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  هادي اسدي رحمانیو محمد کارگر  ،مهشید رفیعی دولت آبادي ،1احمد اصغرزاده

  a_asgharzadeh_2000@yahoo.com ؛ت علمی موسسه تحقیقات خاك و آبأعضو هی
  mah_ra16@yahoo.com ؛اسلامی واحد جهرم دانشجوي سابق کارشناسی ارشد میکروبیولوژي دانشگاه آزاد
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 asadi_1999@yahoo.com ؛ت علمی موسسه تحقیقات خاك و آبأعضو هی

  
  هچکید

زراعت گیاهان لگوم از جمله نخود به دلیل مزایاي اقتصادي، کاهش مصرف  هاي ریزوبیومی دراستفاده از مایه تلقیح
در ایران . هاي اخیر طرفداران زیادي پیدا کرده استکودهاي شیمیایی نیتروژنی و تأمین سلامت محیط زیست در سال
م در اختیار داشتن تولید مایه تلقیح ریزوبیومی مستلز. نیز تولید و مصرف این کودها از یک دهه پیش آغاز شده است

-هدف از انجام تحقیق جاري، شناسایی و بررسی تنوع ژنتیکی جمعیت ریزبیوم .باشدهاي مؤثر و شناخته شده میباکتري
در این تحقیق ابتدا . باشدهاي همزیست با گیاه نخود موجود در کلکسیون میکروبی موسسه تحقیقات خاك و آب می

توان  هاي میکروسکوپی و مرفولوژیک،خالص سازي شدند و علاوه بر بررسی YMA هاي مذکور بر روي محیطباکتري
گیاه نیز مورد بررسی  يساز هاي مورد مطالعه در ایجاد گره بر روي ریشه گیاه میزبان از طریق آزمون آلودهریزوبیوم

زایی داشتند و به ی گرهجدایه توانای 82قرار گرفتند،  سازي گیاهاي که تحت آزمون آلودهجدایه 120از . قرار گرفت
شامل  یهاي بیوشیمیایاز آزمون هاي مذکوربه منظور شناسایی جدایه. در نظر گرفته شدند +nodهاي عنوان جدایه

هاي بیوشیمیایی نتایج آزمون. مصرف قندهاي و اسیدهاي آمینه مختلف و نیز رشد در شرایط متفاوت استفاده گردید
نتایج . ها در شش خوشه اصلی شدبه قرار گرفتن جدایهاستفاده قرار گرفت که منجرها مورد بندي جدایهبراي خوشه

  قرار  M.mediterraneumو مابقی در گونه  M.ciceriها در گونه هاي بیوشیمیایی نشان داد که اکثر جدایهآزمون
مقایسه  .د تعیین گردیدها بودندر شش جدایه که نماینده هر یک از خوشه 16S rRNAتوالی ژنتیکی ژن . گیرندمی

-C-22, C-35, Cهاي جدایه  16SrRNAنشان داد که از لحاظ توالی NCBIتوالی تعیین شده با اطلاعات ژن بانک 

35A, C-97, C-105  در گونهM.ciceri  و جدایهSWRI-9  در گونهM.mediterraneum گیرندقرار می.  
  

  ژنتیکیوع ، تنتلقیحمایه  نخود، ریزوبیوم،: کلیديهاي واژه
  

  مقدمه
فراهم آوردن منابع نیتروژن براي گیاهان یکی از          

ترین عوامل مؤثر در تولید محصولات کشاورزي  اصلی
حبوبات و از جمله نخود بدلیل محتواي بالاي . باشد می

  .باشندپروتئین نیازمند مقادیر زیادي از نیتروژن می
  نیاز گیاه استفاده  ترین راه تأمین نیتروژن موردمعمول      

    
مصـرف کودهـاي   . دار استکودهاي شیمیایی نیتروژناز 

زیسـت    شیمیایی علاوه بر هزینه بالا، اثرات سوء برمحیط
  . به همراه دارد هاي زیرزمینی را نیزداشته و آلودگی آب

هاي خاکزي هستند که توان ایجاد ها باکتريریزوبیوم      
  ان ــا گـیاهـننده نـیتروژن بره و همـزیسـتی تثـبیت کــگ

                                                
 کرج، میدان استاندارد، بعد از رزکان نو، بلوار امام خمینی، موسسه تحقیقات خاك و آب: نویسنده مسئول، آدرس. 1
 1391آبان : و پذیرش 1386آذر : دریافت 
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نیتـروژن تثبیـت شـده    . باشـند را دارا می لگومینوزخانواده 
 ـ توسط این سیستم همزیستی می صـورت کامـل   ه توانـد ب

دار شده و یا بخشی از جایگزین کودهاي شیمیایی نیتروژن
نیاز گیاه را فراهم نماید و سبب پایداري تولیـد در کشـت   

  ).2008و همکاران،  هریدج(گیاهان لگوم گردد 
نخود محصولی است که از سـطح کشـت قابـل    
توجهی در ایران برخوردار بوده و نقش زیـادي در رژیـم   

