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 هايگونهاز هايي جدايهبا ) Medicago sativa(ريشه دو رقم يونجه اثر تلقيح 
تنش در شرايط غشاي سلول تماميت كلروفيل و مقدار  رشد،بر و باسيلوس  سينوريزوبيوم

  شوري
  انديش و فاطمه نيك *ريحانه عموآقايي

  شناسي گروه زيستشهركرد، دانشگاه شهركرد، دانشكده علوم، 

  26/12/91 :تاريخ پذيرش    30/11/90 :تاريخ دريافت
  چكيده

هـاي  جدايـه . آبـاد اصـفهان جـدا شـدند     هاي گياهان يونجه و باسيلوس از خاك مزارع دولـت در اين پژوهش ريزوبيوم از گرهك
بذر و گياهچه  سپس. ميلي مولار نمك شناسايي شدند 100حاوي  PVK و YMA گذاري در محيطمتحمل به نمك با روش لكه

بعـد  و  شـدند بصورت منفرد يا توام تلقيح و باسيلوس  سينوريزوبيومهاي از گونههايي جدايهبا ) نييزدي و همدا(دو رقم يونجه 
 ءشوري موجب افزايش نشت الكتروليتي غشا نتايج نشان داد كه .رشد كردند) NaCl(مولار ميلي 100در دو سطح شوري صفر و 

رقم همـداني نسـبت بـه    . يونجه شد در هر دو رقم گياهان و ريشههوايي بخش تر و خشك  و وزن a ،bكلروفيل مقدار و كاهش 
را در شـرايط   تماميت غشاي سلول، مقدار كلروفيل و و باسيلوس رشد گياه سينوريزوبيومتلقيح با . تر بوديزدي به شوري حساس

روي بـر  افزايـي  هـم اثـرات   بـاكتري گونـه  همچنين دو . بهبود بخشيد )غير همزيست(شور و غير شور در مقايسه با  تيمار شاهد 
نتايج پيشـنهاد كـرد   . بود  يا باسيلوس  ريزوبيومسينواز تلقيح منفرد با مؤثرتر توام تلقيح در اكثر موارد طوري كه به ،داشتنديكديگر 

   .كندبه چيرگي گياه بر تنش شوري كمك مي هاهاي اين باكتري جدايهكه تلقيح گياهان با 

  غشاء، كلروفيل، نشت الكتروليتي سينوريزوبيوم، يلوسيونجه، شوري، باس: ي كليديها واژه

 rayhanehamooaghaie@yahoo.com  :يپست الكترونيك ، 0381-4424419 :نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
دليـل    هاست كـه بـه   سال ،خانواده لگوماز اي  گياهان علوفه
ــالا ــدار ب ــان در  تر مق ــن گياه ــر اي ــين اث ــروتئين و همچن پ

توانـايي آنهـا در همزيسـتي بـا     دليـل  حاصلخيزي خاك به 
. ريزوبيوم در سراسر جهان مورد توجـه قـرار گرفتـه اسـت    

يونجه گياهي چندسـاله اسـت و بـه دليـل داشـتن سيسـتم       
هاي خاك و قدرت همزيستي با  اي قوي، نفوذ در لايه ريشه

هـاي   ولـوژيكي نيتـروژن در گرهـك   ها و تثبيت بي ريزوبيوم
يونجـه گيـاهي   . كنـد  ريشه به حاصلخيزي خاك كمك مـي 

هاسـت   كننده بسياري از تـنش مقاوم به گرما، سرما و تحمل
 بومي ايـران  اي يونجه يكي از مهمترين گياهان علوفه). 26(

خشـك، يعنـي    كه كشت آن در مناطق خشك و نيمـه  است

هاي عمده محيطـي   مناطقي كه شوري و كمبود آب از تنش
انتخاب شده است و بزرگترين سهم ، براي كشاورزي است

ــار زمــين 70را از ســطح  زيــر كشــت گياهــان   هــزار هكت
  ). 5(به خود اختصاص داده است  ،اي در ايران علوفه

هايي كه به نوعي تحت تأثير شوري  در ايران مساحت خاك
ه ميليون هكتار است كه نزديك ب 32قرار دارند، بالغ بر 

از اراضي قابل كشت را % 55از سطح كل كشور و % 30
، رشد  زني بذرها تنش شوري بر جوانه). 5(شود شامل مي
اثرات مضري دارد  عملكرد گياهان ها، رشد گياه و گياهچه

و در نهايت باعث مشكلات اقتصادي و كاهش كيفيت 
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تنش شوري همچنين ظرفيت . شود مينيز محصول 
دليل ايجاد تنش اسمزي و بسته   فتوسنتزي گياهان را به

سازد و موجب ناپايداري غشاها  ها محدود مي بودن روزنه
هاي ضروري و مورد نياز گياه را در  تعادل يون و شود مي

زايي، مقدار كل ، گرهكعملكردكاهش . زند هم مي خاك به
از عوارض شوري  هالگوم و كاهش تثبيت نيتروژن در ازت

 متحمل اي نجه از گياهان علوفهيوچند  هر). 23و1(است 
 2شوري خاك به بيش از  ، ولي چنانچهشوري استبه 

) سديممولار كلريد ميلي 20معادل (زيمنس بر متر دسي
حداكثر . يابد كاهش ميآن افزايش يابد، رشد و عملكرد 

معادل (زيمنس بر متر دسي 16شوري قابل تحمل يونجه 
البته ). 5(شده است  گزارش) سديم مولار كلريدميلي 160

 97درصد در شوري تقريبي  50زني يونجه تا  جوانهدرصد 
   ).25( يابد مولار كاهش مي ميلي
. هاي شور اغلب از نظر ذخيره نيتروژن فقير هستند خاك
غذايي  عناصرساير باعث كاهش جذب  ي همچنينشور
هاي  هاي فسفات با يونيون ، زيراشود خصوص فسفر مي به

