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  چكيده

 نمونه خاك و گياه از      404اي ايران تعداد     بومي خاك ه   Azospirillumبه منظور جداسازي و شناسايي باكتري هاي        
يكصد و پنجاه جدايه بـاكتري كـه قـادر بـه            .  از آنها شد   Azospirillum استان جمع آوري و اقدام به جداسازي         12

بودند، جدا گرديـده و تحـت آزمـون         ) NFB(تشكيل هاله در محيط نيمه جامد فاقد نيتروژن و داراي برموتيمول بلو             
 درصد كلرور سديم، نياز     3 جدايه كه براساس رشد در محيط حاوي         76تعداد  . ي قرار گرفتند  هاي مقدماتي شناساي  

 نيمـه جامـد، بـه       NFBدر محـيط    ) پلئـومرف (به بيوتين،مصرف و توليد اسيد از گلوكز، توليد سلول هاي چند شكلي             
 اسـتاندارد جـنس  ويژگـي هـاي فنـوتيپي جدايـه هـاي بـومي بـا چهـار گونـه              . چهار گونه ي بالقوه تفكيـك شـدند       

Azospirillum     ،كه شـامل A.lipoferum  ،A.brasillense، A.irakense   و A.halopraeferense    مقايـسه گرديدنـد  .
بدست آمد و استان هاي فارس و خوزسـتان در مقـام هـاي              )  جدايه 25(بيشترين تعداد جدايه ها از استان گلستان        

بيشتر سطح و تعداد نمونه برداري ها، كمترين تعداد جدايـه از            عليرغم وسعت   . بعدي از لحاظ تعداد جدايه ها بودند      
اين يافته مي تواند ناشي از سطح پايين مواد آلي و شرايط نامناسـب زراعـي در خـاك                   . استان خراسان به دست آمد    

 ـ       %) 80(اكثر جدايه هاي به دست آمده       . هاي استان خراسان باشد    ژه مربوط به ناحيه ريزوسفر گياهان گرامينه به وي
  داراي بيـشترين فراوانـي و   A. lipoferumدر بين جدايه هاي شناسـايي شـده جدايـه هـاي منتـسب بـه       . گندم بود

تنهـا يـك جدايـه بـالاترين شـباهت      . در مقـام هـاي بعـدي قرارگرفتنـد    A.irakense  و A.brasillenseگونه هـاي  
  . داشتA.halopraeferense مرفولوژيكي و فيزيولوژيكي را با 

   ، خاكهاي ايران، جداسازي و گروه بنديAzospirillum :اي كليديواژه ه
  

  مقدمه
 توسـط   1922در سـال     Azospirillum         باكتري  

 Azotobacter spirillum و جداســـازي 2بيجرينـــك
ــد ــده ش ــال . نامي ــه  1925در س ــاكتري ب ــن ب ــام اي  ن

Spirillum lipoferum  1963 در سـال   وتغيير يافـت 
 بـا و   3 آن توسـط بكينـگ      نيتـروژن  ت توانايي تثبي  نيز

نهايتـاً  .  مشخص شـد   N 15روش ايزوتوپي   استفاده از   
  در جنس د و همكارانـرنـط تـوسـ ت1978ال ـدر س

    
جــاي داده شــد  Azospirillum جديــدي تحــت عنــوان

)Dobereiner  ،1992( .  
مـي تـوان بـه       از ويژگي هاي مفيـد ايـن بـاكتري                

 گيـاه ورمونهـاي محـرك رشـد    تثبيت نيتروژن، توليـد ه 
)Michiels ،ــاران ــاران، Bottini؛ 1989 و همكـ  و همكـ

بهبـود جـذب آب و      و در نتيجه    ) Bartel  ،1997؛  1989
 German؛  1991 و همكـاران،     Michiels(عناصر غذايي   

اي ـفات هـلاليت فسـش حـزايـاف ،)2000كاران، ـو هم
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، توليـد   )2000 و همكـاران،     Seshadri( نامحلول
ــي ــاران، و Shah (دروفور س ــامين )1993همك ــد ويت ، تولي

)Dahm  ،كنتـــرل عوامـــل بيمـــاريزا )1993و همكـــاران ،
)Bashanو  Holguin ،1997(    رابطه سينرژيـستي بـا سـاير ،

؛ 2004 و همكـاران     Bashan(باكتري هـاي مفيـد خـاكزي        
Burdman    ،(، توليـد نيتريـت      )1996 و همكارانBashan  و 
Holguin  ،1997( پالايي ، زيست  محصولات صنعتي  ، توليد 

 de-Bashan؛  2004 و همكـاران،     de-Bashan (فاضلاب ها 
ــاران،  ــه) 2002و همك ــاي و تجزي  و Bashan( ســمي بقاي

Holguin ،1997( كرد اشاره. 
  متعلــق بــه زيــر خــانواده Azospirillum جــنس

α-Proteobacteria  ــانوده ــيSpirillaceaeو از خ ــد  م . باش
ــنس ــا   جـ ــن خـ ــر ايـ ــاي ديگـ   ،Aquaspirillumنواده هـ

Herbaspirillum و Campylobacterدر همــه . باشــند   مــي
 هايي وجود دارنـد كـه قـادر بـه تثبيـت             ها، گونه   اين جنس 
 از لحـاظ    Aquaspirillumجـنس   . ملكولي هـستند  نيتروژن  

، اندازه كوچكتر، داشتن تاژكهـاي بيـشتر و         ) شكل s( شكل
هم چنين  .  دارد Azospirillumتفاوتهاي اساسي با     زيستگاه،

هايي مثـل     از لحاظ داشتن ويژگي    Herbaspirillumجنس  
گيـري تاژكهـا و       اندازه كوچكتر، تاژك بيشتر و محـل قـرار        

 آگـار   سيب زمينـي روي محيط) قهوه اي رنگ( رنگ كلني
)PDA(1    از جنسAzospirillum جـنس  . مـي شـود     متمايز

Campylobacter   رايط  در شرشداندازه كوچكتر، نداشتن    با
بدون ،  ئروفيليكآتوانايي رشد در شرايط ميكرو    ،  هوازي

 داشتن زيستگاه در بدن انـسان و        توان تثبيت نيتروژن و   
ــنس    ــونگرم از ج ــات خ ــايزAzospriillumحيوان     متم

