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  مقدمه

آب  ،در خاكاست که  فرد منحصربههاي با ویژگیهاي مفید یکی از باکتري ازتوباکتر
هاي خنثی یا در خاكبیشتر  حال نیباا باشد؛ تواند وجود داشتهگیاهان میو سطح برگ 

هاي محرك رشد هورمون تولید ،توان تثبیت نیتروژن مولکولی. شود یافت می قلیایی
از  ساکاریدهاي خارج سلولیتولید پلی و هاي مقاوم به خشکیتشکیل کیست ،گیاه

در بین موجودات زنده میزان تنفس را  ازتوباکتر بالاترین. ازتوباکتر استمهم هاي ویژگی
که استفاده از آن شناسند می 1یک باکتري بسیار پرکاررا ازتوباکتر پژوهشگران،  .دارد

فیزیولوژي، بیوشیمی و ژنتیک تثبیت نیتروژن  شناختهاي اساسی در نجر به پیشرفتم
در افزایش  ازتوباکتر نشان داده است کهها پژوهش. و متابولیسم هیدروژن شده است

گونه غالب ازتوباکتر در یک  .داردنقش رشد گیاهان و عملکرد محصولات زراعی و باغی 
ی مانند مناطق در. رطوبت خاك دارد ، دما و مقدارpHمنطقه بستگی به 

غالب  هايگونه Azotobacter salinestris و  Azotobacter chroococcum،ایران
 مزرعهدرصد ظرفیت  70تا  50براي ازتوباکتر خاك  یرطوبتحدود ترین  مطلوب .هستند

از عوامل ی منابع کربنکمبود  ،رو نیازاو  استارگانوتروف شیمیو ،این باکتري .است
که کود ی هایدر خاك آنجمعیت  کهطوريهب شود محسوب می آنرشد  حدودکنندهم

ازتوباکتر داراي هفت . تر استزیاد چشمگیري طور  به شودمصرف می ها آندر حیوانی 
 که يا گونه  بهاست  یهاي مختلفسلولی متفاوت و با ابعاد و اندازه لاشکا باگونه 

ها و تفکیک گونه تشخیصاست و براي مشکل  نسبتبه اولیه آن شناسایی  جداسازي و
 یمطالب اگرچه. است یهاي تشخیصی مختلفنیاز به در کنار هم قرار دادن شاخص

 یرندهدربرگاي که تاکنون مجموعه اما شده استدر منابع مختلف ارائه پراکنده  صورت به
. شده استباشد منتشر نهاي مطالعه این باکتري روش دربارهو جامعی  کافی اطلاعات

العه و بررسی ارائه یک کتابچه راهنماي عملی براي مط ،هدف از نگارش این نشریه
  .استفیزیولوژیک و  شناسی یختر يها جنبهاز ازتوباکتر 

    

                                                        
1. Workhorse 
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  ازتوباکتر بررسیبراي خاك برداري  نمونه
ازتوباکتر در  ازجملهبراي مطالعات مربوط به ریزجانداران و  يبردار نمونه مشخصاتفرم 

متـري  سـانتی  60خاك تا عمق  روییبرداري از لایه نمونهبراي . ارائه شده است 1ل جدو
 30مرتعی تا عمق براي هاي کشاورزي و  در بیشتر خاك حال نیباا. توان استفاده نمودمی

زیگزاگی یا قطري پیشنهاد  يها روشبرداري خاك، براي نمونه. تر استمتر مناسبسانتی
  ).1شکل (شود می

ریشــه و خـاك اطــراف آن   همـه نخسـت  از خـاك ریزوســفري،   بــرداريمونـه نبـراي  
خاکی که به ضخامت حـدود چنـد   تنها برداشت و با دقت خاك اطراف ریشه جدا شده و 

ریشـه و خـاك چسـبیده بـه آن     . شوندمی داشته  نگهمتر و چسبیده به ریشه است میلی
دادن ظـرف و محتویـات    تکـان  قـه یدقشده و پس از چنـد   فرو بردهدر سرم فیزیولوژي 

هاي خـاك، بـه مـدت یـک مـاه در محـیط       نمونه. شود یمها از آن جدا آن، بقایاي ریشه
  .قابلیت نگهداري دارند خچالی

  

  

  )چپ(الگوي قطري  و) راست( برداري زیگزاگیالگوي نمونه -1شکل 



 
  

  ي خاك براي مطالعات میکروبیولوژي خاكبردار نمونهفرم مشخصات  - 1جدول 

کد   ردیف
  نمونه

  آدرس 
محل 

  يبردار نمونه

مختصات 
محل  جغرافیایی

  يبردار نمونه

عمق 
  يبردار نمونه

تعداد نمونه 
براي تهیه 

نمونه 
  مرکب

وزن 
نمونه 
  مرکب

وضعیت 
  کشت

نوع 
گیاه 
  مستقر

وضعیت 
رطوبت 

  خاك

دماي منطقه 
هنگام 

  يبردار نمونه

وضعیت 
ی دهکود

  مزرعه

تاریخ 
  يبردار نمونه

نام 
  ردارب نمونه

       UTM or UPS )cm(    kg  
دایر، 
بایر، 
  آیش

  
خشک، 
مرطوب، 

  خیس
        درجه سلسیوس

1.                             
2.                             
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  مناسب براي رشد ازتوباکتر محیط کشت
هـا   آني رشد ازتوباکتر توصیه شده اسـت کـه بهتـرین    براکشت مختلفی  هايمحیط

ترکیـب شـیمیایی محـیط کشـت     ). 1376خسروي، (است  1وینوگرادسکی محیط کشت
بخـش اول بـه نـام محلـول وینـوگراد      : وینوگرادسکی شامل دو بخش به شرح زیر اسـت 

 ،کلریـد سـدیم   ؛گـرم  5/2 ،یـزیم منسولفات  ؛گرم 5 ،یمپتاس يدشامل فسفات هیدروژن 
گـرم در یـک لیتـر آب     05/0 ،گرم و سـولفات منگنـز   Ш، 05/0سولفات آهن ؛گرم 5/2

محلـول ذخیـره در یخچـال     عنـوان  بـه تنظـیم و   3/7حـدود   محیط در pHمقطر حل و 
گـرم از هـر    05/0مقـدار  : شـامل  مصرف کمبخش دوم؛ محلول عناصر . شودنگهداري می

یک از املاح مولیبدات پتاسیم، برات سدیم، نیترات کبالت، سولفات مس و سولفات روي 
محیط . شودري میمحلول ذخیره در یخچال نگهدا عنوان بهدر یک لیتر آب مقطر حل و 

مصرف، لیتر محلول عناصر کملیتر از محلول وینوگراد، یک میلیمیلی 50کشت نهایی از 
گرم آگار تهیه و با آب مقطـر بـه حجـم     15گرم مانیتول و  10 ،گرم کربنات کلسیم 5/0

