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  چكيده
 فلاوباكتريوم و نقش آنهـا در افـزايش رشـد و سـلامت           باكتريهاي جنس توجه زيادي به    ) PGPR(محرك رشد گياه     در ميان باكتريهاي ريزوسفري   

 نمونـه خـاك   65 تعـداد  ،كـشور تحت كشت مناطق مختلف  در اين تحقيق به منظور جداسازي و شناسايي فلاوباكتريوم از ريزوسفر گندم    .گياه شده است  
هـاي   هـا از بـين فرمولاسـيون      كشت و نگهداري فلاوبـاكتريوم     ،جهت جداسازي ) FIM(  محيط كشت اختصاصي  و انتخاب   طراحي  . ريزوسفري تهيه شد  

 جدايـه  61تعـداد   .انجـام گرديـد  كه براي اين باكتري پيـشنهاد شـده اسـت     M1 Medium و ATCC ،65 ATCC M1 64 مختلف و متنوعي نظير
هـاي    گونـه بـا آزمـايش     در حـد جـنس و       ي  شناسـاي . جداسـازي و خـالص گرديـد      ) FIM( منسوب به فلاوباكتريوم با استفاده از محيط كشت اختصاصي        
 ،F.multivorum، F.odoratum  گونــه5 نــشان داد كــهنتــايج حاصــل از آزمايــشات  .ميكروســكوپي، فيزيولوژيــك و بيوشــيميايي انجــام پــذيرفت

F.thalpophilum  ،F.balastinum   وF.indoltheticum         گونـه .  در ريزوسفر گندم قابـل شناسـايي بودنـدF.odoratum  72( فراوانـي  بيـشترين 
جداسـازي شـده   هـاي   را در بـين گونـه  )  درصد6/1( كمترين فراوانيF.indoltheticumو F.thalpophilum، F.balastinumهاي  و گونه) درصد
 . ندداشت

  
  ريزوسفر، گندم  ،PGPR فلاوباكتريوم، :كليدي هاي  واژه

  
    2    1مقدمه

ز خاك اطراف   ا)  ميلي متري  1-3معمولاً  (ريزوسفر به لايه نازكي     
كيفي  شود كه موجودات زنده آن ناحيه از نظر كمي و           مي ريشه اطلاق 

ريشه نظير تنفس و ترشـحات ريـشه اي قـرار           هاي    تحت تاثير فعاليت  
 يافـت هـا     ارگانيسمهاي مختلفي از ميكرو    ن ناحيه گروه  در اي ). 6( دارند
و يا بـي ضـرر        مضر ،شوند كه ممكن است براي گياه ميزبان، مفيد        مي

 بـه  PGPR(3(ريزوسفري محـرك رشـد گيـاه    هاي   باكتري). 5(باشند  
ايـن  ). 8( شـود   مـي مفيد مستقر در اين ناحيه اطلاق  هاي    انواع باكتري 

 يعني تحريك رشد گياه از طريق     » مستقيم  « به دو صورت    ها    باكتري
هاي   تنظيم كننده ترشح  تثبيت نيتروژن مولكولي،     مكانيسم هايي مانند  

از » غير مـستقيم    « و يا   هاي نامحلول    لاليت فسفات افزايش ح   و رشد
                                                            

  كاربردي پرديس كشاورزي، كاشان -مركز آموزش علميمربي  -1
 )Email: Rafiei1740@gmail.com:                  نويسنده مسئول-* (
  مركز تحقيقات خاك و آب، گروه بيولوژي خاك، تهراناستاديار -2

 
 

3- Plant Growth Promothing Rizobacteria 

ضد قارچ و آنتي    هاي    طريق توليد سيانيدهيدروژن، سيدروفور، متابوليت    
تحريك رشد گياه توسـط     . كنند  مي به رشد بهتر گياه كمك    ها    بيوتيك

ــاكتري ــاي  بـــ ــنس هـــ  ،Flavobacterium ،Azotobacterجـــ
Enterobacter، Bacillus،  Arthrobace، Clostridiumو 

Pseudomonas  10 و 5(گزارش شده است.(   
 يكــي از اعــضاي جامعــه Flavobacteriumباكتريهــاي جــنس 

باشد كـه مطالعـات پراكنـده اي در           مي ريزوسفريهاي    ميكروارگانيسم
  انجام خصوص اثرات مثبت ناشي از تلقيح آنها بر رشد گياهان مختلف          

ــت  ــده اس ــاك). 26 و 16، 8(ش ــاكتريوم ب ــاي تريفلاوب ــانواده ه  از خ
به شكل باسيل يـا     ) خانواده باكتريهاي داراي رنگدانه   (كروموباكترياسه  

. باشـند   مـي  و غيـر متحـرك     كوكوباسيل، گـرم منفـي، بـدون اسـپور        
 و  درجه سانتي گراد   5 -30هاي ساپروفيت محيطي آن در دماي        جدايه
ن اي ـ.  رشد ميكنند  درجه سانتي گراد   37بيماري زا در دماي     هاي    جدايه

زرد تا نارنجي توليد    هاي    هنگام رشد در محيط جامد رنگدانه     ها    باكتري
فاقد رنگدانه نيز يافـت  هاي  اين جنس سويههاي  ميكنند اما در باكتري  

شـدت   جـنس فلاوبـاكتريوم طيـف رنـگ و        هـاي     در بـاكتري   .ميشود

  )علوم و صنايع كشاورزي ( آب و خاكنشريه
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، محـيط كـشت   تحت تـاثير    تشكيل رنگدانه به طور قابل ملاحظه اي        
تشكيل رنگدانه در اين    . قرار دارد نگهداري  زمان   مدت    و درجه حرارت 

 تـر    واضـح   درجه سـانتي گـراد     15-20  از در دماي پايين تر   ها    باكتري
 و روشنايي روز براي تـشكيل حـداكثر رنگدانـه درايـن باكتريهـا               بوده

