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  93تان ، زمس4شماره  37توليدات گياهي (مجله علمي كشاورزي)، جلد 

  كلزا بذور زني جوانه روي برتر چهار جدايهتأثير بررسي و  آزوسپريلومي باكتري جداساز
  5زادهرضا ربيععليو  4، يونس محمدنژاد3، محمد حسين ارزانش2، محسن علمائي*1نگار قادري

  

 
 نگرگا طبيعي منابع و كشاورزي علوم دانشگاه ،علوم خاك گروه ارشد كارشناسي آموختهدانش نويسنده مسوول: - *1

)ghaderi.n61@gmail.com (  

 نگرگا طبيعي منابع و كشاورزي علوم دانشگاه ،علوم خاك گروهاستاديار پژوهشي  -2

  استاديار پژوهشي، مركز تحقيقات كشاورزي و منابع طبيعي استان گلستان -3

 كشاورزي و منابع طبيعي استان گلستانعضو هيئت علمي مركز تحقيقات  -4

  مركز تحقيقات كشاورزي و منابع طبيعي استان گلستانآزمايشگاه خاكشناسي، كارشناس  -5

  4/10/92 تاريخ پذيرش:     27/1/91 تاريخ دريافت:

  

  چكيده

ي باشد كه در ريزوسفر و فضاي بـين سـلول  هاي محرك رشد گياه مياز باكتري Azospirillumباكتري جنس 

هاي اين باكتري كه در تحقيق حاضر بيشـتر مـورد توجـه    يكي از ويژگي. وجود دارندريشه غلات و ساير گياهان 

نمونـه   38از  در ايـن تحقيـق  زني بذرهاي تلقيح شده اسـت.  قرار گرفته است تاثير اين باكتري روي توان جوانه

جداسـازي و ضـمن    Azospirillumجدايـه   58ريشه گياه كلزا از مناطق مختلف استان گلستان، ريزوسفر خاك و 

بـه همـراه شـاهد     برترجدايه  4تأثير تلقيح  سپسهاي برتر انتخاب شدند. هاي محرك رشد، جدايهمقايسه ويژگي

در قالـب طـرح بلـوك كامـل      )401(رقـم هـايولا    زني بذور كلزاهاي جوانهروي برخي از شاخص) تلقيح نشده(

زنـي،  نظر درصد جوانه هاي مختلف ازبين جدايهنتايج حاصله نشان داد كه  د.بررسي گردي تكرار 8و در  تصادفي

 در اثر تلقيح بـذرهاي كلـزا   داري وجود دارد.درصد اختلاف معني 1زني در سطح ميانگين مدت و سرعت جوانه

 يافته است.زني نسبت به تيمار تلقيح نشده افزايش زني كاهش و مدت زمان جوانهزني و سرعت جوانهصد جوانهدر

كمترين درصد  بود كه در نتيجه نياكس ديتول زانيحداقل م يدارا ها¬هيجدا ريبا سا سهيدر مقا AC34-IIIجدايه 

، )AC43-III( جدايه مولد هورمون اكسين بالاتر همچنين .را به خود اختصاص داد زنيو سرعت جوانه زنيجوانه

  .شدبهترين تيمار معرفي عنوان به نشان دادكهزني را بيشترين درصد جوانه

  

  زني، كلزا، جوانهAzospirillum باكتري ها:واژه كليد
 

  مقدمه

اي از كشــت و كــار  شــيوه 1كشــاورزي ارگانيــك 

ــوم شــناختي    ــاني و اصــول ب ــر مب كشــاورزي اســت كــه ب

باشد. در كشت و كار ارگانيك، (اكولوژيك) استوار مي

 نــژاد وقلــيهــدف اســتقرار نظــام كشــت پايــدار اســت. ( 

هـــاي هـــاي اخيـــر سيســـتم). در دهـــه1385همكـــاران، 

ــده     ــودات زن ــه موج ــت جامع ــدار، حفاظ ــاورزي پاي كش

هـاي بيولوژيـك   خاكزي و تلاش براي استفاده از راه حل

                                                 
1- Organic Farming 

جهت تغذيه گياه و تأمين سلامتي جامعه مورد توجه قرار 

  ). 1380صالح راستين، (فته است گر

هـاي  از جمله باكتري 2هاي محرك رشد گياهباكتري

هـاي مختلفـي   توانند با مكانيسـم ريزوسفري هستند كه مي

در افزايش راندمان كود و آب و در نهايت روي عملكرد 

اين دسـته از  مثبتي داشته باشند. اثرات محصولات زراعي 

توانند علاوه بر كاهش و به حداقل موجودات خاكزي مي

                                                 
2- Plant Growth Promoting Rhizobacteria 
(PGPR) 
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هاي زيست محيطي، در تـأمين برخـي از   رساندن آلودگي