  ).Kennedy et al., 2015(شود یک لیتر رسانده می
  

  ازتوباکترخالص  کشت تهیه
از برخـی  درشت و داراي رشد نسبی سریع است؛ همچنـین   نسبت به رازتوباکتکلنی 

در  شـده  لیتشـک هاي کلنی ،رو نیازاکنند میتولید مواد موکوئیدي فراوانی  آنهاي سویه
هـاي  ي از تک کلنی براي تهیه کشتبردار نمونهکمترین زمان به هم متصل شده و امکان 

سازي و تهیـه  خطوط کشت براي خالص بهتر استبراي این منظور، . دهندرا نمی خالص
موارد به با توجه  .ها انجام شودباکتري دیگرهاي فرعی با فواصل بیشتري نسبت به کشت

 2الگوي شـکل  با درون پلیت  2روش خطی ،ازتوباکتراز ، براي تهیه کشت خالص یادشده
 .شودتوصیه می

  

                                                        
1. Winogradsky  
2. Streak-Plate Methods 
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  کترازتوباتهیه کشت خالص الگوي کشت خطی مناسب براي  - 2شکل 

  
  جمعیت ازتوباکتربرآورد هاي روش

. تـوان عمـل کـرد   با سه روش مـی آن و تعیین جمعیت ازتوباکتر شمارش تعداد  براي
تعـداد  آسان براي تعیـین   یروشاست که  MPN(1(ترین تعداد روش اول، طریقه محتمل

گـرم از   10 نخسـت براي انجام ایـن روش،  . استزنده ازتوباکتر در یک نمونه هاي سلول
  90 دارايلیتــري میلــی 250مــایع در ارلــن  نمونــهلیتــر از  میلــی 10جامــد یــا نمونــه 

لیتر آب مقطر استریل اضافه شده و به مدت یک ساعت بـر روي شـیکر دورانـی بـا     میلی
نمونـه بـه   . شـود میدرجه سلسیوس قرار داده  28دماي دور بر دقیقه و در  150سرعت 

بـراي  . رسـوب نماینـد   آنه شده تا ذرات جامد مدت نیم ساعت در حالت سکون قرار داد
. شـود جداسازي ذرات درشت شناور، سوسپانسیون از کاغذ صافی درشت عبـور داده مـی  

بـا اضـافه نمـودن یـک      10-5تـا   10-2هاي رقت. است 10-1این رقت برابر با این شرایط، 
 زوتونیـک یـا  لیتـر محلـول ای  میلـی  9 دارايهاي آزمـایش  به لوله قبلیلیتر از رقت میلی

 لولـه تعداد پنج تکـرار  . شودتهیه می) درصد 85/0محلول سدیم کلرید (سرم فیزیولوژي 
 یـک   .شـود مـی تهیـه  مـایع  لیتـر محـیط کشـت وینوگرادسـکی     میلـی  5 داراي آزمایش 

اضـافه و کـاملاً مخلـوط    محـیط کشـت    دارايآزمـایش  به هر لولـه   هر رقتلیتر از میلی
ــی ــودم ــت. ش ــاکش ــک   ه ــدت ی ــه م ــاي ب ــه در دم ــا  28هفت ــیوس  30ت ــه سلس درج
روز  3تـا   2هـر لولـه آزمـایش چنانچـه داراي ازتوبـاکتر باشـد        .شوندمی يگذار خانه گرم

 درنگیسـف لایـه   ،دهـد  یمپس از کشت، یک لایه سفیدرنگ در سطح رویی لوله تشکیل 

                                                        
1. Most Probable Number 
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 محلـول یـا نـامحلولی   دو هفته با توجه به نوع گونـه، تغییـر رنـگ     تاپس از گذشت یک 
 Azotobacterهــايگونــه داراي معمــولاً ،اي تــا ســیاهقهــوه هلایــ. کــردخواهــد ایجــاد 

chroococcum  ممکـن  اي شود لایه سـطحی  چنانچه محیط کشت مایع هم قهوه. ستا
تولیـد رنـگ سـبز فسـفري محلـول در آب      . باشد Azotobacter salinestrisداراياست 

  .دهدمی را  Azotobacter vinelandiiگونهاحتمال وجود 
کیل لایـه  کـه تش ـ هـایی  تعـداد لولـه  ، ازتوبـاکتر  بـراي شـمارش جمعیـت    هرحـال  به

 دنشـو در نظـر گرفتـه مـی    MPNجـدول  در مثبـت  لولـه   عنـوان  بهاند سفیدرنگ را داده
 گـروه  عنـوان  بهتعداد لوله مثبت را دارد  نیترشیبرقتی که ، این منظوربراي  ).2جدول (

آخـر   گـروه وسـط و   گروه عنوان بهاز آن به ترتیب  پیشت هاي مثبت رقاول و تعداد لوله
را  MPN، ضـریب  2 با استفاده از جـدول . دنشودر نظر گرفته می) در کنار هم گروهسه (

اگـر   مثـال   عنـوان  بـه . شـود وسط ضرب مـی  گروهقرائت کرده و در عکس رقت مربوط به 
، 10-7لولـه در رقـت    3د تعـدا ، 10-6لولـه در رقـت    5، تعداد 10-5لوله در رقت  5تعداد 
شـده باشـند،     مثبـت  10-9لولـه در رقـت   ) 0(صـفر  تعـداد   و 10-8لوله در رقت  1تعداد 

 بـا مراجعـه بـه   . خواهـد بـود   1و  3، 5اول، وسط و آخر به ترتیب برابـر   گروهآنگاه اعداد 
 MPNضـریب  درنتیجـه،   جدول قـرار دارد و  42ردیف در  موردنظراعداد  گروه، 2جدول 

، برابـر تعـداد   )10-7(وسـط   گـروه در عکـس رقـت    1/1 ضرب حاصل. است 1/1د عد آن،
 10در  1/1×107هاي زنـده ازتوبـاکتر در نمونـه اصـلی خواهـد بـود یعنـی        تقریبی سلول

  .در گرم خواهد بود 1/1×106گرم یا 
و در محیط جامد  1روش دوم براي تعیین تعداد ازتوباکتر، شمارش کلنی در پلیت

مانند موارد (از کشت اصلی  شده هیتههاي مختلف از رقت منظور نیابراي . است
طور  لیتر بر روي پلیت داراي محیط کشت جامد بهمیلی 1/0، مقدار )بالا شده گفته

درجه  28- 30در دماي  ها تیلپ. شودمی 2اي پخشیکنواخت و توسط میله شیشه
قرار داده و ) رشد آنبا توجه به نوع سویه و سرعت (سلسیوس به مدت دو تا پنج روز 

  .شودها شمارش میسپس تعداد تک کلنی
 

                                                        
1. Plate Count 
2. Spread Plate 
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  )Erkmen, 2021(هاي زنده باکتري) MPN(ترین تعداد محاسبه محتمل -2جدول 

