
  217        1387 سال ،2، شماره 6جلد مجله پژوهشهاي زراعي ايران، 

 
  
 
 
 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 
 

هاي جداسازي شده بومي جنس  توسط باكتريسينبررسي توانايي توليد اك
   و ارزيابي اثرات محرك رشدي جداية برتر بر گياه ذرت شيرينريلوم يآزوسپ

 
  5دادي ايرج اله، 4حسين ارزانش محمد، 3حسينعلي عليخاني، 2غلامعباس اكبري، 1سيد مهدي عرب

  چكيده
 ـ  . انـد   به عنوان عامل محرك رشد گياهان خانوادة غلات معرفي شده         آزوسپيريلومسالهاست كه باكتريهاي جنس       ويژهتوليـد فيتوهورمونهـا، ب

 باكتري  جدايه52تعداد بر همين اساس . لقيح شده شناخته شده استامل افزايش عملكرد در گياهان ت ومهمترين ع  يكي از    اكسين، به عنوان  
هاي كيفي و كمي توليد اكسين بـه روش رنـگ             سازي شدند و پس از انجام آزمون        از ريشة گياهان اين خانواده جداسازي، شناسايي و خالص        

  بخش جداسازي باكتري از ريزوسفر     نتايج. ار گرفت سنجي، اثرات جداية برتر بيوسنتزكنندة اكسين بر روي گياه ذرت شيرين مورد بررسي قر             
و در آزمـون    % 2/31بعلاوه اينكه در آزمون كيفي      . است  بوده% 17نشان دادند كه احتمال دستيابي به باكتريهاي اين جنس پايين و در حدود              

تر بـلال، وزن   داري برروي وزن كتريايي اثر معنياي، تيمار با در قسمت آزمون گلخانه  . ها توانايي توليد اكسين را دارا بودند        كمي تمامي جدايه  
افزايش سطح و وزن خـشك ريـشه در مقايـسه بـا تيمـار       . خشك ريشه و كل اندام هوايي و نيز ميزان نيتروژن و فسفر گياه برجاي گذاشت              

در مجمـوع،  .  نظـر گرفتـه شـد   شاهد و در نتيجه بالا رفتن سطح جذب مواد غذايي، يكي از دلايل افزايش عملكرد در گياهان تلقيح شده در  
 براي گيـاه ذرت شـيرين سـودمندي نـسبتاً     ريلوميآزوسپهاي  داد كه باكتري اي نشان     اي اين تحقيق در تأييد نتايج درون شيشه         نتايج گلخانه 

  .مناسبي داشته است
  

  .، ذرت شيرينكمي، اكسين، آزمون كيفي و  آزوسپيريلوم:هاي كليدي واژه

  مقدمه
هـايي  تـرين ميكروارگـانيزم      يكي از معروف   آزوسپيريلوم

تواند در ريزوسفر غـلات و اطـراف ريـشة آنهـا  است كه مي  
ــسياري از اســترينهاي .كلــوني تــشكيل دهــد آزوســپيريلوم ب

در محـيط هـاي گيـاهي را   برخـي از هورمـون   توانـايي توليـد  
ترين هورمون توليدي و مهم اند كشت مايع از خود نشان داده

هـا نيـز سـاير هورمـون  . باشـد  هورمون اكسين مـي  توسط آنها
شـوند، ولـي داراي اثـرات  اگرچه به مقدار كمـي توليـد مـي        

همچنين توليـد). 23و4،11،13،15(بيولوژيكي زيادي هستند    
ها مهمترين دليل افـزايش  فيتوهورمونها توسط ميكروارگانيزم

آزوسـپريليوملقيح شده توسط بـاكتري      عملكرد در گياهان ت   
هـايي از    امـروزه مـشخص شـده سـويه       ). 7(ذكر شـده اسـت      

نمايند، بهكه توليد مقادير بيشتري از اكسين ميآزوسپيريلوم  

مراتب تـأثير بـالاتري در مقايـسه بـا برخـي از انـواع موتانـت
ــه( ــد اكــسين را) جهــش يافت آزوســپيريلوم كــه قابليــت تولي

).4(گذارنـد   ورفولوژي ريشه بـر جـاي مـي      ندارند، بر روي م   
 عــلاوه بــر تــأثير بــرروي پارامترهــايآزوســپيريلومتلقــيح بــا 

مربوط بـه ريـشه، بـرروي بـسياري از پارامترهـاي رويـشي و
ايـن تغييـرات مـستقيماً بـه. هاي سبز گياه نيز مؤثر اسـت        اندام

 در جذب مواد معـدني توسـط گيـاهآزوسپيريلومتأثير مثبت   
NO3 ،NH4-هـايي نظيـر   افـزايش جـذب يـون   . دبـستگي دار

+،
 3-PO4   وK+     توانـد علـت   مـي  آزوسـپيريلوم  به واسطة حضور

هـــاي هـــوايي باشـــد اصـــلي افـــزايش وزن خـــشك انـــدام
)15،18،19.( 

اي اي و مزرعـه   سالة آزمايـشات گلخانـه  20بررسي نتايج   
 وآزوسـپيريلوم  درصدي باكتري    70 تا   60حاكي از موفقيت    

عضو هيأت علمي 4 وپرديس كشاورزي ابوريحان دانشگاه تهرانت علمي اي هيأعضا 5 و 3، 2 - تهراندانشگاهپرديس كشاورزي كارشناسي ارشد  سابق دانشجوي . 1
  . تهران،موسسة خاك و آب
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 درصـد30 تـا    10دي عمدتاً در محدودة بـين       افزايش عملكر 
در شــرايط گلخانــه و در گلــدان اثــرات بــاكتري. )5 (اســت

