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  چكيده

هاي توليد كننده ملانين همزيست با يونجه در نواحي  به منظور تعيين پراكنش سينوريزوبيوم
 جدايه از سينوريزوبيومهاي همزيست با دو جمعيت 982 ايران، تعداد يغرب و شمال غرب

 در هشت خاك جمع ،)كودي(و يك جمعيت خارجي ) همداني و نيك شهري(يونجه داخلي 
از  انتخاب شدند كه ، شده از استانهاي كردستان، كرمانشاه، آذربايجان شرقي و كردستانآوري

نتايج نشان داد كه تفاوت . توانايي توليد ملانين را داشتند%) 1/24( جدايه 237تعداد بين آنها 
هاي توليد كننده ملانين بيشتر از تفاوت ارقام مختلف  هاي مناطق مختلف در تعداد سوش  خاك
هاي  شود كه تأثير نوع خاك مزرعه در غالبيت جدايه بنابراين، چنين استنباط مي. جه استيون

 جفت بازي به وسيله 456تكثير نوار . توليد كننده ملانين بيشتر از نوع رقم ميزبان است
 جدايه 20 جدايه ريزوبيومي و عدم تكثير در 30 در mepAآغازگرهاي طراحي شده از ژن 

هاي  ا نتايج حاصل از توليد ملانين در محيط كشت، نشان داد كه همه جدايهديگر و تطابق آن ب
هاي  بررسي توالي. توليد كننده ملانين حاوي ژن توليد كننده آنزيم تيروزيناز هستند

 .S حفاظت شده است اما در گونه S. meliloti در mepAنوكلئوتيدي نشان داد كه توالي ژن 

medicaeمحدودي روبروست، اين توالي با تغييرات . 

  
  يونجه، سينوريزوبيوم، ملانين، تيروزيناز، ايران : واژه هاي كليدي

  
  مقدمه

يكي از ويژگي هاي مهم گياهان خانواده لگوم مانند 
يونجه، توانايي آنها در همزيستي با باكتري هاي تثبيت 

همزيستي اختصاصي بين يك . كننده نيتروژن مي باشد
يوم و گونه مشخصي از لگوم با گونه خاص باكتري ريزوب

مبادله سيگنالهاي پيچيده ملكولي آغاز مي شود و 
ي ايجاد ـايـباكتري پس از ورود به داخل ريشه، گره ه

مي كند كه در داخل اين گره ها عمليات تثبيت 
 ,.Denarie et al(بيولوژيكي نيتروژن انجام مي گيرد 

درت خصوصيات ويژه نژاد ريزوبيومي از نظر ق). 1996
 سرعت كلونيزه شدن در ، سرعت رشد،تحرك

 ماندگاري بيشتر در خاك براي گره سازي در ريزوسفر و
نژادهايي .  ريشه گياهان از اهميت زيادي برخوردار است

كه پايداري بيشتر در خاك داشته باشند و با سرعت 
بيشتري گره سازي نمايند در رقابت با ساير ريزوبيوم 

 de Oliveira(مل خواهند كرد هاي ريزوسفر موفق تر ع

& Graham, 1990 .(گي هاي رقابتي و پايداري ژوي
مي شودكه بيان  ريزوبيوم ها توسط بعضي ژنها كنترل

 پيشي گرفتن از  وتوان ماندگاري آنهااين ژنها در بهبود 
 نقش اساسي  براي گره سازي نژادهاي ريزوبيوميساير 
اي توليد كننده در بين اين ژن ها مي توان به ژنه. دارد

ملانين اشاره كرد كه يك مزيت رقابتي در گره سازي 



 1392، 1، شماره 44دوره ايران علوم گياهان زراعي مجله             86

 Castro(براي نژادهاي توليد كننده آن فراهم مي نمايد 

et al., 2000.(  
 است كه  رنگملانين رنگدانه اي قرمز تا قهوه اي

ها توليد  ها و باكتري بوسيله حيوانات،گياهان، قارچ
ماده با اين ). Henson et al., 1999(شود  مي

فنولي و با استفاده  پليمريزاسيون اكسيداتيو تركيبات پلي
) Laccase( يا لكاز )Tyrosinase(هاي تيروزيناز  از آنزيم

