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 چکيده

ين پـژوهش بـه منظـور        پروانه آسا دارند و ا     ة گياهان خانواد  ةثري در افزايش كارايي تثبيت همزيست نيتروژن و رشد بهين         مؤهاي ريزوبيومي نقش    تلقيح
 ماده معدني و آلي و ٥در اين بررسي كارايي    . از تركيبات كاني و آلي بومي ايران انجام گرفت          مناسب برای تلقيح ريزوبيومی در لوبيا       حامل ترکيبتوليد  

 ويژگيهـاي فيزيكـي   . رد ارزيابي قرار گرفت    نگهداري باكتري ريزوبيوم همزيست لوبيا ، مو        توانايی  تركيب ، به لحاظ    ١٥مخلوط هايي از آنها، مجموعاً در       
 اين گياه جداسازي شد و سويه هاي غيـر بـومي بـه               ارقام بومی   نيتروژن در لوبيا از    ةمجموعه اي از باكتريهاي تثبيت كنند     .  حامل بررسي شد   ترکيبهای

نمونه برداري از بسته ها و شمارش كلني به طريـق  قابليت نگهداري باكتريها در حامل با  . تهيه گرديد (CIAT)  از مرکز کلکسيونصورت كشت خالص
 . رسـيد تبـه اثبـا  طي يك دوره چهار ماهـه  مناسب  هاي حامل  شد و بقاي سويه ها در داخل تركيب مشخص قابل كشت ةباكتريهاي زند تعيين تراكم

انجام شد و فعاليـت تثبيـت   ) در خاك( غير سترون  و در شرايط)  آزمايش ةدر لول(مايشهاي قابليت ايجاد گرهك فعال به دو روش در شرايط سترون آز
 و سـويه بيگانـه      ١ در نتيجه سـويه بـومی        . سنجش احياي استيلن به اتيلن بررسي شد        نيز به روش   گرهكها و وش تعيين مقدار    ره  نيتروژن در گرهكها ب   

 های تشـکيل شـده از  حامل تركيبي در مقايسه با ل هایحامنتايج بدست آمده نشان داد كه بطور كلي  .ها معرفی شد به عنوان فعال ترين سويه٧٠٠١
 دو نوع حامل ترکيب يافته از .كند  حفظ مي ماه٤ در مدت بيش از را) CFU g-1١٠٩ (ها مواد ساده، قابليت بهتري داشته و جمعيت بالاتري از ريزبيوم

 نتايج مطلوبي نشان دادند     در خاک   شبه پيت در شرايط غير سترون      ز، در لولة آزمايش و ديگری حامل ترکيب يافته ا         زغال دار، شبه پيت و پرليت     خاک  
هـا   مـاه تـراکم بـاکتری   ٤ در مقايسه، پـس از گذشـت   .ندحفظ نمود ١٠٨  و١٠٩ CFU g-1تراکم بالايی از ريزوبيوم های فعال را به ترتيب در تراکم و 

  .بوده است) D( ترکيب يافته از باگاس های ضعيف نظير حامل بار بيش از تراکم آن در حامل١٠٧درحامل شبه پيت 
  

  .ی، حامل، ريزوبيوم، کود زيستتثبيت همزيست نيتروژن، تلقيح ريزوبيومي :كليديهايواژه
  
 

  مقدمه .١
، توليد كشاورزي مؤثر كاربرد ميكربها درهاياز زمينه يكي

، است كه با تثبيت نيتروژن مولكولي زيستي ريزوبيومي كودهاي
- زراعي را تأمين نموده و مشكلات زيسترشد بهينة گياهان

 كشاورزي ناشي از مصرف كودهاي های منفیجنبهمحيطي و 
اولين . (Subba Rao et al. 1988)سازد یشيميايي را برطرف م

ي بذر به ريزوبيومها و تلقيح تلاش براي آلوده كردن مصنوع
-  برمي١٨٩٦كننده نيتروژن به سال غيرطبيعي باكتريهاي تثبيت

ترين شكل خود به صورت رشد باكتري اين عمل در ابتدايي. گردد
در سطح محيط آگاردار و تهية سوسپانسيون باكتري در آب و 

آلودن بذر به سوسپانسيون ا يسپس آغشتن مستقيم خاك و 
 ی فسيلیامروزه، پيت که بقايا. (Date 1988)باكتري انجام شد 

 دنيا به عنوان شود، در سراسری تخمير يافته محسوب میمواد آل

در برخي كشورها از . مناسبترين ترکيب حامل معرفي شده است
 ينجمله ايران منابع طبيعي پيت وجود ندارد، لذا تهيه جايگز

 مناسب براي توليد اين نوع كودهاي زيستي امري ضروري است
(Bhatnagar et al. 1982, Jones & Lewis 1993).  

