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ارزيابي توان توليد سيدروفور در سويه هاي ريزوبيومي بومي خاكهاي ايران

✼✼✼1حسينعلي عليخاني، ناهيد صالح راستين و هاني آنتون ✼

چكيده 
اين بررسي با هدف مقايسة پتانسيل توليد سيدروفور ريزوبيوم هاي بومي وانتخاب سويه هاي برتر، به منظـور اسـتفاده از            

بـه  . دركشت گياهان زراعي لگوم وغير لگوم، انجام شده اسـت         ) PGPR(كتريهاي محرك رشد گياه     آنها به عنوان ريزوبا   

 جدايه از گروههاي مختلف ريزوبيومي كه از لگوم هاي مهم زراعـي، كـشت شـده درخاكهـاي منـاطق         447اين منظور،   

29بعـلاوه، از    . ش قرار گرفتند  مختلف ايران، جداسازي وبراساس روش هاي استاندارد، شناسايي شده بودند، مورد آزماي           

توان توليد سيدروفور اين سويه ها، با استفاده از         . استفاده شد ) +Sid(سوية پسودوموناس فلورسنس به عنوان شاهد مثبت        

 درايـن  HDTMAبه دليل حضور ماده دترژان . ، مورد سنجش قرار گرفت)ـ آگارS)CASمحيط جامد حاوي كرم آزورل  

ـ آگـار بـا   CASي از گونه هاي ميكربي حالت بازدارندگي دارد، روش كشت مستقيم بر روي           محيط كه براي رشد بسيار    

 ميكروليتـر از  7محيط هاي كشت بـه روش قطـره گـذاري بـا           . دو روش ً پليت نيمانيم ً و ً محيط دولايه ً مقايسه گرديد            

 ، مايه زني شدند وبراي هر سويه cfu ml108×5-1سوسپانسيون كشت تازه هر باكتري با جمعيت تنظيم شده در محدودة 

 روز انكوباسيون، قطر كلني حاصل از رشد هر سويه وقطـر هالـة نـارنجي    21 و14،  7درفواصل  . سه تكرار منظور گرديد   

حداكثر قطر هاله، نسبت قطر هاله به قطر كلني وسرعت تغيير رنـگ  . رنگ تشكيل شده در پيرامون آن، اندازه گيري شدند  

تر در روز، به عنوان معيارهايي براي مقايسة توان توليد سـيدروفور سـويه هـاي مـورد آزمـايش،                    محيط برحسب ميلي م   

. ـ آگار نبودندCASنتايج نشان داد كه اكثر سويه هاي ريزوبيومي، قادر به رشد مستقيم بر روي محيط              . درنظرگرفته شدند 

 را  +CASتعـداد   %) 7(يوم مليلـوتي كمتـرين      وسويه هاي سينوريزوب  %) 3/77(سويه هاي مزوريزوبيوم سيسري، بيشترين      

بـا  . درمقايسة سه روش كشت، روش ً پليت نيمانيم ً كمترين حالت بازدارندگي را براي رشد اين باكتريها داشت                 . داشتند

معهذا، براسـاس   .  درصد از كل سويه هاي ريزوبيومي داراي توان توليد سيدروفور بودند           86استفاده از اين روش، حدود      

 از ريزوبيـوم لگومينـوزاروم   R305بهترين سويه ها شامل . اي مورد سنجش، اين توان در بين آنها بسيار متفاوت بود  معياره

 از سينوريزوبيوم مليلوتي بودند كـه حتـي   R38 و R7و  ) .Bsp( از گونه هاي جنس برادي ريزوبيوم        R237بيووار فازئولي،   

. روفور بالاتري را نشان دادنددرمقايسه با تمام سويه هاي شاهد، توان توليد سيد

. ـĤگارCAS، آزمونSكرم آزورلرشد گياه، معرف سيدروفور، سويه هاي ريزوبيومي،ريزوباكتريهاي محرك:واژه هاي كليدي

1���� ���	
� ��
� ������� ������ �� �����
 ��
� ������� ��	�� 
 ����� ������� ����
��
 �������  ��!�
�" �
�# ����
✼���$
:&'/)&/*)�+�,� 
 :-/./*&

مقدمه 
 ازجملــه Siderophoreتــوان توليــد ســيدروفور 

ويژگيهايي كاست كه براساس آن، ريزوبيوم هـا را درگـروه           
 Plant growthحرك رشـد گيـاه   باكتريهاي ريزسفري م

Promoting Rhizobacteria-)PGPR (قرارداده اند .
درسالهاي اخير توانـايي توليـد سـيدروفور در سـويه هـاي             

متعددي از گونه هاي مختلف اين باكتريها، به اثبات رسيده

Carson؛ 2001 و همكــــــــاران، Arora(اســــــــت 
، 1994 و همكــــــاران، Fabiano؛ 2000وهمكــــــاران،

Guerinot ،1991 ؛Van Rossum ،1994 و همكاران.(
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سيدروفورها تركيبهاي آلـي بـا وزن مولكـولي كـم           
و ليگاندهاي شيميايي با ميل تركيبي      )  دالتون 2000 تا   500(

 هـستند   IIIشديد واختصاصي براي پيونـد شـدن بـا آهـن            
)Guerinot  ،1991  ؛Marschner  ،1995  ؛Milagres  و 

سـط سـلولهاي ميكربـي، بـه        اين مواد تو  ). 1999همكاران،  
ــا تــنش كمبــود فــرم قابــل جــذب آهــن    منظــور مقابلــه ب

)µM20<  (          ترشح و اين عنصر را به فرم كلات محلول در
مي آورنـد كـه درايـن حالـت بـراي سـلولهايي كـه داراي                

هاي غشايي اختصاصي باشـند، قابـل دسـترس مـي        پذيرنده
گرچـه تـوان    ). Payne  ،1994؛  Guerinot  ،1991(گردد  

يــد ســيدروفور، درتمــام باكتريهــاي هــوازي، بيهــوازي  تول
Alexander(اختياري وهمينطور در قارچهـا وجـود دارد         

ولـــي پتانـــسيل توليـــد ايـــن مـــواد ) Zuberer ،1991و
هاي مختلف ميكربي وحتي در سـويه هـاي متعـدد           درگونه

ايـن پتانـسيل از سـطح    . داخل هرگونه، بسيار متفاوت است 
ا روش هاي متداول، تـا مقـادير    ناچيز وغير قابل تشخيص ب    

زياد درحد چند صد ميكرومول تغيير مي كند وتنها انـواعي           
كه داراي توان توليد بالاتري هستند، مـي تواننـد برقابليـت            

در دهه هاي   . دسترسي آهن درمحيط رشد خود اثر بگذارند      
گذشــته، توجــه بــه ايــن ويژگــي بــر پــسودوموناس هــاي  

 تعيـين مشخـصات      معطوف بـود ومحققـين بـا       1فلورسنت
ساختماني سيدروفورهاي توليد شده توسـط ايـن باكتريهـا          
واستفاده از انواع خالص شده ويا از سويه هاي توانمنـد در            
توليد اين مواد، نقش اين باكتريها را دركنترل ميزان آهن در           
محيط اطراف ريشه ها، محروم ساختن عوامـل بيمـاريزا از           

ي ريـشه اي گياهـان      جذب آهن ودرنتيجه، كنترل بيماريهـا     
ــاندند    ــات رس ــه اثب ــف، ب  و Ames- Gottfred(مختل

Persmark؛  1989 و همكاران،    Buyer؛  1989همكاران،  
درسالهاي اخير، بررسي بر روي توليـد       ). 1990و همكاران،   

سيدروفورهاي ميكربي درخـاك، توسـعه بيـشتري يافتـه و           
سايرميكروارگانيسم هاي ريزسفري به ويـژه ريزوبيـوم هـا           

همينطور، نقش اين موجودات درافـزايش قابليـت تحـرك     و
آهن درخاك ريزسفري ودرنتيجه، امكـان افـزايش قابليـت           
جذب اين عنصر براي گياه درشـرايط تـنش كمبـود، مـورد         

ــه   ــرار گرفت ــه ق ــد توج ــاران، Bar-Ness(ان a,b و همك
 و Van Russen؛ 2002 و همكـاران،   Johnson؛1992

 سـيدروفورها دربـين انـواع       اهميت ويژه ). 1994همكاران،  
متابوليت هاي ميكربـي كـه در ريزوسـفر آزاد مـي شـوند،              
ازيك سو به دليل نقش كليدي آهن در فرآيندهاي متابوليك    
ــنتز   ــل، س ــنتز كلروفي ــنفس، س ــد ت ــان مانن ــاتي درگياه حي

