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 چكيده
 بـه  اتمسـفر  رد موجـود  گاز حجم %80طرفي  از و گردد مي محسوب گياهان رشد كاهش اصلي عوامل از خاك در ازت كمبود

 مولكـولي  ازت كننـده  تثبيـت  سيسـتم  ثرترينؤم. دباش نمي گياهان استفاده مورد مستقيم بصورت كه باشد مي مولكولي ازت صورت

 بـا  همزيسـت  ريزوبيـوم  سوشـهاي  معرفي و شناسايي جداسازي،.دارد اي ويژه اقتصادي اهميت كه باشد مي  لگوم/ريزوبيوم سيستم

 مينأت. گردند مي نيز خاك جذب قابل ازت افزايش و خاك بهبود باعث علوفه كيفي و كمي توليد فزايشا بر مرتعي علاوه لگومهاي

 گياه استفاده مورد نيز آن از كمي مقدار دارد پي در را حمل و توليد گزاف هاي هزينه اينكه بر علاوه شيميايي كودهاي بصورت ازت

 بـه   .گردد مي زيرزميني آبهاي بخصوص و زيست محيط آلودگي باعث نهايت در و كند مي مختل را خاك ساختمان و گيرد مي قرار

 اسـپرس  و يونجـه  هـاي  نمونه آنها ييآكار تعيين و استان مرتعي لگومهاي مهمترين با همزيست ريزوبيوم سوشهاي شناسايي منظور

 به لگوم گياه نمونه 200تعداد  دركل .گرديد آوري جمع سميرم و چادگان فريدونشهر، فريدن، شهرستانهاي از خاك همراه به مرتعي

 ميزبان گياهان هاي گره از ريزوبيوم سوشهاي سپس گرديد و منتقل آزمايشگاه به و آوري جمع فوق شهرستانهاي از بستر خاك همراه

 خصوصـيات  براسـاس  و سـازي  خـالص  شـده  جداسـازي  باكتريهـاي . گرديـد  جداسـازي  YMA اختصاصـي  كشـت  محيط روي

قالـب   در كه شدند سازي خالص و جداسازي باكتري كلني 29مجموع  در. گرديدند شناسايي آنها ميزبان و رشد انميز مرفولوژيكي،

 سـازي،  گـره  ياهآزمايش ـ طـي . گرديدنـد  شناسايي اسپرس و يونجه روي از  Rhizobium meliloti نام به ريزوبيوم باكتري سوش 7

 .نمودند گره توليد ازت بدون غذايي محيط روي و آزمايشگاهي ايطشر در اسپرس و هاي يونجه گياهچه روي فوق باكتريهاي

 

 تثبيت ازت، ريزوبيوم، لگوم، همزيستي:  كليديهاي واژه

 

 مقدمه

 گيـاهي  نيـاز  مـورد  اصلي عناصر از يكي عنوان هب ازت

 همـراه  به آن كمبود و است شده شناخته نمو و رشد جهت

 در اصـلي  كننـده  محـدود  عوامـل  از يكـي  توانـد  مـي  آب

 ازت، خـاك  مـديريت  بحـث  در. باشـد  گيـاهي  توليـدات 

 خـاك  بـه  مختلفـي  روشـهاي از ازت .دارد اي ويژه جايگاه

 طريـق  از آن افـزايش  بـه  تـوان  مي جمله از گردد مي اضافه

. نمود اشاره غيره و اوره آمونيوم، نيترات، شيميايي كودهاي
 شـامل  پيونـدد  مـي  وقـوع  بـه  طبيعت در كه هوا ازت ثبيت

 از همچنـين . باشـد  مـي  بيولوژيـك  غير و بيولوژيك تثبيت

 جو در بالا حرارت و فشار تحت شيميايي يندهايافر طرف

 تبديل هانيترات به جو در موجود ازت اكسيدهاي و آمونياك

 ولـي  .گـردد  مـي  اضـافه  خاك به باران وسيله به و گردد مي

 باكتريهـاي  بيولوژيـك  تثبيـت  طريـق  از ازت بازگشـت 



 3، شمارة 14و بيابان ايران جلد فصلنامة تحقيقات مرتع 

 

303 

 جايگـاه  و اهميـت  از لكـوم  گياهـان  با ريزوبيوم همزيست

 طبيعي محيطهاي در ازت مديريت. است برخوردار اي ويژه
 كه ميكند ايجاب خشك نيمه و خشك مناطق مراتع، ويژه به

