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   چكيده
 به مولكولي نيتروژن تثبيت به قادر كه  استشيميوارگانوتروف منفي،  گرم،هوازي باكتري ،ازتوباكتر

حل  توان رشد، محرك هاي هورمون توليد واسطهبه گياه رشد در ازتوباكتر نقش. باشد مي همزيست غير صورت
 گياهي زايبيماري عوامل بيوكنترل و ها تنش به تحمل افزايش نيتروژن، تثبيت نامحلول، هاي فسفات كنندگي

از خاك مناطق نيتروژن كننده  بومي تثبيتازتوباكتر و شناسايي جداسازياين پژوهش با هدف  .باشد مي
و ي فرنگي نيز بررس رشد گياه گوجه تقويتها بر  تاثير تلقيح جدايه،همچنين. مختلف شهر تهران صورت گرفت

 وبرداري انجام  از شش منطقه تهران نمونهدر اين پژوهش، . سازي شددر نهايت شرايط رشد جدايه برتر بهينه
هاي  هاي خاك، جداسازي و با كمك تست ازتوباكتر با استفاده از روش تهيه رقت متوالي از نمونه هايجدايه

ها با استفاده از ده آنزيم نيتروژناز، در جدايه، كد كننnif Hژن  سپس،. دندشبيوشيميايي متداول تعيين هويت 
ها تلقيح و ميزان سپس بذرهاي گوجه فرنگي با ايزوله وشناسايي ريل تايم تكنيك واكنش زنجيره پليمراز 

، ميزان هوادهي، pHهاي دما،  پارامتر.  روز سنجيده شدند34رشد گياهچه، شامل طول ساقه و ريشه در طي 
كننده تثبيت جدايه ازتوباكتر 27در اين مطالعه  .سازي شدند راي جدايه برتر بهينه بنيتروژنمنبع كربن و 

فرنگي در طول ساقه و ريشه گياه گوجه) > p 05/0(ها افزايش بارزي تمامي جدايه. دست آمدهبنيتروژن 
شد گياه نشان  بيشترين تاثير را بر ر21جدايه شماره . نسبت به سويه استاندارد و كنترل منفي ايجاد كردند

، rpm200 ، دور گردشي پپتونبهترين شرايط رشد آن، در حضور منبع كربن مانيتول، منبع نيتروژنداد و 
دست آمده ههاي بومي ببا توجه به نتايج اين مطالعه، جدايه .دست آمدهب pH= 7 درجه سلسيوس و 30دماي 

  .عنوان كود بيولوژيكي هستنديت استفاده بههاي بيشتر داراي قابل پس از بررسي21ويژه جدايه شماره به
  

 .nif H، فرنگيگياه گوجه كود بيولوژيك، ،جداسازي، سازيبهينه، ازتوباكتر :واژگان كليدي
 ت
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 مقدمه
يكي از اركان اصلي در كشاورزي پايدار، 
استفاده از كودهاي زيستي با هدف حذف يا 

كودهاي . كاهش مصرف كودهاي شيميايي است
عنوان صورت ماية تلقيح ميكروبي و بهزيستي به

هاي ميكروبي مؤثر و با تركيب حامل سوش يك
تأمين يك يا چند عنصر غذايي  راندمان بالا براي

 ).El-Zeiny, 2007 (شوندمورد نياز تعريف مي
هزينه توليد : فوايد كودهاي بيولوژيك عبارتند از

كم، عدم ايجاد آلودگي در اكوسيستم، جبران 
اصر در خاك، كاهش مصرف كودهاي كمبود عن

شيميايي و عدم خطر براي انسان و ساير 
مواد كود زيستي به. باشد ميموجودات زنده
شود كه داراي تعداد  اي اطلاق مي حاصلخيز كننده

هاي مفيد  كافي از يك يا چند گونه از ارگانيسم
هايي در واقع اين كودها ارگانيسم. خاكزي هستند

ي يك پروسه بيولوژيك، هستند كه قادرند ط
عناصر غذايي را از شكل غيرقابل استفاده به شكل 

 Aseri et (قابل استفاده براي گياه تبديل كنند

al., 2008.( اين نتيجه رسيدند كه محققان به 
باعث  تواند كشت گياهان با كودهاي بيولوژيك مي
ها و توليد  مقاومت بالاتر گياهان به بيماري

هاي محلول در آب   ويتامينهاي گياهي و هورمون
توانند  ها مي علاوه بر اين، ميكروارگانيسم. شود

  ).Kumar et al., 2008 (رشد گياه را افزايش دهند
كودهاي شيميايي نيتروژني باعث آلودگي 

هاي سطحي و زيرزميني و در نهايت  نيتراتي آب
. شوندموجب مسموميت انسان، دام و آبزيان مي

  دنيتريفيكاسيون در مشكل افزايش،همچنين
نتيجه سنتز بيشتر گازهاي سمي و تخريب لايه 

 ,.Martin et al (حياتي ازن را به همراه دارند

 كه استفاده از محققان بر اين باور هستند). 2011
كودهاي شيميايي ممكن است مانع جذب عناصر 

كم مصرف، در نتيجه باعث ايجاد يك عدم تعادل 
 ظهور اين .)Das et al., 2008( دندر گياهان شو

قبيل اثرات مخرب و بسياري مسايل ديگر ضرورت 
هاي توليد محصولات و لزوم تجديد نظر در روش

سازي شرايط براي استفاده بيشتر از فراهم
مانند تثبيت بيولوژيكي فرايندهاي مفيد طبيعي 

 تأمين عناصر غذايي به .كند نيتروژن را ايجاد مي
 متناسب با تغذيه طبيعي گياهان، صورت كاملاً

هاي حياتي،  كمك به تنوع زيستي، تشديد فعاليت
بهبود كيفيت و حفظ بهداشت محيط زيست و در 

آب، (هاي ملي  مجموع، حفظ و حمايت از سرمايه
ترين  از مهم) قابل تجديدخاك و منابع انرژي غير

