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 حل فسفاتتوان همزيستي و  مطالعه

  Rhizobium leguminosarum bv. viciaeباكتريهاي 
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  چكيده
ابور در شرايط  جدايه ريزوبيوم لگومينوزارم بيوار ويسيه جدا شده از دو منطقه گرگان و نيش45كارآيي همزيستي و توان حل فسفات 
ها در محيط كشت جامد توانايي حل فسفات  نتايج حاصله نشان داد كه هيچكدام از جدايه. آزمايشگاهي مورد بررسي قرار گرفتند

هاي ريزوبيوم توانايي حل  كليه جدايه. ها مشاهده شد معدني را نداشتند اما در محيط كشت مايع حل فسفات معدني در بين جدايه
هاي ريزوبيوم لگومينوزارم از نظر همزيستي تفاوت  نتايج حاصله از كارآيي همزيستي نشان داد كه جدايه. شان دادندفسفات آلي را ن

و  R65G هاي  جدايه. هاي گرگان و نيشابور مشاهده شد  درصد در بين جدايه500 تا 5كارآيي همزيستي بين . معني داري داشتند
R59G از منطقه گرگان و R30Nبا توجه به نتايج توان حل فسفات . شابور بالاترين كارآيي همزيستي را نشان دادند از منطقه ني

هاي برتر در   بعنوان جدايه R59G وR65G ،R30Nهاي  معدني و آلي و همچنين با در نظر گرفتن كارآيي همزيستي،جدايه
  . اين آزمايش انتخاب شدند

 
  .راندمان همزيستي ، حلاليت فسفات، ريزوبيوم لگومينوزارم:كلمات كليدى

 
 
 

  مقدمه
ي نظير يهاولنيتروژن بعنوان عنصر اصلي در بيومولك

اسيدهاي نوكلئيك، مولكولهاي آدنوزين تري 
، (NAD)يدوت، نيكوتين آميد دي نوكلئ(ATP)فسفات
اگر چه . ها و در بسياري از تركيبات ديگر وجود دارد پروتئين

باشد اما  مي)  تن2× 1017(منبع مهم ذخيره نيتروژن در ليتوسفر 
 اين عنصر از مواد مادري هكند و آهست بدليل آزاد شدن بسيار

آن در مواد مادري، اين منبع مهم پايين و همچنين غلظت 
دومين . )11 (نقش اساسي را در تغذيه گياهان ايفا نمي كند

باشد كه  مي)  تن18 × 1015( اتمسفر ،اي نيتروژن  منبع ذخيره
 اين منبع عظيم .شود ا شامل ميكل نيتروژن ر% 7حدود 

 تقريبا در دسترس تمامي موجودات زنده وجود داردنيتروژن 

كه از از پروكاريوتها  محدودي اين منبع فقط براي تعدادولي 
. قابل استفاده استشود  آنها تحت عنوان ديازوتروفها ياد مي

توانايي تثبيت بيولوژيكي نيتروژن توسط پروكاريوتها مرهون 
 باشد نام نيتروژناز ميه بو مهمي زيم بسيار پيچيده وجود آن

)11(.  
  ميليارد6 بخشي از نياز نيتروژني جمعيت در حال حاضر

 كه شود ي تامين مييي كره زمين از طريق كودهاي شيميانفر
هاي شيميايي بر  متاسفانه اثرات سوء ناشي از مصرف كود

ر بالاي  بسياهخاك، محيط و آبهاي زيرزميني و همچنين هزين
بنابر اين . توليد آنها مشكلات متعددي را بوجود آورده است

مطالعه و بررسي توان تثبيت بيولوژيكي نيتروژن توسط 
دانشمندان قرار گرفته و علاقه مورد قبل پروكاريوتها از مدتها 
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تواند يكي از  نيتروژن ميادعا شده است كه تثبيت بيولوژيكي 
وژني بشر باشد و همچنين منابع اصلي تامين نيازهاي نيتر

همراه ه مشكلات ناشي از مصرف كودهاي شيميايي را نيز ب
يكي از  تثبيت بيولوژيكي نيتروژن كه معمولا. نخواهد داشت

 از دست رفته در بيلان ن جبران نيتروژ هاياصلي ترين روش
 روش آزادزي، همياري و همزيستي هباشد به س نيتروژن مي
 توسط وش همزيستي كه عمدتاًتثبيت به ر. گيرد صورت مي

 صورت بقولاتباكتريهاي جنس ريزوبيوم و گياهان جنس 
دار است و ميزان تثبيت رگيرد از اهميت ويژه اي بر خو مي