 Monophenolتيروزينازها به دو صورت . شود سنتز مي

monooxygenase و   o-diphenol:oxygen-

oxidoreductaseنمايند، در حالي كه لكاز فقط   عمل مي
 دارد  p-diphenol:oxygen oxidoreductaseفعاليت 

)Sanchez-Navarro et al., 2000; Thurston, 1994(.   
مشخص شده است كه توانايي توليد ملانين براي 

هايي دارد كه مقاومت در برابر  موجودات زنده سودمندي
، )Hill, 1992(تابش اشعه ماوراء بنفش و نور مرئي 

 احيا و  -اسيون اكسيد ها در برابر شرايط  حفاظت سلول
، )Montefiori & Zhou, 1991(فعاليت ضد ميكروبي 

مقاومت در برابر حمله آنزيم هاي تخريب كننده ديواره 
 و افزايش )Kuo & Alexander, 1967 ( سلولي

 Nosanchuk(ماندگاري و توانايي رقابت در شرايط تنش 

& Casadevall, 2003(همچنين.  از جمله آنهاست ،
  ،ملانين در قارچ هاي  بيمارگر گياهي و جانوريتوليد 

هاي دفاعي  به دليل افزايش مقاومت آنها به مكانيزم
 Nosanchuk & Casadevall, 2003; Salas et(ميزبان 

al., 1996(  و نقش آن در هضم ليگنين)Hatakka, 

تاكنون توليد ملانين در .  اهميت زيادي دارد)1998
، Aeromonasهاي مختلف باكتريايي  جنس

Azospirillum  ،Azotobacter ،Bacillus ،Legionella ،
Micrococcus ،Mycobacterium ،Proteus ،

Pseudomonas ،Rhizobium ،Sinorhizobium ،
Shewanella ،Streptomyces و Vibiro گزارش شده 

  .)Wang et al., 2000; Claus & Decker, 2006(است 
   R. leguminosarum bv. phaseoliتوليد ملانين در 

باعث سم زدايي تركيبات فنلي در گره ها و ريشه هاي 
 ;Borthakur et al., 1987(مسن گياه لوبيا مي شود 

Cubo et al., 1988( و همچنين به عنوان يك مكانيزم 
جايگزين در حفاظت از آنزيم نيتروژناز در برابر اكسيژن 

هاي تثبيت كننده نيتروژن جنس  در باكتري

Azotobacter معرفي شده است )Shivprasad & Page, 

1987(.  
 به بيان S. meliloti GR4توليد ملانين در باكتري 

 & Nosanchuk(شود  ژن تيروزيناز نسبت داده مي

Casadevall, 2003( . حدس بر اين است كه علاوه بر
تيروزيناز، آنزيم ديگري به نام لكاز نيز در توليد ملانين 

 Castro-Sowinski et(قش داشته باشد  نS. melilotiدر 

al., 2002( . آنزيم تيروزيناز، كه در اكسيداسيون تيروزين
شود   كد ميmepAنقش دارد، به وسيله ژن ساختماني 

  S. melilotiهاي  رسد اين ژن در سوش كه به نظر مي
 شباهتي با mepAژن . بصورت حفاظت شده باشد

 .Rيا  R. leguminosarum bv. phaseoli در melهاي  ژن

leguminosarum bv. viceae ژن .  نداردmelA در R. 

leguminosarum در پلاسميد pSym واقع شده و نسخه 
هوازي به وسيله ژن  برداري از آن تحت شرايط بي

 ,.Borthakur et al( كنترل مي شود nifAتنظيمي 

 S. meloloti در حاليكه توليد ملانين در    ،)1987

GR4لاسميد غير همزيست  را با پpRme GR4b) MDa 
مرتبط دانسته اند وحتي انتقال اين پلاسميد به ) 140

Agrobacterium tumefaciens منجر به توليد ملانين از 
 ,.Mercado-Blanco et al(اين باكتري شده است 

 R. leguminosarum bv. phaseoliبرخلاف .  )1993
ن تنظيم  تحت كنترل ژGR4توليد ملانين در سويه 

.  )Mercado-Blanco et al., 1993(  نيست nifAكننده 
توليد كننده  (melبه منظور اجتناب از اشتباه با ژن هاي 

melibiose(، ژن توليد كننده ملانين را mep نامگذاري 
آنزيم ديگر . )Mercado-Blanco et al., 1993(كرده اند 

