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 همزيست آن   ريزوبيوم ژاپنيكومبرديافزايش كارائي زيستي نيتروژن گياه سويا با جهش در باكتري 
 

 3، عليرضا عباسي1سيد پژمان شيرمردي، 2، حسينعلي عليخاني*2، احمد علي پوربابايي1پيرولي بيرانوند جواد
 2بابک متشرع زادهو  

 گروه خاکشناسی پردیس کشاورزی. 2 .، سازمان انرژی اتمی ایرانهسته ایروه کشاورزی هسته ای، پژوهشگاه علوم و فنون گ .1
 دانشگاه تهرانو منابع طبیعی پردیس کشاورزی  و اصلاح نباتاتگروه زراعت . 3 .دانشگاه تهرانو منابع طبیعی 

 (23/05/97تاریخ پذیرش:  - 26/06/96)تاریخ دریافت:  

 چكيده
بر  RS117همزیست آن، سویه بومی  ریزوبیوم ژاپنیكومبردیسویه باکتری  4یاه سویا، از برای افزایش کارائی زیستی نیتروژن گ

. سپس این سویه به شكل محلول در ندانتخاب شد 16S rRNA اساس آزمایشات میكروسكوپی، تلقیح با گیاه و تعیین توالی ژن

Yمحیط  MB  گری  500 گری با فاصله 5000تا  0با دزهای(Gray)  جدایه موتانت آن، از  800و حدود  ندپرتوتابی شداشعه گاما

جدایه برتر انتخاب  11، ارزیابی و GMGTهای مذکور بر اساس تغییر رنگ محیط آوری شد. جدایهگری جمع 2500تا  100دزهای 

 3در سه تكرار،  یهای کامل تصادفقالب بلوكدر  جدایه منتخب با گیاه سویا در شرایط گلخانه 11شد. در آزمون کارایی همزیستی، 

 RS 117 درصد، افزایش توان تثبیت زیستی نسبت به سویه مادری  81تا  56توجه مقدار قابل 9و  8، 3جدایه برتر موتانت شماره 

-بهو سویه وحشی  9شده با جدایه موتانت شماره در ریشه گیاهان تلقیح nifK2 و nodA هایژننشان دادند. ارزیابی بیان نسبی 

Real Tروش  ime PCR  .ن است آ یانگرحاصل ب یجنتابیانگر افزایش و کاهش آنها در جدایه موتانت نسبت به سویه مادری است

 یاسو یاهرا در گ یتروژنن یستیز یتتثب یگاما، توانسته اند به مقدار قابل توجه یدر اثر تابش پرتوها یافته یونموتاس یها یهکه سو

 .دهند یشافزا
 

   nifK2 .و nodA زیستی نیتروژن، بیان نسبی ژن، اشعه گاما، تثبیت  :كليدي هايهواژ
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ABSTRACT  
To increase the symbiotic nitrogen fixation in soybean, a native Bradyrhizobium japonicum strain RS 117 

was selected from four strains via infectiveness, symbiotic effectiveness and sequancing 16S rRNA gene. 

Then, mentioned strain in the form of Y MB inoculum was irradiated by gamma rays dosages 0-5000 Gray 

with a 500 Gray interval dosage. About 800 mutant isolates were collected on Y MA from  different doses. 11 

isolates in efficiency point of view changing the GMGT media colour were selected as the best isolates for 

further study. These isolates were tested for their symbiotic effectiveness (SE) under proper greenhouse 

condition with a randomized complete block  design in 3 replications; and 3 more efficient isolates No. 3, 8 

and 9  increased 56- 81 percent SE more than wild strain. At last, relative gene expersion nodA, nifK2 in 

mutant and wild strain bacteria approved mollacular differences between both of them by indicating 

Increase and decrease in amount, in mutant isolate number 9 in comparison with the wild Bradyrhizobium 

japonicum strain RS 117. The results indicate that gamma-irradiated mutations in Bradyrhizobium 

japonicum strains have significantly increased the biological fixation of nitrogen in soybean plants 

 
Keywords: symbiotic nitrogen fixation, gamma irradiation, nodA, nifK2, relative gene experssion. 
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 مقدمه

