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 چکیده
مل سنجش احیا استیلن، بکارگیری شا عمدتاً بیولوژیک نیتروژن وجود دارد کهگیری تثبیت های مختلفی برای اندازهروش

ها متفاوت است، ولی مقدور نبودن باشند. دقت و حساسیت این روشنیتروژن می دار و روش اختلافنیتروژن نشان
ی مقدار تثبیت نیتروژن تر برای ارزیابهای سادهنماید که از روشها ایجاب میها در همه آزمایشگاهبعضی از این روش

باکتری  ایهبیت نیتروژن تعدادی جددر این تحقیق میزان تثها دقت کمتری دارند. استفاده نمود، هرچند برخی از این روش
مایش جدایه باکتریایی برای انجام آز 22به روش کجلدال مورد آزمایش قرار گرفت. تعداد  ازتوباکتراز جمله جنس 

های تثبیت نیتروژن در کشت کشت داده شده و LGی مورد آزمون در محیط کشت جامد و مایع هااستفاده شدند. جدایه
 کشتهای رشد یافته بر محیط ل از هضم، تقطیر و تیتراسیون )کجلدال( نمونهگیری شد. نتایج حاصجامد و مایع اندازه

 64/258و  10/261ر با به ترتیب براب 14SP2-1و  14SP-Шهای ترین میزان تثبیت نیتروژن در جدایهبیشجامد نشان داد 

لیتر به در میلی میکروگرم 80، برابر با 14SP-Ιنشست محیط کشت مایع در جدایه میکروگرم بر گرم محیط کشت و در ته
و  Ι-SP14های در جدایهیتروژن ترین میزان ندست آمد. نتایج حاصل از محیط کشت مایع و جامد بیانگر این است که بیش

14SP2-1  35 سودوموناس ،ازتوباکترکروکوکوممتعلق بهSP-2 14 اکروموباکتر، وSP-Ш باشد. نتایج به دست آمده در می
برای  استفاده از این روش ،رسدمی ( را نشان داد. به نظرr=69/0**هر دو محیط کشت جامد و مایع همبستگی بالایی )

های مورد آزمون تواند مورد استفاده قرار گیرد و از میان جدایههای کارآمد در تثبیت نیتروژن میغربالگری باکتری
ای ای و مزرعههای گلخانهرا برای انجام آزمایش 44SP-2و  14SP-Ι ،14SP-Ш ،14SP2-1 ،35SP-2های توان سویهمی

 پیشنهاد نمود.
 

 روش اختلاف، محیط فاقد نیتروژن تثبیت نیتروژن،، ازتوباکتر های کلیدی:واژه
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Abstract 
There are different methods for evaluation of the biological nitrogen fixation, which they are mainly 

included acetylene reduction assay, labeled nitrogen and nitrogen difference methods. Accuracy and 

sensitivity of these methods are different, but applying of some of these methods isn’t possible in all 

laboratories, so it cause the use of less accurate methods for evaluation of the nitrogen fixing 

content. Therefore, this article was aimed to investigate the content of nitrogen fixation (NF) of 

some bacteria isolates including Azotobacter using the Kjeldahl method. A total of 22 bacteria 

isolates were used and evaluated. The isolates were cultured in solid and liquid LG media and the 

content of the nitrogen fixation was measured in solid and pellet of liquid culture. According to the 

results of digestion, distillation and titration (Kjeldahl) of the cultured sample in the solid medium, 

the maximum nitrogen-fixation content 261.10 and 258.64 µg/g were found in 14SP- Ш and 

14SP2-1, respectively. The highest nitrogen-fixation content in liquid culture medium was obtained 

in 14SP-I (80 µg/ml). The results of liquid and solid culture media indicated that the maximum 

nitrogen in14SP-I and 14SP2-1 isolates belonged to the Azotobacter chroococcum, Pseudomonas 

35SP-2, and Achromobacter 14SP- Ш. The results of NF in both solid and liquid cultures showed a 

good correlation (r=0.69**). It seems that the method can be used for screening the efficient nitrogen 

fixing bacteria, although this is not so a precise method. 14SP-Ι, 14SP-Ш, 14SP2-1, 35SP-2 and 

44SP-2 strains can be suggested among the isolates for the greenhouse and farm experiments.   
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 مقدمه
کند، به به دلیل هدفی که کشاورزی پایدار دنبال می

ای های کارآمد و مفید خاک توجه ویژهارگانیسممیکرو
ترین مسأله در استفاده حداکثر از مزایای شود و مهممی