 بر روي رشد آفتابگردان مثبت ارزيابيليپوفروم آزوسپيريلوم
ليپـوفروم  آزوسـپيريلوم  اثراي نيز  در شرايط مزرعه ).10(شد 

 در بـلال،  دانـه   تعـداد   دو برابرشـدن   به صورت بر روي ذرت    
و افزايش در توسـعة ريـشه% 59ش وزن خشك بذور تا      افزاي

 ).12 (مشاهده شددر زمان برداشت، 
ــدازه ــراي ان ــري  ب ــي اكــسينگي ــا ميكروب ــاهي ي هــاي گي

ــيط   ــا مح ــاك ي ــده در خ ــي   توليدش ــشت م ــاي ك ــوان از ه ت
)8(بريك و همكاران    .  استفاده نمود  1سنجي هاي رنگ  روش

ا در توليـده ـ روش جديدي را بـراي تعيـين توانـايي بـاكتري          
نيــز مبتنــي بــرآنهــا روش پيــشنهادي .  ابــداع نمودنــداكــسين
تـوان تعـداد نـسبتاً در ايـن روش مـي     . باشـد  سـنجي مـي    رنگ

اكـسين  را از نظر تـوان توليـد         باكترياييهاي   زيادي از ايزوله  
لـذا روشـي بـسيار مناسـب، سـريع و. مورد ارزيابي قـرار داد    

هـاي اد زيـاد بـاكتري  ارزان با دقت لازم براي غربالگري تعـد     
  .آيد  به حساب ميآزوسپيريلومي

ــون ــدافي چ ــر اه ــز ب ــد و تمرك ــا تأكي ــژوهش ب ــن پ اي
هاي بومي جنس    سازي و شناسايي باكتري     جداسازي، خالص 

هـاي  و بررسي توانايي آنها در بيوسنتز هورمـون       آزوسپيريلوم  
 ايندولي و همچنين ارزيابي اثرات كاربرد مايه تلقـيح جدايـة          

ر عملكرد و جذب عناصر غذايي در گياه ذرت شيرينبرتر، ب 
و براي دستيابي بـه اهـداف يـاد شـده، در دو ريزي شد   برنامه

  .اي به اجرا درآمد مرحلة آزمايشگاهي و گلخانه

  ها مواد و روش
  )in vitro(اي  هاي درون شيشه آزمون

:آزوسپيريلوماي جنس هسازي و شناسايي باكتري جداسازي، خالص
 از سـطح2غـلات  خـانواده    از نمونة گياهي    80اد   تعد ابتدا
تـرين  مهـم  . شـدند  آوري هاي تهران و خوزسـتان جمـع       استان
 گندم، ذرت، جو،عبارت بودند ازآوري شده  هاي جمع گونه

 تا5/0ها به قطعات  ريشهآوري،  پس از جمع .يولاف، چاودار
خـوبيه   ب ـ  اسـتريل  متري تقسيم شده و بـا آب مقطـر         سانتي 1

محيط هاي كشت اسـتفاده شـده در ايـن. داده شدند شستشو  
 هاي توصيه شده توسط رودريگوئز كاسـرس  آزمايش محيط 

)21) (Congo Red Agar medium = Rojo Congo (RC)( و
 NFb N-free semisolid malate =) (2(بالــداني و دوبرينــر 

medium (در دوو  محـيط كـاملاً اسـتريل       هـا در       ريشه .بودند
؛NFb هاي آزمايشي حاوي محـيط نيمـه جامـد     لولهدر   تكرار

 سـاعت72 گذشـت    پـس از  .  قرار داده شدند   ،در انتهاي لوله  
 محيط سبز رنگگراد،   درجة سانتي  37انكوباسيون در دماي    

تبـديل) در پـايين  (و سـبز شـفاف      ) در بالا (به دو قسمت آبي     
4 تـا    1 ةسفيدرنگ بـه فاصـل    غليظ، مواج و     ةهالتشكيل   .شد
ــييم ــشان   م ل ــطح محــيط ن ــد تــر از س  احتمــال وجــودةدهن

. در نظــر گرفتــه شــد   آزوســپيريلومهــاي جــنس  بــاكتري
 ايجـاد هالـه كـردهNFbنيمـه جامـد   هايي كه در محيط     نمونه

) در قسمت تـشكيل هالـه      يبا آلوده كردن حلقه پلاتين    (ند  دبو
ــد    ــيط جام ــه مح ــاويRCب ــورد ح ــد    كنگ ــل ش  و درهمنتق
.گراد قرارداده شدند   ي سانت ةدرج 34-37انكوباتور در دماي    

اب ـ( آزوسـپيريلوم    هاي مشكوك بـه     روز كلوني  7-10پس از   
مشخصات جذب كنگورد، چروكيده، خشك و زخـم ماننـد

 منتقـلNFb شناسـايي و بـه محـيط مـايع        ) با حواشي مضرس  
احتمـالبـه   ،  محـيط كـشت   با تشكيل مجـدد هالـه در        . شدند

ــي  ــين م ــه يق ــب ب  ــ  قري ــوني م ــه كل ــوان گفــت ك ــرت ورد نظ
Azospirillumــام آزمايــــشات تكميلــــي. اســــت ــا انجــ  بــ

رنگ آميـزي گـرام، انـدازه، شـكل و رنـگ(ميكروسكوپي  
هـاي متـوالي، پس از بازكشت  هاي مورد نظر      باكتري) كلوني

 .  براي آزمايشات بعدي منتقل شدندSlant خالص شده و به
  

  :IAA توان توليد كمي نيمهزمون آ
هـاي  جدايـه  توسـط    IAAوليد  توانايي ت كمي    نيمهسنجش  

 براســـاس روش پيـــشنهادي بريـــك وآزوســـپيريلومبـــومي
در اين روش از ظـروف. )8(گرديد  انجام  ) 1991( همكاران