شور واكنش داده و فسفر رسوب   خاك در يككلسيم 
هاي كشاورزي در مناطق شور  خاكبه همين دليل . كند مي

. دچار فقر فسفر و نيتروژن قابل دسترس براي گياه هستند
كننده هاي حلرسد با تلقيح توام باكتريبه نظر ميبنابراين 
نامحلول و تثبيت كننده ازت، فسفر و ازت قابل فسفات 

توان افزايش داد هاي شور را مي در خاك دسترس براي گياه
)23 .(  

 خاك در ريزوسفر شناخته هاي وسيعي از باكتري طيف
اند كه قادر به تقويت رشد و افزايش محصول بسياري  شده

اين . هاي گياهان زراعي مهم نظير حبوبات هستند از گونه
باشند پراكنده مي از نظر سيستماتيكي كه گروه

كننده رشد گياهان و يا به اختصار كهاي تحري ريزوباكتري
PGPR )Plant Growth Promoring Rhizobacteria (

تحريك و افزايش رشد گياه توسط  .شوند خوانده مي
PGPR تثبيت ازت مولكولي،  :نظير هاي مختلفي از راهها

ها، كمك به حل شدن  ها و ويتامين توليد انواع هورمون
ك به جذب و آهن خاك، كمفسفات اشكال نامحلول 

عناصر كم مصرف و همچنين توليد سيدروفورهاي ويژه و 
اينكه علاوه به. شود پذير مي كمك به جذب آهن امكان

زاي گياه  ها در كنترل عوامل بيماري برخي از اين باكتري
ها در همزيستي برخي از اين باكتري ).33و 4(نقش دارند 

كنند اما ميها را ايجاد با گياه ساختارهاي ويژه نظير گرهك
ها با ريشه گياهان با  كنش متقابل بعضي ديگر مثل باسيلوس

اگرچه  ،پيدايش هيچ ساختار گرهك مانندي همراه نيست
با اكثراً برخي از آنها توانايي تثبيت ازت را نيز دارند، اما 

به رشد گياه كه در بالا ذكر گرديد،  يهاي ديگر مكانيسم
ها با گياهان از نوع  تريكنش متقابل اين باك .كنند كمك مي
بسياري از ). 12 و 4( رودشمار مي هاي همياري به سيستم
PGPRهاي كمك كننده  عنوان باكتريبه ،ها)helper 

bacteria( شوند و معلوم  ريزوبيوم شناخته مي به باكتري
ها و تقويت توان  توانند به افزايش تعداد گرهك شده كه مي

ت ناشي از همزيستي با بالقوه تثبيت ازت و ساير اثرا
  ). 22 و 4(ريزوبيوم در گياهان لگوم كمك نمايند 

هاي سنگين و  نظر از هزينه استفاده از كودهاي ازته صرف 
هاي زيست محيطي، افزايش شوري خاك را ايجاد آلودگي
هاي شور در با توجه به وسعت خاك ).23(درپي دارد 

زي ايران و همچنين در مسير حركت به سوي كشاور
مطالعه براي توسعه كودهاي بيولوژيكي ارگانيك و پايدار، 

ها براي  توام ميكروارگانيسم هايتركيبتلقيح گياهان با و 
غذايي نظير جذب عناصر تثبيت نيتروژن و كردن بهينه 

در شرايط شور امري ويژه  بهفسفر و جذب آب توسط گياه 
و پژوهش حاضر به بررسي اين ايده با ارزش  ضروريست

   .پرداخته است

  مواد و روشها
در : مقاوم بـه شـوري   لوتيريزوبيوم مليسينوجداسازي 

به صـورت تصـادفي تعـدادي    ) 1389بهار ( طي فصل رشد
از مزارع مختلف واقع در منطقه شور برخوار و بوته يونجه 
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مــذكور از كــه در آنهــا در طــي ســال ) دولــت آبــاد(ميمــه 
در . آوري شـد عجم ـ ،استفاده نشده بـود  كودهاي آمونيومي
ها با دقت توسط پنس اسـتريل از ريشـه    آزمايشگاه گرهك

بـه  بعـد  جدا و با آب مقطر اسـتريل شستشـو داده شـده و    
درصـد ضـدعفوني    96ثانيـه بـا الكـل اتيليـك      3 -5مدت 
هـا بـا آب مقطـر     پس از شستشـوي مجـدد گرهـك    .شدند

 2تـا   1هـاي آزمـايش حـاوي     هـا در لولـه   استريل، گرهك
آب مقطر استريل لـه شـدند و ايـن سوسپانسـيون      ليتر ميلي

 YMA بنـام  روي محيط كشت اختصاصي رشـد ريزوبيـوم  
بـه كمـك    ،هـا پـس از رشـد بـاكتري   . )34( انتقال داده شد

بيوشيميايي و قدرت تلقـيح  هاي  آزمايشآميزي گرم و رنگ
-ريزوبيـوم ملـي  سينوعنوان  مجدد يونجه و ايجاد گرهك به

سينوريزوبيوم  ي خالص شدههايهجدا. شناسايي شدند لوتي
گـذاري بـر روي    ، به صورت لكهYMAدر محيط  لوتيملي
-ميلـي  100 همراه با غلظت YMAهاي حاوي محيط  پليت

گـذاري  روز گرمخانه 3پس از . كشت داده شد NaClمولار 
گيري شد  ها اندازه قطر كلني ،گراد درجه سانتي 25در دماي 

 100ي آن در شـوري  كلن ـ كـه  قطـر  اي جدايـه سپس ). 5(
مناسـب  جدايه عنوان بيشتر از همه بود، به NaClمولار ميلي

