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  چكيده

 و لرستان همدان، كرمانشاه، هاي استان( مناطق غربي ايران  سطح وسيعي ازدر نخود
 در تثبيت بيولوژيكي ها ريزوبيوم مهمبا توجه به نقش . شود  ميكشت )بختياري و چهارمحال

ن ي و نيز تعيبا آنهاي ريزوبيومي همزيست  ، شناسايي گونهنخودنيتروژن و افزايش عملكرد 
 در ايران اين محصول ةختار جمعيتي آنها در مناطق مختلف اكولوژيكي براي مديريت توسعسا

 مناطق غربي هاي ريزوبيومي همزيست با نخود  شناسايي گونه،در اين مطالعه. ضروري است
 16S عموميةناحي PCR- RFLPمولكولي شامل هاي مورفولوژيكي و  براساس روشايران

rDNAثر ـؤهاي م يابي ژن  ژني به همراه رديابي و تواليةيدي اين قطع و تعيين توالي نوكلئوت
هاي  تنوع گونهاصل نشان داد كه ـنتايج ح. شدررسي ـ ب(nodC, nifH)مزيستي ـدر ه

 نخودمزيست با ـاي هـه دايهـثر جـاكو  ريزوبيومي همزيست نخود در مناطق نامبرده محدود
 نيـز در  Agrobacterium tumefaciensي از هاي  جدايه.است  Mesorhizobium cicerةاز گون
 كه توانايي تثبيت نيتروژن  رديابي شـدهاي لرستان شده در خاك  كشتهاي نخود گـره

غربي كشور اي ـه در استاناحتمالاً سابقة طولاني كشت نخود . مولكولي آنها ثابت نشده است
هاي  و فقدان گونه  M. cicerبيتهاي نخود با ميزبان، در غال و رابطة بسيار اختصاصي ريزوبيوم

  . همزيست نخود در اين مناطق نقش داشته باشد.Mesorhizobium spديگري از 
  

  16S rDNA،nodC, nifH ژن ،ciceri Mesorhizobium ،نخود ، آگروباكتريوم :كليدي هاي واژه
  

  مقدمه
، گياهي .Cicer arietinium Lنخود زراعي با نام علمي 

، Fabaceaeاز خانوادة ) 16n2 =(وموزم  كر16ديپلوئيد با 
 Cicer و جنس ) Papilionaceous(آسا  زيرخانوادة پروانه

سومين گياه زراعي از خانوادة لگوم كه در برخي از . است
مناطق دنيا از جمله مديترانه، خاورميانه، شرق آسيا، 

  Singh(شود  اروپا، استراليا، آمريكا و مكزيك كشت مي

et al., 1997 .( نخود نيز مانند ساير گياهان لگوم با
) Nap & Bisseling, 1990(ها همزيستي دارد  ريزوبيوم

 كيلوگرم نيتروژن 80ـ120كه حاصل آن تثبيت حدود 
 همزيستي .)Herridge et al., 1995(در هكتار است 

ها به  ريزوبيوم. ها با نخود بسيار اختصاصي است ريزوبيوم
ت با هم تفاوت لحاظ سرعت رشدشان در محيط كش

با استفاده از هيبريداسيون ). Jarvis et al., 1997(دارند 
DNA-DNA، 16 ناحية مورفيسم پليSrDNA  و همولوژي

 دو گروه متفاوت DNAتوالي نوكلئوتيدي همين ناحيه، 
 ,.Rhizobium ciceri )Nour et al هاي  ريزوبيومي با نام

) Nour et al., 1995 (R. mediterraneum و) 1994
ها با نام  در تحقيقات بعدي اين ريزوبيوم. شناسايي شدند

Mesorhizobium ciceri و M. mediterraneum 
كه اعتبار اين ) Jarvis et al., 1997(بندي شدند  طبقه
هايي كه تاكنون  ريزوبيوم. بندي هنوز پابرجاست طبقه

استثناي يك  به اند، همزيست با گياه نخود معرفي شده
 ,.Sinorhizobium  )Maatallah et alسجن از گونه

 Mesorhizobiumجنس  متعلق به  همگي،)2002
);Laranjo et al. 2008; Laranjo et al.,  2004 Rivas 

et al., 2007( هاي گونه شامل وM. cicer  و M. 

meditrrraneum  هستند.  
نخود در مناطق  و توليد كشتباوجود اهميت فراوان 

تحقيقات چنداني در زمينة ، مركزي و غرب ايران
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هاي خانوادة ريزوبيوم  همزيستي گياه نخود با باكتري
هاي بومي  تعيين كارايي سوش.  استنگرفتهانجام 

M.ciceri در تثبيت نيتروژن نخود )Asgharzadeh et 

al., 2002(و عملكرد مزوريزوبيوم بر ، بررسي تلقيح 

 ,Soleimani & Asgharzadeh(عملكرد نخود ديم اجزاي

هاي نخود  نخود با ريزوبيومهاي  زايي ژنوتيپ گره، )2010
، )Khazaie et al., 2008(رطوبتي هاي مختلف   رژيمبا

 ،Mesorhizobiumيايي از جمله  تأثير چند جنس باكتر

Azotobacter، Azospirillum و Pseudomonas  بر
و ) Rokhzadi et al., 2008(افزايش عملكرد گياه نخود 

خشكي بر فعاليت آنزيم نيتروژناز ريزوبيوم نيز تأثير 
، از جمله )Nasr Esfahani et al., 2010(همزيست نخود 

هاي همزيست با  گرفته بر روي باكتري هاي انجام پژوهش
البته دربارة ويژگي تاكسونوميكي . نخود در ايران است

 بررسي خاصي كشورهاي همزيست با گياه نخود در  گونه
هاي   دقيق همزيستشناساييميت بنابر اه. نشده است

ن ساختار جمعيتي آنها ي و نيز تعيريزوبيومي غالب نخود
اين  ةدر مناطق مختلف اكولوژيكي براي مديريت توسع

