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 مجله مديريت خاك و توليد پايدار
  1391، دوم، شماره دومجلد 

http://ejsms.gau.ac.ir    
  

  و  Azotobacterهاي جداسازي و شناسايي ايزوله
  ها كنندگي رشد آن فاكتورهاي تحريك گيري اندازه

  
  3راددوجي  و عرازمحمد نوري2مطلق ، مجتبي باراني2، محسن علمائي1سودابه دولتي*

 ، گروه علوم خاكاستاديار2گروه علوم خاك، دانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعي گرگان، ارشد  ي كارشناسيدانشجو1
  استان گلستان،مربي پژوهشي مركز تحقيقات كشاورزي و منابع طبيعي3 ،دانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعي گرگان

 19/8/91:  ؛ تاريخ پذيرش14/8/90: تاريخ دريافت

  1چكيده
منظـور    بـه   ايـن پـژوهش    .باشـد  هاي مهم منطقه ريزوسـفر گياهـان زراعـي مـي           توباكتر از باكتري  از

هـاي   بررسـي پتانـسيل   و  تحت كـشت گيـاه سـويا        بومي استان گلستان    ازتوباكتر  هاي   جداسازي جدايه 
 توانايي تثبيت    جدايه انتخاب و   30 سازي، پس از خالص  . به اجرا درآمد  ها   تحريك رشد در اين باكتري    

 و انحلال فسفر معـدني بـا روش    توانايي توليد اكسين ي با روش احياء استيلن به اتيلن،      لكولونيتروژن م 
نتـايج  . مورد بررسي قرار گرفت    Cas-Agarسنجي و توانايي توليد سيدروفور با استفاده از محيط           رنگ

 تثبيـت بيولوژيـك     هاي مختلف از نظر توانايي توليـد اكـسين و          تجزيه واريانس نشان دادكه بين جدايه     
 23/428ميزان به( 26Azترين ميزان تثبيت نيتروژن در جدايه        بيش. داري وجود دارد   نيتروژن تفاوت معني  

 نـانومتر در ويـال بـر        39/21ميـزان    بـه ( 27Azترين ميزان آن در جدايه       كمو  ) نانومتر در ويال بر هكتار    
و در جدايـه    ) گرم بـر ليتـر       ميلي 3/27(كثر  حدا 4Azجدايه    ميزان توليد اكسين در    مشاهده شد، ) هكتار

20Az   9ن ميزان توليد سيدروفور در جدايه       تري  بيش بود، همچنين ) گرم بر ليتر     ميلي 0157/0(حداقلAz 
 72در مـدت   24/2و  36/6با نسبت قطر هالـه بـر كلنـي         ترتيب    به 18Azترين ميزان آن در جدايه       و كم 

  .ساعت مشاهده شد
  

 PGPR، ايندول استيك اسيد، تثبيت بيولوژيك نيتروژن، سيدروفور، وباكترازت : كليديهاي واژه
  

                                                 
 soodabe.dolati@gmail.com: مسئول مكاتبه *
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  مقدمه
 ظرف چند دهه اخير تلاش براي افزايش توليد در واحد سطح پيامدهايي از جمله مـصرف زيـاد و                  

بر افزايش هزينـه     علاوههمراه داشته است كه      هويژه كودهاي نيتروژني را ب     هنامتعادل كودهاي شيميايي، ب   
توانـد   استفاده از كودهاي بيولوژيـك مـي   .محيطي نامطلوبي را به همراه داشته است  اثرات زيستتوليد

هـاي   ضمن افزايش رشد موجب كاهش مصرف كودهاي شيميايي و آلودگي محـيط و بهبـود شـاخص                
هـاي بيولـوژيكي بـراي افـزايش توليـد           يكي از شـيوه   . كيفيت خاك و در نهايت كشاورزي پايدار شود       

لكولي يا توليد مـواد     وانايي تثبيت بيولوژيكي نيتروژن م    زي مفيد كه تو    القوه از موجودات خاك   استفاده ب 
، گروه وسيعي   )PGPR1( محرك رشد گياه  ريزوسفري  هاي   باكتري. باشد را داشته، مي  گياه  محرك رشد   

 طور مـستقيم و غيرمـستقيم موجـب تحريـك رشـد و در نهايـت                 هزي هستند كه ب    هاي خاك  از باكتري 
پتانسيل لازم براي   ) ريزوسفر(اين گروه از موجودات در محيط ريشه        . شوند فزايش عملكرد گياهان مي   ا

 اثـرات متقابـل   جـا   در آن ريزوسفر مكاني است كه.)2003وسي، ( اشغال سيستم ريشه گياهان را دارند  
ز نظر كمي و كيفي     جوامع ميكروبي ريزوسفر ا   . پيوندد وقوع مي  ها به  ك، گياهان و ميكروارگانيزم   بين خا 