هـر. متري اسـتفاده شـد      سانتي 9پليت يكبار مصرف استريل،     
 مربـع9بـه   با رسم خطـوط مناسـب در زيـر آن،           ظرف پليت   

.گرديـد تقـسيم    متـر   سانتي 0/2 ×0/2  ابعاد حدود  هكوچك ب 
ليتر محيط كشت استريل شـده  ميلي 25درون هر ظرف پليت     

3LB  5 گـرم بـاكتوتريپتون،   10اين محـيط شـامل    . ريخته شد
 گـــرم20 گـــرم كلـــرور ســـديم، 5 مخمـــر، ةگـــرم عـــصار

 معادلآن به است كه ليتر آب مقطر   ميلي1000آگار و  باكتوـ

1. Colorimetric Methods    2. Gramineae   3. Luria-Bertani 
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mM5 ــاد ــان - الةم ــزوده  )L-TRP(تريپتوف ــز اف ــي ني ــود م ش
)LBT.(     هـاي خـلال اسـتريل شـده،  آنگاه با استفاده از چوب

ك از مربعـاتي ـ مركزي هر    ة در نقط  LBسطح محيط كشت    
زنـي  مايـه  آزوسـپيريلوم هـر جدايـة      مايـه تلقـيح      باالذكر   فوق

سپس يك بـرگ غـشاء نيتروسـلولز بـر روي محـيط. گرديد
ظروف پليت بصورت. داده شد  قرار   LB شدة   زني  كشت مايه

 روز خوابانيده2 تا   1به مدت   ) ºC27(ن درون انكوباتور  وژگوا
مـورداز نظـر انـدازة رشـد بـاكتري          بصورت روزانـه    و   ندشد

ظاهرهاي   كه قطر كلني   زماني. قرار گرفتند ارزيابي  مشاهده و   
 برگهــاي غــشاءرســيد، mm2 حــدود بــه  LBبــر روي شــده 

 درون ظـروف پليـتهـاي بـاكتري      حاوي كلـوني   نيتروسلولز
،2 ة ديگري حاوي يك برگ كاغذ صافي واتمن شـمار         تميز

ليتــر از محلــول معــرف  ميلــي5/2 توســط مقــدار اشــباع شــده
 محلولة براي تهي.قرار داده شدند 1شيميايي بنام سالكوفسكي

%)71(ليتر از اسيد پركلريـك        ميلي 6/98سالكوفسكي مقدار   
ك درون ي  III مولار كلرور آهن     5/0ليتر از محلول      ميلي 4 اب

آبليتري مخلوط گرديد و با استفاده از         ميلي 200 ةبالن ژوژ
برگهاي غشاء نيتروسلولزي. انده شد مقطر به حجم نهايي رس    

.شـدند   محلول سالكوفسكي تيمار    ساعت با  2 تا   5/0مدت    به
توان توليد  كه   باكترياييهاي   در طول اين زمان اطراف كلني     

IAA  رنـگ وشـد كـه   ي قرمز رنگي تشكيل م ـة هال را داشتند 
توسـط توليـد شـده   IAA بـسته بـه مقـدار        هـا  اندازة ايـن هالـه    

 وHD(2(قطـر هالـه     ها  در اين زمان    . متفاوت بودند ها،   جدايه
سبت قطـر هالـه بـهمتوسط ن ـ گيري و     اندازه CD(3(قطر كلني

 مبنــايايزولــه محاســبه و  بــراي هــر  HD/CDقطــر كلنــي 
ــوان توليــد  بنــدي نيمــه درجــه ــرارIAAكمــي ت از . گرفــت ق
،nM 1/0 (هاي متفاوت   در غلظت  IAAاستاندارد   هاي محلول

براي سهولت تشخيص نوع) 8،  4،  2،  1،  8/0،  6/0،  4/0،  2/0
  .هاي قرمز استفاده شد و شدت رنگ هاله

  
  :IAA توان توليد كميزمون آ

 جدايه انتخـاب و مـورد سـنجش24در اين آزمون تعداد     
ي كـه در مرحلـة آزمـونهـاي   تمام جدايـه  . كمي قرار گرفتند  

بعـلاوة چنـدين جدايـة) +IAA(كيفي توليد هاله كرده بودند      
ــر ــد   IAA─ديگ ــرار گرفتن ــورد بررســي ق ــه م ــن مرحل . در اي

 درجـة30 بـدون آگـار، در دمـاي       LBTهـا در محـيط        جدايه
 ساعت و بـر روي شـيكر دورانـي بـا24گراد، به مدت      سانتي

سـپس بـه. دند دور در دقيقه رشد داده ش      90چرخشي معادل   
ليتر از سوسپانسيون باكتري برداشت شد و پـس   ميلي 3مقدار  

 آن در ) Microcentrifuge A.G. 78(از ســانتريفيوژ كــردن 

rpm5000 ــه مــدت ــول25 ب ــه، محل ــي  صــاف  دقيق   هــر4روي
شدة هر سوسپانـسيون عصارة صاف . سوسپانسيون جدا گرديد  

ركيـب و ت 1 بـه    2باكتري با محلـول سالكوفـسكي بـا نـسبت           
 ساعت بوسـيلة اسـپكتروفوتومتر5/2شده پس از    رنگ ايجاد   

)Spectrophotometer Unico 1100 ( نانومتر530با طول موج 
ــدازه ــد  ان ــري ش ــتاندارد،. گي ــي اس ــيم منحن ــور ترس ــه منظ ب
،IAA) 0 ،5 ،10 ،15 ،20 ،25 ،30 ،40هــاي مختلــف  غلظــت

