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 چکیده

های همزیست بومی با قابلیت تثبیت نیروژن  کمبود نیتروژن یکی از مهمترین عوامل محدود کننده تولیدات گیاهی است. بنابراین شناسایی باکتری

ته شده در های کاش های جداشده از گرهک تعدای از لگوم تواند نقش مهمی در کشاورزی داشته باشد. در این پژوهش، برخی از ریزوباکتری می

ها برای رشد در محیط فاقد نیتروژن مورد بررسی قرار گرفت. تعدا هشت ایزوله با بیشترین رشد  مزارع استان کرمان، جداسازی شد. توانایی ایزوله

شده در شرایط  های انتخاب ها حذف شدند. قابلیت تولید آمونیوم ایزوله در محیط برای مطالعات بعدی مورد استفاده قرار گرفت و سایر ایزوله

ای با ده سطح تیماری  زایی گیاهان لوبیا در شرایط گلخانه های رشدی و گرهک ها همچنین روی ویژگی ( بررسی گردید. اثر ایزولهin vivoدرزیوه )

( P<0.01داری ) عنیها بطور کاملا م )به همراه سطوح عدم مصرف و مصرف نیتروژن معدنی( مورد مقایسه قرار گرفت. نتایج نشان داد تمام ایزوله

نیز در حضور تلقیح باکتریایی افزایش یافت  aهای رشدی گیاهان را درمقایسه با شاهدی که نیتروژن دریافت نکرده، بهبود بخشید. کلروفیل  ویژگی

که  GMSو  MPV2 های که معادل کاربرد نیتروژن معدنی بود و محتوای کلروفیل کل نیز در رتبه بعد از مصرف نیتروژن معدنی بود. ایزوله

های رشدی گیاه شامل ارتفاع و محتوای آب گیاه نشان دادند.  زایی را در ریشه نشان دادند، قابلیت بیشتری در بهبود ویژگی بیشترین میزان گرهک

توان چنین نتیجه  می های تلقیح شده باعث شدند. بنابراین بیشترین مقدار نیتروژن در گیاه را در مقایسه با سایر گروه GMSو  MCAهای  ایزوله

 Cicer arietinum و ،Phaseulus vulgaris ،Medicago sativaکه به ترتیب از گرهک ریشه گیاهان  MCAو  MPV2 ،GMSهای  گرفت که ایزوله

ها در شرایط  ین ایزولهباشند. هرچند قابلیت ا استخراج شدند، انتخاب مناسبی بعنوان کودزیستی تثبیت کننده نیتروژن برای بهبود رشد گیاه لوبیا می

 ای باید مورد بررسی قرار گیرد. مزرعه

 

 زایی : ریزوباکتری، گیاهان لگوم، ویژگی رشدی، تثبیت نیتروژن، گرهکواژگان کلیدی
 

 مقدمه

جایگزینی کودهای شیمیایی با کودهای زیستی یک شیوه مهم 

. (de Souza et al., 2015)در حفظ کشاورزی پایدار است 

نیتروژن عنصر پرمصرف در گیاهان بوده که بطور قابل توجهی 

تواند منجر به محدودیت در رشد و تولید گیاهان لگوم و  می

نیتروژن تثبیت .  (Flores‐Félix et al., 2013)غیر لگوم گردد 

م مونیوآتمسفر به ا د درموجونیتروژن شامل تبدیل ن گیاهادر

ت یورکاوپری ها گانیسموارسیلة میکروکنش به واین ا باشد.می 
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های  سویه د.می گیررت صو زناوژنزیم نیترده ازآستفاابا و 

مهمترین و برترین نوع  Bradyrhizobiumو  Rhizobium جنس

ها  بویژه لگومن یشه گیاهاه روی رتشکیل گر باکتری بوده که با

نیتروژن تثبیت سالانة ان میز نمایند. به تثبیت نیتروژن کمک می

ك خاع نون، میزباه گانیسم ها با توجه به گیاوارین میکراتوسط 

م کیلوگر 30-300بین تا ده و بووت یط محیطی متفااشرو 

 Dixit and Appu) سته اشدزده تخمین ل هرسا ر درهکتادر

Kuttan, 2015). 

ه رـگد یجاان اهستند که توی خاکزی هایها باکترمبیوویزر

اده خانون اــیاهـا گـبوژن یترـنه نندـبیت کـتی تثـزیسـهمو

ین اتوسط ه دـت شـتثبیوژن رـنیت ند.ـمیباشز را دارا لگومینو

ل جایگزین ـکامرت وـه صـد بـناسیستم همزیستی میتو

ه را گیاز یاناز یا بخشی ه و شدوژندار شیمیایی نیتری هادکو

م لگون ت گیاهاـکشدر د ـتولیاری سبب پایدو هم نماید افر

مطالعات نشان داده . (Dixit and Appu Kuttan, 2015)دد گر

ها( و  ای )ریزوباکتری است که باکتری های محرك رشد ریشه

ریزوبیوم ها با تاثیر بر ویژگی های فیزیولوژیکی و افزایش 

مقاومت آنتی اکسیداتیو قادر به بهبود رشد گیاهان و نیز ایجاد 

 . (Yang et al., 2009)باشند  مقاومت گیاهان به تنش ها می

تثبیت نیتروژن  قابلیت ت نشان داده است کهمطالعا

 متاثر ازعلاوه بر فاکتورهای محیطی  ها لگوممولکولی در 

انتخاب  رقم گیاهی قرار دارد. نژاد باکتری و عواملی مانند

باکتری مناسب، برای هر گیاه، سیستم همزیستی بالاترین 

 ,.Peoples et al)کارائی را از نظر تثبیت نیتروژن خواهد داشت 

بومی مناطق  و همزیست ریزوباکترهایشناسایی . (1995

ی اـهم وـبیویزر بهترین باـنتخزی و ااـساجددر ند امیتو

ه ــیی مایرااــیش کازــفابب ــسده و وــؤثر بــم مدرآکا

تولید مایه تلقیح دد. گربرای هر گیاه ی تولیدی تلقیحها

 شناختهو مؤثر ی هایشتن باکترر داختیادر ا نیازمندبیومی ویزر

مقایسه ( در2013ران )همکاو  نصراصفهانی میباشد.ه شد

 Mesorhizobium مختلفی سویه ها درنیتروژن  زیستیتثبیت 

ciceri ر قل یک تیمااحددر نشان دادند که د نخوه گیا در

د ند جایگزین کواکه نه تنها می تود دارد جووبومی بیومی ویزر

ته د ازکوز ایش محصولی بیشتر افزابلکه حتی گاهی دد ته گراز

. یادگاری و همکاران (Nasr Esfahani et al., 2014) داردنیز 

د و بر عملکری باکتری ثرسویه هااسی ربردر  (2008)

د که سویه برتر ـندنموارش زـا گـی لوبیـکیفت خصوصیا

صد در87یش افزاث ـباعای ه ـعریط مزارـشه دردـی شـمعرف

 ,.Yadegari et al) دیدنه گرداتئین ویش پرافزو انه د داعملکر

ان زــه میــت کــسه ادــشت اــثبای ــمیندام زاــبدر . (2008

ت با صفاداری معنی و همبستگی مثبت وژن رــت نیتــتثبی

د ـناتو ـیمت فاـصو این شته ه( داگراد تعدو ر ـقطه )وزن، رـگ

وژن در تثبیت نیتران میزای غیر مستقیم برریک معیاان وـه عنـب

ویه ــساز ی ـبرخه ـک. گزارش شده است وندــه شــنظرگرفت

ا ــبوژن رــنیته دــت کننــتثبیی اــهی اکترــبی اــه

، از ترداــیوزن زا ــبو تر ــبیشی اــهه رــد گــتولید وــجو

ن ــیو اد ــنردارایینی برخوــپوژن رــت نیتــتثبیان زــمی

د. ـندادبت ـا نسـهه رـیی نسبی پایین گرابه کاع را موضو

ابی ـیای ارزرـمناسبی بر ها معیاه گر اد و وزنین تعدابنابر

ی ـیان گره زاتعیین توای فقط برو ها نیست ه یی سویه گرراکا

ای بری رـمناسب تریی معیااهوام ندوزن امقابل در . ستانها آ

 . (Herridge et al., 2008) رود رمیبه شمانیتروژن تثبیت ان میز

لوبیا از مهمترین گیاهان زراعی خانواده بقولات است که در 

 دنیای جدید یکی از منابع مهم پروتئینی و کالری در تغذیه

درصد حبوبات مورد  50 این لگومانسان محسوب می شود. 

