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Abstract 

Introduction: The escalating consumption of chemical fertilizers has imposed severe 

environmental and economic burdens on the society. Studies have shown the detrimental effects 

of these chemical agents on human health, necessitating a shift towards alternative fertilization 

practices. Research has focused on harnessing the potential of naturally occurring soil 

microorganisms as a sustainable and environmentally friendly solution to enhance plant growth. 

Biofertilizers, soil amendments enriched with beneficial microorganisms such as fungi, protozoa, 

actinomycetes, or algae, collectively known as plant growth-promoting bacteria (PGPB), 

represent a promising alternative to chemical fertilizers. Studies have shown that Bacillus-based 

biofertilizers can enhance nutrient uptake and regulate phytohormone metabolism within plants. 

Moreover, Bacillus strains exhibit remarkable resilience under environmental stress and secrete 

enzymes that disrupt the cell walls of pathogenic bacteria, viruses, fungi, and nematodes, thereby 
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protecting plants from disease and promoting healthy growth and yield. In light of the 

aforementioned benefits, this study aims to isolate and molecularly identify native Bacillus strains 

with plant growth-promoting properties. The potential of these strains for incorporation into 

biofertilizers derived from Iranian native strains will be investigated. 

Materials and Methods: In this study, rhizospheric and rhizoplane Bacillus strains from Iranian 

agricultural soils with Nitrogen-fixing ability were isolated and characterized for their plant 

growth-promoting properties. Strains with higher growth capacity were screened by 5% overnight 

culture in 100 ml NFB medium completed with 0.5% yeast extract. The strains were streaked onto 

Pikovskaya agar containing insoluble tricalcium phosphate. Quantitative analysis of phosphate 

solubilization was performed by culturing the strains in the mentioned liquid medium.  For the 

screening of (IAA) producer strains, the overnight culture of bacteria inoculated to a 250 ml 

Erlenmeyer-containing nutrient broth fortified with L-tryptophan. Then 2 ml of the supernatant 

was mixed with 2 ml Salkowski reagent. The optical absorbance was measured at 535 nm and the 

produced IAA was measured by standard curve graph. Production of ammonia was assayed by 

inoculation e of strains into peptone water. Nessler’s reagent was added to the medium. The 

development of yellow color showed the production of ammonia by the strain. The ability of HCN 

production was assayed by overnight culture of strain inoculated in nutrient agar slant fortified 

with glycine. The color change of the paper filter soaked in 0.5% picric acid and 2% sodium 

carbonate from yellow to brown indicated the production of HCN. Evaluation of antifungal 

activity against aspergillus niger, verticillium dahlia, and fusarium graminearum was performed 

on potato agar (MPA) plates, and calculated according to the following formula I= [(C-T)/C]*100. 

Quantitative measurement of ACC-deaminase activity of bacillus isolates was carried out using a 

modified NFB-ACC medium. siderophore production from cultural variables analyzed by CAS 

agar plate in reference to the change of color of CAS medium when microorganisms were grown 

in CAS agar plates. Phylogenetic relationships among the strains were established using 16S 

rDNA gene sequencing.  GraphPad Prism 6 software was used for statistical analysis. Data 

analysis was performed using one-way ANOVA and t-test and statistically significant was 

considered as p<0.05 . 

Results: In the intricate realm of soil microbiology, the rhizosphere and rhizoplane stand out as 

vibrant microbial hotspots, teeming with life and playing pivotal roles in plant health and 

nutrition. The rhizosphere, the narrow zone of soil surrounding plant roots, is a dynamic 

environment enriched in root exudates, serving as a nutrient-rich haven for a diverse array of 

microorganisms. Within this intricate ecosystem, nitrogen-fixing bacteria emerge as crucial 

players, converting atmospheric nitrogen into a form usable by plants, thereby supporting their 

growth and productivity. Nitrogen-fixing growth-promoting bacteria isolated from the 

rhizosphere play a crucial role in regulating soil nitrogen availability for plants. Among the 

nitrogen-fixing bacteria that inhabit the rhizosphere, Bacillus strains have garnered attention for 

their exceptional ability to fix nitrogen and promote plant growth. These beneficial microbes 

possess a suite of plant growth-promoting traits, making them valuable assets for sustainable 

agricultural practices. 

Discussion and Conclusion: This study focused on isolating nitrogen-fixing bacteria. Over 80% 

of the isolated nitrogen-fixing bacilli were obtained from the rhizoplane, likely due to the high 

concentration of root exudates and microbial accumulation in this region. Despite previous studies 

indicating higher bacterial diversity in the rhizosphere, our findings suggest a distinct microbial 

niche within the rhizoplane supporting nitrogen-fixing bacteria. To select Bacillus strains with 

the highest plant growth-promoting potential, we screened them based on their growth ability, 

resulting in the selection of five promising strains. Phosphorus, a critical nutrient for plant growth, 

is often limiting. Bacillus strain S3 demonstrated the highest phosphate dissolution capacity 

(278.3 µg/mL). Bacilli secrete organic acids and produce siderophores that chelate iron bound to 

mineralized phosphates, making them accessible to plants. Moreover, studies have shown that 
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bacilli can convert insoluble inorganic and organic phosphorus compounds into soluble forms via 

ACC deaminase enzyme production. Most strains exhibited ACC deaminase activity, enabling 

them to utilize 1-aminocyclopropane-1 as a nitrogen source. Siderophores, known for their 

biocontrol potential against plant pathogens, were produced by all strains except S3. Indole-3-

acetic acid, a key plant hormone that promotes plant growth and germination, was produced in 

significant amounts by Bacillus strain S3. IAA production varies among species depending on 

nutrient availability. Bacillus indirectly enhances root growth by producing ammonia, a nitrogen 

source. Bacillus strains S3 and S5 exhibited the highest ammonia production, corroborating 

previous studies. Additionally, all strains demonstrated over 70% growth inhibition against fungal 

strains. Collectively, the obtained results underscore the promising potential of the native Bacillus 

strains isolated in this study for biofertilizer development. Their diverse plant growth-promoting 

traits, including nitrogen fixation, phosphate solubilization, ACC deaminase activity, siderophore 

production, IAA synthesis, ammonia production, and antifungal activity, make them valuable 

candidates for sustainable agricultural practices. 
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 کیدهچ

 اهـان یرشـد گ  تقویـت  لیپتانس يدارا لوسیباس یبوم يها هیسو یمولکول ییو شناسا يجداسازهدف این پژوهش  مقدمه:
 بود. از خاك مناطق اطراف تهران

ي شـد و  بـردار  نمونـه به این منظور از ریشه گیاه مناطق ریزوسـفر و ریـزوپلن مـزارع اطـراف تهـران       ها:  مواد و روش
کننده رشد شامل انحلال فسفات، تولیـد   ي تحریکها یژگیوازت جداسازي شدند. در ادامه  کننده تیتثبي ها باسیلوس

ی بررس ـدآمینـازي، تولیـد سـیدروفور و سـیانید هیـدروژن       ACCایندول استیک اسید، آمونیاك، فعالیـت ضـدقارچی،   
 تعیین شد. 16S rDNAی ژن ابی یتوالها با استفاده از  شدند؛ درنهایت، روابط فیلوژنتیک سویه

ند کـه بـالاترین   شـد  جداسویه باسیلوس  nifH ،5ژن  يدارا شده باسیلوس غربالگري يباکتر 8در این تحقیق از : نتایج
 S6 هیسـو باسیلوس  NFBکشت  طیدر مح ونیساعت انکوباس 48پس از  ي تحریک رشد گیاه را نشان دادند.ها یژگیو
 يها لوسیباس نیبرا رشد  ییتوانا نیکمتر S7و  S2 ،S4 ي باسیلوسها هیو سو )CFU/ mL 2e 2/9ین میزان رشد (شتریب

 S3لیتر) باسیلوس  میکروگرم بر میلی 3/278ي (ها هیانحلال فسفات در سو ییتوانا زانیم نیشتریب .داشتندشده  يجداساز
لیتـر) باسـیلوس    میکروگرم بر میلی 6/44( هیکه سو یدرحال ؛مشاهده شد S8لیتر) باسیلوس  میکروگرم بر میلی 6/279و (
S5 01/0(بود انحلال فسفات  ییمقدار توانا نیکمتر يداراp<(.    بیشترین میزان ایندول استیک اسید توسـط سـویهS3  و

