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  چكيده

مطلوب با ويژگي و كارآمد  مؤثرهاي كشاورزي منوط به استفاده از سويه گيري از كودهاي زيستي دربهره
جنس و گونه باكتري  ييدتأاز نظر بررسي و  يژهوبهكنترل كيفيت كودهاي زيستي . استكنندگي رشد گياه تحريك

هاي موجود در جدايهبر اين اساس در اين پژوهش  رود.مهم به شمار مي عيارهاييكي از مدر كود زيستي  مورداستفاده
و  Bio1 ،Bio2 ،Bio3فسفات (، بيوسوپر)Ba2و  Ba1( 2باروررايج كشور شامل  يو نيتروژن يچهار نوع كود زيستي فسفات

Bio4،( سوپرنيتروپلاس )Sn1  وSn2( نيتروكسين ) وN1 ،N2 ، N3 ،N4  وN5 ( يموردبررس صحت جنس و گونهاز نظر 
استفاده شد،  1492Rو  27Fبه كمك آغازگرهاي  16S rDNAبتني بر تكثير ژن از روش شناسايي مولكولي م. گرفتندقرار 

در كودهاي زيستي شد.  مورداستفادههاي بيوشيميايي مناسب اقدام به تعيين جنس و گونه باكتري همچنين با انجام تست
 هستند Pseudomonasجنس از نظر فنوتيپ مشابه و همگي متعلق به  Bio3و  N1 ،N5 ،Sn2هاي نتايج نشان داد كه جدايه

بودند. نتايج  Bacillusكه متعلق به جنس نيز تشابه ريختي و مولكولي داشتند به صورتي Bio4و  Sn1هاي همچنين جدايه
، Ba1 :Pantoea ،Ba2: Pseudomonas،Bio1 :Pseudomonas ،Bio2 :Acinetobacterها نشان داد كه شناسايي براي ساير جدايه

N2: Pseudomonas، N3 :Citrobacter  وN4: Pseudomonas حضور جدايه  بينيندراباشند. ميN3 :Citrobacter  وBio2 :
Acinetobacter  ها در تركيب اين كودهاي زيرا اين باكتري باشدمي تأملدر كود نيتروكسين و بيوسوپرفسفات مورد

دكنندگان كود زيستي نيتروكسين و . گرچه بر اساس ادعاي توليزيستي توسط توليدكنندگان گزارش نشده است
ي فوق در اين هاباكتري نبوداست اما  شدهاشاره Azospirillumو  Azotobacterسوپرنيتروپلاس به استفاده از دو باكتري 

  تحقيق مشخص شد.
  

  PGPRنيتروكسين، كود زيستي،، يوشيمياييو ببارور، شناسايي مولكولي  :هاي كليديواژه
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Abstract 
         The benefits of biofertilizers in agriculture depend on the use of effective strains with 
desirable motivating plant growth characteristics. The quality control of the biofertilizers, especially 
in terms of investigating and proving the genus and species of the bacteria used in them is one of 
the most important criteria. Therefore, in this study, isolates of the four types of common nitrogen 
and phosphate biofertilizers in Iran, including Barvar2 (Ba1 and Ba2), Biosuperphosphate (Bio1, 
Bio2, Bio3 and Bio4), Supernitroplus (Sn1 and Sn2) and Nitroxin (N1, N2, N3, N4 and N5) were 
studied for the correctness at the genus and species levels. The molecular identification method was 
applied based on amplifying the 16S rDNA genes using universal primers 27F and 1492R. Also, the 
bacterial genus and species used in the biofertilizers were determined by proper biochemical tests. 
The results showed that the isolates N1, N5, Sn2 and Bio3 had a similar phenotype and all of them 
belonged to the Pseudomonas genus. Also, the Sn1 and Bio4 isolates had morphological and 
molecular similarities belonging to the Bacillus genus. The results of identification for the isolates 
Ba1, Ba2, Bio2, N2, N3 and N4 showed that they were Pantoea, Pseudomonas, Acinetobacter, 
Pseudomonas, Citrobacter and Pseudomonas, respectively. Among the isolates, the presence of 
Citrobacter (N3) and Acinetobacter (Bio2) in the Nitroxin and Biosuperphosphate biofertilizers 
were noticeable, because they had not been reported by manufacturers in ingredient of the 
mentioned biofertilizers. However, contrary to the Nitroxin and Supernitroplus biofertilizers 
manufacturers’ claim about using two isolates Azotobacter and Azospirillum, the present study 
indicated the lack of these bacteria in these biofertilizers. 
Keywords: Barvar, Biofertilizer, Molecular and biochemical identification, Nitroxin, PGPR 
 

  
  مقدمه

هاي اصلي توليد محصولات از چالشافزايش 
هاي شيميايي كشاورزي است. استفاده بيش از حد كود

توليد بيشتر، سلامتي بشر و  منظوربهها كشو آفت
دليل امروزه  ينهمبهاندازد و را به خطر مي زيستيطمح

هاي پايدارتر و روش سمتبهعمليات كشاورزي 
(ليچ و يدا كرده است سوق پ زيستيطمحسازگار با 
 و اقتصادي بروز مشكلات .)2008مومفورد 

 كودهاي رويهبي از مصرف ناشي محيطيزيست
و  بسيار جالب ذاتي هايقابليتبه  و نيز توجه شيميايي

 موجب ريزجانداران يژهوبهو  خاكزي موجودات متنوع
 هايزمينه ترينو كاربردي ينترمهماز  يكي كه گرديده

توليد  براي روز، تلاش علمي در مطالعات مورد تحقيق
 بيولوژيكيا باشد. كود زيستي  زيستيكودهاي 

شود كه به مواد جامد يا مايعي اطلاق مياصطلاحاً 
 بذر، روي بر كهيهنگام و است ريزجانداراني حاوي
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 تحريك موجب شود استفاده خاك در يا و ريشه سطح

هدف اصلي از . )2003وسي ( شود گياه رشد افزايش و
ي محرك هاباكتريزيستي در خصوص توسعه فناوري 

در خاك  مؤثري هاباكتريرشد گياه، افزايش جمعيت 
تواند به توسعه كشاورزي پايدار كمك كند است كه مي

را ها اي شيميايي و آفت كشو نياز به استفاده از كوده
ش براي تلا. )2009كاهش دهد (آدسموي و كلوپر 

 است كه ياز اقداماتها PGPR 1 يريكارگبهجداسازي و 
سازي بوده در تجاريدر حال گسترش  سرعتبه

ي محرك هاباكتريشود. كودهاي زيستي مشاهده مي
هاي براي اولين بار براي باكتري PGPRيا  رشد گياه

هاي فلورسنت ريزوسفري متعلق به گروه سودوموناس
كلوپر و ( ) وضع گرديدتيداپوو  فلورسنسهاي (گونه

. امروزه اين اصطلاح براي ديگر )1978 شروث
مستقيم  طوربهي خاك كه در ريزوسفر گياه هاباكتري

دهند، يا غيرمستقيم رشد گياه را تحت تأثير قرار مي
، Pseudomonas ،Bacillus ،Azospirillumرود. مي كاربه

Azotobcater  وRhizobium  گليك ( تهاسآن ينترمهماز
كه  ريزجانداراني). 2010تيومرونگ و همكاران ، 1995

