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 چكيده
آوري و باكتري  جمعاز سطح دريا ر  مت1450-2000ارتفاع  با رويشگاه از سه M. rigidulaهاي يونجه يكساله  پايه

Sinorhizobium باكتري همزيست با ريشه يونجه زراعي  .استخراج گرديدريشه گياهان  ازM. sativa استخراج  از اين گونه نيز
آميزي گرم،  رنگ،  باكتري مشخصات،ي مانندبيوشيمياي مايشهاي تحت آزمذكور گونه دوباكتريهاي استخراج شده از  .گرديد

 از ياي استخراج شده به تعدادحساسيت و مقاومت باكتريه. ليتموس ميلك قرار گرفتندو آزمايش مصرف قندهاي مختلف 
 با in vivo انجام آزمايشها در شرايط.  مورد بررسي قرار گرفتندNaClهاي مختلف  مقاومت در مقابل غلظتنيز بيوتيكها و  آنتي

 گياهي  گونهدو استخراج شده از هاي با باكترياز دو گونه يونجه يكساله و چند سالههر يك هاي  تلقيح گياهچه
هاي گياهي با باكتريهاي مختلف نشان  تلقيح گونه . اثبات نمودM. sativa و M. rigidulaرا در  Sinorhizobium melilotiوجود
 و (Cross infection) روي ريشه گونه ديگر مستقر شده تواند بر ميگونه گياهي استخراج شده از يك سينوريزوبيوم باكتري داد، 

 Sinorhizobiumايجاد شده توسط باكتري  و اندازه گرهشه گياهچه يتشكيل شده بر روي ر تعداد گره اما. يدايجاد گرهك نما

meliloti داشتداري  معني، با باكتري استخراج شده از گونه ديگر تفاوت گياهياستخراج شده از يك گونه . 
 
 .زايي گره، تلقيح معكوس و Medicago rigidula L.، .L M. sativa  يونجه يكساله،،Sinorhizobium meliloti:  كليديهاي واژه

 
 مقدمه

مهم در تغذيه موجودات زنـده      عناصر   نيتروژن يكي از  
كاهش   كمبود آن از عوامل مهم در  گياهان بوده و   ،از جمله 

ــت   ــاورزي اس ــدات كش  .(Larsson et al., 1992)تولي
كننـده نيتـروژن قادرنـد كـه از نيتـروژن             ي تثبيـت  باكتريها

گـوم و   همزيسـتي گياهـان ل    .  استفاده كننـد   (N2)مولكولي  
را روي چرخــه    بيشــترين تــأثير كمــيريزوبيــومبــاكتري 

هشتاد درصد  .(Athar & Johanson, 1996)نيتروژن دارد 

هـا  وم لگ  با باكتريها همزيستي   ژن تثبيت شده از طريق    نيترو
نيتـروژن مـورد نيـاز       ،ينـد ادر اثر اين فر    كه ،آيد  بدست مي 

يافتـه    گياه افزايش   براي سنتز پروتئين و ساير تركيبات آلي        
مـورد اسـتفاده گيـاه قـرار      و ذخاير نيتـروژن خـاك كمتـر         

ده تثبيـت    پدي ، اكولوژيك و اقتصادي   هاي از جنبه . گيرد مي
بـالا رفـتن     بـا     كـه  اهميت خاصي دارد   هاروژن در لگوم  يتن

تثبيـت بيولوژيـك نيتـروژن      قش  هاي فسيلي ن  قيمت سوخت 
قسمت  .(Herridge & Rose, 2000)شود   ميتر قابل لمس
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هاي زراعي مربوط به      نيتروژن تثبيت شده در سيستم    عمده  
 هـاي   هـايي از جـنس      ان لگوم بـا گونـه     همزيستي بين گياه  

 ريزوبيوم، برادي ريزوبيـوم، سـينوريزوبيوم، آزوريزوبيـوم،       
ــت م ــوم اسـ ــوم و آلوريزوبيـ  & Michiels)زوريزوبيـ

Vanderleyden, 1994; Vance, 1997).  
تحقيق در زمينـه نقـش ريزوبيـوم در تثبيـت بيولوژيـك        
نيتروژن در بسياري از گياهان زراعـي نظيـر لوبيـا، نخـود و              

اي  و در گياهان علوفـه سويا در سطح وسيعي صورت گرفته       
ــه  ــات در زمين ــترين تحقيق ــأثيربيش ــ سو ت ــف ش هاي مختل

