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 چكيده

هاي بومي به منظور اولين قدم در توليد مواد تلقيحي ريزوبيومي بررسي تنوع ميان جمعيت

را با ميزبان لگومي غربال و مؤثري است كه بيشترين سازگاري و يافتن نژادهاي جديد سازي

 Rhizobiumيها جمعيت جدايهي،با هدف تعيين تنوع ژنتيك.شندخود داشته با

leguminosarum bv. trifolii هفت منطقه كاشته شده در خاك همزيست با سه گونه شبدر 

از ميان. بررسي گرديدrep-PCRينگار با استفاده از روش انگشت،جغرافياي مختلف كشور

جمع152 سه گونه شبدر مورد بررسي، شناسايي نژاد مختلف براي22آوري شده، جدايه

دندينگار انگشتيمقايسه الگوها.گرديد را ميانرو وگرام مربوطه تنوع قابل توجهي

 rep- PCRنتايج نشان داد كه تكنيك. نشان داديهاي مورد بررس شده از گونه هاي جدا سويه

يهمچنين مقايسه الگوها. باشد ابزار مناسبي براي تفكيك نژادهاي ريزوبيومي نزديك به هم مي

مييانگشت نگار حدي ريزوبيوميها نژادي شبدر در جلب همزيستيها دهد كه گونه نشان  تا

.كنند زيادي اختصاصي عمل مي

, همزيستي، تثبيت بيولوژيكي نيتروژن، فراواني نژادي، غالبيت نژادي: كليديهايواژه

rep-PCR.

همقدم
كه ها گروهي از باكتري ريزوبيوم هاي خاك هستند

قادر به تثبيت نيتروژن مولكولي در برقراري رابطه 
ميهمزيستي با  . باشند گياهان خانواده لگومينوز

هاي همزيست در صورت وجود گياهان ميزبان ريزوبيوم
و همزيستي ميان  جزئي از ميكروفلور طبيعي خاك بوده

اختيار قرار دادن نيتروژن احياء ايندو شريك از طريق در 
و محدود كننده در تغذيه گياه  شده كه عاملي حياتي

به. است، گياه را نسبت به اين عنصر اتوتروف مي سازد
واسطه همين ويژگي، كشت گياهان لگوم عاملي مؤثر در

امروزه در بسياري. باشدمي خاكيافزايش حاصلخيز
 تلقيح گياهان خانواده ها به عنوان مايه ريزوبيومكشورها،

م از طريق معرفي. گيرنديلگومينوز مورد استفاده قرار
و مؤثر به خاك، محصولات ريزوبيوم هاي سازگار
 در دنياي جديدي جغرافيايي به نواحي متعدديكشاورز

اولين مرحله در توليد اينگونه مواد. اند شدهيمعرف
اب هاي مختلف به منظور انتخ تلقيحي، بررسي جمعيت

و  نژادهايي است كه بالاترين پتانسيل را از نظر گره زايي
از. تثبيت نيتروژن داشته باشند علاوه بر آن، اطمينان

و  سازگاري ريزوبيوم تلقيحي معرفي شده با ميزبان خود
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از قدرت رقابت با نژادهاي بومي غير موثر در خاك ها
).McInnes et al., 2004( اهميت بالايي برخوردار است

 متعلق به خانواده بقولاتيا از ميان گياهان علوفه
كم).Trifolium spp(گياه شبدر وي به لحاظ ارزش

 جهان داردي در كشاورزيا علوفه جايگاه ويژهيكيف
)Zohary & Heller, 1984.( اين گياه داراي سازگاري 

. باشد وسيعي در نواحي مختلف جغرافيايي كره زمين مي
 كه با كمك باشدمياي قوي ريشهشبدر داراي سيستم

و بهبود باكتري هاي ريزوبيوم به حاصلخيزي خاك
علاوه بر تأثير در بهبود. كند زهكشي آن كمك مي

كيفيت خاك، شبدر در سراسر دنيا در تأمين علوفه، كاه، 
و همچنين توليد عسل  و علوفه سيلو شده كود سبز

 گونه12اين گياه داراي ). Taylor, 1985(نقش دارد 
تجاري مهم است كه پنج گونه آن در ايران كشت

مي مي و بومي ايران هاي شبدر، ريزوبيوم.باشند شوند
 .Rhizobium leguminosarum bvمتعلق به گونه 

trifolii شبدر هاي طبيعي بررسي تنوع جمعيت. هستند
و يا عدم كه دهد نشان مي تنوع بالايي از نظر كارايي

وت ازت ميان ريزوبيومكارايي فرايند تثبي هاي همزيست
 ,Tefaye & Holl)هاي مختلف شبدر وجود دارد گونه

1999; Svenning et al., 2001).هاي مختلف روش
و فنوتيپي در برآورد تنوع جمعيت ريزوبيوم ها ژنوتيپي