ي به از اين جهت كه نياز، لكاز،دخيل در توليد ملانين
ها ندارد  پراكسيد هيدروژن براي اكسيد كردن پيش ماده

اين آنزيم با انتقال . با پرواكسيداز متفاوت است
موادي . كند ها به مولكول اكسيژن ، آب توليد مي الكترون

-Syringaldazine) 4-hydroxy-3,5مانند 

dimethyloxybenaldehyd azine ( وABTS) 2,2'-

azino-bis-ethylbenzthiazoline-6-sufonic acid ( به
هر دو . روند عنوان پيش ماده براي اين آنزيم به كار مي

اي جهت اتصال مولكول مس  آنزيم تيروزيناز و لكاز دنباله
دارند كه  براي فعاليت خود نيازمند اين مولكول مي 

  .)Castro-Sowinski et al., 2002(باشند 
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 .R. etli ،Rهاي  هاي ريزوبيومي گونه بررسي جدايه

gallicum ،R. giardinii ، R. leguminosarum bv. 

phaseoli و S. fredii جداسازي شده از گياه لوبيا و در 
منطقه جنوب غرب اسپانيا، نشان داده است كه حدود 

ها توانايي توليد ملانين را دارند   درصد جدايه37
)Rodriguez-Navarro et al., 2000(. سوش 24 مطالعه 

 از مناطق مختلف نشان داده Sinorhizobiumمختلف 
ها توليد ملانين مي كنند و  از سوش% 62است كه حدود 

اين نشانگر توانسته است در طي چهار سال متوالي 
هاي توليد كننده ملانين حفظ  پايداري خود را در سوش

 شناسايي  ،بنابراين. )Castro et al., 2000(نمايد 
ن در بين جدايه هاي هاي توليد كننده ملاني ريزوبيوم

 ايراني براي تعيين استرين هايسينوريزوبيومي يونجه 
هاي واجد قدرت ماندگاري و توانايي رقابت با ساير 

  .باكتري ها ريزوسفر حائز اهميت است
  

  مواد و روش ها
  DNAجمع آوري نمونه ها و استخراج 

به منظور جداسازي ريزوبيومهاي همزيست با يونجه، 
 يونجه چندساله شامل دو جمعيت ابتدا سه جمعيت

و يك جمعيت اصلاح ) همداني و نيك شهري(داخلي 
به طور جداگانه در دو نمونه خاك )  كودي(شده خارجي 

جمع متفاوت از  يك مزرعه يونجه و يك زمين باير 
 از مناطق چغاكبودكرمانشاه، سنندج آوري شده

 آباد -كردستان ، عجب شيرآذربايجان شرقي و نور
 °C  سه تكرار كشت گرديد و با شرايط دمايي درن لرستا

پس از ده هفته، به . ند در گلخانه نگهداري شد22 -35
طور تصادفي چهار گياه از هرگلدان و چهار گره  از هر 

 انتخاب ) گره از هر نمونه خاك16درمجموع  ( گياه
 96%هرگره پس ازسترون كردن سطحي در الكل . ندشد

مايع تجارتي /. (5%كلريت سديم هيپوبه مدت دو دقيقه، 
 به مدت يك دقيقه و سه بار شستشو )10%سفيد كننده 

در آب مقطر استريل، به كمك پنس استريل در يك 
قطره آب استريل داخل يك ظرف پتري سترون له 

پانسيون بدست آمده سيك لوپ باكتريايي از سو. گرديد
 TY)Tryptone 5g, Yeast extract روي محيط جامد

3g, CaCl2 0.9g, Agar 15g, ddH2O 1liter ( كشت
  نگهداري C°28 ساعت در دماي 48گرديد و به مدت 

ريزوبيومي از هر كشت سينويك پرگنه مشخص . شد
 TY، 600انتخاب شد وپس از تكثير در محيط مايع

 ميلي 300 مزبور با  جدايهميلي ليتر از سوسپانسيون
ايو مخلوط ليتر گلسيرول سترون در داخل لوله هاي كر

گرديد و پس از انجماد كامل در نيتروژن مايع  براي 
  .  انتقال يافت-C°80نگهداري طولاني مدت به فريزر 

 از جدايه ها، يك لوپ از پرگنه DNAبراي استخراج 
 50 در TY  ساعت رشد كرده هر جدايه در24هاي 

