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  چكيده
 استفاده ديابتي بيماران براي مناسب اي كننده شيرين عنوان به كه است دارويي گياه يك ).Stevia rebaudiana Bert( استويا

 ميكسا، پلي باسيلوس يها باكتري و زاينتراراديس گلوموس ميكوريزي قارچ توأم يا منفرد تلقيح تأثير پژوهش اين در .شود مي
 ،15 هاي زمان در بودند، شده باززايي استويا گره تك قطعات كشت از كه ييها گياهچه بر كروكوكوم ازتوباكتر و پوتيدا سودوموناس

 )ساقه طول و خشك وزن تر، وزن( رشد هايپارامتر ميزان كه ندداد نشان نتايج .شد بررسي تيمارها اعمال از پس روز 60 و 45 ،30
 ولي يافت افزايش يدار معني حد در قارچ يا باكتري تايي سه و منفرد تيمارهاي در تيمارها، اعمال از پس روز 60 تا استويوزايد و

 گلوموس +ازتوباكتر تيمار در ويژه طور به و ها ميكروارگانيسم از دوتايي تيمارهاي در استويوزايد و رشد پارامترهاي ميزان بيشترين
 تيمار در و تيمارها اوليه اعمال از پس روز 60 در استويوزايد و ساقه طول خشك، وزن تر، وزن ميزان بيشترين .شد مشاهده
 جالب طور به .شد مشاهده ،دهند مي نشان را شاهد به نسبت افزايش %81 و %37 ،%57 ،%7/53 ترتيب به كه گلوموس +ازتوباكتر
 كه روز 30-45 فاصله در و بود حداكثر روز 15- 30 فاصله در گانه سه و دوگانه تيمارهاي در رشد سرعت كه شد مشاهده توجهي
 در و ديرس حداكثر به روز 30-45 فاصله در رشد سرعت منفرد تيمارهاي در اما .يافت كاهش ،بود آنها گلدهي دوران با منطبق
 در تيمارها همه در استويوزايد تجمع ميزان حداكثر حال هر به .يافت كاهش بشدت گلدهي مرحله به ورود با روز 45-60 فاصله
 و گانه سه تيمارهاي در استويوزايد تجمع ميزان گلدهي مرحله به ورود با روز 45- 60 فاصله در و آمد بدست روز 30-45 فاصله
 الگوي و گياه فنولوژي ،رشد سرعت ها ميكروارگانيسم تيمار بنابراين .يافت كاهش تر ملايم طور به دوگانه تيمارهاي در و بشدت منفرد
  .دهند مي قرار تأثير تحت استويا در را استويوزايد تجمع

  
  .سودوموناسگلوموس،  باسيلوس، ،ازتوباكتر :ي كليديها واژه

  
  مقدمه

 گياهي .Stevia rebaudiana Bert علمي نام با استويا
 Asteraceae خانواده به كه است چندساله و پايا ،اي بوته

 گياه اين توجه جالب ويژگي ).Ali et al., 2010( دارد تعلق
 ,Geuns( است آن آبي عصاره و ها برگ شديد بودن شيرين

 جنوبي يآمريكا شمالي مناطق بومي گياه اين .)2003
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 استويا پزشكي ارزش 16 قرن در .است )برزيل و پاراگوئه(
 زمان آن از .شد آغاز چاي در آن از استفاده و شد شناخته

 آسيا و اروپا سراسر در وسيعي طور به آن از استفاده بعد، به
 يها برگ بودن شيرين ).Cardello et al., 1999( شد رايج
 گليكوزيدهاي كه است اي ثانويه هاي متابوليتدليل  به استويا
 گياه، اصلي گليكوزيد دو .شوند مي ناميده ترپني دي

 استويوزايد غلظت .هستند A ربوديوزايد و استويوزايد
 A ربوديوزايد غلظت و درصد 3-10 از اي دامنه معمولاً
 يها برگ .است برگ خشك وزن درصد 1-3 از اي دامنه
 ،A ربوديوزايد و مرتبه 200- 300 استويوزايد، استويا
 ,.Das et al( است شكر از تر شيرين مرتبه 400-180

 بودني كالر فاقد سبب به اياستو كننده نيريش ماده ).2007
 بالا، خون فشار هيپوگليسمي، ابت،يد از كهي افراد براي
ي ها عفونت و چاقي قلبي،ي ها ناراحتي اوري، كتون فنيل

 است مطلوب هكنند شيرين يك برند مي رنج مزمن قارچي
)Woelwer-Rieck, 2010(، به قادر استويوزايد زيرا 

 ديگر و ديابتي بيماران پانكراس در انسولين ترشح تحريك
 خون گلوكز سطح و است كربوهيدراتي متابوليسم اختلالات

 كاهنده عنوان به و )Kedik et al., 2003( برد نمي بالا را
 Madan et( يدآ مي شمار به ضدتومور و اوريك اسيد سطوح

al., 2010.( ًثانويه هاي متابوليت براي بالايي تقاضاي اخيرا 
 هاي كننده شيرين توسط كه هايي بيماريدليل  به گياه، اين

 و شوند مي ايجاد آسپارتام و ساخارينمانند  شيميايي
 به .دارد وجود جهان در د،نانداز مي مخاطره به را سلامتي
 دستورالعمل يك تنظيم دنبال به كشورها بيشتر دليل همين
 بيوماس ميزان هم بتوانند تا هستند استويا كشت براي قطعي

 افزايش را استويا گياه استويوزايد گليكوزيد ميزان هم و
  .دهند

 است بيوتكنولوژي در مهم هايروش از يكي بافت كشت
 را زا بيماري عوامل از عاري گياهان سريع توليد امكان كه

 و مفيد تكنيك يك همچنين بافت كشت .سازد مي محقق
 به آنها بذر كه است استويا مانند گياهاني تكثير در مؤثر

 از حاصل يها گياهچه يا ها قلمه و دنز مي جوانه سختي
 ميزان هم و دهند مي نشان زيادتري مير و مرگ هم زني قلمه

 روش به شده تكثير يها گياهچه به نسبت كمتري بيوماس
 به گياهان اين تكثير نتيجه در ،دهند مي نشان بافت كشت
 دراما  ).Debnath, 2008( است مشكلي كار سنتي هايروش

