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و تيمار نيتروژن بر رشد، و پروفايل پروتئيني برگ در تيپ موتانت سوپر  NARKژن تأثير 
  زا و تيپ وحشي سويا گره

 2حسين مظفريو  1، محمود ملكي*1، سعيد ميرزايي1مهرناز مشايخي

 علوم پژوهشكده ،و علوم محيطي پژوهشگاه علوم، تكنولوژي پيشرفتهپيشرفته،  فناوري و صنعتي تكميلي تحصيلات ايران، كرمان، دانشگاه 1
  بيوتكنولوژي محيطي، گروه

 علوم پژوهشكده ،پژوهشگاه علوم، تكنولوژي پيشرفته و علوم محيطيپيشرفته،  فناوري و صنعتي تكميلي تحصيلات كرمان، دانشگاه ايران، 2
  اكولوژي محيطي، گروه

  25/10/97: تاريخ پذيرش  26/4/97: تاريخ دريافت

  چكيده

 گياهان لگوم بدليل دريافت اين عنصر از طريق تثبيت بيولوژيك .باشد عناصر مورد نياز گياهان مي ينتر مهمنيتروژن يكي از 
دار بر رشد و پارامترهاي  و تيمارهاي نيتروژن NARKژن  يرثدراين مطالعه، تأ. باشند حائز اهميت فراوان مي نيتروژن اتمسفر

 يشآزما بدين منظور،. بررسي گرديد موتانت يپبا ت يوحش يپت ياسو ياهبرگ گ ينيروتئپ ييراتتغ ينو همچن فيزيولوژيك
شامل دو سطح  يشآزما تيمارهاي .با سه تكرار به اجرا در آمد يتصادف و در قالب طرح كاملاً يلفاكتور صورت به يا گلخانه

NH4(يوم آمون
NO3(يترات و دو سطح ن) +

موتانت ي و وحش ،)يزوبيومر يبا باكتر يحتلق عدم(يل استر ،ياسو ياهگ يپسه ت يبرا) -
تأثير را بر  يشترينها بيمارت يرنسبت به سا يتراتن به همراه يومآمون يمارنشان داد كه ت يانسوار يهتجز يجنتا. ندبود زا گرهسوپر 

 يپت ياهانداد كه در گنشان نيز  يدوبعدالكتروفورز . گذاشته است يوشيمياييو صفات ب رشد يها شاخص ازنظر ياسو ياهانگ
شده با  يحتلق يوحش يپت ياهاندر برگ نسبت به گ يشتريب ينيتنوع پروتئ يوممولار سولفات آمون ميلي 5 يمارتحت ت يلاستر
نوع  تواند بدليليم گياهانبرگ در پروفايل پروتئيني  تنوع ينا. وجود دارد) يمعدن يتروژنن يافتعدم در( يزوبيومر يباكتر

 ياندر ب ييرتغبدليل  تواند يمعلاوه بر اين، تنوع پروتئيني . باشد) ازت يولوژيكب يتتثب/يمعدن يتروژنن(فتي گياهان يتروژن دريان
، bتحت تيمارها از قبيل كلروفيل  يموردبررسساير صفات . باشديزوبيوم ر يشده با باكتر يحتلق ياهانگ يستيهمز ها بدليلژن

مولار سولفات آمونيوم و كمترين مقدار  ميلي 5كننده، بيشترين مقدار را در تيمار توأم و تيمار  احياهاي  كلروفيل كل، كارتنوئيد، قند
  .خود را در تيمار شاهد نشان دادند

  زايي ، سويا، پروفايل پروتئيني، گرهNARKتثبيت بيولوژيك ازت، : كليدي يها واژه

  s.mirzaei@kgut.ac.ir: الكترونيكي ، پست09133956266: مسئول، تلفن نويسنده* 

  مقدمه
گلدار هستند  ياهانخانواده بزرگ از گ ينلگوم سوم ياهانگ

گونه  20000جنس و  800 يدارااست و متنوع  ياركه بس
پراكنده در سراسر جهان  گياهان اين خانواده ).35(باشد  مي
و از گياهاني با اندازه بسيار كوچك تا درختان اند شده

ها بدليل برقراري  لگوم). 35( شود يمبزرگ را شامل 
هايي كه عموماً ريزوبيوم ناميده  همزيستي با باكتري

يا و سو يالوب. )14(باشند  شوند داراي اهميت فراوان مي مي
در  ياهيمحصولات گ يجزء اصل يببه ترت از خانواده لگوم

 ياهل يشسال پ 3000كه هر دو از  باشند يم ياآسو  يكامرآ
  ).18 و17( اند شده
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عنصر مورد نياز گياهان و جزء  ينتر مهممسلماً نيتروژن 
اساسي براي تمامي اسيدهاي آمينه و اسيدهاي نوكلئيك 

درصد گاز نيتروژن است  78اگرچه جو زمين شامل . است
 و16(اما گياهان قادر به استفاده از اين فرم نيتروژن نيستند 

نيترات و  صورت بهگياهان نيتروژن مورد نياز خود را  ).29
بدون شك تثبيت ). 10( كنند يمافت آمونيوم از خاك دري
 )BNF= Biolgical nitrogen fixation(بيولوژيك نيتروژن 

طبيعي از  طور بهراهي است كه خاك  ينتر مهمبهترين و 
يند بيولوژيك كه ادر طي اين فر. شود نيتروژن سرشار مي

ها و به كمك سيستم آنزيمي نيتروژناز  توسط باكتري
طبيعي مقادير زيادي نيتروژن  طور بهگيرد سالانه  صورت مي

 يك يچهشود كه  طبيعي وارد مي هاي يستماكوساتمسفري به 
ناشي از مصرف  محيطي يستزاز مشكلات اقتصادي و 

). 2(شيميايي نيتروژنه را به همراه ندارد  يكودهانامتعادل 
از اين منظر گياهان خانواده لگوم بدليل توانايي تثبيت 

ه همزيستي با باكتري ريزوبيوم و بيولوژيك ازت بواسط
باشند  تشكيل گره بر روي ريشه داراي اهميت فراوان مي

مكانيسم تشكيل گره و كنترل آن در اين ). 29 و28(
مطالعه شده است و عوامل  يخوب به) سويا ازجمله(خانواده 

- لگوم ازجملهسويا . اند شدهدر اين پروسه شناسايي  مؤثر

عمده نيتروژن مورد نياز خود  تواند بخش هايي است كه مي
در برخي . را از طريق تثبيت بيولوژيك نيتروژن تأمين نمايد

مطالعات توانايي اين همزيستي در تأمين نيتروژن مورد نياز 
 ).2(درصد گزارش شده است  95سويا تا 

ها از نوع  سازي لگوم هاي شناسايي شده درگير در گره ژن
باشند  مي )Receptor-like kinase( كينازي گيرنده شبه

هستند هاي غشايي  كينازي، پروتئين هاي شبه گيرنده. )28(
گياهان يافت شده است و  ي و سلسله ها سراسر گونهدر  كه

 وانفعالات فعلگياهان مانند  يندهايافردر بسياري از 
پاتوژن، پذيرش هورمون، توسعه مريستم رأسي و تقسيم 

) گياهان لگوم(سويا . درگير هستند يساز و گرهسلول، 
و فوايد تثبيت  رشد و نموبراي رسيدن به يك پايداري بين 

اين كنترل . كند را تنظيم مي يشها گرهبيولوژيك ازت تعداد 

 =AON( زايي از طريق سيستم بازخورد خودتنظيمي گره

Autoregulation of nodulation( گيرد صورت مي .
دست بين ريشه دور رساني يامپزايي شامل  خودتنظيمي گره

زايي  است، به طوريكه رخدادهاي آغازين گره و ساقه
 يشترب. حالت بازدارنده براي مراحل بعدي تشكيل گره دارد

زايي يا بيش  كه داراي فنوتيپ فراگره AON هاي يافته جهش
زايي متحمل به نيترات نيز  گره ازنظرزايي هستند،  گره

  . هستند

زايي در سويا به  گره همسانه كردن ژن مسئول فنوتيپ فوق
 Lotusكينازي خودكنترلي؛ در  يرندهگ يا GmNARKنام 

در ؛ HAR1يا  نرمال يرغهاي  زايي و ريشه معروف به فراگره
، نشان داد كه العاده فوقيا تعداد گره  SUNNبه نام  يونجه

