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همزیستی بین گیاه و باکتری با تشکیل گره و تثبیت نیتروژن بر کمیت 

. بسیار زیادی است تأثیرمحصول و همچنین محتوای پروتئین گیاه دارای 

ی باکتریایی مرتبط با تولید گره، ها   ژنجهت شناسایی  در این پژوهش

نیمه  Rhizobium leguminosarumسویه باکتری  831تعداد 

گرفت. صفات مرتبط  مطالعه قرارمورد  Lotus burttii همزیست با گیاه

، 81، 7)تعداد گره سفید، تعداد گره قرمز و تعداد کل گره( در  زایی گرهبا 

نتایج حاصل از تجزیه به شد.  گیریاندازه زنی مایهروز بعد از  11و  18

و  A ،C یها ژنومبا  ها سویههای اصلی، حاکی از تفکیک کامل بین مؤلفه

D  .بود( علاوه بر آن، نتایج مطالعه سرتاسری ژنومGWAS نشان داد که )

 د. باش می مؤثرقرمز  ترشحی در القای صفت گرهاپرون با فعالیت فاکتور 

 

 همزیستی. ،زایی گره ،باکتری، تثبیت نیتروژن :های‌کلیدی‌واژه

 

 

 

 

 

 

 

 

The co-existence of plant and bacteria with nodule 

formation and nitrogen fixation has a great effect on 

plant production, as well as plant protein content. In 

this study, 194 strains of semi-symbiotic Rhizobium 
leguminosarum were used to identify bacterial genes 

related to nodule formation on Lotus burttii. Nodule 

related traits (number of white nodes, number of pink 

nodes, and total number of nodes) were measured at 7, 

14, 21 and 28 days after inoculation. Principal 

Component Analysis (PCA) showed complete 

separation between strains with genomes A, C and D. 

In addition, the results of genome-wide association 

study (GWAS) showed that operon with secretory 

factor activity is effective in inducing resistance to red 

node trait. 

 

Keywords: Bacteria, Nitrogen fixation, Nodulation, 

Symbiosis. 
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‌قدمهم
عنوان یک ماده بسیار با  در کشاورزی بهنیتروژن 

وارد شدن در  دلیل بهارزش در افزایش کمیت و 
در افزایش کیفیت محصولات  ها پروتئینساختار 

(. Bianco et al., 2014د )باش میدارای اهمیت 
یک منبع نامحدود نیتروژن  عنوان بهاگرچه از اتمسفر 

(N2 یاد )مستقیم قابلیت  طور بهد، اما گیاهان شو می
 ییایمیش یودهاک از استفاده جذب آن را نداشته، لذا

در کشاورزی بسیار رایج نیتروژنه  یهاودک رینظ
 شیافزا بر مثبت مدت کوتاهد. این کودها اثر باش می
 کخا بر ساختمان زمان مرور به داشته، اما صولمح
 ای و آب باران توسط آن مازاد و گذاشته یمنف اثر
 سودمند یهااز روش کیی د.شو میه شست یاریآب

 استفاده ییایمیش یودهاک خسارات از یریشگیپ یبرا
د باش میتروژن ینزیستی  تیهای تثباز روش

(Peoples et al., 1995 توانایی تولید آمونیوم .)
(NH3از ) ( نیتروژنN2 )از طریق  زیستی صورت به

این آنزیم در گروهی از  گیرد.میانجام  آنزیم نیتروژناز
ی خاکزی )ریزوبیوم( با قابلیت همزیستی با ها باکتری

 Udvardi andگیاهان خانواده بقولات وجود دارند )

Poole, 2013.)  توسعه یک همزیستی موفق به
های خاص گیاهی مانند فاکتورهای حضور پروتئین

ها ینلکت دهی،های کاست سیگنال، پروتئینزایی گره
و همچنین عوامل خاص باکتریایی مانند 

لیپوپلیساکارید  ،(EPSیدهای خارجی )ساکار پلی
(LPS و )یدهای کپسولی بستگی دارد ساکار پلی
(Rachwał et al., 2016.)  آلودگی ریشه گیاهان

ه باکتری ریزوبیوم از دو روش نفوذ از ب Lotus جنس
 رویهای مویین و یا از ترک موجود طریق ریشه

