکروارگانیسمباشند. گیاهان با انتخاب فعالیتفرد میمنحصربه
ل ارد، بدین شکارتباط متقابل بین میکروبیوم و گیاه میزبان وجود د .(Gupta et al., 2021) ها در رشد و بقای خود بهره ببرندمیکروارگانیسم

افت و های شیمیایی گیاهی را دریها نیز قادرند پیامکنند و میکروبها را دریافت و درک میکه گیاهان ارتباطات شیمیایی بین میکروب
 Korenblum) توان با تغییر در اعضای میکروبیوم ریزوسفر از بین برد یا اصلاح کرددرک کنند، بنابراین بر اساس این روابط سلامت گیاه را می

et al., 2022)تواند نقش مثبت مهمی در رشد گیاه و بهبود کیفیت تولیدات مختلف زراعی ایفا . جمعیت میکروبی در ارتباط با گیاهان می
شوند امیدوار شناخته می (1PGPR)های محرک رشد گیاه هایی که به عنوان ریزوباکتریهای خاک، باکتریدر بین میکروارگانیسم کند.
افزایش سرعت رشد گیاه بدون ایجاد آلودگی زیست  و های محرک رشد گیاه باعث افزایش سلامت گیاهترین هستند. ریزوباکتریدهکنن

های مختلف با مکانیسم های محرک رشدباکتریتحریک رشد گیاه توسط  .(Calvo et al., 2014; Singh et al., 2017) شوندمحیطی می
بدین شکل است که  های محرک رشدریزوباکتری گیرد. تحریک مستقیم رشد گیاه توسطیم صورت میصورت مستقیم یا غیرمستقبه

باکتری با تولید یک یا چند هورمون گیاهی، مانند اُکسین، سیتوکینین یا جیبرلین یا بهبود توانایی گیاه در جذب عناصر غذایی خاک باعث 
نیتروژن برای گیاه انجام  ، فسفات، روی و پتاسیم محلول و تثبیتطریق تامین آهن ها این کار را ازشوند، باکتریتحریک رشد گیاه می

ها را با هم دارند. تحریک ها قدرت انجام تعدادی از این فعالیتبیشتر این باکتری .(Glick, 2012; Gamalero & Glick, 2019) دهندمی
ستی وارد عمل گر زیها در نقش عامل کنترلافتد که این باکتریتفاق میزمانی ا های محرک رشدریزوباکتریغیرمستقیم رشد گیاه توسط 

ها، ی پاتوژنهای بازدارندهبیوتیکها شامل ساخت آنتیهای گیاهی، روند رشد را به حالت عادی بازگردانند. این روششوند و با توقف پاتوژن
ها از در نتیجه پاتوژن (بَرآهن) تولید سیدروفورزا، های بیماریلی قارچی سلودیواره کننده های لیزتولید سیانید هیدروژن، ساخت آنزیم

گیاهان و ساخت  سطح یا نزدیک ریشه های گیاهی بر سر اشغال جایگاه برمانند، رقابت با پاتوژندستیابی به آهن موردنیازشان محروم می
 باشند. های گیاهی میهورمون

رایط شده با این شمانند خاک تحت تاثیر شوری یا کمبود آب، سازگاری باکتری انتخابهای غیرزیستی، در مورد خاک تحت تنش
 Rubiano et)های مفید برای گیاهان را تغییر دهد های فیزیولوژیکی باکتریسخت بایستی در نظر گرفته شود. تنش ممکن است ویژگی

al., 2015; Bogati & Walczak., 2022). ها با تحمل بالا بایستی ی یا خشکی، گیاهان و میکروارگانیسمدر فشار محیطی ناشی از شور
آبی یا شوری مقاومت کنند و توانند در شرایط کمی گیاهان میهای محرک رشد موجود در سطح یا داخل ریشهباکتری شوند. زیراانتخاب 

های باکتری برای جداسازی و شناسایی مجموعه .(Lau & Lennon, 2012) آبی و یا شوری را در گیاهان کاهش دهندهای ناشی از کمآسیب
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 کهای برخوردار است و ازآنجاییهای باکتریایی از اهمیت ویژهبرداری سویههای شور یا خشک، محل نمونهمحرک رشد گیاه در محیط
های است که انتخاب سویهاند، اعتقاد بر این های خشک و شور با میکروبیوتای مرتبط خود تکامل یافتهگیاهان محلی و بومی محیط

یستی هستند های غیرزهای باکتریایی منجر شود که مقاوم به تنشهای بومی خاص ممکن است به دستیابی سویهباکتریایی از این محیط
  .(Alori et al., 2020) های آن منطقه دارندتری در مزارع با فضای باز را در خاکو بقا و ماندگاری طولانی

 ای اطلاقکود زیستی به ماده .عنوان کودهای زیستی چالشی بزرگی استتحت های محرک رشدباکتریهای هسازی گروتجاری
شود شود، در ریزوسفر یا داخل گیاه کلونیزه میهای زنده است که وقتی روی بذر، گیاه یا خاک استفاده میشود که حاوی میکروارگانیسممی

 سیدروفور، تولید اگزوپلی ساکارید، تثبیت بیولوژیکی نیتروژن و افزایش فراهمی سایر عناصر غذاییهای انحلال فسفات، تولید و با مکانیسم
تم به عنوان کودهای زیستی در سیس های محرک رشدشوند. استفاده از ریزوباکتریمورد نیاز گیاه باعث تحریک و افزایش رشد گیاه می

های میکروارگانیسمی در حال استفاده از مجموعهها نیز اهمیت زیادی دارد. انکشاورزی علاوه بر کشاورزی پایدار برای سلامتی انس
 Yanez) های تحت تنش، به ویژه تحت تنش شوریاعتماد و قدرتمند برای حمایت از رشد گیاهان در محیطشدن به ابزاری قابل تبدیل

yazlle et al., 2021; Kapadia et al., 2021) آبییا کم (Mansour et al., 2021; Saleem et al., 2021) .با توجه به اینکه سطح  است
ینوریزوبیوم سهای های استان کرمان شور و خشک هستند و تاکنون مطالعه جامعی روی بررسی صفات محرک رشدی باکتریوسیعی از زمین

 یومنظور جستج و به جام نشده استهای مختلف از خشکی و شوری قرار دارند، اندر سطح وسیع استان کرمان که تحت درجه ملیلوتی
ر استان کرمان دبرای تهیه کودهای زیستی و توسعه نقشه تنوع میکروبی  گیاه یونجه محرک رشد سینوریزوبیوم ملیلوتیهای جدید سویه

جه در یون بومی گیاههای محرک رشد بدین جهت مطالعه حاضر به جستجوی باکتری، رسدامری ضروری به نظر می مطالعه در این زمینه
یولوژیک های غیرزیستی، تثبیت بدارای خصوصیت مناسب جهت تهیه کود زیستی )مقاوم به تنش های خشک و شور استان کرمان کهمحیط

 نیتروژن، انحلال فسفات، تولید اگزوپلی ساکارید، تولید سیانید هیدروژن و غیره( هستند، پرداخته است.