ها در نواحي دهد كه ساختار جمعيت ريزوبيوم نشان مي
 ,Hartman & Amarger)مختلف بسيار متنوع است 

و تحليل فنوتيپي جمعيت ريزوبيوم. (1991 ها تجزيه
يا شامل بررسي خصوصيات تغذيه  اي، مقاومت به فاژها

درعكس،)Josic et al., 2002(ها بيوتيك آنتي العمل
هاي خاص، تحمل به فلزات سنگين، سرم برابر آنتي

 نوع،)Engvild et al., 1990(ها الكتروفورز ايزوآنزيم
و اسيدهاي آمينه مصرفي منبع  ,.Thiao et al)كربن

ژل،(2004 ) SDS )Noel et al., 1980 الگوي الكتروفورز
و اندازه پلاسميدها   & Hartman)و همچنين تعداد

Amarger, 1991; Josic et al., 2002) در تعيين تنوع 
هاي مختلف ريزوبيوم مورد استفاده قرار ميان جدايه
در يات ژنومي ريزوبيومبررسي خصوص. گرفته است ها

ترين روش براي تعيين تنوع ميان سطح مولكولي مطمئن
 Hartman & Amarger, 1991; Josic et)باشد آنها مي

al., 2002).نگاري بر مبناي هاي متعدد انگشت روش

PCRهاي شامل تكنيكAFLP, PCR- RFLP RAPD, 
ع رايج در برآورد تنو هاي از جمله تكنيكrep- PCRو

مي جمعيت در مقايسه با ساير. باشند هاي ريزوبيومي
 به rep-PCRهاي بيولوژيكي مولكولي رايج، روش روش

دليل نشان دادن چندشكلي زياد، سهولت اجرا، سرعت
و نياز به مقادير بسيار كم   ژنومي DNAدر كسب نتيجه

 Abd- El- Haleem)بسيار مورد توجه قرار گرفته است

et al., 2002; Taurian et al., 2006; Blazinkov et al.,.
از اين Versalovic et al. (1991) نخستين بار.(2007
هاي تكراري حفاظت شده براي طراحي آغازگرهاي توالي

، به منظور BOXو REP ،ERICاليگونوكلئوتيدي 
و يافتن جستجوي ژنوم طيف وسيعي از باكتري ها

. بهره بردند،PCRهاي مشابه به كمك تكنيك توالي
De Bruijn (1992) جهت بررسي امكان به كارگيري ،

 در طبقه بندي نژادهاي ريزوبيومي rep-PCR روش
12 ژنومي DNAنزديك به هم، الگوي حاصل از تكثير

 را كه از نواحي جغرافيايي بسيار R. melilotiنژاد
. متنوعي جمع آوري شده بودند، با يكديگر مقايسه نمود

 REPهاي مشابه يشات وي نشان داد كه توالينتايج آزما
و ها، اگروباكتريوم در ژنوم ريزوبيومERICو ها

مي سودوموناس و روش ها بسيار حفاظت شده هاي باشند
REP وERIC-PCRو طبقه مي توانند براي تشخيص

از. بندي نژادهاي ريزوبيومي بسيار نزديك به كار روند
و بيومآنجاييكه خصوصيات ژنتيكي ريزو هاي همزيست

ميزان سازگاري آنها با گياهان ميزبان مهمترين عامل 
زايي هاي مختلف براي گره كننده قدرت رقابت نژاد تعيين

موجود در هاي نژادباشد، اطلاع از تنوع ميان جمعيت مي
و شناسايي هاي مختلف، ميزان فراواني نژاد خاك ها
ان همواره مورد هاي مختلف ميزب هاي سازگار با گونه نژاد

زايي سازگار بنا منظور از گره. توجه محققين بوده است
 Howeison & Ballard (2004)بر تعريفي كه توسط 

بيان شده عبارت است از انتخاب ترجيحي برخي نژادها
توسط گياه ميزبان، از ميان جمعيتي از نژادهاي مختلف 

در اين. زايي هستندو مؤثر كه همگي قادر به گره
 در تعيين rep- PCRنگاري وهش، كارايي روش انگشتپژ

هاي هاي بومي همزيست با گونه تنوع ژنتيكي نژاد
و همچنين نقش گونه شبدر ميزبان در  مختلف شبدر

.ي قرار گرفت مورد بررسشكل گيري اين تنوع،
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و روش ها مواد
 هاي ريزوبيوم تهيه سويه
هاي خاك از هفت منطقه جغرافيايي كشور نمونه

 لرستان، اصفهان، خراسان، همدانيها شامل استان
و آذربايجان جمع آوري گرديد كردستان، كرمانشاهان

 بذور سه گونه شبدر مصري).1جدول(

(T. alexanderinum)شبدر قرمز ،)T. pratense ( و
به طور جداگانه در ) T. resupinatum( شبدر ايراني

