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(، رویکردی مناسب در مدیریت PGPRهای بومي افزاینده رشد گياه )تلقيح بذور با ریزوباکتری

جداسازی و  پژوهش حاضر،هدف از باشد. ، بهبود توليد و کيفيت محصولات کشاورزی ميسلامت

دهنده رشد گياه از ریزوسفر گياهان گندم در شهرستان سلسله و های افزایشباکتریشناسایي 

 از جدایه باکتریایي جداشده 100باشد. از بين های باکتریایي ميهای مفيد جدایهارزیابي ویژگي

 فسفات ليتحلا گری با استفاده از آزمونغربالف ریزوسفر گندم، چهار جدایه توسط خاک اطرا

، سيدروفورایندول استيک اسيد،  توليدچهار جدایه برتر از نظر توانایي انتخاب شدند. سپس 

زني بذور گندم در ها بر روی جوانهآن اثرو ای باکتریایي، تشکيل بيوفيلم پروتئاز، حرکت توده

بيوشيميایي بررسي و بر -های فنوتيپياز نظر ویژگي این چهار جدایه. شد ایشگاه بررسيشرایط آزم

،  .Pseudomonas spبا عنوان  16s rDNAاساس تعيين ترادف نوکلئوتيدی ناحيه 

Pseudomonas brassicacearum ،Exiguobacterium sp.  وAcinetobacter calcoaceticus  

بيشترین  Pseudomonas ي ازدر بين چهار جدایه باکتریایي استرین شناسایي شدند. در این تحقيق،

 µg( و انحلال فسفات )cm 7/1(، پروتئاز )cm 35/2(، سيدروفور )IAA (1-µg ml 59/5ميزان توليد 

1-ml 390 را از خود نشان داد. بيشترین درصد بازدارندگي از رشد پرگنه قارچ بيمارگر )

Fusarium graminearum ماری بلایت فوزاریومي سنبله گندم مربوط به جدایه عامل بيP. 

brassicacearum  درصد ارزیابي شد. 33/49بود که به ميزان 

 های کلیدیواژه
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Abstract 

Seed inoculation with endemic plant growth promoting rhizobacteria (PGPR) is a suitable approach in 

health management, improving the production and quality of agricultural products. The purpose of this 

research is to isolate and identify plant growth enhancing bacteria from the rhizosphere of wheat plants in 

Selseleh city (Iran) and to evaluate the beneficial characteristics of bacterial isolates.  The screening of 

PGPR isolates was done using tests of the ability to produce indole acetic acid (IAA), siderophore, 

protease, bacterial swarming  motility, biofilm formation, phosphate solubility and investigating the effect 

of bacterial isolates on wheat seeds germination in laboratory conditions. Among the 100 bacterial 

isolates extracted from the soil around the rhizosphere of wheat, the best four isolates were selected. The 

superior isolates were identified based on their morphological and biochemical characteristics as well as 

the nucleotide sequence of the 16sDNA region as Pseudomonas sp., Pseudomonas brassicacearum, 

Exiguobacterium sp and Acinetobacter calcoaceticus. In this research, Pseudomonas sp. strain has the 

highest IAA production (5.59 µg ml-1), siderophore production (2.35 cm), protease production (1.7 cm) 

and phosphate dissolution (390 µg ml-1) among four bacterial isolates. The highest percentage of 

inhibiting the growth of pathogenic fungus Fusarium graminearum, the cause of Fusarium blight disease 

of wheat spike, was related to P. brassicacearum isolate, which was evaluated as 49.33%. 

Key words: Biocontrol, F. graminearum, Pseudomonas and PGPR. 

 

 

  مقدمه

ترین گیاهان زراعی ( یکی از مهم.Triticum aestivium L)گندم 

 750ش از میلیون هکتار و تولید بی 216است که با سطح زیر کشت 

های کشاورزی ، در سطح وسیعی از زمین2020میلیون تن در سال 

سطح زیر (. CGIAR, 2021شود )دنیا و از جمله در ایران کشت می

سالانه  دیهکتار با تول ونیلیمشش  ایران حدود کشت گندم در

 سالانه کشور به گندم ازین یتن است. از طرف ونیلیم 5/13 حدود

(. تامین امنیت Ahmadi et al. 2021) تتن اس ونیلیم 14 حدود

ناشی از ی طزیست محیو خطرات  در حال رشد جمعیتغذایی 

های شوری، خشکی، آفات و استفاده از سموم شیمیایی، تنش

باشد روی بشر میهای پیشترین مسایل و چالشها از مهمبیماری

(Glick, 2012 .)در صورت عدم زای قارچی  عوامل بیماری

درصد  30کشاورزی را تا  عملکرد سالانهند نتوامی اسبمدیریت من

 لاته با مشکهدر مواج (.Goswami et al. 2016) دنکاهش ده

استفاده از پتانسیل زیستی خاک یا جامعه میکروبی مفید خاک ، فوق

ی هامت خاکلاس ظحف در جهتها ها و قارچاعم از باکتری

-ید بخش میطی مفید و امکشاورزی و کاهش مسائل زیست محی

، از نظر رپذیامکان زیستیاز نظر باشد. استفاده از این تکنولوژی 

اکولوژیکی پایدار، از نظر اقتصادی بادوام و از نظر اجتماعی قابل 

 تنوع و شمار جمعیت(. Zorteaa et al. 2018) باشدمیپذیرش 

ترین ترین و متنوعها به عنوان فراونمیکروبی باکتری

برابر بیشتر  1000تا  100ریزوسفر گیاهان بین در  هامیکروارگانیسم

دو تا  حدود(. Glick, 2012باشد )ی میفرسغیرریزو هایاز خاک

محرک رشد گیاه های باکتریها به عنوان پنج درصد باکتری

(PGPR Plant growth promoting bacteria,شناخته شده ) اند

(Goswami et al. 2016 از نظر تکاملی به نظر .)رسد که این می

زای گیاهی های ساپروفیت و بیماریها حد واسط باکتریباکتری

هایی هستند که بدون ایجاد ها، ساپروفیتباشند. در واقع این باکتری

 Voccianteاند خود را در گیاه حفظ کنند )آسیب در میزبان، توانسته

et al. 2022ها باعث افزایش رشد، باروری(. این میکروارگانیسم 

های محیطی و بیمارگرها گیاه و بالا بردن تحمل گیاه در برابر تنش

شامل  PGPR های مستقیم(. سازوکارHaggag, 2010شوند )می

تثبیت نیتروژن  ،فسفر قابل جذب برای گیاه ساختن فراهم

اتمسفری، جداسازی و مهیا نمودن عناصر نادر مانند آهن با استفاده 

های گیاهی نظیر لید هورمونو تو یسیدروفور هایحامل از
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های باکتریباشند. اثر غیرمستقیم می و اکسین ، سیتوکینجیبرلین