 نيـاز  مورد نيتروژن محيط همان در موجود عوامل كمك به

  .نمود ميناًت را گياه
 يـوني تبـديل و       به اشـكال   روشازت مولكولي به سه     

 تثبيـت  كـه يكـي از ايـن روشـها     گـردد  جـذب مـي  قابـل  
 كه به وسـيله موجـودات زنـده از جملـه             است بيولوژيكي

نياز گياهـان بـه     ). 1374محمودي،  (گيرد    باكتريها انجام مي  
 ـ           عنـوان عنصـر     هازت بيش از ساير عناصر اسـت و از آن ب

). 1368زريـن كفـش،     (شـود     حاصلخيز خاك نام برده مي    
 ميليون تن   90يولوژيكي ازت حدود    آورد ساليانه تثبيت ب     بر

اي    درصد آن توسـط لگومهـاي علوفـه        56است كه حدود    
آبـاد و دري،      شريف  حيدري(شود    مناطق معتدله حاصل مي   

 كيلـوگرم در هكتـار      100-200در زمينهاي زراعي    ). 1380
 كيلـوگرم ازت در     68-13و در گياهان لگوم مرتعي سالانه       

گـردد و علـت        مـي  شود كـه تثبيـت      هكتار تخمين زده مي   
تواند به نژاد باكتري و شرايط محيط گيـاه           اختلاف زياد مي  

 ).1374محمودي، (باكتري مربوطه باشد 

 ازت كننده تثبيت موجودات

 موجـودات  از گروهي وسيله به ازت بيولوژيكي تثبيت

 انجـام  شـود  مـي  گفته ازوتروف دي آنها به كه پروكاريوت

 آنزيمـي  سيسـتم  داراي داتموجـو  ايـن  تمـامي . گيـرد  مي

 ازت احيـاء  بـه  قـادر  آنـزيم  ايـن  كمك به و بوده نيتروژناز

 گـروه . هسـتند  آمونيـاك  شـكل  بـه  آن تبـديل  و مولكولي

 را مولكولي ازت قادرند كه ريزوبيومي همزيست باكتريهاي

 گيـاه  ريشـه  يـا  و سـاقه  روي بـر  شده ايجاد هايگرهك در

 ارتبـاط  بـر  هعلاو ريزوبيوم باكتريهاي. نمايند تثبيت ميزبان

 هـم  لگـوم  غيـر  گياهـان  ساير با لگوم گياهان با همزيستي

 مختلف مناطق در). 1379رحماني، (كنند  مي برقرار ارتباط

 كشت با ديم گندم زراعي سيستم كه است آن بر سعي ايران

 در ديم يونجه مختلف ارقام توليد و گردد جايگزين علوفه

 در كـه  تاس ـ شـده  زده تخمـين  تن 4تا  1مختلف  مناطق

 اســت  تــر اقتصــادي بســيار ديــم گنــدم بــا مقايســه

 ). 1375ايرانمنش،  و آباد شريف حيدري(
 ازت كننده تثبيت باكتريهاي

 تشكيل به قادر كه هستند باكتريها از گروهي هامريزوبيو

 ايـن . باشـند  مي بقولات خانواده گياهان ريشه روي بر گره

 قند مختلف منابع از استفاده به قادر و بوده هوازي باكتريها

 از و باشـند  مي كربن منبع عنوان به هگزوزها و پنتوزها مثل

 .كنند مي استفاده نيتروژن منبع عنوان هب نيترات و آمونيوم

 
 نجايگاه گياهان لگوم در چرخه تثبيت نيتروژ

طبق گزارش فائو سطح زير كشت گياهان لگوم در دنيا          
 35 تـا    14 ميليون هكتار مي باشـد كـه حـدود           250حدود  

صالح راستين،  (گردد    ميليون تن ازت توسط آنها تثبيت مي      
 كيلـوگرم   50سـاله سـاليانه      اگر مزارع يونجه يـك    ). 1357

 5ازت در هكتار در شرايط مساعد تثبيت كننـد در سـطح             
 هـزار   250هاي آيش موجود، سـاليانه      ار از زمين  ميليون هكت 

رفي گردد كه اين مقـدار برابـر ازت مص ـ          تن ازت توليد مي   
شـود    است كه بصورت كود شـيميايي بـه خـاك داده مـي            

حتي بعضي از كولينوارهـاي     ). 1373پور،    سندگل و ملك  (
 كيلـوگرم در هكتـار ازت       200توانند تا     ساله مي  يونجه يك 