ي از محل توليد تن باكتر دليل اهميت زنده و فعال نگه داشبه
، تلاشهاي تا مصرف در مزرعه، در نيمه نخست قرن بيستم

 یباني حاملها. براي تهيه حامل مناسب انجام گرفتبسياري 
 گياه برنج ی، پرليت و بقايايب يافته از ورمي كوليت، خاك ارهترک

سنگ معدن  ديت و همكارانش. (Bonnier 1960) را بررسي كرد
ه قهوه را به عنوان حامل مپوست بقاياي گيافسفات مخلوط با ك

براي  لايدرمن از باگاس .(Date et al. 1975) نمودند ارزيابي
 استفاده كرد Bradyrhizobium japonicumنگهداري 

(Leiderman et al. 1971).  
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 را به عنوان حامل آزمودند ی معدنی و الکساندر تأثير خاکهاچاو
(Chao & Alexander 1984) .رشد و بقاي ينسنت و وراولي 

 و pHها را بررسي نمودند و عواملي نظير نوع پيت، ريزوبيوم
 حامل و گرماي مناسب براي خشك كردن آن و نيز مقدار یسترون

 & Rhoughly ( د دانستنؤثررطوبت مورد نياز را در اين امر م

(Vincent 1967.  
هاي كشف پديدهعميق در گسترده ووجود پيشرفتهاي با

لي تثبيت همزيست نيتروژن و شناخت مباني ژنتيكي اين مولكو
-كاري باكتريهاي ريزوبيومي براي دستيابي به سويهفرايند و دست

 (& Roy کشت  شرايطیسازهاي برتر، اهميت بهينه

(Chakrabartty 2000کشت حيطترين ترکيب م و تعيين مناسب 
ژن صنعت توليد كودهاي زيستي نيتروها درحامل اين باكتري

به . (Streeter 2003, Soussi et al. 2001)محفوظ مانده است 
هاي مهم كشاورزي و دليل اهميت لوبيا به عنوان يكي از فراورده

غذايي ايران، امكان تهية تلقيح ريزوبيومي ويژة اين گياه كه شامل 
. باشد، موضوع اين پژوهش قرار گرفت ميلها و حامباكتري

ين پژوهش، امكان توليد تركيبهاي بررسيهاي انجام شده در ا
  .ع كاني و آلي ايران را نشان دادها از منابحامل ريزوبيوم

  
  روشها
  با  درجه(Merck) و مواد شيميايي (Difco)هاي كشت محيط

خلوص آناليتيک تهيه گرديد و همة آزمايشها طبق مراحل زير و 
  . حداقل با دو تكرار انجام گرفت

، شامل شبه  پنج تركيب اصلي: حاملبندي كردن و بستهآماده
يده و تخمير شده از بقاياي گياهي كه به طور طبيعي پوس(پيت 

خاكهاي غني از ماده (، خاك زغال دار ) مازندران- منطقه كندوان
، ) فيروز كوه- آلي به شكل ذرات زغال سنگ از منطقه شاه بلاغي

كارخانه (، با گاس ) ديزين- همعدن زغالسنگ گاجر(زغالسنگ 
 - شركت تعاوني معدني آذربايجان(يت و پرل) تپهنيشكر هفت

 به ٧٠°Cاين تركيبها در. به عنوان حامل به كار برده شد) تبريز
 ساعت خشكانده شده و سپس آسياب گرديد و با ٢٤مدت 
ها متناسب با جرم سپس نمونه .دانه بندي شد ١٢٠  meshغربال

 (Polytene)تن هاي پولي گرم دركيسه٢٥ به مقدار هاحجمي آن
 تركيب مخلوط با در ١٠ ،ی تركيب اصل٥علاوه بر . بندي شدبسته

پذيري و درصد فيبر و مواد آلي نظر داشتن درجه تخلخل، رطوبت
  .تهيه گرديد

بررسي  ناي در :پاية حامل یفيزيكي ترکيبها اختصاصات
  ، pH، تركيبهاي اصلي شاملفيزيكي خصوصيات

(Annonymous 1981a) رطوبت اوليه و خاكستر  درصد

(Annonymous 1987) فيبر ،(Annonymous 1969) و 
از اين . گيري شد اندازه(Annonymous 1981b)پذيري رطوبت

  . مخلوط استفاده شدیها ترکيبی بندلخصوصيات در فرمو
ها در بخش كليه نمونهبندي، پس از بسته:دن حاملها كرسترون
، از نظر بار ميكربي بررسي رانسازمان انرژي اتمي اي - تابش گاما

سترون ) مگاراد٥/٢ - ٥(شده و سپس با دوز مناسب اشعه گاما 
هاي  بسته آزمايشگاه عدم آلودگي به هنگام مصرف در. گرديد

بدين منظور از .  قرارگرفتمجددسترون شده حامل مورد آزمايش 
هاي هاي متوالي تهيه شده و روي محيط، رقتهاي اتفاقينمونه

  . وترينت آگار و سابورودكستروز آگار كشت داده شدكشت ن
برداري از  نمونهبا ،آنهاهاي ريزوبيوم و گزينش  سويهتهية