ــا  ) ppm 300 و 200، 150، 100، 80، 60 ــوق بـ ــه روش فـ بـ
.  گيري شدند محلول سالكوفسكي تيمار و مقادير آنها اندازه

  
  اي هاي گلخانه آزمون

 نمونـه5مناسـب، ابتـدا   براي انتخاب خاك    :انتخاب خاك 
ــان كــرج(خــاك از اراضــي اطــراف كــرج   -از ابتــداي اتوب

ــا نزديكــي شــهر جديــد هــشتگرد  ــزوين، ت ــد) ق ــه گردي .تهي
آبـي  دم، مناطق كشت  زار جو و گن     برداري از مناطق ديم     نمونه

ايـن. هـاي بـاير صـورت پـذيرفت         جو، مناطق آيـش و زمـين      
 شـيميايي  و) بافت(فيزيكي  هاي    ها از نظر برخي ويژگي     نمونه

)pH  ،EC  ،،غلظت فسفر و آهن قابل جذب، غلظت فسفركل
.مورد آزمـايش قـرار گرفتنـد     ) …آلي و  درصد نيتروژن، مواد  

ــورد نظــر و مناســب براســاس ن   ــنانتخــاب خــاك م ــايج اي ت
  .ها صورت گرفت آزمايش
اي ايـن هاي گلخانـه   در تمام آزمون   :ها كردن گلدان   آماده

 با قطرمتر  سانتي25 هاي پلاستيكي به ارتفاع      تحقيق از گلدان  
هـا پـس از شستـشو بـا گلدان. شد استفاده   متر   سانتي 20 ةدهان

15 سـديم بمـدت      يـت هيپوكلر% 2 با محلول    ،مايع ظرفشويي 
 هر گلـدانبه. وني و سپس بخوبي آبكشي شدند     دقيقه ضدعف 

اضـافه) متر   ميلي 4با الك   ( گرم خاك الك شده      5000دقيقاً  
احتمال خـروج عناصـرلذا   ،ها فاقد زهكش بودند     گلدان .شد

بــراي جلــوگيري از شــرايط. غــذايي از آنهــا وجــود نداشــت
هــا در تمــامي  گلــدانة كليــ،ي از آبيــاري زيــادشــمانــدابي نا

1. Salkowski  2. Halo Diameter (HD)  3. Colony Diameter (CD)  4. Supernatant 
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 درصـد80 اي بـصورت وزنـي و در حـد         گلخانههاي   آزمون
   .شدند بصورت روزانه آبياري ظرفيت زراعي  رطوبت

براساس نتايج بدست آمـده از :آزوسپيريلومتهية مايه تلقيح    
 برتـر، درآزوسـپيريلومي   اي، سـوية   هاي درون شيـشه     آزمون
ابتـدا چنـد. اي مورد استفاده قرار گرفـت      هاي گلخانه   آزمون

اي سوية مذكور در محيط روع آزمايش گلخانه  روز قبل از ش   
RC          بازكشت و جوان شده و سپس در محيط NFbمايع رشد 

پـــس از طـــي زمـــان مناســـب انكوباســـيون،     . داده شـــد
(cfu ml-1)1ها به روش مك فارلنـد در حـد     جمعيت باكتري

 بــه درون يخچــال ه تلقــيحســپس مايــ.  تنظــيم گرديــد3×108
كلية مراحل تهيـة مايـه تلقـيح در شـرايط اسـتريل. منتقل شد 

  . انجام پذيرفت
  

  :شيرين اي ذرت  آزمون گلخانه
 شيرين با استفاده از رقم زودرس اي ذرت  آزمون گلخانه 
آزمايـشي بكاررفتـه در ايـن تيمارهاي  . شددانه طلايي انجام    

آلـي   دو سـطح مـواد       ،)P1,P0(آزمون شـامل دو سـطح فـسفر
 شـاملآزوسـپيريلوم و دو سطح بـاكتري      ) N,O) (كود دامي (

B1,B0 اي را  هـاي گلخانـه     تيمارهاي باكتريايي آزمـون   .  بودند
كنندة فسفات آلـي   حل  و باكتري ) B0(تيمارهاي شاهد منفي    

)B1 ( 4در اين آزمون براي هر تيمار تعـداد         . دادند  تشكيل مي
2مثبـت گر نيز به عنوان شاهدهاي       گلدان دي  4گلدان و تعداد    

)P.C.(3  شـيرين براي كاشت بذور ذرت .  در نظر گرفته شدند
ــالم و يكنواخــت ذرت انتخــاب و   ــذور س ــدا ب ــاابت ــپس ب  س

بـه مـدت( درجـه  96ور كردن آنها به ترتيب در الكـل         غوطه
بـه مـدت(هيپوكلريـت سـديم     %) 5(و محلول رقيق    )  ثانيه 10
 پــس از آبكــشي. شــدندضــدعفوني ســطحي)  دقيقــه12-10

مقدار اضافة هيپوكلريـت سـديم توسـط آب مقطـر اسـتريل،
 منتقل وcm15  بزرگ  بذور ضدعفوني شده به ظروف پليت

ظـروف. مقداري آب مقطر استريل به هـر پليـت اضـافه شـد            
دار شدن بذور ذرت درون انكوباتور در دمـاي پليت تا جوانه  

ºC25  هـاي تيمـار   گلـدان   كردن  بعد از آماده  .  نگهداري شدند
P1يعني افزودن مقدار يك گرم خاك فسفات تغلـيظ شـده ،

 گرم مـواد آلـي10 يعني افزودن مقدار     Oآسفوردي و تيمار    

 عـدد4هـا تعـداد    به خاك هر گلدان، در گلدان  ) كود دامي (
آنگاه بر روي سـطح بـذور و. دار كاشته شد   بذر ذرت جوانه  