تر. خاك مناطق ذكر شده كاشته شدند 21تيب به اين
 آمادهي گياه گونه- گلدان با تركيبات مختلف خاك

و تشكيل گره بر روي. گرديد پس از نگهداري در گلخانه
و صورتي رنگ از ريشه گياهان ها، گره ريشه هاي درشت

الكل گره. جدا شدند 70ها ابتدا به مدت يك دقيقه در
و سپس به مدت دو دقيقه در محلول هيپوكلريت درصد

سپس به داخل. گرديدنديرصد ضدعفوند10سديم 
و شستشوي حاويپتر  آب مقطر استريل منتقل گرديده

ها از داخلي باكتريبه منظور جداساز. داده شدند
ي سطح پتريها، يك قطره آب مقطر استريل برو گره

گره در داخلهراستريل قرار داده شد سپس با قرار دادن
و  ريل، گره له فشار مكانيكي توسط يك پنس استقطره

و به داخل آب انتقال يابدگرديد تا توده باكتريايي  . خارج
 حاصل با رعايتييك لوپ از سوسپانسيون باكترياي

 آگار كشت داده TY محيط جامديشرايط سترون رو
و با استفاده از چندين بار كشت خطي بر روي اين شد

يها پس از رشد ريزوبيوم. محيط خالص سازي گرديد
و اطمينان از خالص بودنيروخالص شده  محيط جامد

 برداشتهي يك تك كلونيآن، از محيط كشت هر باكتر
ليتر محيط كشتي ميل5ي آزمايش حاويها شد به لوله

TYو پس از رشد كاف دري باكتري مايع منتقل گرديد ها
ور نگهداري طولاني منظبه)=9/0OD-1(محيط كشت 

مح مدت، ابتدا يك ميلي يط كشت مايع حاوي ليتر از
5/1هاي باكتري رشد يافته داخل ميكروتيوب

 ميكروليتر از 500ليتري ريخته شد، سپس ميلي
و پس از فريز گليسرول سترون شده به آنها اضافه گرديد

 گراد درجه سانتي-80شدن در نيتروژن مايع، به فريزر 
.شدمنتقل
 DNA استخراج

بر ژنومي بر اساس روش DNAجداسازي مبتني

SDS در ساعته تك كلوني باكتري24 از كشت  TYها
بر اساس مورد استفاده روش. مايع صورت گرفت

.بود Moller et al. (1992)دستورالعمل تغيير يافته 
 ميكروليتر از بافر ليز 220رسوب باكتريايي حاصل در

سوسپانسيون. كننده به صورت سوسپانسيون در آمد
 درجه95يقه در حرارتدق10باكتري به مدت 

يخ سانتي و پس از آن به مدت پنج دقيقه روي گراد
 ميكروگرم از محلول80به هر نمونه مقدار. نگهداري شد

و به مدت 30تازه تهيه شده لايزوزايم اضافه گرديد
شد درجه سانتي37دقيقه در پس از اضافه. گراد انكوبه
به ميكروليتر از بافر مخصوص استخر400نمودن  اج
از ميلي40همراه   درصد به محتويات قبليSDS  20ليتر

پس از گذشت. گراد نگهداري گرديد درجه سانتي65در
 مولار اضافه5 ميكروليتر استات پتاسيم 250 دقيقه 10

و لوله در. دقيقه روي يخ قرار گرفتند20ها گرديد
 rpm  14000 دقيقه با دور15ها به مدت مرحله بعد لوله

و فاز رويي به لولهسان هاي جديد منتقل تريفوژ شدند
- ميكروليتر از محلول كلروفرم500سپس. گرديد

و به مدت پنج دقيقه ايزوآميل الكل به هر لوله اضافه شد
به. با همان دور قبلي سانتريفوژ گرديد فاز رويي مجدداً

و به آن مقدار لوله  حجم6/0هاي جديد انتقال يافت
شدنمونه از ايزو پس از سانتريفوژ. پروپانول سرد افزوده

در نمونه به  DNA دور، رسوب 14000مدت پنج دقيقه
 درصد70 با الكل DNAدر انتها، رسوب. تشكيل گرديد

و پس از خشك شدن كامل،  درDNAشستشو داده شد
به. ليتر آب دو بار تقطير استريل حل گرديدي ميل25

و كميت ازاDNAمنظور تعيين كيفيت ستخراج شده
و الكتروفورز ژل اگارز  . استفاده گرديد%1اسپكترومتري

بر25ها در حدود در كليه نمونهDNAغلظت  نانوگرم
شد ميكرو .ليتر تنظيم

 مراز اي پلي واكنش زنجيره
 كمك آغازگربه rep-PCR هاي واكنش

(5'-CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3') .
(TIB-MOLBIOL) BOXAIRش  هاي واكنش.د انجام

BOX-PCRبر اساس روش ارايه شده توسط 
Versalovic et al. (1994)به طور خلاصه. انجام گرفت 

