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  همزيست هاي يهجداتلقيح با در شرايط  اثر تنش ناشي از سطوح آلودگي سرب در گياه يونجه
 2باغكوچهاسماعيل معمار ، *1حسين بشارتي

  ، سازمان تحقيقات، آموزش و ترويج كشاورزي، كرج، ايران.كشور وخاكآبمؤسسه تحقيقات  استاد .1
  .بيولوژي خاك)( يخاكشناسكارشناس ارشد . 2

  24/05/95؛ تاريخ پذيرش: 09/02/94: افتيدر خيتار

  دهيچك
سنگين آلاينده      صر  ست محيطسرب يكي از عنا شاورزي مي  هايخاك ويژهبه زي شد ك شت لگوم   .با ضي زير ك سرب  در ارا ها آلودگي 

لگوم اثر  هانرشد و عملكرد گيا  درنهايت، تثبيت زيستي نيتروژن و  ريزوبيوم هايباكتريتواند در همزيستي بين گياهان ميزبان و  مي
شد.     شته با ضر  تحقيق  در سوء دا شه حا ساله يونجهاز حاوي گره يونجه  ري و  آوريسرب و روي جمع  هايكارخانهاطراف  زارهاي چند

شدند  خالص ريزوبيوم هايباكتريپس س  شد.         نامهپايانپژوهش در قالب  .سازي  شگاه زنجان انجام  شد در دان سي ار شنا مقاومت كار
سرب به  هاجدايه شت در  آلودگي  س سرب   حاوي مقادير مختلف كلرور محيط ك غلظت كه در آن  سرب غلظت  حداكثر. ديگرد يبرر
 گيرياندازهمنظور گرديد. بر اساس نتايج   MRL شاخص  عنوانبهو محاسبه   هاجدايهيك از ، براي هربود مشاهده قابل هاجدايهرشد  

سرب و نيز ميزان كارايي   هاآنمقاومت  سرب تعيين و پنج ها جدايهتوان  ،هاآنبه    انتخاب جدايه در تثبيت نيتروژن در خاك آلوده به 
ستفاده كشت يونجه (رقم همداني)   ايگلخانه آزمونو در  شامل تيمارقرار گرفتند.  موردا  نجپ در سينوريزوبيوم هاي يهجداتلقيح با  ها 

شاهد  6N ،12N ،17N ،41N ،51N(سطح   سرب در  ) وو  سطح  غلظت  از منبع  در كيلوگرم سرب گرم ميلي 100و  50، 25، 5، صفر ( پنج 
سرب  شت يونجه  آزمايش گلخانه .بودند) كلرور  صادفي و فاكتوريل  صورت بهاي ك اثر  ارزيابي با هدف تكرار 3با  در قالب طرح كاملاً ت

ست،  هايباكتريتثبيت نيتروژن قدرت زايي و بر گره سرب  شد.   همزي شان داد انجام  سرب   ازنظر هاجدايه نتايج ن ميزان تحمل به 
سه گروه حساس،     باهمداري اختلاف معني شدند. كمترين وزن خشك بخش هوايي مربوط      نسبتاً داشته و به  حساس و مقاوم تفكيك 

سويه     شترين مقدار آن مربوط به  شاهد و بي سرب در      (N6, N12, N17, N41) هاي مقاومبه  سطوح  سنگين بود. با افزايش  به فلز 
مقاوم اثرات منفي سرب   هايسويهولي در گياهان تلقيح شده با   ،خاك، رشد و تثبيت نيتروژن و وزن خشك گياه يونجه كاهش داشت   

شاهد بدون باكتري  صفر به     ،بر گياه كمتر بود. در  سرب از  سطوح  در كيلوگرم، وزن خشك بخش هوايي يونجه    گرمميلي 100با افزايش 
دند به ي مقاوم و كارايي زياد تلقيح شــده بوهاجدايهاين كاهش در گياهاني كه با يكي از  كهدرحاليداشــت،  درصــد كاهش 49حدود 

همزيســت كمتر اســت،  هايباكتريها در مقايســه با يك گياه لگوم در مقابل تنش عنوانبهدرصــد رســيد. مقاومت يونجه  7كمتر از 
سنگين بر گياه را تا حدودي كاهش        هايباكتريبا تلقيح  توانمي وجودبااين صر  سب به گياه ميزبان اثرات نامطلوب عنا ست منا همزي
  .داد
  .ايآلوده، لگوم، گره ريشه هايخاك، تثبيت زيستي نيتروژن، عناصر سنگينزايي، گره: كليدي يهاواژه

  مقدمه
) كه يكي از بهترين نباتات Medicago sativaيونجه (

اي است، سابقة كشت آن به ابتداي تاريخ تمدن بشر علوفه
و خاستگاه آن مركز خاور نزديك، آسياي صغير،  گرددبرمي

كز بوده ولي مر تركمنستانقفقاز، ايران و منطقه كوهستاني 
-Yazdiدانند (جغرافيايي يونجه را غالباً كشور ايران مي

Samadi and Abdemishani, 1992هايي چون ). ويژگي
عملكرد مناسب، سازگاري با شرايط اقليمي مختلف، 

