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  چکیده
یکی از . بیشتر شودهاي اخیر توجه به کودهاي بیولوژیک هاي زیست محیطی باعث گردیده تا در سالکاهش مواد آلی و آلودگی

. لکولی است توانایی تثبیت نیتروژن م،ها یا کودهاي بیولوژیکهاي موجود در مایه تلقیحاکتريبهاي مهم استفاده از شاخص
هاي مختلف آن از لحاظ میزان تثبیت تفاوت باکتري آزوسپیریلوم توانایی تثبیت نیتروژن به شکل همیاري را دارد، اما بین جدایه

جداسازي  Azospirillum جدایه بومی 14هدف از اجراي این تحقیق بررسی توان تثبیت بیولوژیکی نیتروژن در . وجود دارد
داري درسطح یک معنی تفاوت ،هابین جدایهنشان داد که  این آزمون  حاصل از نتایج.ر استان گلستان بودشده از ریزوسفر کلزا د

در  اتیلن  نانومول706/56  و707/57، 64/60 مقادیر  باترتیب به VI-51و  VII ،51-II-49هاي جدایه و  وجود داشتدرصد
  .ده بودندبیشترین میزان نیتروژن تثبیت ش  دارايلیترساعت در میلی

 
  تثبیت بیولوژیک نیتروژن، کلزا ،.Azospirillum spp: کلمات کلیدي

 

  مقدمه

د و از طرفـی کنجالـه   نباش ـعنوان دومین منبع تولید انرژي در تغذیه انسان مطـرح مـی           ههاي روغنی بعد از غلات ب     دانه
 ـبودن از پروتئین یکی از اقلام  نیز به لحاظ سرشارهاحاصل از فرآیند صنعتی آن   شـمار  ه مهم تغذیه دام، طیور و آبزیان ب

اي را در کـشور و مخـصوصاً در   هاي اخیـر توجـه ویـژه    کلزا گیاهی است که در سال  .)1376شهیدي و فروزان،    ( رودمی
 هکتار از اراضی استان گلستان بـه کـشت ایـن     33000حدود  که  به طوري . استان گلستان به خود معطوف داشته است      

نیاز بالاي ایـن گیـاه بـه نیتـروژن و نداشـتن ارتبـاط       ). 1387، نامبی(وغن اختصاص یافته است گیاه جهت استحصال ر  
 بـه  PGPRهاي هاي اخیر امکان استفاده از باکتريهاي میکوریز باعث گردیده تا در سال   میکوریزي این خانواده با قارچ    

ترین انـواع کودهـاي   ترین و در حال حاضر رایج   با سابقه . عنوان مکمل کودهاي شیمیایی مجدداً مورد بررسی قرار گیرد        
هاي نیتروژن است که در سطح جهانی مجموع مقدار نیتروژنی که از این طریق به خاك زیستی، مربوط به تثبیت کننده

هاي محرك رشـد  باکتري). 1380خاوازي و ملکوتی، ( میلیون تن در سال برآورد شده است         175شود، حدود   اضافه می 
هاي مختلفی در افزایش راندمان کود و توانند با مکانیسمهاي ریزوسفري هستند که می از جمله باکتري)PGPR1 (گیاه

تواننـد در  این دسته از موجودات خاکزي مـی . آب و در نهایت روي عملکرد محصولات زراعی اثرات مثبتی داشته باشند         
) گر مثل فسفر و آهن از اشکال کم محلول یا نامحلولبالاخص نیتروژن و در آزادسازي عناصر دی(تأمین برخی از عناصر  

باشـد   مـی PGPRهـاي   نیز از باکتريAzospirillum باکتري جنس ).1976دوبرینر و دي، (نقش مهمی داشته باشند  
  هـاي مفیـد ایـن بـاکتري     از ویژگی. که در ریزوسفر و فضاي بین سلولی ریشه غلات و سایر گیاهان مشاهده شده است              

                                                
١. Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR) 
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هـاي نـامحلول، تولیـد    هـاي محـرك رشـد گیـاه، افـزایش حلالیـت فـسفات       ه تثبیت نیتروژن، تولید هورمون  توان ب می
؛ 1994گونزالز، -اوکان و لاباندرا(سیدروفور، بهبود جذب آب و عناصر غذایی و نهایتاً افزایش عملکرد گیاهان اشاره کرد             

گیـرد کـه داراي   آزوتروف صورت مـی هاي دياکتري توسط ب)BNF1(تثبیت بیولوژیک نیتروژن  ).1976دوبرینر و دي،  
ها توسط سیستم آنزیمی خود، بانـد  این باکتري). 1994؛ کیم و رس،   1996سپول و کلیپ،    ام (د هستن 2آنزیم نیتروژناز 

دو روش  ).2000پـوتکر،  (کننـد  هاي نیتروژن اتمسفري را شکسته و آن را به آمونیـاك تبـدیل مـی       گانه بین ملکول  سه
  هـا اسـتفاده   گیـري فعالیـت نیتروژنـازي بـاکتري     جهت اندازه ) ARA3(و احیاي استیلن    ) 15N( پایدار نیتروژن    ایزوتوپ

