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 های فتوسنتزی گیاه لوبیا چشم بلبلیبر میزان رنگیزه ریزوبیومثیر سه سویه أت
(Vigna unguiculata) تحت تنش نیکل 

 ، منیر دودی٭آبادیپور، سیما یحیینازنین موذن

 .واحد فلاورجان، دانشگاه آزاد اسلامی ، اصفهان، ایران دانشکده علوم زیستی،

 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

 چکیده
در . کنند قادرند رشد گیاهان را بهبود بخشنددر ریزوسفر گیاهان زندگی میهای باکتریایی خاک که گونه :سابقه و هدف

بر این که بخش اصلی نیتروژن تثبیت شده به مصرف گیاه علاوه ریزوبیومهای جنس  با باکتری گیاهان خانوادة لگومزیستی هم
 هایرنگیزه میزان بر ریزوبیوم سویه سه ثیرأتدر این پژوهش هدف . شود رسد، خاک نیز از لحاظ نیتروژن تقویت می می

 .نیکل بود تنش تحت( Vigna unguiculata) بلبلی چشم لوبیا گیاه فتوسنتزی
و  و سویه جداسازی (PTCC 1684)و  (PTCC 1654)با کدهای  ریزوبیومدر این مطالعه دو نمونه استاندارد  :مواد و روش

و  CFU/ml۳18 ها سه غلظتسپس از باکتری. شناسایی مولکولی شده از محیط همراه نیکل به گیاه لوبیا چشم بلبلی تلقیح شد
روز مورد  ۳1ها بعد از گذشت نمونه. میکرومولار تلقیح شد 611و  ۷11، 011تهیه و  نیکل در سه غلظت  ۷۹۳ ×۳16، ۳1۱

 دوره، پایان در. کامل تصادفی در سه تکرار اجرا شدطور بهصورت فاکتوریل در قالب یک طرح این آزمایش به. بررسی قرار گرفت
 .گرفت قرار آماری تحلیل و تجزیه مورد /SPSS/۳افزار  نرم از استفاده با و شد گیریاندازه گیاه فتوسنتزی هایرنگیزه میزان

 حضور باو  CFU/ml۳1۱  ×۷۹۳ مایه تلقیح سویه جداسازی شده از گره با غلظت  دست آمده نشان داد کهنتایج به :هایافته
 .گردیددر گیاه ( ، کلروفیل کلb، کلروفیل aکلروفیل )های فتوسنتزی نیکل باعث افزایش رنگیزه میکرومولار 011

ریشه  ناشی از  ندتواهای فتوسنتزی میافزایش میزان رنگیزهحاصل از این پژوهش نشان داد که  هاییافته: گیرینتیجه
 . اصر غذایی مورد نیاز گیاه باشددوانی گیاه در نتیجه تولید اکسین و بالا رفتن میزان جذب آب و عن

های فتوسنتزی گیاه لوبیا چشم باکتری محرک رشد جداسازی شده از گره بر میزان رنگیزه ها نشان داد کهچنین یافتههم
 .استتحت تنش نیکل مؤثر  (Vigna unguiculata)بلبلی
 PCRبلبلی، ، نیکل، لوبیا چشم ریزوبیوم :کلیدی هایواژه

ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

  مقدمه
 استزیستی دارای انواع مختلفی روش همتثبیت نیتروژن به

 ریزوبیومهای  زیستی باکتریتوان به هم که از آن جمله می

گیاهان زیستی در هم. اشاره کرد لگومبا گیاهان خانوادة 
بر این که علاوه ریزوبیومهای جنس  با باکتری خانوادة لگوم

رسد،  بخش اصلی نیتروژن تثبیت شده به مصرف گیاه می
 یهایکروبم (.۳)شود  خاک نیز از لحاظ نیتروژن تقویت می

تحمل منظور به یسودمندهای تنوع دارای یاهمحرک رشد گ
 یالکسخشو  یشور ، pHدما، مانند یطیمح یهااسترس

 و آفت کش ها ینسنگ فلزات یبا آلودگ یرعادیغ
 (.0)هستند
هایی مانند تولید از طریق مکانیسم( PGPR)های باکتری
های محرک رشد که نتیجه آن بهبود جذب آب و هورمون

مجله تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی
 دوره نهم ، شماره سی و سوم-زمستان 1397
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بهبود عناصر غذایی توسط گیاه است، تأثیر مفیدی روی 
-آنتیهای ترکیبزنی و ظهور گیاهچه، تولید برخی از جوانه

های دفاعی گیاه، زا و القای ژنیبیوتیک، حذف عوامل بیمار
زای علاوه قادرند عوامل بیماریبه. توانند داشته باشندمی

اکثر . ریشه را از طریق حذف رقابتی نیز کاهش دهند
ی محرک رشد هاباکتری نشان داده است که های مطالعه

توانند تحت شرایط عاری از میکروارگانیسم باعث افزایش می
-از جمله این موجودات میکروسکوپی می. رشد گیاه شوند

زیستی دارند ها که با خانواده لگومینوز همتوان به ریزوبیوم
طور مستقل توانند بهها میها و ریزوبیوملگوم (.۱)د اشاره کر

 نیتروژنتوانند کدام نمیولی هیچ رشد کرده و تولیدمثل کنند
های ها دارای ظرفیتلگوم. (۷)جو را به تنهایی تثبیت کنند 

های زیستی با گونهقابل توجهی برای ایجاد ارتباط هم
 (.۷)هستندهای خاک مختلف باکتری

عنوان یک عنصر ضروری است اما غلظت نیکل برای گیاهان به
از جمله عناصر کم مصرف  و استتر گیاهان پایین آن در بیش

