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   Sinorhizobium meliloti هاي بوميه جدايارزيابي مقاومت به شوري و خشكي
  استان كرمان

 
  5 و مهدي سرچشمه پور4،  عليرضا آستارايي3، غلامحسين حق نيا2، امير لكزيان1محبوبه ابوالحسني زراعتكار

  چكيده
 ريزوبيـوم و در نتيجـه       -هاي ريزوبيومي بومي مقاوم به شوري و خشكي تـاثير مثبتـي در همزيـستي لگـوم                     لگومينه با جدايه   تلقيح گياهان 

 82 منطقه در استان كرمان      34هاي سينوريزوبيومي مقاوم به شوري و خشكي از           به منظور شناسايي جدايه   . افزايش رشد و عملكرد گياه دارد     
 جدايـه متفـاوت بـر اسـاس رشـد در            24 جدايه   49از  .  جدايه انتخاب شد   49زايي     شدند و پس از آزمون گره      سازي  جدايه جداسازي و خالص   

 از محـيط     جدايـه  24 تحمل به شـوري و خـشكي         به منظور مطالعه  . محيط كشت جامد حاوي غلظتهاي متفاوت كلريد سديم انتخاب شدند         
 بـه صـورت     هـا   ايـن آزمـايش   . اسـتفاده شـد   ) 6000گليكول       اتيلن    پلي( سطح خشكي    8و  ) كلريد سديم ( سطح شوري    8 با   TY  مايع كشت

هاي سينوريزوبيوم از نظر مقاومت به  نتايج بدست آمده نشان داد كه بين جدايه. فاكتوريل در قالب طرح كاملا تصادفي با سه تكرار انجام شد   
در . بندي شدند   حساس و حساس به شوري و خشكي گروه         يمه  ها در سه گروه مقاوم، ن       داري وجود دارد و جدايه      شوري و خشكي تفاوت معني    

 باكتريهاي سينوريزوبيوم، بر مقاومت باكتري در برابر شـرايط تـنش آبـي    اي برون ياخته ساكاريد     به منظور بررسي تاثير ميزان پلي      آزموني كه 
ساكاريد بيشتري نسبت به جدايـه حـساس    ابر پلي برS36K (57( برابر و جدايه مقاوم 63) S27K( جدايه مقاوم انجام گرفت مشاهده شد كه 

)S56K (       توليد كردند و جدايه نيمه حساس)S109K ( با توجه .ساكاريد توليد كرده است تنها سه برابر جدايه حساس به شوري و خشكي پلي 
هـا در انجـام فراينـد تثبيـت           يي جدايـه  و با در نظر گرفتن توانا      اي  برون ياخته  ساكاريد  به نتايج مقاومت به شوري و خشكي، ميزان توليد پلي         

  . شدندمعرفي  و مقاوم به شوري و خشكيهاي برتر  به عنوان جدايهS36K و  S27Kنيتروژن، دو جدايه سينوريزوبيوم
  

  اي ساكاريد برون ياخته سينوريزوبيوم مليلوتي، يونجه، خشكي، شوري، پلي :هاي كليدي واژه

  مقدمه
آب و شوري منابع آب و نقاط كره زمين كمبود      در اكثر 

 ومهمترين عوامل محدود كننده رشد گياهان     له  خاك از جم  
ــد محــصولات  ــي تولي ــشمار م ــشاورزي ب ــد  ك ــر.رون  در اكث

، كمبــود نيتــروژن قابــل اســتفاده بــرايايــن منــاطقخاكهــاي 
ــاني، ــطح جه ــود را در س ــن كمب ــود دارد و اي ــان وج گياه

از. كودهـاي شـيميايي جبـران نمـود       توان تنها با مصرف       نمي
ــسيار ــروژن ب ــستي نيت ــت زي ــد تثبي ــتفاده از فراين ــي اس طرف

 و15، 8، 5(كارآمدتر و مطلوبتر از كودهاي شـيميايي اسـت
جـويي در مـصرف كودهـاي  صـرفه اهميت اين فراينـد     ). 17

 نيــاز گيــاه و در نتيجــهمتناســب بــا نيتــروژن تــامين، شــيميايي

 همچنـين مـصرف بـيش از حـد.اسـت  عملكرد گياه    افزايش
ــيميايي    ــاي ش ــرخلاف كوده ــستي ب ــاي زي ــشكلاتكوده م

بـه دنبـالاز سـوي ديگـر      . كننـد    ايجـاد نمـي    زيست محيطـي  
 خـاك از نظـر نيتـروژن قابـل جـذبلگومينهكاشت گياهان   

 نيزبعدي براي كاشت گياهان  اثرات باقيمانده آن   غني شده و  
ريـزي  ر برنامـه  امـروزه د  ). 17 و   15،  8،  5(مفيد خواهـد بـود      

ــدار ا   ــشاورزي پاي ــستمهاي ك ــراي سي ــوعب ــن ن ــتفاده از اي س
  .شود  اساسي تلقي ميهمزيستي يك ضرورت

تـوان هـاي ريزوبيـوم و      تنشهاي محيطي بـر تعـداد جدايـه       
مختلفي از نژادهاي). 3(دارند   زيستي نيتروژن تاثير منفي    تثبيت

يزباند كه تاثير آنها برم نباكتري ريزوبيوم درخاك وجود دار    

 دانشگاه شهيد باهنر كرمان 5 هيئت علمي دانشكده كشاورزي دانشگاه فردوسي مشهد وايعضا4 و2،3-كارشناسي ارشد دانشگاه فردوسي مشهدق سابدانشجوي-1