 برابـر  در    و  بـوده  اين باكتري غيركارتنوئيد  هاي     رنگدانه .استضروري  
كلـوني ايـن بـاكتري     .دننس ميباش ـغيرفلورس) nm254( نور فرابنفش
درخشان   صاف و،ميلي متر، محدب 1-2با قطر) گاهاً كدر(نيمه شفاف 

از نظر منبع انرژي و      ها هوازي و    فلاوباكتريوم .كامل ميباشد هاي    با لبه 
 باشند و به فراواني درخاك يافـت ميـشوند         كربن شيميوارگانوتروف مي  

 شناخته شده انـد كـه انـواع        بيش از ده گونه در اين جنس         ).13 و   12(
ــده  ــناخته شــــــ ــامل  آنشــــــ ــسشــــــ  هايجنــــــ

F.indoltheticum،F.spiritivorum،F.multivorum،
F.thalpophilum،F.odoratum،F.yabuuchiae،F.mizutahiو

F.balustinum13 و 12 (باشند  مي.(  
فلاوباكتريوم را در دو گـروه اصـلي        هاي    ندول گونه يآزمون توليد ا  

A) يندول مثبت ا (  وB و C) گـروه  ). 12 (دهد  مي قرار) ل منفي ندوياA 
ــامل   F.balustinum ،F. indoltheticum، species IIbشـ

Flavobacterium )13 (  وF.breve) 13( گروه  . باشد    ميB   شـامل 
F.odoratum ــروه ــامل C و گـــــ  ،)F.multivorum) 13 شـــــ

F.thalpophilum )14(، F.yabuuchiae  و F.Spiritivorum) 13 (
جهت اطمينان به تفكيك هر چه بيشتر  .باشد  مي)F. mizutaii )14 و

آن هـاي    بيشتر بـر روي تحـرك ايزولـه      تاكيدفلاو باكتريوم   هاي    گونه
فلاوبـاكتريوم  هاي    گونه) 1994(برجي و همكاران  . صورت گرفته است  

 درصد و غير    G+C 42-30غير متحرك با    هاي    را به دو گروه باكتري    
درصدتقـسيم   G+C 70-63بـا درصـد     متحرك يا متحرك با فـلاژل       

   .بندي ميكنند
جنس فلاوبـاكتريوم بـه     هاي     از باكتري  برخي گزارشات اگرچه در   

ولي تحقيقـات   ) 3(عنوان يك باكتري محرك رشد گياه ياد شده است          
تـأثير آن    زيادي در خصوص صفات محرك رشد گياهي اين باكتري و         

  .نمو گياهان صورت نگرفته است بر رشد و
باكتريهاي جـنس فـلاو     ) 26(واسيوك و همكاران     نتايج   بر اساس 

زوسـپيريلوم، رودوسـپريلوم و     آ ماننـد    ديگـري هـاي     باكتريوم و جـنس   
 .در ريزوسـفر غـلات و گياهـان علوفـه اي وجـود دارنـد           هـا     باسيلوس

تلقيح شـده    گندم و جو      دليل افزايش عمكرد   )17(كريچنر و همكاران    
 توليد فيتوهورمونها، فعاليت پكتيناز و  ،نيتروژنبا فلاوباكتريوم را تثبيت     

ن تحقيقـات منجـر بـه     اي .افزايش جذب عناصر غذايي عنوان كرده اند      
 شده است كه در سـطح       Flavobacterinلوژيكي به نام    توليد كود بيو  

ف بلميـو . شـود   مـي  وسيعي براي غلات، سبزي و صيفي جات مصرف       
ــاران  ــه   )4(وهمك ــد ك ــشان دادن ــيح ن ــزهــاي  گياهچــهتلق ــاكل  ا ب

Flavobacterium sp p-4     هـاي   در حضور يا عـدم حـضور غلظـت
بـر اسـاس گـزارش    . طول ريشه گرديـد  افزايشسبب بالاي كادميوم 

اشي شده برگ پ Flavobacterium sp TK2 جدايه ) 9( گيري و پتي
 پيشچيك و  .درصد افزايش عملكرد گرديد    30-37در گياه ذرت باعث     

 Flavobacterium sp L30ايـه  نشان دادنـد كـه جد  ) 23(همكاران 
افـزايش محـصول در    جـو و هـاي   ريشه گياهچـه افزايش طول باعث 

 NMR و   يفتومترمطالعات اسپكترو . خاكهاي آلوده به كادميوم گرديد    
قادر بـه توليـد آنتـي بيـوتيكي بنـام           نشان داده است كه فلاوباكتريوم      

Flavocin وژنو قارچهـاي پـات    هـا     باشد كه مانع از رشـد بـاكتري         مي 
  . )25 (شود مي

اين تحقيق با هـدف جـدا سـازي و شناسـايي فلاوباكتريومهـا از               
 . مناطق مختلف كشور انجام گرديددر ريزوسفر گياه گندم 

  
  مواد و روش ها

  نمونه برداري از خاك ريزوسفري
اسـتانهاي  گنـدم در    مـزارع   از   ي نمونه خـاك ريزوسـفر     65تعداد  

ي، آذربايجان غربي، كردستان و     تهران، قزوين، زنجان، آذربايجان شرق    
در ها    پراكنش مناسب نمونه   .تهيه و به آزمايشگاه منتقل گرديد     همدان  

موقعيت جغرافيايي تمامي نقـاط نمونـه        تمامي استانها رعايت گرديد و    
مذكور تا انجـام  هاي  نمونه .مشخص شدGPS برداري توسط دستگاه 

تي گراد نگهـداري     درجه سان  4آزمايشات مربوط به جداسازي در دماي       
  .شدند

  
 جداسازي و   براياختصاصي  كشت  محيط  و انتخاب   طراحي  

  كشت فلاوباكتريوم 
 mediumمتنـوعي نظيـر      مختلـف و  هاي    با توجه به فرمولاسيون   

1M ) در ليتـر،    گـرم 5 پپتـون   گرم در ليتـر، پروتئـوز  2 عصاره گوشت
 ATCC M165 ،) گـرم در ليتـر  12آگـار  در ليتـر،   گرم3 كلرور سديم

