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هاي   و انباشت متابوليتSinorhizobium تنش خشكي بر سيستم تثبيت نيتروژن باكتري تأثير

  يرقم بم) .Medicago sativa sp(سازگار در گياه يونجه 
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  چكيده

 ياختـه  تنش خشكي است كه موجب حفـظ آمـاس    گياه در برابرهاي كارآمد سازگاري هاي سازگار يكي از مكانيسم تنظيم اسمزي با انباشت متابوليت    
 نيتـروژن   برخوردارند، زيراريگي بومي باكتري بردبار در برابر خشكي از كارآمدي چشم      يها   شده با جدايه   زني  مايه  لگوم گياهان. شود  در شرايط كم آبي مي    

 بردبـار در برابـر   Sinorhizobiumهـاي      شناسايي جدايـه   براي. كند  ي كمك م  ي به تنظيم اسمز    احتمالاً يها در شرايط خشك      انباشت متابوليت   بر تأثيربا  
 در برابـر  هـا   جدايـه سي درجـه بردبـاري   بررسپس به منظور. سازي شدند  جدايه جداسازي و خالص80 در استان كرمان   گوناگونشرايط خشك، از مناطق     

 و حـساس بـه   بردبـار ها در دو گـروه    بررسي شد و جدايه   ) 6000گليكول      اتيلن  پلي( مگاپاسكال   -5/3، و   -2،  -1،  0هاي آبي     ، رشد آنها در پتانسيل    خشكي
 زنـي  مايـه  هاي استان كرمان بـراي   شده از خاكجداسازي)  و دو جدايه حساسبردباردو جدايه  (Sinorhizobium جدايه  4از  .  شدند بندي  خشكي گروه 
 فاكتوريل در قالب طرح كامل تصادفي در چهـار تكـرار در شـرايط          گونهآزمايش به   . در شرايط تنش خشكي در گلخانه استفاده شد       ) رقم بمي (گياه يونجه   

 خـشكي نـسبت بـه    بردبـار در برابـر   Sinorhizobiumهـاي    گياه يونجه بـا جدايـه   زني  مايه نتايج نشان داد كه در شرايط كمبود آب،          .گلخانه انجام شد  
 ميزان كـل    كاهنده در ريشه،   برگ، ميزان قندهاي      در  غلظت پرولين  داري فعاليت آنزيم نيتروژناز، وزن خشك اندام هوايي،          بطور معني   حساس، يها  جدايه

  .  را افزايش داد بخش هوايي و ريشه درنسبت پتاسيم به سديم و  اندام هواييهاي محلول در پروتئين
  

  ، پرولينكاهنده، قندهاي آنزيم نيتروژناز، يونجه، خشكي، Sinorhizobium :واژه هاي كليدي
  
     1   مقدمه

 مهمتـرين فاكتورهـاي محيطـي اسـت كـه           گروهتنش خشكي از    
باعث تغييرات مورفولوژي، فيزيولوژي و مولكولي گياه شـده و رشـد و             

يكي از عوامل كـاهش  . )9(سازد  يم را متأثر ي كشاورز كاركرد گياهان 
توان به كاهش دسترسـي گيـاه بـه            در شرايط كمبود آب را مي      كاركرد

هـاي گيـاه را       اگر چه خشكي بسياري از جنبـه      ). 3(نيتروژن نسبت داد    
دهد، اما حساسيت تثبيت نيتـروژن بـه كمبـود آب              قرار مي  تأثيرتحت  

تخليـه  ايي گياه تـا     شيمي  بيشتر است، زيرا بسياري از فرآيندهاي زيست      
 قــرار تــأثير درصــد رطوبــت قابــل اســتفاده خــاك تحــت 80 الــي 70

                                                            
  دانـشيار گـروه علـوم خـاك         و دانشجوي سـابق كارشناسـي ارشـد       به ترتيب    -2و1

    دانشگاه فردوسي مشهددانشكده كشاورزي،

 )Email: lakzian@ferdowsi.um.ac.ir       : نويسنده مسئول-(* 
   كرمان اسلامي دانشگاه آزاد،دانشجوي كارشناسي ارشد - 3 
 رفسنجان) عج(عصر   دانشگاه ولياستاديار -4 

 درصد از رطوبت قابل استفاده خـاك        50كه تخليه     گيرند، در حالي    نمي
 افزايش تـنش    ).24 و   19،  16(گردد    موجب كاهش تثبيت نيتروژن مي    

 بـاكتري، قـدرت     فراوانـي  تارهـاي كـشنده،      فراوانيآبي باعث كاهش    
و نفوذ باكتري به تارهاي كشنده، انتشار اكـسيژن از سـطح            چسبندگي  

گره به داخل و كاهش فعاليـت آنزيمـي شـده و در نتيجـه بـر تثبيـت                   
در مـورد علـت كـاهش    ). 19( دارد   منفـي  پيامـد نيتروژن و رشد گيـاه      

برخي علت  . تثبيت نيتروژن در اثر تنش آبي نظرات متفاوتي وجود دارد         
هاي    گره فراوانيكربوهيدراتها، كاهش   ساخت  آن را كاهش فتوسنتز و      