 لوبياي كشت شده درمزارع جاجرود، خمين، گرهكهاي ريشه ارقام
هاي ، ساري و كرج و كشت سوسپانسيون باكترينجان، زدماوند

جيوه ول كلريدشده به وسيلة محلبدست آمده از گرهكهاي سترون
هاي سويهاي از مجموعهCYMA و YM 79,هاي كشتدرمحيط
 همزيست در لوبيا به طور خالص .Rhizobium spp ريزوبيوم

رزي نواحي غيربومي از مركز تحقيقات كشاوهاي سويه. بدست آمد
 -CIAT: Centero Internacional Agri ( سيات :گرمسيري

(cultural de Tropical  هاي فعالتر بر گزينش سويه. دريافت شد
 آنها و قابليت توليد گرهك فعال در تعداد بانياساس ويژگي ميز

  .بيشتري از بذرهاي سترون بررسي گرديد
دو سوية  :ي باكتري و حامل براي تهية تلقيح ريزوبيومتلفيق

گيري قابليت باكتري بومي و غير بومي كه در آزمايشهاي اندازه
تري با لوبيا نشان دادند، انتخاب تثبيت نيتروژن همزيستي به

 rpm، ٢٨°C در فلاسك در دماي YMBگرديد و در محيط كشت 

 ساعت كشت داده شد تا حداكثر تراكم باكتري ٧٢به مدت ١٠٠ 
 از یسپس سوسپانسيون كشت واجد تراکم معين. بدست آيد

 و یشرايط تلفيق باکتر. هاي حامل افزوده شدها  به بستهباكتري
 که شرح آن در اينجا ذکر نشده است، بدست یارب تجیحامل ط

 درصد وزن حامل از محيط ٣٠ابتدا با سرنگ سترون به ميزان. آمد
دوخت با ماشين تزريقها تزريق شد و محله به كيسYMB كشت

 به YMBمحيط آنگاه سوسپانسيون باكتري در. ديدمسدود گر
 ٦٠ي بهها تزريق شد تا ميزان رطوبت نهايهمان ترتيب به كيسه

محتويات داخل كيسه كاملاً با هم مخلوط شد تا . درصد برسد
حامل تمام قسمتهايوبت و باكتري به صورت يكنواخت دررط

 مدت يك هفته در اينکوباتور تلقيح شده بههايبسته. توزيع گردد
C°يخچال از آن در  و پس٢٨C °نگهداري شد٤ .  

هاي داراي امل از هر يك از ح: تراكم باكتري در حاملتعيين
در زمان صفر . هاي متعدد و همسان تهيه شدبسته، باكتري معين



  ٣ هاي بومي ريزوبيوم  تلقيح ريزو بيومي از سويه

يعني بلافاصله پس از تلفيق از هر بسته حامل مورد آزمايش 
تعدادي نمونه يك گرمي تهيه و در سرم فيزيولوژي همراه با 

هاي متوالي تا سوسپانسيون شده و رقت)  درصد١/٠ (٨٠تويين 
 روي رليت ميلي١/٠ر رقت به ميزان از ه.  تهيه گرديد١٠- ١٠

گرماگذاري شد و  C٢٨° در سه تكرار پخش و در YMBمحيط 
  .ها در هر نمونه شمارش شد ساعت تعداد باكتري٧٢پس از 
 ساعت يكبار و پس از قرار ٢٤ هفته اول گرما گذاري هر طي

 روز يكبار تا يكماه و ١٠ها در يخچال به فاصله هر دادن نمونه
ها برداري شد و شمارش باكتري ماه نمونه٤ه يكبار تا سپس هر ما

  . براي تعيين تراكم باكتري در حامل انجام گرفت
هاي حامل واجد باكتري پس از چهار ماه نگهداري، از نظر بسته

بدين . ميزان فعاليت تثبيت نيتروژن مورد ارزيابي قرار گرفت
ا حضور منظور دو آزمايش جداگانه يكي تحت شرايط سترون و ب

گياه ميزبان و باكتري همزيست تحت شرايط سترون در لوله 
  . انجام گرفتخاکآزمايش و ديگري در شرايط غيرسترون در 

  :ط سترون فعاليت تثبيت نيتروژن در شرايتعيين
 در فلاسك كشت شده و در YMBهاي ريزوبيوم در محيط سويه

  معادل ( ١- ٢/١ ساعت با جذب نوري ٤٨- ٧٢فاصله 
 CFU ml-1براي آغشتن بذرهاي سترون شده در )١٠٩- ١٠١٠ 

بذرهاي .  درصد بكار برده شد٢/٠ درصد و كلريد جيوه ٩٥اتانول 
 از حامل واجد باكتري به محيط كشت یآغشته به مقدار معين

 در لوله آزمايش انتقال داده شد و در شرايط (Jensen)جنسن 
، نور د درص٦٠، رطوبت٢٨°Cمناسب در فيتوترون شامل دماي  

