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 :چكيده

اختلال در رشد و عملكرد  تواند سبب ميهاي بالا  هاي هوا است كه در غلظت ترين آلاينده يكي از مهم (SO2)اكسيدگوگرد  گاز دي

تواند باعث افزايش مقاومت گياه نسبت به  گياه، علاوه بر افزايش رشد گياه مي- شود. همزيستي ريزوبيوم فيزيولوژيكي گياهان 

هاي تشريحي برگ يونجه  ر شاخصببومي و استاندارد) سويه زيستي شود. در اين مطالعه اثرات ريزوبيوم ( هاي زيستي و غير تنش

) ارزيابي شد. نتايج نشان داد كه تلقيح ريزوبيوم روي ppm2 و  5/1، 1، 5/0، 0اكسيدگوگرد ( هاي مختلف گاز دي تحت غلظت

هاي  دار تمامي شاخص ) سبب تغييرات معنيppm2 و  SO2 )1 ،5/1ي هاي بالا هاي تشريحي برگ يونجه اثري ندارد. غلظت شاخص

ها نداشت. تلقيح يونجه  ) تأثيري بر اين شاخصSO2 ) ppm5/0شود ولي غلظت پايين گاز  تشريحي در مقايسه با گياهان شاهد مي

تواند  ريزوبيوم ميبنابراين . هاي تشريحي كاهش داد را بر شاخص SO2هاي بالاي گاز  با دو سويه ريزوبيوم اثرات منفي غلظت

  هوا افزايش دهد. SO2هاي غير زيستي مثل آلودگي  مقاومت و تحمل گياه را در برابر تنش

  

 .(Medicago sativa) هاي تشريحي، يونجه ريزوبيوم، شاخص، SO2 آلودگيكلمات كليدي: 

  

 مقدمه:

محيطي  ترين مشكلات زيست آلودگي هوا يكي از بزرگ

باشد و گياهان  افته و در حال توسعه ميشهرهاي توسعه ي

اي در كاهش آلودگي  توانند تا اندازه كه مي نيز ضمن اين

ها قرار گرفته و آسيب  هوا موثر باشند تحت تأثير آلاينده

ختلف نسبت به آلودگي هوا  بينند. گياهان م مي

 .(Breusgem et al., 2001)دهند  هاي متفاوتي نشان مي حساسيت

ختلال در رفتارهاي بيولوژيكي تحت تأثير كاهش رشد و ا

هاي  شود. گياهان در برابر تنش ها مشاهده مي آلاينده

هاي دفاعي شانس خود را براي بقا  محيطي با مكانيسم

هاي اتمسفري،  دهند. در بين آلاينده افزايش مي

ها براي گياهان  ترين آلاينده اكسيدگوگرد يكي از سمي دي

 شود و كوتيكول جذب مي ها است كه از طريق روزنه

(Tatsumoto and Yoshinari, 1991) .SO2 رنگ  گازي بي

هاي فسيلي غني از  و خورنده است كه از سوختن سوخت

هاي آتشفشاني، ذوب  سوزي جنگل، فوران گوگرد، آتش

سنگ معدن و توليد آهن، فولاد، آلومينيم، مس، سرب، 

و به رخداد جنگ جهاني دوم  شود. روي و طلا ايجاد مي

دنبال آن گسترش اقتصاد پس از جنگ، منجر به افزايش 

- 2002هاي  به محيط شد. در سال SO2سابقه انتشار گاز  بي
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به محيط افزايش ناگهاني يافت، در حال  SO2نشر  2005