 ازتوبـاكتر جـنس  ). 1990ليـنچ،  ( با جوامع ميكروبي خاك غيرريزوسـفري تفـاوت بـسيار زيـادي دارد      
 اين باكتري از جملـه      .كند صورت آزاد تثبيت و وارد خاك مي       كولي موجود در اتمسفر را به     لونيتروژن م 

هاي اخيـر توجـه       كه در سال   آيد حساب مي  لكولي به وكننده نيتروژن م   هاي تثبيت  زوتروفا ترين دي  مهم
هاي اخير نشان داده اسـت كـه       مطالعات انجام شده در سال    . ن كشور را به خود جلب كرده است       امحقق
محـرك رشـد گيـاه نيـز     ريزوسفري هاي  توان در زمره انواع باكتري هاي مختلف اين باكتري را مي    گونه

لكولي، افزايش تحرك وواسطه تثبيت نيتروژن م    ه و ب  طور مستقيم   بهازتوباكتر  هاي جنس    باكتري. قرار داد 
هـا،   ماننـد اكـسين   (هـاي رشـد گيـاهي         توليد فيتوهورمون  خصوص  و قابليت جذب عناصر غذايي و به      

علاوه از طريق كنترل     هاين باكتري ب  . شوند موجب بهبود شرايط تغذيه و رشد گياه مي       ) ...ها و   سيتوكينين
 نيز به حفظ سلامت گياه كمك نموده كـه تـأثير نهـايي آن، بهبـود                 طور غيرمستقيم،  هزا، ب  عوامل بيماري 

). 2001 مركوواسـكي و ميليـك،    ؛  2002،  كـادر و همكـاران     (باشـد  رشد و عملكرد گياهان زراعي مـي      
 انحلال، همچنين توانايي اين باكتري در افزايش توباكترزا توسط Moو   Fe،Zn افزايش قابليت جذب

هاي افزايش تحرك و قابليت      جمله روش  دني به اثبات رسيده است كه از      فسفر از تركيبات نامحلول مع    
به عقيده كندي ). 2000نارولا و همكاران، ؛ 2001 مركوواسكي و ميليك،( باشد جذب عناصر غذايي مي

                                                 
1- Plant Growth Promoting Rhizobacteria 

www.SID.ir

www.SID.ir


Arc
hive

 of
 S

ID

  و همكارانسودابه دولتي

 123

 وجود  ازتوباكترهاي توليد شده توسط      همبستگي نزديكي بين رشد گياه و هورمون      ) 2004(و همكاران   
را  ازتوبـاكتر كروكوكـوم   هـايي از     توانايي انحلال فسفات معدني در سويه     ) 1999( رولاكومار و نا  . دارد

قادر است غلظت فسفر را       كروكوكوم ازتوباكتر M-15 اين دو محقق نشان دادند سويه     . گزارش نمودند 
 . ميكروگرم بر ليتر افزايش دهد77/1 كلسيم فسفات در حد در حضور تري

باشند كه ميل تركيبـي شـديد بـا           مي  ازتوباكتر هاي توليد شده توسط    سيدروفورها از ديگر متابوليت   
هـاي يـوني هـستند كـه افـزايش          سيدروفورها در واقع نوع خاصي از حامل      . ظرفيتي دارند  يون آهن سه  

منظور مقابله با تنش كمبود آهـن اقـدام بـه            هاي ميكروبي به   برخي سلول . تحرك آهن را به عهده دارند     
توليـد سـيدروفور      قادر به   ازتوباكتر هايي از  دهد كه جدايه   ها نشان مي   بررسي. نندك ترشح سيدروفور مي  

 و  شيوپراسـاد ( دهنـد  باشند و قابليت تحرك آهن را در ريزوسفر افزايش مـي           در شرايط كمبود آهن مي    
صـر   در شرايط نامساعد محيطي از جمله خشكي، كمبود مواد آلي و عنا            ازتوباكتر همچنين). 1989 پيج،
هـاي منـاطق    و بنابراين استفاده از اين باكتري در خاك) 1974ولا، ( آيد  در مي  1حالت سيست  يي به غذا

 .تواند مفيد باشد خشك ايران نيز مي

 ،6آرمينـاكوس ، 5نيگريكـانس ، 4بيجرينكـي ، 3وينلانـدي ، 2كروكوكـوم هاي  نام نه به گو7 شامل  ازتوباكتر
هـاي زراعـي در منـاطق معتـدل           گونه غالب خاك   روكوكومازتوباكتر ك . باشد مي 8سالينستريسو   7پاسپالي

دانـه   ايـن رنـگ   . محلول در آب اسـت    سـياه نـا    -اي دانه قهوه  هاي اين گونه توليد رنگ     از ويژگي . باشد مي
  ، بكينـگ ( شـود  دار اسـت ايجـاد مـي       وسيله تيروژيناز كه يك آنـزيم مـس        هعلت اكسيداسيون تيروزين ب    به

