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ين نخود و جنس مزوريزوبيوم از لحاظ کارآيی تثبيت همزيستی نيتروژن و نيز روابط همزيستی ب

های مولکولی و فيزيولوژيکی مسئول شناسايی مکانيسم. پتانسيل توليد محصول حائز اهميت است

تواند برای بالا ريزوبيوم می-های همزيست لگومايجاد اختلاف در عملکرد همزيستی در جمعيت

در . های مهندسی ژنتيک و اصلاح نباتات استفاده شودمحصول از طريق روشبردن پتانسيل توليد 

و  Mesrhizobium ciceri CP-31) اين مطالعه، کارآيی همزيستی نخود با دو گونه مزوريزوبيوم 

M. mediterraneum SWRI9 )که نتايج نشان داد . های رشد مقايسه شدندبر اساس شاخص

نسبت به جمعيت همزيستی  M. mediterraneum SWRI9 -کارآيی همزيستی در جمعيت نخود

گرهک و تعداد گرهک  ،وزن خشک ساقه، ريشه تر بودنبا توجه به بيش M. ciceri CP-31-نخود

 .M-سطح بالاتر عملکرد همزيستی در جمعيت نخود. ای بالاتر بودميزان قابل ملاحظهبه

mediterraneum SWRI9  توسط سطح بيان بالاتر ژنnifK علاوه به. در اين جمعيت تاييد شد

های هر دو های مرتبط با متابوليسم کربن و نيتروژن در گرهکتفاوت قابل توجهی در فعاليت آنزيم

گلوکز پيروفسفريلاز، -UDPسنتاز، ساکارز های فعاليت آنزيم. شد هجمعيت مورد بررسی مشاهد

های چنين آنزيماليک آنزيم و همم-NADمالات دهيدروژناز، فسفوانول پيروات کربوکسيلاز و 

فسفوگلوکونات -4فسفات دهيدروژناز و -4-گلوکز)کليدی مسير اکسيداتيو پنتوز فسفات 

. داری بالاتر بودطور معنیبه M. mediterraneum SWRI9 -در همزيستی نخود( دهيدروژناز

گلوتامات سنتاز، گلوتامين )های مسئول تثبيت آمونيوم و سنتز آمينواسيدها فعاليت بالاتر برای آنزيم

 .M -نيز در همزيستی نخود( گلوتامات دهيدروژناز-NAD/NADHسنتتاز، آمينواسيد ترانسفراز و 

mediterraneum SWRI9 دهد که کارآيی طور کلی نتايج اين مطالعه نشان میبه. مشاهده شد

های فعاليت آنزيم و nifKبا سطح بيان ژن  M. mediterraneum SWRI9 -بالاتر همزيستی نخود

 .باشدها مرتبط میکليدی متابوليسم کربن و نيتروژن در گرهک
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  مقدمه

که  باشدمینيتروژن یکی از عناصر غذایی ضروری برای رشد گياه 

کننده توليد محصول در سرتاسر ترین عامل محدودعنوان مهمبه

ترین با وجود این که نيتروژن فراوان. استجهان شناخته شده

عنصر در زمين است ولی اکثر اراضی قابل کشت دچار کمبود 

تثبيت بيولوژیکی نيتروژن  (.Zhao et al. 2005) نيتروژن هستند

یک مسير ارزان و ایمن برای فراهم کردن بخش زیادی از نيازهای 

علاوه، این مسير به به. آیدبه شمار مینيتروژنی گياه، انسان و دام 

عنوان یک روش طبيعی برای وارد کردن نيتروژن به درون بيوسفر 

در . (Mwanamwenge et al. 1998)است در نظر گرفته شده

-های دوستراستای توجه به کشاورزی پایدار و استفاده از روش

های گياهان لگوم با رابطه همزیستی با ریزوبيوم ،دار محيط زیست

 . های فقير از نظر نيتروژن کشت شوندتوانند در خاکمناسب می

از کشورهای  بسياریگياه نخود یکی از منابع مهم غذایی در 

این  .آیدشمار میبه آفریقاو  گرمسيری آسيايمهگرمسيری و ن

یک منبع غنی از پروتئين، کربوهيدرات، فيبر و مواد معدنی  ،لگوم

، اسيدهای چرب غيراشباع و (فسفر، کلسيم، منگنز، آهن و روی)