گيرنده كينازي غني از لوسين، نقش  يك پروتئين شبه
يك . دارد برعهده AON رساني يامپكليدي را در مسير 

است  يافته جهشها عامل فنوتيپ در اين ژن يا نقطهجهش 
از دست رفتن كاركرد اين سيستم از طريق ). 1 شكل(

توسعه  ازحد يشبها باعث شده كه تشكيل گره  موتاسيون
هاي جانبي نيز تغيير  پيدا بكند و همچنين مورفولوژي ريشه

  ).32(نمايد 

  
منجر به از  ها جهش .در سويا NARKن هاي ژ ساختار و آلل -1شكل 

 شوند زايي فراوان مي يجه گرهدرنتو  NARKدست رفتن فعاليت ژن 
)19(  

در دو  SUNNو  GmNARK ،HAR1 يها رونوشتاگرچه 
- ، آزمايشندشو فعال ديده مي صورت بهبافت ريشه و ساقه 

زايي توسط  زدن نشان داده است كه فنوتيپ گره هاي پيوند
تاكنون ماهيت . شود گياه كنترل مي) بخش هوايي(ساقه 

ريشه و ساقه ناشناخته مانده است و معلوم نيست  هاي يامپ
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دوردست  رساني يامپ LRRكه چگونه گيرنده شبه كينازي 
، GmNARK هاي يافته جهش). 16(شود  را موجب مي

HAR1  وSUNN  در شرايط عدم تلقيح ريزوبيومي، نسبت
و يا تعداد  تر كوتاههاي  به تيپ وحشي داراي ريشه

زايي توسط  هاي گره عامل. هاي جانبي بيشتر هستند ريشه
در غشاي پلاسمايي  LysMكينازي نوع  هاي يرندهگ

اين  NRF5و  NRF1 يها ژندر سويا . شوند دريافت مي
هاي  يا همسانه ها ينادارند كه جهش در  بر عهدهنقش را 

زايي  موجب عدم گره M .trancatulaفرنگي و  آنها در نخود
، به NBS-LRRدر ادامه يك گيرنده ). 23 و22(شود  مي
و  GmNORK ،LjNORK ،MsSYMRK ،MtDM12هاي  نام

PsSYM19  به ترتيب از سويا، لوتوس، يونجه، شبدر و
ايي، يوني غش يها كانالنخود اثر نموده و موجب تحريك 

ها و پروتئين كينازهاي كالمادولين وابسته به  نوكلئوپروتئين
، موجب Q اي يشهرنشانه ناشناخته . گردند كلسيم مي

در  GmNARKشود كه در اثر بيان  برگ ميبه رساني  پيام
 SDI=Shoot)برگ سرانجام سيگنال بازدارندگي برگي 

dreived inhibitor) آيد كه اثر بازدارندگي بر  به ريشه مي
بانك اطلاعاتي  هاي وتحليل يهتجز). 16(زايي دارد  گره

براي  شده بيني يشپهاي  مشخص كرد كه پروتئين
GmNARK ،HAR1 ،SyM29  وSUNN  بسيار مشابه

 CLAVATA1)آرابيدوپسيس  LRRگيرنده شبه كينازي 

(AtCLV1))  و ه مريستمي ريش يها سلول يرتكثاست،كه
  . )29 و28( كند يمرا كنترل  ساقه

باتوجه به اهميت تثبيت بيولوژيك ازت و نقش سويا در 
روغن خوراكي مطالعات گوناگوني براي درك عوامل  ينتأم

سايتو . زايي و رشد گياه سويا انجام شده استبر گره مؤثر
نشان دادند كه رشد گره بعد از گذشت ) 2014(و همكاران 

شود و همين  تيمار نيترات متوقف ميساعت از اعمال  7
در حاليكه . الگو براي رشد ريشه اصلي نيز مشاهده گرديد

جانبي با اعمال تيمار نيترات افزايش يافت  هاي يشهررشد 
اي ديگر مشخص گرديد كه نيترات كلسيم  در مطالعه). 34(

را بر روي شاخص  يرتأثدر بين نمكهاي نيتراتي بيشترين 

). 5(هاي رشدي گياه سويا دارد  زني و شاخص جوانه
محققين ديگر از تكنيك پروتئوميكس براي درك 

هاي درگير در استرس شوري، خشكي و غرقابي  مكانيسم
و  مؤثربررسي عوامل  ).36و 20(در گياه سويا بكار گرفتند 

هاي مؤثر در سازوكار خودتنظيمي  هاي ژن تعيين ويژگي
را فراهم زايي  فرايند گرهتواند بينش درستي از  زايي، مي گره

  .نمايد

 ييبركارا NARKتأثير ژن  يبررس منظور بهدراين مطالعه 
 يزوبيومر يتوسط باكتر يازت مولكول يتتوان تثب

و  ينيپروتئ ييراتتغ يسهمقا ينو همچن يابا سو يستهمز
موتانت در  يپبا ت يوحش يپت ياسو ياهبرگ گ يزيولوژيف

 يلاتدر دانشگاه تحص يا گلخانه يشآزما 1394سال 
 صورت بهكرمان  يشرفتهپ يو فناور يصنعت يلي،تكم

با سه تكرار به  يتصادف و در قالب طرح كاملاً يلفاكتور
  .اجرا درآمد

  روشهامواد و 
كاشته شده در  ياهانگ: كشت گياهان و اعمال تيمارها

شدند،  ياريبا آب مقطر آب هفته يك، ابتدا به مدت ها گلدان
 يرمقاد يحاو يها محلولاز  ياهان،هفته رشد گ يكپس از 

و سولفات  )مولار صفر و پنج ميلي(يم پتاسيترات مختلف ن
استفاده  يمارجهت ت )مولار صفر و پنج ميلي(يوم آمون
 50با حجم  يانروز در م طور بهمذكور  يها محلول. يدگرد
است در تمام  ذكر قابل. يدگرد اضافه ها گلدانليتر به  ميلي

از آب مقطر و  يلاستر ياهانگ يبرا يدهيمارمدت ت
 4 گذشت پس از. يداتوكلاو شده استفاده گرد يها محلول
مورد  يپارامترها يجهت بررس ياهيگ يها نمونهاز  ،هفته
 .)2شكل (يد گرد استفادهنظر 

فاكتوريل در قالب طرح كاملاً تصادفي با  صورت به آزمايش
ه تكرار، در محيط كنترل شده گلخانه روي سه تيپ گياه س

حالت استريل و داراي ( Braggرقم وحشي ، سويا شامل
 يفاكتورها. انجام گرديد NTSو رقم موتانت ) ريزوبيوم
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NH4( يوممولار آمون ميلي 5و 0شامل دو سطح  يشآزما
و ) +

NO3( يتراتمولار ن ميلي 5و  0دو سطح 
از گياهچه بود و ) -

  .گيري صفات مختلف استفاده شد روزه براي اندازه 30 هاي

 
در گلخانه تحت  شده كشتياهان سوياي از گنمايي  -2شكل 

  تيمارهاي آزمايش

پس از كشت : تلقيح گياهان آزمايش با باكتري ريزوبيوم
تهيه شده از ( CB1809بذور، باكتري ريزوبيوم سويه 

هاي حاوي گياهان  در دو مرحله زماني به گلدان )استراليا
هاي سويا داده  زايي ريشهالقاي گره منظور بهغير استريل، 

ليتر از محيط كشت  5/0جهت رشد باكتري ريزوبيوم، . شد
)YMB=Yeast Mannitol Broth(  1مطابق با جدول 

ها، محيط حاوي  رشد باكتري منظور به. استفاده گرديد
 و گراد يسانتدرجه  28با دماي (باكتري به شيكر انكوباتور 

 50روز، 4پس از گذشت . انتقال يافت) دور در ثانيه 180
ليتر با  ميلي 500هاي رشد كرده تا حجم  ليتر از باكتري ميلي

ليتر محلول  ميلي 80آب مقطر رقيق و به هر گلدان به ميزان 
  .شدباكتري داده 

 Yeast Mannitolدهنده محيط كشت  يلتشكمواد  -1جدول 

Broth (YMB)  
 (g/l)غلطت استفادهموردتركيب

  2 (Mannitol)مانيتول
 5/0 (Yeast extract)مخمرعصاره

 5/0 (K2HPO4)فسفاتيمپتاس دي

 2/0 (MgSO4.7H2O)يدراتهپتا هيزيوممن سولفات

 1/0 (NaCl)يمسدكلريد
  

 4از  پس: ياسو ياهانگ يكيمورفولوژ يپارامترهاسنجش 
 انجام شد يكيمورفولوژ يسنجش پارامترها ،هفته از رشد

