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Abstract 
 

In order to identify epiphyte bacteria and investigate their effect on growth 

promoting, samples were randomly collected from the leaves and stems of 

sunflower plants before the flowering stage from West Azarbaijan province. 

250 bacterial strains were isolated from the surface of organs (epiphytes). 

Four tests of indole acetic acid, ammonia, siderophore production, and 

phosphate solubility ability were used for initial screening and selection of 

strains with higher ability. The results showed that among 250 strains, 100 

strains were positive in at least one out of the four tests and were selected as 

growth enhancing strains. The identification of representative bacteria was 

done based on the comparison of phenotypic characteristics and sequencing 

of 16S rRNA and gyrB genes. The results showed that the representatives of 

the selected strains were Burkholderia multivorans, Paenibacillus polymyxa, 

Pantoea conspicua, Pseudomonas fluorescens, Escherichia coli, Pantoea 

agglomerans, Bacillus subtilis, Bacillus thuringiensis, Sphingomonas 

aquatica. S. aquatica was reported for the first time in the world and P. 

polymyxa, P. conspicua and B. multivorans species were reported for the 

first time from Iran as species associated with sunflower. The ability to 

stimulate growth in plants by bacteria isolated in greenhouse conditions was 

investigated using the representatives of the groups of strains. The results 

showed that the studied treatments had a significant difference at the 

statistical 1% probability. Among the studied strains, E71 (P. fluorescens) 

showed the highest effect (54%) in increasing growth factors in greenhouse 

conditions, and E48 and E80 strains had less effect than the control. 

Key words: Ammonia, Indole acetic acid, Siderophore, West Azarbaijan 
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  خلاصه

فیت و بررسی تاثیر آنها در انگیزش رشد، گیاهان آفتابگردان کمی پیش از گلدهی از مناطق مختلف استان های اپیبه منظور شناسایی باکتری

فیت( جداسازی شدند. با توجه به تعداد زیاد )اپی هااسترین باکتریایی، از سطح اندام 250غربی به طور تصادفی گردآوری و تعداد آذربایجان

های با توانایی بالاتر، چهار آزمون تولید ایندول استیک اسید، آمونیاک و گری اولیه و گزینش استرینبرای غربالهای جدا شده، استرین

استرین دست کم در یکی از  100استرین، تعداد  250. نتایج نشان داد که از میان سیدورفور و توانایی حلالیت فسفات به کار گرفته شد

های نماینده، بر مبنای مقایسه شناسایی باکتری .های افزاینده رشد برگزیده شدندهای چهارگانه مثبت بودند و به عنوان استرینآزمون

های های برگزیده، گونههای استرینشد و نتایج نشان داد که نماینده انجام gyrBو  16S rRNAهای یابی ژنهای فنوتیپی و توالیویژگی

Burkholderia multivorans ،Paenibacillus polymyxa ،Pantoea conspicua ،Pseudomonas fluorescens ،Escherichia coli ،Pantoea 

agglomerans ،Bacillus subtilis،Bacillus thuringiensis ،Sphingomonas aquatica .ی گونه هستندS. aquatica  اولین بار در دنیا و

های همراه با آفتابگردان گزارش شد. توانایی اولین بار از ایران به عنوان گونه B. multivorans و P. polymyxa ،P. conspicuaهای گونه

ها بررسی شد. نتایج نشان داد های استرینز نماینده گروهای با استفاده ادر شرایط گلخانههای جدا شده انگیزش رشد در گیاه بوسیله باکتری

 .E71 (Pهای مورد بررسی، استرین دار بودند.از میان استرینکه تیمارهای مورد بررسی در سطح احتمال آماری یک درصد دارای تفاوت معنی

fluorescens های نه نشان داد و در مقابل استریندرصد( را در افزایش فاکتورهای رشدی در شرایط گلخا 54)( بیشترین تاثیرE48  وE80 

 تاثیر کمتری نسبت به شاهد داشتند.

 غربی، آمونیاک، ایندول استیک اسید، سیدروفورآذربایجانهای کلیدی: واژه

 

 Introduction مقدمه

( محصول مهم روغنی است .Helianthus annuus Lآفتابگردان )

شود و سطح زیر وسیع کشت می طوربهکه در سراسر جهان 

عملکرد بالای روغن و نیازهای کشتی متوسط،  لیبه دلکشت آن 

سطح (. Forchetti et al., 2010در حال افزایش است ) مرتباً

میلیون  26/7در حدود  2020کاشت جهانی آفتابگردان در سال 

 52کیلوگرم در هکتار و تولید  1۹4۸هکتار با عملکرد متوسط 

در  1400در سال  ح کاشت آفتابگردانسط. میلیون تن دانه بود

 .هکتار بود 72۸0و  733۹به صورت آبی و دیم به ترتیب  ایران

 کند و بهآفتابگردان در دامنه وسیعی از شرایط محیطی رشد می

 ی از تولید روغنتوجهقابلهای روغنی سهم ه دیگر دانههمرا

دارای را بر عهده دارد. روغن آفتابگردان  در جهان گیاهی خوراکی

رنگ و بوی ملایم، نقطه اشتعال بالا بوده و شامل غلظت بالای 

 ,.Malik et alو لینولئیک اسید است ) نشدهاشباعاسیدهای چرب 

ها روغن آفتابگردان را به یکی از بهترین (. این ویژگی2001

 ی گیاهی در صنایع غذایی تبدیل کرده استکردنسرخی هاروغن

(Jabbar et al., 2009). 

