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 نشریه مدیریت خاك و تولید پایدار
  1393، سوم، شماره چهارمجلد 

http://ejsms.gau.ac.ir    
  

  بیوزین و ایمازتاپیر  ي تریفلورالین، متريها کش ارزیابی اثرات علف
   Bradyrhizobium japonicumهاي  بر رشد جدایه

  
  4انش و محمدحسین ارز3، ابراهیم زینلی2، سراله گالشی1ناصر باقرانی*

 دانشگاه علوم ، گروه زراعتاستاد2 دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی گرگان، ،زراعتگروه ي دانشجوي دکتر1
   استادیار گروه زراعت، دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی گرگان،3 کشاورزي و منابع طبیعی گرگان،

   زي و منابع طبیعی استان گلستان بخش تحقیقات خاك و آب مرکز تحقیقات کشاوریاستادیار پژوهش4
  17/6/92: پذیرش تاریخ ؛ 19/4/92: دریافت تاریخ

  1چکیده
 مورد استفاده در سـویا در یـک   يها کش علف مختلف يها غلظت در B. japonicum هاي یهجدا رشد

. رفت تکرار در شرایط آزمایشگاهی مورد بررسی قرار گ3 در قالب طرح کاملاً تصادفی با آزمایش فاکتوریل
  شدهبرابر مقدار توصیه 16 و 8، 4، 2، 1، 5/0، 25/0، 125/0صفر،  يها غلظتو  43B و 1B ،6B هاي یهجدا
. در نظـر گرفتـه شـدند   آزمایش عنوان فاکتورهاي  به ایمازتاپیر و  بیوزین  يمتر تریفلورالین،   يها  کش  علفاز  

 هـا  یـه جدا جمعیتو پارامتري   سهمپرتز طی زمان با استفاده از مدل گو رد هر جدایهت روند تغییرات جمعی
داده بـرازش  ي پـارامتر چهـار   پاسخ لجستیک - دز معادله با استفاده از کش علف مختلف هر يها  غلظتدر  
 28و دمـاي     YMBدر محـیط کـشت       43B و   1B  ،6B هـاي   یهجداحداکثر جمعیت   نتایج نشان داد که     . شد

. رسید محیط کشت لیتر میلیسلول در هر  43/4×109 و 54/4×109، 77/4×109  بهترتیب به گراد سانتی  درجه
 هـا  يبـاکتر  و برابر 2 ساعت 51/12 و 55/11، 76/10 در ترتیب به برده نام هاي یهجداجمعیت در  ،  چنینهم

  اسـتفاده از تـابع    . رشـد نمـایی خـود رسـیدند       دوره  یانـه م سـاعت بـه      20/27 و   72/25،  14/26طی مدت   
 تریفلـورالین  > بیوزین متري يها کش علفدر این آزمایش نشان داد که  پاسخ   - پارامتري لجستیک دز   چهار

میانگین غلظـت   .داشتند B. japonicumي ها جدایه تأثیر را روي جمعیت ترین یشب ترتیب به ایمازتاپیر >
 دحـدو  هـا  یهجدا درصد کاهش در جمعیت 50  ایجاد  مورد نیاز براي   ایمازتاپیر و   بیوزین  يمترتریفلورالین،  

  . باشد یم ها آن  شده برابر مقدار توصیه 6-10 برآورد گردید که لیتر در  گرم میلی 4 و 7، 13
  

   ، باکتري همزیست سویا پاسخ-دزمنحنی رشد،  : کلیدييها واژه
                                                

  bagherani@yahoo.com: مسئول مکاتبه* 
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  مقدمه
 نقـش  ینئپـروت  درصـد  38 درصـد روغـن و   18 داشـتن  با [Glycine max (L.) Merrill]سویا 

 توانـایی  دلیل به ،ینئپروت اندازه این داشتن .)2011رد و کاهلون، ب( دارد ام انسان و د خوراك در   اي  یژهو
 یـستی  همزراه رشد از  دورهنیاز نیتروژنی سویا در مقدار زیادي از  . استتثبیت زیستی نیتروژنگیاه در  
، سـویی از . )2010کوئیـو و چانـگ،   ( گـردد  ی م ـبرآورده Bradyrihzobium japonicum يبا باکتر
 گذاشـته و سـاختار    تـأثیر خـاك    ریزجانداران بر   تواند  ی م ي کشاورز يها سامانهها در     کش  علفکاربرد  
بیـوزین و   ي تریفلورالین، متري  ها  کش علف). 1984تراپ و همکاران،    ( دهد   تغییر را   یکروبی م جمعیت

  ایـن  .شـوند   یم ـاسـتفاده    در مـزارع سـویا       هرز  هاي  علفمصرف براي مهار      صورت خاك   به ایمازتاپیر
در گیاهـان  را  سـنتاز  اسـید  هیدروکسی آنزیم استوکاراییولی، فتوسنتز و  تقسیم سل  ترتیب  به ها  کش  علف
 که وجود اند کردهگزارش ) 1996(گونزالز و همکاران ). 2012گرجان،  شیخی(نمایند  یماس مختل حس

 ـ  کش علفیت لگوم و باکتري همزیست آن، خطر سم یکسان در    محل هدف  زایش  را بـراي بـاکتري اف
تـر ایـن    امروزه بـیش . داردبستگی کار رفته    به کش  علف به غلظت    ، زیانبار  اثرات  بروز  شدت  و دهد  یم

 ،زسـنتا  یم استولاکتاتآنز ،عنوان مثال به. هاي موجود در گیاه هستند      ینئپروتها و     یمآنزي هدف،   ها  محل
 ـ یمري ریزوبیوم هدایت  و باکتهرز علف در  والین، لوسین و ایزولوسین را  ینهآمیدهاي  اسساخت   د نمای