ميكروليتر آب مقطر استريل به صورت سوسپانسيون 
دقيقه  جوشانده شد و بلافاصله  10درآمد و به مدت 

پس از سرد شدن نمونه ها و . روي يخ قرار گرفت
 دقيقه، 10 دور در دقيقه به مدت 14000سانتريفوژ در 

 هر نمونه مقدار دو DNA از مايع رويي محتوي 
  . استفاده گرديدPCRميكروليتر در واكنش هاي 

 TYتوليد ملانين در محيط كشت 

هاي ريزوبيومي  نين جدايهبه منظور بررسي توليد ملا
هاي مختلف غرب و شمال غرب  به دست آمده از خاك
گرم تيروزين   ميلي60 حاوي TYايران، از محيط كشت 

استفاده گرديد  ليتر درگرم سولفات مس   ميلي40و 
)Castro et al., 2000( . بدين منظور، مقدار اندكي از هر

 به ،سترونبا استفاده از لوپ ، TYجدايه رشد كرده روي 
 48ها به مدت   باكتريمذكور انتقال يافت ومحيط كشت 

پس  .انكوبه شدنددرجه سلسيوس  28 در دماي ساعت
 TBE) 89mMمحلول ليتر از  ميلي دومقدار از اين مدت 

Tris, 89mM Boric acid, 2mM EDTA ( 10محتوي 
 به محيط كشت حاوي جدايه اضافه شد، به SDSدرصد 

تغيير رنگ  . ط كشت را پوشانيدترتيبي كه سطح محي
 به عنوان  ، دقيقه30س از حدود پ اي تيره  قهوهبه لنيك

  .  شددر نظر گرفتههاي واجد توليد ملانين   جدايهشاخص
  mepAطراحي نشانگر اختصاصي ژن 

مشخص شده است كه دو آنزيم تيروزيناز و لكاز در 
هاي ريزوبيومي نقش دارند  توليد ملانين سوش

)Mercado-Blanco et al., 1993( . آنزيم تيروزيناز به
 كد مي شود و به نظر mepAوسيله ژن ساختماني 

 حفاظت S. melilotiهاي  رسد كه در تمامي سوش مي
 S. meliloti باكتري GR4اين ژن در سويه . شده باشد

يابي گرديده است و در بانك اطلاعات  شناسايي و توالي
 ثبت Accession no. X69526با شماره ) NCBI(ژني 
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توالي از. )Nosanchuk & Casadevall, 2003(باشد  مي
 Primer3 v. 0.4.0 افزار اين ژن با استفاده از نرم

)http://frodo.wi.mit.edu/( رفت آغازگر ) MepA 5' 

GTACCGCAATGGCTTCATCC 3'(  و برگشت 
)MepAr 5' GCCTTGATGGTGTCGATGTC 3' (

  . طراحي شد
هاي   در جدايهmepAدر بررسي امكان وجود ژن 

 جدايه ريزوبيومي كه اغلب آنها 50ريزوبيومي، از حدود 
در محيط كشت حاوي تيروزين و سولفات مس رنگدانه 

 GR4هاي  سويه. ملانين توليد نموده بودند، استفاده شد
ان  به ترتيب به عنوS. meliloti باكتري Rm1021و 

هاي استاندارد شاهد مثبت و شاهد منفي، در اين  نمونه
تهيه  با مواد PCR  واكنش. آزمايش شركت داده شدند

 25 در حجم ).Sigma Co(ت سيگما شركشده از 
 حاوي X10 ميكروليتر بافر 5/2 شامل يميكروليتر

 Taq  آنزيميك واحد مولار،  ميلي15منيزيوم  كلريد

DNA Polymerase) Red Taqاوي بافر بارگذاري ح( ،
 ميلي مولار 2/0   ميكرومولار از هر آغازگر،33/0

dNTPs دو ميكروليتر از  وDNAحدود (  استخراج شده
 PCR برنامه انجام واكنش .انجام گرفت)  نانوگرم50

 35 به مدت دو دقيقه، C°95شامل يك چرخه در 
 30 به مدت C°52 ثانيه، 30 به مدت C°95چرخه در 