% انتشار جهاني اين گاز از منطقه آسيا، به 40حاضر 

گيرد و انتشار جهاني آن به محيط  خصوص چين نشأت مي

  .(Smith et al., 2011) به افزايش است  رو همچنان

، پس از جذب توسط كوتيكول يا منافذ روزنه SO2گاز 

هاي برگي با آب تركيب و به سولفيت  در ديواره سلول

SO3
 گردد. دوست قوي، تبديل مي  سمي، يك عامل هسته -2

توانند با افزايش نرخ تبديل سولفيت  گياهان ميبرخي 

فور و توليد سيستئين و يا اكسايش توسط جريان تثبيتي سول

اكسيداز، مقدار  مجدد سولفيت به سولفات توسط سولفيت

 .(Lang et al., 2007)كنند  سولفيت درون سلول را كنترل 

بارش اسيدي ناشي از آلودگي گازهاي گوگرددار نيز به 

، اسيدي حاصل pHرساند. در  گياهان آسيب مي  ريشه

واد آلي در حال فساد استفاده هاي مفيد خاك كه از م باكتري

شوند كه اين  كنند، كشته مي ها را آزاد مي و مواد معدني آن

شود. بارش  سبب كمبود مواد غذايي در دسترس گياهان مي

زند و  ها نيز آسيب مي باران اسيدي به لايه مومي روي برگ

سازد.  پذير مي ها آسيب گياهان را نسبت به بيماري

توسط باران اسيدي بازداشته گياهان نيز زني و توليدمثل  جوانه

عملكرد گياه براي جلوگيري  .(Irshad et al., 2011)شود  مي

تغيير در ، اعمال تغييراتي از جمله SO2يا كاهش ورود گاز 

تراكم كرك در سطوح  گشودگي دهانه، تعداد روزنه و

 (Sharma, 1977). باشد زيرين و زبرين برگ مي

گياه مثل ريزوبيوم ضمن ريزوباكترهاي محرك رشد 

توانند از اثرات  افزايش رشد گياهان همزيست با آنها مي

 زاي محيطي جلوگيري كنند آور عوامل تنش زيان

 (Yang et al., 2009; Bojnanska et al., 2012) . در

سري تغييرات  هاي غيرزيستي، ريزوبيوم با القاي يك تنش

قاومت به فيزيكي و شيميايي در گياهان، سبب افزايش م

مقاومت سيستميك القايي شود، فرآيندي كه به عنوان  تنش مي

(Induced Systemic Resistance) شود  مطرح مي 

(Dimkpa et al., 2009) .هايي مثل  توليد هورمون

شود و  ها مي شدن روزنه  اسيد كه موجب بسته آبسيزيك

ديسموتاز كه باعث مهار  اكسيد هايي مثل سوپر اكسيدان آنتي

شوند و توليد تركيبات اسموليت كه در  هاي آزاد مي اديكالر

شوند  منجر به ايجاد تعادل اسمزي در گياه مي  هنگام تنش

ها است  كاررفته توسط اين باكتري هاي به از جمله سازوكار

(Yang et al., 2009). ها  به دليل نقش موثر ميكروارگانيسم

ن تطبيقي در حلاليت، زيست فراهمي و تحرك عناصر، توا

بالاي بقولات به شرايط مختلف و نامساعد و استفاده از 

رابطه مفيد همزيستي به عنوان يك سيستم ارزشمند در 

 كانديداي خوبيريزوبيوم - حاصلخيزي خاك، همزيستي لگوم

گياه . (Dimkpa et al., 2009)ها است  پالايي آلاينده در زيست

اي  اتات علوفهبه عنوان ملكه نب (Medicago sativa)يونجه 

ميليون هكتار در جهان  32با سطح زير كشت 

(Benabderrahim et al., 2009) علوفه غالب در مناطقي ،

 با آب و هواي معتدل است

(Graham and Vance, 2003) . مطالعه حاضر به منظور

هاي تشريحي  هوا بر شاخص SO2  بررسي اثرات آلاينده

سويه باكتري ريزوبيوم برگ گياه يونجه و ارزيابي اثرات دو 

هوا بر اين صفات  SO2بر كاهش اثرات منفي آلودگي گاز 

صورت گرفت تا در صورت بقاء و تغييرات اندك 

هاي تشريحي گياه (تلقيحي يا غيرتلقيحي) در  شاخص

اي يونجه در اطراف  ، كاشت گياه علوفهSO2حضور آلاينده 

  هاد گردد.هوا پيشن SO2شهرهاي آلوده به منظور كاهش آلودگي 

  

  ها: مواد و روش

ريزوبيوم بومي از  تلقيح:  سازي مايه تهيه باكتري و آماده

هاي مزروعي اطراف  آوري شده از زمين ريشه يونجه جمع

سازي ريشه با اتانول و  اراك استخراج شد. پس از سترون

 (Swift and Bignell, 2001)شستشو با آب مقطر استريل 

ي فعال از ريشه جدا و در هاي صورتي حاوي باكتر گرهك

 YMA  (Molla et al., 2001)آب مقطر له شده و در محيط جامد

پس سمنتقل شدند.  C˚25كشت داده شدند و به انكوباتور 

نوع واكنش گرم و مورفولوژي باكتري در زير 

هاي محدب و  ميكروسكوپ بررسي شد. تشكيل كلني
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منفي برجسته، نيمه شفاف، لزج، موسيلاژي و واكنش گرم 

آميز بودن جداسازي در نظر گرفته شد  نشانه موفقيت

(Swift and Bignell, 2001).  

  Rhizobium meliloti PTCC 1684ريزوبيوم استاندارد

هاي علمي و صنعتي  ژوهش از سازمان پبه صورت ليوفيليزه 

سازي، آمپول حاوي باكتري در  ايران تهيه شد. جهت فعال

به  YMAمحيط كشت مايع  ml1شرايط استريل شكسته و 

پودر باكتري اضافه شد. يك لوپ ميكروبيولوژي از باكتري 

ساعت روي  24حل و  YMAمحيط مايع  ml100فوق در 

غلظت ) گذاشته تا باكتري تكثير پيدا كند. rpm200شيكر (

 cfu mL-1 105بهينه ريزوبيوم جهت تحريك رشد يونجه 

، دو (Caetano-Anolles et al., 1988)گزارش شده است 

 YMAسويه ريزوبيوم بومي و ريزوبيوم استاندارد در محيط 

ساعت  24به مدت  C˚25در  (Molla et al., 2001) مايع

) كشت داده شدند rpm 200در روتاري شيكر (

(Sadovinkova et al., 2003)ها سانتريفوژ  . سپس كشت

)g1000  دقيقه) و در بافر فسفات تا رسيدن به  10به مدت

دوباره محلول شدند. در صورتي  cfu mL-1108غلظت 

 620مايع در طول موج  YMAجذب نوري در محلول 

در نظر گرفته  108باشد غلظت ريزوبيوم  1/0نانومتر معادل 

از هر دو باكتري با  105  سپس غلظت .(Bai et al., 2003) شد

  .هاي مادر فوق توسط بافر فسفات تهيه شد رقيق نمودن محلول

 بذر يونجه رقم همدانيقيح بذر: تهيه و تل

(Medicago sativa cv. Hamedani)  از مركز تحقيقات

دقيقه) و  2% (70جهاد كشاورزي اراك تهيه شد. بذرها با اتانول 

بار  5دقيقه) ضدعفوني سطحي و سپس  5% (1سديم  هيپوكلريت

 .(Wang and Oyaizu, 2009)با آب مقطر شستشو داده شدند 

ه به مدت چند ساعت در محيط غذايي شد بذرهاي سترون

قرار داده و به سه گروه تقسيم شدند. يك گروه از بذرها 

تحت  cfu mL-1105 در مايه تلقيح باكتري بومي با غلظت 

قرار داده ساعت  2حرارت محيط به مدت  و در درجه خلأ

. يك گروه مايه تلقيح باكتري استاندارد را با همان شد

ردند و گروه سوم شاهد در غلظت و شرايط دريافت ك

همان شرايط و در بافرفسفات استريل (بدون باكتري) قرار 

  .(Bashan et al., 1989)گرفتند 

كشت هيدروپونيك بذرهاي يونجه تلقيح شده: 

 24منتقل و   ديش بذرهاي يونجه شاهد و تلقيحي به پتري

. بعد از زني قرار گرفتند جهت جوانهساعت در تاريكي 

هاي استريل درون ظروف  بذرها به ميكروتيوبزني،  جوانه

دهي  ژن حاوي دو ليتر محلول منتقل شدند. اكسي  پلاستيكي

شد. هر ظرف محتوي بذرهاي  به وسيله پمپ هوا انجام 

شده، يك تيمار در نظر گرفته شد. اين  يونجه شاهد يا تلقيح

در شب و  C20°ظروف در شرايط محيط در درجه حرارت 

°C25  ساعت  12ساعت روشنايي و  12فتوپريود در روز و

  . (Bashan et al., 1989)تاريكي نگهداري شدند 

% از 1/0گوگرد  اكسيد گاز دي :SO2تزريق گاز 

روز پس از رشد  35پتروشيمي شازند اراك تهيه شد. 