هم یم را آنزهستند عملکرد این    اوره قادر  ي خانواده سولفونیل  ها  کش  علف). 1998رویوالا وهمکاران،   (
  ).2000پرادر و همکاران، (د باکتري مختل نماینهم  و هرز علف  گونه در

هـاي   یافتـه ) 1980 (گـائور . رود  یم شمار به در سویا    کاربرد  تریفلورالین یکی از سموم پر     کش  علف
گیرد کـه   نموده و نتیجه میبررسی  تثبیت زیستی نیتروژن ها بر     کش  اثر آفت   بارهدررا  پژوهشگران  سایر  

 نیز) 1988(بولیچ و همکاران .  مؤثر باشدها آنکارایی و  ها یزوبیومرروي جمعیت  تواند    تریفلورالین می 
   .اند ارش نموده گره در سویا را گزساخت تریفلورالین بر کاهندهاثر 

مـورد نیـاز    تامین انرژي   مانع   فتوسنتز II سیستم نوري     در  با اختلال در انتقال الکترون     بیوزین  متري
کـارایی  آسـیب بـه    موجـب ها به ریشه  کاهش انتقال کربوهیدرات. گردد  اکسیدکربن می  براي تثبیت دي  

  گـزارش کردنـد کـه از       ) 1990 (بورگز و همکـاران   . )2006 و همکاران،    خان (شود همزیستی گیاه می  
جدایه  8 گذاشته شدند، تعداد بیوزین يمتر کش علفکه در معرض  B. japonicum باکتري  یهجدا 50

 تانـسکی  -هاینونن . را تحمل نمایندکش علف این  لیتر در  گرم  میلی 17/0 بیش از    يها  غلظتنتوانستند  
 بـر  بیـوزین  يمتـر  ماننـد نـده فتوسـنتز   هـاي بازدار  کش علف که   گزارش کردند  نیز) 1982( و همکاران 
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نـشان  ) 1986 (حال، نتایج آزمـایش مـورمن    با این.گذارند یمبار  زیان تأثیر ریزوبیوم جمعیت و فعالیت 
 ـ، تغییر بیوزین يمترهاي تریفلورالین و  کش  علف  شده برابر مقادیر توصیه     2داد که حتی      بـر  داري یمعن

   . ایجاد نکردندR. japonicumجمعیت دو جدایه از باکتري 
  ه مـؤثره   گـرم در هکتـار مـاد       90 پیامد کاربرد  يا  مزرعه یش آزما یکدر  ) 1998( و سلوت    یکاساو

 ی کهها در بخش جمعیت قارچ که دریافتندند و   قرار داد  ی خاك مورد بررس   ریزجانداران را بر    ایمازتاپیر
) 2010 (درویین و همکارانرسی بر .یافت کاهش ها يت باکترجمعی  ویش افزا بودکار رفته به کش علف

 یـک   هیچنشان داد که ریزوبیوم    مختلف هاي   جنس از  یهجدا 122 بر   کش  علف 8  پیامد کاربرد   مورددر  
 قـرار  تـأثیر   تحـت  ایمازتـاپیر  کش  علفگرم در هکتار     کیلو 367/0 با کاربرد  اي رشد باکتري  هاز پارامتر 

 یامدهايپ بر رشد باکتري     ،ها  آن) بر مقدار معمول   برا 10 ( در هکتار  یلوگرمک 67/3 کاربرد ولی   ؛نگرفت
   .باري داشت زیان

  این با. دن حساسیت زیادي دارها کش  آفتکاربرد محیطی و يها تنش به  همزیست سویاهاي يباکتر
بررسـی   از ایـن آزمـایش  هدف  . در کشور به انجام رسیده استباره اندکی در این   يها  پژوهش وجود،

عنـوان   بـه  B. japonicum هـاي  یـه جدا سویا برکشت ي مورد استفاده در ها کش علفاثرات برخی از 
   .بوده است تثبیت زیستی نیتروژن فرآیند  یرهزنج  حلقه نخستین

  
  ها روشمواد و 

مورد نیاز از  Bradyrhizobium japonicumهاي  جدایه :ها  آنمحیط کشت   و باکتريهاي یهجدا  یهته
. وتکنولوژي خاك مرکز تحقیقات کشاورزي و منابع طبیعی گلستان تهیه شدآزمایشگاه میکروبیولوژي و بی

ي سویا در مناطق گنبد، مینودشت و بندرگز استان گلستان ها گرهها پس از جداسازي از درون  این جدایه
 گـراد  سـانتی  درجه 4صورت اسلنت در دماي  تفاده بهگذاري و تا زمان اس    نام 43B و   1B  ،6Bتحت عنوان   

 YMB2و  YMA1هـاي کـشت    یطمح ـ باکتري، بسته به آزمایش، از    یهزادما  یهتهبراي  .  شدند نگهداري
   دقیقـه در دمـاي   20آمـاده و بـراي    ) 1985(ها طبـق روش سوماسـگاران و هـوبن            یطمح. استفاده شد 

   هـا روي محـیط   يبـاکتر شـمارش جمعیـت   .  اتمسفر اتوکلاو شدند1/1گراد و فشار   درجه سانتی  121
CR3+  YMA و به روش Plate count  2010شوکلا و همکاران، (صورت گرفت.(   