 (.6) است ضروری برای رشد گیاهان
Yasari and Patwadhan  بیان کردند که میزان افزایش

این . کندظرفیت فتوسنتزی گیاه را تعیین می سطح برگ،
دار شاخص سطح برگ گیاه کلزا محققین بر افزایش معنی

کار م با کودهای زیستی بهأزمانی که کودهای نیتروژنه تو
با کاربرد کودهای (. ۱)کید داشتند أبرده شده بود، ت

تر شده و ها بیش، جذب عناصر غذایی توسط ریشهزیستی
-برگ این امر منجر به افزایش رشد رویشی در گیاه و تولید

ها به ، افزایش تعداد برگدر نتیجه. شودتر میهای بیش
گیاه  در منزله افزایش سطح جذب نوری و سطح فتوسنتز

  (.8)است 
ها در بهبود و افزایش با توجه به پتانسیل  بالای ریزوبیوم

رشد گیاهان خانواده لگومیناسه و نیز عدم وجود اطلاعات 
ها ثیر تنش نیکل بر ترکیب جمعیت این باکتریأکافی از ت

ها بر در منطقه ریزوسفر گیاه لوبیا چشم بلبلی و اثر آن
مطالعه لازم و ، ضرورت انجام این رشد گیاه مورد نظر

منظور بررسی لذا تحقیق حاضر به .رسدنظر میضروری به
ای از پارامترهای تحت تنش نیکل بر پاره ریزوبیوماثر تلقیح 

ت آزمایشگاهی و مشاهده صورنامبرده طراحی شد و به
متغیرهای مورد بررسی در این تحقیق شامل . صورت گرفت

های گونه زوبیومریهای مختلف از مایه تلقیح باکتری غلظت
استاندارد کلکسیون میکروبی ایران و گونه جدا شده از گره 

متغیر عنوان به های نیکلگیاه لوبیا چشم بلبلی بود و غلظت

های فتوسنتزی مستقل و متغیرهای وابسته شامل رنگیزه
 .شد در نظر گرفتهگیاه مورد مطالعه 

 
  کار روش

نمونه و  های استانداردتهیه کشت زنده از باکتری
 :جداسازی شده از گره

 PTCC 1684  Rhizobium) های استانداردابتدا ریزوبیوم
meliloti) ،(Rhizobium radiobacter PTCC 1654 (  از

های علمی و صنعتی ایران مرکز کلکسیون میکروبی پژوهش
. صورت کشت زنده خریداری شدواقع در شهرستان کرج به

از ریشه گیاه  (Rhizobium sp. (1C1 | 55229)) ریزوبیوم
ها جداسازی و شناسایی مولکولی لوبیا چشم بلبلی در محل گره

ها بر روی محیط مرفولوژیک این باکتری هایهمشخص. شد
YMA (مرک، آلمان )های برجسته با حالت عبارت بود از کلنی

 .لزج و به شکل گرد و صاف
جهت شناسایی سویه  PCR –مراحل آزمایش کلنی 
  جداسازی شده از محیط

با استفاده از لوپ  سازی شده باکتریاز کلنی خالص مقداری
و به عنوان  شدمیکرولیتر آب مقطر استریل حل  ۳1استریل در 

مقادیر و . گرفتمورد استفاده قرار  PCRالگو برای واکنش 
ترتیب در به PCR –شرایط لازم جهت انجام روش کلنی 

 .ارائه است ۱و  ۳جدول 
 ۳موجود در جدول  هایترکیب، که شامل  PCRمخلوط سپس

. جا آماده گردیدصورت یکالگو است به DNAاست و فاقد 
 0شماره پرایمرهای مورد استفاده در این مطالعه در جدول 

های حاوی سپس در ویال PCRمخلوط . نشان داده شده است
ها در دستگاه ترموسایکلر کلنی انتقال یافت و در نهایت ویال

Corbet 16ژنی قطعه شد تا طبق برنامه موردنظر  داده قرارS 
rDNA  ۱سیکل حرارتی این برنامه در جدول  . تکثیر شود 

 ۳1۷همواره ( درپوش دستگاه) LIDدمای . ارائه شده است
ها ویال  PCRپس از اتمام .گراد در نظر گرفته شددرجه سانتی

بعدی در فریزری با دمای  هایهبرای مرحلاز دستگاه خارج و 
 (./)داری شد نگه سلسیوسدرجه  – 01

 
 
 
 
 

 

 
 

 
 

 .(/) PCR  –مواد و غلظت مورد نیاز برای انجام واکنش کلنی : ۳جدول 
 (µL )حجم مورد استفاده  غلظت نهایی در واکنش غلظت محلول اصلی نام ماده

 آب مقطر تزریقی
Injection Water 

----- ----- ۷۹۳/ (۳1  +۷۹/) 

 PCR X۳1 X۳ ۷۹0بافر 
 ۱۷۹1 مول بر لیترمیلی ۷۹۳ میلی مولار ۷1 (MgCl2) کلرید منزیم 

dNTP ۳1 ۷۹1 مول بر لیترمیلی 011 میلی مولار 
 ۳ مول بر لیترمیلی۷۹1 میلی مولار ۳1 پرایمرپیشروی یونیورسال
 ۳ مول بر لیترمیلی ۷۹1 میلی مولار ۳1 پرایمر معکوس یونیورسال

Taq  0۹1 واحد در مخلوط نهایی ۳ واحد بر میکرولیتر ۷ مرازپلی 
 0۷   مجموع

 (./) توالی پرایمرهای عمومی انتخاب شده در این مطالعه: 0جدول 
 توالی پرایمر نام پرایمر 
OF BUN L5/ - CGCATTTCACCGCTACAC-3/ 

