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نه پژوهشکده بیوتکنولوژي کشاورزي کرج به خاطر حمایت مالی از همکاري صمیما

کارهاي مولکولی اجراي این رساله و همچنین همکاران بخش بیوتکنولوژي میکروبی و 

اي در انجام کارهاي هاي ارزندهها و راهنماییایمنی زیستی، و ژنومیکس که کمک

  .نمایممی اند کمال تشکر و سپاسگذاري رامولکولی به اینجانب نموده

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  



 

  تقدیر و تشکر

خداي را شاکرم که . ان که نعمت آموختن و تحصیل را بر ما ارزانی داشتکران به درگاه ایزدمنحمد و سپاس بی
هاي ارزنده اساتید گرامی توانستم کار کوچکی را با ها و حمایتبه لطف او و دعاي خیر پدر و مادر و تلاش

  .ام برسانمعشقی بزرگ به انج
اصغرزاد که در طول دانم از استاد محترم علم و اخلاق جناب آقاي دکتر ناصرعلیبدین وسیله بر خود لازم می

دوران تحصیل و در تمام مراحل انجام و تهیه رساله صادقانه مرا راهنمایی و کمک نمودند، کمال تشکر و 
غلامرضا صالحی که به حق در اجراي این رساله از هیچ  از استاد بزرگوار جناب آقاي دکتر .سپاسگذاري را بنمایم

  .دارمترین سپاسگذاري قلبی خود را تقدیم میاند صمیمانهکمک و تلاشی فروگذار نبوده
هاي ها و راهنماییاز جناب آقایان دکتر محسن مردي و دکتر احمد اصغرزاده اساتید مشاور رساله که کمک

، دکتر باغبان و دکتر دکتر صفري اناز جناب آقای .نمایمکر و سپاسگذاري میاي به اینجانب نمودند، تشارزنده
اند و همچنین از آقاي دکتر ذهتاب نماینده محترم تحصیلات بلندنظر که زحمت داوري رساله را بر عهده داشته

ي، دکتر از اساتید محترم گروه علوم خاك آقایان دکتر نیشابور. تکمیلی کمال تشکر و سپاسگذاري را دارم
و سایر اعضاء و کارکنان  تباجعفرزاده، دکتر اوستان، دکتر نجفی، دکتر شهبازي، دکتر ساریخانی و دکتر ریحانی

  .نمایمگروه تشکر و سپاسگذاري می

از همکاران محترم بخش تحقیقات خاك و آب مرکز تحقیقات کشاورزي، بخصوص جناب آقاي مهندس 
  .را یاري نمودند کمال تشکر و سپاسگذاري را دارمبایبوردي که در طول دوران تحصیل م

از پدر و مادر عزیزم که همواره در طول دوران زندگی مشوق و راهنماي من بوده و دعاي خیر آنها بدرقه راه و  
   .نمایم اگرچه هرگز نتوانیم که اداي دین نماییمپشتیبان من بوده است، تشکر و سپاسگذاري می

ها را با صبوري تحمل نموده و در تمام م غزل و پدر و مادر همسرم که همه سختیعزیز از همسر مهربانم، دختر
اند و با حضورشان به من دلگرمی بخشیدند از صمیم قلب مراحل تحصیل در دوره دکتري یار و یاور من بوده

  .ستارمکنم و از درگاه خداوند متعال براي آنان سعادت و سلامتی روز افزون خواتشکر و قدردانی می

نیا، مهندس میلانی، فرجزاده، و آقایان مهندس از همکاران و دوستان گرامی جناب آقاي دکتر ناصري، دکتر فرج
دار و خانم مهندس امانیفر و خانم مهندس محمدي مهندس احمدي، مهندس ثروتی، مهندس وحیدي، مهندس حق

    .و سایر عزیزان دیگر کمال تشکر و سپاسگذاري را دارم
  1390ضا توسلی   تیر علیر
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  :عنوان رساله 
ریشه نخود با حضور جدایه هاي مختلف باکتري  بررسی اثرات متقابل و الگوي استقرار قارچهاي میکوریز آربوسکولار  در 

  استفاده از روشهاي مولکولی با  سريمزوریزوبیوم سی
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د، گره، عناصر غذایی، کمی، نخو PCR، مزوریزوبیوم سیسريقارچهاي میکوریز آربوسکولار، : ها کلید واژه
  کلنیزاسیون ریشه

 
  : چکیده 

هاي قارچ  .دارند Rhizobium  باکتریهاي و)   AMF (هاي میکوریز آربوسکولار قارچ   گیاهان لگوم همزیستی سه جانبه با

گیاهانی لگومها از جمله . میکوریز  همزیست اجباري ریشه گیاهان هستند که نقش مهمی در واکنشهاي اکولوژیکی دارند

دهند که محل تثبیت نیتروژن همزیستی برقرار کرده و اندامی به نام گره تشکیل می Rhizobium باکتریهاي هستند که با

هاي میکوریز آربوسکولار شباهتهایی در برقراري همزیستی و تغییرات هاي همزیست نیتروژن و قارچتثبیت کننده. باشدمی

 AMو همزیستی  Rhizobiumهاي اند که براي تشکیل گرهاز ژنها مشخص شده یکسري. مورفولوژیکی در ریشه دارند

هاي قارچ میکوریز و با گونه  (Cicer arietinum L. cv. ILC482) در این تحقیق گیاهان نخود . باشندعمومی می

. زنی شدندایهبصورت فاکتوریل و در یک طرح بلوك تصادفی در سه تکرار م مزوریزوبیوم سیسريهاي باکتري جدایه