و  S1که کمترین میزان تولید ایندول استیک اسید در سویه باسیلوس  لیتر بود؛ درحالی میکروگرم بر میلی 687/9برابر با 
-1 يحـاو  طیرشـد در مح ـ  ییتوانـا  ،S5 هیجـز سـو   هـا بـه   هیهمه سو لیتر گزارش شد. میکروگرم بر میلی 814/3 برابر با
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 هـاي قـارچی   سویه هیرشد عل یاثر مهارکنندگ ها را داشتند. سویه ينازیدآم ACC تیفعال قیازطر 1-کلوپروپانینوسیآم
 سیدروفور تولید کردند. S3جز  ها به درصد بودند و همه سویه 70داشتند، به میزان بیش از 

 قی ـتحق نیشده در ا يجداساز یبوم يها هیسوبتوان  رسد یآمده، به نظر م دست بهنتایج با توجه  گیري: بحث و نتیجه
 .ه کردمطالعی لیتکمطور  به یستیز يکودها دیاز نظر استفاده در تولرا 

 PCR لوس،یباس اه،یرشد گ محرك ،یستیکود ز هاي کلیدي: واژه

 
 مقدمه

بـــا افـــزایش مصـــرف کودهـــاي شـــیمیایی  امـــروزه
جوامـع  و اقتصـادي بـر    یط ـیمح سـت یمشکلات جـدي ز 

سـموم   انـد  دادهمطالعـات نشـان    .انـد  شـده  لی ـتحم انسانی
هـاي بـدن انسـان و     ناپـذیر بـر بافـت    شیمیایی آثار جبـران 

کننده از آنهـا دارنـد و تحقیقـات بایـد بـه       حیوانات تغذیه
ر ). د1تغییر الگوي استفاده از این سـموم متمرکـز شـود (   

ــا ــلاش  نی ــتا، ت ــا راس ــترده يه ــه يا گس ــافتن   ب ــور ی منظ
ــود کیف  ــراي بهبـ ــب بـ ــاي مناسـ ــاك، راهکارهـ ــت خـ یـ

ي شـیمیایی از  هـا  ندهیمحصولات کشاورزي و حذف آلا
ــه   ــورت گرفت ــایی ص ــول نه ــد ( محص ــولات ). 2ان محص

داشــتن  لیــدل بــه جــات صــیفیخصــوص  و بــه يکشــاورز
 می ـاز رژ یبخش مهم دانیاکس یآنت باتیو ترک ها نیتامیو

امـروزه مشـخص شـده    . دهنـد  یم لیانسان را تشک ییغذا
 ؛رابطــه دارد ییغـذا  میــبــا نـوع رژ  ی انسـان ســلامتاسـت  

انـد تـا بـه دنبـال      بـر آن شـده   گانکننـد  مصـرف  بنابراین،
 يهـا  سـم یکروارگانیو م ها نیسموم، توکس يایبقا کاهش

در این بین، مطالعات بـر اسـتفاده   . )3اشند (بدر غذا مضر 
هاي خاکزي طبیعـی   یکروارگانیسممعنوان  ها به يباکتراز 
ــاي  و  ــی از راهکاره ــظ   یک ــول و حف ــه محص ــد بهین تولی

کودهـاي زیسـتی    اند. متمرکز شده ستیز طیسلامت مح
که حـاوي   شوند یاطلاق م خاك  به مواد حاصلخیزکننده

 يهـا  سـم یکروارگانیگونه از م کافی از یک یا چند تعداد
هـا یـا    ، پروتوزوا، اکتینومیستها قارچ مانند مفید خاکزي

شوند و  یمنامیده  1PGPBهستند که به اختصار  ها جلبک
ایــن ). 4شــوند ( ســبب تحریــک رشــد گیــاه مــی  عمــدتاً

ي در سطح ریشـه یـا خـاك    ریقرارگبا  ها سمیکروارگانیم
توانند بهبود رشد گیاه را سبب شـوند. از   اطراف ریشه می
گسـترده بـراي افـزایش کـارایی      طـور  بـه این محصولات 

ــی  ــرده م ــا ســمیکروارگانیمشــود.  کشــاورزي بهــره ب  يه
خـاك و   زيیبهبود حاصلخبا و کودهاي زیستی خاکزي 

 کیــدر  اهیــگ ازیــموردن ییعرضــه مناســب عناصــر غــذا
ر نقـش  دای ـمصـرف کـود کشـاورزي پا    تیریمـد  ستمیس

 هـا  سـم یکروارگانیاستفاده از م ،. در این میاناساسی دارند
طـور   بـه  اهی ـمحـرك رشـد گ  هـاي   سـیلوس خصـوص با  به

 ).5( گرفته است توجه قرارشایان روزافزون 
بـر   یمبتن ـ يکـاربرد کودهـا   انـد  نشـان داده  ها یبررس

 شیرا افــزا اهیــدر گ ازیــجــذب عناصــر موردن ،لوسیباســ
ــ ــد یم  ــ ده ــبب تنظ ــمیمتابول میو س ــونیف س ــا توهورم  يه

 يبـالا  ي، توانمنـد همچنـین . شـود  یم ـ اهی ـگ یسلول درون
ــازطر لوسیباســ ــتغ قی ــولوژیزیف اتیدر خصوصــ ریی  کی

ــانیگ ــترس  اه ــا اس ــه ب ــا در مواج ــیمح يه ــح  یط و ترش
سـبب حفاظـت از    یسلول وارهید کننده بیتخر يها میآنز

 روس،ی ـو ،يبـاکتر  ری ـنظ ییها در برابر تجمع پاتوژن اهیگ
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بـه حفـظ    رو نی ـو ازا شـود  یقارچ و نماتدها در خـاك م ـ 
)؛ 6( کنـد  یمحصـول کمـک م ـ   شیو افـزا  اهی ـسلامت گ

ــه ــال،   ب ــور مث ــات روط ــاکتر يمطالع ــاي يب ــ ه  لوسیباس
 نی ـ، نشـان دادنـد ا  زوسـفر یشـده از ر  يجداسازمگاتریوم 

 يو کـاهش آهـن بـرا    دروفوریس ـ دی ـتول قیازطر يباکتر
کننـده   کنتـرل  کیعنوان  به ومینام فوزار با یاهیپاتوژن گ

مـذکور بـه    يمـار یو ضمن کنتـرل ب  کند میعمل  یستیز
تعداد گل و کـاهش زمـان    ،ییهواعملکرد اندام  شیافزا

 ).7( منجر شده است یده گل يلازم برا
عـلاوه بـر    ،یسـت یز يموجود در کودها يها لوسیباس

ــأث ــد گ  ریت ــر رش ــت ب ــان،یمثب ــه اه ــدل ب ــ لی  اتیخصوص
 اهـان یگ يهـا  يمـار یدر کنترل ب يضدپاتوژن، نقش مؤثر

 بـات یترک دی ـبـا تول  ،باسـیلوس سـوبتیلیس   يدارند. بـاکتر 
ــدم ــزا یکروبیضـ ــانیمقاومـــت گ شیو افـ ــر  اهـ در برابـ

از  دهبـه کـاهش اسـتفا    ،ییای ـو باکتر یقـارچ  يها يماریب
 نی. بـه هم ـ کننـد  یکمک م يدر کشاورز ییایمیسموم ش

 هــا لوسیباســ يحــاو یســتیز ياســتفاده از کودهــا ل،یــدل
درخـور   يو سالم در کشـاورز  داریروش پا کیعنوان  به

 ).8( توجه قرار گرفته است
ــایی    ــواره شناس ــین، هم ــوهمچن ــا هیس ــا  ه ــومی ب ي ب

ي جلـوگیري از  هـا  روش نیتـر  مهـم ي مفیـد از  هـا  تیقابل
ــمار     ــه ش ــارجی ب ــورهاي خ ــه کش ــتگی ب ــوابس . رود یم

مطالعات بسیاري در این زمینه در کشـور، انجـام و نتـایج    
؛ امـا کمبـود   )9(انـد   آنها در سطح صـنعتی اسـتفاده شـده   

ــاهده     ــتی مش ــاي زیس ــد کوده ــه تولی ــی در زمین محسوس
رو، در ایـن مطالعـه سـعی شـده اسـت بـا        ازایـن  شـود؛  می

واجد  لوسیباس هاي یهسومولکولی  ییو شناسا يجداساز
ــیو ــا    یژگ ــتفاده از آنه ــان، اس ــد گیاه ــرك رش ــاي مح ه
هـاي   یهسـو ی بـر پایـه   سـت یز يمنظور کاربرد در کودها به

 بومی ایران بررسی شود.  

 
 ها روشمواد و 

ــه ــرداري: نمون ــه ب ــاکترجداســازي  منظــور ب ي هــا يب
PGPB   ی فرنگ ـ گوجـه ، از ریشه و خاك گیاهـان مـزارع

 ي انجـام شـد.  بـردار  نمونـه مناطق مختلف اطـراف تهـران   
ي هـا  سـه یکهـا در   سپس براي حفظ رطوبت ریشـه نمونـه  

درجـه بـه    4و سریعاً در دمـاي   استریل قرار داده لنیات یپل
 آزمایشگاه منتقل شدند.