 ردیف
 MPNضریب   در تعداد لوله مثبت

 ردیف لوله وسط
 MPNضریب  در تعداد لوله مثبت

 گروه لوله وسط
 اول

 گروه
 وسط

 گروه
 آخر

 گروه
 اول

 گروه
 طوس

 گروه
 آخر

1  0 1 0 01/0 ˂ 29 4 3 0 27/0 
2 0 0 1 02/0 30 4 3 1 33/0 
3 0 1 0 02/0 31 4 4 0 34/0 
4 0 2 0 04/0 32 5 0 0 23/0 
5 1 0 0 02/0 33 5 0 1 31/0 
6 1 0 1 04/0 34 5 0 2 43/0 
7 1 1 0 04/0 35 5 1 0 33/0 
8 1 1 1 06/0 36 5 1 1 46/0 
9 1 2 0 06/0 37 5 1 2 63/0 
10 2 0 0 05/0 38 5 2 0 49/0 
11 2 0 1 07/0 39 5 2 1 70/0 
12 2 1 0 07/0 40 5 2 2 94/0 
13 2 1 1 09/0 41 5 3 0 79/0 
14 2 2 0 09/0 42 5 3 1 10/1 
15 2 3 0 12/0 43 5 3 2 40/1 
16 3 0 0 08/0 44 5 3 3 80/1 
17 3 0 1 11/0 45 5 4 0 30/1 
18 3 1 0 11/0 46 5 4 1 70/1 
19 3 1 1 14/0 47 5 4 2 20/2 
20 3 2 0 14/0 48 5 4 3 80/2 
21 3 2 1 17/0 49 5 4 4 50/3 
22 4 0 0 13/0 50 5 5 0 40/2 
23 4 0 1 17/0 51 5 5 1 50/3 
24 4 1 0 17/0 52 5 5 2 40/5 
25 4 1 1 21/0 53 5 5 3 20/9 
26 4 1 2 26/0 54 5 5 4 16 
27 4 2 0 22/0 55 5 5 5 24 > 
28 4 2 1 26/0      
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عدد در هر پلیت وجـود داشـته باشـد ایـن      300تا  30ها بین معمولاً اگر تعداد کلنی
رشد و اندازه  سرعت بهحال با توجه  بااین. رسدمی به نظرمناسب  موردنظرمقدار براي رقت 

. شودتخابی توصیه میرقت ان درکلنی عدد  100تا  20هاي ازتوباکتر تعداد درشت کلنی
سـنجیده   cfuاختصـار   یا به 1جمعیت باکتري در یک محیط بر اساس واحد تشکیل کلنی

  .شودمی
و شـمارش   مسـتقیم مشـاهده  روش  ،جمعیـت ازتوبـاکتر   براي برآورد سومروش 

وبـار هموسـیتومتر یـک لام    ئلام ن. اسـت  2وبار هموسیتومترئتوسط لام نتعداد سلول 
اسـت  و لامـل مخصـوص   متـر  میلی 1/0راي دو چاهک به عمق استاندارد است که دا

 04/0است که هر یک داراي مساحت  مربع بزرگ 9هر چاهک متشکل از ). 3شکل (
 0025/0تـر بـه مسـاحت     مربع کوچک 16نیز از  هر مربع بزرگ. متر مربع استمیلی
بـراي مطالعـه   ). 4شـکل  (تشکیل یافتـه اسـت   ) 0025/0×16=04/0(متر مربع میلی

گانه از مربع وسط اسـتفاده  هاي نهازتوباکتر با توجه به اندازه سلول آن، در بین مربع
هـاي واقـع در   مربـع متوسـط، ترجیحـاً مربـع     5شـمارش در   ،در این ناحیه. شودمی

شـکل  (شـود  ها محاسبه مـی  شده و میانگین آن ها و همچنین مربع وسط انجامگوشه
هاي مماس بر خطوط لهاي کوچک و سلوبعدر درون مر شده مشاهدههاي سلول). 5

هاي مماس بر خطوط شود اما سلولها در شمارش لحاظ میبالایی و سمت چپ مربع
عـدد سـلول،    70تـا   30معمـولاً  ). 5شکل (شوند پایین و سمت راست محاسبه نمی

قبول است که چنانچه بیشتر از این تعداد باشد نیاز است نمونه  تعداد مطلوب و قابل
در چهـار مربـع بـه     شده شمارشهاي اگر تعداد سلول مثال عنوان به. سازي شودقرقی

حجم هر مربع بزرگ . شودمی 65ها  عدد باشد میانگین آن 60و  65، 75، 60ترتیب 
برابـر   تـر یکرولیمتعـداد سـلول در یـک     رو نیازا. است تریکرولیم 04/0×1/0=004/0

  .لیتر استدر میلی 6/1×107 حدودکه  16250
  

                                                        
1. Colony-forming unit 
2. Haemocytometer  
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  هموسیتومتر وبارئلام ن -3شکل 

 

  
 هموسیتومتر وبارئهاي مناسب براي شمارش ازتوباکتر بر روي لام نمکان - 4شکل 

 

  
  هموسیتومتر وبارئبندي لام نشبکه -5شکل 

  
  ازتوباکتررویشی و کیست سلول بررسی روش 
یشی و رو شکلجنس ازتوباکتر با توجه به مرحله و شرایط رشد داراي دو  یطورکل به

حال  بااین. )Claus, 1992( ی هستندبررس  قابلآمیزي گرم  رنگ با شکلهر دو . استکیست 
چنانچه در مرحله رویشی از آزمایش گرم براي بررسی شکل میکروسکوپی ازتوباکتر استفاده 

  .کندآمیزي ساده با فوشین کفایت می شود براي بررسی مشاهده کیست، روش رنگ
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  ازتوباکترتحرك ده و مشاهبررسی هاي روش
در . بررسی کرد میرمستقیغمشاهده مستقیم و روش توان به دو را می ازتوباکترتحرك 

 یا فیزیولوژي سرم قطره دو .دشومیآماده  ازتوباکترساعته  24کشت  نخستمستقیم، روش 

 تهبرداش کلنی سطح از اندکی مقدار لوپ، از استفاده با. شوده میددا قرار لامل روي مقطر آب

با توجه به  .دشومی مشاهده 100 بزرگنمایی با حاصل نمونه .دشومیمخلوط  فوق قطره باو 
با تنظیم شدت نور و ایجاد  رو نیازاشود اینکه در این روش از مواد رنگی استفاده نمی

  .توان تحرك باکتري را مشاهده نمودمی روشن هیسا
 5/1 داراي ازتوباکتر 1نیمه جامدت محیط کش داراي آزمایش لولهاز  میرمستقیغ روش در

، نمونه در زیر هود لامینار سوزنی لوپ از استفاده با .شودمی استفاده آگار گرم در لیتر
 .شودمیانتهاي لوله در این محیط کشت فرو برده  مسو یک تاو  لوله مرکز در  ازتوباکتر

