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  Sinorhizobium melilotiتکثیر باکتري  بررسی

  چند محیط کشت ارزان قیمت  در
  

  1محمدحسین ارزانش و کاظم خاوازي ،احترام سادات رحیمی قربانی، شیرین

  
  چکیده

لذا . باشد ترین مراحل تولید مایه تلقیح می مورد نظر، یکی از پرهزینه باکتريهاي انتخاب شده از  تکثیر سویه مرحله
غذایی به  صنایعهاي فرعی کارخانجات  گردد تا از فرآورده ها سعی می فرآیند تولید صنعتی ریزوبیوم درولاً معم

در این تحقیق نحوه تکثیر باکتري مذکور در . گرددتنهایی و یا با افزودن مواد دیگر، به عنوان محیط تکثیر استفاده 
 به Yeast extract mannitolپایه شیمیایی محیط  و Malt sprout extract، Dehydrated cheese wheyسه محیط 

مانیتول، گلوکز، : پتاسیم و عصاره مخمر؛ چهار نوع منبع کربن نیتراتکلرور آمونیوم، : همراه سه نوع منبع نیتروژن
کاملاً تصادفی، بصورت  طرحاین آزمایش در قالب یک . بررسی گردید) pH )7 ،8/6و در دو  سوکروزگالاکتوز و 

 Cells/ml105×2جمعیت اولیه  با SM-11 (S. meliloti)در این آزمایش ایزوله . وریل و با سه تکرار انجام شدفاکت
روي  و plate-countمذکور تلقیح و پس از دو روز، جمعیت باکتري با روش  هاي حاوي محیط ml100هاي  به ارلن
از سه روز از  پسکه جمعیت باکتري  نتایج این آزمایش نشان داد. کنگورد شمارش گردید حاوي YMAمحیط 

عنوان منبع کربن و عصاره مخمر به عنوان منبع نیتروژن در  بههمراه قند مانیتول  به Maltزمان تلقیح در محیط پایه 
7=pH به  Cells/ml109×94/7  سوکروز به عنوان منبع کربن  قندو نیز جمعیت باکتري در محیط مذکور به همراه

رسید و این در حالی بود که جمعیت  Cells/ml109×5/4  به pH=8/6عنوان منبع نیتروژن در  و نیترات پتاسیم به
جمعیت باکتري پس از سه روز از  همچنین. رسید Cells/ml108×24/5  به YMBاستاندارد  محیطباکتري در 

ر محیط مذکور د باکتريو نیز جمعیت  Cells/ml109×07/2  به pH=8/6و YMB زمان تلقیح در محیط استاندارد
  ×Cells/ml108 به pH=7نیتروژن در  منبعبه همراه قند سوکروز به عنوان منبع کربن و عصاره مخمر به عنوان 

می  آن،نشان داد که براي تکثیر ارزان قیمت این ایزوله جهت تولید صنعتی مایه تلقیح  مذکورنتایج . رسید 24/5
 .کرد استفادهنیترات پتاسیم  وهمراه قند سوکروز  به Maltتوان از محیط پایه 

  .آب پنیر، سینوریزوبیوم ملیلوتی اسپروت، مالت :کلیديواژه هاي 
  

_____________________________  
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  پژوهشگر مؤسسه تحقیقات خاك و آب ، استادیار پژوهش مؤسسه تحقیقات خاك و آب، )س(الزهرا 
  - 25/2/84: و تصویب 6/7/83: وصول  

  مقدمه
 استاي  هعلوف گياهانترين  از مهم يكي يونجه  

كشور را  زراعيهاي  هزار هكتار از زمين ٦٠٠كه بيش از 
اين گياه قادر ). ١٣٧٨نام،  بي(دهد  به خود اختصاص مي

 Sinorhizobium باكترياست از طريق همزيستي با 
meliloti مورد  نيتروژناي از  يا بخش قابل ملاحظه تمام

 ؛١٩٩٥ ،و همكاران Gault(نياز خـود را تـأمين نمايد 
Vance ،ابل ـداد قـبنابراين در صورت وجود تع) ١٩٩٨

 ريزوسفردر  مناسب S. meliloti هاي تريـاز باك وليـقب

اي يونجه از طريق مصرف  و يا عرضه آن به سيستم ريشه 
همزيستي، بخش قابل  استقرار متعاقباًمايه تلقيح و 

 قابلاي از كودهاي شيميايي نيتروژنه مصرفي  ملاحظه
باكتري يكي از  تكثيرمرحله . جويي است صرفه

توليد يك مايه تلقيح  مراحلترين  حساس وترين  پرهزينه
؛ ١٩٨٦و همكاران،  Bissonnette(باشد  ريزوبيومي مي
Somasegaran  وHoben ،محتويات محيط ) ١٩٩٤

 عدني،ـمـ مـواد شامـلها عموماً  ريزوبيوم تكثيرهاي  كشت
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 منبع كربن، منبع نيتروژن، ويتامين و فاكتورهاي رشد اسـت 
)Jordan ،؛ ١٩٨٤Cliquuet ،؛ ١٩٩٢Beck  و همكــــــاران

 محـــيطاگرچـــه ). ١٩٩٤، Hobenو  Somasegaran؛ ١٩٩٣
ها گزارش شـده   گوناگوني براي ريزوبيوم سياربهاي  كشت
 Yeast Extractمحـيط كشـت    ولي )١٩٩٣، Parcks(است 

Mannitol Broth (YMB) تكثيـر محـيط بـراي    ترين مومرس 
كه گاهي به ). ١٩٧٠، Vincent(هاي ريزوبيومي است  باكتري

و يا به دلايـل اقتصـادي    مانيتولدليل عدم دسترسي به قند 
دها با قنـدهاي سـوكروز يـا گلسـيرول     ممكن است اين قن