OR BUN L5/ - TATGTACACACCGCCCGT-3/ 

IF BUN L5/ - TAAACCACATGCTCCACC-3/ 

IR BUN L5/ - ACACACGTGCTACAATGG-3/ 

 
 (./) PCR -سیکل حرارتی استفاده شده جهت انجام  روش کلنی  -۱جدول 

 (ثانیه) زمان  (سیلسیوس) دما  فاز
 ۱11 ۷/ ۳دناتوراسیون اولیه

 ۷۷ ۷/ 0دناتوراسیون
 ۷۷ ۷8 ۱اتصال 
 ۷۷ ۱0 ۷تکثیر

 ۱11 ۱0 ۷تکثیر نهایی
 - ۷ نگهداری

 

                                                
1 Initial Denaturation 
2 Denaturation 
3 Annealing 
4 Extention 
5 Final Extention 
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 .(/) PCR  –مواد و غلظت مورد نیاز برای انجام واکنش کلنی : ۳جدول 
 (µL )حجم مورد استفاده  غلظت نهایی در واکنش غلظت محلول اصلی نام ماده

 آب مقطر تزریقی
Injection Water 

----- ----- ۷۹۳/ (۳1  +۷۹/) 

 PCR X۳1 X۳ ۷۹0بافر 
 ۱۷۹1 مول بر لیترمیلی ۷۹۳ میلی مولار ۷1 (MgCl2) کلرید منزیم 

dNTP ۳1 ۷۹1 مول بر لیترمیلی 011 میلی مولار 
 ۳ مول بر لیترمیلی۷۹1 میلی مولار ۳1 پرایمرپیشروی یونیورسال
 ۳ مول بر لیترمیلی ۷۹1 میلی مولار ۳1 پرایمر معکوس یونیورسال

Taq  0۹1 واحد در مخلوط نهایی ۳ واحد بر میکرولیتر ۷ مرازپلی 
 0۷   مجموع

 (./) توالی پرایمرهای عمومی انتخاب شده در این مطالعه: 0جدول 
 توالی پرایمر نام پرایمر 
OF BUN L5/ - CGCATTTCACCGCTACAC-3/ 

OR BUN L5/ - TATGTACACACCGCCCGT-3/ 

IF BUN L5/ - TAAACCACATGCTCCACC-3/ 

IR BUN L5/ - ACACACGTGCTACAATGG-3/ 

 
 (./) PCR -سیکل حرارتی استفاده شده جهت انجام  روش کلنی  -۱جدول 

 (ثانیه) زمان  (سیلسیوس) دما  فاز
 ۱11 ۷/ ۳دناتوراسیون اولیه

 ۷۷ ۷/ 0دناتوراسیون
 ۷۷ ۷8 ۱اتصال 
 ۷۷ ۱0 ۷تکثیر

 ۱11 ۱0 ۷تکثیر نهایی
 - ۷ نگهداری

 

                                                
1 Initial Denaturation 
2 Denaturation 
3 Annealing 
4 Extention 
5 Final Extention 
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پس از بررسی کیفیت : قطعه تکثیر یافتهتعیین توالی 
از این محصول جهت تعیین  میکرولیتر PCR، ۱1محصول 

 افزارنتایج توسط نرم .ارسال شد تالی ژن پارستوالی به شرکت 
Chromas و سپس در بررسی ۳۹0 نسخه NCBI  به کمک

مورد ارزیابی و شناسایی گونه مربوطه قرار  BLASTسرور 
دست آمده گونه در نهایت بر اساس همولوژی به. گرفت

 .موردنظر شناسایی شد
 (Taxonomic) رسم درخت فیلوژنتیکی

منظور نمایش تنوع در تجزیه و تحلیل فیلوژنتیک مولکولی، به 
تکاملی، نتیجه تحلیل به شکل یک  هایمطالعهژنتیکی و 

-این روابط تکاملی به. شوددرخت فیلوژنتیک نمایش داده می
 در که... های جایگزینی، حذف، ازدیاد و وسیله مطالعه جهش

درخت . شودتعیین می اندقرار گرفته طبیعی انتخاب معرض
هایی که به هم در درخت شاخهتکامل نژادی یا درخت تکاملی 

در . متصل هستند، نشان دهنده داشتن یک جد مشترک است
دار، هر گره نشان دهنده جد یک درخت تکامل نژادی ریشه

ها در برخی از مشترکی برای فرزندان آن گره است و طول یال
هر گره . عنوان تخمین زمان تفسیر شوددرختان ممکن است به

 در این مطالعه جهت. شودنامیده میبندی یک واحد طبقه
استفاده  ۷۹۷نسخه  CLCافزار ترسیم درخت فیلوژنی از نرم

 .شد
آلوده سازی بذرها و  تهیه، ضدعفونی نمودن، کاشت،

 تیمار با فلز سنگین نیکل
 ) Vigna unguiculata (گیاه لوبیا چشم بلبلیابتدا بذرهای 

محلول  و درگردید تهیه  از مرکز تحقیقات کشاورزی دزفول
دقیقه ضدعفونی و با آب  ۳1به مدت  ٪۳هیپوکلریت سدیم 

ساعت  0مدت به هانمونه. بار شستشو داده شد ۱قطر استریل م
در آب مقطر استریل خیسانده شد و سپس بذرهای ضدعفونی 

 ۷1 های یک اندازه حاوی کاغذ صافی واتمندیششده در پتری
عدد بذر  ۱دیش پتریبه این صورت که در هر  قرار داده شد،

در  .مساوی قرار داده شد هایهنه در فاصلطور جداگاگیاه به
میکرولیتر محلول حاوی مایه  ۳11دیش به هر پتری ادامه

