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تثبيت ازت سوشهاي مختلف باكتري  ميزان گره زايي وبر  كادميوم ات غلظتهاي سميتأثير
   (Medicago sativa)در گياه يونجه )وحشي و داراي پلازميد(سينوريزوبيوم مليلوتي

  2مسعود تركزادهو  1، زهرا اسرار1، عبدالحميد نمكي شوشتري*،1،2حافظيمحمد 
  كده علوم، بخش زيست شناسيدانشگاه شهيد باهنر، دانشكرمان،  1
  و تكنولوژي پيشرفته و علوم محيطي مركز بين المللي علومكرمان،  2

  18/1/88: تاريخ پذيرش   21/11/85 :تاريخ دريافت

 چكيده

واسطه فعاليتهاي صنعتي و استفاده از كودهاي ه كادميوم فلزي سنگين با سميت بالا براي موجودات زنده است كه به طور عمده ب
يند تثبيت زيستي ازت و يافتن سوشهاي باكتريايي مقاومآاين عنصر بر فر تأثيربه منظور بررسي . شودايي در خاك انباشته ميشيمي
زايي و فعاليت همزيستي چهار سويه متفاوت از باكتري سينوريزوبيوم مليلوتي مورد بررسي قرار اين عنصر بر رشد، گره تأثيرتر، 

با غلظتهاي مختلف كلريد كادميم كشت داده شده و ميزان رشد سوشها به   TYها در محيط مايع بدين منظور، اين سوش .گرفت
در ) رقم بمي(كادميوم بر همزيستي گياه و باكتري، با كاشت بذر هاي يونجه  تأثيرسپس . گيري شدروش كدورت سنجي اندازه

سه برگي، با باكتريهاي فوق تلقيح شدند و اين گلدانها  گياهان در مرحله. شرايط استريل در گلدانهاي محتوي پرليت بررسي شد
 FPنگهداري شده و با محلول  درجه سانتي گراد 18 -22نور و دامنه دمايي  ساعت 16به مدت دو ماه در اتاق رشد با شرايط 

طول ريشه و وزن  ، گرهكهاپس از اين مدت تعداد و وزن تر . داراي غلظتهاي مختلف كلريد كادميوم تيمار شدند) فاقد ازت(
و ميزان فعاليت نيتروژنازي  هاي فتوسنتزيگياه كامل، محتواي پروتئين ريشه و بخش هوايي، ميزان رنگيزه ريشه و خشك
زايي و تثبيت ازت در گرهكهاي گياهان ، نتايج آزمايشات فوق نشان داد كه ميزان رشد، فعاليت گره .، اندازه گيري شدگرهكها

يابد، اما ميزان اين كاهش در سوشهاي متفاوت اختلاف معني وشها با بالا رفتن غلظت كادميوم كاهش ميتلقيح شده با تمام س
 Sm WTباكتريهاي . بيشترين حساسيت به كادميوم را داراست nif K-(pSRK9) Smداري دارد؛ به طوري كه سوش

،(pSRK9) - Sm nif H  وSmWT(pSRK9) مقايسه با سوش  داراي رشد بيشتري در حضور كادميوم درnif K-(pSRK9) Sm 
زايي و تثبيت ازت بالاتري در حضور داراي توانايي رشد، همراه با قدرت گره  Sm WT(pSRK9)سوش باكتريايي . هستند

توانايي بالاتري براي سنتز تركيبات حفاظتي تثبيت بيولوژيك ازت داشته باشند،  گياهاني كه توانايي بيشتري براي. كادميوم است
توان يكي از مهمترين دلايل رشد بهتر رند؛ حفظ سيستم فتوسنتزي گياه در برابر استرس اكسيداتيو ناشي از تنش كادميم را ميدا

  .گياهاني دانست كه سيستم تثبيت ازت فعالتري در مقايسه با ساير گياهان دارند

  ، كادميوم، گره زايي، يونجهمليلوتي ريزوبيومسينو :كليدي واژه هاي
  m_hafez_fara@yahoo.com: ، پست الكترونيك09131846648: نده مسئول، تلفن تماسنويس *

  قدمهم
 g/cm35فلزات سنگين گروهي از فلزات با چگالي بالاتر از 

، )Pb(، سرب )Hg(، جيوه )Cr(، كرم )Cd(نظير كادميم 
اين عناصر را از . هستند... و ) Zn(، روي )Al(آلومنيوم

غلظت اين  .داننديست محيطي ميمهمترين آلاينده هاي ز

خاك و مواد تشكيل دهنده  ءاصر درخاك بسته به منشانع
افزايش غلظت  .)6( كند فعاليتهاي صنعتي انسان تغيير مي