ها، توانايي همزيستي تثبيت نيتروژن براي دام يخوراكخوش
ه روب سرعتبهگياه  ها باعث شده كه كشت اينريزوبيومبا 

 ).Karimi, 1990باشد (توسعه 
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حاصلخيزي خاك يكي از عوامل مهم در توليد محصول 
-يونجه مي موردنياز پرمصرفاست. نيتروژن يكي از عناصر 

ها در روي ريشه، اين گياه تشكيل گره مجردبهباشد كه 
كند. خود را از هوا كسب مي موردنيازقسمت اعظم نيتروژن 

كيلوگرم  500تا  60يونجه حدود  شدهتيتثبوژن مقدار نيتر
). Sepehri et al., 2006است (در هكتار در سال برآورد شده 

يامگوم با تبادل پل ريزوبيوم با گياهان هايباكتريمزيستي ه
م شود. رقيمهاي مولكولي بين باكتري و گياه همزيست آغاز 

، خاكگياه، سويه باكتري، شرايط خاك (عناصر سنگين در 
وري، نيترات و ش ،تهويه، عناصر غذايي ،شكيخ ،درجه حرارت

اشند بيمبر برقراري همزيستي  تأثيرگذاراسيديته) از عوامل 
)(Sepehri et al., 2006.  

 ويژههب زيستمحيطسرب يكي از عناصر سنگين آلاينده 
با  باشد. امروزه سرب و آلياژهاي آنكشاورزي مي هايخاك

ف فراواني در صنعت دارد. بخش عمده فلزات ديگر، مصار
كلرور و برومور  صورتبهشود سربي كه به خاك افزوده مي

ها از ها و كربناتسرب درآمده و پس از تركيب با فسفات
- در خاك نمي توجهيقابلحلاليت آن كاسته شده و انتقال 

هاي تبادلي يابد، در ضمن يون دو ظرفيتي سرب در واكنش
 براي آبشويي و انتقال به ز قابليت كمينيز شركت كرده و ا

). Abdolvahabi, 1984آب زيرزميني برخوردار است (
رند بسرب به كار مي هاآنصنعتي كه در توليدات  هايكارخانه

و نيز انتشار سرب از  كنندو يا به نحوي از سرب استفاده مي
 باشندكننده محيط مياز عوامل آلوده ،هااگزوز اتومبيل

)Abdolvahabi, 1984.( آلودگي محيط ناشي از صنايع  لذا
و يا در اثر ورود اين مواد  هايكارخانهمذكور بيشتر در حوالي 

 يطورجدبه، بدين سبب خطر آلودگي ها استرودخانهبه 
-منحصر به جانداران محيط اطراف و كاركنان اين صنايع مي

). قسمت اعظم سرب موجود Abdolvahabi, 1984گردد (
غير محلول سولفات سرب بوده  نسبتاًنمك  صورتبهدر خاك 

وسيله آب نفوذي به عمق به توانندمي كهآنهاي ديگر نمك و
دهد را تشكيل ميدرصد ناچيزي  خاك منتقل شوند،

)Abdolvahabi, 1984.(  
آلوده  هايخاكهاي مفيد در كم شدن جمعيت ميكروب

ن موجودات از مواد ها را نتيجه تغذيه ايبه سرب كنار جاده
باشند، كلاته مي صورتبهآلي خاك كه حاوي سرب فراواني 

دانسته و گزارش كردند كه نفوذ سرب به داخل پروتوپلاسم 
). گياهان Tyler, 1981( گرددمي هاآنباعث مرگ  هاباكتري

 تبه علگيرد، غذايي قرار مي مورداستفاده هاآنزراعي كه برگ 

بيشتر با اتمسفر اطراف جاده حاوي وسعت زياد برگ و تماس 
، ولي Golchin, et al., 2007)( باشندمقدار زيادي سرب مي

گردد، استفاده مي هاآناين مقدار در گياهاني كه ميوه 
 به علتكمتر است. اهميت آلودگي اين گياهان  مراتببه

، حشرات و پرندگان است، زيرا ورود هادامتوسط  هاآنمصرف 
 روميمرگو  هادامدر  جنينسقطغذائي باعث  سرب به زنجيره

 ,Abdolvahabiشود (پرندگان و حشرات بارور كننده مي

1984.(  
نگين هاي كم فلزات ستثبيت بيولوژيك نيتروژن به غلظت

در ). Sepehri et al., 2006باشد (در خاك حساس مي
 تثبيت توان و يونجه رشد بر كادميم تأثير آزمايشي نتايج

 عملكرد مقدار كمترين داد نشان هاجدايه توسط نيتروژن

 هايسويه به مربوط آن مقدار بيشترين و مربوط به شاهد

 Memar Kouche-bagh andبود ( سنگين فلز به مقاوم

Besharati, 2012 آلوده به مس، روي و  هايخاك). بررسي
فرآيند تثبيت نيتروژن  هاخاكنشان داده كه در اين  سرب

يابد هاي هتروتروف آزادزي كاهش ميتوسط باكتري
)Letunova, 1985 .( همچنين حساسيت زياد فرآيند تثبيت

آلوده به لجن فاضلاب  هايخاكنيتروژن به فلزات سنگين در 
 ,Borges and Wollumحاوي فلزات گزارش شده است (

