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 چکیده

 بومی باکتری دو تأثیر بررسی به پژوهش این. است یونجه بهینه تولید اصلی موانع از آهن و پتاسیم مانند مغذی مواد کمبود

  Pseudarthrobacter phenanthrenivorans جدایه گیاهان مختلف در جنوب استان فارس شامل ریزوسفر از شده جداسازی

 که داد نشان نتایج. پرداخت یونجه کیفیت و رشد بر( سیدروفور )تولیدکننده  Pseudomonas alcaliphila و( )آزادکننده پتاسیم

 خشک وزن افزایش بیشترین. بخشدمی بهبود را گیاه بیوشیمیایی و رشدی هایشاخص داریمعنی طوربه هاباکتری این کاربرد

 تولیدکننده باکتری دیگر، سوی از. بود پتاسیم کنندهحل باکتری تیمار به مربوط( ٪3۸) کاروتنوئید محتوای و( ٪۲۰) هوایی اندام

 هایباکتری این با یونجه بذر تلقیح که دهدمی نشان هایافته این. شد خام پروتئین محتوای در ٪44 افزایش باعث سیدروفور

 شرایط در ارزشمند علوفه این غذایی کیفیت و عملکرد افزایش برای زیستی و مؤثر راهکاری مغذی، مواد فراهمی بهبود با بومی،

 .است آهکی هایخاک

 

 .خام پروتئینکاروتنوئید،  سیدروفور، پتاسیم، رشد، محرک هایباکتری :کلیدی هایواژه
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 مقدمه

 جمله از کشاورزی محصولات در تولید کامل پتانسیل به دستیابی در اصلی موانع از یکی آهن، و فسفر ویژه به مغذی مواد کمبود

 جهان در هاعلوفه ترینمهم از یکی مطلوب، عملکرد و بالا غذایی ارزش دلیل به یونجه. است (.Medicago sativa L) یونجه

 است شیمیایی کودهای زیادی مقادیر تأمین مستلزم آن، برتر کیفیت و بهینه عملکرد به دستیابی حال، این با. شودمی محسوب

 راستا، این در (.Zhou et al., 2022) دارد همراه به اقتصادی و زیستمحیطی نامطلوب پیامدهای آنها از بلندمدت استفاده که

 و مغذی مواد زیستی فراهمی بهبود برای کاتالیزوری عنوان به خاک مفید میکروارگانیسمهای از گیریبهره با پایدار کشاورزی

 .است گرفته قرار فراوان توجه مورد شیمیایی، هاینهاده مصرف کاهش

. کندمی ایفا گیاه اسمزی فشار تنظیم و پروتئین، سنتز ها،آنزیم سازیفعال در حیاتی نقش (K) پتاسیم ضروری، عناصر میان در

 برای دسترس غیرقابل هایکانی ساختار در آن از ایعمده بخش اما دارد، وجود کافی مقدار به هاخاک بیشتر در پتاسیم اگرچه

 را پتاسیم و تجزیه را هاکانی این ها،آنزیم و آلی اسیدهای تولید با (KSB) پتاسیم کنندهحل هایباکتری. است شده تثبیت گیاه

 فرآیندهای برای کلیدی ریزمغذی یک که (Fe) آهن دیگر، سوی از (.Etesami et al., 2021) کنندمی آزاد گیاه جذب برای

 غیرقابل شکل به( ایران هایخاک اغلب مانند) قلیایی و آهکی هایخاک در است، نیتروژن تثبیت و فتوسنتز مانند متابولیکی

 آن آهن، برای بالا بسیار ترکیبی میل با آلی لیگاندهای ترشح با سیدروفور، تولیدکننده هایباکتری. کندمی رسوب (⁺Fe³) جذب

 (.Vishnupradeep et al., 2022) دهندمی قرار گیاه ریشه اختیار در (⁺Fe²) جذب قابل شکل به و کمپلکس را

 افزاییهم اثر تواندمی مکمل، هایتوانایی با (PGPR) گیاه رشد محرک هایباکتری توأم کاربرد که اندداده نشان مطالعات اخیراً