نام باشد )بیمی 1PGPR، انتخاب سویه موثر این فناوری
-شناسایی این پتانسیل میکروبی در خاک و به (.2005

کارگیری آن در قالب کودهای زیستی در کشورهای 
ورد. در ایران نیز در قالب کارهای خمختلف به چشم می

ها تحقیقاتی، جداسازی و شناسایی این گروه از باکتری
توسط محققان مختلف انجام شده است اما تعداد محدود 

ها به صورت کودهای زیستی شماری از آنو انگشت

                                                           
1 Plant growth promoting rhizobacteria 

اند )ساریخانی و درآمده و مورد استفاده قرار گرفته
ز، نیتروژن ماده در کشاورزی امرو (.1394مرادی 

غذایی محدودکننده برای رشد و عملکرد محصولات 
زراعی است و نیتروژنی که به شکل گازی در هوا 
وجود دارد برای گیاهان قابل استفاده نیست )دوبرینر 

(. این عنصر برای گیاهان 1986، دیکسون و ویلر 1997
شود از طریق تثبیت زیستی نیتروژن قابل دسترس می

آزوتروف انجام های دیی از باکتریکه توسط بعض
های (. از میان باکتری1998گیرد )دوبرینر و بلدانی می

 هایی که متعلق به جنسکننده نیتروژن آنآزادزی تثبیت

کنند و به هستند، نقش قابل توجهی ایفا میازتوباکتر 
 طور گسترده 
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های مختلف مانند خاک، آب و رسوبات پراکنده در مکان
 تثبیت به قادرازتوباکتر . )1984پالرونی اند )شده

-می و بوده همزیستغیر صورت به مولکولی نیتروژن

 هر ازاء به را مولکولی نیتروژن گرممیلی 10 حداقل تواند

نماید  تثبیت گلوکز( معمولاً) مصرفی کربوهیدرات از گرم
 (. 1986)نارولا و کوپتا 

تثبیت گیری میزان های مختلفی برای اندازهروش
، 2(ARAنیتروژن وجود دارد که سنجش احیای استیلن )

( و روش اختلاف N15دار )استفاده از ایزوتوپ نشان
باشند )ساریبی ها میاز جمله این روش 3مقدار نیتروژن

(. دقت و حساسیت این 2006، دالتون و کرامر 2003
های مورد نیاز ها متفاوت است و ابراز و دستگاهروش

هایی نظیر گیری آنها متفاوت است. روشبرای اندازه
احیا استیلن یا ایزوتوپ نشاندار دارای حساسیت و دقت 
بالاتری هستند اما شاید در هر آزمایشگاهی در 
دسترس نباشند. روش اختلاف نیتروژن که مبتنی بر 

های مورد آزمایش گیری مقادیر نیتروژن در نمونهاندازه
رد استفاده قرار در مقایسه با شاهد است، نیز مو

های گیرد که قابلیت انجام آن در مقایسه با روشمی
(. 2006نام تر است )بیتر و دردسترسالذکر سادهفوق

( برای سنجش توان تثبیت 1386متقی و همکاران )
، روش رایزوبیومبردینیتروژن در سه سویه باکتری 

ترین و معتبرترین ایزوتوپی را که دقیق سازیرقیق
محصول باشد، در همزیستی با دو رقم پرروش می

سویا مورد استفاده قرار دادند. شکری و همکاران 
های تثبیت کننده های مختلف باکتری( سویه1390)

، ریزوبیوم، باسیلوسپِنی، آگروباکتریومنیتروژن شامل 
را از ریشه و خاک  ازتوباکترو  اکسیتوکا کلبسیلا 

د، شنبلیله، نخو اطراف ریشه گیاهان مختلف از جمله
عدس، یونجه، لوبیا، گندم و برنج جداسازی کردند. 

ها در دو محیط کشت بدون منبع سپس از هر کدام ازآن
نیتروژن )ازتوباکتر براث( با دو منبع مختلف قندی 
شامل مانیتول و ساکاروز کشت دادند و بعد از یک هفته 

ها توسط معرف نسلر مورد تولید آمونیاک را در آن
سی قرار دادند. در مرحله آخر، تولید آمونیاک در برر

                                                           
2 Acetylene reduction assay 
3 Difference method 

واکنش تثبیت نیتروژن با تولید آمونیاک طی فرایند 
کننده های غیرتثبیتآمونیفیکاسیون )توسط باکتری

