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  1چکیده
هاي شیمیایی   طی چند دهه اخیر تلاش براي افزایش تولید در واحد سطح، مصرف زیاد و نامتعادل کود:سابقه و هدف

محیطی با  ی بدون نگرانی از اثرات سوء زیستمصرف کودهاي زیست. پیامد تخریب محیط زیست را به همراه داشته است
یکـی از . شـود ب بهبود شرایط فیزیکی، شیمیایی و زیـستی خـاك مـیبه عناصر غذایی موجگیاه مین بخشی از نیاز أت

این باکتري . باشد  ازتوباکتر میهاي جنس ریزموجودات خاکزي که توانایی تحریک رشد گیاهان زراعی را دارد باکتري
 هاي جدایهري آو با هدف جمع پژوهشاین . دهد میقرار ثیر أت طور مستقیم و غیرمستقیم پارامترهاي رشد گیاه را تحت هب

  .هاي برتر انجام شد در سطح استان گلستان، بررسی خصوصیات محرك رشد آن و شناسایی جدایهازتوباکتر مختلف 

تثبیت زیستی نیتروژن مولکولی به روش احیـاء اسـتیلن، حلالیـت   از جملهخصوصیات محرك رشد :ها مواد و روش  
ستگاه اسپکتوفتومتر، حلالیت کمی پتاسیم معدنی در محیط سنجی با د کمی فسفر در محیط کشت اسپربر به روش رنگ

سنجی با  ، تولید هورمون اکسین در محیط کشت ال بی تریپتوفان به روش رنگفتومتر فلمکشت الکساندروف با دستگاه 
نید توانایی تولید هیدروژن سـیا و CAS-Agarسیدروفور بر روي محیط کمی  نیمه تولید اییدستگاه اسپکتوفتومتر، توان

 بـا اسـتفاده از طـرح SASافزار  دست آمده از هر بخش به کمک نرم ههاي ب داده. گیري شد  اندازهTSAبر روي محیط 
 درصـد 5 در سطح احتمال LSD تصادفی مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت و مقایسات میانگین به روش آماري کاملاً

  .انجام شد
ترین مقدار تثبیت زیـستی  نتایج نشان داد که بیش. طح استان جداسازي شدهاي س خاك جدایه ازتوباکتر از 43 :ها یافته

ترین تـوان حلالیـت کمـی فـسفر   نانومول بر ساعت در لوله، بیش276 برابر با 3نیتروژن مولکولی براي جدایه شماره 
ی براي جدایـه شـماره ترین توان حلالیت کمی پتاسیم معدن گرم در لیتر، بیش  میلی232 برابر با 25براي جدایه شماره 

گـرم در   میلـی98 برابر با 37ترین توان تولید هورمون اکسین براي جدایه شماره  گرم در لیتر، بیش  میلی47 برابر با 23
، 4هاي شماره  کمی سیدروفور مربوط به جدایه گیري توان تولید نیمه ترین نسبت قطر هاله به کلنی در اندازه لیتر و بیش

شد، در بـین تمـامی گیري  اندازهتوانایی تولید هیدروژن سیانید هم .  بوده است43 و 41، 40، 38، 37، 31، 18، 16، 9
 43ترین میزان تولید هیدروژن سیانید مربوط به جدایـه شـماره   جدایه داراي این توانایی بودند و بیش4ها فقط  جدایه

  . باشد می
                                                

  afshinbehrooz1989@yahoo.com:  مسئول مکاتبه*
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هاي استان گلـستان  هاي ازتوباکتر جداسازي شده از خاك ایهنتایج حاصل از این پژوهش نشان داد که جد :گیري نتیجه
 نیتروژن، انحـلال زیستیترین مقادیر ثبیت  هاي محرك رشدي بوده و بیش هاي متفاوتی از نظر ویژگی داراي توانمندي

دست آمـده  با توجه به نتایج به. دست آمد هاي مختلفی به فسفات و پتاسیم، توانایی تولید سیدروفور و اکسین در جدایه
عنـوان محـرك رشـد گیـاه را دارا  ها قابلیت استفاده بـه رسد برخی از جدایه نظر می هاي مختلف ازتوباکتر، به در جداي

   .باشند می
 

   هاي رشد، تثبیت زیستی نیتروژن  ازتوباکتر، محرك: کلیديهاي واژه
  

  مقدمه
با توجه به افزایش رو به رشـد جمعیـت جهـان و 

با توجه به کاهش (ش تقاضاي انرژي همراه با آن افزای
هـاي  توجه ذخایر انرژي کره زمین نظیـر سـوخت قابل

، امنیـــت غـــذایی کـــشورهاي مختلـــف و )فـــسیلی
 تأثیر قـرار خصوص کشورهاي در حال توسعه تحت به

زیست جهت تـأمین   گرفته و در نتیجه فشار بر محیط
  ).5(کند  غذاي مورد نیاز را دو چندان می

ر تلاش براي افـزایش تولیـد در  چند دهه اخیطی
ــاد و  ــه مــصرف زی ــدهایی از جمل واحــد ســطح پیام

همراه داشته است کـه  نامتعادل کودهاي شیمیایی را به
محیطـی  علاوه بر افزایش هزینه تولیـد اثـرات زیـست

همراه دارد، بنـابراین، وجـود ایـن قبیـل  مخربی را به
ــسیاري مــسا ــرات مخــرب و ب ل دیگــر ضــرورت ئاث

هـاي افـزایش تولیـد محـصول را  در شـیوهنظر  تجدید
 نگرانـی زیستی بدون کودهاي مصرف .کند گوشزد می

 شرایط بهبود موجب غالباً محیطی زیست سوء اثرات از
 افـزایشو  شـده هـا خاك زیستی و شیمیایی ،فیزیکی

علاوه  .دارند دنبال به را اراضی باروري و حاصلخیزي
تـر  یـد بـیش براي تولزیستیهاي  بر این، کاربرد روش

هاي کیفیـت خـاك و در تواند باعث بهبود شاخص می
ویـژه در منـاطق خـشک و  بهنهایت کشاورزي پایدار، 

توان در  یکی از ریزموجوداتی که می. خشک شود نیمه
تهیه کودهاي زیستی اسـتفاده کـرد بـاکتري از جـنس 

ــاکتر  ــاکترجــنس ). 6 (باشــد مــیازتوب ــروژن  ازتوب نیت
ــهمولکــولی موجــود در اتمــس زي  صــورت آزاد فر را ب

ایـن بـاکتري از جملـه . کنـد تثبیت و وارد خـاك مـی
 نیتــروژن  کننــده هـاي تثبیــت آزوتــروف تــرین دي مهـم

هاي اخیر توجه که در سال آیدحساب می مولکولی به
. کـشور را بـه خـود جلـب کـرده اسـتپژوهشگران 

هاي اخیـر نـشان شده در سال علاوه مطالعات انجام  به
تـوان در هاي مختلف ایـن بـاکتري را مـیهداد که گون

