
  

  

  

 كشاورزي دانشكده
  گروه بيوتكنولوژي

  
  پايان نامه

  بيوتكنولوژي -براي دريافت درجه كارشناسي ارشد در رشته مهندسي كشاورزي
  :عنوان

تنوع ژنتيكي باكتريهاي گره زاي ريشه يونجه در استان خراسان بر اساس توالي اثرات 
  16S rRNA. ژن 

 

  :استاد راهنما
  

  دكتر علي دلجو

 
   :اساتيد مشاور 

  
  دكتر غلام خداكرميان

 مهندس مجيد دشتي

  
  

  :پژوهشگر
  

  پورحميد رفيع

  89پاييز 



  صفحه                                                     فهرست مطالب                                                                                                     

  أ
 

 1 ................................................................................................................................. مقدمه

 5 .................................................................................................................... منابع بررسي -1

 5 ..................................................................................................................... هات پروكاريو -1-1
 5 ................................................................................................................... هاباكتري -1-1-1
 6 .............................................................................. ارگانوتروف يا كموهتروتروف هايباكتري -1-1-2
 7 .................................................................................................... همزيست هايباكتري -1-1-3

 7 ...................................................................................................... بقولات يا لگومينوز خانواده -1-2
 8 ................................................................................................................. يونجه گياه -1-2-1
 10 ............................................................................................................ يونجه اهميت -1-2-2

 10 ..................................................................................................... يونجه زايگره هايباكتري -1-3

 10 .......................................................................................... هاريزوبيوم شناسايي تاريخچه-1-3-1

 11 ................................................................................................................ هاريزوبيوم -1-3-2

 12 ...................................................................................... گياهان رشد دهندهافزايش هايباكتري -1-4

 13 ................................................................................................................... نيتروژن عنصر -1-5

 13 ......................................................................................... :نيتروژن تثبيت در موثر عوامل 1-5-1

 14 ....................................................................... هاريزوبيوم توسط ازت تثبيت نحوه بر مروري -1-5-2

 15 .................................................................................... نيتروژن بيولوژيكي تثبيت اهميت -1-5-3

 15 .............................................................................................................. هاريزوبيوم اهميت -1-6

 16 ........................................................................................................ آن منشأ و ژنتيكي تنوع -1-7

 17 ........................................................... هاريزبيوم ژنتيكي تنوع بررسي و شناسايي هايضرورت -1-7-1

 18 ............................................................................................ هاريزوبيوم كلاسيك سيستماتيك -1-8

 19 ...................................................... هاريزوبيوم گروه جديد بنديطبقه: مولكولي جديد ابزارهاي -1-8-1

 RHIZOBIACEAE ...................................................................................................... 22 خانواده -1-9

 Rhizobiaceae .............................................................. 22 مهم هايجنس از تعدادي بر مروري -1-9-1

 23 ................................................................................................ باكتريها بنديطبقه روشهاي -1-10

 23 ........................................................................................ هاريزوبيوم فنوتيپي شناسايي -1-10-1

 24 .............................................................................. بنديطبقه مولكولي هايروش اهميت -1-10-2

  25 ................................................ هاباكتري ژنتيكي تنوع بررسي و بنديطبقه مولكولي هايروش -1-10-3
 26 ...................................................................................................................... هاريبوزوم -1-11

 S rRNA16 ....................................................................................................... 27 ژن -1-11-1

 S rRNA16 ............................................................................................... 27 ژن اهميت -1-11-2



  صفحه                                                     فهرست مطالب                                                                                                     

  ب
 

 28 ........................................................................................................ دهنده برش هايآنزيم -1-12

 DNA .............................................................. 28 برش از حاصل قطعات طولي هايچندشكلي -1-12-1

 29 ................................................................................................................. ژني يابيتوالي -1-13

 29 ....................................................................................... ژنتيكي تنوع و فيلوژنتيكي آناليزهاي -1-14

 30 ................................................ يونجه گياه هايريزوبيوم ژنتيكي تنوع بر مبتني هايپژوهش بر مروري -1-15

 31 ................................................................... هاريزوبيوم درمورد RRNA S16 بر مبتني هايپژوهش -1-16

 33 .......................................................... ايران در هاريزوبيوم روي شده انجام مولكولي مطالعات -1-16-1

 38 ................................................................................................................. روشها و مواد -2

 38 ..................................................................................................................... برداري نمونه -2-1

 39 ................................................................................................ باكتريايي هاي يزولها جداسازي -2-2

 40 ................................................................................................... باكتري كشت محيط -2-2-1

 40 .......................................................................................................... رفرنس استرين -2-2-2

 40 ............................................................................................ باكتري هاي  ايزوله نگهداري -2-2-3

 41 ................................................................................................................... زاييگره تست -2-3

 41 ................................................................................................. فنوتيپي شناسايي هاي آزمون -2-4

 42 ......................................................................................................... يژنوم DNA استخراج -2-5

 DNA ......................................................................................... 43 كيفيت و كميت تعيين -2-5-1

 43 .................................................................................................. تكثير براي PCR سازي بهينه -2-6

 44 ................................................................................................................ الكتروفورز -2-6-1

 45 ..................................................................................................................... آنزيمي برش -2-7

 45 .......................................................................... برشي الگوهاي اساس بر دندروگرام ترسيم -2-7-1

 PCR .................................................................................................... 46 محصولات يابيتوالي -2-8

 46 .................................................................. آنها به مربوط هاي كروماتوگرام و ها توالي مشاهده -2-8-1

 16s rRNA .................................. 46 ژن توالي اساس بر فيلوژنتيكي درخت رسم و هاتوالي مقايسات -8-2-  2

 48 ..................................................................... مولكولي مطالعات در استفاده مورد هاي محلول و مواد -2-9

 52 .......................................................................................................................... نتايج -3

 52 .................................................................................................. باكتري هاي ايزوله جداسازي-3-1

 52 ............................................................................................ باكتريها وشناسايي زايي گره تست-3-2

 52 .............................................................................................................. فنوتيپي هايتست-3-3

 DNA ................................................................................................................... 54استخراج-3-4



  صفحه                                                     فهرست مطالب                                                                                                     

  ت
 

 55 ....................................................................................................... پليمراز ايزنجيره واكنش-3-5