جهان  بيولوژيكي نيتروژن به روش همزيستي رادرسطح
  .)11 ( ميليون تن تعيين كرده اند90ساليانه

ري ترين  از ضرويكمانند نيتروژن ي فسفر ،از طرف ديگر
از . باشد و پر مصرف ترين عناصر غذايي مورد نياز گياهان مي

كه فسفر در ساختار بسياري از بيومولكولها نظير ي جاي آن
اسيد دزكسي ريبونوكلئيك، فسفوليپيدها و آدنوزين تري 

همچنين در فرآيند ذخيره و انتقال انرژي در گياهان  فسفات و
 مهمي براي تمامي دخالت دارد لذا اين عنصر نقش بسيار

ميزان كل فسفر در خاكها بسيار . كند اشكال حيات ايفا مي
 كيلو گرم در هكتار در خاكهاي 200متغير است و از گستره 

 كيلو گرم در خاكهاي حاصله از سنگهاي بازي 2000شني تا 
ميزان فسفر در محلول خاك معمولا بطور . كند تغيير مي

گاهي حتي كمتر از آن  وطبيعي يك ميلي گرم در كيلو گرم 
باشد كه نصف اين مقدار ممكن است از تجزيه مواد  نيز مي

فسفر كمبود . آلي يا تجزيه سلولهاي مرده حاصل شده باشد
. تواند تاثير بسيار زيادي در رشد و نمو گياه داشته باشد مي

هيدروليز فسفاتهاي آلي كه توسط آنزيم فسفاتاز صورت 
. دهد صر حياتي را افزايش ميگيرد قابليت جذب اين عن مي

هاي فسفاتاز را  گزارشات زيادي وجود دارد كه منشاء آنزيم
 و نقش باكتريهايي نظير ساشيا، )12  و 6 (دانند  ميميكروبي

ها و ريزوبيومها در توليد آنزيم  باسيلوس ها، سودوموناس
بنابر اين باكتريهاي ). 5 و 1( فسفاتاز اثبات شده است

   دو گانه بسيار مهم در تامين دو عنصر ريزوبيوم يك نقش
  

  . كنند حياتي، نيتروژن و فسفر ايفا مي
ت نيتروژن و يهدف از اين مطالعه بررسي توان كارآيي تثب

هاي  مطالعه توانايي حل فسفات معدني و آلي توسط جدايه
بومي ريزوبيوم لگومينوزارم بيوار ويسيه از دو منطقه گرگان و 

  . نيشابور بوده است
  

  هامواد و روش
  ها و جداسازي باكتريهاي ريزوبيوم جمع آوري گره

گياهان باقلا از مزارع زير هاي  ريشهاز  گره 350تعداد  
كشت اين گياه در دو منطقه نيشابور و گرگان جمع آوري 

 96 با الكل اتيليك )از هر دو منطقه(گره  105  سطح.شدند
وكلريت  ثانيه و سپس با محلول هيپ10-15درجه به مدت 

بمنظور .  دقيقه ضدعفوني شدند3-4 درصد به مدت 5سديم 
 مرتبه با 8ها  گره، هيپوكلريت سديمحذف اثرات باقيمانده 

 هرگره به درون يك سپس. آب مقطر استريل شستشو شدند
 200حاوي ) لوله اپندورف(لوله پلاستيكي درب دار 

اي  شيشه ميكروليتر آب مقطر استريل منتقل و توسط يك ميله
بر از هر سوسپانسيون گره يك لوپ . ه شدندل استريل كاملاً

 حاوي معرف كنگورد با روش YMA1 محيط كشتروي 
 روز در 4پس از رشد باكتريها به مدت . خطي كشت داده شد

 درجه سانتيگراد، يك كلني مشخص باكتريهاي 27دماي 
 كه معمولا حالت لعابي و بيرنگلگومينوزارم ريزوبيوم 

 هر كشت خالص باكتري از و سپس نتخاب گرديد، ادارند
  به منظور نگهداري طولاني مدت،. شدتهيهها  يك از نمونه

برروي سطح شيبدار حاوي محيط ي خالص شده يباكترها
YMA داخل لوله آزمايش  )  گرم در ليتر3( و كربنات كلسيم

پس از رشد كافي باكتري در   كشت داده شدندپوش داردر
هاي تهيه شده براي هر  نتيگراد، لوله درجه سا27دماي 

 درجه سانتيگراد نگهداري 4دماي و در باكتري، در يخچال 
  .شدند
  

                                                            
1- Yeast Manitol Agar  
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  آزمون تلقيح گياه ميزبان 
سويه جدا شده باكتريهاي  99آزمون تلقيح گياه ميزبان با 

