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 چکیده

فراوانوی  شوود   های گوناگونی مایه افزایش رشد گیاه میکننده نیتروژن در خاک بوده که از راههای آزادزی تثبیتازتوباکتر از باکتری

از  بورای جداسوازی و شناسوایی برخوی     پایوه اسوت  بور ایو     آن کواربری   و خواک  هوای وابسته بوه ویگگوی  ها در خاک آن تفعالیّو 

های گوناگون در سه استان آذربایجوان شور،ی، اردبیو  و    از کاربریبه گونه بختانه نمونه خاک  16رشد گیاه،  یندهاافزازتوباکترهای 

گیوری شود و   شد  برای جداسازی ازتوباکترها از روش خمیوره خواک بهوره    بردارینمونه خاک متریسانتی 21صفر تا  گیلان از لایه

جدایه جداسازی شد که بر پایوه   16  در ای  بررسی در آغاز انجام گرفت Nutrient Agarو  LG از کشتگاهستفاده اها با سازی آنناب

و شوده  گذاشته  های همانند کنارهای یادشده، جدایههها در کشتگاها و چگونگی رشد آنجدایه شناسیریختهای فنوتیپی و ویگگی

همراه با آزموون   44SP-2و   2SP-5 ،14SPI ،14SP2-1 ،16SP-2 ،34SPIII ،35SP ،35SP-2،43SP-2های جدایه به نامنه شناسایی 

، 14SPIجدایوه   پونج جدایوه،  نه نشان داد که از میان  (16S rDNA) شناسایی مولکولینتایج آنها انجام شد   افزایندگی رشد توانایی

14SP2-1 ،16SP-2 ،35SP  44وSP-2  34و جدایه بوده ازتوباکتر کروکوکومSPIII  35وSP-2  2سودوموناس و جدایهSP-5  43وSP-

تثبیوت نیتوروژن در    توری  بویش نشوان داد کوه    نیوز  های افزایندگی رشد گیواه بررسی ویگگیهای یافتهبیجرینکیا شناخته شدند   2

تری سوودوموناس  فسفر و ساخت اکسوی  در بواک  توانایی ح  کنندگی  دست آمد و بالاتری  به 14SP2-1 جدایهازتوباکتر کروکوکوم 

توانوایی   14SP2-1و  44SP-2 هوای ازتوبواکتر کروکوکووم جدایوه    دیده شد  از دیدگاه آزادسازی پتاسیم نیز بواکتری  34SPIIIجدایه 

دو اسوتان  هوای  از نمونوه خواک   کهبودند  گونه ازتوباکتر کروکوکوممتعلق به دست آمده همگی بهازتوباکترهای بالاتری نشان دادند  

 به دست آمدند   با کاربری پوشش مرتعی و شالیزار شر،ی و گیلان  آذربایجان
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 مقدمه

ای بسنده های کشاورزی، نیتروژن به اندازهتر سیستمدر بیش

های و کمبود آن مایه کاهش رشد و فرآوردهنبوده در خاک 

بالا  ،با اینکه فراوانی نیتروژن در اتمسفر شود کشاورزی می

برای ندارند  گیری از آن را است ولی گیاهان توان بهره

 طی نیتروژن برای گیاهان بایستیآوری و دسترسی فراهم

به ریخت آمونیم نیتروژن  ،تثبیت شیمیایی یا زیستیفرآیند 

برای  زیستی یکی از راهکارهای  (Fageria, 2009) درآید

ریزجانداران  توان از گیریبهره، کارکرد گیاهانافزایش 

نیتروژن  زیستیتوانایی تثبیت   استخاکزی  سودمند

های ای  تواناییگیاه از رشد  افزآیندهساخت مواد  ومولکولی 

آزوتروف از های دیباکتری  گروه از ریزجانداران است

باشند  میرشد گیاه  افزآیندهتری  ریزوباکترهای مهم

ها از باکتری بزرگیرشد گیاه، گروه  افزآیندهرهای ریزوباکت

به و هیستوسفر  2سطح ریشه، 7ریشه سپهردر هستند که 

کرد کاررشد و  شافزای مایهغیرمستقیم  /یامستقیم و گونه

های بخشدر  ریزجاندارانشوند  ای  گروه از گیاهان می

وابسته  هایزیستگاهدر  زندگیلازم برای  توانریشه  گوناگون

تری  مهم ( Vessey, 2003باشند )ریشه گیاهان را دارا میه ب

، نیتروژن یزآزادهتروتروف، هوازی و کنندگان تثبیت

 باشدمی درکسیا و بیجرینکیا ازتوباکتر، جنس هایباکتری

(Kennedy et al., 2005)  تثبیت نیتروژن تواناییباکتر ازتو 

ها و امی تواند انواع اسیدهای آمینه، ویتو می دارد را

رشد گیاه و انواع اگزوپلی ساکاریدها را  افزآیندههای هورمون

-گاما از گروه ای  جنس باکتری   (Khosravi, 2013بسازد )

 از آن شناسایی شده است گونههفت و بوده  9هاپروتئوباکتر

(Steenhoudt & Vanderleyden, 2000; Jiménez et al., 

در  کروکوکوم وباکترازتگونه ها که در میان آن (2007

بنا به   (Harris, 1973) باشدتر میهای آهکی فراوانخاک

 ،رشد گیاه گیافزایندتوان ای  باکتری و سودمند  هایویگگی

پس از جداسازی و شناسایی ای  گروه از  ای  بررسیدر 

 رشدافزایندگی های ویگگیاز بررسی برخی  ها، بهباکتری

ها کشت و جداسازی آن برای پرداخته شده است  هاآن

نیتروژن  های بدونکشتگاهگیری از خمیره خاک و بهره

                                                           
1. Rhizosphere 

2. Rhizoplane 
3. γ-proteobacteria 

، Burk، Brown ،Winogradsky ،Jensen ،Ashby مانند)

Beijerinckia)  جداگانه گونهکه به بوده های مرسوم روشاز 

یا بدون ها نخستی  ای  باکتری سازیبا غنی و ،همراه همیا 

 Aquilantia et al., 2004; Kennedy et) روندبکار میآن 

al., 2005 )  توان افزایش رشد گیاه  ازتوباکترها از آنجایی که

 ،ها در کشاورزی پایدارجست  از آنرا دارند برای بهره

در  های بسیاری در دنیا و در کشور انجام شده است پگوهش

 (Farajzadeh et al., 2012) فرجزاده و همکاران ،راستاای  

 ازتوباکتر بومی دشت تبریز و 71جداسازی  باود خبررسی در 

که ای   ندنشان دادها آنشناسایی بیوشیمیایی و مولکولی 

ندی و ازتوباکتر لاازتوباکتر وین دو گونه تر ازبیشها باکتری

 گیافزایندهای ویگگی ای  بررسیباشند  در میکروکوکوم 

ساخت  فسفات آلی و معدنی، ح توان  مانندگیاه  رشد

 صورت کیفیبه پروتئاز و کیتینازساخت  سیدروفور و اکسی ،

ها نیز دِآمینازی جدایه ACCساخت  توانایی چنی همو 

اکسی  و ویگگی از دیدگاه ساخت ها همه سویه  شدبررسی 

بالاتری  ،طر هاله به ،طر کلنی   توانمند بودند ح  فسفات

دیر به ترتیب با مقا آلی  و در ح  کنندگی فسفات معدنی

   بود وینلاندی مربوط به ازتوباکتر 1/1و شش 

 جداسوازی و  ( بوه Behrooz et al., 2016بهروز و همکواران ) 

