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   چکیده
ها از جمله شوري ها در مقابل تنشها داراي نقش مهمی در مقاومت باکتريساکاریدهاي مترشحه از باکتري اگزو پلی

شورزي با بیشترین توان تولید اگزو پلی ساکارید از  هاياین مطالعه با هدف جداسازي و شناسایی باکتري. باشندمی
هاي خاك مورد نظر بر نمونه .خاك و بررسی میزان تولید اگزو پلی ساکارید در غلظت هاي مختلف نمک انجام گردید

با قدرت رشد در  موکوئیدي هايکلونی شورزي، هايباکتري میان از. شد کشت نمک % 5آگار داراي  نوترینت محیط
بیشترین غلظت نمک به عنوان کلونی مولد اگزو پلی ساکارید انتخاب و مقدار اگزوپلی ساکارید تولیدي هر کدام حضور 

ماهیت اگزو پلی ساکارید سویه برتر با . ین و سویه برتر مورد شناسایی قرار گرفتینمک تع % 5ها در غلظت از جدایه
 .هاي بالاتر نمک نیز با روش آنترون تعیین گردیدو مقدار اگزو پلی ساکارید تولیدي در غلظت FTIR کاستفاده از تکنی

هاي جذبی مربوط به ترکیبات کربوهیدراتی از جمله بی نظر پیک مورد سویه ساکارید اگزوپلی قرمز مادون طیف در
تولید اگزوپلی ساکارید و  مشاهده شد هاي الکل، فنول، کربوکسیلیک اسید، کربونیل و آلکینگلوکان، همچنین گروه

توان  اب ايبر اساس نتایج سویه. یافت افزایش نمک، افزایش با همراه) P > 05/0(داري توسط جدایه فوق به طور معنی
ساعت به عنوان سویه برتر انتخاب شد  24اگزوپلی ساکارید در مدت  g/L 168/0نمک و تولید %  25محیط  دررشد 

 در KX553903دسترسی  شماره با  ATHM38 سویه فروندي سیتروباکتر عنوان به S rDNA 16و بر اساس توالی

   .گردید ثبت NCBI پایگاه

  
  شوري و فروندي باکتر روسیت ،ساکارید پلی اگزو :کلیدي هايواژه

   

                                                        
 دانشگاه آزاد اسلامی اصفهان واحد خوراسگان اصفهان،: آدرسنویسنده مسئول،  .1
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  شور هايخاك بومیهاي مولد اگزو پلی ساکارید باکتري شناسایی و جداسازي/  38

  مقدمه
 مجموع بوده و خشک و گرم اقلیم داراي ایران

 هکتار میلیون 27 حدود آن در سدیمی و شور هايخاك
 قابل هايزمین از نیمی از بیش شود کهمی زده تخمین
 شوري و آب کمبود زمین کره نقاط اکثر در .اشد می کشت
 کننده محدود عوامل مهمترین جمله از خاك و آب منابع
   شمار به کشاورزي محصولات تولید و گیاهان رشد
 و تنش زمان و شدت به بسته تواندمی آب کمبود روند،می

 تقسیم سلول، حجم رشد، فیزیولوژي بر گیاه، نمو مرحله
 و عملکرد خشک، و تر وزن سلول، دیواره سازي سلولی،
 همکاران، و تمرتاش(بگذارد  تأثیر گیاه عملکرد اجزاي
 به تحمل هايمکانیسم تکامل باعث امر این. )1389

 کشت اثر در ،بومی زراعی در گیاهان شوريخشکی و 
-تلاش اخیر هايسال در .است گشته مناطق این در متوالی

 کاهش براي زیستی هايروش بردن بکار براي زیادي هاي
-روش این جمله از .است گرفته صورت هاي محیطیتنش

اگزوپلی  نظیر باکتریایی تولیدات و هاباکتري از استفاده ها
 ساکاریدهاي پلی ساکاریدها، اگزوپلی .است ساکاریدها

 تشکیل قندي واحدهاي از که هستند بلندي ايزنجیره
 و گالاکتوز گلوکز، عمدتاً قندي این واحدهاي. اندشده

  . هستند مختلف هاينسبت در رامنوز
 در میکروبی مراحل رشد طی در ترکیبات این

 سلول سطح به متصل که آنجا از و شوندمی رها محیط
 ساکاریدهاي پلی را از آنها توانمی نیستند، میکروبی
. کرد متمایز هستند سلول سطح به متصل که شده کپسوله

 هموپلی گروه دو میکروبی در ساکاریدهاي اگزوپلی
 لوان، پولولان، آلترنان، موتان، دکستران، سلولز،( هاساکارید
  قرار ) زانتان و ژلان( هتروپلی ساکاریدها  و ) کوردلان

 ساکاریدها پلی ).2009 ،1مدوکس و ولمن(د گیرنمی 
 مشخصات .هستند متغیري بسیار پلیمري هايگروه