 ميكروليتري15غلظت نهايي مواد در مخلوط واكنش
%10 از بافر ديونيزه،x1 الگو، DNA نانوگرم25شامل
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DMSO،mM2/0از مخلوط dNTP ،mM 2/1از
MgCl2،3از ،)سيناژن(Taq DNA polymerase واحد

mM6/2آغازگراز BOXAIRالگوي دمايي مورد. بود
: به ترتيب شاملBOX-PCRهاي استفاده در واكنش
5گراد به مدت درجه سانتي94واسرشت اوليه در

در30دقيقه،  درجه94 چرخه به ترتيب واسرشت
در1گراد به مدت سانتي  درجه52 دقيقه، اتصال
م سانتي در1دت گراد به  درجه65 دقيقه، گسترش
در8گراد به مدت سانتي و گسترش نهايي 65 دقيقه

مراحل تكثير. دقيقه، بود16گراد به مدت درجه سانتي
. در دستگاه ترموسايكلر اپندورف مدل صورت گرفت

 TBE%5/1هاي آگارز روي ژلPCRمحصولات
و پس از رنگ م آميزي در محلول اتيديو الكتروفورز شد

 gel document (viber lourmat، با دستگاه%1برومايد

TCR-20-M)عكس برداري گرديد .
و تحليل داده ها تجزيه

و ارزش دهي باندها به صورت صفر براي عدم حضور
بر. يك براي حضور باند صورت گرفت ماتريس تشابه
و روش هاي مختلف كلاستر اساس ضرايب تشابه مختلف

و ضر يب كوفنتيك براي تمامي بندي تشكيل شد
به. هاي مورد استفاده محاسبه گرديد روش كلاستر نهايي

و روش)Jaccard index(كمك ضريب جاكارد
UPGMA در نرم افزار NTSYS 2.0ترسيم گرديد .

و بحث  نتايج
 جدايه ريزوبيومي جدا شده از 152در اين بررسي

هاي هفت ناحيه هاي سه گونه شبدر در خاك گره
 افيايي كشور با هدف امكان استفاده از روشجغر

rep-PCRهاي ريزوبيومي در تعيين تنوع ژنتيكي جدايه
و بررسي همزمان نقش عامل گونه ميزبان  نزديك به هم
. بر چگونگي پراكنش اين تنوع، مورد بررسي قرار گرفتند

در مرحله. اين بررسي در سه مرحله صورت گرفت
با نخست الگوي انگشت  براي BOXAIR آغازگرنگاري

به تمامي جدايه طور جداگانه مورد ها در داخل هر تيمار
 در اين مرحله شاخص فراواني نژادي. مقايسه قرار گرفت

يك( هاي داخل هر تيمارو غالبيت نژادي براي جدايه
پس از مقايسه. محاسبه گرديد) يك گونه شبدر-خاك

كه الگوي هايي الگوي باندي در داخل تيمارها، جدايه

و به عنوان  مشابهي داشتند يك نژاد در نظر گرفته شده
نمايندگان نژادهاي هر تيمار در مقايسات بعدي انتخاب 

هاي مشاهده شده در اين مرحله تنوع ميان الگو. شدند
پايين بود به طوريكه ميانگين تنوع مشاهده شده داخل 

 منطقه جغرافيايي،- تيمار گونه شبدر21تيمارها براي 
در مرحله بعدي، مقايسات بين گونه. بود%30كمتر از اي
به اين صورت كه نژادهاي منتخب. هاي ثابت بود خاك

مربوط به هر سه گونه كه در داخل يك خاك كشت 
و تعداد تيپ هاي شده بودند با يكديگر مقايسه شدند

و فراواني هر تيپ نژادي براي هر نمونه خاك  نژادي
عن. تعيين گرديد  جدايه منتخب از روي7وان مثال از به

و قرمز كاشته شده در خاك شبدر مصري، ايراني
هاي شبدر متفاوتي اصفهان، تنها دو جدايه كه ازگونه

و ساير  جداسازي شده بودند الگوي مشابهي داشتند
بنابراين ميزان تنوع نژادي. ها كاملاً متفاوت بودند جدايه
اص جدايه (80فهان هاي اين سه گونه در خاك  جدايه%6

شد) جدايه7از ميانگين اين).1شكل(در نظر گرفته
از معيار براي مجموع خاك %70هاي مورد بررسي بيش

هاي در مرحله سوم مقايسات، تيپ. تخمين زده شد
نژادي مشخص شده براي هر خاك در مقايسه دو به 

22در نهايت. ها مورد مقايسه قرار گرفتند دوي خاك 
كه الگوي انگشت نگاري كاملاً متفاوتي داشتند جدايه

 نژاد شناسايي22از ميان.)2شكل(شناسايي گرديدند 
هاي ريزوبيومي شده، پنج تيپ نژادي جمعيت غالب گره