Biological Nitrogen) نیتروژن زيستی تثبیت  

Fixationكمك به كه است راهی ترينو مهم ( بهترين 

شود. در غنی می از نیتروژن طور طبیعیآن خاك به

-از میکروارگانیسم تعدادي توسط فرآيند كه اين طی

نیتروژناز  آنزيم و به كمك پروكاريوت هاي

 جذبقابل فرم به اتمسفري گیرد، نیتروژنمیصورت

بر  لاً مفید، علاوهكام پديده گردد. اينمی تبديل گیاه

 تن میلیون 200حدود طور طبیعیبه سالانه اينکه

وارد  طبیعی هاياكوسیستم را به اتمسفري نیتروژن

-و زيست اقتصادياز مشکلات  يكنمايد، هیچمی

را  نیتروژنه شیمیائی كودهاي از مصرف ناشی محیطی

Beck)ندارد  همراهبه  et al., 1993; Herridge & 

Danso, 1995; Biswas & Gresshoff, 2014). از 

، مولکولی نیتروژن كنندهتثبیت هايسیستم جمله

حدوداً  باشد كهمی ريزوبیوم - لگوم همزيستی سیستم

خود  به را در جهان نیتروژن تثبیت درصد كل 50

 موهبت از اين ناشی اقتصادي دهد. ارزشمی اختصاص

اند. زده دلار تخمین میلیارد 85بر  بالغ را سالانه الهی

با  همزيستی لحاظبه كه است لگومی سويا از جمله

 Bradyrhizobium) ژاپنیکوم ريزوبیومبردي

japonicum )نسبتاً بالائی نیتروژن تثبیت از توان 

 انةزياد )د غذائی ارزشدلیل به علاوه. بهبرخوردار است

-باشد بهمی پروتئین %40و  چربی %20 محتوي آن

برابر  10قرمز، پنیر و  برابر گوشت 2حدود  كهطوري

 و صنعتی داروئی هايدارد( و نیز استفاده شیر پروتئین

سويا از دانه  مختلف ماده نوع 75)حدود  فراوان

 مختلف محققین خاص شود( مورد توجهمی استحصال

 درآمدزا مطرح گیاهی عنوانديگر به باشد. از طرفمی

بعد از  دوم كشت عنوانرا به آن توانمی ، چرا كهاست

 زمینی، باقلا، سیبغلات از قبیل محصولاتی برداشت

سويا در  درصد زراعت 80عملاً  نمود كه و.... كشت

 ,Pirvali Beiranvand)باشد به اين صورت می ايران

 از سرشارترين سويا يکی نظر زراعی، . از نقطه(1999

 سطح بیشترين كه است گیاهی و روغن پروتئین منابع

 5/117را در دنیا )حدود  روغنی هايدانهزيركشت 

هزار  61)بعد از پنبه با حدود  هکتار( و ايران میلیون

  است داده خود اختصاص هکتار( به

( FAO, 2014؛et al., 2016 Ahmadi .) مطالعات

كه پتانسیل تثبیت نیتروژن  بیانگر آن استگرفته انجام

علاوه  ،از جمله سويا لگوممولکولی در گیاهان خانواده 

خاك، اقلیم و  هايويژگی مانندمحیطی  عواملبر 

 عاملمقداري زياد تحت تأثیر دو به ،مديريت زراعی

اين دو  چنانچه ؛باكتري و رقم گیاه قرار داردسويه 

كار هب شده و اي مناسب انتخابهـگونامل مهم بهـع

 ی،ريزوبیوم باكتري-م همزيستی سوياـند، سیسترو

و تثبیت نیتروژن مورد نیاز گیاه  براي زياديتوان 

 ,Hardarson & Danso)تأمین آن خواهد داشت 

1993; FAO, 1984; Peoples et al., 1995; 

Hardarson et al., 1993; Pirvali Beiranvand   

et al., 2003)   تثبیتبقولات  گیاه سويا مانند ديگر

سوخت و كننده نیتروژن مولکولی، نیتروژن مورد نیاز 

خود را از دو منبع خاك و همزيستی تأمین  ساز

از جمله گیاهانی است كه براي  بر اين، د. علاوهكنمی

 ؛دي نیتروژن دارزيادر اتولید محصول احتیاج به مقد

 100كه براي هر تن محصول در حدود  طوريهب

كه  صورتی كیلوگرم نیتروژن در هکتار نیاز دارد. در

ی يی بالايداراي كارا اهـزيستی در اين گیـم همـسیست

است كه به كود  لگومیباشد، گیاه سويا از جمله 

عبارت ديگر اين دهد. بهنیتروژنه پاسخ مثبت نمی

 راهتروژن مورد نیاز خود را از نی تمامی را دارد كه يتوانا

د كننیتروژن مولکولی هوا تأمین  زيستیتثبیت 

(Keyser & Li, 1992). ی يتوانا ،در برخی مطالعات

اين همزيستی در تثبیت نیتروژن و تأمین نیتروژن 

كیلوگرم در  450ترتیب تا مورد نیاز گیاه سويا به

 است درصد مورد نیاز گیاه گزارش شده 95هکتار و 

(Peoples et al., 1989; Herridge & Danso, 

1995; W ani et al., 1995) .موجود در  هايگزارش

ی كود همقادير متناب از بیانگر استفاده سالانه ،كشور

باشد كه سويا می ويژهبقولات، به نیتروژنه در زراعت

عدم مطابقت با اصول كشاورزي  سبببه آن،تداوم 

ی سیستـــم يدن كاراپايدار، لازم است با بالا بر

از طريـق شناخـت و رفـع  ،همزيستـی مذكـور

سابقه استفاده از متـوقف گـردد.  ،تنگنـاهاي آن

هاي میکروبی به دهه موتاسیون در بهبود فرآورده
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-پنیسیلین از قارچ ، زمان تولید صنعتی پنی1940

هاي رسد كه محققان با استفاده از موتاژنمیسیلیوم 

هاي موتانتی وار سويهبه تولید سلسلهشیمیايی موفق 

-گرم در میلیمیلی 25اند تولید را از شدند كه توانسته

 ,.Naqavi et alلیتر برسانند )گرم در میلی 40لیتر به 

(. منابع علمی موجود بیانگر آن است كه از 2012

-هاي جنسموتاسیون جهت افزايش توان آنتاگونیست

، آسپرزيلوس، فوزاريومهاي مختلف قارچ )مثل 
باسیلوس، پسودوموناس و ( و باكتري )مانند تريکودرما
هاي برتر جهت كاهش ( براي تولید موتانتريزوبیوم

زا به گیاه زنده و يا افزايش خسارت عوامل بیماري

ماندگاري محصولات زراعی، همچنین بهبود توان رشد 

گیاه از طريق افزايش توان تولید نیازهاي غذايی 

بندي و توان تثبیت م مثل افزايش غدهگیاهان لگو

زيستی نیتروژن؛ در كشورهاي مختلف از قبیل آمريکا، 

سعودي، چین، هند، مصر، ژاپن، استرالیا، عربستان

تايلند، اتیوپی و ايران در سالیان گذشته تا به حال 

 ;Ahari Mostafavi et al., 2012) استفاده شده است

Shahbazi et al., 2013; Mouradi et al., 2013). 
گونه گزارش توجه آن است كه تاكنون هیچنکته قابل

