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  چکیده

تحت  ).Cicer arietinum L( شان با گیاهان نخوددر این تحقیق، نقش سویه ریزوبیوم روي پتانسیل عملکرد همزیستی
به گیاهان  )CP-36و  M. ciceri )C-15 ،CP-31هاي بدین منظور، سویه. شرایط تنش خشکی مورد بررسی قرار گرفت

و  2تنش خشکی با توقف آبیاري براي . زنی شده و به مدت چهار هفته در شرایط مطلوب رشد نگهداري شدندنخود مایه
تنش خشکی در سه سیستم همزیستی کاهش نشان داد، ولی میزان میزان تثبیت نیتروژن در شرایط . روز اعمال گردید 3

با آبیاري مجدد گیاهان تحت تنش خشکی، . بالاتر بود CP-36و  CP-31هاي زنی شده با سویهکاهش در گیاهان مایه
در تا حدودي جبران شد ولی  C-15زنی شده با کاهش در میزان تثبیت نیتروژن در شرایط تنش خشکی در گیاهان مایه

هاي گره در گیاهان تغییرات در الگوي بیان پروتئین. جبران نشد CP-36و  CP-31هاي زنی شده با سویهگیاهان مایه
روز تنش خشکی و گیاهان آبیاري مجدد شده  3و  2زنی شده با سه سویه مورد مطالعه تحت شرایط مطلوب رشد، مایه

  زنی شده با سویههاي مایهدر گره. رسی قرار گرفتمورد بر SDS-PAGEروز تنش خشکی توسط روش  3بعد از 
 C-15هاي مایه، الگوي پروتئینی در پاسخ به تنش خشکی در مقایسه با شاهد تفاوتی را نشان نداد در حالی که در گره-

برخی نوارهاي پروتئینی شناسایی شد که بیان آنها تحت تنش خشکی کاهش  CP-36و  CP-31هاي زنی شده با سویه
-در گره سوپراکسیددیسموتازهاي تجزیه و تحلیل الکتروفورزي آیزوزیم. پیدا کرده و بعد از آبیاري مجدد بازیافت نشدند

سطح . نشان ندادندداري را تحت شرایط تنش در مقایسه با شاهد هاي حاصل از سه سویه مورد بررسی تفاوت معنی
با اعمال تنش خشکی افزایش نشان داد در حالی  C-15هاي آلوده شده با سویه در گره سوپراکسیددیسموتازفعالیت آنزیم 

توان نتیجه گرفت که با به این ترتیب می. کاهش پیدا کرد CP-36و  CP-31هاي هاي مربوط به سویهکه در گره
  . توان سطح تحمل جمعیت همزیستی را به شرایط تنش خشکی افزایش دادانتخاب یک سویه مناسب ریزوبیوم می

  

  گره، تثبیت نیتروژن، تنش خشکی، نیتروژناز ،M. ciceri، همزیستی، نخود: هاي کلیديواژه

  مقدمه
هاي غده مانند تثبیت نیتروژن اتمسفري در اندام       

، )2گره(ها حاصل از همزیستی ریزوبیوم با ریشه لگوم
  اي از نیتروژن ش عمدهـین بخـأمـهم براي تـیر مـمس یک

  
 

 هاي مورد استفاده در تغذیهها و علوفهموجود در دانه
به علاوه، تثبیت زیستی . آیدشمار میبه انسان و دام 

   راي ورودـعی بـها مهمترین منبع طبینیتروژن توسط لگوم
 

                                                        
 شناسیآباد، دانشگاه لرستان، دانشکده علوم، گروه زیستخرم: نویسنده مسئول، آدرس .1

1. Nodule 
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 شود به طوري که درمحسوب مینیتروژن به بیوسفر 
بازده  ها،کشت تناوبی غلات و سایر گیاهان زراعی با لگوم

ش یافزا ریبه طور چشمگ اهانین گیادر  لد محصویتول
از نظر تروژن ین یستیت زیند تثبیفرآ ن،یبنابرا .ابدییم

 بودهت یاهم داراي یطیست محیو ز ياقتصاد ،يکشاورز
 يدارا ياز کشورها يو در بسیار )2003 گرام و ونس(

 .استمورد توجه بسیار فقیر از نظر نیتروژن  يهاخاك
وم یزوبیه ریر سویثأتتحت یتروژن مولکولیت نیل تثبیپتانس

در صورتی که این دو فاکتور و  گیردمیو رقم لگوم قرار 
اي مناسب انتخاب شوند، سیستم همزیستی مهم به گونه

 نیتروژن دارا خواهد بودبالاترین کارآیی را به لحاظ تثبیت 
نقش  يدر مطالعات متعدد .)2008و همکاران  یمدهب(

ت یت تثبیش ظرفیوم و رقم لگوم در افزابیزویه ریسو
رومدان و ( گزارش شده است یستیستم همزیس یکنندگ

   ).، 2008و همکاران  ی، مدهب2007همکاران 
ر یثأتها تحتد محصول در لگومیتولمیزان 

کاهش  یستیرزیو غ یستیز يهار تنشینظ يعوامل متعدد
-خشکی یکی از تنش. )2001دروون و همکاران ( ابدییم

هاي مهم محیطی است که رشد و میزان تولید محصول را 
 و دهداي کاهش میدر گیاهان به میزان قابل ملاحظه

درصد کاهش تولید محصول در سرتاسر جهان  70با یتقر
شده زیستی به ویژه خشکی نسبت داده هاي غیربه تنش

تنش  بازدارنده ریثأت).  2004ا یوریچاوز و اول( است
در تروژن به طور گسترده ین یستیز تیتثب يرو یخشک
ایگور و -آرس( است گرفته قرارمطالعه مورد ها لگوم

 ندیفرآ د شده کهیین مطالعه تایدر چند. )2011همکاران 
 یکیولوژیزیف ير پارامترهایسه با سایتروژن در مقایت نیتثب
برگ  يترات و تبادلات گازیت نیر فتوسنتز، تثبینظ اهیگ

دجکون و ( تر استحساس یبه تنش خشکنسبت 
 بین ترتیو به ا)  1995، گنزالز و همکاران 1991پلانچون

 را تروژنین یستیزت یکه تثب ییهاسمیمکان ییساشنابا 
سطح  توانیم ،دهندیکاهش م یط تنش خشکیتحت شرا