طور جداگانه اضافه شد به موردنظرهای تلقیح باکتری در غلظت
های حاوی بذور تلقیح دیشهمراه پتریو در مرحله بعدی به

با ( JTGL200مدل )عنوان شاهد، در اطاقک کشت نشده به
ساعت  ۳6( دوره نوری)و با فتوپریود  سلسیوسدرجه  0۷دمای 

میزان در پایان  ساعت تاریکی قرار داده شد و 8روشنایی و 
 .محاسبه گردید )کلروفیل (رنگیزه فتوسنتزی 

 های استاندارد ن سه غلظت ابتدا از ریزوبیومجهت تیمار 
(CFU/ ml ۳18 ۷۹۳×  ۳16، ۳1۱و )های و به محیط کشت

فلز  (میکرومولار 611و  ۷11، 011)های با غلظتتیمار شده 
 تکرار ۱کامل تصادفی با طوربه هامایشآز. ندنیکل تلقیح شد

 .انجام شد
 گیاه لوبیا چشم بلبلی گیری مقدار کلروفیل برگاندازه 
(Vigna unguiculata)  

های گیاه با استفاده از روش محاسبه غلظت کلروفیل در برگ
مطابق با این روش  .انجام شد( Lichtenthaler)لیچتن تالر 

گرم از بافت تر برگ وزن شده به لوله فالکون  ۳۹1ابتدا 
. اضافه شد ٪81استون ن آبه لیتری منتقل شد، سپس میلی۳۷

، ۷1ها با کاغذ صافی واتمن شماره پس از صاف کردن نمونه
 ۷۱1و  66۱،  6۷۱های در طول موجها نمونهمیزان جذب 

خوانش شد ( Vis-2100مدل یونیکو ) نانومتر با اسپکتروفتومتر
های زیر بر و کل با استفاده از فرمول a ،bو مقدار کلروفیل 

 .گردیدگرم بر لیتر محاسبه حسب میلی
Ca= 12/25× A663 - 2/79×A647 
Cb= 21/50×A647 - 5/1× A663 

Ct= Ca + Cb 

میزان جذب قرائت شده در طول موج مورد  Aدر معادله فوق، 
ترتیب غلظت گرم در لیتر بهبر حسب میلی  Cbو  Caنظر و 

 .)۳1( است bو aکلروفیل 
 آنالیزآماری

صورت تصادفی و بهطور بهتیمارهای موردنظر  عهلمطادر این 
با  مدهآدست هبنتایج  .ندفاکتوریل مورد بررسی قرار گرفت

مورد تجزیه و  /۳ نسخه SPSSافزار آماری استفاده از نرم
ها بر اساس آزمون تحلیل آماری قرار گرفت و مقایسه میانگین

   .دانکن انجام شد
 

 هایافته
 شناسائی مولکولی باکتری جداسازی شدهنتایج 

 S rDNA ۳6حاصل از تکثیر ژن PCR نتایج جهت بررسی
% ۳ژل آگارز  با استفاده از PCRباکتری موردنظر، محصول 

-هم .ارائه شده است ۳که در شکل  مورد ارزیابی قرار گرفتند
ه شده ئارا 0جداسازی در شکل  ریزوبیوم فیلوژنی چنین چارت

.است

 
 bpماکر سایز از  بررسی، در این % ۳جداسازی شده با پرایمر یونیورسال بر روی ژل آگارز  ریزوبیومهای ، سویه PCRنتایج حاصل از الکتروفورز محصول -۳شکل 
 PTCC)استاندارد  سینوریزوبیومسویه : 0 ، خط (1c1│55229)د جداسازی شده با ک ریزوبیوم سویه: ۳کر، خط رنشان دهنده ما: Mخط . استفاده شد ۳11

 (آب مقطر)کنترل منفی : ۷، خط ( PTCC 1654 رادیوباکترریزوبیوم )کنترل مثبت : ۱خط ، ( 1684
 

 
  (1c1│55229) جداسازی شده از گره گیاه لوبیا چشم بلبلیریزوبیوم چارت فیلوژنی  -0شکل 
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 bpماکر سایز از  بررسی، در این % ۳جداسازی شده با پرایمر یونیورسال بر روی ژل آگارز  ریزوبیومهای ، سویه PCRنتایج حاصل از الکتروفورز محصول -۳شکل 
 PTCC)استاندارد  سینوریزوبیومسویه : 0 ، خط (1c1│55229)د جداسازی شده با ک ریزوبیوم سویه: ۳کر، خط رنشان دهنده ما: Mخط . استفاده شد ۳11

 (آب مقطر)کنترل منفی : ۷، خط ( PTCC 1654 رادیوباکترریزوبیوم )کنترل مثبت : ۱خط ، ( 1684
 

 
  (1c1│55229) جداسازی شده از گره گیاه لوبیا چشم بلبلیریزوبیوم چارت فیلوژنی  -0شکل 
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های و ریزوبیوم (1c1│55229)از گره  شده جداسازی باکتری مختلف تعدادتحت اثر صفات مورد ارزیابی در گیاه لوبیا چشم بلبلی میانگین مربعات  -۷جدول 
) در مقایسه با نمونه شاهد نیکل ( میکرومولار 611و  ۷11،  011) متفاوتهای غلظت و (۳16، ۳1۱و PTCC 1654 CFU/ml) ۳18و  PTCC 1684استاندارد 

 (.محاسبات با سه تکرار انجام شده است
 کل کلروفیل b کلروفیل aکلروفیل  Df منابع تغییرات

