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های میکروبی ثیرات جدایه ازتوباکتر بومی خاک شور و آزوسپریلوم بر برخی شاخصأبررسی ت

 خاک در سطوح مختلف شوری

 2، سید علیرضا موحدی نائینی2، محسن علمائی1رضا خدادادی

 دانشجوی کارشناسی ارشد علوم خاک دانشگاه علوم کشاورزی ومنابع طبیعی گرگان -1

 ک دانشگاه علوم کشاورزی ومنابع طبیعی گرگاندانشیار گروه علوم خا -2
  

 چکیده

 23. بعد از انجام آزمايشات فیزيولوژيک و بیوشیمیايی تعداد صورت گرفت های شوراز خاک ازتوباکتر هایجدايهجداسازی 

برخی فاکتورهای درصد نمک و  10,5,2های ها از نظر توانايی رشد در غلظتجدايهانتخاب گرديد.  ازتوباکترجدايه منسوب به 

 10,5,2های در غلظت رشد باکتری دريافت شد،از بانک میکروبی  آزوسپريلیوم برتر  جدايهمحرک رشدی سنجیده شدند. 

درصد نمک سنجیده شد. آزمايش به صورت فاکتوريل در قالب طرح کاملا تصادفی با دو عامل باکتری )بدون تلقیح باکتری، 

بر متر( بر روی گیاه جو رقم دسی زيمنس 8،16( و شوری )آزوسپريلوم ازتوباکتر و، تلقیح يلومآزوسپر، تلقیح ازتوباکترتلقیح 

نتايج تجزيه واريانس نشان داد که تلقیح باکتری در سطوح مختلف شوری به طور ای اجرا گرديد. کارون در شرايط گلخانه

تاثیر  در بین تیمارهای آزمايشی نتايج نشان داد کهداری سبب افزايش تنفس و کربن زيتوده میکروبی در خاک گرديد. معنی

 اک را کاهش دادند.های میکروبی خآثار منفی شوری بر شاخصتر به مقدار بهینه آزوسپريلیومو  ازتوباکترتوام باکتری 

 

 ، محرک رشدیسطوح نمک، کربن زيتوده میکروبی، کلمات کلیدی: تنفس میکروبی

 

 مقدمه:

که نقش مهمی در چرخه عناصر غذايی، حاصلخیزی دراز مدت و  باشدمیرين بخش زنده خاک تجمعیت میکروبی خاک مهم

تواند به عنوان ابزاری برای بررسی کیفیت . ارزيابی ريزجانداران خاک می( Glick et al.,1997جريان انرژی در خاک دارند )

 Hoffman)شوند توده میکروبی در نظر گرفته میستدر واقع جمعیت میکروبی خاک به عنوان زي ،بیولوژيک خاک به کار رود

etal.,2003.) زايی را برای زيست جانداران خاک به وجود تواند شرايط تنشترين عواملی است که میشوری خاک يکی از مهم

زيستی دهد که شوری زياد منجر به ايجاد جمعیت میکروبی کوچکتر و با کارايی (. نتايج نشان میLiang etal.,2005)آورد 

های مقاوم به شوری با افزايش میزان تجزيه مواد آلی و افزايش میزان اضاقه کردن باکتری (.Yuan etal.,2007شود )تر میکم

های میکروبی به دلیل افزايش تعداد و و نیز افزايش میزان کربن تثبیت شده در سلولافزايش تنفس  سبب 2CO کربن به شکل

های شور های مقاوم به شوری و جدا شده از محیطباکتری .(Rietz etal., 2003)گردد می اندازه جمعیت میکروبی در خاک

ها تشکیل سیست در غلظت بالای نمک و ترين آنهای تنظیمی برای سازگاری با تنش شوری هستند که مهمدارای فعالیت

متابولیکی فعال بوده که قادر به تولید سطح  هایدارای سلول ازتوباکترگردد. در شرايط تنشی می هابقا و فعالیت آنموجب 

محکم اطراف سلول به نام  تواند يک ساختار ژلاتینی سخت وکه می جانداران بودهنسبت به ديگر ريز ساکاريدپلیبالايی از 

 .(Gasisa etal., 1994) باشددر شرايط تنش  بقای جدايه باکتريايیبرای  سازوکارو سبب يک  سیست را بوجود آورده
های میکروبی خاک با افزايش میزان شوری و نیز تاثیر اضافه کردن هدف از انجام اين پژوهش بررسی تغییر برخی شاخص

 باشد.های میکروبی خاک در تنش شوری میبر شاخص آزوسپريلومو  ازتوباکترهای مقاوم به شوری باکتری
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 مواد و روش

