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و تأثير آن بر  سودوموناسي باكتريهاجداسازي، شناسايي و ارزيابي توليد سيدروفور در 
  رشد ذرت در محيط آبكشت

  3علي پاكدين پاريزي و 2،كاظم خاوازي1، امير لكزيان1،٭فاطمه طهماسبي

  مشهد، دانشگاه فردوسي، دانشكده كشاورزي، گروه علوم خاك 1
  آب و خاكتهران، مؤسسه تحقيقات  2

 شهد، دانشگاه فردوسي، دانشكده كشاورزي، گروه بيوتكنولوژيم 3

  9/7/91 :تاريخ پذيرش  27/10/90 :تاريخ دريافت

  چكيده 

جدايه  38در اين تحقيق . باشند مي )PGPR(دهنده رشد گياه  افزايشيزوسفري ي رباكتريهاترين  از مهم سودوموناسي باكتريها
ابتدا . ذرت در مناطق مختلف استان خراسان رضوي جداسازي شدندريشه  خاك اطراف محيط رشد از ريزوسفر سودوموناس
و  سودوموناس فلورسنتي باكتريهاها مشابه  همه جدايه. ها با آزمونهاي فيزيولوژيكي و بيوشيميايي شناسايي شدند تمامي جدايه
 ايج نشانتن. شدآگار استفاده  -CASامد ها از محيط ج ارزيابي توان توليد سيدروفور جدايه براي .بودند ريژينوزاآسودوموناس 

. ير بودگراد متغ درجه سانتي 27ي در دماي روز نگهدار 4از  پس 4تا  7175/0هاله به قطر كلني از قطر نسبت متوسط داد كه 
 5/132تا  96/0نتايج نشان داد كه مقدار كمي سيدروفور از . تومتري انجام شدر نيز به روش اسپكتروفوكمي سيدروف ارزيابي

عه مطالاي  ت در محيط آبكشت در شرايط گلخانهرشد ذر بر سيدروفور -هاي آهن كمپلكس ثيرتأهمچنين  .بودير تغمميكرومولار 
ريشه  زن خشكو ،، وزن خشك اندام هواييميزان كلروفيل ،رسيدورفو -آهن هاي كمپلكسثير كاربرد تأكه نتايج نشان داد . شد

 دست آمده ازه آهن ب -تأثير كلات سيدروفور. ندمعني داري افزايش داد به طوررا گياه ايي گياه ذرت و غلظت آهن در اندام هو
 .بود) Fe-EDTA(كمپلكس آهن با اتيلن دي آمين تترا استيك اسيد بر جذب آهن در گياه ذرت مشابه  فلورسنت سودوموناس

بيشتر نيز شاهد تيمار داري در مقايسه با  معني طوره بر جذب آهن ب P16آهن استخراج شده از جدايه  -تأثير كلات سيدروفور
  .بود

  سودوموناسآهن، باكتري  - رت، سيدروفور، كلات سيدروفورذ :ي كليديها واژه

 fa_tahmasebi63@yahoo.com  :، پست الكترونيكي09354587480: نويسنده مسئول، تلفن ٭

 مقدمه 

كه فرم غالب آهن در طبيعت است داراي  سه ظرفيتيآهن 
و ) 4/7برابر  pHمولار در  10- 18(ليت ناچيزي است حلا

باشد  ها نمي عملاً قابل جذب براي گياهان و ميكروارگانيسم
آهن در خاك در ارتباط با ميزان فسفر  يزانهمچنين م. )22(

بنابراين غلظت آهن قابل  .و كلوئيدهاي خاك است
به (دسترس براي موجودات زنده در خاكهاي كشاورزي 

معمولاً پايين است ) الاي كودهاي فسفرهعلت مصرف ب

غلظت پايين آهن در محلول خاك به همراه نياز  ).16(
به آن ) ها گياهان و ميكروارگانيسم(بالاي موجودات هوازي 

نجر به م ريزوسفر و همچنين فراواني ريزجانداران در
تحت شرايط . )12(شود  ميرقابت شديدي براي آهن 

و گياهان يزجانداران ر جذب آهن توسطكمبود آهن، 
براي حل و انتقال آهن  به عوامل كلات كنندهعموماً 

ترين  بيشترين و متنوع .استابسته و) معدني(غيرآلي 
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و به نسبت  يكلاتهاي بيوسنتزي، سيدروفورهاي ميكروب
ها  وسيله گرامينهه كمتر فيتوسيدروفورهاي توليد شده ب

مولكولي كم  سيدروفورها تركيباتي با وزن ).11(باشند  مي
سه با ميل تركيبي بالا براي آهن ) دالتون 1000كمتر از (

از جمله  باكتريهاباشند كه توسط  مي ظرفيتي
سه آهن كردن براي حل  هاي فلورسنت سودوموناس

در  ).21(شوند  محيط خارج سلولي ترشح مي در ظرفيتي
ثير تأانجام شد توسط وانسوت و همكاران كه تحقيقي 

 Arabidopsisايووردين بر مقدار آهن پ - آهنكمپلكس 

thaliana كلات  باFe-EDTA آهن كلات . مقايسه گشت
به مقدار  Fe-EDTAشده با پايووردين در مقايسه با 

شد و گيري  اندازه Arabidopsis thalianaبيشتري در گياه 
داري منجر به افزايش رشد و ميزان  صورت معنيه ب

 درتايج آنها نشان داد كه نهمچنين . گرديددر گياه كلروفيل 
ژنوتيپهاي مختلف گياه و غلظتهاي (تمام شرايط آزمايش 