هوای  افزاینودگی رشود برخوی از جدایوه     هوای ویگگیارزیابی 

های استان گلسوتان پرداختنود  ایشوان    ازتوباکتر بومی خاک

ننود تثبیوت زیسوتی نیتوروژن     افزایندگی رشد ما هایویگگی

، ساخت هورمون اکسوی   ح  فسفر و پتاسیمتوان لی، مولکو

هوای ایو  پوگوهش    یافتوه گیری کردنود   اندازهرا و سیدروفور 

جدایه ازتوبواکتر جداسوازی شوده،     49از میان که  نشان داد

یوه  مقدار تثبیت زیستی نیتوروژن مربووط بوه جدا    تری بیش

تووان حو     توری  بویش (، نانومول بر ساعت 216)سه شماره 

بورای جدایوه    گرم در لیترمیلی 292به مقدار  فسفرکنندگی 

ی پتاسویم معودنی   توان آزادسازی کمّو  تری بیش، 21شماره 

گوورم در لیتوور، میلووی 41برابوور بووا  29بوورای جدایووه شووماره 

 91توان تولید هورمون اکسی  برای جدایه شماره  تری بیش

 نسبت ،طر هاله بوه  تری بیشگرم در لیتر و میلی 32برابر با 

ی سیدروفور مربووط بوه   کلنی در آزمون توان تولید نیمه کمّ

و  47، 46، 92، 91، 97، 72، 76، 3، 4هووای شووماره جدایووه

 پس( Rajaie et al., 2005رجایی و همکاران ) بوده است  49
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چهارمحوال و   زارهای استانبرداری از ریزوسفر گندماز نمونه

ز جداسوازی و  به شمارش ازتوباکتر پرداخته و پس ا بختیاری

 ،Winogradskyاز کشوتگاه   گیوری بهرهها با جدایه سازیناب

تووان افزاینودگی رشود    ای هوای درون شیشوه  آزمونانجام  با

سووویه ازتوبوواکتر   17در میووان  کردنوود هووا را ارزیووابی  آن

درصد توان تثبیت نیتروژن  94تنها  ،کروکوکوم مورد بررسی

مربووط بوه سوویه    میوزان   توری  بیشمولکولی را داشتند که 

AZT-5 (9/2    و کوم )توری  آن در سوویه   نانومول بور سواعت

AZT-60 ( مشواهده شود     دو )در آزموون   نانومول بور سواعت

و  AZT-23هوای  سوویه  ،سویدروفور  سواخت ی توان نیمه کمّ

AZT-26 سوایدروفور را داشوتند     سواخت میوزان   توری  بیش

میزان  ساخت ایندول اسوتیک اسوید مربووط بوه      تری بیش

ولوی  گرم بر لیتر( بوه دسوت آمود     میلی 12) AZT-25ویه س

  های جداشده توان ح  فسفات چندانی نداشتندسویه

 بودون کشوتگاه   از (Tejera et al., 2005)تجورا و همکواران   

های جونس ازتوبواکتر   جداسازی باکتری برای Burkنیتروژن 

در هوا  نخسوتی  بواکتری  سوازی  از غنوی پوس   بهره گرفتند و

  شناسووایی نمودنوود جداسووازی هووا راد شووده، آنیووا کشووتگاه

نشوان داد کوه    ی جداشوده هابیوشیمیایی و مولکولی باکتری

 وازتوبواکتر کروکوکووم   های گونه ازدست آمده به هایجدایه

 Ahmad et)و همکاران احمد  باشد می آزوسپریلوم برازیلنس

al., 2008) 12  از را  ازتوبواکتر  جمله جنس ازباکتری جدایه

 های ریزوسفری و گره ریشه گیاهان جداسازی نمودنود  خاک

 گیوری بهره ازتوباکتربرای جداسازی  Jensen کشتگاهها از آن

از دیودگاه  ای درون شیشوه آزموون  هوا در  ای  جدایوه  کردند 

، ایندول استیک اسوید، آمونیواک، سویانید هیودروژن     ساخت

ی و ارزیواب  بررسوی ضود،ارچی  توان و  ح  فسفاتسیدروفور، 

 77 ،جدایوه  12از میوان  نشان داد که  هاآن هاییافتهند  شد

باسویلوس(  یوک  سوودوموناس و  سه ازتوباکتر، هفت  جدایه )

هوای  روشهوا داشوتند    جدایوه در برابور دیگور   بهتوری  توان 

 ،اسوت شده رفته گبرای جداسازی ازتوباکترها بکار  گوناگونی

یوری  گمانند ساخت سری ر،ت از سوسپانسیون خاک و بهره

 (، بوه Motsara & Roy, 2008های بدون نیتروژن )از کشتگاه

 کنوار  در را خاک خمیره روش گرانپگوهش تربیش گونه، هر

 ایشایسووته روش نیتووروژن بوودون کشووتگاه از گیووریبهووره

ای که در یوک  به گونه  (Aquilantia et al., 2004) انددانسته

بوا  ( Aquilantia et al., 2004اکوالینتیا و همکواران ) بررسی 

نمونه خاک در بخش مرکزی ایتالیوا و بوا    91برداری از نمونه

بواکتری گِورم    736کاربرد سه روش جداسازی و غربوالگری،  

( کشووت 7سووه روش بکووار رفتووه  کردنوود منفووی جداسووازی 

های سوسپانسیون خاک روی کشتگاه بودون  زیگزاگی از ر،ت

 Winogradskyسوازی در محلوول   ( غنوی Brown 2نیتروژن 

روز و سپس انجوام کشوت خطوی بور روی      74تا هفت برای 

ظورف  گیوری از خمیوره خواک در    ( بهوره Brown 9کشتگاه 

های خاک بر روی کشتگاه آگوار بوود    یا کشت خاکدانه پتری

هوا بوه روش کشوت    ای  بررسی نشان داد که غربالگری نمونه

هوا  به همراه جداسوازی بواکتری   ظرف پتریخمیره خاک در 

هوا روش  آگوار بورای جداسوازی ایو  بواکتری     -تولروی مانی

کننودگان  بهتری است  افزون بر آن، شناسایی و کشت تثبیت

های هماننود  به جداسازی باکتری LGنیتروژن روی کشتگاه 

 کننده است شناسی کمکدگاه ریختازتوباکتر از دی

بوا   ازتوبواکتر هوای  هدف از ای  پوگوهش جداسوازی جدایوه    

گیوری از روش خمیوره   بوا بهوره   رشد گیاه گیافزایند توانایی

نیواز بوه   و  هوا باکترتوبه جایگاه و اهمیوت از نگاه با خاک بود  

کشوور و  گوناگون بومی مناطق های های گونهتواناییشناخت 

هوای  خواک از  ،هوا آن گیواه  رشود  گیافزاینود توان شناسایی 

کشووور بووا آب و هوووایی ویووگه در   سووه اسووتان  گونوواگون 

ای درون شیشوه  هوای آزموایش تا بوا انجوام    برداری شدنمونه

را بوورای  هوواآنهووای برتوور شناسووایی شوووند و بتوووان جدایووه

نامزد نمود برای هر زیستگاه ای گلدانی و مزرعه هایآزمایش

بوا   هوا آناز  گیوری بهوره بتووان بورای   ای نزدیوک  تا در آینده

  ای انجوام داد کارهای پگوهشی ویگهکودهای زیستی  ساخت

همانند نیتراژی ، بیوفارم،  دهای زیستی گوناگونیهر چند کو

بوازار   بوه و  ساخته در ای  زمینه در کشورکارا و نیتروکسی  

گیووری از کودهووای زیسووتی  بوورای بهووره امووا ده اسووت آموو

روی کشاورزان است  ناکارمودی   های گوناگونی پیشدشواری

ی هاپگوهشنشدن انجام به دلی   هاآنها، ناسازگاری باکتری

در اجرایوی   هوای پوگوهش  کوم  شومار ، کشوتزارها در  نیمیدا

ناآگواهی بوا شویوه     چنی همو ( Khosravi, 2013) کشتزارها

از ایوو  گووران بوودن کودهووای زیسوتی   درسوت بکوارگیری و   

خریود  سووی  تور بوه   که کشواورزان را بویش  ها است دشواری

آنجووایی کووه توانووایی  از   کشوواندکودهووای شوویمیایی مووی 
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بسویار ناهماننود    هوا آنبه گوناگونی  بستهخاک  ریزجانداران

