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 چکیده

سویه این باکتری استفاده  11در تولید بیوفیلم و کلنیزاسیون ریشه گندم، از  Bacillus subtilisبه منظور بررسی پتانسیل باکتری پروبیوتیک 

میزان تولید بیوفیلم و بنابر نتایج حاصل از این پژوهش،  تکرار انجام شد.ها در قالب طرح کاملا تصادفی و در چهار آزمایش شد.

 B4و  B3 ،B1 یهادر سویهها این متابولیتتولید های مورد مطالعه تنوع بالایی نشان داد و بیشترین مقدار ها در ریزوباکتریبیوسورفکتانت

انجام شد.  اسیدسین و نالیدیکسیکریفامپی هایبیوتیکوتانت مقاوم به آنتیهای مباکتریبررسی میزان کلنیزاسیون با استفاده از  دیده شد.

، بیشترین میزان کلنیزاسیون ریشه را نسبت به سایر cfu/g 107×35/4و  FU/g  107×41/4های با جمعیتبه ترتیب   B3 و B4های سویه

همبستگی داشتند. در بخش  80/0و  74/0یزاسیون ریشه گندم به ترتیب با کلن هاتتولید بیوسورفکتانمیزان تشکیل بیوفیلم و  ها داشتند.سویه

افزایش طول ریشه و  ها موجبها روی فاکتورهای رشدی گیاه گندم مورد ارزیابی قرار گرفت. کلیه سویهدیگر این تحقیق، اثر این سویه

های های این پژوهش، سویههوایی نشان دادند. براساس یافتهها اثر افزایشی در وزن خشک ریشه و اندام سویه بیشتر اندام هوایی شدند و

ها اثر افزاینده ها داشتند، ریشه گندم را به خوبی کلنیزه نمودند و غالب سویهباکتری که پتانسیل بالایی در تولید بیوفیلم و بیوسورفکتانت

 روی فاکتورهای رشدی گندم نشان دادند.
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ABSTRACT 
A total of 11 probiotic strains of Bacillus subtilis were used to evaluate the potential of biofilm formation and wheat root 

colonization. Experiments carried out in a completely randomized design with four replications. According to results of 

this study, biofilm formation and biosurfactants production showed a high diversity in studied rhizobacteria, B3, B1 and 

B4 strains produced the maximum amount of mentioned metabolites. Evaluation of root colonization was performed 

using rifampicin and nalidixic acid resistant mutants. B4 and B3 with 4.41×107 cfu/g and 4.35×107 cfu/g had the highest 

root colonization compared to other strains. Correlation of 0.74 and 0.80 was obtained between biofilm formation and 

biosurfactants production with wheat root colonization, respectively. In another part of this study, the effects of studied 

strains were evaluated on wheat plant growth factors. All probiotic rhizobacteria strains increased the length of roots and 

aerial part of wheat and most of them increased dry weight of roots and aerial part. Based on the findings of this research, 

strains with high potential in biofilm formation and biosurfactants production were colonized wheat root very well and 

most of studied strains showed the effect of increasing on wheat growth factors. 
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 های تحقیقتازه

ها در این تحقیق، میزان تولید بیوفیلم، بیوسورفکتانت

ها در آن تأثیرو  Bacillus subtilis پروبیوتیک باکتری

کلنیزاسیون ریشه و فاکتورهای رشدی گیاه گندم مورد 

ارزیابی قرار گرفته است. بر اساس نتایج این پژوهش، 

ها بین کلنیزاسیون ریشه و تولید بیوفیلم، بیوسورفکتانت

درصد دیده شد و کلیه  80و  74به ترتیب همبستگی 

رشدی طول و های مورد مطالعه روی فاکتورهای سویه

وزن خشک ریشه و اندام هوایی اثر افزایشی نشان دادند 

های ها با شاخصولی بین تولید بیوفیلم و بیوسورفکتانت

 افزایش یافته در گیاه گندم همبستگی دیده نشد.

 