(بالاخص نيتروژن و در آزادسـازي عناصـر ديگـر     عناصر

) نقـش  از اشكال كم محلول يا نامحلول مثل فسفر و آهن

  .داشته باشندمهمي 

-هاست كـه بـه  سال Azospirillumباكتري جنس 

اوكـان  عنوان عامل محرك رشد گياه شناخته شده است (

در ريزوســفر غــلات و   ) و1994، 1گــونزالز-و لابانــدرا

و ايجـاد رابطـه    پرگنـه ا قادر بـه تشـكيل   اطراف ريشه آنه

توان هاي مفيد اين باكتري مياز ويژگي .باشدمي همياري

هاي محرك رشد گياه و به تثبيت نيتروژن، توليد هورمون

ــزايش   در نتيجــه بهبــود جــذب آب و عناصــر غــذايي، اف

هاي نـامحلول، توليـد سـيدروفور، توليـد     حلاليت فسفات

زا، رابطـه سينرژيسـتي بـا    بيماريها، كنترل عوامل ويتامين

-هاي مفيد خاكزي، توليـد نيتريـت، زيسـت   ساير باكتري

برينر ود( پالايي فاضلاب و تجزيه بقاياي سمي اشاره كرد

  ).1976، 2و دي

توانــايي تـأثير مثبــت تلقــيح بــذر گياهـان مختلــف بــا   

هاي مختلف رشد و نمو آنها از بر جنبه تحريك كنندگي

ني بذر و بنيه گياهچه بررسي و مورد زقابليت جوانهجمله 

؛ 2000، 3بيســواس و همكــارانتأييــد قــرار گرفتــه اســت (

نقـش   يتركيبـات كينـون   ).2000، 4رامامورثي و همكاران

ــر تحريــك كننــدگي  ــهب زنــي و ظهــور روي بهبــود جوان

كلـوپر  ( دارنددانه گياهاني مانند سويا و كلزا  درگياهك 

  ).1988، 5و همكاران

هـاي  در بررسـي  )2009( 6و همكـاران الزمـان  اشـرف 

بر  Azospirillumمختلف هاي خود بر روي اثر جدايه

- زني بذور برنج مشاهده نمودند كه اين جدايهروي جوانه

درصـد نسـبت    7/14تا  3/2زني از ها باعث افزايش جوانه

-آنها بيان كردند كه افزايش رشد گياهچه .شدندبه شاهد 

                                                 
1-  Okon & Labandera-Gonzalez 
2-  Dobereiner & Day 
3- Biswas et al. 
4- Ramamoorthy et al. 
5- Kloepper et al. 
6- Ashrafuzzaman et al. 

دليـل القـاء توليـد    ايد بـه ش ـ بـا تلقـيح بـاكتري   هاي بـرنج  

   و حلاليت فسفر باشد. 7هورمون اكسين

 ي) بـر رو 2009( 8و همكـاران  يغلام ـ هاي¬پژوهش

  محـرك رشـد   هـاي ¬يمختلف از بـاكتر  هاي¬هياثر سو

)P. putida  ،P. fluorescens ،A. lipoferum  و

A. brasilenseزني و رشد گياهچه ذرت) روي جوانه 

زنـي دانـه و قـدرت    در جوانـه دار حاكي از افزايش معني 

  هاي ذرت بود.گياهچه

بيـان   )2002( 9رانكومار و همكاراويدر مطالعه ديگر 

درصـد از بـذور بـرنج و     70و  40نمودند كـه بـه ترتيـب    

قادر به رشـد   A. brasilenseباقلاي سياه تلقيح شده با 

زنـي  ري از جوانـه بودند. همچنين اين باكتري درصد بالات

اين مسئله  داشت.به همراه  ج و باقلاي سياهرا در مورد برن

ها توسعه دليل فشار عظيمي باشد كه داخل دانهتواند بهمي

يابد و مسئول شكسته شدن سـريع پوشـش دانـه اسـت     مي

-). اين فشار احتمالاً توسط فيتوهورمون1959، 10سيفتون(

ويژه اكسين، ايندول استيك اسيد، سيتوكينين و اسيد ها به

تحريـك   Azospirillumشح شده توسـط  جيبرليك تر

  ).1986، 11اوكان و كاپولنيك ؛1985اوكان، شود (مي

بــا ايــن وجــود مطالعــات انجــام شــده توســط برخــي  

 Azospirillumمحققين نشـان داده اسـت كـه بـاكتري     

هميشه اثر مثبت بر روي فاكتورهاي رشدي گيـاه نداشـته   

رهاي داري بين تيمااختلاف معني در برخي موارد است و

، 12الـيس و روبرتـز  شود (تلقيح شده و شاهد مشاهده نمي

1981.(   

عنـوان دومـين منبـع    ههاي روغني بعد از غـلات ب ـ دانه

و از طرفـي   هسـتند توليد انـرژي در تغذيـه انسـان مطـرح     

 لحـاظ سرشـار  نيز به هاكنجاله حاصل از فرآيند صنعتي آن

يـور و  تغذيه دام، ط در بودن از پروتئين يكي از اقلام مهم

هـاي روغنـي   كلـزا از جملـه دانـه    .رودشمار مـي هآبزيان ب

                                                 
7- Indol-3-Acetic Acid (IAA) 
8- Gholami et al. 
9- Ravikumar et al. 
10- Sifton 
11-OKan & Kapulnik 
12- Ellis & Roberts 
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 ،آندو فـراورده حاصـله از    است كه در ايران مورد توجه