دانه لوبیا . استفاده در جهان را به خود اختصاص داده است

کربن  درصد هیدرات 50-56درصد پروتئین و  20-25دارای 

برابر و نسبت به  3تا  2می باشد بطوریکه در مقایسه با غلات 

 یبرابر دانه آن دارای پروتئین بیشتر 20تا  10ای  گیاهان نشاسته

 . (Broughton et al., 2003) است

نظر به اهمیت مطالعه و شناسایی گونه های بومی تثبیت 

کننده نیتروژن هر منطقه در بهبود عملکرد گیاهان زراعی و 

اینکه مطالعات محدودی روی تاثیر ریزوباکترهای بومی استان 

کرمان بر رشد لوبیا صورت گرفته است، این بررسی با هدف 

های بومی تثبیت کننده  ین سویهاصلی شناسایی و معرفی بهتر

نیتروژن استان کرمان برای لوبیا انجام گرفت. در این بررسی 
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های فتوسنتزی بعنوان شاخصه  های رشدی و رنگیزه ویژگی

ها در حد  رشد گیاه بررسی شد. همچنین برای شناسایی باکتری

ها در محیط فاقد نیتروژن  جنس ریزوبیوم، قابلیت رشد باکتری

ایی تولید آمونیوم در محیط کشت بررسی شد. قابلیت و نیز توان

ها در ریشه گیاهان لوبیا نیز مورد مقایسه  زایی ایزوله گرهک

 قرار گرفت.

 

 ها مواد و روش

در این پژوهش در مجموع : آوری سویه های باکتریایی جمع

از  1395نمونه ریشه حاوی گرهک در اواخر فروردین ماه  21

راین و -رمان شامل جوپار، گشیگانسطح مزارع لگوم استان ک

ماهان جمع آوری گردید. گیاهان لگوم میزبان ریزوباکتر شامل 

 لوبیا، نخود، یونجه و شبدر بود.

های  جهت جداسازی سویه: جداسازی ریزوباکترها

های سالم و صورتی رنگ جداشده از ریشه  باکتریایی، گرهک

پوکلریت سدیم گیاهان به مدت پنج دقیقه در هود لامینار در هی

ها پس از شست و شو  ور شد. گرهک % حاوی تویین غوطه10

با آب مقطر استریل، سه مرتبه هر بار به مدت یک دقیقه در 

میکرولیتر آب مقطر  100ها در % قرار گرفتند. گرهک70الکل 

 YM (Yeastاستریل له شدند و بر روی محیط کشت جامد 

Extract Mannitol Mediumط کشت پایه ( به عنوان محی

Cساعت در انکوباتور در دمای  24بمدت 
نگهداری شدند  °30

(Beattie and Handelsman, 1989)زی . به منظور خالص سا

های رشد کرده، واکشت شده و برای انجام  ها، باکتری سویه

°آزمایشات بعدی در دمای 
C4  نگهداری شدند. از بین

سویه بهترین رشد را در شرایط  8های جداشده  سویه

آزمایشگاهی و محیط کشت ویژه ریزوبیوم نشان دادند. این 

آوری گردید.  سویه ها به ترتیب از گیاهان مناطق زیر جمع

آوری سویه  ها بر اساس حرف اول محل جمع مگذاری سویهنا

 و حروف اول اسم جنس و گونه میزبان انجام گرفت.

: های ریزوبیومی بررسی توان تولید آمونیوم توسط سویه

های باکتریایی در احیاء امونیاك در محیط کشت  توانایی ایزوله

ساعت در  48ها به مدت  مورد بررسی قرار گرفت. سویه

Cلیترآب پپتون و در دمای  میلی 10ای فالکون حاویه لوله
°28 

در دستگاه شیکرـ انکوباتور رشد کردند. پس از سانتریفیوژ 

لیتر معرف نسلر به مایع رویی  سوسپانسیون باکتری، نیم میلی

تترایدومرکورات ترکیب غیرآلی  هر لوله اضافه شد. پتاسیم 

برای  است که به عنوان معرف نسلر شناخته می شود که

رود  های آمونیوم در محلول به کار می تشخیص یون

(Cappuccino and Sherman, 1992) جذب رنگ زرد حاصل .

 گیری شد.  نانومتر اندازه 425شده در طول موج 

: های گیاهی های ریزوبیومی و نمونه آماده سازی سویه

 5ها برای مایه زنی ریشه گیاه، مقدار  جهت آماده سازی سویه

از اتوکلاو گردید و پس  YMلیتر از محیط کشت مایع  میلی

زنی گردید. محیط  سرد شدن، نمونه باکتریایی به داخل آن مایه

ساعت در دستگاه شیکرـ  24های تلقیح شده به مدت  کشت

 150گراد و سرعت چرخش  درجه سانتی 28انکوباتور با دمای 

ها، جذب  دور در دقیقه نگهداری شد. پس از رشد باکتری

گیری شد و بر  نانومتر اندازه 600ها در طول موج  نوری نمونه

اساس فاکتور رقت و با استفاده از آب مقطر استریل، جمعیت 

ها تنظیم گردید تا تعداد یکسان  باکتری ها در تمام سوسپانسیون

سلول ریزوباکتر زنده برای هر یک از آزمایشات موردنظر 

 فراهم گردد.

 ملی از مرکز .P. vulgaris Lبذرهای لوبیا قرمز با نام علمی 

ایران تهیه شد. بذرها پس از شست و  زیستی و کیژنتی ذخایر

% و آب مقطر 5شوی سطحی با محلول سدیم هیپوکلریت 

استریل به ظروف پتری حاوی کاغذ صافی مرطوب منتقل شده 

و در تاریکی قرار گرفتند. پس از گذشت سه روز از کاشت 

ها به مدت یک  رست چه، دانه بذر جهت آلوده شدن ریشه

های ریزوبیومی جداشده قرار  اوی سویهساعت در محلول ح

های حاوی ماسه شسته و اتوکلاو شده  گرفته و سپس به گلدان

 انتقال یافتند.

 27ها با سه تکرار و هر گلدان با سه گیاه، به مدت گلدان

Cروز در گلخانه با شرایط کنترل شده با دمای 
°26/C

و  °22

رطوبت  ساعت به ترتیب در روز و شب و 16/8دوره روشنایی 

لوکس رشد کردند و  10000درصد و میزان نور  50-40نسبی 
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سه بار در هفته با محلول غذایی استریل بدون نیتروژن حاوی 

 10عناصر پرمصرف و کم مصرف، آبیاری شدند. در مجموع 

 سطح تیماری در آزمایش وجود داشت. 

زنی  در هفته دوم و سوم پس از کاشت، جهت تجدید مایه

محیط ریزوسفر، محلول باکتری های مورد نظر با  ها در باکتری

تعداد مساوی سلول که در مرحله رشد لگاریتمی بودند به 

محیط رشد ریشه اضافه شد. در این پژوهش دو گروه گلدان به 

عنوان شاهد کشت گردید که عاری از باکتری بودند. محلول 

غذایی گروه اول با نیتروژن )کنترل( و گروه دوم شاهد فاقد 

 8/0( بود. برای تامین نیتروژن گروه کنترل، مقدار NFنیتروژن )

 لیتر در لیتر نیترات پتاسیم به محلول غذایی اضافه گردید.  میلی

ها شامل وزن و  پس از برداشت، پارامترهای ریختی گرهک

ها در هر تکرار محاسبه گردید. جهت سنجش  تعداد گرهک

از چیده شدن در ها بلافاصله پس  ای، برگ محتوای رنگیزه

Cنیتروژن مایع فریز و در فریزر در دمای 
 نگهداری شد. -°80

رشدی گیاه و محتوای نسبی آب برگ های  ویژگی

(RWC):  اندام هوایی و زمینی طول ساقه و وزن تر و خشک

های تیماری  ها در گروه گیاهان و همچنین وزن و تعداد گرهگ

ها  وزن خشک، نمونهگیری  گیری شد. برای اندازه مختلف اندازه

 70در فویل آلومینیومی درآون در دمای  ساعت  72مدت   به

ها با ترازوی  گراد خشک شد. وزن خشک نمونه درجه سانتی

Sartorious مدلBP211   گیری شد و  گرم اندازه 001/0با دقت

 بر حسب گرم بر گیاه گزارش گردید. 

