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 گلخانه شرایط در بنه های نهال رشد و مانی زنده بر

 چکیده

خشکي، موجب کاهش زادآوري و استقرار تنش اي مانند  هاي اخير، عوامل محدودکننده در سال

دليل  شده نيز به هاي کاشته نهالضمن آنکه اند.  هاي کشور شده هاي چوبي در رويشگاه طبيعي گونه

ها با شکست  جنگلة هاي احيا و توسع هاي محيطي، در برنامه نداشتن توان کافي براي غلبه بر تنش

هاي ميکوريزي آربسکولار و  ويژه قارچ هاي مفيد خاکزي، به شوند. استفاده از ميکروارگانيسم مواجه مي

ها و بهبود رشد گياه  منفي اين تنش هاياثرراي کاهش فسفات، راهکاري کارآمد بة کنند هاي حل باکتري

  .است

نواحي رويشي زاگرس،  ويژه در هبهاي ارزشمند جنگلي ايران  از گونه (.Pistacia atlantica Desf) بنه

خشک کشور،  اطق خشک و نيمهمن در گونه اين زياد گستردگي وجود با. است توراني -ارسباران و ايران

تواند ناشي از فقر مواد غذايي و  که مي باشد مياستقرار آن در شرايط تنش آبي همچنان با مشکل مواجه 

ويژه فسفر باشد. فسفر نقش مهمي در رشد ريشه، تقسيم سلولي و استقرار  کاهش کارايي جذب عناصر به

 .شود صلي استقرار بنه در مناطق خشک محسوب ميهاي ا اوليه گياه دارد و کمبود آن يکي از محدوديت

هاي  زني توأم قارچ هاي بنه در شرايط گلخانه، مايه در اين پژوهش با هدف بهبود رشد و استقرار نهال

ها از ريزوسفر بنه  شد. اين ميکروارگانيسم انجامفسفات ة کنند هاي حل ميکوريزي آربسکولار و باکتري

شده در مقايسه با شاهد، از نظر درصد کلنيزاسيون ريشه، جذب  زني ههاي ماي و نهال شدندجداسازي 

زني همزمان اين دو گروه ميکروارگانيسم  هاي رشدي بررسي شدند. نتايج نشان داد مايه فسفر و شاخص

هاي بنه در شرايط گلخانه  دار درصد کلنيزاسيون، جذب فسفر و بهبود رشد نهال موجب افزايش معني

تواند  فسفات مية کنند هاي حل هاي ميکوريزي آربسکولار و باکتري ربرد توأم قارچشد. بنابراين، کا

بنه در مناطق خشک و  مانندهاي جنگلي ارزشمند  راهکاري مؤثر براي تقويت توان استقرار و احياي گونه

 .خشک باشد نيمه

 ميکروارگانيسمگلخانه، ، زادمايه ريشه، خاک،هاي کليدي:  واژه
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 و اهمیت آن بنهدرخت 

، Pistaciaجنس  هاي گونه از يکي (Pistacia atlantica Desf.)يا پسته وحشي يا چاتلانقوش بنه 

ين ا. است رويشي زاگرسة ناحي مهم درختيهاي  ، از گونهRosalesة و راست Anacardiaceaeة خانواد

 در اي گسترده حضور و رود مي شمار به زاگرس و توراني -هاي رويشي ايران گونه از عناصر شاخص ناحيه

 مرکزي فلات  حاشيه و خراسان ارسباران، زاگرس، ازجمله کشور خشک و خشک نيمه کوهستاني، مناطق

 را ايران اراضي از هکتار ميليون 2٫4هاي طبيعي بنه در حدود  يشگاهرو که اند داده نشان ها بررسي. دارد

 .(Boudaghi, 1995; Shiran et al., 2021) گيرند مي دربر

ة روي تخريب پوشش گياهي، چراي بيمانند عوامل متعددي اين گونه، پراکنش با وجود گستردگي 

اصولي از شيره )سقز( و تغيير کاربري اراضي موجب کاهش چشمگير  برداري غير سوزي، بهره ، آتشدام

هاي  ل داشتن نقشدلي بنه بهاين در حالي است که هاي بنه و تهديد پايداري آن شده است.  سطح جنگل

 توليد و آب نفوذ افزايش فرسايش، از جلوگيري خاک، تثبيت ازجمله) اکولوژيک و اقتصادي مهم

 اي ويژه جايگاه خشک مناطق هاي جنگل حفاظت و احيا هاي برنامه در (روغن و سقز مانند هايي فراورده

هاي  با ايجاد پوشش گياهي مناسب، زيستگاه گونهبنه همچنين  (Hamzehpour et al., 2018). دارد

 . دکن ميجانوري مختلف ازجمله پرندگان و خزندگان را فراهم 

هاي کربن و مواد مغذي،  هاي خاک و نقش در چرخه بنه با ارتباط متقابل با ميکروارگانيسم ،همچنين

رو، حفظ و مديريت  هاي جنگلي دارد. از اين تأثير قابل توجهي بر حاصلخيزي خاک و عملکرد اکوسيستم

تداوم خدمات برداري اقتصادي بلکه براي تضمين سلامت اکولوژيکي و  پايدار بنه نه تنها به منظور بهره

 .ها ضروريست اکوسيستمي اين جنگل

 

 ها نهال توانمندیافزایش 

ها با محدوديت مواجه است. يکي از دلايل اصلي اين  زادآوري طبيعي بنه در بسياري از رويشگاه

مسئله، فقر مواد غذايي خاک و کمبود فسفر قابل جذب است که رشد ريشه و استقرار نهال را کاهش 

اي و بهبود توان  سيستم ريشهة عنوان يکي از عناصر پرمصرف، در تقسيم سلولي، توسع هدهد. فسفر، ب مي

صورت نامحلول  هاي آهکي مناطق خشک، فسفر اغلب به گياه براي جذب آب نقش کليدي دارد. در خاک
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هاي  کارگيري ميکروارگانيسم به .(Richardson et al., 2023) وجود دارد و قابل استفاده براي گياه نيست

، Glomus هاي ي از جنسهاي ويژه گونه هاي ميکوريزي آربسکولار )به مفيد خاکزي مانند قارچ

Funneliformis  وClaroideoglomus) فسفات  ةکنند هاي حل و باکتري (Pseudomonas, Bacillus, 

Peribacillus)  هاي بنه  نهالتواند با افزايش انحلال فسفات و بهبود جذب عناصر غذايي، رشد و بقاي  مي

 ,Gamalero & Glick, 2019; Rahimzadeh & Pirzad) را در مراحل ابتدايي استقرار تقويت کند

يکي از رويکردهاي مؤثر زيستي تواند  مي، ها ميکروارگانيسماز رو، کاربرد توأم اين دو گروه  اين از  .(2017

 .شود زدايي محسوب  نهاي احياي جنگل و بيابا ها در طرح براي افزايش توانمندي نهال

را ( يز يخشک يها گونهدرصد  80از  شي)ب اهانياز گ ياريبسة شيآربسکولار ر يزيکوريم يها قارچ

ها  قارچ نيا يا شهير خارج يها فيه(.  (Brundrett, 1996کند يمتقابل برقرار م يستيو همز کرده زهيکلن

 ،ييغذا صربه عنا يمؤثرتر يداده و دسترس شيرا افزا اهيدر خاک، سطح جذب گ يفيهة با گسترش شبک

جذب مواد  شيعلاوه بر افزا يستيهمز نيا(.  (Marschner & Dell, 1994کنند يمفسفر، فراهم  ژهيو به

و  يکيزيف يها يژگيو يو ارتقا يطيمح يها به تنش اهيمقاومت گ شيموجب بهبود رشد، افزا ،ييغذا

و  اهيمحرک رشد گ يها يباکتر گر،يد يسو از (.Allen, 2007; Fageria, 2009) شود يخاک م يستيز

ترشح  قي، از طر(Pseudomonas, Bacillus, Peribacillusکننده فسفات ) حل يها يباکتر ژهيو به

نامحلول فسفاته را به  باتيترک ،يسلول خارج يدهايساکار يفسفاتاز و پل يها ميآنز ،يآل يدهاياس

 ,Richardson et al., 2001; Gamalero & Glick) کنند يم ليتبد اهيگ يقابل جذب برا يها شکل

در  نيبرليو ج نياکس مانند ياهيرشد گ يها کننده ميتنظ ديهمراه با تولممکن است  ند،يفرا نيا(. (2019

 .شودداده و موجب رشد بهتر نهال  شيافزا ييدر جذب آب و عناصر غذارا  شهير ييتوانا ،گياه

افزا،  هم يکرديعنوان رو کننده فسفات، به حل يها يو باکتر يزيکوريم يها همزمان قارچ يريکارگ به

 & Rahimzadehشده است ) يجنگل يها گونه يها عملکرد و بقا در نهال ت،يفيک دار يسبب بهبود معن

Pirzad, 2017).  مانند ييها در گونه يستيتعامل همز نياند که ا متعدد نشان داده يها پژوهش 

Cerasus mahaleb ،Juniperus excelsa ،Quercus brantii و Pistacia atlantica شيمنجر به افزا 

کاربرد  ن،ي. بنابراشود يخشک م يها گلخانه و عرصه طيو جذب فسفر در شرا شهير ونيزاسيرشد، کلن