  مانند ي آنها كلني. ستا مكوكووكر شبيه ژي،مرفولو نظــر از ر وينلانــديازتوبــاكت). 2005كــريج، ؛ 2006
 يرز در ست كها گونه ينا تمشخصا آب از  در لمحلو زرد -سبزدانـه     رنگ توليد. نيستند جلز ،مكوكووكر
 شناسايي) 1904(ن  ليپما  توسطبيجرينكي ازتوباكتر .دميشو هيدزرد د  -سبز سنترفلوبه رنگ   بنفش ا فر رنو
  .ميباشند حركت انتو بدون ،گونه ينا يهاي باكتر .به اين نام معروف شد بيجرينك رفتخاا  بهو شد

                                                 
1- Cyst 
2- Chroococcum 
3- Vinelandii 
4- Beijerinckii 
5- Nigricans 
6- Armeniacus 
7- Paspali 
8- Salinestris 

www.SID.ir

www.SID.ir


Arc
hive

 of
 S

ID

  1391) 2(، شماره )2( جلد مديريت خاك و توليد پايدارمجله 

 124

ــام   ــانس ن ــاكتر نيگريك  توليد ليلد به هسيا نگر. سته اشد گرفته هسيا يمعنا به انيگر كلمه  ازازتوب
 .شـوند  مي يدتول اين گونه  هاي  سويه بعضي توسط ميباشد كه آب در  سياه محلول  -اي  هقهوهاي    دانه  رنگ
  .هستند حركت انتو بدون  گونه نـياهاي رويشي  سلول

ــاكتر آرمينــاكوس ــاكتري، شد زيسااجد نمنستاار ريجمهو يها كخا از ربا لين اوازتوب  ينا هــاي ب
 ازتوبـاكتر  .د، براق و چسبناك هـستند   ياز بتحد با فصا  كلنيها ك،متحر هاي پيراموني  داراي تاژك  گونه

كنـد كـه ايـن       تبـديل   S2 H به را تتيوسولفا و سيستئين و نيتريت به را اتنيتر نيست درقا آرميناكوس
  .دارد هميت ا نيگريكانس از گونه ينا شناسايي در ها ويژگي

 درقا ريهميا روش به 1منوتاتو مپاسپالو علفي هگيا با كه ستا توباكتراز گونه تنها  ازتوباكتر پاسپالي
  ).2005كريج، ( ستا هشد شناخته ريهميا اعنوا ختصاصيترينا از يكي ينا.  ميباشد وژننيتر تثبيت به

 Azotobacterهاي غذايي مايع متداول براي كـشت   روي محيط A. chroococcumهاي  برخي جدايه
 وابسته به سديم  ازتوباكترهاي  ها را    ها، آن   روي انواعي از اين جدايه     با پژوهش ) 1986(پيج  . كنند رشد نمي 

وجود مقدار كافي سديم     ها مشروط به   پيشنهاد كردند كه اين انواع كه رشد آن       ) 1991(ران  پيج و همكا  . ناميد
  .)2005؛ كريج، 2006بكينگ، (  قرار گيرندازتوباكتر سالينستريس نام در محيط است در گونه جديدي به

  
 ها مواد و روش

استان گلستان صورت گرفت و     برداري از مزارع سويا       نمونه ازتوباكترمنظور جداسازي    به :برداري نمونه
 اطلاعـات  ).14/4/1389بـرداري   تـاريخ نمونـه   (آوري شد     نمونه خاك از مزراع مختلف جمع      16تعداد  

  . آورده شده است1برداري در جدول  مربوط به مناطق نمونه
آب معمـولي   سي    سي 100 گرم به    1هاي خاك    از هر يك از نمونه     :سازي باكتري  خالصجداسازي و   

از اين سوسپانـسيون    ليتر    ميلي 1  ساعت شيك شد، سپس    1اضافه و    سي  سي 250ه در ارلن    استريل شد 
ليتـر محلـول      ميلـي  50:  نيتروژن كه در ليتر شـامل      شت اختصاصي وينوگرادسكي مايع بدون    به محيط ك  

 گـرم   5/2 گرم سولفات منيزيم،     5/2پتاسيم،    گرم فسفات هيدروژن دي    5: در ليتر شامل  (وينوگرادسكي  
 تنظـيم   3/7ي بـر روي     ي نهـا  pH گرم سولفات منگنـز و       05/0 گرم سولفات آهن و      05/0د سديم،   كلري

 گرم از هر يـك از امـلاح موليبـدات    05/0در ليتر شامل (مصرف  ليتر محلول عناصر كم  ميلي 1،  )گرديد
 گـرم  5/0 گـرم مـانيتول،   10، )پتاسيم، برات سديم، نيترات كبالت، سولفات مس و سولفات روي است    

منظـور مـشاهده      سـاعت بـه    72مـدت    ليتر آب مقطر است، اضافه شد و بـه          ميلي 950كربنات كلسيم و    
                                                 
