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  فصلنامه 

  دانش ميكروب شناسي
   1387 ، زمستان1، شماره اولسال 

  
  
 
  
  

ازخاك پارك هاي   جدا شده.Azospirillum sppسويه هاي توسط بررسي توان تثبيت ازت 
  جنگلي تهران

 
 
 

  1بهناز ابراهيمي 2، احمد اصغرزاده1*عباس اخوان سپهي
  ات خاك و آبحقيقمؤسسه ت -2دانشگاه آزاد اسلامي واحد تهران شمال -1

 
  

  چكيده
توسكا از مناطق پوشش  گلي چيتگر، سرخه حصار، سوهانك و پارك جن4در اين تحقيق نمونه برداري از 

 .Azospirillum spp سويه هاي براي جداسازي . سانتي متر تهيه شد0-30گياهي و مناطق بكر از عمق 
 RC( Rodriquez Caceres) و NFb(Nitrogen free malate)ازمحيط كشت اختصاصي نيمه جامد 

 براي تعيين جمعيت از روش .يوشيميايي استفاده گرديداز تست هاي بتاييد براي  و استفاده شد
)MPN(Most Probably Numberدر اين روش با استفاده از محيط كشت .  استفاده گرديدRennie 

نتايج حاصل از اين . وكروماتوگرافي گازي تبديل استيلن به اتيلن ميزان تثبيت ازت مورد ارزيابي قرار گرفت
بطور .  نشان داد A.irakense وA.brasilense ، A.lipoferumده را تحقيق، نمونه هاي جداسازي ش

در منطقه پوشش به ترتيب  RCو  NFbميانگين ميزان جمعيت آزوسپيريلوم با استفاده از محيط جامد 
محيط نيمه در  و CFU/g 105 × 77/0 و CFU/g 105 × 43/1 و در منطقه بكر  91/1×105و 3/4×105گياهي 

 . تعيين گرديدCFU/g 102 × 7/2  و درمنطقه ي بكرCFU/g 102×5/9وشش گياهي جامد درمنطقه ي پ
اين .  استnmol/24Tube 27/86   از دو گونه ديگر بيشتر بوده و برابرA.lipoferumميزان تثبيت ازت در 

 A.brasilense در گونه .تعيين شد nmol/24Tube 92/23  از همه كمتر و برابرA.irakenseميزان در 
  . تعيين گرديدnmol/24Tube 4/56ن تثبيت ازت ميزا

  
   كروماتوگرافي گازي و، تثبيت ازتMPN ،آزوسپيريلوم : كليديواژگان

  
  

 قدمهم
استفاده از ميكروارگانيسم هاي خاكزي به منظور 
افزايش رشد و توليد گياهان از اوايل قرن بيستم آغاز شد 

 سهولت ولي به دليل اثرات سريع و آني كودهاي شيميايي،
در كاربرد و قيمت ارزان آنها سبب شد كه كودهاي 
بيولوژيك مورد استقبال قرار نگيرند و براي مدتهاي 

 ، سال اخير30در. مديدي به بوته ي فراموشي سپرده شوند
به دليل آشكارشدن اثرات سوء مصرف بي رويه كودهاي 

 مجدداً استفاده از ،شيميايي و قيمت رو به تزايد آنها
به نظر . بيولوژيكي در كشاورزي مطرح شده استكودهاي 

 تمايل را به ،مي رسد كه افزايش قيمت هاي اخير نفت
 .طرف استفاده از كودهاي بيولوژيك دوچندان كرده است

آزوسپيريلوم يكي از باكتري هاي مورد توجه در كودهاي 
 بيولوژيك است كه امروزه به عنوان محرك رشد گياه

)Plant Gowth Promoting Bacterium- PGPB (
شناخته شده و قادر است كه بر روي افزايش محصول اكثر 
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 از نظر اكولوژيكي و كشاورزي  كهگياهان زراعي اثر بگذارد

 آزوسپيريلوم علاوه بر توان قابل توجهي .ز اهميت استئحا
كه براي بهبود رشد گياهان ميزبان خود نشان مي دهند به 

فيايي، طيف وسيع گياهان  وسعت انتشار جغراي نظيردلايل
گونه ها به  ميزبان، تنوع گونه اي و تحمل بعضي از

تنشهاي محيطي و به دليل اثرات سينرژيستي بيش از 
عامل . ساير انواع مورد توجه و بررسي قرار گرفته است