 ميكروبي آلودگي نوع هر از ها گياهچه بافت كشت جريان
 است مفيد ها بيماري مهار براي امر اين اگرچه .مانند مي دور
 تا ار آميز مسالمت همزيستي روابط امكان ها گياهچه اين اما

 گزارش .)Kapoor et al., 2008( دهند مي دست از حدودي
 با بافت كشت از حاصل يها گياهچه تلقيح كه  شده
 گياهان رشد محرك يها باكتريبا  يا و يميكوريز يها قارچ
 مهمي نقش و دنكن كمك ها گياهچه اين استقرار به توانند مي
 داشته ها گياهچه اين غذايي نيازهاي تأمين و سلامتي در
 در اساس اين بر ).Rai, 2001؛ Russo et al., 2008( دنباش
 با استويا بافت كشت از حاصل يها گياهچه پژوهش اين
 PGPR: Plant( گياه رشد محرك يها باكتريريزو انواع

Growth Promoting Rhizobacteria( تلقيح ميكوريزها و 
 بررسي گياه رشد روي روز 60 طي در آنها اثرات و شدند
  .شد

 فسفر، جذب است قادر سكولاراآرب ميكوريزاي قارچ
 اين به و دهد افزايش خاك از را نيتروژن و ها ريزمغذي
 فراهم خاك از را گياه رشد براي ضروري عناصر ترتيب

 اثرات و بوده آب جذب افزايش به قادر همچنين .كند 
 .داشته است زا بيماري عوامل از تعدادي مقابل در مهاركننده

 سنگين فلزات به مقاومت خشكي، به مقاومت در ها قارچ اين
 .كنند مي نقش ايفاي هم خاك اي دانه ساختار شدن بهتر و

 فايده مهمترين عنوان به كلي طور به فسفر جذب افزايش البته
 شناخته ميزبانش گياه براي آرباسكولار ميكوريزاي قارچ
 آن ميزبان در محصول و رشد افزايش به منجر كه است شده
 به هم ميكروبي جوامع ).Gosling et al., 2006( شود مي

 كنند مي كمك ميكوريزي همزيستي برقراري هب زيادي ميزان
 را آرباسكولار ميكوريزاي قارچ اسپورهاي زني جوانه و

 قارچ با را اي ريشه كلونيزاسيون درصد و كرده تحريك
 متقابل طور به ).Johansson et al., 2004( دهند مي افزايش
 تأثير ميكروبي جوامع بر نيز آرباسكولار ميكوريزاي قارچ
   .است مثبت تأثير اين موارد بيشتر در كه گذارد مي
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 صورت به هم گياه رشد كننده تحريك يها باكتري
 كشنده، تارهاي رشد كننده تحريك زيستي، كودهاي

 با شهير در نيسنگ فلزاتي ها ندهيآلا كننده پاك
 اثرات كننده كنترل ،سيدروفور توليد مانند هايي مكانيسم

 و فسفرمانند  معدني مواد بهتر كننده حل گياهان، در ها تنش
 Gray؛ Van Loon, 2007( آيند مي شمار به N2 كننده تثبيت

& Smith, 2005 ؛Vessey, 2003.( ريزوباكترهاي 
 گياهي هاي هورمون توليد با همچنين گياه رشد كننده تحريك
 رشد افزايش به منجر جيبرلين و سيتوكينين اكسين،مانند 
 به منجر ترتيب اين به و شوند مي ريشه سطحي منطقه

 Robin( شوند مي گياه تغذيه و خاك در ماست سطح افزايش

et al., 2008 ؛Khalid et al., 2004.( از زيادي تعداد 
 كننده كمك يها باكتري عنوان به PGPR يها باكتري

) MHB: Mycorrhiza Helper Bacteria( ميكوريزا
 از اغلب) MHB( كننده كمك يها باكتري .شوند مي شناخته
 يها باكتري .هستند سودوموناس و باسيلوس هاي جنس

MHB از را آرباسكولار ميكوريزاي قارچ عملكرد توانند مي 
 تراوشات اي، ريشه هاي سلول نفوذپذيري بر اثر طريق
 توليد ميزبان، ريشه به قارچ رودو تسهيل اي، ريشه

 روي محيطي عوامل منفي اثرات تعديل ،گياهي هاي هورمون
 تأثير تحت گياه كشنده تارهاي رشد تحريك و هيف رشد
 ,.Frey-Klett et al؛ Barea et al., 2005( دنده قرار

 ميكوريز، روي MHB از شده شناخته اثرات ديگر ).2007
 نيتروژن تثبيت مغذي، مواد كردن دسترس قابل و كردن حل
 ,.Frey-Klett et al( است اي ريشه هاي پاتوژن كنترل و

2007.(  
 رشد كننده تحريك يها باكتري اهميت به توجه با بنابراين

 در ،)AM( آرباسكولار ميكوريزاي قارچ و )PGPR( گياه
 قارچ با اهيگ توأم و منفرد تلقيح تأثير پژوهش نيا

 و زساينترراديس گلوموس آرباسكولار ميكوريزاي
 و ميكسا پلي باسيلوس فسفات، هكنند حل يها باكتري

 ازتوباكتر ،نيتروژن كننده تثبيت باكتري و پوتيدا سودوموناس
 وزن ساقه، طول( هوايي اندام رشد هايپارامتر بر كروكوكوم

 فواصل در استويوزايد ميزان و رشد سرعت ،)خشك و تر
  .شد بررسي كاشت، از پس روزه 15

  
   هاروش و مواد
  گياهي هاي نمونه تهيه
 تنوع ايجاد و استويا بذر زني جوانه مشكلات دليل به

 تكثير در هومولوگ جمعيت يك به دسترسي عدم و ژنوتيپي
 منظور به جايگزين راه تنها بافت كشت بذر، وسيله به

 است استويا گياه زياد ميزان به و سريع ريزازديادي
)Debnath, 2008.( اين براي لازم يها گياهچه نتيجه در 

 آورده دستب ساقه گره تك قطعات كشت طريق از پژوهش
  .شدند
 از استويا، تكثير براي مغذي كشت محيط تهيه منظور به
 كه )MS )Murashing & Skoogs, 1962 هيپا كشت طيمح