براي . شدريزوبيوم بمنظور تاييد فرآيند خالص سازي انجام 
 100عداد سه ارلن ماير هاي جدا شده ت هر كدام از جدايه
) 13( محلول غذايي فاقد ازت ميلي ليتر 75ميلي ليتري حاوي 

پس از استريل كردن محيطهاي . تهيه شد  درصد1با آگار 
 بذور جوانه دار شده باقلا به درون ارلن منتقل و با يك كشت

جدا شده   هايسويههر يك از ميلي ليتر از سوسپانسيون 
 10000 شدت روشنايي رشد گياه،طي دوره در  .لقيح شدندت

و شبانه به  ساعت، دماي روزانه 14به مدتشمع لوكس 
  . )13(  درجه سانتيگراد انتخاب شد18 و 26ترتيب 

  
هاي ريزوبيوم در  جدايه آلي  توان حل فسفات معدني و

  محيط كشت جامد
هاي   براي ارزيابي توان حل فسفات معدني سويه

، و YMA، YGA1 ،YMGA2 محيط كشت 4ريزوبيومي از 
 YMA. استفاده گرديد )2/7 ( تنظيم شدهpH با (SP)محيط 

ست كه  ارايج ترين محيط كشت اختصاصي براي ريزوبيومها
با يك منبع ) K2HPO4 (در اين تحقيق منبع فسفر و پتاسيم

به مقدار ) Ca3(PO4)2(تري كلسيم فسفات فسفاتي نامحلول 
 (KCl) كلرور پتاسيم   گرم در ليتر و منبع پتاسيم بصورت5/2

 چهارمنبع كربن .  گرم در ليتر، جايگزين گرديد1/0به مقدار 
 50(ه ترتيب مانيتول، گلوكز و تركيب اين دو بمحيط كشت 

هاي  محيط. بودو گلوكز )  درصد مانيتول50+ درصد گلوكز 
 قسمت مساوي علامت 4هر ظرف به  استريل در كشت

ر سوسپانسيون هر يك  ميكروليت5هر قسمت با  و گذاري شد
 27ظروف پتري در دماي .  تكرار تلقيح گرديد4ها در از سويه

 روز 30 و 10درجه سانتيگراد نگهداري شدند و پس از مدت 
هاي اطراف آنها در هر تكرار اندازه  ها و قطر هاله قطر كلني
 .چهار تكرار براي هر سويه تعيين گرديدميانگين گيري و 

                                                            
1- Yeast Glucose Agar  
2- Yeast Manitol Glucose Agar 

) IHP-Sperber) 11  ز محيط كشت براي آزمون فسفر آلي ا
منبع فسفر آلي در .  استفاده شد2/7 تنظيم شده روي pHبا 

 گرم 5/2اين محيط كشت، اينوزيتول هگزافسفات به مقدار 
  . انتخاب شدCa3(PO4)2در ليتر به جاي 

  
هاي ريزوبيوم در محيط  جدايهتوان حل فسفات معدني 

  كشت مايع
 15اي فوق انتخاب و در ه  جدايه از بين جدايه10تعداد 
بمدت سه روز  محيط كشت مايع حاوي فسفر مايع ميلي ليتر

. ندكشت شد با سه تكرار  درجه سانتيگراد27در دماي 
هاي آزمايش  در درون لولهسوسپانسيون باكتريهاي رشد يافته 

ميزان فسفر در .  دور در دقيقه سانتريفوژ شدند12000با 
 اسپكتروفتومتر در  كمك بهسوسپانسيون صاف شده باكتري

  . نانومتر تعيين شد882طول موج 
  

  كارآيي همزيستي مطالعه 
ريزوبيوم لگومينوزارم  سويه 45كارآيي همزيستي بررسي 

 گياهان باقلا واريته بركت در ظروف كشت بيوار ويسيه با
 اين آزمون در قالب ).13(انجام شد لئوناردو جار معروف به 

 45 به صورت فاكتوريل شامل يفطرح بلوكهاي كامل تصاد
در نيتروژن  ميلي گرم 70(سويه باكتري، يك تيمار نيتروژني 

 تكرار 4با ) بدون تلقيح و بدون نيتروژن( و تيمار شاهد  )ليتر
  .انجام گرفت

 2-4در اين آزمايش، از مخلوط مساوي شن سفيد با قطر 
ذرات . ميلي متر و پرليت براي تهيه بستر كشت استفاده شد