در ايـن   ).١٩٩٤، Hobenو  Somasegaran(شود  جايگزين
سولفات منيزيم و  فسفات،پتاسيم  هاي دي محيط كشت، نمك

 منبـعكلرور سديم به عنوان مواد معدني، قند مانيتول به عنـوان 
مخمر به عنـوان منبـع نيتـروژن، ويتـاميــن و      عصارهكـربن و 

 ،و همكـاران  Beck(شـوند   شـد محسـوب مــي   ر فاكتورهاي
ــوص . )١٩٩٤، Hobenو  Somasegaran؛ ١٩٩٣ در خصـــ

ـــعتنـــوع استفـــاده از  ـــن تـوســـط  منـاب مختـــلف كـرب
، Stower(هـا تحقيقات مفصلي انجام شده است  ريـزوبيـوم

). ١٩٩٣ ،و همكـــــاران Beck؛ ١٩٨٦، Bissonntte؛ ١٩٨٥
بـه اسـتثناء    تواننـد  ميا ه نشان داده است كه ريزوبيوم نتايج

چند تركيب محدود، طيف وسـيعي از تركيبـات كربنـي را    
ــرژي اســتفاده كننــد يــابــراي ســنتز و  ــد ان و  Kahn( تولي

 كربنـي ها قادرند از تركيبات   اين باكتري ).١٩٩٨همكاران، 
اكسـيد    اي شامل تركيبات يك كربنه مانند دي بسيار گسترده

استات، تركيبات سـه كربنـه   مانند  كربنهكربن، تركيبات دو 
مانند گليسرول، تركيبات چهار كربنه ماننــد ســوكسينات،   

پـنج كــربنه ماننــد آرابينـوز، تـركيبــات شـش        تركيبات
سـاكاريدها،   دي ازهمچنـين   و كـربنـه ماننـد گلــوكونات 

ساكاريدها، قندهاي الكلي، اسيدهاي آلـي و تركيبــات    تري
ايــن  ).١٩٩٨مكــاران، و ه Kahn(كننــد  اســتفادهحلقــوي 

ها  ها، گونه نبوده و جنس يكسانها  توانايي در همه ريزوبيوم
 راهاي مختلف ريزوبيوم، رفتارهـاي متفـاوتي    و حتي سويه

گذارند كه گاهي از اين ويژگي بـراي   از خود به نمايش مي
نيـز اسـتفاده   » تنـوع « مطالعـات هـا در   بندي ريزوبيـوم  گروه

ساكاريدها كـه   خصوص دي در). ٢٠٠١،Amargar(شود  مي
هـا بـه    كربني براي تكثير ريزوبيـوم  منابعترين  يكي از مهم

رشـد   تندهاي  روند؛ تفاوت فاحشي بين ريزوبيوم شمار مي
هـاي كنـد رشـد ماننـد      ريزوبيـوم . و كند رشد وجـود دارد 

japonicum Bradyrhizobium دليــــل نداشــــتن   بــــه
يز، تــوانايي  بـراي انجام ئيدرول مناسب ١ساكاريدازهاي دي

را  مـالتوز ساكاريدهاي سـوكروز، لاكتـوز و    استفـاده از دي
ــوم  ـــالعكس ريزوبي ـــد و ب ــد   ندارن ـــد مانن ــد رش ــاي تن   ه

_____________________________  
1- Disacharidases   

S meliloti ــي   از ــتفاده م ــدها اس ــن قن ــد  اي و  Kahn(كنن
بـه اسـتفاده از    قـادر  S melilotiبـاكتري   ).١٩٩٨همكاران، 

ــداد  ــاديتع ــانيتول، ســو  زي ــد م ــد قن ــدها مانن كروز، از قن
توانايي  يـولباشد  وبيوز، گالاكتوزومانوز ميـگلسيرول، سل

ــ  ـــاستف ــدهاي اين  ـــاده از قن ــوز را ن   دارندـوزيتول و رامين
)Jordan ،١٩٨٤.(  

نيتروژن نيـز از جملـه اركـان اساسـي يـك       منبع    
از وجوه مشترك همه  يكي. شود محيط كشت محسوب مي

 معـدني مه تركيبات ها توانايي آنها در استفاده از ه ريزوبيوم
). ١٩٩٨و همكاران،   Kahn(باشد  به عنوان منبع نيتروژن مي

. توانند شامل نيترات، نيتريت و آمونيوم باشـند  مي تركيبات اين
ترين منـابع   نيترات پتاسيم رايج وعصاره مخمر، كلريد آمونيوم 

، Beck( باشـند  هـاي ريزوبيـومي مـي    نيتروژن در محـيط كشـت  
  ). ١٩٩٤، Hobenو  Somasegaran؛ ١٩٩٤، Jordan؛ ١٩٩٣

سوبستراي بسيار مناسبي براي اكثر  ،مخمر عصاره
مخمـر   اتـوليز ايـن مـاده دراثـر    . باشد ها مي ميكروارگانيسم

و يا پلاسموليز ) گراد سانتي  درجه ٥٥– ٥٠در دماي(نانوايي 
عصـاره مخمـر   . شـود  مـي  توليد  NaClآن در غلظت زياد 

آب و  ويتامينهاي محلول در دها،پپتي, حاوي اسيدهاي آمينه
تـأمين   عصاره مخمر علاوه بـر  .باشد هاي كربن مي هيدرات

مورد نياز گليكوژن و ترهالوز به عنوان منبع كربن، نيتروژن 
مانند تيـامين، ريبـوفلاوين،    ها ويتامينبسياري از  و باكتري

نمايد  را تأمين ميآميد و پنتوتيك اسيد  پيريدوكسين، نياسين
درحين توليد عصـاره   مخمر). ١٣٧٦ي و همكاران، مرتضو(

هـا   بعضي از گونـه  اين ماده در. شود به گلوكز هيدروليز مي
 كـربن تواند هم به عنوان منبع  مي R. leguminosarum مثل

