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  چکیده

بنـدي و  ارند، گـره هاي ریزوبیوم و گیاهان لگوم میزبان آنها د اي که بر رشد و فعالیت باکتري      فلزات سنگین به دلیل آثار بازدارنده     
سـینوریزوبیوم   هـاي مقـاوم  جداسازي سویههدف این تحقیق . دهندهاي همزیستی را تحت تأثیر قرار می     تثبیت نیتروژن سیستم  

 هاي بـومی بر توان همزیستی سویهو تأثیر این فلزات  جهت تولید مایه تلقیح براي مناطق آلوده ، سرب و روي   کادمیم به   ملیلوتی
 هـاي تعیـین تـوان همزیـستی سـویه     فلـزات سـنگین،  هـا بـه    بررسی مقاومت سـویه    و   پس از جداسازي  . باشد می عملکرد یونجه 

  . گردید معرفی سویه  سنگین مؤثرترینلزفهر سه و میزان تحمل به  توان تثبیتبر اساس  S41سینوریزوبیوم ملیلوتی صورت گرفت
  

  سینوریزوبیوم ملیلوتی، فلزات سنگین، یونجه: کلمات کلیدي
  

 مقدمه
دهد که تشدید فعالیتهاي صنعتی در کـشور از یکـسو و عـدم رعایـت     مطالعه محققان مختلف در داخل کشور نشان می   

مسائل و استانداردهاي زیست محیطی از طرف بعضی صاحبان صنایع از سوي دیگر موجبـات آلـودگی محـیط زیـست                 
بـه خـاك   یی چون کادمیم، سرب و روي    هاآلاینده  ورود .)1382گلچین،  ( استز مناطق کشور را فراهم ساخته       بعضی ا 

 درنتیجه تنوع زیستی که شـرط اصـلی پویـایی، خـود     ، شدههاسبب حذف تدریجی بسیاري از موجودات مفید زیستگاه       
  ).Angle, 1991( گرددتنظیمی، تعادل و پایداري اکوسیستم خاك است به آسیبی غیر قابل جبران دچار می

امکان برقراري رابطۀ همزیستی با گیاهان خـانوادة   به دلیل   در ارتقاء سطح حاصلخیزي خاك     هاتوجه به نقش ریزوبیوم   
آلودگی خاك  هاي محیطی مانند شوري، خشکی و    توان مقاومت در برابر تنش    . باشدلگومینوز جهت تثبیت نیتروژن می    

تواند به عنوان شود که میمیهاي ریزوبیومی محسوب به سموم و فلزات سنگین از جمله مشخصات مطلوب برخی سویه
  .)Zahran, 1999(  براي شرایط محیطی خاص قرار گیردمبنایی جهت انتخاب آنها

هاي فـرآوري  با توجه به آلودگی بسیاري از اراضی کشاورزي استان زنجان به فلزات سنگین که ناشی از فعالیت کارخانه  
زارهاي استان معلـوم  و فرآیند تثبیت بیولوژیک ازت در یونجهباشد، تأثیر این آلودگی بر عملکرد یونجه سرب و روي می 

هـاي بـومی و مشخـصات     بـر سـویه  سـرب و روي  ،نبوده و این تحقیق با هدف بررسی اثرات آلودگی خاك بـا کـادمیم           
  .هاي مقاوم انجام گرفتزایی و تثبیت نیتروژن مولکولی و نیز شناخت و معرفی سویههمزیستی آنها نظیر توان گره

  
  واد و روشهام

این مزارع یونجه بسیاري از ، استان زنجان در نزدیکی کارخانجات به علت قرار گرفتن تعداد زیادي از مزارع 
هاي جدایهسازي  خالص جداسازي وهاي گره از گیاه یونجه، تهیه نمونهپس از. باشندآلوده به فلزات سنگین می استان
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بندي بررسی وضعیت گره.  گردید سویه باکتري از آنها جدا45و ي یونجه انجام اهاي ریشهسینوریزوبیوم ملیلوتی از گره
) 1982( سنتیشنهادي ویناي مطابق جدول پها در روي سیستم ریشهها، تعداد، اندازه و موقعیت قرار گرفتن گرهبوته