کاهش مصرف سموم و به گرایش جهانی  استراتژیمروزه ا

های رایج (. روشSantoyo et al., 2016کودهای شیمیایی دارد )

های گیاهی و همچنین افزایش رشد و باروری برای کنترل بیماری

گیاهان، مبارزه شیمیایی، استفاده از کودهای شیمیایی و استفاده از 

مشکلات زیاد در راستای اعمال باشد که علاوه بر ارقام مقاوم می

 Kumar etباشند )ها نمیها قادر به کنترل کافی بیماریاین روش

al., 2016 باتوجه به اینکه کود شیمیایی به طور وسیعی در .)

ترین معضلات ناشی از مصرف شوند. عمدهکشاورزی استفاده می

سموم و کودهای شیمایی، بر جای ماندن بقایای سموم در 

ها، ایجاد مقاومت به سموم، های آنکشاورزی، فراورده محصولات

آلودگی منابع طبیعی همچون هوا، آب، خاک، پخش ناخواسته 

سموم و ایجاد آلودگی در مناطق مسکونی، عوارض جانبی و 
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ها در بدن زا بودن سموم و انباشتگی آنمحیطی، سرطانزیست

ر این از (. علاوه بDinesh et al., 2015موجودات زنده است )

جنبه اقتصادی، سالانه در کشور مبالغ زیادی صرف واردات سموم 

شود. در این میان، ها و سمپاشی میو کود، توزیع آن

های ویژه باکتریبه های مفید مرتبط با گیاهانمیکروارگانیسم

لحاظ فیت به های اپی(، باکتریPGPRمحرک رشد گیاهان )

ها و همچنین سیاری از بیماریداشتن پتانسیل بالقوه در کنترل ب

توانند جایگزین مناسبی در این توانایی انگیزش رشد، می

ها یکی از اجزای مهم باکتری (.Shoebitz, 2009) خصوص باشند

فیت، اندوفیت و یا در اپی صورتبهفلور متنوع میکروبی بوده که 

فیت های اپیکنند و شامل باکتریمنطقه فراریشه زندگی می

فیت عامل کنترل بیولوژیک، های اپیزای گیاهی، باکتریبیماری

بیوفیلم هستند  دهندهلیتشکهای فعال تشکیل هسته یخ و باکتری

(Fürnkranz et al., 2008)فیت مثل های اپی. برخی از جنس

Psudomonas ،Sphingomonas  وErwinia  به عنوان عامل کنترل

 Nongkhlaw).انشده بیولوژیک علیه بیمارگرهای گیاهی استفاده

and Joshi, 2014)  هایی هستند که قادر به ها باکتریفیتاپی

در  و (Henis et al., 1986) زندگی در سطوح گیاهی هستند

مقایسه با آنهایی که به عنوان باکتری اندوفیت در نظر گرفته 

شوی سطحی وتوان با شستفیت را میهای اپیشوند، باکتریمی

حاضر در سطح برگ یا اضافه  فیتهای اپیریباکت. حذف کرد

از  های گیاهیپاتوژنشده به صورت محلول پاشی در سرکوب 

 (.Nongkhlaw and Joshi, 2014) تاهمیت جهانی برخوردار اس

فیت گیاه آفتابگردان های اپیهدف از این تحقیق شناسایی باکتری

، ژن 16S rRNAیابی ژن های فنوتیپی، توالیبا استفاده از روش

بررسی توانایی القای رشد گیاه آفتابگردان  و همچنین gyrBپربیان 

 باشد.فیت میهای اپیتوسط این جدایه

 

 Materials and Methods هاروش و مواد

جداسازی  برای :فیتهای اپینمونه برداری و جداسازی باکتری

ز ا دانفیت، قطعاتی از برگ و ساقه گیاهان آفتابگرهای اپیباکتری

، غربی )مناطق ارومیه، خویمزارع مختلف در استان آذربایجان

دژ و ماکو( میاندوآب، نقده، بوکان، مهاباد، سلماس، شاهین

لیتر آب مقطر میلی 20ها به طور جداگانه به آوری شد. نمونهجمع

. دقیقه روی شیکر تکان داده شدند 30سترون منتقل و به مدت 

از  یک قطره تفاده از پیپت پاستور،پس از گذشت این مدت، با اس

-( بهNAآگار مغذی ) روی محیط کشتبرداشته و  سوسپانسیون

ساعت  72های پتری به مدت پخش گردید. تشتک طور جداگانه

 داری شدند.درجه سیلسیوس نگه 2۸در انکوباتور با دمای 

وزانه برای نگهداری کوتاه مدت و استفاده ر :هانگهداری استرين

 2-3 به مدت NAها پس از رشد روی محیط ، باکترییا هفتگی

هفته در یخچال نگهداری شدند و پس از گذشت این مدت 

مدت، از ی طولانیبرای نگهدار ها تجدید کشت شدند.باکتری

 هایساعته باکتری، سوسپانسیون غلیظی در میکروتیوب 24کشت 

درجه  4لیتر آب مقطر سترون تهیه و در دمای حاوی یک میلی

 .داری شدندسلسیوس نگه

ش فزایاهای برتر و مفید از نظر توانایی به منظور انتخاب استرین

، نیاکهای تولید ایندول استیک اسید، تولید آمورشد گیاه، آزمون

ها انجام حلالیت فسفات و تولید سیدروفور روی تمام استرین

 شد.