)، (شاهد 0هاي مختلف  در غلظت SO2گياهان، تزريق گاز 

يتر هواي ل 6به ظروف (با حجم  ppm2 و  5/1، 1، 5/0

شده با  نشده، گياهان تلقيح آزاد) محتوي گياهان تلقيح

انجام شد. تزريق گاز به وسيله  ريزوبيوم بومي و استاندارد

ساعت با بستن كامل  2روز و هر روز  6سرنگ به مدت 

  (Agrawal et al., 1985)ددرب ظروف پلاستيكي انجام ش

ف، پس از دو ساعت انكوباسيون با باز كردن درب ظرو

گياهان به هواي معمولي انتقال يافتند. در طي اين مدت 

) هم بسته بودند و جريان هواي ppm0درب ظروف شاهد (

برداشت نهايي به منظور بررسي برگ و معمولي را نداشتند. 

هاي  برگ روزگي گياهان صورت گرفت. 45ريشه در روز 

  .فوقاني هر گياه براي انجام آزمايش انتخاب شد

شده  با تترازوليوم: ريشه برخي گياهان تلقيحآميزي  رنگ

 gL-11كلرايد  تترازوليوم فنيل تري- 5، 3، 2ساعت در محلول  2

قرار گرفتند و پس از شستشو حضور گرهك قرمز فعال از 

نظر آنزيم نيتروژناز بررسي گرديد. در اين رابطه از 

خاصيت احياءشوندگي تترازوليوم در حضور آنزيم 

اكتري و تشكيل رنگ قرمز استفاده شد. نيتروژناز فعال ب

آنزيمي كه توانايي احياي تترازوليوم را دارد آنزيم نيتروژناز 
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و شده با ريزوبيوم در تترازوليوم (ب)  نشده در تترازوليوم (الف)، قرمز شدن ريشه گياهان تلقيح تغيير رنگ ندادن ريشه گياهان تلقيح -1شكل 

 شده با ريزوبيوم مليلوتي (شكل د). حبرش عرضي ريشه يونجه تلقي

  

كند.  است. تترازوليوم احيا شده توليد رنگ صورتي مي

هاي موجود در ريشه،  توليد رنگ صورتي در گرهك

داراي آنزيم نيتروژناز فعال است حضور و ورود باكتري كه 

رساند. در اين آزمايش آنزيم نيتروژناز به  را به اثبات مي

رسي واقع نشده بلكه علائم نشان طور جداگانه مورد بر

ي حضور باكتري  دهنده فعاليت آن كه در واقع اثبات كننده

تلقيح است بررسي شده است يند آدر ريشه و موفق بودن فر

(Cocking et al., 1992). 

: اپيـدرم سـطح رويـي    بررسي صفات تشريحي بـرگ 

(adaxial)  و زيرين(abaxial)  برگ يونجه شاهد و تلقيحي

اكسـيدگوگرد   هـاي مختلـف گـاز دي    تأثير غلظتكه تحت 

بودند، به صورت دستي تهيه شد. شمارش تعـداد كـرك و   

/ و mm213در دو سطح زبرين و زيرين در مساحت   روزنه

گيري اندازه كرك و دهانه روزنه (ميكرومتر) به وسيله  اندازه

. پس از تهيـه مقـاطع    (Noori, 2002)كيول انجام شد گراتي

ــا    ــرگ ب ــي ب ــگ عرض ــوم، رن ــه روش   ميكروت ــزي ب آمي

برداري و ها عكس هماتوكسيلين، ائوزين انجام شد. از نمونه

هاي پارانشيم  هاي پارانشيم نردباني و قطر سلول ابعاد سلول

 MOTIC IMAGES)افـزار موتيـك    اسـفنجي توسـط نـرم   

ADVANCED 3.2 SOFTWARE) ــدازه ــد   ان ــري ش گي

(Kiernan, 1999)تصـادفي در  ها در طـرح كـاملاً   . آزمايش 

تكـرار انجـام شـد. آنـاليز      3قالب آزمايشات فاكتوريـل در  

ــرم داده ــا از ن ــزار  ه ــخه  SPSSاف ــه   16نس ــراي مقايس و ب

هــا از آزمــون دانكــن و بــراي رســم نمودارهــا از  ميــانگين

 استفاده گرديد. Excelافزار  نرم

  

 نتايج:

