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  مقدمه - 1

بار در سال  نخستین » PGPR(1(هاي ریزوسفري محرك رشد گیاه باکتري«طلاح صا
شوند که در شرایط معین و با استفاده از یک  می گفته Schrothو  Kloepperتوسط  1978

 ;Hungria et al., 2010( دشون خاص موجب افزایش رشد گیاه میسازوکار یا چند 

Adesemoye et al., 2009.( هاي  به باکتري تنهاها،  توانایی افزایش رشد گیاه توسط باکتري
خاك و  هاي آزادزي منحصر نبوده و باکتري 2ههاي مستقر در سطح ریشریزوسفري و باکتري

   هستندنیز از این ویژگی برخوردار ) ها برگ ویژهبه( 3فیلوسفر درانواع ساکن 
)Jahandideh Mahjen Abadi et al., 2020; 2021( . اگرچه بیشتر مطالعات انجام شده در

هاي ساکن  باکتريتوانایی دلیل وجود به اماهاي ریزوسفري است  این زمینه مربوط به باکتري
تر  ، پیشنهاد شده است که از عبارت جامعبراي افرایش رشد گیاه هازیستگاهدر سایر 

 .)Bashan and De-Bashan, 2005( استفاده شود 4)PGPB( یاههاي محرك رشد گ باکتري

شده یادآوري  مختلفیهاي  سازوکارها بر رشد گیاه  براي توضیح چگونگی تأثیر این باکتري
بندي  تقسیم هاي غیر مستقیم وکارسازهاي مستقیم و  سازوکاردو گروه  بهطور کلی است که به

تواند در مراحل مختلف رشد گیاه با استفاده از یک  میمحرك رشد گیاه یک باکتري . شوندمی
یا افزایش رشد و مختلف رشد گیاه را تحت تأثیر قرار داده و منجر به تحریک  سازوکاریا چند 
  تولید  در مقادیر اندكعمولاً موادي که م تولیدبا  هامستقیم باکتري سازوکاردر  .دگیاه شو

 .)Bashan and De-Bashan, 2005( دنگذار گیاهان تأثیر می رشدبر طور مستقیم به کنندمی
هن و کنندگی فسفر و آ حل ،ها قادر به تثبیت نیتروژن مولکولی باکتري در سازوکار مستقیم

ها آن. هستند) ها و اتیلن ها، سیتوکنین برلینیها، ج مانند اکسین(هاي گیاهی  تولید هورمون
سمیت  ،خشکی، شوري مانندی یها مقاومت گیاهان را در مقابل تنش توانندهمچنین می

هاي  تولید هورمون مانندهایی سازوکار رواز این. ها افزایش دهند کش عناصر سنگین و آفت
دسترسی گیاه به عناصر غذایی که مستقیماً رشد گیاه را تحت تأثیر قرار بهبود قابلیتگیاهی و 

هاي غیر مستقیم سازوکار. شوند هاي مستقیم محسوب می سازوکارعنوان دهند به می

                                            
1- Plant growth promoting rhizobacteria   
2- Rhizoplane 
3- Phyllosphere   
4- Plant growth promoting bacteria   
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هاي  باکتري. هاي محرك رشد گیاه، شامل کنترل زیستی عوامل بیماریزاي گیاهی است باکتري

 .هستندهاي باکتریایی قادر به کنترل عوامل بیماریزاي گیاهی متابولیت تولید بامحرك رشد گیاه 
هاي بیماریزاي گیاهی قادر به حفاظت  ها، نماتدها و باکتريها با اختلال در رشد قارچ این باکتري

از طریق تولید (عناصر غذایی  يرقابت برادر اغلب مطالعات، . گیاه در مقابل آنها هستند
 ی مانندضد قارچ يهاتیمتابول دیو تول 1سیستمیک القایی، مقاومت اهزیستگ و) سیدروفور

هاي غیر مستقیم تحریک رشد گیاه عنوان سازوکاربه HCN(2(بیوتیک و سیانید هیدروژن  آنتی
 Lugtenberg and Kamilova, 2009; Glick, 2012; Ahemad(د انشناخته شده PGPRتوسط 

and Kibret, 2014.(  گیري  هاي آزمایشگاهی براي اندازه روشهدف از این دستورالعمل ارائه
هاي هاي ویژگیتعدادي از روش. است ها هاي محرك رشدي گیاه با استفاده از باکتري ویژگی

طور مجزا در نیتروژن و توانایی انحلال فسفات بهزیستی تثبیت مانند  ي گیاهمحرك رشد
  .اي نشده استها اشارهدر این دستورالعمل به آن رواز این. اندآورده شده جدا هايدستورالعمل

 
  3استیک اسید3--ایندولگیري سنتز اندازه -2

ست و نقش هاي فعال فیزیولوژیکی در گیاهان ا ، یکی از اکسینداستیک اسی3-- ایندول
ها و  الگودهی سلول در اي این هورمون از اهمیت ویژه. دارد اناساسی در رشد و توسعه گیاه

ها، تنظیم  ساختار گیاه، تنظیم رشد ریشه و ساقه، تنظیم فتوتروپیسم، تنظیم شکل سلول
ها،  وسیله باکتري به  IAAهورمون .زنی و تنظیم رسیدن میوه و بذر، برخوردار است جوانه
شامل  استیک اسید3-- ایندولمسیرهاي عمده بیوسنتز . دشو ها و گیاهان تولید می قارچ

و مسیر تریپتامین  IPA(5(ت پیروا-3-ایندول، مسیر 4)IAM( استآمید-3-ایندولمسیر 
و  IAMها، بیشتر از مسیر وسیله باکتريبه استیک اسید-3-ایندولبیوسنتز هورمون . است

استیک 3-- ایندولعنوان پیش ماده تولید تریپتوفان به. دشوانجام می IPAگاهی از مسیر 
سپس . کندتبدیل میIAM تریپتوفان را به  6آنزیم تریپتوفان مونواکسیژناز. است اسید

                                            
1 - Induced systemic resistance 
2 - Hydrogen cyanide  
3 - Indol-3-acetic acid 
4 - Indole-3-acetamide 
5 - Indole-3-pyruvate 
6 - Monooxigenase-2-tryptophan 



  3          هاباکتريرك رشدي گیاه با استفاده از هاي محگیري ویژگیهاي آزمایشگاهی براي اندازهروش

 
محرك  هاي باکتري. کندو آمونیوم تبدیل می IAAرا به  IAM ایندول استامید هیدرولاز

عنوان به Pseudomonasو  Rhizobium،Azospirillum ،Bacillus مانند رشد گیاه مانند
منجر  IAA  دتولیبا  توانند ها می این باکتري. شوندمیشناخته  IAA کنندههاي تولید باکتري

مانند هاي محیطی  ، افزایش تحمل به تنشعناصر غذاییجذب و  ها افزایش رشد ریشهبه 
از  .ه کمک کنندبه بهبود عملکرد گیا شده و در نتیجه و بهبود توسعه گیاهخشکی و شوري 

توانند به عنوان یک راه حل براي بهبود رشد و  می IAA کنندههاي تولید ، باکتريرواین
گیري براي اندازه. ندشوها در برابر شرایط تنشی استفاده  مقاومت آن افزایشتوسعه گیاهان و 

 نمودمل صورت زیر عبه توانمی اهوسیله باکتريبه استیک اسید3-- ایندول سنتزتوانایی 
)Gordon and Weber, 1951(:  