 NaClمـولار  ميلـي  100براي تلقيح گياه يونجه در شـوري  
  .برگزيده شد

بـراي جداسـازي   : جداسازي باسيلوس مقاوم به شـوري 
ليتر  ميلي 5گرم از خاك سطحي مزرعه در  1/0ها باسيلوس

رديد و پس از قـرار دادن  درصد نمك حل گ 9/0از محلول 
دور در  150لوله محتوي نمونـه روي شـيكر بـا چـرخش     

، لولـه  بـراي ايـن منظـور   . دقيقه، شوك حرارتـي داده شـد  
درجـه   80دقيقـه در دمـاي    10ها به مـدت  محتوي باكتري

ب سرد قرار گرفت آفورا در بعد گراد در بن ماري و  سانتي
منظـور   كـار بـه  اين . ها دچار شوك حرارتي شوند تا باكتري

هاي خاك كه مقاوم به حرارت هسـتند   جداسازي باسيلوس
كننده فسفات در خاك، كه حساس  هاي حل از ساير باكتري

براي تأييد باسـيلوس   ).31( انجام شد ،باشند ميبه حرارت 
آميـزي اسـپور از    آميزي گـرم و رنـگ   ها، رنگ بودن باكتري

ها،  باسيلوس .بيوشيميايي انجام شد آزمايشهايكشت كهنه و 
. اي شكل، گرم مثبـت و اسـپوردار هسـتند    هاي ميله باكتري

-توسط باسـيلوس فسفات كنندگي براي بررسي توانايي حل

ــا،   ــايين آمــدن دم ــر از  ميلــي 1/0مقــدار هــا، پــس از پ ليت
شرايط استريل بر روي محيط كشت  سوسپانسيون فوق، در

PVK )روز  3-7كشـــت و پـــس از ) پيكوســـاكايا آگـــار
هايي كه در اطراف آنها هالـه شـفاف    گذاري، كلنينهاخگرم

هـايي   ها بـاكتري  اين كلني ).30( انتخاب شدداشت، وجود 
هستند كه منبع فسفات معدني موجود در محـيط كشـت را   

بزرگتر بودن هاله رشد اطراف كلني دليـل بـر   . اند حل كرده
بـراي   .كنندگي فسفات باكتري است بيشتر بودن قدرت حل

كننــدگي فســفات در شــرايط شــور، حــل ســنجش قــدرت
-ميلــي 100حــاوي  PVKهــا در محــيط كشــت باســيلوس

روز در  3-7كشـت داده شـدند و بـه مـدت       NaClمـولار 
 يهاي وجود كلني. شدندقرار داده گرمخانه  در 28-30دماي 

-با هاله روشن در اين محيط دليل بـر حفـظ قـدرت حـل    

اسـت    NaClمـولار ميلـي  100كنندگي فسفات در شـوري  
بنابراين، كلني كـه داراي بزرگتـرين هالـه شـفاف در     ). 30(

عنوان كلني حاوي باكتري مناسب محيط كشت شور بود، به
  .انتخاب گرديد

: و باسـيلوس  سـينوريزوبيوم  هايها با جدايهتلقيح ريشه
آزمايش به صورت فاكتوريل بـا طـرح كامـل تصـادفي بـا      

ــطح      ــار س ــاكتري در چه ــيح ب ــاي تلق ــاه(فاكتوره د، ش
ريزوبيوم و ســينوريزوبيوم، باســيلوس و تلقــيح تــوام ســينو

 مـولار ميلـي  100صفر و ( ، شوري در دو سطح )باسيلوس
انجـام  ) يزدي و همداني(و رقم در دو سطح ) سديم كلريد

  . شد

بذر اصفهان تهيه و بذرهاي دو رقم يونجه از شركت پاكان 
و  دقيقـه  1درصد به مدت  5/2با محلول هيپوكلريت سديم 

رشـد  . بار شستشوي متوالي با آب مقطـر اسـتريل شـدند    5
طـور جداگانـه در   ريزوبيوم و باسيلوس بهسينوهاي  باكتري
براي تهيه يك ليتر  .انجام شد (Merck) براثغذايي محيط 
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از اين محيط، طبق دستورالعمل موجود روي قوطي حـاوي  
گرم از پودر آماده آن تـوزين و   8محيط كشت آماده، مقدار 

 121در دمـاي   بعـد در يك ليتر آب مقطـر حـل گرديـد و    
دقيقـه در   15پاسكال به مدت  15گراد و فشار  درجه سانتي

هـاي   بـاكتري از اين محيط براي رشـد   .اتوكلاو استريل شد
 .و تلقيح بذر و گياه استفاده شـد ريزوبيوم و باسيلوس سينو

گـرم خـاك    600بذر در هـر گلـدان كـه حـاوي      10تعداد 
 ه داراي مقاديري از شن و خاك معمولي به نسبتاستريل ك

 2و به ميزان بسيار مختصر خاك برگ بود، در عمـق   3:  1
ها  ها كاشته شدند و گلدان متري از سطح خاك گلدانسانتي

تــاريكي، درجــه / ســاعت روشــنايي 16/8نــوري دوره در 
درصد در  50گراد و رطوبت نسبي  درجه سانتي 20حرارت 

تلقيح، پـس  فرايند براي اطمينان از . شدندگلخانه نگهداري 
در پايـان هفتـه اول،   و ها در سطح خـاك   گياهچه از ظهور

 =2/0ODها با سوسپانسيون كشت ميكربي از همان باكتري
ليتـر در پـاي هـر     يـك ميلـي  مقدار آماده شد و با سمپلر به 

  .شدافزوده گياهچه 

-انروزه از گلد 30گياهان : هاي رشدگيري شاخصاندازه

اندام هوايي گياهان هر تيمار از منطقه ريشـه   ها برداشت و
طور مجزا در تر، هر اندام به  گيري وزن  جدا و پس از اندازه

