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 چکیده

ریزوبیوم ها می توانند نیتروژن اتمسفری را تثبیت و مقدار قابل توجهی از نیتروژن موجود در خاک را تامین کنند.  سابقه و هدف:

جدا شده  سینوریزوبیوم ملی لوتیاین مطالعه با هدف جداسازی و شناسایی ویژگی های بیوشیمیایی و مولکولی باکتری های بومی 

 از گره ریشه گیاهان یونجه در دو منطقه آب و هوایی متفاوت و نیز شناسایی سویه های با کارائی بالا به عنوان کود زیستی

 انجام شد.  

توصیفی، بوته های یونجه از مناطق مختلف استان های قم و خراسان جمع آوری شدند. -در این مطالعه مقطعیمواد و روش ها: 

باکتری ها با استفاده از آزمون های گره زایی، بیوشیمیایی و مولکولی شناسایی شدند. منحنی رشد جدایه ها رسم و سپس با تلقیح 

 باکتری ها به بذرهای یونجه، گیاهان از نظر میزان رشد مقایسه گردیدند و جدایه های با کارآیی بالاتر شناسایی شدند.

باکتری ها در محیط لیتموس میلک واکنش یکسانی نداشتند. همگی ژلاتیناز منفی بودند و تنها چند سویه توانستند نشاسته یافته ها: 

موجود در محیط را استفاده کنند. برخی قابلیت رشد در حضور ترکیبات هیدروفوب را داشتند. مانیتول، سوکروز و مالتوز بهترین 

از استان قم در مقایسه با سایر   S12Qو S3Qاز استان خراسان و  S22K ،S36Kمنبع کربن برای رشد جدایه ها بودند. سویه های 

 جدایه ها رشد گیاهان آزمون را بیشتر تقویت کردند. 

توانایی تجزیه نشاسته و توانایی رشد در  سینوریزوبیوم ملی لوتینتایج تحقیق نشان داد که برخی باکتری های بومی نتیجه گیری: 

پتانسیل بهتری را برای استفاده به عنوان کود زیستی داشتند. این  S3Qو  S22Kرا دارند. در میان جدایه ها، سویه های  SDSحضور 

 تحقیق می تواند گامی برای تولید کودهای زیستی در کشور باشد.

 ، یونجه، ویژگی های بیوشیمیایی، منحنی رشد.سینوریزوبیوم ملی لوتیواژگان کلیدی: 

 39بهمن ماه پذیرش برای چاپ:   39آذر ماه دریافت مقاله: 

 *( آدرس برای مکاتبه: مشهد، دانشگاه آزاد اسلامیی، واحید مشیهید، گیروه زیسیت شینیاسیی.

 m.nakhaei@mshdiau.ac.irپست الکترونیک:   43133191090تلفن:  

 مقدمه     

تثبیت زیستی گاز نیتروژن یکی از راه های اصلی ذخیره                                                             

نیتروژن به فرم قابل جذب برای گیاه در خاک های کشاورزی                                                      

(. به دست آوردن نیتروژن به شکل قابل جذب به                                            1است       

وسیله گیاه یکی از مهم ترین عوامل برای رشد و نمو گیاهان                                                        

است و به احتمال زیاد نیتروژن یکی از عوامل بسیار مهم در                                                        

(. خانواده            2محدودیت تولید مح ولات گیاهی می باشد                                      

یکی از بزر  ترین خانواده های                                 e umin sae (لگومیناسه           

(، با توزیع             9گونه          444 1جنس و         099گیاهان گلدار و شامل                     

 جهانی است که نقش بسیار مهمی در تمدن انسانی ایفا می کند.                                                         

لگوم ها دارای  رفیت های قابل توجهی برای ایجاد ارتبا                                                       

 (.    0همزیستی با گونه های مختلف باکتری های خاک هستند                                                  

ریزوبیوم ها یک گروه از باکتری ها هستند که به طور معمول                                                        

در خاک یافت می شوند و موج  تثبیت نیتروژن در گره ریشه                                                      

(. در نتیجه این رابطه                       3گیاهان خانواده لگومینه می گردند                                   
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همزیستی که از گره ریشه توسعه می یابد، باکتری نیتروژن                                                      

 گازی را به شکل قابل استفاده برای گیاه میزبان فراهم می کند                                                           

( علوفه چندساله با ریشه عمیق                              edica   sa i a (. یونجه            2  

است و یکی از مهم ترین منابع پروت ین برای ت ذیه دام به شمار                                                            

(. ارزش  ذایی عالی آن باع  شده است که در میان                                               9می آید          

علوفه مح ول ایده آلی باشد. یونجه توانایی استفاده از نیتروژن                                                             

 جو را دارد و مقدار قابل توجهی از نیتروژن را هنگام رشد                                                       

می تواند ت مین نماید. مطالعات فراوان نشان داده اند که مح ول                                                             

یونجه ماده آلی خاک را افزایش می دهد و باع  بهبود ساختار                                                         

 (.       خاک می شود              

درصد مناطق قابل کشت را                          94این مح ول علوفه ای بیش از                           

کیلومتر مربع از                   9444به طور معمول اش ال کرده است. بیش از                                     

 زمین های قابل کشت در ایران زیر کشت یونجه قرار دارد                                                    

( یک                                  سینوریزوبیوم ملی لوتی                     (.         