 يتيريراهکار مد کي نوانع به تواند يم ،يجنگل يها نهال ديدر تول سميکروارگانيدو گروه م نيا يبيترک
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 شود. شنهاديکشور پ يها جنگل ياياح يها بنه در طرح يها بقا، رشد و استقرار نهال شيافزا يبرا داريپا

 

 گیاه  رب آربسکولار میکوریز های قارچ همزیستیاثرهای 

 کول،يبه نام آربسکول و وز يا ژهيو يساختارها ليو تشک شهير يقشر يها ها با نفوذ به سلول قارچ نيا

سطح جذب مؤثر  شيبا افزا اهيگ جه،ي. در نتکنند يمبرقرار  اهيخود و گ انيرا م ييتبادل دوطرفه مواد غذا

از  زيو قارچ ن کند يم داي( پتروژنيفسفر و ن ژهيو )به ييعناصر غذا افتيدر در يبالاتر ييخود، توانا

(. (Marschner & Dell, 1994; Richardson et al., 2023 شود يمند م بهره اهيگ يفتوسنتز يآل باتيترک

قابل جذب  اهيگ يوجود دارد و برا حلولنام يها شکل به اغلبفسفر  ران،يا يخشک و آهک يها در خاک

 م،يپتاس تروژن،يمانند ن گريجذب عناصر د شيسبب افزا يزيکوريم يستيبر فسفر، همز افزون. ستين

مقاومت آن را در برابر  اه،يگ يآب تيو بهبود وضع يا شهير ستميس تيو با تقو گردد يو مس م يرو

(.  (Davies et al., 1992; Allen, 2007دهد يم شيو گرما افزا يشور ،يخشک مانند يستيرزيغ يها تنش

 يها تيفعال يها و ارتقا دانه خاک يداريپا شيخاک، افزا يکيزيف يها يژگيها با بهبود و قارچ نيا نيهمچن

دارند  يز خاک يها ستميدر سلامت اکوس يآز، نقش مؤثر فسفاتاز و اوره دروژناز،يمانند ده يميآنز

(Barea et al., 1997; Wang et al., 2006) .) 

و  Glomus, Funneliformis, Claroideoglomus, Rhizophagus يها جنسهايي از  گونه

Acaulospora هستند رانيا يجنگل يها ستميآربسکولار در اکوس يها قارچ نيتر جيرا (Zarei et al., 

 مانند يجنگل يها گونه يها نهال يزن هياند که ما نشان داده يمطالعات متعدد (.2020

Cerasus mahaleb ،Myrtus communis ،Quercus brantii و Pistacia atlantica ها،  قارچ نيبا ا

خشک  يها گلخانه و عرصه طينهال در شرا يرشد، سطح برگ، جذب فسفر و بقا دار يمعن شيموجب افزا

 يها از قارچ يريگ بهره ن،يبنابرا(. Azizi et al., 2019; Shirvani et al., 2021شده است ) خشک مهيو ن

 طيمقاوم و سازگار با شرا يها نهال ديدر تول داريکارآمد و پا يعنوان روش به تواند يآربسکولار، م يزيکوريم

 .رديمورد استفاده قرار گ رانيخشک ا يمياقل
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 کننده فسفات باکتری محلول

صورت ترکيبات نامحلول معدني  هاي خشک و آهکي ايران، بخش اعظم فسفر به در بيشتر خاک

هاي کلسيم، آهن و آلومينيوم( و آلي وجود دارد و تنها درصد کمي از آن براي گياه قابل جذب  )فسفات

فسفات ة کنند هاي حل عاليت ميکروارگانيسمدر اين شرايط، حضور و ف .(Richardson et al., 2023) است

  .تواند راهکار زيستي مؤثر براي افزايش دسترسي گياه به فسفر باشد مي

 گروهازجمله مهمترين   (Phosphate Solubilizing Bacteria - PSB) فسفات ةکنند هاي حل باکتري

آلي )مانند گلوکونيک، هستند که با ترشح اسيدهاي  (PGPR) هاي محرک رشد گياه يريزوباکتر از

هاي فسفاتاز، ترکيبات نامحلول فسفاته  محيط ريزوسفري، و توليد آنزيم pH سيتريک و لاکتيک(، کاهش

 ;Alam et al., 2002). کنند تبديل مي ( ⁻HPO₄² و ⁻H₂PO₄ مانند (هاي قابل جذب را به شکل

Gamalero & Glick, 2019) ساکاريدهاي  ها با ترشح پلي کتريهاي اين با علاوه بر اين، برخي از گونه

 .کنند سلولي، جذب فسفات و تنظيم تعادل يوني خاک را تسهيل مي خارج

 ,Pseudomonas, Bacillusتوان به  فسفات مي ةکنند هاي باکتريايي حل از مهمترين جنس

Peribacillus, Rhizobium, Enterobacter  وBurkholderia  افزايش ها علاوه بر  اشاره کرد. اين باکتري

اکسين و سيتوکينين( و ترکيبات  مانندهاي رشد ) ، با توليد هورموننامحلول هاي معدني انحلال فسفات

 Gamalero) شوند ، موجب بهبود رشد ريشه، افزايش مقاومت گياه و ارتقاي کيفيت خاک مي ضدبيماري

& Glick, 2019 .)افزايي قابل توجهي بين ي ميکوريزي آربسکولار، اثر همها در ترکيب با قارچ 

زني  اي که مايه گونه مشاهده شده است؛ بههاي ميکوريزي آربسکولار  قارچ وکننده فسفات  هاي حل باکتري

اين دو گروه موجب با   Quercus brantiiو   Pistacia atlantica ، Juniperus excelsaهاي نهالتوأم 

 رشد، درصد کلنيزاسيون ريشه و جذب فسفر در شرايط تنش خشکي شده استدار  افزايش معني

.(Shirvani et al., 2021) ويژه در ترکيب با  فسفات به ةکنند هاي حل بنابراين، استفاده از باکتري

کاري و کاهش دور  )با کاهش تلفات نهالسازگار و اقتصادي  روشي زيستتواند  ميهاي ميکوريزي،  قارچ

 باشد.هاي جنگلي در مناطق خشک ايران  براي بهبود رشد نهالهاي آن(  جويي در هزينه رفهآبياري و ص
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 پژوهشة پیشین

هاي  و باکتري هاي ميکوريزي آربسکولار زيستي قارچ هاي اخير، تأثير هم مطالعات متعددي در سال

هاي جنگلي و  فسفات را در افزايش رشد و مقاومت گونهة کنند هاي حل ويژه باکتري محرک رشد گياه، به

توأم از اين دو گروه ة استفاددر برخي موارد اند که  اند. اين مطالعات نشان داده زراعي بررسي کرده

دار رشد گياه، جذب فسفر و  ميکروارگانيسم، در مقايسه با کاربرد منفرد هريک، موجب افزايش معني

 . شود يهاي محيطي م مقاومت به تنش

 زني درخت پسته ( گزارش کردند که مايه1384عنوان نمونه، فلاحيان و همکاران ) هب

(Pistacia vera) با قارچGlomus etunicatum   سبب افزايش وزن خشک ريشه و ساقه، سطح برگ و

در  نيز (Williams et al., 2012) غلظت عناصر غذايي پتاسيم، فسفر، روي و مس شد. ويليامز و همکاران

هاي مختلف  ها با گونه زني نهال نشان دادند که مايه  Podocarpus cunninghamiiپژوهشي روي گونه

هاي غيربومي، موجب افزايش بقاء و رشد در شرايط  ويژه در مقايسه با قارچ هاي ميکوريزي بومي، به قارچ

 .گلخانه گرديد

 هاي محلب بر رشد نونهالهاي ميکوريزي  زني قارچ ( اثر مايه1395آرمند و همکاران )

(Cerasus mahaleb) هاي نشان داد که قارچآنان هاي  اي بررسي کردند. يافته را در شرايط گلخانه 

داري بر تمام  ها اثر معني خوبي با نونهال محلب همزيستي برقرار کنند و اين قارچ توانستند به ميکوريزي

در پژوهش ديگري،  افزايش رشد گياه شدند. جز طول ريشه اصلي داشتند و سبب هاي رويشي به شاخص

و   Rhizophagus intraradicesهاي ( گزارش کردند که کاربرد توأم قارچ1399عزيزي و همکاران )

Funneliformis mosseae  هاي با باکتريPseudomonas fluorescens  وP. putida  هاي  در نهال

Myrtus communis   .موجب کاهش اثر تنش خشکي و افزايش رشد شد 

در بومي هاي ميکوريزي  زني قارچ ( نشان دادند که مايه1400و همکاران ) هزاد همچنين، متيني

استفاده از البته  .شدماني نهال  سبب بهبود ارتفاع، قطر يقه و درصد زنده  Juniperus excelsaهاي نهال

فسفات به عنوان راهکار زيستي مؤثر در افزايش ة کنند هاي حل هاي ميکوريزي با باکتري ترکيب قارچ

 ييها گونه (.Azarmi-Atajan & Sayyari-Zohan, 2022) هاي بنه نيز مطرح شده است رشد و بقاي نهال

در  Peribacillus frigoritoleransو   ,Pseudomonas P. fluorescens, Bacillus B. megateriumمانند
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از خود نشان  يجنگل يها جذب فسفر و رشد نهال تيقابل شيدر افزا ييتوان بالا رياخ يها پژوهش