  .)1376شهيدي و فروزان، ( باشدروغن و كنجاله مي

ــه  از اراضــي اســتان گلســتان هكتــار 33000حــدود  ب

كلـزا اختصـاص يافتـه    كشـت  بـه  منظور استحصال روغن 

 pHيـا   واكـنش خـاك  بـالا بـودن    .)1387نام، بي( است

هاي اسـتان و در نتيجـه كـاهش عناصـر غيـر      غالب خاك

متحرك از جملـه آهـن، روي و منگنـز و نيـز كمبـود يـا       

تثبيت برخي عناصر معدني همچون فسفر و پتاسيم باعـث  

-رجب( راندمان مصرف كود شيميايي پايين باشدشده تا 

 Azospirillumلذا با فرض اينكه باكتري  .)1388زاده، 

هاي مختلف گياهي، سيستم تواند با اثر بر روي سيستممي

اي را توسعه ببخشـد و از طرفـي بـا توليـد اسـيدهاي      ريشه

) 1آلي و برخي از تركيبات كلات كننده آهن (سيدروفور

 pHيـا  واكنش خاك در محيط رشد خود باعث كاهش 

در ناحيــه ريزوســفر و بــه تبــع آن افــزايش ميــزان جــذب  

حاضـر بـه    مقالـه ، ير متحرك توسـط گيـاه شـود   عناصر غ

ــاكتري   ــر ب ــي اث ــي   Azospirillumبررس ــر روي برخ ب

-درصد جوانـه زني بذور كلزا از جمله هاي جوانهشاخص

-ميانگين سـرعت جوانـه  و  زنيزني، ميانگين مدت جوانه

  . پردازدمي ايزني در شرايط درون شيشه

  اهداف اين تحقيق عبارتند از:

هـاي  در جدايـه  محـرك رشـدي   مقايسه خصوصيات .1
Azospirillum  

هاي مؤثر براي اسـتفاده از آن  پيشنهاد و معرفي جدايه .2

  در توليد مايه تلقيح مناسب

-بررسي ميزان اثربخشي آن بـر روي برخـي شـاخص    .3

  زني بذور كلزاهاي جوانه

  

  هامواد و روش

  

هــاي بــومي بنــدي جدايــهســازي و گــروهجدا -1

Azospirillum  

                                                 
1- Siderophore 

ريشه گيـاه   نمونه خاك و ريزوسفر 38 در اين تحقيق

جهت  1388در سال  كلزا از مناطق مختلف استان گلستان

ــاكتري  شــد.  آوريجمــع Azospirillumجداســازي ب

بخـش آب و خـاك مركـز    در  كليه آزمايشـات مربوطـه،  

تحقيقات كشاورزي و منابع طبيعي اسـتان گلسـتان انجـام    

  .گرديد

شــامل تــوان ابتــدا آزمايشــات اوليــه شناســايي جــنس 

نيمـه جامـد    2فاقـد نيتـروژن   كشـت  يطحتشكيل هاله در م

ــر و دي، ود( ــد 1976برين ــه)، تولي ــز و صــورتي  پرگن قرم

) و 1982، 4كاسـرس ( 3سي -آر كشت رنگ روي محيط

-سـيب  كشـت  صـورتي رنـگ روي محـيط    پرگنـه توليد 

)، تسـت گـرم، تسـت اكسـيداز و     1992برينر، ود( 5زميني

) و سـپس آزمايشـات   2005، 6دابي و ماهشواريكاتالاز (

 ي گونـه شــامل توانـايي رشــد در محــيط  تكميلـي شناســاي 

درصـد كلريـد    3جامـد حـاوي   نيمـه  فاقد نيتـروژن  كشت

سديم، نيازمندي به بيوتين و توان اسـتفاده از قنـد گلـوكز    

) و همچنين آزمايشات محرك 1978، 7تارند و همكاران(

ن توليـد  رشد (توان حلاليت فسفات معدني نامحلول، تـوا 

هـاي  هورمون رشد و توان تثبيت نيتروژن) بر روي جدايه

Azospirillum .جداسازي شده انجام گرديد  

                                                 
2- Nitrogen Free Blue (NFb): Dl-Malic acid, 

5g/L; K2HPO4, 0.5g/L; MgSO4.7H2O, 
0.2g/L; NaCl, 0.1g/L; CaCl2.2H2O, 0.02g/L; 
Micro Elements solu., 2ml/L; Vitamin solu., 
1ml/L; Bromthymol blue solu. 0.5% in 0.2 N 
KOH, 2ml/L; Fe-EDTA (1.64%), 4ml/L; KOH, 
4.8g/L; Agar-Agar, 1.75g/L. 

3- Congo Red (RC): Dl-Malic acid, 5g/L; 
K2HPO4, 0.5g/L; MgSO4.7H2O, 0.2g/L; 
NaCl, 0.1g/L; CaCl2.2H2O, 0.02g/L; Congo 
Red (1:400), 15ml/L; KOH, 4.8g/L; NH4Cl, 
0.5g/L; Yeast Extract, 0.5g/L; Agar-Agar, 15-
20g/L. 

4- Caceres 
5- Potatoes Dextrose Agar (PDA): Dl-Malic 

acid, 2.5g/L; Micro Elements solu., 1ml/L; 
Vitamin solu., 1ml/L; Bromthymol blue solu. 
0.5% in 0.2 N KOH, 2ml/L; KOH, 2g/L; 
Froctose or Sucrose, 2.5g/L; Fresh potato is 
peeled and cooked, 200g/L; Agar-Agar, 15-
20g/L. 