 .GI  ( Glomus intraradices   ،) GM (   G (هاي میکوریز آربوسکولار شامل از قارچ تیمار قارچی شامل سه گونه

 mosseae     و) GE (   G. etunicatum  5یک تیمار بدون قارچ، و یک تیمار مخلوط سه گونه قارچی در مجموع  ،بود  

گرم از زادمایه قارچی بر  50و  150  ، 100ترتیب مقادیر به GE   و GI ،   GM اي تیمارهاي بر  .تشکیل دادند تیمار قارچی را 



 

براي هر ) پروپاگول به ازاء هر سانتیمتر مکعب از زادمایه  480و  160، 240به ترتیب(محاسبه شده    MPN اساس پتانسیل 

براي تیمار کشت . با بستر شنی مخلوط گردیدند و اضافه ) کیلوگرم 2هر گلدان (هاي مربوطه گلدان کیلوگرم ماسه به 

از زادمایه قارچی با همدیگر مخلوط و به ازاء هر کیلوگرم ماسه به  گرم  17و   50، 33ها نیز به ترتیب مقادیر مخلوط قارچ

تیمار  1و  جدایه  6تیمار مخلوط  1جدایه باکتري همزیست نخود،  6   .مخلوط شدند شنی  هاي مربوطه اضافه و با بستر گلدان

لیتر میلی 10از سوسپانسیون باکتري به میزان   . تیمار باکتري را شامل شدند 8  بدون باکتري در نظر گرفته شد، که در مجموع 

زنی گیاهان مایه. هفته برداشت گردیدند 8گیاهان بعد از . لیتر به هر گلدان اضافه گردیدسلول در هر میلی 108با جمعیت 

گونه موثرتري در  GEقارچ گونه . چ و باکتري بطور کلی در مقایسه با شاهد ماده خشک بیشتري تولید کردندشده با قار

تیمارهاي . ها بودندهاي مجزا قارچی موثرتر از مخلوط زاد مایهزادمایه. ها بودتولید ماده خشک گیاهی نسبت به سایر گونه

زنی نتایج نشان داد مایه. و مخلوط قارچها داشتند GI ،GMهاي گونهباکتري تاثیر افزایشی بر کلنیزاسیون قارچی توسط 

موجب افزایش مقدار نیتروژن، فسفر، آهن، روي، مس و منگنز در گیاه   Rhizobiumهمزمان قارچ میکوریز و باکتري

  .شود ولی این اثرات افزایشی بین تیمارهاي قارچ و باکتري متفاوت هستندمی

گیرند ولی این معمول براي تعیین حضور اندامهاي قارچی در گیاهان مورد استفاده قرار میروشهاي میکروسکپی بطور 

-روشها قادر نیستند چند گونه قارچ میکوریز را در یک قطعه ریشه و گره لگوم مشخص کرده و همچنین کمی نیز نمی

این تحقیق روش . باشندگیرند مهم میمیاین دو فاکتور در مطالعات لگومها جایی که این اثرات مورد بررسی قرار . باشند

Quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR)   را به عنوان یک سیستم تعیین کمی در این خصوص مورد بررسی

هاي توانست نشان دهد که قارچهاي میکوریز توانایی کلنیزه کردن گره qRT- PCRاستفاده از این روش . دهدقرار می

این . در ریشه و گره نخود بود GMبیشتر از   GIنسبت مولکولی و تراکم . دارند GI  +GMنخود را در کشت مخلوط  

تاثیر مزوریزوبیوم سیسري هاي مختلف باکتري همچنین ما دریافتیم جدایه. نسبت و تراکم در گره سه برابر ریشه بود

  .باکتري و کلنیزاسیون قارچی در ریشه دارند زاییمتفاوتی بر گره

  
  



 

                                                                                                                     ه چکید
                  1                                                                                                                     مقدمه

  
  بررسی منابع : 1فصل 

  Rhizobium                                                                                                     4همزیستی  -1- 1
 Rhizobium                                                           6 لگوم  بر همزیستی عناصر غذاییتاثیر  -2- 1

   Rhizobium                                                            11مکانیسم مولکولی برقراري همزیستی  -3- 1
  12                                                                                                       آربوسکولار میکوریز   -4- 1
  14                                                                 تشکیل همزیستی میکوریز آربوسکولارتاریخچه  -5- 1
        15                                                                     اهمیت و ضرورت ایجاد همزیستی میکوریزي -6- 1
  17                                        قراري همزیستی میکوریزيچرخه زندگی و مکانیسم مولکولی بر  -7- 1
   21                                                                        و قارچ میکوریز Rhizobiumبر همکنش  -8- 1
  26                                                        خودتنظیمی گره زایی و برقراري همزیستی میکوریزي -9- 1
     28                                  هاي مورفولوژیکهاي میکوریز آربوسکولار با روششناسایی قارچ -10- 1
  31                                        لکولی وهاي مهاي میکوریز آربوسکولار با روششناسایی قارچ -11- 1
  34               هاي میکوریز آربوسکولار در ریشه با استفاده از روش مولکولیارچتعیین کمی ق -12- 1
  