 ,.Madsen et alگیرد )های فرعی صورت میشهری

تولید شدن باکتری به درون ریشه، (. با وارد2010
تمایز و لولی، مسیرهای داخل س شدن فعال باگره 
گیرد ی کورتکس ریشه انجام میها سلولم یتقس

(Udvardi and Poole, 2013.) این  گاهی اوقات
د شو میکنش منجر به تثبیت نیتروژن در گیاه نبرهم

ریشه به رنگ سفید باقی  رویشده  ی تشکیلها گرهو 
مانند، که حکایت از سازگاری ضعیف برخی از می

 Liang etی ریزوبیوم با این گیاهان دارد )ها باکتری

al., 2014; Westhoek et al., 2017.) 
Gossmann ( اظهار داشتند که 1181و همکاران )

 Lotusی جداشده از ریشه گیاه ها باکتری

corniculatus  یها گونهتعدادی از سایر  رویدر نروژ 
Lotus .قادر به ایجاد گره فعال نبودند 

( GWASژنوم ) سرتاسری خوان همبررسی مطالعه 
ابزاری قدرتمند برای شناسایی پایه ژنتیکی صفات و 
ارتباط آن با واریانس ژنتیکی در سرتاسر ژنوم 

 صورت به GWASی اخیر هاسالد. در باش می
 خصوص بهمدل و  جانورانای در گیاهان، گسترده
 اساس است. گرفته قرار مورداستفاده ها باکتری

GWAS های آماری ای از آزمونساده ومجموعه
 طور بهکه ) برای ارتباط بین نشانگرهای ژنتیکی

 (هستند( SNP) معمول چند شکلی تک نوکلئوتیدی
 ,.Talas et alد )باش میبا فنوتیپ مورد علاقه 

2009). GWAS  تأییدی جدید و ها   ژندر شناسایی 
 بوده و مدآکار  یاربس یی با کارکرد مشخص،ها   ژن
 زایی گره یها   ژن ییبه شناسا ینهزم یندر ا توان می

اشاره داشت  Medicago truncatulaدر 
(Stanton-Geddes et al., 2013). یت محدود

یری تکرارپذو  دقت به توان میاصلی این روش را 
معمولاً برای افزایش  نسبت داد. موردمطالعهصفات 

روی تعداد کمی از تیمارها ها  دقت شناسایی، بررسی
ی باکتری( انجام و جهت ارتقای ها سویهخصوص )در

یشگاهی آزما شده کنترلیری از شرایط تکرارپذ
آید. از طرفی در شرایط مزرعه عمل می استفاده به

گیاه با تعداد زیادی از عوامل بیمارگر، غیر بیمارگر و 
د؛ در شو میی محیطی مواجه هااسترسهمچنین 

یشگاهی آزمایط شراشده در  یی شناسای ها   ژننتیجه 
ی ا مزرعهدر شرایط  موردمطالعهممکن است با صفت 

 ,.Xiao et alهمبستگی بالایی نداشته باشند )

2009; Barrett and Hoekstra, 2011.)  
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استفاده از تنوع مصنوعی )از طریق  جای بهبنابراین، 
موتاسیون و یا انتخاب مصنوعی( در جمعیت بیمارگر 

یکی طبیعی جهت ژنتی مفید، از تنوع ها باکترییا 
یشگاه و آزمایری نتایج حاصل از پذ تطابقافزایش 

ی ها دادهه از همچنین، استفاد د.شو میمزرعه استفاده 
های تکراردار، راه دیگری برای فنوتیپی در آزمایش
 Talasد )شو میپذیری محسوب افزایش این تطابق

et al., 2009.)  های روشمحدودیت ازیکی 
GWAS یی با اثرات بسیار ها   ژنی نادر یا ها   ژن تأثیر

ی مناسب در مدل اهعدم وجود روش دلیل بهکم، 
یزهای آنالهای آماری در قدرت روش د.باش میآماری 

GWAS یله عوامل مختلفی مثل اثرات ژن، وس به
فراوانی آلل، حجم نمونه و تراکم مارکری تعیین 

 Ioannidis, 2005; Moonesinghe etد )شو می

al., 2007.)  آمیز یتموفقاولین مطالعه GWAS در 
 831شده  یابیی توالیها داده روی ینه باکتریایی زم