Rhizobium meliloti چندسـاله  يونجـه ن ژمين نيتـرو أت ـ بر  
(M. sativa)  بـا توجـه بـه    .گرفتـه اسـت  قرار مورد بررسي 

هـاي منـابع طبيعـي،       هاي يكسـاله در عرصـه       يت يونجه اهم
هـاي   باكتري در زمينـه  اي     تحقيقـات گسـترده    ضروري اسـت  

فتـه  هاي يكساله صورت گر    تثبيت كننده همزيست با يونجه    
 همزيست بـا ايـن      و بررسي ريزوبيوم  جداسازي   و نسبت به  

هـاي    گونـه .  گيـرد  اقدامات اساسـي صـورت     هاي مهم  گونه
، Medicago  جـنس  يها  يونجه يكساله نسبت به ساير گونه     

 (Krall et al., 1996)نسبت به سرما مقاومت بيشتري داشته 
پايـداري   هاي طبيعـي   محيط ،نامساعدسخت و    شرايط   و در 
 . دهند ري از خود نشان ميبيشت

هـا، اجـازه رشـد در غيـاب           بيـوم تلقيح يونجـه بـا ريزو     
نيـاز بـه تلقـيح زمـاني        . دهد  هاي نيتروژن را به گياه مي     بتركي

زوبيـوم در محـيط حضـور       شـود كـه گونـه ري        مشخص مي 
 تعداد آنها كم و يا بـر روي گيـاه غيـر مـؤثر                و نداشته باشد 

يـت ريزوبيـوم    هـاي محيطـي جمع      باشد يـا بـه دليـل تـنش        
بنـابراين  ). 1383 ،ملكي فراهـاني  (اختصاصي كم شده باشد     

يزوبيـوم در   ي جنس ر  باكتريهاجهت ايجاد تعداد مناسبي از      
ها، تلقيح ريزوبيوم ضروري بـه نظـر   همزيستي موفق با لگوم   

 ،اولين كار بـراي توليـد يـك مايـه تلقـيح مناسـب             . رسد  مي
 ,Stephens & Rask)انتخاب سوش مناسب باكتري اسـت  

هاي يزارش بعضي از منابع، يكي از ويژگ       بر اساس گ   .(2000
ي سوشــهاهــاي يكســاله اختصاصــي بــودن  خــاص يونجــه

. نمايـد    گونـه فعاليـت مـي      است كه بر روي هـر        ريزوبيومي
  ي ريزوبيـومي  سوشـها شود اين اختصاصي بـودن       اظهار مي 

اي است كه يك سوش ريزوبيـوم روي يـك            گاهي به اندازه  
دهد، ولي روي گونـه ديگـر     تشكيل گره مي  اواني  فرگونه به   

) 1380ميرزايـي ندوشـن،     (اصلاً تمايلي به ايجاد گره ندارد       
 يونجه يكسـاله همبسـتگي زيـادي بـين تعـداد       در،  همچنين

 و تشـكيل گـره      Rhizosphere)( ريزوبيوم در محيط ريشـه    
ــن. (Young & Brockwell, 1992)وجــود دارد   ،رو از اي

در تشـكيل گـره و     وبيـوم نقـش مهمـي   اندازه جمعيـت ريز  
 .تثبيت نيتروژن توسط گياه دارد

بنــدي  تشــخيص و طبقــه، يجداســازهاي اوليــه روشــ
براسـاس تشـابه در خـواص فنـوتيپي آنهـا           اغلب   باكتريها

ــي  ــورت م ــرد ص ــك  . گي ــوژي و تفكي ــات اكول در مطالع
ــويه ــه    س ــت ب ــاركر مقاوم ــتفاده از م ــوم، اس ــاي ريزوبي ه
بـادي    تكنيـك آنتـي   از  ،  ELISAبـا   رديـف    بيوتيك هم   آنتي

 ,.Beck et al)شـود  اسـتفاده مـي  فلورسـنت و سـرولوژي   

 استرپتومايسين، :بيوتيك عبارتند از آنتيي  ماركرها. (1993
 .بيوتيك هاي آنتي و ساير گروه  اسپكتينومايسين ،كانامايسين

ــي  ــان م ــات نش ــوم مطالع ــد، ريزوبي ــه   دهن ــاوم ب ــاي مق ه
 ـ     راي مطالعـات اكولـوژيكي     استرپتومايسين انتخاب شـده ب