ایران یکی از کشورهای . (Gaur et al. 2012)باشد بتاکاروتن می

سطح زیر کشت مقام مهم توليد کننده نخود است که از نظر 

 داراستچهارم را بعد از کشورهای هند، ترکيه و پاکستان 

(Sabaghpour et al. 2006 .)ای از ملاحظهاین لگوم، بخش قابل

نيازهای نيتروژنی مورد نياز برای رشد و توليد ماده خشک را از 

های ریزوبيوم تامين ها یا سویهطریق ایجاد رابطه همزیستی با گونه

بنابراین انتخاب یک جمعيت همزیست کارآمد بين این  .کندمی

تواند از طریق های تثبيت کننده نيتروژن میلگوم و باکتری

بالابردن تثبيت بيولوژیکی نيتروژن به موفقيت در پتانسيل توليد 

اهميت رابطه همزیستی بين نخود و . این محصول منجر شود

وليد محصول در های ریزوبيوم اختصاصی آن برای افزایش تسویه

 ;Ben Romdhane et al. 2007) استچندین مطالعه گزارش شده

Ben Romdhane et al. 2008; Laranjo et al. 2014.)  بر اساس

به  ، تنوع در عملکرد همزیستی این لگوم احتمالاًهااین گزارش

های ریزوبيوم و ها یا گونهواسطه تنوع در کارآیی همزیستی سویه

باشد که پتانسيل توليد با گياه ميزبان می هانآ درجه سازگاری

 .Laranjo et al) دهندتاثير قرار میمحصول را در این لگوم تحت

2002; Laranjo et al. 2014). کنندگی بنابراین، ظرفيت تثبيت

تواند توسط تاثير متقابل نيتروژن و در نتيجه توليد محصول، می

به این . م تضمين شودهای لگوهای ریزوبيوم و رقمبين سویه

های ریزوبيوم یک ها یا گونهترتيب، انتخاب کارآمدترین سویه

برای بالا بردن رشد و توليد محصولات لگوم از  ؤثرماستراتژای 

 باشدطریق بهبود تشکيل گرهک و ظرفيت تثبيت نيتروژن می

(Bhattacharyya and Jha 2012) .که علاوه، با توجه به اینبه

نيتروژن بين لگوم و  ژیکی نيتروژن به تبادلات کربن وتثبيت بيولو

باشد، شناخت دقيق مسيرهای ریزوبيوم اختصاصی آن وابسته می

تثبيت  متابوليسمی کربن و نيتروژن که فعاليت نيتروژناز و نتيجتاً

دهند، ما را در افزایش پتانسيل توليد تاثير قرار مینيتروژن را تحت

بود تثبيت بيولوژیکی نيتروژن توسط محصول از طریق اصلاح و به

 .Laranjo et al) های مهندسی ژنتيک کمک خواهد کردروش

2014; Nasr Esfahani et al. 2014b). 

تثبيت بيولوژیکی نيتروژن توسط کمپلکس آنزیمی نيتروژناز 

شود که از طریق یک واکنش وابسته به انرژی، نيتروژن کاتاليز می

. کندم قابل دسترس برای گياه تبدیل میگازی اتمسفر را به آمونيو

شامل  باشد ومیی یاین آنزیم یک کمپلکس متالوآنزیمی دوجز

یا جزء پروتئين آهن ناميده  5جزء )نيتروژناز ردوکتاز جزء دی

جزء )نيتروژناز شود و جزء دیکد می nifHکه توسط ژن ( شودمی

که دارای ( شودموليبدن نيز ناميده می -یا جزء پروتئين آهن 1

-کد می nifKو  nifDترتيب توسط است و به βو  αزیرواحدهای 

کارآیی تثبيت بيولوژیکی . (Halbleib and Ludden 2000)شوند 

باشد مرتبط می nifK و nifH ،nifDهای نيتروژن با سطح بيان ژن

(Bowers et al. 2008). عنوان شناساگر برای ها بهبنابراین این ژن

های تثبيت کننده نيتروژن ين عملکرد باکتریارزیابی تنوع ب

 .Deslippe and Egger 2006; Burbano et al) نداپيشنهاد شده

در مطالعات متعددی ارتباط نزدیک بين سرعت تثبيت . (2011

 Deslipper and)است گزارش شده nifHنيتروژن و سطح بيان ژن 

Egger 2006; Burbano et al. 2011 )ميزان که کاهش طوریبه

تثبيت نيتروژن تحت شرایط نامناسب اکسيژن و یا در حضور 

NH4
است نسبت داده شده nifHبه کاهش سطح بيان ژن  +

(Severin et al. 2010 .) 
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 ATPفرآیند تثبيت نيتروژن به مقادیر زیادی ترکيبات احياءکننده و 

عمدتاً در )این انرژی توسط ترکيبات حاصل از فتوسنتز . نياز دارد

ها سنتز شده شود که این ترکيبات در برگتامين می( ساکارز شکل

قابليت . یابندها انتقال میو از طریق شيره آبکش به گرهک

عنوان یک فاکتور مهم کنترل دسترسی به ترکيبات فتوسنتزی به

 استکننده رشد گرهک و تثبيت نيتروژن در نظر گرفته شده

(Flemetakis et al. 2006). ها ال یافته به درون گرهکساکارز انتق

منظور تامين انرژی و اسکلت کربن مورد نياز برای فرآیند تثبيت به

نيتروژن، تثبيت آمونيوم و خروج آمينواسيدها و دیگر ترکيبات 

های ساکارز سنتاز و آلکالين نيتروژنی از گرهک توسط آنزیم

 هگزوزهای حاصل از شکستن ساکارز. شونداینورتاز متابوليزه می

شود و فسفوانول های گليکوليتيک بيشتر متابوليزه میتوسط آنزیم

های فسفوانول پيروات کند که توسط آنزیمپيروات را ایجاد می

کربوکسيلاز و مالات دهيدروژناز برای توليد سوبسترای اصلی 

. (Schulze 2004)شود احياء می( مالات)تنفس باکتروئيد 

های مربوط به آنزیم ن فعاليتمطالعات مختلف نشان داده که ميزا

تواند ظرفيت تثبيت مسيرهای متابوليسم کربن و نيتروژن می

ریزوبيوم -های مختلف همزیستی لگومنيتروژن را در جمعيت

 .Chopra et al. 2002; Larrainzar et al) تاثير قرار دهدتحت

2014; Nasr Esfahani et al. 2014b). 

بين نخود با دو گونه  کارآیی همزیستی ،در این تحقيق

گونه ) Mesorhizobium cicieri CP-31مزوریزوبيوم شامل 

گونه ) M .meditrraneum SWRI9و( ریزوبيوم غيربومی ایران

به منظور . بر اساس عوامل رشد مقایسه شد( ریزوبيوم بومی ایران

بررسی دلایل اختلاف در عملکرد همزیستی نخود با دو گونه 

های ساختمانی آنزیم رسی، سطح بيان ژنمزوریزوبيوم مورد بر

های گرهک و نيز فعاليت آنزیم( nifKو  nifH، nifD)نيتروژناز 

های حاصل از دو کليدی متابوليسم کربن و نيتروژن در گرهک

 .گونه مزوریزوبيوم مورد نظر بررسی شد
 

  هامواد و روش

از تهيه شده  ILC482بذرهای نخود رقم کابلی  ازاین مطالعه در 

در قالب یک  استفاده شد و آزمایش مؤسسه تحقيقات دیم کشور

بذرهای نخود در . تصادفی در شش تکرار انجام شد طرح کاملاً

ليتری حاوی ورميکوليت اتوکلاو شده کشت  2/1های گلدان

از ایکاردا در کشور سوریه و گونه  M. ciceri CP-31گونه . شدند

M. medittraneum SWRI9 يقات آب و خاک تهيه سسه تحقؤاز م

 .Mليتر سوسپانسيون ميلی پنجگروهی از بذور کشت شده با . شد

ciceri CP-31  ليتر سوسپانسيون ميلی پنجو گروه دیگر باM. 