 BAP و )ليتر بر گرم ميلي IBA )5/0 هاي هورمون حاوي
 زنمونهير هيتهبراي  .شد استفاده است، )ليتر بر گرم ميلي 1(
 پژوهشكده در موجودي ا شهيش دروني ها گياهچه از
ي ها گياهچه ساقه .شد استفادهي مركز منطقهي وتكنولوژيب

 نودال( گره تك قطعات از استفاده روش به استويا جوان
 داده برش متري سانتي 1 قطعات به اسكالپل توسط )كاتينگ
 كشت مربايي شيشه هر در زنمونهير عدد 5-6 آنگاه .شدند
ي دما با رشد اتاق به شده كشت هاي شيشه تمام و ديگرد

C°2±25، 16 3000-4000 نور شدت و روشنايي ساعت 
 ,.Ahmed et al؛ Rafiq et al., 2007( شدند منتقل لوكس

2007.(  
   مدت به كه ييها گياهچه ابتدا ،يساز مقاوم منظور به

 رشد خوبي به كشت اتاق دريي مربا شهيش درون روز 40
 شدند داده شستشو كامل طور به اند، شده دار ريشه و اند كرده
 زدوده كامل طور به هاآن شهير به دهيچسب كشت طيمح تا

ي حاو مصرف بار يك ليوان هر به اهچهيگ يك سپس .شود
 ايني رو بر و شده منتقل شده، سوراخ آن ته كه ماس تيپ

 صورت به ديگر مصرف بار كي وانيل كي سريع ها ليوان
   از آن درون فيضعي ها گياهچه تا گرفت قرار وارونه
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 مند بهره )شهيش درون كشت طيشرا همانند(ي كاف رطوبت
   ،C°2±25ي دما با توترونيف به ها ليوان نيا .شوند

 .دنديگرد منتقل %50 رطوبت و روشنايي ساعت 16
 شدند برداشته كامل طور به روز 15 از پس رويي هاي وانيل
 مرحله نيا در .كنند رشد آزادي هوا در ها گياهچه تا

  .شدند گلخانه در ها گلدان به انتقال آماده ها گياهچه
  
  باكتري و قارچ هاي نمونه تهيه

 باسيلوس و كروكوم ازتوباكتر يها باكتري تحقيق اين در
 شدند تهيه ايران باكتري و قارچ كلكسيون مركز از ميكسا پلي
 و ازتوباكتر روي نيتروژن كنندگي تثبيت تأييدي آزمون و

 باكتري .شد انجام باسيلوس روي فسفر كنندگي حل
 اصفهان دانشگاه ميكروبيولوژي گروه از پوتيدا سودوموناس

 انجام آن روي فسفر كنندگي حل تأييدي آزمون و شد تهيه
 اين در شده استفاده آرباسكولار ميكوريزاي قارچ .گرديد
 كود صورت به هم آن كه بود اينتراراديسز گلوموس پروژه،

 در بقولات ريشه روي بر ميسليوم فرم به تكثيرشده قارچ(
 ارگانيك كود پزشكي گياه كلينيك از )لومي - شني خاك
  .شد تهيه همدان
  
  ازتوباكتر نيتروژن كنندگي تثبيت يديأيت آزمون
 توسط نيتروژن كنندگي تثبيتيي تواناي بررسي برا
 لياستر شرايط در تك كلوني عدد يك ازتوباكتر، باكتري

 نيتروژن كنندگي تثبيت اختصاصي كشت محيطي رو بر
)Holt, 1994( در روز 3- 7 مدت به و شد داده كشت 

 تا شد داده قرار گراد سانتي درجه 30 دماي در انكوباتور
 اين به توجه با .كنند رشد كشت محيط روي بر ها كلوني

 رشد توانايي باشد مي نيتروژن از عاري محيط اين كه
 را باكتري نيتروژن تثبيت توانايي زيادي حد تا آن روي
 كلكسيون البته .)et al., 2009 Willey( كرد مي اثبات
 بود شده تهيه آنجا از نمونه كه هم ايران باكتري و قارچ

 نيتروژن تثبيت توانايي استيلني احياي آزمون براساس
  .بود كردهتأييد  را باكتري
  

  فسفر كنندگي حل آزمون
 لوسيباس توسط فسفر كنندگي حليي تواناي بررسي برا

 بر لياستر شرايط در تك كلوني عدد يك سودوموناس، و
 ايكوساكايپ فسفر، كنندگي حل اختصاصي كشت محيطي رو

 كشت خطي روش به )PVK( )Pikovskaya, 1948( آگار
   دماي در انكوباتور در ساعت 48 مدت به و شد داده
 روي بر ها كلوني تا شد داده قرار گراد سانتي درجه 30

 توانايي مبين شفاف هاله وجود .كنند رشد كشت محيط
  ).Naz & Bano, 2010( بود سفرف كنندگي حل

  
  باكتري و قارچ تلقيح مايه سازي آماده

 از تك كلوني يك ،ها باكتري تلقيح مايه سازي آماده براي
 مايع LB مغذي محيط ليتر ميلي 500 به شده ذكر هاي باكتري
 انكوبـاتور  شـيكر  روي بـر  ساعت 24 مدت به و شد تلقيح
ــرار ــت ق ــا گرف ــاكتري ت ــا ب ــد ه ــرده رش ــه و ك   غلظــت ب

 cfu ml-1108×3 معيار از باكتري غلظت كنترل براي .برسند 
 در باكتري محلول نوري جذب هرگاه .شد استفاده فارلند مك

 25/0 حـدود  nm600 موج طول در اسپكتروفتومتر دستگاه
 اسـت  معنـي  اين به و است فارلند مك 1 محلول معادل شود
 انـد  رسيده cfu ml-1108×3 نظر مورد غلظت به ها باكتري كه
)et al., 2009 Willey(.  