تنها محدود بوه یوک یوا    های توانمند ها و جدایهگونهاست و 

و شناسوایی  غربوالگری  کشت، جداسوازی،  چند گونه نیست، 

دسووتیابی بووه  بوورایهووای خوواک نمونووههووای برتوور از جدایووه

 و  تواند بسیار کارگشا و سوودمند باشود  میکارآمد های جدایه

    ادامه یابدباید ی  زمینه در ا انجام پگوهش

 هامواد و روش

 بردارینمونه

های آذربایجان نمونه خاک از استان 16در ای  پگوهش 

ی برداشت هانمونه برداری شد شر،ی، اردبی  و گیلان نمونه

نمونه پنج نمونه از استان آذربایجان شر،ی،  91 شام  شده

-نمونه  نددنمونه از استان گیلان بوهشت از استان اردبی  و 

های زیر خاک متریسانتی 21 صفر تا های خاک از لایه

کشت گیاهانی مانند گندم، جو، ذرت، برنج، لوبیا، یونجه و 

ی زارهاو جنگ  های آیش، زمی هانیز خاک چراگاه

های و در درون کیسه ندبرداشت شد برگبرگ و په سوزنی

 هایگگیویبرخی از   ندپلاستیکی به آزمایشگاه رسانده شد

 & Gee) برداری شدههای نمونهخاک فیزیکی و شیمیایی

Bauder, 1986 آورده شده است 9( در جدول   

 ازتوباکترسازی نابجداسازی و 

از روش  هاآنسازی کشت نابو ازتوباکترها جداسازی  برای

 et Aquilantia) شد گیریبهره 7ظرف پتریخمیره خاک در 

al., 2004 )  گرم از هر نمونه خاک برداشته  16 کارای  برای

منبع ،ندی  همانند سدیم پیروواتگرم از  1/6شد و با 

خوبی هبخمیره با کاردک رویه و  شد و آمیخته ها،باکتری

 درونها نمونههمه سپس  هموار شد تا درخشنده شود 

یک هفته  برایدرجه سلسیوس  26انکوباتور با دمای 

پس از سپری   انجام شودا تا رشد ازتوباکتره ندشد دارینگه

های رنگی لکهگونه  ازتوباکترها به یاد شدهشدن زمان 

برای   (7)شک  شدند آشکار ای و سیاه بر روی خاک ،هوه

سپس  و LGاز کشتگاه بدون نیتروژن  هاآنسازی کشت ناب

 Safari Sinegani) شد گیریبهره Nutrient Agarاز کشتگاه 

et al., 2010). نمونه همه از  هاداسازی ازتوباکترج بدی  گونه

در  به دست آمد  هاو کلکسیونی از باکتریشد ها انجام خاک

                                                           
1- Soil paste-plate 

ها در جدایهو کیست  رنگدانه ای  بخش توان ساخت

بررسی و  (Motsara & Roy, 2008) های یاد شدهکشتگاه

  (7)شک   آزمون شد

های بیوشیمیایی و شناسایی باکتری به روش آزمون

 (16S rRNA)مولکولی 

، هاآنسازی کشت ها و نابپس از جداسازی باکتری

ها به گونه زیر انجام شد  همزمان شناسایی هر یک از جدایه

ها های بیوشیمیایی، شناسایی مولکولی سویهبا انجام آزمون

 گیری از آغازگرهای عمومیانجام شد  برای ای  کار با بهره

24F (5’ AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3’ و )

1525R (5’ AAGGAGGTGATCCAGCCGCA 3’)  و به

 16S rRNAژنومی رمزکننده  DNA،طعه  PCRکمک 

فناوران انجام ها را شرکت ژنیابی ژن  توالیشدسازی فراوان

به کمک سایت  16S rDNAداد  پس از شناخت توالی 
2NCBI 9گیری از بهره وBLAST ردیفی توالی، و بررسی هم

 ,.Altschul et alی شد )جنس و گونه باکتری شناسای

های های بیوشیمیایی و آزمونهمزمان آزمون(  1997

های شناسایی ناهمانندساز شایسته آن باکتری بر پایه یافته

انجام شد  برای  هاآنمولکولی برای کام  کردن شناسایی 

های آمیزی گرم، آزمونهای برگزیده رنگباکتری

الاز، اکسیداز، توان بیوشیمیایی گوناگونی مانند آزمون کات

گیری از ،ندها )گلوکز، مانیتول، گلیسرول، ساکارز(، بهره

 آز( انجام شدها )ژلاتیناز، تریپتوفاناز، آمیلاز، اورهآزمون آنزیم

(Seeley & Vandemark, 1970 ).  

 هاهای افزایندگی رشد گیاه جدایهگیری ویژگیاندازه

شد که بر پایه  جدایه جداسازی 16در ای  بررسی در آغاز 

ها و چگونگی شناسی جدایهریختهای فنوتیپی و ویگگی

 های همانند کنارهای یادشده، جدایهدر کشتگاه هاآنرشد 

، 2SP-5های جدایه به نامنه گذاشته شدند و شناسایی 

14SPI ،14SP2-1 ،16SP-2 ،34SPIII ،35SP ،35SP-

2،43SP-2   44وSP-2 ایندگی همراه با آزمون توانایی افز

)آزمون توان تثبیت نیتروژن، آزمون  توان  هاآنرشد 

ی توان رهاسازی کنندگی فسفات معدنی، آزمون کمّح 

                                                           
2- National Center for Biotechnological Information 
3- Basic  Local Alignment Search Tool 
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های میکا، توان ساخت اکسی  و آزمون کیفی پتاسیم از کانی