                                                
1- Yeast Mannitol Agar 
2- Yeast Mannitol Broth 
3- Congo Red 
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ي هـا  زمـان در طی  B. japonicumهاي باکتري  یهجداروند رشد  :ها  جدایهآزمایش تعیین روند رشد 
  انـدازه لیتري بـه    میلی250مایر   ارلن3به این منظور در . بررسی گردید YMBمختلف در محیط کشت  

زنـی   هـا مایـه    اتوکلاو شد و سپس در هر ظرف یکـی از جدایـه            YMBکشت  لیتر از محیط       میلی 100
مـاري بـا      بن -روي دستگاه شیکر  ) 1985سوماسگاران و هوبن،    ( ساعت   72ظروف ارلن براي    . گردید
پس از این زمان، . ه شدندانکوب) 1986مورمن، (گراد  یسانت    درجه 28دقیقه و دماي    در   دور 120دوران  
منتقـل   YMBلیتر محیط کـشت   یلیم 100 ي شاملها ارلنتر از سوسپانسیون باکتري به      لی   میلی 1مقدار  

  دقیقـه و دمـاي     در   دور120مـاري بـا دوران     بـن -زنـی شـده روي دسـتگاه شـیکر        ي مایه ها  ارلن. شد
 ساعت و بعـد از آن تـا پایـان    8 ساعت، هر  0-80 زمانی    دامنهدر  . گراد گذاشته شدند    یسانت   درجه 28

توسط دستگاه  600OD(1( نانومتر 600 ساعت، میزان جذب در طول موج 24هر )  ساعت144(یش آزما
بـراي  ). 2010درویـین و همکـاران،   (یري گردید گ اندازه Shimadzu UV-1800اسپکتروفتومتر مدل 

اسـتفاده   Plate countهـاي رقـت و    يسر، از روش ها زمانهاي زنده در همین  يباکترشمارش تعداد 
لیتـر سوسپانـسیون    یلـی م 1/0میـزان    آخر آزمایش رقت بـه    لولهاز دو   ). 2010کلا و همکاران،    شو(شد  

  یلـه م استریل قـرار داده شـد و توسـط         YMAي پتري محتوي محیط کشت      ها  تشتکباکتري در مرکز    
  مـدت   هـا بـه     پتـري .  پخش گردید  برده  طور یکنواخت روي محیط کشت نام       هیده استریل ب  خماي    یشهش

  یکلن ـپس از این مـدت، تعـداد   . گراد قرار داده شدند  یسانت   درجه 28 در انکوباتور و دماي       ساعت 72
در سـاعاتی کـه تکثیـر    ) 600OD(ارتباط جمعیت با میزان جذب .  شمارش گردید2 باکتري  شدهتشکیل  

  هط ـراب( خطی معادله، با استفاده از  ) ساعت پس از تلقیح    16-72(صورت خطی انجام گردید      باکتري به 
  ). 2008تیلور، (برآورد گردید ) 1
  

)1                          (                                                                             bxay   
  

  ،  نـانومتر 600میـزان جـذب در      : YMB  ،xلیتـر محـیط کـشت        جمعیت باکتري در میلی   : y ،که در آن  
b :ب خط و شیa : لیتر محیط کشت   در میلی باکتري یهاولجمعیتYMB باشد یم.    

) 2 هرابط ـ( گـومپرتز  يپـارامتر  سه از مدل  استفادهطی زمان با     روند تغییرات جمعیت هر جدایه در     
   ).1990؛ زویترینگ و همکاران، 1998کی و کریج،  مک (شدبرازش 

                                                
1- Optical Density 
2- Colony Forming Unit (CFU) 
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)2                                (                                                 ))/)((
.max

btxeeGy 50  
  

ــاکتري: yکــه در آن،    ، )ســاعت (زمــان: YMB ،x محــیط کــشت لیتــر میلــی در تغییــرات جمعیــت ب
Gmax :  50، )لیتر یلیمتعداد باکتري در     (حداکثر جمعیت باکتريt :  دوره  یانـه مزمان لازم براي رسیدن بـه  

   .باشد یم رشد نمایی  دوره  یانهمشیب خط در : b و )ساعت (رشد نمایی
گرجان  شیخی(ربرد در سویا به ثبت رسیده یش براي کاآزما موردي ها کش علف :کش علفسازي  آماده

ي هـا  کش علف شامل ها آن. شوند یمطور معمول توسط کشاورزان نیز استفاده         و به ) 1391و همکاران،   
 درصـد  48هاي تجاري تـرفلان   یونفرمولاسزتاپیر بودند که در ایران با  بیوزین و ایما    تریفلورالین، متري 

. انـد  یدهرسحل در آب به ثبت   درصد مایع قابل10 و پرسوئیت   پودروتابل درصد   70 سنکورامولسیون،  
 در هـا  آن مـؤثره   مـاده  کیلـوگرم  1/0 و 42/0، 96/0ترتیـب    بهبرده  ي نام ها  کش  علف  شدهمقدار توصیه   
، 4، 2، 1، 5/0، 25/0، 125/0در این آزمایش اثرات مقادیر صفر، ). 1386زند و همکاران، (هکتار است 

، کـش  علـف ي از مقادیر ا گسترده برابر مقدار توصیه شده بررسی گردید تا ضمن بررسی طیف   16 و   8
سـیفلت و همکـاران،   (ي مـورد اسـتفاده تـامین گـردد       هـا   معادلهتعداد نقاط لازم براي برازش مطلوب       

در این . محاسبه گردید) 2000( روش وبر و همکاران   یهپا در محیط کشت بر      کش  علفمقدار  ). 2005
 درصد، 25روش با فرض نبود جذب سطحی، هر کیلوگرم سم در یک خاك لومی با محتواي رطوبتی           