 گـرم  2 گرم در ليتر، كازئين 5/0 گرم در ليتر، فسفات پتاسيم   1پتيون  (
و )  گـرم در ليتـر  12 گـرم در ليتـر، آگـار    5/0 عـصاره مخمـر   در ليتر،

ATCC 647)  گرم در ليتـر،  10 گرم در ليتر، پپتون10عصاره گوشت 
 جدا سـازي    براي كه   ) گرم در ليتر   12گرم در ليتر، آگار      5كلرور سديم   

 فرمولاسيون  )22( تنگهداري اين باكتري پيشنهاد شده اس      و كشت و  
 FIM ) Flovobacterium Isolationجديـدي بـا نـام اختـصاصي    

Media ( اجـزاء محـيط كـشت   . طراحي گرديـدFIM    شـامل كـازئين 
، كلـرور  ) گرم در ليتر4( پتيون پروتنوز ،) گرم در ليتر2(  هيدروليز شده

 ، سولفات منيزيم  )گرم در ليتر  2 ( ، عصاره گوشت  ) گرم در ليتر   3( سديم
 گرم  15-18(  ، آگار )گرم در ليتر  5/0( ، عصاره مخمر  )گرم در ليتر  1/0(

كلاو شـدن در     ايـن محـيط بعـد از اتـو         . بود =pH 2/7-4/7و) در ليتر 
به منظور كشت باكتري در مراحل مختلـف   استريل توزيع وهاي  پليت

 . تحقيق مورد استفاده قرار گرفت
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  فلاوباكتريومهاي  يجداسازي باكتر

 10 -10 تـا  10-1هـاي     رقـت هاي    سريدر ابتدا از خاك ريزوسفري      
روي محـيط كـشت       ميلي ليتر از هر رقت بـر       1/0سپس  . تهيه گرديد 
روز از زمان نگهـداري      6پس از گذشت    .  گسترده شد  FIMاختصاصي  

تـابش نـور    تحـت   درجه سانتي گراد و15انكوباتوربا دماي در ها  پليت
زرد تا نارنجي،   هاي    نسبت به انتخاب كلني   ) nm 300(رسنت  سفيد فلو 

اقدام  ميلي متر و محدب و براق        1-2نسبتا ًشفاف تا كمي مات با قطر        
 كـشت   FIMروي محـيط    بـر   هـا     ايـن كلنـي   پس از بازكشت    . گرديد

 ).13و12( تهيه شدها  جدايهاين خالص 
  

  جدايه هاشناسايي  
انتخـاب  هـاي     يـان جدايـه    از م  فلاوباكتريومجنس   شناساييبراي  

 رنگ آميزي گرم و بررسي مشخصات مرفولوژيك،      هاي    از آزمون شده  
تحــرك   وOF فــسفاتاز، اكــسيداز، كاتــالاز، ايجــاد رنــگ فلورســنس،

  ). 13و12( استفاده شد
روي بر  كشت باكتري  اقدام به ايجاد رنگ فلورسنس    براي بررسي   

وي محـيط    پس از رشـد بـاكتري ر       .)24(گرديد   kingB  كشت محيط
 مـورد   بـا تـابش نـور مـاوراي بـنفش         با استفاده از لامپ     ها    كليه كلني 

 كـردن محلـول   از روش اضـافه  در آزمون كاتالاز .بررسي قرار گرفتند
H2O2 30   اكـسيژن بـه   هـاي   ظهـور حبـاب   وهـا    درصد بر روي كلني
 انجـام   بـراي . كاتالاز مثبـت اسـتفاده شـد      شاخصي براي انواع    عنوان  

محلـول يـك درصـد دي     (چند قطره از معرف اكسيداز      آزمون اكسيداز   
ريختـه  هـاي     بـر روي كلنـي    ) متيل پارا فنيلين دي آمين هيدرو كلرايد      

تغيير رنگ به سمت قرمز تيره يا سياه بعنوان اكسيداز مثبت در             شده و 
 در آزمون توان تحـرك بـاكتري از محـيط نيمـه             .)19(نظر گرفته شد    

 گـرم در  3 ( عـصاره گوشـت   ) ليتـر  گرم در10(جامد با تركيب پپتون 
اسـتفاده  )  گرم در ليتـر    4/0( آگار  و ) گرم در ليتر   5( ، كلريد سديم  )ليتر

بـه كمـك سـوزن    سترون تحت شرايط  براي انجام اين آزمون. گرديد
پلاتين از كشت تازه باكتري مقداري برداشته شد و به طور عمودي در             

د منحصر به خـط     رش. حاوي محيط كشت تلقيح گرديد    هاي    وسط لوله 
تعيـين نـوع    جهت). 1( باشد غيرمتحرك بودن باكتري مي تلقيح نشانه

.  اسـتفاده شـد   OFاز آزمون )اكسايشي يا تخميري (متابوليسم باكتري
 Hughand جهت انجـام ايـن آزمـون از محـيط كـشت نيمـه جامـد       

leifsons of based medium  از محيط تهيـه شـده    .ديداستفاده گر
سـپس هـر     استريل توزيـع شـد و     هاي    ي ليتر درون لوله    ميل 5به ميزان 

جدايه بوسيله سوزن پلاتيني به محيط نيمه جامـد در دو تكـرار تلقـيح     
  يـك  ميـزان  بـه پارافين استريل شـده ها  تكرار يكي از بر روي. گرديد

. شـدند نگهـداري  در دمـاي مناسـب   هـا    ميلي ليتر اضافه گرديد و لوله     
 pHدر   بـه رنـگ زرد و  6ايين تر از پ pH معرف موجود در محيط در 

امكـان توليـد آنـزيم فـسفاتاز         .)24 (دآي  مي  به رنگ آبي در    6/7بالاي  
 PDPبـراي انجـام ايـن آزمـون از محـيط      . زمـون گرديـد  آبـاكتري  

Nutrient Agarباكتري بـا روش لكـه گـذاري روي    .  استفاده گرديد
  درجـه  28 روز در دمـاي      3-5سطح محيط كشت تلقـيح و بـه مـدت           