1981; Letunova, 1985; Skujins and Odens, 1986.( 
نشان  )Witter and Martenson, 1990( ويتر و مارتنسون

كه آلودگي خاك با روي، سرب، نيكل، مس و كادميم  دادند
ط رآيند تثبيت نيتروژن توسفكاربرد لجن فاضلاب،  درنتيجه

. در تحقيقي نشان دهدميكاهش  شدتبهها را سيانوباكتري
زايي و تثبيت نيتروژن گياه شبدر داده شد كه فرآيندهاي گره

روي و سرب به مقدار جزئي  كادميم، ه باسفيد در خاك آلود
در  شدهانجامات يق. تحق)Rother et al., 1983كاهش يافت (

زات فل ينكه ا ادهدنشان  يابر سو ينمورد اثرات فلزات سنگ
 Borges andشود (يمروژن يتن يتاز تثبيري سبب جلوگ

Wollum, 198150مشخص شد كه تمام  ). در آزمايشي 
 آلوده به هاياكخاز  جداشده يوتيلم مليووبيزورينس يهجدا

 دياز يهاغلظتي داراي هايطم، قادر به رشد در محيفلز كادم
). Sepehri et al., 2006م بودند (يل و كادميكن ي،سرب، رو

در آزمايشي اثر كادميم، مس، سرب، فلوئور و روي بر احياء 
 كهاليدرحبود  تأثيراستيلن يونجه بررسي شد. فلوئور بدون 

سرب و  ليترميليميكروگرم در  100كاربرد كاهش با  42%
 ليترميليميكروگرم در  10كاهش در غلظت  درصد 100
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مس، آرسنيك و روي  ليترميليميكروگرم در  100كادميم و 
  ).Porter and Sheridan, 1981( ديگردمشاهده 
 هايكارخانهاز معادن سرب و روي و فعاليت  برداريبهره

 ملهازجوابسته در استان زنجان باعث انتشار عناصر سنگين 
سرب در اراضي كشاورزي اطراف شده و در برخي 

اين استان غلظت سرب بسيار زياد گزارش شده  زارهاييونجه
). تاكنون وضعيت تثبيت Golchin et al., 2007است (

 ايهخاكبيولوژيك نيتروژن و در اراضي زير كشت يونجه در 
از اين هدف راف معادن استان بررسي نشده است. لذا آلوده اط

 مريزوبيو هايباكتريبر  سرباثرات آلودگي  پژوهش مطالعه
ياه در اين گبومي همزيست با گياه يونجه و تثبيت نيتروژن 

  .بود
  

  هاروشمواد و 
ي خالص باكتري همزيست يونجه و هاجدايهتهيه 

  هاآنبررسي كارايي همزيستي 
، هاكارخانهيونجه اطراف معادن و مزارع در پژوهش حاضر از 

 هايباكتري و آوريسالم جمع هايبوتهريشه از  هايگره
در محيط كشت اختصاصي  ،هاي ريشهاز گره همزيست
و همكاران بك به روش پيشنهادي  1ريزوبيوم هايباكتري

)Beck et al., 1993( حصول اطمينان  منظوربه. انجام شد
شده  سازيخالصجداسازي و  هايباكترياز همزيست بودن 

صورت گرفت  2با گياه يونجه، آزمون آلودگي گياه ميزبان
)Vincent, 1982(. ي هاجدايه توان تثبيت نيتروژن
در  جداسازي شده از ريشه گياهان يونجه)( يوميزوبير

ري و باكتتلقيح شاهد بدون  با لحاظ كردناي آزمايش گلخانه
از  نيتروژن در كيلوگرم گرمميلي 70و  35(تيمار نيتروژني 

اسه م دو كيلوگرمي حاويهاي در گلدان نيترات آمونيم) منبع
طرح كاملاً  صورتبه) 1به  9(به نسبت  و پرليت استريل

صورت روز برداشت  60پس از شد. انجام  با سه تكرار تصادفي
وزن خشك قسمت هوايي  وبندي ريشه و وضعيت گره گرفت

محاسبه ها جدايه S.E3. ميزانگيري شد. هر گياه اندازه
  ).Memar Kouche-bagh and Besharati, 2012( ديگرد

  
  

                                                 
1. Yeast Mannitol Agar  
2 . Plant Infection Test 

  به آلودگي سرب هاجدايهسنجش مقاومت 
 هب سينوريزوبيوم هايباكتريمقاومت نسبي براي ارزيابي 

استفاده شد. مقادير  H.M4.از محيط كشت جامد سرب 
، 300، 250، 200، 150، 100، 75، 50، 25( سربمختلف 

 كلرور به شكل)  در ليتر گرمميلي 500و  450، 400، 350
 Angel and( ديگردبه محيط كشت فوق اضافه  سرب

Chaney, 1991 .(است كه محيط كشت  ذكرانيشاHM 
، گرمميلي Cl4NH 320، گرمميلي 4PO2NaH 175شامل 

O2.7H4MgSO 180 گرمميلي ،O2.2H2CaCl 13 
 4SO2Na 250، گرمميلي O2.6H3FeCl 4، گرمميلي
 گرمميلي HEPES1300، گرمميلي MES 1100، گرمميلي

