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  فصلنامه 

  دانش ميكروب شناسي
   1388، بهار2، شماره اولسال 

  
  
 
  
  

 بررسي توان توليد آنتوسيانين در ريزوبيوم در حالت زندگي همزيست و آزاد
  

  2، صديقه اربابيان1، معصومه منسوبي*1آنيتا خنافري
   گروه زيست شناسي، دانشگاه آزاد اسلامي واحد تهران شمال-2  گروه ميكروبيولوژي، دانشگاه آزاد اسلامي واحد تهران شمال -1

 
  چكيده

اين . ا گروهي از رنگدانه هاي فلاونوئيدي هستند كه به طور گسترده در طبيعت حضور دارندآنتوسيانين ه
ضد رگزايي قابل   ها به علت داشتن فعاليت هاي آنتي اكسيدانتي، ضد سرطاني،  ضد التهابي ورنگدانه

ين رنگدانه در  حاضر با هدف بررسي توان توليد اتحقيقتوجه به اهميت رنگدانه هاي زيستي  با. ملاحظه اند
لوبيا از   ريشه گياهان يونجه ونمونه برداري از براي اين منظور .باكتري ريزوبيوم مورد بررسي قرار گرفت

 ،گرهك ها بعد از مشاهدات ماكروسكوپي و ميكروسكوپي .شدمناطق اطراف كرج، خمين و مشهد انجام 
 استخراج رنگدانه ها با استفاده از . بررسي شدYMAوجود آنتوسيانين در حالت همزيست و در محيط كشت

سپس با استفاده از . گرفت متانول در محيط كشت انجام -حلال متانول اسيدي در حالت همزيست و استون
 رنگدانه هاي استخراج شده ، طيف سنجي جرمي–روش كروماتوگرافي لايه نازك و كروماتوگرافي گازي 

تاثير چهار نوع منبع كربن  ، YMA در محيط كشت پايهنهتوليد رنگدابه منظور بهينه سازي . بررسي شدند
نيترات پتاسيم، كلريد آمونيوم و عصاره  ( آلي و معدني، سه منبع نيتروژن)گلوكز، ساكارز، لاكتوز و مانيتول(

مورد بررسي قرار ) 8 و 7 ، 6,5 ، 6، 5( مختلف  pH درجه سانتي گراد و شش 35 و 30 ، 25، سه دماي )مخمر
آنتوسيانين و   رنگدانه استخراج شده در حالت همزيست،يج حاصل از اين تحقيق نشان دادنتا .گرفت

مي گدانه هاي كارتنوئيدي از دسته آستاگزانتين  و رنگدانه استخراج شده در محيط كشت رنمشتقات آن
يت باكتري  تاثير افزايشي بر جمعبين منابع نيتروژن در قند مانيتول بين منابع كربن و عصاره مخمر. باشد

در روش گاز كروماتوگرافي .  درجه تعيين شد30 ، و دما 7  معادلpHهمچنين مناسب ترين . نددادنشان 
بوتانوئيك اسيد دي متيل استر، پالميتك اسيد، لينولئيك  د تركيبات فراروجوعلاوه بر رنگدانه آنتوسيانين 

استر و سيكلوپروپانوئيك اسيد متيل استر اسيد متيل استر، متيل سيس اكتادكانوآت، استئاريك اسيد متيل 
   .در نمونه گرهك عصاره گيري شده با حلال متانول اسيدي گزارش شد

  
  

  .گدانه هاي كارتنوئيديرنآنتوسيانين، گرهك، ريزوبيوم،  : كليديواژگان

 قدمهم
اي شكل با  ريزوبيومها، باكتريهايي گرم منفي، ميله

 كه اغلب هدبو و بدون اسپور µm 3-2/1×9/0-5/0ابعاد 
 به اشكال مختلف ،تحت شرايط نامساعد رشد

(Pleomorphic)حالت  در اين باكتريها. شوند  ديده مي
و فرم هاي  Y, X ي، به اشكال سلولهاي گياههمزيست با

اين . شوند تغيير شكل داده و بزرگ ميگرزي وشاخه اي 

 شته و دا قدرت تثبيت نيتروژن مولكولي راشكل از باكتري
. )1(مي كنند در اين حالت آنها را باكتروئيد نامگذاري 

 هزار گونه از 19 تا 16اكنون در همزيستي با ريزوبيومها ت
رود   است و انتظار ميشدهخانواده بزرگ تيره نخود گزارش 

با بررسي فراتر، بر فهرست گياهان همزيست با ريزوبيوم ها 
ت كننده نيتروژن،  تشكيل گرهكهاي تثبي.)2(افزوده شود 
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نيازمند يك فرآيند متوالي علامت دهي و شناسايي سلولي 

 Two – way  Signalling and cellular)دو طرفه 
recognition)بين يك پروكاريوت و گياه ميزبان است . 

