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A B S T R A C T   

In this study, nodulation capacity and physiological traits were evaluated in 

ten chickpea (Cicer arietinum) genotypes following inoculation with 

Mesorhizobium ciceri. After comparing traits such as nodule number, nodule 

weight, total fresh weight, total dry weight, stem dry weight, root dry weight, 

stem length, and root length, two genotypes (Bionij and Pirooz) were selected 

for further investigation as the most and least efficient in symbiosis, 

respectively. Flavonoids play a crucial role as initial signaling molecules in 

the symbiotic interaction between legumes and nitrogen-fixing bacteria. 

Subsequently, the quantitative expression of the Isoflavone 4'-O-

methyltransferase gene, involved in the isoflavonoid biosynthesis pathway, 

was assessed in the two chickpea genotypes (Bionij and Pirooz) at three time 

points post-inoculation (36 hours, 10 days, and 28 days) using Real-Time 

PCR. The results indicated a significant upregulation of this gene in both 

genotypes, particularly at 36 hours post-inoculation. This increase was more 

pronounced in the Bionij genotype. Leaf chlorophyll content and nitrogen 

levels in nodules and roots were measured in both treated and control plants. 

Data revealed that treated plants exhibited significantly higher levels of 

chlorophyll and nitrogen, with Bionij outperforming Pirooz in both 

parameters. These findings suggest that higher expression of this gene may 

be associated with enhanced nodulation capacity, improved symbiosis, and 

increased nitrogen uptake in chickpea. 
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 «مقاله پژوهشی»

 با حیتلق از پس نخود مختلف یهاپیژنوت در ژن انیب و ییزاگره یاس  هیمقا یبررس  
Mesorhizobium ciceri   

 
 3یرزاقادریم قادر ،* 2نژادبهرام بهمن ،1یاکوکه شبنم

 
 چکیده

 یبا باکتر حی( پس از تلقCicer arietinumدر ده رقم نخود ) یکيولوژيزیو صفات ف يیزاپژوهش، توان گره نيدر ا
Mesorhizobium ciceri مانند تعداد گره، وزن گره، وزن  يیهاشاخص یسهيقرار گرفت. پس از مقا یابيمورد ارز

ـاقه ، وزن خ اه،یتر کل گ ـ ـک کل گیاه، وزن خشک س ـ ، دو رقم  شهيريشه ، طول ساقه، طول ر شکوزن خش
انتخاب  ترقیدق یهایبررســ یبرا تر،فیو ضــع تریقو یســتيبا همز یهاپیعنوان ژنوتبه بیترتبه روز،یو پ جیونیب

 کنندهتیتثب یهایها با باکترلگوم یســتيهمز نديدر فرآ هیاول یگنالیســ یهاعنوان مولکولهب دهایفلاوونوئ شــدند.
 Isoflavone 4'-O-methyltransferaseژن  کمی انیپژوهش، ب نيا ی. در ادامهکنندیم فايا ینقش مهم تروژنین

س سه زمان مختلف پس از تلقروزیو پ جیونینقش دارد، در دو رقم نخود )ب هایدزوفلاونوئيسنتز ا ریکه در م  حی( در 
ژن در هر دو  نيا انینشان داد که ب جيشد. نتا یابيارز Real-Time PCRروز( با روش  28روز، و  10ساعت،  36)

ست.  افتهي شيافزا یداریطور معنبه ح،یساعت پس از تلق 36در مرحله  ژهيورقم، به اين افزايش بیان ژن در رقم ا
شم شد.  یریگاندازه ماریشاهد و ت اهیدر هر دو گ شهير گره و تروژنیبرگ و ن لیوفکلر زانیم. تر بودگیربیونیج چ

بالاتر از شاهد بود و رقم  یریطور چشمگبه تروژنیو ن لیکلروف زانیشده، م ماریت اهانیها نشان دادند که در گداده
ژن  شتریب انیکه ب دهندینشان م هاافتهي نيداشت. ا روزیرا نسبت به پ تریشیب لیو کلروف تروژنی، مقدار نجیونیب

 در نخود مرتبط باشد. تروژنیو جذب ن یستيبهبود همز ، يیزاتوان گره شيبا افزا تواندیمذکور م
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 مقدمه 
حبوبات  نيتراز مهم یکي( .Cicer arietinum L) نخود
به يیغذا ـــت و  غذ نیعنوان منبع پروتئجهان اس  هيدر ت

سان و هم ستفاده قرار م نیچنان . ردگییخوراک دام، مورد ا
س شامل دو نوع د شد یم یو کابل ینخود  سبا به  ی. نوع د

متنوع  یهابا رنگ دارهينسبتاً کوچک زاو یهاصورت دانه
ـــدیدار مخال یو گاه  ی، دارایکه نوع کابل یدر حال باش
ـــا  هايی¬دانه  ترتر و رنگ روشـــنبا اندازه بزرگتر، ص

  (.Merga & Haji, 2019) هستند
همواره جزو سه حبوبات  رکشت،ينخود از نظر سطح ز
ــوب م ــودیاول جهان محس ــطح ش  11بالغ بر  یو در س

ــت م ونیلیم  (.Yadav et al., 2007) گرددیهکتار کش
نخود و  نیب یعملکرد یستيهمز یرابطه لیتشک رغمیعل

نه در  تروژنین تی، تثبMesorhizobium ciceri یگو
سااهیگ نيا سبت به  ست. مطالعات  اتحبوب ري، ن محدود ا

شان م فقط  ،M.ciceriنخود و  نیب یستيدهد که همزین
 تیتثب اهیرشد گ شيرا جهت افزا یوکاف ازیمورد ن تروژنین
ي¬یم ما تاثدن ظت ن یری، و  خاک پس از  تروژنیبر غل

ـــت ندارد و باعف افزا در خاک  تروژنیغلظت ن شيبرداش
ها ن،ی(. همچنGan et al., 2010) گرددینم  يیفاکتور
بت ب رینظ قا بت،  وم،یزوبيرا یهاهيســـو نیر و  pHرطو
بگذارند  ریتأث یســـتيهمز نيبر ا توانندیخاک م تیفیک
(Greenlon et al., 2019بنابرا .)یدرک بهتر عوامل ن،ي 

را  یســتيارتباط همز نيا یورو بهره تیفیک توانندیکه م
 دارد.  یفراوان تیاهم داريپا یکشاورز یدهند، برا شيافزا

 یاکنندهنیینقش تع اهیگ پیعوامل موثر، ژنوت انیدر م
بر  پیژنوت ریتاث درک. دارد تروژنین تیو تثب يیزادر گره
حداکثر  ینخود برا اهیدرگ تروژنین تیو تثب يیزاگره به 

 یو کاهش مصر  کودها تروژنین تیتثب یرساندن بهره
نه، پژوهش تیحائز اهم یتروژنین ـــت. متاســـفا  یهااس

 عیوس اسینخود در مق پیژنوت نيچند سهيبه مقا یمعدود
 (.Dwivedi et al., 2015اند )پرداخته

ــل ــهيمطالعه، مقا نيا یهد  اص ــ س ــتماتیس  10 کیس
بــا  حیپس از تلق يیزاگره تیــنخود از نظر ظرف پیــژنوت

Mesorhizobium ciceri  ژن  انیب، بررسیIsoflavone 

4'-O-methyltransferase  مهم  یهااز ژن یکيبه عنوان
، منتخب رقمبه طور خاص در دو ی ، ستيهمز ریدر مسدخیل 

ــد تا  مورد  يیزاگره يیژن و توانا نيا انیب نیارتباط بمی باش
سع نيا. ردیقرار گ یابيارز  یهاداده بیدارد با ترک یپژوهش 
 یستياز تعامل همز یترقیدرک عم ،یو مولکول یکيولوژيزیف

برتر در نخود  یهاپیژنوت يیبه شــناســاو  در نخود ارائه دهد
 کمک کند.