 مقدمه

توان تنوع میو آبی های خشکی در بیشتر اکوسیستم

محیط را مشاهده نمود. ها فراوانی از میکروارگانیسم

ریزوسفر به دلیل وجود منابع غذایی مختلف که از ریشه 

شود، محل مناسبی برای فعالیت گیاهان ترشح می

مواد مترشحه از ریشه باشد. های مختلف میمیکروب

و هاست حاوی انواع مواد غذایی مورد نیاز میکروارگانیسم

های فیزیولوژیکی انرژی لازم جهت رشد، تکثیر و فعالیت

محلی برای  ،آورد. این زیستگاه کوچکفراهم می ها راآن

های مفید و تعامل بین گیاه، میکروارگانیسم

 ,Ashtar et al. 2004, Berg et al. 2000) بیمارگرهاست

Kamilova et al. 2005 .)های همراه برخی از باکتری

دانشمندان این  .رنداثرات مفیدی روی گیاه دا ،ریشه

های یرا ریزوباکتر های ساکن ریزوسفرباکتری

نامند. این می (PGPR) رشد گیاه دهنده افزایش

به صورت مستقیم با افزایش  ی پروبیوتیکها باکتری

کننده حلالیت و جذب مواد غذایی و تولید مواد تنظیم

 ،روبه صورت غیرمستقیم با تولید سیدروف ورشد گیاه 

 فرّارکننده، ترکیبات های تجزیهآنزیمها، بیوتیکآنتی

هایی مانند رقابت و مکانیسماعمال یا با  و ضدقارچی

تاثیر بسزایی در سرکوب پارازیتیسم فعالیت نموده و 

  دارندافزایش رشد و عملکرد گیاه  وبیمارگرها 

(Kraus and Loper 1995, Ellis et al. 2000, Berg et 

al. 2000, Vejan et al. 2016). 

شیمیایی  هر ساله مقادیر زیادی سموم و کودهای

های گیاهی و بهبود رشد جهت کنترل آفات و بیماری

 ،شود که ورود این مواد به طبیعتگیاهان استفاده می

به برای سلامت انسان و محیط زیست مشکلات جدی 

گرایش روزافزون به همین مناسبت ه دنبال دارد. ب

 ،شیمیایی و کودهای کاهش یا عدم استفاده از سموم

با این های جایگزین یا همراه روش توسعهمنجر به 

 ،هااست. یکی از این روش شدهشیمیایی  ترکیبات

باشد های مفید میاستفاده از میکروارگانیسم

(Johansson et al. 2003, Damalas and Koutroubas 

همراه گیاه،  پروبیوتیکهای از میان باکتری .(2016

 ویژه گونه  هو ب Bacillusهای مربوط به جنس جدایه

B. subtilis  همواره کانون توجه محققان علوم گیاهی

های های این گونه باکتریایی دارای قابلیتاند. جدایه بوده

انواع  ویژه بههای ثانویه و بالا در تولید انواع متابولیت

های ضدقارچی، آنزیم فرّارها، مواد بیوتیکمختلف آنتی

باشند می ها، بیوفیلم و ...انتکننده، بیوسورفکتتجزیه

(Nasraoui et al. 2007, Kinsella et al. 2009, 

Afsharmanesh and Ahmadzadeh 2016, Balouiri et. 
al. 2016.) 

ها راهکاری جهت حفظ و باکتری تولید بیوفیلم در

بقا باکتری در شرایط نامساعد محیطی است. در بیوفیلم 

ا شود امترکیبات متفاوتی یافت می ،های مختلفباکتری

ساکاریدهای خارج سلولی، پروتئین پلی آنترکیب اصلی 

 (.Kobayashi 2007, Kearns 2008)باشد می DNAو 

کند یک ساختار متراکم ایجاد می این لایه زیستی بستره

های منفرد موجود که حفاظت فیزیکی و شیمیایی سلول

 های کوچکپرگنه در بیوفیلم را به عهده دارد.

 ممکن است توسط یک گونهبیوفیلم دهنده  تشکیل

های مختلف معمول گونه طور بهباکتری ایجاد شود اما 

بیوفیلم مشارکت دارند. یک باکتریایی در تشکیل 

ها، بیوفیلم را در پاسخ به تغییر شرایط محیطی باکتری

(. عوامل Morikawa et al. 2006دهند )میتشکیل 

آهن  اسیدیته، میزانمختلفی مانند دما، شرایط اسمزی، 

 ویژه بهو اکسیژن قابل استفاده، نوع و مقدار مواد غذایی 

منابع کربن و ازت، نوع بستر و حضور سایر 

تواند بر کمیت های موجود در محیط میمیکروارگانیسم

گذار تأثیر هاو کیفیت بیوفیلم تولید شده توسط باکتری

(. Morikawa et al. 2006, Khezri et al. 2016باشد )

قابلیت تولید بیوفیلم یک مزیت برای باکتری تولیدکننده 
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های موجود در بیوفیلم در شود. باکتریآن محسوب می

های منفرد، در برابر شرایط نامساعد مقایسه با باکتری

ها بیوتیکسموم شیمیایی و آنتی ویژه بهمحیطی 

این شرایط قرار  تأثیرمحافظت شده و کمتر تحت 

تری ها کلنیزاسیون موفقنین این باکتریگیرند، همچ می

 .(Molina et al. 2003, Khezri et al. 2011دارند )

های معتقدند تولید بیوفیلم در میکروارگانیسم محققان

زیستی  کنترلها در مفید همراه گیاه، بر توانایی آن

 ,Bais et al. 2004نقش دارد )نیز های گیاهی بیماری

Khezri et al. 2011.) 