دانند، كه سبب     هاي اكسيژن در گره مي      ريشه و يا كاهش انتقال دهنده     
 كاهش فعاليت آنزيم نيتروژناز    بدنبال آن ها و      اكسيژن در گره   انباشتگي

  ). 6(شود  مي
هـاي    ي از تنش  گوناگون انواع   تأثير تحتدر چرخه زندگي، گياهان     

 مجبور به يكسري تغييرات     زنده ماندن ه براي   گيرند ك   محيطي قرار مي  
پاسخ گياهان و   ). 4(شوند     و آنزيمي مي   شيميايي   زيستهاي    در فعاليت 
هاي ريزوبيومي همزيست به كمبود آب بسيار پيچيـده اسـت و            باكتري
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پاسخ اوليه بـه  . دتواند شامل اثرات مخرب و يا تغييرات سازشي باش        مي
 لازم و ضـروري اسـت       در شرايط دشوار  كمبود آب در زنده ماندن گياه       

هــاي   تــنش آبــي در گياهــان و بــاكتريبردبــاري در برابــر). 17 و 4(
 محيطـي قـرار     - ژنتيكـي    گوناگون پارامترهاي   تأثير تحتهمزيست،  

هاي اصـلي گيـاه       تنظيم اسمزي به عنوان يكي از مكانيسم      ). 15(دارد  
كه   زماني. است در برابر تنش خشكي در نظر گرفته شده          بردباريبراي  
ــه ــرار مــي ياخت ــايين ق ــنش اســمزي پ ــرد، اســموليت  در ت ــا  گي هــا ي

هـاي   نوع متابوليـت  ). 18 (شوند  انباشته مي هاي سازگار در آن       متابوليت
 اســت، ايــن ي ناهماننــد گيــاهگونــاگونهــا و ارقــام  ســازگار در گونــه

، قنـدها  )پـرولين  ( گونـاگون  هاي سازگار شامل آمينواسيدهاي     متابوليت
هــاي  ، آمــين)مــانيتول و پنيتــول(هــا  اول ، پلــي)اروز و فروكتــانســاك(

) مـالات و سـيترات    ( اسـيدهاي آلـي       و )گلايسين و بتـائين   (چهارتايي  
ــي ــند م ــات كوچــك و دارا . باش ــن تركيب ــالا در ياي ــت ب  pH حلالي

گونه اثر    هيچ  بالا در ياخته   هاي  خنثي هستند و در غلظت    فيزيولوژيكي  
هـاي     ها در ياخته    اسموليت انباشتگي). 21 و   18(ندارند  زهري و زيانبار    

 گرديده و از اين رو سـبب         ياخته گياهي سبب كاهش پتانسيل اسمزي    
شوند كه براي ادامه برخـي از         ادامه و حفظ جذب آب و فشار تورگر مي        

ها و ادامـه رشـد لازم         فرآيندهاي فيزيولوژيك همچون باز بودن روزنه     
  ). 18(د باش مي

شـرايط  اي  ويـژه   بـا سـازوكارهاي  ش خـشكي گياهان هنگـام تـن   
كنند، با اين حـال كـاهش رشـد در آنهـا ديـده                 مي بردباريخشكي را   

 كاهش جذب عناصـر غـذايي بـه          از دلايل كاهش رشد،    يكي. شود  مي
و گياهـاني كـه داراي مقـادير كـافي          ) 3(ويژه نيتروژن و فسفر اسـت       

 نـشان   آبـي  تـنش    بردبـاري بيـشتري در برابـر      نيتروژن و فسفر باشند     
 تثبيت زيستي است و در       نيتروژن تأمين هاي  يكي از راه  ). 11(ند  ده  مي

 كافي در دسترس گياه قرار گيرد جـذب          كه نيتروژن به اندازه    شرايطي
هـاي    پـژوهش ). 26(يابـد     فسفر و ساير عناصـر غـذايي افـزايش مـي          

زنـي    مايـه   محيطـي  گوناگون نشان داده اسـت كـه در شـرايط دشـوار           
 تـأثير  پايدار به خشكي،   Sinorhizobium هاي بومي   ايهگياهان با جد  

 و ايـن گياهـان از رشـد و           ريزوبيوم داشته  -مثبتي در همزيستي لگوم     
تا  ).20 و   16 ( اند   بيشتري نسبت به ساير گياهان برخوردار بوده       كاركرد

 بـومي  هاي   گياه يونجه با جدايه    زني  مايه  بر روي  اي  كنون بررسي ويژه  
Sinorhizobium ان كرمان كه    است يدر خاكها   خشكي ردبار در برابر  ب
 قرار دارنـد، انجـام   ي و خشكي از شور  هاي گوناگوني   تحت تنش درجه  

تي  سينوريزوبيوم مليلـو هاي برتر  شناسايي سوش بنابراين  . نگرفته است 
 شـوري داراي   و   ي بـه خـشك    همزيست گياه يونجـه از نظـر بردبـاري        

 كارآمـد   ي ريزوبيوم يها  ن جدايه توان آنها را به عنوا      ياهميت است و م   
 بـه   هـا  نمود و استفاده از آن     ي توليد محصول بيشتر معرف    يو سازگار برا  

