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 بومي Rhizobium leguminosarum bv. viciae خصوصيات فيزيولوژيكبرخي بررسي 
  ايران

  هوشنگ خسروي
  كشاورزي ترويج و آموزش تحقيقات، سازمان ،مؤسسه تحقيقات خاك و آبكرج، 

  17/7/94 :تاريخ پذيرش    8/6/93:تاريخ دريافت

  چكيده 

از طريق كود شيميايي  نيتروژن در كشاورزي، معمولاً. صر براي رشد گياهان استاعن ترينمصرفين و پرمهم تريكي از نيتروژن 
هاي طبيعي و تثبيت زيستي نيتروژن از پديده.. شودلات زيست محيطي فراواني ميمشك عثگيرد كه باقرار مي اهدر اختيار گي

 ثبيت كننده نيتروژنهمزيست تاختصاصي باكتري . شودها انجام ميريزوبيومها از جمله است كه توسط گروهي از باكتري استثنايي

آزمون ارزان براي تشخيص اين باكتري  يكي از راههاي مطمئن و. باشدمي Rhizobium leguminosarum bv. viciae باقلا
هاي از استانباقلا ريشه  ريزوبيومي هايگرهبرداري از نمونه ،درصد گلدهي 50در موعد در اين پژوهش . باشدميآلودگي گياه 

پس از . آوري شدجمعاز اين مناطق نمونه گره  168 تعداد ،در مجموع .شد انجاملستان، مازندران و گيلان خوزستان، لرستان، گ
تثبيت كارآيي  از جمله آزمون آلودگي گياه و بررسيمرفولوژيك و فيزيولوژيك مختلفي آزمايشات  از گرهها، جداسازي باكتريها

 42تعداد  .سازي و شناسايي شدندخالص ،جدايه 101تعداد اساس اين بر . ها انجام شدروي نمونه بر) .S.E(زيستي نيتروژن 
جدايه انتخاب  19تثبيت نيتروژن تعداد كارآيي  جبر اساس نتاي. شدند تأييدشناسايي و توان ايجاد گره در ريشه  جدايه بر اساس

داراي تنوع ر مقاومت به آنتي بيوتيكها از نظجداهاي انتخابي . بود 165تا  5بين هاي انتخاب شده جدايه .S.Eمقدار . شدند
كارآيي  بندي ريشه وبرتر بومي از نظر گره ريزوبيومجه و حاصل اصلي اين پژوهش دستيابي به چند سويه نتي . زيستي بودند

  .براي گياه باقلا بودريزوبيوم  مايه تلقيح معرفيدر جهت  همزيستي براي ادامه پژوهشها

 .تثبيتزيستي، همنيتروژن،  :كليدي واژه هاي

 hkhosravi@swri.ir :، آدرس پست الكترونيكي02636203502: تلفن ،نويسنده مسئول

  مقدمه
و نياز جامعه رشد تصاعدي در حال  به طورجمعيت جهان 

بنابراين . استافزايش و از جمله پروتئين در حال  غذابه 
ارائه راهكارهاي مبتني بر توسعه پايدار و توجه به حفظ 

تروژن يكي از ني. زيست امري ضروري استسلامت محيط 
با وجود اينكه . نياز و مهم براي رشد گياهان استعناصر پر
درصد تركيب گازي جو زمين را نيتروژن  78بيش از 
زمين برفراز هر هكتار و  دهدتشكيل مي) N2(مولكولي 
، اما اين وجود دارد از اين گازتن  78000حدود  كشاورزي

از . نيست براي گياهان قابل جذب عنصر به شكل مولكولي

ين عامل محدود كننده توليد مهم تر ،طرف ديگر، نيتروژن
مصرف كودهاي ). 9(در جهان است  ت كشاورزيمحصولا

عمول برطرف كننده شيميايي نيتروژني يكي از راههاي م
ين نهاده مهم ترباشد كه از يك سو اين محدوديت مي

و از سويي ديگر از  كشاورزي مؤثر در افزايش توليد بوده
رويه مصرف بي. استسازي بالايي برخوردار پتانسيل آلوده

و غير اصولي كودهاي شيميايي نيتروژني باعث آلودگي 
نيتراتي آبهاي سطحي و زير زميني و در نهايت موجب 

همچنين مشكل . شوندمسموميت انسان، دام و آبزيان مي
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در نتيجه  و) دي نيتريفيكاسيون(افزايش نيترات زدايي 
ژني و تخريب لايه حياتي توليد بيشتر گازهاي اكسيد نيترو

ظهور اين قبيل مسائل مخرب و . دارند به همراهازن را 
هاي سائل ديگر ضرورت تجديدنظر در روشبسياري م

سازي و لزوم فراهمكشاورزي زايش توليد محصولات اف
د شرايط براي استفاده بيشتر از فرآيندهاي مفيد طبيعي مانن

اي شيميايي نيتروژني كوده به جايتثبيت زيستي نيتروژن 
نيتروژن در انحصار انواع  زيستيتثبيت  .كندرا ايجاب مي