7- Dubey & Maheshwari 
8- Tarrand et al. 
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  آزمون كمي توان توليد اكسين -2

ــين از روش   ــد اكس ــوان تولي ــي ت ــك و  در بررس بري

مقداري ، منظور اين شد. براي استفاده )1991( 1همكاران

برداشـته   2سان ـ كشـت  هر جدايه از سطح محيط پرگنهاز 

مـايع   كشـت  ليتر از محـيط ميلي 20به ارلن حاوي  شده و

-آگار و معـرف برموتيمـول بلـو) بـه     بدون( نيتروژن فاقد

-انتقال يافتنـد. ارلـن   كلرور آمونيومگرم در ليتر  1علاوه 

 32سـاعت در دمـاي    48مـدت  هاي تلقيح شده سپس بـه 

دور در دقيقه  120گراد روي شيكر با دوران انتيدرجه س

 ميكروليتــر از سوسپانســيون 100قــرار داده شــدند. ســپس 

 كشـت  ليتـر از محـيط  ميلي 20هاي حاوي به ارلن باكتري

گـرم   1علاوه (فاقد آگار و معرف برموتيمول بلو) به فوق

هـا  نيمي از اين ارلنمنتقل گرديد. كلرور آمونيوم در ليتر 

هـاي  بود. ارلن 3توفانتريپ -الگرم در ليتر ميلي 50حاوي 

-درجه سانتي 32ساعت دردماي  120مدت تلقيح شده به

دور در دقيقه قرار گرفتند.  120گراد روي شيكر با دوران 

دقيقـه   10مـدت  ليتر از اين سوسپانسيون بهميلي 5/1سپس 

ــانتريفيوژ  10000ن در دورا ــه س ــك   دور در دقيق ــد. ي ش

ــي ــر اميل ــا   ليت ــي ب ــول روئ ــي 2ز محل ــرف  ميل ــر از مع ليت

ليتــر اســيد ســولفوريك ميلــي 150سالكوفســكي (شــامل 

ــيظ،  ــي 250غلــ ــر و  ميلــ ــر آب مقطــ ــي 5/7ليتــ -ميلــ

ــر ــو  O2H3.6FeClليتـ ــيم مـ ــا  نـ ــد. بـ ــوط شـ لار) مخلـ

نانومتر  530ميزان جذب نور در طول موج  اسپكتروفتومتر

 4قرائت شد. مقدار اكسين توليدي با مقايسه شدت جذب

ايندول  مختلفهاي غلظتبا منحني استاندارد تهيه شده با 

  محاسبه گرديد. استيك اسيد

  آزمون كمي توان حل فسفات معدني نامحلول -3

 20هـاي حـاوي   به ارلن Azospirillumهاي جدايه

تلقـيح و در دوران   5اس -بـي  -ان كشـت  ليتر محيطميلي

ار داده گراد قردرجه سانتي 32دور در دقيقه و دماي  120

                                                 
1- Bric et al. 
2- Nutrient Agar + 10g/L Sucrose (NAS) 
3- L-Tryptophan 
4- Optical Density (OD) 
5- Nutrient Broth + 10g/L Sucrose (NBS) 

ــين و همكــاران شــدند.  ــق روش ل ــت )1983( 6طب ، جمعي

 2×108( ها يكسان در نظر گرفته شدباكتري در همه ارلن

صـد ميكروليتـر از    .ليتـر سوسپانسـيون)  در هر ميلـي  پرگنه

ليتـر محـيط كشـت مـايع     ميلي 50سوسپانسيون باكتري به 

هاي تلقيح شـده  منتقل گرديد. ارلن) 2004( 7رودريگوئز

سـاعت بـر    120مـدت  بـه  Azospirillumهاي ايهبا جد

 34دور در دقيقــه و در دمــاي  120روي شــيكر بــا دوران 

هـاي  گـراد قـرار داده شـدند. سـپس در دوره    درجه سانتي

ــاني  ــه واكــنشســاعت،  120و  48، 0زم ــا توســط نمون ه

ليتـر  ميلـي  5/1 آن،قرائت شد. همزمان با  متر pHدستگاه 

ــه   ــاكتري ب ــيون ب ــدت از سوسپانس ــه در دوران  10م دقيق

ليتـر از  دور در دقيقه سـانتريفيوژ شـد. يـك ميلـي     10000

 -ليتر معرف آمـونيم موليبـدات  محلول بالايي با يك ميلي

محـيط كشـت رودريگـوئز (فاقـد     ليتـر  ميلـي  3وانادات و 

مخلوط و ميزان جذب نـور در طـول    كلسيم فسفات)تري

ر قرائـت  نـانومتر توسـط دسـتگاه اسـپكتروفتومت     470موج 

شد. ميزان حلاليت فسفر با مقايسه ايـن جـذب بـا منحنـي     

 4PO2KH هـاي مختلـف  غلظـت بـا  استاندارد تهيه شـده  

  ).1388زاده، ؛ رجب1387ارزانش، ( محاسبه گرديد

  آزمون توان تثبيت بيولوژيك نيتروژن مولكولي  -4

-در جدايـه  تروژنـازي يت ني ـفعال در اين آزمون ميزان

ــه روش اح Azospirillumهــاي بــومي   8لنياي اســتيــب

مورد بررسـي قـرار    9گازي كروماتوگرافي توسط دستگاه

 ليتـر ميلـي  13كوچك به حجم آزمايش هاي  لولهگرفت. 