 كشاورزي  توان يك گام اساسي در بهبود       عنوان يك كود زيستي را مي     
 در واحـد سـطح، در       كاركرد ضمن افزايش    اين كار . اين منطقه دانست  

  .د سودمند باشده نيز مي توانجهت پايداري سيستمهاي زراعي منطق

  ها مواد و روش
 ـ  مزرعه استان كرمـان    34از    هكتـار،   33000ه وسـعت تقريبـي       ب
 10 هـا بـراي     گـره . هاي گياه يونجه گردآوري شد       گره از ريشه   يشمار

 5ريـت    دقيقـه بـا محلـول هيپوكل       3 درصد و    96ثانيه با الكل اتيليك     
. ند با آب مقطر سترون شـسته شـد        درصد گندزدايي شدند و چندين بار     

ليتـري گذاشـته شـد و            ميلـي  5/1كروتيـوپ    يـك مي   هر گره در درون   
 شد، با له كردن     روليتر آب مقطر سترون به آن افزوده       ميك 100 نزديك

از سوسپانـسيون   . بـاكتري آمـاده شـد     ها سوسپانسيون يكنواخـت       گره
  دارايTY1 از هر گره يك لـوپ بـر روي محـيط كـشت              بدست آمده 

 جدايـه   115 بدين گونـه  . شت داده شد   روش خطي ك   معرف كنگورد با  
 جدايـه   82زايـي     پـس از آزمـون گـره      . سازي شدند   جداسازي و خالص  
Sinorhizobium رشد گياه ميزبان كه نشان      ييد و بر پايه چگونگي     تأ 

 جدايـه   49ها در انجام فرايند تثبيت نيتروژن بود،          دهنده توانايي جدايه  
هاي گوناگوني    ها از راه    اين باكتري  . شدند  خشكي گزينش  براي مطالعه 

  .شوند كه يكي از آنها تثبيت نيتروژن است مايه افزايش رشد گياه مي
 يهـا  اختـه  سازي فراواني ي    پيش از هر گام از آزمايش كار يكسان       

 بـراي بررسـي تـوان بردبـاري       . انجام شـد  زني گياه     براي مايه  ها  جدايه
، و  -2،  -1 ،0هـاي آبـي        با پتانسيل  TYها از محيط كشت مايع        جدايه

 شـد   گيـري    بهـره  )6000گليكـول       اتـيلن   توسط پلي ( مگاپاسكال   -5/3
ليتر محيط كشت مايع رشد داده شدند، پس           ميلي 25ها در     جدايه). 12(

هــا   ســاعت ميـزان چگــالي نـوري جدايــه  72از گذشـت مــدت زمـان   
  گـزينش  خـشكي هاي حـساس و بردبـار در برابـر    گيري و جدايه  هانداز

  ).15(شدند 
بردبـار  Sinorhizobium   دو جدايهزني  مايهشرايط گلخانه از در 
ها بـه خـشكي در    ، بردبارترين جدايه)S27K, S36K (ي خشكدر برابر

 ي حساس به خشك   Sinorhizobium و دو جدايه     مرحله آزمايشگاهي، 
)S56K, S64K ( بر روي گياه يونجه)در سه سطح خشكي ) رقم بمي
 25 و   50،  100بـه ترتيـب     شاهد، خشكي متوسـط و خـشكي شـديد          (

در قالـب طـرح كامـل تـصادفي بـه           )  زراعـي  گنجايشدرصد رطوبت   
 04/0صورت فاكتوريل در چهار تكرار بر روي خاكي با نيتـروژن كـل              

بـا بافـت شـني      ) خـاك شـور   (زيمنس بر متر       دسي 2/7 يدرصد، شور 
 گيري  سنجي اندازه    خاك به روش وزن     زراعي گنجايش.  شد گيري  بهره
 ها  دار شده يونجه در گلدان      سترون و جوانه  هاي     دانه كاشتپس از   . شد

بـه   هـا  گلـدان ،  Sinorhizobiumهـاي     ليتر جدايه    يك ميلي  و افزودن 
گلخانه داراي سيستم گرمايي    .  گلخانه نگهداري شدند    در  روز 70مدت  

رطوبـت گلخانـه نيـز از راه تهويـه اتوماتيـك            . تهويه اتوماتيك بـود   و  
 ساعت روشنايي   16شرايط گلخانه   . شد  يم م  درون گلخانه تنظي   يفضا

 درجـه   20دمـاي   ( سـاعت تـاريكي      8و  ) گـراد    درجه سانتي  23دماي  (

                                                            
 1-Trepton Yeast 
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رطوبت گلدانها به مدت دو هفتـه       .  درصد بود  44و رطوبت   ) گراد  سانتي
.  مـستقر شـود     شد تا گياه كـاملاً     يزراعي نگهدار  گنجايش نزديكدر  

 بعـد از    يتنش خـشك   عدد كاهش يافت و      5ها به     سپس تعداد گياهچه  
  طـول دوره   در.  اعمـال شـد    ياستقرار كامل گياه بر اساس رطوبت وزن      