ليتـر از مايـه   ميلـي  2خاك اطراف آنها در هر گلـدان مقـدار          
سپس رطوبت هر گلدان.  اضافه گرديد  آزوسپيريلوميتلقيح  

 تنظيم و تا زمـان سـبز شـدن بـذور درب.F.C% 80در حدود   
پس از سبز شدن تمـامي بـذور ذرت و. ها گذاشته شد    گلدان

هــا از طريــق خــروج آنهــا از ســطح خــاك تعــداد گياهــك 
نيتـروژن،مقـدار   .  عدد كـاهش پيـدا كردنـد       3كردن به     تنك

فسفر و پتاسيم استفاده شده در اين آزمون بـه ترتيـب معـادل
225 و   180،  180؛  .P.Cهاي     و براي گلدان   150 و   120،  120

كيلوگرم در هكتار بود كه به فرم نيتـرات آمـونيم و فـسفات
بـصورت) هـاي اول و سـوم       پايـان مـاه   (پتاسيم طي دو نوبـت      

ايـن.  افزوده شد  ها  محلول همراه آب آبياري به خاك گلدان      
8هـاي كامـل تـصادفي، داراي          آزمون در قالب طرح بلـوك     

دو سطح باكتري× آلي    دو سطح مواد  × دوسطح فسفر (تيمار  
 عدد گلدان كنتـرل شـاهد،  4ر بعلاوه  تكرا 4با  ) آزوسپيريلوم

در اتـاق رشـد) گلـدان ( واحـد آزمايـشي      36 شامل    مجموعاً
 منابع طبيعـيگروه مهندسي خاكشناسي پرديس كشاورزي و     

حداكثر دما.  ماه به اجرا درآمد    5/4دانشگاه تهران طي مدت     
گـراد  درجـة سـانتي    22 و حـداقل آن      30در طول دورة رشد     

  .تنظيم گرديد
 هـوايي گياهـان ذرت از روي در پايان دورة رشد، بخش    

ــد    ــت گرديدن ــع و برداش ــاك قط ــطح خ ــاخص. س ــاي ش ه
شك بخش هواييها، وزن خ   گيري  شامل وزن تر بلال      اندازه

بعلاوه تمام. بودندو وزن خشك ريشه     ) عملكرد بيولوژيك (
كاملاً خشك، آسـياب و) ها ازجمله بلال (بخش هوايي گياه    

هاي شيميايي غلظت نيتروژن و سپس از طريق انجام آزمايش    
  . گيري شدند آنها اندازه) .N.P(فسفر

 توسـطهـا   بـودن توزيـع داده     پس از انجام آزمـون نرمـال      
 SASافزار ، نتايج اين تحقيق با استفاده از نرمMinitabافزار  نرم

V6.12 ــل ــه و تحلي ــورد تجزي ــت   م ــرار گرف ــاري ق ــاي آم .ه
اي  ها به روش آزمون چند دامنه       همچنين مقايسه ميانگين داده   

 محاسبات و ترسيم اشكال در محـيط انجام و نيز %) 5(دانكن  
Excel شد انجام. 

 

1. Colony Forming Unit 
 خاك حاوي كود شيميايي توصيه شده توسط كشاورزان . 2

3. positive control 
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  نتايج و بحث
:آزوسپيريلوماي جنس هسازي و شناسايي باكتري جداسازي، خالص

 اين آزمايش مشخص گرديد كه فرآينـد جداسـازي،در
هـاي ايـن جـنس مـستلزم سـازي و شناسـايي بـاكتري    خـالص 

كـه فراوانـي و  به طوري . باشد  صرف هزينه و زمان بالايي مي     
 پـايينآزوسـپيريلوم هـاي جـنس    احتمال دستيابي بـه بـاكتري    

  .ارزيابي گرديد
  

  :IAA توان توليد كمي كمي و نيمهمون زآ
بطور كلي نتايج حاصل از دو روش نيمـه كمـي و كمـي

هـاي اكـسيني در بـين  توليـد هورمـون    كـه توانـايي      دادنشان  
در آزمـون.  يكـسان نيـست  آزوسـپريليوم هاي جـنس    باكتري

48 ايزولـه، تعـداد      52نيمه كمي؛ مشخص شد كه از مجموع
-LB روي محيط كـشت جامـد       توان رشد بر   %) 3/92(ايزوله  

TRPاند  را داشته .  

  آزوسپيريلومهاي جنس   در باكتريIAAهاي كيفي و كمي توليد   از آزمون نتايج حاصل:1جدول

در اطراف كلنـي خـود %) 2/31( ايزوله   15از اين تعداد،    
بسته به نوع شدت، طيف رنگي از صورتي تـا قرمـز را ايجـاد

با توجه به مقدار عددي نسبت قطر هاله). +IAA(كرده بودند
تـوان چنـين به كلني و همچنين شدت رنگ ايجـاد شـده مـي       

هـاي مختلـف     ي كرد كه اين توانايي در بـين گونـه         گير  نتيجه
هـا  قرار دادن نمونـه   ). 1جدول  (يكسان نيست   آزوسپيريلومي  

 دقيقه هيچ تغييري در رنگ و اندازة30در انكوباتور بيش از     
هاله ايجاد نكرد كه اين مسئله برخلاف نتـايج بدسـت آمـده

  ).8(باشد  مي) 1991(توسط بريك و همكاران 
LB جدايــه در محــيط مــايع 24؛ تمــام در آزمــون كمــي

اكـسين) mg/L (761 و   29حاوي تريپتوفان رشد كرده و بين       
شـدت رنـگ ايجـاد شـده در اثـر). 1جـدول   (توليد كردنـد    

 در محيط پس از گذشت زمـان بـه شـدت تغييـرIAAوجود  
كرد كه اين مسئله با توجه به بالا بودن شـدت تركيـب شـدن