باشد كه توانائي توليد  پروكاريوت مي موجوداتخاصي از 
در اولين بار  ريزوبيوم). 23و  9(د نآنزيم نيتروژناز را دار

Bacillus ها جداسازي وگره لگوماز  1888سال 

adicicolar همزيست با باقلا متعلق  ريزوبيوم. ه شدناميد
ها، رده به سلسله باكتريها، شاخه پروتئوباكتر

ها، راسته ريزوبيال، خانواده ريزوبياسه، آلفاپروتئوباكتر
باشد ، گونه لگومينوزاروم و بيووار ويسيا ميريزوبيومجنس 

 Rhizobiumهمزيست با باقلا اختصاصي باكتري ). 13(

leguminosarum bv. viciae ايميله ،اين باكتري. باشد مي 
 پيراموني هتاژ دو تا ششداراي و  متحرك ،هوازي ،شكل
 pH ودرجه  25- 30دماي بهينه براي رشد آن . باشدمي

يهاي آن نكل. استشش تا هفت براي رشد اين باكتري بهينه 
پنج  هستند كه نيمه مات و يلعاب اي، محدب و برآمده،دايره

 Yeast Manitol) كشت در محيط رشدپس از  وزر

Agar)Y.M.A. رسدميمتر ميليبه دو تا چهار  آنها قطر .
باقلا به عنوان يكي از حبوبات عمده در بسياري از كشورها 

به و چين، مصر،  سودان ، استراليا و اتيوپي كشت  از جمله
شده  خشك يا سبز و تازه و يا كنسرو شده مصرف صورت

مطابق آمار  .كندمي تأمينپروتئين جوامع را  و بخشي از
كشور چين با  ،بار و كشاورزي جهاني و سازمان خوار

در مقام اول  2012در سال باقلا ميليون تن  4/1توليد 
سطح زير كشت باقلا در ايران در حدود  .)4( باشد مي

حدود دو باقلاي خشك  هكتار و عملكرد متوسط 20000
مده سطح زير كشت باقلا در ع .باشددر هكتار مي تن

 .باشدلرستان،گلستان و مازندران مي استانهاي خوزستان،

ي فعال موجود در ريشه گرهها در ريزوبيومهاي برتر  سويه
توانند مقادير قابل توجهي  مي بوده و به شكل باكتروئيد

همزيستي باكتري فوق . هوا را تثبيت كنند مولكولي نيتروژن
و در نتيجه كاهش  نيتروژنر تثبيت با گياه باقلا علاوه ب

، سبب افزايش عملكرد نيتروژنيمصرف كودهاي شيميايي 
با توجه به نوع  مولكولي نيتروژنمقدار تثبيت . شودنيز مي

سويه همزيست، جمعيت باكتريهاي همزيست بومي، ميزان 
كلي شرايط خاكي و  به طوررقم بذر و كود مصرفي، 

توسط  نيتروژنمقدارتثبيت  .باشد اقليمي بسيار متفاوت مي
 نيتروژندرصد كل  30ريزوبيوم باقلا متفاوت و حداكثر تا 

شده گزارش همچنين  ).17( جذب شده گزارش شده است
يك براي  كه نيتروژن مشتق شده از اتمسفر توسط باقلا

در   ).3( باشددرصد مي 74تا  66بين  ريزوبيوم سويه
صد نيتروژن در 79كه باقلا يگري آمده است گزارش د

درصد از  20مورد نياز خود را از طريق تثبيت زيستي، 
 به دستطريق خاك و فقط يك درصد آن را از طريق كود 

  ).25(. آوردمي

در آلبرتاي كانادا مقدار تثبيت نيتروژن توسط در تحقيقي 
كيلوگرم نيتروژن در هكتار گزارش  5/127و  8/34باقلا 

  ).18(د ش

همزيستي نيز ي فرانسه و سوريه در شرايط اقليمي و خاك
 69و  90به ترتيب ريزوبيوم باقلا با يك سويه معين از 

ز طريق درصد از كل نيتروژن جذب شده توسط گياه را ا
   ).7(نمود  تأمينتثبيت 

تثبيت زيستي نيتروژن باقلا در مناطق مختلف كشاورزي 
 ،جنوب بريتانيا مورد مطالعه و پتانسيل تثبيت نيتروژن

درصد كل نيتروژن جذب شده  30ت و حداكثر تا متفاو
  ).21( شده استگزارش 

در ، عملكرد و وزن صد دانه باقلا ريزوبيومتلقيح باقلا با 
   .)12(.قابل توجهي افزايش داد به طوررا سودان 
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ها با خانواده ريزوبيومرابطه همزيستي با توجه به اينكه 
است فقط با  اختصاصي بوده و هر لگوم قادر كاملاً هالگوم

رابطه همزيستي تثبيت كنندگي نيتروژن  ريزوبيوميك گونه 
آزمون بر اساس اين خصوصيت  بنابراين، داشته باشد

