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 چکیده

آهن( بر خصوصیات فیزیولوژیکی یونجه  کنش تلقیح باکتریایی و تیمار آهن )نانو و کلات هدف از این مطالعه بررسی اثر برهم :هدف

 باشد. می

 2٠، 1٠، 5، ٠های مختلف آهن )کلات آهن،  سویه استاندارد، غلظت Rhizobium melilotiیح در این مطالعه اثرات تلق ها: مواد و روش

روز بر گیاه یونجه در قالب آزمایشات  45مدت  اکسیدآهن( و اثر متقابل تلقیح باکتریایی و تیمار آهن به نانو ذراتمیکرومولار  25و 

های  ه های رشد، مقدار رنگیز فاکتوریل در یک طرح کاملا تصادفی در سه تکرار مطالعه شده است. صفات مورد ارزیابی شامل شاخص

و مقدار  (DPPH)ل هیدرازی پیکریل فنیل ها، درصد فعالیت بازدارندگی رادیکال دی اکسیدانت فتوسنتزی، پروتئین، پرولین، فعالیت آنتی

 عناصر بودند.

ها، میزان پروتئین و  تنهایی اثرات سودمندی بر رشد یونجه نشان داد و باعث افزایش پارامترهای رشد، رنگیزه تلقیح ریزوبیومی به نتایج:

ها، میزان پروتئین و  رنگیزه ها اثری نداشت. تیمار آهن بر پارامترهای رشد، اکسیدانت جذب پتاسیم و فسفر شد اما بر مقدار پرولین و آنتی

میکرومولار نانوآهن مشاهده شد. بیشترین مقدار پرولین و فعالیت  25های رشد در غلظت  جذب عناصر اثر مثبت داشت. بیشترین شاخص

ناشی از شود. اثرات منفی  رو این غلظت برای گیاه یونجه تنش محسوب می نانوآهن( سنجش شد. از این ٠ μMاکسیدانتی در شاهد ) آنتی

یافته با ریزوبیوم ملیلوتی کاهش یافت. در واقع ریزوبیوم با کاهش شرایط تنش باعث  میکرومولار نانوآهن بر گیاه یونجه تلقیح ٠تیمار 

 شود. یافته می افزایش مقاومت گیاهان تلقیح

تواند باعث افزایش مقاومت گیاه نسبت به  مییونجه همراه با نانوکود آهن علاوه بر افزایش رشد گیاه -زیستی ریزوبیوم هم گیری: نتیجه

میکرومولار نانوآهن  1٠یافته با ریزوبیوم ملیلوتی و  ها و پروتئین در گیاهان تلقیح شود. بیشترین مقدار پارامترهای رشد، رنگیزه ها  تنش

 گیری شد. اندازه

 انوکودهای رشد، ن اکسیدانت، پروتئین، تلقیح باکتریایی، شاخص آنتی کلیدی:واژگان 
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 مقدمه

شود. در  ای خانواده لگوم است که در سراسر جهان کشت می ترین محصولات علوفه یکی از مهم Medicago sativaیونجه  

 .(1هایی )گرهک( حاوی باکتری ریزوبیوم قرار دارد ) ی لگومینوزه از جمله یونجه برآمدگی ی اغلب گیاهان خانواده ریشه

ها  است. این باکتری Plant Growth Promoting Rhizobacter (PGPR)ریزوبیوم از ریزوباکترهای محرک رشد گیاه 

های گیاهی )اکسین،  سازی فسفر، افزایش آهن در دسترس، تولید ویتامین و هورمون طور مستقیم با تثبیت نیتروژن، محلول به

بیوتیک، تخریب اتیلن از  غیرمستقیم با رهاسازی آهن از ریزوسفر، تولید آنتیطور  اسید( و به سیتوکینین، ژیبرلین و آبسیزیک 

های  (. در سال2شوند ) های زیستی و غیرزیستی باعث افزایش رشد گیاه می دآمیناز و مقاومت به تنش ACCطریق آنزیم 

زی را بدون اثرات نامطلوب بر عنوان کود زیستی، بازده محصولات کشاور اخیر کاربرد ریزوباکترهای محرک رشد گیاهان به

ی مداوم از کودهای شیمیایی است که تعادل  خواص خاک بالا برده است زیرا تولید محصولات کشاورزی مستلزم استفاده

 (.3دهند ) ها شده و سود اقتصادی را کاهش می زنند، سبب انباشت آلاینده طبیعی را برهم می

سنتز، تنفس و تثبیت نیتروژن نقش دارد، در بخش کاتالیزوری بسیاری از مصرف است که در فتو آهن از عناصر ضروری کم

دو فرم وجود  مورد نیاز است. آهن در طبیعت به  RNAهای اکسیداسیون و احیا قرار گرفته و برای سنتز کلروفیل و  آنزیم

Feدارد. فرم نسبتا محلول در آب )آهن فرو 
Fe( و فرم غیرمحلول )آهن فریک +2

یک فرم پایدار غالب در (. آهن فر+3 

ای از  های قلیایی که بخش عمده های خنثی و قلیایی است. یکی از مشکلات عمده خاک های غنی از اکسیژن و خاک محیط

باشد. با وجودی که  ها می بالای این خاک pHدلیل  خشک است، کمبود آهن قابل استفاده گیاه به خاک مناطق خشک و نیمه

های غیرمحلول رسوب کرده و  ها به فرم هیدروکسید یا سایر کمپلکس دارند ولی بیشتر آهن خاکها آهن زیادی  بیشتر خاک

های قلیایی، اسیدی کردن خاک، افزودن  گیرد. انتخاب گیاه مناسب با تحمل بالا در خاک در دسترس گیاه قرار نمی

های کاهش  آهن از راه و استفاده از کلاتشود  به خاک که سبب اسیدی شدن خاک و افزایش حلالیت آهن می (ΙΙ)آهن سولفات

(. استفاده از ریزوباکترهای محرک رشد که قادر به تولید سیدروفور یا سیستم جذب آهن هستند نیز 4باشد ) کمبود آهن می

. با باشد ترین کاربردهای فناوری نانو در کشاورزی، استفاده از نانوکودها جهت تغذیه گیاهان می (. یکی از مهم5مفید است )

دلیل کاهش  شوند و به آرامی و با سرعتی مناسب در تمام فصل رشد گیاه آزاد می گیری از نانوکودها، عناصر غذایی به بهره

علت  به نانو ذراتیابد.  های زیست محیطی کاهش می آبشویی عناصر، گیاهان قادر به جذب بیشتر عناصر خواهند بود و آلودگی

پذیری زیاد برخوردار هستند. بنابراین جذب نانوکودها  واکنشی زیاد روی سطوح از واکنشسطح ویژه، چگالی بیشتر، نواحی 

تر است. نانواکسید آهن سبب اسیدی شدن خاک، افزایش حلالیت عناصری مثل مس و روی، افزایش نسبت  توسط گیاه آسان
+

Fe
+به  2

Fe
توانند دارای اثرات  می نانو ذرات(. 6شود ) و در نتیجه سبب افزایش جذب عناصر فوق و افزایش رشد گیاه می 3

ترین  مهم نانو ذراتخنثی، منفی یا مثبت بر رشد گیاهان، همچنین رشد و توسعه همزیستی ریزوبیومی داشته باشند. غلظت 

توانند در  اکسیدروی نیز می نانو ذراتکمتر سمی مثل  و ذراتناناست، زیرا حتی  نانو ذراتکننده سمیت  عامل تعیین

کننده رشد گیاهان  های پایین تحریک توانند در غلظت بسیارسمی مانند نقره می نانو ذراتهای بالا مهارکننده باشند و  غلظت

ای تاثیر  گازهای گلخانهبر جوامع میکروبی خاک، گردش مواد مغذی و انتشار  نانو ذراتهای محیط زیستی  (. غلظت7باشند )

( نیز 1٠و  9ها، روش کاربرد، گونه گیاهی هدف و شرایط آزمایشگاهی ) ، اندازه آننانو ذرات(. علاوه بر غلظت، نوع 8گذارد ) می

تواند منجر به کاهش تنوع و  در خاک می نانو ذراتدهد که حضور  تواند در نوع پاسخ موثر باشد. برخی مطالعات نشان می می

بر جوامع میکروبی  نانو ذراتکننده اثرات مثبت  که مطالعاتی نیز بیان ( درحالی11های خاک شوند ) د میکروارگانیسمعملکر

بر روی همزیستی ریزوبیومی  نانو ذراتکننده اثرات مثبت یا منفی  های متعددی بیان ( است. مثال12ها ) خاک و عملکرد آن