  تجهیزات وسایل و  -2-1
  با قابلیت تنظیم دما و چرخش هواي داخلی )خانهگرم(انکوباتور  - 
  اسپکتروفوتومتر - 
  دور بر دقیقه 20000سانتریفیوژ با سرعت تا میکرو - 
  دور در دقیقه 200ابلیت تنظیم دما و سرعت چرخش تا با ق شیکر انکوباتور - 
  میکرولیتر 100- 1000سمپلر به حجم  - 
  میکرولیتر 100- 1000به حجم سر سمپلر استریل  - 
  لیتريمیلی 50مایر ارلنفلاسک  - 
  لیتريمیلی 1000بالن ژوژه  - 
  لیتريمیلی 50بالن ژوژه  - 
  لیترمیلی 5/1به حجم میکروتیوب  - 
  پتپی - 
  رازوي آزمایشگاهیت - 
  هود لامینار - 
  اتوکلاو - 
  )مترمیکرو 22/0( فیلتر میکروپور  - 
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  شیکر - 
  )فیلدوپلاتین( لوپ - 

   گرهاواکنشمواد و  -2-2
 - FeCl3. 6H2O 5/0 گرم  15/135 میزان :مولارFeCl3. 6H2O  را پس از توزین در

ي با آب مقطر به حجم لیترمیلی 1000سپس در بالن ژوژه  و نموده مقداري آب مقطر حل
  .یک لیتر برسانید

شته و در پت بردامولار را با پی FeCl3. 6H2O 5/0لیتر میلی 5/7 :1معرف سالکوسکی - 
لیتر آب مقطر و در آخر میلی 250سپس . لیتري بریزیدمیلی 1000یک بالن ژوژه 

معرف حاصل . را به آرامی به این مخلوط اضافه کنید 98%لیتر اسید سولفوریک میلی150
  .در بطري تیره رنگ نگهداري نمایید را زرد رنگ و شفاف استکه 

 رواز این، دهدرخ میهنگام مخلوط کردن این مواد واکنش گرمازاي شدیدي  :نکته
اضافه کردن مواد  هنگامو بالن را در داده  انجامآرامی اضافه کردن اسید با احتیاط و به حتماً
همچنین، مواد داخل آن  .رتاب شدن قطرات محلول به بیرون شودتکان ندهید تا مانع پ اصلاً

چند دقیقه که دماي محلول کاهش پیدا کرد آن  پس از. را به هم نزده و به بالن دست نزنید
 .رپوش را روي بالن قرار دهیدو دزده را به هم 

تهیه  منظوربه: 3تریپتوفان - ال لیترمیکروگرم در میلی 50 با همراه 2TSBمحیط کشت  - 
از محیط کشت پودري ) بندي مادهمندرج روي بسته(این محیط کشت، مقدار توصیه شده 

بسته به را با توجه به حجم مورد نیاز در میزان مناسب از آب مقطر حل کرده و  TSBآماده 
را آماده از محیط کشت لیتر میلی 25 دارايلیتر میلی 50 مایرارلنهاي فلاسک، هانمونهتعداد 

و  لیترمیکروگرم در میلی 50 دارايبایست می مایرهاي ارلنفلاسکهر کدام از . توکلاو کنیدو ا
 25 دارايمایر ارلنفلاسک براي هر  پس. باشد تریپتوفان - ال لیترگرم در میلی 00005/0یا 

توانید مقادیر را براي کل می. گرم مورد نیاز است TSB ،00125/0 لیتر محیط کشتمیلی

                                            
1 - Salkowski 
2 - Tryptic soy broth 
3  - L-tryptophan 
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 ،دارید )مایرارلنفلاسک  10(نمونه  10 اگربدین صورت که  ؛ها حساب و فیلتر نماییدنمونه

 پنج(در مقدار مشخصی آب مقطر  در زیر هود لامیناررا  تریپتوفان - الگرم  0125/0مقدار 
فلاسک متر، به هر میکرو 22/0با فیلتر میکروپور حل نموده و پس از فیلتر کردن ) لیترمیلی
  .لیتر اضافه نماییدمیلی 5/0استریل،  TSBلیتر محیط کشت میلی 25 رايدامایر ارلن

مندرج روي (منظور تهیه این محیط کشت، مقدار توصیه شده به :TSBمحیط کشت  - 
را با توجه به حجم مورد نیاز در میزان  TSBاز محیط کشت پودري آماده ) بندي مادهبسته

لیتر میلی 50 مایرارلنهاي فلاسک، هانمونهاد بسته به تعدمناسب از آب مقطر حل کرده و 
  .را آماده و اتوکلاو کنیداز محیط کشت لیتر میلی 25 داراي
تهیه را  TSBلیتر از محیط کشت  میلی 1000: ایندول استیک اسیدمحلول استاندارد  - 

دقیقه روي شیکر قرار  20ریخته و به مدت  آنرا داخل  IAAگرم از  05/0 سپس .نمایید
 هاي غلظت است mg/l 50حاصل که غلظت آن معادل ) مادري(از محلول استوك . دهید
مقادیر  براي اینکار(تهیه نمایید گرم در لیتر  میلی... و  10، هشت، شش، چهار، دو صفر،
 50هاي بالن ژوژهدر را از محلول استوك لیتر میلی... و  10، هشت، شش، چهار، دو صفر،

  .)برسانیدبه حجم  TSBمحیط کشت  ریخته و بامیلی لیتري 

  روش کار  -2-3
به این صورت که از . کشت دهیدزیر هود لامینار در  TSB محیط دررا شده باکتري مطالعه  - 

مدت  را بهتلقیح کرده و آن  TSBلیتر محیط کشت میلی 25 دارايکلنی خالص باکتري به ارلن 
 .دهید قرار rpm120و دور  سلسیوس درجه 28 با دماي انکوباتور شیکریک ساعت روي  48

 50، میزان TSB دراز سوسپانسیون باکتري کشت داده شده در زیر هود لامینار  - 
لیتر محیط میلی 25 دارايارلن  سهدر  )CFU1/ml 108×1( جمعیت یکسانبا میکرولیتر 

لیتر محیط کشت میلی 25 دارايارلن  سهتریپتوفان و همچین در  -بدون ال  TSBکشت 
TSB  ساعت  48 دوبارهکشت داده و ) لیترمیکروگرم در میلی 50(تریپتوفان  - همراه با ال

  .قرار دهید انکوباتور روي شیکر سلسیوسدرجه  28در 

                                            
1- Colony forming unit 
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میلی لیتر سوسپانسیون باکتري را داخل  5/1این زمان و در دماي آزمایشگاه، گذشت  پس از - 

  . سانتریفیوژ کنید دقیقه یک مدتقیقه  به دور در د 15000 میکروتیوب ریخته و با دور معادل
به داخل لوله آزمایش  سمپلر وسیلهبهمحلول شفاف بالایی را  لیتر از میلی یکمقدار  - 

لیتر معرف سالکوسکی به آن اضافه و  میلی چهارریخته و ) لیتريیمیل 10-12(کوچک 
  .گهداري کنیددقیقه در دماي آزمایشگاه و در تاریکی ن 20مخلوط حاصل را به مدت 

میلی لیتر در  یکهاي استانداردهاي ساخته شده به مقدار از هر کدام از غلظتهمچنین  - 
لیتر از معرف سالکوسکی به آن اضافه و مخلوط میلی چهارلوله آزمایش ریخته و سپس  داخل

  .دقیقه در دماي آزمایشگاه و در تاریکی نگهداري کنید 20حاصل را به مدت 
میزان سپس  و نماییدبدون تلقیح صفر  TSBروفتومتر را با محیط کشت دستگاه اسپکت - 

