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  چکیده
ایـن  . باشـند  مـی   سنگین  استرس فلزات   به داراي درجات متفاوتی از نظر تحمل     سینوریزوبیوم ملیلوتی    هاي مختلف باکتري  سویه

 براي مناطق آلوده  جهت تولید مایه تلقیح، سرب و رويکادمیمبه  هاي مقاومجداسازي و شناسایی مولکولی سویهبا هدف تحقیق 
 پـس از جداسـازي  هـاي بـومی،   به منظور تهیـه سـویه   .انجام گرفت هاي آلوده    استفاده از آنها در زیست پالایی خاك       و همچنین 

  مـؤثرترین لـز فهر سـه  بر اساس میزان تحمل به     S41 و    گرفت انجام  فلزات سنگین  ها به سمیت   سویه  بررسی مقاومت  ،هاباکتري
ســویه بیـشترین شــباهت بـا    و  گرفـت انجــام  Intergenic Spacer قطعـه  شناسـایی مولکـولی بــه کمـک    .شــد معرفـی  سـویه 

Sinorhizobium meliloti 1021  1 درNCBI مشاهده شد.    
  

  وریزوبیوم ملیلوتی، فلزات سنگینسین الایی،زیست پ: کلمات کلیدي
  

 مقدمه
ناشی از برخورد غیر معقول انسان با ، هاي طبیعی از جمله خاكآلودگی محیط زیست و افزایش روند تخریب اکوسیستم

واد حفاري و معدنی، سـوزاندن زبالـه و م ـ   فعالیتهاي .ب از منابع موجود در طبیعت استمحیط زیست و استفادة نامناس    
هاي خانگی و صـنعتی و  و دفن زبالها و کودهاي شیمیایی در کشاورزي       کشهمصرف حشره ،  ئد، وسایل نقلیه و ترافیک    زا

امـروزه  . آینـد به فلزات سنگین به حساب مـی  نابع انسانی آلاینده محیط زیست بیمارستانی در محیط زیست از جمله م      
  به فلزات سنگین از جملـه کـادمیم، سـرب، روي و   ،یکی از مسائل مهم زیست محیطی، آلوده شدن خاکهاي زیر کشت      

 ، شـده هـا ها به خاك سبب حذف تـدریجی بـسیاري از موجـودات مفیـد ایـن زیـستگاه         ورود این آلاینده   .باشد می غیره
درنتیجه تنوع زیستی که شرط اصلی پویایی، خود تنظیمی، تعادل و پایداري اکوسیستم خاك است به آسیبی غیر قابل    

   .)Angle, 1991( گرددمیجبران دچار 
امکان برقراري رابطۀ همزیستی با گیاهان خـانوادة   به دلیل  ها در ارتقاء سطح حاصلخیزي خاك     توجه 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 میهاي ریزوبیومی محسوب میمله مشخصات مطلوب برخی سویهبه سموم و فلزات سنگین از ج

   ).Zahran, 1999(  براي شرایط محیطی خاص قرار گیردمبنایی جهت انتخاب آنها
  هـاي ریزوبیـومی تـأثیر دارد،   اي جدایـه سـاکاریدهاي بـرون یاختـه   ها بر میزان تولید پلی    شرایط محیطی از جمله تنش    

سـاکارید بیـشتري تولیـد    هاي ریزوبیومی براي مقاومت در برابر شرایط نامساعد محیطی، میزان پلی   ي که جدایه  طوربه  
ریزوبیوم و همچنین بـه عنـوان محـافظ در        -در فرایند تشخیص لگوم    هااي جدایه ساکاریدهاي برون یاخته  پلی .کنندمی

  ).Delavechia et al, 2003( کنندمیهاي محیطی نقش مهمی را براي سلول باکتري ایفا برابر تنش
                                                
1.  National Center for Biotechnology Information 
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 بومی سینوریزوبیوم ملیلوتی مقـاوم بـه فلـزات سـنگین بـا قابلیـت تثبیـت                  هايسویهاي جهت معرفی     تاکنون مطالعه 
معرفی مناسبترین جدایه همزیـست گیـاه یونجـه       ؤثر در استان زنجان انجام نگرفته، بنابراین        نیتروژن مولکولی بسیار م   

  .باشدمیقیح و افزودن آن به عنوان کود بیولوژیکی براي تولید محصول بیشتر بسیار حائز اهمیت جهت تولید مایه تل
  

  :مواد و روشها
 اکثر مزارع یونجه این استانبه علت قرار گرفتن تعداد زیادي از مزارع استان زنجان در نزدیکی کارخانجات سرب و روي 

