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    در ريشه هاي گندم تحت تأثير عوامل مختلفتروژنينتثبيت توليد گره 

  با باكتريو تلقيح  گره كننده توليد
 

  1يابانيعباس ب
  abs346@yahoo.com دانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعي گرگان ؛ هيئت علمي مجتمع دانشگاهي گنبد،عضو

  
 چكيده

كه توانايي توليد شبه گره ) باكتريهايي پكتينوليتيك( در اين پژوهش در مرحله اول ،باكتريهاي توليدكنندهء پكتيناز 
 از نمونه خاكهاي انتخاب شده در ريشه هاي گياه زراعي گندم را داشتند و باكتريهاي تثبيت كننده نِيتروژن

.  انتخاب شدندنيتروژن و تثبيت پكتينازنايي بالاي توليد آنزيم سپس از بين آنهاباكتريهايي با توا. جداسازي گرديدند
 -D و تثبيت نيتروژن از روش تيمار گياهچه هاي گندم با ) Para nodule( مطالعه تشكيل گره هاي غيرحقيقيبراي 

باكتري و يا تلقيح گياهچه ها با ) Abiological  agent=Aa( به عنوان عامل غير بيولوژيك توليدكننده گره 2، 4
و هچنين تلقيح ) (Biological agent=Baبه عنوان عامل بيولوژيك )  (Bacillus polymyxa Strain 43پكتينوليتيك 

اندازه گيري ميزان تثبيت  نيتروژن تحت شرايط . آنها با باكتريهاي دي ازوتروف انتخاب شده استفاده شد
 تيمار به شرح ذيل 9آزمايش شامل . ياه انجام شد روز از دورهء رشد گ22و 14، 10، 8آزمايشگاهي در فواصل 

 + Arthrobacter sp + ( گياه گندم)Ba  4  + گياه گندم)Aa  3  + گياه گندم)2) شاهد(گياه گندم ) 1 :بود

Xanthomonas sp  (5(گياه گندم  +   Bacillus polymyxa Strain  42  6 ( 4تيمار Aa+   7(  5تيمار  Aa + 8( 
 ميلي متر در روي ريشه ها در روزهاي 1 تا 0 /5 تشكيل گره هايي با قطر حدود. + Ba 5 تيمار)Ba +9 4تيمار

اختلافهاي معني داري بين تعداد گره هاي تشكيل شده و همچنين . چهارم و پنجم دوره رشد گياه قابل مشاهده بود
فعاليت نيتروژناز در روز چهاردهم در بيشترين ميزان . ميزان تثبيت  نيتروژن در بين تيمارهاي آزمايشي مشاهده شد

 + Arthrobacter sp(تيماري كه گياهچه هاي گندم با مخلوط طبيعي باكتري ها ي تثبيت كننده نيتروژن 

Xanthomonas sp  (تلقيح شده بودند اندازه گيري شد.  
  .تروژنينتثبيت  ،ليتيك پكتينو هايباكتري گندم، عوامل توليدكننده گره، ،ي غيرحقيقيگره ها :يدي كليواژه ها

  

 مقدمه
تأمين نيتروژن براي گياهان كه  يكي از راههاي         

فوايد زيادي از نظر اقتصادي و اكولوژيكي دارد تأمين 
 گياه با باكتري هاي تثبيت كننده نيتروژن از طريق همزيستي

 تشكيل گره در ريشه و ساقه گياهان زراعي نيتروژن و 
 و Kennedy ؛Christiansen-Weniger،1993( باشد مي

اين اصلي  يكي از مشكلات در اين راه، .)1997 ،همكاران
  تيـهمزيسراري ـبرق نايياكه بيشتر گياهان زراعي تو. است

    
هاي  يكي از راه. با باكتريهاي تثبيت كننده نيتروژن را ندارند

شبه  ( توليد گره هاي غيرواقعي،موجود براي حل اين مشكل
 كنندهعوامل مختلف توليدبا استفاده از عي بطور مصنو) گره

با باكتريهاي تثبيت كنندة نيتروژن ) زنيمايه (گره و تلقيح 
  وKovalskaya ؛1996 همكاران، و Glagoleva (است

  ).2001همكاران، 
 ي اكسين در شرايط فعلي براي توليد گره از مواد شيميايي     
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 آنزيم ياايندول استيك اسيد و  ،D- 4 ،2 :مانند
 Glagoleva( كنندي ز و پكتيناز استفاده م مانند سلولايهاي