به را تشكيل مي طوريكه فراواني يك جدايه دادند
از)9شماره( يها از جدايه%20به تنهايي بيش

)2جدول(هاي فراواني مقايسه شاخص. بود آمده بدست
با بدست آمده براي خاك هاي هفت منطقه مورد بررسي

مي)1جدول(ها مشخصات اين خاك دهد كه تنوع نشان
هم نژاد و يا هاي ريزوبيوم زيست در نواحي شبدرخيز
ميييآنها باشد كه سابقه كشت شبدر داشتند بيشتر
ا به ز طوريكه در نمونه خاك مربوط به استان لرستان كه

كه زمين باير جمع و نمونه خاك مشهد آوري شده
 تنوع ريزوبيومي نسبت،باشد مربوط به مزرعه يونجه مي

مي. تر است ها بسيار پائين به ساير خاك به اين امر تواند
در خاك. دليل عدم وجود گياه ميزبان اختصاصي باشد

ازي جدايه ريزوبيوم24لرستان از ميان   جدا شده
دو هاي بدست شبدر، جدايههاي مختلف گونه آمده از
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و شبدر قرمز داراي الگو يگونه شبدر ايراني
ي زيادياين الگو با فراوان. بودندينگاري يكسان انگشت
در مورد شبدر مصري نيز تنها.شد مشاهده66/0برابر با

شديدو الگو ميزان تنوع زياد. متفاوت ديده
با سابقهي زراعيها در خاكي ريزوبيوميها جمعيت

 باير توسطيها كاشت گياه ميزبان لگوم نسبت به زمين
). MacInnes et al., 2004(ديگران نيز تأييد شده است

در حضور لگوم ميزبان، به علت وجود رقابت بر سر 
زائي، بروز تنوع در جمعيت نژادهاي ريزوبيومي بالا گره

و در مي باشد بالعكس در غياب ميزبان لگومي، اين تنوع
مي جمعيت ساپروفيت و بنابراين اين هاي خاك رخ دهد

يامكان وجود خواهد داشت كه تنها نژادهاي ريزوبيوم
 Zribi et)هايي غالبيت يابند محدودي در چنين خاك

al., 2004) . 

 آوري نمونه خاك اطلاعات مربوط به مناطق جمع-1جدول
 محل جمع آوري خاك نام منطقه شماره خاك

 زمين باير روستاي كنگاباد-درود-لرستان1
 خاك شبدرخيز نطنز- اصفهان2
 مزرعه يونجه روستاي چاهشك- مشهد-خراسان3
 خاك شبدرخيز همدان4
 خاك شبدرخيز چقاكبود-كرمانشاه5
 خاك شبدرخيز كامياران- كردستان6
ـ مياندوآب7  خاك شبدرخيز آذربايجان غربي

 منطقه جغرافيايي- تيمار گونه شبدر21اني نژادي براي مقادير شاخص فراو-2جدول
 فراواني نژادي فراواني نژادي كل

اي بين گونه
 رديف منطقه گونه ميزبان فراواني نژادي

25/0 T. alexanderinum 
12/0 T.  resupinatum 

12/0 75/0

12/0 T.  pratense 

 لرستان
1

2/0 T. alexanderinum 
5/0 T.  resupinatum 

28/0 85/0

25/0 T.  pretense 

 اصفهان
2

25/0 T. alexanderinum 
37/0 T.  resupinatum 

16/0 66/0

12/0 T.  pratense 

 خراسان
3

25/0 T. alexanderinum 
12/0 T.  resupinatum 

19/0 80/0

4/0 T.  pretense 

 همدان
4

4/0 T. alexanderinum 
6/0 T.  resupinatum 

33/0 75/0

37/0 T.  pretense 

 كردستان
5

5/0 T. alexanderinum 
25/0 T.  resupinatum 

19/0 5/0

42/0 T.  pratense 

 كرمانشاه
6

28/0 T. alexanderinum 
37/0 T.  resupinatum 

26/0 66/0

5/0 T.  pratense 

 آذربايجان غربي
7
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 هاي منتخب سه گونه شبدردر خاك نطنز، مقايسه جدايه:BOXAIR  ،1-12 تكثيريافته با آغازگرDNA الگوي-1شكل
 M:bp plus DNA ladder 100هاي منتخب سه گونه شبدر در خاك همدان، مقايسه جدايه:13-23

 BOXAIRهاي شبدر با استفاده از آغازگر نژاد ريزوبيومي شناسايي شده از گونه22 نمايش الگوي انگشت نگاري-2شكل

 M:bp plus DNA ladder 100،)1-22هاي چاهك(

هاي مورد بررسي، هاي فراواني جدايه مقايسه شاخص
ي هاي بوم نشان داد كه تنوع نژادي بالايي ميان جمعيت