نیتروژن( با یکدیگر مقایسه شدند. نتایج نشان داد از 
سویه  7سویه جداسازی شده، فقط  35میان 

نیاک طی فرآیند تثبیت قادر به تولید آمو باسیلوسپِنی
نیتروژن بودند. مقایسه تولید آمونیاک در فرآیند 
آمونیفیکاسیون و فرآیند تثبیت نیتروژن توسط این 

تر و به مقدار بیشنشان داد که تولید آمونیاک باکتری 
 شود. تری توسط آن انجام میبرای مدت طولانی

روش اختلاف که در واقع مبتنی بر میزان نیتروژن 
کننده موجود در بافت گیاهان تلقیح شده با باکتری تثبیت

نیتروژن و بافت گیاهی تیمار شاهد )بدون تلقیح( 
باشد، حتی با وجود دقت کمتر، به علت دسترسی می

ها که با و قابلیت انجام در اغلب آزمایشگاهتر بیش
پذیرد، مورد گیری از روش کجلدال صورت میبهره

شیوه کارایی تثبیت نیتروژن که استفاده است. در این 
دهنده تفاوت میزان نیتروژن در تیمار در واقع نشان

باشد قابل باکتری نسبت به تیمارهای کودی و شاهد می
دستورالعمل جدید کنترل کیفی گیری است و طبق اندازه

های های تأیید باکتریکودهای زیستی یکی از ملاک
ستی نیتروژنی، کننده نیتروژن به عنوان کود زیتثبیت

باشد )خاوازی می %70دارا بودن کارایی تثبیت بیش از 
گیری از تعیین مقدار همین روش با بهره(. 1386

نیتروژن در بیوماس میکروبی بعد از کشت در 
های عاری از نیتروژن بدون حضور گیاه نیز قابل محیط

کانیموژی و پانیرسلوام که انجام است، به صورتی
میکروکجلدال توانایی تثبیت برخی به روش  (2010)

کننده نیتروژن را مشخص ساختند. های تثبیتجدایه
( فعالیت 1998اسپارزا و همکاران )-مسکاروا

 6/17را در دامنه  آزوسپیریلومهای نیتروژنازی جدایه
( گزارش کردند. هاتلا و h1-ml 4H2nmol C-1) 6/49تا 

ترین میزان فعالیت نیتروژنازی را ( بیش1983همکاران )
و  پنومونیا کلبسیلاو در  %10 آگلومرانز اشریشیادر 

در محیط کشت نیمه جامد  %50 لیپوفروم آزوسپیریلوم
 فاقد نیتروژن همراه با مالات یا ساکارز گزارش کردند. 

چنین به ان و همبه علت اهمیت تغذیه نیتروژن در گیاه
جهت جدی بودن خطرات مصرف کودهای شیمیایی 
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های بیولوژیک برای محیط زیست، استفاده از روش
برای تأمین نیاز غذایی گیاهان و در عین حال حفظ 
عملکرد قابل قبول از علل لزوم انجام مطالعات در زمینه 
توان ریزجانداران برای تأمین نیازهای گیاهی 

از طرفی به علت عدم  .باشدیخصوص نیتروژن مبه
های مورد مشخص بودن توان تثبیت نیتروژن باکتری

این آزمایش با هدف بررسی استفاده در این تحقیق، 
ها به روش میزان تثبیت نیتروژن تعدادی از باکتری

ها برای معرفی به کجلدال جهت بررسی اولیه آن
های بعدی انجام گرفت. بدین منظور از دو آزمایش

ها و تعیین جهت کشت باکتری LGط جامد و مایع محی
 میزان نیتروژن تثبیت شده استفاده شد.

 
 هامواد و روش

 های مورد استفاده باکتری
جدایه باکتریایی مختلف حاصل از  22آزمایشدر این 

مورد استفاده  ازتوباکترهای اختصاصی محیط کشت
های مورد استفاده در این قرار گرفت. مشخصات جدایه

آمده است.  1آزمایش از نظر جنس و گونه در جدول 

 
ها به روش مولکولی انجام مورد استفاده در آزمایش که شناسایی آن کتریهای بامشخصات جنس و گونه جدایه  -1 جدول

 .گرفته است
 نام باکتری  های باکتریائیجدایه      نام باکتری های باکتریائیجدایه

2SP-5 Beijerinckia sp. 14SP-Ι Azotobacter chroococcum 

3A-1 Klebsiella oxytoca 14SP2-1 Azotobacter chroococcum 

4A-1 Klebsiella oxytoca 35SP-2 Pseudomonas sp. 