 96/0عنـوان مثـال،    بـه . نمایـد  یمدر محلول خاك ایجاد    ) ام  یپ پی (لیتر در   گرم  میلی 6/2غلظتی معادل   
کش در هر لیتر محلـول خـاك     گرم از این علف     یلیم 5/2کیلوگرم در هکتار تریفلورالین معادل غلظت       

سازي این حالت،   براي معادللیتر محیط کشت استفاده گردید؛ بنابراین  میلی100است و چون از آن در 
ي ها کش  براي علفها  مشابه این محاسبه  .  کشت ریخته شد   گرم تریفلورالین در محیط     یلیم 25/0مقدار  

  . بیوزین و ایمازتاپیر نیز انجام گرفت يمتر
 کـش  علـف ي مختلـف    هـا   غلظـت بررسی   :کش  علف در محیط    ها  جدایهآزمایش تعیین منحنی رشد     

 این موضوع،  مطالعهبراي . هاي باکتري نشان دهد  را در فاز محلول خاك بر رشد جدایهها آنتواند اثر  یم
 با مقدار YMBیافته در محیط  هاي رویش يباکترلیتر سوسپانسیون  یلیمري، یک لیت یلیم 250ي ها ارلندر 

سـینگ و  (لیتر برسد  یلیم 100 به ها آنکش طوري آمیخته گردید که حجم نهایی     مورد نیاز از هر علف    
  درجـه  28دقیقـه و دمـاي         در    دور 120 انکوباتور با دوران     -ها در دستگاه شیکر     ارلن). 2002اسمیت،  

با دستگاه اسپکتروفتومتر ) 600OD( نانومتر600میزان جذب نور در طول موج . گراد قرار داده شدند یتسان
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 يباکتر خطی به جمعیت  معادلهعدد جذب با استفاده از . یري شدگ اندازه زنی یهما  ساعت پس از72در 
 - دز معادلـه از کش بـا اسـتفاده    ي مختلف هر علفها غلظتتبدیل گردید و روند تغییرات جمعیت در     

  ). 1995سیفلت و همکاران، (برازش شد ) 3  هرابط(پارامتري چهار  لجستیک 1پاسخ
  

)3                       (                                                           
)/(

minmax
min

501 ECx
GGGy




  
  

 مختلـف  يهـا  غلظـت : YMB ،xت  محیط کشلیتر میلیدر یک جمعیت باکتري  تغییرات  : y ،که در آن  
تعـداد بـاکتري در   (حـداکثر جمعیـت موجـود در محـیط کـشت        : Gmax،  )لیتر در   گرم میلی (کش  علف

غلظـت  : 50EC، )لیتـر  یلیمتعداد باکتري در  ( حداقل جمعیت موجود در محیط کشت     : Gmin،  )لیتر  یلیم
شـیب خـط در   : b و )لیتر در  گرم میلی ( درصد از جمعیت باکتري  50 مورد نیاز براي کاهش      کش  علف
   .باشد یم و یا سرعت کاهش جمعیت 50ECنقطه 

کـرد از روش تجزیـه کلاسـیک واریـانس      ینم ـ ه روند تغییرات از ایـن تـابع پیـروي     در مواردي ک  
)ANOVA ( ر قالب طرح کاملاً تصادفی و  عاملی ددوصورت فاکتوریل  ها به  یشآزما  ههم. استفاده شد

عنـوان تیمارهـا     بـه کـش  علـف  غلظت از هر 9 و B. japonicum  یهجداسه . د تکرار انجام گردی3در 
افزارهـاي آمـاري     بـا اسـتفاده از نـرم   هـا  دادهتجزیه و تحلیل . آزمایش در نظر گرفته شدند    ) يها  عامل(

Sigmaplot 12.5  وStatgraphics 16.1.11 انجام شدند .  
  

 نتایج و بحث
هـا براسـاس جـذب     يباکترررسی روند تغییرات جمعیت ب :B. japonicumهاي  منحنی رشد جدایه

 چنـدان دقیـق   هـا  آنساکاریدها توسط  یاگزوپلها و تولید  يباکتردلیل مرگ و میر     نوري ممکن است به   
 ـهـا، تعـداد    یهجدایري مقادیر جذب نوري در مراحل رشد گ اندازهدر این آزمایش، پس از   . نباشد   یکلن

 خطی  معادلهبا استفاده از ) 2008( تیلور  یهتوص نیز شمارش و طبق     اه  زمانباکتري تشکیل شده در این      
درطـی   YMBدر محـیط   B. japonicumهـاي   روند رشد جدایه. به جمعیت هر جدایه تبدیل گردید

 نـشان داده  1 و جدول 1ترتیب در شکل   بهها آنپارامتري مربوط به    گومپرتز سه   معادلهزمان و ضرایب    
 43/4×109 و 54/4×109، 77/4×109ترتیب  به 43B و 1B ،6Bهاي  یهجدایت در حداکثر جمع. شده است

                                                
1- Dose-Response Curve 
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نیز عـدد جـذب و   ) 1986(همانند نتایج این آزمایش، تاکاتس . لیتر محیط کشت بود  سلول در هر میلی   
. دسـت آورد   بـه 3×109 و 8/0 ترتیـب   را بـه B. japonicumبـاکتري   I-110یه جداتعداد سلول زنده 

 و 55/11، 76/10 در ترتیب به 43B و 1B ،6Bهاي   یهجدادهد که     یم نشان   1ر جدول   د bمقادیر ضریب   
 ـ اخـتلاف  هـا  آن و از این جهت بین اند شده برابر  2 ساعت   51/12 چنـین،  هم. داري نبـوده اسـت   یمعن