 هامواد و روش

 هاریجداسازی و شناسایی باکت

بومی استان کرمان جداسازی و غربالگری شدند. مزارع یونجه  (Medicago Sativa)های ریشه یونجه جدایه از گره 135در این مطالعه 
برداری و از ریشه گیاهان یونجه و خاک این مزارع نمونه عنوان جامعه آماری در نظر گرفته شداستان کرمان با بیشترین سطح زیر کشت به

های مزارع گیری شد. خاکمزارع اندازه های خاکدر عصاره گل اشباع نمونه( EC)در گل اشباع و هدایت الکتریکی  pHفت. صورت گر
زیمنس بر متر دسی 23/14تا  67/4این مزارع نیز در محدوده  (EC)و شوری خاک  2/8تا  6/7در محدوده  pHیونجه استان کرمان دارای 

های هر بوته ضدعفونی و در مقداری آب نمک استریل )کلرید سدیم ی ریشه یونجه جدا شدند. بدین منظور گرههاها از گرهسویهمربع بود. 
گرم،  5/0گرم، عصاره مخمر  10دارای مانیتول  YEM درصد )وزنی/حجمی(( له و مقداری از این سوسپانسیون روی محیط کشت 85/0

4HPO2K 5/0  ،4گرمPO2KH 1/0  ،گرمO2.7H4MgSO 2/0 رم، گNaCl 1/0 درصد  025/0درصد )وزنی/حجمی(، کنگورد  5/1گرم، آگار
تنظیم شد. بعد از جداسازی و خالص  7محیط بر روی  pH. (Surange et al., 1997) ندلیتر آب مقطر کشت شدمیلی 1000)وزنی/حجمی( و 

زایی و استفاده شد و بر اساس توانایی گره نوریزوبیومسیهای جهت تایید باکتری (Beck et al., 1993)زایی ها از آزمون گرهسازی جدایه
تایید و برای مطالعه مرحله بعد انتخاب شدند. برای نگهداری  .Sinorhizobim sp سینوریزوبیومیباکتری  97وضعیت مطلوب رشد گیاه تعداد 

صورت مورب کشت داده و بعد از ار بهدهای دربحاوی کربنات کلسیم در لوله YEMمنتخب روی محیط کشت جامد  یهاطولانی باکتری
 داری شدند. نگه سلسیوسدرجه  4رشد کافی در یخچال با دمای 

 هاارزیابی نیمه کمی توانایی انحلال فسفات معدنی نامحلول ریزوباکتری

1ت باکتری تایید شده مورد بررسی قرار گرفت. از محیط کش 97در این مرحله توان حل کنندگی فسفات معدنی نامحلول 
SP  دارای گلوکز

درصد )وزنی/حجمی( و  7/1گرم، آگار  3Ca 5/2(PO4)2گرم، 2CaCl 1/0گرم،  O2.7H4MgSO 25/0گرم،  5/0گرم، عصاره مخمر  10
تنظیم شد. برای هر باکتری یک پتری حاوی محیط کشت  7محیط بر روی  pH. (Sperber, 1958)لیتر آب مقطر استفاده شد میلی 1000

SP لیتر محیط کشت مایع میلی 25ر در هر پتری( در نظر گرفته شد. ابتدا هر باکتری در )چهار تکراSP  48رشد داده شد و بعد از گذشت 

                                                                                                                                                                                
1. Sperber 
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در  هامیکرولیتر از سوسپانسیون باکتری تلقیح شد. پتری 7های چهارگانه پتری، مقدار ساعت از رشد باکتری به مرکز هر یک از قسمت
( استفاده شد 1 رابطهداری شدند. جهت بررسی انحلال فسفات از شاخص حلالیت فسفات )روز نگه 21به مدت  سلسیوسدرجه  27دمای 

(Sharon et al., 2016.)  

𝐶𝐷+𝐻𝐷        (1 رابطه

𝐶𝐷
 شاخص حلالیت فسفات = 

و این ( 1)شکل باشد می (CD)و قطر کلنی رشد یافته  (HD)در این فرمول قطر هاله شفاف حاصل از انحلال فسفات اطراف کلنی 
 ها در نظر گرفته شد.شاخص مبنای توان حل کنندگی فسفات معدنی نامحلول باکتری

 

 

 
 SM43 و SM65در محیط کشت اسپربر در دو باکتری  (CD)و قطر کلنی رشد یافته  (HD). هاله شفاف حاصل از انحلال فسفات اطراف کلنی 1شکل 

 

 هاسفات آلی باکتریارزیابی نیمه کمی توانایی انحلال ف

تنظیم شد. از  7محیط بر روی  pHاستفاده شد.  1ISPباکتری انتخاب شده، از محیط کشت 97برای بررسی توان حل کنندگی فسفات آلی 
م کلسیبه جای تری ISP در محیط کشت بنابراین (Dalal, 1977ترین انواع فسفات آلی موجود در خاک هستند )ها فراوانآنجایی که فیتات

فسفات موجود در محیط اسپربر از اینوزیتول هگزا فسفات به عنوان منبع فسفر آلی استفاده شد. مراحل آزمایشی این آزمون همانند آزمون 
 ها بود.بررسی توان حل کنندگی فسفات معدنی نامحلول باکتری

 ها ارزیابی مقاومت به شوری ریزوباکتری

ی جهت ارزیابی مقاومت به تنش شوری و خشکی انتخاب شدند. جهت بررسی تحمل به شوری ریزوباکتر 25باکتری منتخب  97از بین 
در قالب  گیری شد. این آزمایشدرصد کلرید سدیم اندازه 5و  3، 1، 0های با غلظت YEMها در محیط کشت مایع ها رشد آنریزوباکتری

سطح شوری در سه تکرار انجام شد. برای این منظور ابتدا  4با  یباکترریزو 25طرح پایه کاملا تصادفی با آرایش فاکتوریل شامل 
کرولیتر یم 100باکتری مقدارریزوساعت از رشد  48رشد داده شد و بعد از گذشت  YEMلیتر محیط کشت مایع میلی 25ها در باکتریریزو

حاوی مقادیر متفاوت کلرید  YEMشت تازه به محیط کهای باکتری برداشته و پس از یکسان کردن تعداد سلولها از این سوسپانسیون

                                                                                                                                                                                
1. Inisitol hexa 
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ساعت میزان  72داری و پس از گذشت نگه سلسیوسدرجه  27در دمای  (rpm)دور در دقیقه  180سدیم اضافه و در انکوباتور چرخان با 

 . گیری شدوسیله دستگاه اسپکتروفتومتر اندازهنانومتر به 600در طول موج  (OD)ها بر اساس چگالی نوری باکتریریزورشد 

 هاباکتریریزوارزیابی مقاومت به خشکی  

مگاپاسکال  -5/3 و -2، -1، 0با پتانسیل آبی  YEMها در محیط کشت مایع ها رشد باکتریباکتریریزوجهت بررسی تحمل به خشکی 
 25 تصادفی با آرایش فاکتوریل شامل نیز در قالب طرح پایه کاملا گیری شد. این آزمایش( در سه تکرار اندازه6000اتیلن گلیکول )با پلی

رشد  YEMلیتر محیط کشت مایع میلی 25در سه تکرار انجام شد. برای این منظور ابتدا هر باکتری در  پتانسیل آبیسطح  4باکتری با ریزو
های کسان کردن تعداد سلولبرداشته و پس از یماکرولیتر از سوسپانسیون باکتری  100ساعت از رشد باکتری مقدار 48داده و بعد از گذشت 

 (rpm)دور در دقیقه  180اضافه و در انکوباتور چرخان با  6000اتیلن گلیکول حاوی مقادیر متفاوت پلی YEMبه محیط کشت تازه باکتری 
وج در طول م (OD)بر اساس چگالی نوری  هاریزوباکتریساعت میزان رشد  72داری و پس از گذشت نگه لسیوسدرجه س 27در دمای 

 گیری شد. نانومتر به وسیله دستگاه اسپکتروفتومتر اندازه 600

 هاباکتریریزوگیری کمی توانایی انحلال فسفات معدنی نامحلول اندازه

رشد داده شد و بعد  SPلیتر محیط کشت مایع میلی 25باکتری در ریزومنظور ابتدا هر  دینانتخاب شد. ب باکتری 14برای این آزمون تعداد 
اکتری های ببرداشته و پس از یکسان کردن تعداد سلولماکرولیتر از سوسپانسیون باکتری  100ساعت از رشد باکتری مقدار 48ذشت از گ