و ارزانترين روش براي  ترين، مطمئنينمهم ترآلودگي گياه 
معرفي ها تا سطح گونه و حتي بيووار ريزوبيومشناسايي 
يا به  تروژن تثبيت ني يا راندمانكارآيي  آزمون. شده است
هاي نيز از آزمونهاي مهم براي انتخاب سويه .S.Eاختصار، 

يت نيتروژن مولكولي هوا محسوب برتر از نظر توان تثب
  . شودمي

هاي هدف از انجام اين پژوهش، بررسي و مطالعه سويه
همزيست با باقلا در مناطق عمده مختلف بومي  ريزوبيوم

هاي ژوهشدر پهدف نهايي . بودكشت اين محصول  زير
اي در مناطق مختلف رعهكه شامل تحقيقات مز تكميلي

ارائه مايه  به منظورهاي برتر دستيابي به سويهايران است، 
مناسب براي كشت باقلا در و كود زيستي نيتروژني تلقيح 
 .استايران 

  مواد و روشها
 .Rتهيه كلكسيوني متنوع از باكتري  به منظور

leguminosarum bv.viciae  مزارع از همزيست با باقلا
استانهاي گلستان، مازندران، خوزستان و كشاورزان در 

استان گيلان  سطح زير كشت قابل توجه و به علتلرستان 
-گل درصد 50در موقع  ،اي پراكنده متعددهكشت به علت

چند  ،برداريبراي نمونه. شد جامبرداري اننمونهدهي گياه، 
بودند  اراي رشد بهتريدبوته باقلا كه از نظر ظاهري 

سانتيمتر اطراف  15بيل به شعاع حدود  به وسيلهانتخاب و 
ها و تميز  پس از شستن ريشه. ريشه از خاك خارج شدند

به آرامي از ريشه جدا و پس از  گرهها ،كردن آنها
در و  شستشوي كامل با آب، با دستمال كاغذي خشك

به  ها نمونه. ندسيليكاژل قرار داده شدحاوي ظروف 
بخش تحقيقات بيولوژي مؤسسه تحقيقات خاك آزمايشگاه 

ثانيه در الكل  10به مدت  گرهها ابتدا. ندشد منتقلو آب 

 1/0دقيقه در كلريد جيوه  دودرجه و سپس به مدت  96
با گرهها سپس . ندشداستريل سطحي و درصد قرار داده 
 .شستشو داده شدند كاملاً بارشش حدود آب مقطر استريل 

دار حاوي هاي درپوش س استريل به درون لولهپن اب اگرهه
ميله  به وسيلهو  منتقل ليتر آب مقطر استريلميلي يك 
 حلقها استفاده از ب .ندبه طور كامل له شد اي استريل شيشه
بر روي پليت   مقداري از سوسپانسيون حاصل لوپ،
 اين محيط. انتقال داده شد Y.M.A محيط كشت حاوي
سولفات  ،5/0تاسيم هيدروژن فسفات پحاوي دي كشت

عصاره مخمر  ،10مانيتول   ،1/0، كلريد سديم 1/0منيزيم 
 ليترو يك ميليمقطر  گرم در يك ليتر آب 15و آگار ، 5/0

 .دشروي هفت تنظيم محيط  pH. بوددرصد  5/2 كنگورد
هاي تلقيح پليت ،حلقه به وسيله سوسپانسيونپس از پخش 

داده قرار  سانتي گراددرجه  28ي در انكوباتور و دماشده 
ساعت   72تا  24بين  ،به نوع سويه باكتري با توجه. شدند
ك حلقه مشخص و تيپيك ي هاياز كلني .ندشدها ظاهر كلني

درصد آهك  سهبا  Y.M.A هاي اسلنت حاوي داخل لوله
طه در اين اسلنتها جهت ادامه پژوهشهاي مربو. ندشد كشت

يخچال نگهداري و در  سانتي گراددماي چهار درجه 
 كلني و ل ميكروسكوپياشكاهاي بررسي آزمون. شدند

براي . دندانجام شآزمايش گرم و تحرك آزمون ، باكتريها
بيوتيك پنج آنتياز ها جدايهبيوتيك مقاومت به آنتي بررسي

استرپتومايسين، اسپكتينومايسين، كانامايسين، ريفامپيسين و 
ل سه آنتي بيوتيك اول، حلا. دشناليديكسيك اسيد استفاده 

و حلال  درصد 95حلال ريفامپيسين، اتانول آب مقطر، 
 ،رآنتي بيوتيكاز ه. ناليديكسيك اسيد، سود يك نرمال بود

رم در ليتر محيط گميلي 50و  40، 30، 20؛ 10پنج سطح 
- هاي آنتيبراي تجزيه آماري داده .)6( كشت استفاده شد

براي نگهداري و . اده شداستف Minitabبيوتيك از برنامه 
از با استفاده مدت  در دراز هاي باكترينمونهاز حفاظت 