 ساعت شب قرار ٨ ساعت روز ١٦ لوكس و فتوپريود ١٠٠٠٠
 كيل هفته از زمان كشت در لوله، تش٤ تا ٣گرفت، به فاصله 

ها در هر يک از ی از فعاليت باکتریها به عنوان معيارگرهك
  .ين بررسي گرديدع میهاحامل

 بذرها به :ثبيت نيتروژن در شرايط غير سترون فعاليت تتعيين
ش ذكر شده در شرايط سترون با سوسپانسيون باكتري همان رو

ه طور هفتگي آبياري گياهان ب. آغشته و در زمين كاشته شد
از حجم % ٣٠گيري شدند، و مرحله گلدهي نمونهگرديدند و در

 آزمايشهاي احياي هآنگا. گيري با استيلن تزريق شدظرف نمونه
 Perkin-Elmer( استلين به اتيلن در دستگاه گاز كروماتوگراف

Sigma 30( با ستون استيل Propak T متر و قطر ٨/١ به طول 
 و دماي ٦٥ °C، با دماي آون  (FID) ميليمتر  و آشكار ساز ٢/٣

 سانتيمتر بر ٤٠ ، گاز حامل ازت با سرعت ٨٥ C°تزريق كنندة
 از یدر اين بررس.  انجام شد١٠ x  با دامنة٢ سيتدقيقه و حسا
پاسكال و جريان   كيلو٢٠٠ هيدروژنجريان ١٠٠ µlحجم تزريق 

همچنين وزن تر گرهكها .  كيلوپاسكال استفاده گرديد٢٠٠هواي
  . شدیگيراندازه

  
  نتايج

 خصوصيات فيزيكي : پاية حاملیها فيزيكي ترکيباختصاصات
مقدار مواد .  خلاصه شده است١هاي اصلي حامل درجدولتركيب

اين اساس بر. شودپذيري دو ويژگي مهم محسوب ميآلي و رطوبت
 درصد خاكستر داراي ٦/٣باگاس به عنوان تركيب گياهي با 

بيشترين ماده آلي بوده و پرليت به عنوان تركيب كاني فاقد هر 
از اين لحاظ شبه پيت، متشكل از بقاياي . نوع ماده آلي است

گياهي كه به طور طبيعي تخمير يافته و استحاله شده، و پس از 
، در مراتب زغالدار با بقاياي آلي فسيليخاك آن زغالسنگ و 

 العاده - پذيري پرليت و باگاس  فوقرطوبت. گيردبعدي قرار مي
اي پذيري قابل ملاحظه پس از آنها شبه پيت رطوبتوزياد بوده 

 کامل ی گاما کارايیها به وسيله پرتوهاکروارگانيسميحذف م. دارد
 ،مار شده با پرتو حامل تيیهاداشت و از کشت هيچ يک از بسته

  . يا کپک بدست نيامدیباکتر
 سويه ١٨ در مجموع :هاي ريزوبيوم و گزينش آنها سويهتهية

از گرهكهاي گياهان لوبياي كشت شده در مزارع بومي به صورت 
 سوية تهيه شده از سيات ١٠كشت خالص بدست آمده و همراه با 

(CIAT)ها با ريكشت باكت.  از نظر ويژگي ميزباني آزمايش شدند
OD بكار برده شدجنسن براي آغشتن بذر در محيط ١ برابر  .

 لولة كشت بذر و براي هر يك ١٥هاي بومي براي هر يك از سويه
نتايج .  لولة كشت بذر در نظر گرفته شد١٠هاي غير بومياز سويه

هاي مثبت آزمايش ويژگي ميزباني بر حسب نسبت درصد لوله
 اساس اين نتايج، سويه بومي شمارة بر. بيان گرديد) واجد گرهك(
 با ٧٠٠١ شماره ی درصد ويژگي  ميزباني و سوية غيربوم٥٣ با ١

 درصد ويژگي ميزباني براي انجام مراحل بعدي آزمايشها ٨٠
  .گزينش شدند

 مختلف در یها تثبيت نيتروژن سوية برگزيده در حاملفعاليت
 و یيب بومبه ترت (٧٠٠١ و ١ برگزيدة یها سويه:شرايط سترون

 مختلف وارد شده بود یهاکه با تراکم معين در حامل) یغير بوم
نتايج . ها مقايسه شد در حاملی ماندن باکتریبه لحاظ فعال باق

 تشکيل ی درصد گرهکهات بر حسب ميانگين نسبیاين بررس
خلاصة اين نتايج در . ان شدبي) ١شکل(شده در لولة آزمايش 

  . آمده است٢جدول
  
  
  



  ١شماره ) ١٣٨٥(و دوم جلد سي ، مجله علوم دانشگاه تهران    ٤

  

  
  

  . در لوبيا تحت شرايط سترونی تشکيل گرهکها توسط سوية بوم-۱ لشک
  
  