 زراعـي، در    گنجـايش  طوبت گلدانها در تيمار شاهد نزديك      ر  گياه رشد
 زراعـي و در     گنجـايش  درصد رطوبت    50تيمار خشكي متوسط در حد      

 زراعـي نگهـداري   گنجـايش  درصد رطوبـت  25 شديد نزديك   خشكي
 الكتريكـي حـدود     رساناييها با آب استريل داراي        دانآبياري گل . شدند

عناصـر مـورد نيـاز    ن دمنس بر متر انجام شد و براي برآورزي   دسي 5/0
در . )11( شـد  گيـري  بهـره ) بدون نيتروژن (FP1گياه از محلول غذايي   

 Bender and( پايان دوره آزمايش فعاليت آنزيم نيتروژنـاز بـه روش  
Rolfe (  ه ريـشه  د كاهن ـ، ميـزان قنـدهاي ) بـه روش Somogy & 

Nelson(    ميــزان غلظــت پــرولين بــرگ ،) بــه روشIrigoyen و 
بـه روش  ( بخـش هـوايي     هـاي محلـول      پروتئين  كل ميزان) همكاران
Lowry (       و مقدار سديم و پتاسيم گياه)   اي  نور سنجي شـعله   به روش (

  ). 7(گيري شد  اندازه
يتروژن بررسي   ن زيستي تثبيت   گيري   اندازه ها براي   مهمترين روش 

 و بررسـي ميـزان      15N2ميزان كاهش استيلن، استفاده از راديوايزوتوپ       
 اسـتيلن بـه اتـيلن شاخـصي         دگرگون شـدن  ). 22(باشند    رشد گياه مي  

 م نيتروژناز و ميزان تثبيت و كاهيده شدن       براي نشان دادن فعاليت آنزي    
ده هـاي تثبيـت كنن ـ      آنزيم نيتروژناز موجـود در گـره      . باشد  نيتروژن مي 

 و به آمونيـاك     لكترون به گاز نيتروژن آن را كاهيده      نيتروژن با انتقال ا   
 الكتـرون آزاد نيـاز      ، استيلن به اتيلن    دگرگوني  براي .مايدن   مي دگرگون

  لن دگرگون شود، هنگامي   گردد تا به اتي   لن كاهيده   است و بايستي استي   
لن  بـه اتـي     را  استيلن ، باشد و بتواند نيتروژن را تثبيت كند       كه گره موثر  

 دقيــق اتــيلن توســط دســتگاه كنــد و بــا انــدازه گيــري دگرگــون مــي
توان توانايي تثبيت كننـدگي نيتـروژن را نيـز            كروماتوگرافي گازي مي  

 در اين پـژوهش از دسـتگاه كرومـاتوگرافي گـازي            ).10(اندازه گرفت   
اي با سـتون       مجهز به آشكارساز يونيزاسيون شعله     A16شيمادزو مدل   

گيـري    گيري تثبيت نيتروژن بهـره      براي اندازه  لوميناي فعال پر شده با آ   
پـوش    دار قرار داده و بـا درب        هاي درب   يك گياه يونجه درون لوله    . شد

سپس بـا سـرنگ ده درصـد از هـواي     . اي پوشانده شد  پلاستيكي ويژه 
هاي مورد آزمايش بيرون كشيده شد و به همان انـدازه گـاز               درون لوله 

 دقيقـه در دمـاي      90ها را براي مدت       ريق شد، لوله  ها تز   استيلن به لوله  
براي تجزيه از مخلوط گاز موجود در هر لوله به          . اتاق نگه داشته شدند   

دستگاه كروماتوگرافي گازي تزريق شد و سپس با اسـتفاده از منحنـي             
به اين صـورت كـه يـك        . استاندارد غلظت اتيلن در هر لوله تعيين شد       

اري شده از طريق قسمت تزريق دستگاه بـه         برد  ميلي ليتر از گاز نمونه    
آن تزريق شد، درجه حرارت قسمت تزريق، آشكارساز و محفظه گرمـا            
                                                            
 2-Finish Peat 

از گاز نيتروژن   . گراد تنظيم شد     درجه سانتي  90 و   150،  150به ترتيب   
ليتر در دقيقه به عنوان فاز متحرك اسـتفاده            ميلي 50با سرعت جريان    

اي متـصل بـود كـه         ه به رايانـه   اين دستگا .  بود C18گرديد، نوع ستون    
داد، در ايـن شـرايط زمـان          پيك حاصل از تزريق نمونه را نمايش مـي        

مقدار اتيلن از .  دقيقه بود  6/1از ستون   ) خالص(بازيافت اتيلن استاندارد    
گيري ارتفاع يا سطح پيك حاصل و مقايسه آن با منحنـي              طريق اندازه 

استاندارد از اتـيلن خـالص      به منظور رسم منحني     . شد  استاندارد تعيين   
طور متوالي با هوا رقيـق شـد و در نهايـت            اتيلن خالص به  . استفاده شد 

، 90،  80،  70،  60،  50،  40،  30،  20،  10هـاي     استانداردهايي با غلظت  
ــون (200 و 180، 160، 140، 120، 100 ــه ) جــزء در ميلي ســاخته و ب