آمپول تكرار روش ليوفيليزاسيون يا فريز درايينگ سه 
   ).20و  6(د شليوفيليزه تهيه 
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 آزمون آلودگي گياه، مورد نظرهاي باكتري نهايي تأييدجهت 
سيستم براي اين منظور از . بر روي آنها صورت گرفت

تكرار  سهو در استريل  شسته وحاوي ماسه وف لئونارد ظر
در  ي استريل سطحي شدهعدد بذر باقلايك . استفاده شد

 در محيط مايعهاي مورد نظر باكتري. كشت شد ظرفهر 
Y.M.B.  ليتر از سوسپانسيون و سپس يك ميليتكثير

بر ليتر سلول در هر ميلي 10 8باكتري مورد نظر با جمعيت 
محلول ، در طول دوره رشد.  تلقيح شدباقلابذر  هرروي 

از  )نيتروژنبدون (غذايي عناصر كم مصرف و پر مصرف 
 ي اتاقك رشددما .شد تأمينلئونارد ظرف طريق سيستم 

تكرار نيز  سه .شدتنظيم  سانتي گراد درجه 30تا  20بين 
 پس از. رفته شدندگشاهد بدون تلقيح در نظر  به صورت
ز نظر تشكيل گره مورد بررسي قرار ها اريشه ،چهار هفته

بندي از براي محاسبه درجه گره. )20و  11، 6( گرفتند
  . )8( جدول يك استفاده شد

  )8( بندي براي لگومهاروش درجه گره -1جدول 

  هاي موثرتوزيع و تعداد گره
  بنديدرجه گره

  *ناحيه تاج ريشهدر   هاي ريشهقسمت در ساير

0 0 0  
0  5<  1  
0  10-5  2  
0  10>  3  
5<  10>  4  
10>  10>  5  

  سانتيمتر بالايي ابتداي ريشه 5تاج ريشه عبارت است از *
اي گلخانه به صورت تثبيت نيتروژنكارآيي  بررسي آزمون

براي اين منظور از گلدانهاي حاوي دو كيلوگرم . انجام شد
تيمارها شامل تيمارهاي تلقيحي، . ماسه استريل استفاده شد

در سه تكرار ژني و تيمار شاهد بدون تلقيح تيمار نيترو
ليتر از سوسپانسيون باكتري پس از رشد، يك ميلي. بودند

ليتر بر روي سلول در هر ميلي 10 8مورد نظر با جمعيت 
محلول غذايي ، در طول دوره رشد.  تلقيح شدبذر باقلا هر

 .شد تأمين )نيتروژنبدون (عناصر كم مصرف و پر مصرف 

به شكل  كيلوگرمگرم در ميلي 125ني به مقدار تيمار نيتروژ
و هر تقسيط در پنج مرحله  به صورتو نيترات پتاسيم 

و  8، 7، 6، 4ترتيب در ه گرم در كيلوگرم بميلي 25مرحله 
 درجه 30تا  20بين ي گلخانه دما. استفاده شدهفتگي  9

اندام هوايي از  هفتگي، 10 در انتهاي .شدتنظيم  سانتي گراد
در داخل پاكتهاي كاغذي به مدت  ووقه جداسازي محل ط

قرار داده  سانتي گراددرجه  72سه روز در آون با دماي 
 6(گيري شد اندازهسپس وزن خشك اندام هوايي . شدند

وزن خشك اندام هوايي شاخص مناسبي براي . )20و
 به دستبراي  .است ).S.E(تثبيت نيتروژن كارآيي  محاسبه
 :)20(زير استفاده شد فرمول از  S.E آوردن

  
تيمار اندام هوايي مربوط به وزن خشك : Iدر اين فرمول 

اندام هوايي مربوط به تيمار وزن خشك : C، هتلقيح شد
اندام هوايي مربوط به وزن خشك : Nشاهد بدون تلقيح و 

همزيستي، كارآيي  در ارزيابي. است تيمار نيتروژني
50<:S.E.  50-75، )ضعيف(نسبتاً مؤثر=S.E. :ثر ؤم

 :.S.E<100خوب و كارآيي  :.S.E=75- 100و ) متوسط(
-بندي ميسويه برتر طبقه به عنوانو خيلي خوب كارآيي 

 .دنشو

  و بحثنتايج 
باقلا از مناطق مختلف  ريزوبيومنمونه گره  168در مجموع 

تعداد و محل جداسازي باكتريها در . ايران جمع آوري شد
از جدايه باكتري  150 تعداد .ارائه شده است دوجدول 

داراي مشخصات جدايه  101. گرهها جداسازي شدند
-جدايهكليه . بودند ريزوبيومميكروسكوپي و مرفولوژيك 

اي، هوازي، ، گرم منفي، ميلهدر اين مرحلههاي انتخابي 
ي، لعاب برآمده، ،اي، محدبدايره هاي آنهاينكلمتحرك و 
كلني دو تا ، فاقد توان جذب كنگورد با قطر نيمه مات