ازت مـورد   % 90تثبيت كنند كه اين مقدار ازت در استراليا         
 ،1طبق جدول شـماره     ). 1365نظري،    پوري(نياز مي باشد    

 مختلف بسته بـه شـرايط       ن تثبيت ازت در محصولات    ميزا
، شــرايط خــاك و نــوع و ميــزان باكتريهــاي آب و هــوايي

 .باشد ريزوبيوم متفاوت مي



 304 استخراج و شناسايي سوشهاي ريزوبيوم همزيست با…

ثر بر روي پراكنش و پايداري باكتريهـاي        ؤعوامل م 

 در طبيعتريزوبيوم 

وجود گره بر روي ريشه گياهان خانواده لگوم در يـك           
هـاي  ريزوبيوم. استوجود سوش ريزوبيوم    منطقه دليل بر    

هاي مشخصي اسـت    نوجود در يك منطقه مربوط به ميزبا      م
 از جمله عواملي كه سبب . كه در آن منطقه وجود دارد

 

 ميزان تثبيت ازت در محصولات مختلف -1جدول 

 )1379نژاد،  آباد و ترك شريف حيدري(

ميزان تثبيت ازت  ميزبان رديف

 )كيلوگرم در هكتار(

 125-335 يونجه 1

 85-190 شبدر 2

 80-150 نخود 3

 60-115 سويا 4

 65-130 لوبيا چشم بلبلي 5

 90-155 انواع ماشها 6

 

گـردد ميزبـان مناسـب آن سـوش           توسعه ريزوبيوم مي  
با توجه به اينكه هر سوش اختصاص به        . باشد  ريزوبيوم مي 

خاصي دارد ممكن است سوشي روي ميزبـان غيـر          ميزبان  
از جمله  .  نگردد  ولي ازت تثبيت   اصلي ايجاد گره هم بكند    

 :دهي و تثبيت ازت عبارتند از       ثر بر غده  ؤمهمترين عوامل م  
 & Feigfnbaum(، نـور  )Gibson, 1980(درجه حـرارت  

Mengle, 1979( خـاك  ، تركيبـات ازت )Eaglesham et 

al., 1983(   اسـيديته خـاك ،)َQuispel, 1974( ،هـا  نويتامي
)Subba, 1971( آب ،)Sprent, 1972( ــيژن ، اكســـ
)Criswell et al., 1977(  شـوري ،)Keck et al. 1984( ،

مثــل كلســيم، موليبــدن، ) Subba, 1971(عناصــر غــذايي 
اسـيديته خـاك از جملـه عوامـل         . كبالت، پتاسيم، آهن، بر   

. اصلي تعيين كننده حضور يك سوش در يك منطقه است         

توان بـه سـموم دفـع آفـات نبـاتي              مي ،از جمله مواد ديگر   
اي كـه جهـت جلـوگيري از          خص قارچكشهاي جيـوه   بالا

شـوند اشـاره نمـود كـه مـانع            پوسيدگي بذرها استفاده مي   
ميرزايـي  (نـد   گرد  اكتريهاي تثبيت كننده ازت مـي     فعاليت ب 
 ).1380ندوشن، 

 
 روشها و مواد

 برداري نمونه  روش-1

 بـا  انتخـاب،  مرتعي لگوم هاي نمونه مختلف مناطق در

 زمـين  از اطـراف  خـاك  بـا  مـراه ه گياه كلنگ و بيل كمك

 در و ) سـانتيمتر 30×30×50ابعاد  به حداقل( گرديد خارج

 در خاك با همراه نمونه  ريشه، روي ها گره مشاهده صورت

 ها، گره نوع و شكل بررسي جهت و شد داده قرار پلاستيك

 آزمايشگاه به ها گره از باكتريها جداسازي و گره جداسازي

 تـاريخ  و محـل  نام محل، اه، ارتفاعگي نام.  گرديدند منتقل

 منتقـل  آزمايشـگاه  بـه  و ثبـت  پلاسـتيك  روي آوري جمع

 اكولوژيك مناطق شناخت طرح اطلاعات به توجه با .گرديد

 شهرستانهاي بازده كم ديمزارهاي شده احياء مناطق و استان

 يبردار نمونه جهت چادگان و فريدونشهر فريدن، ، سميرم
 شـرايط  بـه  توجـه  بـا  اصـفهان  اسـتان  در .گرديـد  انتخاب