همچنين. هاي تحت مطالعه وجود دارد ريزوبيوم درخاك
هاي ريزوبيومي هاي شبدر نيز در جذب جدايه گونه

هاي آشكاري از خود نشان دادند به طوريكه تنوع تفاوت
هاي مربوط به يك گونه مشاهده شده در مقايسه جدايه

و در مقايسه جدايه هاي مختلف هاي مربوط به گونه كمتر
به).2جدول( يك نوع خاك بيشتر بود كاشته شده در

 هاي مختلف در اكثر موارد با نژادهاي اين معني كه گونه

در اين تحقيق نژادهاي. بودند زايي شده مختلفي گره
 با گونه شبدر مصري، نژادهاي12و1،2،6،10 شماره

و نژادهاي20و4،7،13 ،5،11،14 با شبدر ايراني
.زايي نمودند قرمز گره با شبدر22و16،21، 15

هاي شبدر با گونه19و3هاي شماره همچنين، نژاد
و قرمز، نژاد شماره  و مصري با گونه9ايراني هاي ايراني

زايي با هر سه گونه شبدر گره18و8،17و نژادهاي 
.نمودند

و تعيين فواصل ژنتيكي به منظور گروه  نژاد22بندي

���bp 

����bp 

���bp 

����bp 
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هاي با استفاده از دادهشناسائي شده، در اين تحقيق
 BOX- PCRنگاري مبتني بر تكنيك مربوط به انگشت

و ماتريس تشابه بر اساس ضرايب تشابه مختلف
و ضريب روش هاي مختلف كلاستربندي تشكيل شد

و كلاستر كوفنتيك براي تمامي روش ها، محاسبه شده
و روشينهاي  در UPGMA به كمك ضريب جاكارد
به. ترسيم گرديد NTSYS2.0افزار نرم با توجه

18و13 شمارهيدندروگرام، بيشترين تشابه بين نژادها
) درصد80با ضريب تشابه(20و14 شمارهيو نژادها

با ضريب تشابه(22و8يو كمترين تشابه بين نژادها
اگرچه بر اساس).3شكل(شد ديده) درصد10

ازي نژادهاييدندروگرام حاصل، فاصله ژنتيك  كه
و خاكيها گونه اند، مختلف جدا شدهيها متفاوت

بيشتر است، اما اين موضوع در مورد تمام نژادها صادق 
كهينيست بطوريكه در چند مورد شباهت ميان نژادهاي

و يا خاك از گونه اند، از شباهت متفاوت جدا شدهيها ها
و خاك مشترك بيشترينژادها  مربوط به يك گونه
طور كه قبلا نيز ذكر شد در چند همچنين همان. است

زايي نموده مورد دو گونه متفاوت با جدايه يكساني گره
ميثبروز اين موارد است. بودند به ناء  اين دليل باشدتواند
مكه و انتظار رودي گياه شبدر يك لگوم دگرگشن بوده

هري بالاييهتروزيگوسيت  ميان جمعيت گياهان داخل
كهالذباشد گونه وجود داشته اين امكان وجود دارد

 مختلف شبدريها ها در داخل گونه اختلاط ژرم پلاسم
ها در جذب سبب شده كه در برخي موارد گونه

باي همزيست كاملاً انتخابيها جدايه و  عمل نكنند
.نژادهاي مشابهي رابطه برقرار نمايند

، نتيجهيها با ميزبان اختصاص همزيستي ريزوبيوم
و ريزوبيومتنوع همزمان گي هاي همزيست اه ميزبان

اين پديده از طريق مقايسه تنوع جمعيت. باشد مي
كه هاي متعلق به گونه ريزوبيوم ها يا بيوارهاي مشتركي

هاي متفاوت جداسازي شده اند، به خوبي از روي ميزبان
شاهد ديگر اين ادعا تنوع بالاي. قابل مشاهده است
ت كه منشأ تنوعاسيها در مناطق جمعيت ريزوبيوم
). Young & Johnson, 1989(باشند گياهان ميزبان مي

و اهميت به در مطالعات متعددي  ميزبان گياهي نقش
هاي تنوع ژنتيكي جمعيت ريزوبيومگيري در شكل

 ;Handley et al., 1998)اشاره شده است همزيست 

Laczian & Bromfield, 2004) .يك بررسيدر 
شهاي جمع جدايه  Galegaده از دو گونه آوري

orientalis وGalega officinalis در خاك قفقاز كه
باشد، با استفاده از تكنيك مركز تنوع اين گياه مي

AFLPنتايج. مورد انگشت نگاري ژنومي قرار گرفتند
AFLPهاي، الگوهاي كاملاً متفاوتي را براي جدايه
اي. شده از دو گونه مذكور نشان داديآور جمع ن از