. لت ريز، مواد آلي با الك و شستشو جدا شدندي، سرس
نيز بكمك محلول اسيد كلريدريك شن هاي كربناتي  پوشش

هاي استفاده شده در  فتيله.  حذف شدند و نرمال شستشو2
و جارها با محلول هيپوكلريت سديم ضدعفوني تمام اجزاء 

ر جوانه دار شده وبذ. شدندتمامي جارها در اتوكلاو استريل 
يك هر از در هنگام كاشت با يك ميلي ليتر مايه تلقيح  باقلا
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شرايط نگهداري گياهان مشابه . شدندباكتري تلقيح هاي  سويه
، وزن خشك اندام هوايي پس از سه ماه.  بودآزمون تلقيح

هاي  كارآيي سيستم همزيستي براي سويه اندازه گيري و 
 :مختلف با استفاده از رابطه زير تعيين گرديد

100 ×SE= (wi-wu)/(wn-wu)  

SE = كارآيي سيستم همزيستي در هر سويه  
Wi =  وزن خشك اندام هوايي گياه تلقيح شده با سويه

  ريزوبيومي 
Wu = وزن خشك اندام هوايي گياه در تيمار شاهد  
Wn = وزن خشك اندام هوايي گياه در تيمار كود نيتروژن  

  
   وبحثنتايج

ها  ي ريزوبيوم از گره باكتريها105در اولين مرحله تعداد 
بخش از آزمايش، در پايان اين . جدا و خالص سازي شدند

بودند از آزمايش به آلودگي مشكوك كه  جدايه 6هاي  كلني
 جدايه از منطقه 42(  جدايه ديگر99تعداد . حذف شدند

براي مرحله بعد انتخاب )  جدايه از منطقه نيشابور57گرگان و 

اسازي باكتريهاي ريزوبيوم از تاييد نهايي فرايند جد. شدند
ها معمولا با آزمون آلوده سازي گياه ميزبان صورت  گره
بركت بعنوان گياه واريته براي انجام اين آزمون از . گيرد مي

تشكيل و ظهور گره در گياهان ميزبان . ميزبان استفاده گرديد
ها پس از گذشت يك د وره  پس از تلقيح با هريك از سويه

 سويه جدا 99از . بررسي و مطالعه قرار گرفتند روزه مورد 21
اين .  سويه تاييد شدند79هاي گياه ميزبان تعداد  شده از گره

ها بدون استثناء در هر سه تكرار گياهان ميزبان توليد  سويه
 25( جدايه 45هاي تاييد شده،   از بين جدايه.گره كردند

 كارايي براي آزمون ) جدايه از گرگان20جدايه از نيشابور و 
هاي  جدايه. انتخاب گرديدندو توانايي حل فسفات همزيستي 

ها از  بقيه جدايه.  مشخص شده اند1انتخاب شده در جدول 
 جدايه انتخاب شده سبب 45كليه . آزمايش حذف شدند

اگر چه . رشد خوب در هر سه تكرار گياه ميزبان شده بودند
ن بمنظور در اين مرحله هدف اصلي گره دار شدن گياه ميزبا

 . تاييد باكتريهاي ريزوبيوم بوده است
  

  
ريزوبيوم لگومينوزارم بيوار ويسيه از مناطق نيشابور و هاي جدا شده  سويه 99 با )واريته بركت( باقلا آزمون تلقيح گياه ميزبان نتايج   :1جدول 

  گرگان با سه تكرار
  جدايه هاي  Iتكرار IIتكرار  IIIتكرار  رشد گياه

  گرگان
  شماره  هاي نيشابور جدايه  Iتكرار IIتكرار  IIIتكرار  رشد گياه  شماره

 R1N ۱  -  -  -  ضعيف R4G 1  -  -  -  ضعيف

 R2N ۲  -  -  -  ضعيف R5G 2  -  -  -  ضعيف

 R3N ۳  -  -  -  ضعيف R6G 3  -  -  -  ضعيف

 R7N ۴  -  -  -  ضعيف R46G 4  +  +  +  متوسط

 R8N ۵  -  -  -  ضعيف R47G 5  +  +  +  متوسط

 R9N ۶  -  -  -  ضعيف R48G 6  +  +  +  متوسط

 R10N ۷  -  -  -  ضعيف R49G 7  +  +  +  متوسط

 R11N ۸  -  -  -  ضعيف R50G 8  +  +  +  خوب

 R12N ۹  -  -  -  ضعيف R51G 9  +  +  +  متوسط

 R13N ۱۰  -  -  -  ضعيف R52G 10  +  +  +  متوسط

 R14N ۱۱  -  -  -  ضعيف R53G 11  +  +  +  متوسط

 R15N ۱۲  -  -  -  ضعيف R54G 12  +  +  +  خوب
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  جدايه هاي  Iتكرار IIتكرار  IIIتكرار  رشد گياه
  گرگان

