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 چكیده

ر  یاهیناح  زوسفریر.  است  زموجوداتیر  یزندگ  یبرا  یمکان  و  اهانیگ  ییهوا  ی هااندام  سطح  لوسفریف که    بوده   شه یاز 

استفاده و بر سر غذا و مکان   یبه عنوان منابع کربن و انرژ  شهیدارند و از ترشحات ر  آنبه    یادیز  لیخاک تما  یهاسمیکروارگانیم

م رقابت  هم  باکتری  کنند.یبا  تاثیر  بررسی  منظور  گیاه   فیتوسفرهای  به  میزان رشد  و  در خصوصیات  باکتریپنبه  پنبه،  از  هچه  ایی 

اپی  فیتوسفر پنبهبه صورت  پنبه در مناطق مختلف  بذر گیاه  کاری و مزارع استان گلستان جداسازی شد.  فیت و اندوفیت از بوته و 

کلنی باکتریاییتک  شده،خالص  های  کلنی  سازی  ظاهر  و  حاشیه  فرم  اندازه،  رنگ،  نظیر  مورفولوژیک  اساس خصوصیات  ها  بر 

شدخالص منظور    .ندسازی  باکتریبه  گیاه  هاتاثیر  رشد  مدت  ،  چهروی  به  رقت    10بذور  به  باکتری  سوسپانسون  با   CFU  610دقیقه 

عدد بذر به صورت تصادفی در هر تیمار انتخاب    10تعداد  ،  شده   سوم و ششم شمارش  های زده در روزتعداد بذور جوانه  و  خیسانده 

چه، وزن تر و  چه، وزن تر و خشک ساقهخشک ریشه  چه، وزن تر و چه و ساقهزنی، طول رشد ریشهو صفاتی مانند سرعت جوانه

، تکثیر و تعیین  های بیوشیمیایی و فنوتیپیبراساس آزمون  ندچه و کل اندازه گیری شدچه، ساقهخشک کل، مقدارآب بافت ریشه 

 .Bacillus pumilus MR11  ،B. pumilus MR12  ،Bهای  ها مشخص شدند. جدایه سویهبرتر  نمایندگان    16SrRNAترادف ژن  

pumilus MR13  ،B. safensis MR21  ،B. safensis MR22    وStenotrophomonas pavanii MR31  های برتر به  به عنوان جدایه

گونه همچنین  شدند.  شناسایی  و  جداسازی  ریزوسفر  از  و  اندوفیت  و    Pseudomonas fluorescens  ،P. syringaeهای  صورت 

Pantoea annanatis   های صفات  فیت از گیاه و بذر جداسازی و شناسایی شدند. براساس مقایسه میانگینهای اپینیز به عنوان گونه

چه  بالاترین طول ریشه  B. pumilus MR12و    Bacillus pumilus MR11های شش روزه تیمار ناشی از سویه  چهمورد بررسی گیاه 

تر ساقه  و  چهو ساقه با  چه راوزن  ترتیب  به    گرم  17/1سانتیمتر و    25/6،  7/5گرم،    1/ 15سانتیمتر،    76/6،  67/6به  با توجه  داشتند. 

به    آنها زنی را نیز دارا بودند، لذا استفاده  بالاترین درصد و سرعت جوانه  S. pavanii MR31و    B. pumilus MR12  های اینکه سویه

های  زنی بذور شده و در کاهش میزان خسارت ناشی از بیماریموجب افزایش درصد و سرعت جوانه   د، ننتواعنوان تیمار بذری می

  ند بررسی تاثیر آنها دربرتر بود  ها چه نیز این سویهه اینکه از نظر ظرفیت مقدار آب گیاه ب نظر    د.نچه موثر باش اول فصل و مرگ گیاه 

 .B. safensis ،Bی هاگردد. این اولین گزارش از جداسازی باکتریدر تحقیقات آتی توصیه میشور   شرایط زنی بذور پنبه در جوانه

pumilus   وS. pavanii باشد.از ریزوسفر و به صورت اندوفیت پنبه در ایران می 

 باکتری، اندوفیت، گیاهچه، پنبه  های کلیدی:واژه
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 مقدمه 

  ی زندگ  ی برا  ی مکان  و اهانیگ  یی هوا یها اندام  سطح  لوسفریف

  و  فروکتوز  گلوکز،  مانند  ساده   یقندها.  است  زموجوداتیر

  از   که   بوده   ساقه   و برگها   یرو   در   غالب  یکربن  مواد  سوکروز

. در  ابندییم  راه   خارج  به   ی ترشح  منافذ  ای  یزخم  یهاقسمت

ب قسمت  نیا   مشاهده   توان  یم  را  یرورست  تیجمع  نیشتریها 

ساکنMercier &Lindow,  2000)  کرد   یکروبیم  نی(. 

باکتر  یها جنس  شامل  لوسفریف قارچیمختلف    ی هاها، 

  پروتوزواها   یکمتر  تیها و با جمعجلبک  مخمرها،  ، یارشته

باکتریباکتر.  هستند  نماتدها   و بخصوص    ی هایها 

Pseudomonas syringae    وPantoea sp.  ن یترفراوان  

(. گونه  Andrews &Harris, 2000)  هستند   لوسفریف  نیساکن

 لوسفریف یهایدر تعداد باکتر ییسزابه  ریتاث  برگ نوع و اه یگ

  برگ   پهن   اهان یگ  لوسفریف   در  یباکتر  تعداد   مثال   ی برا.  دارد

  پهن   اهان یگ   از  شتریب   یداریمعن  طور   به   ا یلوب  و  اریخ  مانند 

  گر ید یها است. از سوو گراس  یموم یهابرگ  یدارا برگ

  رات ییتغ  معرض  در(  لوسفری)ف  اه یگ  یهوائ  ی هاقسمت  سطح

  ی نسب  رطوبت   بنفش،   ماورا  اشعه   رطوبت،   دما،   مداوم   و  عیسر

 ,Brencic & Winans)است   یغذائ  مواد   غلظت   ب یش  و

2005). 

