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دانشگاه اصفهان
کولی دانشکده علوم و فناوری های زیستی، گروه زیست شناسی سلولی و مول

و میکروبیولوژی، آزمایشگاه میکروبیولوژی



آزوسپریلیومجدا سازی 

همکهدباشمیخمیدههایباکتریجزءباکتریاین
بههمومیکروآئروفیلیکشرایطدرآزادصورتبه

.دهدمیانجامازتتثبیتگندمدرهمیارصورت
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 کار روش
1)  از نمونه ی خاک مزرعه گندم و برنج و یا عصاره ی تارهای

.  کشنده گندم و برنج استفاده می کنیم
2) ی محیط کشت لازم جهت جداسازی آزواسپریلیوم را تهیه م

.کنیم
 محیط جداسازی محیطNFB است که حاوی اسید مالیک به

ین به عنوان منبع کربن است و ماده ی نیتروژن ندارد و حاوی بیوت
.  عنوان ویتامین می باشد



طرز تهیه محلول برموتیمول بلو

EDTAسی سی سولفیت آهن یا کلرید آهن به 0/04

. اضافه می کنیم 

طرز تهیه محلول ویتامین

CuSO4.5H2Ogr0/4

ZnSO4gr0/12

H2BO2gr1/4

MoO4Na4gr1

MnSO4gr1/5

طرز تهیه محلول معدنی در یک
لیتر آب

Malic Acidgr5

K2HPO4gr0/5

MgSO4.7H2Ogr0/2

NaClgr0/1

CaCl2.H2Ogr0/02

ml2محلول معدنی

ml2محمول برموتیمول بلو

Fe EDTA1/64%

Vitaminml1

Agargr1/7

D.Wml1000
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mg10بیوتین

HClmg20پیریدوکسین 

2/0مولارپتاس

%5/0برموتیمول بلو
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5 ییهبقسپسوریزیممیارلنداخلدررالازمآبنصفکشتمحیطتهیهبرای
آگارکردناضافهازقبل.کنیممیاضافهراآگارنهایتاًوکردهاضافهرالازممواد
pHتنظیمبرایکنیممیتنظیم8/6رویراpHازKOHدرکنیممیاستفاده

ازاسیدیمحیطبرای.شدمیاستفادهNaOHازدیگرهایمحیطدرکهحالی
HClیطمح.شودذوبآگارتاجوشانیممیرامحیطسپس.کنیممیاستفاده

5میزانبهبعد(0/4ازکمتر).داردکمیآگارچوناستجامدنیمهصورتبه
واریمگذمیهالولهدهانهرویپنبهسپسوکنیممیتوزیعهالولهدرسیسی

.کنیممیاستریلرامحیط
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3)میمقطرآبباسپسکردهضدعفونیساولونیاوایتکسبابودریشهنمونهاگر
0/1یعمانمونهاز.گیریممیراآنیعصارهوکنیممیاستریلهاوندرسپس.شوییم

میروفکشتمحیطعمقدرباشدریشهخوداگروریزیممیلولهسطحرویسیسی
در(لیترصددرگرم10)شدهرقیقخاکازسیسی0/1بودخاکنمونهاگروبریم

.کنیممیتلقیحسطح
4)دهیممیقراردرجه25دمایدرهفتهیک.
5)بهروعشوشودمیتشکیلسطحازترپایینمترمیلیدومعمولاًحلقهشدنظاهر

داخلدرریچتمانندآزواسپریلیوم.دهدمیرنگتغییرزردبهسبزازلولهوکندمیرشد
.کندمیرشدکشتمحیط

6)ومنفیرمگباکتریمرفولوژی.دهیممیانجامگرمآمیزیرنگبرداشتههاکلنیاز
بهورداشتهبتوانمیمانندچترکشتمحیطرویاز(ویبریوشبیه).استخمیدهنسبتاً

ولی.هددمیرنگصورتیکلنینورمقابلدرکردهمنتقلمالیکاسیدو PDAمحیط
.دهدمیرنگشیریکلنیتاریکیدر
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6)لوژیمرفو.دهیممیانجامگرمآمیزیرنگبرداشتههاکلنیاز
محیطرویاز(ویبریوشبیه).استخمیدهنسبتاًومنفیگرمباکتری
مالیکاسیدو PDAمحیطبهوبرداشتهتوانمیمانندچترکشت
درولی.دهدمیرنگصورتیکلنینورمقابلدرکردهمنتقل

.دهدمیرنگشیریکلنیتاریکی

:نکته 
ت اگر از خاک استفاده می شود چون خاک دارای منبع از

د تا منبع است بهتر است پاساژهایی به محیط دیگر داده شو
.  ازت حذف شود 
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محیطازNFBبهنهایتاًوجامدنیمهNFBانتقالجامد
هبراهاکلنیتکتکجامدمحیطازسپس.دهیممی

.دهیمیمانتقالباشدنشاستهحاویکهدیگرجامدمحیط
PDAلیتپازیکی.استترمناسبهمهازمنظوربدین

یماتوگذاریتاریکیدررادیگرپلیتونوردرراها
.کنیم



:آزواسپریلیومخصوصیات 

،استمثبتآزاورهوفسفاتازاکسیداز.
کتوز،لامصرفبطوریکه.کندنمیتولیداسیدهاقنداز

.استمنفیآندردولسیتولرامنوز،ساکارز،
کندنمیآبدرمحلولپیگمانواندولتولید.
نیسترشدبهقادرهمژلاتینونشاستهروی.
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