 

 پژوهش ۀنیشیپ
سودآور دیتول سط ط یو  ساله تو صول نخود هر   فیمح
 شــهير یدگیاز جمله پوســ شــه،ير یهایماریاز ب یعیوســ
ــ ــف ــرای ــت ــوف ــــPRR) ت ــاش  Phytophthoraاز  ی؛ ن

medicaginisوميفوزار ی( و پژمردگ (FWناشـــ از  ی، 
Fusarium oxysporum f.sp.ciceris شته (، محدود گ

ــلاا ارقام مقاوم، یم دایو کاهش پ از  یکيکند. اگرچه اص
شدها مییماریب نيمقابله با ا یمهم برا یراهکارها اما  ،با
در  تروژنین تیو تثب يیزااند که گرهها نشــان دادهپژوهش
به تأثنخود  حت   دقرار دار اهیگ پیژنوت ریشــــدت ت

(Ferguson et al., 2019.) ش تواندیها متفاوت نيا  ینا
فاع یهادنيفرآ شياز افزا نه یعموم ید تاً یهاگو  نســـب

شد سته، همزکه به مقاوم با  زیمتقابل را ن یستيطور ناخوا
ندازدیخطر مبه عهPlett et al., 2016) ا  ، یا(. در مطال

ـــان داد که تعداد  پیژنوت 2۹ یبررســـ مختلف نخود نش
فاوت  هاپیژنوت نیب تروژنین تیو عملکرد تثب هاگره ت
شان م یداریمعن مانند  یمثال، ارقام یبرا دهندیاز خود ن

Yorker  وMoti نســبت به  یشــتریب اریبســ يیزاگره
شتند. جالب آن PBA HatTrick مانند یپیژنوت  نيکه ادا
ــطح مقاومت بهتفاوت ــهير یهایماریب ها همواره با س  ش

ستگ شتند. بنابرا یهمب س نيندا  یستيعملکرد همز یبرر
 يیهاآن ژهيومختلف نخود، به یهاپیدر ژنوت یومیزوبيرا

اصلاا ارقام برتر  یدارند، برا يیزادر گره یکه توان بالاتر
 Plettدارند ) شتریب یبه بررس ازیداشته و ن یاديز تیاهم

et al., 2021.) 
هت درک  یکاف یکیژنت یاهراواخر، ابزا نیهم تا ج
در دسترس نبود، اما انتشار ژنوم  در نخود، يیگره زا یمولکول

سا 2۹مجدد  یابییکامل و توال شنا ست   يیژنوم نخود ،توان
 یکند و به درک چگونگ لیرا تسه يیزامرتبط با گره یهاژن

سی در هاتعامل ژن  تروژنیندرک  ،یماریمقاومت به ب یهارم
(. مراحل Roorkiwal et al., 2020)ديو انتقال کمک نما
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ند  لیتشـــک هیاول مان مدل  بات   Medicagoگره در حبو

truncatula  وLotus japonicus عه  یخوببه طال مورد م
 ني(. در اNandety et al., 2023قرار گرفتــه اســــت )

 ا،یزوبيصورت است که با درک را نيبد یمدل کل ها،ستمیس
( ترشـــح فلاوونوئیدی باتی)ترک یاهیگ هيثانو یاهتیلمتابو

 ا،یزوبراي توســط هاو جذب آن زبانیمی شــهيشــده توســط ر
به تول ها دیمنجر   شـــودیم يیايباکتر Nod یفاکتور

(Gifford et al., 2018ا .)توسط  يیايباکتر یهاگنالیس ني
ندهیگ به ک هایر بانیم اهیگ LysM1 ینازیشـــ ، درک ز
 ریبه نام مس اهیگ شهيدر ر نگیگنالیآبشار س کيو  وندشیم

هورمون  یاهیر( و مســـCSSP) 2یســـتيهمز نگیگنالیســـ
له ســـ یاهیگ قا م نیو اکســـ نینیتوکیاز جم ندکیرا ال  ن
(Buhian & Bensmihen, 2018وقفه در ا .)مراحل  ني
آن  ايرا کاهش دهد  يیزاگره يیتواند کارایم نگیگنالیس
به  کي یدارا نچنی. حبوبات همديمامتوقف ن یکلطوررا 

ــ ــتند،  يیزاکنترل گره یبرا 3یبازخورد یگنالیحلقه س هس
که افزا عداد  شيچرا ـــت ن هاگرهت  اهیگ تروژنیممکن اس

، هاگرهاز حد  شیحال تعداد بنيبخشد، با ا را بهبود زبانیم
 یدارو نگه لیتشـــک یبرا اهیگ یانرژ یهانهيهز لیدلبه

 Ferguson) گذاردیم یمنف ریتأث اهیگره، بر ســـلامت گ

et al., 2019.) 
 یاهیگ کالیتوکمیف باتیعنوان ترکبه هادیونوئوزوفلايا

 یهادیئنووزوفلاويا ژهيوبه بات،یترک ني. اشوندیشناخته م
 یهابه استرس ناهایدر مقاومت گ یشده، نقش مهم لهیمت
فات ا هایماریب ،یطیمح ندیم فايو آ گوم ل اهانی. در گکن

فاع د رد هادیوفلاونوئوزيا (،Cicer arietinumمانند نخود )
جهت  nodژن  انیب یو القا زایماریدر برابر عوامل ب اهیگ

ــ ــ وم،یزوبيرا يیایمیجذب ش ــاس  نیچندارند. هم ینقش اس
و  یدانیــاکســـیخواص آنت لیــدلبــه هــادیــفلاونوئوزويا

 Wang et) باشندیم دیمف زیها نانسان ی، برایضدسرطان

al., 2018.) 
 کي( OMT4I') 4ترانســـفراز لیمت-O-'4 زوفلاونيا
ــز ــآن ــواده مي  O-methyltransferases (OMTs)از خــان
ـــد که کاتالیم -ال-ليآدنوز-Sاز  لیانتقال گروه مت زیباش

                                                                                                                                                                 
1. LysM receptor-like kinases 
2. Common Symbiosis Signalling Pathway (CSSP) 

به گروه هSAM) نیونیمت  '4 تیدر موقع یدروکســـی( 
 کيواکنش،  نيرا برعهده دارد. ا هازوفلاونيا یهامولکول
 شـــده،ه لیمت یدهاینوئوزوفلاويا وســـنتزیمهم در ب یمرحله
ــیمت-'4مانند  مانند  اهانیگ ی)که در برخ هازوفلاونيا یوکس
 (.Deavours et al., 2006(، اســت )شــوندیم افتينخود 
دالتون  لویک 50تا  30 یوزن مولکول یدارا I4'OMT ميآنز

نز نياســــت. ا م ميآ ه م قش  ت ین م ـــیدر   ونیلاس
هایزوفلاوونوئيا ند  یدیکل ید  genisteinو  daidzeinمان

 یهاگنالیعنوان ســـشـــده به لهیمت باتیترک نيدارد، که ا
عمل  ومیزوبيرا یهایباکتر کيدر جذب و تحر يیایمیشـــ
ــح اکنندیم ــط ر دهایزوفلاوونوئيا ني. با ترش ــهيتوس  یهاش

سمت ر ومیزوبينخود، را شد و  تيهدا شهيبه  شده و باعف ر
ــهير یهاگرهتکامل  ــودیم یاش  تروژنین تیتثب یکه برا ش
باعف  یستيهمز ني(. اSilva et al., 2024هستند ) یضرور
 یبه اســتفاده از کودها یکمتر ازینخود ن اهیکه گ شــودیم
ــنتت یتروژنین ــد کیس ــته باش ژن  انیب شيبهبود و افزا .داش

I4'OMT اهیتر گموفق یســـتيهمز شيباعف افزا تواندیم 
با را مت گ وم،یزوبيلگوم  قاو و  هایماریبه ب اهیبهبود م
شــود که در  تروژنین تیتثب شيافزاو  یطیمح یهااســترس

ها قاء عملکرد و ک تين ـــاورز تیفیبه ارت  یمحصـــول کش
 . انجامدیم

ــ ق،یتحق نيا در نخود  پینقش ژنوت یبه منظور بررس
با را مل  عا  عملکرد شيشـــده و افزا حیتلق ومیزوبيدر ت

شرا 10 ،یستيهمز شده مورد  طيرقم نخود تحت  کنترل 
تأث تدا  ند. اب عه قرار گرفت طال فات  هاپیژنوت ریم بر صـــ

و  نيشـــد و ســـپس بهتر یبررســـ اهیگ یکيولوژيزیف
 Mesorhizobiumبا  یستيرقم از نظر همز نيترفیضع

ciceri ژن  انیــانتخــاب و نقش بI4'OMT تیــو تثب 
 .قرار گرفت ترقیدق یابيها مورد ارزدر آن تروژنین

 

 پژوهش یشناسروش

 در نخود I4'OMTژن  یکیوانفورماتیمطالعه ب

آن در  یدینواسیآم یو توال I4'OMTژن  یدسترس شماره
ستفاده از پا اهیگ ست آمد.  NCBIداده  گاهينخود با ا به د

3. Feedback signalling loop 
4. Isoflavone 4’-O-Methyltransferase 
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پا  یهانی( دم/http://pfam.xfam.orgداده ) گاهياز 
ست آمد.به I4'OMTی ژن هایمربوط به توال ینیپروتِئ  د
 http://ca.expas y.org/tools /protpداده ) گاهياز پا

aram.htmlشامل نقطه  هانیپروتئ يیایمیش یهایژگي( و
 تعیین شد. یوزن مولکول ک،يزوالکتريا