  هاي بومي  ارزيابي مقاومت به شوري و خشكي جدايه       2

 
 
 
  

از نظر تثبيـت زيـستي نيتـروژن و مقابلـه بـا تنـشهاي محيطـي
ــرين كودهــاي). 13(يكــسان نيــست  ــه بهت ــه دســتيابي ب لازم

هـاي هـر منطقـه و اكولـوژي  ناسـايي دقيـق جدايـه      ش ،زيستي
هــاي ريزوبيــومي در نتيجــه جداســازي جدايــهزيــستي آنهــا، 

هـاي  اختصاصي هـر گونـه گيـاهي و سـازگاري ايـن جدايـه             
  ).10(باشد  ومي به شرايط اقليمي متفاوت ميريزوبي

ــد ــزان توليـ ــر ميـ ــشها بـ ــه تنـ ــرايط محيطـــي از جملـ شـ
هاي ريزوبيـومي تـاثير  جدايه اي  برون ياخته  ساكاريدهاي  پلي
 بـراي مقاومـت درهاي ريزوبيومي   ، به طوري كه جدايه    دارد
 بــرون ســاكاريد  ميــزان پلــي، شــرايط نامــساعد محيطــيبرابــر

ــه ــشتري  اي ياخت ــي بي ــد م ــد  تولي ــه). 2 و 1(كنن ــاي جداي ه
 ميـــزانريزوبيـــومي مقـــاوم بـــه تـــنش شـــوري و خـــشكي 

 بـــا افـــزايشكننـــد و ســـاكاريد بيـــشتري توليـــد مـــي پلـــي
شـرايط نامـساعد را تحمـل اي   ياختـه   بـرون ساكاريدهاي    پلي

از طرفــي ).2 و 1(دهنــد  نمــوده و بــه رشــد خــود ادامــه مــي 
بستگي بـه توانـاييهاي ريزوبيوم در خاك        جدايه ماندگاري
ها در اتصال بـه گيـاه ميزبـان و ايجـاد يـك رابطـه  اين جدايه 
برونساكاريدهاي     پلي  در اين ميان    دارد و  سودمندهمزيستي  

اي در تخصـصي شـدن ريزوبيومهـا در  اهميت ويـژه   اي  ياخته
).22 و   19(ها توسط گيـاه ميزبـان دارنـد           شناسايي اين جدايه  

ها در فرايند تـشخيص  جدايه اي برون ياخته ساكاريدهاي    پلي
برابر تنشهاي به عنوان محافظ در  همچنين ريزوبيوم و -لگوم  

).22 (كنند  محيطي نقش مهمي را براي سلول باكتري ايفا مي        
هـاي مقـاوم نـه تنهـا شـرايط تـنش شـوري و  جدايـه بنابراين

توانند تحمل كننـد بلكـه در ايجـاد رابطـه  خشكي را بهتر مي   
هـا   گياه ميزبـان نيـز مـوفقتر از سـاير جدايـه            همزيستي مفيد با  

 متعـددي كـه در منـاطق گـرم وآزمايشات كنند در   عمل مي 
ــه از ــي ك ــاده تلقيح ــت و از م ــه اس ــورت گرفت ــشك ص خ

هاي ريزوبيوم بومي مقاوم به شوري و خـشكي منطقـه  جدايه
هـا از كارآمـدي  ه بود مشاهده شد كه اين جدايـه       استفاده شد 

  .)17 و 16، 15 (اند بودهقابل توجهي برخوردار 
هـاي مختلـف سـينوريزوبيوم مليلـوتي از نظـر  بين جدايـه  

تفـاوت وجـود دارد اي  برون ياختـه   ساكاريد  ميزان توليد پلي  
اي بر روي مقاومت به شوري و خشكي تا كنون مطالعه). 20(

وتي در خاكهـاي اسـتان سـينوريزوبيوم مليل ـ    بومي هاي  جدايه

تلفي از شـوري و خـشكي مخ كرمان كه تحت تنش درجات    
بنـابراين تعيـين مناسـبترين. انجـام نگرفتـه اسـت     قرار دارنـد،    

هاي سينوريزوبيوم مليلـوتي همزيـست گيـاه يونجـه از  جدايه
تـوان نظر تحمل به خشكي و شوري حائز اهميت است و مـي     

هـاي ريزوبيـومي كارآمـد و سـازگار  آنها را به عنوان جدايـه     
 و شناســايي ايــني نمــودبــراي توليــد محــصول بيــشتر معرفــ

توانـد ها بعنوان گامي نخـست در مطالعـات بعـدي مـي           جدايه
  .مورد استفاده قرار گيرد

  ها مواد و روش
هاي سينوريزوبيوم با تنوع ژنتيكي به منظور انتخاب جدايه 

34 از بالا، با توجه به سطح زير كشت يونجه در استان كرمان
هـاي  ز خاك و ريشه   برداري ا   مزرعه مختلف اين استان نمونه    

 الكـلبـا  ثانيه   10ها به مدت      گره. گياه يونجه صورت گرفت   
 درصـد5ول هيپوكلريـت     محل با دقيقه   3 درصد و    96اتيليك  

 و چندين مرتبه بـا آب مقطـر سـترون شـستهضدعفوني شده 
 سوسپانسيون يكنواخت   داخل ها  سپس با له كردن گره    . شدند

 هـر گـره يـكصل از  حا  سوسپانسيون  از . تهيه شد  از باكتري 
حـاوي معـرف كنگـورد بـا TY١لوپ بر روي محيط كـشت       

 جدايـه115بـدين ترتيـب     . )17 (كشت داده شد  خطي  روش  
زايـي   پـس از آزمـون گـره      . سازي شـدند    جداسازي و خالص  