 55 ............................................................................................................... آنزيمي برش نتايج-3-6

 PCR-RFLP ................................................................................................ 57 نتايج آناليز-3-6-1

 58 ............................................................................ پليمراز زنجيرهاي واكنش محصولات يابي توالي -3-7

 60 ..................................................... فيلوژنتيكي درخت رسم و SR RNA16 هايتوالي فيلوژنتيكي آناليز -3-8

 77 .............................................................................................................................. بحث-3-9

 78 ........................................................................................................ فنوتيپي آزمايشات 3-9-1

 PCR ........................................................................................... 80 محصول آنزيمي برش -3-9-2

 82 ................................................................................................................. يابيتوالي -3-9-3

 83 ................................................................................................................. كلي گيرينتيجه

 83 ........................................................................................................................ پيشنهادها



  صفحه                                                          فهرست جداول                                                                                              

  ث
 

                                                                           )                    2006بيوان، (ها ريزوبيوم بندي ابتداييطبقه -1-1جدول 
                                                                                 )2006بيوان، (هاي ريزوبيوم ها و جنساسامي گونه -2-1جدول            20
22                               

 40 ................................................. آگار- مانيتول -مخمر كشت محيط تهيه جهت نياز مورد تركيبات -1-2 جدول

 44 ....................................................................... پليمراز زنجيرهاي واكنش در مورداستفاده مواد -2-2 جدول

 PCR .................................................................................. 44 هايچرخه براي لازم مشخصات -3-2 جدول

 45 ................................................................................ هضم هاي واكنش دهندة تشكيل اجزاء -4-2 جدول

 47 ............................... .شدند داده قرار استفاده مورد فيلوژنتيكي درخت ترسيم در كه هايي استرين نام  -5-2 جدول

 52 ............................................................................................ هاايزوله جداسازي محل و نام -1-3 جدول

 54 .................................................................................................... فنوتيپي هايتست نتايج- 2-3جدول

 PH( ............................................................................ 54غلظت نمك، (هاي فنوتيپي نتايج تست- 3-3جدول

 64 .................................................................................................... هاايزوله با مشابه توالي -4-3 جدول



  صفحه                                                     ها                                                                                                فهرست شکل

 

  ج
 

 .ERROR! BOOKMARK NOT DEFINED ............. بيوتيكيهاي فنوتيپي مقاومت آنتياي از تستنمونه-1-3شكل

 SR RNA 16 ................................................................................ 55 ژن تكثير از حاصل باندهاي-2-3شكل

 ،Q ،M13 ،M1 ،M3 ،M16، ماركر 1 شماره چاهك از ترتيب به هاچاهك  CFOI آنزيم با آنزيمي برش نتايج-3-3شكل

M22 ،M48 ،B ،M32 ،D ،M27 ،M38 ،M4 ،R ،AH ،J ،RM1021 ................................................................. 56 

، M1 ،M27 ،M38 ،M16 ،Q، M3 ماركر، 1 شماره چاهك از ترتيب به هاچاهك MSPI آنزيم با آنزيمي برش نتايج-5-3شكل

M13 ،M22 ،M48 ،D ،M4 ،R ،M32 ،AH ،J ،B ،RM1021 ......................................................................... 57 

 NTSYS ........................................................ 58 افزار نرم با PCR‐RFLP نتايج شده رسم دندوگرام -7-3 شكل

 S1 ........................................................................... 59يابي توالي به مربوط كروماتوگرام از بخشي -8-3شكل

 FD1 ................................................................................ 59 پرايمر بوسيله  S1شده خوانده توالي-9-3شكل

 FD1 ............................................................................. 60 پرايمر بوسيله  S2 شده خوانده توالي-10-3شكل

 FD1 ............................................................................. 60 پرايمر بوسيله   S3شده خوانده توالي-11-3شكل

 FD1 ............................................................................. 60 پرايمر بوسيله  S4 شده خوانده توالي-12-3شكل

 MELILOTI SINORHYZOBIUM .......................................................... 61 با توالي بلاست نتيجه -13-3شكل

 NCBI ........................................................................................ 62 سايت  S1توالي همترازي -14-3شكل

 NCBI .................................................................................... 62 سايت در S2 توالي همترازي -15-3شكل

 NCBI ........................................................................................ 63 سايت  S3توالي همترازي -16-3شكل

 NCBI ........................................................................................ 63 سايت  S4توالي همترازي -17-3شكل

 NCBI .............................................................. 65 سايت در شده رسم S1 سويه فيلوژنتيك درخت-18-3شكل

 BIBI ............................................................... 66 سايت در شده رسم S1 سويه فيلوژنتيك درخت-19-3شكل

 MEGA ............................................... 67افزار نرم از استفاده با شده رسم S1 سويه فيلوژنتيك درخت-20-3شكل

 NCBI ............................................................... 68 سايت در شده رسمS2 سويه فيلوژنتيك درخت-21-3شكل

 BIBI ............................................................... 69 سايت در شده رسم S2 سويه فيلوژنتيك درخت-22-3شكل

 MEGA ............................................... 70افزار نرم از استفاده با شده رسم S2 سويه فيلوژنتيك درخت-23-3شكل

 NCBI .............................................................. 71 سايت در شده رسم S3 سويه فيلوژنتيك درخت-24-3شكل



  صفحه                                                     ها                                                                                                فهرست شکل

 

  ح
 

 BIBI ............................................................... 72 سايت در شده رسم S3 سويه فيلوژنتيك درخت-25-3شكل

 MEGA ............................................... 73افزار نرم از استفاده با شده رسم S3 سويه فيلوژنتيك درخت-26-3شكل

 NCBI .............................................................. 74 سايت در شده رسم S4 سويه فيلوژنتيك درخت-27-3شكل

 BIBI ............................................................... 75 سايت در شده رسم S4 سويه فيلوژنتيك درخت-28-3شكل

 MEGA ............................................... 76افزار نرم از استفاده با شده رسم S4 سويه فيلوژنتيك درخت-29-3شكل

 MEGA .............................................. 77افزار نرم از استفاده با چند گانه رسم شده فيلوژنتيك درخت-30-3شكل



 

 

  
  دانشگاه بوعلي سينا

  نامه تحصيليپايان /مشخصات رساله

  :عنوان
  S rRNA16 تنوع ژنتيكي باكتريهاي گره زاي ريشه يونجه در استان خراسان بر اساس توالي ژن 

