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    Sinorhizobiumساكاريد خارج سلولي توسط باكتريهاي مقايسه ميزان توليد پلي

  مقاوم و حساس به شوري
  3و حميد محمدي 1و2پور آبادي احمد تاج ،2و1امير لكزيان ،1*محبوبه ابوالحسني زراعتكار

  دانشكده كشاورزي ،دانشگاه فردوسي مشهد ،مشهد 1
  )عج(دانشگاه وليعصر  ،مشهد 2

  ، دانشگاه آزاد اسلاميرفسنجان 3

  24/4/86: تاريخ پذيرش   16/11/85 :تاريخ دريافت

  چكيده

ريزوبيوم و همچنين بعنوان محافظ در برابر  -، نقش مهمي در فرايند تشخيص لگومها جدايهخارج سلولي ساكاريدهاي  پلي
  ساكاريد خارج سلولي در مقاومت باكتريهاي ليبمنظور بررسي تاثير ميزان توليد پ .كنند تنشهاي محيطي براي سلول باكتري ايفا مي

Sinorhizobium مطالعه تحمل  جهت. هاي سينوريزوبيومي مقاوم به شوري استان كرمان انتخاب شد جدايه يبه شور نسبت
نتايج بدست آمده نشان داد كه بين . استفاده شد) كلريد سديم(سطح شوري  4با  TYبه شوري از محيط كشت نسبت ها  جدايه

ها در دو گروه مقاوم و حساس به  داري وجود دارد و جدايه از نظر مقاومت به شوري تفاوت معني Sinorhizobiumهاي  دايهج
كلريد (سطح شوري  4نيز در  Sinorhizobiumباكتريهاي خارج سلولي ساكاريد  ميزان توليد پلي. ندوشمي بندي  شوري گروه

بر اساس . تصادفي با سه تكرار انجام شد به صورت فاكتوريل در قالب طرح كاملاًاين آزمايش . مورد بررسي قرار گرفت) سديم
از . ندنكمي ساكاريد توليد  برابر بيشتر پلي 10هاي حساس  هاي مقاوم نسبت به جدايه جدايهنتايج بدست آمده مشاهده شد كه 

ساكاريد بيشتري توليد كرده و باعث مقاومت  يها ميزان پل ميلي مولار نمك نسبت به غلظت پايينتر جدايه 400طرفي در غلظت 
  .ها در اين غلظت نسبت به غلظت پايينتر شده است جدايه

 ، يونجه، شوري Sinorhizobiumخارج سلولي،ساكاريد  پلي: واژه هاي كليدي

 mahboobeh_abolhasani@yahoo.com    :، پست الكترونيك09133987802 :نويسنده مسئول، تلفن تماس *

  مقدمه
 EPS (Extra cellularساكاريدهاي خارج سلولي  پلي

polysaccharide) ز تركيبهاي سطح سلول ا
ها نقش آنو در تخصصي شدن  بوده  Rhizobiumباكتري
ساكاريدها، اگزو  شامل سه نوع متفاوت ليپو پلي دارند و

  ).21(باشند  گلوكانهاي خنثي مي 2و  1ساكاريدها و بتا  پلي

در فرايند  هاساكاريد باكتري و پليو اگز انلكتين گياه
). 21و  3(شناسايي ميان لگومها و ريزوبيومها دخالت دارند 

ساكاريدها  فرايند شناسايي علاوه بر اگزو پلياين در 

ساكاريد كپسولي و بتا  ساكاريد، پلي تركيباتي مانند ليپو پلي
ساكاريدهاي  گلوكان نيز نقش دارند كه جزء پلي 2و  1

تنشهاي محيطي مختلف از ). 7( باشند ميخارج سلولي 
ركيبهاي تجمله تنش شوري، خشكي و عناصر غذايي بر 

ساكاريدهاي خارج  اي باكتريها بخصوص پلي سطح ياخته
كه بطوري). 17و  10، 4 ، 2(ثير گذار هستند أسلولي ت
هاي ريزوبيومي در شرايط نامساعد محيطي، براي  جدايه