 تيبا استفاده از سا هایتوال نيا یحفظ شده هایفیموت
(MEME, http://meme-suite.orgبا پارامترها )حداکثر  ی
 فیتعداد موت د،ینوکلئوت 50تا  6 نیب فیطول موت ف،یموت 10

و مکان  شد يیشناسا، one اي zero یتکرارشونده در هر توال
ـــا یهاکروموزوم یژن بر رو نيا یکيزیف  تينخود از س

mg2c.iask.in ديمشخص گرد. 
سا نترونيا-اگزون یهاساختار ینیب شیپ یبرا  تياز 

Gene structure display server  .فاده شــــد اســـت
سا نینچهم ستفاده از    www.sbg.bio.ic.ac.uk تيبا ا

 .ديگرد نییژن مدنظر تع یو شکل سه بعد ساختار
 

نالیز س  ز ز  ریدر مس   لیدخ I4'OMTژن  انیب آ

  RNA-seq هایبا اس فاده از داده هادینوئوفلاو

به پروژه  RNA-seq یهاداده  PRJNA214031مربوط 
ستفاده از نرم اهیو گره گ شهيدر ر گرفتهانجام  افزار نخود با ا

sratoolkitتي، از سا NCBI مجموعه شامل  نيدانلود شد. ا
ــهينمونه از ر 5 ــرا ش ــاهد،  طيو گره نخود در ش مختلف )ش
 هایسيدر مراحل مختلف رشـــد( اســـت. ماتر شـــدهحیتلق

شدی مراحل و هاژن برای بافت انیشمارش ب سخ  ر و در پا
ــتفاده از ابزار ،زايیبه گره  Htseqو  Hisat2چون  هايیبا اس
ل کسیدر  ظ آمــد دســــتبــه نو ن ت  مــاتیکــه در آن 
ــه -stranded=no--mode= intersectionصــــورت:ب

nonempty -t exon  حاصل با استفاده از  جنتاي .شد فيتعر
سته سته DESeq2 هایب ستفاده از ب  R هاینرمال شد و با ا

 لیو تحل هيتجز یمد. برادرآ شيبه نما یکیبه صــورت گراف
ـــهير I4'OMT ،log2 fold changeژن  یافتراق انیب  ش

ــده با حینخود تلق ــهيو ر Mesorhizobium ciceriش  یش
–Benjamini محاسبه شد. با استفاده از (نشده حیتلق)شاهد 

Hochberg FDR، p-values ديگرد حیتصح. 
 

 رشد طیو شرا یاهیمواد گ

 یدانشکده کشاورز یوتکنولوژیب شگاهيدر آزما قیتحق نيا
ــتان انجام گرفت. در اين تحقیق  وگلخانه دانشــگاه کردس

ــه تحقیقات خاک و آب  M. ciceri یباکتر ـــ از موسسـ
ـه ـ  رايزوبیوم داریمنظور تکثیر و نگهايران تهیه گرديد. ب

اســتفاده شــد.  Yeast Manitol Agar کشــت محیط از
ـــیون ر ــــ سـ عنوان مايه يزوبیومی بهابرای تهیه سوسپان

کلون رشـــد يافته روی محیط جامد به محیط  کيتلقیح، 
YMA  ــت روز،  5تا  4فاقد آگار منتقل گرديد. بعد ازگذش
های رايزوبیوم رشــد يافته و به غلظت مورد نظر ســلول
ــیدند. برای ۹10) حیبرای تلق ســلول در هر میلی لیتر( رس

غلظت مناســـب جهت  نییو تع تریاطمینان از رشـــد باک
لقیح، جذب سوسپانسیون رايزوبیومــــــــی در طول موج ت

 بود. 1نانومتر قرائت شــد کــه حدود  600
مختلف نخود که  پیده ژنوت ها،پیانتخاب ژنوت یبرا
مورد  یهاپیداشــتند )شــامل ژنوت یمناســب یکیتنوع ژنت

مرجع(  یهاتهيوار گريو د یاگلخانه شياســـتفاده در آزما
های مختلف نخود شــــــــامل بیونیج، رقم انتخاب شدند.

Selq St ،آرمان، گوکسو ،ILCآنا  روزیپ د،ی، منصور، سع ،
شدند و پا M.ciceri یو کاکا با باکتر شد،  انيتلقیح  دوره ر

وزن  اه،یمانند تعداد گره، وزن گره، وزن تر کل گ یصـــفات
خشــک کل گیاه، وزن خشک ســاقه ، وزن خشک ريشه، 

 شد. یگیراندازهدر هر گلدان ، شهير ولطول ساقه، ط
های مختلف بذر نخود با منظور ســطح خارجی رقم نيبد
ــد به مدت  75اتانول  ــديم  30درص  5ثانیه و هیپوکلريت س

با شو . پس از شستدقیقه ضدعفونی شدند 2درصد به مدت 
 يیايباکتر ونیشده در سوسپانس لياستر های بذر ،آب مقطر

M.ciceri يیهاتکرار در گلدان سهور شده و سپس در غوطه 
سه و پرلا ستر تيشامل خاک مزرعه، ما شده  ليا و اتوکلا 

ها، روزانه با محلول غذايی هوگلند فاقد کشــت شــدند. گلدان
 با هاروز گیاهچه 6. بعد از گذشـــت دينیتروژن آبیاری گرد
سیون سپان سیون. شدند تلقیح رايزوبیوم سو سپان  پايه به سو

. گیاهان در شرايط محیطی گرديد اضافه گیاهچه ره ســاقه
سیکل نوری شده با  شنايی و  16کنترل  ساعت  8ساعت رو
در طول دوره رشد در گلخانه  %70تاريکی و رطوبت نســبی 

شاورز شکده ک ستان نگه یدان شگاه کرد  در و شدند داریدان
 هر در هاگره تعداد و وزن و شده برداشت کشت، ششم هفته
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های ســاقه، ريشه و جدا  شبخ سپس. گرديد شمارش گیاه
ساعت  72شــدند و برای اندازه گیری وزن خشک، به مدت 

سانتی گراد نگه 70در آون  شدند. وزن  داریدرجه  و خشک 
صفات  شد و بر مبنای  ـــک نمونه ها اندازه گیری  ــــ خشـ

ندازه ـــده  گیریا عداد) ش  بهترين با نخود رقم يک ،(گره ت
ــتی ــتيهمز زانین ميتررقم نخود با کم کي و همزيس با  یس

ـــاب و برای انجام مرحله دوم  ومیزوبيمزورا یباکتر ــــ انتخـ
 آزمايش اســتفاده گرديد. 

در قالب طرا کاملا تصادفی با ســــــه تکرار  آزمايش
ها با اســتفاده از نرم افزار اجرا شــد. تجزيه و تحلیل داده

SAS ـتفاده از  هاانسيوار هيو تجز ـ در  ANOVAبا اس
 ( انجام گرفت.P ≤ 01/0درصد ) کيسطح 
مايش، دو رقم  در له دوم آز خابمرح ـــده از نخود انت ش

ـده و بهتلقیح زوبیوميمرحله اول آزمايش با مزورا ـ  6مدت ش
ــرايط کنترل ـــ شده که در بالا اشاره شد، کشت هفته در شـ

روز پس  28روز و  10ساعت،  36 هایداده شــدند. در زمان
 عيما ازتشد و در  یبردارگره نخود نمونهو شهياز ر ح،یاز تلق

 .دنديمنتقل گرد -80 زيبه فر شتریمطالعات ب یمنجمد و برا
 

  یف وسز ز یهارنگدانه زانیم یریگاندازه

از روش  دیــوکــارتنووئ لیــکلروف زانیســـنجش م یبرا
Lichtenthaler (1۹8۹شد. م ستفاده  و  هالیکلروف زانی( ا

سط ط دیکارتنوئ ، 645 یهادر طول موج ینور سنج فیتو
 لیکل، کلروف لیکلروف زانینانومتر قرائت شد. م 470، 663

aلی، کلروفbوزن تر  گرمدر  رمگیلیبر حســب م دی، کارتنوئ
به گرد حاســـ نال (.Lichtenthaler, 1987) ديبرگ م  زیآ

و  انجام شد SASتوسط نرم افزار  یآمار ساتيها و مقاداده
 انجام شد. Excel 2019 لهیوسها بهرسم نمودار

 