 موردنظر هايباكتري .باشديم ليترميلي 1000و آب مقطر 
هاي حاوي مقادير مختلف سرب در محيط گذاريلكه صورتبه

 درجه 25از انكوباسيون در دماي  پنج روز پس كشت شدند.
ن ميزا بر اساسو  قرارگرفتهظروف مورد بازبيني  گراديسانت

 هاباكتريدر مقايسه با شاهد بدون سرب،  رشد و حالت كلني
 بتاًنس، رشد باكتري كامل و شبيه شاهد)مقاوم (به سه گروه 

و حساس  كاهش رشد باكتري نسبت به شاهد)حساس (
  .شدند يبندگروه(باكتري فاقد رشد) 

  
زايي و تثبيت نيتروژن بر توان گره اثر سرببررسي 
  سينوريزوبيوم يهاجدايه

الب در قو فاكتوريل  صورتبهاي كشت يونجه آزمايش گلخانه
ر ب اثر سرب ارزيابي با هدف تكرار سهبا  طرح كاملاً تصادفي

نجام ا همزيست، هايباكتريتثبيت نيتروژن قدرت زايي و گره
گرم ميلي 100و  50، 25، 5، پنج سطح سرب شامل صفرشد. 
جدايه  جپنو تلقيح با به شكل كلرور سرب  در كيلوگرم سرب

 6N ،12N ،17N ،41N ،51Nشامل  سينوريزوبيوم باكتري
شاهد . بودنديونجه  ايگلخانهدر كشت  شدهاعمالتيمارهاي 

به  نيز در كيلوگرم نيتروژن گرمميلي 70بدون تلقيح و تيمار 
 هاييباكتر. شاهد منفي و مثبت منظور شدند عنوانبهترتيب 
مقاومت به سرب و ميزان كارايي  بر اساس شدهاستفاده

  ).3شدند (جدول همزيستي انتخاب 
بذور يونجه رقم همداني پس از ضدعفوني سطحي با 

 هاگلدانزني در جوانه درصد و 1محلول هيپوكلريت سديم 

. Symbiotic Efficiency3 
4. HEPES-MES  
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-دايهسوسپانسيون جليتر از با يك ميلير بذهر  وكاشته شدند 

 ليتر)سلول باكتري در هر ميلي 710هاي منتخب (با جمعيت 
هزار  12تا  10 رشد كتلقيح گرديد. شدت روشنايي اتاق

و  28ساعت، درجه حرارت روزانه  16تا  12، طول روز وكسل
روز بعد از كاشت،  90. بود گرادسانتيدرجه  18شبانه 

بخش هوايي هر و وزن خشك  شدهبرداشت يونجه هايبوته
 بر اساسگياه  هايريشه بنديگرديد. وضعيت گره تعيينگياه 

 موردبررسي (Vincent, 1982) وينسنت روش پيشنهادي
دال كجلنيتروژن بخش هوايي گياه به روش  درصدقرار گرفت. 

)Bremner and Mulvaney, 1982( مقدارگيري و اندازه 
غلظت  ضربحاصلاز در اندام هوايي گياه  شدهجذبنيتروژن 

 .آمد به دستنيتروژن در وزن خشك بخش هوايي 
-MSTAT افزارنرماستفاده از آماري نتايج با  وتحليلتجزيه

C  .ايدامنهبا آزمون چند  هاميانگينمقايسه انجام گرفت 
  .دانكن صورت گرفت

  
  نتايج و بحث

و  هقرارگرفت موردبررسيكه در اين آزمايش  هاييباكتريتمام 
بر روي  استفاده شد، هاآندر مراحل مختلف پژوهش از 

اي هيهجدابين كردند و اي ميزبان گره ايجاد سيستم ريشه
زايي بر روي ريشة گياه يونجه توان گره ازنظر سينوريزوبيوم

گره  13 بيشترين تعداد گره داري وجود داشت.معنياختلاف 
داشت اختصاص ، 51Nو  41N،43N يهاجدايهبه  در بوته بوده و

)Memar Kouche-bagh and Besharati, 2012(  و
 .زايي بودندداراي كمترين توان گره ،1N ،3N ،23Nهاي سويه

هاي همچنين نتايج ارزيابي مؤثر بودن همزيستي جدايه
بيشترين و  درصد 152با  6Nجدايه  نشان داد سينوريزوبيوم

ند بوددرصد كمترين كارايي همزيستي را دارا  29با  3Nجدايه 
)Memar Kouche-bagh and Besharati. 2012 هشت .(

 8/37( هيجدا 17) بسيار مؤثر، هاجدايهدرصد از  8/17جدايه (
درصد از  8/17) مؤثر، هشت جدايه (هاجدايهاز  درصد
) هاجدايهاز  درصد 7/26جدايه ( 12مؤثر و  نسبتاً) هاجدايه

 Memar Kouche-bagh, andير مؤثر بودند (غ

Besharati, 2012.( 

به آلودگي سرب،  هاجدايهارزيابي مقاومت  منظوربه
در محيط كشت جامد حاوي سطوح مختلف سرب  هاجدايه

ه در مقايس هاجدايهميزان رشد  بر اساسكشت شدند و سپس 

                                                 
1. Maximum Resistant Level 

ارزيابي  هاجدايهمحيط فاقد سرب) ميزان مقاومت شاهد (با 
). Memar Kouche-bagh and Besharati, 2012( ديگرد