  انجاماي گیاه میزبان سیستم ریشهرويگره ها، آزمایش ایجاد جهت اطمینان از همزیست بودن جدایه .انجام شد
 سویه 45اي با استفاده از هاي ریزوبیومی آزمایش گلخانه براي بررسی توان تثبیت نیتروژن سویهبعد،در مرحله . گرفت

کارایی  وگرم در کیلوگرم نیتروژن انجام گردید  میلی70ریزوبیوم به همراه تیمار شاهد بدون باکتري و تیمار نیتروژنی 
، سرب و روي بطور  در سطوح مختلف کادمیمسویه 45مقاومت نسبی . ید محاسبه گردS.E.(1( هاهمزیستی سویه

 از این سه فلز سنگینبر اساس میزان تحملی که در برابر  تعیین و H.M.2  جامداز محیط کشتبا استفاده  جداگانه
 مرحلهدر . )Beck et al, 1993( گرفتندهاي مقاوم، نسبتاً حساس و حساس قرار دادند در یکی از گروهخود نشان 

هاي سینوریزوبیوم زایی و تثبیت نیتروژن سویه بر رشد، توان گرهفلزات سنگین  جهت بررسی تأثیر سطوح مختلفدیگر
فاکتورها .  شد تکرار انجام3با  به صورت فاکتوریل در قالب طرح کاملاً تصادفی کشت یونجهاي ملیلوتی، آزمایش گلخانه

 و 25، 10، 5، 0(روي  سطح 5  و)100 و 50، 25، 5، 0(سرب  سطح 5 ،)30 و 20، 10، 2، 0 (مکادمی  سطح5شامل 
گرم در  میلی70 شاهد بدون تلقیح و تیمار ، باکتريسویه 5تلقیح با  ، در کیلوگرم خاكفلز سنگینگرم میلی )50

گیري و بر اساس آن مقدار کل اندازه درصد نیتروژن بخش هوایی گیاه به روش کجلدال. کیلوگرم نیتروژن بودند
 انجام Mststc  وSPSSهاي  نتایج با نرم افزار آماريتجزیه و تحلیل. نیتروژن جذب شده در اندام هوایی محاسبه گردید

  .)Vincent, 1982( مقایسه میانگین ها با آزمون دانکن صورت گرفتو 
  

  گیرينتیجه
اي کوتاه، گرم منفی و فاقد اسپور هاي این باکتري، میلهپیک سویهفرم تی، هاي ریزوبیومی سویهمیکروسکوپیبا مطالعه 

  توان برقراري همزیستی روي سیستمتشخیص نهایی هر گونۀ ریزوبیوم بر اساس .مشاهده و مورد تأیید قرار گرفت
بیوم ملیلوتی از هاي سینوریزونتایج نشانگر وجود اختلاف نسبتاً زیاد در بین سویه .گیرداي گیاه میزبان صورت میشهری

 مشاهده S6  وS41 ،S51هاي بیشترین تعداد گره به ترتیب در سویه. زایی بر روي ریشۀ گیاه یونجه استنظر توان گره
  هاي ایجاد شده توسط این زایی بودند، به طوریکه تعداد گره داراي کمترین توان گرهS23 و  S66 ،S63هاي شد و سویه

 هابا توجه به نتایج آزمایش بررسی توان همزیستی سویه .هاي برتر از نظر این صفت بودیه درصد کمتر از سو70ها سویه
هاي گیاهان میزبان قادر به ایجاد هایی که در شرایط طبیعی زیستگاه خود بر روي ریشهشود که تمام سویهمشخص می