 اتصالات و تعداد مولکولی، وزن مانند آنها ساختاري
 صنایع در آنها وسیع کاربرد در مهمی نقش ساکاریدي،

 گیاهان از مشتق ساکاریدهاي پلی از بسیاري .دارد مختلف
 دهنده، قوام عوامل عنوان به صمغ و پکتین نشاسته، مانند

 اخیر هايدهه در گیرند،قرار می استفاده مورد کننده، ي ژله
 ساکاریدهاي پلی جایگزین میکروبی ساکاریدهاي اگزوپلی

 مقدار به و بوده برخوردار فوق از خواص که اندشده گیاهی
 .آیندمی دست به بالاتري خلوص درجه با و فراوان

 وسیله به هاباکتري رشد هنگام ساکاریدها در اگزوپلی
 ،2یکاسیدلاکت هايباکتري مانند مختلف هايباکتري

                                                        
1  . Welman and Maddox 
2  . Lactic acid bacteria  

توانایی . شوندمی تولید 4هاباسیلوس و3 هابیفیدوباکتریوم
ها ها بیشتر از قارچتولید اگزو پلی ساکارید در میان باکتري

اگزو پلی  ).2002 ، 5همکاران و لارپین( باشدها میو مخمر
 هستند، فردي به منحصر مزایاي داراي محیط درساکاریدها 

 د کننمی محافظت مس مقابل در هاسلول از مثال طور به
شناسائی پلی همچنین ).  2001 ،6همکاران و جستین لوئی(

ثر و مناسب از لحاظ ؤهاي مساکاریدها، به عنوان جاذب
هاي اقتصادي، منجر به کاربرد آنها در تصفیه فاضلاب

ها در کاربرد اینگونه جاذب. شده استصنایع گوناگون، 
سرطان زا یا سمی، مانند کروم، جیوه،  حذف و کنترل مواد

بسیار مورد هاي اخیر کادمیوم و فلزات سنگین در سال
-موجب بهبود راندمان حذف آلایندهتوجه قرار گرفته و 

ي تصفیه فاضلاب شده است هاهاي مختلف در سیستم
  ).1390 ساغروانی و همکاران،(

 تا است بوده این بر سعی همواره کشاورزي در
 افزایش محیطی هايتنش به زراعی نسبت گیاهان تحمل

 از استفاده یعنی بیولوژیکی هايروش از استفاده اخیرا. یابد
هاي تنش اثرات کاهش منظور به خاکزي موجودات ریز

 مطالعات. است کرده پیدا زیادي اهمیت گیاهان بر محیطی
 از برخی که است داده نشان )2001( 7مارگزین و همکاران

 مهمی نقش پلیمر تولید هايمکانیزم با هانیسمامیکرو ارگ
 تنش شرایط در بخصوص رطوبتی خاك مشکل جبران در

 برخی شور هايمحیط در به طوریکه کنندمی ایفا شوري
 ادامه و زندگی به قادر تنمکدوس هايمیکروارگانیسم

 تولید با هامیکرو ارگانیسماین ، هستند حیات
   سلولی خارج ساکاریدهاي پلی و هابیوسورفکتانت

 کمبود هاي محیطیتنش با مقابله در ايویژه نقش توانندمی
 عملکرد کاهش اصلی عامل معمول طور به که خاك در آب
  . کنند بازي باشدمی گیاهان در

اي هباکتريدر ارتباط با تنش شوري 
 شرایط با که شده شناخته9 به شوري مقاوم و 8شوردوست

 در هاباکتري این. اندیافته سازگاري زیاد نمک با محیطی
 هايمکانیسم و رشد یافتهتوانند می سخت شرایط

 نمک شرایط به پاسخ هنگام در آنها بیوشیمی و فیزیولوژي
 واقع در .)1385 زنجیربند،( است کرده پیدا توسعه زیاد

 را هاباکتري از وسیعی طیف شوري به مقاوم هايباکتري
 توانندمی آن غیاب یا و نمک حضور در که دهندمی تشکیل

                                                        
3  . Bifidobacterium 
4  . Bacillus 
5  . Larpin et al. 
6  . Looijesteijn et al. 
7  . Margesin et al. 
8  . Halophile 
9  . Halotolerant 

www.SID.ir

WWW.SID.IR
WWW.SID.IR


Arc
hive

 of
 S

ID

  39/  1396/  1شماره /  5جلد / شناسی خاك نشریه زیست

 ،باسیلوس انواع از بعضی شامل که کنند رشد و یافته تکثیر
 هستند  باکتریوم کورینه و استرپتوکوکوس ،میکروکوکوس

 با توانندمی هاباکتري این) 1386 ،همکاران و کفیلزاده(
 میکروبی هايشاخص بر خاك در آلی ماده تحول و تغییر
   ).1388 نوربخش، و ناهیدان(  باشند مؤثر