ر  یا  هیناح  زوسفریر م  بوده   شهیاز    ی ها سمیکروارگانیکه 

تما ر  آن به    ی ادیز  لیخاک  ترشحات  از  و  به    شه یدارند 

استفاده و بر سر غذا و مکان با هم    یعنوان منابع کربن و انرژ

م ،  Bacillus  رینظ  ییهایباکتر  کنند.یرقابت 

Pseudomonas  ،Azospirillium  ،Azotobacter  ،

Arthrobacter  ،Entrobacter    وSerratia    جمله از 

و    Bacillusباشند که دو جنس  یمحرک رشد م  یهایباکتر

Pseudomonas  داده   اختصاص  خود  به   را  تیجمع  نیشتریب-

رشد  افزاینده  های  باکتری  (.Podile & Kishore, 2006اند )

گیاه، جزیی از برنامه مدیریت تلفیقی بیماری بوده و موجب  

شیمیای مواد  مصرف  زراعی  کاهش  کنترل  عملیات  و  ی 

)می باکتریShivalingaiah et al. 2013شوند  این  ها می (. 

بیماری از عوامل  مقابل طیف وسیعی  زای گیاهی،  توانند در 

کنند. تحریک  را  القایی  مقاومت   ,.Pieterse et al)سیستم 

بیماری(2003 برابر  در  مقاومت  القای  در  .  مختلف  های 

توسط   خیار  و  برنج،  لوبیا،  موز،  نظیر  متعدد  محصولات 

گزارش شده است    Bacillus  و  Pseudomonasهای  باکتری

(Harish et al., 2008, Hasan et al., 2010 .)    جمله از 

سودوموناس رشد  محرک  تولید  توان  میها  عوامل 

های تثبیت  سیدروفور، پروتئاز، ترکیبات ضدمیکربی و آنزیم

 (. Suresh et al., 2010) را نام بردکننده فسفات 

گونه  معنی  Pseudomonasهای  اغلب  طور  طول  به  داری 

به   منجر  و  داده  افزایش  را  ماده خشک  و  ریشه،  طول  گیاه، 

های تحریک شود. اغلب باکتریتولید جوانه و ریشه گیاه می

تلقیح   کننده رشد گیاه مخصوصا اگر قبل از کاشت در بذر 

های  شوند قادر به استقرار در ریشه هستند. استفاده از باکتری

بیولوژیک   کنترل  عامل  عنوان  به  گیاه  رشد  کننده  تحریک 

جایگزینی برای استفاده از کودهای شیمیایی است که منجر 

شده  زیست  محیط  آلودگی  )به  (.  Ali et al., 2010اند 

باکتریسودوموناس عمده  گروه  بین  ها  در  ریزوسفر  های 

با   که  هستند  گیاه  رشد  کننده  تحریک  باکتریایی  جمعیت 

های گیاهی، تحریک جذب  راهکارهایی نظیر تولید هورمون 

می فعالیت  گیاهی  بیمارگران  کنترل  و  غذایی  کنند  مواد 

(Minaxi, 2010 .) 

گ  ی هابافت  داخل  در   لوسیباس  یهاگونه    به   اهان یمختلف 

گونه  شدند  گزارش   ت یاندوف  عنوان   .B. megaterium 

 B. subtilisو    B. pumilus  و  زوسفریدر ر  گونه   نیترفراوان

 ,Arias) اندشده گزارش   ایسو لوسفریف ی هاگونه نیترفراوان

et al., 1999)باکتر داخل  B. endophyticus  ی.  بافت    ی از 

، .Erwinia sp  یهای(، باکترReva, et al., 2002)  پنبه  افیال

Bacillus sp.  ،B. pumilus  ،B. brevis  ،Clavibacter sp. 

ساقه، غنچه و    شه، یر  ستروناز سطح    .Xanthomonas spو  

اندوف صورت  به  پنبه  رقم  دو  شدند    یجداساز  ت یغوزه 

(Misaghi & Donndelinger, 1990باکتر  ی(. 

Enterobacter asburiae  از    ن یو همچن  ت یبه صورت اندوف

جداساز  زوسفریر که    یپنبه  این  شد  که  داد  نشان  نتایج 

است   قادر    یابد   گسترش  اه یدر گ  کی ستمیبه طور سباکتری 

(Hallmann et al., 1998.)    باکتریP. fluorescens    باعث

معنی جوانهافزایش  شرایط  دار  در  پنبه  خشک  وزن  و  زنی 

 .Pجدایه  (.  Salaheddin et al., 2010)  شدگلخانه  
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fluorescens    و گیاهچه  رشد  و  ظهور  تحریک  موجب 

 Safyazov)گردیدافزایش عملکرد همراه با کاهش بیماری  

et al., 1995) .   

