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  زعفرانمحرك رشد از رايزوسفري و اندوفيتي هاي جداسازي باكتري
   

 *3، عليرضا سيفي2سيد حسن مرعشي، 1عليرضا رامندي

  دانشجوي كارشناسي ارشد گروه بيوتكنولوژي و بهنژادي گياهي دانشگاه فردوسي مشهد-1

  استاد گروه بيوتكنولوژي و بهنژادي گياهي دانشگاه فردوسي مشهد-2

  استاديار گروه بيوتكنولوژي و بهنژادي گياهي دانشگاه فردوسي مشهد-3

  

  

   چكيده

 يها ردكيهمراه با رو نيگزيجا هايآوريبا استفاده از فن توانيزعفران را م ديتول يبرا مياقل رييتغ هايازچالش يمشكلات ناش

 شيافزا يرا برا ايكننده دواريام ليپتانس اهانيوگ هاسميكروارگانيم نيب سـت يروابط همز جاديمدرن كاهش داد. ا يوتكنولوژيب

 جاديا اه،يدر گ يدر تحمل به خشك ها سميكروارگانيم دينشـان داده است، اثر مف  يو خشـكسـال   يماريدر برابر ب اهانيتحمل گ

آن  جهيكه نت باشديم كرويماكرو و م ييجذب عناصر غذا شيآب و افزا تيهدا تيظرف شيبالا، افزا ركردبا كا هايشهير ستميس

ــ يجذب بهتر د ــنتز خواهد  زانيم شيكربن و افزا دياكس تاثير باكتري هاي رايزوســفري و اندوفيتي  بود. در اين تحقيقفتوس

شـناسايي شده از مزارع با عملكرد بالا توليد زعفران بر رشد با آمايش برروي گياه آرابيدوبسيس در شرايط درون شيشه ارزيابي  

 BCS16داراي عملكرد خوبي در توليد ســبزينه گياه بود ول رشــد طولي ريشــه را محدود ميكرد. باكتري  BCS5شــد. باكتري 

سـبب افزايش زمان گلدهي شدند و بكتري   BCS5  و BCS1هاي انشـعابات ريشـه فراوان و ريشـه هاي مويي زياد بود. باكتري   

BCS13 .تاثير مثبتي در توليد سبزينه و انشعابات ريشه نبود  

    

  كورم زعفران، اندوفيت، رايزوسفركلمات كليدي: 
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   . مقدمه1

برخوردار است. لذا  يخاص گاهيدر صادرات كشور همواره از جا ران،يسرخ ا ي)، به عنوان طلا Crocus sativusزعفران ( 

 تيز اهمحائ يبالا رفتن رقابت جهان ليبه دل رياخ يهادر سال تيفيك شيو عملكرد زعفران به همراه افزا ديتول شيافزا

كرده است و  رييكاملا  تغ يجو طيشرادر چند سال گذشته،  هوايي وآب  راتييتغ ليبه دل). 1392(كوچكي،  است

 ي. مشكلات ناش)Hoseni, 2018گذارد (يم يمنف ريزعفران تاث يگلده ينامنظم در مرحله بحران عيكم با توز يبارندگ

 يها كرديهمراه با رو نيگزيجا هايآوريبا استفاده از فن توانيزعفران را م ديتول يبرا مياقل رييتغ هايازچالش

 يرا برا ياكننده دواريام ليپتانس اهانيوگ هاسميكروارگانيم نيب ستيروابط همز جاديمدرن كاهش داد. ا يوتكنولوژيب

 يكدر تحمل به خش ها سميكروارگانيم دينشان داده است، اثر مف يو خشكسال يماريدر برابر ب اهانيتحمل گ شيافزا

 كرويماكرو و م ييجذب عناصر غذا شيآب و افزا تيهدا تيظرف شيبالا، افزا ركردبا كا هايشهير ستميس جاديا اه،يدر گ

  .)Hoseni, 2018( بودفتوسنتز خواهد  زانيم شيكربن و افزا دياكس يآن جذب بهتر د جهيكه نت باشديم

هاي همزيست قادر به ها يكي از دلايل كاهش توليد زعفران در آسيا بوده است، كه باكتريمديريت ضعيف بيماري