 صورت در. شودمی هداقرار د ساعت 48به مدت  Cº 30 دماي با خانهگرمدر  سپس، لوله

 یا و نیز رشد واضح خط این اطراف محیط تلقیح، خط در رشد بر افزون باکتري، بودن متحرك

  .)6شکل ( دهدمی نشان کدورت
  

  
  جامد محیط نیمه روش به حرکت باکتريبررسی  -6شکل 

  
  گیري میزان تثبیت نیتروژن اندازهروش 

  ) C2H2(استیلن گاز احیاي به روش  توانتثبیت نیتروژن در ازتوباکتر را می میزان
توسط آنزیم نیتروژناز، معیاري براي  احیاي گاز استیلن. )Postgate, 1972( گیري کرداندازه
اي این روش بیشتر جنبه مقایسه. شده استگیري مقدار تثبیت نیتروژن در نظر گرفته اندازه

هاي آزمایش لوله نخست ور،براي این منظ. هاي مختلف داردبراي تثبیت نیتروژن در سویه
                                                        
1. Semi-solid 



 هاي آزمایشگاهی بررسی ازتوباکترروش 11  

 
لیتر محیط کشت وینوگرادسکی با سویه موردنظر ازتوباکتر میلی 5 دارايلیتري میلی 15

  درجه سلسیوس درپوش  30در دماي  گذاريخانهگرمساعت  24از  پستلقیح شده و 
 ،با استفاده از سرنگ. شودنفوذ و استریل تعویض می رقابلیغاي با درپوش لاستیکی و پنبه

تخلیه و به همان  شیآزما لولهاز هواي ) درصد حجم هواي لوله 10(لیتر  مقدار یک میلی
. شودبراي هر سویه سه تکرار در نظر گرفته می. شودآن تزریق می يبجامقدار گاز استیلن 

سپس . دنشومی گذاري خانه گرمدرجه سلسیوس،  30ساعت در دماي  24به مدت  هالوله
تزریق ) GC( 1به دستگاه کروماتوگرافی گازي شیآزما لولهواي داخل از ه تریکرولیم 500

 ،200، 100، 50، 25با تزریق مقادیر . شودنمودار قرائت می درمنحنی زیر شده و سطح 
  ترسیم منحنی استاندارد اتیلن به دستگاه گاز از  تریکرولیم 1000و  800 ،600، 400
لیتر محیط کشت در ساعت مول در میلینانو  برچسبمقدار اتیلن تولیدشده . شودمی

  .ل استوم نانو 64/44اتیلن برابر با  تریکرولیمهر . شودگزارش می
 

 دآمیناز ویژه ازتوباکتر- ACCگیري فعالیت آنزیم اندازهروش 
تثبیت نیتروژن  ییتوانا ،نیتروژن بدونازتوباکتر در شرایط آزمایشگاهی و در محیط کشت  

توان انتظار داشت ن اساس با حذف نیتروژن ترکیبی از محیط کشت نمیبر ای. را داردمولکولی 
یـا   2کربوکسیلیک اسـید - 1- آمینوسیکلوپروپان- 1ماده  که ازتوباکتر براي نیاز نیتروژنی خود از

در دآمیناز - ACCگیري میزان فعالیت آنزیم براي اندازه رو نیازا؛ استفاده نماید ACCاختصار  به
نیتـروژن   لازم اسـت کـه   نخسـت  )Penrose and Glick, 2003( شـده  هیتوص ـ ازتوباکتر روش

ظروف ارلـن شـیردار اسـتفاده    از براي این منظور . حذف شودمولکولی از محیط رشد باکتري 
 آن اکسـیژن خـالص   يبجاهواي درون ارلن تخلیه و  ،خلأبا استفاده از پمپ  نخست .شودمی

 تـر یکرولیم 25 داراياستریل وینوگرادسکی لیتر محیط کشت میلی 25 مقدار .شودتزریق می
ACC ساعت در دماي 24به مدت ازتوباکتر  مشخصقیح شده با سویه نیم مولار و تل Cº30  در

لیتـري  میلی 5/1 )ویال(لوله درپوش دار سوسپانسیون باکتري در . گیردشیکر دورانی قرار می
رسـوب  . شـود ده مـی درجـه سلسـیوس رسـوب دا    4در دماي  g8000دقیقه در  10به مدت 

سوسپانسـیون و در   6/7برابـر   pHمـولار بـا    Tris HCl 1/0لیتـر  در یـک میلـی   شده لیتشک
                                                        
1. Gas Chromatography  
2. ACC-deaminase 



  هاي آزمایشگاهی بررسی ازتوباکترروش     12
 
g16000  در  شـده  لیتشک رسوبمحلول رویی حذف و . شوددقیقه رسوب داده می 5به مدت

تولـوئن بـه    تریکرولیم 30. شودمیحل  5/8برابر  pHمولار با  Tris HCl 1/0 تریکرولیم 600
هاي تولـوئنی شـده در   از سلول تریکرولیم 100. شودنسیون سلولی اضافه و ورتکس میسوسپا
درجـه سلسـیوس    4شـود در  گیري مقدار پروتئین که در ادامه انجام میبراي اندازه 5/1ویال 

 5/1هـاي  هاي تولـوئنی شـده در ویـال   ي از سلولتریلکرویم 200دو سري . شودنگهداري می
مـولار اضـافه و    ACC 5/0از محلـول   تـر یکرولیم 20به یک ویـال،  . دشومی تهیهلیتري میلی

یک . شودمی درجه سلسیوس نگهداري 30دقیقه در  15مدت  مختصري ورتکس و سپس به
در دماي  g 16000دقیقه در  5مولار اضافه و مخلوط ورتکس و به مدت  HCl 56/0لیتر میلی
مـولار   HCl 56/0 تـر یکرولیم 800ل رویی بـا  لیتر از محلویک میلی. شودمی وژیفیسانتراتاق 

دو  HClدرصـد در   2/0نیتروفنیل هیدرازین دي 2،4معرف  تریکرولیم 300. شودورتکس می
سـاعت   5/0درجه سلسیوس بـه مـدت    30محتویات پس از ورتکس در . شودنرمال اضافه می

نـانومتر توسـط    540جـذب در  مقـدار  نرمـال اضـافه و    2لیتر سود میلی 2. شودمی ينگهدار
مقـدار جـذب   ي دوم نیز تریلکرویم 200در ویال . شودگیري میدستگاه اسپکتروفتومتر اندازه

  .شودها کسر میگیري و از مقدار جذب نمونههانداز
گـرم از نمـک سـدیمی     05/0مقـدار  ، منحنـی اسـتاندارد آلفـاکتوبوتیرات    تهیهبراي 

غلظت . شودحل می 5/8برابر  pHمولار با  Tris HCl 1/0لیتر میلی 4آلفاکتوبوتیرات در 
از . شودتهیه می مولار یلیم 10از این محلول، استاندارد . است مولار یلیم 100این محلول 

 میکـرو  1/0و  2/0، 4/0، 6/0، 8/0، 1هاي حـاوي  محلول به ترتیب مولار یلیم 10محلول 
 مجموعـه بـه هـر   . شودتهیه می تریکرولیم 200مول و همچنین استاندارد صفر در حجم 