از طریق افزایش تحمل گیاه نسبت به  افزایش دهنده رشد گیاه

 های زیستی و غیر زیستی با تشکیل ساختارهایی مانند بیوفیلمتنش

به  بسیاری از ریزجانداران خاک قادر همچنینپذیرد. صورت می

های معدنی فلزدار از طریق جذب کانیهای غیرقابلشکل لحلاان

 .Idris et al. 2004; Van Hamet et alترشح اسیدهای آلی هستند )

های اندوفیت است. ریزوسفر خاستگاه اغلب باکتری (.2003

ها راهکاری جهت حفظ و بقا در شرایط تشکیل بیوفیلم در باکتری

های باشد. باکتریرگرهای گیاهی میهای محیطی و حضور بیماتنش

شوند و آرایی به میزبان نزدیک میساکن ریزوسفر از طریق شیمی

شوند سلولی ریشه تکثیر میپس از ورود اغلب در فضای بین

(Hallmann et al. 1998 عواملی نظیر صفات ذاتی .)

ی رشد، وضعیت ها، ژنوتیپ گیاه، مرحلهمیکروارگانیسم

های بافت گیاهی، شرایط محیطی و شیوه فیزیولوژیکی، نوع

باشند ها میی کلونیزاسیون میکروارگانیسمکشاورزی، تعیین کننده

(Brader et al. 2014این میکروارگانیسم .)ای ها پتانسیل بالقوه

مندی در صنعت کشاورزی و ارتقای کیفیت محصولات جهت بهره

 (. Rosenblueth et al. 2006; Rokni et al. 2021زراعی را دارند )

-لودگیآهای شیمیایی، ها از جمله تهیه نهادهبا توجه به محدودیت

ی زی در بهبود کیفهای خاکمحیطی و مدیریت بیماریهای زیست

-یو کمی محصولات مهمی مانند گندم، ، شناسایی و بررسی باکتر

های بومی افزایش دهنده رشد گیاه و اختصاصی محصول گندم 

باشد. هدف از پژوهش حاضر، جداسازی هم میامری ضروری و م

های گری جدایههای بومی ریزوسفر گندم، غربالو شناسایی باکتری

ت، های تولید سیدروفور، انحلال فسفاباکتریایی براساس آزمون

از، روتئتولید بیوفیلم، تولید هورمون ایندول استیک اسید، تولید پ

 باشد. شوری می ای، خاصیت آنتاگونیستی و تحملحرکت توده

 

  هاروش و مواد

های نمونه: خاک یهااز نمونه یاییباکتر یهاپرگنه یجداساز

ریشه گندم به همراه خاک ریزوسفر از مناطق مختلف شهرستان 

 بهآوری شد. جمع 1400سلسله استان لرستان در فصل بهار سال 

ی بر روی رقت متوال یسرکشت از روش  یباکتر یمنظور جداساز

های رشد پرگنه استفاده شد. پس از (NAآگار غذایی ) یطمح

 رنگ، اندازه و براساسها تک پرگنه، کشتباکتریایی روی محیط

 .Schaad, 2001; Ahmadi et alی، انتخاب شدند )شکل ظاهر

2021.) 

: تهای باکتریایی براساس میزان انحلال فسفاگری جدایهغربال

ک، به بالا بودن فسفر کل در خارغم های آهکی ایران، علیدر خاک

جود ودلیل کاربرد بلندمدت کودهای فسفره و کارایی پایین آنها، 

PH ک بالا، درصد زیاد کربنات کلسیم، کمی مواد آلی و خشکی خا

 باعث شده است که مقدار جذب فسفر کمتر از مقدار لازم برای

 از یرو یکتامین رشد بهینه اکثر محصولات کشاورزی باشد. از این

های گری جدایهی غربالهای مورد نظر براترین ویژگیمهم

به  باشد.ها میباکتریایی، بررسی میزان انحلال فسفات توسط آن

کشت های باکتریایی، از محیطگری اولیه جدایهمنظور غربال

های باکتریایی اده شد. جدایه( استفSperber Agarآگار )-اسپربر

شت و به مدت هفت روز در دمای کشت اسپربر آگار کروی محیط

گراد انکوبه شدند. هاله شفاف اطراف کلنی سانتیدرجه  27

ها به عنوان فعالیت مثبت باکتری در حل فسفات معدنی باکتری

گیری شود. قطر این هاله پس از یک هفته اندازهمحسوب می

شد  نجامگردید. این آزمون در سه تکرار برای هر جدایه باکتریایی ا

(Sperber, 1985.) همچنین به منظور تخمین کمی توانایی انحلال 

. ده شدهای باکتری از محیط اسپربر مایع استفافسفات با کشت گونه

 ml/CFUها با غلظت میکرولیتر از سوسپانسیون باکتری 50مقدار 
و  زنیبه محیط اسپربر مایع اضافه گردید. پنج روز پس از مایه 910

ه با دقیق 10های باکتریایی به مدت نسیونها، سوسپارشد باکتری

لول دور در دقیقه سانتریفیوژ شدند. یک میلی لیتر از مح 10000

وم لیتر آب مقطر و یک میلی لیتر معرف آمونیرویی با سه میلی

دقیقه، شدت جذب  20مولیبدات وانادات مخلوط گردید. پس از 

انومتر ن 430وج نوری با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر در طول م

حنی قرائت شد. مقدار فسفر محلول در محیط کشت در مقایسه با من

 (.Sperber, 1985استاندارد محاسبه شد )

-های فنوتیپیهای باکتریایی با استفاده از روششناسایی جدایه

چهار جدایه : 16s rDNAبیوشیمیایی و مولکولی با استفاده از ژن 

دار انحلال فسفات بودند، انتخاب و باکتریایی که دارای بیشترین مق
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بیوشیمیایی و مولکولی شناسایی  -های فنوتیپیبراساس آزمون