). S43 و S41 ،S51 ،S6هايسویه( اند داشتهاند، در شرایط آزمایشگاهی نیز راندمان همزیستی بالاییهاي مؤثر بودهگره
هاي مختلف سینوریزوبیوم ملیلوتی در نتیجه کلی حاصل از این آزمایش نشان داد که اولاً کارایی همزیستی در سویه

. )Marschner, 1995 (ارتباط با گیاه یونجه متفاوت است که این نتیجه با بسیاري از گزارشهاي علمی مطابقت دارد
 شرایط محیطی مناسب و عدم وجود عوامل بازدارنده در یک محیط، خصوصیات ژنتیکی نیز عملاً تعیین کنندة علاوه بر

 در. )Marschner, 1995 (باشدتوان یک سویۀ معین ریزوبیوم در برقراري رابطۀ همزیستی مؤثر با گیاه میزبان می
به دنبال آن توان همزیستی  شد گیاه، باکتري و ر، لگومینوز، افزایش غلظت فلز سنگین در خاك-همزیستی ریزوبیوم

 در اثر آلودگی عناصر کاهش حجم تودة گیاهیبطورکلی . )Rossbach et al, 2008( یابدگیاه و باکتري کاهش می
توان به این مطلب را می. هاي هوایی استها به بخشبیشتر از کاهش میزان تثبیت نیتروژن و انتقال آن از گرهسنگین، 
وزن خشک و همچنین غلظت  ،سرب و روي، کادمیم به طوریکه با افزایش سطوح ،وح در نتایج تحقیق مشاهده کردوض

                                                
1 .Symbiotic Efficiency 
2. HEPES-MES 
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هاي مورد مطالعه سبب افزایش وزن خشک اندام هوایی گیاه تمام سویه .نیتروژن اندام هوایی گیاه یونجه کاهش یافت
 و S6هاي سویه. گردیدند) یلوتی و دریافت کود نیتروژنیبدون تلقیح با باکتري سینوریزوبیوم مل(نسبت به تیمار شاهد 

S41 ها در افزایش وزن خشک یونجه بودندنسبت به شاهد مؤثرترین سویه%  383و % 450 با افزایشی به ترتیب برابر با.  
  .  استدار شده درصد معنی1یی همزیستی در سطح بر اساس نتایج جدول تجزیه واریانس، اثر تیمارهاي مختلف بر کارآ

  
  هاي ریزوبیومی بر صفات ارزیابی شده در آزمون توان تثبیت نیتروژن مولکولی تجزیه واریانس اثر سویه-1جدول 

   درصد1دار در سطح معنی**   
  

ها بودند، از لحاظ کارآیی همزیستی  که از نظر تأثیر بر وزن خشک بخش هوایی گیاه برترین سویهS41  وS6هاي سویه
  .هاي برتر ظاهر شدندنیز به عنوان سویه%) 139و % 152به ترتیب (
 شودکاهش تعداد و فعالیت آنها میها بوده و سبب به طور کلی فلزات سنگین داراي تأثیر منفی بر رشد میکروارگانیسم 
)Rossbach et al, 2008.( هاي سینوریزوبیوم ملیلوتی نشان داد که میزان رشد بررسی تأثیر فلزات سنگین بر سویه

ها در بالاترین سطح اعمال باشد، بطوریکه برخی از سویهها در سطوح مختلف کادمیم، سرب و روي متفاوت میسویه
 در .هاي پایین قادر به رشد نبودندهاي دیگر حتی در غلظت سویهات به خوبی رشد کردند در حالیکهشده از این فلز

سویه برتر سینوریزوبیوم ملیلوتی به سطوح مختلف فلزات سنگین  5 نتایج مربوط به بررسی میزان تحمل جدول زیر
  .نشان داده شده است

  
  هاي سینوریزوبیوم ملیلوتی به سطوح مختلف کادمیم، سرب و روي میزان تحمل سویه-2جدول 

T: Tolerant                                                 S: Sensitive                                         P.S.: Partially Sensitive     
  