در ريشه بيشتر  معني دار به طورمقدار آهن ) متفاوت آهن
پايووردين دروفور يستأثير   مطالعه نتايج. )29( از ساقه بود

بر روي رشد گياهان شيرينك، ذرت و اسفناج نشان داد كه 
كه داراي  سودوموناس آريژينوزااز باكتري  7NSK2سويه 

باشد نسبت به موتانت فاقد  توانايي توليد پايووردين مي
، اثر سودمندي روي رشد )MPMF1(توليد پايووردين آن 

نشان داد سويه نتايج يك تحقيق ديگر . داشتگياهان 
7NSK2 داري در جمعيت قارچهاي باعث كاهش معني 
ير محل رشد خاك ز(اندوريزوسفر برروي ريشه و  مستقر
تأثيري بر  MPMF1كه موتانت  گرديد، درحالي) ريشه

به  نتايجبررسي و ارزيابي . روي جمعيت قارچي نداشت
آمده اين فرضيه را ثابت كرد كه توليد فعال  دست

نياز براي تحريك  يك پيش ريشهرشد محيط پايووردين در 
در يك تحقيق ). 26(بود  7NSK2رشد گياه توسط سويه 

همكاران مشاهده كردند كه گياه پنبه قادر به و  بارنيس
بوده ) DFOB(ب  كسامين جذب آهن از سيدروفور دفري

آهن را از اين سيدروفور جذب  و ذرت نيز به مقدار كمتر
نشان دادند كه گياه  نيزكلين و همكاران  .)5( كرد

آفتابگردان قادر به جذب مستقيم آهن پيوند شده به 
رشح تركيباتي در ريزوسفر از طريق ت امين بكس دفري

 Fe(II)-DFOB به Fe(III)-DFOBبراي احياء بيولوژيكي 
كه  در حاليبود و توانست بر علايم كلروز غلبه كند، 

 بابنابراين  .)9( سورگوم علايم كمبود آهن را نشان داد
ارزيابي كلي نتايج مطالعات گذشته مي توان گفت به توجه 
از طريق توليد  سودوموناس فلورسنتي باكتريهاكه 

سيدروفور نقش مهمي در افزايش تحرك و قابليت جذب 
لذا اين . آهن در شرايط كمبود و همچنين رشد گياه دارند

ي برتر توليد كننده باكتريهاتحقيق با هدف شناسايي 
ميزان بر ترشح شده سيدروفور سيدروفور و بررسي تأثير 

  . انجام شد جذب آهن در ذرت

  مواد و روشها

: ي سودوموناس فلورسنتباكتريهازي و شناسايي جداسا
ق طگياه ذرت در منا نمونه خاك ريزوسفري از 10تعداد 

 هاي نمونه. مختلف استان خراسان رضوي جمع آوري شد
 درصد 2پپتون (منتقل و سريهاي رقت به آزمايشگاه خاك 
از  باكتريهاسازي  تهيه و براي جداسازي و خالص) سترون

بررسيهاي ). 13(استفاده شد  King Bمحيط افتراقي 
آميزي گرم، آزمون تحرك در محيط   رنگ ميكروسكوپي،

هيدرولاز، هيدروليز اوره،  نيمه جامد، آزمون آرژينين دي
نيهاي آنها كلهايي كه  اكسيداز و كاتالاز بر روي جدايه

 هاي سويه). 6(بودند انجام شد  داراي خاصيت پرتوافشاني
Pseudomonas fluorescens )Pf ( از گروه دامپزشكي و
Pseudomonas aeruginosa )PA ( از گروه گياهپزشكي

. ندمرجع انتخاب شد به عنواندانشگاه فردوسي مشهد 
 4مولار در دماي  1/0سولفات منيزيم سترون در ها  جدايه

  . ندنگهداري شدهاي بعدي  براي استفادهگراد  درجه سانتي

  :آمده به دست هاي بررسي توليد سيدروفور در جدايه

 - CASاندازه گيري توليد سيدروفور با استفاده از  -الف 
توليد سيدروفور از تلقيح جمعيت تنظيم  ارزيابيبراي : آگار
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تهيه . استفاده گرديد آگار - CASدر محيط  باكتريهاشده 
الكساندر و زوبرر شده  اين محيط بر اساس روش اصلاح 

محلول (ر محلول براي تهيه اين محيط چها. )4( باشد مي
محلول  و ، محلول بافر، محلول غذاييFe-CASمعرف 

مجزا تهيه، استريل و سپس باهم  به طور) كازوآمينواسيد
 100پس از جامد شدن محيط كشت، مقدار . مخلوط شدند

 KingBدر محيط كشت  باكتريهاميكروليتر از كشت مايع 
تلقيح پليتهاي . اي در مركز پليتها تلقيح شد صورت نقطهه ب

توانايي . گراد نگهداري شدند درجه سانتي 28شده در دماي 
از روي تغيير رنگ بسيار واضح  باكتريهاتوليد سيدروفور 

قطر . ز آبي به نارنجي مشخص شدآگار ا -CASمحيط 
ارنجي رنگ تشكيل شده در اطراف و هاله ن باكتريهاني كل
ساعت اندازه  96و  72، 48، 24ني در فواصل زماني كل
ني قطر هاله به قطر كل همچنين نسبت. يري گرديدگ

 .تعيين گشت باكتريها

گيري توليد سيدروفور با استفاده از  اندازه - ب 
گيري ميزان توليد سيدروفور  براي اندازه: اسپكتروفتومتري