 

 ها مواد و روش

از اواخر اردیبهشت تا شهریور،    در طول مدت رشد گیاه پنبه

کاری گیاه در مزارع پنبهریشه های مختلف هوائی واز قسمت

بردای  صورت تصادفی نمونه   ه مناطق مختلف استان گلستان ب

باکتری بررسی  منظور  به  بوته انجام شد.  نیز  ها  های ریزوسفر 

با آن در داخل   با ریشه و خاک همراه  به طور کامل همرا ه 

   ند.های کاغذی به آزمایشگاه منتقل شدپاکت

 

 های مختلف گیاهی  از قسمتها جداسازی باکتری

باکتری جداسازی  و  جهت  احمد  روش  از  ریزوپلان  های 

های  ( استفاده شد و باکتریAhmad et al., 2008همکاران )

شده   ارائه  روش  از  استفاده  با  گیاهی  اندام  و  بذر  اندوفیت 

دوندلینگر و  میثاقی   ,Misaghi & Donndelinger)توسط 

باکتری  (1990 اپیو  همکاران  های  و  مهتا  روش  با  فیت 

(Mehta et al., 2005 .جداسازی شدند ) 

 

 ها ها ظاهری سویهبررسی ویژگی

از   سازی  پس  کلنیخالص  باکتریاییتک  منظور    ،های  به 

)آزمون  ،شناسایی گرم  لوان    ، (Suslow et al., 1982های 

(Lelliott et al., 1966( اکسیداز ،)Lelliott et al., 1966  ،)

ایجاد  (،  Lelliott et al., 1966زمینی )های سیبلهانیدن ورقه 

 & Fahy)(، کاتالازKlement et al., 1964فوق حساسیت )

Persley, 1983)   بی و  هوازی  رشد   & Fahy)هواری، 

Persley, 1983)  تولید رنگدانه فلورسنت در محیط ،King–

B  (King et al., 1954  ،از قندها، اسیدهای آمینه (، استفاده 

)لالک آلی  اسیدهای  و  سایر  Schaad, et al., 2001ها  و   )

 های تکمیلی انجام شد. آزمون

 

 ارزیابی تاثیر باکتری روی رشد گیاهچه

 CFUدقیقه با سوسپانسون باکتری به رقت    10بذور به مدت  
تکرار داخل    3در    ،بذرعدد    100تعداد  سپس    ،خیسانده 610

مترمربع کشت ( سانتی25×25حوله کاغذی )واتمن( به ابعاد )

رشد اتاقک  در  دمای  و  دوره    سلسیوسدرجه    25  با  با  و 

 قرار داده شدند.ساعت تاریکی    8ساعت نور و    16روشنایی  

جوانه بذور  روزتعداد  در  شمارش  هایزده  ششم  و  ، سوم 

عدد بذر به صورت تصادفی در هر تیمار انتخاب و    10تعداد  

جوانه سرعت  مانند  ریشهصفاتی  رشد  طول  و  زنی،  چه 

وساقه تر  وزن  ریشه  چه،  خشک  خشک  و  تر  وزن  چه، 

ریشهساقه بافت  مقدارآب  کل،  خشک  و  تر  وزن  چه،  چه، 

جهت بدست آوردن وزن    . ندچه و کل اندازه گیری شد ساقه

و ریشهخشک ساقه پاکتچه  تمامی  با  ها در داخل آون  چه 

و    قرار گرفتندساعت    72به مدت    سلسیوس درجه    75دمای  

 (. ISTA, 2015) ها ثبت شد سپس وزن خشک نمونه 

 

با استفاده از مطالعات  های منتخبباکتری یشناسائ

 یمولكول

های منتخب بر اساس  باکتری  یکیتاکسونوم  تیموقع  یبررس

ناح  نییتع است.    16s rRNA  ی ژن  ه یترادف    ی براانجام شده 

آغازگرها  هی ناح  نیا  ریتکث با  از  سیناژن  شرکت  ساخت  ی 

 ´F27: 5´–AGAGTTTGATCMTGGCTCAG– 3توالی 

 –R1492: 5´–TACGGYTACCTTGTTACGACTTو

ای،  .  (Lane, 1991)شد    استفاده    ´3 ان  دی  استخراج  برای 

آگار  جدایه  نوترینت  کشت  محیط  روی  بر  باکتری  های 

شدند.   دمای    24کشت  در  رشد  از  پس  درجه    28ساعت 

سلول سلسیوس استریل، ،  مقطر  آب  در  باکتری  های 

( سوسپانسیون  کدری  میزان  شدند.   Opticalسوسپانسیون 

Density–OD  در میران    600(  به  واحد    1/0–2/0نانومتر 

نمونه   هر  به  شد.  یک    1/0تنظیم  پتاسیم  هیدروکسید  حجم 

دقیقه    10ها پس از ورتکس، به مدت  نرمال اضافه شد. نمونه 

از   پس  و  در    5جوشانده  سانتریفوژ  در    13000دقیقه  دور 

حاوی   محلول  عنوان  به  و  جدا  بالائی  محلول    DNAدقیقه، 

 Arabi et)کار برده شدتیپی بههای ژنوبرای برخی از آزمون

al., 2006)  از استفاده  با  ژنی  ناحیه  این  تکثیر  برای   .PCR ،

  : انجام شد  لیبه شرح ذ  تری کرولیم  25  یدر حجم نهائواکنش  

شامل   واکنش    تر یکرولیم  DNA  ،5/2  تریکرولیم  2مخلوط 

PCR buffer 1X  ،1    آغازگر،  میکرومول نوع  هر    2/0از 
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از هر یکمیلی میکرومول کلرید منیزیم    dNTPs  ،5/1  مول 

میکرولیتر در    95/17و میزان آب نیز    مرازی پل  Taqواحد    3  و

شامل مرحله واسرشته    ییو دما   ی زمان  ط یشرا  نظر گرفته شد. 