 Douglasو Smith ؛Patika ،1995 ؛1996 ،و همكاران
 D 4 ،2- مطالعات زيادي جهت توليد گره بوسيله )1987،

، ذرت گياهان زراعي گندم، يو غيره جهت توليد گره رو
 Davey  وAl-Mallah( انجام شده است برنج و كلزا

ingCock، 1989؛ Chebotar، 1995؛ -Christiansen
Weniger،1993؛Glagoleva براي .)1996،  همكارانو 

ريهاي باكتاز  گياهان مذكور  شبه گره ايجاد شده درتلقيح
 ,Azorhizobium caulinodansانند متروژنينتثبيت كننده 

Azospirillum brasilense, Klebsiella pneumoniae, 
Alcaligenes faecalis , Azotobacter chroococcum, 

Pseudomonas caryophylli  تلفيقي از گونه هاي  و يا
بر  يطالعاتمدر اين زمينه  . استفاده نموده اندييوموبريز

لزا انجام شده كه نشان داده باكتريهاي كروي گياه زراعي 
 توان D- 4 ،2 شيميايي هء استفاده شده مانند ماديپكتيناز
 و Glagoleva(  دارند رار حقيقيگره هاي غي توليد

  )2001 ،همكاران و Kovalskaya ؛ 7199 ،همكاران
Khammas اثر با مطالعه )1993( و همكاران 

 (Azospirillum sp)آزوسپيريلوم  همزمان) ي زنمايه(تلقيح 
 ي بر رو(Bacillus polymyxa) كساي ميلوس پلي باسو

با هم  نهاكه آيافتند كه هنگاميجه دست ين نتيبرنج به ا
 يشتر از زماني در برنج بتروژنينت يزان تثبي م،استفاده شوند

 يارين هميرا در اي ز،است كه جدا از هم استفاده شوند
ناز و ي پكت توليد كنندهء آنزيمنقش (Bacillus sp) لوسيباس

 .دارند را تروژني نت كنندهءي نقش تثبملويريآزوسپ
Zlotnikov  يهايباكتر مطالعه اب) 1998(همكاران و 

Klebsiella terrigena وBacillus firmus  جو يبر رو 
 با ين دو باكتريكه ايزمان دند،يجه رسين نتيبهاره به ا

 در درصد12 دانه تروژنينزان يح شدند ميگر تلقيهمد
ن مطالعات نشان يهمچن .دا كرديش پي افزاشاهدسه با يمقا

 شيث افزاباع نه تنها هايكتر بااين ح با يداده است كه تلق
  ت محصول هم يفيكسبب بهبود لكه  ب محصولعملكرد

ب يترته ب) 1995(  Chebotarو )Patika )1995.  شوديم
 در  مشاهده كردند كهينيب زمي گندم و سيبا مطالعه بر رو

 ،كننده نيتروژنت ي تثبيهايبا باكتراين گياهان ح ي تلقاثر
كرد  دايش پيافزا درصد 50تا15نكه عملكرد يعلاوه بر ا

 10هم  ينيب زمي دانه گندم و نشاسته سنيئوتبلكه مقدار پر
با مطالعه بر  )Chebotar )1987 .افتيش يافزا درصد 20تا
 تلقيح اين گياه افت كهي دراه سورگمي گتروژنينت ي تثبيرو
موجب  Pseudomonas و  Bacillus جنسيهايباكتربا 
   . گرددي م ميزان تثبيتنيشتريب

 يجداساز، در مرحله اول تحقيق اين هدف از
 تروژنينيت كننده بپكتيناز و تث توليد كنندهء آنزيم يباكتريها

پكتيناز  توليد يتوان بالاهايي با  از خاك و انتخاب باكتري
  سپس وتروژنين باكتريهايي با توانايي بالاي تثبيت  نيزو

  در ريشه گياه زراعي گندمزفعاليت نيتروژناميزان  ءمطالعه
 با عوامل غير زندة توليد آن گياهچه هاي رپس از تيما

نندة  كعوامل زنده توليدتلقيح با يا  و) D- 4 ،2 (كنندة گره 
همزمان با تلقيح باكتريهاي تثبيت كنندة ) باكتري ها(گره 