گيـري    زههاي حاصل اندا    همان روش فوق تزريق، سطح و ارتفاع پيك       
نمودار غلظت استاندارد بر حسب سطح پيك رسم گرديد و رابطـه            . شد

 غلظت X محاسبه گرديد كه در اين معادله    (Y=bX+a)خط از معادله    
 سـطح   Yگرم گره تازه و       اتيلن بر حسب جزء در ميليون براي هر ميلي        

 50/24 برابـر بـا      b و   -71/791 برابـر بـا      aپيك نمونه است و مقـدار       
  .باشد مي

 به صورت فاكتوريل MINITABافزار  با نرمهاي بدست آمده    داده
هـا بـا      ميانگين. و بر مبناي طرح كامل تصادفي مورد آناليز قرار گرفت         

بـراي رسـم    .  مقايـسه شـدند    05/0استفاده از آزمون دانكن در سـطح        
  . استفاده گرديدMicrosoft Excel XPنمودارها از نرم افزار

  
  نتايج و بحث
 بـر رشـد      پيامـد بـدي    تـنش خـشكي     نشان داد كه   ها  آزمون داده 

 گونـاگون هـاي     جدايـه بردباري   داشته و    Sinorhizobiumهاي    جدايه
Sinorhizobium     اسـت و برخـي از        ناهماننـد   در برابر تنش خـشكي 

توانند رشد بهتري نسبت      تر هستند و مي     بردبارها در شرايط تنش       جدايه
 تا  S36K و   S27Kدو جدايه   . )1شكل  (ها داشته باشند      به ساير جدايه  
 نيـز تـا     S53K و   S50K مگاپاسـكال و دو جدايـه        -5/3پتانسيل آبي   
 مگاپاسكال رشد كردند، بنابراين اين چهـار جدايـه در           -2پتانسيل آبي   

امـا رشـد چهـار جدايـه        . بندي شدند    خشكي گروه  بردبار در برابر  گروه  
ــساس ــي  S13K, S21K, S56K S64K  ح ــسيل آب  -1در پتان

پژوهشگران ديگر نيـز گـزارش      ). 1شكل  (رشدي نداشتند   اسكال  مگاپ
 از نظـر ميـزان رشـد در         Sinorhizobiumهـاي     كردند كه بين جدايه   

ــاگونســطوح  برخــي از ). 16( پتانــسيل آبــي تفــاوت وجــود دارد گون
 در   بـا كـارآيي بـالا      يها  آنزيم ها از راه گسترش غشاء، ساخت      باكتري

 مـواد حـل شـده در سيتوپلاسـم          اشـت  بالا و انب   محلول با قدرت يوني   
)  كم در محلـول    معمولا اسيدهاي آمينه به منظور جبران پتانسيل آبي       (

 پيـدا كننـد و در ايـن         هاي خشك و شور سازگاري       در محيط  توانند  مي
   ).23( به زندگي خود ادامه دهند شرايط دشوار
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   پتانسيل آبيگوناگوندر سطوح ) Optical Density(بر اساس  Sinorhizobium يها  منحني رشد جدايه-1شكل 

  
توانـد    نمـي ) 6000(گليكول به دليل وزن مولكـولي زيـاد           اتيلن  پلي

 دور نگـه داشـته      ردد، بنابراين آب نـه تنهـا از ياختـه         وارد آپوپلاست گ  
شـود و ايـن        نيز دور نگـه داشـته مـي        اي  شود، بلكه از ديواره ياخته      مي

، در  رايط بسيار مـشابهي بـا خـاك        اين ماده ش    كه شود   باعث مي  فرايند
شوند، پديـد      مي مزي كه به تدريج وارد ديواره ياخته       مواد اس  برابر ديگر 

  ).27 (آورد
ــون داده ــا آزم ــروژن،   ه ــستي نيت ــت زي ــين تثبي ــه ب ــشان داد ك  ن

ه،  كاهنـد  ميـزان قنـدهاي   (هـاي سـازگار        متابوليـت  ،هاي رشد   شاخص
 بخش   در يم به سديم  ، نسبت پتاس  )هاي محلول   پرولين، ميزان پروتئين  

 هـاي گونـاگون      جدايـه   شـده بـا    زنـي   مايـه هوايي و ريشه گياه يونجه      
Sinorhizobium،    داري    خشكي تفاوت معنـي    بردباري در برابر   از نظر

  .  درصد وجود دارد5در سطح 
ها نشان داد ميزان فعاليت        ميانگين هاي بدست آمده از آزمون      داده

هش پيدا كرده است و بين اثـر        آنزيم نيتروژناز تحت شرايط خشكي كا     
 درصـد   5 بـر گيـاه در سـطح         Sinorhizobium  گونـاگون  هاي  جدايه

ها ميزان فعاليـت       ميانگين  آزمون ).2شكل  (دار وجود دارد      تفاوت معني 
 گونـاگون هاي آزمايشي در سـطوح     آنزيم نيتروژناز گياه يونجه در تيمار     

