
 
ها در افزايش نيتروژن  سازي پوسته زيستي خاك از طريق تلقيح و تحريك باكتري نقش غني

 خاك حساس به فرسايش

 
 4بهروز زارعي داركي - *3حميدرضا صادقي دسي – 2مهدي همايي - 1حسين خيرفام

  14/02/1395: تاريخ دريافت
 04/07/1395: تاريخ پذيرش

 
  چكيده

سـازي   امروزه غنـي . باشد ز عوامل مؤثر در افزايش كيفيت و كاهش هدررفت خاك ميهاي زيستي خاك ا هاي شيميايي و فيزيكي پوسته بهبود مؤلفه
بـر ايـن   . كاري زيستي و مؤثر در علوم حفاظت خاك مطرح شده است عنوان راه هاي زيستي خاك مبتني بر تلقيح و يا تحريك ريزجاندارن خاك به پوسته

سـازي مـواد    هـا بـا غنـي    چنين تلقيح تركيبي بـاكتري  سازي مواد غذايي و هم ها و غني  اساس پژوهش حاضر با هدف بررسي نقش تلقيح جداگانه باكتري
ها  خاك كرت. ريزي شد هاي كوچك برنامه هاي شيميايي كيفيت خاك، در مقياس كرت ترين مؤلفه عنوان يكي از مهم غذايي بر تغييرات نيتروژن خاك به

همراه مـاده محـرّك غـذايي بـه تيمارهـاي       ؤثر در تثبيت نيتروژن از خاك منطقه جداسازي، و بههاي م باكتري. ي حساس به فرسايش تهيه شد از منطقه
گيـري   هاي زماني هفت يا هشت روزه انـدازه  روزه بين تلقيح تا انتهاي آزمايش، در فاصله 60مقادير نيتروژن خاك در بازه زماني . تعريف شده تلقيح شدند

در تيمـار تلقـيح بـاكتري،    . نيتروژن كـل خـاك در تيمارهـاي مطالعـاتي بـود     ) p>05/0(دار  اكي از افزايش معنيهاي آماري ح نتايج تجزيه و تحليل. شد
، 148ترتيـب   به) p>05/0(دار  صورت معني سازي مواد غذايي، ميزان تثبيت نيتروژن بعد از يك ماه به همراه غني سازي مواد غذايي و تلقيح باكتري به غني
در نهايت پس از دو ماه مقـدار  . چنين بعد از يك ماه ميزان نيتروژن خاك شروع به كاهش كرد هم. ه تيمار شاهد افزايش يافتدرصد نسبت ب 284و  110

ترتيـب   به) p>01/0(دار  صورت معني سازي مواد غذايي به نيتروژن خاك در تيمارها ثابت شده و مقدار آن در تيمار تلقيح جداگانه باكتري و تركيب با غني
عنوان روشـي كـاملاً زيسـتي،     ها به هاي زيستي خاك با تلقيح باكتري سازي پوسته در مجموع غني. گيري شد تر از تيمار شاهد اندازه درصد بيش 16و  18

 .هاي شيميايي خاك تأييد شد اقتصادي و زماني در بهبود مؤلفه  ايمن و با صرفه
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 1مقدمه

هـا،   هاي زيسـتي خـاك تركيبـي از سـيانوباكترها، بـاكتري      پوسته
كه  )14(زي بوده  ها و ساير ريزجاندارن خاك ها، گلسنگ ها، جلبك خزه

نقش اساسي در افزايش كيفيت و در نتيجه كاهش هـدررفت كيفـي و   
هـر  . )46و  24، 23(پوشش گياهي دارنـد  كمي خاك در مناطق بدون 

هاي زيستي در كاهش هدررفت خاك و آب از طريق  چند نقش پوسته
هاي ناهمواري سطحي خاك، افزايش تخلخل، ظرفيـت   اصلاح ويژگي

ــه ــذايي و     نگ ــواد غ ــع م ــاك، تجم ــداري خ ــود و پاي ــت آب، بهب داش
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ي هاي زيسـت  توليد فيلم ساكاريدي، خيزي خاك، ترشح مواد پلي حاصل
)  46 و 39، 34، 33، 30، 29 ،23 ،1(و تثبيت نيتروژن و ترسيب كربن 

هاي زيسـتي بـر    ميزان تأثيرگذاري پوسته با اين حال. تأييد شده است
هاي مؤثر در كيفيت و هدررفت خـاك و آب بـر اسـاس ميـزان      مؤلفه

هـاي   در ايـن بـين، ويژگـي   ). 14(باشـد   غناي زيسـتي آن متغيـر مـي   
يميايي خــاك از قبيــل بافــت، ســاخت، جــرم فيزيكــي، زيســتي و شــ

ي آلــي از  مخصــوص، نفوذپــذيري، محتــواي نيتــروژن، كــربن، مــاده
ت پوسـته     شاخص هـاي زيسـتي خـاك     هاي اساسـي سـلامت و كيفيـ

ت ريزجانـدارن خـاك      ). 20(باشند  مي زي  با ايـن حـال، تـراكم و فعاليـ
ر سـازگان د  ي اول زنجيـره زيسـتي بـوم    عنـوان مهندسـين و حلقـه    به

هـاي فيزيكـي و    سـزايي در بهبـود ويژگـي    هاي زيستي نقش به پوسته
ــد   ــاه و دراز مــدت دارن رو  از ايــن. )48و  23(شــيميايي خــاك در كوت