ایی برای محاسبه درصد نسبی آب بافت، وزن تر اندام هو

ساعت در آب  5گیری گردید. نمونه ها به مدت  گیاهان اندازه

دیونیز قرار گرفته و و وزن حالت تورگور آن ها نیز اندازه 

ساعت درآون در  72مدت   به گیری گردید. سپس نمونه ها

خشک شدند.  در فویل آلومینیومی  گراد  درجه سانتی 70دمای 

با استفاده از  RWCو  گیری شد ها اندازه وزن خشک نمونه

 :(Türkan et al., 2005)رابطه زیر محاسبه گردید 

100× 
 وزن تر –وزن خشک 

RWC (%) = 
 وزن اشباع شده -وزن خشک

های  برای سنجش مقدار رنگیزه: رنگیزه های فتوسنتزی

کلروفیل کل و کاروتنوئیدها  و a ،bفتوسنتزی شامل کلروفیل 

 ,Lichtenthaler)یل( با استفاده از روش )کاروتنوئید و گزانتوف

و  20/663، 8/646، مقدار جذب در طول موج های (1987

 15شده در  گرم از برگ عصاره گیری 2/0نانومتر مقدار  470

درصد با دستگاه اسپکتروفتومتر خوانده و  80لیتر استن  میلی

تر محاسبه  گرم بر گرم وزن ها بر حسب میکرو غلظت رنگیزه

 د. گردی
Chla = 12.25 A663.2 – 2.79 A646.8 

Chlb= 21.21 A646.8 – 5.1 A663.2 

Total Chl= chla + chlb 

Carotenids = (1000A470 - 1.8 chla - 85.02 chlb )/198 

2-3رابطه      

محتوای فلاونوئید بر اساس : محتوای فلاونوئیدهای کل

 Toor and) روش رنگ سنجی آلومینیوم کلراید انجام شد

Savage, 2005) .1/0  میلی لیتر متانول  10بافت برگ گیاه در

 5لیتر از آن با آب مقطر به حجم  میلی 5/0عصاره گیری و 

  NaNO2 میلی لیتر 3/0میلی لیتر رسانده شد. به محلول حاصل 

درصد AlCl3 10میلی لیتر  6/0دقیقه،  5درصد و پس از  5

لی می 2مولار و  NaOH 1 میلی لیتر 2اضافه گردید. در نهایت 

نانومتر  510لیتر آب مقطر اضافه و شدت جذب در طول موج 

اندازه گیری شد. غلظت نمونه ها با استفاده از منحنی استاندارد 

 کوئرستین به دست آمد.

گرم برگ خشک در ده 1/0مقدار : ها آنتوسیانین محتوای

درصد و  5/99میلی لیتر متانول اسیدی )الکل متیلیک 

( همگون گردید. 1به  99سبت کلریدریک اسید خالص به ن

ساعت در تاریکی و در دمای  24عصاره حاصل پس از 

سانتریفیوژ گردید.  g× 4000 دقیقه در  10آزمایشگاه، به مدت 

 550لیتر از محلول رویی در طول موج  میلی 3شدت جذب 

خوانده شد. برای  UV-Visbleنانومتر توسط اسپکتوفتومتر 

 mM معادل خاموشی ضریب زها ا محاسبه غلظت آنتوسیانین
-

1
Cm

 .(Wagner, 1979)استفاده گردید  bcε=A فرمول و  133000-

به کل،  نیتروژنو  برای ســنجش فسفر: سنجش نیتروژن

 استفادهگیاهی  ترتیب خاکستر خشک و خاکستر مرطوب

شــد. سنجش نیتروژن کل به روش خاکســتر مرطوب 

درصد(  76ماده خشک گیاهی در اسید پرکلریک )قراردادن 
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یک گرم از نمونه های . (Thomas et al., 1967) انجام شد

میلی لیتر اســید  25گیاهی خشــک شده در معرض 

درصد و با کمک حرارت هضم شــد. حجم  76پرکلریــک 

میلی لیتر رســید. به  50ها با آب دوبار تقطیر به  محلول

 -میلی لیتر ســیترات سدیم 2میلی لیتر از محلول حاصل 1/0

میلی لیتر هیپوکلریت  1/ 6الکل و  میلی لیتر فنل در 8/0سود، 

سدیم افزوده شــد. حجم نهایی محلول با آب دوبار تقطیر به 

جذب هر محلول به کمک دســتگاه  د. شدتمیلی لیتر رسی 10

نانومتر اندازه گیری  625طول موج  اســپکتروفتومتر و در

استاندارد   شــد. با کمــک منحنی حاصل از جذب محلول

 .ها سنجش گردید ژن کل برگسولفات آمونیوم غلظت نیترو

سنجش فسفر به روش خاکستر خشک : سنجش فسفر

ساعت در حرارت  6)قرار دادن ماده خشک گیاهی به مدت 

 Thomas et)د انجام ش درجه سانتیگراد کوره الکتریکی( 550

al., 1967) . به خاکستر نمونه های گیاهی، یک میلی لیتر معرف

و درصد افزوده  70بارتن و نیم میلی لیتر اســید پرکلریک 

 به .میلی لیتر رســید 10با آب دوبار تقطیر به  نمونهجم ح

یک میلی لیتر معرف بارتن افزوده دوباره میلی لیتر هر نمونه 2

لی لیتر می 10شــد. حجم نهایی بــا آب دوبار تقطیر به 

رســید. مقدار جــذب هر محلول به کمک دســتگاه 

نانومتر اندازه گیری  450اســپکتروفتومتر و در طــول موج 

جذب محلول  شدتشــد. با کمــک منحنی حاصل از 

 در اســتاندارد دی هیدروژن فســفات پتاسیم غلظت فسفر

 .های گیاهی سنجش شد نمونه

اثر ریزوبیوم روی صفات  برای ارزیابی: های آماری بررسی

های به دست آمده با استفاده از  گیری شده گیاه لوبیا، داده اندازه

 (ANOVA)، تحت آنالیز واریانس یکطرفه SPSS17نرم افزار 

ها با آزمون دانکن با ضریب اطمینان  داده  قرار گرفتند و میانگین

 Excelها با استفاده از نرم افزار  درصد مقایسه شدند. نمودار 95

 رسم گردید.

 

 نتایج

های ریزوباکتر بومی تثبیت کننده نیتروژن در  جداسازی سویه

مناطق مختلف استان کرمان با استفاده از محیط کشت : کرمان

سویه بهترین رشد را  8اختصاصی ریزوبیوم جداسازی شدند. 

در محیط کشت و در آزمایشگاه نشان دادند که در ادامه 

 NFها،  ر گرفتند. در جداول و شکلپژوهش مورد استفاده قرا

به گروه کنترل که با  controlبه گروه شاهد فاقد نیتروژن و 

های  جدایهگردد. نیتروژن تیمار شده بودند اطلاق می

ریزوباکتری تثبیت کننده نیتروژن از کشت باکتری های بدست 

قابلیت تولید آمده از گرهک گیاهان لگوم جمع آوری شده از 

ها با استفاده از معرف نسلر مورد بررسی قرار  هآمونیوم جدای

خلاصه شده است. بر اساس نتایج  1گرفت. نتایج در شکل 

داری در  آزمون دانکن، سویه های غربال شده تفاوت معنی

و پس از آن  GMS(. سویه >05/0Pتولید آمونیوم نشان دادند )

. داشتند تولید آمونیوم بیشترین قابلیت را MPV2و  JTRجدایه 

کمترین آمونیوم را بر اساس معرف نسلر تولید  JCMایزوله 

 (. P<0.05کرد )

 :(RWCرشدی گیاه و محتوای نسبی آب برگ )های  ویژگی

های ریختی و محتوای  نتایج حاصل از تجزیه واریانس ویژگی

های ریزوبیومی غربال  آب برگ گیاه لوبیا تلقیح شده با ایزوله

ر مناطق مختلف استان کرمان های مزارع لگوم د شده از خاك

آورده شده است. بر اساس نتایج، عامل جدایه با  1در جدول 

های رشدی گیاه لوبیا شامل وزن تر و  % بر ویژگی99احتمال 

خشک ریشه و شاخه، ارتفاع گیاه، سطح برگ و محتوای آب 

 برگ تاثیرگذار است. 