  . بودتروژنين
  مواد و روشها

گياه مورد مطالعه گياه زراعي گندم زمستانه رقم 
) شيميايي (ير زندة عامل غ. بود) يروس (1پامياتي مدنيا
 بود Abiological agent = (Aa)، D-4 ،2  گرهتوليد كننده

ظت كه در غلظت هاي زياد به عنوان علف كش و در غل
.  محسوب مي شوددشرهاي كم به عنوان تحريك كننده 

 )Biological agent =Baَ( گرهعامل زندة توليد كنندة 
كه  ود ب Bacillus polymyxa Strain 43 باكتري خالص

 تروژنين تثبيت و توان ضعيف پكتيناز توانايي بالاي فعاليت
(0.3 n.mol C2H4/106 cell . h-1) از نمونه و  داشت را

.  گرديديجداساز غلات شتك زير ي رسيلومخاك 
تركيبات محيط كشت مورد استفاده براي جداسازي 

 توليد كنندهء پكتيناز بر مبناي گرم در ليتر عبارت يباكتريها
 ، K2HPO4 4.5; KH2PO4, 3; (NH4)2SO4, 2دند ازبو

 15 روآگا  ,3/0MgSO4 ،5/1 عصاره مخمر ، 5پكتين
)Aceeba، 1991(.  

، باكتري تروژنينعامل تثبيت كنندة 
مخلوط دو و   Bacillus polymyxa Strain 42خالص
 كه بود )Arthrobacter sp + Xanthomonas sp( باكتري

 0.6 به ترتيب( تروژنينتثبيت هر دو آنها توانايي بالاي 
 ت ضعيف فعاليو  n.ml C2H4/106 cell. h-1) 1.2و

 به طور طبيعي نيز به حالت هر دوو  داشتند يپكتيناز
 يجداساز ي رسيلوم از نمونه خاكهاي مخلوط با يكديگر

 2 اسكايان محيط كشت مورد استفاده فدروكالي.شده بودند

؛ گلوكز 20 آگار : شامل  گرم در ليتريتركيبات بر مبنا( ودب
 CaCl2 6H2O؛ MgSO4 7H2O 0.3؛  K2HPO4 1.8؛10

  .)FeCl3 6H2O 0.01( )Aceeba، 1991؛  NaCl 0.5؛0.01
 ي روشها مجموعهستشخيص باكتريها بر اسا

 براي .)1984 ،و همكاران Peter(استاندارد انجام شد 
 گندم از محلول ي زراع گياه درگره هاي غيرحقيقي مطالعه
 ي بر مبناري زبا تركيبات 3يگلي ري گلاي نيمه جامد غذاي

 ; KCl 0.072; KH2PO4  0.136 ;FeCl30.024:تريگرم در ل

                                              
1- Pameiati medneia 
2- fedrov-kalinskaya  
3- Gelery-gela  
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Ca(H2PO4)2 0.300 or Ca3(PO4)2 0.2; MgSO4 0.06 
agar 7  ،استفاده شد )Aceeba، 1991.(  

گياه گندم ) 1:  تيمار انجام شد9آزمايش با 
 گياه )Ba  4  + گندم گياه)Aa  3  + گياه گندم)2) شاهد(

 گياه )Arthrobacter sp + Xanthomonas sp (5 + (گندم
   +4Aaتيمار ) Bacillus polymyxa Strain 42 6  + گندم

ذور ب  Ba.+ 5 تيمار)Ba +9 4تيمار )Aa + 8 5تيمار  )7
 20 به مدت درصد 33غلظت با گندم با پراكسيد هيدروژن 

ه و با آب شد يسطح ي ضد عفوندقيقه قبل از كشت
 ناستريل شستشو شدند و سپس در محيط كشت فدروكالي

 پتري حاوي  ظروف.اسكايا جهت توليد جوانه كشت شدند
 شبانه 3-4 به مدت  گراديدرجه سانت 28بذور در دماي 

براي كشت جوانه هاي گندم از لوله  .داده شدندروز قرار 
 ميلي ليتر كه هر لوله 50هاي آزمايشگاهي به حجم 

 بدون يلي ليتر محلول گلي ري گلاي م15شي محتوي آزماي
هر لوله آزمايش محتوي جوانه . ، استفاده شد بودتروژنين

  ميلي ليتر سوسپانسيون باكتري تثبيت كننده5/0گندم با 
 طبق cell ml-1108 پكتيناز با غلظت توليد كنندهء  ياتروژنين