 50های داری و در زماننگه لسیوسدرجه س 27در دمای  (rpm)دور در دقیقه  180افزوده و در انکوباتور چرخان با  SPبه محیط کشت تازه 
لیتر میلی 2ساعت  100و  50های گیری شد. بدین جهت در زمانسفات قابل استفاده با دستگاه اسپکتروفتومتر اندازهساعت میزان ف 100و 

دقیقه با  10محیط کشت از هر لوله فالکون برداشته شد. برای حذف باکتری و مواد جامد روی محیط کشت عمل سانتریفیوژ به مدت 
درجه سلسیوس انجام و میزان فسفر قابل استفاده در محلول رویی شفاف با روش مولیبدات  25 در دمای (rpm)دور در دقیقه  12000سرعت 

 .(Cotteni, 1980)گیری شد وانادات اندازه

 ها در شرایط شورباکتریریزو( HCNارزیابی کیفی توان تولید سیانید هیدروژن )

 شد. برای ارزیابی کیفی توان تولید سیانید هیدروژن از روش اسیدپیکریک باکتری مرحله قبل در نظر گرفتهریزو 14برای این آزمون نیز تعداد 
 کار بردهبهدرصد  3با سطح شوری  YEMباکتری سه پتری حاوی محیط کشت جامد ریزوبرای هر (. Egamberdiyeva, 2009استفاده شد )

ماکرولیتر  100ساعت از رشد باکتری مقدار 48ز گذشت رشد داده و بعد ا YEMلیتر محیط کشت مایع میلی 25ابتدا در  باکتریشد. سپس هر 
تلقیح شد.  YEMحاوی محیط کشت جامد  به هر پتریهای باکتری برداشته و پس از یکسان کردن تعداد سلولاز سوسپانسیون باکتری 

ر داده و با پارافیلم با درصد اسیدپیکریک( روی محیط کشت قرا 5/0درصد کربنات سدیم و  2سپس کاغذ صافی آغشته به محلول معرف )
داری شدند. توان ساعت نگه 96درجه سلسیوس به مدت  27درزگیری و در انکوباتور با دمای  ،جلوگیری از خروج سیانید هیدروژن، دقت

 (.Castric, 1974)ای مورد ارزیابی قرار گرفت هتولید سیانید هیدروژن با توجه به تغییر رنگ کاغذ معرف از زرد تا قهو

 های مقاوم به شوری در شرایط تنشی میزان تولید اگزوپلی ساکارید ریزوباکتریبررس

باکتری )سه ریزو 5باکتری انتخاب شد. این مطالعه در قالب طرح پایه کاملا تصادفی با آرایش فاکتوریل شامل ریزو 5برای این آزمون تعداد 
کلرید سدیم( در درصد  5و  3، 1، 0سطح شوری ) 4کی و شوری( با ترین باکتری به خشباکتری مقاوم، یک جدایه نیمه مقاوم و حساس

ساعت از  48رشد داده شد و بعد از گذشت  YEMلیتر محیط کشت مایع میلی 25سه تکرار انجام شد. برای این منظور ابتدا هر باکتری در 
 100های حاوی ها به ارلناز این سوسپانسیونی های باکتربرداشته و پس از یکسان کردن تعداد سلولماکرولیتر  100رشد باکتری مقدار

درجه  27دور در دقیقه و دمای  120ها به انکوباتور با حاوی مقادیر مختلف کلرید سدیم اضافه شد. ارلن YEMمیلی لیتر محیط کشت تازه 
دور در دقیقه، مدت  12000ساعت محیط کشت کاملا هم زده و عمل سانتریفوژ ) 120منتقل شدند. پس از گذشت مدت زمان  لسیوسس

. جهت (2)شکل  مولار اضافه شد یک( انجام شد. محلول رویی جداسازی و به آن آمونیوم استات لسیوسدرجه س 15دقیقه و دمای  10
 (.Gauri et al., 2009)ساکارید در محلول دو برابر محلول رویی ایزوپروپانول سرد اضافه و رسوب حاصل توزین شد رسوب اگزوپلی
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 هااگزوپلی ساکارید ریزوباکتری .2ل شک

 نتایج و بحث

 هاجداسازی و شناسایی باکتری

های این ای بودند. کلنیها گرم منفی و میلههای یونجه در استان کرمان جداسازی شدند. جدایهجدایه از گره 135تعداد  پژوهشدر این 
های وان جذب کنگورد بودند که با خصوصیات مورفولوژیکی باکتریای، لعابی و چسبناک، محدب، شیری رنگ و فاقد تها دایرهجدایه

 سینوریزوبیوم ملیلوتیترین روش تشخیص از آنجایی که مطمئن (.Latrach et al., 2017) در مطالعات دیگر مطابقت داشت سینوریزوبیوم
تعداد  شده صورت گرفت، سازیجدایه خالص 135(. در آزمونی که بر روی Beck et al., 1993بررسی توانایی آلودگی گیاه میزبان است )

ها دارای وضعیت دار کردن گیاه یونجه در هر سه تکرار را داشتند و از طرفی گیاه میزبان آنهفته توانایی گره 6جدایه که پس از گذشت  97
 ی پژوهش انتخاب شدند. اینکه برخی ازتایید و برای مراحل بعد سینوریزوبیوم ملیلوتیعنوان باکتری رشد عالی در هر سه تکرار بود، به

های غیرسینوریزوبیومی داخل گره و دلیل وجود باکتریتوان بهدار کردن گیاه یونجه را نداشتند میسازی شده توانایی گرههای خالصجدایه
سازی به هر دلیلی از مسیر خالص در طی سینوریزوبیومها در زمان کشت و خالص سازی تاثیر گذار باشد و یا اینکه باکتری یا سایر آلودگی

رشد  های محرکاساس مطالعات انجام شده برخی از ریزوباکتری جمله استفاده از مواد استریل کننده توانایی خود را از دست داده باشد. بر
(PGPR) عنوان که به های همزیستدهند، باکتریتوانایی تثبیت نیتروژن اتمسفر را دارند و آن را در دسترس گیاهان قرار میPGPR 

های غیر لگومینه با گیاهان لگومینه، فرانکیا با درختان و بوتهسینوریزوبیوم، ریزوبیوم، برادی ریزوبیوم و مزوریزوبیوم کنند شامل عمل می
نیتروژن  وژیکجداسازی شده در این آزمایش که دارای توان تثبیت بیول سینوریزوبیومهای (. بنابراین باکتریZahran, 2001باشند )می

 .گیرندمی ( قرارPGPRهای محرک رشد )باکتریریزودر دسته  بودند،

 هاباکتریریزوارزیابی نیمه کمی توانایی انحلال فسفات آلی و معدنی نامحلول 

آزمون روی این  ، بنابراینهای محرک رشد، توانایی انحلال فسفات آلی و معدنی استباکتریریزوهای مهم از آنجایی که یکی از ویژگی
نتایج ارزیابی نیمه کمی توانایی انحلال فسفات آلی و معدنی نامحلول در محیط کشت جامد  1باکتری منتخب انجام شد. در جدول  97

ها در نظر گرفته ( مبنای توان حل کنندگی فسفات معدنی و آلی باکتری1 رابطهدر این بررسی شاخص حلالیت فسفات ) .آورده شده است
 ,.Sharon et al)ها است ها حاصل انحلال فسفات نامحلول توسط باکتری. هاله شفاف اطراف باکتری(Sharon et al., 2016)شده است 

2016). 
باکتری ریزو 51درصد( توانایی انحلال فسفات معدنی نامحلول را داشتند.  5/52باکتری )ریزو 51باکتری تایید شده، ریزو 97از بین 

باکتریریزو(. بیشترین توانایی حل فسفات را 1 بودند )جدول 33/1- 62/5 در محدوده فسفات معدنی نامحلولتوانا دارای شاخص حلالیت 
 (33/1)شاخص حلالیت  SM95باکتری ریزو( و کمترین توانایی حل فسفات را 62/5)شاخص حلالیت  SM89 و SM16، SM76های 