و    5به مدت    سلسیوسدرجه    94دمایدر    هی اول  یساز دقیقه 

مجزا  35سپس   واسرشته  چرخه  دمای)شامل  در   94سازی 

 DNA  به مدت یک دقیقه، اتصال آغازگر به   سلسیوس درجه  

دمای    در  دقیقه  به مدت یک  و    سلسیوسدرجه    55ژنومی 

 ثانیه(  90به مدت    سلسیوسدرجه    72در دمای     DNAتکثیر

دمای در  نهائی  بسط  مرحله  یک  سرانجام،  درجه    72و 

 Ausubel, et)دقیقه در نظر گرفته شد  10به مدت    سلسیوس

al., 1992)  5/1. پس از تایید وجود باند تکثیر در ژل آگارز 

محصول   در  نمونهPCRدرصد  شده  ،  تکثیر    ی برا های 

به شرکت  به شرکت و در نهایت تعیین ترادف توالی  صیتخل

Macrogen   گردید.)کره ارسال  برای    جنوبی( 

چندگانهردیفهم ،  (multiple alignment)  سازی 

جدایهترادف از  آمده  بدست  از های  بررسی،  مورد  های 

و    Bioedit 7.0.9.0افزار  نرم برای مقایسه تشابه  استفاده شد. 

استفاده   Mega5افزار ز نرم حاصل اهای فاصله ژنتیکی ترادف 

روش  (Felsenstein, 1989)شد   با  فیلوژنتیکی  درخت   .

Neighbour–Joining    و ماتریکس فاصلهJukes–Cantor    با

باکتری   Bootstrap تکرار  1000 برای  و  گرم  محاسبه  های 

 Paenibacillusاز    مثبتهای گرم  یو باکتر  E. coliمنفی از  

bracinonensis  عنوان استفاده  outgroup به  ترسیم  در 

( و برای مشاهده و تحلیل  Jukes & Cantor, 1969گردید )

 استفاده شد.  Tree View 1.6.6 (Page, 1996 )آن، از برنامه

 

 نتایج  

واریانس ویژگی تجزیه  تر  طول ریشه  یها براساس  چه، وزن 

زنی،  چه، درصد و سرعت جوانهچه، وزن خشک ریشهریشه

ریشه آب  ساقهمقادیر  گیاه چه،  و  گیاه چه  در  سه  چهچه  های 

دار بودند و در سایر صفات  روزه در سطح یک درصد معنی

معنی نداشتنداثر  همچنینداری  ریشه  یهاویژگی  .  چه،  طول 

ریشه تر  ریشهوزن  خشک  وزن  خشک  چه،  وزن  چه، 

جوانهگیاه  سرعت  و  درصد  ریشهچه،  آب  مقدار  چه،  زنی، 

جوانهساقه سرعت  و  و  چه  درصد  یک  سطح  در  نهایی  زنی 

ساقه طول  گیاه   چه،صفات  تر  آب  وزن  مقدار  و  چه 

  . دار بودندهای شش روزه، در سطح پنچ درصد معنیچهگیاه 

میان مقایسه  بررسی گین براساس  مورد  صفات  های 

 B. pumilus MRهای شش روزه تیمار ناشی از سویهچهگیاه 

  چه و ساقه چه بالاترین طول ریشه  B. pumilus MR12و    11

نیز برتر از  سایر ویژگی  در چه را داشتند و  وزن تر ساقه  و ها 

صفات   بندی  گروه  و  واریانس  تجزیه  نتایج  بودند.  سایرین 

های سه و شش روزه در تیمارهای باکتریایی چهمختلف گیاه 

   است. اشاره شده  7 الی 4 بذری در جداول
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 جدا شده از ریزوسفر و اندوفیت پنبه  باکتریایی  هایو بیوشیمیایی جدایه فنوتیپی   یهاویژگی –1جدول 
Table 1– Phenotypic and biochemical characteristics of bacterial isolates from rhizosphere and endophyte of 

cotton 

 

 

های  (، جدایه 1( و نتایج ناشی از خصوصیات فنوتیپی و بیوشیمیایی )جدول  4)جدول    16S rRNAبراساس نتایج ناشی از تکثیر ژن  

S. pavanii MR31  ،B. safensi s MR21  ،B. safensis MR22  ،B. pumilus MR13  ،B. pumilus MR12  و  B. pumilus 

MR11 گذاری شدند.شناسایی و نام 

 

 . های محرک رشدچه پنبه سه روزه در تیمارهای بذری نمایندگان باکتریهای صفات مختلف گیاه  مقایسه میانگین –2جدول 
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Gram – + + + + + 
Oxidase – – – – – – 
Flourescent on KB medium – – – – – – 
Oxidative metabolism + + + + + + 
Fermentative metabolism – – – – – – 

Soft rot on Potato – – – – – – 
Starch hydrolysis – – – – – – 

Nitrate reduction – – – – – – 

Gelatin hydrolysis – + + + + + 

Lipase – – – – – – 

Growth on NaCl 3% + + + + + + 
Growth on NaCl 5% – + + + + + 

Utilization of :       
Glucose + + + + + + 
 Sucrose + + + – + + 
D–mannose + + + + + + 
D–galactose + + + + + + 
Cellobiose + + + – – + 
Arabinose + – + – – + 
D–fructose + – + + + + 
Trehalose) + + + + + + 
Acetate) – – – – – – 
Malonate – + + – – – 