است که           hi   iaceae (آلفا پروت وباکتر از خانواده ریزوبیاسه                                       

به تناوب بین مرحله آزاد در خاک و مرحله همزیستی در داخل                                                        

سلول های گیاه میزبان دیده می شود. باکتری در شکل                                                 

همزیستی در نهایت به باکتروئید تبدیل می شود و تثبیت                                                    

   .( 3نیتروژن را انجام می دهد                           

 بر اساس            244( و همکاران در سال                    ak ian لک زیان           

جدا شده از              سینوریزوبیوم            ویژگی های مولکولی، باکتری های                               

خاک استان همدان را به سه گروه دسته بندی کردند. به طوری                                                        

و     سینوریزوبیوم ملی لوتی                     که دو گروه بزر  به عنوان                          

( و گروه سوم متفاوت از دو                                           سینوریزوبیوم مدیکیه                   

 (.       گروه دیگر بود                 

در مطالعه ای که بر روی تنو  گونه های ریزوبیومی همزیست با                                                          

نخود در مناطق  ربی ایران بر اساس روش های مورفولوژیکی                                                      

و تعیین توالی نوکل وتیدی انجام                                      -   و مولکولی شامل                

 شد، مشخ  گردید که اکیثر جیدایه هیای هیمزیست از                                                

(.    14( بودند                                    مزوریزوبیوم سیسر                گونه      

باکتری های ریزوبیوم جدا شده از شهرستان های استان اصفهان                                                         

 از یونجه و             ریزوبیوم ملی لوتی                 سویه باکتری                در قال          

 (.    11اسپرس شناسایی شدند                      

در اتیوپی              aric    ean (از گیاهان لوبیا                   ریزوبیوم        جدایه های           

جداسازی و ویژگی های بیوشیمیایی، فیزیولوژیکی و                                               

(. تنو  فنوتیپی و ژنوتیپی                           12مورفولوژیکی آن ها بررسی شد                              

در      سینوریزوبیوم مدیکیه                   و     سینوریزوبیوم ملی لوتی                     سویه های          

مناطق خشک و نیمه خشک متا ر از نمک و خشکسالی مراکش                                                   

نشان داد که می توان از پتانسیل تحمل برخی از سویه ها برای                                                          

بهره برداری در مناطق حاوی نمک و خشکسالی برای تثبیت                                                    

 (.  19نیتروژن زیستی یونجه استفاده نمود                                    

هدف از این پژوهش جداسازی و شناسایی ویژگی های                                              

سینوریزوبیوم                        بیوشیمیایی و مولکولی باکتری های بومی                                      

جدا شده از گره ریشه گیاهان یونجه در دو منطقه                                                ملی لوتی        

آب و هوایی متفاوت و شناسایی سویه های با کارایی بالا بود                                                        

 که پتانسیل استفاده به عنوان کود بیولوژیک را داشته باشند.                                                            

 مواد و رو  ها             

تا      94در این مطالعه مقطعی از عمق                            الف( جداسازی باکتری ها:                         

 بخش سست خاک دارای شن و                             سانتی متری و بخش                    34

ماسه( خاک های مختلف مزار  زیر کشت یونجه در استان                                                  

خراسان ر وی  نواحی خسروجرد، دلقند، نامن، نزل آباد،                                                    

 باشتن، شاره، دهبار و دولت آباد در منطقه سبزوار( و قم                                                      

 منطقه دستجرد، نایه و سفت(، بوته هایی به صورت ت ادفی                                                      

برداشت شدند. بخش هوایی گیاهان حذف و ریشه ها با آب                                                   

معمولی به آرامی شسته شدند. گره های سالم، درشت و                                                 

صورتی رن  موجود در بخش بالای ریشه انتخاب و هر گره با                                                     

اندکی ریشه  برای جلوگیری از ایجاد زخم و آلودگی در گره(                                                        

جدا شدند. گره های با اندازه بزر  و فعال  با رن  صورتی(                                                        

 انیه با            14به صورت ت ادفی انتخاب گردیدند. گره ها به مدت                                              

 دقیقه با محلول هیپوکلریت                          9درصد و          39الکل اتیلیک             

درصد  دعفونی و چندین مرتبه با آب مقطر استریل شسته                                                     9

 (.    10شدند        

گره ها در شرایط استریل در کمی آب مقطر استریل به صورت                                                      

هموژنیزه و سوسپانسیون یکنواخت در آورده شدند. سپس از                                                     

سوسپانسیون حاصل از هر گره یک لوپ به سطح محیط کشت                                                  
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       eas     rac   ani      ar                       مرک، آلمان( تلقیح 

ساعت قرار             2 درجه سیلیسیوس به مدت                         2و در گرمخانه              

داده شد. با تکرار کشت های پی در پی باکتری های تثبیت                                                     

 (.  13کننده نیتروژن خال  سازی شدند                                

به منظور بررسی توانایی باکتری  ها در                                          ب( آزمون گره زایی:                  

تولید گرهک در ریشه گیاه میزبان، تمامی جدایه های به دست                                                        

آمده از مناطق مختلف، در شرایط گلخانه ای به گیاه تلقیح و                                                         

فعال بودن آن ها از نظر تشکیل گرهک مورد بررسی قرار                                                   

گرفت. برای این منظور از محلول  ذایی بدون نیتروژن                                                  

کلرید         m     2 3( استفاده شد که شامل                       inish  ea  محیط       

(،    S              04      2 از محلول            m     9(،    04       کلسیم         

m     9 9            2     3 2 از محلولK             94    ،)m     9 9      از

(   e    6              2 3 از      a             03    ،)m     2 2    محلول         

عناصر کم م رف در یک لیتر آب مقطر بود. محلول                                               m     1و   

گرم       49 2گرم اسید بوریک،                   0  2عناصر کم م رف دارای                     

گرم سولفات              22 4گرم سولفات مس،                   4 4سولفات منگنز،                 

گرم مولیبدات سدیم در لیتر بود. برای جامد                                             4 4روی و       

گرم آگار به یک لیتر محیط کشت ا افه                                       نمودن محیط کشت                

تنظیم و در اتوکلاو استریل گردید.                                     9- محیط بین              شد.     