ديگري كه مؤثر بر روي گياهان مي باشد، توانايي تثبيت 
  ). 1(ست اازت اين باكتري است كه بسيار مورد توجه 

 آزوسپيريلوم ها باكتريهاي درشت، اندكي خميده و
 اغلب با  وµm8/3-2/1×7/1-6/0 ميله اي شكل، به ابعاد

دانه هاي درون سلولي پلي ، حاوي انتهاي نوك تيز
 Poly-Beta Hydroxy)(بتاهيدروكسي بوتيرات 

Butyrate ، حاوي  در محيط وگرم منفي يا گرم متغير
. ي منفرد قادر به حركت هستندچربي بوسيله تاژه قطب

 و تحت شرايط بودهتثبيت كننده نيتروژن جو 
. نمايندتثبيت  ميكروآئروفيليك نيز مي تواند نيتروژن را

-5/7  نيز بين  pHو C ˚ 41-33رشد آنهادماي بهينه 
 Potato برخي از سويه ها در محيط.  متغير است5/5

Agarايجاد كلني هاي صورتي روشن  مي كنند كه  
معمولاً داراي زندگي . معمولاچًين خورده و لزج هستند

زندگي  ،با ريشه ها، ساقه ها، برگها و دانه هالي  وبودهآزاد 
همياري دارند كه بيشتر اين نوع زندگي با گياهان گندمي 

  ). 6( و علف هاي علوفه اي ديده مي شود
 ,A.lipoferumجنسگونه هاي معروف اين 

A.amazonense, A.brasilense, A.doebereinerae, 
A.largimobile, A.halopraeferense, A.irakense 

آزوسپيريلوم ها در سراسر جهان منتشر  .)3،13(مي باشند 
شده و تعداد زيادي از آن در ريزوسفر خاك و در ارتباط 
با ريشه گياهان، ساقه و برگهاي انواع گياهان مختلف 

رت، ذرت  از ريشه هاي ذA.amazonense. وجود دارد
خوشه اي، گندم، علف هاي علوفه اي، درختان نخل، ريشه 
و ساقه ي نيشكر و از ميوه هاي آناناس و نارگيل جدا شده 

  . ستا
Azospirillum lipoferum, Azospirillum 

brasilense  6 (1979در سال(،Azospirillum 
largimobile  6( 1983در سال(،Azospirillum 
amazonense 6 (1984 در سال(،Azospirillum 

halopraeferense 6 (1987 در سال( ،

Azospirillum irakense 1991 در سال ،
Azospirillum doebereinerae 6 (2001 درسال(، 

Azospirillum oryzae )24 ( و 2005در سال 
Azospirillum melinis از )17( 2006 درسال   
 .سازي شدند نمونه هاي گياهي مختلف جدا

ر روي جداسازي آزوسپيريلوم بسيار زياد مطالعات ب
انجام شده ولي بطور اختصاصي جمعيت اين باكتري 

 و Motsara، Bhattachryya. مطالعه نشده است
Srivastava  براي تعيين جمعيت آزوسپيريلوم از روش

MPN با استفاده از محيط RC15(  استفاده كرده اند.(  
پيريلوم تحقيقات بر روي تثبيت نيتروژن توسط آزوس

ولي اين تحقيقات معمولاً تنها . به دفعات انجام شده است
 A.brasilenseروي يك گونه آزوسپيريلوم كه اكثراً 

  است، انجام شده است و به صورت مقايسه اي بين
گونه هاي مختلف آزوسپيريلوم انجام نشده است، از طرفي 
بيان فعاليت نيتروژناز به صورت كمي كمتر مورد توجه 

 گرفته و بيشتر چگونگي تثبيت ازت، ژنهاي مؤثر بر قرار
روي تثبيت و تغييرات ژنتيكي بر روي اين ژنها مورد 

  ). 23 و 22، 21 ، 20 ، 11، 10 ، 1(ارزيابي قرارگرفته است
با توجه به اهميت آزوسپيريلوم در تثبيت ازت و 
همزيستي آن با گياهان مختلف، هدف از انجام اين 

 از نه هاي جنس آزوسپيريلومجداسازي گوتحقيق، 
 ومقايسه اي بررسي جمعيت گونه خاكهاي جنگلي تهران، 
توسط تعيين ميزان تثبيت ازت  و با كل جمعيت ميكروبي