. هاي محرك رشد گیاه قـراردادزمره انواع ریزوباکتري
هاي محرك رشد گیـاه، گـروه وسـیعی از  ریزوباکتري

هـا بـه دو  ایـن بـاکتري. زي هـستند هاي خاك باکتري
 یعنی تحریک رشـد گیـاه از طریـق »مستقیم«صورت 
د تولیـد اي و فیزیولـوژیکی ماننـ هـاي تغذیـه مکانیسم
کننـدگی فـسفات، تـسریع  گیـاهی، حـلهاي  هورمون

 یعنـی کنتـرل »مـستقیم غیـر«و یـا  شدن فرآیند معدنی
زا از طریق تولید ترکیبات مختلف مانند  عوامل بیماري

ــت ــیدروفور، متابولی ــیانید، س ــد س ــاي ض ــارچ و  ه ق
 ،26 (کننـد مـیها به رشد بهتر گیاه کمـک  بیوتیک آنتی
16.(  

تثبیـت  واسطه بهمستقیماً و  اکترازتوبباکتري جنس 
نیتروژن مولکولی، افـزایش تحـرك و قابلیـت جـذب 

هـاي گیـاهی  عناصر غذایی و خصوصاً تولید هورمون
موجـب بهبـود ) ها و غیـره ها، سیتوکینین مانند اکسین(

ایـن بـاکتري . شـوندشرایط تغذیه و رشـد گیـاه مـی
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طـور  زا، بـه علاوه از طریـق کنتـرل عوامـل بیمـاري به
غیرمستقیم نیز به حفظ سلامت گیاه کمک نمـوده کـه 
تأثیر نهایی آن بهبود رشد و عملکـرد گیاهـان زراعـی 

ـــی ـــد  م ـــد ). 13، 7(باش ـــایی تولی ـــاکتر توان ازتوب
و افـزایش قابلیـت جـذب  و سیدروفورهاي مختلـف

 همچون آهن، روي و مولیبدن را دارا عناصريتحرك 
یطـی از شـرایط نامـساعد مح در و) 14، 13(باشد  می

 جمله خشکی، کمبود مواد آلـی و عناصـر غـذایی بـه
  ).25(آید حالت سیست در می

ــن  ــژوهش هــدف ای ــهپ ــاي  جداســازي جدای ه
هـاي اسـتان و بـرآورد   از خـاكازتوبـاکترمختلف 

ها و انتخاب  جدایهکنندگی رشد این  توانایی تحریک
 باشـد میاز آن بهترین جدایه براي تهیه مایه تلقیح 

سـبب افـزایش اثـر توان  ه این هدف میکه با نیل ب
کودهاي زیستی در استفاده در گیاهـان بهتر بخشی 

  .مختلف شد
  

  ها مواد و روش
ــاکتر ــاکتري ازتوب جهــت جداســازي : جداســازي ب

برداري   بومی استان گلستان، نمونهازتوباکترهاي  جدایه
 نمونـه خـاك از 15از خاك این استان انجام گرفت و 

سـازي  اسـتان جهـت خـالصمزارع و باغـات سـطح 
بیولــوژي گـروه علـوم خــاك بـاکتري بـه آزمایـشگاه 

منتقـل دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی گرگان 
ازتوبـاکتر  گردید و سریعاً مراحل جداسـازي بـاکتري

.  انجام پذیرفتوینوگرادسکیهاي انتخابی  روي محیط
آب شـهر لیتر  میلی 100 از هر نمونه خاك یک گرم به

 لیتري اضافه و یک سـاعت میلی 250در ارلن استریل 
لیتـر از ایـن   میلـی1قرار داده شد، سـپس  روي شیکر

 محـیط کـشت انتخـابی لیتـر میلی50 سوسپانسیون به
محـیط . وینوگرادسکی مایع فاقد نیتروژن اضـافه شـد

 غلــیظمحلــول لیتــر  میلــی50وینوگرادســکی شــامل 
 0/5: (بر حسب گرم در لیتر شـامل که وینوگرادسکی

K2HPO4 ،5/2 MgSO4.7H2O ،5/2 NaCl ،05/0 
FeSO4.7H2O ،05/0 MnSO4.4H2O ،3/7pH=(، 

 مصرف بر حسب گرم در لیتر لیتر محلول عناصر کم  میلی1
ــامل  ،Co(NO3)2.6H2O ،05/0 CuSO4.5H2O 05/0: (ش

05/0 ZnSO4 ،05/0 K2MoO4.2H2O(، 10 ــــرم  گ
  یتـر ل  میلـی950 گـرم کربنـات کلـسیم و 5/0مانیتول، 

  مـدت  ایـن سوسپانـسیون جدیـد بـه. آب مقطر است
  سـپس از .  ساعت بـر روي شـیکر قـرار داده شـد72

سازي تا رقـت  این سوسپانسیون داراي کدورت رقت
ــک 10 -12 ــرم فیزیولوژی ــول ( در س ــد 9/0محل  درص

NaCl (هاي مختلـف بـر روي  انجام گرفت و از رقت
منظــور  محــیط کــشت وینوگرادســکی جامــد بــه

ــ خــالص ــه س ــد مرحل ــس از چن ــشت داده و پ ازي ک
هــاي تیپیــک بــر روي محــیط کــشت  کــشت کلنــی وا

هـا از نظـر  انتخابی وینوگرادسـکی انتخـاب و جدایـه
ند و پـس از سـازي شـد ها خالص  باکتريوجود سایر

هـاي سـلولو مـشاهده   میکروسـکوپیبررسـیانجام 
درشت کـروي محـدب کـه در کـشت کهنـه تـشکیل 

 و انجـام دهند  میایل به سیاهاي تا م سیست زرد، قهوه
که شامل آزمـون گـرم، هاي بیوشیمیایی مختلف  تست

  و آزمـون تولیـد اسـید کاتـالاز ، آزمون اکسیدازآزمون 
عنـوان ازتوبـاکتر شناسـایی   بـهجدایه 43تعداد  از قند
  .)9( شدند
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  . ازتوباکترهاي هاي انجام شده جهت شناسایی باکتري تست -1جدول 
Table 1. The performed tests for identification Azotobacter bacteria. 