 کردند گزارش (Sadeghi et al., 2022) مثال، برای. شود آنها گانهتک کاربرد از فراتر رشدی هایشاخص بهبود به منجر و داشته

 ذرت گیاه در مغذی مواد جذب و کلروفیل محتوای رشد، سیدروفور، تولیدکننده و پتاسیم کنندهحل هایباکتری توأم تلقیح که

 تولید و سیستمیک مقاومت القای با توانندمی هاباکتری این این، بر علاوه. داد افزایش شاهد با مقایسه در داریمعنی طور به را

 .کنند تعدیل نیز را غیرزیستی هایاسترس ها،فیتوهورمون

 با پژوهش این آهن، و پتاسیم فراهمی افزایش در بومی هایباکتری کلیدی نقش و علوفه تأمین در یونجه اهمیت به توجه با

 گیاه در پروتئین و کاروتنوئیدها میزان رشد، هایشاخص بر سیدروفور و پتاسیم تولیدکننده بومی هایباکتری اثر بررسی هدف

 . است شده طراحی یونجه

 

 هاروشمواد و 

خاکهای . شد آوریجمع بیرم در جنوب استان فارس کشاورزی شهر مزارع در مختلف ریزوسفر محصولات از خاک نمونه 45

 از ریزوسفری، خاک جداسازی برای. بودند کلسیم)آهک( کربنات زیادی مقادیر دارای و داشتند قلیایی pHمورد نظر همگی 

 میلی متر از ریشه های مویین فاصله داشت، استفاده شد.  3-۲فاصله  به که خاکی

 استریل نمکی محلول لیتر میلی 9۰ در خاک گرم 1۰ لیتری، میلی ۲5۰ ارلن یک برای جداسازی باکتریهای ریزوسفری در

 دقیقه در دور 1۲۰ و گراد سانتی درجه ۲۸±۲ دمای در چرخشی شیکر در خاک سوسپانسیون. شد معلق( NaCl درصد ۸5/۰)

 متوالی صورت به سوسپانسیون از لیتر میلی 1 ، 1۰-6 تا 1۰-4رقت  از محلولی به دستیابی برای. شد داده تکان دقیقه 3۰ مدت به

 بیف، عصاره گرم 3 پپتون، گرم 5) آگار نوترینت استریل محیط روی بر سوسپانسیون محلول این از میکرولیتر 1۰۰ و شد رقیق

 انکوباتور در ساعت 4۸ مدت به گراد سانتی درجه ۲۸±۲ دمای در ها پلیت. شد پخش (آگار گرم ۲۰ کلرید سدیم و نمک گرم 5

BOD شدند انکوبه . 
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 CFU ۸1۰میکرولیتر از سوسپانسیون تازه میکروبی با غلظت  1۰۰میزان آزاد سازی پتاسیم معدنی نامحلول برای اندازه گیری 

 3FeClگرم در لیتر،  3CaCO 1/۰گرم در لیتر،  4MgSO 5/۰گرم در لیتر،  5میلی لیتر محیط الکساندروف)شامل ساکاروز  5۰به 

دور  1۲۰( افزوده و با سرعت   = 7pHگرم در لیتر در  5کووایت گرم در لیتر و موس 4NaHMoO ۰۰۲/۰گرم در لیتر،  ۰۰5/۰

میلی لیتر از محلول کشت شده به میکروتیوب منتقل شده و در روز هفتم پس  ۲در دقیقه بر روی شیکر قرار داده شد. سپس 

لی لیتر محلول رویی، پس می 1دور در دقیقه سانتریفیوژ گردید و غلظت پتاسیم در  1۰۰۰۰دقیقه و  15از انکوباسیون، به مدت 

 .(Savostin, 1972)میلی لیتر آب مقطر به وسیله دستگاه فلیم فتومتر اندازه گیری شد 1۰از رقیق شدن با 

بر  رشدیافته باکتریایی محلول شبه یک کشت و لکه گیری سیدروفور، با تولیدکننده PGPR جدایه های برای اولیه غربالگری

 با ناحیه روشن یک تشکیل. شد انکوبه سانتیگراد درجه 13در  و شد انجام ( CAS) سولفونات آزرول کروم آبی صفحات روی