برخي از فلزات سنگين نظير كادميوم، كرم، مس، نيكل و 
قرار مي  تأثيرروي در خاك تعادل اكوسيستمها را تحت 
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خاك به ندرت  رناصر دسمي اين ع ر چند ميزانه .دهد
 مشاهده مي شود، اما فعاليتهاي كشاورزي و صنعتي انسان

اج معادن، فاضلابهاي صنعتي واستفاده از رنظير استخ
منجر به افزايش  )كادميومداراي ناخالصي ( كودهاي فسفاته

 تأثير .)22و  2( دنروز افزون اين عناصر در خاك مي شو
توجه  ان قابلگياه فيزيولوژيك فرآيندهاي بر اين فلزات

بالا و سميت در  اين عناصر داراي تحرك نسبتاً .است
با جذب اضافي اين عناصر . پايين هستند غلظتهاي نسبتاً

يند هاي فيزيولوژيك نظير تنفس، آتوسط گياهان، فر
، متابوليسم ازت و تعادل آبي گياهفتوسنتز، رشد سلولي و

كه نتيجه آن گيرند  قرار مي تأثيرتغذيه معدني گياه تحت 
توانايي تشكيل  .)8و  2( است ماده زنده گياهكاهش رشد و 

گرهك و تثبيت زيستي ازت تحت تنشهاي مختلف محيطي 
نظير گرما، خشكي، شوري و فلزات سنگين  كاهش مي 

بر فعاليت مريستمهاي  كادميوم تأثير). 11 و 7، 4(يابد
 ميزان فتوسنتز و فعاليت آنزيمهاي ،)2( رويشي گياهان

، و نيز حساسيت رشد و بقاي )15( در تثبيت ازت مؤثر
ي ريزوبيوم به سميت كادميوم گزارش شده باكتريها
كادميوم بر  تأثيرنشان داده شده كه ). 22و 18، 16(است

بر رشد و بقاي  تأثيرگره زايي بيش از آنكه به خاطر 
ريزوبيومها باشد به دليل مهار رشد و فعاليت متابوليكي 

 ياهي و در نتيجه مهار بروز همزيستي استاندامهاي گ
بيشترين  كهيونجه يكي از گياهان علوفه اي است  )13(

در ايران به خود اختصاص داده سطح زير كشت علوفه را 
يند همزيستي با باكتري سينوريزوبيوم آاين گياه در فر. است

توانايي تشكيل  (Sinorhizobium melliloti)مليلوتي 
 ده ازت را داشته و پتانسيل تثبيت ازتگرهكهاي تثبيت كنن

 .)3(كيلوگرم در هكتار دانسته اند 200را تا  اين همزيستي
استرس كادميم بر رشد و متابوليسم گياه يونجه در  تأثير

تحقيقات بسياري مورد مطالعه قرار گرفته و گزارش شده 
بر سيستم آنزيمي، ساختارهاي غشايي و  تأثيركه كادميم با 

باعث كاهش بيومس توليدي، كاهش  گياه، نهايتاًمتابوليسم 
متوقف شدن كامل رشد اين  طول ساقه و ريشه و نهايتاً

گزارش شده است كه اين گياه ). 13،14( شودگياه مي
توانايي بالايي در جذب و نگهداري فلزات سنگين در 

و استفاده از اين گياه به منظور  غلظتهاي مختلف داشته
 و تصفيه زيستي (Biofiltration)جذب زيستي 

(Phytoextraction)  خاكها از آلودگي كادميم نيز مورد
بنابراين يافتن سوشهاي  .)9( مطالعه قرار گرفته است

باكتريايي خاصي كه در چنين مناطقي بتوانند منجر به گره 
در اين . زايي و رشد بهتر اين گياه شوند مفيد خواهد بود

گره زايي و تثبيت  د،رش كادميوم بر تأثيرطرح سعي شد 
نيز ميزان رشد و گره زايي سوشهاي  ازت گياه يونجه و

در حضور   Sinorhizobium mellilotiمختلف باكتري 
  . مورد بررسي قرار گيرد كادميوم

  مواد و روشها
 Agrobacteriumيباكتر :باكتريهاماده سازي آ

tumefaciens   متعلق به خانواده ريزوبياسه است كه وجود
سيستم  .)3(است م تثبيت ازت در آن گزارش شدهسيست

توسط  pSRK9در پلازميد  تثبيت ازت اين باكتري
 Sinorhizobiumسوش وحشي و موتانتهاي شوشتري به 

melliloti شامل يك اين سوشها  .)17( منتقل شده است
سوش وحشي داراي  يك، (S.m WT)سوش وحشي

د داراي پلازميو دو سوش  S.m WTpSRK9)(پلازميد
 جهش يافته در ژنهاي ساختماني آنزيم نيتروژناز