عنوان ماركر چندين سـال حفـظ         توانند اين صفت را به      مي
 .(Beck et al., 1993) نمايند

توليـد  وم  يزوبينوريس ـي  سوشـها  بررسي و جداسـازي     
  يونجـــه يكســـاله گونـــه ريشـــهرويركننـــده گـــره بـــ

 M. rigidula ت با ريشه يونجـه   باكتري همزيساستقرار و
يونجـه يكسـاله و    روي ريشـه  بـر (M. sativa)  چند ساله
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ن ي ـ كه هدف ا   ،از اهميت خاصي برخوردار است    عكس   هب
 يت اسـتقرار بـاكتر    ي ـبـا توجـه بـه اهم       .باشد يق م يتحق
 ييزا ت گره يكساله و اهم  يونجه  يشه  ي ر يوم بر رو  يزوبير

ن سـؤال كـه     يست و مطرح نمودن ا    ي همز يتوسط باكتر 
قرار بـر   قـادر بـه اسـت   Rhizobium melliloti يا باكتريآ

ن ي ـر، اقدام به انجام ا    يا خ يباشد   يكساله م يونجه  ي يرو
 اسـتخراج   يا باكتر ي آ ،نكهيگر ا يمبحث د . دي گرد يبررس

تواند بـر   ي م(M. rigidula)كساله يونجه يشه يشده از ر
آيـا   مسـتقر گـردد؟   (M. sativa)ونجه چندسـاله  ي يرو
ــگ ــان ياه مي ــرا (M. rigidula)زب ــاكتريب ــاملاً ي ب  ك

توانـد بـه     ي م يگونه باكتر ك  ينكه  يا ا ي است   يصاختصا
 مسـتقر   Medicagoگـر جـنس     ي د يهـا  شه گونه ي ر يرو

 ين بررس ـ ي ـ اسـت كـه در ا      ي مبـاحث  بالاگردد؟ سؤالات   
 .ديدنبال خواهد گرد

 

 هامواد و روش
 ياهي گيها آوري نمونه جمع

 ياز سه عرصه مرتع M. rigidulaيونجه يكساله 
 منطقه  متر،1750-1850ع  آبعلي با ارتفاشامل، منطقه

 متر و منطقه الموت با 1450دشت قزوين با ارتفاع 
 . گرديديآور ا جمعي متر از سطح در1950-2000ارتفاع 

از  مختلف يها از عرصه ياهي گيها نمونه يآور جمع
صورت نيمه دوم ارديبهشت ماه تا نيمه اول خرداد 

گونه  هاي شادابي كه هيچ از بوته ياهي گيها نمونه ،گرفت
 ،علائم بيماري نداشته و در ابتداي مرحله گلدهي بودند

 واه انتخاب ي عدد گ15 از هر منطقه حدود .ندانتخاب شد
از شه و خاك اطراف آن ي همراه با رياهي گيها نمونه

در ها  نمونهو منتقل درون گلدان كنده شد و به ن يزم

 ،سپس.  ساعت به آزمايشگاه منتقل شدند24كمتر از 
نكه يشسته شد و بدون اها به آرامي  ريشهطراف خاك ا

. ها وارد شود گرهك و ي فرعيها شهيرآسيبي به 
هايي كه به رنگ  گرهك. ها از خاك جدا شدند شهير

 بر روي طور عمده بهصورتي و يا قرمز كمرنگ بوده و 
ريشه فرعي قرار داشتند جداسازي و به تفكيك ريزي و 

طر استريل قرار داده درشتي درون پتريهاي حاوي آب مق
 .شدند

  استريل كردن گرهك
 95  ثانيه در اتانول10هاي ريز به مدت  گرهك

 و در ادامه يكبار با آب مقطر داده شدند قرار درصد
 دقيقه در كلريد 2سپس به مدت . استريل شستشو شدند

پنج بار با آب در خاتمه قرار گرفتند و درصد  1/0جيوه 
مدت  هبهاي درشت  گرهك .مقطر استريل شستشو شدند

ور و پس از آن   غوطهدرصد 95  ثانيه در اتانول35
به مدت سپس . يكبار با آب مقطر استريل شستشو شدند

 درصد قرار گرفته و 1/0 دقيقه در محلول كلريد جيوه 5
بار با آب مقطر استريل شستشو شدند تا در خاتمه پنج 

 ،آباد ي علافشاري (اثر كلريدجيوه كاملاً از بين برود
1375(. 