گيرند قرار مي مورداستفادهدر توليد كودهاي بيولوژيك 
شوند طبيعي دارند و از خاك جداسازي مي منشأعمدتاً 

هاي كشت مخصوص و در شرايط آزمايشگاه در محيط
مايع يا  صورتبهكنند، بعد مي تكثير و پرورش پيدا

 شوندو مصرف مي شدهيبندبستهامد پودرهاي ج
   ).1380راستين (صالح

ترين و كودهاي زيستي نيتروژن، يكي از رايج
ترين انواع كودهاي زيستي بوده و گسترش پرمصرف

طرف ديگر با توجه به مشكلات ناشي  از .اندزيادي يافته
(در  نبودن كودهاي شيميايي فسفره بخشيجهنتاز 

و مثبت  هاآنناشي از كاربرد و معضلات  برخي موارد)
بودن تأثير كودهاي زيستي فسفره در كشت گياهاني 

 اندواقع شده موردتوجهكودها اين مثل گندم و جو، 
كودهاي  اكنونهم ينكهباا). 2004زهير و همكاران (

شوند زيستي فسفاته در مناطق محدودي استفاده مي
بسيار  پتانسيل رشد آمدهدستبهولي با توجه به نتايج 

                                                 
1 Plant growth-promoting rhizobacteria 

-كنندهاستفاده از كودهاي زيستي و تقويت خوبي دارند.

كننده نيتروژن و ي تثبيتهاباكتريهاي زيستي از قبيل 
تواند كاربرد كودهاي ريزموجودات مفيد ديگر مي

شيميايي را كاهش داده و در نتيجه هزينه توليد را پايين 
در ، زيستينظر به نتايج اميدواركننده كودهاي  آورد.

هاي دولتي و حاضر واحدهاي متعددي از بخش لحا
روي  زيستيبه توليد كودهاي  در كشور خصوصي

هاي كنندههاي بومي، تثبيتمعرفي ريزوبيوم .اندآورده
هاي فسفر كنندهي گوگردي، حلهاباكترينيتروژن و 

و نيتروكسين از جمله  2بارور زيستينظير كودهاي 
ير است. بيوسوپر هاي اخدستاوردهاي محققان در سال

 همراهبهيا سوپرفسفات بيولوژيكي (سنگ فسفات 
گوگرد از جنس  يدكنندهاكسي هاباكتريگوگرد و 
فسفاته  زيستيكود  عنوانبهها) امروزه تيوباسيلوس
نيتروكسين حاوي  زيستيشود. كود استفاده مي

 آزوسپيريلومو  ازتوباكتر، سودوموناسي هاباكتري
گياهان استفاده  يازموردنيتروژن براي تأمين ناست كه 

هاي اخير ). خوشبختانه در سال1386قرباني ( شودمي
 PGPRهاي برخي سويه ايراني در نتيجه تلاش محققان

در قالب كودهاي زيستي توليد و در كشاورزي 
ها به قرار گرفته است، اما ارزيابي آن مورداستفاده

ام شده لحاظ كيفي با توجه به توضيحات فوق كمتر انج
   است.

 2006تـا   2004هـاي  اي كـه بـين سـال   در مطالعه
روي كودهاي زيسـتي رايـج در كشـور انـدونزي انجـام      

قرار گرفت. در اغلب  موردمطالعهكود زيستي  41گرفت. 
اسـتفاده   ريزجانـدار  ياين كودها از دو يا تعـداد بيشـتر  

هاي ميكروبي مـورد  شده بود و بيشترين فراواني سويه
ي جـنس  هـا بـاكتري اين نوع كودها متعلق به استفاده در 

Lactobacillus ،Azotobacter ،Bacillus  وRhizobium  .بود
 تـوان نتايج آزمايشگاهي نشان داد كه اين كودهـا داراي  

باشند و از ميان مي نيتروژنكنندگي فسفات و تثبيت حل
كود داراي جمعيت ميكروبـي   5كودهاي زيستي مذكور، 

هاي در ويژگي يدشدهقه مشخصات فعال كمتري نسبت ب
مربوط به كـود بودنـد. همچنـين در ايـن تحقيـق مقـادير       

در برخي از اين كودها معادل كودهاي  Kو  N ،Pعناصر 
گزارش شد. نتايج حاصـله از   هاآنآلي يا حتي بيشتر از 
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كـود زيسـتي    3كشت ميكروبي نيـز مشـخص كـرد كـه     
نها يك نـوع  بودند و ت cfu/ml 310داراي جمعيت كمتر از 

كود زيستي تلفيقي مطابق با استانداردهاي رايـج، داراي  
بود. نتايج حاصـل   cfu/g 710جمعيت ميكروبي بيشتر از 

كنندگي فسفات و توليد اكسين هاي حلاز بررسي ويژگي
توسط اين نوع كودها نيز حاكي از اين بود كه تنهـا يـك   

قـادر  اي از نوع چند سويه همآننوع كود زيستي مايع و 
 lipoferum Azospirillumبه سنتز اكسين توسـط بـاكتري   

 -حـاوي ال  در كمترين حالـت هاي معدني در محيط نمك
  ).2007تريپتوفان بود (هوسن و همكاران 

مندي از منافع ناشي از كودهاي بهره هرحالبه
زيستي زماني حاصل خواهد شد كه كيفيت لازم در تهيه 

همكاران  ديكر وته شود (كار گرفهزادمايه اين كودها ب
 اثربخش). استفاده از كودهاي زيستي همواره 2011

نبوده و در مواردي انتظارات لازم را برآورده 
در اين  يرگذارتأثاز ساير عوامل  نظرصرفسازد، نمي

امر يكي از عوامل عمده و مهم، كيفيت كود زيستي 
در كودهاي زيستي  كاررفتهبه هايجدايه ييدتأ. هست
رود. شمار مي هب هاآنهاي كنترل كيفيت از جنبه يكي

شود كه در بدين خاطر ضرورت آن احساس مي
 هاي بكار رفته درسويه ييدتأشناسايي و اي به مطالعه

شود كه مي خاطرنشانكودهاي زيستي كشور پرداخت. 
گيري از كودهاي زيستي در كشاورزي و مشاهده بهره

هاي كيفي اين يت جنبهمنوط به رعا هاآناثرات مثبت 
با توجه به ويژگي  مؤثر هاييهسوكودها و استفاده از 

PGPR بر اين اساس در اين پژوهش  .هاستآن
چهار نوع كود زيستي رايج در  مورداستفادهي هاباكتري

و  ، بيوسوپرفسفات، نيتروكسين2كشور شامل بارور
  . رفتندگمورد ارزيابي قرار  سوپرنيتروپلاس

  
  هاشرومواد و 

 مورداسـتفاده هاي باكتريـايي  تهيه و جداسازي جدايه
  در كود زيستي

چهـار نـوع كـود زيسـتي رايـج در      در اين تحقيق 
ــوپرنيتروپلاس،     ــين، ســ ــامل نيتروكســ ــور شــ كشــ
بيوسوپرفسفات (توليدي شـركت فنـاوري زيسـتي مهـر     

 2مــايع) و بــارور صــورتبــههــر ســه محصــول  ،آســيا
 صـورت بـه  ،زور سـب Ĥدر شـركت زيسـت فن ـ   يدشدهتول(

بـر اسـاس    قـرار گرفـت.   يموردبررس ـجامد) انتخـاب و  
 هـا باكترياز  يبترتبهدر اين كودها  گانكنندادعاي توليد

و  Pseudomonas putida( 2بارور ؛استفاده شده استزير 
Pantoea agglomerans(بيوسوپرفسفات ، )Pseudomonas 

sp.  وBacillus sp.(ــين و  .Azotobacter sp( ، نيتروكسـ
Azospirillum sp.(   و سـوپرنيتروپلاس)Bacillus subtilis ،

Pseudomonas fluorescens  وAzospirillum sp. و ،(
  قابل مشاهده است. 1در جدول ديگر اطلاعات 

  
   .از طرف توليدكنندگان كودهاي زيستي بر روي بسته كود در اين تحقيق دشدهيقاطلاعات  -1جدول 

  تاريخ اعتبار  هابرخي ويژگي  باكتري جنس و گونه  كود 

  بيوسوپر
  فسفات

Bacillus sp. 