1- Paspalum Notatum 
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سازي انجام   اي شيك گرديد سپس از اين سوسپانسيون داراي كدورت رقت          دانه قهوه  توانايي توليد رنگ  
تـري داشـت بـر روي محـيط كـشت وينوگرادسـكي جامـد                هاي مناسب  كلني گرفت و از رقتي كه تك     

هاي تيپيـك بـر روي محـيط         كشت كلني  سازي كشت داده شد و پس از چند مرحله باز          نظور خالص م به
اي و لعـابي رشـد       شكل قطره  اين باكتري به  . سازي شد  كشت اختصاصي وينوگرادسكي باكتري خالص    

هـا    بـودن آن    ازتوبـاكتر  بيـانگر آيـد كـه      اي سوخته تا سياه در مي      كرده كه با گذشت زمان به رنگ قهوه       
اكنش گـرم، تـشكيل     تحرك، و (آميزي   ها براساس روش ميكروسكوپي و رنگ      شناسايي ايزوله . باشد مي

دانه   بيوشيميايي شامل آزمون كاتالاز، اكسيداز و توليد اسيد از قند و توليد رنگ             هاي  و آزمايش ) سيست
  ).2007رجائي و همكاران، (گرفت ها صورت  بر روي جدايه

  
  .UTMبرداري شده در استان گلستان براساس سيستم  ناطق نمونه موقعيت جغرافيايي م-1جدول 

 نام منطقه طول جغرافيايي عرض جغرافيايي

 روستاي نومل 0278189 4081250
 روستاي اصفهانكلاته 0282265 4081772
 روستاي مرزنكلاته 0285317 4082489
 آباد روستاي حسن 0288291 4082922
 تهروستاي داركلا 0317770 4092680
 روستاي دلند 0332059 4102011
 دشت حلقه 0346487 4114349
 كلاله -گنبدجاده  0352775 4129177
 كلاله 0360013 4129795
 مينودشت -جاده آزادشهر 0345046 4113538
 دلند 0316175 4091222
 داخل اصفهانكلاته 0285473 4082695
 1سرخنكلاته  0283824 4081716
 2سرخنكلاته  0283681 4084000

  
  ازتوباكترهاي   گونههاي تشخيص آزمون

هدف از انجام اين آزمون، تعيين توانايي احيـاي نيتـرات بـه نيتريـت،      :به نيتريت آزمون احياء نيترات
 گـرم  3 :در ليتر شامل محيط كشت مورد استفاده براي اين آزمون. باشد  ميازتوباكترهاي  توسط باكتري

Beef Extract ،5 گرم Pepton 3 گرم 1 وKNO ساعتي باكتري  24-48پس از تلقيح و كشت . است
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 گرم اسيد سولفانيليك    B) 8ابتدا چند قطره از معرف      .  استفاده شد  Bو   Aهاي   در اين محيط، از معرف    
 گرم آلفانفتيـل آمـين در   5 (Aاضافه كرده و سپس چند قطره از معرف )  نرمال5 ليتر اسيد استيك   1در  

ايجاد رنگ قرمز نـشانه احيـاي نيتـرات و وجـود            . گردد  استفاده مي  ) نرمال 5 استيك    ليتر اسيد  1حجم  
بـراي درك   . ن تست است  باشد و اگر تغيير رنگ مشاهده نشد نشانه منفي بودن اي           نيتريت در محيط مي   

چه نيترات   چنان. گردد به محيط كشت اضافه مي    ) Zn(رنگ، مقداري پودر روي     نكردن   تغيير   بهتر علت 
. آيـد  يط كشت وجود داشته باشد روي آن را به نيتريت احياء نموده و رنگ قرمز در محيط پديد مي                  در مح 

باشد و اگر    دهنده منفي بودن واكنش مي     مشاهده رنگ قرمز در محيط بعد از افزودن پودر روي به آن نشان            
  ازي احيـاء    گ ـ تغيير رنگ مشاهده نشد دليل بر اين است كه ديگر نيترات در محـيط نيـست و بـه شـكل                    

  و  A. paspaliتنهـا دو گونـه    Azotobacter هـاي  در بين گونـه . و تصعيد شده و واكنش مثبت است
A. armeniacus 2009، زاده رجب(باشند  توانايي احياء نيترات به نيتريت را دارا نمي.(  

ده و وجود فنول در محـيط كـشت حـساس بـو          به ازتوباكترهاي مختلف    گونه: آزمون مقاومت به فنول   
 قـادر  ازتوباكتر وينلاندي و  كروكوكوم ازتوباكترگونه   قادر به رشد در محيط داراي فنول نيستند تنها دو         

 ـ. )1984كريج،  (باشند    درصد مي  05/0محيط كشت داراي فنول      به رشد در   منظـور   يـن ترتيـب بـه     ه ا ب
 افزوده   درصد فنول  05/0محيط كشت جامد وينوگرادسكي       به وينلاندي و   ازتوباكتر كروكوكوم جداسازي  