ن برای ارزیابی تولید هورمو :تولید ايندول استیک اسیدآزمون 

ها از روش ذکر شده استفاده استیک اسید توسط استرین یندولا

. بدین منظور ابتدا از (and Gordon, 1951 Weberشد )

های باکتریایی به میزان یک لوپ برداشته و در محیط استرین

گرم  5/0گرم فسفات آمونیوم،  1گرم سوکروز،  20جنسن برات )

گرم سولفات آهن و  1/0گرم کلرید سدیم،  5/0سولفات منیزیوم، 

میلی گرم  2گرم کربنات کلسیم در یک لیتر آب مقطر( به همراه  2

لیتر تریپتوفان، به صورت سوسپانسیون درآمدند. این بر میلی

درجه  27ساعت روی شیکر و در دمای  4۸ا به مدت همحیط

 2سیلسیوس نگهداری شدند. پس از گذشت مدت زمان مذکور، 

مولار به میزان  5/0کوفسکی )کلرید آهن، لیتر از محلول سالمیلی

میلی لیتر  250میلی لیتر سولفات هیدروژن،  150لیتر، میلی 5/7

ها اضافه گردید. تغییر رنگ آب مقطر سترون( به محیط کشت
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های کشت به صورتی مایل به قرمز به عنوان مثبت بودن محیط

 گردید.ها تلقی آزمون و تولید ایندول استیک اسید توسط استرین

برای بررسی توانایی تولید آمونیاک توسط  :تولید آمونیاک

ا، یک لوپ از باکتری به محیط مایع پپتون )چهار درصد( هاسترین

درجه سلیسوس  25ساعت در دمای  72تلقیح شد و به مدت 

لیتر از محلول نسلر )یدور پتاسیم نگهداری شد. سپس یک میلی

لیتر میلی 25آب مقطر سترون لیتر، میلی 35گرم، کلرید جیوه  50

لیتر( به میلی 400درصد به میزان  40و هیدروکسید پتاسیم 

ای به های کشت اضافه شد. ایجاد رسوب زرد مایل به قهوهمحیط

عنوان مثبت بودن نتیجه آزمون و تولید آمونیاک تلقی گردید 

(Cappuccino and Sherman, 1992.) 

در محیط پیکوفسکایا  آزمون حلالیت فسفات :حلالیت فسفات

گرم  5گرم گلوکز،  10صورت گرفت. این محیط کشت شامل 

گرم کلرید پتاسیم،  2/0گرم سولفات آمونیوم،  5/0فسفات کلسیم، 

گرم آگار  15گرم عصاره مخمر و  5/0گرم سولفات منیزیوم،  1/0

در یک لیتر آب مقطر سترون است. پس از اتوکلاو کردن محیط 

های پتری ای کشت شده و تشتکبه صورت لکهها مذکور، باکتری

درجه سلسیوس نگهداری  2۸به مدت سه الی پنج روز در دمای 

ها به عنوان مثبت بودن شدند. ایجاد هاله روشن در اطراف استرین

ها تلقی گردید آزمون و توانایی حلالیت فسفات توسط باکتری

(Gaur, 1990.) 

ها توسط استرینروفور برای بررسی تولید سید :تولید سیدروفور

 .( استفاده شدChrome Azurol S) CAS از محیط آبی رنگ

کشت و در دمای  ،ای روی این محیطها به صورت نقطهباکتری

که باکتری د. در صورتیشدننگهداری  سلسیوسدرجه  25

سیدروفور تولید کند، باعث تغییر رنگ محیط از آبی به نارنجی 

است  CASاز محیط  ن آهنشود که در اثر خارج ساختمی

(Schaad et al., 2001). 

های باکتریایی از سلول DNAجداسازی  :ژنومی DNAجداسازی 

ها (. استرینAusuble et al., 1992به روش لایز قلیایی انجام شد )