meditrraneum SWRI9 های ریزوبيوم سوسپانسيون. تلقيح شدند

. ليتر بودندسلول در هرميلی 114مورد استفاده دارای تراکم سلولی 

روز بعد از  ششو  سههای ریزوبيوم مورد نظر در ا گونهتلقيح ب

هفته در شرایط  چهارها برای مدت گلدان. کاشت نيز تکرار شد

 ساعت تاریکی، 15و  ساعت روشنایی 15)کنترل شده گلخانه 

 121و نور  درصد 01 گراد، رطوبت نسبیدرجه سانتی 11 دمای

ها گلدان. ی شدندنگهدار( ميکرومول فوتون بر متر مربع بر ثانيه

 MgSO4, 2.05) روز در هفته با محلول غذایی فاقد نيتروژن سه

mM; CaCl2, 3.3 mM; K2SO4, 1.25 mM; H3BO3, 4 µM; 

ZnSO4. 7H2O, 1.55 µM; CuSO4. 5H2O, 1.55 µM; MnSO4. 

4H2O, 6.6 µM, Na2MoO4. 2H2O, 0.12 µM, FeEDTA, 40 

µM ) هفته چهار. ياری شدندآبدر بقيه روزها با آب معمولی و 

های رشد ، گروهی از گياهان برای ارزیابی شاخصکشتاز  بعد

مورد استفاده ( تعداد گرهک، وزن خشک ریشه، ساقه و گرهک)

( ریشه و گرهک)های مختلف قرار گرفتند و از گروه دیگر، بخش

منظور و بعد از فریز کردن در نيتروژن مایع به هجداسازی شد

گيری فعاليت و نيز اندازه nifKو  nifH ،nifDی هابررسی بيان ژن

 -01های مربوط به متابوليسم کربن و نيتروژن در فریزر آنزیم

 .گراد نگهداری شدنددرجه سانتی

آوری شده در های جمعکل، گرهک RNAمنظور استخراج به

با  RNAهاون استریل با استفاده از نيتروژن مایع پودر شدند و 

 RNeasy Plant Mini Kit and QIAcube systrmاستفاده از 

(Qiagen ) مطابق دستورالعمل پيشنهادی شرکت سازنده استخراج

 Nano Drop)با استفاده از دستگاه نانودراپ  RNAغلظت . شد

Technology, wilmington, DE, USA )برای . گيری شداندازه

ژنومی روی  DNAژنومی، مراحل حذف  DNAبرداشتن آلودگی 

کل مربوط به هر نمونه با استفاده از  RNAکروگرم از مي چهار

TURBO DNA-free DNase I  مطابق دستورالعمل شرکت

فاقد  RNAبا یک ميکروگرم  cDNAسنتز . سازنده انجام شد

DNA  ژنومی با استفاده ازReverTra Ace qRCR RT kit 
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(Toyobo, Japan ) ميکروليتر طبق دستورالعمل  51در حجم نهایی

 ،nifHهای آغازگرهای اختصاصی ژن. سازنده انجام گرفتشرکت 

nifD  وnifK افزار توسط نرمPrimer3  طراحی شد و آغازگرهای

(. 1جدول )عنوان ژن مرجع استفاده شد به 16S rRNAمربوط به 

 MX3000P ) در زمان واقعی با استفاده از دستگاه PCRواکنش 

system Agilent technologies, Santa Clara, CA, USA)  با

Thundebirdکيت سایبرگرین
TM

SYBR
®
qPCR Mix  

(Toyobo,Japan )طبق دستورالعمل پيشنهادی شرکت انجام شد .

ميکرومولار  4/1ميکروليتر دارای  11هر واکنش در حجم نهایی 

شرایط دمایی و زمانی برای . برای هر کدام از آغازگرها انجام شد

سازی اوليه در خه واسرشتتکثير قطعات مورد نظر شامل یک چر

چرخه به  11دقيقه و  دوگراد به مدت درجه سانتی 44دمای 

گراد به مدت درجه سانتی 44سازی در دمای صورت واسرشت

گراد برای درجه سانتی 22ثانيه، اتصال آغازگرها در دمای  11

nifH گراد برای درجه سانتی 25، دمایnifK ، درجه  24دمای

 16S گراد برایدرجه سانتی 01و دمای  nifK گراد برایسانتی

rRNA  درجه سانتی 55ثانيه، طویل شدن در دمای  11به مدت-

ثانيه و سرانجام یک مرحله طویل شدن نهایی در  11گراد به مدت 

. دقيقه صورت گرفت 5گراد به مدت درجه سانتی 55دمای 

 ای پليمراز اجرامنحنی ذوب بعد از آخرین چرخه واکنش زنجيره

گراد در هر درجه سانتی 2/1منحنی ذوب با برنامه دمایی . شد

پس از . گراد رسم شددرجه سانتی 41تا  01چرخه بين دمای 

ها ، دادهCt (Threshold cycle)صورت های خام بهدریافت داده

2توسط روش 
-ΔΔCt مورد تجزیه و تحليل قرار گرفتند. 

گرم بافت گرهک با ميلی 511منظور استخراج عصاره آنزیمی، به

 -MOPS (4مولار ميلی 21ليتر بافر استخراج شامل ميلی 2/1

 -5مولار ميلی 11، (مورفولين پروپان سولفونيک اسيد

 پنج، MgCl2مولار ميلی پنج، EDTAمولار ميلی یکمرکاپتواتانول، 

فنيل ) PMSFمولار ميلی یکدرصد گليسرول و  PVP ،11درصد 

 11در هاون سرد، سایيده و به مدت ( متيل سولفونيل فلوراید

 .گراد سانتریفوژ شددرجه سانتی چهاردر دمای  g51111دقيقه در 

های آنزیمی و سنجش  گيری فعاليتعصاره حاصل برای اندازه

فعاليت  .(Nasr Esfahani et al. 2014b)شد پروتئين کل استفاده 

مالات  ،(PEPC) فسفوانول پيروات کربوکسيلاز هایآنزیم

گلوتامات دهيدروژناز، گلوتامات -NADH ،(MDH)دهيدروژناز 

بر ، (AAT)، آمينواسيد ترانسفراز (NADH-GOGAT)سنتاز 

 واسطهنانومتر به 141اساس کاهش جذب در طول موج 

ایزوسيترات دهيدروژناز  و فعاليت NAD(P)Hاکسيداسيون 

(NADP-ICDH) ساکارز سنتاز ،(SS) آلکالين اینورتاز ،(AI) ،

فسفوگلوکونات -0، (G6PDH)فسفات دهيدروژناز -0-وکزگل

( UD-GPP)گلوکز پيروفسفریلاز -UDP، (6PGDH)دهيدروژناز 

 بر اساس افزایش( NAD-GDH)گلوتامات دهيدروژناز -NADو 

 NAD(P)Hواسطه توليد نانومتر به 141جذب در طول موج 

 .گيری شداندازه

-γس ميزان توليد بر اسا (GS)گلوتامين سنتتاز  فعاليت آنزیم

گيری نانومتر اندازه 211گلوتاميل هيدروکسامات در طول موج 

.شد

 
 