  

  پورحميد رفيع :نام نويسنده

  دكتر علي دلجو :نام استاد

    مجيد دشتيدكتر غلام خداكرميان، مهندس  :مشاور اساتيدنام 

بيوتكنولوژي: گروه آموزشيكشاورزي :دانشكده

  كارشناسي ارشد :مقطع تحصيلي  بيوتكنولوژي: گرايش تحصيليمهندسي كشاورزي :رشته تحصيلي

  93 :تعداد صفحات  14/7/1389 :دفاعتاريخ   21/2/1388 :بتاريخ تصوي

  
   :چكيده

توانايي قابل توجهي در تثبيت هاي يونجه اغلب گونه. كنديونجه يكي از گياهان لگوم است كه ميزان زيادي علوفه توليد مي
باكتريهاي خوانواده ريزوبياسه قادر به . بخشدنيتروژن دارند و كيفيت مراتع را در علفزارهاي طبيعي و كشت شده بهبود مي

هاي اهداف اين تحقيق تعيين تنوع ژنتيكي ميان استرين. تثبيت اتمسفر در ريشه گياهان لگومينوزي همچون يونجه هستند
هاي جدا شده از خاك استان خراسان، شناسايي و آناليز فيلوژنتيكي و همچنين شناسايي فنوتيپي زاي يونجه در نمونههباكتري گر
و با پرايمرهاي يونيورسال  آنها استخراج شد يDNA. شانزده استرين باكتري از گره ريشه يونجه ايزوله شدند. ها بودنداين باكتري

محدود  HinfIو  Cfo ،HaeIII،MspIبراي هضم بوسيله چهار آنزيم  PCRمقداري از محصول . بكار رفتند S rRNA16براي تكثير ژن 
و  SrRNA16يابي ژن متعلق به چهار استرين براي توالي FD1و  RD1هات بدست آمده از پرايمرهاي از قطعه. كننده بكار رفت

امتيازبندي شده و براي محاسبه تنوع با  PCR-RFLP ت حاصل ازبراي رسم دندوگرام، قطعا. انتخاب گرديدند هاي بيشتربررسي
درخت فيلوژني با روش . مقايسه شدند BIBIو  NCBIافزار بلاست از پايگاه با نرم PCRمحصولات . بكار رفتند NTSYS-pcافزار نرم

دندوگرام . نتايج حاصل تنوع بالاي ژنتيكي و فنوتيپي در ميان باكتريها را آشكار كرد. افزار مگا ترسيم شدنيبرجوينينگ با نرم
ها همولوژي يابي، استرينبر اساس آناليز توالي. وجود چهار گروه متفاوت را ميان باكتريهاي بومي نشان داد PCR-RFLPحاصل 

زاي يونجه را در هاي گرهاين تحقيق اطلاعات شناسايي باكتري. داشتند Sinorhizobium melilotiهاي گونهبالايي با بعضي از استرين
تواند در سطوح اقتصادي و كند كه ميها را پيشنهاد مينتايج حاضر تنوع ژنتيكي غني ريزوبيوم. كنداستان خراسان فراهم مي
  .اكوسيستمي با ارزش باشد
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                                                                                                        مقدمه                                 

۱  

 

  مقدمه
 يهاك، مولكلولينوكلئ يدهاير اسينظ ييهاولومولكيدر ب يعنوان عنصر اصلهتروژن بين     
از  يارين ها و در بسيپروتئ، )NAD(دينوكلئوت يد دين آميكوتي، ن)ATP(فسفات ين تريآدنوز
ل آزاد يبدل باشد اما يتوسفر ميتروژن در ليره نياگرچه منبع مهم ذخ. گر وجود دارديبات ديترك

، ين آن در مواد مادريين غلظت پايو همچن ين عنصر از مواد مادريار كند و آهسته ايشدن بس
تروژن، يره نين منبع ذخيدوم. كند يفا نمياهان ايه گيرا در تغذ ين منبع مهم نقش اساسيا

تروژن يم نيع عظن منبيدوم. شود يتروژن را شامل ميكل ن% 7باشد كه حدود  ياتمسفر م
از  يتعداد محدود ين منبع فقط برايا يموجودات زنده وجود دارد ول يبا در دسترس تماميتقر

ها مرهون وتيتروژن توسط پروكارين يكيولوژيت بيتثب ييتوانا. ها قابل استفاده استوتيپروكار
  )1382، بيرانوند(باشد يتروژناز ميبه نام ن يده و مهميچيار پيم بسيوجود آنز

 يق كودهاين از طريكره زم يد نفراريليم 6ت يجمع يتروژنياز ن يضر بخشدر حال حا     
بر خاك،  ييايميش ياز مصرف كودها يشود كه متاسفانه اثرات سوء ناش ين ميتام ييايميش
را بوجود  يد آنها مشكلات متعدديتول يار بالاينه بسين هزيو همچن ينيرزميز يط و آبهايمح

دات يدر تول يوميزوبيك ريولوژيب ين استفاده از كودهايبنابرا. )1992، 1ياستاس(آورده است
ط يو سلامت مح ياقتصاد يايل مزاينه بدلياهان لگلوميش عملكرد گيافزا يبرا يكشاورز

 يوميزوبير يحيتلق يه هاين مايد ايآنچه كه در تول. كرده استدا يپ ياديست طرفداران زيز
از گره  يااست كه بتوانند اولا قسمت عمده يوميزوبير يه هايكردن سو يت دارد معرفياهم
. انجام دهند ييتروژن را با راندامان بالاين يكيولوژيت بيا تثبيرا اشغال كنند و ثان يشه اير يها

ج كاربرد ين نتاينه كه از مهمتريماهان لگويد عملكرد گيش توليمحقق شود افزا هدفن ياگر ا
سال از  80ش از يبا بيتقر). 1380، اصغر زاده(ن نوع كودهاست، قابل حصول خواهد بود يا

نه يدر زم يقابل توجه يشرفت هايگذرد و پ يم يوميزوبيك ريولوژيب يد كودهايتول يتكنولوژ
توان گفت كه هنوز امكان  ياما به جرات م. استجاد شده يا يحيتلق يه هايون مايفرمولاس