  مواد و روشها:  2فصل 
  37                                                                      هاي میکوریزآربوسکولارمایه قارچتهیه زاد - 1 – 2
       MPN (                                 38 تست (وریز آربوسکولار ي میکهامایه قارچتعیین پتانسیل زاد - 2 – 2
  M. ciceri                                                             42 هاي  تست تشکیل گره توسط جدایه - 3 – 2
                         M. ciceri                                                                                43 هاي مایه باکتريتهیه زاد -4 –2
  43                                                                                                       تهیه بستر کاشت گیاه -5 –2
  44                                                                                           اعمال تیمارها و کاشت نخود  -6 –2
  46                                                                                     هاي آماري طرح آزمایشی و تجزیه -7- 2
        46                                                                    برداشت گیاه و اندازه گیري صفات مورد نظر - 8 - 2
 48                                                                                              تعیین غلظت عناصر در گیاه - 9 - 2

  48                               یشهها جهت تعیین درصد کلنیزاسیون میکوریزي ررنگ آمیزي ریشه - 10 - 2
  

 صفحه فهرست مطالب



  

 

  تعیین فراوانی آربوسکول، وزیکول، هیف و درصد کلنیزاسیون طول ریشه  -  11- 2
                                Gridline intersect method                                                 (49( تقاطع خطوط شبکه به روش 

  49                                        هاي میکوریز آربوسکولار در ریشه به روش مولکولی رچتعیین قا -12- 2
  50                                                                    و گیاهی  قارچیطراحی آغازگرهاي  - 1 - 12 - 2      
         51                                                         ي نخودهاو گره هااز ریشه DNAخراج تاس - 2 - 12 –2      

  DNA                                                                      55گیري کیفیت وکمیت اندازه - 3 - 12 - 2      
   55                                                                        ايپلیمراز آشیانهاي واکنش زنجیره - 4 - 12 - 2      

                        PCR                                                                        56   مرحله اول واکنش - 1 - 4 - 12 - 2           
   AluI                                                             57واکنش هضم با آنزیم برشی  - 2 - 4 - 12 - 2           
  PCR                                                                      57 مرحله دوم واکنش  - 3 - 4 - 12 - 2           

  58                                                                                             همسانه سازيواکنش  -5 -12 -2    
  Quantitative Real Time PCR(               58( اي پلیمراز کمی واکنش زنجیره -6 -12 -2    
  60                                                       قارچی هاي گونهتعیین نسبت مولکولی و تراکم  -7 -12 -2     
  
  نتایج و بحث:  3صل ف
  61                                                                                                                           رشد گیاه  -1- 3

  61                                                                                                     وزن خشک گیاهی -1- 3-1    
  62                                                                                                        وزن خشک ریشه -2- 3-1    

  68                                                                                                                       جذب عناصر -2- 3
  68                                                                                                             جذب نیتروژن -1- 3-2    
  70                                                                                                                 جذب فسفر -2- 3-2    
  71                                                                                                                 جذب روي -3- 3-2    
  73                                                                                                                  جذب آهن -4- 3-2    
     75                                                                                                                   جذب مس -5- 3-2    
  76                                                                                                                جذب منگنز -6- 3-2    

  83                                                                            گیري کلی رشد گیاه و جذب عناصرنتیجه -3- 3
 85                                                                                  کلنیزاسیون ریشه توسط قارچ میکوریز -4- 3

                       86                                                                                                 کلنیزاسیون طول ریشه - 1 - 3-4    
  86تقاطع خطوط                                                                       وش به ر  کلنیزاسیون ریشه- 2 - 3-4    

 صفحه فهرست مطالب



  

 

      87                                                                                                   درصد آربوسکول - 3 - 3-4    
  87                                                                                                            درصد هیف - 4 - 3-4    
  87                                                                                                      درصد وزیکول  - 5 - 3-4    
  88                                                                                           هیف+ درصد وزیکول  - 6 - 3-4    
  M. ciceri                                                              89زایی ریشه توسط باکتري گره  - 7 - 3-4    

      89                                                                                                    گره تروزن  - 7-1 -4- 3        
  89                                                                                             بندي کلاس گره- 7-2 -4- 3        

  Rhizobium                                                          89زایی و گره قارچیبحث کلنیزاسیون  - 5 - 3
  92                                                    گیريبررسی ضرایب همبستگی پارامترهاي مورد اندازه - 6 - 3
  95                                                    هاي میکوریزآربوسکولار در ریشه تعیین مولکولی قارچ - 7 - 3

  95                                                                                         از ریشه DNAاستخراج  -1- 3-7    
  96                                                                     هاي مورد استفادهآغازگرتعیین صحت  -2- 3-7    
  یابی آن و توالی ITSسازي قطعه  نتایج واکنش همسانه -3- 3-7    

  Glomus etunicatum                                                            97 جهت تعیین گونه                  
   کشتهاي گیاه و قارچ در آغازگرهاي کالیبراسیون براي  نمودارتهیۀ  -4- 3-7    
           98                                                                                                        هامخلوط قارچ                  
     99                            نتایج تعیین نسبت مولکولی دو گونه قارچ میکوریز در ریشه و گره -5- 3-7    
  101                                        هاي میکوریز در ریشه و گره نتایج تعیین تراکم نسبی قارچ -6- 3-7    
      107                                                                                                                      بحث -8- 3-7    

   112                                                                                                             کلیگیري  نتیجه - 8 - 3
  113                                                                                                                         پیشنهادها -9- 3 

  
 115                                                                                                                   منابع 

  
  
  

 صفحه فهرست مطالب



  

 

  40                                                                           جدول مربوط به محتمل ترین تعداد - 1-2جدول 
   42                                                  هادر ریشه لگوم Rhizobiumهاي بندي گرهدرجه - 2-2جدول 
  45                                                                        راریسون کاملترکیب محلول غذایی  - 3-2جدول 
   53                                         ورد استفاده در آزمایشاطلاعات  مربوط به آغازگرهاي م - 4-2جدول 
  هايریبوزومی قارچ DNAآغازگرها مورد استفاده جهت تکثیر ناحیه  - 5-2جدول 