 روز30پس از گذشت     تاييد و     سينوريزوبيوم  جدايه 82 )15(
 كـه)رقـم بمـي يونجـه      (بر اساس وضعيت رشد گياه ميزبـان      

ها در انجام فرايند تثبيـت نيتـروژن         نشان دهنده توانايي جدايه   
 . انتخاب شدند براي مطالعه شوري و خشكي جدايه49، بود

 سـازي قبل از هر مرحله از آزمـايش ابتـدا عمـل يكـسان            
هـاي  جدايـه بدين ترتيب كه    . ها انجام شد    تعداد سلول جدايه  

 محـيطليتـري حـاوي    ميلـي 50دار  هـاي درب   لولهباكتري در   
ــاي TYكــشت ــاتور27، در دم ــانتيگراد در اينكوب  درجــه س

 سـاعت72و بـه مـدت   ) rpm( دور در دقيقـه    120چرخان بـا    
 در شـرايط سـترونهـا   جدايـه سوسپانـسيون   . رشد داده شدند  

شـدند و)  دقيقـه  5 دور در دقيقه به مـدت        12000(سانتريفوژ  
ها  سپس همه نمونه  . سه مرتبه با آب مقطر سترون شسته شدند       

با آب مقطر سترون به حجم اوليه برگردانـده شـدند و ميـزان
 نــانومتر600هــادر طــول مــوج  نمونــه) OD۲(چگــالي نــوري 

1. Trepton Yeast    2. Optical Density 
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گيري شد و در خاتمه بـا  توسط دستگاه اسپكتروفتومتر اندازه   
ODها را رقيق كرده و         نمونه ساير ODمبنا قرار دادن كمترين     

ي بـه مقـدار و بـه منظـور آزمايـشات بعـد    آنها يكسان شـدند   
  .ها برداشته شد يكسان از اين جدايه

ها پس از گذشت مدت زمـان  ميزان چگالي نوري جدايه   
ــا از رشــــد جدايــــه ســــاعت 72 و 60، 48، 36، 24، 12 هــ

 شـدمطالعـه هـاي متفـاوت        و منحني رشد جدايه    گيري  اندازه
 بـه صـورت فاكتوريـل در قالـب طـرحهـا   اين آزمـايش   ).6(

  .رار انجام شدكاملا تصادفي با سه تك
 ازهـا   تحمل بـه شـوري و خـشكي جدايـه     تعيين به منظور 
 بـا غلظتهـاي متفـاوت شـوريTY مايع    جامد و  محيط كشت 

مــولار  ميلــي650 و 600، 500، 400، 300، 200، 100، صــفر
 بـا سـطوح مختلـفTYكلريد سديم و محـيط كـشت مـايع

،804/373، 587/298، 362/203، صـــفرخـــشكي حـــاوي  
 گرم در ليتـر پلـي728/573 و   838/548،  101/496،  40/438

هـر دو نمـك پتانـسيلهاي. اسـتفاده شـد    6000 گليكول    اتيلن  
-2/3 و   -3،  -5/2،  -2،  -5/1،  -1،  -5/0،  صـفر يكسان برابـر    
ــدمگاپاســكال ــسيلهاي مختلــف شــوري از.  ايجــاد كردن پتان

و پتانـسيلهاي مختلـف خـشكي از) 21( وانـت هـوف      معادله
ــه ــوفمن  ميچــل و معادل  از آنجــا كــه.محاســبه شــد) 11(كئ

بـر و   زمـان  )كشت در محيط كـشت مـايع       (آزمايشهاي كمي 
كشت بـر روي (بر هستند، بر اساس نتايج آزمون كيفي        هزينه

 جدايـه از گروههـاي مختلـف بـراي24 )محيط كشت جامد  
 به اين منظـور هـر پتـري        .مراحل بعدي آزمون انتخاب شدند    
 نمــك كلريــد ســديم بــاديــش حــاوي محــيط كــشت داراي

10و هر قسمت با      مساوي تقسيم    به چهار بخش  غلظتهاي بالا   
هـا در چهـار تكـرار  سوسپانسيون هر يك از جدايه    ميكروليتر  

27ظروف پتـري داخـل اينكوبـاتور بـا دمـاي            . تلقيح گرديد 
 سـاعت72درجه سانتيگراد قرار داده شدند و بعد از گذشت          

د بررسـي و مقايـسه قـرار مـور  پرگنـه هـا از نظـر رشـد          جدايه
 سه گـروه حـساس،ها به  پايان اين قسمت جدايه  گرفتند و در  

 جدايـه از24 تعـداد    .بنـدي شـدند     نيمه حساس و مقاوم گروه    
ليتر محـيط كـشت   ميلي 25هاي فوق انتخاب و در        بين جدايه

 اتــيلن پلــي  و كلريــد ســديممــايع حــاوي غلظتهــاي متفــاوت 
 و48،  24 پـس از گذشـت     . رشـد داده شـدند     6000 گليكول

هــا جدايــه ميــزان چگــالي نــوري  از زمــان رشــد، ســاعت72
حساس، نيمـه حـساس و مقـاوم بـههاي    گيري و جدايه  اندازه

ها به طـور اين آزمايش ).18 ( انتخاب شدند  شوري و خشكي  
 به صورت فاكتوريل در قالب طرح كـاملا تـصادفي          جداگانه

سـهو   زمـان  جدايـه و سـه       24 سطح شوري يـا خـشكي،        8با
  .تكرار انجام شد