Bacs 
 

0 /۱0۹۳ 
* 

۱6/۹۷ 
* 

۱۳1۹۳۷ 
* 

 ۳08۹۳۷ 0 گروه غلظت
* 

01۱۹۷/ 
* 

60۱۹۳۳8 
* 

 /۳۷6۹۱ ۱ تیمار نیکل
* 

۳66۹۳۳/ 
* 

۱۳8۹0/6 
* 

Bacs   ×۱۷1۹۳6 ۷ گروه 
* 

88۱۹۷1 
* 

116۹۳06 
* 

Bacs  ×تیمار 
 

6 ۱0۱۹۳1 
* 

۷6/۹۱۱ 
* 

۷1۷۹8۱ 
* 

 ۷/۱۹۳۷ 6 تیمار×گروه 
* 

۷۱۱۹۷0 
* 

6۱0۹۳1/ 
* 

Bacs  ×تیمار 
 گروه×

۳0 ۳18۹۱ 
* 

188۹0۳ 
* 

۷/۷۹۷۱ 
* 

 ۷1۷۹۳ ۷۱1۹1 ۳/۱۹1  خطا
Bacs:  باکتری جداسازی شده از گره(1c1│55229) استاندارد  و ریزوبیوم هایPTCC 1684  وPTCC 1654مختلف  تعداد: های نیکل، گروهغلظت: ، تیمار

 1۷۹1 سطح در دار معنی *:درجه آزادی، : Dfهای استفاده شده، باکتری

 و کل a ،bهای کلروفیل آنالیز رنگیزه
   aکلروفیل

رسم شده  (۱ شکل) نمودار ۷براساس نتایج آماری جدول 
و  ۷11، 011 شامل های مختلف نیکلاثر غلظتکه  است
تیمارهای استاندارد با  aکلروفیل تولید بر  میکرومولار 611

 ریزوبیومو  (PTCC 1654), (PTCC 1684)ریزوبیوم
در ( آب)همراه با شاهد  (1c1│55229) جداشده از گره

ئه شده اار (Vigna unguiculata) گیاه لوبیا چشم بلبلی برگ

 ریزوبیوم باهمراه  بالاییتولید  میزان a کلروفیل. است
  CFU/mlتعداد با (1C1│55229) گره از شده جداسازی

 هاینمونه به نسبت نیکل میکرومولار 011 غلظتنیز  و ۳1۱
 و PTCC 1684 لوتی ملی ریزوبیوم شامل استاندارد

 مختلف تعدادهای با PTCC 1654 ریزوبیوم رادیوباکتر
 که است، دادهنشان  نیکلهای متفاوت نیز غلظت و باکتری

 .ی بودمعنادار سطح در آماری لحاظ از

 
 
 

 
های استاندارد ریزوبیومو  (1c1│55229) گرهباکتری جداسازی شده از تعداد مختلف گیاه لوبیا چشم بلبلی تحت تأثیر  aکلروفیل تولید میزان  -۱شکل 

PTCC 1684  وPTCC 1654 CFU/ml) ۳18 شاهد نمونه با مقایسه در نیکل( میکرومولار 611و ۷11، 011) متفاوت هایغلظتو   ) ۳16، ۳1۱و 
(نیکل و باکتری بدون)

  bکلروفیل 
رسم شده  (۷ شکل) نمودار ۷بر اساس نتایج آماری جدول 

 bکلروفیل  تولید مختلف نیکل برهای اثر غلظتکه  است
ریزوبیوم استاندارد باکتری های تیمار توسط سویهبا همراه 

(PTCC 1684) ,(PTCC 1654) جدا شده از  و ریزوبیوم
 (Vignaگیاه لوبیا چشم بلبلی برگ (1c1│55229) گره

unguiculata) کلروفیل. شده است نشان داده b در حضور 
تعداد  با( 1C1│55229) گره از شده جداسازی ریزوبیوم

CFU/ml ۳1۱ در مقایسه  نیکل میکرومولار 011 غلظت و
 از که تری را نشان دادها سطح تولید بیشبا دیگر نمونه

 .دار بودمعنی آماری لحاظ

 

 استاندارد هایریزوبیوم و (1c1│55229) گره از شده جداسازی باکتری مختلف تعداد تأثیر تحت بلبلی چشم لوبیا گیاه b کلروفیلتولید  میزان -۷شکل 
PTCC 1684 و PTCC 1654 CFU/ml) ۳18 بدون) شاهد نمونه با مقایسه در نیکل( میکرومولار 611و ۷11، 011)های متفاوت و غلظت   ) ۳16، ۳1۱و 

 (نیکل و باکتری
 

 
 

 کلروفیل کل
رسم شده  (۷ شکل) نمودار ۷بر اساس نتایج آماری جدول 

کلروفیل کل تولید مختلف نیکل بر های اثر غلظتکه  است
ریزوبیوم استاندارد باکتری  هایسویه توسط تیمار با همراه

(PTCC 1684) ,(PTCC 1654) جدا شده از  و ریزوبیوم
 Vigna) گیاه لوبیا چشم بلبلی برگ (1c1│55229) گره

unguiculata)  حضور درکلروفیل کل  .شده استنشان داده 
 تعدادبا  (1c1│55229) گرهاز  شده جداسازی ریزوبیوم

CFU/ml ۳1۱ با مقایسه درمیکرومولار نیکل  011غلظت  و 
 لحاظ از که داد نشان را تریبیش تولید سطح هانمونه دیگر

 .بود دارمعنی آماری
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  bکلروفیل 
رسم شده  (۷ شکل) نمودار ۷بر اساس نتایج آماری جدول 

 bکلروفیل  تولید مختلف نیکل برهای اثر غلظتکه  است
ریزوبیوم استاندارد باکتری های تیمار توسط سویهبا همراه 