 با جـنس هـاي   Azospirillumاز طرفي جنس     .مي شود 
يـك سـري    نيتـروژن   ت كننـده    ي ـهـاي تثب   ديگر باكتري 

 .داردهايي  شباهت ها و تفاوت
ــاكنون  ــام هــاي 9ت ــه ن ــاكتري ب ــه از ايــن ب    گون

A. brasilense ، A. lipoferum ) Tarrand ،و همكــاران
1978(، A. amazonense) Magalhaes ،1983 و همكاران( 

، A. halopraeferens )Reinholdــاران،  و  )1987همكـ
A.irakense) Khammas 1989 و همكـــــــــــــــاران (

A.largimobile )Eckert2001،  و همكــــــــــــــاران(، 
A.doebereinerae) Holguin  ،ــاران ، )1999و همكـــــــ

A.oryzae )Xie   و Yokota، 2005(   وA.melinis) Peng  و 
  . شناسايي شده اند)2006همكاران، 

 تا 30 در A.brasiliense و A.lipoferum گونهدو 
 درصد از نمونه هاي خاك نقاط مختلف دنيا جدا سازي          90

ــد  ــده ان ــت . ش ــاي بدس ــر داده ه ــه اكث ــوط ب ــده مرب    آم

                                                 
1- Potato Dextrose Agar  

اساساً از ريـشه غـلات      اين دو   . گراس ها و گرامينه هاست    
 اصلي مثل گندم، ذرت، سورگوم و برنج جداسازي شده اند         

)Dobereiner ،1992( .      امـا روي ريـشه گياهـان ديگـر نيـز
ــوند   ــي ش ــت م ــه     .ياف ــاي گون ــي ه ــرين ويژگ از مهمت

A.lipoferum       در ) پلئومورف( توليد سلول هاي چند شكلي
حيط قليايي مالئات، توانايي اسـتفاده از گلـوكز و نيـاز بـه           م
كلنـي هـاي گونـه مزبـور روي         . يوتين براي رشـد اسـت     ـب

 ساعت به رنگ خاكستري، صاف و 48بعد از  PDA محيط 
بعد از يك هفته اين كلني ها به      . كوچك قابل مشاهده است   

  رنگ صورتي روشن در آمده و سطح آن خشك و موجدار           
ــه . )Dobereiner ،1992(مــي شــود  ــا A.brasilenseگون  ب

صفاتي همچون عدم رشد روي محيط داراي گلـوكز و دارا           
سلول هاي متحرك حتي در كـشت هـاي كهنـه و            بودن  

ــايي ــه NFB2محــيط  قلي ــايزA.lipoferum از گون    متم
 جامـد   NFB و   PDAروي محيط كشت هـاي      . مي شود 

 اشد نمي ب  A.lipoferumاين گونه قابل تفكيك از گونه       
)Dobereiner ،1992.(  

 ، ايگياهان علوفه ريشه از A. amazonense گونه
بـسياري از   ريـشه    ،ريشه درخت خرمـا در ناحيـه آمـازون        

آرژانتين م، گندم و برنج در و ذرت، سورگ،اي  علوفهگياهان
نيز جـدا   برزيل، هاوايي و تايلند      در   ريشه هاي نيشكر  از   و

گونـــه ). 1983 و همكـــاران، Magalhaes( ســـتده اشـــ
A.amazonese از دو گونــه A.lipoferum  وA.brasilense 

  كوچكتر بوده و در محـيط هـاي كـشت حـاوي نيتـروژن،              
بيـشتري  ) PHB(3دانه هاي پلي بتـا هيدروكـسي بـوتيرات          

نـدارد   )NA(4هيچ حركتي روي محيط نوترينت آگـار . دارد
)Magalhaes  ،در محــيط كــشت ).1983و همكــارانNFB 

 روز 5 تــا 3 بعــد از )Dobereiner ،1992(نيمــه جامــد  
 درجه سانتي گراد هاله اي در زير سـطح      35انكوباسيون در   

   از بـين pHديده مي شود كـه بعـد از مـدتي در اثـر تغييـر            
محـيط نيمـه    ( 5LGIدر محيط كشت نيمـه جامـد        . مي رود 
گرم در ليتر سـوكروز بـه جـاي اسـيد           5 داراي   NFBجامد  
 اي ضــخيم در ســطح ه هالــ)Dobereiner ،1992) (ماليــك

در اثـر   . تشكيل داده و رنگ محيط نيز سبز باقي مـي مانـد           
 جامد كلني هاي كوچك، سـفيد       LGIگستردن روي محيط    

   ديـده   Azospirillum.و حلزوني شبيه به ديگـر گونـه هـاي         
 5، كلنـي هـاي سـفيد بـا قطـر      PDAروي محيط   . مي شود 

ر بـه توليـد     ميلي متر با حاشيه برآمده ايجاد مي كنند و قـاد          

                                                 
2- Nitrogen Free Blue 
3- Poly Hydroxy Butirate 
4- Nutrient Agar 
5- Semi-solid Sucrose Medium 
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حـــاوي ) PDA) Debereiner ،1992اســـيد روي محـــيط 
  ).1983 و همكاران، Magalhaes(مالئات و سوكروز نيست 

 و همكاران، A.halopraeferens )Reinhold گونه
شـرايط  كه از نـام آن نيـز پيداسـت بـا             طور همان،  )1987

 تاكنون فقـط از ريـشه       ، اما خاكهاي شور سازش يافته است    
در ايالت   Kallar grass (Leptochloa fusca L.)علف كالار

كوشـش هـايي كـه بـه        ه و   پنجاب پاكستان جداسازي شـد    
ثر أعلفي مت ـگياه  آن از ريشه هاي چندينجداسازي منظور 

و  Mertens( بودناموفق  از شوري در برزيل صورت گرفت       
Hess ،1984 ؛Coninck ،؛ 1998 و همكــارانHanو New ،
 A.amazonese بـه گونـه    A.halopraferansگونـه ). 1998

شباهت بيشتري دارد، ولي به دليل تحمل حرارتي بـالاتر و           
انجام فعاليت نيتروژناري در دماي بالاتر و نياز به نمـك، از            