 های ازتوباکترجداسازی و خالص سازی جدایه

های مناطق شور استان انجام برداری از خاکهای شور استان گلستان، نمونهبومی خاک ازتوباکترهای ت جداسازی جدايهجه

بیولوژی خاک های مختلف جهت جداسازی و خالص سازی باکتری به آزمايشگاه نمونه خاک از مزارع با شوری 15گرفت و 

لیتری اضافه و يک میلی 250آب شهر استريل در ارلن لیتر میلی 100 هاز هر نمونه خاک ريزوسفری يک گرم ب منتقل گرديد،

 محیط کشت لیترمیلی 50 لیتر از اين سوسپانسیون بهمیلی 1قرار داده شد، سپس ( rpm 150)با دور  روی شیکر ساعت

های تست ،ازتوباکتری به منظور شناسايی نسبی باکتراضافه شد.  نمک %5وحاوی  انتخابی وينوگرادسکی مايع فاقد نیتروژن

 ,.krieg etal) انجام گرفت از قند آزمون تولید اسید و آزمون کاتالاز آزمون اکسیداز، بیوشیمیايی مختلف که شامل آزمون گرم،

2005). 

 های مختلف نمکتوانایی رشد در غلظت 

های حاوی غلظت ،نمک، محیط کشت وينوگرادسکی جامد های مختلفها در غلظترشد باکتریسنجش به منظور 

  (سلسیوسدرجه 28-30در شرايط مناسب )يايی باکتر هایتهیه شد و جدايه (1کلريد سديم)درصد نمک  10,7,5,2,0

( مقايسه شده و به صورت کیفی به سه کلريد سديم )بدونها با شاهد قطر کلنی روز، 5-7پس از گذشت  انکوباسیون شدند.

  .(Merchan etal., 2003)بندی شدند گروه حساس، نیمه مقاوم و مقاوم گروه
از بانک میکروبی گروه علوم خاک دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی گرگان دريافت شد، برتری اين  آزوسپريلیومجدايه 

های در غلظت سنجش رشد باکتریبه منظور جدايه از نظر فاکتورهای محرک رشد گیاه در گذشته به اثبات رسیده است، 

نمک ياد شده تهیه گرديد و توانايی رشد جدايه در های حاوی غلظت 2ک، محیط کشت جامد نوترينت براثنم مختلف

 درصدهای مختلف نمک سنجیده شد.

 

 ایآزمایش گلخانه

ها، يک جدايه به عنوان در سطوح مختلف نمک و خصوصیات محرک رشدی جدايه ازتوباکترهای با توجه به آزمون رشد جدايه

-از نظر خصوصیات محرک رشد گیاه و مقاوم به شوری انتخاب و همراه با جدايه آزوسپريلیوم برای آزمايش گلخانه باکتری برتر

ای استفاده شدند. اين پژوهش به صورت فاکتوريل در قالب طرح کاملا تصادفی در سه تکرار انجام شد. تیمارهای مورد بررسی 

( و دو سطح ازتوباکتر وآزوسپريلوم، تلقیح آزوسپريلوم، تلقیح ازتوباکترقیح شامل  چهار سطح باکتری )بدون تلقیح باکتری، تل

-دسی 16بر متر( بود. خاک مورد استفاده در اين پژوهش از اراضی شور استان گلستان با شوری دسی زيمنس 16،8شوری )

ده در اين پژوهش جو رقم کارون آوری شد و با اعمال آبشويی به سطوح مورد نظر رسید.گیاه مورد استفازيمنس بر متر جمع

ی رشد آبیاری با زمان با کاشت بذر تیمارهای باکتری اعمال گرديد. در طول دورهبذر کاشته شد. هم 10بوده که در هر گلدان 

رشد رويشی( مقداری از خاک  روز )اواخر دوره 70دسی زيمنس بر متر صورت گرفت. پس از گذشت  1آبی با شوری کمتر 

 های میکروبی به آزمايشگاه بیولوژی خاک منتقل شدند.دان برداشت و جهت تعیین شاخصتازه هر گل

 

 های میکروبیگیری شاخصاندازه

گرم خاک داخل  20گیری تنفس میکروبی از روش ظرف درب بسته با روش تیتراسیون استفده شد. در اين روش برای اندازه

 60تا  50ها در خل لوله ريخته و در ظرف قرار داده شد. رطوبت نمونهنرمال دا 5/0لیتر سود میلی 20ظرف ريخته شد و 

درصد ظرفیت نگهداری آب توسط خاک تنظیم شد. سپس درب ظرف را با چوب پنبه و پارافیلم بسته گرديد. يک نمونه بدون 