سيتوكرم ها، كاتـالاز و پراكـسيدازها        (2 پروتئين هاي همي  

1 -Fluorescent Pseudomonads
2 -Heme Proteins

اده ناقـل الكتـرون     ماننـد م ـ   (3، پروتئين هاي غير همي    )…
از سوي  ). Marschner  ،1995( است   … و 4)فريدوكسين

ديگر، اين توجه به ويژگيهاي خـاص عنـصرآهن درخـاك،           
 درصـد   5آهـن بـا مقـداري حـدود         . ارتباط پيدا مـي كنـد     

درليتوسفر، چهارمين عنصر فراوان در پوسته زمين محسوب   
صر اكثر خاكها نيز حاوي مقدار فراواني از اين عن ـ        . مي شود 

 حدود خنثـي    pHهستند  كه درشرايط تهويه مناسب و در         
تا قليايي اصولاً در وضعيت سه ظرفيتي وبـه شـكل اكـسي             

 و Schwyn( نـــــامحلول اســـــت 5هيدروكـــــسيدهاي
Neilands  ،1987 .(          به عبارت ديگـر، غلظـت يـون هـاي

Fe2+  و Fe3+ كه مي توانند توسط گياهان وميكروارگانيسم 
ي تهويه شدة واقع درمحدودة     ها جذب شوند، درسيستم ها    

pH فيزيولوژيــك،كمتر از M15-10 اســت )Marschner ،
، درحاليكه بطـور معمـول حـد بحرانـي آهـن قابـل            )1995

 ميلـي گـرم در    4 تـا    2جذب براي گياهان زراعـي، حـدود        
معهذا درايـن شـرايط     . كيلوگرم خاك درنظر گرفته مي شود     

 خـاص خـود،     بحراني نيز همة گياهان با اتكاء به استراتژي       
كه به لحـاظ پاسـخ فيزيولوژيـك نـسبت بـه تـنش كمبـود                

ـــن  ــده    (آهـــ ــزارش ش ــتثنايي گ ــوارد اس ــرفنظر از م ص
 تفكيـك   II و   Iبه دو تيپ كلي اسـتراتژي       ) درسالهاي اخير 

استراتژي . شده، كمابيش قادر به جذب مقداري آهن هستند      
I       غيـر گرامينـه  ( كه عمدتاً درگياهان دولپه اي وتك لپه اي (

مشاهده شده، با حداقل دو پاسخ فيزيولوژيك مـشخص بـه     
ـ افزايش فعاليت ردوكتاز مـرتبط      1: كمبود آهن همراه است   

با غـشاء پلاسـمايي سـلولهاي پوسـت ريـشه كـه موجـب               
افزايش احياي آهن فريـك درپلاسـمالماي ريـشه هـا مـي             

 از ريشه ها دراثر فعال شدن       +Hـ تشديد ترشح يون     2.شود
 كه اين جريان پروتون موجـب كـاهش        آز ATPهاي  آنزيم
pH      آپوپلاسم سلولهاي ريشه وهمچنين pH    ريزسفر شـده 

Jolley(، قابليت جذب آهن را افزايش مي دهـد       ودرنتيجه
 بـه   =7pH از   pHهر واحـد كـاهش      ). 1996و همكاران،   

، سبب هزار بار افزايش حلاليت آهن فريـك         pH=4سمت  
هـذا درخاكهـاي    مع) .1996 و همكـاران،     Jolley(شود  مي

آهكي كه ظرفيت بافري بالا دارند وبخـصوص در صـورت           
تراكم يون بيكربنات، اين سيـستم پاسـخ، خنثـي و بـي اثـر           

 دربرخــي مــوارد تركيبهــاي Iگياهــان اســتراتژي .گــرددمــي
يا كلات كننده، عمدتاً از نوع تركيبهـاي فنـولي          /احياكننده و 

ــك   ــيد كافئيــــ ــد اســــ ــح 6ماننــــ ــز ترشــــ  نيــــ
و يـا كـلات كـردن آهـن     III Feحيـاي  مي كننـد كـه در ا  

3 - Non – heme Proteins (Iron – sulfur Proteins)
4 - Ferredoxin
5 -Oxyhydroxides
6 -Caffeic acid 
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 كه عمـدتاً    IIاستراتژي  ). Marschner  ،1995(مؤثرهستند
 مـشاهده شـده، توليـد       1در گياهان تك لپه اي تيره گندميان      

فيتوسيدروفور يا مواد آلـي كـلات كننـده آهـن اسـت كـه               
 ترشـح وكـلات هـاي آهـن     2معمولاً از منطقه نـوك ريـشه     

اختــصاصي واقــع تــشكيل شــده را از مكــان هــاي جــذبي 
ــي      ــذب م ــل ج ــاه قاب ــراي گي ــه، ب ــان منطق ــددرهم . كن

فيتوسيدروفورها عمدتاً از اسيدهاي آمينه غيرپروتئيني مانند       
 كمـپلكس هـاي     IIIFe هستند كـه بـا       3اســيد مـوجنئيك 

اين كلات هـاي آهـن سـپس از         . پايداري تشكيل مي دهند   
طريق سيستم هاي انتقالي كاملاً اختصاصي موجود درغشاء        
پلاســمايي ســلولهاي ريــشه، بــه سيتوپلاســم گيــاه منتقــل  

چنين سيستم انتقالي، معمولاً درگياهان استراتژي      . مي شوند 
I           وجود ندارد و بطوريكه آزمايش درمورد سويا نـشان داده 

است، هنگامي كه كلات آهن به اين گياهان داده مي شـود،            
 براي جذب شدن آهن توسـط گيـاه،    +Fe2 به   +Fe3احياي  

به رغم  ). 1996 و همكاران،    Jolley(رت پيدا مي كند   ضرو
امكان استفاده گياهان از دو استراتژي ياد شده، بطور معمول   

اي درنواحي خشك وخاكهاي آهكـي، كمبـود آهـن پديـده          
رايج دربين محصولات زراعي است كـه منجـر بـه كـاهش             

 و همكـاران،    Carson(معني دار بازده محصول مي گـردد        
).1996همكاران،  و Jolley؛ 2000

جبران اين كمبود با اسـتفاده از كودهـاي شـيميايي           
جز درمـورد درختـان ميـوه سـودآور،         ) كلاتهاي آهن (رايج  

براي ساير محصولات زراعي از نظـر اقتـصادي مقـرون بـه      
 كه بـه  Feتوليد ژنوتيپ هاي مقاوم به كمبود     . صرفه نيست 

خـاب   و يا انت   4لحاظ فيزيولوژيك درجذب آهن مؤثر باشند     
كولتيوارهاي مقاوم در شرايط مزرعه اي نيـز بـه دليـل غيـر          
يكنواخت بودن خاكها وشرايط محيطي، بسيار پيچيده است        
وبرنامه هاي اصلاح نباتات دراين مورد پيشرفت بسيار كند         

 و همكـاران،    Jolley(انـد   داشته و به حالت ركـود رسـيده       
1996 .(

اسـتفاده از     به دليل وجـود ايـن قبيـل مـشكلات، امكـان             
پتانسيل گروههاي ميكربي توليـد كننـدة سـيدروفور، مـورد        

بـسياري از ميكروارگانيـسم     . توجه بيشتري قرارگرفته است   
هاي ريزسفري و از جمله ريزوبيوم هـا داراي سـويه هـاي             
متعددي هستند كه سيدروفورها را به مقداري بـيش از نيـاز      

گرچـه ايـن   ) .Guerinot  ،1991(خود ترشـح مـي كننـد        
اي امكان وجود دارد كه غـشاء پلاسـمايي سـلولهاي ريـشه           

گياه فاقد پذيرنده هاي اختصاصي بـراي جـذب ايـن قبيـل             

1 -Graminae
2 -Apical root zone
3 -Mugineic acid
4 -Physiologically Fe - efficient

كمپلكس هاي آهن ـ سيدروفور باشند ولـي بهـر حـال بـا      
هـاي محلـول، قابليـت تحـرك آهـن در           توليد ايـن كـلات    

ريزسفرافزايش مي يابد و مي تواند همراه با جريان توده اي         
 كامل با سيستم ريشه اي قرار گيرد واز طريق          مواد درتماس 

بعـلاوه، بـا    . مكانيسم هاي اختصاصي گيـاه، جـذب گـردد        
مطالعة ساختمان شيميايي سـيدروفورهاي ميكربـي خـالص       
شده، تنوع بسيار زيادي حتي درانـواع توليـد شـده توسـط             
سويه هـاي مختلـف يـك گونـه، بـه اثبـات رسـيده اسـت                