مرتضـوي و  (مورد استفاده قـرار گيـرد    نيتروژنهو هم منبع 
   ).١٣٧٦همكاران، 

 pHازمتفـاوتي   دامنـه ريزوبيـومي در   هاي باكتري
كنند به طوري كه براين اساس آنها رابـه دو دسـته    رشدمي

هـاي   در دسـته بـاكتري  . كننـد  مي تقسيمتندرشد وكندرشد 
 بـاكتري درراس آن قـراردارد؛   Sinorhizobiumتندرشد كه 

رابـه سـمت    محيط YMB،pHروز در محيط  ٣تا ٢پس از 
  هـا از جملـه   درحـالي كـه كندرشـد    برنـد  اسيدي پيش مـي 
B. japonicum   به سمت قليائيـت پـيش    را  محيطاسيديته

روي  كـه    عـواملي   مهمتـرين  ازاز طرفي يكـي  ). ٥(برد  مي
هـاي تكثيـر مـؤثر     محـيط  هـا خصوصـاً در   جمعيت باكتري

 درمحـيط  pHبه طوري كه در اثر تغييـر   است، pHباشد  مي
واحـد لگـاريتمي    ٢واحدجمعيت بـه انـدازه    ٢/٠ اندازهبه 

  ). ١٣٧٩نش و همكاران، ارزا(كند  تغيير مي
هاي ريزوبيـومي نيازمنـد    مايه تلقيح صنعتي توليد

تهيه حجم  بالطبعباشد كه  تكثير مقادير زيادي ريزوبيوم مي
نمايد به عنوان مثال اگـر   زيادي از محيط كشت را طلب مي
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فقط صد هزار بسته نيم كيلـويي مايـه تلقـيح     كهقرار باشد 
آب مـاده   نگهـداري يت يونجه تهيه شود با فرض آنكه ظرف

و پنج هـزار ليتـر     حامل دويست درصد باشد به حدود سي
بنـابراين عمـلاً اسـتفاده از محـيط     . استمحيط كشت نياز 

دلايل اقتصادي توجيـه   به YMBهاي استاندارد مانند  كشت
تا از موادي استفاده شود كه ضمن  شود ميلذا سعي . ندارد

غـذايي   نيازهـاي أمين داشتن قيمت ارزان بتوانند از طريق ت
هـا، بـالاخص كـربن و نيتـروژن، حـداكثر تـراكم        ريزوبيوم

در ايـن خصـوص مـواد    . آورند بدستجمعيت سلولي را 
اي  قابــل اســتفاده و ارزان قيمــت داخلــي از اهميــت ويــژه

عصاره تفالـه جـو، آب پنيـر و مـلاس     . باشند مي برخوردار
شـند كـه در   با قيمتي مـي  ارزانترين مواد  جمله مهمچغندر از 

  Churchill(انــد  صـنعت بـراي تكثيـر بـاكتري اسـتفاده شـده      
  ).١٩٨٦، Mille  و

  مناسـبي بـراي   جو سوبستراي بسـيار  تفاله عصاره
. باشـد  هـا مـي   از قارچها، مخمرها، و اكتينوميسـت   بسياري

هيدرات كربن داردكه  توجهيعصاره خشك آن مقدارقابل 
مـالتوز  (اكاريدها س ـ ، دي)گلوكز وفروكتوز(شامل هگزوزها 

. باشـد  مـي   ودكسـترين ) تريـوز (سـاكاريدها  ، تري)وساكارز
ــاره     ــود در عص ــه موج ــات نيتروژن ــت،تركيب ــامل  مال ش

ها، پپتيدها، اسيدهاي آمينه، پورينهـا، پيريميـدينها و    پروتئين
تركيبات اسيدهاي آمينه آن نيز بسـته بـه   . باشد ميويتامينها 

% ٥هميشـه حـدود    امـا . كنند نوع جو مورد استفاده فرق مي
مجموع اسيدهاي آمينه موجود راپرولين به خود اختصـاص  

  ).١٣٧٩؛ ارزانش و همكاران، ١٣٧٦مرتضوي و همكاران، (دهد  مي
ــر آب ــد    پني ــل از فرآين ــي حاص ــول جنب محص

در  شيرتقريباً نيمي از ماده خشك . توليدپنير وكازئين است
-٧٥ير حاوي آب پن. شود طول اين فرايند وارد آب پنير مي

 ٨٢/١-٤/٢معـدني و   مـواد  درصد ٦، )لاكتوز(قندشير % ٧٠
عمــدتاً نيتــروژن بــه صــورت  كــهدرصــد نيتــروژن اســت 

؛ ١٣٧٦مرتضـوي و همكـاران،   (باشـد   اسيدهاي آمينـه مـي  
Bissonnette ١٩٨٦ ،و همكاران.(  

تفاله جو، آب پنير ومـلاس چغندرقنـد از    عصاره
باشـند كـه بـه     ي مـي ارزان قيمت و قابل دسترس موادجمله 

و  پنيرســـازيســازي،   ترتيــب در كارخانجــات نوشــابه   
بـه عنـوان محصـول جـانبي يـا      و نيشكر كارخانجات قند 

به تركيب موجود  توجه بابنابراين . شوند ضايعات توليد مي
تواننـد پتانسـيل خـوبي بـراي تكثيـر       در آنها اين مواد مـي 

گرديد تـا   اين تحقيق سعي لذا در. داشته باشند ها ريزوبيوم
يا اضافه كردن يكسري مواد و  وكارايي اين مواد به تنهايي 

 Sinorhizobiumبراي تكثير صنعتي  ،pHهمچنين تغييرات 
meliloti قرارگيرد موردارزيابي .  