حاوي سطوح  هايمحيطدر  هاباكترينتايج رشد  بر اساس
 بيشترين غلظت تا هاآنمتفاوت سرب، تعداد معدودي از 
در  گرمميلي 500معادل سرب بكار رفته در محيط كشت كه 

 رشد كردند يخوببهمقاومت زيادي نشان داده و  بود ليتر
كه در آن  سربغلظت  (حداكثر MRL1 ). شاخص1شكل (

براي هر يك از  )بود مشاهدهقابل هاجدايهرشد غلظت 
 سربمختلف  سطوحهايي كه در سويه نيز نسبتو  هاجدايه

. لازم به ذكر بودند، محاسبه گرديد مشاهدهقابلداراي رشد 
هاي داراي رشد است كه براي محاسبه درصد سويه

هاي مختلف سرب، نسبت تعداد در غلظت مشاهدهقابل
ي رشد كرده در محدوده مشخصي از غلظت سرب، هاجدايه

 صورتبهتقسيم و حاصل  موردمطالعهي هاجدايهبر تعداد كل 
درصد از  7/6 طوركليبه). 1(شكل  ديگرددرصد بيان 

باشند، يم N41 و N12 ،N17هاي كه شامل جدايه هاباكتري
تحمل به سرب بوده و  ازنظرداراي مقاومت بسيار زيادي 

 100( كاررفتهبهرشد در محيط بيشترين سطوح سرب  ازلحاظ
ين ا تفاوتي با شاهد نشان ندادند، گونههيچدر ليتر)،  گرمميلي
 75 بيش ازها ديگر در غلظت يهجدابرخي بود كه  كهيدرحال
 %64. حدود در ليتر قادر به رشد نبودند سرب گرمميلي
بر  گرمميلي 150تا  25توانايي تحمل سطوح داراي  هاجدايه

توانايي تحمل  هاجدايهدرصد از  30حدود  ليتر سرب بودند.
را نشان دادند كه مقاومت  سرب بر ليتر گرمميلي 300تا سطح 

  .)1شكل باشد (تحمل سرب مي ازنظرخوبي 
ارزيابي اثر سميت سرب بر تثبيت نيتروژن در  منظوربه

گياه يونجه از پنج جدايه براي تلقيح گياهان در كشت 
 گيرياندازهبر اساس نتايج  هاجدايهاستفاده گرديد.  ايگلخانه

انتخاب شدند.  هاآنبه سرب و نيز ميزان كارايي  هاآنمقاومت 
منتخب  يهاجدايهها به نحوي بود كه در بين انتخاب جدايه

كارايي همزيستي و مقاومت به سرب داراي تنوع باشد. لذا 
 ازنظررا دارا بودند و  139تا  درصد 57از كارايي  هاجدايه

  .)1داشت (جدول حساس وجود  نسبتاًمقاومت هم از مقاوم تا 
وزن خشك  گيرياندازهتجزيه واريانس نتايج حاصل از 

اندام هوايي، غلظت نيتروژن و جذب نيتروژن اندام هوايي 
 هانآنشان داد كه اثر جدايه، سطوح سرب و نيز اثرات متقابل 
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 باشديمدار يادشده معني هايشاخصبر  درصد 1در سطح 
  ).2(جدول 

با افزايش سطوح سرب وزن خشك اندام هوايي گياه 
). مقدار اين 3جدول ( افتيكاهش  دارمعني طوربهيونجه 

سرب در  گرمميلي 100شاخص در شاهد حداكثر و در تيمار 
اين تيمار نسبت به  كهطوريبهكيلوگرم خاك، حداقل بود 

نشان داد. علاوه بر وزن خشك اندام  درصد كاهش 5/22شاهد 
هوايي، غلظت نيتروژن و نيز جذب نيتروژن اندام هوايي گياه 

 طوربه هاگلداني سرب در يونجه با افزايش سطوح آلودگ
دو شاخص مذكور در  كهطوريبهداشت،  دار كاهشمعني

بودند سرب حداقل مقدار را دارا  گرمميلي 100سطح آلودگي 
  ).3جدول (

  

  
 .هاي مختلف سربدر غلظت مشاهدهقابلي داراي رشد هاجدايهدرصد . 1شكل 

Fig. 1. Percentage of isolates which had visible growth at different Pb concentrations. 

  

  .ونجهيكشت  ايگلخانه شيدر آزما مورداستفاده وميزوبينوريس يهاجدايهمشخصات . 1جدول 
Table 1. Characteristics of Sinorhizobium used in alfalfa greenhouse test. 

 شماره جدايه

Isolate No. 
 (SE)كارايي همزيستيدرصد 

Symbiotic Effectiveness 

 درجه تحمل به سرب

Degree of Tolerance to Pb 
N6 153 b aمقاوم     Tolerate 

N12 57 e aمقاوم     Tolerate 
N17 86 c aمقاوم     Tolerate 
N41 139 a aمقاوم     Tolerate 
N51 73 d b حساس نسبتاً     partially sensetive 

 

 
 

.اندام هوايي يونجه نيتروژنبر وزن خشك، غلظت نيتروژن و مقدار جذب  و سربي ريزوبيومهاي تجزيه واريانس اثر جدايه .2جدول   

Table 2. Analysis of variance of Rhizobium and Pb on dry weight, the concentration of nitrogen and N- 
uptake by alfalfa shoots. 