 فاقـد نيتـروژن   كشت محيط ليترميلي 5زان يانتخاب و به م

 به هر لولـه منتقـل گرديـد.   تر آگار يدر ل  م گرمين هعلاوهب

دقيقـه در   20 مـدت ه(ب ـ ل شدن در اتـوكلاو يپس از استر

د فاقــ كشــتهاي  طيمحــ گــراد)، ســانتي درجــه 120دمــاي 

                                                 
6- Lin et al. 
7- Rodriguez medium: KOH, 4.8g/L; 
Bromthymol blue solu. 0.5% in 0.2N KOH, 
2ml/L; Ca3(PO4)2, 0.7g/L; FeCl3.6H2O, 
0.003g/L; NaCl, 0.2g/L; KCl, 0.295g/L; 
MgSO4.7H2O, 0.2g/L; NH4NO3, 0.373g/L; 
Fructose, 10g/L; Glucose, 10g/L. 
8- Acetylene Reduction Assay (ARA) 
9- Gas Chromatography (GC) 
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  93تان ، زمس4شماره  37توليدات گياهي (مجله علمي كشاورزي)، جلد 

ــروژن ــهين نيتـ ــط  مـ ــد توسـ ــهجامـ ــالص   پرگنـ ــاي خـ هـ

Azospirillum گراد  سانتي ةدرج 32ح و در دماي يتلق

ها  اي لوله هاي پنبه پوش ساعت در 72. پس از گرفتندقرار 

 10ض شدند. سـپس  يل تعويكي استريهاي لاست با درپوش

ليتر بـا احتسـاب    ميلي    7/0( از لوله مانده حجم باقيدرصد 

بـه همـان ميـزان    خالي و  ،سرنگ هليوسه) بحجم لاستيك

هاي لاستيكي درزهاي درپوش د.يق گرديلن تزريگاز است

انتقال ها به انكوباتور  مجدداً لوله با پارافيلم پوشانده شد و

ز ا تـر يلميلـي  7/0مقـدار  ساعت  24گذشت پس از  يافتند.

و  شد دهيلتون كشيسرنگ هام توسط هواي داخل هر لوله

تـا   17/5گرديـد.  ق يتزرگازي  كروماتوگرافيبه دستگاه 

دقيقه پس از تزريق، پيك مربـوط بـه گـاز اتـيلن و      74/5

پيـك مربـوط بـه گـاز      پس از تزريق، دقيقه 68/6تا  28/5

غلظت اتيلن توليد شده توسط هر شود. استيلن مشاهده مي

مقايســه ســطح زيــر پيــك ايجــاد شــده توســط  جدايــه بــا

استاندارد تهيه شده از گاز اتيلن خـالص محاسـبه گرديـد    

   .)1980، 1و گيبسون تارنر(

  هاي برتر بوميانتخاب جدايه -5

هاي محـرك  ويژگي هايطبق نتايج حاصله از آزمون

لحـاظ حلاليـت   ه از ك ـ Azospirillumجدايـه   4، رشد

و توان  فسفات معدني نامحلول، توان توليد هورمون رشد

ايـن   جهـت  ها بودنـد جدايه سايرتثبيت نيتروژن، بالاتر از 

  انتخاب شدند.مطالعه 

  ضدعفوني و تلقيح بذرها -6

 جدايه 4) از 1970( 2طبق روش اصلاح شده وينسنت

هــاي پتــري در تشــتك Azospirillumبــاكتري  بــومي

تراكمـي تهيـه گرديـد.     ناس، كشـت  كشت محيطحاوي 

ساعت از هر جدايه به مقدار يكسان (يك لوپ  48بعد از 

ليتـر  ميلـي  50هاي حـاوي  پر) توسط حلقه پلاتيني به ارلن

فاقـد   ،(تيمـار شـاهد   منتقل شد 3مايع مغذيكشت محيط 

-. ارلنبود) مايع مغذيكشت باكتري و تنها شامل محيط 

                                                 
1- Turner & Gibson 
2- Vincent 
3- Nutrient Broth (NB) 