(. همچنین در 13افزایش یافته است ) Fe3O4 نانو ذراتاهان سویا در معرض عنوان مثال، رشد و نمو گرهک در گی است. به
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در محیط ورمیکولیت،  pea-Rhizobiumسازی و برقراری همزیستی در  بر گرهک Fe2O3 اکسیدآهن  نانو ذراتبررسی اثر 

گرم در  6فزایش غلظت تا روز اثر مثبت داشت ولی با ا 35روز اثر منفی و در مدت  2٠طی  نانو ذراتگرم در لیتر  3غلظت 

(. البته باید توجه 14داری )نه منفی و نه مثبت( نداشت ) روز( اثر معنی 35تا  2٠لیتر بدون توجه به تعداد روزهای در معرض )

ها فراهمی زیستی و  داشت که اکثر مطالعات ریزوبیومی در محیط بدون خاک یا هیدروپونیک انجام شده، که در این محیط

برداری از پتانسیل فناوری نانو برای بهبود امنیت  منظور بهره (. به7با سیستم خاک خیلی متفاوت است ) نانو ذراتتاثیرپذیری 

پذیری اکوسیستم، احتیاج به  غذایی جهان، کاهش اثرات بد ردپای محیطی نانو در کشاورزی و حفظ عملکرد و انعطاف

 نانو ذراتباشد. در این پژوهش تاثیر توام  ای ریزوبیومی میه و همزیست نانو ذراتهای بین  تحقیقات روی برهم کنش

 های رشد، جذب عناصر و فیزیولوژی گیاه یونجه بررسی شد. اکسیدآهن و تلقیح باکتری ریزوبیوم بر شاخص

 

 ها مواد و روش

 Persian Type)صورت آمپول لیوفیلیزه استاندارد به Rhizobium melilotiریزوبیوم ملیلوتی  :ی باکتریایی تهیه سویه

Culture Collection: PTCC1684) های علمی و صنعتی ایران خریداری و در شرایط استریل با  از سازمان پژوهش

حالت تعلیق درآمد. مقدار کمی از محلول  شکسته و با تزریق مقدار کمی آب استریل به ،کمک سوهان ضدعفونی شده

انکوبه شدند.  روز 3مدت  گراد به درجه سانتی 25ها در  د. پلیتشل جامد منتقYMA (15 )باکتریایی فوق به محیط کشت 

استفاده در آزمایشات  و جامد جهت ذخیره ماهیانه YMAهای محتوی محیط  های ریزوبیوم ملیلوتی به اسلنت پس کلنیس

 یخچال انتقال یافتند.به بعدی 

محیط کشت لیتر  میلی 1٠٠ بهدر شرایط استریل یک لوپ ریزوبیوم ملیلوتی از محیط کشت جامد : تلقیح  سازی مایه آماده

YMA دور  با شیکردار انکوباتور روی ساعت 24 مدت گراد به درجه سانتی 25و در  منتقل مایع rpm1کشت داده شد ٠٠ 

cfu ml  آمیز یونجه غلظت مناسب ریزوبیوم جهت تلقیح موفقیت (15)
(. جهت تهیه غلظت فوق از 16باشد ) می 11٠5-

  باشد غلظت ریزوبیوم 1/٠نانومتر معادل   62٠موج  مایع در طول YMAجذب نوری استفاده شد. اگر جذب نوری محلول 

cfu ml
cfu ml (. سپس غلظت 17شود ) در نظر گرفته می 11٠8-

 YMAباکتری با رقیق نمودن محلول اولیه توسط  11٠5-

 مایع تهیه شد.

از مرکز تحقیقات سازمان جهاد  Medicago sativa cv. Hamedaniبذر یونجه رقم همدانی  :بذرو تلقیح سازی  آماده

و ضدعفونی سطحی  (دقیقه 5) درصد 1 سدیم  هیپوکلریت و (دقیقه 2) درصد 7٠کشاورزی اراک تهیه شد. بذرها توسط اتانول

cfu ml به دو گروه تقسیم شدند: گروه بذرهای تلقیحی، تعدادی بذر استریل در مایه تلقیح ریزوبیوم با غلظت 
در  11٠5-

درون بذر  منظور تسهیل نفوذ سویه باکتریایی به ساعت تحت خلا حاصل از یک پمپ کوچک، به 2مدت  حرارت محیط به درجه

وه بذرهای شاهد بدون تلقیح که در بافرفسفات استریل در همان شرایط قرار ( و گر16از طریق منافذ بذر، قرار گرفتند )

 گرفتند.

از شرکت پیشگامان نانومواد مشهد تهیه شد. براساس کاربرد  Fe2O3اکسیدآهن  نانو ذرات :سازی نانوآهن تهیه و آماده

نانومتر  4٠تا  27اکسیدآهن استفاده شده بین  نانو ذرات، ابعاد SEMو تصویر میکروسکوپ  XRD پراش اشعه ایکس

لیتر رسانده شد.  میلی 1٠٠حجم  گرم از این ماده با آب مقطر دوبار تقطیر در بالن ژوژه به 16/٠(. هر هفته 18گیری شد ) اندازه

لتراسونیک نانو کیلوهرتز قرار داده شد )او 4٠وات و فرکانس  1٠٠مخلوط حاصل نیم ساعت در دستگاه اولتراسونیک با توان 
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هم  ساعت روی شیکر همراه مگنت گذاشته تا نانومواد دوباره به 4، نانو ذراتمنظور حل کردن  کند(. سپس به مواد را پخش می

 (.19نچسبد )

نشده( بر روی کاغذ صافی مرطوب درون  یافته با ریزوبیوم و بذرهای شاهد )تلقیح یونجه تلقیح های بذر :کاشت گیاهان یونجه

های یک روزه  سپس گیاهکزنی قرار گرفتند.  گراد جهت جوانه درجه سانتی 25ساعت در تاریکی و  24های جداگانه  دیش پتری

ها در اتاق رشد  گیاهک قرار گرفت. گلدان15. در هر گلدان حاوی پرلیت منتقل شدند متر سانتی12×14هایی با ابعاد  به گلدان

درجه  18 وگراد  درجه سانتی 25ارت حر ساعت تاریکی با درجه 12ر و ساعت نو 12 با شرایط کنترل شده دوره نوری

هوگلند )غلظت  لیتر محلول نیمه میلی 1٠٠روز، هرهفته با  45. آبیاری طی هنگام روز و شب قرار گرفتند بهگراد  سانتی

، 5، ٠اکسیدآهن ) و ذراتنانهای مختلف  آهن و محتوی غلظت هوگلند فاقد کلات آهن( و یا محلول نیمه میکرومولار کلات18

 18های فوق براساس غلظت آهن در محلول هوگلند )کمتر و بیشتر از  (. غلظت2٠میکرومولار( انجام شد ) 25و  2٠، 1٠

آهن( در کل دوره دریافت نکرده است.   های تیمار صفرآهن هیچ آهنی )نه نانو و نه کلات میکرومولار( انتخاب شدند. در غلظت

 انجام شد. 45برداشت نهایی در روز 

مایع به  YMAلیتر محیط  میلی 1٠از هر گلدان، ریشه یک گیاه در  :شده اثبات حضور ریزوبیوم درون گیاهان تلقیح

لیتر محیط  میلی 1٠به ( یک لوپ هم 15جامد انتقال یافت ) YMAوسیله انبرک له شد و یک لوپ استریل از محلول فوق به 

YMA  مایع منتقل شد، از این محلول نیز یک لوپ به محیطYMA دست آمد.  صدم به جامد منتقل و غلظت یک

ها براساس آزمایشات مورفولوژیکی،  روز بعد، ریزوبیوم 2گراد انتقال یافتند و  درجه سانتی 25های فوق به انکوباتور  دیش پتری

شناسایی و شمارش شدند  Bergeys Manual of systematic Bacteriologyتاب برگی بیوشیمیایی و فیزیولوژیکی ک

(21.) 

(، ارتفاع، سطح و تعداد برگ، وزن تر و خشک برگ، ساقه و ریشه سه گیاه 45روز برداشت )روز :گیری فاکتورهای رشد اندازه

وزن ثابت قرار  گراد، تا رسیدن به درجه سانتی 75ساعت در آون  24ها  گیری شد. جهت وزن خشک، نمونه از هر تیمار اندازه

 گرفتند.