نیترو فنیل هیدرازین دي 2،4معرف  تریکرولیم 300 بالا يها محلولي از تریل کرویم 200
درجه سلسیوس  30دقیقه در  30نرمال اضافه و به مدت  2درصد در اسیدکلریدریک  2/0

فنـل هیـدرازون   در طی این مدت آلفاکتوبوتیرات بـه شـکل دي  . شودمی گذاريخانهگرم
گیـري  نـانومتر انـدازه   540نرمال اضافه و جذب در  2لیتر محلول سود میلی 2. آیددرمی

مقـدار جـذب و مقـدار     ترسیم و منحنی استاندارد مناسب،افزار با استفاده از نرم. شودمی
  .شودمی محاسبهآلفاکتوبوتیرات  مول کرویم

هاي تولـوئنی شـده کـه    از سلول تریکرولیم 100، هامقدار پروتئین نمونه گیرياندازهبراي 
بـا   )Bradford )1976 درجه سلسیوس نگهداري شده است با اسـتفاده از روش  4در  از پیش
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، 07/0، 05/0، 03/0، 01/0، 005/0، 0هاي داسـتاندار . شـود گیـري مـی  اندکی تغییرات اندازه

لیتـر آب  در حجم یـک میلـی   1لیتر آلبومین سرم گاويگرم در میلیمیلی 12/0و  1/0، 09/0
 50بـه   G250بلـو  گـرم کوماسـی  میلـی  100 ،براي تهیه محلـول معـرف  . شودمقطر تهیه می

درصـد بـه    85 کیفسـفر  دیاسلیتر میلی 100. شوددرجه اضافه و حل می 96لیتر الکل میلی
ین محلول از کاغـذ صـافی   ا. شودلیتر رسانده می محلول اضافه و حجم آن با آب مقطر به یک

هـاي آزمـایش   بـه تمـامی لولـه   . شـود درجه سلسیوس نگهداري مـی  4و در دماي  عبور داده
از معـرف بـه    تـر یکرولیم 500 مقـدار . شـود لیتر از معرف اضـافه مـی  میلی 5استاندارد، مقدار 

 10در فاصـله  . شـود ز اضافه مـی هاي تولوئنی شده نیاز سلول تریکرولیم 100 دارايهاي ویال
 .شـود نـانومتر قرائـت مـی    595هـا در  دقیقه از زمان اضافه نمودن معرف، مقدار جذب نمونـه 

) ACC(کربوکسـیلیک اسـید    - 1- آمینوسیکلوپروپان- 1مولار  5/0لیتر محلول میلی 20مقدار 
 ـ 5/1هاي این محلول در لوله. شودپور استریل میفیلتر میلی باتهیه و  لیتـري اسـتریل و   یمیل

گیـري میـزان فعالیـت آنـزیم     بـراي انـدازه  . شونددرجه سلسیوس نگهداري می - 22در دماي 
ACC -دآمیناز، محلول ACC 5/0 شودمولار تازه استفاده می.  

 
  شده با استفاده از گل اشباع غنی  Azotobacter chroococcumگونهي جداسازروش 

کروکوکوم به معناي دانـه رنگـی و   . است A. chroococcumگونه ازتوباکتر،  ترین مهم
. گرفتـه اسـت   تنشأیعنی دانه  3به معنی رنگ و کوکوم 2یونانی کروآ دو کلمهمتشکل از 

  . اي تـا سـیاه نـامحلول در آب اسـت    دانـه قهـوه   ، تولیـد رنـگ  گونه نیا مهمهاي از ویژگی
مخلـوط  . اسـت  شـده  گل اشباع غنـی  ترین روش جداسازي ازتوباکتر از خاك، روشساده

بـه  ) بهتـر اسـت   آب مقطر استریل(یک درصد نمک پیروات سدیم تهیه و با آب  خاك و
متـري   سـانتی  5/7 4به ظرف پتـري  شده هیتهگل اشباع . شودحالت گل اشباع رسانده می

متـري در درون ظـرف    سـانتی  5/7ظرف پتري . شودمنتقل و سطح آن صاف و هموار می
براي جلـوگیري از  . شودتر گذاشته می ش ظرف پتري بزرگقرارگرفته و درپو 5/14پتري 

تر اضـافه و   لیتر آب استریل به کف ظرف پتري بزرگ خشک شدن سطح خاك چند میلی
                                                        
1  . Bovine Serum Albomin 
2  . Chroa 
3  . Coccum 
4. Petri dish 
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. )Becking, 1981( شـود نگهـداري مـی   خانهگرمدرجه سلسیوس در درون  30در دماي 
اي قهـوه  ي تـا ا هاي کرم، قهـوه  ، لکه A. chroococcumوجود از دو هفته در صورت  پس
بـر    A. chroococcumکلنـی  شکل. آمدخواهند  پدیدسیاه، روي سطح گل مایل به  تیره

از . شده استنشان داده  7 با یک درصد پیروات سدیم در شکل شده یغنروي گل اشباع 
، مقداري از کلنی 1)لوپ(وسیله حلقه  نقاط رنگی روي سطح گل اشباع با ایجاد خراش به

بـر روي  کشـت  . شـود محیط کشت وینوگرادسکی منتقـل مـی   داراي پتري هاي ظرفبه 
از یک هفته و  پس. شودانجام می 2به روش خطیمحیط کشت جامد،  دارايظرف پتري 

هـاي   یکلن ـهـا از تـک    ي آنسـاز  خـالص  منظور بهظاهري باکتري و  هايویژگیمشاهده 
 .Aشـکل رویشـی   دارايکلنـی تـازه   . شودهاي فرعی تهیه میکشتدوباره  آمده دست به

chroococcum  نشان داده شده است 8  شکلساعت در  48از  پس.  
  

  
  )1388خسروي، (بر روي گل اشباع   A. chroococcumکلنی  - 7شکل 

  
  آزمایش  لوله با استفاده از Azotobacter chroococcum گونهي جداسازروش 

سوسپانسیون  از آزمایش  لولهاز خاك به روش   A. chroococcumيجداسازبراي 
 گرم آب 90گرم خاك با  10براي این منظور، . توان استفاده کردمی درصد خاك 10

لیتري تهیه و به مدت یک ساعت میلی 250در یک ارلن  )، بهتر استآب مقطر استریل(
سرم لیتر میلی 9لیتر از سوسپانسیون به یک میلی. شودبر روي همزن قرار داده می

لیتر میلی 1 ،از این سوسپانسیون. دشومنتقل می) درصد 85/0م کلرید سدی( فیزیولوژي
بهتر است چند تکرار از . شودلیتر محیط کشت مایع وینوگرادسکی منتقل میمیلی 9به 

دو هفته در  تاي اخیر به مدت یک هاآزمایش  لوله. آخر تهیه شود سوسپانسیوناین 
                                                        
1. Loop 
2. Streaking 
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د ازتوباکتر در خاك مورد جودر صورت و. شوندنگهداري می سلسیوس درجه 30دماي 