 ها  از گرهكجداسازي باكتري
ي فعال صورتي ها بسته به بزرگي و كوچكي گره

 -الف: به دو روش انجام گرفت ي، جداسازرنگ
 ،ديش استريل قرار داده ز را درون پتريهاي ري گرهك

ي آنها ريخته و يك قطره آب مقطر استريل بر رو
 شده اي توپر كه روي شعله استريل بوسيله ميله شيشه

روي محيط  به آرامي فشار داده و مايع بدست آمدهبود 
CYMAهاي درشت را بر   گرهك- ب. كشت داده شد

روي پتري استريل قرار داده با تيغ استريل از وسط 
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روي قسمت برش خورده استريل برش و بوسيله لوپ 
 .)1375 ،آباد  عليافشاري ( داده شدقرار CYMAمحيط 

 شناسي روش بيوشيميايي و ريختها به  شناسايي ريزوبيوم
 CYMAمحيط  يكشت شده بر رو ريزوبيوم باكتري

گراد به رنگ  درجه سانتي26 ساعت در دماي 72ز پس ا
دليل  به يه كناريحاش. ظاهر شدندرنگ  سفيد يا صورتي كم

 ي كلنيها.ديرس يبنظر ممصرف گلوكز كمي زرد رنگ 
 و جهت هي تهي استخراجيها حاصل از نمونهخالص 

آميزي گرم، تست تحرك، قابليت جذب رنگ قرمز  رنگ
 تكميلي هايين آزمايشو همچن (Red congo) كنگو

مصرف منبع كربن، رشد در ، ظير نشناسي ميكروب
ليتموس ميلك، مقاومت واكنش هاي مختلف نمك، غلظت

ورد استفاده زبان ميمو ايجاد گرهك در گياه بيوتيك  به آنتي
 .)(Holt et al., 2000 قرار گرفتند

 
 ميزبـان   انسازي گياه   شناسايي باكتري با آزمايش آلوده    

)Infection test ( 
ي جداسازي باكتريهاجهت تشخيص اختصاصي بودن 

استخراج باكتري با  گياه ميزبان ه نمودنشده، از آزمون آلود
 : باشدير ميش به شرح زيروش آزما. استفاده شدشده 

ــو ــت   ةنح ــتريل و كش ــذراس ــذر: ب ــالمهايب   س

M. rigidula  كــه از منــاطق طالقــان، المــوت و آبعلــي را
 شده بودنـد ابتـدا بوسـيله دو صـفحه سـمباده             يآور  جمع

شستشـو  ن بـار    يچنـد خراش داده و سپس بـا آب جـاري          
  درصـد  70 دقيقه در اتـانول      3 به مدت    ،در ادامه . گرديدند

سـه بـار بـا آب مقطـر          هاربذه و   ياتانول تخل . قرار گرفتند 
تجـاري  محلـول     دقيقـه در   20و به مدت    شستشو  ل  ياستر

از اين مرحلـه    . ده شدند  قرار دا   درصد 35هيپوكلريدسديم  
  اسـتريل  آب مقطـر  نـارفلو بـا   يلام در زير هود   هاربه بعد بذ  

 ـ    را با    هاربذ.  بار شستشو گرديدند   3 روي رپـنس اسـتريل ب

ــيط  MSمح
2

ــرار داده 1 ــه ق ــاتور و ب ــل  C ْ23 انكوب منتق
 .ندينما را طي يزن  تا مراحل جوانهدنديدگر

 ـ :تهيه بـاكتري جهـت تلقـيح       اكتري جـدا شـده از      ب
 ساعت در محيط 24مدت  ههاي يكساله و چندساله ب يونجه
 كشــت، پــس از رسـيدن بــه مرحلــه رشــد  CYMAمـايع  

 سـانتريفيوژ    مـك فارلنـد بـا      9با غلظت حـدود     تصاعدي  
با افزودن يك نشين شده  باكتري ته . نشين شد    دور ته  3500
 ـ CYMAليتر محـيط مـايع       ميلي صـورت سوسپانسـيون     ه ب

 . در آمدند سلولي
 كـه در بـالا      يروش با   هاربذ :ها با باكتري   تلقيح گياهچه 

MSروي محيط   و   استريل   ح داده شد  يتوض
2

و  قرار گرفته    1
د يمتر رس ـ ي سـانت  2-3بـه    چـه   شـه ي كه طول ر    روز 4پس از   
ط ي مح يحاو) 22×10(هاي آزمايش     ه درون لوله  ها ب   گياهچه
 ,.Beck et al)  ونجـه يوم و ي ـزوبيرشد توأم راسلنت جامد 