ها و نژادهاي اين   لازم است گونه،در ايرانمحصول 
هاي همزيست با گياهان شناسايي و شباهت و  ريزوبيوم
شده از مناطق  شهاي گزار هاي آنها با ريزوبيوم تفاوت

هاي  براي تعيين تنوع سوش .شودديگر مقايسه 
. هاي مختلفي استفاده شده است ريزوبيومي از روش

هاي مورفولوژيكي و  اگرچه در گذشته استفاده از روش
هاي همزيست  بيوشيميايي براي شناسايي ريزوبيوم

، ولي در چند )Jamila & Sanjuan, 2002( مرسوم بود
هاي مبتني بر تجزيه و تحليل  كدهة اخير به تكني

بندي  مستقيم ساختار ژنتيكي به منظور تفكيك و طبقه
با استفاده از تكنيك . ها بيشتر توجه شده است ريزوبيوم

PCR-RFLP شدة كروموزومي  هاي حفاظت محصول ژن
  nodC و nifHهاي ژنها مانند  و پلاسميدي ريزوبيوم

)Laguerre et al., 2001( ژن ،nodD )Mutch 

&Young. 2004( و ژنnifA چهارگونه M. cicer، M. 

mediterraneum ، M. tianshanenes و M. loti  از
تشخيص  هاي همزيست با نخود يكديگر تفكيك و گونه

  ). Michiels et al., 1994( شدند داده
 و تعيين 16SrDNAبراساس چندشكلي ناحية 

 هاي نخود در مراكش همزيستترادف نوكلئوتيدي آن، 

M. ciceri, M. loti ، M. mediterraneum اي از  و جدايه
Sinorhizobium sp.معرفي شدند )Maatallah et al., 

هاي  هايي نيز مبني بر جداسازي گونه گزارشو ) 2002
M. tianshanense و M. amorphaeهاي ريشة   از گره

 Laranjo(هاي پرتغال و اسپانيا ارائه شد  نخود در خاك

et al., 2004 .( همچنين، همزيستي medicae 

Sinorhizobium هاي نخود گزارش شده است؛  در گره
يي اين گونه در تثبيت بيولوژيكي نيتروژن ثابت اولي كار

 Ben Romdhane et al., 2007 ; Laranjo et( نشده است

al., 2004.(  
 M. mediterraneum و M.ciceri ةاگرچه دو گون

 ولي به دليل انتقال هاي اصلي نخود هستند، همزيست
هاي نخود، تنوع  سازي بين ريزوبيوم هاي مرتبط با گره ژن

 ,.Rivas et al(فيلوژنتيكي بسياري بين آنها وجود دارد 

با توجه به وجود شرايط اقليمي بسيار متنوع و . )2007
همچنين سابقة طولاني كشت نخود در ايران ، در اين 

ست نخود در هاي همزي پژوهش تلاش شد تا ريزوبيوم
مناطق مختلف كشت اين محصول درغرب ايران 

ترتيب امكان  اين به. شناسايي و تنوع آنها بررسي شود
هاي برتر و سازگار با هر منطقه به منظور  تشخيص سوش

استفادة آتي از حداكثر تثبيت بيولوژيكي نيتروژن در 
  .نخود فراهم خواهد شد

  
  مواد و روش

  برداري از خاك نمونه
هاي همزيست موجود در برخي از  ررسي ريزوبيومبراي ب

 دوازده 1388مناطق غربي و مركزي ايران، تابستان 
هاي   خاك از مناطق با سابقة كشت نخود از استان نمونه

بختياري  و كرمانشاه، همدان، لرستان و چهارمحال
  ). 1جدول (آوري شد  جمع

به . نمونة خاك، از سه مزرعة هر منطقه فراهم شد
منظور، از سه قسمت متفاوت هر مزرعه سه نمونه اين 

اين سه . شد متري برداشته   سانتي0ـ30خاك، از عمق 
نمونه كاملاً با هم مخلوط و حاصل آن نمايندة خاك 

پس از يادداشت مشخصات . مزرعه در نظر گرفته شد
هاي خاك هر سه مزرعة آن ناحيه مخلوط  ضروري، نمونه

  .شگاه منتقل شدو نمونة خاك منطقه به آزماي
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 كشت گياهان در گلخانه

) 1:2(دو به يك  نسبت ا بشده آوري  خاك جمعهر نمونه
. مخلوط شد با اتوكلاو ده،ش هاي كاملاً سترون با ماسه

 25هاي نو پلاستيكي با قطر   مخلوط خاك به گلدان
. منتقل شد  درصد96با الكل شده  متر و ضدعفوني سانتي

 Trape(ود در نقش ميزبان تله در اين آزمايش از بذر نخ

plant (هاي ريزوبيوم موجود   براي به دام انداختن باكتري
هاي خاك مختلف و درنهايت بررسي تنوع  در نمونه

براي . هاي بومي اين مناطق استفاده شد ژنتيكي ريزوبيوم
 24و درمجموع ) تكرار دو(هر نمونه خاك دو گلدان 

  .استفاده شد نمونه خاك آزمايشي 12گلدان براي 
 درصد 20هاي نخود با  پس از ضدعفوني سطحي دانه

هيپوكلريت سديم تجارتي به مدت پنج دقيقه و سه بار 
 ـها درمحيط آب وشو با آب مقطر استريل، دانه شست

.  بزنند  ساعت نگهداري شدند تا جوانه72آگار به مدت 
ها كاشته و از هفتة سوم،  زده درون گلدان هاي جوانه دانه
 B&D) Broughtonبار با محلول غذايي   پنج روز يكهر

& Dilworth, 1971 (اي از عناصر ماكرو و  با غلظت بهينه
 Cدماي گلخانه. ميكرو فاقد منبع نيتروژن آبياري شدند