12A-3 Rhizobium sp. 14A-4 Pseudomonas sp. 

16SP7-2 Pseudomonas sp. 16SP-2 Azotobacter chroococcum 

22SP-1 Agrobacterium sp. S19-1 Pseudomonas sp. 

24A-1 Pseudomonas sp. 44A-4s Citrobacter sp. 

34SP-III Pseudomonas sp. 44SP-2 Azotobacter chroococcum 

35A Alcaligenese sp. 47A1-3 Klebsiella sp. 

37SP Sphingomonas sp. 14SP-III Achromobacter sp. 

43SP-2 Beijerinckia sp. 44A-4z Microbacterium sp. 

     

ها از بانک میکروبی گروه علوم و مهندسی خاک باکتری
های مورد استفاده از دانشگاه تبریز تأمین شدند. جدایه

سه استان آذربایجان شرقی، اردبیل و گیلان از خاکهای 
ریزوسفری و غیرریزسفری تحت کشت گیاهان گندم، 
جو، برنج، ذرت، پوشش مرتعی و گیاهان لگوم از قبیل 

اند )ابراهیمی و اسازی شدهیونجه، لوبیا و عدس جد
گفتنی است که همکاران، اطلاعات منتشر نشده(. 

 روش از های فوقباکتری سازیخالص و جداسازی
تهیه  یا ،(soil paste–plate) پلیت در خاک خمیره تهیه

)نظیر  نیتروژن فاقد حداقل محیط در سری رقت و کشت

LG ،Jensen  وWinogradsky انجام گرفته است )
تهیه کلکسیون جداسازی و (. 2004نتی و همکاران آکیلا)

ها بیشتر بر اساس فنوتیپ مورد انتظار باکتریاولیه این 
صورت گرفته و توجه به ازتوباکتر های از باکتری

 پهن، نرم، هایخصوصیات ظاهری کلنی از قبیل کلنی
تولید رنگیزه، تولید یا  موکوئیدی و شیری یا شفاف

کیست ملاک انتخاب بوده است ساکارید و تولید پلی
 (. 2008)موتسارا و روی 

 گیری میزان تثبیت نیتروژناندازه
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ها در گیری میزان تثبیت نیتروژن باکتریبرای اندازه
ها در محیط کشت جامد و مایع، ابتدا کشت شبانه جدایه

مایع  LGمایع انجام گرفت. سپس در محیط  NBمحیط 
( کشت شد )صفری سنجانی و 2جامد )جدول  LGو 

یا  Lawn، کشت LG(. در محیط جامد 1389همکاران 
 8چمنی انجام شد تا رشد میکروبی در کل سطح پلیت 

روز از کشت  7بعد از گذشت  متری ظاهر شود.سانتی
، از محیط کشت LGها در محیط جامد و مایع جدایه

مل هضم حاوی رشد میکروبی برای ادامه آزمایش و ع
استفاده شد. برای انجام آزمایش در محیط کشت مایع 

دقیقه سانتریفیوژ  5به مدت  5000ها در دور ابتدا محیط

شدند و میزان تثبیت نیتروژن در دو بخش روشناور و 
گیری قرار گرفت. مورد اندازهنشست به طور مجزا ته

بدون  LGلازم به ذکر است که محیط جامد و مایع 
یکروبی به عنوان کنترل منفی یا شاهد نیز انجام کشت م

  در آزمایش در نظر گرفته شد.
های جامد و گیری نیتروژن در کشتبرای اندازه

های مایع از روش نشین شده کشتچنین بخش تههم
کجلدال و برای بخش روشناور محیط کشت مایع از 

اصغرزاد ، علی1988سود )رامپ و کریست -روش فنل
 د. ( استفاده ش1389

 
 .LGاجزای محیط کشت  -2جدول

 (g L-1مقدار مورد نیاز ) اجزای محیط کشت

 20 ساکارز
4HPO2K 05/0 
4PO2KH 15/0 

O2.7H4MgSO 2/0 
3CaCO 1 
2CaCl 01/0 
2FeCl 01/0 

O2.4H4MoO2Na 002/0 
 15 آگار

 گیری میزان نیتروژنروش کجلدال برای اندازه

در مورد کشت جامد میکروبی، یک چهارم پلیت با رشد 
میکروبی تقریباً یکنواخت و در مورد محیط کشت مایع 

ها مورد استفاده نشست باکتری پس از توزین نمونهته
ها بر اساس وزن مرطوب گیریقرار گرفت. اندازه