  . اختصاصات فيزيکی ترکيبهای پايه در تهيه حامل-١جدول 
  

  ترکيب  اختصاصات فيزيکی
  pH٢  ١رطوبت پذيری  ١فيبر  ١خاکستر  ١رطوبت اوليه

  3/6)0/7(  246  8/56  5/79  8/3  خاک زغال دار شاه بلاغی
  6/5)8/4(  49  0  2/37  4/2  زغال سنگ گاجره

  6/5)0/5(  231  3/39  8/29  3/21  شبه پيت
  0/6)0/6(  520  100  6/3  -  باگاس
  2/7 )- (   628  0  100  -  پرليت

  

  برحسب درصد  ١
  .دهد نمونه را در محلول کلريد کلسيم و اعداد بيرون پرانتز اين کميت را در آب مقطر نشان ميpHاعداد داخل پرانتز   ٢

  
  
  



  ٥ هاي بومي ريزوبيوم  تلقيح ريزو بيومي از سويه
  

۱های ريزوبيومی مختلف  توسط تلقيحJensenين نسبت درصد گرهکهای ايجاد شده در محيط  ميانگ– ٢جدول 
.

  
  

  2نسبت درصد گرهکها  تلقیح ریزوبیومی
A )0(65  

B  )0(80  

C  )25(20  

D  )0(15  

E  )5(75  

F  )0(75  

G  )25(35  

H  )25(40  

I  )10(33  

J  )60(25  

Cs  )35(33  

Pe  )0(65  

Pi  )55(90  

Ch  )10(25  

Ba  )45(10  
  

  .اندها برحسب نوع حامل با حروف لاتين مشخص شده تلقيح١
 دهد و اعداد بيرون پرانتز درصد تشکيل گرهک توسط سوية بومی را نشان مي٧٠٠١اعداد داخل پرانتز درصد تشکيل گرهک توسط سوية خارجی  ٢

 

 - شرايط غير( تثبيت نيتروژن سوية برگزيده در خاک فعاليت
هاي واجد باكتري به كشت بذرهاي سترون ن حاملافزود). سترون

در لوله با تشكيل گرهكهاي تثبيت كننده نيتروژن پس از حدود 
نتايج مشابه از فعاليت . سه هفته از زمان كاشت بذر همراه بود

 حامل در گياهان كاشته اههاي تثبيت كننده نيتروژن همرباكتري
احياي استيلن در مقدار اتيلن حاصل از . شده در خاك بدست آمد

گيري شد كه تقريباً  نانومول  اندازه٦٧/٤١ به مقدار ٧٠٠١سوية 
 ١٦٧/٧( برابر فعاليت آنزيمي مشاهده شده در گياهان شاهد ٦

  .تحت شرايط همسان است) نانومول
ها  نتايج شمارش باكتري:ها درحامل نگهداري باكتريقابليت
  .است نشان داده شده٣ درجدول  CFU g -1برحسب

بيشترين كاهش در تراكم باكتري طي دوره چهارماهه درحامل 
 Jو كمترين كاهش درحامل ) مخلوط زغال سنگ و باگاس (Dنوع 

 ۲/۱*۱۰۹ با تراكم) مخلوط خاك زغال دار ، شبه پيت و پرليت(
CFU g-1 هاي حامل در اين ساير تركيب. درحامل بدست آمد

دهد كه گرما گذاري در مياين نتايج نشان . گيرندفاصله قرار مي
هاي حامل هفته اول با افزايش تراكم باكتري در برخي نمونه

اين افزايش در برخي حاملها نظير باگاس ناچيز و در . همراه است
قابل توجه است و مفهوم آن قابليت   J برخي ديگر نظير حامل

 است یرخداد اين پديده بدان معن. باشدرشد باكتري در حامل مي

 رشد ی و شرايط مناسب برای کافیمل واجد مواد غذايکه حا
ها طي دوره یدر هر حال اين افزايش تعداد باکتر. باشد ميیباکتر

گذارد و ها رو به كاهش ميسرماگذاري رخ نداده و تراكم باكتري
با اين . ماندها كم و بيش ثابت ميبهترين شرايط تعداد باكتري در

ها ثابت ر هيچ يک از حاملحال شدت كاهش تراكم باكتري د
هاي حامل نيست و به علاوه شمار جمعيت آنها در برخي نمونه

  .گذاردبوضوح به طور پياپي زياد شده و دوباره رو به كاهش مي
ها در حامل، تركيبات  اساس نتايج حاصل از شمارش باكتريبر

 تغييرات تراكم ٣شکل. توان به سه گروه تقسيم كردحامل را مي
  . دهد را در اين سه نوع حامل مختلف نشان مي٧٠٠١ و ١سويه 

اند تراكم باكتري را در  اول حاملهايي هستند كه توانستهدسته
حد بالايي نگه دارند و پس از چهار ماه در هر گرم از اين نوع بيش 

