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و  rDNA 16زای ریطه باقلا  بر پایه شن های گرهبندی شنتیکی گونه غالب باکتریخوضه
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 چکیده

ٞبي ٕٞضیؼت ثب سیـٝ ایٗ ٌیبٜ ثشاي اػتفبدٜ صسافي ٚ ثٙذي ثبوتشياي خٟبٖ اػت. ؿٙبػبیي ٚ خٛؿٝتشیٗ ثمٛلات دا٘ٝثبللا یىي اص ٟٔٓ

اص سیـٝ ثبللا دس ٔضاسؿ اػتبٖ ِشػتبٖ ثب حشوت  1388 دس ثٟبساي ثشخٛسداس اػت. ثٙذي ثبوتشي اص إٞیت ٚیظٜ٘یض تقییٗ خبیٍبٜ سدٜ

خذا ؿذ  YMAوـت اػتشیٗ ثبوتشي سٚي ٔحیظ 65ٞبي سیـٝ ثبللا ثشداسي ؿذ. اص ٌشٜكٛست تلبدفي ٕ٘ٛ٘ٝصیٍضاٌي دس لغش ٔضسفٝ ثٝ

٘ـبٖ ؿٙبػي ثشسػي ؿذ. ٘تبیح بوتشيٞبي اػتب٘ذاسد ثصا ثشاػبع سٚؽي ٌشٜٞبٞبي فٙٛتیپي اػتشیٗٚیظٌيصا ثٛد٘ذ. اػتشیٗ ٌشٜ 58وٝ 

 .R ٚ فٙٛاٖ ٌٛ٘ٝ غبِتثٝ  Rhizobium leguminosarumٞبيٌٛ٘ٝ صاي سیـٝ ثبللا دس اػتبٖ ِشػتبٖ ٚاثؼتٝ ثٝٞبي ٌشٜداد وٝ ثبوتشي

etli .پغ اص اػتخشاج  ٞؼتٙذDNA ٗ16ٞب اص پشایٕشٞبي اختلبكي ثشاي تىثیش طٖ وذوٙٙذٜ اص اػتشیSrDNA  ٜتٛاِي  ؿذ.اػتفبد

ٔمبیؼٝ ؿذ. ٘تبیح حبكُ اص ٔمبیؼٝ  NCBIٞبي ػبیت غبِت تقییٗ ٚ ثب ثب٘ه دادٜ دػت آٔذٜ اص یه اػتشیٗ ٕ٘بیٙذٜثٝ PCRٔحلَٛ 

 R. leguminosarum bv. viciae strainؿجبٞت ثبلایي ثٝ اػتشیٗ NSZ3تٛاِي ٘ٛوّئٛتیذٞبي تىثیش ؿذٜ طٖ ٔضثٛس ٘ـبٖ داد وٝ اػتشیٗ 

BIHB 1157  ٞبي خذا ؿذٜ ثیبٍ٘ش لشاس ٌشفتٗ اػتشیٗ ثٙذي اػتشیٗاسد. خٛؿٝد NSZ3 ٚ دس یه خٛؿٝ خذاٌب٘ٝ ِٚي ثب ؿجبٞت ثبلا

 ثٛد.   R. leguminosarum bv. viciaeٞبي ٔتٙٛؿ ؿٙبػبیي ؿذٜ دسٔیبٖ اػتشیٗ

 

 ثمٛلات، Rhizobium leguminosarum ،Rhizobium etli ،R. leguminosarum bv. viciae های کلیدی:واشه
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 مقدمه