گيـرد،  ي آزاد قـرار مـي     اكسين هنگامي كـه در معـرض هـوا        

:A:           صورتي كم رنگ: C         صورتي :Bصورتي پررنگ   
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   .رسد كاملاً طبيعي به نظر مي
كمي و كمـي نـشان  مقايسة نتايج حاصل از دو روش نيمه      

ــي ــاكتري  م ــه ب ــد ك ــه  ده ــه در روش نيم ــايي ك ــي در ه كم
 قرار داشتند در روش كمـي توليـد مقـادير نـسبتاً─IAAگروه

بعلاوه اينكـه شـدت رنـگ. قابل توجهي اكسين نموده بودند
كمي هيچ تغييري نكـرده بـود حـال  ر روش نيمه  ايجاد شده د  

آنكه ايـن ميـزان در روش كمـي بـه طـور كـاملاً محـسوسي
كـه تمـام ايـن مـسائل نـشان از عـدم. كاهش پيدا كرده بـود    

  .هماهنگي قابل قبول بين دو روش كيفي و كمي، دارد
نتايج حاصل از اين آزمون بـا نتـايج بـسياري از محققـين

هـاي   بسياري توانايي توليد هورمون    دانشمندان. مطابقت دارد 
 در محـيط كـشت آزوسـپيريلومي  هاي  سويهگياهي را توسط    

ترين هورمون آنها مهم). 13،23،15(اند  مايع به اثبات رسانيده
  ).5(توليدي را اكسين تشخيص دادند 

  
  اي هاي گلخانه آزمون

  وزن تر بلال 
 در صفت وزن)2جدول  ( تجزيه واريانس    نتايجبر اساس   

دار نشده است اما  شود كه اثر بلوك معني      ر بلال مشاهده مي   ت
بعلاوه اينكـه. دار شده است     درصد معني  1اثر تيمار در سطح     

اثر باكتري، اثر متقابل باكتري و موادآلي و مقايـسه بـا تيمـار

آلـي و  شاهد مثبت در سطح يك درصد، و همچنين اثر مـواد          
.انـد   يـده دار گرد   خاك فسفات در سـطح پـنج درصـد معنـي          

آلي و خاك فسفات و نيز ديگـر  گانة باكتري، مواد    اثرات سه 
دار تـشخيص داده  اثرات متقابل؛ از لحاظ آمـاري غيـر معنـي         

ــده ــد ش ــدول . ان ــلال را در3ج ــر ب ــانگين وزن ت ــسه مي  مقاي
تيمارهاي مختلف باكتري، خاك فسفات و مـواد آلـي نـشان

 حـداكثر داراي .P.Cبر اسـاس نتـايج حاصـل تيمـار          . دهد  مي
 از لحاظ آماري بـاB1PoN و   B1P1Nوزن تر بلال و تيمارهاي      

در اكثـر. گيرنـد   تيمار شاهد مثبت در يـك گـروه جـاي مـي           
دار  موارد اين تفـاوت در بقيـة تيمارهـا از نظـر آمـاري معنـي               

نكتــة حـائز اهميـت در ايــن مـسئله تـأثير منفــي. نبـوده اسـت
بدسـت آمـدهطبـق نتـايج     . موادآلي بر كارآيي باكتري است    

قابـل در غيـاب مـوادآلي نتـايج         IAAكننـدة     باكتري بيوسـنتز  
  .  بر جاي گذاشته استاي ملاحظه

  
  وزن خشك كل 

 نـشان داده2تجزيه واريانس وزن خشك كل در جدول        
دار نشده است اما  بنابر اين جدول اثر بلوك معني     . شده است 

نكـهبعلاوه اي . دار شده است     درصد معني  1اثر تيمار در سطح     
گانــة آلــي، خــاك فــسفات و اثــر ســه اثــرات بــاكتري، مــواد

آلي همچنين مقايـسه بـا تيمـار  باكتري، خاك فسفات و مواد    

   خلاصه نتايج تجزيه واريانس اثر تيمارهاي مختلف بر اندام هوايي و زيرزميني ذرت شيرين:2جدول

ns   = 1دار در سطح  معني=**  %5دار در سطحمعني =*دار   غيرمعني%  



  223        1387 سال ،2، شماره 6جلد مجله پژوهشهاي زراعي ايران، 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

تمامي. اند  دار گرديده   شاهد مثبت در سطح يك درصد معني      
دار تـشخيص داده اثرات متقابل نيز از نظر آمـاري غيـر معنـي          

مقايــسه ميــانگين وزن خــشك كــل در تيمارهــاي . انــد شــده
 نشان3مختلف باكتري، خاك فسفات و مواد آلي در جدول

بر اسـاس نتـايج حاصـل تيمـار شـاهد مثبـت. داده شده است  
)P.C. (پــس از. داري بــا ديگــر تيمارهــا دارد اخــتلاف معنــي

ــاي   ــار شــاهد مثبــت تيماره  درB1PoO و B1P1O ،B1P1Nتيم
ةمقايسه با تيمارهاي شاهد منفي به ترتيب داراي بيشترين ماد         

بـر اسـاس جـدول تيمـار شـاهد منفـي. خشك توليدي بودند 
)BoPoN (ترين ميزان مادة خـشك توليـدي را داراسـت        پايين.