شده با  آزمايش تترازوليوم قرمز شدن ريشه يونجه تلقيح

يوم بومي و استاندارد را نشان داد و بررسي برش ريزوب

هاي  عرضي ريشه گياهان وجود نقاط قرمز رنگ در سلول

   ).1ريشه را تاييد كرد (شكل 

داري بـر تـراكم و ميـزان     تلقيح ريزوبيـومي اثـر معنـي   

گشودگي دهانه روزنه، تراكم و طول كرك نشان نداد ولـي  

تـاني (سـطح   تحبر تـراكم روزنـه اپيـدرم     SO2تزريق گاز 

، گشودگي دهانـه روزنـه، تـراكم و طـول     فوقاني) و 05/0

ــر    ــدرم اث ــاني اپي ــاني و تحت ــطح فوق ــر دو س ــرك در ه ك

 در شـرايط بـدون تـنش    .) داشـت 01/0داري (سطح  معني

)ppm0(    تراكم و ميزان گشودگي روزنه در اپيـدرم فوقـاني

هـاي   كمتر و در اپيدرم تحتاني بيشتر است. مقايسه ميانگين

دهـد كـه تـراكم و ميـزان      نشان مـي  SO2از اثر گاز  حاصل

 ppm5/0 گشودگي روزنه در هر دو سـطح تحـت غلظـت    

مشابه شاهد است. با افزايش غلظت گاز در سـطح فوقـاني   

تراكم روزنـه كـاهش و ميـزان گشـودگي روزنـه افـزايش       

ــي ــكل  م ــد (ش ــاهش  ppm2 ). در غلظــت 2ياب  49/35ك

درصـدي در   43/49درصدي در تـراكم روزنـه و افـزايش    

شـود. در سـطح    ميزان گشودگي دهانه روزنه مشـاهده مـي  

شـود يعنـي بـا افـزايش      تحتاني حالت عكس مشاهده مـي 

غلظت گاز، تراكم روزنه افزايش و گشودگي دهانـه روزنـه   

رين تراكم متيابد. در اپيدرم تحتاني، بيشترين و ك كاهش مي

هد) افزايش نسبت به شـا  ppm2 %)38 روزنه به ترتيب در 

رين ميزان گشودگي دهانه روزنـه  متو شاهد و بيشترين و ك

كـاهش   ppm2 %)36 در شـاهد و گياهـان تحـت غلظـت     
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در اپيدرم فوقاني  (ob: 100)و ميزان گشودگي دهانه روزنه  (ob: 40)تغييرات تراكم  - 2شكل

 b)ياه شاهد، ) تراكم روزنه گA. نسبت به گياه شاهد SO2گاز  ppm 2در گياه تحت غلظت 

 )dميزان گشودگي دهانه روزنه گياه شاهد و  )ppm 2 ،cتراكم روزنه گياه تحت غلظت 

  گاز. ppm 2ميزان گشودگي دهانه روزنه گياه تحت غلظت 
  

و دهانه روزنه  طول كرك، )mm2بر تراكم روزنه و كرك (تعداد در SO2 هاي مختلف گاز  هاي اثر غلظت مقايسه ميانگين - 1جدول 

)(µ  در دو سطح فوقاني(ad)  و تحتاني(ab)  .مطابق آزمون   دار بين ميانگين دهنده عدم اختلاف معني حروف مشابه نشانبرگ يونجه

  انجام شده است. است. مقايسه هر شاخص جداگانه (رديفي) SE ±تكرار  3ميانگين هر عدد  دانكن است.

 SO2 (ppm)هاي مختلف گاز  غلظت  شاخص

0 5/0  1 5/1  2 

33/15  (ad) تراكم روزنه a  17/0±  56/15 a  10/0±  67/13 b  10/0±  67/11 c  09/0±  89/9 d  35/0±  

44/18 (ab)تراكم روزنه  d  18/0±  67/18 d  16/0±  11/21 c  35/0±  00/24 b  28/0±  44/25 a  22/0±  

44/10 (ad)دهانه روزنه  d  09/0±  39/10 d  10/0±  21/11 c  14/0±  77/13 b  12/0±  60/15 a  18/0±  

37/14  (ab)روزنه دهانه  a  09/0±  31/14 a  08/0±  17/13 b  15/0±  80/10 c  13/0±  17/9 d  09/0±  

00/4 (ad)تراكم كرك b  32/0±  33/3 b  57/0±  22/4 b  41/0±  00/7 a  20/0±  00/7 a  28/0±  

22/6 (ab)تراكم كرك  b  11/0±  00/5 b  19/0±  78/6 b  28/0±  22/9 a  25/0±  00/9 a  12/0±  

30/114  (ad)طول كرك  b  26/1±  31/114 b  87/0±  61/116 b  86/0±  74/113 b  79/0±  63/200 a  07/2±  

3/304 (ab)طول كرك  b  07/2±  00/304 b  33/1±  55/309 b  10/1±  13/303 b  28/1±  41/437 a  39/1±  

  
تراكم و طول  ).1شود (جدول  نسبت به شاهد) مشاهده مي

كرك گياهان شاهد در اپيدرم فوقاني كمتر از اپيدرم تحتاني 

 مـي  نشان SO2هاي حاصل از اثر گاز  ميانگينمقايسه  است

تـأثيري بـر تـراكم     ppm5/1تر از  هاي پايين غلظتدهد كه 

كرك در هيچ يك از دو سطح برگي ندارد. در گياهان تحت 

گــاز تــراكم كــرك در دو ســطح فوقــاني و  ppm2غلظــت 

% را نسبت به شاهد 69/44% و 75تحتاني به ترتيب افزايش 

گياهـان  در هر دو سـطح فقـط در    دهد. طول كرك نشان مي

كه در اپيدرم تحتـاني    طوري  افزايش يافت به ppm2تحت غلظت 

درصـدي در طـول    23/75و  74/43و فوقاني به ترتيـب افـزايش   

 ).3و شكل  2كرك مشاهده شد (جدول 

راكم و ميزان بر ت SO2اثر متقابل تلقيح باكتريايي و گاز 

) 01/0دار (سطح  معني گشودگي روزنه، تراكم و طول كرك

رين ميزان تراكم روزنه اپيدرم فوقاني در گياهان متبود. ك

كه كاهش   طوري  گاز مشاهده شد به ppm2بدون تلقيح و 

% را نسبت به شاهد (بدون تلقيح و بدون گاز) نشان 67/44

شده به ميزان كمتري  داد. اين كاهش در گياهان تلقيح

ري بومي و استاندارد شده با باكت مشاهده شد. گياهان تلقيح

% را نسبت به شاهد نشان 91/31و  08/34به ترتيب كاهش 

دادند. بيشترين ميزان تراكم روزنه اپيدرم فوقاني در گياهان 

شاهد مشاهده شد. تراكم روزنه در اپيدرم تحتاني در 

گاز بيشترين  ppm 2گياهان تلقيح نيافته و تحت غلظت 
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 .برگ يونجه (ab)و زيري  (ad)و تلقيح باكتريايي بر تراكم و دهانه روزنه در دو سطح رويي  SO2متقابل گاز هاي اثر  مقايسه ميانگين -2جدول 

  انجام شده است. است و مقايسه براي هر شاخص ستوني SE ±تكرار  3ميانگين هر عدد جدول 

  تلقيح

  