سركوب شدن متوالي يا چنين فرآيندي نيازمند فعال و 
 بهو يك سري ژنهاي كد كننده باكتري و گياه ميزبان 

دنبال آن فعاليت يك سري ملكولهاي شيميايي مناسب و 
  . )3(است قابل انتقال بين دو همزيست 

كلروفيل ها، كاروتنوئيد ها، آنتوسيانين ها و ديگر 
 فلاونوئيد ها، سه خانواده بزرگ از رنگيزه هاي مهم 

بيش از ده هزار پلي فنول طبيعي تاكنون . مي باشند
آنها را فلاونوئيد ها شناسايي شده است كه نيمي از 

فلاونوئيدهاي رنگي در بافتهاي اپيدرمي . تشكيل مي دهند
فنول ها،  تمام پلي "تقريبا. ميشوند ها بهتر ديده ميوه و گلها

به شدت نور را در ناحيه فرابنفش جذب مي كنند و تنها 
نور مرئي جذب  عده كمي از اين خانواده بزرگ در ناحيه

 ن ها زيرگروه بزرگي از پلي در واقع آنتوسياني. دارند
  ).4(فنول هاي قابل ديدن توسط چشم انسان هستند 

آنتوسيانين ها مسئول رنگ هاي قرمز تا بنفش و آبي 
عصاره هايي از منابع غني . در ميوه ها و گل ها مي باشند

از اين رنگدانه هاي طبيعي به عنوان رنگ هاي غذايي و 
 ).5(تركيبات دارويي استفاده مي شود 

 آنتوسيانين ها، آنتي اكسيدان هاي بالقوه در محيط
in vitro  هستند و به عنوان دارو در بسياري از كشورها 

مطالعات متعددي پيشنهاد مي كند كه  .پذيرفته شده اند
آنتوسيانين هاي طبيعي موجود در ميوه ها و سبزي ها در 

از . برابر بسياري از بيماري هاي تخريب عروقي موءثراند
ر اثرات فارماكولوژيكي آنتوسيانين ها مي توان به ديگ

كاهش سطح تري گليسيريد و  كاهش ايندكس رگ زايي و
تحقيقات نشان مي دهد . اسيدهاي چرب آزاد اشاره داشت

كه آنتوسيانين ها بيشتر از ساير فلاونوئيد ها، جهت مهار 
اين مواد مي توانند . رشد سلول هاي توموري موءثر اند

، غذاها را با جلوگيري از اكسيداسيون ليپيدها ارزش غذايي
همچنين . و پروتئين ها در توليدات غذايي افزايش دهند

تهيه ي پلاستيك هاي رنگين (در صنايع پلاستيك سازي 
، پزشكي، )تهيه فتوسل(، صنايع الكترونيك )قابل تجزيه

 شيميوتاكسونومي و اكولوژي نيز كاربرد گسترده اي دارند
)6.( 

انين ها بسيار ناپايدار بوده و به راحتي مستعد  آنتوسي
 pHپايداري آنتوسيانين ها تحت تاثير . تخريب مي باشند

، دماي نگهداري، نور، اكسيژن، آسكوربيك اسيد، قند ها، 
يونهاي فلزي، كوپيگمانت ها، ساختمان و غلظت 

ها  ساير فلاونوئيد ساير تركيبات نظير و حضور آنتوسيانين ها
  . دني قرار داردو مواد مع

با توجه به اهميت رنگدانه هاي زيستي، جايگزيني 
 رنگهاي مصنوعي با اثرات سمي براي بشر، مطالعه رنگهاي

طبيعي تبديل به يك زمينه تحقيقاتي گسترده و فعال 
بررسي توانايي توليد لذا تحقيق حاضر با هدف . شده است

رنگدانه آنتوسيانين در باكتري ريزوبيوم در حالت 
تعيين شرايط بهينه توليد  و همزيست و محيط كشت

 . انجام شدرنگدانه توسط باكتري
 

  مواد و روشها
  ، آماده سازي و شرايط كشتجمع آوري نمونه

 بمنظور جداسازي گرهك از ريشه گياهان يونجه و
ايستگاه (، خمين )محمد شهر(لوبيا از مناطق اطراف كرج 

نمونه ) ه فردوسيمزرعه دانشگا(و مشهد ) تحقيقات لوبيا
به شعاع  ابتدا خاك اطراف گياه . برداري انجام گرفت