  هاي انجام شده تست
The performed tests 

  ازتوباکترباکتري 
Azotobacter bacteria 

   وینوگرادسکیکشتمحیط 
Vinogradsky medium 

  کند با اینکه این محیط فاقد نیتروژن است باکتري رشد می
the bacteria grows  though The medium has not nitrogen, 

  کشت کهنه
Old culture 

  اي تا مایل به سیاه تشکیل سیست به رنگ زرد و قهوه
Formation yellow and brown cyst to blackish 

  آزمون گرم
Gram test 

  گرم منفی
Negative- gram 

  آزمون اکسیداز
Oxidase test 

ورت تغییر رنگ کلنی به بـنفش تیـره در اثـر تمـاس بـا معـرف ص توانایی تولید آنزیم سیتوکروم اکسیداز به
  کوواکس

Ability of producing cytochrome oxidase enzyme as colony color change into dark violet 
affected cowax reagent 

  آزمون کاتالاز
Catalase test 

   هیدروژن درصد پراکسید3داراي آنزیم کاتالاز و تشکیل حباب توسط محلول 
With catalase enzyme and formation bubble by hydrogen peroxide %3 solution 

  آزمون تولید اسید از قند
Producing acid from sugar test 

  تغییر رنگ معرف برموتیمول بلو از آبی به زرد در محیطداراي توانایی تولید اسید از قند و 
With ability of Producing acid from sugar and color change of bromothymol blue reagent in 
medium from blue into yellow 

  
: گیري کمی توانایی تثبیت نیتروژن مولکـولی       اندازه

منظور بررسی توان تثبیت نیتروژن مولکـول از روش  به
 و دستگاه کروماتوگرافی گازي ARA(1 (احیاء استیلن

)GC2 (ــد ــتفاده ش ــه. اس ــدا در درون لول ــاي  در ابت ه
لیتـر   میلی5لیتري مقدار   میلی15آزمایش در پوش دار 

یتروژن وینوگرادسکی ریختـه محیط کشت مایع فاقد ن
پس از سـرد شـدن کامـل محـیط و . گردیدو استریل 

ــاکتري  ــد ب ــوب رش ــاي مطل ــه دم ــیدن آن ب  100رس
میکرولیتر سوسپانسیون میکروبی تازه به هر لوله اضافه 

اي   سـاعت انکوباسـیون، درب پنبـه48 پس از گردید،
هاي پلاستیکی استریل تعـویض شـد و بها با در لوله
لیتـر   میلـی7/0(جم هواي داخل هر لوله  درصد ح10

وسیله سرنگ تخلیـه  به) بدون احتساب حجم لاستیک
. ها تزریـق گردیـد و به همان میزان گاز استیلن به لوله

هاي لاستیکی با پارافیلم پوشانده شـد  درزهاي درپوش
 میکرولیتر 7/0 ساعت انکوباسیون مجدد 24و پس از 

 سـرنگ هـامیلتون بـه از هواي داخل لوله با استفاده از
                                                
1- Acetylene reduction assay 
2- Gas chromatography 

 تزریق )GOW_MAC(دستگاه کروماتوگرافی گازي 
البتـه . گردید و سطح زیر منحنی ایجادشده قرائت شد

هاي  هاي باکتري، دستگاه با غلظت قبل از قرائت نمونه
مختلف اتیلن کالیبره و منحنی کالیبراسیون رسم گردید 

)17(.  
قبـل از  :معـدنی  گیري کمی توان حل فسفات     اندازه

اي مـورد ها و تمام وسـایل شیـشهانجام آزمایش، ارلن
 ساعت در 2 مدت به شسته شده و یونیزه دينیاز با آب 

گـراد داخـل آون قـرار داده  درجـه سـانتی180دماي 
وسـیله لـوپ فلـزي   از کشت تـازه بـاکتري بـه.شدند

لیتـر محـیط وینوگرادسـکی  میلی25کلونی باکتري به 
 سـاعت یـک 48ن مایع تلقیح و پـس از سـپري شـد

لیتر   میلی25لیتر از سوسپانسیون تازه میکروبی به  میلی
 10: که بر حسب گـرم در لیتـر شـامل(محیط اسپربر 

Glucose ،5/0 Yeast extract ،1/0 CaCl2 ،2/0 
MgSO4.7H2O ،5 Ca3(PO4)2 ( افزوده و با سرعت

 در .بر روي شـیکر قـرار داده شـد دور در دقیقه 120
ــان ــاي  زم ــاعت،  72 و 48 ،24ه ــی2س ــر از   میل لیت
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سوسپانسیون داخل اپندورف ریخته شد و بـا سـرعت 
 دقیقـه سـانتریفیوژ 10مـدت   دور در دقیقه بـه10000
لیتـر  میلـی 1لیتر از محلـول بـالایی بـا  میلی1شده و 

لیتـر آب   میلـی3معرف آمونیم مولیبـدات وانـادات و 
قه در  دقی20مدت  ها بهنمونه. یونیزه مخلوط گردید دي

دماي آزمایشگاه قرارگرفته و سپس مقدار جـذب نـور 
 نانومتر بـا دسـتگاه اسـپکتروفتومتر 470در طول موج 
میزان حلالیـت فـسفر بـا مقایـسه ایـن . قرائت گردید

 مقـادیرشـده توسـط  جذب با منحنی اسـتاندارد تهیـه
 ترسیم منحنی براي.  محاسبه گردیدKH2PO4 مختلف

، 20، 15، 10، 5، 0هاي غلظتلیتر از   میلی1استاندارد 
لیتر آب  میلی3 با KH2PO4گرم در لیتر  میلی30  و25
 -لیتـر معـرف آمـونیم مولیبـدات میلـی1یونیزه و  دي

وانادات مخلوط و سپس میزان جـذب نـور در طـول 
ــوج  ــپکتروفتومتر 470م ــتگاه اس ــط دس ــانومتر توس  ن
  ).11(گیري شد  اندازه
از کـشت :  معـدنی  گیري کمی حلالیت پتاسیم    اندازه

 25وسیله لوپ فلزي کلونی باکتري، به  تازه باکتري به
لیتر محیط وینوگرادسکی مـایع تلقـیح و پـس از  میلی

لیتر از سوسپانـسیون  ساعت یک میلی48سپري شدن 
   لیتـر محـیط الکـساندروف میلـی25تازه میکروبی بـه 

، Sucrose 5:  حسب گرم در لیتر شاملاین محیط بر(
5/0 MgSO4 ،1/0 CaCO3 ،005/0 FeCl3 ،002/0 

H2MoO4 ،5 Muscovite ،7=pH( افـــزوده و بـــا 
بـر روي شـیکر قـرار داده  دور در دقیقه 120سرعت 

لیتـر از  میلـی15 سـاعت، 96و  72هاي در زمان. شد
مـدت   دور در دقیقه به10000سوسپانسیون با سرعت 

ــی آن 10  دقیقــه ســانتریفیوژ شــده و در محلــول روی
غلظت پتاسـیم ) فتومتر فلم(سنج  ه دستگاه شعلهوسیل به

  ).20 (گیري شد اندازه
  هورمـون اکـسین    گیـري کمـی تـوان تولیـد        اندازه

)IAA(: هورمون گیري کمی توانایی تولید  براي اندازه

 100 کــه داراي LB-T1 محــیط کــشت مــایع اکــسین
مـاده  عنـوان پـیش بهL-Tryptophan گرم بر لیتر  میلی

 10 :حــسب گــرم در لیتــر شــاملبــر ( تولیــد اکــسین
Trypton ،5 Yeast Extract ،5 NaCl ( است، تهیـه

 100هــاي  لیتــر در درون ارلــن میلــی25و بــه مقــدار 
لیتـر   میلـی1لیتـري توزیـع و اسـتریل گردیـد و  میلی