استن در   و کلروفیل کل با خواندن جذب عصاره برگ در a ،bسنجش کلروفیل  گیری فاکتورهای بیوشیمیایی: اندازه

(، 23)نانومتر  47٠موج  گیری کاروتنوئیدها با خواندن جذب عصاره در طول (، اندازه22)نانومتر  663و  645های  موج طول

( با استفاده از پودر آلبومین سرم گاو 25روش برادفورد ) (، مقدار پروتئین به24هیدرین ) گیری پرولین توسط معرف نین اندازه

BSA اکسیدانتی  گیری شد. کمیت آنتی عنوان محلول استاندارد انداره بهI%  2-فنیل دی1و1با آزمون مهار فعالیت-

های آنزیمی، عصاره آنزیمی برگ تهیه شد  اکسیدانت منظور تعیین فعالیت آنتی (، به26)شد  تعیین DPPHهیدرازیل  پیکریل

GPOX (29 )پراکسیداز   ( و گایاکول28) CAT(، کاتالاز 27) SODدیسموتاز  (. در عصاره فوق فعالیت سوپراکسید27)

 سنجش شد.

ساخت انگلستان( و  JEANWAYPFP7متر )مدلفوتو گیری پتاسیم و سدیم در خاکستر بخش هوایی با دستگاه فلیم اندازه

گیری آهن  (، اندازه31نانومتر) 45٠موج   گیری فسفر با خواندن جذب در طول (، اندازه3٠پتاسیم و سدیم ) استانداردهای کلرور

های  ساخت ژاپن( و مقایسه با منحنی استاندارد حاصل از محلول AA680- Shimadzuو روی با دستگاه جذب اتمی )مدل 

 ( انجام شد.32روی )  های مختلف کلریدآهن و نیترات ا غلظتب
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 آماری آنالیز

 رازفا مرن زا اه هداد زیلانآ تهج .دش ماجنا لیروتکاف یاهشیامزآ بلاق رد یفداصت لاماک حرط رد ،رارکت هس رد اهکل آزمایش

61SSPS، رازفا مرن زا اهرادومن مسر و نکناد نومزآ زا اه نیگنایم هسیاقم Excel .دش هدافتسا 

 

 نتایج

روز کشت حاصل  3تلقیح استفاده شد. پس از   سازی جهت مایه ملیلوتی پس از فعال در این آزمایش سویه استاندارد ریزوبیوم 

شفاف، مات، لزج و موسیلاژی در  متر، محدب و برجسته، نیمه میلی 2-4قطر  های حلقوی، به شده، کلنی از ریشه گیاهان تلقیح 

های منفرد، کدر و موسیلاژی  ها ظاهر شد که تائید کننده باکتری ریزوبیوم ملیلوتی بود. پس از واکشت، کلنی دیش پتری

شمارش  م قادر بهصد های یک در غلظت رنگ صورتی درآمد. آمیزی گرم، ریزوبیوم ملیلوتی به دنبال رنگ تشکیل شد. به

ها را در عکس رقت ضرب کردیم و تعداد باکتری در هر تیمار  ها آن های منفرد باکتری شدیم، پس از شمارش تعداد کلنی کلنی

طور وسیعی در ریشه گیاهان  ( حضور و نفوذ  باکتری را به1های میکروسکوپی و شمارش باکتری )جدول  مشخص شد. بررسی

 گیاهان غیرتلقیحی نیز این مراحل انجام شد ولی هیچ کلنی باکتری و گرهکی دیده نشد.  برای ریشهدهد.  شده نشان می  تلقیح

 

 : نتایج شمارش باکتری ریزوبیوم در ریشه گیاهان تلقیح شده و تیمارهای مختلف آهن1جدول 

 

 تیمار آهن

 کلات آهن

μM 18 

 (μMاکسیدآهن )میکرومولار  نانو ذرات

 μM25 μM2٠ μM μM 5 μM1٠ صفر

 53 ×1٠2 5٠ ×1٠2 3٠2 ×1٠2 41 ×1٠2 112 ×1٠2 75 ×1٠2 تعداد کلنی شمارش شده در گیاهان تلقیحی

 

( تلقیح باکتریایی را بر سطح و تعداد برگ، ارتفاع، عمق ریشه، ٠5/٠ دار )سطح ( اثر معنی5تا  2نتایج آنالیز واریانس )جداول 

(، اثر ٠1/٠های فتوسنتزی، پروتئین، پتاسیم، فسفر، روی و آهن )سطح  وزن تر و خشک ساقه، برگ و ریشه، مقدار رنگیزه

عمق ریشه، وزن تر و  تیمار آهن را بر سطح برگ، ارتفاع،-( تیمار آهن و اثرمتقابل تلقیح باکتریایی٠1/٠دار )سطح  معنی

روزه  45های فتوسنتزی، پرولین، پروتئین، پتاسیم، فسفر، آهن و روی گیاهان یونجه  خشک ساقه، برگ و ریشه، مقدار رنگیزه

( ٠1/٠دار )سطح  اثر معنی GPOXو  SOD ،CATهای  و فعالیت آنزیم  %1اکسیدانتی  دهد. تیمار آهن بر کمیت آنتی نشان می

اثر  GPOXو  CATهای  و آنزیم %1(، کمیت ٠1/٠)سطح  SODتیمارآهن بر فعالیت آنزیم -و اثر متقابل تلقیح باکتریایی

و  SOD ،CAT، فعالیت %Iداری بر میزان پرولین، کمیت  دهد. تلقیح باکتریایی اثر معنی ( را نشان می٠5/٠دار )سطح  معنی

GPOX داری  تلقیح باکتریایی بر میزان عنصر سدیم اثر معنی-یایی و اثر متقابل تیمارآهننداشته است. تیمار آهن، تلقیح باکتر

 دهند. داری نشان نمی تلقیح باکتریایی بر تعداد برگ اثر معنی-ندارد. تیمار آهن و اثرمتقابل تیمار آهن

 

 

روزه. مقایسه برای هر ستون  45تیمارآهن بر وزن تر و خشک گیاه یونجه-جدول آنالیز واریانس اثر تلقیح باکتریایی، تیمارآهن و اثرمتقابل تلقیح باکتریایی :2جدول 

 جداگانه انجام شده است.

 وزن ریشه وزن برگ وزن ساقه منابع تغییر

 خشک تر خشک تر خشک تر

 26/٠٭ ٠٠5/٠٭ 72/٠٭ 3/٠٭ ٠65/٠٭ ٠4/1٭ تلقیح باکتریایی

 7/148٭٭ 89/165٭٭ 15/68٭٭ 42/163٭٭ 47/114٭٭ 72/181٭٭ تیمار آهن

 ٠4/23٠٭٭ 52/255٭٭ 27/132 ٭ 67/273٭٭ 43/165٭٭ 1/255٭٭ اثرمتقابل تلقیح و آهن
ns ٠1/٠دار در سطح معنی  ٭٭         ٠5/٠دار در سطح  معنی ٭دار نیست               معنی 
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روزه.  45های فتوسنتزی، پرولین، پروتئین و عمق ریشه یونجه  تیمارآهن بر رنگیزه-: آنالیز واریانس اثر تلقیح باکتریایی، تیمارآهن و اثرمتقابل تلقیح باکتریایی3جدول 

 مقایسه برای هر ستون جداگانه انجام شده است.

 عمق ریشه پروتئین پرولین کارتنوئید کلروفیل کل bکلروفیل  aکلروفیل  منابع تغییر

 21/1٭ ٠78/٠٭ ٠/ns 42 53/2٭ 148/٠٭ ٠5/٠٭ 6/٠٭ تلقیح باکتریایی

 57/171٭٭ 56/256٭٭ 33/122٭٭ 71/156٭٭ 45/539٭٭ 98/261٭٭ 66/433٭٭ تیمارآهن

 39/254٭٭ 89/4٠5٭٭ 75/49٭٭ 23/199٭٭ ٠4/583٭٭ 78/286٭٭ 55/448٭٭ اثرمتقابل تلقیح و تیمار آهن
ns ٠1/٠دار در سطحمعنی  ٭٭         ٠5/٠دار در سطح  معنی ٭دار نیست               معنی 

 

 

و ارتفاع   %1پراکسیداز، کاتالاز،  تیمارآهن بر فعالیت سوپراکسیددیسموتاز، گایاکول-: آنالیز واریانس اثر تلقیح باکتریایی، تیمارآهن و اثرمتقابل تلقیح باکتریایی4جدول

 روزه. مقایسه برای هر ستون جداگانه انجام شده است. 45گیاه یونجه 

 ارتفاع ٪اکسیدانتی  کمیت آنتی I کاتالاز گایاکول پراکسیداز سوپراکسیددیسموتاز منابع تغییر

 45/٠٭ ٠/ns42/1 ns1٠6 ٠/ns٠٠4 ٠/ns٠8 تلقیح باکتریایی

 81/163٭٭ 37/2** 26/3** 14/3** 99/3** تیمارآهن

 83/2٠1٭٭ 27/3٭ 3/2٭ 29/2٭ 58/3٭٭ و تیمار آهناثرمتقابل تلقیح 
ns ٠1/٠دار در سطحمعنی  ٭٭         ٠5/٠دار در سطح  معنی ٭دار نیست               معنی 