 خـالص سـینوریزوبیوم   هايسازي سویهجدا، هاي گره از گیاه یونجهنهنمو تهیه پس از. باشندمی آلوده به فلزات سنگین   
 و نـوع واکـنش در برابـر    بررسی میکروسکوپیها سازي ریزوبیوم پس از خالص.گرفتاي انجام   هاي ریشه ملیلوتی از گره  

اوي  ح ـY.M.A محیط کـشت     pHها در تغییر    در مرحله بعد توانایی سویه     .مورد مطالعه قرار گرفت    1گرمرنگ آمیزي   
معمولاً تشخیص نهایی هر گونه ریزوبیوم بر اساس توان برقراري همزیستی یعنـی      .گردید بررسی   برم تیمول آبی  معرف  

خـالص  هـاي  بنابراین در مرحله بعد، توان هر یـک از سـویه    . گیرد انجام می  2اي گیاه میزبان  ایجاد گره بر سیستم ریشه    
  . )Vincent, 1982 (اه میزبان بررسی گردید همزیستی با گی رابطه در ایجادسازي شده

 سویه 45اي با استفاده از هاي ریزوبیومی آزمایش گلخانهدر مرحله دیگر براي بررسی توان تثبیت نیتروژن سویه
گرم در کیلوگرم نیتروژن در  میلی70 و 35ریزوبیوم به همراه تیمار شاهد بدون باکتري و دو تیمار نیتروژنی معادل 

 در قالب طرح کاملاً )1 به 9به نسبت ( ي یک کیلوگرمی با استفاده از مخلوطی از ماسه و پرلیت استریلهاگلدان
  : با استفاده از فرمول زیر محاسبه گردیدS.E.(3( ها کارایی همزیستی سویه.  تکرار انجام گردید3تصادفی و با 

  
  
  

  . انجام شدExcel 97 نرم افزار و رسم نمودارها با Mststcهاي آماري با استفاده از نرم افزار تجزیه و تحلیل
 ازسرب و روي هاي سینوریزوبیوم ملیلوتی در برابر سطوح مختلف کادمیوم، به منظور تعیین مقاومت نسبی باکتري

  .)Beck et al, 1993(  استفاده شد.4H.M  جامدمحیط کشت
ابر فلزات سنگین از خود نشان دادند در یکی از گروههاي هاي مختلف ریزوبیوم بر اساس میزان تحملی که در بر سویه

هاي نسبتاً حساس و مقاوم به فلزات پس از اتمام این مرحله سویه. مقاوم، نسبتاً حساس و حساس قرار داده شدند
  . )Vincent, 1982(  با سطح قبلی مورد ارزیابی قرار گرفتندفلز سنگین انتخاب و در سطوح بالاتر از

 5PCR ه وانجام گرفت Y.M.Bهاي کشت شده در محیط از باکتري DNA  استخراج،ها سویهی مولکولی شناسایجهت
  قطعه تکثیر یافته در وکتور پلاسمیدي. پذیرفتصورت P2 و P1 با پرایمرهاي Intergenic spacer6 براي تکثیر قطعه

pGEM-T محصول شرکت Promega هايبدست آمده با توالیوالی ت. یابی ارسال شد و براي توالیکلون گردید 
NCBI انجام گرفت ها و بررسی شباهتهبلاست گردید) Brosius et al, 1978(.  

  

    گیرينتیجه
اي کوتاه، گرم منفی و فاقد اسپور ها، میلههاي ریزوبیومی در زیر میکروسکوپ، فرم تیپیک سویهبا مطالعه سویه

اي هاي ریشههاي جداسازي شده از گرهبندي باکتريمعیارهاي تقسیماز دیگر یکی  .مشاهده و مورد تأیید قرار گرفت
                                                
1. Gram staining 
2. Plant Infection Test 
3. Symbiotic Efficiency 
4. HEPES-MES 
5. Polymerase Chain Reaction 
6. 16S-23S Ribosomal RNA Intergenic Spacer 

زن خشک تیمار تلقیح شده با سویۀ باکتري و-وزن خشک تیمار شاهد  
گرم در کیلوگرم نیتروژن میلی70 وزن خشک تیمار-وزن خشک تیمار شاهد  

S.E. = ×١٠٠  
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سینوریزوبیوم هاي باکتري. باشدکشت می توانایی آنها در تولید اسید یا باز در محیط  بودن و تند رشد و کند رشد،گیاه
سه روز  پس از  بلوحاوي برم تیمول .Y.M.Aقادر به تولید اسید بوده و محیط کشت  باشند رشد میتندتی که ملیلو

 ریزوبیوم بر اساس توان برقراري همزیستی یعنی نهایی هر گونۀمعمولاً تشخیص  .آورند میانکوباسیون به رنگ زرد در
بدست آمده نشانگر وجود اختلاف نسبتاً زیاد در نتایج . گیرداي گیاه میزبان صورت میایجاد گره بر روي سیستم ریشه