درجـه   72هاي كاغذي مجـزا قـرار گرفتـه و در آون     پاكت
ساعت قرار داده شـد و زمـاني كـه     48گراد به مدت سانتي

 . ري گرديدگي وزن آنها ثابت شد وزن خشك آنها نيز اندازه

غلظـت  روز  30پـس از گذشـت   : گيـري كلروفيـل  اندازه
گـرم در گـرم   و كلروفيل كل بر حسب ميلـي  a ،bكلروفيل 

گرم از بافت تـازه پهنـك    1/0ابتدا . شدتعيين بافت گياهي 
هاي جوان از قسمت مياني برگ دوم گياه وزن شـدند   برگ

 در هاون چيني روي يخ و بـه دور از نـور  % 80و با استون 
دست آمده با كمـك كاغـذ    مخلوط به. مستقيم سائيده شدند

ــالن ژوژه صــاف گرديــد و حجــم عصــاره   صــافي درون ب
. ليتـر رسـانده شـد    ميلـي  10به % 80دست آمده با استون  به

بـا اسـپكتروفتومتر در طـول    عصـاره حاصـل   سپس جذب 

و با استفاده  نانومتر خوانده شد 663و  645، 470 هاي موج
بــر حســب  bو  aكلروفيــل  بوطــه  مقــداراز فرمولهــاي مر

  .)8( گرم در گرم بافت گياهي محاسبه گرديد ميلي

گـرم از بافـت تـر     1/0: گيري نشت الكتروليتي غشـا اندازه
در لولـه آزمـايش   بعد از هر تكرار به دقت شسته و  را برگ

ليتــر آب ديــونيزه قــرار داده  ميلــي 10دار محتــوي  درپــوش
درجـه   30سـاعت در دمـاي    3 مـدت  ها به  اين لوله. ندشد

 ،ساعت 3پس از . گراد در حمام آب گرم قرار گرفتند سانتي
متر  ECآنها با استفاده از  )ميكرو زيمنس( هدايت الكتريكي

هاي برگـي   هاي محتوي نمونه سپس شيشه. گيري شد اندازه
قرارگرفتـه  گراد  درجه سانتي 100دقيقه در دماي  2به مدت 

گيـري   ا پـس از سـرد شـدن انـدازه    آنه EC و براي بار دوم
نشــت مقــدار درصــد هــدايت الكتريكــي بيــانگر . گرديــد

باشد كه مطابق رابطه زيـر قابـل         الكتريكي مواد از غشاء مي
  ).20( محاسبه است

هدايت الكتريكي نمونه قبل از (%) = (نشت الكتروليتي غشا 
  100× ) تريكي نمونه بعد از جوشاندنكهدايت ال/ جوشاندن 

  تايجن
كه اثر تيمارهاي رقـم،   دادنشان ) 1جدول(تجزيه واريانس 

نين اثرات متقابل آنهـا بـر همـه    چشوري و همزيستي و هم
دار درصد معنـي  5يا  1هاي رشد در سطح احتمال  شاخص

 دارمعنـي  بخـش هـوايي   تنها اثر رقم بر وزن خشك. است
همچنين اثر فاكتورهاي شوري و همزيستي بـر ميـزان    .نبود
دار ق ـاثـر رقـم بـر م   . دار بـوده اسـت  معني  bو  aوفيل كلر

از . نبود دار معني bدار كلروفيل قدار اما بر م معني aكلروفيل 
گانه تنها اثر متقابل رقم و شوري  اثرات متقابل دوگانه و سه

همچنين اثر سه تيمار  .دار بودمعني bو  a كلروفيل بر مقدار
تقابـل شـوري و   رقم، همزيستي و شوري و همچنين اثـر م 

 1در سطح احتمال  براي مقادير نشت الكتروليتي همزيستي
گانه رقم، همزيسـتي   اثر متقابل سهالبته . بود دار درصد معني

در . نبـود  دار و شوري و اثر متقابل رقم و همزيسـتي معنـي  
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درصـد   5مقابل، اثر متقابل رقم و شوري در سطح احتمـال  
  .بود دار معني

تر بخـش هـوايي يونجـه يـزدي      زن در شرايط غير شور، و
در تيمارهاي شـاهد بـا همـه تيمارهـاي بـاكتري      ) 1شكل(

تر بخش هوايي در تيمار  داري داشت، اما وزن  تفاوت معني
داري بيشـتر از   توام باسيلوس و سينوريزوبيوم در حد معني

  .ساير تيمارها بود

  
انحراف  ±تكرار  3ها ميانگين داده. و شوري روي وزن تر و خشك بخش هوايي گياه يونجه ارقام يزدي و همداني اثر تيمارهاي همزيستي -1شكل 

  .دار مقادير است درصد انجام شده و حروف مشابه به مفهوم عدم تفاوت معني 5  مقايسه ميانگين بر اساس آزمون دانكن در سطح. معيار است

رشد، مقدار كلروفيل و  تيمارهاي شوري، رقم و همزيستي بر حاصل از اثر هاي داده) بع ميانگينمقادير مر(تجزيه واريانس  -1 جدول
  تماميت غشاي گياهان يونجه

 منبع تغييرات

درجه آزادي

  تر  وزن
 بخش هوايي

  وزن خشك
 بخش هوايي

 تروزن
 ريشه

 وزن خشك
 ريشه 

      كلروفيل 
a       

  كلروفيل
  b 

  نشت 
 الكتروليتي

ns ** 767/272036/10    2 521 184/212 ** 1 رقم ** 16/0 ** 001/0  ns 334/15 ** 

0/438 555/1718** 3 همزيستي ** **489/305970/1 * 033/0 * 012/0  * 716/3 ** 

3/252 871/1238** 1 شوري ** **740/170442/7 ** 36/4 ** 43/0 ** 120,745** 

52/20 867/53** 3 همزيستي×رقم ** **42/96 962/4 ** 014/0  ns 53/3 E-5 079/0 ns 

008/3 838/47** 1 شوري×رقم ns **580/7 442/7 ** 047/0 * 005/0 * 0,9720* 

13/13 960/44** 3 همزيستي× شوري ** **207/94 290/5 ** 002/0  ns 30/1 E-5 ns 809/1 ** 