  
 يها باكتري و ميكوريز تيمار اعمال و ها گياهچه سازي آماده
  هميار
 در شده سازي مقاوم يها گياهچه مرحله اين در

 هر .شدند منتقل ها گلدان به تحقيقاتي گلخانه در فيتوترون،
 كاشته گرميكيلو 4 گلدان يك در شده، سازي مقاوم گياهچه

 خاك از سوم يك تا ها گلدان ابتدا كه صورت اين به .شد
 ،شده سازي مقاوم يها گياهچه آنگاه شدند، پر شده استريل

 كه صورتي به ماس پيت همراه به مصرف بار يك ليوان از
 مقدار همان با ها گلدان در و خارج نشوند جدا ها ريشه
   .شد پر خاك با گلدان بقيه و شدند داده قرار ماس پيت

   با گياه هاي ريشه ميكوريز، قارچ حاوي يها گلدان در
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 ريشه روي بر كرده رشد ميكوريز قارچ ميسليوم گرم 250
 يها گلدان و شد آغشته ريشه لومي-شني خاك در بقولات

 از cfu ml-1 108×3 غلظت با باكتري، چسب بر دربردارنده
 منظور اين براي .شدند آغشته آماري طرح مطابق ها باكتري

 هر در گياهچه يك كاشت از پس بلافاصله كه اول تلقيح در
 محلول هر از ليتر ميلي 5 ،انجام شد ها گلدان از يك

 يها گلدان از يك هر در گياهچه، هر پاي در باكتريايي،
 از بعد روز پانزده كه تلقيح دومين در و شد تلقيح مربوطه
 محلول هر از ليتر ميلي 5 دوبارهشد  انجام تلقيح اولين

 يها گلدان از يك هر در گياهچه، هر پاي در باكتريايي،
 در گلخانه هايواحد از يكي در ها گلدان .شد تلقيح مربوطه
  .شدند نگهداري %50 حدود در رطوبتي و Cº5±28 دماي
  
  استويا يها گياهچه رشد پارامترهاي گيري اندازه

 مذكور هاي گلدان در روزه 60 دوره يك در چهگياه 192
 و 45، 30 ،15 يعني روزه، 15 فواصل در و شدند داده رشد
 با آنها ساقه طول و ندشد برداشت كاشت از پس روز 60
 ديجيتالي ترازوي با هوايي بخش تر وزن و كش خط
 كاغذي پاكت در تيمار هر هوايي بخش سپس .شد گيري اندازه
 48 تا 24 مدت به گراد سانتي درجه 50 آون در و شد داده قرار

 شدن خشك از پس .شوند خشك كاملاً تا گرفتند قرار ساعت
 ديجيتالي يترازو با ها نمونه خشك وزن آون، در كامل
 هم رشد سرعت .)Mishra et al., 2010( شد گيري اندازه
 كل وزن w1 فرمول اين در .شد گيري اندازه زير رابطه مطابق
 گياه هوايي بخش كل وزن w2 و t1 زمان در گياه هوايي بخش
 حاوي گلدان هر مساحت m2 025/0=p و است t2 زمان در
  .)Buttery, 1969؛ Radford, 1967( است گياهچه تك

  

  
  

  استويا يها گياهچه استويوزايد گيري اندازه
 يعني روزه 15 فواصل در ها برگ در استويوزايد محتواي

 HPLC از استفاده با كاشت، از پس روز 60 و 45، 30 ،15

 .بود NH2 روش اين در شده استفاده ستون .شد گيري اندازه
 ليكروسالو استونيتريل هاي لحلا از ستون متحرك فاز در

 %20و استونيتريل %80 نسبت به شده خالص آب و مرك
 در شده استفاده بنفش ماوراء موج طول .شد استفاده آب

 نرخ با Cº45 روي دستگاه دماي و بود نانومتر 210 دستگاه،
 ,.Kolb et al( شد تنظيم دقيقه بر ليتر ميلي 2/1 جريان

  ).Woelwer-Rieck et al., 2010؛ 2001
  
  آماري هاي تجزيه
 تيمارهاي×زمان فاكتوريل صورت به آزمايش اين
 .شد انجام تكرار 4 با تصادفي كاملاً طرح در ميكربي

  :از بودند عبارت آزمايش اين در استفاده مورد تيمارهاي
 تلقيح -3 ازتوباكتر، باكتري با تلقيح -2 شاهد، تيمار -1

   سـودوموناس  بـاكتري  بـا  تلقـيح  -4 باسـيلوس،  بـاكتري  با
ــيح -5 ــا تلقـ ــارچ بـ ــوس، قـ ــيح -6 گلومـ ــا تلقـ  بـ

 گلومـوس، +سـودوموناس  با تلقيح -7 گلوموس،+ازتوباكتر
 بـــا تلقـــيح -9 گلومـــوس،+باســـيلوس بـــا تلقـــيح -8

 سـودوموناس، +ازتوباكتر با تلقيح -10 باسيلوس،+ازتوباكتر
 بـا  تلقيح -12 گلوموس،+باسيلوس+ازتوباكتر با تلقيح -11

 ميـزان  بـر  نهـا آ اثرات كه لوموسگ+سودوموناس+ازتوباكتر
 يعنـي  روزه 15 زمـاني  فواصـل  در استويوزايد توليد و رشد
 تجزيـه  .دش ـ ارزيابي كاشت از پس روز 60 و 45 ،30 ،15

 آزمـون  طبـق  ميـانگين  مقايسه و SAS افزار نرم با واريانس
LSD شد انجام.  
  
  نتايج
 تر و خشك وزن طول، اديرمق 2 و 1 هاي شكل در
 طي در استويا گياه در استويوزايد ميزان و هوايي بخش
 اوليه اعمال از پس روز 60 و 45 ،30 ،15 هاي زمان

كه  دهند مي نشان نتايج .است شده داده نشان تيمارها
 و ساقه طول خشك، وزن تر، وزن ميزان بيشترين

 در و تيمارها اوليه اعمال از پس روز 60 در استويوزايد
 و %37 ،%57 ،%7/53 ترتيب به كه گلوموس+ازتوباكتر تيمار

 آمده دستب ،دهند مي نشان را شاهد به نسبت افزايش 81%
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 توليد و رشد افزايش مواردبيشتر  در چهاگر .است
 تيمار به نسبت نيز تايي سه و منفرد تيمارهاي در استويوزايد

 تيمارهاي اما است بوده دار معني %5 احتمال سطح در شاهد
 ميزان بيشترين گلوموس+ازتوباكتر تيمار مخصوصاً و دوگانه

 مقدار حداكثر همچنين و هوايي بخش رشد هايپارامتر
 احتمال سطح در شده ذكر هاي زمان تمام در را استويوزايد