  .آنها بوده است
  
  روشها مواد و

جداسازي جنس آزوسپيريلوم و گونه هاي اين جنس از 
   خاك

 از تحت پوشش گياهي و نمونه برداري از خاكهاي بكر
 ,G1, G2پوشش گياهي(پارك جنگلي چيتگر  مناطق

G3, G4, G5بكر ، G6, G7, G8, G9, G10( ، پارك
، S1, S2, S3, S4, S5پوشش گياهي (جنگلي سوهانك 

پارك جنگلي توسكا ، )S6, S7, S8, S9, S10بكر
 ,T6, T7، بكرT1, T2, T3, T4, T5پوشش گياهي (

T8, T9, T10  ( پارك جنگلي سرخه حصار و) پوشش
 ,C6, C7, C8، بكرC1, C2, C3, C4, C5هي گيا

C9, C10( باكتري نمونه  جداسازي جهت .انجام گرفت
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 ml  5رقت سريال تهيه و در ويالهاي حاويمورد نظر، 

 (nitrogen free malat – NFb)محيط كشت نيمه جامد
 ريخته و با درپوش هاي پنبه اي آن ها را بسته و به مدت

پس .  قرار داده شدندС 37˚ ساعت در دماي بهينه48-40
 هاي تشكيل شده   پليكلاز مدت زمان گرمخانه گذاري،

انتقال داده  NFb نزديك سطح به محيط نيمه جامد در
 جامد محيط كشت ساعت بر روي 24 و بعد از شدند
NFb حاوي g/L 02/0 ،كشت تجديد  عصاره مخمر

 جهت غني سازي "پس از تشكيل كلني، مجددا. گرديدند
   .انتقال داده شدند NFb نيمه جامد كشت محيطبه 

 BMSجهت خالص سازي نمونه ها، از محيط كشت 
پس از كشت باكتريها بر روي اين . استفاده گرديدآگار 

 24به مدت  С 37˚محيط و گرمخانه گذاري در دماي
در روي  كلني هاي صورتي رنگ و چين خورده ،ساعت

 از در مرحله دوم خالص سازي. محيط كشت جستجو شد
استفاده  (Rodriquez Caceres – RC) محيط كشت

آزوسپيريلوم بر روي محيط كشت،  كلني هاي . شد
  .مي باشندريز   كوچك و،قرمزرنگ

گونه از محيطهاي كشت  براي جداسازي در حد
 به اين .اختصاصي با منابع كربن مختلف استفاده شد

 حاوي گلوكز، NFbمنظور از محيط كشت نيمه جامد 
  مانيتول و گليسرول كه جايگزين اسيد ماليك ساكارز،

  .مي شوند، استفاده شد
 براي بررسيهاي ميكروسكوپي از لوله هاي مثبت و يا از

 گستره ميكروبي تهيه شد و در زير ،كلني هاي تيپيك
ميكروسكوپ نوري شكل ظاهري و سپس رنگ آميزي 

  .گرم، تاژه و دانه هاي چربي مورد بررسي قرار گرفت
خيص جنس وگونه هاي آزوسپيريلوم از براي تش

تستهاي بيوشيميايي اكسيداز، كاتالاز، ژلاتيناز، توليد 
  .  نيترات زدايي استفاده شد واندول، اوره آز

گلوك، ساكارز،  مصرف  با استفاده ازتست هاي
 شناسايي گونه ها به طوردقيق تر ، مانيتول وگليسرول

  .انجام گرفت
  يريلومبررسي جمعيت گونه هاي آزوسپ

 MPN (mostبراي بررسي جمعيت از روش
probable number)با استفاده از اين .  استفاده شد

روش به طور تقريبي جمعيت جنس آزوسپيريلوم و حتي 

بررسي جمعيت به دو  .جمعيت گونه هاي آن بررسي شد
 :شدانجام زير طريق 

با استفاده از محيط هاي جامد MPN استفاده از روش
NFbآگار و RC   

 از ml 15سري هاي رقت تهيه و به پليت هاي حاوي 
براي شمارش كل  (plate count agarمحيطهاي 

 محيط مختلف با منابع 5(  آگارNFb، )باكترهاي موجود
و )  گليسرولوكربن اسيدماليك، گلوكز، ساكاروز، مانيتول 