ــل  (1993 ــدندمنتق ــه .ش ــه لول ــاوي   ب ــاي ح ــهه   گياهچ
M. sativa  200     ميكروليتـر بـاكتري جـدا شـده از يونجـه  

M. rigidula      تلقيح و همـين مقـدار بـاكتري جـدا شـده از 
M. sativa يونجه يكساله يلوله حاو به M. rigidula  تلقيح

همچنين بـاكتري جـدا شـده از    . Cross infection)( گرديد
هـاي حـاوي     به مقدار ياد شده به لولـه M. rigidulaيونجه 

ها در  لوله.  تلقيح گرديدM. rigidulaگياهچه يونجه يكساله 
. نـد  قـرار گرفت   12/12 بـا طـول شـبانه روز         C ْ27انكوباتور  

 .بررسي گرديد هفته 3اد آنها بعد از ايجاد گره و تعد
 

 صفات مورد بررسي
در گياهان تلقيح شده با باكتريهاي مختلف و همچنـين          

  طـول ريشـه     ، شـامل  ، صـفات  )شاهد(ان تلقيح نشده    گياه
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، تعداد برگ گياهچه و تعـداد   )گرم(، وزن ريشه    )مترسانتي(
گيـري و     ه انـداز  ه تشكيل شده بـر روي ريشـه گياهچـه         گر
 .گرديدثبت  حاصلهاي  داده

 
 تجزيه آماري طرح 
آوري شـده از لحـاظ       هـاي جمـع     داده ،در پايان آزمـايش   

 و در مواردي كه توزيـع       ندنرمال بودن مورد آزمون قرار گرفت     
ها نرمال نبود تبديل روي آنها انجام شد و سپس مبادرت            داده

 بـر   تفكيكبه  طرفه    تجزيه واريانس يك   .گرديده آنها   يبه تجز 
ييد أ از ت  پس و   انجام شد  يونجه   هاي  گونه برها  اكتريباثر  روي  
ميـانگين تيمارهـا بـه      بودن نتايج تجزيـه واريـانس،       دار   معني

بـراي تجزيـه    . ر گرفتند روش آزمون دانكن مورد مقايسه قرا     
 و براي رسم نمودارها از نرم       SAS9افزار   ها از نرم   آماري داده 

 . استفاده شدExcelافزار 

 نتايج
 ها ري از گرهكجداسازي باكت
و  M. rigidula يونجه يكساله  هاي ريشه از گرهك

 ،YMAدر محيط كشت شده  M. sativa يونجه چندساله
-هاي درشت به رنگ شيري ي ساعت كلن48-72بعد از 
متر و  ميلي5/2-5/4ها حدود  يقطر كلن. دست آمدكرم ب
بوتيرات بر روي آنها نمايان بود  بتاهيدروكسي هاي پلي دانه

 ). الف-1 لشك(
 كه حاوي رنگ قرمز CYMAروي محيط ها بر يباكتر

ل يتشكبود، به خوبي رشد كرده و   (Red Congo)كنگو 
ها رنگ را به ميزان ضعيفي  بعضي از سويه.  دادنديكلن

ان ينمارنگ  جذب كرده و به رنگ صورتي بسيار كم
  .) ب-1شكل  (دنديگرد

 
 

 
 حاويمحيط YMA  روي كشت باكتري .)الف(CYMA  روي محيط ،ها هاي جدا شده از گرهكباكتري -1شكل 

 Red Congo )ب(. 
 

 هاياز طريــق آزمايشــ ي بــاكتريهــا شناســايي ســويه
 بيوشيميايي
ي باكتريهاگونه كه در مواد و روشها اشاره شد،  همان

 هاي تحت آزمايش،مناطق مختلفاهان ياستخراج شده از گ
پس از ها يباكتر .قرار گرفتند ف بيوشيمياييمختل

 گرم باسيل و كوكوباسيل گرم منفي بودند ،آميزي رنگ
هاي   دانه.ر همه آنها مثبت بودد تست تحرك ،)2 شكل(

 .بوتيرات در همه آنها وجود داشت بتاهيدروكسي پلي
 

بالف
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 .باشد ه نشانه گرم منفي بودن باكتري مي ك، گرميآميز  رنگ-2 شكل