اين ، توجه به آنچه تاکنون گفته شدبا  .(Azizi et al., 2019; Rahimzadeh & Pirzad, 2017اند ) داده

و  کننده فسفات بر رشد هاي حل هاي ميکوريزي آربسکولار و باکتري پژوهش با هدف بررسي اثر توأم قارچ

 .شدطراحي و اجرا  Pistacia atlanticaبومي و ارزشمند بنه   گونههاي  استقرار نهال

 

 کار مراحل انجام

 برداری نمونه

هاي مويين،  ريزوسفر و ريشه ،هاي منتخب، بذر، خاک با ميکروارگانيسم زني منظور توليد نهال و مايه به

غرب تهران و در محدوده  دست روستاي ازگي واقع در شمال درختان مادري آنها در رويشگاهي در بالا

شهرداري تهران و استان البرز، شرق به غرب بزرگراه شهيد خرازي، با عرض  22مرزي بين منطقه 

متر از سطح  2050شرقي و ارتفاع  51° 05′ 51″شمالي و طول جغرافيايي  35° 47′ 14″جغرافيايي 

گرديد طور کاملاً تصادفي انتخاب  پايه به 10از درختان بالغ گونه بنه، انتخاب شد.  1398در سال  دريا

(Goransson et al., 2008به .) هاي ميکوريز آربسکولار و  منظور استخراج، شناسايي و تکثير قارچ

متري  سانتي 10تا  20خاک اطراف ريشه از عمق حدود  ازي هاي فسفات، نمونهة کنند هاي محلول باکتري

منظور بررسي ميزان  آوري شدند. همچنين، به جمعدر اوايل فصل پاييز  پوشش درخت و در زير تاج

ها  برداري شد. نمونه متر( نيز نمونه کمتر از دو ميليبا طول هاي مويين ) کلنيزاسيون توسط قارچ، از ريشه

در فصل پاييز نيز  .شدند  منتقل  آزمايشگاه به  يخدانة محفظدر و در شرايط سرد   نايلوني  هاي در کيسه

 آوري شد. بذرهاي بنه از درختان مادري در رويشگاه جمع

 
 های خاک و ریشه نمونه

متري، براي شناسايي و استخراج  هاي خاک در آزمايشگاه پس از گذراندن از الک دو ميلي نمونه

فسفات در يخچال و در دماي چهار درجه  ة کنند آربسکولار و باکتري محلولهاي ميکوريز  قارچ

ها پس از انتقال به آزمايشگاه تا زمان  نگهداري شدند. ريشهحداکثر به مدت يک ماه گراد  سانتي

نگهداري شدند.  (5-5-90با نسبت  الکل کياست داسي نيفرمال)  FAA کننده تيدر محلول تثبآميزي  رنگ
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 دار و در محلول داراي در ظروف درببعد در زير آب جاري شسته و را ها  ، ريشهمنظور بدين

 . گرديدندآميزي نگهداري  تا زمان رنگدرصد  60الکل 

 
 ها ریشه آمیزی رنگ

 (Phillips and Hayman, 1970) روش براساس آميزي رنگ ريشه، کلنيزاسيون درصد تعيين براي

 در بار سه ها ريشه. شدند جدا متر ميلي دو از کمتر قطر با سالم فرعي هاي ريشه نمونه، هر براي. شد انجام

 هيدروکسيد محلول در ابتدا ها ريشه ها، بافت شدن نرم و کردن رنگ بي براي شده، داده شستشو مقطر آب

. شدند داده قرار ساعت يک مدت به گراد، سانتي درجه 90 دماي در ماري بن درون و درصد 10پتاسيم

 و درصد 10 اکسيژنه آب داراي) قليايي اکسيژنه آب داراي محلول به و شده شسته مقطر آب با سپس

 پس و در شرايط تاريکگرديدند،  نگهداري محلول اين در دقيقه 20 مدت به و شده داده انتقال( آمونياک

 داده قرار درصد يک اسيدکلريدريک محلول در دقيقه 5 حدود بعد مرحله در مقطر، آب با شستشو از

 در و منتقل درصد 05/0 بلو آنيلين رنگي محلول به اسيدي محلول از مستقيماً ها ريشه نهايت در. شدند

 .شدند نگهداري محيط دماي

 
 ریشه کلنیزاسیون درصد  گیری اندازه

 انجام( Brundrett et al., 1996) متقاطع خطوط روش براساس ها ريشه کلنيزاسيون درصد تعيين

( متر سانتي يک حدودي طول به قطعه 50 حداقل) شده آميزي رنگ هاي ريشه روش، اين براساس. شد

 moticamمدل) بينوکولر زير و داده قرار( متر سانتي 1×1 ابعاد) مدرج ديش پتري درون تصادفي صورت به

 يکهر ،شطرنجية بر روي صفح ميکوريزي غير و ميکوريزي هاي ريشه. شدند بررسي و مشاهده( 350

 .شد تعيين کلنيزاسيون درصد رابطه زير از استفاده با نهايت در و شدند شمارش جداگانه

 

درصد کلنيزاسيون =
تعداد قطعات ميکوريزي

کل قطعات مشاهده شده
× 100   
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 فسفاتة کنند های محلول استخراج، شناسایی و تکثیر باکتری

 سازی جداسازی و خالص

 اختصاصي جامد کشت محيط روي بر کشت و متوالي هاي رقت روش از ها باکتري جداسازي براي

Sperber با pH شد استفاده نامحلول فسفات منبع عنوان به کلسيم فسفات تري داراي 2/7 نهايي 

(Sperber, 1958 .)کلريد ليتر ميلي 99 يامحتو هاي ارلن به و وزن گرم يک خاک هاي نمونه از يکهر از 

 سپس. گرديد مخلوط ساعت دو مدت به و گرفته قرار شيکر روي بر ها ارلن. شد اضافه درصد 9/0 سديم

 تهيه (10تا 7) رقت تا متوالي هاي رقت ،(10تا  2) رقت اين از لامينار، هود زير در و استريل شرايط در

 انتقال Sperber کشت محيط داراي هاي ديش پتري به ليتر ميلي يک مقدار به تکرار دو در رقت هر از. شد

 هفت مدت به ها ديش پتري کشت، محيط روي بر ميکروبي سوسپانسيون نمودن گسترده از بعد. شد داده

 1 جدول در کشت محيط اجزاي. شدند داده قرار انکوباتور در گراد سانتي درجه 28 دماي در روز شبانه

 .شد آورده

 
 Sperber جامد کشت محیط تهیه در شده استفاده ترکیبات (1 جدول

 مقدار مورد استفاده نام ترکیب

 گرم 5/0 مخمرة عصار

 گرم 1/0 کلريد کلسيم

 گرم 5/2 فسفات کلسيم تري

 گرم 25/0 سولفات منيزيم

 گرم 15 آگار

 ليتر ميلي 1000به حجم  مقطر آب

 

 که مختلف کلني 12 و شد انجام ها باکتري جداسازي و غربالگري ها، کلني شدن ظاهر از پس

 آگار نوترينت کشت محيط در و برداشته جداگانه صورت به دادند، نشان را متفاوتي هاي مورفولوژي

 بودن منفي و مثبت گرم ،(MacFadine, 1980) گرم آميزي رنگ از استفاده با سپس،. شدند سازي خالص

 .شد مشخص ها جدايه
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 های باکتری توسط جدایهمعدنی   فسفاتارزیابی توان کمی انحلال 

 شد.مايع استفاده  از محيط کشت اسپربر ،فسفاتها در انحلال  جدايه توانکمي  ارزيابي منظور به

ساعت در انکوباتور  48مدت  براث کشت و به ها در محيط کشت مايع نوترينت منظور، ابتدا جدايه بدين

در محيط  CFU/ml 108 ×3در حد  ها يباکترجمعيت  يکسان کردنپس از شيکردار تکان داده شدند. 

که در اين روش از کدورت استاندارد  (MacFadine, 1980يک مک فارلند ) براساس استاندارد NBمايع 

 ونيسوسپانساز  تريکروليم 50 شود؛ ها استفاده مي محلول سولفات باريم براي تهيه سوسپانسيون باکتري

 يافت. مايع انتقال محيط اسپربر تريل يلمي 25ه ب جدايه هر

در دماي  ساعت 120مدت  بهو  (در دقيقه دور 120) انکوباتور روي شيکر بر ي مايعها نمونه سپس

 ها باکتري ونيسوسپانسليتر از  ميلي 5سپس،  قرار داده شدند.گراد و در تاريکي  درجه سانتي 28

 تريل يليمسه  رويي با از محلول تريل يليم يک و (قـهيدق 10مدت  به و دور در دقيقه 15000)سانتريفوژ 

 موليبدات هپتا آمونيم گرم 25/2 مقدار) وانـادات -معرف آمونيوم موليبداتاز  تريل يليم يکمقطر و  آب

 حل شد.  محلول آمونيم موليبداتة تهيبراي  گرم مقطر آب ليتر ميلي 40 در

 محلولة تهيبراي  جوش مقطر آب ليتر ميلي 30 در وانادات آمونيم گرم 125/0 مقدارهمچنين 

ليتر  ميلي 25 بعد از خنک شدن شده و سپس هر دو محلول با هم ترکيب .گرديد حل آمونيم وانادات

