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بیولوژی خاک و کودهای زیستیمقاله: محور   

 های بومی همزیست عدسباکتری های برتربررسی توان همزیستی و شناسایی سویه
  3شکوفه رضایی، 1*2کاظم خاوازی، 1پورالهام شمشیری

 ایران ،، کرجکرج اسلامی واحد آزاددانشجوی کارشناسی ارشد گروه علوم خاک دانشکده کشاورزی، دانشگاه  1
 ، ایرانتهران، موسسه تحقیقات خاک و آباستاد پژوهش  2

 ، کرج، ایرانکرجاسلامی واحد آزاد گروه علوم خاک دانشکده کشاورزی، دانشگاه  یاراستاد 3

 چکیده
لذا لزوم  شود،عث صدمه جدی به محیط زیست میستفاده از کودهای شیمیایی نیتروژن، علیرغم افزایش عملکرد محصولات کشاورزی باا

تری های باکتری بومی توان ماندگاری بیشتری داشته و کارایی بهشود. با توجه به اینکه سویههای بیولوژیک بیش از پیش احساس میدکودستیابی به 

که بیشترین سطح زیرکشت  استان کشور 7مزرعه در  84از  هاانجام شد. جدایه جدایه باکتری همزیست با گیاه عدس 95بر روی تحقیق حاضر  ،دارند

 بدین منظور صورت گرفت. (Plant infection test) یسازی گیاه با باکتربه همراه تست آلوده آزمون توان همزیستیشد. جداسازی  دارند عدس را

های باکتری ایهشت و در سه تکرار با هریک از جدیی فاقد منبع نیتروژن و آگار،کغذاهای آزمایش حاوی محلول لولهدر رقم بیله سوار عدسبذرهای 

صوصیات ظاهری ریشه و ماه از نظر وزن خشک اندام هوایی، طول ساقه، تعداد گرهک و خ 2یح شد. گیاهان در گلخانه قرار گرفت و پس از گذشت تلق

ایش رتر که موجب افزبسویه  19ها محاسبه شد. از این میان و با استفاده از وزن خشک اندام هوایی، کارایی زیستی هریک از سویه اندام هوایی بررسی

ارد شناسایی مولکولی شد. و هیسو 19گرفتن پراکندگی استانی انتخاب شد. در نهایت  در نظربیشتری در عملکرد و وزن خشک اندام هوایی شده بودند با 

 هاریزوبیوم لگومینوزارم بودند.تمامی سویهشناسایی شدند. در نهایت  16SrRNAهای منتخب بر اساس توالی باکتری

 عدس، تثبیت ازت، ریزوبیوم لگومینوزارومزن خشک، و: کلمات کلیدی
 

 مقدمه
تواند منجر به افزایش آلودگی دهد که این وضعیت میاربرد کودهای نیتروژنه، غلظت نیترات در خاک بعد از برداشت محصول را افزایش میک

کننده بیولوژیک میایی مانند اوره را کاهش دهد، کاربرد تثبیتتواند استفاده از کودهای شیهایی که میهای آشامیدنی با نیترات شود. یکی از روشآب

 این گیاه (. FAOSTAT ،2017)یکی از مهمترین لگومها است (Lens culinaris Medik) عدس(. 2012 و همکاران، Azarpour)است نیتروژن 

استفاده از مایه  در اکثر آزمایشات انجام شده،(. Weir، 2011) است Rhizobium leguminosarum b viciaeقادر به ایجاد همزیستی با باکتری 

منظور دستیابی به به (.2009و همکاران،  Toklu)شوددرصد می 34تا  29طور متوسط باعث افزایش عملکرد دانه به میزان های ریزوبیومی بهتلقیح

بطور کلی (. 2015و همکاران،   Anglade)ها حیاتی استای آنهای بومی ریزوبیوم برای تأمین نیتروژن کافی برحداکثر تولید عدس، غربالگری جدایه

 R.leguminosarum (.2000و همکاران،  Hafeez)حاصل از تثبیت بالاتر باشد، میزان عملکرد ماده خشک بیشتر است نیتروژن هرچه میزان

 .Rو R.fabae  های از لحاظ ژنتیکی نزدیک گونه رچهاگ(. 2010و همکاران،   Tian)است Vicieae))زایی در قبیله ماش ترین گونه برای گرهلیصا

pisi اندهشدگزارش  نیز (Tian  ،2008و همکاران.) های بومی برتر باکتری همزیست با گیاه عدس جهت تولید به دلیل اهمیت فراوان دستیابی به سویه

