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  چکیده

و  (.Cicer arietinum L)، نخود (.Medicago sativa L)هاي همزیست با ریشه بقولات از ریشه گیاهان یونجه باکتري
هاي آلوده به آرسنیک در جنوب شرقی استان کردستان رشد کرده در خاك (.Melilotus officinalis L)یونجه زرد 

 Ensiferو  Rhizobiumها براساس خصوصیات فیزیولوژیکی و بیوشیمیایی متعلق به جنس جدایه. جداسازي گردید
بررسی  arsC، با استفاده از آغازگرهاي اختصاصی ژن arsوجود سیستم مقاومتی به آرسنیک، سیستم . تشخیص داده شد
میلی مولار آرسنات  100 – 400هاي به اضافه غلظت YEMBها در محیط کشت نرخ رشد جدایه. و به اثبات رسید

 350توانائی تحمل ) YA1(و یونجه زرد ) PA2 ،PC2(، نخود )AB1 ،AB3(هاي جدا شده از یونجه سویه. بررسی گردید
میلی مولار آرسنات را  400توانائی تحمل غلظت  YA1 و AB1 ،PA2هاي همچنین سویه. میلی مولار آرسنات را داشتند

هاي ریزوبیا و میزان آلودگی به آرسنیک بر روي رابطه همزیستی یونجه و نخود با باکتري به منظور بررسی تأثیر. داشتند
و  10، 50، 75، 100(        ً                                         هاي کاملا  تصادفی در سه تکرار و در پنج غلظت آرسنیک رشد گیاهان، آزمونی در قالب بلوك

وزن خشک و . انجام گردید PA2و  AB1و با تلقیح یا بدون تلقیح دو سویه باکتري، ) صفر میلیگرم بر کیلوگرم خاك
نتایج نشان داد که وزن . هاي هوائی یونجه و نخود با افزایش غلظت آرسنیک در خاك کاهش یافتوزن تر ریشه و اندام

هاي باکتري بصورت معناداري هاي تیمار شده توسط سویههاي هوائی هر دو گیاه در بوتهخشک و وزن تر ریشه و اندام
با  PA2و  AB1هاي براساس نتایج بدست آمده سویه. فاکتورهاي مشابه در گیاهان تلقیح نشده با باکتري بودبالاتر از 

هاي آلوده به توانند جهت پالایش خاكهاي بالاي آرسنیک به همراه گیاهان همزیست میتوانائی مقاومت به غلظت
  . آرسنیک مورد استفاده قرار گیرند

  
  ریزوبیوم، مقاومت به آرسنیک بقولات، :هاي کلیديواژه
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  مقدمه
آلودگی به آرسنیک یکی از مشکلات زیست 
محیطی مهم در برخی مناطق جنوب شرقی کردستان 

 – 300غلظت آرسنیک در این مناطق در حدود . است
بعلاوه غلظت هاي . باشدقسمت در میلیون خاك می 100

بالاي آرسنیک در آب و گیاهان رشد یافته در این مناطق 
 ؛ 2003مسافري و همکاران، (قبلاً نیز گزارش شده است 

آلودگی محیط به آرسنیک ). 2011زندسلیمی و همکاران، 
یکی از مشکلات مهم زیست محیطی در بسیاري از 

اد تعد). 2003جک و همکاران، (کشورهاي جهان است 
زیادي از مردم جهان به دلیل استفاده از آب آلوده به 

هاي اند و میلیون ها نفر از بیماريآرسنیک از بین رفته
هاي ناشی از آلودگی پوستی و انواع مختلف سرطان

). 1999چادوري و همکاران، (برند آرسنیک رنج می
بعلاوه جذب و تجمع این عنصر در گیاهان رشد یافته در 

ه موجب کاهش شدید رشد این گیاهان و مناطق آلود
آرسنیک به عنوان یکی از فلزات . گرددکاهش محصول می

سنگین داراي سمیت نسبتاً بالائی است که بصورت طبیعی 
بنابراین کاهش آلودگی خاك به این فلز از . روداز بین نمی

طریق تبدیل آن به فرم داراي سمیت کمتر امکان پذیر 
هاي همزیست با آنها بصورت بقولات و باکتري. است

شوند و این معمول در خاکهاي آلوده به آرسنیک یافت می
آلودگی ممکن است بر روي رابطه همزیستی آنها با 

برخی ). 2005کاراسکو و همکاران، (ثیر گذارد أگیاهان ت
ها به آرسنیک دهد که آلودگی خاكمطالعات نشان می

ثبیت نیتروژن موجب کاهش میزان گره زائی و راندمان ت
 ؛2008واسکوئز و همکاران، (گردد در این گیاهان می
 .)2012تالانو و همکاران، 

لگوم  -مطالعات ژنتیکی رابطه همزیستی ریزوبیا
دهد که در تحت شرایط غلظت بالاي آرسنیک، نشان می

گردد فعالیت چندین ژن دخیل در غده زائی مختل می
برخی ریزجانداران داراي  ).2015لافونته و همکاران، (

ثیر سمی أسازد تسیستم ژنتیکی هستند که آنان را قادر می
این سیستم تحت عنوان اپرون . آرسنیک را خنثی نمایند

ars شود و شامل ژنهاي شناخته میarsB ،arsC  وarsR 
سیستم مقاومت به  ).2003گیرینگ و همکاران، (باشد می