 

 
تیمار آهن بر میزان پتاسیم، فسفر، سدیم، آهن و روی، سطح و تعداد برگ گیاه -: آنالیز واریانس اثر تلقیح باکتریایی، تیمار آهن و اثر متقابل تلقیح باکتریایی5جدول 

 روزه. مقایسه برای هر ستون جداگانه انجام شده است. 45یونجه 

 برگ تعداد سطح برگ روی آهن سدیم فسفر پتاسیم منابع تغییر

 96/17٭ 47/٠٭ 54/٠٭ 67/1٭٭ ٠/ns٠17 46/4٭ 79/3٭ تلقیح باکتریایی

 ٠/ns97 83/1٠3٭٭ 7/13٠٭٭ 43/2٠8٭٭ ns27/3 1/161٭٭ 39/54٠٭٭ تیمارآهن

 ns12/2 49/143٭٭ 216/159٭٭ 68/196٭٭ ns27/25 91/153٭٭ 94/119٭٭ اثرمتقابل تلقیح و تیمار آهن
ns ٠1/٠دار در سطحمعنی  ٭٭         ٠5/٠دار در سطح  معنی ٭دار نیست               معنی 

 

 

 

نشده و صفر آهن( و گیاهان  ترتیب متعلق به گیاهان شاهد )تلقیح  ترین ارتفاع، عمق ریشه و سطح برگ به ترین و بیش کم

میکرومولار نانوآهن  1٠شده در غلظت  اکسید آهن است. در گیاهان تلقیح  نانو ذراتمیکرومولار  1٠شده در غلظت   تلقیح

شود. با افزودن آهن هم  برابری ارتفاع، عمق ریشه و سطح برگ نسبت به شاهد مشاهده می 4/1و  39/4، 6/1ترتیب افزایش  به

یابد ولی این  داری می افزایش معنیشده، سطح برگ، ارتفاع گیاه و عمق ریشه  نشده و هم گیاهان تلقیح   در گیاهان تلقیح

نشده است. افزایش سطح برگ، ارتفاع و عمق ریشه نسبت به شاهد حتی  شده بیش از گیاهان تلقیح   افزایش در گیاهان تلقیح

، 13/4ترتیب افزایش  شده به  آهن است. در عدم حضور آهن در گیاهان تلقیح میکرومولار نانوآهن بیش از کلات 5در حضور 

 (.1شود )شکل درصدی سطح برگ، ارتفاع و عمق ریشه نسبت به گیاهان شاهد مشاهده می ٠8/29و  3/1٠
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 آهن )کلاتتیمار آهن -: مقایسه میانگین اثرمتقابل تلقیح باکتریایی1شکل

Fe- EDTA 18نانو ذراتمیکرومولار  25 و 2٠، 1٠، 5، ٠ ،میکرومولار 

 و (Cm) ارتفاع بخش هوایی  (b)،  (Cm2)سطح برگ (a) ( براکسیدآهن

(c) روزه. خطوط نشان دهنده  45طول ریشه گیاه یونجهSE  و حروف

: عدم R–دار بودن براساس آزمون دانکن است.  دهنده معنی غیرمشابه نشان

 .: تلقیح با ریزوبیومR+تلقیح، 

 

ترتیب با  میکرومولار نانوآهن به 1٠شده و   ترین در گیاهان تلقیح تر و خشک ساقه، برگ و ریشه در شاهد و بیشترین وزن  کم

برابری وزن تر و  5/2٠و  2/17برابری وزن تر و خشک برگ،  37/4و  ٠5/4برابری وزن تر و خشک ساقه،  8و  62/25افزایش 

های فوق افزایش داشتند ولی  نشده، شاخص شده و هم تلقیح  خشک ریشه مشاهده شد. با افزودن آهن هم در گیاهان تلقیح 

 25/1ترتیب افزایش  شده به نشده است. در عدم حضور آهن در گیاهان تلقیح   شده بیش از تلقیح این افزایش در گیاهان تلقیح 

برابری وزن تر و خشک ریشه  3و  4/2برابری وزن تر و خشک برگ و  25/1و  23/1تر و خشک ساقه، برابری وزن  46/1و 

 (.2آهن است )شکل میکرومولار نانوآهن بیش از کلات 5های وزنی نسبت به شاهد حتی در حضور  مشاهده شد. افزایش شاخص
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D 

 

C 

 
F 

 

E 

 
وزن  (d)وزن تر برگ،  (c)وزن خشک ساقه،  (b)وزن تر ساقه،  (a)های وزنی گیاه یونجه.تلقیح باکتریایی و تیمارآهن بر شاخص: مقایسه میانگین اثر متقابل 2شکل 

: عدم  R-دار بودن براساس آزمون دانکن است. دهنده معنیو حروف غیرمشابه نشان SEوزن خشک ریشه. خطوط نشان دهنده  (f)وزن تر ریشه،  (e)خشک برگ، 

 .: تلقیح با ریزوبیومR+، تلقیح

 

 75/8و  82/3، 54/7، 89/2ترتیب با  ترین میزان به ، کلروفیل کل و کارتنوئید در شاهد و بیشa ،bترین میزان کلروفیل  کم

شود. بین میزان  آهن مشاهده می میکرومولار نانو 1٠شده و تحت غلظت  برابر افزایش نسبت به شاهد در گیاهان تلقیح

شود. با  داری مشاهده نمی میکرومولار تفاوت معنی 1٠میکرومولار و  25شده تحت تیمار  های فتوسنتزی گیاهان تلقیح رنگیزه

ان یابد ولی این افزایش در گیاه داری می ها افزایش معنی نشده مقدار رنگیزه  شده و هم تلقیح افزودن آهن هم در گیاهان تلقیح

 (.3آهن است )شکل  میکرومولار نانوآهن بیش از کلات  5ها در حضور  شده بیشتر است. افزایش مقدار رنگیزه  تلقیح

شده  میکرومولار در گرم( در گیاهان تلقیح ٠35/٠ترین ) میکرومولار در گرم( در شاهد و کم ٠416/٠ترین میزان پرولین ) بیش

درصد پرولین شده است. در سایر تیمارها اختلاف  86/15یایی باعث کاهش و صفر آهن مشاهده شد یعنی تلقیح باکتر

 و دهاش رد لک نیئتورپ نازیم نیرت(. کم4شود )شکل نشده مشاهده نمیشده و تلقیح  داری بین گیاهان تلقیح معنی

 اب .دش هدهاشم دهاش هب تبسن یربارب 61/2 شیازفا اب نهآونان رلاومورکیم 1٠ تظلغ و هدش  حیقلت ناهایگ رد نیرت شیب

 شیازفا نیا .داد ناشن یرادینعم شیازفا لک نیئتورپ نازیم هدشن  حیقلت ناهایگ مه و هدش  حیقلت ناهایگ رد مه نهآ ندوزفا

 زا شیب نهآ ونان رلاومورکیم 5روضح رد لک نیئتورپ نازیم شیازفا .تسا هدشن حیقلت ناهایگ زا شیب هدش حیقلت ناهایگ رد

 حیقلت ناهایگ هب تبسن نیئتورپ نازیم یدصرد 68/18 شیازفا هدش حیقلت ناهایگ رد نهآ روضح مدع رد .دشابیم نهآ تلاک

 .(4لکش) دوش یم هدهاشم هدشن
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( بر مقدار آهن اکسید نانو ذراتمیکرومولار  25و 2٠، 1٠، 5، ٠،میکرومولارFe-EDTA 18 آهن  )کلات: مقایسه میانگین اثرمتقابل تلقیح باکتریایی و تیمار آهن 3شکل

دهنده  و حروف غیرمشابه نشان SE. خطوط نشان دهنده (d)، کاروتنوئیدها (c)، کلروفیل کل b (b)، کلروفیل a (a). کلروفیل (mg/g FW)های فتوسنتزی  رنگیزه

 تلقیح باکتریایی. :R+: عدم تلقیح، R–دار بودن براساس آزمون دانکن است. معنی

 

 

 

 

 

 

 (a)میکرومولار( بر میزان پرولینFe-EDTA 18آهن   میکرومولار نانو و کلات 25و  2٠، 1٠، 5، ٠: مقایسه میانگین اثر متقابل تلقیح باکتریایی و تیمار آهن )4شکل

(μmol/gها دار بین میانگیندهنده اختلاف معنیو حروف غیرمشابه نشان ESروزه. خطوط نشان دهنده  54گیاهان یونجه  (b) (WF g/gm)و پروتئین کل  (WF

 : تلقیح باکتریایی.R+: عدم تلقیح، R–مطابق آزمون دانکن است. 