 نیپروتئ زانیم یریگاندازه

و  جیونیدو رقم ب یشهير نیمقدار کل پروتئ یرگیاندازه یبرا
 عنوانبهآلوده نشده  شهيو ر ماری) بافت گره به عنوان ت روزیپ

لدار روش از ،(کنترل فاده کج  & Ballard) شـــد اســـت

Charman, 2000افزارنرم از هاداده لیو تحل هي(. جهت تجز 
SAS شد و مقا ستفاده  سط  هاینانگیم سهيا  Lsd آزمونتو

سطح ) صورت گرفت. برا 5در  صد(  سم نمودار یدر  از هار
 استفاده شد. Excel برنامه

 یکروسکوپیم دیاسلا هیته

و  یبرش عرضــ یمتریلیم اسیدر مق لياســتر غیبا ت هاگره
شده در ه یطول شد. قطعات برش داده   ميسد ديپوکلریداده 
قرار داده شد. بعد ازگذشت مدت  قهیدق 3درصد به مدت  کي

ــد ديپوکلریزمان مد نظر، ه ــده و قطعات  ختهيدور ر ميس ش
شستشو داده شدند. سپس  ليبرش خورده با آب مقطر استر

ـــافه گردبه نمونه نيگر لیقطره رنگ مت ندچ و  ديها اض
شته شدند. نمونه قهدقی 3 مدت به هانمونه  هادر رنگ، نگه دا
شسو آب با سکوپیم رزي در و شده داده شت مدل  ینور کرو

OLYMPUS (BX52) شدند. یمشاهده و بررس 

 

 I4'OMTژن  انیب بررسی

(، بعد از ضـــدعفونی و روزیو پ جیونی)ب کانديد یهارقم بذر
شه M. ciceriبا  حیتلق شد. از ري آلوده،  یهابه خاک منتقل 

 یرگینمونه DPI 28و  6HPI ،10DPI زمانی هایدر بازه
ـــاهد ن ماریانجام گرفت. از ت . آمد عملبه یرگینمونه زیش

 نترلک بافت عنوانآلوده نشـــده )بدون گره( به هایريشـــه
کل با استفاده از  RNA (.Jahan et al., 2020استفاده شد )

(. از Choudhary et al., 2009) LiClروش اســـتخراج 
ست دارا RNA که جاآن شده ممکن ا ستخراج   یآلودگ یا

DNA باشد، قبل از انجام Quantitative real time PCR 
فاده گرد DNase مياز آنز  RNA تیفیوک تی. کمدياســـت

استخراج شده با استفاده از دستگاه نانودراپ و الکتروفورز ژل 
، RNAقرار گرفت و پس از اســتخراج  یآگارز مورد بررســ

cDNA  انیب یبررســ برای. شــدســنتز I4'OMT در  لیدخ
س صی طراح هایاز آغازگر ها،دینوئوسنتز فلاو ریم صا  یاخت

( استفاده شد. CDSکد کننده ژن ) یاهشده براساس قسمت
ح تحــت وب  یطرا فزار  نرم ا کمــک  گرهــا بــه  آغــاز

Primer3plus  انجــام گرفـت. ازژنGAPDH عنوان بـه
 به ها(. بیان کمی ژن1دول اســتفاده شــد )ج یکنترل داخل

 Fast SYBR کسیو با استفاده از مسترم RT-PCR روش

Green یبررس ( شدKant et al., 2016برنامه .)یحرارت ی 
 انیب راتییتغ زانیبه دســـتگاه داده شـــد. م (2)طبق جدول 

ستفاده با ها،ژن سبه گرد = CTΔΔ-2RQ) از فرمول ا . دي( محا
شد گ شيکل آزما سه بار M. ciceri یبا باکتر ماریو ت اهیر  ،
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انجام  یکیتکن رو ســه تکرا یکيولوژیســه تکرار ب دیتول یبرا
 گرفت.

 پرايمرهای مورد استفاده .1 جدول
Table 1. Primers used in this study 

 توالی آغازگر نام آغازگر
 دمای اتصال 

 )درجه سانتی گراد(

 شده طول قطعه تکثیر

 )جفت باز(
IF4A-F 

 
IF4A-R 

 

ATCTTTGAAACTCCACCCTTCT 
TTCTCCTTCTCCACCTTCTTTG 

61 

 

 

118 

 

 

F-GAPDH 

 
R-GAPDH 

 

TGTCTCAGTTGTTGACCTTACAG 

 
CGACTTCATTGGTGATACTAGGT 

60.1 158 

 

 Real time PCR چرخه دمايی واکنش .2 جدول

Table 2. Reaction temperature cycle in Real time PCR 

 ( 𝑪˚دما) زمان مرحله تعداد چرخه

 ۹5 دقیقه 3 واسرشت اولیه 1

40 

 ۹5 ثانیه 20 واسرشت سازی

 62-5۹ ثانیه 30 اتصال

 72 ثانیه 15 گسترش

 ۹5-70 دقیقه 5 ذوب 1

 

 پژوهش هایافتهی

 بیوانفورماتیکی

ــکل  ــده دمین (،A-1)در ش ــان داده ش های آنزيم نش
ین  م يم از دو د نز ين آ ــــت. ا و  Dimerisationاس

Methyltransf_2  یل شــــده اســــت. دمین ـــک تش
Dimerisation ست.  7۹-31، در موقعیت قرار گرفته ا

-O یهامياز آنزی تعداد ترمینال N هیدر ناحاين دمین 

methyltransferase ـــیم افتي یاهیگ موجب و ودش
ــــدن ا مريدا ئ نيش ت ـــیم اهــنیپرو ین  .ودش م د

Methyltransf_2،  قرار داشته  352 -124در موقعیت
 وجود داردها  O-methyltransferase هایو در آنزيم
برخ  S-adenosyl methionineهــا از از آن یکــه 

سترابه سوب ستفاده م یعنوان  -B)شکل . کنندیخود ا
 یده در توالشــمحافظت یاهفیموت یدهندهنشــان، (1

ـــت I4'OMT آنزيم ـــده محافظت یهافیموت .اس ش
و  PROSITEداده  یهاگاهيشده بر اساس پا يیشناسا

InterPro :ــد از ــن ــارت ــب  otif 1: PS00079 ع

(Methyltransferase domain)  وMotif 2: 

IPR000618 (S-adenosyl-L-(methionine-

dependent methyltransferase .در  هافیموت نيا
ستراها نقش دارند نديفرآ سوب صال به  ست و  ات ممکن ا

 .باشند رگذاریژن تاث نيا یساختار یداريدر عملکرد و پا

نده و اينترون، (C-1) شـــکل های ژن نواحی کد کن
I4'OMT دهد. اين ژن دارای دو اگزون و يک نشــان می
ـــد. قســـمتاينترون می های آبی رنگ بیانگر نواحی باش

 بالادست و پايین دست ژن مدنظر هستند.
 I4'OMTبیانگر محل قرارگیری ژن  ،(D-1) شــکل

هد که ژن مذکور باشــد. نتايج نشــان میدر کروموزوم می
 روی کروموزوم شماره شش گیاه نخود قرار گرفته است.

و شکل سه  ساختار  Phyre2.2با استفاده از سرور
، مدل سه (E-1)بعدی ژن مدنظر تعیین گرديد. شکل 

دهد و ساختار فضايی را نشان می I4'OMTبعدی پروتئین 
 نیمدل، ساختار پروتئ نير اد آن را مشخص کرده است.

 یهامختلف آن با رنگ یاست و نواح انيطور واضح نمابه
به درک بهتر  يیساختار فضا نياند. امختلف مشخص شده
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کمک  یکيولوژیب یندهايدر فرآ نیعملکرد پروتئ ینحوه
 .کندیم

شامل  نیپروتئ يیایمیش یهایژگي، و(3)در جدول 
ـــ و  کيزوالکتري، نقطه ایوزن مولکول نه،یدآمیطول اس

سیمقدار ه ست. نتا یتیدروپا شده ا شان داده  شان  جين ن
 کیلیدروفیبه ه یشتریب ليتما نیپروتئ نيکه ا دهدیم

 است(. داريپا یآب یهاطیدر مح شتریب یعنيبودن دارد )

 

 
 .در نخود Isoflavone 4'-O-methyltransferase نیژن و پروتئ یکیوانفورماتیب زیآنال .1شکل 

A) های آنزيم دمینI4'OMT ،B) های آنزيم موتیفI4'OMT ،C)  ساختار ژنI4'OMT ،D) ژن  گاهيجاI4'OMT هاکرموزوم یرو ،E)  ساختار
 .نیپروتئ شدهینیبشیپفضايی و سه بعدی 

Figure 1. Bioinformatic analysis of the Isoflavone 4'-O-methyltransferase (I4'OMT) gene and protein in chickpea. 