بیشترین تعداد گره به ترتیب . زایی بر روي ریشۀ گیاه یونجه استهاي سینوریزوبیوم ملیلوتی از نظر توان گرهبین سویه
ه زایی بودند، به طوریکداراي کمترین توان گرهS23  و S1 ،S3هاي  مشاهده شد و سویهS6  وS41 ،S51هاي در سویه
آزمون . هاي برتر از نظر این صفت بود درصد کمتر از سویه70ها حدود توسط این سویه هاي ایجاد شدهتعداد گره

ها  انجام شد و سویههاي سینوریزوبیوم ملیلوتی در قالب طرح کاملاً تصادفیبررسی توان تثبیت نیتروژن مولکولی سویه
نتایج مندرج . ، با یکدیگر مقایسه شدند (.S.E)رآیی همزیستیهاي وزن خشک بخش هوایی گیاه و کابر اساس شاخص

 ها بر وزن خشک بخش هوایی یونجه و کارایی همزیستی نشان داد که اثر تیمارهادر جدول تجزیه واریانس اثر سویه
  ). 1 جدول( باشددار میمعنی% 1هاي مذکور در سطح بر شاخص) ها و سطوح کود نیتروژنیسویه(

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

   درصد1دار در سطح معنی**   
  
  

  وبیوم ملیلوتی به سطوح مختلف کادمیم، سرب و رويهاي سینوریز میزان تحمل سویه-2جدول 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 
 
 
 

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

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

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

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

 
 میزان مقاومت به فلزات سنگین

Zn ( mg l-1)   Pb (mg l-1) Cd ( mg l-1) 
250 200 150 100 50  500 400 300 200 100  100 90 80 70 60 

ویه
س

یف  
 رد

S S PS T T  S S PS T T  S S PS PS PS S6 1 
S S T T T  S PS T T T  S S PS PS PS S9 2 
S S S S PS  S S S PS T  S S S PS PS S24 3 

PS T T T T  PS T T T T  T T T T T S41 4 
PS T T T T  S S PS T T  S S PS PS PS S48 5 
S T T T T  S S PS T T  S S PS PS PS S49 6 
S S S T T  S PS PS T T  S S PS PS PS S51 7 
S T T T T  S S S PS T  S S PS PS PS S54 8 

PS T T T T  S S PS T T  S S PS PS PS S57 9 
S S S S PS  S S S S PS  S S PS PS PS S58 10 
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  Intergenic spacer شناسایی مولکولی به کمـک قطعـه   

 P2 و P1 بــا آغازگرهــاي PCR محـصول . انجـام گرفــت 
   بـا انجـام    .باشـد  مـی  bp 1200 اندازه تقریبـی   اي به قطعه

nBLAST   توالی قطعه مذکور در سایت NCBI   مشاهده
 Sinorhizobium گردیــد کــه ســویه حاضــر بــا ســویه

meliloti 1021   ــه میــزان ــوالی . شــباهت دارد% 99ب ت
  .ی باشدم NCBIر مربوطه در حال ثبت د

  
  
  
  
  
  
  
  
  

 با S41سویه  مربوط به Intergenic Spacer قطعـه  -1شکل 
  bp 1200اندازه تقریبی 

 لگومینوز، افزایش غلظت فلز -همزیستی ریزوبیوم در
به دنبال آن توان   رشد گیاه، باکتري و،سنگین در خاك

 Rossbach et (یابدهمزیستی گیاه و باکتري کاهش می
al, 2008(.  ها جهت رشد و تکثیر میکروارگانیسمتوانایی
هاي ژنتیکی هاي آلوده به فلز سنگین به ویژگیدر محیط

 .)Angle et al, 1991( و فیزیولوژیک آنها بستگی دارد
هاي سینوریزوبیوم ملیلوتی که اصلاح ژنتیکی باکتري
اند همزمان داراي توان خاصیت افزایش گردیده

 همزیستی با گیاه حاصلخیزي خاك از طریق ایجاد رابطه
 و  زیست پالایی و همچنین توان و تثبیت نیتروژنیونجه

د کلریهاي آلوده به ماده سمی آلی بنام پلیاصلاح خاك
   .)Chen et al, 2005(باشند می )PCB(فنیل بی

 10 نتایج مربوط به بررسی میزان تحمل 2در جدول 
ت سویه برتر سینوریزوبیوم ملیلوتی به سطوح مختلف فلزا

با در نظر گرفتن کلیه  .سنگین نشان داده شده است
 S41 ، سویه)کادمیم، سرب و روي(سطوح فلزات سنگین 

 از نظر تحمل به هر سه فلز به عنوان مقاومترین سویه
شناخته %) 139(، بسیار مؤثرسنگین با کارایی همزیستی 

  .شد
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