ثر ؤهاي م ـتواند با ریزوبیوماین گیاه می. غدایی مردم دارد
همزیست رابطـه برقـرار نمـوده و مقـادیر قابـل تـوجهی       

 هاي همزیست بـا شناسایی ریزوبیوم. نیتروژن تثبیت نماید
هـاي  تواند در جداسـازي و انتخـاب ریزوبیـوم   ها میلگوم

اي از یـک جمعیـت   کارآمد از خـاك و یـا از بـین تـوده    
ــ ــه  ؤریزوبیــومی م   ثر بــوده و ســبب افــزایش کــارایی مای

   .هاي تولیدي گرددتلقیح
هـا در یکصـد سـال اخیـر     بندي ریزوبیـوم طبقه
-ها و گونـه تغییر بوده و هر ساله جنس شهمواره دستخو

در قرن نـوزدهم فرانـک   . شونداي جدیدتري معرفی میه
را  Rhizobium leguminosarumاولین کسی بـود کـه نـام   

هـا  هاي مولد گره بر روي ریشـه لگـوم  براي انواع باکتري
 Bergeyدر اوایــــل قــــرن بیســــتم . پیشــــنهاد کــــرد

 Bergey'sمیکروبیولوژیست امریکـایی شـروع بـه انتشـار    
Manual of Determinative Bacteriology نمـــود .

هـا در ایـن   خصوصیات محدود ذکر شده بـراي ریزوبیـوم  
کتاب شامل بیهوازي، متحـرك و فاقـد اسـپور بـه حـدي      

. ها از سـایرین شـوند   نبودند که سبب تفکیک این باکتري
ها براي ایجاد گره در گیاهـان میزبـان   لذا توان این باکتري

وجـه قـرار   بندي آنهـا مـورد ت  به عنوان معیاري براي طبقه
این اسـاس و در نسـخه   بـر . )Fred et al., 1932( گرفـت 
 Rhizobiumها داراي یک جنس ریزوبیوماین کتاب  1974

 , R.japonicum , R.meliloti , R.phaseoliگونــه 6و
R.trifolli , R.lupini , R.leguminosarum ــد و  بودن

ها ذکـر شـده   مشخصات فنوتیپی محدودي براي این گونه
ار گونه اول داراي رشد سـریع و دو گونـه دوم   بود که چه

نخود بدلیل سرعت  انواع همزیست. داراي رشد کند بودند
 داشـند  ینامشخصجایگاه بندي این طبقهدر  رشد بینابینی

جـوردن در  تا مدتها قابل پذیرش بـود تـا    يبند این طبقه.
بـــا تفکیـــک انـــواع کنـــد رشـــد جـــنس  1982ســـال 

Bradyrhizobium هـاي  در سال. انتخاب کرد را براي آنها
ها و  شباهت یجهت ارزیابهاي جدید بعد استفاده از روش

بـه بـروز تغییـرات در    هـا منجـر   يها در بین بـاکتر  تفاوت
که معرفی  ریزوبیوم شد يها يباکتر يگذار مو نا يبند طبقه

ابتـدا   در. هاي جدیـدي را در پـی داشـت   ها و گونهجنس
جهـت ترکیـب    یوش ـر ، Numerical یمعرفی تاکسـونوم 

 فیزیولوژیک، مورفولوژیـک،  يها با داده کلاسیک يها داده
پـس از آن بـا پیشـرفت و     .و غیره فـراهم کـرد   يسرولوژ

خصوصیات بیشتري مـورد   یمولکول يها گسترش تکنیک
بررسی قرار گرفت و به کمک آن طبقه بندي فیلوژنتیک و 

Polyphasic 2006ویلمز، ( ارائه شد.(  
، یژنتیک ـ يهـا  به کمک روش 90در اوایل دهه 

صورت گرفت که 16S rRNA ژن  یتوال يبر رو یمطالعات
 .ها ایفا کـرد  خصوصیات ریزوبیوم یدر بررس يثرؤنقش م

، با انجام مطالعات تاکسـونومیکی،  )1995(نور و همکاران 
ي هـا فیلوژنتیکی و فنوتیپی مختلف، تنوع زیستی ریزوبیوم

این مطالعـات  . کردندبررسی  مجدداً همزیست با نخود را
و   R.ciceriتشــریح دو گونــه   بــه  در نهایــت منجــر  

R.mediterraneum  ــاران . گردیـــد ــارویس و همکـ جـ
هاي همزیست نخود را به دو گروه تنـد  ، ریزوبیوم)1997(

سپس توسط جارویس این  .رشد و کند رشد تقسیم کردند
  .انتقال داده شد Mesorhizobiumدو گونه به جنس جدید 

جـنس تشـخیص داده   ایـن  گونه در  22ه امروز
و   M.ciceriگونـه   2تنها  که) Euzéby, 2011(شده است 

M.mediterraneum     به عنوان همزیسـت نخـود شناسـایی
هاي اخیر گزارش شده اسـت کـه   البته در سال. شده است