اي  بـرون ياختـه   ساكاريد    به منظور بررسي تاثير ميزان پلي     
باكتريهاي سينوريزوبيوم، بر مقاومت باكتري در برابر شرايط

دو جدايـه(چهار جدايه سينوريزوبيومي از مرحلـه قبـل          شور
)مقــاوم، يــك جدايــه نيمــه حــساس و يــك جدايــه حــساس

الب طرح كاملا تصادفي در سـهدر ق  اين مطالعه . انتخاب شد 
 حجم مـساوي از سوسپانـسيون هـر يـك از.انجام شد تكرار  
 ميلي ليتر محيط كـشت مـايع100 به ارلنهاي حاوي     ها  جدايه
YEM     مولار كلريـد سـديم انتقـال   ميلي 500 با غلظت شوري

 دور در دقيقـه120ارلنها به اينكوباتور چرخان با      . داده شدند 
پـس از گذشـت. يگراد منتقـل شـدند     درجه سـانت   27و دماي   

 دور در12000( ســاعت عمــل ســانتريفوژ 120مــدت زمــان 
انجـام)  درجـه سـانتيگراد    15 دقيقـه و دمـاي       10دقيقه، مدت   

 با الكل اتيليك مخلوط شد و4:1محلول رويي با نسبت     . شد
 محلول كلريد كلـسيم و1:2نشين شده با نسبت       هاي ته   جدايه

سـپس. ه محلول رويي اضافه شـدند   سولفات پتاسيم شسته و ب    
 قطره اسيد كلريدريك دو مولار نيز به محلول رويي اضافه4

-15 سـاعت در دمـاي       12بـه مـدت     (عمل سـرد كـردن      . شد
ها دوبـاره سـانتريفوژ  نمونه. صورت گرفت ) درجه سانتيگراد 

 درجــه15 دقيقــه و دمــاي 30 دور در دقيقــه، مــدت 28000(
ــ. شــدند) ســانتيگراد ــه شــمحلــول روي د و مــوادي دور ريخت

فـوقمحلول  . ليتر آب مقطر حل شد      ميلي 50نشين شده در      ته
 قطره اسـيد كلريـدريك دو6و    الكل اتيليك  5:1/1با نسبت

مولار به محلول اضافه شد و مرحله سرد كـردن و سـانتريفوژ
نشين شده خشك و توزين  تكرار شد و مواد ته    مجددا  كردن
  .)9(شدند 

   و بحثايجنت
هاي سينوريزوبيومي نـشان   تعيين منحني رشد جدايه    يجنتا
ــهداد ــن ك ــه اي ــاوت  جداي ــا يكــديگر تف ــر رشــد ب ــا از نظ ه

 نشان جدايه سينوريزوبيوم  49 منحني رشد . داري داشتند   معني
هــا پــس از  بيــشترين تفــاوت در ميــزان رشــد جدايــهداد كــه
 يعنــيدادههـا رخ    رشـد جدايـه  آغـاز  سـاعت از  48گذشـت
.شـت  نمـايي قـرار دا     ي  هـا در مرحلـه      شـد جدايـه    رزماني كه
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تـر  ها در فاز نمايي بسيار گوياتر و واضـح          اختلاف بين جدايه  
هــاي ســينوريزوبيوم بــر اســاس مقايــسه بنــابراين جدايــه. بــود

ميانگين ميزان چگالي نوري در اين زمان به چهار گروه كنـد
بنـدي  رشد، نيمه كند رشد، نيمه تند رشد و تنـد رشـد گـروه             

 سـاعت72 منحنـي رشـد هـر گـروه در مـدت زمـان        و ندشد
مطالعه منحني از   حاصلبر اساس نتايج     .)1شكل  (ترسيم شد   

ــوري(رشــد  ــشاهده شــد، 49) چگــالي ن ــه م از% 4/18  جداي
هـا در گـروه نيمـه  جدايه% 7/34ها در گروه تند رشد،        جدايه
%3/14كنـد رشـد و       هادر گروه نيمـه     جدايه% 6/32شد،  تند ر 
  .گروه كند رشد قرار گرفتندر آنها د

 سينوريزوبيوم در غلظتهـايهاي  جدايه ميزان رشد    مطالعه
نـشان داد كـه جامـد در محيط كـشت     كلريد سديم   متفاوت  

هاي سينوريزوبيوم بر روي محيط كشت جامد تـا  تمام جدايه 
.مولار كلريـد سـديم قـادر بـه رشـد بودنـد               ميلي 300غلظت  

هــاي لــيكن در غلظتهــاي زيــادتر كلريــد ســديم بــين جدايــه 
ــاوت وجــود داشــت  ســينوريزوبيوم  ــزان رشــد تف .از نظــر مي

مـولار كلريـد سـديم        ميلـي  400هـايي كـه در غلظـت          جدايه
هاي حساس به شوري و  در گروه جدايهشان متوقف شدرشد
مـولار   ميلـي  650هـايي كـه توانـسته بودنـد در غلظـت              جدايه

هاي مقـاوم  كلريد سديم به خوبي رشد كنند در گروه جدايه
هاي نيمه حـساس حـد ميانـه ايـن دو   و جدايه  داده شدند قرار
ازد كـه    ش ـ  بر اسـاس ايـن نتـايج مـشاهده          . قرار گرفتند گروه
ها در گـروه مقـاوم،  از جدايه % 5/22هاي انتخاب شده      جدايه

ا درآنهــ% 5/28هــا در گــروه نيمــه حــساس و  جدايــه% 0/49
بنابراين نتايج بدست آمده از ايـن. گروه حساس قرار گرفتند   