سـبب  توليد آنزيم فـسفاتاز توسـط بـاكتري         . شدنگهداري  سانتي گراد   
  ).1 (شود  ميدر اطراف كلني هاله صورتي رنگ ايجاد

ــه ــايي گون ــاي  شناس ــا ه ــاكتريوم ب ــتفاده از فلاوب ــاياس  آزمونه
توانايي  ندول،يتوليد ا هاي     آزمون .شد فيزيولوژيك انجام     و بيوشيميايي

 42، تـوان رشـد در       هيدروليز اسـكولين   استفاده از منابع كربوهيدراتي،   
 در ايـن رابطـه مـورد اسـتفاده قـرار             و احياء نيتـرات    درجه سانتي گراد  

 كـه حـاوي   SIMندول از محيط نيمه جامـد    يآزمون توليد ا   در. گرفتند
بـه  هـا     بـاكتري  . استفاده شد  ،باشد  مي سوبستراهاي تريپتوفان و پپتون   

 ايجـاد . شـدند اري  نگهدصورت كشت عمقي در محيط تلقيح و سپس         
كواكس نـشانه   معرفاضافه شدن  مز رنگ روي محيط پس ازهاله قر

 بـه عنـوان شـاهد       E.coliاز باكتريهـاي    . باشـد   مي آزمونمثبت بودن   
  منفـي نـدول يبه عنوان شاهد ا .Enterobacter sp و از مثبتندوليا

در اسـتفاده از    هـا      به منظور سـنجش تـوان بـاكتري        ).21( استفاده شد 
در ايـن آزمـون از      . كربوهيدراتي از آزمون فنـل رد اسـتفاده شـد         منابع  

ارزيـابي باكتريهـا بـر      .  ترهالوز، مانيتول و مالتوز اسـتفاده شـد        قندهاي
) فنـول رد منفـي    (يا قرمـز شـدن       و) فنول رد مثبت  (اساس زرد شدن    

در  ).24 (انكوباسـيون صـورت گرفـت     چهار هفتـه     پس از رنگ محيط   
در ها   لوله،به محيط كشت ها    از تلقيح باكتري  بعد  اسكولين  آزمون بايل   

 نيمـي  ظهور رنگ تيره در  .  درجه سانتي گراد نگهداري شدند     28دماي  
 اسكولين مثبـت    به عنوان ساعت   24 -48از آگار مورب بعد از گذشت       

    ).24 (در نظر گرفته شد منفي به عنوانكمتر از نصف در مقادير و 
درجـه   42در دمـاي  هـا     بررسـي توانـايي رشـد سـويه        به منظـور   
بـر  يك لوپ از كشت خالص باكتري بـه صـورت مخطـط             گراد   سانتي

درجه سانتي گـراد قـرار       42دمايو در   كشت   FIMروي محيط كشت    
رشد روزانه باكتري و اندازه و شكل كلوني تا روز دهم مـورد              .شدداده  

از محـيط   احيـاي نيتـرات      آزمـون    براي انجام  ).21( بررسي قرارگرفت 
NB 24-48 به محيط كشت مـايع تلقـيح و       ها    باكتري. اده گرديد استف 

 رنـگ   ظهـور . درجه سانتي گراد نگهـداري شـدند       28ساعت در دماي    
واكنش منفي و در غيـر اينـصورت        اثر افزودن معرف نشانه     صورتي در   

 ).21(در نظر گرفته شد  تبمث
  

  ها  نگهداري جدايه
، يـك كلنـي     اآنه ـاطمينان از خلـوص     شناسايي باكتريها و    پس از   

آزمـايش حـاوي    هـاي      در لولـه   هر باكتري خالص از محيط كشت تازه      
 4 تـا    2به مـدت    ها    اين لوله .  كشت داده شد   NAمحيط كشت شيبدار    

پس از رشد كافي   شدند ونگهداري درجه سانتي گراد  28 روز در دماي  
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 نتايج و بحث

 نمونه خاك ريزوسفري بر روي محـيط        61رقت  هاي   كشت سري 
پـس از بازكـشت     .  جدايه گرديـد   200 منجر به جداسازي     FIMكشت  

بر روي محيط كشت مورد      قادر به رشد     جدايه 180جدايه مذكور    200
 نـشان از    FIM  كـشت  روي محيط بر  ها    رشد مناسب كلني  . بودندنظر  

تـوان   .دارد ريومفلاوباكت جدا سازي اختصاصي     براي آن   توانصحت و   
حاوي كازئين  هاي     روي محيط   براي رشد بر   فلاوباكتريومهاي    باكتري

 يا ژلاتين هيدروليز شده كه با عصاره مخمر تقويت شـده           هضم شده و  
 جدايـه   180از  . )20(اند توسط ساير محققين نيز گزارش شـده اسـت           

رنـگ پـذيري    و  جدايه از خـصوصيات مرفولوژيـك  100مورد بررسي 
 100بررسـي   پـس از كـشت و  . برخوردار بودنـد  ها    لاوباكتريومفمشابه  

از  هـيچ يـك  كـه  مشخص شد  King B جدايه مورد نظر روي محيط
. نداشـتند  را   توانايي ايجاد پيگمان رنگي روي محـيط مـذكور        ها    ايزوله
. مثبت گزارش شد  ها    جدايهاز   درصد   80 كاتالاز و اكسيداز     آزموننتايج  

 و  تغييـر رنـگ  قادر به جدايه 61 .ك نبودندمتحرها  هيچ يك از جدايه
ايط شـر ( حـاوي پـارافين      OFآزمـون   هـاي     فعاليت متابوليك در لولـه    

بـدليل شـباهت فرآينـد تنفـسي بـا          هـا     نبودند و لذا اين جدايه    ) تخمير
فلاوباكتريوم به عنوان جنس فلاوباكتريوم در نظر گرفتـه         هاي    باكتري

نتيجـه آزمـون    . )1جـدول   (د  شده و براي ادامه آزمايشات انتخاب شدن      
  .مثبت گزارش گرديد ايزوله 61فسفاتاز در تمامي اين 