هـايي از قبيـل    ويژه كـاربرد افزودنـي   اقدامات مديريتي و فني متعدد به
، )46(گچ، آهـك، خـاك اره و خاكسـتر چـوب، پسـماندهاي شـهري       

ي محصـولات   مانـده  يواني و گيـاهي، بـاقي  كمپوست آلي، كودهاي ح

  )علوم و صنايع كشاورزي( آب و خاك نشريه
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هاي نفتـي و انـواع پليمرهـاي     ، مالچ) 36 و19(زراعي و صنايع غذايي 
هاي فيزيكي، زيسـتي و   با هدف اصلاح ويژگي) 4( 1پذير تخريب زيست

هـاي زيسـتي خـاك مـورد      سازي پوسـته  شيميايي خاك از طريق غني
  . استفاده و آزمايش قرار گرفته است

چـون ناپايـداري و مـوقتي بـودن     هايي هـم محدوديت با اين حال
چنين داشـتن اثـرات   بر بودن، محدوديت منابع و همها، هزينهافزودني
هـا را تـا حـدودي بـه     و بهداشتي، استفاده از آن يمحيط زيستمخرب 

هـاي زيسـتي خـاك از     لذا اخيراً احياء پوسته). 16( چالش كشيده است
هـاي زيسـتي منـاطق     نتقال پوسـته ، ا)47(سازي زيستي  طريق معدني

چنين تلقـيح   و هم) 51(غني به مناطق تخريب شده و جايگزيني با آن 
) 50 و 34، 24، 23(هـا   مستقيم ريزجانـدارن مفيـد بـر سـطوح دامنـه     

هـاي   منظور كاهش هدررفت خـاك و آب از طريـق بهبـود ويژگـي     به
لقيح در اين بين، ت. فيزيكي، زيستي و شيميايي خاك مطرح شده است

عنوان روشي مـؤثر،   ها به زي بر سطوح دامنه مستقيم ريزجاندارن خاك
تر مـورد تأييـد و توجـه قـرار      دار محيط زيست بيش اقتصادي و دوست

نشـان دادنـد كـه    ) 50(اي كه وانـگ و همكـاران    گونه به. گرفته است
درصـد افـزايش    48جمعيت ريزجاندارن تلقيح شده بعد از يـك سـال،   

زي در سـطوح گسـترده    امكان تلقيح ريزجاندارن خاك از طرفي. يافت
با هدف افزايش تثبيت نيتـروژن و ترسـيب كـربن توسـط سـييرس و      

   .تأييد شده است )23(و خيرفام و همكاران  )43(پريتيويراج 
هاي شيميايي خاك با نقش  از سويي ديگر ميزان نيتروژن از مؤلفه

، )26(وابسـته بـه خـاك    اساسي در بقاء، رشد و تكامل ساير جانـداران  
هـاي زيسـتي خـاك در كوتـاه      تأثيرپذيري زيادي از ريزجاندارن پوسته

توانـد شاخصـي    بنابراين تغييرات نيتروژن خـاك مـي  ). 30(مدت دارد 
مناسب براي بررسي نقش تلقيح ريزجاندارن بر خاك در كوتـاه مـدت   

زي نقـش مسـتقيم و    چنين از بـين ريزجانـدارن خـاك    هم. )23( باشد
ي  كننـده  كننده نيتروژن، ترشـح  هاي آزادزي، تثبيت يرمستقيم باكتريغ

هـاي زيسـتي در تثبيـت نيتـروژن در      ي فيلم كننده ساكاريد و توليد پلي
بر اين اساس پژوهش حاضر بـا  ). 41 و 25، 23( خاك تأييد شده است
هاي بومي و مـؤثر در افـزايش نتيـروژن خـاك و      هدف تلقيح باكتري

سازي مـواد غـذايي در    انك ريزجاندار خاك با غنيچنين تحريك ب هم
هـاي مهـم كيفيـت     عنوان يكـي از شـاخص   افزايش نيتروژن خاك به
هاي كوچك فرسايشي و شـرايط قابـل كنتـرل     خاك، در مقياس كرت

كنـدلوس در  -آبـاد  ي مرزن حواشي جاده. ريزي شد آزمايشگاهي برنامه
ر و حسـاس بـه   سبب وجود تشكيلات و خـاك فقي ـ  استان مازندران به

  . ي مادري برداشت خاك انتخاب شد عنوان منطقه فرسايش به
  
  
  

                                                            
1- Biodegradable 

  مواد و روش
  منطقه برداشت خاك

كندلوس و واقع در -آباد ي مزرن خاك مورد مطالعه از حواشي جاده
صورت  به) 1شكل (رود در غرب استان مازندران  ي آبخيز چالوس حوزه
تـري برداشـت و بـه    م سـانتي  20برداري حجمي از عمق صفر تا  نمونه

. آزمايشگاه دانشكده منابع طبيعي دانشگاه تربيت مـدرس منتقـل شـد   
خشـك تـا    بندي دومارتن بين نيمـه  اقليم منطقه مذكور بر اساس طبقه

اي،  تفسـير تصـاوير مـاهواره   از طرفـي  . باشـد  مرطـوب سـرد مـي    نيمه
حـاكي از  ) 21(مشاهدات صحرايي و نتايج حاصل از مطالعات پيشـين  

برداري از نوع  كه كاربري اراضي و پوشش گياهي محل نمونه آن است
 .Cupressus sempervirens var(جنگـــل خـــالص زربـــين 

horizontalis( باشد  درصد مي 25تر از  طبيعي و با تراكم كم)21.( 
 
  برداري و انتقال خاك نمونه

صـورت   بـه  بـرداري، خـاك   پس از انتخاب محـل مناسـب نمونـه   
از عمـق  ) 6(مـدرج   2وينيل كلرايد پلياز استوانه  تصادفي و با استفاده