   .دهند مي نشان 5%
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   )c( ساقه طول و )b( خشك وزن ،)a( تر وزن ميزان بر ها ميكروارگانيسم مختلف تيمارهاي اثر ميانگين -1 شكل

  ).است LSD براساس شده محاسبه مقادير دهنده نشان خطاها( روزه 15 فواصل در
  

  
   روزه 15 فواصل در برگ استويوزايد ميزان بر ها ميكروارگانيسم مختلف تيمارهاي اثر ميانگين -2 شكل

  ).است LSD براساس شده محاسبه ريدامق دهنده نشان هاخطا(
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 مختلف فواصل در خشك ماده تجمع تغييرات 1 جدول
 هاي زمان در رشد سرعت الگوي ديگر عبارت به يا زماني
 را ها ميكروارگانيسم مختلف تيمارهاي به پاسخ در مختلف
 در رشد سرعت كه شد مشاهده جالبي طور به .دهد مي نشان

 روز 15-30 زماني فاصله در گانه سه و دوگانه تيمارهاي
 دوران با منطبق كه روز 30-45 فاصله در و بود حداكثر
 منفرد تيمارهاي در اما .يافت كاهش ،بود آنها گلدهي
 در و رسيد حداكثر به روز 30- 45 فاصله در رشد سرعت

 كاهش بشدت گلدهي مرحله به ورود با روز 45-60 فاصله
 سرعت كاهش روز 45-60 فاصله در حال هر به .يافت
 ولي داشت ادامه گانه سه و دوگانه تيمارهاي همه در رشد
 مشاهد گلوموس+ ازتوباكتر تيمار در توجهي جالب طور به
 %37 روز 30-45 فاصله در رشد سرعت هرچند كه شد

 فاصله در ولي يافت كاهش روز 15-30 فاصله به نسبت
 روز 30-45 فاصله حد همان در رشد سرعت روز 60-45

 .اشتند بيشتري كاهش و ماند ثابت
  

   روز 45-60 ،30- 45 ،15-30 زماني فواصل در خشك وزن مبناي بر استويا گياه رشد سرعت -1 جدول
  g m-2 day-1 برحسب تيمارها اوليه اعمال از پس

  45- 60 30- 45 15-30 تيمار
  e47/5 abc 96/6  cd 73/1 شاهد

  ef96/4 a 44/7 d 33/1 ازتوباكتر
  f35/4 a 76/7 cd 71/1 باسيلوس

  de81/5 abc 91/6  e 69/0 سودوموناس
  ef39/5 a 2/7 c 48/2 گلوموس

  ab69/8 de 49/5  a 33/5 گلوموس+ازتوباكتر
  b21/8 b 21/6 b 36/3 گلوموس+سودوموناس
  ab31/9 e 01/5 b 79/3 گلوموس+باسيلوس
  ab31/9 cd 16/6  b 39/3 باسيلوس+ازتوباكتر
  cd88/6 a 17/7 b 73/3 سودوموناس+ازتوباكتر

  a76/9 f 92/3 e 75/0 گلوموس+باسيلوس+ازتوباكتر
  c23/7 e 17/5 cd 05/2 گلوموس+سودوموناس+ازتوباكتر

  .است ستون آن تيمارهاي بين دار معني تفاوت عدم معناي به ستون هر در يكسان حروف و شده انجام %5 سطح در هرستون اعداد بين ميانگين مقايسه
  

 تجمع ميزان حداكثر كه دهد مي نشان 2 جدول
 بدست روز 30- 45 فاصله در تيمارها همه در استويوزايد

 در گلدهي مرحله به ورود با روز 45-60 فاصله در و آمد
 يك تا نصف حدود به و بشدت منفرد و گانه سه تيمارهاي

 تيمارهاي در و روز 30- 45 فاصله مقادير به نسبت سوم
 تيمار .كرد پيدا تنزل تر ملايم حدي تا دوگانه

 )روز 15- 30 فاصله( ابتدا همان از گلوموس+ازتوباكتر
 تيمارها ساير به نسبت بالاتري استويوزايد تجمع ميزان

 از بالاتر هم روز 45-60 فاصله در حتي توان اين و داشته
 گلوموس، نظير ديگر تيمارهاي برخي .ستتيمارها ديگر

 گلوموس+باسيلوس+ازتوباكتر يا و گلوموس+سودوموناس
 تيمار با توان هم روز 30- 45 فاصله در نيز

 ميزان اما پرداختند استويوزايد تجمع به گلوموس+ازتوباكتر
 باعث روز 45- 60 يا و روز 15- 30 هاي دوره در آنها كمتر
 تيمار از كمتر شصتم روز در آنها استويوزايد كل ميزان كه شده

   .باشد گلوموس+ازتوباكتر
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   روز 45 - 60 و 30- 45 ،15-30 زماني فواصل در استويا گياه در استويوزايد تجمع ميزان -2 جدول
  ppm برحسب تيمارها اوليه اعمال از پس

  45- 60  30- 45 15-30 تيمار
  cd56/5 e69/7  e 05/4 شاهد

  d93/4 de81/8  f 3/3 ازتوباكتر
  bc23/7 bc71/10  d 32/5 باسيلوس

  bcd81/6 cd36/10  c 08/6 سودوموناس
  bcd18/6 a 73/12  ef 9/3 گلوموس

  a88/10 ab14/12  a 15/8 گلوموس+ازتوباكتر
  bd54/6 a 09/13  d 01/5 گلوموس+سودوموناس
  b23/8 cd64/9  b 07/7 گلوموس+باسيلوس
  bcd42/6 c 57/10  d 44/5 باسيلوس+ازتوباكتر
  b89/7 cd28/9  b 4/7 سودوموناس+ازتوباكتر

  cd54/5 a 56/13  c 94/5 گلوموس+باسيلوس+ازتوباكتر
  bcd42/6 a 69/12  e 13/4 گلوموس+سودوموناس+ازتوباكتر

  .است ستون آن تيمارهاي بين دار معني تفاوت عدم معناي به ستون هر در يكسان حروف و شده انجام %5 سطح در رستونه اعداد بين ميانگين مقايسه
  
  بحث

 يها باكتري با ها گياهچه منفرد تلقيح از حاصل نتايج
 ميكوريزاي قارچ و سودوموناس باسيلوس، ازتوباكتر،