 مناسـب بـراي رشـد گونـه      pH.اين گونه متمايز مي شـود 
 درجـه سـانتي گـراد       41دماي مناسب رشد آن       و 8مذكور  
 از محيط اصلاح شده فاقد      براي جدا سازي اين گونه    . است

ــو   ــول بل ــروژن داراي برموتيم  و MNFB1) Rehinholdنيت
  . استفاده مي شود) 1987Dobereiner ; ،1992همكاران 

 و همكـــاران، A.irakense) Khammasگونـــه 
  .از ريــشه بــرنج در ناحيــه دجلــه عــراق جــدا شــد) 1989

 با يك تـاژك قطبـي در        Sسلول هاي گونه مذكور به شكل       
ايع و تـاژك هـاي جـانبي روي محـيط نوترينـت             محيط م ـ 
توانايي تثبيت نيتروژن در شرايط ميكروآئروفيلي      . آگاراست

را داشـته و از لحــاظ مرفولــوژيكي خيلــي شــبيه بــه گونــه  
A.amazonese قــادر بــه مــصرف تركيبــات قنــدي . اســت

مختلف مثل گلوكز، مالتوز، گالاكتوز و آرابينوز اسـت، امـا           
-Myoقادر به استفاده از مانيتول و        A.amazoneseبرخلاف  
inositolدرصـد  3 تـا  1توانـايي رشـد در محلـول     . نيست 

ــد ســديم را داشــته و در  ــا pH 5/5كلري ــز رشــد5/8 ت    ني
توانايي هيدورليز آرام پكتين و حركت روي محيط        . مي كند 

  . درجه سانتي گراد دارد33نوترينت آگار نرم را در دماي 
ســاس مطالعــه تــوالي بــر ا A.largimobileگونــه 

، زير گونه DNA-DNA و هيبريداسيون 16s rDNAبخش 
largomobilis  از گونه Conglomermonas largomoblilis 

ــنس   ــه ج ــدا و ب ــت  Azospirillumج ــال ياف ــام .  انتق ن
A.largomobile   بـا نـام اصـلاح    و متعاقبـاً  1997 در سـال 

  در سـال Stackebrandt و  Sly توسط A.largimobileشده
  ).2001 و همكاران، Eckert( پيشنهاد شد 1999

Kirchhof  بعــد از آنـــاليز  ) 1997( و همكــاران
 16sمرفولوژيكي و فيزيولوژيكي و مقايـسه تـوالي بخـش    

rRNA     گونه جديدي از Azospirillum  روي ريشه ها     را بر

                                                 
1- Modified Nitrogen Free Blue  

 Miscanthus وMiscanthus senesisو ريزوسفر دو گونـه  
Sacchariflorus   همانند ساير گونه هاي    . دند جدا سازي كر

Azospirillum          كلني هاي رويش يافته اين گونه در محـيط ،
در . به رنگ قرمز تند بود    ) RC (2داراي معرف كنگوي قرمز   

  محــيط كــشت مالئــات نيمــه جامــد فاقــد نيتــروژن داراي  
 در عمق چند ميلـي متـري از سـطح كـه بعـداً تـا                 3هاله اي 

ايـن گونـه   .  دادنزديكي سطح حركت مي كرد، تشكيل مـي    
 درصد كلريـد سـديم      3 داراي   NFBهيچ رشدي در محيط     

 ناميـده   A.doebereineraeنداشت و به افتخار خانم دابرنير       
  ).2001 و همكاران، Eckert(شد 

) .Oryza sativa L( از ريشه برنج .oryzae Aگونه           
جداسازي و به عنوان يـك      ) Yokota) 2005 و   Xieتوسط  

اين گونه براساس آناليز پلي ژني و       . معرفي شد گونه جديد   
ــش   ــوالي بخ ــاليز ت ــاي 16s rRNAآن ــي ه ــز ويژگ   و ني

تاكسونوميكي مانند درصد مولي گوانين و سيتوزين و اسيد         
 بـوده و بـر      Azospirillumچرب اصلي متعلـق بـه جـنس         

اساس ويژگي هاي فيزيولوژيكي از گونه هـاي ديگـر ايـن            
  ).Yokota ،2005 و Xie(جنس متمايز گرديد 

بـه عنـوان يـك بـاكتري تثبيـت           A.melinis گونه
كننده نيتروژن ملكولي بـه وسـيله روش احيـاي اسـتيلن و             

ــر  ــام   nif H قطعــات ژن PCRتكثي ــه ن ــشه علفــي ب از ري
Molasses grass) Melinis minutiflora L. (  توسـطPeng 

جداسازي شد و بر اسـاس الگـوي        ) 2006(و همكاران   
 16s ، تـوالي ژن DNAهيبريداسـيون  نقوش پروتئينـي،  

rRNA   و ويژگـــي هـــاي مرفولـــوژيكي در جـــنس
Azospirillumــرار گرفــت ــوالي  .  ق ــاليز پلــي ژنــي ت آن

 نشان داد كه ايـن بـاكتري تثبيـت كننـده     16s rRNAژن
و بيشترين  بوده Azospirillum نيتروژن متعلق به جنس

 در ادامه براساس  .  داشت A.lipoferumتشابه را با گونه     
 Biologپليـت هـاي    ويژگي هاي فنوتيپي با استفاده از

Micro       و مقايسه اسيدهاي چرب مشخص شد كـه ايـن 
تفـاوت دارد و بـر ايـن      A.lipoferumجدايـه بـا گونـه   

 و  Peng( بـراي آن پيـشنهاد شـد         A.melinisاساس نام   
 ).2006همكاران، 

اولين قدم بـراي بهـره گيـري از ايـن بـاكتري         
اسايي گونـه هـاي مختلـف آن از         مفيد، جداسازي و شن   

در اين تحقيق، سعي    . گياهان ميزبان مورد نظر مي باشد     
گرديد تا جدايه هاي منسوب به اين باكتري از اراضـي           

در صـورت عـدم حـضور ميزبـان از          (زير كشت گنـدم     
، در  )گياهان ديگر خانواده گرامينه نمونـه بـرداري شـد         

اقلــيم هــاي مختلــف جــدا شــده و بــا مقايــسه صــفات 
                                                 

2- Congo Red  
3- Veil –like Pellicle 
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مرفولوژيكي آنها با جدايه هاي مرجع، گونـه يـا گـروه            
  .آنها از نظر طبقه بندي مشخص شود