  . درصد بود50ـ60 و رطوبت نسبي 22ـ 35ْ
 

  ها گره  ازيهاي ريزوبيوم   باكتريجداسازي
ها، جداسازي  وتهرشد كافي ب  وشتاكدو ماه پس از 
شده روي ريشة هر گياه  هاي تشكيل  ريزوبيوم از گره

بزرگ، كامل و   ة گراز هر ريشة گياه تعدادي. انجام گرفت
رنگ انتخاب و پس از ضدعفوني سطحي در  صورتي

كلريت   هيپوو) دقيقه يك مدت به(  درصد70ل وتانا
 با آب وشو و شست )دقيقه سه مدت به(  درصد1سديم 
آب  ميكروليتر 10، هر گره در )مرتبه سه(ترون مقطر س

از سوسپانسيون جريان تودة .  له شدمقطر سترون
لوپ سترون يك با ريزوبيومي داخل گره در قطرة آب، 

، )YMA)Vincent, 1970يا  TY Agarهاي  محيطروي 
 120به مدت  انكوباتور درهاي كشت   محيط. شدكشت 
به ها   باكتريا شدند ت نگهداري  ºC 28 دمايباساعت 

شده، يك  از هر نمونة كشت.  كافي رشد كنندةانداز
منظم  باكتريايي سفيد، لعابي و با حاشية نا   كلوني

رشدكرده  بر روي محيط كشت، انتخاب شد و روي 
براي نگهداري طولاني مدت .  شد  كشت TYمحيط

ليتر از هر جدايه  هاي ريزوبيومي، يك ميلي  جدايه
هاي كرايو    به لولهمايع TY    كشت طمحيكرده در  رشد

شده انتقال   ميكروليتر گليسرول سترون500محتوي 
 ، در نيتروژن مايعپس از انجماد كاملبلافاصله يافت و 
  .منتقل شدگراد   درجة سانتي- 80 به فريزر

  
  هاي ريزوبيومي از جدايه DNAاستخراج 

هاي ريزوبيومي روش  از جدايه DNAبراي استخراج 
. استفاده شد) 1999(يافتة فرانكلين و همكاران تغيير

 24ليتر از سوسپانسيون هر جدايه   ميلي5/1مقدار 
مايع، به مدت دو دقيقه  TYيافته در محيط  ساعت رشد

به . داده و مايع رويي حذف شد  رسوب rpm14000در 
 ميكروليتر بافر 500رسـوب باكـتريايي هر لوله مقدار 

 mM Tris-HCl pH 7.8, 20 mM EDTA 20) استخراج

pH 8, 0.5% SDS) ،اضافه و پس از ورتكس 
سوسپانسيون حاصل براي لغزنده شدن ديوارة سلولي 

 500مقدار . ها، مدت ده دقيقه جوشانيده شد  باكتري
 alcholاز مخلوط ) استخراج بافر حجم هم(ميكروليتر 

Chloroform/Isoamyl ها اضافه    به لوله24:1 با نسبت
كردن   از چند بار وارونگي به منظور مخلوطشد و پس

ها به مدت ده دقيقه در  ها، نمونه محتويات درون لوله
rpm14000فاز بالاي نمونه به لولة .  سانتريفوژ شدند

 ميـكرولـيتر از فاز رويي، 100جديد منتقل و به ازاي هر 
-RNaseA 10mg/ml )Sigma Co. Rدو ميـكروليتر 

 درجة 37 ساعت در دماي به آن اضافه و دو) 4875
پس از اين مرحله، هر نمونه دو بار . گراد انكوبه شد سانتي

 پالايش و با مقدار برابر alchol Chloroform/Isoamylبا 
ها ده   سپس نمونه. سرد مخلوط شد Isopropanolخود با 

مايع رويي . سانتريفوژ شدند rpm14000دقيقه با دور 
ميكروليتر  300  بادو بار DNAدقت حذف و رسوب  با

شدن   پس از خشك.وشو شد شست  درصد70اتانل 
 DNAكنندة  به كمك دستگاه غليظ DNAرسوب 

)DNA Concentrator( ،25 ميكروليتر آب مقطر دو بار 
در آب  DNAاستريل به هر نمونه اضافه شد تا رسوب 

هاي  پس از تعيين كميت و كيفيت نمونه .حل شود
DNA روش اسپكتروفتومتري، با شدة اصلي به استخراج 

هر  DNAافزودن آب دو بار تقطيرشدة سترون، غلظت 
 به روش  نانوگرم در هر ميكروليتر، مجددا25ًنمونه در 



 1393بهار ، 1، شماره 45دوره ايران علوم گياهان زراعي  نشريه            138

تا قبل از  DNAهاي  نمونه. اسپكتروفتومتري، تنظيم شد
 درجة -20در فريزر  PCRهاي  استفاده در واكنش

  .گراد نگهداري شدند سانتي
  

هاي  و هضم با استفاده از آنزيم 16S rDNAتكثير قطعه 
  محدودكننده برشي

هاي ريزوبيومي از  جدايه 16S rDNAبراي تكثير قطعة 
 fD1 (5′-AGA GTT TGA TCC TGGجفت آغازگر 

CTC AG-3′) و rD1  (5′-AAG GAG GTG ATC 

CAG CC-3′) استفاده شد )Weisburg, et al., 1991 .(
 15   مخلوطصورت يك براي هر نمونه به PCRواكنش 

 برابر حاوي 10 ميكروليتر بافر5/1ميكروليتري شامل 
 Taq DNAمولار، يك واحد آنزيم   ميلي15كلريدمنيزيم 

polymerase ،3/0 ،2/0 ميكرومولار از هر آغازگر 
شدة  استخراج DNA ميكروليتر از 2و  dNTPsمولار  ميلي