 )-nifK  يعني سوشهاي ،(nif H & nifK ) ،سينوريزوبيوم

pSRK9) S.m وS.m nifH- (pSRK9)  باكتريهاي . بود
 S.m(كه فاقد پلازميد باشند،  در صورتي فوقجهش يافته 

nifH-  و S.m nifK- (  تثبيت   ايجاد گره فعال وفاقد توانايي
سوشهاي  آماده سازي  منظور به .)17و 3( مي باشندازت 

ارج خ (stab) خزانه محيط از ، اين سوشهامختلف باكتريايي
شامل باكتو ( TYگرديده و بر روي محيط كشت جامد 

كه محتوي ) تريپتون، باكتواكستراكت، كلريد كلسيم و آگار
 انتخاب براي) g/ml)µ10  آنتي بيوتيك تتراسايكيلين

براي  كشت داده شده و ،ي پلازميد بودسوشهاي محتو
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 28ساعت در انكوباتور  72به مدت تقريبي  رشد كافي،
  .نگهداري شدند درجه سانتي گراد

سوشهاي مختلف در حضور  اندازه گيري ميزان رشد
 )آگار فاقد( مايع محيط كشت بدين منظور، :كادميوم

 ، 500وMµ 1000: با غلظتهاي مختلف TYميكروبي 
تهيه شده و كلريد كادميوم با سه تكرار  0 ،100، 200

. گرديد ها منتقل باكتريها از محيط جامد به اين محيط
ساعت در انكوباتور چرخان با  60به مدت تقريبي سپس 

 درجه سانتي گراد 28 و دماي rpm 200دور گردش 
كدورت ( OD نگهداري شده و پس از گذشت اين مدت

 nm 600 ل موجطودر  هر يك از نمونه ها) محيط كشت
   .)3( خوانده شد

 تأثيربراي مطالعه بهتر  :آماده سازي محيط كشت گلداني
كادميوم از پرليت به عنوان بستر رشد بذرهاي يونجه 

پرليتها پس از شستشو و آبگيري  .)12( استفاده گرديد
 15و فشار  درجه سانتي گراد 121در اتوكلاو با دماي  ،كامل

و به گلدانهايي با ه ستريل شددقيقه ا 20پاسكال به مدت 
وسيله متانول ضد عفوني شده ه كه ب ml400حجم تقريبي 

  .ندبودند منتقل شد

بذرهاي  :و آبياري گلدانها بذركاشت  ،آماده سازي
از مركز تحقيقات بذر و نهال ) رقم بمي(يكسان يونجه 
دقيقه  2براي استريل شدن، ابتدا به مدت  .كرج تهيه گرديد

دقيقه در  20و سپس به مدت تقريبي درصد  90در اتانول 
و پس از چندين قرار گرفتند درصد  10هيپو كلريت سديم 

بذر به هر  10مرتبه شستشو با آب مقطر استريل، حدود 
 8/16 لدانها در اتاق رشدي با شرايطگ. گلدان منتقل گرديد

روز /شب درجه سانتي گراد 18/22 دماي ،روز/ساعت شب
) با لامپهاي سديم هاليد(كس لو 14000و شدت نور 
تا زمان رسيدن به  مرحله سه برگي  .نگهداري شدند

گياهان به صورت روزانه با آب مقطر استريل و به صورت 

 )فاقد ازت( Fåhraeus Plant (FP)هفتگي با محلول غذايي 
  ) 3:(شامل مواد زير آبياري شدند

CaCl2 (360mM), MgSO4 (330mM), KH2PO4 
(220mM), Na2HPO4 (310mM), Fe-Citrate (7mM) 
H2BO3 (40mM), CuSO4 (0.5mM), MnSO4 (13mM), 
ZnSO4 (1mM), & NaMoO4 (4mM) 

زماني  در :ريشه گياهان در محيط اطرافباكتريها  تلقيح
ابتدا محيط كشت  كه گياهان به مرحله سه برگي رسيدند،

به  با شرح فوق تهيه و باكتريها از محيطهاي جامد TYمايع 
 ml  5ازاي هره يك كلني ب( شدند، منتقلدرون لوله ها 

ساعت  72و اين محيطها به مدت تقريبي ) محيط مايع
 درجه سانتي گراد 28با دماي  درون انكوباتور چرخان 

پس از اين مدت محتوي لوله ها . نگهداري شدند
و هم  ،دور ريخته شدرويي  TY سانتريفوژ شده، محيط

 5در زمان تلقيح  .اضافه گرديد استريل  FP جم آن محيطح
گياه در هر گلدان نگهداشته شده و بقيه بيرون كشيده 

بازاي هر  ml  1فوق  از محيط محتوي باكتري سپس. شدند
  .)3( رديدگياه، كنار ريشه گياه تزريق گ