ق بهبود سرعت یاز طررا  یط خشکیها به شراتحمل لگوم
 ش دادیافزا ژنتیک یمهندس يهابا روش نژترویت نیتثب
ها به تنش تنوع در پاسخ لگومل یبه دلالبته  .)2004شولزه (

 یافتن راهیآنها،  یکیعملکرد ژنت یدگیچیز پیو ن یخشک
 یخشک آور القاء شده توسط تنشانیرات زثکاهش ا يبرا

اه و ین گیبه علاوه، برهمکنش ب. دباشیمشکل م
تحمل تنش را  يهاسازوکارست آن، شناخت یکروهمزیم

ن یچند .کرده استده یچیپ یستیهمز يهاتمیسسدر 
 یتروژن در طیت نیر کاهش تثبیه در ارتباط با تفسیفرض

توان یکه از جمله آنها م شنهاد شده استیتنش پشرایط 
ها ان کربن به درون گرهیق کنترل جریطرم از یتنظ) 1: به 

م ساکاروز یت آنزیان و فعالیل کاهش در بیبه دل عمدتاً
م بر یتنظ) 2 )1999گور و همکاران یا – ارس( سنتاز

سراج و (ها در درون گره یژن داخلیاساس سطح اکس
تروژن ین 1يبازپس خوردم یتنظ) 3 و )1996ر ینکلایس
  .اشاره نمود )2005نگ و پرسل یک(

ش سطح یافزا ،یج تنش خشکینتاگر از ید یکی
 يهابیجاد آسیبه ااست که  2ژنیفعال اکس يهاد گونهیتول

، اپل و 2004تجرا و همکاران ( شودیم و منجریداتیاکس
ت یند تبیفرآ یو بازدارندگیداتیتنش اکس). 2004رت یه
نو و همکاران یمار(کند یک میرا تحر ياتمسفر تروژنین

شامل  ویداتیتنش اکسن یبه ا یستیهمزپاسخ ). 2006
ر ساختمان کورتکس گره ییمانند تغ یکیرات مورفولوژییتغ
 ییایمیوشیب يهاو سازش) 1999ماتاموروس و همکاران (

مانند دانت یاکسیآنت يهامیان آنزیب افزایشر ینظ
در گره است داز یسموتاز، کاتالاز و پراکسید دیسوپراکس

، 2003، جامت و همکاران 2003ماتاموروس و همکاران (
ب یاز آس یکه خطر ناش )2004و همکاران  یمدهب
ب یترت نیبد .دهندیها کاهش مو را در گرهیداتیاکس
در حفاظت از  يدینقش کل یدانتیاکسیآنت يهاتیفعال

   يتروژن بازین یت کنندگیسم تثبیو مکان عملکرد گره
  ).2000سانتوس و همکاران (کنند یم

ر ینظ ژهیو يهانیو تجمع پروتئ ان، سنتزیب
ر یثأتتحتاه یمختلف گ يهادر اندام LEA3و  هانیدریده

یک بخش  راتیین تغیا کند کهیر مییتغ یخشکتنش
 شودیمحسوب م خشکی اساسی پاسخ گیاه به تنش

-نقش فیزیولوژیک پروتئین). 1391و همکاران  ینیعابد(
شده توسط تنش خشکی هنوز به طور واضح  هاي القاء

شناخته نشده است اما این عقیده وجود دارد که این 
جاد تعادل و توازن در ساختار و یها باعث اپروتئین

عملکرد بیوشیمیایی گیاه شده و مقاومت گیاه به شرایط 
ن دیب ).2002جیانگ و هوانگ (دهند یش میافزا را تنش

گر ید یروش هانین پروتئیان ایدر ب رییمطالعه تغترتیب، 
اهان یگاز طریق آنها است که  ییهاسمیمکان ییشناسا يبرا
. دنپاسخ ده یخشک رینظ یطیمح يهاتوانند به تنشیم

ها به تنش خشکی در چندین گونه پروتئینمطالعه پاسخ 
، 2009زومنو و همکاران  –اکواریا (مانند برنج  گیاهی

ریکاردي و همکاران (، ذرت )2010زایانگ و همکاران 
) .Vitex Agnus-castus L( اه پنج انگشتیو گ) 1998

 ید کرده است که تنش خشکییأت )2011جان و همکاران (
ان یب يرا در الگو) ا کاهشیش یافزا( یرات قابل توجهییتغ

                                                        
1. Feedback  
2. Reactive Oxygen Species (ROS)  
3. Late Embryogenesis abundant 
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 يهابا سازش راتیین تغیکند که ایجاد میها انیپروتئ
. باشدیمرتبط م یاه به تنش خشکیگ یکژیولویزویف

تحت  هاهگر يهانیپروتئان یب يالگوبا  ارتباطدر  مطالعات
سطح تحمل  و نقش آنها در بالا بردن یتنش خشک طیشرا

 باشدیمار محدود یوم بسیزوبیر –لگوم  یستیهمز سیستم
  .)2007(لارینزار و همکاران (

از  یکی ).Cicer arietinum L(اه نخود یگ
که  يبه طورران است کشت شده در ای يهان لگومیمهمتر

ران به یها در ار کشت لگومیدرصد از سطح ز 64 باًیتقر
ل دارا بودن ین لگوم به دلیا. کشت نخود اختصاص دارد

درات به یدرصد کربوه 41-50ن و یپروتئ درصد 24-7
با . )2011و همکاران  یزال( با ارزش است ییلحاظ غذا

تروژن هوا در یت کننده نیتثب يهايتوجه به وجود باکتر
   فایا يثرؤز نقش میخاك ن يزیدر حاصلخشه آنها، یر
  م آنها با غلات مرسوم أن رو کشت تویو از ا کنندیم
ن به صورت کود سبز به یاهان همچنین گیا. باشدیم

 شودیخاك استفاده م یکیزیت و بهبود وضع فیمنظور تقو
ر یثأبا ت تنش خشکی. )1389پور و همکاران صباغ(

تروژن باعث کاهش ین یستیت زیند تثبیفرآ يبازدارنده رو
پور و صباغ( شودیاه نخود میدر عملکرد محصول در گ

در این تحقیق تغییرات میزان ). 2006و  2005همکاران 
تثبیت نیتروژن در مراحل اولیه تنش خشکی در همزیستی 