دلايل ضرورت استفاده از كودهاي زيستي 
  .)Nosheen et al., 2016 (شود محسوب مي

هاي ضروري براي ادامه حيات  از جمله يون
اساس وزن  بر. توان به نيتروژن اشاره كرد گياه، مي
نيتروژن چهارمين عنصر اصلي  يون خشك،

به . شود ي گياهان محسوب مي تشكيل دهنده
كه مقدار نيتروژن خاك محدود است دليل اين

هاي خاك بر  گياهان بايد با انواع ميكروارگانيسم
در نتيجه، . سر اين منبع محدود رقابت كنند

نيتروژن اغلب يكي از عناصر غذايي است كه 
هاي طبيعي و چه در  گياهان چه در اكوسيستم

هاي كشاورزي با كمبود آن مواجه  اكوسيستم
ت ريزجانداران مفيد خاكزي و شناخ. شوند مي

روابط متقابل آنها با ساير ريزموجودات، گياه و 
خاك از مباحث اصلي علم ميكروبيولوژي خاك 

زدايي، توليد فرايند تجزيه مواد آلي، نيترات. است
سازي، تثبيت نيتروژن مولكولي، نيترات، آمونياك

ويژه كربن، نيتروژن، فسفر و گردش عناصر به
. شود ريزجانداران خاك انجام ميگوگرد توسط 
هاي موجود در كودهاي زيستي، در  توانايي باكتري

نواع مواد محرك رشد مانند سيدروفورها، اتوليد 
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ها، ها و جيبرلينمواد هورموني مانند گروه اكسين
آزادسازي عناصر مغذي گياه مانند فسفر و پتاسيم 
 از تركيبات نامحلول آنها در خاك، تجزيه تركيبات

هاي كنترل آفات و بيماري آلي پيچيده در خاك و
 منجر به تحريك بيشتر  كه نهايتاًباشد  ميگياهي

كيفي محصول  رشد گياه و افزايش كمي و
   ).Ardakani et al., 2001 (شوند مي

 كه ازتوباكتر اندها نشان دادهبررسي
كننده نيتروژن زي و تثبيت  كروكوكوم باكتري آزاد

هاي  گياه و تحريك باكترياست و باعث رشد
هاي براي توليد هورمون) PGPR(محرك رشد 

شود و همچنين منجر به توليد  گياهي مي
هاي گياهي را  گردد كه پاتوژن سيدروفورها نيز مي

 كندسركوب و آهن را از دسترس آنها خارج مي
)Romero-Perdomo et al., 2017; Kumar et 

al., 2001( .كه زارش شداي ديگر گدر مطالعه 
جنس ازتوباكتر، علاوه بر اينكه يك باكتري 

زاد، آزادزي و تثبيت كننده نيتروژن است، خاك
تواند با استفاده از آنزيم فسفاتاز قليايي و سنتز  مي

ATPase تحت شرايط رشد، باعث انحلال سنگ ،
 سالي شودفسفات در مناطق مستعد خشك

)Chavada et al., 2010( . در طي تحقيقي در
ازتوباكتر  جنس  كهكشور هند نشان داده شد

تواند، هم در پرورش ماهي و هم در توليد  مي
كمپوست با توجه به توانايي خود در تثبيت ورمي

 و به كار گرفته بوده نيتروژن و حل فسفات مفيد 
  ).Kumar and Singh, 2001 (شود 

ازتوباكتر علاوه بر كاهش  تلقيح گياه با
 درصد، 35 تا 30حد  ف كود نيتروژني درمصر

مقايسه با  داراي اثرات مفيد ديگري است كه در
تواند مقدار مشابه كود نيتروژني شيميايي، مي

سبب رشد بهتر گياه و افزايش مقدار محصول آن 
هاي به توليد هورمون بيشتر را مفيد تأثير اين. گردد

. اندها نسبت دادهمحرك رشد گياه مانند اكسين
بررسي بوم شناختي جنس و گونه ازتوباكتر 

 كه رشد اندام هوايي و ريشه آشكار كردكروكوكوم 
ترتيب از تيمار كود نيتروژنه به گياهان مرتعي به

سمت تيمار تلقيح با ازتوباكتر و تيمار توأم نسبت 
 Hajeeboland et(ه است به شاهد افزايش يافت

al., 2004( .با ويژه همراه تأثير تلقيح ازتوباكتر به
محصولاتي مانند  كود دامي آلي بر روي عملكرد
 ,.Martin et al (ذرت و ارزن مثبت بوده است

 زني بذر در اثرتسريع در جوانهعلاوه، به .)2011
، اين موضوع شده است گزارش نيز ازتوباكتر با تلقيح

ازتوباكتر  در حقيقت تا حدي مربوط به توانايي
بيوتيك ضد توليد آنتي وبراي تهيه مواد رشدي 

برخي محققان  .)Dupin et al., 2020 (قارچ است
اظهار داشتند كه با استفاده از كودهاي ايراني 

توان مصرف  مي آزوسپريليوم زيستي ازتوباكتر و
 كيلوگرم در 100 به 150كود شيميايي را از 

هكتار كاهش و عملكردي مشابه با كودهاي 
 به). Yasari et al., 2009 (شيميايي توليد كرد

اثر تلقيح ازتوباكتر در تركيب با كود كه، طوري
 نمودند دار گزارشدامي را بر رشد گندم ديم معني

)Khosravi and Mahmoudi, 2013( .  
جايي كه تاكنون در داخل كشور هيچ از آن
هاي بومي اي بر روي جداسازي ايزوله گونه مطالعه

ط رشد آنها صورت سازي شراي ازتوباكتر و نيز بهينه
 ،نگرفته است، در اين پژوهش اقدام به جداسازي

ازتوباكتر از   بوميهاي غربالگري و شناسايي سويه
ثير أتبررسي خاك مناطق مختلف تهران شد و 

فرنگي نيز از اهداف نها بر رشد گياه گوجهآتلقيح 
سازي شرايط  همچنين بهينه. ديگر اين تحقيق بود

ستفاده در كودهاي رشد جدايه برتر، جهت ا
  .زيستي انجام و مورد بررسي قرار گرفت
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  ها مواد و روش
اين پژوهش در شركت رويان تيسان سبز 
مستقر در مركز رشد پژوهشگاه ملي مهندسي 