  .ها براي رشد بر روي اين محيط بررسي شد و توانايي ايزوله
 قـادر بـه     ازتوباكتر وينلاندي  تنها   ازتوباكترهاي   در ميان تمامي گونه   : آزمون مقاومت به بنزوات سديم    

با توجـه بـه ايـن قابليـت      . )1984كريج،  (باشد    درصد سديم بنزوات مي    1رشد در محيط كشت داراي      
 سـديم    درصـد  1ها به محيط كشت جامد وينوگرادسكي         از ساير گونه   ازتوباكتر وينلاندي ي جداسازي   برا

  .ها برروي اين محيط بررسي شد بنزوات افزوده و توانايي رشد ايزوله
  

  كنندگي رشد گياه هاي تحريك آزمون
 LB-T2 كشت مـايع محيط  IAA1 گيري كمي توانايي توليد    براي اندازه : IAA آزمون كمي توانايي توليد   

 گـرم كلريـد   5 گـرم عـصاره مخمـر،    5 گرم تريپتون،   10: تهيه كه تركيبات اين محيط در هر ليتر شامل        
  گــرم بــر ليتــر  ميلــي100 محــيط تنظــيم گرديــد و بــه ايــن 4/7ي بــر روي ي نهــاpHســديم اســت و 
L-Tryptophan ي تـازه، تلقـيح و      ماده توليد اكسين، اضافه شد و با سوسپانسيون ميكروب         عنوان پيش  به

                                                 
1- Indole Acetic Acid 
2- LB-Tryptophan (Luria-Bertani) 
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 ساعت شيك گرديد بعد از سپري شدن ايـن زمـان سوسپانـسيون ميكروبـي سـانتريفيوژ و                   48مدت   به
شامل (ليتر معرف سالكووسكي      ميلي 2ليتر از اين محلول به        ميلي 1رويي به آرامي جدا و       محلول شفاف 

)  مولار O2H6 .3FeCl 5/0ليتر    ميلي 5/7 آب مقطر،  ليتر  ميلي 250اسيد سولفوريك غليظ،    ليتر    ميلي 150
 نـانومتر  530در نهايت شدت رنگ توليد شده توسط دستگاه اسپكتروفتومتر در طول مـوج         . افزوده شد 

قرائت گرديد و با استفاده از مقادير قرائت شده بـراي اسـتانداردها مقـادير اكـسين توليـد شـده بـراي                       
  .)4جدول  ()2000 ، و همكارانبيوور(ها محاسبه شد  نمونه

لكـولي از روش احيـاء      ومنظور بررسي توان تثبيت نيتروژن م      به: آزمون توان تثبيت بيولوژيك نيتروژن    
هاي آزمـايش شـامل        ميكروليتر سوسپانسيون ميكروبي به لوله     2. استفاده شد  )ARA1 (استيلن به اتيلن  

سـيون، درب    سـاعت انكوبا   48 اضافه گرديد، پس از   )  نيتروژن بدون(محيط كشت مايع وينوگرادسكي     
 درصد حجم هواي داخل لولـه بـا سـرنگ    10ها با درهاي پلاستيكي استريل تعويض شد و       اي لوله  پنبه

 7/0 ساعت انكوباسـيون مجـدد،       24پس از   . ها تزريق گرديد   تخليه و به همان ميزان گاز استيلن به لوله        
رومـاتوگرافي گـازي    ميكروليتر از هـواي داخـل لولـه بـا اسـتفاده از سـرنگ هـاميلتون بـه دسـتگاه ك                     

)GOW_MAC(              تزريق گرديد و سطح زير منحني ايجاد شده قرائـت شـد )     ،راويكومـار و همكـاران
  ).1 شكل() 2004

  

  
  

 .باشد  پيك اول مربوط به اتيلن و پيك دوم مربوط به استيلن مياي از گراف دستگاه كروماتوگرافي گازي  نمونه-1 شكل

                                                 
1- Acetylene Reduction Assay 
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 Cas-Agarكمي توان توليد سيدروفور با استفاده از محيط كشت  آزمون نيمه : توانايي توليد سيدروفور  
ميكروليتر  100تهيه و سپس ) 1991( الكساندر و زامبر اين محيط طبق روش اصلاح شده .انجام گرفت

ها تلقيح شد، توانايي توليد سيدروفور بر مبنـاي          گذاري روي پليت   از سوسپانسيون باكتري به روش لكه     
له نـسبت بـه قطـر كلنـي بـاكتري در      گيري قطر ها از آبي به نارنجي و با اندازهتغيير رنگ محيط كشت     

  ).6 و 5 هاي جدول(بندي شد  گيري و طبقه  ساعت اندازه72 و 48، 24 زماني هاي هاصلف
ليتر   ميلي 25ابتدا از كشت تازه باكتري يك حلقه پر به          :  توانايي انحلال فسفر معدني     كمي گيري اندازه