780/2 01/13* 3 شوري× همزيستي ×رقم * **316/12 516/4 ** 012/0 ns 61/7 E-5 ns 030/0  ns 

48/4 32 خطاي آزمايش  945/0  31/3  628/0  010/0  001/0  129/0  

  .دار نيستمعني nsدار است و  درصد معني 1درصد و  5ترتيب در سطح احتمال  به :**و*
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در همـه   بخـش هـوايي   تـر   با اعمـال شـوري، ميـزان وزن   
بخش تر   توجهي داشت و بيشترين وزن تيمارها كاهش قابل

. ريزوبيوم بدست آمدسينوتيمار توام باسيلوس و در  هوايي
همـداني    يونجـه  بخش هـوايي تر  در شرايط غير شور، وزن

داري  در تيمارهاي شاهد و باسيلوس تفاوت معني) 1شكل(
بخـش  تـر    نداشت، اما با اعمال شوري، اختلاف بـين وزن 

تر   وزن. دار شد در تيمارهاي شاهد و باسيلوس معني هوايي
ــوايي   ــاي بخــش ه ــينوتيماره ــوام  س ــار ت ريزوبيوم و تيم

باسيلوس و ريزوبيوم در هر دو حالت شور و غير شـور بـا   
در شـرايط غيـر شـور،    . داري داشـت  شاهد تفـاوت معنـي  

هـر دو رقـم يونجـه در     بخـش هـوايي  خشك   تفاوت وزن
دار نبود، اما در تيمارهاي تيمارهاي شاهد و باسيلوس معني

همـراه بـا باسـيلوس     ريزوبيومسـينو تنها و يا  سينوريزوبيوم
تحت تنش شوري در هـر دو رقـم همـه    البته . دار بودمعني

داري را تيمارهاي باكتري نسبت بـه شـاهد افـزايش معنـي    
  .نشان دادند

  
انحراف معيار  ±تكرار  3ها ميانگين داده. اثر تيمارهاي همزيستي و شوري روي وزن تر و خشك ريشه گياه يونجه ارقام يزدي و همداني -2شكل 

  .دار مقادير است درصد انجام شده و حروف مشابه به مفهوم عدم تفاوت معني 5مقايسه ميانگين بر اساس آزمون دانكن در سطح  . است

دهد كه روند تغييـرات   نشان مي 1مقايسه نمودارهاي شكل 
وزن تر و خشك دو رقم نسبت به شوري و همزيسـتي تـا   

هـاي شـوري و    اگرچه در همه تيمار. د زيادي مشابه بودح
تـر و   غير شوري و همزيستي و غيرهمزيستي همـواره وزن 

خشك بخش هوايي در رقم يزدي بيشتر از همـداني بـوده   
است اما درصد افزايش وزن تر و خشك بخش هـوايي در  

) بـه اسـتثناي تيمـار باسـيلوس    (اغلب تيمارهاي همزيستي 
  . يشتر از يزدي بودبراي رقم همداني ب

تـر و   در بررسي اثر متقابـل شـوري و همزيسـتي بـر وزن     
شود كه      مشاهده مي) 2شكل (خشك ريشه در يونجه يزدي 

شـكل  (در شرايط غير شور وزن خشك ريشه يونجه يزدي 
داري  بين تيمارهاي شـاهد و باسـيلوس تفـاوت معنـي    )  2
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. اري نداشـت دداشت، اما وزن تر اين دو تيمار تفاوت معني
تر و خشك ريشه در تيمـار ريزوبيـوم بـه     به هر حال وزن 

تنهايي و يا در تيمار توام باسيلوس و ريزوبيـوم در شـرايط   
. داري بيشـتر از سـاير تيمارهـا بـود     غير شور در حد معنـي 

تر و خشك ريشـه   كه با اعمال شوري، ميزان وزن  طوري به
يشـترين وزن  توجهي داشت و ب در همه تيمارها كاهش قابل

در . تر ريشه در تيمار توام باسيلوس و ريزوبيوم بدست آمد 
، وزن تـر و  )2شـكل  (همـداني   شرايط غير شور در يونجه 

خشك ريشه در بين تيمارهاي شـاهد و باسـيلوس تفـاوت    
تر  وزن داري نداشت، اما با اعمال شوري، اختلاف بين  معني

  .دار شد نيو خشك ريشه در تيمارهاي شاهد و باسيلوس مع

دهد كه روند عملكرد ريشه  نشان مي 2نمودارهاي شكل 
هر دو رقم نسبت به شوري و همزيستي تا حد زيادي 

هاي شوري و غير شوري و  مشابه بوده است، در همه تيمار
تر و خشك ريشه  همزيستي و غيرهمزيستي همواره وزن 

اما درصد . در رقم يزدي بيشتر از همداني بوده است
وزن تر و خشك ريشه در اغلب تيمارهاي  افزايش

براي رقم همداني ) به استثناي تيمار باسيلوس(همزيستي 
  .بيشتر از يزدي بود

در رقــم  bو  a در تيمــار بــدون شــوري مقــادير كلروفيــل
، )3شـكل  (داري نداشت  همداني و رقم يزدي تفاوت معني

در رقـم يـزدي    bو  a در تيمارهاي شوري مقادير كلروفيل
شـوري  البتـه  . داري بيش از رقم همـداني بـود  د معنيدر ح