هوازی، های گرم، اکسیداز، کاتالاز، هوازی/بیشدند. آزمون

درصد، تولید  15و  NaCl 5 ،7 ،10هیدرولیز نشاسته، رشد در 

 45و  37، 28، 4سیانید هیدروژن، تولید آمونیاک، رشد در دمای 

گراد، احیای نیترات، هیدرولیز ژلاتین و آرژنین درجه سانتی

شناسی انجام شدند های استاندارد باکتریهیدرولاز براساس روش

(Schaad et al. 2001به منظور صحت شناسایی جدایه .) های

ای انها براساس کیت استخراج دیجدایه DNAباکتریایی، ابتدا 

به منظور تکثیر ناحیه ژن  شرکت سیناژن، استخراج گردید. سپس

16s rDNA  از آغازگرهای عمومی

(5'AGAGTTTGATCCTGGCTCAG3') 16sF  و

(5'ACGGCTACCTTGTTACGACT3') 16sR  استفاده شد

(Weisburg, 1991واکنش زنجیره .)25مراز با حجم نهایی ای پلی 

 4/0الگو،  DNAنانوگرم بر میکرولیتر  10میکرولیتر شامل، 

، dNTPمولار میلی 2/0هر آغازگر رفت و  برگشت،  میکرومولار از

واحد  1و   X10PCRمیکرولیتر بافر  2Mgcl ،5/2مولار میلی 2

در دستگاه  PCRانجام شد. واکنش  Taq DNA Polymeraseآنزیم 

دقیقه  5ترموسایکلر )اپندورف، آلمان( تحت شرایط دمایی 

چرخه با  30گراد،  ی سانتیدرجه 94واسرشت شدن اولیه در دمای 

ثانیه،  30گراد به مدت درجه سانتی 94دمای واسرشت سازی 

ثانیه، سنتز در  30گراد به مدت  ی سانتیدرجه 62اتصال در دمای 

گراد به مدت دو دقیقه و در نهایت طویل سانتیدرجه  72دمای 

دقیقه انجام  10گراد به مدت سانتی درجه 72شدن نهایی در دمای 

یر ژن مورد نظر و ارزیابی کیفیت آن روی ژل گرفت. پس از تکث

یابی به شرکت پیشگام برای توالی PCRآگارز یک درصد، محصول 

ارزیابی شد  NCBIای یابی در پایگاه دادهارسال گردید. نتیجه توالی

(Ahmadi et al. 2021.) 

: های باکتریایی( توسط جدایهIAAتولید ایندول استیک اسید )

تفاده از با اس IAAها در تولید هورمون توان جدایهگیری کیفی اندازه

گیری کمی  (. اندازهBric et al. 1991)صورت گرفت  DFمحیط 

آمیزی با استفاده از روش رنگ IAAتوان تولید هورمون 

 (.Glickmann and Dessaux, 1995سالکوفسکی انجام شد )

ص تشخی: های باکتریاییتولید ترکیبات سیدروفور توسط جدایه

ها با استفاده از محیط نیمه کمی توان تولید سیدروفور توسط جدایه

Cas-Agar( انجام شد 1991، به روش الکساندر و زوبر )

(Alexander and Zuberer, 1991جدایه .) هایی که قادر به تولید

نارنجی رنگ، تشخیص  ی تشکیل هالهسیدروفور بودند، بر پایه

های باکتریایی در سه ی جدایههای پتری حاوداده شدند. تشتک

ساعت نگهداری  48گراد به مدت سانتی درجه 28تکرار و در دمای 

 شدند.

 20سنجش فعالیت پروتئازی با تلقیح : توانایی تولید پروتئاز

هر جدایه باکتری به صورت  CFU/ml 810میکرولیتر از جمعیت 

 SMA (Skim Milk ای در سه تکرار بر روی محیط کشتلکه

Agar )های با استفاده از روش انتشار در آگار انجام شد. تشتک

ساعت انکوبه  24گراد به مدت درجه سانتی 28پتری در دمای 

شدند. فعالیت پروتئاز با ایجاد یک ناحیه شفاف در اطراف کلنی در 

 (. Jones et al. 2007) شودنشان داده می SMAسطح محیط کشت 

جهت : ایی در تشکیل بیوفیلمهای باکتریبررسی توانایی جدایه

بررسی کمی و کیفی تشکیل بیوفیلم از میکروپلیت الیزا استفاده 

 CFU/ml 810(. در این آزمون از جمعیت  ,2011Georgeگردید )

های پلیت درون چاهک LBکشت در محیط های باکتریاییجدایه

ساعت روی  24ها به مدت الیزا استفاده شد. سپس پلیت

دور در دقیقه قرار داده شدند. سپس  60با سرعت شیکرانکوباتور 

دقیقه  15ها با محلول کریستال ویوله یک درصد به مدت پلیت

شو، ساختارهای بیوفیلم مورد بررسی وانکوبه شدند و پس از شست

 30قرار گرفتند. در مرحله بعد با استفاده از محلول استیک اسید 

نانومتر  550ول موج گیری میزان جذب نوری در طدرصد و اندازه

با دستگاه اسپکتروفتومتر میزان تشکیل بیوفیلم از نظر کمی مورد 

 Narimaniبررسی قرار گرفت. این آزمون در سه تکرار انجام شد )

et al. 2017.) 