 تر وزن يشه،و ر ييطول اندام هوايل از قب ييها شاخصو 
تعداد ، سطح برگ ،گره يانطول ميشه، و ر يياندام هوا

 .قرارگرفت موردسنجشبرگ،  يآب نسب يمحتوا ،گره
طول ساقه، از يقه گياه تا جوانه انتهايي و طول ريشه از يقه 

با خط  )cm(متر  سانتي برحسبگياه تا نوك ريشه اصلي 
اندام هوايي و ريشه در هر  تر وزن. گيري شد كش اندازه

گياه سويا تيمار شده، پس از جدا كردن اندام هوايي و 
 سنجش و g 0001/0ريشه از يكديگر، با ترازوي با دقت 
  . برحسب گرم بر هر گياه ارائه گرديد

محاسبه درصد  براي: آب برگ ي نسبيامحتوسنجش 
گيري  اندازه ياهانبرگ گ تر وزنآب بافت برگ،  ينسب
 يونايزساعت در آب د 5به مدت  ها نمونهسپس . يدگرد

گيري  اندازه يزن ها آنو وزن حالت تورگور  قرارگرفته
قرار داده شده و  ينيوميآلوم يلدر فو ها نمونهبعد . يدگرد

 گراد يسانتدرجه  70 يساعت در آون با دما 72به مدت 
با ترازو  ها نمونهسپس وزن خشك . يدگرد خشك
آب بافت برگ با استفاده از  يگيري شد و درصد نسب اندازه

باتوجه به . )38(يد درصد محاسبه گرد برحسب يرمعادله ز
 دروپونيكيه يطمح يكدر  يمارتحت ت ياهانگ يشهرشد ر

برگ  يبرا ي فقطآب نسب ي، محتوا)B & D )12با محلول
  .يدمحاسبه گرد

  :آب برگ ينسب يمحتوا: معادله

–وزن خشك / زن تورگور و–وزن خشك * ( 100

  )Relative Water Content(= (%) RWC ) تر وزن

 21از اعمال  پس: برگ يفتوسنتز يها يزهسنجش رنگ
 يزاندر گلدان سنجش م يافتهرشد  ياهانروزه تيمارها بر گ

 )1987( ليختنتالر در برگ به روش يفتوسنتز يها يزهرنگ
 مستقل، يماركاشت و ت يسر يكدر . )26(يرفت انجام پذ

ليتر  ميلي 15با  ياسو ياهسوم تازه در هر گ گگرم از بر2/0
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شده تا بافت برگ به  يدهسائ يبه خوب صد در 80استون 
پس از صاف كردن و . با استون مخلوط گردد يخوب
مخلوط حاصل، جذب محلول بدست آمده  يفيوژسانتر

در  carry 50بلافاصله با دستگاه اسپكترو فتومتر 
نانومتر بدست آمد و  470و  20/663 ،8/646 يها موج طول

با  تر وزنبر گرم  يكروگرمها برحسب م يزهغلظت رنگ
 .آمد بدست يرز يهااستفاده از معادله

8/646A 79/2 - 2/663 A25/12 =chla  )يل كلروفa( 

2/663A 1/5 - 8/646 A21/21  =chlb )يل كلروفb( 

chla + chlb  =Tchl )كل يلكلروف( 

198) / chlb02/85 - chla 8/1  - 470A 1000 =(
carotenoid )يدكارتنوئ(  

 براي: ييكننده در اندام هوايااح يها قند يزانسنجش م
) 1952(سوموگي كننده از روش  احيا يها قند يزانسنجش م

- يليم 10با  ياهگ ييگرم از اندام هوا 2/0). 37( استفاده شد

 يسپس محتوا. شديده سائ ينيآب مقطر در هاون چ يترل
 يبرق اجاق يو رو يدمنتقل گرد يهاون به بشر كوچك

 جوش نقطهمحلول به  ينكها محض به. حرارت داده شد
بشر توسط دستگاه  يو محتوا يدهقطع گرد رارتح يد،رس

ها به  قند يحاو ياهيصاف شد و عصاره گ يفيوژسانتر
 يهته يها از عصاره يكليتر از هر ميلي 2مقدار . دست آمد

ليتر  ميلي 2منتقل شد و پس از افزودن  يششده به لوله آزما
ها با پنبه بسته شد و  محلول سولفات مس به آنها، سر لوله

 يبا دما) يبن مار(حمام آب گرم  در يقهدق 20 تبه مد
ليتر  ميلي 2پس س. قرار داده شدند گراد درجه سانتي 100

شدت جذب  و به آنها اضافه يداس يبديكمحلول فسفو مول
نانومتر توسط دستگاه اسپكترو  600 موج طولدر  ها محلول
استاندارد  يبا استفاده از منحن يتدرنها .شد عيينفتومتر ت

 يها مقدار قند وكننده محاسبه  يااح يها غلظت قند
  .يدندارائه گرد تر وزنگرم بر گرم  يليم برحسبكننده  يااح

 براي: ييدر اندام هوا ينپرول يدآمينهسنجش اس
 )1973( و همكارانبيتس  از روش ينگيري پرول اندازه

ساقه و ( ياهشده گ يزگرم از بافت فر 02/0. )9( استفاده شد
 يسيليكدرصد سولفوسال 3ليتر محلول  ميلي 10در ) برگ
 gدر  يقهدق 5و عصاره حاصل به مدت  يدهسائ يداس

را  ييرو يعليتر از ما ميلي 2سپس . شد يفوژسانتر 10000
 يداس يكليتر است ميلي 2و  يدرينه ينن عرفليتر م ميلي 2با 

درجه  100 يساعت در دما يكخالص مخلوط كرده و 
در حمام آب گرم قرارگرفت سپس بلافاصله  گراد سانتي
 4بعد . يدسرد گرد يخمخلوط در حمام  يمحتو يها لوله
 يها به خوب و لوله يدليتر تولوئن به مخلوط اضافه گرد ميلي

 20تا  15ها به مدت  لوله داشتن نگه بتبا ثا. تكان داده شد
 يرنگ ي يهب لاجذ يزانم. شد يلمجزا تشك يهدو لا يهثان

نانومتر  518بود در  ينتولوئن و پرول يكه حاو يفوقان
 يجنتا ين،استاندارد پرول يمنحن استفاده از اب وشد  يينتع

  .يدگرد بهتر محاس گرم بر گرم وزن ميلي برحسب

در اندام ) FAA(آزاد  يها ينواسيدآمسنجش مقدار 
آزاد به  يهايداسينوآم ميزان: ها نمونه يريگعصاره: ييهوا

 يدرينه ينو با استفاده از معرف ن يسنجرنگروش 
 5در  ياهيگرم بافت تازه گ 2/0. )21( گيري شد اندازه
 pH= 8/6(مولار  ميلي 50فسفات سرد  يمليتر بافر پتاس ميلي

 10000در  يقهدق 30مخلوط حاصل به مدت . شد يدهسائ) 
 ييرو لولمحميزان جذب . يدگرد يفوژسانتر يقهدور در دق

نانومتر با دستگاه  570 موج طول در ها نمونهجذب 
با آزاد  يهاينواسيدآممقدار  گيري و اندازهاسپكتروفتومتر 

  ).21( شد محاسبه يسيناستاندارد گل ياز منحناستفاده 

سنجش مقدار  جهت :ييكل در اندام هوا ينسنجش پروتئ
به  ).11( استفاده شد) 1976(بردفورد  كل از روش ينپروتئ

ليتر عصاره  ميلي 1/0مقدار  يشآزما يها منظور به لوله ينا
ورتكس  يعاًسرافزوده و  يورهليتر معرف ب ميلي 5 يني،پروتئ
ساعت جذب  يكو قبل از  يقهپس از دو دق. يدگرد

 595 موج طولبا دستگاه اسپكتروفتومتر در  ها محلول
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 يبا استفاده از منحن يننانومتر خوانده شد و غلظت پروتئ
گرم بر گرم  ميلي برحسبمحاسبه و  يناندارد آلبوماست
  .يدتر محاسبه گرد وزن

از بافت  ينپروتئ استخراج: يكسپروتئوم يشانجام آزما
 يبا اندك) 1986(و همكاران دامروال براساس روش ي برگ
گرم از بافت  1ابتدا مقدار . )13( انجام گرفت ييراتتغ
 شد،يم ينگهدار گراد يسانتدرجه  - 80 يزركه در فر ياهيگ

سپس . شد ييدهسا يبه خوب يعدر هاون با استفاده از ازت ما
 يتر درصد 10 يليتر محلول استون حاو ميلي 10مقدار 
مركاپتواتانول كه -β درصد 5/0و )TCA( يداس يككلرواست

درجه  - 50 يو در دما يهته 2طبق جدول از قبل 
. شده اضافه شد ييدهبود، به پودر سا قرارگرفته گراد يسانت

 يها و سپس به لوله ييدهمخلوط در هاون مجدداً سا
 -20مخلوط بدست آمده سپس در . منتقل شد يفيوژسانتر

يمار قرار ت تحت ساعت 2به مدت حداقل  گراد يسانتدرجه 
حضور . كامل رسوب كنند طور به هاينتا پروتئ گرفتند
TCA شود مي هايندر استون سبب رسوب كامل پروتئ .