 SO2گاز 

ppm  
 تراكم روزنه

(ad) (mm2) 

تراكم روزنه 
(mm2) (ab)  

 دهانه روزنه

(ad) (µ) 

 دهانه روزنه

(ab) (µ) 

  بدون تلقيح
-R 

0  67/15 a 33/0±  00/19 f 00/0±  40/10 g 35/0±  36/14 a 09/0±  

5/0  33/15 a 33/0±  67/18 fg 33/0±  76/10 g 28/0±  37/14 a 09/0±  

1  00/13 c 00/0±  33/22 d 33/0±  35/12 e 33/0±  57/12 c 06/0±  

5/1  00/11 e 00/0±  00/25 b 00/0±  59/14 c 24/0±  71/10 e 05/0±  

2  67/8 f 33/0±  33/26 a 33/0±  25/16 a 16/0±  77/8 h 06/0±  

  تلقيح با

  ريزوبيوم

  بومي
Rn 

0  33/15 a 33/0±  33/18 fg 33/0±  64/10 g 35/0±  39/14 a 11/0±  

5/0  66/15 a 33/0±  67/18 fg 33/0±  67/10 g 27/0±  37/14 a 08/0±  

1  00/14 b 00/0±  67/20 e 04/0±  49/11 f 20/0±  51/13 b 06/0±  

5/1  00/12 d 00/0±  67/23 c 33/0±  58/13 d 13/0±  33/11 d 05/0±  

2  33/10 e 33/0±  00/25 b 00/0±  17/15 b 18/0±  40/9 g 07/0±  

  تلقيح با

  ريزوبيوم

  استاندارد
Rs 
 

0  00/15 a 00/0±  00/18 fg 00/0±  51/10 g 10/0±  36/14 a 05/0±  

5/0  67/15 a 04/0±  67/18 fg 33/0±  69/10 g 22/0±  31/14 a 06/0±  

1  00/14 b 00/0±  33/20 e 33/0±  42/11 f 15/0±  43/13 b 04/0±  

5/1  00/12 d 00/0±  67/23 c 33/0±  61/13 d 31/0±  35/10 f 07/0±  

2  67/10 e 33/0±  00/25 b 00/0±  28/15 b 28/0±  31/9 g 04/0±  

  

 

  

 

اپيدرم فوقاني در گياه تحت  (ob: 100) (µm)و طول كرك  (ob: 40)تغييرات تراكم  -3شكل 

تراكم كرك گياه  )bتراكم كرك گياه شاهد،  )A. نسبت به گياه شاهد SO2گاز  ppm 2غلظت 

 گاز. ppm 2طول كرك گياه تحت غلظت  )dطول كرك گياه شاهد و  )ppm 2 ،cتحت غلظت 

  

% را نسبت به 58/38كه افزايش  طوري   ميزان را داشت به

 شاهد نشان داد. در گياهان تلقيحي، افزايش ناشي از تنش

كه در گياهان   وريط  گاز به ميزان كمتري مشاهده شد به

گاز هر دو  ppm2تلقيحي با باكتري بومي و استاندارد و 

% افزايش تراكم روزنه داشتند. بين تراكم روزنه در  57/31

گياهان تلقيحي با باكتري بومي و استاندارد تحت 
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 (ad)در سطح رويي  (µ)ل كرك و طو (mm2)و تلقيح ريزوبيومي بر تراكم كرك SO2 هاي اثر متقابل گاز  مقايسه ميانگين - 3جدول 

  است. مقايسه براي هر شاخص جداگانه انجام شده است. SE±تكرار  3ميانگين هر عدد جدول  .برگ يونجه (ab)و زيري 

 (µ) (ab)طول كرك (ad)طول كرك  (ab)تراكم كرك  (ad)تراكم كرك  SO2  تلقيح

  بدون تلقيح
-R 

0  00/4 c 57/0±  33/6 c 33/0±  1/114 c 3/2±  9/304 c 14/1±  

5/0  00/4 c 57/0±  00/6 c 57/0±  6/114 c 8/1±  6/303 c 84/1±  

1  33/4 c 33/0±  00/6 c 57/0±  4/118 c 5/0±  5/308 c 11/1±  

5/1  33/8 a 33/0±  67/10 a 67/0±  3/114 c 5/1±  4/304 c 37/1±  

2  67/8 a 33/0±  67/10 a 33/0±  6/314 a 04/2±  6/504 a 04/1±  

تلقيح با 

ريزوبيوم 

  بومي
Rn 

0  67/4 c 33/0±  33/6 c 33/0±  1/113 c 7/2±  7/303 c 70/1±  

5/0  67/3 c 67/0±  33/5 c 33/0±  7/113 c 4/1±  7/303 c 13/1±  

1  00/4 c 00/0±  00/6 c 57/0±  9/115 c 6/0±  4/305 c 64/1±  

5/1  33/6 b 33/0±  00/8 b 57/0±  03/112 c 1/1±  8/301 c 99/0±  

2  67/6 b 33/0±  33/8 b 67/0±  9/218 b 3/2±  2/404 b 29/1±  

تلقيح با 

ريزوبيوم 

  استاندارد
Rs  

0  67/3 c 67/0±  00/5 c 00/0±  7/115 c 16/2±  1/305 c 44/1±  

5/0  67/3 c 33/0±  33/5 c 33/0±  6/114 c 9/1±  9/302 c 16/1±  

1  67/3 c 67/0±  67/5 c 33/0±  5/115 c 4/2±  5/304 c 98/0±  

5/1  33/6 b 33/0±  00/8 b 00/0±  9/114 c 3/1±  3/301 c 20/1±  

2  33/6 b 33/0±  33/8 b 67/0±  2/217 b 4/2±  6/407 b 25/1±  

  