  مواد وروش ها
 نمونه برداري خاك و ريشه

 با توجه به سطح زير كـشت گنـدم و ميـزان             ابتدا
هاي هـدف،   استان  توليد گندم در استانهاي مختلف كشور،       

و براساس رده خاك، توپوگرافي و توزيع مناسـب     مشخص  
روي نقـشه علامـت     ي  رنمونه بـردا  نقاط  محدوده  ها،    نمونه

 GPS1سپس با اسـتفاده از نقـشه و دسـتگاه           . شدندگذاري  
اي را    مزرعـه  منطقـه هـر   در  . تعيين شد برداري    منطقه نمونه 

 طـول و عـرض جغرافيـايي        GPSانتخاب و بـا اسـتفاده از        
اكثر نمونه بـرداري هـا      . گرديدبرداري ثبت     هاي نمونه   محل
كـه فعاليـت جامعـه      ) بجـزء اسـتان اردبيـل     (صل بهار   در ف 

  .ميكروبي در خاك بالاست، صورت گرفت
يك مختلف  قسمت هاي   نمونه برداري از    در هر   

  انتخاب و ريشه)گندم( هاي شاداب و سالم گياه بوتهمزرعه 
 پـس از    .شـد بـا خـاك اطـراف آن از خـاك خـارج             همراه  
يده بـه آن در     ريشه به همراه خاكهاي چسب    ،  هاي ملايم   تكان

   و )حــدود يــك كيلــوگرم(قــرارداده شــد يــك پلاســتيك 
يخچـال صـحرايي    كيسه ها تا انتقـال بـه آزمايـشگاه درون           

 12 نمونه خاك و گياه از 404بدين ترتيب  . نددش نگهداري
 53 نمونـه از خراسـان،       55 نمونه از اردبيل،     43استان شامل 

ــه از خوزســتان،  ــه از گلــستان، 40نمون ــ54 نمون ه از  نمون
 نمونـه از    16 نمونه از قزوين،     21 نمونه از تهران،     7فارس،  

ــه از كردســتان، 25زنجــان،  ــه از آذربايجــان 12 نمون  نمون
 نمونـه از همـدان    50 نمونه از آذربايجان غربي و     28شرقي،  

  .جمع آوري و به آزمايشگاه انتقال يافت
 سانتي متـري از     30اين نمونه ها از عمق صفر تا        

 تصادفي و بصورت زيگزاگ برداشـته       سطح خاك بصورت  
از ) گنـدم (در صورت عـدم حـضور ميزبـان اصـلي           . شدند

  . ديگر گياهان خانواده گرامينه برداشت شد
ــاي      ــه ه ــدماتي جداي ــايي مق ــازي و شناس ــدا س ج

Azospirillum  
 بـه همـراه    ريزوسـفري  خاك هر نمونه    گرم از ده  

 ميلـي   200 ميلـي ليتـري حـاوي      500هـاي    ريشه بـه ارلـن    
توسـط  دقيقـه    20بـه مـدت      منتقل و    رآب مقطر استريل  ليت

با استفاده  .  دور در دقيقه تكان داده شد      100 با دوران    شيكر
برابـر رقيـق    10-4 از آب مقطر استريل، محتويـات ارلـن تـا         

 ميلي ليتر از رقت هاي فوق به لوله هـاي          1/0مقدار  . گرديد
NFB) Dobereiner و Day ،1976؛ Coninck  ،و همكـاران 
 درجـه   32 روز در دمـاي      5 تـا    3منتقل و به مـدت      ) 1998

پس از آن لولـه هـايي كـه در          . دندسانتي گراد نگهداري ش   
                                                 

1- Global Positioning System 

ح محـيط كـشت داراي يـك    ط ميلي متري از س    5 تا   1عمق  
پرده يا هاله شفاف بودند، براي ادامه آزمايش انتخاب شدند          

 ميلي ليتر از باكتري هاي ناحيه هاله به لوله هاي    1/0انتقال  (
).  بـار تكرارشـد  5 برحـسب نمونـه تـا        NFBاوي محيط   ح

 RC2سپس يك لوپ پر از هاله به پتري ديش حاوي محيط      
Caceres)  ،1982 (    منتقل و بصورت خطـي كـشت گرديـد .

 روز در 7 تـا  5پتري ديش هاي كـشت شـده بـراي مـدت            
سـپس كلنـي    .  درجه سانتي گراد نگهداري شـدند      32دماي  

وام خـشك و چروكيـده      هاي قرمز بـا حاشـيه نـامنظم و ق ـ         
و ) PDA) Dobereiner ،1992انتخــاب و بــر روي محــيط 

ــد داراي NFBســپس در محــيط  ــر 02/0 جام  گــرم در ليت
، Debereiner(عصاره مخمر بصورت خطي كشت گرديدند    

كلني هاي سفيد و كوچك در زمينه اي آبي رنـگ،           ). 1992
 در ناحيه رشد كـرده كلنـي، در محـيط           pHحاصل از تغيير    

NFB           جامد و همچنين تشكيل كلني هاي با اندازه كوچـك
تا متوسط و به رنگ صورتي تا صورتي كم رنـگ و بـسيار              

و سفيد مات كه    ) بژرنگ(كمرنگ، سفيد متمايل به صورتي      
از نظر قوام خشك تا موكوئيدي بودند، به عنوان كلني هاي           

Azospirillum ــدند ــي شــ   از ). Dobereiner ،1992( تلقــ
 نمونـه هـاي لام      PDAيافته روي محيط    كلني هاي رويش    

ميكروسكوپي تهيه و مرفولوژي، آزمون گرم و تحرك آنهـا          
جدايه هاي  . بررسي شد ) NFBدر محيط مايع و نيمه جامد     (

  ، توليـد  NFBبا توان تـشكيل هالـه در محـيط نيمـه جامـد            
، NFBكلني هاي كوچك و سفيد رنگ روي محـيط جامـد           

، PDAي محــيط ايجــاد كلنــي هــاي صــورتي و ســفيد رو
، عـدم   NFBحركت مارپيچي در محيط نيمه جامد و مـايع          