 (.      19در نهایت محیط به صورت شی  دار در لوله آماده شد                                                  

 برای انجام آزمون گره زایی، تعدادی بذر یونجه                                             

 آگار      - واریته همدانی( استریل شده به  روف پتری حاوی آب                                               

تا دو         23      درصد منتقل و در گرمخانه تاریک با دمای                                         3 1

(. سپس لوله های                 12برگی شدن گیاه نگهداری شدند                              

آزمایش از زمان کاشت تا سبز شدن با محلول مایه تلقیح                                                    

و پس از سبز شدن بذرها با                            سینوریزوبیوم            حاوی جدایه های                

استفاده از محلول  ذایی فاقد نیتروژن تا شرو  دوره گلدهی                                                        

 آبیاری شدند.              

     برای مایه تلقیح از کشت خال  باکتریایی در محیط                                             

  eas     rac   anni     r  h                  در      2 4با چگالی نوری

نانومتر استفاده شد. در مرحله بعد، بذرهای                                            944طول مو          

جوانه زده یونجه در منافذی که به طور عمودی در راستای                                                     

 لوله توسط لوپ سرسوزنی استریل در محیط کشت                                          

 inish  ea                                                 ایجاد شده بود، قرار داده شدند. پس از سبز شدن

و رویش گیاه ه،  در زمان  اهر شدن تارهای کشنده،  به هر                                                       

لوله حدود یک میلی لیتر مایه تلقیح در اطراف ریشه ا افه شد.                                                           

سه تکرار برای هر نمونه آماده شد. هم نین سه لوله شاهد                                                      

بدون ا افه کردن مایه تلقیحی به منظور کنترل در نظر گرفته                                                         

شد. پس از پوشاندن قسمتی از لوله که محل رویش ریشه                                                  

است، لوله ها در اتاقک رشد با دما و رطوبت و نور مناس                                                       

قرار داده شدند. از محلول فاقد نیتروژن برای آبیاری گیاهان                                                          

هفته، گیاهان از نظر گره زایی و                                  9استفاده شد. پس از گذشت                        

 (.       1و عیت رشد مورد بررسی قرار گرفتند                                    

 ( بررسی ویژگی های مورفولوژی و بیوشیمیایی جدایه های                                                     
  سینوریزوبیوم            به منظور شناسایی ویژگی های باکتری                                   باکتریایی :             

جدا شده از آزمون های کاتالاز، اکسیداز، لاکتاز و پروت یناز،                                                          

   (.   1و     13ژلاتیناز و رن  آمیزی گرم استفاده شد                                      

برای تعیین قابلیت تولید آنزیم آمیلاز در باکتری ها از آزمون                                                           

هیدرولیز نشاسته استفاده شد. برای این منظور باکتری به محیط                                                           

قرار         2      ساعت در دمای                 0نشاسته آگار تلقیح و به مدت                            

داده شد. رن  آبی پس از ا افه کردن معرف یدیدوره نشان                                                     

 (. به منظور             13دهنده عدم استفاده از نشاسته است                                   

       بررسی قابلیت جذب رن  قرمز کنگو، محیط کشت                                        

    n   red  eas  e  rac  mani    a ar                    تهیه شد و پس از

کشت جدایه ها و رشد آن ها رن  کلنی ها مورد بررسی قرار                                                      

 گرفت.       

درصد آگار به                13 4که با ا افه کردن                        از محیط کشت             

صورت نیمه جامد در آمد، برای بررسی حرکت باکتری ها                                                  

ساعت قرار              0به مدت           2      استفاده شد. لوله ها در گرمخانه                                

در حضور           سینوریزوبیوم            گرفتند. قابلیت رشد جدایه های                              

 ترکیبات هیدروفوب توسط تلقیح باکتری در محیط جامد                                                 

     r    n  eas  e  rac          گرم       1 4حاویSDS              در هر لیتر

 (.    13بررسی شد            

:       (د( شناسایی مولکولی با روش واکنش زنجیره پلی مراز                                                 

( و     hen باکتری ها با روش چن                           Dپس از استخرا                

 از              (، به منظور تکثیر ژن                      24همکاران           
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 و      d1    -                 -3 پرایمرهای           

 d1    -                    -3               استفاده شد

  34میکرولیتر شامل                  94در حجم نهایی                   (. واکنش          3  

  3 1،    1 میکرولیتر از بافر                     9استخرا  شده،                  Dنانوگرم از            

   m  d   s(، یک میکرولیتر                 m  23          2میکرولیتر           

 میکرولیتر از آنزیم                    4  2    (، یک میکرولیتر از هر پرایمر و                              14

  a  D       merase            3انجام شد      .) 