امـا روش احیـاي   . رودکار مـی دلیل احتیاج به دقت بالا و نیز پرهزینه بودن، کمتر بهروش ایزوتوپ پایدار به که   شودمی
  ). 1388محمدي، (طور گسترده کاربرد دارد استیلن به

  

  مواد و روشها
 نمونـه خـاك و ریـشه گیـاه کلـزا از منـاطق مختلـف اسـتان گلـستان جهـت جداسـازي بـاکتري                     38در این تحقیـق     
Azospirillum  ابتدا آزمایشات اولیه شناسایی جنس و سپس آزمایشات تکمیلی شناسایی گونـه بـر روي             . استفاده شد

 جدایـه برتـر بــومی   14 در تروژنـازي یت نیــ فعالزانمی ـ  در نهایـت شـده انجــام گردیـد و   Azospirillumهـاي  جدایـه 
Azospirillum  توسط دستگاه لنیاي استیبه روش اح GC4آزمـایش  هـاي   لولـه بدین منظور .  مورد بررسی قرار گرفت

بـه هـر لولـه    تر آگار یدر ل  م گرمی نهعلاوه بNFb5 محیط لیترمیلی 5زان ی انتخاب و به ملیتر میلی13کوچک به حجم   
 NFb هـاي  طی مح ـ،)گـراد   درجۀ سانتی120 دقیقه در دماي 20مدتبه (ل شدن در اتوکلاو ی پس از استر   .ردیدمنتقل گ 

 72پـس از  . گرفتنـد گـراد قـرار     سـانتی ۀ درج32ح و در دماي  یتلق Azospirillumهاي خالص    کلنیجامد توسط   مهین
 از مانـده   درصد حجم بـاقی 10سپس . ض شدندیل تعو یکی استر یهاي لاست  ها با درپوش   اي لوله  هاي پنبه  پوش ساعت در 

 درزهاي .دیق گردیلن تزریگاز استبه همان میزان  خالی و ، سرنگتوسط) لیتر با احتساب حجم لاستیک میلی    7/0 (لوله
ر مقدا ساعت 24گذشت  پس از .انتقال یافتندها به انکوباتور    مجدداً لوله  هاي لاستیکی با پارافیلم پوشانده شد و      درپوش

غلظت اتـیلن   .گردیدق ی تزرGC و به دستگاه  شددهیلتون کش ی سرنگ هام   توسط از هواي داخل هر لوله     تریل میلی 7/0
تولید شده توسط هر جدایه با مقایسه سطح زیر پیک ایجاد شده توسط استاندارد تهیه شـده از گـاز اتـیلن خـالص بـا                      

در قالب طـرح بلـوك   آزمایش   .)1980 ،تارنر وگیبسون (ید   محاسبه گرد   میکروگرم 1 و   8/0،  6/0،  4/0،  2/0هاي  غلظت
 . انجام شد درصد5 در سطح LSD و به روش آزمون  تکرار3در  Azospirillumهاي کامل تصادفی بر روي جدایه

 

  نتایج و بحث
 Azospirillum جدایـه  58ق مختلـف اسـتان گلـستان،        نمونه خاك و ریشه گیـاه کلـزا از منـاط           38در این تحقیق از     

 3حـاوي  جامد مهین NFbهاي تکمیلی شامل توانایی رشد در محیط هاي مذکور براساس آزمونجدایه. جداسازي شدند 
  ، A. brasilenseبیوتین و تـوان اسـتفاده از قنـد گلـوکز بـه سـه گونـه منـسوب بـه           درصد کلرید سدیم، نیازمندي به

A. lipoferum و A. irakense هاي بین جدایهنشان داد که  نتایج حاصل از آزمون توان تثبیت نیتروژن .تفکیک شدند
  .)1جدول ( داري وجود داردبومی مختلف از نظر توان احیاي استیلن به اتیلن در سطح یک درصد اختلاف معنی

  
                                                
١. Biological Nitrogen Fixation (BNF) 
٢. Nitrogenase 
٣. Acetylene Reduction Assay (ARA) 
٤. Gas Chromatograph (GC) 
٥. Nitrogen Free Blue (NFb) 
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  Azospirillumهاي  تجزیه واریانس توان تثبیت نیتروژن توسط جدایه-1جدول 
 F  میانگین مربعات  درجه آزادي  منابع تغییرات

  ns 706/1  44/0  2  تکرار
  Azospirillum  15  **032/1765  63/456هاي جدایه

    73/3  30  خطا
    083/13    ضریب تغییرات

  دار درصد و عدم تفاوت معنی1دار در سطح احتمال  به ترتیب معنیns و**
  
  