.  انجام شد1397ژنتيك و زيست فناوري در سال 
-1IBRCهاي استاندارد ازتوباكتر كروكوكوم  سويه

M 10787 وينلاندي و ازتوباكترIBRC-M 107862 
از مركز ذخاير ژنتيك ايران و سويه استاندارد 

 از مركز كلكسيون قارچ و PTCC 1658ازتوباكتر 
  .هاي صنعتي ايران تهيه شدندباكتري

  جداسازي و شناسايي مقدماتي ازتوباكتر
هاي پارك جنگلي  برداري از خاكنمونه

چيتگر، پارك جنگلي پرديسان، بوستان 
 جمشيديه، بوستان ملت و البلاغه، بوستان نهج

 تا 3مزرعه گندمي در حومه شهر تهران، از عمق 
متري سطح خاك و نزديك به ريشه   سانتي10

گياهان تحت شرايط استريل انجام و با ثبت 
 درجه سلسيوس به 4مشخصات در دماي 

هاي تهيه شده به از نمونه. ندآزمايشگاه منتقل شد
يه شده هاي تهروش كخ رقت تهيه شد و از رقت

بر روي محيط كشت اختصاصي ازتوباكتر، محيط 
 گرم 2/0 گرم مانيتول، 20محتوي  3كشت اشبي

 2/0 گرم منيزيم سولفات، 2/0پتاسيم فسفات، دي
 5 گرم پتاسيم سولفات و 1/0گرم كلريد سديم، 

گرم كلسيم كربنات، كشت باكتريايي تهيه گرديد 
 درجه 30 ساعت در دماي 48و به مدت 

وجود آمده هاي به از كلني. شدانكوبه سلسيوس 
جهت تهيه كشت خالص ازتوباكتر، بررسي 

هاي شبيه به  مورفولوژيكي صورت گرفت و كلني
اي بر روي   مرحلهچهارازتوباكتر به روش كشت 

براي . هاي كشت مجزا، كشت داده شدند محيط
هاي ازتوباكتر، تك  جداسازي اختصاصي جدايه

                                                 
1  - Azotobacter chroococcum 
2  - Azotobacter vinelandii 
3  - Ashby 

نظر خصوصيات هاي تشكيل شده از  كلني
رنگ، قوام، شكل ظاهري كلني و (ماكروسكوپي 

و ) آميزي گرمرنگ(، ميكروسكوپي )سايز
آزمون استفاده از سيترات، توليد (بيوشيميايي 

آز، آزمون حركت و تخمير  آنزيم كاتالاز و اوره
) قندهاي مختلف از جمله گلوكز، مالتوز و فروكتوز

  . مورد بررسي قرار گرفتند
 هاي جدايه مولكولي شرفتهپي شناسايي

  ازتوباكتر
اي جهت انجام تكنيك واكنش زنجيره

هاي  ژنوميك جدايه PCR(، DNA (4پليمراز
استخراج شد و 5 به روش استفاده از نمك ازتوباكتر
هاي استخراج شده با استفاده از DNAخلوص 

دستگاه نانودراپ با توجه به پروتكل شركت 
 در طول ترموفيشر بر اساس نسبت جذب نوري

 نانومتر از نظر 280/260 و 230/260هاي  موج
جهت . آلودگي با فنل و پروتئين بررسي گرديدند

ها  هاي استخراج شده از جدايهDNAتاييد قطعي 
 16Sو همچنين جهت كنترل داخلي، از پرايمرهاي

rRNA  واكنش يونيورسال شركت ژن فناوران براي
  . استفاده شدزنجيره پليمراز

  :وپرايمر پيشر
5’AGAGTTTGATCCTGGCTCAG3’  

  :پرايمر معكوس
5’GGTTACCTTGTTACGACTT3’ 

 با برنامه دمايي و واكنش زنجيره پليمراز
 درجه سلسيوس و 94 دقيقه در دماي 5زماني 
 90 درجه سلسيوس و 58 ثانيه در دماي 60سپس

 سيكل 35 درجه سلسيوس با 72ثانيه در دماي 
 ه پليمرازواكنش زنجيرسپس محصول . انجام شد

درصد الكتروفورز گرديد و يك بر روي ژل آگارز 
  .بررسي شد

                                                 
4  - Polymerase Chain Reaction 
5  - Salting out 
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 طراحي پرايمر جهت شناسايي و افتراق ژن
H nif  

هاي  پرايمرهاي دژنره بر اساس باكتري
و  IBRC-M 10787استاندارد ازتوباكتر كروكوكوم 

در پايگاه  IBRC-M 10786 ازتوباكتر وينلاندي
انتخاب شد، سپس  1بانك ژنتيكياي  اطلاعات داده

مركز ملي در  Database NRبا استفاده از 
براي كاربرد بر ) NCBI (اطلاعات زيست فناوري

هاي اين پژوهش، طراحي و مورد  روي جدايه
 Geneافزارتحليل بيوانفورماتيكي توسط نرم

Runnerقرار گرفتند .  
 :توالي پرايمرهاي دژنره

IGK3 (Sense Strand 5’>3’): 
GCIWTHTAYGGIAARGGIGGIATHGGIAA 
DVV (Anti sense Strand 5’>3’): 
ATIGCRAAICCICCRCAIACIACRTC 
(GAYGTIGTITGYGGIGGITTYGCIAT) 

 :توالي پرايمرهاي نهايي

  bp395: سايز محصول 
 پرايمر پيشرو

5'GCAATTTACGGCAAGGGTGGTATC
GGCAA 3'         29bp 
Hairpin/Dimer dG: 2/1, 0/7                    
TM (Nearest Nbr): 65/91c 

                :پرايمر معكوس
5'ATGGCGAAGCCGCCACACACCACG
TC3'                29bp 

Hairpin/Dimer dG: -5/8, 0/6                       
TM (Nearest Nbr): 66/5c 

  