ای برای انجام آزمون حرکت توده: ای باکتریآزمون حرکت توده

یون استفاده گردید. پس از تهیه سوسپانس NBکشت از محیط

CFU/ml 810×1 های شوی سلولواز هر جدایه باکتریایی، با شست

ساکاریدهای خارج سلولی در سه مرحله پلی PBSباکتریایی با بافر 

باکتریایی  میکرولیتر از هر جدایه 20حذف گردید. سپس میزان 
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 NAکشت متری بر روی محیطهای کاغذی شش میلیروی دیسک

(. Narimani et al. 2017ده شد )قرار دا درصد 6/0حاوی آگار 

آزمون در سه تکرار انجام و میزان تحرک باکتری به مدت یک هفته 

 گیری شد.اندازه

زمون این آ: های باکتریایی به نمک طعامتعیین میزان تحمل جدایه

-ینبا توجه به اهمیت تحمل فشار اسمزی و میزان شوری بالای زم

ر منظور چهاام شد. بدینهای کشاورزی در اکثر مناطق کشور انج

درصد از سدیم کلرید  15و  10سطح شوری شامل پنج، هفت، 

(NaClدر شرایط آزمایشگاه روی جدایه ) ش های باکتریایی آزمای

های مختلف نمک ساعت در غلظت 48ها پس از شد. رشد باکتری

 (.  Bano and Mussarat, 2009مورد بررسی قرار گرفت )

-از محیط: بذرها در شرایط آزمایشگاه زنی و کشتآزمون جوانه

از  شد. های باکتریایی استفادهبرای تهیه مایه تلقیح جدایه NBکشت 

تهیه گردید. پس از ضدعفونی  CFU/ml 710×1هر جدایه جمعیت 

درصد و شست و شو با آب مقطر سترون،  70بذور توسط اتانول 

دند. قیح شدقیقه درون سوسپانسیون باکتریایی تل 30بذرها به مدت 

درجه  24بذرها در پتری مرطوب درون اتاقک رشد در دمای 

ساعت  8ساعت روشنایی و  16گراد و دوره روشنایی سانتی

 ی درتاریکی قرار داده شدند. آزمایش در قالب طرح کاملاً تصادف

وازده دزنی، هر گیری سرعت جوانهبرای اندازهسه تکرار انجام شد. 

ه چطول ریشه کهزمانیمارش شد. تنها زده شساعت بذرهای جوانه

. در یدآمیشمار  زده بهعنوان جوانه بذر به برسد،متر میلی 2به 

ند. گیری شدزنی و شاخص بنیه اندازهپایان روز دهم درصد جوانه

رعت س .انجام شد ISTA ی دستورکارهاییهها بر پاگیریاندازه مهه

بنیه شاخص ( و Abdul Baki and Anderson, 1973زنی )جوانه

(Magurie, 1962 )های زیر محاسبه شدندبا استفاده از معادله: 

 زنی= سرعت جوانه 
  نیهچه( = شاخص بچه + میانگین طول ریشه)میانگین طول ساقه× زنی درصد جوانه

 

جهت سنجش فعالیت زیستی در شرایط آزمایشگاه:  آزمون مهار

عامل  F. graminearumکشت قارچ ها، پس از ضدقارچی جدایه

، یک PDAبیماری بلایت فوزاریومی سنبله گندم در محیط کشت 

 10اضافه گردید و  PDAبلوک از قارچ به مرکز محیط کشت 

با سه  CFU/ml 710 ×1باکتریایی با غلظت  جدایه 4میکرولیتر از 

متر به سانتی 5/2تکرار در چهار طرف دیسک قارچی به فاصله 

 28های پتری در انکوباتور با دمای ی کشت شد. تشتکصورت خط

گراد نگهداری شدند و پس از گذشت هفت روز قطر پرگنه سانتی

گیری و با شاهد مقایسه گردید. درصد بازدارندگی هر قارچ اندازه

 (.Moreira et al. 2014سویه با استفاده از فرمول زیر محاسبه شد )

 ارندگی= درصد بازد  × 100

وارد و  Excelافزار های اولیه در نرمداده: تجزیه و تحلیل آماری

شد.  انجام SAS ver.9.2افزار های آماری با استفاده از نرمتجزیه

ح ای دانکن در سطها بر اساس روش چند دامنهمقایسه میانگین

 احتمال پنج درصد انجام شد.

 

  و بحث نتایج

 های بیوشیمیایی و مولکولینها براساس آزموشناسایی جدایه

های خاک جداسازی از نمونه باکتری 100در جداسازی اولیه تعداد 

گردید. در نهایت تعداد جهار جدایه برتر از نظر میزان انحلال 

های فسفات، انتخاب و مورد شناسایی قرار گرفتند. نتایج آزمون

های بیوشیمیایی صورت گرفته به منظور شناسایی باکتری-فنوتیپی

ارائه گردیده است.  1استخراج شده از خاک به اختصار در جدول 

های های باکتریایی علاوه بر آزمونبه منظور تشخیص جدایه

جفت بازی با استفاده از  1500بیوشیمیایی، یک قطعه -فنوتیپی

 16Sطراحی شده براساس ناحیه  16s-Fو  16s-Rآغازگرهای 

rDNA  یابی و بلاست یر، توالی(. پس از تکث1تکثیر شد ) شکل

چنین با توجه و هم NCBIای کردن ناحیه تکثیر شده در پایگاه داده

ها شناسایی شدند. بیوشیمیایی جدایه-های فنوتیپیبه نتایج آزمون

یابی بخشی از توالی و بیوشیمیایی-فنوتیپی خصوصیات براساس

 ،.Pseudomonas spهای باکتریایی ، جدایه16S rDNAژن  ناحیه

Exiguobacterium sp. ،P. brassicacearum و A. calcoaceticus 

 NCBIی (. بعد از بلاست در پایگاه داده1شناسایی شدند )جدول 

 OP765892با شماره دسترسی  .Pseudomonas spجدایه باکتریایی 

 Pseudomonasو   P. koreensisهای بیشترین شباهت را با جدایه
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sp. های دسترسیبا شمارهMT629852.1   و FJ786057.1 .داشت

با شماره دسترسی  P. brassicacearumچنین جدایه هم

OP769216 های بیشترین شباهت را با جدایه P. brassicacearum 
، MK267297.1 ،OK135820.1های دسترسی با شماره