 به مدت يك دقيقه و يك چرخه بسط C°72ثانيه و 
 دقيقه در دستگاه 10به مدت  C°72 نهايي در 
محصولات .  انجام شدPrimus 96 (MWG)ترموسايكلر 

PCR آگارز يك درصد با بافر  روي ژلTAE الكتروفورز 
 g/mlµبرومايد  ژل پس از رنگ آميزي با اتيديوم. شد
  .رديد عكسبرداري گGel document، بوسيله دستگاه 10

 mepAتوالي يابي قطعات تكثير يافته ژن 

هاي   در جدايهmepAپس از رديابي قطعه ژن 
، MepAf/MepArريزوبيومي به وسيله جفت آغازگر 

چهار جدايه واجد ژن انتخاب شدند تا چندشكلي بين 
ابتدا محصول . هاي نوكلئوتيدي آنها مقايسه شود توالي
PCRركت ها به كمك كيت مخصوص ش  اين نمونه

Invitogene) Cat. No. K3100-02( سازي  خالص
، به منظور توالي يابي مستقيم قطعه تكثير يافته. گرديد

 100 به ازاي هر PCR نانوگرم از محصول 10مقدار 
 5/1جفت باز به همراه شش پيكومول از هر آغازگر، 

 برابر و چهار ميكروليتر 10يابي  ميكروليتر بافر توالي
در ) Sigma Co. H-1282( يابي  يمخلوط واكنش توال

واكنش در ترموسايكلر . به كار رفت PCRواكنش 
Primus 96 (MWG) با شرايط دمايي يك دقيقه در 

C°96 ثانيه در 10 چرخه دمايي شامل 25 و سپس 
C°96 پنج ثانيه در ،C°50 و چهار دقيقه در C°60 

  . صورت گرفت
 به PCRسازي محصول  پس از انجام واكنش، خالص

هاي مورد نظر در  توالي نمونه. كمك اتانول انجام گرفت
يابي دانشگاه فلورانس ايتاليا تعيين شد و  آزمايشگاه توالي

 مورد Bioeditافزار  هاي نوكلئوتيدي به كمك نرم توالي
هاي به دست آمده با  توالي. بررسي قرار گرفتند

هاي نوكلئوتيدي موجود در بانك ژن مقايسه  توالي
ها   به منظور مقايسه تواليMEGA4افزار  از نرم. گرديدند

  .و بررسي رابطه فيلوژنتيكي آنها استفاده شد
 

 نتايج و بحث

 از محلول ،در آزمون بررسي توليد ملانين جدايه ها
TBE درصد 10 حاوي SDSهاي   براي تيمار سلول

 حاوي تيروزين و TYريزوبيومي رشد يافته در محيط 
 با تخريب ديواره سلولي و سولفات مس استفاده شد تا

.  ها، ملانين داخل باكتري به بيرون نشت كند وزيكول
هاي  نتيجه اين تيمار تغيير رنگ كلني باكتري

  . اي تيره بود توليدكننده ملانين به قهوه
، 300، 600(هاي مختلف تيروزين  استفاده از غلظت

 و 20، 10(و سولفات مس ) گرم در ليتر  ميلي60 و 150
 نشان داد كه TYدر محيط كشت ) گرم در ليتر ي ميل40

گرچه با افزايش غلظت تيروزين و سولفات مس ميزان 
تراكم رنگدانه ملانين نشت يافته از كلني افزايش 

 40گرم در ليتر تيروزين و   ميلي60يابد، اما غلظت  مي
ترين غلظت براي  گرم در ليتر سولفات مس مناسب ميلي

هاي ريزوبيومي  نين در جدايهتعيين توانايي توليد ملا
 جدايه ريزوبيومي 30نتيجه آزمون توليد ملانين . است

نشان داد كه در غياب تيروزين و در حضور سولفات مس 
گيرد، در  در محيط كشت، توليد ملانين انجام مي

كه بدون استفاده از سولفات مس و حتي در  صورتي
 ممكن نيستحضور تيروزين، توليد ملانين صورت 

 سوش 24پيشتر نيز گزارش شده بود كه  ). 1كل ش(
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سينوريزوبيومي توليد كننده ملانين در محيط كشت 
TY و TY اي توليد نكردند  حاوي تيروزين رنگدانه

)Castro-Sowinski et al., 2002(،با   در حاليكه
 محيط كشت حاوي سولفات مس فاقد استفاده از