  شماره  هاي نيشابور جدايه  Iتكرار IIتكرار  IIIتكرار  رشد گياه  شماره

 R16N ۱۳  -  -  -  ضعيف R55G 13  +  +  +  متوسط

 R17N ۱۴  -  -  -  ضعيف R56G 14  -  -  -  ضعيف

 R18N ۱۵  -  -  -  ضعيف R57G 15  +  +  +  خوب

 R19N ۱۶  -  -  -  ضعيف R59G 16  +  +  +  خوب

 R20N ۱۷  +  +  -  متوسط R60G 17  +  +  +  خوب

 R21N ۱۸  +  +  +  خوب R61G 18  +  +  +  متوسط

 R22N ۱۹  +  +  +  خوب R62G 19  +  +  +  متوسط

 R23N ۲۰  +  +  +  خوب R63G 20  +  +  +  خوب

 R24N ۲۱  +  +  +  خوب R64G 21  +  +  +  خوب

 R25N ۲۲  +  +  +  خوب R65G 22  +  +  +  خوب

 R26N ۲۳  +  +  +  متوسط R66G 23  +  +  +  خوب

 R27 N 24  +  +  +  خوب R67G 24  +  +  +  خوب

 R28 N 25  +  +  +  خوب R68G 25  +  +  +  خوب

 R29N 26  +  +  +  خوب R69G 26  +  +  +  خوب

 R30N 27  +  +  +  خوب R70G 27  +  +  +  متوسط

 R31N 28  +  +  + متوسط R71G 28  +  +  + متوسط

 R32N 29  +  +  + خوب R72G 29  +  +  + متوسط

 R33N 30  +  +  + خوب R73G 30  +  +  + خوب

 R34N 31  +  +  - متوسط R74G 31  +  +  + متوسط

 R35N 32  +  +  + خوب R76G 32  +  +  + خوب

 R36N 33  +  +  + خوب R77G 33  +  +  + خوب

 R37N 34  +  +  + متوسط R78G 34  +  +  + متوسط

 R38N 35  +  +  + متوسط R79G 35  +  +  + متوسط

 R39N 36  +  +  + متوسط R80G 36  +  +  - متوسط

 R40N 37  +  +  + خوب R81G 37  +  +  + خوب

 R41N 38  +  +  + خوب R82G 38  +  +  + متوسط

 R42N 39  +  +  + خوب R83G 39  +  +  + خوب

 R43N 40  +  +  + خوب R84G 40  +  +  + خوب

 R44N 41  +  +  + خوب R85G 41  +  +  + خوب

 R45N 42  +  +  + خوب R102G 42  +  +  + خوب

 R58N 43  +  +  + خوب          

 R75N 44  +  +  + متوسط          

 R87 N 45  +  +  + خوب          

 R89 N 46  +  +  + متوسط          

 R90 N 47  +  +  + خوب          

 R91N 48  +  +  + متوسط          
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  جدايه هاي  Iتكرار IIتكرار  IIIتكرار  رشد گياه
  گرگان

  شماره  هاي نيشابور جدايه  Iتكرار IIتكرار  IIIتكرار  رشد گياه  شماره

 R93N 49  +  -  -  متوسط          

 R94N 50  +  +  - متوسط          

 R95 N 51  +  +  + خوب          

 R98N 52  +  +  + خوب          

 R99N 53  +  +  +  خوب          

 R100N 54  +  +  -  متوسط          

 R101N 55  +  +  -  متوسط          

 R104N 56  +  +  +  خوب          

 R105N 57  +  +  +  متوسط          

  باشد  هاي انتخاب شده براي آزمون توان همزيستي و حل فسفات مي شماره جدايه هايي كه پررنگ شده، جدايه
  

نتايج حاصله از آزمون توانايي حل فسفات معدني و آلي 
 جدايه ريزوبيوم لگومينوزارم جدا شده از منطقه 25در بين 

 هيچكدام  جدايه از منطقه گرگان نشان داد كه20نيشابور و 
هاي گرگان يا نيشابور توانايي حل فسفات معدني را  از جدايه

بعبارت ديگر هيچگونه هاله اي . در شرايط آزمايش نداشتند
هاي باكتريهاي ريزوبيوم كه بر روي محيط  در اطراف كلني