 در دستگاه ترموسایکلر                           در ادامه واکنش                

 ، ساخت کشور سنگاپور( با شرایط دمایی                                   K ra ec مدل      

درجه سیلیسیوس                 33دقیقه واسرشت شدن ابتدایی در دمای                                    0

درجه        30چرخه شامل واسرشت شدن در دمای                                93و در ادامه            

درجه        33 انیه، ات ال در دمای                        03سیلیسیوس به مدت                 

درجه        2  انیه، گسترش در دمای                        03سیلیسیوس به مدت                 

 انیه و در نهایت گسترش نهایی در                                   34سیلیسیوس به مدت                 

دقیقه انجام شد.                   3درجه سیلیسیوس به مدت                        2 دمای      

درصد واجد اتیدیوم                     3 1به ژل آگاروز                   مح ولات        

به کمک            Dبرماید منتقل و الکتروفورز گردیدند. قطعات                                          

 مشاهده و عکس برداری شدند.                           id c  دستگاه        

رشد جدایه ها              ه( بررسی تا یر نو  منبع کربن بر رشد جدایه:                                            

      در حضور هفت نو  منبع کربن در محیط استاندارد                                             

بررسی شد. برای این منظور مقدار یک درصد از منابع قندی                                                      

 مانتیول، گلوکز، مانوز، مالتوز، آرابینوز، گالاکتوز و سوکروز                                                           

 به طور جداگانه به محیط کشت یاد شده ا افه گردید.                                                 

   0به مدت           2      محیط ها پس از تلقیح باکتری، در دمای                                     

 (.   1ساعت قرار داده شدند                       

نمودار رشد            و( رسم منحنی رشد جدایه های سینوریزوبیوم:                                          

بررسی و رسم گردید. برای این                                   باکتری در محیط                

میلی لیتر از سوسپانسیون خال  باکتریایی در                                             1 4منظور       

 به لوله های حاوی                    D   6  2 4با          محیط      

تلقیح شد. میزان رشد نمونه ها به مدت                                           میلی لیتر             24

ساعت گرمخانه گذاری با شرایط یاد شده، در فواصل                                                 2 

 ساعته با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر                                            12زمانی       

نانومتر           944ساخت ژاپن( در طول مو                          i achi  شرکت       

 قرائت و منحنی رشد رسم گردید.                              
مقدار رشد گیاهان یونجه پس از رشد بذر                                      ز( آنالیز آماری:                  

با گیاهان شاهد مقایسه                         سینوریزوبیوم            تلقیح یافته با جدایه های                          

شد. برای این منظور مشخ ات گیاهان رشد یافته در آزمون                                                     

گره زایی از نظر ارتفا  گیاه، طول ساقه، طول ریشه و تعداد                                                         

 گره بررسی و مقادیر  بت شدند و با استفاده از نسخه بیستم                                                        

مورد بررسی قرار گرفتند. پس از رسم                                         نرم افزار آماری                 

مقایسه و                 جداول توصیفی میانگین صفات با آزمون                                    

سپس از نظر معنی داری با استفاده از آزمون دانکن مقایسه                                                       

 به عنوان اختلاف                  43 4کم تر از            a ue   شدند. نتایج با                

 معنی دار در نظر گرفته شد.                             

 یا ته ها        

از گیاهان یونجه                   سینوریزوبیوم            باکتری          13در این پژوهش،               

جمع آوری شده از استان قم  منطقه دستجرد، نایه و سفت( و                                                       

باکتری از گره های گیاهان یونجه جمع آوری شده از استان                                                        29

خراسان ر وی  نواحی خسروجرد، دلقند، نامن، نزل آباد،                                                    

باشتن، شاره، دهبار و دولت آباد در منطقه سبزوار( جداسازی                                                         

گردید. در آزمون گره زایی، تمامی باکتری ها در ریشه گیاهان                                                          

رشد یافته از بذرهای تلقیح شده توسط باکتری ها، گرهک                                                    

ایجاد کردند. سرعت گرهک سازی در برخی از جدایه ها بیشتر                                                       

از سایر جدایه ها بود. هم نین گره های ایجاد شده در ابتدا ریز                                                             

و سفید بودند و با گذشت زمان درشت و صورتی شدند. به                                                   

عبارتی گره ها از نظر تثبیت زیستی نیتروژن فعال و دارای آنزیم                                                             

نیتروژناز بودند. نتایج نشان داد که آن دسته از گیاهانی که با                                                             

تلقیح شده بودند از رشد بهتری                                سینوریزوبیوم            باکتری های            

نسبت به گیاهان شاهد برخوردار بودند. بررسی کلنی های                                                    

ساعت در           2 پس از گذشت                  در محیط           سینوریزوبیوم            

 نشان داد که کلنی ها به رن  سفید، مدور با                                             2      دمای      

لبه های صاف، محدب و لعاب دار بودند و برخی از کلنی های                                                       

روز در محیط کشت به                      0تا      9پس از گذشت              سینوریزوبیوم            

 تا      9رن  مایل به زرد در آمدند. این کلنی ها قطری حدود                                                 

میلی متر و  اهری چسبنده داشتند که نشان دهنده تولید                                                      3
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ترکیبات لعابی بود. باکتری ها در بررسی میکروسکوپی به                                                     

صورت گرم منفی، باسیل یا کوکوباسیل و بدون اسپور                                                

 تشخی  داده شدند.                  

در      سینوریزوبیوم            نتایج آزمایشات بیوشیمیایی برای جدایه های                                          

استان خراسان و قم نشان داد که تمامی جدایه ها، اکسیداز و                                                         

کاتالاز مثبت و متحرک بودند. از آزمایشات کشت باکتری در                                                      

درصد از جدایه های استان                           9  94محیط لیتموس میلک،                   

استان قم            سینوریزوبیوم            درصد از جدایه های                     99  0خراسان و          

درصد از جدایه های استان                           93  1واکنش اسیدی نشان دادند.                         

درصد از جدایه های استان قم واکنش                                    19 29خراسان و          

درصد از جدایه های                     23  1قلیایی نشان دادند. در این میان                                

درصد از جدایه های استان قم هی                                   43 21استان خراسان و                

ت ییری در این محیط ایجاد نکردند. بنابراین می توان نتیجه                                                         

در این محیط               سینوریزوبیوم            گرفت که واکنش جدایه های                         

 متفاوت است.             