هـايي اسـت كـه  عملكرد بيولوژيك يكي از بهترين شـاخص      
 را بـه نمـايشPGPRهـاي     مي تواند ميـزان كـارآيي بـاكتري       

 عملكـردIAAكنندة    بر اساس نتايج، باكتري بيوسنتز    . بگذارد
گزارشات باشان و همكـاران. اند  تاً خوبي بر جاي گذاشته    نسب

  .كند اين نتايج را تأييد مي) 5(
  

  مقدار كل جذب نيتروژن گياه
ــاه در ــروژن گي ــانس مقــدار كــل جــذب نيت ــه واري تجزي

ــمارة   ــدول ش ــت 2ج ــده اس ــوك.  آم ــر بل ــدول اث ــابر ج بن
ــي ــطح     معن ــار در س ــر تيم ــا اث ــت ام ــشده اس ــد1دار ن  درص
بعــلاوه اينكــه اثــرات بــاكتري، اثــرات. ســتدار شــده ا معنــي
گانه و همچنـين مقايـسه بـا تيمـار شـاهد مثبـت در سـطح  سه

ــد و بقيــة تيمارهــا از نظــر دار گرديــده يــك درصــد معنــي ان
ــي  ــر معن ــاري غي ــده  آم ــشخيص داده ش ــد دار ت ــانطور. ان هم

، مقايــسه ميــانگين مقــدار كــل3كــه در جــدول شــمارة   
 مختلـــف بـــاكتري،جـــذب نيتـــروژن گيـــاه در تيمارهـــاي

شـود تيمـار شـاهد  خاك فسفات و مـواد آلـي، مـشاهده مـي          
مثبــت در ســطح بــالاتري در مقايــسه بــا ديگــر تيمارهــا قــرار

ــس از . دارد ــاكتري  .P.Cپـ ــاي بـ ــه تيمارهـ ــرB1 بقيـ  از نظـ
در يــك بــرآورد كلــي. آمــاري در يــك ســطح قــرار دارنــد

ــي ــي در م ــاهد منف ــاي ش ــامي تيماره ــه تم ــت ك ــوان گف ت
داري  اخـــتلاف معنـــيB1بـــا تيمارهـــاي بـــاكتري مقايـــسه 
افـــزايش ايـــن ميـــزان در تيمـــار باكتريـــايي توليـــد. دارنـــد

ــذب ــارآيي ج ــزايش ك ــه اف ــوان ب ــي ت ــسين را م ــدة اك كنن
ــر نـــسبت داد  ــالاً). 19 و15،18(عناصـ ــزايش احتمـ ايـــن افـ

ــا ــيح ب ــر تلق ــشه در اث ــذب ري ــطح ج ــزايش س ــل اف ــه دلي ب
ــاكتري ــاي بــ ــپيريلوميهــ ــ آزوســ ــون توليدكننــ دة هورمــ

  ).5(باشد  مي
  

  مقدار كل فسفر گياه
 در صــفت2بــر اســاس جــدول تجزيــه واريــانس شــمارة 

شــود كــه اثــر بلــوك مقــدار كــل فــسفر گيــاه مــشاهده مــي 
دار شـده   درصـد معنـي    1دار اما اثر تيمـار در سـطح           غيرمعني

گانـة و  آلـي، اثـر سـه       بعلاوه اينكه اثرات باكتري، مواد    . است
تيمار شاهد مثبـت در سـطح يـك درصـدهمچنين مقايسه با    

اثر متقابـل خـاك فـسفات و. اند  دار تشخيص داده شده     معني
دار و بقيـة تيمارهـا نيـز از   درصد معني  5باكتري نيز در سطح     

مقايــسه. انــد دار تــشخيص داده شــده نظــر آمــاري غيــر معنــي
ميانگين مقدار كل جذب فـسفر گيـاه در تيمارهـاي مختلـف

 نـشان داده3و مـواد آلـي در جـدول         باكتري، خاك فسفات    
 در رتبــة اول وB1P1Oبــر اســاس جــدول تيمــار . شــده اســت
 پـس از آن در يــك گـروه قــرارB1PoN و B1PoOتيمارهـاي  

  .اي دانكن زمون چند دامنه مقايسه ميانگين صفات مورد بررسي در تيمارهاي مختلف به روش آ:3جدول 

  .باشد دار نميهاي هر ستون كه داراي يك حرف مشترك باشند از نظر آماري معني اختلاف ميانگين
B  تيمار باكتري آزوسپريليوم    B0تيمار بدون باكتري                           P1      خاك عاري از فسفاتP0خاك حاوي فسفات   
O  خاك حاوي مواد آلي و رسNخاك عاري از مواد آلي و رس               P.C.خاك حاوي كود شيميايي توصيه شده توسط كشاورزان  
  



  ... هاي جداسازي شده بررسي توانايي توليد اكسين توسط باكتري       224

  

  منابع 
  .1378ه ، خرداد و تيرما14شماره  . كشاورزي زيتونتخصصماهنامه علمي،  . توليد و فرآوري ذرت شيرين.1378. فريور، ر -1

2-Baldani V. L. D., and J. Döbereiner. 1980. Host-plant specificity in the infection of cereals with Azospirillum spp. 
Soil Biol. Biochem 12: 433-439.   

3-Bashan, U., and J. G. Dubrovsky. 1996. Azospirillum spp. participation in dry matter partitioning in grasses at the 
whole plant level. Biol. Fertil. Soils. 22: 435-440. 

4-Bashan, Y., and H. Levanony. 1990. Current status of Azospirillum inoculation technology: Azospirillum as a 
challenge for agriculture. Can. J. Microbiol. 36: 591-608. 

5-Bashan, Y., G. Holguin, L. E. de-Bashan. 2004. Azospirillum-plant relationships: physiological, molecular, 
agricultural, and environmental advances (1997-2003). Can. J. Microbiol. 50 (8): 521-577. 

6-Bashan, Y., G. Holguin. 1997. Azospirillum-plant relationships: environmental and physiological advances (1990–
1996). Can. J. Microbiol. 43: 103-121. 

7-Boddey, R. M., and J. Döbereiner. 1982. Association of Azospirillum and other diazotrophs with tropical gramineae. 
In: International Congress of Soil Science, 12, New Delhi, India. Non-symbiotic nitrogen fixation and organic 
matter in the tropics, pp. 28-47. 