هاي ریزوبیا تشخیص داده شده آرسنیک در برخی باکتري
مندال و همکاران،  ؛2007ساپریرا و همکاران، (است 
- از آبهاي زیر زمینی آلوده به آرسنیک نیز سویه). 2008

مقاوم به این فلز و  Rhizobiacaeهاي متعلق به خانواده 
ها مکانیزم مقاومت توسط در این سویه. گزارش شده است

  ).2013و همکاران،  سرکار( شودهدایت می arsسیستم 
این سیستم توسط یک مجموعه ژنی موجود بر روي 

جک و (شود کروموزوم یا پلاسمید باکتري کد می
هاي ریزوبیا از قبیل در برخی باکتري). 2004همکاران، 

Sinorhizobium meliloti  به جاي ژنarsB،  ژنaqpS 
نتیجه وجود این ). 2005یانگ و همکاران، (وجود دارد 

مجموعه ژنی القا فنوتیپ مقاومتی در باکتري نسبت به 
ماندل و همکاران، (هاي بالاي آرسنیک است غلظت
برخی مطالعات نشان ). 2007ساپریرا و همکاران،  ؛2008

دهد که استفاده از گیاهان به همراه ریزوباکترهاي می
توانند به عنوان شد و مقاوم به آرسنیک میتحریک کننده ر

هاي آلوده به راهکاري مناسب جهت پالایش خاك
برخی  ).2011وانگ و همکاران، (آرسنیک مطرح باشد 

هاي همزیست با آنها گیاهان از جمله بقولات و باکتري
هاي آلوده به این عناصر مورد استفاده جهت پالایش محیط

- این باکتري). 2002همکاران، سریپرنگ و (اند قرار گرفته
ها به فلزات سنگین مقاوم بوده و به دلیل دارا بودن برخی 
خصوصیات بیوشیمیائی و اکولوژیکی، توانائی تجزیه 
عناصر آلوده کننده را دارند و کاندیداهاي مناسبی جهت 

 ).2015تنگ و همکاران، (هاي آلوده هستند پالایش خاك
ه میزان تشکیل گره در مطالعات قبلی نشان داده است ک

هاي هوائی سویا با ریشه، وزن خشک ریشه و اندام
اما، مقدار کاهش . یابدافزایش غلظت آرسنیک کاهش می

هاي ریزوبیا در وزن خشک گیاهان تلقیح شده با باکتري
نتیجه ). 2007ریچمن، (مقایسه با گیاهان شاهد کمتر بود 

وده اندام دهد که مقدار زیست تگزارش دیگري نشان می
هوایی و راندمان تثبیت نیتروژن یونجه تلقیح شده توسط 

بیشتر  Sinorhizobium melilotiباکتري مقاوم به آرسنیک 
  ).2008پاجلو و همکاران، (از گیاهان تلقیح نشده بود 

شناسائی : هدف از مطالعه حاضر عبارت بود از
هاي ریزوبیاي مقاوم به و تعیین مشخصات جدایه

داسازي شده از خاك و ریشه بقولات رشد آرسنیک، ج
هاي آلوده و احتمال استفاده از رابطه کرده در خاك

هاي مقاوم به آرسنیک در همزیستی بقولات و سویه
هاي آلوده، همچنین، علاوه بر بررسی اثر پالایش خاك

- هاي مختلف آرسنیک بر روي سرعت رشد سویهغلظت
هاي مقاوم به سویهها، تلقیح گیاهان یونجه و نخود توسط 

  . ها بررسی گردیدآرسنیک بر روي افزایش وزن بوته
  مواد و روش ها

ها جداسازي، تعیین مشخصات و شناسائی باکتري
  همزیست از مناطق آلوده

هاي روي هاي خاك و گرهها از نمونهباکتري
ریشه بقولات جمع آوري شده از مناطق آلوده به آرسنیک 

ها ابتدا توسط محلول هیپوکلریت گره. جداسازي گردید
ضد عفونی سطحی گردید و پس از شستشو توسط % 5/0
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میلی لیتر آب مقطر سترون کاملاً  2- 3آب مقطر سترون در 
دقیقه از محلول  30پس از نگهداري به مدت . له گردید

حاصل یک یا دو لوپ بر روي ظروف پتري حاوي محیط 
کشت  )YEMA(آگار  -مانیتول -کشت عصاره مخمر

ظروف پتري سپس در درجه ). 1970ویسنت، (گردید 
ساعت  72درجه سانتی گراد به مدت  28حرارت 

هاي رشد کرده مجدداً خالص نگهداري و تک پرگنه
  .سازي گردید

ها خصوصیات بیوشیمیائی و فیزیولوژیکی جدایه
هاي معمول در باکتري شناسی تعیین گردید براساس روش

، NaClاین مشخصات شامل ). 2001شاد و همکاران، (
درجه سانتی گراد،  40و  35، 28تولید کتولاکتوز، رشد در 

هیدروژن، واکنش در شیر لیتموس، استفاده سولفید تولید 
اي از بیوتین، دامنه اسیدیتی، توانائی رشد در محیط پایه

و ) LB(نمک حاوي گلوکز و رشد در محیط لوریا برتانی 
ابع کربوهیدراتی یا استفاده از منابع توانائی تولید اسید از من