RC) 5 ،محيط مختلف با منابع كربن اسيدماليك، گلوكز 
 اضافه و С 45˚با دماي )  گليسرولوساكاروز، مانيتول 

 و به مدت زمان С 37˚ در دماي نمونه ها. پورپليت گرديد
تعداد سپس  و گرمخانه گذاري گرديد ساعت 48-40

  .شدكلني هاي موجود شمارش 
استفاده از محيط نيمه جامد   باMPN استفاده از روش

NFb   
 از ml10سري هاي رقت تهيه و به لوله هاي موجود 

ها در نمونه .  اضافه شدندNFbستريل نيمه جامد محيط ا
گرمخانه  ساعت 40-48 و به مدت زمان С 37˚دماي 

سپس تعداد لوله هايي كه تشكيل پليكل . گرديدندگذاري 
  .داده بودند بررسي شدند

اندازه گيري فعاليت آنزيم (بررسي توان تثبيت ازت 
   )نيتروژناز

سپيريلوم از هر يك از گونه هاي جدا شده جنس آزو
 محيط كشت ml 5 حاوي ml 15يك لوپ به لوله هاي 

 تلقيح گرديد و در انكوباتور با دماي  Rennieنيمه جامد
˚С 38-34 ساعت در 48 شدند، بعد ازگرمخانه گذاري 

شرايط استريل درپوشهاي پنبه اي با درپوشهاي لاستيكي 
 ازهواي ml 2/1استريل جايگزين شده و پس ازاينكه 

وله كشيده شد، همان مقدار استيلن استاندارد ل داخل هر
 ساعت درانكوباتور 24 و براي  گرديدبه هر لوله تزريق شده

 L µ 5سپس . شدندگرمخانه گذاري  ذكر شده، با دماي 
از هواي داخل هر لوله با سرنگ كشيده و به دستگاه 

 با آشكارShimaDzu GC-14B  كروماتوگرافي گازي
  . شد تزريق FIDساز شعله اي 

 و دماي С 100˚، دماي ستون С 110˚دماي تزريق 
اين دستگاه ماده ي  در . تنظيم گرديدС 20˚خروجي 

  . پركننده ستون شيشه اي حاوي سيليكاژل است
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ميزان فعاليت آنزيم نيتروژناز بر اساس مقدار تبديل 
گاز استيلن به اتيلن تعيين گرديد و با توجه به فرمول زير 

 nmol/24Tubeوژناز را بر حسب ميزان فعاليت نيتر
   .تعيين شد

  
براي محاسبه ي ميزان اتيلن توليد شده ابتدا منحني 
استاندارد براساس ميزان مشخصي از اتيلن تزريق شده به 
دستگاه رسم شد و با توجه به اين نمودار معادله ي سطح 

با توجه به اين معادله و بر اساس . زير منحني به دست آمد
ني هاي به دست آمده، ميزان حجم اتيلن سطح زير منح

از آنجا كه . محاسبه گرديدتوليدي بر حسب ميكروليتر 
 از حجم به دستگاه كروماتوگرافي تزريق ميكروليتر 5تنها 

 بود، بنابراين ميزان ml1شده بود و كل فضاي موجود 
حجم اتيلن توليد شده هر نمونه را با يك نسبت ساده 

 و با توجه به اينكه حجم تمامي  به دست  آوردهml  10در
 ليتر است و با توجه 4/22گازها در شرايط نرمال مساوي 

به فرمول موجود ميزان اتيلن توليدي بر حسب نانو مول 
  . محاسبه گرديد

  
  نتايج و بحث

اين تحقيق به عنوان يك مطالعه ي نتايج حاصل از 
 گونه ي 7اد كه از بين علمي مقدماتي نشان د

   گونه در 3 معرفي شده در جهان تنها آزوسپيريلوم
خاك هاي پارك هاي مورد مطالعه وجود داشت كه اين 

 و A.lipoferum ، A.irakenseگونه هاي غالب شامل
A.brasilense با توجه به مطالعه ي مقايسه اي . بودند

   نوع محيط كشت براي جداسازي اين گونه ها، 3
 NFBه ي جاري نشان داد كه در صورت استفاده از مطالع

نيمه جامد نتايج قابل استنادتر خواهد بود زيرا علاوه بر 
اينكه اين محيط اختصاصي است، به دليل تأمين شرايط 
  نيمه هوازي توان تفكيك آزوسپيريلوم را از ديگر 
جنس هاي تثبيت كننده ازت كه قادر به رشد در شرايط 