A) Enzyme domains of I4'OMT; B) Conserved motifs of I4'OMT enzyme; C) Gene structure of I4'OMT; D) Chromosomal 

location of the I4'OMT gene; E) Predicted three-dimensional structure of the I4'OMT protein. 
 

 در نخود Isoflavone 4'-O-methyltransferase نیپروتئشیمیايی  یژگيو .3جدول 
Table 3. Physicochemical properties of the Isoflavone 4'-O-methyltransferase (I4'OMT) protein in chickpea. 

Protein ID GeneID: Gene name AA length MW(kDa) pI Gravity c 

XP_004505107 101495151 isoflavone 4'-O-methyltransferase 361 40353.07 5.38 -0.225 

 

فاده از  I4'OMT ژن انیب لیو تحل هیتجز با اس   

  RNA-seq  هایداده

نالیز  ـــل از آ تايج حاص یان ژن  insilicoن در  I4'OMTب
ــکل  ــت.  (2)ش ــده اس ــان داده ش ــکل نش ــه 2ش  ینقش

Heatmap نخود را نشـــان  اهیمختلف در گ یهاژن انیب
باکتر ماریت طيکه در شـــرا هددیم و در  ومیزوبيرا یبا 
نشــان  جيشــده اســت. نتا یابيشــاهد ارز اهیبا گ ســهيمقا
شده با  مارینخود ت اهیدر گ I4'OMTژن  انیکه ب هددیم
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ـــاعت پس از تلقیح به 36 ومیزوبيرا یباکتر طور قابل س
سبت به گ توجهی ست. افتهي شيشاهد افزا اهین ولی در  ا

های  مان  ناداری  28و10ز روز پس از تلقیح، تغییر مع
ــت ــان نداده اس ــاهد )کنترل( نش ــبت به گیاه ش  نيا.  نس

ـــه  راتییتغ نگب Heatmapدر نقش که  تررهیت یهاا ر
ست. ژن انیب شيافزا انگرينما شاهده ا ستند، قابل م ها ه

ظت کم ن عف  تروژنیغل با یان و خاک  تجمع افزايش ب
 genisteinو  daidzeinها مانند تعدادی از ايزوفلاونوئید

های ســـیگنالی و عنوان مولکولشـــود که بهدر خاک می
مل می خاکزی رايزوبیوم ع باکتری  ند. جاذب   نياکن

با  I4'OMT ژن انیب شيافزا یه تلقیح  عات اول ـــا در س
مثبت  برهمکنشدهنده نشـــان اندتویم باکتری رايزوبیوم
را در  یشـــتریباشـــد و اطلاعات ب رايزوبیوم گیاه نخود با
 .کندیم همدو فرا نيا یستيهمز یهازمیمورد مکان
برش  کياز  ینور یکروسکوپیم ريتصو(، 3)شکل 
 یرا نشان م ،متیل گرينشده با  یزیرنگ آم بافت گره
را رنگ  یسلول وارهيد نیگنیهسته و ل متیل گريندهد. 
ـــکل نمايدمی یزیآم  یحلقه ،3A,3B,3C,3D. در ش

سلولباکتر شده در ناحیه يوئیدی در  های رنگ آمیزی 
ــاهده م (Fixation zone)تثبیت نیتروژن  ــیمش . ودش

ـــتميمر کي هاگره در جهات مخالف ( را m) يیدوتا س

شان م سمت مر هاسلولهرچه  (.3c) دنهدین  ستميبه 
شوند،نزديک ديگر  که یا زمانخواهند شد تر تکوچکتر 
ـــلول بل  گريمنفرد د یاهس ـــخیصقا ند تش ـــ باش . ن
ـــلول  لیــدلبــه Infection zoneی هــای نــاحیــهس
 هايشان، بیشتر رنگ آمیزی شده وتربودن اندازهکوچک

ـــو ـــکوپیم ريدر تص به نظر  رتمتراکم ی،نور کروس
ريشه، های داخل سلولی وجود باکتری در فضاند. رسیم

ــان  ــتها با موفقیت هکه باکتری دهدمینش به اند توانس
 شوند.وارد  گرههای سلول
 

 ی شدهگیراندازهصفات فیزیولوژیکی 

صــفات مختلف در  یاهنیانگیمطالعه، اختلافات م نيدر ا
يک درصد در سطح  ANOVAارقام مختلف با استفاده از 

(01/0 ≥ P )فت و از حرو  برا جام گر ـــان دادن  یان نش
ـه مقادير  اختلافات استفاده شده است. یداریمعن ـ مقايس

عداد گره یانگین ت یاه،  ،، وزن گرهم کل گ وزن وزن تر 
ريشه وزن خشک وزن خشک ســاقه،  ،خشــک کل گیاه

شه، ط ساقه، طول ري شده با در رقم ول  های نخود تلقیح 
M. ciceri شــــــــان داد که اين میانگین  تمامها در ن

متفاوت است %1نخود مورد بررســــی در سطح  هایرقم
 (.4)جدول 
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 RNA-seq  یهادادهاستفاده از رسم شده با  نخود اهیمختلف در گ یهاژن انیب Heatmapنقشه  . 2شکل 

Figure 2. Heatmap representation of various genes expression in chickpea based on RNA-seq data. 

 
توان ی( را مba) دیوئيباکتر یمنفرد حاو یهاسلولهای رنگ آمیزی شده با متیل گرين. تصاوير گرفته شده با میکروسکوپ نوری از سلول .3شکل 

 داد. صیوند، تشخشیانباشته م M. ciceriی هاکه سلول يیها، جاداخل سلول رهیت یهابا حلقه
Figure 3. Light microscopy images of cells stained with methyl green. Individual cells containing bacteroids (ba) can be 

identified by dark rings within the cells, indicating the accumulation sites of Mesorhizobium ciceri cells. 

 
 یدارا بیونیج رقم اه،یها در هر گدر صفت تعداد گره

عداد گره نيترشیب با مت و  باشـــدمی 120 نیانگیها 
ـــا یداریاختلا  معن قام  ريبا س قامداردار  و پیروز . ار

 نيتر، کم42.663و  3۹ یهانیانگیبا م بیبه ترت آرمان
 هاگرهکل وزن صــفت  در .ها را نشــان دادندتعداد گره

ته میلی 1807.333 نیانگیبا مبیونیج  رقم، در هر بو
با  یاردیوزن را داشــت که اختلا  معن نيترشیب گرم

ـــت. در حال گريارقام د  نیانگیبا م پیروز که رقم یداش
 صفت در .باشددارا میها را وزن گره نيترکم 582.3۹3

ـــعید (، رقمگرمیلی)م اهیوزن کل تازه گ  نیانگیبا م س
تازه  نيترشیب یدارا ۹424.554 کل  و  اســــتوزن 
قام د یداریاختلا  معن بل، رقمدارد گريبا ار قا  . در م

مان  .داردوزن را  نيترکم 3108.6۹7 نیانگیبا م آر
با  سعید (، رقمگرمیلی)م اهیوزن خشک کل گ صفتدر
کل را  نيترشیب 2735.75۹ نیانگیم وزن خشــــک 

شت و اختلا  معن شان داد.  گريبا ارقام د یداریدا  درن
ــاقه  ــک س ــعید (، رقمگرمیلی)مو برگ وزن خش با  س

ــک  نيترشیب 1126.۹31 نیانگیم و آرمان با وزن خش
شان داد ترين وزن خشککم258میانگین  وزن  در .را ن

ـــک ر ـــهيخش ید (، رقمگرمیلی)م ش ـــع کا و س با  کا
ــابه ب یاهنیانگیم ــک ر نيترشیمش ــهيوزن خش را  ش

 (، رقممتری)ســانت اهیطول ســاقه گ صــفت در .داشــتند

selq st و  طول ساقه را داشت نيشتریب 32 نیانگیبا م
شان دادند و رقم کاکا و پیروز کم ساقه را ن ترين طول 
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ــند، جايی که اين دو رقم مذکور پايه کوتاه میاز آن باش
ـــت.  یه اس بل توج قا تايج  ـــهيطول ر دراين ن  اهیگ ش

سانت شابه  یهانیانگیبا م سعیدو  بیونیج(، رقم متری) م
  را نشان دادند. شهيطول ر نيترشیب 36

 ، طول ساقه، طول ريشهريشهوزن خشک وزن خشک ســاقه، ، وزن خشــک کل گیاهوزن تر کل گیاه،  ،، وزن گرهتعداد گرهمیانگین . 4 جدول