 همـين  بـه  و دارد وجود متفاوتي رويشي مناطق جغرافيايي

 .است شده گزارش نيز گياهي مختلف تيپهاي دليل

 آنها نگهداري و ها گره  جداسازي-2

 منتقـل  آزمايشـگاه  به خاك با همراه ريشه اينكه از پس

 و گرديد شستشو آب از پر ظرف داخل در آرامي به گرديد
 گرهكها اطراف لاي و گل و خاك جاري آب جريان زير در

 بـا  همـراه  گرهـك  تعدادي شدند، تميز و شستشه آرامي به

 هـر  از پـنس  كمـك  با )mm 2-1 (ريشه از كوچكي بخش

 جهت. شدند شسته جاري آب جريان زير و شد جدا نمونه
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 آنها شستشو هنگام به ها نمونه رفتن دست از جلوگيري

 آن از پس. شدند داده ارقر توري مشبك سطح يك روي

 خشـك   سـترون اي پنبـه  پارچه يا صافي كاغذ با ها گره

 دمـاي  در سـاعت  48تـا   ترتيب بدين ها گره. گرديدند

 هـا  گره نگهداري براي و هستند نگهداري يخچال قابل

 هـاي  لولـه  در آنهـا  )مـاه  6-12(تـر   طولاني مدت براي

الت ح اين در. شدند داده قرار سيليكاژل داراي آزمايش
 آن زير در كه اي پنبه روي آزمايش لوله هر در گره 5-4

 اطلاعـات  شـود  مـي  نگهـداري  دارد وجـود  سـيليكاژل 

 محـل  ميزبـان،  گيـاه  آوري جمـع  تـاريخ  بـه  مربـوط 

 ثبـت  آزمايش هاي لوله روي محل ارتفاع و آوري جمع

 .گرديد
 ريزوبيوم باكتري سوشهاي استخراج -3

 از ريزوبيـوم  ريهـاي باكت مستقيم جداسازي ،كلي طور هب

 بـه  و باشـد  مـي  تـر  مطمـئن  و تر راحت خاك به نسبت گره

 وسترون  براي نموده تهيه خالص سوشهاي توان مي راحتي
 در مصـنوعي  كشت محيط روي ريزوبيوم باكتريهاي كشت
 :گرفت انجام زير مراحل آزمايشگاهي شرايط

 درصـد  95اتـانول   در ثانيه 5-10مدت  به ها گره -1

 .شد مي داده قرار

 %)HgCl )2 محلـول  در دقيقـه  3مدت  به ها گره -2

 .شد داده قرار

 كنار در و سترون شده مقطر آب با بار 5-6ها  گره -3

 هـا  گره دقيقه 15شستشو  آخر بار سه در و شد شسته شعله

 .شدند نگهداري  سترونآب در

 نـيم  محتـوي  آزمـايش  لولـه  بـه  استريل هاي گره -4

 منتقـل  سـترون  )يتـر ل در گـرم  5/8(نمك  محلول ليتر ميلي

 .گرديدند له سترون چيني هاون با سپس و شدند

 محلـول  و گره سوسپانسيون از ليتر ميلي دهم يك -5

 در كه) 2جدول شماره ( YMA كشت محيط روي بر نمك

 كمـك  بـا  و گرديد منتقل .بود شده آماده cm 9 ديش پتري

 .گرديد پخش محيط روي سترون لوپ

 ـ در انكوبـاتور  در ديشـها  پتري -6  º C 28-25ايدم

 خطوط امتداد در باكتري كلني رشد مشاهده و با نگهداري

 شدند داده كشت ديگري كشت محيط روي دوباره كشت،

 هـاي كلن .گرديـد  انجـام  سـازي  خـالص  مرحله چند طي و

 جداگانـه  هايديش ـ پتـري  در ظاهري شكل نظر از متفاوت

 .گرديدند كشت

 نگهـداري  منظـور  به خالص هايتكش تهيه از پس -7

 هـاي  لولـه  در شده جداسازي هاي ايزوله آنها مدت لانيطو

 دمـاي  در و گرديدنـد  كشـت  YMA محـيط  داراي مورب

 و تهيـه  نمونـه  4-5سـوش   از هر. شدند نگهداري يخچال
 .گرديد نگهداري

 و بررسـي  هـا  ايزولـه  رشـد  سرعت و گرم تست -8
 روشـهاي  براساس و برداري ركورد آنها مختلف اطلاعات

 .دندگردي شناسايي معمول

 ،گـره  ايجـاد  در آنهـا  توانـايي  از اطمينـان  جهت -9
 تلقـيح  سترون شرايط در ميزبان گياه به ها ايزوله بايستي مي