محصول ) Tm(جهت تعيين دماي ذوب 
هاي استاندارد از   براي سويهواكنش زنجيره پليمراز

.  گراديانت استفاده شدكنش زنجيره پليمرازوا
 94 دقيقه در دماي پنجبرنامه دمايي اين واكنش، 

 درجه 66 ثانيه در دماي 35درجه سلسيوس، 
 درجه 72 ثانيه در دماي 40سلسيوس و 

                                                 
1  - Gene Bank 

 جهت ،همچنين.  سيكل بود35سلسيوس با 
هاي مورد نظر  هاي ذوب براي جدايه افتراق منحني

روش ذوب  به2ريل تايممراز واكنش زنجيره پلياز 
با استفاده از كيت تاكارا با ) HRM(با تفكيك بالا 

مطابق با برنامه دمايي  Rotor Gene Q 48دستگاه 
  .پرايمر و كيت، استفاده گرديد

هاي ازتوباكتر بر رشد بررسي اثر جدايه
  فرنگيگياه گوجه
  سازي مايه تلقيح ميكروبيآماده

 ساعته 24شت هاي كبدين منظور، از كلني
 به ارلن حاوي ، آگاراشبيازتوباكتر بر روي محيط 

ليتر محيط كشت اشبي براث تلقيح شد  ميلي100
در ) rpm( دور در دقيقه 100در دور گردشي و 

 ساعت در 48 درجه سلسيوس به مدت 35دماي 
شيكر انكوباتور گرماگذاري شد تا به كدورتي 

 .معادل نيم مك فارلند برسد

   و تيمار با مايه تلقيح ميكروبيكاشت بذرها
سازي بذرها جهت كاشت در منظور آمادهبه

گلدان و تيمار با مايه تلقيح ميكروبي، ابتدا بذرها 
سپس به   درصد و70 در الكل ثانيه 10به مدت 

 ور درصد غوطه10 ثانيه در هيپوكلرات پنجمدت 
خوبي  و در آخر با آب مقطر استريل بهشدند

 بذرهاي آماده شده در عمق .دداده شدنشستشو 
كوكوپيت ( شده اتوكلاومناسبي از سطح خاك 

هاي استريل قرار داده شدند و به در گلدان) پرليت
ازتوباكتر به   ميكروليتر از مايه تلقيحپنجميزان 

در نهايت . )Esbati et al., 2014 (آنها اضافه شد
 درجه 27ها در فيتوترون در دماي گلدان

. دندـروز قرار داده ش 34 سلسيوس به مدت
 بار بسته به ميزان رطوبتروز يكدو ها هر گلدان

خاك با مقدار لازم آب مقطر استريل آبياري شدند 
و در طي مدت زمان مطالعه، طول ساقه و طول 
                                                 
2  - Real-time PCR 
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در اين . ريشه آنها مورد بررسي قرار گرفتند
 دوازتوباكتر،   گلدان براي هر ايزولهسه بررسي،

 كنترل منفي و سويه استاندارد عنوانگلدان به
عنوان كنترل مثبت در  به 1658PTCCازتوباكتر 

جاي مايه براي كنترل منفي به. نظرگرفته شدند
  .تلقيح ميكروبي، آب مقطر اضافه شد

سرعت هوادهي، (سازي شرايط رشد  بهينه
جدايه ) دما، اسيديته، منبع كربن و نيتروژن

  منتخب  ازتوباكتر
 5/0ن باكتريايي معادل ابتدا سوسپانسيو

 در محيط كشت )CFU/mL 108×5/1(مك فارلند 
منظور تعيين سرعت سپس به. اشبي تهيه شد

 درصد از دوميزان به هوادهي مناسب،
هاي حاوي محيط  سوسپانسيون باكتريايي به ارلن

ها در دورهاي كشت اشبي براث تلقيح شد و كشت
ماي  دور در دقيقه در د250 و 200، 150گردشي 

 ساعت در شيكر 48 درجه سلسيوس به مدت 35
در نهايت ميزان رشد . انكوباتور گرماگذاري شدند

جهت .  تعيين گرديدها شمارش كلونيباكتريايي با 
يابي به دماي بهينه رشد، تحت شرايط دست

 دوسازي هوادهي و تلقيح  مشابه آزمون بهينه
ها در درصدي سوسپانسيون باكتريايي، كشت

 درجه سلسيوس با دور 35 و 30، 25دماهاي 
دست آمده گرماگذاري شدند و هوادهي بهينه به

. تاثير دماهاي مختلف بر ميزان رشد بررسي گرديد
مناسب رشد، محيط اشبي  pHدر ارتباط با تعيين 

براث با استفاده از اسيد كلريدريك و هيدروكسيد 
 8 و 5/7، 7، 5/6، 6، 5/5هاي pHسديم بر روي 

درصدي دو ديد و پس از تلقيح تنظيم گر
 48ها به مدت سوسپانسيون باكتريايي، كشت

دست ساعت تحت دما و دور هوادهي بهينه به
آمده گرماگذاري شدند و ميزان رشد در 

  . هاي متفاوت مورد بررسي قرار گرفت اسيديته

سازي شرايط كشت از نظر منظور بهينهبه
بع منبع كربن، محيط كشت اشبي براث بدون من

قند تهيه و سترون گرديد و قندهاي مونوساكاريد 
ساكاريد  دي گلوكز، گزيلوز و آرابينوز، قندهاي

ساكاريد نشاسته  ساكارز، مالتوز و لاكتوز، قند پلي
سازي با  و قند الكلي مانيتول پس از سترون

طور پور به  ميلي22/0استفاده از فيلتر سرسرنگي 
 دود، سپس هاي كشت افزوده شدن مجزا به محيط

درصد سوسپانسيون باكتريايي به آنها تلقيح گرديد 
و تحت شرايط هوادهي، دمايي و اسيديته بهينه به 

 ساعت گرماگذاري شدند و 48دست آمده به مدت 
ميزان رشد باكتريايي هر ارلن با قندهاي متفاوت 

جهت تعيين منبع نيتروژن مناسب، . بررسي گرديد
ا قند منتخب و محيط كشت اشبي براث همراه ب