نیز در گیاه نخود ایجاد   Sinorhizobium medicaeباکتري 
ثر ؤا جهت تثبیت ازت مهنماید ولی این گرهکگرهک می

   ). 2001اوآنی و همکاران، (  نیستند
) 1380و1375(در ایران اصـغرزاده و همکـاران   

در دو بررسی جداگانه به مطالعه پتانسیل تثبیـت نیتـروژن   
هاي همزیسـت نخـود و شناسـایی مولکـولی ایـن      استرین
 30، ضـمن مطالعـه   در تحقیقی دیگـر . ها پرداختندباکتري

هاي ریزوبیوم همزیست نخود از لحـاظ  ترياسترین از باک
ایجاد گره فعـال در روي ریشـه، شـکل کلنـی در محـیط      

YMA 2و رشد در محیط حاوي %NaCl  سـویه   6، تعـداد
شـده  نظور تلقیح میکروبی معرفـی  فعال را انتخاب و به م

  .)1385رفیعی و همکاران (است 
هاي اخیر و با یافتن ژنهاي جدیدتر در سال

ها کمک نموده که به شناسایی ریزوبیوم recA, atpDمانند 
و در مطالعات فیلوژنتیکی کاربرد زیادي دارند، انجام این 
گونه مطالعات از دقت بیشتري برخوردار است با این حال 

و مطالعه توالی این ژن  16S rRNAکماکان استفاده از ژن 
هاي همزیست با ها منجمله ریزوبیومدر انواع ریزوبیوم

  .ربرد زیادي داردکانخود 
  مواد وروش ها

  ي مورد استفادهباکتري ها
جدایه باکتري مزوریزوبیوم مورد استفاده  120

موسسه تحقیقات  یدر این تحقیق از کلکسیون میکروب
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هاي قبل سالها در این باکتري. ردیدندخاك و آب تهیه گ
 یجداسازي و مورد آزمون آلودگی گیاه قرار گرفته و کارای

ظر تثبیت بیولویک در شرایط گلخانه و قدرت آنها از ن
رقابت آنها علاوه بر توان تثبیت بیولوژیک در شرایط 

در  .)1375اصغرزاده، ( گیري شده بودندمزرعه اندازه
هاي ریشه نخود آورده برداري از گرهمحل نمونه 1جدول 

  .شده است
هاي براي اطمینان از عدم آلودگی و جهش

که سبب از دست مورد استفاده، هاي در جدایهاحتمالی 
ي ها جدایه گردند،ها میزایی ریزوبیومرفتن توان گره

و خالص  کشت YMA اً در محیطانتخاب شده مجدد
مورد  و سپس) 1993بک و همکاران،( سازي شدند

و آزمون آلوده  هاي میکروسکوپی، مورفولوژیکررسیب
زایی گرهبه منظور اطمینان از توان  .قرار گرفتند گیاه سازي
هاي ایجاد شده در آزمون ها از گرهها، این باکتريجدایه
سازي گیاه میزبان جداسازي شده و براي آزمایشات آلوده

  .بعدي مورد استفاده قرار گرفتند
  هاي بیوشیمیایی هاي آزمون

 و صفات فیزیولوژیک یبه منظور شناسای
هاي زیر بر روي آزمون مزوریزوبیوم يها گونه تفکیک

 محیطها به باکتريدر ابتدا . انجام گرفتها ایهجد
انتقال  Yeast Mannitol Broth (YMB) کشت مایع

مشاهده کدورت  با ،ساعت24و پس از  ندداده شد
هاي مورد نظر آزمون، یو فقدان آلودگ لازم در محیط

  .بشرح زیر انجام گرفت
  هاآزمون استفاده از کربوهیدرات

مصرف  ا برايهتوان جدایهآزمون این در 
زایلوز، گالاکتوز و  -لاگزوز، ال - قندهاي گلوکونات، دي

و  1995نوري و همکاران،(  رافینوز بررسی شد -دي
  ).1997، آمارگر و همکاران

  آمینه يآزمون استفاده از اسیدها
اسید  عدم مصرفیا مصرف و  در این آزمون

 -ین، السلای -آلانین ، ال -آلانین، ال -بتا هاي آمینه
 -آسپارتات، ال -ال ،لوسین -تریپتوفان، ال -رنیتین، الاو

هاي همزیست جدایهفنیل آلانین توسط  - تیروزین و ال
و آمارگر و  2002مات االله و همکاران،( بررسی شد نخود

  ).1997همکاران،
  و سدیم آزمون تحمل نمک کلر

  NaCl نمک %2ها به غلظت جدایه آزمون تحمل این در
  ).2002 و همکاران،مات االله( شد ررسیب

  
  
  

  مختلف يآزمون رشد در دماها
 يها در دماهايرشد باکتر یتوانایآزمون این در 

مات االله و ( بررسی شد گراد درجه سانتی 5 و 28، 40،  45
  ).1997و جارویس و همکاران  2002 همکاران،

هاي فسفات در استرینارزیابی قابلیت حل کنندگی 
  مزوریزوبیوم

محلول سازي ها در جدایه یتوانای در این آزمون
بررسی شد م فسفات یر از منبع نامحلول تري کلسفسف