 یست عدس انجام شد.جدایه باکتری همز 95پژوهش حاضر بر روی  ،کود بیولوژیک جایگزین کودهای شیمیایی

 

 هامواد و روش

بذر عدس رقم بیله سوار به دلیل دارا بودن بیشترین سطح  ،انجام این آزمایش منظوربه :Symbiosis Efficiency (.S.E) آزمون تعیین کارایی همزیستی

و فاقد  محیط کشت مناسب برای رشد گیاهکشت در کشور انتخاب شد. بذر های عدس، پس از استریل و جوانه دار شدن در لوله های شیشه ای حاوی 

ها سی  استریل گردید. به میزان یک لوپ از هر یک از جدایهسی 50های تهیه و پس از توزیع در ارلنYMB کاشته شدند. محیط کشت نمنبع نیتروژ

ساعت و مشاهده  48قرار داده شد. پس از گراد درجه سانتی 28ساعت داخل شیکر انکوباتور در دمای  48ها اضافه و به مدت داخل هریک از ارلن
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 plateلیتر که قبلاً به روش سلول در هر میلی810لیتر از سوسپانسیون باکتری با جمعیت بالای میلی 1 کدورت، کشت باکتری مورد استفاده قرار گرفت.

count هایی نیز به عنوان شاهد بدون تلقیح در سطوح نیتروژن نمونهها اضافه شدند. برای هر جدایه سه تکرار در نظر گرفته شد. اند به لولهشمارش شده

های هوایی گیاه از ناحیه قسمت ،دهی بودندنظر گرفته شد. پس از گذشت دو ماه، زمانی که گیاهان در مرحله گلدهی یا غلاف در ppm 70 و35، 20 ،0

داده شدند. طول اندام هوایی، وزن تر اندام هوایی، وزن تر ریشه و تعداد  های جداگانه قرارپس از شستشو و خشک کردن در پاکت هاطوقه قطع و  ریشه

گیری شدند. همچنین خصوصیات ظاهری گیاه از نظر تشکیل یا عدم تشکیل گل و بذر نیز یادداشت شدند. برای محاسبه میزان کارایی ها اندازهگره

 ها از فرمول زیر محاسبه گردید. زیستی باکتریهمزیستی از وزن خشک اندام هوایی استفاده شد. میزان کارایی هم

 

وزن خشک اندام  :Nتلقیح و  : وزن خشک اندام هوایی مربوط به تیمار شاهد بدونCوزن خشک اندام هوایی مربوط به تیمار تلقیح شده،  :Iدراین فرمول 

 75-100موثر )متوسط(، :.S.E=50-75سبتا موثر )ضعیف(،ن :.S.E≤50هوایی مربوط به تیمار شاهد نیتروژنی است. در ارزیابی کارایی همزیستی 

=S.E.: 100کارایی خوب و≤S.E.: (.1394شوند)خسروی، کارایی بسیار خوب و به عنوان سویه برتر انتخاب می 

 

های گرم منفی برای شناسایی مولکولی از کیت استخراج مخصوص باکتری های برتر،سویه DNAجهت استخراج  :شناسایی مولکولی

CinnaPureDNA  16استفاده شد. تکثیر ناحیه ژنیSrRNA  با استفاده از آغازگرهای عمومیPolymerase Chaine Reraction 27F جام شدان. 

عبور داده TBE(0.5X) از ژل آگارز یک درصد در بافر 16SrRNA حاصل از تکثیر ناحیه ژنی  PCRمحصول  ،DNAجهت اطمینان از صحت استخراج 

ه توالی نوکلئوتیدی کره جنوبی ارسال گردید. پس از دریافت نتیج Bioneerبه منظور تعیین توالی به شرکت 16SrRNA از توالی  قطعات حاصل .شد

  های موجود مقایسه شد.، با توالیNCBIسپس توالی بدست آمده در پایگاه  واصلاح شده Vector NTI افزار ها توسط نرمنمونه

 

وسط نرم افزار نتایج تآنالیز ها، هگیری پارامترهای مورد نظر در نمونای از طرح کاملا تصادفی استفاده شد. پس از اندازهنهدر کشت گلخاآنالیزهای آماری: 

 SASای دانکن صورت گرفت.ها به روش آزمون چند دامنهمقایسه و 

 

 نتایج و بحث

عنوان شاهد برتر در محاسبه کارایی همزیستی رایی بیشتر بهبه دلیل کا ppm 70پس از مقایسه تیمارهای شاهد نیتروژنی، شاهد نیتروژنی 