زا و خطرناك اي موتانت بیماريمبنی بر ايجاد سويه

براي انسان و يا ساير موجودات گزارش نشده است 

(Ahari Mostafavi & Safaei, 2012)كه . از آنجائی

افزايش توان تثبیت زيستی نیتروژن از طريق اصلاح و 

ين فرآيند موجب افزايش عملکرد و گامی مؤثر بهبود ا

هاي جوئی در نهادهدر جهت كشاورزي پايدار و صرفه

باشد. تحقیق حاضر براي اولین بار در كشاورزي می

-برديكشور در راستاي ايجاد جهش در باكتري 

منظور افزايش توان تثبیت زيستی به ريزوبیوم ژاپنیکوم

 .در گیاه سويا انجام پذيرفت
 

 هاروش و ادمو

 مقدماتی هايبررسیابتدا ، تحقیق اين منظور انجامبه

بر روي محیط كشت نسبتاً  كشت خلوص مطالعه

Yاختصاصی  MA ،تغییر  نحوهpH با  كشت محیط

 ،ارغوانی كرزولبرم و آبی تیمولبرماستفاده از 

 ،همزيستی برقراري توان و میکروسکپی مشاهدات

 گیاه ايريشه در سیستم جاد گرهاي يعنی

-جدايه از باكتري 4  (Plant Infection Test)میزبان

 هاي ريزوبیومی همزيست گیاه سويا

(Beck et al., 1993; Somasegaran et al., 1994)  ،

شده از موسسات تحقیقاتی و خصوصی داخل تهیه

-بودن باكترينتايج حاكی از همزيست .كشور انجام شد

 كور با گیاه سويا بود.هاي مذ

 

 باكتری همزیست هایهیجدا یی مولکولیشناسا
 یکیروش ژنتبه همزيست هاييی جدايهشناسا براي

(16S rRNA استخراج ،)DNA از محلول مايع جدايه-

Yها در محیط  MB منظور از  نيانجام شد. به ا

Kنازیو پروتئ STEبا  ميزوزیل ي تخريب ديواره برا  

Sambrookشد ) استفاده هايباكتر  & Russell, 

كننده مانند زیبافر ل ريیكارگهابتدا با ب .(2006

EDTA ،SDS 10 نازی، پروتئدرصدK  سلول )جدا ،

( شکسته شده و عيكشت ما وژیفيشده توسط سانتر

آن با استفاده از  نیدادن پروتئ تیماه رییپس از تغ

 كینوكلئ يدهایاز اس ریتمام اجزاء غ ،فنل و كلروفرم

Sambrookوب داده شدند )رس  & Green, 2017 در .)

و ايزوآمیل  سرد درصد 96از اتانول  ستفادهبا ا ان،يپا

. آنگاه ديموجود در محلول استخراج گرد DNA ،الکل

 کلريبا استفاده از دستگاه ترموسا PCRواكنش  

(PCRبا شرا )استاندارد انجام و محصول  ریتکث طي

د درون تانك درص 1در ژل آگارز  PCRحاصل از 

 ریتکث يپژوهش، برا نيدر ا شد.ي الکتروفورز بارگذار

 27F يمرهاياز پرا دهيبرگز هيجدا 16SrRNAژن 

(TACGGY TACCTTGTTACGACTT ) 
1492Rو  (AGAGTTTGATCMTGGCTCAG)  

شد. بعد از مشاهده باند مشخص مورد نظر  يرگیبهره

(bp 1500) ،نمونه با توجه به راهنما،  روي ژل مربوط

به شركت ماكروژن كره  یتوال نییتع يبرال بريده و ژ

-توسط نرم هایتوال نییتع جينتا .ديردارسال گ یجنوب

ها، قرابت زانیو با توجه به م یبررس BLASTي افزارها

 شد. نییتع جنس و گونه هر باكتري

 

انتخاب جدایه بومی مناسب باكتری همزیست 
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 جهت ایجاد جهش 

با گیاه، نیاز است كه براي انتخاب جدايه همزيست 

توان همزيستی آن در تثبیت نیتروژن مولکولی هوا 

 مختلف سويه 4اي گیري شود. لذا كشت گلخانهاندازه

 نیتروژن در تثبیت ريزوبیوم ژاپنیکومبردي باكتري

 به نسبت  L17سويا  رقمبا  تلقیحدر  مولکولی

 روفظدر نیتروژن  امپیپی 70و  35، 0 تیمارهاي

هاي بلوك در قالب جارلئونارد نامهب خاصی ايشیشه

با شرايط روز  70 مدتهدر چهار تکرار ب تصادفیكامل 

 لئونارد ظروف شدناز آماده . پسگرفت انجام مناسب

 )الك میکرون 841محتوي بستر ماسه، با قطر كمتر از 

 5، و محلول غذايی فاقد نیتروژن استريل (20 شمارة

 فواصل به ظرف در بالاي دار شدهعدد بذر جوانه

كشت بذرهاي گرديد. سپس كشت ماسهداخل مساوي

 با غلظتی شدهتهیه تلقیح لیتر مايهمیلی 1با  شده

 900) فارلندمك هايمحلول 3 شماره استاندارد معادل

گرديدند. در  ( تلقیحلیترمیلیون باكتري در میلی

-كشت هايگیاهچه لئونارد حاوي از جارهاي تعدادي

 امپیپی 70و  35، 0 تیمارهاي اعمال جهت شده

(PPMنیتروژن ) تلقیح گونه، هیچغذائی در محلول 

 تیمارهاي بعد از اعمال .نپذيرفت صورتباكتريايی 

 با مشخصات گلخانه مذكور به مورد نظر، ظروف

حداكثر  ، دمايساعت12-16 روشنائی )دورة مناسب

گراد، یتسان درجه 18 شبانه و حداقل 28 روزانه

تا  30حداقل نور درصد و شدت 65-70 نسبی رطوبت

 شدند. با گذشت داده (( انتقالLux) هزار لوكس 35

 عدد تقلیل 3 ها بهتعداد گیاهچه ،روز از آغاز كشت 10

 تعداد باقی همین به ،شآزماي مدت شد و تا پايان داده

 جارها با سنگريزه داخل ماسه سطح ماند. سپس

 منظور كاهشمتر(، بهمیلی 2-4قطر  )داراي استريل

 آلودگی شیوع كاهش و همچنین غذائی تبخیر محلول

 دورة شدند. در طی ، پوشاندهمجاور هم ظروف بین

 فاقد نیتروژن  غذائی هايبا محلول رشد، گیاهان

Bradton & Dilworth (1974) ناحیه از ،استريل 

( همه ب ظرف دو قسمت اتصال جارها )محل میانی

( گلدهی %50) رويشی دوره پايان در شدند.می تغذيه

شدند و  قطع طوقه هر جار از محل به مربوط گیاهان

 ، در آونكاغذي هايپاكت آنها درون قرار دادن از پس

، تا ساعت 72 مدتهگراد بسانتی درجه 70در دماي

 وزن گرديدند. سپس ، خشكثابت وزن به رسیدن

 هوائی هاياندام نیتروژن و كل درصد نیتروژن و خشك

-هنیز ب ايريشه هايسیستم همچنینآنها تعیین شد. 