تمام مراحل رشد گیاه  ،تنش شوري از آنجا که
-ثیر قرار میأاز جوانه زنی تا تولید دانه و میوه را تحت ت

 ،دارد دارنده بر رشد و متابولیسم گیاهاثر بازو  دهد
مقاوم به  هاي سویه جداسازي حاضر با هدفپژوهش 
استفاده از این و  اگزو پلی ساکارید تولید کنندهشوري 

 ثیرأارزیابی تبه منظور  ،تحقیقدر مراحل بعدي  ها سویه
فرنگی گوجهرید باکتریایی بر جوانه زنی اگزو پلی ساکا
  .اجرا گردید يتحت تنش شور
  هامواد و روش

  شور خاك از بردارينمونه
اگزوپلی  مولد هايباکتري جداسازي منظور به

 اصفهان رودشت منطقه شور هايخاك از ابتدا ساکارید
 عمق تا سطحاز  به طور تصادفیها نمونه شد، بردارينمونه

 خوب هم باو  برداشته ده نقطه مختلف متري سانتی 30
 2 تا 1 وزن به نمونه یک خاك مخلوط از مخلوط شدند،

 به استریل در ظروف بلافاصله شد، برداشته کیلوگرم
 تعیین جهت نیاز مورد هايآزمایش و ارسال آزمایشگاه

   .شد انجام آن روي بر خاك شیمیایی و فیزیکی هايویژگی
  شوري به مقاوم هايباکتري جداسازي

 رقت سري )gr 1( نظر مورد خاك نمونه از ابتدا
تعیین  و شمارش به اقدام سپس) 10-6 -10 - 1( شد تهیه

 گردید نمک کننده تحمل هايباکتري و هاباکتري جمعیت
نوترینت  کشت محیط حاوي هايپلیت که صورت این به

 از میکرولیتر 250 .شد آماده (NaCl)نمک  % 5 دارايآگار 
-پلیت .شد کشتگسترده و  پلیتسطح توسط بر  رقت هر
 سه از بعد و شد داده قرار درجه 30 دماي با انکوباتور در ها

 تحمل هايباکتري میان از سپس. شد انجام روز شمارش
 بودند کشسانی خاصیت داراي که هاییکلونی نمک، کننده

 در ساکارید اگزوپلی مولد ئیديموکو هايکلونی عنوان به
  .شدند شمارشو  گرفته نظر

  1(MTC)تعیین حداکثر غلظت قابل تحمل نمک 
ها ، رشد جدایهشوري به هاباکتري مقاومت بررسی براي

 هايغلظت حاوي براث نوترینت هايکشت محیط بر
در  سیونانکوبا ساعت 72 ازپس ) % 0 -26( نمک مختلف
   .شد بررسی سانتیگراد درجه ) C 2 ±  30°(دماي 

  

                                                        
1. Maximum Tolarable Concentration 

  اگزوپلی ساکارید تولید
 حداکثر تولید به قادر که ايسویه انتخاب براي

 محیط از لیتر میلی10 است، سلولی برون پلی ساکارید
 مک 5/0 معادل آن کدورت که جدایه شبانه هر کشت
 % 2 و نمک) % 5( براث2BHI لیتر میلی 240 به بود فارلند

 مدت به دقیقه در دور 180 سرعت با و یافته انتقال سوکروز
هاي کشت محیط سپس. گردید گرما گذاري ساعت 48

 در دور 13000 سرعت با دقیقه 30 مدت به باکتري حاوي
 با شده و جدا رویی صاف محلول شده، سانتریفیوژ دقیقه
 رسوب براي. گردید مخلوط ولانایزوپروپ معادل حجم
 یک شبانه مدت به حاصل مخلوط پلی ساکاریدها، اگزو
 سپس شده، داشته نگه سانتیگراد درجه 4 دماي در روز

 در دقیقه دور 13000 سرعت با دقیقه 30 مدت به مجدداً
. گردید آوري جمع شده نشین ته رسوب و سانتریفیوژ

 مجاورت هوا، در و شسته اتانول با بار دو حاصل رسوب
 گیرياندازه اگزوپلی ساکارید مقدار نهایت در و شد خشک

   .)2010 ،3آرورا و همکاران( شد
  ساکارید اگزوپلی تولید مقدار سنجش

 هاسویه توسط شده تولید ساکارید اگزوپلی میزان
 ،4همکاران و کریدي مک( گردید  تعیین آنترون روش به

 آزمایش انجام از قبل ساعت 4 که صورت این به). 1950
دوم  مرحله در .شد تهیه %75 سولفوریک اسید محلول
 آماده آنترون ٪ 2/0 محلول سپس و الکل و آنترون محلول

استاندارد  هايمحلول مرجع تیوپ 6 در آن از پس. شد
 100 ،80 ،60 ،40 ،20 ،0 داراي ترتیب به که شد تهیه
عصاره  از لیتر میلی1 سپس. بودند گلوکز لیتر بر گرممیلی