ها به روش تر سپس نمونهها انجام گرفت. نمونه
ها عصاره ،سوزانی هضم شدند. در مرحله پایانی هضم

ها به رنگ سبز روشن بودند. پس از خنک شدن، عصاره
تقطیر شده و سپس با اسیدسولفوریک تیتر شدند 

 (.1994، راول 1989ن )والینگ و همکارا

 

 

 
 گیری نیتروژن کلسود برای اندازه -روش فنل

با توجه به اینکه میزان نیتروژن موجود در روشناور 
ها بسیار اندک بوده و به روش کشت مایع باکتری
سود برای -گیری نبود، از روش فنلکجلدال قابل اندازه

 30تعیین آن بهره برده شد. به این صورت که به 
گرم کاتالیزور )مخلوط  5/0یتر محلول روشناور، لمیلی

لیتر میلی 5لیتر اتانول و سپس میلی 3ها(، سولفات
سولفوریک غلیظ اضافه شد و بقیه مراحل هضم تا اسید

درجه سلسیوس و ظهور رنگ سبز  380افزایش دما به 
روشن روی بلوک هضم ادامه یافت. پس از سرد شدن 

لیتر میلی 50قطر به ها با آب محجم نهایی عصاره
(. سپس از روش 1988رسانده شد )رامپ و کریست 

سود برای اندازه گیری نیتروژن استفاده شد که  -فنل
  1000( mg L-1برای این کار در ابتدا محلول استاندارد )

گرم کلرید آمونیوم در یک  821/3آمونیوم، با حل کردن 
این محلول لیتر آب مقطر تهیه شد و سپس با استفاده از 
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( و سپس mg L10-1اولیه، محلول استاندارد ثانویه )
تهیه شد.  (mg L-1) 5های استاندارد کاری صفر تا محلول

و  %1برای انجام این روش محلول هیپوکلریت سدیم 
 سود طبق روش زیر تهیه شد: -محلول فنل

گرم فنل را در مقدار کمی  5/62برای تهیه محلول فنل، 
لیتر استن اضافه نموده میلی 20پس اتانول حل کرده س

لیتر رسانده شد. محلول میلی 100و با اتانول به حجم 
لیتر آب میلی 100در  NaOHگرم  27سود نیز از انحلال 

سود از آمیختن  –مقطر به دست آمد. سپس محلول فنل 
لیتر محلول سود و میلی 20لیتر محلول فنل و میلی 20
دست لیتر عصاره بهمیلی 25لیتر آب تهیه شد. میلی 60

آمده از هضم بخش روشناور )حاصل از رسوب 
 100مایع( به داخل بالن  LGباکتری در محیط 

 -لیتر محلول فنلمیلی 2لیتری انتقال یافت و به آن میلی
لیتر محلول هیپوکلریت سدیم میلی 3سود و بلافاصله 

دقیقه به حال  90اضافه شد، مخلوط حاصل به مدت  1%
گذاشته شد تا تشکیل رنگ آبی تکمیل گردد. سپس  خود

 nm630موج  های رنگی در طولمقدار جذب محلول
توسط دستگاه اسپکتروفتومتر قرائت شد. با رسم 

های استاندارد، غلظت نمودار کالیبراسیون برای محلول
ها به دست آمد. روش فوق با تغییراتی از روش نمونه
نام ، بی1389اصغرزاد لی)ع آزاوره گیری فعالیتاندازه
 ( انجام شد.2000

 طرح آماری 

 22تیمار آزمایشی ) 23این آزمایش با در نظر گرفتن 
تیمار باکتریایی و یک تیمار شاهد بدون تلقیح میکروبی( 

کاملًا  انجام شد. طرح آزمایشی مورد استفاده، طرح
تکرار بود. تجزیه و تحلیل  3تصادفی با در نظر گرفتن 

و  MSTATCافزار ها با استفاده از نرمآماری داده
آزمون دانکن در سطح ها با استفاده از مقایسه میانگین

 انجام گرفت. %5احتمال 
 

 نتایج
 میزان تثبیت نیتروژن در محیط کشت جامد

(، میزان 3)جدول با توجه به جدول تجزیه واریانس 
ها در محیط کشت جامد فاقد تثبیت نیتروژن باکتری

های ، تحت تأثیر جدایه%1نیتروژن در سطح احتمال 
میانگین نشان  هایباکتریایی قرار گرفت. نتایج مقایسه