از  سو پ جدا شده زياد از ماسه و با دقت طور كامل

 خشك وزن ،در بالا ذكر شده در شرايط نمودنخشك

 تیمارهاي تمامی براي گرديد. در نهايت آنها تعیین

يا  راندمان شاخص ،باكتري هايبا سويه شدهتلقیح

زير  روشبه نیتروژن ( در تثبیتSE) همزيستی كارائی

Beck) گرديد تعیین  et al., 1993; Somasegaran et 

al., 1994).  
 

 
 

T b= گیاه هوائی هايدر اندام شدهجذب نیتروژن كل 

 غذائی با محلول شدهو تغذيه باكتري با سويه شدهتلقیح

   فاقد نیتروژن

N2T = هوائی هايدر اندام شدهجذب نیتروژن كل 
 70 ئیغذابا محلول شدهتغذيه و با باكتري نشدهتلقیح گیاه

  نیتروژن امپیپی

N0T= هوائی هايدر اندام شدهجذب نیتروژن كل 
 غذائی با محلول شدهو تغذيه با باكتري نشدهتلقیح گیاه

   فاقد نیتروژن

نشان  1طور كه جدول پس از اين آزمايش، همان

 USDA 110 › ‹ Biosoyهاي ترتیب جدايهدهد بهمی

RS 117 › Br-41 ترين كارايی را نشان دادند. بیش 

 

ایجاد جهش در جدایه خالص باكتری همزیست 

 گیاه سویا با اشعه گاما

جهت تابش اشعه گاما نیاز است كه باكتري ريزوبیومی 

هاي مورد نظر با غلظت و مقدار يکسان در میکروتیوب

لیتري آماده شود. به اين منظور در ابتدا از يك میلی

منتخب  ريزوبیوم ژاپنیکوميبرد سويه بومی باكتري

(B9 =RS117 به محیط )Y MB  استريل در مقدار

گراد در درجه سانتی 28كافی تلقیح نموده و در دماي 

قرار  (RPM150) دورانی با حركاتشیکر انکوباتور 
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 3 شمارة غلظت مشابهداده شد تا غلظت باكتري آن 

ر میلیون باكتري د 900فارلند )مك استانداردهاي

هاي استريل سپس در میکروتیوب ( گرديد.لیترمیلی

میکرولیتر از  70میکرولیتر گلیسرول،  30محتوي 

درجه  -20محلول باكتري اضافه شد و در دماي 

منجمد شد.  پس از آن، جهت سنجش جمعیت 

گرم  5/8ها، با استفاده از سرم فیزلوژي )میکروتیوب

ت دهدهی هاي رقسديم در لیتر( استريل، سريكلرور

در زير لامینار تهیه و اقدام به پخش در سطح محیط 

YMA خمیده استريل گرديد. پس از رشد با میله

-ها، جمعیت باكتري در میکروتیوبباكتري روي پلیت

 دهی محاسبه شد ها جهت اشعه

(Pirvali Beiranvand et al., 2010). 
 

ریزوبیوم بردیانجام تیمارهای اشعه به باكتری 
 های موتانتجهت تولید جدایه مژاپنیک

همزيست با گیاه  ريزوبیومیجدايه بومی باكتري 

-گري )به 5000تا  0( با دزهاي B9 =RS117سويا )

گري اشعه  500گري( با فاصله دز  100استثناي دز 

داده شد. براي اين كار، در هر دز از اشعه چهار 

لیتر سوسپانسیون باكتري میلی 1میکروتیوب محتوي 

هاي یسرول پرتوتابی گرديد. سپس با تهیه سريو گل

ها، اقدام به رقت دهدهی سرم فیزيولوژي میکروتیوب

خمیده استريل با میله YMAپخش در سطح محیط 

 گرديد.

هاي رقت باكتري در سطح نتايج رشد سري 

بیانگر كاهش جمعیت باكتري به صفر  YMAمحیط 

ايت گري نسبت به شاهد بود. در نه 3000در تیمار 

، 171، 27جدايه شامل  800اقدام به جداسازي حدود 

جدايه از تیمارهاي رشد يافته   8و  9، 233، 355

، 1000، 500، 100ترتیب در دزهاي باكتري به

 YMAگري بر سطح محیط  2500، و 2000، 1500

 شد.

 

های برتر باكتری ریزوبیومی انتخاب موتانت

 همزیست

هاي موتانتی است ايهبا توجه به اينکه هدف تولید جد

كه به لحاظ تثبیت زيستی نیتروژن توان بیشتري 

داشته باشند. تنها راه دقیق تعیین اين مهم، انجام 

آزمايش توان كارايی جذب با گیاه همزيست است؛ اما 

كه انجام اين آزمايش به لحاظ وسعت انجام از آنجائی

كار مقدور نیست، در بررسی مطالب مرجع 

 Bergey’s Manual of)شناسی تريسیستماتیك باك

Systematic Bacteriology)  براي كارهاي مشابه

و  (TsuneoKaneshiro)نتايج كارهاي كانشیرو 

هاي همکارانش در استفاده از محیط كشت

glutamate-mannitol-gluconate (GMG)  و
(GMGT) glutamate-mannitol-gluconate-

tryptophan هاي باكتريهاي جهت انتخاب موتانت

-ريزوبیوم با توان احیاي استیلن بیشتر )توان تثبیت

 زيستی نیتروژن بیشتر( مورد توجه قرار گرفت

(Kaneshiro & Kurtzman, 1982; Kaneshiro et 

al., 1983; Garrity et al., 2009).   لذا اقدام به

ها جدايه موتانت در اين محیط 800كشت حدود 

زيستی بیشتر وان تثبیتهاي با تجهت انتخاب جدايه

را بیشتر به  (GMGT)نیتروژن كه رنگ محیط دوم 

. در نهايت، بر همین گرديدكردند، نارنجی تبديل می

جدايه موتانت جهت ارزيابی نهايی در  11اساس، تعداد 

 ارتباط با گیاه سويا انتخاب شد.