 Mesorhizobium ciceriبین رقم بیونیج نخود و سه سویه 
شده به گیاه  یه زنیماه ریزوبیوم یو همچنین نقش سو

نخود در بالا بردن سطح تحمل به شرایط تنش خشکی 
رات یین تغیهمچنن مطالعه یدر ا. مورد بررسی قرار گرفت

ان یت و بیز فعالینو  گره يهانیان پروتئیب يدر الگو
دا یبه منظور پ گرهسموتاز یددیم سوپراکسیآنز يهامیزوزیآ

تحت  1یستیهمز ییکارا ن پارامترها وین ایکردن ارتباط ب
  .قرار گرفت یمورد بررس یط تنش خشکیشرا

 هامواد و روش
  شرایط کشت گیاهان

م کشور یمؤسسه د زا جیونیاه نخود رقم بیگ يبذرها       
% 1ت یپوکلریبا ه یسطح ید و بعد از ضدعفونیه گردیته

 ن بار شتشو با آب مقطریقه و چندیدق 5به مدت 
هایی از گلداندر  ،)2011و مستاجران  ینصراصفهان(

متر و حجم سانتی 5با قطر ) PVC( کلرایدوینیلجنس پلی
براي نگهداشتن گیاه،  لیتر حاوي مقدار یکسان شن 5/0

به منظور خنثی کردن پروتون ترشح شده از . کشت شدند
 6هاي تثبیت کننده نیتروژن و ریشه به ازاي هر گره

 گردیدگرم کربنات کلسیم به شن اضافه  8/0کیلوگرم شن 

                                                        
1. Symbiotic efficiency 

 دو مرحله در یط در نخود يهااهچهیگ). 2007احمد (
ه یسه سو با بعد از ظهورشان و ششم روز سوم

Mesorhizobium ciceri )C-15 ،CP-31  وCP-36 (هیما-
 ونیسوسپانس از ،هااهچهیگ یزنهیماعمل  يبرا. ندشد یزن

 109با تراکم سلولی  مورد استفاده یومیزوبیر يهايباکتر
هفته در  4گیاهان به مدت  .دیاستفاده گرددر هر میلی لیتر 

شب،  C 18°/ روز C 25°اتاقک رشد با درجه حرارت 
درصد  70ساعت تاریکی،  8/ ساعت روز 16سیکل نوري

 ينگهدار µmol m-2 s-1360رطوبت نسبی و تراکم نوري 
 mM 3.3( تروژنیفاقد ن ییبا محلول غذاشده و هر روز  

CaCl2, 2.05 mM MgSO4.7H2O, 1.25 mM K2SO4, 
0.35 mM KH2PO4, 4 µM H3BO3, 1.55 µM 
ZnSO4.7H2O, 1.55µM CuSO4.5H2O, 6.6 µM 
MnSO4.2H2O, NaMoO4.2H2O, 40 µM Fe-EDTA 

0.12 µM () و هشد ياریآب) 2000وادز و همکاران 
 درصد ظرفیت مزرعه 80تا نزدیک  شانیرطوبتمحتوي 

 یگروه ياریآب، روز 28گذشت حدوا بعد از  .حفظ گردید
 د و به عنوانیروز متوقف گرد 3و  2اهان به مدت یاز گ

ن یهمچن. در نظر گرفته شدند یخشکمار یاهان تحت تیگ
روز متوقف شده و  3 براي ياریآب ،اهانیک گروه از گیدر 

مار یشدند و به عنوان ت ياریروز آب 3سپس به مدت 
همزمان . مورد بررسی قرار گرفتند 2شده از تنش یابیباز

ز برداشت یاهان شاهد نیبا برداشت هر گروه از تیمارها، گ
 فاکتوریل در قالب طرح کاملاًآزمایش به صورت  .شدند

   .تصادفی با سه تکرار اجرا شد
  تروژنیت نیتثب زانیم يریگاندازه

ک روش ی H2د یزان تولیم يریگاندازه
-گرهتروژن در یت نیت تثبیفعال یابیارز يم برایرمستقیغ

 H2 دیزان تولیم ).1993زل یهانت و لا(لگوم است  يها
ان یروش تبادل گاز با جر قیاز طر شهیر يهاگرهتوسط 

) Open-flow gas exchange measurement system( باز
مدل ) H2 )H2 Analyzerز کننده یو توسط دستگاه آنال

)Model S121, Quibit systems Inc, Kingston, ON, 
Canada (شد يریگاندازه. ) در  ).2006شولزه و همکاران

ن یتخم ستمیک سیبه  گره يدارا يهاشهین روش ریا
ک یستم، ین سیدر ا. دیگرد ان باز متصلیتبادل گاز با جر

در  لیتریمیل 200 زانیبه م N2/O2 (80/20 v/v)ان یجر
و سپس  گرفتقرار  گره يدارا يهاشهیار ریقه در اختیدق
تر یلیلیم 100زان یبه م یان گاز خروجیک نمونه از جری

م به منظور یزیقه بعد از عبور از ستون پرکلرات منیدر دق
 .یدز گردیآنال H2 analyserگرفتن رطوبت توسط دستگاه 

  .شدش داده یوتر متصل به دستگاه نمایها توسط کامپداده
   

                                                        
2. Recovered plants 
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  عصاره گره يسازآماده
 يهاگره از گرم 5/0 ،گره عصاره  هیبه منظور ته

 5/1با  چینی هاون را در -C80° يدما شده در ينگهدار
، )pH= 7.8(بافر فسفات پتاسیم ( استخراج بافر لیتر میلی

DTT )4 مولارمیلی( ،PVPP )2(% ،EDTA)1 مولارمیلی (
 براي حاصل مخلوط .گردید هموژنیزه )%)10(و گلیسرول 

درجه  4 يه در دمادقیق در دور 13000 در دقیقه 40 مدت
 ازشده  يجداساز شفاف عصارة و سانتریفوژ گرادیسانت

از عصاره . گردید نگهداري - C 20°يدما در محلول
 يو الکتروفورز ياسپکتروفتومتر يریگاندازه يحاصل برا

محلول و  يهانین غلظت پروتئی، تخمSODم یت آنزیفعال
ق الکتروفورز استفاده یاز طر يهانیپروتئ يالگو یبررس
 روش اساس بر محلول هاي کمی پروتئین سنجش .شد