 
بر روي محـيط حـاوي      گانه   سهي مناطق   باكتريها هيكل 

NaCl       5/0 غلظت نمـك     ، تست شدند و در هر سه منطقه ،
% 5/2 تـا    باكتريهـا ايـن   .  درصد بررسي گرديدنـد    5/2 و   1

 . حمل كرده و رشد خوبي داشتندترا  NaClغلظت 
 محـيط ليتمـوس ميلـك       مناطق مختلـف در   ي  باكتريها

بدسـت آمـد كـه      تلقيح و پاسخ مثبت در منـاطق مختلـف          
 .ها بود در اين محيط  pHحاكي از تغيير 
 از نظــر مصــرف قنــدهاي مــانيتول، دگلــوكز، باكتريهــا

 مصـرف    در يبطور كل دگالاكتوز، گزيلوز، مانوز و آرابينوز      
 .بودندقند مثبت 

عنـوان مـاركري مناسـب در         بـه  هابيوتيك  استفاده از آنتي  
 .Beck et al)ي و تشـخيص سوشـهاي ريزوبيـوم    شناساي

 باكتريهـا حساسيت  رود، كه در اين بررسي        بكار مي  (1993
هاي كانامايسين، استرپتومايسين، تتراسـيكلين     كبيوتي  تي آن به

باكتريهــاي . مــورد بررســي قــرار گرفــت و ونكومايســين
بيوتيكهـاي   هـاي گيـاهي بـه آنتـي     استخراج شـده از گونـه     

 بيشـترين   ،در ايـن ميـان    . نشـان دادنـد   حساسيت   مختلف
مشـخص   عدم رشـد بـاكتري        هاله    بررسي باكه  حساسيت  

متر  سانتي5/1هاله عدم رشد   لين و با  نسبت به تتراسيك   ،شد

هاله عـدم     ايسين با سبت به استرپتوم  حساسيت ن و كمترين   
 90 در حـدود     علاوه بر ايـن،    ،متر ديده شد   سانتي 3/0رشد  

هاي بدست آمده نسبت به تتراسيكلين مقـاوم          درصد سويه 
 .رصد حساسيت نشان دادندد 10و تنها 

به  بيوشيميايي، مقاومت هاينتايج حاصل از آزمايش
دهد كه گونه باكتري  بيوتيكها، نشان مي نمك و آنتي

  وM. sativaهاي گياهي  استخراج شده از گونه
M. rigidula  باكتريSinorhizobium meliloti باشد مي. 

 
گيـاه  زايي و ساير صفات در       تأثير سوش باكتري بر گره    

 ميزبان
نتايج مقايسه ميانگين صفات مورد بررسي شـامل وزن         
ريشه، طول ريشه، تعداد برگ و تعداد گره ايجاد شـده بـر             

ه گرديده  ارائ 1 جدولروي گياه ميزبان توسط باكتري، در       
، وزن ريشه گياهان تلقيح شده      براساس نتايج حاصل  . است

ود داري وج ـ  ان شاهد از نظر آمـاري تفـاوت معنـي         و گياه 
 وزن ريشه در گياهان شـاهد       قابل توجه دليل تفاوت   . دارد

ياهـان، انشـعاب    و گياهان تلقيح شده وجود گرهـك در گ        
هاي فرعي و ضخيم بودن قطـر ريشـه          ريشه و توليد ريشه   
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 طـول   امـا  ،گياهان تلقيح شده با باكتري سينوريزوبيوم بود      
ريشه در گياهان شاهد رشد كمتري نسبت به گياهان تلقيح         

ــده ــا ش ــد  ب ــاكتري دارن ــه . ب ــرگ در گون ــداد ب ــاي  تع  ه
M. rigidula و M. sativa      كـه بـا بـاكتري جـدا شـده از  
M. rigidulaاند، تعداد بـرگ و تعـداد گـره      تلقيح گرديده

شده  كه با باكتري جدا M. rigidulaكمتري نسبت به گياه 
گياهـان شـاهد   . دهد اند، نشان مي تلقيح شده M. sativaاز 

ري  در آنها گره ايجاد نگرديده، تعداد برگ كمت        ضمن اينكه 
تشكيل نشدن گـره در     . اند نسبت به تيمارهاي تلقيح داشته    

شكيل گـره بـر     گياهان شاهد، الزام به وجود باكتري براي ت       
 .دهد روي ريشه را نشان مي