د را نيز فراهم مي آورد به طوري كه نيمه هوازي نيستن
جمعيت تعيين شده براي جنس آزوسپيريلوم در خاك 
  جنگلي و بكر حدود سه واحد لگاريتمي با دو محيط

RC, NFB جامد اختلاف نشان مي دهد و از اينرو 
   نيمه جامد براي جداسازي NFBاستفاده از محيط 

  .)2 و 1جدول (گونه هاي آزوسپيريلوم قابل توصيه است
و ) 1984( و همكاران Pedrosaنتايج تحقيقات 

Baldani نيز نشان مي دهد كه ) 1986( و همكاران
آزوسپيريلوم در شرايط نيمه هوازي نسبت به تثبيت ازت 
مبادرت مي نمايد از اينرو جداسازي اين جنس در شرايط 

 به دليل تأمين اين شرايط، محيط NFBنيمه جامد 
با توجه به اين نتايج و قرار . مناسبتري محسوب مي گردد

   نيمه جامد به عنوان مبناي NFBدادن محيط 
محاسبه ي جمعيت، جمعيت جنس آزوسپيريلوم در فصل 
بهار و زمان نمونه برداري در خاك با پوشش 

 بوده است كه نشان دهنده ي CFU/g 2 10×5/9گياهي
جمعيت نسبتاً پائين اين جنس از باكتري ها در خاك 

 البته اين جمعيت . رد مطالعه مي باشدپارك هاي مو
 برابر جمعيت در خاك هاي بكر مي باشد و 3حدود 

نشانگر اثرات مثبت پوشش گياهي و محيط ريزوسفري بر 
   .جمعيت اين باكتري است

  

  NFb پراكنش جدايه ها در محيط نيمه جامد .1جدول 
  محيط كشت

  
  مناطق نمونه برداري

  NFb  محيط
 )اسيد ماليك(

NFb  
 )لوكزگ(

NFb  
 )گليسرول(

NFb  
 )ساكاروز(

NFb  
 )مانيتول(

 G1,G2,G4  نمونه هاي جداشده  چيتگر
G7,G8,G10 

G1,G2,G5 
G9,G8 

G1,G4 
G7,G10 

G2,G4 
G9,G8 

G4,G5 
G8 

 S1,S3,S4,S5  نمونه هاي جداشده  سوهانك
S7,S9,S10 

S1,S3,S4 
S8,S9 

S1,S4,S5 
S10 

S4,S5 
S9,S8, S7 

S1,S2 
S9 

  جداشدهنمونه هاي  توسكا
   

T1,T2,T3,T5 
T6,T9,T10,T7 

T1,T2,T3,T7 
T4,T9,T10 

T2,T3,T4 
T6,T7 

T1,T3,T4 
T10 

T3,T4 
T7.T10 

 C1,C3,C4,C5 نمونه هاي جداشده  سرخه حصار
C6,C8,C9,C10 

C1,C3,C4 
C7,C8,C9 

C1,C3,C6 
C8,C10 

C1,C4 
C5,C9 

C3,C5 
C9 
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   RC   ، روي محيطNFbزمحيط نيمه جامد  توانايي توليد كلني نمونهاي برداشته شده ا.2جدول 

  محيط كشت
  

  مناطق نمونه برداري

  NFb  محيط
 )اسيد ماليك(

NFb  
 )گلوكز(

NFb  
 )گليسرول(

NFb  
 )ساكاروز(

NFb  
 )مانيتول(

 G1,G4,G7  نمونه هاي جداشده  چيتگر
G8,G10 

G2,G5 
G9 

G1,G7 
G10 

G2,G4 
G8 

G4,G5 
G8,G10 

 S1,S3,S5  نمونه هاي جداشده  سوهانك
S9,S10 

S1,S4 
S7 

S1,S5 
S10 

S4,S5 
S7 

S1,S9 

 T1,T2,T6 نمونه هاي جداشده  توسكا
T7,T9 

T1,T2,T7 
T4,T9 

T2,T7 
T6,T9 

T1 
T5 

T7 

 C3,C4,C6 نمونه هاي جداشده  سرخه حصار
C8,C9,C10 

C1,C3 
C4,C8 

C1,C3 
C6,C10 

C1,C4 
C5,C9 

C3,C5 
C9 

  