 Campylobacter ی باکتریاییها گونهاز  سویه

jejuni  وCampylobacter coli بوده است 
(Sheppard, 2013.) از نوع  ها گونهی این ها باکتری

 نشخوارکنندگانی موجود در شکمبه ها باکتری
 انسانیت غذایی در مسموهستند که باعث ایجاد 

یت در انسان مسمومد. هفت ژن مرتبط با شو می
 31 رویدیگر  مطالعهتوسط آنها شناسایی شد. در 

مقاوم به  Staphylococcus aureusسویه 

مورفیسم  پلی 811ین نشان دادند که بیش از متیسیل
ی انسان در ها سلولکردن  یت هضمباقابلمرتبط 
 ,.Laabei et al) ی این گونه وجود داردها باکتری

2014.) 
ایی عوامل مرتبط با هدف اصلی این پژوهش شناس

هادر بررسی همزیستی و تعیین خصوصیات آن زایی گره
. لذا در این آزمایش جهت شناسایی استباکتری  -گیاه
 ی باکتریایی مرتبط با تولید گره در همزیستی ها   ژن

با گیاه  R. leguminosarumی گونه ها باکتریبین 
L. Burttii  از روشGWAS .استفاده شد 

 

‌ها‌روش‌و‌مواد
پس از خراش  ،Lotus burttiiبذور گونه وحشی 

درصد،  3توسط محلول هیپوکلرید سدیم  سطحی
الی  9زده با طول ریشه جوانه هایبذر ضدعفونی شد.

 های مربعی شکل متر انتخاب و در پتریسانتی 1
 B&D 1/8( حاوی محیط کشت 8 )شکل

(Broughton and Dilworth, 1971 بدون )
 چهار تکرار قرار داده شدند.نیتروژن در 

 سویه خالص باکتری  831در مطالعه حاضر تعداد 
R. leguminosarum شده از مناطق  آوریجمع

 . (8)جدول  قرار گرفت مورداستفادهمختلف اروپا 

 

 
نشان دهنده  (SM37 .Aسویه  R. leguminosarumزنی با باکتری  پس از مایه L.burttiiتعداد گره مورد بررسی در گیاه  .8شکل 
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 گره قرمز با بزرگنمایی بیشتر. (B ؛شکل کلی شرایط آزمایشی به همراه فقر نیتروژن در گیاهان تحت آزمایش
 L. burttiiزایی روی ریشه  جهت گره R. leguminosarumباکتری منشأ  سویه، ژنوم و .8جدول 

 ردیف سویه  ژنوم منشأ ردیف سویه ژنوم منشأ ردیف سویه مژنو منشأ
F C SM85 39 F C SM98 17 UK B SM3 8 
F C SM86 31 F C SM99B 11 UK B SM4 1 
F C SM87 33 F C SM100 13 UK B SM5 9 
F C SM88 33 F C SM101 31 UK B SM6 1 
F C SM89 37 F C SM102 38 UK B SM7 3 
F C SM90 31 F C SM103 31 UK B SM9 3 
F C SM91 33 F C SM104 39 UK B SM10 7 
F C SM92 811 F C SM105 31 UK B SM11 1 
F C SM93 818 F C SM106 33 UK B SM12 3 
F C SM115 811 F C SM107 33 UK B SM13 81 
F C SM116 819 F C SM108 37 UK B SM14 88 
F C SM117 811 F C SM109 31 UK B SM15 81 
F C SM118 813 F C SM110 33 UK B SM16 89 
F C SM119 813 F C SM111 31 UK B SM17 81 
F C SM120 817 F C SM112 38 UK B SM18 83 