جدا شده فاقد آنزیم ژلاتیناز بودند                                    سینوریزوبیوم            باکتری های            

 و ژلاتین را در محیط نوترینت ژلاتین ذوب نکردند. از                                                 

درصد( قادر به                    13جدایه           9جدایه های استان قم                    

هیدرولیز نشاسته بودند و تمامی جدایه های استان خراسان                                                      

 فاقد آنزیم آمیلاز بودند.                         

حضور قرمز کنگو در محیط کشت سب  تسهیل در شناسایی                                                 

به علت کاهش رشد ساپروفیت ها از یک                                     سینوریزوبیوم            جنس     

به دلیل         سینوریزوبیوم              سو و تشخی  افتراقی کلنی موکوئیدی                                  

عدم جذب معرف از سوی دیگر می گردد. تمامی جدایه های                                                   

قم و خراسان ر وی در این محیط رن  صورتی کم رن                                                

 ایجاد کردند.              

در      سینوریزوبیوم            هم نین برای بررسی قابلیت رشد باکتری                                     

درصد        41 4با        حضور ترکیبات هیدروفوب از محیط                               

SDS                                 استان         سینوریزوبیوم            استفاده شد و در بین جدایه های

درصد از جدایه های استان خراسان و                                    9  21خراسان و قم             

درصد از جدایه های استان قم قابلیت رشد در حضور                                                 99 32

ترکیبات هیدروفوب را دارا بودند. این احتمال وجود دارد که                                                         

مورد آزمایش استان قم                        سینوریزوبیوم ملی لوتی                     جدایه های           

مقاومت بیشتری نسبت به ترکیبات هیدروفوب نشان می دهند.                                                      

استان خرسان و قم در محیط                            سینوریزوبیوم            تمامی جدایه های                 

حاوی منبع کربن مانیتول، ساکاروز و مالتوز رشد داشتند. از نظر                                                             

درصد جدایه ها از استان خراسان                                 21 93استفاده از قند گلوکز                      

درصد از استان قم توانایی رشد در محیط حاوی                                             0  99و   

درصد جدایه ها از استان خراسان و                                   21 93گلوکز را داشتند.                  

درصد جدایه ها از استان قم آرابینوز و مانوز مثبت                                                   99  0

بودند. تمامی جدایه های استان خراسان توانایی رشد در محیط                                                         

 درصد از           02  9حاوی قند گالاکتوز را دارا بودند، اما                                     

استان قم توانایی رشد در این محیط                                    سینوریزوبیوم            جدایه های           

 را داشتند.            

درصد،         3 1تمامی جدایه ها پس از الکتروفورز بر روی ژل                                           

 را نشان دادند.                  1344    باندهای یکسان با اندازه تقریبی                                

نتایج تعیین منحنی رشد جدایه های سینوریزوبیومی نشان داد که                                                           

این جدایه ها از نظر رشد با یکدیگر تفاوت معنی داری دارند.                                                          

نتایج میانگین چگالی نوری  میزان رشد( جدایه های                                                

در استان خراسان و قم در زمان های                                    سینوریزوبیوم ملی لوتی                     

نشان داده شده است.                      2و     1متفاوت به ترتی  در جدول های                             

استان       سینوریزوبیوم              منحنی رشد تک تک جدایه های مختلف                                 

 خراسان و قم رسم شد که در اینجا تنها منحنی کلی رشد                                                   

 نشان داده شده است. نتایج نشان                                 1باکتری ها در نمودار                     

می دهد که رشد جدایه ها حالت سیگموئیدی دارد و در منحنی                                                       

رشد هر گروه چهار مرحله مختلف مشاهده می شود. این                                                 

مراحل شامل فاز تاخیری، نمایی، ماکزیمم رشد و مر  است.                                                      

در این آزمایش قبل از این که جدایه ها وارد مرحله مر  شوند                                                          

 آزمایش قطع شده است.                     

در استان خرسان و قم                       سینوریزوبیوم            جدایه         02منحنی رشد           

نشان داد که بیشترین تفاوت در میزان رشد جدایه ها پس از                                                       

ساعت از آ از رشد ر  داده است  یعنی زمانی که                                               99گذشت      

رشد جدایه ها در مرحله نمایی قرار داشت. نتایج نشان داد که                                                          

 برخی از جدایه ها بیشترین میزان چگالی نوری را پس از                                                    

 ساعت در شرایط آزمایشگاهی داشته اند و برخی رشد                                                 2 

سریع تری را در مقایسه با سایر جدایه ها داشته اند. جدایه                                                         
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 ساعت 32 ساعت 26 ساعت 14  ساعت 92  ساعت 21 ساعت 42 جدایه باکتری ردیف