بـه هـر نمـونه . تهيه شد) نانوگرم 50حدود(هر نمونه 
 قـطره روغـن معدني سترون اضافه شد و تكثير در يـك

 master cycler  اپندورف مدل  دستگاه ترموسايكلر

gradient برنامة انجام واكنش . انجام گرفتPCR  شامل
گراد به مدت چهار   درجة سانتي95يك چرخه در ْ

مدت يك دقيقه،  گراد به  سانتي94 چرخه در 30ْدقيقه، 
درجة  72 ثانيه و 90دت گراد به م  درجة سانتي60

گراد به مدت دو دقيقه و يك چرخه بسط نهايي  سانتي
. گراد به مدت پنج دقيقه بود درجة سانتي 72در 

 درصد با بافر 2/1ها روي ژل آگارز  نمونه PCRمحصول 
TBE آميزي با  الكتروفورز شد و پس از رنگ

برومايد، از ژل با اشعة ماوراء بنفش عكسبرداري  اتيديوم
 ميكروليتر از محصول PCR-RFLP، 10در واكنش  .شد

PCR  هر نمونه در واكنشي جداگانه با يك ميكروليتر
 ، RsaI ، AluIهاي برشي  از هر يك از آنزيم) واحد5(

HaeIII وHin61 )Fermantas Co.( ،5/1 ميكروليتر بافر 
 15 ميكروليتر آب در يك واكنش 5/2مربوطه و 

گهداري سه ساعتة پس از ن. ميكروليتري هضم شد
شده   قطعات هضم، گراد درجة سانتي 37واكنش در  
از يكديگر  Tris-Glycinآميد با بافر  اكريل روي ژل پلي
  .تفكيك شدند

  

  16S rDNAيابي قطعه  سازي و توالي همسانه
حاصل از  DNAبراي تعيين توالي نوكلئوتيدي قطعات 

نامبرده  DNA، ابتدا قطعات  16S rDNAمكانتكثير 
 Ins TA clone™ PCR, #K1214مطابق فرمول كيت

)Farmantas Co.( در ناقلpTZ57R/T سازي و  همسانه
 ، Eschericia coli MC1061پس از انتقال به باكتري 

روش غربالگري سريع  شده به هايي با قطعة كلون كلوني
(Rapid screening) و Colony PCR انتخاب شدند 

)Titus, 1991 .(يابي به  خب براي تواليهاي منت همسانه
پس از . كرة جنوبي ارسال شد Macrogenشركت 

دريافت نتايج تعيين توالي در هر دو جهت مستقيم و 
، الكتروگرام توالي هر نمونه با DNAمعكوس هر قطعة 

 DNA MAN version و  Chromas version 2.2افزار نرم

بررسي شد و پس از اطمينان از كيفيت مناسب  6.03.66
هاي  شده با توالي ، توالي بررسيBLASTNلي با برنامة توا

عمليات . مقايسه شد نوكلئوتيدي موجود در بانك ژن
سازي و تعيين  يابي شده، همرديف مونتاژ قطعات توالي

 DNAافزار هاي مختلف با نرم رابطة ژنتيكي توالي نمونه

MAN  انجام گرفت.  
  

  ها  در جدايهnifHو  nodCرديابي ژن 
 بـوده و nodهاي عـمومي  از دسته ژن nodCژن 

 N-acetylglucosaminylمحصول پروتئيني اين ژن، 

Transferase توليد هدايت chitinoligomers مادة  از پيش
UDP-N-acetyl-D-glucosamine برعهده دارد را.  

 Vance, C. P. 2002)  (ةــقطع رــتكثي رايـب 
  nodCFرــازگــآغ تـجف از nodC ژن از يــقسمت

  
  
  
  
  

(AYGTHGTYGAYGACGGTTC)           و (CGYGACAGCCANTCKCTATTG)  
 

nodCI  شـد   اسـتفاده)Laranjo, et al., 2001.(  ژنnifH 
ــاز مــــآنزي IIد، ــــزيرواح ــاز دي نــام  بــه نيتروژن  نيتروژن
انة ــنـش  ن ژن ـاي ـ حـضور  هـك ـ كنـد  يـم دـك از را ـردوكت
ســـت ها يـــهجدا در يـــــمولكول روژنـــــنيت تـــــتثبي

(Hennecke et al., 1985). جفــت در ايــن تحقيــق، از 
    nifH-1آغازگر

)CGTTTTACGGCAAGGGCGGTATCGGCA ( و
nifH-2 )TCCTCCAGCTCCTCCATGGTGATCGG(،  
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هاي  در جدايه PCR به منظور رديابي اين ژن به روش 
  ).Perret & Broughton, 1998(آزمايشي استفاده شد 

 دكتر اهدايي( M.cicer ها، جداية  اين آزمايشدر
Marco Bazzicalupo دانشگاه Universita’degli Studi 

di Firenze شاهد مثبت و آب شاهد )ايتاليا، فلورانس 
مطابق  PCRهاي   اجراي واكنش منفي بود و شرايط

  واكنشپايانپس از . هاي منابع علمي فراهم شد توصيه
PCR محصول هر واكنش ،PCR بافر  سه ميكروليتر از اب

 روي ژل آگارز bp 100  نشانگربابارگذاري مخلوط و 
نيم ساعت  و  ولت و مدت يك100 درصد با 2/1

 دقيقه در 10آميزي به مدت   پس از رنگ.شدالكتروفورز 
  .شدبرمايد، از ژل عكسبرداري  محلول اتيديوم

  
  هاي همزيست نخود سازي جدايه تعيين قدرت گره

دست  هاي به تي جدايهبراي اطمينان از توانايي همزيس
هاي نخود با پنج سوش  زني گياهچه آمده با نخود، مايه

ابتدا . ها در گلخانه انجام گرفت انتخابي از بين جدايه
هاي ريزوبيومي نخود، مربوط به  هايي از جدايه نمونه