  .دیگردانجام  )1976( برادفورد
  محلول يهانیپروتئ یزان کمیم یبررس

 محلول طبق روش برادفورد يهاگیري پروتئیناندازه
ه محلول یته ين روش، برایدر ا. انجام گرفت) 1976(

 G250انت بلو یبرل یبه نام کوماس يابرادفورد از ماده
 یکمپلکس آب محلول برادفورد با عصاره گره. ده شداستفا
. جذب دارد 595در طول موج دهد که یل میتشک رنگ

از آلبومین سرم  نیپروتئ براي رسم منحنی استاندارد
  . دیگرداستفاده  1گاوي

  هاي گره توسط الکتروفورزبررسی الگوي پروتئین
ها با روش الکتروفورز پروتئینبیان الگوي 

) SDS-PEGE(آکریلامید عمودي و با استفاده از ژل پلی
 الکتروفورز منظور به .)1382 یمصطفای( انجام گرفت

 از حاصل هايعصاره گره، در محلول هايپروتئین
، SDSگرم  92/0 (نمونۀ  بافر با همراه هاپروتئین استخراج

 3/0لیتر گلیسرول، میلی 2/3لیتر مرکاپتواتانل، میلی 8/1
 و مقدار )%)1/0(لیتر بروموفنل بلو میلی 2گرم تریس، 

 3 مدت به پس از جوشاندن و شده مخلوط مقطر آب لازم
- 20دماي درگراد  سانتی درجۀ 100 آب در دقیقه 5 الی

الکتروفورز به روش . شد ينگهدار گرادسانتی درجۀ
SDS-PAGE )در  .انجام گرفت) سولفات دسیل دو سدیم

% 15با غلظت ) ژل جدا کننده(این روش ژل تحتانی 
ژل بافر % + 8/0آمید آکریل -بیس% + 30آمید آکریل(

 10تا  APS (1 + %5(آمونیوم پرسولفات + تحتانی
و به دنبال آن ژل  )آب مقطر+  TEMEDمیکرولیتر 

تهیه و در بافر % 75/3با غلظت ) ژل متراکم کننده(فوقانی 
-ولت پس از بارگذاري نمونه 100الی  80تانک در ولتاژ 

هاي قبل از تزریق عصاره. ها، الکتروفورز انجام گرفت

                                                        
1. Bovine Serum Albumin (BSA) 

ها، ابتدا مقدار پروتئین موجود در درون چاهک پروتئینی به
هاي مختلف به نحوي متوازن شد که از نظر مقدار عصاره

ها با استفاده از رنگ آمیزي ژل. پروتئین یکسان باشند
بري، انجام و پس از رنگ R250کوماسی بلوبرلیانت 

هاي آزمایشی با باندهاي هاي ظاهر شده در نمونهنوار
 Fermentaseروتئین مربوط به شرکت حاصل از نشانگر پ

)SM0431 (هاي با ترکیب هفت نوع پروتئین با وزن
کیلودالتون  116و  66، 45، 35، 25، 6/18، 14مولکولی 

  .مقایسه گردید
ق ریاز ط) SOD )EC 1. 15. 1.1م یت آنزیفعال

 ياء نوریاز اح يریجلوگ يآن برا یین توانایتخم
) 1999(رنگل و یو  روشطبق ) NBT(وم یتروبلوتترازولین

، SODهاي آیزوزیم یبه منظور بررس .دیگرد یابیارز
% 5/12 واسرشتآکریلامید غیرروي ژل پلی هانمونه

) 2001(نز و همکاران ین شده توسط مارتایروش بمطابق 
ژل  ،هامیزوزیآآشکار شدن  يبرا سپس،. ندشد يجداساز

لیتر یمیل 100دقیقه در مخلوط واکنش شامل  30به مدت 
 pH( ،13/1 +8/7(مولار یمیل 50بافر پتاسیم فسفات 

 10و  TEMEDلیتر  یمیل 325گرم ریبوفلاوین، یمیل
اتاق قرار داده  يو در دما یدر تاریک NBTگرم یمیل

دقیقه تحت تابش  20ژل به مدت  ،پس از شستن. شدند
  .اده شدنور سفید قرار د

  هاتجزیه و تحلیل داده
افزار آماري ها از نرمتحلیل دادهبراي تجزیه و 

SPSS 16.0 ها بر اساس مقایسه میانگین داده. استفاده شد
و رسم  (P≤0.05)درصد  5آزمون دانکن در سطح آماري 

  .انجام گرفت Excelافزار نمودارها با نرم
  ج و بحثینتا

کاهش دهنده محصول  یاصل از عوامل یکی یتنش خشک
از  یکی ).2005همکاران  پور وصباغ(اه است ین گیدر ا

، یط کم آبید محصول تحت شرایبهبود تول يهاروش
است که  به تنش مقاوم ستیهمز يهاهیسو انتخاب

و  یستادگیا یطیط نامساعد محیقادرند در مقابل شرا
 ،یا مقاومت در برابر تنش کم آبیت یحساس. مقاومت کنند

و  یکیولوژیزی، فیکیاز نظر ژنت هاستیهمز ییتوانابه 
تنش  از یناش يهابیآس کاهش دادن يبرا ییایمیوشیب

 ،شودیهمراه م یبا تنش خشک و که معمولاًیداتیاکس
 یستیدر همز). 2004و همکاران  یمدهب(باشد یمرتبط م

وم، یزوبیه ریوم، سه فاکتور شامل سویزوبین لگوم و ریب
 فرآیند يروه و رقم ین سویو برهمکنش ب مرقم لگو

و  یمدهب( ر داردیثأط تنش تیتحت شرا یستیهمز
ه یسو ين مطالعه مشارکت بالاینددر چ. )2008همکاران 

ت یظرف مدتاًع( یستیهمز يهاشاخص يوم رویزوبیر
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 یطیسخت مح يهاتحت تنش) تروژنین یت کنندگیتثب
 يهاهیبا انتخاب سو ب،ین ترتیبه ا .شنهاد شده استیپ

د یتوان تولیها، مومگبا ل یستیهمز يوم برایزوبیمناسب ر
ط یتروژن را تحت شراین یزیستت یمحصول وابسته به تثب