 ايجاد گره بيشـتر     4 و   3 هاينكته حائز اهميت در شكل    
 است كه M. rigidulaو توليد تعداد برگ بيشتر در گياهان 

. انـد  ده تلقيح گرديM. sativaبا باكتري جدا شده از يونجه 
 كـه  M. rigidulaگردد گياهان   مشاهده مي،در همين رابطه
انـد، بـه      ا شده از همين گونه تلقـيح گرديـده        با باكتري جد  

داري تعداد گره و برگ كمتري نسبت به باكتري          طور معني 
شـكل   و 1جـدول  (اند  رده توليد كM. sativaجدا شده از 

گيـري نمـود كـه بـاكتري         توان نتيجه   مي ، به اين ترتيب   ).5
، كارآيي بيشـتري از بـاكتري جـدا    M. sativaجدا شده از 

 حمله به گونـه   داشته و ضمن امكانM. rigidulaشده از 
داري در توليد گره بر روي ريشه گيـاه          ديگر، كارآيي معني  

در مقابل،   .ايي گياه دارد  ميزبان و توليد برگ در قسمت هو      

، تـوان و كـارآيي   M. rigidulaباكتري جدا شده از يونجه 
كمتري در ايجاد گـره و توليـد بـرگ در گونـه يكسـاله و                

تـر   رغـم كـارآيي پـايين       نكته مهم اينكه، بـه    . ندساله دارد چ
كيل گره و توليـد   در تشM. rigidulaباكتري جدا شده از 

نسبتاً كمتري قادر به اسـتقرار      ها با كارآيي    برگ، اين باكتري  
 باشـند   مـي M. sativaبر روي ريشه يونجـه چندسـاله يـا    

 .)6شكل (
گيـري نمـود كـه       تـوان نتيجـه      مي بدست آمده از نتايج   

 بــه خــوبي M. Sativaبــاكتري اســتخراج شــده از گونــه 
 مسـتقر و بـا ميزبـان    M. rigidulaتواند بر روي ريشـه   مي

 در مقابـل، بـاكتري جـدا        ،فعاليت همزيستي را ادامه دهـد     
 نيز با كـارآيي نسـبتاً كمتـر بـر روي     M. rigidulaشده از 

 . مستقر و فعاليت همزيستي را ادامه دهدM. sativaگونه 
 M. rigidulaي كمتر بـاكتري جـدا شـده از    دليل كارآي

احتمالاً شرايط سخت محيطـي، دورة رشـد بسـيار كوتـاه            
و تحمـل دوره    گونه ميزبان، استرس شـديد گونـه ميزبـان          

 باكتري باشد كه به دليل ايـن        طولاني گرم و خشك توسط    
ن مناسـبي   اهاي شديد و طولاني، باكتري از بنيـه و تـو          تنش

در مقابـل، بـاكتري مسـتقر بـر روي          . باشـد  برخوردار نمي 
آلـي   ، در طول دورة رشد از شـرايط ايـده  M. sativaريشه 
روي توانـد بـر      ردار بوده و طي سالهاي طـولاني مـي        برخو

ميزبان استقرار يافته و بدون تنش به رشد و فعاليـت خـود             
 .ادامه دهد
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  M. rigidulaبر روي ريشه   ايجاد گره-3شكل 

 
گونه باكتري دهد،   از اين بررسي نشان مينتايج حاصل

 Sinorhizobium melilotiباكتري  ،در هر دو ميزبان گياهي
ي ي بودن ميزبان گياهي برابحث اختصاصو بوده 
  وM. sativaگونه استخراج شده از هاي باكتري

M. rigidulaاين دو گونه گياهي   منتفي بوده و باكتريهاي
 و بر روي ريشه آلودهتوانند گونه گياهي ديگر را  مي

 .مستقر گردند

 

 
 M. sativa با باكتري جدا شده از M. rigidulaيونجه يكساله ايجاد گره در تلقيح  -4 لشك



292 4 شمارة، 15اصلاح گياهان مرتعي و جنگلي ايران جلد  ژنتيك وفصلنامة تحقيقات 

 
 M. rigidula تلقيح شده با باكتري جدا شده از گياه M. sativaيجاد گره در گياه ا -5 شكل

 
 بحث 

 in vivo درها بيوتيك ي، آنتيياي بيوشيمنتايج آزمايشهاي
ر مقابل ميزبانهاي  باكتريها دواكنشو همچنين بررسي 

 تلقيح گياهان هايهاي مختلف، آزمايش گياهي از گونه
 از همان گونه گياهي و گونه ميزبان با باكتري جدا شده