ي،  گرم منف راباكتريها اين رنگ آميزي گرم نتايج 
دانه هاي . نشان داددرشت، اندكي خميده و ميله اي شكل 

 PHB پلي بتا هيدروكسي بوتيرات  جنسدرون سلولي از
  A. irakenseسلولهاي. مشاهده گرديددر آنها نيز 

سلولهاي ،  S ميله اي شكل و،سلولها به صورت خميده
A.brasilense سلولهايو به شكل ويبروئيدي  
A.lipoferumيده و ميله اي شكل ديده  به صورت خم

 ساعت در 40-48 آگار بعد ازBMSروي محيط  بر .شدند
 A.brasilense كلني هاي С ˚ 35-33دماي 

 صورتي، مات، نامنظم، و اغلب به رنگ A.lipoferumو
كلني ها روي محيط . چروكيده و برآمده نمايان گرديد

BMSكلني هاي.  آگار لزج نبودندA.irakense  روي 

 نيمه شفاف، محدب و با حاشيه منظم BMSمحيط 
 ساعت دردماي 96 بعد از RCروي محيط. مشاهده شدند

С ˚ 35-33 كلني A.lipoferum، A.brasilense 
  قرمزو به صورت گرد، منظم، محدب  A.irakenseو

  . مشخص شدرنگ 
آزمونهاي بيوشيميايي نشان داد كه جدايه هاي 

لاتيناز و توليد آزوسپيريلوم از لحاظ واكنش كاتالاز، ژ
  واندول منفي ولي واكنش آنها درمقابل اكسيداز، اوره آز

تعيين جنس نمونه هاي . نيترات زدايي مثبت هستند
آزمونهاي با توجه به نتايج  جداشده از پاركهاي جنگلي

  . آورده شده است3در جدول  بيوشيميايي

  

   تعيين جنس نمونه هاي جداشده از پاركهاي جنگلي.3جدول
          جدايه ها   

  پارك
A.irakense  A.brasilense  A.lipoferum  

  G2  G7  G10  چيتگر

  S7  S10  S1  سوهانك
  T1  T6  T7  توسكا

  C4  C10, C6  C3  سرخه حصار
  

تعداد جمعيـت كـل بـاكتري هـاي قابـل شـمارش بـا               
 در Plate count agarاستفاده از محيط كشت ساده ي 

 بـا توجـه بـه    .نمونه هـاي خـاك پاركهـا مـشخص گرديـد       
 گونه غالب   3تستهاي بيوشيميايي به طور تقريبي جمعيت       

از آنجا كه براسـاس     . از آزوسپيريلوم در پاركها مشخص شد     
نوع قند مصرفي، گونه هاي جنس آزوسپيريلوم از همديگر         
تفكيك مي شوند و همه ي آنهـا قادرنـد از اسـيد ماليـك               

 ي تقريبي   استفاده نمايند از اينرو اسيدماليك نشان دهنده      
سـاكاروز نـشان    .جمعيت كل گونه هاي آزوسپيريلوم است

مـانيتول  و   A.irakenseدهند ه ي تقريبي جمعيت گونه
 A.lipoferum نشان دهند ه ي تقريبـي جمعيـت گونـه         

باتوجـه بـه ايـن واقعيـت تفاضـل جمعيـت كـل از                . است
ــوع دو ــه مجم ــه A.lipoferum و  A.irakenseگون  ب

ــت  ــوان  جمعي ــد A.brasilenseعن ــه ش ــر گرفت   در نظ
  . )5 و 4جدول (

با توجه به نتايج به دست آمـده مـشخص شـد كـه بـا                
 جمعيت آزوسـپيريلوم    NFbاستفاده از محيط نيمه جامد      

را مي توان با دقت بيشتري تعيين كـرد زيـرا ايـن محـيط               
براي جـنس آزوسـپيريلوم اختـصاصي اسـت و مـي توانـد              

زي كنـد، ازطرفـي     باكتريهاي تثبيت كننده ازت را جداسـا      
مزيت ديگر آن اين است كه مي تواند از ميـان باكتريهـاي             
ــرايط      ــه در ش ــايي ك ــز، باكتريه ــده ازت ني ــت كنن تثبي
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  . خطا را كاهش دهدميكروآئروفيليك تثبيت كنندگي دارند را جدا كند و درصد 