 ـتثبي هـا  لوسیباسجداسازي   بـراي ازت:  کننـده  تی
 ر یک لیترمقدا ،يزوسفریمنطقه ر يها يباکتر يجداساز

و  هیدرون ارلن تهدرصد  9/0 میسد دیکلر یمحلول نمک
 10بـه مـدت    ها شهیسپس ر). 10( شد لیدر اتوکلاو استر

منظـور جداسـازي    بـه درون ارلن تکان داده شـدند.   قهیدق
گـراد   درجـه سـانتی   80جنس باسیلوس، محیط در دمـاي  

 بــرايدر ادامــه دقیقــه تیمــار حرارتــی شــد.  16بــه مــدت 
فوق  یمحلول نمک زوپلنیمنطقه ر يها يباکتر يجداساز

در  شـه یو هماننـد قبـل ر   هی ـته ،80 نییتو v/v 1% يحاو
 و تیمـار حرارتـی شـد.    تکان داده به خوبی یمحلول نمک

رقـت در   الیهـا سـر   ، از نمونـه هـا  يباکتر يجداساز براي
صـورت پورپلیـت در    و بـه  هی ـته ی،خنث pHبافر فسفات با 
هنـد)،   ،Himediaآگار ( NFb medium3محیط کشت 

 48بــه مــدت گــراد  درجــه ســانتی 25ي در دمــاکشــت و 
هاي مشکوك بـه   یکلن. سپس شدند يگرماگذارساعت 

ها جداسازي و خواص فیزیکوشـیمیایی ازجملـه    باسیلوس
توانایی تولید کپسول، آزمون کاتالاز، اکسـیداز، توانـایی   

 شدند. آز آنها تعیین  و اوره MR-VPاحیاي نیترات، 
ي هـا  هیسـو در این مرحله  :ي پلیمرازا رهیزنجواکنش 
ــیلوس ــالگري   باســ ــراي غربــ ــودنبــ ــیل  دارابــ پتانســ

ــتثب بررســی  nifHگی ازت، از نظــر حضــور ژن کننــد تی
در محـیط کشـت    هـا  يباکتر). جداسازي اولیه 11شدند (
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NFB  گــراد درجــه ســانتی 33فاقــد منبــع ازت در دمــاي 
اطمینان از توانایی تثبیت ازت،  منظور  بهصورت گرفت و 

بـراي   بررسی شد. جداشدههاي  در سویه nifHوجود ژن 
توسـط کیـت اسـتخراج     هـا  هیسـو این منظور، ابتـدا ژنـوم   

DNA  ) ــاکتري ــی بــ ) GenElute, Sigmaاختصاصــ
شـده بـا    اسـتخراج  DNAاستخراج شد. کیفیت و کمیـت  

 Nanodrop, Thermoروش اســــپکتروفتومتري (

Scientificدرصــد تأییــد  2الکتروفــورز در ژل آگــاروز  ) و
با استفاده از پرایمرهـاي اختصاصـی    nifHشدند و تکثیر توالی 

ــد   ــام ش تـفاده از  )12(انج ــا اسـ ــرم. ب ــزار ن  Gene Runner اف
ــا مریپرا ــاي بـــــــــــــ ــوالهـــــــــــــ -F5′ یتـــــــــــــ

GCAATTTACGGCAAGGGTGGTATCGGCAA
 -R5′و  3′-

ATGGCGAAGCCGCCACACACCACGTC -3′ 
شده ژن هدف، طراحی و صحت آنهـا   براي بخش محافظت

بررسـی شـدند.    NCBIبا استفاده از ابزار بلاسـت در پایگـاه   
 PCR Master میکرولیتر 10میزان  ،PCRهر واکنش  يبرا

Mix 2x (Amplicon, USA) ،1  از هرکـدام از   میکرولیتـر
از میکرولیتـر   4 ،پیکومول بر میکرولیتر 10 ها با غلظتمریپرا

DNA ) نیــاز آب مقطــر میکرولیتــر  4 ) ونــانوگرم 150الگــو
 ونیمرحلـه دناتوراس ـ  شامل PCRواکنش  یی. مراحل دمابود
 35 قـه، یدق 5بـه مـدت    گـراد  درجه سانتی 95ي در دما هیاول

 30به مدت گراد  درجه سانتی 95 ونیچرخه شامل دناتوراس
گـراد   درجـه سـانتی   56 يدر دمـا  مریمرحله اتصال پرا ه،یثان

ــدت   ــه م ــثان 30ب ــه تکث هی ــو مرحل ــا ری ــه  72 يدر دم درج
چرخـه مرحلـه    35و پـس از   قـه یدق 1بـه مـدت   گراد  سانتی

 10بـه مـدت   گـراد   درجـه سـانتی   72 يدر دمـا  یینها ریتکث
بـاز   جفـت  510با اندازه  PCR. محصولات ندانجام شد قهیدق

 ــ ــرل منفـ ــور کنتـ ــاروز  یدر حضـ ــد  5/1در ژل آگـ درصـ
توسـط   تـروژل یبا ار يزیآم و پس از رنگ شدندالکتروفورز 

ــتگاه ژل داك ( ــا MahamAzma, Iranدســـ ) از آنهـــ

 .شد يبردار عکس
ــراي انتخــاب : هــا هیســوبررســی رشــد  ي هــا هیســوب

 100ازت بـا بـالاترین توانـایی رشـدي، ابتـدا       کننـده  تیتثب
درصـد   5/0بـا   شـده   یغن NFBلیتر محیط کشت مایع  میلی

عصاره مخمـر درون ارلـن تهیـه و اتـوکلاو شـد. سـپس از       
 5ي داراي ژن هـدف بـه میـزان    هـا  هیسـو کشت تازه شبانه 

هـاي کشـت روي    در محیط فوق تلقیح شد. محـیط درصد 
ســاعت در  48، بــه مــدت g 150شــیکر انکوبــاتور بــا دور 

ي شـدند. بعـد از   گرماگـذار گـراد   درجـه سـانتی   30دماي 
با استفاده از  ها نمونهاتمام دوره گرماگذاري، جذب نوري 

 گیري شد.   نانومتر اندازه 600دستگاه اسپکتوفوتومتر در 
ــالگري . ــایی انحــلال هــا لوسیباســغرب ي داراي توان

هـا بـا اسـتفاده از     توانایی انحلال فسفات در جدایـه : فسفات
ــان)  PVK( Pikovskayaکشــت ( طیمحــ ــرك، آلم (م

لیتـر از   میلـی  100براي این منظـور، ابتـدا    ).13بررسی شد (
ــا کشــتمحــیط  ــته ــوکلاو   ي نوترین ــه و در ات ــراث، تهی ب

ي باکتریـایی  هـا  هیسـو لیتـر از   میلـی  1استریل شدند. سپس 
 24ي مذکور تلقیح شـد و بـه مـدت    ها کشتدرون محیط 

میکرولیتر از کشت مـذکور   10ساعت گرماگذاري شدند. 
آگـار، کشـت و بـه     PVKي در محیط گذار لکه صورت به

ــدت  ــاي  72مـ ــاعت در دمـ ــانتی 30سـ ــه سـ ــراد  درجـ گـ
ي بـاکتري  هـا  یکلن ـي شد. هاله شفاف اطـراف  گرماگذار

آنـالیز   نحلال فسفات در نظـر گرفتـه شـد.   توانایی ا عنوان به
در  هـا  هیسوکمی توانایی انحلال فسفات نیز ازطریق کشت 

بــراث اســتریل  PVKلیتــر محــیط  میلــی 100ارلــن حــاوي 
هـا درون شـیکر انکوبـاتور بـا      صورت گرفت. سـپس ارلـن  

ســاعت قــرار گرفتنــد. در ادامــه،  72بــه مــدت  g 120دور 
 g 150دور دقیقــه بــا  20ي باکتریــایی بــه مــدت هــا کشــت

ســـانتریفیوژ شـــدند و میـــزان انحـــلال فســـفات ازطریـــق 
نـانومتر و   882مـوج   طـول ي جـذب نـوري در   ری ـگ اندازه
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مشـخص شـد    4PO2KHمقایسه با منحنی استاندارد محلول 
)21 .( 

ــالگري. ــیلوس غرب ــایی   باس ــاي داراي توان ــد ه تولی

منظور، همانند قبـل، کشـت   براي این اسید:  استیک ایندول
بـراث (مـرك،    ها در محـیط نوترینـت   تازه شبانه از باکتري

بـه   لیتـر از کشـت تـازه    میلی 1). سپس 14آلمان) تهیه شد (
براث استریل  لیتر محیط نوترینت میلی 100هاي حاوي  ارلن