 (.1جدول شد )استفاده 
 . مقایسه تیمارهای شاهد نیتروژن از نظر تأثیر بر رشد گیاه عدس1جدول

گیاه میانگین طول  

(cm) 

میانگین وزن خشک اندام هوایی 
(gr.pot-1) 

 شاهد نیتروژنی

300/23  148/0  N control 70 ppm 

933/19  820/0  N control 35 ppm 

667/17  082/0  N control 0 ppm 

600/16  044/0  N control 20 ppm 

 

دام ستی، طول انایی همزیجداول تجزیه واریانس نشان داد که تأثیر تیمارهای باکتریایی بر وزن خشک اندام هوایی، کار: نتایج آزمون توان همزیستی

 (.3و  2جداول  بود ) داریاه عدس در سطح یک درصد معنیهوایی و تعداد گرهک تشکیل شده در ریشه گ
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 وزن خشک، کارایی همزیستی و طول اندام هوایی گیاه عدسبر تیمارهای باکتریایی تجزیه واریانس تأثیر. 2جدول 
 

 

 

 تعداد گرهک تشکیل شده در ریشه گیاه عدسبر تیمارهای باکتریایی تجزیه واریانس تأثیر. 3جدول 

  میانگین مربعات

 درجه آزادی

 منبع تغییرات

 تعداد گره 
 تیمار 94 69/45**

 خطا 193 11/28
 .باشنددارمیمعنی دهنده عدم نشان nsدرصد و  1 و 5دار بودن در سطح احتمال به ترتیب نشان دهنده معنی**و *

 
رهک گایی و تعداد ندام هوهوایی، کارایی همزیستی، طول انشان داد که تأثیر تیمارهای باکتریایی بر وزن خشک اندام  مشابه برو روی عدس تحقیقات

  (.2016و همکاران،  Tena)بود دارتشکیل شده در ریشه گیاه عدس معنی

درصد )کارایی  100های مورد آزمایش کارایی همزیستی بالای باکتری درصد از 5/70ها با استفاده از وزن خشک محاسبه گردید. توان همزیستی سویه

 درنظر هاقایسه سویهعنوان مؤلفه اصلی در م( داشتند. با توجه به اهمیت وزن خشک اندام هوایی در تعیین کارایی همزیستی، شاخص فوق بهبسیار خوب

مکاران، هو  Hafeez)استبر اساس مطالعات پیشین، هرچه میزان نیتروژن حاصل از تثبیت بالاتر باشد میزان عملکرد ماده خشک بیشتر  گرفته شد.

تر و خشک و های جداسازی شده از ریشه گیاه عدس صورت گرفت، افزایش وزنهمچنین نتایج تحقیقی که در کشور پاکستان بر روی باکتری (.2000

 (. 2012و همکاران،   Zafar)دادهای فوق نشان طول اندام هوایی را در نتیجه تلقیح گیاه عدس با جدایه

بر تثبیت نیتروژن، به  علاوه تواندیمین امر بالاتر بود. ا ppm70ه از وزن خشک تیمار شاهد نیتروژنی های برتر انتخاب شدوزن خشک تمامی جدایه

دهد. طور مؤثری ریشه گیاه را آلوده کرده و رشد گیاه را افزایش میبه باکتری ریزوبیوم های ریزوبیوم باشد.باکتری دلیل خاصیت محرک رشدی

و  2Nکنندگی فسفات، تثبیت های رشد گیاهان مختلف، افزایش فعالیت حلبا تولید هورمون هاهمچنین به دلیل خاصیت محرک رشدی، این باکتری

 .(2011و همکاران،  Deshwal)کنندکنترل بیولوژیکی به رشد گیاه کمک می

 

 های باکتری در درجه نخست از نظر وزن خشک اندام هوایی و کارایی همزیستی و در درجههای برتر، جدایهجهت انتخاب سویه های برتر:انتخاب سویه

ن گرفت ا در نظرگیری شده همچون طول گیاه، تعداد غده، وضعیت کلی گیاه از نظر تولید گل و بذر و همچنین ببعد از نظر دیگر خصوصیات اندازه

 ند.باکتری وارد فاز شناسایی مولکولی شد 19تعداد در نهایت  ها، بررسی شده و پراکندگی استانی باکتری

 

 آورده شده است. 4سویه منتخب در جدول  19 یمولکولنتایج شناسایی نتایج شناسایی مولکولی: 

 های برتر منتخب. مشخصات سویه4جدول
ستیکارایی همزی %SE استان نام سویه ردیف  نتیجه شناسایی مولکولی 