ليتر از اين سوسپانـسيون بـه         ميلي 1 ساعت   48موده و پس از سپري شدن       سكي تلقيح ن  محيط وينوگراد 
، Agar  گـرم Yeast Extract ،15 گرم Glucose ،5/0 گرم 10 :در ليتر شامل(ليتر محيط اسپربر   ميلي25
 در دقيقـه    120 در دور    افـزوده و  ) 2CaCl گـرم    1/0 و   O2H7 .4MgSO گرم   4PO(3Ca  ،2/0(2 گرم   5

 در 10000ليتـر از سوسپانـسيون در دور       ميلـي  2 ساعت،   120 و   48،  24هاي   سپس در زمان  . شيك شد 
ليتـر معـرف آمونيـوم     ميلـي  1ليتر از محلول بالايي بـا     ميلي 1 دقيقه سانتريفيوژ شده و      10مدت   دقيقه به 

 دقيقـه در دمـاي      20مـدت    ا بـه  ه ـ نمونه. شود يونيزه مخلوط مي   ليتر آب دي    ميلي 3موليبدات وانادات و    
 نـانومتر بـا دسـتگاه اسـپكتروفتومتر        470آزمايشگاه قرار گرفته و سپس مقدار جذب نور در طول موج            

 4PO2KH ميزان حلاليت فسفر با مقايسه اين جذب با منحني استاندارد تهيـه شـده توسـط              . قرائت شد 
 30 و   25،  25،  20،  15،  10،  5،  0هـاي    ظتليتر از غل    ميلي 1در ترسيم منحني استاندارد     . محاسبه گرديد 

ليتر   ميلي 1و  ) كلسيم فسفات   تري بدون(ليتر محيط وينوگرادسكي       ميلي 3با   4PO2KHگرم در ليتر     ميلي
 نانومتر توسـط    470 وانادات مخلوط و سپس ميزان جذب نور در طول موج            -معرف آمونيوم موليبدات  

  .گيري شد دستگاه اسپكتروفتومتر اندازه
  

  گيري يجه و نتبحث
  . نشان داده شده است2هاي مورفولوژيك و بيوشيميايي در جدول  نتايج آزمايش

  
تحت كشت سويا در هاي  خاكازتوباكتر  هاي مختلف بيوشيميايي جدايه  برخي خصوصيات مورفولوژيك و-2 جدول

  .استان گلستان

  تشكيل سيست  تحرك  آميزي گرم رنگ
  اي دانه قهوه توليد رنگ

  ر آبنامحلول د
  آزمون اكسيداز  آزمون كاتالاز

  +  +  +  +  +  گرم منفي
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 قـادر بـه احيـاء       آرمينـاكوس  و   پاسـپالي اسـتثناء     به ازتوباكترهاي   با توجه به اين نكته كه تمام گونه       
توان جداسازي كـرد،      مي منوتاتوم  پاسپالو را تنها از ريشه گياه       ازتوباكتر پاسپالي نيترات هستند از طرفي     

  . خلاصه نمود3توان در جدول  هاي مربوط به جداسازي گونه را مي  آمده از آزموندست هنتايج ب
  

 .Azotobacter sppهاي  بندي گونه هاي مربوط به شناسايي و گروه  آزمون-3 جدول

  شماره جدايه
تعداد 
 جدايه

  تست احياء
  نيترات

 به نيتريت

مقاومت به 
بنزوات سديم 

 درصد1/0

  مقاومت
به فنول 

 درصد 05/0

  نه منسوبگو
 )پيشنهادي(

-13Az-10Az-9Az-8Az-7Az-4Az-3Az-2Az  
-23Az-21Az-19Az-18Az-16Az-15Az-14Az  
-33Az-31Az-29Az-28Az-27Az-26Az-25Az  
-44Az-43Az-42Az-39Az-37Az-36Az-34Az  

52Az-51Az-50Az-47Az-46Az-45Az 

35 + - + A. chroococcum  

-32Az-30Az-24Az-20Az-11Az-6Az-1Az  
55Az-54Az-49Az-48Az-41Az-38Az-35Az  

14 + + + A. vinelandii 

22Az-17Az-12Az-5Az 4 - - - A. armeniacus 

  
كـولي را از  لوها توان تثبيت نيتـروژن م  د جدايه درص 6/82 مورد بررسي    ازتوباكتر جدايه   23در بين   

 ـ 6/82اسـتيلن در  عبارت بهتر ميزان احياء    خود نشان دادند يا به      قابـل  GCروش  هـا بـه   ه درصـد جداي
 نـانومول   23/428 ميـزان  و بـه   26Azترين ميزان احياء استيلن به اتـيلن در جدايـه            بيش.  بود گيري اندازه

مـشاهده  )  نانومول اتيلن در لوله بر ساعت      1Az) 02/0ترين آن در جدايه      اتيلن در لوله بر ساعت و كم      
ــايي تثبيــت بيولوژيــك ) 2007( رجــايي و همكــاران .شــد ــروژن متوان ــه 63لكــولي را در ونيت  جداي