 وجود تنوع شد كه در صورتيگير بررسي چنين نتيجه

Coefficient
0.28 0.41 0.54 0.67 0.80

1
7
10 
 2 
 9 
 19 
 13 
 18 
 12 
 15 
 14 
 20 
 17 
 8 
 21 
 3 
 4 
 11 
 6 
 16 
 5 
 22 

 BOXAIRبا استفاده از آغازگر نژاد شناسايي شده22 دندروگرام حاصل از بررسي تنوع ژنتيكي-3شكل
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يها جدايههاي گياهي، زياد در جمعيت ميزبان
 نيز وجود خواهند داشتي متنوعيريزوبيوم

)Andronov et al., 2003 .(بهيط  آزمايش ديگري كه
 در رديابييمنظور تعيين اهميت ژنوتيپ ميزبان گياه

.R. leguminosarum bvهاي تنوع جمعيت viciae در
از خاك هاي مناطق مختلفي از انگلستان با استفاده

ي صورت گرفت، نشان داده شد كه حتRAPDتكنيك 
گياهان مختلف متعلق به يك گونه ممكن است با

 ,Harrison) همزيست شوندي متفاوتيزوبيومرييها نژاد

ب.(1992 مه لذا يرسد انتخاب گونه ميزبان در باززايينظر
هاي خاك تأثير از ريزوبيومي خاصيها جمعيت نژاد
اين امر در مطالعاتي كه به جاي يك ميزبان. زيادي دارد

در از چندين گونه گياهي براي به دام اندازي ريزوبيوم  ها
 استفاده شده است به خوبي ديدهيك خاك ثابت

از طرف ديگر چنين ). McInnes et al., 2004(شود مي
باي گياهيها عنوان شده است كه برخي گونه  در مقايسه

يتري را برا هاي متنوع ها قادرند جمعيت ساير گونه
 ,.Souza et al) خود بپذيرنديها در ريشهيساز گره

يك. (1994  Bradyrhizobium جدايه 106بررسي، در

japonicumبا از گره هاي ريشه دو رقم متفاوت سويا،
 مورد 16s-23s rRNA PCR- RFLPاستفاده از روش 

نتايج نشان داد كه با تغيير رقم. مقايسه قرار گرفتند
هايي هاي جذب شده تفاوت گياه ميزبان در نوع جدايه

هاي نژادي به صورت اگرچه تفاوت در نوع تيپ. ديده شد
از در صد نبود با اينحال در فراواني تيپصد هاي نژادي
و اي به گونه گونه ديگر تفاوت آشكاري مشاهده گرديد

گيري شد كه تركيب جمعيتي لذا چنين نتيجه
.B هاي جدايه Japonicum تحت تأثير نوع گونه ميزبان 

 ).Lakzian & Bromfield, 2004(قرار دارد
متفاوتي كه بر روي نژاد22در اين تحقيق از ميان

سه گونه شبدر در خاك هفت ناحيه از كشور شناسايي 
هاي گرديد، پنج تيپ نژادي، جمعيت غالب گره

با اين مطلب كه اكثر گره. ريزوبيومي را تشكيل دادند ها
ميتعداد كمي از تيپ شوند، اولين بار هاي نژادي ايجاد

 مطرحBroughton et al. (1987)اي توسط در مطالعه
اين امكان وجود دارد كه حتي بر طبق اين نظريه،. شد

در مناطقي كه نژادهاي ريزوبيومي متنوعي درخاك 
باشند، شانس تصاحب گره در يك ميزبان وجود داشته 

شواهد. خاص به تعداد محدودي از نژادها اختصاص يابد
 استفادهيها يا ارقام دهد در صورتيكه از گونه نشان مي

ميريزوبيوم اختصاصشود كه در جذب  كنند،ي عمل
و فراواني تيپ هاي هاي نژادي در جمعيت ريزوبيوم تعداد

با اين وجود دلايل.يابد خاك به طور موثري كاهش مي
دهند پائين بودن بسياري وجود دارد كه نشان مي

شاخص فراواني در برخي مناطق به علت محدوديت 
مي تيپ  McInnes et)باشد هاي نژادي موجود در خاك

al., 2004) . بنا بر يك نظريه انتخاب به نفع نژادهاي
هاي در همزيستي با گونهR. leguminosarumموثر 

هاي باير كه به صورت معمول داراي تنوع شبدر در خاك
. (Yates et al., 2008)نژادي كمتري هستند، بيشتر است

رسد، پائين بودن شاخص به عنوان مثال، به نظر مي
كه مربوط به شهرستان درود(1در خاك شماره فراواني 

، به علت فقدان تنوع نژادي در خاك اين)باشد مي
در. منطقه باشد و قرمز به طوريكه دو گونه شبدر ايراني

زائي اين خاك تنها توسط يك نژاد ريزوبيومي، گره
در شده و فراواني نژادي براي گونه شبدر مصري نيز اند

در. باشد اين خاك بالا نمي در صورتي كه همين دو گونه
تري را به خود جذب خاك نواحي ديگر نژادهاي متنوع