در روزهاي  هلایاین . شودهاي آزمایش تشکیل میبر روي سطح لوله ايلایه ،آزمایش
با استفاده از لوپ یا . شوندمی رنگ  اهیساي تا قهوه ،اول، سفیدرنگ و سپس در ادامه

یت برداري شده و به سطح پلدر سطح لوله، نمونه شده لیتشک لایهسوزن، مقداري از 
  .خطی کشت خواهد شد صورت بهمحیط کشت جامد وینوگرادسکی منتقل و  داراي

  

  شناسیریختبر اساس  A. chroococcumتشخیص روش 
سـاعت ظـاهر    24از  پـس بر روي محیط جامـد  ها ، کلنی A. chroococcumگونهدر 

ات، ، غیر شـفاف و م ـ مایل به کرم ، سفیدگونه نیاساعته  48جوان و هاي کلنی. شوندمی
رنگ کلنی به زرد،  جیتدر بهبا گذشت زمان  .)8شکل ( سطح براق و برآمده هستندداراي 

  کلنـی  رنـگ و شـکل   9و 8هـاي  در شـکل  .یابداي تیره تغییر میتا قهوه رنگ کماي قهوه
A. chroococcum  روز پس از کشـت بـر    12و  6، 4، 3، 2هاي ایران با عمر بومی خاك

  .)9و 8 هايشکل(است کی نشان داده شده روي محیط کشت وینوگرادس
  

  
پس از کشت بر روي ساعت  48هاي ایران با عمر بومی خاك A. chroococcumکلنی  - 8 شکل

  )1398خسروي، ( محیط کشت وینوگرادسکی
  

  
سه، چهار،  ؛از چپ به راستبه ترتیب هاي ایران بومی خاك A. chroococcumکلنی  - 9 شکل

  )1398خسروي، (ز کشت پس اروز  دوازدهشش و 
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سلول . یابندمیکروسکوپی سلول نیز تغییر می هايشکل با تغییر رنگ کلنی، زمان هم
سلول . دشوتر مشاهده میهاي قدیمیدر کشتکیست هاي جوان و حالت در کشترویشی 

نشان داده شده  10در شکل برابر  1000بزرگنمایی  با A. chroococcumکیست رویشی و 
  .)1398، خسروي( است
  

  
  )1398خسروي، (؛ )ب( A. chroococcumو کیست ) الف( A. chroococcum سلول رویشی  - 10شکل 

  
  Azotobacter salinestrisگونه ي جداسازروش 

تنهـا گونـه ازتوبـاکتر اسـت کـه در       A. chroococcumاشاره شد  نیازا شیپ کهطورهمان
 A. salinestrisولی گونـه  . کندتولید می اي نامحلول در آبدانه قهوهمحیط کشت جامد رنگ

 ).11شکل (کند اي محلول در آب تولید میدانه قهوهرنگ ،در محیط مایع
 
  

  
در مقایسه با ) چپ( A. salinestrisاي محلول در آب توسط دانه قهوهتولید رنگ -11 شکل

  )1398خسروي، ( ؛)راست( محیط کشت شاهد
  

 هماننــد روش بــراي آزمــایش  لولــهز خــاك بــه روش ا A. salinestrisي جداســاز بــراي
 A. chroococcum ها در روزهاي اول، سفیدرنگ و سپس لایهنیز  گونه نیابراي . شودعمل می

   رنـگ   يا قهـوه امـا محـیط مـایع ممکـن اسـت       شـوند مـی  رنـگ  کـرم در ادامه رشـد زرد یـا   
  .شود
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  Azotobacter vinelandii گونهي جداسازروش 

  A. chroococcum ماننداما هستند  A. chroococcum همانند A. vinelandii گونه هايسلول
از افزودن بوتانول به محیط کشت دیده  پسهاي کهنه و یا کیست در کشت. شونداي نمیقهوه
سیدروفور به نام ازتوباکتین  زرد محلول در آب که یک نوع- دانه فلورسنت سبز رنگ. شودمی

محیط کشت و استفاده از  1سازيغنی). 12شکل (ن گونه است ای مهم هايویژگیاز  است
. است Azotobacterهاي اساسی براي جداسازي گونه ،عنوان منبع کربن سوبستراهاي آلی به

عنوان منبع  از رامنوز و فنل به تواند یم A.vinelandiiفقط  Azotobacterهاي در بین گونه
رامنوز، اتیلن گلیکول، - ر با یکی از منابع کربنی المحیط کشت ازتوباکتاگر  .استفاده کندکربن 

 1/0دیگر، بنزوات سدیم یک درصد یا فنل  سوياز  و شودآرابیتول غنی - تریتول، دياري
پس از . شودهاي ازتوباکتر به محیط اضافه میگونه دیگراز رشد  بازدارندهعنوان  درصد به

 رشد خواهد کرد  A. vinelandiiونهگ تنهادرجه سلسیوس،  37در دماي  گذاري خانه گرم
)2015 ,Kennedy et al..(  
  

  
 A. vinelandiiکلنی  - 12شکل 

  
  Azotobacter armeniacus ي گونهجداسازروش 

دانـه   تولید رنگ. هاي ازتوباکتر استگونه دیگرشبیه  .armeniacus Aگونه  شناسی ریخت
هـاي  از ویژگی. است گونه نیا هايیژگیواي تیره تا قرمز مایل به بنفش محلول در آب از قهوه

گونـه   .عنـوان منبـع نیتـروژن اسـت     مصـرف نیتـرات و آمونیـوم بـه     نـاتوانی  ،گونـه  نیاممتاز 
armeniacus A.، بـراي  کـاپریلات   بـا  محـیط کشـت   2سـازي روش غنـی . آز مثبت استاوره

                                                        
1. Enrichment 
2. Enrichment 
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 Azotobacter،گونـه  نی ـابـر  افـزون در این شـرایط  . مناسب است .armeniacus Aجداسازي 

vinelandii  هـا هماننـد    هـاي دیگـر آن  کند کـه بـراي تمـایز ایـن دو از ویژگـی     هم رشد می
اي سـیاه تـا قرمـز بـنفش     دانـه قهـوه   و رنـگ   A. vinelandiiزرد که مربوط بـه - دانه سبز رنگ

 ).Kennedy et al., 2015(شود استفاده می armeniacus .Aمحلول در آب براي گونه 
  

   Azotobacter nigricansهي گونجداسازروش 
 بدوناما  بوده هاي ازتوباکترگونه دیگرشبیه  شناسی ریخت ازنظرنیز  A. nigricans گونه

مات بوده اما هاي این گونه صاف و ها در بیشتر سویهسطح کلنی. متحرك استتاژك و غیر
به بنفش  هاي تولیدي معمولاً قرمز مایل دانه رنگ. هستند شفاف مهینها هم  از آن برخی