                                                 
 Nacl 

 Nutrient Broth 
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پديد  2COروز  5 درجه سلسیوس گرماگذاری شد. پس از گذشت 25-30خاک به عنوان شاهد هم قرار داده شد. ظروف دمای 

 (.veior etal., 2008مولار تیتر گرديد ) 1/0آمده از تنفس میکروبی در سود را با اسید کلريدريک 

ساعت با  24گرم خاک مرطوب هر گلدان در دسیکاتور قرار گرفته و به مدت  50میکروبی  تودهزيستگیری کربن برای اندازه

گیری شد. يک نمونه خاک بدون تدخین به محلول سولفات پتاسیم عصارهکلروفرم گاز دهی شد. سپس خاک تدخین شده با 

 عنوان شاهد در نظر گرفته شد. 
 خاک توده میکروبینتایج تجزیه واریانس تاثیر تیمارها بر تنفس میکروبی و کربن زی -1جدول

 میانگین مربعات درجه آزادی منبع تغییرات

 توده میکروبیکرين زی تنفس میکروبی

 29/1070**  105/0** 3 ریباکت

 85/611**  238/0** 1 شوری

 n.s02/3  007/0** 3 شوری*باکتری

 25/6  00012/0 16 خطا

 نتایج وبحث

های شناسی به جدايهجدايه که از لحاظ ريخت 32تعداد  تهیه سری رقت وکشت بر روی محیط جامد وينوگرادسکی،از بعد 

لص سازی شد. پس از انجام آزمون های بیوشیمیايی و ارزيابی تولید سیست در کشت شباهت داشتند، جداسازی وخا ازتوباکتر

های مختلف در شرايط آزمايشگاهی مورد آزمايشانتخاب وبرای انجام  ازتوباکترجدايه منسوب به  23تعداد(، 2کهنه )جدول

نشان داد که با  صدهای مختلف شوریدر در ازتوباکتر های مختلفنتايج حاصل از میزان تحمل جدايه .استفاده قرار گرفت

 7ها به جز جدايه تمامی جدايه ها متفاوت بود.ها کاهش يافت، میزان کاهش رشد جدايهافزايش میزان نمک، رشد جدايه

( توانايی رشد نسبتا ضعیف تا متوسطی در 21,19,15,13,12,5های)جدايه درصد نمک را تحمل نمايند. 5توانستند تا غلظت 

با افزايش میزان شوری رشد آن کاهش يافت، به  آزوسپريلیومجدايه  .(3)جدول صد نمک از خود نشان دادنددر10ظت غل

رشد ضعیف،  ،درصد نمک 2 ,5 ,7نداشت. و به ترتیب در سطوح شوری  را درصد 10طوريکه توانايی رشد در سطح شوری 

 متوسط و مطلوبی داشت.  

دار ای آزمايشی بر میزان تنفس میکروبی خاک در سطح يک درصد آماری معنیمطابق نتايج تجزيه واريانس تاثیر تیماره

در سطح يک درصد آماری معنی دار بودند، ولی تاثیر  تودهزيست(، تیمارهای باکتری، شوری بر روی میزان کربن 1بود)جدول

یر متفاوت و معنی داری بر ( سطوح مختلف شوری تاث1متقابل باکتری شوری از لحاظ آماری معنی دار نبود. مطابق )شکل

و  ازتوباکترمیزان تنفس میکروبی خاک داشتند. بیشترين میزان تنفس میکروبی مربوط به تیمار اثر تلفیقی باکتری 

زيمنس بر متر بود. با افزايش شوری دسی 8در کیلوگرم خاک در سطح شوری  2COگرم میلی 6/0 با میانگینآزوسپريلیوم 

 5/0برمتر با میانگین زيمنسدسی 16د کاهشی نشان داد به طوريکه بیشترين مقدار در سطح شوری میزان تنفس میکروبی رون

ها در . آثار گوناگون نمک(1)شکل بودآزوسپريلیوم و  ازتوباکتردر کیلوگرم خاک مربوط به تیمار اثر تلفیقی  2COگرم میلی

های که بر فیزيولوژی و مسیرهای متابولیکی سلولخاک، بر تنفس میکروبی، به دلیل تنش اسمزی و سمیت يونی است 

-زيمنسدسی 16،8نتايج مقايسه میانگین نشان داد که در هر دو سطح شوری . (Rietz etal., 2003)گذارد میکروبی تاثیر می

درصدی نسبت به شاهد دارای اختلاف  3/57، 3/59ها بر روی تنفس  به ترتیب با افزايش برمتر تیمار اثر تلفیقی باکتری