  .قرائت کنیدنانومتر  535ا را در جذب نور مخلوط مورد آزمایش و همچنین استاندارده

  شیوه ارزیابی نتایج آزمون -2-4
قابل  استیک اسید3-- ایندولتغییرات رنگ نمونه باکتري داراي توانایی تولید  1در شکل 
وسیله تولید شده به استیک اسید3-- ایندولبراي بدست آوردن مقدار . ستمشاهده ا

جذب و نمودار مقدار  اینکارانجام براي . را رسم نماییدآن منحنی استاندارد  نخستها باکتري
بالا  R2با ) y=ax-bخطی، (و بهترین معادله  نمودهافزار اکسل رسم غلظت استاندارد را در نرم

  ، مقدار Xاستفاده از این معادله و قرار دادن مقادیر جذب به جاي  با. بدست آوریدرا 
  .)2شکل ( آیدگرم در لیتر بدست میبر حسب میلی) Y(استیک اسید  3-- ایندول

  

  
  .نمونه باکتري داراي توانایی تولید ایندول استیک اسید تغییرات رنگ - 1شکل 
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 نانومتر 535مقدار جذب نور در 
  .استیک اسید3-- ایندولرد نمودار استاندا - 2شکل 

 
  سیدروفورگیري سنتز اندازه -3

ها و برخی  هستند که توسط باکتريبا وزن مولکولی کم هاي آلی  سیدروفورها مولکول
ها، جذب آهن از محیط و  وظیفه اصلی آن. شوند ها در شرایط کمبود آهن تولید می قارچ

 (Fe+3) ل بالا به اتصال به آهن فریکسیدروفورها داراي تمای. انتقال آن به داخل سلول است

را تشکیل دهند و در نتیجه قابلیت جذب آن را توانند با آن کلات پایداري  می کههستند 
هاي تولیدکننده سیدروفور  کنند، باکتري هایی که سیدروفور تولید می باکتري. افزایش دهند

هاي تولیدکننده  ن باکتريتری برخی از معروف. شوند یا تولیدکنندگان سیدروفور نامیده می
سیدروفورها نه . هستند  Bacillus subtilis و Pseudomonas aeruginosa سیدروفور شامل

و رشد به دلیل افزایش قابلیت دسترسی آهن، ها مهم هستند، بلکه  تنها براي بقاي باکتري
یی که به آهن ها توان با توجه به قسمت سیدروفورها را می. دهندرا بهبود میگیاهان عملکرد 

تقسیم  3ها و کربوکسیلات 2ها ، هیدروکسامات1 ها شوند به سه گروه اصلی کاتکول متصل می
صورت زیر عمل توان بهمیوسیله باکتري سیدروفور به توانایی سنتزگیري براي اندازه. کرد

  :)Alexander and Zuberer, 1991(نمود 

                                            
1 - Catecolates 
2 - Hydroxamate 
3 - Carboxylate 
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 وسایل و تجهیزات -3-1

  )اسپاتول( قاشقک توزین - 
  )فیلدوپلاتین( لوپ - 
  )مترمیکرو 22/0( فیلتر میکروپور  - 
  يمترسانتی هشتدیش پلیت یا پتري - 
   لیتريمیلی یک پتپی - 
  میلی لیتري 100 و 10 استوانه مدرج - 
   میلی لیتري 1000و  50 مایرارلنفلاسک  - 
  ترازوي آزمایشگاهی - 
  میکرولیتر 10- 1000ه حجم سمپلر ب - 
  میکرولیتر 10- 1000به حجم سر سمپلر استریل  - 
  با قابلیت تنظیم دما و چرخش هواي داخلی )خانهگرم(انکوباتور  - 
  اتوکلاو - 
  لامینارهود  - 
  مترpH دستگاه  - 
  دور در دقیقه 200شیکر انکوباتور با قابلیت تنظیم دما و سرعت چرخش تا  - 

  گرهاواکنش مواد و  -3-2
بدین  ،را تهیه نمایید مولار میلی یک FeCl3.6H2O در ابتدا :Fe-CASمحلول معرف  - 

لیتر آب مقطر حل میلی 100را توزین نموده و در  FeCl3.6H2Oگرم  027/0که صورت
لیتر اسید میلی 1/0 نمودنبا حل را  مولار میلی 10محلول اسیدکلریدریک سپس  .نمایید

 دل با هم مخلوط شواین دو محلو .کنیدیتر آب مقطر تهیه لمیلی 100کلریدریک در 
 لیتر آب مقطر حل نماییدمیلی 50را توزین و در  1CASگرم از ماده  A(. 06/0محلول (
 لیتر آب مقطر حل کنید میلی 40را توزین و در  HDTMA2گرم  072/0سپس . )Bمحلول (

                                            
1 - Chrome Azurol S (CAS) 
2 - Hexadecyl trimethyl ammonium bromide 



  9          هاباکتريرك رشدي گیاه با استفاده از هاي محگیري ویژگیهاي آزمایشگاهی براي اندازهروش

 
لیتر محلول میلی 50 بهرا  Aل لیتر محلومیلی Fe-CAS، 10معرف براي تهیه  .)Cمحلول (

B لیتر محلول میلی 40و همراه با تکان دادن پیوسته  یآرام بهسپس  اضافه نموده وC  را به
 50تا  پس از استریل شدن که آیدبدست میمحلول آبی تیره  پایاندر . آنها اضافه نمایید

  .دوشمیسرد  سلسیوسدرجه 
 750 و در توزین نمودهرا  PIPES1گرم  24/30براي تهیه محلول بافر،  :محلول بافر - 
گرم  KH2PO4 ،5/0گرم  3/0محلول نمکی براي تهیه . نمایید لیتر محلول نمکی حل میلی

NaCl  گرم  یکوNH4Cl  کنیدلیتر آب مقطر حل میلی 750را در .pH  بایست میاین محلول
حاصل پس از مخلوط حجم . شودتنظیم  8/6 روي درصد KOH 50استفاده از محلول با 

تا سپس و نموده اتوکلاو را  محلول بافر. لیتر رسانده شودمیلی 800به گرم آگار  15افزودن 
  .دودرجه سلسیوس سرد ش 50

گرم   493/0گرم مانیتول،  دوگرم گلوکز،  دو براي تهیه محلول غذایی :محلول غذایی - 
MgSO4.7H2O ،011/0   گرمCaCl2 ،00117/0   گرمMnSO4.H2O ،0014/0   گرم

H3BO3 ،04/0   گرمCuSO4.5H2O ،0012/0  گرمZnSO4.7H2O  گرم  001/0و
Na2MoO4.2H2O  این  شودیادآوري می( کنیدحل  لیتر آب مقطر میلی 70درتوزین و را

تا  استریل شدناین محلول پس از . )نماییددر آب حل  توزین نموده ورا یک به یک  مواد
  .شوددرجه سلسیوس سرد  50دماي 
د و ولیتر آب مقطر حل ش میلی 30در  دینواسیگرم کازوآم سه :محلول کازوآمینواسید - 

  .نماییداستریل  ،مترمیکرو 22/0فیلتر میکروپور از  گذراندن را با آنسپس 
  .توان از کازئِین به جاي آن استفاده کردموجود نباشد می کازوآمینواسیداگر  :نکته

اضافه به محلول بافر  غذاییمحلول لامینار در زیر هود : CAS-Agar کشت محیط -
همراه با به هم زدن  در ادامه. شودها اضافه به آن دینواسیمحلول کازوآمشده و سپس 

 توزیع ها تیلپها اضافه و در  به آنرا  Fe-CASآرام و بدون ایجاد حباب، محلول معرف 
  ح آبی کله غازي یا به اصطلاو ها آبی تیره رنگ نهایی این محیط در پلیت .نمایید
  .است

                                            
1- 1.4-piperazinethanesulfonic acid 
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مندرج (به منظور تهیه این محیط کشت، مقدار توصیه شده : TSBمحیط کشت  -

را با توجه به حجم مورد نیاز در  TSBاز محیط کشت پودري آماده ) بندي مادهروي بسته
 50 مایرارلنهاي فلاسک، هانمونهبسته به تعداد میزان مناسب از آب مقطر حل کرده و 

  .را آماده و اتوکلاو کنیداز محیط کشت لیتر میلی 25 دارايتر لیمیلی

 روش کار -3-3

به این صورت  .کشت دهیدزیر هود لامینار در  TSB محیط دررا باکتري مورد مطالعه  - 
تلقیح   TSBلیتر محیط کشت میلی 25 داراي مایرارلنفلاسک که از کلنی خالص باکتري به 

و دور سلسیوس درجه  28 با دماي انکوباتور شیکریک ت روي ساع 48را به مدت کرده و آن
rpm120 قرار دهید. 