 و به گرديد سانتي متر حفر 20 و عمق 15تقريبي 
آهستگي ريشه و توده خاك اطراف آن بيرون آورده شد، تا 

سپس آنها  . گرهك آسيبي نرسدواجدبه ريشه هاي فرعي 
شگاه  قرار داده و به آزمايتيرهرا در ظروف يك بار مصرف 

  .ندمنتقل شد
 به آرامي چندين مرتبه ،خاكي جدا شده از ريشه ها

 " هاي نسبتاكگره. با آب مقطر شستشو داده شدند
درشت تر و صورتي رنگ انتخاب شده و به فاصله چند 

گرهك ها . ميليمتر از اطراف گرهك با قيچي جدا گرديد
جهت جداسازي ريزوبيوم و بررسي وجود گروه به دو 
 . شدندتقسيمن آنتوسياني

 استريوبررسي ماكروسكوپي گرهك ها به وسيله 
و بررسي ميكروسكوپي، پس از برش ) SM(ميكروسكوپ 

و تهيه لام و رنگ آميزي گرم توسط ميكروسكوپ نوري 
  .مورد بررسي قرار گرفت

، از اتانل  يونجه هاي سطح گرهكسترون نمودنجهت 
صد  در30 ثانيه و محلول 10 تا 5  درجه به مدت96

 دقيقه 5 تا 3به مدت ) وايتكس(هيپوكلريت سديم تجاري 
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 بار با آب مقطر 10 تا 8 سپس نمونه ها . استفاده شد

  . داده شدندسترون شستشو 
 آب مقطر ميلي ليتر 5/0 درون لوله محتوي  هاگرهك

 و با استفاده از ميله شيشه اي ندسترون قرار داده شد
 عصاره فوق تريها ازبراي جداسازي باك. گرديدندسترون له 

مانيتول ( CRYMA محيط به روش كشت خطي بر روي
 5/0 گرم، عصاره مخمر 5/0 گرم، فسفات دي پتاسيم 10

 گرم، كلريد 1/0 مولكول آب 7گرم، سولفات منيزيم با 
 گرم، 15 گرم، آگار 0025/0 گرم، قرمز كنگو 1/0سديم 

كشت تهيه  )8/6-7 بين pH ميلي ليتر و 1000آب مقطر 
 درجه سانتي 28 روز در 5 الي 3به مدت د و نمونه ها ش

 گذاري شدند و مشخصات مورفولوژيكي نهاخگراد گرم
  ).7 (كلني هاي رشد يافته مورد برسي قرار گرفت

نمونه هاي رشد يافته مشكوك به جهت نگهداري 
 حاوي كربنات YMAمحيط كشت شيبدار ريزوبيوم از 

. استفاده شد) ر گرم به ازاء يك ليتCaCO3 )3كلسيم 
 پس از كشت و شرايط گرمخانه گذاري ذكر شده، نمونه ها

 . ند شدنگهداري درجه سانتي گراد 4در دماي 
  

  Plant infectionتأييد ايزوله ها با استفاده از روش 
جهت بررسي توانايي ايزوله ها در توليد گرهك در 

 ايزوله هاي بدست آمده از ي تمامريشه گياه ميزبان،
 به گياه تلقيح  ايمختلف، تحت شرايط گلخانهمناطق 

سي قرار روفعال بودن آنها ازنظر تشكيل گرهك مورد بر
 . گرفت

 تهيهدر لوله  Hoagland   محيط كشت شيبدارابتدا
 به ازاي هرليتر از محلول هوگلند دو ميلي ليتر از .شد

يك ميلي ليتر از هريك از محلول هاي  محلول شماره يك،
و پنج ميلي ليتر از محلول هاي سه و دو، پنج و شش 

محلول (  ميلي ليتر آب مقطر مخلوط شد 985چهار در 
، آب  گرم24  مولكول آب7سولفات منيزيم با :[1شماره 
منوپتاسيم : [2، محلول شماره ] ميلي ليتر100مقطر 
، محلول شماره ] ميلي ليتر100، آب مقطر گرم 6/3فسفات

، ] ميلي ليتر100ب مقطر ، آگرم 4/7  كلريد پتاسيم [: 3
 7/14  مولكول آب4كلريد كلسيم با [: 4محلول شماره 

محلول : 5، محلول شماره ] ميلي ليتر100، آب مقطر گرم
،  گرم8/2اسيد بوريك [غذايي ميكرونوترينت دريك ليتر

