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 چکیده
 ژن موردمیایی نیتروهای شیکننده نیتروژن به عنوان جایگزین کودهای تثبیتدستیابی به کودهای بیولوژیک حاوی باکتری های اخیردر سال

های تصادفی نقطه نمونه 84ز انجام شد. ابتدا ابر پایه طرح کاملا تصادفی استان کشور  9بدین منظور تحقیقی بر روی گیاه عدس در  .توجه قرار دارد

ی شد. وژن آبیاریترمنبع ن و با محلول غذایی فاقد شتهای خاک کسوار، گچساران و کیمیا در دو تکرار در هریک از نمونهسه رقم بذر بیلهخاک تهیه، 

ام شد. های افتراقی بیوشیمیایی انجآزمایشو های ریشه جداسازی های ریزوبیوم از گرهکماه پس از کاشت( باکتری 2پس از برداشت در مرحله گلدهی)

رعت رشد(، س بر اساستفکیک )YMAمحیط کشت  4های باکتری به صورت همزمان روی هریک از جدایه ،ریزوبیوم از اگروباکتریومجهت تفکیک 

Hofer( از نظر تحمل به تفکیکpH 11بالای ،)Glucose pepton agar ( و محیطتفکیک )بر اساس استفاده از منبع پپتونYMA  درصد  2اوی ح

NaCl (کشت داده شد. پلیتتفکیک ب )ه عنوان ب جدایه160 تعدادبر این اساس  ساعت بررسی شد. 48و  24ها پس از ر اساس تحمل به نمک

های ریشه رهگهای جداسازی شده از های همزیست گیاه عدس شناسایی شد. بطور کلی نتایج حاصل از آزمایشات بیوشیمیایی بر روی باکتریباکتری

 اده کرد.زایی نیز استفتوان به عنوان جایگزینی برای آزمایشات گرهعدس نشان داد که از این آزمایشات حتی می

 ، همزیستیوبیوم لگومینوزارومریزازت، عدس، تثبیت : کلمات کلیدی
 

 مقدمه

 تثبیت زیستی ها می شود،ها و دریاچهها و پیری زودرس رودخانهمنتظره آبکودهای نیتروژنی باعث آلودگی غیر از آنجایی که استفاده از

 ها استیکی از مهمترین لگوم( Lens culinaris Medik) عدس. (2011 ،و همکارانMegharaj )نیتروژن اهمیت زیادی پیدا کرده است

FAOSTAT) ،2017).  قادر به ایجاد همزیستی با باکتری این گیاهRhizobium leguminosarum b viciae است(Weir 2011 ،و همکاران) .

باکتری  .گوم را دارنداهان لای شکل و گرم منفی هستند که بطور کلی توانایی تولید گره در ریشه گیهای کوچک میلهها گروه رایجی از باکتریریزوبیوم

گیرد قادر رار میقیاهان دیگر گدر مناطقی که عدس در تناوب زراعی با  دهد.طور موثری ریشه گیاه را آلوده کرده و رشد گیاه را افزایش میبه ریزوبیوم

 ر مفید باشدنیاز نیتروژنی محصول بعدی بسیاری از تواند در تأمین مقدااضافه نماید که می به خاک کیلوگرم نیتروژن در هکتار 50است بیش از 

(Martinez Romero ،2009.)  برای آنها  یتروژن کافیهای بومی ریزوبیوم برای تأمین نبه منظور دستیابی به حداکثر تولید عدس، غربالگری جدایه

امل های اگروباکتریوم که عی بسیار شبیه باکتریهای ریزوبیوم لگومینوزاروم از لحاظ فنوتیپباکتری  .(2015 ،و همکاران Anglade)حیاتی است

ه وم استفادیتراکگروباهای ریزوبیوم از توان جهت شناسایی باکتریهای بیوشیمیایی خاصی میباشند. از آزمونبیماری گال در ریشه گیاهان است می

بلیت رشد نداشته و یا درصد کلرید سدیم قا 2حاوی  YMAو  های گلوکز پپتون آگار، محیط هوفرهای ریزوبیوم لگومینوزاروم در محیطنمود. باکتری

تواند شانس و این می ر استهای بومی ریزوبیوم پایدارتر بوده و میزان بقاء آنها بیشتجدایه . (2013 ،و همکاران Bhatt) رشد بسیار محدودی دارند