با باکتري از سوسپانسیون تازه میکرولیتر  پنج در زیر هود لامینار ،3 شکل همانند -
محیط  داراي پلیتدر وسط گذاري  با روش قطره) CFU/ml 108×1( جمعیت یکسان

یک و  (+Sid)شاهد مثبت باکتري یک زمان از  هم. کنیدتلقیح  CAS-Agarکشت 
  .شودانجام جداگانه  پلیتنیز تلقیح در  (-Sid)شاهد منفی باکتري 

  .شوندنگهداري  ساعت 96به مدت درجه  28در دماي در انکوباتور  ها پلیت -
  

 
  .گذاري باکتريروش قطره - 3شکل 
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      شیوه ارزیابی نتایج آزمون -3-4

مشخص از آبی به نارنجی  CAS-Agarیر رنگ محیط توانایی تولید سیدروفور از روي تغی
در  و قطر کلنی ها در اطراف کلنی باکتري شده لیتشک رنگ یهاله نارنجقطر . )4شکل ( است

میزان تولید سیدروفور در هر باکتري از . تعیین شودساعت  96و  72، 48، 24فواصل زمانی 
        .آید نی بدست مینسبت قطر هاله به قطر کل

 
 
 
 
 
 
  

 .هاي شاهد مثبت و منفیو باکتري مورد مطالعه  مقایسه توان تولید سیدروفور در باکتري - 4کل ش

  
 

  1دآمیناز-  ACCآنزیم گیري فعالیتاندازه -4
   باًیهورمون تقر نیا. است اهانیگ یعیطب توسعهرشد و  يبرا يضرور یتیمتابول لنیات

ها در خاك یستیزغیرو  یستیمختلف ز يندهاآیفر راه  از  نیو همچن اهانیتمام گ لهیوسبه
-  لنیات. است اهمیت داراي اهانیمختلف در گ کیولوژیزیف راتییتغ جادیشود و در ایم دیتول

 معمولاً. شودشناخته میعنوان هورمون به همچنین اه،یرشد گ گیهکنند میتنظ بر نقشافزون

 از یکی تحت گیاه که شرایطی رد ولی کم است بسیار گیاه هايبافت در اتیلن طبیعی شرایط در

 این .کندمی پیدا توجهی افزایش قابل میزان به گیاه در اتیلن مقدار گیردمی تنشی قرار عوامل

درواقع، در . (Bhattacharyya and Jha, 2012) شودمی تنشی نامیده اتیلن شده، تولید اتیلن
. یابد که حد واسط تولید اتیلن استافزایش می ACCید ترکیباتی مانند شرایط تنش تول

هستند،  دآمیناز- ACC ي توان تولید آنزیمکه دارا هاي ریزوسفري محرك رشد گیاهباکتري
در  یو کاهش تنش خشک شوريتحمل  تحریک لن،یرا با کاهش سطوح ات اهیگ توسعهرشد و 

                                            
1 - Aminocyclopropane-1-carboxylate deaminase 



هاباکتريهاي محرك رشدي گیاه با استفاده از گیري ویژگیهاي آزمایشگاهی براي اندازهروش           12 

 
داراي که  ییایباکتر يهادر حال حاضر، گونه. )Ghosh et al., 2018(بخشند می بهبود اهانیگ

، Acinetobacter مانندها از جنس ياگسترده فی، در طهستند دآمیناز- ACC تیفعال
Achromobacter ،Agrobacterium ،Alcaligenes ،Azospirillum ،Bacillus ،

Burkholderia ،Enterobacter ،Pseudomonas ،Ralstonia ،Serratia ،Rhizobium  رهیغو 
 يهاشهیاز ر یاهیگ يهاسنتاز در بافت- ACCتولید شده به وسیله  ACC. اندشده ییشناسا

به را  ACC هايباکتر جه،یدر نت. شودیجذب م مجاور يهايو توسط باکتر شدهخارج  اهیگ
باعث کاهش غلظت  ACC زیدرولیه نیا .کنندهیدرولیز می 1اکسوبوتانوات- 2و  اكیآمون

ACC مداوم ها و انتقاليدر باکتر ACC صورت در . شودیم يبه باکتر اهیگ يهاشهیاز ر
یابد که این امر افزایش می لنیات، تولید ACC مادهدلیل وجود پیشبه، دآمیناز- ACC نبودن

 . )Glick, 2014( شودگیاه می رشد شامل جلوگیري از هاي تنشیالعملعکس جادیا منجر به

 صورت نیمه کمی دآمیناز به- ACCبررسی فعالیت آنزیم  -4-1

 شودمیانجام  زیردآمیناز به روش -ACCتوان تولید آنزیم نیمه کمی آزمون 
)Dell’Amico et al., 2005(:  

  وسایل و تجهیزات -4-1-1
  )اسپاتول( توزین کقاشق - 
 )فیلدوپلاتین(لوپ  - 
  ترازوي آزمایشگاهی - 
  هود لامینار - 
  لیتري میلی 50مایر ارلنفلاسک  - 
 لیتري میلی 50و  25استوانه مدرج  - 
  میکرولیتر 200سمپلر به حجم  - 
  میکرولیتر 200به حجم سر سمپلر استریل  - 

                                            
1 - Oxobutanoate 
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  قابلیت تنظیم دما و چرخش هواي داخلیبا  )خانهگرم(انکوباتور  - 
 - 20فریزر دماي  - 
 اسپکتروفتومتر - 
 )مترمیکرو 2/0( فیلتر میکروپور  - 
 دور در دقیقه 200شیکر انکوباتور، با قابلیت تنظیم دما و سرعت چرخش تا  - 
  مترpH دستگاه  - 

  مواد و واکنشگر ها -4-1-2
بدین  ؛و را بسازیدعناصر میکرمحلول  نخست: DF (Dworkin Foster)محیط کشت  - 

گرم میلی MnSO4.H2O ،6/124 گرملیمی H3BO3 ،19/11گرم میلی 10 صورت که
ZnSO4.7H2O ،22/78 گرم لیمیCuSO4.5H2O  گرم لیمی 10وMoO3  لیترمیلی 100در را 
لیتر آب مقطر حل میلی 10را در  FeSO4.7H2Oگرم میلی 100سپس  .نماییدآب مقطر حل 

 دو، MgSO4.7H2Oگرم  Na2HPO4  ،2/0گرم شش، KH2PO4گرم  چهار پایان در. کنید
لیتر از محلول عناصر میکرو میلی 1/0، گرم سیتریک اسید دوکونیک اسید، گرم گلو دوگلوکز، 

    pHسپس ورا در یک لیتر آب مقطر حل نموده  FeSO4.7H2Oلیتر از محلول میلی 1/0و 
از محیط لیتر میلی 20 دارايلیتر میلی 50 رمایارلنهاي فلاسک .نماییدتنظیم  2/7را روي آن