به نحوه  يحيتلق يه هاياستفاده شده در ما يهايموجود در باكتر يل هاياستفاده از پتانس
توان به از  ين مهم را ميدن به ايت در رسيم موفقدل عمده عياز دلا. مطلوب فراهم نشده است

ح شده يتلق يها يباكتر ي، ناتوانيستيح شده تا زمان شروع هم زيتلق يها يباكتر نن رفتيب
فعال و  يپ هايژنوت يكاف يداريو پا يب، عدم ماندگاريرق يبوم يوم هايزوبيدر رقابت با ر

از عوامل اشاره  يبيتوان به ترك يا مين دوره كشت لگوم و يدر ب يحيع تلقيكارامد ما
شود و بعد  يجاد مياول اشده در سال  يمعرف يه هاين جدايمعمولا بالاتر.)2001، 2سيت(كرد

 يها داراژه اگر خاكيكند بو يدا ميپ يديشد ير نزوليمعمولا س يحيت تلقياز آن جمع
- هيست توسط جدايزبان همزياه مين اشغال گييراندمان پا. ز باشنديب و موثر نيرق يهاوميزوبير

                                                                                                     
                                                            
1- Stacey 
2- Theis 
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ن يرامون اياست كه پ يلين از مسايمحقق يانگر عدم شناخت كافيدر واقع نما شده يمعرف يها
 يكياكولوژ يهايو سازگار ييايع جغرافيت، توزي، ساختار جمعيستيتنوع ز.موضوع وجود دارد

برخوردار  يت و ضرورت خاصيهستند كه مطالعه از اهم ياز جمله موارد يوميزوبير يهايباكتر
 يهايم پاسخ باكتريكند كه بخواه يدا ميت فوق العاده پياهم ين موضع زمانيا. است

ن يا يبرا. ميابيشده به خاك را در يمعرف يحيتلق يه هايخاك در برابر ما يبوم يوميزوبير
 يهايتروژن باكترين يكيولوژيت بيتثب يين كارايو همچن يكيمنظور شناخت تنوع ژنت

 يار كميمتاسفانه تاكنون مطالعات بس. برخوردار است ييژه ايت ويخاك از اهم يبوم يوميزوبير
امروزه با فراهم شدن امكانات مطالعه . )1382 ،يخاواز(ران انجام شده استينه در اين زميدر ا

 يطير عوامل محيتوان تاث يم يك مولكوليژنت يك هايتكن يريها با بكار گيباكتر يكيتنوع ژنت
 يات زراعياز عمل يناش يامدهايها مطالعه كرد و پخاك يبوم يوميزوبير يهايرا بر تنوع باكتر

همكاران، و1لديبرومف(كرد يتنوع بررس يهاشاخص يخاص را رو يتيريمد يهايو استراتژ
، مطالعات يبوزومير يدهايك اسيبونوكلئيموجود در ر يمولكول ياستفاده از ماركرها .)1998

ن يل ايدل). 2004و همكاران،  2گيلودو(ها را مقدور ساخته استين باكتريا يلوژنيق فيدق
توان  يآنها م يعت حفاظت شده و انتشار جهانيبالا، طب ياطلاعات يمحتواانتخاب را در 

 يها بر اساس متدهايباكتر يير شناساياخ يهادر سال). 1985و همكاران،  3لان(افتي
 ييمطالعه و شناسا يبرا يار مهمي، ابزار بسrRNA S16 يژنها يابي يژه توالي، بويمولكول
 يم يبوزومير واحد كوچك ريز يدينوكلئوت يسه تواليمقا. بوده است يباكتر يت هايجمع

، 5زيي؛ هو1996، 4ايليسا(زوله ها در سطح گونه و بالاتر بكار روديا يطبقه بند يتواند برا
1987.(  

ران است و نقش عمده يدر ا يعلوفه ا ياهان زراعين گياز مهمتر يكيونجه يكه  يياز آنجا     
وزارت  1381تا  1380سال  يزراع يدارد و بر طبق آمارهان يد پروتئيتوله دام و يدر تغذ ييا

اختصاص داده  ياه زراعين گيران به ايدر ا يهكتار از اراض 537287بالغ بر  يجهاد كشاورز
  .شده است

در استان خراسان ) وميزوبينوريس(ونجهيست يهمز يهايباكتر يكيتنوع ژنت قين تحقيدر ا     
و مطالعه قرار گرفته است تا با شناخت  يمورد بررس rRNA S16 يژنها يسه تواليبزرگ با مقا

ن يدر ا يمطالعات بعد يرا برا يقات بهتريتحق يم مبنايبتوان يتيار مهم جمعيبس يژگيون يا
.مينه فراهم سازيزم

                                                                                                     
                                                            
1- Bromfield 
2  - Lane 
3  -  Ludwig 
4 - Cilia 
5 - Woese 
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  بررسي منابع - 1
  هاپروكاريو ت -1-1

ــاريوت      ــاي     پروكــ ــه معنــ ــاني بــ ــان يونــ ــته "در زبــ ــيش از هســ ــت "پــ  ودر اســ
ــت ــي زيس ــه شناس ــازواره ب ــايي  س ــردد  ه ــي گ ــلاق م ــه اط ــته  ك ــدامك وهس ــاي ان  ه

  .غشاءدار ندارند
ــاريوت      ــا پروك ــوز ه ــروتئين و مي ــته پ ــتون( اي هس ــي و)هيس ــت آميب ــد حرك  .ندارن

ــه  ــتندهمــ ــلولي هســ ــد  در يولتــــك ســ ــوارد خاصــــي ماننــ در Myxobacteria مــ
ــود    ــلولي خ ــه س ــي از چرخ ــورت  مراحل ــه ص ــلولي   ب ــد س ــاهر مـ ـچن ــونديظ ــدازه . ش ان

ميكــرو متــر   10تــا  1ميكرومتــر متغيــر اســت امــا  اغلــب بــين       750تــا 2/0آنهــا از 
ــند  ــي باش ــاريوتپ .م ــا  روك ــك ه ــوزومي ــد كروم ــر    دارن ــرق غي ــا از ط ــل آنه ــد مث و تولي

 ــ ــولا بـ ــي ومعمـ ــايي  هجنسـ ــيم دو تـ ــيله تقسـ ــه زدن وسـ ــذيرد  و جوانـ ــي پـ ــورت مـ صـ
  ).2003، 1كمبل(