 جدايـه محـرز از      61فلاوبـاكتريوم،   هـاي     ناسايي گونه شبه منظور   
نـدول بـه دو گـروه       ينظر جنس فلاوبـاكتريوم پـس از انجـام تـست ا           

از . تفكيك شدند) ندول منفييا( C وBگروه  و) ندول مثبتيا( Aاصلي

هـا    و مابقي جدايهندول مثبتيا 21F وF 20 جدايه هايتري باك 61بين 
مشخص شد كه اين     A جدايه گروه    دو در ارزيابي    .دندبومنفي  ايندول  

از نظـر   اين دو جدايـه      .منفي بودند ترهالوز    و اسكولين مثبت  دو جدايه 
مـالتوز    21F جدايه .توان استفاده از مالتوز نيز مورد ارزيابي قرار گرفتند

 فنول مالتوز منفي و 20Fجدايه  و  F.indoltheticom گونه از مثبت و
از آزمون احياء نيترات نيـز جهـت    . بودF.balastinum متعلق به گونه

 بود و لـذا   به احيا نيترات قادر20Fجدايه. تاييد آزمون مالتوز استفاده شد 
نيتـرات   وان احيا تاز نظر 21F هجدايو F.balastinum   گونهمتعلق به

 بود كه نتايج حاصله با نتـايج بـه    F.indoltheticom  از گونهومنفي 
  . مالتوز مطابقت داشتآزموندست آمده از 
 توانــايي اســتفاده از منبــع  درC و B  جدايــه گــروه59ارزيــابي 

 ،1F  ،6F، 7F  ،35F، 46 Fهـاي      جدايـه  نـشان داد  كربوهيدراتي ترهـالوز    
47F ،48F، 49F ،50F، 51F، 52F، 53F، 56F، 59F ، 60 F ،61 F ــت و مثب

 منفي و متعلق به     ترهالوزها    بقي جدايه  ما و باشند  مي C گروه   متعلق به 
متعلق بـه  هاي  هجدايكليه . باشند  ميF.odoratumگونه  از وB  گروه
.  از نظر توان استفاده از مـانيتول مـورد ارزيـابي قـرار گرفتنـد      Cگروه
 ،1F ،6F،7F ،35F، 46 F، 47F ،48F، 49F ،50F، 51F، 52F، 53Fهاي  جدايه

56F، 59F ، 60F  61  جدايهمانيتول منفي و F آزمـون . بـود مانيتول مثبت 
مـانيتول منفـي    هـاي     هجدايبراي  درجه سانتي گراد     42رشد در دماي    

 كه مثبت گزارش شد   6F  تنها براي ايزوله   آزموننتيجه اين   . انجام شد 
كه قـادر بـه رشـد در    ها  هجدايمابقي . بود F.thalpophilum از گونه 
 مورد   نيز  نيتريت ياز نظر توان احيا    نبودنددرجه سانتي گراد     42دماي  

 نيتريت نبوده و متعلق     يقادر به احيا  ها    كليه جدايه  .بررسي قرار گرفتند  
   .بودند .multivorum F به گونه

  
  فلاوباكتريومهاي  نتايج آزمونهاي فيزيولوژيك و بيوشيميايي جدايه -)1جدول (

ش
ري

اكت
ه ب
مار

  

C
ol

on
y 

co
lo

ur
 

M
or

ph
ol

og
y

 

C
at

al
as

e
  O

xi
da

se
  Ph

os
ph

at
as

e
 

M
ot

ili
ty

 O
F 

te
st

 

In
do

le
 E

sc
ul

in
 T

er
ha

lo
se

 

M
an

ito
l

  M
al

to
se

 

N
O

3 
re

du
ct

io
n

  

N
O

2 
re

du
ct

io
n

 G
ro

w
th

 a
t 

42
°c

 

ي 
ساي

شنا
نه 
گو

ده
ش

  

1F نارنجي-زرد  BS(-) +  +  +  -  +  -  -  +  -  +  -  -  -  multivorum.F 

2F جينارن-زرد  BS1(-) +  +  +  -  +  -  -  -  -  -  -  -  -  Odoratum F.  
3F نارنجي-زرد BS(-) +  +  +  -  +  -  -  -  -  -  -  -  -  Odoratum .F  
4 F  نارنجي-زرد BM2(-)  +  +  +  -  +  -  -  -  -  -  -  -  -  Odoratum .F  
5F نارنجي-زرد BS(-) +  +  +  -  +  -  -  -  -  -  -  -  -  Odoratum. F. 
6F نارنجي-زرد  BS(-) +  +  +  -  +  -  -  +  -  +  +  -  +  F. thalpophilum  
7F نارنجي-زرد BS(-) +  +  +  -  +  -  -  +  -  -  -  -  -   multivorum.F 
8F نارنجي-زرد BS(-) +  +  +  -  +  -  -  -  -  -  -  -  -   odoratum.F 
9F نارنجي-زرد BS(-) +  +  +  -  +  -  -  -  -  -  -  -  -  odoratum.F 

10 F  نارنجي-زرد  BS(-) +  +  +  -  +  -  -  -  -  -  -  -  -  odoratum.F 
11 F  نارنجي  BS(-) +  +  +  -  +  -  -  -  -  -  -  -  -  odoratum.F 