با عنایت به مشکلات عدیده زیست محیطی ناشی از 

مصرف سموم و کودهای شیمیایی و گرایش روزافزون 

کاهش مصرف این گونه ترکیبات در بین محققان علوم 

محیط زیست و کشاورزی، این پژوهش با هدف بررسی 

و  ها، تولید بیوسورفکتانتبیوفیلم تشکیلپتانسیل 

استراتژیک گندم کلنیزاسیون ریزوپلان گیاه مهم و 

 باکتری پروبیوتیک  توسط تعدادی سویه بومی

B. subtilis  ها در این سویه تأثیرانجام شد. همچنین

فاکتورهای رشدی گیاه گندم و میزان همبستگی این 

های باکتری در ها با تولید بیوفیلم سویهویژگی

 آزمایشگاه مورد ارزیابی قرار گرفت.
 

 هامواد و روش

 هاای مورد استفاده در آزمایشهریزوباکتری

بومی ایران با  ،B. subtilisسویه باکتری  11تعداد 

های این ، جهت انجام آزمایشB11تا  B1های شماره

(. Khezri et al. 2011پژوهش مورد استفاده قرار گرفت )

بر اساس روش ولر  ،هاجهت نگهداری طولانی مدت سویه

در آب مقطر % 25و کوک از محلول سترون گلیسرول 

درجه سلسیوس  -80فریزر  درها نمونه و شد استفاده

 (.Weller and Cook 1983) ندنگهداری گردید

 

 آزمایشگاهتولید بیوفیلم در 

های در سویه شده میزان بیوفیلم تولیدبه منظور بررسی 

محیط  لیترمیلی 20ها در سویهمورد مطالعه، باکتری 

 37ساعت در دمای  15به مدت ( LBکشت لوریا برتانی)

. ندداده شد قراردور در دقیقه  200درجه سلسیوس و 

 دوبارهرقیق و  ،سپس کشت باکتری با محیط کشت تازه

. هنگامی که دانسیته گرفتفوق قرار  یدر شرایط رشد

نانومتر به عدد یک  575ها در طول موج نوری سویه

با محیط  1:350ها به نسبت رسید، محیط حاوی سویه

میکرولیتر از  200 رقیق گردید. MSggاقل کشت حد

استیرن چاهکی پلی 96محیط حاوی باکتری به پلیت 

 30ساعت در دمای  70منتقل شد. سپس پلیت به مدت 

در شرایط ساکن قرار داده شد. پس از درجه سلسیوس 

بار به  و سه بار، هر گردیدگذشت این زمان پلیت خالی 

. جهت خشک شدمدت یک دقیقه با آب مقطر شستشو 

درجه  37دقیقه در انکوباتور  15شدن، پلیت به مدت 

های قرار داده شد. جهت ثابت نمودن سویهسلسیوس 

میکرولیتر  200ها، مقدار متصل شده به دیواره چاهک

دقیقه در دمای  15متانول به هر چاهک اضافه شد و 

آزمایشگاه قرار داده شد. پس از شستشو به روش فوق، 

درصد اضافه و پس از  یکریستال ویولت ها کبه چاهک

 ،دقیقه شستشو انجام گردید. در پایان 15حداکثر 

استون اضافه و جهت خواندن میزان -اتانول 1:4محلول 

نانومتر از دستگاه الیزاریدر  500جذب در طول موج 

 (.Nagórska et al. 2008) استفاده گردید

 

 هاآزمون تولید بیوسورفکتانت

اکتری مورد مطالعه، روی محیط کشت ریزوب یهاسویه

درصد خون  7-5خون آگار )حاوی محیط کشت اولیه و 

ای کشت داده دیفیبرین شده گوسفند( به صورت نقطه

پس از  هاهای تولیدکننده بیوسورفکتانت. باکتریندشد

در درجه سلسیوس  28ساعت در دمای  48تا  24

ف خود اطراف خود هاله شفاف ایجاد نموده و محیط اطرا

 (.Hsieh et al. 2004رنگ نمودند )را بی

 

 بیوتیکهای مقاوم به آنتیتهیه موتانت

ی هاسویهاز  کلنیزاسیون ریشه گندم، بررسیبه منظور 

های مقاوم به موتانت، مورد مطالعه ریزوباکتری

های مقاوم به بیوتیک تهیه گردید. موتانت آنتی

وجود  بیوتیک که به صورت خود به خودی به آنتی

نوترینت  آیند، از طریق مخطط کردن روی محیط می

به صورت  ،بیوتیکحاوی مقادیر متفاوت آنتی( NAآگار )

بیوتیک زیر ایجاد شد. ابتدا مقاومت باکتری به آنتی

. برای این منظور از گردیدسین بررسی ریفامپی
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، 35، 20، 10، 5بیوتیک )های افزایشی این آنتی غلظت