 و تحلیل تجزیه. است سیدروفور تولید نشان دهنده تیره، آبی محیط کلونی در اطراف سفید یا صورتی زرد، به مایل رنگی هاله

 63۰ موج طول در جذب اتاق، دمای انکوباسیون در دقیقه 1۰ از شد. پس انجام CAS شاتل روش از استفاده با سیدروفور کمی

 :شد محاسبه زیر فرمول از استفاده ( با%) واحد سیدروفور. شد ثبت  (Perkin Elmer, Lambda2) توسط اسپکتروفتومتر نانومتر

 

 (.Alexander & Zuberer, 1991است ) نانومتر 63۰ نمونه در جذب As نانومتر، 63۰ در مرجع جذب Ar آن، در که

 هایپروتکل از استفاده با باکتری از شده جدا ژنومی DNA از 16S rRNA ژن ، PGPR هایجدایه مولکولی برای شناسایی

-1492R (5′ و  27F (5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′)پرایمرهای از. شد تکثیر PCR استاندارد

TACGGTTACCTTGTTACGACTT-3′)  16 ریبوزومی ژن تکثیر برایS rRNA محصولات. شد استفاده PCR الکتروفورز با 

 حدود اندازه با) یافته تکثیر محصولات. شدند جدا بروماید اتیدیوم با آمیزیرنگ و ساعت 1 مدت به درصد 1 آگارز ژل روی

 قرار جلو به رو جهت در ایچرخه یابیتوالی تحت PCR محصول. شدند نگهداری گرادسانتی درجه 4 دمای در( باز جفت 15۰۰

 .شد انجام (Bio-Rad T100, USA) ترموسایکلر از استفاده با (PCR) پلیمراز ایزنجیره واکنش. گرفت

 منتخب های PGPR با شدهتلقیح بذرهای. شد تهیه نهال و بذر تهیه و اصلاح تحقیقات مؤسسه از برای آزمایش گلخانه ای بذرها

 شاهد عنوان به نیز باکتری جدایه بدون مقطر آب با شدهخیس بذرهای و شدند خشک هوا در (Singh et al., 2020) روش به

 نگهداری گلدان هر در بوته سه حداقل و شد کاشته PGPR تیمار هر از تکرار سه با پلاستیکی گلدان در یونجه بذر. شدند استفاده

 .شد

 .گردید گیری اندازه (Bradford, 1976روش ) به پروتئین ( وLichtenthaler & Wellburn, 1983روش) به کل کارتنویید میزان

 SPSS افزارنرم از استفاده با (ANOVA) واریانس تحلیل طریق از آمدهدستبه هایداده. شد انجام تکرار سه در هاآزمایش همه

 (P ≤ 0.05) درصد پنج سطح در دانکن ایچنددامنه آزمون از استفاده با هامیانگین همچنین،. گرفت قرار ارزیابی مورد 16 نسخه

 .شدند مقایسه

 

 نتایج  و بحث

میزان آزادسازی پتاسیم در محیط الکساندروف ، جهت برآورد کمی آزادسازی پتاسیم مورد ارزیابی قرار گرفت و نتایج آن در 

 ( نشان داده شده است.1شکل )
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 روز بعد از انکوباسیون. 7برآورد کمی آزادسازی پتاسیم در محیط الکساندروف در مدت زمان  -1شکل 

 

الکساندروف حاوی روز پس از انکوباسیون بیشترین غلظت پتاسیم را در محیط  7در  SF1078( جدایه 1بر اساس نتایج شکل )

در محیط  pHپتاسیم آلومینوسیلیکات نشان داد و اختلاف معنی داری با بقیه جدایه ها و تیمار شاهد داشت که در نتیجه کاهش 

(حاصل شده است. این جدایه بعنوان جدایه برتر جهت شناسایی مولکولی و تلقیح با بذر یونجه controlنسبت به تیمار شاهد )

 انتخاب شد.