  .را آماده و اتوکلاو کنید DFکشت 
را به  2SO4(NH4)گرم  دومقدار : 2SO4(NH4)گرم در لیتر  دو داراي DFمحیط کشت  - 

هاي فلاسکدر ادامه . تنظیم نمایید 2/7را روي آن  pHترکیبات فوق اضافه نموده و سپس
گرم در  دو داراي DFمحیط کشت از محیط کشت لیتر میلی 20 دارايلیتر میلی 50 رمایارلن
  .را آماده و اتوکلاو کنید 2SO4(NH4)لیتر 
طابق را م DFمحیط کشت لیتر  یک نخست: مولارمیلی سه ACC داراي DFمحیط کشت  - 

محیط کشت از لیتر میلی 20 دارايلیتر میلی 50 مایرهاي ارلنفلاسک سپس. نماییدفوق تهیه 
DF گرم  3033/0 میزان در زیر هود لامینار. را آماده و اتوکلاو کنیدACC  معینیمقدار را در 

فیلتر متر میکرو 22/0سپس با فیلتر میکروپور حل نموده و ) لیترمیلی پنج(استریل آب مقطر 
  .م بزنیداضافه و به ACCمیکرولیتر از محلول  100مایر فلاسک ارلنبه هر  .نمایید



هاباکتريهاي محرك رشدي گیاه با استفاده از گیري ویژگیهاي آزمایشگاهی براي اندازهروش           14 

 
   20 داراي مایرارلنفلاسک  DF، 50لیتر محیط کشت  یکاز  کهاز آنجایی: نکته

گرم  3033/0انحلال (غلظت طوري تنظیم شد  پس آیدمحیط کشت بدست میلیتر میلی
ACC  میکرولیتر  100مایر ارلنفلاسک که به ازاي هر ) آب مقطر استریل لیترمیلی پنجدر

  .آماده شود ACCمحلول 
مندرج روي (به منظور تهیه این محیط کشت، مقدار توصیه شده : TSBمحیط کشت  - 
را با توجه به حجم مورد نیاز در میزان  TSBاز محیط کشت پودري آماده ) بندي مادهبسته

لیتر میلی 50 مایرهاي ارلنفلاسک، هانمونهبسته به تعداد مناسب از آب مقطر حل کرده و 
  .را آماده و اتوکلاو کنیدز محیط کشت الیتر میلی 25 داراي

  روش کار -4-1-3
به این صورت . کشت دهیدزیر هود لامینار در  TSB محیط دررا باکتري مورد مطالعه  - 

  تلقیح کرده و   TSBلیتر محیط کشت میلی 50 دارايکه از کلنی خالص باکتري به ارلن 
و دور سلسیوس درجه  28 با دماي انکوباتور شیکریک روي ساعت  48را به مدت آن

rpm120 قرار دهید. 

 جمعیت یکسانبا هر جدایه میکرولیتر از سوسپانسیون تازه  50در زیر هود لامینار  - 
)CFU/ml 108×1(  از سه محیط لیتر میلی 20 داراي مایرارلنفلاسک به را :DF حاوي ACC 

عنوان به(مولار  5/0 یومسولفات آمونگرم در لیتر  دو داراي DFمحیط کشت مولار،  میلی سه
 واضافه نمایید  )عنوان شاهد منفیبه( و سولفات آمونیوم ACCفاقد  DFو محیط  )شاهد مثبت

 .دهیدقرار  rpm120و  دور  سلسیوسدرجه  28دماي  باروي شیکر انکوباتور ساعت  48 به مدت

میزان س سپ نمایید وبدون تلقیح صفر  DFدستگاه اسپکتروفتومتر را با محیط کشت  - 
  .نانومتر قرائت کنید 405در را  براي هر سه محیطجذب نور 

  نشیوه ارزیابی نتایج آزمو -4-1-4
اي از رشد باکتري در نشانهعنوان سه محیط در طول موج مورد نظر به نوري این جذب

دآمیناز، بر اساس میزان رشد باکتري در محیط -ACCتوان تولید آنزیم . استها این محیط
هرچه  .شودهاي شاهد، ارزیابی آن در محیط) جذب نور(در مقایسه با رشد  ACCحاوي 
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و یا  ACCبیشتر باشد توانایی باکتري در مصرف  ACCمیزان جذب نور در محیط حاوي 

  .استدآمیناز بیشتر -ACCعبارت دیگر توانایی باکتري در تولید آنزیم 

  آلفاکتوبوتیرات کمی يگیراندازه با دآمیناز- ACCبررسی فعالیت آنزیم  -4-2
-صورت کمی میزان تولید آلفادآمیناز به-ACCگیري توان تولید آنزیم منظور اندازهبه

  :)Penrose and Glick, 2003( شودگیري میبه روش زیر اندازهکتوبوتیرات 

  وسایل و تجهیزات -4-2-1
  )اسپاتول( توزین قاشق - 
 )فیلدوپلاتین(لوپ  - 
  ترازوي آزمایشگاهی - 
  هود لامینار - 
 لیتري میلی 50مایر ارلنفلاسک  - 
  میلی لیتري 5/1 میکروتیوب - 
   یتريلمیلی 50 و 20 فیوژانتریسلوله  - 
  لیتريمیلی 1000و  100بالن ژوژه  - 
  میکرولیتر 10- 1000سمپلر به حجم  - 
  میکرولیتر 10- 1000به حجم سر سمپلر استریل  - 
  با قابلیت تنظیم دما و چرخش هواي داخلی )خانهگرم(انکوباتور  - 
 اسپکتروفتومتر - 
 دقیقه دور در 200شیکر انکوباتور، با قابلیت تنظیم دما و سرعت چرخش تا  - 
 دارسانتریفیوژ یخچال - 
  ورتکس - 
 - PH متر 
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  هامواد و واکنشگر -4-2-2

 لیتر آب مقطرمیلی 10را در  ACCگرم  5055/0 میزان: مولار ACC 5/0 محلول - 
دماي  و درمتر فیلتر میکرو 22/0 ي داراي منافذي با قطرحل نموده و سپس با فیلتراستریل 

  .شودنگهداري  -20
 - Tris HCl 1/0 با  مولارpH 6/7  گرم 75/15 میزان :5/8و  Tris HCl را پس از توزین

لیتري با آب مقطر به میلی 1000سپس در بالن ژوژه  نموده و در مقداري آب مقطر حل
 .شودتنظیم  5/8و  6/7در دو سري جداگانه روي  pH. حجم برسانید

 نیتروفنیل دي-2،4  مگر 2/0 میزان :درصد 2/0 1هیدرازین نیتروفنیل دي- 2،4 معرف - 
 100سپس در بالن ژوژه  نموده و پس از توزین در مقداري آب مقطر حلرا  هیدرازین

  .لیتري با آب مقطر به حجم برسانیدمیلی
 - NaOH گرم هشت میزان :نرمال دوNaOH  را پس از توزین در مقداري آب مقطر حل 

  . ه حجم برسانیدلیتري با آب مقطر بمیلی 100سپس در بالن ژوژه  نموده و
 - HCl56/0  لیترمیلی 83/165 و 43/46به طور جداگانه مقادیر : مولار دومولار و HCl 

لیتري با میلی 1000در بالن ژوژه هر کدام را سپس  نموده و را در مقداري آب مقطر حل
  .آب مقطر به حجم برسانید

  تولوئن - 
   10بدین صورت که  محلول عناصر میکرو را بسازید؛ نخست : DFمحیط کشت  - 
، ZnSO4.7H2Oگرم میلی MnSO4.H2O ،6/124 گرملیمی H3BO3 ،19/11گرم میلی