خارج  ساكاريد زان پليمقاومت در برابر اين شرايط مي
هاي  بين جدايه ).4و  1(كنند  بيشتري توليد ميسلولي 
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 ساكاريد از نظر ميزان توليد پلي  Sinorhizobiumمختلف
از طرفي ماندگاري ). 19(خارج سلولي تفاوت وجود دارد 

در خاك بستگي به توانايي اين   Rhizobiumهاي جدايه
يجاد يك رابطه ها در اتصال به گياه ميزبان و ا جدايه

خارج سلولي ساكاريدهاي  همزيستي سودمند دارد و پلي
اي در تخصصي شدن ريزوبيومها در شناسايي  اهميت ويژه
). 21و  18(ها توسط گياه ميزبان دارد  اين جدايه

ها در فرايند تشخيص  جدايهخارج سلولي ساكاريدهاي  پلي
شهاي ريزوبيوم و همچنين بعنوان محافظ در برابر تن - لگوم

كنند  محيطي نقش مهمي را براي سلول باكتري ايفا مي
هاي مقاوم نه تنها شرايط تنش شوري  بنابراين جدايه). 21(

توانند تحمل كنند بلكه در ايجاد رابطه  و خشكي را بهتر مي
ها  همزيستي مفيد با گياه ميزبان نيز موفقتر از ساير جدايه

گرفته در  آزمايشات متعددي كه صورتكنند در  عمل مي
ي ها جدايهاز ماده تلقيحي  با استفادهمناطق گرم و خشك 

Rhizobium   ،بومي مقاوم به شوري و خشكي منطقه
ها از كارآمدي قابل توجهي  مشاهده شد كه اين جدايه

  ).15و  14، 13(ند هستبرخوردار 

هاي ريزوبيومي مقاوم به تنش شوري ميزان  جدايه
كنند و با افزايش  ساكاريد بيشتري توليد مي پلي
ساكاريدهاي خارج سلولي شرايط نامساعد را تحمل  پلي

تا كنون  ).4و  1(دهند  نموده و به رشد خود ادامه مي
ساكاريد  ثير ميزان توليد پليأمطالعات زيادي بر روي ت

در مقاومت سلول   Sinorhizobiumخارج سلولي باكتريهاي
نجام هاي مختلفي از شوري ا باكتري تحت تنش درجه

تواند بعنوان  بنابراين مطالعه در اين زمينه مي. نگرفته است
  .گامي نخست در مطالعات بعدي مورد استفاده قرار گيرد

  مواد و روشها
هكتار،  33000به وسعت تقريبي  مزرعه استان كرمان 34از 

ها گره. آوري شد گياه يونجه جمع  شهتعدادي گره از ري
دقيقه با  3درصد و  96ثانيه با الكل اتيليك  10بمدت 

درصد ضدعفوني و چندين مرتبه با  5محلول هيپوكلريت 

سپس با له كردن گرهها داخل . آب مقطر سترون شسته شد
از سوسپانسيون . سوسپانسيون يكنواخت از باكتري تهيه شد

 TYحاصل از هر گره يك لوپ روي محيط كشت 
(Trepton Yeast)  حاوي معرف كنگورد با روش خطي

جدايه جداسازي و  115بدين ترتيب . داده شدكشت 
جدايه  82زايي  پس از آزمون گره. سازي شد خالص

ييد و بر اساس وضعيت رشد گياه ميزبان أسينوريزوبيوم ت
ها در انجام فرايند تثبيت  كه نشان دهنده توانايي جدايه

براي مطالعه  Sinorhizobiumجدايه  8نيتروژن بود، 
  .انتخاب شد

سازي   مرحله از آزمايش ابتدا عمل يكسانقبل از هر 
بدين ترتيب كه . ها انجام شد سلول جدايه ي ازتعداد
ليتري  ميلي 50دار  هاي درب هاي باكتري در لوله جدايه

گرم باكتو تريپتون،  5اين محيط شامل (  TYحاوي محيط 
گرم كلسيم كلريد مي باشد  32/1گرم باكتو اكستركت و  3

و حجم آن با آب مقطر به يك ليتر  كه با هم مخلوط شده
گراد در اينكوباتور  درجه سانتي 27، در دماي )مي رسد