  روشهاو  مواد
  و اینوکولوم باکتري  باکتري تهیه

دستيابي به باكتري همزيسـت بـا گيـاه     منظور به
در  گيـاه منـاطق زيركشـت ايـن    ، از ١٣٧٩يونجه در سـال  

هـاي   اي يونجـه  نمونه گرهك ريشـه  ٢٢منطقه كرج، تعداد 
آوري شـده   هـاي جمـع   گرهـك . گرديد آوري جمعيكساله 
ميكروب زدايي سطحي و بـه منظـور جداسـازي     ازنيزپس 
 غـذايي هاي همزيست با گيـاه يونجـه روي محـيط     باكتري

١YMA+CR داده شدند  كشت)Vincent ،پـس از ). ١٩٧٠ 
آوري  هاي جمـع  به منظور تأييد تشخيص ايزوله مرحلهاين 

، Beck(شـد   اسـتفاده   lant Infection Test شده از آزمـون  
هـايي كـه درايـن مرحلـه قـادر بودنـد روي        ايزوله ).١٩٩٣

فعـال كـه محـل تثبيـت      هاي گرهكاي گياه  مجموعه ريشه
هـاي   ازت مولكولي اسـت بـه وجـود آورنـد، جـزء سـويه      

بعـد ايـن    در مرحلـه  . يـن گيـاه قرارگرفتنـد   ا بـا همزيست 
 درظـروف توانـايي تثبيـت ازت مولكـولي     ها از نظر ايزوله

هاي مربوطـه در شـرايط كنتـرل     جارلئونارد و تلقيح باكتري
گـراد در روز و   سانتي  درجه ٢٦شده آزمايشگاهي در دماي 

 ٨سـاعت روشـنايي و    ١٦گـراد در شـب،    درجه سانتي ٢٠
ايـن  . سـه مـاه نگهـداري شـدند     به مدت خاموشيساعت 

كيلـوگرم   درگـرم   ميلـي  ٧٠و ٣٥ها با دو تيمار ازتـه   ايزوله
يك تيمـار شـاهد و سـه     و )١٩٩٣، NH4NO3 )Beckازت 

          مقايسـه   .گرفـت  تكرار براي هر تيمار مـورد مقايسـه قـرار   
ــايي  سيســتممحاســبه كــارايي  براســاس                        تيمارهــاي باكتري
وگرم نيتــروژن گــرم در كيلــ ميلــي ٧٠همزيســتي بــا تيمــار 

NH4NO3  ــورت ــت و در  ص ــتگرف ــويه  نهاي ــرين س بهت
S.meliloti ايزولـه   ٢٢ بـين  ازنظر تثبيت ازت مولكولي  از

 در. جداسازي شده و براي آزمايش تكثير انتخـاب گرديـد  
بـراي  . رشد باكتري مزبور رسم گرديد منحنيمرحله بعدي 

ســاعته بــاكتري روي محــيط    ٤٨ايــن كــار از كشــت   
YMA+CR  ليتـري   ميلـي  ٢٥٠كلني برداشته و به ارلن  يك

ارلـن مـذكور   . تلقيح شد كشت YMBمحيط  ml٥٠حاوي 
 Cْ٢٨دهنده، در دماي  تكان دستگاهساعت روي  ٤٨به مدت 

داده شد و سپس  قراردر تاريكي  ودور در دقيقه  ١٥٠و در 
هـاي   هاي ده تـايي و پخـش روي پليـت    از رقت استفادهبا 

 Plate-countكتري بـه روش  با جمعيت YMA+CRحاوي 
 ١٠٨ليتر كـه حـاوي    يك ميلي مزبوراز ارلن . گرديد برآورد
 ٢٥٠ هـاي  ارلـن ليتـر بـود بـه      باكتري در هـر ميلـي   سلول
شدند و سـپس   تلقيح YMB محيط ml٥٠ليتري حاوي ميلي

_____________________________  
1- Yeast mannitol agar + Congo red 
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ــر  ــي   ١٢هـــ ــاعت و در طـــ ــت ٥ســـ  روز، جمعيـــ
S. meliloti روش بهPlate-count  گرديد شمارش.  

  تكثیر هاي محیط
  سازي محيط كشت باكتري مرحله بهينه در  

S. meliloti ،  از محيط استانداردYMB عنوان شـاهد و از   به
هـاي   فـراورده  عنوانترتيب به پنير به  آب و عصاره تفاله جو

كارخانـه شـير    فرعي كارخانجات نوشابه سازي بهنـوش و 
ه عصاره تفاله جو پس از انتقال ب. شد استفادهپاستوريزه يزد 

 ســازي رقيـق بـا آب مقطـر    ٥بــه  ١آزمايشـگاه بـه نسـبت    
دقيقه در  ١٥و سپس به مدت  )١٣٧٩ارزانش و همكاران، (

پنير نيز با حل كـردن   آبمحلول . استريل شد Cْ١٢١دماي 
  گرم پودر آب پنير بـه يـك ليتـر آب مقطـر، تهيـه شـد        ٢٢

)Bissonnette  ،امكـان   بررسيبه منظور ). ١٩٨٦و همكاران
از ارلن  ml١كتري مزبور در داخل اين محيط مقدار رشد با

ر از ـــ ـلي ليتـــ ـر ميـلول در هـــــ ـس ٢×١٠٨اوي ــــح
از  ml٥٠حـاوي   ml٢٥٠ هـاي  ارلن به  S. melilotiترــاكـب

و آب پنيـر  ) جـو  تفالـه عصاره (هاي مالت اسپروت  محلول
روز در دمـاي   ٢ها بـه مـدت    منتقل شد و سپس اين نمونه

Cْدور در دقيقـه و   ١٥٠دهنـده و در   تكـان دستگاه  روي ٢٨
هـاي ده   بعد از طي اين مدت رقت. شدند شيكردر تاريكي 

ــايي  ــهت ــمارش   تهي   بــه روش بــاكتريو در نهايــت ش
Plate-count محيط كشـت   حاويهاي  با استفاده از پليت و
YMA+CR شد انجام.  