)Persmark    ،ه براين اسـاس، امكـان      ك) 1990 و همكاران
استفاده مستقيم گياه از برخي از اين كلاتها، محتمل به نظـر            

.مي رسد
بنابه دلايل ياد شده، استفاده از تـوان بـالقوة سـويه            
. هاي توانمند در توليد سـيدروفور، اهميـت پيـدا مـي كنـد             

اولين گام در راه شناسايي اين سويه ها، يافتن روشي سـاده            
 تعداد زيادي از سويه هاي هـر        5ريوعملي است كه غربالگ   

روش هـايي كـه درابتـدا       . گونه را به سهولت مقدور سـازد      
براي شناسايي سيدروفورهاي ميكربي مورد استفاده قرار مي   
گرفتنــد، برمبنــاي تفكيــك ايــن مــواد بــه دو گــروه عمــدة 

 بودنـد كـه هـر    7 ومواد فنـولي ـ كـاتكولي   6هيدروكساماتها
بوط بـه سـاختمان شـيميايي        مر 8گروه براساس عوامل فعال   

9اختــصاصي خــود، از طريــق آزمــون هــاي رنــگ ســنجي

. شناسايي مي شدند
ــد   ــا ســاختمان جدي ــدريج ســيدروفورهايي ب ــه ت ب

 جـدا شـده از   10ومتفاوت با دو گروه فوق مانند ريزوباكتين      
 سينوريزوبيوم مليلوتي، پيدا شـدند كـه فاقـد          DM4سوية  

زمـون هــاي  اجـزاء اختـصاصي مناسـب بــراي ايـن قبيـل آ     
شيميايي بودند وكمپلكس هاي آنها با آهن، رنگ ضعيفي را        

ايـن  . در منطقه قابل رؤيت طيف نوري ايجـاد مـي كردنـد           
 غير سريع و وقت گير      11انواع تنها با آزمون هاي بيولوژيك     

ــد  ــابي بودن ــل بازي ) Neilands ،1987 و Schwyn. (قاب
روشي جديد با حساسيت زياد وقابـل تعمـيم بـراي انـواع              

اين روش كـه بـه عنـوان        . مختلف سيدروفورها ارائه كردند   
ــري      ــدازه گي ــشخيص وان ــراي ت ــون ب ــرين آزم ــامع ت ج

ــت    ــده اس ــناخته ش ــي ش ــيدروفورهاي ميكرب ، Payve(س
 و  FeIIIبراساس ميل تركيبي شديد سيدروفورها با       ) 1994

Schwyn(باشـد مستقل از ساختمان شيميايي اين مواد مـي     
 رنگي معرفي شـده بـراي ايـن         ماده). Neilands  ،1987و  

5 -Screening
6 -Hydroxamates
7 -Phenolates - Catecholates
8 -Functional groups
9 -Colorimetric
10 -Rhizobactin
11 -Bioassay
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 اسـت كـه كمـپلكس آن بـا          S) CAS(1روش كرم آزورل    
 كه يك دترژان كاتيوني HDTMA 2 آهن، در حضور مادة

است ومانع رسوب اين كمپلكس مي شود، رنگ آبـي تيـرة            
ــد  مشخــــــــــــــــــــــصي توليــــــــــــــــــــ

سيدروفورها به دليل ميل تركيبي بيشتري كه بـراي         . مي كند 
CASبـه مـاده رنگـي        نـسبت    IIIFeتشكيل كمپلكس با    

دارند، در صورت اضافه شدن به ايـن كمـپلكس سـه گانـه              
)Fe-CAS-HDTMA (        دريك محيط بافر شـده بـاpH

. ، آهن را از كمپلكس رنگي فوق جـدا مـي كننـد            8/6برابر  
آزاد شدن آهن از رنگ وتشكيل كمپلكس آن با سيدروفور،          
موجب تغيير رنگ محيط مـي شـود كـه بـه وضـوح قابـل                

اين روش بسيار حساس است بطوريكـه       .  باشد مشاهده مي 
كند و  ، رنگ محيط را كاملاً آبي مي      FeIII از   µM10فقط  

درنتيجه، مقدار بسيار جزئي از سيدروفور ميكربي مي تواند         
  و Schwyn(منجــر بــه تغييــر رنــگ محــيط گــردد      

Neilands  ،1987 .(      محققين مختلف، اصول اين روش را
، بـا اسـتفاده از    CAS3ي  در محيط جامد حاوي مـاده رنگ ـ      

. روش هاي مختلف مايه زني محيط جامد، بكار گرفته انـد          
هريك از اين روش هـا داراي مزايـا و معـايبي هـستند كـه         

.متعاقباً مورد بحث قرار خواهند گرفت
اين بررسي به منظور ارزيابي توان توليد سيدروفور        
درسويه هاي ريزوبيومي بومي خاكهـاي ايـران و بـا هـدف             

اده كاربردي از سويه هاي برتر به عنوان عوامل محرك          استف
اهميـت  . ، انجام شـده اسـت  )PGPR(رشد گياهان زراعي   

اين تحقيق درجستجو وانتخاب سويه هاي توانمند در توليد      
سيدروفور، بـا توجـه بـه نقـش مـضاعف آهـن درسيـستم               
. همزيستي لگوم ـ ريزوبيوم، به وضوح مشخص مـي گـردد   

اند كه سويه هايي از ريزوبيوم كه قادر        بررسي ها نشان داده     
به توليد مقدار كافي سيدروفور باشند، درحالت زندگي آزاد         
در خاكهاي دچار تـنش كمبـود آهـن، تـوان رشـد وتكثيـر              
ومانـدگاري بيــشتري دارنــد و در نتيجــة كلنيزاســيون بهتــر  

هــا، موجــب افــزايش گــره بنــدي در گياهــان لگــوم ريــشه
درمطالعـه  ) 1994(كـاران   وهمVan Rossum. مي شوند

 سويه ريزوبيومي همزيست با بادام زميني، به ايـن          16روي  
نتيجه دست يافتند كه دو سـويه كـه داراي بيـشترين تـوان              

براسـاس  (توليد سيدروفور بودند، بـالاترين مقـدار گـره را           
ــشك ــوية داراي  ) وزن خ ــه دو س ــد، درحاليك ــد كردن تولي

توليد گره نيز درپايين كمترين توان توليد سيدروفور، از نظر    
توانـد  توان توليـد سـيدروفور مـي      . ترين سطح قرار داشتند   

نتايج رقابت بين سويه ها براي اشغال سيستم ريشه اي گياه           

1 -Chrome Azurol S
2 -Hexadecyltrimethylammoniumbromide
3 -CAS – agar Plates

عــلاوه بــر بهبــود . ميزبــان را نيــز تحــت تــأثير قــرار دهــد
گره بندي، براي كارآيي سيستم همزيستي درانجـام فرآينـد          

. صر آهن كاملاً ضرورت داردتثبيت نيتروژن نيز، فراهمي عن    
آهن يكي از اجزاء اصلي سيستم آنزيمي نيتروژناز است كه          

 درصــد كــل پــروتئين ســلول بــاكتري را 12 تــا 10حــدود 
همينطـور بخـش    ). Guerinot  ،1991(تشكيل مـي دهـد      

Heme  درصـد  30 تا 25 مادة لگ ـ هموگلوبين كه حدود 
بيوم ها  پروتئين محلول موجود درسلولهاي گره حاوي ريزو      

را تشكيل مي دهد، توسط باكتري سنتز مـي شـود و بـدون              
حــضور ايــن مــاده، تثبيــت نيتــروژن ممكــن نخواهــد بــود 

)Guerinot  ،1991 .(         نقش سويه هـاي توانمنـد در توليـد
سيدروفور، در كنترل عوامل بيماريزاي گياهي نيز به اثبـات          

12در بررسـي    ) 2001( وهمكـاران    Aroraرسيده اسـت،    
وريزوبيوم مليلوتي به اين نتيجه رسيدندكه تنها دو        سوية سين 

سوية توليدكنندة سيدروفور از اين باكتريها، قادر بـه كنتـرل           
. ريشه هاي بادام زميني هستند4بيماري رايج پوسيدگي زغالي

با استناد به دلايل ياد شده، اهميت و ضرورت انتخاب 
 انبوه سويه هاي توانمند درتوليد سيدروفور،به منظور توليد

. گرددهاي ريزوبيومي، روشن ميمايه تلقيح
مواد و روشها 

هاي ريزوبيومي تهيه كشت خالص جدايه
هـاي مختلـف     جدايـه از گونـه     447دراين تحقيق،   