 .ساخت سیدروفور( انجام شد

 آزمون توان تثبیت نیتروژن به روش کجلدال

دست آمده به روش بههای توانایی تثبیت نیتروژن جدایه

گیری شد که جامد بهره LGکجلدال بررسی شد  از کشتگاه 

روز انکوباسیون، همه هفت گونه نیتروژنی ندارد  پس از هیچ

 766های رشد یافته بر آن درون فلاسک کشتگاه با باکتری

های لیتری کجلدال ریخته شد و با افزودن آمیخته نمکمیلی

(tallic seleniumand me 4, CuSO4SO250:10:1 K و ) سه

لیتر اسیدسولفوریک غلیظ، گوارش نمونه انجام شد و میلی

گیری نیتروژن آماده برپایه روش کجلدال، نمونه برای اندازه

ها، نمونه کنترل بدون کشت باکتری زمان با نمونههم  شد

  .( Kanimozhi & Panneerselvam, 2010) نیز گذاشته شد

و  فسفات معدنی به روش کیفی کنندگیارزیابی توان حل

 یکمّ

 Sperberبرای انجام آزمون کیفی از کشتگاه جامد 

(Sperber, 1985) پتری برای هر ظرف هر   گیری شدبهره

زنی شد  سپس در درون انکوباتور با جدایه در سه تکرار مایه

ها در سه درجه سلسیوس نهاده شد  همه شیشه 26دمای 

زنی از انکوباتور بیرون برده مایهروز پس از  72و  2، 4نوبت 

و ،طر پرگنه )کلنی( رشد یافته و نیز ،طر هاله شفاف 

کلسیم فسفات به پیرامون پرگنه پدید آمده از ح  کانی تری

گیری شد، میانگی  نسبت ،طر هاله به ،طر کلنی د،ت اندازه

ی در روز دوازدهم برای هر جدایه برآورد شد  برای آزمون کمّ

گیری از دو کانی فسفری مایع با بهره Sperberاز کشتگاه 

های کلسیم فسفات و سنگ فسفات( استفاده شد  ارل )تری

با کشت شبانه هر جدایه  Sperberدارای کشتگاه مایع 

در سه تکرار  (2/6با چگالی نوری  NB)کشت شده در 

زنی شده و به همراه نمونه کنترل بدون تلقیح در شیکر مایه

درجه سلسیوس برای یک  26تاریکی و با دمای انکوباتور در 

دور در د،یقه تکان داده شد  سپس  726هفته نگهداری و با 

لیتر برداشته شد و با میلیدو های کشتگاه از سوسپانسیون

  پس از آن شدد،یقه سانتریفیوژ  76برای  79666دور 

-فسفر محلول در مایع روش  رویی  به روش وانادات

  (Cotteni, 1980) گیری شدمولیبدات اندازه

 های میکای توان رهاسازی پتاسیم از کانیآزمون کمّ

توان رهاسازی پتاسیم هر جدایه با سه تکرار در کشتگاه 

Aleksandrov  مایع در حضور کانی بیوتیت یا موسکویت

با  NBها در کشتگاه آزمون شد  در آغاز کشت شبانه باکتری

های دارای کشتگاه مایع انجام شد و ارل  2/6چگالی نوری 

Aleksandrov  با کشت شبانه هر جدایه در سه تکرار

همراه نمونه کنترل بدون تلقیح در شیکر بهزنی شده و مایه

درجه سلسیوس برای یک  26انکوباتور در تاریکی و با دمای 

دور در د،یقه تکان داده شد  پس از  726هفته نگهداری و با 

لیتر از کشتگاه یاد شده، میلیو دپایان زمان انکوباسیون، 

  د،یقه سانتریفوژ شد 76برای  79666برداشته شد و با دور 

سپس از بخش روشناور و آبگونه روش  رویی  برای 

 Sarikhani et) گیری شدگیری پتاسیم آزاد شده بهرهاندازه

al., 2016).  

 آزمون کمی توان ساخت اکسین

های برگزیده، با توان ساخت ایندول استیک اسید جدایه

سازی شده، فا،د هب LGگیری از کشتگاه مایع بهره

گرم در لیتر یک برموتیمول بلو و دارای نیتروژن )

 ,.Safari Sinegani et al) گیری شدکلریدآمونیوم( بهره

-میلی 766دارای  LGهای دارای کشتگاه مایع   ارل (2010

انه هر تریپتوفان با کشت شب-Lگرم در لیتر اسید آمینه 

در سه تکرار  (2/6با چگالی نوری  NB)کشت شده در جدایه 

همراه نمونه کنترل بدون تلقیح در شیکر بهزنی شده و مایه

درجه سلسیوس برای یک  26انکوباتور در تاریکی و با دمای 

دور در د،یقه تکان داده شد  پس از  726داری و با هفته نگه

 ن باکتری، سانتریفیوژ )لیتر از سوسپانسیومیلیدو یک هفته 

لیتر از آبگونه د،یقه( و یک میلی 76برای دور  79666

 166لیتر شناساگر سالکوفسکی )میلیچهار روش  رویی  با 

لیتر کلرید میلی 766مولار،  72لیتر اسید سولفوریک میلی

مولار، که به حجم یک لیتر رسانده شده  1/6( IIIآه  )

د،یقه در دمای اتاق  41برای   ای  آمیخته شداست( آمیخته 

 121داشته و سپس جذب نور با طول موج و در تاریکی نگه

گیری شد و توان گیری از اسپکتروفتومتر اندازهنانومتر با بهره

ساخت ایندول استیک اسید هر جدایه از سنجش جذب نور 

در سوسپانسیون آن جدایه با منحنی استاندارد آماده شده 
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گرم در لیتر میلی 26، 71، 76، 1، صفرهای در غلظت

  .(Deaker et al., 2011) شدایندول استیک اسید برآورد 

 آزمون کیفی ساخت سایدروفور

گیری از های برگزیده، با بهرهتوان ساخت سایدروفور جدایه

 ظرف پتریدر درون  Chrome azurol S (CAS)کشتگاه 

یه   برای هر جدا(Schwyn & Neilands, 1987) آزمون شد

باکتری یک ظرف پتری که رویه هر پتری به سه بخش برابر 

گیری شد  روش کار همانند آزمون کیفی بود بهرهشده جدا 

ها در سه ظرف پتریح  فسفات بود با ای  تفاوت که همه 

زنی از انکوباتور بیرون روز پس از مایهپنج و سه ، یکنوبت 

ها  و نهآورده شد و پیدایش رنگ نارنجی در پیرامون پرگ

 شدت آن به گونه کیفی ارزیابی شد  

 هاتجزیه دادهو  طرح آماری

ها، از طرح کاملاً برای ارزیابی توان تثبیت نیتروژن جدایه

های دیگر به گونه فاکتوری  آزمایش  گیری شدتصادفی بهره

  در رسید تکرار به انجامسه با طرح کاملاً تصادفی در 

ها شام  باکتری و منابع آزمایش توان ح  فسفات فاکتور

کلسیم فسفات و سنگ فسفات(، در آزمایش توان فسفر )تری

آزادسازی پتاسیم فاکتورها شام  باکتری و منابع میکا 

)بیوتیت و موسکویت( و در آزمایش ساخت اکسی  فاکتورها 

شام  باکتری، وجود و عدم وجود تریپتوفان بودند  پردازش 

 SPSSافزار آماری مک نرمها در پایان آزمایش به کداده

پنج ها به روش دانک  در پایه آماری انجام شد و میانگی 

 درصد آزمون شدند 

 نتایج و بحث
 هاجداسازی و شناسایی جدایه

خمیره خاک برای جداسازی ازتوباکترهای  از پگوهش ای  در

هوا نشوان دادنود کوه در چنوی       گیری شد و یافتهخاک بهره

زدیک به ایو  جونس، نیوز جداسوازی     های نای، باکتریشیوه

دلی  فراوانی گونه بهها نشان داد که یافته چنی همشوند  می

های بررسی شده تنها ای  گونوه  ازتوباکتر کروکوکوم در خاک

از جنس ازتوباکتر جداسازی شد و برای دسوتیابی بوه دیگور    

 بوا هوای بودون نیتوروژن    گیری از کشتگاهها نیاز به بهرهگونه

هووای گونوواگونی دارد  دربوواره  ری از نمونووه خوواکگیووبهووره

( و 43SP-2و  2SP-5های شناسایی شده بیجرینکیوا ) باکتری

میوزی  آ( هر چند در رنوگ 35SP-2و  34SPIIIسودوموناس )

کیسوتی دیوده نشود اموا الگووی رشود و سواخت         هوا آنگرم 

ها بوده از دلای  گزینش ای  باکتری LGدانه در کشتگاه رنگ

هووای دسووت آمووده از بررسووی ویگگوویههووای بوواسووت  یافتووه

 7جدایه در جودول  نه بیوشیمیایی و شناسایی مولکولی ای  

 آورده شده است  

 آزمون توان تثبیت نیتروژن

 در ای  بررسی توانایی تثبیت نیتروژن پنج جدایه ازتوباکتر
کروکوکوم، دو جدایه سودوموناس و دو جدایه بیجرینکیا به 

آزمون شد  پس از  LGجامد  روش کجلدال در کشتگاه

های باکتریایی برگزیده در کنار تیمار کنترل کشت جدایه

گیری نیتروژن پدید آمده در )کشتگاه بدون باکتری(، و اندازه

ها یکان وزن خشک کشتگاه دیده شد که پیامد توان جدایه

گیر چشم یک درصدبر نیتروژن پدید آمده در پایه آماری 

دیده  پنج درصدها در پایه آماری  است  در آزمون میانگی

توانایی تثبیت نیتروژن  تری بیشها، شد که در میان جدایه

 9/723با میانگی    14SP2-1را ازتوباکتر کروکوکوم جدایه

(  2)شک  داشت میکروگرم نیتروژن بر هر گرم از کشتگاه 

 34SPIIIو  44SP-2 ،35SP-2 ،14SP-Iهای پس از آن جدایه

 14/93و  92/11، 43/33، 2/764میانگی به ترتیب با 

میکروگرم بر گرم کشتگاه، توانایی بالاتری داشتند  گذشته از 

ناهمانندی نیتروژن   14SP2-1ازتوباکتر کروکوکوم جدایه

گیر نبود با کنترل از دیدگاه آماری چشم هاآنکشتگاه همه 

(  ای  شاید به 2و همه در یک کلاس آماری بودند )شک  

ها وابسته باشد  هر چند روژن در زیستگاه باکتریوجود نیت

که تلاش شد از موادی با درجه آزمایشگاهی )آنالیتیکال( 

گیری شود، ولی در نمونه شاهد در پایان آزمایش بهره

میکروگرم بر گرم  26شود نزدیک همانگونه که دیده می

گیری شد  کنیموزی و پانیرسلوام نیتروژن اندازه

(Kanimozhi & Panneerselvam, 2010  به بررسی توانایی )