-هــا در كــره خــاكي بــه   ســال قبــل از يوكــاريوت  بيليــون  3تــا  2هــا پروكــاريوت     

ــده  ــود آم ــدوج ــته و  ان ــه دو دس ــا ٔب ــي باكتره ــا و آرك ــي  باكتريه ــيم م ــه از   تقس ــوند ك ش
ــاختا  ــاظ سـ ــا    رلحـ ــتند؛ امـ ــم هسـ ــه هـ ــبيه بـ ــد  rRNA شـ ــاوتي دارنـ ــن (متفـ انجمـ

  ).1994ميكروبيولوژي آمريكا، 
  
  هاباكتري -1-1-1

ــاكتري      ــك بـ ــمهاي تـ ــا ارگانيسـ ــورت آزاد     هـ ــه صـ ــرا بـ ــه اكثـ ــتند كـ ــلولي هسـ سـ
توليــــد انــــرژي و سيســــتمهاي كننــــد و داراي اطلاعــــات ژنتيكــــي و  زنــــدگي مــــي

هـــا  بـــاكتري . باشـــند  بيوســـنتتيك لازم بـــراي رشـــد و توليـــد مثـــل خـــود مـــي      
ــوع ــم  متن ــرين ميكروارگانيس ــروه   ت ــامل گ ــه ش ــتند ك ــا هس ــي  ه ــادي م ــاي زي ــند ه و  باش

ــور كلـــي     ــوده و بطـ ــاريزا بـ ــودات بيمـ ــاير موجـ ــانوران و سـ ــان جـ ــداد كمـــي در انسـ تعـ
ــل    ــين مخت ــر روي زم ــات ب ــا حي ــت آنه ــدون فعالي ــي ب ــردد م ــاكتري .گ ــا ب ــر از  (ه ــه غي ب

ــماها ــتند ) ميكوپلاســـ ــلولي هســـ ــواره ســـ ــون(داراي ديـــ ــاران،  2فردريكســـ و همكـــ
2004(.  

ــا         ــده تنهـ ــام شـ ــاي انجـ ــين هـ ــا 1تخمـ ــايي را    10تـ ــاي باكتريـ ــه هـ ــد گونـ درصـ
 .)3،1999كنــدي(داننــد نشــده مــي شــده و بقيــه را ناشــناخته و يــا مطالعــه    شناســايي
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ــاكتري ــود  ب ــا وج ــا ب ــدازه ه  ــ ان ــيار ك ــاي بس ــه  ه ــد، ب ــه دارن ــزان وچكي ك ــلول  10 4مي س
ــده   ــت شـ ــاك يافـ ــرم از خـ ــر گـ ــد در هـ ــاران،  1زاك(انـ ــت). 1994و همكـ ــاي جمعيـ هـ

رســـد بيشـــترين تنـــوع را در مقايســـه بـــا باكتريـــايي بســـيار متنوعنـــد و بـــه نظـــر مـــي
ــند   ــته باش ــودات داش ــاير موج ــاكتري . س ــوع ب ــتي و   تن ــد هس ــاره فراين ــاتي درب ــا اطلاع  ه

ــي   ــراهم م ــل ف ــدتكام ــك داده . كن ــا كم ــوالي ب ــاي ت ــا  rRNA2ه ــي DNAي ــه  م ــوان ب ت
ــي     ــودات پ ــين موج ــاملي ب ــه تك ــردرابط ــاكتري. ب ــه      ب ــان ب ــرض انس ــئله تع ــه مس ــا ب ه

ــودگي   ــاورزي، آلـ ــه در كشـ ــائلي كـ ــد مسـ ــاير محـــيط زيســـت ماننـ ــاي زيســـتي و سـ هـ
اكثـــر  ).1999كنـــدي،( دهنـــدشـــود، حساســـيت نشـــان مـــيهـــا ايجـــاد مـــياســـترس
ــا داراي بـــاكتري ــا از  DNA هـ جفـــت بـــاز در  160000حلقـــوي انـــد كـــه انـــدازه آنهـ
ــاكتري ــد ريزو بـ ــت ماننـ ــاي همزيسـ ــا  بهـ ــا تـ ــوم هـ ــاكتر ي 12200000يـ ــاي در بـ هـ

ــت   ــاوت اســ ــورانژيوم متفــ ــد ســ ــاكزي ماننــ ــاچي(خــ ــاران،  3ناكابــ از  ).2006و همكــ
ــولي    ــدازه معم ــه ان ــاريوت آنجائيك ــوم در پروك ــر   ژن ــيار بزرگت ــا بس ــلول  ه ــدازه س از ان

زيــادي پــيچ خــورده و بصــورت    هــا بــه ميــزان   بــاكتري اســت، ژنــوم پروكــاريوت   
 ).1380امتيازي و كريمي، . (درآمده است 4فراپيچيده

ها هاپلوييد هستند يعني از هركروموزوم يك كپي دارند و بنابراين وقوع هر نوع باكتري      
ها علاوه بر كروموزوم باكتري. ايان مي گرددجهشي حالت غالب دارد و بلا فاصله در فنوتيپ نم

حلقوي ممكن است داراي قطعات خارج كروموزومي به نام پلاسميد و همچنين ترانسپوزون ها 
  ).1388ارجمند و همكاران، (كه اغلب بين پلاسميد و كروموزوم در حركت هستند، باشند 

    
  هاي كموهتروتروف يا ارگانوتروفباكتري -1-1-2

آورند به ها بر اساس اينكه انرژي و كربن موردنياز خود را از چه منبعي بدست ميباكتري     
هاي باكتري. كنندهاي فتوتروف كه از نور استفاده ميباكتري: شوندهاي زير تقسيم ميگروه

- هاي بيوشيميايي بدست مياي خود را از راه واكنشپرور كه انرژي ياختهكموتروف يا شيمي
هاي اتوتروف يا ليتوتروف باكتري: شوندهاي بالا نيز به دو گروه تقسيم ميهريك از گروه. رندآو

هاي هتروتروف يا ارگانوتروف گيرند و باكترياكسيد كربن بعنوان منبع كربن بهره ميكه از دي
يداسيون هايي كه انرژي را از اكسها باكترياز ميان كموتروف. كنندكه از مواد آلي استفاده مي