آگار توانايي توليد  - CASيي كه در آزمايش باكتريها
 مدل(سيدروفور را نشان دادند از روش اسپكتروفتومتري 

به اين . )8( استفاده شد instruments T70) + PG دستگاه
ساعته  24ميكروليتر از كشت  100صورت كه مقدار 

 100در محيط مايع سوكسينات به ارلنهاي  باكتريها
ليتر محيط تازه سوكسينات منتقل  ميلي 40ليتري حاوي  ميلي
گرم  KH2PO4 ،6 گرم 3 شامل سوكسيناتمحيط . شد

K2HPO4، 2/0 گرم MgSO4. 7H2O، 1 گرم (NH4)2SO4 
 7آن روي  pHو  ليتر هر در سوكسينيك اسيد گرم 4 و

 28ساعت در دماي  40اين محيطها به مدت  .تنظيم گرديد
بر روي شيكر نگهداري  rpm  120گراد و درجه سانتي

- 13 مدل دستگاه(سلولهاي باكتري با سانتريفيوژ . شدند
Sigma; C ( درrpm 10000 دقيقه رسوب داده  10مدت ه ب

پس از حذف رسوب باكتري ميزان جذب مايع . شدند
نانومتر با دستگاه اسپكتروفتومتر  400رويي در طول موج 

هاي حاصله با استفاده از فرمول  داده .قرائت شد
BCA  ندبه مول در ليتر تبديل شد.   

= A  ميزان جذب          = ε  جذب موليضريب  

= B قطر كوت              =C غلظت ماده 

اي براي بررسي اثر سيدروفور در جذب  آزمون گلخانه -ج 
  :آهن در گياه ذرت

استخراج سيدروفور  منظوره ب: باكتريهااستخراج سيدروفور 
جهت بررسي تأثير سيدروفور بر ميزان جذب آهن  باكتريها

. )20( اده گرديداستف در گياه ذرت از روش مير و عبداله 
اساس نسبت  باكتري سودوموناس بر جدايه 7ين منظور به ا

آگار در سه محدوده  - CASني در آزمايش قطر هاله به كل
 72مدت ه ب باكتريهاابتدا  .زياد، متوسط و كم انتخاب شدند

در ميلي ليتر محيط كشت سوكسينات  40در ساعت 
 دار دركرشي انكوباتوربر روي ميلي ليتري  100ارلنهاي 

سلولهاي سپس . گراد رشد داده شدند درجه سانتي 28دماي 
ه ب rpm  10000با دور(از سانتريفيوژ استفاده  باباكتري 

براي اطمينان . از محيط كشت جدا شدند )دقيقه 20مدت 
ي، اين محلول يبيشتر از عدم وجود باكتري در محلول رو

بدون ميكرومتر عبور داده شد و محلول  22/0از فيلتر 
 4باكتري حاوي سيدروفور براي انجام آزمايش در دماي 

  .گراد در يخچال نگهداري گرديد درجه سانتي

منظور تهيه ه ب: ΙΙΙ آهن - تهيه كمپلكس سيدروفور
ليتر محلول  ميلي 10مقدار  ΙΙΙ آهن- كمپلكس سيدروفور

FeCl3  سيدروفور محيط كشت حاوي ليتر  ميلي 30با
نسبت سيدروفور به (منتخب جدايه  7استخراج شده از 

 MESمحلولها با استفاده از بافر  pH. مخلوط شد) 3:1آهن 
  2/195 جرم مولي، C6H13NO4S فرمول شيميايي(

g/mol (10 اين . تنظيم شد 5/6بر روي ميلي مولار
ساعت براي تشكيل كمپلكس  12مدت ه محلولها ب
و  rpm 120 بر روي شيكر با دور ΙΙΙ آهن- سيدروفور

  . )5( ه شدنددماي اتاق قرار داد
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 تيمار و 11شامل كاملاً تصادفي طرح صورت ه آزمايش ب
  كمپلكس 7تيمارهاي آزمايش شامل  .سه تكرار انجام شد

، P16 ،P33هاي  جدايهتهيه شده از  ΙΙΙ آهن- سيدروفور
P34 ،P42 ،P47 ،Pf  وPA محلول  و همچنينFeCl3 ،

، محيط كشت سوكسينات بدون باكتري Fe-EDTAمحلول 
)Suc (بدون آهن  هوگلند د كه محلول غذاييو شاه
)Control (بود .pH  كربنات محلول غذايي با استفاده از

). 10( م شديتنظ 4/7تا  2/7در ) گرم در ليتر 1/0(كلسيم 
ه ب .بود ppm 5غلظت نهايي آهن در تيمارهاي آزمايش 

 704بذرهاي ذرت رقم  از اي منظور انجام آزمون گلخانه
يي و تيمارهاي هاي غذا محلول .استفاده شدكراس سينگل 

صورت تازه تهيه و ه هفته ب 4مدت ه آزمايش هر هفته ب
  . تعويض گرديد

ماه از دوره رويشي و پديدار شدن علائم  1پس از گذشت 
كمبود آهن، غلظت كلروفيل با استفاده از دستگاه 

ين منظور در هر به ا. گيري شد اندازه) Spad(متر  كلروفيل
بالا انتخاب شد و در سه نقطه از برگ  گياه برگ دوم از

 به عنوانميزان كلروفيل قرائت و سپس ميانگين سه قرائت 
. محتواي نسبي كلروفيل در گياه مورد نظر ثبت گرديد