Azotobacter  جدايه اين 63 جدايه از اين 34 نشان داد كه ررسي قرار دادند، نتايج اين پژوهش     مورد ب 
  . نانومول اتيلن بر ساعت گزارش نمودند3/8توانايي را داشتند و بالاترين ميزان آن

و  4Azمتعلـق بـه جدايـه        IAAليد  ترين ميزان تو    جدايه بررسي شده در اين آزمون بيش       23از بين   
ميـزان توليـد    .  مـشاهده شـد    20Az در   0157/0 ترين ميـزان آن    بود و كم  گرم بر ليتر      ميلي 3/27ميزان   به

IAA     ياسمين و همكاران ميزان توليد       . نشان داده شده است    5ها در جدول     و اتيلن در اين جدايه IAA 
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گيـري نمودنـد و     انـدازه HPLC را بـا روش    اسـيلوس  ب وازتوباكتر، آزوسپريليوم   هايي از    توسط جدايه 
دسـت   بـه ) گرم بر ليتر     ميلي 8/90±10(ازتوباكتر  هاي    را براي بعضي جدايه    IAAترين مقدار توليد     بيش

در ازتوبـاكتر كروكوكـوم     هاي   را در سويه   IAAحداكثر مقدار توليد    ) 2000( روبيو و همكاران  . آوردند
  .فاز ايستايي رشد گزارش نمودند

هـاي مـورد بررسـي از نظـر      داري بين جدايه همچنين نتايج تجزيه واريانس نشان داد اختلاف معني   
  .لكولي و توليد اكسين وجود داردوتوانايي تثبيت نيتروژن م

  
  .ازتوباكترهاي  نتايج تجزيه واريانس ميزان اكسين توليد شده و نيتروژن تثبيت شده در جدايه -4جدول 

  ميانگين مربعات
  منابع تغييرات

  درجه
  غلظت اكسين توليد شده  اديآز

  )گرم بر ليتر ميلي(
   ميزان نيتروژن تثبيت شده

  )نانومتر در ويال بر هكتار(
  57/7847  0001/0  2  تكرار

  15/43614  049/100**  29  جدايه باكتري
  8/4711  0001/0  58  خطا

  14  25/0    ضريب تغييرات
  

 جدايـه مـورد مطالعـه       23 جدايه از    19سيدروفور نشان داد كه      از ارزيابي توليد     دست آمده   نتايج به 
  متغير بود و   15/2-36/6 ساعت بين    72نسبت قطر هاله به كلني در       . توانايي توليد سيدروفور را داشتند    

با توجه به يكسان بودن مقدار مايه تلقيح نسبت قطـر           . ها اين توانايي را دارا بودند       درصد جدايه  61/82
تـرين ميـزان     بيش. ها باشد  تواند معيار مناسبي براي مقايسه توليد سيدروفور بين جدايه         يهاله به كلني م   

.  سـاعت مـشاهده شـد      72 در مدت    36/6 با نسبت قطر هاله بر كلني        26Azتوليد سيدروفور در جدايه     
 ررسي قرار مورد ب  Azotobacterهاي   توانايي توليد سيدروفور را در جدايه     ) 2007(رجايي و همكاران    

هـا در محـيط كـشت         درصـد آن   12هـا تنهـا       نشان داد كه از بين تمام جدايـه        دادند، نتايج اين پژوهش   
يافته بر روي محيط، بـيش      هاي رشد    درصد جدايه  87قادر به رشد نبودند و از بين         Cas-Agarانتخابي  

  .ها قابليت توليد سيدروفورها را از خود نشان دادند  درصد آن90از 
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  . Azotobacter sppهاي مختلف  كسين توليد شده و نيتروژن تثبيت شده در جدايهمقدار ا -5 جدول
  ميزان نيتروژن تثبيت شده

 )نانومتر در ويال بر هكتار(

  )گرم بر ليتر ميلي (غلظت اكسين
  ساعت48بعد از 

 شماره ايزوله  گونه

ef6/36 e891/9 A. vinelandii  1Az 
cdef01/175 g3271/6 A. chroococcum  2Az 

- a3023/27 A. chroococcum  4Az 
cde92/183 h0035/4 A. vinelandii  6Az 

ef7/38 m7536/0 A. chroococcum  7Az 
ef05/26 g2643/6 A. chroococcum  8Az 
bc1/280 n2355/0 A. chroococcum  9Az 
cdef09/179 k3079/2 A. chroococcum  10Az 
bc51/275 m8949/0 A. vinelandii  11Az 
a79/439 j7/2 A. armeniacus  12Az 
cd88/217 h0192/4 A. chroococcum  15Az 

- i611/3 A. chroococcum  16Az 
cde6/185 l0881/2 A. armeniacus  17Az 
def08/106 o0157/0 A. vinelandii  20Az 