اين موارد مطابق با . بودند پنج روزر پس از متميليچهار 
 بود ريزوبيومراي ب) 13(مشخصات ذكر شده در منابع 
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آلودگي بر اساس آزمون  .)ها نشان داده نشده استداده(
  .شدند تأييدو جدايه شناسايي  42تعداد  گياه،

دهد تعداد جدايه كه جدول دو نشان مي طوري همان
آوري شده كمتر از تعداد گره جمع شده معمولاًخالص 

تواند باشد كه در يكي از دلايل اين مسئله اين مي. باشدمي

برخي از گرهها ممكن است باكتري در حين انتقال از 
مزرعه تا آزمايشگاه توان رشد خود را از دست بدهد و يا 

به  نندهمواد استريل ك ،اينكه در هنگام استريل نمودن گره
  .و موجب از بين رفتن باكتري شودگره نفوذ  داخل

  هاي خالص شده به تفكيك استانتعداد نمونه و جدايه -2جدول 
  انتخاب شده تعداد جدايه

  *بر اساس آزمون آلودگي گياه 
  تعداد جدايه تأييد شده بر اساس

 گيري شده خصوصيات اندازه 

  

 باكتريتعدادجدايه
  خالص شده

 گرهتعداد نمونه
  ري شدهآوجمع

  استان

  گلستان 28 27 16  16
  مازندران 48 42 25  8
  گيلان 34 25 15  6
  لرستان 18 16 7  6
  خوزستان 40 40 38  6
جمع        168 150 101  42

  .اندبندي كمتر از يك ارائه نشدههاي با درجه گرهجدايه* 
جدايه جداسازي شده از  54در يك بررسي در چين از 

توان جدايه  48 ،ريزوبيومي باقلا از مناطق مختلف گرههاي
آمده  گزارشدر اين . تشكيل گره در ريشه باقلا را داشتند

راي توليد مايه تلقيح ب كارشش جدايه براي ادامه است 
  ).24( انتخاب شد

به هاي خالص شده در جدول دو همچنين همه جدايه
يل اين از دلا. قرار نگرفتند تأييدريزوبيوم مورد  عنوان

وجود ساير باكتريها غير از  به علتمسئله ممكن است 
در سطح گره  يهاريزوبيوم در داخل گره يا ساير آلودگي

گزارش شده است از گرههاي استريل سطحي شده  .باشد
جداسازي شده از ريشه يونجه باكتريهاي اندوفيت غير 

  ).22(ريزوبيومي هم جداسازي شده است 

هاي مختلف ت و حساسيت سويهاومدر جدول سه نتايج مق
دندوگرام . ارائه شده است هابيوتيكآنتيبه مقادير مختلف 
نتايج مقاومت به  بر اساسهاي مختلف ترسيم شده جدايه

 بر اين اساس. در شكل يك ارائه شده استنيز  بيوتيكآنتي
درصد  50ها داراي تشابهي بيشتر ازدرصد باكتري 90بيش از 
گروه، تقسيم بندي  14نتخابي در هاي اويهسل ك .بودند

ها از نظر حساسيت و يا كه جدايه دادنتايج نشان  .شدند
 بيوتيكها و سطوح مختلف آن داراي تنوعمقاومت به آنتي

(Diversity) هاي كم آنتيروش مقاومت به غلظت .باشندمي-

بيوتيك يكي از روشهاي بررسي وضعيت تاكسونوميك و 
امروزه . باشدف باكتريها ميهاي مختلتنوع ژنتيكي سويه

 ،تنوع ژنتيكي و وضعيت تاكسونوميك باكتريها مطالعهبراي 
روشي مرسوم و معتبر محسوب  16S rRNAبررسي ژن 

در . گيردشده و توسط پژوهشگران مورد استفاده قرار مي
در پژوهشي باكتريهاي سودوموناس بومي  اين رابطه

همچنين ). 2(خاكهاي ايران توسط اين روش بررسي شدند 
در بررسي ديگري تنوع زيستي باكتريهاي نمك دوست 

انجام  16S rRNAژن درياچه اينچه برون توسط مطالعه 
 با اين روشهاي مولكوليرايج بودن  علي رغم). 1(شد 
آنتي حساسيت و مقاومت به بررسي روش  در مواردي حال

در يك  .شودفاده ميتسنيز اها در مورد ريزوبيومبيوتيك 
هاي ريزوبيوم يهسورسي مقاومت به آنتي بيوتيك بر

ومي باقلا نشان داد اكثريت جداسازي شده از گره ريزوبي
ها ومايسين حساس و تقريبا همه جدايهها به استرپتجدايه
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و اين در هاي مختلف ناليديسيك اسيد مقاوم بودند به غلظت
 فقط يك سويه به استرپتومايسين مقاوم بودحالي بود كه 

)16(.  