 رشد (SP)اسپربر، و محيط YMA ،YGA ،YMGAكشتهاي 
زمهاي انحلال مكاني). 2جدول (داده شده بودند مشاهده نشد 

فسفاتهاي معدني توسط باكتريها مورد مطالعه قرار گرفته 
توليد اسيدهاي آلي توسط باكتريها از جمله باكتريهاي . است

  ).10(ريزوبيوم اثبات شده است 
معمول ترين اسيد آلي توليد شده توسط اغلب باكتريها 
اسيد گلو كونيك است كه بعنوان مهمترين عامل در انحلال 

اي معدني شناخته شده است و باكتريهاي ريزوبيوم هم فسفاته
اما در اين آزمايش ). 2(باشند  توانايي توليد آن را دارا مي

ها در شرايط آزمايش توانايي حل فسفات  هيچكدام از جدايه
قطر . معدني را بر روي محيط كشت جامد نشان ندادند

 بيشترين YMAهاي گرگان در محيط كشت  هاي جدايه كلني
. بر روي محيط كشت اسپربر كمترين مقدار را داشتندو 

نيز نتايج كاملا مشابهي را در رابطه با مقايسه ) 2(عليخاني 
 و اسپربر گزارش YMAها در دو محيط كشت  رشد كلني

 YGAها در محيطهاي كشت  ميانگين قطر كلني. كرده است
روند كلي تغييرات قطر .  تقريبا مشابه بودندYMGAو 

هاي  هاي منطقه نيشابور مشابه جدايه ر بين جدايهها د كلني
هاي نيشابور در محيط  گرگان بود با اين تفاوت كه جدايه

بطور كلي .  بيشترين قطر كلني را دارا نبودندYMAكشت 
 معمولاً محيط كشت عمومي براي اكثر YMAمحيط كشت 

رسد كه قند مانيتول  باشد و بنظر مي باكتريهاي ريزوبيوم مي
 يك منبع كربني براي مطالعه توانايي حل فسفات بعنوان

مناسب نباشد زيرا باكتريها با مصرف آن توليد پلي 
ساكاريدهاي خارج سلولي زيادي ميكنند كه اين امر ممكن 

كليه . ها گردد است مانع تشخيص هاله اطراف كلني
هاي ريزوبيوم لگومينوزرام بيوار ويسيه توانايي حل  جدايه

يعني زماني كه هگزا ). 2جدول (شتند فسفات آلي را دا
ها  اينوزيتول فسفات بعنوان يك منبع فسفر آلي براي جدايه

نسبت قطر . ها تشكيل شد انتخاب گرديد هاله در اطراف كلني
نكته جالب .  ميليمتر متغير بود85/1 تا 21/1هاله به كلني از 

توجه ديگر اين است كه ميانگين قطر هاله به كلني براي 
. بودند) 42/1(هاي گرگان و نيشابور تقريبا مساوي  جدايه

معمولا انحلال فسفاتهاي آلي يا معدني شدن فسفر آلي غالبا 
شوند  توسط آنزيمهاي فسفاتاز كه فسفوهيدرولازها ناميده مي

هاي  نشان داد كه جدايه) 1(عبد االله ). 8(گيرد  انجام مي
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يد هر دو نوع ريزوبيوم لگومينوزارم بيوار ويسيه توانايي تول
البته توليد . باشند آنزيم فسفاتاز اسيدي و قليايي را دارا مي

هاي باكتريهاي ريزوبيوم كه عامل  اسيدهاي آلي توسط جدايه
  طـوســت روند  يـاصلي در انحلال فسفاتهاي معدني بشمار م

  
ريزوبيوم لگومينوزارم بيوار هاي جدا شده  سويه 45 )ميليمترنسبت هاله به كلني به (توانايي حل فسفات معدني و آلي آزمون نتايج     :2جدول 
   گرگان و نيشابور  در انتهاي شماره   مربوط به نقطهN و C، حروف ويسيه 

HIP- SP SP YMGA YGA  YMA  جدايه  HIP-SP SP YMGA YGA  YMA  جدايه  
55/1  8/0 14/0 12/0 11/0  R30N 44/1 * 9/0  14/0  11/0  11/0 * R65G 