ساعت  72و بمدت ) rpm(دور در دقيقه  120چرخان با 
ها در شرايط سترون  سوسپانسيون جدايه. شد كشت

و سه ) دقيقه 5مدت دور در دقيقه ب 12000(انتريفوژ س
ها با  همه نمونه سپس. مرتبه با آب مقطر سترون شسته شد

و ميزان چگالي نوري  رسيدآب مقطر سترون به حجم اوليه 
)OD (نانومتر توسط دستگاه  600هادر طول موج  نمونه

گيري شد و در خاتمه با مبنا قرار دادن  اسپكتروفتومتر اندازه
آنها يكسان  ODها را رقيق كرده و  ساير نمونه ODكمترين 

ها  يكسان از اين جدايه آزمايشات بعدي بمقدار كه درشد 
  .شد استفاده

ها از محيط كشت  بمنظور تعيين تحمل به شوري جدايه
 650و  400، 200، 0با غلظتهاي متفاوت شوري  TYمايع 
و  -20، -10، 0پتانسيلهاي برابر  بامولار كلريد سديم  ميلي

پتانسيلهاي مختلف شوري از معادله . بار، استفاده شد -32
ليتر  ميلي 25ها در  جدايه. اسبه شدمح) 20(وانت هوف 
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ساعت از زمان  72پس از . شد كشتمحيط كشت مايع 
هاي  گيري و جدايه ها اندازه رشد ميزان چگالي نوري جدايه

  ).16(حساس و مقاوم به شوري انتخاب شد 

خارج سلولي ساكاريد  ثير ميزان پليأسپس بررسي ت
در شرايط ، بر مقاومت باكتري  Sinorhizobiumباكتريهاي

تصادفي در  در قالب طرح كاملاً اين مطالعه. انجام شد شور
در چهار غلظت  Sinorhizobiumها  سه تكرار روي جدايه

 .گرفتانجام مولار كلريد سديم  ميلي 650و  400، 200، 0
ها به  حجم مساوي از سوسپانسيون هر يك از جدايه

كشت ميلي ليتر محيط  100ميلي ليتري حاوي  500ارلنهاي 
با غلظت  YEM (Yeast Extract Monnitol) مايع

مولار كلريد سديم انتقال  ميلي 650و  400، 200، 0شوري 
دور در دقيقه  120اينكوباتور چرخان با  درارلنها . داده شد
پس از گذشت . قرار گرفتگراد  درجه سانتي 27و دماي 

دور در دقيقه،  12000(سانتريفوژ ها  نمونهساعت  120
محلول . شد) گراد درجه سانتي 15دقيقه و دماي  10مدت 

هاي  با الكل اتيليك مخلوط شد و جدايه 4:1رويي با نسبت 
كلريد كلسيم و  1:2نسبت محلول حاوي نشين شده با  ته

سپس . سولفات پتاسيم شسته و به محلول رويي اضافه شد
قطره اسيد كلريدريك دو مولار نيز به محلول رويي  4

 درجه سانتي -15ساعت در دماي  12مدت ب(سرد واضافه 
دور در  28000(ها دوباره سانتريفوژ  نمونه. شد) گراد

) گراد درجه سانتي 15دقيقه و دماي  30دقيقه، مدت 
نشين شده در  محلول رويي دور ريخته شد و مواد ته. شدند

الكل اتيليك با نسبت . ليتر آب مقطر حل شد ميلي 50
يدريك دو مولار به محلول اضافه قطره اسيد كلر 6و  5:1/1

تكرار  شد و مرحله سرد كردن و سانتريفوژ كردن مجدداً
  .)9(نشين شده خشك و توزين شدند  شد و مواد ته

بصورت  MINTABافزار  نتايج حاصل از هر مرحله با نرم
تصادفي مورد آناليز قرار  فاكتوريل و بر مبناي طرح كاملاً

 05/0ز آزمون دانكن در سطح ميانگينها با استفاده ا. گرفت
 Microsoftبراي رسم نمودارها از نرم افزار . مقايسه شد