تشكيل اسپور، شكل ميله اي خميده و واكـنش گـرم منفـي       
  ).1994 و همكاران، Holt(براي مرحله بعد انتخاب شدند 

ويژگـــي هـــاي فنـــوتيپي و مرفولـــوژيكي جدايـــه هـــاي 
Azospirillum  

براي ايـن منظـور جدايـه هـا براسـاس رشـد در              
، )2001 و همكـاران،  Eckert( درصد كلرور سديم 3محيط  

نيازمندي به بيوتين، اسيدي كردن محيط كـشت پپتـون بـه             
ايجاد هاله در محـيط     (اضافه گلوكز، توان استفاده از گلوكز       

گرم در ليتر گلوكز به جاي اسيد       10 حاوي   NFBنيمه جامد   
شـكل هـاي مخـتلط از       (، توليد اشكال پلئو مرفيك      )ماليك

 نيمه جامد، بـه چنـدين       NFBدر محيط   ) كوسيباسيل وكو 
و  Holt ؛1978 و همكـاران،     Tarrand(گونه تفكيك شدند    

                                                 
2- RC medium: K2HPO4, 0.5 g; MgSO4,7H2O, 0.2 g 
, NaCl, 0.1 g; Yeast extract, 0.5; FeCl3.6H2O, 0.015; 
DL-Malic acid , 5.0 g , KOH , 4.8 g; Agar 20 g; The 
pH was adjusted to 7.0 with  0.1 N KOH , 15 ml of a 
1:400 aqueous solution Congo Red ; Distilled 
water,1000ml. 
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 جدايه  50از بين جدايه هاي مرحله قبل       . )1994همكاران،  
كه پراكنش بين نمونه اي مناسبي داشتند براي مرحله بعدي          

گونـه هـاي اسـتاندارد از كلكـسيون بخـش           . انتخاب شدند 
 تحقيقات خـاك و آب كـه از مركـز           بيولوژي خاك موسسه  

  نگهداري ميكروارگانيسم ها و كـشت هـاي سـلولي آلمـان           
1)DSMZ (          خريداري گرديده بودند تهيه و در ايـن تحقيـق

  .استفاده گرديدند
  بحث نتايج و

 نمونـه   343 نمونه برداشـته شـده       404از مجموع   
 نمونـه مربـوط بـه       61مربوط به مزارع زير كشت گنـدم و         

  ). 1جدول( گرامينه بودديگر خانواده 
ــسيون خــاك   ــه از انتقاســل سوسپان ــين مرحل اول

 نيمـه   NFBريزوسفري به لوله هاي حـاوي محـيط كـشت           
در طـي انتقـال هـاي       .  هاله شد  200جامد منجر به تشكيل     

 لوله تقليل يافـت     150بعدي تعداد لوله هاي داراي هاله به        
 لولـه   52 لوله مربـوط بـه خـاك ريزوسـفر گنـدم و              98كه  
اين . بوط به خاك هاي ريزوسفر ساير گياهان گرامينه بود مر

 ميلي متري و بعضي از جدايه هـا         3هاله ها عمدتاً در عمق      
هاله هاي مـذكور    .  ميلي متري تشكيل مي شدند     5در عمق   

حاوي مجموعه اي از باكتري هاي ميكروآئروفيليك تثبيـت         
كننده نيتروژن بودند كـه مـي بايـستي در مرحلـه بعـدي از              

  .ديگر تفكيك مي شدنديك
محـيط نيمـه      در Azospirillumروش جدا سازي    

جامد فاقد نيتـروژن داراي معـرف رنگـي برموتيمـول بلـو             
)NFB (     روشي ساده و موثر براي جدا سازي بـاكتري هـاي

 از ريشه و ريزوسفر گياهـان مختلـف         Azospirillumجنس  
ايـن  ). 1998 و همكاران،   Bashan ، 2004، Coninck(است  
) Day ) 1976وDobereiner براي اولين بـار توسـط   روش 

براي جداسازي باكتري هاي دي ازتـروف هميـار پيـشنهاد           
اين محيط كه داراي مكانيسم حفاظتي ضعيف از آنزيم         . شد

ــاي     ــاكتري ه ــه ب ــت، ب ــسيژن اس ــر اك ــاز، در براب نيتروژن
ميكروآئرفيليك اجازه رشد و استفاده از نيتروژن ملكولي را         

 در اين محيط غشاي نازك و پرده ماننـدي را           آنها. مي دهد 
تشكيل مي دهند كه در اين ناحيه سرعت تـنفس بـا ميـزان              

تحت اين شرايط قادر به تثبيـت       . انتشار اكسيژن برابر است   
 نيمه جامـد  NFBدر محيط  .نيتروژن ملكولي و رشد هستند

هاله به صورت ورقه سفيد يا غشاي موجدار در زير سـطح            
  ).Dobereiner ،1992(تشكيل مي شود 

ــر ــق نظـ ــاران Dobereinerطبـ ) 1976( و همكـ
 از Azospirillumجداسـازي و تهيــه كـشت هــاي خــالص   

                                                 
1- Deutsche van Sammlung van Mikroorganismen 
and Zellkulturen (German Collection of 
Mhcroorganisms and Cell Cultures) 

ــود    ــشكل ب ــه م ــواحي معتدل ــاي ن ــاك ه  و  Vlassak.خ
Reynders) 1978 (      گزارش كردند كه در بسياري از حالات

باكتري هاي تثبيت كننده به همراه ديگر باكتري هـا وجـود            
هيــه جدايــه هــاي خــالص ســاده نبــود  دارنــد در نتيجــه ت

)Caceres  ،1982.(       اين در حالي بود كـه اسـتفاده از معـرف
Congo Red براي تشخيص ريزوبيوم ها و ديگر باكتري ها 

 بـراي جـدا     RCلذا محيط كـشت     . بخوبي شناخته شده بود   
 Caceres اولين بار توسـط  Azospirillumسازي سويه هاي   

ه از لحاظ تركيب بـسيار      اين محيط ك  . پيشنهاد شد ) 1982(
 بود، اما به دليل داشتن عصاره مخمر و         NFBشبيه به محيط    
كلنـي هـاي   .  با آن تفاوت داشت Congo Redمعرف رنگي