                                                            
1- Small Bacill 
2- modrate Bacill  
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12F نارنجي-زرد  BS(-) +  +  +  -  +  -  -  -  -  -  -  -  -  odoratum.F 
13F زرد  BS(-) +  +  +  -  +  -  -  -  -  -  -  -  -  odoratum.F 
14 F  زرد  BS(-) +  +  +  -  +  -  -  -  -  -  -  -  -  odoratum.F 
15F زرد  BS(-) +  +  +  -  +  -  -  -  -  -  -  -  -  odoratum.F 
16F زرد  BS(-) +  +  +  -  +  -  -  -  -  -  -  -  -  odoratum.F 
17F  زرد  BS(-) +  +  +  -  +  -  -  -  -  -  -  -  -  odoratum.F 
18F نارنجي  BS(-) +  +  +  -  +  -  -  -  -  -  -  -  -  odoratum.F 
19F  زرد  BS(-) +  +  +  -  +  -  -  -  -  -  -  -  -  odoratum.F 
20F جينارن  BS(-) +  +  +  -  +  +  +  -  -  -  +  -  -  balastinum.F 
21F نارنجي-زرد BS(-) +  +  +  -  +  +  +  -  -  +  -  -  -  indoltheticum.F 
22F زرد  BS(-) +  +  +  -  +  -  -  -  -  -  -  -  -  odoratum.F 
23F زرد  BS(-) +  +  +  -  +  -  -  -  -  -  -  -  -  odoratum.F 
24F زرد  BS(-) +  +  +  -  +  -  -  -  -  -  -  -  -  odoratum.F 
25F زرد  BS(-) +  +  +  -  +  -  -  -  -  -  -  -  -  odoratum.F 
26 F  زرد  BS(-) +  +  +  -  +  -  -  -  -  -  -  -  -  odoratum.F 
27F زرد  BS(-) +  +  +  -  +  -  -  -  -  -  -  -  -  odoratum.F 
28F زرد  BS(-) +  +  +  -  +  -  -  -  -  -  -  -  -  odoratum.F 
29F زرد  BS(-) +  +  +  -  +  -  -  -  -  -  -  -  -  odoratum.F 
30F زرد  BS(-) +  +  +  -  +  -  -  -  -  -  -  -  -  odoratum.F 
31 F  زرد  BS(-) +  +  +  -  +  -  -  -  -  -  -  -  -  odoratum.F 
32 F  زرد BS(-) +  +  +  -  +  -  -  -  -  -  -  -  -  odoratum.F 
33F زرد  BM(-)  +  +  +  -  +  -  -  -  -  -  -  -  -  odoratum.F 
34F  نارنجي-زرد  BM(-)  +  +  +  -  +  -  -  -  -  -  -  -  -  odoratum.F 
35F نارنجي-زرد BM(-)  +  +  +  -  +  -  -  +  -  +  -  -  -  Multivorum .F 
36F نارنجي-زرد BS(-) +  +  +  -  +  -  -  -  -  -  -  -  -  odoratum.F  
37F نارنجي-زرد BS(-) +  +  +  -  +  -  -  -  -  -  -  -  -  odoratum.F  
38F زرد  BS(-) +  +  +  -  +  -  -  -  -  -  -  -  -  F.odoratum  
39F نارنجي  BS(-) +  +  +  -  +  -  -  -  -  -  -  -  -  F.odoratum  
40F نارنجي-زرد BS(-) +  +  +  -  +  -  -  -  -  -  -  -  -  F.odoratum  
41F نارنجي-زرد BM(-) +  +  +  -  +  -  -  -  -  -  -  -  -  F.odoratum  
42F نارنجي-زرد BM(-) +  +  +  -  +  -  -  -  -  -  -  -  -  F.odoratum  
43F نارنجي-زرد BM(-) +  +  +  -  +  -  -  -  -  -  -  -  -  F.odoratum  
44F نارنجي-زرد BM(-) +  +  +  -  +  -  -  -  -  -  -  -  -  F.odoratum  
45F نارنجي-زرد BM(-) +  +  +  -  +  -  -  -  -  -  -  -  -  F.odoratum  
46 F  نارنجي  BS(-) +  +  +  -  +  -  -  +  -  +  -  -  -  multivorum.F 

47F نارنجي-زرد  BS(-) +  +  +  -  +  -  -  +  -  +  -  -  -  multivorum.F 
48F نارنجي-زرد  BS(-) +  +  +  -  +  -  -  +  -  +  -  -  -  multivorum.F 
49F نارنجي BS(-)  +  +  +  -  +  -  -  +  -  +  -  -  -  multivorum.F  
50F نارنجي BS(-)  +  +  +  -  +  -  -  +  -  +  -  -  -  multivorum.F  
51F نارنجي BS(-)  +  +  +  -  +  -  -  +  -  +  -  -  -  multivorum.F  
52F نارنجي BS(-)  +  +  +  -  +  -  -  +  -  +  -  -  -  multivorum.F  
53F نارنجي BS(-)  +  +  +  -  +  -  -  +  -  +  -  -  -  multivorum.F  
54F نارنجي  BS(-) +  +  +  -  +  -  -  -  -  -  -  -  -  F.odoratum. 

55F نارنجي  BS(-) +  +  +  -  +  -  -  -  -  -  -  -  -  F.odoratum. 
56F نارنجي  BS(-)  +  +  +  -  +  -  -  +  -  +  -  -  -  multivorum.F  
57F نارنجي-زرد  BS(-)  +  +  +  -  +  -  -  -  -  -  -  -  -  F.odoratum  
58F نارنجي-زرد  BS(-)  +  +  +  -  +  -  -  -  -  -  -  -  -  F.odoratum  
59F نارنجي  BS(-)  +  +  +  -  +  -  -  +  -  -  -  -  -  F.multivorum.  
60F نارنجي-زرد  BS(-)  +  +  +  -  +  -  -  +  -  -  -  -  -  F. odoratum  
61F نارنجي-زرد  BS(-)  +  +  +  -  +  -  +  +  +  +  -  -  -  F.yabuuchiue يا  

F.spiriuvorum  
  

ــق از  ــن تحقي ــنس   61در اي ــده ج ــازي ش ــرز جداس ــه مح  جداي
 نمونه خاك ريزوسفري بيشترين فراواني مربوط به        65فلاوباكتريوم از   
و كمترين فراواني در اسـتان آذربايجـان غربـي          ) 4/70(استان همدان   

نـشان داد كـه     ) 27(گزارشات ولاساك وهمكـاران     . بود) بدون جدايه (
محرك رشد گيـاه در ريزوسـفر گياهـان منـاطق           هاي    جمعيت باكتري 