های مقاوم ام( استفاده شد. پرگنهپیپی150و  100، 50

بیوتیک انتخاب و جهت ن آنتیام ایپیپی 150به غلظت 

. این ندبیوتیک دوم استفاده شدآنتیمقاومت به  یالقا

بیوتیک ها برای آنتیبا همین غلظت تیمار

های مورد اسید هم انجام شد. سپس موتانت نالیدیکسیک

م در لیتر هر گرمیلی 150حاوی  NAنظر روی محیط 

بیوتیک کشت گردید. به منظور اطمینان از ثبات دو آنتی

لیتر میلی 100ها در های ایجاد شده، موتانتموتانت

 بیوتیک کشت دادهفاقد آنتی( NB) نوترینت براثمحیط 

 180روی شیکر انکوباتور با ساعت  24و به مدت  ندشد

داده  قراردرجه سلسیوس  30در دمای دور در دقیقه 

لیتر از محیط حاوی باکتری به میلی یک. سپس ندشد

فاقد  NBلیتر محیط میلی 100ارلن دیگر که حاوی 

در همان دوباره و  شد بیوتیک بود، انتقال دادهآنتی

به مدت  ،. این مرحله هر روزگرفتندشرایط رشدی قرار 

ها روی یهسو ،هفته تکرار گردید. پس از این مرحله 2

گرم در لیتر هر دو یلیم 150حاوی  NAمحیط 

های مقاوم به . در نهایت موتانتندبیوتیک کشت شد آنتی

های اصلی مقایسه و از هر کدام یک سویهبیوتیک با آنتی

از نظر سرعت رشد،  با سویه اصلیپرگنه فاقد تفاوت 

و توانایی آنتاگونیستی در کشت  پرگنه مورفولوژی

اه انتخاب و متقابل در برابر قارچ بیمارگر در آزمایشگ

های بررسی میزان کلنیزاسیون ریشه توسط سویهجهت 

 .(Mansouripour et al. 2008) استفاده گردید منتخب

 

 باکتری آنتاگونیستموتانت تهیه بذر آغشته به 

از روش  این پژوهش، ایگلخانه هایآزمایشکلیه در 

سازی بذر به باکتری آنتاگونیست استفاده شد. آغشته

ساعت در  24، به مدت موتانتهای یهسوبدین منظور 

درجه  30 در دمای LBهای حاوی محیط کشت ارلن

داده  قرار دور در دقیقه( 150) روی شیکرسلسیوس 

 6000ها با استفاده از سانتریفوژ . سپس باکتریندشد

. ندآوری گردیددقیقه جمع 10به مدت دور در دقیقه 

سلولز های باکتری در محلول یک درصد متیلسلول

ضدعفونی رقم فلات پس بذرهای گندم ، سندور شدغوطه

به  درصد یک سدیم هیپوکلریت )محلول سطحی شده

به مدت دو ساعت در سوسپانسیون دقیقه(،  3 مدت

cfu/ml 109×1 پس و  ندداده شدقرار  های باکتریسویه

در جریان هوای سترون زیر هود به مدت  شدن خشکاز 

ای استفاده گلخانه هایجهت آزمایش ،یک ساعت

گندم درون محلول یک درصد  ،. در تیمار شاهدندگردید

 (.Kempf and Wolf 1989) ور گردیدسلولز غوطهمتیل

 

 ارزیابی کلنیزاسیون ریشه

سازی نیزاسیون ریشه گندم، آغشتهلبررسی میزان کدر 

انجام ها بیوتیک باکتریهای مقاوم به آنتیسویهبه بذر 

های حاوی پرلیت درون گلداننظر  شد. بذرهای مورد

 محلول غذایی هوگلند کشت و با ، در اتاق رشدسترون

ها از پرلیت ریشه . چهار هفته پس از تلقیح،ندآبیاری شد

. پس ندو زیر جریان ملایم آب شسته شد ندخارج گردید

 100یک گرم از ریشه درون ارلن حاوی  ،شدن از خشک

و به مدت یک د شلیتر آب مقطر سترون ریخته میلی

 قرار داده شد.دور در دقیقه  150 ساعت روی شیکر

روی سوسپانسیون،  10-5میکرولیتر از رقت  100سپس 

گرم در لیتر میلی 150حاوی  NA کشت محیط

اسید پخش سین و نالیدیکسیکهای ریفامپیبیوتیک آنتی

درجه سلسیوس  30 پتری به دمایهای تشتکگردید. 

 ها شمارشساعت پرگنه 24پس از و  ندشدانتقال داده 

 .(Yan et al. 2003)ند گردید

 

روی فاکتورهای  ی پروبیوتیکهاریزوباکتری تأثیر

 رشدی گندم

روی  ی پروبیوتیکهاریزوباکتری تأثیرجهت بررسی 

طبق روش های رشدی گیاه گندم، بذرها شاخص

 و در ندآغشته گردید هابه ریزوباکتریتوصیف شده، 

شده کاشته سترون  خاک حاوی پلاستیکی هایگلدان

شاهد بجای  تیماردر (. Weller and Cook 1983) ندشد

 ،شدهسطحی گندم آغشته به باکتری، گندم ضدعفونی 

بار آبیاری  روز یک 3-2ها هر گلداناستفاده گردید. 