A.lipoferum   و A.brasilense        روي محيط مـذكور بعـد از 
 ساعت به رنگ سرخ، قوام خشك و اندازه كلني ها بين            96
ظم يا موجدار و سـطح      ميلي متر با حاشيه گرد، نامن     2 تا   5/1

چروكيده با شيارهاي شعاعي از مركز بـه راحتـي از ديگـر             
ــشه  ــار ري ــاي همي ــاكتري ه  (,Bacillus Enterobacterب

klebsiella   وPseudomonas (        ،كه واجد كلنـي هـاي گـرد
ــا حاشــيه صــاف و يكنواخــت جــدا     محــدب، شــفاف و ب

  ). الف-1شكل (مي شدند 
بــاكتري از در ايــن تحقيــق انتقــال سوسپانــسيون 

 باعث تشكيل كلنـي بـه اشـكال و          RCناحيه هاله به محيط     
 هالـه بـر روي      150در مجمـوع، پخـش      . ابعاد مختلف شد  

 كلني قرمز رنـگ، بـا       76 منجر به تشكيل     RCمحيط كشت   
با اين وجـود عـلاوه   . سطح چروكيده و حاشيه موجدار شد 

 Herbaspirillumباكتري هاي ديگر مانند      Azospirillumبر  
گيـري تاژكهـا و       اندازه كوچكتر، تاژك بيشتر و محل قـرار       (

) آگـار   سيب زمينيقهوه اي رنگ روي محيط كلنيتشكيل 
)Baldani    ،نيز بـه صـورت كلنـي هـاي         ) 1995 و همكاران

براي تفكيـك   .  ظاهر مي شدند   RCسرخ رنگ روي محيط     
ــا از جـــنس      از محـــيط Azospirillumايـــن بـــاكتري هـ

  . زميني آگار استفاده شد جامد و سيبNFBكشت هاي 
از مدتها قبـل  ) PDA(محيط سيب زميني آگار  

به عنوان يكي از محيط هاي تفكيكـي بـراي شناسـايي            
 اســتفاده مــي شــد Azospirillumبــاكتري هــاي جــنس 

)Tarrand سـاعت روي    48بعد از   ). 1978همكاران،    و 
 به رنگ سـفيد     Azospirillum باكتري هاي    PDAمحيط  

عد از يك هفته رنـگ كلنـي هـا از           و بصورت صاف و ب    
 يـا   2سفيد به صورتي روشن، قوام خشك و دندانـه دار           

  .كنگره دار ديده مي شدند
ــك از    ــيد مالي ــاي اس ــه ج ــه ب ــورتي ك در ص
فروكتوز يا گلوكز به عنوان منبع قندي استفاده مي شد،          

                                                 
2- Wrinkled 



210   بومي برخي خاك هاي ايران Azospirillumجداسازي و گروه بندي جدايه هاي  / 

 بـه رنـگ سـفيد، درشـت و      Azospirillumكلني هـاي  
  .چسبنده ظاهر مي شدند

صله از آزمايش كـشت جدايـه هـا روي          نتايج حا 
 نشان داد كـه سـه نـوع كلنـي بـا رنـگ هـاي               PDAمحيط  

صورتي، سفيد، كرم و زرد قـادر بـه رشـد روي آن محـيط               
ــد ــيط     . بودن ــه در مح ــايي ك ــه ه ــي جداي ــد فراوان  درص

PDA             كلني هاي صـورتي، سـفيد، كـرم وزرد تـشكيل داده
ان، فارس،  بودند به ترتيب فراواني مربوط به استانهاي گلست       

  ).1جدول (خراسان و خوزستان بودند 
  جامـد  NFBجدايه هاي انتخابي به محيط كشت       

ــاوي  ــدند   02/0ح ــال داده ش ــر انتق ــصاره مخم  درصــد ع
)Dobereiner ، 1988 .(      مقدار نيتروژن موجود در اين محيط

كــشت بــسيار پــايين بــود در نتيجــه بــاكتري هــايي چــون 
Azospirillum     ر به تثبيت نيتروژن     كه در شرايط هوازي قاد

 2 ميلي متـر تـا       1قطر كلني از كمتر از      (كلني ريزي    نباشند
را روي ايـن محـيط تـشكيل مـي دادنـد، ولـي              ) ميلي متـر  

مـي توانـست روي      Azotobacter باكترهاي ديگر همچـون   
اين محيط به دليل داشتن توان تثبيت هوازي نيتروژن كلنـي           

. را تشكيل دهد) ميلي متر3قطر كلني بيشتر از (هاي بزرگي  
از  Azospirillumبا اسـتفاده از ايـن محـيط بـاكتري هـاي             

 76نتـايج كـشت     . باكتري هاي ديگر تفكيك مي شـدند      
 76جدايه انتخابي روي اين محيط نـشان داد كـه تمـام             

 جامـد   NFBجدايه، كلني هـاي ريـزي را روي محـيط           
تشكيل دادند و با رشد كلنـي هـا رنـگ محـيط كـشت               

  . بز به آبي تغيير يافتاطراف كلني از س
نتايج بررسي هـاي ميكروسـكوپي نـشان داد كـه           
تمام جدايه هاي انتخابي گـرم منفـي و متحـرك بـوده و از               

گروه . لحاظ مرفولوژي قابل تقسيم در سه گروه كلي بودند        
 جدايــه و بــه شــكل ويروگــول ماننــد     26اول شــامل 

 جدايـه بـه شـكل ميلـه اي          40، گروه دوم بـا      )ويبروئيدي(
  جدايـه بـه شـكل      10و گروه سوم بـا      )  بلند S(يده بلند   خم

در زير ميكروسكوپ قابـل     )  كوتاه S(ميله اي خميده كوتاه     
از لحاظ فراواني در اسـتان هـاي مختلـف          . شناسايي بودند 

بيشترين تعداد جدايه هاي ويبروئيدي، ميله اي بلند خميده         
ن، وميله اي كوتاه خميده به ترتيب مربوط به استانهاي قزوي         

لـذا بـر اسـاس شـكل     ). 1جـدول  (گلستان و گلستان بـود    
 جدايـه در    76 ايـن    PDAباكتري و رنگ كلني روي محيط       

سه گروه مختلف تقسيم بندي شدند كه ويژگي هاي ديگـر           
  . آورده شده است2اين جدايه ها در جدول 