 

های منتخب آزمون كارایی همزیستی جدایه

 موتانت با گیاه سویا

جدايه برتر موتانت  11شاهد غیر موتانت و  از دو

شده از دزهاي مختلف اشعه كه در مرحله قبل انتخاب

زيستی نیتروژن بیشتري نشان دادند و توان تثبیت

را از لحاظ كمی به مقدار  GMGTرنگ محیط 

، 2، 3، 3ترتیب بیشتري به نارنجی تبديل نمودند )به

شعه گاما؛ هاي دزهاي با اجدايه از جدايه 1، 1، 1

گري  100و  500، 1000، 1500، 2000، 2500

تلقیح و زاد مايه به   YMBانتخاب شد( در محیط 

هاي قبلی ذكر شد، تهیه شد. مانند آنچه در قسمت

طور كه در قسمت علاوه بر اين، تمامی مراحل همان

انتخاب جدايه بومی مناسب باكتري همزيست اول )

 سازيآماده ( ذكر شده از قبیلجهت ايجاد جهش

 ، تلقیحگیاه كشت، گیاه كشت براي ايشیشه ظروف
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 گیاهان برداشتو  ايگلخانه هايمراقبت بذور و انجام

 هاي هوايیاندام خشك وزنهاي شاخصگیري و اندازه

 ودرصد ، ايهاي ريشهوزن خشك غده، تعداد و گیاه

ر ضرب مقدا)حاصل اندام هوائینیتروژن مقدار كل 

 وزن خشكنیتروژن در وزن خشك اندام هوايی(، 

 كل وزن + غده(، ريشهاي )و كل سیستم ريشه ريشه

كارايی همزيستی تثبیت نیتروژن  و گیاه خشك

انجام  گلدهی %50 رويشی دوره از پايان پسمولکولی 

تجزيه و تحلیل  در پايان .(Fehr et al., 1971)شد 

ها با میانگین هايسمقو  SPSS 16برنامه  با آماري

 اي دانکن صورت پذيرفت.استفاده از آزمون چنددامنه

 

 nif و nod A های مقایسه میزان بیان نسبی ژن

K2  و سویه  ومیزوبیریبردجدایه موتانت باكتری

 مادری 
شده با تلقیح L17براي اين كار، گیاه سويا مادري رقم 

يستی سويه برتر )حاصل از آزمايش قبلی كارايی همز

از  پس هاي موتانت( و همچنین سويه مادريجدايه

، در سه تکرار (یدهگلدهی )شروع غلاف دوره پايان

هاي هوايی و برداشت و هر گیاه به دو قسمت اندام

شده از ماسه( تقسیم و با اي )شستهسیستم ريشه

درجه  -80نیتروژن مايع بلافاصله منجمد و به فريزر 

 د.گراد منتقل ش سانتی

-هاي مورد مطالعه ژنبراي ارزيابی الگوي بیان ژن

در جدايه برتر موتانت و وحشی   nifK2 و nodA هاي

اي منجمد شده در هاي سیستم ريشه)مادري( از نمونه

كل  RNAگراد براي استخراج درجه سانتی -80فريزر 

روش مبتنی ، به RNAاستفاده شد. پس از استخراج 

-لکلی با استفاده از لیتیمو رسوب ا CTABبر محلول 

هاي مقدار بیان ژن cDNAكلرايد، و تبديل آن به 

گرهاي كه قبلاً آغاز 16Sمذكور در حضور ژن كنترل )

-آنها طراحی، ساخت و در نمونه شاهد بیان شد( به

در سه تکرار دستگاهی مورد  Real Time PCRروش 

آزمون قرار گرفت. تمام مراحل اين آزمون با رعايت 

انجام  RNaseت ايمنی و در محیط عاري از آنزيم نکا

-روي سطوح شیشه RNaseگرفت. براي از بین بردن 

گراد به درجه سانتی 180ايی از اعمال تیمار دمايی 

ساعت و در شرايط استريل استفاده شد. براي  3مدت 

هاي مورد محلول RNaseغیرفعال كردن آنزيم 

 DEPC 1/0ه به استفاده از آب دو بار تقطیر تیمار شد

 121روز و اتوكلاو در دماي درصد به طول يك شبانه

دقیقه انجام گرفت. در  20مدت گراد بهدرجه سانتی

دست آمده از آنالیز بیان ژن با هاي بهنهايت داده

شده با بازده ( تصحیحCtΔΔ) Ctاستفاده از مدل دلتا 

Schmittgen & Livak, 2001;  Livak)تکثیر  &  

Schmittgen, 2008)   مورد ارزيابی و محاسبه قرار

 Excell 2007افزار گرفتند، سپس به كمك نرم

 نمودارهاي آنها ترسیم شدند. 

 

 بحث و نتايج

جدايه  4پس از انجام مراحل شناسايی ژنتیکی 

؛ B9: RS 117 ؛B8: Biosoy؛ B3: Br-41باكتريايی )

B10: RS 152نرم وسیلهبه ها،توالی تعیین (، نتايج-

-بررسی شد و با توجه به میزان قرابت Blastهاي فزارا

درصد چهار جدايه  99ها، مشخص شد كه به احتمال 

-(، متعلق به گونه برديB10و  B9؛ B8؛ B3باكتري )

باشد. باندهاي الکتروفورز و ريزوبیوم ژاپنیکوم می

نشان داده شده است.  1درخت فیلوژنی در شکل 

شده در اين ئوتیدي تعیینهاي نوكلعلاوه بر اين، توالی

ارايه شد (NCBI)  مطالعه به بانك اطلاعات ژن بانك 

 NARS-B10 ،NARS-B9هايترتیب براي سويهو به

،NARS-B3 ، NARS-B8 شماره ثبتMF817964- 

MF817963 -  MF817966-MF817965  به آنها

نتايج آزمايش بررسی توان همزيستی اختصاص يافت. 