  ).1997آمارگر و همکاران،(
هاي هاي مورد نظر، دادهپس از انجام آزمون

در  هاو سپس این داده در جداولی منظم شد بدست آمده
به صورت صفر و یک تبدیل شده و  Excel برنامه آماري 
ها به روش بندي دادهگروه  NTSYSرم افزاربا استفاده از ن

  .جاکارد انجام گردید
  16S rRNAمطالعه توالی ژن  آزمون

  16S rRNAو تکثیر ژن  الگو DNAتهیه 
یند آالگو براي استفاده در فر DNA براي تهیه

PCR  اصغرزاده، ( استفاده شد ذوب و انجماد روشاز
 TGG CTC-`5(از آغازگرهاي براي تکثیر این ژن  .)1380

AGA AGG AAC GCT GGC GGC-3` (Y1 و )5`-
TAC CTT GTT ACG ACT TCA CCC CAG TC-3`( 

Y3 بدین منظور از دستگاه  .استفاده شدPCR-Genius 
 5/92دقیقه دماي 2برنامه حرارتی شامل و  Techneمدل 

 DNA ،30رشته هاي  دناتوره شدن برايگراد درجه سانتی
درجه سانتی  5/92دماي دقیقه 1مرحله اتصال به صورت 

 72دقیقه دماي 2درجه سانتی گراد،  62دقیقه دماي 1گراد، 
 72دقیقه دماي  3مرحله بسط شاملدرجه سانتی گراد و 

  ).2004لارانجو و همکاران،(گراد بوددرجه سانتی
  PCRمحصولات 16S rRNAپس از تکثیر ژن 

 1400درصد مشاهده و باند  7/0بر روي ژل آگارز 
قرار  یبا استفاده از نشانگر وزنی مورد شناسای نوکلوتیدي

باندهاي اضافی  PCRبا بهینه سازي فرآیند پس س. گرفت
مورد نظر استخراج و به صورت رفت و  ژنحذف و 

تعیین توالی   Y3و Y1برگشتی وبا استفاده از آغازگرهاي 
هاي بندي بدست آمده از آزمونبا توجه به گروه .شد

جدایه براي تععین توالی  16S rRNA 6بیوشیمیایی ژن 
با کمک  تعیین توالی پس از دریافت نتایج .انتخاب شدند

با   16S rRNAتوالی ژن  Chromaspro141نرم افزار 
هاي حاصل از تعیین توالی رفت و برگشتی کامل شده داده

هاي موجود در بانک ژن و توالی قطعه کامل شده با توالی
NCBI هاي مذکور جدایه و سه قرار گرفتیمورد مقا

  .شناسایی شدند
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  نتایج
توانستند در گیاه  جدایه 82جدایه،  120از میان   
 هااز گره اًمجدداین جدایه . ایجاد گره نمایندنخود 

هاي و براي انجام آزمون و خالص سازي شدند سازيجدا
هاي بیوشیمیایی بر آزمون .بعدي مورد استفاده قرار گرفتند

مربوط  نتایجها صورت گرفت که باکتريجدایه  82روي 
-به سه جدایه بدلیل رشد نامناسب بر روي محیط کشت

 79ها حذف و نتایج هاي تهیه شده براي انجام آزمون
 .آورده شده است )2( در جدول جدایه

  هاي بیوشیمیایینتایج آزمون
اساس نتایج بدست آمده مشخص شد بر

هاي مورد استفاده از نظر خصوصیات جدایه
یولوژیک و بیوشیمیایی داراي تنوع قابل توجهی فیز
ها قادر درصد از جدایه 3/7طور مثال تنها ه باشند بمی

به استفاده از اسید آمینه فنیل آلانین بودند، در حالیکه 
این تنوع . تمامی آنها توان استفاده از لوسین را داشتند

ها، رشد در شرایط دمایی در مورد مصرف کربوهیدرات
کلرید سدیم و نیز توان حلالیت % 2غلظت  مختلف و

  .هاي نامحلول نیز دیده شدفسفات
هاي هاي حاصل از آزمونبندي دادهگره

هاي مورد بررسی دلالت بیوشیمیایی نیز بر تنوع جدایه
جدایه مورد  79بندي حاصله بر اساس گروه. داشت

نتایج  بر اساس ).3جدول (گروه قرار گرفتند  6بررسی در 
. در گروه اول قرار گرفتند%) 78(جدایه  62 آمدهبدست 

هاي این گروه توان استفاده از لاگزوز و زایلوز را جدایه
-مابقی جدایه .قرار گرفتند M.ciceriداشتند و لذا در گونه 

با این حال همگی از نظر  ه دیگر توزیع شدندوگر 5ها در 
. بودند .M.mediterraneumخصوصیات مشابه گونه 

هاي هاي موجود در هر گروه خود داراي تفاوتباکتري
قابل توجهی از نظر توان رشد در دماهاي مختلف و یا 

نتایج بدست .بودندوجود کلرید کلسیم در محیط کشت 
جدایه داراي توان  82در  16S rRNAآمده از تکثیر ژن 