روز، در  7ترین میزان تثبیت نیتروژن در طول بیشداد 
به ترتیب برابر با  14SP2-1و  14SP-Шهای جدایه

( بوده که باهم در یک گروه µg g-1) 64/258و  10/261
برابری نسبت به شاهد،  3/6آماری هستند اما با اختلاف 

های جدایه باشند.دار میدارای اختلاف آماری معنی
44SP-2 ،35SP-2  14وSP-Ι های بعدی قرار نیز در رتبه

گرفتند که باهم در یک گروه آماری هستند. کمترین 
مشاهده  A3-1( در جدایه g µg-1) 77/18میانگین تثبیت 

نسبت به شاهد دارای اختلاف  %97/53شد که با کاهش 
 (.1دار با آن است )شکل آماری معنی

 

 
 

 .LG جامد و مایع کشت محیط در باکتری هایجدایه نیتروژن تثبیت میزان واریانس تجزیه -3 جدول
 درجه میانگین مربعات

 آزادی

 
 منابع تغییر

 کشت مایع تثبیت نیتروژن در محیط تثبیت نیتروژن در محیط کشت جامد

 تیمار 22 286/0** 310/0**

 خطای آزمایشی 46 009/0 077/0

 )%(ضریب تغییرات   48/3 46/4

 %1دار در سطح معنی **
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 .LGهای باکتری در محیط کشت جامد میزان تثبیت نیتروژن جدایه -1شکل 

 
 میزان تثبیت نیتروژن در محیط کشت مایع

که به  ،LGنشین شده محیط کشت مایع در بخش ته
روش کجلدال مورد آزمایش قرار گرفت، نتایج تجزیه 

های باکتری در ( نشان داد که جدایه3واریانس )جدول 
از نظر تثبیت نیتروژن با هم تفاوت  %1سطح احتمال 
نشست برای بیان مقدار بخش ته در آماری دارند.

ترین میزان استفاده شد. بیش µg ml-1نیتروژن از واحد 
بوده که ( µg ml-1) 80و برابر با  Ι-SP14یه تثبیت در جدا

دار با اختلاف آماری معنیبرابری،  2/13با افزایش 
و  14SP2-1  ،35SP-2های شاهد داشت. پس از آن جدایه

14SP-Ш  مقادیر بالایی از تثبیت نیتروژن را به خود
دار اند که با شاهد اختلاف آماری معنیاختصاص داده

تثبیت نیتروژن در شاهد و جدایه  داشتند. کمترین میزان
1-19S  4/8دیده شد که برابر با (1-µg mlمی ) شکل باشد(
2.) 
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 .LGهای باکتری در محیط کشت مایع میزان تثبیت نیتروژن جدایه -2شکل 

 
نیتروژن در روشناور محیط اما بررسی میزان تثبیت 

سود انجام شد، نشان داد  -کشت مایع که به روش فنل
در بخش روشناور میزان نیتروژن موجود قابل 

های مورد ای که نمونهگیری نیست. به گونهاندازه
نداشته و در طی  آزمایش هیچ گونه تغییر رنگی

-سنجی مقدار صفر قرائت گردید. در روش فنلرنگ
اسی به مقادیر کم آمونیم است، در سود که روش حس

حضور نیتروژن آمونیمی شاهد تشکیل رنگ آبی 
 خواهیم بود.

 
 بحث

گیری شده در روش بالا بودن میزان نیتروژن اندازه
های فوق نشان از کارایی بالاتر تثبیت نیتروژن جدایه

ها مشخص باشد. پس از بررسی این جدایهمنتخب می
ای شیشههای درونر کشتهایی که دتر جدایهشد بیش

اند که بوده ازتوباکتر کروکوکوماند، نتایج بهتری داشته
های هستند اما جدایه 14SP-Ι ،14SP2-1 ،44SP-2شامل 

14SP-Ш  35وSP-2  با وجود اینکه به ترتیب متعلق به
هستند، توان تثبیت  سودوموناسو  آکروموباکترجنس 

ها آزوتروفدی نیتروژن بالایی از خود نشان دادند.
ها هستند که فقط شامل طیف وسیعی از باکتری

، ازتوباکترهای این گروه ترین باکتریترین و فراوانمهم
های باکتریباشد. می آزوسپیریلومو  سودموناس

آزوارکوس، استوباکتر، انتروباکتر، بیجرینکیا، 
-آزوتروفجز دی و غیره باسیلوسپنی وهرباسپریلوم 