در  ريزوبیوم ژاپنیکومبردي باكتري مختلف سويه 4

مقايسه با تیمارهاي نیتروژن معدنی در شرايط گلخانه 

ها نسبت به ( نشان داد كه تمامی جدايه1)جدول 

تیمارهاي نیتروژن معدنی در شاخص مقدار جذب 

داري كاراتر هستند. علاوه بر طور معنینیتروژن گیاه به

اد و ها، برخلاف تعداين معلوم شد كه تفاوت جدايه

اي گیاه همزيست با هاي سیستم ريشهوزن خشك غده

آنها، از لحاظ توان تثبیت زيستی نیتروژن مولکولی هوا 

نسبت به ديگر  USDA 110دار است. جدايه معنی

ها توان تثبیت زيستی نیتروژن بیشتري نشان جدايه
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دار معنیBr-41 هم در قیاس با جدايه داد كه اين

طالعه نشان داد كه تعداد و طور كلی اين مبه است.

هاي اي گیاه همزيست، شاخصهاي ريشهوزن غده

باشند و مطلوبی جهت ارزيابی توان همزيستی نمی

هاي مقدار لازم است در اين گونه مطالعات، شاخص

شده و توان )راندمان( همزيستی نیتروژن جذب

 نیتروژن مولکولی در نظر قرار گیرند. 

 

 

 
 

 

A 
 

B 

 : M(A)) درصد  1روي ژل آگارز  ريزوبیوم ژاپنیکومبرديباكتري  16S rRNAباندهاي الکتروفورز مربوط به تکثیر ژن   -1شکل 
باكتري  16S rRNA(: درخت فیلوژنی بر اساس توالی ژن B) ريزوبیوم ژاپنیکومبرديهاي باكتري سويه 4و  3، 2، 1جفت بازي،  100ماركر

 و بر مبناي الگوريتم حداكثر احتمال( Paupافزار )رسم شده با كمك نرم ريزوبیوم ژاپنیکومبردي
Figure 1. Electrophoresis bands related to 16S rRNA Gene of Bradyrhizobium japonicum on Agaros 

jel 1% ((A)M: Lader100 base pairs,1, 2. 3 and 4 are Bradyrhizobium japonicum strains (B): 

Phylogenic tree based on 16S rRNA gene sequence of Bradyrhizobium japonicum (plotted using 

Paup software based on maximum likelihood) 
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 هاي رشدي سوياژاپنیکوم بر شاخص ريزوبیومبرديهاي مختلف باكتري . اثر نیتروژن و تلقیح با سويه1جدول
Table1. Effect of nitrogen and inoculation with different strains of Bradyrhizobium japonicum on 

parameters in soybean 
Treatment Nodule Dry 

Matter 

gr/plant 

Nodule 

Number 

/ plant 

Shoot Dry 

Matter Yield   

      gr/plant 

N-Uptake 

mgr/plant  

Total Dry 

Matter 

gr/plant 

Symbiotic 

Effectiveness 

(SE)% 

N0 - - 0.66 d 4.48 e 0.9 d - 

N1 - - 1.20 c 11.19 e 1.53 c - 

N2 - - 2.25 a 26.96 d 2.81 a - 

Br-41 0.168 a 52.33 a 1.80 a 40.46 c 2.30 b 1.69 b 

Biosoy 0.145 a 39.25 b 2.25 a 50.29 b 2.79 a 2.17 ab  
RS 117 0.145 a 44.00 ab 2.06 ab 50.44 b 2.53 ab 2.10 ab  

USDA 110 0.170 a 42.34 ab 2.39 a 63.72 a 2.93 a 2.68 a 

 (.05/0احتمال  سطح در دانکن اي دامنه چند آزمون پاية بر( ندارند يکديگر با داريمعنی تفاوت مشترك، حرف با هايمیانگین
N0 ،N1  وN2  در كیلوگرم هستند كه باگیاهان آن ها با باكتري نیز تلقیح نشده  میلی گرم 70و  35، 0به ترتیب تیمارهاي نیتروژن با مقادير

 اند.

 : بدون تولید -

Means followed by similar letters are not significantly different at the 95%confidence level. 
N0, N1 and N2 are 0, 35 and 70 mg/kg N with no rhizobia inoculation, respectively. 
- No production 

 
 سويا گیري شده گیاههاي اندازهبر شاخص جدايه موتانت و غیرموتانت تجزيه واريانس اثر -2جدول 

Table 2. Analysis variance of mutant isolates and wild strains on measured parameters in soybean  
M ean Square- Value   

Total Plant  

Dry M atter  

(mgr./plant) 

Root+ 

nodule Dry 

M atter 

(mgr./plant) 

Nodule 

Number 

(number 

/ plant) 

Nodule Dry 

M atter 

(mgr./plant) 

Root Dry 

M atter 

(mgr./plant) 

Symbiotic 

Effectiveness 

(SE) 

%  

N yield 

(mgr./plant) 

Shoot Dry 

M atter  

Y ield 

(mgr./plant) 

Nitrogen 

Percent 

(% /plant) 

df 

S. 

O. 

V. 

82598.666  ns 4474.576  ns 132.035  ns 599.383  ns 2031.741  ns 1505.129  ns 310.412  ns 125508.6  ns 0.214 ns 2 Block 

1217739.078 

** 
42503.299 ** 808.961 ** 7941.208 ** 14855.496 ** 8074.785 ** 1123.942 ** 821048.196 ** 0.359 ** 12 

M utant 

and 

wild 

strain 
258670.631 9363.875 173.237 1186.876 4396.691 1652.502 230.562 175065.634 0.103 24 Error 

11.73 4.85 4.98 4.73 5.13 4.65 5.34 5.17 4.97  CV (% ) 

ns   دار در سطح يك درصددار، اختلاف معنیدهنده عدم اختلاف معنیترتیب نشانبه  **و. 

