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 چکیده 

 مشکلات تواندیم که یتیریمد یهاوهیش و راهکارها از استفاده غذا، نیتام و داریپا یکشاورز عرصه در عدس تیاهم به توجه با

 هدف با قیتحق نیا. دارد تیاهم اریبس  کند نهیبه را محصول عملکرد تینها در و نموده برطرف کشور در را دیتول به مربوط

 و تروژنین یستیز تیتثب شیافزا و یتروژنین یکودها مصرف کاهش جهت در عدس ارقام با ستیهمز یهاهیجدا نیبرتر انتخاب

 تیتثب ستیهمز یهایباکتر یبررس و یجداساز منظور به. دیگرد انجام کشور سطح در مصرف یبرا هیتوص و عدس عملکرد

 د.ش انجام کشور استان 10 در و یمل سطح در اهیگ نیا کشت تحت مزارع در یقیتحق تروژنین کننده

 کاشته  تکرار سه در ایمیک و گچساران سوار، لهیب بذر رقم سه. گرفت صورت یتصادف کاملاً طرح هیپا بر و گلخانه در شاتیآزما 

 یهاگرهک از ومیزوبیر یهایباکتر یگلده مرحله در برداشت از پس. شد یاریآب تروژنین منبع فاقد ییغذا محلول با و شده

 ییکارا. شد انجام ییایمیوشیب یافتراق شاتیآزما ست،یهمز یهایباکتر یغربالگر منظور به. شد یجداساز شهیر

(  تریل در رمگیلیم 70 و 35 ،20 ،0)  تروژنین سطح درچهار شده یجداساز یهایاکترب( Symbiosis Efficiency)یستیهمز

. شد انتخاب شیآزما نیا یبرا کشور در کشت ریز سطح نیشتریب بودن دارا لیدل به سوار لهیب رقم. گرفت قرار یبررس مورد

 خشک وزن نظر از ماه 2 گذشت از پس. گرفت صورت ومیزوبیر یباکتر با اهیگ یسازآلوده تست همراه به( SE) یستیهمز ییکارا

 هاهیسو از کیهر یستیهمز ییکارا  و یبررس ییهوا اندام و شهیر یظاهر اتیخصوص و گرهک تعداد ساقه، طول ،ییهوا اندام

. شدند یمعرف کشور سطح در مصرف یبرا هیتوص جهت و یمولکول ییشناسا و انتخاب  برتر هیسو 17 انیم نیا از. شد محاسبه

 .بودند نوزارمیلگوم ومیزوبیر گونه و جنس از ها،هیسو یتمام که داد نشان یمولکول ییشناسا  جینتا

 تروژنین یستیهمز ییکارا ،یستیهمز نوزاروم،یلگوم ومیزوبیر تروژن،ین یستیز تیتثب عدس، تروژن،ین های کلیدی:واژه
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 بیان مسئله 

 دسترس از لمحصو برداشت جهینت در خاک تروژنین از یادیز مقدار هرساله. است اهیگ رشد در پرمصرف عناصر از یکی تروژنین

 با آن ینیگزیجا و اهیگ ییغذا ازین رفع در بقولات، رهیت اهانیگ با یباکتر یستیهمز ندیفرآ در عنصر نیا تیتثب. شودیم خارج

 مورد داریپا یکشاورز در یطیمح ستیز و یاقتصاد نظر از ینیگزیجا نیا. است برخوردار یخاص تیاهم از تروژنین ییایمیش کود

 بسته. است میزبان گیاه موئین هایریشه با مؤثر هایریزوبیوم بین همزیستی رابطه یک نیتروژن بیولوژیک تثبیت. باشدیم توجه

 امر نیا. شودمی نتأمی گیاه جذب قابل فرم به ملکولی نیتروژن تبدیل طریق از گیاه نیتروژنی نیاز از %60از بیش لگوم، نوع به

 زبانیم اهیگ نییمو یهاشهیر هیناح در تروژنین تیتثب امر در بالا ییکارا با هایومیزوبیر از یقبول قابل تیجمع که آنست مستلزم

 جینتا از بتوان تا مودن عرضه نییمو یهاشهیر هیناح در را آنها از یمناسب تیجمع یمصنوع طوربه نکهیا ای و باشد داشته وجود