هاي  آزمون نشان داد كه تنش شوري اثر منفي بر رشد جدايه          
هـــاي مختلـــف   ســـينوريزوبيوم دارد و مقاومـــت جدايـــه   

ــاوت اســـت   ــوري متفـ ــنش شـ ــر تـ ــينوريزوبيوم در برابـ .سـ
اند كـه اكثـر ريزوبيومهـا در  گزارش كرده  پژوهشگران ديگر 

شود امـا برخـي از  مولار رشدشان متوقف مي      ميلي 80شوري  
ريزوبيوم ژاپونيكوم و سينوريزوبيوم مليلوتي هاي بردي  جدايه

يـزمـولار كلريـد سـديم را ن          ميلـي  500قادرند مقادير بيش از     
  ).14(تحمل كنند 
 سينوريزوبيوم در غلظتهـايهاي  جدايه ميزان رشد    مطالعه

طـور بـه  ( 6000كلريد سديم و پلـي اتـيلن گليكـول         متفاوت  
ــه ــايع  ) جداگان ــشت م ــيط ك ــشان دا در مح ــه دن ــه جداي ك

كـنش  سينوريزوبيومي، زمان، تنش شوري و خشكي و بـرهم        
ــر معنــي  ــين آنهــا اث ــزان چگــال ب ــر مي ــوري داري ب رشــد(ي ن

  ). 1جدول ( داشته است) ها جدايه

 بر اساس تغييرات هاي مختلف سينوريزوبيوم  منحني رشد گروه:1شكل
رشد در محيط كشت مايع   ساعت72 پس از گذشت )OD(چگالي نوري 

)YEM(  

  )طور جداگانه به ( در محيط كشت مايعPEG و NaCl نمك  هاي سينوريزوبيوم در غلظتهاي متفاوت دايهج د تجزيه واريانس آزمون كمي رش : 1جدول

 ميانگين مربعات
 )PEG(چگالي نوري  )NaCl(چگالي نوري  درجه آزادي منابع تغيير

5303/0 7 تنش * 1317/11 * 

3663/0 23 جدايه * 2202/5 * 

9923/1 2 زمان * 0416/44 * 

1489/0 161 تنش*جدايه  * 0955/0 * 

0103/0 46 زمان*جدايه  * 327/0 * 

3049/0 14 زمان* تنش  * 4487/1 * 

0049/0 322 زمان*تنش*جدايه  * 0503/0 * 

0048/0 1152 خطاي آزمايش  0072/0  

 .دار است  معني05/0در سطح  *
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متفـاوت كلريـدتاثير تنش شوري با استفاده از غلظتهـاي         
پلـي و خشكي با استفاده از غلظتهـاي متفـاوت نمـك             سديم

هـا مـورد بررسـي قـرار   بـر رشـد جدايـه      6000اتيلن گليكول   
هر دو نمك با افـزايش فـشار اسـمزي محـيط باعـث. گرفت

شـوند كـه خـود مـستلزم  ها مي   هايجاد تنش رطوبتي در جداي    
پلي اتيلن گليكول بـه. باشد  ها مي   تنظيم اسمزي توسط جدايه   

توانـد وارد آپوپلاسـت  نمي) 6000(دليل وزن مولكولي زياد     
، بلكـه ازگيـرد   فاصله مي گردد، بنابراين آب نه تنها از سلول

شـود و ايـن امـر باعـث  ديواره سلولي نيز دور نگه داشته مـي       
نمك شرايط بسيار مشابهي بـا خـاك نـسبت بـهشود اين     مي

شوند،  ساير مواد اسمزي كه به تدريج وارد ديواره سلولي مي         
ــد  ــه نحــوي). 23(ايجــاد كن تيمارهــاي شــوري و خــشكي ب

،-5،  0تقريبـا برابـر     (انتخاب شدند كه پتانسيل آبي يكـساني        
ايجاد كننـد و بطـور)  بار -32 و   -30،  -25،  -20،  -15،  -10

هـا  ميانگين رشد جدايـه   . كديگر قابل مقايسه باشند   منطقي با ي  
داري بـر   كه تنشهاي آبي اثـر معنـي       داددر تنشهاي آبي نشان     

كـاهش(ها داشته است و با افزايش غلظت نمكها   رشد جدايه 
بطوريكـه. ها كاهش يافته اسـت      رشد جدايه ) پتانسيل اسمزي 

%5/96ها با افزايش غلظت نمك در تنش شوري           رشد جدايه 
بـه. نسبت به شـاهد كـاهش يافـت       % 7/84در تنش خشكي    و  

شود كه تاثير منفـي كلريـد سـديم بـه  اين ترتيب مشاهده مي   
).3 و   2شـكل   ( بـود    6000مراتب بيشتر از پلي اتيلن گليكول       

 مقـادير زيـادباشـد و    مي نمك كلريد سديم     احتمالا دليل آن  
كلر و سديم اثرات سـمي بـر سيـستمهاي غـشايي و آنزيمـي

اما مولكولهـاي پلـي اتـيلن گليكـول بـا). 23(كنند    اد مي ايج
توانند از منافـذ ديـواره سـلولي عبـور وزن مولكولي زياد نمي 

شـوند و  كنند و به راحتي توسط موجودات زنده تجزيه نمـي
اگر چه در برخي مطالعات). 23(در بيشتر موارد سمي نيستند      

هگزارش شده كـه پلـي اتـيلن گليكـول در صـورت ورود ب ـ              
تواند اثرات سمي شديدي داشته باشد، بـه احتمـال  سلولها مي 

ــودن آن ناشــي از غلظــت زيــاد يونهــاي زيــاد دليــل ســمي ب
باشد كه در سنتز آن به كار رفته اسـت  آلومينيوم و منيزيم مي   