پس از  تکرار در نظر گرفته شد. 4. برای هر تیمار ندشد

 بستر خاکآرامی از ها به  هفته، گیاهچهگذشت چهار 

. ندشدها توسط آب روان شستشو  خارج و ریشه

های مورد بررسی طول، وزن تر و وزن خشک  شاخص

گیری طول اندام ریشه و اندام هوایی بود. جهت اندازه

هوایی از محل طوقه تا انتهای گیاهچه و طول ریشه از 
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گیری شد. پس از طوقه تا انتهای بلندترین ریشه اندازه

ها به مدت گیری وزن تر ریشه و اندام هوایی، نمونهاندازه

ساعت یا بیشتر )تا زمان تثبیت شدن وزن خشک  48

درجه سلسیوس قرار داده  70نهایی( در آون با دمای 

 .ندسپس توزین گردید ند،شد

 

 هاداده تحلیل آماریتجزیه و 

 چهارها در قالب طرح کاملاً تصادفی در کلیه آزمایش

تجزیه واریانس و  ،بندی تیمارهاتکرار انجام شد. گروه

ها به روش دانکن با استفاده از مقایسه میانگین داده

همبستگی بین انجام شد.  SAS (version 9.1)افزار  نرم

صفات مطالعه شده در آزمایشگاه و گلخانه با استفاده از 

( مورد بررسی SASافزار ضریب همبستگی پیرسون )نرم

ها در مورد صفاتی که عدد صفر در بین آن گرفت.قرار 

 استفاده شد. x=√x+0.05وجود داشت، از تبدیل عددی 

 

 و بحث نتایج

 پروبیوتیک سویه باکتری 11پتانسیل  ،در تحقیق حاضر

B. subtilis  ،بومی ایران در تولید بیوفیلم

روی  تأثیرها، کلنیزاسیون ریشه و  بیوسورفکتانت

گندم مورد بررسی قرار  مهم های رشدی گیاهشاخص

میزان تولید بیوفیلم یج این آزمایش، ابر اساس نتگرفت. 

های مورد مطالعه تنوع بالایی نشان داد. در ریزوباکتری

 B4و  B3 ،B1 یهاسویه توسطبیوفیلم بیشترین مقدار 

 شد. تشکیل B2 و B6های سویهتوسط  هااز آن و پس

با  و ناچیزی داشتهها تولید بیوفیلم سویهتعدادی از 

 (.1شکل ) قرار گرفتنددر یک گروه آماری شاهد  تیمار

نیز  هاتبیوسورفکتاناز طرفی بیشترین میزان تولید 

 33/6هاله روشن ایجاد با  B4و  B1 هایمربوط به سویه

با ایجاد هاله  B3متری و پس از آن مربوط به سویه میلی

 2ای بیش از هسویه دیگر نیز هال 9متری بود. میلی 66/5

(. 1شکل ) متر در اطراف پرگنه باکتری ایجاد کردندمیلی

های سیگنال تأثیرها تحت تولید بیوفیلم در باکتری

ترکیب مواد معدنی و ای قرار دارد. محیطی و تغذیه

اسیدیته خاک، همچنین محتوای مواد مترشحه از ریشه 

ند الگو تواقندها و اسیدهای آمینه می ویژه بهگیاه میزبان 

قرار دهد  تأثیرو میزان تولید بیوفیلم باکتری را تحت 

(Khezri 2016باکتری .) هایی که توان تولید بیوفیلم

بالایی داشته باشند، مقاومت بیشتری در برابر شرایط 

نامساعد محیطی مانند محدودیت اکسیژن، تراکم 

ها نشان بیوتیکسلولی، فشار اسمزی بالا، سموم و آنتی

ها سطوح میزبان را بهتر د. این گونه باکتریدهنمی

کلنیزه نموده و قادرند به میزان بالایی از دفاع میزبان 

 ,Prigent-Combaret et al. 1999اجتناب نمایند )

Morris and Monier 2003, Ahmadzadeh 2013 .)

های تولید بیوفیلم یک فرایند پیچیده بوده و ژن

اما ها دخالت دارند باکتریمتعددی در تشکیل بیوفیلم 

هنوز نکات مبهم فراوانی در فرایند ژنتیکی تولید بیوفیلم 

 Sauerوجود دارد ) B. subtilis پروبیوتیکباکتری 

2003, Khezri et al. 2016 )های مقایسه بیان ژن

آزاد و درون بیوفیلم مختلف در دو وضعیت رشد 

 .اده استاطلاعات زیادی را در اختیار دانشمندان قرار د

نشانگر بیان  ،B. subtilis در باکتری DNA ریزآرایهآنالیز 

این  های موجود در بیوفیلمژن در سلول 519متفاوت 

های (. سورفکتانتStanley et al. 2003باشد )می باکتری

ترکیبات آلی تولید شده توسط  ،زیستی

ها هستند که موجب کاهش کشش  میکروارگانیسم

ها در محیط کلیه سویه ،این مطالعهشوند. در سطحی می

نمودند. سورفکتین از  هاتبیوسورفکتانخون آگار تولید 

های غیرریبوزومی است که ماهیت لیپیدی بیوتیکآنتی

های ترین سورفکتانتبیوتیک یکی از مهمدارد. این آنتی

زیستی است که فعالیت ضدمایکوپلاسمایی، 

است  ضدباکتریایی و ضدویروسی آن اثبات شده

(Ongena and Jacques 2008, Pyoung et al. 2010 .)