MT634395.1  وMT634394.1  داشت. جدایهExiguobacterium 

sp. دسترسی  با شمارهOP766420بیشترین شباهت را با جدایه ،-

های دسترسی با شماره .Exiguobacterium spهای 

MK414904.1 ،DQ019168.1 ،HF562461.1 ،KY962736.1  و

MG758045.1    داشت. جدایهA. calcoaceticus  با شماره

 .Aهای بیشترین شباهت را با جدایه OP770352دسترسی 

calcoaceticus رسی های دستبا شمارهMN250321.1 ،

KY753249.1 ،MW632034.1  وKP137409.1  (.2داشت )شکل 

 هابررسی توانایی انحلال فسفات معدنی نامحلول در جدایه

های باکتریایی نتایج آزمون توانایی انحلال فسفات توسط جدایه   

نشان داد که چهار جدایه در محیط کشت جامد توان انحلال 

متر را داشتند. بیشترین و کمترین میلیفسفات معدنی بیشتر از سه 

و  61/1±16/0کننده فسفات به مقدار میزان تولید هاله حل

های متر به ترتیب متعلق به جدایهسانتی 06/0±35/0

Pseudomonas sp. و A. calcoaceticus  بود. همچنین روی محیط

 .Pو   .Pseudomonas spهای کشت اسپربر مایع، جدایه

brassicacearum  لیتر میکروگرم بر میلی 6/359±17و  390±25با

( و 4کنندگی فسفات را نشان دادند )شکل فسفر بیشترین میزان حل

 (. 3و2)جدول 

 
در  16s-R/16s-Fحاصل از استفاده ازجفت آغازگر  PCRمحصول  -1شکل 

 .Pseudomonas sp. 2) P( 1جفت بازی،  3000مارکر  Mهای نماینده. جدایه

brassicacearum 3 )A. calcoaceticus 4 )Exiguobacterium sp. 
Fig 1. PCR product from using primer pairs 16s-R/16s-F in 

representative isolates. M 3000 bp markers, 1) Pseudomonas sp. 
2) P. brassicacearum 3) A. calcoaceticus 4) Exiguobacterium sp. 

 

 جدول 1- ویژگیهای فنوتیپی-بیوشیمیایی باکتریهای جداسازی شده از خاک ریزوسفر گندم

Table 1. Phenotypic-biochemical characteristics of bacteria isolated from wheat rhizosphere soil. 

Isolates  
Exiguobacterium sp. A. calcoaceticus P. brassicacearum Pseudomonas sp. Characteristic 

+ - - - Gram stain 

F O O O Type of metabolism 

+ - + + Oxidase 

+ + + + Catalase 

+ - - - starch hydrolysis 

 

+ 

+ 

+ 

+ 

 

- 

- 

- 

- 

 

+ 

+ 

- 

- 

 

+ 

+ 

+ 

- 

growth in NaCl (%) 

5 

7 

10 

15 

- - + - HCN production 

+ + + + casein hydrolysis 

+ + + + ammonia production 

 

+ 

+ 

+ 

- 

 

- 

+ 

+ 

- 

 

- 

+ 

+ 

- 

 

- 

+ 

+ 

- 

growth at 

 4 ◦C 

28 

37 

45 

+ - + + Nitrate reduction 

+ - - + Gelatin hydrolysis 

+ - + + Arginine dihydrolase 
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به روش  MEGA7افزار توسط نرم 16s rRNAهای باکتریایی جدا شده از خاک ریزوسفر گندم براساس تجزیه و تحلیل توالی ژن درخت تبارزایی جدایه -2شکل 

Neighbor-joining  تکرار  1000باbootstrap .ساخته شد 
Fig 2. Phylogeny tree of bacterial isolates isolated from wheat rhizosphere soil based on 16s rRNA gene sequence analysis constructed by 

MEGA7 software using Neighbor-joining method with 1000 replicates of bootstrap test. 
 

 آزمون تولید ایندول استیک اسید

 .A) 37/1ها، از مقدار تولید ایندول استیک اسید توسط جدایه

calcoaceticus جدایه  59/5( تا(Pseudomonas sp. میکروگرم بر )

تولید شده توسط هر جدایه در  IAAلیتر متغیر بود. مقدار میلی

 بیان شده است. 2جدول 

 های باکتریاییجدایهارزیابی تولید سیدروفور توسط 

آگار نشان داد که چهار -CASکشت نتایج آزمون کیفی روی محیط

 Exiguobacterium sp. ،P. brassicacearum،Pseudomonasگونه

sp.   وA. calcoaceticus توانایی تولید سیدروفور را دارند. ظهور 

 یدهندهنشان باکتریایی هایپرگنه اطراف رنگ در نارنجی یهاله

(. در این آزمون نسبت قطر هاله 3باشد )شکل می سیدروفور یدتول

ها متغیر بوده و بیشترین توانایی تولید ی در جدایهکلنبه قطر 

ی قطر هاله( پس از هفت روز سیدرفور )بیشترین نسبت به ناحیه

متر سانتی 35/2±3/0با نسبت  .Pseudomonas spمتعلق به جدایه 

یی تولید سیدرفور را دارا بودند، از نظر ای که توانابود. چهار گونه

 Pseudomonasکمی نیز با هم مقایسه شدند. در این بررسی گونه 

sp.  630بیشترین میزان جذب نوری در طول موج  25/0با میانگین 

 نانومتر را نشان داد.

 ها در تولید پروتئازتوانایی جدایه

ر از نمونه در میکرولیت 100در بررسی کیفی آزمون تولید پروتئاز، 

محیط کشت جامد اختصاصی کازئین آگار کشت داده شد و به 

گراد انکوبه شد. بیشترین درجه سانتی 28ساعت در دمای  24مدت 

 Pseudomonasهاله شفاف ایجاد شده به ترتیب مربوط به جدایه 

sp.  وP. brassicacearum  16/1±1/0و  4/1 ± 22/0با میانگین 

 . (3متر بود )شکلسانتی

 های باکتریایی در تشکیل بیوفیلمبررسی توانایی جدایه

ها از روش میکروپلیت نتایج میزان تشکیل بیوفیلم توسط جدایه

آمیزی با استفاده از میکروسکوپ الیزا استفاده شد. بعد از رنگ

(. رنگ آبی 3نوری ساختار بیوفیلم مورد ارزیابی قرار گرفت )شکل 

اتصال شاختار بیوفیلم به چاهک دهنده تشکیل و در شکل نشان
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دارای   P. brassicacearumباشد. ساختار بیوفیلم در باکتریمی