  

  )CFU/g جمعيت دريك گرم خاك( جمعيت گونه هاي آزوسپيريلوم در پاركهاي جنگلي .4جدول 
  محيط  جمعيت  )دريك گرم از خاك( جمعيت در كل پاركهاي جنگلي تهران

  بكر  پوشش گياهي
NFb 5 10×3/4  5 10×43/1  
RC 105×91/1  105×77/0  

 آزوسپيريلومجمعيت كل جنس 
 

NFb7/2×10 2  5/9×10 2  نيمه جامد  
NFb 5 10×21/1  104×5/4  
RC 105×60/0  4 10×36/1  

A.brasilense  

NFb9/0×102  6/6×10 2 يمه جامدن  
NFb 104×7/8  4 10×5/4  
RC 4 10×5/6  5 10×40/0  

A.lipoferum  

NFb5/9×10 1  6/2×102 نيمه جامد  
NFb 4 10×1/7  104×5/5  
RC 104×61/5  4 10×1/3  

A.irakense 

NFb5/8×10 1  4/2×10 2 نيمه جامد  
  Plate count agar 10 10×91/1  9 10×2/6 كل جمعيت ميكروبي خاك

  

   بررسي گونه غالب آزوسپيريلوم در پاركهاي جنگلي تهران.5جدول 
 RC   آگارNFb   نيمه جامدNFb  محيط كشت

  بكر  پوشش گياهي  بكر  پوشش گياهي  بكر  پوشش گياهي  منطقه نمونه برداري
  A.brasilense  A.lipoferum  A.brasilense  A.irakense  A.lipoferum  A.lipoferum  گونه غالب

  

 آورده 7 و 6 فعاليت نيتروژناز نمونه ها جدول ميزان
 از دو A.lipoferum ميزان تثبيت ازت در .شده است

گونه ديگر بيشتر بوده و برابر
hTube

nmol
24

 است و 27/86
 از همه كمتر و برابر A.irakenseاين ميزان در 

hTube
nmol

24
 A.brasilense است ودر گونه 92/23

برابر
hTube

nmol
24

 2 است كه اين نتايج در نمودار 4/56 
  .نشان داده شده است

  

  يت ازت گونه هاي آزوسپيريلوم بررسي ميزان تثب. 6جدول
زمان   نمونه

خروج 
 اتيلن

(min) 

زمان 
خروج 
 استيلن
(min)  

ارتفاع 
 منحني
 اتيلن
(uV) 

ارتفاع 
منحني 
استيلن
(uV)  

سطحز
ير 

منحنيا
  تيلن

زير  سطح
 منحني
  استيلن

 سطح كل
زير 
  منحني

 اتيلن حجم
در  شدهتوليد 
Lµ5 

 بر حسب
  )ميكروليتر

 اتيلن حجم
در  توليد شده

ml10 
 بر حسب
  ميكروليتر

 ميزان اتيلن
 توليد شده
برحسب 
  نانومول

ميزان فعاليت 
 نيتروژناز
برحسب

hTube
nmol

24
  

G2 502/2  722/3  263  11609  2597  185661  188258  007/0  14  620  8/25  
G7 513/2  734/3  982  16581  10200  261578  271778  019/0  38  1690  41/70  

G10 465/2  688/3  2019  19781  19385  279017  298401  018/0  36  1600  6/66  
S1 494/2  711/3  2136  20035  19622  260633  280282  034/0  68  3030  25/126  
S7 491/2  713/3  321  20475  2767  306387  309195  007/0  14  620  8/25  
S10 519/2  74/3  624  15805  7032  283882  290914  014/0  28  1250  08/52  
T1 503/2  727/3  321  19571  2767  262329  265096  007/0  14  620  8/25  
T6 487/2  712/3  434  17734  6357  253491  259849  013/0  26  1160  3/48  
T7 49/2  712/3  1678  18892  15823  250697  266800  028/0  56  2500  16/104  
C3 544/2  772/3  484  4255  6762  87466  94227  014/0  28  1250  08/52  
C4 356/2  759/3  107  3159  1252  64848  66100  005/0  10  440  3/18  
C6 488/2  707/3  1002  16131  8580  209502  218098  017/0  34  1510  91/62  
C10 535/2  758/3  434  16131  6357  209502  215859  013/0  26  1160  3/48  
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 با توجه به داده هاي بالا و نوع گونه هاي