 در تيمارها اين همه كه داد نشان تنهايي به آرباسكولار
 وزن طول، تلقيح، از پس روز 60 و 45 ،30 ،15 هاي زمان
 شاهد به نسبت يدار معني طور به را ساقه خشك و تر

 رشد هايپارامتر افزايش .)1 شكل( اند داده افزايش
 متعددي منابع در ميكوريزها و PGPR يها باكتري وسيله هب
 )2010( همكاران و Mamata .است شده گزارش حال به تا
 منطقه از را فسفات هكنند حل يها باكتري تحقيقي در

 اين توانايي و كردند جدا S. rebaudiana گياه ريزوسفر
 توليد زيستي، سازگاري فسفات، كردن حل در را ها باكتري
 مورد گلخانه در سيدروفور و )IAA( اسيد استيك ايندول
 اثر ها يباكتر نيا كه افتنديدر نآنا .دادندقرار  بررسي
 طول يعني گياه رشد پارامترهاي روي بر كننده تحريك
 ساقه، خشك وزن برگ، خشك وزن ريشه، طول شاخه،

 محتوايي رو نيهمچن و ها شاخه كل بيوماس ميزان
 مطالعه اين نتايج با نآنا نتايج كه دارند برگ گليكوزيدي
 كوهي پونه بر ميكوريز اثر روي مطالعه يك .دارد هماهنگي

   تا را شاخه خشك و تر وزن كلونيزاسيون كه داد نشان
 Morone-Fortunato( داد افزايش شاهد به نسبت برابر 3

& Avato, 2008.( كه داد نشان نيز پژوهش اين نتايج 
 تيمارهاي از بيشتر گانه سه حدي تا و دوگانه تيمارهاي

 ديگر منابع .اند داده افزايش را گياه رشد هايپارامتر منفرد
 يا و PGPR و ميكوريز هاي تلقيح كه اند كرده گزارش نيز

 كننده تثبيت و فسفات كننده حل يها باكتري مأتو تلقيح
 تنهايي به هانآ از هريك كاربرد از بهتر توانند مي نيتروژن
 تغيير به منجر تواند مي هايي كنش ميان چنينهم ،باشند
 ,Rillig & Mummey( شود خاك ساختاري هاي ويژگي

 Jones( دهد افزايش را مغذي مواد به دستيابي يا و )2006

et al., 2009.( ًخاكزي يها ميكروارگانيسم مثلا 
 هيف رشد توانند مي كه كنند مي توليد را گياهي هاي هورمون
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 دهند قرار تأثير تحت را آرباسكولار ميكوريزاي اسپور و
)Barea et al., 2005.(  

 مورد تيمار 12 بين در كه داد نشان پژوهش اين نتايج
 گلوموس+ازتوباكتر تيمار با شده تلقيح يها گياهچه بررسي،
 تمام ميان در را طول و خشك وزن تر، وزن ميزان بيشترين
 ،15 زمان چهار در پژوهش، اين در شده اعمال تيمارهاي

 .شتنددا تيمارها اوليه اعمال از پس روز 60و  45 ،30
 دو اين تسينرژيس اثر كه رود مي احتمالبنابراين 

  .باشد ها تركيب ساير اثرات از بهتر هم روي ميكروارگانيسم
 و هيتوج يبرا است يروش رشد، يكم ليتحل و هيتجز

 كه مختلف يطيمح طيشرا به نسبت اهيگ يها واكنش ريتفس
 به. گردد يم مواجه آنها با خود اتيح دوره طول در اهيگ

 مواد انتقال يچگونگ از يبهتر شناخت روش، نيا كمك
 از آنها انباشت و مختلف يها اندام به يفتوسنتز شده ساخته

 رشد فصل طول در شده ديتول خشك ماده يريگ اندازه قيطر
 تلقيحكه  داد نشان پژوهش اين نتايج .ديآ يم بدست

 بر مثبتي اثر گياه رويشي رشد طي در ها ميكروارگانيسم
 تيمارهاي در رشد سرعت و داشته گياه بيوماس افزايش
 داري معني حد در انهگ سه حتي و دوگانه منفرد، تلقيح تحت
 همكاران و Rasheed .است بوده بالاتر شاهد به نسبت

 شيميايي كودهاي كاربرد كه كردند گزارش نيز )2003(
 ريزمغذي و پرمصرف عناصر ساير با همراه فسفر و نيتروژن
 كود كه شاهد گياهان به نسبت را ذرت گياه رشد سرعت
 ميكوريز .دهد مي افزايش دار معني حد در اند نكرده دريافت

 نيتروژن، ازجمله ماكرو مغذي مواد PGPR يها باكتري و
 و روي مس، آهن، مانند ميكرو مغذي مواد و پتاسيم و فسفر
 و رشد تسريع به منجر و ندنك مي مينتأ گياه براي را منگنز

 و )Aseri et al., 2008( دنگرد مي گياهي بيوماس افزايش
 گياهان رشد سرعت افزايش موجب امر همين احتمالاً

 گانه سه و دوگانه تيمارهاي در كه ندداد نشان نتايج .شود مي
 در اما ،روز 15-30 فاصله در رشد سرعت افزايش بيشترين
 از .شود مي ايجاد روز 30- 45 فاصله در منفرد تلقيح تيمار
 تيمارهاي كه ندداد نشان ما عيني مشاهدات ديگر سوي
 در منفرد تيمارهاي ،روز 30-45فاصله  در گانه سه و دوگانه

   از پس و ديرتر همه از شاهد تيمار و 45- 60 فاصله
 به دسترسي زيادتر نسبت احتمالاً .رود مي گل به روز 60

 شود مي باعث گانه سه و دوگانه هايرتيما در غذايي عناصر
 خود نياز مورد غذايي ماده حداكثر به تيمار اين گياهان كه
 در اما ،باشند داشته دسترسي رشد اوايل همان در

 را رشد كمتر ابتدا غذايي مواد كمتر مقادير منفرد هايتيمار
 ميزبان از غذايي مواد انتقال كه تدريج بهو  كند مي تحريك
 همزيستي توان شود مي بيشتر ها باكتري به گياهي