      56                                                                                         هاي آنهامیکوریز و توالی                    
  تجزیه واریانس اثر سطوح قارچ و باکتري بر پارامترهاي  - 1-3جدول 

 64                                                                                       گیري در نخودمورد اندازه                    

  هاي قارچی بر پارامترهاي مقایسه میانگین اثرات اصلی گونه - 2-3جدول 
 65                                              گیري در نخود در تیمارهاي قارچ میکوریزمورد اندازه                    

  هاي باکتري بر پارامترهايمقایسه میانگین اثرات اصلی جدایه - 3-3جدول 
  66                                                                                      گیري در نخود مورد اندازه                    

   تجزیه واریانس اثر سطوح باکتري در هر سطح قارچ بر پارامترهاي -4 -3جدول 
  67                                                                                      گیري در نخودمورد اندازه                     

  جذب عناصر در شاخسارههاي باکتري در تیمارهاي بدون قارچ بر اثر جدایه - 5 - 3جدول
             78                                                                                                                    نخود                      

  بر پارامترهاي  G. intraradicesهاي باکتري در تیمارهاي اثر جدایه -6 -3جدول 
    79                                                                                    گیري در نخودمورد اندازه                      

  بر پارامترهاي  G. mosseaeري در تیمارهاي هاي باکتاثر جدایه -7 -3جدول 
  80                                                                                     گیري در نخودمورد اندازه                     

  بر پارامترهاي G. etunicatumهاي باکتري در تیمارهاي اثر جدایه - 8 - 3جدول
                           81                                                                                     گیري در نخودمورد اندازه                     

  هاي باکتري در تیمارهاي مخلوط سه گونه قارچی بر اثر جدایه -9 -3جدول 
          82                                                                      گیري در نخودپارامترهاي مورد اندازه                   

  94                     گیري در آزمایشپارامترهاي مورد اندازهبین ) r(ضرایب همبستگی   -10 -3جدول 
  و تراکم ت مولکولینسببر  M. ciceriهاي  باکتري تجزیه واریانس اثر جدایه - 1 1 -3جدول 

 106          در ریشه و گره نخود G. mosseaeو  G. intraradicesدو گونه قارچ                       

  

 صفحه فهرست جداول



  

 

  38                                         هاي قارچ میکوریز آربوسکولارکشت تکثیر و تهیه زادمایه -1-2شکل 
    MPN                                                                  41هاي مربوط به تست گلدان -2-2شکل 
  M. ciceri                 43هاي  بندي نخود توسط جدایهگرهتست اي براي کشت گلخانه -3-2 شکل

  47                                                    هاي قارچ و باکتريکشت اصلی گیاه نخود با تیمار - 4-2شکل 
           50                                 یبوزومی و محل اتصال آغازگرها به ژنهاي آنر  DNAمنطقه -  5 -2 شکل

  استخراج شده از ریشه و گره گیاه نخود در تیمارهاي  DNAباندهاي   -1 -3شکل 
  95                                                                                   %1مختلف بر روي ژل آگاروز                  

  با استفاده از آغازگرهاي تهیه شده  PCRباندهاي مربوط به  محصول  -2-3شکل 
  97                                                                                  براي قارچ میکوریز و گیاه نخود                 

      NCBI                       98 نتایج تعیین توالی و تعیین شباهت با استفاده از پایگاه اطلاعات -3- 3شکل
  هاي کالیبراسیون براي آغازگرهاي گیاه و قارچ در کشت  منحنی  - 4-3 شکل

  99                                                                                                            هامخلوط قارچ                
   100              ها در ریشه G. mosseae و  G. intraradices میانگین نسبت مولکولی  -5 -3شکل
  هاي باکتري بر نسبت مولکولی دو گونه قارچ میکوریز جدایه اثر -6 -3شکل

               101                                                                                    نخود) b(و گره ) a(در ریشه                   
  103                          ها در ریشه G. mosseae و  G. intraradices تراکم مولکولی  -7-3شکل 
  104                ها و باکتريدر کشت مخلوط قارچتراکم نسبی بافت قارچی در ریشه نخود  -8-3شکل 
   105                 ها و باکتريتراکم نسبی بافت قارچی در گره نخود در کشت مخلوط قارچ -9-3شکل 

  

 صفحه فهرست اشکال



  

 

  مقدمه
و با کاهش قابل ملاحظه مقدار ها تحت کشاورزي فشرده بوده در بسیاري از کشورهاي دنیا خاك

ه نیتروژنکودهاي جهانی مصرف . روند مصرف کودهاي شیمیایی افزایش یافته استها مواد آلی در خاك
، 2010معدنی در سال  این ترکیبات  کاربرد جهانی ومیلیون تن بوده  7/90میلادي حدود  2005در سال 

کاربرد  ) K2O (و پتاسه  )  P2O5 (در مورد کودهاي فسفره . میلیون تن برآورد شده است 5/95در حدود 
به  2010  در سال به آنها میلیون تن بوده است و نیاز  9/26و  5/27به ترتیب  2005در سال  انی آنهاجه

اگرچه کاربرد کودهاي شیمیایی   .)2010وانگ وهمکاران، ( تخمین زده شده است 4/29و  4/30ترتیب 
ها منجر به کاهش  ادهحد این نه در ابتدا تأثیر بسزایی در افزایش عملکرد داشت، لیکن استفادة بیش از 