 

 

 .اولیه غربالگری های جدایه در سیدروفور واحدهای درصد -2ل شک

 اولیه نشان داده شده است. همانطور که مشخص است جدایه غربالگری های جدایه در سیدروفور واحدهای ( درصد۲در شکل )

SF1092 های جدایه و است داشته را سیدروفور واحدهای بیشترین درصد SF1044 و SF1075 سطح  در داری معنی اختلاف با
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بعنوان جدایه برتر جهت  SF1092جدایه بنابراین  .هستند بعدی های رتبه در دانکن ای دامنه چند آزمون بوسیله درصد پنج

 شناسایی مولکولی و تلقیح با بذر یونجه انتخاب شد.

جدایه های برتر در زمینه آزادسازی پتاسیم و تولید سیدروفور  16S rRNA ناحیه یابیتوالی بر مبتنی مولکولی شناسایی اساس بر

 ( آمده است.1به ترتیب متعلق به  و  هستند که اطلاعات آنها در جدول )

 شناسایی مولکولی جدایه های برتر در زمینه آزادسازی پتاسیم و تولید سیدروفور -1جدول 

شماره 

 جدایه

 داده پایگاه تطابق نزدیکترین جدایه برتر
NCBI 

درصد 

 مشابهت )%(

طول باند 

)bp( 
شماره دسترسی 

Genbank 

SF1078 
 Pseudarthrobacter آزادسازی پتاسیم

phenanthrenivorans 
98.14% 983 OL979177.1 

SF1092 تولید سیدروفور Pseudomonas alcaliphila 94.80% 672 OL979228.1 

 

 اخیر مطالعات با یافته این. داشتند تعلق Pseudomonas و Pseudarthrobacter هایجنس به مطالعه این در برتر هایجدایه

 کردن حل در مهمی نقش و هستند گیاهان ریزوسفر مؤثر و رایج ساکنین جمله از هاجنس این دهندمی نشان که دارد مطابقت

 آلی ترکیبات تجزیه در توانایی دلیل به Pseudarthrobacter هایخاص،گونه طور به. کنندمی ایفا سیدروفور تولید و معدنی مواد

 .P با مرتبط هایگونه ویژه به ،Pseudomonas جنس دیگر، سوی از (.Li et al., 2021) اندشده شناخته پیچیده معدنی و

alcaliphila، قرار تأیید مورد زااسترس شرایط در گیاه رشد هایمحرک و سیدروفور تولیدکنندگان ترینقوی از یکی عنوان به 

 (.Goswami & Deka, 2020) اندگرفته

 

متعلق به جنس  SF1092متعلق به جنس سودآرتروباکتر و  SF1078نتایج مطالعات گلخانه ای نشان داد تیمارهای باکتری 

( جدایه 3نتایج شکل ) سودوموناس نسبت به شاهد )بدون تلقیح باکتریایی( اثرات مثبت و معنی داری را نشان دادند. بر اساس

SF1078  بالاترین وزن خشک اندام هوایی یونجه را نشان داد و بعد از آن جدایهSF1092  قرار گرفت که هر دو جدایه اختلاف

درصد افزایش عملکرد را نسبت به تیمار شاهد  13و  ۲۰درصد نشان دادند و به ترتیب  5معنی داری را با تیمار شاهد در سطح 

 داشته اند.

 را ،Pseudarthrobacter sp. (SF1078) جدایه با ویژه به باکتریایی، تیمارهای در یونجه هوایی اندام خشک وزن دارمعنی فزایشا

 یک پتاسیم. داد نسبت آهن، و پتاسیم ویژهبه کلیدی، عناصر غذایی فراهمی بهبود در هاباکتری این نقش به مستقیماً توانمی

 که اندداده نشان اخیر مطالعات. است فتوسنتزی مواد انتقال و هاآنزیم سازیفعال اسمزی، فشار تنظیم در حیاتی عنصر

 تجزیه را معدنی هایسیلیکات ها،آنزیم و آلی اسیدهای ترشح با Pseudarthrobacter مانند (KSB) پتاسیم کنندهحل هایباکتری