سوسپانسیون میکروبی تازه به درون هـر ارلـن تلقـیح 
ی ها با پنبه استریل و فویل آلومینیومدرب ارلن. گردید

ها با نایلون سـیاه استریل مسدود و جداره بیرونی ارلن
به این دلیل که از تجزیـه اکـسین (رنگ پوشانده شده 

و بـر روي ) تولیدي بر اثر تابش نور جلـوگیري شـود
 درجـه 28 دور در دقیقه و دماي 100شیکر با سرعت 

 و 96، 72هـاي در زمـان. گراد قرار داده شـدند سانتی
هـاي درون لیتر از سوسپانـسیون میلی5/1 ساعت 120

 10000 دقیقه با سرعت 10مدت  هر ارلن برداشته و به
محلول شفاف رویـی . دور بر دقیقه سانتریفیوژ گردید

  لیتـر از ایـن محلـول بـه  به آرامی جـدا و یـک میلـی
 لیتـر  میلـی98شـامل (لیتر معرف سالکووسکی   میلی2

ر  مـولا5/0لیتـر محلـول   میلـی2، %35 اسیدپرکلریک
6H2O.FeCl3 (دقیقـه 20مدت  ها بهنمونه. افزوده شد 

در دماي آزمایشگاه قرار گرفتنـد و در نهایـت شـدت 
رنگ تولیدشده توسط دستگاه اسپکتروفتومتر در طول 

مقدار اکسین تولیـدي .  نانومتر قرائت گردید530موج 
شده از   با مقایسه شدت جذب با منحنی استاندارد تهیه

بـراي رسـم منحنـی . ک محاسبه شداسید ایندول استی
، 50، 40، 30، 20، 10، 0هاي  استاندارد اکسین، غلظت

   تهیــه و IAAگــرم در لیتــر  میلــی100 و 80، 70، 60
یــک حجــم از ایــن محلــول بــا دو حجــم از معــرف 

پس از . خورده شد هم سالکووسکی مخلوط و خوب به
  نانومتر قرائت انجام شـد530 دقیقه در طول موج 20

)19(.  

                                                
1- LB-Tryptophan (Luria-Bertani) 
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آزمـون : کمی توان تولید سیدروفور    گیري نیمه  اندازه
کمی توان تولید سـیدروفور بـا اسـتفاده از محـیط  نیمه

ایـن محـیط   براي تهیه. آگار انجام گرفتCasکشت 
) 1993( الکساندر و زوبرر  شده بر اساس روش اصلاح

، محلول بافر، محلـول Fe-CAS معرف ،محلولچهار 
  وطـور مجـزا تهیـه بـهسید آمینوا کازغذایی و محلول 

 محلـول فـوق، 4 پس از آماده شـدن .)2 ( شداستریل
اسـید حلول بافر و محلول کاز آمینومحلول غذایی به م

گردد سپس همـراه بـاهم زدن آرام و بـدون اضافه می
ها اضـافه   به آنFe-CASایجاد حباب، محلول معرف 

و در ظروف پتري پخش گردید و پس از جامد شـدن 
لیتـر از سوسپانـسیون بـاکتري بـه  میکـرو100محیط، 

 .هـا تلقـیح شـدگذاري روي ظروف پتـري روش لکه
توانایی تولید سیدروفور بر مبناي تغییـر رنـگ محـیط 

گیـري قطـر هالـه کشت از آبی به نارنجی و با انـدازه
 96نسبت به قطـر کلنـی بـاکتري در فواصـل زمـانی 

 .ساعت ارزیابی گردید

: انایی تولید سیانید هیدروژنتوکمی   نیمهگیري   اندازه
گیري میزان تولیـد سـیانید هیـدروژن ابتـدا براي اندازه

 کـه بـر( TSA1هاي حـاوي محـیط ها در پلیت جدایه
 Soy flour diagested 5: حسب گرم در لیتر شـامل

with pepsin enzyme ،15 Hydrolize casein ،  
5 NaCl ،15 Agar ( غنی شده با گلایسین)گرم 4/4 

هاي خیسانده سپس کاغذ صافی. شدندکشت ) یتردر ل
 و کربنات 5/0 %پیکریک اسید(شده در پیکرات سدیم 

در قسمت داخلـی درب پلیـت گذاشـته و ) 2% سدیم
هـا  پلیـت. اطراف درب آن با نوار پـارافیلم بـسته شـد

 درجه 28 ساعت داخل گرمخانه در دماي 120مدت  به
لیـد سـیانید توانـایی تو. داري شـدند گـراد نگـه سانتی

هیدروژن از روي تغییـر رنـگ کاغـذ صـافی ارزیـابی 
   ).3(گردید 

                                                
1- Trypyone Soya Agar 

دست آمـده از هـر  ههاي ب داده: ها تجزیه و تحلیل داده  
 بـا اسـتفاده از طـرح SASافـزار  بخش به کمک نـرم

 تصادفی مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت آماري کاملاً
 در سطح احتمـال LSDو مقایسات میانگین به روش 

  .د انجام شد درص1
  

  نتایج و بحث
 آورده 2 در جـدول هـا ه دادنتایج تجزیه واریـانس

   :شده است
: گیري کمی توانایی تثبیت نیتروژن مولکـولی        اندازه

 دقیقه و 5/7خروج گاز اتیلن از دستگاه در مدت زمان 
بر .  دقیقه صورت گرفت6/8گاز استیلن در مدت زمان 

یتروژن مولکولی اساس نتایج تجزیه واریانس، مقادیر ن
مقایـسه . دار شـد  درصـد معنـی1تولید شده در سطح 

 3میانگین مقدار نیتروژن مولکولی تولید شده در جدول 
ترین مقدار نیتـروژن تولیـد  بیش. نشان داده شده است
 بـا 3 ساعت مربوط به جدایـه 24شده در مدت زمان 

. باشد  نامول اتیلن تولید شده در ساعت در لوله می276
دهنده توانایی بالاي این جدایـه در  ین مقدار نشانکه ا

 فعالیت گیرياندازه در. باشد تثبیت نیتروژن مولکولی می
 گازي از دستگاه کروماتوگرافی استفاده با نیتروژناز آنزیم
 به استیلن احیاء باعث ها تمامی جدایه که رفت می انتظار
 از را تثبیت ها پتانسیل تعدادي از جدایه اما شوند؛ اتیلن
هاي  جدایه تمامی که بود حالی این در ندادند، بروز خود

 و نیتراتـی منبـع نیتـروژن فاقد یک محیط در ازتوباکتر
 نیتـروژن تثبیـت قابلیـت .بودند به رشد قادر آمونیومی
 دیرباز از باکتري این و  ثابت شدهازتوباکتردر  ملکولی

 دهشـ شناخته ملکولی نیتروژن کننده تثبیت عنوان یک به
 نیتروژناز فعالیت میزان که روداحتمال می است بنابراین

به  ندادند نشان خود از را تثبیت قابلیت که هایی در سویه
گـازي  کرومـاتوگرافی روش توسط بوده که کم قدري
دیگـري  هاي روش بنابراین .باشدنمی گیرياندازه قابل