در اين گروه دو نوع حامل تلفيقي . باكتري فعال وجود دارد١٠٨از 
امل زغال، پيت و باگاس است و  كه شAحامل . جاي گرفته است

 كه تركيبي از J شده است و حامل ارد در آن و١ باكتري بومي
 ٧٠٠١باشد و باكتري غير بومي خاك زغال دار، پيت و پرليت مي

 ٧٠٠١  و سويه١ييرات تراكم  سويه تغ. در آن تلقيح شده است
 تفاوتهايي را نشان (A)درطي دوره چهار ماهه در تركيب حامل 

 ة كه در برخي موارد، دو سوياين امر مؤيد آن است. ددهمي
  .كنندباكتري مختلف در يك نوع حامل همسان عمل نمي



  ١شماره ) ١٣٨٥(و دوم جلد سي ، مجله علوم دانشگاه تهران    ٦

  
  .بر حسب روز  CFU g-1 هاي مختلف بر اساس  تراكم باكتري در حامل-٣جدول

  
  حامل  )روز(زمان 

١٣٧  ٤٧  ٧  ٣  ١  
Cs1 ١×١٠٦  ٩/٨×١٠٧  ١/١×١٠٨  ٥/٢×١٠١٠  ٤/١×١٠١٠  
Cs01 ١/١×١٠٤  ٣×١٠٧  ١/٣×١٠٨  ٥/٦×١٠٩  ٢/٣×١٠٩  
Ch1 ٧/١×١٠٧  ١/١×١٠٧  ٢/٦×١٠٨  ٣×١٠١٠  ٤/١×١٠١٠  
Ch01 ١/٢×١٠٧  ٢/٩×١٠٧  ٢×١٠٨  ١/٦×١٠٩  ٢/٣×١٠٩  
Pi1 ٧/١×١٠٥  ٢/٤×١٠٦  ٥/٦×١٠٧  ٦×١٠١٠  ٤/١×١٠١٠  
Pi01 ٥/٣×١٠٤  ٧/٦×١٠٥  ٢/٤×١٠٧  ٥/٤×١٠٩  ٢/٣×١٠٩  
A1 ٩/٨×١٠٨  ١/٢×١٠٩  ١×١٠١٠  ٣×١٠١٠  ٢/٣×١٠١٠  
A01 ٢/٢×١٠٧  ٢/٣×١٠٨  ٧/٢×١٠٨  ٧/٥×١٠٩  ٣×١٠٩  
B1 ٦×١٠٧  ٣/١×١٠٨  ٦/٧×١٠١٠  ٨/١×١٠١٠  ٢/٣×١٠١٠  
B01 ٨/٢×١٠٧  ٢/٢×١٠٨  ١×١٠٨  ٣×١٠٩  ٣×١٠٩  
C1 ٧/٣×١٠٤  ٦/٤×١٠٥  ٢×١٠٨  ٢×١٠٩  ٢/٣×١٠١٠  
C01 ٩/١×١٠٥  ٥/٢×١٠٧  ٣/١×١٠٧  ٣×١٠٨  ٣×١٠٩  
D1 ١٠  ٤/٦×١٠٥  ٢/٢×١٠٦  ٤/١×١٠١٠  ٢/٣×١٠١٠<  
D01 ١٠  ١/٤×١٠٤  ٩/١×١٠٦  ٣/٢×١٠٩  ٣×١٠٩<  
E1 ٧/٩×١٠٧  ٢/٣×١٠٨  ٦×١٠٩  ٥/٢×١٠١٠  ٢/٣×١٠١٠  
E01 ٤/٢×١٠٧  ٥/٩×١٠٧  ١/٢×١٠٨  ٢/٧×١٠٩  ٣×١٠٩  
Ba1 ٦/١×١٠٧  ٥/٢×١٠٨  ٤/٦×١٠٨  ٣/٣×١٠١٠  ٢/٣×١٠١٠  
Ba01 ٩×١٠٦  ٨/١×١٠٧  ٦/١×١٠٨  ٦/٢×١٠٩  ٣×١٠٩  
Pe1 ٦/١×١٠٧  ٧/٧×١٠٨  ٤/١×١٠١٠  ١/١×١٠١٠  ٢/٣×١٠١٠  
Pe01 ٣/١×١٠٧  ٦/٢×١٠٨  ٥/١×١٠٩  ٢/١×١٠٩  ٣×١٠٩  
F1 ١/٥×١٠٨  ٢×١٠٨  ٤/٣×١٠٩  ٥/٢×١٠١٠  ٤/١×١٠١٠  
F01 ١/٤×١٠٤  ٢/١×١٠٦  ٣×١٠٨  ٢/١×١٠٩  ٥/١×١٠٩  
G1 ٢/٧×١٠٤  ٤/٨×١٠٥  ٧/٢×١٠٨  ٢/١×١٠١٠  ٤/١×١٠١٠  
G01 ٤/٥×١٠٦  ١/١×١٠٧  ٤×١٠٨  ٠٣/١×١٠٩  ٥/١×١٠٩  
H1 ١/٨×١٠٦  ٨/٤×١٠٧  ٧/٢×١٠٨  ٤/٦×١٠١٠  ٤/١×١٠١٠  
H01 ٢/١×١٠٨  ٥/١×١٠٨  ٨/٢×١٠٨  ٦/٢×١٠٩  ٥/١×١٠٩  
I1 ٢/١×١٠٧  ٥/٢×١٠٨  ٣/١×١٠٩  ٣/١×١٠١٠  ٤/١×١٠١٠  
I01 ٢/١×١٠٦  ٤/٧×١٠٦  ٦/٧×١٠٧  ٨/٢×١٠٩  ٥/١×١٠٩  
J1 ٢/٤×١٠٧  ٧/٤×١٠٨  ٤/٤×١٠٩  ٧/٣×١٠١٠  ٤/١×١٠١٠  
J01 ٢/١×١٠٩  ٦/١×١٠٩  ٥/١×١٠١٠  ٤/١×١٠٩  ٥/١×١٠٩  