 B. subtilisهای محققان در باکتری بر اساس یافته
میزان تولید سورفکتین با تشکیل بیوفیلم رابطه مستقیم 

. در (Bais et al. 2004, Zeriouh et al. 2014دارد )

بین میزان تولید  83/0مطالعه حاضر نیز همبستگی 

ها دیده شد. ها با مقدار تولید بیوفیلم سویهبیوسورفکتانت

دهد توان تولید توام بیوفیلم و نتایج تحقیقات نشان می

تواند می B. subtilisهای باکتری سورفکتین توسط سویه

موجب کاهش خسارت باکتری بیمارگر روی گیاه 

 (.Bais et al. 2004آرابیدوپسیس گردد )

شمارش های حاصل از مقایسه میانگین داده

های موتانت روی محیط کشت حاوی های باکتری پرگنه

، اسیدسین و نالیدیکسیکریفامپی هایبیوتیکآنتی



 ... گیاهی پروبیوتیک هایریزوباکتری توسط شده تولید بیوفیلم تأثیرخضری:  98

 

 5ها از نظر کلنیزاسیون ریشه گندم در نشان داد سویه

با  B4هفته، سویه  4گروه آماری قرار گرفتند. پس از 

 و B3های و پس از آن سویه cfu/g 107×41/4 جمعیت

B1 با جمعیت cfu/g 107×35/4  وcfu/g 107×33/4 ،

بیشترین میزان کلنیزاسیون ریشه را نسبت به سایر 

 ها داشتند. کمترین کلنیزاسیون مربوط به سویهسویه

B9 با جمعیت cfu/g 107×23/2  بنابر (. 1بود )شکل

 ی مورد بررسیهادرصد از سویه 73نتایج این تحقیق، 

یزه نمودند. کلن cfu/g 107×3ریشه گندم را بیش از 

های ترجیحی کلنیزاسیون ریشه گیاهان مکان ریزوسفر و

زیرا  باشند،میزی های خاکبرای میکروارگانیسم

ترشحات ریشه مملو از مواد مغذی مورد نیاز 

. در حین رشد ریشه و تشکیل استها میکروارگانیسم

های فرعی و مویین، پوست ریشه زخم شده و مواد ریشه

آلی که آمینه و اسیدهای، اسیدهایغذایی نظیر قندها

منابع تامین انرژی، کربن و نیتروژن برای 

گردند. در ها هستند، در خاک رها میمیکروارگانیسم

های مختلف باکتری های زیستی، گونهچنین جایگاه

تشکیل بیوفیلم  دهند.تکثیر شده و تشکیل بیوفیلم می

های محیطی انجام روی سطوح زنده در پاسخ به سیگنال

ها از میزبان شده و مواد غذایی مورد نیاز میکروارگانیسم

 (.Molina et al. 2003گردد )زنده تامین می

های آماری صفات مورد مطالعه در آزمایشگاه و بررسی

ها گلخانه نشان داد، میزان تشکیل بیوفیلم و بیوسورفکتانت

خانه به با کلنیزاسیون ریشه گندم در گلدر آزمایشگاه 

همبستگی مثبت دارد. با نگاهی به  80/0و  74/0ترتیب 

، B1ها مانند یابیم برخی از سویههای این مطالعه درمییافته
B3  وB4 ها را که بیشترین میزان بیوفیلم و بیوسورفکتانت

کنندگان ترین کلنیزهدر آزمایشگاه تولید نمودند، موفق

هفته ریشه  4از ریشه در گلخانه بودند و توانستند پس 

کلنیزه نمایند. در حالی  cfu/g 107×3/4گندم را بیش از 

که ریشه را به طور ضعیف،  B10و  B5 ،B9های که جدایه

کلنیزه کردند، در  cfu/g 107×8/2تا  cfu/g 107×2/2بین 

ها بسیار ناچیز تولید آزمایشگاه نیز بیوفیلم و بیوسورفکتانت

نزدیک شاهد قرار گرفتند  نموده و در آخرین گروه آماری و

 (.1)شکل 

توانایی کلنیزاسیون ریشه گیاه میزبان یکی از 

های مهم در موفقیت عوامل میکروبی است که ویژگی

های گیاهی زیستی بیماری کنترلرابطه مستقیم با توان 

 یاریورا و همکاران در تحقیق خود روی سویه دارد. 