درجه  25–2۸در دمای  NAدر محیط  پس از دو روز رشد

ند. به صورت سوسپانسیون درآمدسلسیوس، در آب مقطر سترون 

واحد تنظیم و به  2/0نانومتر به  600ها در سوسپانسیون کدری

ها اضافه شد. نمونهدرصد  10 مید پتاسیدروکسیحجم ه 1/0آنها 

، شفاف شدند در آب جوش قرار داده دقیقه سه دو تا به مدت

های باکتریایی تلقی شدن سوسپانسیون به عنوان لایز شدن سلول

دور در دقیقه  12000قیقه با سرعت ها به مدت پنج دگردید، نمونه

ها برداشته شده سانتریفیوژ شدند. سپس فاز رویی از میکروتیوب

ها به درجه سلسیوس نگهداری شد. از این نمونه -20و در دمای 

 مراز استفاده شد.ای پلیهای زنجیرهالگو در واکنش DNAعنوان 

های برای تکثیر ژن : gyrBو  16S rRNAهای تکثیر ژن

16SrRNA  وgyrB ،5/2شامل  ،میکرولیتر 25ها به حجم واکنش 

میلی  MgCl2 ،2/0میلی مولار 10X PCR ،5/2میکرولیتر بافر 

واحد  5/1الگو،  DNAمیکرولیتر  dNTP ،5/1مخلوط  مولار از

جفت  پیکو مول از10آنزیم تک پلیمراز )شرکت سیناژن( و 

fD1 (5′- AGAGTTTGATCCTGGCTCAG -3′ )آغازگرهای 

 16S( برای ژن 5′- AAGGAGGTGATCCAGCC- 3′) rD1و 

rRNA  و جفت آغازگرهایgyrB-F 

(AGCATYAARGTGCTGAARGG و )gyrB-R 

(GGTCATGATGATGATGTTGTG برای ژن )gyrB  ساخته

شامل  ییبرنامه زمانی ودما انجام شد.سیناژن شده توسط شرکت 

 یکبه مدت درجه سیلسیوس  ۹5مرحله واسرشت سازی اولیه 

به درجه سیلسیوس  ۹4، سازی چرخه شامل واسرشت 30قیقه، د

درجه سیلسیوس  DNA ،57اتصال آغازگر به  ثانیه، 30مدت 

 16Sدرجه سیلسیوس )برای ژن  60( و gyrB)برای تکثیر ژن 

rRNA) درجه  72گسترش در دمای  دقیقه ویک  به مدت

در آخر گسترش نهایی در دمای  دقیقه ویک مدت  بهسیلسیوس 

 .دقیقه به کار برده شد 10به مدت درجه سیلسیوس  72

گرم  5/1درصد ) 5/1ژل آگارز : PCRالکتروفورز محصولات 

( تهیه و در سینی TBE (1X)میلی لیتر بافر  100آگارز در 

مخصوص الکتروفورز ریخته شد و با شانه مخصوص، 

های مورد نظر در ژل ایجاد شد. پس از خنک و سفت چاهک

وی ژل در تانک الکتروفورز قرار گرفت و در شدن ژل، سینی حا

غوطه ور شد، مقدار هفت میکرولیتر از  TBE  (1X) بافر

درصد برم  15/0با دو میکرولیتر محلول حاوی  PCRمحصولات 

درصد گلیسرول مخلوط و هر نمونه در یکی از  50 فنل بلو و
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ها چهار های ایجاد شده ریخته شد. در یکی از چاهکچاهک

نیز بارگذاری گردید. ژل  DNAای ر از نشانگر اندازهمیکرولیت

ولت تا رسیدن رنگ به یک  ۹0ها در ولتاژ ثابت حاوی نمونه

متری انتهای ژل، الکتروفورز شد. ژل با اتیدیوم بروماید سانتی

آمیزی و پس از ( رنگلیترمیکروگرم در میلی 5/0محلول)

یومنت قرار شستشوی مختصر با آب مقطر، درون دستگاه ژل داک

 .(Ausuble et al., 1992) گرفت و از آن عکسبرداری شد

های نوکلئوتیدی توالی: ها و رسم درخت تبارزايیپردازش داده 

افزار ابتدا در نرم gyrBو 16S rRNA های به دست آمده از ژن

Chromas صورت دستی ویرایش بررسی و در صورت نیاز به

های موجود در بانک الیهای ویرایش شده با توتوالیشدند. 

های معتبر های ژنی مورد مقایسه بلاست قرار گرفتند و توالیداده

های حاصله با استفاده با شباهت بالا از بانک ژن اخذ شدند. توالی

سازی شدند. تبارنما به روش همردیف Clustal Wافزار نرم از

م افزار ه از نراستفاد( با Saitou and Nei, 1987ای )اتصال همسایه

MEGA10  تکرار  1000و باbootstrap.ترسیم شد ، 

های آزمون :های بیوشیمايیها براساس آزمونشناسايی استرين

مورد  هاهای مختلف باکتریها و گونهزیر که برای شناسایی جنس

 Schaad etها به کار برده شد )توصیه است، برای تمامی استرین

al., 2001.) هوازی به روش هیو و و بیهای رشد هوازی آزمون

جانسون، استفاده از  -لایفسن، آزمون اکسیداز به روش اوینگ

آز، کاتالاز، تحمل نمک، مالونات به روش لیفسن وسیمونز، اوره

هیدرولیز ژلاتین و هیدرولیز نشاسته به روش شاد انجام گرفت 

(Schaad et al., 2001استفاده از منابع کربنی با استفاده از محی .) ط

های آلی دیقندها، اسپایه آیر وهمکاران و به روش شاد انجام شد. 