Pseudomonas sp.  
هاي باكتري كلني باكتري براي هر يك از جنس 710

  ليتر كوددر هر ميلي
10/6/92 -10/12/91  

 Pantoea agglomerans  2بارور

Pseudomonas putida  
  

هاي خاكزاد و بهبود ساختمان خاك، كاهش بيماري
  لافزايش محصو

 )c540(سري توليد  8/7/92

 .Azospirillum sp  نيتروكسين

Azotobacter sp.  
هاي باكتري در هر هر يك از جنس براي كلني 810

  ليتر از كودميلي
8/12/91 -8/8/92  

سوپرنيترو
  پلاس

Bacillus subtilis, 
Pseudomonas sp. 
Azospirillum sp. 

 كننده ازت و محرك رشد در هرباكتري تثبيت 710
  illuscBaاسپور و سلول زنده  810ليتر كود و ميلي

19/10/91 -10/4/92  

  



  17                                                                     ...                   هاي باكتريايي مورد استفاده در برخي ازشناسايي مولكولي و بيوشيميايي جدايه

در  مورداسـتفاده اي هجداسازي باكتري منظوربه
هـاي رقـت تهيـه شـد و از     ابتـدا سـري   ،كودهاي زيستي

 2) در 10-6و  10-7، 10-8، 10-9چهار رقت پايـاني (رقـت   
ميكروليتـر بـر روي محـيط جامـد      100 يـزان مبـه تكرار 
مي و اختصاصي انتقال داده شد، براي ايـن منظـور   عمو

و ســـه محـــيط انتخـــابي  LB 2 يرانتخـــابيغاز محـــيط 
Sperber ،N-free medium  وN-free bromothymol blue 

، هـا بـاكتري بـراي رشـد عمـوم     يبترتبهاستفاده شد كه 
كننـده  ي تثبيـت هاباكتريكننده فسفات و ي حلهاباكتري

 Azospirillum و Azotobacter نيتــــــــروژن از نــــــــوع
ــل بعــد از ). 2008(موتســارا و روي  هســت اســتفادهقاب

هـاي  گسترده نمـودن سوسپانسـيون ميكروبـي از رقـت    
، و اختصاصـي  در محيط كشت جامـد عمـومي   موردنظر
اقـدام بـه    هـا بـاكتري فنوتيـپ و ريخـت كلنـي     بر اساس

مبنـي بـر    ييـدي تأهـاي  شد تا تست هاباكتريجداسازي 
هـا انجـام گيـرد.    هاي مورد انتظار روي آنوجود ايزوله

هـاي  هاي انتخابي براي ايزولهگيري از محيط كشتبهره
-هـاي بيوشـيميايي سـاده و رنـگ    خاص و انجام آزمون

حضـور   ييدتأ) براي 2011آميزي گرم (ديكر و همكاران 
   هاي مورد ادعا انجام گرفت.جنس

  مولكولي شناسايي
 16S روشبـه  اهباكتريبراي شناسايي مولكولي 

rRNA   ــومي ــاي عمــــــ  1492Rو  27Fاز آغازگرهــــــ
اســتفاده شــد  آورانفــناز شــركت ژن  شــدهيــداريخر

چرخه بـود   30داراي  كاررفتهبه  PCR). برنامه 2(جدول 
هــا ايــن چرخــه Flexigeneكــه در دســتگاه ترموســايكلر 

درجه سلسـيوس   95شامل، يك چرخه نخستين با دماي 
درجه سلسيوس براي  94دماي دقيقه، در پي آن  4براي 

درجه سلسيوس (دماي پيوند آغازگر)  53دقيقه، دماي  1
درجه سلسـيوس   72دقيقه و دماي فراوان شدن  1براي 
دقيقه بود كه در پايان يك چرخه اضـافي دمـاي    1براي 

دقيقــه نيــز انجــام شــد.  10درجــه سلســيوس بــراي  72
ــادآور  از تــك كلنــي  PCRشــود كــه بــراي انجــام  مــيي

 DNAگيري شد و بدين گونه از استخراج بهره هاكتريبا
آب  يتـر ل يكروم 30ابتدا  شد. يپوشچشمژنومي باكتري 

                                                 
2 Luria and Bertani 

ليتـري ريختـه   ميلـي  2/0ديونيزه استريل را داخل تيـوب  
سپس لوپ مستقيم استريل شـده در شـعله را بـه كلنـي     

تا  5 مدتبه داده، سپسداخل آب انتقال ه تماس داده و ب
ــه  10 ــانده ب در آدقيق ــا  جوش ــد ت ــاكتري در  DNAش ب

تنها  PCRاجزاء ساير با فراهم نمودن  .محلول آزاد شود
بــه آن  DNAاز سوسپانســيون حــاوي  يتــرل يكــروم 10

جفت  1500نوارهاي پديدارشده (نزديك . شد انتقال داده
ــول    ــدن محص ــس از ران ش ــاز) پ ــر روي ژل  PCRب ب

 DNAه بقي ـ مـوردنظر آگاروز و اطمينـان از تكثيـر بانـد    
جهـــت  16S rRNA رمـــز كننـــدهاز قطعـــه  يرشـــدهتكث

يـابي  قرار گرفـت. پـس از تـوالي    مورداستفادهيابي توالي
 3NCBIدر پايگاه اطلاعاتي  موردنظرهاي ها، توالينمونه

 ،4n-BLAST ها پرداخته هاي آنشدند و به بررسي يافته
  شد.