-تشیٗ ٔٙجـ غزایي ثـش ٚ ثبللا اص ٟٔٓحجٛثبت پغ اص غلات ٟٔٓ

ٚاثؼتٝ  ٞبيؿٛد. ثبوتشياي خٟبٖ ٔحؼٛة ٔيتشیٗ ثمٛلات دا٘ٝ

 ٚ  Rhizobiaceae ،Bradyrhizobiaceaeٞبيخب٘ٛادٜ ثٝ

Phyllobacteriaceae  ًاكغلاحب Rhizobia ٜؿٛ٘ذ. ایٗ ٔي ٘بٔیذ

 ثب ّٔىِٛي ٘یتشٚطٖ ٕٞضیؼتي ثشاي تثجیت یدبدا دس ٞبثبوتشي

 ِیٛؿیٙباػت.  صیبدي حبئض إٞیت ٍِٛٔیٙٛص خب٘ٛادٜ ٌیبٞبٖ

((Lioshina, 2009 .ٞبي ٕٞضیؼت وٝ ثٝ إٞیت ثبوتشياص صٔب٘ي

ثٙذي ٚ ؿٙبػبیي، سدٜسیـٝ دس تثجیت اصت پي ثشد٘ذ ٕٞٛاسٜ 

ٚ  ػٍٛیب ٞب ٔٛسد تٛخٝ لشاس ٌشفتٝ اػت.ثشسػي تٙٛؿ ط٘تیىي آٖ

ٞبي تیپ یه اػتشیٗ (Segovia et al., 1993)ٕٞىبساٖ 

Rhizobium leguminosarum biovar phaseoli ٝآٔشیىب سا ث-

ثش ٌزاسي وشد٘ذ. پغ اص آٖ فلاٜٚ٘بْ R. etliفٙٛاٖ ٌٛ٘ٝ خذیذ 

ٞبي ِٔٛىِٛي دس ؿٙبػبیي ٞبي فٙٛتیپي اص سٚؽتقییٗ ٚیظٌي

ٞب ٚ پي ثشدٖ ٙبػبیي ػشیـ آٖٚیظٜ ثشاي ؿصا ثٝٞبي ٌشٜثبوتشي

اِذیٗ ٚ ٞب اػتفبدٜ وشد٘ذ. ؿٕغثٝ تٙٛؿ ط٘تیىي ٔیبٖ آٖ

 .R. leguminosarum bvٕٞىبساٖ ثشاي تٕبیض ٚ ؿٙبػبیي 

viciae   ٚSinorhizobium meliloti  ٜوٝ سٚي سیـٝ ثبللا ٌش

ٚ  rDNAٞبي صایي ٚ طٖٞبي ٌشٜٕ٘ٛد٘ذ اص آ٘بِیض طٖایدبد ٔي

ٞبي ولاػیه ٚ تفبدٜ وشد٘ذ. ثب تّفیك سٚؽاػ ARDRAسٚؽ 

 ٚ ٕٞىبساٖ  تیبٖٞبي فٙٛتیپي ٚ ط٘تیىي ٔذسٖ ٚ تقییٗ ٚیظٌي

(Tian et al., 2008)  ْیه ٌٛ٘ٝ خذیذ ثٝ ٘بRhizobium fabae 

ٞبي وّي ثبوتشيعٛسثٝ. ٞبي سیـٝ ثبللا خذا ٕ٘ٛد٘ذاص ٌشٜ

یٙٛصٜ وٙٙذٜ ٘یتشٚطٖ ٚ ٕٞضیؼت سیـٝ ٌیبٞبٖ تیشٜ ٍِٛٔتثجیت

ٚ اصخّٕٝ ثبللا داساي تٙٛؿ فٙٛتیپي، ط٘تیىي ٚ ٔیضثب٘ي ٞؼتٙذ ٚ 

ٚ ثشوبْ ٖٚ .ٞبي ٔتقذدي ایٗ پذیذٜ سا ٘ـبٖ دادٜ اػتثشسػي

 Van Berkum et al., 1995 and) ٚ ٕٞىبساٖ ٚیش ،ٕٞىبساٖ

Weir et al., 2004.) ٜصایي، ایؼتبدٌي دس اػتفبدٜ اص اٍِٛي ٌش

-RAPDصایي ٚ ثشسػي اٍِٛي بي ٌشٜٞثشاثش اػتشع، تىثیش طٖ

PCR  ٚ RFLP ٖ16ٞبي وذوٙٙذٜ طSrRNA  ٗثشاي تقیی

ٚ  ٔٛؿتيظ تٛػ R. leguminosarum biovar viciae  ط٘ٛتیپ

اػتفبدٜ ؿذٜ اػت.  (Moschetti et al., 2005)ٕٞىبساٖ 

٘ـبٖ  (Laguerre et al., 2003)ٚ ٕٞىبساٖ  لاٌٛسٞبي ثشسػي

صاي سیـٝ ثبللا ثب ایٗ ٌیبٜ ػبصٌبسي ٞبي ٌشٜدادٜ وٝ اػتشیٗ

ؿٛد تب اصت ثیـتشي تثجیت ثبلایي داؿتٝ ٚ ایٗ پذیذٜ ػجت ٔي

سیضٚػفش ثٝ  یب خبن اص ٔؼتمیٓ عٛسثٝ Rhizobia خذاػبصي ؿٛد.