ه گراد ب درجه سانتي 70ها در آون در دماي  سپس نمونه
وزن خشك ريشه و اندام  د وروز قرار داده ش 3مدت 

پس از آن اندام هوايي با روش  .گيري گرديد هوايي اندازه
گيري شد و غلظت آهن در عصاره با  هضم تر عصاره

 )Shimadzu AA-670مدل (استفاده از دستگاه جذب اتمي 
ها  تجزيه واريانس و مقايسه ميانگين داده. گيري شد اندازه

و با استفاده از آزمون  MSTAT-Cافزار  با استفاده از نرم
  .شد درصد انجام 1نكن در سطح اد

 نتايج و بحث

: آگار - CASارزيابي توليد سيدروفور در محيط كشت 
با  باكتري جداسازي شده از ريزوسفر ذرت 70 از مجموع

باكتري به عنوان جنس  38، كاربرد آزمونهاي بيوشيميايي
سويه جدايه بومي و  38تمام  .شناسايي شدند سودوموناس

توليد  آگار و -CASقادر به رشد در محيط  PAو  Pf هاي
رنگ هاله تشكيل شده از نارنجي پررنگ . سيدروفور بودند
هاله نارنجي رنگ تشكيل شده در اطراف . تا زرد متغير بود

باشد در شكل  كه نمايانگر توليد سيدروفور مي P16جدايه 
اين تمايز در تغيير رنگ . الف نشان داده شده است - 1

نواع تواند در ارتباط با تفاوتهاي ساختماني در ا مي
دو گروه بزرگ از . سيدروفورهاي ترشح شده باشد

 pHدر ت هيدروكسامات و كتكولي سيدروفورها شامل
سه ظرفيتي آهن  با ،)آگار -CASمحيط  pH(طبيعي 
با تغيير رنگ محيط داده كه اين امر   كمپلكستشكيل 

CAS -  بنابراين تغيير ). 23( باشد قابل مشاهده ميآگار
به توليد  آگار- CAS رنگهاي متفاوت در محيط

ها اشاره دارد  سيدروفورهاي مختلف توسط ميكروارگانيسم
 باشدمرتبط مي غلظت سيدروفور با  ولاًممعو شدت رنگ 

ني له به كلها، نسبت قطر ها در مورد جدايه. )ب - 1شكل (
تا  55/0، در روز دوم از 67/3تا  01/0در روز اول از 

تا  2/1روزچهارم از  ، در25/4تا  6/1، در روز سوم از 28/4
بيشترين . متغير بود 4تا  7175/0متوسط از  به طورو  3/4

مربوط به جدايه بود كه  4نسبت قطر هاله به كلني متوسط 
P16 جدايهپس از آن . بود Pf  قطر هاله نسبت با متوسط
 45. بيشترين توليد سيدروفور را نشان داد 9875/3ني به كل
ني بيشتر از حد اله به كلنسبت قطر ه جدايه هااز  درصد

هاي  سودوموناسمشخصه عمومي  .داشتند) 74/2(متوسط 
توليد پيگمانهايي است كه در برابر نور فرابنفش  فلورسنت

ويژه در شرايط كمبود ه ب) نانومتر 254(با طول موج كوتاه 
اين پيگمانهاي فلورسنس . دارند پرتوافشانيآهن خاصيت 

مهم سيدروفورها هستند و محلول در آب از جمله انواع 
 سودوموناسي باكتريهاارزيابي توان توليد سيدروفور  ).15(

كه  شود آگار انجام مي - CASعموماً در محيط كشت 
ي كه رقابت .)25( ارائه شده است نيلندزو  اسكوينتوسط 

 كمپلكس فريك آهن بينپيوند با براي  CASدر محيط 
هگزا  رجنت، دت)S )CASنام كروم آزورل ه ب عرف رنگيم

-Hexadecyltrimethyl( دسيل تري متيل آمونيوم برومايد
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ammonium bromide (HDTMA)( كننده يا  و يك كلات
آيد اساس ارزيابي توليد  بوجود ميسيدروفور ميكروبي 

رسد تغيير  نظر ميه ب. باشد سيدروفور در اين محيط مي
از آبي به نارنجي در اثر برداشتن آهن از  CASمعرف رنگ 

نتايج حاصل از  .شود اين معرف توسط سيدروفور ايجاد مي
توسط عباس زاده دهجي ارزيابي توان توليد سيدروفور 

بر روي توانستند  سودوموناسي ها نشان داد كه تمام سويه
هاي نارنجي رنگ كه دليلي  هالهآگار  - CASمحيط كشت 

نسبت قطر متوسط  .كنند ايجادبر توليد سيدروفور است، 
. )3( متغير بود 73/2تا  37/0ها بين  ني در سويهكل هاله به

نشان داد كه نيز  و همكارانصدقياني آزمايشات رسولي 
جدا شده از  فلورسنت هاي سودوموناساز سويه  201

و  داشتندسيدروفور  توان توليدريزوسفر گندم همگي 
 96/3تا  21/2ها بين  ني در اين سويهنسبت قطر هاله به كل

 .)1( متغير بود

ارزيابي كمي توليد سيدروفور با استفاده از روش 
گيري توان توليد سيدروفور  در اندازه: اسپكتروفتومتري

بصورت بصورت كمي كه  سودوموناسي باكتريها
اختصاصي مقدار سيدروفور نوع پايووردين قابل ارزيابي 

 Pfهاي  و سويهجدايه بومي  38مشخص شد كه تمام  است
. يدروفور در مقادير مختلف بودندقادر به توليد س PAو 