سه روز پس از تزريق : كادميومتيمار گياهان با كلريد 
 Mµ: م با غلظتهايباكتريها به گلدانها، محلول كلريد كادميو

اضافه   FPتهيه شده و به محيط  0،25 ،100،50و200
 هر گلدان (دهي  گرديد، گلدانها به ازاي دو روز محلول

ml25 روز توسط آب مقطر شستشو داده  يك) در روز
   .تمامي محلولها قبل از استفاده اتوكلاو شدند. شدند

 هشت هفته پس از نگهداري گلدانها در:سنجش پارامترها
 پارامتر هايو  شدهشرايط فوق، گياهان از گلدانها خارج 

  :اندازه گيري شدندزير 

پس از خارج  :مورفولوژيكاندازه گيري پارامترهاي 
كردن گياهان از گلدانها، طول ريشه، وزن خشك گياه كامل 

در هر تيمار  هاو ميانگين وزن گرهك هاو ريشه، تعداد گرهك
   .مورد سنجش قرار گرفتند

ين كل ئميزان پروت :ه گيري پارا مترهاي بيوشيمياييانداز
و ميزان رنگيزه  ،)5(هوايي به روش برادفوردريشه و بخش 
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µM Cd 

µM Cd 

µM Cd 

اندازه گيري ) Lichtenthaler  )1هاي فتوسنتزي به روش 
سپس بر اساس منحنيهاي استاندارد ميزان اين تركيبات . شد

در تمام  .وزن تر گزارش گرديد گرم ميلي گرم بر بر اساس
-WPA UVسنجشهاي فوق از دستگاه اسپكتروفتومتر مدل 

Visible  استفاده گرديد.  

تست (نيتروژناز گرهكها  آنزيم اندازه گيري ميزان فعاليت
فعاليت آنزيم نيتروژناز گرهكها، بر اساس : )احياي استيلن

بدين . ميزان تبديل استيلن به اتيلن اندازه گيري مي شود
سه گياه انتخاب گرديده، و منظور از هر گروه تيماري، 

 10.درپوش دار قرار داده شد ml 300درون شيشه هاي 
خارج وسيله سرنگ ه باز هواي درون هر شيشه درصد 

شده و هم حجم آن گاز استيلن تزريق گرديد، شيشه ها به 
دقيقه در شرايط آزمايشگاه نگهداري شده و  90مدت 
 درون  هر نمونه به دستگاه هواياز   ml 1سپس 

، در  Agilent 115-34hمدل ) (GCكروماتوگرافي گازي
 250، دماي آشكار ساز درجه سانتي گراد 90 دماي كوره

درجه سانتي  200و دماي محفظه تزريق  درجه سانتي گراد
 - با استفاده از ستون اختصاصي اتيلن وشده تزريق  گراد

در  ،پيكهاي بازيابي اتيلن خالصGSQ 115-34h2 :استيلن
بر اساس . ثانيه به دست آمد 9/1كور در زمان شرايط مذ

ميزان اتيلن ناشي  ،سطح زير منحني پيكهاي به دست آمده
هاي استاندارد در هر گروه، براساس منحني از احياي استيلن
الب يك طرح قداده هاي فوق در  .)17و  4(محاسبه گرديد

وسيله نرم افزار آماري ه با بلوكهاي كامل تصادفي، ب عاملي
SPSS  با آزمونLSD مورد تحليل آماري قرار  دانكن و
  .گرفتند

  نتايج
 :و طول ريشه گياه كامل وتغييرات وزن خشك ريشه 

مقايسه ميانگينهاي وزن خشك گياه كامل و وزن خشك 
ريشه گياهان، نشان دهنده كاهش معني دار اين شاخصها با 

اين كاهش در مورد گياهان . بودافزايش غلظت كادميوم 
گياهان تلقيح  .بودشده با سوشهاي مختلف، متفاوت تلقيح 

 بيشترين كاهش وزن را nifK-(pSRK9)شده با سوش 
طول ريشه هاي تحت  .)2و  1شكلهاي (نشان دادند

يافت  معني داري استرس كادميوم در تمام سوشها كاهش
كاهش   nifH-(pSRK9)اما گياهان تلقيح شده با سوش
  .)3شكل (مل شدندكمتري نسبت به ساير گياهان متح
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  وزن خشك گياه كامل بر كادميومسوش باكتريايي و  تأثير - 1شكل 
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وزن خشك ريشه گياهان  بر كادميومسوش باكتريايي و  تأثير - 2شكل 

  تحت تيمار
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مقايسه  طول ريشه گياهان بر كادميومسوش باكتريايي و  تأثير -3شكل 
حروف غير مشترك تفاوت  ها با آزمون دانكن انجام گرفته ونگينامي