  
  



  ٧ هاي بومي ريزوبيوم  تلقيح ريزو بيومي از سويه
  

  
 

تيک تراکم باکتری در يکی از حاملهای دستة  کين- ۲شکل
اختلاف ميان ). ●(، و دستة سوم )■(، دستة دوم )▲(اول 

در يک حامل دستة ) □(و غير بومی) ■(تراکم سوية بومی
انحراف معيار در . دوم به عنوان نمونه نشان داده شده است

 درصد ۱/۰ها کمتر از های مربوط به شمارش باکتریداده
  .است

  
شود، تراكم ها را شامل ميته دوم كه اكثريت حامل دسدر

هاي ، حاملدر اين دسته. است CFU g-1۱۰۸ -۱۰۵ نهايي باكتري
-، شبه پيت و برخي از حاملتك نوعي مثل زغال سنگ، پرليت

  . جاي دارندیهاي تركيب
  شود كه افت جمعيت در سوم حاملهايي را شامل ميدسته

يا  ١٠٤ CFU g-1 اكتري در آنهاآنها شديد بوده و تراكم نهايي ب
- ساده از حاملیهاتوان ترکيباز اين دسته مي. باشدكمتر مي

  . نظير خاك زغال دار را معرفي نمودی اصلیها
  

  بحث
 تثبيت همزيست نيتروژن شناخته شده ی مولکولی آنکه مبانبا

(Michels & Vanderleyden 1994)، یروشها و  اصولیول 
 Moawad et (حفظ نموده  اهميت خود رای تلقيح ريزوبيومیسنت

al. 1998(کرده و یبررس  رایا و پژوهشگران پيوسته جزئيات تازه
 .Cresswell et al (افزايندی می ريزوبيومیها تلقيحیکاراي بر

1994, Amient-Carpenteir 1998 .(  
 حاصل از آزمون ويژگي ميزباني در شرايط آزمايشگاه نتايج

هاي غير هاي بومي نسبت به سويهر كلي سويهنشان داد كه به طو
. رايي بهتري دارنداند و كابومي گرهكهاي فعالتري را توليد كرده

هاي بومي با ارقام توان به سازگاري بهتر سويه مياين پديده را
 ی برخیهایبررس.  خاك نسبت دادطلوبياي ايراني و شراي

يربومي و هاي غپژوهشگران نيز بر دشواري جايگزيني سويه
 يا ی با ارقام گياهی ضعيف آنها به دليل عدم سازگاریکاراي

  .(Smith 1991) زيستگاه دلالت دارد
 در يك نوع حامل نتايج ی دو سوية مورد بررسیهاباكتري

 رسد كه تفاوتهاي ميلذا چنين بنظر . مشابهي را نشان ندادند
  .د در بقاي باكتري در حامل اهميت داشته باش،ايسويه بين
 هاي حاوي ريزوبيوم و كاشت در تلقيح بذر لوبيا به حاملبا

محيط جنسن مشاهده شد كه مواد تلقيحي بدست آمده از شبه 
 است ١پيت به عنوان حامل كه داراي باكتري بومي شمارة

-اين نتيجه بيان مي. است بيشترين تعداد گرهك را توليد كرده
 حدي كاهش تاا هكند كه اگر چه در شبه پيت جمعيت باكتري

زايي خوبي يافته، اما باكتريهاي باقيمانده داراي فعاليت گرهك
از اين . بوده و قادرند با لوبيا همزيستي کارايي ايجاد كنند

 اگر چه ٧٠٠١آيد كه باكتري غير بومي آزمايشها چنين بر مي
ممكن است در حامل با تراكم بالا باقي بماند ولي كاهش در  

شود و  ميان جمعيت آنها مشاهده مير دفعاليت گرهك زايي
، اما قابليت چند با كاهش جمعيت روبرو بوده  هر١باكتري بومي