ها  كامل رسوب نمودند، نمونه طور به هاينپروتئ ينكهازا سپ
 15درجه به مدت  4 يو در دما شدندمنتقل  به سانتريفيوژ

 يندر ا. انجام گرفت يفيوژسانتر 17000در دور  يقهدق
 رسوبشد و به  يختهدور ر يآرام به ييرو يعمرحله ما

 اضافه شد يليتر محلول شستشو ميلي 10 ين،پروتئ يحاو
. درآيد يونسوسپانس صورت به تا رسوب، )2جدول (

درجه  - 20 ساعت دردماي 1 ها سپس به مدتنمونه
 سوبكامل ر طور به هاينتا پروتئ قرارگرفته گراد يسانت
به مدت  گراد يسانتدرجه  4 هادردماينمونه داًمجد. يندنما
مرحله  اين .شدند يفيوژسانتر 12000در دور  يقهدق 15

برطرف نمودن  منظور به يگردو بار د) تشوسمرحله ش(
تكرار  ينيپروتئ رسوبموجود در  ينيپروتئيرغ هاييآلودگ

بدست آمده با استفاده از دستگاه  رسوب يتدرنهاشد و 
استون موجود در  يايتا بقا يد،خشك گرد يوفيلايزرل

پس از خشك نمودن . بطور كامل حذف شود رسوب
به مدت  - 80 يزررا در فر توان رسوب يم رسوب

 هاييناستخراج پروتئ يبرا. نمود ينگهدار ينامحدود
به  يترل يكروم 50 يزانشده م يوفيلايزل رسوبموجود در 

، محلول )µl/mg50( شده يوفيلازگرم پودر ل ميلي 1ازاء هر 
Lysis )9M Urea, 4%w/v CHAPS, 35mM, Tris, 

1%w/v  DTT, 1%v/v  Ampholyte  pH 3-10 ( اضافه
اتاق  يساعت ورتكس مداوم در دما يكپس از . شد

 12000و دور  گراد يسانتدرجه  15 يمجدداً در دما
) سوپرناتانت( يروئ يعبار ما ينا. انجام گرفت يفيوژسانتر

 يقتدر حق يروئ يعما. ريخته شددور  رسوببرداشته و 
 توان يم نغلظت آ ييناست كه پس از تع ينيعصاره پروتئ

  .استفاده نمود يممستق طور هباز آن 
 10حجم (پروتئين استخراج شده  وشو شستمحلول  -2ل جدو

 )ليتر ميلي

  ماده  مقدار
  (DTT) ددت  گرم ميلي70

  (Aceton) استون  ليتر ميلي100

كمي بدست آمده از اين  يها داده: آناليز آماري يها روش
 Excelو  )15نسخه ( SPSS افزار نرمآزمايش با استفاده از 

جهت اين امر با . آماري قرار گرفتند وتحليل يهتجزمورد 
در  ها يانگينممقايسه  Fاستفاده از آناليز واريانس و توزيع 

درصد صورت گرفت و همچنين براي  5دار  سطح معني
  .دانكن استفاده شد يا دامنهمقايسه بهتر از آزمون چند 

  نتايج
تجزيه نتايج كلي : پارامترهاي رشد و فيزيولوژيك

واريانس نشان داد كه در هر سه تيپ گياه سويا، رقم 
Bragg )و موتانت ) استريل و داراي ريزوبيومNTS رشد ،
هوايي نسبت به ريشه تحت تيمارها افزايش  يها اندام

تر ساقه در  تر ريشه نسبت به وزن وزن. بيشتري داشت
مرحله يك ماه پس از كشت در هر سه تيپ گياه سويا 

  ).3جدول (مقدار بيشتري نشان داد 

هاي مربوط به رشد طولي مقايسه ميانگين تر يقدقبررسي 
هاي نيترات و  مككه كاربرد توأم ن كند يماندام هوايي بيان 
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موجب يك افزايش  NTSآمونيوم در گياهان موتانت 
درصدي نسبت به شرايط كنترل در رقم  82 يباًتقردار  معني

Bragg   البته اين تيمار توأم در رقم ). 3 شكل(شده است
Bragg   درصدي نسبت به شرايط  52نيز موجب افزايش

دهد  ن ميها در ميزان رشد طولي نشا اين افزايش. كنترل شد
تأثير متقابل نيترات و آمونيوم بر رشد طولي اندام هوايي 

دار و چشمگير بوده  كاملاً معني NTSدر موتانت  يژهو به
  ).3شكل (است 

  
در  پرليتكشت  يطدار در مح مختلف نيتروژن يمطالعه شده تحت تيمارها ياسو يپسه ت ياهاندر گ يياندام هوا يرشد طول غييراتت يسهمقا -3شكل 

 يخطا غييراتهر نمودار ت Error Bar. دانكن بدست آمده است يا و آزمون چند دامنه يانسوار يزدرصد كه با استفاده از آنال 5دار  سطح معني
  باشد تيمارها مي ينب دار ياختلاف معن يانگرها ب نمودار يدر بالا يزمتفاوت ن ينحروف لات. دهد يرا نشان م) SE(استاندارد 

نبود  توجه قابلتأثير تيمارها بر رشد طولي ريشه چندان 
 NTSو فقط تيمار نيترات پتاسيم در موتانت ) 3جدول (

درصدي رشد طولي ريشه نسبت به  20موجب افزايش 
در ساير تيمارها و ارقام مورد مطالعه . گياهان كنترل گرديد

  . دار نبود تأثير تيمارها بر اين پارامتر رشد معني

 يها نمونهتر اندام هوايي  مربوط به وزن يها دادهبررسي 
كه بيشترين مقادير  كند يمبيان  4 تحت تيمار در شكل

به تيمار توأم نيترات و آمونيوم مربوط به رقم  مربوط
Bragg  و موتانتNTS تر اين  ميزان افزايش وزن. باشد مي

برابر است كه  5/1در حدود  Braggارقام نسبت به شاهد 
لازم به ذكر است كه . دار بود و معني توجه قابلبسيار 

كاربرد تيمار جداگانه حاوي نيترات يا آمونيوم در موتانت 
NTS تر اندام هوايي نداشته است داري بر وزن تأثير معني .