** and  ns: are significant at 1%  level and  non significant, respectively. 

 

 هایاندام خشك وزنتاثیر تیمارهای مختلف بر 

 گیاه خشك كل وزن و هوائی
دهد ( نشان می2طور كه جدول تجزيه واريانس )همان

اختلاف میانگین وزن خشك اندام هوايی و همچنین 

هاي موتانت و هكل وزن خشك گیاه در تلقیح با جداي

دار شده است. اين درصد معنی 1غیرموتانت در سطح 

هاي موتانت نسبت به شاهد اختلاف در برخی جدايه

دار است. در شده با سويه مادري بیشتر و معنیتلقیح

، وزن خشك اندام 3اثر تلقیح با جدايه موتانت شماره 

ترتیب هوايی و همچنین كل وزن خشك گیاه سويا به

 RS درصد از تلقیح با سويه مادري  75و  30حدود 

بیشتر شده است  USDA 110و غیر موتانت  117

 (. 2)شکل 

 

 نیتروژن كل درصدتاثیر تیمارهای مختلف بر 

 هوائی هایاندام

هاي هوايی گیاه نیز در اثر اختلاف درصد نیتروژن اندام

 L17هاي موتانت و شاهد مادري تلقیح با جدايه

دار شده است درصد معنی 1طح متفاوت و در س

ها (. در اين شاخص تلقیح با برخی جدايه2)جدول 
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 3میزان كمتري نشان داده و در برخی ديگر از جمله 

 30حدود  9و   5، 4هاي شماره جدايه برتر، موتانت

درصد اين شاخص در گیاه افزايش يافته است )شکل 

3.) 

 

 هاي غیر موتانت بر وزن خشك اندام هوايی و كل گیاه سوياو سويه هاي موتانت. تاثیر تلقیح با جدايه2شکل 

 هستند( ريزوبیومیبرديبقیه جدايه هاي موتانت  ، RS 117يمادرو  USDA 110 هاي غیر موتانت ترتیب سويهبه 2و  1) 

Figure 2. Effect of inoculation with mutant isolates and wild strains on soybean shoot dry matter 

and whole dry matter (1 and 2 are wild strains USDA 110, RS  117; and the rest are mutant 

Bradyrhizobium isolates) 

  

 
 هاي غیر موتانت بر درصد نیتروژن اندام هوايی گیاه سوياهاي موتانت و سويه. تاثیر تلقیح با جدايه3شکل 

 هستند( ريزوبیومیبرديهاي موتانت بقیه جدايه ، RS 117يمادرو  USDA 110 ي غیر موتانت هاترتیب سويهبه 2و  1) 

Figure 3. Effect of inoculation with mutant isolates and wild strains on soybean shoot nitrogen 

percent (1 and 2 are wild strains USDA 110, RS  117; and the rest are mutant Bradyrhizobium 

isolates) 
 

تعداد  و خشك وزنتاثیر تیمارهای مختلف بر 

 گیاه سویا ایریشه هایغده
( نشان داد كه تفاوت 2نتايج تجزيه واريانس )جدول

شده در اي تشکیلهاي ريشهتعداد و وزن خشك غده

هاي موتانت نسبت به تلقیح با اثر تلقیح با برخی جدايه

طور كه شکل دار شده است.  همانیشاهد مادري معن



 ...افزايش كارائی زيستی نیتروژن گیاه سويا با جهش در باكتري: و همکاران وندپیرولی بیران 144

 

ها در تلقیح اينکه اين شاخصرغم دهد علینشان می 4

هاي موتانت كمتر شده است در برخی با برخی جدايه

درصد وزن 116و  48؛ 3ها از جمله شماره از جدايه

هاي اي نسبت به تلقیح با سويههاي ريشهخشك غده

فزايش ا RS 117 مادري وUSDA 110 غیر موتانت 

،درصد 40و  13؛ 8يافته است. همچنین جدايه شماره 

هاي اي را نسبت به تلقیح با سويههاي ريشهتعداد غده

افزايش  RS 117 مادري وUSDA 110 غیر موتانت 

 (.4داده است )شکل 

 

 شدهجذب نیتروژن كلتاثیر تیمارهای مختلف بر 

 ویاس گیاهو كارایی همزیستی  هوائی هایدر اندام

ها در اثر تلقیح ها نیز اختلاف میانگیندر اين شاخص

هاي موتانت نسبت به هم و همچنین شاهد با جدايه

دار شده است درصد معنی 1مادري در سطح 

دهد نشان می 5طوركه شکل علاوه همان(. به2)جدول

توجه مقدار قابل 9و  3جدايه شماره  2در اثر تلقیح با 

 تروژنینمقدار كل  رصديد 75تا  53و  61تا  40

هاي غیر در اندام هوايی نسبت به سويه شدهجذب

گیاه سويا   درRS 117 مادري  وUSDA 110 موتانت 

افزايش يافته است. همچنین در تلقیح گیاه با خیلی از 

 43توجه مقدار قابل 9و  8، 3ها، از جمله شماره جدايه

به  درصد، كارايی همزيستی نسبت 81تا  56و  65تا 

 RS 117مادري وUSDA 110 هاي غیر موتانت سويه

 Singh Duhan (2013)(. 5افزايش يافته است )شکل 

 ريزوبیومهايی از موتانت Tn5با استفاده از ترنسپوزون 

براي لپه هندي ايجاد نموده است و گزارش كرده كه 

هاي موتانت، موجب تولید تلقیح گیاه با اين سويه

روژن بیشتري شده است. سیدروفور و تثبیت نیت

Dadarwal et al. (1981)  ريزوبیومدر موتاسیون 

هايی برومايد سويههمزيست با گیاه ماش با اتیديوم

اند كه در شرايط آزمايشگاهی موتانت را گزارش نموده

اي نسبت به سويه وحشی داراي فعالیت و مزرعه

در  Zelalem et al. (2014)اند. نیتروژناز بیشتري بوده

هاي همزيست با باقلا با موتاژن ريزوبیومموتاسیون 

شیمیايی سديم ازيد و هیدروكسیل امین هیدروكلرايد 

اند هاي موتانتی ايجاد نموده است كه توانستهسويه

مقادير بالايی تثبیت زيستی نیتروژن براي گیاه باقلا 

 Hassan& Eissaدر شرايط قلیايی فراهم نمايند. 