1 BK11-1 4/205 کهکیلویه  Rhizobium leguminosarum بسیار خوب 

2 GL10-1 16/247 لرستان  Rhizobium leguminosarum بسیار خوب 

3 GK7-1 8/231 کهکیلویه  Rhizobium leguminosarum بسیار خوب 

4 BA19-1 75/224 اردبیل  Rhizobium leguminosarum بسیار خوب 

 

 تمنبع تغییرا

 

 درجه آزادی

 میانگین مربعات

 طول اندام هوایی کارایی همزیستی (gr) کوزن خش

 39/26** 6893** 10025/0** 95 تیمار

 68/17 2813 00095/0 198 خطا
 باشند.دارمیدهنده عدم معنی ننشا nsدرصد و  1و  5دار بودن در سطح احتمال به ترتیب نشان دهنده معنی**و **
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5 GA6-1 94/184 آذربایجان شرقی  Rhizobium leguminosarum بسیار خوب 

6 BA28-2 94/219 اردبیل  Rhizobium leguminosarum بسیار خوب 

7 BK6-3 91/214 کهکیلویه  Rhizobium leguminosarum بسیار خوب 

8 BK2-3 91/212 کهکیلویه  Rhizobium leguminosarum بسیار خوب 

9 BK12-2 کیلویهکه  33/208  Rhizobium leguminosarum بسیار خوب 

10 GF8-1 46/206 فارس  Rhizobium leguminosarum بسیار خوب 

11 GF5-1 44/157 فارس  Rhizobium leguminosarum بسیار خوب 

12 GK11-1 49/193 کهکیلویه  Rhizobium leguminosarum بسیار خوب 

13 KL5-3 17/152 لرستان  Rhizobium leguminosarum بسیار خوب 

14 KK5-1 1/152 کهکیلویه  Rhizobium leguminosarum بسیار خوب 

15 GA25-1 8/189 اردبیل  Rhizobium leguminosarum بسیار خوب 

16 A1 69/150 آذربایجان شرقی  Rhizobium leguminosarum بسیار خوب 

17 KB4-1 74/166 خراسان جنوبی  Rhizobium leguminosarum بسیار خوب 

18 GQ9-3 03/125 قزوین  Rhizobium leguminosarum بسیار خوب 

19 S2 623/85 سمنان  Rhizobium leguminosarum خوب 

 

های تأیید شده در بانک ریزجانداران تمام باکتری .شدند شناسایی Rhizobium leguminosarumعنوانهای باکتری برتر انتخاب شده همگی بهسویه

که  دیده استی که در بنگلادش بر روی گیاه عدس صورت گرفت مشخص گرقاتیدر تحق زی مؤسسه تحقیقات خاک و آب نگهداری شدند.مفید خاک

های جداسازی اغلب باکتری (.2014و همکاران،  Rashid) ی همزیست هستندهایباکتر R. phaseoliو  R. leguminosarum ،R. etliهایباکتری

 (2009همکاران،  و Álvarez-Martínez)باشندیم R.pisi و R. leguminosarum ،R. fabaبه مربوط viceaeیهاشده از لگوم

 

 گیرینتیجه

 شود.یمار ریزوبیومی همزیست عدس موجب افزایش کارایی همزیستی نسبت به تیمار شاهد و تیمار نیتروژنی میت -

 شناسایی شدند. Rhizobium leguminosarumعنوانسویه به 19تمامی  16SrRNAبر اساس نتایج آزمون شناسایی مولکولی بر اساس توالی  -
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Abstract 
Using of nitrogen fertilizers causes serious environmental damage in spite of increasing the yield of agricultural products. 

Therefore, increasing of biofertilizers application is necessary than before. Considering that native bacterial strains are 

capable of sustainability and efficiency, The present study was conducted on 95 isolates of bacteria that coexisted with lentil 

plant isolated from 84 points in 7 provinces of the country that have the highest Lentil cultivating area. Then (S.E test) 

Symbiosis Efficiency and plant Infection tests were carried out. The Lentil seeds were cultivated in vitro contained nutrient 

elements expect of nitrogen. Bacteria isolates were inoculated with lentil seedlings in three replications and maintained for 

two months in controlled greenhouse condition. The dry weight of each plant measured after two months. Results showed 

that inoculation of lentil plants with 19 strains of bacteria enhanced significantly dry weight of lentil plants compare to 

control. Results obtained by 16S Molecular identification showed that all of these 19 isolated strains from lentil farms were 

related to rhizobium leguminosarum species.  
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