مخلوط شد. ليتر رسيد(  ميلي 100درصد به آن اضافه و در نهايت با آب مقطر به حجم  65اسيد نيتريک 

کشور  Luv-100A)مدل  اسپکتروفتومتردستگاه قيقه ميزان جذب نور با استفاده از د 20پس از گذشت 

توسط هر جدايه با استفاده از منحني  محلولقرائت و مقدار فسفر  انومترن 470 موج طول در آمريکا(

 (.Gulati et al., 2008شد )حاسبه م KH2PO4مختلف ي ها غلظتاز  شده  هيتهاستاندارد 

 

 های برتر  شناسایی مولکولی جدایه

 کشت ،NA شش جدايه که بيشترين مقدار انحلال فسفات را داشتند، در محيط کشت جامد

 داشته شدند.  گراد نگه  درجه سانتي 28ساعت در انکوباتور با دماي  24مدت  ( و به1)شکل 

 DNA (CinnaGen Co., Ltd. Iran)از کيت استخراج  ،ها ژنومي باکتري DNAبه منظور استخراج 

 . (Edwards et al., 1989)هاي گرم مثبت و منفي استفاده شد  مخصوص باکتري
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 گلخانه شرایط در بنه های نهال رشد و مانی زنده بر

 2 با توالي موجود در جدول 1492Rو  1،27Fاز آغازگرهاي عمومي 16S rDNAژني ة براي تکثير ناحي

 استفاده شد.

 
  RوF توالی پرایمرهای  (2 جدول

 پرایمر توالی

(27F )5'- AGAGTTTGATCCTGGCTCAG -3' F27 

(1492R )5'- TACGGTTACCTTGTTACGACTT- 3' R1429 

 

( انجام شد. غلظت و مقادير .Cleaver Scientific Ltd) GTC96Sتکثير با استفاده از يک ترموسايکلر 

 آورده شده است. 3 براي يک باکتري در جدول PCRمخلوط واکنش ة کار رفته در تهي حجمي مواد به

 
 باکتریایی16S rDNA ژنی ة ناحی PCRحجم مواد واکنش  (3جدول 

 مواد موردنیاز میکرولیتر() حجم

 آب مقطر دوبار استريل 1/40

1 Template DNA 

1 Forward primer 

1 Revers primer 

5/0 dNTPs 

5  PCR buffer 

 منيزيم کلريد 1

4/0 Taq DNA polymerase 

 حجم نهايي 50

 

زماني و ة برنام . طبق(Turan et al., 2006)ميکروليتر بود  PCR 50 (USA Biorad)مخلوط واکنش 

 .انجام شد16S rDNA ژني ة تکثير ناحي، 4دمايي ذکرشده در جدول 

 
                                                           
1 .Universal 
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 گلخانه شرایط در بنه های نهال رشد و مانی زنده بر

 

 انجام واکنش برایشده به دستگاه ترموسایکلر  زمانی ارائهة برنام (4 جدول

 دورتعداد  زمان (C˚) دما نام مرحله

 1 دقيقه 5 94 2سازی اولیهواسرشت

 35 دقيقه 1 94 3سازی واسرشت

 35 دقيقه 1 50 4اتصال آغازگرها

 35 دقيقه 1 72 5سنتز قطعه موردنظر

 1 دقيقه 7 72 6گسترش نهایی

 

درصد  2/1الکترفورز در ژل آگاروز ة به وسيل 16S rDNAژني ة حاصل از تکثير ناحي PCRمحصول 

(v/vرنگ )  آميزي شده باDNA Safe Stain در بافر ،TBE (1X)  (ساعت 1ولت به مدت  100)با ولتاژ 

 Alpha Imager دستگاه ژل داک و با استفاده ازنمايان  UVسپس ژل تحت نور  عبور داده شد.

(TM1200) شد تصوير آن ثبت. 

 

 
 NAتصویر کشت شش جدایه برتر بر محیط  (1شکل 

                                                           
 .2 Preheating 

3 .Denaturating 

4 .Annealing 

5 .Extention 

6 .Final Extention 
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 گلخانه شرایط در بنه های نهال رشد و مانی زنده بر

هاي انتخابي با استفاده از کيت  جدايه 16S rRNAهاي  حاصل از تکثير ژن PCRمحصول 

کره جنوبي  Bioneerو براي تعيين توالي به شرکت  خالص (CinnaGen Co., Ltd. Iran)سازي  خالص

اصلاح شد و  Vector NTIافزار  ها توسط نرم ارسال گرديد. پس از دريافت نتايج، توالي نوکلئوتيدي جدايه

هاي کانتيگ در بانک ژن مرکز ملي اطلاعات  توالي دست آمد. براي هر جدايه به 7يک توالي کانتيگ

هاي  هاي موجود مقايسه شدند. تعداد مناسبي از توالي با توالي Blastبا استفاده از  (NCBI)  8بيوتکنولوژي

افزار  توسط نرمبعد هاي باکتري از طريق اين پايگاه انتخاب و  براي هريک از جدايه 16S rRNAژن 

MEGA 5.1 باکتري همرديفي انجام شد. ة هاي جداي هاي انتخاب شده و توالي بين توالي 

ميزان ترسيم و   neighbor joiningروشة وسيل بهدرخت فيلوژنتيکي افزار،  ا استفاده از اين نرمب

هاي باکتريايي،  . پس از تعريف جدايه(Tamura et al., 2007)تعيين شد  bootstrapروش ا ب آنصحت 

( ثبت و کد http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbankآنها در بانک ژن )ة هم 16S rRNAتوالي ژن 

 دست آمد. براي هريک از آنها به 9دسترسي

 

 های میکوریزی شناسایی مولکولی قارچ

گرمي براي شمارش اسپورهاي قارچي جدا شدند. براي جداسازي  10از هر نمونه خاک سه تکرار 

و در زير بينوکولر استفاده شد ( Gerdemann and Nicolson 1963اسپورها از روش الک مرطوب )

Xiشمارش شدند و براساس رابطه:  Xo ∗ ، کل Xoقارچي و ة ، تراکم جمعيت يک گونXiکه  ⁄100

که بيشترين  يهاي محاسبه شد. در نهايت گونه AMجمعيت است، تراکم اسپورها براي هر گونه قارچ 

هاي ميکوريزي  قارچ  شناسايي. (2)شکل  فراواني را داشتند براي تکثير و شناسايي مولکولي انتخاب شدند

تعداد ، اندازه و  ، شکل ابعاد، رنگنيز و   وجود اسپوروکارپ  وجود يا عدم هاي ظاهري مانند براساس ويژگي

 ( و شناسايي اسپورها باFan et al., 2008اتصال هيف به اسپور انجام شد )ة نحو و اسپورة ديوار  هاي لايه

ة و مقال http://www.zor.zut.edu.plو  /https://invam.ku.eduينترنتي معتبر استفاده از تارنماهاي ا

 .گرديد( انجام Oehl et al. 2011کليدي )

                                                           
7 .Contig 

8 .National Center for Biotechnology Information 

9 .Accession number 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank
http://www.zor.zut.edu.pl/
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 گلخانه شرایط در بنه های نهال رشد و مانی زنده بر

 

 
 های میکوریزی آربسکولار غالب مربوط به  های قارچ اسپورهای گونه (2شکل 

  در خاک اطراف ریزوسفر Funneliformis geosporumو  Claroideoglomus luteumة دو گون
 برابر 40نمایی  با بزرگ

 

 های میکوریزی شناسایی مولکولی قارچ

اي با کمي اصلاحات  روش آشيانه  مراز به اي پلي هاي ميکوريزي با واکنش زنجيره قارچ DNAتکثير 

در قارچ ميکوريز  SSU-ITS1-5.8S-ITS2-LSUژني ة . تکثير ناحي(Kruger et al., 2009)شد انجام 

( 5، ابتدا اسپورهاي مشابه )شکل DNA. براي تکثير انجام گرديد 5آربسکولار توسط آغازگرهاي جدول 

دو مرتبه با آب بعد دقيقه قرار داده شدند و  10درصد به مدت  T 2از نظر ظاهري در محلول کلرآمين 

قرار گرفته و  درصد 2 دقيقه در هيپوکلريت سديم 5ه مدت مقطر استريل شستشو شدند و پس از آن، ب

 دو مرتبه در آب مقطر استريل قرار گرفتند. دوباره 

شستشو با بعد قرار گرفته و درصد  02/0 نيسياسترپتومادقيقه در  5بعد اسپورها به مدت ة در مرحل

. پس از ضدعفوني درنهايت براي هر جدايه دو تکرار در نظر گرفته شد )با يک شدآب مقطر استريل انجام 

و گرديد اسپور و دو اسپور( و اسپورها با حداقل ميزان آب مقطر استريل به ميکروتيوپ استريل منتقل 

. (Błaszkowski et al., 2015)آر، اسپور با فشردن نوک سمپلر شکسته شد  سي پس از افزودن بافر پي

شود  ين در شناسايي مولکولي قارچ ميکوريزي همواره يک گونه به عنوان شاهد در نظر گرفته ميهمچن

اي تکثير يافته بود  که از طريق کشت درون شيشه Funneliformis mosseaeة که در اين پژوهش گون

 عنوان شاهد درنظر گرفته شد.  به
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 گلخانه شرایط در بنه های نهال رشد و مانی زنده بر