B. amyloliquefaciens BNM339  بیوکنترل  قادر بهکه

، دریافتند کلنیزاسیون استتعدادی قارچ بیمارگر گیاهی 

گرایی، شیمیبه عواملی مانند  ،بذر سویا توسط این سویه

توان تشکیل بیوفیلم و رشد باکتری بستگی دارد 

(Yaryura et al. 2008.)  دو گونه باکتری در 

P. fluorescens  وP. putida ی به نامپروتئین LapA 

دو این های ترین پروتئینگراز بزوجود دارد که 

نقش اساسی در . این پروتئین ستاارگانیسم میکرو

نماید. محققان اثبات میایفا  هاآنتشکیل بیوفیلم 

یک عنصر کلیدی در اتصال  LapAاند پروتئین نموده

ها موفق آنکلنیزاسیون بوده و در باکتری به بذر و خاک 

مراحل اولیه کلنیزاسیون ایی که از آن ج باشد.می مؤثر

بسیار مهم است، برای استقرار موفق روی ریشه 

هایی که دارای توانایی بالایی در تشکیل بیوفیلم  باکتری

تری هستند زیرا هنگام کنندگان موفقهستند، کلنیزه

قرار گرفتن روی ریشه، سریعا بیوفیلم تولید نموده و 

 نمایندمی خود را به صورت محکم روی ریشه تثبیت

(Molina et al. 2003, Boyd et al. 2014.) 

های  بر اساس نتایج حاصل از این پژوهش، کلیه سویه

ریزوباکتری پروبیوتیک استفاده شده در این مطالعه روی 

طول ریشه و اندام هوایی گیاه گندم اثر مثبت داشتند و کم 

و بیش موجب افزایش طول ریشه و اندام هوایی شدند. در 

باعث  B6مورد وزن تر و خشک ریشه و اندام هوایی سویه 

نظیر ها افزایش چهار ویژگی مورد مطالعه شد. برخی سویه

B1  وB4  باعث افزایش وزن تر و خشک ریشه شدند اما

طور کلی  روی وزن تر و خشک ساقه اثر منفی داشتند. به

ها اثر افزایشی در وزن خشک ریشه و اندام هوایی اکثر سویه

ها نشان داد (. مقایسه میانگین داده1نشان دادند )جدول 

بین تیمارهای مختلف در طول اندام هوایی و ریشه، 

دار در سطح همچنین وزن تر و خشک ریشه اختلاف معنی

یک درصد و بین تیمارهای مختلف وزن تر اندام هوایی 

دار در سطح پنج درصد وجود دارد اما در مورد تفاوت معنی

تأثیر تیمارهای مختلف روی وزن خشک اندام هوایی 

دار دیده نشد، همچنین همبستگی بین تولید اختلاف معنی

های رشدی مورد ها با شاخصیوسورفکتانتبیوفیلم و ب

 بررسی دیده نشد.
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های ریزوباکتری پروبیوتیک مورد مطالعه. بر ها و کلنیزاسیون ریشه گندم توسط سویهتشکیل بیوفیلم، تولید بیوسورفکتانت .1شکل 

درصد )تولید  1درصد )تشکیل بیوفیلم( و  5دار در سطح تفاوت آماری معنیدهنده اساس آزمون دانکن، حروف متفاوت نشان

 باشند(.تکرار می 4)اعداد میانگین  باشدها و کلنیزاسیون ریشه( بین تیمارها میبیوسورفکتانت
Figure 1. Biofilm formation, biosurfactants production and wheat root colonization by studied probiotic rhizobacteria. Different 

letters indicate statistically significant difference at 5% level (Biofilm formation) or 1% level (biosurfactants production and root 

colonization) between treatments according to Duncan’s multiple range test (numbers are average of four replications) 
 

 های پروبیوتیک مورد مطالعه در فاکتورهای رشدی گیاه گندمریزوباکتری تأثیر .1جدول 
Table 1. Effect of studied probiotic rhizobacteria on wheat growth factors 

Strains Root length 

(mm)* 

Aerial length 

(mm)* 
Fresh root weight 

(mg) * 

Fresh aerial weight 

(mg)** 

Dry root weight 

(mg)* 

Dry aerial weight 

(mg) ns 

B1 34 a 15.00 cd 555 ab 88 c 100 ab 56 d 
B2 35.33 a 22.33 ab 340 a-c 93 c 153 ab 83 b-d 

B3 27.33 b-d 23.33 ab 293 bc 160 c 143 ab 126 ab 

B4 33.66 a 12.00 d 576 a 114 c 105 ab 59 d 
B5 32.66 a 26.66 a 353 a-c 493 ab 173 ab 120 a-c 

B6 35.66 a 26.33 a 593 a 573 a 193 a 146 a 

B7 27.66 bc 26.33 a 326 a-c 73 c 113 ab 60 d 
B8 33.33 a 10.33 d 436 a-c 79 c 90 b 36 d 

B9 28.50 b 26.66 a 286 bc 373 a-c 120 ab 86 b-d 

B10 27.23 b-d 21.00 ab 303 bc 273 a-c 126 ab 73 cd 
B11 26.23 b-d 20.00 bc 276 c 260 bc 170 ab 60 d 

Control 24.66 d 10.66 d 475 a-c 337 a-c 93 b 63 d 

ns ،*  باشند(.تکرار می 4)اعداد میانگین باشد درصد براساس آزمون دانکن می 5درصد و  1دار بودن در سطح دار و معنیدهنده عدم تفاوت آماری معنیبه ترتیب نشان **و 
ns, * and ** indicate no statistically significant difference and statistically significant difference at 1% and 5% levels according to Duncan’s multiple range 

test, respectively (numbers are average of four replications). 