منظور كشت، اسـتخراج، شناسـايي،    متري از سطح به صفر تا دو سانتي
هـاي برداشـت    نمونـه ). 13(ها انجام شد  سازي و تكثير باكتري خالص

بــه آزمايشــگاه ) 14(اتــيلن اســتريل شــده  هــاي پلــي شــده در كيســه
نشگاه تربيت مـدرس منتقـل و   ميكروبيولوژي دانشكده منابع طبيعي دا

داري  گراد نگه ي سانتي ها در دماي چهار درجه تا قبل از انجام آزمايش
تـر از دو   و سپس در زير هود كـاملاً اسـتريل، بـه ذرات بـا قطـر كـم      

   .شدند )14(متر تبديل  ميلي
  

  ها سازي، تكثير و تلقيح باكتري كشت، شناسايي، خالص
 ـ  منظـور تهيـه و خـالص    به جـود در بانـك   هـاي مو  اكتريسـازي ب

اي بـا   هاي عمومي آگار تغذيـه  ، از محيط كشتريزجاندار خاك منطقه
درصـد   5/1، 4درصد عصاره گوشت گاو 3/0، 3درصد پپتون5/0تركيب 

TSAو ) 25(درصد سـديم كلريـد    5/0و  5آگار
گـرم   15بـا تركيـب    6

 )51(گـرم آگـار    5گرم سديم كلريـد و   5، 8گرم سويتون 5، 7تريپتون
سازي شـده اقـدام    هاي خاك آماده لذا با يك گرم از نمونه. استفاده شد

بـا محلـول    10-10تـا  ) 10-1( 1:10هاي با نسـبت   به تهيه سري رقت
  .شد NaClدرصد  85/0

                                                            
2-Polyvinyl chloride (PVC) 
3-Peptone 
4-Beef Extract  
5-Agar 
6-Tryptic Soy Agar 
7-Tryptone 
8-Soytone 
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كندلوس، استان مازندران- آباد موقعيت جغرافيايي و عمومي محل برداشت خاك واقع در منطقه مرزن - 1شكل   

Figure 1- General and geographical view of the soil collected area and located in Marzanabad-Kandelus region, Mazandaran 

  
ها  هاي آشكار شده باكتري فرآيند كشت، استخراج و شمارش كلني

انجـام  ) 9(هاي استاندارد بنسـون   ها با استفاده از روش در ظروف پتري
هاي كشت و استخراج شـده از طريـق    كتريدر نهايت شناسايي با. شد

بـا قـدرت   نـوري  هـاي   و با اسـتفاده ميكروسـكوپ   1رنگ آميزي گرم
گيـري از   شناسـي و بهـره   تفكيك بالا و بر اساس مشخصـات ريخـت  

و همكـاري متخصصـين   ) 10(شناسي برگـي و بريـد    راهنماي باكتري
   .مربوطه در حد جنس شناسايي شدند

ي مـؤثر در افـزايش تثبيـت    هـا  كتريپس از فرآيند شناسـايي، بـا  
محيطي  چنين بر اساس برخي معيارهاي زيست نيتروژن در خاك و هم

هاي اختصاصي از بـين   و بهداشتي انتخاب و با استفاده از محيط كشت
بـراي ايـن منظـور و    . سـازي شـدند    ها استخراج و خالص ساير باكتري

ــاكتري  ــا ب ــده، از محــيط كشــت  متناســب ب ــاي انتخــاب ش ــاي ه  ه
 2DSMZ1و ) Azotobacter Agar, Modified II )2اختصاصــي

هـا   در نهايـت بـراي انجـام فرآينـد تكثيـر، بـاكتري      . استفاده شد) 42(
 LB Brothهاي ميكروبيولوژي به محـيط غـذايي مـايع     وسيله لوپ به
و ) 49(سـلول در ليتـر    1012منتقل و مرتباً تا رسـيدن بـه تعـداد    ) 18(

در زير  3هاي شمارش نئوبار با استفاده از لامل ها قابليت انتقال به كرت

                                                            
1-Gram Stain 
2-Nutrient Agar+10.0 mg MnSO4×H2O 

3-Neubauer-chamber-cell-counting 

در دسـتگاه   4چنـين ميـزان جـذب نـور     زير ميكروسكوپ نوري و هـم 
منظور حمايت غذايي و  چنين به هم). 3(شمارش شدند  5مترفتواسپكترو

چنين تلقيحـي، از يـك نـوع     هاي بانك خاك و هم و تحريك باكتري
 ليتـر  در گـرم  15 زا تركيبي صورت به و B4ماده محرّك غذايي با نام 

 ليتـر  در گـرم  پـنج  و مخمر ي عصاره ليتر در گرم چهار كلسيم، استات
سـازي مـواد غـذايي پوسـته      هشت براي غنـي  برابر pH با و دكستروز

سبب عدم وجـود   قابل ذكر است كه به. )47(زيستي خاك استفاده شد 
 B4نيتروژن در تركيبات مورد استفاده در تهيه مـاده محـرك غـذايي    

سازي مـواد غـذايي    ان تزريق مستقيم نيتروژن به خاك در اثر غنيامك
  .پوسته زيستي خاك وجود ندارد