 

 CATو کاتالاز  GPOXپراکسیداز  ، گایاکول SOD، فعالیت سوپراکسید دیسموتاز%1ترین میزان توانایی مهار رادیکال آزاد  بیش

اختلاف  CATو  SOD ،GPOX، فعالیت %1 نشده از نظر مقدار   شده و تلقیح گیاهان تلقیح شد. بین  در شاهد مشاهده 
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نسبت به شاهد مشاهده  CATو  SOD ،GPOX، فعالیت %Iدار  شود، ولی در حضور آهن کاهش معنی داری مشاهده نمی معنی

 (. 5شود )شکل مشاهده نمی CATو  SOD ،GPOXو فعالیت  %1دار از نظر  شود. بین تیمارهای آهن اختلاف معنی می

 

 
 

 

 

 
 

 

 

 
میکرومولار( بر مقدار کمی  Fe-EDTA 18آهن   آهن و کلات میکرومولار نانو 25و  2٠، 1٠، 5، ٠: مقایسه میانگین اثر متقابل تلقیح باکتریایی و تیمارآهن )5شکل

روزه. خطوط نشان  45گیاهان یونجه  CAT (d)و کاتالاز  GPOX (c)پراکسیداز  ، گایاکولSOD (b)، میزان فعالیت سوپراکسید دیسموتاز  (a) %1اکسیدانت آنتی

 : تلقیح باکتریایی.R+: عدم تلقیح، R–ها مطابق آزمون دانکن است. دار بین میانگیندهنده عدم اختلاف معنی و حروف مشابه نشان SEدهنده 

 

ترین مقدار پتاسیم و فسفر در گیاهان تلقیح  گیری شد. بیش ترین مقدار عناصر پتاسیم، فسفر، آهن و روی در شاهد اندازه کم

ترین مقدار  شود. بیش برابر افزایش نسبت به شاهد مشاهده می 15/7و  51/3ترتیب با  میکرومولار نانوآهن به 1٠شده و غلظت 

برابر افزایش نسبت به شاهد مشاهده  74/5و  94/3ترتیب با  میکرومولار نانوآهن به 25و  شده آهن و روی در گیاهان تلقیح 

یابد ولی این داری مینشده مقدار تمام عناصر افزایش معنیشده و هم تلقیح شود. با افزودن آهن هم در گیاهان تلقیح می

زایش میزان پتاسیم و فسفر نسبت به شاهد حتی در حضور نشده است. افشده بیش از گیاهان تلقیح افزایش در گیاهان تلقیح 

و  22/33، 61/67، 88/29شده افزایش آهن است. در عدم حضور آهن در گیاهان تلقیح   میکرومولار نانوآهن بیش از کلات 5

  (.6)شکل شود ترتیب نسبت به شاهد مشاهده می درصدی میزان پتاسیم، فسفر، آهن و روی به 93/27
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میکرومولار( بر مقدار  Fe-EDTA 18آهن   آهن و کلات میکرومولار نانو 25و  2٠، 1٠، 5، ٠: مقایسه میانگین اثرمتقابل تلقیح باکتریایی و سطوح مختلف آهن )6شکل

و حروف مشابه  ESروزه. خطوط نشان دهنده  54گیاهان یونجه  WD g/gm (d)و روی  WDg/gμ(c)، آهن mg/g DW (b)، فسفر mg/g DW (a)پتاسیم 

 : تلقیح باکتریایی.R+: عدم تلقیح، R–ها مطابق آزمون دانکن است. دار بین میانگیندهنده عدم اختلاف معنی نشان

 

 بحث

عنوان یک ریزمغذی در تشکیل کلروفیل، فتوسنتز و تنفس نقش اساسی دارد، برای برقراری همزیستی و عملکرد  آهن به

های زیرکشت، گیاهان از کمبود  سوم خاک دلیل آهکی بودن یک های درگیر در تثبیت نیتروژن ضروری است ولی به کگره

های مختلف مانند تثبیت بیولوژیکی  های محرک رشد مثل ریزوبیوم از طریق مکانیسم (. ازطرفی باکتری33برند )آهن رنج می

توانند رشد گیاه  آن بهبود جذب آب و عناصر غذایی توسط گیاه است، می  های محرک رشد که نتیجه نیتروژن و تولید هورمون

تواند استفاده از کودهای شیمیایی نیتروژنی را کاهش داده و رشد گیاه را با  را افزایش دهند. استفاده از کودهای میکروبی می

 (.5کاهش قیمت تولید و خطرات محیطی افزایش دهد )

نیافته  عمق ریشه، وزن تر و خشک گیاه در اثر تلقیح با ریزوبیوم نسبت به گیاهان تلقیح  در این مطالعه سطح برگ، ارتفاع،

زنی، سطح برگ،  های فرعی، جوانه از طریق افزایش ریشه PGPRدار یافتند. ریزوباکترهای محرک رشد گیاهان  افزایش معنی

یاهی، تثبیت نیتروژن، تنطیم تولید اتیلن ریشه، های گ ها، جذب مواد مغذی، تولید هورمون افزایش وزن، تجمع کربوهیدرات

(. تلقیح گیاه 34شوند ) محلول کردن فسفات، تولید سیدروفور و کاهش سمیت فلزات سنگین سبب رشد گیاهان می

Chickpea  باPGPR ( 35سبب افزایش طول ریشه، وزن تر و خشک ریشه و ساقه گیاه شد.) 

دار رشد یونجه شد. بیشترین میزان متعلق به گیاهان تحت  آهن( سبب افزایش معنی  در این تحقیق کاربرد آهن )نانو و کلات

آهن داشت. در گیاهانی که هیچ   آهن تاثیر بهتری از کلات میکرومولار نانو 5میکرومولار نانوآهن بود. حتی کاربرد  25تیمار 

آهن یک  .(6ابه در کاهو گزارش شده است )دار پارامترهای رشد مشاهده شد، نتایج مش آهنی دریافت نکردند کاهش معنی

عنصر ضروری رشد گیاهان است زیرا برای عملکرد مناسب اغلب فرآیندهای متابولیک و آنزیماتیک مربوط به انتقال الکترون 
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مقدار  (. در کمبود آهن کلروفیل به6ضروری است ) DNAتنفسی و فتوسنتزی، تثبیت نیتروژن، سنتز پروتئین، هورمون و 

شود. ترکیبات  های جدید می شود. کاهش کلروفیل منجر به کاهش فتوسنتز، کاهش رشد و عدم تشکیل برگ تولید نمی کافی

کنند. بنابراین  بودهای گیاه را جبران می   شوند و کم تر توسط گیاهان جذب می علت کوچک بودن و حلالیت بالا سریع نانوآهن به

ن کارآمدتر از کودهای معمولی است و کاربرد این مواد سبب افزایش رشد گیاه اکسیدآهن در گیاها نانو ذراتاستفاده از 

بود  Fe-EDDHAکود آهن بسیار بیشتر از تیمار  در تیمار با نانو Cowpea(. افزایش پارامترهای رشد گیاه 36شود ) می

تفاع گیاه، طول ریشه، وزن و مقدار دار ار گرم در لیتر سبب افزایش معنی میلی 4در غلظت  Fe3O4اکسیدآهن  نانو ذرات(. 37)

 4٠تا  5آهن ) اکسید نانو ذراتهای  (. هیچ یک از غلظت38کلروفیل گیاه یونجه در محیط هیدروپونیک نسبت به کنترل شد )

میکرومولار و کمترین  3٠ترین مقدار پارمترهای رشد در سطح  میکرومولار( اثر منفی بر رشد گیاه پریوش نداشت، اگرچه بیش

 (. 39آهن مشاهده شد ) اکسید نانو ذراتشاهد فاقد در 

 رد دشر یاه صخاش نیرتداری بر رشد گیاه یونجه نشان داد. کم در این تحقیق تیمار آهن همراه تلقیح باکتریایی اثرات معنی

 رامیت هارمه مویلیریپسوزآ اب رایخ حیقلت .دمآ تسد هب نهآونان رلاومورکیم 1٠ تظلغ و هدش حیقلت ناهایگ رد نیرتشیب و دهاش

 رد .(4٠) دمآ تسد هب شیازفا دصرد 49 اهنت نهآ نودب حیقلت هک یلاحرد ،دش هدوت تسیز یدصرد 72 شیازفا ببس نهآ

 .دش یسررب نهآ دوبمک هب مویبوزیرونیس هیوس ود اب هتفای  حیقلت Medicago truncatula پیتونژ هس خساپ یا هعلاطم

 یرتکاب هیوس ود ره رد .داد ناشن نهآ دوبمک طیارش تحت ناهایگ سامویب دیلوت رب ار یمویبوزیر حیقلت تبثم تارثا جیاتن