گـرم بـر لیتـر     میلـی  1/0تریپتوفان به میـزان   -ال با شده  یغن
 48بـه مـدت    g150  و دوردرجه  30تلقیح شد و در دماي 

ي شـــدند. پـــس از تکمیـــل رشـــد،  گرماگـــذارســـاعت 
 g300دقیقــه بــا دور  30ي باکتریــایی بــه مــدت هــا کشــت

 هــا نمونــهســوپرناتانت لیتــر از  میلــی 2ســانتریفیوژ شــدند و 
ترکیب و به مدت  ،Salkowskiمعرف لیتر  میلی 2همراه با 

دقیقــه در دمــاي اتــاق در تــاریکی نگهــداري شــدند و   30
 و نـانومتر، تعیـین   535 مـوج  در طول ها نمونهجذب نوري 

 ).14مقدار تولید ایندول استیک اسید محاسبه شد (
شـده از   هـاي جداسـازي   یهسوی: ضدقارچبررسی اثر 

آسـپرژیلوس  هـاي   یهسـو ی علیه ضدقارچنظر بروز اثرات 
 فوزاریــوم گرانینــاریوم و  ورتیکولــوم داهلیائــه ، نــایجر

علـت   زا بـه  ي قـارچی بیمـاري  هـا  گونه نیابررسی شدند. 
 1شیوع زیاد در منـاطق مختلـف جهـان، انتخـاب شـدند.      

لیتر از محیط کشت حاوي هر سویه در پلیت حـاوي   میلی
ــیزم بیســمحــیط کشــت  ــه) MPAی آگــار (ن  صــورت ب

ــهســطحی کشــت داده و  ــا ا نمون ــی 3قطــر ي ب ــر از  میل مت
. )15(هـاي قـارچی در مرکـز پلیـت قـرار داده شـد        هیف

گـراد   درجـه سـانتی   25روز در دمـاي   10پلیت به مـدت  
ــاکتري،    ــد ب ــارچ در محــیط فاق ــه شــد. از کشــت ق انکوب

عنوان نمونه کنتـرل بهـره بـرده شـد. میـزان ممانعـت از        به
 I= [(C-T)/C]*100هـا بـا اسـتفاده از فرمـول      رشد هیف

قطـر   Cبرابر بـا درصـد عـدم رشـد هیـف،       Iمحاسبه شد. 

 بود. MPAقطر هیف در پلیت  Tهیف کنترل و 
ــت  ــازي ACCفعالی ــت   :2دآمین ــی فعالی  ACCبررس

و همکـاران انجـام    3دآمینازي با استفاده از روش گلیـک 
میکرولیتر از محیط کشـت   1. بدین منظور، )17, 16(شد 

اضافه  NFB-ACCحاوي هر سویه در پلیت آگار حاوي 
 5کربوکسـیلاز ( -1-آمینوسـیکلوپروپان -1شد که داراي 
درجه  28عنوان تنها منبع نیتروژن بود و در  گرم بر لیتر) به

روز انکوبه شد. در صـورت ایجـاد    4گراد به مدت  سانتی
کلنی، کشت مجدد در همـان محـیط صـورت گرفـت و     

دآمینـازي   ACCهاي رشدکرده با توانـایی فعالیـت    سویه
 در نظر گرفته شدند.

و  4تولید سیدروفور با روش نیلنـدز تولید سیدروفور: 
ــاران بررســـی شـــد  ــور، )18(همکـ  1. بـــراي ایـــن منظـ

میکرولیتر از کشت تازه یک شبه باکتري، به پلیت حاوي 
 30)، تلقیح و در CASمحیط کشت کروم آزورول اس (

ــه مــدت  درجــه ســانتی روز گرماگــذاري شــد.  4گــراد ب
ز بـراي مشـاهده ایجـاد رنـگ نـارنجی در      ها هـر رو  پلیت

 سودوموناس فلورسـنس ها بررسی شدند. از  یکلناطراف 
 منظور کنترل مثبت استفاده شد.   به P1سویه 
تولیــد هــاي داراي توانــایی  جداســازي باســیلوس.

 100بـراي بررسـی توانـایی تولیـد آمونیـاك،      آمونیاك: 
لیتــر محــیط  میلــی 10ســاعته در  24میکرولیتــر از کشــت 

سـاعت در   48-72براث، تلقـیح و بـه مـدت     کشت پپتون
ــانتی 37دمـــاي  ــه سـ ــاتور  درجـ ــیکر انکوبـ گـــراد در شـ

ــه، گرماگــذار ــی 1ي شــد. در ادام ــر معــرف نســلر   میل لیت
رنگ محیط از (مرك، آلمان) به محیط افزوده شد. تغییر 

عنـوان تولیـد آمونیـاك در نظـر گرفتـه       اي به زرد به قهوه
 ).14شد ( یم

تولید سیانید هاي داراي توانایی  غربالگري باسیلوس.

 در این آزمون توانایی تولید سیانید هیـدروژن  :هیدروژن
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و  5لـرك  روشي باکتریایی، با اسـتفاده از  ها هیسوتوسط 
از میکرولیتر  100 منظور،بدین ). 19همکاران انجام شد (

آگـار   ها، در اسلنت محیط نوترینـت  یهسو شبه  ککشت ی
گرم بر لیتـر گلایسـین کشـت داده شـد.      4/4 شده لیتکم

ی با کاغـذ صـافی آغشـته بـه معـرف      خوب  به ها لولهدرب 
درصـد)   2درصد پیکریک اسید و سـدیم کربنـات    5/0(

ج گـاز  از خـرو پوشانده و با نوار پارافیلم مسـدود شـد تـا    
روز  4بـه مـدت    هـا  لولهسیانید هیدروژن جلوگیري شود. 

درون انکوبــاتور گــراد  درجــه ســانتی  28±2در دمــاي 
ي شدند. تغییر رنـگ کاغـذ صـافی آغشـته بـه      گرماگذار

تولیـد گـاز    دهنـده  نشـان ي ا قهـوه معرف از رنگ زرد بـه  
 سیانید هیدروژن بود.

ي باسـیلوس منتخـب:   هـا  هیسـو شناسایی مولکـولی  .

هاي باسیلوس منتخب، با تکثیـر قسـمتی از    یهسوشناسایی 
ــی   ــه ژنـ ــدهناحیـ ــا 16S rDNA کدکننـ ــتفاده از  بـ اسـ

مـراز صـورت گرفـت. بـدین      ي پلـی ا رهیزنجي ها واکنش
هـاي منتخـب اسـتفاده شـدند کـه در       یهسـو منظور، ژنـوم  

 16Sمراحـل قبــل اســتخراج شــده بودنـد. تکثیــر تــوالی   

rDNA  بــــا اســــتفاده از پرایمرهــــايPIB16) (5- 

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3  وMIB16 

(5-GGCTGCTGGCACGTAGTTAG-3)  ــام انجـــ
 میکرولیتـر  10میزان  PCRهر واکنش  يبرا. )12(گرفت 

PCR Master Mix 2x (Amplicon, USA)، 1 
پیکومـول   10 ها بـا غلظـت  مریاز هرکدام از پرامیکرولیتر 

) نـانوگرم  200الگـو (  DNAاز میکرولیتر  5 ،بر میکرولیتر
واکـنش   یی. مراحل دمـا نیاز بودآب مقطر میکرولیتر  5و 

PCR درجـه   95 يدر دما هیاول ونیمرحله دناتوراس شامل
چرخـــه شـــامل  36 قـــه،یدق 4بـــه مـــدت  گـــراد یســـانت

 ه،یــثان 45بــه مــدت  گــراد یدرجــه ســانت 94 ونیدناتوراســ
بـه   گـراد  یدرجـه سـانت   55 يدر دما مریمرحله اتصال پرا

درجــه  74 يدر دمــا ریــو مرحلــه تکث هیــثان 30مــدت 
چرخـه مرحلـه    36و پـس از   قـه یدق 1به مدت  گراد یسانت
 8بـه مـدت    گـراد  یدرجـه سـانت   71 يدر دما یینها ریتکث
در حضــور کنتــرل  PCRانجــام شــد. محصــولات  قــهیدق

و پـس   شـدند درصد الکتروفـورز   2در ژل آگاروز  یمنف
ــگ ــآم از رنــــ ــتگاه ژل  يزیــــ ــط دســــ داك  توســــ

)MahamAzma, Iran ــبردار ــا عکسـ ــد ي) از آنهـ  .شـ
ــول  ــه  PCRمحصـــــ از روي ژل،  bp 1500در ناحیـــــ

جداسازي و بـه میکروتیـوپ اسـتریل منتقـل شـد. سـپس       
ارسـال   سیسـوئ  Microsynthیابی به شرکت  براي توالی

تـوالی قـرار   بـا  هـا   هیسـو آمده از  دست به یتوال سهیمقا با شد.
ــده ــاهیدر پا داده شــــــــــــــــــــ داده  گــــــــــــــــــــ

)http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST ( ــزان میـــــــ
درخـت فیلـوژنی بـا اسـتفاده از      .شـد  نیـی تعمشابهت آنهـا  

ــرم ــزار  ن ــه روش  MEGA6اف ــا  Neighbor-joiningب و ب
هـاي   یهسـو انجـام شـد. در ایـن مطالعـه از      2مدل کیمورا 

 باسیلوس مگاتریوم، ATCC 14579 باسیلوس سوبتیلیس
عنـوان   بـه  DRG4سـویه   باسیلوس فلکسـا و  K31.3سویه 
هاي تیپیک براي رسـم درخـت فیلـوژنی اسـتفاده      يباکتر
 شد. 