این، کارآیی مصرف  علاوه بر . پی داشته است حاصلخیزي خاك شده و تخریب محیط زیست را در
معنی که استفاده  کودهاي شیمیایی هم اکنون از لحاظ تئوري به بالاترین سطح خود رسیده است، بدین 

از بین عناصر   .)1995احمد، (دهد تواند عملکرد را افزایش  بیش از این از کودهاي شیمیایی به سختی می
ایجاد  و فسفر بیشترین محدودیت را براي رشد و عملکرد گیاهان  نیتروژنمعدنی کمبود دو عنصر 

 . نمایند می

هاي گیاهان با کودهاي شیمیایی توجه به همزیستی کاربردهاي مهم در کاهش راهیکی از 
هاي بیولوژیک  این نهاده. باشد می ي بیولوژیک بکارگیري کودهاخاکزي و  سودمندهاي میکروارگانیسم

توانند حلالیت ترکیبات فسفره  می اي  فرآیندهاي ویژه راههایی هستند که از  میکروارگانیسم دارايدر واقع 
دیگر این  سوياز . نیاز گیاه را تأمین نمایند رسوب کرده در خاك را افزایش داده و بخشی از فسفر مورد 

مولکولی،  نیتروژنافزایش توانایی تثبیت  هاي منحصر به فردي از جمله  با داشتن تواناییها  میکروارگانیسم
هاي تحریک  همچنین ترشح هورمون سایر عناصر مثل آهن، روي و منگنز و  یافزایش قابلیت دسترس

از  .هندد هرچه بیشتر افزایش می رشد و عملکرد آن را  ،بر تأمین فسفر مورد نیاز گیاه افزونکننده رشد، 
این  . باشند هاي میکوریزي می هاي تأمین کنندة فسفر مورد نیاز گیاه قارچ جمله مهمترین میکروارگانیسم

باشند و به  ترین نوع رابطۀ همزیستی در طبیعت می جانداران میکروسکوپی به وجود آورندة گسترده
   .)1389اصغر زاده، علی( شوند چندین گروه تقسیم می 

در ژنوم، متابولیسم و شبکه سیگنالی  ده بیولوژیک در ارتباط با تغییرات دینامیکهمزیستی یک پدی
درك جامع چند جهتی از این اثرات متقابل   ،کنیم بوده و وقتی که میکروارگانیسم همزیست را مطالعه می
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مطالعه قرار گیاه، دو سیستم همزیستی براي سالیان متوالی مورد  –اثرات متقابل میکروب  در . باشدمیلازم 
هاي  همزیستی گره يو دیگر)  AM1 (همزیستی میکوریزي آربوسکولار  ،هایکی از این . نداگرفته
ترین اثر متقابل بین گیاهان و میکروبها در زمینه  احتمالاً گسترده  AM همزیستی  . باشد می)  RN2 (اي  ریشه

زمین داراي همزیستی کره گیاهان  همهرصد از د 80رسد بیشتر از  به نظر می  .باشد فیلوژنی و اکولوژي می
به دورة   AM منشاء همزیستی . باشند می 3مایکوتاهارووملکه متعلق به گ باشند هاي میکوریز با قارچ

به عنوان مادر همزیستی درونی   AM بنابراین همزیستی . گردد می سال قبل بر میلیون  400دوونین تقریباً 
در ارتباط با تغییرات   RN دیگر همزیستی  سوياز  .)2008  پارینسیک، (شود  ریشه گیاه خوانده می

 گیرد باکتریهاي تثبیت کننده نیتروژن شکل می بوده و به وسیلۀ ارتباط بین گیاهان و در ریشه مورفولوژي 
   .)2010، مینامیساوا و کاواگوجی(

 باکتریهاي و) AMF5(ربوسکولار هاي میکوریز آقارچ با 4بیشتر گیاهان لگوم از همزیستی سه جانبه
Rhizobium تواند برفعالیت دیگري تأثیرگذار  ها می حضور یکی از این همزیست. شوند مند می بهره

لیست و (باشد می بر گیاه میزبان قابل مشاهده  قارچیباشد واثرات متقابل هر دو همزیست میکروبی و 
میزان گیاه، باکتري و قارچ  جانبههاي سه تیدر همزیس). 2006آنتونز و همکاران، ؛ 2003همکاران، 

تواند تحت تأثیر متقابل باکتري  در ریشه گیاه می 6ها ها و توسعه میکروبیونت یبرقراري هر یک از همزیست
عوامل مختلفی شامل وضعیت . )1995؛ زاي و همکاران، 2006آنتونز و همکاران، (و قارچ باشد 

، نوع خاك، نوع پوشش گیاهی، نوع اقلیم، عملیات )فربخصوص فس(حاصلخیزي خاك، غلظت عناصر 
اي کلنیزه کننده و همچنین تنوع گونه يهاي میکوریزتوانند بر میزان استقرار قارچمی... کشت و کار و

هاي میکوریز نقش مهمی در جذب عناصر قارچ ).2006ترك و همکاران، ( ریشه گیاه تاثیر گذار باشند
مقادیر قابل توجهی از نیتروژن را به گیاهان  کهه، و همچنین نشان داده شده شتفسفر دا ویژهب، کم تحرك
بوده  نیتروژنباکتریهاي همزیست تثبیت کننده  Rhizobium .)2007، جاوت و همکاران( کنند منتقل می

باکتري . کند همزیستی برقرار می یو هرگونه باکتري با گیاه لگوم خاص کردهاختصاصی عمل  و

                                                
1 - Arbuscular Mycorrhizal 
2 - Root Nodule 
3 - Glomeromycota 
4 - Tripartite Symbiosis 
5 - Arbuscular Mycorrhizal Fungi 
6 - Microbiont 
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Mesorhizobium ciceri  کند با گیاه نخود همزیستی برقرار میواز این دسته از باکتریها بوده .