زوبيومي  ري ها به جز سوش جدايهآن تيروزين ، همه 
U143مطالعات مختلف نشان .  توليد ملانين نمودند
اند كه دو آنزيم تيروزيناز و لكاز جايگاهي براي  داده

اتصال فلز مس دارند و در صورت عدم وجود سولفات 
. مس در محيط كشت، قادر به توليد ملانين نخواهند بود

از سوي ديگر، تيروزين به عنوان سوبستراي آنزيم 
اي فعاليت اين آنزيم مورد نياز است تيروزيناز بر

)Castro-Sowinski et al., 2002( . محققين در مطالعه
 در محيط كشت U143خود عدم توليد ملانين در جدايه 

حاوي سولفات مس و فاقد تيروزين را وجود ژن توليد 
كننده آنزيم تيروزيناز و عدم وجود ژن توليد كننده 

 ,.Castro-Sowinski et al(اند  آنزيم لكاز عنوان نموده

 توسط جدايه بنابراين، در صورت توليد ملانين. )2002

 در محيط كشت حاوي سولفات مس، احتمال فعاليت اي
 تيروزيناز، لكاز يا هر دو هاي هاي توليد كننده آنزيم ژن

در جدايه مزبور وجود دارد، اما عدم توليد ملانين در 
ن نشان محيط كشت حاوي سولفات مس و فاقد تيروزي

دهنده فعاليت ژن توليد كننده آنزيم تيروزيناز و عدم 
فعاليت ژن توليد كننده آنزيم لكاز در جدايه مزبور است 

)Castro-Sowinski et al., 2002(. 30 توليد ملانين در 
هاي  جدايه سينوريزوبيومي جداسازي شده از خاك

مناطق غرب و شمال غرب ايران و ارقام مختلف يونجه 
ط كشت حاوي سولفات مس و فاقد تيروزين در محي

نشان داد كه احتمال وجود ژن توليد كننده لكاز به 
هاي مزبور  همراه ژن توليد كننده تيروزيناز در جدايه

اي كه فاقد ژن توليد  در صورت يافتن جدايه. وجود دارد
توان نسبت به خاموشي ژن  كننده آنزيم لكاز باشد، مي

 بررسي نقش ملانين در جدايه توليد كننده تيروزيناز و
  . مزبور استفاده نمود

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

هاي مختلف   حاوي غلظتTYهاي سينوريزوبيومي توليد كننده ملانين در محيط كشت  جدايه  - 1شكل 
  . به رنگ قهوه اي ديده مي شوندSDS و TBE پس از تيمار با محلول  كهتيروزين و سولفات مس

  
ژن توليد كننده آنزيم تيروزيناز در به منظور رديابي 

 جدايه ريزوبيومي و 50هاي مورد مطالعه، تعداد  جدايه
به  S. meliloti باكتري Rm1021 و GR4دو سويه 

ترتيب به عنوان استانداردهاي مثبت و منفي، با استفاده 

20 mg/l 
CuSO4 

10 mg/l 
CuSO4 

Without 
CuSO4 

40 mg/l 
CuSO4 

600 mg/l 
Tyrosine 

Without 
Tyrosine 

300 mg/l 
Tyrosine 

150 mg/l 
Tyrosine 

60 mg/l 
Tyrosine 
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 بررسي MepAf/MepArاز آغازگرهاي طراحي شده 
ي به وسيله  جفت باز456تكثير نوار ). 2شكل (شدند 

 جدايه ريزوبيومي و عدم تكثير در 30اين آغازگرها در 
 جدايه ديگر و تطابق آن با نتايج حاصل از توليد 20

هاي  ملانين در محيط كشت، نشان داد كه همه جدايه
توليد كننده ملانين حاوي ژن توليد كننده آنزيم 

طور كه ذكر شد توليد ملانين  اما همان. تيروزيناز هستند

محيط كشت حاوي سولفات مس و فاقد تيروزين در در 
ها علاوه  هاي مزبور نشان داد كه احتمالاً اين جدايه جدايه

بر ژن توليد كننده آنزيم تيروزيناز، حاوي ژن توليد 
ژن توليد كننده لكاز در . هستندكننده آنزيم لكاز نيز 