  . ش دادیافزا یطیمح نامساعد
 يهاگرهدر  یتروژن به تنش خشکیت نیتثب زانیمپاسخ 

 M.ciceriه ینخود با سه سو یستیحاصل از همز
 يهاگرهتروژن در یت نیتثب زانیم يریگاندازه

تحت  CP-36و  C-15 ،CP-31 يهاهیشده با سو یزنهیما
تروژن یت نیتثب زانیمرشد نشان داد که  مطلوبط یشرا

در . بودشده متفاوت  یزنهیماوم یزوبیه ریسونوع بسته به 
زان یم نیشتریب C-15ه یج و سویونین رقم بیب یستیهمز

 CP-36و  CP-31 يهاهیسه با سویتروژن در مقایت نیتثب
 مختلف يهاهیسو ترتیببدین  .)1جدول (د یگردمشاهده 

تروژن یت نیتثب يبرا تمتفاوت یظرف يداراوم یزوبیر
وم یزوبیر ونخود  بین یستیهمز در همان طور کههستند 

ن یب یستین همزیو همچن) 1999و همکاران  یسوس(
نیز پیشنهاد شده  )2004تجرا و همکاران (ا یوم و لوبیزوبیر

بعد از توقف ( یه اعمال تنش خشکیدر مراحل اول. بود
 يهاگرهتروژن در یت نیتثب زانیم) روز 3و  2 يبرا ياریآب

و  C-15 ،CP-31 يهاهینخود با سو یستیحاصل از همز
CP-36 يت بالایکرد که نشان دهنده حساس پیدا کاهش 
سطح هذا، مع. است یبه تنش خشک نتروژیت نیتثبفرآیند 

 یستیدر همز یتروژن تحت تنش خشکیت نیکاهش تثب
شده متفاوت  یزنهیماوم یزوبیه ریج و سه سویونین رقم بیب

 زانیم، C-15در همزیستی بین رقم بیونیج و سویه . بود
ب یروز توقف آبیاري به ترت 3و  2تثبیت نیتروژن بعد از 

 شاهد گرهزان آن در یسه با میدر مقا درصد 51و  39
 ياهان نخود که برایمجدد گ ياریو با آب کاهش نشان داد

افته یسطح کاهش  ،قرار داشتند یروز تحت تنش خشک 3
دا یش پیاه شاهد افزایدرصد آن در گ 87تروژن تا یت نیتثب

تثبیت  ،روز 3و  2در مقابل، توقف آبیاري براي . کرد
به ترتیب را  CP-31نیتروژن در همزیستی نخود با سویه 

به  CP-36درصد و در همزیستی نخود با سویه  84و  75
درصد نسبت به شاهد کاهش داد و با  78و  69ترتیب 

سطح کاهش  ،یگیاهان تحت تنش خشک آبیاري مجدد
یافته تثبیت نیتروژن در این دو جمعیت همزیستی جبران 

بر اساس این نتایج، همزیستی بین رقم  .)1جدول ( نشد
که بالاترین ظرفیت تثبیت کنندگی  C-15بیونیج با سویه 
شرایط مطلوب رشد نشان داد، نسبت به  نیتروژن را تحت

توان پیشنهاد به این ترتیب می. استتر تنش خشکی مقاوم
کرد که سطح تحمل بالاتر فرآیند تثبیت نیتروژن به تنش 
خشکی در این همزیستی، نتیجه پتانسیل بالاي میزان 

ن یا .باشدتثبیت نیتروژن تحت شرایط مطلوب رشد می
ه یبر مشارکت سو یشده مبنج با گزارشات ارائه ینتا
 یستیهمز يهاسیستم در بالا بردن سطح تحمل ومیزوبیر

و  2004و همکاران  یمدهب( ط تنش مطابقت داردیبه شرا
در  يمتعدد يهاهیفرض )2007و همکاران  ي، مناسر2009

ت یتثب زانیمل در کاهش یدخ يهاسمیارتباط با مکان
وجود دارد  یه اعمال تنش خشکیتروژن در مراحل اولین

ت یتواند به بهبود تثبیها مسمین مکانیکه شناخت ا
ها شامل سمین مکانیا. ط تنش کمک کندیتروژن در شراین

 یتنفس يراهاتد به سوبسیباکتروئ یت دسترسیکاهش قابل
ژن به درون یاکس يری، کاهش نفوذپذ)مالات عمدتاً(

ت یمحصولات حاصل از تثبانتقال د و کاهش یباکتروئ
 یکه باعث بازدارندگ گرهو تجمع آنها در درون تروژن ین

 -آرس( شوندیم خورتروژن به صورت بازپسیت نیتثب
شنهاد شده یسم پین سه مکانیب. )2011گور و همکاران یا

تروژن تحت تنش یت نیتثب زانیم کاهش لیر دلیتفس يبرا
. وجود دارد یوابستگ گرهآب  وضعیتو  یخشک

، انتقال آب و یاهیگ يهااز بافت يادیبرخلاف تعداد ز
به . ردیگیق فلوئم انجام میاز طر گرهبات به درون یترک

ان یکه باعث آهسته شدن جر يب هر فاکتورین ترتیا
 گره يولوژیزیف يرو يار قابل ملاحظهیثأفلوئم شود، ت

رات نسبتا ییبه تغ یان فلوئم حتین که جریل ایبه دل. دارد
ان ین جریحساس است بنابراار یت آب برگ بسیکم وضع

ار یط آب بسیافتن شرایر ییها نسبت به تغگرهآب به درون 
سه هر اگرچه . )1999سراج و همکاران  (حساس است

ت یت تثبیمهم حساس يسم ذکر شده در بالا فاکتورهایمکان
-بازپس ریثأت یهستند ول یتروژن نسبت به تنش خشکین

برخوردار است که با  ياژهیت ویتروژن از اهمین يخور
 ين مطالعه برایدر ا. باشدیمرتبط م گرهت آب یعوض

قرار  یمورد بررس گره، وزن تر گرهت آب یوضع یبررس
ه یمادرگیاه نخود  گرهنتایج نشان داد که وزن تر . گرفت

 2در طی  CP-36و  C-15 ،CP-31هاي شده با سویه یزن
مقایسه با داري در روز توقف آبیاري به میزان معنی 3و 

که بعد از سه روز  یشاهد کاهش نشان داد ولی در گیاهان
افته یکاهش ، وزن تر شدندآبیاري  توقف آبیاري مجدداً