4 S1K 4 912 4 9 9 4 334 4 934 4  29 4  09 

2 S4K 4 2 9 4 090 4  9  4   9 4  3  4  14 

9 S5K 4 09  4 39  4 90  4  99 4  39 4  9  

1 S6K 4 9 4 4 932 4  41 4  19 4  2  4  30 

5 S9K 4 9 1 4 393 4 930 4 9   4  31 4  19 

2 S10K 4 921 4 9 9 4 334 4 934 4  29 4  09 

3 S14K 4 944 4 001 4 923 4 991 4  23 4     

4 S15K 4 991 4 03  4 993 4  14 4  3  4   4 

3 S16K 4 290 4 9 4 4 33  4 9 9 4  43 4  99 

46 S20K 4 233 4 9   4 903 4 999 4  4  4  14 

44 S22K 4 2 2 4 033 4 943 4 924 4  23 4  23 

42 S23K 4 232 4 099 4 923 4 993 4  4  4  23 

49 S24K 4 949 4 039 4 314 4 993 4 932 4 939 

41 S26K 4 992 4 313 4 914 4  33 4  29 4  02 

45 S28K 4 290 4 0   4 329 4 939 4  4  4  92 

42 S29K 4 993 4 030 4 392 4 933 4  29 4  31 

43 S31K 4 230 4 929 4 319 4 922 4 903 4 9   

44 S32K 4 910 4 090 4 90  4  29 4  32 4   9 

43 S34K 4 23  4 9 9 4 334 4 993 4 939 4  19 

26 S35K 4 221 4 919 4 033 4 349 4 339 4 339 

24 S36K 4 91  4 099 4 332 4 943 4 992 4 9 9 

22 S37K 4 903 4 093 4 323 4 992 4 9 9 4  14 

29 S38K 4 939 4 043 4 914 4 90  4 934 4  20 

 61359 61325 61241 61264 61111 61945 میانگین

 در استان خراسان در زمان های متفاوت در محیط کشت مایع. سینوریزوبیوم ملی لوتیمیانگین چگالی نوری  میزان رشد( جدایه های : 1جدول 

 ساعت 32 ساعت 26 ساعت 14  ساعت 92  ساعت 21 ساعت 42 جدایه باکتری ردیف

4 S1Q 4 990 4 013 4 3   4 993 4  14 4  30 

2 S2Q 4 0 9 4 0 1 4 3   4 949 4 912 4 912 

9 S3Q 4 34  4 332 4 929 4  39 4   3 4  29 

1 S Q 4 9   4 00  4 939 4 93  4  33 4  04 

5 S Q 4 294 4 03  4 932 4  24 4  0  4  11 

2 S8Q 4 2 3 4 349 4 939 4  90 4   1 4 399 

3 S9Q 4 999 4 034 4 914 4 9 3 4  20 4 330 

4 S11Q 4 924 4 02  4 90  4  3  4  39 4  33 

3 S12Q 4 23  4 009 4  19 4  33 4  41 4  22 

46 S13Q 4 931 4 02  4 900 4 9 0 4  31 4  30 

44 S1 Q 4 021 4 00  4  12 4  00 4  32 4  92 

42 S1 Q 4 931 4 02  4 900 4 9 9 4  31 4  39 

49 S16Q 4 04  4 340 4 332 4  00 4  32 4  19 

41 S1 Q 4 9 9 4 034 4 929 4  1  4  39 4  94 

45 S18Q 4 099 4 331 4 9   4  93 4  1  4 329 

42 S19Q 4 23  4 929 4 034 4 343 4 923 4 903 

43 S2 Q 4 909 4 09  4 933 4  33 4  21 4  02 

44 S21Q 4 234 4 092 4 909 4  92 4  92 4  34 

43 S22Q 4 039 4 039 4 913 4  92 4  19 4  39 

 61444 61331 61343 61293 61153 61925 میانگین 

 در استان قم در زمان های متفاوت در محیط کشت مایع. سینوریزوبیوم ملی لوتیمیانگین چگالی نوری  میزان رشد( جدایه های : 2جدول 
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S32K                                                که از منطقه خراسان جمع آوری شده بود، بیشترین

ساعت در شرایط                 2 میزان چگالی نوری را پس از                           

رشد       S Kآزمایشگاهی داشت. هم نین مشاهده شد که جدایه                                            

سریع تری را در مقایسه با سایر جدایه های استان خراسان دارد                                                           

و زودتر از سایر جدایه ها به مرحله رشد نمایی و سپس مرحله                                                         

  ابت رسیده است.                 

نتایج چگالی نوری  میزان رشد( بین باکتری های مورد                                                  

و     S8Q   ،S9Qآزمایش در استان قم نشان داد که جدایه های                                          

S18Q                                     ساعت در           2 بیشترین میزان چگالی نوری را پس از

رشد سریع تری را در                      S3Qشرایط آزمایشگاهی داشتند و جدایه                                 

استان قم داشت. این                      سینوریزوبیوم            مقایسه با سایر جدایه های                          

احتمال وجود دارد که چنین سویه هایی پتانسیل بهتر و بالاتری                                                          

را برای استفاده به عنوان کود بیولوژیک با توجه به شرایط بومی                                                             

 و آب و هوایی مناطق داشته باشند.                                 

نتایج نشان داد که میزان رشد گیاهان همزیست با جدایه های                                                        

به طور معنی داری از گیاه شاهد  بدون باکتری(                                               سینوریزوبیوم            

بیشتر بود و در میان گیاهان تلقیح شده با جدایه های بومی                                                        

 ، میزان رشد گیاهان تلقیحی                           سینوریزوبیوم ملی لوتی                     

از استان            S36Kو     S22K   ،S3 K    سینوریزوبیوم            جدایه های           

( از استان قم               9 نمودار           S12Qو     S3Q( و     2خراسان  نمودار                

 بیشتر از شاهد بود که می تواند نشان دهنده کارایی بیشتر این                                                           

 جدایه ها باشد.              
 