جدایه آزوسپیریلوم به روش  96تثبیت نیتروژن 

در بررسی خود دریافتند که  هاآنمیکروکجلدال پرداختند  

جدایه توانایی تثبیت نیتروژن دارد   22جدایه،  96از میان 

گرم نیتروژن بر میلی 6/71تا  9/9اندازه تثبیت نیتروژن از 

( Rubio et al., 2013د  روبیو و همکاران )گرم کشتگاه بو

 افزآیندههای پس از بررسی گوناگونی ژنتیکی و ویگگی
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های آرژانتی  رشدی ازتوباکترهای جداشده از نمونه خاک

های ازتوباکتر توانایی بالایی تر جنسگزارش کردند که بیش

ها دارند  ویگه در تثبیت نیتروژن و ساخت فیتوهورمونبه

ر کارکرد و غلظت نیتروژن در گیاه به توانایی افزایش د

کایا  یزکیها وابسته است  تثبیت نیتروژن باکتری

(Kizilkaya, 2008 در آزمایش گلدانی و کشتزاری خود )

 زنی گندم با باکتری ازتوباکتر کروکوکومنشان داد که مایه
گیری در اندازه غلظت نیتروژن دانه گندم داشت پیامد چشم

زنی شده توانایی تثبیت نیتروژن باکتری مایه که ای  به

 گردد برمی

 

 

 

 

 

 

 
سازی در نابخمیره خاک و رشد ازتوباکتر، )از راست به چپ( سازی آن. به ترتیب ای از رشد ازتوباکتر، جداسازی و نابنمونه -1شکل 

 یستک ساختآمیزی گرم و رنگای، قهوه دانهرنگ، ساخت Nutrient Agarو  LGکشتگاه 
Figure 1. Isolation and purification process of Azotobacter from soil samples, growth and pigment formation of 

Azotobacter on soil paste and LG media and gram staining and observing of cyst (from right to left) 
 

 
 هاآن (16S rDNA)بیوشیمیایی و شناسایی مولکولی های ها در آزمونهای جدایهپاسخ -1جدول 

Table 1. Biochemical and molecular (16S rDNA) identification of bacterial isolates 

 -باشد، +/پاسخ مثبت می مانندتر فی ولی بیشمن/+ پاسخ آزمون انجام شده نه مثبت و نه -باشد، باشد، + پاسخ آزمون انجام شده مثبت میپاسخ آزمون انجام شده منفی می -

 نشد  انجامای  آزمون  NDباشد، پاسخ منفی می همانندتر پاسخ آزمون انجام شده نه مثبت و نه منفی ولی بیش
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A. chroococcum + - + - - - +/- - + - - + - 14SP-I 

A. chroococcum - - - - - - + + + ND - - - 14SP2-1 

A. chroococcum - - + - - - -/+ - + + - + - 16SP-2 

A. chroococcum - - - - - - - + + + - + - 35SP 

A. chroococcum - - +/- - - + + - + + - + - 44SP-2 

Beijerinckia sp. - - +/- - - + + - + - - - - 2SP-5 

Beijerinckia sp. - ND +/- - - - + - + - - - - 43SP-2 

Pseudomonas sp. - - - - - + + - + ND - + -/+ 34SPIII 

Pseudomonas sp. ND + - - - - -/+ + + + - - - 35SP-2 
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 های برگزیده به روش کجلدالتوان تثبیت نیتروژن جدایه -2شکل 

Figure 2. Nitrogen fixation ability of bacterial isolates by Kjeldahl method 

 
 های برگزیده  ازتوباکتر، بیجرینکیا و سودوموناسرشد گیاه در جدایهافزآیندگی های آزمون میانگین ویژگی -2جدول 

Table 2. Mean comparison of plant growth promoting properties of selected Isolates belonged to Azotobacter, 

Beijrinckia and Pseudomonas 

Isolate 
 P solubility K releasing ability IAA production 

Qualitative indices 
 (mg l-1) 

 Molecular 

identification 
TCP RP Biotite Muscovite -Trp +Trp Siderophore HD/CD 

blank - 84.43 d 12.54 f 13.38 cd 8.55 ef 3 d-f 3.74 cd - - 

14SP-I A. chroococcum 126.65 c 4.60 f 15.51ab 8.34 ef 1.94 e-h 1.09 gh + 1.28 
14SP2-1 A. chroococcum 162.64 b 5.85 f 16.05 ab 8.57 ef 0.94 h 1.83 fh + 1.52 
16SP-2 A. chroococcum 167.16 ab 10.45 f 4.90 g 1.52 h 3.57 cd 2.5 d-g + 1 

35SP A. chroococcum 162.64 b 6.27 f 14.76 bc 7.43 f 2.01 e-h 2.67 d-f - 1.7 

44SP-2 A. chroococcum 165.90 ab 5.02 f 16.55 a 8.55 ef 1.5 f-h 2.5 d-g + 1.10 

2SP-5 Beijerinckia sp. 74.83 d 5.02 f 7.50 f 4.49 g 3.39 c-e 3.72 cd - 1 

43SP-2 Beijerinckia sp. 82.35 d 5.02 f 4.66 g 2.12 h 2.42 d-h 2.05 e-h + 1 
34SPIII Pseudomonas sp. 176.81 a 30.51 e 13.21 d 8.24 f 5.02 b 10.64 a + 1.36 
35SP-2 Pseudomonas sp. 82.35 d 3.34 f 4.22 g 9.93 e 4.61 bc 2.02 e-h - 1 

 فسفات معدنی حلتوان آزمون 

به هر دو روش کیفی و  ح  فسفاتآزمون  ،ای  بررسیدر 

دو که تنها  بخش کیفی نشان دادهای یافته  شد انجامی کمّ

نسبت ،طر هاله به  بالاتری  دارای 14SP2-1و  35SPجدایه 

گرچه در ا  (2)جدول  ندبود (1/7با نسبت بالای )پرگنه ،طر 

هاله ساخت میان  یهمبستگی مثبتهای دیگران گزارش

کنندگی باکتری در ح توان و  کشتگاه جامددر روش  

شده است که هایی شود ولیک  گزارشمیدیده مایع  کشتگاه

هاله ساخت  توانایی کشتگاه جامددر که هایی باکتری

دار فسفر بالایی برخور ح توان مایع از کشتگاه  دراند نداشته
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ی سنجش کمّ روازای  .(Rodríguez& Fraga, 1999) اندبوده