 خنک محلول از لیتر میلی 5 ساکارید، اگزوپلی حاوي
در  دقیقه 5 مدت به گرفتن قرار از پس. شد اضافه آنترون
 با جوش آب حمام در دقیقه 10 مدت به یخ، آب حمام
 آب یخ حمام بهً مجددا سپس گرفت، قرار درجه 100 دماي
 آن جذب محلول، کامل شدن خنک از پس .دش منتقل
-اندازه نانومتر 578 موج طول در اسپکتروفتومتر توسط
  ).2015 ، 5همکاران و قدس( شد  گیري

 خصوصیات و مرفولوژي اساس بر هاسویه شناسایی

  بیوشیمیایی
و مولد  شوري به مقاومبرتر سویه  شناسایی براي

 آمیزي و رنگ میکروبی گسترش تهیه ي اگزوپلی ساکارید،
 واکنش نوع و جدایه مرفولوژي به توجه با .انجام شد گرم
 تخمیر آز، اوره ی نظیربیوشیمیای هايتست سایر گرم،

                                                        
2. Brain Heart Infusion 
3. Arora et al. 
4. McCready et al. 
5. Ghods et al. 
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  شور هايخاك بومیهاي مولد اگزو پلی ساکارید باکتري شناسایی و جداسازي/  40

 ایندول، گاز، تولید و مانیتول تخمیر ،1MR ،2VPگلوکز، 
 ؛1996 ، 3شرمن و کاپوچینو(انجام گرفت  S2Hلاکتوز، 

  ). 1989 ،4هولت و کریگ
  S rDNA 16بر اساس توالی ژن ها شناسایی سویه

 پرایمرهاي از s rDNA16  ژن تکثیر منظور به
  ('AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3-'5) 5عمومی

F27 و (5'-GGTTACCTTGTTACGACTT3') R1492 
پلیمراز و  تگ آنزیمبا استفاده از  PCRبرنامه  .استفاده شد

   :به روش زیر انجام گرفت
 مدت به سانتیگراد درجه 95 دماي در اولیه دناتوراسیون -
 از الگو DNA رشته دو شدن جدا منظور به ،دقیقه 4

  یکدیگر
 درجه 95 دماي در دناتوراسیون دقیقه 1 شامل سیکل 30 -

 به گراد سانتی درجه 60 دماي در ثانیه 30 گراد، سانتی
 طویل ثانیه 35 و DNA توالی به پرایمرها اتصال منظور
  گراد سانتی درجه 72 دماي در سازي

 به گراد سانتی درجه 72 دماي در نهایی سازي طویل -
  دقیقه 5 مدت

مادئونو و (. گراد سانتی درجه 4 دماي در نگهداري -
  ).2011 ،6همکاران

 کیفیت بر نظارت منظور بههمچنین 
 درصد 1ل ژ روي بر آنها الکتروفورز ، PCRمحصولات

 به PCR محصولات از شده تهیه هاينمونه .گرفت انجام
 شرکت آن العملدستور به توجه با تکاپوزیست شرکت
 آنالیز اساس بر حاصل DNA توالی تعیین سپس .شد ارسال

مورد  NCBI7 پایگاه در Blast افزار نرم کمک به مولکولی
 در موجود اطلاعات با آنها تشابه و گرفته قرار بررسی

GenBank  گردید ثبت و مقایسه.  
  ثیر شوري بر میزان تولید اگزو پلی ساکارید أبررسی ت

تولید ثیر شوري بر میزان أبه منظور بررسی ت
اگزو پلی ساکارید سویه مورد نظر، استخراج اگزو پلی 

 مختلف هايبراث با درصد BHI محیط کشت ساکارید در
اگزوپلی  مقدار و صورت گرفت%)  8و  7، 6، 5(نمک 

آرورا ( شد گیرياندازه به روش آنترون تولید شده ساکارید
   .)2010و همکاران، 

 
 
 

                                                        
1. Methyl red 
2. Voges-Proskauer Test 
3. Cappuccino and Sherman 
4. Krieg and Holt 
5. Universal primers 
6. Madueno et al. 
7. National Center for Biotechnological Information 

  ساکاریداگزوپلی  شناسایی و ماهیت تعیین
 طیف طریق از شده تولید اگزوپلی ساکارید

 ايتجزیه تکنیک یک که FTIR یا ،8قرمز مادون سنجی
   )آلی غیر موارد برخی در( آلی  مواد براي شناسایی

 و اجزا قرمز، مادون جذبی باندهاي. شد شناسایی باشد،می
 براي. نمایندمی مشخص را خاص ساختارهاي مولکولی

 شده خشک جاذب پودر میلی گرم 2 تا 1تکنیک  این انجام
 و شد سائیده KBr میلی گرم 100با  فریز درایر توسط
 شد داده قرار ثانیه 30 مدت به کیلوگرم 7500 فشار تحت