 

های باکتری تأثیرمطالعات متعددی در زمینه 

زنی بذر و رشد های جوانهپروبیوتیک روی مولفه

های مختلف گیاه گندم انجام شده است. نتایج  بخش

مطالعه حاضر با نتایج تحقیقات سایر محققان مبنی بر 

استفاده اثر افزاینده فاکتورهای رشدی گیاهان در نتیجه 

 Majeedهای مفید همراه گیاه مطابقت دارد )از باکتری

et al. 2015, Ul Hassan and Bano 2015, Cherif-. 

Silini et al. 2016 مطالعات زاهید و همکاران در .)

و  Pseudomonasهای جنس استفاده از استرین

Bacillus ها موجب افزایش نشان داد، کاربرد این استرین

گردد. مقایسه فاکتورهای گیاه ذرت می جذب فسفر در

های مفید و گیاه رشدی گیاهان تیمار شده با باکتری

ها در افزایش مثبت این استرین تأثیرشاهد حاکی از 

طول، وزن خشک و محتوای ازت و فسفر ساقه و ریشه، 

 .Zahid et alهمچنین افزایش سطح برگ و ریشه بود )

های ده از باکتریای که با استفا(. در مطالعه2015

های مختلف جداسازی شده از پروبیوتیک جنس

ریزوسفر گندم و ذرت انجام شد، بیشترین میزان 

هورمون اکسین و به تبع آن بیشترین اثر افزایشی در 

دیده شد.  B. subtilisAK31طول ریشه، در استرین 
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 B. subtilis،P. fluorescensهای هایی از باکتریاسترین

،Microbacterium sp.  وAzotobacter diazotrophicus 

مثبت در وزن خشک ریشه و ساقه  تأثیرنیز بیشترین  

های (. باکتریKarnwal 2012نسبت به شاهد داشتند )

تواند اثر متفاوتی روی ارقام مختلف محرک رشد گیاه می

ای که در این زمینه انجام گندم داشته باشند. در مطالعه

  ،P. fluorescens NUU1های شد، استرین

P. fluorescens NUU2  وPseudomonas spp.  به

 خوبی ریشه دو رقم گندم را کلنیزه نمودند اما فقط در

( افزایش طول و وزن خشک cv. Turonها )یکی از رقم

 (.Egamberdieva 2010) ساقه و ریشه مشاهده شد

کشاورزی وابسته به مصرف در سراسر دنیا امروزه 

باشد. این وابستگی منجر ها میشیمیایی و آفتکشکودهای 

به بروز مشکلات فراوانی نظیر آلودگی محیط زیست، به 

مخاطره افتادن سلامت موجودات زنده، نابودی اجتماعات 

های اکولوژیکی گردیده است، زیستی و اختلال در چرخه

های جایگزین در بنابراین گرایش به سمت استفاده از گزینه

محصولات ارگانیک سرعت گرفته است.  جهت تولید

های استفاده از کودهای زیستی که با داشتن میکروارگانیسم

مفید موجب تقویت و افزایش رشد گیاهان، القای مقاومت 

های به گیاه در برابر بیمارگرها و کاهش یا کنترل بیماری

ها ترین این گزینهگیاهی می گردند، یکی از مهم

هاست که به لم راهکاری در باکتریباشد. تولید بیوفی می

ای، خشکی، دما و های تغذیهکند تنشها کمک میآن

شرایط نامساعد محیطی را پشت سر بگذراند سایر 

(Timmusk et al. 2007, Epstein et al. 2011, 

Sadekuzzaman et al. .2015 بر اساس نتایج حاصل از .)

های باکتریاظهار داشت  تواناین پژوهش، می

ها بالاست، پروبیوتیکی که میزان تولید بیوفیلم در آن

ریشه میزبان را بیشتر کلنیزه نموده و از این جهت 

های مناسب تری در گرفتن مکانهای موفقکنندهرقابت

باشند. از آنجایی که کلنیزاسیون موفق روی ریشه می

طور مستقیم در توان کنترل زیستی میزبان به

های دارد، قابلیت باکتری بیمارگرهای گیاهی نقش

عنوان یک  تواند بهپروبیوتیک در تولید بیوفیلم می

ها، جهت استفاده در مدیریت ویژگی مهم در انتخاب آن

های گیاهی و بهبود وضع محصولات گیاهی در  بیماری

 کشاورزی پایدار لحاظ گردد.
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