ه ب سوكسينات توليد پيگمانت فلورسنت در محيط كشت

سبز و فلورسنت قوي آن مشخص  -وسيله رنگ زرد
يك نشانگر مشخص براي شناسايي  به عنوانشود كه  مي

از اين محيط . شود استفاده مي سودوموناسي باكتريها
ت كشت براي جداسازي و خالص سازي پيگمانت فلورسن

ميزان توليد در اين آزمايش ). 20(شود  استفاده مي
ميكرومول در ليتر  5/132تا  96/0ها از  سيدروفور جدايه

نتايج حاصل از اين آزمون نشان داد كه جدايه . متغير بود
P33  ميكرومول در  5/132با توليد سيدروفور به ميزان

ليتر بيشترين ميزان توليد سيدروفور را به خود اختصاص 
ميكرومول در  128با مقدار  P35پس از آن جدايه . ددا

ميكرومول در ليتر در مرتبه  5/123با مقدار  P34ليتر و 
درصد  5/72. نظر توليد سيدروفور قرار داشتند بعدي از
متوسط ها ميزان توليد سيدروفور را كمتر از حد  جدايه

نتايج پژوهش . نشان دادند) ميكرومول در ليتر 86/29(
 سودوموناس آريژينوزاكه بر روي باكتري  كيساليتا زايااو و

نانومتر  400انجام شد نشان داد كه حداكثر جذب در 
. )30( ي استينشانگر وجود سيدروفورها در محلول رو

 .)8( كاستاندا و همكاران نيز نتايج مشابهي را ارائه دادند
ي باكتريهامحيط كشت سوكسينات تلقيح شده با 

كو  سودوموناس درمحيط  اكتري  ب بدون   كلش شت 
  .نشان داده شده است 2

 

 
  ب        الف

      آگار - CASدر محيط آبي   P16هاله سيدروفوري باكتري -الف-1شكل 
 PAو  Pfتوسط باكتري  آگار - CASتمايز در تغيير رنگ محيط كشت  -ب-1شكل 

Pfباكتري  

PAباكتري  
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  ه با شاهددر مقايس سودوموناس يباكتريهامحيط كشت سوكسينات تلقيح شده با  -2شكل 
  

  نتايج تجزيه واريانس تيمارهاي آزمايش -1جدول 
 

  منابع تغيير
  

  درجه آزادي
  ميانگين مربعات

 ميزان كلروفيل
  )بدون واحد(

وزن خشك ريشه
  )گرم(

وزن خشك اندام هوايي 
  )گرم(

  ميزان آهن 
  )پي پي ام(

  297/11634٭٭  158/7٭٭ 632/1٭٭ 620/224٭٭  10 تيمار
  909/130  351/0 018/0 233/10  22 خطا

  درصد 1دار بودن در سطح  معني -٭٭

 

 

  آگار -CASدر روش اسپكتروفتومتري و نسبت قطر هاله به كلني در روش گيري شده  اندازههمبستگي بين غلظت سيدروفور  -3شكل 

 

آگار و  - CASهاي  مقايسه نتايج حاصل از روش
و  آگار - CASنتايج مقايسه دو روش : اسپكتروفتومتري

كه در روش  P16جدايه اسپكتروفتومتري نشان داد كه 
CAS -  بيشترين توليد سيدروفور را دارا بود در اين آگار

باكتري همچنين . ي برتر قرار نگرفتباكتريهاروش جزء 
Pf  نيز كه در روشCAS -  آگار پس ازP16  بيشترين ميزان

داد در اين روش در مرتبه نهم  توليد سيدروفور را نشان مي
هاي ديگري نيز غير منطبق بودن روش  جدايه. قرار گرفت

CAS -  همان. دادند آگار را با روش اسپكتروفتومتري نشان 
صورت ه طور كه قبلاً ذكر شد روش اسپكتروفتومتري ب

اختصاصي فقط قادر به تعيين كمي سيدروفور نوع 
پايووردين است، زيرا سيدروفورهاي مختلف در طول 

 از 
س

ي پ
 كلن

ه به
 هال

طر
ت ق

نسب
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)ميكرومول در ليتر(غلظت سيدروفور در روش اسپكتروفتومتري
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نظر ه لذا ب. باشند تشخيص مي موجهاي متفاوت قابل
ميزان بالايي از  CASهايي كه در محيط  رسد جدايه مي

توليد سيدروفور را نشان دادند علاوه بر سيدروفور نوع 
پايووردين قادر به توليد سيدروفورهاي ديگري هستند كه 

 .باشند از آبي به نارنجي مي CASعامل تغيير رنگ معرف 
توان به  روي اين اختلافات مي از بنابراين بنظر مي رسد كه

توليد و مقدار توليد سيدروفورهاي غير از پايووردين در 
ج حاصل در نتاي .پي برد فلورسنت  سودوموناسهاي  جدايه

نيز نشان داده شد كه سويه  از پژوهش شريفي و همكاران
UTPF76  كه در روشCAS -  آگار بيشترين ميزان توليد

ش اسپكتروفتومتري باكتري سيدروفور را دارا بود، در رو
نشان دهنده  3شكل . )2( برتر از نظر توليد سيدروفور نبود

ضريب همبستگي بسيار كم بين غلظت سيدروفور 
قطر  گيري شده در روش اسپكتروفتومتري و نسبت اندازه