، به منظور   5»گروههاي هم تلقيح  «ريزوبيومي متعلق به انواع     
ارزيــابي تــوان آنهــا درتوليــد ســيدروفور، مــورد ســنجش  

ن باكتريهـا از گياهـان لگـوم ميزبـان شـامل            اي. اندقرارگرفته
يونجه، شبدر، نخـود، بـاقلا، لوبيـا، عـدس، سـويا و بـادام               

انـد وجـز چنـد سـويه از بـاكتري           زميني، جداسـازي شـده    
همزيست با سـويا، همـه از انـواع بـومي خاكهـاي منـاطق               

 درصد از اين جدايه هـا از        80حدود  . مختلف ايران هستند  
قيقـات خـاك وآب گرفتـه       كلكسيون ميكربـي مؤسـسة تح     

شــده انــد ومــابقي متعلــق بــه آزمايــشگاه بيولــوژي خــاك 
براي جدا سازي وتهيه كشت     . دانشكده كشاورزي مي باشد   

 حـاوي معـرف   YMA6خالص جدايه ها از محيط كـشت    
قرمزكنگو و بـراي تـشخيص ريزوبيـوم هـا از روش هـاي              
ميكرسپكي، كشت و آزمون توان ايجاد گره در ريـشه گيـاه            

 درشــرايط كــشت ســترون، براســاس روش هــاي 7انميزبــ
؛ 1993 و همكـــــــــاران، Beck(اســتانــــــــــــدارد 

Somasegaran و Hoben ،1994 ( ــد ــتفاده گرديـ . اسـ
كــشت خــالص هــر جدايــه درســه لولــه آزمــايش در پــيچ 

4 -Charcoal rot
5 -Croos – inoculation groups
6 -Yeast Mannitol Agar + Congo Rod
7 -Plant infection test
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 مـورب، تهيـه وتـا هنگـام         YMAدارحاوي محيط كـشت     
29بعلاوه، .  نگهداري شدند0C4استفاده در حرارت حدود    

 توليـد كننـدة   1يه از بـاكتري پـسودوموناس فلورسـنس    جدا
سيدروفور كه طي تحقيق قبلي از خاكهاي زيركـشت گنـدم     
جداسازي و شناسايي شده بودند، از كلكـسيون باكتريهـاي          
مفيد خاكزي آزمايشگاه بيولوژي خـاك، بـه عنـوان شـاهد             

، براي مقايسه با جدايه هاي ريزوبيومي، مورد  )+Sid(مثبت  
. ر گرفتنداستفاده قرا

تهيه سوسپانسيون باكتري 
به منظور آماده سازي كشت تازة هر جدايه و انجام          
آزمايش با تعداد مشخص ويكنواختي از هـر بـاكتري، يـك        

100كلني از كشت تازة هر جدايه درشرايط سترون به ارلن         
 ميلي ليتر محيط كشت مايع ريزوبيوم       15ميلي ليتري حاوي    

)YMB (  0 ها دردماي حـدود      ارلن. مايه زني شدC27   بـه 
مدت كافي برحسب تند رشد يا كند رشد بودن باكتري، بـر           

تـا رسـيدن بـه      ) rpm100(روي دستگاه بهـم زن دورانـي        
پـس از ايـن     . انتهاي مرحله رشد لگاريتمي، قرار داده شدند      

سوسپانسيون هر جدايه به كمك  2دورة تكثير، دانسيته نوري   
گيري  نانومتر اندازه570دستگاه اسپكتروفتومتر درطول موج 

سپس با استفاده از منحني هاي استاندارد كه قبلاً بـراي     . شد
گونه هاي مختلف ريزوبيومي تهيـه شـده بودنـد، جمعيـت            
باكتري در هر ميلي ليتر از سوسپانسيون، براسـاس دانـسيته           

 NaCl(نوري آن تعيين و با استفاده از محلول رقيق كننده 
اي سوسپانسيون همة جدايه ها در ، تعداد باكتري بر   )0.5%
. تنظيم گرديدcfu ml108×5-1حدود 

)S) CAS-Agarتهيه محيط جامد كرم آزورل 
براي آماده سازي ايـن محـيط، چهـار محلـول زيـر         
بطــور جداگانــه تهيــه، ســترون و ســپس بــا هــم مخلــوط  

: مي شوند
 ميلي ليتر از محلـول      10: محلول معرف رنگي    ) 1(

 ميلـي   10 در FeCl3 و 6H2O مـول     ميلـي  1(حاوي آهـن    
 ميلـي   21/1 (CAS ميلي ليتر ازمحلـول      50با  ) HClمول  

ايـن  . بـه آرامـي مخلـوط مـي شـود         ) گرم درميلي ليتـرآب   
مخلوط كه به رنگ ارغواني تيره است، به آهستگي ودرحال    

HDTMA ميلـي ليتـر از محلـول         40بهم زدن مداوم بـه      
محلـول  .  شود اضافه مي )  ميلي گرم درميلي ليتر آب     82/1(

حاصل با رنگ آبي تيره وپايدار، بطور مجـزا اتـوكلاو و تـا              
.  سرد مي شود0C50دماي حدود 

تمام محلول هاي لازم براي تهيه ايـن معـرف رنگـي بايـد              
.براي هر سري كشت، بطور تازه تهيه شوند

1 -Pseudomonas fluorescens 
2 -Optical density

 گـرم از  24/30براي تهيه اين محلـول   : محلول بافر   ) 2    (
3/0 ليتر از يك محلـول حـاوي          ميلي 750 در Pipes3بافر  
 حـل   NH4Clگـرم   1 و   NaCl گرم   KH2PO4  ،5/0گرم  

 درصــد 50 محــيط بــا اســتفاده از محلــول pH. مــي شــود
KOH   تنظيم مي گردد وحجم بافر با اضافه كـردن          8/6 در 
پس از اضـافه كـرن      .  ميلي ليتر رسانده مي شود     800آب به   

ن  گــرم آگــار بــه ايــن محــيط بــافر و ســترون كــردن آ 15
.  رسانده مي شود0C50دراتوكلاو، دماي آن به حدود 

 گـرم گلـوكز،     2اين محلول حاوي    : محلول غذايي   ) 3(
 ميلـي  MgSO4.7H2O ،11 ميلي گـرم  493گرم مننيتل،  2

 ميلـي   MnSO4.H2O  ،4/1 ميلي گرم    CaCl2  ،17/1گرم  
CuSO4 ، 2/1 و5H2O ميلــي گــرمH3BO3 ،04/0گــرم 

ــرم   ــي گــ ــرم  0/1 و ZnSO4.7H2Oميلــ ــي گــ  ميلــ
Na2MoO4.2H2O ميلي ليتر آب است كه پـس از         70 در 

.  رسانده مي شود0C50اتوكلاو ، به دماي 
 ميلي ليتـر از محلـول     30: محلول كازامينواسيد   ) 4(

، با استفاده از روش صاف كـردن        )  درصد 10(كازامينواسيد  
مـي   ، سـترون     µm45/0روي صافي غشايي با قطر منافذ       

پس از آماده شدن چهار محلول فـوق، محلـول هـاي            . شود
 و Bar-Ness؛ 2001 و همكـــــاران، Arora(غـــــذايي 
ــافر) A1992. همكــاران ــه محلــول ب اضــافه ) 2شــماره (ب

شوند و ضمن بهـم زدن آرام ومـداوم مخلـوط آنهـا، در          مي
مرحلة آخر محلول معرف رنگي به آهستگي به آنها اضـافه           

محلول، پـس از يكنواخـت شـدن،        مخلوط چهار   . گرددمي
. برحسب نحوة كشت در ظروف سترون توزيع مي گردد

CAS-Agarهاي كشت روي محيط روش
هـاي  براي تشخيص توليد سيدروفور توسط سـويه      

ريزوبيــومي روي محــيط جامــد، ســه روش كــشت مــورد  
:استفاده قرار گرفتند

 ـ آگار بـه مقـدار    CASمحيط : 4روش كشت مستقيم) 1(
 سـانتيمتر  9 ليتر در ظروف پتري سـترون بـه قطـر     ميلي 25

.توزيع گرديد
پس از انجماد كامل محيط، هرظرف پتري به چهار قـسمت           

7مركز هـر قـسمت بـا مقـدار     . مساوي علامت گذاري شد   
ميكروليتر از سوسپانسيون كشت تـازه بـاكتري بـا جمعيـت      

، 5، با روش قطـره گـذاري  ) cfu ml108×5-1(تنظيم شده 
. گرديدمايه زني

پس از انكوباسيون ظـروف كـشت شـده در دمـاي            
0C28 هايي كه قادر به رشـد روي محـيط          ، جدايهCAS  ــ