درصد( توانایی انحلال فسفات آلی را داشت. در این ارزیابی شاخص  5/84ی )باکتر 82باکتری تایید شده، ریزو 97(. از این 1داشت )جدول 
 SM54(، 64/6)شاخص حلالیت  SM50های باکتریریزوبود، که بیشترین توانایی حل فسفات آلی را  34/1- 64/6حلالیت فسفات آلی 

 (34/1)شاخص حلالیت  SM82باکتری ریزوا ( و کمترین توانایی حل فسفات آلی ر19/6)شاخص حلالیت  SM83(، 47/6)شاخص حلالیت 
(. فسفر بعد از نیتروژن مهمترین عنصر کلیدی در تغذیه گیاهان است. فسفر به وفور در خاک به دو صورت آلی و معدنی 1نشان داد )جدول 

اهان دشوار است. فسفات موجود نامحلول، غیر متحرک و به شکل رسوبی است بنابراین جذب آن برای گی ٪95-99شود، اما یافت می
های ها به آن دست یافت. ریزوباکتریPGPRتوان با های حل کننده فسفات یک ویژگی مهم است که میانحلال فسفر توسط باکتری
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اسید استیک، اسید  ،اسید کربوکسیلیکاسید استیک، اسید مالیک، اسید سوکسینیک، محرک رشد انواع مختلفی از اسیدهای آلی از جمله 
را در ریزوسفر کاهش داده و در نتیجه فسفر  pHکنند، که ترشح می ید تارتاریک، اسید گلوکونیک، اسید اگزالیک و اسید سیتریکمالیک، اس

هایی PGPRاز جمله  .(Oteino et al., 2015; Kumar & Safar, 2015)کنند های آهکی آزاد میدر خاک PO3Ca)4(2را از منابع فسفات مانند 
سینوریزوبیوم، ریزوبیوم، مزوریزوبیوم، آرتروباکتر، باسیلوس، بیجرینکیا، انتروباکتر، های ت نقش دارند شامل جنسکه در انحلال فسفا

که در این مطالعه مورد بررسی  سینوریزوبیومهای . بنابراین برخی از باکتری(Oteino et al., 2015)وغیره هستند سودوموناس، فلاووباکتریوم 
های متنوع و فراوان در های محرک رشد هستند که توانایی انحلال فسفات نامحلول را دارند. از میان میکروباکتریقرار گرفتند جزء ریزوب

 باشد.های حل کننده فسفات یک راه حل بیوتکنولوژیکی جایگزین در کشاورزی پایدار برای تامین نیاز فسفر گیاه میریزوسفر، باکتری
 

 های مختلفمعدنی نامحلول باکتری . شاخص حلالیت فسفات آلی و1جدول 

شاخص 

حلالیت فسفات 

 آلی

شاخص 

حلالیت فسفات 

 معدنی

کد 

 ریزوباکتری

شاخص 

حلالیت 

 فسفات آلی

شاخص 

حلالیت فسفات 

 معدنی

کد 

 ریزوباکتری

شاخص 

حلالیت فسفات 

 آلی

شاخص 

حلالیت فسفات 

 معدنی

کد 

 ریزوباکتری

38/2 00/1 SM67 00/2 00/1 SM34 43/1 00/1 SM1 

71/5 00/1 SM68 43/2 71/1 SM35 14/2 57/2 SM2 

71/5 05/5 SM69 00/1 00/1 SM36 00/2 81/1 SM3 

30/2 28/2 SM70 62/1 00/1 SM37 00/1 00/1 SM4 

86/2 43/1 SM71 00/1 00/1 SM38 42/1 43/1 SM5 

62/1 00/1 SM72 90/1 43/1 SM39 00/1 00/1 SM6 

05/5 95/4 SM73 10/4 86/2 SM40 28/2 71/1 SM7 

42/1 00/1 SM74 28/2 52/1 SM41 43/1 00/1 SM8 

19/2 62/1 SM75 00/1 00/1 SM42 86/2 43/1 SM9 

43/3 62/5 SM76 42/1 00/1 SM43 66/2 43/1 SM10 

00/1 00/1 SM77 00/1 00/1 SM44 95/2 00/0 SM11 

09/2 43/1 SM78 00/2 00/1 SM45 09/2 62/1 SM12 

85/2 00/1 SM79 19/2 00/1 SM46 81/1 42/1 SM13 

43/1 28/2 SM80 05/3 24/5 SM47 19/4 00/1 SM14 

85/2 76/2 SM81 57/2 00/1 SM48 48/2 95/1 SM15 

34/1 44/1 SM82 42/1 00/1 SM49 90/3 62/5 SM16 

19/6 14/5 SM83 66/6 86/4 SM50 43/1 00/1 SM17 

52/1 28/2 SM84 71/5 42/1 SM51 52/1 00/1 SM18 

52/1 28/2 SM85 43/1 57/2 SM52 62/2 95/1 SM19 

57/2 00/1 SM86 00/1 00/1 SM53 00/1 00/1 SM20 

85/2 00/1 SM87 47/6 43/5 SM54 90/5 00/2 SM21 

52/1 00/1 SM88 95/1 71/1 SM55 28/2 43/1 SM22 

23/5 62/5 SM89 00/1 00/1 SM56 00/1 00/1 SM23 

90/3 76/4 SM90 00/1 00/1 SM57 81/1 00/1 SM24 

48/2 09/2 SM91 19/6 42/1 SM58 57/2 00/1 SM25 

57/2 00/1 SM92 71/1 00/1 SM59 47/2 00/1 SM26 

00/1 00/1 SM93 71/1 00/1 SM60 85/2 86/2 SM27 

43/3 52/5 SM94 76/4 48/4 SM61 71/1 43/1 SM28 

19/2 33/1 SM95 76/2 23/3 SM62 00/1 00/1 SM29 

19/2 43/1 SM96 00/2 00/1 SM63 28/2 00/1 SM30 

00/2 43/1 SM97 19/2 00/1 SM64 95/4 00/1 SM31 

   71/5 28/4 SM65 00/2 67/2 SM32 

   80/1 00/1 SM66 00/1 00/1 SM33 
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 ها ارزیابی مقاومت به شوری و خشکی ریزوباکتری 

ریزوباکتری که توانایی انحلال فسفات  97های خشکی و شوری از بین ها به تنشبرای مرحله ارزیابی میزان مقاومت ریزوباکتری
ادی هم از سفات داشتند و تعدهایی که توانایی بالایی در انحلال فها بصورت نیمه کمی بررسی شده بود همه ریزوباکتریمعدنی و آلی آن

باکتری جهت ارزیابی مقاومت  25هایی که در این مرحله توانایی ضعیفی در انحلال فسفات نشان دادند، انتخاب شدند. در مجموع باکتری
کنش همربه شرایط تنش شوری و خشکی انتخاب شد. نتایج بدست آمده از این آزمون نشان داد که ریزوباکتری، تنش شوری و خشکی و ب

 (. 2ها داشته است )جدول داری بر میزان رشد ریزوباکتریبین آنها تاثیر معنی
 

 های مختلف کلرید سدیم و پلی اتیلن گلیکول در محیط کشت مایعها در غلظت. تجزیه واریانس رشد ریزوباکتری2جدول 

 درجه آزادی منابع تغییر

 هایمیانگین مربع

 (600nmOD) پتانسیل آبی (600nmOD)شوری 

 0820/0* 1855/1* 24  ریزوباکتری

 9199/8* 3935/12* 3 تنش 

 0699/0* 1309/0* 72 تنش×  ریزوباکتری

 0085/0 0126/0 200 خطای آزمایش

 دار است.معنی 05/0در سطح                 *

 
ها از نظر تحمل به باکتریریزواهش یافت اما ها کباکتریریزونتایج نشان داد که اگر چه با افزایش سطح شوری میانگین رشد همه 