نشان داده شده است، بیشترین میزان  2چنانچه در شکل 

تر و خشک در ریشه و شاخه لوبیا در گیاه تحت شرایط وزن

کنترل تیمار شده با نیتروژن معدنی مشاهده شد. از بین 

و  MCAهای  ریزوباکترهای تثبیت کننده نیتروژن جدایه

MPV2 تر شاخه را باعث شدند. به ترتیب بیشترین مقدار وزن

بیشترین مقدار وزن خشک ریشه و شاخه هم در گیاهان تیمار 

شد. کمترین میزان وزن تر ریشه و  مشاهده JCMشده با ایزوله 

نیز وزن خشک ریشه و شاخه در گیاهان کنترل فاقد نیتروژن 

(NF( ثبت گردید )P<0.05.) 

( b( و وزن خشک )a)مقایسه میانگین وزن تر  -2شکل 
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 های ریزوبیومی و گیاه منبع آوری سویه محل جمع -1جدول 

 محل کاشت گیاه گیاه منبع سویه ینام سویه ریزوبیوم ردیف

1 MMS Medicago sativa L. ماهان 

2 MTR Trifolium resupinatum  L. ماهان 

3 JTR Trifolium resupinatum L. جوپار 

4 JCM Cicer arietinum L. جوپار 

5 GMS Medicago sativa L. گشیگان راین 

6 MCA Cicer arietinum L. ماهان 

7 MPV1 Phaseolus vulgaris L. ماهان 

8 MPV2 Phaseolus vulgaris L. ماهان-جاده جوپار 

 
تکرار توسط آزمون دانکن و در سطح  3  توان تولید آمونیوم در محیط کشت توسط ریزوباکترهای غربال شده. مقایسه میانگین -1شکل 

 باشد.  دار می دهنده تفاوت معنی % انجام گرفت. حروف متفاوت نشان95معنی داری 

 
ها  های تثبیت کننده نیتروژن. ستون ریشه و شاخه لوبیا تلقیح شده با ریزوباکتری( b( و وزن خشک )a)مقایسه میانگین وزن تر  -2شکل 

به  controlفاقد نیتروژن و : گروه شاهد NF. (P<0.05باشد ) داری می دهنده عدم معنی باشد. حروف مشابه نشان شامل میانگین تکرارها می

 گروه کنترل تیمارشده با نیتروژن.

 

های تثبیت کننده  ریشه و شاخه لوبیا تلقیح شده با ریزوباکتری

باشد. حروف مشابه  ها شامل میانگین تکرارها می نیتروژن. ستون

: گروه NF. (P<0.05باشد ) داری می دهنده عدم معنی نشان

به گروه کنترل تیمارشده با  controlشاهد فاقد نیتروژن و 
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شکل 

ها شامل میانگین  های تثبیت کننده نیتروژن. ستون ( گیاه لوبیا تلقیح شده با ریزوباکتریb( و سطح برگ )aمقایسه میانگین ارتفاع ) -3

به گروه کنترل  control: گروه شاهد فاقد نیتروژن و NF. (P<0.05باشد ) داری می دهنده عدم معنی باشد. حروف مشابه نشان تکرارها می

 تیمارشده با نیتروژن.

 
باشد.  ها شامل میانگین تکرارها می های تثبیت کننده نیتروژن. ستون مقایسه محتوای آب برگ گیاه لوبیا تلقیح شده با ریزوباکتری -4شکل 

 . (p<0.05باشد ) داری می دهنده عدم معنی حروف مشابه نشان

 

 یتروژن.ن

نتایج حاصل از مقایسه میانگین ارتفاع گیاه و سطح برگ بر 

 b-3و  a -3( به ترتیب در شکل P<0.05اساس آزمون دانکن )

زنی شده با  نشان داده شده است. گروه کنترل مشابه گروه مایه

بیشترین ارتفاع  GMSو پس از آن  MCAو  MPV2های  جدایه

و  MMSریزوباکترهای داد. ها نشان  گیاه را در بین سایر گروه

JTR  .نیز کمترین رشد طولی گیاه را داشتند 

(. b-3سطح برگی در گروه کنترل بیشترین میزان را داشت )

کمترین میزان نیز در گروه شاهد فاقد نیتروژن مشاهده شد 

(P<0.05بین سطح برگ در سایر گروه .) داری  ها تفاوت معنی

 وجود نداشت.

داری نشان داد  ها تفاوت معنی وهمحتوای آب برگ بین گر

(P<0.05بیشترین میزان محتوای آب برگ در گروه .)  های

مشاهده شد. گروه شاهد فاقد نیتروژن  GMSو  MPV2کنترل، 

 . (4)شکل  نیز کمترین میزان محتوای آب برگی را دارا بود

نتایج حاصل از تجزیه واریانس  :ای محتوای رنگیزه

لاونوئیدها و آنتوسیانین گیاه لوبیا های فتوسنتزی و ف رنگیزه

های کشاورزی در  شده از خاك های غربال تلقیح شده با جدایه

آورده شده است.  2مناطق مختلف استان کرمان در جدول 

، و کلروفیل a ،b% بر محتوای کلروفیل 99با اطمینان  ها ایزوله
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 یر ریزوباکترهای تثبیت کننده نیتروژنای گیاه لوبیا تحت تاث رنگیزهمحتوای تجزیه واریانس  -2جدول 

 باشد. درصد می 01/0دهنده معنی داری در سطح  نشان **باشد.  اعداد شامل میانگین مربعات می

ها شامل  های تثبیت کننده نیتروژن. ستون ی (گیاه لوبیا تلقیح شده با ریزوباکترb( و کاروتنوئیدهای )aمقایسه محتوای کلروفیل ) -5شکل 

به گروه  control: گروه شاهد فاقد نیتروژن و NF. (p<0.05باشد ) داری می دهنده عدم معنی باشد. حروف مشابه نشان انگین تکرارها میمی

 کنترل تیمارشده با نیتروژن.

 

 اثر داشت.  ها کل، کاروتنوئیدها، فلاونوئید کل و آنتوسیانین

ایه زنی شده با ریزوباکتری جد گروه کنترل و گروه مایه

MPV2 محتوای کلروفیل  بیشترینa ،b  و کلروفیل کل را نشان

ها در گروه شاهد  (. کمترین میزان این رنگیزهa-5شکل داد )

NF  و در مقدار بالاتر درMPV1  .وجود داشت 

کاروتنوئیدی بطور کاملا قابل توجهی در   مقدار رنگیزه

 JTR و MTRها بود. سویه  بالاتر از سایر گروه NFگروه شاهد 

کمترین میزان محتوای کاروتنوئیدی را نشان داد. بین سایر 

 (.P<0.05ها تفاوت معنی داری مشاهده نشد ) گروه

برگ گیاهان لوبیا در گروه کنترل و  محتوای فلاونوئیدی

MPV2 6ها مقدار بیشتری داشت )شکل  نسبت به سایر گروه-

a گروه شاهد .)NF زنی  ههای مای کمترین میزان و پس آن گروه

کمترین میزان  MMSو  JCM ،JTRهای  شده با جدایه

 . (P<0.05فلاونوئیدکل را شامل شدند )

نتایج مربوط به محتوای آنتوسیانین برگ  b-6در شکل 

مختلف نشان داده شده است. های  جدایهگیاهان تلقیح شده با 

بالاترین میزان محتوای  JTR، و MPV2کنترل، های  گروه

داشتند و کمترین میزان این ترکیبات پس از ها را  آنتوسانین

مشاهده شد  GMSو  MPV1های  در جدایه NFشاهد 

(P<0.05 .) 