يابي نشده  هاي ريزوبيوم هنوز شناسايي و توالي باكتري
بتوان آغازگر اختصاصي به منظور رديابي ژن است كه 
  .هاي ريزوبيومي طراحي نمود جدايهمزبور در 

  

  

  

  

  
  
  
  

هاي   در جدايه mepA جفت بازي ژن 456 قطعه تكثير يافته - 2شكل 
 MepAf/MepArسينوريزوبيومي مورد بررسي با استفاده از آغازگرهاي 

  
  جفت بازي تكثير شده در دو جدايه456قطعه 

هاي  ريزوبيومي از ارقام مختلف يونجه در خاك
 S. meliloti، يك جدايه از گونه )5C23 و 1A42(ايران
 .S، يك جدايه از گونه )AK83(هاي تونس  خاك

medicae جداسازي شده از شنبليله ايران )T7 ( به همراه
. يابي گرديدند  تواليS. meliloti باكتري GR4سويه 

هاي فوق و همرديف  دي جدايههاي نوكلئوتي بررسي توالي
 نشان داد كه NCBIهاي موجود در  كردن آنها با توالي

 و همچنين GR4توالي قطعه تكثيري در سويه 
 تونس با توالي AK83 ايران و 5C23 و 1A42هاي  جدايه

 موجود در بانك ژن كه از همين سويه توالي mepAژن 
طعه علاوه بر اين، ق. يابي شده است، شباهت كامل دارد

 با بخشي از ژن توليد كننده GR4تكثير يافته در سويه 
Monophenol monooxygenase در گونه S. medicae 

WSM419 با شماره  CP000741 ،در بانك اطلاعات ژن 
ها با  همرديف كردن توالي جدايه.  درصد شبيه است99

هاي   نشان داد كه تواليMEGA4افزار  استفاده از نرم
 GR4 و 1A42 ،5C23 ،AK83هاي  مزبور در جدايه

 mepAهيبريداسيون ژن ساختماني . شباهت كامل دارند
 نيز نشان داده است S. melilotiهاي مختلف  در جدايه

 حفاظت شده S. melilotiكه توالي ژن مزبور در گونه 
در اين بررسي . )Mercado-Blanco et al., 1993(است 

بليله  شنT7مشخص شد كه توالي مربوط به جدايه 
به اندازه چهار نوكلئوتيد با ترادف ) S. medicae(ايراني 

  ).3شكل  (متفاوت است S. meliloti در mepAژن 
 .S در mepAرسد كه توالي ژن  بنابراين، به نظر مي

meliloti حفاظت شده باشد اما در گونه S. medicae ،
كه  در صورتي. اين توالي با تغييرات محدودي روبروست

 .Sهاي     در تعداد بيشتري از باكتريmepA توالي ژن

medicaeتوان در مورد صحت اين   مقايسه شود مي
  .نظريه با دقت بيشتري اظهار نظر نمود

 جدايه سينوريزوبيومي جداسازي شده 982از تعداد 
هاي مختلف يونجه در  هاي ريشه جمعيتاز گره
 237هاي مناطق غرب و شمال غرب ايران، تعداد  خاك
توانايي توليد ملانين را داشتند )  درصد24حدود (ه جداي

  ).1جدول (
  

100 

500 

400 
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  هاي سينوريزوبيوم ها، ارقام مختلف يونجه و اثر متقابل آنها بر صفت توليد ملانين در جدايه  تاثير نمونه خاك-1جدول 
هاي توليدكننده  جدايه

 ملانين
 تعداد  درصد

تعداد كل 
ها جدايه  تيمار مورد استفاده 

4/20   )همداني (Aجمعيت  302 64 
2/24  )شهري نيك (Bجمعيت  348 84 

6/26  )كودي (Cجمعيت  332 89 

4/28  خاك شماره 131 37 

3/4 2خاك شماره  116 5   

2/55 3خاك شماره  112 63   

1/13 4خاك شماره  113 14   

8/15 5خاك شماره  124 20   

1/24 6خاك شماره  130 31   

5/10 7خاك شماره  141 15   

6/43 8خاك شماره  115 52   

3/25  11 43 A1 
6/18  8 30 A2 
5/15  6 27 A3 
9/13  3 30 A4 
7/10  4 42 A5 
4/26  11 41 A6 
3/8  4 48 A7 

41 17 41 A8 
1/28  12 45 B1 
3/3  1 39 B2 
2/64  26 42 B3 
5/6  3 38 B4 
6/12  6 47 B5 
2/31  15 48 B6 
4/10  5 46 B7 
5/36  16 43 B8 
1/32  14 43 C1 
1/2  1 47 C2 
7/60  26 43 C3 
1/18  8 45 C4 
6/28  10 35 C5 
9/12  5 41 C6 
5/12  6 47 C7 
2/60  19 31 C8 