  16S rRNAو  nifH، nifD، nifKهای جفت آغازگرهای اختصاصی طراحی شده برای ژن -1جدول 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 (bp)اندازه تکثير شده  گرآغاز (2′→1′)توالی  ژن

nifH F: CATCCTCAAATATGCCCATTC 

R: GTGGATCTTCTCGGCCAGAG 

 

51 

51 

542 

nifD F: GCATACTGCTTGAGGAGATAG 

R: TTGGCAATGACCTTTTCGGTC 

 

51 

51 

554 

nifK F: AGTCATGTCGACGGCTATGAC 

R: ATCGAACTGGTCAGAGGCATC 

 

51 

51 

515 

16S rRNA F: TACTGACGCTGAGGTGCGAAAG 

R: AAACCACATGCTCCACCGCTTG 
55 

55 

515 
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( وزن خشک ریشه، ج( وزن خشک ساقه، ب( الف. M .ciceri CP-31یا  M. meditrraneum SWRI9های رشد در همزیستی بين نخود با مقایسه شاخص -1شکل 

دار حداقل اختلاف معنیو در سطح  T-testها با استفاده از روش آزمون مقایسه ميانگين. باشدمی SE ±تکرار ششمقادیر ميانگين . وزن خشک گرهک( تعداد گرهک و د

 . درصد انجام شده است پنج

 .باشددار میبيانگر اختلاف معنی*

 

 گيری فعاليت آنزیماندازه ترکيب بافر واکنش مورد استفاده برای

PEPC شامل NADH (5/1 مولارميلی) ،دو) فسفوانول پيروات 

واحد آنزیم  0/1و  (مولارميلی دو) کربنات سدیمبی ،(مولارميلی

 ،(مولارميلی 51) کلرید منيزیم: GS ؛ برای آنزیممالات دهيدروژناز

 و (مولارميلی 111) گلوتامات ،(مولارميلی 52) هيدروکسی آمين

ATP (111 مولارميلی) ؛ برای آنزیمSS : ميلی پنج)کلرید منيزیم-

، (مولارميلی یک)، پيروفسفات (مولارميلی 111)، ساکارز (مولار

-ميلی یک) NAD، (مولارميکرو 51)فسفات ید -0و  1گلوکز 

گلوکز پيروفسفریلاز، -UDPهای واحد از آنزیم5، (مولار

: AIفسفات دهيدروژناز؛ برای آنزیم -0-فسفوگلوکوموتاز و گلوکز

 ATP، (مولارميلی یک) NAD، (مولارميلی پنج)کلرید منيزیم 

-ز آنزیمواحد ا دوو ( مولارميلی 111)، ساکارز (مولارميلی یک)

فسفات -0-های هگزوکيناز، فسفوگلوکزایزومراز و گلوکز

، (مولارميلی دو) AAT: NADHدهيدروژناز؛ برای آنزیم 

-ميلی یک)کتوگلوتارات -α ،(مولارميلی 11)آسپارتيک اسيد 

واحد مالات  0/1و ( مولارميکرو سه)، پيریدوکسال فسفات (مولار

 MDH: NADHرای آنزیم ب، (González et al. 1995) دهيدروژناز

؛ برای (مولارميلی یک) اگزالواستيک اسيد و (مولارميلی 5/1)

 یک) NAD، (مولارميلی چهار)کلرید منيزیم : UDP-GPPآنزیم 

، (مولارميکرو 12)فسفات دی-0و  1گلوکز  µM 12، (مولارميلی

 4/1، (مولارميلی دو)گلوکز -UDP، (مولارميلی 11)پيروفسفات 

 فسفات دهيدروژناز-0-واحد گلوکز 0/1فوگلوکوموتاز، واحد فس

 (ب)
 (الف)

 (د) (ج)
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(Gordon and Kessler 1990) ؛ برای آنزیمGOGAT :NADH 

، گلوتامين (مولارميلی 2/5)کتوگلوتارات -α، (مولارميلی 1/1)

-ميلی NAD-GDH: NADH (1/1؛ برای آنزیم (مولارميلی 11)

 511) آمونيوم، سولفات (مولارميلی 2/5)کتوگلوتارات -α، (مولار

، (مولارميلی 2/1) NADH-GDH :NAD؛ برای آنزیم (مولارميلی

؛ برای (Groat and Vance 1981) (مولارميلی 21)گلوتامات 

NADP، (مولارميلی 11)کلرید منيزیم : G6PDHآنزیم 
+ (2/1 

-0واحد  1/1و ( مولارميلی 2/5)فسفات -0-گلوکز، (مولارميلی

کلرید منيزیم  :6PGDH برای آنزیم ؛زفسفوگلوکونات دهيدروژنا

NADP، (مولارميلی 11)
 2/5)فسفوگلوکونات  ،(مولارميلی 2/1) +

: NAD-ME؛ برای آنزیم (Copeland et al. 1989) (مولارميلی

NADP، (مولارميلی یک)، مالات (مولارميلی دو)کلرید منگنز 
+ 

NADP مبرای آنزی و (Le Roux et al. 2008) (مولارميلی 4/1)
+
-

ICDH :NADP
 (مولارميلی پنج) کلرید منيزیم ،(مولارميلی 2/1) +

مقدار . بود (Marino et al. 2007)( مولارميلی یک) ایزوسيترات و

ارزیابی  (Bradford 1976) برادفورد پروتئين کل توسط روش

 . گردید

نسخه  SPSSافزار آماری ها با استفاده از نرمتحليل دادهتجزیه و 

 در  T-testورت گرفت و مقایسات ميانگين از طریق آزمون ص 10

 .انجام شد درصد پنج احتمالسطح 

 