 22/0و برخی با عبور از فیلتر  و اسیدهای آمینه با روش تندال

ک درصد به محیط یتا  5/0 و به غلظت نهائی سترون میکرومتری

. نتایج استفاده یا عدم استفاده از منابع کربنی بر ندپایه اضافه شد

ن رشد و تغییر اسیدیته محیط کشت نسبت به اساس مقایسه میزا

هفته پس از کشت و  چهارشاهد )محیط آیر فاقد منبع کربنی( تا 

 درجه سلسیوس 25-2۸در دمای  ی کشتهامحیطنگهداری 

 شد.ارزیابی 

 ایهای گلخانهبررسی

ای از مخلوطی از خاک های گلخانهبرای بررسی :تهیه خاک

استفاده شد. بعد از  1:1:2 زراعی، ماسه و کود آلی به نسبت

اختلاط کامل اجزاء خاک، کمی مرطوب شد و به مدت نیم 

درجه سلسیوس اتوکلاو  121ساعت در دو روز متوالی در دمای 

ها از این خاک پر شده و زهکش نیز برای آن در گردید. گلدان

 نظر گرفته شد. 

های منتخب سوسپانسیونی از باکتری :سازی بذور و کاشتآغشته

نانومتر تهیه و به  600در طول موج  OD  =1/0و  1×۹10ا غلظت ب

برای انجام  رکورد عنوان مایه تلقیح استفاده شد. از بذور رقم

این منظور ابتدا بذور با ای استفاده شد. بههای گلخانهآزمون

ها سوسپانسیون باکتری به مدت دو دقیقه آغشته و سپس در گلدان

لیتر از سوسپانسیون باکتری میلی 100کشت شدند. همچنین مقدار 

 اضافه شد.های مذکور به طور جداگانه به گلدان 1×۹10به غلظت 

تیمار شاهد بدون آغشته سازی و بدون اضافه کردن سوسپانسیون 

ها آبیاری شدندوو در باکتریایی به خاک کشت گردید. گلدان

ز گلخانه با شرایط نوری و دمایی مناسب قرار گرفتند. بعد ا

ها از خاک بیرون آورده شده و طول گذشت دو ماه از کاشت، بوته

گیری ها اندازهریشه و ساقه، وزن تر و خشک ساقه و ریشه در آن

 شد.

این آزمایش در قالب طرح پایه  :طرح آزمايش و آنالیز نتايج

تیمار باکتریایی و یک  12تیمار ) 13های کامل تصادفی با بلوک

یمار دارای سه تکرار بود. نتایج حاصل با شاهد( انجام شد. هر ت

تجزیه گردید. میانگین تیمارها توسط  SAS 9.4افزار استفاده از نرم

 .شدای دانکن در سطح یک درصد مقایسه آزمون چند دامنه
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 Results and Discussion و بحث نتايج

های محرک گیژفیت و تعیین ويهای اپیجداسازی باکتری

 هارشدی آن

ه از کنمونه ساقه گیاهان آفتابگردان  5۸نمونه برگ و  60تاز کش

مناطق مختلف آذربایجان غربی به دست آمده بود، در مجموع 

 استرین 100فیت جداسازی شدند که از بین آنها استرین اپی 250

ید و ایندول استیک استوانایی حلالیت فسفات، تولید سیدورفور، 

 75استرین گرم مثبت و  25آمونیاک را داشتند و از این بین 

 استرین گرم منفی بودند.

فیت آفتابگردان بدست آمده از های اپیدر تحقیق حاضر استرین

مناطق مختلف استان آذربایجان غربی از نظر توانایی تولید ایندول 

های موثر جداسازی و تفکیک استیک اسید، به عنوان استرین

های افزایش اکتریشدند. محققین دیگر نیز برای تفکیک اولیه ب

ها دهنده رشد در ذرت از آزمون تولید هورمون توسط باکتری

 (. ایندول استیک اسیدBhattacharyya Jha, 2012استفاده کردند )

تحریک  ،گیاهای، نمو یاختهتقسیم  در فرآیندهایی از قبیل

 ها، کنترلافزایش سرعت رشد ریشه ،دهیشکوفه، زنی بذرجوانه

، جاذبه و واکنش به نور ،ی جانبیهایری ریشهگشکل ،رشد گیاه

و سوخت و ساز گیاه دخالت دارد  فتوسنتز، تشکیل رنگدانه

(Spaepen and Vanderleyden , 2011 .)تلقیح نوع وحشی P. 

putida GR12-2 35-50هایی شد که باعث تشکیل ریشه ،بذر به 

فاقد  هیافتجهشهای تیمار شده با های بذرتر از ریشهدرصد بلند

IAA  .در مجموعبودند ،IAA هدیوار نرم شدن باکتریایی باعث 

یافته و ریشه افزایش ی آن، رشد شود که در نتیجهریشه می سلولی

 .شودمی بیشتر به مواد مغذی خاک یاهگ دسترسی

فیت توانایی تولید های اپیدر مطالعه کنونی، برخی از استرین

های ر برای اکثر باکتریسیدروفور را داشتند. تولید سیدروفو

و  زمینی، گندم، ذرتافزاینده رشد در گیاهان گوجه فرنگی، سیب

 ;Ross et al., 2000; Berg, 2002خیار نیز گزارش شده است )

Shaharoona et al., 2006; Almaghrabi et al., 2013; Xu et al., 

استرین توانایی حلالیت فسفات را  70در تحقیق حاضر (. 2014

ند. محققین دیگری نیز حلالیت فسفات را یک آزمون مهم در داشت

ها های افزاینده رشد و مفید از دیگر استرینجداسازی باکتری

. این محقیقن در بین (Wang et al., 2022معرفی کردند )

 .Pهای های جداشده از ریزوسفر گندم، استریناسترین

moraviensis ، Bacillus safensis و Falsibacillus pallidus  را

به عنوان حل کننده فسفات شناسایی کردند. همچنین در تحقیق 

استرین، توانایی تولید آمونیاک را  3۸حاضر مشخص شد که 

ازت به عنوان یک عنصر کلیدی در ساختمان بسیاری از دارند. 