 بح    

از گیاهان یونجه                   سینوریزوبیوم            باکتری          02در مطالعه حا ر                

استان های خراسان ر وی و قم جداسازی شدند. تمامی                                                

اسیتیان  سینوریزوبیوم ملی لوتییمنحنی رشد جدایه های بومی :  1نمودار 

ساعت رشد در میحیییط کشیت میاییع 2 خراسان و قم پس از گذشت 
       

استان خراسان و گیاه شاهد از نظر طول گیاه  حروف بالای هر ستون نشان دهنده اختلاف  سینوریزوبیوممقایسه میانگین گیاهان تلقیحی با جدایه های : 2نمودار 

 معنی دار در بین جدایه ها و وجود حداقل یک حرف مشترک نشان دهنده عدم معنی دار بودن است(.
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باکتری ها گرم منفی، بدون اسپور، متحرک، اکسیداز و کاتالاز                                                         

مثبت بودند و واکنش متفاوت در محیط لیتموس میلک داشتند.                                                       

و      Khana eri(در بررسی مورفولوژی و بیوشمیایی، خنافری                                        

در سال           Shah ad((، شهزاد          21      2443همکاران  در سال                 

   2410و همکاران در سال                     en ahun ((، فنتاهون             1      2412

(   22      2443و همکاران در سال                     isami   (( و اوبلیسامی               12  

را با ویژگی های یاد شده از یونجه                                    سینوریزوبیوم ملی لوتی                     

 جداسازی کردند.                

هی کدام از جدایه ها توان تجزیه ژلاتین را در محیط نوترینت                                                         

ژلاتین نداشتند. این یافته با نتایج گزارش شده توسط سایر                                                       

 (. به نظر می رسد این                      29،   13محققان مطابقت دارد                      

 باکتری ها فاقد آنزیم ژلاتیناز باشند.                                   

جدایه توانایی                 9باکتری جدا شده در تحقیق حا ر                                02از    

تجزیه نشاسته را داشتند که از استان قم جدا شده بودند. نتیجه                                                            

 و همکاران در                     (حاصل م ایر با گزارش هولت                          

 مبنی بر عدم هیدرولیز نشاسته توسط                                    1330سال     

 (.      20ریزوبیوم هاست                 

اختلاف می تواند مربو  به جداسازی باکتری ها از گیاهان                                                     

(   13       244و همکاران در سال                       Sin h(متفاوت باشد. سین                  

(   23       244و همکاران در سال                     De   i era(و اولیورا           

گزارش کردند که به ترتی  ریزوبیوم های جدا شده از                                                 

 enu reck                                                 و شبدر نیز توانایی استفاده از نشاسته از منابع

 مختلف را دارند.                 

تمامی جدایه ها در پژوهش حا ر توانایی استفاده از مالتوز و                                                          

 سوکروز را به عنوان منبع کربن داشتند. در حالی که برخی از                                                         

 درصد(، آرابینوز                   1  3 آن ها توانایی استفاده از گالاکتوز                                    

 درصد( و گلوکز                 10  3درصد(، مانوز                  10  3  

درصد( را داشتند. توانایی جدایه های استان خراسان                                                    9 32  

 در م رف این قندها بیشتر بود.                              

و همکاران در                 Khana eri(نتایج گزارش شده توسط خنافری                             

بیشترین میزان رشد را                        ریزوبیوم        نشان داد که باکتری                      2443سال     

در محیط حاوی قند مانیتول داشته است. از طرفی توانایی رشد                                                         

 باکتری در محیط گلوکز و سوکروز کمتر از مانیتول بوده است                                                        

(،    10      2412در سال           Shah ad((. یافته های شهزاد                    21  

(، الزاناتی             22      2443در سال           isami   (اوبلیسامی           

)   ana             و سین           29      2413در سال ))Sin h           در سال

در      سینوریزوبیوم            ( حاکی از مثبت بودن رشد باکتری                                13       244

محیط های حاوی قند گلوکز، گالاکتوز، مانوز و مانتیول دارد.                                                         

 در نتیجه جدایه ها از نظر توانایی در م رف منبع کربن                                                    

 متفاوت می باشند.                  

استان قم و گیاه شاهد از نظر طول کل گیاه  حروف بالای هر ستون نشان دهنده اختلاف  سینوریزوبیوممقایسه میانگین گیاهان تلقیحی با جدایه های  :9نمودار 

 معنی دار در بین جدایه ها و وجود حداقل یک حرف مشترک نشان دهنده عدم معنی دار بودن است(.
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را نداشتند و                SDSتمامی جدایه ها قابلیت رشد در حضور                                   

 درصد        99 32درصد از جدایه های استان خراسان و                                    9  21

از جدایه های استان قم توانایی رشد را در حضور این                                                  

 ترکیبات دارا بودند.                     

باکتری های جدا شده از خاک قم مقاومت بیشتری را نسبت به                                                       

ترکیبات هیدروفوب داشتند. این نتیجه را می توان مربو  به                                                        

اختلاف در خاک نواحی جدا شده دانست. به طوری که این                                                  

 احتمال وجود دارد که خاک این نواحی آلودگی بیشتری                                                 

 را با ترکیبات هیدروفوب دارد و ناشی از سازگاری                                             

 باکتری با محیط باشد.                    

نشان داد            سینوریزوبیوم            نتایج تعیین منحنی رشد باکتری های                                  

که این جدایه ها از نظر رشد با یکدیگر تفاوت معنی داری                                                      

رشد سریع تری                S3Qاز خراسان و جدایه                     S Kدارند. جدایه              

 را در مقایسه با سایر جدایه ها داشتند و در ساعات اولیه                                                       

ساعت( میزان کدورت بیشتری را نسبت به                                       20و     12 پس از        

 سایرین ایجاد کردند.                     