 CKr16، )كرمانشاه( CKr8مناطق مختلف غرب كشور 
  CB8و ) دورود( CD1، )اليگودرز( CA1، )ماهيدشت(
مايع و  YMAليتر محيط كشت   ميلي200در ) بروجن(

 )دقيقه در دور 120(گراد با تكانه   درجة سانتي28دماي 
هاي  سوسپانسون.  ساعت رشد داده شدند72مدت  به

هاي فالكون پنج دقيقه سانتريفوژ  باكتريايي در لوله
ليتر آب   ميلي100رسوب حاصل از هر سوش با . شدند

وشو داده شد و پس از  رون شستبار تقطير ست دو
 100سانتريفيوژ مجدد، رسوب باكتريايي دوباره در 

آرامي به حالت  ليتر آب دوبار تقطير سترون به ميلي
 بذر نخود پس 10در اين آزمايش  .سوسپانسيون درآمد

از ضدعفوني سطحي به روش قبلي جداگانه در هر پتري 
اده استريل و روي سطح كاغذ صافي استريل قرار د

ليتر از  زدة هر پتري با پنج ميلي نخودهاي جوانه. شدند
هاي پتري ششم با  زني و جوانه هاي ريزوبيومي مايه جدايه

 بذر 10سپس . تلقيح شد) منفي شاهد(آب مقطر 
يايي، در يك  زدة تلقيح شده با هر تيمار باكتر جوانه

پس از . گلدان كشت و در شرايط گلخانه نگهداري شدند
ها از هر گلدان خارج شد و پس از  ماه، ريشهحدود دو 

هاي گياهان درون هر گلدان، تعدادي  وشوي ريشه شست

هاي هر تيمار جدا و پس از استريل  گرة بزرگ از ريشه
از آنها به  DNAكردن، جداسازي ريزوبيوم و استخراج 

براي تعيين مطابقت   .هاي قبلي انجام گرفت روش
هاي اين آزمايش با  ت گرهآمده از كش دست هاي به جدايه

. استفاده شد PCR-RFLP شده، از تكنيك باكتري تلقيح
دست آمده از  هاي به ساير جدايه 16S-rRNAابتدا توالي 

هاي اختصاصي  هاي هر گلدان با استفاده از آغازگر گره
fD1  وrD1  تكثير شد و محصولPCR  با آنزيم هريك

HaeIII  هاي  جدايهبرش داده شد تا الگوي باندي اين
شده مقايسه  هاي تلقيح جدايه دست آمده با الگوي به

  .شود
  

  نتايج
هاي تشكيل شده بر روي ريشة  در اين مطالعه از گره

آوري  هاي جمع يافته در نمونه خاك گياهان نخود كشت
هاي كرمانشاه، همدان، لرستان و  شده از استان

 دست آمد  جدايه ريزوبيومي به87وبختياري،  چهارمحال
هاي ريزوبيومي  به دليل كندي رشد جدايه). 1جدول(

ها و  نخود در مقايسه با سرعت رشد زياد باكتري
سازي  هاي ساپروفيت در محيط كشت، خالص قارچ

آمده  دست هاي به هاي همزيست از همة گره باكتري
  .ممكن نشد

  ها سازي جدايه بررسي خصوصيات مورفولوژيكي و گره
خاك  در نخود از آمده دست  به ريزوبيومي هاي جدايه
بختياري  و و چهارمحال لرستان همدان، كرمانشاه، هاي استان

به لحاظ سرعت رشد و تشكيل پرگنه بر روي محيط 
در دو گروه مستقل از هم قرار  YEMAو  TYكشت 
ها سرعت رشد متوسطي داشتند و  بيشتر جدايه. گرفتند

 96ـ120مدت زمان لازم براي رشد بهينة پرگنة آنها 
اعضاي . بندي شدند زده و در گروه اول طبقه ساعت تخمين

هاي كوچك، تقريباً كروي و شفاف بر روي  اين گروه كلوني
محيط كشت تشكيل دادند كه با خصوصيات مورفولوژيكي 

هاي ريزوبيومي مرجع از جنس   باكتري كلوني
Mesorhizobium   1شكل(شباهت داشتند.(  

 ,CN1, CN6, CN7هاي جدايهگروه دوم شامل 

CN18, CA1, CA3  با سرعت رشد بالا بودند و مدت
.  ساعت بود48ها  زمان لازم براي رشد مناسب پرگنه

دار بودند و  شده بزرگ، نامنظم و لعاب هاي تشكيل پرگنه
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هاي  به لحاظ خصوصيات مورفولوژيكي با پرگنه جدايه
  .تفاوت داشتند  Mesorhizobiumمرجع جنس 

  CB8و CKr8 ،CKr16 ،CD1ي ها هر يك ازجدايه
هاي نخود  زايي، در ريشه در آزمايش تعيين قابليت گره

وجود آوردند كه در بازيابي مجدد از  هاي مشخصي به گره

هاي  مشابه با جدايه PCR-RFLPها، الگوي  گره
 CA1شده با  هاي تلقيح در ريشة بوته. شده داشتند تلقيح
اكتري جدا هاي سفيدرنگ و ريزي تشكيل شد كه ب گره

با  PCR-RFLPشده به لحاظ مورفولوژيكي و الگوي 
  .متفاوت بود CA1جدايه 

  

  
 .TYروي محيط كشت  CKr16اي كلوني جدايه  رشد يك هفته. 1شكل

  

  بختياري و هاي كرمانشاه، لرستان و چهارمحال هاي خاك استان  شده از نمونه آوري هاي ريزوبيومي نخود جمع مشخصات جدايه. 1جدول
  نام جدايه                                 سابقة كشت نمونة خاك  آوري محل جمع  خاك  مونةن