ها در به منظور بررسی توانائی جدایه. آمینواسیدي بود
تولید گره، بذور یونجه و نخود پس از ضدعفونی سطحی 

به مدت ده دقیقه و شستشو توسط آب % 70توسط اتانول 
هاي حاوي خاك ضدعفونی شده مقطر سترون در گلدان

ز سوسپانسیون تازه رشد لیتر امیلی  5سپس . کشت گردید
به ) پرگنه بر میلی لیتر 1× 1010از غلظت (ها جدایه یافته

خاك گلدان اضافه گردید و به مدت هشت هفته در 
درجه سانتی گراد  26-28گلخانه با درجه حرارت تقریبی 

در تمامی . )2008پاجلو و همکاران، ( نگهداري گردید
) تلقیح باکتريبدون (مراحل آزمایش تیمارکنترل منفی 

ها و بعلاوه در بررسی گره زائی جدایه. اعمال گردید
همچنین در تعیین خصوصیات فیزیولوژیکی و 

 Sinorhizobium melilotiاستاندارد  هايبیوشیمیائی، سویه
SM117 (SM)  وRhizobium leguminosarum 2484 

(RL)  قرار گرفتو مقایسه مورد استفاده.  
  هاجدایه در arsCبررسی وجود ژن 

- ها در واکنش زنجیرهدر جدایه arsCوجود ژن 
-’arsC (F) (5اي پلی مراز با استفاده از آغازگرهاي 

ATGACCGTCACCATHTAYCAYAAYC-3’)  و
arsC (R) (5’-

ACGACCGCCTCGCCRTCYTCYTT-3’)  مورد
یک : شرایط واکنش بصورت زیر بود. بررسی قرار گرفت

دقیقه،  3درجه سانتی گراد به مدت  95چرخه اولیه در 
درجه سانتی  95چرخه بصورت واسرشت در  35سپس 

درجه سانتی گراد به  48دقیقه، اتصال در  1گراد به مدت 
 45درجه سانتی گراد به مدت  72دقیقه، بسط در  1مدت 

درجه سانتی گراد به  72رحله بسط نهائی در ثانیه و یک م

جهت ). 2007ساپریرا و همکاران، (دقیقه  10مدت 
اي پلی مراز، ژل آگارز الکتروفورز محصول واکنش زنجیره

سپس . تهیه گردید TAE×1درصد در بافر  5/1به غلظت 
میکرولیتر بافر  2میکرولیتر از محصول واکنش به اضافه  5

سپس الکتروفورز . یخته شدبارگذاري درون چاهک ر
پس از . ولت انجام شد 70ها در ولتاژ ثابت نمونه

الکتروفورز رنگ آمیزي ژل توسط اتیدیوم بروماید انجام و 
اه ژل داك مشاهده و پس از رنگ بري، باندها توسط دستگ

  .ثبت گردید
هاي بررسی نرخ رشد جدایه ها در محیط حاوي غلظت

  مختلف آرسنات
و در  YEMها در محیط کشت مایع جدایه
ساعت  24درجه سانتی گراد به مدت  28درجه حرارت 

ها با سانتریفوژ بعد از رسوب سلول. کشت داده شدند
کردن، رسوب حاصله در آب مقطر سترون به غلظت 

میکرولیتر از  10. کلنی در میلی لیتر حل گردید 107نهائی 
 YEMکشت میلی لیتر محیط  10سوسپانسیون حاصله به 

میلی مولار سدیم آرسنات  100 -400حاوي غلظت هاي 
لوله هاي حاوي محیط کشت سپس بر روي . تلقیح شد

دور در دقیقه و در  150دستگاه تکان دهنده با سرعت 
هاي رشد سلول. در جه سانتی گراد قرار داده شد 28

ساعت و براساس دانسیته نوري  72باکتریائی در مدت 
کاراسکو و ( گیري شدنانومتر اندازه 600در طول موج 

  ).2005همکاران، 
ها در میزان افزایش ثیر باکتريأت(اي آزمایشات گلخانه

  )زیست توده گیاهی
: ، رس%44/28: سیلیکا(هاي حاوي خاك گلدان

و  ms/cm7/2: ، هدایت الکتریکی%12/57: ، شن44/14%
24/7:pH ( به اضافه ضدعفونی شده توسط اتوکلاو کردن

میلی گرم بر کیلوگرم  10و  50، 75، 100(سدیم آرسنات 
تهیه و جهت تثبیت آرسنات به ) شاهد(یا بدون آن ) خاك

پس از آن بذور یونجه . مدت چهار هفته نگهداري گردید
پس از ضدعفونی ) رقم کابلی(و نخود ) رقم همدانی(

میلی لیتر  5سپس . ها کشت گردیدسطحی در گلدان
پرگنه بر میلی  1× 1010از غلظت (سوسپاسیون باکتري 

ها اضافه گردید و هردو روز یکبار آبیاري به گلدان) لیتر
هاي هشت هفته پس از تلقیح وزن تر اندام. انجام شد

- سپس نمونه. محاسبه گردید) FR(و ریشه ) FS(هوائی 
هاي گیاهی توسط آب مقطر سترون شستشو و پس از 

ساعت  48مدت  گراد بهدرجه سانتی 70خشک کردن در 
) DR(و ریشه ) DS(هاي هوائی مجدداً وزن خشک اندام