DK C SM121A 811 F C SM113 31 UK B SM19 83 
DK C SM121B 813 F C SM114 39 UK B SM20 87 
DK C SM122A 881 UK B SM27 31 UK B SM21 81 
DK C SM122B 888 UK B SM30 33 UK B SM22 83 
DK A SM123 881 UK B SM31 33 UK B SM24 11 
DK C SM125 889 UK B SM32 37 UK B SM25 18 
DK E SM126A 881 UK B SM34 31 DK C SM49 11 
DK C SM126B 883 UK B SM35 33 DK C SM50 19 
DK C SM127 883 UK B SM36 71 DK D SM51 11 
DK A SM128A 887 UK B SM37 78 DK E SM52 13 
DK A SM128B 881 UK B SM38 71 DK C SM53 13 
DK C SM129 883 UK B SM39 79 DK C SM54 17 
DK A SM130A 811 UK B SM40 71 DK C SM55 11 
DK A SM130B 818 DK C SM41 73 DK C SM56 13 
DK A SM131 811 DK C SM42 73 DK C SM57 91 
DK C SM132 819 DK C SM43 77 DK C SM58 98 
DK C SM133B 811 DK C SM44 71 DK C SM59 91 
DK C SM134A 813 DK E SM45 73 DK C SM60 99 
DK C SM134B 813 DK C SM46 11 DK C SM61 91 
DK E SM135A 817 DK C SM47 18 DK B SM63 93 
DK E SM135B 811 DK C SM48 11 DK C SM66 93 
DK A SM136A 813 DK C SM74 19 DK C SM67 97 
DK C SM137A 891 DK C SM76 11 DK C SM68 91 
DK A SM137B 898 DK C SM77 13 DK C SM69 93 
DK A SM138A 891 DK D SM78 13 DK C SM70 11 
DK A SM138B 899 DK D SM79 17 DK C SM71 18 
DK A SM140A 891 DK C SM80 11 DK D SM72 11 
DK A SM140B 893 F C SM81 13 F C SM94 19 
DK C SM141A 893 F C SM82 31 F C SM95 11 
DK E SM141B 897 F C SM83 38 F C SM96 13 
DK C SM143 891 F C SM84 31 F C SM97 13 

F  ،فنلاند :DK دانمارک و :E انگلستان : 
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 L. burttiiزایی روی ریشه  جهت گره R. leguminosarumباکتری منشأ  سویه، ژنوم و .8ادامه جدول 
 ردیف سویه  ژنوم منشأ ردیف سویه ژنوم منشأ ردیف سویه ژنوم منشأ
DK C SM161 877 DK C SM151C 831 DK A SM144A 893 
DK A SM163A 871 DK A SM152A 833 DK A SM144B 811 
DK A SM163B 873 DK A SM152B 831 DK A SM145A 818 
DK C SM164A 811 DK A SM152C 838 DK A SM145B 811 
DK D SM164B 818 DK C SM153A 831 DK A SM145C 819 
DK C SM164C 811 DK C SM153C 839 DK A SM146A 811 
DK C SM165A 819 DK C SM153D 831 DK A SM146B 813 
DK C SM165B 811 DK A SM154A 833 DK C SM147A 813 
DK C SM166A 813 DK A SM154B 833 DK C SM147B 817 
DK C SM166B 813 DK A SM154C 837 DK C SM147C 811 
DK C SM167 817 DK A SM155A 831 DK C SM148A 813 
DK E SM168A 811 DK A SM155B 833 DK C SM148B 831 
DK E SM168B 813 DK A SM155C 871 DK C SM148C 838 
DK C SM168C 831 DK C SM157A 878 DK E SM149A 831 
DK C SM169 838 DK C SM157B 871 DK C SM149B 839 
DK C SM170A 831 DK C SM157C 879 DK C SM149C 831 
DK C SM170B 839 DK C SM158 871 DK C SM150 833 
DK C SM170C 831 DK E SM159 873 DK A SM151A 833 

    DK E SM160 873 DK A SM151B 837 
F ،فنلاند :DK دانمارک و :E انگلستان : 

 
در دمای  TYدر محیط  ها باکتریپس از رشد دادن 

ها به و دو روز بعد انتقال گیاهچه گراد سانتیدرجه  11
 ها باکتریمحیط کشت فوق الذکر )بعد از تعیین غلظت 

 311با کمک دستگاه اسپکتروفوتومتری در طول موج 
برای  گیاهان اقدام شد. زنی مایهنانومتر( نسبت به 

میکرولیتر از سوسپانسیون باکتری  31مقدار  ،زنی مایه
 ,Haojieقرار گرفت ) مورداستفادهریشه هر گیاه  روی

 83ها به اتاقک رشد با شرایط سپس پتری (.2014
 18اعت تاریکی با دمای س هشتساعت روشنایی و 

درصد  11الی  71و رطوبت بین  گراد سانتیدرجه 
 زایی گرهاندازه گیری صفات مرتبط با  انتقال داده شدند.