نتایج حاصل از  :مقدار فسفر، نیتروژن و تشکیل گرهک

تجزیه واریانس مقدار فسفر، نیتروژن و تشکیل گرهک در گیاه 

آورده  3جدول ریزوبیومی در های  جدایهلوبیا تلقیح شده با 

بطور قابل توجهی بر میزان ها  جدایهست. بر اساس نتایج، شده ا

جذب فسفر، نیتروژن و تشکیل گرهک و وزن گرهک بطور 

 . (P<0.01داری موثر است ) معنی

نتایج مربوط به میزان نیتروژن و فسفر در ریشه و شاخه 

شود. مقدار نیتروژن و فسفر  مشاهده می 7گیاه لوبیا در شکل 

  درجه آزادی aکلروفیل  bکلروفیل  کلروفیل کل کاروتنوئیدها فلاونوئیدکل ها آنتوسیانین

mmol/g FW   mg/g FW     

2188/0 ** 024/251 ** 8098/0 ** 1544/12 ** 8112/4 ** 3432/7  تیمار 9 **

0042/0  9551/12  08326/0  44867/0  30475/0  18590/0  ضریب تغییرات  
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ها شامل  های تثبیت کننده نیتروژن. ستون ( گیاه لوبیا تلقیح شده با ریزوباکتریb( و آنتوسیانین )aمقایسه محتوای فلاونوئیدها ) -6شکل 

گروه به  control: گروه شاهد فاقد نیتروژن و NF. (p<0.05باشد ) داری می دهنده عدم معنی باشد. حروف مشابه نشان میانگین تکرارها می

 کنترل تیمارشده با نیتروژن.
 

 های تثبیت کننده نیتروژن و تشکیل گرهک گیاه لوبیا تحت تاثیر ریزوباکتری فسفر، نیتروژنتجزیه واریانس مقدار -3جدول 

  درجه آزادی نیتروژن شاخه نیتروژن ریشه فسفر شاخه فسفر ریشه تعداد گرهک وزن گرهک

g/plant /Plant  mg/g DW    

 تیمار 9 6060/9** 5203/3** 9752/0** 7524/0** **1034/67 7721/0**

 ضریب تغییرات  15494/0 22658/0 02807/0 03276/0 30988/7 08814/0

 باشد. درصد می 01/0دهنده معنی داری در سطح  نشان **باشد.  اعداد شامل میانگین مربعات می

 

 
ها شامل  های تثبیت کننده نیتروژن. ستون ی ( گیاه لوبیا تلقیح شده با ریزوباکترb( و فسفر )aن جذب نیتروژن )مقایسه میانگی -7شکل 

به گروه  control: گروه شاهد فاقد نیتروژن و NF. (p<0.05باشد ) داری می دهنده عدم معنی باشد. حروف مشابه نشان میانگین تکرارها می

 کنترل تیمارشده با نیتروژن.

 

در شاخه و ریشه گروه کنترل، بیشترین و در شاخه گیاهان 

(. بین مقدار نیتروژن P<0.05کمترین میزان بود ) NFگروه 

داری مشاهده نشد. مقدار  ها تفاوت معنی شاخه سایر گروه

پس از  GMSو  MCAنیتروژن ریشه گروه تلقیح شده با جدیه 

(. a-7 کنترل بیشترین میزان نیتروژن کل را نشان داد )شکل

 تفاوت قابل توجهی در محتوای فسفر ریشه و شاخه سایر 
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ها  های تثبیت کننده نیتروژن. ستون ی ( در گیاه لوبیا تلقیح شده با ریزوباکترb( و وزن گرهک )aمقایسه میانگین تعداد گرهک ) -8شکل 

 . (P<0.05باشد ) داری می دهنده عدم معنی باشد. حروف مشابه نشان شامل میانگین تکرارها می

 

 ها مشاهده نشد. گروه

گروه کنترل و شاهد نیتروژن فاقد گرهک : تشکیل گرهک

و  MPV2مورد مطالعه، جدایه  های سویهای بود. از بین  ریشه

بالاترین تعداد  JCMو  GMSهای  پس از آن به ترتیب جدایه

ن گرهک در هر گرهک در گیاه را ایجاد نمود. میانگین وز

 JCMو  MCA ،GMSو پس از آن در  MPV2تکرار نیز در 

کمترین تعداد  JTR(. جدایه bو  a-8بیشترین مقدار بود )شکل 

کمترین  MMSو  PMV1 ،JTRهای  تشکیل گرهک و سویه

 (.P<0.05وزن گرهک را در گیاه باعث شدند )

 

 بحث

یی های باکتریا های درشیشه متنوعی برای انتخاب سویه روش

گیرد  مناسب برای تشویق رشد در گیاهان مورد استفاده قرار می

(Kifle and Laing, 2015) هرچند گاهی تطابق کاملی بین .

شود، اما استفاده از این  شیشه و در زیوه مشاهده نمینتایج در

های مناسب  ها، راهی کارامد و ساده برای شناسایی ایزوله شیوه

. بنابراین استفاده (Khalid et al., 2004)گذارد  در اختیار می

تواند در شناسایی  های درشیشه و درزیوه می ترکیبی از شیوه

شود. در این بررسی برخی  های موثر پیشنهاد می سویه

های بومی ریشه گیاهان خانواده لگوم غربالگری گردید.  جدایه

ها در محیط کشت ویژه ریزوبیوم انتخاب و در  بهترین ایزوله

های  معرض ریشه گیاهچه لوبیا خالص سازی شد. ویژگی

زنی  فتوسنتزی گیاهان مایههای فتوسنتزی و غیر رشدی و رنگیزه

 شده با سویه ها مورد بررسی قرار گرفت. 

های جداسازی شده توسط معرف  تولید آمونیوم در سویه

بررسی شد. در این روش در اثر تولید در این پژوهش نسلر 

د آی ای در می آمونیاك محیط کشت باکتری به رنگ زرد تا قهوه

(Kifle and Laing, 2015) .های مورد بررسی  از بین جدایه

داشتند. این  تولید آمونیوم بیشترین قابلیت را GMSسویه 

های ریشه گیاه یونجه از منطقه راین کرمان  ایزوله از گرهک

که به ترتیب  MPV2و  JTRهای  آوری گردیده بود. سویه جمع

از ریشه گیاهان شبدر و لوبیا در مناطق جوپار و ماهان 

ها  ولید آمونیوم بالاتری نسبت به سایر سویهآوری شدند، ت جمع

نشان دادند در حالیکه سویه بدست آمده از ریشه گیاه نخود 

منطقه جوپار کمترین تولید آمونیوم را در محیط آزمایشگاه 

توان نتیجه گرفت میزان تولید آمونیوم توسط  داشت. بنابراین می

اط صد در ایزوله ریزوبیومی در شرایط محیط آزمایشگاهی، ارتب

 آوری سویه ندارد.  صدی با گیاه میزبان و منطقه جمع

های ریزوبیومی روی  نتایج حاصل از بررسی اثر جدایه

های  پارامترهای رشد و ریختی گیاه لوبیا نشان داد شاخصه

توان رشد بهتر را به  رشدی در گیاه کنترل بهتر بود که می

نسبت  فراهمی نیتروژن در درسترس گیاه )بصورت معدنی(

، در MPV2دارد. همچنین مشاهده شد که استفاده از ایزوله 

بهبود وزن شاخه و ریشه و نیز ارتفاع گیاه بطور قابل توجهی 

زنی شده با این  رسد افزایش رشد گیاه مایه موثر است. بنظر می

تواند بدلیل محتوای آب بالاتر و توانایی گیاه در  ایزوله می
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های  د. در حضور جدایهجذب بهتر آب در حضور آن باش