  .باشد آگار مي - CASروز در روش  4ني پس از هاله به كل

تيمارهاي يانس نتايج تجزيه وار: نتايج آزمون گلخانه اي
كليه پارامترهاي . نشان داده شده است 1در جدول  آزمايش
و وزن خشك ريشه و  كلروفيل گيري شده نظير ميزان اندازه

اندام هوايي و همچنين ميزان آهن گياه از نظر آماري در 
  . درصد معني دار بود 1سطح 

آهن بر وزن خشك  -تأثير كلاتهاي مختلف سيدروفور
بيشترين ميزان وزن خشك ريشه : تريشه در گياه ذر

آهن سويه  -تحت تيمار كلات سيدروفور انگياه ذرت در
Pf  از نظر آماري با ساير تيمارها به روش مشاهده شد كه

پس از . دار نشان داد درصد اختلاف معني 1دانكن در سطح 
داراي  P16و  Fe-EDTAآن گياه تحت تيمار كلات 

بيشترين ميزان وزن خشك ريشه بودند و با گياه شاهد 
درصد نشان دادند اما با گياه  1دار در سطح  اختلاف معني
نظر ه ب. دار نداشتند اختلاف معني FeCl3تحت تيمار 

با تأمين بخشي از آهن مورد نياز گياه  FeCl3رسد تيمار  مي
شده است  كه احتمالاً با كمك فيتوسيدروفور به گياه منتقل

ميزان وزن خشك ريشه را در حد قابل قبولي  هتوانست

و  P42پس از آن گياهان تحت تيمار سويه . افزايش دهد
داراي ميزان كمتري از وزن  FeCl3شاهد نسبت به تيمار 

خشك ريشه بودند اگرچه اين اختلاف از نظر آماري 
و تيمار  PA ،P33 ،P34 ،P47تيمارهاي . دار نبود معني

داري با هم نشان  شت سوكسينات اختلاف معنيمحيط ك
نتايج اين بخش نشان داد كه وزن خشك ريشه در . ندادند

هاي با  آهن سويه -گياهان تحت تيمار كلات سيدروفور
توان متوسط يا كم در توليد سيدروفور به استثناي تيمار 

P42 در مقايسه با شاهد كمتر بود و تنها كلات سيدروفور- 
دار در وزن خشك  برتر باعث افزايش معنيهاي  آهن سويه

كه سوكسينيك  يياز آنجا). 4شكل (ريشه گياه ذرت شد 
اسيد موجود در محيط كشت سوكسينات منبع كربن آلي 

، رشد اين قارچ در )28(باشد  براي قارچ آزوسپريليوم مي
هاي  آهن سويه - ريشه گياهان تحت تيمار كلات سيدروفور

توليد سيدروفور افزايش يافت با توان متوسط يا كم در 
احتمالاً مانع رشد  رشد اين قارچ). يمشاهدات گلخانه ا(

اما . گرديدوزن خشك ريشه  كاهشدر نتيجه باعث گياه و 
بدليل انتقال  FeCl3و  Pf ،P16 ،Fe-EDTAدر تيمارهاي 

گياه و كافي آهن مورد نياز به گياه، قارچها از رشد بازمانده 
  .جذب كرده و بخوبي رشد كندآهن را  ه استتوانست

آهن بر وزن خشك  -تأثير كلاتهاي مختلف سيدروفور
گيري وزن خشك  در اندازه: اندام هوايي در گياه ذرت

اندام هوايي ذرت مشاهده شد كه گياه تحت تيمار كلات 
رتيب ته ب FeCl3و  Pf ،Fe-EDTAآهن سويه  - سيدروفور

بين گياهان بيشترين ميزان وزن خشك اندام هوايي را در 
تحت تيمارهاي آزمايش نشان دادند، اگرچه از نظر آماري 

داري با هم  درصد اختلاف معني 1به روش دانكن در سطح 
و سپس تيمار شاهد قرار  P16پس از آن سويه . نداشتند

داشتند كه وزن خشك اندام هوايي در اين تيمارها نسبت به 
آماري  كمتر بود اما اين اختلاف از نظر FeCl3تيمار 
و  P42 ،P33 ،P34 ،P47 ،PAتيمارهاي . دار نبود معني

داري با هم نداشتند  محيط كشت سوكسينات اختلاف معني
و وزن خشك اندام هوايي در اين تيمارها از گياه شاهد 
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كمتر شد كه احتمالاً به علت رشد قارچ آزوسپريليوم بر 
روي ريشه و جذب آهن موجود توسط قارچ، اين گياهان 

رشد بازمانده و وزن خشك اندام هوايي در اين تيمارها از 
در پژوهش انجام شده توسط ). 5شكل (كاهش يافت 

هاي  شارما و جوري  نيز تلقيح بذرهاي ذرت با سويه
GRP3A  وPRS9 مولد  سودوموناسي باكتريها، از

اي در رشد  افزايش ويژهدروفور تحت شرايط تنش آهن سي
   .)27( گياه را نشان داد

  

 
  اثر تيمارهاي آزمايش بر ميزان وزن خشك ريشه گياه ذرت -4شكل 

 

  

 
  اثر تيمارهاي آزمايش بر ميزان وزن خشك اندام هوايي گياه ذرت -5شكل 

 

  

  
  )تصوير سمت چپ(و گياه شاهد ) تصوير سمت راست( FeCl3گياه تحت تيمار  -6شكل 
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  ياه ذرتاثر تيمارهاي آزمايش بر ميزان كلروفيل گ -7شكل 

 

 
  اثر تيمارهاي آزمايش بر ميزان آهن گياه ذرت -8شكل 

 