اي بصورت فاکتوریل در آزمایشات گلخانه. محاسبه گردید
  .قالب طرح کاملاً تصادفی و در سه تکرار انجام شد
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  ها تجزیه و تحلیل داده
هاي بدست آمده با روش تجزیه واریانس و داده

مورد تجزیه و تحلیل قرار  SASبا استفاده از نرم افزار 
و در سطح احتمال  LSDمقایسه میانگین با آزمون . گرفت

  . ها توسط نرم افزار اکسل رسم گردیدانجام و نمودار% 1
  ایجنت

  هاي جدا شدهتعیین مشخصه و شناسائی باکتري
جدایه از خاك مناطق آلوده و  12در مجموع 

زرد هاي بقولات مانند یونجه، نخود و یونجه گره
اي شکل و ها گرم منفی، میلهکلیه جدایه. جداسازي گردید

داراي یک تاژك قطبی، هوازي و بر روي محیط کشت 
YEMA هاي سفید تا شیري رنگ و کروي تولید پرگنه

سایر خصوصیات بیوشیمیائی و فیزیولوژیکی . کردند
براساس نتایج . آورده شده است 1ها در جدول جدایه

جداشده از یونجه در بسیاري از  هايبدست آمده سویه
هاي جداشده از و سویه Ensifer melilotiخصوصیات 

 Rhizobiumنخود واجد خصوصیات مشابه 
leguminosarum  تشخیص داده شدند. 

 PCRتوسط  arsCبررسی وجود احتمالی ژن 
ها با وجود ژن مقاومت به آرسنیک در جدایه

استفاده از واکنش زنجیره هاي پلیمراز مورد بررسی قرار 
پس از انجام واکنش با استفاده از آغازگرهاي . گرفت

مورد نظر با  DNAیک قطعه  arsCمربوط به ژن مقاومت 
جفت باز در ده جدایه تکثیر گردید  400اندازه تقریبی 

فهرست جدایه هائی که قطعه مورد نظر در آنها ). 1شکل (
سویه . آمده است 2کثیر گردید در جدول ت

Sinorhizobium meliloti RM1021  فاقد ژن مورد نظر
بوده و در واکنش بعنوان کنترل منفی مورد استفاده قرار 

لازم به ذکر است که اثبات نهایی ژن مذکور نیاز . گرفت
  .به توالی یابی دارد که البته در این پژوهش انجام نشد

  هاي مختلف سدیم آرسناتغلظت ها بهمقاومت جدایه
ها جهت توانائی رشد در محیط تمامی جدایه

میلی مولار در لیتر سدیم آرسنات  100 - 400مایع حاوي 
تمامی جدایه مقاوم به غلظت . مورد بررسی قرار گرفت

میلی مولار در  250جدایه به  8میلی مولار در لیتر،  100
جدایه  3ر و فقط میلی مولار در لیت 350جدایه به  5لیتر، 

میلی مولار در لیتر سدیم  400توانائی تحمل غلظت 
نتایج نشان داد با افزایش ). 2جدول(آرسنات را داشتند 

. ها کاهش پیدا کردغلظت آرسنات در محیط رشد جدایه
بودند در محیط  arsCهائی که واجد ژن مقاومت جدایه

ري میلی مولار در لیتر سدیم آرسنات رشد بهت 100حاوي 
میلی  200 -400ها در غلظت هاي تمامی جدایه. داشتند

) Lag phase(مولار بر لیترداراي مرحله رشد ثابت اولیه 

ساعت  12 -18تري بودند و رشد لگاریتمی بعد از طولانی
هاي بالاتر ها در غلظتسرعت رشد جدایه. شروع شد

  .سدیم آرسنات بصورت چشمگیري کاهش یافته است
  ها بر روي تولید زیست توده گیاهیتأثیر باکتري

، به ترتیب جدا PA2و  AB1دو سویه باکتري 
شده از یونجه و نخود با توانائی تحمل غلظت بالاي 

میزان . اي انتخاب شدندآرسنیک جهت آزمایشات گلخانه
هاي هوائی و ریشه در گیاهان تولید زیست توده اندام

مقایسه  تلقیح شده با باکتري با گیاهان تلقیح نشده
 ,FW) (F=40.22, df= 20(وزن تر . گردیدند

P=<0.0001 ( و وزن خشک)DW) (F=45.13, df=20, 
P<0.0001 (هاي هوائی یونجه با افزایش غلظت اندام

نتیجه مشابهی براي . آرسنیک در خاك کاهش پیدا کرد
و وزن ) FR) (F=10.69, df=20, P=0.0001(وزن تر 
ریشه یونجه ) DR) (F=6.73, df=20, P= 0.013(خشک 

 ). الف، ب، ج، د 2شکل(بدست آمد 
در تمامی تیمارهاي ذکر شده در بالا گیاهان 

وزن تر و خشک  AB1تلقیح شده توسط سویه باکتري 
هاي هوایی و ریشه افزایش معناداري را نسبت به اندام

در  DRو  FW ،DW ،FRمیانگین . تیمار شاهد نشان دادند
و  79، 75، 69گیاهان تلقیح شده توسط باکتري به ترتیب 