 از نظر تحمل  به عنوان مقاومترین سویهS41 ، سویه)کادمیم، سرب و روي( نظر گرفتن کلیه سطوح فلزات سنگین با در
  . شناخته شد%) 139(به هر سه فلز سنگین با کارایی همزیستی به ترتیب بسیار مؤثر، 

 گیاه، باکتري و به دنبال آن در اثر افزایش فلزات سنگین در خاك، رشد  لگومینوز،- ریزوبیوم همزیستیهايدر سیستم
  و این امر سبب کاهش در میزان نیتروژن تثبیت شده و انتقال آن از  یابدتوان همزیستی گیاه و باکتري کاهش می

  )MS(     میانگین مربعات                                                            
  ).S.E(    کارایی همزیستی   وزن خشک اندام هوایی                                              درجه آزادي      منابع تغییر

  667/137691                          **   636/1                          **  47سویه باکتري یا سطح نیتروژن          
  333/173                                 002/0                                96     )                    خطاي آزمایش (

  143      جمع کل                             
C.V                                                                            28/1                                      80/2  

یزان مقاومت به فلزات سنگینم  
 Zn ( mg l-1)    Pb (mg l-1)  Cd ( mg l-1) 

یف سویه 60 70 80 90 100  100 200 300 400 500  50 100 150 200 250
 رد

S S PS T T  S S PS T T  S S PS PS PS S6 1 
PS T T T T  PS T T T T  T T T T T S41 2 
S S S T T  S PS PS T T  S S PS PS PS S51 3 
S T T T T  S S S PS T  S S PS PS PS S54 4 
S S S S ps  S S S S PS  S S PS PS PS S58 5 
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ها  به فلزات سنگین که آن نیز به به دلیل تحمل ذاتی سویه .)(Sabine, 1992 شودهاي هوایی گیاه میها به بخشگره
باشد، رشد گیاه بیش از فعالیت باکتري جهت تثبیت نیتروژن تحت تأثیر هاي ریزوبیومی میویهخاطر تفاوت ژنتیکی س

  .)Angle et al, 1991( گیردمی قرار
  مقایسه اثر  1در شکل . داري کاسته شد، از وزن خشک اندام هوایی بطور معنیفلزات سنگینبا افزایش غلظت 

ها با تیمار شاهد اد که بین تمامی سویه نشان د گیاهزن خشک اندام هواییهاي مختلف سینوریزوبیوم ملیلوتی بر وسویه
 تیمار شاهد و بیشترین مقدار آن در گیاهان تلقیح داري وجود دارد که کمترین مقدار عملکرد مربوط بهاختلاف معنی
نگر آن است که با افزایش  بیافلزات سنگینسطوح مقایسه  .هاي مقاوم و داراي کارایی همزیستی بالا بودشده با سویه

  .یابدنیتروژن اندام هوایی گیاه کاهش میمقدار ، این فلزاتمقدار 
هاي مختلف سینوریزوبیوم ملیلوتی در سطوح مختلف کادمیم، سرب و روي بر مقدار اختلاف تأثیر سویه بیانگر 2 شکل

توان حداکثر کارآیی همزیستی بالا و با S41 به طوریکه بیشترین مقدار آن مربوط به سویه باشد، کل نیتروژن هوایی می
  . باشدمقاومت در برابر هر سه فلز سنگین و کمترین مقدار مربوط به تیمار شاهد می

 را به عنوان برترین سویه که توانایی S41توان سویه هاي مختلف میبنابراین با توجه به نتایج جداول و مقایسه سویه
  ستی در خاکهاي آلوده به عناصر سنگین دارد، معرفی نمود براي برقراري همزیبسیار بالایی

    
  
  
  

  
    

    
  
  
  
  

                               اثر سویه بر مقدار کل نیتروژن اندام هوایی یونجه-2شکل              اثر سویه بر وزن خشک اندام هوایی گیاه یونجه-1شکل
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