ها در شرایط بدون تنش در باکتریریزو( میزان رشد 3گیری داشتند. بر اساس نتایج مقایسه میانگین )جدول شوری با هم تفاوت چشم
کاهش یافت.  008/0-42/1درصد کلرید سدیم این میزان رشد به  5بود، که بعد از اعمال تنش شوری در سطح  84/0-87/1محدوده 

 ،SM16 ،SM89های باکتریریزودرصد کلرید سدیم، بیشترین میزان رشد را  1همچنین نتایج این آزمون نشان داد که در سطح شوری 
SM65  وSM40  باکتری ریزو( و کمترین میزان رشد را 36/1-68/1)چگالی نوریSM85  ( داشته است، با افزایش 37/0)چگالی نوری

 ،SM16های باکتریریزواست، بیشترین میزان رشد را  dSm 45-1درصد که تقریبا معادل قابلیت هدایت الکتریکی  3غلظت نمک به سطح 
SM89  وSM65  باکتری ریزو( و کمترین میزان رشد را هم 46/1-57/1)چگالی نوریSM7  ( داشت. در سطح شوری 29/0)چگالی نوری

( بالاترین تحمل 4/1)چگالی نوری  SM65و  SM16باکتری ریزوباشد، دو می dSm 64-1 درصد که تقریبا معادل قابلیت هدایت الکتریکی 5
( رشد بسیار کمی داشتند 18/0-3/0)چگالی نوری  SM75و  SM10 ،SM94، SM39ها شامل باکتریریزوبه شوری را داشته و تعدادی از 

، SM16باکتری ریزو(. بر اساس نتایج این آزمون چهار 3دول ها هم در این سطح شوری تقریبا رشدی نداشتند )جباکتریریزودرصد  72و 

SM65، SM89  وSM40 .دارای بالاترین سطح تحمل به شوری بودند و عملکرد بهتری داشتند 

. (Farissi et al., 2014)شود ها میشود، زیرا مانع رشد آنهای ریزوبیومی محسوب میشوری یک عامل استرس مهم برای باکتری
( SM40و  SM16 ،SM65 ،SM89)ها درصد بودند و تعدادی از آن 3ها قادر به تحمل غلظت نمک تا سطح باکتریریزوحاضر، همه  در مطالعه

 هامولار نمک کلرید سدیم( هم بودند و احتمالا این باکتریمیلی 600درصد )حدود غلظت  5سطح  به خوبی قادر به تحمل غلظت نمک تا
های شور استان بومی جدا شده از خاک سینوریزوبیومهای تر نمک هم خواهند بود. بنابراین برخی از باکتریهای بالاقادر به تحمل غلظت

گزارش شده است.  سینوریزوبیومهای مقاوم کرمان توانایی تحمل غلظت بالای نمک را دارند. در مطالعات دیگر هم وجود باکتری
مولار میلی 800های الجزایر جداسازی کردند که قادر به تحمل غظت نمک تا ز خاکرا ا سینوریزوبیوم ملیلوتیهای پژوهشگران باکتری

میلی  640مقاوم به غلظت نمک  سینوریزوبیومهای نیز باکتری (Azib et al., 2022)در مطالعه دیگری . (Merabet et al., 2006)بودند 
ادر با تحمل بالا ق یهااز شوری یا خشکی، گیاهان و میکروارگانیسم در فشار محیطی ناشی های الجزایر جداسازی کردند.مولار را از خاک

های توانند آسیبکنند، میی گیاهان زندگی میآبی یا شوری که در داخل و کنار ریشههای مقاوم به شرایط کمبه زندگی هستند. باکتری
 سینوریزوبیومباکتری از تعداد کمی دهد که لعات نشان می. مطا(Lau & Lennon, 2012)آبی و شوری را در گیاهان کاهش دهند ناشی از کم

با وزن مولکولی کم به نام ها متابولیتها نتیجه تجمع درون سلولی باشند، که این مقاومت باکتریقادر به تحمل غلظت بالای نمک می
  .(Sharma et al., 2019) توان به بتائین، پرولین و ترهالوز اشاره کردها میاز این متابولیتها است، اسمولیت
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 های مختلف نمک کلرید سدیم در محیط کشت مایعدر غلظت (600nmOD)ها . مقایسه میانگین میزان رشد ریزوباکتری3جدول 

کد  (600nmODشوری )

 کلرید سدیم %0 کلرید سدیم %1 کلرید سدیم %3 کلرید سدیم %5 ریزوباکتری

f062/0 b178/1 c-e948/0 bc282/1 SM3 

f061/0 h293/0 d-h811/0 d-h007/1 SM7 
c305/0 b-d935/0 j-l488/0 b400/1 SM10 
a419/1 a573/1 a684/1 a728/1 SM16 
f016/0 f-h529/0 c-f874/0 a679/1 SM21 
f032/0 e-g632/0 h-k595/0 c-f127/1 SM27 

cd241/0 c-e841/0 f-j665/0 gh880/0 SM39 
f021/0 e-g626/0 b359/1 cd161/1 SM40 
f032/0 gh412/0 c081/1 c-e152/1 SM47 
f008/0 bc987/0 e-i730/0 c-f112/1 SM50 
ef112/0 f-h530/0 c-e917/0 e-h941/0 SM54 
ef095/0 c-f725/0 k-l408/0 f-h932/0 SM58 
f011/0 c-e820/0 i-l561/0 d-g070/1 SM61 
a357/1 a456/1 ab501/1 a873/1 SM65 
f049/0 d-g661/0 g-j635/0 f-h928/0 SM69 
ef098/0 bc943/0 e-i745/0 c-f108/1 SM73 
de180/0 e-g611/0 e-i768/0 f-h922/0 SM75 
f064/0 b160/1 cd009/1 bc278/1 SM76 
f018/0 e-g597/0 g-k621/0 c-f119/1 SM78 
f021/0 c-f755/0 d-g830/0 a825/1 SM83 
f047/0 gh420/0 l368/0 d-h032/1 SM85 
b227/1 a496/1 a644/1 a803/1 SM89 
f009/0 c-e855/0 j-l495/0 d-h053/1 SM90 

cd258/0 c-e843/0 f-j675/0 h844/0 SM94 
f019/0 c-f709/0 d-h802/0 d-h050/1 SM96 

100/0 239/0 193/0 178/0 LSD 

 .درصد ندارند 5داری در سطح احتمال معنی ( تفاوتLSD) دارکمترین اختلاف معنیهای با حروف مشابه در هر ستون بر اساس آزمون میانگین

 
بود، که بعد  84/0-87/1ها در شرایط بدون تنش در محدوده باکتریریزو( میزان رشد 4بر اساس نتایج مقایسه میانگین )جدول 

کاهش پیدا کرد. نتایج نشان داد که  02/0-19/0مگاپاسکال این محدوده به  -5/3سیدن پتانسیل آبی به سطح اعمال تنش خشکی و ر
رسد احتمالا (، که به نظر می4اتیلن گلیکول کاهش بسیار محسوسی داشت )جدول های با افزایش غلظت پلیباکتریریزومیزان رشد 

ره سلولی عبور کند و باعث سمیت شدید باکتری شود، که دلیل سمیت آن هم غلظت زیاد اتیلن گلیکول توانسته از منافذ دیواپلیمقداری 
های بعدی از سوربیتول . لذا شاید بهتر باشد در پژوهش(Whalley et al., 1998)باشد های آلومینیوم که در سنتز این ماده بکار رفته مییون

(Kavamura et al., 2013 )فاده شود.اتیلن گلیکول استبه جای پلی 
ها از نظر میزان رشد رفتار باکتریریزومگاپاسکال بودند اما این  -2ها قادر به رشد تا پتانسیل آبی باکتریریزوبر اساس نتایج همه 