  .گرهك زايي خود را بهتر حفظ نموده است 
ها و نتايج حاصل از بقاي  اختصاصات فيزيكي حاملمقايسه

ها در طول زمان در آنها نشان داد كه اگر چه نسبت دادن باكتري
ي يا شيميايي معين به حامل به عنوان عامل ويژگيهاي فيزيك

با مؤثر در نگهداري باكتري دشوار است ولي در بعضي موارد 
 و از اين لحاظ ميزان رطوبتخصوصيات آن رابطه روشني دارد 

. ها داردپذيري حامل رابطه مستقيم با قابليت نگهداري باكتري
ه ميزان توان ب مي  را علاوه بر تأمين رطوبت كافياين ويژگي

پذيري حامل با ميزان رطوبت. تخلخل ذرات حامل نسبت داد
ها رابطة مستقيم و با جرم حجمي نسبت ميزان تخلخل نمونه

، فضاهاي متعدد ميكروسكوپي را كه  تخلخلياديعكس دارد و ز
-زيستگاه مناسب و مطمئن براي تكثير ريزوبيوم  است فراهم مي

دسترسي فاژها و ها را از آورد و جمعيت اين باكتري
هاي شكارچي در شرايط طبيعي خاك در امان  ميكروارگانيسم

 فريزر نيز تأييد شده است یاين يافته در پژوهشها. داردمي
(Fraser 1975).  

.  استها مؤثر رطوبت حامل نيز در نگهداري باكتريمقدار
 درصد در اغلب موارد ٦٠ درصد و بيش از ٤٠رطوبت كمتر از 

ثيري أ ت٧ تا ٦فاصله درpHتغييرات .  داده شدزيان آور تشخيص
العاده  فوقpHها در حامل ندارد، ولي بر رشد و بقاي باكتري

را  توان آن كلسيم ميبناتاسيدي زيان آور است كه با افزودن كر



  ١شماره ) ١٣٨٥(و دوم جلد سي ، مجله علوم دانشگاه تهران    ٨

 حامل به لحاظ رطوبت، یاين نوع پيش تيمارها. تنظيم نمود
pH، شده استیستروني حامل و شيوة آن مهم ارزياب   

Stridjdom & Deschdot 1976) Roughley 1970, 
(Somasegaran 1985 .حاملهاي داراي كمتر از یدر اين بررس 

 بوده و در مقابل حاملهاي وب درصد ماده آلي كاملاً نامرغ٢٠
ها غني از مواد آلي موقعيت بهتري براي نگهداري ريزوبيوم

   داردی بک همخوانیهاداشتند و اين نتيجه با يافته
 (Beck 1991).در مورد ی با اين حال، آنچنان که اين بررس 

، به تراكم بالاي مواد آلي در حاملاين است که ، باگاس نشان داد
 بيانگر مرغوبيت آن باشد و هريك از مواد و ندتوانمي تنهايي

فاكتورهاي فيزيكي به تنهايي نقش تعيين كننده ندارد، بلكه اثر 
 درهر يك از .(Sparrow et al. 1983)تلفيقي آنها با اهميت است 

. شودها در طي زمان گرما گذاري توالي جمعيت ديده ميحامل
 از ی را که ناشامل در حیبک و فيليپات هم نوسان جمعيت باکتر

 ( ,Beck 1991 اند است معلوم کردهی غذايیوجود فاکتورها

(Philipotts 1976.  
 یو برخ نشان داد که خاک زغال دار ی اين بررسنتايج
اين تأثير مثبت در .  دارندی نسبی آن برتری تلفيقیترکيبها

. داده شده است مشابه نشان ی ترکيبهای ديگر بر رویپژوهشها
مل  نگهداري ريزوبيوم فازئولي را در چند حاكرافورد و بري هيل

را بهترين   پيتوهشگراناين پژ. با پايه زغال سنگ بررسي كردند
ارش نمودند كه مايه تلقيح تهيه شده تركيب حامل دانستند و گز

 باكتري به ازاي هر ١٠٤از زغالسنگ توانسته است تراكم بيش از 
 (& Crawford هفته حفظ نمايد ٤بذر را پس از گذشت 

(Berryhill 1983 .با بررسي ليگنيت به عنوان وب و همكاراند 
 با تركيبهاي تجاري نشان دادند كه فقط قايسهحامل در م
) و نه ليگنيت تنها(خلوط تهيه شده از ليگنيت تركيبهاي م

  كندميكيبهاي تجاري قدري بهتر عمل نسبت به تر
 (Dube et al. 1973) .نموده ی کاربرد زغالسنگ را نيز بررسیو 

  .(Dube et al. 1980)است 
 هم مؤيد آن است که خاک زغال دار منطقة ی اين بررسنتايج
گر به واسطة تخلخل، فراهم  ديیتلفيق با فاکتورها  دریشاه بلاغ

تواند در  مناسب ميی و رطوبت پذيریآوردن رشد باکتر
  . همزيست لوبيا جايگزين حامل شودیهاريزوبيوم
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