 و جداسازي دوباره باكتري گره تشكيل صورت در و گردد
 .گردد مقايسه اوليه باكتري با
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 ت استخراجهاي مورب جه  استفاده شده در پتري ديش و لولهYMA تركيبات محيط كشت -2جدول 

 ).Beck, et al., 1993(باكتريهاي ريزوبيوم 

 مقدار نام ماده رديف

  گرم5/0 (Yeast extract)عصاره مخمر كمپاني مرك آلمان  1

   گرم10  (Manitol)قند مانيتول  2

   گرم5/0  (K2HPO4)هيدروفسفات پتاسيم  3

   گرم1/0  (Mg SO4.7H2O)سولفات منيزيم  4

   گرم2/0 (NaCl)نمك طعام  5

   گرم15 آگار 6

 ليتر  ميلي1000 آب مقطر 7

 
 

 شده جداسازي هاي ايزوله زايي  آزمايش گره-4

 هـاي  نمونـه  كـه  منـاطقي  از يونجـه  و اسپرس رهايبذ

 نيـز  ريزوبيوم باكتريهاي و بود شده آوري جمع گره حاوي

 هاربـذ  ايـن  .دشـدن  استفاده بودند گرديده استخراج آنها از

 در دقيقـه  دو و درصد 95اتانول  در ثانيه 10مدت  به ابتداء

 سـپس  و شـدند  سـطحي  ضـدعفوني  درصد2جيوه  كلرور

 تـا  شـدند  شسته سترون مقطر آب با) بار 5-6(بار  چندين

 از پـس  فـوق  هايربـذ .گـردد  حـذف  جيـوه  كلرور اثرات

 صـافي  كاغـذ  حـاوي   ديـش  پتـري  در سطحي ضدعفوني

 طول كه ساعت 48 از پس. شدند داده قرار مرطوب سترون

 درون بـه  نشـاءها  رسـيد  سـانتيمتر  يـك  حدود به ها ريشه

 داده انتقـال  ازت بـدون  غـذايي  محـيط  حاوي آزمايش لوله

 ).3جدول شماره (شدند 

 
 ).Beck et al., 1993( تركيبات محيط غذايي بدون ازت -3جدول 

 مقدار هاميكرو المت مقدار هاماكرو المنت

KH2PO4 100 mg/L H3BO3 2.86 g/L 

NaH2PO4 150 mg/L MnS04.7H2O 2.08 g/L 

CaCl2 100 mg/L ZnSO4.7 H2O 0.22 g/L 

MgSO4.7H2O 120 mg/L CuSO4.5H2O 0.08 g/L 

Fe Citrate 5 mg/L Na2MoO4 0.11 g/L 

 

 بـود  غذايي محيط ليتر ميلي 10آزمايش حاوي  لوله هر

 هـا آن در محيط سطح تا بودند شده سرد مورب بصورت كه

 هـاي  لولـه  اينكه از پس ساعت هشت و چهل. يابد افزايش

 شدت ،ºC1±25 دما با رشد اطاقك در نهال حاوي آزمايش

 سـاعت  10و  روشـنايي  سـاعت  14لـوكس،   10000نـور  

 تهيه سوسپانسيون از ليتر ميلي 5/0شدند،  داده قرار تاريكي

 براي  آنگاه؛گرديد تلقيح لوله هر به ريزوبيوم ايزوله از شده

 هاي لوله ريزوبيوم باكتريهاي روي نور سوء اثر از جلوگيري

 اطاقـك  در و شـدند  پوشـانده  آلومينيومي ورقه با آزمايش

 مـدت  ايـن  از پس. شدند نگهداري روز 30مدت  به رشد

 ريشـه  روي گرهكهـاي  و شده خارج لوله از ها گياهچه

 .گرفتند قرار بررسي مورد
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 ليتـر محلـول     1 بـه    ليتر از محلول ميكروالمتهـا      ده ميلي 
هــا اضــافه شــده و مخلــوط بخــوبي بــه هــم زده ماكروالمت

شـود و در       گرم در ليتر آگار اضافه مي      16شود و سپس      مي
پس از سـرد    . گردد   مي سترون دقيقه   15 براي   Cْ121دماي  

گـراد    درجـه سـانتي    50-55شدن محيط كشـت در دمـاي        
 سـترون هـاي آزمـايش        ميلي ليتـر از آن در لولـه        10مقدار  