در زعفران طبقه  Proteobactriaو  Firmictesرا به نام  ) دو گروه اندوفيت2015هستند. شارما و همكاران (كنترل آن 

هاي را به عنوان اندوفيت غالب در زعفران مشخص كردند. فراواني كلون Bacillus lichniformisبندي كردند، همچنين 

اي هاندوفيت ها در بافت، به اختلاف ساختار و بستر در بافت اندوفيت غالب در بخش برگ بيشتر از كورم ها بود. فراواني

هاي مرتبط را از )، ريزوباكتر2013). در هند پراري و همكاران (Okane et al, 1998مختلف گياه ميزبان وابسته است(

  A. lwofiiو  B. subtilisها انتخاب و شناسايي شد. جدايه از ريزو باكتر 6كورم زعفران جداسازي كردند و در مجموع 

دسته بندي شدند كه استفاده از آن ها چشم انداز كارآمدي را براي رشد و نمو  IAAبه عنوان توليد كننده هورمون 

را روي كورم زعفران تحت شرايط آزمايشگاهي  B. subtilis)، اثر 2008دهد. شرف الدين و همكاران (كورم ها نشان مي

دهي و به طور قابل توجهي باعث افزايش طول برگ، گل B. subtilisكه تلقيح در مصر بررسي كردند و گزارش دادند 

 )، نشان دادند كه2013داد. همچنين امباردار و اكلو (ها را كاهش ميشد ولي جوانه زدن كورموزن اولين كلاله مي

Pseudomonas ssp  وBrevibacterum ssp جه گرفتند كه جمعيتهاي غالب در رايزوسفر زعفران هستند و نتيباكتري -

هاي زيستي مورد استفاده توان به عنوان كودهاي باكتريايي داراي برخي از صفات مهم در رشد گياهان هستند كه مي

ها ممكن است با رشد سريع كورم و افزايش كلاله فوايدي براي توليد هاي ريزوباكترقرار گيرند و استفاده از اين سويه

 ياز كورم زعفران كه از نواح و رايزوسفري تياندوف هاييباكتر يجداساز ق،يتحق نيدر اكنندگان زعفران داشته باشد. 

اثر  تير نها. درار گرفتمورد بررسي ق هيدريزعفران در شهرستان تربت ح نييپا ديبا تول يزعفران و نواح يبالا ديبا تول

  قرارگرفت. ارزيابي، مورد آرابيدوبسيسبر رشد و عملكرد  هايباكتر نيا يبخش

  

   هامواد و روش. 2

  نمونه برداري  

ــال   ــت سـ نمونـه برداري از كورم بـه همراه خاك بالك آن از مزارع با عملكرد بالا و عملكرد پايين    1400در ارديبهشـ

شمالي   291799/35°شرقي ) و شهرستان زاوه (  59/°44152832شمالي و  52326772/35°زعفران روستا نسر ( 

  كيلومتري از هم قرار دارند صورت گرفت. 100شرقي ) كه در فاصله  465214/59°و 
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  جداسازي باكتري هاي اندوفيت، رايزوسفري و بالك

  بالك

ــازي باكتري دقيقه تكانده تا خاك متصــل به آن جدا گردد  5مدت  ها را بهها از خاك بالك ابتدا كورمبه منطور جداس

دقيقه  90به مدت   NaCL %0.9سي سي محلول  50گرم از خاك هاي جمع آوري شـده را برداشـته و در    1سـپس  

  روي شيكر قرار مي دهيم.

  رايزوسفر

 NaCLحلول سي سي م 50هاي كورم هاي زعفران جداشده و در به منظور جداسـازي باكتري هاي رايزوسـفري ريشه  

  دهيم.دقيقه روي شيكر قرار مي 90قرار داده شد و به مدت    %0.9

  اندوفيت

) با اندكي تغيير استفاده شد. بدين منظور 2015هاي اندوفيت از روش شارما و همكاران (به منظور جداسـازي باكتري 

قطعات كوچك تري تقسيم هاي جداسـازي شـده از كورم هاي زعفران سـه بار به وسيله آب شسته و سپس به    ريشـه 

استريل و  %5/0سـديم   دثانيه در هيپوكلري 30، سـپس به مدت  %70دقيقه در اتانول  1ها ابتدا به مدت گرديد، ريشـه 