 شده جداهاي باكتري   گونهيكسان بودننشان دهنده ديگر 
بارت و به ع بوده M. rigidula و M. sativaاز گونه 

 همان ،هاي گياهي ياد شده  باكتري همزيست با گونه،ديگر
Sinorhizobium melilotiي با اين تفاوت كه كارآي ، است

تر از باكتري   ضعيفM. rigidula شده در جداباكتري 
توان  مي دليل اين امر را .باشد  ميM. sativa از جدا شده

كه در آن گياه زاي محيطي  به شرايط بسيار سخت و تنش
M. rigidulaقر در ريشه گياه در آن طبع باكتري مست  و به
 . ربط دادرشد نموده،

 Sinorhizobium با امكان استقرار باكتري ارتباطدر 
و همكاران   Braclayجه بر روي گونه ديگر،يك گونه يون

 باكتري يك گونه از گزارش نمودند امكان استقرار) 1994(
، تعداد اما ،وجود داردجنس يونجه بر روي گونه ديگر 

هاي استقرار يافته بر روي گونه گياهي غير ميزبان  ريزوبيوم
 در بعضي بررسيها،. يابد شدت كاهش مي اصلي به
ي باكتري سوشها اختصاصي بودن  مبني برگزارشهايي

Sinorhizobium يكساله يونجه هاي  گونههر يك  براي
 نتايج بدست آمده كه) 1380ندوشن،  ميرزايي(وجود دارد 

 متفاوت  بررسي با نتايج حاصل از اينهادر اين آزمايش
توان به شرايط و روشهاي آزمايش  را مي است كه دليل آن

 .تنسمربوط داهاي مورد آزمايش گياهي  و گونه
جدا زايي باكتري     با اينكه در آزمايش حاضر كاهش گره      

 امـا  مشاهده شد، M. sativa بر روي M. rigidulaشده از 
 بر روي گيـاه  M. sativa از گونه جدا شده باكتري استقرار

M. rigidulaها نيـز بزرگتـر از بـاكتري      بيشتر و اندازه گره
 .بود) M. rigidula(اصلي گونه گياهي ميزبان جدا شده از 
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  شاهدان گياه وتيمار شده با باكتريگياهان يونجه  واكنش تفاوت بين -6شكل 
 

 به روش آزمون چند ، مقايسه بين ميانگين صفات مورد بررسي در گياهان تلقيح شده با باكتري و گياهان شاهد-2جدول 
 اي دانكن دامنه

طول   وزن ريشه تيمار
 ريشه

رگبتعداد     تعداد گره  

R 058/0 آغشته به باكتري M. rigidulaيونجه   a 17/9  a 97/3  b 38/3  b 

S 046/0 آغشته به باكتري M. rigidulaيونجه   a 44/7  a 94/4  a 31/5  a 

R 066/0  آغشته به باكتريM. sativaيونجه   a 81/6  a 25/3  bc 88/2  b 

M. rigidula 005/0كنترل   b 71/3  b 75/2  c 0/0  c 
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Abstract 

Medicago rigidula L. plants were collected from 3 different sites with 1450-2000m above 
sea level. Symbiotic Sinorhizobium bacteria were isolated from the collected plants. In addition, 
the symbiotic bacteria were isolated from alfalfa (Medicago sativa) as a forage crop. The 
isolated bacteria from M. rigidula and M. sativa L. species were identified via various 
biochemical characteristics, utilization of different sugars and litmus milk, tests. Responses of 
the bacteria to some antibiotics and different NaCl concentrations were evaluated. The in vivo 
experiments, including inoculation of M. rigidula seedlings with bacteria isolated from M. 
sativa plants, inoculation of M. sativa with bacteria isolated from M. rigidula (cross infection) 
as well as inoculation of M. rigidula seedlings with bacteria isolated from this species, were 
carried out. The results showed similarity between bacteria isolated from the annul medic and 
alfalfa. Further more, bacteria extracted from one species, can easily establish in root of the 
other species, and produce nodule. Based on the results obtained from various tests and 
experiments, the above mentioned bacteria isolated from the both species are sinorhizobium 
melliloti. However, number and size of the nodule produced by bacterium of one species 
differed from the Sinorhizobium melliloti isolated from the other species. 

 
Key words: Sinorhizobium melliloti, Medicago rigidula, Medicago sativa, cross infection and 
nodulation. 

 