)تعداد گره سفید، تعداد گره قرمز و تعداد کل گره( در 
در  R. leguminosarum سویه باکتری 831

انجام زنی مایه پس از  11و  18، 81، 7روزهای 
 زنی مایهکنترل منفی و  عنوان بهاز آب مقطر  گرفت.

 عنوان به Mesorhizobium loti (R7A)با باکتری 
 در باکتری وجود تأیید برای کنترل مثبت استفاده شد.

استفاده  ینور پویکروسکشده از م یلتشک یها گره
 یها سویهآلوده به  گیاه 87 به این منظور تعداد شد.

 یتصادف صورت به R. leguminosarumمختلف 
 یا وجود هاآن از یبرش عرض یهپس از ته وانتخاب 

 نوری میکروسکوپ کمک به یعدم وجود باکتر
 .(Haojie, 2014) شد بررسی

ی ژنتیکی حاصل از ها دادهاز در این پژوهش 
 سویه خالص باکتری  831کل ژنوم  یابی توالی

R. leguminosarum روش  بهIllumina HiSeq 

معمول در آزمایشگاه دانشگاه آرهوس دانمارک  2500
از  ها ژنتشکیل ماتریکس حضور و عدم حضور  جهت

 منظور به استفاده شد. ها سویهطریق هم ترازی ژنوم این 
ی فنوتیپی حاصل از سه صفت ها دادهتجزیه و تحلیل 

 SAS افزار نرمیاد شده )تعداد گره سفید، قرمز و کل( از 

(v. 9.2) تکرار  1تصادفی با  کاملاً در قالب طرح
 LSDاستفاده شد و مقایسه میانگین، با کمک آزمون 

در  زایی گرهمرتبط با ی ها   ژن شناسایی انجام شد.
توسط  R. Leguminosarum یاییباکتر یتجمع
بررسی و  PLINKو  R ،EMMAXی هاافزار نرم

 استفاده شد. R افزار نرم( از PCAساختار جمعیت )
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‌و‌بحث‌نتایج
صفات تعداد گره سفید، تعداد گره قرمز و تعداد کل 

از  روز بعد 11و  18، 81، 7گره در روزهای 
 R. leguminosarumی باکتری ها سویهبا  زنی مایه

ام 11ی روز ها دادهبررسی و تنها  L. burttii در گیاه
اطمینان از حصول بیشترین تعداد گره قرمز  دلیل به

 ستفاده شد. نتایجشده در یک دوره رشدی ا تشکیل
 شده در ی قرمز و سفید تشکیلها گرهنشان داد که تعداد 

و  33/1 )میانگین 3/9تا ترتیب از صفر  گیاهچه به هر
)میانگین  7/9تا  ( و از صفر3/1خطای استاندارد 

در این  ( متغیر بود.33/1و خطای استاندارد  31/1
، R. leguminosarumسویه باکتری 831مطالعه از 

 .Lهای ریشه رویسویه قادر به ایجاد گره  پنج

burttii .روز  11عدم تشکیل گره قرمز بعد از  نبودند
 در سازگاری ضعیف ازنشان  ،ریشه روی زنی مایهاز 

 بود. L. burttiiو گیاه  باکتریبین  برقراری ارتباط
 رویی قرمز ها گرهتشکیل  سویه باکتری 833تعداد 

مقایسه میانگین  ریشه را تحریک کردند. آزمون
ی مختلف نشان داد که بیشترین تعداد گره ها سویه

 یها سویهمتعلق به  ترتیب بهسفید و قرمز 
SM155B  وSM36 برای صفت  (.1)جدول  بود

سویه دارای بیشترین تعداد  81تعداد کل گره، اگرچه 
داری برای این صفت گره از نظر آماری تفاوت معنی