تجزیه واریانس فسفات از اهمیت بالاتری برخوردار است  

 پیامدکه نشان داد  ح  فسفاتگیری های اندازهداده

 چنی همو  رفته بکار فسفاتگونه کانی  وها جدایه

گیر چشمدرصد یک  پایه آماریهمگی در  هاآن کنشبرهم

کانی فسفر از  ح  شدبینی میپیشگونه که همان  دبو

 سنگ فسفات بود کانی بالاتر از  بسیارکلسیم فسفات تری

 گرممیلی 3/2و  1/722کانی از ای  دو  ح  فسفاتمیانگی  

 74نزدیک کلسیم فسفات از تری ح  فسفاتبر لیتر بود و 

 که وابسته به سنگ فسفات بودآن از  ح تر از برابر بیش

در پذیری سنگ فسفات ح زیرا   استنی کاهای دو یگگیو

 در باشد تر میپایی بسیار کلسیم فسفات تری برابر

گزارش شده مشابهی های یافتههای متعددی نیز پگوهش

  .(Rodríguez& Fraga, 1999) است

از دو منبع فسفاته  ح  فسفاتدر آزمون میانگی  توانایی 

ت( دیده شد که بالاتری  کلسیم فسفات و سنگ فسفا)تری

  در ای  (2جدول داشته است ) 34SPIIIمیانگی  را جدایه 

هایی بودند که برخی توانایی بالاتری را تنها در میان جدایه

( 44SP-2و  14SP2-1 ،16SP-2کلسیم فسفات )تری ح 

فسفر از هر دو کانی را  ح هایی که توان باکتریداشتند  

ری و ساخت کودهای زیستی دارند، برای کاربردهای تجا

را جدایه  ح  فسفاتسودمندتر خواهند بود  بالاتری  

های ازتوباکتر داشته و سودوموناس و پس از آن جدایه

در ای  میان برخی از تری  توان را بیجرینکیا داشت  کم

نه تنها در  (35SPو  2SP-5، 14SPI، 14SP2-1)ها جدایه

فسفر کشتگاه را نیز در  آزادسازی فسفر کارایی نداشتند بلکه

کاهش فسفر باعث توده خود جذب نموده و ساختار زی

ای  گروه از   انددر برابر نمونه کنترل شده محیط کشت

ها را شاید بتوان برای جذب زیستی فسفر و باکتری

 بهسازی زیستگاهای آبی آلوده به فسفر بکار برد  زیست

دادند نشان  (Khan et al., 2009) خان و همکاران

کلسیم فسفات، فسفات سودوموناس فلورسنس از منابع تری

 17و  32، 766آلومینیوم و فسفات آه  به ترتیب 

 ح  فسفاتتوانایی لیتر فسفر آزاد ساخت  میکروگرم بر میلی

های افزایندگی رشد تری  ویگگیریزجانداران یکی از مهم

های با برای برآوردن نیاز فسفری گیاه به ویگه در خاک هاآن

 ;Winkler & Zotz, 2009) کمبود فسفر فراهم است

Giongo et al., 2013)  هایی از جنس سودوموناس، گونه

کننده های ح باسیلوس و ریزوبیوم توانمندتری  باکتری

گیاهان (  Brahmaprakash & Sahu, 2012فسفات هستند )

توانند از به کمک ریزجانداران پیرامون ریشه خود می

کلسیم فسفات، کلسیم فسفات، تریهای دیریخت

 Safari) مند شونداکتاکلسیم فسفات به خوبی بهره

Sinegani & Rashidi, 2011)    ح  فسفاتیکی از دلای، 

باشد که ای  ناشی از تولید اسیدهای کشتگاه می pHکاهش 

آلی به وسیله ریزجانداران بوده و حتی نوع کشتگاه و 

تولید اسید باعث نیز  ورد استفادهماده ،ندی ماکسیداسیون 

 های گوناگونیریزجانداران به روش  شودمی pHو کاهش 

از منابع فسفات  ح  فسفاتساخت اسیدهای آلی،  همانند

توانند به گیاه در برداشت فسفر از مینامحلول و کلاته کردن 

سنگ فسفات  های کم محلول و نافراهم کمک کنند کانی

باشد و آمیخت  پودر آن با کانی بسیار نامحلول می

آن کمک نموده و تا  ح کننده فسفات به ریزجانداران ح 

 ,Verma) دهدتواند افزایش هان را میدرصد کارکرد گیا 16

1993)   

 های میکای توان رهاسازی پتاسیم از کانیآزمون کمّ

اسیم در ای در چرخه پتریزجانداران کارایی ویگه

توانند ها میآبی و خاکی دارند  برخی از باکتری یهازیستگاه

محلول و فراهم دگرگون کنند  شک  پتاسیم را در خاک به 

های آزادکننده پتاسیم در خاک و گروه بزرگی از باکتری

های خاک را با کنند که پتاسیم کانیریزوسفر زندگی می

ی گیاه فراهم محلول درآورده و براحالت ساخت اسید به 

اندازه  .( Luo et al., 2011; Diep & Hieu, 2013) کنندمی

های های معدنی، ویگگیآزادسازی پتاسیم به گونه سیلیکات

 داردبستگی های آزادکننده پتاسیم توان باکتریزیستگاه و 

(Sugumaran & Janarthanam, 2007; Han & Lee, 

تجزیه  ،تاسیمپ رهاسازیدر بررسی پگوهش در ای   ( 2005

نشان داد که  گیری پتاسیم آزاد شدههای اندازهواریانس داده

در پایه آماری  هاآن کنشبرهمباکتری، کانی میکا و پیامد 

میانگی  آزمون پس از انجام   باشدمی گیرچشمیک درصد 

شد که آزادسازی آشکار  پنج درصدبه روش دانک  در سطح 

از  تربیشبرابر(  69/7) بسیارپتاسیم از کانی بیوتیت 
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 13/6و  62/77 به ترتیب هاآنکه برای  موسکویت بوده است