 رشد نمـایی خـود رسـیدند     دوره  یانهم ساعت به 20/27 و 72/25، 14/26ترتیب طی مدت  ها به  یهجدا
دانستن طول . داري مشاهده نگردید یمعن اختلاف ها آنکه از این جهت نیز بین ) 1در جدول  50tضریب (

هاي اواخر مرحله رشد   تلقیح باید از باکتري یهما اهمیت است؛ زیرا براي تولید      رشد نمایی داراي    دوره
ها  یهجدامعیت روند رشد ج). 1994 ؛ سوماسگاران و هوبن،1980بهلول و اشمیت،  (شوداستفاده  نمایی

دارند کـه منحنـی رشـد     بیان می) 1998 (ساتو وسوگاوارا. در این آزمایش از مدل گومپرتز تبعیت نمود 
توان  یماساس آن  شود؛ زیرا بر  ها محسوب می     خصوصیات رشدي باکتري    یسهمقاترین شاخص     مناسب

دلایل استفاده از یک مدل خاص هر چند معمولاً . ها را با هم مقایسه نمود يباکتري متمایز رشد ها دوره
دریافتند که در مقایسه با ) 1988(؛ اما جیبسون و همکاران )1990زویترینگ و همکاران، (شوند  ینمذکر 
ها با استفاده از مدل گومپرتز نتایج بهتري  يباکتري مربوط به روند رشد ها دادهي لجستیک، برازش ها مدل

دلیل سهولت  پارامتري را به  سهنیز استفاده از مدل گومپرتز )1990(زویترینگ و همکاران . خواهد داشت
  . دانند یم بر مدل چهار پارامتري آن مرجح تر آسانتر و تفسیر  محاسبه، درجه آزادي بیش
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   .YMBمحیط کشت ر ي مختلف دها زماندر  B. japonicumي ها جدایهتغییرات جمعیت  روند -1 شکل
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در  B. japonicum يهـا  جدایـه بـراي توصـیف تغییـرات جمعیـت     پارامتري  سهز  گومپرت معادله ضرایب -1جدول 
   .ي مختلفها زمان

  ضرایب
Gmax  b 50t  RMSE جدایه  

)109×(  

2Adj R  
)109×(  

1B  )071/0 (77/4 )91/0(76/10  )03/1(14/26  99  298/0  
6B  )082/0 (54/4 )14/1(55/11  )96/0(72/25  99  343/0 

43B  )065/0 (43/4 )95/0(51/12  )89/0(20/27  98  261/0 

  . دهد یمرا نشان ) SE(اعداد داخل پرانتز مقادیر خطاي استاندارد 
Gmax :جمعیت باکتريترین یشب ، b :50 و شیب افزایش جمعیت باکتري در طی زمانt : زمان مورد نیاز براي رسیدن جمعیت

   . دوره رشد نمایی یانهمباکتري به 
  

 تریفلـورالین بـر جمعیـت    کـش  علـف تـأثیر   :B. japonicumي هـا  جدایهر رشد  تریفلورالین بتأثیر
 و ضرایب 2پاسخ در شکل   -صورت منحنی دز به YMBدر محیط کشت  B. japonicumهاي  جدایه

میـانگین جمعیـت   .  نشان داده شـده اسـت  2 در جدول ها آنمعادله لجستیک چهار پارامتري مربوط به      
 57/3×109 و   95/3×109ترتیـب     بـه ) بدون مـصرف تریفلـورالین    ( شاهد   در تیمار  6B و   1Bي  ها  جدایه

 برابـر غلظـت    2( تریفلورالین   لیتر در  گرم  میلی 5لیتر محیط کشت بود و تا مصرف          یلیمباکتري در هر    
غلظت تریفلورالین لازم بـراي  . ها مشاهده نگردید یهجداداري در جمعیت این  یمعن، تغییر   )توصیه شده 

.  بـرآورد گردیـد  لیتـر  در  گرم میلی 24/12 و 03/6ترتیب  به 1B  یهجدادرصد جمعیت  50 و   10کاهش  
 لیتر در   گرم  میلی 38/16 و   89/8ترتیب    نیز نشان داد که به     6B  یهجدامربوط به    50EC و   10ECضرایب  

 درصد کاهش در جمعیت این جدایه شود که از این جهـت     50 و   10تریفلورالین لازم است تا موجب      
به تریفلورالین نیز مشابه دو  43B  یهجداالعمل  عکس). 2جدول ( نداشت 1B  یهجداداري با  ت معنی تفاو
 درصد کـاهش جمعیـت ایـن جدایـه     50 و 10کش مورد نیاز براي   دیگر بود؛ زیرا غلظت علف      یهجدا

در . رد گردیـد  بـرآو لیتر در  گرم میلی 63/12 و 61/6ترتیب   دیگر به یهجدادار با دو  یمعنبدون اختلاف  
 برابـر  16هـا حتـی در    کـدام از جدایـه   مجموع، نتایج این بخش از آزمایش نشان داد که جمعیت هـیچ       

ترتیب، در شرایط مزرعه که عوامـل        این   به. تأثیر تریفلورالین قرار نگرفت    غلظت توصیه شده نیز تحت    
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 ـباشـند،   یممتعدد دیگري نیز بر غلظت سم در محلول خاك دخیل     ز نقـش تریفلـورالین بـر    تـوان ا  یم
B. japonicum مختلـف در  کـش  علف 13 تأثیر) 1986(مشابه با این نتیجه، مورمن . نظر نمود صرف 
آزمایش نمود و دریافت که  R. japonicum باکتري سوش برابر آن را بر رشد دو 10مقادیر معمول و 