 سوسپانسيون  تهيهبراي.  هاي آزمايشي تلقيح شدتيمار
 از  پكتينازتوليد كنندهء  يا وتروژنيناكتريهاي تثبيت كننده ب

 روزه كه در محيط كشت مايع فدروكالين چهارباكتريهاي 
 نيز به D- 4 ،2   از.اسكايا كشت شده بودند استفاده كرديم

عنوان عامل غير زنده توليدكنندة گره با غلظت يك 
يت فعاليت تثب .گرديدميلي ليتر استفاده  درميكروگرم 

 10،14، 8  گياه گندم در گياهچه هاي در ريشه هايتروژنين
 مدل ي گازي كروماتوگراف دستگاهاستفاده از با روزه 22و 

CHROM-4-1 c لازم به ذكر (  شديرياندازه گ  تكرارسه با
است كه سطح ريشه ها شستشو نشدند، فعاليت نيتروژناز 

 ي برا.)گره ها مي باشد+ مربوط به باكتريهاي سطح ريشه 
  SPSS و رسم نمودارها به ترتيب ازيتجزيه و تحليل آمار

  . استفاده شد Excelو
   بحث ونتايج

  توليدي باكتر63 مورد نظر يابتدا از نمونه خاكها
 يين آنها باكتر پكتيناز استخراج گرديد كه از بكنندة

polymyxa  Strain 43  Bacillus  كه بيشترين توان توليد
 گياهچه گندم را ي ريشه هاي بر روي غير حقيقي هاگره

 تثبيت كننده ي باكتر42 همچنين .انتخاب شد، داشت
  تروژن استخراج گرديد كه از بين آنهاين

و باكتري   Bacilus polymyxa Strain 42ي هاباكتري
) Arthrobacter sp + Xanthomonas sp(مخلوط طبيعي 

د، تروژن را داشتن نيي بيشترين خاصيت تثبيت كنندگكه
  .انتخاب شدند

تشكيل گره هاي غيرحقيقي در ريشه هاي گياه 
  + گياه گندم( 2زراعي گندم علاوه بر اينكه در تيمارهاي 

Aa ( 3و )گياه گندم+ Ba  (در تيمارهاي تلقيح  ،ديده شد
) 5 و 4تيمارهاي ( تروژنينشده با باكتريهاي تثبيت كننده 

ه هاي تشكيل گرمحل ). 2و1 ي هاشكل(هم مشاهده شد 
 و Kovalskaya . بودمنطقه تارهاي كشنده غير حقيقي در

در بررسي تشكيل گره هاي غيرحقيقي بر  )2001(همكاران 
همچنين  .روي كلزا به نتيجه مشابهي دست يافتند

Katupitiya استفاده از باكتريبا )1995( و همكاران  
Azospirillum brasilense sp7  گره هاي غير حقيقي را بر

 با  گياه ده روز بعد از تلقيح،ياهچه هاي گندمروي گ
  .باكتري مذكور مشاهده نمودند

بطور  ي حقيقدر اكثر تيمارها گره هاي غير
 روز بعد از تلقيح مشاهده شدند و تعداد آنها 4-5متوسط 
قطر گره . رسيد) 1 شكل( عدد گره 5-6 روز به 7در طي 

ي از يك .هاي تشكيل شده بطور متوسط يك ميلي متر بود
موارد جالب توجه اين بود كه باكتريهاي استفاده شده براي 

 4تيمارهاي ( داشتند  راتوانايي توليد گرهز ي نتروژنينتثبيت 
 روز بعد از تلقيح 4-5در اين تيمارها نيز گره ها ). 5 و

مشاهده شدند اما قطر گره در اين تيمارها كمتر و تقريباً 
ها در تيمار   تعداد گرهبيشترين). 1شكل(  ميلي متر بود5/0
 كه همزمان 9 تا 6در تيمارهاي  ).3شكل(  مشاهده شد3

و باكتريهاي ) زنده و غير زنده(عوامل توليد كننده گره 
 نيز تلقيح شده بودند قطر گره ها و تروژني نتثبيت كننده

زمان تشكيل گره ها تقريباً يكسان بود اما تعداد گره هاي 
 توليد  باكتري ازماري كه فقطتوليد شده در مقايسه با تي

  .استفاده شده بود كمتر بودند) 3تيمار ( پكتيناز كنندهء
ناز در ريشه هاي گياه وژمطالعه فعاليت نيتر