 کاهش در یادیز تیاهم یستیز یکودها از استفاده دار،یپا یکشاورز یهاروش یاجرا و گسترش یبرا. شد مندبهره آن از حاصل

 و شودیم هایدرگ محصول دیتول شیافزا و رشد شیافزا باعث کودها نیا نکهیا ضمن دارد عتیطب بیتخر و ستیزطیمح یآلودگ

 یهاگونه با یومیبزویر یستیهمز. است شده رفتهیپذ ییایمیش کود نیگزیجا منبع عنوان به یالمللنیب سطح در لیدل نیهم به

 در .کندیم دیتول را یجهان انهیسال شده تیتثب تروژنین تن ونیلیم 175 از درصد 50 یستیهمز نیا و دارد یادیز تیاهم لگوم

 تروژنین یادیز قدارم جهینت در. شودیم استفاده تروژنین یبرا ادیز یتقاضا و بالا دیتول لیپتانس با یاهانیگ از مدرن یکشاورز

 یکودها از استفاده به ازین اهان،یگ اکثر پرورش یبرا نیبنابرا است؛ ازین مورد شود،یم نیتأم خاک توسط آنچه به نسبت

 رشگست و شیافزا .کند جادیا را یمشکلات ستیزطیمح یبرا است ممکن بودن برنهیهز بر علاوه امر نیا که باشدیم یتروژنین

 .داد خواهد شکاه را یطیمح بارانیز راتیتأث و ییایمیش یکودها به ازین ،یومیزوبیر یکودها مانند یستیز یکودها مصرف

 مناسب شرایط تحت کهطوریبه. است نوزارمیلگوم ومیزوبیر باکتری با همزیستی ایجاد به قادر و لگومینوز خانواده از عدس

 مکیلوگر 10-192 شده یتتثب نیتروژن مقدار و نماید نیتأم فرایند این طریق از را خود نیتروژنی نیاز از %50 از بیش تواندمی

 یستیهمز ییکارا ،یمل سطح در عدس با ستیهمز یباکتر یجداساز از پس قیتحق نیا در. است شده برآورد هکتار در نیتروژن

 .شدند یمعرف کشور سطح در مصرف منظور به و ییشناسا هاهیسو نیبهتر سپس شد، یبررس عدس با هایباکتر نیا

 

 معرفی راهکار 

نمونه خاک از مناطق مختلف کشور  82 های بومی همزیست عدس، تعدادجهت جداسازی، شناسایی و بررسی کارایی باکتری

 تهیه شد و مورد استفاده قرارگرفت.

 

 جداسازی باکتری از گرهک - 1

خاک تهیه و جهت انجام آزمایشات به  متریسانتی 0-30از عمق  یلوگرمیک 3 یهانمونهاستان کشور  6ابتدا از مناطق مختلف 

 بدون انجام هیچ عملیاتی ایهای خاک تا زمان انجام آزمایشات گلخانه(. نمونه1شد )جدول موسسه تحقیقات خاک و آب منتقل 

عدس چهار استان زنجان، آذربایجان شرقی، گیلان و های دربسته در داخل سردخانه نگهداری شدند. همچنین از مزارع در کیسه

رقم بذر  3های گرهک از ریشه جداسازی و به موسسه تحقیقات خاک و آب منتقل شد. سمنان نیز پس از برداشت عدس نمونه
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م کشور باشند از موسسه تحقیقات دیسوار، کیمیا و گچساران( که بیشترین سطح زیر کشت عدس در کشور را دارا میعدس )بیله

گرمی در سه تکرار استفاده گردید. بذور ضدعفونی سطحی شده و در داخل  300های دریافت شد. به منظور کاشت از گلدان

پس از  دار شدند.جوانه C°22ساعت در دمای  48های حاوی واترآگار به دستگاه ژرمیناتور منتقل شدند. بذرها پس از پلیت

صورت روزانه بررسی شدند. جهت روز نگهداری و به 60تصادفی در گلخانه چیده و به مدت  ها در قالب طرح کاملاًگلدانکاشت، 