چنین کمترین میزان تراکم بیشترین میزان تراکم و گسترش بود. هم

 .Aها مربوط به گونه و گسترش بیوفیلم در بین گونه

calcoaceticus ا هبود. به منظور ارزیابی کمی میزان توانایی جدایه

 550درصد در طول موج  30در تشکیل بیوفیلم از اسید استیک 

های مورد ها در بین گونه نانومتر استفاده شد. با مقایسه میانگین

به  .Pseudomonas spو   P. brassicacearumهای گونهاستفاده، 

در طول موج  109/0و  139/0ترتیب با میانگین ضریب جذب 

چنین ید بیوفیلم را نشان دادند. همنانومتر بیشترین میزان تول 550

به ترتیب  A. calcoaceticusو   .Exiguobacterium spهایباکتری

 (. 3و2بودند )جدول  061/0و  069/0دارای میانگین ضریب جذب 

 های باکتریای جدایهبررسی حرکت توده

 NA 6/0کشت ها روی محیطای جدایهبررسی میزان حرکت توده   

ها از نظر سرعت تحرک و نحوه حرکت که جدایهدرصد نشان داد 

(. 4با هم متفاوت و اشکال مختلفی از تحرک را نشان دادند )شکل 

های ها به ترتیب مربوط به گونهبیشترین میزان تحرک در بین جدایه

Pseudomonas sp.  و P. brassicacearum با میانگین مقادیر

 (.3و2 متر بود )جدولسانتی  33/3±1/0و  2/0±36/3

 آزمون مهار زیستی در شرایط آزمایشگاه 

های باکتریایی در آزمون کشت متقابل بررسی توانایی جدایه   

حاکی از آن است که هر چهار جدایه باکتریایی قادر به جلوگیری از 

داری با شاهد نشان رشد پرگنه قارچ بیمارگر بوده و تفاوت معنی

شد پرگنه قارچ بیمارگر به دادند. میانگین درصد بازدارندگی از ر

درصد و  33/49با مقدار  P. brassicacearumترتیب در جدایه 

درصد  33/32با مقدار   A. calcoaceticusکمترین متعلق به جدایه 

 (.3و2ارزیابی شد )جدول 

 
 Pseudomonas sp.. B1یه ( جداA2( شاهد، A1. آگار-CASکشت منتخب باکتریایی بر روی محیط تولید سیدروفور )ظهور هاله نارنجی رنگ( توسط جدایه -3شکل 

اکتریایی در روش ب( بررسی تشکیل و ساختار بیوفیلم P. brassicacearum. . C و .Pseudomonas sp ترتیب در جدایه( تولید پروتئاز )ظهور هاله شفاف( بهB2و 

 . P. brassicacearumباکتری  :C2 و A. calcoaceticus( باکتری C1 میکروپلیت الایزا. 
Fig 3. Production of siderophore (appearance of orange halo) by selected bacterial isolate on CAS-agar medium. A1) Control, A2) 

Pseudomonas sp. isolate. B1) Protease production (appearance of clear halo). C) Investigation of formation and the structure of bacterial 

biofilm by microplate ELISA method C1) A. calcoaceticus and C2) P. brassicacearum. 
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نایی توا: B2و  A1 )  Pseudomonas sp. A2) Pseudomonas brassicacearum. B1درصد.  NA 6/0ای باکتریایی روی محیط کشت حرکت توده (A -4شکل 

 P. brassicacearum  و .Pseudomonas spتوسط  Sperber agarانحلال فسفات )هاله شفاف اطراف پرگنه باکتری( بر روی محیط کشت 
Fig 4. Bacterial swarming movement on NA 0.6 percent culture medium. A1) Pseudomonas sp. A2)  P. brassicacearum. B1) The ability of 

phosphate  solubilization (clear halo around the bacterial colony) on the Sperber agar medium by Pseudomonas sp.and  P. brassicacearum. 

 

 

 

 تجزیه واریانس ساده فاکتورهای موثر در رشد گیاه و بازدارنده از بیمارگر قارچی. -2جدول 
Table 2. Simple variance analysis of effective factors in plant growth and inhibition of fungal pathogens.(average of squares) 

Growth 

inhibition 

Colony 

growth 

Qualitative 

dissolution 

of 

phosphate 

Quantitative 

dissolution 

of 

phosphate  

swarming Biofilm Protease Siderophore IAA 

Degrees 

of 

freedom 

Sources of 

changes 

**1112.16 **2.15 **0.54 **0.50 **5.82 **0.008 **1.03 **0.02 **15.90 4 treatment 
ns 8.26 ns 0.008 ns 0.01 ns 000080. ns 0.008 ns0.00005 ns 0.01 ns 0.0001 ns 0.02 2 Rep 

13.43 4.45 27.29 1.31 12.62 16.11 15.12 18.14 3.53 *** C.V. 

 دار: سطوح غیرمعنیnsدرصد،  1و  5داری در سطوح *و** به ترتیب معنی
* and ** are significant at 5 and 1% levels respectively, ns: non-significant level. 

 

 

 .F. graminearumمقایسه میانگین فاکتورهای موثر در رشد گیاه و بازدارنده از بیمارگر قارچی  -3جدول 
Table 3. Comparison of average effective factors in plant growth and inhibition of fungal pathogen F. graminearum  (average) 

Growth 

inhibition 

Colony 

growth 

Qualitative 

dissolution of 
phosphate 

Quantitative 

dissolution 
of phosphate 

swarming Biofilm Protease Siderophore IAA Sources of changes 

42.33ab 2.36c 1.61a 0.042a 3.36a 0.109b 1.73a 0.25a 5.59a  Pseudomonas sp. 

49.33a 1.83d 0.41b 0.035b 3.33a 0.139a 1.1b 0.19b 3.36c  P. brassicacearum 

39.33bc 2.30c 0.35b 0.019c 1.63c 0.061c 0.50c 0.07c 1.37d A. calcoaceticus 

32.33c 2.80b 0.56b 0.034b 2.23b 0.069c 0.30d 0.11c 3.81b Exiguobacterium sp. 

0d 4.10a 0d 0d 0d 0c 0e 0d 0e Control 

 داری با هم ندارند.سطح احتمال پنج درصد اختلاف معنیروف مشترک در یک ستون در های با حمیانگین

The average with common letters in the same column do not have a significant difference at the 5% probability level. 
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 اتاقک رشد.ه گندم در چچه و ساقهزنی، طول ریشهزنی، درصد جوانهسرعت جوانههای باکتریایی در شاخص بنیه، بررسی تجزیه واریانس جدایه -4جدول 
Table 4. Investigating the variance analysis of bacterial isolates in vigor index, seed germination rate, seed germination percentage, root 

length and stem length wheat in growth chamber. (average of squares) 

 دار: سطوح غیرمعنیnsدرصد،  1و  5داری در سطوح * به ترتیب معنی

* and ** are significant at 5 and 1% levels respectively, ns: non-significant level. 