توسط  زنی مایهبا  بیشترین تعداد گره اند، ولینداشته
 تأیید برای (.1)جدول  آمد دست به SM155Bسویه 
های  گرهی از برش عرض ها گرهدر باکتری وجود
 .R مختلف سویه 87شده توسط ایجاد

leguminosarum  تهیه شد. این بررسی نشان داد
ی قادر به آمیز موفقیت صورت بهسویه  87که تمام 

بوده و تشکیل  L. burttii ایهآلوده کردن ریشه
 (.1)شکل  باکتریوئید دادند

ی مذکور، ها سویهبرای مطالعه ساختار جمعیتی 
ی ها داده روی (PCA)های اصلی مؤلفهتجزیه به 

انجام گرفت. نتایج تجزیه  ها   ژنحضور و عدم حضور 
اول در  مؤلفههای اصلی نشان دادکه چهار مؤلفهبه 

درصد از کل تغییرات را توجیه  37مجموع حدود 
های اول الی چهارم مؤلفهی که سهم طور به نمودند.

درصد بود  8/3 و 1/7 ،3/81 ،1/98 ترتیب به
در نمودار حاصل از  ها سویه(. نحوه پراکنش 9)شکل

درصد( حاکی از  3/19اول و دوم ) مؤلفهمقادیر 
در  ترتیب هب Cو  Aتفکیک کامل بین دو ژنوم 

بود. گروه سوم شامل ترکیبی از  1و  8ی ها گروه
بود. لازم به ذکر  Dو  E ،Bی ها ژنومبا  ها سویه

تا حدودی توسط  Dژنوم  سوم د که در گروهباش می
ه چهارم ودوم از دو ژنوم دیگر تفکیک شد. گر مؤلفه

 بود. Eو  Bبا ژنوم  ها سویهشامل ترکیبی از 

 
 مقایسه میانگین صفات تعداد گره سفید، تعداد گره قرمز و تعداد کل گره ها برای ده سویه برتر .1جدول 

 میانگین تعداد گره قرمز سویه ردیف میانگین تعداد گره سفید سویه ردیف میانگین تعداد کل گره سویه ردیف
8 SM155B 3/1 a* 8 SM155B 7/9 a 8 SM36 

a3/9 
1 SM168B 9/1 ab 1 SM159 1/9 a 1 SM45 7/1 b 

9 SM5 1/1 abc 9 SM168B 9/9 a 9 SM87A 3/1 b 
1 SM157B 1/1 abc 1 SM5 8/9 ab 1 SM157B 1/1 b 
3 SM159 8/1 a-d 3 SM168A 3/1 bc 3 SM155B 1/1 b 
3 SM168A 8/1 a-d 3 SM130B 3/1 bc 3 SM154B 1/1 b 
7 SM36 1a-e 7 SM160 1/1 bcd 7 SM163A 8/1 bc 

1 SM160 1a-e 1 SM13 9/1 cde 1 SM170C 1bcd 

3 SM13 3/8 a-g 3 SM92 9/1 cde 3 SM146A 7/8 bcd 

81 SM130B 3/8 a-g 81 SM157B 9/1 cdef 81 SM34 3/8 cdef 

 داری ندارند. ها با حروف مشابه تفاوت آماری معنی * میانگین
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سویه  R. leguminosarum شده توسط باکتری زنی مایهبرش عرضی گره  (. راستها گرهبررسی وجود باکتری در  .1 شکل

SM153B شده با باکتری  زنی مایهبرش عرضی گره، (چپ؛M. loti (R7A) د.باش می. دایره سفید نشان دهنده باکتروئید 

 

 
 .Rسویه باکتری  831در ژنوم  ها   ژنی حضور و عدم حضور ها دادههای اصلی بر اساس مؤلفهتجزیه به  .9 شکل

leguminosarum ژنوم های .A ،B ،C ،D  وE با رنگ های آبی، نارنجی، سبز، بنفش و قرمز نشان داده شده است.  ترتیب به
 دهد.دانمارک، انگلستان و فنلاند نشان می ترتیب بهستاره و دایره  ،علامت های مثلث

 
مقدار واریانس ژنتیکی برای  EMMAX افزار نرم

= 119/1) 119/1برابر با  را صفت تعداد گره قرمز
σ

2
g ) 131/1 مانده برابر با مقدار واریانس باقیو  
(131/1 =σ

2
e )همچنین این  .برآورد کرده است

مقدار وارثت پذیری کاذب را برای صفت گره  افزار نرم
که از طریق برنامه  کرد محاسبه 98/1 قرمز برابر با