های گرهک از روز برای گرفتن نمونه 60پس از  استفاده شد. 7 حدود pHها از محلول غذایی فاقد منبع نیتروژن با آبیاری گلدان

از گلدان خارج نموده و سپس با استفاده از سطل آب  ن راآبندی با دقت کامل ریشه و خاک اطراف ریشه، در مرحله شروع غلاف

های حاصل از همزیستی گیاه و ریزوبیوم خاک اطراف ریشه را به آرامی حذف نموده و ریشه از نظر وجود یا عدم وجود گرهک

رای گرهک فعال های دامورد بررسی قرار گرفت. پس از شستشوی ریشه اندام هوایی و ریشه گیاه از یکدیگر جدا شدند. ریشه

پس از ضدعفونی  )درشت، سالم با مرکز صورتی و قرمز( انتخاب و در داخل ظروف حاوی سیلیکاژل به آزمایشگاه منتقل شدند.

 1/0. آمدها بدست ای له شده و عصاره آنبار مصرف توسط میله شیشههای استریل یکها در داخل پلیتسطحی گرهک

مخصوص باکتری  کشتدیش حاوی محیط توسط پیپت استریل روی حداقل سه پتریلیتر از سوسپانسیون مربوطه میلی

 Cº28ها در انکوباتور در دمای پتری ه شده و پس از پخش کردن روی سطح،ریخت (Yeast Extract Mannitol Agar)ریزوبیوم 

 گرفتند.قرار داده شده و هر روز از نظر ظهور کلنی باکتری مورد بررسی و خالص سازی قرار 

 
ای ارقام عدسکشت گلخانه - 1شکل   

 

های مختلفهای ریشه گیاه عدس در استانهای جداسازی شده از گرهکتعداد باکتری -1جدول   

 تعداد باکتری جداسازی شده نوع نمونه  استان ردیف

 87 خاک خراسان جنوبی 1

 26 خاک فارس 2

 93 خاک اردبیل 3

 69 خاک کهکیلویه 4

 54 خاک لرستان 5
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 50 خاک قزوین 6

 18 گره زنجان 7

 24 گره آذربایجان شرقی 8

 4 گره سمنان 9

 3 گره گیلان 10

  

 های همزیست به روش افتراقیشناسایی باکتری - 2

)باکتری مولد  Agrobacterium tumefaciensهای از باکتری Rhizobium leguminosarumهای به منظور تفکیک باکتری

  مایش بیوشیمیایی زیر استفاده شد:بیماری گال(، از چهار آز

شفاف، های ریزوبیوم در کنگورد سفید، نیمهونی: کلCongored Yeast Extract monitol agar (YMA)کشت بر روی محیط -الف

ها کتریومبا اگروبا های ریزوبیوم لگومینوزارومتر هستند. تفاوت دیگر کلنیهای اگروباکتریوم کوچکدرخشان و در مقایسه با کلونی

 24پس از  رشدتر بوده و ها تندشوند ولی اگروباکتریومساعت ظاهر می 48های ریزوبیوم پس از هاست. کلنیدر سرعت رشد آن

م از هتوان این دو را ساعت می 24ها پس از قابل رویت است. با بررسی کشت YMAها در محیط کشت های آنساعت کلنی

 تفکیک نمود.

را دارند که این خاصیت  11بالاتر از pH ها قابلیت رشد در : اگروباکتریومHofer alkaline medium  کشت بر روی محیط -ب

  ارساز باشد.تواند در جداسازی ریزوبیوم و اگروباکتریوم کمی

کنند ها که خیلی سریع در این محیط رشد میومتریها برخلاف اگروباک: ریزوبیومGlucose pepton agar کشت بر روی محیط -ج

 به عنوان منبع انرژی استفاده کنند.توانند از پپتون نمی

، (Bergey باشنددرصد قادر به رشد نمی 2ها در غلظت نمک ها برخلاف اگروباکتریوم: ریزوبیومNaClحاوی دو درصد  YMA -د

2010.) 