 7 سولفات روي با ، گرم81/1 مولكول آب4كلريد منگنز با 

 0,08ولكول آب م5 سولفات مس با، گرم22/0مولكول آب
 و ] گرم025/0 مولكول آب2 موليبدات سديم با ،گرم

 اتيلن دي آمين تترا استيك اسيد آهن دار [:6محلول 
براي جامد نمودن محيط ) ]، آب مقطر يك ليترگرم4

 گرم آگار در يك ليتر محيط كشت افزوده شد و 15كشت 
همچنين براي تحريك گرهك سازي پنج ميلي ليتر از 

لار نيترات پتاسيم نيز به محلول فوق اضافه محلول يك مو
 تنظيم و در اتوكلاو 8/6-7 اين محيط بين pH. گرديد

  ). 8 (سترون گرديد
و بذر ) رقم همداني (ه تعدادي بذر يونجبعددر مرحله 

سطح لوبيا جدا كرده و به روشي كه براي گرهك ذكرشد، 
محيط سپس با پنس سترون روي . سترون گرديدآنها 
 درصد آگار قرار داده و در 2 حاوي Water-Agar كشت

 درجه سانتي گراد به مدت يك روز گرمخانه 28دماي 
  .گذاري شدند

 YMA سپس از ايزوله هاي موجود در محيط كشت
 در انكوباتور  ساعت72 مدت پس از گرمخانه گذاري به

 rpm150  دور درجه سانتي گراد و28شيكردار در دماي 
  . كشت تلقيح تهيه گرديد

 منافذيدر مرحله بعد، بذر هاي جوانه زده يونجه در 
كه بطور عمودي در راستاي لوله توسط لوپ سرسوزني 

. ايجاد شده بود قرار داده شدندكشت سترون در محيط 
 روز 4 تا 3پس از سبز شدن و رويش گياهچه در مدت 

 از مايه تلقيحي نمونه با در نظر گرفتن دو ميلي ليتريك 
همچنين دو لوله .  شدافزودهنمونه به لوله تكرار براي هر 

شاهد بدون اضافه كردن مايه تلقيحي جهت كنترل در نظر 
پس از  بستن لوله ها و پوشاندن قسمتي از . گرفته شد

لوله كه محل رويش ريشه است، در اتاقك رشد با دما و 
چگونگي رشد و تشكيل . رطوبت و نور كافي قرار داده شد

سي ر روز مورد بر30 و 20، 10 ان زمگرهك بعد از مدت
 ).9 (قرار گرفت

 
   محيط كشت pHسي تغيير ربر

 محيط كشت توسط ايزوله ها كه تاييدي بر pHتغيير 
 معرف برموتيمول افزودن با ، رشد آنهاستميزان سرعت
 محيطبه  ميلي گرم به ازاي يك ليتر 25بلو به مقدار 

  .سي شدر برYMA كشت
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 با تغيير نوع محيط  ايزوله ها سرعت رشدبررسي
  كشت

 TY)(Tryptoneايزوله ها برروي محيط هاي 
Yeast extract] گرم،3 گرم، عصاره مخمر 5 تريپتون  

 گرم، آب 15 گرم، آگار 9/0 كلريد كلسيم با دومولكول آب
 و  YMA) (Yeast Manitol Agar ، ]مقطر يك ليتر

CRYMA وخصو صيات مورفولوژيكيندكشت داده شد  
 .سي قرار گرفتر بر موردآنها

  

  قابليت جذب رنگ  
 تهيه شد و پس از كشت  CRYMAمحيط كشت

سي قرار رايزوله ها و رشد آنها رنگ كلني ها مورد بر
  .گرفت

 

  آزمون حركت
براي انجام اين آزمايش از محيط كشت نيمه جامد 

Motility Agar] گرم2 كازئين آب دار گرم،10 گلوكز  ،
 ميلي ليتر از 3برم تيمول بلو گرم، 2/0 دي پتاسيم فسفات

 4آگار ،  گرم5كلريد سديم، محلول يك درصد آن در الكل
لوله هاي . در لوله استفاده گرديد ]، آب مقطر يك ليترگرم

 درجه سانتيگراد گرمخانه 28تلقيح شده در حرارت 
گذاري شده و ميزان حركت باكتري كه با زرد شدن رنگ 

روز يك بار  شت هر دومحيط به طرف پايين لوله تناسب دا
 .يادداشت گرديد

  

  رسم منحني رشد
 . شدبررسي YMB باكتري در محيط نمودار رشد 

 ساعته ايزوله مورد نظر پس از دوره 48كشت تلقيح 
 درجه سانتيگراد و 28 ساعته در دماي 48گرمخانه گذاري 