بار با آب مقطر سترون شستشو شدند. براي جداسازي باكتري هاي اندوفيت،  2در جهت حذف مواد ضـدعفوني كننده  

  خرد گرديد.   NaCL 9%/0سي سي  10ريشه زعفران در هاون سترون حاوي 

  

  رقت سازي و كشت

كشــت گرديد و در انكباتور با دماي  LB Agarتهيه و روي محيط   10-4و   10-2جهت كشــت هاي باكتريايي دو  رقت 

  درجه سانتي گراد نگهداري شد. 28

  

  تفكيك مورفولوژيكي باكتري ها

 ،شكل رنگ،ها از نظر در خاك بالك، رايزوسفر و اندوفيتهاي موجود ساعت از كشت اوليه، باكتري 48پس از گذشـت  

ــپس باكتري ــدند در يك پليت اندازه و تعداد مورد ارزيابي قرار گرفتند. سـ هايي كه از نظر مورفولوژيكي تمايز داده شـ

  كشت داده شده تا بررسي هاي دقيق تر انجام گيرد.

  

  بررسي اثرات محرك رشد

دقيقه  15ا هتخابي بر سـنجش زيستي از گياه آرابيدوبسيس استفاده گرديد. ابتدا دانه هاي انبه منظور بررسـي باكتري 

درجه سانتي  4ساعت در دماي  48بدون ساكارز پخش گرديد و به مدت  MSاسـتريل و بر محيط   %30در هيپوكلريد 

ــد پس از آن، جهت جوانه زني به مدت يك هفته در دماي   ــانتي گراد 25گراد نگهـداري شـ ــاعت  16و  درجه سـ سـ

مايع رشــد داده شــد و به در طول موج  LBروشــنايي نگهداري گرديد. براي آماده ســازي تلقيح، باكتري ها در محيط 

روي  گرم آگار اضافه گرديد و 8/0حاوي  LBسي سي  5ميكرو ليتر از آن به  500رسيد و  5/0نانو متر به جذب  600

درجه سانتي گراد نگهداري شد.  28سـاعت در دماي   24به مدت جامد ريخته شـد(تاپ اگار) و   LBپليت هاي حاوي 

بدون ساكارز انتقال داده شد (هر پليت حاوي  MSپليت هاي  سانتي متر به 2تا  5/1گياهان پس از رسـيدن به اندازه  
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متري  سانتي 1ميلي متر بريده  در فاصله  2چهار گياهچه) و از تاپ اگار رشـد يافته جهت تلقيح مكعب هايي به قطر  

ــدند و بعد از     ــابه نگهداري ش ــرايط مش ــد در ش ــه قرار ميدهيم. پليت ها در محفظه رش ــات   21از ريش ــخص روز مش

  مورفولوژيكي آن ها بررسي گرديد.

  

  و بحث  .  نتايج3

ساعت، باكتري هاي رايزوسفري و اندوفيتي از منظر مورفولوژيكي و تعداد كلني مورد بررسي قرار گرفت.  48پس از 

با عملكرد بالا در مقايسه با مزارع با عملكرد پايين در توليد زعفران تنوع باكتريايي باكتريايي داشتند. در نتيجه مزارع 

  انتخاب بر مبني حضور باكتري در مزارع با عملكرد بالا صورت گرفت.

  

  ها شناسايي مورفولوژيكي و جداسازي باكتري

نوع در اندوفيت ها شناسايي گرديد. تفاوت تعداد و  تنوع كلني  6ر و در مجموع ده نوع باكتري قابل تمايز در رايزوسف

در مزارع با عملكرد بالا در مقايسه با مزارع  با عملكرد پايين در توليد زعفران مشهود بود. از اين بين در رايزوسفر، 

د بالا نسبت به مزارع در مزارع با عملكر BCS16و  BSC13و در اندوفيت ها باكتري هاي  BSC5و  BCS1هاي باكتري

) 2015شارما و همكاران ( ).2و  1با عملكرد پايين قابل تمايز بود و براي بررسي اثرات محرك رشد انتخاب گرديد (شكل 

 نشان دادند كه) 2013همچنين امباردار و الكو ( مشخص كردند Bacillus lichniformisاندوفيت غالب زعفران را 

Pseudomonas ssp  وBrevibacterum ssp زعفران هستندهاي غالب در رايزوسفر باكتري.   