ــانتيمتر18×8/1( ــورب    )  س ــت م ــد و در حال ــه ش ريخت
 كليه مراحل در شرايط كـاملاً     (داري شد تا سرد گردند        نگه

 . و در زير لامينار فلو انجام گرفتسترون
 

 نتايج

 برداري نمونه هايل مح-1

 چادگـان  و فريدونشـهر  فريـدن،  سـميرم،  شهرستانهاي در

 بـه  )4اره جدول شم( لگوم نمونه 200كل  در )1نقشه شماره (

 .گرفت قرار بررسي مورد آزمايشگاه در و برداشت خاك همراه
 

 برداري تعداد و محلهاي نمونه -4جدول 

تعدادتعدادتعداد سال

1379 78 51
1380 55 122

1381 33 52

1382 21 82

1383 13 51

358 200 جمع

 
 ها نمونه روي ها گره  وضعيت-2

 اسـپرس و  روي كشـيده  و بـزرگ  اي اسـتوانه  هاي گره

 به بسته. شدند يونجه مشاهده روي كوچك و گرد هاي گره

 ها گره تراكم ،خاك رطوبت ميزان و خاك بافت خاك، نوع

 و لـومي  مرطـوب،  هايخاك در .بود متفاوت ها ريشه روي
 ).1شـماره   عكـس ( بـود  ملاحظـه  قابل ها گره تراكم عميق

هـاي    در لولـه  تـر    هـا بـراي مـدت طـولاني          از گره  عداديت
عكـس شـماره    (داري شـدند      ژل نگه آزمايش داراي سيليكا  

2(. 

 ريزوبيوم باكتريهاي شناسايي و  جداسازي-3

 مسـتقيماً  سـطحي  ضـدعفوني  از پس ها گره از تعدادي

 لولـه  به يا و )3شماره  عكس( شدند له كشت محيط روي

 منتقـل   سـترون نمك ولمحل ليتر ميلي نيم محتوي آزمايش

 منتقـل  YMA كشـت  محـيط  بـه  پس از له شـدن  و شدند

  در)4شماره  عكس (باكتري كلني رشد مشاهده با و گرديد

 ديگـري  كشـت  محـيط  رويدوبـاره   كشت خطوط امتداد

 انجـام  سـازي  خـالص  مرحلـه  چنـد  طي و شد داده كشت

 پتـري  در ظـاهري  شـكل  نظـر  از متفاوت هايكلني گرديده

 .)5شماره  عكس( گرديدند كشت نهجداگا ديشهاي

 جداسـازي  )5جدول شـماره ( باكتري كلني 35 ،كل در

 ظـاهري  شـكل  مقايسـه  و سازي خالص از پس كه رديدگ

 ريزوبيوم باكتري سوش 8آنها  رشد ميزان همچنين و كلنيها

 كشـت  محـيط  روي باكتريهـا  ايـن . گرديدنـد  مشـخص 

YMAصاف و گرد بعضي شكل، روغني برجسته، هاييكلن 

 و رشـد  ميـزان  باكتريها، كلني شكل براساس. دادند نمايش
 Rhizobium شـده  جداسـازي  سوشهاي آنها ميزباني دامنه

meliloti شدند داده تشخيص. 



308 استخراج و شناسايي سوشهاي ريزوبيوم همزيست با…

 هاي مرتعيهاي ريزوبيوم جداشده از روي لگوم مشخصات سويه -5جدول 

 پاسخ به ميزبان شهرستان ميزبان نام سوش كد سوش

1 R. meliloti يدنفر يونجه + 

2 R. meliloti فريدن اسپرس - 

3 R. meliloti فريدن اسپرس + 

4 R. meliloti فريدونشهر اسپرس - 

5 R. meliloti فريدونشهر اسپرس + 

6 R. meliloti فريدونشهر يونجه + 

7 R. meliloti سميرم يونجه - 

 

  شده شناسايي سوشهاي زايي گره  تست-4

 سـوش  4شـده   سازيجدا باكتري سوش 8مجموع  از

 از قبلا باكتريها اين كه يونجه و اسپرس لگوم گونه دو روي

. شـدند  زايـي  گـره  تسـت  بـود  شـده  جداسـازي  آنها روي
 هـاي  گياهچـه  ريشـه  روي 6و  5، 3، 1شـماره   سوشـهاي 