  
  *هاي مختلفبيوتيك جدايهنتايج مقاومت به آنتي -  3جدول 

 Spectinomycin Nalidixic acid Rifampicin Kanamycin Streptomycin  بيوتيكنوع آنتي

   
     

  سويه  رديف
10 20 30 40 50 10  20  30  40 50 10 20 30 40 50 10 20 30 40  50  10  20  30 40 50 

                mg.l-1                         
1 F1 S S - - - R S - - - R S - - - R R R R R S - - - - 
2 F3 R R R S - R S - - - R S - - - R R R R R S - - - - 
3 F4 S S - - - R S - - - R S - - - R R R R R S  - - - 
4 F7 R R S - - R R R R R S S - - - S - - - - R R R S - 
5 F9  S S - - - R S - - - S S - - - R R R S - S - - - - 
6 F10 S - - - - R S - - - S S - - - R S - - - S - - - - 
7 F14 S S - - - R R R R S R S - - - R R R R R S - - - - 
8 F15 S S - - - R R R R S S S - - - R S - - - S - - - - 
9 F16 S S - - - R R S - - S S - - - S - - - - S - - - - 
10 F17 R S - - - R R R R S R S - - - R S - - - S - - - - 
11 F18 R R S - - R S - - - R S - - - R R R R R S - - - - 
12 F19 S S - - - R S - - - R S - - - R R R R R S - - - - 
13 F20 R R R S - R S - - - R S - - - S - - - - S S - - - 
14 F21 S S - - - R R R R S R S - - - R S - - - S - - - - 
15 F22 R R R S - R S - - - S S - - - S - - - - R R R R R 
16 F23 R S - - - R S - - - S S - - - S - - - - S - - - - 
17 F26 R S - - - R S - - - R S - - - R R R R R S - - - - 
18 F27 R S - -  R S - - - S S - - - R R R R R S - - - - 
19 F28 S S - - - R R R S - S S - - - S - - - - S - - - - 
20 F29 R R S - - R S - - - R S - - - R R R R R S - - - - 
21 F30 S S - - - R S - - - R S - - - R R R S S S - - - - 
22 F31 R R R S - R S - - - R S - - - R R R R R S - - - - 
23 F32 R R R S - R S - - - R S - - - R R R R R R S - - - 
24 F34 R R S - - R S - - - R S - - - R R R R R S - - - - 
25 F35 S S - - - R S - - - R S - - - R S - - - S - - - - 
26 F36 R R R S - R S - - - S S - - - R R S - - S - - - - 
27 F37 R R R S - R R R S - S S - - - S - - - - S - - - - 
28 F39 R S - - - R S - - - S S - - - R R R - - S - - - - 
29 F40 R S - - - R S - - - R S - - - R S - - - R S - - - 
30 F41 R R R S - R S - - - R S - - - R R R R R S - - - - 
31 F42 R S - - - R R S - - R S - - - R R R R R R S - - - 
32 F43 R R R R R R R R R S R S - - - S - - - - S - - - - 
33 F44 R S - - - R S - - - R S - - - R R R R R S - - - - 
34 F45 R S - -  R R R R S S S - - - S - - - - S - - - - 
35 F46 R R R S - R R R R R S S - - - S - - - - R R R S R 
36 F49 R R S - - R R R R S S S - - - R R S - - S - - - - 
37 F50 R S - - - R S - - - S S - - - R S - - - S - - - - 
38 F51 R R R R R R R R R S S S - - - S - - - - R R R R S 
39 F52 R S - - - R S - - - S S - -  S - - - - S - - - - 
40 F53 R R R R S R R R R S R S - - - S - - - - R S - - - 
41 F54 R S - - - R R - - - S S - - - S - - - - R S - - - 
42 F55 R R R R R R R R R S S S - - - S - - - - R S - - - 

* S= Sensitive, R= Resistant, (-) = No growth 

  
  R. leguminosarum bv. viciaeهاي تنوع زيستي جدايه

لعات مقاومت به مطا شده از مصر نيز بر اساس جداسازي
  ).14(آنتي بيوتيكها گزارش شده است 

ي متفاوتي به تحليل نمودارهاي در منابع مختلف نگاهها
به نياز  تفسير اين نمودارهاحال  با اين. شودلوژني ميفي

ها در محل اتصال اضلاع، در شكل يك دايره .دندار دقت
گره واحد . شونده ميناميد (Node) گره به عنوان
تر در نظر والد موارد پايين به عنوان ويك بوده تاكسونوم
نگاهي به بالاترين دايره در شكل يك اين . . شودگرفته مي

دهد كه هاي مورد بررسي نشان ميمسئله را در مورد سويه
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در  طوري كهبه ها يكي بوده، همه سويه (Root)ء منشا
-اي شدهطول زمان دچار گوناگوني و تنوع و تفكيك سويه

- مي ناميده (Branch) شاخه به عنوانعمودي اضلاع . اند

بر اساس . شوندلد و گونه محسوب مياو رابط بين و ندشو
بيوتيك ذكر شده تنوع مقاومت و حساسيت به پنج نوع آنتي