Sources of 
Variations منابع تغيير 

 
 درجه آزادي

Degree of 
Freedom 

  (MS) مربعات ميانگين

خشك وزن  
 اندام هوايي

Shoot Dry Weight 

نيتروژن غلظت  
هوايي اندام  

Shoot N-
Concentration 

 نيتروژن جذب
 اندام هوايي

Shoot N-Uptake 
Isolate يهجدا  6 **0.427  **0.308  **3.033  

Pb 0.009**  0.448**  0.0550** 4 سرب  
Isolate*Pb  سرب ×جدايه  24 **0.032  **0.081  **0.003  

Error 0.001  0.006  0.0001 70 خطا  
C.V 3.32 2.88 1.77  ضريب تغييرات 

  Significant at 1% level**                                                                                  .درصد 1دار در سطح ** معني

MRL =500 mg/kg 
6.7%

MRL=300  mg/kg

 
32.1%

MRL=200  mg/kg
61.2  %
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در اندام هوايي گياه يونجه. شدهجذب بر وزن خشك، غلظت نيتروژن و مقدار نيتروژن سطوح مختلف سرب اثرمقايسه ميانگين  .3جدول   

Table 3. Comparison of the effects of lead on dry weight, the concentration of nitrogen and nitrogen 
absorbed in the shoots of alfalfa. 

 Measured indices                   گيري شدهاندازه هايشاخص 

  سرب
گرم در كيلوگرم)(ميلي  

  وزن خشك اندام هوايي
 (گرم در گلدان)

 ييغلظت نيتروژن در اندام هوا
 (درصد)

 ييجذب نيتروژن اندام هوا
 )گرم در گلدان(ميلي

Pb (mg kg-1) Shoot Dry Weight (g pot-1) Shoot N-Concentration 
(%) 

Shoot N-Uptake (mg pot-1) 

0 a  0.607 a 2.94 3 a 1.817 
10 b  0.539 a   2.943 b 1.490 
25 c  0.515 ab 2.795 b   1.453 
50 d   0.502 b 2.70 b  1.456 

100 e  0.471 c  2.614 c  1.223 
 داري ندارند.درصد تفاوت معني 1روش دانكن) در سطح ( يآمار ازلحاظهايي كه حداقل يك حرف مشترك دارند، در هر ستون ميانگين

In each column, means with at least one common letter, are not significantly different at 1% level (Duncan Method). 
 
 

 ها و سطوح سرب برمتقابل جدايه اثرات ميانگينمقايسه 
 سطوح شيافزاغلظت نيتروژن اندام هوايي نشان داد كه با 

، غلظت نيتروژن اندام هوايي گياه هاجدايهسرب، در مورد تمام 
كاهش يافت و اين كاهش در اكثر موارد به لحاظ آماري 

) %3/3داري بود. بيشترين غلظت نيتروژن اندام هوايي (معني
رب در كيلوگرم س گرمميليسطح صفر و پنج شاهد (مربوط به 
) %43/2آن (نيتروژن) و كمترين مقدار  گرمميلي 70و مصرف 

ا ببر كيلوگرم سرب و تلقيح  گرمميلي 100متعلق به تيمار 
 هايجدايهنتايج نشان داد كه در  طوركليبهبود.  N6 هيجدا

سطوح سرب بر غلظت  تأثير) N17و  N12مقاوم به سرب (
  .)4جدول دار نيست (نيتروژن اندام هوايي معني

اعمال سطوح مختلف سرب سبب كاهش  طوركليبه
اما كاهش مقدار ؛ محتواي نيتروژن اندام هوايي گياه شده است

در شاهد (نيتروژن گياه در تيمارهاي تلقيح شده كمتر از 
، گرمميلي 100شاهد با افزايش سطوح سرب از صفر به 

در تيمارهاي تلقيح  كهدرحالي درصد 44نيتروژن اندام هوايي 
و نيز كمتر از  كاهش يافت) درصد 33متوسط  طوربهباكتري 

  .)5بود (جدول تيمار نيتروژن 
سطوح مختلف سرب باعث كاهش وزن خشك گياه شده 

 هكطوريبهمختلف متفاوت بود، ي هاجدايهولي اين كاهش در 
گرم در گلدان) مربوط به گياه  8125/0خشك (بيشترين وزن 

سرب در  گرمميلي 25در سطح  N51تلقيح شده با جدايه 
گرم در گلدان) در  1474/0آن (كيلوگرم و كمترين مقدار 
سرب بر كيلوگرم  گرمميلي 100شاهد بدون تلقيح و سطح 

  .)6شد (جدول مشاهده 

 

 .درصد)( ييهوابر غلظت نيتروژن اندام  ريزوبيومي هاييهجدامقايسه ميانگين اثرات متقابل سرب و  .4جدول 
Table 4. Comparison of the interactions between lead and Rhizobium on shoot nitrogen concentration (percent). 