 16Sآغازگرهاي عمومي براي تكثير بخش  -2جدول 

rDNA هاتريباك.  
 نام آغازگر  توالي آغازگر  دماي پيوند

:53mT 5' AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3'  27F 
 5' AAGGAGGTGATCCAGCCGCA 3' 1492R  

  
 و شناسيشكل ييهاـژگـيو از برخي
 و مرگِ يميزآنگر كمك هـب هاجدايه بيوشيميايي

 ،حركت ات،سيتر آز،اوره ز،كاتالا از،كسيدا يهاتست
 ،گلوكز هـزيـجـت روژن،دـيـسولفيده يدتول ول،يندا

، كه گرفتندار رـق يموردبررس  يرهو غ زلاكتو رز،ساكا
  شود.هاي بيوشيميايي مهم اشاره ميبه برخي از تست

  هاي بيوشيمياييتست
  تست اكسيداز
كشت تازه از  يكآزمون ابتدا  ينانجام ا براي

 هيته NAهمانند  يرنگ يرغ هاييطمح يرا رو هاباكتري
به كاغذ  باكتري يكلن يل،استر دندانخلالو سپس با 

 ينآم يد يلنپارافن يل(تترا مت يدازآغشته به معرف اكس
 ينا ياگر در ط ،شودداده مي ) انتقاليدروكلرايده يد

 يموجود آنز يشود به معن يلتشك يتماس رنگ آب
كه در انتقال  شوديادآور مياست.  يدازاكس يتوكرومس

                                                 
3 National center for biotechnological information 
4 Basic local alignment search tool (for Nucleotide) 
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لوپ  را كهچ كرداستفاده نبايد شت (لوپ) ك يماز س يكلن
جواب مثبت  توانديآهن م يداكس يلتشك يلدلبه يفلز

  .يدنما يجادا 5كاذب
  تست نيترات
 10انجام اين آزمون، محيط كشت حاوي  براي
گرم نيترات پتاسيم در يك ليتر آب تهيه  10گرم پپتون، 
 آزمايش هايدر داخل لوله ليترميلي 5هاي و در حجم

 يها. پس از كشت باكتري در لولهگرديد توكلاوا
 هايساعته آن، به لوله 48-24و انكوباسيون  يشآزما

گرم  A )8قطره محلول  5 يبترتبهباكتري  حاوي
 يظغل يكسولفور يداس ليترميلي 48و  يداس يليكسولفان
قطره  5رسانده شد) و  يترل يكبه حجم  يونيزهبا آب د
 يداس ليترميلي 8و  ينآم يلفتن -گرم آلفا B )5 محلول
 يترل يكبه حجم  يونيزهبا آب د يظغل يكسولفور

در  ارغوانيرنگ  مشاهده. يدرسانده شد) اضافه گرد
رداكتاز در نيترات آنزيم فعاليت وجود نشانگر ها،لوله

 رنگ مشاهده عدم. است بررسي مورد هايباكتري
 ياءاح عدم يلدلبه تواندمي كشت محيط در ارغواني
 در. باشد ديگر مشتقات به نيترات تبديل يا و نيترات
 يجزئبسيار  مقدار نيتريت، به نيترات احياي عدم تائيد
. تغيير رنگ شد اضافه فوق هاي) به لولهZn( روي پودر

گواه فقدان آنزيم احياي نيترات  ارغوانيمحيط به رنگ 
 باز چنانچه اگر اما. است مطالعه مورد هايدر باكتري

 امر اين ،شودن مشاهده كشت محيط در رنگ غييرت
 يگرو د نيتريت، به نيترات كه باشد سبب اين به تواندمي

نيتريفيكاسيون) يا گاز نيتروژن (د ي نيتروژناشكال گاز
  ).2001شده است (شاد و همكاران  يلتبد

  تست سيترات
 Simmons Citrate يطآزمون از مح ينا براي

Agar  گرم  2/0شامل  يتر آنهر ل كه شداستفاده
گرم فسفات  1كوفاكتور)،  عنوانبه( يزيمسولفات من

 يكسد يگرم د 1)، و فسفر يتروژن(منبع ن يومآمون
گرم  5(منبع كربن)،  يمسد يتراتگرم س 2فسفات (بافر)، 

آگار  مگر 15)، يطمح ي(تعادل اسمز يدكلر يمسد
 ييربلو (شاخص تغيمولتوگرم برم 08/0(جامدكننده) و 

                                                 
5 False positive 

pH ( از  ليترميلي 5-3است. بعد از اتوكلاو شدن مقدار
و سپس از كشت تازه  يهته مورب صورتبهرا  يطمح

كشت  يگزاگيز صورتبه داريبشسطح  يرو ياييباكتر
 رظاه يساعت اگر رنگ آب 24 -48و بعد از مدت  شد

شاد و همكاران ( است يتراتازس يموجود آنز گواهشد 
2001(. 

  تست اوره آز
استفاده شد  يكشت يطآزمون از مح يننجام اا در

گرم  2گرم پپتون،  1گرم گلوكز،  1 يحاوهر ليتر آن كه 
4PO2KH ،5 012/0گرم آگار و  15 يد،كلر يمگرم سد 

 صورتبهو پس از اتوكلاو شدن  بودرد گرم محلول فنل
. شد يهكشت ته يطاز مح يترليليم 3-5به مقدار  داريبش

 صورتبه هاباكتريتازه  تز كشا يكروبيم يحسپس تلق
 24و بعد از مدت  فتگرانجام  داريبشدر سطح  يگزاگز

 ياگر رنگ قرمز ظاهر شد باكتر يوننكوباساساعت 
كرده است  ياييرا قل يطآز است و محاوره يمآنز يدارا

ماندن رنگ زرد  يو در صورت عدم رنگ قرمز و باق
 .)2001كاران شاد و هم( آز استاوره يمفاقد آنز يباكتر
و  مدتيطولان يونانكوباس يجهشود كه در نت توجه

 مثبت كاذب يجدر پپتون نتا موجود ينپروتئ يدروليزه
  حاصل خواهد شد.

  تست نشاسته
درصـد   2/0آگار، مقـدار   ينتبه محيط كشت نوتر

و پس از اتـوكلاو، در   شدنشاسته محلول در آب اضافه 
 و ايكشت نقطـه  . پس ازيدهاي استريل توزيع گردپتري

 مقـداري  سـاعت،  24-48 مـدت به هاباكتري نكوباسيونا
 50اتـانول  ليتـر ميلـي  100در  يـد  گرم 20( لوگول محلول

ــر     ــر پت ــطح ه ــه س ــد) ب ــد.    يدرص ــزوده ش ــت اف كش
 هـاي هالـه  هـا، در زمينه آبي محـيط كشـت   كهيدرصورت
 ايـن  گـردد،  مشـاهده  هـا باكتري كشت اطراف در روشن

 شـاد ( هست هاباكتري آميلازي آلفا آنزيمي فعاليت يدمؤ
  ).2001 همكاران و

  تست قندها
 يــا) هــايــدرات(كربوه ياز منــابع قنــد هــابــاكتري

كـه در   ينـد اسـتفاده نما  تواننديمختلف م يينواسيدهاآم
 يـري گو با بهره شوديم يدياس يطاثر مصرف قندها مح
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شــدن  يدياســ بلــويمــولرد و برموتفنــل يهــااز معــرف
 يطآزمون از مح ينانجام ا در است. يصتشخقابل يطمح

 يمسـد گرم  5/0گرم پپتون،  2كشت آب پپتون كه شامل 
قنـد   رد وفنـل  يـا  بلـو يمـول توبرم يتـر ليلـي م 1-2 يد،كلر

استفاده شد، بعد از تهيـه و   هست %1به مقدار  موردنظر
 يهـا را در لولـه  يطاز مح ـ ليتـر ميلي 3-5استريل محيط، 

 يـايي تـازه باكتر  تاز كش ـ يحتلق ـ يو برا يختهر يشآزما
 يونساعت انكوباس ـ 24كه بعد از مدت  شودياستفاده م