استان هاي گلستان، فارس، خراسان، خوزستان و       
 شـرقي، آذربايجــان  قـزوين، اردبيـل و همـدان، آذربايجـان    

شرقي و تهـران و در نهايـت اسـتان كردسـتان بـه ترتيـب                
 و صـــــفر درصـــــد 63/2 26/5، 53/10، 86/13، 89/32

ــود    Azospirillumاز ــه خ ــفري را ب ــاك ريزوس ــاي خ  ه
  .اختصاص دادند

 از Azospirillumكــم بــودن در صــد جداســازي 
خاك برخي مناطق مي تواند به كمـي مـواد آلـي و شـرايط               

.  زراعي مناطق نمونه برداري شده نسبت داده شود        نامناسب
ــاران    ــان و همك ــال باش ــور مث ــه ط ــداد ) 1995(ب ــز تع   ني

 را در خاك هاي مناطق معتدلـه        Azospirillumباكتري هاي   
و خشك همچون مكزيك، اسرائيل و آمريكـا كـم گـزارش        

آنهــا مقــدار رس، نيتــروژن، مــاده آلــي و ظرفيــت . كردنــد
 Azospirillumوامل موثر بر بقاء     نگهداري آب خاك را از ع     

  ). Bashan ،1995(اعلام كردند 
  آزمــون هــاي تكميلــي كــه بــه منظــور شناســايي

 روي جدايه ها صـورت گرفـت،        Azospirillumگونه هاي   
 نيمـه   NFB جدايه توانايي رشـد در محـيط         14نشان داد كه  

 جدايـه  49 درصد كلريد سـديم را داشـته و          3جامد حاوي   
از گلوكز به عنـوان منبـع كربنـي را دارا           استفاده  توانايي  

 جدايه نيازي به بيـوتين بـراي رشـد خـود            28بودند و   
براساس اين ويژگي ها جدايه هاي      ). 3جدول  (نداشتند  

  تعداد . مزبور قابل تفكيك به چهار گروه متفاوت بودند       
ــه   A.lipoferum ،A.brasilenseگونــه هــاي منــسوب ب

،A.irakense  وA.halopraeferense ــا ــر ب ، 28، 34 براب
  ).3جدول ( جدايه به ترتيب بود 1 و 13

بيــشترين تنــوع گونــه اي مربــوط بــه اســتانهاي  
همچنـين  . خراسان، گلستان، فارس، خوزستان و قزوين بود      

ــه ــباهت از لحــاظ خــصوصيات  AZ53 جداي ــشترين ش  بي
 A.halopraeferenseمرفولوژيكي و فيزيولوژيكي بـا گونـه      

يــه از ريزوســفر گنــدم و از اســتان ايــن جدا. را نــشان داد
بررسي هـاي بيـشتر و آزمايـشات        . خراسان جداسازي شد  

  .يد صحت گونه مذكور پيشنهاد مي شودأيملكولي براي ت
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 Azospirillum ناسايي جنسخلاصه بعضي از آزمايشات مربوط به ش  استانهاي نمونه برداري شده، تعداد نمونه هاي برداشت شده از هراستان، زمان نمونه برداري و– 1جدول

تعداد نمونه هاي     
  تشكيل هاله در     گياهي

تشكيل كلني قرمز     لوله هاي نيمه جامد
 RCرنگ روي محيط

شكل ميكروسكوپي سلول ها درمحيط   
NFBرنگ كلني     3 نيمه جامد  

  استان هاي   PDAروي محيط 
نمونه برداري 

    شده

  زمان 
نمونه 
  گياهان  گندم    برداري

گياهان   گندم    لك   ديگر
گياهان   گندم    كل  ديگر

ميله اي   ويبروئيدي    كل  ديگر
  خميده بلند 

  ميله اي 
  كرم سفيد  صورتي     خميده كوتاه

درصدفراواني      وزرد
  2جدايه ها

  26/5    0  0  4    1  0  3    4  2  2    8  6  2    43  23  20    اسفند    اردبيل
  21/9    1  1  7    2  6  1    9  1  8    12  4  8    55  3  52    خرداد    خراسان
  21/9    0  1  7    0  6  2    8  1  7    15  3  12    53  0  53    ارديبهشت    خوزستان
  63/27    3  1  21    4  16  5    25  9  16    21  7  14    40  10  30    خرداد    گلستان
  16/13    0  0  10    2  5  3    10  4  5    10  5  5    54  17  37    خرداد    فارس
  63/2    0  0  2    0  0  2    2  0  2    13  3  10    7  3  4    خرداد    تهران

  26/5    2  2  4    0  2  6    8  1  7    10  3  7    21  4  17    خرداد    وينقز
  63/2    0  0  2    0  1  1    2  0  2    10  2  8    16  0  16    خرداد    زنجان

  -    -  -  -    -  -  -    -  -  -    10  2  8    25  0  25    خرداد    1كردستان 
  63/2    0  0  2    0  1  1    2  0  2    13  5  8    28  0  12    خرداد    آذربايجان غربي

  63/2    0  0  2    1    1    2  1  1    17  8  9    12  1  27    خرداد    آذربايجان  شرقي
  63/2    1  2  2    0  3  1    4  0  4    13  4  9    50  0  50    خرداد    همدان
  88/82    7  7  62    10  40  26    76  19  57    150  52  98    404  61  343    -    جمع

  -    42/18  42/18  58/81    16/13  63/52  21/34    100  25  75    100  7/34  3/65    100  1/15  9/84    -    4درصد فراواني 
 بـر كـل   PDA درصد فراواني جدايه ها از تقسيم تعداد كلني هاي صورتي رنگ روي محـيط  -2.           هاله تشكيل دادند، اما به دليل آلودگي زياد از جداسازي آنها صرفنظر شدنيمه جامدNFB  نمونه هاي خاك وريشه كردستان درلوله-1

 درصد فراواني از تقسيم مجموع تعداد هر ستون بر ستون كل بدست -4.    تعيين شدRC نيمه جامد بعد از تشكيل كلني ها روي محيط NFB شكل سلول در محيط -3.    حاصل شده است100 ضربدر .RCكلني هاي جدا شده روي محيط 
  .آمده است
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  Caceres ، 1982 عكس گرفته شده توسط -الف