  جدايه   mg.kg Levels of Pb)-1(گرم در كيلوگرم)(ميليسرب سطوح مختلف 
Isolate  100 50 25 5 0 

2.733 ghij  2.833 efgh   3.000 cde   2.968 def  2.667   hijkl Blank 

2.433 n  2.500 lmn  2.467 mn   2.767 ghi  3.000 cde      6N 

2.633 ijklm  2.700 ghijk  2.500 lmn  2.767 ghi  2.733 ghij  12N 

2.533 klmn  2.800 fghi   2.667 hijkl  2.733 ghij  2.967  def 17N 

2.567 jklmn  2.567 jklmn  2.800 fghi    3.200 ab    3.033 bcd 41N 

2.533 klmn 2.633 ijklm  3.167abc   2.867 defg   2.867defg  51N 

 2.867 defg  2.867 defg    2.967 def  3.300 a  3.333 a  70N 

  .داري با يكديگر ندارنددرصد تفاوت معني 1 احتمال روش دانكن) در سطح( يآمار ازلحاظهايي كه حداقل يك حرف مشترك دارند، ميانگين
In each column, means with at least one common letter, are not significantly different at 1% level (Duncan Method). 
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  گرم در گلدان).( ييهوادر اندام  شدهجذببر مقدار نيتروژن  ريزوبيوميهاي مقايسه ميانگين اثرات متقابل سرب و جدايه .5جدول 
Table 5. Comparison of the interactions between lead and Rhizobium isolates on nitrogen uptake in the shoot (gram 
per pot).  

  جدايه   mgkg Levels of Pb)-1(        گرم در كيلوگرم)ميلي(سرب سطوح مختلف 
100  50  25  5  0  Isolate  

t 0.004  st  0.004  s 0.005  r 0.006  q 0.007  Blank 

i 0.015 lm 0.012  q 0.008  j 0.014  c  0.022 6N  
p 0.009  ij 0.014  ki 0.013  op 0.009 mn 0.011  12N  
ij 0.014 de  0.019  de  0.019  h 0.016  ef  0.019  17N  
no 0.010 n  0.011 ij  0.014  gh 0.017  d  0.020  41N  
jk 0.013  fg 0.018  ab 0.025  jk 0.014  de 0.019  51N  
h 0.017  d 0.020  ij 0.014  b 0.025  0.026 a N-70  

  داري با يكديگر ندارند.درصد تفاوت معني 1روش دانكن) در سطح ( يآمار ازلحاظهايي كه حداقل يك حرف مشترك دارند، ميانگين
In each column, means with at least one common letter, are not significantly different at 1% level (Duncan Method). 

  
  

  
.بر وزن خشك اندام هوايي يونجه ريزوبيوميهاي متقابل سرب و جدايهمقايسه ميانگين اثرات  .6جدول   

Table 6. Comparison of the interactions between lead and rhizobium isolates on shoot dry weight of alfalfa. 

 جدايه   mgkg Levels of Pb)-1(        گرم در كيلوگرم)ميلي(سرب سطوح مختلف 

Isolate 100 50 25 5 0 

0.147 u  0.153 u  0.176 t  0.222 s  0.283 r Blank 

0.645 h 0.500 n  0.325 q  m۵٢١٩/٠   0.741 cd N6 

0.349 p  0.551 k  0.526 lm  0.361 p   0.429 o  N12 

0.584 j 0.710 ef  0.749 bc  0.614 i  0.643 h  N17 

0.425 o  0.445 o 0.534 klm   0.541 klm  0.677 g  N41 

0.549 kl  0.693 fg  0.813 a  n۴٨٩٨/٠  0.689 fg  N51 

0.599 ij  0.724 de  0.495 n  0.765 b 0.792 a N-70 

داري با يكديگر ندارند.درصد تفاوت معني 1روش دانكن) در سطح ( يآمار ازلحاظهايي كه حداقل يك حرف مشترك دارند، ميانگين  
In each column, means with at least one common letter, are not significantly different at 1% level (Duncan Method). 

 
 

  
در اين پژوهش كه از  موردمطالعه هايباكترياز بين 

اراضي آلوده به عناصر سنگين در استان زنجان جمع آوري 
 ها داراي توانايي تحمل تا غلظتجدايه %64حدود  شده بودند،

ها درصد از جدايه 30بر ليتر سرب، حدود  گرمميلي 150
 7/6و بر ليتر سرب  گرمميلي 300توانايي تحمل تا سطح 

 N41 و N12 ،N17هاي ز كه شامل سويهني هاآندرصد از 
تحمل سرب  ازنظرباشند، داراي مقاومت بسيار زيادي مي

بر  گرمميلي 500سرب ( شدهاعمالبودند كه تا آخرين سطح 
داشتند و تفاوتي با شاهد نشان  ايملاحظهقابلكيلوگرم) رشد 
ر جهت رشد و تكثي هاسميكروارگانيم). توانايي 1ندادند (شكل 

ي ژنتيك هايويژگيآلوده به فلزات سنگين به  هايمحيطدر 
 ,Angel and Chaneyدارد (بستگي  هاآنو فيزيولوژيك 

 هايگروه). دلايل متعددي براي تحمل و مقاومت 1991

- كه ترشح پلي اندشدهارائهميكروبي به فلزات سنگين 

با  هاي آليساكاريدهاي برون سلولي، توليد برخي متابوليت
، سلوليدرون هايپروتئينكلات كنندگي، توليد خاصيت 