تر ريشه هم بايد گفت كه اثر متقابل  در مورد تغييرات وزن

تحت تيمار توأم  NTSو موتانت  Braggدار در رقم  معني
بيشترين ). 3جدول (دار مشاهده شد  حاوي مواد نيتروژن

هر  مولار از ميلي 5تر هم مربوط به تيمار حاوي  مقدار وزن
دو ماده نيترات پتاسيم و سولفات آمونيوم بود كه افزايشي 

شاهد از خود  Braggدرصد نسبت به رقم  46در حدود 
  .نشان داد

، كلروفيل كل و كارتنوئيد در دو تيمار bشاخص كلروفيل 
مولار  ميلي 5مولار سولفات آمونيوم و تيمار توأم  ميلي 5
ين مقدار و در بيشتر) سولفات آمونيوم، نيترات پتاسيم(

تيمار شاهد كمترين مقدار را دارا بودند، و همچنين ميزان 
بيشتر بود  bكلروفيل كل ارقام در مقايسه با كلروفيل 

  ).3جدول (

تغييرات ميزان كارتنوئيدهاي برگي تحت تيمارهاي آزمايش 
تحت  NTSيژه در موتانت و به) 3جدول (بود  توجه قابل
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كه يك افزايش تقريبي چهار  تيمار توأم دو ماده گفته شده
برابري نسبت به شاهد مشاهده شد و در دو رقم ديگر نيز 

افزايش در ميزان كارتنوئيدها نيز نسبت به شرايط كنترل 
  .دار بود معني

  
در سطح  پرليتكشت  يطدار در مح مختلف نيتروژن يمطالعه شده تحت تيمارها ياسو يپسه ت ياهانتر ساقه در گ وزن غييراتت يسهمقا -4شكل 
استاندارد  ايخط ييراتهر نمودار تغ Error Bar. دانكن بدست آمده است يا و آزمون چند دامنه يانسوار يزدرصد كه با استفاده از آنال 1دار  معني

)SE (باشد تيمارها مي يندار ب ياختلاف معن يانگرها ب نمودار يدر بالا يزمتفاوت ن ينحروف لات. دهد يرا نشان م  
  )صفات مورفولوژيك(= α 01/0و  = α 05/0دار  ها در سطح معنيي دادهساز نرمالنتايج تجزيه واريانس پس از  -3جدول 

 مربعاتميانگين

  تغييرات منابع
 درجه
  آزادي

 اندام طول
  هوايي

  ساقه تر وزن  گره ميان  ريشه طول
 تر وزن

  ريشه
  برگ سطح  گره تعداد

 نسبي محتواي
  آب

 558/233** 8/579** 9/9993** 362/7**  137/1**  105/5** 75/126**  339/93**  2  رقم

 582/183* 5/2047** 804/1270** 235/2**  522/3**  859/1* 44/205**  738/94**  1  نيترات

 ns 36 **183/5 **452/4 **545/0 **5/4402 **8/1475 **763/545 28/260**  1  آمونيوم

 ns 74/24 ns 184/0 **458/0 **181/1 **27/552 **81/759 ns 493/71 094/32**  2  يتراتن*رقم

 ns28/0 ns 963/20 ns 099/0 ns 022/0 **847/0 **2/2486 ns 29/26 **266/541  2  يومآمون*رقم

 ns 538/0 *04/104 ns 021/0 *118/0 *378/0 ns 209/7 ns 507/2 *961/170  1  يومآمون*نيترات

 ns 243/8 ns 023/0  **31/0  **406/0 *36/193 *25/424 **106/122  919/19*  2  يومآمون*نيترات*رقم

  214/40  25/108  081/45  071/0  026/0  296/0  37/15  366/4  24  خطا
  

  )بيوشيمياييصفات فيزيولوژيك و (= α 01/0و  = α 05/0دار  ها در سطح معنيي دادهساز نرمالنتايج تجزيه واريانس پس از  -3ادامه جدول 
 مربعاتميانگين

  تغييرات منابع
 درجه
  آزادي

  كارتنوئيد  كل كلروفيل  b كلروفيل  a كلروفيل
 هايقند
  كننده احيا

  كل پروتئين
 هاي ينواسيدآم

  آزاد
  پرولين

 ns063/26 ns 474/1 ns 28/28  ns 93/2  ns 08/0 **049/0 *144/0 *097/0  2  رقم

 ns 05/61  ns 105/10 ns 48/21  ns 361/5  **528/1 ns 018/0 ns 078/0 ns 013/0  1  نيترات

 ns 359/0 **087/0 **039/1 ns 082/0 361/311** 0/9696** 55/445** 6/5964**  1  آمونيوم

 ns 69/99 ns 361/4  ns 6/116 **626/21 ns 261/0 **081/0 ns 003/0 **281/0  2  يتراتن*رقم

 ns 74/40 ns 618/1 ns 29/53 ns 258/9 ns 144/0 ns 016/0  **297/0 ns 008/0  2  يومآمون*رقم

 ns 521/0 *793/23 ns 35/31 ns 005/0 ns 013/0 ns 018/0 ns 056/0 ns 008/0  1  يومآمون*نيترات

 ns 12/40  ns 184/4 ns 42/34  *758/15  **686/0 **076/0 **349/0 ns 048/0  2  يومآمون*نيترات*رقم

  02/0  034/0  007/0  095/0  01/3  29/49  788/4  086/30  23  خطا
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استريل هم  Braggهمچنين يك افزايش مشابه نيز در رقم 
تأثير  كند يمثابت  ها يسهمقااين . در تيمار آمونيوم رخ داد

تيمارهاي آزمايش مانند تيمار توأم حاوي هر دو ماده 
لازم ). 3جدول (بوده است  توجه قابلنيترات و آمونيوم 

است در مقايسه ميانگين كارتنوئيدها، تأثير تيمار حاوي 
 قبلاًشود كه  يدتأكآمونيوم تنها با تيمار توأم هر دو ماده 

تيمار نيترات تنها بر محتواي كارتنوئيدها . انجام شده است
  ). 5شكل (دار نداشته است  تأثير معني

  
دار  در سطح معني پرليتكشت  يطدار در مح مختلف نيتروژن يمطالعه شده تحت تيمارها ياسو يپسه ت ياهاندر گ يدكارتنوئ غييراتت يسهمقا -5شكل 

را ) SE( استاندارد يخطا ييراتهر نمودار تغ Error Bar. دانكن بدست آمده است يا و آزمون چند دامنه يانسوار يزدرصد كه با استفاده از آنال 5
  باشد تيمارها مي يندار ب اختلاف معني يانگرها ب نمودار يدر بالا يزمتفاوت ن ينحروف لات. دهد ينشان م

كننده تحت تيمار  هاي احيا علاوه براين،نتايج نشان داد قند
سولفات آمونيوم افزايش بيشتري در مقايسه با تيمار نيترات 

بيشترين مقدار پروتئين كل در دو تيمار توأم . پتاسيم داشتند
مولار سولفات آمونيوم مربوط به تيپ گياه سويا  ميلي 5و 

مار شاهد مربوط به داراي ريزوبيوم و كمترين مقدار در تي
Bragg  3جدول (استريل بود.(  

نيز نشان داد كه تيمار  ها گرهحاصل از شمارش  يها داده
منجر به  NTSو   Braggتوأم نيترات و آمونيوم در دو رقم 

و اين ) 3جدول (گرديد  ها گرهكاهش چشمگير در تعداد 
 38و  8/13دار به ترتيب براي دورق ميزان كاهش معني

 .)6 شكل(درصد بود 

 5استريل و در تيمار  Braggپرولين در  يدآمينهاسمقدار 
مولار نيترات پتاسيم حداكثر و همچنين داراي تفاوت  ميلي
كمترين مقدار اين . دار نسبت به بقيه تيمارها بود معني
شاخص . در تيمار توأم مشاهده شد NTSدر يدآمينهاس

 5توأم و هاي آزاد در هر سه تيپ در دو تيمار  يدآمينهاس
مولارسولفات آمونيوم بيشترين مقدار و در تيمار شاهد  ميلي

كلي اكثر صفات  طور به. كمترين مقدار را دارا بود
تحت تيمارها، بيشترين مقدار را در تيمار توأم  شده يبررس

مولار سولفات آمونيوم و كمترين مقدار خود  ميلي 5و تيمار 
  ).3جدول (را در تيمار شاهد نشان دادند 

دو  يدوبعدنتايج حاصل از الكتروفورز : پروفايل پروتئيني
نمونه تيپ وحشي سويا تلقيح شده با باكتري ريزوبيوم 

و تيپ وحشي سويا تحت شرايط  (B0)تحت تيمار شاهد 
 5استريل بدون تلقيح شدن با باكتري ريزوبيوم تحت تيمار 

. نشان داده شده است 7در شكل  (BS5)مولار آمونيوم  ميلي
لكه  202الكتروفورز شده بطور ميانگين  يها نمونهدر 

 B0در ژل الكتروفورز شده نمونه . پروتئيني مشاهده گرديد
و  pH:5-6لكه در  pH:4-5 ،118يني در لكه پروتئ 41تعداد 

  .ديده شد pH:6-7لكه در  35
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در سطح  پرليتكشت  يطدار در مح مختلف نيتروژن يمطالعه شده تحت تيمارها ياسو يپسه ت ياهانگ در ريشه گرهغييرات تعداد ت يسهمقا -6شكل 
 ستانداردا يخطا ييراتهر نمودار تغ Error Bar. دانكن بدست آمده است يا و آزمون چند دامنه يانسوار يزدرصد كه با استفاده از آنال 5دار  معني

)SE (باشد تيمارها مي يندار ب اختلاف معني يانگرها ب نمودار يدر بالا يزمتفاوت ن ينحروف لات. دهد يرا نشان م.  