دسترسی عدم های گیاهی مطرح است. ترکیبات موجود در سلول

کننده تولیدات  عوامل مهم محدود به ازت برای گیاهان زراعی از

. محققین تولید آمونیاک مخصوصا توسط کشاورزی است

های باکتریایی را در افزایش رشد گیاهان مهم ارزیابی استرین

 (.Hayat et al., 2010)کردند 

 gyrBو  16S rRNAهای يابی ژنتکثیر و توالی

، E13 ،E24 ،E27 ،E32 ،E38 ،E45استرین با کدهای ) 12تعداد 

E48 ،E64 ،E66 ،E71 ،E78 ،E80)  به عنوان نماینده انتخاب و

های ی استریندر همهمورد آزمایش قرار گرفتند.  PCRدر آزمون 

و قطعه  16S rRNAبازی از ژن جفت 1500ی بررسی شده، قطعه

ترتیب با جفت آغازگرهای به gyrBبازی از ژن جفت 1200

fD1/rD1  وgyrb-F/gyrb-R دید.تولید گر 

برای توالی یابی به  PCRهای مزبور، محصول پس از تکثیر ژن

های بدست آمده با سایر شرکت تکاپوزیست ارسال گردید. توالی

های موجود دربانک ژن مقایسه شده و در این پایگاه ثبت توالی

 و ژن 16S rRNAتوالی ژن  شدند. تبارنمای ترسیم شده بر اساس

gyrB  های مورد مطالعه با استرین اختیتبارشن ( ارتباط1)شکل

 .دهدهای باکتریایی را نشان میسایر گونه

 

 [
 D

O
I:

 1
0.

61
88

2/
ge

bs
j.1

3.
1.

7 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 g

eb
sj

.ir
 o

n 
20

26
-0

6-
01

 ]
 

                             6 / 12

http://dx.doi.org/10.61882/gebsj.13.1.7
https://gebsj.ir/article-1-478-en.html


 همکاران و نژاد خضری  ....آفتابگردان از جداشده فیت اپی هایباکتری شناسایی

 

 1403 بهار و تابستان  /1شماره  /زدهمسیدوره  /و ایمنی زیستیژنتیک مهندسی  16

 

 
های سایر باکتریاین مطالعه همراه با  فیت بدست آمده درهای اپیدر استرین gyrBو 16S rRNA های های ژندرخت فیلوژنتیک ترسیم شده بر اساس توالی -1شکل 

 ها(ماره دسترسی ژنش)اعداد داخل پارانتز  هزار تکرار.bootstrap با  MEGA10ستفاده از نرم افزار ا با NCBIهای ژنومی موجود در بانک داده
Table1. The phylogenetic tree drawn based on the sequences of 16S rRNA and gyrB genes in the epiphyte strains obtained in 

this study along with other bacteria in the NCBI genomic data bank using MEGA10 software with bootstrap thousand 

repetitions. (The numbers in parentheses are accession numbers of genes) 

 

خصوصیات مرفولوژيکی، بیوشیمايی و فیزيولوژيکی 

 فیتهای اپیاسترين

های نای استریخصوصیات فیزیولوژیکی، بیوشیمایی و تغذیه

ارائه شده است که بر این اساس مشاهده شد  1منتخب در جدول 

توانند استفاده کنند ها از طیف وسیع منابع کربنی میکه این باکتری

و از نظر خصوصیات بیوشیمایی نیز با همدیگر متفاوت هستند
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 غربیذربایجاناز آفتابگردان از مناطف مختلف استان آفیت جداشده های اپیای و فیزیولوژیکی استرینخصوصیات بیوشیمایی، تغذیه -1جدول .

Table 1. Biochemical, nutritional and physiological characteristics of epiphyte strains isolated from sunflower from different 

regions of West Azerbaijan Province 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