  طرح آزمایشی  و تیمارها
 ـ  در pHمنظور بررسي تأثير  به     فدو سـطح مختل

گلـوكز، گـالاكتوز،   (، منبع كـربن در چهـار سـطح    ٧و  ٨/٦
ارزانـش و  ( گرم در ليتر ١٠و به ميزان ) مانيتول و سوكروز

گـرم در   ٥/٠(سه سطح  در، منبع نيتروژن )١٣٧٩همكاران، 
گـرم در   ٦/٠گرم نيترات پتاسـيم و   ٧/٠ليتر عصاره مخمر، 

ح و نوع محيط كشت پايه در سـه سـط  ) آمونيوم كلرورليتر 
YMB)، Malt sprout extract و (Dehydrated cheese 

whey قالب يك طرح كاملاً تصادفي بصورت فاكتوريل  در
بدين منظور پـس از آمـاده   . گرديدو در سه تكرار طراحي 

 هـاي  ارلـن ليتـر از آنهـا را در    ميلي ٢٠ها، مقدار كردن نمونه
 ٢٠بـه مـدت    ،pHليتري ريخته و پس از تنظـيم   ميلي ١٠٠
. گـراد اسـتريل گرديدنـد    درجه سـانتي  ١٢١قه در دماي دقي

 pHتفاله جو و آب پنير به دليـل نوسـان    عصارههاي  نمونه
ــد ــدا  بع ــوكلاو، ابت ــا pHاز ات ــدن   آنه ــتريل ش ــل از اس قب
 KOHشـد و پـس از اتـوكلاو بـا اسـتفاده از       گيـري  اندازه

در . هـا تنظـيم گرديـد    محلول نهايي pHنرمال،  ١/٠ استريل
ساعت كشت  ٤٨سوسپانسيون باكتري  ازليتر  ميلي ادامه يك

 اوليـه جمعيت . ها تلقيح گرديد داده شده به داخل اين ارلن
ليتـر   سلول باكتري در هـر ميلـي   ٢×١٠٥باكتري در ارلن ها 

ــود ــنســپس . ب ــن اي ــيح شــده روي دســتگاه  ارل هــاي تلق
 ٤٨مـدت   به Cْ٢٨دور در دقيقه و دماي  ١٥٠دهنده با  تكان

داده شــدند و شـمارش بـا اســتفاده از روش   سـاعت قـرار   
Plate-count روي محيط  وYMA+CR شد انجام.  

  بحثو  نتایج
همزیســـتی یـــا  سیســـتمدرجـــه کـــارآیی  گیـــري انـــدازه

(Symbiotic Effectiveness) S.E   
محاســبه كــارآيي سيســتم همزيســتي  و ارزيــابي

 وگرم در ليتر نيتـروژن   ميلي ٧٠ها در مقايسه با تيمار  ايزوله
با استفاده از ظروف لئونارد و پس از دو ماه و نيم از زمـان  

انـدام هـوايي گيـاه يونجـه      خشـك تلقيح، و براساس وزن 
داد  نشـان نتايج  ).١٩٩٣و همكاران،  Beck(صورت گرفت 

ها داراي كـارآيي بـالايي در    درصد از ايزوله ٢٥كه كمتر از 
 ـ ). ١شكل (هستند  ازتزمينه تثبيت بيولوژيك  ان كـه از مي

به عنـوان   S.Eبالاترين درصد مقدار  با S M-11آنها ايزوله 
  .سويه مناسب انتخاب شد

وزن خشك (همبستگي پارامترهاي همزيستي  ميزان بررسي
ــدام هــوايي، وزن خشــك ريشــه، وزن گرهــك،   ــدادان  تع

و ميـزان كــارآيي   )گرهـك، مقـدار نيتـروژن انـدام هـوايي     
داد گرهك گرهك و تع خشكهمزيستي نشان داد كه وزن 

هــاي هــوايي و در نهايــت كــارآيي  بــا وزن خشــك انــدام
و ساير پارامترها با هم رابطه مثبتـي   نداشتههمزيستي رابطه 

بنابراين در رابطه همزيستي ريزوبيوم ـ لگـوم و در   . داشتند
از نظر همزيستي بايد پارامتر وزن  كاراانتخاب سويه مؤثر و 

 پارامترهـاي و  هاي هوايي مـدنظر قـرار گيـرد    خشك اندام
  .مربوط به گرهك نمي تواند در اين مورد ملاك باشد

 در SM-11رشد ايزوله  منحنيبررسي  همچنين  
جمعيت  حداكثردهد كه  مي نشان YMBمحيط استاندارد 

شود و بعد از آن جمعيت ثابت و  مشاهده مي ساعت ٧٢در 
بهترين زمان  نتيجهيابد در  روز جمعيت كاهش مي ٥بعد از 

  .ساعت پس از تلقيح تعيين گرديد ٧٢ت و شمارش در طي برداش
هـاي   سطح عناصـر غـذايي در محـيط    بررسي در

هاي صنايع غذايي و مقايسه  تكثير حاصل از پساب كارخانه
كارخانه  دوشده كه پساب اين  مشاهده YMBبا محيط  آنها

  از لحــاظ اكثــر عناصــر غــذايي مــورد نيــاز بــاكتري      
 S. meliloti اما . هستند نيغحد كافي  بهpH هـا   پساب همه

 pHدر حـد   نرمـال  KOHكه بـا اسـتفاده از    بودبسيار اسيدي 
  .)٢جدول (تنظيم گرديد ) ٨/٦( استاندارد

به تأثير نوع محـيط   مربوطحاصل از تجزيه واريانس  نتايج
بـر   مختلـف  pHكشت، منبع كربن و منبع نيتـروژن در دو  

نوع محـيط   اثيرت  داد كه نشان SM-11روي جمعيت ايزوله 
ــه، منبــع نيتــروژن و  كشــت روي جمعيــت  محــيط pHپاي