 G2 A.irakense ، G7 A.brasilense  
G10 A.lipoferum ، S1 A.lipoferum  

S7 A.irakense، S10  A.brasilense  
T1 A.irakense ، T6 A.brasilense  
T7 A.lipoferum، C3  A.lipoferum  

 C4 A.irakenseو C10, C6 A.brasilense 
مشخص گرديد كه ميزان تثبيت در گونه هاي مشابه به 

ميانگين فعاليت . صورت تقريبي به هم نزديك بوده است
 آورده شده 7نيتروژنازي هر گونه در جدول شماره ي 

  .است

 
 ميانگين تثبيت ازت گونه هاي آزوسپيريلوم جدا شده. 7جدول

  
 گونه ي 3نتايج اين تحقيق نشان داد كه جمعيت 

 سلول در هر 100نزديك به هم بوده و حدود غالب بسيار 
 گونه در 3گرم خاك مي باشد و نشانگر توانايي اين 

سازگاري با شرايط رطوبتي، شيميايي و فيزيكي خاك هاي 
البته ممكن است كه مطالعات . مورد مطالعه مي باشد

بيشتر وجود گونه هاي ديگري را غير از آنچه كه تا حال 
را ثابت كند به طوري كه در اين در جهان معرفي شده اند 

  مطالعه تعدادي ايزوله كه تست هاي شيميايي آنها با 
  .گونه هاي معرفي شده متفاوت بود، نيز مشاهده گرديد

 گونه ي مذكور در 3شايد اين مطالعه دليل استفاده از 
به طوري كه . غالب كودهاي بيولوژيك جهان و ايران باشد

لقيحي تجارتي شركت در مايه تA.lipoferum گونه ي
   وA.lipoferum طبيعت گرا و گونه هاي

A.brasilense در محصولات تجارتي شركت مهر آسيا 
وجود دارد و علت استفاده از اين گونه ها به علت اثرات 
مثبت متعدد و توانمندي هاي افزاينده رشدي به دليل 

همچنانكه . سازگاري آنها براي خاك هاي كشور مي باشد
 از نظر A.lipoferum نشان داد گونه ي اين تحقيق

تثبيت ازت در مرتبه ي اول قرار دارد و به همين دليل 
است كه شركت هاي فوق الذكر اين گونه را جزء انتخاب 

  .اول خود در تركيب مايه تلقيح هاي تجارتي قرار داده اند

  ) 1991( و همكاران Kaiserبر اساس مطالعات 
مقاوم به شوري معرفي  يك گونه A.irakenseگونه ي 

شده است و اولين بار از خاك هاي شور عراق جداسازي 
جداسازي اين گونه از خاك پارك هاي جنگلي . شده است

نشان مي دهد  كه اگرچه اين گونه توان تثبيت ازت پائين 
تري در مقايسه با دو گونه ي ديگر دارد ولي به دليل توان 

ور به عنوان مقاومت در برابر شوري، در خاك هاي ش
تركيب اصلي كودهاي بيولوژيك قابل استفاده مي باشد، 
مخصوصاً كه اغلب خاك هاي كشور را خاك هاي شور و 

  .قليا تشكيل مي دهد
اگرچه اغلب در محيط هاي كشت از مواد ساده و 
توليدات جانبي كارخانجات استفاده مي گردد ولي مصرف 

يت محسوب ساكاروز به عنوان يك منبع قند ساده يك مز
مي گردد از اينرو يكي از دلايل استفاده از گونه ي 

A.lipoferum علاوه بر اثرات افزايندگي رشد و تثبيت ، 
ازت بيشتر، به دليل ارزاني محيط كشت مورد استفاده در 
تكثير اين گونه به عنوان تركيب اصلي مايه تلقيح هاي 

  .تجارتي مورد استفاده در كشور مي باشد
  

 نمونه  گونه
برحسب(ميزان فعاليت نيتروژناز

hTube
nmol

24
( 

 DSMZنمونه 

G2  
S7  
C4  

A.irakense 

T1  

  
92/23  

  
2/24  

G7  
S10  
T6  
C6  

A.brasilense 

C10  

  
4/56  

  
57  

G10  
S1  
T7  

A.lipoferum 

C3 

  
27/86  

  
8/85  
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