منظـور تحلیـل آمـاري     در این مطالعه بهش آماري: رو
اسـتفاده شـد.    GraphPad Prism 9افـزار   ها، از نـرم  داده

ــالیز   تجزیــه و تحلیــل داده ــا اســتفاده از روش آن ــز ب هــا نی
در سطح احتمال  T testطرفه و  یک ANOVA واریانس

05/0 p≤  .بررسی شد 
 

 .نتایج
ــیلوس ــا:  جداســـازي باسـ ــازي هـ بـــراي جداسـ

نمونـه خـاك    6ي با توانایی تثبیـت ازت،  ها لوسیباس
ی در اطـراف  فرنگ ـ گوجـه و ریشه از مـزارع مختلـف   
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هـــا در محـــیط فاقـــد ازت  تهـــران، تهیـــه و بـــاکتري
نمونـــه خـــاك / ریشــــه    6جداســـازي شـــدند. از   

ــل ــده منتق ــگاه،   ش ــه آزمایش ــه   28ب ــاکتري از ناحی ب
باکتري از ناحیه ریـزوپلن جداسـازي    22ریزوسفر و 

ــیات   ــدند و خصوصـ ــتیرشـ ــ خـ ــا  شناسـ ــا بـ ی آنهـ
نشـان دادنـد از    ها دادهي گرم بررسی شد. زیآم رنگ

سویه متعلـق بـه جـنس     15شده،  ي جداسازيها هیسو
ســویه از ناحیــه    8باســیلوس از ناحیــه ریزوســفر و   

ي گـرم مثبـت داراي   هـا  هیسـو اند. ایـن   هریزوپلن بود
نیتـرات،   اکننـده یاحنتایج بیوشیمیایی کاتالاز مثبـت،  

ــت،   ــیترات مثب ــی و  MRس ــت و اوره VPمنف آز  مثب
اسـتوك   صـورت  بـه  جداشـده هاي  منفی بودند. سویه

 گلیسرول در فریزر نگهداري شدند.  
 منظـور  به: کننده ازت هاي تثبیت یهسوغربالگري 

هـا از لحـاظ    اطمینان از توانایی تثبیـت ازت، بـاکتري  
غربالگري شدند. نتـایج نشـان دادنـد     nifHوجود ژن 

ــاکتري از ســویه 8 ــاي جداســازي ب ــده داراي ژن  ه ش
nifH و محصول  هستندPCR   پس از الکتروفـورز در

 1داشـته اسـت. در شـکل     قـرار  بـاز  جفت 510منطقه 
هـا نمـایش    نتایج حاصل از الکتروفورز ژنوم بـاکتري 

کدگـذاري   S8تـا   S1هـا از   یهسـو اند. ایـن   شده  داده
 شدند.

  

 
تا  1+:کنترل مثبت ستون  ،یکنترل منف -Cشده از خاك.  ي باسیلوس جداسازيها هیسودر  nifHژن  PCRنتایج الکتروفورز محصولات  -1شکل 

 bp 100ی مارکر وزن مولکول :Mشده،  ژن مطالعه PCR جهینت 8

: جداشــدهي هــا لوسیباســ بررســی پتانســیل رشــد.

یی بـا توانـایی بـالاتر رشـدي،     هـا  هیسـو انتخـاب   منظور به
شـده در محـیط کشـت     ي باسـیلوس جداسـازي  ها يباکتر
NFB عصـاره مخمـر کشـت داده     درصـد  1بـا   شـده  یغن

ــا   شــدند. پــس از تکمیــل رشــد، میــزان جــذب نــوري (ب
هـاي   استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر) و تعـداد بـاکتري  

آمـده بـراي    دست نتایج به 1زنده شمارش شد. در جدول 
ــده    5 ــدي آورده ش ــایی رش ــترین توان ــا بیش ــویه ب ــد.  س ان

ن هـایی بـا بیشـتری    شـود بـاکتري   طور که مشاهده می همان
از ناحیه ریـزوپلن جداسـازي شـدند.     عمدتاًتوانایی رشد 

 S2 ،S4هـاي   یهسـو داراي بیشتري میزان رشد و  S6سویه 
ــین باســیلوس  S7و  ــایی رشــد ب هــاي  داراي کمتــرین توان

https://bjm.ui.ac.ir/article_28122.html
https://bjm.ui.ac.ir/article_28122.html


 
 

 27 / شیوا یاوریان و همکارانتقویت رشد گیاهان از خاك مناطق اطراف تهران داراي پتانسیل ي بومی باسیلوسها هیسوجداسازي و شناسایی مولکولی 

 

10.22108/bjm.2023.138040.1545 http://dx.doi.org/ 

 . اند بودهشده  جداسازي

شـده از   ي جداسـازي هـا  هیسوی: ضدقارچبررسی اثر 
هاي قارچی بررسی  یهسونظر بروز اثرات ضدقارچی علیه 

هاي باسیلوس منتخب ایـن   یهسونشان دادند  ها دادهشدند. 
کنندگی رشـد علیـه    تحقیق در بیشتر موارد داراي اثر مهار

درصد بودند. سویه  70هاي قارچی به میزان بیش از  یهسو
S6     در این مطالعه کمترین میزان اثـر ضـدقارچی و سـویه
S1  ي قـارچی را  هـا  نـه گوبیشترین میزان ممانعت از رشد

 نشان داد.

ــت  ــازي ACCفعالی ــت   :6دآمین ــی فعالی  ACCبررس
توانـایی   S5جـز سـویه    ها به یهسودآمینازي نشان داد همه 
ازطریـق   1-آمینوسـیکلوپروپان -1رشد در محیط حـاوي  

 ).1دآمینازي بودند (جدول  ACCفعالیت 
هـاي   یهسوتولید سیدروفور در همه  تولید سیدروفور:

جـز   نشـان داد بـه   2شـده بررسـی شـد و شـکل      جداسازي
هـا داراي توانـایی تولیـد سـیدروفور      یهسـو ، بقیه S3سویه 

 ).1بودند (جدول 
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A.niger V.dahliae F.graminearum 
هاي  یهسوروز توسط  10گراد به مدت  درجه سانتی 25) در دماي MPAدهنده میزان ممانعت از رشد در محیط کشت ( نمودار نشان -2شکل 

 >05/0pدار  . *: اختلاف معنیprismافزار گراف پد  نرم باسیلوس منتخب این مطالعه با استفاده از
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 S5توسط سویه  CASتصویر نتیجه مثبت تولید سیدروفور در محیط کشت  -3شکل 

 
 NFBگراد محیط کشت  درجه سانتی 30ساعت انکوباسیون در دماي  48ها پس از  یهسوها و رشد  یهسوهاي مختلف  یژگیوبررسی  -1جدول 

 تولید سیدروفور
 ACC  تیفعال

 ينازیدآم
 فعالیت ضدقارچی

 48تعداد باکتري پس از 
انکوباسیون در محیط 

 NFB (CFUs/mL)کشت 
OD600nm کد ایزوله 

+ + - 3e 3,4 16/3 S1 

+ + - 3e 1/1 01/1 S2 

- + + 6e 2/2 52/4 S3 

+ + - 2e 1/1 91/0 S4 

+ - + 3e 4/5 02/5 S5 

+ + - 2e 9,2 79/4 S6 

+ + - 4e 1/1 12/1 S7 

+ + + 1e 1/7 92/3 S8 

 
نتایج ارزیابی انحـلال  : بررسی توانایی انحلال فسفات

ــهفســفات  ــورت  ب ــام   ص ــد تم ــان دادن ــی نش ــویه  5کیف س
ــهباکتریــایی منتخــب،   انحــلال فســفات هســتند. قــادر ب