( و نتایج 2007، پائول 1392)خسروی باشند ها می
اما تفاوت در نتایج  باشد.آزمایش گویای این مسأله می
های مایع و جامد که نشان به دست آمده از محیط کشت

از بالا بودن میزان تثبیت نیتروژن در محیط کشت جامد 
ها و تولید تر باکتریتواند مربوط به رشد بیشدارد، می

باشد که این خود به دلیل  بیوماس میکروبی بالاتر
های مورد آزمایش با محیط تر باکتریسازگاری بیش

تری نیتروژن کشت جامد است که توانسته میزان بیش
در بیوماس خود تثبیت نماید. دلیل دیگر تفاوت را باید 
در واحدهای انتخاب شده برای بیان مقدار نیتروژن 

(. به lµg m-1 در مقابل µg g-1تثبیت شده جستجو نمود )
رسد برای اینکه نتایج این دو محیط کشت را نظر می

تر با هم دانست، حجم محیط کشت به کار قابل مقایسه
رفته در کشت جامد و مایع برای یک باکتری مشخص 

با توجه اندازه باشد هرچند بایستی کاملاً یکسان و یک
به نتایج همبستگی، بین میزان تثبیت نیتروژن در دو 

داری همبستگی مثبت و معنیمایع و جامد محیط کشت 
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(**69/0= r )دار . همبستگی مثبت و معنیوجود داشت
بین نتایج حاصل از محیط کشت جامد و مایع حاکی از 

ها و میزان تثبیت باشد که رشد باکتریاین موضوع می
ها در دو محیط، همسو بوده اما در دو محیط کشت آن

 مایع و جامد متفاوت است. 
های تعیین میزان تثبیت نیتروژن متفاوت بوده که روش

گردد. به بر اساس شرایط و امکانات موجود انتخاب می
عنوان مثال روش سنتی برای برآورد تثبیت زیستی 
نیتروژن، روش افزایش رشد در محیط کشت فاقد 

باشد که یک روش چشمی بوده و در نیتروژن می
خته شده یا گذشته منجر به تحقیقات روی عوامل شنا

مدعی تثبیت نیتروژن شده است. روش اختلاف مقدار 
 %1نیتروژن یک روش کمی بوده ولی افزایش کمتر از 

های یکنواخت در نیتروژن کل را با وجود نمونه
( روش 1979تواند برآورد کند )باریس و ویلسون نمی

دار یک روش کمی و بسیار دقیق از ایزوتوپ نشان
بوده و مقدار قطعی از تثبیت را در مقدار تثبیت نیتروژن 

(. روش 1999دهد )سیلویا و همکاران اختیار قرار می
های بسیار احیای استیلن به اتیلن نیز از جمله روش

باشد اما نیازمند دستگاه سریع، دقیق و راحت می
کروماتوگرافی گازی است که شاید در هر آزمایشگاهی 

العات در این هایی از مطدر دسترس نباشد. به نمونه
ای مطالعهدر شود. های مختلف اشاره میزمینه با روش

( توانایی تثبیت نیتروژن 2010کانیموژی و پانیرسلوام )
را به وسیله روش میکروکجلدال در محیط  آزوسپیریلوم

جامد فاقد نیتروژن همراه مالات مورد کشت نیمه
ایزوله مورد آزمایش،  30سنجش قرار دادند. از بین 

دامنه  جدایه قادر به تثبیت نیتروژن بودند که 28 فقط
( mgN g-1) 6/15تا  3/3ها از توانایی تثبیت نیتروژن آن

ایزوله قادر به تولید  10ها فقط و در بین آنمتغیر بود 
های . باکتریترین مقدار نیتروژن بودندبیش

باشند و توان تثبیت های همیار میباکتری آزوسپیریلوم
تری از ازتوباکترهای آزادزی دارند. از نیتروژن بالا

تر از کجلدال بوده و با طرفی روش میکروکجلدال دقیق
دهد. لذا تری نتیجه را به دست میحساسیت بیش

ترین دلیل اختلاف مقادیر حاصل از آزمایش فوق و مهم
باشد. ها میآزمایش مدنظر همین تفاوت جنس باکتری

تثبیت نیتروژن  ( توانایی1386رجایی و همکاران )
مورد بررسی قرار  ازتوباکترجدایه  63مولکولی را در 

جدایه این  34ها نشان داد که دادند، نتایج پژوهش آن
 nmol) 3/8توانایی را داشتند و بالاترین میزان آن را 

1-h 4H2C( گزارش نمودند. تجرا و همکاران )2005 )
را  ازتوباکتر کروکوکوممقدار تثبیت نیتروژن توسط 