 مك 5/0 و بررسي كدورت آن با شاهد rpm 160دور 
.  افزوده شدYMB يط كشتبه مح% 3فارلند، به نسبت 

 گرمخانه گذاري با  روز7به مدت ميزان رشد نمونه ها 
 استفاده از ساعته با 2 در فواصل زماني شرايط فوق،

 . خوانده شدOD 600nm   دستگاه اسپكتروفتومتر در
 

  بهينه سازي رشد باكتري
 بررسي تاثير نوع منبع كربن بر رشد ايزوله 

بهترين  ميزان جمعيت تاثير چهار نوع منبع كربن بر
براي اين .  بررسي شدYMBايزوله در محيط استاندارد 
، مانيتول، گلوكزاز منابع قندي منظور ميزان يك درصد 

فوق افزوده  محيط كشت به ساكارز و لاكتوز بطور جداگانه
شد و پس از افزودن كشت تلقيح باكتري و گرمخانه 

 يگراد و درجه سانت28 ساعت در دماي 48به مدت گذاري 
با استفاده از دستگاه ميزان رشد نمونه ، rpm 160 دور

 . خوانده شدOD 600nm   اسپكتروفتومتر در
  

  بررسي تاثير نوع منبع نيتروژن بر رشد ايزوله
 و معدني نيتروژن) عصاره مخمر(آلي  منابعتاثير 

بر )] NH4Cl(و كلرور آمونيوم) KNO3(نيترات پتاسيم [
 YMBيزوله در محيط استاندارد ابهترين ميزان جمعيت 

 5/0براي اين منظور به ميزان . مورد بررسي قرار گرفت
فوق بطور درصد از منابع ذكر شده به محيط كشت 

جداگانه افزوده شد و پس از افزودن كشت تلقيح باكتري و 
 درجه 28 ساعت در دماي 48به مدت گرمخانه گذاري 

با استفاده نه ميزان رشد نمو، rpm 160 دور سانتيگراد و
 . خوانده شدOD 600nm   از دستگاه اسپكتروفتومتر در

  

   بر رشد ايزولهpHبررسي تاثير 
 تاثير YMBبراي اين منظور در محيط استاندارد 

بهترين  بر ميزان جمعيت 7,5 و pH 6، 6,5 ،7چهار 
 پنجدر فوق محيط كشت . ايزوله مورد بررسي قرار گرفت

pH ك اسيد يك نرمال  به كمك كلريدريذكر شده
 پس از .تهيه شدوهيدروكسيد سديم يك نرمال تنظيم 

 48به مدت افزودن كشت تلقيح باكتري و گرمخانه گذاري 
، rpm 160 دور  درجه سانتيگراد و28ساعت در دماي 
   با استفاده از دستگاه اسپكتروفتومتر درميزان رشد نمونه 

OD 600nmخوانده شد . 
  

   رشد ايزولهبررسي تاثير دما بر
 تاثير سه YMAبراي اين منظور در محيط استاندارد 

 درجه سانتيگراد بر ميزان جمعيت 35 و 30 ، 25دما 
پس از افزودن . ايزوله مورد بررسي قرار گرفتبهترين 

  48به مدت كشت تلقيح باكتري و گرمخانه گذاري 
ميزان ، rpm 160 دور وذكر شده دماي سه ساعت در 

 استفاده از دستگاه اسپكتروفتومتر دربا رشد نمونه 
  OD 600nmخوانده شد. 

  

   رنگدانه كاروتنوئيد از باكتري استخراج
 ميلي ليتر از 5براي استخراج رنگدانه باكتريايي، ابتدا 

 دقيقه سانتريفوژ 10 به مدت 4000كشت باكتري در دور 
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سپس مايع رويي به آهستگي برداشته و به رسوب . شد

افزوده ) 7:2(متانول :  ليتر محلول استون ميلي2باكتري 
 درجه 50نمونه به مدت دو ساعت در بن ماري . شد

سانتيگراد قرار داده شد و محلول رويي واجد رنگدانه مورد 
  .بررسي قرار گرفت

  

  استخراج آنتو سيانين ازگرهك
  درجه-4 ساعت در فريزر 12ابتدا گرهك ها به مدت 

 با ميله شيشه اي له و سسپ. داده شدند قرار سانتيگراد
 آن به HClيك درصد حاوي  متانول ميلي ليتر 3مقدار 
 درجه سانتيگراد 4 ساعت در دماي 24 و به مدت افزوده

 آب مقطر و ميلي ليتر 1سپس . داده شدنددر تاريكي قرار 
 كلرفورم به نمونه ها افزوده شد و در ميلي ليتر 2