 
  هاي آزمايش و فرآيند تلقيح سازي كرت آماده

متر و حجم كلي  5/0هاي مكعبي به ابعاد  در اين پژوهش از كرت
سـازي خـاك از روش كـار پيشـنهادي      آماده براي. استفاده شد 125/0

 هـاي  نمونه ابتدا همين منظور، به. استفاده شد) 37(ان صادقي و همكار
 از ريـزه  خشك و براي حذف بقاياي گياهي و سنگ و سنگ هوا خاك

متري خاك و از الك سه  متري تا زير سطح دو سانتي هشت ميلي الك
متري بالاي خاك براي حداكثر تشابه  متري براي سطح دو سانتي ميلي

متـر   سـانتي  40تـا   35 عمـق تـا   پسس. شد داده عبوربا حالت طبيعي 

                                                            
4-Optical Density (OD) 
5-Spectrophotometer 
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 13 حـدود  ضـخامت  بـه  خـاك  شـده و  پـر  معـدني  پوكـه  از هـا  كرت
 سـطح  كـه  طـوري  به ،قرار داده شد ها كرت بالايي بخش در متر سانتي
كوبيـدگي   سـپس  .باشـد  يكسان ها كرت سرريز سطح با خاك ي نمونه

 ي تا رسـيدن بـه وزن مخصـوص ظـاهري نمونـه       لازم توسط غلطك
گرم بـر   15/1تا  12/1بين ( مطالعه موردي منطقه  نخورده دستخاك 
 ـ  بـه  ،پس از اين مرحلـه . گرفت انجام) متر مكعب سانتي مين أمنظـور ت

 24 و متناسب بـا شـرايط طبيعـي، حـدود    شرايط رطوبت پيشين خاك 
ساعت ديگر  24مدت  گرفته و سپس بهساعت تحت شرايط اشباع قرار 

صـادقي و همكـاران    مزرعـه برسـد   حالت شرايط رطوبتي رها شد تا به
)37 .(  

هاي تكثير شده با تعداد حـدود   ها، باكتري سازي كرت پس از آماده
ليتـر از مـاده محـرّك     5/0چنـين   ليتر و هم 5/0عدد در  1012تا  1011

صورت جداگانه و تركيبـي   و به) 47(به ازاي هر كرت تهيه  B4غذايي 
 سازي مواد غـذايي  غنيو پس از تلقيح ). 50(ها اسپري شد  روي كرت

منظور بررسي ميزان تغييـرات نيتـروژن    ريزي شده، به تيمارهاي برنامه
ي زماني تقريباً هر  صورت مرتب و با رعايت فاصله ها، به در خاك كرت

هفت يا هشت روز يك بار اقدام به برداشت نمونه تقريباً شـش گرمـي   
هـاي   كيسـه  هاي برداشت شده در داخـل  هاي خاك نمونه. از خاك شد

گيري ميزان  درنهايت براي اندازه). 14(پلي اتيلن استريل ريخته شدند 
هـاي اسـتاندارد از روش    بـر اسـاس دسـتورالعمل    نيتروژن كـل خـاك  

Kjeldahl 40( استفاده شد .(  
 

  هاي آماري تجزيه و تحليل
هـاي   گيري ميـزان نيتـروژن كـل در بـازه     در نهايت پس از اندازه

 Excel 2010 افـزار  انك اطلاعاتي در محيط نـرم زماني تعريف شده، ب
هاي آمـاري،   مقايسهمنظور انجام  به. براي تجزيه و تحليل تشكيل شد

-Shapiroها با استفاده از آزمون  ابتدا نرمال و يا عدم نرمال بودن داده

Wilk هاي تعيين نرمال بـودن   سبب ارجحيت نسبت به ساير آزمون به
هـاي   هاي با تعداد كـم بررسـي و تبـديل داده    هويژه براي داد ها به داده

چنـين   هـم . غيرنرمال به حالتي با توزيـع نرمـال مـدنظر قـرار گرفـت     
پـس از برقـراري   . بررسي شد Leveneبا آزمون  1ها همگني واريانس

بـراي بررسـي اثـرات     2تجزيه واريانس يك طرفههاي مطروحه،  شرط
بـراي   Tukeyآزمـون  هـا بـا اسـتفاده از     مقايسه ميـانگين جانبه و  يك

). 11(انتخاب بهترين تيمـار يـا تيمارهـا مـورد اسـتفاده قـرار گرفـت        
افزار  ها در محيط نرم هاي آماري فوق براي تجزيه و تحليل داده آزمون

SPSS 19 انجام شد.  
  
 

                                                            
1- Homogeneity of Variances 
2- One-Way ANOVA 

  نتايج و بحث
ها نشـان داد كـه رژيـم رطـوبتي و دمـايي خـاك منطقـه         بررسي

و مواد بستري از تركيـب مـارن و    ترتيب از نوع زريك و مزيك بوده به
هاي پيشـين   چنين بر اساس بررسي هم). 21( آهك تشكيل شده است

هـاي فيزيكـي و    هـا در پـژوهش حاضـر، ويژگـي     گيري و برخي اندازه
چنـين نتـايج    هـم  ).38(بـود   1شيميايي خاك منطقه به شرح جـدول  

 2  ر جـدول چنين تغييرات نيتروژن كل خاك د هاي آماري و هم تحليل
  .خلاصه شده است 2شكل  و

هاي بانك ريزجاندار  نتايج استخراج نشان داد تعداد طبيعي باكتري
عـدد در يـك گـرم     6/7×104كندلوس تقريبـاً  -آباد خاك منطقه مرزن