(PTCC 1684) ,(PTCC 1654) جدا شده از  و ریزوبیوم
 (Vignaگیاه لوبیا چشم بلبلی برگ (1c1│55229) گره

unguiculata) کلروفیل. شده است نشان داده b در حضور 
تعداد  با( 1C1│55229) گره از شده جداسازی ریزوبیوم

CFU/ml ۳1۱ در مقایسه  نیکل میکرومولار 011 غلظت و
 از که تری را نشان دادها سطح تولید بیشبا دیگر نمونه

 .دار بودمعنی آماری لحاظ

 

 استاندارد هایریزوبیوم و (1c1│55229) گره از شده جداسازی باکتری مختلف تعداد تأثیر تحت بلبلی چشم لوبیا گیاه b کلروفیلتولید  میزان -۷شکل 
PTCC 1684 و PTCC 1654 CFU/ml) ۳18 بدون) شاهد نمونه با مقایسه در نیکل( میکرومولار 611و ۷11، 011)های متفاوت و غلظت   ) ۳16، ۳1۱و 

 (نیکل و باکتری
 

 
 

 کلروفیل کل
رسم شده  (۷ شکل) نمودار ۷بر اساس نتایج آماری جدول 

کلروفیل کل تولید مختلف نیکل بر های اثر غلظتکه  است
ریزوبیوم استاندارد باکتری  هایسویه توسط تیمار با همراه

(PTCC 1684) ,(PTCC 1654) جدا شده از  و ریزوبیوم
 Vigna) گیاه لوبیا چشم بلبلی برگ (1c1│55229) گره

unguiculata)  حضور درکلروفیل کل  .شده استنشان داده 
 تعدادبا  (1c1│55229) گرهاز  شده جداسازی ریزوبیوم

CFU/ml ۳1۱ با مقایسه درمیکرومولار نیکل  011غلظت  و 
 لحاظ از که داد نشان را تریبیش تولید سطح هانمونه دیگر

 .بود دارمعنی آماری
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 PTCC 1684ریزوبیوم های استانداردو  (1c1│55229) گرهاز  شده جداسازی باکتری مختلف تعدادمیزان کلروفیل کل گیاه لوبیا چشم بلبلی تحت تأثیر  -۷شکل 
 (بدون باکتری و نیکل)مقایسه با نمونه شاهد در نیکل ( میکرومولار 611و ۷11، 011) متفاوت هایغلظتو   ) ۳16، ۳1۱و PTCC 1654 CFU/ml) ۳18و 

 
 

 بحث
 هایرنگیزه تولید میزان مطالعه این از حاصل نتایج براساس

 مختلف تیمارهای برای بلبلی چشم لوبیا گیاه در فتوسنتزی
 نیکل مختلف هایغلظت و (هاتعداد باکتری) هاریزوبیوم

 معنای به لغوی نظر از فتوسنتز. است بوده متفاوت بسیار
 که است خورشید نور از استفاده با کربن هایهیدرات تولید
 کلروپلاست در دو هر ،که است واکنش دسته دو شامل

 تولید اکسیژن و آب انرژی، فتوسنتز طی. گیردمی صورت
 کلروپلاست، ساختمانی خصوصیت ترینبرجسته. شودمی

 تیلاکوئید به که است درونی غشاهای فشرده سیستم
 محل که غشایی سیستم این در کلروفیل کل است، معروف
 نشانه اولین. گیردمی قرار است، فتوسنتز نوری واکنش

 استها کلروپلاست عملکرد و ساختار تغییر هابرگ پیری
 کل و a و b کلروفیل میزان بالاترین پژوهش این در(. ۳۳)
 از گره برگ شده جداسازی سویه استفاده از با
(1c1│55229) تعداد با CFU/ml ۳1۱  غلظت همراه باو 

 .مدآدست هب نیکل میکرومولار 011
 روی از دنیا نقاط از بسیاری در ریزوبیوم مختلف هایگونه
 شرایط در ساله چند و ساله یک یونجه متفاوت هایگونه
 تجاری حد دراین باکتری  .شوندمی جداسازی آبی و دیم

 (.۳0) شودمی مصرف و تولید ازت تثبیت جهت
نشان داد  0110 سال در .Sarvari et al مطالعه این مشابه

-هم و II فتوسیستم مرکز در کلروفیل محتوای افزایشکه 
 نور کننده جمع a/b کلروفیل – پروتئین کمپلکس چنین

قابل  سرب پایین غلظتتیمار گیاه با  در II فتوسیستم
نشان دهنده احتیاج  هاشباهتاین  (.۳۱) مشاهده است

 .کم است یرگیاهان به فلزات سنگین در مقدار
Nyitrai et al. از استفاده که دریافتند 011۱ سال در 

 در یکدیگر با نیکل و سرب کادمیوم، پایین هایغلظت
 لوبیا هایبـرگ روی اسپری صورتبه یا و غذایی محلول

 هاییافته با هماهنگ که کندمی تسهیل را کلروفیل سنتز
حضور  که دهدنشان می هایمطالعهاین  .است پژوهش این

 مؤثردر تولید کلروفیل  پایین هایغلظت در سنگین فلزات
 (.۳۷) است

Alipour et al. غلظت که کردند گزارش /011 سال در 
 افزایش موجـبنیکـل  نیترات کیلوگرم در گرممیلی ۷11

-غلظت در فلز این. گرددمی زعفران گیاه برگ هایکلروفیل
 کهدهد میکـاهش  را تربچه کلروفیل میزان بالا های

 مطالعه در اما است پژوهش این از حاصل نتایج با مطابق
 غلظت با مرتبط کلروفیلتولید  میزان بالاترین گرچهحاضر 