 تهيه گرديد و منابع نيتروژني نيتروژنبدون منبع 
آلي پپتون و عصاره مخمر و همچنين منبع 

طور مجزا به نيتروژني معدني نيترات سديم به
پس از . بهينه افزوده شدند pHهاي كشت با محيط
ها درصدي سوسپانسيون باكتريايي، كشت 2 تلقيح

دست آمده  بهتحت شرايط بهينه هوادهي و دمايي
 ساعت در شيكر انكوباتور گرماگذاري 48به مدت 

لازم به ذكر است كه براي بررسي شرايط . شدند
اين در  . بار تكرار انجام شدسهبهينه، هر آزمون با 

نرم افزار  آناليز آماري با استفاده از ،تحقيق
Minitab 2 آزمون و به روش 18 نسخه-sample t 

Test درصد براي تعيين سطح  95 و ضريب اطمينان
مقايسه بين  (هاي آزمايش گروه بين 05/0دار معني

سازي شرايط رشد ايزوله تيمارها و فرايند بهينه
  . گرديدانجام) برتر

  نتايج و بحث
  ازتوباكتر جداسازي و شناسايي مقدماتي

هاي موجود مبني بر خصوصيات برطبق يافته
 32ميكروسكوپي و ماكروسكوپي جنس ازتوباكتر، 
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 در نظر ازتوباكتر عنوانجدايه در تشخيص اوليه به
به اين . )Dadok et al., 2014( گرفته شدند

مشخصات  ( بررسي ماكروسكوپيدر كهصورت
هاي تازه به رنگ سفيد  ، كلني)هاظاهري كلوني

موكوئيدي مايل به كرم، داراي سطح صاف و 
 ،هاي كهنه  كشتكه در، درحاليمشاهده شد

متراكم و كروي  صورتبه هاي ازتوباكتر سلول
دهنده نشان كه ندبود شكل با ديواره ضخيم

در . باشدمحيط كشت ميتشكيل كيست در 
 100نمايي بزرگنتيجه بررسي ميكروسكوپي با 

هايي گرم  توسط ميكروسكوپ نوري، كوكسي
 به رنگ قرمز و صورتي روشن در اشكال oمنفي
سپس ). 1 شكل(اي و كروي مشاهده شد  ميله

 از لحاظ خصوصيات هاي فرضي ازتوباكترجدايه
با . ندبيوشيميايي تحت غربالگري اوليه قرار گرفت

 هايي كهايزوله توجه به مطالعات پيشين،
) SIM(حركت آز، هاي كاتالاز، سيترات، اوره تست

آنها و تست قندهاي گلوكز، مالتوز و گالاكتوز 
ازتوباكتر در نظر گرفته  بود متعلق به جنسمثبت 
در بنابراين،  .)Rajaee et al., 2007( شدند

 جدايه باكتريايي جدا 32از بين  پژوهش حاضر،
عنوان  جدايه به27ي خاك، هاشده از نمونه

ازتوباكتر انتخاب و سپس جهت تاييد بيشتر مورد 
  .بررسي مولكولي قرار گرفتند

هاي  شناسايي پيشرفته مولكولي جدايه
  ازتوباكتر

باكتريايي، نتيجه  DNAپس از استخراج 
 نانوگرم 47-32ها براي غلظت بين  نانودراپ نمونه

 ارزيابي 2- 8/1ليتر، و ضريب جذب آنها  بر ميكرو
دهنده غلظت مورد قبول و كيفيت شد كه نشان

. ها براي انجام ادامه پژوهش بود خوب استخراج
جهت تاييد  16S rRNA بررسي مولكوليسپس

بر روي DNA باكتريايي و خلوص  DNAقطعي 

  DNAبخشي از، بدين منظور .ها انجام شد جدايه
 در  ورود كار ميكه براي اهداف تاكسونوميك به

 16S rRNA ژن يعنيها عموميت دارد باكتريم تما
تاييد . )Tran et al., 2017( در نظر گرفته شد

 نمونه بر روي 28باكتريايي در  DNAاوليه حضور 
واكنش زنجيره پليمراز ژل الكتروفورز پس از انجام 

 1250و ظهور قطعه ، 16S rRNAبا پرايمرهاي 
درصد توسط  1بر روي ژل آگارز  )bp(جفت بازي 

روش الكتروفورز تاييد جفت بازي به 1000ماركر 
روش پرايمرها بهذوب دماي  ).2شكل (شد 
محاسبه و از نظر انرژي آزاد  1ترين همسايهنزديك

بيني ساختارهاي ثانويه مورد گيبس براي پيش
نشان دادند  مطالعاتعلاوه به. تحليل قرار گرفتند

اي هاي واكنش زنجيرهتكنيكاز طريق توان كه مي
در ژنوم باكتري  nifژن  حضوراثبات  پليمراز و

 يد كردي تاوجود سيستم آنزيمي نيتروژناز را
)Haghighi et al., 2011; Dadok et al., 2013( .

ها با كمك تكنيك  در مرحله بعد جدايهبنابراين، 
ريل تايم و اختلاف در واكنش زنجيره پليمراز 

هاي  دماي ذوب محصول و در حضور سويه
ازتوباكتر وينلاندي، ازتوباكتر ( استاندارد
در ژنوم آنها  nifHحضور ژن از نظر ) كروكوكوم

 و از يكديگر افتراق داده مورد آزمايش قرار گرفتند
 nifHبا توجه به اين كه ژن كد كننده . دشدن

است، ) bp( جفت بازي 300داراي توالي حدود 
 300باندها بر روي ژل با توجه به ماركر، بر روي 

بررسي نتايج  ).3شكل (جفت بازي مشاهده شدند 
واكنش از با استفاده ها  در نمونه nifHوجود ژن 

با توجه به ) 4 شكل(ريل تايم زنجيره پليمراز 
 صورت زير حاصل شدبه ،هاي ظاهر شده كپي
  :)1جدول (

                                                 
1  - Nearest Neighbor 
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 به 26 و 21، 17، 5، 3هاي شماره  جدايه) 1
  .ندعنوان باكتري ازتوباكتر وينلاندي شناسايي شد