ها و آنهايي كه انرژي را از راه اكسيداسيون كربن آلي آورند كموليتوتروفعناصر كاني بدست مي
 .)1382صفري سنجاني، (اند آورند كموارگانوتروف ناميده شدهبدست مي

                                                                                                     
                                                            
1 - Zak 
3- Ribosomal RNA 
3- Nakabachi 
5- Supercoil 
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ها اين باكتري. گيرندهاي حقيقي انرژي و كربن ساختماني را از مواد آلي ميهتروتروف     
ها آن. گروهي از آنها بيماريزاي گياهي يا جانوري هستند. فيتي آزاد يا انگلي دارندزندگي ساپرو

هايي كه ها يكي از گروهاز اين باكتري. كننددر زندگي ساپروفيتي مواد آلي ساده را جذب مي
هاي اين گروه باكتري. بندي برگي استاي دارد گروه چهارم در تقسيمدر خاك كارايي ويژه

شناسي و هوازي هستند كه گوناگوني ريختاي يا كوكسي، هوازي تا كمميله منفي،گرم
ها براي بدست آوردن انرژي در اكسيداسيون مواد از اكسيژن بهره آن. فيزيولوژيك بسياري دارند

ها نميهوازيكنند، ولي كمدرصد اكسيژن رشد مي 21بيشتر آنها در هواي آزاد با . گيرندمي
صفري (جنس ريزوبيوم در اين گروه قرار دارد . چنين شرايطي رشد كنندتوانند بخوبي در 

  .)1382سنجاني، 
  
  هاي همزيستباكتري -1-1-3

-را در مواقعي كه دو جاندار يك واحد همزيستي مي 1ها واژه سيمبيوزيسميكروبيولوژيست     
شتر به ريخت يك جاندار آميزند كه بيدر اين اندام دو جاندار چنان بهم مي. برندبكار مي ،سازند

پيدايش . هاي فيزيولوژيك و مورفولوژيك بسياري دارداين واحد همزيست برتري. شوندديده مي
ها از واژه اكولوژيست. بردهاي اكولوژيك بالا ميهمزيستي بردباري جانداران را در برابر دشواري

ند كه در آن هر دو كنموچواليستيك سيمبيوزيس در موارد همزيستي دوطرفه استفاده مي
هايي كه در جهان شناسايي از جمله بهترين همزيستي. شوندمند ميجاندار از با هم بودن بهره

  ).1382صفري سنجاني، (هاست ها در لگومشده است، همزيستي گياهان و ريزوبيوم
  
  خانواده لگومينوز يا بقولات -1-2

ي براي ژاز منابع مهم پروتئين و توليد انريكي  (Legominosae)گياهان خانواده لگومينوز      
حبوبات بعد از گندم و برنج مهمترين محصولات كشاورزي هستند كه به . انسان مي باشند 

حبوبات با داشتن .مصرف تغذيه مردم جهان بخصوص مردم كشورهاي در حال توسعه مي رسند
كالري مورد نياز انسان  درصد پروتئين ، نقش مهمي در تامين مواد پروتئيني و توليد 40-17

برابر بيشتر از پروتئين موجود در دانه غلات  3تا  2مقدار پروتئين موجود در بذر حبوبات . دارند
رستگار، (اي است اي و نشاسته برابر بيشتر از پروتئين موجود در گياهان غده 20تا  10، و 

1384(  
جنس  650ار است كه داراي حدوداً يا لگومينوز سومين خانواده بزرگ گياهان گلد 2فاباسه     

كه از طورياعضاي اين خانواده گسترش جهاني دارند، به. باشندگونه مي 18000و بيش از 
هاي گوناگون گياهي هاي يكساله كوچك، در جمعيتدرختان مناطق گرمسيري تا علوفه

هاي كشاورزي در زميناي براي اصلاح زمين و مقاصد هاي علوفهبسياري از لگوم. غالبيت دارند
قبولي به شرايط سرما، خشكي، شوري و نامرغوب انتخاب خوبي هستند؛ زيرا سازگاري قابل

                                                                                                     
                                                            
1- Symbiosis 
2 - Fabaceace 



  ۸                                                                                           بررسي منابع: فصل اول

 

در گياهان اين تيره تخمدان از  .)2003سافرونووا و همكاران، (حاصلخيز دارند هاي غيرخاك
ن نوع ميوه اي. شوددهد و با دو شكاف باز مييك برچه تشكيل شده است كه ميوه را تشكيل مي

ساير اختصاصاتي كه مشاهده . نامند كه از مشخصات مهم اين گياهان استرا نيام يا لگوم مي
- هبراي سهولت مطالعه و ب. كنندشوند، ثابت نيستند و بر حسب جنس و گونه گياه تغيير ميمي

شم و علت اختلافاتي از جمله طرز گل دادن اين خانواده به سه زيرتيره گل ارغوان، گل ابري
هاي كشاورزي براي اين گياهان در سيستم). 1381خوش گفتار، (شود تقسيم مي 1پروانه آسا
در ريشه اغلب . شوندزيستي، چرا و علوفه خشك، هيزم و موارد ديگر نيز استفاده ميتهيه كود

شود و در نتيجه براي هايي وجود دارد كه موجب تثبيت ازت هوا در خاك مياين گياهان گره
 .)1999، 3و نايوتييال 2كولاكارني(گردند ايش ازت و تقويت حاصلخيزي خاك كشت ميافز

يونجه و شبدر در مناطق . گياهان لگومينوز اغلب به عنوان غذاي دام اهميت زيادي دارند
شوند و نه تنها مقادير بالاي پروتئين، بلكه مواد متنوع بيولوژيكي مانند بسياري كشت مي

  ).2005, 4هرناندز(باشند را دارا مي... وها، املاح ويتامين
  

  گياه يونجه -1-2-1
جنس و ده هزار گونه است كه حائز اهميت كشاورزي بوده،  350آسا شامل زيرتيره پروانه     

گياهان اين تيره از روي خصوصيات برگ به سه طايفه . رويندبيشتر در نواحي معتدل و سرد مي
ها ها برگايبرگچهشوند كه در طايفه سهها تقسيم ميايرگچهبپيچكداران، شانه برگيان و سه