های و باکتری RB-180و  RB-166 ،RB-175هایسویه Rhizobium etli مثبت های شاهدابتدا این آزمایشات بر روی باکتری

در کلکسیون میکروبی موسسه  موجود RB-194و  RB-176 ،RB-182های سویه Rhizobium Radiobacterشاهد منفی 

ها ، اگروباکتریومها صورت گرفت. پس از بررسی نتایج به دست آمدهتحقیقات خاک و آب انجام شده و سپس بر روی کلیه جدایه

 ها تفکیک شدند.از ریزوبیوم
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های بیوشیمیاییهای کشت ویژه آزمونمحیطشاهد درهای قابلیت رشد باکتری -2جدول  

 ردیف

 
 کد باکتری شاهد

 حاوی  رشد در محیط

NaCl  %2  

 رشد در محیط

Hofer 

 

 رشد در محیط

Glucose 

Peptone Agar 

رشد در محیط 

YMA  24پس از  

 ساعت

 شاهدمثبت 1

 

Rhizobium 
 Etli 

RB-166 
× × × × 

2 RB-180 
× × × × 

3 RB-175 
× × × × 

 شاهدمنفی 4

 

Rhizobium 

Radiobacter 

RB-176 
√ √ √ √ 

5 RB-182 
√ √ √ √ 

6 RB-194 
√ √ √ √ 

 

عنوان ریزوبیوم همزیست های فوق بهباکتریجدایه از  160در نهایت تعداد  های افتراقیبا توجه به نتایج به دست آمده از آزمون

 با عدس انتخاب شدند.

 
های ریزوبیوم لگومینوزارمهای افتراقی برای تفکیک باکتریآزمون  -2شکل   

 

 یمولکول ییشناسا و هاهیجدا یستیهمز ییکارا یبررس - 3

 توسط اهیگ یسازآلوده آزمون از استفاده با  Symbiosis Efficiency(S.E.) ای ومیزوبیر یهاهیسو یستیهمز ییکارا زانیم نییتع

 کشت طیمح ابتدا. شدانجام  ومیآمون تراتین منبع از( تریل در گرم یلیم 70 و 35 ،20 ،0) تروژنین سطح 4 همراه به یباکتر

 یهالوله داخل در لیاستر طیشرا تحت عدس یهااهچهیگ ش،یرو از پس. دیگرد هیته تروژنین فاقد و اهیگ رشد یبرا مناسب

  YMBکشت طیمح یرو قبلاً که ومیزوبیر یهاهیجدا از روزشبانه کی گذشت از پس. شدند کاشته آگار و ییغذا محلول یحاو

 هر یبرا. شدند اضافه هالوله به تریلیلیم هر در سلول108 یبالا تیجمع با یباکتر ونیسوسپانس از تریلیلیم 1 اندشده ریتکث
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 در گرم یلیم 70 و 35 ،20 ،0) تروژنین سطوح در حیتلق بدون شاهد عنوان به زین ییهانمونه. شد گرفته نظر در تکرار سه هیجدا

 80 رطوبت ،Cº26 یدما) عدس اهیگ رشد مناسب طیشرا آن در که گلخانه به شده حیتلق اهانیگ سپس. شد گرفته نظر در( تریل

 با یاریآب به ازین صورت در و یبررس روزانه صورت به هااهچهیگ نیا. افتی انتقال است فراهم( لوکس12000 نور وشدت درصد

 یدهغلاف ای یگلده مرحله در اهانیگ که یزمان ماه، دو گذشت از پس. شدند یاریآب تروژنین منبع فاقد لیاستر ییغذا محلول

 جداگانه یکاغذ یهاپاکت در و نموده قطع طوقه هیناح از را اهیگ ییهوا یهاقسمت منظور نیبد. شدند خارج گلخانه از بودند

 تر وزن ،ییهوا اندام طول. شدند داده قرار جداگانه یهاپاکت در کردن خشک و شستشو از پس شهیر یهاقسمت و میداد قرار

 و گل لیتشک عدم ای لیتشک نظر از اهیگ یظاهر اتیخصوص نیهمچن. شدند یریگاندازه هاگره تعداد و شهیر تر وزن ،ییهوا اندام

 یستیهمز ییکارا زانیم. شد استفاده ییهوا اندام خشک وزن از یستیهمز ییکارا زانیم محاسبه یبرا. شدند ادداشتی زین بذر