 هاکانی یافته به سرشتای    دست آمدبهگرم بر لیتر میلی

آن  در برابرو اکتاهدرال ساختار کانی بیوتیت تریگردد  برمی

دهد که نشان می اکتاهدرال است و ای کانی موسکویت دی

تر آمادهبرای هوادیدگی زیستی ارتر و کانی بیوتیت ناپاید

رهاشدن میانگی   آزمون  (Öborn et al., 2005) باشدمی

آمده  2جدول میکا در کانی  وباکتری  کنشبرهمپتاسیم در 

از  44SP-2جدایه  را آزادسازی پتاسیمتوان بالاتری    است

و جدایه ( میلی گرم بر لیتر 11/76)داشته میکای بیوتیت 

35SP-2 میلی  39/3) کانی موسکویتاز تری  میانگی  را بالا

ها نه تنها در ای  میان برخی از جدایه  داشت (گرم بر لیتر

رها پتاسیم بلکه نداشتند  افزایش پتاسیم محلول کاراییدر 

را نیز در ساختار کشتگاه  های گوناگون درشده از واکنش

محلول در  کاهش پتاسیم سببخود جذب نموده و  تودهزی

توان میها گونهاند، از ای  نمونه شاهد شده در برابرشتگاه ک

را یادآور  2SP-5 و 16SP-2 ،35SP-2 ،43SP-2 هایجدایه

های گزینهتوانند برای جذب زیستی پتاسیم شد که می

که از میان سه  داد نشان ای  بررسیهای یافته  خوبی باشند

  تریبیشجنس ازتوباکتر، سودوموناس و بیجرینکیا 

دارد جنس سودوموناس و ازتوباکتر  راآزادکنندگی پتاسیم 

 هو و بویر هاای  یافتههمانند  ( 44SP-2 ،35SP-2)جدایه

(Hu & Boyer, 1996) های اند که گونهنیز گزارش کرده

سودوموناس توانایی بالایی در آزادسازی پتاسیم از میکا 

 اندازه فراوانیها در آزادسازی پتاسیم تا دارند  توانایی باکتری

 Zeng et) های پتاسیم وابسته استکانیسرشت و گونه به 

al., 2012)  میشوستی  و همکاران (Mishustin et al., 

دو هفته از انکوباسیون باکتری  براینیز توانستند  (1981

درصد پتاسیم آزاد شده از هفت  نزدیک ازتوباکتر کروکوکوم،

   دست آورند بهکانی ارتوکلاز 

 اکسینساخت  ی توانون کمّآزم

وابسته به اکسی  ساخت  نشان داد کهها دادهتجزیه واریانس 

 ولی وابسته بهنبوده است  در کشتگاهتریپتوفان  کاربرد

ای    باشدای  دو می کنشبرهمایی و های باکتریجدایه

گرم در لیتر میلی 766از  گیریبهرهآزمایش نشان داد که 

در های باکتریایی را اکسی  جدایه ساخت تریپتوفان نتوانست

ساخته  اکسی میانگی  آزمون   دگرگون کند LGکشتگاه 

 2جدول در  تریپتوفان کاربردجدایه و  کنشبرهم در شده

 2/1و  61/76با میانگی   34SPIIIجدایه  آورده شده است 

و حضور توان ساخت اکسی  را در گرم بر لیتر بالاتری  میلی

  (2)جدول  داشت LGن در کشتگاه تریپتوفاعدم حضور 

 ی برگیرچشمافزایشی در کشتگاه پیامد تریپتوفان حضور 

 داشت هر چند 34SPIIIوسیله جدایه به اکسی ساخت 

در  ( 43SP-2و 14SPI ،16SP-2 ،35SP-2) هاجدایه از برخی

 ( 2جدول ) ندساختتری را تریپتوفان اکسی  بیش نبود

 برایماده پیش همانندتوفان از تریپ ریزجاندارانبرخی از 

های راه  کنندمی گیریبهرهاستیک اسید  لسنتز ایندو

گزارش شده ایندول استیک اسید برای ساخت ی گوناگون

تریپتوفول، تریپتامی ،  با ساخت هاآناست که هر یک از 

آغاز اسیدآمید -9پیروویک اسید و ایندول -9ایندول 

از برخی ابرای  بن  (Gravel et al., 2007) شوندمی

ماده پیش هماننداز تریپتوفان  آزمون شده شایدی هاجدایه

های دیگری و روش اندنکرده گیریبهره برای ساخت اکسی 

تری اکسی  اند که در بودن آن در زیستگاه اندازه کمداشته

  اندساخته

های باکتری ( جدایهAhmad et al., 2008و همکاران )احمد 

را  ر، سودوموناس، مزوریزوبیوم و باسیلوسازتوباکت هایجنس

 26که  دیدنددند و کراکسی  ارزیابی از دیدگاه ساخت 

های ازتوباکتر، سودوموناس و مزوریزوبیوم درصد جدایه

 هاآنرا داشتند  در برابر ایندول استیک اسید ساخت  توانایی

 ها توانستند ایندول استیک اسیددرصد باسیلوس 26تنها 

میکروگرم  166تا  16های تریپتوفان )غلظتهمه  در  ندزساب

کشت ایندول استیک اسید در اندازه لیتر( بالاتری  بر میلی

 ازتوباکتر و باسیلوسدر کشت سودوموناس و به دنبال آن 

های گونهدر ایندول استیک اسید ساخت  توانایی شد  هساخت

گزارش گران پگوهشبسیاری از را سودوموناس  گوناگون

  (Jasim et al., 2014; Noreen et al., 2012) اندکرده

ماده یک پیشحضور در  ایندول استیک اسیدساخت توانایی 

 ازگیاه  رشد افزآیندههمانند تریپتوفان برای چندی  جدایه 

وم، ازتوباکتر، باسیلوس، بورخولدریا، جنس آزوسپیریل

های تراوشها گزارش شده است  انتروباکتر و سودوموناس

تواند تریپتوفان بوده که می دارای گوناگونه گیاهان ریش

در ماده برای سنتز ایندول استیک اسید پیش همانند
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 ,.Dastager et al)شده  گیریبهرهریزوسفری  ریزجانداران

 شوند افزایش رشد گیاه باعث و  ( 2010

 یدروفوراسساخت  آزمون کیفی

  بررسی شد CASاز  گیریبهرهها با جدایهیدروفور اسساخت 

-14SPI ،16SP-2 ،44SP-2 ،43SPها، جدایه از میان جدایه

2، 14SP2-1 ،34SPIII هاله نارنجی داشتندساخت  توانایی  

را  هاله نارنجیساخت  تواناییها جدایهدرصد  66بنابرای  

ها کلنیپیرامون هاله نارنجی در پیدایش   (2)جدول  داشتند

ساخت  از نیشانکه  باشدکلاته کردن آه  میبه  وابسته

 جدا شدن آه  از کمپلکس  در زیستگاه داردیدروفور اس

CAS شود میاز آبی به نارنجی کشتگاه  رنگ باعث تغییر

(Schwyn et al., 1987)  دارای  ی گوناگونهاباسیلوس

  (Wilson et al., 2010) یدروفور هستنداسساخت  توانایی

یدروفور اسساخت  تواناییها پگوهشاز بسیاری در  چنی هم

شده ها گزارش ویگه سودوموناسبهگرم منفی های در باکتری

میلاجرس و همکاران   (Jasim et al., 2014) است

(Milagers et al., 1999 بیان داشتند که در )محیط کشت 

CAS یدروفورهای منوهیدروکسامات و تری اس

ی ترتیب رنگ، نارنجی مای  به ،رمز و نارنجبههیدروکسامات 

موجب های کاتکولی در حالی که کمپلکس  کنندایجاد می

آبی به ارغوانی تا ،رمز مای  به  محیط کشتتغییر رنگ 

توان بیان داشت با توجه به ای  موضوع میشوند  میارغوانی 

 یدروفورهای ساخته شده به وسیله ازتوباکتراکه نوع س
 باشند کروکوکوم از نوع هیدروکساماتی می