Excel XP  استفاده گرديد و در نمودارها از حروف براي
  . مشخص نمودن تفاوت بين ميانگينها استفاده شد

  نتايج و بحث
ثير تنش شوري با استفاده از غلظتهاي متفاوت كلريد أت

نتايج بدست آمده از اين . رفتسديم مورد بررسي قرار گ
آزمون نشان داد كه تنش شوري اثر منفي بر رشد 

ها در  دارد بطوريكه رشد جدايه Sinorhizobiumهاي  جدايه
 درصد 5/96ميلي مولار نمك كلريد سديم  650غلظت 

مقاومت ). 1شكل ( نشان مي دهدنسبت به شاهد كاهش 
ش شوري در برابر تن Sinorhizobiumهاي مختلف  جدايه

به احتمال زياد دليل آن افزايش فشار . متفاوت است
ها  اسمزي محيط كه باعث ايجاد تنش رطوبتي در جدايه

ها  شود كه خود مستلزم تنظيم اسمزي توسط جدايه مي
باشد، از طرفي نمك كلريد سديم مي تواند توسط  مي

گيرد و مقادير زياد كلر  ها جذب و مورد استفاده قرار  جدايه
يم اثرات سمي بر سيستمهاي غشايي و آنزيمي ايجاد و سد
  ). 22(كند  مي

همچنين نتايج بدست آمده از آزمون بررسي مقاومت به 
نشان داد كه شوري اثر  Sinorhizobiumهاي  شوري جدايه

 اما ايندارند  Sinorhizobiumهاي  جدايه مقاومتمنفي بر 
 به نسبت Sinorhizobiumهاي مختلف  جدايهدر مقاومت 

نتايج حاصل از ). 2شكل(تنش شوري متفاوت است 
و  6(دهد  نيز اين مطلب را نشان مي انديگر بررسيهاي

احتمال ه هاي ريزوبيومي مقاوم به تنشهاي آبي ب جدايه). 12
، تجمع )1(خارج سلولي ساكاريدهاي  زياد با افزايش پلي

برخي از آنزيمها مانند آنزيم آمينوپيپتداز در سلولهاي 
آمينه گلوتامات و بتائين  و تجمع اسيد) 11(وبيومي ريز

، )8(بمنظور تعديل فشار اسمزي در سلولهاي ريزوبيومي 
شرايط نامساعد را تحمل نموده و به رشد خود ادامه 

  .دهند مي
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در نهايت با توجه به نتايج بدست آمده از مقايسه ميانگين 
 Sinorhizobiumهاي مختلف  جدايه) رشد(چگالي نوري 

 72ر غلظتهاي متفاوت نمك كلريد سديم در مدت د
در دو گروه انتخاب كه  Sinorhizobiumجدايه  8ساعت 

روند رشد هر جدايه در . قرار گرفتندمقاوم و حساس 
غلظتهاي متفاوت نمك كلريد سديم بطور جداگانه مورد 

هايي بعنوان مقاوم  بررسي قرار گرفت و در نهايت جدايه
غلظتهاي زياد نمك رشد بهتري تشخيص داده شد كه در 

  .ها داشتند نسبت به بقيه جدايه

هاي خارج سلولي ساكاريد يپل مطالعه ميزان توليد
نشان داد كه  شرايط شوردر  Sinorhizobium هاي جدايه

از نظر ميزان توليد  Sinorhizobiumهاي  بين جدايه
نتايج بدست آمده . استداري  ساكاريدها تفاوت معني پلي

كه چهار جدايه  دهد ها نشان ميسه ميانگيناز مقاي
Sinorhizobium بوده و از نظر مقدار پلي  مقاوم به شوري

و  S36K ،S27K، S50K :ساكاريد بترتيب عبارتند از
S64K  گزارش شده است . مشاهده مي شود 3كه در شكل

شرايط محيطي از جمله تنشها بر ميزان توليد  كه
ؤثر هاي ريزوبيومي م جدايهخارج سلولي  ساكاريدهاي پلي

هاي ريزوبيومي در شرايط نامساعد  كه جدايهاست، بطوري
محيطي، براي مقاومت در برابر اين شرايط ميزان 