توان  گونه نیا. کندبسیار کم رشد میو یا  ندارد رشد درجه 37در  A. nigricansگونه . هستند
داراي دو زیرگونه  A. nigricans گونه .منبع نیتروژن را دارد عنوان بهمصرف نیترات و آمونیوم 

achromogenes  وnigricans هاي کهنه زیرگونه سلول. استnigricans دانه  معمولاً رنگ
فقط  achromogenesدر زیرگونه  که یدرحال. کننداي تیره محلول در آب تولید میقهوه
 .A براي جداسازي گونه. شوددر درون کلنی ایجاد می انتشار رقابلیغیا دارچینی دانه زرد  رنگ

nigricans ارائه نشده است ايویژهسازي تاکنون روش غنی )Kennedy et al., 2015.(  
  

   Azotobacter beijerinckiiي گونهسازجداروش 
  بستگی به شرایط کشت داشـته و خیلـی شـبیه    A. beijerinckiiگونه  شناسی ریخت

A. chroococcum  تـوان  نیـز   گونه نیا. هستند رمتحركیغتاژك و بدون ها سلول. است
  بــراي گونــه  رگــروهیزدو . منبــع نیتــروژن را دارد عنــوان بــهمصــرف نیتــرات و آمونیــوم 

A. beijerinckii  شناختهمحتمل به اسید و دیگري زیرگروه  رگروهیزیکی  کهتعریف شده 
 .است 1لیتر فوشین الماسگرم در میلیمیلی 40درصد یا  05/0با حساسیت به فنل  شده 

عنـوان منبـع کـربن را     توانایی استفاده از سوربیتول یا اکونیتات به A. beijerinckiiگونه 
محیط . را ندارد 2ساکاریدهاي قابل پخشیدگینین توان تولید هوموپلیهمچ گونه نیا. ندارد

-هیدروکسـی بنـزوات، دي  -تارتـارات، آلفـا  -کشت ازتوباکتر با یکـی از منـابع کربنـی ال   
                                                        
1. Diamond fuchsin 
2. Diffusible 
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محیط کشت در حـدود   pHتنظیم . شودسازي میگالاکتورونات غنی-گلوکورونات یا دي

  .مناسب است گونه نیابراي رشد و جداسازي  6تا  5/5
  

  Azotobacter paspali ي گونهجداسازروش 
است و داراي رابطه همیاري  1واریته باتاتایس پاسپالوم نوتاتومبا گیاه  A. paspali گونه

 شناسی ریختداراي  گونه نیاهاي سلول. تاکنون فقط از ریشه این گیاه جداسازي شده است
  ها ، سلول2ییرشد نمامرحله در  حال نیبااهاي جنس ازتوباکتر هستند گونه دیگرمشابه 
هاي توسط تاژك A. paspali هاي گونهسلول .هستند مترمیکرو 60و گاهی تا  ترطویل

برآمده ها کلنی. کنند، حرکت می)اند دهیپوشهایی که تمام سطح سلول را تاژك(پریتریشوس 
  شده دیده  مات با لبه کامل یا لولهاي با سطح صاف یا کدر و ، کرَهکسانی ریغبا تحدب 

به  توانااما  اشتهمنبع نیتروژن را د عنوان بهتوان مصرف آمونیوم  A. paspaliگونه . شوندمی
 عنوان بهبه استفاده از نیترات  تواناA. paspali ه گون. ستینمصرف گلوتامات به این منظور 

 .vinelandii  Aهمانند گونه گونه نیا. منبع نیتروژن بوده اما فاقد توان تولید نیتریت است
اگر نمونه از خاکی که در آن گیاه  اساساً. کندزرد محلول در آب تولید می- دانه سبز رنگ

در . خواهد بود .vinelandii  A با این رنگدانه، گونه نیاکشت نشده باشد  پاسپالوم نوتاتوم
 پسط و فق بودهن مشاهده  قابل رمسلحیغبا چشم ساعت،  24 پس ازها ، کلنیA. paspaliگونه

 به بلو در محیط کشت،گونه در صورت وجود برم تیمولاین در . شوندساعت ظاهر می 48از 
  ).Kennedy et al., 2015( شودمی زردرنگ محیط  ،شدنعلت اسیدي 

  

  منابع کربنیاستفاده از  ازتوباکتر با  هايگونهتشخیص و تفکیک روش 
. ی از منابع کربنی را مصرف کنندوسیع توانند دامنهمیمختلف ازتوباکتر  هايگونه 
فروکتوز، استات، پیرووات، فومارات، مالات،  به مصرف گلوکز، تواناازتوباکتر  يها گونههمه 

اما ؛ و استیل متیل کربینول هستند گلوتارات-السوکسینات، لاکتات، اکسوگلوتارات، دي
 تواند یمین موضوع که ا را مصرف کننداز منابع کربنی برخی  توانندنمی ها گونهبرخی 

                                                        
1. Paspalum notatum cv. Betatais 
2 .Exponential phase 
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استفاده توسط   منابع کربنی قابل 3در جدول . استفاده شود يا گونهمبنایی براي تفکیک 
  ).Kennedy et al., 2015(داده شده است هاي مختلف ازتوباکتر نشان گونه
  

  دانه استفاده از توان تولید رنگ ازتوباکتر با  هايروش تشخیص و تفکیک گونه
هـاي متفـاوتی تولیـد    هاي محلول در آب با رنـگ دانه توباکتر رنگمختلف از هايگونه

  .داده شده است ازتوباکتر نشانهاي توان تولید رنگدانه توسط گونه 4در جدول  .کنندمی
  

  هاي مختلف ازتوباکتراستفاده توسط گونه منابع کربنی قابل - 3جدول 
  نوع گونه ازتوباکتر نوع منبع کربنی  ردیف

 وینلاندي سالینستریس پاسپالی نیگریکانس بیجرینکی منیاکوآر کروکوکوم

 + + + + + + +  ساکارز  .1
  +  +  -  -  +  d  +  پروپیونات  .2
 + + - d d + +  مانیتول  .3
  +  d  -  -  -  -  d  بتافنیل پروپیونات  .4
  +  +  - d  +  +  +  بوتیرات- ان  .5
  +  d  -  +  -  -  d  اتوبنز  .6
 - + - + d + + ترهالوز  .7
  +  +  - d  +  +  +  ملوبیوز  .8
  +  +  -  d  d  +  +  مالتوز  .9
  d  d  d  -  +  d  +  رافینوز  .10
  +  d  -  d  -  -  d  گلیسرول  .11
 + + - d d + +  سوربیتول  .12
 + - - - + - -  گلوکورانات- دي  .13
 - - - - + + - گالاکتورونات- دي  .14
 + - - - - d - گلوتارات  .15
 + - - - - - - گلیکولات  .16
 + - - - d - - فنل  .17
 + - - - - - - رامنوز  .18
 + + - - - - + کاپرات  .19
 + - - - - + - کاپریلات  .20
 + - - - + + - اینوسیتول- مزو  .21
 + + - d - - + مالونات  .22
 + - - d d - - الُ- 1- پروپان  .23
 - + - d d + + نشاسته هیدرولیز شده  .24
 .دهندفاوتی میهاي متهاي مختلف واکنشسویه: dدهد؛ اي واکنش نمیهیچ سویه: -دهند؛  یمها واکنش همه سویه+: 
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  هاي مختلف ازتوباکترتولیدي توسط گونه ،دانه محلول در آب نوع رنگ -4جدول 