دار  دار بوده و اثرات متقابل آنها نيز معني مزبور معني باكتري
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روي جمعيت باكتري مزبـور   كربناما تأثير نوع منبع . است
 ودار نبود و اثرات متقابل اين فاكتور در منبع نيتروژن  معني

pH دار نبود كشت نيز معني محيط.  
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 از نظر درجه کارآیی همزیستی ها ایزولهبندي  ـ طبقه1 شکل

  
  ـ بررسی ضریب همبستگی بین پارامترهاي تثبیت نیتروژن1 جدول

 

 درجه
 كارایي

 اندام نیتروژن
 هوایي

خشك  وزن
 گرهك

 تعداد
 گرهك

خشك  وزن
 ریشه

خشك  وزن
 اندام هوایي

 

 خشك اندام هوایي زنو ١ ــ ــ ــ ــ ــ
 ریشه خشك وزن ٨٢٩/٠ ١ ــ ــ ــ ــ
 گرهك  تعداد ١٢/٠ ٢٣٩/٠ ١ ــ ــ ــ
 خشك گرهك  وزن ٢٣١/٠ ٢٢٦/٠ ٦٨٢/٠ ١ ــ ــ
 اندام هوایي نیتروژن ٤٧٢/٠ ٣٣٦/٠ ٣٢٥/٠ ٢٢٦/٠ ١ ــ
 كارایي درجه ٩٦٧/٠ ٧٧١/٠ ٣٧٦/٠ ٢٣٣/٠ ٥٠١/٠ ١

  
  
  

y = -1E-06x3 - 0.0005x2 + 0.1181x + 2.1497
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  )YMB( تکثیر ریزوبیوم ها محیط استاندارد در SM-11 ایزولهـ منحنی رشد 2 لشک
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  Sinorhizbium meliloti ترکیب شیمیایی مواد مورد استفاده براي تکثیر - 2 جدول
  )1379ارزانش و همکاران، (

 Sinorhizbium melilotiتکثیر کننده  مواد
و خصوصیات  عناصر

 گیري شده اندازه
 نداردکشت استا محیط

YMB 
مالت % 20 محلول

 اسپروت
  %30 محلول

 آب پنیر
 Ca (mg L-1) 2 8/42 8/26 
Mg (mg L-1) 15 2/48 97/20 
Cu (mg L-1) 0 0 0 
Zn (mg L-1) 12 5/4  
Fe (mg L-1) 8 4/1 35/3 
Mn (mg L-1) 0 5/3 0 

C (%) 78/0 32/1 56/2 
N (%) 007/0 092/0 025/0 

P2O5  (%) 0105/0 0076/0 011/0 
K  (%) 025/0 92/0 034/0 
Na  (%) 0055/0 0158/0 03/0 
D.M (%) 7/0 92/0 47/1 

pH 8/7 46/3 96/3 
EC (dS m-1) 21/7 096/2 49/2 

  
  به تأثیر نوع محیط کشت، منبع کربن، منبع نیتروژن و مربوطـ تجزیه واریانس 3 جدول

pH ایزولهجمعیت  بر SM-11   
  تغییرات منبع  آزادي درجه  مربعات مجموع  مربعات میانگین  F مقدار  خطا احتمال
  A فاکتور 2 351/145 676/72 5306/273 0000/0
 B فاکتور 1 281/0 281/0 0563/1 3058/0
0000/0 5640/0 150/0 300/0 2 AB  
 C فاکتور 3 285/10 428/3 9036/12 0000/0
0041/0 3427/3 888/0 329/5 6 AC  
2437/0 4053/1  373/0 120/1 3 BC  
0000/0 9399/6 844/1 063/11 6 ABC  
 D فاکتور 2 986/110 493/55 8596/208 0000/0
0000/0 7715/32 707/8 829/34 4 AD  
2040/0 6175/1 427/0 854/0 2 BD  
0188/0 0558/3 812/0 248/3 4 ABD  
0000/0 2759/13 527/3 164/21 6 CD  
0000/0 3238/4 149/1 786/13 12 ACD  
0000/0 8406/5 552/1 311/9 6 BCD  
0197/0 1089/2 560/0 724/6 12 ABCD  
 آزمایش  خطاي 144 260/38 266/0 ـــــ 0000/0
  کل 215 890/412 ـــــ ـــــ 0000/0

  ) YMBعصاره تفاله جو، آب پنیر، محیط استاندارد (کشت پایه  محیطنوع : A فاکتور
  ) سوکروز مانیتول،گلوکز، گالاکتوز، (منبع کربن : B فاکتور
  )NH4Cl و KNO3عصاره مخمر، (منبع نیتروژن : C فاکتور
   pH1=8/6و D :00/7=pH2 فاکتور
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 SM-11کشت پایه بر جمعیت ایزوله  هاي محیطـ تأثیر نوع 3 شکل

  
  

راي تکثیر شده ب استفادهمحیط کشت  نوعتأثیر  بررسی
  S. melilloti باکتري

 بـه  SM-11 ايزوله همزمان تلقيح از حاصل نتايج  
و آب پنير بطـور همزمـان بـا     جوهاي عصاره تفاله  محلول

داد كه بـين محلـول عصـاره     نشان YMBمحيط استاندارد 
سـاعت در   ٧٢از  پـس  بـاكتري تفاله جو از نظـر جمعيـت   

 ـمقايسه بـا محـيط اسـتاندارد و محلـول آب      تفـاوت   ر،پني
  .درصد وجود دارد ٥داري در سطح  معني

عصاره جو براي تكثير ريزوبيوم ها بـه   از استفاده
 و  Ertola(بويـاردي و ارتـولا   . گـردد  مـي  بـر  ١٩٨٥سـال  

 oiardi ،ارهبجـاي عص ـ  جـو اسـتفاده از عصـاره    با) ١٩٨٥ 
سـلول   ٥×١٠٩مخمر آب جو توانستند به جمعيت بالاتر از 