 .(P ≤ 01/0)در سطح يک درصد  M. ciceriشده با تلقیحهای نخود در رقم
Table 4. Mean values of nodule number, nodule weight, total fresh weight, total dry weight, shoot dry weight, root dry 

weight, shoot length, and root length in chickpea cultivars inoculated with Mesorhizobium ciceri, with significance at the 

1% level (P≤0.01). 
Root 

Length/Plant 

(cm) 

Shoot 

Length/Plant 

(cm) 

Root weight 

(mg 

DM/plant) 

Shoot 

weight  (mg 

DM/plant) 

Total Dry 

Weight (mg 

DM/plant) 

Total Fresh 

Weight (mg 

FW/plant) 

Nodule 

weight 

(mg FW) 

Nodule 

number/plant 
Cultivar 

29 bc 26 bc 937 abc 391.333 b 1402.641 bc 6170 bc 1807.333 a 120 a Bionij 

36 a 32 a 969.617 abc 847.801 ab 1917.367 ab 7729 ab 1761.352 a 105.67 b Selq St 

34.208 a 26.974 bc 1241.745 ab 823 ab 2137 ab 7786.412 ab 1354 b 90 c Mansoor 

36.423 a 23 cd 1539.625 a 1126.931 a 2735.759 a 9424.554 a 1361 b 89.65 c Saeed 

32.333ab 20 de 931.377 abc 598.302 ab 1593 bc 6628 b 1178.667 b 88 cd ILC 

32 ab 16 f 1422.441 a 792.32 ab 2278 ab 8468.876 ab 1238.325 b 78 de Kaka 

32.036 ab 21 de 1417.601 a 1075.635 a 2580 abc 7021 abc 888 c 74.547 e Ana 

34.119  a 28.84 ab 707 abc 373.666 b 1132.771 cd 5316 cd 767.487 d 61 f Goksoo 

26.096 cd 17.568 ef 416 bc 258 b 720.143 de 3108.697 de 639.128 d 42.663 g Arman 

21.607 d 15 f 258.203 a 370.885 b 665.678 de 2617.221 e 582.393 d 39 g Pirooz 

 باشند، در سطح احتمال يک درصد، تفاوت معناداری ندارند.های مختلف که دارای حرو  مشترک میصفت در رقم های مربوط به هرمیانگین

Means sharing the same letter for each trait among different cultivars are not significantly different at the 1% probability level. 

 

ندازه جین ا نه زانیم یریگحاص  ل از ا گدا  یهارن

 یف وسز ز

ـــاخص فتوســـنتز یهاداده عيتوز هار ش به چ ی مربوط 
دو  یبرا ، کلروفیل کل و کارتنوئیدb، کلروفیل aکلروفیل 

 یبررس  boxplotچهار نموداربیونیج و پیروز، در قالب  رقم
 . (1است )نمودار  شده

ــ ــاخص ريمقاد نیانگیم یبررس ــنتز یهاش  یفتوس
مل کلروف کل و  لی، کلروفb لی، کلروفa لیشــــا

نشـان  بیونیج پیروز  در دو رقم مورد مطالعه دیکاروتنوئ
باکتر ماریداد که ت به افزا ومیزوبيرا یبا   نيا شيمنجر 

ست. با ا شده ا  زانیحال، م نيپارامترها در هر دو رقم 
به بیونیج در رقم شيافزا نيا بت  ـــ طور به پیروز نس

 .بود ترشیب یمعنادار
قدار کلروفکلی طوربه کل در  لیو کلروف a لی، م
ـــمگبه بیونیجرقم  ـــبت به رقم  یریطور چش  پیروزنس
ـــدمی ترشیب رقم در  نيعملکرد بهتر ا انگری، که بباش

ـــرا ـــتزيهم طيش ـــدیمرايزوبیوم  یبا باکتر یس . باش
بوده  شتریب بیونیجدر رقم  زین دیمقدار کاروتنوئ نیچنهم
نده افزانشـــان هک نا شيده ـــیآنت يیتوا و  یدانیاکس

 آن است. ینور یسازگار
 

 درصد نی روژن گره و ریشه شاهد

سات میانگینی بهبررس  تروژنیدرصد ن دست آمده از مقاي
 یبا باکتر ماریت ریتحت تأث روزیو پ جیونیگره در دو رقم ب

که رقم ب ومیزوبيرا ناداربه جیونینشـــان داد   یطور مع
ــتریب تروژنین ــبت به رقم پ یش  تیجذب و تثب روزیرا نس

ست. همان شخص  Boxplot طور که در نمودارکرده ا م
 شتریب جیونیدر رقم ب تروژنیدرصد ن انهیو م نیانگیاست، م
 .(2)نمودار  است ترعیوس زین راتییبوده و دامنه تغ روزیاز پ

که  شــودیمشــاهده م زین (2 ی )نمودارنمودار تعامل در
در هر دو رقم  تروژنین شيبر افزا ومیزوبيرا ماریت ریتأث

بالاتر  اریبســ جیونیمثبت بوده، اما شــدت پاســخ در رقم ب
(، هر دو ماریشاهد )بدون ت طيبوده است. در مقابل، در شرا

 ریدهنده تأثداشــتند که نشــان ینيیپا تروژنیرقم درصــد ن
 است. تروژنین یستيز تیتثب نديبر فرآ حیقتل میمستق
ــان داد که هم  (ANOVA) انسيوار لیتحل جيتان نش

باکتر ماریو هم ت( Cultivar)نوع رقم   ومیزوبيرا یبا 
(Treatment )سطح یداریاثر معن صد  >01/0P در  بر در
ند. هم تروژنین بل رقم ن،یچنگره داشـــت قا   ماریت× اثر مت
(Cultivar×Treatment) ــ ــن ــود، کــه  داریمــعــنــ زی ب

 (.5جدول ) است ماریارقام به ت اوتدهنده پاسخ متفنشان
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ـــهيدر مقا جیونیمشـــخص، رقم ب طوربه  روز،یبا پ س
به ت تروژنیدر ن یشـــتریب شيافزا  ماریگره در واکنش 

رقم در  نياز توان بالاتر ا ینشـــان داد، که حاک ومیزوبيرا
 است. تروژنین تیو تثب یستيهمز

 
و  بیونیج یاهیدر دو رقم گ دیکل و کاروتنوئ لی، کلروفb لی، کلروفa لیکلروف یهاشاخص نیانگیم سهيمربوط به مقا boxplotنمودار  .1 نمودار

 (.≥05/0Pدرصد ) 5سطح احتمال  ومیزوبيبا را ماریتحت ت پیروز
Figure 1. Boxplot diagram comparing the mean values of chlorophyll a, chlorophyll b, total chlorophyll, and carotenoid 

indices in two chickpea cultivars, Bionij and Pirooz, under Rhizobium treatment, with significance at the 5% probability 

level (P≤0.05). 
 

 
(. ماریو شاهد )بدون ت ومیزوبيرا یبا باکتر ماریت ری( تحت تأثروزیو پ جیونی)ب نخوددو رقم  شهيدر گره ر تروژنیدرصد ن نیانگیم سهيمقا .2 نمودار

 .بوده است دارمعنیدرصد  5در سطح احتمال  هانیانگیاختلا  م
Figure 2. Comparison of the mean percentage of nitrogen in root nodules of two chickpea cultivars (Bionij and Pirooz) under 

Rhizobium treatment and control (untreated). Differences between means are significant at the 5% probability level (P≤0.05). 