)23.(  
د كه اگـر چـه رشـد مشاهده ش3 و 2با توجه به شكلهاي  

يـك)  آبكاهش پتانـسيل  (ها با افزايش غلظت نمك        جدايه
500 و 400رونـــد كاهـــشي داشـــته اســـت امـــا در غلظـــت 

 گرم در ليتر پلي438مولار نمك كلريد سديم و غلظت      ميلي

) OD( ميانگين چگالي نوري يزان رشد بر اساس م مقايسه:2شكل
، NaCl  با استفاده از متفاوتهاي پتانسيلهاي سينوريزوبيوم در  جدايه

  داري ندارند هاي داراي حروف مشترك تفاوت معني ميانگين

هاي سينوريزوبيوم در جدايه) OD( مقايسه ميانگين چگالي نوري :3شكل
هاي داراي حروف مشترك ، ميانگينPEG  با استفاده از متفاوتهاي پتانسيل

  داري ندارند تفاوت معني

ها بطور ناگهاني افزايش پيدا كرده  اتيلن گليكول رشد جدايه   
است و در نتايج پژوهشگران ديگر نيز اين روند مشاهده شده

 فــوقايرسـد كــه در غلظته ـ  از ايـن رو بنظــر مـي  ). 5(اسـت  
مكانيسمهاي دفاعي سلول در برابر تنش قـدري فعـال شـده و
سلول براي ادامه حيات تمـام مكانيزمهـاي حفـاظتي خـود را

 تجمع سريعتر تركيباتاز جمله اين مكانيزمها   . گيرد  بكار مي 
اســيدآمينه در ســلولهاي ريزوبيــومي بــراي ايجــاد تعــادل در

 منجر به افـزايشساكاريد بيشتر است كه     و يا توليد پلي    سلول
ليكن از آنجا كـه ايـن. شود  ها در برابر تنش مي      تحمل جدايه 

شـوند كـه  با غلظتهاي بسيار زيـاد نمـك روبـرو مـي       ها  جدايه
علاوه بر ايجاد يك پتانسيل اسمزي بسيار منفي سـبب ايجـاد

  .روند سميت در سلول شده و در نهايت سلولها از بين مي
هـاي مختلـف در  دايـه  كـه ميـزان رشـد ج       دادنتايج نشان   

هـا در  تنش شوري و خشكي متفاوت است و برخي از جدايه         
ت بـهتوانند رشد بهتري نسب     شرايط تنش مقاومتر هستند و مي     



  هاي بومي  ارزيابي مقاومت به شوري و خشكي جدايه       6

0

0.05

0.1

0.15

0.2

0.25

0.3

0.35

0.4

0.45

S3
6K

S2
7K

S5
0K

S6
4K

S7
5K

S7
3K

S5
8K

S7
1K

S1
00

K

S6
6K

S2
5K

S1
09

K

S6
7K S4

K

S1
15

K

S8
8K

S7
7K

S2
4K

S6
2K

S1
00

K

S5
3K

S2
1K

S5
6K

S1
3K

جدايه ريزوبيومی

O
D

 (6
00

 n
m

)

a

b

bc c

d de de

ef

fg gh gh
i

gh
i

gh
ij

c

  m

   
lmkljk

lijk
lijk
l

ijk
l

ijk
l

hi
jk

hi
jk

l

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

S2
7K

S3
6K

S7
3K

S2
4K

S5
8K

S1
3K

S5
6K

S7
1K

S5
0K

S6
4K

S6
2K

S6
6K

S5
3K

S1
00

K

S2
5K

S1
09

K

S1
15

K

S7
7K

S8
8K S4
K

S7
5K

S2
1K

S6
7K

S1
00

K

جدايه ريزوبيومی

O
D

 (6
00

 n
m

)

a

b

c

d e e f fg fg fg fg gh gh gh gh gh gh hi ij ij k jk
lgh

   
k l

   
l

 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 وS27K دو جدايـه     ).5 و   4شكل  (ها داشته باشند      ساير جدايه 
S36K            و نمـك بيشترين رشـد را در غلظتهـاي متفـاوت هـر د

و در تنش خـشكي S36K در تنش شوري جدايه. نشان دادند
 دوشـوري در تـنش    . ند بيـشترين رشـد را داشـت       S27Kجدايه  

ــه  ــنش و  S56K و S13Kجداي ــشكيدر ت ــه خ S100K جداي

بنـابراين نتـايج بدسـت آمـده از .نشان دادند كمترين رشد را    
هــاي آزمـون بررســي مقاومـت بــه شــوري و خـشكي جدايــه
ري وسينوريزوبيوم نشان داد كه تنشهاي محيطي از جمله شو        

د ون ـهـاي سـينوريزوبيوم دار   خشكي اثر منفي بر رشد جدايـه  
هـاي مختلـف سـينوريزوبيوم در برابـر تـنش  مقاومت جدايـه  

نتايج حاصـل از آزمايـشات. شوري و خشكي متفاوت است    
هـاي  جدايـه ). 13 و   6(دهـد     ديگر نيز اين مطلب را نشان مـي       

زايشريزوبيومي مقاوم به تنشهاي آبي به احتمـال زيـاد بـا اف ـ            
، تجمع برخي از آنزيمهـا)1( اي  برون ياخته ساكاريدهاي    پلي

ــومي    ــداز در ســلولهاي ريزوبي ــزيم آمينوپيپت ــد آن و) 12(مانن
آمينـه گلوتامـات و بتـائين بـه منظــور تجمـع تركيبهـاي اسـيد   