. اند نموده
به در مطالعه منظور بررسي تنوع جمعيت اي كه

در مناطق R.leguminosarum bv. trifoliiهاي جدايه
هاي كروموزومي مختلفي از خاك استراليا به كمك پروب

بدست آمده براييصورت گرفت، شاخص فراواني نژاد
 McInnes) هاي خاك، بسيار پايين بود جمعيت ريزوبيوم

et al., 2004) .با اين شاخص براي جمعيت هاي مرتبط
و براي شبدر قرمز تنها28/0گونه شبدر زيرزميني 

 تنوع نژادي در همين مطالعه،.شدي ارزياب07/0
هاي ريزوبيومي كه از گونه شبدر سفيد در خاك جمعيت

ق جغرافيايي مختلفي در استراليا جمع آوري شده مناط
بررسي بودند، به كمك روش الكتروفورز چند آنزيمي

هاي از شاخص%17 نتايج نشان داد كه تنها.گرديد
در. بود3/0فراواني مربوط به مناطق مختلف بالاتر از 

 نگاريتحقيق حاضر با استفاده از تكنيك انگشت

rep-PCR ر با استفاده ازآغازگBOXAIRهاي، شاخص
5/0اي براي مناطق مختلف بين فراواني نژادي بين گونه

از85/0تا باشدمي7/0و ميانگين اين مقادير بيش
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 نيز در چند RAPD گرچه استفاده از تكنيكا).2جدول(
 مناسبي ريزوبيوميها تفكيك جدايهيبراگزارش

 & Harrison, 1992; Dooley) است شده تشخيص داده

Harrison, 1993)،بهيمبه نظريول عدم رسد با توجه
 استفاده از اطمينان كافي به نتايج اين نشانگر تصادفي،

 تمايزي براي ارجحيت بيشترrep-PCRتكنيك
استفاده از اين روش. باشد داشتهي ريزوبيوميها جدايه

 است توسط محققين ديگر نيز مورد توجه بوده
(Gao et al., 2001; Seguin et al., 2001, Saldana et.

al., 2003; Pandy et al., 2004).
 گيري كلي نتيجه

مي بررسي حاضرنتايج -repدهد كه تكنيك نشان

PCR مبتني بر آغازگرBOXAIR و در رديابي تنوع
و از قدرتي بسيار نزديك ريزوبيوميتفكيك نژادها

متكرارپذيري اين همچنين نتايج. باشدي كافي برخوردار
بررسي نشان داد كه نژادهاي ريزوبيومي در ايجاد رابطه 
همزيستي با ميزبان خود تا حد زيادي اختصاصي عمل 

يها وجود ميزباناز نقطه نظر كشاورزي پايدار،. كنند مي
ي همزيست به صورت انتخابيها كه در جذب نژاديلگوم

م ميكنند از اهميت بالاييعمل در. باشدي برخوردار
 خاكيها جمعيت ريزوبيومي كه ساختار ژنتيكيشرايط
 به علت رقابت بر سر طقه بسيار متنوع باشد،يك من

 موثر بتواند تعدادي شانس اينكه يك نژاد تلقيحزايي، گره

ها را به خود اختصاص دهد اندك است از گرهيزياد
 اختصاصيت بالاي كه دارايهاي بنابراين استفاده از ميزبان

 هستند امكان تصاحب گره را توسط نژاد در جذب نژادها
يتفاوت نژادها. رفته افزايش خواهد داد كارهبيتلقيح

 مختلف مورديها همزيست با شبدر در گونهيريزوبيوم
م در اين تحقيق،مطالعه دهد كه در صورتي نشان

و موثر براي شبدر،يافتن يك نژاد   ريزوبيومي برتر
 با آن بايدي همزيستي براي زراعيها گونهيها واكنش

 شبدر سازگارتريها مشخص گردد تا با استفاده از گونه
 كسبي را از اين همزيستيبردار بتوان حداكثر بهره

. نمود
تر نقش گونه شبدر در تعيين رابطه دقيقيلذا بررس

يتر از طريق كاشت طيف متنوعا ريزوبيوم،بيهمزيست
بيو بررس شبدريها از گونه يساز گرهيرا قدرت رقابت
 غالبيها نژادي براي تثبيت ازت مولكوليو تواناي
و هر يك از گونهي شده برايشناساي يها هر منطقه

تواند مورد شبدر قدمي است كه در مطالعات آتي مي
تر نقش گونه دقيقيبررسهمچنين. توجه قرار گيرد

 از طريق، با ريزوبيوميشبدر در تعيين رابطه همزيست
ويها از گونهيتر متنوعكاشت طيف يجداساز شبدر

يها از گره R. leguminisarum bv. trifolii همزمان
و از خاك مورد كاشتيموجود بر رو  ريشه گياهان
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