 نیتروژنهاي مختلف این باکتري توانایی مختلفی در برقراري همزیستی و تثبیت  جدایه تحقیقات نشان داده
توان  ، میروژننیتمناسب از لحاظ توان بالاي تثبیت  هايجدایهلذا با انتخاب . )1375، اصغر زاده( دارند
- مایههاي باکتریایی تهیه کرده و به عنوان کود بیولوژیک براي کاشت نخود در مزارعی که نیاز به  مایهزاد

  . داشته باشند، استفاده نمود زنی
در  AMو قارچ  Rhizobiumمطالعات مولکولی و ژنتیکی نشان داده، فرآیند برقراري همزیستی 

هاي عمومی از تبادل سیگنالی اولیه مشابه  بخصوص در جنبه ریشه گیاهان لگوم به طور چشمگیري
هاي مختلف باکتري بر الگوي  یهجدالذا این امکان وجود دارد  .)2005، اولدروید و همکاران( باشد می

هایی یافت، که و بتوان جدایه هاي میکوریز در ریشه تأثیرگذار باشندهاي مختلف قارچ استقرار گونه
تعیین  .گیري گیاه از همزیستی میکوریزي را افزایش دهندمیزان بهره ،نیتروژنیت تثبضمن توان بالاي 

ها فقط از طریق روشهاي مولکولی در ریشه گیاهان در کشت مخلوط این قارچ قارچیهاي  کمی گونه
ها به روش مولکولی از تکثیر اختصاصی توالیهاي بین مناطق جهت شناسایی این قارچ. باشد قابل انجام می

، رِدکر( گردد استفاده می S  28 RNA Ribosomeو S 18و قطعات ژنی ) ITS7(برداري شونده  نسخه
 ز،در این تحقیق پس از طراحی آغازگر براساس نواحی ذکر شده براي سه گونه قارچ میکوری. )2000
ق اهداف زیر در این تحقی. شدندتعیین  qRT-PCR8استقرار آنها در ریشه گیاه با استفاده از روش  میزان

  :گردددنبال می
میکوریز بر رشد گیاه و جذب عناصر قارچ و  Rhizobiumبررسی تاثیر متقابل همزیستی  - 1

  توسط گیاه نخود نیتروژن، فسفر، آهن، روي، مس و منگنز
- بر فراوانی و الگوي استقرار گونه M. ciceriهاي مختلف باکتري بررسی تاثیر کاربرد جدایه - 2

  نخود رچ میکوریز در ریشه و گرههاي مختلف قا
 هامخلوط قارچ تیماردر نخود  ریشهو گره در ریشه  قارچیهاي امکان تعیین کمی گونه بررسی  - 3

 qRT- PCRبه روش 

                                                
7 - Internal Transcribed Spacer   
8 - Quantitative Real Time PCR 
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  فصل اول
بررسی منابع



 

  

  Rhizobiumهمزیستی  -1- 1
مطالعات زیادي بر روي این هاي زراعی،  ها در سیستم مولکولی توسط لگوم نیتروژنبه دلیل تثبیت 

این گیاهان توجه   با ریشۀ Rhizobiumگیاهان در جهان متمرکز شده است، که اکثر آنها به همزیستی 
میلیون تن در سال برآورد  85تا  70نیتروژن تثبیت شده توسط این نوع همزیستی، حدود  .اند خاصی داشته
حالت همزیستی مقدار تثبیت نیتروژن بر حسب در . )1986؛ دیکسون و وِلر، 1999زهران، ( شده است

هاي  طور متوسط براي لگوم یه باکتري و شرایط خاك و اقلیم متغیر بوده و بهجداگونه و واریته گیاه، 
کیلوگرم نیتروژن در هکتار در هر سال برآورد شده  250اي حدود  و براي انواع علوفه 100اي حدود  دانه
تواند  علاوه بر اثرات اقتصادي، تثبیت نیتروژن به طریق همزیستی می .)1994سوماسگاران و هوبن، ( است

پریوست و برومفیلد، ( رساندبمحیطی کاربرد کودهاي شیمیایی نیتروژنه را به حداقل  اثرات سوء زیست
2003(.  

اي جهان با مقدار پروتئین بالا و از طرف دیگر توانایی رشد در نخود به عنوان سومین لگوم دانه
اي فقیر، خشک و نیمه خشک، بخصوص در غرب آسیا و شمال آفریقا از اهمیت بسیار زیادي خاکه

نوع خاك، تعداد جمعیت  .زنی نخود با باکتري نقش دارندعوامل مهمی در پاسخ به مایه. برخوردار است
 نیازبومی در خاك، مقدار نیتروژن معدنی قابل دسترس در خاك، Mesorhizobium  باکتري
به نقل از (زنی تاثیر بسیار زیادي دارند در پاسخ گیاه به مایه آن نخود، رقم و پتانسیل ژنتیکی نیتروژنی

   ).1380اصغرزاده و همکاران، 
اختصاصی براي گیاه  و آمدوجود جدایه باکتري کاملاً کار ،ترین شرط ایجاد همزیستی مؤثر مهم

در اکثر موارد چنین . افی در اختیار آن قرار گیرداز مراحل ابتدایی رویش به تعداد ک ستیبای میزبان است و
هایی از لگوم جدیداً و یا پس  هایی که گونه سو در خاك طور طبیعی موجود نیست، زیرا از یک شرطی به