سینوریزوبیوم              در میان گیاهان تلقیح شده با جدایه های بومی                                            

و     S22K، میزان رشد گیاهان تلقیحی با جدایه های                                        ملی لوتی        

S36K                    ،از استان خراسانS3Q     وS12Q                        از استان قم بیشتر از

سایر جدایه ها بود که می تواند نشان دهنده کارایی بیشتر این                                                           

 جدایه ها باشد. شایان یادآوری است که مشخ  کردن                                               

سویه هایی با کارایی بالا برای کشت  یونجه، نیاز به بررسی                                                        

بیشتر و یا بررسی در محیط طبیعی و خاک نیز دارد. زیرا                                                     

 همیارهای همزیست بهینه در شرایط زراعی تشکیل می شوند.                                                     

این احتمال وجود دارد که ریزوبیوم های بومی ا ر سویه های                                                        

 تلقیحی را توسط رقابت در گره زایی گیاه میزبان کاهش دهند.                                                         

نشان        2410و همکاران در سال                     en ahun (تحقیقات فنتاهون                 

داد که باکتری های تثبیت کننده نیتروژن بر روی بعضی از                                                      

ویژگی های بذر یونجه به خ و  بر روی طول گیاه ه و                                                 

هم نین تعداد گره ها و وزن خشک گره ها ا ر مثبت و                                                     

 (.    12معنی دار دارند                  

( تلقیح سویه               2        13در سال           as in (در گزارش راستین                 

های باکتری متناس  با شرایط محیطی و خاکی و در نتایج پناه                                                         

   سینوریزوبیوم            تا یر جدایه های                    anah  ur  )2  8  پور     

اقلیم های مختلف بر روی تثبیت نیتروژن و عملکرد علوفه                                                     

ارقام یونجه معنی دار توصیف شده است. ا ر معنی دار و مثبت                                                         

همبستگی فنوتیپی بین تعداد گره با صفات مهمی مانند طول                                                      

 ریشه چه، طول گیاه ه و وزن خشک زی توده، اهمیت                                              

ت  یر همزیستی بر روی افزایش رشد و نمو اولیه گیاه ه یونجه                                                          

 را نشان می دهد.                 

این امر در مناطق خشک و نیمه خشک برای استقرار نهال های                                                       

(. استفاده از               10جوان از اهمیت زیادی برخوردار می باشد                                        

مناس  با ت  یر بر روی رشد طولی                                  سینوریزوبیوم            جدایه های           

ریشه و تشکیل گره های تثبیت نیتروژن در مقایسه با شاهد این                                                          

امکان را فراهم خواهد نمود که نهال های یونجه زودتر و بهتر                                                          

بتوانند در محل کشت استقرار یابند. بنابراین می توانند بر                                                         

مشکلات ناشی از تنش های رطوبتی و رشد کند گیاه ه های                                                   

یونجه در اوایل رشد  لبه نمایند و با تولید گره بیشتر، نیتروژن                                                              

زیادی را تثبیت کنند. در نتیجه با ریشه های عمیق در حف  آب                                                          

 (.   2و خاک بسیار مفید و م  ر واقع خواهند شد                                          

 نتیجه گیری          

نتایج پژوهش نشان داد که بین جدایه های مختلف از نظر                                                    

برخی ویژگی های بیوشیمیایی مانند واکنش در محیط لیتموس                                                      

میلک، قابلیت هیدرولیز نشاسته، قابلیت رشد در حضور                                                  

ترکیبات هیدروفوب و م رف قندهای مختلف به عنوان منبع                                                    

 کربن تفاوت وجود دارد. هم نین مشخ  گردید که                                            

 از استان قم ت  یر                     S3Qاز استان خراسان و                     S22Kسویه      

 مثبتی در تلقیح بذر یونجه از نظر شاخ  های رشد به                                                 

 ویژه طول گیاه، طول ریشه، طول ساقه، تعداد بر  و تعداد                                                      

 گره دارند.            

 تشکر و  دردانی              

نویسندگان این مقاله از مس ولین دانشگاه آزاد اسلامی واحد                                                        

مشهد به دلیل همکاری صمیمانه در اجرای این پژوهش کمال                                                     

 امتنان را دارند.                
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Abstract 

Background & Objectives: Rhizobia are able to fix atmospheric nitrogen and provide a  

significant amount of nitrogen in the soil. The purpose of this study was to isolate and identify the 

biochemical properties of indigenous Sinorhizobium meliloti bacteria in two regions of Iran, and 

also to detect the strains with higher efficiency, which have the potential to be used as  

bio-fertilizer.   

Materials   & Methods: In this cross- sectional study, bacteria were collected from alfalfa plants in 

areas around Qom and Khorasan Provinces. These bacteria were identified using nodulation test,  

as well as biochemical and molecular examinations. The growth curves of these isolates were 

drawn. The isolates with higher efficiency were identified by inoculation of bacteria into alfalfa 

seeds and comparison of the rate of plant growth.  

Results: The isolated bacteria did not show a same reaction in Lithmus milk medium. All bacteria 

were gelatinase-negative, and only a few strains were able to utilize starch of the media. Some 

bacteria were able to grow in the presence of hydrophobic compounds. S22K and S36k from 

Khorasan, S3Q and S12Q from Qom showed better effects on the growth of test plants in  

comparison to other isolates. 

Conclusion: The results of these research showed that some indigenous bacteria of S. meliloti are 

able to digest starch and were able to grow in the presence of SDS. Among the isolates, strains 

S3Q and S22K had the better potential for application as biological fertilizer. This research could 

be a step for the production of bio-fertilizers in our country.  

Keywords: Sinorhizobium meliloti, Alfalfa, Biochemical properties, Growth curve. 
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