 دوره اواسط در نتيجه در و رود مي بالاتر ها ميكرواركانيسم
 با كه رساند مي خود رشد پتانسيل بالاترين به را گياه رشد

 سرعت حال هر به .ندارد تفاوتي شاهد گياهان الگوي
 در گانه سه و دوگانه تيمارهاي در خشك ماده انباشت
   فاصله در منفرد تيمارهاي در و روز 30- 45 فاصله

 كاهش آنهاست گلدهي شروع با منطبق كه روز 45- 60
 انباشت سرعت روز 45- 60 فاصله در حال هر به .يابد مي
 +لوموسگ تيمار بجز تيمارها همه در خشك وزن

 دلايل به تواند مي امر اين .يابد مي كاهش بشدت ازتوباكتر
 وارد گياهان زمان اين در آنكه ازجمله ،باشد مختلفي
 بيشتر فتوسنتزي مواد نتيجه در و اند شده گلدهي مرحله
 بيوماس در مواد انباشت و شده زايشيفرايندهاي  صرف
 گل كه كرد تصور توان مي همچنين .يابد مي كاهش رويشي

 يها ميكروارگانيسم به نسبت تري فعال مخزن منزله به
 كربني مواد دريافت كاهش و كند مي عمل ريشه مجاور
 با شانآميز مسالمت روابط كارايي ها ميكروارگانيسم توسط
   خشك ماده انباشت در را هاآن مثبت نتايج و گياهان
 گلدهي مرحله شروع با رشد سرعت كاهش .دهد مي كاهش
 گزارش نيز )1389( همكاران و اردكاني وسيله هب گياه
 تيمار توجهي جالب طور به اينكه حال هر به .است شده

 نتيجه در و خود پتانسيل توانسته ازتوباكتر +گلوموس
 مرحله به ورود از پس حتي را گياه در خشك ماده انباشت
 دو اين خوب تسينرژيس اثر از حكايت نمايد حفظ گلدهي

 پايداري بهتوانسته است  كه دارد هم روي ميكروارگانيسم
 گياه در خشك ماده انباشت سرعت به نهايت در و يكديگر
   .نمايد كمك بخوبي
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Das گرم 25 تلقيح اثر بررسي در )2007( همكاران و 
 قارچ گرم 25 ،آزواسپريلوم نيتروژن كننده تثبيت باكتري

 فسفر كننده حل باكتري گرم 25 و آرباسكولار ميكوريزاي
 و 45 ،30 ،15 روزهاي در استويا بيوماس ميزان روي را

 بيوماس تجمع سرعت كه دريافتند كاشت از پس روز 60
 ،يافت كاهش 60روز تا بعد و افزايش 45 روز تا گياه در
 كه مدآ دستب 60 روز در گياه كل بيوماس بيشترين ولي
 همكاران و Das اما .باشد مي ما نتايج با منطبق اين

 در را بيوماس افزايش سرعت و ميزان بيشترين )2007(
 كننده حل باكتري+ميكوريز قارچ( تايي سه تلقيح

 در ،ندكرد گزارش استويا گياه به )آزواسپيريلوم+فسفات
 تيمارهاي در اثرات بيشترين ما نتايج طبق بر حاليكه
 است هكرد گزارش )Earanna )2007 .آمد بدست دوگانه

   و فسيكولاتوم گلوموس گرم 20 با اياستو تلقيح كه
   كروكوم ازتوباكتر باكتري دو از ليتر ميلي 10

)cfu ml-1108×4/3(، فلورسنس سودوموناس و   
)cfu ml-1108×8/2( آواموري آسپرژيلوس قارچ و   
)cfu ml-1108×3/4( هم، با تركيب يا و مجزا صورت به 

 و ارتفاع بيشترين و شتدا اهيگ رشدي رو مثبتي اثرات
 يتيمارها در گياه، كشت از روز 90 از پس بيوماس
دليل  به است ممكن آنها عقيده به كه آمد بدست گانهچهار
 هكنند تثبيت توسط گياه ازين مورد مغذي مواد نيتأم

 با نتايج اين .باشد ميكوريز و فسفات كننده حل نيتروژني،
 بودن متفاوتدليل  به احتمالاً كه است متفاوت ما نتايج
 دفعات تعداد يا رفته بكار باكتري يا قارچ گونه و جنس
 به تلقيح بار هر در شده تلقيح باكتري ميزان يا تلقيح
 رويشي شرايط بودن متفاوتعلت  به يا و است بوده خاك
  .است گياه

 ياد قند نام با شيريني دليل به استويوزايد از اگرچه
 مسير كه است ثانويه متابوليت يك حقيقت در ولي شود مي
 مشترك ترپنوئيدها سنتز مسير با زيادي حد تا آن سنتز
 اوليه متابوليسم به ترپنوئيدي هاي تركيب بيوسنتز و باشد مي

 و انرژي تأمين و كربن اكسيداتيو مسيرهاي يا فتوسنتز گياه،
 اين نتايج .دارد بستگي خاص )elicitors( هاي محرك

 توليد ميزان اند توانسته تيمارها همه كه داد نشان تحقيق
 مثبت اثرالبته  .دهند افزايش شاهد به نسبت را استويوزايد

 ثانويه هاي متابوليت سنتز روي بيوميكر اليسيتورهاي
 مثال عنوان به .است شده گزارش نيز ديگر محققان وسيله هب

Santoro گياهان در كه كردند گزارش )2011( همكاران و 
 سودوموناس با شده تيمار )piperita  Mentha( فلفلي نعناع

 برابر دو اسانس ميزان برازيلنس آزواسپيريلوم و فلورسنس
 با مرزنجوش گياه تلقيح همچنين .بود شاهد گياهان از بيشتر

 و اسانس تجمع افزايش وجبم نيز فلورسنس سودوموناس
 همكاران و Banchio et al., 2008.( Kapoor( شد محصول

 مثل ثانويه هاي متابوليت توليد كه كردند گزارش نيز )2008(
  .يافت افزايش ميكوريزها با تلقيح اثر در آرتيميزين
 از پس استويوزايد ميزان بيشترين كه ندداد نشان نتايج

 گلوموس+ازتوباكتر تيمار در تيمارها اوليه اعمال از روز 60
 در هندوستان در )Dang )2010 و Das .شود مي مشاهده
 قارچ گرم 500 حاوي مختلف تيمار هشت اثر بررسي