  
  اي گيري شده در آزمون گلخانه همبستگي بين ميزان آهن و كلروفيل اندازه -9شكل 

آهن بر ميزان  - تأثير كلاتهاي مختلف سيدروفور
نتايج حاصل از مطالعه تأثير كلاتهاي : كلروفيل گياه ذرت
اي نشان داد  در آزمايش گلخانه آهن -مختلف سيدروفور

آهن  -كه بيشترين ميزان كلروفيل در كلاتهاي سيدروفور
-Feو همچنين كلات  P16و  Pfهاي  تهيه شده از سويه

EDTA  مشاهده شد و با ساير تيمارهاي آزمايش اختلاف
دار نشان دادند، اگرچه اين سه تيمار از نظر آماري با  معني

كلات . درصد نداشتند 1ح داري در سط هم اختلاف معني
 Fe-EDTAنسبت به تيمار  Pfحاصل از سيدروفور سويه 

 در نتايج. تأثير بيشتري بر ميزان كلروفيل گياه ذرت داشت
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نيز ميزان كلروفيل  حاصل از پژوهش وانسوت و همكاران
با اختلاف  Fe-Pyoverdineصورت ه فراهم شده ب

 Arabidopsisدر گياه  Fe-EDTAداري نسبت به  معني

thaliana رسد ترشح  نظر ميه ب. )29( بيشتر بود
باعث ) ذرت( ΙΙفيتوسيدروفورها در گياهان استراتژي 

و در نتيجه سنتز  Fe-EDTAافزايش جذب آهن از منبع 
 Ι )Arabidopsisبيشتر كلروفيل نسبت به گياهان استراتژي 

thaliana ( در مطالعه حاضر لذا بنظر مي رسد كه شده
ميزان كلروفيل در گياه تحت تيمار اختلاف بين 

-Feنسبت به گياه تحت تيمار  Pfآهن سويه  - سيدروفور

EDTA كمترين ميزان كلروفيل در  .ه استدار نشد معني
. تيمارهاي شاهد و محيط كشت سوكسينات مشاهده شد

داري نسبت به  با اختلاف معني FeCl3نتايج نشان داد تيمار 
مورد نياز گياه را تأمين شاهد توانست بخشي از كلروفيل 

نمايد كه احتمالاً به علت تأثير فيتوسيدروفورها در تأمين 
شكل ( باشد آهن و در نتيجه سنتز كلروفيل براي گياه مي

هاي داراي كمبود  ويژه در گرامينهه در گياهان گرامينه ب. )6
صورت كلات ه شده ب آهن، مقدار زيادي از آهن فراهم 

ها  كمي پس از فراهمي به ساقه آهن مدت - فيتوسيدروفور
اي از طريق  آهن توسط جريان توده. شود منتقل مي

شود و  آپوپلاسم به داخل آوند و سپس به ساقه منتقل مي
رود  كار ميه احتمالاً بوسيله گياه براي سنتز كلروفيل ب

از نظر ميزان كلروفيل نسبت به  P42و  PAتيمارهاي ). 24(
 - كلاتهاي سيدروفور. دادند دار نشان شاهد اختلاف معني
نيز نسبت به  P47و  P33 ،P34هاي  آهن حاصل از سويه

شاهد ميزان كلروفيل بيشتري را براي گياه تأمين كردند اما 
در ). 7شكل (دار نبود  اين اختلاف از نظر آماري معني

ي باكتريهاآهن  -نتايج نشان داد كلات سيدروفورمجموع 
ش ميزان كلروفيل گياه توانست باعث افزاي سودوموناس

   .ذرت نسبت به شاهد شود

آهن بر ميزان آهن در  -تأثير كلاتهاي مختلف سيدروفور
نتايج جذب آهن توسط گياهان نشان داد كه : گياه ذرت

-Fe و Pfآهن سويه  -گياه تحت تيمار كلات سيدروفور

EDTA ترتيب بيشترين ميزان جذب آهن در اندام ه ب
كه از نظر آماري با هم  حالي ند، درهوايي گياه را نشان داد

درصد  1داري به روش دانكن در سطح  اختلاف معني
داري در جذب آهن در  نداشتند، اما باعث افزايش معني

شاهد  نسبت به ديگر تيمارهاي آزمايش و اندام هوايي گياه
 P16آهن سويه  - پس از آن كلات سيدروفور. شدند

ندام هوايي گياه را توانست بيشترين ميزان جذب آهن در ا
به خود اختصاص دهد و اين تيمار نيز با ديگر تيمارهاي 

 P42 ،PAتيمارهاي . داري نشان داد آزمايش اختلاف معني
نسبت به تيمار محيط كشت سوكسينات ميزان نيز  FeCl3و 

 داري افزايش دادند در حالي آهن گياه را با اختلاف معني
اهد اختلاف و ش P33 ،P34 ،P47كه با تيمارهاي 

كه گياهان  يياز آنجا. )8شكل (داري نداشتند  معني
از جمله ذرت در زمان كمبود آهن توانايي  ΙΙاستراتژي 

بر اساس فرضيه تبادل  ،توليد فيتوسيدروفورها را دارند
مطرح گرديده است  و همكارانيهودا توسط ليگاندي كه 

توانند  هاي آهن با سيدروفورهاي ميكروبي مي كمپلكس
ذب آهن در گياهان گرامينه را از طريق تبادل كلات با ج

 ΙΙگياهان استراتژي     .)31( فيتوسيدروفورها بهبود بخشند
هاي  شامل يك سيستم انتقالي براي كمپلكس