 جذبی هايطیف. گردید حاصل شفاف یک رسوب تا
 دقت و طیفی وضوح با FTIR دستگاه توسط قرمز مادون

 از و گردید ثبت 01/0 و 4  1−݉ܿ ترتیب به طول موج
 مانکوسو( شد استفاده رفرنس عنوان به KBr قرص

 FTIR) فوریر قرمز مادون طیف .) 9،2004وهمکاران
Spectrum) دستگاه از استفاده با نظر مورد هاينمونه 

Perkin Elmer FTIR Spectrophotometer دانشگاه 
   .گردید تهیه اصفهان صنعتی

  هاداده پردازش
 20ورژن  SPSS افزار نرم از هاداده تحلیل براي

 .شد استفاده Excel افزار  نرم از نمودارها رسم براي و
 بودن دارمعنی واریانس تحلیل آزمون از استفاده با همچنین
تفاوت  و شد بررسی مختلف تیمارهاي بین هامیانگین

)05/0 p < (تعقیبی آزمون از و دار در نظر گرفته شدمعنی 
 بین دویی دوبه صورت به هامیانگین مقایسه براي دانکن

  .گردید استفاده تیمارهاي مختلف
   نتایج

  خاك شیمیایی و فیزیکی هايویژگی
 رودشت ناحیه از شده بردارينمونه خاك

 پ لومی، بافت داراي ها،باکتري جداسازي براي اصفهان
 بر زیمنسدسی 2/30 الکتریکی هدایت قابلیت و 8 هاش

 شیمیایی و فیزیکی خصوصیات برخی نتایج .است بوده متر
 .است شده ارائه )1( جدول در شده  بردارنمونه خاك و

  هاشمارش باکتري
 شمارش و هتروتروف هايباکتري شمارش نتایج

-باکتري کل جمعیت که داد نشان دوست نمک هايباکتري
از این تعداد %  54/6بوده و  CFUml 105  ×05/6 -1ها 

 هاي نمکباکتري جمعیت و بودند ساکارید اگزوپلی مولد
 5/44 تعداد این از و بوده CFUml 105  ×05/4 -1دوست 

 در نتایج شمارش. دبودن ساکارید اگزوپلی يکننده تولید ٪
  .است شده ارائه )1( شکل

                                                        
8. Fourier Transform Infrared Spectroscopy 
9. Mancuso et al. 
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 خاك شیمیایی و فیزیکی هايویژگی -1 جدول

Physical Tests 
Gypsum 

% 
(CaSo4 ) 

P 
a.v.a 

mg/kg 
N 
% 

OC 
% 

T.N.V 
% 

pH 
 عصاره

EC 
dS/m 

SP 
٪ 

Na+ 
(meq/l) 

Text 
 

Clay% Silt% Sand%          

L 11 40 49 7/5  348 0.06 59/0  31 8 2/30  47 760 

  

 
  شوري به مقاوم هايباکتري و هتروتروف هايباکتري کل جمعیت -1شکل

 
  ساکارید اگزوپلی مولد شده جداسازي هايسویه توسط 1(MTC) نمک تحمل قابل غلظت حداکثر - 2جدول 

  باکتري شماره         1                2               3              4               6               7                8       

 (%) تحمل قابل نمک  7                9              15             15            25              25          7

  ساکارید اگزوپلی تولید توان   -                  -+               +              +               +                                -       

  

                                                        
1. Maximum Tolerable Concentration 
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 به مقاوم ساکارید اگزوپلی مولد هايباکتري انتخاب

  شوري
 شوري به مقاوم سویه 7 شور خاك از ابتدا

 اگزوپلی مولد سویه 4 آنها میان از که شد جداسازي
و به  سنجیده شوري به نسبت آنها تحملبودند  ساکارید

عبارتی حداکثر غلظت قابل تحمل نمک براي هر سویه 
 هاي جداباکتري داد نشان نتایج). 2جدول (تعیین شد 

 هايغلظت در رشد توان داراي، بوده شوري به مقاوم شده،
 شوري به مقاوم هايجدایه میان از .بودند نمک مختلف

 رشد توان داراي 4 و 3 هايسویه ساکارید، اگزوپلی مولد
 رشد توان داراي 6سویه  و نمک %)0-15( محیط حاوي بر
%)  0-25( در رشد توان داراي 7 سویه و %) 1-15( ر د

استخراج اگزوپلی جهت  هاجدایه این لذا .بودند نمک

 انتخاب %) 5(و تعیین مقدار آن در غلظت پایه  ساکارید
  .شدند

  اگزوپلی ساکارید تولید توان بالاترین با سویه انتخاب
 بیشترین داراي که ايسویه جداسازي منظور به

 پلی اگزو مقدار است، اگزوپلی ساکارید تولید توان
 آنترون روش به باکتري هر توسط تولید شده ساکارید