  نتایج و بحث

در این مطالعه، عملکرد همزیستی نخود با دو گونه مزوریزوبيوم 

مورد  M. meditrraneum SWRI9و M. ciceri CP-31شامل 

 معمولاًکارآیی همزیستی بين لگوم و ریزوبيوم . بررسی قرار گرفت

 .Larrainzar et al)شود با مقایسه پارامترهای رشد ارزیابی می

به این ترتيب، در این تحقيق عملکرد همزیستی نخود با . (2014

دو گونه مزوریزوبيوم مورد نظر بر اساس پارامترهای رشدشان 

مورد مقایسه ( تعداد گرهک و وزن خشک ریشه، ساقه و گرهک)

 نشان داد که در همزیستی بين نخود با نتایج(. 1شکل )قرار گرفت 

M. meditrraneum SWRI9 در مقایسه  وزن خشک ساقه و ریشه

 بالاتر بود درصد 4/15و  0/44ترتيب به M .ciceri CP-31با 

تشکيل شده روی  تعداد گرهکعلاوه، به. (الف و ب-1شکل )

 متفاوت بودبسته به نوع گونه مزوریزوبيوم استفاده شده نيز  ریشه

 M. meditrraneum SWRI9نخود با همزیستی که در طوریبه

روی ریشه  M .ciceri CP-31در مقایسه با  تریبيش تعداد گرهک

وزن خشک گرهک در  بالاتر بودن قابل ملاحظهکه با  تشکيل شد

برخی در . (ج و د -1شکل ) این جمعيت همزیستی همراه بود

و ميزان تثبيت بين وزن خشک گرهک  مستقيمارتباط  تحقيقات

به این ترتيب  .(Laguerre et al. 2007)است شده گزارشنيتروژن 

 .Mبودن وزن خشک گرهک در همزیستی نخود با تربيش

meditrraneum SWRI9  ميزان بالاتر تثبيت نيتروژن و نشان دهنده

کارآیی همزیستی در این جمعيت همزیست  همچنين بالاتر بودن

. نيز تایيد شد ک بالاتر ریشه و ساقهاین نتایج با وزن خش .است

کند که کارآیی همزیستی بين لگوم و ریزوبيوم این نتایج تایيد می

 کندبسته به نوع گونه یا سویه ریزوبيوم مورد استفاده تغيير می

(Rangin et al. 2008; Terpolilli et al. 2008; Oono and 

Denison 2010) . در مطالعات انجام شده رویM. truncatula 

A17 (Larrainzar et al. 2014) و نخود (Mhadhbi et al. 2008; 

Nasr Esfahani et al. 2014b)  نيز نشان داده شده که نوع سویه

ریزوبيوم استفاده شده ظرفيت تثبيت کنندگی نيتروژن در درون 

. دهدتاثير قرار میچنين ميزان رشد گياه را تحتگرهک و هم

ها یا توان پيشنهاد کرد که غربال کردن سویهبراساس این نتایج می

چنين های ریزوبيوم کارآمد از نظر تثبيت نيتروژن و همگونه

های مولکولی و فيزیولوژیکی که عملکرد بالا در شناسایی مکانيسم

های ریزوبيوم را ها یا سویهروابط همزیستی بين لگوم و گونه

ها از د محصول در لگومکنند، به بالا بردن پتانسيل توليحمایت می

 .های ژنتيکی کمک خواهند کردطریق مهندسی ژنتيک و دستکاری

 هایبيان ژن حسطبررسی کننده نيتروژن، های تثبيتدر ریزوبيوم

nifH ،nifD  وnifK عنوان یک شناساگر خوب برای ارزیابی به

 .Zehr et al)است وضعيت تثبيت کنندگی نيتروژن پيشنهاد شده

ارتباط نزدیکی  متعددی نشان داده شده که هایگزارش در .(2003

در  nifH بين ميزان فعاليت آنزیم نيتروژناز و سطح بيان ژن

 Deslippe and) موجودات تثبيت کننده نيتروژن وجود دارد

Egger, 2006; Burbano et al. 2011). ه، وعلابهnifH طور به

نيتروژن  هکنندهای تثبيت گسترده برای تخمين تنوع در باکتری

در گزارش دیگری بيان . (Severin et al. 2010)است استفاده شده

در و  نيتروژناز فعاليت آنزیم ميزان با nifKشده که سطح بيان ژن 
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 Nasr Esfahani et) باشدنيتروژن مرتبط میسرعت تثبيت  نتيجه