 وبه شوري  تصیات مقاومخصودر بررسی  (2013)

 گیاهموتانت با  وموبیريزهاي كارايی همزيستی سويه

 موتانت باعث تلقیح با جدايه اند،گزارش كرده باقلا

شده نسبت به تثبیتروژن تكل محتواي نیافزايش 

 .شدهاي والد سويه
 

 
 اي گیاه سوياهاي ريشهك و تعداد غدههاي غیر موتانت بر وزن خشهاي موتانت و سويه. تاثیر تلقیح با جدايه4شکل 

 هستند( ريزوبیومیبرديهاي موتانت بقیه جدايه ، RS 117يمادرو  USDA 110 هاي غیر موتانت -ترتیب سويهبه 2و  1) 

Figure 4. Effect of inoculation with mutant isolates and wild strains on soybean nodule number and 

nodule dry matter (1 and 2 are wild strains USDA 110, RS  117; and the rest are mutant 

Bradyrhizobium isolates) 
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 هاي غیر موتانت بر كارايی همزيستی و عملکرد نیتروژن گیاه سوياهاي موتانت و سويه. تاثیر تلقیح با جدايه5شکل 

 هستند( ريزوبیومیبرديهاي موتانت بقیه جدايه ، RS 117يمادر و USDA 110 هاي غیر موتانت ترتیب سويهبه 2و  1) 

Figure 5. Effect of inoculation with mutant isolates and wild strains on soybean N-uptak e ans 
symbiotic effectiveness (1 and 2 are wild strains USDA 110, RS  117; and the rest are mutant 

Bradyrhizobium isolates) 

 
 هاي غیر موتانت بر وزن خشك ريشه و ريشه +غده گیاه سوياهاي موتانت و سويه. تاثیر تلقیح با جدايه6شکل 

 هستند( ريزوبیومیبرديبقیه جدايه هاي موتانت  ، RS 117يمادرو  USDA 110 هاي غیر موتانت ترتیب سويهبه 2و  1) 

Figure 6. Effect of inoculation with mutant isolates and wild strains on soybean root and root+ 

nodule dry matter (1 and 2 are wild strains USDA 110, RS  117; and the rest are mutant 

Bradyrhizobium  isolates) 
 

 و ریشه وزن خشكتاثیر تیمارهای مختلف بر 

 ایسیستم ریشه وزن خشك كل

شود، از لحاظ ( مشاهده می1كه در جدول ) طورهمان

هاي موتانت و ها هم، تفاوت میان جدايهاين شاخص

 6دار شده است. شکل همچنین شاهد مادري معنی

بیانگر آن است كه موتاسیون با اشعه گاما توانسته تنوع 

هاي موتانت ها در جدايهزيادي از نظر اين شاخص

 6طوركه شکل اننسبت به سويه مادري ايجاد كند. هم

 8و  3جدايه شماره  2دهد در اثر تلقیح با نشان می

مقدار  درصدي 54تا  50و  24تا  21توجه مقدار قابل

گیاه سويا  نسبت به تلقیح با  ردوزن خشك ريشه 

 RS مادري  وUSDA 110 هاي غیر موتانت سويه

، افزايش يافته است. همچنین در تلقیح با خیلی از 117

-مقدار قابل 8و  3جدايه شماره  2از جمله  ها،موتانت
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درصد، میزان وزن خشك  71تا  60و 31تا  22توجه 

 هاي غیر موتانت ريشه+ غده نسبت به  تلقیح با سويه

USDA 110مادري  و RS 117  افزايش يافته است

 (.  6)شکل 
 

 nif K2 و nodA های مقایسه میزان بیان نسبی ژن

ریزوبیوم و سویه جدایه موتانت باكتری بردی

 مادری
در مقايسه با سويه  9در  جدايه شماره nodA بیان ژن

دهد درصد نشان می 50مادري، افزايش حدود

كاهش داشته است. اين  nifK2اما بیان ژن (. 7)شکل

تواند در گیري شده میهاي اندازهتغییرات در بیان ژن

هاي مرتبط با ارتباط با تغییرات مثبت در شاخص

هاي قبلی براي ستی نیتروژن كه در بخشتثیت زي

گیري شد، باشد. بديهی است كه جدايه موتانت اندازه

شدن نقش هر يك از اين تغییرات در براي روشن

هاي بسیار بیشتر در جدايه موتانت، نیاز به بررسی

 آينده است.

 

 RS  117 ريزوبیوم ژاپنیکومبرديمادري  و سويه 9در جدايه موتانت شماره  nodAو  nifK2 . بیان نسبی ژن هاي 7شکل 

Figure 7. Relative expersion of   nif K2 and nodA genes in  mutant isolate number 9 and and wild 

strain Bradyrhizobium Japonicum RS  117 

 
 

 كلي گيرينتيجه

توجهی تعداد قابل كه بود آن بیانگر پژوهش اين نتايج

هاي حاصل از جهش در سويه موتانت هاياز جدايه

توانايی افزايش  RS 117 ريزوبیوم ژاپنیکومبرديبومی 

هاي رشدي گیاه سويا را نسبت به دار شاخصمعنی

طوري كه در تثبیت زيستی سويه مادري داشتند؛ به

نیتروژن در بهترين سويه موتانت حاصل، تلقیح 

به درصد توان همزيستی را نسبت  80توانست بیش از 

-رغم مشاهده جهشسويه مادري افزايش دهد. لذا علی

هاي بعضاً نامطلوب در مواد زيستی كشاورزي از قبیل 

هاي مفید، در عرصه كاهش راندمان برخی باكتري

تواند نويد كاربرد تحقیقات، كاربرد اين موضوع می

اي پرتوتابی و تحقیقات بیشتر در اين روش هسته

تغذيه نیتروژنه گیاه سويا زمینه به امید اصلاح توان 

تحقیقات بیشتر  با هاموتانت اين بنابراين كاربرد باشد.

 نهايت در و سويا عملکرد و رشد زمینه بهبود تواندمی

هاي كشت و هزينه شیمیايی كاربرد كودهاي كاهش

آن در راستاي توسعه سطح كشت گیاه روغنی سويا 

 .به كشور باشد براي كاهش وارادت روغن
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