ها زایی در این تحقیق نشان داد که تمامی باکتريگره
جفت باز بودند هر  1400ه داراي یک باند در محدود

 7/17. ها وجود داشتهایی در بین جدایهچند تفاوت
بازي، جفت 1400ها علاوه بر باند درصد باکتري

شکل (جفت باز نیز بودند  1300داراي باندي به وزن 
باند هاي اضافی  PCRکه با بهینه سازي شرایط ) 1

  ).1شکل(حذف شدند 
هاي زمونآهاي بدست آمده از خوشهبا بررسی 

-C-22, C-35, C-35A, C-97, C جدایه  6 بیوشیمیایی
105, SWRI-9  16مورد تعیین توالی ژنS rRNA  قرار

مقایسه توالی تعیین شده با اطلاعات ژن بانک  .گرفتند

NCBI 16نشان داد که از لحاظ توالیSrRNA  جدایه -
در گونه  C-22, C-35, C-35A, C-97, C-105هاي 

M.ciceri و جدایه SWRI-9  در گونه و
M.mediterraneum گیرندقرار می.  

  گیريبحث و نتیجه
ــه 120از  ــوده  جدای ــون آل ــت آزم ــه تح اي ک

زایـی  توانایی گـره  جدایه 82سازي گیاه  قرار گرفتند، 
- آزمـون . در نظر گرفته شـدند  +nodداشتند و به عنوان 

درصـد   78هاي بیوشیمیایی انجام شـده نشـان داد کـه    
اي تشابه زیادي با یکدیگر بوده و در یـک  ها دارجدایه

در پـنج  ) درصـد  22(جدایه  17گیرند و گروه قرار می
ــد  ــرار گرفتن ــر ق ــروه دیگ ــون. گ ــتفاده از آزم ــاي اس ه

هـا توسـط سـایر    بیوشیمیایی براي شناسـایی ریزوبیـوم  
 محققین با موفقیت مـورد اسـتفاده قـرار گرفتـه اسـت     

  .)1994ان ، نوري و همکار1997آمارگر و همکاران،(
اصلی  خوشه 2مورد مطالعه در  هايجدایه

 خوشه 4در این فاصله . قرار گرفتند% 77تشابه با 
که تعداد محدودي باکتري در  داشتفرعی نیز وجود 

 .گرفتندآنها قرار 
بـا اسـتفاده از   ) 1995 و 1994(نور و همکـاران  

 هـاي نوع منبع مختلف کربن نشان دادند که ریزوبیوم 100
. باشدترکیب می 50نخود تنها قادر به استفاده از همزیست 

  هـاي ریزوبیـوم بر اساس نتایج تحقیقـات ایـن محققـین،    
هاي لاگزوز و زایلوز اساس استفاده از قندزاي نخود برگره
هـاي  گیرند، بدین معنا که باکتريگروه مجزا قرار می 2در 

ــوز،    ــزوز و زایل ــده لاگ ــرف کنن ــتند و  M.ciceriمص هس
هایی که توانـایی مصـرف ایـن دو قنـد را ندارنـد      باکتري

M.mediterraneum نتـایج تحقیـق   با توجه بـه  . باشندمی
و  M.ciceriآزمایش در دو گونـه  مورد هاي حاضر، جدایه

M.mediterraneum  جدایه گروه اول  62که  گیرندمیقرار
 17و . M.ciceriشوند در گونـه  درصد را شامل می 78که 

 قــرار  M.mediterraneumوهــا در گونـه  جدایـه سـایر گر  
 هاجدایهدر این تحقیق مشخص شد که اکثریت . گیرندمی

 و همکـاران  نـور  با نتـایج از گلوکونات استفاده کردند که 
  . مطابقت ندارد )1994(

همکاران  جارویس و بر اساس آزمایشات
هاي مزوریزوبیوم تلقیح کننده هیچیک از گونه) 1997(

که  حالیکهدر. از رافینوز استفاده کنند توانندنخود نمی
هاي همزیست نخود مورد بررسی در درصد باکتري 8/54

این تحقیق که از مناطق آگرواکولوژیکی متفاوت تهیه شده 
در این خصوص . بودند به خوبی از رافینوز استفاده کردند

رسد انجام تحقیقات بیشتر در این زمینه به نظر می
  .دسرضروري بنظر می
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نیز اکثر  از لحاظ مصرف اسیدهاي آمینه
قرار  M.ciceriهاي مورد مطالعه در گروه باکتري

و  هایی نیز با نتایج نورگرفتند هر چند تفاوت
  .بدست آمد) 1994( همکاران

 - در حقیقت با وجود آنکه استفاده از ال
ولی  استتریپتوفان در هر دو گونه مثبت گزارش شده 

ی وجود داشتند که تریپتوفان را هایجدایهدر این تحقیق 
از طرف دیگر طبق گزارشات گذشته، . مصرف نکردند

هر دو گونه توانایی استفاده از تیروزین را داشتند ولی 
از مشاهده شدند که هایی در این تحقیق باکتري
  .تیروزین استفاده نکردند