غلظت  بعلاوه تاٌثیر. بالاتر از گیاهان تلقیح نشده بود% 82
دار معنی) P=0.0013( FRو ) DW )P= 0.03آرسنیک در 

) P=0.0753( DRو ) FW )P=0.0523بود اما تاٌثیر آن در 
  ).3جدول (دار مشاهده نشد معنی

 ,FW) (F=26.68, df= 20(وزن تر 
P=<0.0001 ( و وزن خشک)DW) (F=34.3, df=20, 

P<0.0001 (هاي هوائی نخود با افزایش غلظت اندام
نتیجه مشابهی براي . آرسنیک در خاك کاهش پیدا کرد

و وزن ) FR) (F=13.06, df=20, P=0.0001(وزن تر 
ریشه ) DR) (F=13.07, df=20, P= 0.0001(خشک 

  ). الف، ب، ج، د 3شکل(نخود بدست آمد 
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  خصوصیات فیزیولوژیکی و بیوشیمیائی جدایه هاي مورد مطالعه در این تحقیق - 1جدول 

 خصوصیت
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رشد سریع در محیط 
YEMA 

 - - - - - - - - - - - - - - تولید کتولاکتوز + + + + + + + + + + + + + +

 - - - - - - - - - - - - - - واکنش به بیوتین + + + + + + + + + + + + + +  C°28رشد در 
:استفاده از + + + + + + + + + + + + + + C°35رشد در                 

 + + + + + + + + + + + + + + دولسیتول + - + + + - + - + + - - + + C°40رشد در 
لاکتات-ال                :رشد در اسیدیتی  + + + + + + + + + + + + + + 

 + - + + - - - - - - - + + + پیرووات + + + + + + + + + + + + + + 4
فنیل آلانین -دي ال + + + + + + + + + + + + + + 5  + - + + + + + + + + - - + - 
 + - + + - - - - - - - + + + تشکیل گره در یونجه + + + + + + + + + + + + + + 8
 - + - - + + + + + + + - - - تشکیل گره در نخود + + + + + + + + + + + + + + 9
10 + + + + + + + + + + + + + +                

رشد در نمک طعام 
1% 

+ + + - - - - - + - + + - +                

رشد در نمک طعام 
2% 

+ + + - - - - - + - + + - +                

رشد در نمک طعام 
4% 

+ - + - - - - - + - + + - +                

رشد در محیط لوریا 
 برتانی

+ + + - - - - - - - + + - +                

تولید هیدروژن 
 سولفوره از سیستئین

+ + + - - + - + + + + + - +                

واکنش اسیدي در 
 شیر لیتموس

+ + + - - + - + + + + + - +                

*Rhizobium leguminosarum, **Sinorhizobium meliloti 
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  arsCالکتروفورز محصول واکنش زنجیره اي پلی مراز با استفاده از آغازگرهاي اختصاصی ژن  - 1شکل 

  
  
  

 
  محل جمع آوري، میزبان و میزان مقاومت جدایه ها به سدیم آرسنات - 2جدول 

aRM: Sinorhizobium meliloti RM1021; bSM: S. meliloti SM117; cRL: Rhizobium legominosarum bv. viciae RM2484 
  

جدایه 
 مکان جمع آوري میزبان باکتري

غلظت آرسنیک در 
 (ppm) خاك

 

 تشخیص ژن 
arsC 

 

 میزان مقاومت به آرسنات

250 mM 350 mM 400 mM 
AB1 300 دلبران یونجه + + + + 

AB2 300 دلبران یونجه - - - - 
AB3 300 دلبران یونجه + + + - 
PA1 261 بهارلو نخود - - - - 
PA2 261 بهارلو نخود + + + + 
PB1 261 بهارلو نخود - - - - 
PB2 261 بهارلو نخود + + - - 
PC1 261 بهارلو نخود + + - - 
PC2 261 بهارلو نخود + + + - 
PC3 261 بهارلو نخود - - - - 
YA1 160 بهارلو یونجه زرد + + + + 
YA2 160 بهارلو یونجه زرد + + - - 
RMa - - - - - - - 
SMb - - - + + + - 
RLc - - - + + - - 
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  )الف( 

 
  )ب(        

 
  ) ج(                       

 
  )د(                            

در مقایسه یا تیمار  AB1ثیر غلظت هاي مختلف آرسنیک در خاك بر روي رشد یونجه تحت تیمار تلقیح شده توسط سویه أت - 2شکل 
ستونهاي نشان داده شده . وزن خشک ریشه) وزن تر ریشه د) وزن خشک اندام هاي هوائی ج) وزن تر اندام هاي هوائی ب) الف. شاهد

  دار هستندتوسط حروف یکسان فاقد اختلاف معنی
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  اه یونجه با تلقیح و بدون تلقیح باکتريآرسنیک بر رشد گیتاثٌیرغلظت هاي مختلف ) میانگین مربعات(تجزیه واریانس  - 3 جدول

وزن خشک ریشه 
)گرم(  

)گرم(وزن تر ریشه   
وزن خشک اندام 

)گرم(هوایی   

وزن تر اندام هوایی 
)گرم(  

 منابع تغییر درجه آزادي

007/0 ** 043/0 ** 046/0 ** 836/0  آرسنیک 4 **
263/0 ** 33/1 ** 616/0 ** 55/7  تلقیح 1 **
002/0 ns 027/0 ** 003/0 * 058/0 ns 4 اثر متقابل 
001/0  004/0  001/0  020/0  خطا 20 
40/24  09/20  52/13  44/15  ضریب تغییرات  - 
     CV%  