 به نسبت را عملکرد شیافزا نیشتریب که ییهاهیسو Excelافزار نرم از استفاده با سپس. دیگرد محاسبه ریز فرمول از هایباکتر

 .شدند انتخاب بودند، داده نشان برتر شاهد ماریت

SE=(I .C)/(N .C)×100 

 حیتلق بدون هدشا ماریت به مربوط ییهوا اندام خشک وزن C شده، حیتلق ماریت به مربوط ییهوا اندام خشک وزن I:فرمول نیدرا

 ثرمو نسبتا .S.E≤50 یستیهمز ییکارا یابیارز در. است یتروژنین شاهد ماریت به مربوط ییهوا اندام خشک وزن N و

 برتر هیسو عنوان به و خوب اریسب ییکارا .S.E≥100 و خوب ییکارا .S.E= 75-100 ،(متوسط) موثر .S.E=50-75،(فیضع)

 .شوندیم انتخاب

 
 های ایجاد شده در همزیستی با ریزوبیومگرهک – 3شکل

درصد )کارایی بسیار  100آزمایش کارایی همزیستی بالای های مورد درصد از باکتری 5/70با توجه به نتایج به دست آمده 

عنوان مؤلفه اصلی در خوب( داشتند. با توجه به اهمیت وزن خشک اندام هوایی در تعیین کارایی همزیستی، شاخص فوق به

چنین و هم گیری شدههای اندازهگرفته شد. همچنین با در نظر گرفتن مقایسه میانگین سایر شاخص درنظر هامقایسه سویه

ثبیت بالاتر باشد بر اساس مطالعات پیشین، هرچه میزان نیتروژن حاصل از ت سویه برتر انجام شد. 17پراکندگی استانی، انتخاب 

 .استمیزان عملکرد ماده خشک بیشتر 
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ناسایی مولکولی باکتری وارد فاز ش 17ها، بررسی شده و تعداد شناسایی مولکولی: با در نظر گرفتن پراکندگی استانی باکتری

با  16SrRNAهای گرم منفی استفاده شد. تکثیر ناحیه ژنی شدند. برای شناسایی مولکولی از کیت استخراج مخصوص باکتری

 نتایج کره جنوبی ارسال گردید.  Bioneerاستفاده از آغازگرهای عمومی انجام شد. نمونه ها به منظور تعیین توالی به شرکت 

 ها، از جنس و گونه ریزوبیوم لگومینوزارم بودند.یهداد که تمامی سوشناسایی مولکولی نشان 

 

 توصیه ترویجی

های زیادی در امریکا و کانادا به ها آنچنان محرز شده است که شرکتهای همزیست با لگومر حال حاضر نتایج اثربخشی باکترید

زند. اما متأسفانه در ایران، پژوهش مدونی برای تولید مایه پرداهای ریزوبیومی میمختلف )جامد و مایع( مایه تلقیح عرضه اشکال

ها به دلیل نبود ریزوبیوم اختصاصی استفاده از  این گونه مایه تلقیحتلقیحی برای گیاه عدس صورت نگرفته است. خصوصا که 

فراوانی نسبی های محیطی و اختصاصی به دلیل تنش ، کمبود تعداد ریزوبیوم)غیر بومی(گیاه بدلیل کشت گونه یا واریته جدید 

 تأثیر بسیار ضرورت دارد.تأثیر یا بیهای کمریزوبیوم

دهد. همچنین به دلیل خاصیت محرک رشدی، طور مؤثری ریشه گیاه را آلوده کرده و رشد گیاه را افزایش میباکتری ریزوبیوم به

و کنترل بیولوژیکی به  N2کنندگی فسفات، تثبیت های رشد گیاهان مختلف، افزایش فعالیت حلها با تولید هورموناین باکتری

 .کنندرشد گیاه کمک می

بالاتر بود که این  ppm70های برتر انتخاب شده از وزن خشک تیمار شاهد نیتروژنی به اینکه وزن خشک تمامی جدایه با توجه

شود در های ریزوبیوم نیز باشد توصیه میبر تثبیت بالای نیتروژن، به دلیل خاصیت محرک رشدی باکتری علاوه تواندیمامر 

 مطالعه در این تحقیق استفاده گردد.های برتر همزیست مورد کشت عدس از باکتری
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