MCA  بدست آمده از گرهک نخود در مزارع ماهان وGMS 

های رشدی در  حاصل از ریشه یونجه مزارع راین نیز شاخصه

ها و شاهد فاقد نیتروژن، بهبود یافت. با  مقایسه با سایر جدایه

ها در تولید آمونیاك در  توجه به قابلیت بالای این جدایه

ها ریزوبیومی در  سد، توانایی جدایهر دسترس گیاه، بنظر می

های رشدی گیاه ارتباط مستقیم  تولید آمونیوم با ارتقاء ویژگی

که از ریشه نخود مزارع  JCM  دارد. همانطور که در جدایه

جوپار بدست آمده است، نیز توانایی تولید آمونیوم بالا و 

شود. سایر  همچنین قابلیت بهبود وزن خشک گیاه دیده می

های مورد استفاده در این مطالعه که تولید آمونیوم کمتری  جدایه

را با استفاده از معرف نسلر نشان دادند، قابلیت کمتری در 

ها در  بهبود پارامتر رشدی نشان دادند. هرچند تمامی جدایه

مقایسه با گروه شاهد که نیتروژن معدنی و ریزوبیوم دریافت 

ه وزن تر و خشک های رشد از جمل نکرده است، تمامی ویژگی

گیاه، ارتفاع، گسترش سطح برك و نیز محتوای آب برگ را 

ارتقاء دادند. گزارشات متعددی وجود دارد که بهبود 

های  کننده های رشدی گیاهان را در حضور تثبیت ویژگی

های  نماید. گزارش شده است که ایزوله نیتروژن تایید می

زن گیاه ذرت توانند منجر به افزایش بیومس و و باکتری می

 ,.Mehnaz et al)ای و مزرعه شوند  شیرین در شرایط گلخانه

و همکاران بیان کردند که  De Souzaدر یک بررسی . (2010

تواند را با جذب بهتر مواد  های باکتریایی می تلقیح جدایه

غذایی بیومس ریشه و رشد گیاهان لوبیا و منداب را بهبود 

. بهبود رشد گیاهان در حضور (de Souza et al., 2015)بخشد 

نیز به اثبات  ها های تثبیت کننده نیتروژن در غیر لگومی باکتری

. گزارش شده است (Flores‐Félix et al., 2013)رسیده است 

های ریزوبیومی تثبیت کننده نیتروژن  که استفاده از باکتری

تواند حتی منجر به بهبود رشد گیاهان غیرلگومی مانند کاهو  می

و هویج گردد و با بهبود جذب فسفر و نیتروژن، میزان رشد 

 Flores‐Félix et)را در این گیاهان افزایش دهد  ریشه و شاخه

al., 2013) . 

زنی شده با  نشان داد که گروه مایه نتایج این بررسی

مشابه با گروه کنترل که نیتروژن معدنی را  MPV2ریزوباکتری 

، aکلروفیل  بالاترین مقداردر محیط ریشه دریافت نموده است، 

b  و کلروفیل کل را داشت. هرچند محتوای کلروفیل در سایر

بطور  NFهای باکتریایی نیز نسبت به گروه شاهد  ایزوله

تواند  داری بالاتر بود. افزایش در محتوای کلروفیل می معنی

دهنده توانایی گیاه در بیوسنتز کلروفیل و در نتیجه  نشان

فتوسنتز و عملکرد متابولیکی گیاه باشد. فراهمی نیتروژن برای 

نماید. بنابراین مقادیر  گیاه، امکان بیوسنتز کلروفیل را فراهم می

امکان بهبود  MPV2سویه بالاتر کلروفیل گیاهان در حضور 

شرایط رشدی گیاه را نیز فراهم آورده است. . در یک بررسی 

Kifle  وLaing (2015در بررسی ریزوباکتری )  ها روی رشد

ای و محتوای  گیاهچه ذرت، مشاهده نمودند که هدایت روزنه

های مورد بررسی افزایش نشان داد.  کلروفیل برخی از جدایه

وای کلروفیل را به افزایش نیتروژن این محققان افزایش محت

 Kifle)ها نسبت دادند  تثبیت شده در گیاه توسط ریزوباکتری

and Laing, 2015) ریزوبیوم و میکوریز در گیاه . در مطالعه اثر

Vigna unguiculata ،Arumugam ( بیان 2010و همکاران )

و کلروفیل گیاه  a ،bکردند که افزایش در محتوای کلروفیل 

ای، فتوسنتز، تعریف و  تواند به دلیل افزایش هدایت روزنه می

. چنانچه (Arumugam et al., 2010)افزایش رشد گیاه باشد 

هایی  نتایج این پژوهش نیز تایید کننده این ادعا بوده و ایزوله

که رشد بیشتری داشتند از محتوای کلروفیل بالاتری برخوردار 

 بودند.

دار و  محتوای کاروتنوئیدهای برگ گیاه بطور کاملا معنی

فاقد نیتروژن و ایزوله قابل توجهی در گروه شاهد 

ها بیشتر بود. در بین سایر  ریزوباکتریایی نسبت به سایر گروه

نشد. کاروتنوئیدها   داری مشاهده ها تفاوت معنی گروه

های فتوسنتزی هستند که در بازدارندگی نوری نقش  رنگیزه

قابل توجه داشته و در شرایط تنش بویژه تنش نوری، نقش 

رسد بدلیل القاء  د. بنابراین به نظر مینمای قابل توجهی ایفا می

ها،  محتوای این رنگیزه NFشرایط تنش در گیاهان گروه 

پاسخی دفاعی برای جبران نقص فتوسنتزی در این گیاهان 

که قابلیت بالایی در تولید آمونیوم در شرایط  JTRباشد. ایزوله 
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های مورد بررسی،  درشیشه نشان داد، نیز نسبت به سایر ایزوله

تری از میزان کاروتنوئیدها را باعث شد. اطلاعات  قادیر پایینم

ها بر محتوای  ها و ریزوبیوم محدودی درباره اثر ریزوباکتری

 ,.Mahmood et al)کاروتنوئید وجود دارد. در یک بررسی 

ها منجر به افزایش  گزارش شده است که ریزوباکتری (2016

محتوای کلروفیل و کاروتنوئیدهای گیاهی در پاسخ به بهبود 

گردد. اگرچه نتایج ما با این گزارش کاملا تناقض  تغذیه گیاه می

دارد و بنابراین علت و چگونگی این تغییرات در محتوای 

 تر دارد. کاروتنوتیدها نیاز به بررسی بیش

افزایش در محتوای کلروفیل در گیاهان تلقیح شده با ایزوله 

MPV2 در تطابق با افزایش مقدار فلاونوئیدکل و همچنین ،

های  که ویژگی JTRو  MPV2های  مقدار آنتوسیانین بود. ایزوله

رشدی گیاه را بهبود بخشیدند، محتوای آنتوسیانین بالایی نشان 

ونوئیدها و آنتوسیانین در گیاه نیز دادند. مقادیر بالاتر فلا

تواند نشان دهنده توان بالاتر گیاه برای مقاومت در شرایط  می

با  MPV2رسد جدایه  محیطی نامطلوب باشد. لذا بنظر می

افزایش مقدار کلروفیل عملکرد متابولیکی خود را بهبود و منجر 

به افزایش رشد گیاه در شرایطی که هیچگونه نیتروژن معدنی 

که  MPV1گردد. ایزوله  دسترس گیاه قرار نگرفته است، می در

آوری شده بود، مقادیر  از ریشه گیاهان لوبیا مزارع ماهان جمع

رسد محتوای  پایین کلروفیل و آنتوسیانین را نشان داد. بنظر می

زنی شده با ایزوله  پایین آب برگ و ارتفاع در گیاهان مایه

MPV1 تر  ا، بدلیل توانایی پایینه در مقایسه با سایر ایزوله

بیوسنتز کلروفیل در حضور این ریزوباکتری باشد. قابل توجه 

که محتوای فلاونوئیدی  MMSو  JCMهای  است در ایزوله

های  ها نشان دادند، ویژگی تری نسبت به سایر ایزوله پایین

 نیز ارتقاء کمتری پیدا نمود. رشدی 

وم سبب افزایش ریزوباکترهای محرك رشد گیاه مثل ریزوبی

تواند به صورت مستقیم  شوند که این افزایش رشد می رشد گیاه می

. (Persello‐Cartieaux et al., 2003) و غیرمستقیم اتفاق بیفتد

نتایج این پژوهش نشان داد که مقدار نیتروژن در شاخه و ریشه 

ها بطور قابل توجهی در  زنی شده با ریزوباکتری های مایه گروه

افزایش یافت. البته مقدار نیتروژن در  NFمقایسه با گروه شاهد 

داری مشاهده نشد اما مقدار  معنی ها تفاوت شاخه در بین ایزوله

پس از  GMSو  MCAنیتروژن ریشه گروه تلقیح شده با جدایه 

کنترل بیشترین میزان نیتروژن کل را نشان داد. با توجه به اینکه 

و  MCAهای  های رشدی گیاهان در حضور ایزوله ویژگی

GMS زایی  بهبودی قابل توجهی نشان داد و همچنین گرهک

رسد  ها مشاهده شد، بنظر می ور این جدایهبالاتری در حض

زایی و  مقدار نیتروژن ریشه ارتباط مستقیم و موثری با گرهک

ها نشان داده است  رشدی گیاه لوبیا داشته باشد. بررسی  ویژگی

عوامل مولکولی در حبوبات علاوه بر  نیتروژنتثبیت  قابلیت که

قرار  گیاه باکتری و سویهتحت تاثیر شدتمحیطی به محیطی 

 عامل بطور مناسبی استفاده شونددر صورتی که این دو  دارد.