لیتر آب مقطر حل میلی 100در را  MoO3گرم لیمی 10و  CuSO4.5H2Oگرم لیمی 22/78
 در. لیتر آب مقطر حل کنیدمیلی 10را در  FeSO4.7H2Oگرم میلی 100سپس . نمایید
 دوگلوکز،  دو، MgSO4.7H2Oگرم  Na2HPO4  ،2/0گرم شش، KH2PO4گرم  چهار پایان

 1/0لیتر از محلول عناصر میکرو و میلی 1/0، گرم سیتریک اسید دوگرم گلوکونیک اسید، 
را آن  pHسپس ورا در یک لیتر آب مقطر حل نموده  FeSO4.7H2Oلیتر از محلول میلی
  .و اتوکلاو کنیدتنظیم  2/7روي 

                                            
1 - 2,4-Dinitrophenylhydrazine 
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مندرج روي (به منظور تهیه این محیط کشت، مقدار توصیه شده : TSBمحیط کشت  - 
را با توجه به حجم مورد نیاز در میزان  TSBاز محیط کشت پودري آماده ) بندي مادهبسته

لیتر میلی 50 مایرهاي ارلنفلاسک، هانمونهبسته به تعداد مناسب از آب مقطر حل کرده و 
  .ماده و اتوکلاو کنیدرا آاز محیط کشت لیتر میلی 25 داراي
گرم از نمک آلفا  0497/0مقدار : میلی مولار 100 1محلول استاندارد آلفا کتوبوتیرات - 

آن را روي   pHمولار حل نموده و سپس Tris HCl 1/0لیتر میلی چهارکتوبوتیرات را در 
ر در میلی مولا 10مولار، محلول میلی 100از محلول آلفا کتوبوتیرات  .تنظیم نمایید 5/8

Tris HCl 1/0 10و  8/0، 6/0، 4/0، 2/0، 1/0هاي سپس با محلول .مولار بسازیدمیلی 
آلفا میلی مولار  10از محلول مولار را  Tris HCl 1/0آلفا کتوبوتیرات در  میکرومول

 .میکرولیتر تهیه نمایید 200کتوبوتیرات در حجم 

  روش کار -4-2-3
به این صورت که از . کشت دهیدزیر هود لامینار در  TSB محیط دررا  مطالعه شدهباکتري  - 

را به مدت تلقیح کرده و آن  TSBلیتر محیط کشت میلی 25 دارايکلنی خالص باکتري به ارلن 
 .قرار دهید rpm120و دور سلسیوس درجه  28 با دماي انکوباتور شیکریک ساعت روي  48

لیتر محیط میلی 25در  دوباره میکرولیتر از سوسپانسیون 50 در زیر هود لامینار - 
درجه  28 با دماي انکوباتور شیکریک ساعت روي  48مدت بهریخته شود و  TSBکشت 

  . قرار دهید rpm120و دور  سلسیوس
 gدقیقه با سرعت  10مایر به لوله سانتریفیوژ منتقل و براي ارلنفلاسک محتویات  - 

  .شودو سپس محلول رویی حذف فیوژ شده سانتری سلسیوسدرجه  چهاردر دماي  8000
رسوب  صورت که ینبد. شود شستشو داده DFرسوب تشکیل شده توسط محیط کشت  - 

دقیقه  10براي سپس و شده سوسپانسیون  DFمیلی لیتر محلول  پنجدر  دوبارهتشکیل شده 
 .شودو محلول رویی حذف سانتریفیوژ سلسیوس درجه  چهاردر دماي  g 8000با سرعت 

                                            
1 - α-ketobutyrate 
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  به و سوسپانسیون شده  DFلیتر محلول میلی 5/7در  دوبارهل شده رسوب تشکی - 
  . شودجدید منتقل لیتري میلی 20هاي لوله

غلظت تا ( نماییدبه سوسپانسیون اضافه را مولار  ACC 5/0میکرولیتر محلول  45سپس  - 
ACC شیکر انکوباتور در يساعت رو 24به مدت سپس و  )دیمولار به دست آیلیم سه یینها 
  .شود القاءآنزیم فعالیت تا  قرار دهید rpm120و دور  سلسیوسدرجه  28دماي 
 g 8000درجه سلسیوس و دور  چهاردقیقه و در دماي  10سوسپانسیون به مدت  - 

 .شودسانتریفیوژ شود و سپس محلول رویی حذف 

یون سوسپانس 6/7برابر  pHمولار و  Tris HCl 1/0لیتر میلی پنجبا تشکیل شده  رسوب - 
سانتریفیوژ گردد و سلسیوس درجه  چهاردقیقه در دماي  10به مدت  g  8000و در دور

  .شود حذفمایع رویی سپس 
 کشت طیمح رسوب حاصل فاقدکه  شودحاصل  نانیتا اطم شدهشستشو دو بار تکرار  - 
 .است يباکتر

پانسیون سوس 6/7برابر  pHمولار و  Tris HCl 1/0 لیترمیلی یکرسوب تشکیل شده در  - 
دقیقه  پنجمدت به g  16000در دور لیتري،میلی 5/1شده و پس از انتقال به یک میکروتیوب 

  .و سپس مایع رویی حذف شود شودسانتریفیوژ سلسیوس درجه  چهاردر دماي 
سوسپانسیون  6/7برابر  pHمولار و  Tris HCl 1/0لیتر میلی پنجرسوب تشکیل شده با  - 

  .ثانیه ورتکس شود 30ر تولوئن اضافه و به مدت میکرولیت 30سپس شده و 
   5/1 میکروتیوب سهطور جداگانه به سوسپانسیون بهمیکرولیتر از  200مقدار  - 
 . )یکی براي شاهد و دو تا براي دو تکرار هر جدایه باکتري( شودلیتري منتقل میلی

 مدت براي. شودافه مولار اض ACC 5/0لیتر از محلول میکرو 20میکروتیوب مقدار به هر  - 
 .شود انکوبه دقیقه 15 مدت بهسلسیوس  درجه 30 دماي در سپس و شود ورتکس کوتاهی

 پنج مدت به و ورتکس سوسپانسیون مولار، HCl  56/0لیترمیلی یک افزودن از پس - 
  .شود سانتریفیوژ اتاق دماي در و g16000 در دقیقه
درون  مولار HCl  56/0 لیتر میکرو 800 اببرداشته شده و  رویی مایع از لیترمیلی یک - 

 .شودیک لوله آزمایش کوچک ورتکس 
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 دي- 2،4 2/0 محلول( هیدرازین نیتروفنیل دي- 2،4 محلول از میکرولیتر 300 - 

محتویات هر  .شود ورتکسو  اضافهآزمایش  لوله به )مولار دو  HClدرهیدرازین  نیتروفنیل
   دوسپس  .شوند انکوبه دقیقه 30 مدت بهسلسیوس  درجه 30 دماي در لوله

   .د تا یکنواخت شودها اضافه نموده و مخلوط گردبه نمونه مولار دو  NaOHلیترمیلی
 دي- 2،4 درصد 2/0محلول (هیدرازین  نیتروفنیل دي- 2،4 محلول از میکرولیتر 300 - 

و  دارد اضافههاي استانمحلول دارايهاي آزمایش لوله به )مولار دو  HClهیدرازین در نیتروفنیل
 .شوند انکوبه دقیقه 30 مدت به سلسیوس درجه 30 دماي در محتویات هر لوله .شود ورتکس
  . تا یکنواخت شود ها اضافه نموده و مخلوط گرددمولار به نمونه دو  NaOHلیترمیلی دوسپس 
با استفاده از اسپکتروفتومتر میزان جذب نور این مخلوط مورد آزمایش و همچنین  - 
  .نانومتر قرائت کنید 540ن جذب نور استانداردها را در میزا