GAPIT  بنابراین  است. برآورد شده 13/1برابر با
کل )مجموع واریانس ژنتیکی و مقدار واریانس فنوتیپی 

  بود. 37/1برابر با  مانده( باقی

 .Rژن در باکتری  7131تعداد 

leguminosarum برای بررسی ارتباط با صفت 
 مورداستفاده L. burttiiتشکیل گره قرمز در گیاه 

 منظور به GWASنتایج حاصل از  قرار گرفت.
های مختلف افزار نرمتوسط  ی مرتبط،ها   ژنشناسایی 

R ،EMMAX  وPLINK  بر پایه ارزشP  از
ژن اول مرتب شدند.  811بیشترین به کمترین برای 

های مرتبط با در این مطالعه جهت شناسایی اپرون
رفت. قرمز دو مسئله مورد توجه قرار گ زایی گرهصفت 
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)جدا یا  هر اپرون از تعدادی ژن در کنار یکدیگر
های دیگر( تشکیل ORFدارای همپوشانی با 

د، یا دارای فواصل بین ژنی درون اپرونی بین شو می
 Moreno-Hagelsieb) ندباش می bp811تا  -11

and Collado-Vides, 2002 بنابراین، در این .)
یی که بسیار نزدیک به یکدیگر ها   ژنتحقیق تنها 

یک اپرون  عنوان به( bp811بودند )با فاصله کمتر از 
در نظر گرفته شد. در نتیجه امکان جداسازی یک 

ژن اول وجود دارد. این  811اپرون احتمالی در 
و  3118اپرون شامل دو گروه ژنی با کدهای 

ی ژنی این اپرون دارای فراوانی ها گروه بود. 3111
از عدم حضور این  نشانبود که  13/1اقلی آللی حد

؛ علاوه بر آن داشترا  ها سویهدرصد از  ۵۲اپرون در 
ORF بوده نسبی  دارای همپوشانی این دو گروه ژنی

 .ندرا فرا گرفته بود نومیه ژحیاز نا kb3/8 تقریباً که
 سویه باکتری  831در این مطالعه از 

R. leguminosarum،  سویه تشکیل  833تعداد
را تحریک  L. burttii ریشه رویی قرمز ها گره

 ها سویهکردند. تمامی گیاهان آلوده شده با این 
علائم کمبود نیتروژن )رنگ زرد و قرمز  سویه( 833)

داشته که حاکی از عدم تثبیت  در برگ و ساقه( را
وجود  (.8)شکل  بود ها سویهنیتروژن توسط این 

 ها گرهپس از تهیه برش عرضی از  ها گرهباکتری در 
ی ناشی از ها گرهولی  شد؛ تأییدو مشاهده باکتروئید 

در مقایسه با  R. leguminosarumتوسط  آلودگی
 R7Aسویه  M. lotiی ناشی از آلودگی توسط ها گره

 (.1دارای تعداد باکتریوئیدهای کمتری بودند )شکل 
ی ها داده رویهای اصلی مؤلفهنتایج تجزیه به 
اول  مؤلفهنشان داد که دو  ها   ژنحضور و عدم حضور 

 درصد از کل تغییرات را توجیه نمودند.  3/19
 در نمودار حاصل از مقادیر  ها سویهنحوه پراکنش 

بر اساس  ها سویهاول و دوم حاکی از تفکیک  مؤلفه
(. این نتایج تا حدودی با 9ها بود )شکل ژنوم آن

 ,.Kumar et alت داشت )مطالعات قبلی مطابق

2015 .)Kumar ( بیان نمودند که 1183و همکاران )

 ی ها سویهی ژنتیکی ها گروهزیاد بین  تقریباًواگرایی 
R. leguminosarum  نشان از تمایز طولانی مدت

و این تمایز از جد مشترکی  ها در این گونه را داردآن
گرچه تجزیه به  .خاصی سرچشمه نگرفته است

را از  ها سویههای اصلی به خوبی قادر به تفکیک  مؤلفه
د برای جداسازی توان مینظر ژنتیکی بود، ولی این تنوع ن

)شکل  آوری مفید باشدبراساس مناطق جمع ها سویه
9.) 