لیتـر و   میلی 34ترتیب برابر  بیشترین و کمترین قطر هاله به
 S5و  S3هـاي   ترتیـب توسـط سـویه    لیتر بود که به میلی 7
نتـایج ارزیــابی   دهنـده   شینمـا  4بـود. شـکل    شـده  جـاد یا

اسـت.   PVKانحلال فسـفات توسـط بـاکتري در محـیط     
ها  میزان انحلال فسفات توسط باسیلوسنتایج نشان دادند 

کـه در نمـودار مشـاهده     طور هماندار دارد.  تفاوت معنی
ــ ــود یم ــفات در    ش ــلال فس ــایی انح ــزان توان ــترین می بیش

 6/267(و  S3) لیتـر  میکروگـرم بـر میلـی    3/293هاي ( یهسو
مشـــاهده شـــده اســـت؛  S6 )لیتـــر میکروگـــرم بـــر میلـــی

 S5 )لیتــر میکروگــرم بــر میلــی 6/191(ســویه  کــه یدرحــال
داراي کمترین مقدار توانایی انحلال فسفات است کـه از  

هاي دیگـر دارد   داري با سویه لحاظ آماري اختلاف معنی

)01/0p< .( 
تعیـین میـزان    توانایی تولید اینـدول اسـتیک اسـید:   

بـه روش   هـا  هیسـو ایندول استیک اسـید تولیـدي توسـط    
انجام شد. براي ایـن   Salkowskiمعرف سنجی و با  رنگ

ي منتخــب کشــت داده شــدند و پــس از هــا هیســومنظــور 
تکمیــل فراینــد تخمیــر، ســوپرناتانت محــیط کشــت،      

 غلظت ایندول اسـتیک اسـید  و سپس تغییرات ي جداساز
هـاي منتخـب،    تمام باسیلوس ها افتهبراساس یارزیابی شد. 

توانایی تولید ایندول استیک اسید را داشتند. نتـایج نشـان   
دادند بیشترین میزان ایندول اسـتیک اسـید توسـط سـویه     

S3  بـوده اسـت.    لیتـر  میکروگرم بـر میلـی   9,687و برابر با
علاوه بر این، کمترین میزان تولید اینـدول اسـتیک اسـید    

بـوده   لیتـر  میکروگرم بر میلی 3,814 باو برابر  S1در سویه 
 ).5است (شکل 
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ساعت انکوباسیون در محیط  48تصویر مقایسه مقادیر قطر هاله ایجادشده توسط باکتري باسیلوس منتخب جداشده از خاك پس از  -4شکل 

 >05/0pدار  اختلاف معنی*:  .PVKکشت 
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ساعت انکوباسیون در  48تصویر مقایسه مقادیر ایندول استیک اسید تولیدشده توسط باکتري باسیلوس منتخب جداشده از خاك پس از  -5شکل 

 تریپتوفان-با ال شده بیترکبراث  نوترینتمحیط کشت 

بررسی تولید آمونیوم و سـیانید هیـدروژن توسـط    .

 هـا  هیسـو بررسـی تولیـد آمونیـاك توسـط      :هـا  باسیلوس
-72ي باکتریایی ها کشتافزودن معرف نسلر به  واسطه به

بـراث و مشـاهده تغییـر رنـگ      ساعته در محـیط پپتـون   48
ــیط از  ــوهمح ــه ا قه ــایج    زردي ب ــاس نت ــد. براس ــام ش انج

شده توانایی تولیـد   سویه جداسازي 5تمامی  آمده دست به
بیشـترین میـزان تولیـد     S3آمونیاك را داشتند؛ امـا سـویه   

این ماده را داشت. همچنین تولید گـاز سـیانید هیـدروژن    

 ي کاغـذ صـافی  ا قهوهازطریق مشاهده تغییر رنگ زرد به 
اسـید و سـدیم   درصـد پیکریـک    5/0آغشته بـه معـرف (  

ــات  ــد)  2کربن ــت درص ــیط نوترین ــلنت مح ــار  در اس آگ
گرم بر لیتر گلایسـین انجـام شـد و نتـایج      4/4با  شده یغن

ي کاغـذ  گرماگذارروز  4این آزمون نشان دادند پس از 
ــه معــرف   مشــاهده شــد کــه  رنــگ زردصــافی آغشــته ب

سـویه و   4عدم تولیـد گـاز هیـدروژن توسـط      دهنده نشان
 بود. S2وسط سویه تولید این گاز ت
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بررسـی روابـط فیلـوژنی     :بررسی روابط فیلـوژنتیکی 
و  S6هـاي   یهسـو نشـان داد   6هاي منتخب در شکل  یهسو
S3  در یــک خوشــه قــرار  باســیلوس ســوبتیلیسبــا ســویه

داراي روابـط فیلـوژنتیکی    S8با سـویه   S1گرفتند، سویه 

هـاي   یهسـو بـا   S5بسیار نزدیک با یکدیگر بودند و سویه 
ــاتریوم  ــیلوس مگ ــویه  k31.1 باس ــا و س ــیلوس فلکس  باس

DRG4 .قرابت ژنتیکی بیشتري نشان داد 

 

 
منظور بررسی روابط ژنتیکی  به 2 مورایو با مدل ک Neighbor-joiningبه روش  MEGA6افزار  نرم شده با رسم تصویر درخت فیلوژنتیک -6شکل 

استرپ  تاحتمال تکرار بو زانیها م مجاور گره يها شماره .16S rDNAهاي تیپیک بر پایه توالی بخشی از ژن  یهسوسویه منتخب با یکدیگر و با  5
 .دهد یرا به درصد نشان م
 .گیري بحث و نتیجه

ــارة امــروزه  ــاکتريدانشــمندان درب  هــاي اســتفاده از ب
بهبــود رشــد محصــولات  منظــور  بــه اهیــمحــرك رشــد گ

). کـود  20انـد (  کشاورزي تحقیقات مختلفـی انجـام داده  
مزیت بسیاري نسـبت بـه    ها باکتري نیاشده با  زیستی تهیه

در سـطح   يری ـبـا قرارگ هـا   یهسـو سایر کودها دارد. ایـن  
شـوند   یم ـ اهی ـرشـد گ  باعـث  شهیخاك اطراف ر ای شهیر

 کی ـدر  مفید هستند. يکشاورز ییکارا شیافزا يبرا که

 ،داریـــمصــرف کــود کشــاورزي پا    تیریمــد  ســتم یس
ــاکتر ــود در  يب ــاي موج ــود    ه ــا بهب ــتی ب ــاي زیس کوده

ــلخ ــذا    زيیحاص ــر غ ــب عناص ــه مناس ــاك و عرض  ییخ
 ). 5(دارند  ینقش اساس اهیگ ازیموردن

بـر   یمبتن ـ يکـاربرد کودهـا   انـد  نشـان داده  ها یبررس
 شیرا افــزا اهیــدر گ ازیــجــذب عناصــر موردن ،لوسیباســ

ــ ــد یم  ــ ده ــبب تنظ ــمیمتابول میو س ــونیف س ــا توهورم  يه
 .شود یم اهیگ یسلول درون
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هاي  شناسایی باسیلوسو  يجداساز قیتحق نیهدف ا
 ؛بود کننده رشد گیاهان هاي تحریک یژگیوبومی داراي 

ــابرا ــه ر ،نیبن ــفریاز دو منطق ــو ر زوس ــزارع  زوپلنی از م
بـه همــراه   اهی ـگ شـه یاطـراف تهـران، نمونــه ر   کشـاورزي 

ــه آزما  ــاك آن ب ــگاهیخ ــل  ش ــد منتق ــاکترش ــا يو ب  يه
 کی ـ تـروژن ینشدند. جدا  ناطقم نیازت از ا کننده تیتثب

 تی ـاسـت. تثب  اهی ـگ دی ـرشـد و تول  يبـرا  يعنصر ضـرور 
 نی ـا لیتبـد  يبـرا  یع ـیطب لهیتنها وس ـ تروژنین یکیولوژیب

اسـت.   اهانیگ يبه شکل قابل استفاده برا يعنصر ضرور
و  ای ـحبوبـات (نخـود، لوب   اهـان یماننـد گ  اهانیاز گ یبرخ

در  تـروژن یکننده ن تیتثب هاي ياز باکتر هایی یشبدر) کلن
قادر به  ها يباکتر نی. ادارندخود  شهیمتصل به ر يها گره
 اهی ـاتمسفر به شکل قابل استفاده توسـط گ  تروژنین لیتبد

 قی ـشـده ازطر دیتول يقنـدها  اهی ـگ نیدر عوض، ا ؛هستند
همچنـین،   .دهـد  یقـرار م ـ  هـا  يباکتر اریفتوسنتز را در اخت