( گزارش نمودند. h 4H2nmol C-1) 5/329تا  6/79بین  
را از  ازتوباکترجدایه  43( 1395بهروز و همکاران )

جداسازی کردند. برای های سطح استان گلستان خاک
ها در محیط کشت مایع فاقد انجام آزمایش باکتری

وینوگرادسکی کشت داده شد. سپس به منظور نیتروژن 
تروژن مولکولی از روش احیای بررسی توان تثبیت نی

 استیلن و دستگاه کروماتوگرافی گازی استفاده شد. در
 روشبا استفاده از  یتروژنازن یمآنز یتفعال گیریاندازه
 یایباعث اح هاجدایه یتمام که رفتمی انتظار اخیر،

را  یتتثب یلپتانس هایهاز جدا یشوند، اما تعداد یلناست
است که تمام  یدر حال یناز خود بروز ندادند. ا

 یتروژنفاقد منبع ن یطمح یکدر  ازتوباکتر هاییهجدا
بودند. به نظر میرسد  قادر به رشد یومیو آمون یتراتین

مقادیر اندک تثبیت توسط باکتریها با این شیوه قابل 
های ناخواسته سنجش نبوده است یا وجود ناخالصی

محیط  نیتروژنی در محیط کشت، عامل رشد باکتریها در
کشت و تامین نیتروژن برای رشد باکتریها بوده است. 

ترین میزان تثبیت نتیجه آزمایش نشان داد بیش
بیابانی  بوده است.( h 4H2nmol C-1) 276نیتروژن 

و مخلوط دو  Bacillus polymixa 42های ( باکتری1387)
( را از .Arthrobacter sp + Xanthomonas spباکتری )

به عنوان کاراترین کننده نیتروژن تثبیتباکتری  42بین 
کننده در آزمایش معرفی و توان تثبیت های تثبیتباکتری

4H2nmol C 10-) 2/1و  6/0ها را به ترتیب نیتروژن آن

1-cell h6( گزارش کردند. کیزیلکایا )با بررسی 2009 )
در محیط کشت )از  ازتوباکترظرفیت تثبیت نیتروژن 

ترکیه( گزارش داد که مقدار  های شمال آناتولیخاک
 mg) 24/10و میانگین  45/29تا  5/3تثبیت نیتروژن بین 

1-L)  در محیط کشت بوده است. مقایسه آزمایش
های مورد استفاده کیزیلکایا و نتایج حاصل از باکتری

در آزمایش حاضر که در محیط کشت مایع مورد 
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وژن دهد میزان تثبیت نیتربررسی قرار گرفتند، نشان می
و  4/8های مورد آزمایش در محدوده کل باکتری بین
80 (1-mg L )ازتوباکتر ترین میزان تثبیت در بوده و بیش

بوده است. اما میانگین تثبیت نیتروژن بین  کروکوکوم
mg L-) 58/41در محیط کشت مایع  ازتوباکترهای جدایه

حاصل شد. ( µg g-1)99/167و در محیط کشت جامد ( 1
نتایج آزمایشات و مقادیر نیتروژن تثبیت شده تفاوت در 

توان به گونه باکتریها، نوع محیط سنجش، مدت را می
های مورد استفاده در زمان سنجش و بعضاً روش

 تعیین کارایی باکتریها نسبت داد.
 گیری کلینتیجه

های هدف از این آزمایش تعیین برتری نسبی باکتری
تا  ای بود،شیشهدرونکننده نیتروژن در شرایط تثبیت

های با توان تثبیت نیتروژن ضمن غربال و انتخاب جدایه
های گلدانی و در انجام آزمایشهای کارآمدتر بالا، جدایه

ای استفاده شوند. هر چند روش کجلدال دقت مزرعه
هزینه بوده و برای  کم و بالایی ندارد اما روش ساده

روژن خیلی هایی که توان تثبیت نیتانتخاب باکتری
تواند کارآمد باشد. ها دارند، میبالاتری از بقیه جدایه

ای شیشههای دروننتیجه به دست آمده از آزمایش
-14SP-Ι ،14SP-Ш ،14SP2-1 ،35SPهای نشان داد جدایه

شرایط بهتری از نظر توان تثبیت نیتروژن  44SP-2و  2
دم ها از نظر ایمنی و عدارند و در صورت تأیید باکتری

های گلدانی یا ، برای انجام آزمایشهازایی آنبیماری
  شوند.پیشنهاد می ایمزرعه
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