  شیوه ارزیابی نتایج آزمون -4-2-4
منحنی استاندارد آلفا بوتیرات در ابتدا آلفا کتوآنزیم بر اساس  مقداروردن بدست آبراي 

افزار اکسل دار جذب و غلظت استاندارد در نرمنمودار مق براي اینکار .شود تهیه کتوبوتیرات
 نبا استفاده از ای. را بدست آوریدبالا  R2با ) y=ax-b، خطی(و بهترین معادله  هدشرسم 

بر حسب میکرومول ) Y(، مقدار آلفاکتوبوتیرات Xمعادله و قرار دادن مقادیر جذب به جاي 
  .)5شکل ( آیدبدست می

  

y = 4.4346x + 0.0747
R² = 0.9973
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  نانومتر 540مقدار جذب در 
  .نمودار استاندارد آلفا کتوبوتیرات - 5شکل 
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  HCN(1(سیانید هیدروژن گیري سنتز زهاندا -5

از  دروژنیه دیانیس. سمی استبسیار سیانید هیدروژن یک ترکیب معدنی بدون رنگ و 
کند که منجر به مرگ یسلول را مختل م يانرژ نیمأو ت انتقال الکترون جلوگیري کرده

 کیه عنوان ها بيباکتر از یتواند توسط برخیمسیانید هیدروژن . شودیموجودات زنده م
 ،Alcaligenes يهاجمله گونه از ییایباکتر يهااز جنس ياریبس. شود دیتول هیثانو تیمتابول

Aeromonas ،Bacillus، Pseudomonas  وRhizobium  دروژنیه دیانیس دیتول ییتواناداراي 
 زيزاي خاک عوامل بیماريدر برابر  یدفاع زمیبه عنوان مکان HCNها از يباکتر نیا .هستند

 سنتزگیري توانایی براي اندازه .کنندیاستفاده م و افزایش غیرمستقیم رشد گیاه خود طیمح
 ,.Donate-Correa et al(صورت زیر عمل نمود توان بهمیوسیله باکتري به سیانید هیدروژن

2005(:  

  وسایل و تجهیزات - 5-1
  )اسپاتول( قاشقک توزین - 
  میکرولیتر 100حجم  سمپلر به - 
  میکرولیتر 100به حجم سر سمپلر استریل  - 
 اي خمیده میله شیشه - 
 کاغذ صافی - 
  پنس - 
 )فیلدوپلاتین(لوپ  - 
 پارافیلم - 
 دیشپلیت یا پتري - 
  )لیتري میلی 1000و  25(استوانه مدرج  - 
  )لیتريمیلی 500و 50(مایر ارلنفلاسک  - 
 لیتريمیلی 2000و  50بالن ژوژه  - 
    لامینار هود - 

                                            
1 - Hydrogen cyanide 
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 با قابلیت تنظیم دما و چرخش هواي داخلی )خانهگرم(انکوباتور  - 
 اتوکلاو - 
 دقیقه در دور 200تا  چرخش سرعت و دما تنظیم قابلیت با شیکرانکوباتور - 
  ترازوي آزمایشگاهی - 

  و واکنش گرها  مواد -5-2
در مقداري آب زین تو گرم کربنات سدیم را پس از دومیزان  :معرف پیکرات سدیم - 

سپس . لیتري با آب مقطر به حجم برسانیدمیلی 100سپس در بالن ژوژه  نموده و مقطر حل
سپس در بالن  نموده و در مقداري آب مقطر حلگرم اسیدپیکریک را توزین و  5/0میزان 
فلاسک داخل در محتوي هر دو بالن را  .لیتري با آب مقطر به حجم برسانیدمیلی 100ژوژه 

  محلول زرد شفاف خواهید داشت که . و بهم بزنیدلیتري ریخته  میلی 500 مایرلنار
 .به صورت تازه مصرف شود بایستمی

مندرج روي (منظور تهیه این محیط کشت، مقدار توصیه شده به: TSBمحیط کشت  - 
 را با توجه به حجم مورد نیاز در میزان TSBاز محیط کشت پودري آماده ) بندي مادهبسته

لیتر میلی 50 مایرهاي ارلنفلاسک، هانمونهبسته به تعداد مناسب از آب مقطر حل کرده و 
  .را آماده و اتوکلاو کنیداز محیط کشت لیتر میلی 25 داراي
منظور تهیه این محیط کشت، مقدار به :غنی شده با گلایسین TSA1محیط کشت  - 

 یکرا در  TSAکشت پودري آماده  از محیط) مندرج روي بسته بندي ماده(توصیه شده 
در  .اتوکلاو کنید وگرم گلایسین به آن اضافه  4/4میزان  نموده و سپسآب مقطر حل  لیتر

  .نماییدمتر توزیع سانتی 10هاي با قطر لیتدر پ کاهش دمااز  ادامه پس

  روش کار -5-3
ه این صورت ب. کشت دهیدزیر هود لامینار در  TSB محیط دررا  مطالعه شدهباکتري  - 

تلقیح   TSBلیتر محیط کشت میلی 25 داراي مایرارلنفلاسک که از کلنی خالص باکتري به 

                                            
1 - Tryptic soy agar 
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و دور سلسیوس درجه  28 با دماي انکوباتور شیکریک ساعت روي  48را به مدت کرده و آن

rpm120 قرار دهید. 

 )CFU/ml 108×1( جمعیت یکسانبا میکرولیتر از سوسپانسیون باکتري  100میزان  - 
  .خمیده استریل پخش کنیداي ریخته و با میله شیشه TSA دارايهاي روي سطح پلیترا 

ا کمک پنس استریل به معرف را ب) مناسب با درب پلیت( کاغذهاي صافی استریل - 
 ).6شکل ( دهید قرار )از داخل( روي درب پلیتکرده و  سدیم آغشتهپیکرات

سدیم به صورتی روي درب پلیت قرار گیرد تکاغذ صافی آغشته با معرف پیکرا :نکته
  .که محلول از آن خارج نشده و به سطح محیط کشت ریخته نشود

 

 
 .کاغذ صافی آغشته به معرف پیکرات سدیم - 6شکل 

  
ساعت در انکوباتور با دماي  120را به مدت ها و آن ها را با پارافیلم بپوشانید درب پلیت - 

  .قرار دهید سلسیوسدرجه  28
بودن طوریکه در صورت مثبت به ها به صورت کامل پوشانده شود درب پلیت :تهنک
 .شودنآزمون، گاز متصاعد شده خارج نتیجه 

  شیوه ارزیابی نتایج آزمون -5-4
را از روي تغییر رنگ کاغذ صافی مطابق به وسیله باکتري توان تولید سیانید هیدروژن 

  ).7شکل ( نماییدارزیابی  1ل وجد
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 .تعیین توان تولید سیانید هیدروژن - 1  جدول

 رنگ کاغذ معرف بندي سطوح تولید سیانید هیدروژن درجه HCNتوان تولید 
 زرد 1 عدم تولید
 کرم 2 حداقل

 نارنجی 3 نسبتاً کم
 روشناي  قهوه 4 نسبتاً زیاد
 آجري 5 حداکثر

 
 
 
 
 
 
 

.ها روژن توسط باکتريها بر حسب شدت تولید گاز سیانید هید تغییر رنگ پلیت - 7شکل   
  

  EPS(1( ساکاریداگزوپلیگیري سنتز اندازه - 6
 ریزجانداراناز  ياریهستند که توسط بس يادهیچیپ يهادراتیکربوه دهایساکاریاگزوپل