آگار و توليد سيدروفور بودند، با ايجاد هالة نـارنجي رنـگ            

3 -1,4- Piperazinediethanesulfonic acid (pipes)
4 -Direct Plate method
5 -Drop Plate Method
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قطـر كلنـي    . در پيرامون كلني رشد يافته، مشخص گرديدند      
21 و 14 ،   7باكتري وقطر هالة اطراف آن درفواصل زمـاني         

.ه گيري شدندروز انداز
ــانيم) 2( ــشت نيم ــيط  : 1روش ك ــدا مح ــن روش ابت دراي

YMA          بعنوان محيط غذايي مناسب براي رشـد ريزوبيـوم 
9 ميلي ليتر در ظروف پتري سترون به قطـر   25ها به مقدار    

پس از انجماد كامل اين محـيط، نيمـي         . سانتيمتر توزيع شد  
از آن با رعايت شرايط سترون بـرش داده شـد و از ظـرف               

 ميلـي ليتـر از   5/12سپس نيمة خالي شده بـا  . ارج گرديد خ
.ـ آگار پر گرديدCASمحيط 

-1سوسپانسيون تازه هر جدايه بـا تـراكم جمعيـت           

cuf ml108×5به مقدار lµ7    درچهار نقطـه از هـر ظـرف 
دو نقطه تلقيح در    . گذاري، قرارداده شد  پتري به روش قطره   

ه خط تماس بين دو محـيط،  و نزديك ب YMAروي محيط   
 و يـك نقطـه در       YMAيك نقطه نزديك به مركز محـيط        

ــ آگاردرنظرگرفتـه شـدند تـا براسـاس          CASمركز محيط   
هـاي مايـه زنـي شـده، درجـه      ميزان رشد باكتري در مكـان     

ـ آگار براي هر جدايـه مـشخص        CASبازدارندگي محيط   
قطر هاله نارنجي رنگ ايجـاد شـده بـر روي محـيط             . گردد

CAS       روز  21 و 14،  7ـ آگارو قطر كلني باكتري، درفواصل 
اندازه گيري و شاخص هاي مربوط به حـداكثر قطـر هالـه،          
نسبت قطر هاله به قطر كلني، سرعت توسعه هاله برحـسب           

ــ  CASميلي متر در روز ونيز درجـه بازدارنـدگي محـيط            
.آگار براي هر جدايه، تعيين شدند

ايـن روش بـا      : 2يـه گذاري يا محيط دو لا    روش لايه ) 3(
ــ آگـار    CASهدف جلوگيري از اثر بازدارندة رشد محيط        

نسبت به باكتريهاي ريزوبيومي مي باشد براي اولـين بـار و            
در . توسط نگارندگان اين مقاله ابداع و معرفي گرديده است 

 سانتيمتر مقـدار   9اين روش، ابتدا درهر ظرف پتري به قطر         
پـس از  . ريختـه شـد  ــ آگـار   CAS ميلي ليتر از محيط      25

 ميلـي ليتـر از محـيط غـذايي          5/6انجماد اين محيط، مقدار     
بـه هـر    ) YMAمحـيط   (مناسب براي رشد ريزوبيـوم هـا        

ظرف پتري اضافه گرديد، بطوريكه يك لاية نازك بـه قطـر            
ــ آگـار   CAS ميلـي متـر بـر روي سـطح محـيط       1حدود  

هرظرف به سه قسمت مساوي تفكيك ومركز       . تشكيل دهد 

 از سوسپانسيون كـشت تـازه هـر         lµ7 با مقدار  هر قسمت 
. مايـه زنـي گرديـد    ) cfu ml108×5-1با جمعيت (جدايه 

، درصورتيكه بـا    YMAرشد باكتري بر روي محيط كشت       
توليد سيدروفور همراه مي بود، منجر به ايجاد هاله نارنجي          

در مـورد   . گرديـد مـي ) CASدر لاية زيريــــــن محـيط       

1 -Half Plate Method
2 -Double Layer Method

، قطر كلنـي بـاكتري وقطـر هالـه اطـراف       Sid+يه هاي   جدا
.گيري شدند روز اندازه21 و14، 7كلني در فواصل زماني 

نتايج و بحث 
ـ مقايسه روش ها 1

ــيط   ــلي مح ــشكل اص ــت  CASم ــار ، حال ــ آگ ـ
بازدارندگي آن براي رشد تعداد زيادي از گونه ها و سـويه            

بـه  ابـداع كننـدگان ايـن روش، خـود          . هاي ميكربي اسـت   
مشكل عدم رشد باكتريهاي گرم مثبت وبرخي از انواع گرم          

 و Schwyn(منفــي، روي ايــن محــيط اذعــان داشــته انــد 
Neilands  ،1987 (       اين اثر بازدارندة رشد به دليل حـضور

 در كمپلكس رنگي اسـت كـه        HDTMAدترژان كاتيوني   
در غلظت مورد استفاده، براي بسياري از ميكرواگانيسم هـا          

ارد و در عين حال كاهش غلظت آن، به ايـن           حالت سمي د  
دليل كه موجب رسـوب رنـگ مـي شـود، مقـدور نيـست               

)Alexander و Zuberer ،1991.(
)Alexander و Zuberer ،1991 ( ضـــــمن بررســـــي

جمعيت باكتريهاي توليـد كننـده سـيدروفور دربـين انـواع            
كلنيزه كنندة ريشه هاي دوگونه گياه علفي از گرامينه ها كـه        

اظ حساسيت به كمبود آهن بـا هـم تفـاوت داشـتند،             به لح 
ـ آگار را براي مطالعـات اكولوژيـك مناسـب          CASمحيط  

 درصد  79 تا   71طبق گزارش اين محققين حدود      . ندانستند
از جمعيت باكتريهاي ريزسفري كه در محـيط غـذايي غيـر            

 رشد كرده بودند، قادر به رشـد روي         TSA3انتخابي مانند   
همينطـور بـا اضـافه كـردن     . دنـد ــ آگـار نبو  CASمحـيط  

HDTMA    به محيط TSA         به مقداري معـادل بـا محـيط 
CAS        درصـد كـاهش   90ـ آگار، جمعيت باكتريهـا حـدود 

نتايج اين تحقيق بر روي ريزوبيوم هـا نـشان داد           . نشان داد 
كه بسياري از سـويه هـاي ريزوبيـومي نيـز قـادر بـه رشـد          

نسبت . )1جدول  (ـ آگار نيستند    CASمستقيم روي محيط    
نيـز در   ) +CAS(سويه هاي رشد يافته بر روي اين محيط         

سويه هاي سـينوريزوبيوم  . گونه هاي مختلف تفاوت داشت    
و سويه هاي مزوريزوبيوم سيـسري      %) 7(مليلوتي، كمترين   

.  را داشـتند +CASهـاي  نسبت سـويه %) 3/77(بيشترين 
Ames-Gottfred ــاران ــتفاده از ) 1989(و همكـــ اســـ
ـ آگار را   CASا عدم رشد روي محيط      خصوصيت رشد وي  

آل و مكمل روش سرولوژيك براي به عنوان يك روش ايده   
مقايسه توان رقابتي بين سويه هاي ريزوبيومي همزيست بـا          
. گياه شبدر در تشكيل گره هـاي ريـشه اي معرفـي كردنـد             

Carson   سـويه از    60درمطالعـه روي    ) 2000( وهمكاران 
 انواع لگـوم هـاي علوفـه اي         باكتريهاي توليد كنندة گره در    

هاي تجارتي رايـج     سويه از مايه تلقيح    40وحبوبات، شامل   

3 -Tryptic soy Agar
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 سـويه بـرادي     22در استراليا، گزارش كردند كه هيچيك از        
ــورد بررســي،   ــوم ژاپنيكــوم م ــد+CASريزوبي در ).  نبودن

، در مطالعـه  )1994( و همكـاران  Van Rossumحاليكه 
 ـ      16روي   ا بـادام زمينـي      سويه برادي ريزوبيوم همزيـست ب

)Peanut (radyrhizobiun sp.   اعلام داشتند كه تنهـا 
نتايج اين تحقيق نيز .  نبودند+CAS سويه از اين باكتريها      2

نشان مي دهند كه سـويه هـاي بـرادي ريزوبيـوم ژاپنيكـوم            
ــاير   ــه ســـــــــــــ ــسبت بـــــــــــــ نـــــــــــــ

ـ آگـار   CAS، به محيط    )Bsp(گونه هاي برادي ريزوبيوم     
 در بين آنهـا  +CASد انواع حساستر هستند، بطوريكه درص 