  
الگو بيان پروتئين برگ تحت : B، )عدم دريافت نيتروژن معدني( B0الگو بيان پروتئين برگ تحت تيمار : A. لگو بيان پروتئيني در برگ سوياا -7شكل

  .اند شدهبا شماره مشخص  دهنده پاسخي ها لكه. هستند NH4(SO4)2)مولار  ميلي 5دريافت ( BS5تيمار 

پروتئيني ديده شده در ژل  يها لكههمچنين از مجموع 
BS5 لكه در  72، تعدادpH:4-5 ،98  لكه درpH:5-6  41و 

كلي در  طور به. مشاهده شد pH:6-7لكه پروتئيني نيز در 
 يها لكهتعداد  BS5و  B0هر دو ژل الكتروفورز شده 

-pH:5-6<pH:4پروتئيني تفكيك شده به ترتيب در 

5<pH:6-7 نتايج دو نمونه الكتروفورز شده . اشتندقرار د
B0  و BS5 پروتئيني  يها لكهكه تعداد  دهد يمنشان

هاي متفاوت در ژل مربوط به نمونه   pH تفكيك شده در
BS5  نسبت به نمونهB0 موسوي و همكاران . بيشتر است

 NH4NO3با افزايش غلظت  نشان دادند كه، 1390در سال 
ين كل اندام هوايي و پروتئ يزاندر م داري يمعن يشافزا
كه  يطور به. شوديم يدهد آزاد گياه نخود هاي يدآمينهاس

با غلظت  يماريدر گروه ت) 45/0( ينمقدار پروتئ ينكمتر
در گروه ) 53/0( ينمقدار پروتئ يشترينو ب NH4NO3صفر 

مشاهده  NH4NO3  مول بر ليتر ميلي 40با غلظت  يماريت
 BS5نتايج اين پژوهش نيز نشان داد كه، گياهان ). 1( شد

پروتئين بيشتر و  NH4(SO4)2مولار  ميلي 5تحت تيمار 
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تحت تيمار  B0در برگ خود نسبت به گياهان  يتر متنوع
  .نشان دادند) عدم دريافت نيتروژن معدني( شاهد 

با مقايسه كيفي دو ژل بدست آمده در شرايط تلقيح شده با 
مولار آمونيوم  و تيمار با پنج ميلي )B0(ريزوبيوم باكتري 

)BS5(  لكه بيان آنها  9لكه شناسايي شدند كه  11حداقل
آنقدر كم بود كه بر روي ژل قابل مشاهده  B5در شرايط 
 2بيان شدند و  B0گفت فقط در شرايط  توان يمنبودند و 

 هرچند). 4جدول (بيان شدند  B5لكه هم فقط در شرايط 
تكرار دار صورت نگرفته  صورت بهكه آناليز پروتئوميكس 

توان نتيجه گرفت كه در مي توان يماست، با اين حال 
به صورت كمي صورت  يدوبعدصورتي كه الكتروفورز 

نتايج بسيار  قطعاًبه صورت كمي درآيند،  ها دادهپذيرد و 
  .خوبي حاصل خواهد شد

  اند شدهشناسايي مولار آمونيوم  ميلي 5تيمار به شرايط  دهنده پاسخ يها لكه عنوان بهكه به صورت كيفي  ييها لكهمشخصات  -4جدول 
 B5 شرايط B0 شرايط  بدست آمده يكالكتر يزوا نقطه  آمده بدست مولكولي وزن  لكه شماره

1  45  39/5  +    
2  48  78/5  +    
3  44  70/5  +    
4  52  79/5  +    
5  46  96/5    +  
6  46  09/6  +    
7  26  62/5  +    
8  28  75/5  +    
9  29  63/5    +  
10  36  58/5  +    
11  20  02/6  +    

  

  يريگ جهينتبحث و 
عوامل  يناز مهمتر يتروژن يكين: رشد يپارامترها

 يانگينم. است يمحصولات زراع يـدمحـدودكننـده تول
درصد و  1- 2 ياهاندر مـاده خشك گ يتـروژنمقدار ن

 16 يندر ب يتروژنن. رسد يم يـزدرصـد ن 4-6بـه  يگـاه
چهارم قـرار  يدر جا يتاهم ازنظر ياهانگ يازعنصر مورد ن

كه در آن كمبود  يي نيستجا يچگفـت هـ تـوانيمـ. دارد
 ياهاندر مورد گ جز به وجود نداشته باشـد يتروژنن

 يتروژنهن يكودهانسبت به  هانياگ العمل عكس ينوزلگوم
 ياسو .)31 و30( است يگريد يياز هر ماده غذا يشب
در  يتروژنن يكيژيولوب يتتثب: از هر دو روش تواند يم

 يازن ياز خاك برا يمعدن يتروژنو جذب ن يشهر يها گره
لگوم  ازجمله ياسو. استفاده كند ي خودبالا نسبتاً يتروژنين

 يربه مقاد ياجمحصول احت يدتول ياست كه برا ييها
به  ياهگ يندر ا يستيهمز يستماگر س. دارد يتروژنن يفراوان
پاسخ  يتروژنهبه كود ن يارسانده شود، سو ييبالا ييكارا

 يتروژنهن يباتترك ازحد يشبكاربرد . دهد ينممثبت نشان 
 ياسو ازجمله ينه،خانواده لگوم ياهاندر گ يومبخصوص آمون

 يتروژنن يترشد و تثب يي،زا گره يوق مهاركننده عنوان به
  ).33و 30( شناخته شده است

را از محلول خاك به صورت  يتروژناغلب ن ياهانگ يشترب
به صورت  يو در موارد كمتر (NO3) يمعدن يتراتن يون
موضوع به سبب  ين، اكنند يمجذب  (NH4) يومآمون يون
اثرات  يندر خاك و همچن يومآمون يكروبيم يشاكسا
تجمع  يلاست، كه بدل يشهر يهشدن ناح يدياس يبيترك
در طول جذب هايوننسبت به آن هايونكات ازحد يشب

 ياهآزاد در بافت گ يومآمون ياثرات سم يزو ن يومآمون
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قبل از ورود به داخل  NO3 ياهپس در گ. باشد يم
 يتروژنين يها مولكول يرها و سا پروتئين ،ينواسيدهاآم
 ياهكه توسط گ يتروژنفرم ن). 8(شود  مي يااح NH4به

در . خاك دارد pH و يبه بارندگ يشود، همبستگ استفاده مي
 NO3مطلوب بوده و جذب (NH4) جذب يدياس يها خاك

كه غلظت مشخص گرديد  اي در مطالعه. )2( يابد يكاهش م
 ياه يشهرشد ر ،ييزا رشد و توسعه گره يبرا يتراتن يبالا
عامل  يتروژن يكن يتتثب ينو همچن ي جانبياه يشهر يه،اول

 يجنتا يپژوهش بررس يندر ا). 27( است محدودكننده
 ي،رشد، شامل رشد طول هايحاصل از سنجش پارامتر

گره نشان داد كه  يانطول م و ، سطح برگتر ساقه وزن
 يتراتن يوم همراه باتوأم سولفات آمون يمارت يكل طور به

همچون  يدرش يپارامترهادار  معني ايشموجب افز يمپتاس
گره نسبت به  يانساقه، سطح برگ و طول م يرشد طول
 يرشد طول يانسوار يهحاصل از تجز يجنتا. يدشاهد گرد
، تحت NTS رقم موتانت ياهاننشان داد كه گ يياندام هوا

 ينا د،را دارا بودن ييتوأم حداكثر رشد اندام هوا يمارت
شاهد خودشان و دو  يپت ياهانرشد نسبت به گ يشافزا
رقم  ينهمچن. دار بود درصد معني 5در سطح  يگرد يمارت

 يشترينب يتراتن يوم همراه باآمون يماردر ت NTSموتانت 
 يرتحت سا ياهانرا نسبت به شاهد و گ ها گره يانطول م

 ثطول باع يشافزا ينبه خود اختصاص داد، كه ا يمارهات
كاربرد . درصد شد 5پارامتر در سطح  يندار شدن ا معني
 يرچشمگ يشموجب بهبود و افزا يومو آمون يتراتنتوأم 