 دانه رنگ  ردیف
 نوع گونه

 وینلاندي سالینستریس پاسپالی نیگریکانس بیجرینکی آرمنیاکو کروکوکوم

1. 
زرد - سبز

 فلورسنت
- - - - + - + 

 - + - d - - -  اي سیاهقهوه .2

3. 
ا اي سیاه تقهوه

 قرمز بنفش
- + - + - - - 

 d + - d - + - قرمز بنفش .4

 .دهندهاي متفاوتی میهاي مختلف واکنشسویه: dدهد؛ اي واکنش نمیهیچ سویه: -دهند؛  یمها واکنش همه سویه+: 

  
  رشد در دماهاي مختلفهاي ازتوباکتر با استفاده از تفکیک گونهروش 
تـوان رشـد در   . هسـتند  یلف داراي رشد متفـاوت ازتوباکتر در دماهاي مخت هايگونه 

  .نشان داده شده است 5هاي مختلف ازتوباکتر در جدول دماهاي مختلف توسط گونه
  

  هاي مختلف ازتوباکتر در دماهاي مختلف رشد گونه - 5جدول 

  ردیف
  دما

درجه (
 )سلسیوس

 نوع گونه

 وینلاندي سالینستریس پاسپالی نیگریکانس بیجرینکی آرمنیاکو کروکوکوم

1. 9 - - d d - - - 

2. 14 d - + d + - + 
3. 18 + d + + + - + 

4. 32 + + + + + d + 
5. 37 d d - - + + + 

 .دهندهاي متفاوتی میهاي مختلف واکنشسویه: dدهد؛ اي واکنش نمیهیچ سویه: -دهند؛  یمها واکنش همه سویه+: 

  
  هاي مختلفبیوتیکروبی و آنتیهاي مختلف ازتوباکتر در عوامل ضد میکرشد گونه

هـاي مختلـف   بیوتیکدر عوامل ضد میکروبی و آنتیهاي مختلف ازتوباکتر گونهرشد  
  .نشان داده شده است 6در جدول 



 
  هاي مختلفبیوتیکرشد در عوامل ضد میکروبی و آنتی - 6جدول 

ردیف
  

 عامل ضد میکروبی
 نوع گونه  

 وینلاندي سالینستریس پاسپالی نیگریکانس بیجرینکی آرمنیاکو کروکوکوم  مقدار

 حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس  لیترمیکروگرم در میلی 2/0 استرپتومایسین  .1

 d d مقاوم d d مقاوم d لیترمیکروگرم در میلی 2 تتراسایکلین  .2

 مقاوم مقاوم d مقاوم d d d لیتر یلیممیکروگرم در  25 فنیکلکلرام  .3
 d d حساس d d مقاوم d لیترمیکروگرم در میلی 25  سولفانیل آمید  .4
 d d مقاوم مقاوم d حساس d لیتر واحد در میلی G  5سیلین  یپن  .5

 مقاوم حساس d مقاوم d مقاوم حساس  لیترمیکروگرم در میلی 2  اریترومایسین  .6
 حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس  لیترمیکروگرم در میلی 1  نئومایسین  .7
 حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس  لیترمیکروگرم در میلی 1  سینکانامای  .8
 مقاوم d d d d حساس مقاوم  درصد 05/0 فنل  .9
 مقاوم d d مقاوم d مقاوم d درصد 5/0 بنزوات سدیم  .10
 مقاوم d مقاوم d مقاوم مقاوم d مولار 01/0 فلورید سدیم  .11
 d d مقاوم d d مقاوم d لیتریکروگرم در میلیم 10 کلرید جیوه  .12
 حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس  مولارمیلی 1  یدواستات  .13

 .دهندهاي متفاوتی میهاي مختلف واکنشسویه: dدهد؛ اي واکنش نمیهیچ سویه: -دهند؛  یمها واکنش همه سویه+: 
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  تاژك و تحرك ازنظرهاي مختلف ازتوباکتر گونهتفکیک 

نشـان داده   7وضعیت تاژك و تحرك در جـدول   ازنظر هاي ازتوباکترگونه هايویژگی
  .شده است
  

  وضعیت تاژك و تحرك ازنظرهاي مختلف ازتوباکتر گونه هايویژگی -7جدول 

 هاویژگی  ردیف
 نوع گونه

 وینلاندي سالینستریس پاسپالی نیگریکانس بیجرینکی کوآرمنیا کروکوکوم

 + + + - - + + تحرك  .1

2.  
هاي تاژك

 + + + - - + +  پریتریشوس

  
  مختلف يها pH در تروژنین تیتثبو  ازتوباکتر يها گونه

 8ي مختلـف در جـدول   هـا  pHهاي مختلف ازتوباکتر در تثبیت نیتروژن توسط گونه
  .نشان داده شده است

  
  ي مختلفهاpHهاي مختلف ازتوباکتر در تثبیت نیتروژن توسط گونه -8جدول 

 pH  ردیف
 نوع گونه

 وینلاندي سالینستریس پاسپالی نیگریکانس بیجرینکی نیاکوآرم کروکوکوم

1.  5/5 -5 - - d d - - - 

2.  6  - 

+ 

- + d d d + 

3.  5/9 -5/6  + + + + + + 

4.  10  + d + + + - + 

 .دهندهاي متفاوتی میهاي مختلف واکنشسویه: dدهد؛ اي واکنش نمیهیچ سویه: -دهند؛  یمها واکنش همه سویه+: 
  

  هاي ازتوباکترگونهبراي تفکیک فیزیولوژیک  هايویژگی دیگر
 9هـاي ازتوبـاکتر در جـدول    گونـه براي تفکیک دیگر فیزیولوژیک  هايویژگیبرخی 

  .نشان داده شده است



 
  

  هاي مختلف ازتوباکترگونه هايویژگی -9جدول 

 هاویژگی  ردیف
 نوع گونه

 وینلاندي ستریسسالین پاسپالی نیگریکانس بیجرینکی آرمنیاکو کروکوکوم
 + + - d d d d  پراکسیداز  .1
 + + + + + + + آزاوره  .2
 + d + + + nd + اکسیداز  .3
 + + - + + - + احیاء نیترات به نیتریت  .4
 + d - d d + nd  از تیوسولفات H2Sتولید   .5
 d nd d - - - -  از سیستئین H2Sتولید   .6
 d d + - d d +  پخشیدگیساکاریدهاي قابل تولید پلی  .7
 .دهندهاي متفاوتی میهاي مختلف واکنشسویه: dدهد؛ اي واکنش نمیهیچ سویه: -؛ دهند یمها واکنش همه سویه+: 
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