دلایل متفـاوتی بـراي توجیـه    . نیافت برابر مقدار معمول تریفلورالین نیز تغییري 10 حتی در   ها  آنرشد  
دارند  یمبیان ) 1986 (گونزالز و همکاران. به تریفلورالین ارایه شده است B. japonicum علت تحمل

در این رابطه،  .  را خنثی نمایند   کش  علفتوانند اثرات بازدارنده      که ترکیبات موجود در محیط کشت می      
هـاي سـاده بـراي انجـام آزمـایش سـمیت           از محـیط   نماینـد کـه     یمتوصیه  ) 2005(زاونیک و تومارو    

 مـوادي هـستند کـه    هـاي کـشت پیچیـده شـامل       د؛ زیرا محیط  ها بر ریزجانداران استفاده شو      کش  علف
دارند که    بیان می ) 2002 (شولس و همکاران  . ها را از بین ببرد      یوتیکزنوبتواند حساسیت باکتري به       می

در همین راسـتا، مـورمن   . تأثیر قرار دهد ري با آن را تحتتواند مقدار تماس باکت    کش می  حلالیت علف 
اي ظـرف   یـشه شدلیل حلالیت اندك تریفلورالین، مقـداري از آن بـه دیـواره      معتقد است که به   ) 1986(

مقاومـت بـه   . دهـد   کش را در محیط کشت باکتري کـاهش مـی          آزمایش چسبیده و غلظت نهایی علف     
 B. japonicumهاي  یهجداکش بر  این علفنداشتن  تأثیر ل توجیهیکی از دلایتواند  یمتریفلورالین نیز 

 تـن از ایـن   هـا  ده، هـر سـاله    )2008زند و همکـاران،      (1348از زمان ثبت تریفلورالین در سال       . باشد
ي پـسماندها کـه    با توجـه بـه ایـن      . کش در محصولات مختلف استان گلستان مصرف شده است         علف

کـش و   ، استمرار تماس بـاکتري بـا علـف   )2000رائو، ( دوام دارند  ماه در خاك 12تریفلورالین حدود   
شود کـه بـه   B. japonicum هایی از  یهجداتواند منجر به ظهور و ازدیاد  یمها  سرعت تکثیر بالاي آن

ي هـا  غلظت ریزوبیوم را در معرض 122تعداد ) 2010(دروئین و همکاران   . تریفلورالین متحمل هستند  
هـا بـه    یهجدایک از   قرار داده و نتیجه گرفتند که هیچکش  حشره 5کش و     قارچ 4،  کش  علف 8مختلف  

 علت این امر را فرآیند تکـاملی بلندمـدت          ها  آن.  این ترکیبات حساسیت نشان نداد      شدهمقادیر توصیه   
عنـوان  ) هـا  بیوتیـک  یآنتچیزي همانند مقاومت به     (کش  آفتها در جهت تحمل       يباکترساختار ژنومی   

   .نمودند
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 .ي مختلف تریفلورالینها غلظتدر  B. japonicumي ها جدایهتغییرات جمعیت   روند-2شکل 

  
ي هـا  غلظتدر  B. japonicumي ها جدایهبراي توصیف جمعیت چهار پارامتري  لجستیک  معادله ضرایب -2جدول 

   .مختلف تریفلورالین
  ضرایب

Gmin  Gmax b  10EC  50EC  RMSE    
)109×(  

2AdjR  
)109×(  

1B  )043/0(42/3 )14/0(95/3 )79/0(10/3 -  )98/0(03/6  )31/1(24/12  89  118/0 

6B  )048/0(27/3 )85/0(57/3 )72/0(06/3 -  )26/1(89/8  )14/1(38/16  95  114/0 

43B  )032/0(26/3 )65/0(59/3 )47/0(39/3 -  )73/0(61/6  )04/1(63/12  97  024/0 

  . دهد یمرا نشان ) SE(تاندارد اعداد داخل پرانتز مقادیر خطاي اس
Gmax :کش علفترین غلظت  جمعیت باکتري در کم، Gmin :کش علف غلظت ترین یشب جمعیت باکتري در ،b : شیب کاهش

   . درصد کاهش جمعیت باکتري50 و 10 مورد نیاز براي کش علف غلظت ترتیب به 50ECو  10ECجمعیت باکتري، 
  

بیـوزین بـر جمعیـت     يمتـر کـش   تأثیر علـف  :B. japonicum هاي یهجدا بر رشد بیوزین يمتر تأثیر
   و ضـرایب معادلـه لجـستیک    3 پاسـخ در شـکل   -صـورت منحنـی دز   به B. japonicumهاي  یهجدا

هـاي   يبـاکتر میـانگین جمعیـت   .  نـشان داده شـده اسـت   3 در جـدول   ها  آنچهار پارامتري مربوط به     
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 سـلول در هـر   67/3×109 و 05/4×109، 91/3×109یب ترت در تیمار شاهد به 43B و 1B ،6Bهاي   یهجدا
 برابر غلظت توصیه 4حدود (بیوزین  يمترلیتر   در  گرم یلیم 8/3غلظت لیتر محیط کشت بود که تا      میلی

پـس از آن، بـا افـزایش غلظـت سـم تـا       . داري در جمعیت مشاهده نشد     یمعن، کاهش   )شده در مزرعه  
ها  یهجدا درصد از جمعیت 30طور متوسط  ، به)توصیه شده برابر غلظت 16(بالاترین حد مصرف شده   