داري وجود  گاز تفاوت معني ppm 5/0و  0هاي  لظتغ

 نداشت. گشودگي دهانه روزنه تحت تأثير تنش در اپيدرم

داري را  فوقاني افزايش و در اپيدرم تحتاني كاهش معني

نشان داد. تلقيح باكتريايي باعث كاهش اين تغييرات تحت 

شد. بيشترين ميزان گشودگي دهانه روزنه  SO2تنش گاز 

و  ppm2نيافته و غلظت  قاني در گياهان تلقيحاپيدرم فو

رين در شاهد (بدون تلقيح و بدون گاز) مشاهده شد. متك

شده با باكتري بومي و استاندارد در  گياهان تلقيح

داري نسبت به  گاز تغيير معني ppm5/0و  0هاي  غلظت

شاهد نداشتند. در اپيدرم تحتاني به ترتيب بيشترين و 

دهانه روزنه در گياهان شاهد و  كمترين ميزان گشودگي

گاز مشاهده شد  ppm2نشده و غلظت  گياهان تلقيح

بومي ريزوبيوم   ). اثرات ناشي از تلقيح با سويه2(جدول 

نشده  مشابه اثرات سويه استاندارد بود. در گياهان تلقيح

تراكم كرك در هر دو سطح اپيدرم در اثر تنش در 

افزايش تراكم كرك  افزايش يافت. ppm2و  5/1هاي  غلظت

 ppm2نشده و  در اپيدرم فوقاني و تحتاني در گياهان تلقيح

% را نشان داد. اين افزايش 56/68% و75/116به ترتيب 

يافته به ميزان كمتري صورت  ناشي از تنش در گياهان تلقيح

 كه در اپيدرم فوقاني در گياهان تلقيحي با  طوري  گرفت، به

به ترتيب افزايش  ppm2ر باكتري استاندارد و بومي د

% تراكم 6/31% و در اپيدرم تحتاني افزايش 75/66و  25/58

كرك (هر دو باكتري) مشاهده شد. طول كرك در گياهان 

نيافته در هر دو سطح برگ فقط در گياهان تحت  تلقيح

 76/2گاز افزايش يافت. اين افزايش به ميزان  ppm2غلظت 

برابر در اپيدرم تحتاني بود.  65/1برابر در اپيدرم فوقاني و 

يافته با ريزوبيوم افزايش طول كرك كمتر  در گياهان تلقيح

در گياهان تلقيحي با سويه بومي و  ppm2بود. در غلظت 
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حروف بر طول سلول نردباني و قطر سلول اسفنجي برگ يونجه  SO2 هاي مختلف گاز هاي اثر غلظت مقايسه ميانگين - 4جدول 

 است. SE±تكرار  3ميانگين هر عدد جدول ها مطابق آزمون دانكن است.  دار بين ميانگين دهنده عدم اختلاف معني مشابه نشان

  ابعاد سلول

 (ميكرومتر)

 SO2 (ppm)تيمار گاز 

0 5/0  1 5/1  2 

81/48 طول نردباني a 25/0±  79/48 a 30/0±  01/47 b 29/0±  18/45 c 25/0±  79/43 d 34/0±  

34/13 قطر اسفنجي a 21/0±  41/13 a 30/0±  80/11 b 19/0±  00/10 c 25/0±  04/8 d 22/0±  

  

استاندارد، افزايش طول كرك در اپيدرم فوقاني و تحتاني به 

 ). بيشترين3برابر مشاهده شد (جدول  34/1و  91/1ترتيب 

نيافته تحت غلظت  لقيحتغييرات تشريحي برگ در گياهان ت

ppm 2 .گاز مشاهده شد 

نتايج آناليز واريانس نشان داد كه تلقيح ريزوبيومي 

داري بر طول سلول نردباني و قطر سلول  يونجه اثر معني

اسفنجي نداشت ولي طول سلول نردباني و قطر سلول 

هاي مختلف  اسفنجي در گياهان يونجه تحت تأثير غلظت

) را نشان دادند. در 01/0ري (سطح دا تفاوت معني SO2گاز 

داري در طول  گاز تغيير معني ppm5/0گياهان تحت غلظت 

سلول نردباني و قطر سلول اسفنجي مشاهده نشد اما با 

افزايش غلظت گاز طول سلول نردباني و قطر سلول 

كه در گياهان   طوري  داري پيدا كرد به اسفنجي كاهش معني

 73/39و  28/10ب كاهش ترتي گاز به ppm2 تحت تيمار 

درصدي در طول سلول نردباني و قطر سلول اسفنجي 

 ). 4نسبت به شاهد مشاهده شد (جدول 

بر طـول سـلول    SO2اثر متقابل تلقيح باكتريايي و گاز 

) 01/0) و قطر سلول اسفنجي (سـطح  05/0نردباني (سطح 

تـرين   داري را نشـان داد. بـزرگ   برگ گياه يونجه اثر معنـي 

نردباني و قطر سلول اسفنجي در گياهان شاهد  طول سلول

ــدون   ــيح و ب ــدون تلق ــتلاف  SO2(ب ــد. اخ ــاهده ش ) مش

داري در طول سلول نردباني و قطر سلول اسفنجي در  معني

 ppm5/0شده كه تحـت غلظـت    نشده و تلقيح گياهان تلقيح

گاز بودند، نسبت به گياهان شاهد مشـاهده نشـد. كمتـرين    

 نشـده تحـت غلظـت    اهان تلقـيح طول سلول نردباني در گي

  ppm2  درصـدي را   41/11كـه كـاهش    گاز مشاهده شـد

شده ايـن   نسبت به گياهان شاهد نشان داد. در گياهان تلقيح

شده با سويه  كه در گياهان تلقيح  طوري  كاهش كمتر بود به

 14/11و  82/10بــومي و اســتاندارد ريزوبيــوم كــاهش    

د مشـاهده شـد.   درصدي به ترتيب نسبت به گياهـان شـاه  

نشـده تحـت    كمترين قطر سلول اسفنجي در گياهان تلقـيح 

درصـدي   24/46كه كاهش  گاز مشاهده شد ppm2غلظت 

شـده   را نسبت به گياهان شاهد نشان داد. در گياهان تلقـيح 

كه در گياهان   طوري  اين كاهش به ميزان كمتري رخ داد به

تاندارد بـه  شده با ريزوبيوم مليلوتي سويه بومي و اس ـ تلقيح

درصدي نسبت بـه گياهـان    13/38و  98/37ترتيب كاهش 

  ).4شاهد مشاهده شد (شكل 

  