بیشتر کارآئی ایجاد شده و منجر به سیستم همزیستی ای مناسب 

اثرات . (Hardarson et al., 1993)خواهد شد تثبیت نیتروژن  در

متفاوت ژنوتیپهای مختلف گیاه وسویه باکتری روی صفات 

های کتعداد و گره نیتروژن ازجملهمرتبط با تثبیت بیولوژیک 

لگومهایی مثل  درریشهای فعالیت سیستم آنزیمی نیتروژناز 

در چند وبیا سبز نخود معمولی، بادام زمینی، لوبیا هندی، سویا، ل

 به اثبات رسیده است دهه پیش

 (Peoples and Herridge, 1990) . 

های پرانرژی از  نظر به اهمیت فسفر در تشکیل مولکول

اه برای و پیروفسفات، وجود فسفر کافی در گی ATPجمله 

. در این (Ortas, 2008)فرایند تثبیت نیتروژن ضروری است 

هش مقدار فسفر هم مشابه نیتروژن در شاخه و ریشه پژو

ها بطور قابل توجهی در  زنی شده با ریزوباکتری های مایه گروه

گزارش شده است که  افزایش یافت. NFمقایسه با گروه شاهد 

های ریزوبیومی منجر به افزایش فسفر در دسترس گیاه  باکتری

در حبوبات وجود . (Flores‐Félix et al., 2013)گردند  می

فسفر کافی نه تنها برای رشد گیاه، بلکه برای تشکیل غده های 

باکتری در حالت . نده نیتروژن بسیار ضروری می باشدتثبیت کن

سازی فسفر، افزایش آهن در  نیتروژن، محلول  مستقیم با تثبیت

ها و در حالت  های گیاهی و ویتامین دسترس، تولید هورمون

های زیستی و غیر زیستی  غیرمستقیم با افزایش مقاومت به تنش

جذب فسفر . (Piccini et al., 1988) شود سبب رشد گیاه می
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به خصوص از منابع غیرمحلول این عنصر در صورت برقراری 

ن میزبان، ریزوبیوم و یک همزیستی سه گانه بین گیاه به عنوا

قارچ های مایکوریز ا موجب ترقی فعالیت آنزیم نیتروژناز و 

 افزایش عملکرد محصول بقولات گردیده است

 (Piccini et al., 1988). 

ات وزن خشک بالای گرهک و میزان مطالع از بسیاری در

تثبیت نیتروژن به عنوان صفت همزیستی کارآمد استفاده 

زایی در بین  ت گرهکقابلی. (Laguerre et al., 2007) شود می

های جدا شده مورد بررسی قرار گرفت. بر اساس نتایج  ایزوله

ها ارتباط  زایی ریشه توسط ایزوله رسد میزان گرهک به نظر می

  های رشدی گیاه دارد. چنانکه ایزوله مستقیمی با ویژگی

MPV2و بدنبال آن ، GMS  که بیشترین تعداد و وزن

های رشدی مانند ارتفاع  یژگیزایی را باعث شدند، بر و گرهک

گیاه و محتوای آب برگ نیز بیشترین تاثیر بهبودی را نشان 

زنی شده با ایزوله  مایهدادند. وزن شاخه و ارتفاع گیاه در گیاه 

MCA  بدست آمده از گرهک ریشه گیاه نخود در مزارع ماهان

ها  که توانایی بالای تولید گرهک داشت، بیشتر از سایر ایزوله

اثرات متفاوت ژنوتیپ های مختلف گیاه و سویه باکتری  بود.

روی صفات مرتبط با تثبیت بیولوژیک نیتروژن مثل تعداد و 

وزن گره و فعالیت سیستم آنزیمی نیتروژناز برای لگوم هایی 

مثل نخود معمولی، بادام زمینی، لوبیا هندی، سویا، لوبیا و لوبیا 

در نخود  .ده استسبز تا قبل از دهه هشتاد به اثبات رسی

تعداد گرهک نیز در بین همزیستی های گزارش شده است 

مورد بررسی، متفاوت بود که به نوع رقم نخود و سویه 

. مطالعات (Romdhane et al., 2009) ریزوبیوم وابسته است

که یک ارتباط مثبت بین تثبیت نیتروژن و وزن نشان داده است 

 خشک گرهک وجود دارد و تاثیر متقابل بین سویه و ریزوبیوم

 ,.He et al)یک فاکتور مهم در این ارتباط محسوب می شود 

بین سایر  MCAهرچند بر اساس نتایج ما ایزوله  .(2011

ها، بیشترین وزن تر را در گیاهان لوبیا باعث شد. از  ایزوله

که بیشترین  JTRطرف دیگر نتایج نشان داد در حضور ایزوله 

تولید آمونیوم را درشرایط درشیشه داشت، کمترین توانایی را 

دارد. بنابراین، تولید  ها در بین سایر ایزوله زایی در گرهک

دهنده قابلیت  تواند نشان امونیوم در شرایط در شیشه اگرچه می

مناسبی برای  باکتری در تثبیت نیتروژن باشد، فاکتور مطلقاً

 باشد.  ایجاد همزیستی با گیاه و بهبود رشد گیاهی نمی

 

 گیری نتیجه

های تثبیت کننده  سویه  تمامی زنی گیاه با مایه در مجموع

نیتروژن با دارا بودن توانایی تولید آمونیوم در محیط کشت، 

های ریختی گیاه شامل تولید  قادر به بهبود رشد و ویژگی

باشند.  بیوماس و وزن گیاه، رشد طولی و محتوای آبی گیاه می

های فتوسنتزی و غیرفتوسنتزی در  همچنین محتوای رنگیزه

های تثبیت کننده نیتروژن  حضور سویه ای و در شرایط گلخانه

های تثبیت کننده  زایی در تمامی سویه یابد. گرهک افزایش می

ها با  زایی سویه نیتروژن انجام گرفت اما لزوما ویژگی گرهک

های رشدی گیاه مطابقت ندارد. محتوای نیتروژن  بهبود ویژگی

 ها در مقایسه با گیاهان و فسفر اگرچه در حضور ریزوباکتری

ها وجود  داری بین سویه یابد، اما تفاوت معنی شاهد افزایش می

که همزیستی لوبیا با  دهد می نشان رسد نتایج نداشت. بنظر می

بیشترین میزان رشد را  MCAو  MPV2 ،GMSهای  با جدایه

های  زنی گیاه لوبیا با ریزوبیوم شود. بنابراین، مایه باعث می

تواند منجر به بهبود رشد  می های متفاوت نیز جداشده از میزبان

 و متابولیسم گیاه گردد.

  

 سپاسگزاری

نویسندگان از پژوهشگاه علوم و تکنولوژی پیشرفته و علوم 

محیطی بخاطر حمایت مالی پروژه )شماره قرارداد 

 نمایند.  ( قدردانی می7/ص/2635/94

 

References 
Arumugam, R., Rajasekaran, S. and Nagarajan, S. (2010) Response of Arbuscular mycorrhizal fungi and Rhizobium 

inoculation on growth and chlorophyll content of Vigna unguiculata (L) Walp Var. Pusa 151, Journal of Applied 

Sciences and Environmental Management 14: 113-115. 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

32
22

72
7.