هر  28ها به جز سويه شماره  ساير جدايه) 2
  .را داشتند nifHدو ژن 
  .بود nifH  فاقد ژن28سويه شماره ) 3

ر رشد ساقه و هاي ازتوباكتر بتاثير جدايه
  فرنگي ريشه گياه گوجه

 جدايه 27اثربخشي در اين مطالعه، 
فرنگي ياه گوجهگازتوباكتر روي رشد ساقه و ريشه 

شكل  .مورد بررسي قرار گرفت vivo in در شرايط
ترتيب نتايج حاصل از تاثير تلقيح  به6  و شكل5

، 8، 6روزهاي (رشد ساقه  هاي ازتوباكتر برجدايه
) 34روز (و ريشه ) 34  و30، 26، 20،24، 16، 12

 روز را 34فرنگي طي مدت زمان گياه گوجه
زني در طول مدت بررسي، جوانه. دندهنمايش مي

 مطالعه و تعدادي در ششتعدادي از بذرها در روز 
دست هبراساس نتايج ب. روزهاي بعدي مشاهده شد

ها نسبت به كنترل منفي تاثير آمده تمامي جدايه
بر رشد ساقه گياه ) >05/0P(اي حظهقابل ملا

در  21داشتند، كه از ميان آنها، جدايه شماره 
استاندارد  ها و ازتوباكترمقايسه با ساير جدايه

بيشترين اثر بخشي را داشت و به دنبال آن 
 25، 23، 22، 19، 16، 7 ،5، 3هاي شماره جدايه

  . را نشان دادندنيز اثر افزايشي مطلوبي  26و 
ازتوباكتر  هايباط با تاثير تلقيح جدايهدر ارت

ها  مطالعه طول ريشه34بر رشد ساقه، در روز 
هاي ازتوباكتر بومي اين گيري شد كه جدايهاندازه

تحقيق نسبت به سويه استاندارد و كنترل منفي 
را نشان دادند كه ) >05/0P( گيريزايش چشمفا

ه  بهترين اثربخشي مربوط به جدايدر اين مورد نيز
 براساس آناليز آماري صورت گرفته .بود 21شماره 

در ) >05/0p(داري ها افزايش معنيتمامي جدايه
فرنگي نسبت به طول ساقه و ريشه گياه گوجه

سويه استاندارد و كنترل منفي نشان دادند كه از 
 بيشترين روند 21ميان آنها، جدايه شماره 

 34افزايشي را در رشد ساقه و ريشه گياه در طي 
 ,Alalaf(آلالاف و همكاران  .روز مطالعه ايجاد كرد

و  هاي مختلف ازتوباكترنيز تاثير سويه) 2020
زايي گياه زني و ريشهبر جوانهرا ميكوريز دروني 

اي بررسي و نتيجه گرفتند سيب در شرايط گلخانه
همراه تيمارهايي كه با تلقيح ازتوباكتر كروكوكوم 

زني بالاتري جوانه ، علاوه براينكه درصدبودند
 داراي ميزان كلروفيل بالاتر و شاخص ،داشتند

    .ري نيز بودندسطح برگ بيشت
عنوان كود كاربرد جنس ازتوباكتر به

بيولوژيك بيش از يك قرن است كه مورد توجه 
). Soumare et al., 2020(قرار گرفته است 

استفاده از اند كه مطالعات اخير نيز ثابت كرده
عنوان يك ماده مغذي هاي ازتوباكتر بهسويه

غلات، (زيستي براي طيف وسيعي از محصولات 
منجر به ) فرنگي، بادمجان، هويج و نيشكرگوجه

 شودهاي رشد گياهان مينتايج بهتري در ويژگي
)Arora et al., 2018; Aasfar et al., 2021 .(

 كه در خاك گزارش شده است ،همچنين
استريل نسبت به خاك استريل، رشد طولي غير

 كه ردافزايش بيشتري داگياه ريشه و بخش هوايي 
دهنده توليد مواد محرك رشد اين مسئله نشان

باشد كه بر روي رشد  ها ميتوسط ميكروارگانيسم
 ,.Soleimanifard et al (گذارند گياه اثر مثبت مي

2022.(  
گي فرنگوجه  در آن بذرهاياي كهدر مطالعه

مثبت  اثر، تلقيح شده بود آزوسپيريلوم با باكتري
طول  صفت از غير صفات، تمامي بر داريمعني

باكتري  تيمارهاي حاوي يعني ريشه مشاهده شد،
به  نسبت دليل توليد مواد محرك رشد گياهيبه

 Esbati et(داشتند  برتري )بدون باكتري(شاهد 
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al., 2014(.ي  در مطالعه مرتبط ديگر، همچنين
عنوان كود بيولوژيك بر كه اثربخشي ازتوباكتر را به

هاي رشد گياه ذرت سنجيدند به اين نتيجه ويژگي
رسيدند كه گياه ذرت تحت تيمار با ازتوباكتر 

ها و رشد برگاندازه گيري را در افزايش رشد چشم
كمتري را در طول ريشه نسبت به گياه كنترل 

ن كننده نشان داد كه خود بيا) بدون باكتري(
باشد وجود مقادير كافي مواد غذايي در خاك مي

كه نيازي به افزايش طول ريشه نبوده است 
)Mukhtar et al., 2018 .(هاي گونهرسد نظر ميبه

هاي ازتوباكتر توانايي توليد انواع هورمون مختلف
كه اثر تلقيح طوريمحرك رشد را دارند به

روي   برعنوان باكتري محرك رشدازتوباكتر به
گياه ذرت قابليت جذب نيتروژن و فسفر و ميزان 

 طور قابل توجهي افزايش دادمحصول ذرت را به
)Hasanudin, 2003( .طبق شواهدي كه ،بنابراين 

 ازتوباكتر  جمله ها ازدر بالا ذكر شد، وجود باكتري
  .باشدز اهميت مييدر خاك بسيار حا
سازي شرايط رشد جدايه  نتايج بهينه