 بحث:

داري بر  در اين مطالعه تلقيح باكتريايي به تنهايي اثر معني

يك از صفات تشريحي برگ نداشت. تغييرات   هيچ

هاي  كننده و تنظيم كننده آلودگي  تشريحي گياهان، تكنيك آگاه

بنابراين عدم  .(Omosun et al., 2008)ست زيست محيطي ا

تشريحي گياه يونجه به دنبال تلقيح خصوصيات تغيير 

ريزوبيومي مبين اين مطلب است كه تلقيح ريزوبيومي براي 

شود. يونجه به طور طبيعي با  يونجه تنش محسوب نمي

كند و از اين ارتباط سود  همزيستي برقرار ميريزوبيوم 

تشريحي خود ندارد. خصوصيات يير برد و نيازي به تغ مي

هاي  اي در مقابله با باكتري از نظر محققين سيستم روزنه

هاي  كند. اين تغيير در برابر باكتري زا تغيير مي بيماري

زا، در سازش و بقا گياه در برابر تنش زيستي  بيماري

گياهان با تغيير . (Melotto et al., 2006)تواند موثر باشد  مي
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و  Rn، تلقيح با ريزوبيوم بومي R-) و تلقيح باكتريايي (بدون تلقيح ppm 2و  SO2)0 ،5/0 ،1 ،5/1 اثر متقابل گاز  - 4شكل 

برگ (بر حسب ميكرومتر)  DSC قطر سلول اسفنجي :(B) و بر حسب ميكرومتر)( HPCطول سلول نردباني  :(A)) بر Rsاستاندارد 

سلول نردباني دار بودن ( دهنده معني  و حروف غيرمشابه نشان (SE)خطاي استاندارد  دهنده  خطوط نشانروزه.  45گياهان يونجه 

  باشد. براساس آزمون دانكن مي )01/0سطح و  براي سلول اسفنجي  05/0سطح 

  

هاي اپيدرمي، كرك و روزنه در برابر  سلول تعداد و ابعاد

 ,.Kulshreshtha et al)كنند  هاي هوا مقابله مي آلاينده

، ppm SO25/0 يونجه تحت غلظت  . در گياهان(1994

گشودگي روزنه در هر دو سطح فوقاني و  تراكم و ميزان

 ) بود، يعني غلظت ppm0 تحتاني مشابه گياهان شاهد (

ppm5/0 خصوصيات گاز، تنش براي گياه نبوده است و بر

در  SO2ميزان طبيعي تشريحي گياه تأثير نداشته است. 

هاي با هواي  و در مكان ppm5/0 - 05/0 مناطق شهري 

. (Khan et al., 2006)يا بيشتر است  ppm2 آلوده به ميزان 

در سطح فوقاني  ppm 2به  5/0با افزايش غلظت گاز از 

 يافت تراكم روزنه كاهش و ميزان گشودگي روزنه افزايش 

در در سطح تحتاني نيز حالت عكس مشاهده شد.  و

 )2007همكارانش (و  Waliي انجام شده توسط  مطالعه

گشودگي روزنه در هر دو سطح رويي و  SO2تحت تيمار 

 درزيرين برگ هميشه بهار تغيير را نشان داد، اغلب 

بدون تغيير بودند.  SO2) گاز ppm)5/0دوزهاي پايين 

باعث افزايش  ppm2 هاي بالاي گاز به ويژه  غلظت

ي گشودگي روزنه در سطح رويي و كاهش آن در  اندازه

ها شد. افزايش دهانه روزنه در اپيدرم  يرين برگسطح ز

هاي همراه روزنه مربوط  فوقاني به كاهش تورژسانس سلول

هاي همراه باعث  توسط سلول SO2باشد. جذب سريع  مي

ها  تغييراتي در نفوذپذيري غشا و كاهش تورژسانس سلولي آن

در گشودگي روزنه را توضيح افزايش  شود كه ممكن است مي

اي  هاي روزنه بسته شدن شكاف .(Singh et al., 1985)دهد 

دهد يا در گياهاني كه  هاي خيلي بالا رخ مي كه در غلظت

قرار گرفتند،  SO2هاي خيلي طولاني در معرض  زمان

هاي زير روزنه و در نتيجه  در حفره CO2باعث تجمع 

شود. اين كاهش دهانه روزنه براي  توقف فتوسنتز مي

به داخل برگ مفيد است  SO2تر جلوگيري از ورود بيش

(Wali et al., 2007) . كاهش تعداد روزنه در سطح زبرين

شود را  هاي برگ مي وارد بافتاي كه SO2تواند مقدار گاز  مي

ر برابر سميت اين گاز كاهش دهد و بنابراين از گياه د

كاهش دهانه روزنه اپيدرم  (Sharma, 1977).محافظت كند

به داخل برگ  SO2ورود بيشتر  زيرين براي جلوگيري از

 Brassicaاي گياه  مطالعه (Sharma, 1977).مفيد است 

rapa  در معرض گازCO2 افزايش تراكم كرك در گياهان ،

گزارش شد. افزايش تراكم درصد  57تحت تنش گاز تا 

تواند مكانيسمي براي تحمل تنش توسط گياه باشد.  كرك مي

(Karowe and Grubb, 2011). ي بلند ممكن است ها كرك

به عنوان يك فيلتر و محافظ عمل كنند و ذرات و 

دارند  هاي آلودگي را از دهانه روزنه دور نگه  مولكول
.(Sharma, 1977)  
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داري  گاز تغيير معني ppm5/0 در گياهان تحت غلظت 