8-Bric, J. M., R. M. Bostok, and S. A. Silverstone. 1991. Rapid in situ assay for indoleacetic acid production by 
bacteria immobilized on a nitrocellulose membrane. Appl. Environ. Microbiol. 57(2): 535-538. 

9-Dobereiner, J., and J. M. Day. 1976. Associative symbioses and free-living systems. In: Newton W. E., Nyman C. J. 
(eds.) Proceedings of the 1st International Symposium on Nitrogen Fixation. Washington State University Press, 
Pullman. pp. 518-538. 

10-Fages, J., and J. F. Arsac. 1991. Sunflower inoculation with Azospirillum and other PGPR. Plant Soil. 137: 87-90. 
11-Fallik, E., and Y. Okon. 1996. Inoculants of Azospirillum brasilense: biomass production, survival and growth 

promotion of Setaria italica and Zea mays. Soil Biol. Biochem. 28: 123-126. 
12-Fulchieri, M., and L. Frioni. 1994. Azospirillum inoculation on maize (Zea mays): effect on yield in a field 

experiment in central Argentina. Soil Biol. Biochem. 26: 921-923. 
13-Hartmann, A., M. Singh, and W. Klingmüller. 1983. Isolation and characterization of Azospirillum mutants 

excreting high amounts of indoleacetic acid. Can. J. Microbiol. 29: 916-923. 
14-Hedge, D. M. H., and C. S. Saraf. 1982. Growth analysis of pigeon pea in pure and intercropped stands with 

different other grain legumes in relation to phosphorus fertilization. Crop Sci. 151: 49-61. 
15-Jain, D. K., and D. G. Patriquin. 1985. Characterization of substance produced by Azospirillum with causes 

branching of wheat root hairs. Can. J. Microbiol. 31: 206-210. 
16-Kapulnik, Y., Y. Okon, and Y. Heris. 1985. Changes in root morphology of wheat caused by Azospirillum

inoculation. Can. J. Microbiol. 31: 881-887. 
17-Levanony, H., and Y. Bashan. 1989. Enhancement of cell division in wheat root tips and growth of root elongation 

zone induced by Azospirillum brasilense Cd. Can. J. Bot.   67: 2213-2216. 
18-Lin, W., Y. Okon, and R. W. F. Hardy. 1983. Enhanced mineral uptake by Zea mays and Sorghum bicolor roots 

inoculated with Azospirillum brasilense. Appl. Environ. Microbiol. 45: 1775-1779. 
19-Marty, M. G. and J. K. Ladha. 1987. Differential colonization of Azospirillum lipoferum on roots of two varieties of 

rice Oryzea sativa. Biol. Fertil. Soils. 4: 3-7. 
20-Mertens, T., and D. Hess. 1984. Yield increases in spring wheat (Triticum aestivum L.) inoculated with Azospirillum 

lipoferum under greenhouse and field conditions of a temperate region. Plant Soil. 82: 87-99. 
21-Rodríguez-Cáceres, E. 1982. Improved medium for isolation of Azospirillum spp. Appl. Environ. Microbiol. 44:990-

991. 
22-Smith, R., J. Aguria, and J. Caprile. 1996. Sweet corn production California UC IPM World Wide Web site. 

University of California cooperative Extension form Advisors. 
23-Tien, T. M., M. H. Gaskins, and O. H. Hubbell. 1979. Plant growth substances produced by Azospirillum brasilense

and their effect on the growth of pearl millet. Appl. Env. Microbiol. 37: 1016-1024. 

برتـري تيمارهـاي باكتريـايي در مقايـسه بـا تيمارهـاي. دارند
مشابه شاهد منفـي خـود مجـدداً حـاكي از افـزايش كـارآيي

آزوسـپيريلوم شده با بـاكتري     جذب عناصر در گياهان تلقيح      
  ).19،18(است 

اي ايـن تحقيـق در تأييـد نتـايج  در مجموع، نتايج گلخانه   

تـوان ادعـا  دهد كـه خوشـبختانه مـي        اي نشان مي    درون شيشه 
تواننـد در سـطوح   مـي  آزوسـپيريلومي هـاي     نمود كه باكتري  

بسيار گسترده، براي بسياري از گياهان زراعي و اسـتراتژيك
، و حتـي سـاير...ت؛ همچون ذرت، گندم، جو و     خانوادة غلا 

 .گياهان سودمند باشد
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The evaluation of IAA-production ability in indigenous 
Azospirillum isolates and their growth promoting effects on 

sweet corn 
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     Abstract 

It has been years that Azospirillum is known to promote plant growth. Phytohormone (especially 
Auxin) production has the most important role in increasing the yield of inoculated plants. According 
to this, 60 strains of this genus were isolated, identified, and purified. This ability was evaluated in 
both qualitative and quantitative assays using colorimetric method and the effects of superior isolate on 
sweet corn were measured. Results revealed that the abundance and probability of the bacteria isolation 
is low and 17%. About 31.2% and 100% of Azospirillum strains were capable of producing IAA in 
qualitative and quantitative methods respectively. In greenhouse experiment, bacteria treatments had 
significant effects on corn fresh weight, total dry weight, root dry weight and total nitrogen and 
phosphorus content of the plant. This was considered to be as the result of more lateral root formation 
which enhances nutrition uptake. In conclusion, the green house results in respect to in vitro 
achievements show that fortunately it can be claimed that bacteria of the genus Azospirillum can be 
used widely for not only strategic gramineous plants like: corn, wheat, barely etc. but also for other 
useful plants. 

 
Key words: Azospirillum, Auxin, qualitative and quantitative methods, sweet corn. 
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