ــردر  ــي ه ــر در ميل ــاكتري   ليت ــوه ب ــد انب ــاي تولي  .R ه
leguminosarum bv. phaseoli، R. leguminosarum bv. 

viceae و B. japonicum ١٣٧٧همچنـين در سـال   . برسند 
عصـاره جـو   % ٢٠همكاران با استفاده از محلول  وارزانش 

سـه واحـد    را B. japonicumتوانسـتند جمعيـت بـاكتري    
 ٢×١٠٥اوليه  لقيحتجمعيت (لگاريتمي نسبت به زمان تلقيح 

و همكاران،  ارزانش(بالا ببرند ) باكتري در هر ميلي ليتر بود
% ٢٠نيز مشخص شـد كـه محلـول     بررسيدر اين ). ١٣٧٩

 .Sتواند بـه عنـوان محـيط تكثيـر بـاكتري       عصاره جو مي
meliloti واحـد   ٤باكتري را بيش از  جمعيتشده و  استفاده

جمعيـت بـالاتر از    افـزايش (لگاريتمي نسبت به زمـان تلقـيح   
  .افزايش دهد) استاندارد محيط

ــر  آب   ــي (Whey)پني ــي  يك ــولات فرع از محص
صنايع غذايي است كه استفاده از آن به عنوان  كارخانجات

بطـور قابـل تـوجهي     رشـد، هاي تنـد   محيط رشد ريزوبيوم

بيسونت و همكـاران توانسـتند در   . افزايش پيدا كرده است
ــال  ــتفاده از آب  ١٩٨٦س ــا اس ــاكتري    ب ــت ب ــر جمعي پني

S.meliloti ــر ميلـــي در ٥×١٠٩بـــه  را ــانند  هـ   ليتـــر برسـ
)Bissonnette  ،نتـايج پـژوهش حاضـر    ). ١٩٨٦و همكاران

بـاكتري   جمعيـت  (Whey)نيز نشان داد كه محيط آب پنير 
S. meliloti تقريباً دو واحد لگاريتمي و در حـد محـيط    را

بـا توجـه بـه    . دنسبت به زمان تلقيح، افزايش ده استاندارد
استفاده شده است، به  پنيردرصد آب  ١٠٠اينكه از محلول 

علت وجود درصد بالاي نمك و فلزات تنها در مواردي كه 
مانند عصاره مخمر بـه آن اضـافه شـود،     مناسبهاي  مكمل

  بـه نظـر   بنـابراين . يابـد  جمعيت باكتري در آن افزايش مي
معيت باكتري رسد استفاده از محلول هاي رقيق ترآن، ج مي

  .داده است افزايشرا بيشتر 
  S. melilotiباکتري  جمعیتبر روي   محیط pH تأثیر

 مختلف pHحاصل از تلقيح باكتري در دو  نتايج  
در  و pH=٧درنشان داد كه بين جمعيت باكتري ) ٨/٦و  ٧(

 .داري وجود ندارد معني تفاوت pH=٨/٦مقايسه با 
  S. melilotiباکتري  یتجمع روي بر کربن منبعتأثیر  بررسی

تأثير نوع قند بر جمعيت باكتري نشان داد  بررسي  
باكتري در مقايسه بـا   اينبر جمعيت  سوكروزكه تأثير قند 

قندها بيشتر بوده ليكن از اين نظر با قندهاي مانيتول و  ساير
داري وجـود   معني تفاوتآماري  درصد ٥گالاكتوز در سطح 

اكثر تيمارها كمترين تـأثير را بـر   قند گلوكز در  همچنين. ندارد
  .جمعيت باكتري داشت

در دسـته تنـد    هـا  بـاكتري توجه به اينكه ايـن   با
ساكاريدها بـه راحتـي    گيرند، بنابراين از دي رشدها قرار مي

و  Bissonnette ؛١٩٨٤ ،Jordan(كننـد   اسـتفاده تواننـد   مـي 
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بطور كلي در اين بررسي نيز با توجه بـه  ). ١٩٨٦همكاران، 
همه قنـدها بخـوبي اسـتفاده     ازها  وصيات اين باكتريخص

با توجـه بـه اينكـه قنـدهايي ماننـد سـوكروز،       . شده است
كند، لـذا   جمعيتي برابر با قند استاندارد را ايجاد مي افزايش

عنوان جايگريني مناسـب بـه جـاي     رابهتوان اين قندها  مي
  .قند مانيتول استفاده كرد

   S. melilotiباکتري  جمعیتروي  بر نیتروژن منبعتأثیر  بررسی
از عصاره مخمر به عنوان منبـع نيتـروژن    استفاده  

و كلرور آمونيوم از نظر افزايش  پتاسيمدر مقايسه با نيترات 
در  آمـاري جمعيت باكتري تأثير بيشتري داشته كه از لحاظ 

  .دار است درصد اين تفاوت معني ٥سطح 
داد كه  حاصله از اين آزمايش نشان نتايج بررسي

 منبـع مخمر را در مقايسه با دو  عصاره S. melilotiباكتري 
رسد به دليل  نيتروژني ديگر ترجيح داده است كه به نظر مي

فاكتورهــاي رشــد موجــود در  وتنــوع تركيبــات شــيميايي 
عصاره مخمر و استفاده از عصاره مخمر به عنوان منبـع كـربن   

  .)١٣٧٦اران، مرتضوي و همك(بر منبع نيتروژن باشد  علاوه
 پتاسـيم توانند از نيترات  ريزوبيوم ها مي همچنين  

. هاي آمونيوم به عنوان منبع نيتروژني اسـتفاده كننـد   و نمك
كه كلرور آمونيوم براي بعضي از  استتحقيقات نشان داده 