ایٗ  .اػت ٞبي خبوضي دؿٛاسخبعش خٕقیت صیبد ثبوتشي

 ٞبي ایدبد ؿذٜ دس سیـٝ ٌیبٞبٖ ٍِٛٔیٙٛصٌشٜ اص اغّت ٞبثبوتشي

. (Josic et al., 2008)ٕٞىبساٖ  ٚ خٛػیهؿٛ٘ذ.  ٔي خذاػبصي

 ٘یتشٚطٖ احیب ٘یتشٚطٖ یقٙي ثیِٛٛطیىي تثجیت فتٛػٙتض، اص پغ

 فشایٙذ دٚٔیٗ آٔٛ٘یبن ِٔٛىَٛ دٚ ثٝ (N2) اتٕؼفش ِٔٛىِٛي

 اصت ثیِٛٛطیىي ثجیت اػت. صٔیٗ سٚي وشٜ ثب إٞیت ثیِٛٛطیىي

 خٟبٖ دس بفي اصتو ٔٙبثـ حفؼ دس ٟٕٔي اوِٛٛطیىي ٘مؾ

 داسد صیشا اصت اػبػي إٞیت صٔیٗ وشٜ اصت تقبدَ دس ٚ داؿتٝ

 ٚػیّٝ ثٝ سفتٗ ثیٗ اص ٔقشم دس ٔؼتٕش عٛسثٝ ؿذٜ تثجیت

پلا٘دٙبس  آثـٛیي اػت. چٙیٗ ٞٓ ٚ د٘یتشیفیىبػیٖٛ

(Polanjnar, 2009) .ٜدس سیضٚثیٛٔي ثیِٛٛطیه وٛدٞبي اص اػتفبد 

 دِیُثٝ ٍِْٛ ٌیبٞبٖ فّٕىشد افضایؾ وـبٚسصي ثشاي تِٛیذات

 پیذا عشفذاساٖ صیبدي صیؼتٔحیظ ػلأت ٚ التلبدي ٔضایبي

 سیضٚثیٛٔي تّمیحي ٞبئبیٝ ایٗ تِٛیذ دس وٝ چٝآٖ اػت. وشدٜ

 ثتٛا٘ٙذ وٝ اػت سیضٚثیٛٔي ٞبيػٛیٝ ٔقشفي وشدٖ داسد إٞیت

 ثب٘یبً ٚ دس ثشٌیش٘ذ سا ايسیـٝ ٞبيٌشٜ اص ايفٕذٜ لؼٕت اٚلاً

دٞٙذ.  ا٘دبْ ثبلایي سا٘ذأبٖ ثب سا ٘یتشٚطٖ ثیِٛٛطیىي تثجیت

   خب٘ٛادٜ ثٝ ٔتقّك ٚ ٔٙفي، ٔتحشن ٞبي سیضٚثیْٛ ٌشْثبوتشي

Rhizobiaceae  ٖدس ٞٛاصي ثٛدٜ ٞب وٕٛاسٌب٘ٛتشٚف ٚٞؼتٙذ. آ 

آٔیٙٛاػیذٞبي  ٚ لٙذٞب اص ٚ وشدٜ سؿذ خٛثيثٝ اوؼیظٖ حضٛس

 ٕٞىبساٖ ٚ ساخبػٛ٘ذاسي .وٙٙذٔي فبدٜــاػت ػبدٜ ٘ؼجتبً

(Rajasundari et al., 2009.) ٌیبٞبٖ اص دسكذ 90 حذٚد 

 (.El-Fiki, 2006) فیىياَ .داس٘ذ صایيشٜــلبثّیت ٌ ٛصــٍِٛٔیٙ

 دس ٕٞضیؼت ٞبي ثبوتشي ؿٙبػبیي ثشاي ا٘ذوي ٔغبِقبت تبوٖٙٛ

 ٞبي ا٘دبْ ؿذٜ ثشٚ اغّت ثشسػي ؿذٜ ا٘دبْ ثٛٔي ٞبئحیظ

سؿذ ثٛدٜ اػت. عي  ٞبيؿبخق ٚ صایيٌشٜ ـبتآصٔبیٔجٙبي 

یه دٞٝ اخیش اعلافبت ثؼیبس اسصؿٕٙذي دس ٘تیدٝ وبسثشد 

دس خلٛف  PCRٞبي ِٔٛىِٛي ٔجتٙي ثش اي اص سٚؽٔدٕٛفٝ

. ٞب حبكُ ؿذٜ اػتثٙذي ٚ استجبط ط٘تیىي سیضٚثیْٛعجمٝ

 ٔبسوشٞبي اص اػتفبدٜ .(Josic et al., 2008) ٚ ٕٞىبساٖ خٛػیه

 اػیذٞبي سیجٛ٘ٛوّئیه دس ِٛي ثٝ ٚیظٜ ٔبسوشٞبي ٔٛخٛدِٔٛى

 ٔمذٚس سا ٞبثبوتشي ایٗ فیّٛط٘ي دلیك سیجٛصٚٔي، ٔغبِقبت

 .(Ludwig et al., 1998) ٚ ٕٞىبساٖ ِٛدٚیً. ػبختٝ اػت

تٙٛؿ ط٘تیىي  (Karimi et al., 2008)ٚ ٕٞىبساٖ  وشیٕي

 د٘ذاص اػتبٖ ٕٞذاٖ سا ثشسػي وش Sinorhizobiumٞبي اػتشیٗ

-ٞب ػٝ ٌشٜٚ ٞؼتٙذ وٝ ثیـتش آٖٚ ٘ـبٖ داد٘ذ وٝ ایٗ اػتشیٗ

ٞبي فٙٛتیپي، إٞیت ثٛد٘ذ. تقییٗ ٚیظٌي S. melilotiٞب ؿجیٝ 

ٞبي ثبوتشیبیي داس٘ذ. ثٙذي اػتشیٗصیبدي ثشاي ؿٙبػبیي ٚ ٌشٜٚ

ٞب ٔغبِقبت ثیٛؿیٕیبیي ٚ فیضیِٛٛطیىي، ثشاي ؿٙبػبیي ثبوتشي

ؿٛ٘ذ ٚ ثشاي صٌبس ثب ٔحیظ اػتفبدٜ ٔيٞبي ػبٚ ا٘تخبة اػتشیٗ

وبس ٞبي ِٔٛىِٛي ثٝآ٘بِیض تبوؼٛ٘ٛٔي ثٟتش اػت ٕٞشاٜ سٚؽ

 ,Zakhia and de Lajudie) صاخیب ٚ دلاخٛدي ٌشفتٝ ؿٛ٘ذ،

 دس وٝ اػت ٞبیيطٖ اص یىي 16S rRNA  طٖ وذوٙٙذٜ .(2001

اص  .دداس شاٚاٖــف اػتفبدٜ ٔٛسد ٞبثبوتشي فیّٛط٘تیىي ٔغبِقبت
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ٞبي خب وٝ تبوٖٙٛ ثشسػي خبٔقي دس ٔٛسد ؿٙبػبیي اػتشیٗآٖ

ٕٞضیؼت سیـٝ ثبللا كٛست ٍ٘شفتٝ اػت، ایٗ ثشسػي ثشاي 

ا٘دبْ ؿذ تب دس ٞب ثٙذي ط٘تیىي آٖٚ ٌشٜٚٞب تقییٗ ٚیظٌي

 ٔذیشیت تِٛیذ ثٟیٙٝ ثبللا ٔٛسد اػتفبدٜ لشاس ٌیشد.
 