هاي نخود طی گزارشات قبلی هیچ یک از گونه
ین و فنیل آلانین را نداشتند، ولی ستوانایی استفاده از لای

ین استفاده کردند و سها از لایدر این تحقیق اکثریت نمونه
 3/7تنها تعداد کمی از آنها فاقد این توانمندي بودند و 

  .ها نیز از فنیل آلانین استفاده کردنددرصد باکتري
، )2002(بر اساس مطالعات که توسط ماات االله 

) 1997(ارویس و همکاران و ج) 1994(نور و همکاران 
هاي همزیست نخود در محیط تکیه بر توان رشد باکتري

کلرید سدیم و یا محیط با دماهاي متفاوت براي % 2داراي 
ها از اعتبار زیادي برخوردار نیست بندي این باکتريگروه

و همواره تناقضات قابل توجهی در این رابطه به چشم 
هاي مورد مطالعه در در این تحقیق نیز جدایه. خوردمی

هایی با یک گروه نیز از لحاظ این صفات داراي تفاوت
  .یکدیگر بودند

هاي نشان داد که جدایه 16S rRNAتوالی ژن 
 M.mediterraneumو  M.ciceriمورد مطالعه به دو گونه 

قرار  M.ciceriها در گونه که اکثریت جدایه تعلق دارند
انجو و همکاران طی مطالعاتی که توسط لار. گرفتند

بر روي مزوریزوبیوم نخود در کشور پرتقال انجام ) 2004(
  .ید گردیدأیوجود دو گونه مذکور تگرفت، 

هاي بیوشیمیایی و نیز در این تحقیق نتایج آزمون
به شناسایی دو گونه منجر 16S rRNAتعیین توالی ژن 

M.ciceri  وM.mediterraneum گردید ولی عدم تطابق-
نتایج مشابهی توسط . ر این نتایج دیده شدهایی نیز د

 زا. نیز گزارش شده است) 2004(لارانجو و همکاران 
-نوتوان به دقت کمتر آزمدلایل اصلی این عدم تطابق می

 16Sتوالی ژن  نهاي بیوشیمیایی نسبت به روش تعیی
rRNA هاي و نیز وجود تبادلات قطعات ژنی در ریزوبیوم

به منجرتواند که خود می دهمزیست با نخود اشاره کر
 Mesorhizobiumهاي بینابینی تحت عنوان پیدایش گونه

sp.  2001زهران،(گردد.(  
 16S rRNAحاصل از تکثیر قطعه ژن  نتایج

 1400ها علیرغم داشتن بان در محدوده نشان داد که جدایه
متغیر بودن . هایی نیز با یکدیگر دارندجفت باز، تفاوت
هاي مختلف و وجود چند باند در جدایهاندازه این ناحیه 

) 1995(هاي ریزوبیوم در مطالعات نور و همکاران باکتري
هاي این محققان در مورد بررسی. نیز گزارش شده است

هاي مزوریزوبیوم مورد آزمایش نشان داد که همگی جدایه
 1500با وزن حدود  16S rRNAها داراي باند این جدایه

  .جفت باز بودند
-حاصل از تعییین توالی این ژن در جدایه نتایج

به  C-22, C-35, C-35A, C-97, C-105, SWRI-9 هاي
تجزیه و  NCBIاطلاعات بانک ژن موجود در  کمک

رسی هاي مورد برتحلیل شد و جایگاه هریک از باکتري
که با  داداین نتایج نشان . ها مشخص شددر بین ریزوبیوم

جدایه  6یین شده براي وجود اینکه طول و نوع توالی تع
مورد  جدایه 6ولی از بین  دارنددیگر یک با هاییاوتتف

و یک گونه  M.ciceriجزء گونه  جدایه 5مطالعه، 
(SWRI-9)  بهM.mediterraneum  تعلق دارد، ولی

  نیز قابل توجه  M.ciceriگونه  جدایه 5اختلاف بین 
ن به عبارتی این موضوع نشانگر تفاوت فاحش بی .باشدمی

با توجه به . باشدها میاي در این جنس از ریزوبیومگونه
 بومی کشور هايجدایهر د شده اختلافات مشاهده