داري در هر دو رقـم   را در حد معني bو  aمقادير كلروفيل 
  . كاهش داد

  
. انحراف معيار است ±تكرار  3ها ميانگين داده. گياه يونجه ارقام يزدي و همداني  bو aمقدار كلروفيل  اثر تيمارهاي همزيستي و شوري روي -3شكل 

  .دار مقادير استدرصد انجام شده و حروف مشابه به مفهوم عدم تفاوت معني 5  مقايسه ميانگين بر اساس آزمون دانكن در سطح
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در بين تيمارهاي همزيستي، اثـر ريزوبيـوم بـه تنهـايي بـر      
دار بود، امـا اثـر باسـيلوس بـه     معنيb و  aمقادير كلروفيل 

در تيمـار تـوام    bو  aمقادير كلروفيل . وددار نب تنهايي معني
دار و بيشـتر از   باسيلوس و ريزوبيوم در همـه مـوارد معنـي   

  .ساير تيمارها بود

درصد نشت الكتروليتي بين دو رقم در شـرايط غيـر شـور    
، امـا بـا اعمـال تيمـار     )4شكل (داري نداشت تفاوت معني

و داري در هـر د  شوري ميزان نشت الكتروليتي در حد معني
رقم افزايش يافت ولي درصـد نشـت الكتروليتـي در رقـم     

در . بيشـتر افـزايش يافـت   % 30همداني نسـبت بـه يـزدي    
داري روي نشـت   شرايط بدون شوري، همزيستي اثر معنـي 

الكتروليتي غشا نداشت ولي تحـت تـنش شـوري، اعمـال     
همزيستي مقدار نشت الكتروليتي را نسبت به شاهد شوري 

. داري كــاهش داد در حــد معنـي  ديـده و بــدون همزيسـتي  
همه تيمارهاي باسيلوس، سينوريزوبيوم و همزيستي  اگرچه 

توام باسـيلوس و سـينوريزوبيوم در شـرايط شـور افـزايش      
نشت الكتروليتي را در هر دو رقم يزدي و همداني تعـديل  
كردند، ولي اثر همزيستي توام باسيلوس و سينوريزوبيوم از 

از آنجا كه اثـر متقابـل رقـم و همزيسـتي      .تر بودهمه قوي
توان چنين نتيجه گرفت  مي) 1جدول (دار نبوده است  معني
همزيستي براي هـر دو رقـم در يـك سـطح اثـر مثبـت        كه 

  .داشته است

  

  
انحراف  ±تكرار  3 ها ميانگينداده. ام يزدي و همدانيمقدار نشت الكتروليتي غشاء گياه يونجه ارق اثر تيمارهاي همزيستي و شوري روي -4 شكل

  .دار مقادير است درصد انجام شده و حروف مشابه به مفهوم عدم تفاوت معني 5  مقايسه ميانگين بر اساس آزمون دانكن در سطح. معيار است

  بحث
تنش شوري با ايجاد تنش اسمزي جذب آب توسط گياه را 

كاهش . شودگياه مي كاهش داده و موجب كاهش وزن تر
دسترسي به آب و همچنين سميت يوني ايجاد شده بوسيله 
تنش شوري و بر هم خوردن تعادل عناصر غذايي در خاك 

دهد و همين امر تغيير مي نيز و گياه متابوليسم گياه را
در اين پژوهش . شودموجب كاهش وزن خشك گياه مي

. شوري موجب كاهش وزن تر و خشك گياهان يونجه شد
در رقم  تر و خشك ريشه و بخش هوايي  اما كاهش وزن

رقم يزدي بومي . يزدي همواره كمتر از رقم همداني بود
كه رقم  در حالي ،ايران مثل يزد است و شور مناطق كويري

. ايران است و غيرشور همداني رقم بومي مناطق سردسير
دار هر يك از اين  سازگاري اكولوژيكي و گزينش جهت

در پاسخ به شوري را هاي ذاتي اين دو رقم  وتارقام تفا
اثر منفي شوري بر رشد  ساير محققان نيز .كند توجيه مي

و  24، 14، 7( هاي يونجهگياه و تفاوت در پاسخ اكوتيپ
همچنين  .اندكردهگزارش  را )3و  1(و ساير گياهان ) 29

شوند توليد مي هاي فعال اكسيژن گونه شوري، در طي تنش
پراكسيداسيون ليپيدهاي غشاء و نشت موجب  كه
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هاي  گونهاز سوي ديگر ). 23( شوندها از آن ميالكتروليت
 شوند باعثفعال اكسيژن كه در تنش شوري ايجاد مي
آسيب  به كلروفيل  ناپايداري غشاي تيلاكوئيدها و در نتيجه

گزارش ) 2007(و همكارانش Turan . )11( گردند مي
هاي لوبيا تحت  وفيل در برگكلرمقدار كردند كه كاهش 

 -تنش شوري احتمالاً به دليل آسيب به كمپلكس كلروفيل
ليپيد يا افزايش فعاليت آنزيم كلروفيلاز در اثر  -پيگمان

افزايش نشت  شوري باعث نيز در نتايج ما. باشدشوري مي
هر دو رقم  در bو  aكاهش كلروفيل  الكتروليتي غشا و

اهش فتوسنتز در اثر كمبود گياه يونجه شد و احتمالاً ك
 30هان گياو وزن خشك  كلروفيل منجر به كاهش رشد

ها از غشاء افزايش نشت الكتروليت البته .شده است روزه
و افت كارايي  )11و 3(و كاهش محتواي كلروفيل ) 3(

نيز  در ساير گياهان تحت تنش شوري) 18( فتوسنتز
  .گزارش شده است

بدون (ي باكتري نسبت به شاهد نتايج نشان داد كه تيمارها 
تر و خشك ريشه و بخـش هـوايي را در     ، وزن)همزيستي