  .را نشان مي دهد 05/0معني دار در سطح 
مقايسه  :آنها و ميانگين وزن تر گرهكها شمارش تعداد
ي هر سوش در هر تيمار نيز نشان گرهكهاآماري تعداد 
با  گرهكهامعني دار تعداد  وابسته به سوش و دهنده كاهش

مقايسه ميانگين  ).4 شكل(استافزايش غلظت كادميوم 
ي تيمار شده با گرهكهاكاهش وزن   نيز گرهكهازن تر و
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اما ميزان  را نشان داد شاهدهاي كادميوم در مقايسه با گروه
 اختلاف سوشهاي. حساسيت سوشها متفاوت بود

WT(pSRK9)  و nifH-(pSRK9 ) در اين شاخص معني دار
  .)5شكل ( نبود

يت اندازه گيري ميزان فعال :ازميزان فعاليت آنزيم نيتروژن
آنزيم نيتروژناز در هر گروه تيماري، نشان داد كه با افزايش 

به شكل معني داري غلظت كادميوم  فعاليت اين آنزيم 
-nifK ( وWT(pSRK9)  سوشهاي. بديامي  كاهش

(pSRK9 در غلظتμM 25  كادميوم كاهش بيشتري نسبت
در اين  WTو سوش  .دارند nifH-(pSRK9 )به سوش

غلظتهاي . دادين آنزيم را نشان غلظت افزايش فعاليت ا
بالاتر كادميوم منجر به مهار فعاليت آنزيم در تمام سوشها 

  .)6شكل (گرديد
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  بر ميزان گره زايي كادميومسوش باكتريايي و  تأثير - 4شكل 
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  گرهكهانگين وزن امي بر كادميومسوش باكتريايي و  تأثير - 5شكل 

  
مقايسه ميزان : ميزان پروتئين كل ريشه و بخش هوايي

پروتئين كل ريشه در تيمارهاي مختلف، افزايش معني دار 
اين شاخص را در ريشه هاي تحت تنش در غلظتهاي 

 WT(pSRK9 اين افزايش در سوش . ابتدايي نشان مي دهد
-nifK  و WTو براي سوشهاي μM 100تا غلظت 

(pSRK9)  تا غلظتμM 50 كلريد كادميوم مشاهده شد.  
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فعاليت نيتروژنازي  بر كادميومسوش باكتريايي و  ثيرتأ - 6شكل 
مقايسه ميانگينها با آزمون دانكن انجام . درگياهان تحت تيمارگرهكها 

را نشان  05/0گرفته و حروف غير مشترك تفاوت معني دار در سطح 
  .مي دهد

 شدر ريشه گياهان تلقيح شده با سو ميزان پروتئين فزايشا
nifH-(pSRK9) غلظتهاي بالاتر كادميوم  .مشاهده نشد

 موجب كاهش ميزان پروتئين ريشه در تمام سوشها شد
اما ميزان پروتئين كل بخش هوايي در تمام  .)7شكل(

در اين مورد . تيمارها در حضور كادميوم كاهش يافت
نسبت به ساير  WT(pSRK9 (گياهان تلقيح شده با سوش 

ر حضور سوشها، بيشترين توليد پروتئين بخش هوايي را د
  .)8شكل ( كادميوم از خود نشان دادند

بررسي تغييرات كلروفيل  :ميزان رنگيزه هاي فتوسنتزي
در حضور غلظتهاي مختلف كادميوم  و كاروتنوئيدها كل

نشان دهنده كاهش ميزان اين رنگيزه ها با افزايش غلظت 
تنها  .كادميوم در گياهان تلقيح شده با تمام سوشها بود

 معني دار نبود WTوئيدها در سوش تغييرات كاروتن
  .)10و 9هاي شكل(

بررسي تغييرات  :ميزان رشد باكتريها در حضور كادميوم
كادميوم بر رشد سوشهاي مختلف ريزوبيوم  تأثيرناشي از 

كادميوم  تأثيرنشان داد كه رشد تمام اين سوشها تحت 
نسبت به سايرين  nifK-(pSRK9 (سوش. كاهش مي يابد

  .)11 شكل(دهد به كادميوم نشان مي حساسيت بيشتري

  بحث و نتيجه گيري

اندازه گيري : تأثير كادميوم بر رشد و گره زايي باكتريها
رشد باكتريها در غلظتهاي مختلف كادميوم نشان داد كه 
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تأثير معني داري بر  Mµ100 كادميوم در غلظتهاي كمتر از
رشد سوشها ندارد اما با افزايش غلظت كادميوم، رشد تمام 

  ).11شكل (يابد كاهش مي به مقادير متفاوت سوشها
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بر محتواي پروتئين كل  كادميومسوش باكتريايي و  تأثير - 7شكل 