  CKr1, CKr2, CKr4, CKr5,CKr6, CKr8, Ckr9, CKr10   نخود  كرمانشاه  1
  CKr11, CKr12, CKr13, CKr14, CKr15  نخود و اسپرس  )كرمانشاه(سنقر   2
  CKr16, CKr17, CKr18, CKr19,CKr20  نخود و لوبيا  )كرمانشاه(ماهيدشت   3
,CKr30,CKr31,CKr32,CKr33,CKr34,CKr35,CKr36,CKr37,CKr38  لوبيا و عدسو نخود   )مسير كرمانشاه به ايلام(كرمانشاه   4

Ckr39,CKr40,CKr41,CKr42,CKr43,CKr44,CKr45,CKr46,CKr47, 
CKr48,CK49  

  CKr50,CKr51,CKr52,CKr53,CKr54,CKr55,CKr56,CKr57, CK58  نخود و لوبيا و عدس  )كرمانشاه(هرسين   5
  CKh1, CKh2, CKh3, CKh4, CKh5, CKh6  لوبيا  آباد خرم  6
  CA1, CA2, CA3  لوبيا و عدس  )لرستان(اليگودرز   7
  CN1, CN4, CN6, CN7, CN15, CN18  عدس  )لرستان(نورآباد   8
  CD1, CD2, CD5  لوبيا و اسپرس  )لرستان(دورود   9
 ,CHa1,CHa2, CHa3, CHa4, CHa5, Cha7, Cha8, Cha9, Cha10  يونجه  )دانهم(فيروزان   10

Cha11  
 CBr20, CBr22, CBr23, CBr24, CBr25, CBr26  لوبيا  )بختياري و چهارمحال(قيس  امام  11
 CB1, CB8, CB11, CB17, CB21, CB31  لوبيا  )بختياري و محال چهار(بروجن   12

  
  ها بررسي خصوصيات ژنتيكي جدايه

  PCR – RFLP – 16S rDNAاستفاده از تكنيك 

هاي ريزوبيومي همزيست با  در شناسايي و تفكيك گونه
هاي آزمايشي، با استفاده از جفت آغازگر  جدايه

 مربوط به زيرواحد bp1482قطعة  rD1 وfD1 اختصاصي
هاي  هاي نخود وگونه كوچك ريبوزيوم، در همة جدايه

  ).3و 2هاي  شكل(مرجع تكثير شد 

  

  
آوري شده  هاي ريزوبيومي جمع در برخي از جدايه fD1  /rD1هاي  با آغازگر 16S rDNA جفت بازي تكثيرشده 1482قطعة . 2شكل

  ).ها در تصوير مشخص شده است كد نمونه(از جمعيت نخود در خاك چند منطقة ايران
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هاي  در جدايه HeaIIIوسيلة آنزيم برشي  به fD1  /rD1با جفت آغازگر  16SrDNAالگوي هضم آنزيمي قطعة تكثيرشده . 3شكل  
  ).ها در تصوير مشخص شده است كد نمونه(آوري شده از جمعيت نخود در خاك چند منطقة ايران  جمع

  
ها در آزمون  جدايه 16S rDNAهضم آنزيمي قطعة 

PCR-RFLP  ،هاي آزمايشي   جدايهبندي منجر به گروه
  .در دو گروه مستقل شد

هاي رشد متوسط، الگوي   با پرگنه جدايه81 تعداد 
داشتند، ولي الگوي  M. cicer   باندي مشابه استرين

 ,CN1هاي  هاي گروه دوم شامل جدايه باندي جدايه

CN6, CN7, CN18, CA1, CA3 متفاوت بود.  
  

  نخود ريزوبيومي هاي جدايه  درnifH و nodC هاي ژن رديابي
،  nodC1 / nodC2 اختصاصيبا استفاده از جفت آغازگر 

هاي گروه اول تكثير   فقط در جدايهbp930يك قطعه 
  nifHدر بررسي وجود ژن تثبيت نيتروژن ). 5شكل(شد 

 nifH1/nifH2 نيز با استفاده از جفت آغازگر اختصاصي 
دست  هاي گروه اول به از جدايه bp 780يك قطعة ژني 

  .)4شكل(آمد كه در گروه دوم اين قطعه تكثير نشد 

آوري شده از جمعيت نخود در  هاي جمع در جدايه nifH2 و nifH1هاي  با آغازگر nifHشده ژن   جفت بازي تكثير780قطعة . 4شكل  
  ).ها در تصوير مشخص شده است كد نمونه(خاك مناطق ايران

  

  
 از جمعيت آوري شده هاي جمع  در جدايهnodCF و nodC1هاي   آغازگرا بnodC ژن شدة جفت بازي تكثير930 ةقطع. 5شكل

  ). شده است مشخصها در تصوير كد نمونه(نخود در خاك مناطق ايران
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هاي خصوصيات  نتايج حاصل از بررسيبراساس 

و بررسي  rDNA  PCR – RFLP – 16Sمورفولوژيكي و 
ها، درمجموع ساير  در جدايه nifHو  nodCهاي  وجود ژن

هاي ريزوبيومي نخود در دو گروه مستقل تفكيك  جدايه
ها با كلوني متوسط و  ند؛ گروه اول شامل ساير نمونهشد

 ,CN1, CN6, CN7, CN18, CA1هاي جدايهگروه دوم، 

CA3 هاي بزرگ با كلوني.  
  