  منتخب باكترازتو
جدايه برتر  در تحقيق حاضر، شرايط رشد

 از نظر  قبل،انتخاب شده از مرحله) 21شماره (
تأثير عوامل و پارامترهاي محيطي، اكولوژيكي و 

، دما، منبع كربن، منبع pHغذايي از جمله 
جدول  .سازي شد  و سرعت هوادهي بهينهنيتروژن
 نتايج بررسي شرايط مختلف محيطي 2شماره 

 را 21هت بهبود و توسعه رشد جدايه شماره ج
با توجه به نتايج حاصل و بررسي . دهدمي نشان

شمارش جمعيت ميكروبي، بهترين دور گردشي 
دست  بهrpm 200جهت هوادهي جدايه منتخب

 در درجات 250 و 150دورهاي گردشي . آمد
 درجه 30دماي . داشتندبعدي مورد اهميت قرار 
ت رشد و تكثير در نظر سلسيوس بهترين دما جه

 درجه سلسيوس 35 و 25هاي  گرفته شد و دما
ترتيب در درجات بعدي مورد اهميت قرار به

عمل آمده مشخص هاي به طبق بررسي.گرفتند
 جهت رشد و تكثير  pH بهترين،pH=0/7 شد كه

 در درجات بعدي 5/6و  5/7هاي  pHباشد، مي
نجام هاي ا در آزمون.در نظر گرفته شدنداهميت 

شده مشاهده شد كه بهترين منبع كربن جهت 
رشد و تكثير سويه اصلح مانيتول بوده و ساكارز، 
گلوكز، مالتوز، گزيلوز، نشاسته، لاكتوز و آرابينوز 

ترتيب بعد از مانيتول در افزايش رشد مؤثر به
 پپتون نيتروژنترين منبع  مناسب، همچنين.بودند
 و نيترات ره مخمرعصاترتيب  بهپپتون و بعد از بود

 همسو با .گرفتندآمونيوم در مراتب بعدي قرار 
 ديگر دانشمندان نيز گزارش كردندمطالعه حاضر، 

درجه حرارت بر روي رشد ازتوباكتر كروكوكوم 
 درجه 32تا  28ثر است كه بايد در محدوده ؤم

بايد  pH  داشته شود، در حالي كه سلسيوس نگه
غلظت اكسيژن .  نگه داشته شود5/7 و 0/7بين

به خصوص غلظت (محلول و تركيب محيط كشت 
 نيز تأثير قابل توجهي بر رشد باكتري دارد) نمك

)Mukhtar et al., 2018; Romero-Perdomo et 

al., 2017; Kurdish et al., 2006    .(  
ها با  با توجه به سازگاري ميكروارگانيسم
شان، شرايط محيطي و اقليمي زيستگاه اصلي

هاي غيربومي كه از   كود بيولوژيك از باكتريتوليد
هاي اقليمي متفاوت نسبت به  مناطقي با ويژگي

يي آاند از كار دست آمدهشرايط داخلي كشور به
 استفاده از ،بنابراين. د بودنمطلوبي برخوردار نخواه

هاي بومي كه با شرايط زيستي كشور  باكتري
سازگار هستند در توليد كودهاي بيولوژيك 

 تحقيق اين مجموع، نتايج در .باشندميتر  اسبمن
 توانندميازتوباكتر  جنس هايباكتري دهدمي نشان
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فرنگي گوجه گياه براي گسترده، بسيار سطوح در
 .باشند سودمند

  گيري كلينتيجه
سازي  بهينهنتايج پژوهش حاضر باتوجه به

اي منجر به افزايش رشد پارامترهاي كشت و تغذيه
اضافه كردن ازتوباكتر به . توباكتر شداز هايگونه

فرنگي را بهبود هاي رشد گياه گوجهخاك، ويژگي
دست هازتوباكتر ب هايجدايهبنابراين، . بخشيد

، پتانسيل كاربرد در  تهرانآمده از مناطق بومي

ويژه جدايه برتر صنعت كشاورزي را دارند، به
دست آمده هكه تحت شرايط بهينه ب) 21شماره (

هاي بيشتر، امكان پس از بررسي ين مطالعهدر ا
  .باشدعنوان كود بيولوژيك را دارا مياستفاده به

  گزاريسپاس
آزاد اسلامي  دانشگاه از نويسندگان اين مقاله

 كمال شرق براي حمايت از اين پروژه تهران واحد
  .تشكر را دارند

  
  
 ازتوباكتر هاي ريل تايم جدايهمراز واكنش زنجيره پلينتيجه -1جدول    

Table 1- Result of Real Time Polymerase Chain Reaction of Azotobacter isolates 
  

  شماره جدايه
Isolate No. 

  باكتريامن

Name of bacteria  
 ژن

Gene 

3,5,17,21,26  Azotobacter vinelandii  nifH 1 

1, 2 , 4, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 18, 19, 20, 22, 
23, 24, 25, 27  

Azotobacter  nifH 1 & nifH 2   

28  -  Negative  
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  محيطي تحت تاثير پارامترهاي مختلف21 جدايه شمارهجمعيتميانگين-2جدول
Table 2 - Mean of isolate No. 21 population under different environmental parameters 

 
  دور هوادهي
Aeration 

(rpm)  
150  200 250 

جمعيت •
 باكتريايي
Bacterial 

population 
(Log 

CFU/ml)  

7.63±0.028∗ 8.15±0.031∗∗ 7.26±0.027∗  

 دما 
Temperatu

re (°C)  
25  30  35  

جمعيت •
 باكتريايي
Bacterial 

population 
(Log 

CFU/ml)  

7.89±0.029∗  8.28±0.033∗∗  7.91±0.03∗  

pH  5.5  6  6.5  7  7.5  8  
جمعيت •

 باكتريايي
Bacterial 

population 
(Log 

CFU/ml) 