 هامواد و روش

 ٞبي ثبوتشي:یٗصایي ٚ ؿٙبػبیي اػتشخذاػبصي، ٌشٜ

ٞبي اص ٔضاسؿ ثبللا دس اػتبٖ ِشػتبٖ، ٕ٘ٛ٘ٝ 1388دس ثٟبس 

كٛست تلبدفي ٚ ثب حشوت دس لغشٞبي ٔضاسؿ ٌیبٞي ثٝ

ٌشدآٚسي ٚ ثٝ آصٔبیـٍبٜ ٔٙتمُ ؿذ. ٞش ٕ٘ٛ٘ٝ ؿبُٔ ٌیبٜ ػبِٓ 

ٌشْ خبن فشاسیـٝ ثٛد. اص  100ٕٞشاٜ حذٚد ٚ ؿبداة ثٝ

ثشداؿتٝ ٚ دس ٞبٖٚ ٞبي سٚي سیـٝ ٚ خبن اعشاف آٖ  ٌشٜ

ٔمغش اػتشیُ خشد ؿذ٘ذ. ػپغ ػي آةاػتشیُ حبٚي چٙذ ػي

 Yeast Malt Agarوـت ػٛػپب٘ؼیٖٛ حبكُ سٚي ٔحیظ

(YMA)  ثبpH كٛست ٔخغظ وـت ؿذ. ثشاي ثٝ ٔقبدَ ٞفت

 5/2ذاس ــٔم YMAوـت ا٘تخبة ثٟتش سیضٚثیْٛ ثٝ ٔحیظ

ػپغ ذ. ــِیتش وٍٙٛسد یه دسكذ دس ِیتش اضبفٝ ؿٔیّي

ٌشاد ٍٟ٘ذاسي ٚ  دسخٝ ػب٘تي 28دس دٔبي   ٞبي پتشيتـته

ٞبي ِقبثذاس، ؿیشي، ؿفبف ٚ پغ اص ٌزؿت دٚ سٚص ته وّٛ٘ي

ٌشدي وٝ سً٘ لشٔض وٍٙٛسد سا خزة ٘ىشدٜ ثٛد٘ذ، خذا  ٚ تب 

ٚ   پشیفش ػبصي وبُٔ سٚي ٔحیظ ٔزوٛس ٔخغظ ؿذ٘ذ،خبِق

ٖ اص كحت ثشاي اعٕیٙب (.Perifer et al., 2001)ٕٞىبساٖ 

صایي ٌشٜ  ٞبي ثبوتشي ا٘تخبة ؿذٜ، آصٖٔٛخذاػبصي اػتشیٗ

 25تقذاد  .(Tian et al., 2007) ٚ ٕٞىبساٖ تیبٖ ا٘دبْ ؿذ

پبیٝ  ٞب ثشي آٖـٞبي فٙٛتیپصا ا٘تخبة ٚ ٚیظٌياػتشیٗ ٌشٜ

 ٚ ٕٞىبساٖ ؿبد ؿٙبػي تقییٗ ؿذٞبي اػتب٘ذاسد ثبوتشيسٚؽ

(Shaad et al., 2001.)  ٖٛٔوٛاوغثٝ سٚؽ  وؼیذاصاآص 

((Kovacs, 1956 ،ػٗلایفٚ  ٞیٛثٝ سٚؽ  ٞٛاصيٞٛاصي ٚ ثي -

(Hugh and Leifson, 1953)، تحُٕ   ،ٞباػتفبدٜ اص وشثٛٞیذسات

NaCl آصٖٔٛ تٛا٘بیي دسكذ ٚ  5 ٚ 3 ،2، 1، 5/0ٞبي دس غّؾت

 ٚ ٕٞىبساٖ ؿبدثٝ سٚؽ  ٞب دس ٞیذسِٚیض ٘ـبػتٝاػتشیٗ

، (2001)ٚ ٕٞىبساٖ  شـپشیف pH 4 ،6  ٚ5/8  تحُٕ (،2001)

ثٝ  یتــٌشاد ٚ حؼبػيــدسخٝ ػب٘ت 40ٚ  30، 10، 4سؿذ دس 

اػتشپتٛٔبیؼیٗ، وب٘بٔبیؼیٗ، ٘ئٛٔبیؼیٗ،  يٞبثیٛتیهآ٘تي

 آٔبسٌشثٝ سٚؽ خٙتبٔبیؼیٗ، تتشاػبیىّیٗ ٚ ٘بِیذیىؼیه اػیذ 

 ا٘دبْ ؿذ. (Amarger et al., 1997) ٚ ٕٞىبساٖ

 

 

 

 مرازای پلیهواکنص زنجیر

سٚؽ ثٝٞب ثبوتشي DNAٔشاص، پّي ايثشاي ا٘دبْ ٚاوٙؾ ص٘دیشٜ

اػتخشاج ؿذ. اص  (Ausubel et al., 2004)ٚ ٕٞىبساٖ  اٚػجُ

 'fD1 ((5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3 پشایٕشٞبي

ٚrD1  ((5'-AAGGAGGTGATCCAGCC-3'  دس ٚاوٙؾ

 ؿبُٔ یه ٔشاص اػتفبدٜ ؿذ. ؿشایظ ایٗ ٚاوٙؾاي پّيشٜیص٘د

ٌشاد، یه دلیمٝ اتلبَ دسخٝ ػب٘تي 92دلیمٝ ٚاػشؿت دس 

ٌشاد، یه دلیمٝ ٌؼتشؽ آغبصٌش دس دسخٝ ػب٘تي 61پشایٕش دس 

چشخٝ ثٛد. حدٓ ٟ٘بیي  35ٌشاد ثٝ تقذاد دسخٝ ػب٘تي 68

-وبس سفتٝ ثٝٛاد ثٝـــتش ٚ غّؾت ٔــــٔیىشِٚی 25وٙؾ ٚا

-'atpD273F  5ي ٛست اػتب٘ذاسد ثٛد. ٕٞچٙیٗ پشایٕشٞبــك

(CTGGGSCGYATCMTGAACGT-3')  ٚatpD771R ((5'- 

GCCGACACTTCCGAACCNGCCTG-3'  ثب ؿشایظ: یه

ٌشاد، یه دلیمٝ اتلبَ دسخٝ ػب٘تي 92دلیمٝ ٚاػشؿت دس 

، یه دلیمٝ ٌؼتشؽ آغبصٌش دس ٌشاددسخٝ ػب٘تي 58پشایٕش دس 

ٓ وبس سفتٙذ. حدچشخٝ ثٝ 35ٌشاد ثٝ تقذاد دسخٝ ػب٘تي 68

كٛست وبس سفتٝ ثٝٔیىشِٚیتش ٚ غّؾت ٔٛاد ثٝ 25ٟ٘بیي ٚاوٙؾ 

ؿذٜ دس طَ آٌبسص اِىتشٚفٛسص ٚ دس  تىثیش اػتب٘ذاسد ثٛد. ٔحلَٛ

آٔیضي سً٘ ِیتش دس ٌشْٔیّي یه غّؾت ثب ثشٚٔبیذاتیذیْٛ

ثب٘ذ  .ؿذ ثشداسيفىغ آٖ اص داویٛٔٙت طَ دػتٍبٜ ٚ ثب ٌشدیذ

ثشاي fD1  ٚ rD1پشایٕشٞبي ثب  PCRدػت آٔذٜ اص ٚاوٙؾ ثٝ

ثٝ وـٛس وشٜ ٘ٛوّئٛتیذٞبي ػبص٘ذٜ آٖ دػت آٚسدٖ تٛاِي ثٝ

تیذٞبي تٛاِي ٘ٛوّئٛخٙٛثي اسػبَ ؿذ. دسخت فیّٛط٘یه 

-صاي سیـٝ ثبللا ثب ٘شٌْشٜ Rhizobiumثبوتشي  NSZ3 اػتشیٗ

 سػٓ ؿذ. MEGAافضاس 

 