 و ۷11 هایغلظت اما است، بوده نیکل میکرومولار 011
 میزاندر مقایسه با کنترل  نیز نیکل میکرومولار 611

ه ئطبق گزارش ارا چنینهم .را افزایش دادند کلروفیل کل
 بـالایی غلظت دارای که هاییخاک در تربچه گیاه رشدشده 

 محتـوای کـاهش باعـث هستند روی و کادمیم از فلزات
 این از حاصل نتایج بر خلاف که دشومی برگ کلروفیل
ناشی از متفاوت بودن نوع  تواندمیاین تفاوت  .است مطالعه

های مطالعهطبق . شدگیاه و نوع فلز سنگین مورد ارزیابی با
 عنصر عنوانهب که است عنصری آخرین نیکلصورت گرفته 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

22
85

45
8.

13
97

.9
.3

3.
8.

2 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 n

cm
bj

pi
au

.ir
 o

n 
20

25
-0

7-
20

 ]
 

                             8 / 12

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.22285458.1397.9.33.8.2
http://ncmbjpiau.ir/article-1-1163-en.html


تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی دوره نهم  شماره سی و سوم - زمستان 1397 ، نازنین موذن پور و همکاران

57

-به عنصر این. شودمی بندیطبقه گیاه رشد برای ضروری
 تثبیت گیاهان ایی،مزرعه تولیدات بر مهمی ثیرأت واضح طور

 فرم اوره. دارد اوره و آمونیاک کننده تولید، نیتروژن کننده
 اولیه منبع عنوانهب ماده این از و بوده نیتروژن جذب قابل

 (.۳۷) کنندمی یاد نیتروژن
 Najafi and Jameiنشان آزمایشی طی 01۳۷ الس در 

 a کلروفیل میزان ppm ۷1غلظت با نقره نـانوذراتدادندکه 
 داریمعنی طوربه سبز ماش گیاه هایبـرگ در را b و

این  نتایج با مطابق که دهدمی افزایش شاهد بـه نسـبت
 در سنگین فلزات که دهدنشان می تشابه این. مطالعه است

 مؤثر لگومیناسه خانواده گیاهان بر روی پایین هایغلظت
 (.۳6) هستند

Brahim and Mohamed که نشان دادند 01۳۳ سال در 
 الکترون انتقال زنجیره هایواکنش از تعدادی در مس فلز

دخالت   ۳باغی اسفناج گیاه نیاز مورد تنفس و فتوسنتزی
گیاه  در این b و a کلروفیـل مقـدار کاهش کرده و سبب

 بوده است پژوهش این از حاصل نتایج برخلاف کهشود می
تواند مربوط به نوع البته علت متفاوت بودن نتایج می (.۳۱)

 .ارزیابی باشدنوع فلز سنگین مورد گیاه و 
 011۷ سال در Han and Lee تحقیق، این نتایج برخلاف

 تلقیح با کاهو گیاه در را فتوسنتزی هایرنگیزه هایتغییر
که این طوریهبمشاهده کردند  رشد محرک هایباکتری
شده  تیمار به نسبت کلروفیل غلظت افزایش باعث هاباکتری

 ترشح و تولید به مربوط توانستمی موضوع این .ندبود
 هایفعالیت و نمو و رشد کننده تحریک هایترکیب

ی از محققین اذعان البته برخ(. ۳8) باشد گیاه بیوشیمیایی
 طریق از رشد محرک هایباکتری این اند کهداشته

-هم و بیوتیکآنتی انواع تولید نظیر مختلف هایمکانیسم
 و هااکسین مانند هافیتوهورمون تولید طریق از چنین

-می گیاهان در سیستمیک مقاومت ایجاد باعث هاجیبرلین
 تفاوت به تواند مربوطغیر مشابه می نتایج این(. /۳) گردند

 دو از باشد زیرا بلبلی چشم لوبیا و کاهو گیاه دو عملکرد
 .هستندمتفاوت  خانواده

 در Pour Akbar and Ebrahim Zadeh که تحقیقی در
 محتوایکه  دادند نشان 01۳۷ سالمطالعه خود در 

-غلظت ثیرأت تحت ذرت در کاروتنوئیدها و b و a کلروفیل
 هانآ نتایج البته،. یافتمی کاهش نیکل و مس سمی های

                                                
1 Atriplex 

تر پایین هایغلظت با که بود پژوهش این هاییافته برخلاف
-می تفاوت این. شد دریافتاز گیاه  تریمناسب پاسخ نیکل

 فلز متفاوت هایغلظت و گیاه نوع در علت تفاوتتواند به
 (. 01)باشد  زاتنش عامل عنوانبه رفته کارهب
 Amini and Amirjani که دادند نشان 01۳0 سال در 

 کلروفیل محتوای پانزدهم و دوم روزهای در نیکل با تیمار
 نیز مطالعه این از حاصل نتایج. دهدمی کاهش را یونجه در
 (.0۳) است پژوهش این هاییافته خلاف بر

 مراحل که است داده نشان محققین از تعدادی هایبررسی
 آمینولووینیک ۷ سنتز شامل کلروفیل که بیوسنتز اولیه
 اسید آمینولووینیک ۷ آنزیم فعالیت و (ALA) اسید

 را پرفوبیلینوژن به (ALA) تبدیل که (ALAD) دهیدراتاز
 فلزات حضوربه نسبت مراحل ترینحساس از دهد،می انجام

نیز  مطالعهدر این  (.00 ، 0۱) شودمی محسوب سنگین
فیل را وحضور فلز نیکل و تنش ناشی از آن میزان تولید کلر