al. 2014a). منظور تایيد عملکرد بالاتر فرآیند در این مطالعه به

 M. meditrraneum حاصل ازهای يت نيتروژن در گرهکتثب

SWRI9  در مقایسه باM .ciceri CP-31های ، سطح بيان ژن

در دو جمعيت ( nifKو  nifH ،nifD)ساختمانی آنزیم نيتروژناز 

های مورد در ابتدا حضور ژن. سی قرار گرفترمورد برهمزیستی 

ش های هر دو جمعيت همزیستی، توسط رونظر در گرهک

و سپس اختلاف در سطح بيان این ( 5شکل )الکتروفورز تایيد شد 

 در زمان واقعی PCRروش ها در دو جمعيت همزیستی توسط ژن

 های نتایج نشان داد که سطح بيان ژن. ارزیابی قرار گرفت مورد

nifH وnifD مورد  حاصل از دو گونه مزوریزوبيوم هایگرهک در

در  nifKلی سطح بيان ژن و نداشتداری بررسی تفاوت معنی

در مقایسه با  M. meditrraneum SWRI9مربوط به های گرهک

از همزیستی بين نخود با  حاصلهای ميزان بيان این ژن در گرهک

M .ciceri CP-31 به (. 5شکل )ای بالاتر بود ه ميزان قابل ملاحظهب

 .Mهای حاصل از در گرهک nifKاین ترتيب، سطح بيان بالاتر ژن 

meditrraneum SWRI9  نشان دهنده ظرفيت بالاتر تثبيت کنندگی

این . های حاصل از این گونه مزوریزوبيوم استنيتروژن در گرهک

نتایج، عملکرد بالاتر همزیستی که با ارزیابی فاکتورهای رشد 

نتایج . کندهمزیستی تایيد می تخمين زده شدند را در این جمعيت

در  UDP-GPPو  SS هایيت آنزیماین مطالعه نشان داد که فعال

 Mدر مقایسه با M. meditrraneum SWRI9های حاصل از گرهک

.ciceri CP-31 شکل )ند بود درصد بالاتر 4/51و  2/05ترتيب به

 . (الف و ج -1

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

همزیستی بين های حاصل از در گرهک nifKو  nifH ،nifDهای مقایسه بيان ژن (د-ب ،16S rRNA و nifH ،nifD ،nifK هاینمونه ژل آگارز برای ژن (الف -5شکل 

و در  T-testها با استفاده از روش آزمون مقایسه ميانگين. باشدمی SE ±تکرار سهمقادیر ميانگين M .ciceri CP-31 (5 .)یا M. meditrraneum SWRI9 (1 )نخود با 

 16S rRNA =515و  nifH ،554= nifD ،515= nifK =542اندازه باندها  kb 1: سایز مارکر. نجام شده استدرصد ا پنجدار سطح حداقل اختلاف معنی

 .باشددار میبيانگر اختلاف معنی *
 

 (ب)

الف)

) 

(ج) (د)   
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 .M-بالاتر تثبيت نيتروژن در همزیستی نخود کارآییبنابراین 

meditrraneum SWRI9  هایآنزیمبا فعاليت بالاتر SS  وUDP-

GPP  سوبسترای تنفسی ) ظرفيت بالاتر تشکيل مالات در نتيجهو

اهميت این نتایج . باشدها مرتبط میدر این گرهک (باکتروئيد

در تنظيم  UDP-GPPو  SS شکسته شدن ساکارز از طریق مسير

 .کردتایيد را متابوليسم کربن گرهک و فعاليت تثبيت نيتروژن 

 استنتایج مشابهی در تحقيقات دیگر نيز گزارش شده

(Larrainzar et al. 2014; Nasr Esfahani et al. 2014b.)  در

متعددی نشان داده شده که یک ارتباط نزدیک بين  هایگزارش

نيتروژن با متابوليسم  سرعت تثبيت همچنينعملکرد همزیستی و 

 ;Sulieman and Schulze 2010) کربن گرهک وجود دارد

Sulieman et al. 2013; Nasr Esfahani et al. 2014b).  ظرفيت

مين کافی أهای همزیستی به تتثبيت کنندگی نيتروژن در جمعيت

س باکتروئيد فبرای تن (عمدتا در شکل مالات)سوبستراهای کربن 

توليد . شودمی فراهموابسته است که توسط متابوليسم ساکارز 

متابوليسم اولين مرحله هگزوزها از طریق شکسته شدن ساکارز، 

به عنوان مرحله  و تثبيت کننده نيتروژن استهای گرهک کربن در

بيت ثکليدی در تنظيم فعاليت نيتروژناز و همچنين ظرفيت ت

یا  UDP-GPPو  SSمسير ساکارز توسط . کندنيتروژن عمل می

 ،در چندین مطالعه (.Vance, 2008) شودمتابوليزه می AIمسير

 های موتاسيونتوسط روش SSبيان ژن و فعاليت آنزیم  ميزان

(Horst et al. 2007) سنسیا آنتی (Baier et al. 2007)  تغيير داده

ها برای ایجاد و حفظ یک همزیستی شد و پيشنهاد شد که گرهک

نياز  SSکارآمد از نظر تثبيت نيتروژن به سطح کافی از فعاليت 

 SSدارند و به این ترتيب گياهان دارای سطح پایينی از فعاليت 

علاوه در مطالعات دیگر نشان به. نيستند قادر به تثبيت نيتروژن

های محيطی در پاسخ به تنش SS آنزیمداده شده که کاهش فعاليت 

طور همزمان با کاهش تثبيت نيتروژن مانند خشکی و شوری به

در  AIفعاليت آنزیم  .(Arrese-Igor et al. 2011) افتداتفاق می

 M. meditrraneumهای حاصل از همزیستی نخود با گرهک

SWRI9 یدارمعنی طورمقایسه با جمعيت همزیستی دیگر به  رد 

متعددی  هایبه هر حال، در گزارش. (الف -1شکل ) ودب بالاتر

تواند مسئول تامين سوبستراهای بيان شده که این آنزیم نمی

يت تنفسی متابوليسم باکتروئيد باشد و بنابراین در تنظيم فعاليت تثب

به دليل این که متابوليسم ساکارز  نداردنيتروژن گرهک نقش 

تری نياز دارد که با شرایط ميکروهوازی بيش ATPبه  AIتوسط 

 Welham et al. 2009; Nasr) داخل گرهک سازگار نيست

Esfahani et al. 2014b.)  

-های حاصل از شکسته شدن ساکارز توسط آنزیمهگزوزفسفات

شوند و سوبستراهایی تنفسی متابوليزه می MDHو  PEPCهای 

چنين اسکلت کربن مورد نياز برای تثبيت باکتروئيدها و هم

 کنندآمونيوم حاصل از فعاليت آنزیم نيتروژناز را فراهم می

(Schulze 2004) .های آنزیم متوالی علاوه، فعاليتبهPEPC ،

MDH  وNAD-ME فراهم کردن پيروات برای  نقش مهمی در

به این . کننديک اسيد باکتروئيد بازی میچرخه تری کربوکسيل

ترتيب، با توجه به این که آنزیم نيتروژناز نياز به مقادیر زیادی 

انرژی برای تثبيت نيتروژن دارد، فعاليت بالای این سه آنزیم در 

مين مقادیر کافی انرژی را برای فعاليت آنزیم نيتروژناز أها تگرهک

نتایج این مطالعه نشان  (.Le Roux et al. 2006) کندتضمين می

های در گرهک NAD-MEو  PEPC ،MDHداد که فعاليت 

-به M. meditrraneum SWRI9 مربوط به همزیستی نخود با 

در مقایسه با فعاليت این  درصد 5/42و  1/115، 4/44ترتيب 

 -1شکل )بالاتر بودند  M .ciceri CP-31های ها در گرهکآنزیم

تر سوبسترای کربن سازی بيشه فراهمب که احتمالاً( الف و ب

و انرژی برای متابوليسم باکتروئيد منجر ( به شکل مالات عمدتاً)