  ريشه
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بر محتواي پروتئين بخش  كادميومسوش باكتريايي و  تأثير - 8شكل 
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بر محتواي پروتئين محتواي  كادميومسوش باكتريايي و  تأثير - 9شكل 

ها با آزمون دانكن مقايسه ميانگين. در گياهان تحت تيمار كلروفيل كل
را  05/0انجام گرفته و حروف غير مشترك تفاوت معني دار در سطح 

  .نشان مي دهد
باكتريهايي كه با نگهداري كادميوم در محيط خارج سلولي 

درون سلولي محيط داخل سلولي را از اين ده بندي كويا 
كنند توانايي بالاتري در مقاومت به  استرس محافظت مي

يكي از مهمترين نقشهاي باكتريها در ). 16(كادميوم دارند
فرآيند گره زايي توليد پروتئينهايي موسوم به فاكتور 

است كه در پاسخ به ترشح تركيبات فلاونوئيدي   Nodهاي
كادميوم ). 20(بان به طور اختصاصي سنتز مي شوندگياه ميز

به صورت آزاد، با اتصال به گروههاي سولفيدريل 
پروتئينها، ساختار و عملكرد آنها را تحت تأثير قرار 

، بنابرين احتمالاً تغيير در ساختار پروتئينهاي )2(دهد مي
از دلايل كاهش توانايي گره   Nodسيگنال نظير فاكتور هاي

در مراحل  .ريهاي غير مقاوم به كادميوم استزايي باكت
آغازين گره زايي تركيبات مختلف ديواره سلولي باكتريايي 
نظير تركيبات پلي ساكاريدي نقش مهمي در شناسايي و 

و اتصال ) 20و  10(اتصال باكتري به تار كشنده دارند 
كادميوم به ديواره سلولي باكتريها نيز گزارش شده 

ن تجمع كادميوم در ديواره سلولي بنابراي).  21(است
باكتريها ممكن است با تأثير بر اين ساختارها، بر اتصال 

 در اين آزمايش نيز سوش. باكتري به تار كشنده مؤثر باشد
nifK-(pSRK9)  كه بيشترين كاهش رشد در حضور

نسبت ( ، بيش از ساير سوشها )11شكل (كادميوم را دارد 
ن گره زايي را نشان كاهش ميزا) به گروه شاهد خود

  ).4شكل (دهد مي
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بر ميزان كاروتنوئيدهاي  كادميومسوش باكتريايي و  تأثير - 10شكل 

  گياهان تحت تيمار
مطالعه : تأثير كادميوم بر برخي شاخصهاي رشد گياهي

، تأثير كادميوم و سوش باكتريايي بر وزن خشك گياه كامل
يش غلظت و طول ريشه نشان داد كه افزا وزن خشك ريشه

گياهان تلقيح شده  كادميوم باعث كاهش اين پارامتر ها در
تمام سوشها شده و ميزان اين كاهش با سوش باكتري  با

  .)3و 2، 1شكلهاي ( ارتباط معني داري دارد

Archive of SID

www.SID.ir

www.SID.ir


 1388 زمستان، 4، شماره 22جلد                                                         مجله زيست شناسي ايران                                                      

632 

 

µM Cd 

i hi

hi
fg

hi hi

hi

fg

gh
gh

fg

de

ef
de

d

cd

d d

c

ab
b

b
a

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

S.m WT(pSRK9) S.m WT S.m nifH-(pSRK9) S.m nifK-(pSRK9) وش باکتری

ab
so

rb
an

ce

0

50

100

200

500

1000

 
ها با مقايسه ميانگينبر رشد سوشهاي مختلف   كادميوم تأثير - 11شكل 

ك تفاوت معني دار در آزمون دانكن انجام گرفته و حروف غير مشتر
  .را نشان مي دهد 05/0سطح 

  

كاهش بيوماس و طول اندام هوايي در نتيجه حضور فلزات 
اين فلزات بر رشد  بازدارنده تأثيرسنگين مي تواند به دليل 

. )19و  2( ريشه و كاهش جذب مواد معدني باشدطولي 
مستقيم بر تقسيم سلولها در  تأثيركادميوم با  اتگزارشطبق 

 .)2(طقه مريستمي باعث كاهش رشد ريشه مي شودمن
در اين آزمايش نيز با افزيش كادميوم به  ميزان رشد ريشه
يكي از مهمترين مراحل فعال  .)3 شكل( شدت مهار شد

شدن سيستم تثبيت ازت، مراحل آغازين تشكيل گرهك 
اين مرحله با ايجاد يك بافت مريستمي مولد گرهك . است

ازدارنده كادميوم بر فعاليت بافت ب تأثيرهمراه است و 
مريستمي مي تواند دليل كاهش تعداد و وزن گرهكها در 