(، به طوريکه در تیمار تلقیح 3دارشد)جدولدار با شاهد بودند. تاثیر تلقیح باکتری بر میزان تنفس میکروبی خاک معنیمعنی

  ها، به ترتیب باکتری بود. بعد از تیمار اثر توام باکتری داری بالاتر از تیمار بدونبه طور معنی ازتوباکتر، آزوسپريلیومتوام 
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 (Hoffman etal.,2003)قرار گرفتند و نسبت به شاهد دارای اختلاف آماری معنی دار بودند. ازتوباکتر، آزوسپريلیومتیمارهای 

ها بیان افزايش يافت، آنها در شرايط تنش شوری، تنفس میکروبی نسبت به شاهد گزارش کردند در اثر تلقیح توام باکتری

 باشد.داشتند که اين شاخص بیانگر وضعیت مطلوب جمعیت میکروبی در خاک می

بیشترين میزان  .(2بی خاک داشتند) شکلمیکرو تودهزيست داری بر میزان کربنسطوح مختلف شوری تاثیر متفاوت معنی

گرم بر میلی 03/82با میانگین  آزوسپريلیومو  ازتوباکتر میکروبی خاک مربوط به تیمار اثر تلفیقی باکتری تودهزيستکربن 

میکروبی روند کاهشی  تودهزيست زيمنس بر متر بود. با افزايش شوری میزان کربندسی 8کیلوگرم خاک در سطح شوری 

خاک مربوط  گرم بر کیلوگرممیلی 3/71برمتر با میانگین زيمنسدسی 16نشان داد به طوريکه بیشترين مقدار در سطح شوری 

میکروبی يک واحد مستقیم برای بیان تعداد ريز جانداران به  تودهزيستبود. کربن  آزوسپريلیومو  ازتوباکتربه تیمار اثر تلفیقی 

گزارش کردند که تلقیح باکتری سبب افزايش میزان کربن (Rietz etal., 2003)  (.Vance etal., 1987)باشد ها میويژه باکتری

داری با تیمار بدون کروبی در خاک شد، به طوريکه میزان اين شاخص در تیمارهای حاوی باکتری تفاوت معنیمی تودهزيست

میکروبی نشان داد که بیشترين میزان  تودهزيستباکتری داشت. نتايج مقايسه میانگین بین تیمارهای باکتری بر میزان کربن 

قرار  ازتوباکتر ،آزوسپريلیوم ها بوده، بعد از از آن به ترتیب تیمارهایکتریکربن زيتوده میکروبی مربوط به تیمار تلقیح توام با

دار بودند. نتايج مقايسه میانگین نشان داد که در هر دو گرفتند و هرکدام از اين تیمارها با شاهد دارای اختلاف آماری معنی

، 9/37میکروبی  به ترتیب با افزايش  تودهزيستبن ها بر روی کربرمتر تیمار اثر تلفیقی باکتریزيمنسدسی 16،8سطح شوری 

 تودهزيستگزارش کردند کربن (Rasul etal., 2006) دار با شاهد بودند.درصدی نسبت به شاهد دارای اختلاف معنی 8/41

عناصر  ها سبب بهبود چرخهها بیان داشتند تلقیح باکتریمیکروبی به شدت تحت تاثیر جمعیت میکروبی خاک قرار دارد، آن

میکروبی  تودهزيستشوند و از اين طريق سبب افزايش میزان کربن غذايی، چرخه مواد آلی و ذخیره عناصر غذايی در خاک می

 گردد.در خاک می

 ازتوباکترهای های انجام شده جهت شناسایی باکتریآزمون -2جدول

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 هاتست
 

 هاويژگی
 

 رشد در محیط کشت وينوگرادسکی 

 

 توانايی رشد در محیط فاقد نیتروژن وينوگرادسکی را داشتند تمامی جدايه ها
 

 تشکیل سیست به رنگ زرد وقهوه ای تا مايل به سیاه کشت کهنه
 

 آزمون گرم

 

 گرم منفی

 

را داشته ورنگ کلنی را  به  ها توانايی تولید آنزيم سیتوکروم اکسیدازتمامی جدايه آزمون اکسیداز

 بنفش تیره تغییر دادند.

درصد  3ها توانايی تولید آنزيم کاتالاز و تشکیل حباب توسط محلول تمامی جدايه مون کاتالازآز

 پراکسید هیدروژن را داشتند

 آزمون تولید اسید از قند

 

ها توانايی تولید اسید از قند و تغییر رنگ معرف برموتیمول بلو از آبی به تمامی جدايه

 زرد را داشتند.