  

  
نشان دهنده باكتري هاي رايزوسفري و اندوفيت. هشت نوع  Eو  Rنشان دهنده عملكرد بالا و پايين مزارع.  Hو  L:  1شكل

و  BCS13بين باكتري هاي  باكتري اندوفيتي و ده نوع باكتري رايزوسفري از منظر موفولوژيكي تمايز داده شد كه از اين

BCS16 ) در اندوفيت ها فقط در مزارع با عملكرد بالاA و باكتري هاي (BCS1  وBCS5  داراي تعداد كلني هاي بالاتر در

  ). Bمزارع با عملكرد بالا در مقايسه با مزارع با عملكرد پايين در توليد زعفران بود (
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  باكتري هاي شناسايي شده.: مورفولوژي 2شكل 

  

  اثرات باكتري هاي انتخابي بر رشد گياه آرابيدوبسي

جهت بررسي عملكرد رشدي بر روي گياه آرابيدوبسيس انتخاب شد.  BCS16و  BCS1 ،BCS5 ،BCS13باكتري هاي 

  ينه انجام گرديد. گياهچه) و  بر روي مشخصات مورفولوژيكي و وزن تر سبز 4تكرار (هر تكرار حاوي  3آزمايش بر مبني 

داراي  BCS16داراي عملكرد مثبت در توليد سبزينه و افزايش انشعابات ريشه بودند.  BCS16و  BCS5باكتري هاي 

انشعابات مويي بسيار زياد بر روي ريشه ها بود علاوه بر اين حجم انشعابات ريشه ايجاد شده تحت تاثير اين باكتري 

سرعت گل دهي را نسبت به ساير باكتري ها  BCS1و  BCS5ر بود. باكتري هاي نسبت به ساير باكتري ها بسيار بهت

بهترين عملكرد را در توليد سبزينه داشت ولي رشد طولي ريشه در آن محدود  BCS5افزايش ميدادند. علاوه بر اين 

  ).3عملكرد مثبتي بر توليد سبزينه و افزايش انشعابات ريشه از خود نشان نداد (شكل BCS13شده بود. باكتري 

را روي كورم زعفران تحت شرايط آزمايشگاهي در مصر بررسي كردند  B. subtilis)، اثر 2008شرف الدين و همكاران (

شد دهي و وزن اولين كلاله ميلبه طور قابل توجهي باعث افزايش طول برگ، گ B. subtilisو گزارش دادند كه تلقيح 

به عنوان توليد كننده   A. lwofiiو  B. subtilis )2013پراري و همكاران ( داد.ها را كاهش ميولي جوانه زدن كورم

  دهد.دسته بندي شدند كه استفاده از آن ها چشم انداز كارآمدي را براي رشد و نمو كورم ها نشان مي IAAهورمون 

  

   گيري. نتيجه4

هاي زيستي مورد توان به عنوان كودهاي باكتريايي داراي برخي از صفات مهم در رشد گياهان هستند كه ميجمعيت

ها ممكن است با رشد سريع كورم و افزايش كلاله فوايدي براي هاي ريزوباكتراستفاده قرار گيرند و استفاده از اين سويه

  توليد كنندگان زعفران داشته باشد. 
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  دردانيتشكر و ق

 با تشكر از جناب اقاي مهندس مالكي و رضايي كه امكان نمونه برداري كورم از مزارع خود را فراهم نمودند.
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Abstract  
 

Problems caused by climate change challenges for saffron production can be reduced by using 

alternative technologies combined with modern biotechnology approaches. Establishing symbiotic 

relationships between microorganisms and plants has shown a promising potential to increase plant 

tolerance to disease and drought. Water and increase the absorption of macro and micro nutrients, which 

results in better absorption of carbon dioxide and increased photosynthesis. In this study, the effect of 

rhizosphere and endophytic bacteria identified from high yield fields of saffron production on growth 

by arranging on Arabidobsis in in vitro conditions was evaluated. BCS5 bacterium has a good 

performance in green production of boudoir plant limited the longitudinal growth of roots. BCS16 had 

abundant branching and numerous hair roots. BCS1 and BCS5 bacteria increased flowering time and 

BCS13 bacteria did not have a positive effect on greenery production and root branching. 
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