ي در تأثيرچنين  .)5و 4هاي شكل( باشد كادميومحضور 
). 18و  15، 12( آزمايشات ديگري نيز گزارش شده است

ازآنجا كه در اين آزمايش گياهان در محيط فاقد نيتروژن 
بر تشكيل و  كادميومازدارنده ب تأثيرپرورش داده مي شدند، 

تنها منبع ازت اين گياهان را تحت  ، مستقيماًگرهكهارشد 
قرار داده و بنابراين مهار رشد و ساير فعاليتهاي  تأثير

. متابوليكي نيازمند ازت، اجتناب ناپذير به نظر مي رسد
القاء استرس اكسيداتيو در  كادميوميكي از بارزترين اثرات 

القاء پيري در  كه منجر به) 4و  2( ستي ابافتهاي گياه
نيز مي شود و بدين ترتيب باعث افزايش  گرهكها

پراكسيداسيون ليپيدها و مهار آنزيم پراكسيداز گرهكها و 
  ).4( مي شودكاهش ازت تثبيت شده  نهايتاً

كادميوم  :نيتروژناز آنزيم فعاليتبر ميزان  كادميوم تأثير
، 4(دهد را كاهش مي گرهكها فعاليت آنزيم نيتروژناز

به  Feو Moكادميم بر جذب  تأثيرو اين پديده با  ،)15و14
 .)4و  2( عنوان كوفاكتور هاي آنزيم نيتروژناز همراه است

آنزيم نيتروژناز حساسيت بالايي به ميزان اكسيژن داشته و با 
ي ريزو بيوم، تنظيم ميزان باكتريهاتوجه به هوازي بودن 

همو گلوبين  - توسط لگ گرهكهااكسيژن موجود در 
باعث كادميوم نشان داده كه مطالعات . ضروري است
 4(  هموگلوبين در بافت گرهك مي شود-تخريب لگ

اين پديده به انضمام ايجاد راديكالهاي آزاد اكسيژن ). 15و
مي توانند از عوامل باز دارنده فعاليت آنزيم  كادميومتوسط 

ي در اين تأثيرن چني. باشند كادميومنيتروژناز در حضور 
  ).6 شكل( آزمايش نيز مشاهده شد

 .:ريشه و بخش هواييپروتئين  ميزانبر  كادميوم تأثير
موجب تغيير در محتواي پروتئين  كادميومافزايش غلظت 

يكي از  ).8و  7هايشكل( ريشه و بخش هوايي نيز گرديد
مكانيسمهاي مقاومت گياهان به استرس فلزات سنگين 

 .باشد ميپروتئينهاي تنشي ي موسوم به توليد پروتئينهاي
افزايش ميزان پروتئين در بافتهاي تحت تنش در مطالعات 

به افزايش و آن را  )15و  2( ديگر نيز گزارش شده
و نيز  هاي تنشي از خانواده چاپرونهاپروتئين  mRNAسنتز

از آنجا كه تجمع  .سنتز فيتوكلاتينها مربوط دانسته اند
 2( مراتب بيشتر از بخش هوايي استبه  در ريشه كادميوم

توان  را مي ي تنشيين افزايش ميزان پروتئينهاابنابر) 22و 
از عوامل بالا برنده محتواي كل پروتئين ريشه هاي تحت 

 تأثيربا  كادميوماما در نهايت غلظتهاي بالاتر  .تنش دانست
ميزان  نيز و) 15( بر مسير هاي متابوليكي سنتز پروتئين

، پروتئين كل ريشه را )22و  15و  4(  شدهازت تثبيت 
هاي تيماري كه چنين افزايشي را در هگرو .دهند كاهش مي
، در ساير شاخصهاي رشد نيز دارندپروتئين ريشه محتواي 

و  1هاي شكل( دهند ها برتري نشان ميهنسبت به ساير گرو
كاهش  ،اندازه گيري ميزان پروتئين كل بخش هوايي .)7
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 .)8 شكل( دهد ها را نشان مياين پروتئين ومكادميوابسته به 
ريشه تحت بخش هوايي كمتر از در مطالعات آمده كه 

 بنابرين احتمالاً) 22و2( استرس كادميوم قرار مي گيرد
تخصيص پروتئينهاي تنشي به اين اندام كمتر از ريشه 

كاهش محتواي پروتئين بخش هوايي اين  خواهد بود و
ميزان ازت تثبيت شده و  كاهش مي تواند به دليل گياهان 

و نيز تخصيص ميزان  كادميوم تأثيرفتوسنتز گياه تحت 
  .باشد) ريشه(بيشتر پروتئين به اندام تحت تنش 