ضمن تحقيقات خـود    ) 26( واسيوك وهمكاران    .باشد  مي مختلف متغير 
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نتيجه گرفتند كه فلاوباكتريومها در ريزوسـفر غـلات بـه ويـژه گنـدم               
ي فلاوباكتريوم در ريزوسـفر سـاير گياهـان    وجود باكتريها . وجود دارند 

بـروز صـفات    ). 10(زراعي توسط ساير محققين نيز گزارش شده است         
توسـط محققـين بـه اثبـات        هـا     محرك رشد گياه توسط فلاوباكتريوم    

ــت ــيده اس ــاران . رس ــر وهمك ــاره ) 17(كريچن ــودضــمن اش ــه وج  ب
فـزايش  جو بـا تلقـيح ايـن بـاكتري ا          فلاوباكتريوم در ريزوسفر گندم و    

را در اين محـصولات      كيلو گرم در هكتار      300-500عملكردي معادل   
نشان داد كـه    ) 2(گلخانه اي سلطاني    هاي    نتايج آزمون . گزارش كردند 

هـاي     لحاظ تأثير مثبت بـر شـاخص        به فلاوباكتريومهاي    جدايهبرخي  
محرك رشد گيـاه گنـدم      هاي    رشد گندم بهاره ميتوانند بعنوان باكتري     

 .استفاده شونداي مزرعه اي در آزمايشه
غالـب   بيوشيميايي شناسايي گونه نشان داد كـه هاي  آزموننتايج 

 با  F.odoratum  از گونهفلاوباكتريومهاي جدا شده از ريزوسفر گندم
تواند به دليل توان رقابتي بالا        مي فراوانياين  .  درصد بودند  72فراواني  

دم در مقايـسه بـا سـاير        و كلونيزاسيون مؤثر اين گونه در ريزوسفر گن ـ       
نـشان داد كـه     ) 2(مطالعـات گلخانـه اي سـلطاني         ).26(باشد  ها    گونه

ميـانگين وزن هـزار     از نظر    F.odoratumتلقيح شده با    گندم  گياهان  

دانه، طول خوشه و ساقه و ريشه، تعداد پنجه و تعداد خوشه بـا شـاهد                
از انـدام   ) 11(هبار وهمكاران   . ندتلقيح نشده اختلاف معني داري داشت     

 اين گونه تـأثير  .را جداسازي كردند F.odoratum هوايي آفتابگردان 
از  .بسيار زيادي بر كنترل بيماري پوسيدگي ريـشه آفتـابگردان داشـت        

 ـ 14 ايـن تحقيـق  هاي  جدايهبين   كـه  بودنـد  multivorum.F  هجداي
خالد . ندشناسايي شده را داشت   هاي     در بين گونه   ي درصد 9/22فراواني  

 سـبب افـزايش     multivorum . Fگزارش كردند كه    ) 16(مكاران  ه و
، رشـد   )درصـد 5/13(وزن خشك ريشه    ) درصد3/17(رشد طولي ريشه    

گيـاه  ) درصـد 3/36(، وزن خـشك جوانـه   ) درصد7/37(قسمت هوايي  
  .گندم شد

ــه  ــاي  گونــ ، F.indotheticum،F. thalpophilum هــ
F.balastinhum        درصد را داشتند  6/1هر كدام با يك ايزوله فراواني. 

 جدايـه از خـاك      1000با جـدا سـازي بـيش از         ) 7(همكاران   كاتلن و 
  ،)FAME(تر  س ـچـرب متيـل ا    هـاي     اسيدآناليز  و با روش    ي  ريزوسفر

 F. indotheticum  در مطالعـات   ايـن محققـين  .  را شناسايي كردنـد
گونه سبب افـزايش صـفات زراعـي     گلخانه اي مشاهده كردند كه اين

 . وزن گره گرديد د وزن خشك قسمت هوايي، تعداد وسويا مانن
  
  منابع

 پايان نامه كارشناسي ارشد بيماري شناسي گيـاهي، . باكتري عامل پژمردگي سيب زميني در ايرانهاي    بررسي بيوتيپ  .1372. م باقري خيرآبادي  -1
  .دانشگاه تربيت مدرس دانشكده كشاورزي

.  باكتريهاي فلاوباكتريوم و سـودوموناس هـاي فلورسـنت بـومي ايـران      PGP و بررسي صفات  شناساييجداسازي، .1385. سلطاني طولارود ع -2
  .دانشگاه تهراني پايان نامه كارشناسي ارشد خاكشناسي، دانشكده كشاورز

3- Asghar H.N., Zahir Z.A. and Arshad M. 2004. Screening rhizobacteria for improving the growth, yield, and oil 
content of conola (Brassica napus L.). Australian Journal of Agricultural Research. 55:187-194. 

4- Belimov A.A., Hontazeas N., Safronova V.I., Demchinshaya S.V., Piluzza G., Bulitta S. and Glick B.R. 2005. 
Cadmium-tolerant plant growth-promoting bacteria associated with the roots of Indian mustard (Brassica juncea 
L.czern.). Soil Biol. Biochem. 37:241-250. 

5- Beniziri E., Baudoin E. and Guckert A. 2001. Root colonization by inoculated plant growth-promoting 
rhizobacteria. Biocontrol Science and Technology. 11: 557-574. 

6- Boven G.D. and Rovina A.D. 1999. The rhizosphere and its management to improve plant growth . Advances in 
Agronomy 66:1-102. 

7- Cattelan A.J., Hartel P.G. and Fushrman J.J. 1999. Screening for plant growth  promoting rhizobacteria to promote 
early soybean growth . Soil Sci. Soc. Am. J. 62: 1579-1555. 

8- DeBoer S.H. and Copeman R.J. 1974. Endophytic bacteria flora in Solanum tubersum and its significance in 
bacterial ring rot diagnosis.Can. J. Plant Sci. 54:115-122. 

9- Giri S. and Patti B.R. 2004. A comparative study on phyllosphere nitrogen fixation by newly isolated 
Corynebacterium sp. and Flavobacterium sp.  and their potential as biofertilizer. Acta Microbiol. Immunol. Hung. 
51: 47-56. 