فعالیـت  گیـري انـدازه بـراي ایزوتوپی هاي مانند روش
نیتروژنـاز  فعالیت گیري اندازه .شود می توصیه نازنیتروژ
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براي  گازي کروماتوگرافی و استیلن احیاء توسط روش
بالاي  فعالیت عبارتی به یا و نیتروژن تثبیت بالاي مقادیر
هاي  روش در که حالی در است؛ مناسب نیتروژناز آنزیم

قابـل  نیـز تثبیـت پـایین بـسیار مقادیر حتی ایزوتوپی
) 2007 (همکـاران و رجایی). 10(هستند  گیري اندازه

ــایی ــت توان ــک تثبی ــروژن بیولوژی    در را مولکــولی نیت
 این نتایج قرار دادند، بررسی مورد ازتوباکتر جدایه 63

 ایـن جدایه 63 بین از جدایه 34 که داد نشان پژوهش
 اتیلن نانومول 3/8آن  میزان بالاترین و داشتند را توانایی

 همکـاران و تجـرا. )15(د نمودنـ گـزارش سـاعت بر
ــدار) 2005( ــت مق ــروژن تثبی ــاکتر  نیت ــط ازتوب توس

 بـر اتـیلن نـانومول 5/329تـا 6/79 بین کروکوکوم را
  .)24(نمودند  گزارش ساعت

  
   .نتایج تجزیه واریانس -2 جدول

Table 2. The results of variance analysis.  
  مربعاتمیانگین

 منابع تغییر
Source 

variation 

 فسفر
Phosphorus 

 پتاسیم
Potassium 

 اکسین
Auxin 

 تثبیت نیتروژن مولکولی
Molecular nitrogen fixation 

 سیدروفور
Siderophore 

 ساعت قرائت
Reading 

time 

  ساعت24
24 hour 

  ساعت48
48 hour 

  ساعت72
72 hour 

  ساعت72
72 hour 

  ساعت96
96 hour 

  ساعت72
72 hour 

  ساعت96
96 hour 

  ساعت120
120 hour 

  ساعت24
24 hour 

  ساعت96
96 hour 

 باکتري
Bacteria 

**23801 **24322  **22660  **134  **135 **1461  **1848  **1588  **9268  **4.3  

 خطا
Error 

1.0 0.58 0.66 0.30 0.41 0.004 0.003 0.002 0.006 0.04 

ضریب 
(%)تغییرات   

Change 
variation 

1.1 0.74 0.86 0.31 0.28 0.67 0.63 0.49 0.31 9.0 

  .  درصد1داري در سطح  معنی **
** Significantly at the %1 level.  

  
   . ساعت24شده در مدت زمان  میانگین مقدار نیتروژن تثبیت -3 جدول

Table 3. The average of fixed nitrogen at 24 hours.  

   ساعت24قرائت در 
Reading at 24 hour  

(nMC2H4/h.vial)  

شماره 
  جدایه

Isolate 
number 

   ساعت24قرائت در 
Reading at 24 hour 

 (nMC2H4/h.vial)  

شماره 
  جدایه

Isolate 
number  

   ساعت24قرائت در 
Reading at 24 hour 

 (nMC2H4/h.vial)  

شماره 
  جدایه

Isolate 
number  

   ساعت24قرائت در 
Reading at 24 hour 

 (nMC2H4/h.vial)  

شماره 
  جدایه

Isolate 
number  

60.7 L  34  169 e  23 82.7 C  12  227 b  1 
137 i  35  104 s  24  137 j  13  140 h 2  

71.9 G 36  153 g  25  119 n  14  276 a 3  
93.5 y  37  111 p  26  107 r  15  0  4 
79.9 E 38  80.9 D  27  98.8 v  16  0  5 
85.2 B  39  70.4 H  28  79.3 F  17  54.5 M  6  
66.6 J  40  92.9 z 29  95.2 w  18  123 m  7  
98.8 u  41  176 d  30  162 f  19  126 k  8  
68.4 I 42  109 q  31  186 c  20 124 l  9  
85.5 A  43  66.0 K 32  93.9 x 21  0 N 10  

 0  33  103 t  22  115 o  11  
  . دار دهنده عدم وجود اختلاف معنی نشانحروف مشترك 

The same alphabet shows non-significant difference.  
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بر اساس : معدنی گیري کمی توان حل فسفات     اندازه
کلـسیم  نتایج تجزیه واریانس، حلالیت فـسفر از تـري

 43تمـام . دار شـد  درصـد معنـی1فسفات در سـطح 
ترین میزان  بیش. فسفر را داشتندجدایه توانایی انحلال 
 ساعت بوده است و در ایـن 48انحلال فسفر در زمان 

ترین میزان انحلال مربوط به جدایه شـماره  زمان بیش
ترین میزان انحلال مربوط به جدایـه شـماره   و کم25
هاي مورد بررسی تعداد از مجموع جدایه. باشد  می26
 فـسفر را در گرم در لیتـر میلی200 جدایه بیش از 11

دهنده ایـن   که این مقدار نشان.محیط مایع آزاد نمودند
است که این باکتري توانایی حـل فـسفات معـدنی در 

تواند به گیـاه  هم می باشد و از این رامحیط را دارا می

ــد ــژوهش. کمــک کن ــک پ ، گــارگ و همکــاران در ی
 ازتوبـاکتر کروکوکـومگزارش دادند که گونه ) 2001(

 فسفر محلـول را در محـیط آبـی در قادر است غلظت
در واقـع  .)4 (حضور سوبـستراي آلـی افـزایش دهـد

توانایی انحلال فسفات در محیط بـه عوامـل مختلـف 
توان بـه نـوع و مقـدار  بستگی دارد که از آن جمله می

ــتفاده  ــورد اس ــی م ــع کربن ــوع منب ــی، ن ــیدهاي آل اس
مینرالـوژي و (هـا، نـوع منبـع فـسفاته  میکروارگانیسم

، سـایر عناصـر ماننـد )ب شیمیایی منبـع فـسفاتهترکی
تمـامی . فلزات سنگین و نوع محیط کشت اشاره نمود

این عوامل قادر هـستند پتانـسیل انحـلال فـسفات در 
 ).18(تأثیر قرار دهند  ها را تحت میکروارگانیسم

  
   . ساعت72 و 48، 24 فسفر در زمان هاي انحلال میانگین مقدار -4 جدول

Table 4. The average of phosphorus dissolution at 24, 48 and 72 hours. 
  قرائت در 

  ساعت72
Reading at 

72 hour 

   ساعت48قرائت در 
  )میلی گرم در لیتر(

Reading at 48 hour 
(milligram/Liter) 

  رائت در ق
 ت ساع24

Reading at 
24 hour 

شماره 
 جدایه

Isolate 
number 

  قرائت در 
  ساعت72

Reading at 
72 hour 

 ساعت 48قرائت در 
  )میلی گرم در لیتر(

Reading at 48 hour 
(milligram/Liter) 