 شـود،  يدياس ـ يطمح ـ و در نتيجـه آن اگر قنـد مصـرف   
شـاد و همكـاران   ( شـود يم ـ يـان به رنـگ زرد نما  يطمح

ســاكارز و  مــالتوز، لاكتــوز، گلــوكز، يقنــدهااز  ).2001
  در اين آزمون استفاده شد.گليسرول 
  ي فلورسنتيتست ويژگ
 King Bكشـت   يطآزمـون از مح ـ  يـن انجـام ا  در

 10گـرم پپتـون،    20شـامل   هـر ليتـر آن   كهاستفاده شد 
گـرم سـولفات    4HPO2K ،5/1گـرم   5/1 يسـرول، گرم گل

 يطگرم آگار است. بعد از اتوكلاو شدن مح 10و  يزيممن
آن  يرو مـوردنظر  يهـا باكتريو  يختهر يتآن را در پل

 UVبا تابش اشـعه   هاباكتريرشد و بعد از  شدندكشت 
-مشـاهده رنـگ سـبز   بـا  را  يفلورسنت يتخاص توانيم

  نمود.مشخص آبي 
  تست ژلاتيناز

 يطاز مح ليترميلي 3-5 يشآزما يهاابتدا در لوله
گـرم عصـاره گوشـت و     3گرم پپتـون و   5 يكشت حاو

ــرم ژلاتـ ـ 120 ــهر ينگ ــبانه    يخت ــت ش ــپس از كش و س
كشت جامد  يطو در داخل محبا لوپ برداشته  هاباكتري

درجــه  22-25 يدر دمــا يون. انكوباســبــرده شــدفــرو 
از اتمـام   سهفته انجام شـد. پ ـ  1-2 مدتبهو  سيوسسل

 يمآنـز  يدارا يبـاكتر  ،شـد  يآبك يطاگر مح يونانكوباس
 يمفاقد آنـز  يباكتر ،ماند ييراگر بدون تغ است و ينازژلات
نتيجـه ابتـدا    توان قبل از بررسـي البته مي است. ينازژلات
دقيقه در يخچـال نگهـداري نمـود و     30 مدتبهها را لوله

 . )2001شاد و همكاران ( سپس اقدام به مشاهده كرد

 
  
  

  يندولتست ا
 يكيناجورحلقـه آرومـات   يآل ـ يـب ترك يـك  يندولا

 يـه تجز يجـه در نت هـا بـاكتري از  يبرخ يلهوسهاست كه ب
واكنش  ينا يكه ط شوديحاصل م يپتوفانتر ينواسيدآم
 تـرين سـاده . شـود يم يدتول يومو آمون يرواتو پ يندولا

ــ ــون اســت   يطمح ــ چــونكشــت آب پپت ــون غن از  يپپت
 5گـرم پپتـون و    10شـامل   يطمح ـ يـن است. ا يپتوفانتر

آب پپتــون بعــد از  يط. از محــهســت يــدكلر يمگــرم ســد
 يهــادر لولــه ليتــرميلــي 3-5اتــوكلاو شــدن بــه مقــدار 

 يونسـاعت انكوباس ـ  24-48 مـدت بـه و  يختـه ر يشآزما
 ــ ــد از ط ــدت انكوباســ يانجــام شــد. بع  2/0-5/0  يونم

 Dimethyl%8/4يا بنزالدئيد ( Kovacsاز معرف  ليترميلي

amino benzaldehyde ، 4/71%Isoamylalchol  ،
8/23%Hydrochloric Acid  (يهها اضافه و اگر لابه لوله 

بـر حضـور    ليـل شـود د  يلدر سطح تشك يقرمز آلبالوئ
  .)2001شاد و همكاران ( است يپتوفانازتر يمآنز

روز) شـود   5 -4( يطـولان  يونمدت انكوباس اگر
كـاذب حاصـل    يجـواب منف ـ  ينـدول اتجزيه  يلدلبهشايد 
  .شود

  تست تريپتوفان
 ــ ــد برخ ــدها،  يهمانن ــاكترياز قن ــاب ــ ه  ياز برخ

 ينواسيدهاي. آمينداستفاده نما تواننديم يزن ينواسيدهاآم
مـورد اسـتفاده قـرار     يوشـيميايي ب يهادر تست يمختلف

 يـزين، ل ينـين، آرژ يپتوفـان، تر يرنظ يباتيكه ترك گيرديم
نمونه هستند. در اسـتفاده   يناز ا يرهو غ ينپرول ين،لوس
 زداييينكه آم يرنددرگ هايييمآنز ينهآم يهايداس يناز ا

را به  pH يششده و افزا يمآمون يلها منجر به تشكاز آن
خـاص،   ينواسـيد خواهد داشت. در انجام تسـت آم  دنبال

يطكـه در مح ـ  شـود يرد استفاده منلمعمولاً از معرف ف 
يط آزمون از مح ينا براي. آيديبه رنگ قرمز درم ياييقل

Thornley S 5گرم پپتـون،   1كه شامل  شودياستفاده م 
 01/0گرم آگار،  4HPO2K ،3گرم  3/0 يد،كلر يمگرم سد

در  تريپتوفـان -لاگـرم   5-10) و =pH 2/7رد (گرم فنـل 
از  ليتـر ميلـي  3-5است. بعد از اتوكلاو شدن مقـدار   يترل

و سـپس از كشـت    يـه جامـد ته  يمهن صورتبهكه  يطمح
و بعـد از   گيـرد يانجام م ـ يكروبيم يحتلق ياييتازه باكتر
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 يموجود آنـز  يدمؤروز اگر رنگ قرمز ظاهر شد  3مدت 
  .)2001ان شاد و همكار( است تريپتوفاناز
  ينينتست آرژ
كـه مـورد اسـتفاده     اي اسـت يدآمينهاس ـ ينينآرژ

 ينن ـيآرژ يـا  ينـاز آرژ يمو آنـز  گيـرد يقرار م ـ هاباكتري
ــازآمد ــهدر تجز ين ــش دارد. آمـ ـ ي ــيينآن نق ــنا زداي  ي

شــده كــه باعــث  يــومآمون يلمنجــر بــه تشــك يدآمينهاســ
ــزا ــ pH يشاف ــوديم ــراي .ش ــنا ب  ــ ي ــون از مح  يطآزم

Thornley S 5گرم پپتـون،   1كه شامل  شوديستفاده ما 
 01/0گرم آگار،  4HPO2K ،3گرم  3/0 يد،كلر يمگرم سد

است. بعـد   يتردر ل يننيآرژ-لاگرم  5-10گرم فنل رد و 
ــدار  ــرميلــي 3-5از اتــوكلاو شــدن مق كــه  يطاز محــ ليت

و ســپس از كشــت تــازه  يــهجامــد ته يمــهن صــورتبــه
 3و بعد از مدت  گيرديانجام م يكروبيم يحتلق ياييباكتر

 ينـاز آرژ يموجود آنز يدمؤروز اگر رنگ قرمز ظاهر شد 
  .)2001شاد و همكاران ( است

  يدروژنه يدسولف يدتست تول
 20 يكشـت حـاو   يطآزمون از مح ـ ينانجام ا در
گرم  2/0(مخمر)،  يجانور يهابافتگرم  6 ين،گرم كازئ