 میدر تنظــ ینقــش مهمــ زوســفریر هــاي یکروارگانیســمم
تعامـل   سمیدارند. مکان اهانیخاك در دسترس گ تروژنین
حـوزه   کی ـ زوسـفر یر يها سمیکروارگانیو م اهانیگ نیب

ــکل ــاتیتحق يدی ــتفاده از م ق ــمیکروارگانیدر اس ــا س  يه
رو، این تحقیق بر جداسـازي   )؛ ازاین20( است يکشاورز

هایی با توانایی تثبیـت ازت متمرکـز شـده اسـت.      يباکتر
 دی ـقـادر بـه تول   هـا  لوسیباس ـ انـد  دادهمطالعات قبلی نشان 

هسـتند کـه باعـث     اهـان یگ يبرا دیمف يها از ازت یانواع
 هـا  يبـاکتر  نی. اشوند یم اناهیرشد و عملکرد گ شیافزا
ــ ــد یم ــو توانن ــرم يازت ج ــه ف ــا را ب ــ يه ــد  یمختلف مانن

 يبـرا  یکنند کـه همگ ـ  لیتبد تیتریو ن تراتین وم،یآمون
ــانیگ ــاورز اه ــمف يکش ــتند دی ــاکتر ).21( هس ــا يب  يه

 تی ـتثب شیبهبود خاك و افزا توانند یم نیهمچن لوسیباس
بهتـر از ازت در   تا گیاهان ازت در خاك را بهبود بخشند

ــزا    ــا اف ــرد آنه ــد و عملک ــتفاده کنن ــاك اس ــدی شیخ . اب

باعـث   لوسیباس ـ يهـا  يبـاکتر  اثبات شده است ن،یهمچن
 یکـاهش آلـودگ   جهیو در نت ییایمیبه کود ش ازیکاهش ن

 ).22( شوند یم ستیز طیمح
ــیش از   ــق ب ــن تحقی ــد 80در ای ــیلوسبا درص ــاي س  ه

جـدا   زوپلنی ـر هی ـازت از ناح تی ـتثب ییجداشده بـا توانـا  
همـواره تعـداد و تنـوع     اند قبل نشان داده مطالعات .شدند
ریـزوپلن  از خـاك   شتریب يزوسفریدر منطقه ر ها يباکتر

). در مطالعات قبلی همچون تحقیق بـارا و  22بوده است (
و کونـگ و همکـاران در سـال     2021همکاران در سـال  

افزایش تنوع باکتریـایی در منطقـه ریزوسـفري بـه      2019
هـاي مغـذي و مـواد آلـی در ایـن       ظت بالاتر متابولیـت غل

 منظور به ،در ادامه. )24, 23(منطقه نسبت داده شده است 
بهبـود   لیپتانس ـ نیبـالاتر  داراي هـاي  باسیلوسبه  یابیدست

 ییبراســاس توانــا هــا هیســو ســازي غربــال ،گیاهــانرشــد 
تا توانایی آنهـا بـراي تولیـد کـود      صورت گرفت يرشد

 طیدر مح ـ هـا  هیسـو  یتمـام بنابراین،  زیستی بررسی شود؛
) هیســو 5( هــا هیســو نیبرتــر و دادهکشــت مشــابه کشــت 

در  پر مصرف مهـم  ییفسفر از عناصر غذا. شدندانتخاب 
را  اهی ـرشد گ ،کمبود آن و رود یمتغذیه گیاهان به شمار 

فسـفر در خـاك    تیحلال). 10کند ( یبه شدت محدود م
طبیعـی یـا    قسـمت اعظـم فسـفر    بنـابراین، است؛ کم بوده 

در خــاك بــه فــرم  فســفر موجــود در کودهــاي شــیمیایی
شود. با توجه بـه   یم تینامحلول در خاك تثب يها فسفات
از  يادیــز ریمقــاد يحــاو يکشــاورز يهــا خــاك اینکــه

 يهـا  فسفر از فرم يآزادساز هستند،فسفر نامحلول  ریذخا
 شیمنظـور افـزا   شده موجود در خاك به تینامحلول و تثب

 تیــاز اهم یزراعــ اهــانیگ يفســفر بــرا یفراهمــ تیــقابل
 تیــحلال شیافــزا ییتوانــا). 9( ســتبرخــوردار ا یخاصــ

اسـت کـه    یاز صـفات  یک ـینـامحلول   یمعدن يها فسفات
محرك رشد  يها يو انتخاب باکتر يمعمولاً در غربالگر
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 ).25، 10شود ( یدر نظر گرفته م اهیگ
 بـا قابلیـت رشـد    لوسیباس ـ يها يباکتردر این تحقیق 

، توانـایی انحـلال فسـفر را نشـان     NFBکشـت   طیدر مح
 هـاي  یسـم مکان قیفسفر را ازطر توانند یم ها يباکتردادند. 
 کی ـ ها يفسفر توسط باکتر انحلالکنند.  تجزیه یمختلف

 اهـان یبـه گ  نـد یفرا نی ـمهم در چرخه فسفر است. ا ندایفر
مـاده   کی ـکنند که  دایپ یبه فسفر دسترس کند یکمک م

 تـرین  یـج را رشد و نمو آنهـا اسـت.   يبرا يضرور یمعدن
ماننـد   ،یآل ـ يدهایاس ـ دی ـتول) 1 نـد از ا عبارت ها یسممکان

 دهایاس نیا ؛کیلاکت دیو اس کیمال دیاس ک،یتریس دیاس
 يهـا  را از فسـفات  میزی ـو من میکلس ـ هـاي  یـون  تواننـد  یم

فسـفات در دسـترس    شـود  یجدا کنند که باعث م یمعدن
 تواند یم میآنز نیا :فسفاتاز میآنز دیتول) 2؛ باشد اهانیگ
بشـکند کـه    یمعـدن  يهـا  فسفات را در فسفات يوندهایپ

 دی ـتول) 3؛ باشد اهانیفسفات در دسترس گ شود یباعث م
آهـن را بـه خـود     تواننـد  یهـا م ـ  مولکـول  نیا :دروفوریس

رشـد   يبـرا  يضـرور  یماده معدن کیجذب کنند. آهن 
آهـــن را از  هـــا يبـــاکتر ،نیبنـــابرا ؛اســـت هـــا يبـــاکتر
 شـود  یکـه باعـث م ـ   کننـد  یجذب م ـ یمعدن يها فسفات

انحـلال   ییتوانـا  زانی ـم باشد. اهانیفسفات در دسترس گ
ــو  ــفات در سـ ــازه   یهفسـ ــب در بـ ــاي منتخـ  190-290هـ

. مشـابه بـا تحقیـق    مشـاهده شـد  لیتـر   میکروگرم بـر میلـی  
فسـفر   انحـلال حاضر، در مطالعات قبلی مـاکزیمم میـزان   

لیتـر   میکروگرم بـر میلـی   290توسط سویه منتخب برابر با 
نشـان   ). تحقیقـات در ایـن زمینـه   26گزارش شده اسـت ( 

 طینـامحلول در مح ـ  يها فسفات یکروبیم تیحلال دادند
ــا يکشــت حــاو ــه هــا ســمیکروارگانیم نی ــدل ب ترشــح  لی

و  کی ـلاکت ک،یتریس ـ ک،ی ـاگزال لی ـاز قب یآل یدهاياس
 فمختلــ يهــا بــا روش اســید اســت کــه   کیــگلوکن

کشـت   طیدر مح HPLCو  TLC لیاز قب یکروماتوگراف

و  نیـی تع ،کننـده فسـفات   حـل  يهـا  سـم یکروارگانیم عیما
، نی ـا. عـلاوه بـر   )27(شده است  گزارش ناتوسط محقق

 ی،معـدن  يدهایاس دیتول ها با گزارش شده است باسیلوس
 دی ـکـردن و تول  کلاتـه  ،دروفوریترشـح س ـ  ،پروتون دیتول

 بــاتیقادرنــد ترک ،فســفاتازدآمینــاز و  ACCهــاي  یمآنــز
 لیمحلول تبد باتیفسفر را به ترک یو آل ینامحلول معدن

ــ ــن28د (کننـ ــارو،  )؛ ازایـ ــفات  ییتوانـ ــلال فسـ در  انحـ
تواند به تولید این عوامل  یمهاي منتخب این تحقیق  یهسو

ــرا بیشــتر   ــد   یهســونســبت داده شــود؛ زی ــایی تولی ــا توان ه
سـیدروفورها  سیدروفور و فعالیـت دآمینـازي را داشـتند.    