  قرائت در
   ساعت24

Reading at 
24 hour 

 ها جدایه
Isolates 

180i  176 m  161.9 m 23  225 a  220 d  186i 1 
36.5 o  29.8 u  22.1 r  24  21.5 t  36.6 q  24.1 q 2 
219 b  232 a  146 b  25  35.6 o  213 e  202 e  3 
0.41 z  1.3 z  3.0 z  26  47.3 m  32.4sr 22.0 r 4 
23.9 s  26.8 v  11.8wv  27  12.6 v  17.2 y  13.0 v  5 
14.8 u  17.0 y  10.7wx 28  12.3wv 17.5 y  7.9 z  6 
202ed  222 c  183 j  29  20.7 t  64.7 p  17.1 t  7 
189 g  193 j  209 d  30  36.2 o  36.6 q  27.0 p  8 
197 f  204i  182kj  31  16.0 u  16.4 y  12.7 v  9 

11.2wx  14.5 z  7.2 z  32  4.7 y  4.2 z  8.1 yz  10 
201 e  210 f  225 a  33  41.1 n  38.8 q  30.1 o  11 
33.7 p  29.8 u  12.9 v  34  20.7 t  20.6 x  14.9 u  12 
187 h  186 l  176 l  35  206 c  224 b  198 f  13 
20.8 t  21.5 x  8.5yz  36  33.6qp  31.1ut  22.3 r  14 
203 d  206 h  175 l  37  206 c  219 d  213 c  15 
202ed  190 k  194 g  38  2.1 z  8.5 z  5.5 z  16 
32.4 q  33.4 r  9.6yx  39  11.6wvx 23.1w  12.3wv  17 
11.0 x  12.9 z  11.5wv  40  175 k  191.2 k  199 f  18 
163 l  173 n  191 h  41  177 j  208 g  194 g  19 
201 e  207 g  182kj  42  177 j  190 k  181k  20 
177 j  130 o  84.3 n  43  27.0 r  32.1st  21.8 r 21 

 33.1qp  25.6 v  18.8 s  22 
   .دار است اختلاف معنی دهنده عدم وجود حروف مشترك نشان

The same alphabet shows non-significant difference.  
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بـر اسـاس : گیري کمی حلالیت پتاسیم معدنی     اندازه
ـــایج  ـــانس، آزادســـازي پتاســـیم از نت ـــه واری تجزی

مقایـسه . دار شـد  درصد معنـی1موسکویت در سطح 
میانگین مقدار پتاسیم آزاد شـده از کـانی موسـکویت 

تـرین مقـدار  بـیش.  نشان داده شده است5 در جدول

 ساعت مربوط به جدایـه 72پتاسیم حل شده در زمان 
  شـنگ و.باشـد  می43ترین مربوط به جدایه   و کم23

ــه  ــان ه ــی )2006(ی ــوگوماران و ) 2003(، وس و س
نتایج مشابهی را در این زمینه بیـان ) 2007(جانارتانام 

  .)23، 26، 21 (داشتند
  

  .  ساعت96 و 72شده در زمان هاي  پتاسیم حلانحلال  میانگین مقدار -5جدول 
Table 5. The average of potassium dissolution at 72 and 96 hours.  

 ساعت 96ئت در قرا
  )گرم در لیتر میلی(

Reading at 96 hour 
(milligram/Liter)  

 ساعت 72قرائت در 
  )گرم در لیتر میلی(

Reading at 72 hour 
(milligram/Liter)  

شماره 
  جدایه

Isolate 
number  

 ساعت 96قرائت در 
  )گرم در لیتر میلی(

Reading at 96 hour 
(milligram/Liter)  

اعت  س72قرائت در 
  )گرم در لیتر میلی(

Reading at 72 hour 
(milligram/Liter)  

 ها جدایه

Isolates  

23.7i  47.3 a  23 12.9 n  21.5 j  1  
28.0 g  25.8 h  24  19.4 k  23.7i  2  
25.9 h  28.0 g  25  30.2 f  30.1 f  3  
28.0 g  32.3 e  26  30.2 f  25.8 h  4  
25.9 h  32.3 e  27  28.0 g  28.0 g  5  
28.0 g  28.0 g  28  32.4 e  28.0 g  6  
21.6 j  15.0 l  29  30.2 f  32.3 e  7  
30.2 f  25.8 h  30  34.5 d  25.8 h  8  
25.9 h  23.7i  31  36.7 c  28.0 g  9  
30.2 f  25.8 h  32  32.4 e  28.0 g  10  
17.2 l  12.9 m  33  25.9 h  28.0 g  11  
25.9 h  30.1 f  34  23.7i  23.7i  12  
32.41 e  36.6 c  35  41.0 a  40.9 b  13  
25.93 h 30.1 f  36  30.2 f  23.7i 14  
38.89 b  32.3 e  37  15.1 m  15.0 l  15  
38.89 b  32.3 e  38  28.0 g  21.5 j  16  
23.77i  28.0 g  39  21.6 j  30.1 f  17  
19.45 k  19.3 k  40 28.0 g  25.8 h  18  
30.25 f  25.8 h  41  28.0 g  25/8 h  19  
21.61 j  23.7i  42  23.7i  25.8 h  20  
10.80 o  10.7 n  43  36.7 c  28.0 g  21  

 34.5 d  34.4 d  22  
  . دار است دهنده عدم وجود اختلاف معنی حروف مشترك نشان

The same alphabet shows non-significant difference.  

  
  هورمـون اکـسین    گیـري کمـی تـوان تولیـد        اندازه

)IAA( : ،توانـایی بر اسـاس نتـایج تجزیـه واریـانس
دار   درصـد معنـی1 در سـطح رمـون اکـسینهوتولید 

 مقایسه میانگین مقـدار هورمـون تولیـد شـده در .شد

ترین میزان تولیـد   بیش. نشان داده شده است6 جدول
   سـاعت بـوده اسـت و در 96این هورمـون در زمـان 

تـرین میـزان تولیـد مربـوط بـه جدایـه  این زمان بیش
تـرین   و کـمگـرم در لیتـر  میلی98 با مقدار 37شماره 
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از . باشـد  می17میزان انحلال مربوط به جدایه شماره 
عنـوان یـک بـاکتري تولیدکننـده   بـهازتوبـاکتردیربـاز 

  توانـد گیـاه را از   کـه مـیاکسین معرفـی شـده اسـت
  بـه گـزارش احمـد . این لحاظ به خوبی حمایت کنـد

هنگــامی کــه بــه محــیط کــشت ) 2005(و همکــاران 
، این بـاکتري هورمـون  تریپتوفان اضافه شودازتوباکتر

ــی ــد م ــسین تولی ــد اک ــاران . )1 (کن ــمین و همک   یاس
هـایی از  میزان تولیـد اکـسین توسـط جدایـه) 2004(