لیتـر   در گـرم  یلـی م 2/7 و 5/3طور متوسـط حـدود    نشان داد که به   50ECو   10ECضرایب  . کاسته شد 
 و 3/3 این مقادیر .ها شود  یهجدا درصد کاهش در جمعیت      50 و   10بیوزین لازم است تا موجب        يمتر
 نتایج ایـن آزمـایش مـشخص نمـود بـا     . باشند یمشده در مزرعه بیوزین توصیه   يمتر برابر غلظت    8/6
  بیـوزین اسـت، اثـرات بازدارنـدگی آن       برابـر متـري  2 تریفلـورالین حـدود       شـده که مقدار توصـیه       این  

تـر   در مـورد علـت سـمیت بـیش    . باشد یمکش  حدود نصف این علف B. japonicum هاي یهجدابر 
 پذیريمیزان نفوذ) 2002(سینگ و رایت ی ارایه نشده است؛ ولی بیوزن نسبت به تریفلورالین گزارش متري

 در آزمایش خود نشان دادند که برخی ها آن. دانند یمغشاي خارجی سلول باکتري را در این امر دخیل       
هاي بـا   کش تري نسبت به علف سمیت بیش R. leguminosarum مثل تربوترین روي ها کش علفاز 

باشد؛ زیرا    یم) 1990 ( بورگز و همکاران    مطالعهتایج این آزمایش مطابق با      ن. مکانیزم عمل مشابه دارند   
 لیتـر  در  گـرم  میلی 3/4به مقادیر بیش از  B. japonicumهاي  یهجدا نیز نشان دادند که برخی از ها آن
  توصیه برابر میزان2 که اند نمودهگزارش ) 1991(اسپروت و همکاران . اند داشتهبیوزین حساسیت  يمتر

را در  R. leguminosarum باکتري 128C84 و 128C54هاي  یهسوتواند رشد  یمبیوزین   متري شده
 هاي ساکارید یک نظر محتمل دیگر، تشکیل بیوفیلم باکتریایی از پلی. کاهش دهد MYEM محیط کشت
تـشکیل  هـا   طور معمول توسط بـاکتري  بیوفیلم به). 2009رینائودي و گوزانلز،    (ها است      آن  ترشح شده 

 را به اجزاي جامد موجود در محیط کـشت      ها با قدرت چسبندگی خود، کلنی باکتري        شود؛ ولی آن    می
، تخمـین    بـاکتري  این پدیده، ضـمن کـاهش جمعیـت زنـده    ). 2010لی و همکاران، (نمایند   متصل می 

 50ECو  10ECتـر بـودن مقـادیر     امر دلیل بیش    این. دهد   نمی YMAها را در محیط       درستی از تعداد آن   
نماید؛ زیرا وجود اجزاي جامد موجود در فرمولاسـیون        بیوزین را نسبت به تریفلورالین توجیه می        متري
   .خود جذب نموده است تري را به بیوزین، بیوفیلم بیش متري
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   .بیوزین متريي مختلف ها غلظت در B. japonicumي ها جدایهتغییرات جمعیت  روند -3شکل 
  

ي هـا  غلظتدر  B. japonicumي ها جدایه جمعیتبراي توصیف چهار پارامتري  لجستیک معادلهب  ضرای-3جدول 
   .بیوزین متريمختلف 

  ضرایب
Gmin Gmax b  10EC  50EC  RMSE    

)109×(  

2AdjR  
)109×(  

1B  )053/0(57/2 )011/0 (91/3 )26/0(68/2 -  )19/0(01/3  )31/0(8/6  96  039/0  
6B  )051/0(82/2 )010/0 (05/4 )39/0(22/3 -  )27/0(88/3  )31/0(67/7  92  037/0 

43B  )047/0(68/2 )011/0 (67/3 )46/0(14/3 -  )32/0(53/3  )34/0(10/7  99  045/0 

  . دهد یمرا نشان ) SE(اعداد داخل پرانتز مقادیر خطاي استاندارد 
Gmax :کش، ترین غلظت علف جمعیت باکتري در کم Gmin : کش،  رین غلظت علفت یشبجمعیت باکتري درb : شیب کاهش

   . درصد کاهش جمعیت باکتري50 و 10کش مورد نیاز براي  ترتیب غلظت علف  به50EC و 10ECجمعیت باکتري، 
  

  هـاي   یـه جدارونـد تغییـرات جمعیـت     :B. japonicum هـاي  یـه جدا بـر جمعیـت   ایمازتاپیر تأثیر
B. japonicum  تغییـر غلظـت   . نـشان داده شـده اسـت    4ي مختلف ایمازتاپیر در شـکل  ها غلظتدر

 برابـر مقـدار معمـول، تـأثیري بـر جمعیـت             16کش ایمازتاپیر در محیط کشت باکتري حتی تـا            علف
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 سلول در نوسان بود 03/4×109 تا 13/4×109جمعیت این جدایه از . نداشت 43Bو  1B ،6Bهاي  یهجدا
 درصـد از جمعیـت بـاکتري کاسـته     1 از تر  دهد ایمازتاپیر حتی در بالاترین غلظت نیز کم         یمکه نشان   

ي هـا   کـش   علـف تـر از     طـور محـسوسی کـم       ها به ایمازتاپیر بـه      یهجداترتیب، حساسیت      این   به. است
ي مختلـف از جملـه   هـا  کـش  علفتأثیر ) 2004(پروکوپیو و همکاران   . بیوزین بود   تریفلورالین و متري  

 نـشان داد  هـا  آننتایج .  آزمایش نمودندYMB در محیط Bradyrhizobiumي  ها  گونهایمازتاپیر را بر    
 72 و 48رد؛ ولـی در    ساعت اول پس از تماس باکتري با ایمازتأثیر تغییري نک ـ          24که جذب نوري تا     