های بیوشیمایی، در تحقیق حاضر با استفاده از آزمون

 16S rRNAهای یابی ژنای و همچنین توالیفیزیولوژیکی، تغذیه

فیت بدست آمده از گیاه آفتابگردان به جدایه اپی gyrB ،15و 

، Pseudomonas ،Pantoea ،Paenibacillus هایعنوان جنس

Burkholderia ،Esherichia ،Bacillus  وSphingomonas 

های گرم منفی هستند. در شناسایی شدند که اکثرا از گروه باکتری

مطالعات صورت گرفته در نقاط مختلف دنیا، نشان داده شد که 

های گرم منفی فیت جدا شده از گیاهان، گونههای اپیاکثر باکتری

 Gnanamanickam) بودند که با نتایج تحقیق حاضر مطابقت دارد

and Immanuel, 2005)ی . گونهS. aquatica  اولین بار در دنیا و

اولین  B. multivorans و P. polymyxa ،P. conspicuaهای گونه

های همراه با آفتابگردان گزارش بار از ایران به عنوان گونه

 .شودمی

ای پس از گذشت های گلخانهدر بررسی: ایهای گلخانهبررسی

های آفتابگردان از خاک ظاهر شدند و تاثیر ماه از کاشت، بوته 2

 Strain reaction 

Test E32, E48 E78, E24,E64,E66 E13 E38 E71

E80 

E27, 

E45 

Gram - + - - - - 

Catalase + + + + + + 

Oxidase + - + - - - 

Tolerance Nacl 2% + + + + + + 

Growth at pH 5 - - - - - - 

Growth at pH 9 - - - - - - 

Starch hydrolysis + + + - - - 

Gelatin hydrolysis + + + + - - 

O/F - - - + - + 

Ketolactose 

production 
+ - - - + - 

Urease + + - + - - 

Motility at pH=7 + + + - + + 

Acid production 

from: 
      

Adonitol + + - + - + 

Ribose + V + + + - 

Sorbitol + V - - - - 

Erytrithol + + - - - + 

Xylitol + + + - + - 

Dulcitol + + - + + - 

Arabinise + -- - + - - 

Sorbose + + - - - + 

Melsitose - - - - + - 

Celebiose - - + + - - 

Glucose + + + + + + 

Maltose + - - - + - 

Rhamnose + - - - + - 

Mannose + - + + - + 

Terehalose -  - + + - 

Manitol - + + - + - 

Inositol - - - - + - 

Melebiose + + - - - + 

L-Tartarate - + v - + - 

Malonate + + - + - - 
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های مختلف گیاهان تیمار شده از قبیل ها روی شاخصاسترین

ها به طول ساقه و ریشه، وزن تر و خشک ساقه و ریشه در آن

ها مشخص شد گیری و یادداشت گردید. با تجزیه دادهاندازه دقت

ها و شاهد )بدون باکتری( که بین گیاهان تیمار شده با استرین

 ار وجود دارد.داختلاف معنی

بر اساس نتایج تجزیه واریانس : ها بر طول ريشهتاثیر استرين 

یر بر ها از نظر تاثهای بدست آمده در این مطالعه، بین استرینداده

طول ریشه و ساقه، وزن تر ریشه و ساقه و همچنین وزن خشک 

درصد  1داری در سطح احتمال ریشه و ساقه اختلاف معنی

 E71مشاهده شد. مقایسه میانگین تیمارها نشان داد استرین 

استرین تاثیر را بر طول ریشه، کمترین  E48بیشترین و استرین 

E45  بالاترین و استرینE27  یر را بر طول ساقه، تاثکمترین

تاثیر را بر وزن تر کمترین  E48بالاترین و استرین  E71استرین 

تاثیر کمترین  E48 و E80بالاترین و استرین  E66استرین ریشه، 

کمترین  E48بیشترین و استرین  E24استرین را بر وزن تر ساقه، 

بیشترین و استرین  E66استرین تاثیر را بر وزن خشک ریشه و 

E80 تاثیر را بر وزن خشک ساقه نسبت به شاهد دارا رین کمت

اثر تیمارهای مختلف باکتریایی بر طول  واریانس تجزیه. بودند

ریشه و ساقه، وزن تر ریشه و ساقه و وزن خشک ساقه و ریشه 

( 3بندی تیمارها در جدول )(، مقایسه میانگین وگروه2در جدول )

  نشان داده شده است.

 

 نس تاثیر تیمارهای مختلف باکتریایی روی صفات رشدی آفتابگردانتجزیه واریا -2جدول

Table 2. Analysis of variance of the effect of different bacterial treatments on sunflower growth traits 
Source of  

variations 
Degree of 

freedom 
Root 

length 

Stem 

length 
Root fresh 

weight 
Stem fresh 

weight 
Root dry 

weight 
Stem dry 

weight 
Block 2 ns40.13 ns58.33 ns4.53 ns7.5 ns2.05 ns4.68 

Treatment 12 **178.27 **207.38 *8.86 **12.57 *7.47 **9.77 
Test error 24 31.88 70.15 4.34 5.18 1.20 2.19 

CV - 7.96 8.66 10.78 5.11 9.10 7.22 

ns درصد 1و  5غیر معنی دار و معنی داری در سطح ، * و ** به ترتیب 

ns, * and ** non-significant, significant at 0.05 and 0.01 probability levels, respectively. 
 