همچنين تيمـار همزيسـتي اغلـب    . اكثر موارد افزايش دادند
باعث كاهش اثرات تنش شوري بر رشد هر دو رقم يونجه 

دهـد  هاي ديگر نيـز نشـان مـي   گزارش. شد) 2و  1شكل (
ايش رشد گياه در باعث افز PGPRهاي  همزيستي با باكتري

هـاي   شرايط نرمال و بالا رفتن توان گيـاه در تحمـل تـنش   
همزيسـتي ممكـن اسـت    ). 17و  10(شـود   غيرزيستي مـي 

جذب عناصرغذايي مفيد مثل فسـفر، ازت و پتاسـيم را در   
. گيــاه افــزايش دهــد و پارامترهــاي رشــد را تقويــت كنــد 

 هـا و ها ممكـن اسـت بـا توليـد هورمـون     همچنين باكتري
يك رشد ريشه نسبت ريشه به ساقه را افـزايش داده و  تحر
 ـنتيجه جذب آب و املاح را متعادل كن در  Ashraf .)22( دن

گـزارش كردنـد كـه بعضـي از      2004 سـال  و همكاران در
كننـد   ساكاريدهايي را ميتوليد اگزوپلي PGPRهاي  باكتري

پيونـد برقـرار كـرده و ايـن       +Naهـا ازجملـه    كه با كاتيون
وجب كاهش تجمع سديم و اثرات منفي ناشي از موضوع م

آن در سلول شده، در نتيجه اثرات منفي شـوري را كـاهش   

دهد و منجر به بهبود جراحت غشا و افزايش رشد گيـاه   مي
از ايـن  . شود در مقايسه با شاهد در شرايط تنش شوري مي

هـاي   رسـد همزيسـتي موجـب كـاهش آسـيب     بنظر ميرو 
ط شـوري و در نتيجـه كـاهش    اكسيداتيو ايجاد شـده توس ـ 

جلوگيري از تخريـب اكسـيداتيو   . شودنشت الكتروليتي مي
غشا و نشت الكتروليتي از آن توسط تيمارهاي همزيستي به 

ها و غشاهاي كلروپلاستي كمك كـرده و بـا   پايداري سلول
حفاظت از كلروفيل از كـاهش عملكـرد فتوسـنتزي تحـت     

شـود  عـث مـي  كند و اين امـر با تنش شوري جلوگيري مي
ها رشـد و مقاومـت بهتـري در    گياهان تيمار شده با باكتري

  .داشته باشندمقايسه با گياهان شاهد نشان 

در مواردي باسيلوس بر وزن اين تحقيق نشان داد كه 
 رقم همداني تر و خشك ريشه خشك بخش هوايي و وزن

و   Erkovan.داري نداشت در شرايط غير شور اثر معني
كننده كردند كه باكتري حلنيز گزارش  )2010(همكارانش 

واريته فسفاتيكوم اثري بر  Bacillus megaterium فسفات
و ريشه شبدر نسبت به  بخش هواييميزان وزن خشك 

ميزان مؤثر بودن همزيستي بين . گياهان شاهد نداشت
، گياه و  ها و گياهان به ساختار ژنتيكي باكتري باسيلوس

و باكتري و عوامل محيطي هاي متقابل بين گياه  كنش
فاكتورهاي داخلي گياه در ميزان كلونيزه شدن . بستگي دارد

به هر  ).15(ها نقش مهمي دارند  ريشه گياه توسط باسيلوس
اگرچه در شرايط غير شور اثر باسيلوس بر حال 
، اما در شرايط شور اثر نبود دار هاي رشد معني شاخص

ها در تحمل تنش ساثر مثبت باسيلو .دار شد باكتري معني
و برنج ) 29(كنگرفرنگي  ،)35( فرنگيگوجه شوري در

تحت تنش شوري تعادل يوني . نيز گزارش شده است )21(
 pHو جذب فسفات در  خوردهم مي خاك به  pHو ميزان

ها كه  باسيلوسهمانند هايي  باكتري .شودقليايي مشكل مي
 نكنندگي فسفات دارند با بالا بردن ميزاقدرت حل

فسفر خاك در حفظ تعادل انرژي و توليد  دسترسي گياه به
هاي مهم حياتي  و مولكول ATP هاي ضروري مثل متابوليت

 .)12( كنند كمك ميهاي گياه در سلول DNAمانند 
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 نمكبه هاي متحمل  ريزوبيومسينونتايج نشان داد كه تيمار 
در هر دو هاي رشد را  داري شاخص به تنهايي در حد معني

 ها ريزوبيوم. است افزايش داده يط شور و غير شور شرا
-بعضي جدايهدارند و  را قدرت تثبيت نيتروژن مولكولي

كنندگي فسفات، توليد هاي ريزوبيوم داراي قدرت حل
هستند و از نيز هاي گياهي و ترشح سيدروفورها  هورمون

همچنين  .)22 و 6(كنند  اين طريق به رشد گياه كمك مي
لوتي با ها ازجمله سينوريزوبيوم ملييومبرخي از ريزوب

دآميناز قادرند سطح توليد اتيلن در  -ACCداشتن آنزيم 
شرايط تنش را كاهش دهند و به اين ترتيب موجب تعديل 

  ).2(هايي مثل شوري بر گياهان شوند اثرات تنش

باعث توام تيمارهاي همزيستي منفرد و هر دو گروه اگرچه 
مـوارد  بيشتر ، اما در ندشد ش شوري بهبود تحمل گياه به تن

و Asghari  .بيشتر از همزيستي منفرد بودتوام اثر همزيستي 
Mussarat )2009 (   نيز گزارش كردند كه در تلقـيح منفـرد