هـاي بـومی    که بیشترین میزان نیتـروژن تثبیـت شـده در بـین جدایـه      این بود بیانگر   )1شکل  (نتایج مقایسه میانگین    
Azospirillum    49هـاي   ، مربوط به جدایـه-VII  ،51-II   51و-VI  706/56  و 707/57،  64/60 مقـادیر   بـا  ترتیـب  بـه 

   .باشدلیتر میدر ساعت در میلی اتیلن نانومول
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Azospirillum جدایه هاي 
  

  Azospirillumهاي بومی در بین جدایه میزان تثبیت نیتروژن به روش احیاي استیلن -1شکل
  

  
هـاي   درصـد از جدایـه  71/35 جدایه انتخابی براي این آزمون،     14گیري کرد که از بین      توان چنین نتیجه  در نهایت می  

   درصــد مربــوط بــه گونــه 14/7 نــانومول را داشــتند کــه 25 توانــایی تثبیــت نیتــروژن بــالاي Azospirillumبــومی 
A. brasilense ،43/21 درصد مربوط به گونه A. lipoferum درصد مربـوط بـه گونـه    14/7 و A. irakense بودنـد . 

نشان داد کـه  ) 1375(روستا هاي  که بررسی به طوري . بودمحققان  نتایج حاصله از این تحقیق مطابق با مطالعات سایر          
هـاي بـومی نـسبت بـه      د و جدایه  داري از لحاظ آماري وجود دار      تفاوت معنی  Azospirillumهاي مختلف   در بین گونه  

 هـاي بر روي جدایه) 1385(عرب  مطالعات. هاي خارجی از توانایی بالاتري در امر تثبیت نیتروژن برخوردار بودند   جدایه
 کـه در  حاکی از آن بود هاي تهران، گلستان و خوزستان جدا شده از ریشه غلات در سطح استان       Azospirillum بومی

تحقیقـات   . نـانومول در سـاعت را داشـتند   15/73 تا 61/4ها توان احیاي استیلن در محدوده     ه درصد از جدای   55حدود  
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هاي تحت کشت گندم در ایران نشان داد کـه گونـه    خاكAzospirillumبومی هاي نیز بر روي جدایه) 1387(ارزانش  
A. brasilense نـــسبت بـــه ســـه گونـــه دیگـــر بیـــشترین فراوانـــی داراي )A. lipoferum ،A. irakense و   

A. halopraeferens (نتایج آزمایشات محمدي . بودند استاندارد هايبیشتر از سویه نیتروژن تثبیت توانایی با)1388 (
نشان داد که هر دو گونه مذکور توانایی احیاي استیلن را داشتند  A. chrococcum و A. brasilenseبر روي دو گونه 

لیتـر بـود، در حالیکـه در     نانومول در ساعت در میلـی 1/8بیشتر و برابر  A. brasilenseولی مقدار اتیلن تولید شده در
  .لیتر بود نانومول در ساعت در میلی8/6برابر با  A. chrococcumگونه

  

  منابع
 Triticum(هاي آزوسپیریلومی محرك رشد گیاه بر عملکرد گندم بررسی پتانسیل کاربرد برخی از جدایه. 1387 ارزانش م ح،

aestivum L.(دانشکده مهندسی آب و خاك، گروه مهندسی علوم . رساله دکتري تخصصی.  در سطوح مختلف خشکی
  .فحه ص208. خاك، پردیس کشاورزي و منابع طبیعی، دانشگاه تهران

  . يوزارت کشاورز. ریزي و اقتصاديمعاونت برنامه. دفتر آمار و فناوري اطلاعات. آمارنامه کشاورزي. 1387. نامبی
وزارت جهاد کشاورزي، ). مجموعه مقالات(ضرورت تولید صنعتی کودهاي بیولوژیک در کشور . 1380 خاوازي ك و ملکوتی م ج،

  .55 تا 1فحات ص. مؤسسه تحقیقات خاك و آب
 .انشگاه تهراند. نامه کارشناسی ارشدپایان. هاي ایرانبررسی فراوانی و فعالیت آزوسپیریلوم در برخی از خاك. 1375 روستا م ج،
 .فحه ص51 ، تهران،چاپ اول. هاي روغنینشر شرکت توسعه کشت دانه. کلزا. 1376  ك، فروزان و اشهیدي
و اثرات تلقیح انواع  Azospirillumهاي جنس هاي بومی باکتريهاي محرك رشدي جدایهبررسی مؤلفه. 1385 ،مس  عرب

دانشکده . نامه کارشناسی ارشد پایان.عملکرد گیاه ذرت شیرینهاي رشد، عملکرد و اجزاي برتر آنها بر روي شاخص
 .فحه ص155. تولیدات گیاهی و دامی، گروه زراعت و اصلاح نباتات، دانشگاه تهران

بر عملکرد و برخی خصوصیات ) PGPR(هاي محرك رشد گیاه مقایسه اثرات کود اوره، مواد آلی و باکتري. 1388 ، رمحمدي
. دانشکده علوم زراعی دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی گرگان. نامه کارشناسی ارشد پایان.رشد گندم رقم الوند
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