 

 

 تاقک رشدچه گندم در اچه و ساقهزنی، طول ریشهوانهزنی، درصد جهای باکتریایی در شاخص بنیه، سرعت جوانهبررسی مقایسه میانگین اثر جدایه -5جدول 
Table 5. Comparing the average effect of bacterial isolates in vigor index, seed germination rate, seed germination percentage, root length 

and stem length wheat in Growth chamber.   (average) 

vigor 

index 

 

germination 

rate 

germination 

percentage 

(%) 

stem 

dry 

weight 

(gr) 

root dry 

weight 

(gr) 

 

stem 

fresh 

weight 

(gr) 

root 

fresh 

weight 

(gr) 

stem 

length 

(cm) 

root 

length 

(cm) 

Sources of changes 

898.87b 16.43a 98a 0.074a 0.07a 0.69a 0.66b 3.90b 5.76a Pseudomonas sp. 

927.44a 15.81b 96.66b 0.076a 0.063b 0.70a 0.76a 4.50a 4.26b P. brassicacearum  

730.59c 13.95d 95.33c 0.064bc 0.056c 0.67ab 0.57c 3.96b 3.56c A. calcoaceticus  

830.81c 14.69c 94.33d 0.067b 0.065ab 0.66ab 0.56c 4.43a 4.60b Exiguobacterium sp. 

686.31e 13.02e 91.33e 0.061c 0.046d 0.63b 0.50d 3.60c 3.5c Control 

 داری با هم ندارند.در یک ستون در سطح احتمال پنج درصد اختلاف معنیهای با حروف مشترک میانگین

The avarage with common letters in the same column do not have a significant difference at the 5% probability level. 
 

 

 

vigor 

index 

 

germination 

rate 

 

germination 

percentage 

 

stem dry 

weight 

 

root dry 

weight 

 

stem 

fresh 

weight 

root fresh 

weight 

stem 

length 

root 

length 

degrees of 

freedom 

Sources of 

changes 

**32712 **5.68 **19.26 **0.00001 **0.0002 **0.002 **0.03 ** 43. 0 **2.55 4 treatment 

ns 2009 ns 0.01 ns 1.66 ns 0.000001 ns 0.000001 ns 0.0001 ns 0.0001 ns 0.10 ns0.09 2 Rep 

1.34 1.1 0.42 4.01 4.83 2.77 3.85 5.37 8.40 *** C.V. 

 تحمل شوری

ه، یها به شوری نشان داد از بین چهار جدانتایج میزان تحمل جدایه

ها قادر به تحمل سطوح مابقی جدایه A. calcoaceticusبجز 

 .Exiguobacterium spمختلف شوری بودند. به شکلی که جدایه 

درصد و  10شوری  .Pseudomonas spدرصد، جدایه  20شوری 

 درصد را تحمل کردند. 7شوری  P. brassicacearumجدایه 

 ی بذرزنی و قوه نامیهتوانایی جوانه

ی هر پایزنی بالاتر از شاهد را داشتند. بها سرعت جوانهایههمه جد

از  داری بین تیمارهای حاوی باکتری و شاهد، تفاوت معنی5جدول 

خص ها از نظر شازنی بذر وجود داشت. بین جدایهنظر درصد جوانه

که این شاخص از داری وجود داشت، به طوریبنیه تفاوت معنی

متغیر بود  30/686تا  P. brassicacearumدر جدایه  40±44/927

 (.5و  4)جدول 

 

  بحث

-امروزه با توجه به کاربرد بیش از اندازه کودهای شیمیایی و آلودگی

ها در مدیریت رویه نهادهمحیطی ناشی از مصرف بیهای زیست

های جایگزین مزارع، هدف اصلی پژوهش حاضر یافتن روش

 .Khosravi et alباشد )میزیست مناسب، کارآمد و سازگار با محیط

در افزایش رشد کمی و کیفی  PGPR(. از این رو کاربرد 2015

زا به دلیل داشتن خصوصیاتی محصول و مبارزه با عوامل بیماری

نظیر در دسترس گیاه قرار دادن عناصر غذایی مانند فسفر، آهن، 

های های گیاهی، کلونیزاسیون بافتنیتروژن و گوگرد، تولید هورمون

-های تجزیهگیاهی، رقابت با بیمارگر بر سر غذا و مکان، تولید آنزیم

کننده دیواره سلولی، ترشح ترکیبات ضدقارچی و القا مقاومت 

باشد سیستمیک به عنوان روش جایگزین و موثر، مطرح می

(Bhattacharyya and Jha, 2012; Mirzaei Najafgholi et al. 

2015; Ashrafi et al. 2020; Aeini et al. 2018 در تحقیق حاضر .)

جدایه بومی باکتریایی از خاک ریزوسفر گیاه گندم جداسازی  100
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ها چهار جدایه که دارای بیشترین میزان انحلال شد که از بین آن

بیوشیمیایی و توالی -های فنوتیپیفسفات بودند، انتخاب و ویژگی

بررسی شد.  زنی گندمها بر جوانهچنین اثر آنو هم 16s rRNAژن 

، .Pseudomonas spهای باکتریایی در این  بررسی استرین

Exiguobacterium sp. ،Pseudomonas brassicacearum و 
Acinetobacter calcoaceticus های برتر معرفی عنوان جدایهبه