13
98

.8
.2

9.
16

.8
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 ji
sp

p.
iu

t.a
c.

ir
 o

n 
20

24
-0

9-
27

 ]
 

                            13 / 15

https://dorl.net/dor/20.1001.1.23222727.1398.8.29.16.8
https://jispp.iut.ac.ir/article-1-862-en.html


 1398 سال ،29ره ، شما8جلد فرآیند و کارکرد گیاهی،  342

 

 

Beattie, G. A. and Handelsman, J. (1989) A rapid method for the isolation and identification of Rhizobium from root 

nodules, Journal of Microbiological Methods 9: 29-33. 

Broughton, W. J., Hernandez, G., Blair, M., Beebe, S., Gepts, P. and Vanderleyden, J. (2003) Beans (Phaseolus spp.)–

model food legumes, Plant and Soil 252: 55-128. 

Cappuccino, J. and Sherman, N. (1992) Negative staining, Microbiology: A Laboratory Manual 3: 125-179. 

de Souza, E. M., Bassani, V. L., Sperotto, R. A. and Granada, C. E. (2015) Inoculation of new rhizobial isolates 

improve nutrient uptake and growth of bean (Phaseolus vulgaris) and arugula (Eruca sativa), Journal of the Science 

of Food and Agriculture 96: 3446-3453. 

Dixit, S. and Appu Kuttan, K. (2015) A review: role of phosphorous solubilising and sulfur oxidizing bacteria in mine 

reclamatiion, International Journal of Agricultural Science and Research (IJASR) 5: 33-40. 

Flores‐Félix, J. D., Menéndez, E., Rivera, L. P., Marcos‐García, M., Martínez‐Hidalgo, P., Mateos, P. F., 

Martínez‐Molina, E., Velázquez, M. d. l. E., García‐Fraile, P. and Rivas, R. (2013) Use of Rhizobium 

leguminosarum as a potential biofertilizer for Lactuca sativa and Daucus carota crops, Journal of Plant Nutrition and 

Soil Science 176: 876-882. 

Hardarson, G., Bliss, F. A., Cigales-Rivero, M., Henson, R. A., Kipe-Nolt, J. A., Longeri, L., Manrique, A., Pena-

Cabriales, J., Pereira, P. A. A. and Sanabria, C. (1993) Genotypic variation in biological nitrogen fixation by 

common bean, Plant and Soil 152: 59-70. 

He, Y., Guo, L., Zhang, H. and Huang, G. (2011) Symbiotic effectiveness of pea-rhizobia associations and the 

implications for farming systems in the western Loess Plateau, China, African Journal of Biotechnology 10: 3540-

3548. 

Herridge, D. F., Peoples, M. B. and Boddey, R. M. (2008) Global inputs of biological nitrogen fixation in agricultural 

systems, Plant and Soil 311: 1-18. 

Khalid, A., Arshad, M. and Zahir, Z. (2004) Screening plant growth‐promoting rhizobacteria for improving growth and 

yield of wheat, Journal of Applied Microbiology 96: 473-480. 

Kifle, M. H. and Laing, M. D. (2015) Isolation and screening of bacteria for their diazotrophic potential and their 

influence on growth promotion of maize seedlings in greenhouses, Frontiers in Plant Science 6: 1-8. 

Laguerre, G., Depret, G., Bourion, V. and Duc, G. (2007) Rhizobium leguminosarum bv. viciae genotypes interact with 

pea plants in developmental responses of nodules, roots and shoots, New Phytologist 176: 680-690. 

Lichtenthaler, H. K. (1987) Chlorophylls and carotenoids: pigments of photosynthetic biomembranes, Methods in 

Enzymology 148: 350-382. 

Mahmood, S., Daur, I., Al-Solaimani, S. G., Ahmad, S., Madkour, M. H., Yasir, M., Hirt, H., Ali, S. and Ali, Z. (2016) 

Plant Growth Promoting Rhizobacteria and Silicon Synergistically Enhance Salinity Tolerance of Mung Bean, 

Frontiers in Plant Science 7: 1-14. 

Mehnaz, S., Kowalik, T., Reynolds, B. and Lazarovits, G. (2010) Growth promoting effects of corn (Zea mays) 

bacterial isolates under greenhouse and field conditions, Soil Biology and Biochemistry 42: 1848-1856. 

Nasr Esfahani, M., Sulieman, S., Schulze, J., Yamaguchi‐Shinozaki, K., Shinozaki, K. and Tran, L. S. (2014) 

Approaches for enhancement of N2 fixation efficiency of chickpea (Cicer arietinum L.) under limiting nitrogen 

conditions, Plant Biotechnology Journal 12: 387-397. 

Ortas, I. (2008) The effect of mycorrhizal inoculation on forage and non-forage plant growth and nutrient uptake under 

field conditions, Options Mediterraneennes Sustainable Mediterranean grasslands and their multifunctions 79: 463-

469. 

Peoples, M., Herridge, D. and Ladha, J. (1995) Biological nitrogen fixation: an efficient source of nitrogen for 

sustainable agricultural production? , Plant and Soil 174: 3-28. 

Peoples, M. B. and Herridge, D. F. (1990) Nitrogen fixation by legumes in tropical and subtropical agriculture, 

Advances in Agronomy 44: 155-223. 

Persello‐Cartieaux, F., Nussaume, L. and Robaglia, C. (2003) Tales from the underground: molecular, Plant, Cell & 

Environment 26: 189-199. 

Piccini, D., Ocampo, J. and Bedmar, E. (1988) Possible influence of Rhizobium on VA mycorrhiza metabolic activity 

in double symbiosis of alfalfa plants (Medicago sativa L.) grown in a pot experiment, Biology and Fertility of Soils 

6: 65-67. 

Romdhane, S. B., Trabelsi, M., Aouani, M. E., De Lajudie, P. and Mhamdi, R. (2009) The diversity of rhizobia 

nodulating chickpea (Cicer arietinum) under water deficiency as a source of more efficient inoculants, Soil Biology 

and Biochemistry 41: 2568-2572. 

Thomas, R., Sheard, R. and Moyer, J. (1967) Comparison of conventional and automated procedures for nitrogen, 

phosphorus, and potassium analysis of plant material using a single digestion, Agronomy Journal 59: 240-243. 

Toor, R. K. and Savage, G. P. (2005) Antioxidant activity in different fractions of tomatoes, Food Research 

International 38: 487-494. 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

32
22

72
7.

13
98

.8
.2

9.
16

.8
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 ji
sp

p.
iu

t.a
c.

ir
 o

n 
20

24
-0

9-
27

 ]
 

                            14 / 15

https://dorl.net/dor/20.1001.1.23222727.1398.8.29.16.8
https://jispp.iut.ac.ir/article-1-862-en.html


 343 ...(.Phasaeolus vulgaris L) های رشدی گیاه لوبیا ای و ویژگی مقایسه محتوای رنگیزه

 

 

Türkan, I., Bor, M., Özdemir, F. and Koca, H. (2005) Differential responses of lipid peroxidation and antioxidants in 

the leaves of drought-tolerant P. acutifolius Gray and drought-sensitive P. vulgaris L. subjected to polyethylene 

glycol mediated water stress, Plant Science 168: 223-231. 

Wagner, G. J. (1979) Content and vacuole/extravacuole distribution of neutral sugars, free amino acids, and 

anthocyanin in protoplasts, Plant Physiology 64: 88-93. 

Yadegari, M., Rahmani, H., Noormohammadi, G. and Ayneband, A. (2008) Evaluation of bean (Phaseolus vulgaris) 

seeds inoculation with Rhizobium phaseoli and plant growth promoting rhizobacteria on yield and yield 

components, Pakistan Journal of Biological Sciences: PJBS 11: 1935-1939. 

Yang, J., Kloepper, J. W. and Ryu, C.M. (2009) Rhizosphere bacteria help plants tolerate abiotic stress, Trends in Plant 

Science 14: 1-4. 

 

 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

32
22

72
7.

13
98

.8
.2

9.
16

.8
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 ji
sp

p.
iu

t.a
c.

ir
 o

n 
20

24
-0

9-
27

 ]
 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                            15 / 15

https://dorl.net/dor/20.1001.1.23222727.1398.8.29.16.8
https://jispp.iut.ac.ir/article-1-862-en.html
http://www.tcpdf.org