 نام و توالی آغازگرهای استفاده شده (5جدول 

 تکثیرة ناحی (Sequence)‌توالی آغازگرنام 

(Amplification region) 

SSUmAf1 5’-TGGGTAATCTTTTGAAACTTYA-3’ SSU-ITS1-5.8S-ITS2-LSU 

SSUmAf2 5’-TGGGTAATCTTRTGAAACTTCA-3’  

SSUmCf1 5’-TCGCTCTTCAACGAGGAATC-3’  

SSUmCf2 5’-TATTGTTCTTCAACGAGGAATC-3’  

SSUmCf3 5’-TATTGCTCTTNAACGAGGAATC-3’  

LSUmAr1 5’-GCTCACACTCAAATCTATCAAA-3’  

LSUmAr2 5’-GCTCTAACTCAATTCTATCGAT-3’  

LSUmAr3 5’-TGCTCTTACTCAAATCTATCAAA-3’  

LSUmAr4 5’-GCTCTTACTCAAACCTATCGA-3’  

LSUmBr1 5’-DAACACTCGCATATATGTTAGA-3’  

LSUmBr2 5’-AACACTCGCACACATGTTAGA-3’  

LSUmBr3 5’-AACACTCGCATACATGTTAG-3’  

LSUmBr4 5’-AAACACTCGCACATATGTTAGA-3’  

LSUmBr5 5’-AACACTCGCATATATGCTAGA-3’  

 

اي انجام شد. مواد مرحله  دو مرحله PCRاز طريق  SSU-ITS1-5.8S-ITS2-LSUژني ة تکثير ناحي

 تهيه شد. 6جدول ميکروليتر مطابق با  20براي يک نمونه با حجم کل  PCRاول 

 
 SSU-ITS1-5.8S-ITS2-LSU ژنیة ناحی PCR1غلظت و حجم مواد واکنش  (6جدول 

 موردنیازمواد  میکرولیتر() حجم

2 PCR buffer 10x 

56/16 dd H2O 

4/0 MgCl2 (50Mm) 

4/0  dNTPs (each 10mM) 

24/0  SSUmAf  (10 µM) 

24/0 LSUmAr (10 µM) 

16/0 Taq DNA polymerase Q (Smartaq; 5 U/µlitre) 

 حجم نهايي 20
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 گلخانه شرایط در بنه های نهال رشد و مانی زنده بر

 

اي  در اين مرحله قطعه ،استفاده شد 7 مطابق جدولمراز  اي پلي زماني و دمايي واکنش زنجيرهة برنام

 .گرديدجفت باز تکثير  1800به طول 

 
 انجام واکنش برایشده به دستگاه ترموسایکلر  زمانی ارائهة برنام (7جدول 

 تعداد سیکل زمان گراد( درجه سانتی) دما نام مرحله

 1 دقيقه 4 94 سازي اوليه واسرشت

 30 ثانيه 60 94 سازي واسرشت

 30 ثانيه 60 58 آغازگرهااتصال 

 30 دقيقه 2 72 موردنظرة سنتز قطع

 1 دقيقه 7 72 گسترش نهايي

 

ميکروليتر با آغازگرهاي  50که در حجم کل  شددوم واکنش استفاده ة اول در مرحل PCRمحصول 

SSUMCF  وLSUMBR  مطابق با شرايط دمايي و زمانيPCR اي به  اول انجام شد. در اين مرحله قطعه

 .(8)جدول  جفت باز تکثير شد 1500طول 

 
 SSU-ITS1-5.8S-ITS2-LSU ژنیة ناحی PCR2غلظت و حجم مواد واکنش  (8جدول 
 مواد موردنیاز میکرولیتر() حجم

5 PCR buffer 10x 

6/38 dd H2O 

1 MgCl2 (50 mM) 

1 dNTPs (each 10 mM) 

1 SSUmCf (10 µM) 

1 LSUmBr (10 µM) 

4/0 Taq DNA polymerase (Smartaq; 5 U/µlitre) 

2 Undiluted DNA 

 حجم نهايي 50
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 گلخانه شرایط در بنه های نهال رشد و مانی زنده بر

را از ژل آگارز  loading bufferميکروليتر  3به همراه  PCRميکروليتر از محصولات دومين مرحله  6

( تخمين زده شد. Ladderنشانگر )هر محصول به کمک ة و اندازداده عبور  TBE(1X)درصد در بافر  2/1

 باند تکثيرشده با نشانگر، تکثير بخش موردنظر ژنوم را نشان داد. ة مقايس

شرکت سيناژل استفاده و تانک  50تا  bp1500گر وزني  از نشان PCRبراي بارگذاري محصول 

جريان الکتريکي   ولت و شدت 85تا  90کننده جريان الکتريکي با ولتاژ  الکتروفورز به دستگاه تأمين

ترين  با قوي PCRآمپر به مدت يک ساعت متصل شد. پس از انجام الکتروفورز محصول  ميلي 80تا 100

 کره جنوبي ارسال شد.  Bioneerيابي به شرکت  موردنظر براي توالية باند روي ژل، تعيين و نمون

افزار  ها، نواحي پيوسته توسط نرم توالي نوکلئوتيدي نمونهة بعد، پس از دريافت نتيجة در مرحل

Vector NIT V10 ها با استفاده از ابزار جستجوي  ايجاد و هريک از تواليBLAST هاي موجود  با توالي

و جدايه در بانک ژن دند و هر د( مقايسه شhttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbankدر بانک ژن )

 دست آمد. ثبت و شماره دسترسي براي هريک از آنها به

 

 آربسکولار میکوریز های قارچ تکثیر

 جنگل تحقيقات بخش آربسکولار ميکوريز تحقيقات گلخانه در پژوهش اين اي گلخانه تحقيقات

سنج  با دستگاه دما و رطوبت روزانه رطوبت و دما ميانگين با کشور مراتع و ها جنگل تحقيقات مؤسسه

 ± 1/3 ترتيب به شبانه و درصد 73/36 ± 14/9 و گراد سانتي درجه 3/23 ± 7/5 ترتيب بهديجيتال 

 . شد انجام درصد 32/44 ± 45/11 و گراد سانتي درجه 54/17

 روش ترين مناسب که( Zea mays) ذرت گياه و( Trap culture) اي  تله کشت روش از پژوهش اين در

 همزمان تله، گياهان کردن آلوده براي(. Fan et al., 2008) شد استفاده است، انبوه تکثير و توليد براي

 را تراکم بيشترين که بنهة گون با همزيست هاي قارچ از اسپور عدد 100 حدود تله، گياه بذر کاشت با

 .ندگرفت قراربنه  بذر درکنار زادمايه عنوان به داشتند،

ة کلي. بودند Claroideoglomus luteum و Funneliformis geosporum تکثير مورد قارچي هاي گونه

 ده درصد به مدت نيم ساعت سديم هيپوکلريت از استفاده با پژوهش اين در شده استفاده بذرهاي

 دماي در ساعت يک مدت به) شده ضدعفوني ماسه خاک، ترکيب از ذرت کشت براي. شدند استريل

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank
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 گلخانه شرایط در بنه های نهال رشد و مانی زنده بر

 

 . شد استفاده( 2:1:1 نسبت به) پرليت و( اتوکلاو گراد سانتي درجه 121

 در اسپور تراکم و شد برداشت آن ريزوسفرخاک اطراف  و ريشه از ،ذرت گياهرشد  از پس ماه چهار

 از و بود قارچي هاي اندام ساير و هيف اسپور، شامل که آن ريزوسفر از سپس. شد گيري اندازه ريزوسفر

گراد نگهداري و  درجه سانتي 4تا دو هفته در يخچال در دماي نهايتاً  زادمايه عنوان به ريشه قطعات

 .شد استفاده

 

 شده توانمندتولید نهال 

هاي موردنظر در اوايل فروردين ابتدا در فضاي باز )خارج از گلخانه( از طريق بذر کاشته و توليد  هالن

فسفات، به صورت منفرد و ة کنند اکتري محلولها در قالب تيمارهاي ميکوريز آربسکولار و ب شدند. نهال

طرح ة تکرار در قالب طرح فاکتوريل بر پاي 9هر تيمار شامل  ،ترکيبي، به همراه تيمار شاهد کاشته شدند

هاي پلاستيکي به ابعاد  کاملاً تصادفي بود. براي توليد نهال، ابتدا بذرها )چهار عدد در هر گلدان( در کيسه

 شده کاشته شدند.  متر و در خاک ضدعفوني سانتي 12×  14

ها روزانه آبياري شدند و پس از آن دو تا سه بار در هفته آبياري  ها، گلدان تا زمان استقرار کامل نهال

پس  .ها تنک شدند و در هر گلدان يک نهال نگه داشته شد جام شد. همچنين، در طول اين مدت گلدانان

هاي  ها به کيسه ها به داخل گلخانه منتقل و نهال ها، گلدان از گذشت حدود دو ماه از استقرار نهال

دي رشد در شرايط تا مراحل بع منتقل شدندمتر(  سانتي 15×  30کيلوگرم، ابعاد  3تر ) پلاستيکي بزرگ

 .شده گلخانه ادامه يابد کنترل

 40تا  35 حدود داراي) به ازاي هر نهال ميکوريزية زادماي گرم 70 حدود ها، نهال انتقال با همزمان