 در پايان. ند دقيقه سانتريفوژ شد5 به مدت 4000دور
 . گرديدبه آرامي جدا حاوي رنگدانه محلول رويي 

 

 روشهاي تاييد رنگدانه هاي استخراج شده
   ماكزيممλتعيين 

 ماكزيمم نمونه ها با دستگاه λبراي تعيين 
 در طول  UviKon 922اسپكتروفتومتر ماوراء بنفش

 . نانومتر بررسي شدند190 -900موج 
  

  )TLC(كروماتوگرافي لايه نازك 
 Silicagel 60Fكاغذهاي براي اين منظور از 

(MERCK)بوتانول، : و پنج نوع حلال بالا رونده متانول
اتيل  و بو تانول:هگزان  ، متانول: هگزان ، بوتانول:اتانول
پس از مدت زمان لازم ورقه هاي .  استفاده شداستات

TLC  را از حلال خارج كرده و در محيط خشك نموده و 
 nm با طول موج  UV cabinetگاهسپس در زير دست

 باند ها و لكه هاي. مشاهده گرديد nm 366 و 254

هر  Rfمشاهده شده علامت گذاري و شماره گذاري شده و 
 .يك تعيين گرديد

 
 گاز كروماتوگرافي جرمي

به وسيله   رنگدانه جدا شده از نمونه 5µL-1/0 مقدار
با سپس  .به دستگاه تزريق گرديدسرنگ مخصوص 

اده از كتابخانه و اطلاعات موجود در رايانه دستگاه كه استف
اطلاعات و طيف هاي جرمي تركيبات مختلف در آن وجود 

 ). 10 ( اقدام به شناسايي اجزاء جداسازي شد،دارد
  

  بررسي آماري
 با استفاده از برنامه اكسل و آناليز بررسي هاي آماري

 مبناي  و معنا دار بودن يا نبودن پارامترها بررگرسيون
P>0.05  و يا P<0.05 سنجيده شد .  

  

  نتايج و بحث
 سويه 80، جداسازي اين تحقيقنتايج حاصل از 

به . را نشان دادباكتري ريزوبيوم از گرهك گياهان لگوم 
 در محيط كشت سبب Congo Redنظر مي رسد حضور 

تسهيل در شناسايي جنس ريزوبيوم به علت كاهش رشد 
تشخيص افتراقي كلني ساپروفيت ها از يك سو و 

موكوئيدي ريزوبيوم ها به علت عدم جذب معرف از سوي 
  .ديگر مي گردد

 نشان داد كه ،سي مورفولوژي نمونه هاي جدا شدهربر
از نظر اندازه، رنگ و تعداد گرهكها تفاوت قابل ملاحظه اي 

كمتر از با سن در ريشه نمونه هاي يونجه  .وجود دارد
  مشاهده گرديددرشت"تا گرهك ها صورتي نسب،يكسال

 در نمونه هاي چند ساله تعداد گرهك اندك و  حاليكهدر
 تشكيل گرهك را در گياه 1 شكل . وجود نداشت"يا اصلا

 .لوبيا و يونجه نشان مي دهد

 
 تصوير راست(و يونجه ) تصوير چپ(گرهك در ريشه گياه لوبيا . 1شكل 
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 درجــه و محلــول 96 اتانــل هــا بــا كضــدعفوني گرهــ

يپوكلريت سديم براي كـشت و جداسـازي ريزوبيـوم هـا            ه
تاثير زيادي در كـاهش جمعيـت سـاپروفيت هـا داشـته و              

مقايـسه كـشت سوسپانـسيون      . نمـود جداسازي را تسهيل    
باكتريايي حاصل از له كردن گرهك ها بـرروي دو محـيط            

CRYMA  و TY   نـشان داد كـه محـيط  CRYMA 

 ها مناسب تـر     براي جدا سازي مستقيم ريزوبيوم از گرهك      
 سـاپروفيت در     ميكروارگانـسيمهاي  است و تعداد محدودتر   

اين محيط، امكان شناسايي كلني هاي ريزوبيوم را تسهيل         
در اين محيط كشت كلني هاي ريزوبيـوم بعـد از           . مي كند 

كلنـي هـا بـه رنـگ سـفيد،          . ند ساعت ظاهر شد   72 تا   48
  .)2شكل  (مدور، محدب و لعاب دار قابل تشخيص بودند

 

 
 

CRYMكلني هاي ريزوبيوم در محيط . 2شكل 

 