 .مطالعات بیشتري در این زمینه لازم است

 
  هاي مختلفاي از استانهاي ریشهمشخصات محل نمونه برداري گره - 1جدول 

  محل نمونه برداري  کد نمونه  ردیف
1  C-1 جاده اندیمشک 28متر کیلو= لرستان  
2  C-5 آبادجاده خرم 40گوهردشت، کیلومتر = لرستان  
3  C-6  آبادجاده خرم 30گوهردشت، کیلومتر = لرستان  
4  C-8  جاده رومشگان 5گوهردشت، کیلومتر = لرستان  
5  C-9  جاده رومشگان 15گوهردشت، کیلومتر = لرستان  
6  C-10  مشگانجاده رو 15گوهردشت، کیلومتر = لرستان  
7  C-12  کیلومتر به بابازید 40گوهردشت، روستاي طراحان، = لرستان  
8  C-15  جاده بابازید 20گوهردشت، روستاي رومشگان، کیلومتر = لرستان  
9  C-16  جاده نورآباد 12آباد، کیلومتر خرم= لرستان  
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10  C-17  جاده نورآباد 25آباد، کیلومتر خرم= لرستان  
11  C-19  ابتداي جاده نورآبادسلسله= لرستان ،  
12  C-20  سلسله، ابتداي جاده نورآباد= لرستان  
13  C-21  جاده نورآباد 15سلسله، کیلومتر = لرستان  
14  C-22  جاده نورآباد 15سلسله، کیلومتر = لرستان  
15  C-23  جاده نورآباد 35دلفان، کیلومتر = لرستان  
16  C-24  جردجاده برو 22آباد، کیلومتر خرم= لرستان  
17  C-25  جاده الیگودرز 10درود، کیلومتر = لرستان  
18  C-44  نیشابور، ابتداي جاده تربت حیدریه= خراسان  
19  C-48  خراسان، تربت حیدریه، خماري، جاده تربت حیدریه  
20  C-49   20خراسان، تربت حیدریه، جاده تربت حیدریه، پلیس راه کیلومتر  
21  C-50  جاده مشهد 15لومتر خراسان، تربت حیدریه، کی  
22  C-56  21سبزوار، جاده سبزوار، قوچان کیلومتر = خراسان  
23  C-59  60سبزوار، کلپین، قوچان، سبزوار کیلومتر = خراسان  
24  C-60  80اسفراین، آب روان، قوچان، سبزوار کیلومتر = خراسان  
25  C-65  کیلومتر به قوچان 12آباد سفلی، جاده شیروان به قوچان، شیروان، یزدان= خراسان  
26  C-68  75آباد، کیلومتر جاده اردبیل به خلخال، روستاي حفظ= اردبیل  
27  C-75  گرمی، جاده گرمی به اردبیل شهر رضی= اردبیل  
28  C-79  جاده اردبیل 17نیر، کیلومتر = اردبیل  
29  C-77  شهرینکیلومتر به مشک 40شهر، گرمی، سه راه اردبیل و گرمی و مشکین= اردبیل  
30  C-90  کیلومتر قبل از روانسر 25آباد، تازه= کرمانشاه  
31  C-91  روانسر، قبل از محدوده شهر= کرمانشاه  
32  C-92  رودآباد، نرسیده به جوانصفی= کرمانشاه  
33  C-93  آبادساروخان، نرسیده به دولت= کرمانشاه  
34  C-95  سنجابی، نرسیده به کوزران= روانسر  
35  C-97  انسر، بالابند به طرف کرمانشاهرو  
36  C-99  آباد، انتهاي محدوده شهري به طرف کرنداسلام  
37  C-100  کیلومتر به کرند 15خسروآباد = آباداسلام  
38  C-101  قصر شیرین-جاده کرند(شهرك حلقه = قصر شیرین(  
39  C-105  راهی کوزرانبعد از تنگه مرصاد، نرسیده به سه= آباداسلام  
40  C-110 هریسن به طرف نورآباد= هریسن  
41  C-119 آبادآباد، به طرف روستاي نظامراه نظامفرمیهن، سه= مرکزي  
42  2/1 A  پوشانآذربایجان شرقی، تبریز، خلعت  
43  5 A  کیلومتر به آذرشهر، جاده فرعی 10شرقی، تبریز، جاده ممقان، آذربایجان  
  قوشچیآذربایجان غربی، قوشچی، گروند  */6  44
  مراغه، ایستگاه مراغه= آذربایجان شرقی */8  45
46  12/1A ارومیه، روستاي حیدرلو= آذربایجان غربی  
47  14 A بناب، مدخل ورودي شهر از مراغه= آذربایجان شرقی  
48  15 A کیلومتر از بناب به طرف میاندوآب 5بناب، = آذربایجان شرقی  
49  15/2A ومتر از بناب به طرف میاندوآبکیل 5بناب، = آذربایجان شرقی  
50  19 A کیلومتر به قوشچی از طرف ارومیه 25=آذربایجان غربی  
51  21 A اوبهمراغه، روستاي آغجه= آذربایجان شرقی  
52  21/* A اوبه، مراغهروستاي آغجه= آذربایجان شرقی  
53  23/1 A شهراتوبان تهران کرج، روبروي پیکان= شهران  
54  35 A کیلومتر به بوکان 20مهاباد، = نکردستا  
55  3801 A کیلومتر به سقز از بوکان روبروي رستوران 20مهاباد، = کردستان  
56  42 A کیلومتر به دیوان دره از طرف سقز 35مهاباد، = کردستان  
57  43 A کیلومتر به دیوان دره از طرف سقز 5مهاباد، = کردستان  
58  48 A ن از طرف قروهکیلومتر به همدا 50= همدان  
59  IC-146  هندICRISAT 
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60  IC-59  هندICRISAT 
61  CP-36  سوریهICARDA 
62  CP-31  سوریهICARDA 
  مراغه، روستاي بایقوت= آذربایجان شرقی */11  63
64  IC-76  هندICRISAT 
65  IC-94  هندICRISAT 
66  IC-2091  هندICRISAT 
67  15/1 A از بناب به طرف میاندآبکیلومتر  5= آذربایجان شرقی  
68  26.2 A کیلومتر به نقده از طرف ارومیه 47= آذربایجان غربی  
69  C-35 آبادشیراز بعد از خلف= استان فارس  
70  48A آبادشیراز بعد از خلف= استان فارس  
71  C-111 سنقر، سه راهی باقرآباد، جاده بیستون، سنقر= همدان  
72  C-43 کیلومتر به نیشابور از مشهد 5ر، نیشابو= استان خراسان  
73  C-27 مرودشت، روستاي فیروزي= استان فارس  
74  32 A کیلومتر به بوکان 5مهاباد، = کردستان  
75  C-98 آباد، انتهاي مشهد به طرف کرندکرمانشاه، اسلام  
76  C-26 جاده الیگودرز 20درود، کیلومتر = لرستان  
77  11 AA روستاي بایقوتمراغه، = آذربایجان شرقی  
78  C-88 کرمانشاه، جاده کمربندي سنندج، مزستان کشاورزي شهید کلانتري  
79  C-4 آبادجاده خرم 40دشت، کیلومتر لرستان، گوهر  