این ترکیبات در طی مراحل رشد میکروبی در محیط . شوندیاطراف خود ترشح م طیبه مح
  ها را از توان آنح سلول میکروبی نیستند میکه متصل به سطشوند و ازآنجاییرها می

- اگزوپلی. ساکاریدهاي کپسوله شده که متصل به سطح سلول هستند متمایز کردپلی
سلولز، دکستران، موتان، آلترنان، (ساکاریدها ساکاریدهاي میکروبی در دو گره هموپلی

از  یکی .گیرندرار میق) ژلان و زانتان(ساکاریدها و هتروپلی) پولولان، لوان و کوردلان
 ونیزاسیکلون بهبوددهد،  شیرا افزا اهیتواند رشد گیم EPSکه توسط آن  ییهاسمیمکان

 ،Rhizobiumو  Azospirillumمانند  د،یمف يزوباکترهایاز ر یخاص يهاهیسو. است شهیر
                                            
1 - Exopolysaccharide 
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EPS اتصال نیا. متصل شوند اهانیگ شهیبه ر سازدیها را قادر مآن کنند کهیم دیتول 

 و نموده جادیا اهیرابطه سودمند دوجانبه با گ کیکمک کند تا  هايتواند به باکتریم
تواند منجر به بهبود یمامر  نیا. محرك رشد را مبادله کنند باتیو ترک عناصر غذایی

را  اهیتوسط گ عناصر غذاییتواند جذب یم نیهمچن EPS .شود اهیرشد و عملکرد گ
 تروژنیکننده نتیتثب يهايشده توسط باکتر دیتول EPS عنوان مثال،به. دهد شیافزا

 اهیگ را براي تروژنین یدسترس نموده وکمک  هالگوم شهیدر ر گره لیتواند به تشکیم
در خاك کمک کند  عناصر غذایی ریو سا سفرف انحلالتواند به یم EPS. دهد شیافزا
همچنین تواند یم EPS  .در دسترس قرار دهد شتریب اهیجذب توسط گ يها را براو آ

از  یبرخ. محافظت کند يماریو ب یمانند خشک یطیمح يزاتنشرا از عوامل  اهانیگ
و  اهیآب از گهدر رفت با کاهش  تواند یکه م کنند یم دیتول EPS هايباکتر يها گونه
. کمک کند یدر تحمل خشک اهانیآب، به گ يآور جمع يبرا اهیگ ییتوانا شیافزا

EPS گیاهان  زا،عوامل بیماري در برابر یکیزیف مانع کی لیکبا تش تواند یم نیهمچن
 اهیرا در گ کیستمیتواند مقاومت سیم EPS ت،ینها در .کنند ها محافظتآن در برابررا 

را در  یواکنش ها يشده توسط باکتر دیتول EPSکه  افتد یاتفاق م یزمانامر  نیا. کند جادیا
و  زا يماریدر برابر عوامل ب یدفاع يها سمیه فعال شدن مکانکه منجر ب کند یم جادیا اهیگ

دهنده گنالیمولکول س کیتواند به عنوان یم EPS ن،یبر اافزون. شود یزا م تنشعوامل  ریسا
گیري توانایی براي اندازه .کندیرا فعال م اهیمحرك رشد گ يرهایها و مسعمل کند که ژن

 Moraine and( نمودصورت زیر عمل بهتوان میباکتري وسیله ساکاریدها بهاگزوپلی سنتز

Rogovin, 1966; Bhagat et al., 2021( :  

  تجهیزاتوسایل و  -1- 6
 )اسپاتول(قاشقک توزین  - 
  )فیلدوپلاتین(لوپ  - 
  دور در دقیقه 200خش تا شیکر انکوباتور، با قابلیت تنظیم دما و سرعت چر - 
 با قابلیت تنظیم دما و چرخش هواي داخلی )خانهگرم(انکوباتور  - 
  ترازوي آزمایشگاهی - 
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  لیتريمیلی 50فالکون  - 
  میکرولیتر 100سمپلر به حجم  - 
  استریل میکرولیتر 100سر سمپلر  - 
  دور بر دقیقه 5000سانتریفیوژ با سرعت تا  - 
  لیتريمیلی 2000و  50مایر ارلنفلاسک  - 
  هود لامینار - 
  کاغذ صافی - 

   گرهاواکنشمواد و  - 2- 6
مندرج روي (منظور تهیه این محیط کشت، مقدار توصیه شده به: TSBمحیط کشت  - 
را با توجه به حجم مورد نیاز در میزان  TSBاز محیط کشت پودري آماده ) بندي مادهبسته

لیتر میلی 50 مایرهاي ارلنفلاسک، هانمونهبسته به تعداد مناسب از آب مقطر حل کرده و 
  .را آماده و اتوکلاو کنیداز محیط کشت لیتر میلی 25 داراي
گرم  پنجگرم گلوکز،  MY 10براي تهیه یک لیتر محیط کشت : MYمحیط کشت  - 

گرم  NaCl ،85/4گرم  5/40گرم عصاره مخمر،  سهگرم عصاره مالت،  سهپپتون، 
MgSO4.7H2O ،5/3  گرمMgCl2.6H2O ،گرم  یکKCl  ،8/1 CaCl2 ،013/0  گرمNaBr 

 مایرهاي ارلنفلاسکسپس  .را در یک لیتر آب مقطر حل نمایید NaHCOگرم  303/0و 
  .نماییدسپس استریل  ورا آماده از محیط کشت لیتر میلی 25 دارايلیتر میلی 50

  روش کار - 3- 6
به این صورت . کشت دهیدهود لامینار  زیردر  TSB محیط دررا باکتري مورد مطالعه  - 

  تلقیح کرده و   TSBلیتر محیط کشت میلی 25 دارايکه از کلنی خالص باکتري به ارلن 
و دور سلسیوس درجه  28 با دماي انکوباتور شیکریک ساعت روي  48را به مدت آن

rpm120 قرار دهید. 
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 CFU/ml 108یایی با جمعیت از سوسپانسیون باکترمیکرولیتر  50در زیر هود لامینار  - 

 پنجاضافه کنید و به مدت  MY لیتر محیط کشتمیلی 25 داراي مایرارلنفلاسک به را 
  .قرار دهید rpm 120با دور  انکوباتور کریشیک  روي سلسیوسدرجه  28روز در دماي شبانه
  .سوسپانسیون به دست آمده را از کاغذ صافی عبور دهید - 
  .ي را توزین نماییدلیترمیلی 50فالکون  - 
 30مخلوط و به مدت % 96با سه حجم الکل اتانول  سوسپانسیون را یک حجم از - 

لیتر از میلی 10توانید کار میبراي انجام این .نمایید سانتریفیوژ rpm 5000در دور دقیقه 
لیتري میلی 50در فالکون  %96الکل اتانول لیتر میلی 30سوسپانسیون باکتریایی را با 

  .لوط کنیدمخ
به مدت یک شب در آون با رسوب باقی مانده به همراه فالکون  مایع رویی خارج و - 

   .دوقرار داده ش سلسیوس درجه 50دماي 
  .شودفالکون به همراه رسوب خشک شده توزین  - 

  شیوه ارزیابی نتایج آزمون - 4- 6
  :شودساکارید از فرمول زیر استفاده براي بدست آوردن مقدار اگزوپلی

EPS = (W1-W2) × 1000/V 
EPS :گرم بر لیتر(ساکارید اگزوپلی(  
W1 : گرم(وزن فالکون و رسوب(  
W2 : گرم(وزن فالکون(  

V : لیترمیلی(حجم سوسپاسیون باکتري مخلوط شده با الکل اتانول(  
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