L–tartrate – – + – + + 

Urate – – – – – – 
Citrate + – – – – – 
D–galactorunate – + – – – – 
L–maleate – – – – – – 
Lactate + + – + + – 
Nicutinate – – – – – – 
Meso–inositol – + – + – – 
L–cysteine – – – – – – 

Ganine – – – – – – 

Glysine + + + + + + 

Caseine + + + + + + 
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Table 2. Mean comparison of different characteristics of three–day cotton seedling in seed treatments 

representing cotton growth bacteria. 
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Control 0.3 a 93 bcd 30.99 bcd 0.817 d 0.347 f 0.41 e 
2.3 c 1.31 a 0.445 a 0.065 

ef 

B..pumilus MR 11 0.282 ab 84 ef 27.99 ef 0.817 d 0.362 f 0.42 de 
2.01 cd 1.23 a 0.427 a 0.057 

f 

B. pumilus MR13 0.285 ab 92 cd 30.66 cd 0.89 abc 0.417 cde 0.512 bc 
2.73 bc 1.37 a 0.47 a 0.122 

b–e 

P. fluorescens 0.25  b 94 bc 31.33 bc 0.882 abc 0.42 cde 0.482 c 
1.44 d 1.35 a 0.419 a 0.062 

f 

B. pumilus MR12 0.27 ab 97 a 32.33 a 0.87 bc 0.397  de 0.56  bc 
2.48 c 1.15 a 0.42 a 0.127 

bcd 

B. pumilus 0.287 ab 95 ab 31.66 ab 0.895 abc 0.442  bc 0.56  bc 
3.25 ab 1.33 a 0.49 a 0.167 

b 

P. annanatis 0.285 ab 86 e 28.66 e 0.872 bc 0.392 e 0.462 cde 
2.1 cd 1.2 a 0.46 a 0.082 

def 

 

 . های محرک رشدهای صفات مختلف گیاهچه پنبه سه روزه در تیمارهای بذری نمایندگان باکتری مقایسه میانگین –2جدول ادامه 
Table 2. Continued. 
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P. annanatis 0.51 cde 0.29 a 0.01 c 2.5 c 1.25 a 0.46 a 0.107 c–f 0.57 b–e 0.265 a 0.012 bc 
B. safensis MR22 0.485 de 0.272 a 0.01 c 3.51 a 1.3 a 0.457  a 0.147  bc 0.605 bc 0.247 a 0.02 a 

B. safensis MR21 0.59 bcd 0.275 a 0.01 c 2.31 c 1.35 a 0.43 a 0.102 c–f 0.532 cde 0.252  a 0.01 c 

P. syringae 0.482 e 0.242 a 0.007 c 2.23 c 1.3 a 0.452 a 0.077 def 0.532 cde 0.272  a 0.01 c 
S. pavanii MR31 0.55 cde 0.252 a 0.017 ab 2.21 c 1.29 a 0.45 a 0.09 c–f 0.537 cde 0.262 a 0.01 c 

P. fluorescens 0.657 ab 0.272 a 0.017 ab 2.14 cd 1.28 a 0.485 a 0.112 b–f 0.595 bc 0.272 a 0.01 c 

P. syringae 0.535 cde 0.277 a 0.01 c 3.26 ab 1.31 a 0.487a 0.22 a 0.705  a 0.252  a 0.017  ab 

The numbers in each column, which are in at least one common letter, are statistically grouped together . 

 

 . های محرک رشدچه پنبه سه روزه در تیمارهای بذری نمایندگان باکتریهای صفات مختلف گیاه  مقایسه میانگین –2جدول ادامه 
Table 2– Continued. 

Characteristics 
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P. annanatis 0.28 ab 95 ab 31.66 ab 0.877 abc 0.427 cd 0.512 bc 

B. safensis MR22 0.265 ab 91 d 30.33 d 0.867 bc 0.46 ab 0.555 b 
B. safensis MR21 0.265 ab 95 ab 31.74 ab 0.885 abc 0.41 cde 0.502 bc 

P. syringae 0.282 ab 82 f 27.33 f 0.86 c 0.402 de 0.47 cd 

S. pavanii MR31 0.275 ab 95 ab 31.66 ab 0.875 abc 0.412cde 0.49 c 
P. fluorescens 0.28 ab 86 e 28.66 e 0.905 ab 0.437 bc 0.522 bc 

P. syringae 0.267 ab 92 cd 30.66 cd 0.915 a 0.485 a 0.62 a 

The numbers in each column, which are in at least one common letter, are statistically grouped together . 