 
   بررسي حاضردر AZ10  شكل كلني جدايه شماره - ب

 
 RC ساعت رشد روي محيط 96 بعد از Azospirillum  كلني هاي -1شكل

  
  
  
  

  بومي خاك هاي ايران Azospirillum ويژگيهاي فنوتيپي و مرفولوژيكي جدايه هاي-2جدول 
        جدايه ها          
  گروه سوم    گروه دوم       گروه اول       

ويژگيهاي فنوتيپي 
  ومرفولوژيكي 

  

AZ64 AZ46 
AZ63 

AZ2 AZ8 AZ9 AZ10 
AZ21 AZ26 AZ32 AZ33 
AZ36 AZ37 AZ41 AZ42 
AZ43 AZ44 AZ47 AZ48 
AZ50 AZ58 AZ65 AZ66 
AZ67 AZ70 AZ75  

AZ7 AZ11 AZ23 
AZ29 AZ34 
AZ45  
AZ56 
AZ60 AZ61 
AZ68  

AZ51 
AZ53 
AZ38 
AZ22 
AZ2 

AZ61 
AZ49 
AZ52 
AZ69 

AZ1 AZ3 AZ4 AZ5 AZ6 
AZ12  AZ13 AZ14 AZ16 
AZ18 AZ19 AZ21 AZ24 
AZ25 AZ27 AZ28 AZ30 
AZ31 AZ39 AZ54 AZ55 
AZ57 AZ59 AZ62 AZ71 
AZ72 AZ73 AZ74  AZ76 

 NFBايجاد هاله در محيط       
  نيمه جامد

+  +  +  +  +  +  +  +  

تشكيل كلني ها روي محـيط      
  :RCكشت 

                

  +  +  +  +  +  +  +  +   قرمز تند
  -  -  -  -  -  -  -  - ديگر رنگها

ي سفيدروي توليد كلني ها
  :جامد NFBمحيط 

                

  +  +  +  +  +  +  +  +  )مِلي متر2-1(ريز
 2بيش از ( متوسط تا درشت 

  )ميلي متر
-  -  -  -  -  -  -  -  

ــاكتري   ــكل بــــــ شــــــ
  :درزيرميكروسكوب 

                

  -  -  -  -  -  +  +  +  ويبروئيدي
  ميله اي كوتاه خميده

 )S كوتاه (  
-  -  -  +  +  -  -  -  

  +  +  +  -  -  -  -  -  )لندبS( ميله اي بلند خميده 
ــي روي محــيط   ــشكيل كلن ت

PDA به رنگ :  
                

  +  -  -  +  -  +  -  -  صورتي
  -  +  -  -  +  -  +  -  سفيد

  -  -  +  -  -  -  -  +  كرم تا زرد
AZ77* (A.lipoferum),AZ78**(A.brasillense),AZ79 ***(A.irakense),AZ80****(A.halopraeferense) 
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  Azospirillumراي شناسايي گونه هاي جنس  آزمون هاي تكميلي ب-3جدول 

  جدايه ها
  گروه چهارم  گروه سوم  گروه دوم  ولاگروه 

  ويژگيهاي فيزيولوژيكي
AZ1 AZ7 AZ15 AZ20 
 AZ21 AZ27 AZ34 
AZ41 AZ42 AZ44 
 AZ55 AZ63 AZ67 
 AZ79* 

AZ4 AZ5 AZ6 AZ9 AZ10 AZ13 AZ18 
AZ22 AZ24 AZ25 AZ26 AZ28 AZ30 
AZ31 AZ38 AZ39 AZ40 AZ45 AZ48 
AZ51 AZ52 AZ54 AZ56 AZ57 AZ59 
AZ60 AZ61 AZ62 AZ69 AZ71 AZ72 
AZ73 AZ74 AZ76 AZ77** 

AZ2 AZ3 AZ8 AZ11 AZ12 AZ14 
AZ16 AZ17 AZ19 AZ23 AZ29  
AZ32 AZ33  AZ35 AZ36 AZ37 
AZ43 AZ46 AZ47 AZ49 AZ50 
AZ58 AZ64 AZ65 AZ66 AZ68 
AZ70 AZ75 AZ78*** 

AZ53 
AZ80**** 

 نيمه NFBرشد در محيط 
 درصد كلريد 3جامد بعلاوه

  سديم
+  -  /+-  +  

  -  -  +  +  توانايي استفاده از گلوكز
% 2/0اسيدي كردن محيط 

  -  -  +  -  گلوكز% 1پپتون حاوي
  +  -  +  _+/  نياز به بيوتين براي رشد

توليد سلولهاي پلئومرف در 
  -  -  +  +  نيمه جامدNFB محيط 

AZ77* (A.lipoferum),AZ78**(A.brasillense),AZ79 ***(A.irakense),AZ80****( A.halopraeferense) 
  
  
  
  

   در استان هاي مختلفAzospirillum پراكنش گونه هاي –4جدول 
  استان    جدايه ها  

A.irakense A.brasilense A.lipoferum A.halopraeferense 
   AZ42-AZ44 AZ43  AZ45  اردبيل

  AZ55  AZ58 AZ54 AZ56 AZ57 AZ59  خراسان
AZ60 AZ61 AZ53  

  AZ70 AZ75 AZ69  AZ71 AZ72  AZ73  -  خوزستان
AZ74 AZ76    

  گلستان
AZ1 AZ7 
AZ15 AZ18 
AZ-20 AZ21 

AZ2 AZ3 AZ8 
AZ11 AZ12 AZ14 AZ16 
AZ19 AZ23  

AZ4  AZ5  AZ6 AZ9 AZ10  
AZ13  AZ22  AZ24  AZ25   

 AZ27 AZ34 AZ29 AZ32 AZ33  فارس
AZ35  AZ26 AZ28  AZ30 AZ31   

    -  AZ41 AZ36  تهران
 AZ63 AZ37 AZ46 AZ64  قزوين

AZ65  AZ38  AZ62   
   AZ47  AZ39  -  زنجان

   AZ40  AZ48  -  -  آذربايجان غربي

    - AZ67 AZ68  آذربايجانشرقي

   AZ45  AZ50  AZ51  AZ52  -  همدان
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