 
  

  هانتایج آزمون هاي بیوشیمیایی انجام شده بر روي جدایه - 2جدول 
درصد جدایه هاي با نتیجه     آزمون هاي مورد استفاده

  مثیت
  C(  45    1/12°(دما 

40    6/25  
28    100  
5    7/70  

        
  12      حلالیت فسفاتهاي نامحلول

  3/46      کلرید سدیم% 2رشد در غلظت 
        

  3/85    گلوکونات  استفاده از کربوهیدرات ها
  7/98    لاگزوز-دي
  100    زایلوز-ال

  5/86    گالاکتوز
  8/54    رافینوز-دي

        
  4/91    آلانین-بتا  ینهاستفاده از اسیدهاي آم

  3/96    آلانین-ال
  7/98    لایسین-ال
  1/95    اورنیتین-ال
  89    تریپتوفان-ال

  100    لوسین-ال
  6/42    آسپارتات-ال
  8/87    تیروزین-ال

  3/7    فنیل آلانین-ال
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  هاي بیوشیمیاییهاي ریزوبیوم همزیست نخود بر اساس آزمونبندي جدایهگروه - 3جدول 
  VI (n=2)گروه   V (n=2)گروه   IV (n=3)گروه   III (n=4)گروه   II (n=6)گروه   I (n=62)گروه   ون هاآزم

 %2/1 %4/2 %4/2 %6/3 %6/3 % 5/69 گلوکونات
 %4/2 %4/2 %6/3 %8/4 %3/7 %6/75 لاگزوز-دي
 %4/2 %4/2 %6/3 %8/4 %3/7 %6/75 زایلوز  -ال

 0 %2/1 %2/1 %8/4 %6 %1/73 گالاکتوز
 0 0 0 0 %3/7 %7/48  رافینوز -يد

 %4/2 0 %4/2 %8/4 %3/7 %1/73 آلانین –بتا 
 %4/2 %2/1 %6/3 %8/4 %3/7 %6/75 آلانین-ال
 %4/2 %4/2 %6/3 %8/4 %3/7 %1/73 لایزین -ال
 %4/2 %4/2 %6/3 %6/3 %6 %9/71 اورنیتین -ال
 %4/2 %6/3 %6/3 %6/3 %3/7 %67 تریپتوفان-ال

 %4/2 %4/2 %6/3 %8/4 %3/7 %6/75  لوسین -ال
 0 %4/2 %2/1 0 %2/1 %8/37 آسپارتات -ال
 %4/2 %4/2 0 %8/4 %6 %7/70 تیروزین -ال

 %4/2 0 0 0 %8/4 0 فنیل آلانین -ال
NaCl 2% 3/46% 3/7% 6/3% 6/3% 4/2% 4/2% 

 0C 5 9/60% 0 4/2% 0 4/2% 2/1%دماي
 0C 28 6/75% 3/7% 8/4% 6/3% 4/2% 4/2%دماي
 0C 40 1/12% 3/7% 6/3% 0 4/2% 0دماي
 0C 45 4/2% 6/3% 8/4% 0 0 0دماي

 0 0 0 %8/4 0  %17  حل کنندگی فسفات

  
  

  

  

  
  از بهینه سازي) راست(و بعد ) چپ(قبل  16S rRNAهاي تکثیر شده ژن تصویر ژل آگارز نمونه - 1شکل 

  16S rRNAتکثیر ژن 
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(Cicer arietinum L.) 16هاي مولکولی هاي بیوشیمیایی و مارکربا استفاده از آزمونS   وIGS.  . پایان نامه کارشناسی
  ارشد گروه زیست شناسی دانشگاه آزاد واحد جهرم
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