 حال، گـونزالز و همکـاران   هر  به. یافت درصد نسبت به شاهد کاهش   18 و   20ترتیب   ساعت بعدي به  
 برابـر مقـدار   700  کـه گـزارش نمودنـد  آزمایش و  R. leuminosarumتأثیر ایمازتاپیر را بر ) 1996(

. کش لازم است تا موجب اندکی تأثیر بـر بـاکتري در محـیط کـشت آزمایـشگاهی شـود            معمول علف 
ــه   ــایر گون ــه س ــت ک ــده اس ــشخص ش ــده    م ــالاي بازدارن ــادیر ب ــه مق ــم ب ــوم ه ــاي ریزوبی ــاي  ه ه

نشان دادند که اخـتلاف تحمـل   ) 1995 (فورلانی و همکاران. اسیدسنتاز متحمل هستند   استوهیدروکسی
مربـوط بـه   ) مثـل ایمازتـاپیر  ( ایمیـدازولینون   خـانواده ي ها کش  علفهاي ریزوبیوم به      برخی از باکتري  

بـراون  . ها اسـت  اسیدسنتاز موجود در آن تفاوت در محل حضور و میزان فعالیت آنزیم استوهیدروکسی  
 هـاي نخـود    شـده از گـره  اسـتخراج تاز اسیدسـن   است که آنزیم استوهیدروکسی    نموده گزارش) 1990(

تر از آنزیم  یشب برابر 10حدود یعنی جایی که باکترویید وجود دارد، ) .Cicer arietinum L (خشک
 که میـزان    کردندهم گزارش   ) 1998 (رویوالا و همکاران  . باشد  هاي این گیاه می      از برگ  شدهاستخراج  

 برابر بیش از میـزان ایـن   20حدود  R. leguminosarumاسیدسنتاز موجود در  آنزیم استوهیدروکسی
آنـزیم  . باشد عنوان گیاه همزیست باکتري می  به).Pisum sativum L(هاي نخودفرنگی  آنزیم در برگ

توانـد اثـرات    یم ـکش ایمازتاپیر بوده و غلظـت بـالاي آن         اسیدسنتاز محل هدف علف     استوهیدروکسی
نیـز گـزارش   ) 1986( مـورمن  ).1995نی و همکـاران،  اسکارپو(کش را جبران نماید  بازدارندگی علف 

ي هـا  کـش  علفتواند اثرات منفی  یمینه است و آم   اسیدهاي شاملYMBنموده است که محیط کشت  
   .را خنثی نماید) مانند ایمازتاپیر (ها آنبازدارنده ساخت 
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  تاپیري مختلف ایمازها غلظتدر  B. japonicumهاي  تغییرات جمعیت جدایه -4شکل 
   .)دهد یم خطاي استاندارد را نشان ±بارها مقادیر میانگین (

  
 گیري کلی نتیجه

یـق تخمـین    از طر توانـد   یم ـدر مجموع نتایج این آزمایش نشان داد که استفاده از مـدل گـومپرتز               
به درك  رشد نمایی  دوره حداکثر جمعیت تولید شده، سرعت ازدیاد و طول پارامترهاي مهم رشد مانند 

، استفاده از تـابع لجـستیک   چنینهم. کمک نماید YMBدر محیط کشت  B. japonicum رفتار  هنحو
 > تریفلـورالین  > بیـوزین  متـري  يها  کش  علفنشان داد که    در این آزمایش     پاسخ   -دزچهار پارامتري   

 جـود، و  ایـن  با. داشتند B. japonicumي ها جدایه را روي جمعیت  تأثیرترین یشب ترتیب به ایمازتاپیر
 چـون تعـداد بـاکتري      ، قرار گیرد  تأثیر طریق تحت  از این     همزیستی سویا  هاي  هابطرسد که ر    ینمنظر   به

 تاکـاتس . باشـد  یم ـ از مقدار مورد نیاز براي تشکیل تعداد کافی گـره در سـویا   تر یشبمانده خیلی   باقی
یـد حـداکثر گـره در سـویا     را براي تول لیتر میلیدر  B. japonicum باکتري 107تا  105تعداد ) 1986(

  . مطابق استنیز ) 1983 (که با نتایج پیرس و بوئر داند یمکافی 
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Abstract1 

Growth of B. japonicum isolates at different concentrations of herbicide used in 
soybean was studied as factorial experiment arranged in a completely randomized 
design with three replications. Isolates B1, B6, B43 and 0, 0.125, 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8 
and 16 folded of the recommended doses of trifluralin, metribuzin and imazethapyr 
herbicides were considered as factors. Isolates population trends over time and 
colony forming unit (CFU) data at different herbicide concentrations were fitted 
using the Gompertz and four parameters logistic models, respectively. Results 
showed that Max. B1, B6 and B43 isolates population grown in YMB at 28 C were 
4.77×109, 4.54×109 and 4.43×109 cell/ml, respectively. In addition to, isolates 
population doubled during 10.76, 11.55 and 12.51 hours and reached to their mid 
log phase in 26.14, 25.72 and 27.20 hours after incubation at 28 C. Using four 
parameters dose - response logistic models revealed metribuzin > trifluralin > and 
imazethapyr herbicides order affecting on B. japonicum population isolates. Mean 
estimated EC50 values for metribuzin, trifluralin and imazethapyr herbicides were 
13, 7 and 4 mg.L-1 which were 6 to 10 times more than herbicides recommended 
doses.  
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