 و Funneliformis geosporum هاي قارچ از( ذرتة ريش و قارچي هاي اندام ساير گرم، هر در اسپور عدد

Claroideoglomus luteum با سازي شبيه براي همچنين،. شد استفاده بنه براي گونه دو هر مخلوط و 

 کنار در( قارچ بدون) ذرت کاشت براي شده استفادهاولية  خاک فقط شاهد تيمارهاي براي تيمارها، تمام

 . شد ريخته بنه بذرهاي

 منفي گرم و( Peribacillus frigoritolerans) مثبت گرمة جداي دو از باکتريايي نهال توليد براي

(Pseudomonas azotoformans )شد استفاده داشتند، را فسفات انحلال ميزان بيشترين که بنه براي .
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 گلخانه شرایط در بنه های نهال رشد و مانی زنده بر

 آنها جمعيت ساعت، 24 از پس و شدند تکثير NA کشت محيط در موردنظر هاي باکتري منظور، بدين

 براي(. MacFaddin, 1980) گرديد تنظيم CFU/ml 108× 5/1 روي فارلند مک 5/0 استاندارد براساس

 جايي هجاب زمان در ترکيبي و جدا صورت به باکتريايي سوسپانسيون از ليتر ميلي 4 نيز باکتري زني مايه

 استريل مقطر آب از شاهد هاي گلدان در و ريخته ها ريشه کنار در تر بزرگ هاي گلدان کيسه به ها نهال

 باکتريايي و قارچي هاي گونه ترکيب از نيز باکتري و قارچ مخلوط تيمارهاي توليد براي. شد استفاده

 .(9)جدول  تيمار قارچي و باکتريايي با تعداد نه تکرار بررسي شدند 16در مجموع . گرديد استفاده

 
 های شناسایی و استفاده شده در پژوهش ها و باکتری قارچاطلاعات و اختصارات  (9جدول 

 اسامی باکتری قارچ

NM NPSB شاهد 

FG  F. geosporum 

CL  C. luteum 

Mix  C. luteum  +F. geosporum 

NM PA P. azotoformans 

FG  P. azotoformans  +F. geosporum 

CL  P. azotoformans+ C. luteum  

Mix  P. azotoformans + C. luteum + F. geosporum 

NM PF P. frigoritolerans 

FG  P. frigoritolerans + F. geosporum 

CL  P. frigoritolerans + C. luteum  

Mix  P. frigoritolerans + C. luteum + F. geosporum 

NM Mixb P. frigoritolerans + P. azotoformans 

FG  P. frigoritolerans + P. azotoformans+ F. geosporum 

CL  P. frigoritolerans + P. azotoformans + C. luteum  

Mix  P. frigoritolerans + P. azotoformans  + C. luteum + F. geosporum 

 (NM, non-mycorrhizal; NPSB: non- phosphate solubilizing bacteria; FG: F. geosporum; CL: C. luteum; PF: 

P. frigoritolerans; PA:  P. azotoformans) 
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 گلخانه شرایط در بنه های نهال رشد و مانی زنده بر

 

 نتایج

 های میکوریزی در خاک میکوریزی بنه و فراوانی اسپور قارچدرصد همزیستی 

هاي  با قارچنشان داد که  روستاي ازگية بنه در منطقة گونة يزاسيون ريشگيري درصد کلن نتايج اندازه

(. همچنين بررسي فراواني اسپور در خاک 3)شکل  درصد همزيستي داشتند 67/53ربسکولار ميکوريز آ

 عدد است.  18/84هاي بنه  اسپور در هر گرم خاک ريزوسفر ريشه کل نشان داد که تعداد

و  87/31به ترتيب با  Funneliformis geosporumو  Claroideoglomus luteumة دو گونهمچنين 

ا استفاده از بيشترين فراواني را در ريزوسفر بنه داشتند که ب اسپور در يک گرم خاک عدد 8/23

 (.4لي شناسايي شدند )شکل و مولکو يهاي مورفولوژيک روش

 

 
 (وزیکول)هیف و در ریشه های میکوریزی  اندام )3شکل 
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 گلخانه شرایط در بنه های نهال رشد و مانی زنده بر

 
و )راست(  Funneliformis geosporumمیکوریز آربسکولار شناسایی شده  های قارچ اسپور )4شکل 

Claroideoglomus luteum )برابر 400نمایی  بزرگبا  )چپ 

 

 فسفاتة کنند آربسکولار و باکتری محلولهای میکوریز  شناسایی مولکولی قارچ

هاي شناسايي شده و  ها با گونه هاي قارچي و باکتريايي، درصد شباهت جدايه نتايج شناسايي جدايه

 گزارش شده است.  10 در جدول NCBIهاي ثبت شده در پايگاه  شماره دسترسي توالي

ة گرم مثبت از خانوادة و گونشامل دکنندة فسفات  محلولباکتري ة مطابق اين جدول چهار جداي

Bacillaceae ة گرم منفي از خانوادة ودو گونPseudomonadaceae ( اما به دليل 5 شناسايي شدند )شکل

درصد بود، براي اين  90حدود  Pseudomonas paralactisبه باکتري  PA11ة اينکه درصد شباهت جداي

 .گرفته نشدکد دسترسي ة جداي
  

https://lpsn.dsmz.de/family/bacillaceae
https://lpsn.dsmz.de/family/bacillaceae
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 گلخانه شرایط در بنه های نهال رشد و مانی زنده بر

 

 های قارچ و باکتری شناسایی جدایه (10جدول 

 نوع جدایه کد جدایه گونه دسترسیة شمار درصد شباهت

90 - Funneliformis geosporum PA 88  

AMF 

8/96 OQ223297 Claroideoglomus luteum PA 90 

15/99 OP938812 Pseudomonas azotoformans PA 8  

 

 

 

PSB 

67/98 OP938814 Pseudomonas fluorescens PA 7 

44/99 OP938811 Pseudomonas azotoformans PA 10 

23/99 OP938815 Bacillus megaterium PA 12 

09/99 OP938813 Peribacillus frigoritolerans PA 14 

9/91 - Pseudomonas paralactis PA11 

 

 
‌‌16S rDNAمبتنی بر توالی  شده های شناسایی درخت تبارزایی باکتری )5شکل 

 های تولید شده ارزیابی نهال

  

 PA10 (OP938811)

 PA8 (OP938812)

 Pseudomonas azotoformans (MN594835)

 Pseudomonas azotoformans (MH144252)

 Pseudomonas fluorescens (MH304229)

 Pseudomonas fluorescens (KT215485)

 PA7 (OP938814)

 Peribacillus frigoritolerans (MT081073)

 Peribacillus frigoritolerans (MT065803)

 PA14 (OP938813)

 PA12 (OP938815)

 Bacillus megaterium (MG719532)

 Bacillus megaterium (MG719554)

 Aquifex pyrophilus (NR029172)

88

100

77

99

100

100

65

37

57

75

61

0.05
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 گلخانه شرایط در بنه های نهال رشد و مانی زنده بر

 کلنیزاسیون ریشه

که در ريشه  در حالي ،به خوبي برقرار شدهاي ميکوريزي  کلنيزاسيون ريشه در تيمارهاي حاوي قارچ

بيشترين درصد کلنيزاسيون وقتي بود که از تيمار توأم قارچ (. 6 )شکل مشاهده نشداصلاً شاهد  هاي نهال

 .استفاده گرديدتيمار مخلوط قارچ از سطح بعدي آن زماني بود که  .و باکتري استفاده شد

  کمترين درصد همزيستي را ايجاد کردند. P. frigoritoleransدر حضور باکتري  C. luteumقارچ 

 

 
 (راست سمت) و غیرمیکوریزی (چپ سمت) میکوریزیتولید شده  نهالة ریش (6 شکل

 برابر 100نمایی  با بزرگ

 

 صفات رویشی

 .ها و نهال شاهد نشان داده شده است شده با ميکروارگانيسم زني هاي مايه اي از نهال نمونه 7در شکل 

 

 
 : شاهدBها،  شده با میکروارگانیسم زنی : مایه Aبنههای  نهال )7شکل 
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 گلخانه شرایط در بنه های نهال رشد و مانی زنده بر

 

 بنهة یکسال نهالو تعداد برگ قطر یقه  ،ارتفاع بر ها میکروارگانیسم اثر

فسفات اثر ة کنند هاي حل نتايج نشان داد که تيمارهاي مختلف قارچ ميکوريزي آربسکولار و باکتري

ارتفاع در تيمار ترکيب  نبيشتري (p < 0.05). ها داشتند داري بر ارتفاع نهال معني

هاي  همراه با باکتري Claroideoglomus luteum و  Funneliformis geosporumهاي قارچ

Pseudomonas azotoformans  وPeribacillus frigoritolerans  (8)شکل  مشاهده شد.  