 
)تصوير چپ(و عدم تشكيل آن در گياه يونجه ) تصوير راست(تشكيل گرهك در گياه لوبيا  . Plant- infection. 3شكل 

 

 
 اين باكتريها گرم منفي، در بررسي ميكروسكوپي،

پس از انجام . تشخيص داده شدنداي و بدون اسپور ميله
 جهت بررسي قدرت  Plant – infection testروش
 ها  ايزولهتماميها بر روي گياه ميزبان،   سازي ايزولهكگره

 روز گرهك ايجاد 20 الي 15 لوبيا در مدت بر روي گياه
بر گرهك توانايي تشكيل هيچكدام از ايزوله ها . كردند

 بررسي ).3شكل (روي گياه يونجه را نشان ندادند 

 شده توسط باكتريها نشان داد كه هاي گياهان تيمار ريشه
سرعت گرهك سازي در تعدادي از ايزوله ها بيشتر بوده 

هاي ايجاد شده در ابتدا ريز و سفيد  همچنين گرهك. است
همچنين . صورتي شدند بودند و با گذشت زمان درشت و

بررسي خصوصيات ظاهري گياهان تيمار شده توسط 
قيحي نشان داد كه  تلعگياهان شاهد بدون ماي باكتريها با

  .گياهان تيمار شده از رشد بهتري برخوردار بودند
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سرعت رشد كلني ها در محيط هاي استفاده شده 

 موكوئيدي   كلني هاYMA در محيط .  برابر بود"تقريبا
قابلييت جذب رنگ در ايزوله ها ديده نشد ولي . تر بودند

  .در كشت هاي كهنه كمي صورتي رنگ مي شدند
 تحرك باكتري به Motility Agar محيط كشتدر

طرف پائين لوله كه با تغيير رنگ محيط كشت از سبز به 
 به عنوان شاخص ميزان ،زرد در اثر هضم گلوكز همراه بود
 كه سريعتر يهاييلذا باكتر. حركت هر ايزوله ارزيابي گرديد

نمودند طول منطقه تغيير رنگ يافته بيشتري را  حركت مي
دادند كه اين با  د اختصاص ميدر يك زمان معين بخو

نتايج آزمايشات نشان . سرعت حركت باكتري مطابقت دارد

 "هاي مختلف تقريبا داد كه ميزان حركت در بين ايزوله
  . سانتيمتر در طي ده روز بود4 الي 3يكسان و در حدود 

 سويه ريزوبيوم جداسازي شده، تنها يك 80از ميان 
 بود كه جهت داراي رنگدانه نارنجي) Y21(سويه 

آزمونهاي تكميلي توليد نوع رنگدانه و بهينه سازي شرايط 
  .مورد بررسي قرار گرفت

 نشان داده شده است، 1-4همانطور كه در نمودار 
بيشترين تاثير بر ميزان رشد و توليد رنگدانه در  ايزوله 

Y21 حضور قند مانيتول بعنوان منبع كربن، عصاره مخمر 
 درجه 30 و دماي 7عادل  مpHبعنوان منبع ازت، 
  .سانتيگراد مي باشد

 
y = -0.175x2 + 0.825x + 0.74

R2 = 0.9441
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گلوکز مانيتول  ساکارز لاکتوز

 
 Y21ايزوله   بر ميزان رشد تاثير منابع مختلف كربن.1نمودار 

y = 1.04x2 - 4.87x + 7.03
R2 = 1
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عصاره مخمر NH4Cl KNO3

 
   Y21 تاثير منابع مختلف نيتروژن بر رشد و ميزان توليد رنگدانه توسط ايزوله.2نمودار 

0.97

1.25 1.31
1.39
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y = -0.1214x2 + 0.7106x + 0.35
R2 = 0.8696
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   Y21 بر رشد و توليد رنگدانه در ايزوله pHتاثير. 3نمودار 
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y = -1.145x2 + 4.375x - 1.37

R2 = 1
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  Y21اثير سه دماي متفاوت در رشد و توليد رنگدانه در ايزوله ت. 4نمودار 

 

عصاره مخمر سوبستراي مناسبي براي اكثر 
همچنين متداول ترين فاكتور . ميكروارگانيسم ها مي باشد

رشد براي ريزوبيوم ها است، كه ممكن است به عنوان 
 ).11(منبع كربن و نيتروژن مورد استفاده قرار بگيرد 

 از نيترات ونمكهاي آمونيوم به عنوان منبع ريزوبيوم ها
تحقيقات نشان داده است كه . نيتروژني استفاده مي كنند

كلرور آمونيوم براي بعضي از سويه ها داراي اثر كمتري از 
همچنين به جهت جذب يون آمونيوم . عصاره مخمر است