 Bragg و سطح برگ در رقم يدشاخص سطح برگ گرد
 ينمتر مربع رساند كه ا سانتي 33/81را به  يزوبيومر يدارا
 يشترب يا ملاحظه قابلبطور  66/36از حد شاهد  يزانم

  .باشد مي

 يوممولار سولفات آمون ميلي 30و  5 يماردو ت مطالعه اثرات
 نشان داد يزوبيومر يبا باكتر يحپس از تلق ياسو ياهدر گ

با  يسهدر مقا يوممولار سولفات آمون ميلي 5 يماركاربرد ت
رشد از  يپارامترها يشباعث افزا يتوجه قابل طور بهشاهد 

سطح برگ شد و در  و تر ساقه وزن ييرشد اندام هوا يلقب

خالص و  نرخ فتوسنتز ياهي،گ يومسمولار ب ميلي 30 يمارت
با  ياهانگ كه يبازمانمشابه بود  ياربس يا روزنه يتهدا

  ).40( مواجه بودند يتروژنن يتمحدود

 يزاننوع و م يمارهايت ينب يانگينم يسهتوجه به مقابا
 ياسو ياهانگ يندر ب يح،دار و سطوح تلق نيتروژن يباتترك

 5دار در سطح احتمال  تعداد گره اختلاف معني ازنظر
دار، تعداد  نيتروژن يماردر هر چهار ت .يددرصد مشاهده گرد

كه  ياسو يوحش يپت يلاستر ياهانگ ياه يشهر يگره بر رو
در مورد . بودنشده بودند، صفر  يحتلق يزوبيومر يبا باكتر
كه با  Braggو NTS موتانت يعني ياسو يگرد يپدو ت
نشان  يانسوار يهتجز يجشدند، نتا يحتلق يزوبيومر يباكتر

 5در سطح  ياسوهاي  ين تيپتيمارها و همچن ينداد كه، ب
 يمارچهار ت ياناز م. دار وجود دارد درصد تفاوت معني

شاهد  يمارتحت ت ياهانرا گيشه تعداد گره سطح ر يشترينب
 يخارج يتروژنيمنبع ن ياسو ياهانگ كهيزمان. دارا بودند

آنها كاسته  يشهسطح ر يها گرهكردند، از تعداد  يافتدر
 ينهمچن. يدافزوده گرد شانيشهشد و به وزن گره و طول ر

از  يشترگره را ب عدادت يومآمون يمارنشان داد كه ت يجنتا
قرار داده است، چرا كه در  خود يرتأثتحت  يتراتن يكودها
تعداد گره مشاهده  ينو توأم كمتر يومآمون يتيمارها

در  يزن NTS رقم موتانت يا،دو رقم سو يناز ب. يدگرد
 يشترينب يزوبيوم،شده با ر يحتلق يوحش يپبا ت يسهمقا

  .خود داشتند يشهتعداد گره را بر سطح ر

 يقاز طر يتروژنكم، ن يها غلظتكه در  گزارش شده است
 يشو افزا يتروژنازن يتفعال يكگره، تحر يلتشك يكتحر

افزودن . دارد يدكنندگياثر تشد يتروژنن يتبر تثب ياهرشد گ
 يبه تارها يباعث كاهش نفوذ باكتر يتروژنن يادمقدار ز
 يتو كاهش فعال ره،كاهش تعداد و توده گ يشه،كشنده ر

 يتكل تثب يتروژنو مقدار ن دار گره ياه يشهر يتروژنن يتتثب
به  ياما درجه بازدارندگ. گردد يم يو لپه هند ياشده در سو

 يزوبيوم،ر يجنس، رقم، سوش باكتر يتروژنه،ن اتيبفرم ترك
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 ها گره يهتغذ يطفصل، شدت نور، درجه حرارت و شرا
 .)15(دارد  يبستگ

كه،  ندنشان داد 1386زاده و همكاران در سال يقل نتايج
يشه ر يوزن گره و تعداد گره در رو ينوجـود بالاتر

مول  ميلي 1 يمحتو ييكه با محلول غذا هـايييونجه
رشد نمودند  يومفسفات آمون مول ميلي 1و  يمپتاس يتراتن
 يمعدن يتروژناز مكمل ن يرا به مقدار كم ياه يونجـهگ يازن

 هاي يسمو مكان يلدلا. )7( كند يم ييدتأ ياهرشد گ يلاودر ا
 يشاز مدتها پ يتروژنهن ياثر كودها يبازدارنـدگ يچگونگ

فتوسـنتز بـه محصول يدن است نرس قرارگرفتهمورد مطالعه 
 شـود، يمـ يشهر يگره در رو يلهـا باعـث عـدم تشك گـره

قبـل از  يمعـدن يتـروژنحاصل همراه ن يـدراتكربوه يـراز
 يـاهگره بـه مصـرف رشـد گ يلكـار رفـتن در تشك هبـ
 ياهكه در گديگر مشخص گرديد  يا مطالعهدر . )7( رسد يم

يوم آمون صورت به يتروژنفرم ن ينب داريياختلاف معن ياسو
هـا وجـود  به گـره يدر انتقـال مـواد فتوسنتز يتـراتن يـا

 يتروژنيكه هر دو منبع ن دهد ينشـان م مسئله ايـن. ندارد
ها  گرهرا به  يانرژ يانجر يكسان يباًطور تقر به توانند يم

 يـتفعال يبر رو يشترياثـر ب دهنـد امـا نيتـرات كاهش
به احتمال  يومآمون يگر،از طـرف د. دارد يتروژنـازن يمآنـز
از  .گره داشته باشد يلتشك يرا بـر رو يشـتريتأثير ب يـادز

تحت عنوان  ييزا كنترل گره ياصل يرمس يكي،نقطه نظر ژنت
شود كه شامل  خوانده ميAONيي يا زا گره يميخود تنظ

  .)27( و ساقه است يشهر ينب رساني يامپ

 يهنگام يا،سو ير ارقام وحشمطالعات نشان داده است، د
 ،شود آلوده مي يزوبيومر يبراد يبه باكتر ياسو يشهكه ر

 اي يشهر هاي يامپشود و  سنتز مي يشهدر ر هايييگنالس
شبه  يرندهمنجر به فعال شدن گ يزوبيومير يكاز تحر يناش
 نوبه به يرندهگ ينشود كه ا در شاخه مي LRRاز يغن ينازيك

به عبارت . كند يم يدبازدارنده گره را در ساقه تول يكخود 
برگ  رساني يامپ، موجب Qاي يشهر، نشانه ناشناخته تر ساده
در برگ سرانجام  GmNARKيان شود كه در اثر ب مي

كه اثر  آيد يم يشهبه ر (SDI) يبرگ يعلامت بازدارندگ
 يمرا تنظ يشهدارد و تعداد گره در ر ييزا بر گره يبازدارندگ

  ).16( كند يم

و ساقه شناخته نشده است و  يشهر هاي يامپ يتماه تاكنون
 LRR ينازيشبه ك يرندهكه چگونه گ يستمعلوم ن

 ياديز هاي يبررسود ش دوردست را موجب مي رساني يامپ
در  يردرگ يها ژن ييجهت شناسا يممستق يكبا روش ژنت

 و  NRF1يها ژن يادر سو. انجام شده است ييزا گره
NRF5 ها ينانقش را بر عهده دارند، كه جهش در  ينا 

  ).23و 22، 16( شود مي ييزا موجب عدم گره

نشان داده است كه  يقبل مطالعات: يزيولوژيف هايپارامتر
و 4( كند يكرا تحر ياهرشد گ تواند يم ينهبه يتروژنتأمين ن

در  ياهانبرگ گ يتروژندرصد از ن 70حدود . )6
 هايدستگاه يبرا يشتركلروپلاست وجود دارد و ب

عملكرد  يبرا يتروژنن تأمين. شود استفاده مي يفتوسنتز
ت نشان داده ياتجرب. مهم است يليدستگاه فتوسنتز كننده خ
 يابه سو NH4(SO4) مولار از يليم 5است كه تأمين كردن 

 يرنگدانه ها يحداكثر محتوا يزوبيومشده با ر يحتلق
 يتخالص، هدا، نرخ فتوسنتز )يلكلروف( يفتوسنتز
 همراه با حداقل كربن، يلاسيونكربوكس يور هبهر ،يا روزنه