- j6533/2 A. chroococcum  21Az 
bcd61/254 l1666/2 A. armeniacus  22Az  
ab09/377 d9429/10 A. chroococcum  25Az 
a07/432 b0428/22 A. chroococcum  26Az 

f39/21 c7279/11 A. chroococcum  27Az 
def83/107 n0942/0 A. chroococcum 37Az 

- f012/9 A. chroococcum  44Az 
def39/116 n157/0 A. vinelandii  49Az 

- b5029/23 A. chroococcum  51Az 
 .دار است ود اختلاف معنيدهنده نب نحروف مشترك نشا* 
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  .Cas-Agarهاله بر كلني در محيط كشت  اساس نسبت قطر برازتوباكترهاي  بندي سويه  طبقه-6جدول 
 )درصد (فراواني نسبت قطر هاله بر كلني كلاس

D 0  63/29 

C 2-5/0 63/29 

B 4-2 63/29 

A 4> 11/11 
  

 .هاي مختلف ني و نسبت قطر هاله به كلني در زمانها از نظر قطر كل  مقايسه جدايه-7جدول 

 نسبت قطر هاله به كلني
 ساعت 24 ساعت 48 ساعت 72

 شماره ايزوله گونه

29/2 58/2 324/3 A. vinelandii 1Az 
325/2 3/2 07/2 A. chroococcum 2Az 
- - - A. chroococcum 3Az 
67/2 55/2 064/2 A. chroococcum 4Az  
36/2 15/2 08/2 A. armeniacus 5Az 
47/2 2/1 99/1 A. vinelandii 6Az 
73/2 53/2 92/1 A. chroococcum 7Az 
03/3 55/2 74/1 A. chroococcum 8Az 
63/3 41/3 98/2 A. chroococcum 9Az 
14/6 86/4 79/2 A. chroococcum 10Az 
32/3 02/3 63/2 A. vinelandii 11Az 
96/5 04/5 01/3 A. armeniacus 12Az 
28/2 3/1 - A. chroococcum 13Az 
34/2 98/1 - A. chroococcum 14Az 
36/2 14/2 - A. chroococcum 15Az 
41/2 - - A. chroococcum 16Az 
36/2 23/2 - A. armeniacus 17Az 
24/2 82/1 - A. chroococcum 18Az 
72/2 23/2 - A. chroococcum 19Az 
- - - A. vinelandii 20Az 
- - - A. chroococcum 21Az 
- - - A. armeniacus 22Az 
36/6 8/4 52/2 A. chroococcum 26Az 
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كـه   ايـن بـا توجـه بـه       . هاي مورد بررسي توانايي انحلال فسفر معدني را نداشتند         يك از جدايه   هيچ
دهـد و    خوبي رشد كرده و حتـي بـا گذشـت زمـان تـشكيل سيـست مـي                  باكتري در محيط انتخابي به    

 هـاي   زمايش ندارد و نياز به آ     ازتوباكتردهنده اين مطلب است كه محيط اثر بازدارندگي روي رشد            نشان
قـادر اسـت    ازتوباكتر كروكوكـوم    نشان دادند   ) 2000( گارگ و همكاران      در يك پژوهش   .تكميلي دارد 

انحـلال فـسفات   توانـايي  . غلظت فسفر محلول را در محيط آبي در حضور سوبستراي آلي افـزايش دهـد        
از طرفي گروهـي از  ). 1999، كومار و نارولا(يز گزارش شده است توسط گايند و گائور ن    ازتوباكتر  توسط  
زمان آن بـا      هم هاي معدني نبوده ولي تلقيح     تنهايي قادر به انحلال فسفات     بهازتوباكتر  ن اعتقاد دارند    امحقق

هاي  دي روي رشد گياه داشته، همچنين اثر باكتريدار و مفي   كننده فسفات اثر معني    هاي حل  ساير باكتري 
  .باشد تنهايي مي ها به تر از تلقيح اين باكتري بيشازتوباكتر همراه  كننده روي رشد گياه به حل
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Abstract1 

Azotobacter is an important bacteria in crop rhizosphere. This research aimed 
the isolation of local Azotobacter under cultivation of soybean plant in Golestan 
province and their potential growth promoting-ability. After identification of  
30 isolates their ability to molecular nitrogen fixation were tested with Acetylene to 
Ethylene reduction method. Their ability in auxin production and solubilizing the 
mineral P were tested with colorimetric method and sidrephore production 
potential was tested with Cas-agar medium. The maximum nitrogen fixation was in 
Az26 (428.23 nm.vial.h-1 ethylene) and minimum in Az27 (21.39 nm.vial.h-1 
ethylene). Auxin production was highest in Az4 isolate (27.3 mg/l) and lowest in 
Az20 isolate (0.0157 mg/l). Also maximum sidrephore production was in Az9 and 
minimum in Az18 observed with diameter halo on colony of 6.36 and 2.24 in 72 
hours respectively. 
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