  %5و % 1دار در سطح احتمال معنی به ترتیب* ، **
  
  
  

  
  )الف(          
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  )ج(            

  

 
  )د(          

در مقایسه یا تیمار  PA2ثیر غلظت هاي مختلف آرسنیک در خاك بر روي رشد نخود تحت تیمار تلقیح شده توسط سویه أت - 3شکل 
ستونهاي نشان داده شده . وزن خشک ریشه) وزن تر ریشه د) وزن خشک اندام هاي هوائی ج) وزن تر اندام هاي هوائی ب) الف. شاهد

  تندکسان فاقد اختلاف معنی دار هستوسط حروف ی
  

در تمامی تیمارهاي ذکر شده در بالا گیاهان 
تر و خشک وزن PA2تلقیح شده توسط سویه باکتري 

داري را نسبت به هاي هوایی و ریشه افزایش معنیاندام
در  DRو  FW ،DW ،FRمیانگین . تیمار شاهد نشان دادند

و  50، 68، 64گیاهان تلقیح شده توسط باکتري به ترتیب 

ثیر . بالاتر از گیاهان تلقیح نشده بود% 70 بعلاوه تاٌ
) DR )P<0.0001و  FW ،DWغلظت آرسنیک در 

دار معنی) FR )P=0.085معنادار بود اما تاٌثیر آن در 
  ). 4جدول (مشاهده نشد 

  
 

  آرسنیک بر رشد گیاه نخود با تلقیح و بدون تلقیح باکتريتاثٌیر غلظت هاي مختلف ) میانگین مربعات(تجزیه واریانس  - 4 جدول
وزن خشک ریشه 

)گرم(  
)گرم(وزن تر ریشه   

وزن خشک اندام 
)گرم(هوایی   

وزن تر اندام هوایی 
)گرم(  

 منابع تغییر درجه آزادي

147/0  44/2** 4 آرسنیک * 048/0 ** 006/0 ** 
32/33 1 تلقیح ** 075/2 ** 198/0 ** 099/0 ** 

54/2 4 اثر متقابل ** 122/0 ** 008/0 ns 011/0 ** 
091/0 20 خطا  004/0  003/0  0004/0  

64/13 - ضریب تغییرات   82/12  64/25  01/21  
CV%      

    %5و % 1دار در سطح احتمال به ترتیب معنی *، **

bc

d
e e e

bc
a

bc bc
d

0
0.1
0.2
0.3
0.4
0.5

0 10 50 75 100
شه 

ر ری
ن ت

وز
)

رم
گ

(

)میلی گرم بر کیلوگرم(غلظت آرسنیک در خاك گلدان 

تیمار تلقیح نشده

 PA2تیمار تلقیح شده با سویھ 

b

c c c c

b

a

b b
b

0

0.05

0.1

0.15

0.2

0.25

0 10 50 75 100

شه 
ک ری

خش
زن 

و
)

رم
گ

(

)میلی گرم بر کیلوگرم(غلظت آرسنیک در خاك گلدان 

تیمار تلقیح نشده

PA2تیمار تلقیح شده با سویھ 



  ر مناطق جنوب شرقی استان کردستانهاي آلوده به آرسنیک دهاي ریزوبیا جدا شده از خاكتعیین مشخصات باکتري/  24

  بحث
یکی از مهمترین عناصر آلوده کننده آرسنیک 

این فلز سنگین بصورت طبیعی در . باشدمحیط زیست می
هاي زیاد در برخی مناطق کردستان وجود دارد و غلظت

تاٌثیر مستقیمی بر روي سلامت مردم این مناطق گذاشته 
هاي نوین در اصلاح خاك گیاه پالائی یکی از روش. است

ها می باشد که هدف از آن کاهش میزان آلودگی خاك به 
عناصر سنگین از قبیل آرسنیک با استفاده از گیاهان است 

دهد که برخی تحقیقات نشان می). 2001ما و همکاران، (
هاي بالاي آرسنیک هاي ریزوبیا نسبت به غلظتسویه

- سائی سویهموجود در خاك حساس هستند بنابراین شنا
تواند تلاشی در هاي ریزوبیاي مقاوم به این فلز سمی می

هاي جهت استفاده از گیاهان بقولات در پالایش خاك
گیلر و  ؛1992چاودوري و همکاران، (آلوده باشد 

برخی عناصر میکروبی موجود در ).  1999همکاران، 
واجد سیستم ژنتیکی  هاي ریزوبیاخاك از قبیل باکتري

سازد تاٌثیرات سمی آرسنیک را آنها را قادر میهستند که 
 ). 2007ساپریرا و همکاران، (خنثی نمایند 

هاي هاي قبلی تعدادي از باکتريبراساس یافته
Rhizobium پاجلو و (اند مقاوم به آرسنیک گزارش شده
گیاهان ). 2005کاراسکو و همکاران،  ؛2008همکاران، 

هاي ریزوبیا با باکتري داراي توان برقراري رابطه همزیستی
اسریپرنگ و ( داراي پتانسیل استفاده در گیاه پالایی هستند