ژنـاز مربـوط بـه    خشكي نشان داد، بيشترين ميزان فعاليت آنـزيم نيترو   
بردبـار در برابـر      Sinorhizobiumهـاي      شده با جدايه   زني  مايهيونجه  
بـر  . بـود ) FC (ي زراع ـگنجايش در رطوبت S36Kو  S27K خشكي

ها مشاهده شد كه در سطح         ميانگين آزموناساس نتايج بدست آمده از      
 شده بـا    زني  مايهخشكي شديد وزن خشك اندام هوايي گياهان يونجه         

 برابـر، گياهـان   8/1 و 2 به ترتيـب     S27K و   S36K بردباري  ها  جدايه
شـمس الـدين و     ). 3شكل  ( بود   S56K شده با جدايه حساس      زني  مايه

 جدايـه   زنـي   مايـه طـور معمـول       نيز گزارش كردنـد كـه بـه       ) 20(ورنر  
  .شود  باعث افزايش ميزان فعاليت آنزيم نيتروژناز ميبردبارريزوبيومي 
هـاي    ونجه در تيمار  دام هوايي گياه ي    ميانگين وزن خشك ان    آزمون

 خـشكي نـشان داد، كمتـرين وزن         گونـاگون  هـاي   آزمايشي در سـطح   
  ريزوبيومي  شده با جدايهزني مايهخشك اندام هوايي مربوط به يونجه 

همچنـين در  .  در سطح خشكي شـديد بـود   S56Kيحساس به خشك
 را  سطوح ديگر خشكي نيز اين جدايه كمترين وزن خشك اندام هوايي          

وزن ي  هـا    ميـانگين  آزمـون ). 3شـكل   (ها داشت     نسبت به ساير جدايه   
 نشان داد كه در سطح خـشكي شـديد           يونجه  گياه خشك اندام هوايي  

هـاي     شـده بـا جدايـه      زني   مايه  يونجه  گياهان وزن خشك اندام هوايي   
 زنـي   مايـه  يونجـه  گياهانوزن خشك اندام هوايي  برابر3بردبار حدود  

پژوهـشگران ديگـر نيـز      ). 3شـكل   ( است   S56Kشده جدايه حساس    
  باعث كاهش وزن خشك انـدام هـوايي        اند كه تنش آبي     گزارش كرده 

شود و اين مورد در گياهان مـاش، نخـود، سـويا، يونجـه و                 در گياه مي  
دليل اين امـر كـاهش سـطح    ). 12(شبدر زيرزميني گزارش شده است      

  ).13(شود   ميبرگ بوده كه باعث كاهش دريافت نور و ميزان فتوسنتز
ــده داده ــرهم از بررســـي هـــاي بدســـت آمـ ــه  بـ كـــنش جدايـ

Sinorhizobium     يزان اسيد آمينه پـرولين نـشان        و تنش خشكي بر م
 شـده بـا     زنـي   مايـه  يونجـه    ين گياهـان   پـرول  داد كه بيـشترين ميـزان     

ــه ــينوريزوبيومي   جداي ــاي س ــار ه ــت S36K و S27Kبردب  در رطوب
ن اسيد آمينه پـرولين در ايـن        ميزا. مشاهده شد ) FC (ي زراع گنجايش

هـا بيـشتر بـود        دو جدايه در تمام سطوح خشكي نسبت به ساير جدايه         
كـه در    نشان داد    ها   ميانگين از آزمون  هاي بدست آمده    داده). 4شكل  (

 زنـي  مايـه سطح خشكي شديد ميزان اسيد آمينه پرولين گياهان يونجه       
 ـ بيـشتر از      برابـر  7/2بردبار  هاي    شده با جدايه    S56Kه حـساس    جداي

هـاي گيـاهي كـه        ياختـه تجمع پـرولين در     ). 4شكل   (شود  انباشته مي 
). 14(باشـد   تحت تنش خشكي و شوري هستند، يك پديده طبيعي مي     

جود دارد، بـا ايـن وجـود        هاي گياه در طي تنش و       پرولين در تمام اندام   
باشـد   تر و بيشتر از ساير نقاط مـي       ها سريع    آن در برگ   ميزان انباشتگي 

)17 .(  
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 گوناگون در سطوح Sinorhizobiumهاي  زني شده با جدايه  مايه)هاي تازه گره( فعاليت آنزيم نيتروژناز گياه يونجه هاي  ميانگينآزمون -2شكل 
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   خشكي ونگوناگ در سطوح Sinorhizobiumهاي  زني شده با جدايه مايه وزن خشك اندام هوايي گياه يونجه هاي  ميانگينآزمون -3شكل 

  
 پرولين همراه با پـسابيدگي، يكـي از مهمتـرين عكـس             انباشتگي

هاي گياهان نـسبت بـه كمبـود آب يـا افـزايش فـشار اسـمزي                  العمل
كند،   پرولين علاوه بر اينكه به عنوان اسموليت عمل مي        ). 17(باشد    مي
تغييـر  ها در برابر       محافظت از آنزيم   جملههاي ديگري از      تواند نقش  مي

، تثبيـت فـسفوليپيدهاي     )25(هـا     ، حفظ حلاليت پـروتئين    )14( ماهيت
، منبع نيتـروژن    )14(، تنظيم كننده اسيديته سيتوپلاسمي      )25(غشايي  