باشند كه در غشاي پلاسمايي  مي ΙΙΙآهن  - فيتوسيدروفور
گفته شده كه در . در ريشه گياهان گرامينه قرار گرفته است

تا  2رامينه جذب آهن از فيتوسيدروفورها معمولاً گياهان گ
هاي  كننده برابر بيشتر از سيدروفورهاي ميكروبي يا كلات 3

شود كه  بنابراين چنين استنباط مي). 17(سنتزي است 
سيدروفورهاي ميكروبي نسبت به فيتوسيدروفورها بهتر 

توانند آهن موجود را كلات كرده و براي انتقال به گياه  مي
هرحال ثابت شده ه ب. ختيار فيتوسيدروفورها قرار دهنددر ا

سودوموناس  يباكتريها ها مانند است برخي ميكروارگانيسم
توانند از فيتوسيدروفورهاي متحرك كننده  مي فلورسنت

   ).18(آهن در ريزوسفر برتر باشند 

هاي  كلوپر و همكاران گزارش كردند كه سيدروفور
فراهمي آهن در خاك اطراف توانند با افزايش  ميكروبي مي
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هاي گياهان رشد گياه و جذب آهن توسط گياه را  ريشه
شارما و جوري نيز در نتايج حاصل از . )14( افزايش دهند

بر  ها سودوموناسبررسي اثر سيدروفور توليد شده توسط 
روي جذب آهن در گياه ذرت مشاهده كردند كه جذب 

كمبود  آهن در حضور سيدروفور ميكروبي تحت شرايط
و بادزيكيويكس نيز نتايج  مير. )27( آهن افزايش يافت

مشابهي در بررسي اثر سيدروفور پايووردين در تأمين نياز 
  .)19و  7( آهني گياه مشاهده كردند

رسد نتايج حاصل از ارزيابي توليد سيدروفور  نظر ميه ب
آگار با  - CASروش  در سودوموناس فلورسنتي باكتريها

گونه  همان. اي مطابقت دارد آزمون گلخانهنتايج حاصل از 
ي با توان باكتريهااي مشاهده شد  كه در نتايج آزمون گلخانه

متوسط يا كم در توليد سيدروفور مقدار آهن، كلروفيل و 
ميزان ه شه و اندام هوايي گياه ذرت را بوزن خشك ري

ي برتر توليد كننده باكتريهاكه  كمي افزايش دادند، در حالي
الذكر را  تورهاي فوقخوبي توانستند فاكه ور بسيدروف

رسد كه نتايج حاصل از  نظر ميه بهمچنين  .افزايش دهند
تأثير كلاتهاي آهن بر ميزان كلروفيل گياه بيشترين 

از ). 9شكل (ا ميزان آهن در گياه دارد همبستگي را ب
سنتز كلروفيل در آهن در گياه نقشهاي از كه يكي  ييآنجا
لاً تأمين آهن براي گياه توانسته است ميزان احتماباشد  مي

   .سنتز كلروفيل در گياه را افزايش دهد

  گيري نتيجه
هاي برتر انتخاب شده از نظر توليد  نتايج نشان داد كه سويه

 1در سطح (داري  ثير معنيأ، ت)P16و Pf (سيدروفور 
بر ميزان كلروفيل، ميزان جذب آهن و همچنين ) درصد

منبع (ندام هوايي در مقايسه با شاهد وزن خشك ريشه و ا
كاربرد سويه برتر توليد . در گياه ذرت داشتند) بدون آهن

در مقايسه با شاهد باعث افزايش ) P16(كننده سيدروفور 
تا (، ميزان جذب آهن )درصد 61/202تا (ميزان كلروفيل 

و ) درصد 62تا (، وزن خشك اندام هوايي )درصد 179
افزايش  .شد) درصد  69تا (همچنين وزن خشك ريشه 

هاي  توان به علت تأثير سيدروفور سويه جذب آهن را مي
  . مذكور در فراهمي آهن براي گياه دانست

  منابع
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Abstract 

Pseudomonas bacteria are the most important plant growth promoting rhizobacteria 
(PGPR) in different crop plants. In this study, thirty eight Pseudomonas bacteria 
isolated from corn rhizosphere grown in different parts of Khorasan Razavi province. 
Initially, all isolates were identified by using recommended physiological and 
biochemical tests. The results showed that most of Pseudomonas isolates were similar 
to Pseudomonas fluorescens and Pseudomonas aeruginosa. The potential sidrophore 
production of all Pseudomonas isolates was evaluated using CAS-agar solid medium. 
The results of this part of experiment showed that the ratio of halo to colony diameter 
varied from 0.7175 to 4 after four days of incubation at 27 oC. The quantity of 
sidrophore production of Pseudomonas isolates was also measured by using 
spectrophotometry method. The results revealed that the amount of sidrophore 
production changed from 0.96 to 132.5 µML-1 among Pseudomonas isolates. The effect 
of sidrophore–iron complexes on growth of corn plant was investigated in a hydroponic 
system under green house condition. The results showed that chlorophyll content, shoot 
and root dried weights significantly increased when sidrophore–iron complexes was 
applied to corn plant. The effect of sidrophore-iron complex took out from 
Pseudomonas fluorescens on iron uptake in corn plant was similar to Fe–EDTA 
complex. The effect of sidrophore-iron complex extracted from P16 isolate on iron 
uptake was significantly higher compare to control treatment.  

Key words: Zea mays, Sidrophore, Sidrophore-Iron complex, Pseudomonas bacteri 
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