گـراد بـر   درجـه سـانتي   32دماي ساعت در  72مدت ها به

  . داده شدنددور در دقيقه قرار  120روي شيكر با دوران 

 1) بـا محلـول   401بذرهاي سـالم كلـزا (رقـم هـايولا     

ــد ســديم  اســتريل ســطحي شــده و در   ،درصــد هيپوكلري

 ،مرحله شستشو بـا آب معمـولي اسـتريل    10نهايت بعداز 

سـانتيمتر   5/8هاي پتري با قطـر  به تشتك دانه از آنها 100

) در ادامـه هـر   1987، 4ز و همكـاران ليفشـتي انتقال يافتند (

بـا متوسـط   ليتـر از سوسپانسـيون بـاكتري (   ميلـي  5پتري با 

) تلقيح ليتر سوسپانسيوندر هر ميلي پرگنه 2×108جمعيت 

ــه     ــده ب ــيح ش ــذرهاي تلق ــد. ب ــدت ش ــاعت در  1-3م س

ور و سوسپانســيون اضــافي خــالي   سوسپانســيون غوطــه 

-عدد بذر تلقيح شده، به داخل تشـتك  50. سپس گرديد

هـا بـا   متر كـه كـف آن  سانتي 5/8هاي پتري جديد با قطر 

اسـتريل پوشـيده    2يك برگ كاغذ صافي واتمن شـماره  

تكـرار) و روي بـذرها نيـز     8شده بود،  قرار گرفتند ( در 

توســط يــك بــرگ كاغــذ صــافي پوشــيده شــد. پــس از  

هاي پتري حاوي مرطوب كردن كاغذهاي صافي، تشتك

گـراد  درجـه سـانتي   28 دمـاي سـاعت در   48مدت بذر به

  ). 1993، 5بك و همكارانداخل انكوباتور قرار گرفتند (

  زنيهاي جوانهگيري برخي از شاخصاندازه -7

درصـد   هـاي شـاخص  انكوباسـيون ساعت پس از  48

انگين مي ـو  )D(زنـي  زنـي، ميـانگين مـدت جوانـه    جوانه

محاسـبه شـدند.   انـدازه گيـري و   ) Rزني (سرعت جوانه

تيمـار   5بـا  تصـادفي   كاملبلوك در قالب طرح آزمايش 

بـه همـراه    Azospirillum بـومي  جدايـه چهارتلقيحي (

بـه  هـا  اجـرا گرديـد. مقايسـه ميـانگين    تكرار  8در شاهد) 

  انجام گرفت. درصد 5در سطح  LSDروش آزمون 

از سرعت خوبي زني كه شاخص ميانگين مدت جوانه

 )1981( و روبرتـز  الـيس ، از طريق معادله استزني جوانه

  محاسبه گرديد.

  

                                                 
4- Lifshtiz et al. 
5- Beck et al. 
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 قادري و همكاران: جداسازي باكتري آزوسپريلوم و بررسي...

∑
∑=

n

Dn
D    )1(  

  

و  Dزده در روز بــذور جوانــه  تعــداد nآن كــه در 

 زنـي تعداد روزها پس از شروع آزمـون جوانـه   Dپارامتر 

زني عكس ميـانگين  جوانه ميانگين سرعتهمچنين  است.

و  الـيس باشـد كـه از طريـق معادلـه     زنـي مـي  مدت جوانه

  .محاسبه گرديد) 1981( روبرتز

D
R

1=     )2(  

  

  نتايج و بحث

  
هــاي بــومي بنــدي جدايــهجداســازي و گــروه -1

Azospirillum  
نمونه خاك و ريشه گياه كلزا از  38در اين تحقيق از 

 1جدايـــــه 58تان گلســـــتان، منـــــاطق مختلـــــف اســـــ

Azospirillum    ــازي ــايج جداس ــدند. نت ــازي ش جداس

جدايه مذكور  58نشان داد كه  Azospirillumباكتري 

-توانايي تشكيل هاله در محيط كشت فاقد نيتـروژن نيمـه  

جامد، توليد پرگنـه قرمـز و صـورتي رنـگ روي محـيط      

سي و توليد پرگنه صورتي رنگ روي محيط  -كشت آر

ها گـرم منفـي،   ميني را داشتند. تمامي جدايهزكشت سيب

-ويبروئيدي شكل، كاتالاز و اكسيداز مثبت بودند. جدايه

هاي تكميلـي شـامل توانـايي    هاي مذكور براساس آزمون

جامـد  رشد در دو محيط كشت فاقد نيتروژن جامد و نيمه

بيوتين و تـوان   درصد كلريد سديم، نيازمندي به 3حاوي 

  منســوب بــه  2كز بــه ســه گونــه  اســتفاده از قنــد گلــو  

 A. brasilense ،A. lipoferum  وA. irakense  

                                                 
به باكتري جداسازي شده كه آزمايشات اوليه شناسايي » جدايه« .1

به باكتري شناسايي شده بعنوان  ياو جنس بر روي آن انجام گرفته 

  . گردداطلاق مي مشخص شود،كه به صورت حرف يا شماره گونه 

بندي بيولوژيكي بوده و به صلي در طبقهيكي از واحدهاي ا» گونه«. 2

شود كه آزمايشات تكميلي باكتري جداسازي شده اطلاق مي

  شناسايي گونه بر روي آن انجام گرفته است.