کاراسکو و  ؛2007ایکه و همکاران،  ؛2002همکاران، 
در مطالعه حاضر چندین جدایه ریزوبیا ). 2005همکاران، 

هاي آلوده به آرسنیک از گیاهان رشد کرده در خاك
مورد تاٌیید  ر آنهامقاومت به آرسنیک د جداسازي گردید و

هاي مقاوم قرار گرفت و این اولین گزارش از وجود جدایه
گیاهان رشد کرده در مناطق . به آرسنیک از ایران است

. هاي سالم با اندازه معمولی و فعال بودندآلوده داراي گره
هاي ها براي رشد در محیط حاوي غلظتتوانائی جدایه

نتایج تحقیق . گرفتبالاي آرسنیک مورد بررسی قرار 
هاي داراي ژن مقاومت به حاضر نشان داد که جدایه

هاي بالاتر آرسنیک مقاوم به غلظت ،arsCآرسنیک، ژن 
میزان مقاومت قابل توجه بوده و مشابه میزان . تر بودند

جکسون و همکاران، (ها بود مقاومت در سایر باکتري
جه تحمل هاي باکتریایی با درسویه). 1996سیلور،  ؛2005

میلی مولار غلظت آرسنیک جزو  300 - 500حدود 
جکسون و (شوند بندي میهاي فوق متحمل طبقهباکتري

هاي مورد از آنجائی که برخی سویه. )2003همکاران، 
هاي بالاي مطالعه در این تحقیق توانایی تحمل غلظت

میلی مولار را دارا بودند، بنابراین  400آرسنیک تا حدود 
 آنزیم  arsCژن . نها را در این گروه قرار دادتوان آمی

 
آرسنات ردوکتاز را که یک ژن تقریباً دست نخورده است 

وجود ). 2002موخوپادهیاي و همکاران، (نماید کد می
. شوداین ژن موجب ایجاد مقاومت نسبت به آرسنیک می

به همراه سایر ژنهاي دخیل در سیستم مقاومت  arsCژن 
ها در بسیاري از پروکاریوت) arsسیستم (به آرسنیک 
اند و در مکانیزم تغییر آرسنیک به فرم محلول گزارش شده

و نامحلول در طبیعت و تنظیم میزان سمیت آن نقش 
باتوجه به ). 2003جکسون و همکاران، (اساسی دارند 

ورد مطالعه در این تحقیق نیز هاي ماینکه برخی جدایه
توان از واجد این سیستم مقاومتی تشخیص داده شدند می

ها در فرآیندهاي سمیت زدائی آرسنیک از خاك این جدایه
ها اگرچه نیاز است مکانیزم مقاومت سویه. استفاده نمود

تر مورد بررسی قرار گیرد اما به آرسنیک به صورت دقیق
توان آمده در این تحقیق می براساس میزان مقاومت بدست

ها را کاندیداي مناسبی براي استفاده در برخی از سویه
. هاي پالایش خاك یا سمیت زدایی معرفی نمودمکانیزم

 Corynebacteriumها مانند در مقایسه، برخی سویه
glutamicum  که بصورت تجاري و در جهت پالایش

گیرند میهاي آلوده به آرسنیک مورد استفاده قرار آب
هاي گزارش شده در داراي میزان مقاومتی مشابه با سویه

 ). 2006ماتئوس و همکاران، (این تحقیق هستند 
هائی که فاقد این ژن بودند توانائی تحمل غلظت جدایه

بررسی میزان رشد . هاي بالاتر سدیم آرسنات را نداشتند
هاي مختلف سدیم آرسنات ها در حضور غلظتجدایه

به . ها بودده تفاوت در میزان مقاومت جدایهنشان دهن
% 4هائی که توانائی رشد در غلظت صورت معمول جدایه

هاي بالاي سدیم آرسنات نمک طعام را نداشتند به غلظت
هاي بالاي ها در غلظتتمامی جدایه. هم حساس بودند

تري سدیم آرسنات داراي مرحله رشد ثابت اولیه طولانی
هاي هاي داراي ژن مقاومت در غلظتبودند اما جدایه

  . بالاتر بهتر قادر به رشد بودند
نکته مهمی که بایستی مورد توجه قرار گیرد آن 
است که آلودگی خاك به فلزات سنگین نه تنها بر روي 

گذارد بلکه موجب کاهش ماندگاري ثیر میأرشد بقولات ت
جمعیت میکروبی خصوصاً در شرایط عدم حضور گیاه 

نتایج برخی ). 2004بروس و همکاران، (شود میمیزبان 
ثیر فلزات سمی مانند آرسنیک أدهد که تمطالعات نشان می

باکتري درصورت مقاوم  -بر روي رابطه همزیستی بقولات
بودن سویه باکتري به مراتب کمتر خواهد بود و این 

هاي ها داراي توان رقابتی بالاتري نسبت به سویهسویه
ها در بنابراین استفاده از این سویه. حساس خواهند بود

پاجئلو و همکاران، (تواند مفید باشد هاي آلوده میخاك
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در این تحقیق میزان مقاومت دو سویه باکتري ). 2008
جدا شده از یونجه و نخود رشد یافته در مناطق آلوده به 
آرسنیک به این فلز و نقش احتمالی آنان در رابطه گیاه 