 
 .نخوددر دو رقم  شهير یهاگره تروژنیها بر درصد نکنش آنو برهم ومیزوبيرا ماری( اثر رقم، تANOVA) انسيوار هيتجز جينتا .5جدول 

Table 5. Analysis of variance (ANOVA) results for the effects of cultivar, Rhizobium treatment, and their interaction on the 

percentage of nitrogen in root nodules of two chickpea cultivars. 
Source df Type I SS Mean Square F Value P-Value Significance 

cultivar 1 7.77630000 7.77630000 399.47 <.0001 * * 
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Treatment 1 48.32053333 48.32053333 2482.22 <.0001 * * 

cultivar*treatment 1 3.83070000 3.83070000 196.78 <.0001 * * 

 .indicates significance at the 1% probability level (P ≤ 0.01) :**                                    .است درصد 1در سطح احتمال  یداریمعن یدهندهنشان: **

نخود  اهیدر گ I4'OMT ژن یکم انیب یبررس   جین ا

 لیبا اس فاده از ر ciceri Mesorhizobiumتیمار تحت 

 میتا

 نينقش دارد. ا هایدنوئوسنتز فلاو ریدر مس I4'OMTژن 
ــا باتیترک ــناس  یاو الق ومیزوبيرا یباکتر يیدر جذب و ش
 یهاگنالیعنوان ســـبه نیچنموثرند و هم nod یهاژن
 یررســـبنظور م. بهکنندیعمل م يیزادر آغاز گره یدیکل
زه در ســه با روز،یو پ جیونیدر دو رقم ب I4'OMTژن  انیب

باکتر حیپس از تلق یزمان -Real شيآزما وم،یزوبيرا یبا 

Time PCR  س یاه. زمانگرفتانجام شامل  یمورد برر
ــاعت پس از تلق 36 ــش در گیاهچه (36HPI) حیس ی ش
 حیپس از تلق (28DPIروز ) 28و ( 14DPI) روز 10، روزه

از ژن مرجع  ،هــاداده یســــازمنظور نرمــالبودنــد. بــه
GAPDH  استفاده شد و محاسبه fold changeژن  انیب
 یمطالعه، بازه زمان نيدر ا صورت گرفت. ctΔΔ-2 به روش

پروژه  یکیتوانفورمایب یهااســتفاده از داده لیروز به دل 28
PRJNA214031 شامل بازه ست که  شده ا  یهاانتخاب 

 يیمسوانتخاب به منظور ه ني. اباشدیم تریطولان یزمان
تأ یو  تا دي  یشـــگاهيآزما یهابا داده یکیوانفورماتیب جين

ف مختل یژن در فازها انیب راتییانجام شــده اســت تا تغ
ستفاده  یتر بررسطور جامعبه یستيتعامل همز شود. لذا، ا
بازه  عات قبل 28از  بازه یروز مکمل مطال تر کوتاه یهابا 

 .کندیژن کمک م انیب یاست و به درک بهتر روندها
ساس نتا ستهب جيبر ا شکلد ، بیونیج  در رقم، (4آمده )

ده رقم مورد  نیتعداد گره را در ب نيترشیب یقبل جيکه در نتا
 حیســاعت پس از تلق 36ژن در زمان  انیداشــت، ب یبررســ

برابر نسبت به شاهد(.  8از  شیاست )ب افتهي شيشدت افزابه
و مؤثر  عيپاســخ ســر انگریزودهنگام، احتمالاً ب شيافزا نيا
ــهير ــور باکتر ش ــت که م یبه حض ــ تواندیاس  روعباعف ش

 روز 28و  10زمان  در .شــود یســتيهمز ریمســ زیآمتیموفق
 تواندیکه م افته،يکاهش  بیونیجژن در  انی، بپس از تلقیح

ــان ــ هیفاز اول انيدهنده پانش رابطه  تیو آغاز تثب نگیگنالیس
 باشد. یستيهمز

ا تعــداد گره ر نيتر، کــه کمپیروز در رقمچنین هم
شت، افزا شاهدهپس از تلقیح ساعت  36در  انیب شيدا  م

سبت به رقم بیونیج کم یشد ول  بود تراين افزايش بیان ن
ست اتفاوت ممکن  نيبرابر نسبت به شاهد(. ا 5.3)حدود 

س انگریب سخ  با  هیاول در تعامل ریتأخ اي ترفیضع یگنالیپا
شد ومیزوبيرا  انیز، برو 28و  14 یهادر زمان نیچنهم .با

ــت اندهم یباق بیونیجاز  ترنيیبه مراتب پا پیروزژن در   اس
کارا با  ـــت  باط  در يیزاکمتر در گره يیکه ممکن اس ارت

ـــد. ی به باش فاوت ب لدل  نیدر ب I4'OMTژن  انیعدم ت
ـــاهد ارقام ب اهانیگ  صـــفر نجیفولد چ روز،یو پ جیونیش

 .است شده داده نشان صفر نمودار در و آمد دست¬به
بل توجه ب شيافزا  هیدر مرحله اول I4'OMTژن  انیقا

(36HPI)  وضـــوا بالاتر، به يیزابا توان گره بیونیجدر رقم
با  یســـتيژن در شـــروع تعامل همز نينقش مهم ا انگریب
 اهیو رشد گ شدهتیتثب تروژنین شيافزا جهیو در نت ومیزوبيرا

ژن در رقم  نيا انیســطح بنســبی اســت. در مقابل، کاهش 
 يیزادر گره ترفیعملکرد ضـــع لياز دلا یکي تواندیم پیروز
 . باشد
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 بیان نسبی ژن در بافت ريشه شاهد و ريشه تلقیح شده با باکتری رايزوبیوم در دو رقم بیونیج و پیروز. .4 شکل

Figure 4. Relative gene expression in root tissues of control and Rhizobium-inoculated plants in two chickpea cultivars, 
Bionij and Pirooz. 

 بحث
در محصــولات  ی نیتروژن توســط رايزوبیاکيولوژیب تثبیت

غذ ینخود، برا لگوم نظیر کاهش  اهیگ هيت  مصـــر و 
ها ـــدمیمهم  ،دار تروژنین یکود عهدر . باش طال  ،ما یم
شک زانیمشود که یم ديیمجدداً تأ هم به ، شهيگره ر لیت

ستگ یطیشرايط محو هم به  اهیگ پیژنوت در  .دارد یآن ب
ــان داده می ــوداين مطالعه نش ــته به  يیزاکه گره ش وابس

ستديگربا همنخود  پیژنوت 10 نیدر ب، پیژنوت  متفاوت ا
وزن تر ، وزن مانند  یاهیبا صــفات رشــد گ هاگرهتعداد و 

 .مرتبط است خشک، طول ساقه و ريشه
خاک بر  طیمحکرده اســت که ثابت  یبه خوبتحقیقات 

 ,.Greenlon et al) گذاردیم ریتأث ومیزوباير یهاتیجمع

نابرا. (2019 عات مبتن ن،يب طال  کيرا در  پیبر ژنوت یما م
بالقوه رقابتی تا عوامل  ميانجام داد لياســـتر خاک طیمح

 یهاپیهمه ژنوت نشــان داد که هاشيآزما ني. اکنترل گردد
در خاک ندارند.  ی همزيستهاباکتربه  یکسانيپاسخ  یاهیگ

ما پیژنوت ده انیدر م ـــده،شيآز عداد  ش  طوربه هاگرهت
بل ند.  با هم یتوجهقا فاوت داشـــت عات قبلی، ت طال در م
در تثبیت نیتروژن، و  يیزادر گره، پیخاص ژنوت یهاتفاوت
شده بود  یهاپیاز ژنوت یمحدود تعداد  (>7n)نخود گزارش 
(Abi-Ghanem et al., 2012). 

ـــع درک ـــط گنن تروژین تیوض به ، زبانیم اهیتوس
 یهاریو مســـ ســـنســـوری یهاســـتمیاز ســـ یتعداد
ستگ ینگگنالیس سدارد که به یب  یهارینوبه خود بر م

 ,Gent & Forde)گذارد  یم ریتأث زايیگره یلازم برا

در  تراتین یعنوان مثال، وجود ســـطوا بالابه. (2017

حبوبات  شهيدر ر را CLE یدهایپپت انیتواند بیخاک م
ـــ  جهیو در نت نمايد کيرا تحر AON ریالقا کند و مس

ـــرکوب زايی گره . (Murray et al., 2017) گرددس
سیت تفاوت سا سبت  ی مختلفهاپیژنوت در ح نخود ن
تواند اختلا  در تعداد میموجود در خاک،  نیتروژن به
 رو توجیه نمايد. هاگره

شان داد داده نیانگیم سهيمقا جينتادر تحقیق ما،  ها ن
باکتر ماریکه ت نادار در  شيموجب افزا ومیزوبيرا یبا  مع
 دیکل و کاروتنوئ لی، کلروفb لی، کلروفa لیکلروف زانیم

رقم  ،یطور کل. بهديگرد پیروزنســـبت به  بیونیجدر رقم 
 یمورد بررســـ یفتوســـنتز یپارامترها یدر تمام بیونیج

 یمناسب نهيگز تواندیاز خود نشان داد و م یعملکرد بهتر
ــتفاده هم ــتيزدر اس ــد. ومیزوبيرا یبا باکتر یس  لیدل باش

فاوت نيا یعلم  تیتثب تیظرف شيبه افزا توانیها را مت
سبت داد.  بیونیج بهتر در رقم يیزاگره قياز طر تروژنین ن
شک هاومیزوبيرا لگوم  اهانیدر گ یاشهير یهاگره لیبا ت

تأم یدینقش کل ند. ن ازیمورد ن تروژنین نیدر   تروژنیدار
 .اســت لیســنتز کلروف یبرا یاز عناصــر ضــرور یکي