ــه ــه    بـ ــوژیکی علیـ ــرل بیولـ ــانیزم کنتـ ــوان یـــک مکـ عنـ
 يا طــور گســترده زاي گیــاهی بــه بیمــاري هــاي یکــروبم

از همچنـین ممکـن اسـت تغذیـه گیاهـان       ؛اند هشدمطالعه 
سـیدروفورها  مشـخص شـده اسـت    . فراهم کننـد آهن را 

ــ ــد یم ــه  توانن ــاه را ب ــد گی ــار   رش ــا مه ــتقیم ب ــور غیرمس ط
 تحریـک کننـد   زاي گیـاهی  بیمـاري  هاي یکروارگانیسمم

که براي منابع آهن فریک نـامحلول محدودکننـده رشـد    
در ادامه این مطالعه، توانـایی تولیـد    ).15کنند ( یرقابت م

هـا بررسـی شـد.     د توسـط باسـیلوس  ایندول اسـتیک اسـی  
 نیتـر  مهـم ایندول استیک اسـید از   اند دادهمطالعات نشان 

هـاي   ي گیاهی اسـت کـه بعضـی از باسـیلوس    ها هورمون
 راهـا   شده توانایی تولید آن و سایر فیتوهورمون جداسازي

هـا توسـط ویـدواتی و     . توانایی تولیـد فیتوهورمـون  دارند
در  همکـاران و فیگوئردو و  )29( 2020همکاران در سال 

). یگانه و همکاران در 30است ( شده  گزارش 2023سال 
ــال   ــی در س ــهیبهدر  2023تحقیق ــاز ن ــتول يس ــتیز دی  یس

بـا اسـتفاده از    ریآب پن ياز سوبسترا دیاس کیاست ندولیا
ــاکتر ــا يب ــاز يه ــده يجداس ــفریاز ر ش ــفریو ف زوس  لوس

 دشـده یتول، بیشترین میزان اینـدول اسـتیک اسـید    اهانیگ
در تحقیق خود  جداشده باسیلوس سوبتیلیس  هیسوتوسط 

https://bjm.ui.ac.ir/article_28122.html
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لیتـر گــزارش کردنــد   میکروگــرم بـر میلــی  15/4را برابـر  
ــال   ).31( ــاران در س ــوال و همک ــد  2018گرونن ــز تولی نی

ــید را توســط   ــتیک اس ــدول اس ــواین ــا هیس ــیلوس ه ي باس
. همچنـین، نتـایج مطالعـه    )32مگاتریوم گزارش کردنـد ( 

قــادر بــه تولیــد  S3حاضــر نشــان دادنــد ســویه باســیلوس 
اینـدول اسـتیک اسـید در    لیتـر   میکروگرم بر میلی 687/9

ــین     ــاوت ب ــات تف ــود. در تحقیق ــگاهی ب ــرایط آزمایش ش
ي مختلــف در میــزان تولیــد اینــدول هــا گونــههــا و  یهســو

ي ژنتیکـی  هـا  تفاوتاستیک اسید به شرایط محیطی و نیز 
توانـایی تولیـد   ). 33هـا ارتبـاط داده شـده اسـت (     يباکتر

 ي مهـم هـا  یژگ ـیوآمونیاك و سیانید هیدروژن از دیگـر  
سـبب افـزایش   اسـت کـه    اهیمحرك رشد گهاي  باکتري

. )33( شـــود یمـــ میرمســـتقیغ طـــور  بـــهرشـــد گیاهـــان 
 عنـوان  به عمدتاًسیانید هیدروژن  دکنندهیتولهایی  باکتري
هـاي   شوند؛ زیرا براي پاتوژن گر زیستی استفاده می کنترل

ي در زمینــه تولیــد  ا مطالعــهگیــاهی ســمی هســتند. در   
ریزوسـفر، دانشـمندان   ها در  یهسوهیدروژن سیانید توسط 

هـاي آهـن بـه سـیانید هیـدروژن متصـل        ن نشان دادند یـو 
هـا بـه فسـفات     یهسـو شوند که باعث افزایش دسترسی  یم

و همکـاران   ). در تحقیق دیگـري آگبوجـاتو  34شود ( می
توانایی تولید سیانید هیـدروژن  نشان دادند  2015در سال 

 تـوان  یم ـهـا   به جنس باکتري وابسته نیست و از باسیلوس
). مطالعـات قبلـی   35براي افزایش تولید گیاهی بهره برد (

سـودوموناس  هـاي سـیانوژنیک از    نیز نشـان دادنـد سـویه   
توانند در افزایش طول ساقه و ریشه گیـاه و   می فلورسنس

). عـلاوه بـر سـیانید    36زنی آن نقش داشته باشـند (  جوانه
هاي محرك رشد گیاه بـا توانـایی تولیـد     هیدروژن، سویه

آمونیاك در بهبود رشد گیاه نقش دارند؛ زیرا آمونیـاك  
منبـع ازت   عنـوان   بـه تواند در منطقه ریشه تجمع یابد و  می

ود و رشـد ریشـه و سـاقه و تولیـد     ش ـ  اسـتفاده توسط گیاه 

). آنتیـل و همکـاران در سـال    37بیومس را افزایش دهد (
هـایی کـه توانـایی تولیـد سـیانید       نشان دادند سـویه  2023
افزایی در بهبود  ، اثرات همدارند راوژن و آمونیاك هیدر

. نتایج این تحقیق نیز نشـان  )21(دهند  رشد گیاه نشان می
هاي منتخب توانایی تولید آمونیـاك را   دادند تمامی سویه

بــالاترین میــزان  S5و  S3هــاي باســیلوس  یهســودارنــد و 
با نتـایج سـایر مطالعـات در     کهآمونیاك را تولید کردند 
شده در  ي آزمایشها هیسو). 38این زمینه مطابقت دارند (

، توانــایی تولیــد S2جــز سـویه باســیلوس   ایـن تحقیــق، بــه 
سیانید هیدروژن را نداشـتند. عـالی و همکـاران نیـز عـدم      

ي ریزوســفري هــا هیســوتولیــد ســیانید هیــدروژن توســط 
ریزوبیــوم، ازتوبــاکتر، ســودوموناس و باســیلوس را در    

ــد   ــزارش کردن ــی گ ــایر  )39(تحقیق ــابه در س ــایج مش . نت
عـدم تولیـد سـیانید هیــدروژن در     دهنـده  نشـان تحقیقـات  

توســط بســیاري از  جداشــده باســیلوس مگــاتریومســویه 
 ).42، 41، 40دانشمندان بود (

ــا داده ــد   ه ــان دادن ــر نش ــق حاض ــوي تحقی ــاي  یهس ه
باســیلوس منتخــب ایــن تحقیــق در بیشــتر مــوارد اثــر       

هاي قارچی بـه میـزان بـیش     یهسوکنندگی رشد علیه  مهار
درصد داشتند. ایـن نتـایج در توافـق بـا بسـیاري از       70از 

هـاي   یهسـو دقارچی مطالعـات دیگـر در تأییـد اثـرات ض ـ    
 يجداسـاز ). در همـین زمینـه در   43، 15باسیلوس است (

از آب چاه  نیمقاوم به فلزات سنگ سودوموناس پروتوژن
محرك  هاي یتبا فعال ریالجزا یدر شمال شرق يکشاورز

هـاي   یهسـو چی نشان داده شد کش و ضدقار رشد، حشره
). 44( درصد فعالیت ضدقارچی داشتند 54آنها ماکزیمم 

هـاي داراي   یهسوشود با مبادرت به جداسازي  یمشنهاد پی
هاي این تحقیق از سایر مـزارع،   یهسوهاي مشابه با  ییتوانا

منظـور تولیـد    ها به یهسومحققان براي بررسی پتانسیل این 
 سایر محصولات زیستی گام بردارند.

https://bjm.ui.ac.ir/article_28122.html
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 گیري نتیجه

هـاي   یژگـی وهـاي بـومی داراي    یهسـو در این مطالعه 
محرك رشد گیاه از مزارع اطراف شهر تهران جداسازي 

هـاي   یهسوو تکثیر شدند. نتایج مطالعه حاضر نشان دادند 
ــایی  جداســازي ــومی توان ــد  ،انحــلال فســفاتشــده ب تولی

ي و تولیـد  نـاز یدآم ACC تی ـفعال ایندول استیک اسـید، 
ــن،     ــر ای ــلاوه ب ــتند و ع ــیدروفور را داش ــتفعالس ــاي  ی ه

هـاي پـاتوژن قـارچی     یهسـو چشمگیر در ممانعت از رشد 
اهمیت تولیـد محصـولات زیسـتی     به توجه نشان دادند. با

شـده   هاي بـومی جداسـازي   یهسورسد  یم، به نظر کارآمد
در این تحقیق بتوانند از نظـر اسـتفاده در تولیـد کودهـاي     

 طور تکمیلی مطالعه شوند. زیستی به
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