57/1  8/0 13/0 11/0 11/0  R44N 44/1  11/014/0  14/0  11/0  R59G 

57/1  8/0 13/0 14/0 15/0  R58N 57/1  9/0  13/0  13/0  14/0  R64G 

46/1  9/0 13/0 14/0 11/0  R32N 69/1  8/0  14/0  13/0  14/0  R67G 

55/1  8/0 13/0 12/0 12/0  R22N 47/1  8/0  13/0  13/0  10/0  R84G 

57/1  8/0 13/0 12/0 10/0  R28N 85/1  7/0  11/0  13/0  13/0  R66G 

14/1  11/0 14/0 14/0 13/0  R35N 47/1  9/0  14/0  14/0  15/0  R57G 

47/1  8/0 13/0 14/0 14/0  R41N 25/1  11/015/0  13/0  12/0  R63G 

46/1  9/0 15/0 14/0 12/0  R24N 57/1  8/0  12/0  13/0  13/0  R85G 

84/1  9/0 14/0 14/0 12/0  R104N 36/1  8/0  13/0  13/0  14/0  R68G 

43/1  11/0 11/0 10/0 12/0  R25N 35/1  9/0  14/0  14/0  14/0  R73G 

43/1  10/0 14/0 14/0 11/0  R90N 33/1  8/0  14/0  13/0  13/0  R69G 

28/1  9/0 13/0 12/0 11/0  R42N 47/1  7/0  15/0  14/0  15/0  R54G 

25/1  11/0 14/0 13/0 12/0  R27N 44/1  8/0  13/0  13/0  11/0  R83G 

38/1  7/0 13/0 15/0 15/0  R45N 38/1  8/0  15/0  14/0  14/0  R50G 

38/1  7/0 12/0 11/0 11/0  R23N 29/1  9/0  13/0  13/0  12/0  R77G 

36/1  8/0 11/0 12/0 12/0  R99N 33/1  11/013/0  12/0  11/0  R60G 

33/1  7/0 12/0 11/0 11/0  R36N 29/1  10/013/0  14/0  13/0  R102G 

47/1  9/0 13/0 13/0 13/0  R43N 21/1  8/0  13/0  13/0  9/0  R81G 

31/1  10/0 14/0 13/0 11/0  R33N 47/1  9/0  14/0  12/0  13/0  R76G 

38/1  8/0 13/0 14/0 15/0  R95N        

21/1  7/0 12/0 11/0 9/0  R21N        

31/1  7/0 13/0 14/0 15/0  R98N        

43/1  9/0  12/0 10/0 11/0  R40N        

31/1  10/0 14/0 13/0 11/0  R29N           

42/1 1/14  2/13 5/13 75/8 43/1ميانگين 12 7/12  13 68/8   ميانگين 
   .هر عدد ميانگين چهار تكرار است *

  
گزارش ) 2(عليخاني ). 4(محققين زيادي گزارش شده است 

هاي باكتريهاي ريزوبيوم از نظر توان  كرده است كه جدايه
 گزارش كرده است او. حل فسفات آلي بسيار متنوع هستند

هاي ريزوبيوم لگومينوزارم   درصد از جدايه93 و 100كه 
 .بيوار تريفولي و ويسيه توانايي حل فسفات آلي را داشته اند
 10بمنظور بررسي كمي توانايي حل فسفات معدني تعداد 
هاي  جدايه ريزوبيوم لگومينوزارم بيوار ويسيه از بين جدايه
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در محيط كشت مايع حاوي فوق انتخاب و با سه تكرار و 
ميزان فسفر آزاد شده در . فسفات معدني رشد داده شدند

نتايج حاصله از . محيط پس از سه روز اندازه گيري شد
آزمايش نشان داد كه ميزان فسفر آزاد شده در سوسپانسيون 

 درصد معني دار بود 5باكتريها از نظر آماري در سطح 
زاد شده به ترتيب بيشترين و كمترين فسفر آ). 3جدول (

 R65Gجدايه . هاي گرگان و نيشابور بودند مربوط به جدايه
هاي  جدايه. بيشترين توانايي حل فسفات معدني را نشان داد

R63G و R59G از نظر توانايي حل فسفات اختلاف معني 
هيچگونه ارتباطي بين توانايي حل ). 1شكل (داري نداشتند 

حيط كشت مايع در فسفات آلي و حل فسفات معدني در م
گزارش كرده ) 2(البته عليخاني . ها مشاهده نشد بين جدايه

 توانايي حل فسفات معدني در محيط زاست كه نتايج حاصله ا
هاي ريزوبيومي كاملا با  كشت جامد و مايع بين جدايه

البته ذكر اين نكته ضروري است . يكديگر مطابقت داشته اند
تري كلسيم فسفات كه وي از محيط كشت اسپربر حاوي 

استفاده كرده است كه با محيط كشت استفاده شده در اين 
در آزمون توانايي حل فسفات معدني . آزمايش متفاوت است