بعد از آبیاري مجدد  ،روز تنش خشکی 3ها در طی گره
جدول (هاي شاهد برگشت پیدا کرد گرهبه میزان آن در 

ان ینشان دهنده کاهش جر گرهکاهش در وزن تر ). 2
 گرهت آب یت در وضعیو محدود گرهئم به درون فلو

ت یان محصولات حاصل از تثبیشود جریاست که باعث م
رد و یطور آهسته انجام گ به گرهتروژن به خارج از ین

  اتفاق  گرهدر درون  یتروژنیبات نین تجمع ترکیبنابرا
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ت یباعث کاهش سرعت تثب خوربازپسافتد که به طور یم
  . )2005و پرسل  نگیک( شودیتروژن مین
  گره يهانیان پروتئیب يالگو يرو یر تنش خشکیثأت

ها در پاسخ به بسیاري از پروتئین انیبلگوي ا
 ها که از جمله این پروتئین کندکاهش آب تغییر می

هاي دخیل در مسیرهاي سیگنالی تنش، پروتئینبه توان یم
زدایی تنش اکسیداتیو و هاي مخصوص سمپروتئین
اشاره  تنش مربوط بههایی با اعمال غیر مستقیم پروتئین

براي بقاء به تنش هاي گیاه به طور کلی، پاسخ. نمود
 زدایی مواد مضر و بازگشت رشد استهوموستازي، سم

ین ترتیب، گیاهان دب. )2005و همکاران  يدریح جحا(
تنش خشکی  از یناش يهابیسبراي مقابله با کاهش آ

هاي درون ها و میزان پروتئینممکن است الگوي بیان ژن
کانلایا و همکاران ( شان را تغییر دهندهايسلولی بافت

بررسی رغم این که یعلسال گذشته،  یندر چند. )2005
ها تحت شرایط تنش الگوي بیان پروتئین در تغییرات

هنوز نقش اکثر  یه ولدبوخشکی بسیار مورد توجه 
ناشناخته باقی  یدر ارتباط با تحمل تنش خشکها پروتئین

در تحقیقات . )2002جیناگ و هوانگ ( مانده است
تنش  القاء شده توسط ياهمختلف تعدادي از پروتئین

خشکی شناسایی شده که این امر بازتابی از پیچیدگی 
هاي بیوشیمیایی و فیزیولوژیک گیاهان در برابر تنش پاسخ

، زایانگ و 2009و همکاران  یکوتاپال( باشدیمخشکی 
گزارشات در ارتباط با تغییر بیان . )2010اران همک

تحت شرایط تنش خشکی بسیار محدود  گره يهاپروتئین
 هاپروتئینان یبنشان داد که الگوي  تحقیقن یانتایج . است
، C-15هاي شده با سویه یه زنیماهاي گیاه نخود گرهدر 

CP-31  وCP-36  رشد تفاوتی را با  مطلوبتحت شرایط
هاي میزان پروتئین یبررس). 1شکل (یکدیگر نشان ندادند 

هاي حاصل از گرهدر  هاپروتئین انیب محلول و الگوي
روز  3و  2تحت  CP-36و  C-15 ،CP-31هاي سویه

اعمال تنش خشکی نشان داد که اگرچه الگوي بیان 
 هاي سه سویه مورد بررسی در مقایسهگرهها در پروتئین

داري را هاي شاهد تغییرات معنیگرهبا الگوي آنها در 
هاي محلول ولی در میزان کل پروتئین )2شکل ( نشان داد

حت تنش خشکی تفاوتی بین شاهد و گیاهان ت گره
  . مشاهده نشد

در همزیستی  گرههاي الگوي پروتئینتغییرات 
تحت  CP-36و  C-15 ،CP-31هاي بین نخود با سویه

شرایط تنش خشکی بسته به نوع سویه ریزوبیوم متفاوت 
الگوي بیان  C-15در همزیستی نخود با سویه . بود

روز تنش خشکی تفاوت  3و  2تحت  گرههاي پروتئین
الگوي پروتئینی . هاي شاهد نشان ندادگرهداري را با معنی

یک  CP-31نخود با سویه  یه زنیماهاي حاصل از گرهدر 
کیلودالتون بعد توقف  33و  45هاي کاهش در پروتئین

روز نشان دادند که این کاهش بعد از  3آبیاري براي 
از طرف دیگر، اعمال تنش . آبیاري مجدد جبران نشد

-روز باعث کاهش در تراکم پروتئین 3و  2خشکی براي 
کیلودالتون در مقایسه  13 هایی با وزن مولکولی تقریباً

هاي شاهد شد به نحوي که گرهها در روتئینتراکم این پ
هاي تحت تنش خشکی، کاهش گرهبعد از آبیاري مجدد 

بررسی الگوي . ها ترمیم نشداین پروتئیندر بیان 
هاي حاصل از همزیستی نخود با گرهپروتئینی در 

 3و  2توقف آبیاري براي با نشان داد که  CP-36سویه 
ها با وزن پروتئینتراکم در تعداد زیادتري از  ،روز

کند به نحوي که شدت مولکولی مختلف تغییر پیدا می
، 32، 35، 43، 46هاي با وزن مولکولی بیان پروتئین

ها کیلودالتون در مقایسه با بیان این پروتئین 14و  13
  .)2شکل ( شاهد کاهش نشان داد گرهدر 

در یک مطالعه ) 2007(لارینزار و همکاران  
 Medicago truncatulaهاي حاصل از همزیستی گرهروي 

که میزان فعالیت ند نشان داد Sinorhizobium melilotiو 
ظاهري نیتروژناز تحت تنش خشکی به میزان قابل 

که این کاهش با تغییرات در  کندیدا میپاي کاهش ملاحظه
نظیر متیونین سنتاز، ساکاروز  گرههاي بیان برخی پروتئین

هموگلوبین درشرایط تنش سنتاز، آسپاراژین سنتاز و لگ
که کردند پیشنهاد  نین محققیا. باشدخشکی همراه می

کاهش فعالیت نیتروژناز تحت تنش خشکی با کاهش 
بر اساس نتایج این  .باشدها مرتبط میفعالیت این پروتئین

تر در ازداشته شدن شدیدتوان پیشنهاد کرد که بمطالعه می
ه یماهاي حاصل از گرهمیزان فرآیند تثبیت نیتروژن در 