براساس نتایج بدست . عه قرار گرفتباکتري مورد مطال
میلی مولار بر لیتر  400آمده، هردو سویه به غلظت 

آرسنیک مقاوم بودند و این بالاترین میزان مقاومت 
هوانگ و (گزارش شده به این عنصر سمی تاکنون است 

یعنی ژن  arsCهردو سویه واجد ژن ). 2012همکاران، 
مقاومت به آرسنیک بودند که تاٌیید کننده فعالیت سیستم 

نتایج تحقیق حاضر . در این دو سویه است arsمقاومتی 
هاي هوائی نشان داد که وزن تر و خشک ریشه و اندام
هاي باکتري یونجه و نخود در گیاهان تلقیح نشده با سویه

این . با افزایش غلظت آرسنیک در محیط کاهش یافت
 ).2007 ریچمن،(هاي قبلی مشابهت دارد تایج با یافتهن

میزان توسعه ریشه در این گیاهان بصورت معناداري 
نتایج مشابه این نوع تاٌثیر قبلاً گزارش . کاهش پیدا کرد

مقایسه میزان ). 2008پاجلو و همکاران، (شده است 
هاي افزایش زیست توده گیاهان تلقیح شده با سویه

نشان داد که میزان ) عدم تلقیح(ن شاهد باکتري و گیاها
هاي اندام) FW(و وزن تر ) DW(اختلاف وزن خشک 

افزایش غلظت آرسنیک . دار بودهوایی و ریشه آنها معنی
موجب بروز تفاوت بارزتري بین زیست توده تولیدي 

 این نتایج نشان . گیاهان تلقیح شده و تلقیح نشده شد
ها همچنان یک باکتريدهد که با افزایش غلظت آرسنمی

نتایج . نمایندفعال بوده و به رشد بهتر گیاه کمک می
هاي ریزوبیاي دهد که تلقیح سویهتحقیق حاضر نشان می
تواند موجب افزایش میزان زیست مقاوم به آرسنیک می

- هاي هوائی و ریشه گیاهان رشد یافته در خاكتوده اندام
طبق نتایج . شودهاي بالاي آرسنیک هاي آلوده به غلظت

بدست آمده، تمامی فاکتورهاي رشدي افزایش حداقل 
هاي باکتري زیست توده گیاهان تلقیح شده با سویه% 50

رسد بنظر می. در مقایسه با گیاهان تلقیح نشده مشاهده شد
هاي ریزوبیا مقاوم به آرسنات با افزایش میزان در باکتري

هاي مندسترس بودن نیتروژن و فسفر، تولید هورمو
) مانند اندول استیک اسید، سیتوکینین و جیبرالین(گیاهی 

ترشح ترکیبات سیدروفوري و اسیدهاي آلی و سنتز آمینو 
سیکلوپروپان کربوکسیلات دي آمیناز موجب تحریک 
رشد گیاه شده که نتیجه آن افزایش زیست توده گیاهی 

هاي آلوده به فلزات بعلاوه با استفاده در خاك. است
توانند موجب پالایش آنها از خاك و یا تبدیل می سنگین

). 2014هاو و همکاران، (فلزات به فرم غیر سمی شوند 
مطالعات بیشتري در خصوص استفاده از این اگر چه 

ها به همراه گیاهان همزیست باید انجام شود تا جدایه
ه آرسنیک مورد هاي آلوده بتوانائی آنان در پالایش خاك
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Abstract 

Symbiotic bacteria associated with the root of legume plants were isolated from 
soil and the root nodules of alfalfa (Medicago sativa L.), chickpea (Cicer 
arietinum L.) and yellows alfalfa (Melilotus officinalis L.) grown in arsenic-
contaminated areas in south eastern part of Kurdistan province, Iran. According 
to physiological and biochemical  properties, isolates were identified as the 
members of Rhizobium and Ensifer genus. The presence of arsenic resistant 
system known as ars system was confirmed by amplification using primers 
corresponding to arsC gene. Growth rate of strains in different concentrations 
of arsenate was investigated in YEMB medium supplemented with 100-400 
mM arsenate. Alfalfa,s isolates (AB1, AB3), chickpea,s isolates (PA2, PC2), 
yellow alfalfa,s isolate (YA1) and standard strain (Sinorhizobium meliloti 
SM117) were tolerant to 350 mM arsenate and (AB1, PA2 and YA1) isolates 
were moderately capable to grow at 400 mM arsenate. Among the identified 
strains, AB1 and PA2, were selected for greenhouse experiments. In order to 
evaluate the effect of arsenic contamination on legume-rhizobia symbiosis and 
biomass production of alfalfa and chickpea plants, an experiment was carried 
out based on a completely randomized design with a factorial arrangement in 
three replications. Experiment factors consisted of, three levels of rhizobia 
inoculation (with and without inoculation of AB1 and PA2) and five levels of 
arsenic concentrations (0. 10, 50, 75 and 100 mgkg-1 soil) under greenhouse 
conditions for 8 weeks. Results obtained in this study indicated that the fresh 
weight and dry weight of alfalfa and chickpea (shoot and root) were decreased 
as the arsenic concentration of the soil was increased. The results also showed 
that fresh and dry shoot and root weight of alfalfa and chickpea were 
significantly higher in rhizobia-inoculated treatments compared to non-
inoculated plants. 
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