های بومی ازی باکتریاین مساله اهمیت جداس. (2011 ،و همکاران  Stajković) وژن در گیاه میزبان را افزایش دهدزایی موفق و تثبیت نیترگره

 اسازی باکتریجدهدف اضر با حبر این اساس پژوهش  کند.چندان می ، جهت دستیابی به مایه تلقیح مناسب برای این گیاه را دوهمزیست با گیاه عدس

 استان کشور انجام شد. 9های تحت کشت عدس در از خاک ریزوبیوم
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 هاو روشمواد 
تهیه شد. همچنین از  متریسانتی 0-30ازعمق  خاک کیلوگرمی 3 هایاستان کشور نمونه 6مختلف مزارع عدس واقع در مناطق ابتدا از 

دستیابی  جهت (.1جدول )های گرهک از ریشه جداسازی شدمزارع عدس سه استان زنجان، آذربایجان شرقی و سمنان نیز پس از برداشت عدس نمونه

کشور در  را چساران( که بیشترین سطح زیر کشت عدسسوار، کیمیا و گرقم بذر عدس )بیله 3 های باکتری همزیست با عدس،سویهفراوانی به حداکثر 

اخل دثانیه  30دت مابتدا به  ،عدس در شرایط استریل )زیر هود لامینار( هر سه رقمبذرهای  باشند از موسسه تحقیقات دیم کشور دریافت شد.دارا می

سپس چندین  درصد قرار گرفته و HgCl21/0به مدت دو دقیقه داخل  ،درصد غوطه ور شده، سپس پس از شستشو با آب مقطر استریل 96الکل 

ل آب مقطر زنی به مدت یک ساعت زیر هود لامینار داخمرتبه(. سپس به منظور تسریع در جوانه10-12) مرتبه با آب مقطر استریل شستشو داده شدند

ر لیتر آگار( به دستگاه گرم د 5/13لیتر آب مقطر استریل و میلی1000های حاوی واترآگار )استریل نگهداری شدند. بذور استریل شده در داخل پلیت

ی رشد گیاه عدس )دما دار شده در گلخانه در شرایط مناسبدار شدند. بذور جوانهجوانهC°22ساعت در دمای  48ژرمیناتور منتقل شدند. بذرها پس از 

Cº26 استان کشور 6از  های نمونه برداری شدهحاوی خاک های نیم کیلوییتکرار داخل گلدان 2لوکس( در 12000شدت نور  درصد و 80، رطوبت 

 7ود حد pHوژن با نیتر عها از محلول غذایی فاقد منبها در قالب طرح کاملا تصادفی در گلخانه چیده شدند. جهت آبیاری گلدانکاشته شدند. گلدان

 ور شده و خاکها در سطل آب غوطهگلدان بودنددر مرحله گلدهی )ابتدای تشکیل غلاف( که گیاهان در بهترین شرایط از نظر تشکیل گره  .استفاده شد

روف حاوی اخل ظاب و در دهای دارای گرهک فعال )درشت، سالم با مرکز صورتی و قرمز( انتخاطراف ریشه به دقت حذف شد. از هر گلدان ریشه

ازی ورت جداسصی که بدین یهاور شدند. گرهکهای خشک شده برای مدت یک ساعت در آب مقطر غوطهسیلیکاژل به سردخانه منتقل شدند. گرهک

درصد قرارداده  96الکل ثانیه داخل  30ار( ابتدا به مدت شرایط استریل )زیر هود لامین در  ،های جداسازی شده از مزارع عدسو همچنین گرهک شدند

های ها در داخل پلیتمرتبه توسط آب مقطر استریل شستشو داده شدند. گرهک 10درصد،  30 وری در هیپوکلریت سدیمدقیقه غوطه 2شده و پس از 

یل روی حداقل پیپت استرلیتر از سوسپانسیون مربوطه توسط میلی 1/0و عصاره آنها بدست آمد.  بار مصرف توسط میله شیشه ای له شدهاستریل یک

  .حاوی کنگورد ریخته شده و پس از گلس کردن کشت گردیدند YMA(Yeast Extract Mannitol Agar) کشتدیش حاوی محیط سه پتری

سازی، الصز چند مرحله خاقرار داده شده و هر روز از نظر ظهور کلنی باکتری مورد بررسی قرار گرفتند. پس  Cº28پلیت ها در انکوباتور در دمای 

س از رشد در کشت و پ CaCO3سه گرم در لیتر  و YMAهای مورب حاوی شکل که رنگ کونگورد را جذب نکرده بودند روی لولههای لعابیباکتری

 .سردخانه نگهداری شدند

 Agrobacterium tumefaciensهای از لحاظ مورفولوژیکی بسیار به باکتری Rhizobium leguminosarumهای از آنجایی که باکتری

 ستفاده شدیمیایی زیر اش بیوشهای ریزوبیوم از اگروباکتریوم از چهار آزمای)باکتری مولد بیماری گال( شباهت دارند، جهت شناسایی و جداسازی باکتری

(Bhatt  2013 ،و همکاران .)  