 ایجاد مطالعه، این نتایج برخلاف .در گیاه بالا برده بود
 فلزات وسیلهبه کلروفیل سنتز مختلف مراحل در اختلال
 گیاهان در کلروفیل محتوای کاهش اصلی دلایل از سنگین

 اختلاف این که (0۷) است بوده سنگین عناصر تیمار تحت
 هاآن نوع و سنگین فلزات تلقیح میزان به توانمی را نتایج

-Sheikhi ،پژوهش این مطابق با نتایج. نسبت داد
Ghahfarokhi گیاه تیمار که داد نشان 01۳۷ سال در 

 ،sp باسیلوس رشد محرک هایباکتری با بهار همیشه
 و sp ازتوباکتر فلورسنس، سودوموناس پوتیدا، سودوموناس

 داریمعنی طوربهشود که منجر میsp  باکتریوم کورینه
. یابد افزایش شاهد به نسبت گیاه این در a کلروفیل میزان

 لوبیا و بهار همیشه گیاه دو دهد کهاین شباهت نشان می
 جزء و هستند ریشه در گره دارای دو هرکه  بلبلی چشم

 رشد محرک هایباکتری، شوندمی محسوب علفی گیاهان
 (.0۷) داردیکسانی  اثرهای هاآن روی گوناگون

برزیل با در  01۳6 سال .Farias et alمطابق این پژوهش
زیستی ریشه لوبیا چشم بلبلی با آزمایشی بیان کردند هم

تر شود ریشه گیاه به اسیدیته خاک مقاومباعث می sp ریزوبیوم
میزان طور معناداری میانگین وزنی گیاه بالا رفته و و به شود

 .(06)گردد تر ها بیشسبزی برگ
 01۳6در سال  Nyoki and Ndakidemi همانند این آزمایش

به spریزوبیم تلقیح  که طی آزمایشی در تانزانیا بیان کردند
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 >1۷۹1P)طور معناداری هایی از فسفر و پتاسیم بههمراه غلظت
 .(0۱) گرددمیباعث افزایش کلروفیل کل برگ گیاه سویا  (

طی آزمایشی در  01۳۱سال  در  .Rajeswari et alچنینهم
لوبیا چشم بلبلی با و تلقیح هند به این نیجه رسیدند که تیمار 

رشد منجر به نسبت به سایر تیمارها همراه با نیکل  spریزوبیوم 
تری داشته است که بیش bو  aمیزان کلروفیل افزایش بهتر و 

 بر sp ریزوبیومدلیل اثر یکسان به احتمال زیادبهاین شباهت 
نشان داده تحقیقات البته  .(/0) لوبیا چشم بلبلی بوده است

 جلوگیری گیاه نمو و رشد از تواندمی اضافی نیکلاست که 
 کل کلروفیل و نماید القا را برگ پژمردگی و کلروزیس کند،

 از تواندمی نیکل سمیت. دهد کاهش را گیاه نهایی محصول
 را آن به مربوط هایآنزیم فعالیت و بکاهد فتوسنتز شدت
  (.08) دهد تغییر

Woldekiros اتیوپی طی آزمایشی نشان داددر  01۳8 سال 
 طور معنادارترکیب با پتاسیم به در sp ریزوبیومتلقیح سویه  که

های موجود در کلروفیلباعث افزایش ارتفاع و بالابردن سطح 
به به احتمال زیادها که این شباهت شودمی ۳برگ گیاه باقلا

 . (/0) ها بوده استها بر لگومدلیل اثر یکسان ریزوبیوم
 اندرکار دست سازوکارهای مولکولی، سطح در این، وجود با

-بیشهای مطالعه به و اندناشناخته بسیار نیکل سمیت در
 چنین شده، انجام هایمطالعه بندیجمع از. دارد نیاز تری

 نیکل سمیت از ناشی فتوسنتز و رشد کاهش که آیدبر می
 در رسدمی نظربه و باشد مربوط عامل یک به فقط تواندنمی

 کلروپلاست، ساختار بر متعدد عوامل از ترکیبی تأثیر نتیجۀ
 ایجاد فتوسنتزی پروتئینی هایکمپلکس و کلروفیل میزان

 .شودمی

 گیری نتیجه
های حاصل از این پژوهش نشان داد که، مایه تلقیح یافته

 CFU/ml۳1۱ × ۷۹۳  تعدادسویه جداسازی شده از گره با 
نیکل باعث افزایش  میکرومولار 011 غلظت و میزانباکتری 
و کلروفیل  b، کلروفیل aکلروفیل )های فتوسنتزی رنگیزه

رسد نظر میبه. شودمیدر گیاه لوبیا چشم بلبلی ( کل
دلیل تأمین های فتوسنتزی در این پژوهش بهافزایش رنگیزه

مواد غذایی برای این گیاه توسط باکتری محرک رشد بوده 
های حاصل از این مطالعه چنین با توجه به یافتهاست و هم

                                                
1 Vicia faba L. 

های کم برای رشد ضرورت استفاده از عنصر نیکل در غلظت
افزایش میزان  احتمال زیادبه. این گیاه لازم و ضروری است

های محرک رشد جداسازی های فتوسنتزی با باکتریرنگیزه
دلیل ریشه دوانی گیاه در نتیجه تواند بهشده از گره می

میزان جذب آب و عناصر افزایش تولید اکسین و در نتیجه 
غذایی مورد نیاز فتوسنتز در گیاه باشد و کاهش آن با 

علت مهار مراحل مختلف اند بهتوهای بالاتر نیکل میغلظت
چنین جایگزین شدن یون منیزیم بیوسنتز کلروفیل هم

 .وسیله فلز سنگین نیکل باشدمرکزی به
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