 شیازفا اب نیسکا و دهد شیازفا ار سرتسدرد نهآ رادقم دناوت یم روفوردیس .دش هدهاشم نیسکا و روفوردیس رادقم شیازفا

 لیفورلک رادقم و هایگ سامویب راد ینعم شهاک ببس نهآ دوبمک .دشاب رثوم دناوت یم هایگ یندعم هیذغت رد هشیر یلوط دشر

 حیقلت .دش هدهاشم نهآ دوبمک طیارش رد (ویتادیسکا شنت هصخشم) اه تیلورتکلا تشن و دیپیل نویسادیسکارپ نیرت شیب .دش

 رد یمهم یذغم هدام نهآ .(41) درب نیب زا ار ویتادیسکا شنت راثآ و هایگ دشر رب نهآدوبمک یفنم تارثا یمویبوزیرونیس

 هدنزاس ءزج اریز ،دبای یم ادیپ شیازفا یتسیزمه یرارقرب ماگنه یذغمزیر نیا یارب اضاقت .تسا اه موگل کهرگ نژورتین تیبثت

 نیا ندوب مهارف اذل ،دراد تکرش درگوگ و ندبیلوم ،نهآ میزنآ نیا نامتخاس رد .تسا زانژورتین لیبق زا یدیلک یاه نیئتورپ

 هک تسا هایگ یرورض فرصمرپ رصانع زا یکی نژورتین یفرط زا .دشاب یم یرورض یرتکاب نیا تیلاعف یارب کاخ رد رصانع

 یارب ار نآ یلوکلم نژورتین تیبثت یط اه PGPR و تسا زاین دروم RNA و DNA ،لیفورلک ،اه نیئتورپ ،اه میزنآ زتنس یارب

 .(42) دننک یم نیمات هایگ

 Cicerهای فتوسنتزی شد. نتایج مشابه در تلقیح دار رنگیزه در این مطالعه تلقیح یونجه با ریزوبیوم ملیلوتی باعث افزایش معنی

arietinum  ها بر  ها به افزایش تثبیت نیتروژن توسط این باکتری رنگیزهبا ریزوبیوم لگومینوزاروم، مشاهده شد. افزایش این

های ریشه به شکل آلانتوئین و اسیدهای آلانتوئیک به ریشه  شد. ترکیبات نیتروژنه ایجاد شده از تثبیت نیتروژن در گرهک می

فتوسنتز استفاده  های ضروری برای شوند و در آنجا برای بیوسنتز کلروفیل و پروتئین ترشح و سپس به برگ منتقل می

شود  (. تیمار دانه ذرت با ریزوباکتر محرک رشد با اسیدی کردن خاک باعث افزایش جذب منیزیوم و فسفر می43شوند ) می

(. ریزوبیوم، نیتروژن اتمسفری 34یابد ) ( یعنی جذب منیزیوم که در ساختمان کلروفیل وجود دارد در اثر تلقیح افزایش می44)

(N2) ل استفاده گیاه را به فرم قاب(NH4) دهد. با توجه به نقش نیتروژن و منیزیوم در  تبدیل و در دسترس گیاه قرار می

یابد و این هم سازوکاری جهت افزایش محصولات  بیوسنتز کلروفیل، مقدار کلروفیل برگ گیاهان تلقیح شده افزایش می

 (.45شود ) شده، می فتوسنتزی و در نتیجه رشد بهتر گیاه تلقیح

داری یافت  های فتوسنتزی نسبت به گیاهان شاهد )صفرآهن( افزایش معنی بررسی حاضر با افزایش سطح آهن میزان رنگیزه در

( و 46(، ریحان )13گیری شد. نتایج مشابه در سویا ) میکرومولار نانوآهن اندازه 25ها در گیاهان تحت غلظت  و بیشترین رنگیزه
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های همراه کلروفیل است. کمبود آهن ساختار کلروپلاست و میزان  ، سنتز پروتئین( مشاهده شد. نقش عمده آهن4٠خیار )

مقدار کافی و قابل جذب، در دسترس گیاه نباشد تولید  دهد. اگر آهن به همین علت کلروز رخ می دهد، به فتوسنتز را کاهش می

هایی شامل ترکیبات همی مانند  ، پروتئینیابد. کلروپلاست حاوی ترکیبات متعدد حاوی آهن است کلروفیل در برگ کاهش می

، این ترکیبات در چرخه انتقال الکترون دستگاه فتوسنتزی و (2Fe-2S)های حاوی آهن  ، پروتئینP450ها،  سیتوکروم

 (.33های ردوکس شرکت دارند ) واکنش

میکرومولار نانوآهن و کمترین در  1٠شده تحت غلظت  های فتوسنتزی در گیاهان تلقیح ه ترین میزان رنگیز در این مطالعه بیش

داری نشان داد و  ها افزایش معنی نشده( مقدار رنگیزه شده و هم تلقیح  شاهد مشاهده شد. با افزودن آهن )هم گیاهان تلقیح 

 (. افزایش آهن در گیاهان تلقیح شده و4٠شده بیشتر است. نتایج مشابه در خیار مشاهده شد ) این افزایش در گیاهان تلقیح 

باشد که به کسب آهن گیاهان کمک  RPGRتواند ناشی از سیدروفورهای تولیدی توسط  در نتیجه افزایش کلروفیل، می

Feهای پپتیدی کوچک با وزن مولکولی کم هستند که تمایل بالایی به  (. سیدروفورها مولکول4٠کند ) می
 (.44دارند ) +3

جا که در  نشده نداشتند. از آن داری نسبت به گیاهان تلقیح یافته تفاوت معنی تلقیحدر این مطالعه میزان پرولین در گیاهان 

بنابراین تلقیح ریزوبیومی برای  .(47شود ) های زیستی و غیرزیستی انباشته می بسیاری از گیاهان، پرولین در پاسخ به تنش

 رد. شود و گیاه نیازی به افزایش مقدار پرولین ندا یونجه یک تنش محسوب نمی

های مختلف  دار میزان پرولین نسبت به گیاهان تحت غلظت آهن افزایش معنی میکرومولار نانو صفردر گیاهان تحت غلظت 

داری نشان داد. بین سطوح مختلف آهن در خصوص  آهن )کلات یا نانو( مشاهده شد. با کاربرد آهن مقدار پرولین کاهش معنی

های زیستی و غیرزیستی  نشد. از آنجا که در اکثر گیاهان میزان پرولین در تنشداری مشاهده  مقدار پرولین تغییر معنی

زیستی عمل کرده و باعث شده محتوای پرولین در گیاهانی که  عنوان تنش غیر ( بنابراین کمبود آهن به47یابد ) افزایش می

فته در این تحقیق برای گیاه یونجه تنش کار ر های آهن به یک از غلظت  اند، افزایش پیدا کند ولی هیچآهن دریافت نکرده

های آزاد نقش دارد و سبب مقاومت به  نبوده است. پرولین در تنظیم اسمزی و حفاظت غشای سلولی از طریق جذب رادیکال

ماده بیوسنتز کلروفیل(  شود. افزایش پرولین نوعی راهبرد تنظیم اسمزی نیز است. پرولین از دو ماده گلوتامات )پیش تنش می

(. بیشترین میزان پرولین در گیاهان شاهد 47تواند منجر به کاهش رشد گیاه شود ) شود بنابراین می و اورنیتین تولید می

داری بین  دار پرولین شده است. در سایر تیمارها )آهن( اختلاف معنی گیری شد. تلقیح باکتریایی باعث کاهش معنی اندازه

های زیستی و غیرزیستی میزان پرولین را نسبت  شود. تلقیح باکتریایی در تنش ده نمینشده مشاه  شده و تلقیح  گیاهان تلقیح

 (.48دهنده بهبود شرایط تنشی توسط تلقیح باکتریایی است ) دهد که این نشان به گیاهان تلقیح نشده کاهش می

ثبیت بیولوژیکی نیتروژن سبب رشد های محرک رشد گیاه با ت تلقیح ریزوبیومی یونجه میزان پروتئین را افزایش داد. باکتری

ها است. آمونیوم حاصل از همزیستی ریزوبیوم  شوند. نیتروژن عنصر ضروری در ساخت اسیدهای نوکلئیک و پروتئین گیاه می

 (. 49شود ) شکل آمینواسید در تشکیل پروتئین استفاده می لگوم به

ن( مشاهده شد، با افزایش غلظت آهن میزان پروتئین افزایش ترین میزان پروتئین در گیاهان شاهد )صفرآه در این بررسی کم

با  (.5٠های گندم شده است است ) دار مقدار پروتئین دانه ویژه آهن باعث افزایش معنی ها به داری یافت. کاربرد ریزمغذی معنی