 نتایج و بحث

 وتشي:ٞبي ثبصایي ٚ ؿٙبػبیي اػتشیٗخذاػبصي، ٌشٜ

اػتشیٗ ثبوتشي  65آٚسي ؿذٜ ٞبي سیـٝ ثبللاي خٕـاص ٕ٘ٛ٘ٝ

-حبٚي وٍٙٛسد خذا ٚ خبِق ؿذ. اػتشیٗ YMAسٚي ٔحیظ 

صایي ٔٛسد اػتفبدٜ لشاس ٌشفتٙذ. ٞبي خذا ؿذٜ ثشاي آصٖٔٛ ٌشٜ

 خذا ٞبسیـٝ ٌیبٜ، سؿذ اص ٞفتٝ ؿؾ اص پغ صایيٌشٜ آصٖٔٛ دس

صا ٚ ثبوتشي ٌشٜ تأییذ ٌیبٞبٖ سیـٝ سٚي ٞبٌشٜ ٚخٛد ٚ ؿذٜ

وٛثي ؿذٜ ٞبي ثبوتشي ٔبیٝٞب خذا ؿذ وٝ ثب ٚیظٌيدٚثبسٜ اص آٖ

صا اػتشیٗ ٌشٜ 58وٛثي ؿذٜ ٞبي ٔبیٝٔغبثمت داؿت. اص اػتشیٗ

 ثٛد٘ذ. 

صاي سیـٝ اػتشیٗ ثبوتشي ٌشٜ 25ٞبي فٙٛتیپي ٘تبیح آصٖٔٛ    

ذا ؿذٜ ٞبي خثبللا دس اػتبٖ ِشػتبٖ وٝ اص ثیٗ تٕبْ اػتشیٗ

 دس خذَٚ یه ٘ـبٖ دادٜ ؿذٜ اػت. ا٘تخبة ؿذ٘ذ،
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 خذا ؿذٜ اص ٔضاسؿ اػتبٖ ِشػتبٖ  صاي سیـٝ ثبللاٞبي ٌشٜٞبي ثبوتشيٞبي فٙٛتیپي اػتشیٗٚیظٌي :1 خذَٚ

Table 1: Phenotypic features of the broad bean root nodulating bacteria from Lorestan province farms  

 آصٖٔٛ
Test 

R. etli R. leguminosarum ٖٛٔآص 
Test 

R. etli R. leguminosarum 

 - + Asparagine آػپبساطیٗ  - - Gram ٚاوٙؾ ٌشْ  

 - L-Proline V پشِٚیٗ -ااَ + + Oxidase اوؼیذاص 

 تشیپتٛفبٖ-اَ O/F O Oٞٛاصي ٞٛاصي/ثي
L-tryptophane 

+ - 

 - - L-Arginine  ٗ آسط٘ی -اَ + Mannitol V  ٔب٘یتَٛ 

 + - l-cysteinػیؼتئیٗ -اَ + Xylose Vصایّٛص 

 - + Isolusine   ایضِٚٛػیٗ  + Lactose V لاوتٛص 

 + + Glucose ٌّٛوض 
 تِٛیذ ٔلا٘یٗ اص تیشٚصیٗ

Tyrosinase 
V + 

 + + D-fructose فشٚوتٛص -دي
 حؼبػیت ثٝ  

Sensitivity to: 
  

 + + Tetracycline ىّیٗتتشاػبی  + + Ribose سیجٛص 

 + - Nalidixic acid ٘بِیذیه اػیذ  + Sorbitol V ػٛسثیتَٛ 

 + - Spectinomycin اػپىتیٙٛٔبیؼیٗ  + - Raffinoseسافیٙٛص 

 + - Kanamycin وب٘بٔبیؼیٗ  + + Galactose ٌبلاوتٛص 

 + - Streptomycin اػتشپتٛٔبیؼیٗ  + Dulcitol V دِٚیؼیتَٛ 

 - - Neomycin ٘ئٛٔبیؼیٗ  + - Maltose ٔبِتٛص 

 + - Gentamycin خٙتبٔبیؼیٗ  + + Arabinose آساثیٙٛص 
 - + NaCl 1% ٕ٘ه یه دسكذ  + Trehalose V تشٞبِٛص 

 - + % NaCl 2 دسكذ 2ٕ٘ه   - - Sorbose  ػٛسثٛص 

 - - Rhamnose - - pH 4 سأٙٛص 

 + + erythritol - + pH 6 ٔضٚاسیتشیتَٛ 

 ِٚیض ٘ـبػتٝٞیذس

Starch hydrolysis 
- - pH 8.5 + + 

 + + Citrate - - 4°Cػیتشات 

 + + L-Alanine + - 30°Cآلا٘یٗ -ا اَ

 - - L-Serine + - 40°C ػشیٗ -ا اَ

    - +  Lactateلاوتبت 

 79تب % V :21، اوٙؾ ٔٙفي داؿتٙذٞب ٚ% اػتشی80ٗیب ثیـتش اص  80:  %-ٞب ٚاوٙؾ ٔثجت داؿتٙذ، % اػتشی80ٗیب ثیـتش اص  80:  %+

 ٞب ٔثجتاػتشیٗ
+ : 80% or more showed positive reaction -:  80% or more showed negative reaction, V: 21-79%  showed positive 

reaction 

 

ٞبي ٔٛسد ٞبي ثبوتشيٞبي فٙٛتیپي اػتشیٗثب تٛخٝ ثٝ آصٖٔٛ    

ٞبي ٌشٜٚ ٘خؼت اػتشیٗ ثشسػي دس دٚ ٌشٜٚ لشاس ٌشفتٙذ.