 .نمودند ايجاد گره اسپرس و يونجه
 
 بحث

 هـاي  گونـه  روي ريزوبيوم هاي گره مشاهده به توجه با

 در باكتريهـا  اين حضور از دلالت ،اسپرس و يونجه مرتعي

 كافي رطوبت با مناطق در كه آنجا از.دارد مناطق اين خاك

 ،گرديدنـد  مشـاهده  ريشه روي ها گره خاك مناسب عمق و
 همراه به ها گونه اين كشت مستعد مناطق وجود از تياكح

شناسـايي   و جداسـازي .دارد ريزوبيوم همزيست باكتريهاي
 شـرايط  در ميزبـان  روي گـره  تشـكيل  ادامـه  در و آنهـا 

 به قادر شده جداسازي سوشهاي كه داد نشان آزمايشگاهي

 همزيسـتي  متفـاوت  ثيرأتاما و هستند خود ميزبانهاي تلقيح

 و ميزبان گياه گونه با باكتري سوش متقابل روابط به بستگي
 و گره ايجاد و ريشه تلقيح. دارد ريشه اطراف شيميايي مواد

 باشـد  بعـدي  مطالعـات  بـراي  اي پايه تواند مي آنها تفاوت

 كـه  داد نشـان  يونجـه  و اسـپرس  ريشـه  روي گره تشكيل.

 متفاوتي واكنش مختلف ميزبانهاي روي متفاوت سوشهاي

 اندازه و تعداد ،سوشها زايي گره آزمايش در. دهند مي نشان

 اسـپرس  روي مختلف سوشهاي نتيجه در متفاوت هاي گره

 سوش متقابل ارتباط از ايتكح كه گرديد مشاهده يونجه و

 شـده  ايجـاد  هاي گره در ازت تثبيت. ميباشد ميزبان گياه و

 مطالعـات  و ياشـه آزماي بـه  نيـاز  مختلف سوشهاي توسط

 .دارد بيشتري

 از مليلـوتي  ريزوبيـوم  باكتري سوشهاي تحقيق اين در

 جداسازي ديم شرايط در اسپرس و يونجه مرتعي گياهان يرو

 )1374(محمودي  توسط قبلاً گونه اين ؛است شده شناسايي و
 و جداسـازي  اسـتان  مختلف شهرستانهاي آبي يونجه مزارع از

 ريزوبيـوم  سوش 26نيز  )1380(رحماني . است شده شناسايي

 تهران لرستان، كردستان، استانهاي در مرتعي لگومهاي روي از را

 عمـدتا  كه است كرده شناسايي و جداسازي غربي آذربايجان و

 تريفولي ريزوبيوم و يونجه روي از مليلوتي ريزوبيوم ايسوشهً

 سـازي  گره توان همچنين .است شده جداسازي شبدر روي از

 تحقيـق  و مطالعـه  مـورد  آبي يونجه از ارقامي روي را گونه اين

 باكتري اين ازت تثبيت ييكارآ )1367(گالشي  .است داده قرار

 مـورد  سـتان ا در يونجـه  مختلف ارقام روي شور شرايط در را

 ـ) 1376(آبـاد   شـريف  حيـدري . اسـت  داده قـرار  مطالعه  ثيرأت

 چند و ساله يك يونجه ارقام روي را مليلوتي ريزوبيوم سوشهاي
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. اسـت  داده قـرار  بررسـي  مـورد  زمايشـگاهي آ شرايط در ساله
 از. انـد  داده نشان ارقام روي متفاوتي واكنش مختلف سوشهاي

 مراغـه  بـومي  شسـو  و كدي رقم  رويCC169 سٍوش جمله

 در ريزوبيوم گونه اين. اند داشته ثريؤم ييكارآ بمي يونجه روي

 چنـد  و سـاله  يك يونجه هاي گونه روي از دنيا نقاط از بسياري

 حد در و شده شناسايي و جداسازي آبي و ديم شرايط در ساله

 در هـم  خـوبي  نتـايج  و است شده مصرف و توليد هم تجاري

 (Beck et al., 1993).است  داشته ازت تثبيت جهت
 

 
 برداري يت جغرافيايي استان و محلهاي نمونهع موق-1نقشه 

 

 
 هاي ريزوبيوم در شرايط مختلف  تراكم گره-1شكل
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هاي حاوي سيليكا ژل جهت نگه داري   لوله-2 شكل

 ها طولاني مدت گره
 

 
 روي  كشت مستقيم گره باكتري ريزوبيوم-3 شكل

 YMAمحيط 

 