 

 . های محرک رشدچه پنبه شش روزه در تیمارهای بذری نمایندگان باکتریهای صفات مختلف گیاه  مقایسه میانگین –3جدول 
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Table 3– Mean comparison of different characteristics of six–day cotton seedling in seed treatments representing 

cotton growth bacteria 
Characteristics 
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Control 2.74 f 4.67 de 0.937 bc 0.014ef 0.948cd 0.282abc 0.004 fg 

B..pumilus MR11 6.67 a 6.76 a 1.15 ab 0.034 b–f 1.18 a–d 0.256 abc 0.012 ab 

B. pumilus MR13 5.95 ab 5.33 a–e 0.867 c 0.033 c–f 1.05 bcd 0.228 c 0.011abc 

P. fluorescens 2.67 f 4.98 cde 1.12 ab 0.019 ef 1.14 a–d 0.285 abc 0.003 g 

B. pumilus MR12 5.7 abc 6.25 abc 1.17 ab 0.042 b–d 1.16 a–d 0.233 c 0.009a–d 

B. pumilus 5.2 bc 5.15 b–e 0.92 bc 0.025 c–f 0.944 d 0.245 bc 0.009a–d 

P. annanatis 3.73 ef 5.21 b–e 1 bc 0.045 abc 1.04 bcd 0.265 abc 0.005 efg 

The numbers in each column, which are in at least one common letter, are statistically grouped together . 

 

های محرک  چه پنبه شش روزه در تیمارهای بذری نمایندگان باکتریهای صفات مختلف گیاه  مقایسه میانگین –3جدول ادامه 
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Control 0.287abc 96 b 15.99b 0.662bcd 0.697bcd 0.695d 46.99cde 

B..pumilus MR11 0.27abc 96 b 15.99b 0.61cd 0.777 a 0.772abc 43.99 f 

B. pumilus MR13 0.24 c 93 c 15.5 c 0.667cd 0.735abc 0.772abc 46.16 e 

P. fluorescens 0.29abc 98 ab 16.33ab 0.822abc 0.745abc 0.745a–d 47.66 a–d 

B. pumilus MR12 0.262 c 98 ab 16.33ab 0.77a–d 0.787 a 0.787ab 48.66 a 

B. pumilus 0.255bc 96 b 15.99b 0.555d 0.727abc 0.725bcd 47.66 a–d 

P. annanatis 0.27abc 87 d 14.49d 0.884ab 0.732abc 0.74a–d 43.16 f 

The numbers in each column, which are in at least one common letter, are statistically grouped together . 

 

های محرک  چه پنبه شش روزه در تیمارهای بذری نمایندگان باکتریهای صفات مختلف گیاه  مقایسه میانگین –3جدول ادامه 

 .رشد
Table 3– Coninued. 

Characteristics 

 

 

Isilates                 R
ad

ic
le

 

le
n

g
th

 

(c
m

) 

P
ed

ic
le

 

le
n

g
th

 

(c
m

) 

P
ed

ic
le

 

w
et

 

w
ei

g
h

t 

(g
) 

R
ad

ic
le

 

w
et

 

w
ei

g
h

t 

(g
) 

S
ee

d
li

n
g

 

w
et

 

w
ei

g
h

t 

(g
) 

P
ed

ic
le

 

d
ry

 

w
ei

g
h

t 

(g
) 

R
ad

ic
le

 

d
ry

 

w
ei

g
h

t 

(g
) 

P. annanatis 4.95bcd 5.55a–e 1.04bc 0.019ef 1.06bcd 0.251bc 0.007c–f 

B. safensis MR22 4.4cde 4.76de 0.952bc 0.047ab 1.09a–d 0.243bc 0.01a–d 

B. safensis MR21 4.85bcd 5.3b–e 0.957bc 0.011f 1.17a–d 0.323a 0.008cde 

P. syringae 3.37ef 6.59ab 1.37a 0.059a 1.33a 0.27abc 0.005efg 

S. pavanii MR31 5.46abc 4.1e 0.98bc 0.058a 1.19abc 0.305ab 0.013a 

P. fluorescens 4.56b–e 4.75de 0.942bc 0.021def 0.963bcd 0.287abc 0.007def 

P. syringae 5bcd 5.79a–d 1.05abc 0.035b–e 1.2 /1 ab 0.252bc 0.007efg 

The numbers in each column, which are in at least one common letter, are statistically grouped together . 
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 .رشد
Table 3– Coninued. 

Characteristics 
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P. annanatis 0.257bc 100a 16.66a 0.595cd 0.76ab 0.755a–d 48.32ab 

B. safensis MR22 0.255bc 98ab 16.33ab 0.775a–d 0.745abc 0.767abc 46.66de 

B. safensis MR21 0.33a 96b 15.99b 0.26e 0.657d 0.717cd 47.74abc 

P. syringae 0.275abc 96b 15.99b 0.92a 0.785a 0.79a 43.32f 

S. pavanii MR31 0.317ab 100a 16.66a 0.844ab 0.687dc 0.732a–d 48.32ab 

P. fluorescens 0.295abc 92c 15.33c 0.64bcd 0.692bcd 0.696d 43.99f 

P. syringae 0.262abc 100a 16.66a 0.732a–d 0.76ab 0.782ab 47.32bcd 

The numbers in each column, which are in at least one common letter, are statistically grouped together . 

 .16S rRNAهای باکتری براساس توالی ژن مشخصات جدایه –4جدول 
Table 4. Characteristics of the bacteria isolates based on 16S rRNA gene sequence. 