6.46±0.025∗  7.94±0.
03∗  8.23±0.032∗  8.30±0.03

3∗∗  
8.24±0.03

2∗  6.47±0.025∗  

 منبع كربن
Carbon 
source  

 مانيتول
Mannitol  

 گلوكز
Glucose  

 ساكارز
Sucrose  

 گزيلوز
Xylose  

 آرابينوز
Arabinose  

 مالتوز
Maltose  

 لاكتوز
Lactose  

 نشاسته
Starch  

جمعيت •
 باكتريايي
Bacterial 

population 
(Log 

CFU/ml)  

8.75±0.03
4∗∗  

7.94±0.
03∗  

8.33±0.03
3∗  

4.64±0.01
8∗  

4.23±0.01
5∗  

5.59±0.02
2∗  4.20±0.015∗  4.46±0.016∗  

منبع 
 نيتروژن

Nitrogen 
source  

 پپتون
Peptone  

 عصاره مخمر
Yeast extract  

 نيترات آمونيوم
Ammonium nitrate  

جمعيت •
 باكتريايي
Bacterial 

population 
(Log 

CFU/ml)  

8.71±0.033∗∗  6.62±0.025∗  7.75±0.028∗  

  انحراف معيار ±باكترياييجمعيت  شمارش ميانگين لگاريتم: باكترياييجمعيت  •
• Bacterial population: mean logarithm of  Bacterial population count ± Standard Deviation  

 ها در هر پارامتربين داده )>05/0p( داردهنده اختلاف معني نشان∗ 
∗Indicates significant differences (p<0.05) between data in each parameter  

 نسبت به ساير نتايج در پارامتر مربوطه )>05/0p( داردهنده بيشترين اختلاف معنينشان∗∗ 

∗∗Indicates the most significant difference (p<0.05) compared to other results in the relevant parameter 
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جدايه ازتوباكتر ) C(و تصوير ماكروسكوپي كشت كهنه ) B(و ماكروسكوپي كشت تازه  )A(ير ميكروسكوپي او تص-1 شكل

  در محيط كشت اختصاصي اشبي
Figure 1- (A-C) Microscopic (A) and macroscopic images of fresh culture (B) and 

macroscopic image of old culture (C) from Azotobacter isolate in specific Ashby culture 
medium 

  

 
 سايز: Mستون  .بر روي ژل الكتروفورزمراز با استفاه از تكنيك واكنش زنجيره پلي 16S rRNAتكثير ژن    نتايج-2شكل 

 نمونه ها:  28- 1ستون ) kb1(ماركر 

Figure 2- Results of 16S rRNA amplification using PCR technique on gel electrophoresis. 
Well M: Size Marker (1kb), Well 1-28: Samples 
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 مطالعه  در ايزوله هاي موردnifH گراديانت جهت شناسايي ژن مرازواكنش زنجيره پلي تكنيكنتايج   -3شكل 

Figure 3- Results of gradient polymerase chain reaction technique to identify nifH gene in 
studied isolates  

  

 
 مربوط به ازتوباكتر وينلاندي و ازتوباكتر) محور افقي(بر اساس دما ) منحني ذوب(اي از منحني تفكيك  نمونه-4شكل 

 )HRM(روش ذوب با تفكيك بالا ريل تايم بهمراز زنجيره پلياز واكنش دست آمده ه بكروكوكوم

Figure 4- An example of melting curve based on temperature (horizontal axis) for 
Azotobacter vinelandii and Azotobacter crococum obtained from the Real Time polymerase 

chain reaction (HRM). 
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   روز مطالعه34فرنگي طي ساقه گياه گوجهازتوباكتر بر رشد  هاينتايج تاثير تلقيح جدايه -)A-C (5ل شك
Figure 5 (A-C)- Results of the inoculation effect of Azotobacter isolates on tomato stem 

growth within 34 days of study  
  

 .ه شده استي درصد ارا95در مقايسه با سويه استاندارد و كنترل منفي با ضريب اطمينان   انحراف معيار± داده ها به صورت ميانگين 

Data are represented as average± means of standard deviation compared to standard strain and negative control 
with a 95% confidence interval 
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  روز مطالعه 34فرنگي طي ازتوباكتر بر رشد ريشه گياه گوجه هاينتايج تاثير تلقيح جدايه -6شكل 

Figure 6- Results of the inoculation effect of Azotobacter isolates on tomato root growth 
within 34 days of study 

 
 

 .ه شده استي درصد ارا95 انحراف معيار در مقايسه با سويه استاندارد و كنترل منفي با ضريب اطمينان ±داده ها به صورت ميانگين 

. Data are represented as average± means of standard deviation compared to standard strain and negative control 
with a 95% confidence interval 
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Abstract 
 

Azotobacter is an aerobic, gram negative and chemoorganotrophic bacterium, that 
is able to stabilize molecular nitrogen nonsymbiotically. The role of Azotobacter in 
plant growth is due to the production of growth-promoting hormones, the ability to 
dissolve insoluble phosphates, nitrogen fixation, increase stress resistance and 
biocontrol of plant pathogens. The aim of this study was to isolate and identify the 
indigenous Azotobacter from the soil of different areas of Tehran. The effect of tomato 
plant inoculation with isolates on growth promoting was also investigated. Finally, the 
growth conditions of the superior isolate were optimized.  Azotobacter isolates were 
obtained from soil samples using serial dilution method and identified by conventional 
biochemical tests. The nif H gene, encoding nitrogenase enzyme, was identified in 
isolates using real-time PCR technique. Then the tomato seeds were inoculated with 
isolates and seedling growth rate including stem and root length were measured during 
34 days. The parameters of temperature, pH, aeration rate, and carbon and nitrogen 
sources were optimized for superior isolate. In this study, 27 isolates were identified as 
nitrogen fixing Azotobacter. Considering the results, all isolates showed a significant 
increase (p <0.05) in stem and root length of tomato plants compared to standard strain 
and negative control. Among them, isolate No. 21 had the greatest effect during 34 days 
of study and its best growth conditions in the presence of mannitol carbon source, 
peptone nitrogen source, 200 rpm rotation, 30°C and pH 7were acquired. According to 
the results of this study, the obtained indigenous isolates particularly isolate No.21 have 
the potential to be used as biological fertilizer after further investigations. 
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