در مقایسه  CP-36و  CP-31هاي گیاه نخود با سویه یزن
روز توقف آبیاري  با کاهش  3و  2در طی  C-15با سویه 

. باشدها مرتبط میها در این سویهدر بیان برخی پروتئین
مانند (در مسیر متابولیسم کربن  ها احتمالاًاین پروتئین

و ) آسپاراژین سنتاز(، متابولیسم نیتروژن )ساکاروز سنتاز
نقش ) هموگلوبینلگ( گرهسازي اکسیژن براي فراهم

  . اساسی دارند
 يهایزوزیمآفعالیت و  يرو یثیر تنش خشکأت

  یتحت تنش خشک يهاگرهسوپراکسیددیسموتاز در 
ر ید مقادیتول یمانند خشک یطیمح يهاتنش

القاء  یاهیگ يهاژن را در سلولیفعال اکس يهاگونه يادیز
 گرددیو منجر میداتیاکس يهابیجاد آسیکند که به ایم
، يدیپیل يدهایتوسط تجمع پراکسو ) 2004اپل و هیرت (

 DNAفته ایر ییتغ يا بازهاید شده یاکس يهانیپروتئ
ان شده است که ین مطالعه بیدر چند. شوندیم ییشناسا
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به  یط تنش خشکیتروژن در شرایت نیتثب میزانکاهش 
، 2006مارینو و همکاران (باشد یو میداتیتنش اکس هواسط

و القاء شده توسط یداتیب اکسیآس ).2000بکانا و همکاران 
-یسم دفاع آنتیختن مکانیجه به هم ری، نتیتنش خشک

داز یپراکسدانت مانند یاکسیآنت يهامیدانت عمدتا آنزیاکس
ت یکه کاهش فعال يباشد طوریسموتاز مید دیو سوپراکس

ر یثأغشاءها و ت یت ساختمانیب به تمامیها با آسمین آنزیا
ب یترت نیبد. شودین همراه میهموگلوبغلظت لگ يرو

از عوامل  یکیو به عنوان یداتین مطالعه تنش اکسیدر چند
شنهاد شده یها پگرهتروژن در ین یستیز تیبازدارنده تثب

   .)2007و  2006نو و همکاران یمار( است
-میزوزیان آیب يت و الگوین مطالعه فعالیدر ا

 يدینقش کلکه ) SOD(سموتاز ید دیم سوپراکسیآنز يها
تروژن در مقابل تنش یت نیند تثبیدر حفاظت از فرآ

مورد  )2002روبیو و همکاران ( کندیم يو بازیداتیاکس
ت یفعالج نشان داد که ینتا. )3جدول ( قرار گرفت یبررس

ج با یونیرقم ب یستیحاصل از همز يهاگرهدر  SODم یآنز
سه یدر مقا ياریروز توقف آب 3و  2 یدر ط C-15ه یسو
 20و  31ب یبه ترتشاهد  يهاگرهت آن در یزان فعالیبا م

درصد  5ش در سطح ین افزایش نشان داد که ایدرصد افزا
 3اهان تحت یمجدد گ ياریبا آب .دار بودیمعن ياز نظر آمار

م به ین آنزیت ایافته فعالی افزایش، سطح یروز تنش خشک
اه یدر گ. دا کردیشاهد برگشت پ گرهت آن در یسطح فعال

 SODم یت آنزی، فعالCP-31ه یشده با سو یه زنیمانخود 
 46 سه با شاهدیدر مقا ياریروز توقف آب 2بعد از  گره

 ید تنش خشکیبا تشد یول دادش نشان یافزا درصد
 باًیتقر( کاهش SODت یفعال) روز 3 يبرا ياریتوقف آب(

تحت تنش  يهاگرهار مجدد ینشان داد و با آب )درصد 22
شاهد  گرهت آن در یتا سطح فعال SODت یفعال یخشک

ل شده از یتشک يهاگرهدر  SODت یفعال. دا کردیش پیافزا
روز تتنش  3و  2بعد از  CP-36ه ینخود با سو یستیهمز

 گرهت آن در یه با فعالسیمقار دار را دیکاهش معن یخشک
بعد از  یول )درصد 15و  7ب یبه ترت( شاهد نشان داد

به سطح شاهد  یتحت تنش خشک يهاگرهمجدد  ياریآب
 يریگجهیتوان نتیج مین نتایبر اساس ا. دا کردیبرگشت پ

در  SODم یآنزت یزان فعالیکرد که اگرچه کاهش در م
و به دنبال  CP-36و  CP-31 يهاهینخود با سو یستیهمز

ت یتثب میزانتواند باعث کاهش یو میداتیآن تنش اکس
 یشود ول یه اعمال تنش خشکیتروژن در مراحل اولین

 ياریآب يهاگرهدر  SODم یت آنزیفعال مشاهده شد که
ن یرغم ایدا کرد علیش پیمجدد شده تا سطح شاهد افزا

تروژن نشان یت نیتثب میزان يریگج مربوط به اندازهیکه، نتا
ت یتثب میزانکاهش  یستیهمز سیستمن دو یداد که در ا

مجدد  ياریآببا  یتحت تنش خشک يهاگرهدر  تروژنین
بعد از  یتروژن حتیت نیتثب میزانو جبران نشد شده 

تر نییسه با شاهد پایمقا برطرف کردن تنش همچنان در
تنش  شنهاد کرد کهیتوان پیب مین ترتیبد. )3جدول( بود
ت یسرعت تثب یل در بازدارندگیو تنها فاکتور دخیداتیاکس

 يهاسیستمدر  یه تنش خشکیمراحل اولتروژن در ین
ن یدر ا يست و عوامل متعددینمورد مطالعه  یستیهمز

م یک آنزیم ساکاروز سنتاز یآنز. نقش دارند یبازدارندگ
که  تروژن استیت نیحفظ سرعت تثب ل دریدخ يدیکل

، يها مانند شوراز تنش ياف گستردهیتوسط ط
رد یگیر قرار میثأتزش برگ تحتیترات و ری، نیخشک

- آشکارگر، با یاز طرف د). 2007لارینزار و همکاران (
م یزوزیالکتروفورز، سه آ ژل يرو SOD تیفعال يساز

 یه مورد بررسین نخود با سه سویب یستیدر همز
ن یان ایزان بیم یشدند که تنش خشک ییشناسا