شوند، باکتري اختصاصی به تعداد کافی وجود ندارد و از سوي دیگر  از مدت طولانی در آنها کشت می
باشند،  می Rhizobiumتعداد وافر  اند و داراي ت گیاهان لگوم بودههایی که چندین سال زیر کش خاك

 25املاً مؤثر کمتر از طور معمول جدایه ک ها از نظر قدرت تثبیت نیتروژن ضعیف بوده و به این باکتري
به همین دلیل دخالت انسان از . دهند بومی خاك را تشکیل می  Rhizobium باکتریهاي درصد کل

هاي باکتري و قرار دادن آنها به تعداد کافی در اختیار گیاه  ترین و مؤثرترین جدایه طریق انتخاب فعال
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هاي  دلیل تنش به  Rhizobiumهایی که  ها در خاك طور براي کشت لگوم همین. کند ضرورت پیدا می
یر از هاي اسیدي و یا کاملاً فق تواند در آنها به رشد و فعالیت خود ادامه دهد، مانند خاك محیطی نمی

کاملاً  زنیمایهخشک مناطق گرم، انجام   هاي غرقاب و یا اراضی شنی و نیمه لحاظ کلسیم، خاك
 - هاي کشاورزي پایدار استفاده از همزیستی لگوم ریزي براي سیستم امروزه در برنامه. یابد ضرورت می

Rhizobium هاي  کردن لگوم هاي دقیق تناوب زراعی با منظور برنامه. شود ضرورتی اساسی تلقی می
هاي  هاي تک کشتی متکی به مصرف کود ها دوباره جایگزین سیستم مناسب در تناوب کشت، پس از سال

    ).1994سوماسگاران و هوبن، (شوند  شیمیایی می
 Rhizobiumباکتري نخود در همزیستی با  ،دهد نشان می) 1995(همکاران تحقیقات وانی و 

به رقم  تشدبه در هکتار در هر فصل رشد تثبیت نماید و مقدار تثبیت  ژننیتروکیلوگرم  23-97تواند  می
بنائی، (درصد پروتئین در بذر نخود  20- 23به دلیل وجود . بستگی دارد M. ciceriیه جدانخود و 

ولی با این ، نماید از خاك  جذب می نیتروژن، این گیاه براي تولید محصول مناسب مقدار زیادي )1373
 نیتروژنکیلوگرم  40-70تواند  و برگ آن در خاك باقی گذاشته شود می سارهایاي شاخوجود اگر بق

افزایش دهد و  با توجه به اینکه را مولکولی در هکتار براي محصول غیر لگوم بعد از خود در تناوب 
هاي باشد، تلاش همزیست با آنها وابسته می Rhizobiumها به پتانسیل  توسط لگوم نیتروژنمقدار تثبیت 

گیرد که نتیجۀ این  همزیست انجام می Rhizobiumبسیاري در زمینۀ انتخاب طبیعی و یا جهش دادن 
  .ها افزایش کارایی سیستم استتلاش

با ) 1375(توسط اصغرزاده  بومی M. ciceri –همزیستی نخود   اولین تحقیق در ایران، در زمینۀ
 جدایهنجام گرفت و نشان داده شد که در بین هفت یه خارجی اجدابومی و چهار  جدایهاستفاده از هفت 

 CC–1192و  Cp–36یه جداخارجی دوهاي یه جداداري وجود ندارد ولی از بین  بومی اختلاف معنی
تحقیقات بعدي . دار نبود هاي داخلی برتري دارند، ولی این اختلاف در حد معنی یهجدابه مقدار جزیی بر 

جداسازي و خالص  M. ciceriهاي مختلف باکتري اد جدایهنشان د) 1386(اصغرزاده و همکاران 
نخود با  زنیمایهداشته و  نیتروژنسازي شده از مناطق مختلف کشور، توانایی هاي مختلفی در تثبیت 

  .جدایه هاي برتر،  موجب افزایش عملکرد گیاه در مناطق مختلف کشور گردیده است
 10در خاك کمتر از  Rhizobiumعداد سلولهاي نشان دادند که اگر ت) 1991(تایز و همکاران 

 درپیصد افزایش محصول در 100حدود باکتریایی  زنیمایهاز  هسلول در هر گرم خاك باشد،  استفاد
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سلول در هر گرم  10بومی خاك بیش از  Rhizobiumدر صورتی که تعداد سلول  داشت،خواهد 
در هند داشته، ) 1987(راستا تحقیقی که روپلا  در این. می یابدکاهش  زنیمایهخاك باشد، واکنش به 

کننده نخود کمتر از آلوده  Mesorhizobiumتعداد سلولهاي  از خاکهاي هند% 39نشان داده است در 
تواند  مناسب میباکتریایی  زنیمایهباشد و در چنین خاکهایی استفاده از  سلول در هر گرم خاك می 100

 Rhizobiumنخود با  زنیمایه ،اند هم نشان داده) 1992(گوپتا  نمدئو و .سبب افزایش محصول گردد
نیتروژن و فسفر به طور مساوي عناصر . افزایش محصول بهمراه داشته است درصد 26مناسب در هند 

فراهمی فسفر و نیتروژن عموماً در  به هر حال  ،)1995 ،مارشنر( غذایی خیلی مهمی براي رشد گیاه هستند 
کننده مهم براي رشد گیاه  ورزي محدود بوده، بنابراین آنها را به عنوان عوامل محدود خاکهاي قابل کشا