ــر  ــگ و دوبرين ــك شــدند (كري ــد1986، 3تفكي و  ؛ تارن

  ).1978همكاران، 

 
ــاب  -2 ــه 4انتخ ــر جداي در  Azospirillumبرت

  هاي محرك رشديهاي ويژگيآزمون

هـاي  ويژگـي هـاي  براسـاس نتـايج حاصـله از آزمـون    

در ســـه  Azospirillumيـــه جدا 4، محـــرك رشـــدي

ــه      ــامحلول (جداي ــدني ن ــفات مع ــل فس ــوان ح ــون ت آزم

AC34-IIIهــاي )، تــوان توليــد هورمــون رشــد (جدايــه

AC43-III  وAC39-I و توان تثبيت نيتروژن (جدايه (

AC49-VIIهـا انتخـاب شـدند    عنوان برترين جدايه)، به

  ).1(جدول 

روي بر  Azospirillumجدايه برتر  4نتايج تأثير  -3

  زنيهاي جوانهشاخص

ــأثير جدايــــه  هــــاي بــــومي تجزيــــه واريــــانس تــ

Azospirillum زنـي نشـان   هاي جوانـه بر روي شاخص

-هاي مختلف از نظر درصد جوانـه دهد كه بين جدايهمي

-زني و ميانگين سـرعت جوانـه  ميانگين مدت جوانهزني، 

دار وجــود دارد درصــد اخــتلاف معنــي 1زنــي در ســطح 

  ). 2(جدول 

يج مقايسه ميانگين نشان داد كه كمترين درصد نتا

و تفاوت بود  AC34-III جدايهزني مربوط به جوانه

داري بين سه تيمار تلقيح شده با باكتري معني

Azospirillum زني با تيمار شاهد در درصد جوانه

  ). 1مشاهده نشد (شكل 

با توجه به نتايج حاصله از آزمون توان توليد اكسين 

در مقايسه با ساير  AC34-IIIجدايه  ،1در جدول 

ها داراي كمترين ميزان توليد اكسين بوده است. جدايه

زني براي اين بنابراين مشاهده حداقل درصد جوانه

  باشد.باكتري، دور از انتظار نمي

                                                 
3- Krieg & Dobereiner 
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  93تان ، زمس4شماره  37توليدات گياهي (مجله علمي كشاورزي)، جلد 

 باكتري انتخابي جدايه 4 بردارينمونه مكان و ميزبان گياه نوع به مربوط مشخصات و منسوب هايگونه -1 جدول

Azospirillum 

ناحيه جداسازي   گونه منسوب  شماره جدايه

  از گياه

  تثبيت نيتروژن   برداريمكان نمونه

انومول در ساعت ن(

  )در ميلي ليتر

حلاليت فسفات 

يلي گرم در م(

  )ليتر

توليد اكسين 

يلي گرم م(

  )در ليتر

AC34-III  A. irakense شمال روستاي  -گلستان  ريزوسفر كلزا

  آبادعلي -آبادشجاع

0  68/30  717/1  

AC39-I  A. brasilense راه پليس -گلستان ريزوسفر كلزا

 آزادشهر

0  0  297/29  

AC43-III  A. irakense 799/39  0  0 شرق دلند -گلستان ريزوسفر كلزا  

AC49-VII A. irakense 64/60 غرب دلند -گلستان ريزوسفر كلزا  19/19  251/9  

  

زني در بذور كلزا پس از هاي جوانهبر روي شاخص Azospirillumهاي بومي نتايج تجزيه واريانس تأثير جدايه -2جدول 

  ساعت 48

  ميانگين مربعات  منابع تغييرات

  زنيميانگين سرعت جوانه  زنيميانگين مدت جوانه  زنيدرصد جوانه  درجه آزادي

  ns 443/144  ns 024/0  ns 003/0  7  بلوك

  Azospirillum 4  ** 85/1311  ** 183/0  ** 033/0هاي جدايه

  003/0  015/0  05/153  28  خطا

  42/8  518/7  264/15    ضريب تغييرات
  دارو عدم تفاوت معني درصد 1دار در سطح احتمال به ترتيب معني nsو  **

  

  

 
هاي مختلف باكتري تأثير جدايه -1شكل 

Azospirillum زني بذور كلزابر روي درصد جوانه 

  

 )1996( 1اي كه توسط كروس و همكاراندر مطالعه

م گرفت بذرهاي گندم تلقيح شده با انجا

Azospirillum داري را در درصد هيچ اختلاف معني

اين  زني در مقايسه با شاهد تلقيح نشده نشان ندادند.جوانه

هاي تحميل شده دليل محدوديتمسئله ممكن است به

سيفتون، هاي باكتري در زمين مانند بقاء (توسط ممانعت

)، جذب به 1987، 2يباشان و لوانون)، تحرك (1959

هاي بومي باشد ذرات خاك و رقابت با ميكروارگانيسم

 )2009( كاسان و همكاران ).1987باشان و همكاران، (

 Az39هاي هاي ذرت و سويا را با سويهدانه

Azospirillum brasilense و E109 japonicum 

Bradyrhizobium زني در تلقيح و جهت بررسي جوانه

به تنهايي يا در  E109و  Az39دادند. اتاقك رشد قرار 

                                                 
1- Creus 
2- Bashan & Levanony 
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زني دانه ذرت و سويا تركيب با هم باعث افزايش جوانه

زني شدند. آنها مشاهده كردند كه مقادير درصد جوانه

داري بين تيمارها نداشت. بنابراين نهايي اختلاف معني

فرض شد كه اثر افزايش در مراحل اوليه رشد ممكن 

بلكه شامل حضور تركيبات  است وابسته به باكتري نبوده

تنظيم كننده رشد منتشر شده از باكتري در محيط كشت 

 1نتايج مشابهي نيز در مطالعات جهانيان و همكاران باشد.

بر روي دانه تلقيح شده كنگر فرنگي با  )2012(

Azospirillum  وputida Pseudomonas  حاصل

زني بين داري در درصد جوانهشد كه هيچ اختلاف معني

  تيمارها مشاهده نشد.

جوانــه زنــي نيــز در اثــر تلقــيح بــا بــا كتــري   تســرع

Azospirillum طـوري كـه كمتـرين    ه، ب ـكاهش يافت

بـود كـه    AC34-III جدايهزني مربوط به سرعت جوانه

   .)2 شكل( اشتداري دبا تيمار تلقيح نشده اختلاف معني

  

  
هاي مختلف باكتري تأثير جدايه -2شكل 

Azospirillum زني بذور ر روي ميانگين سرعت جوانهب

  كلزا

  

داراي رابطـه عكـس بـا    كـه  زني شاخص مدت جوانه

كـه تيمـار شـاهد     نيز نشـان داد  باشدزني ميسرعت جوانه

   .)3 شكل(بود زني داراي حداقل مدت جوانه
  

                                                 
1- Jahanian et al. 