در شرايط تنش خشکي،  .( تعلق داشتزني مايهکه کمترين ارتفاع به تيمار شاهد )بدون   در حالي

صورت  ويژه به ميکوريزي و باکتريايي به زني مايهده شد، ولي ها مشاه داري در ارتفاع نهال کاهش معني

افزايش ارتفاع نهال در تيمارهاي  .ترکيبي، توانست اين کاهش را به ميزان قابل توجهي جبران کند

ها و  هيفي قارچة شده احتمالاً ناشي از بهبود دسترسي گياه به فسفر و آب از طريق گسترش شبک زني مايه

اي و افزايش فتوسنتز  هاي ساقه ها است که سبب تحريک رشد مريستم مي باکترينيز فعاليت آنزي

 هاي در گونه Shirvani et al. (2021) و  Azizi et al. (2019)ها با نتايج اين يافته .شود مي

Myrtus communis و Pistacia vera راستا است هم. 

 
 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 تیمار با  16)فسفات ة کنند های حل آربسکولار و باکتریهای میکوریزی  اثر تیمارهای قارچ (8 شکل

طرح کاملاً تصادفی اختلاف ة در طرح فاکتوریل بر پای (Pistacia atlantica) تکرار( بر ارتفاع نهال بنه 9

 .دار است معنی درصد‌5ها براساس آزمون دانکن در سطح احتمال  میانگین
(NM, non-mycorrhizal; NPSB: non- phosphate solubilizing bacteria; FG: F. geosporum; CL: 

 C. luteum; PA:  P. azotoformans; PF: P. frigoritolerans) 
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 گلخانه شرایط در بنه های نهال رشد و مانی زنده بر

نشان داد که  جينهال است. نتا يدارياستحکام و پا يابيدر ارز يديکل يها از شاخص يکي قهيقطر 

 .(9 )شکل شاخص داشتند نيبر ا يدار ياثر معن ييايو باکتر يزيکوريم يمارهايت

 نيکرد و تفاوت ب جاديرا نسبت به شاهد ا قهيقطر  شيافزا نيشتريب يقارچ و باکتر يبيترک ماريت

 تيبه فعال شده زني مايه اهانيدر گ قهيقطر  شيافزا .(9)شکل  بود دار معني درصد 5در سطح  مارهايت

و  ميزيفسفر، من ژهيو به ييجذب عناصر غذا شيکه با افزا شود ينسبت داده م يو باکتر زيکوريمتقابل م

 زين يتنش خشک طيشرا در .ندشو يم نيگنيسنتز ل شيو افزا يسلول وارهيد تيموجب تقو م،يپتاس

مشابه  جيشد. نتا يتنش و حفظ رشد قطر يمنف هاياثرباعث کاهش  يستيز زني مايه

 گزارش شده است. Gamalero & Glick (2019) و  Rahimzadeh & Pirzad (2017)توسط

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 تیمار با 16فسفات )ة کنند های حل های میکوریزی آربسکولار و باکتری اثر تیمارهای قارچ (9شکل 

در طرح فاکتوریل بر پایه طرح کاملاً تصادفی  (Pistacia atlantica) بنه قطر یقهتکرار( بر ارتفاع  9

‌.دار است معنی درصد 5احتمال ها براساس آزمون دانکن در سطح  اختلاف میانگین

(NM, non-mycorrhizal; NPSB: non- phosphate solubilizing bacteria; FG: F. geosporum; CL: 

 C. luteum; PA:  P. azotoformans; PF: P. frigoritolerans) 
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 گلخانه شرایط در بنه های نهال رشد و مانی زنده بر

 

)شکل  از شاهد بود شتريب يدار يطور معن به يبا قارچ و باکتر شده زني مايه يها تعداد برگ در نهال

شاهد برآورد  مارياز ت شتريدرصد ب 40تا  30طور متوسط  ها به تعداد برگ ،يبيترک يمارهايت در .(10

 شياست که موجب افزا اهيگ يآب تيجذب فسفر و بهبود وضع شياز افزا ياحتمالاً ناش شيافزا نيشد. ا

 يتنش رطوبت طيشاهد در شرا يها مقابل، نهال در .شود يها م برگ يريدر پ ريو تأخ يفتوسنتز سطح

البته  است. تر نييپا يکيمتابول تيو فعال يکاهش فشار اسمز ليکه به دل داشتندتعداد برگ را  نيکمتر

به  ها، شهيدر ر لنيو کاهش ات ها نينيتوکيغلظت س شيافزا قياز طر ها يو باکتر زيکوريم نيب ييافزا هم

  Singh et al. (2019)مطالعات با جينتا نيا .کند يکمک م ييزا و تداوم برگ يشيحفظ رشد رو

 دارد. يهمخوان  Richardson et al. (2023)و

 

 
 تیمار با 16)فسفات ة کنند های حل های میکوریزی آربسکولار و باکتری اثر تیمارهای قارچ (10 شکل

طرح کاملاً تصادفی ة در طرح فاکتوریل بر پای (Pistacia atlantica) نهال بنه تعداد برگتکرار( بر  9

‌.دار است معنی درصد 5ها براساس آزمون دانکن در سطح احتمال  اختلاف میانگین

(NM, non-mycorrhizal; NPSB: non- phosphate solubilizing bacteria; FG: F. geosporum; CL: 

 C. luteum; PA:  P. azotoformans; PF: P. frigoritolerans)  
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 گلخانه شرایط در بنه های نهال رشد و مانی زنده بر

 یریگ جهینت

هاي  ها در گلخانه موجب بهبود ويژگي هاي اين پژوهش استفاده از ميکروارگانيسم يافته براساس

کنندة فسفات  محلول هاي باکتري و آربسکولار ميکوريز هاي قارچ زني مايهاين گونه شد و  رويشي

 . داد افزايش گلخانه در داري معني طور به رازاسيون ريشه يو درصد کلن بنه نهال رويشي هاي ويژگي

( Mixتيمار مخلوط ) فسفات،ة کنند هاي محلول هاي ميکوريزي آربسکولار با باکتري توأم قارچ کاربرد

 و P. azotoformansو دو باکتري  C. luteumو  F. geosporumکه متشکل از ترکيب دو قارچ 

P. frigoritolerans  ،در گلخانه متر  سانتي 91/25هاي بنه با  افزايش ارتفاع نهالبيشترين اثر را بر بود

  داشت.

بر قطر  فسفاتة کنند هاي محلول هاي ميکوريزي آربسکولار با باکتري توأم قارچکاربرد همچنين در 

هاي ميکوريز  ها با تيمارهاي منفرد قارچ ( باکتريMix، تيمار مخلوط )هاي بنه در گلخانه نهالة يق

داشتند. را  افزايشمتر، بيشترين  ميلي 03/6و  11/6ترتيب با  به C. luteumو  F. geosporum :آربسکولار

 در تيمار منفرد باکتري فسفات،ة کنند هاي محلول هاي ميکوريزي آربسکولار با باکتري در اثر توأم قارچ

P. azotoformans ( با تيمار مخلوطMix قارچ، با )عدد بيشترين تعداد برگ را داشتند.  5/16 

 هاي باکتري با ميکوريزي هاي قارچ توأم کاربرد دست آمده از اين پژوهش، با توجه به نتايج به ،بنابراين

گيرد و  قرار تواند مدنظر مي آن هاي رويشگاه احياي و بنه ارزشمندة گون توليد برايکنندة فسفات  محلول

افزايش رشد بنه در رويشگاهاي براي عنوان راهکاري مناسب و کاربردي  ها را به ميکروارگانيسمتفاده از اس

 . آن پيشنهاد دادشده  تخريبطبيعي و 
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 گلخانه شرایط در بنه های نهال رشد و مانی زنده بر

 

 منابع

هاي  هاي ميکوريزي بر رشد نونهال . اثر تلقيح قارچ1395زاده، م.، شيرواني، ا.، خوشنويس، م.،  آرمند، ن.، متيني

-656(: 24) 4اي. تحقيقات جنگل و صنوبر ايران،  در شرايط گلخانه (Cerasus mahaleb (L.) Mill)محلب 

664. 

. بررسي شرايط اکولوژيک، پراکنش و زادآوري درخت بنه. همايش ملي بنه )مرواريد سبز(، 1374بوداغي، ع.، 

 ايلام.

. امکان 1397پورهاشمي، م.،  زاده، م.، زاده، ط.، متيني حلاج، م.ح.، علي زاده خوشنويس، م.، صادقتيموري، م.، 

هاي بلوط )مطالعة موردي: ايستگاه گاران،   هاي محرک رشد در عمليات احياي جنگل استفاده از باکتري

 .371 -361(: 10) 3مريوان(. مجلة جنگل ايران، 

هاي بنه از طريق کاشت  . بررسي امکان احياي جنگل1385پور، م.، بردبار، س.ک.، جوکار، ل.، عباسي، ع.ر.،  حمزه

 .270 -220(ک 3)14مستقيم بذر و نهال. جنگل و صنوبر ايران، 

. بررسي عوامل مؤثر بر پراکنش پسته وحشي در استان ايلام. طرح مرکز تحقيقات کشاورزي 1379طهماسبي، م.، 

 صفحه. 223و منابع طبيعي استان ايلام، 

. تأثير تلقيح دو قارچ 1399ثانوي، ع.،  د، ع.ر.، مدرسآبا نصرت  کوچکسرايي، م.، فلاح عزيزي، ص.، طبري

 هاي تحت تنش خشکي مورد ميکوريزي و دو باکتري محرک رشد بر بهبود صفات نهال

(Myrtus communis جنگل و .)281 -271(: 3)73چوب، مجلة منابع طبيعي ايران، هاي  فراورده. 