 توسط متابوليـسم    ياختهكس  ، تنظيم پتانسيل رد   )25 (ياختهو كربن در    
  .و موارد ديگر بر عهده داشته باشد) 21(پرولين 

 چهـار    شـده بـا    زنـي   مايـه  ريشه گياهان    كاهندهميانگين قندهاي   
نـشان   در شرايط تنش خـشكي    Sinorhizobium شده   گزينشجدايه  

 ريـشه در تمـام       كاهنـده  داد كه خشكي باعث افزايش ميزان قنـدهاي       
شـده  )  زراعـي  گنجايشرطوبت  (سطوح تيمار خشكي نسبت به شاهد       

 S36K و   S27K بردبـار  شـده بـا دو جدايـه         زنـي   مايهاست و گياهان    
 S56K ريــشه و جدايــه حــساس كاهنــدهقنــدهاي بيــشترين ميــزان 

طوري كه    به). 5شكل  ( ريشه را داشتند     كاهنده كمترين ميزان قندهاي  
 شده زني مايه ريشه در گياهان    كاهنده قندهاي   ميزانگردد    يمشاهده م 

شـكل  ( بوده است    S56K برابر جدايه حساس     7/1 بردبارهاي    با جدايه 
). 8(گـذارد      مـي  تـأثير  گياهان   تنش خشكي بر متابوليسم قندها در     ). 5

 به خشكي در گياهان شركت      بردباري در   گوناگونهاي    صورت  قندها به 
ها   هاي سازگار يا اسموليت     توانند به عنوان متابوليت     قندها مي . كنند  مي

همچنــين ســبب پايــداري غــشا و ). 8(ســبب تنظــيم اســمزي شــوند 
 تثبيـت   گردند، بدين صورت كـه      يهاي در حال خشك شدن م       پروتئين

 دو لايـه    ي ليپيـد  غـشاي غشاء از طريق جايگزين شدن آب موجود در       
گيرد و به اين ترتيب از متراكم شدن فسفوليپيدها جلوگيري     صورت مي 

هاي غشايي جلوگيري     كرده و همچنين از پيوندهاي نابجا بين پروتئين       
هـا نيـز از طريـق تـشكيل پيونـدهاي              پـروتئين  پايدارسـازي . دنكن  مي

هاي قطبي پـروتئين   هاي كربوكسيل قند و زنجيره     ن گروه هيدروژني بي 
  ). 8(گيرد  صورت مي
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   خشكي گوناگون در سطوح Sinorhizobiumهاي  ني شده با جدايهز مايهه ريشه گياه يونجه ميزان كاهند هاي  ميانگينآزمون -5شكل 

  
داري بـين     شود كـه تفـاوت معنـي         مشاهده مي  6با توجه به شكل     

 شـده بـا دو جدايـه        زنـي   مايهميزان پروتئين كل بخش هوايي گياهان       
  طـوري   به.  وجود دارد  S56K و جدايه حساس     S36K و   S27K بردبار

 شـده بـا     زنـي   مايـه يي گياهان يونجه    كه درصد پروتئين كل اندام هوا     
 شده بـا دو     زني  مايه نسبت به گياهان     درصد20 حدود   بردبارهاي    جدايه

هاي   گيري نمود كه جدايه     توان نتيجه   مي. باشد  يجدايه حساس بيشتر م   
 شرايط تنش خشكي ميـزان پـروتئين گيـاه را افـزايش             بردبار در برابر  

كننـد البتـه ايـن         مـي  يا از كاهش در شرايط تـنش جلـوگيري        دهند  مي
 كـه در    يناپايدارسازاحتمال وجود دارد كه كاهش در نتيجه تخريب و          

گزارش . وم صورت نگيرد  ادهد در انواع مق     ي م ي حساس رو  يها  جدايه
شده است كه رشد گياه، جذب مواد غذايي، متابوليسم و سنتز پـروتئين           

افـزايش  علت  ). 5(گيرد     تنش آبي قرار مي    تأثيربه ميزان زيادي تحت     
تنش باعث تحريك افـزايش     بدين دليل باشد كه     مكن است   مپروتئين  

پروتئين هاي موجود گرديده و يا پروتئين هـاي جديـدي سـنتز شـده               
    ).1 (دنباش

نسبت پتاسيم به سديم اندام هوايي و        از بررسي    نتايج بدست آمده  
ــان  ــشه گياه ــهري ــي ماي ــازن ــده ب ــه  ش ــار جداي ــزينش چه ــده گ  ش

Sinorhizobium      نشان داد كه خشكي باعث     در شرايط تنش خشكي
كاهش نسبت پتاسيم به سديم اندام هوايي و ريـشه در تمـام سـطوح               

شـده اسـت و     )  زراعي گنجايشرطوبت  (تيمار خشكي نسبت به شاهد      
 7 يها  شكل(ميزان سديم بخش هوايي گياه بيشتر از ريشه گياه است           

 S36K و S27K بردبــار شــده بــا دو جدايــه زنــي مايــهگياهــان ). 8و 
بيشترين نسبت پتاسيم به سديم اندام هوايي و ريشه و جدايه حـساس             