 Etesami et) شودمی تودهزیست افزایش و رویشی رشد بهبود به منجر امر این که کنند،می آزاد گیاه جذب برای را پتاسیم و

al., 2021.) جدایه آن، موازات به Pseudomonas sp. (SF1092)  افزایش قلیایی خاک در را آهن فراهمی سیدروفور، تولید با 

 هاکربوهیدرات بیشتر تولید به منجر فرآیندها این بهبود. است ضروری فتوسنتز فرآیند و کلروفیل تشکیل برای آهن. است داده

 همزمان تأمین) مکانیسم دو این احتمالی افزاییهم اثر (.Vishnupradeep et al., 2022) شودمی biomass افزایش نهایت در و

K و Fe) جدایه برتری دلیل تواندمی SF1078 ،کندمی ایفا گیاه کلی رشد فرآیندهای در تریگسترده نقش پتاسیم که چرا باشد. 
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 تاثیر تیمارهای باکتریایی بر وزن خشك اندام هوایی یونجه -3شکل 

 SF1092بالاترین تولید کاروتنوئید در یونجه را نشان داد و بعد از آن جدایه  SF1078( جدایه 4همچنین بر اساس نتایج شکل )

درصد  1۰و  3۸ادند و به ترتیب درصد نشان د 5قرار گرفت که هر دو جدایه اختلاف معنی داری را با تیمار شاهد در سطح 

 افزایش تولید کاروتنوئید را نسبت به تیمار شاهد داشته اند. 

 وضعیت بهبود دهندهنشان ،(افزایش 3۸٪)  SF1078جدایه با ویژهبه شده،تلقیح گیاهان در کاروتنوئیدها غلظت چشمگیر افزایش

 عمل فتوسنتزی فرعی هایرنگدانه عنوان به تنها نه کاروتنوئیدها. است یونجه گیاه در اکسیداتیو کاهش استرس و فیزیولوژیکی

 عنوان به (Photo-oxidative stress) نوری هایاسترس برابر در فتوسنتزی دستگاه از محافظت در مهمی نقش بلکه کنند،می

 فتوسنتز کارایی بر مستقیم طور به تواندمی SF1078 توسط پتاسیم فراهمی بهبود. کنندمی ایفا غیرآنزیمی هایاکسیدانآنتی

 در و 2CO جذب میزان بر خود که دارد نقش گیاه آب تعادل تنظیم و هاروزنه شدن بسته و باز در پتاسیم زیرا بگذارد، تأثیر

 (ROS) اکسیژن فعال هایگونه برابر در محافظت به نیاز یابد،می افزایش فتوسنتز که هنگامی. است مؤثر فتوسنتز کارایی نتیجه

 این، بر علاوه (.Sachdev et al., 2021) دهدمی پاسخ نیاز این به کاروتنوئیدها بیشتر سنتز با گیاه و شودمی بیشتر نیز تولیدشده

 دارند را هااکسیدانآنتی سنتز با مرتبط سیگنالینگ مسیرهای القای یا کاروتنوئید سازهایپیش تولید توانایی ها PGPR از برخی

(Kang et al., 2022). 

 

 اثر تیمارهای باکتریایی بر تولید کاروتنوئید یونجه -4شکل 

متعلق به  SF1078متعلق به جنس سودوموناس و  SF1092همچنین نتایج مطالعات گلخانه ای نشان داد تیمارهای باکتری 

جنس سودآرتروباکتر نسبت به شاهد )بدون تلقیح باکتریایی( اثرات مثبت و معنی داری را بر تولید پروتئین نشان دادند. بر 

میلی گرم بر گرم را نشان داد و بعد از  11.۰1بالاترین تولید پروتئین یونجه با میانگین  SF1092( جدایه 5اساس نتایج شکل )

میلی گرم بر گرم قرار گرفت که هر دو جدایه اختلاف معنی داری را با تیمار شاهد با  9.6۲میانگین با  SF1078آن جدایه 

درصد افزایش تولید پروتئین خام را نسبت  ۲6و  44درصد نشان دادند و به ترتیب  5میلی گرم بر گرم در سطح  7.65میانگین 

 به تیمار شاهد داشته اند.
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 یی بر تولید پروتئین یونجهاثر تیمارهای باکتریا -5شکل 