مگاپاسکال بیشترین  -1(. در پتانسیل آبی 4)جدول  نشان دادنداتیلن گلیکول های مختلف نمک پلیمتفاوتی در محیط کشت مایع با غلظت
با مقدار  SM90باکتری ریزو( و کمترین رشد را 29/0)چگالی نوری  SM58( و 31/0)چگالی نوری  SM65های باکتریریزوزان رشد را می

 SM90( و 37/0)چگالی نوری  SM54 هایباکتریریزومگاپاسکال بیشترین میزان رشد را  -2داشت، در پتانسیل آبی  08/0چگالی نوری 
( داشتند. در 14/0-17/0)چگالی نوری در  SM69و  SM21، SM40 ،SM50های باکتریریزون میزان رشد را ( و کمتری36/0)چگالی نوری 
( بالاترین تحمل به تنش را داشته 17/0)چگالی نوری  SM16( و 19/0)چگالی نوری  SM73  باکترریزومگاپاسکال دو  -5/3پتانسیل آبی 
درصد  76( رشد بسیار کمی داشتند و 1/0-11/0)چگالی نوری  SM94و  SM65 ،SM76، SM89ها شامل باکتریریزوو تعدادی از 

( دارای بالاترین SM73و  SM16باکتری )ریزوها هم در این سطح تنش تقریبا رشدی نداشتند. بر اساس نتایج این آزمون دو باکتریریزو
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 ند.ها نشان دادباکتریریزوباشند و رشد بهتری نسبت به سایر سطح تحمل به خشکی می
ها از جمله گلوتامین، های ریزوبیومی افزایش غلظت اسید آمینههای دفاعی در باکتریدهد که یکی از مکانیسمها نشان میگزارش

های شدید )نزدیک مرگ . در تنش(Sharma et al., 2019)است ها باکتریها برای ایجاد تعادل در پتانسیل گلوتامات و بتائین در سلول
کنند و تغییراتی های حفاظتی خود برای ادامه حیات استفاده میها از تمام انرژی و مکانیسمها شوک وارد شده و باکتریتریباکتری( به باک

های ها در سلولتر ترکیبات اسیدآمینه و اسمولیتدهند. از جمله این تغییرات تجمع سریعهای بیوشیمیایی و آنزیمی خود میدر فعالیت
هایی که از نظر ژنتیکی مقاوم شود. اما باکتریتنش می به هاباکتریساکارید بیشتر است که منجر به افزایش تحمل لیو یا تولید پ باکتری
 روند. توانند این شرایط را تحمل کنند و در نتیجه با افزایش تنش به سرعت از بین میمدت زمان زیادی نمی ،نیستند

 
 در محیط کشت مایع 6000های مختلف پلی اتیلن گلیکول در غلظت (600nmOD) ها. مقایسه میانگین میزان رشد باکتری4جدول 

کد  (600nmOD)پتانسیل آبی 

 مگاپاسکال 0 مگاپاسکال -1 مگاپاسکال -2 مگاپاسکال -5/3 باکتریریزو

hi054/0 bc217/0 hi098/0 bc282/1 SM3 

ef097/0 bc183/0 e-i132/0 d-h007/1 SM7 

e-h092/0 bc204/0 e-i137/0 b400/1 SM10 

ab168/0 b259/0 b-d197/0 a728/1 SM16 

e-h089/0 c154/0 b233/0 a679/1 SM21 

g-i057/0 bc216/0 c-f163/0 c-f127/1 SM27 

ef099/0 bc216/0 c-g158/0 gh880/0 SM39 

hi052/0 c141/0 f-i117/0 cd161/1 SM40 

e-g095/0 bc199/0 hi086/0 c-e152/1 SM47 

i025/0 c174/0 hi088/0 c-f112/1 SM50 

f-i062/0 a372/0 c-g157/0 e-h941/0 SM54 

ef098/0 bc194/0 a292/0 f-h932/0 SM58 

e-g097/0 bc186/0 f-i111/0 d-g070/1 SM61 

bc147/0 bc211/0 a312/0 a873/1 SM65 

e-h078/0 c165/0 e-i134/0 f-h928/0 SM69 

a193/0 bc199/0 b-e189/0 c-f108/1 SM73 

e-h076/0 bc199/0 g-i103/0 f-h922/0 SM75 

b-d138/0 bc207/0 f-i106/0 bc278/1 SM76 

ef101/0 bc211/0 hi099/0 c-f119/1 SM78 

e-h083/0 bc191/0 d-h143/0 a825/1 SM83 

e-h086/0 bc211/0 e-i139/0 d-h032/1 SM85 

c-e116/0 bc197/0 bc199/0 a803/1 SM89 

ef099/0 a360/0 i084/0 d-h053/1 SM90 

de106/0 bc181/0 b-e184/0 h844/0 SM94 

g-i057/0 bc199/0 d-h142/0 d-h050/1 SM96 

034/0 066/0 048/0 178/0 LSD 

 .درصد ندارند 5داری در سطح احتمال معنی ( تفاوتLSD) دارکمترین اختلاف معنیهای با حروف مشابه در هر ستون بر اساس آزمون میانگین

 

 هاارزیابی کمی توانایی انحلال فسفات معدنی نامحلول ریزوباکتری

ریزوباکتری با توانایی بالای  8ها شامل گرفت این ریزوباکتری ریزوباکتری انجام 14ارزیابی توانایی انحلال فسفات معدنی نامحلول بر روی 
( SM94و  SM16 ،SM65 ،SM73 ،SM76 ،SM83 ،SM89 ،SM90)انحلال فسفات بر اساس شاخص حلالیت فسفات در آزمون نیمه کمی 

( مقاوم به تنش SM73و  SM16باکتری )ریزومقاوم به تنش شوری و دو  (SM89و  SM16 ،SM65)باکتری ریزوها سه که در بین آن
 (SM40)باکتری ریزوها یک که در بین آن( SM40و  SM21 ،SM27)باکتری با توانایی متوسط انحلال فسفات ریزو 3خشکی وجود داشت و 

 بودند. نتایج بدست( SM75و  SM3، SM10)باکتری با توانایی پایین انحلال فسفات ریزو 3 در نهایت مقاوم به تنش شوری وجود داشت و
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 (.5رد )جدول اداری بر قدرت حل کنندگی فسفات دباکتری، زمان و برهم کنش بین آنها اثر معنیریزوآمده از این آزمون نشان داد که 
 

 ها در محیط کشت مایع . تجزیه واریانس توانایی انحلال فسفات ریزوباکتری5جدول 

 درجه آزادی منابع تغییر
 هایمیانگین مربع

 فسفات

 5/1867* 13 یریزوبیوم یریزوباکتر

 6/49672* 1 زمان

زمان ×  ریزوباکتری
 زمان* زمانزمان

13 *4/344 

 9/48 56 خطای آزمایش

 دار است.معنی 05/0در سطح  *

 
به ترتیب دارای  SM94و  SM89 ،SM76 ،SM16 ،SM83 ،SM65های باکتریریزوباکتری منتخب ریزو 14نتایج نشان داد که از بین 

باکتری ریزو 6گرم بر لیتر بودند که از بین این میلی 96و  5/98، 5/99، 102، 103، 7/121رت حل کنندگی فسفات به میزان بیشترین قد
 . (3)شکل  های مقاوم به شوری نیز بودندباکتریریزوجزء  SM89و  SM16 ،SM65سه باکتری 

، از جمله (PGPR)با چندین صفت محرک رشد گیاه  .Chryseobacterium spباکتری ریزو (Leontidou et al., 2020) ایدر مطالعه
 هایی هستندژنحاوی ها ریزوباکتریو حل شدن فسفات جداسازی کردند و گزارش دادند که این  زدآمینا ACC، فعالیت IAAتولید توانایی 