 يـا سـولفات (  يـوم گـرم فروآمون  2/0 يم،سـد  يوسولفاتت
اتوكلاو  زگرم آگار استفاده و بعد ا 5/3ولفات آهن) و س

 يختهر يشآزما يهادر لوله ليترميلي 3-5شدن به مقدار 
اضـافه و   يطبـه مح ـ  ياييباكتر هشد. سپس از كشت تاز

شـد. اگـر بعـد از مـدت      يونسـاعت انكوباس ـ  24 مدتبه
 ييتوانـا  يبـاكتر  يعنيظاهر شود  يرهرنگ ت يونانكوباس

  .)2001شاد و همكاران ( را دارد يدروژنه يدسولف يدتول
  

   نتايج و بحث
 و مقدماتي شناسايي و هاباكترياسازي دج

  بيوشيميايي
 نوع 4از  هاباكتريسازي جداسازي و خالص

رايج در كشور شامل نيتروكسين،  كود زيستي
يدي شركت سوپرنيتروپلاس، بيوسوپرفسفات (تول

در  يدشدهولت( 2) و بارورفناوري زيستي مهر آسيا
 13جداسازي منجر به سبز)  آورفنشركت زيست 

هاي اوليه آزمايش .بر اساس ريخت و ظاهر شدجدايه 

كه گرم مثبت  Bio4و  Sn1دو جدايه  جزبه نشان داد كه
و  باشندمي گرم منفي جدايه) 11( هاباكتريهستند بقيه 

بعلاوه تعدادي  ،اكسيداز منفي و مثبت هاآنبرخي از 
 باشند. مي king-Bدر محيط  دانهرنگ توان ساخت داراي

ايزولـه   13هاي بيوشيميايي نتايج حاصل از تست
    .آورده شده است 3در جدول 

  تست اكسيداز
 يتوكرومس ـ يمآنـز  يدارا يهـا بـاكتري تست  ينا

 هــايهــوازيي(بــ يمآنــز يــن) و فاقــد اي(هــواز يدازاكســ
 هـا بـاكتري از  ي. برخ ـنمايديم يك) را از هم تفكيارياخت
ــرنظ ــودموناس ي ــرو د س ــاكتري يگ ــاب ــز يدارا ه  يمآن
انتقـال   يـره خود هستند كه در زنج يدر غشا يتوكرومس

    .الكترون دخالت دارند
هاي اين آنزيم در اكثر گونه وجودبهبا توجه 

و عدم وجود اين آنزيم در جنس  Pseudomonasجنس 
Stenotrophomonas شباهت دو جدايه  نظربهSn2  و

Bio3 منتفي  ،يدشدهق 4كه در جدول  هاي فوقبا جنس
 Pseudomonasاست و اين دو جدايه متعلق به جنس 

، N1هاي در اين آزمايش سويه ).2005گريتي باشند (مي
N2 ،N5 ،Sn2 ،Ba2 ،Bio3  وBio1  مثبت و بقيه منفي

 ).3شدند (جدول 

  تست نيترات
-احياي نيترات (

3NO) به نيتريت (-
2NO در ) و

 هاي) توسط برخي از باكتري2Nگاز نيتروژن ( به ايتنه
 يلدلبهپذيرد. ورت ميص اختياري هوازيبي و هوازي

 سرعتبه را مولد، آن هاييسمي بودن نيتريت، باكتر
د هنمايند كه به اين مرحلمي 2Nو يا گاز  O2N به تبديل

  .شودمي گفته نيتراتي تنفس يا نيتريفيكاسيون
 شدهشناختههاي گونه 6اي برگيبر اساس راهنم

 .Pو  P. fluorescensشامل  Psuedomonasجنس 

putida  ياP. aeruginosa  يبترتبهاز نظر احياء نيترات 
 )2005گريتي ( داراي ويژگي متغير، منفي و مثبت هستند

تشابه  3با در نظر گرفتن نتايج جدول  با اين شرح
 .Pگونه با دو  Bio3و  N1 ،N5 ،Sn2ي هاباكتري

fluorescens  وP. aeruginosa در اين  .يابدقوت مي
                                                 
6 Bergeys manual 
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، N1 ،N2 ،N3 ،N5،Sn1  ،Sn2 ،Ba1هاي آزمايش سويه
Bio3  وBio4  3مثبت و بقيه منفي شدند (جدول.(  

  تست سيترات
 يتراتاز،س يمبا داشتن آنز هاباكترياز  يبرخ

و  يتريكس يداس يرنظ يفيضع يدهايرا به اس يتراتس
 عنوانبهكربن  يكلدر س يدهااس ينو ا يلبدت يكاگزال

 يكلس ينا يو ط شونديمنبع كربن استفاده م
 توليدبا سديم در تركيب و  يدشدهتولكربن يداكسيد

را  يطمح نموده و يمسد كربناتيو ب يمكربنات سد
بر  يليكه دل شوديم يرنگ آب يجادو باعث ا ياييقل

، N1هاي در اين آزمايش سويه است. يتراتس يهتجز
N2 ،N3 ،N5 ،Sn2 ،Ba1،Ba2  ،Ba2 ،Bio1 ،Bio2  و

Bio3   هاي جدايهمثبت وN4 ،Sn1  وBio4  منفي شدند
  ).3(جدول 

  آز و نشاستهتست اوره
اوره نقش  يدروليزاست كه در ه يميآز آنزاوره

 يرمطابق واكنش ز يمآنز ين. اوره توسط اكنديم يفاا
 .شوديم يدروليزه

  
 يلو تشك ياكآمون ديتول يجهنت در

 ينخواهد شد. اگر در ا يباز يطمح يومآمونيدروكسيده
مثل  pH ييراتحساس به تغ يهااز معرف يطشرا
به  يپ توانيم شودبلو استفاده يمولتورد، برمفنل
، N1 ،N3هاي جدايهدر اين آزمايش  .رداوره ب يهتجز
N5 ،Sn1 ،Sn2،Bio1  ،Bio3  وBio4   مثبت و بقيه منفي
  ).3ند (جدول شد

و  Sn1هاي سويههيدروليز نشاسته آزمايش در 
Bio4  3مثبت و بقيه منفي شدند (جدول.(  

  
  تست ويژگي فلورسنتي

 يفلورسنت يژگيو يدارا هاباكترياز  يبرخ
 صورتبهكوتاه را  يهاموجطولكه  يمعن ينهستند بد

 يهاباكتري مثالعنوانبه. كننديبلند ساطع م يهاموج
 ,P. aeruginosaبه دو گروه فلورسنت ( ناسسودومو

P. fluorescens, P. putida فلورسنت (ير) و غP. 

stutzeriگرچه برخي از شونديم بندييم) تقس ،

از نظر ويژگي فلورسنتي  سودوموناس پوتيداهاي سويه
 ينتر. از شاخص)2005متغير هستند (گريتي 

 3كه در  هست يووردينپا يفلورسنت يهادانهرنگ
سبز  -زرد صورتبهكه  شوديم يدالذكر تولفوق يباكتر
در  يوقت King B يطدر مح يو بعد از رشد باكتر هست