 

شفاف، درخشان و در های ریزوبیوم در کنگورد سفید، نیمهکلونی :Congored Yeast Extract monitol agar (YMA)کشت بر روی محیط -الف

های هاست. کلنیشد آنها در سرعت رهای ریزوبیوم لگومینوزاروم با اگروباکتریومتر هستند. تفاوت دیگر کلنیهای اگروباکتریوم کوچکمقایسه با کلونی

قابل رویت  YMA ها در محیط کشتهای آنساعت کلنی 24درشدتر بوده و پس از تنها شوند ولی اگروباکتریومساعت ظاهر می 48ریزوبیوم پس از 

 توان این دو را از هم تفکیک نمود.ساعت می 24ها پس از است. با بررسی کشت

تواند در جداسازی خاصیت میرا دارند که این  11ر از بالاتpH ها قابلیت رشد در اگروباکتریوم: Hofer alkaline medium  کشت بر روی محیط -ب

  .ریزوبیوم و اگروباکتریوم کارساز باشد

توانند از پپتون کنند نمیها که خیلی سریع در این محیط رشد میها برخلاف اگروباکتریومریزوبیوم: Glucose pepton agar کشت بر روی محیط -ج

 (.Bergey) ،2010 به عنوان منبع انرژی استفاده کنند

 (.Bergey) ،2010 باشنددرصد قادر به رشد نمی 2ها در غلظت نمک ها برخلاف اگروباکتریومریزوبیوم :NaClحاوی دو درصد  YMA -د

های شاهد منفی باکتریو  RB-180و  RB-166 ،RB-175هایسویه Rhizobium etli مثبت های شاهدآزمایشات بر روی باکتریابتدا این 

Rhizobium Radiobacter هایسویه RB-176 ،RB-182  وRB-194 بی موسسه تحقیقات خاک و آب انجام شده و موجود در کلکسیون میکرو

 .ها تفکیک شدندها از ریزوبیومموپس از بررسی نتایج به دست آمده، اگروباکتریها صورت گرفت. سپس بر روی کلیه جدایه
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 نتایج و بحث

 های ریشه جداسازی شدند.پی مشخصات ریزوبیوم را دارا بودند از گرهکجدایه که از لحاظ فنوتی 425تعداد 

 
 های مختلفاستان در های ریشه گیاه عدستعداد باکتری های جداسازی شده از گرهک. 1جدول 

 تعداد باکتری جداسازی شده نوع نمونه  استان ردیف

 87 خاک خراسان جنوبی 1

 26 خاک فارس 2

 93 خاک اردبیل 3

 69 خاک کهکیلویه 4

 54 خاک لرستان 5

 50 خاک قزوین 6

 18 گره زنجان 7

 24 گره آذربایجان شرقی 8

 4 گره سمنان 9

 های بیوشیمیایینتایج آزمون
سه محیط  ر هرهای شاهد اگروباکتریوم درشد کرده بودند همانند باکتری YMA ساعت از کشت در محیط 24هایی که بعد از گذشت تمامی سویه

Hofer alkaline medium ،Glucose pepton agar medium  وYMA  حاوی دو درصدNaCl  ها به (. این باکتری2رشد کردند)جدول

یوم عنوان ریزوب اشتند بهدهای ریزوبیوم را ایی مشابه باکترییها که نتایج آزمایش بیوشیمشناسایی و حذف شدند. بقیه باکتریاگروباکتریوم عنوان 

غیر از ریزوبیوم  ییهاد باکترینگرفتند. ازدلایل این مسئله ممکن است وجو های خالص شده به عنوان ریزوبیوم مورد تأیید قرار. همه جدایهشدندتخاب ان

اندوفیت  هایکتریبا ،های استریل جداسازی شده از ریشه یونجهگزارش شده است که ازگرهک .ها در سطح گره باشددر داخل گره یا سایر آلودگی