 در تروژنينزراعي گندم نشان داد كه بيشترين ميزان تثبيت 
و بيشترين مقدار آن در ) 4شكل (بوده  روزه -14 گياهان
 مخلوط طبيعي ابهاي گندم كه گياهچه   يعني زماني4تيمار 

Arthrobacter sp + Xanthomonas sp ندشده بود تلقيح ،
ز  ني)1998( kaiserو  Khammas .)5شكل ( مشاهده شد

 استفاده از مخلوط  برنج دريافتند كه تلقيح گياهبا مطالعه
 .سبب افزايش تثبيت ازت مي شودباكتريهاي دي ازوتروف 

ره به باكتريهاي تثبيت كننده عوامل توليد كنننده گودن  افزبا
بطور ) 9 تا 6تيمارهاي ( طبق تيمارهاي موجود تروژنين

 مشاهده نشد حتي تروژني ن در ميزان تثبيتيعملي افزايش
 در مقايسه با نيتروژنازدر بعضي تيمارها ميزان فعاليت 

تيمارهاي  (تروژنينكه فقط با باكتريهاي تثبيت كننده  زماني
  .)4شكل ( كاهش نيز يافتدند تلقيح شده بو) 5 و 4

تشكيل شده  يقحقيزمانيكه تعداد گره هاي غير
عامل بيولوژيك توليد كنندة با  فقط  گياهاندر تيماري كه
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 با عامل بيولوژيك  گياهانو تيمارهايي كه) 3تيمار (گره 
تلقيح شده توليد كننده گره همراه با باكتريهاي تثبيت كننده 

 مشاهده  همديگر مقايسه شدندبا) 9 و 8تيمارهاي  (بودند
 3  تيماردركه تعداد گره هاي غير حقيقي تشكيل شده شد 
 مي توان گفت  احتمالاًكه  بود9 و 8 برابر تيمار دو تقريباً

كاهش تعداد گره هاي تشكيل شده و كاهش فعاليت آنزيم 
 است كه  آنزيم پكتينازظت در ارتباط با افزايش غلنيتروژناز

 . گذاشته استاثر منفي گندم بر روي ريشه گياه
Glagoleva نيز طي مطالعه اي كه )1997( و همكاران 

با  D- 2 ،4 انجام دادند به اين نتيجه رسيدند كه استفاده از
نتيجه عكس ) ميكرو گرم در ميلي ليتر 10(غلظت بالا 

بنابراين . استداده كاهش را  نيتروژناز فعاليت وداشته 
براي  توليد آنزيم پكتينازيش ه افزاكنتايج نشان مي دهد 
ين شرايط مساعد همانطور كه هتر ب.ريشه گياه مفيد نيست

مشاهده شد زماني است كه در باكتري با توانايي بالاي 

 تثبيت نيتروژن، توانايي توليد گره هاي غير حقيقي نيز
 5 و 4  ،3همچنين با مقايسه شكل هاي  . داشته باشدوجود

گره و مقدار تثبيت نيتروژن همبستگي مشخصي بين تعداد 
 زيرا فعاليت نيتروژناز اندازه گيري شده ،وجود ندارد

  .گره ها مي باشد+ مربوط به باكتريهاي سطح ريشه 
با توجه به نتايج گرفته شده از آزمايش مي توان 

 تثبيت  باارتباط  دري بيشترگفت كه زمينه براي تحقيقات
ل توليد كنندة گره  در گياهان غير لگومينوز و عوامتروژنين

 جهت تشكيل  بهينهايجاد شرايطبه منظور در آنها 
  .  در ريشه آنها وجود دارديهمزيست

 
 
 
 
 
 

2     1        
  )VS 550 عكس با دوربين پاناسونيك  () 4 ماريت-2 2 .ماريت-ا( گندم يشه هاي ري بررويقير حقي غيل گره هايتشك -1شكل

 
 
 
 
 
 
  

 
  )يميكروسكوپ الكترونبا عكس (شه گندم ي ري بررو توليد شده با عامل بيولوژيكيقي حقري گره غ-2شكل 

  

2.5 mm 3 mm
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  روزه20 گندمياه زراعي گيشه هاي در ريقير حقي غيها تعداد گره - 3 شكل
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   در چهاردهمين روز رشدن در ريشه هاي گياه زراعي گندم ميزان تثبيت نيتروژ-5شكل 
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