، شــرايط)7(تعــديل فــشار اســمزي در ســلولهاي ريزوبيــومي 
  .دهند ينامساعد را تحمل نموده و به رشد خود ادامه م

در نهايت با توجه به نتايج بدست آمده از مقايسه ميانگين
هاي مختلـف سـينورريزوبيوم در  جدايه) رشد(چگالي نوري   

غلظتهاي متفاوت نمك كلريد سديم و پلي اتيلن گليكول در
 جدايه سينوريزوبيوم در سـه گـروه24 ساعت   72مدت زمان   

 توجـه بـهبـا . بندي شدند   مقاوم، نيمه حساس و حساس گروه     
نتايج روند رشد هر جدايـه در غلظتهـاي متفـاوت هـر نمـك
ــت ــت و در نهاي ــرار گرف ــي ق ــورد بررس ــه م ــور جداگان بط

هــايي بــه عنــوان مقــاوم تــشخيص داده شــدند كــه درجدايــه

هـا ت بـه بقيـه جدايـه      غلظتهاي زياد نمك نيز رشد بهتري نسب      
  .داشتند

ريزوبيومهاي سـينو    مقايسه نتايج مطالعه ميزان رشد جدايه     
ها به تنش شـوري و خـشكي نـشان داد كـه               جدايه مقاومتو  

هـا بـه  هـا و مقاومـت جدايـه         بين ميزان رشـد جدايـه      اي  رابطه
هـا در   برخـي جدايـه     بطوريكه شوري و خشكي وجود ندارد    

 اما وقتـي در شـرايطكردندمحيط بدون تنش به خوبي رشد       
ات بـه سـرعت تغييـر      نبودنـد  قادر   گرفتند قرار   خشك و شور  

ــا شــرايطي و بيوشــيميايي در خــود ايجــاد كــرده و آنزيمــ  ب
ــدا كننــدمحيطــي  ــين ســازگاري پي رفتنــد و و در نتيجــه از ب
  . بالعكس
هـاي سـينوريزوبيوم بـر اسـاس  بنـدي جدايـه      گـروه  نتايج

 كـه برخـي ازنـشان داد   مقاومت به تـنش شـوري و خـشكي        
 تنش خشكي نيز مقـاوم بودنـدهاي مقاوم به شوري در    جدايه

هـا در مقاومـت  كه به احتمال زياد پتانسيل ژنتيكي اين جدايه       
از طرفـي تـنش). 12(باشـد   به شوري و خـشكي يكـسان مـي     

كند كي به نحوي تنش آبي ايجاد مي شوري همانند تنش خش   
لذا اكثر ريزوبيومهايي كه تحمـل تنـشهاي شـوري را دارنـد،

تهقادر خواهند بود در تنش رطوبتي نيز فعاليـت مناسـبي داش ـ           
. وجود نداردها اين رابطه اما در مورد تمام جدايه). 12(باشند

هايي انتخاب شدند كـه در   بعدي، جدايه  براي انجام آزمايش  
هر سه آزمون از نظر مقاومت در برابر تنش خشكي و شوري

ها  ميزان رشد جدايه ودر يك گروه يكسان قرار گرفته باشند 
 S27Kبراين دو جدايـه  بنا.نيز در گزينش در نظر قرار گرفت

S56K و S109K جدايه   وهاي مقاوم     جدايه  به عنوان  S36Kو  

عنوان جدايه نيمه حساس و حساس بـه شـوري وبه ترتيب به

هاي مختلف  جدايه) OD( مقايسه ميانگين چگالي نوري :4شكل
شترك تفاوت هاي داراي حروف م ، ميانگينسينوريزوبيوم در تنش شوري

  داري ندارند معني

 هاي مختلف جدايه) OD( مقايسه ميانگين چگالي نوري :5شكل
هاي داراي حروف مشترك تفاوت  ، ميانگينسينوريزوبيوم در تنش خشكي

  داري ندارند معني
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  . خشكي انتخاب شدند
آوري شده از مناطق مختلف تفـاوت  هاي جمع   بين جدايه 

هـا   كه مقـاومترين جدايـه      مشاهده شد  داري وجود دارد    معني
)S27K و S36K(  ــور ــر ش ــاطق غي ــدايت از من ــه داراي ه  ك

نيمـه جـدا شـدند و جدايـه          بودنـد  dS/m 3الكتريكي حـدود    
 به ترتيباز مناطق شور  ) S56K ( حساس و) S109K (حساس

بنـابراين. انـد   جدا شـده   dS/m 6 و   7داراي هدايت الكتريكي    
هاي مقاوم به شوري الزاما در مناطق رسد كه جدايه   به نظر مي

هاي منطقه شور  و يا به عبارتي تمام جدايه      دشور وجود ندارن  
 پژوهـشگران ديگـر نيـز گـزارش.مقاومت به شـوري ندارنـد     

هاي مقاوم  اند كه منطقه جغرافيايي در پيدا كردن جدايه         كرده
  ). 4(به شوري نقشي ندارد 

اي بــرون ياختــه هايســاكاريد ي پلــمطالعــه ميــزان توليــد
 كـه بـيندادنـشان    شرايط شـور   سينوريزوبيوم در    هاي  جدايه
ريدها تفـاوتساكا  هاي سينوريزوبيوم از نظر توليد پلي       جدايه
 از مقايسه ميـانگيننتايج بدست آمده  . داري وجود دارد    معني

 كه دو جدايه سينوريزوريزوبيوم مقاوم بـه شـوري ونشان داد
ــي)S36K و S27K (خــشكي ــشترين پل ــد  بي ــاكاريد را تولي س