ها بسته به سویه باکتری افزایش غلظت نمک منجر به کاهش رشد ریزوبیوم (.2009 ،و همکاران Stajkovic)غیرریزوبیومی نیز جداسازی شده اند

تا  5/6بین  pH که درصد کاهش یافت. همچنین گزارش شده 6تا  5/0های مورد آزمایش، سرعت رشد با افزایش غلظت نمک از شود. در تمام سویهمی

های مورد آزمایش شد ریزوبیومر( به وضوح در پاسخ 0/7بالا )بالاتر از  pHهای ریشه است. با این وجود، اثر بازدارنده برای رشد باکتری pHبهترین  7

یط کشت هوفر م در محهای ریزوبیو( باکتری2011) زولهای بیوشیمیایی گچندی و خانبر اساس آزمایش (.2015 ،و همکاران Ahmed)مشاهده شد

های ریهشی رشد باکتوند کاکنند و یا رشد کمی دارند که نتایج به دست آمده با نتایج حاصل از این تحقیق مطابقت داشت. در تحقیقی دیگر ررشد نمی

رشد نکردند به  NaCl 2%ه در هایی کبر این اساس در تحقیق حاضر باکتری(. 2008 ،و همکاران Thrall) ریزوبیوم با افزایش شوری گزارش شده است

 عنوان ریزوبیوم انتخاب شدند.

 های بیوشیمیاییهای کشت ویژه آزمونمحیطشاهد در هایقابلیت رشد باکتری. 2جدول

 کد باکتری شاهد ردیف
 رشد در محیط

NaClحاوی   2%  

رشد در 

 Hoferمحیط

 

 رشد در محیط

Glucose 

Peptone Agar 

رشد در محیط 

YMA  24پس از  

عتسا  

1 
 شاهدمثبت

 

Rhizobium 
 Etli 

RB-166     

2 RB-180     

3 RB-175     

یشاهدمنف 4  

 

Rhizobium 

Radiobacter 

RB-176     

5 RB-182     

6 RB-194     
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حقیق حاضر نشان تنتایج مشابهی با  YMAن آگار و های واقع در ریشه عدس و نخود در محیط گلوکز پپتوهای جداسازی شده از گرهککشت باکتری

 Gachande)سویا بود های جداسازی شده ازاین نتایج همچنین مشابه نتایج آزمایشات بیوشیمیایی روی باکتری(. 2017 ،و همکاران Upadhayay)داد

 (Khansole، 2011 و

 

 گیرینتیجه
جهت توان جهت شناسایی ریزوبیوم و اگروباکتریوم استفاده نمود. ایشات بیوشیمیایی میاز آزم این پژوهش نشان داد که نتایج حاصل از

باشد. در نهایت های کشور میهای بومی همزیست عدس از خاکهای همزیست عدس نیاز به جداسازی سویهدستیابی به کود بیولوژیک حاوی باکتری

 داسازی شد.جبا بیشترین سطح زیر کشت عدس  کشورمطالعه  موردهای خاک عدس ازبا گیاه همزیست ریزوبیوم تعداد صد و شصت جدایه 
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Abstract 
Nowadays biofertilizers containing nitrogen-fixing bacteria are considered as an alternative to nitrogen fertilizers. For this 

purpose, a study was conducted on lentil plant in 9 provinces of Iran based on a completely randomized design. First, from 

84 points of random soil samples, three cultivars of Bilehsuar, Gachsaran and Kimia were irrigated in each soil sample in 

two replications and irrigated with nitrogen source nutrient solution. After harvesting, in the flowering stage (2 months after 

planting), Rhizobium bacteria were isolated from the root nodules and biochemical differential tests. For isolation of 

Agrobacterium from rhizobium, each bacterial isolate simultaneously was applied to 4 medium, YMA (growth rate 

differentiation), Hofer (breakdown for tolerance to pH 11), Glucose pepton agar (breakdown based on the use of the 

peptone source), and YMA medium containing 2% NaCl (salt-tolerance) culture was cultured. Plates were examined after 

24 and 48 hours. Accordingly, 160 isolates were identified as symbiotic nitrogen-fixing bacteria bacteria. In general, the 

results of biochemical experiments on isolated bacteria from lentil root nodes showed that these experiments could even be 

used as a substitute for nodule experiments. 

Keywords: Lentil, Nitrogen fixation, Rhizobium leguminosarum, Symbiosis 
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