 از دلايل. باشدمشهود مي كاملاً يرات در سطح سويهو تغي
- هاي مورد نمونهتواند پراكنش جغرافيايي مكانمي اين تنوع

   .رداري باشدب

بر اساس مختلف هاي جدايهبندي گرهدرجه نتايج بررسي 
   .شده است ارائه چهاردر جدول نتايج آزمون آلودگي گياه 

 
  هابيوتيكتيآنهاي انتخابي از لحاظ مقاومت به درخت فيلوژني جدايه -1شكل  

  
  

   مختلف هايبندي جدايهگرهدرجه  -4جدول 
  بنديگره  جدايه بنديگره جدايه بنديگره جدايه رديف

1.   F1 5/2  F22 5/2  F40 2  
2.  F3 5/2 F23 5/2 F41 1  
3.   F4 2  F26 1  F42 1  
4.  F7 1 F27 1 F43 4  
5.   F9 5/2  F28 5/2  F44 4  
6.  F10 5/1 F29 1 F45 4  
7.   F14 1  F30 1  F46 5  
8.  F15 2 F31 1 F49 4  
9.  F16 5/2 F32 5/1 F50 3  

10.  F17 1 F34 1 F51 3  
11.  F18 1 F35 5/1 F52 4  
12.  F19 1 F36 5/1 F53 4  
13.  F20 5/2 F37 1 F54 3  
14.  F21 1 F39 2 F55 3  
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هاي جدايهدهد نشان مي چهارجدول  ي كههمان طور
بودند  5متفاوتي از يك تا  بندي گرهدرجهمختلف داراي 

معيار بر اساس  ).هاي كمتر از يك ارائه نشده استسويه(
داراي هاي ايهجد ،جدول يكدر ارائه شده بندي گره درجه

انتخابي از نظر هاي جدايه به عنوان بيشتر از دو درجه 
بر  .براي ادامه پژوهشها در نظر گرفته شدندبندي گره

بندي گره جدايه كه داراي درجه 19اساس نتايج اين مرحله 
تثبيت نيتروژن كارآيي  بيشتر از دو بودند براي بررسي

)S.E. (انتخاب شدند.  

تثبيت نيتروژن كارآيي  آزمونمربوط به  نتايج پنچدر جدول 
)S.E. (ارائه شده است.   

  
  هاي انتخابيسويه) .S.E(كارآيي تثبيت نيتروژن  -5جدول 

سو
  يه

  كارايي  .S.E مقدار سويه كارايي .S.E مقدار

F1 33 ضعيف F23 70 متوسط  
F3 13  ضعيف  F28 5  ضعيف  
F51 56 متوسط F16 58 متوسط  
F52 15  ضعيف  F39 75  خوب  
F53 31 ضعيف F43 165  خوبخيلي  
F54 11  ضعيف F44 53  متوسط  
F55 5 ضعيف F45 20 ضعيف  
F20 33 ضعيف F46 151  خوبخيلي  
F50 87 خوب F49 93 خوب  
F22 5 ضعيف Nitrogen -  -  

  
 به عنوان F46و  F43دو جدايه  پنج،بر اساس نتايج جدول 

به  F39 و F50 ،F49خيلي خوب و سه جدايه هاي سويه
تثبيت نيتروژن همزيستي كارآيي  نظر ازجدايه خوب  عنوان

مورد  ،تكميليهاي ها براي پژوهشاين سويه. انتخاب شدند
  . د گرفتناستفاده قرار خواه

جدايه ريزوبيوم جداسازي  49گزارش شده است كه از 
شش درصد  همزيست با باقلا در اتيوپي مركزي، شده

 88و  .S.E)<100(مؤثر خيليكارآيي  ها دارايجدايه
  ).5( درصد نيز مؤثر بودند

جدايه ريزوبيوم  38در بررسي ديگري در اتيوپي از 
جداسازي شده از گره ريزوبيومي باقلا در كشت درون 

 5و ) خوب(همزيستي مؤثر كارآيي  درصد داراي 74 ،شن
  ).16( بودند) خيلي خوب(جدايه خيلي مؤثر 

وب خها برخي سويه .S.Eنتايج نشان داد  ي كههمان طور
تثبيت نيتروژن  به علتاين موضوع . و خيلي خوب بود

گزارشات مختلف نيز نشان  .بودها جدايهقابل توجه 
بيشترين مقدار تثبيت نيتروژن در بين حبوبات مهم دهد  مي

اين گزارشات در جدول از  برخي. مربوط به باقلااست
ن در اين جدول مقدار نيتروژ. خلاصه شده است شش

هاي آزمايشگاهي و مزارع مسفر در بررسيمشتق شده از ات
بيشترين درصد نيتروژن . شده استكشاورزان نشان داده 

در هر دو مورد مربوط همزيستي تثبيت  از طريقشده  تأمين
  .)15(باشد به باقلا مي

بهتر پروتئين جامعه  تأمينبراي رسد مي به نظر بنابراين
زيستي آن با باكتري است به اين محصول و رابطه هم