. درصد تعيين گرديد23 و7/8به ترتيب 
لازم به توضيح است كه اگر باكتري ريزوبيومي قادر  

 باشـد، تـوان يـا عـدم تـوان           CASبه رشد بر روي محيط      
توليد سيدروفور را بوضوح نشان مي دهد، بطوريكه در اين          
بررسي در مورد هيچ سويه اي مشاهده نـشد كـه در رشـد              

 و در دو محـيط      -Sid حالـت  CASيم بر روي محيط     مستق
تنهـا مـشكل ايـن محـيط       .  داشـته باشـد    +Sidديگر حالت   

حالت سمي آن براي بسياري از سويه هاي باكتري است كه          
براي اجتناب از اين اثر سمي، دو روش كشت ديگر شـامل            

)Milagres  ،و كـشت دو لايـه نيـز در    ) 1999 و همكاران
هـا بـه    در ايـن روش   . قرار گرفتند اين تحقيق مورد مقايسه     

دليل اينكه باكتري روي محيط غـذايي مناسـب كـشت مـي        
 كـه از طريـق      CASشود، حالت بازدارندگي محيط رنگي      

 در نيمة ديگر ظـرف كـشت ويـا درلايـة            HDTMAنفوذ  
نتايج مربوط  . فوقاني آن ايجاد مي شود، به حداقل مي رسد        

ك از محيط هـا     به تعداد سويه هاي رشد يافته بر روي هري        
هاي مورد آزمـايش مربـوط بـه گونـه          و نيز تعداد كل سويه    

.  ارائـه شـده اسـت      1هاي مختلـف ريزوبيـومي درجـدول        

همچنين جـدول تجزيـة واريـانس و نيـز نمـودار مقايـسة              
ميانگين تـوان رشـد باكتريهـاي ريزوبيـومي بـا اسـتفاده از              

ــ آگـار بـه      CASروشهاي مختلف كشت بر روي محـيط        
براساس . نشان داده شده است      1 و شكل  3ول  ترتيب درجد 

1درسـطح   (نتايج حاصل، اولاً اختلاف كـاملاً معنـي داري          
بين روشهاي مختلف كشت مشاهده مي شود ثانيـاً         ) درصد  

روش پليت نيمانيم، حداقل بازدارندگي را نشان مـي دهـد،           
بطوريكه در مورد اكثر گونه ها و حتي در مورد گونة برادي           

، %)100(هاي مورد آزمـايش     يكوم، تمام سويه  ريزوبيوم ژاپن 
معهذا يكي از مـشكلات     . در اين شرايط قادر به رشد بودند      

اين روش، تعيين فاصلة مناسب براي قراردادن ماية باكتري،         
اين بررسي نـشان  . نسبت به خط مرزي بين دو محيط است       

ــرفتن     ــرار گ ــورت ق ــا در ص ــه ه ــي از جداي ــه برخ داد ك
 خــط مــرزي، بــه دليــل نفــوذ درمجــاورت خيلــي نزديــك

HDTMA      دراين ناحيه رشد نمي كنند و يـا رشـد بـسيار 
ضعيفي دارند و در فاصلة دورتر، بخصوص در مورد انـواع           
كند رشد و جدايه هايي كه مقـدار كـافي سـيدروفور بـراي        
نفوذ درنيمه ديگر ظرف توليد نمي كنند، هالـة تغييـر رنـگ     

 تمـام سـطح     بعلاوه،.  مشاهده نمي شود   CASروي محيط   
ظرف قابل كشت نيست و از نيمة آن هم تنها بـراي سـويه              

بنـابراين بـراي    . هاي خالص شده مـي تـوان اسـتفاده كـرد          
مطالعات اكولوژيك كه به منظور تشخيص و شمارش انواع         
توليد كنندة سيدروفور، سوسپانسيون هاي رقيق شدة خـاك         
بايستي بر روي محـيط كـشت گـسترده شـوند، بهيچوجـه             

درعـين حـال بـراي ارزيـابي تـوان          .  نخواهد داشت  كارآيي
توليد سيدروفور كشت هاي خالص، روش مناسبي اسـت و     
بدليل حداقل بازدارندگي براي رشد گونه هاي ريزوبيـومي،      
.نتايج ايـن تحقيـق براسـاس ايـن روش ارائـه شـده اسـت         

ومي در سه روش كشت مستقيم، پليت هاي ريزوبيـ آگار بر رشد سويهCASـ مقايسه ميزان بازدارندگي محيط 1جدول 

نيمانيم و محيط دو لايه

گروههاي باكتري Sm Mc Rlp R
lv Rlt Bj Bsp Pf

هاي رشد تعداد سويه(
)هايافته به تعدادكل سويه

-CASرشد مستقيم بر 
آگار

12/168 65/84 38/57 46/60 5/8 5/57 3/13 21/29

رشد در پليت نيمانيم 165/
168

83/84 57/57 60/60 8/8 57/57 12/13 29/29

رشد برمحيط دولايه 114/
168

79/84 56/57 59/60 8/8 22/57 8/13 26/29
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-CASهاي مختلف ريزوبيومي و درجه بازدارندگي محيط هاي توان توليد سيدروفور در گونهـ مقايسه شاخص2جدول
هاي هر گونهآگار براي سويه

)تعداد سويه(گروههاي باكتري 

شگيرياندازههايشاخص
ده

دامنه نتايج Sm Mc Rl
p

Rl
v

R
lt

B
j

Bs
p

Tota
l

P
f

توان توليد سيدروفور Sid+ 161 77 56 51 8 22 9 384 2
9

Sid- 7 7 1 9 0 35 4 63 0
حداكثر قطر هاله

)d = mm(
0>d<1 1 11 3 2 0 1 0 18 0

1>d<5 92 63 46 36 7 20 1 265 1
0

5>D<10 66 3 4 12 1 1 5 92 1
7

D>10 2 0 3 1 0 0 3 9 2
نسبت قطرهاله به قطر 

كلني
0>R<1.5 28 70 40 21 5 10 1 175 3

1,5>R<2.0 47 6 9 17 1 7 2 89 6
2>R<2.5 64 1 3 9 2 4 2 85 1

6
R>2.5 22 0 4 4 0 1 4 35 4

هاسرعت تشكيل هاله 0>V<0.05 1 12 3 2 0 1 0 19 0
)V= mm day-1( 0,05>V<0.15 58 60 42 30 6 11 1 208 1

0,15>V<0.25 66 0 2 4 0 5 2 79 0
V>0.25 36 5 9 15 2 5 6 78 2

8
)I (درجه بازدارندگي بدون بازدارندگي 

)I1(
12 65 38 46 5 5 3 174 2

1
ضعيف بازدارندگي

)I2)
103 14 18 13 3 17 5 172 5

متوسط بازدارندگي
)I3)

34 4 0 1 0 26 2 67 3

بازدارندگي 
(I4(شديد

20 1 1 0 0 9 3 34 0

 بر روي محيط + جدول تجزيه واريانس توان رشد باكتري هاي ريزوبومي با استفاده از روشهاي مختلف كشت-3جدول 
CAS-Agar

ميانگين مربعات درجه آزادي منابع تغيير
500/0** 2 روش كشت

049./ 21 خطا
يه و مستقيم دو لا,روشهاي كشت نيمانيم+ 
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 معني دار در سطح يك درصد**
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-CAS مقايسه ميانگين توان رشد باكتري هاي ريزوبيومي با استفاده از روشهاي مختلف كشت بر روي محيط -1شكل 

Agar
HP-CAS= Half Plate Method   DL-CAS=Double Layer Method DP-CAS=Direct Plate 

Method
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 يـا محـيط    CAS لايه گذاري بر روي محيطروش
دولايه، درمقايسه با روش پليت نيمانيم، كمـي بيـشترحالت          
بازدارندگي نشان داده است ولي اين اختلاف از نظر آماري          

از طرف ديگر مشكلات يـاد      ) 1شكل( معني دار نمي باشد     
تمام سطح محيط قابـل     . شده براي پليت نيمانيم را نيزندارد     

توان تعداد بيشتري جدايـة خـالص ويـا         و مي استفاده است   
. سوسپانسيون خاك را بر روي آن مـورد آزمـايش قـرار داد       

سيدروفور توليد شده به راحتي در لاية زيرين نفوذ مي كند           
و هالة تغيير رنگ در اين لايـه، بـه وضـوح قابـل مـشاهده                

در ضمن احتمال مي رود كـه بـا انـدك افزايـشي در            . است
. ن درصد بازدارندگي را بهبود بخشيدلاية فوقاني بتوا