 تـا  105هاي خاك در جهـان بـين    لذا گزارش تعداد باكتري. خاك بود

نطقـه  حاكي از فقر باكتريايي پوسـته زيسـتي خـاك م   ، )49(عدد  109
هـا از قبيـل    از طرفي ديگر شـش جـنس از بـاكتري   . مورد مطالعه بود

Bacillus sp. ،Azotobacter sp. ،Pseudomonas sp. ،
Arthrobacter sp. ،Diplococcus sp.  و.sp Streptococcus 

درصد از بانك خاك  5و  5، 10، 20، 25، 35ترتيب با نسبت حضور  به
ــاكت .شناســايي شــدند و  .Azotobacter spهــاي  رياز ايــن بــين، ب

3Bacillus subtilisگروه
دليـل   بـه  sp. Bacillusهـاي  از بين گونـه  

نقش مستقيم و غيرمستقيم زياد در تثبيت نيتروژن در خاك، مقاومـت  
ي پلــيترشـح مــواد چســبنده زيـادي در شــرايط نامناســب محيطــي،  

در خـاك  و جمعيت زياد ) 41و  28(بودن  زا، غيربيماريساكاريدي بالا
در ايـن راسـتا   . هاي مناسب براي تلقيح انتخاب شدند عنوان باكتري به

عنوان  بهرا  .Azotobacter spهاي باكتري) 15(دادرسان و همكاران 
در تثبيـت   توانـايي بسـيار بـالا   بـا  وازي و آزادزي هاي ه ـ تنها باكتري

توليـد مـواد   هـاي فيزيكـي و شـيميايي خـاك،      بهبود مؤلفـه نيتروژن، 
ت در شـرايط    زنـي گياهـان، زنـده   جوانـه  ي كننده عتسري مـاني و فعاليـ

    .اند معرفي كردهنامناسب محيطي 
بـاكتري نشان داد  )25(كومار و همكاران چنين نتايج پژوهش  هم

رشـد   و زنـي باعـث افـزايش سـرعت جوانـه     .Azotobacter spهاي 
ه ها شـد ي هوايي و زيرزميني پوشش گياهي سطوح دامنهي زنده توده
وره در مـديريت منـابع     و به صورت غيرمستقيم و مستقيم اهداف متصـ

هـاي گـروه   باكترياعلام كرد ) 45(تان  .كنند ميخاك و آب را تأمين 
Bacillus subtilis ي پلـي سبب ترشح بسيار زيـاد مـواد چسـبنده    به
 ،ضمن افزايش مواد مغذي محيط خاك ،ي سلوليساكاريدي از ديواره

مـت برشـي و   وافـزايش مقا و هـم  رات ريز خاك بهگي ذباعث چسبند
ل، تهويـه و نفوذپـذيري   خچنين افزايش تخلها و همدانهپايداري خاك

 هـاي نيـز بـاكتري   )22(و همكـاران  چنين هوئيژيا  هم. دنشوخاك مي
عنـوان  ترين توقع مواد غـذايي در خـاك را بـه    با كم Bacillusجنس 

                                                            
3- Bacillus subtilis Strain 



  549 ...ها سازي پوسته زيستي خاك از طريق تلقيح و تحريك باكتري نقش غني

هـاي كيفـي خـاك منـاطق      يباكتري بسيار مناسب براي بهبود ويژگ ـ
نشـان داد كـه مقـادير    ) 2شكل (چنين نتايج  هم .بياباني معرفي كردند

  .بود 136/0تا  082/0هاي شاهد بين  گيري نيتروژن كل در كرت اندازه
 

  
 كندلوس؛ استان مازندران-آباد هاي فيزيكي و شيميايي خاك منطقه برداشت واقع در منطقه مرزن ويژگي -1جدول 

Table 1: Physical and chemical properties of the soil sampling study area located in Marzanabad-Kandelus region, 
Mazandaran 

  ويژگي
Properties  

 مقادير/نوع
Type/Values

 ويژگي
Properties

  مقادير
Values 

  بافت
Texture 

 لوم رسي سيلتي
Silty clay loam

)س بر متردسي زيمن(هدايت الكتريكي 
EC (ds.m-2)

0.17-0.25

 ساختمان
Structure  

  اي متوسط و شكننده در حالت مرطوبدانه
Medium granular and fragile in the wet 

condition
pH 7.42-7.68

 )متر سانتي( عمق خاك
Soil depth (cm) 

 )درصد(شن   35-40
Sand (%) 14 

)متر مكعب گرم بر سانتي(جرم مخصوص ظاهري 
Bulk density (g cm-3) 

 )درصد(سيلت  1.12-1.25
Silt (%)

46 

  )درصد(آهك 
Lime (%)  

 )درصد(رس  28
Clay (%)

40 

  
، محدوديت و فقر منـابع  )7(لذا بر اساس استانداردهاي تأييد شده 

با اين حـال، افـزايش   . نيتروژن در خاك منطقه برداشت محسوس بود
هـاي بانـك خـاك از     يت بـاكتري مستقيم و غيرمستقيم جمعيت و فعال

را طريق تلقيح باكتري و تزريق منابع غذايي، افزايش ميـزان نيتـروژن   
هـاي   اي كه مقادير نيتروژن كل خـاك در كـرت   گونه به. در پي داشت
و تلقـيح تركيبـي بـاكتري بـا      سازي مواد غذايي غنيها،  تلقيح باكتري

تـا   117/0، 241/0تـا   110/0ترتيـب بـين    بـه سازي مواد غذايي  غني
  .درصد متغير بود 374/0تا  124/0و  204/0