به كشت اين گياه همچنين . يشتري شودبتوجه ريزوبيوم 
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برگرداندن آن  به صورتروژن يك منبع غني از نيت عنوان
كود سبز براي تقويت  به صورتبه زمين و مصرف 

داراي كمبود مواد آلي و نيتروژن  خاكهاي ايران كه عمدتاً
ه است گزارش شد .مورد توجه بيشتري قرار گيرد هستند

از مناطق در غرب واشنگتن و شمال آيداهوي آمريكا كه  كه
به م تناوب در كشت گند به عنوان، باقلا هستندكشت گندم 

در اين . ه استنخود، عدس و نخودفرنگي معرفي شد جاي
توان تثبيت بالاي  به علتاشاره شده است كه باقلا  گزارش

 عنوانبه كشت دوم در تناوب با گندم  به عنواننيتروژن 
  . )10( كود سبز براي تقويت زمين به خاك برگردانده شود

 درصد نيتروژن مشتق شده از تثبيت در حبوبات مختلف -6جدول 
)15(  

در   نوع حبوبات
  آزمايشات 

در مزارع 
  كشاورزان

 36 40 لوبيا
نخود، عدس، ماش، نخود فرنگي، 

  لوبيا چشم بلبلي
63  65  

  58  68  سويا و بادام زميني
 68 75 باقلا
با توجه به اينكه ممكن است در همه مناطق  اين حال با

ست با باقلا در خاك باكتري ريزوبيوم همزيمورد نظر، 
ود نداشته باشد و يا اينكه باكتري جت ومرزعه مورد كش

مناسب و همچنين توان تثبيت نيتروژن كافي كارآيي  داراي
ن را نداشته باشد لذا ضرورت تلقيح مزارع زير كشت اي

هاي برتر كه از بين تعداد زيادي باكتري محصول با سويه
گزارش شده است  .روشن استاند بومي غربالگري شده

وري لگومهاي ين عامل در به حداكثر رساندن بهرهمهم تر
اي و مرتعي تطابق گياه ميزبان و ريزوبيوم همزيست دانه

از آمده  به دست ريزوبيومهاي بنابراين سويه).  19(است 
مايه تلقيح  به عنواندر ادامه بررسيها توانند مياين پژوهش 

بديهي است موفقيت  .دنبراي باقلا مورد استفاده قرار گير
نهايي در اين زمينه موجب كاهش مصرف كودهاي 
شيميايي نيتروژني، توليد محصول سالم و حفظ منابع خاك 
و آب و در نتيجه سلامت گياه، دام و در نهايت انسان 

توليد اين مسئله گامي در جهت شك بي. دش خواهد
پايدار كشاورزي توسعه  در نتيجهارگانيك و محصول 
   .خواهد بود

  گيرينتيجه

از نظر  R. Leguminosarum bv.viciaeجدايه برتر  5تعداد 
خوب  .S.Eبا  همزيستي تثبيت نيتروژنكارآيي  بندي وگره

مه كه داراي پتانسيل مناسبي براي اداو خيلي خوب 
بررسيها در جهت ارائه مايه تلقيح ريزوبيوم براي گياه باقلا 

بانك شده در  تأييدتمام باكتريهاي . بودند انتخاب شدند
زي مؤسسه تحقيقات خاك و آب  ريزجانداران مفيد خاك
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Evaluation of some physiological characteristics of Rhizobium 
leguminosarum bv. viciae native to soils of Iran 

Khosravi H. 

Soil and Water Research Institute, Agricultural Research, Education and Extension Organization, Karaj, 
I.R. of Iran. 

Abstract 

Nitrogen is one of the most important and most frequently used elements for plant 
growth. The need of plants to nitrogen supplied through chemical fertilizers that causes 
many environmental problems. Biological nitrogen fixation is one of the exceptional 
natural phenomena that accomplished by some of bacteria including Rhizobia. 
Rhizobium leguminosarum bv. viciae is the specific symbiotic nitrogen fixer of faba 
bean. Plant infection test is one of the inexpensive and reliable methods for detection of 
Rhizobium. In this research the sampling of Rhizobium  root nodules of faba bean in 
50% flowering stage in fields of farmers from Khouzestan, Lorestan, Golestan, 
Mazandaran and Gilan provinces was accomplished. A total, 168 Rhizobium root 
nodules were collected from these areas. After isolation of bacteria from nodules, 
various morphological and physiological tests were performed on the isolates. 
Accordingly, 101 isolates were purified and detected. Plant infection test revealed that 
42 isolates are able to form root nodules on fababean. The symbiotic effectiveness of 
selected isolates was 5-165. The main Conclusion of this research was achieving to 
some super strains of native Rhizobia in terms of nodulation and symbiotic 
effectiveness for future investigations for introducing Rhizobium inoculums for 
fababean. 

Key words: Nitrogen, symbiotic, fixation.        
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