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لياً لاتكاف_ التثبيت الحيوي للنيتروجين.

 مميزات بكتيرياAzotobacter.

  طريقة عزل بكتيرياAzotobacter.

 ًشكل البكتيريا عند الفحص مجهريا
.بالميكروسكوب الضوئي 
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 من جو الأرض % 78النيتروجين حوالي يكون.

فنادراً الجوفيالوفرةهذهمنالرغمعلىولكن
ونتراتصورةعلىالتربةفيالعنصرهذايوجدما

اتالنباتاحتياجاتتفيبكميةالامونيومأملاح
.الخضراء
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 من السهل عزل بكتيريا التأزتAzotobacter من
التربة الزراعية ، أما عزله بحالة نقية فليس سهلاً 

:السبب 

لوجود طبقات مخاطية بها ميكروبات ، تغلف خلايا 
.الأزوتوباكتر 
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الجرامسالبة1.

.إجباراً هوائيةبكتيريا2.

.حجمهابكبرتتميز3.

.أزواجصورةفيغالباوتتواجدالشكلعصوية4.

منيجعلوجوده(capsule)هلاميبغلافالخليةتحاط5.
.نقيةبصورةعليهاالحصولالصعب

لبيئةافيوتحتاجالنيتروجينمنخاليةبيئةفيتعيش6.
:مثلفيهاجيدةبصورةتنموحتىكربونيةمصادرإلى

.السكروز
-Pلعنصرتحتاج7. Ca – K.
(7,5-6)مناسبpHورقموتهويةرطوبةإلىتحتاج8.

.ميكروبالنموكميةمعالمثبتةالنيتروجينكميةتتناسب9.
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د الذي يتم تثبيت النيتروجين بواسطة الإنزيم المعق
الذي nitrogenaseيعتمد على وجود الأكسجين 

تروجين ينشط عند توفر الظروف الملائمة للتثبيت الني
.الجوي

يختزل النيتروجين الجوي(N2 ) إلى الأمونيا
(NH3) بواسطة إنزيم الـnitrogenase تبعاً للتفاعل

:التالي

 16-24 ATP + 8H
+

+ 8e
-
+ N2 ----------------> 

16-24 ADP + Pi + 2NH3 + H2
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تروجينالنيتثبيتعلىبقدرتهاالبكتيرياأحناسبعضتمتاز
نمكبيرةأهميةذاتعمليةوهيتكافليغيربشكل،الجوي
.الإنتاجواقتصادياتالتربةخصوبةحيث

الحالةيف،الجويللنيتروجينالمثبتةالهوائيةالبكتيرياومن
Free-livingالحرة Bacteria(النباتمعلاتشتركالتيأي

Azotobacterلجنسالتابعةالبكتيريهالأنواع:(معيشتهافي

.

صورةفيخلاياهافيالنيتروجينبتخزينالبكتيرياهذهوتقوم
بعدربةالتفيتترسبثمومنغذائهافيلتستعملهابروتينيه

.النباتمنهافيستفيدوتحللهاموتها
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 البكتيريايتم زراعةAzotobacter sp.  على آجار
.صلب خالي من النيتروجين

د فترة للحفاظ على حيوية البكتيريا يجب نقلها بع
من الزمن وإعادة زراعتها كل مره على الوسط 

.الصلب
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ستم الإنتاج في مرحلتين:
المزرعة الأم:

 motherالمزرعة النقية لأي كائن على مستوى محدود يسمى ‹
culture.

مل ويتم استخدامها في 1000-500تكون عادة في دورق سعة ‹
.المرحال التالية من الإنتاج

حيث‹
مل من وسط سائل خالي من النتروجين وتنقل 500يتم تلقيح ‹

 Pure or mother)المستعمرات بالإبرة ذات عقدة من المزرعة الأم 
culture.)

ساعه للحصول على أفضل نمو 90-70توضع في حضان هزاز من ‹
.  للبكتيريا

ائية في النمو المثالي للبكتيريا على هذا الوسط يعتبر هو المزرعة الابتد‹
حيث يعتمد نقاوة وجودة . الصناعه لذلك يجب إعدادها بدقة عالية

.على هذه المزرعةBiofertilizerالسماد الحيوي 
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2-الإنتاج بكميات كبيرةLarge Scale Production:
.باستخدام طريقتي الرج والتخمير‹

:Fermenterطريقة التخمير : أولاً 
يعتبر المخمر هو أسهل وأدق الطرق لمضاعفة أي كائن ‹

.دقيق
في هذه الطريقة يتم نقل اوسط الملائم إلى المخمر ثم‹

.  يعقم
من المزرعة % 1يتم إضافة pHبعد ضبط درجة الحموضه ‹

ل يتم ضبط درجة حرارة المخمر والتهوية الملائمة لأفض. الأم
Azotobacterنمو لبكتيريا  sp. حتى نحصل على التركيز

.المطلوب من المزرعة السائلة
يتم خلط المزرعة المركزه مع حامل معقم ثم يحضر السماد‹

.الحيوي
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 ًطريقة الرج : ثانياShaking:

تستخدم بيئة ملائمة ثم تنقل إلى دورق ذو سعة ‹
لمدة 2رطل/بوصه15م وضغط 121ملائمة وتعقم عند 

.دقيقة15

مل من المزرعة الأم ثم تنقل 10تلقح كل منها بمقدار ‹
.ساعه90–72إلى الحضان الهزاز لمدة 

ر يخلط المزرعة السائلة مع حامل ملائم معقم ثم يحض‹
فظ في السماد الحيوي ويعبأ في أكيائ بلاستيكية ويح

.درجة حرارة ملائمة
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اص هو مادة غنية بالمواد العضوية ولها قابلية ادمص
يسهل. عالية للماء وتدعم نمو الكائن الدقيق

الحامل عملية نقل السماد الحيوي وكذلك 
.استخدامه

 بشكل عام يعتبر الكمبوست والـLignite cool و
ة حوامل جيدة للبكتيريا المثبتpeat soilتربة الـ 

.للنيرتوجين لا تكافليا

على أفضلها اللجنيت فهو منخفض التكلفه يحافظ
.يحيوية الكائن ولا يقل من كفاءة السماد الحيو
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 المطلوب :

Azotobacterعزل  sp. من عينة تربة خصبة وذلك
.Base77باستخدام بيئة 

Amal Alghamdi - 2014 - 465 MIC 17



 أدوات العمل تحت ظروف التعقيم.

 ( .مصدر العزل ) عينة تربة زراعية خصبة

 مل1ماصات معقمة.

 بيئةBase77السائلة في دوارق مخروطية .
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إلىالمصدرتربةمنجم1بإضافةالتربةمعلقتحضيريتمالتعقيم،ظروففي

.ليترسبويتركجيدا  يرجثمالمعقمالمقطرالماءمنمل25

الوسطإلىويضافالمعلقمنمل1المعقمة،ينقلالماصةباستخدام

.الغذائي

م37عندالحضانفيالملقحهالغذائيةالأوساطتحضن.

أسبوع–أيام3بعدالنموملاحظةيتم.

يئةهعلىالسائلةالبيئةسطحعلىالبكتيريانموملاحظةيمكن

.هلاميغلافأوغشاء

النتائجلوتسجيالمجهرتحتوفحصها(جرامصبغة)البكتيرياصبغيتم Amal Alghamdi - 2014 - 465 MIC 19



Azotobacter sp.
Amal Alghamdi - 2014 - 465 MIC 20



Amal Alghamdi - 2014 - 465 MIC 21