تحليل نتايج و مطالعات انجام شده در اين زمينه حاكي از اين بود 
ــه  ــاكتريك ــاي آزادزي  ب ــم Azotobacterه ــين و ه  Bacillusچن

subtilis زيستي با گياهـان، بـا اسـتفاده از     در شرايط هوازي و غيرهم
ن يك كاتـاليزور، نيتـروژن موجـود در جـو     عنوا توليد آنزيم نيتروژناز به

)N2 (را به نيتروژن قابل مصرف در خاك )NH4  ياNO3 ( تبديل كرده
ي سـلولي،   و از طريق كپسـول ضـخيم در اطـراف ديـواره    ) 35و  31(

بـر ايـن   ). 17(اند  آنزيم نيتروژناز را از صدمات اكسيژن محافظت كرده
اي تلقيحـي بـا گذشـت    ه اساس روند افزايشي تثبيت نيتروژن در كرت

كـه مقـادير    طـوري  به). 2شكل (روز پس از تلقيح شروع شد  24تقريباً 
و سازي مـواد غـذايي    غنيها،  نيتروژن كل در تيمارهاي تلقيح باكتري

و  27، 16ترتيـب   بـه سازي مواد غذايي  غنيها با  تلقيح تركيبي باكتري
  .درصد نسبت به تيمار شاهد افزايش داشت 28

هـاي شـيميايي    زي در بهبود ويژگي ريزجاندارن خاك تأثيرگذاري
و ) 50(مدت نيز توسط وانگ و همكاران  هاي زماني كوتاه خاك در بازه

هـاي   هر چند تجزيـه و تحليـل  . تأييد شده است )51(ژائو و همكاران 
) <08/0p(دار  حاكي از عدم افزايش معني 2آماري ارائه شده در جدول 

كه پس از  در حالي. روز از اعمال تيمارها بود 30تثبيت نيتروژن پس از 

برداري، تثبيت نيتـروژون در خـاك در    روز بين زمان تلقيح تا نمونه 37
و تلقـيح تركيبـي   سازي مـواد غـذايي    غنيها،  تلقيح باكتريتيمارهاي 

) p>05/0(دار  صـورت معنـي   بـه سازي مـواد غـذايي    غنيها با  باكتري
  .نسبت به تيمار شاهد افزايش يافتدرصد  284و  110، 148ترتيب  به

 )1(آسـئا و همكـاران   هاي پـژوهش حاضـر،    در اين راستاي يافته
ميزان افـزايش تثبيـت نيتـروژن بعـد از دو مـاه از تلقـيح ريزجانـدارن        

  .برابر گزارش كردند 30زي را تا  خاك
درصـدي   15افـزايش   نيـز حـاكي از   )30(نيشا و همكـاران   نتايج

زي بـه خـاك بـوده و     ز تلقيح ريزجانـدارن خـاك  تثبيت نيتروژن پس ا
دقـت  . اند روز پس از تلقيح گزارش كرده 45ترين ميزان تثبيت را  بيش

نشان داد كـه ميـزان تثبيـت نيتـروژن در      2  و جدول 2در نتايج شكل 
تر از دو تيمار با حضور باكتري بـوده و   كمسازي مواد غذايي  غنيتيمار 

تـرين   نيـز بـيش   سازي مواد غذايي غنيا تميار تلقيح تركيبي باكتري ب
دلايل چنين نتايجي را . ميزان تأثير در افزايش نيتروژن خاك را داشت

هـا   توان به سرعت بالاي تكثير، فعاليت و تثبيت نيتـروژن بـاكتري   مي
  .نسبت داد )8(

سـازي مـواد غـذايي     غنـي زمان با  ها هم چنين حمايت باكتري هم
ت ريزجانـد    ارن بانـك خـاك، تسـريع در تكثيـر     ضمن تحريـك فعاليـ

افزايـي   هاي تلقيح شده را فراهم كـرده و از طـرق فرآينـد هـم     باكتري
اثـر  . تـر شـد   ميزان نيتروژن تثبيت شده نسبت به ساير تيمارهـا بـيش  

وانـگ  هاي خاك توسط  زي بر بهبود مؤلفه افزايي ريزجاندارن خاك هم
از  .زارش شـده اسـت  نيز گ )32(و پراسانا و همكاران ) 50(و همكاران 

ها نيازمند منابع غذايي نامحدود بوده  طرفي، سرعت تكثير زياد باكتري
كه در تيمارهاي پژوهش حاضر محدوديت منابع غذايي پس از گذشت 

روز از تلقيح، محدوديت منابع غذايي موجود و مصرف مـاده غنـي    40
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  .تلقيح شده و موجود در بانك خاك شد هـاي  كننده مواد غذايي خاك باعث كاهش فعاليت و عملكرد بـاكتري 
  

بر مقادير درصد نيتروژن كل  B4ي غذايي  ي تيمارهاي باكتري و ماده جانبه نتايج تجزيه واريانس يك طرفه براي تشخيص اثرات يك -2جدول 
 خاك تيمارهاي مطالعاتي

Table 2: Results of ANOVA for effect of inoculation of bacteria and stimulant nutrient on nitrogen of studied soil 
داري سطح معني

p-value  
Fآماره 

F-value
ميانگين مربعات
Mean Square

درجه آزادي
df 

 منابع تغييرات
Variation sources

فاصله زماني هفت يا هشت روزه تلقيح تا برداشت نمونه
Time spans of 7-8 days for sampling  