ها،  ها در سنتز پروتئین آنها و همچنین نقش موثر  توجه به نقش ساختاری عناصر ریزمغذی آهن، منگنز و روی در برخی آنزیم

های محیطی مورد انتظار است  با مصرف این عناصر علاوه بر افزایش پروتئین و عملکرد، افزایش مقاومت گیاهان تحت تنش

طور  (. عنصر آهن در متابولیسم نیتروژن دخالت دارد. نیتروژن یکی از عناصر ضروری در ساخت پروتئین است. آهن به5٠)

 (.4شود ) زایش جذب نیتروژن میغیرمستقیم سبب اف
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میکرومولار  1٠شده تحت غلظت   ترتیب در شاهد و گیاهان تلقیح ترین میزان پروتئین به ترین و بیش در این مطالعه کم

شده بیشتر بود. یکی   دار پروتئین مشاهده شد. این افزایش در گیاهان تلقیح نانوآهن مشاهده شد. با افزودن آهن، افزایش معنی

 ها، تثبیت بیولوژیکی نیتروژن است. نیتروژن تثبیت شده برای سنتز اسیدهایRPGRازوکارهای افزایش رشد گیاه توسط از س

ها نقش مهمی در احیا آهن فریک  (. نتایج مشابه در لوبیا دیده شده است. در کمبود آهن گرهک34شود ) استفاده می آمینه

شود، آمونیوم تولید شده برای  لای آهن در گرهک سبب فعالیت نیتروژناز میدهند. مقدار با دارند و جذب آهن را افزایش می

 (.42شود ) ساخت اسکلت کربنی و سنتز اسیدهای آمینه استفاده می

( CATو  SOD ،GPOXها ) اکسیدانت و فعالیت آنتی DPPHداری بر توانایی مهار رادیکال آزاد  تلقیح ریزوبیوم اثر معنی

اکسیدانت تولید کند. نتایج مشابه در  زیست طبیعی گیاه است بنابراین گیاه تحت تنش نیست تا آنتینداشت زیرا ریزوبیوم هم

های  ها، توکوفرول و محافظت کننده اکسیدانت های ثانویه مثل آنتی(. از آنجا که تولید متابولیت51کاهو گزارش شده است )

ها دلیل دیگری بر این مسئله  اکسیدانت براین عدم افزایش آنتی(. بنا52و  51دهد ) دنبال تنش رخ می اسمزی مثل پرولین به

 است که تلقیح ریزوبیومی برای یونجه تنش نیست.

را داشتند. در حضور آهن میزان  CATو  SOD ،GPOXو فعالیت % 1گیاهانی که نانوآهن دریافت نکردند بیشترین میزان 

های مختلف آهن تغییر  دار پیدا کرد. در گیاهان تحت غلظت یها نسبت به شاهد کاهش معن اکسیدانت و فعالیت آنتی 1%

گر اکسیژن  های فعال و واکنش های مختلف، میزان تولید گونه تحت شرایط نامساعد محیطی و تنش. داری مشاهده نشد معنی

ROS یابد.  افزایش میROS دهای سلول ها و پراکسیداسیون لیپی اسیدها، اکسیداسیون پروتئین ها سبب تخریب نوکلئیک

های ثانویه  های محیطی سازوکارهای متعدد دفاعی دارند. تولید انواع مختلف متابولیت (. گیاهان در مقابل تنش52شوند ) می

ابزاری جهت مقابله با تنش، تحمل تنش و سازش به شرایط تنشی محیط و بنابراین بقا گیاه در برابر تنش است. سیستم 

های ثانویه هستند که در  ها متابولیت اکسیدانت (. آنتی52ها است ) اکسیدانت ولید انواع آنتیها، تROSدفاعی گیاهان دربرابر 

اکسیدانتی  های آنتی شوند. غلظت فلزات نقش مهمی در تعادل آنزیم شرایط نامساعد مانند محدودیت عناصر مغذی تولید می

علت  (. ترکیبات نانوآهن به53شود ) نتیجه آسیب غشایی می های آزاد و در دارد. غلظت بالا و پایین فلزات باعث تجمع رادیکال

کنند. بنابراین با  شوند و کمبود مواد غذایی گیاهان را برطرف می سرعت توسط گیاه جذب می کوچک بودن و حلالیت بالا به

(. 37و  36شود ) می شود و از ایجاد هرگونه تنش در گیاه جلوگیری کاربرد این مواد شرایط بهینه برای رشد گیاه ایجاد می

 (.46کود آهن مشاهده شده است ) تحت تاثیر کلات آهن و نانو Ocimum Basilicumنتایج مشابه در مطالعه 

ها در گیاهان شاهد )عدم تلقیح و صفرآهن( مشاهده شد.  اکسیدانت و فعالیت آنتی% 1بیشترین میزان توانایی مهار رادیکال آزاد 

داری مشاهده نشد، ولی  اختلاف معنی نشده، همچنین بین تیمارهای مختلف آهن از این نظر شده و تلقیح بین گیاهان تلقیح

تواند اثرات ناشی از تنش مانند مرگ  می PGPRهای  دار فاکتورهای فوق رخ داد. کاربرد سویه در حضور آهن کاهش معنی

های غیرزیستی مانند تنش فلزات،  (. در تنش54را تنظیم کند )اکسیدانتی  های آنتی ریزی شده و فعالیت آنزیم سلولی برنامه

تواند  (. بنابراین تلقیح ریزوباکتر می55دهد ) را کاهش می CATو  SODاکسیدانتی مانند  های آنتی تلقیح ریزوباکتر، آنزیم

 (.51کردن تنش در گیاهان باشد ) ابزار مفیدی برای کم

صر پتاسیم، فسفر، آهن و روی شد. تلقیح باکتریایی دانه از طریق محلول کردن تلقیح باکتریایی باعث افزایش میزان عنا

(. 49دهد ) فسفات، پتاسیم، تثبیت نیتروژن، کلات کردن آهن و مس، میزان عناصرمعدنی دردسترس گیاه را افزایش می

یرد زیرا به بارهای منفی خاک تواند در دسترس گیاه قرار بگ فراوانی پتاسیم در خاک زیاد است ولی قسمت کوچکی از آن می

(. 56دهند ) شود. برخی باکترهای خاک با ترشح اسیدهای ارگانیک، پتاسیم خاک را محلول و در دسترس گیاه قرار می باند می

آهن   شکل فسفات ها معمولا مقادیر بالای فسفر دارند اما بیشتر فسفر خاک به فسفر دومین ماده مغذی مهم گیاهی است. خاک
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های  کند. ریزوباکترها قادر به تشکیل کمپلکس کلسیم در خاک قلیایی رسوب می   ینیوم در خاک اسیدی و فسفاتو آلوم

هایی مثل فسفاتاز و یا ترشح اسیدهای ارگانیک مانند  سازی آنزیم های ریزوبیوم با آزاد(. سویه5محلول فسفر هستند )

سازی فسفرهای باند شده )غیرمحلول( را  اسید، توانایی متحرک  کونیک اسید و گلو اسید، کربونیک  اسید، گلوتامیک   سیتریک

(. اثرات سودمند تلقیح باکتریایی اساسا ناشی از تغییرات فیزیولوژیک و مورفولوژیک ریشه مثل افزایش تعداد تارهای 49دارند )

 (.35شود ) معدنی توسط ریشه میباشد که سبب کارایی جذب آب و مواد  های جانبی گیاهان تلقیح شده می کشنده و ریشه

 5دار میزان عناصر پتاسیم، فسفر، آهن و روی شد. حتی افزایش مقدار عناصر فوق در غلظت  تیمارآهن باعث افزایش معنی

( گزارش شده است. مقادیر بالای آهن در 58( و گندم )57آهن بود. نتایج مشابه در سویا ) میکرومولار نانوآهن بیش از کلات

(. در مطالعه حاضر کمترین میزان آهن، روی، پتاسیم و 58دهد ) ها از قبیل فسفر را افزایش می یت جذب آنیونریشه ظرف

فسفر در گیاهانی که هیچ آهنی دریافت نکردند مشاهده شد. کمبود آهن باعث برهم خوردن تعادل غذایی و کمبود عناصری از 

شود. در کمبود آهن به علت کاهش دسترسی به انرژی،  در رشد گیاه می جمله پتاسیم، منگنز، روی و فسفر و در نهایت اختلال

هایی  یابد. همچنین در اثر کمبود آهن جذب کاتیون های ریشه کاهش می ها )انتقال فعال اولیه یا ثانویه( در سلول جذب آنیون

هایی مثل پتاسیم باشد  های کاتیون دهنده علت نقش آهن در ساختار و فعالیت انتقال تواند به شود که می مثل پتاسیم کم می