 Pseudomonas  (44٪سیدروفورساز جدایه ویژه به باکتری، دو هر تأثیر تحت یونجه در خام پروتئین محتوای توجه قابل افزایش

 این. دهدمی نشان علوفه غذایی کیفیت بهبود در را هاباکتری اهمیت که است پژوهش این هاییافته ترینمهم از ،(افزایش

 :داد توضیح منظر دو از توانمی را افزایش

 جمله از نیتروژن، بیولوژیکی تثبیت مسیر در کلیدی هایآنزیم برای ضروری کوفاکتور یک آهن: غیرمستقیم نیتروژن تأمین اول،

 طور به SF1092 مانند سیدروفورساز هایباکتری گیاه، برای جذب قابل آهن کردنفراهم با. است هموگلوبین،لگ و نیتروژناز

 به مستقیماً بیشتر نیتروژن. دهندمی افزایش( است لگوم یک که) یونجه ریشه هایگره در را نیتروژن تثبیت کارایی غیرمستقیم

 (.Goswami & Deka, 2020) است پروتئین و آمینه اسیدهای بیشتر سنتز معنای

 و پروتئین سنتز در دخیل هایآنزیم سازیفعال در نیز SF1078 جدایه توسط آزادشده پتاسیم: متابولیسم در کلی نقش دوم،

 بنابراین،. شود پروتئین به آن تبدیل کاهش و نیترات تجمع به منجر تواندمی پتاسیم کمبود. دارد نقش گیاه در نیترات انتقال

 سیدروفورساز جدایه برتری (.Yaghoubi Khanghahi et al., 2021) کند تسهیل را پروتئین سنتز تواندمی نیز پتاسیم بهینه تأمین

 .است نیتروژن تثبیت و پروتئین سنتز در آهن مستقیم و محوری نقش دلیل به احتمالاً بخش این در

 گیری نتیجه

 هایجدایه ویژه به سیدروفور، تولیدکننده و پتاسیم آزادکننده بومی هایباکتری کاربرد که داد نشان وضوح به مطالعه این نتایج

Pseudarthrobacter phenanthrenivorans و Pseudomonas alcaliphila، بهبود برای مؤثر زیستی راهکار یک عنوان به تواندمی 

 مواد فراهمی افزایش طریق از هاباکتری این. گیرد قرار استفاده مورد آهکی هایخاک در یونجه کیفی و رشدی هایشاخص

 هاباکتری این با بذر تلقیح بنابراین،. شدند خام پروتئین و کاروتنوئید محتوای عملکرد، دارمعنی افزایش موجب ضروری، مغذی

 کشاورزی به دستیابی و شیمیایی کودهای مصرف کاهش برای زیست محیط با سازگار و پایدار جایگزین یک عنوان به تواندمی

 پیشنهاد هاباکتری این کارایی تردقیق ارزیابی برای ایمزرعه شرایط در مطالعات انجام. شود توصیه یونجه کشت در پایدار

 .گرددمی
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The Effect of Native Potassium-Releasing and Siderophore-Producing Bacteria on the Growth and 

Biochemical Indicators of Alfalfa 
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Abstract: 

Nutrient deficiencies such as potassium and iron are major constraints to optimal alfalfa production. This research 

investigated the effects of two native bacterial strains isolated from the rhizosphere of various plants in southern 

Fars province, including Pseudarthrobacter phenanthrenivorans (potassium-releasing) and Pseudomonas 

alcaliphila (siderophore-producing), on the growth and quality of alfalfa. The results demonstrated that the 

application of these bacteria significantly improved the growth and biochemical indicators of the plants. The 

highest increases in dry weight of aerial parts (20%) and carotenoid content (38%) were observed in the treatment 

with the potassium-solubilizing bacteria. On the other hand, the siderophore-producing bacterium led to a 44% 

increase in crude protein content. These findings indicate that inoculating alfalfa seeds with these native bacteria, 

by enhancing nutrient availability, is an effective and biological strategy for increasing the yield and nutritional 

quality of this valuable forage under calcareous soil conditions. 
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