1/24  كل جمعيت ريزوبيومي 982 237 
  

 Sinorhizobium سوش مختلف 24در مطالعه 
همزيست يونجه از مناطق مختلف كشور اروگوئه نشان 

ا توليد ملانين ه از سوش% 62داده شد كه حدود 

رسد  بنابراين، به نظر مي. )Castro et al., 2000(كنند  مي
هاي ريزوبيومي توليد كننده ملانين  كه پراكنش جدايه

  .هاي مناطق مختلف متفاوت است در خاك
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 MepAr/MepAf  تكثير يافته به وسيله جفت آغازگر DNA مقايسه توالي قطعه - 3شكل 
  . هاي موجود در بانك ژن ينوريزوبيومي با جدايه سهاي درجدايه

  
هاي سينوريزوبيومي   به منظور مقايسه فراواني سوش
هاي مناطق مختلف  واجد توانايي توليد ملانين در خاك

هاي ريزوبيومي  غرب و شمال غرب ايران، جدايه
بندي گرديد و  همزيست با يونجه از هر نمونه خاك گروه

كننده ملانين در آنها محاسبه هاي توليد  درصد جدايه
هاي  هاي خاك نتايج حاصل نشان داد كه بين جدايه. شد

داري از نظر توليد ملانين  مناطق مختلف تفاوت معني
آوري شده از   جمع8 و 3هاي شماره  خاك. وجود دارد

 درصد بالاترين تعداد 6/43 و 2/55سنندج به ترتيب با 
.  اختصاص دادندجدايه توليد كننده ملانين را به خود

هاي توليد كننده ملانين براي   اين درصد بالاي جدايه
 8 و 3هاي  ارقام مختلف يونجه كشت شده در خاك

 به  ملانين دارهاي   جدايههر چند كهكرد،  صدق مي
، 3در خاك شماره  )3A(دست آمده از يونجه همداني 

، متعلق به 2خاك شماره . كمتر از دو رقم ديگر بود
هاي  اكبود كرمانشاه، كمترين ميزان جدايهمنطقه چغ

هاي  توليد كننده ملانين را داشت، اما درصد جدايه
ريزوبيومي جداسازي شده از رقم يونجه همداني در 

شهري و   به مراتب بالاتر از ارقام نيك2خاك شماره 

مجموع نتايج خلاصه شده در جدول . كودي ارزيابي شد
ي مناطق مختلف در ها  دهد كه تفاوت خاك  نشان مي1

هاي توليد كننده ملانين بيشتر از تفاوت  تعداد سوش
بنابراين، چنين استنباط . ارقام مختلف يونجه است

شود كه شايد رقم يونجه تأثير مهمي در جذب  مي
هاي توليد كننده ملانين نداشته باشد، اما اختلاف  سوش
هاي مختلف، فارغ از نوع  دار حضور آنها در خاك معني

هاي  زبان، تأثير نوع خاك مزرعه را در غالبيت جدايهمي
هاي  بررسي جدايه. دهد توليد كننده ملانين نشان مي

 .R. etli ،R. gallicum ،Rهاي  ريزوبيومي گونه

giardinii ،R. leguminosarum bv. phaseoli و S. 

fredii جداسازي شده از گياه لوبيا و در منطقه جنوب 
 درصد 37ده است كه حدود غرب اسپانيا، نشان دا

ها توانايي توليد ملانين را دارند كه توانايي توليد  جدايه
طور  هاي مختلف به هاي ريزوبيومي از خاك ملانين گونه

 ,.Rodriguez-Navarro et al(داري متفاوت بود  معني

گيري كرد كه  بنابراين، شايد بتوان نتيجه. )2000
 ملانين  كنندهليدتوپراكنش جدايه هاي سينوريزوبيومي 

  .آن ارتباط دارد منطقه جغرافيايي وشرايط خاك با
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