Similarity Closest type strain Accession numbers Isolate 

99 B. pumilus AB020208.1 T KY067432.1 B. pumilus MR11 
98 B. pumilus AB020208.1 T KY067433.1 B. pumilus MR12 
99 B. pumilus AB020208.1 T KY067435.1 B. pumilus MR13 
99 B. safensis NR–113945.1 T KY067431.1 B. safensis MR21 
99 B. safensis NR–113945.1 T KY067434.1 B. safensis MR22 
99 S. pavanii FJ748683.2T KY067436.1 S. pavanii MR31 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 16Sها بر اساس توالی ژن  های شناسایی شده سایر باکتریهای گونه با سویه   S. pavanii MR31 ارتباط فیلوژنتیکی سویه  –1شکل  

rRNA–  روش به  اساس روش Neighbour–Joining دندروگرام  بر  فاصله  ماتریکس  و   تکرار  1000با   Jukes–Cantor ترسیم 

Bootstrap  است شده  عنوان   E. coliباکتری    .محاسبه  تعداد  به  outgroup به  کننده  منعکس  نشانه  خط  است.  شده  برده  کار 

 .تغییرات نوکلئوتیدی در هر جایگاه است02/0
Fig 1. Phylogenetic analysis of S. pavanii MR31 with other identified strains based on 16S rRNA gene 

sequences. The tree was constructed using the neighbor–joining method, and bootstrap values (based on 1000 

replications) are shown at the nodes to indicate statistical support for each branch. S. pavanii MR31 clustered 

closely with its closest type strain from the GenBank database, confirming its taxonomic classification. The tree 

was rooted with Escherichia coli as an outgroup to provide evolutionary context. 
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 .Bو   B. pumilus MR11 ،B. pumilus MR12 ،B. pumilus MR13  ،B. safensis MR21های ارتباط فیلوژنتیکی سویه  –2شکل 

safensis MR22  سویه گونه با  باکتری های  سایر  شده  شناسایی  ژن  های  توالی  اساس  بر  روش  –16S rRNAها  به   دندروگرام 

Neighbour–Joining اساس روش بر  فاصله  ماتریکس  و  است Bootstrap تکرار  1000با   Jukes–Cantor ترسیم  شده    .محاسبه 

تغییرات  01/0کار برده شده است. خط نشانه منعکس کننده تعداد  ه ب outgroup به عنوان  Paenibacillus barcinonensisباکتری  

 . نوکلئوتیدی در هر جایگاه است
Fig 2. Phylogenetic analysis of Bacillus pumilus MR11, B. pumilus MR12, B. pumilus MR13, B. safensis MR21, 

and B. safensis MR22 based on 16S rRNA gene sequences. Bootstrap values (1,000 replicates) are shown at the 

nodes, indicating the reliability of the branching pattern. The tree was rooted with Paenibacillus barcinonensis to 

provide evolutionary context. The analysis confirms the close relationship among B. pumilus and B. safensis 

isolates while distinguishing them from other Bacillaceae members. 

 

 بحث
  S. pavanii MR31و   B. pumilus MR12ه اینکه سویه نظرب

)جداول    زنی را نیز دارا بودند بالاترین درصد و سرعت جوانه

می(3و    2 بذری  تیمار  عنوان  به  آن  از  استفاده  لذا  تواند  ، 

و سرعت جوانه افزایش درصد  و در  موجب  بذور شده  زنی 

بیماری از  ناشی  خسارت  میزان  و  کاهش  فصل  اول  های 

در سطح  بوته  تراکم  و  سبز  افزایش سطح  و  گیاهچه  مرگ 

باشد.   موثر  و  MR31جدایه  هکتار  برنر  نتایج  برخلاف   ،

( نیترات  Brenner, et al., 2006همکاران  احیای  به  قادر   ،)

)جدول   ایزوله  1نبود  بیوشیمیایی  خصوصیات  اساس  بر   .)

MR31    جنس عنوان  براساس    Stenetrophomonasبه  و 

آنالیز گونه    16S rRNAژن    نتایج  عنوان    S. pavaniiبه 

جدایه شد.  در    MR13و    MR11  ،MR12های  شناسایی 

و   گالاکتوز  سلوبیوز،  فروکتوز،  آرابینوز،  از  استفاده 

همکاران و  برنر  نتایجی   ,.Brenner, et al)مزواینوزیتول 

گونه    (2006 شد.  از    B. safensisحاصل  اسید  تولید  با 

دی  مالتوز،  دی –اینوزیتول،  آلفا  متیل    تورانوز، 

گلوکوپیرانوزید و استفاده از اینوزیتول و نتایج منفی در لیپاز  

 Sotami)قابل تمایز است  B. pumilusو هیدرولیز کازئین از 

et al., 2006)  و بیوشیمیایی  فنوتیپی،  براساس خصوصیات   .

ژن   مولکولی  جدایه4)جدول    16S rRNAمطالعات  های  (، 

MR11  ،MR12    وMR13    عنوان و    B. pumilusبه 

شناسایی   B. safensisبه عنوان    MR22و    MR21های  جدایه 

ز ریشه، ساقه،  به صورت اندوفیت ا  B. pumilusگونه    شدند. 

شد  جداسازی  پنبه  غوزه  و   & Misaghi)غنچه 

Donndelinger, 1990).  فنوتیپی،   براساس   خصوصیات 

  ، گونه 16S rRNAبیوشیمیایی و تعیین ترادف ژن  آزمایشات

B. pumilus   در کاج(Kovaleva et al., 2015)    با استفاده  و
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 .Bاکتری  ب  gyrase Bو    16S rRNAهای  ترادف ژنتعیین  از  

safensis  ندشد  شناسایی  (Fonseca et al., 2015.)    براساس

گونه  فیلوژنتیکی  ارتباط   .B  و   B. pumilusهای  نتایج 

safensis    نتایج با  که  گرفتند  قرار  گروه  یک  و  در  کاکاد 

 ,Kakade & Chaphalkar)مطابقت داشت ،  2017شافالکر،  

2017). 