ـــا روش باســـیلوس و آزوســـپریلوم، ازتوبـــاکتر  را ب

HPLC1 ترین مقدار تولیـد  گیري نمودند و بیش اندازه
 mg/l( ازتوبـاکتر هـاي اکسین را براي بعـضی جدایـه

 روبیـو و همکـاران. )27 ( آوردنددست به) 10±8/90
ی میـــزان تولیـــد اکـــسین را در پژوهـــشدر ) 2000(

و  ســودوموناس، ازتوبــاکترهــاي مختلــف  جدایــه
 بررسـی نمـوده و حـداکثر مقـدار تولیـد اینتروباکتریا

 و در فـاز ازتوباکتر کروکوکومهاي اکسین را در جدایه
  . )19 (ایستایی رشد گزارش نمودند

  
  1. ساعت120 و 96، 72هاي   مقدار اکسین تولید شده در زمانمیانگین -6 جدول

Table 6. The average of produced auxin at 72, 96 and 120 hours.  
قرائت در 

  ساعت120

Reading  
at 120 hour 

 ساعت 96قرائت در 
  )گرم در لیتر میلی(

Reading at 96 hour 
(mg/L) 

  قرائت در 

  ساعت72

Reading at 
72 hour 

شماره 
  جدایه

Isolate 
number 

قرائت در 
   ساعت120

Reading  
at 120 hour 

 ساعت 96قرائت در 
  )گرم در لیتر میلی(

Reading at 96 hour 
(mg/L) 

قرائت در 
   ساعت72

Reading 
at 72 hour 

  ها جدایه
Isolates 

0.00z  0.29zy  1.2z  23 3.2l  3.5l  4.7ij  1  
0.42v  0.92u  1.3yz  24  0.65t 0.87u  4.4k  2  
2.0n  2.5m  4.2l 25  0.22x 0.51x  1.7ts  3  
1.2r  1.1s  1.6tu  26  1.5q  1.7p  2.5o  4  
2.5m  2.3n  4.1m  27  4.8i  4.5i  4.8i 5  
4.1k  3.6k  4.5k  28  1.8o  2.0o  3.7n  6  
81.0c  97.2b  85.4c  29  22.1d  6.23d  18.3e  7  
0.55u  0.18z  1.5xw  30  0.47v 0.88u  1.9r 8  
0.07zy  0.23z  1.2z  31  0.96s  1.0t 1.7ts 9  
1.7p  1.3r  1.7ts  32  0.44v  0.62wv 1.9r  10  
17.5e  20.0e  20.6d  33  0.32w  0.51x 1.5xw  11  
7.5g  5.6h  4.9h  34  0.32w  0.57wx 1.6vu  12  
0.18x  0.33y  1.4yx  35  7.9f  8.3f  10.2f  13  
1.5q  0.88u  1.6vuw  36  0.23x 0.28zy 1.6vuw  14  
95.2a  98.0a  88.7b  37  2.6m  1.8p  2.2q  15  
93.7b  96.4c  88.9a  38  0.02z  0.25zy  1.3z 16  
0.65t  1.0ts  1.8s  39  0.10y  0.18z  1.3z  17  
0.62ut  0.67v  1.43yx  40 0.08zy  0.23z  1.4yx  18  
0.05zy  0.21z  1.32z  41  0.23x  0.57wx  1.5vw  19  
3.2l  4.0j  4.69j  42  0.05zy  0.28zy  1.7ts  20  
4.5j  5.7g  7.25g  43  1.3r  1.5q  2.3p  21 

 5.2h  1.0t  1.5vw  22 
  . دار دهنده عدم وجود اختلاف معنی حروف مشترك نشان

The same alphabet shows non-significant difference.  
  

                                                
1- High pressure Liquid Chromatography 
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بر اساس : کمی توان تولید سیدروفور گیري نیمه اندازه
 نــشان داد کــه میــزان تولیــد نتــایج تجزیــه واریــانس

 1هاي مـورد آزمـایش در سـطح هسیدروفور در جدای
ارزیابی تولید سیدروفور نشان داد . دار استدرصد معنی

 جدایه مورد مطالعه توانـایی تولیـد 43 جدایه از42که 
متوسط قطـر هالـه بـه کلنـی در  .سیدروفور را داشتند

 سـاعت 96در زمـان  ازتوبـاکتر هـاي مختلـف جدایه
، 31، 18، 16، 9، 4شـمارهاي  جدایه .گیري شد اندازه

نسبت قطر هاله ترین  داراي بیش 43 و 41، 40، 38، 37
اي در اطراف   هاله12شماره جدایه در  .اند بودهبه کلنی 

بـا دسـت آمـده  هبنتایج ده نشد، هکلنی رشد کرده مشا
. )22 (مطابقـت دارد) 1989(شیوپراساد و پـیج نتایج 

توانایی تولید سیدروفور را ) 2007(رجایی و همکاران 
 مورد بررسی قرار دادند، نتایج ازتوباکترهاي  دایهدر ج
 12ها تنها   نشان داد که از بین تمام جدایهپژوهشاین 

 قادر به Cas-agarها در محیط کشت انتخابی  درصد آن
یافته بر  هاي رشد  درصد جدایه87رشد نبودند و از بین 

هـا قابلیـت تولیـد   درصـد آن90روي محیط، بیش از 
 6/9از خود نشان دادند و تنها در حدود سیدروفورها را 

درصد واکنش تغییر رنگ در محیط ایجـاد نکـرده کـه 
رنـگ . )15 (باشد دهنده عدم تولید سیدروفور می نشان

هـا  هاله ایجاد شـده اطـراف کلنـی در برخـی جدایـه
هاله اطـراف . تر بود ها تیره و در برخی جدایهتر  روشن

   بررسـی در مـوردازتوبـاکتر هـاي کلنـی همـه جدایـه
. ، نارنجی تا نارنجی مایـل بـه قرمـز بـودپژوهشاین 

عقیده دارند که در محیط ) 1999(میلاگرس و همکاران 
Cas-agar سیدروفورهاي منوهیدروکـسامات و تـري 

ترتیب به رنگ نارنجی مایل به قرمز و  هیدروکسامات به
هـاي  کمـپلکسکـه  کننـد، در حـالی نارنجی ایجاد می

ییر رنگ محیط از آبی به ارغوانی تا کاتکولی موجب تغ
بـا اسـتناد بـه . )12 (گردنـد قرمز مایل به ارغوانی مـی

تـوان احتمـال داد کـه اکثـر   مـذکور، مـیهاي گزارش
هـاي مـورد  سیدروفورهاي تولید شـده توسـط جدایـه

  . نوع هیدروکسامات باشند بررسی از
  

   .هاي مختلف نسبت قطر هاله به کلنی در جدایه -7 جدول
Table 7. The ratio of halo diameter to colony in various isolates. 