 ).1(كنند  بيشتري توليد ميخارج سلولي  ساكاريد پلي
هاي مختلف  پژوهشگران بين جدايه مطابق گزارش ساير

Sinorhizobium خارج  ريدساكا از نظر ميزان توليد پلي
نتايج بدست آمده از ). 19(تفاوت وجود دارد سلولي 

گونه كه همان. بيانگر اين مطلب است بررسي حاضر نيز
برابر  10 مقاوم تقريباً هاي جدايهشود  مشاهده مي

مي حساس توليد  هاي جدايهساكاريد بيشتري نسبت به  پلي
  ).3شكل (ند نك

ه اگر چه د كوشمي مشاهده  1از طرفي با توجه به شكل 
) كاهش پتانسيل آب(ها با افزايش غلظت نمك  رشد جدايه

مولار نمك  ميلي 400اما در غلظت  رديك روند كاهشي دا
ها بطور ناگهاني افزايش پيدا كرده  كلريد سديم رشد جدايه

است و در نتايج پژوهشگران ديگر نيز اين روند مشاهده 
ظتهاي رسد كه در غل از اين رو بنظر مي). 5(شده است 

فوق مكانيسمهاي دفاعي سلول در برابر تنش قدري فعال 
شده و سلول براي ادامه حيات تمام مكانيزمهاي حفاظتي 

از جمله اين مكانيزمها توليد . گيرد خود را بكار مي
ها  ساكاريد بيشتر است كه منجر به افزايش تحمل جدايه پلي

وليد نتايج حاصل از توليد ميزان ت .شود در برابر تنش مي
ساكاريد در غلظتهاي متفاوت نيز بيانگر اين مطلب  پلي

ها با  اين جدايهوقتي ليكن از آنجا كه ). 4شكل (است 
شوند علاوه بر ايجاد  غلظتهاي بسيار زياد نمك روبرو مي

 هاسميت در سلولدر سلولها، پتانسيل اسمزي بسيار منفي 
  .روند شده و در نهايت سلولها از بين مينيز ايجاد 

با بررسي كلي نتايج اين پژوهش مشاهده شد كه تنش 
ثير منفي دارد و أت Sinorhizobiumهاي  شوري بر جدايه

هاي مختلف از نظر مقاومت در برابر تنشها  بين جدايه
همچنين مشخص شد كه بين تحمل به . تفاوت وجود دارد

ها رابطه مستقيم  ساكاريد جدايه تنش و ميزان ترشح پلي
ها براي زنده ماندن  وركلي برخي از جدايهبط. وجود دارد

ساكاريد بيشتري به سطح  در شرايط نامساعد محيطي پلي
ها به اين طريق با شرايط  كنند و اين جدايه سلول ترشح مي

توانند مدت  كنند و مي نامساعد سازگاري بيشتري پيدا مي
ها باقي  تري در اين شرايط نسبت به ساير جدايه طولاني
  .بمانند
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بدين وسيله از معاونت پژوهشي دانشگاه : سپاسگزاري
و تكنولوژي فردوسي مشهد و مركز بين المللي علوم 
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Abstract 
Extracellular polysaccharides of isolates play an important role in the process of legum-
rhizobium identification and also as a protector against environmental tensions. To 
study the effects of production of extracellular polysaccharides of resistant 
Sinorhizobium to salinity conditions, some Sinorhizobium isolates which were resistant 
to salinity conditions were selected from Kerman province. TY medium with 4 salinity 
levels (sodium chloride) was used to study the tolerance of isolates to salinity 
conditions. Results showed that there was a meaningful difference between 
Sinorhizobium isolates considering resistance to salinity and isolates were classified into 
two groups: resistant and sensitive to salinity. The amount of production of extracellular 
polysaccharides of Sinorhizobium bacteria was also studied in 4 salinity levels. This 
study was performed randomly in a factorial form. According to the results, resistant 
isolates produced polysaccharides ten times more than sensitive ones. On the other 
hand, in concentration of 400 mM of salt, the isolates could produce more 
polysaccharides in compare to lower concentrations causing more resistance in these 
high concentrations. 
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