تٛا٘بیي ٔلشف ػیتشات ٚ تِٛیذ اػیذ اص ػٛسثٛص سا ٘ذاؿتٙذ أب 

ٞب ثٝ تشیپتٛفبٖ ٚ تیشٚصیٗ سا ٔلشف ٕ٘ٛد٘ذ. تٕبْ اػتشیٗ

اػیذ ٔمبْٚ ثٛد٘ذ. تتشاػبیىّیٗ حؼبع ٚ ٘ؼجت ثٝ ٘بِیذیىؼیه

ٞبي ٔٛسد ثشسػي ثٝ اػتشپتٛٔبیؼیٗ ٚ ثیـتش اػتشیٗ

ٞب ثٝ خٙتبٔبیؼٗ ٚ ٘ئٛٔبیؼیٗ ٔمبْٚ ص آٖوب٘بٔبیؼیٗ ٚ ثقضي ا

ٞب لبدس ثٝ سؿذ دس ٕ٘ه عقبْ دٚ ثیـتش ایٗ اػتشیٗ .ثٛد٘ذ

یه اص دسكذ ٚ تقذادي ٘یض دس ٕ٘ه عقبْ ػٝ دسكذ ثٛد٘ذ. ٞیچ

دسخٝ  40ٞبي ٔٛسد آصٔبیؾ دس دٔبي ٞبي ثبوتشياػتشیٗ

لّیبیي سا ثٝ خٛثي  pHٞب ٌشاد سؿذ ٘ىشد٘ذ. ایٗ اػتشیٗػب٘تي

ٞب ثشاثش چٟبس فمظ تقذاد وٕي اص آٖ pH تحُٕ وشد٘ذ أب دس
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ٞب ثٝ ٞب، ایٗ اػتشیٗثب تٛخٝ ثٝ ایٗ ٚیظٌي .لبدس ثٝ سؿذ ثٛد٘ذ

 ٌٝ٘ٛR. etli ٕٞىبساٖ ػٍٛٚیب ٘ؼجت دادٜ ؿذ٘ذ ٚ (Segovia et 

al., 1993) پشاوٙذٌي ایٗ ٌٛ٘ٝ دس ؿشق اػتبٖ ثیـتش اص ٔٙبعك .

 غشثي ثٛد. 

ٌشٜٚ دْٚ ٘یض لبدس ثٝ تِٛیذ اػیذ اص ػٛسثٛص ٚ  ٞبياػتشیٗ    

ٞب ٔلشف ػیتشات ٚ ایضِٚٛػیٗ ٘جٛد٘ذ أب ثیـتش آٖ

داد٘ذ. تقذاد وٕي لبدس ثٝ ٔضٚاسیتشیتَٛ سا ٔٛسد اػتفبدٜ لشاس ٔي

ٞبي ایٗ ٌشٜٚ یٕٗٞٝ اػتش اػتفبدٜ اص لاوتبت ٚ تشیپتٛفبٖ ثٛد٘ذ.

ٞبي ٛتیهثیاػتفبدٜ وشد٘ذ ٚ ثٝ آ٘تيػیؼتئیٗ  -اص اَ

اػیذ، اػتشپتٛٔبیؼیٗ ٚ تتشاػبیىّیٗ، وب٘بٔبیؼیٗ، هی٘بِیذیىؼ

خٙتبٔبیؼیٗ ٚ ٘ئٛٔبیؼیٗ حؼبع ثٛد٘ذ. تقذاد وٕي لبدس ثٝ 

ٚ٘یٓ سا ثٟتش تحُٕ ٞـت ،pH، چٟبس ثٛد٘ذ أب pHسؿذ دس 

ٞبي ایٗ ٌشٜٚ ٞبي روش ؿذٜ، اػتشیٕٗ٘ٛد٘ذ. ثب تٛخٝ ثٝ كفت

ٚ  آٔبسٌش ت دادٜ ؿذ٘ذ٘ؼج R. leguminosarumثٝ ٌٛ٘ٝ 

ٞبي ایٗ ٌشٜٚ لبدس ثٝ تِٛیذ ثیـتش اػتشیٗ(. 1997) ٕٞىبساٖ

ٔلا٘یٗ اص تیشٚصیٗ ثٛد٘ذ ٚ اص غشة اػتبٖ ِشػتبٖ خذاػبصي 

دِیُ ثٝ R. etliصایي ثبللا تٛػظ ؿذ٘ذ. احتٕبلاً یه دِیُ ٌشٜ

ثشداسي ؿذٜ اػت ٚ وـت ٔتٙبٚة ثبللا ٚ ِٛثیب دس ٔضاسؿ ٕ٘ٛ٘ٝ

صا ٞبي ٌشٜتٛا٘ذ ا٘تمبَ پلاػٕیذٞبي حبٚي طٖٔيدِیُ دْٚ 

ثبؿذ. عجك ٌضاسؽ  R. etliثٝ   R. leguminosarumثبللا اص 

ٚ ٕٞىبساٖ  اِذیٗؿٕغ( ٚ Tian et al., 2000ٚ ٕٞىبساٖ ) تیبٖ

(Shamseldin et al., 2009) ٌٝ٘ٛ R. etli ٝٞبي ثبللا دس سیـ

 وٙٙذ. يثش داؿتٝ ٚ اصت تثجیت ٔؤصایي ٔتٛا٘بیي ٌشٜ

 

و رسم درخت فیلوشنی با مراز ای پلیواکنص زنجیره

  16SrDNAمقایسه توالی شن 

ثب اػتفبدٜ اص پشایٕشٞبي  PCRثٝ سٚؽ  16SrDNAتىثیش طٖ 

fD1 ٚ rD1، ٝویّٛ خفت ثبصي دس  5/1تـىیُ یه ثب٘ذ  ٔٙدش ث

ویّٛ خفت ثبص  5/1ثب٘ذ ٔضثٛس وٝ دس ٔمبثُ  .ٞب ؿذتٕبْ اػتشیٗ

ٞبي ٞش دٚ ٌٛ٘ٝ ِٔٛىِٛي لشاس داؿت، دس تٕبْ اػتشیٗٔبسوشٞبي 

ٚ  تیبٖٞب ثب ٘تبیح ؿٙبػبیي ؿذٜ ٚخٛد داؿت. ایٗ یبفتٝ

ٚ  اِذیٗؿٕغ( ٚ 2005ٚ ٕٞىبساٖ ) ٔٛؿتي (2008) ٕٞىبساٖ

 ( ٔغبثمت داسد.2009ٕٞىبساٖ )

 

 
 یـٝ ثبللا خذا ؿذٜ اص ٔضاسؿ اػتبٖ ِشػتبٖصا س: ٌشRhizobiumٜٞبي اػتشی16srDNAٗ ثب٘ذٞبي حبكُ اص تىثیش طٖ  :1 ؿىُ