سال  5در طول  .تبدیل کرده استو عملکرد محصول به خصوص در مناطق گرمسیري و نیمه گرمسیري 
و فسفر آن را به عنوان یک فاکتور  گذشته، استفاده گسترده از کودهاي شیمیایی جهت فراهمی نیتروژن 

تا  30در حدود . کرده استتبدیل محصول در سرتاسر دنیا  یک نهاده مهم در تولید  ومهم در تولید غذا 
کود فسفره اضافه شده به وسیلۀ گیاه قابل برداشت  درصد 45تا  10شده و  درصد کود نیتروژنه اضافه  50
محیطی زیانبار زیادي  پیامدهاي به علاوه استفاده از کودهاي شیمیایی در کشاورزي عامل . باشد می

  ).2009گرنت و همکاران، (   گردیده و به یک نگرانی جهانی تبدیل شده است
  

  Rhizobium - بر همزیستی لگوم عناصر غذاییتاثیر  -2- 1
ه و گرعلاوه بر عناصر لازم براي تغذیه گیاه و باکتري، تعدادي از عناصر معدنی از نظر تشکیل 

  .را دارا هستند اي تثبیت نیتروژن اهمیت ویژه
ها مورد  توان در موارد خاصی براي بالا بردن بازده لگوم کودهاي نیتروژنه را فقط می :نیتروژن
طریق همزیستی،   در مراحل ابتدایی رویش گیاه، یعنی قبل از شروع تثبیت به. استفاده قرار داد

کمی نیتروژن  د، افزودن مقدارکه گیاه شدیداً نیازمند به نیتروژن باشد و خاك فاقد آن باش صورتی در
مورد دوم زمانی است که مشخصات محیطی . واقع خواهد شد مفید) کیلوگرم در هکتار 30تا  20حدود (

خوبی  نتوانند به  Rhizobium باکتریهاي خاك براي همزیستی مؤثر نباشد، مثلاً خاك اسیدي باشد و
 1/0(آمونیاك یا نیترات به مقدار کم  در مورد یونجه مشاهده شده است که افزودن. فعالیت کنند

اثر نیترات . دهد می کاهشاي  شدن آنها را به نحو قابل ملاحظه  ، تولید تارهاي کشنده و خمیده)مول میلی
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نسبتاً شدیدتر است و اگر سه روز قبل از افزودن باکتري در اختیار گیاه قرار گیرد، خمیدگی تارها تا 
زمان با باکتري به محیط رشد گیاه افزوده شود،  که هم صورتی ی دریابد، ول درصد کاهش می 90حدود 

  .)1982اسمیت، ( رسد درصد می 30این کاهش به حدود 
براي . کند ها بر حسب گونه گیاه و اسیدیته خاك تغییر می گرهتأثیر کلسیم در تشکیل  :کلسیم

در مرحله شروع آلودگی براي تشکیل ویژه  هاي مناطق معتدل، معمولاً وجود مقدار زیادي کلسیم به لگوم
کلیسم در . ها ضرورت دارد و این مقدار بیش از حد مورد نیاز براي تأمین رشد باکتري و گیاه است گره

 اسیدي، روي بافت سطحی ریشه مؤثر شناخته شده است pHجلوگیري از اثر نامطلوب یون هیدروژن در 
  ).1982، اسمیت(

ها و شدت تثبیت نیتروژن  گرهین عوامل محدود کننده تعداد کمبود فسفر یکی از مهمتر :فسفر
ها به فسفر نسبتاً زیاد است و این عنصر علاوه بر تأثیر بر روي  اصولاً نیاز لگوم. شود محسوب می مولکولی

دارد، از نظر مؤثر بودن  ATPاي که در ساختمان  علت نقش سازنده رشد عمومی گیاه میزبان، به
هاي فقیر از نظر این  دار به خاك معمولاً افزودن کودهاي فسفر. کند اي پیدا می العاده همزیستی اهمیت فوق

سوماسگاران و هوبن، ( دهد توجهی افزایش می نحو قابل ها و تثبیت نیتروژن را به گرهعنصر، تشکیل 
آ و  بوردله( دهند ها غلظت فسفر بیشتري را در خود تجمع می هریشها نسبت به  گرهمعمولاً . )1994

فسفر نیاز شدیدتري به  گرهدهد که باکتروئید و  و این نشان می )1992؛ بارآ و همکاران،  1994پریوست، 
تواند به تثبیت نیتروژن و رشد گیاه میزبان  آربوسکولار از این نظر می یکوریزهاي م دارند و همزیستی قارچ

  .)1992بارآ و همکاران، (کمک کند 
کند، به مقدار  وژن مورد نیاز خود را از طریق همزیستی تأمین مینیتر ،هنگامی که گیاه :آهن

طور  ستتیک و همینوعنوان گروه پر به 9بیشتري آهن نیاز دارد، زیرا این عنصر در ساختمان آنزیم نیتروژناز
  .)1982، اسمیت(کند  ضرورت پیدا می 10هموگلوبین براي تولید لگ

صورت  در. گیرد می رنیتروژناز مورد استفاده قرامولیبدن نیز در ساختمان شیمیایی : مولیبدن
حالت غیر محلول  هاي کاملاً اسیدي که این عنصر به کمبود ذاتی این عنصر در خاك، و یا در خاك

حالت    رنگ یعنی به اي علیرغم تعداد فراوان، بسیار کوچک و داراي بخش زرد هاي ریشه گرهآید،  می در

                                                
9 - Nitrogenase 
10 - Leghemoglobin 
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