10- Gray J.K. and Smith F. 2004. Plant growth promoting rhizobacteria as bio fertilizers. Plant and Soil. 255:571-586. 
11- Hebbar, O., Berge, T. and Heulin, S.P. (1991). Bacterial antagonists of Sunflower (Helianthus annuse L.) fungal 

pathogens. Plant and Soil. 133:131-140. 
12- Holmes B. 1991. The genera Flavobacterium, sphingobacterium, and weeksella. In; Balows, A., Truper, H., 

Dworking, M., Hader, W., and Scheifer, K. (eds). The Prokayotes: a hand book on the biology of bacteria, vol. 4, 
pp: 3620-3627, Spriger-Verlag, New York. 

13- Holmes B., Owen R. and McMeekin T. 1984. Genus Flavobacterium. In: Krieg, N.R., and Holt, J.G.(eds) Bergys 
Mannual of Systematic Bacteriology. Vl. pp: 353-361, Williams and wikins, USA.  



  1389سال  تير –خرداد ، 2، شماره24آب و خاك، جلد نشريه      260

14- Holmes B. 1983. The taxonomy of the genus Flavobacterium . in: Leclerc , H.(ed). Gram –negative bacteria of 
medical and public health importance: taxonomy – identification – applications.( proceedings of  symposium, lille, 
May 25 to 27, 1983). Les edition INSERM. 114: 273-94. 

15- Holt J.G. 1994. Bergey's Manual of Determinative Bacteriology. Williams and Wilkins, Baltimore, USA. 
16- Khalid A., Arshad M. and Zahir A.Z. 2004. Screening plant growth- promoting rhizobacteria for improving growth 

and yield of wheat. Journal of Applied Microbiology. 96: 473- 480. 
17- Kirchner M.J., Wollum A.G. and King L.D. 1993. Soil microbial populations and activities in reduced chemical 

input agroecosystems. Soil. Sci. Soc.Am. J. 57:129-1295. 
18- Kloepper J. W. and Schroth M.N. 1978. Plant growth promoting rhizobacteria on radishs. Proceeding of the 

International Conference on Plant Phathogenic Bacteria. 2:879-882. 
19- Kovacs N. 1956. Identification of Pseudomonas pyocyana by the oxidase reaction. Nature. 178: 703-708. 
20- Krieg N.R. and Holt J.G. 1984. Bergey s Manual Systematic Bacteriology. Vol. 1. Williams and Wilkins, 

Baltimore, USA. 
21- Lelliott R.A. and Stead D.E. 1987. Methods for Diagnosis of Bacterial Diseases of Plants.Blackwell Scientific 

Publication, U.K. 215 pp. 
22- Mac Faddin J.E. 2000. Biochemical Tests For the Identification of Medical Bacteria. Lippincott Williams & 

Wilkins. 912pp.  
23- Pishchik V.N., Vorobyev N.L., Chernyaeva I.I., Timofeeva S.V., Pleozhemyak V.A., Alexeer Y.V. and Lukin S.M. 

2002. Experimental and mathematical simulation of plant growth promoting rhizobacteria and plant interaction 
under cadmium stress. Plant and Soil. 243:173-186. 

24- Schaad N.W. 2001. Laboratory guide for identification of plant phathogenic bacteria 3rd Ed.APS Press. 
25- Shenin Y.D., Kruglikavo L.F., Vassyuk L., Kozhemyakov A.P., Popova T.A. and Tchebotar V.K. 1995.New 

metabolite with fungistatic activity produced associative nitrogen-fixing bacteria beloning to genus Flavobacterium 
in:Tikhonovich, I.A.,Provorov, N.A., Romanov,V.I. and Newion,W.E. (Eds) . Nitrogen Fixation: Fundamentals and 
Application.Kluwer Academic Publishers. 

26- Vassyuk l.F., Popova T.A., Tehebotar V.K. , Kaltchitsky A.E. and Ivanov N.S. 1995 .Assocative diazotrophs of 
different systematic groups and their effect on productivity of agricultural crops. In:Polsinelli,M.,Materassi,R. And 
Vincenzini,M.(Eds). Nitrogen Fixation Klower Academic Publichers. 

27- Vlassak K., Holmes L.V., Duchatesu L., Vaderleyden J. and De Mot R. 1992. Isolation and characterization of 
fluorescent Psedomonas associated with the roots of rice and banana growth in Srilanka. Plant and Soil. 145:51-63. 



  261      ...مختلف باكتري فلاوباكتريومهاي  جداسازي و شناسايي گونه

 
 Isolation and Identification of the Different Species of Flavobacterium from the 

Rhizosphere of Wheat Cultivated in the Different Regions of Iran 

 

 
S. Rafiee1* – H. Asadi Rahmani2 

 
Abstract 

Among rhizospheric bacteria, great attention has been paid to the group of plant growth promoting 
rhizobacteria (PGPR), and their role in increasing the growth and health of plants. Therefore, it is used largely as 
inoculum all over the world. The rhizospheric bacterium, which has the genus of Flavobacterium, and promotes 
plants growth, has been studied in recent years. In the present research, 65 samples of rhizospheric soil were 
taken to isolate Flavobacterium from the rhizosphere of wheat cultivated in different regions of Iran. To isolate, 
cultivate, and preserve Flavobacterium, different and diverse formulations such as ATCC 647, 65 ATTC M1, 
and M1 Medium, which were recommended for this bacterium, were used for the development of a new specified 
culture media (FIM). Sixty-one isolates attributed to Flavobacterium were isolated and purified using specified 
culture medium (FIM). The genus and species were identified through microscopic, physiological and 
biochemical tests. The results obtained from our tests indicated that there are 5 species F. multivorum, 
F.odoratum, F. thalpophilum, F.balastinum and F. indoltheticum in the rhizosphere of wheat. Among the 
isolated species, F.odoratum showed the most frequency (72 percent), and the F. thalpophilum and F. 
balastinum and F. indoltheticum possessed the least frequency (1.6 percent).   
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