ــ هاگره يیتعداد و کارا شيافزا ن،يبنابرا ــترس  یباعف دس
و  لیکلروف شتریسنتز ب جهیو در نت تروژنیبه ن اهیگ شتریب

ستبه جينتا .شودیم ینور یهارنگدانه آمده با مطالعات د
مؤثر  یستيزاند همدارد که نشان داده یخوانهم زین نیشیپ

بهبود فتوســـنتز در  و لیکلروف شيموجب افزا ومیزوبيبا را
 نيابه .(Mfilinge et al., 2014) شــودیلگوم م اهانیگ
باکتر یســـتيهمز طيدر شـــرا بیونیجرقم  ب،یترت  یبا 
سنتز يیکارا ومیزوبيرا شان داده و  یالاترب یفتو از خود ن
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ــب نهيگز ــ یبرا یمناس ــتفاده در س ــتمیاس  یزراع یهاس
 خواهد بود. هيپاستيز

ـــت ـــان داده اس عات نش  اهیگ زمانهم حیکه تلق مطال
Vigna unguiculata قارچ ومیزوبيبا را  زايکوریم یهاو 

عف افزا نادار شيبا کل  a ،b لیکلروف یدر محتوا یمع و 
. در تحقیقی (Arumugam et al., 2010) شودیم لیکلروف
 یهاهيبا ســـو .Phaseolus vulgaris L بذر حیتلق ديگر،

و درصـــد  لیکلروف یمحتوا شيباعف افزا ومیزوبيمختلف را
 .(Sara et al., 2013) شددر ارقام مختلف  نیپروتئ
ضر مقالات نيا شان م و تحقیق حا  حیکه تلق دهندین
را  لیکلروف یمحتوا یطور معناداربه تواندیم ومیزوبيبا را
بهبود  لیدهد، که احتمالاً به دل شيلگوم افزا اهانیدر گ
 یعنصر ضرور نيبه ا یدسترس شيو افزا تروژنین تیتثب
 است. لیسنتز کلروف یبرا

صل از  جينتا ی پروتئین در گره گیاه تیمار گیراندازهحا
ــه ــده با رايزوبیوم و ريش ــاهد، ش از آن  یحاکهای گیاه ش

نسبت به  یبالاتر یريپذپاسخ یدارا جیونیاست که رقم ب
که م ومیزوبيبا را یســـتيهمز ندیبوده  از  یناشـــ توا
 ايگره  لیتشــک يیدر توانا دخیلهای بیان ژن یهاتفاوت
قال ن ندام تروژنیانت به ا ـــد يیهوا یهااز گره  طه.باش  راب
بت ب تا زین لیکلروف زانیو م تروژنین زانیم نیمث  جيدر ن

ســنتز  میمســتق یوابســتگ لیبه دل توانددســت آمده میبه
 .باشدیم تروژنیبه ن لیکلروف

گام باکتر نیاول یبرا اهیکه گیهن با   ومیزوباير یبار 
 هیاول یپاســـخ دفاع کيممکن اســـت  شـــود،یمواجه م

ــیغ ــص ــط الگوها یمنيبه نام ا یرتخص ــده توس  یالقاش
 PAMP-Triggered) هــاکروبیمرتبط بــا م یمولکول

Immunity ايــ PTIمرحلــه،  ني( را فعــال کنــد. در ا
ندهیگ ها، اهیگ یســـطح یهار  یعموم یلمولکو یالگو

 یهاه و پاســخکرد يیرا شــناســا نیمانند فلاژل یباکتر
 .(Liu et al., 2022) کنندیرا فعال م یدفاع
ــزاا ــف ــ شي ــاول ــ هی ــب -Isoflavone 4'-O ژن انی

methyltransferase واندتیم ومیزوبايپس از مواجهه با ر 
ــ ــخ دفاع نياز ا یبخش ــد. با ا هیاول یپاس حال، در  نيباش

را  یپاســخ دفاع نيســرعت ابه اهیگ ،یســتيتعاملات همز
ــتيتا همز کندیم ليتعد ــود.  یمؤثر با باکتر یس برقرار ش

نابرا ممکن اســــت  I4'OMT انیب هیاول شيافزا ن،يب
ــان ــخ دفاع یهندهدنش ــد که پس از  اهیگ هیاول یپاس باش
سا و  ابديیکاهش م ست،يعنوان همزبه ومیزوبير يیشنا
 .(Wu et al., 2024) شوندیفعال م یستيهمز یرهایمس

 I4'OMTژن  انیب زیحاصل از آنال جينتا ديیبه منظور تأ
ژن  نيا انیب ی، الگو(LOC101495151) یبا شناسه ژن
مورد  یصورت نقشه حرارتو به یپتوميترنسکر یاهدر داده
 نينشان داد که ا pheatmap یقرار گرفت. بررس یبررس

ساعت،  36) ومیزوبيرابا  حیژن در هر سه زمان پس از تلق
 شاهد یهابا نمونه سهيروز( در مقا 28روز، و  10
(control )انیسطح ب نيشتریبود. ب یبالاتر انیب یدارا 

 جيبود که به تدر حیساعت پس از تلق 36مربوط به زمان 
 .افتيروز کاهش  28و  10 یهادر زمان
صل از تحل جينتا  ،ژن انیب real-time PCR لیحا

ـــخ بـه تلق ــــان داد کـه در پـاس  یبـا بـاکتر حینش
Rhizobiumژن انی، ب I4'OMT یداریبه طور معن 

عه ) طال مان پیروزو  بیونیجدر هر دو رقم مورد م (، در ز
ــاعت 36 در  جيتدربهو . افتي شيافزا  پس از تلقیح، س
 یهاداده نیب یهمخوان) افتيکاهش  یبعد یهازمان
ـــکر یمولکول ـــ نيا ی(.پتوميو ترنس که در مس  ریژن 

سنتزیب شرا دهایفلاونوئ و  قدشاهد )فا طينقش دارد، در 
ـــت. ا یزیناچ انی( بحیتلق عات  هاافتهي نيداش با مطال
ـــیپ باکتر نیش که در نبود  نگ اســـت، چرا  ماه  یه

 يیایمیش یهاگنالیس دیبه تول یازین اهیگ ست،يهمز
ـــتيآغاز تعامل همز ی( برادهایفلاونوئ ری)نظ ندارد  یس
(Subramanian et al., 2006)ژن  نيا انیب شي. افزا

بتــدا یهــادر زمــان ق سپ يیا ل ت  توانــدیم ح،یاز 
شان س یدهندهن شدن م  یبرا نگیگنالیس یرهایفعال 

ـــو nod یهاژن یو القا یجذب باکتر ـــد. از س  یباش
از پاســـخ  یممکن اســـت بخشـــ هیاول انیب نيا گر،يد

ضور باکتر اهیگ هیاول یدفاع شود، چرا  یتلق زین یبه ح
س Rhizobiumکه  به  اهیگ یمنيا ستمیدر ابتدا توسط 

سا یک موجود خارجيعنوان   Gao et) شودیم يیشنا

al., 2022) .سخ تنظ نياما با گذر زمان، ا شده و  میپا
 . ردیگیشکل م یستيتعامل همز
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 و پیشنهادات یریگجهینت
شان داد که ب نيا جينتا -'Isoflavone 4ژن  انیپژوهش ن

O-methyltransferase له اول ژهيوبه پس از  هیدر مرح
 نيو ا ابديیم شيافزا یداریساعت( به طور معن 36) حیتلق
سبت به رقم پ جیونیدر رقم ب شيافزا شمگ روزین بود.  رتریچ
با عملکرد بهتر ب انیب نيا  زانیمو  يیزادر گره جیونیبالا 

ـــت که  یبرگ همبســـتگ تروژنیو ن لیبالاتر کلروف داش
 ومیزوبيرقم با ر نيمؤثرتر ا یســـتيدهنده توان همزنشـــان

 یهاژن در زمان انیب یجيکاهش تدر گر،يد یاست. از سو
 یدهگنالیبه ســـ ازیدهنده کاهش ننشـــان تواندیم یبعد

 ن،یباشد. همچن هیاول یستيهمز یپس از برقرار یدیفلاونوئ
باطار  تیژن و بهبود وضـــع نيا انیب شيافزا نیمثبت ب ت
 نــديآن در فرا تیــبر اهم اهیــگ یو فتوســـنتز یتروژنین

 نيدارد. بر ا دیبالاتر تأک يیو انتخاب ارقام با کارا یستيهمز
ــاس، ژن مذکور م ــ تواندیاس ــاخص مؤثر در  یبه عنوان ش

 .ردیارقام نخود مورد استفاده قرار گ ینژاداصلاا و به
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