محتواي كلروفيل كل  :بر ميزان رنگيزه ها كادميوم تأثير
كاهش  گياهان تلقيح شده با تمام سوشهاگياهان نيز در 

بني بر كاهش سنتز دي ماگزارشات زي .)9 شكل( نشان داد
كاهش را به  اين وجود دارد، كادميومرنگيزه ها در حضور 

و نيز مهار  بر جذب آهن و منگنز كادميوماثر بازدارنده 
شركت كننده در  ريلدداراي گروههاي سولفي آنزيمهاي

و  2( نسبت داده اند كادميومتوسط  مسير بيوسنتز رنگيزه ها
مشاهده شد، و پاسخ  ي در اين تحقيق نيزتأثيرچنين  .)15

تواند به  مي كادميوممتفاوت سوشهاي مختلف به اين اثر 
دليل تفاوت در ميزان نيتروژن در دسترس گياه براي سنتز 

 .باشد پروليننظير ي و ساير تركيبات حفاظت پروتئينها
نيز گزارش  كادميومتحت تنش كاروتنوئيدها كاهش ميزان 

ر سميت زدايي ئيدها دوتنوشده كه آن را با نقش كار

در واقع كاهش  .)2( كلروفيلهاي برانگيخته مربوط مي دانند
در ميزان كاروتنوئيد به نوعي معرف ميزان مقاومت گياه در 

در اين . است كادميومشده با  ءكسيداتيو القابرابر استزس ا
 WT(pSRK9(تحقيق نيز گياهان تلقيح شده با سوش 

ر عين حال و د ئيدبيشترين كاهش در ميزان كاروتنو
در مقايسه با گياهان تلقيح بيشترين محتواي كلروفيل را 

 )كادميومكلريد  Mµ 25در علظت( ير سوشهااشده با س
 كه با نتايج فوق الذكر منطبق است دهند نشان مي

  .)10و  9هاي شكل(

 هايسوش تأثيرايج فوق چنين بر مي آيد كه از مجموع نت
ه تحت استرس بر ميزان ازت تثبيت شد فوق باكتريايي
 WT(pSRK9(معني دار بوده و در اين ميان سوش  كادميوم

داراي بيشترين قابليت رشد، و تثبيت ازت در حضور 
گياهان تلقيح شده با سوش باكتريايي  .را دارد كادميوم

)nifK-(pSRK9  داري  كادميوماگر چه در شرايط فاقد
شاخصهاي رشدي قابل مقايسه با گياهان تلقيح شده با 

يش تدريجي غلظت ااما افز هستند WT(pSRK9(شسو
رشد و فعاليتهاي متابوليك اين گياهان را بيشتر  ،كادميوم
كه نشان دهنده حساسيت بيشتر  قرار مي دهد تأثيرتحت 

  . است كادميوم تنشاين سوش به 

  منابع
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Effects of toxic concentrations of Cadmium on nodulation and 
nitrogen fixation of different strains of Sinorhizobium meliloti in 

Medicago sativa 
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Abstract 
Cadmium is a heavy metal with high biological toxicity which accumulates in soil 
usually by using chemical fertilizers or industrial pollutants. In order to study the effects 
of cadmium on biological nitrogen fixation and finding more resistant strains, the 
effects of cadmium on microbial growth, nodulation and symbiotic function of four 
different strains of Sinorhizobium meliloti were considered. They were cultured in TY 
liquid medium with different concentrations of CdCl2 and their growth was measured 
by OD (Optical Density) test. More over the effect of cadmium on legume-rhizobium 
symbiosis was studied by culturing the germinated alfalfa seeds in perlit medium. Plants 
at three leaves stage were infected by Sm strains mentioned above and the pots were 
placed in a growth chamber with 16 h light, 18-22ْْ C temperature and 50% humidity for 
eight weeks. After this time the number and weight of nodules, root length, root and 
whole plants dry weight; root and shoot total proteins, photosynthetic pigments content, 
and nitrogenase activity were measured. The results showed decrease of growth, 
nodulation and N2 fixation ability of all Sm strains, by increasing Cd concentration. But 
there were significant differences between strains; so that Sm nifK-(pSRK9) has the 
most sensitivity to Cd. Sm WT, Sm WT (pSRK9) and Sm nifH-(pSRK9) growth 
egregiously in presence of cadmium compare to Sm nifK-(pSRK9). Sm WT (pSRK9) 
has more nodulation and N2 fixation ability in presence of cadmium. Plants with the 
more nitrogen fixation ability have the more ability for protective component 
biosynthesis. Protection of the photosynthetic system against oxidative stress may be 
one of the reasons that cause better growth of the plants with active nitrogen fixing 
system, compare to others. 

Keywords: alfalfa (Medicago sativa), Cadmium, nodulation, Sinorhizobium meliloti, 
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