 كننده تثبيت باكتري گرم 250 ،آرباسكولار ميكوريزاي
 فسفات كننده حل باكتري گرم 250 و آزواسپريلوم نيتروژن

 و دوتايي تركيب منفرد، طور به را )مگاتريوم باسيلوس(
 ميزان روي اسيدي خاك در ماه شش طي در تايي سه تركيب
 استويوزايد ميزان بيشترين .كردند گزارش استويا بيوماس

 ميكوريز قارچ( گانه سه تيمار از ماه شش از پس 17/20%
 در نتايج اين .آمد بدست )باسيلوس + آزواسپيريلوم +

 سنتز تحريك در ها ميكروارگانيسم مثبت اثر يعني ،كليات
 جزئيات در اما است منطبق تحقيق اين نتايج با استويوزايد

 تيمارها ديگر از بيشتر گانه سه تيمارهاي اينكه و زمان يعني
 بدست مطالعه اين در كه نتايجي بااند  گرفته قرار تأثير تحت
 يا جنس بودن متفاوتدليل  به شايد كه ،است متفاوت آمد
 علت به يا رفته بكار يها باكتري يا قارچ مقادير يا گونه

 بودن متفاوتعلت  به يا و گياه رويشي شرايط بودن متفاوت
 آزمايش و ما زمايشآ در گياه روي تيمارها اثر زمان مدت
Das و Dang )2010 (باشد.  

 نشان )2 جدول( استويوزايد تجمع زماني الگوي بررسي
 در تيمارها همه در استويوزايد تجمع ميزان حداكثر كه داد
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 با روز 45- 60 فاصله در و آمد بدست روز 30- 45 فاصله
 بنابراين .كرد پيدا تنزل تيمارها همه گلدهي مرحله به ورود

 ژنتيك تابع بيشتر استويوزايد تجمع الگوي رسد مي نظر به
 رخ رويشي رشد اواسط در آن ميزان اوج و بوده گياه
 يا و ميكروارگانيسمي تيمارهاي تأثير تحت كمتر و دهد مي
 حال هر به اما .است گرفته قرار گياه رشد الگوي حتي

 تيمار مخصوصاً و دوگانه تيمارهاي در رشد سرعت همانند
 با روز 45-60 فاصله در و بوده بالاتر گلوموس+ازتوباكتر

 احتمالاً .است يافته كاهش كمتر نيز گلدهي مرحله به ورود
 و آب از مناسبي نسبت گلوموس و ازتوباكتر يتيسژسينر اثر

 مندي بهره دليل به نيز گياه و نموده مهيا گياه براي را عناصر
 ميكربي مخزن و گل مخزن بين همزيستي اين مزاياي از

 بقاي صورت هب توازن ينا نتيجه كه كرده برقرار توازني ريشه
 ثانويه متابوليت توليد توان حتي و خشك ماده تجمع سرعت

   .است شده  پديدار استويوزايد
 و هوايي بخش رشد هايپارامتر ميزان بيشترين كل در

 به شايد .آمد بدست گلوموس+ازتوباكتر تيمار در استويوزايد
 را ها ريزمغذي و فسفر جذب گلوموس كه است دليل اين
 نيتروژن تثبيت با هم ازتوباكتر و داده افزايش گياه براي

 و كرده هموارتر گياه براي را نيتروژن منابع به دسترسي
 ايجاد پتاسيم و فسفر نيتروژن، عناصر از تري مناسب تعادل
 بالاتري سنتز و گياه بهتر رشدمنجر به  نتيجه در و است شده
 تمام در .)Vafadar et al., 2014( است شده استويوزايد از

 گانه سه تيمارهاي كهشد  مشاهده بررسي مورد صفات
 در حتي و دوگانه تيمارهاي به نسبت ها ميكروارگانيسم

 ها ميكروارگانيسم منفرد تيمارهاي به نسبت مواردي
 رقابت دليل هب امر اين شايد .دادند نشان كمتري هاي پاسخ
 ايجاد گانه سه تيمارهاي در ها ميكروارگانيسم حد از بيش
 گياه رشد روي مطلوبي اثر اينكه جاي به كه طوري به ،شده
 رقابت دچار گياه از كربني مواد جذب در باشند داشته
 در .كنند مي محدود را يكديگر عمل نتيجه در و شوند مي

 و سازگار هاي تركيب انتخاب  كه رسد مي نظر به مجموع
 طور به تواند مي ميكوريزها و PGPR يها باكتري از مناسب
 ميزان هم و كند تحريك را استويا گياه رشد هم مناسبي

 تحقيق اين نتايج از و دهد افزايش را استويوزايد گليكوزيد
 گزينه ازتوباكتر+گلوموس تركيب كه شود مي نتاجتاس چنين

  .استوياست براي بيولوژيك كود تهيه براي مناسبي
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Abstract 
    Stevia rebaudiana Bert. is a medicinal plant, mostly utilized as a suitable sweeter for diabetic 
patients. In this research, the effect of single or co-inoculation of Arbuscular Mycorrhiza Fungi 
(AMF) and bacteria (Bacillus polymixa, Pesudomonas putida and Azotobacter chroococcuom) 
on regenerated plantlets in tissue culture was investigated in intervals of 15, 30, 45, 60 days 
after planting. Results showed that in comparison to control, inoculation with single and triple 
treatments significantly increased length, fresh and dry weight of aerial parts and stevioside 
content until 60 days after planting while the best enhancement was observed in dual 
inoculations especially in Glomus+Azotobacter treatments. Interestingly, in dual or triple 
inoculations, maximum relative growth rate was obtained in 15-30 days and reduced in 30-45 
days after planting that was in accordance with their flowering time but in single inoculation 
maximum relative growth rate was available in 30-45 days and with promoting of flowering 
phase in 45-60 days declined severely. However, maximum stevioside accumulation rate was 
obtained 30-45 days after planting in all treatments and in 45-60 days after planting reduced 
severely in single or triple inoculations and more slightly in dual inoculations. Therefore, 
microorganisms affect relative growth rate, phenology and stevioside accumulation pattern in 
stevia. 
 
Keywords: Azotobacter, Bacillus, Glomus, Pseudomonas. 