 سویه تحلیل واریانس، آزمون نتایج اساس گردید بر تعیین
 مدت در اگزوپلی ساکارید لیتر در گرم 168/0  تولید با 7

اگزوپلی  يکننده تولید برتر عنوان سویه به ساعت 24 زمان
 ها سویه دیگر از > P) 05/0(دار معنی تفاوت با ساکارید،
 از ساکارید اگزو پلی تولید محاسبه میزان براي .شد انتخاب
 شده ارائه )2( شکل در نتایج .شده است استفاده )1(معادله 

 .است
  )1(معادله 

  ساکارید  پلی اگزو مقدار = 67/0 + 0/ 949* باکتري 

  
  .دهدمی نشان را هامیانگین بین دارمعنی تفاوت وجود عدم یکسان حروف نمودار در

  نمک % 5 در مطالعه مورد مختلف هايسویه توسط شده تولید اگزوپلی ساکارید میزان میانگین مقایسه - 2شکل 
  

  برتر سویه شناسایی
 صورت مرحله دو طی انتخابی جدایه شناسایی

نتایج  از استفاده با باکتري شناسایی اول مرحله در. گرفت
 بنديطبقه سیستم اساس بر بیوشیمیایی هايتست از حاصل

 به توجه با دوم مرحله در. )3(جدول  گرفت صورت 1برگی

 تعیین مولکولی روش از، تر دقیق شناسایی براي نتایج،

 S rDNAمقایسه توالی ژن .گردید استفاده S rDNA 16توالی

ژن هاي بانک با توالیي مورد نظر بدست آمده از سویه 16
  با %) 99(داراي بالاترین شباهت  این سویه کهنشان داد 

                                                        
1. Berrgey 

  
سیتروباکتر  با عنوانو  هبود 2سیتروباکتر فرونديسویه 
در  KX553903، 3شماره دسترسی و ATHM38 فروندي
  .ثبت شد NCBIپایگاه 

                                                        
2 .Citrobacter freundii 
3. Accession number 
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  برتر سویه شناسایی جهت شده انجام هايتست - 3جدول 

 واکنش  )میلیمتر(سایز   رنگ  شکل  تست

  لاکتوز  مانیتول  اکسیداز  کاتالاز  تولید اسپور  گرم

  -  +  +  +  -  -  1-5/2  شیري  میله اي  - + /
  

 OF گاز تولید H2S MR VP TSI تولید حرکت سیترات ایندول اوره تست

/ + -  -  -  +  -  +  +  -  A/A  _  FA 
  رشد  (+): رشد، عدم (-) :علائم اجباري، هوازي OA: اختیاري، هوازي بی : FA : توضیح

  
 ساکارید اگزوپلی تولید میزان بر شوري ثیرأت بررسی

  برتر سویه
 سویه اگزوپلی ساکارید تولید میزان بررسی نتایج

 نمک  مختلف درصدهاي حاوي کشت محیط در مورد نظر
 
 
 
 
 

 
 
 

همراه  اگزوپلی ساکارید تولید میزان داد نشان %) 5 - 8(
  > P)05/0( دار به طور معنی نمک درصد افزایش با

و بیشترین میزان اگزو پلی ساکارید در یافت  افرایش
  ).3شکل( .نمک تولید شد% 8حضور 

  
  .دهدمی نشان را هامیانگین بین دارمعنی تفاوت وجود عدم یکسان حروف نمودار در

  مطالعه مورد سویه ساکارید اگزوپلی تولید میزان بر شوري اثر میانگین مقایسه -3شکل
  

ساکارید  اگزوپلی ساختار در عامل هايگروه شناسایی
  FTIRتولید شده توسط 

سیترو باکتر مطالعه طیف اگزو پلی ساکارید 
مربوط به باندهاي  Cm-13500 -3200پیک  فروندي
-Cm-13100پیک الکل و فنول، ) - OHو  H-(کششی 

 -Cm آروماتیک، (C-H)د کششی ـانـه بـوط بـربـم 3000

 
 
 
 

 
 
 

 (C=O)کششی  هايمربوط به باند1665  -11760
 -Cm-1 1500کربونیل و کربوکسیلیک اسید، پیک 

-Cm آروماتیک، پیک (C-C)مربوط به باند کششی 1400

الکل و  (C-O)مربوط به باندهاي کششی 11320-1000
مربوط به پیوند  Cm-1700-610پیک  کربوکسیلیک اسید و

    ).4شکل (را نشان داد  آلکنها  )C-H(کششی 
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  فروندي باکتر سیتروباکتري  اگزوپلی ساکارید براي فوریه قرمز مادون طیف -4شکل 

  
  بحث

 و بوده گسترش به رو دنیا تمام در خاك شوري
 جهان در کشاورزي براي هاچالش ترین مهم از یکی