 اػت DNA size markerٞبي ثبوتشیبیي ٚ ثب٘ذ آخش ٔشثٛط ثٝثٝ تشتیت اص چپ ثٝ ساػت: دٜ ته ثب٘ذ اَٚ ٔتقّك ثٝ اػتشیٗ
Fig. 1: the bands of replication of 16srDNA gene of Rhizobium strains nodulating  Faba Bean roots isolated from 

Lorestan province farms 

From left to right: first ten single bands are belong to Bacterial strains and the last band is belongs to DNA size marker 

 
ثٝ سٚؽ   R. leguminosarumثبوتشي  atpDتىثیش طٖ     

PCR  ثب اػتفبدٜ اص پشایٕشٞبيatpD273F   ٚ atpD771R 

ٞبي ویّٛ ثبصي دس تٕبْ اػتشیٗ 460ت تـىیُ ته ثب٘ذ ٔٛخ

ٚ  تیبٖٞبي  صاي ٞش ایٗ ٌٛ٘ٝ ؿذ. تـىیُ ایٗ ثب٘ذ ثب ثشسػيٌشٜ

اِذیٗ ٚ ( ٚ ؿٕغ2005ٚ ٕٞىبساٖ ) ٔٛؿتي (2008) ٕٞىبساٖ

یه طٖ حفبؽت ؿذٜ atpD ( ٔغبثمت داسد. طٖ 2009ٕٞىبساٖ )

سا وذ  ATPاػت وٝ صیشٚاحذٞبي ثتبي غـبي دخیُ دس ػٙتض 

ٚ  اِذیٗؿٕغ وٙذوٝ ثشاي تِٛیذ ا٘شطي ضشٚسي اػتٔي

     (. Shamseldin et al., 2009) ٕٞىبساٖ

 16SrDNA٘ٛوّئٛتیذٞبي طٖ  دػت آٚسدٖ تٛاِيپغ اص ثٝ    

، ایٗ تٛاِي ثب ثب٘ه اعلافبتي ػبیت NSZ3تىثیش ؿذٜ اص اػتشیٗ 

NCBI ٝذ٘ذ. ٘تبیح افضاس ثلاػت ٘ٛوّئٛتیذ ٕٞتشاص ؿٚػیّٝ ٘شْث

0011 bp 
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ٞبي سیـٝ ٌیبٜ خذا ؿذٜ اص ٌشٜ NSZ3ثلاػت ٘ـبٖ داد وٝ 

 leguminosarumتبٖ، ثٝ ثبوتشي ـــثبللا اص ٔضاسؿ اػتبٖ ِشػ

bv. viciae R. صاخیب ؛ٚ ٕٞىبساٖ لاٌٛس وٝ ثب ٘تبیح تقّك داسد  ٚ

، et al., 2003 Laguerre ٚ ٕٞىبساٖ ) ؿٕغ اِذیٕٗٞىبساٖ ٚ 

Zakia et al., 2001 ٚ Shamseldin et al., 2009) ٔغبثمت داسد 

ٞبي شيـجبٞت سا ثٝ ثبوتــــاػتشیٗ ٔٛسد ثشسػي ثیـتشیٗ ؿ .
R. leguminosarum bv. viciae strain BIHB 1157 

16srRNA ، R. leguminosarum bv. viciae strain BIHB 

1152 16srRNA ،R. Legumionsarum bv. viciae strain 

1148 16srRNA  ،R. leguminosarum bv. viciae strain 

1142 16srRNA   .٘ـبٖ داد 

اػبع ثش (2008ٚ ٕٞىبساٖ ) تیبٖ( ٚ 2007ٚ ٕٞىبساٖ ) تیبٖ    

ٞبي ٞبي خذا ؿذٜ اص ٌشٜاػتشیٗ ،16srRNAآ٘بِیض ػىٛ٘غ طٖ 

 R. leguminosarum bv. viciaeسیـٝ ثبللا دس وـٛس چیٗ سا ثٝ 

USDA 2370 ٕٞىبساٖ   اِذیٗؿٕغثشسػي . ت وشد٘ذٔٙتل ٚ

-( ثٝ ٔٙؾٛس تقییٗ دلیك ٔٛلیقیت تبوؼٛ٘ٛٔیىي اػتشی2009ٗ)

ٞبي خذاػبصي ؿذٜ اص ٌیبٜ ثبللا دس ٔلش، ٘ـبٖ داد وٝ اص ٔیبٖ 

 R. leguminosarumیبثي ؿذٜ، ػٝ اػتشیٗ ثٝ ٘ٝ اػتشیٗ تٛاِي

bv. viciae strain 3841 ٝچٟبس اػتشیٗ ث ،S. meliloti   یه ٚ

 ؿجبٞت داؿتٙذ.  R. rubiٚ یه اػتشیٗ ثٝ  R. etli اػتشیٗ ثٝ

 

 
 صاي سیـٝ ثبللا خذا ؿذٜ اص ٔضاسؿ اػتبٖ ِشػتبٌٖشٜ Rhizobiumٞبي اػتشیٗ atpDثب٘ذٞبي حبكُ اص تىثیش طٖ : 2 ؿىُ

 ٞبي ثبوتشیبیيٚ اػتشیٗ DNA size markerتشتیت اص چپ ثٝ ساػت: ثٝ
Fig. 2: the bands of replication of atpD gene of Rhizobium strains nodulating  Faba Bean roots isolated from Lorestan 

province farms 

from left to right: DNA size marker and bacterial strains 

 

 
افضاس سػٓ ؿذٜ ثب ٘شْ تبٖصاي سیـٝ ثبللا خذا ؿذٜ اص ٔضاسؿ اػتبٖ ِشػٌشٜ Rhizobiumثبوتشي  NSZ3 دسخت فیّٛط٘یه اػتشیٗ :3ؿىُ 

MEGA 
Fig. 3: phylogenetic tree of NS3 strains of Rhizobium bacteria nodulating Faba bean roots isolated from Lorestan 

province farms by MEGA software 
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 NSZ3ؿٛد اػتشیٗ ٌٛ٘ٝ وٝ دس دسخت فیّٛط٘ي دیذٜ ٔيٕٞبٖ
دس یه ٌشٜٚ لشاس داسد.  .leguminosarum bv. viciae Rٕٞشاٜ 