 و از طرفي توليد اسيد توسط باكتري pHو پايين آمدن 
 محيط مناسب باشد مصرف pH زماني كه كلرورآمونيوم تا

طبق نتايج ).   12(مي شود و مازاد آن باقي مي ماند 
Baoling   و همچنين 2007و همكاران در سال 

Kucuk 2006 و همكاران در سال pH و دماي 7 معادل 
 درجه سانتيگراد بهينه براي رشد باكتري در محيط 30

YMA 14 و 13( مي باشد .(  
اي استخراج آنتوسيانين طي يك بردر اين تحقيق 

 در .فرآيند چند مرحله اي از متانول اسيدي استفاده شد
 متانولازو همكاران  Kapasakalidis 2006سال 

اسيدي براي استخراج آنتوسيانين هاي انگور استفاده 
در بيشتر موارد محققان جهت استخراج رنگدانه . كردند

از متانول و يا آنتوسيانين از ميوه ها و سبزيجات مختلف 
اتانل اسيدي استفاده نموده اند، اما متانول موثرتر شناخته 

همچنين مورد قابل توجه ديگر كمتر بودن . شده است
  . )15 (ميزان سميت اتانل نسبت به  متانول است

 و گاز TLCجهت تعيين نوع رنگدانه ها از روشهاي 
 امروزه از.  طيف سنجي جرمي استفاده شد-كروماتوگرافي 

روش هاي مختلفي نظير اسپكتروسكوپي مادون 
، رزونانس (MS)، اسپكتروسكوپي جرمي(IR)قرمز

 (HPLC)كارايي بالا  با كروماتوگرافي ،(NMR)مغناطيسي
جهت مطالعه  طيف سنجي جرمي -و گاز كروماتوگرافي 

  Muller & Simon.انواع رنگدانه ها استفاده مي شود
 براي GC-Massوش ر  براي اولين بار از1979در سال 

شناسايي مقادير اندك آنتوسيانين ها در كشمش استفاده 
  ).16(كردند 

 نتايج كروماتوگرافي لايه نازك از نمونه گرهك گياه 
 85/0  هايRFلوبيا و يونجه تشكيل دو تا سه باند با 

لانداي ماكزيمم در طول .  نشان داد56/0 و 48/0،
صي را از خود  جذب مشخ360 تا 280در ناحيه موجهايي 

 نانومتر 520نشان دادند و همچنين داراي جذب در ناحيه 
  .بودندنيز 

مجموعه نتايج فوق همراه با نتايج گاز كروماتوگرافي 
حضور رنگدانه آنتوسيانيني ) 5نمودار(طيف سنجي جرمي 

در نمونه فوق علاوه بر اين رنگدانه حضور . را تاييد نمود
ي متيل استر، پالميتك تركيبات فرار بوتانوئيك اسيد د

 اسيد، لينولئيك اسيد متيل استر، متيل سيس اكتاد
نوئيك  پروپا كانوآت، استئاريك اسيد متيل استر و سيكلو

  . اسيد متيل استر مورد تاييد قرار گرفت
نتايج كروماتوگرافي لايه نازك از رنگدانه نارنجي 

 و لانداي ماكزيمم، بيشترين =RF 76/0تشكيل تك باند با
.  نانومتر نشان دادnm476 يزان جذب را در محدوده م

نتايج حاصل احتمال وجود رنگدانه كارتنوئيدي 
 Lorquin .كانتاگزانتين را در محيط كشت نشان مي دهد

  Bradyrhizobiumهاي از سويه 1997 در سال همكاران  
زانتين را گرا شناسايي كردند كه توانايي توليد رنگدانه كانتا

نتايج گاز كروماتوگرافي علاوه بر حضور رنگدانه  در .داشتند
  هموگلوبين   تركيبات فرار طيف جذبي لگ  و آنتوسيانين
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 ).17(نيز مشاهده گرديد 

رنگدانه هاي  حضور مي توان انتظار به نتايج فوق با توجه
آنتوسيانيني را در حالت زندگي همزيستي ريزوبيوم با گياه 

 را در حالت زندگي آزاد لگوم و رنگدانه هاي كارتنوئيدي
داشت و با تغيير شرايط محيطي و بهينه  در محيط كشت

 .سازي آن به نوع رنگدانه مورد نظر دستيابي يافت
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 طيف سنجي جرمي از نمونه رنگدانه آنتوسيانيني استخراج شده از گرهك گياه لوبيا-گراف گاز كروماتوگرافي . 5نمودار 
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