يونجه، شبدر و شنبليله : هاي آن عبارتند ازشوند و مهمترين گونهاز سه برگچه تشكيل مي
  ).1380گفتار، خوش(

مهمترين گياه علوفه اي جهان و اولين گياه علوفه اي  medicago sativa يونجه معمولي     
به معني ماد بدين   Herba media را ايران مي دانند كه نام آنرامبدا اصلي . اهلي شده است

در زمان حمله خشايارشاه از ايران به يونان برده شد و از  كهلحاظ به اين گياه اطلاق مي شود
داراي انواع گونه هاي چندساله و  گياهي روز بلند يونجه. آنجا به ساير نقاط جهان راه يافت

است و در شرايط داراي انشعابات جانبي زياد ريشه ها قوي و عمودي و طويل  .ديكساله مي باش
غده هاي باكتري روي ريشه  متر به طورعمودي در خاك نفوذ مي كند7مناسب گاهي تا عمق 

به صورت سه  هابرگ پوشيده از كرك است ساقه مربعي ،سبز و .هاي ظريف به وجود مي آيد
برگچه وسطي  و برگچه ها سبز تيره ، تخم مرغي شكل كه  برگچه اي و متناوب قرارگرفته

داراي دمبرگ كوتاه وبرگچه هاي كناري فاقد دمبرگ ، داراي دوگوشوارك در زاويه بين دمبرگ 
، مرحله فنولوژيكي اندازه سطح برگ يونجه متغير بوده و به شرايط اكولوژيكي  مي باشد، و ساقه

آرايش گل خوشه اي  .تعدادچين هاي قبلي ، رقم و سن گياه بستگي دارد ،، زمان برداشت

                                                                                                     
                                                            
2- Papilionacees 
3- Kulkarn 
4- Nautiyal 
5- Hernandez  



  ۹                                                                                           بررسي منابع: فصل اول

 

قطعه است،رنگ گلها ارغواني  5كاسبرگ متصل و جام گل نيز شامل 5است ،كاسه گل شامل 
عدد 10پرچم ها  .)1-1شكل ( رقام گل سفيد و زرد نيز دارديا بنفش با رگه هاي تيره است ا

ميوه به صورت غلافي است كه  .تا به هم متصل شده و مادگي را احاطه مي كند 9هستند كه 
چند پيچ دارد ، نيام داراي چندين بذر است بذرها داراي سطح نسبتا صاف و كم وبيش قلوه اي 

 ،كدي ،رنجر ،همداني هاييونجه داراي اكوتيپ .استاي و معمولا زرد و يا مايل به قهوه شكل
رستگار، (مي باشد يونجه درختيو  مائوپا، نيك شهري، بغدادي، بمي، يزدي، سيمرجنسك

1384.(   
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
 ):1380گفتار، خوش(بندي كرد توان به ترتيب زير ردهاز نظر گياهشناسي يونجه را مي

  )Phanerogames(شاخه پيدازادان 
  )Angiospermes(زير شاخه نهاندانگان 

  )Dicotyledons(ها ايرده دولپه
  )Dialypetales(زيررده جداگلبرگ 

  )Rosales(راسته رسال 
  )Legominosae(تيره بقولات 
  )Papilionaceae(آسا زيرتيره پروانه

  )Trifoliales(ها ايطايفه سه برگچه
  )medicago(جنس يونجه 

    )medicago sativa(گونه يونجه معمولي



  ۱۰                                                                                           بررسي منابع: فصل اول

 

  
  اهميت يونجه -1-2-2

يونجه به عنوان يك منبع سرشار پروتئين، ويتامين ها ومواد معدني، مهمترين گونه علوفه      
خوراكي ، پروتئين بالا و مواد معدني اين گياه به علت كيفيت مطلوب ، خوش .دام در ايران است

از اهميت خاصي  Cو  Aمختلف به خصوصمختلف از قبيل كلسيم و انواع ويتامين هاي  
 20تا  4يونجه با تثبيت ازت خاك بر حاصلخيزي خاك مي افزايد و عمري بين  .برخوردار است

در ميان اهالي مناطق مختلف، مصارف  يونجه. سال است 7سال دارد كه معمولا عمر مفيد آن 
ه آن گرم و تر و خشك زالبته تا ،از نظر طب قديم ايران گرم است دارويي متعددي نيز دارد

رد بنابراين خونساز است و براي ايونجه دو برابر اسفناج آهن د .شده آن گرم و خشك است
ونجه از نظر اينكه داراي بسياري از بوده، همچنين يكسانيكه به كم خوني مبتلا هستند مفيد 

خوان بندي تاس هايي كه در حال رشد هستند و باشد شيره آن براي بچه مواد معدني مي
هاي گياهان دارويي و يا يونجه را در داروخانه ها و فروشگاه. محكمي ندارند بسيار مفيد است

  .  )1384رستگار، (بصورت پودر ، كپسول و قرص بفروش مي رسانند برخي از داروخانه ها
  
  زاي يونجههاي گرهباكتري -1-3

بوده كه  Sinorhizobium melilotiترين باكتري همزيست گياه يونجه گونه معمول     
 هاي سريع الرشدنژادهاي مختلف باكتري .استدارا  بيشترين پتانسيل تثبيت نيتروژن را

Sinorhizobium meliloti  هاي مختلف يونجه، شنبليله و شبدر شيرين را تلقيح  قادرندگونه
  ).2001،  1زاخايا( هاي تثبيت كننده ازت مؤثر باشند نموده و در تشكيل گره

 6تا  2ها ميله اي، گرم منفي، بدون اسپور، متحرك بوسيله يك تاژك قطبي و باكتري     
مناسب  pHدرجه سانتيگراد و 30تا  25مطلوب رشد آنها  يدما. هستندو هوازي  محيطي تاژك

باكتري از نوع سريع الرشد بوده وكلني ها بر روي محيط كشت . مي باشد 6-7
مدور، محدب، سفيد، شفاف، بر آمده، لعابدار، به ) Yeast Extract Manitol Agar(اختصاصي

 يدماروز و در  5الي  3رنگ سفيد مايل به خاكستري و يا كرم رنگ بوده و قطر آنها بعد از 
  )1380دشتي، (ميلي متر خواهد بود 4-2مناسب 