كـشت مـستقيم، پليـت      (ضمن مقايـسة سـه روش       
 Inhibitionاثـر بازدارنـدگي   ) نيمانيم و محـيط دو لايـه  

effect-) I ( محــيطCAS بــراي باكتريهــاي ريزوبيــومي 
بدون بازدارندگي، بصورت رشـد مناسـب روي ايـن           (1Iاز

رشـد  بازدارنـدگي كامـل بـه صـورت عـدم            (I4تا  ) محيط
  بـراي    I2،I3. ، درجه بندي گرديد   )درتمام محيط هاي فوق   

 ولـي  CASسويه هاي ناتوان از رشد مستقيم روي محـيط          
به ترتيب قادر بـه رشـد بـر روي محـيط دو لايـه و پليـت                  
نيمانيم، تنها قادر به رشـد بـر روي پليـت نيمـانيم و رشـد                
بسيار ضعيف بر روي پليت نيمانيم، درنظرگرفته شدند كـه          

 براي گونه هـاي   2ت اين درجات بازدارندگي در شكل       نسب
. مختلف ريزوبيومي ارائه شده است

ـ سنجش نيمه كمي توليد سيدروفور2
 جدايـه   447بررسي توان توليد سـيدروفور توسـط        

قـادر بـه    %) 9/85(ريزوبيومي نشان داد كه اكثر جدايـه هـا          
گيـري هـستند و تنهـا       توليد سيدروفور درحد قابـل انـدازه      

. چنين ويژگي را نشان ندادند    %) 09/14(ت كمي از آنها     نسب
%) 4/61(جدايه هـاي بـرادي ريزوبيـوم ژاپنيكـوم كمتـرين           

تمـام سـويه هـاي      . تعداد توليد كنندة سيدروفور را داشـتند      
پـــسودوموناس فلورســـنس مـــورد اســـتفاده بـــه عنـــوان 

).3شكل( بودند +Sidشاهد،
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آگار براي گروه هاي مختلف ريزوبيومي و شاهد-CAS بازدارندگي محيط  سطوح-2شكل 
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 درصد سويه هاي بدون توان و داراي توان توليد سيدروفور در گروه هاي مختلف ريزوبيومي و شاهد-3شكل 
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براي بيشتر سويه ها، حداكثر قطر هالة تغييـر رنـگ           
R7شـامل   (  مـورد     9هـا در   ميلـي متـر بـود و تن        5 تا   1بين  

10ايـن قطـر بـه بـيش از        )  از سينوريزوبيوم مليلوتي   R38و
گيـري  حداكثر قطر هالـة انـدازه     ). 2جدول  (ميلي متر رسيد    

 از بيـووار    R305 ميلي متر و متعلق بـه سـويه          30شده برابر   
 از بـرادي ريزوبيـوم   R229 وR237فازئولي بود ودو سـويه  
 ميلي متر، در مرتبه هاي    5/16و  25بادام زميني به ترتيب با      

اي از  توانـد نـشانه   گسترش قطر هاله مي   . بعدي قرار داشتند  
ميزان توليد سيدروفور باشد كه بـراي مقايـسه گونـه هـاي             
مختلف ريزوبيومي تغييرات دامنـة آن بـراي هـر گونـه، در             

. ارائه شده است4شكل 

توانـد معيـار دقيقتـري      نسبت قطر هاله به كلني مـي      
قايسة توليد سيدروفور به حساب آيد، زيرا با وجـود          براي م 

، سـرعت   )µl7(يكسان بودن مقدار مايـة اوليـة بـاكتري          
رشد سويه ها و در نتيجه، قطر كلني تشكيل شـده بـر روي         
محيط، با هم تفاوت پيدا مي كند و در نتيجه بـر روي قطـر         

 محدودة شاخص قطر هاله بـه كلنـي   .هاله نيز اثر مي گذارد  
4 متغير بود كه هر چند بـالاترين ارقـام آن بـه           7از صفر تا    

ــووار فــازئولي، R305ســويه شــامل  از R229 وR237 از بي
 از بيووار ويسيه تعلـق      R490برادي ريزوبيوم بادام زميني و      

داشت، معهذا در مجموع، اكثر سويه هـايي كـه دربـالاترين           
قـرار داشـتند، متعلـق بـه گونـة          ) 2.5<(حد اين محـدوده     

).5شكل(سينوريزوبيوم مليلوتي بودند 
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) بر حسب ميلي  متر در روزV( توزيع سويه هاي ريزوبيومي وشاهد درسطوح مختلف سرعت تشكيل هاله -6شكل

 ميلـي متـردر روز   93/2 تا  0سرعت تشكيل هاله از     
05/0(بود و اكثر سويه ها از اين لحاظ در محدودة متوسط            

بــالاترين ). 6 و شــكل 2جــدول(جــاي داشــتند ) 14/0تــا 
 از بــرادي R237ســرعت واكــنش مربــوط بــه ســويه هــاي 

R38 و   R7 از بيووار فـازئولي،      R305ريزوبيوم بادام زميني،    

از سينوريزوبيوم مليلوتي بود كه از اين لحاظ برتمام سـويه           
هاي ريزوبيومي و حتي بر سويه هاي شاهد، برتـري نـشان            

در بررســي ) 1994( و همكــاران Van Rossum. دادنــد
ــوم   ــرادي ريزوبي ــد ســيدروفور توســط ســويه هــاي ب تولي
همزيست با بـادام زمينـي بـه برتـري سـوية سـينوريزوبيوم         
مليلوتي استفاده شده به عنوان شاهد، اشاره داشته و متـذكر           
شده اند كه اين باكتري هاله اي وسـيعتر و پـر رنـگ تـر از       

بطور مقايسه سـطح    . ته است گونه هاي برادي ريزوبيوم داش    
 بـود، درحاليكـه     6/5هاله به كلني درمورد اين گونـه برابـر          

 و در   8/2براي گونة برادي ريزوبيوم ژاپنيكـوم حـداكثر بـه           
 سويه همزيست با بادام زميني، تنها دريك مورد به          16مورد  

دليل اين امر را كندي رشد برادي ريزوبيوم هـا،          .  رسيد 9/4
 در نتيجه توليد كمتر سيدروفور دانـسته        نياز كمتر به آهن و    

، به اين نكته اشاره داشته اند كه سيدروفور توليد          بعلاوه. اند
هـا بـه صـورت      شده توسـط بـسياري از بـرادي ريزوبيـوم         

 دارد و FeIIIسيترات است كه ميل تركيبي ضعيف تري بـا    
كند بنابراين بايد دو سوية     در نتيجه هالة ضعيفتري ايجاد مي     

 متعلق به برادي ريزوبيوم بـادام زمينـي   R229 و   R237بومي  
را از اين نظر مستثني دانـست، زيـرا همـانطور كـه در بـالا                
اشاره شد، اين دو سويه از نظـر حـداكثر قطـر هالـه و نيـز                 
نسبت قطر هاله به كلني، بربهترين سويه هاي سينوريزوبيوم         

برتري نـشان داده انـد وحتـي سـوية        ) R38 و   R7(مليلوتي  
R237            بالاترين سرعت انجام واكنش را در بين تمـام سـويه 

 و همكـاران  Plessner. ها، به خود اختـصاص داده اسـت      
در مطالعه روي دو سوية برادي ريزوبيوم ژاپنيكوم        ) 1993(

گزارش كردند كه اين باكتري در شرايط تنش كمبود آهـن،           
قادر به مصرف سيدروفورهاي ميكربـي ماننـد فـري كـرم،            

ــوان St3 پــسودوباكتين رودوتروليــت و  اســت كــه ايــن ت
استفاده از سيدروفورسايرگروههاي ميكربي مي توانـد يـك         
امتياز رقابتي براي اين باكتريها در ريزسفر محـسوب گـردد           

Fabiano ــاران ــي ) 1994( و همك ــويه از 67در بررس  س
كلكسيون ريزوبيومي اوروگوئه، به اين نتيجـه رسـيدند كـه           

 توليد سيدروفور هستند و بالاترين      اكثر ريزوبيوم ها قادر به    
توان توليد را در سويه هاي همزيست بـا يونجـه و شـبدر،              
اعلام داشتند، درحاليكه در مورد ريزوبيوم هاي همزيست با   

، توليد سـيدروفور منفـي و يـا درسـطح     1گونه هاي لوتوس 
رنگ هالة اطراف كلني همة سـويه      . بسيار ضعيفي مثبت بود   
ستفاده در اين تحقيق، نارنجي مايـل       هاي ريزوبيومي مورد ا   