تنش در شرایط یش عملکرد محصول ها برای افزاتوان از آنکه ممکن است در تقویت رشد گیاه و تنظیم تنش نقش داشته باشند و می
، حل شدن فسفات IAAتولید سیدروفور، توانایی که با  Klebsiella sp.ژنی را در  (Liu et al., 2016)طور مشابه، غیرزیستی استفاده کرد. به

عنوان ها بهتوان از آنمی رشد کنند وهای زیستی ی با تنشهاتوانند در محیطها میکشف کرده و ادعا کردند که این باکتری 2Nو تثبیت 
توضیح دادند که حل  (Intron et al., 2009; Mumtaz et al., 2020) زیستی در مناطق خشک استفاده کرد. در مطالعات مشابه دیگر کود

ای که پژوهشگران دهد. در مطالعهمی فزایشو رشد و عملکرد گیاه را ا هدیبخشها را بهبود ها جذب آنیشدن فسفر و روی توسط ریزوباکتر
بررسی کردند، نتایج نشان داد که عملکرد بهتر  ریزوبیومهای وسیله باکتریهعملکرد کودهای بیولوژیک را در تثبیت نیتروژن ملکولی ب

اشد بها و فسفات قابل دسترس گیاه میباکتریاین تثبیت کننده نیتروژن وابسته به توانایی قدرت انحلال فسفات  ریزوبیومهای باکتری
(Chakraborty et al., 2010; Mahantesh & Patil, 2011). های حل های متنوع و فراوان در ریزوسفر، باکتریبنابراین از میان میکروب

 اند.کننده فسفات یک راه حل بیوتکنولوژیکی جایگزین در کشاورزی پایدار برای تامین نیاز فسفر گیاه ایجاد کرده

 
 ساعت از کشت 100و  50ها بعد از گذشت مدت زمان ظت فسفات محلول مایع رویی کشت ریزوباکتری. مقایسه میانگین غل3شکل 

 دار ندارند.در سطح پنج درصد اختلاف معنی LSDهای دارای حروف مشابه بر اساس آزمون میانگین
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 در شرایط شور ها( در ریزوباکتریHCNارزیابی کیفی توان تولید سیانید هیدروژن )

ر ای نشان دهنده توانایی ریزوباکترها دریزوباکتری مرحله قبل استفاده شد و تغییر رنگ کاغذ معرف از کرم تا قهوه 14مطالعه از برای این 
در این مطالعه دارای  SM94و  SM16 ،SM40 ،SM65 ،SM73 ،SM75، SM89های . نتایج نشان داد ریزوباکتریبودتولید سیانید هیدروژن 

 ط تنش گزارش کردندشرایدر تولید سیانید هیدروژن را  نیز هستند. نتایج مشابه با این مطالعهدر شرایط شور ژن سیانید توانایی تولید هیدرو
(Agbodjato et al., 2015; Nazli et al., 2021)ها عنوان یک عامل کنترل زیستی در برابر انواع پاتوژن. تولید باکتریایی سیانید هیدروژن به

های محرک رشد تحریک غیرمستقیم رشد گیاه توسط ریزوباکتری. (Crowley, 2006)دهد رش بیماری را کاهش میکند و گستعمل می
رشد گیاه، روند  های گیاهی مهارکنندهگر زیستی ظاهر شوند و با توقف پاتوژنها در نقش عامل کنترلافتد که این باکتریزمانی اتفاق می

 یدروژنها تولید سیانید هین رخداد به چندین روش مختلف ممکن است اتفاق بیفتد. یکی از این روشرشد را به حالت عادی بازگردانند. ا

 .(Mavrodi et al., 2012) شودزایی میآبی دربرابر عوامل بیماریموجب حفاظت از گیاهان تحت تنش شوری یا کم باشد، این مکانیسممی

 های مقاوم به شوری در شرایط تنشبررسی میزان تولید اگزوپلی ساکارید ریزوباکتری

و  (SM73)باکتری نیمه مقاوم ریزو، یک (SM89 و SM16، SM65)ریزوباکتری شامل سه باکتری مقاوم به شوری  5این آزمون بر روی 
در  هایمقایسه میانگین میزان تولید اگزوپلی ساکارید ریزوباکتر. انجام گرفت (SM27) باکتری به شرایط تنش شوریریزوترین حساس

یش شوری منجر افزااز طرفی ها دارای توانایی تولید اگزوپلی ساکارید متفاوتی هستند و سطوح مختلف شوری نشان داد اگر چه ریزوباکتری
ها تحت سطوح مختلف شوری رفتار متفاوتی نشان دادند و شود، اما ریزوباکتریها میبه کاهش تولید اگزوپلی ساکارید در ریزوباکتری

(. نتایج 4های دیگر تولید کردند )شکل ساکارید بیشتری نسبت به ریزوباکتریهای مقاوم به تنش شوری و خشکی میزان پلیاکتریریزوب
ترتیب دارای بیشترین توانایی تولید اگزوپلی به SM89و  SM16 ،SM65مقایسه میانگین نشان داد که سه ریزوباکتری مقاوم به شوری 

ترین ریزوباکتری به درصد کلرید سدیم بودند و حساس 3لیتر در سطح تنش میکروگرم در میلی 3/198و  7/318، 364ساکارید به میزان 
(. بر اساس نتایج 4لیتر بود )شکل میکروگرم در میلی 67/13دارای کمترین توانایی تولید اگزوپلی ساکارید به میزان  (SM27) تنش شوری

ترین برابر اگزوپلی ساکارید بیشتری نسبت به حساس 7/28و  4/31، 33به ترتیب  SM89و  SM16 ،SM65سه ریزوباکتری مقاوم به شوری 
 (.4تولید کردند )شکل  (SM27)ریزوباکتری به تنش شوری 

 درکند تا ها و گیاهان کمک میکنند، که به باکتریاند که اگزوپلی ساکاریدها مقدار زیادی آب را حفظ میپژوهشگران گزارش کرده
های ریزوباکتری مقاوم در این مطالعه مقادیر غلظت قابل توجهی اگزوپلی ساکارید . سویه(Yasmin, 2020) تنش خشکی زنده بمانند شرایط

و این نتایج با  است تنشها به این باکتری دهنده پاسخ ها در شرایط تحت تنش اسمزی تولید کردند که نشان باکتریریزونسبت به بقیه 
های باکتریایی دهد که در تنش شوری و خشکی، تعدادی از سویهگر مطابقت دارد. مطالعات پژوهشگران نشان مینتاج پژوهشگران دی

ها تولید اگزوپلی ساکارید را ی. گزارش شده است که باکتر(Ali et al., 2013; Nazli et al., 2021) کننداگزوپلی ساکارید بیشتری تولید می
از طرفی این اگزوپلی ساکاریدها به  ،(Nguyen et al., 2020 & Primo et al., 2020) کنندتنش تولید می عنوان مکانیزم بقا در شرایطبه

 Asghari) شودکنند که منجر به بهبود ساختمان خاک و در نتیجه نگهداری آب بیشتر میچسبند و به اتصال ذرات خاک کمک میسطوح می

et al., 2019). 