 ايـن در . سويه ها داراي اثر كمتري از عصاره مخمر اسـت 
ر آمونيوم بـه  كه استفاده از كلرو مشخص گرديد تحقيق نيز

با عصاره مخمر تأثير كمتري  مقايسهعنوان منبع نيتروژن در 
و همكـاران   Cliquuet(بر جمعيـت بـاكتري داشـته اسـت     

يون آمونيوم و پايين آمدن  جذبهمچنين به جهت  ).١٩٩٢
pH از طرفـي توليــد اسـيد توســط بـاكتري     وS. meliloti 

، استفاده مساعد باشد محيط pHآمونيوم تا زماني كه  كلرور
  مانـد  محيط كشت باقي مي درشود و بقيه آن بلااستفاده  مي

)Bissonette  ،؛ ١٩٨٦و همكارانCliquuet ،١٩٩٢ .(  

ــع   بررســی ــل نــوع منب ــأثیر متقاب ــع  کــربن،ت منب
ــروژن،  ــوع و pHنیت ــیط ن ــت مح ــراي   کش ــده ب ــتفاده ش اس

  S. meliloti  باکتري تکثیر
) ٢جـدول  (توجه به جدول تجزيـه واريـانس    با  

درصـد معنـي دار    ١فاكتور در سطح  چهارتأثير متقابل اين 
 ميـان در ايـن  . درصد معني دار است ٥نيست اما در سطح 

تيمار محيط عصاره تفاله جو بعلاوه قند سوكروز و نيترات 
بالاترين جمعيت باكتري است و  دارايpH = ٨/٦پتاسيم در 

ح تلقـي  زمـان سـاعت از   ٤٨استفاده از ايـن تيمـار پـس از    
واحد لگاريتمي افزايش داده اسـت   ٤جمعيت باكتري مذكور را 

.  
 pHتأثير متقابل منبع نيتروژن، منبع كربن،  بررسي

هـاي مـورد    آنكه هر كدام از محيط بهنوع محيط با توجه  و
 هسـتند استفاده حاوي اجزاء و تركيبات شـيميايي متنـوعي   

ي نشان داد كه محيط كشت استفاده شده براي تكثير بـاكتر 
در افـزايش جمعيـت ايـن     توانـد  بيشتر از ساير عوامل مـي 

 عواملباكتري تأثيرگذار باشد و تأثيرات متقابل هر كدام از 
چند تيمار بـه عنـوان   . بر يكديگر را نيز نبايد ناديده گرفت

گرفتـه شـد كـه تيمارهـاي محـيط       نظـر بهترين تيمارها در 
 اثرات عصاره جو و محيط استاندارد با اختلاف بسيار كمي،

از ايـن چنـد تيمـار،    . مشابهي بر جمعيت بـاكتري داشـتند  
بـه   pH=٧پتاسـيم در   نيتـرات عصاره تفاله جو، سـوكروز،  

استفاده از سه مـاده ارزان قيمـت در آن و اقتصـادي     لحاظ
كشت براي تكثير باكتري  محيطترين  بودن به عنوان مناسب

S. meliloti شد انتخاب.  
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  SM-11محیط بر جمعیت ایزوله  و pHتأثیر متقابل  بررسیـ 4 شکل
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  SM-11بررسی تأثیر منبع کربن بر جمعیت ایزوله  -  5 شکل
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 SM-11ایزوله  جمعیتـ بررسی تأثیر منبع نیتروژن بر  6 شکل
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  YMBاستاندارد پایهمحیط  در مختلف pHمنبع کربن و منبع نیتروژن در دو  متقابلـ بررسی تأثیرات 7 شکل
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 مختلف pHمنبع کربن و منبع نیتروژن در دو  متقابلـ بررسی تأثیرات  8 شکل
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  پنیرمحیط آب  در مختلف pHمنبع کربن و منبع نیتروژن در دو  متقابلـ بررسی تأثیرات  9شکل
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Reproduction of Sinorhizobium meliloti Bacteria in some 

Inexpensive Culture Media 
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Abstract 

Reproduction of selected strains is one of the most expensive stages in the 
process of inoculum production. Therefore, for large scale industrial 
production of rhizobiums, efforts are made to use the by-products of food 
industry plants directly or in combination with some other ingredients as 
culture media. In this experiment multiplication of S. meliloti in three culture 
media, namely malt sprout extract, dehydrated cheese whey, and the 
chemical base medium of yeast extract mannitol along with three nitrogen 
sources: ammonium chloride, potassium nitrate, and yeast extract; four 
carbon sources: mannitol, glucose, galactose, and sucrose at two pH levels of 
6.8 and 7.0 was investigated. The experiment was designed as a randomized 
complete block factorial test with three replications. Isolates of SM-11 (S. 
meliloti) with population densities of 2x105 cells/ml were transferred to 100 
ml Erlenmeyer flasks containing the culture media mentioned before, 
followed by making plate counts on YMA, growth medium containing 
Congo-red. After two days of bacterial growth, the results of the experiment 
showed that the bacterial populations reached a level of 7.94x109 cells/ml in 
the malt culture containing mannitol as a carbon source and yeast extract as a 
nitrogen source with the pH of the medium adjusted to 7.0, while the 
population density in the same medium, but containing sucrose and 
potassium nitrate adjusted to pH 6.8 was measured to be 4.5x109 cells/ml, as 
compared with 5.24x109 cells/ml for the standard YMB culture medium. 
Likewise, the population density of the bacteria in the chemical base culture 
at pH of 6.8, was 2.07x109 cell/ml after 3 days and in the same medium 
containing sucrose and yeast extract at pH of 7.0 was measured to be 
5.24x108 cells/ml. These results indicate that, to reproduce this isolate 
inexpensively on industrial scales for inoculum production, the malt sprout 
extract growth medium containing sucrose and potassium nitrate is 
recommendable. 
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