 های بررسی شدهوباکترها در نمونه خاکپراکنش ازت

دست آمده از نمونه بههای نخستی  گرچه شمار جدایه

های سه استان آذربایجان شر،ی، اردبی  و گیلان )با دو خاک

 16های گوناگون به خشک و مرطوب( با کاربریا،لیم نیمه

به ازتوباکتر همانند هایرسید، اما برخی از باکتریجدایه می

های فنوتیپی و همانندی ویگگیاساس گوهش بر در ای  پ

جدایه مانده نیز نه و شناسایی شده ریختی کنار گذاشته 

که بوده جدایه از جنس ازتوباکتر پنج نشان داد که تنها 

از یک گونه به نام ازتوباکتر کروکوکوم  هاآنهمگی 

جدول ارائه شده در های خاک ویگگیبه  توجهباشند  با می

در استان آذربایجان  حضور ازتوباکتر کروکوکوم تری بیش، 9

هایی با کاربری خشک و در خاکشر،ی با ا،لیمی نیمه

در نمونه  ازتوباکتر   نبودمشاهده شدو لوبیا  مرتعچراگاه، 

های برداشت شده با ا،لیم همانند )استان اردبی ( شاید خاک

 هایای که جدایهگونهبه  باشد هاآنکنارگذاری  دلی به

همانند بوده و کنار گذاشته  دست آمده از ای  استانبه

های خنثی و  pHهای با   جدا شدن ازتوباکتر از خاکاندشده

باشد  فراوانی ( مورد توجه می9آهکی با بافت سبک )جدول 

فیزیکی و شیمیایی های ازتوباکتر در خاک وابسته به ویگگی

ی از خاک و بردارنمونهعمق ، دما، pH)ماده آلی خاک، 

 هاآنهای کنشبرهمهای زیستی و رطوبت آن( و ویگگی

شیوه کاربری و  چنی هم (،Kizilkaya, 2009) باشدمی

های زیستی و ویگگیتغییر مدیریت زمی  نیز افزون بر 

شیمیایی خاک بر پراکنش و فراوانی ریزجاندارن پیامددار 

م زارهای استان گیلان هاست  در ای  پگوهش از برنج

از دیدگاه  (44SP-2) یازتوباکتر کرکوکوم جدا شد  ای  باکتر

های بررسی شده در برابر ازتوباکترهای جداشده از توانایی

ارزی های همویگگیدارای  های استان آذربایجان شر،یخاک

از نظر توان تثبیت نیتروژن،  و بود 14SP2-1همانند جدایه 

های جدایه برتری جزء  ،فسفر ح و  آزادسازی پتاسیم

  (2)جدول  بودندپگوهش ازتوباکتر جداسازی شده در ای  

نی ازتوباکتر کروکوکوم در ااکنون روش  شده است که فراو

بوده و خیزی خاک وابسته خاک به اسیدیته و حاص 

 ،خنثی یا کمی ،لیایی pHهای با که در خاکای گونهبه

 ندارند های اسیدی فراوانی چندانیتر بوده و در خاکبیش

(Lenart, 2012)هایها در خاکاز باکتری   ای  گونه 

 هایویگگی از  باشندتر میمعتدل فراوان مناطق کشاورزی

 است آب در نامحلول سیاه-ای،هوه دانهگونه ساخت رنگ ای 

(Kizilkaya, 2009 )  بررسی توان بیجرینکیای جدا شده از

برابر در  (2SP-5آذربایجان شر،ی ) های استانخاک

 (43SP-2شالیزار گیلان ) هایای جدا شده از خاکیبیجرینک

ای  جدایه توان آزادسازی پتاسیم و تولید  نشان داد که

 یدروفور در آناس هر چند توان تولید  تری دارداکسی  بیش

در ای  پگوهش بررسی آزمون همه   (2دیده نشد )جدول 

پذیر امکان (استانسه از  جدایه جداسازی شده 16) هاجدایه

و ضرورت مطالعات بیشتر بر روی آنها احساس  هنبود

 شود می
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 هاآنی جدا شده از ازتوباکترها برداشت شده وهای خاکاقلیمی، کاربری و های ویژگی -3جدول 

Table 3. The climate, land-use and soil properties of the samples used in this study for Azotobacter isolation 
     Soil properties 

Soil No. 
Identified 

bacteria  
Province Climate Usage PH EC %O.C %CCE 

Soil 

texture 

14 A. chroococcum 

14SPI  

East 
Azerbaijan 

Semi-arid Pasture 7.36 4.66 1.61 17.43 Sandy clay 

14 A. chroococcum 

14SP2-1 

East 

Azerbaijan Semi-arid Pasture 7.36 4.66 1.61 17.43 Sandy clay 

16 A. chroococcum 

16SP-2 

East 

Azerbaijan Semi-arid Corn 7.81 1.82 1.66 10.97 
Sandy 

loam 

35 A. chroococcum 

35SP 

East 

Azerbaijan Semi-arid Bean 7.21 1.66 0.68 5.44 Clay loam 

44 
A. chroococcum 

44SP-2 
Gilan Humid Rice 6.64 1.62 2.98 4.88 Clay 

2 
Beijerinckia sp. 

2SP-5 

East 

Azerbaijan Semi-arid Alfaalfa 7.52 2.41 0.94 10.71 
Sandy clay 

loam 

43 Beijerinckia sp. 

43SP-2 
Gilan Humid Rice 6.94 1.13 3.69 4.92 Clay loam 

34 Pseudomonas 

sp. 34SPIII 

East 

Azerbaijan Semi-arid Alfaalfa 7.57 0.97 2.11 6.51 Clay 

35 Pseudomonas 

sp. 35SP-2 

East 

Azerbaijan Semi-arid Bean 7.21 1.66 0.68 5.44 Clay loam 

CCE  ،کربنات کلسیم معادلOC  ،کرب  آلیEC هدایت الکتریکی  

 

 کلی گیرینتیجه

دست آمد که همه هجدایه باکتری ب 16در ای  پگوهش 

 هاآنم منفی و کاتالاز مثبت بودند  ولی همگی گر ،هاجدایه

 سازیخالصدانه و کیست را نداشتند  توانایی ساخت رنگ

و کشتگاه  LGبدون نیتروژن کشتگاه ها در دو  باکتری

انجام شد تا ریخت کیست و  Nutrient Agarعمومی مانند 

ریخت پرگنه و   باشد،اب  مشاهده ریخت رویشی هر دو 

گزینش مبنای جدایه در هر دو کشتگاه، چگونگی رشد یک 

کیست در مشاهده دانه و آن شد  پرگنه لعابی، ساخت رنگ

 چنی همها و ای  ویگگیبرمبنای ای  گام بررسی شد  

در  هاآنو چگونگی رشد شناسی ریختبررسی فنوتیپ و 

جدایه برای نه جدایه تنها  16از میان  NAو  LGکشتگاه 

انتخاب یندگی رشد گیاه آهای افزشناسایی و بررسی ویگگی

سودوموناس و های ها نشان داد که جنسشناسایی شد 

اند و نیز در بخش نخست آزمایش جداسازی شده بیجرینکیا

 برای پیشنهاد شدههای دهنده آن است که روشای  نشان

نبوده برای ازتوباکتر  ویگهروشی کاملاً جداسازی ازتوباکترها 

های نزدیک های دیگر نیز از جنسیباکتر ،با ای  روش که

توان می پگوهشای  های یافته بنابرجداسازی خواهند شد  

ها با روش از خاکدست آمده بهازتوباکترهای گفت که 

 ازکه ند اهگونه ازتوباکتر کروکوکوم بود ازهمگی بکاررفته 

های دو استان آذربایجان شر،ی و گیلان با کاربری خاک

تر ای  از فراوانی بیش حاکیکه  دهبوالیزار و ش مرتع، چراگاه

در ای  پگوهش   باشدمیهای بررسی شده گونه در خاک

از  ،های آزمون شدهبا دیگر باکتری ی ناهمانندازتوباکتر

با  هاآنهمانندی  دلی  آن کهدست نیامد هاستان اردبی  ب

ه که در گام جداسازی کنار های آذربایجان شر،ی بودگونه

های استان   ازتوباکترهای جدا شده از خاکاندشدهگذاشته 

های گیلان جدا رچه از شالیزادر برابر آن شر،ی آذربایجان

 بررسی شده هایویگگیتری در بیش ناهمانندیبود شده 

 تربیشاما دو جدایه برتر از ای  دو استان در  ،داشتند

با هم ناهمانندی تراز بودند و همشده های بررسی ویگگی

از سوی دیگر آماری نداشتند  نظر گیری از مچش

تری آذربایجان شر،ی توانایی بیش بیجرینکیای جدا شده از

جدایه در برابر  اکسی  ساختدر آزادسازی پتاسیم و 

شناخت گوناگونی  از ای  رو،  داشتدست آمده از شالیزار به

 نیاز های ای  سه استانیستی و اکولوژی ازتوباکترهای خاکز

 تری دارد بیشویگه و رسی بر به
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Abstract 
Azotobacter is free-living nitrogen-fixing bacteria that it leading to promoting plants growth through 

various ways. Frequency and distribution of Azotobacter is affected by soil use and its properties. 

Accordingly, this study aimed to isolate and identify some of plant growth promoting (PGP) 

Azotobacters. To this end, 50 soil samples were taken randomly from depth 0-25-cm under different land-

uses in three provinces viz. Eastern-Azerbaijan, Ardabil and Gilan. Soil paste method was used for 

isolation of these bacteria and purification was done in LG and NA media. We first isolated 50 bacterial 

isolates based on the phenotypic and morphological properties. And then we selected nine isolates of 

them for detailed and deep studies (including 2SP-5, 14SPI, 14SP2-1, 16SP-2, 34SPIII, 35SP, 35SP-2, 

43SP-2 and 44SP-2). Results of molecular identification of bacteria (16S rDNA) revealed that among 

nine isolates, the five isolates (viz. 14SPI, 14SP2-1, 16SP-2, 35SP and 44SP-2) belonged to Azotobacter 

chroococcum, and isolates 34SPIII and 35SP-2 belonged to Pseudomonas sp. while 2SP-5 and 43SP-2 

were identified as Beijerinckia sp. We also found the highest N fixation, and P solubility and auxin 

production were recorded by A. chroococcum 14SP2-1 and Pseudomonas sp. 34SPIII, respectively. 

Maximum potassium releasing was observed by A. chroococcum 14SP2-1 and 44SP-2. In this study, all 

the identified Azotobacteria belonged to A. chroococcum which isolated from the pasture, corn and rice 

lands of East Azerbaijan and Gilan provinces. 
 

Key words: Molecular identification of bacteria, N-fixing bacteria, Plant growth promoting properties, 
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