در طول سلول نردباني و قطر سلول اسفنجي مشاهده نشد 

ردباني و قطر سلول اما با افزايش غلظت گاز طول سلول ن

داري پيدا كردند. در بررسي اثر  اسفنجي كاهش معني

و  Trifolium montanumآلودگي هوا روي ساختار بافتي 

T. pretenes  مشخص شد كه آلودگي هوا سبب كاهش قطر

با توجه  .شود پارانشيم اسفنجي و طول پارانشيم نردباني مي

ي نسبت به هاي مزوفيل اسفنج به فضاهاي بزرگ بين سلول

هاي گازي به راحتي بعد  پارانشيم نردباني، بنابراين آلاينده

از ورود به برگ در بخش تحتاني برگ انباشت شده و به 

هاي  زنند. يكي از راه اي صدمات بيشتري مي پارانشيم حفره

هاي گازي افزايش ضريب  مقاومت گياهان به سميت آلاينده

امت نردباني شدن است كه اين ضريب نسبت ضخ

هاي پارانشيم  هاي پارانشيم نردباني به ضخامت سلول سلول

 Cajanus cajan. در گياه (Gostin, 2009)اسفنجي است 

هاي هوا، فراواني كرك و كاهش اندازه  تحت تنش آلاينده

هاي اپيدرمي، طول پارانشيم  برگ و برگچه، اندازه سلول

يدرم نردباني، قطر پارانشيم اسفنجي، اندازه روزنه در اپ

فوقاني و تراكم روزنه در اپيدرم تحتاني گزارش شد 

(Meerabai et al., 2012) .نردباني  هاي كاهش در طول سلول

هاي  به كلروپلاست سلول SO2تواند به اين علت باشد كه  مي

 .(Krishnayya and Bedi, 1989)كند  مي نردباني آسيب وارد 

سنتز محققان گزارش كردند كه تخريب كلروفيل و فتو

افتد  هاي نردباني برگ اتفاق مي ابتدا در سلول SO2توسط 

(Hui-zhen et al., 1980) .  

بر صفات تشريحي برگ به دنبال  SO2اثرات منفي گاز 

تلقيح با ريزوبيوم كاهش يافت. بيشترين تغييرات تشريحي 

 در گياهان بدون تلقيح و غلظت SO2برگ در اثر تنش 

  ppm2  تغييرات تشريحي برگ در گاز مشاهده شد. اين

يافته (چه بومي و چه استاندارد) به ميزان  گياهان تلقيح

كمتري مشاهده شد. افزايش تعداد و طول كرك در 

در هر دو سطح اپيدرم در اثر  SO2هاي بالاي گاز  غلظت

تنش، در گياهان تلقيح يافته با سويه بومي و استاندارد 

دار  اهش معنيريزوبيوم به ميزان كمتري صورت گرفت. ك

 1هاي  طول سلول نردباني و قطر سلول اسفنجي در غلظت

يافته به ميزان كمتري  گاز، در گياهان تلقيح ppm2 تا 

جا كه اكسين نقش مهمي در تنظيم رشد مشاهده شد. از آن

و نمو گياهان دارد و رشد طولي سلول و تقسيم سلولي را 

 (Saharan and Nehra, 2012)كند  وابسته به غلظت كنترل مي

اين اثر ناشي از تلقيح احتمالاً به دليل توليد اكسين توسط 

هاي  باكتري است. همچنين اثر ريزوبيوم بر فعاليت

فيزيولوژيك به علت لوميكروم رها شده توسط باكتري 

. لوميكروم يك (Matiru and Dacora, 2005)تواند باشد  مي

وايي از طريق هاي ه مولكول سيگنال است كه از ريشه به بخش

شيره خام انتقال يافته و در برگ تجمع يافته و سبب تغييرات 

شود. لوميكروم محرك تقسيم و  هاي هوايي مي نموي در اندام

ها  ريزوبيومي عمل روزنه باشد. اين متابوليت توسعه سلولي نيز مي

هاي  ها نسبت به تنش كند و سبب سازش لگوم را تنظيم مي

باكتري ريزوبيوم  .(Matiru and Dacora, 2005)شود  مختلف مي

ها در كاهش شرايط تنشي نقش مهم و  همزيست با لگوم

كند. ريزوبيوم با توليد تركيباتي همچون  موثري را ايفا مي

ها مثل  ها، تركيبات اسموليت ها، ويتامين انواع هورمون

هاي  اكسيدان دآميناز و توليد آنتي- ACCپرولين، توليد 

شرايط تنش براي تنش، در كاهش  آنزيمي تحت شرايط

   .(Dimkpa et al., 2009)گياهان موثر است 

  

   گيري: نتيجه

هاي  عدم تأثير تلقيح ريزوبيومي به تنهايي بر شاخص

كننده اين مطلب است كه تلقيح  تشريحي برگ، بيان

غلظت  .شود ريزوبيومي براي يونجه تنش محسوب نمي

ppm 5/0  گازSO2  محسوب نيز براي يونجه تنش

هاي بالاتر اثرات منفي روي گياه  شود اما غلظت نمي

برقراري يك رابطه مناسب بين كنند. با  اعمال مي

توان علاوه بر رشد گياه، اثر  ميريزوبيوم -يونجه

 را كاهش داد. SO2آلودگي 
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  تشكر و قدرداني:

از حوزه معاونت محترم پژوهشي و فناوري دانشگاه اراك 

يي اين تحقيق را به عهده داشتند كه حمايت مالي و اجرا

  شود. صميمانه تشكر و قدرداني مي
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Abstract: 
 

Sulphur dioxide (SO2) is one of the main air pollutants that can cause imbalance in growth and physiological 
function of plant in high concentrations. Rhizobium-plant symbiosis can cause increasing in plant resistance to 

abiotic and biotic stresses in addition to increase growth of plant. In this study, effects of Rhizobium (native and 
standard strains) on leaf anatomical parameters of alfalfa under different concentrations of SO2 (0, 0.5, 1, 1.5 and 
2 ppm) were evaluated. The Results showed that inoculation had no effect on the leaf anatomical parameters on 
the alfalfa. High concentrations of SO2 (1, 1.5 or 2 ppm) caused significantly changes in all of the anatomical 

indexes in compared to the control plants; however low concentration of SO2 (0.5 ppm) had no effects on this 
parameters. Inoculation of alfalfa with two strains of Rhizobium decreased negative effects of high concentra-
tions of SO2 on anatomical indexes. Rhizobium can increase plant resistance and tolerance against abiotic stress-
es such as air pollution. 

 
Keywords: alfalfa (Medicago sativa), anatomical indexes, Rhizobium, SO2 pollution.  
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