های های پژوهشگران دیگر نیز جدایهشدند. در بررسی

Acinetobacter calcoaceticus ،Pseudomonas brassicacearum 

 Alsharifاند )معرفی گردیده PGPRبه عنوان  .Pseudomonas spو 

et al. 2020; Presta et al. 2016; Vanissa et al. 2020; Belimov 

et al. 2007.) ی جنس هاکلنیزاسیون مؤثر ریشه توسط باکتری

ریزوسفر  یهدر منطق ی مختلفهابیوتیکو تولید آنتی سودموناس

های گیاهی کنترل بیماری و در رشد گیاه میزبان تواند عامل مهمیمی

یکی از  (.Weller 2007)باشد زاد خصوص بیمارگرهای خاکبه

ویژه ترین راهکارهای افزایش عملکرد محصولات کشاورزی، بهمهم

ای، فراهم کردن عناصر غذایی مورد نیاز گیاه به شکل گیاهان گلخانه

باشد. فسفر یکی از عناصر غذایی گیاه می قابل جذب در محیط رشد

شود که به صورت ضروری برای رشد و توسعه گیاه محسوب می

شود. متاسفانه بخش بزرگی از آن فسفات معدنی به خاک اضافه می

شود. آید و از دسترس گیاه خارج میبه صورت نامحلول در می

وسفر های محیط ریزوسیله برخی باکتریافزایش انحلال فسفر به

کننده فسفات های حلتواند سبب افزایش رشد گیاه گردد. باکتریمی

ای در انحلال شکل غیرقابل دسترس فسفر در خاک ایفا نقش عمده

های زیادی پژوهش(. Richardson and Simpson, 2011کنند )می

کننده فسفات و تثبیت کننده نیتروژن انجام های حلدر زمینه باکتری

دهند که استفاده از این ی از این مطالعات نشان میشده است. بسیار

تواند سبب افزایش کارایی محصولات مختلف گردد ها میباکتری

(Vanissa et al. 2020جدایه .) های جنسPseudomonas  در

چه در چه و رشد ریشهپژوهش حاضر تاثیر بسزایی بر ارتفاع ساقه

-مواد ترشح شده بهی، مقایسه با شاهد داشتند. براساس نتایج پژوهش

کننـده فسفات مانند اگزالات، لاکتات، حـل یهاوسیله باکتری

ها که منجر های کربوکسیلیک و پروتونسیترات، سوکسینات، آنیون

در افزایش حلالیت ترکیبات فسفات  ،شوندمی محـیط PHبه کاهش 

افزایش رشد و ترشحات ریشه گیاه، افزایش  .کلسیم نقش دارند

فر پیوند شده با عناصر آهن و آلومینیوم، آزادسازی تحرک فسـ

فسـفر از منـابع آلی و معدنی و نیـز افـزایش پخشـیدگی فسـفر از 

کننـده هـای حـلراهکارهـای دیگری است که در حضور بـاکتری

محیط منجر به افزایش حلالیت و قابلیت جذب این عنصر  فسـفر در

کننـده هـای حـلاده از بـاکتریاستف(. Chen et al. 2008گردند )می

های شور از اهمیت خاصی برخوردار است. بدین فسـفات در خاک

جدا شده نسبت به شوری بررسی های باکتریمیزان تحمل منظـور 

بیشترین میزان تحمل  گـزارش کردنـد کـه چن و همکاران گردید.

سه  ،های جدا شده از ریزوسـفر چند گیاه زراعیشوری باکتری

ی هـاکلرید سـدیم بـوده اسـت. در تحقیق حاضر، جدایهصد در

Pseudomonas sp.، Exiguobacterium sp. و Pseudomonas 

brassicacearum   درصد  20تا  7میزان شوری قـادر بـه تحمـل

 Pseudomonasهای های انجام شده گونهدر بررسیبودند. 

brassicacearum   وPseudomonas sp. زان تشکیل بیشترین می

های بیوفیلم را داشتند. شواهد زیادی دال بر اثربخشی بهتر باکتری

PGPR های دیگر با میزان تشکیل بیوفیلم بالا در مقایسه با باکتری

یک  PGPRتشکیل بیوفیلم توسط باکتری های چنین وجود دارد. هم

استراتژی مهم در سازگاری برای بقا و توانایی کلنیزاسیون در 

 Ansari and Ahmad, 2018; Kasim etباشد )گیاهان میریزوسفر 

al. 2016 .)های کشت متقابل بر رشد میسلیوم قارچ نتایج آزمایش

در شرایط آزمایشگاه نشان داد که چهار  F. graminearumبیمارگر 

جدایه باکتریایی اثر بازدارندگی بر رشد قارچ بیمارگر را دارند و 

کاهش یافته است. تحقیقات نشان  قطر کلونی در مقایسه با شاهد

های تجزیه کننده تواند به دلیل ترشح آنزیمدهد که این اثرات میمی

دیواره سلولی، تولید سیدروفور و ترکیبات فرار و غیرفرار ضد 

(. نتایج نشان داد که چهار Ben Abdallah et al. 2016قارچی باشد )

بودند. این آنزیم دارای سویه باکتریایی قادر به تولید آنزیم پروتئاز 

های بیمارگر بوده و در تجزیه توانایی مهار زیستی در برابر قارچ

 Ben Abdallahباشد )های بیمارگر دخیل میی سلولی قارچدیواره

et al. 2016های مورد آزمایش در این تحقیق (. همچنین جدایه

روبی توانایی تولید سیدروفور را داشتند. سیدروفور در تعاملات میک

ریزوسفر دارای اهمیت بوده و در شرایط کمبود آهن تولید شده و با 

جذب آهن سبب تقویت گیاه میزبان و محدود کردن عامل بیمارگر 

های گیاهی با منشا هورمون(. Eisendle et al. 2004گردد )می
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های محیطی میکروبی ترکیبات مهم در افزایش رشد و تحمل تنش

شوند مقاومت نسبت به بیمارگر می گیاه بوده و سبب ایجاد

(Yasmin et al. 2017 هورمون ایندول استیک اسید باعث افزایش .)

تکثیر و توسعه ریشه گیاه شده و در نتیجه موجبات افزایش مقاومت 

 González–Lamotheسازد )میزبان را به آلودگی بیمارگر فراهم می

et al. 2012یک اسید و انحلال (. توانایی تولید هورمون ایندول است

فسفات در هر چهار جدایه مشاهده شد. با توجه به تولید 

فاکتورهایی بهبوددهنده رشد گیاه مانند انحلال فسفات، تشکیل 

های توسط جدایه IAAبیوفیلم، تولید سیدرفور و تولید هورمون 

هر چهار جدایه باکتریایی در مقایسه با شاهد سبب  مورد بررسی،

های گندم در شرایط آزمایشگاه شدند. نتایج این رشد بیشتر گیاهچه

 و همکاران Patel (2019همکاران ) و  Khanتحقیق با نتایج 

 ( مشابهت دارد.2017)  Díez-Méndez and Rivasو  (2022)
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