ی ها   ژنشناسایی  منظور به GWASنتایج حاصل از 
و  R ،EMMAXهای مختلف افزار نرممرتبط، توسط 

PLINK بر صفت  مؤثرپرون حاکی از وجود یک ا
این اپرون شامل دو  ژن اول بود. 811قرمزدر  زایی گره

به نظر  بود. 3111و  3118گروه ژنی با کدهای 
های دمین غنی از تکراری 3118میرسد، گروه ژنی 

( اظهار 1183و همکاران ) Mesarichسیستئین باشد. 
موادی از باکتری  ها در ترشحداشتند که این دمین
و  Saundersهستند.  مؤثرها جهت آلودگی ریشه

عقیده داشتند که پسماندهای ( 1181همکاران )
های کوچک حاوی سیستئین )متشکل از پروتئین

-سیستئین( موجب پایداری ساختمان چهارمین پروتئین

ها در فضای های ترشحی برای حفظ کارکرد آن
در این اپرون )گروه  ند. گروه ژنی دومشو میآپوپلاست 

پروتئین های  دمین عنوان به( 3111ژنی 
OmpA

1/MotB
شناسایی شدند. این دو پروتئین  2

را  T6SSهای ترشحی نوع های اصلی پروتئینهسته
های بسیار زیاد در که دارای نقش دهندتشکیل می

پذیری با محیط، حالت  از جمله تطابق ها باکتری
باکتریایی و خاصیت  تهاجمی، همزیستی، تعامل بین

 ;Mougouset al., 2006ضد بیمارگری هستند )

Nelson and Sadowsky, 2015.) Roest  و
 ( با شناسایی باکتری 8337همکاران )

R. leguminosarum bv. Trifolii به این نتیجه 

                                                                     
1. Outer-membrane protein  
2. Flagellar torque-generating protein  
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ی فعال ها گرهرسیدند که این باکتری از قدرت ایجاد 
دنبال آن به را ندارد. Pisumsativum روی

Bladergroen ( سویه 1119و همکاران )
 .Rای از باکتری گونه موتاسیون یافته

Leguminosarum  را از طریق ترانسپوزن در
یجاد کردند. این محققان با ا impخانواده ژنی به نام 

 impJدر ناحیه ژنی  tn5کردن ترانسپوزن  اضافه
 شناخته شد( موفق به حذف حداقل tssk)بعدابٌه نام 

های کانال ترشحی پروتئین از واحد چهار
T6SS ایجاد گره فعال در شدند. این موتانت موفق به

و همکاران  Basler شده است. Pisumsativumگیاه 
های پروتئین اعضای خانواده ( بیان نمودند که1189)

قابلیت انتقال مواد پروتئینی به  T6SS ترشحی نوع
هستند. بنابراین،  ی یوکاریوتی را داراها سلولسیتوسل 
فعالیت  دلیل به، شاید ها باکتریبودن میزبان  اختصاصی

بوده و احتمالا فعالیت این  T6SSفاکتور ترشحی 

در ریشه گیاه  زایی گرهفاکتور ترشحی در رابطه با 
L.burttii ( وابسته به شریک همزیست استLin et 

al., 2018). 
حضور ژن مرتبط نشان داد که  یشزماآ ینا نتایج

بر تعداد  یمنف با اثر T6SSبا فاکتور ترشحی 
گره  ای که تشکیلمرتبط بود به گونهقرمز  یها گره

عدم حضور این  دلیل به ها گونهاز  یقرمز در برخ
نظر  به .(Bladergroenet al., 2003اپرون بود )

ت موتان جهت تهیه یهثانو یهارسد، بررسیمی
صحت  جهت باکتری، ی اینها سویه از تعدادی

تمامی . علاوه بر آن دباش می یکارکرد اپرون ضرور
ی مورد مطالعه کمبود نیتروژن را با ها سویه

که  دادندزرد و قرمز نشان  یبرگ خصوصیت
به خصوص در  های بیشتر در مطالعات آینده بررسی

 .د مفید باشدتوان مینیتروژناز  آنزیم مورد فعالیت
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