 ،تنش شـوري  تحت ذرت ريزوبيوم يا سودوموناس به گياه
دو بـاكتري  تـوام  ، اما تلقـيح  نيافتكاهش نشت الكتروليتي 

و  Han. روليتي در تنش شوري شـد باعث كاهش نشت الكت
Lee )2005(  گزارش كردند كه تلقـيح تـوأم كـاهو بـا    نيز  

Bradyrhizobium japonicum هـا   هايي از باسيلوس و گونه
ــود شــاخص  هــاي رشــد، فعاليــت  و سراشــيا موجــب بهب

و كــاهش  اكســيدانتي و بهبــود محتــواي يــوني گيــاه  آنتــي
احتمـالاً   دنـد آنها معتق .شرايط شوري شد جراحت غشا در

هـاي در   ريزوبيوم و باسيلوس موجـب تغييراتـي در ريشـه   
كه منجر به حفاظت غشـاها شـده و    اندشدهمعرض شوري 

در نتيجه نشت الكتروليتـي غشـا و پراكسيداسـيون ليپيـدي     
نيز نشان ) 2009(و همكارانش  Mishra .يافته است كاهش

مـراه  ه Bacillus thuringeinsis-KR1 تـوام دادند كه تلقيح 
بـــه عـــدس رشـــد،   Rhizobium leguminosarumبـــا

زايي و تثبيت نيتروژن را نسبت به تلقـيح منفـرد بـا     گرهك
بـا ايجـاد    هـا باسيلوسبه عقيده آنان . ريزوبيوم افزايش داد

در . دن ـكن هايي ورود ريزوبيوم را به ريشه آسان مـي  سيگنال

ــوع  ــيلوسمجم ــه بعضــي باس ــا و از آن جمل  Bacillusه

thuringeinsis-KR1   قادر به توليـدIAA )   اينـدول اسـتيك
باشند و از اين طريق بـه تحريـك رشـد ريشـه و      مي) اسيد

 و 13( دن ـكن افزايش تلقيح آن بوسيله ريزوبيـوم كمـك مـي   
ــابع فســفات در گياهــان   از ســوي ديگــر ).24 نيــاز بــه من

هـا و   باسـيلوس . يابـد  همزيست بـا ريزوبيـوم افـزايش مـي    
فسـفات و  تـأمين  ده فسفات هم با كننهاي حلسودوموناس

ــه ــاكتريهــم ب ــوان ب ــا هــاي كمــك عن ــده و ســازگار ب كنن
زايـي و تثبيـت نيتـروژن     ها، باعث بهبـود گرهـك   ريزوبيوم

همـين دليـل اعمـال تيمـار      شـوند و بـه   توسط ريزوبيوم مي
 و 17(شـود  همزيستي توام مؤثرتر از همزيستي منفـرد مـي  

27.(  

رقام يزدي و همداني مقايسه اثر تنش شوري بين ا در
 ي رشد و كلروفيلهااگرچه همواره مقدار عددي شاخص

در يونجه يزدي بالاتر بود اما اثر همزيستي در افزايش 
تر از يونجه مقاومت به شوري در يونجه همداني قوي

توان نتيجه گرفت كه همزيستي بنابراين مي. يزدي بود
خشد و اين ب مي بهبود شوري را تنش به گياه پاسخ توانايي

تر به شوري بيشتر مشهود در ارقام حساسمخصوصاً اثر 
توان از آن براي ارتقاي تحمل به تنش شوري است و مي

نتايج اين تحقيق بر اساس . تر استفاده كرددر ارقام حساس
شود در تهيه كودهاي بيولوژيك از تركيب توصيه مي

كننده فسفات و هاي حلدوگانه يا چندتايي باكتري
اثر اين كودها در بازدهي كننده ازت استفاده شود تا  بيتتث

  .بهبود عملكرد گياه افزايش يابد

 سپاسگزاري

بدينوسيله از معاونت پژوهشي دانشگاه شهركرد براي 
از همكاري  حمايت مالي از اين پژوهش تشكر نموده و 

دكتر اكبر مستاجران ودكتر گيتي امتيازي در تهيه جدايه ها 
  .اني مي نماييمتشكر و قدرد  
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Effect of root inoculation of two alfalfa cultivars with strains of 
Bacillus and Sinorhizobium species on growth, chlorophyll content 

and cell membrane stability under salinity stress 
Amooaghaie R. and Nikandish F. 

Biology Dept., Faculty  of Science, Shahrekord University, Shahrekord, I.R. of Iran 

Abstract 

In this research, Rhizobium strains from nodules of alfalfa plants and Bacillus strains 
were isolated from field soils in Dowlatabad, Isafahan. Salt tolerant strains were 
detected by drop plate method on YMA and PVK culture media containing 100 mM 
NaCl. Then, the seeds and seedlings of two alfalfa cultivars (Yazdi and Hamedani) were 
inoculated singly or both simultaneously with strains of Sinorhizobium and Bacillus 
species and then were grown in 2 levels of salinity (0 and 100 mM NaCl). Results 
showed that salinity increased the electrolyte leakage and reduced chlorophyll a and b 
contents as well as dry and fresh weights of roots and shoots of the plants in both 
cultivars. Hamedani cultivar was more sensitive to salinity compared with Yazdi. 
Inoculation with Sinorhizobium and Bacillus improved plant growth, chlorophylls 
content and membrane stability both in saline and none-saline conditions compared with 
the non-inoculated control. The two bacterial strains were synergistic to each other so 
that co-inoculation was often more effective than single inoculation with Rhizobium or 
Bacillus. The results suggest that inoculation of the plants with strains of these two 
bacterial species could help them overcome the salt stress.  

Key words: alfalfa (Medicago sativa), Bacillus, chlorophyll, membrane electrolyte 
leakage, Sinorhizobium, Salinity  
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