هاي  و ژن 16SrDNAتعيين ترادف نوكلئوتيدي ناحية 
nodC  وnifH هاي ريزوبيومي نخود جدايه  

سازي توالي ناحية  برمبناي نتايج حاصل از همرديف
rDNA  16Sهاي  نماينده به نام دوCKr16 (accession 

no. JX891458) و CB8  (accession no.JX891459)  
 از گروه دوم با CA3از گروه اول و يك نماينده به نام 

هاي مرجع موجود در بانك  هاي مشابه در استرين توالي

 M. cicerگونة  زيادي به اول شباهت هاي گروه ژن، جدايه

هاي گروه دوم  كه جدايه الي در ح،)6شكل( دارند 
 Agrobactrium tumefacient  درصد مشابه99به  نزديك
در  recA اين تشابه براي بخشي از ژن .)7شكل (بودند

تقريباً  A. tumefacientجدايه گروه دوم با همين ژن در 
هاي قطعة   توالي.)نشده منتشر اطلاعات(درصد بود 100
 CKr16هاي  ونهنم nodC نوكلئوتيدي بخشي از ژن 930

(accession no.JX885708) و CB8 (accession 

no.JX885707) نوكلئوتيدي 780 قطعه نيز و 
 CKr16 (accessionهاي  جدايه nifH ژن از قسمتي

no.JX885706) و CB8 (accession no.JX885705) ، 
 nifHو  nodCهاي   درصد با توالي ژن99به اندازة 

 )9 و 8شكل( M. cicerشدة  هاي شناخته جدايه
  .همولوژي نشان دادند

  

  
  
  

  

 بـا جفـتشـدهتكثير16SrDNA توالي قسمتي از     ةمقايس.6شكل
 CKr16در جدايـــه ريزوبيـــومي نخـــود    fD1  /rD1آغـــازگر 

(accession no.JX891458) هاي موجـود در بانـك ژن    جدايه با
(NCBI) ،ةشباهت زيادي به گون Mesorhizobium cicer  داشت.  

 بـا جفـت آغـازگر       شـده تكثير 16SrDNA توالي قسمتي از     ةمقايس. 7شكل
fD1  /rD1   بيومي نخود   در جدايه ريزوCA3 هاي موجود در بانـك      جدايه با
  .داشت  Agrobacterium tumefaciens ةشباهت زيادي به گون، (NCBI)ژن 
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 CKr16 (accessionدر جدايه ريزوبيومي نخود  nodCF/nodC1آغازگر   با جفتشدهتكثير nodC ژن توالي قسمتي از. 8شكل

no.JX885708) هاي موجود در بانك ژن  جدايه با(NCBI) ،ةشباهت زيادي به گون Mesorhizobium cicer  داشت.  
  

  
  

  
  
  
  

 
 
 
 
 
 
 CKr16 (accessionدر جدايه ريزوبيومي نخود  nifH1/nifH2 با جفت آغازگر شدهتكثير nifHژن  توالي قسمتي از ةمقايس. 9شكل

no.JX885706) هاي موجود در بانك ژن  جدايه با(NCBI) ،ةشباهت زيادي به گون Mesorhizobium cicer  داشت.  
  

  بحث
هاي ريزوبيومي همزيست با گياه نخود  از بررسي گونه

هاي كرمانشاه، همدان، لرستان  آوري شده از استان جمع
هاي  بختياري نتيجه شد كه تنوع گونه و و چهارمحال

ريزوبيومي همزيست نخود در اين مناطق بسيار محدود و 
M. cicer گونة غالب اين مناطق بوده است .  

مربوط به  16S rDNAجموعه عوامل تكثير ناحية م
) bp1482انتظار مورد قطعه(زيرواحد كوچك ريبوزيوم 

ها و  آوري شده و نيز استرين هاي جمع در ساير جدايه
  هاي ريزوبيومي مرجع و همچنين تأييد وجود ژن گونه

با جفت آغازگر اختصاصي ) nodC(سازي   در گره دخيل
nodC1/ nodC2 )انتظار مورد قطعةbp930 ( و ژن مؤثر

 با جفت آغازگر اختصاصي) nifH(در تثبيت نيتروژن 

nifH1 / nifH2 )انتظار مورد قطعةbp780 (هاي  در جدايه
هاي ريزوبيومي مرجع، ريزوبيومي  گروه اول و باكتري
براساس نتايج . كنند ها را اثبات مي بودن ماهيت جدايه

توان از  ها مي مبراي تعيين دامنة ميزباني در ريزوبيو
 nodCهاي  شده مانند ژن مقايسه توالي چند ژن شناخته

 Rivas et al., 2007; Laranjo et(اسـتفاده كرد  nifHو 

al., 2001(ها  ، كه وجود يك كـپي از هر يـك از ايـن ژن
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 و دو گونة Mesorhizobiumهاي جنس  در گونه
 ساز در نخود به اثبات رسيده است اختصاصي گره

)Schlaman et al., 1998 .(ها  اين روش تفكيك جدايه
كار رفته  هاي همزيست با نخود نيز به در مورد جدايه

بندي و  براي گروهنيز  PCR-RFLPاستفاده از . است
هاي ريزوبيومي روشي مناسب معرفي شده  تعيين گونه

در اين پژوهش، ) Harun-or Rashid et al., 2009( است
 -PCR-RFLPساس روش ها برا بندي جدايه گروه

16SrDNA هايي از  تعيين توالي نوكلئوتيدي نماينده و
هاي  سازي توالي اين قطعات با توالي و همرديفهر گروه 

شده موجود در بانك ژن،  هاي شناخته مشابه استرين
و نيز همولوژي  M. ciceriهاي گروه اول به  تعلق جدايه

  . را تأييد كردA. tumefaciensگروه دوم به 
 در نقش M. ciceri غالب بودن بررسي،در اين 

ايران مشخص غربي همزيست نخود در مناطق مختلف 
هاي ريزوبيومي  نتايج حاصل از بررسي گونه براساس .شد

همزيست با گياه نخود در برخي از مناطق كشور تونس، 
هاي هـمزيست با گياه نـخود كم  تـنوع ژنتيكي گونه

 M. mediterranumو   M. cicerاست و فقط دو گونة 
 سازي در ريشه را دارند دراين مناطق قدرت گره

)Alexandre et al., 2009(خشك  ؛ حتي در نواحي نيمه
 .Mتونس همزيست غالب نخود فقط گونة

mediterranum  بود )Ben Romdhane et al., 2008 .(
هاي همزيست با نخود را به سابقة  كمبود تنوع ريزوبيوم
 ,.Alexandre, et al( در اين مناطق طولاني كشت نخود