 
هاي ريزوبيوم پس   كشت سوسپانسيون گره-4 شكل

  روز5از 

 
خالص باكتري ريزوبيوم در  كشت -5 شكل

 YMAهاي شدي پتري

  مورد استفاده عمناب

دفتر ). لي فارمينگ(تناوب غله و مرتع . 1365 ،.ننظري، پوري  -1

 .فني مرتع

 راهكارهـا ( وژننيتر همزيست تثبيت فنĤوري.1379، . ا،رحماني -2

 شـماره  ، كشورمراتع و جنگلها تحقيقات سسهؤم ،)كاربردها و

 .صفحه 129، 1379-179انتشار 

 شناسايي و آوري جمع ((طرح نهايي گزارش.1380 ،. ا،رحماني -3

 بقــولات مهمتــرين بــا همزيســت ريزوبيــوم هــاي ســويه

 . كشورمراتع و جنگلها تحقيقات سسهؤم)).مرتعي

 بررسـي ((ح طـر  نهـايي  گزارش.1376 ،. ح،آباد شريف حيدري -4

 ارقـام  در نيتـروژن  تثبيت و رشد روي بر ريزوبيوم سوش ثيرأت

 . كشورمراتع و جنگلها تحقيقات سسهؤم.))ديم هاي يونجه

 ـ ..1375 ،.عايـرانمنش،  و . ح،آبـاد  شريف حيدري -5  سـوش  ثيرأت

 يونجـه  ارقـام  نيتـروژن  تثبيـت  و رشـد  روي بـر  ريزوبيـوم 

 .75-78صفحه  ،30شماره .سازندگي و پژوهش.ديم

 ساله يك هاي يونجه.1379 ،.،انژاد ترك و . ح،آباد شريف حيدري -6

 نشـريه  ،  كشـور مراتـع  و جنگلهـا  تحقيقات سسهؤم). كليات(

 .صفحه 167. 1379-249شماره 
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 اي علوفـه  نباتـات .1380 ،.ع.،مدري و.  ح،آبـاد  شـريف  حيدري -7

 نشـريه  ،  كشـور مراتع و اجنگله تحقيقات سسهؤم). نيامداران(

 .صفحه 311. 1380-277شماره 

 انتشـارات .توليـد  و خـاك  حاصـلخيزي .1368. ،.مكفـش،  زرين -8

 .تهران دانشگاه

مروري بر تحقيقات انجـام     . 1373 ،.،بپور  ملك و   .ع.عگل،  سند -9

 ساله در ايـران و  هاي يك شده و در حال اجرا در رابطه با يونجه       

 سسه تحقيقات جنگلها و مراتع    ؤم. يندهتدوين برنامه كار براي آ    

 . صفحه22، 25نشريه شماره . كشور

 ازت تثبيـت  ييكـارآ  بررسـي .1367 ،.س آبادي، علي گالشي -10

 كارشناسـي  نامه پايان.شور شرايط در مليلوتي ريزوبيوم باكتري

 .اصفهان صنعتي اهگدانش، كشاورزي انشكده،ارشد

موجودات خاكزي و   (ك  بيولوژي خا . 1357 ،.نصالح راستين،    -11

 480انتشـارات دانشـگاه تهـران،     ). نقش آنها در گردش عناصـر     

 .صفحه
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Abstract 

The defficiency of Nitrogen in soil causes low growth of plant. Gas nitrogen is comprised of 
80% of the atmosphere and is converted to nitrogen ion by different methods that are used by 
plants. Symbiosis of Rhizobium bacteria with legumes is the most effective methods to fix 
nitrogen. Isolation, identification and introduction of rhizobium in each area causes more 
production of foliage, improve soil texture and nitrogen ion in soil.  Use of chemical nitrogen is 
very expensive, collapse soil texture and cause infection of soil and water.This experiment was 
carried out to isolate, identify and introduce rhizobium strain from the most important pasture 
legumes in Esfahan.  A total of 200 samples of legumes and soils were collected and transferred 
to laboratory, to check and examine root nodules. Shape and size of nodules were recorded and 
rhizobium bacteria were isolated from nodules on YMA medium. Pure cultures of bacteria were 
made on YMA tube and were maintained at 4°C in the Refrigerator.  These bacteria were 
identified as Rhizobium meliloti from Medicago sativa and Onobrychis viciaefolia. Seven 
strains of rhizobia were examined to induce nodule in legumes in free nitrogen media and they 
produced nodule on Medicago sativa and Onobrychis viciaefolia seedlings. 
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