) قرار 254nmكوتاه ( موجطولبا  UVمعرض نور 
در اين  دهد.ياز خود نشان م يفلورسنت يژگيو گيرديم

خاصيت  Bio3و  N1 ،N2 ،N5 ،Sn2هاي آزمون، سويه
دادند (مثبت) و بقيه منفي شدند  خود نشان ازفلورسنتي 

  ).3(جدول 
  تست ژلاتيناز

و عامل جامدكننده  ينهمنبع پروتئ يك ينژلات
 28 ياست كه البته در دما يشگاهيكشت آزما هاييطمح

اندازه  يلدلبه يبترك ين. اشوديذوب م سيوسدرجه سل
 هاباكتريسلول  يوارهقادر به عبور از دمولكول بزرگ 

 يمآنز يستياستفاده از آن با يبرا هايباكترپس  ،يستن
و در صورت وجود  يندترشح نما ينازژلات يبرون سلول

 يژگيخواهد شد و و يدروليزه ينژلات يمآنز ينا
 يآبك يا به عبارتي دهديخود را از دست م يجامدكنندگ

، N1 ،N2 ،N4 ،N5هاي در اين آزمون سويه .شوديم
Sn1 ،Sn2 ،Ba2 ،Bio3  و Bio4  و بقيه منفي شدند مثبت

 ).3(جدول 

  تست تريپتوفان و آرژينين
هاي آمينواسيدها از جمله اي از تستنمونهنتيجه 

 آورده شده است. 3نيز در جدول تريپتوفان و آرژينين 

  يدروژنه يدسولف يدتست تول
هستند كه  هايييمآنز يدارا هاباكترياز  يبرخ

 يستئين،س يرنظ دارگوگرد يواسيدهايآمن يهتجز يتقابل
 يهاگروه وجود يلدلبه، را دارند متيونين و يستينس

 ينا يبتخر يجهدر نت ودر اين تركيبات  يدريلسولف
. استفاده از شوديم يدتول يدروژنه يدسولف ،هاگروه
 شكيلمنجر به ت هايييطمح ينآهن در چن يباتترك

 يدكه مشخصه تولشود مي) يرهآهن (رنگ ت يدسولف
هاي فقط جدايهدر اين آزمون  ست.ا يدروژنه يدسولف

N3  وBa1  3مثبت و بقيه منفي شدند (جدول.( 
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  و ساكاروز گلوكزتست 
هاي مثبت منجر جدايه نتيجه انجام اين تستدر 

به پيدايش رنگ زرد شده و جدايه منفي به رنگ سبز 
، N1 ،N2 ،N3هاي در آزمون گلوكز سويه مانند.باقي مي

N5 ،Sn2 ،Ba1، Bio1  وBio3   مثبت و بقيه منفي شدند
مثبت  Ba1و  N3هاي سويه تنها زوو در آزمون ساكار

  ).3و بقيه منفي شدند (جدول 
 

  هاباكتري شناسايي مولكولي
ــولي   ــايي مولك ــهشناس ــوالي روشب ــابي ژن ت ي

ــده ــه در شــكل   16S rRNA رمزكنن ــذيرفت ك ــام پ  1انج
 مربوط به تكثير ژن رمزكننده PCRاي از محصول نمونه

ــه      ــوط ب ــات مرب ــت. اطلاع ــده اس ــه آورده ش ــن قطع اي
 4در ايـن تحقيـق در جـدول     شـده ييشناساي هاباكتري

  آورده شده است.
ــه   Ba2و  N2 ،N4هــاي شناســايي مولكــولي جداي

هاي بيوشيميايي اما با بررسي ويژگي ،انجام نشده است
و  N1 ،N5 ،Sn2هـاي  با جدايـه  N2تشابه  )3(جدول  هاآن

Bio3 شود و دو جدايه مشخص ميN4  وBa2 در  جـز به
هـا  ليزين و سيترات در بقيـه ويژگـي   اكسيداز، هايتست

و  با نگاهي به راهنمـاي برِگـي   تشابه بالايي به هم دارند.
و  P. putida ،P.aeruginosaسه گونه هاي ويژگيملاحظه 

P. fluorescens  بيشترين تشابه در نظر داشتن و همچنين
، N1 ،N5 ،Sn2ي هـا بـاكتري تشـابه  ، هـا آن rDNAتوالي 
Bio3  وN2  به گونهP. aeruginosa يابد.قوت مي  

 .Pمتعلق به گونـه   Ba2و  N4ي هاباكتري نظربه

putida  آز منفـي،  هـاي نيتـرات منفـي، اوره   باشند. پاسـخ
ــدم    ــم در ع ــل مه ــه دلاي ــد فلئورســنت از جمل ــدم تولي ع

و  P.aeruginosaهاي قرارگيري اين دو باكتري در گونه
P. fluorescens 2005(گريتي  تواند باشدمي(.  

  ها  شناسايي بيوشيميايي باكتري
 صـورت بـه هاي بيوشيميايي توجه به نتايج تست

از كودهـاي   آمدهدستبهجدايه  13جداگانه نيز در مورد 
گيـري از راهنمـاي برِگـي و    زيستي انجام پذيرفت. بهـره 

ــه   ــه ب ــين مراجع ــاوبهمچن  ABIS Encyclopedia يتس
ــل ــقابـــــــــــــــــ آدرس در  يدسترســـــــــــــــــ

http://www.tgw1916.net/bacteria_abis.html  ــايج نتــــــ

از  طـور كـه  همـان  را به دنبال داشـت.  5مطابق با جدول 
است نتايج شناسـايي   مشاهدهقابل 5و  4مطابقت جداول 

همپوشاني بـالايي را بـا   ها يهمولكولي و بيوشيميايي جدا
  دهند.هم نشان مي

گرچـه از نظـر فنوتيـپ بـويژه تشـكيل       N2جدايه 
هـا يعنـي   با ساير جدايـه   NAاي در محيط قهوه دانهرنگ

N1 ،N5 ،Sn2  وBio3   هـاي  تشابهي نداشت امـا در تسـت
داشـت و تنهـا    هـا آنبيوشيميايي بيشترين تشـابه را بـا   

مـانيتول  و  آزاورهآنـزيم   وجـود عـدم  تفاوت اين جدايه 
جدايه ديگـر بـود (جـدول     4مقايسه با آن در منفي بودن 

اي در قهـــوه دانـــهرنـــگبـــه تشـــكيل در تحقيقـــات ). 3
ــه  هــا ازبرخــي از بــاكتريجداســازي و شناســايي  جمل

 ،اماگيرد خاصي صورت ميتوجه  ازتوباكترهاي باكتري
مقـادير  اي تيره در نتيجـه وجـود   قهوه دانهرنگبه توليد 

ــيتوكروم   ــراوان س ــه  cف ــنس  در برخــي از گون ــاي ج ه
 ).2005نيــز اشــاره شــده اســت (گريتــي   ســودوموناس

در كشــت برخــي از   يهــادانــهرنــگتشــكيل چنــين  
  فوق باشد. يلدلبهتواند هاي اين آزمايش ميباكتري

هاي با نگاهي به راهنماي برِگي و ملاحظه ويژگي
ــنس   ــيميايي ج ــر  و همچ Pseudomonasبيوش ــين در نظ ن