 بين گروهي  3 0.000  3.487  0.507
Between groups 

 درون گروهي  8  0.000     1
Within groups 

 كل  11      
Total

 بين گروهي  3  0.000  0.705  0.575
Between groups 

 درون گروهي  8  0.001     2
Within groups 

 كل  11      
Total

 بين گروهي  3  0.001  1.043  0.425
Between groups 

 رون گروهيد  8  0.001     3
Within groups 

 كل  11      
Total

 بين گروهي  3  0.001  2.851  0.105
Between groups 

 درون گروهي  8  0.000      4
Within groups 

 كل  11      
Total

 بين گروهي  3  0.004  3.202  0.084
Between groups 

 درون گروهي  8  0.001     5
Within groups 

 كل  11      
Total

 بين گروهي  3  0.023  7.358  0.011
Between groups 

 درون گروهي  8  0.003     6
Within groups 

 كل  11      
Total

 بين گروهي  3  0.017  8.551  0.007
Between groups 

 درون گروهي  8  0.002     7
Within groups 

 كل  11      
Total

 بين گروهي  3  0.007  5.077  0.029
Between groups 

 درون گروهي  8  0.001     8
Within groups 

 كل  11      
Total

 بين گروهي  3  002/0  388/8  007/0
Between groups 

 درون گروهي  8  000/0     9
Within groups 

 كل  11      
Total
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 ها براي تيمارهاي مطالعاتي گيري شده در كرت اي درصد نيتروژن كل اندازه نمودار مقايسه - 2شكل 

Figure 2- Mean and standard deviation of percentage of total measured nitrogen in treated plots  

  
معتقدند افزايش نيتروژن تثبيت  )1(آسئا و همكاران در اين رابطه 

ت   شده توسط ريزجاندارن فتوسنتز كننده و آزادزي باعث افزايش فعاليـ
خـاك شـده كـه در نهايـت     در  1بيش از پيش ريزجانـدارن دگرتغذيـه  

اي كه در  گونه به. كاهش ذخيره نيتروژن خاك را در پي خواهند داشت
روز از تلقـيح   40پژوهش حاضر نيز روند كاهش تثبيت نيتروژن بعد از 

ام مقادير نيتروژن كل خاك در تيمارهاي  60ادامه پيدا كرده و در روز 
هـا بـا    كيبي باكتريو تلقيح ترسازي مواد غذايي  غنيها،  تلقيح باكتري

ــي ــذايي  غن ــواد غ ــازي م ــه س ــب  ب ــد  16/0و  12/0، 16/0ترتي درص
اما با اين حال مقادير نيتروژن خـاك در تيمـار تلقـيح    . گيري شد اندازه

سـازي   غنـي چنين تيمار تلقيح تركيبي باكتري با  جداگانه باكتري و هم
صـد  در 18و  22ترتيب  و به) p>01/0(دار  صورت معني بهمواد غذايي 

  .تر از تيمار شاهد بود بيش
 Azotobacter(هـا   در مجموع افزايش مستقيم جمعيت بـاكتري 

sp.  و گروهBacillus subtilis (   در خاك با تلقيح مستقيم نسـبت بـه
در افـزايش  سـازي مـواد غـذايي     غنـي طريـق  افزايش غيرمسـتقيم از  
مطـابق بـا   ). 2و جـدول   2ل شك(تر ارزيابي شد  نيتروژن خاك مناسب

را  Azotobacterهـاي   بـاكتري ) 15(اين يافته، دادرسان و همكـاران  

                                                            
1- Heterotrophic Microoganisms 

هاي آزادزي بسيار مؤثر در تثبيـت نيتـروژن و بهبـود     عنوان باكتري به
ن چنـي  هـم . اند هاي شيميايي و فيزيكي خاك معرفي كرده ساير ويژگي

 تـان ، )22(ن هوئيژيا و همكارا، )12(همكاران و  مهمت اوغلو-چاگري
، مواد Bacillus subtilisهاي گروه  گزارش كردند كه باكتريو  )45(

سـاكاريدها افـزايش داده و باعـث     غذايي خاك را از طريق ترشح پلـي 
ت بـاكتري   كننـده   هـا و سـيانوباكترهاي تثبيـت    تحريك تكثير و فعاليـ

  . شوند نيتروژن مي
  
  كلي گيري نتيجه
هاي فقيـر بـا هـدف     ستي خاكهاي زي سازي ميكروبي پوسته غني

تواند راهكاري مناسـب   هاي شيميايي و فيزيكي خاك مي بهبود ويژگي
لذا در پژوهش . در افزايش كيفيت و كاهش هدررفت خاك و آب باشد

عنوان شـاخص مهمـي از كيفيـت     حاضر تغييرپذيري نيتروژن خاك به
ت ريزجانـدارن خـاك از      خاك با افزايش مستقيم و غيرمسـتقيم جمعيـ

 .Azotobacter sp(هاي مؤثر در تثبيت نيتروژن  طريق تلقيح باكتري
مـورد ارزيـابي   سازي مواد غـذايي   غنيو  )Bacillus subtilisگروه  و

سازي  غنيها و   باكتري  در اين مطالعه نقش تلقيح جداگانه. قرار گرفت
ها در افـزايش نيتـروژن خـاك و در     چنين تركيب آن و هممواد غذايي 

هاي زيستي و افزايش كيفيت خاك در مقياس  ي شدن پوستهنتيجه غن
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ضمن تـوان   Azotobacterهاي  باكتري. كرت و كوتاه مدت تأييد شد
سبب وابستگي كم بـه منـابع    بالا در تثبيت نيتروژن، آزادزي بوده و به