 نقش دوست نمک هايمیکروارگانیسم .شودمحسوب می
 سمی ترکیبات زیستی پاکسازي یا و زیستی تبدیل در مهمی
-سویه شناسایی و کنندمی ایفا طبیعی هايمحیط در فلزي
 مرحله ترکیبات این بالاي هايغلظت به متحمل هاي

 هايفرآیند در هامیکروارگانیسم این از استفاده در نخست
  ). 1386 ،همکاران و آموزگار( است زیستی پاکسازي

 اصفهان رودشت منطقه خاك از حاضر تحقیق در
 هايآزمایش انجام از پس شد، استفاده برداريجهت نمونه

 خاك، شیمیایی و فیزیکی هايویژگی تعیین جهت لازم
 به توجه با و شد یري اندازه 2/30 (dS/m) شوري خاك

 جز خاك این) 1381 الیاسی،( شور هايخاك بنديدرجه
 جهت آن، از لذا گرفت قرار زیاد شوري با هايدسته خاك
 .گردید استفاده شوري به مقاوم هايباکتري جداسازي

 سویه 7 این میان ازجدا شد که  باکتریایی سویه 7 تعداد
و  ساکارید اگزوپلی تولید کننده سویه 4 شوري، به مقاوم

   .بودند هاي مختلف نمکلظتداراي توان رشد در غ
 هايسویه ساکارید اگزوپلی تولید میزان بررسی

سیترو باکتر سویه نشان داد %)  5(نمک  درصد در مختلف
دار بطور معنیبیشترین میزان نمک را  ATHM38 فروندي

میزان تولید اگزو  ها تولید کرد ومقایسه با دیگر سویهدر 
پلی ساکارید این سویه همراه با افزایش نمک، افزایش 

 و توان به افزایش جرم مولکولیه علت آن را مییافت ک
 تولید ساکارید اگزوپلی ماکرومولکولی زنجیره انشعابات

 کاهش شوري نسبت داد که باعث تنش شرایط تحت شده
  در  سلول رشد شرایط حفظ و هاسلول آب دادن دست از

  
). 2005 1همکاران، و روا بري(شده است  شرایط تنش

 سیترو باکتري کردند بیاننیز ) 2012(   2همکاران و چان
 مقابل توانسته در ساکارید پلی اگزو تولید با فروندي باکتر
 خود از زیست محیط در موجود مضر شیمیایی مواد

شاهد نیز ) 2005( 3همکاران و اشرف. کند محافظت
 هالوموناس باکتري ساکارید پلی اگزو تولید میزان افزایش

 پلانوکوکوس ریفیتونسیس و) HT1( سویه 4وریابیلیس
که با نتایج  اندبوده نمک افزایش با همراه(RT4)  5سویه

د همچنین نتایج مشابهی در باشتحقیق حاضر همسو می
-مکانیسم یکی ازبه عنوان  ساکارید پلی اگزو نقش رابطه با

توسط سایر محققان  شوري تنش شرایط با سازگاري هاي
 و کنفورا؛2006 6همکاران و شنگ( گزارش شده است

   ).2014 ،7همکاران
 عاملی هايگروه شناسایی جهت مطالعه این در

 مادون سنجی طیف از ،شده تولید ساکارید پلی اگزو در
سیترو ساکارید  پلی طیف اگزو مطالعهدر  .شد قرمزاستفاده

هاي مربوط به گروه ارتعاشی هايکشش باکتر فروندي
آروماتیک، کربونیل و کربوکسیلیک اسید و آلکنها مشاهده 

 پلی اگزو قرمز مادون طیف در )2014( 8رقوان و آنیما .شد
باند  ارتعاشات کششی لیس سوبتی باسیلوس ساکارید پلی

H-N باند ها،آمین به مربوط  C-O و  آمیدها به مربوط
                                                        

1. Breierova et al. 
2. Chan et al. 
3. Ashraf et  al. 
4. Halomonas variabilis (HT1) 
5. Planococcus rifietoensis (RT4) 
6. Sheng et al. 
7. Canfora et al. 
8 .Anima and  raghvan 
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 مربوط C-H باندهاي استرها، به مربوط  H-O، باندهاالکل
و  جیندالهمچنین  .کردند مشاهده را هاآلکین و هاآلکن به

 کربوکسیل عامل هايگروه وجود به نیز )2011( 1همکاران
 2فرموس سیانو باکتري اوسیلاتوریااگزوپلی ساکارید  در

  .اندکرده اشاره
واضح است که شرایط زیست محیطی مختلف 
مانند پ هاش و استرس شوري و خشکی بر جمعیت 

ربردهاي مهم اگزو پلی از کا. گذاردها اثر میباکتري
 و )حاصلخیزي خاك(کاربرد آن در کشاورزي ساکارید 

چونهاي و (باشد می) زیست پالایی(محیط زیست 
- باکتري اثر )1999( 4همکاران و املال). 2010 ،3همکاران

 خصوصیات اگزو پلی ساکارید روي مولد هايباکتري
نتایج  دادند قرار بررسی مورد را خاك ریزوسفر فیزیکی