و  هاي وحشي نخود در نواحي نامبرده ، وجود گونه)2009
هاي نخود با ميزبان  واكنش بسيار اختصاصي ريزوبيوم

در مقابل، ). Laranjo et al., 2004(اند  خود نسبت داده
هاي  هاي ريزوبيومي همزيست با نخود در خاك گونه

كه در يكي از  ي داشتند، طورياسپانيا و پرتغال تنوع بالاي
ي ررسهاي ب ل جدايه درصد از ك33اين مطالعات فقط 

 باقي  وM. mediterranum و M. cicerهاي  شده از گونه 
 تعلق M. amorpheaو M. huakuiiهاي  گونه ها به جدايه

ها  سازي اين جدايه گره). Laranjo et al., 2004(داشتند 
، زيرا گياهان ميزبان شد بيني نمي در ريشة نخود پيش
 و Astragalus sinicusترتيب  اختصاصي آنها به

Amorphae fruticosa نامبرده شده است كه در منطقه 
هاي نامبرده در  بنابراين قرارگيري جدايه. وجود نداشتند

تنوع ). Laranjo et al., 2004(گونة جديد پيشنهاد شد 
پرتغال را در اسپانيا و  Mesorhizobiumهاي  بالاي گونه

هاي وحشي  به محدود بودن كشت نخود، فقدان گونه
نخود در اين مناطق و اختصاصي بودن ميزبان 

رسد  نظر مي اند؛ چون به هاي نخود نسبت داده ريزوبيوم
هاي همزيست  در حضور ميزبان اصلي تنوع ريزوبيوم

پراكش و توزيع ). Michiels et al., 1994(كاهش يابد 
ي در مناطق مختلف اتفاقي نيست هاي ريزوبيوم گونه

)Alexandre et al., 2009; Laranjo et al., 2004 ( و
  نيز نقش pHعوامل محيطي از جمله، دما، رطوبت و 

بسيار كليدي در بقاء جمعيت گونة باكتري دارند 
)Alexandre et al., 2009.(  

دو نماينده از گروه اول  nodCو  nifHهاي  توالي
  با توالي CB8) و (CKr16ر ايران هاي نخود د همزيست

ساير كشورها ،ذخيره شده در بانك  M.cicerهاي  جدايه
ساير كشورها، بسيار شباهت  NCBI  ژنومياطلاعاتي
 M. mediterranum، گونةM.cicerولي به غير از  .داشتند

 و  nifHهاي و چند گونة ريزوبيومي ديگر حامل ژن
nodC در نخود را سازي شناسايي شدند كه قدرت گره 

 Alexandre et al., 2009 Ben Romdhane ;(نداشتند 

et al., 2008(.كه رفت  بدين ترتيب، انتظار مي M. 

mediterranum  هاي نخود ايراني  نيز در بررسي جدايه
 از جمله دلايل در ارتباط .رديابي شود كه اينگونه نبود

هاي   بين جدايه M. mediterranumبا فقدان گونة
هاي آزمايشي در اين  شدة ايراني، تعداد كم جدايه بررسي

ها از مناطق  پژوهش بود؛ احتمالاً با افزايش تعداد جدايه
اقليمي گوناگون در ايران، اطلاعات بهتري از حضور يا 

دست خواهد  هاي ايران به فقدان اين ريزوبيوم در خاك
در مقابل  M. mediterranumكاهش جمعيت . آمد

تأثير در همزيستي با شرايط كمبود   بيهاي افزايش گونه
د ـاست از دلايل ديگر اين فقدان باش رطوبتي نيز ممكن

); Alexandre et al., 2009 Ben Romdhane et al., 

 جـداية 38هشـت جـدايـه از مجـموع  .)2008
 A. tumefaciensهمزيست نخود آزمايشي در اين تحقيق

 لرستان تشخيص داده شدند كه همگي از خاك استان
سازي  از جمله مهمترين دلايل گره. جداسازي شده بودند

 A. tumefaciens در گياه نخود، افزايش جمعيت اين 
براساس نتايج . رطوبت است باكتري در مناطق كم
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قادر به   A. tumefaciensتحقيقات در شرايط مرطوب، 
سازي در نخود نيست؛ اما در شرايط كمبود رطوبت  گره

 Ben Romdhane(كند نخود گره ايجاد مياين گونه در 

et al., 2008 .(هاي قبل نيز همراهي  در پژوهشA. 

tumefaciens   هاي ديگر ريزوبيوم در گرة ريشة  گونهبا
 گياهان تيرة لگوم از جمله نخود گزارش شده بود

)Mrabet et al., 2006(تثبيت نيتروژن در ربارة، ليكن د 
 Ben Romdhane et(رد ها ترديد جدي وجود دا اين گره

al., 2008 .(هاي  فقدان ژنnifH  وnodC هاي در جدايه 

Agrobactrium  دهد  اين تحقيق نيز نشان مي موجود در
ها  سازي و تثبيت نيتروژن مولكولي اين استرين كه گره

است و به بررسي بيشتر نياز  در گياه نخود اثبات نشده
 M. ciceri در اين تحقيق فقط گونة ريزوبيومي .دارد

ها  تعداد كم جدايههمزيست نخود تشخيص داده شد اما 
  .spهاي ديگر  گونهفقدان كه از بودمانع از آن 

Mesorhizobium به دليل . اطمينان حاصل شود
 در پراكنش خاك pH و  نوع،مؤثربودن منطقة جغرافيايي

همزيست با نخود  Mesorhizobiumهاي  گونه
)Alexandre et al., 2009(،هاي بيشتر  آوري نمونه  جمع

از مناطق گوناگون اقليمي براي تعيين ساختار جمعيتي 
  .هاي نخود ايران پيگيري خواهد شد ريزوبيوم
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