 هاميكروبتغيير شكل شيميايي فلزات سنگين توسط 
اكسايش، احيا، متيلاسيون و دمتيلاسيون)، جذب زيستي فلز (

). Gadd, 1986, Gadd, 1986( باشنديماين دلايل  ازجمله
 به عناصر سنگين در ريزوبيوم هايباكتريتفاوت در مقاومت 

-Memar Koucheاست (گزارش شده  قبلاًبرخي مطالعات 

bagh and Besharati, 2012; Sepehri et al., 2006.(  
در پژوهش حاضر با افزايش سطوح سرب در خاك، رشد 
و تثبيت نيتروژن و وزن خشك گياه يونجه كاهش نشان داد 

ات منفي مقاوم اثر هايسويهولي در گياهان تلقيح شده با 
در شاهد بدون باكتري  كهطوريبه سرب بر گياه كمتر بود،

در كيلوگرم  گرمميلي 100سطح سرب از صفر به  كههنگامي
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درصد  49افزايش يافت وزن خشك بخش هوايي يونجه حدود 
اين كاهش در خصوص گياهاني  كهدرحاليكاهش نشان داد، 

 7ز ه كمتر اي مناسب تلقيح شده بود بهاجدايهكه با يكي از 
  درصد رسيد.

فلزات سنگين در خاك رشد گياه، باكتري  آلودگي ناشي از
ا با ر ريزوبيوم هايباكتريهمزيستي گياه لگوم و  درنهايتو 

. رددگميمشكل روبرو نموده و سبب كاهش تثبيت نيتروژن 
همزيست با گياهان در برابر  هايميكروارگانيسمالبته مقاومت 

 باشدمي هاآنمحيطي بيشتر از گياهان ميزبان  هايتنش
)Zahran, 1999 .(محيطي مراحل اوليه همزيستي  هايتنش

را  ومريزوبيبين گياه و باكتري  هاسيگنالو  هاپيامو انتقال 
). در Hungria et al., 1991( نمايدميدچار اختلال 

 هانآي مقاوم به فلزات سنگين به دليل تحمل ذاتي هاجدايه
لودگي آ تأثيربه اين فلزات، رشد گياه بيش از باكتري تحت 

كاهش حجم توده  ديگرعبارتبه، گيردميفلز سنگين قرار 
 هارهگگياهي بيشتر از كاهش تثبيت نيتروژن و انتقال آن از 

). سميت Ibekwe et al., 1995است (به بخش هوايي گياه 
ري گيناشي از غلظت زياد فلزات سنگين در خاك سبب جلو

 .)Ibekwe, et al., 1996( شودميرشد و توسعه ريشه 

اظهار  )(Angel and Chaney, 1991 آنجل و چاني
هاي ومريزوبيداشتند سميت كادميم بر گياه يونجه بيشتر از 

ا ب توانمينتايج اين تحقيق نشان داد  همزيست با آن است.
همزيست مناسب به گياه ميزبان اثرات  هايباكتريتلقيح 

  نامطلوب عناصر سنگين بر گياه را تا حدودي كاهش داد.
  

  گيرينتيجه
بسياري از اراضي زير كشت يونجه در استان زنجان كه در 

، آلوده اندشدهواقعسرب و روي  هايكارخانهاطراف معادن و 
. آلودگي سرب باشندميسرب  ازجملهبه عناصر سنگين 

زيست هم هايباكتريد بر همزيستي بين گياه يونجه و توانمي
شد گياه ر نهايتاًسينوريزوبيوم)، تثبيت زيستي نيتروژن و آن (

اثر نامطلوب داشته باشد. تاكنون پژوهشي در اين خصوص در 
اين اراضي انجام نشده است. پژوهش حاضر نشان داد كه با 

وزن خشك  افزايش سطوح سرب، رشد و تثبيت نيتروژن و
 هاييباكترگياه يونجه كاهش يافت ولي در تلقيح گياهان با 

همزيست كه مقاوم به سرب بوده و كارايي بالايي نيز دارند 
د اثرات نامطلوب سرب بر گياه را تا حدودي كاهش توانمي

 در گياهان شاهد تلقيح نشده با باكتري كهطوريبه دهد.
در  گرمميلي 100ه با افزايش سطوح سرب از صفر ب (شاهد)

درصد  49كيلوگرم، وزن خشك بخش هوايي يونجه حدود 
اين كاهش در گياهاني كه با يكي  كهدرحاليداشت،  كاهش

ي مقاوم و كارايي زياد تلقيح شده بودند به كمتر هاجدايهاز 
 ازجملهمقاومت گياهان لگوم  كهآندرصد رسيد. با وجود  7از 

 همزيست هايباكترييسه با ها در مقايونجه در مقابل تنش
 وانتمي مشخص نمود كه كمتر است، ولي نتايج اين تحقيق

مقاوم به سرب و با مناسب (همزيست  هايباكتريبا تلقيح 
به گياه ميزبان اثرات نامطلوب عناصر  كارايي همزيستي بالا)

  .سنگين بر گياه را تا حدودي كاهش داد
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