 باکتري همراه گندم ریزوسفر متراکم کلنیزاسیون هنشان داد
 خاك پایداري و سازي خاکدانه با ساکارید پلیو اگز مولد

ثیر أات دیگر تدر تحقیق. است بوده همراه ریشه چسبیده به
 ،5نعمت و همکاران( زنی ذرتاگزو پلی ساکارید بر جوانه

آرورا و ( برنج گندم و ذرت،، ) 2012 ،5همکاران
تحت تنش شوري مورد بررسی قرار ) 2010 همکاران،

 انگیاه در بذر زنیجوانه هنتایج نشان داد. گرفته است
 هیافت بهبود اياگزو پلی ساکارید باکتری کاربرد با همراه
 پلی ساکارید اگزو شور خاك در هاريباکتاین  .است

 اطراف بندي دانهافزایش  باعث و کرده تولید بیشتري
 شاهد به نسبت شور خاك در شده تلقیح ي ذرتریشه
احتمال  به شوري به مقاوم هايسویه این همچنین .اندشده
 هاآنزیم از برخی تجمع افزایش اگزو پلی ساکارید و با زیاد
 منظور به بتائین و آمینه گلوتامات اسید پپتیداز، آمینو مانند

 تحمل را نامساعد شرایط ها،سلول در اسمزي فشار تعدیل
 اگزو تولید طریق اند و ازداده خود ادامه رشد به و کرده

شور  خاك در عناصر با کمپلکس تشکیل و هاپلی ساکارید
 نگهداري و جذب افزایش همچنین آنها سمیت اثر کاهش و

 تیمارهاي تلقیح در زنیجوانه درصد افزایش سبب آب،
 گیرينتیجه اینطور توانمی پس. اندشده هاباکتري با شده
ها می باکتري از شده تولید اگزوپلی ساکارید تلقیح که کرد

 املاح از ثرأمت هايخاك در وريبهره و حاصلخیزي تواند
  .دهد افزایش را شور

 
 
 

                                                        
1. Jindal et al. 
2. Oscillatoria formosa cyanobacterium 
3. Chunhui et al. 
4. Amellal et al. 
5. Nemat et al. 

 
  گیرينتیجه

سیترو از دستاوردهاي این تحقیق جداسازي 
هاي با توانایی رشد در غلظت ATHM38 باکتر فروندي
با . باشدمیو تولید اگزو پلی ساکارید %) 25(بالاي نمک 

گیري توان چنین نتیجههاي این تحقیق میتوجه به یافته
با استرس و پلی ساکارید ها با تولید اگزکرد که باکتري

کنند همچنین افزایش نمک باعث افزایش شوري مقابله می
اینطور به نظر . شودها میتولید اگزو پلی ساکارید باکتري

تولید اگزو پلی ساکارید نه تنها باعث حفظ رسد که می
 شود بلکه به آنها کمکها در برابر تنش شوري میسلول

کند تا سمیت سدیم را در خاك کاهش داده و در نتیجه می
  .رشد گیاه تحت تنش شوري را افزایش دهند

  سپاسگزاري
بدین وسیله از کلیه مسئولین محترم بخش خاك 

واحد (و بیوتکنولوژي دانشگاه آزاد اسلامی اصفهان 
به دلیل فراهم آوردن امکانات لازم براي  )خوراسگان

  .شودانجام این تحقیق، صمیمانه تقدیر و تشکر می
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Abstract 

Exopolysaccharides secreted by bacteria has an important role in bacterial 
resistance against stresses such as salinity. This study aimed to isolate and 
identify halotolerant bacteria with the most exopolysaccharide production 
potential of the soil and evaluate the production of exopolysaccharides in 
different salt concentrations. Soil samples were spread on nutrient agar ± %5 
NaCl then among the salt tolerant colonies, the most tolerable salt concentration 
(MTC) of mucoid ones was isolated and the EPS production in the presence of 
(5%) salt concentrations was assayed. The nature of exopolysaccharide 
produced by superior strain was identified with FTIR Spectrometer and the 
exopolysaccharides production in higher concentrations of salt were determined 
by anthrone-sulfuric acid method. In the infrared spectrum of 
exopolysaccharide, the absorption peaks were attributed to the presence of 
carbohydrate compounds such as β-glucans and also to alcohol groups, phenols, 
carboxylic acids, carbonyl and alkyne. The exopolysaccharide production was 
significantly (Pvalue < 0.05) increased by increasing salt stress. According to 
the results, the strain no-7 with growth potential on the  25% salt and producing 
exopolysaccharides (0.168  g /L) in 24 hours was selected as a superior strain 
and according to 16S rDNA gene sequencing was identified as Citrobacter 
freundii ATHM38 and submitted to GenBank under the accession number 
KX553903.  

 
Keywords: Exopolysaccharide, Citrobacter freundii, Salinity. 
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