دیگری نشان داده که کاهش در سطح بيان و  مطالعات. شودمی

به کاهش سرعت تثبيت نيتروژن و عملکرد  PEPCفعاليت آنزیم 

 Nomura et al. 2006; Fischinger and) شودهمزیستی منتج می

Schulz 2010). چنين افزایش در بيان همMDH  فعاليت

 .(Le Roux et al. 2014) دهداختصاصی گرهک را افزایش می

شکسته شدن توسط مسير  از های حاصلبخشی از هگزوزفسفات

تر متابوليزه شده و ترکيبات احياء اکسيداتيوپنتوز فسفات بيش

تروژناز و فرآیند مورد نياز برای فعاليت آنزیم ني( NADPH)کننده 

متعددی نشان داده  هایدر گزارش. کندتثبيت نيتروژن را فراهم می

شده که یک رابطه مستقيم بين فعاليت آنزیم نيتروژناز و کارآیی 

و  G6PDHهای کليدی این مسير شامل همزیستی با فعاليت آنزیم

6PGDH دارای سرعت   هایگرهک در   که طوریوجود دارد، به 
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مالات ( الف. M .ciceri CP-31 یا M. meditrraneum SWRI9های متابوليسم کربن و نيتروژن گرهک در همزیستی بين نخود با مقایسه فعاليت آنزیم -1شکل 

- NADP،(6PGDH)فسفوگلوکونات دهيدروژناز -0، (G6PDH)فسفات دهيدروژناز -0-، گلوکز(AI)، آلکالين اینورتاز (SS)، ساکارز سنتاز (MDH)دهيدروژناز 

فسفوانول پيروات ( ب (NAD/NADH-GDH)گلوتامات دهيدروژناز  NAD/NADH، (NAD-ME)ماليک آنزیم -NAD، (NADP-ICDH)ایزوسيترات دهيدروژناز 

( ح( GS)گلوتامين سنتتاز ( د( )UDP-GPP)ریلاز گلوکز پيروفسف-UDP( ج( AAT)آمينواسيد ترانسفراز : AAT، (GOGAT)، گلوتامات سنتاز (PEPC)کربوکسيلاز 

 . استدرصد انجام شده پنج احتمالدر سطح  T-testها با استفاده از روش آزمون مقایسه ميانگين .باشدمی SE ±تکرار ششمقادیر ميانگين  .پروتئين کل گرهک

 .باشددار میبيانگر اختلاف معنی*

 

نيز  6PGDHو   G6PDHیهابالای تثبيت نيتروژن فعاليت آنزیم

مقایسه (. Galvez et al. 2005; Chopra et al. 2002)بالاتر است 

های حاصل از در گرهک 6PGDHو  G6PDHهای فعاليت آنزیم

M. meditrraneum SWRI9  وM .ciceri CP-31  نشان داد که

 M. meditrraneumهای حاصل از ها در گرهکفعاليت این آنزیم

SWRI9 شان در الاتر همزیستی در مقایسه با فعاليتبا عملکرد ب

 4/22و  0/51ترتيب به M .ciceri CP-31های حاصل از گرهک

 (. الف -1شکل )بالاتر بود  درصد

NH4)که آمونيوم از آنجا
توليد شده در طی فرآیند تثبيت ( +

NH4نيتروژن اتمسفری بسيار سمی است بنابراین 
به  باید سریعاً +

 Plaxton)نند گلوتامين و گلوتامات تثبيت شود آمينواسيدهایی ما

and Podestá 2006) .گلوتامات سنتاز -مسير گلوتامين سنتتاز

(GS/GOGAT )ترین مسير تثبيت آمونيوم در سلولعنوان مهمبه-

های مرتبط با سنتز ميزان فعاليت آنزیم. استشده ذکرهای گياهی 

NH4های ریشه به سطح توليد آمينواسيدها در گرهک
در طی  +

که توليد بالای طوریتثبيت نيتروژن اتمسفری وابستگی دارد به

واسطه فعاليت بالای آنزیم نيتروژناز باعث افزایش آمونيوم به

NH4 های مسئول تثبيتفعاليت آنزیم
علاوه، اختلاف به. شودمی +

ظرفيت متفاوت توليد  در نتيجه در متابوليسم کربن گرهک و

عنوان سوبستراهای تنفسی باکتروئيد در لی بهانرژی و اسيدهای آ

های مختلف همزیستی باعث ایجاد اختلاف در فعاليت جمعيت

NH4بنابراین تثبيت . شودبيوسنتزی آمينواسيدها می
حاصل از  +

فعاليت آنزیم نيتروژناز با کارآیی متابوليسم کربن گرهک و فراهم 

 ;Barsch et al. 2006) باشدبودن اسکلت کربن مرتبط می

الف)

) 

 (ب)

 (د)
 (ج) (ح)
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Sulieman and Schulze 2010.) ای با استفاده از روشدر مطالعه-