 براي رشد باكتريهاي ريزوبيوم استفاده YEMاز محيط كشت 
  . شد

  
 جدايه 10 تجزيه واريانس توانايي حل فسفات معدني  :3جدول

  ،YMB1 ويسيه در محيط كشت مايع ريزوبيوم لگومينوزارم بيوار

 ميانگين مربعات درجه آزادي  منابع تغيير
567/280 9  سويه **
843/4 20  خطا

 (P<0.05) درصد 5/0معني دار در سطح 
  

 

                                                            
1- Yeast Manitol Broth 

 
هاي غلظت فسفر كل آزاد شده در   مقايسه ميانگين:1شكل 

 جدايه ريزوبيوم لگومينوزارم بيوار ويسيه در محيط 10سوسپانسيون 
  YMBكشت 
  

هاي  نتايج حاصله از مطالعه كارآيي همزيستي جدايه
ريزوبيوم لگومينوزارم بيوار ويسيه نشان داد كه اختلاف معني 

هاي ريزوبيوم از لحاظ راندمان تثبيت  داري بين جدايه
 تا 5كارآيي همزيستي از ). 5جدول(بيولوژيكي وجود دارد 

ابور و از هاي جدا شده از منطقه نيش  درصد در بين جدايه500
. هاي منطقه گرگان متغير بود  درصد در بين جدايه527 تا 5

اگر . بالاترين كارآيي همزيستي را نشان داد R65G جدايه 
اختلاف معني داري با هم R59G  و R30Nچه دو جدايه 

 بالاترين R65Gنداشتند اما اين دو جدايه بعد از جدايه 
البته با . ادند جدايه نشان د45كارآيي همزيستي را در بين 

توجه به اين نكته كه گياه ميزبان واريته بركت بوده است كه 
شود لذا اين نتايج  مدتهاست در منطقه گرگان كشت مي

در منطقه نيشابور واريته محلي باقلا كشت . توجيه منطقي دارد
بنابراين بنظر . شود كه كاملا با واريته بركت متفاوت است مي
 محلي باقلا منطقه نيشابور بعنوان رسد كه اگر از واريته مي

شد نتايج كاملا متفاوتي مورد انتظار  گياه ميزبان استفاده مي
  . بود

 
تجزيه واريانس راندمان همزيستي جدايه اي ريزوبيوم با : 5جدول

  گياه باقلا واريته بركت
  ميانگين مربعات  درجه آزادي  منابع تغيير

021/68835  44  سويه ** 
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14/116  135  خطا  
 (P < 0.05) درصد 5/0عني دار در سطح م

 
در مجموع با در نظر گرفتن كارآيي همزيستي جدايه و 

 از منطقه R65G,R59Gهاي  توانايي حل فسفات جدايه
 از منطقه R58Nو  R30N, R35Nهاي  گرگان و جدايه

نيشابور براي آزمون توانايي تثبيت بيولوژيكي در محيط 
قطعاً با توجه به . شود يخاك در شرايط گلخانه اي توصيه م

نتايج حاصل از اين آزمايش جدايه برتر براي هر منطقه را 
 .توان شناسايي كرد مي
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  هاي ريزوبيوم لگومينوزارم بيوار ويسيه جدا شده از دو منطقه نيشابور و گرگان  مقايسه ميانگين كارآيي همزيستي جدايه:2شكل 

  
 يسپاسگزار

 بدينوسيله از معاونت محترم پژوهشي دانشگاه فردوسي مشهد كه امكان انجام اين تحقيق را فراهم ساختند و 
همچنين از پرسنل محترم آزمايشگاه بيولوژي خاك دانشكده كشاورزي كرج بخاطر مساعدت فراوان در تمامي 

  . كنيم مراحل آزمايش تشكر مي
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Abstract 
 

Symbiotic and phosphate solubility efficiency of 45 isolates of Rhizobium 
leguminosarum b.v. viciae isolated from Gorgan and Nyshabour were investigated in 
the laboratory conditions. The results showed that all isolates did not have the ability 
of inorganic phosphate solubility in solid media but they showed it in liquid media. 
All isolates had the ability of organic phosphate solubility. Isolates of R. 
leguminosarum biovar viciae had different symbiotic efficiency and it ranged from 5 
to 500 % among them. Isolates R65G and R59G isolated from Grogan and R30N 
isolated from Nyshabour showed the most symbiotic efficiency. Regarding the 
results of organic and inorganic phosphate solubility and symbiotic efficiency, 
isolates of R65G, R59G and R30N were selected as superior ones in this experiment.  
 
Key words: Rhizobium leguminosarum, phosphate solubility, symbiotic efficiency. 
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