  
  هاتاريخچه شناسايي ريزوبيوم-1-3-1

مشكل  يستيهمز يبرا ياختصاص ي، تاريخ گذارييايباكترل يبا توجه به عدم وجود فس     
ش وتكامل آنها يدايپ يتوان در مورد چگونگ يها مدر ژن يشواهد تكامل ياست اما بر مبنا

با رشد  ييهاوميزوبياز آن است كه ر ينه حاكين زميمطالعات انجام شده در ا. قضاوت نمود
ون سال قبل از يليم300تا 200حدود  ).Sinorhyzobium spو (.Rhyzobium spع مانند يسر

 يهاوميزوبير يع الرشد و براديسر يهاوميزوبين ريكه انشقاق ب يك شدند، در حاليهم تفك
                                                                                                     
                                                            
1- Zakhia 



  ۱۱                                                                                           بررسي منابع: فصل اول

 

- يها قبل از جدا شدن دو لپه ان زمانيا. ون سال قبل رخ داده استيليم 500كند رشد حدود 
-125(ها كا ها و لگوميبراسز جدا شدن يون) ون سال قبليليم156-171( هايها و تك لپه ا

 1رشيه(افتنديها قبل از ظهور نهاندانگان انشقاق وميزوبين ريبنابرا .بود) ون سال قبليليم 136
  ).2001و همكاران، 

و نقش  هاشه لگوميها در ريبه وجود باكتر 3لفارتيو و 2گليهلر 1888ن بار در سال ياول     
بود كه  ين فردياول 1890در سال  4كيجرنيآن ب متعاقب. ت ازت اشاره كردنديآنها در تثب

 يو تاكسونوم  Bacillus radicolaآن به  يشه جدا كرد، اما نامگذارير يرا از گره ها يباكتر
از آن زمان طبقه  .)1382صفري سنجاني، (سال مورد مشاجره بود 30ستها در حدود ين همزيا

دا كرده يپ ياديرات زييروز تغ ياطلاعات علموم بر اساس يزوبيخانواده ر يها يباكتر يبند
  .است
اه ين گيب ييايميوشياهان لگوم، تبادلات بيشه گيها با روميزوبين ريب يستيهمز يمبنا     

 و راسته proteobacteria  -گوناگون كه متعلق به ييايباكتر يهاگونه. است يوباكتر

Rhizobiales ن يا. اهان خانواده لگوم به كار گرفته شونديبا گ يستيتوانند در همز يهستند، م
ت منحصر يشوند و ظرف يده مينام Rhizobia، مجموعا يستين رفتار همزيها بر اساس ايباكتر

 يعلامت يهاد مولكوليزبان با تولياه ميشه در گير يل گره هايك تشكيتحر يبرا يبه فرد
  ).1998و همكاران،  5نكياسپا(شوند، دارند يده مينام ياگره يمخصوص كه فاكتورها

. توانند از ازت مولكولي استفاده كننداند كه ميهاي زيادي شناسايي شدهكاريوتتاكنون پرو     
توانند از ازت مولكولي زيستگاه خود جاي دارند و چون مي Prokaryotesهمه آنها در سلسله 

هاي ريزوبيوم جزء گروه ارگانوتروفهاي باكتري. گويندآزوتروف ميگيري كنند، به آنها ديبهره
  ).1382صفري سنجاني، (آزادزي و هوازي هستند 

  
  هاريزوبيوم -1-3-2

هاي هاي همزيست كه قادر به تهاجم به بافتها به طور كلاسيك به عنوان باكتريريزوبيوم     
ا انجام اي شكل ريشه و ساقه گياهان لگومينوز هستند، يعني جايي كه تثبيت نيتروژن رگره
هاي ريزوبيوم در راسته باكتري ).2003سگال و جوهري، (اند دهند، تعريف شدهمي

                                                                                                     
                                                            
1- Hirsch 
2-Hellriegel 
3-Wilfarth 
4-beijerinck  
5-Spaink 
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ها قرار دارند كه داراي شش خانواده در راسته 2ها و در رده آلفاپروتئوباكتر1پروتئوباكتر
  ).2004، 3گاريتي(دهد ها را نشان ميبنديسلسله مراتب زير اين تقسيم. ها هستندريزوبيوم

  
 
Rhizobiales 
Rhizobiaceae 
Rhizobium 
Sinorhizobium 
Brucellaceae 
Ochrobactrum 
Phyllobacteriaceae 
Phyllobacterium 
Mesorhizobium 
Bradyrhizobiaceae 
Bradyrhizobium 
Hyphomicrobiaceae 
Azorhizobium 
Devosia 
Methylobacteriaceae 
Methylobacterium 
Burkholderiales 
Burkholderiaceae 
Burkholderia 
Cupriavidus 
Oxalobacteraceae 
Herbaspirillum 

ها و همگي در راسته 4ها در دو خانواده از بتاپروتئوباكتريسه گونه از ريزوبيوم   
Burkholderials زايي تعدادي از با وجود اينكه هنوز تاييد نگرديده، اما غده. قرار دارند

  ).2004، 6بنهيزيا(رسد ها بعيد بنظر نميبر ريشه لگومها 5گاماپروتئوباكتر
 
 دهنده رشد گياهانهاي افزايشباكتري -1-4

بعضي از ريز جانداران موجود در ريزوسفر با مكانيزم هاي مختلفي باعث تغييرات      
و سلامت  تغذيه, مجموعه اين تغييرات روي رشد كه فيزيولوژِيك و مورفولوژيك در گياه شده

به طور كلي اين دسته از ريز جانداران تحت عنوان كلي باكتري هاي  .اثر مثبت مي گذاردآن 
هاي گروه سودوموناس اين اصطلاح ابتدا براي باكتري. شوندمي محرك رشد گياه ناميده

رفته و براي برخي  در معناي وسيعتري به كارPGPR  امروزه اصطلاح .فلورسنت وضع گرديد
؛ تأثير مشخصي در افزايش رشد گياه نشان داده اندكه فعال ريزوسفري هاي ديگر از باكتري

 .نيز به كار مي رود...ها و فسفو باكتري, باكتري پتاسيومي  ,مانند آزوسپيريليوم ازتو باكتر

                                                                                                     
                                                            
2-Proteobacteria 
3- Alphaproteobacteria 
4-Garrity 
1- Betaproteobacteria 
2- Gammaproteobacteria 
3- Benhizia 