تري در خاك داشته و لذا استفاده از مايع تلقيحي  غذايي، پايداري بيش
ولي كـاملاً زيسـتي و پايـدار در احيـاء و حفـظ      آن در حجم زياد محص

 توان بـا افـزايش   بر اين اساس مي. پايداري خاك محسوب خواهد شد
  روش  طريـق  از هـاي فقيـر   خـاك  سـطح  ميكروبـي  جمعيت مصنوعي

ها و حتي اراضي كشاورزي زمينـه بهبـود    سطوح دامنه در تلقيحي-آب

در حفاظـت   كيفيت و پايداري خاك براي دستيابي به اهـداف متصـور  
هـر چنـد ارزيـابي    . منابع خاك و آب و كشاورزي پايدار را فـراهم آورد 
ها و ساير ريزجانداران  نقش تلقيح و تحريك جداگانه و تركيبي باكتري

هـاي   ها در بهبود كيفيـت پوسـته   زي از قبيل سيانوباكترها و قارچ خاك
زيستي خاك در شرايط و مقياس آزمايشـگاهي و صـحرايي پيشـنهاد    
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Introduction: Land degradation and soil losses are common and universal problems which is a pose threat to 

food security, ecosystem health and consequently sustainable development and human well-being. Meanwhile, 
improving the chemical and physical properties of biological soil crusts is an effective factor in soil loss 
controlling. Also, the chemical properties specially soil nitrogen are the important factors for soil quality 
determination. To this end, various strategies on techniques of amendments have been implemented to improve 
soil properties and quality. Although the application of most strategieshave been verified to soil quality,but their 
application in real conditions is restricted due to detrimental environmental effects, instability, cost and time-
consuming and less accessibility. Recently, biological soil crusts enrichment based on soil microorganism 
inoculation and stimulation has been raised as a biological and useful strategy in soil conservation sciences. 
Accordingly, the present study aimed to investigate the role of individual and combined inoculation of bacteria 
and stimulant nutrient material into small-scale plots on soil nitrogen variation as one of the important soil 

chemical component. 
Material and Methods: The study soil was collected from the erosion-prone and poor biological crust of a 

sub-watershed from Chalusrood watershed located in Mazandaran Province. The soil sampling was carried out 
from the upper of the soil surface using a 5cm-diameter coring polyvinyl chloride. The sampled soils were air-
dried and sieved by a 2 mm-sized mesh. The Nutrient Agar and Tryptic Soy Agar general were used to bacteria 
isolation. The identification of isolated bacteria was carried out based on available protocols. Effective nitrogen-
fixing bacteria were selected and then purified by selective Azotobacter Agar, Modified II and DSMZ1media. 
The purified bacteria proliferated by LB Broth medium and then inoculated into soil small sized-plots 
simultaneously with stimulant nutrient material throught spraying technique. The study was conducted at plot 
scale with 0.5×0.05×0.5 m dimensions and the plots filled by study soil based on standard protocols. The soil 
samples were taken at once the 7-8 days from surface of soil plots and the amounts of soil nitrogen were 
measured by using Kjeldahl method. As well as, experiment period was planned about 60 days. The one-way 
ANOVA and Tukey HSD test were subjected to statistically analyses. 

Results and discussion: The results indicated that the Azotobacter sp. and Bacillussubtilis strain were 
selected as the most appropriate bacteria to be applied for nitrogen fixing in soil. Also, the results showed that 
the average total organic nitrogen in control plots ranged from 0.082 to 0.136%, which implies the soil limitation 
of total nitrogen. However, the measured total organic nitrogen in the bacteria, stimulant nutrient, and combined 
inoculation plots varied from 0.11 to 0.241%, 0.117 to 0.204%, and 0.124 to 0.374%, respectively. These results 
demonstrated the positive role of inoculated treatments on fixing nitrogen in the soil. Therefore, the population 
of Azotobacter sp., the Bacillussubtilis strain, was considerably increased after the inoculation process, and this 
led to converted and fixed atmospheric nitrogen (N2) into utilizable nitrogen (NH4 or NO3) in soil by using the 
enzyme nitrogenase as a catalyst. The statistical analyses and evaluation results were indicative of a significant 
(p<0.05) increase of soil total organic nitrogen in inoculated treatments. After one month, the fixed nitrogen was 
significantly (p<0.01) increased in the bacteria, stimulant nutrient material, and combined inoculated plots to 
respective of 148, 110, and 284%, compared to control plots. Additionally, decreasing of nitrogen from plots 
were begun after one month of inoculation time. It can be related to the quickly reducing bacteria nutrient 
resources due to fast proliferation and activity of bacteria. However, amount of nitrogen in the treated-plots 
remained fixed after two month of inoculation. Accordingly, after 60 days, the amount of fixed nitrogen in the 
bacteria and combined inoculated plots were about 16 and 17% more than to control (p<0.01).  
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Conclusion: The land degradation rate critically depends on soil quality. Soil crust enriched by inoculation 
of bacteria can improve soil chemical and especially properties nitrogen and, ultimately, soil quality. Eventually, 
biological soil crusts enrichment by inoculation of bacteria was proved as a completely biologic, safe and 
economically techniques in soil chemical properties improving. Though, more insight studies on applicability of 
soil microorganisms on soil quality and quantity conservation are essentially needed under different conditions 
with further emphases on field application to allow drawing more certain conclusion. 
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