  .)3شکل ( ر قرار ندادیثأتها را تحتمیزوزیآ
ن مطالعه، پتانسیل عملکرد یج ایبر اساس نتا

وابسته زنی شده نوع سویه ریزوبیوم مایه بههمزیستی 
 يل بالاتریپتانس يکه دارا یستیهمز يهاستمیو س است

تحمل  يبرا يبالاتر تیتروژن هستند ظرفیت نیتثب يبرا
سطح تحمل به تنش ، بین ترتیبد. دارند زین ط تنشیشرا

 يهاهیتوان با انتخاب سویرا م یستیهمز يهاستمیس
   .وم بالا بردیزوبیمناسب ر
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  ) اهیدر ساعت در گت شده یتروژن تثبیکرومول نیم(تروژنیت نیتب میزانثیر تنش خشکی روي أت - 1جدول 

  CP-36.و  C-15 ،CP-31هاي ریزوبیوم هاي حاصل از همزیستی نخود با سویهگرهدر
  تیمارها Mesorhizobium ciceriهاي سویه

CP-36 CP-31 C-15   
e 54/0  de 58/0  a 34/1  C2 
gh 207/0  hi 14/0  c 81/0  D2 
e 55/0  de 63/0  a 37/1  C3 
hi 118/0  i 098/0  d 67/0  D3 
de 625/0  de 606/0  a 79/0  CR 
f 318/0  fg 276/0  b 85/0  DR 

: D2 .باشددرصد با استفاده از آزمون چند دامنه دانکن می 5دار بین تیمارهاي مختلف در سطح در هر ستون حروف متفاوت بیانگر وجود اختلاف معنی
آبیاري مجدد بعد از : D3 ،DRشاهد مربوط به تیمار : C3روز،  3توقف آبیاري براي : D2 ،D3شاهد مربوط به تیمار : C2روز،  2توقف آبیاري براي 

  .DRشاهد مربوط به تیمار : CRروز،  3اعمال تنش خشکی براي 
  
  
  

  CP-36.و  C-15 ،CP-31هاي ریزوبیوم هاي حاصل از همزیستی نخود با سویهگرهثیر تنش خشکی روي وزن تر أت - 2جدول 
  ریزوبیومسویه   تیمار

DR  CR  D3  C3  D2  C2    
cd 76/0  bc 78/0  i 49/0  ef70/0  h  577/0  g687/0  C-15  
bc 78/0  b80/0  h 56/0  a 93/0  g 69/0  a 93/0  CP-31 
ef 73/0  de 71/0  k 38/0  cd 76/0  j 44/0  c77/0  Cs P-36 

: D2. باشددرصد با استفاده از آزمون چند دامنه دانکن می 5سطح دار بین تیمارهاي مختلف در در هر ستون حروف متفاوت بیانگر وجود اختلاف معنی
آبیاري مجدد بعد از : D3 ،DRشاهد مربوط به تیمار : C3روز،  3توقف آبیاري براي : D2 ،D3شاهد مربوط به تیمار : C2روز،  2توقف آبیاري براي 

  DRشاهد مربوط به تیمار : CRروز،  3اعمال تنش خشکی براي 
  
  
  

هاي حاصل از گرهدر ) گرهواحد فعالیت آنزیم در هر گرم وزن تر (ثیر تنش خشکی روي فعالیت سوپراکسیددیسموتاز أت - 3جدول 
  .CP-36و  C-15 ،CP-31هاي با سویه) رقم بیونیج(همزیستی نخود 

  سویه ریزوبیوم  تیمار
DR  CR  D3  C3  D2  C2    

de ۴/۵  e ۲۵/۵  cd ۸/۵   f۸/۴    de ۵۹/۵  g ۲۶/۴  C-15  
b ۴۷/۶  a ۹۲/۶  de ۴۳/۵  a ۰۲/۷  b ۴۷/۶  fg ۴۲/۴  CP-31 
b ۴۳/۶  bc ۱۵/۶  e ۳۷/۵  b ۳/۶  g ۳/۴  fg ۶۳/۴  CP-36 

: D2 باشددرصد با استفاده از آزمون چند دامنه دانکن می 5دار بین تیمارهاي مختلف در سطح در هر ستون حروف متفاوت بیانگر وجود اختلاف معنی
آبیاري مجدد بعد از اعمال : D3 ،DRشاهد مربوط به تیمار : C3روز،  3توقف آبیاري براي : D2 ،D3شاهد مربوط به تیمار : C2روز،  2توقف آبیاري براي 
  DRشاهد مربوط به تیمار : CRروز،  3تنش خشکی براي 
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  Mesorhizobium ciceriهاي هاي حاصل از مایه زنی نخود با سویهبررسی الگوهاي پروتئینی در گره - 1شکل 

 )C-15 ،CP-31  وCP-36 در شرایط مطلوب رشد .M :مارکر  
  

  

هاي حاصل گرهها در ثیر تیمارهاي مختلف تنش خشکی و آبیاري مجدد بعد از اعمال تنش خشکی بر باندهاي الکتروفورزي پروتئینأت -2شکل 
شاهد : C2روز،  2توقف آبیاري براي : D2). ج( CP-36و ) ب(CP-31 ، )الف( Mesorhizobium ciceri :C-15هاي نخود با سویه یه زنیمااز 

روز،  3آبیاري مجدد بعد از اعمال تنش خشکی براي : D3 ،DRشاهد مربوط به تیمار : C3روز،  3توقف آبیاري براي : D2 ،D3مربوط به تیمار 
CR : شاهد مربوط به تیمارDR   

  

 یه زنیماهاي حاصل از گرهدر  SODها میزوزیمجدد بعد از اعمال تنش خشکی بر آثیر تیمارهاي مختلف تنش خشکی و آبیاري أت -3شکل 
: D2 ،D3شاهد مربوط به تیمار : C2روز،  2توقف آبیاري براي : CP-36 D2.و  Mesorhizobium ciceri :C-15 ،CP-31هاي نخود با سویه

شاهد مربوط به : CRروز،  3آبیاري مجدد بعد از اعمال تنش خشکی براي : D3 ،DRشاهد مربوط به تیمار : C3روز،  3توقف آبیاري براي 
   .باشدیمختلف آنزیم سوپراکسید دیسموتاز م يهانشان دهنده آیزوزیم 3و  DR .1 ،2تیمار 
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