 پانزدهمین کنگره علوم خاک ایران

 ژی و بیوتکنولوژی خاکبیولومحور مقاله:            1396شهريور  8تا  6

 

5 

 

 های باکتریای در سطوح مختلف شوریارزیابی رشد کیفی جدایه -3لجدو

 جدايه

 

 سطوح نمک
 

 جدايه

 

 سطوح نمک
 

0 2 5 7 10 0 2 5 7 10 

1 ++++ +++ +++ ++ - 13 ++++ ++++ +++ +++ ++ 

2 ++++ +++ ++ - - 14 +++ ++ + - - 

3 ++++ ++++ ++ - - 15 +++ +++ ++ + + 

4 ++++ ++++ +++ - - 16 +++ +++ + + - 

5 ++++ ++++ +++ ++ + 17 ++++ +++ ++ - - 

6 ++++ +++ ++ + - 18 ++++ +++ ++ + - 

7 +++ ++ - - - 19 ++++ ++++ +++ + + 

8 ++++ +++ ++ + - 20 +++ +++ ++ + - 

9 ++ +++ ++ + - 21 ++++ +++ +++ ++ + 

10 ++++ ++++ +++ + - 22 ++++ ++++ ++ + - 

11 +++ ++ + - - 23 ++ + + - - 

12 ++++ +++++ +++ ++ +       

 بدون رشد–++++ بسیار خوب  +++ خوب  ++متوسط  +ضعیف 
NO growth, Weak, Fair, Good, Very good 

 

 

 ر میزان تنفس میکروبیای آزمایشی ب.تاثیر تیماره1شکل                        تودهست .تاثیر تیمارهای آزمایشی بر میزان کربن زی2شکل
 

 C ،شاهد :Az :ازتوباکتر،As :آزوسپريلیوم ،AzAsآزوسپريلیومو  زتوباکتر: تلفیق ا 
 

 نتیجه گیری

نتايج بدست آمده از اين پژوهش نشان داد که شوری تاثیرات منفی بر اندازه و فعالیت جمعیت میکروبی خاک و فرآيندهای 

معدنی شدن مواد آلی در خاک و در نتیجه کاهش تنفس  ه کاهش سرعت تجزيه وبیولوژيکی خاک دارد. اين موضوع منجر ب

شود. تلقیح باکتری مقاوم به شوری و دارای خصوصیات محرک رشدی میکروبی خاک در خاک می تودهزيستمیکروبی و کربن 

ب در تیمارهای تلقیح توام میکروبی به ترتی تودهزيستهای میکروبی در خاک گرديد. میزان تنفس و کربن سبب بهبود شاخص

ها به ريزوسفر گیاه سبب کاهش اثرات ها نسبت به تیمار بدون باکتری بیشتر بود. اضافه شدن باکتریو تلقیح انفرادی باکتری

های میکروبی در شرايط تنش تنش شوری شده و با افزايش جمعیت میکروبی خاک در ريزوسفر گیاه سبب بهبود شاخص

 های تثبیت کننده نیتروژن و داشتن اثرات سینرژيستی با به عنوان باکتری آزوسپريلیومو  ازتوباکتری هاشوری شد. باکتری
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های میکروبی در خاک به کار برده شوند، به خصوص جدايه توانند جهت کاهش اثرات منفی شوری بر شاخصيکديگر می

وری از جمله تشکیل سیست و همچنین دارا بودن های تنظیمی برای سازگاری با تنش شکه با داشتن فعالیت ازتوباکتر

 شود.های شور توصیه میفاکتورهای محرک رشدی به عنوان يک باکتری مقاوم به شوری در خاک
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Abstract 

Thirty- two Azotobacter isolates were obtained from some saline soils and purified using physiological and 

biochemical tests. Isolates screened for their ability to grow in 2-5-10% salt concentrations and some PGPR 

factors. A superior Azospirilium isolate was obtained from microbial bank, and their growth was measured at 2-

5-10% salt concentrations. Factorial experiment  used a completely randomized design with two bacterial 

factors including inoculation (without inoculation , inoculation of Azotobacter, inoculation of Azospirillum, 

) on barley (Karun 1-dS m 16and  8) and salinity (combined inoculation of Azotobacter and Azospirillum

cultivar) in greenhouse conditions. The results of analysis of variance showed that inoculation of bacteria with 

both levels of salinity significantly increased respiration and microbial carbonation in soil. The results showed 

that, combined application of Azotobacter and Azospirillum reduced negative effects of salinity on soil 

microbial indices. 
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