 قایسه میانگین تاثیر تیمارهای مختلف روی طول ریشه و ساقه، وزن تر و خشک ریشه و ساقه گیاه آفتابگردانم -3جدول 
Table 3. Comparisons of the average effect of different treatments on root and stem length, fresh and dry weight of sunflower 

root and stem 
Stem 

dry 

weight 
(gr) 

Root 

dry 

weight 
(gr) 

Stem 

fresh 

weight 
(gr) 

Root 

Fresh 

weight 
(gr) 

Stem 

length 
(cm) 

Root 
*length 

(cm) 

Strain 

c22.2 c8.7 e46.8 c40.3 c87.6 f35.4 E13 
f18.1 a10.9 g40.1 e37.2 i73.2 d39.8 E24 
d20.5 e7.4 f45.5 d39.5 k69.4 c42.3 E27 
e19.6 e6.8 f41.7 h35.3 h76.7 g34.7 E32 
c22.2 e6.9 c49.2 c40.2 d86.6 b45.2 E38 
f18.4 d7.4 g40.2 i32.5 a90.4 d39.1 E45 
g16.9 f6.3 h39.1 g31.1 f83.3 i30.3 E48 
c22.4 c8.2 b50.5 b44.8 e85.2 h33.4 E64 
a24.2 b9.6 a52.1 f36.6 g77.9 d39.5 E66 

cd21.2 c8.4 e46.3 a45.4 d86.3 a46.5 E71 
b23.9 c8.6 d47.4 d39.4 j70.4 f35.2 E78 
h16.1 ef6.5 h39.2 i32.6 b89.8 e38.5 E80 
i10.2 g4.1 i35.3 j628. l57.8 j23.6 Control 

 میانگین سه تکرار 

 انکن هستند.ددر آزمون  %5دار در سطح احتمال آماری اعداد دارای حروف مشترک فاقد اختلاف معنی 

• Average of three replicates 

• Numbers with common letters have no significant difference at the 5% statistical probability level in Duncan's test. 
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د ای در مرحله آغشته سازی بذر با باکتری نشان دابررسی گلخانه

در افزایش  موثرترین باکتری E71 (P. fluorescens) که استرین

های آفتابگردان هستند و در مقابل های رشدی بوتهشاخصه

د. در تاثیر کمتری نسبت به شاهد داشتن E80 و E48 هایاسترین

تر  هایی که باعث افزایش وزنررسی مشاهده شد که استریناین ب

شوند، سبب و خشک ریشه و همچنین طول ساقه و ریشه می

ن نیز نشامحققین دیگری  شوند.افزایش عملکرد محصول می

و  .Pseudomonas spهای دادند که تلقیح آفتابگردان با باکتری

Bacillus sp. ریشه و  تر و خشک باعث افزایش چشمگیر وزن

ی دیگر، در یک مطالعه (.Adeleke et al., 2021شود )ساقه می

فرنگی با نشان دادند که تلقیح بذر گوجه

باعث افزیش چشمگیر  Bacillusو   Pseudomonasهایباکتری

 (.Filho et al., 2010شود )تر و خشک گیاه میوزن 

های سودوموناس فلورسنت کننده و باسیلوس در مورد باکتری

تحقیقات زیادی صورت گرفته است تا مواد تولید شده توسط این 

ها و گیاه دخالت دارند، ها که در فرآیند تاثیر متقابل بین آنباکتری

های فلورسنت (. سودوموناسRan et al., 2005مشخص شوند )

به همراه باسیلوس جدا شده از ریزوسفر سیب زمینی توانستند 

 Kurabachewرصد افزایش دهند )د 15بیومس گیاه را به میزان 

and Wydra, 2013.) 

به  ورودبه دلیل توانایی  فیتاپی یهاهای اخیر باکتریدر سال

محرک درون گیاهان و عدم ایجاد علائم بیماری، به عنوان عوامل 

اهمیت زیادی  های اندوفیترشد و نهایتا تبدیل شدن به باکتری

 .  (Compant et al., 2010)اندپیدا کرده

 .Pنتایج حاصل از یک بررسی نشان داد که جمعیت باکتری 

fluorescens یابد. این در مرحله بلوغ گیاه میزبان افزایش می

هایی کنترل وسیله ژنبررسی مشخص کرد که این خصوصیت به

نظر شود که روی پلاسمید باکتری مورد بررسی وجود دارد. بهمی

یون بیشتری دارند، دارای هایی که قدرت کلنیزاسرسد باکتریمی

نشـان  محققینفراوانی بیشتر و تنوع قابل توجه فنوتیپی هستند. 

هایی که استـرین مخـتلف باکتریایی، استرین ۸53دادند که از بین 

دارای کلنیزاسیون مؤثرتری بودند، از جمعیت باکتریایی بیشتری 

د الگوی رس. لذا به نظر می(Zinnel et al., 2002برخوردار بودند )

دست آمده در این بررسی به های بهفراوانی و تنوع فنوتیپی باکتری

های همراه گیاهان به عوامل گفته شده بستگی داشته باشد. باکتری

های لحاظ توانایی برای تحت تأثیر قرار دادن سلامت گیاه، ویژگی

 (.(Glick, 2012ژنوتیپی، فنوتیپی و فیلوژنی متنوع هستند 

 Pantoeaبه عنوان E27 ضر استرین اپی فیت در تحقیق حا 

conspicua  یناستر شناسایی شد. گزارش اندکی در مورد نقش-

 ,Barea) استافزایش رشد گیاه در دسترس  در Pantoaهای 

با حل کردن  Pantoaهای استرین (. گزارش شده است که2015

اسید و سیانید هیدروژن موجب استیکفسفات و تولید ایندول

 .(Yang et al., 2017) گردندش رشد گیاه میافزای
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