بیوشیمیایی و تعیین    آزمایشات  خصوصیات فنوتیپی،  براساس

 B. pumilus،  (Kovaleva et  ، گونه16S rRNAترادف ژن  

al., 2015)   16های  ترادف ژنتعیین  با استفاده از  وS rRNA 

 Fonseca)ند شد  شناسایی  B. safensisاکتری  ب  gyrase Bو  

et al., 2015).  16جفت باز ژن    1500میزان شباهت ترادفS 

rRNA  ایزوله در   ،S. pavanii MR31    ایزوله با 

FJ748683.1   ایزوله ژن،  و   B. safensis MR21های  بانک 

B. safensis MR22    با ایزولهNR113945.1  بانک ژن وB. 

pumilus MR13    وB. pumilus MR11    ایزوله با 

AB020208.1    درصد بود و ایزوله    99بانک ژن به میزانB. 

pumilus MR12    ایزوله ژن،    AB020208.1با   98بانک 

)شکل داشت  شباهت  نتایج  (.  2و    1های  درصد  براساس 

جدایه   هفت  مقابل  در  باسیلوس  سویه  هشت  اثر  از  حاصل 

گیاه  مرگ  عامل  معنیقارچ  بسیار  رابطه  پنبه،  در  چه  داری 

و   پیش  گیاهچه  مرگ  مانند  بقا،  پسخصوصیاتی  رویشی، 

شد مشاهده  گیاه  خشک  وزن  و   ,.Khiyami et al)ارتفاع 

داری معنیاثرات    P. fluorescensاستفاده از باکتری    (2014

پنبه در  چه  گیاه زنی، شادابی و وزن خشک  جوانهافزایش  در  

گلخانه   گونه.  داشتشرایط  و    این  ظهور  تحریک  موجب 

رشد گیاهچه و افزایش عملکرد همراه با کاهش بیماری شد  

(Safyazov et al., 1995  جوانه و  ریشه  طول   .)

نتیجه استفاده از  فرنگی، خیار، کاهو و سیب گوجه  زمینی در 

یافت  .Pseudomonas spباکتری    & VanPeer)افزایش 

Schippers, 1988).  با سودموناس های فلورسنت  در مقایسه 

خصوص   در  گیاه،  رشد  شناخت    .Bacillus spمحرک 

حالی در  دارد  وجود  باکتریکمتری  عنوان  به  آنها  های  که 

نقش موثری را در رشد گیاه و بیوکنترل ایفا    ،  تیپیک خاک

)می نظر  ب نظر    (.Kloepper et al., 2004bکنند  از  اینکه  ه 

ند بررسی برتر بود  هاچه نیز این سویهظرفیت مقدار آب گیاه 

در آنها  در  جوانه  تاثیر  پنبه  بذور  در  شور    شرایط زنی 

می توصیه  آتی  از  تحقیقات  گزارش  اولین  این  گردد. 

باکتری  .S  و  B. pumilus  ،B. safensisهای  جداسازی 

pavanii  باشد.از فیتوسفر پنبه در ایران می 
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Abstract  

The phyllosphere is the surface of the aerial parts of plants and a place for microorganisms to live. The 

rhizosphere is a region of the root that soil microorganisms have a strong affinity for, and use root secretions 

as carbon and energy sources and compete for food and space. In order to investigate the effect of cotton 

phytospheric bacteria on the characteristics and growth rate of cotton seedlings, phytospheric bacteria were 

isolated as epiphytes and endophytes from cotton plants and seeds in different cotton growing areas and fields 

of Golestan province. After growth, single bacterial colonies were purified based on morphological 

characteristics such as color, size, edge shape, and appearance of the colonies. In order to determine the effect 

of bacteria on seedling growth, seeds were soaked for 10 minutes with a bacterial suspension diluted to 106 

CFU and the number of germinated seeds was counted on the third and sixth days. 10 seeds were randomly 

selected in each treatment and traits such as germination rate, root and shoot growth length, root and dry 

weight, shoot and fresh weight, total fresh and dry weight, root, shoot and total tissue water content were 

measured. Based on biochemical and phenotypic tests, amplification and 16SrRNA gene sequencing, the 

representatives of the strains were identified. Bacillus pumilus MR11, B. pumilus MR12, B. pumilus MR13, 

B. safensis MR21, B. safensis MR22 and Stenotrophomonas pavanii MR31 isolates were isolated and 

identified as superior isolates as endophytes and from the rhizosphere. Also, Pseudomonas fluorescens, P. 

syringae and Pantoea annatis were isolated and identified as epiphytic species from plants and seeds. Based 

on the comparison of the means of the studied traits, six–day–old seedlings treated with Bacillus pumilus 

MR11 and B. pumilus MR12 strains had the highest root and shoot lengths and shoot fresh weights. 

Considering that B. pumilus MR12 and S. pavanii MR31 strains also had the highest germination percentage 

and speed, their use as seed treatments can increase the percentage and speed of seed germination and be 

effective in reducing the amount of damage caused by early season diseases and seedling death. Considering 

that these strains were also superior in terms of seedling water capacity, it is recommended to investigate their 

effect on cotton seed germination under saline conditions in future research. This is the first report of the 

isolation of B. safensis, B. pumilus, and S. pavanii bacteria from the rhizosphere as cotton endophytes in Iran. 
Keywords: bacteria, endophyte, rhizosphere and cotton 