های موتاسيون، باکتروئيدهای ناکارآمد در تثبيت نيتروژن 

اتمسفری ایجاد کردند و نشان دادند که در این باکتروئيدها سطح 

ای کاهش پيدا ميزان قابل ملاحظهاکثر آمينواسيدهای گرهک به

ر ميزان آمونيوم توليد شده طی فرآیند کرد و آن را به کاهش د

های مسئول چنين کاهش در فعاليت آنزیمتثبيت نيتروژن و هم

نسبت دادند ( AATو  GOGAT ،GS)متابوليسم نيتروژن 

(Barsch et al. 2006) . نتایج این مطالعه نشان داد که فعاليت

در دو جمعيت همزیست  GS و AAT ،GOGATهای آنزیم

-ها در گرهککه فعاليت این آنزیمطوریدارد به داریتفاوت معنی

-به M. meditrraneum SWRI9های حاصل از همزیستی نخود با 

های حاصل شان در گرهکفعاليت برابر 4/1و  0/1، 15/1ترتيب 

الف، ب  -1شکل )بودند  M .ciceri CP-31 از همزیستی نخود با

اليت بالای این توان بيان کرد که فعبر اساس این نتایج می(. و د

به عملکرد  M. meditrraneum SWRI9هایها در گرهکآنزیم

سرعت بالاتر تثبيت نيتروژن در این  بالاتر همزیستی و احتمالاً

 .جمعيت همزیست مربوط است

گلوتامات سنتاز مسير اصلی برای -اگرچه مسير گلوتامين سنتتاز 

NH4تثبيت 
NH4است ولی  +

محيط از تواند بسته به شرایط می  +

گلوتامات دهيدروژناز نيز -NADHمسيرهای دیگر مانند فعاليت 

کتوگلوتارات -αتثبيت شود که این آنزیم آميناسيون قابل برگشت 

گلوتامات دهيدروژناز - NADآنزیم. کندکاتاليز می را به گلوتامات

-α)با دآميناسيون گلوتامات، آمونيوم و اسکلت کربن 

شرایط کمبود اسکلت کربن در درون  ویژه دررا به( کتوگلوتارات

های فعاليت آنزیم (.Setién et al. 2014) کندگرهک فراهم می

NAD-GDH  وNADH-GDH های حاصل از در گرهکM. 

meditrraneum SWRI9 درصد نسبت به  5/20و  1/05ترتيب به

افزایش  M .ciceri CP-31های ها در گرهکفعاليت این آنزیم

فزایش با بالاتر بودن کارآیی همزیستی در این نشان داد که این ا

 (.الف -1شکل )باشد جمعيت همزیستی مرتبط می

کتوگلوتارات اسکلت کربن مورد نياز برای تثبيت -α کهاز آنجا 

NH4
کننده کتوگلوتارات یک تنظيم-αکند بنابراین را فراهم می +

ان آن مهم متابوليسم کربن و نيتروژن در گياهان عالی است که ميز

-مرتبط می با تثبيت آمونيوم، سنتز آمينواسيدها و متابوليسم کربن

NADP آنزیم. باشد
+
-ICDH مين کافیأبا ت α- کتوگلوتارات برای

-مناسب حفظ میتثبيت آمونيوم، سرعت تثبيت آمونيوم را در حد 

واسطه سرعت بالای کند بنابراین افزایش در توليد آمونيوم به

در کتوگلوتارات و -αتر برای قاضای بيشتثبيت نيتروژن باعث ت

NADPفعاليت بالاتر  نتيجه
+
-ICDH علاوه، این آنزیم به. شودمی

کننده مورد نياز برای فعاليت آنزیم بخشی از ترکيبات احياء

در این مطالعه،  (.Setién et al. 2014) کندنيتروژناز را فراهم می

NADPتفاوت در فعاليت آنزیم 
+
-ICDH دو جمعيت  گرهک بين

 .Mهای حاصل از نحوی که در گرهکشد به ههمزیست مشاهد

meditrraneum SWRI9  ميزان فعاليت این آنزیم در مقایسه باM 

.ciceri CP-31 های فعاليت بالاتر این آنزیم در گرهک. تر بودبيش

M. meditrraneum SWRI9  ًتر واسطه تقاضای بيشبه احتمالا

این نتایج با . منظور تثبيت آمونيوم استکتوگلوتارات به-α برای

ن در ژعملکرد بالاتر همزیستی و نيز سرعت تثبيت نيترو

مطابقت دارد   M. meditrraneum SWRI9همزیستی بين نخود و 

که در این جمعيت همزیستی پارامترهای رشد و سطح طورهمان

 -1شکل )بود در مقایسه با جمعيت دوم بالاتر  nifKبيان ژن 

که کارآیی  نتایج این مطالعه حاکی از آن است طور کلیبه .(الف

 .Mهای رشد، در  همزیستی نخود با همزیستی بر اساس شاخص

meditrraneum SWRI9  در مقایسه باM .ciceri CP-31  بالاتر

بود که این اختلاف در عملکرد همزیستی با اختلاف در سطح بيان 

م کربن و نيتروژن گرهک و نيز با تفاوت در متابوليس  nifKژن 

 .باشدمرتبط می
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he symbiotic relationships between chickpea and Mesorhizobia are important for nitrogen 

symbiotic fixation and also yield potential. The precise identification of physiological and 

molecular mechanisms involved in contrasting responses in symbiotic effectiveness of symbiotic 

associations will be used to enhance productivity through genetic engineering and breeding methods.  In 

this study, symbiotic efficiency of chickpea with two Mesorhizobium species (Mesrhizobium ciceri CP-31 
and M. mediterraneum SWRI9) were compared based on their growth traits. According to the results, 

symbiotic efficiency in chickpea- M. mediterraneum SWRI9 symbiosis was higher than chickpea- M. 

ciceri CP-31 symbiosis because higher content of shoot, root and nodule dry weight and also nodule 

number in this symbiotic association. This result was confirmed by higher expression level of nifK in 

chickpea- M. mediterraneum SWRI9 symbiosis. In addition, a noticeable difference in activity of enzymes 

related to carbon and nitrogen metabolism was observed in nodules of both symbiotic associations. The 

activity of sucrose synthase, UDP-glucose pyrophosphorylase, malate dehydrogenase, phosphoenol 

pyruvate carboxylase and NAD-malic enzyme and also key enzymes of oxidative pentose phosphate 

pathway (glucose-6-phosphate dehydrogenase and 6-phosphogluconate dehydrogenase) was higher in 

chickpea- M. mediterraneum SWRI9 symbiosis. A higher activity for enzymes responsible for ammonium 

assimilation and amino acid biosynthesis (glutamate synthetase, glutamine synthetase, amino acid 

transpherase and NAD/NADH glutamate dehydrogenase) was observed in nodules of chickpea- M. 

mediterraneum SWRI9 symbiosis. Collectively, higher symbiotic efficiency of chickpea- M. 

mediterraneum SWRI9 symbiosis may be associated with higher expression of nifK and also the activity 

of the key enzymes related to the nodule carbon and nitrogen metabolism. 
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