  نسبت قطر هاله به کلنی
The ratio of  halo 

diameter to colony  

شماره 
  جدایه

Isolate 
number 

  نسبت قطر هاله به کلنی
The ratio of halo 

diameter to colony  

شماره 
  جدایه

Isolate 
number  

  کلنینسبت قطر هاله به 
The ratio of  halo 

diameter to colony  

شماره 
  جدایه

Isolate 
number  

  نسبت قطر هاله به کلنی
The ratio of halo 

diameter to colony  

 ها جدایه
Isolates  

  1  **  12  دیده نشد 23  *  34  *
*  35  *  24  *  13  *  2  
*  36  **  25  *  14  *  3  

***  37  *  26  **  15  ***  4  
***  38  *  27  ***  16  *  5  
*  39  *  28  *  17  **  6  

***  40 **  29  ***  18  *  7  
***  41  *  30  *  19  *  8  
**  42  ***  31  **  20  ***  9  
***  43  *  32  *  21 **  10  

 **  33  33  22 22 11  
  . 2 تا 1 نسبت قطر هاله به کلنی بین *

 The ratio of halo diameter to colony between 1 to 2.*  
  . 3 تا 2 به کلنی بین  نسبت قطر هاله**

 The ratio of halo diameter to colony between 2 to 3.**  
  . 3تر از   نسبت قطر هاله به کلنی بیش***

 The ratio of halo diameter to colony more than 3.***  
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: توانایی تولید سیانید هیدروژنکمی   نیمهگیري   اندازه
روژن نشان داد کـه نتایج حاصل از ارزیابی سیانید هید

 در کل 43شماره   جدایه،میزان تولید سیانید هیدروژن
 25 مورد مطالعه در حـد زیـاد، جدایـه شـماره جدایه

 در حــد کــم و بقیــه 33 و 31ه متوســط و جدایــ
هـاي بــدون توانـایی تولیــد سـیانید هیــدروژن  جدایـه

کرمـر و   انجـام شـده توسـطهـاي پژوهش. باشند می
 32 ریبـاًن داده اسـت کـه تقنیز نشا) 2001(سوئیسی 

 جدایـه بـاکتري، 2000 از یک مجموعه شـامل درصد
تولید شده HCN مقدار . اند توانایی تولید سیانید داشته

ازاي هــر   نــانومول بــه30از صــفر تــا کمــی بــیش از 
ها تولیـد   آنبه عقیده.  سلول متغیر بوده استگرم میلی

HCN با افزایش مقدار گلایـسین در محـیط افـزایش 
ها همچنین پیشنهاد کردند که توانایی تولید  آن. یابد می

HCNهاي   توسط باکتريPGPR  یک قابلیت بالقوه و
هـاي  مکانیسمی مناسب براي کنترل بیولوژیـک علـف

 جدید در عنوان یک جنبه بایست به باشد که می هرز می
هاي تقویت و تحریک رشـد گیاهـان زراعـی و  روش

ر مـورد توجـه قـرار تـ افزایش عملکرد محصول، بیش
   .)8 (گیرد

  گیري کلی نتیجه
ــه  ــشان داد ک ــژوهش ن ــن پ ــل از ای ــایج حاص نت

هـاي  هاي ازتوبـاکتر جداسـازي شـده از خـاك جدایه
هـاي متفـاوتی از نظـر  استان گلستان داراي توانمنـدي

تـرین مقـادیر  هاي محرك رشدي بوده و بـیش ویژگی
، ثبیت بیولوژیک نیتروژن، انحـلال فـسفات و پتاسـیم

هــاي  توانــایی تولیــد ســیدروفور و اکــسین در جدایــه
دست آمده در  با توجه به نتایج به. دست آمد مختلفی به

رسد برخـی از  نظر می هاي مختلف ازتوباکتر، به جدایه
عنوان محرك رشـد گیـاه را  ها قابلیت استفاده به جدایه

 فقــط خــصوصیات پــژوهشدر ایــن . باشــند دارا مــی
ازتوبـاکتر تحـت شـرایط هـاي  محرك رشدي جدایـه

بنـابراین . آزمایشگاهی مورد بررسی قرار گرفته اسـت
هاي مذکور براي بهبود رشد گیاه  بایستی قابلیت جدایه

یکـی از . اي مورد ارزیابی قرار گیرد در شرایط گلخانه
هـاي میکروبـی  هاي مهم در استفاده از جدایه شاخص

 ههاي خاك همـان منطقـها از اکوسیستمجداسازي آن
اي بــا   مزرعــههــاي بنــابراین بایــستی آزمــایش. اســت
ها بـراي  هاي منتخب صورت گیرد تا کارایی آن جدایه

  . زیستی مورد ارزیابی قرار گیرددعنوان کو استفاده به
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Abstract1 
Background and Objectives: In recent decades, efforts to increase the production per area unit, 
unbalanced and high consumption of chemical fertilizers are consequences of environmental 
degradation. Using bio-fertilizers without worrying about environmental negative effects 
improve the soil physical, chemical and biological conditions by supplying a part of the plant 
requirement to nutrients. Azotobacter is one of the soil microorganisms with the ability of crop 
growth promoting. The bacterium affect the plant growth parameters directly and indirectly. 
This study aimed to collect different strains of Azotobacter in Golestan province, study its 
growth promoting properties and identify superior strains. 
Materials and Methods: The growth stimulating properties were measured including 
biological fixation of molecular nitrogen by use of acetylene reduction method, the quantitative 
solubility of phosphorus on the Sperber medium by colorimetric method by spectrophotometer, 
the quantitative solubility of mineral potassium on the Alexandrov medium by flame 
photometer, producing the auxin hormone in the LB-tryptophan medium by colorimetric 
method by spectrophotometer, ability of semi-quantitative producing siderophore on the CAS-
Agar medium and ability of producing hydrogen cyanide on the TSA medium. The obtained 
data from each section were analyzed by SAS software using a completely randomized design 
and mean comparisons were performed using LSD (P<0.05). 
Results: Forthy-three Azotobacter strains were isolated from soil of Golestan province. The 
results showed that the highest biological fixation of molecular nitrogen belonged to isolate 
number 3 equals 276 nmol per hour in the tube, the highest power of quantitative solubility of 
phosphorus to isolate number 25 equals 232 milligrams per liter, the maximum power of 
quantitative solubility of mineral potassium to isolate number 23 equals 47 milligrams per liter, 
the highest power of producing the auxin hormone to isolate number 37 equals 98 milligrams 
per liter and the maximum ratio of  halo diameter to colony about measuring ability of half 
quantitative producing siderophore belonged to isolates number 4, 9, 16, 18, 31, 37, 38, 40, 41 
and 43. The ability of producing hydrogen cyanide was also measured and among all isolates 
only 4 isolates had this ability and the highest production of hydrogen cyanide belonged to 
isolate number 43. 
Conclusion: The results of this study showed the Azotobacter strains isolated from soil of 
Golestan province have different capabilities in terms of growth stimulating properties and the 
highest amounts of nitrogen biological fixation, phosphate and potassium dissolution, capable of 
producing siderophore and auxin were obtained in different isolates. According to the obtained 
results in different strains of Azotobacter, it seems that some isolates have the potential to be 
used as plant growth stimulant. 
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