  
بر  Azospirillumهاي مختلف باكتري تأثير جدايه -3 شكل

  كلزا زني بذورروي ميانگين مدت جوانه
  

هاي غلات و زني دانهاز دلايل ديگر عدم جوانه

باشد. دورمانسي مي(خواب)  2حبوبات، دورمانسي

دهد كه آب و هوا اجازه ورود خارجي دانه زماني رخ مي

به دانه را نداشته و دانه موفق به جذب آب نشده و نهايتاً 

). از 1982، 3ولييبشود (زني دانه ميباعث كاهش جوانه

طور بالقوه ي كه يك دانه دورمانت ممكن است بهآنجاي

-به تمام مراحل متابوليكي مورد نياز جهت تكميل جوانه

زني دست يابد ولي هنوز به برخي دلايل ناشناخته، محور 

چه براي توسعه و امتداد يافتن با شكست طولي ريشه

ها زني مشكل است، زيرا دانهمطالعه جوانه شود.مواجه مي

كنند. طور همزمان كامل نميزني را بههپروسه جوان

تواند بسيار نامنظم باشد، بنابراين رهايي از دورمانسي مي

زني چون آستانه تحريك مورد نياز براي افزايش جوانه

). 1996، 4بردفوردطور گسترده بين هر دانه متغير است (به

ي از دورمانسي و يهمچنين اتفاقات ضروري براي رها

ي ممكن است تنها در تعدادي از زنتكميل جوانه

عنوان بهچه رخ دهد. سلولهاي مرتبط با محور طولي ريشه

هاي در حال توسعه در مثال تراكم اسيد آبسيزيك در دانه

طول مراحل اوليه رشد پايين است و در مراحل مياني 

وقتي كه ذخاير دانه در حال سنتز شدن بوده و  ،رشد

                                                 
2- Dormancy 
3- Bewley 
4- Bradford 
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ممانعت از را دارد.  بالاترين مقداريابند، كاهش مي

رشد و توسعه دانه ممكن است  مدت زمانزني در جوانه

دليل محتواي اسيد آبسيزيك داخل دانه، محيط اسمزي به

 ).1992، 1ولييبري و باحاطه كننده دانه يا هر دو باشد (

چه در جنينهاي حقيقتاً اسيد آبسيزيك از توسعه ريشه

Brassica napus اين مانع كند. بنابرجلوگيري مي

، 2اسكاپفر و پلسيشود (زني آنها ميتكميل جوانه

علاوه آناليز روابط آب محور طولي جنيني به ).1985

دهد كه نه پتانسيل اسمزي آنها و نه توانايي آنها نشان مي

-براي جذب آب، در حضور اسيد آبسيزيك مؤثر نمي

اما از شل شدن نسبي ديواره سلولي كه مرتبط با شود. 

شود. چگونگي رخ چه است، جلوگيري ميريشهتوسعه 

باشد. لازم است توجه شود دادن اين پديده ناشناخته مي

هاي كلزا غير دورمانت هستند و ممانعت از كه دانه

حضور اسيد آبسيزيك رخ  در نتيجهزني آنها تنها جوانه

  ).1992، 3دگيوري و گارلو -ليپيجدهد (مي

مطالعـات سـاير    در تحقيق حاضـر بـا توجـه بـه نتـايج     

ــت  ــين، عل ــاخص  محقق ــاهش ش ــه ك ــاي جوان ــي در ه زن

بـه قرارگيـري بـذرها در     توانميتيمارهاي تلقيح شده را 

ها ارتباط داد. در واقع محيط محلول سوسپانسيون باكتري

بـراي تهيـه سوسپانسـيون     مورد استفاده كشت مايع مغذي

 ايجـاد  باعث ،4هدايت الكتريكي بدليل دارا بودنباكتري 

شده، در نتيجـه آب كمتـري    تانسيل اسمزي پيرامون دانهپ

جهـت   . بنـابراين به بذرها در مقايسه با شاهد رسيده اسـت 

زمـان بيشـتري   كـه   شـود پيشنهاد ميكسب نتايج مطلوب، 

همچنين مقايسه  .در نظر گرفته شودزني بذرها براي جوانه

اي جوانه زنـي  هو نتايج حاصله از شاخص 1نتايج جدول 

، بـالاتر  اكسـين  مولـد هورمـون  دهـد كـه جدايـه    نشان مي

به خود اختصاص داده است. زني را بيشترين درصد جوانه

عنـوان بهتـرين   را بـه  AC43-IIIتوان جدايـه  ميبنابراين 

  معرفي نمود.تيمار 

                                                 
1- Berry & Bewley 
2- Schopfer & Placy 
3- LePage-Degivry & Garello 
4-  Electrical conductivity (EC) 

 
  تشكر و قدرداني

هاي بيولـوژي و شـيمي   از كاركنان محترم آزمايشگاه

اورزي بخش آب و خاك مركز تحقيقات كش ـدر خاك 

ويژه خـانم مهنـدس مـريم    و منابع طبيعي استان گلستان به

ــدس     ــانم مهن ــبطي، خ ــريم س ــدس م ــانم مهن ــان، خ غزائي

يغمايي، خـانم مسـگر و خـانم عبـداللهي در اجـراي ايـن       

  .تحقيق كمال تشكر را دارم
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