قارچ اندوميکوريز بر تغذيه معدني و رشد گياه پسته تأثير . بررسي 1384فهيمي، ح.، فلاحيان. ف.، عباسپور، ح.، 

 .86 -67، صفحات 82شوري، مجله پژوهش و سازندگي، شماره  در

 هاي نهال رويشي هاي ويژگي و استقرار ماني، زنده بهبود. 1400 ،.ا شيرواني، ،.ط زاده، علي ،.ا نوري، ،.م زاده، متيني

 منابع مجلة چوب، هاي فراورده و جنگل. بومي ميکوريزي هاي قارچ تلقيح با( Juniperus excelsa) ارس

 .432 -421(: 4)74 ايران، طبيعي
Alam, S., Khalil, S., Ayub, N., Rashid, M., 2002. In vitrosolubilization of inorganic 

phosphate by Phosphate Solubilizing Microorganisms (PSM) from maize rhizosphere. 

International Journal of Agriculture and Biology, 4: 454-458. 

Allen, M.F., 2007. Mycorrhizal fungi: highways for water and nutrients in arid soils. 

Vadose Zone Journal, 6: 291–297. 

Antoun, H., Kloepper, J., 2001. Plant growth promoting rhizobacteria. In: Encyclopedia of 

Genetics, (Eds.) Brenner, S. and Miller, Journal of Academy, Press, 1477-1480. 

Azarmi-Atajan, F., Sayyari-Zohan, M.H., 2022. Effect of phosphate solubilizing bacteria 

and triple superphosphate on the growth, physiological parameters and phosphorus 



 29  /  فسفات کنندة حل های باکتری و آربسکولار میکوریز های قارچ همزیستی تأثیر

 گلخانه شرایط در بنه های نهال رشد و مانی زنده بر

uptake of pistachio seedlings. Journal of Horticulture and Postharvest Research, 5(1):69-

78. 

Azcon-Aguilar, C, Jaizme-Vega, M.C., Calvet, C., 2002. The contribution of arbuscular 

mycorrhizal fungi to the control of soil-borne plant pathogens. Mycorrhizal technology 

in agriculture: from genes to bioproducts. 187-97. 

Azizi, R., Pirzad, A., and Rahimzadeh, M. 2019. Effects of mycorrhizal inoculation on 

growth and drought tolerance of Myrtus communis seedlings. Journal of Forest 

Research and Development, 33(2): 221–230. 

Barea, J.M., Azcon-Aguilar, C., Azcon, R., 1997. Interactions between mycorrhizal fungi 

and rhizosphere micro-organisms within the context of sustainable soil-plant systems. 

In: Gange AC, Brown VK (eds) Multitrophic interactions in terrestrial systems. 

Backwell, Cambridge, pp 65–77. 

Brundrett, M., Bougher, N., Grove, T. Malajczuk, N., 1996. Working with Mycorrhizasin 

Forestry and Agriculture.Monograph 32. Australian Center for InternationalAgricultural 

Reserch, Canberra, Australia, p. 374. 

Błaszkowski, J., Chwat, G., Góralska, A., and Bobrowska-Chwat, A. 2015. Glomus 

tetrastratosum, a new species of arbuscular mycorrhizal fungi (Glomeromycota). 

Mycoscience, 56(3): 280–286. 

Cavagnaro, T.R., 2008. The role of arbuscular mycorrhzas in improving plant zinc nutrition 

under low soil zinc concentrations: a review. Plant and Soil, 304: 315-325. 

Davies, J.r.F.T., Potter, J.R., Linderman, R.G., 1992. Mycorrhiza and repeated drought 

exposure affect drought resistance and extraradical hyphae development of pepper 

plants independent of plant size and nutrient content. Journal of Plant Physiology, 139: 

289-94. 

Fageria, N.K., 2009. The use of nutrients in crop plants. Taylor and Francis Group, LLC. 

New York. 

Fan, Y., Luan, Y., An, L., Yu, K., 2008. Arbuscular mycorrhizae formed by Penicillium 

pinophilum improve the growth, nutrient uptake and photosynthesis of strawberry with 

two inoculum-types. Biotechnology letters, 30:1489-94. 

Gamalero, E., Glick, B.R., 2019. Plant growth-promoting bacteria in agricultural and 

stressed soils. InModern soil microbiology, pp 361-380. 

Gerdemann, J.W., Nicolson T.H., 1968. Spores of mycorrhizal Endogenic species extracted 

for soil by wet sieving and decanting. Transactions of the British Mycological 

Society.1968: 46: 235-244. 

Goransson, P., Olsson, P.A., Postma, J., Falkengren-Grerup, U., 2008. Colonization by 

arbuscular mycorrhizal and fine endophytic fungi in four woodland grasses-variation in 

relation to pH and aluminium. Soil Biology and Biochemistry, 40: 2260–2265. 

Gulati, A., Rahi, P., Vyas, P., 2008. Characterization of phosphate-solubilizing fluorescent 

pseudomonads from the rhizosphere of seabuckthorn growing in the cold deserts of 

Himalayas. Current microbiology, 56:73-9. 

Huang, H., Zhang, S., Wu, N., Luo, L., Christie, P., 2009. Influence of Glomus 

etunicatum/Zea mays mycorrhiza on atrazine degradation, soil phosphatase and 

dehydrogenase activities, and soil microbial community structure. Soil Biology and 

Biochemistry, 41: 726-734. 

Krüger, M., Krüger, C., Walker, C., Stockinger, H., and Schüßler, A. 2009. Phylogenetic 



 فسفات  کنندة حل های باکتری و آربسکولار میکوریز های قارچ همزیستی تأثیر/    30
 گلخانه شرایط در بنه های نهال رشد و مانی زنده بر

 

reference data for systematics and phylotaxonomy of arbuscular mycorrhizal fungi. New 

Phytologist, 182(4): 986–994. 

MacFaddin, J.F., 1980. “Biochemical Tests for Identification of Medical Bacteria,” 

Williams and Wilkins, Baltimore. 

MacFadine, J.F., 1980. Biochemical tests for identification of medical bacteria. Second 

edition. Warley Press, Inc. U.S.A. 527 p. 

Marschner, H., Dell, B., 1994. Nutrient uptake in mycorrhizal symbiosis. Plant and Soil, 

59: 89–102. 

Miller, R.M., Jastrow, J.D., 1992. The role of mycorrhizal fungi in soil conservation. 

Mycorrhizae in sustainable agriculture, 54: 29-44. 

Phillips, J.M., Hayman, D.S., 1970. Improved procedures for clearing roots and staining 

parasitic and vesicular-arbuscular mycorrhizal fungi. New Phytologist,124: 481-488. 

Rahimzadeh, S., Pirzad, A., 2017. Arbuscular mycorrhizal fungi and Pseudomonas in 

reduce drought stress damage in flax (Linum usitatissimum L.): a field study. 

Mycorrhiza, 27(6):537-52. 

Raju, P.S., Clark, R.B., Ellis, J.R., Maranville, J.W.,1990. Effects of species of VA-

mycorrhizal fungi on growth and mineral uptake of sorghum at different temperatures. 

Plant and soil, 121:165-70. 

Richardson, A.E., Hadobas, P.A., Hayes, J.E., O'hara, C.P., Simpson, R.J., 2001. Utilization 

of phosphorus by pasture plants supplied with myo-inositol hexaphosphate is enhanced 

by the presence of soil micro-organisms. Plant and Soil, 229:47-56. 

Shiran, B., et al. 2021. Genetic diversity and distribution of Pistacia atlantica populations in 

Iran. Forest Ecology and Management, 481: 118704. 

Shirvani, M., Matinizadeh, M., and Zarafshar, M. 2021. Effects of indigenous arbuscular 

mycorrhizal fungi and phosphate-solubilizing bacteria on the growth of Pistacia atlantica 

seedlings under drought stress. Iranian Journal of Forest and Poplar Research, 29(4): 

451–462. 

Singh, S., Kapoor, R., and Aggarwal, A. 2019. Arbuscular mycorrhiza-mediated enhanced 

tolerance to drought in plants: Recent advances and future perspectives. Frontiers in 

Plant Science, 10: 470. 

Sperber, J.I., 1958. Solution of apatite by soil microorganisms producing organic acids. 

Australian Journal of Agricultural Research, 9(6):782-7. 

Tamura, K., Dudley, J., Nei, M., and Kumar, S. 2007. MEGA4: Molecular evolutionary 

genetics analysis (MEGA) software version 4.0. Molecular Biology and Evolution, 

24(8): 1596–1599. 

Wang, F.Y., Lin, X.G., Yin, R., Wu, L.H., 2006. Effects of arbuscular mycorrhizal 

inoculation on the growth of Elsholtzia splendens and Zea mays and the activities of 

phosphatase and urease in a multi-metal-contaminated soil under unsterilized conditions. 

Applied Soil Ecology, 31: 110-119. 

Williams, A., Ridgway, H.J., Norton, D.A. 2012. Different arbuscular mycorrhizae and 

competition with an exotic grass affect the growth of Podocarpus cunninghamii Colenso 

cuttings. New Forests, 44: 183–195. 

Zarei, M., Fallahzade, J., and Rezaei, M. 2020. Diversity of arbuscular mycorrhizal fungi in 

different forest ecosystems of Iran. Iranian Journal of Forest and Range Protection 

Research, 18(1): 15–26. 