(. استفاده از نانوآهن در افزایش غلظت عناصر در گیاهان کارآمدتر از کودهای معمولی است. احتمالا خصوصیت ذرات نانو، 59)

م، آهن میزان جذب پتاسی (. استفاده از نانو6حلالیت بیشتر، سطح تماس بیشتر ذرات نانو با ریشه گیاهان علت این امر است )

 (.36فیلوم افزایش داد )  منگنز، فسفر، روی، آهن و منیزیوم را در گیاه اسپاتی

میکرومولار نانوآهن و  1٠شده تحت غلظت   ترین مقدار پتاسیم و فسفر در گیاهان تلقیح ترین مقدار عناصر در شاهد و بیش کم

ترین فواید  لار نانوآهن مشاهده شد. یکی از مهممیکرومو 25شده تحت غلظت  بیشترین مقدار آهن و روی هم در گیاهان تلقیح

های محرک رشد، افزایش جذب مواد مغذی است. ریزوباکترها قادر به افزایش تحرک آهن با RPGRاثر متقابل بین گیاه و 

های  های پپتیدی کوچک با زنجیره (. سیدروفورها مولکول6٠صورت سیدروفور هستند ) آزادسازی ترکیبات کلات کننده به

هایی  های فریک تهیه کنند. در شرایط کمبود آهن، آنزیم توانند جایگاهی با میل ترکیبی بالا برای یون ناری هستند که میک

شود. سپس کمپلکس  شود و سیدروفور آزاد می برای سنتز سیدروفور و پروتئین رسپتور در غشا بیرونی ریزوباکتر سنتز می

(. در 5شوند ) غشایی ویژه منتقل می گیرنده هایدرون سلول با  محلول و بهشود، این کمپلکس  آهن تشکیل می-سیدروفور

تواند به  سرعت برطرف شد. علت می مطالعه گیاه خیار تلقیح با آزوسپیریلیوم تحت کمبود آهن، علائم کمبود عناصر معدنی به

کند  یریلیوم ترکیبات فنولی ترشح می(. در کمبود آهن آزوسپ4٠سیدروفورهای آزادشده توسط آزوسپیریلیوم نسبت داده شود )

شده، حضور  های لوبیای تلقیح دهد. بررسی ریشه و گرهک ای ناشی از کمبود آهن را بهبود می سرعت اختلالات تغذیه که به

تواند ناقل  ناقل آهن است اما می IRT1یابد.  دهد. مقدار این پروتئین در کمبود آهن افزایش می را نشان می IRT1پروتئین 

Znهای دوظرفیتی از قبیل  یگر کاتیوند
Cdو  +2

واسطه ترشح پروتون توسط پمپ  ها به تحت کمبود آهن باشد. در لگوم +2

اسید( در منطقه ریزوسفر، این منطقه اسیدی  اسید و مالیک  اسیدها )مخصوصا سیتریک  پروتون و تراوش کربوکسیلیک 

 (.41یابد ) می ها افزایش شود بنابراین حلالیت عناصر و جذب آن می

 

 گیرینتیجه

عنوان یک  همین علت، فقدان آهن به کند. به های مهمی در متابولیسم گیاه بازی می آهن یکی از عناصر ضروری است که نقش

تنش غیرزیستی بر کل فرآیندهای رشدی گیاه یونجه اثر منفی گذاشت. کمبود آهن باعث کاهش جذب عناصر غذایی گیاه 

ترتیب غلظت مطلوب  های رشدی، به میکرومولار نانوآهن با بیشترین درصد افزایش شاخص 1٠میکرومولار و  25شد. غلظت 
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دست آمد. اثرات منفی ناشی از نبود ریزمغذی آهن باعث کاهش پروتئین و  شده به  نشده و گیاهان تلقیح  برای یونجه تلقیح

گر  های فعال و واکنش زیستی تولید گونه های مختلف غیر در تنش کاهش ذخایر آهن و ایجاد حالت تنشی برای گیاه شد. چون

ها و پرولین از سازوکارهای دفاعی  اکسیدانت های ثانویه مانند آنتی یابد و تولید انواع متابولیت افزایش می ROSاکسیژن 

 اده کرد.ها است. گیاه یونجه در پاسخ به تنش کمبود آهن از این سازوکارها استف گیاهان در برابر تنش

دلیل سازوکارهای  تلقیح ریزوبیومی مستقیم و غیرمستقیم بر تمامی فرآیندهای رشدی یونجه اثر مثبت گذاشت. این اثرات به

های فتوسنتزی، جذب عناصر، میزان پروتئین که  دنبال تلقیح ریزوبیومی، افزایش پارامترهای رشد، رنگیزه متعدد است. به

جذب بیشتر نیتروژن از محیط باشد رخ داد. تلقیح ریزوبیومی اثرات منفی ناشی از فقدان آهن و  N2تواند ناشی از تثبیت  می

شده با شدت کمتر مشاهده شد.  های دفاعی گیاهان در برابر تنش در گیاهان تلقیح میکرومولار( را کاهش داد. مکانیسم صفر)

تنش خود دلیل دیگری بر تاثیر تلقیح بر رشد غیرمستقیم  یافته تحت های ثانویه در گیاهان تلقیح همین کاهش تولید متابولیت

بر است. بنابراین تلقیح ریزوبیومی یونجه با افزایش  های ثانویه خود هزینه گیاهان در شرایط تنش است، زیرا تولید متابولیت

افزایش جذب های فتوسنتزی و در نتیجه فتوسنتز بیشتر، سطح جذب ریشه و جذب عناصر، افزایش سطح برگ و رنگیزه

ترین  شود. بیش نیتروژن و در نتیجه افزایش تولید پروتئین سبب افزایش مستقیم رشد گیاه در شرایط تنش و عدم تنش می

ذکر است استفاده  باشد. لازم به آهن می میکرومولار نانو 1٠شده و تیمار  های رشد متعلق به گیاهان تلقیح مقدار تمامی شاخص

فوق، عناصر هستند،  نانو ذرات، بایستی با احتیاط انجام شود. نانو ذراتحرکت است مانند  پایدار و بی ای که در خاک از هر ماده

ذره در حال حاضر سمی نباشد ولی بعد از ده سال  شوند، ممکن است غلظت یک نانو بنابراین در محیط زیست تجزیه نمی

تحرک در خاک بسته به نوع نانوذره  پایدار و نسبتا بی انو ذراتنرسد بسیاری از  نظر می کاربرد دائمی آن در خاک سمی شود. به

 ،فلتخم یاهشوند بنابراین لازم است دائم از طریق آزمایش های گیاه ذخیره می و خصوصیات خاک، در بیوتای خاک و بافت

 .دسرن یمس هناتسآ هب اهنآ تظلغ ات دش یسررب نآ هدنز تادوجوم و کاخ یاه یگژیو یور رب تارذ ونان یرارکت ندوزفا تارثا
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Abstract 

Aim: The aim of this study is to evaluate the interaction of bacterial inoculation and iron treatment (nano and Fe-

chelate) on physiological traits of alfalfa. 

Material and Methods:  In this study, effects of inoculation with standard Rhizobium meliloti, effects of 

different levels of iron (Fe-chelate, 0, 5, 10, 20 and 25 μM Fe2O3 nanoparticles) and the interaction of bacterial 

inoculation and iron treatment were investigated on alfalfa in a factorial experiment in completely randomized 

design with three replications for 45 days. The measured traits were growth indexes, photosynthetic pigments, 

protein, proline, antioxidants activity, DPPH(diphenyl-picryl-hydrazyl)-radical scavenging activity percent and 

elements content. 

Results: Rhizobium incoculation alone showed beneficial effects on the alfalfa growth and was caused 

increasing in growth parameters, pigmants, protein content, potassium and phosphours uptake. However 

inoculation did not effect on the proline and antioxidant content. Iron treatment had a positive effect on the 

growth parameters, pigmants, protein content and elemant uptake. Highest values of growth parameters was 

observed 25μM Fe2O3 nanoparticles. The highest values of proline and antioxidants activity were measured in 

control (0μM nanoparticles). Since this concentration is considered a stress for alfalfa. Negative effects of  0μM 

nanoparticles decreased in inoculated alfalfa plants with R. meliloti. Indeed rhizobium causes increasing in 

inoculated plant resistant by reducing stressful conditions.  

Conclusion: Rhizobium-alfalfa symbiosis plus iron nanofertilizer can cause increasing in plant resistance to 

stress, in addition to increase growth of plant. The highest amount of growth parameters, pigmants and protein 

content was measured in inoculated plant  with Rhizobium meliloti and 10μM nanoparticles. 
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