S56K             كمترين ميزان نسبت پتاسيم به سديم اندام هوايي و ريـشه را 
 كـه    طـوري   بـه ). 8 و   7شـكل   ( زراعـي داشـتند      گنجـايش در رطوبت   

مشاهده شد نسبت پتاسـيم بـه سـديم انـدام هـوايي گياهـان يونجـه                 
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 و  3/2 بـه ترتيـب      S27K و   S36K بردبـار هاي    ا جدايه  شده ب  زني  مايه
 شـده بـا جدايـه حـساس         زنـي   مايـه نسبت به گياهـان      برابر   3/3

S56K بـه تـنش خـشكي در        بردبـاري هـاي     يكي از روش  . باشد  ي م 
 و يا به عبارت ديگـر كـاهش انـدك           گياهان كاهش جذب يون سديم    

 نسبت پتاسيم به سـديم در تيمارهـاي تـنش آبـي نـسبت بـه شـاهد                  
در بسياري از گياهان متحمل به شوري اين نسبت در شرايط           . باشد  مي

تنش آبي نسبت به گياهان حساس كمتر است و يا اينكه سديم جـذب           
هاي ريشه گياه نگه داشته شده و جهت تنظيم اسمزي            شده در واكوئل  

 شـدن و كنتـرل      ي نمك، گوشـت   دور كردن  ).2(شود    از آن استفاده مي   
 هـستند كـه     يا  ها، صفات ثانويه ويژه     ديم بر روزنه  تعرق از راه اثرات س    

 ـ    ي و خشك  يتنش شور بردبار در برابر    به گياهان    د  اجازه مـصرف كلري
كـه    در حـالي  . دهـد   ي ارزان م ـ  سديم را به عنوان يك منبـع اسـمززاي        

 بردبـاري گياهان حساس قادر نخواهند بود جذب بيش از حد سديم را            
يط شور از نسبت پتاسيم به سـديم         كه در شرا   ينمايند، بنابراين گياهان  

  . )2(باشند  يتر م  برخوردار باشند مناسبيبالاتر
ايـن پـژوهش مـشاهده شـد كـه تـنش            هاي    داده با بررسي كلي    

 تـأثير  Rhizobium -خشكي بر رشد گياه ميزبان و همزيستي لگـوم          
بردبـار در برابـر     هـاي بـومي        گياهان بـا جدايـه     زني  مايه داشته و    بدي

 پارامترهاي تثبيت ي تمامي مثبتي بر روتأثيرايط خشك  خشكي در شر  
هـاي سـازگار گيـاه         متابوليت ،)فعاليت نيتروژناز، كاركرد گياه   (نيتروژن  

ونـسبت  ) هـاي محلـول، كاهنـده ريـشه         ميزان پرولين برگ، پروتئين   (
 و  S27Kخـشكي   بردبار در برابـر      دو جدايه    پتاسيم به سديم دارد، بين    

S36K  نـشان داد كـه   ها داده كلدر مشاهده نشد و   داري    تفاوت معني 
 بردبـار در برابـر    توان از همزيستي رقم يونجـه بمـي بـا دو جدايـه                مي

هاي اصلاحي استفاده كرد و باعث         در برنامه  S36K و   S27Kخشكي  
  . اين گياه در استان كرمان شد و كاركردافزايش توليد

  
  سپاسگزاري

دوسـي مـشهد، مركـز      بدين وسيله از معاونت پژوهشي دانشگاه فر      
تحقيقات استان كرمان، مركز بين المللي علوم و تكنولوژي پيشرفته و           

  .نماييم علوم محيطي ماهان قدرداني مي
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Effect of Water Stress on Nitrogen Fixation of Sinorhizobium and Compatible 
Solutes Accumulation in Alfalfa (Medicago sativa cv. Bami)  

 

M. Abolhasani Zeraatkar1- A. Lakzian2*-A. Gholamhossien pour jafari3 -A. Akhgar 4 
 

Abstract 
Osmoreguolation is a physiological processes that plant cell uses to maintain water balance and it is generally 

caused by metabolite accumulation inside the cell. Inoculated legumes by some drought tolerant Sinorhizobium 
isolates helps osmoreguolation by increasing biological nitrogen fixation. In order to find some drought tolerant 
sinorhizobium isolates, 80 isolates were isolated and purified from different parts of Kerman province. They 
were tested for drought tolerant in liquid Trypton Yeast medium with different water potential (0, -1, -2 and -3.5 
MPa using PEG 6000) and then they were classified into tolerant and sensitive groups. Four out of eighty 
isolates of Sinorhizobium (two from each group) were selected for a greenhouse experiment. The experiment 
was carried out in a factorial arrangement with a completely randomized design. The results showed that in 
water stress condition, inoculated plant substantially increased the nitrogenase activity, shoot dry weight, proline 
content, root soluble sugars, soluble protein concentration, K/Na in shoot and root by 2, 3, 2.7, 1.7, 1.1, 3 and 2 
times, respectively.  

 
Keywords: Sinorhizobium, Alfalfa, Water stress, Nitrogenase activity, Reducing sugars, Proline 
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