سیجٛصٚٔي دس آ٘بِیض سٚاثظ  RNAٞبي وذوٙٙذٜ طٖ تٛاِي

د داسد. شاوتشیبیي وبسث تٞبیفیّٛط٘تیىي ٚ ؿٙبػبیي اػتشیٗ

ٞبي ٘بدس ٚ وٕتش خٛثي اػتشیٗتٛا٘ذ ثٝآ٘بِیض تٛاِي ایٗ طٖ ٔي

 تٛكیف ؿذٜ یب ٘بٔغٕئٗ اص ِحبػ فٙٛتیپي سا ؿٙبػبیي ٚ ثب ػبیش

ٞبي ط٘تیىي ٔمبیؼٝ ٞبي ثبوتشیبیي ٔٛخٛد دس ثب٘ه دادٜاػتشیٗ

تٛاِي ثجت  10000ثب ثیؾ اص  16SrDNAوٙذ. أشٚصٜ تٛاِي طٖ 

تشیٗ ثذ٘ٝ اعلافبتي ثشاي ثشسػي سٚاثظ ثیٗ ؿذٜ، ثضسي

تقذاد صیبد اص اعلافبت ثجت  ٞبػت وٝ ٕٞیٗٔیىشٚاسٌب٘یؼٓ

حیت ا٘تخبة ایٗ ٞبي دیٍش اسخؿذٜ ایٗ طٖ دس ٔمبیؼٝ ثب طٖ

دس  16SrDNAٞبي تٛاِي .ػبصدطٖ دس تحمیمبت سا سٚؿٗ ٔي

اي ٞؼتٙذ وٝ آ٘بِیض ٞبي حفبؽت ؿذٜٞبي حمیمي تٛاِيثبوتشي

-تغییشات ط٘تیىي دس ایٗ ٘بحیٝ ثشاي تقییٗ تٕبیض دس دسٖٚ ٌٛ٘ٝ

ٞبي سیضٚثیْٛ ٔٙبػت ٘یؼت ٚ ثیـتش خٟت ؿٙبػبیي ایٗ 

 ,.Josic et al)ٚ ٕٞىبساٖ  خٛػیه ٞب ٔٙبػت اػت ثبوتشي

2008 .) 

ٞبي ٚ سٚؽ 16SrDNA ، ٔمبیؼٝ تٛاِي ط90ُٖ دٞٝاص اٚای    

اي عٛس ٌؼتشدٜثٝ PCRٍ٘بسي ط٘تیىي ثشاػبع وبسثشد اٍ٘ـت

ٝ اػت ٚ ثب وبس سفتٞب ثRhizobiumٝ خٙغ ثشاي ؿٙبػبیي

ثٝ ػٝ خٙغ ایٗ خٙغ  16SrDNA ٔمبیؼٝ تٛاِي

Azorhizobium ،Rhizobium  ٚBradyrhizobium  ٓؿذٜ تمؼی

ٚ   Mesorhizobium ٞبيخٙغاػت ٚ پغ اص آٖ 

Sinorhizobium  ٖٞب افضٚدٜ ؿذ.ثٝ آ 

صاي سیـٝ، ثیؾ اص ٞبي ٌشٜثشاػبع تبوؼٙٛٔي سایح ثبوتشي     

ٞبي فٙٛتیپي ثب ٚیظٌي DNA-DNAدسكذ ِٕٞٛٛطي دس  70

ٞب ٛ٘ٝثشاي تقشیف ٌفٙٛاٖ یه ٔقیبس ثٝٚ ٕٞبٍٞٙي داسد ٔدضا 

ٞبیي ثب . دس ٔٛاسد ٔقذٚد ٘یض اػتشیٗؿٛد٘ؾش ٌشفتٝ ٔيدس

ذ. ٘ؿٛدسكذ( دس یه ٌٛ٘ٝ یبفت ٔي 40-60ِٕٞٛٛطي وٕتش )

، ٞؼتٙذسا داسا وٕتش تغییش یبفتٝ ٞبي ٞبیي وٝ ٚیظٌيثٟتشیٗ طٖ

ٞب پشٚوبسیٛتٚ  ٞبي سیجٛصٚٔي ٞؼتٙذRNAوٙٙذٜ ٞبي وذطٖ

 120وٝ داساي  S5طٖ . ػٝ ٘ٛؿ طٖ وذوٙٙذٜ سیجٛصٚٔي داس٘ذ

٘ٛوّئٛتیذ اػت ٚ ثٝ فشاٚا٘ي ٔغبِقٝ ؿذٜ اػت، أب ثشاي اػتٙتبج 

وٝ تقذاد  S16ٚ طٖ  S23سٚاثظ فیّٛط٘تیىي دس ٔمبیؼٝ ثب طٖ 

ٞبي حفبؽت ؿذٜ ٔٙبػجي خٟت ٔغبِقٝ تٙٛؿ داسد، ثؼیبس تٛاِي

دِیُ ثٝ S23، طٖ S23  ٚS16وٛچه اػت. دس ٔیبٖ دٚ طٖ 

پزیشي ثیـتشي َ آٖ، أىبٖ خٟؾ ٚ ا٘قغبفتش ثٛدٖ عٛثضسي

اعلافبت حبكُ اص آٖ ثٝ  دس ٘تیدٝ ٔیضاٖ اعٕیٙبٖ اص ٚ داسد

ثٙذي خٟت عجمٝ٘یؼت.  S16ا٘ذاصٜ اعلافبت طٖ 

Rhizobiumٟٓٔ ،ٞبي ٞب تقییٗ تٛاِي طٖتشیٗ ٔٙجـ دادٜٞبS 

rRNA16 ٚاحذٞبي وٛچه یب صیشRNA اػت وٝ ثٝ  سیجٛصٚٔي

 . ثشسػي ٔٛسد اػتفبدٜ لشاس ٌشفتٝ اػت ٕٞیٗ دِیُ دس ایٗ
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