ــترين  ــتن بيش ــوالي   داش ــابه ت ــاآن rRNAتش ــابه ه ، تش
ــاكتري ــاي ب ــه  N2و  N1 ،N5 ،Sn2 ،Bio3ه ــه گون  .P ب

aeruginosa دو جدايـه  عـلاوه بـر آن   يابد. قوت ميN4  و
Ba2 هـاي بيوشـيميايي بيشـترين تشـابه را     از نظر تست

داشتند و اين موضوع قرابت ايـن دو بـاكتري را بـه هـم     
متعلق بـه   Ba2و  N4هاي باكتري نظربهو  دهدنشان مي

  باشند.  .Pseudomonas sp جنس
 
  كلي گيرينتيجه

از كودهـاي زيسـتي    بهره گرفتننخستين گام در 
. در ايـن  هسـت  هادر آنكارآمد و برتر  هاييهسووجود 

جدايه باكتري بر اساس ريخـت و شـكل در    13پژوهش 
ســازي شــد. چهــار كــود زيســتي جداســازي و خــالص 

هــاي مولكــولي و تســت روشبــههــا شناســايي بــاكتري
ــه     ــان داد ك ــي نش ــيميايي تكميل ــدتاًبيوش ــروه  عم از گ

 هـا آندر هاي گرم منفي هسـتند و تنـوع جنسـي    باكتري
جـنس و گونـه    ييـد تأشود. اين آزمايش با هدف ديده مي
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از كودهاي زيستي انجـام شـد و    آمدهدستبههاي جدايه
 2ز كودهاي زيستي براي بارورا آمدهدستبههاي جدايه

)Ba1  وBa2) بيوسوپرفســـــــفات ،(Bio1 ،Bio2 ،Bio3  و
Bio4) سوپرنيتروپلاس ،(Sn1  وSn2) و نيتروكسين (N1 ،

N2 ،N3 ،N4  وN5 (دو، چهار، دو و پـنج جدايـه    يبترتبه
 Bio3و  N1 ،N5 ،Sn2هـاي  بود. نتايج نشان داد كه جدايه

ــي متع    ــابه و همگ ــپ مش ــر فنوتي ــه از نظ ــق ب ــنس  ل ج
Pseudomonas هاي بودند همچنين جدايهSn1  وBio4  نيز

متعلــق بــه جــنس  وتشــابه ريختــي و مولكــولي داشــتند 
Bacillus      هـا  بودند. نتـايج شناسـايي بـراي سـاير جدايـه

: Ba1 :Pantoea ،Ba2 :Pseudomonas ،Bio1نشان داد كـه  

Pseudomonas ،Bio2 :Acinetobacter ،N2 :Pseudomonas 
 ،N3 :Citrobacter  وN4 :Pseudomonas باشـــــند. مـــــي

: Bio2و  N3 :Citrobacterحضـــور جدايـــه  بـــينيـــندرا
Acinetobacter   در كــود نيتروكســين و بيوسوپرفســفات

عـدم شناسـايي صـحيح     كه دليلـي بـر   هست تأملمورد 
ــودگي     ــود آل ــا وج ــدگان آن ي ــاكتري توســط توليدكنن ب

ست. گرچـه بـر   ميكروبي در فرايند توليد و عرضه كود ا
اساس ادعاي توليدكنندگان كـود زيسـتي نيتروكسـين و    

 Azotobacterسوپرنيتروپلاس به استفاده از دو بـاكتري  
اشــاره شــده اســت امــا  عــدم حضــور    Azospirillumو 

 هــاي فــوق در ايــن تحقيــق مشــخص شــد.     بــاكتري
 

 هاي بيوشيميايي.نتايج تست -3جدول 

N1 N2 N3 N4 N5 Sn1 Sn2 Ba1 Ba2 Bio1 Bio2 Bio3 Bio4 نام ايزوله 

+  +  ‐  ‐  +  ‐  +  ‐  +  +  ‐  +  ‐   اكسيداز

+  +  ‐  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +   كاتالاز

+  +  +  ‐  +  +  +  +  ‐  ‐  ‐  +  +   نيترات

+  +  +  ‐  +  ‐  + +  + + + +  ‐   سيترات

+  ‐  +  ‐  +  +  +  ‐  ‐  +  ‐  +  +   اوره

‐  ‐  ‐  ‐  ‐  +  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  +   نشاسته

+  +  ‐  +  +  +  +  ‐  +  ‐  ‐  +  +   ژلاتين

+  +  +  ‐  +  ‐  +  +  ‐  +  ‐  +  ‐   گلوكز

‐  ‐  +  ‐  ‐  ‐  ‐  +  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐   گليسرول

‐  ‐  +  ‐  ‐  ‐  ‐  +  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐   لاكتوز

‐  ‐  +  ‐  ‐  ‐  ‐  +  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐   ساكاروز

+  ‐  +  ‐  +  +  ‐  +  ‐  ‐  +  +  +   مانيتول

+  +  ‐  ‐  +  ‐  +  ‐  ‐  ‐  ‐  +  ‐   فلورسنت

+  +  +  +  +  ‐  +  +  +  +  ‐  +  ‐   تريپتوفان

‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐   ايندول

+  +  ‐  ‐  +  ‐  ‐  ‐  ‐  +  ‐  +  ‐   آرژينين

‐  ‐  ‐  ‐  ‐  +  ‐  ‐  +  ‐  ‐  ‐  +   ليزين

‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐   پرولين

‐  ‐  +  ‐  ‐  ‐  ‐  +  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐   سولفيد
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جفت باز  10000تا  100با اندازه بين  . نردبان مولكولي16S rRNAتكثير ژن رمزكننده  آمدهدستبه PCRمحصول  -1شكل 
)LMمحلول ،(  جزبهتمام اجزاء واكنش داراي DNA ) باكترياييMM9-1گذاري هاي باكتري با نام) و نمونه.  

 
  .هاي ميكروبي بكار رفته در كودهاي زيستينتايج شناسايي مولكولي سويه - 4جدول

 
يميايي در جدول انجام نگرفته اما شناسايي بيوش هاآنهاي بدون ذكر مشخصات، شناسايي مولكولي *: لازم به توضيح است كه در مورد جدايه

  .هست مشاهدهقابل 5
 
 
 
 

 NCBIاز  آمدهدستبهبيشترين تشابه   ايزوله  كود زيستي

 .N1 Pseudomonas aeruginosa / Pseudomonas sp  نيتروكسين

N2   

N3 Citrobacter sp. 

N4   

N5 Pseudomonas sp. / Pseudomonas aeruginosa 

 .Sn1 Bacillus sp  سوپرنيتروپلاس

Sn2 Stenotrophomonas sp. / Pseudomonas sp. 

 .Bio1 Pseudomonas sp بيوسوپرفسفات

Bio2 Acinetobacter sp. / Acinetobacter beijerinckii 

Bio3 Pseudomonas sp. / Stenotrophomonas sp. 

Bio4 Bacillus sp. 

 .Ba1 Pantoea sp 2بارور

Ba2   

   1    2     3     4     5    6   7  8   9 MM LM 

1500pb 
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  هاي ميكروبي بكار رفته در كودهاي زيستي.نتايج شناسايي بيوشيميايي سويه - 5جدول
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