داري  ايـن نظـر تفـاوت معنـي     كردند و بين ايـن دو جدايـه از
هـاي  اما بين اين دو جدايه ريزوبيومي با جدايـه        . مشاهده نشد 

تفـاوت) S56K(و حساس   ) S109K(ريزوبيومي نيمه حساس    
گزارش شـده اسـت كـه ).6شكل  (داري وجود داشت      معني

شــــرايط محيطــــي از جملــــه تنــــشها بــــر ميــــزان توليــــد
يزوبيـومي مـوثرهاي ر   جدايه اي  برون ياخته  ساكاريدهاي  پلي

هاي ريزوبيومي در شرايط نامساعد است، به طوري كه جدايه
محيطـــي، بـــراي مقاومـــت در برابـــر ايـــن شـــرايط ميـــزان

).1(كننــد  بيــشتري توليــد مــي اي بــرون ياختــه ســاكاريد پلــي
ــين پژوهــشگران ديگــر گــزارش كــرده   ــين همچن ــد كــه ب ان

 توليـدهاي مختلف سينوريزوبيوم مليلوتي از نظر ميزان        جدايه
نتـايج). 20(تفـاوت وجـود دارد       اي  برون ياخته  ساكاريد  پلي

.بدست آمده از اين آزمون كـاملا بيـانگر ايـن مطلـب اسـت
S27K (63(شـود جدايـه مقـاوم         همان گونه كه مـشاهده مـي      

سـاكاريد بيـشتري   برابر پلـي   S36K (57(برابر و جدايه مقاوم     
دايـه نيمـهتوليد كردنـد و ج ) S56K(نسبت به جدايه حساس     

تنها سه برابر جدايـه حـساس بـه شـوري و) S109K(حساس  
بنـابراين). 6شـكل   (ساكاريد توليد كـرده اسـت         خشكي پلي 

ها براي زنده مانـدن  توان نتيجه گرفت كه برخي از جدايه        مي

سـاكاريد بيـشتري بـه سـطح  در شرايط نامساعد محيطي پلـي     
 بـا شـرايطها به اين طريـق      كنند و اين جدايه     سلول ترشح مي  
تواننـد مـدت   و مـي   كننـد   ي بيشتري پيدا مي   نامساعد سازگار 

هـا بـاقي  تري در اين شـرايط نـسبت بـه سـاير جدايـه              طولاني
  .بمانند

با بررسي كلي نتايج اين پژوهش مشاهده شد كه تنشهاي
هـاي سـينوريزوبيوم تـاثير منفـي  شوري و خشكي بـر جدايـه      

اومت در برابر تنشهاهاي مختلف از نظر مق       بين جدايه   و دارند
ــين مــشخص شــد كــه رابطــه .  وجــود داردتفــاوت اي همچن
هـا  ها با سرعت رشد جدايه      اي بين تحمل به تنش جدايه       رابطه

ها وجود نـدارد امـا بـين  و شوري خاك محل زندگي جدايه     
هـا رابطـه  سـاكاريد جدايـه     تحمل به تنش و ميزان ترشح پلـي       

 گـرفتن توانـايي    در مجموع بـا در نظـر      . مستقيم وجود داشت  
 بـهها   جدايه مقاومت تثبيت نيتروژن،  ا در انجام فرايند   ه  جدايه

دوهـا    جدايـه سـاكاريد   پلـي توليـد  ميـزان   وشوري و خشكي  
از منطقه كرمان به عنوان S36K و  S27Kجدايه سينوريزوبيوم

هاي برتر مقاوم به شوري و خشكي انتخاب شـدند كـه  جدايه
ي آنها در مزرعه و گلخانه موردبايد كارآيي تثبيت بيولوژيك   

  .مطالعه قرار گيرد

  قدرداني
،اونت پژوهشي دانشگاه فردوسي مـشهد     ه از مع  لوسي بدين

مركز بين المللي علوم و تكنولوژي پيشرفته و علوم محيطـي،
كليه پرسنل گروه خاكـشناسي و گلخانـه دانـشگاه فردوسـي

  .نماييم مشهد قدرداني مي

هاي  چهار جدايه اي برون ياختهساكاريد   مقايسه ميانگين پلي:6شكل
  NaClمولار   ميلي500 در غلظت  مليلوتي سينوريزوبيوم
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     Abstract 

Salinity and drought stress can significantly affect plant growth in arid and semi-arid regions. Legume 
- rhizobium symbiotic relationships can also be influenced by these limiting factors. It is well known 
that the host plant inoculation by native strains with high efficiency has a positive effect on plant yield 
and biological nitrogen fixation process. The main aim of this investigation was to evaluate the salinity 
and drought tolerance of 49 isolates of Sinorhizobium meliloti collected from Kerman province in 
southern Iran. Salinity and drought tolerance of all isolates were examined in liquid TY media 
containing 0, 100, 200, 300, 400, 500, 600 and 650 mM NaCl and 0, 203, 298, 373, 438, 496, 548 and 
573 g/L of Polyethylene glycol (PEG-6000), respectively. This experiment was carried out using a 
factorial arrangement in completely randomized design whith three replicants. The results showed that 
salinity and drought tolerance among isolates was significantly different. All isolates were grouped in 
three clusters: sensitive, semi-sensitive and tolerant based on their growth rate in TY media containing 
different concentrations of NaCl and PEG-6000. The results also showed that all tolerant isolates 
excreted more exopolysacharides compared to the sensitive and semi-sensitive ones. Based on salinity 
and drought experiments, two isolates of Sinorhizobium meliloti i.e.S27K and S36K were selected as 
superior in this expriment. 
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