 & Morcillo) ها و سایر ترکیبات آلیها، پروتئینز پلیمرهای با وزن مولکولی بالا شامل کربوهیدراتاگزوپلی ساکاریدها مخلوطی ا

Manzanera, 2021) کند در شرایط تحت تنش زنده ها کمک میدارای آب در ساختار خود هستند. این اگزوپلی ساکاریدها به باکتری و
های محرک رشد برای القای تحمل به خشکی در گیاهان زراعی استفاده ریزوباکتریهای خاک از همین ویژگی بمانند و میکروبیولوژیست

دارند که باعث ایجاد محیط کوچکی در های تولید کننده اگزوپلی ساکارید آب را در خود نگه می. باکتری(Nadeem et al., 2020) کنندمی
علاوه بر این گزارش شده است که تلقیح  .(Ilyas et al., 2020) دهدکاهش میدر این منطقه حساس تنش اسمزی را  و شدهاطراف ریشه 

 Asghari)شود های تولیدکننده اگزوپلی ساکارید باعث رشد گیاه در شرایط تنش خشکی با بهبود ساختمان خاک و حفظ آب میریزوباکتری

et al., 2019) .شرث و همکاران (Sharath et al., 2021)  گزارش کردند کهAcinetobacter sp.  دارای توانایی قوی در تولید اگزوپلی ساکارید
 زنی بذر، قدرت گیاهچه، طول ریشه و وزن غوزه پنبه در شرایط خشکی بودند. ها شاهد بهبود جوانهها با تلقیح این باکتریاست، آن
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 نش شوریدر شرایط تهای سینوریزوبیوم تولید اگزوپلی ساکارید باکتری. مقایسه میانگین میزان 4شکل 

 دار ندارند.در سطح پنج درصد اختلاف معنی LSDهای دارای حروف مشابه بر اساس آزمون میانگین
 

 گیری و پیشنهادهانتیجه
( کشت Medicago sativaهای ریشه یونجه )جدا شده از گره سینوریزوبیوم ملیلوتیهای این مطالعه نشان داد که برخی از باکترینتایج 

تنش  تحمل بالایهای فیزیولوژیکی قابل توجهی مانند تحمل غلظت بالای نمک و شور و خشک استان کرمان ویژگیهای شده در زمین
تا  یطیمح یهااز کاهش استرس یکشاورز یوتکنولوژیدر ب تیاندوف یهاباکترینقش بر اساس مطالعات پژوهشگران خشکی را دارند. 

ی غربال هاریزوباکتری بر اساس نتایج مطالعه حاضر برخی از همچنین(. Mahgoub et al., 2021)است  ریمتغ اهیبهبود رشد و سلامت گ
( مانند توانایی تولید اگزوپلی ساکارید، تثبیت نیتروژن ملکولی، PGPRهای محرک رشد )خصوصیات ریزوباکتری از شده در این پژوهش

رک رشد مورد های محبنابراین ریزوباکتری برخوردار بودند. سطح بالادر  های آلی و معدنیتولید سیانید هیدروژن و توانایی انحلال فسفات
های کویری استان کرمان که عنوان یک مایه تلقیح موثر برای خاکمطالعه در این پژوهش ممکن است پتانسیل خوبی داشته باشند تا به

های متعاقبا انجام گرفته است، استفاده از ریزوباکتری ای کهقرار دارند، استفاده شوند. در مطالعه گلخانه های شدید غیرزیستیتحت تنش
SM16 ،SM65  وSM89 های زیمهای ثانویه و آنهای محرک رشد باعث بهبود رشد گیاه یونجه و تغییراتی در متابولیتعنوان ریزوباکتریبه

ی هستند که در مقاله دیگری گزارش شده های بسیار کارآمدها تلقیح کنندهشد و مشاهده شد که آن شوریگیاه یونجه در شرایط تنش 
برای  ،عیای در شرایط طبیپس از آزمایش مزرعه ،ها برای استفاده در تولید یک کود زیستی بالقوهتوان از این باکتریاست. بنابراین می

ه بایستی بر روی آیندشود. در شرایط اکولوژیکی خشک تا نیمه خشک تحقیقات  استفادهکمک به تحمل تنش خشکی و شوری گیاه یونجه 
های باکتریایی مفیدتر با پتانسیل تولید اگزوپلی ساکارید بیشتر همراه با صفات مختلف محرک رشد برای کمک به تحمل به شناسایی سویه

برای  ارآمدهای باکتریایی ایمن و کهای غیرزیستی در گیاهان زراعی مختلف متمرکز شود. هدف این مطالعات بایستی شناسایی سویهتنش
هایی که بتوانند باعث بهبود رشد گیاه در شرایط محیطی مختلف شده و در مقیاس بزرگ استفاده شوند. توجه به تلقیح باشد. ریزوباکتری

زیست و  شیمیایی مضر برای محیط ها با موادها و جایگزینی نهایی آنآمیز این ریزوباکتریسازی موفقیتاین گونه تحقیقات جهت تجاری
تا بتوان کشاورزی را به سمت یک سیستم پایدار هدایت نمود و سلامت  استات زنده در تولید محصولات کشاورزی امری ضروری موجود
 ها را نیز حفظ نمود.انسان

 "نویسندگان وجود ندارد بینگونه تعارض منافع هیچ"
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Isolation, Screening and Identification of Growth-Promoting Rhizobacteria 

Resistant to Abiotic Stresses from the Microbiome of Alfalfa (Medicago sativa) 

in Saline and Arid Soils in Kerman Province 

 

EXTENDED ABSTRACT 

 

Introduction:  

Microorganisms are often exposed to environmental stresses such as limited nutrient availability, salinity 

and sudden changes in osmolarity, drought stress, and temperature rise or fall. Proper responses of bacteria 

under these conditions are necessary for them to adapt effectively to environmental stresses and changes. 

Sinorhizobium bacteria inside alfalfa roots can be used for various purposes in agriculture. Some of these 

bacteria are also among plant growth-promoting Rhizobacteria that stimulate and promote plant growth often 

via one or more mechanisms, such as biological nitrogen fixation, phosphate solubilization, siderophore and 

the exopolysaccharide production, and increased availability of nutrients required by plants.    

 

Materials and methods:  

In this research, 135 Rhizobacteria strains were isolated, screened and identified from saline and arid soils 

in Kerman Province, and some of their growth-promoting characteristics were studied. The Rhizobacteria 

strains were studied with respect to their ability to fix nitrogen, solubilize insoluble organic and inorganic 

phosphates in solid and liquid culture media, and produce hydrogen cyanide and exopolysaccharides. Their 

growth at various sodium chloride concentrations (0, 1, 3, and 5%) and at different polyethylene glycol 6000 

concentrations (water potential 0, -1, -2, and -3.5 MPa) was also investigated.    

 

Results and discussion: 

 According to the results, 72% and 76% of the Rhizobacteria strains exhibited almost no growth at 5% 

sodium chloride concentration and at water potential -3.5 MPa, respectively. In addition, 50% of them were 

able to produce hydrogen cyanide under saline conditions. Three of the strains (SM16, SM65, and SM89) were 

the most efficient producers of exopolysaccharides (364, 318.7 and 198.3 µg/mL, respectively) at 3% sodium 

chloride stress level, had high phosphate solubilization ability (102, 98,5 and 121.7 mL/L, respectively) and 

were also among Rhizobacteria strains resistant to abiotic stresses.    

 

Conclusions:  

The viability and effectiveness of native Sinorhizobium bacteria are reduced due to salt and osmotic stress, 

water scarcity, high soil temperature, and soil acidity and alkalinity. Sinorhizobium strains differ in their 

tolerance to environmental factors. Inoculation of alfalfa with native strains of Sinorhizobium adapted to 

specific environments and resistant to abiotic stresses, on the one hand, can increase nodulation and nitrogen 

fixation under stress conditions, on the other hand, to improve plant growth and yield through their potential 

to stimulate plant growth. Inoculating alfalfa with effective strains of Sinorhizobium has significant economic 

and environmental benefits. The main purpose of this study was to select native Sinorhizobium strains isolated 

from saline and dry regions in Kerman Province that were tolerant to unfavorable environmental conditions 

and were also able to stimulate plant growth. These safe and efficient strains can have great potential to be 

used as a high quality biofertilizer for improving growth of crop plants in the region.  
 

Keywords: Abiotic Stress, Biofertilizer, Exopolysaccharide, Hydrogen Cyanide, Phosphate Solubilization. 

 
 