به ايـن نكتـه     ) 1999( و همكاران    Milagres. به قرمز بود  
ـ آگـار، سـيدروفورهاي     CASاشاره داشته اند كه درمحيط      

تيپ منو هيدروكسامات وتري هيدروكـسامات، بـه ترتيـب          
رنگ نارنجي مايـل بـه قرمـز ونـارنجي ايجـاد مـي كننـد،                

وجب تغيير رنگ محيط    درحاليكه كمپلكس هاي كاتكولي م    
از آبي به ارغواني تا قرمز مايل به ارغـواني مـي گردنـد بـا                

تــوان احتمــال داد كــه اكثــر اســتناد بــه ايــن گــزارش، مــي
سيدروفورهاي توليد شده توسط جدايـه هـاي ريزوبيـومي          

در تأييـد   . انـد ها بـوده  مورد بررسي، از تيپ هيدروكسامات    
يدروفورهاي ، ســ)2000( و همكــاران Carsonايــن نظــر، 

وتـري   سويه ريزوبيومي را از تيپ دي      17توليد شده توسط    
هرچنـــد توليـــد . هيدروكـــسامات گـــزارش كـــرده انـــد

2سيدروفورهاي ديگري مانند انـواع مـشابه تيـپ كـاتكولي          

توسط برخي از سويه هاي بـرادي ريزوبيـوم همزيـست بـا             
بادام زميني و لوبيا چشم بلبلي، انواعي با ساختمان شيميايي          

ختصاصي مثـل ريزوبـاكتين و يـا توليـد اسـيد آنترانيليـك              ا
Anthranilic acid   ــوم ــويه از ريزوبي ــك س ــط ي  توس

).Guerinot ،1991(لگومينوزاروم نيزگزارش شده اند 
گيري نتيجه

بـا توجـه بـه اينكـه  باكتريهـاي توانمنـد در توليـد        
سيدروفور، مي توانند به عنوان عوامـل محـرك رشـد گيـاه             

ه قـرار گيرنـد و عـلاوه بـراين، وجـود چنـين        مورد اسـتفاد  
ويژگي در ريزوبيوم ها موجب بهبود گـره بنـدي و تثبيـت              
نيتروژن در گياهان همزيست با آنها مي شود، انتخاب سويه          
هاي ريزوبيومي كه توان بالايي در توليد سيدروفورها داشته         

.باشند، اهميت خاصي پيدا مي كند
هايي، استفاده  براي تشخيص و انتخاب چنين سويه       

 ـ آگار و اعمال روشـهاي مناسـب كـشت،     CASاز محيط 
ايـن  . مانند محيط دو لايه و پليت نيمانيم، قابل توصيه است        

روش بسيار حـساس اسـت و توليـد مقـدار بـسيار جزئـي               
بعـلاوه، بـه   . سيدروفور را به وضوح قابل مشاهده مي سازد      

ة تغيير  دليل امكان اندازه گيري شاخص هايي مانند قطر هال        
رنگ محيط و تعيين سرعت توسعة آن، مقايسة بـين سـويه            

در ضـمن، بـه   . ها به صورت نيمه كمي نيز ميسر مي گـردد     
دليل سرعت نسبي انجام آزمايش، امكان غربـالگري تعـداد          

.بسيار زيادي از جدايه ها مقدورخواهد بود

1 - Lotus1.Van Rossum et al.
2 -Catecho –like 
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سپاسگزاري 
اين پـژوهش از محـل اعتبـارات مربـوط بـه طـرح        

ــشگاهي مطالعــات و ــين دان ــران ( تحقيقــات ب ــشگاه ته دان
ــسنجان  ــج ً رف ــصر ً ع ــشگاه وليع ــرح  ) ودان ــماره ط ــه ش ب

لـذا از   .  انجـام پذيرفتـه اسـت      016 كد پـروژه     31303371
مساعدت معاونت محترم پژوهـشي دانـشگاههاي تهـران و          

همچنين لازم  . رفسنجان تشكر بعمل مي آيد    ) عج(وليعصر  
ــا   ــد جن ــتاد ارجمن ــاري اس ــت از همك ــر  اس ــاي دكت ب آق

محمدجعفر ملكوتي رياست محترم مؤسسة تحقيقات خاك       
وآب كشور ونيز همكاران بخش ميكروبيولـوژي خـاك آن          

.مؤسسه تشكر و قدرداني گردد

فهرست منابع
1. Alexander, D.B. and D.A. Zuberer. 1991. Use of chrome azurol S reagents to evaluate 
2. Siderophore production by rhizosphere bacteria.Biol.Fertil. Soils 12:39-45
3. Ames – Gottfred, N.P., B.R.Christie and D.C.Jordan. 1989. Use of the chrom azurol S 

agar plate technique to differentiate strains and field isolates of Rhizobium leguminosarum
biovar trifolii.Appl.Environ. Microbiol. 55: 707-710.

4. Arora, N.K., S.C.Kang and D.K.Maheshwari. 2001. Isolation of siderophore –
producing strains of Rhizobium meliloti and their biocontrol potential against 
Macrophomina phaseolina that causes charcoal rot of groundnut. Current Science. 81: 673-
677.

5. Bar-Ness, E., Y.Hadar, Y.Chen, A.Shanzer and J.Libman. 1992. Iron uptake by plants 
from microbial siderophores. Plant Physiol. 99:1329-1335.

6. Bar-Ness, E., Y.Hadar, Y.Chen, V.Romheld and H.Marschner .1992.Short-term effects of 
rhizosphere microorganisms on Fe uptake from microbial siderophores by maize and oat. Plant 
Physiol.100:451-456.

7. Beck, D.P., L.A.Materon and F.Afandi .1993.Practical Rhizobium-Legume Technology 
Manual.Technical Manual No.19, ICARDA, Syria.

8. Buyer, J.S., L.J.Sikora and R.L.Chaney. 1989. A new growth medium for the study of 
siderophore – mediated interactions. Biol. Fertil. Soils 8: 97-101.

9. Carson, K.C., Meyer, J., Dilworth, M. J. (2000) Hy drokamate Siderophores of root 
nodule bacteria. Soil Biol. Bioc hem. 32:11-21.

10. Fabiano, E., G.Gualtieri, C.Pritsch, G.Polla and A.Arias. 1994. Extent of high-affinity 
iron transport systems in field isolates of rhizobia. Plant Soil 164:177-185.

11. Guerinot, M.L.1991. Iron uptake and metabolism in the rhizobia / legume symbioses. 
Plant Soil 130: 199-209.

12. Johnson, G.V., A. Lopez and N.La Valle Foster.2002. Reduction and transport of Fe 
from siderophores. Plant Soil 241:27-33.

13. Jolley, V.D., K.A.Cook, N.C.Hansen and W.B.Stevens. 1996. Plant physiological 
responses for genotypic evaluation of iron efficiency in strategy I and strategy II plants – A 
riview. J.Plant Nutri.19:1241-1255.

14. Marschner, H. 1995 .Mineral Nutrition of Higher Plants. Academic Press .London. 
15. Milagres, A.M.F., A.Machuca and D.Napoleao .1999. Detection of siderophore 

production from several fungi and bacteria by a modification of chrome azurol S (CAS) 
agar plate assay .J.Microbiol .Methods .37:1-6. 

16. Payne, S.M.1994.Detection, isolation and characterization of siderophores .Methods 
Enzymol. 235:329-344.

17. Persmark, M., T.Frejd and B.Mattiasson.1990.Purification, characterization, and 
structure of pseudobactin 589 A,a siderophore from a plant growth promothig 
Pseudomonas. Biochemistry 29:7348-7356.

18. Plessner, O., T.Klapatch and M.L.Guerinot.1993.Siderophore utilization by 
Bradyrhizobium japonicum. Appl.Environ.Microbiol.59:1688-1690.

19. Schwyn, B. and J.B.Neilands. 1987. Universal chemical assay for the detection and 
determination of siderophores. Anal. Biochem. 160:47-56.

20. Somasegaran, P. and H.J.Hoben. 1994. Handbook for Rhizobia: Methods in Legume –
Rhizobium Technology. Springer – Verlag, New York.

Archive of SID

www.SID.ir



 ����� �
 !
� "�
# "�
$#�%�� �
& ��
' �( �
)���$' �$*
+ ��
+ "#
�,�� /���

21. Van Rossum, D., A.Muyotcha and H.W.van Verseveld. 1994. Siderophore production by 
Bradyrhizobium spp. strains nodulating groundnut. Plant Soil 163:177-187.

Archive of SID

www.SID.ir