ست توده يو ز II يستماز فتوس يمياييفتوش يور حداكثر بهره
 يداشته است، به طور يشاهد در پ ياهانبا گ يسهرا در مقا
منجر به تفاوت  b و a يلكلروف يمختلف محتوا يشكه افزا

 ياهانگ يبرا. ها شدتيمار يندر ب a/b يلدر نسبت كلروف
 يلكلروف ميلي مولار آمونيوم 5تيمار  تحت يافتهرشد 

(a+b) كه  ينسبت به زمان ،بالا بود ياربس تكرارها يدر تمام
 42،6 ينهمچن. كرده بودند يافتدر ياضاف يتروژنن ياهانگ

 يلاسيوندر فتوسنتز خالص و كربوكس يشدرصد افزا 60و 
با  يسهدر مقا يمارت ينتحت ا ياسو يها برگدر  يببه ترت

 يانگرب يزما ن يشاتآزما ).40( شاهد وجود داشت ياهانگ
يترات و ن+يومسولفات آمون يمارموضوع بود كه دو ت ينا

و شاهد  يتراتمولار ن يليم 5 يمارنسبت به ت آمونيوم
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 يو محتوا ياهيگ يها يزهرنگ ازنظرتأثير را  يشترينب
هر  يكهبه طور. است گذاشته ياسو ياهانبر گ b و a يلكلروف
، bو a يلكلروف يزانحداقل م ياسو ياهاناز گ يپسه ت
و  يتراتو ن شاهد يمارهايرا در ت يدكل و كارتنوئ يلكلروف

 يمارت يگر يعنيد يمارپارامتر را در دو ت ينا يزانحداكثر م
  .توأم داشتند و يومآمون

Ahmad Khan: هاي بيوشيمياييپارامتر
 2014در سال 

با  يستيز يرغ يها در هنگام تنش يزوبيومرنشان داد كه، 
 ها، يتامينها و و همچون انواع هورمون يباتيترك يدتول
يناز دآم-ACCيدتول ين،بتائ يسينمثل گلا يتاسمول يباتترك

 هاي اكسيدانت يآنت يدو تول يلناز سنتز ات يريجهت جلوگ
سخت در كاهش  ياربس يتنش يطدر هنگام شرا يميآنز
 يندرواقع ا. )24( است مؤثر ياهانگ يتنش برا يطشرا
و  ياهدفاع گ يسبب القا يتنش يطدر هنگام شرا ها يباكتر

 هاي يسممكان ازجمله. شوند يم ياهمقاومت در گ يجادا
- ACCيمآنز يدبه تول توان يم ييالقا يستميكمقاومت س

 يداز تول ACCيهبا تجز يمآنز ينا. اشاره كرد ينازدآم
كه  يلناثرات ات يجهدرنت كند يم يريجلوگ يلنهورمون ات

آن در اكتساب  ييو كاهش توانا يشهر يفموجب رشد ضع
 يدتول. دهد يرا كاهش م شود يم ييمواد غذاآب و 
شدن  كه موجب بسته اسيد يزيكمثل آبس ييها هورمون
مثل  هايي اكسيدانت يو آنت شود يها م روزنه

 يدشد يليخ يتنش يطكه تحت شرا زيدديسموتاسوپراكس
 هاي يسممكان ازجمله شوند يآزاد م هاي يكالباعث مهار راد

 ازجمله. هستند ها يباكتر ينكاررفته توسط ا به يگرد
مثل  يتاسمول يباتترك يدبه تول توان يم يگرد هاي يسممكان
در  يباتيترك يناشاره كرد كه چن ينبتائ يسينو گلا ينپرول

. شود يم ياهدر گ يتعادل اسمز يجادها منجر به ا هنگام تنش
نكرده  يافتدر يتروژنكه ن يقتحق ينشاهد ا ياهاندر گ
مقدار را نشان  يشترينب يدآمينهاس ينا) اند يدهدتنش ( بودند
 ).24( داد

 ينكمتر يومتوأم و سولفات آمون يماردر دو ت ياسو ياهانگ
 يلبه دل يماردو ت يندر ا كهرا داشتند، چرا  ينمقدار پرول

و  يومجذب سولفات آمون يشه،اطراف ر يطبودن مح يدياس
راحت بود و با تنش  ياهانشده توسط گ يااح يتروژنن يا

شاهد و  يشاخص در تيمارها ينا. ازت مواجه نبودند
 ياسو ياهانخود را در برگ گ يزانم يشترينب يمپتاس يتراتن

 يماردر ت NTSدر  يدآمينهاس ينمقدار ا ينكمتر .نشان داد
  .توأم مشاهده شد

روي سه گونه اسفناج، نخود و آفتابگردان  اي بر مطالعه
در تيمار آمونياكي، در كل   نشان داد كه افزايش پروتئين

درصد بيش  20درصد و در نخود و آفتابگردان  50اسفناج 
از تيمار نيتراتي بوده است و با افزايش غلظت نيترات 

نتايج حاصل  ).25( اي پروتئين نيز بالا رفتآمونيوم محتو
بالا مطابقت  هايبا گزارش سويااز بررسي ما در گياه 

يزوبيوم در تيمار ر يدارا Bragg يپت ياهانگ .كند مي
آمونيوم همراه با نيترات در مقايسه با گياهان تحت 

 يشتريكل ب ينبا مقدار پروتئ ييها برگتيمارهاي ديگر 
 ياهانشاخص همچون گ ينا ازنظر NTSموتانت . داشتند
Bragg ييكل بالا ينبا پروتئ ييها برگ يزوبيوم،ر يدارا 

حاصل  يومآمون يمارت يط يناز پروتئ يزانم ينداشتند كه ا
نسبت به تيمار آمونيوم و  NTSدر تيمار توأم گياهان  .شد

 ها برگ اگرچهنيترات ميزان پروتئين كمتري را دارا بودند، 
شود و  ولي در برگ ذخيره نمي باشند يمداراي پروتئين 

گياهي منتقل  يا بافتهبه ساير  ها برگپروتئين از  احتمالاً
شود كه پروتئين كل با اسيدآمينه  همچنين گفته مي. شود مي

ميزان  هر جاهاي آزاد رابطه عكس دارد، به طوري كه 
هاي  يدآمينهاسپروتئين كل اندام هوايي پايين باشد ميزان 

  .تر خواهد بودآزاد بيش

 يكسدر علم پروتئوم ها يبررسدامنه : پروفايل پروتئيني
شناخت  ها آن ينتر مهماز  كه دارد ياديوسعت ز

، بافت ها و ها سلول در آنها يكم يها، بررس پروتئين
ها  پروتئين ياندر ب تغييرات سنجش ،شناختي يستز يعاتما
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 يفتوص يعي،طب يها سلول در مقابل يمارب يها سلولدر 
-ينپروتئ يها همكنش بر پس از ترجمه، مطالعه ييراتتغ

در سطح  يسلول يي عملكردشناسا ،يتموقع يينتع ين،پروتئ
ها و  به كمك پروتئين ناشناخته يها ژن ييها، شناسا پروتئين

در روش . ديگر است و جوانباز كاربردها  ياريبس
ها  اول الكتروفورز، پروتئينبعد در ، يدوبعدالكتروفورز 

شان به صورت خطي جدا براساس نقطه ايزوالكتريك
درجه تفاوت  90با  ها مولكولدوم، بعد در و شوند  مي

. شوند جدا مي شان يمولكولاول براساس وزن بعد نسبت به 
 يكالكتر يزوانقطه  در نزديكي ها ينپروتئدت تحرك ش

بار الكتريكي  شدت بهبراي هر پروتئين ثابت است و 
 .آن بستگي دارد يكالكتريزوانقطه  مولكول در نزديكي

معمولاً تناسب معكوس با اندازه  ها ينپروتئضريب انتشار 
هرچه اندازه مولكول بزرگتر باشد، ضريب انتشار ، آنها دارد

چند يوني  يها مولكول ها ينپروتئ .بودآن كمتر خواهد 
محيط اطراف  pH هستند كه بار خالص آنها وابسته به

 خاصي فاقد بار pH آمفوتري هريك دراين مواد ، است
نسبت به  pH ميزان تغييرات د و هرچهالكتريكي هستن

نيز ها  پروتئينتغييرات مسافت كمتر باشد، قابليت تفكيك 
  ).39( شود بهتر مي

نتايج اين آزمايش گياهان سويا استريل بدون تلقيح  براساس
مولار  ميلي 5شدن با باكتري ريزوبيوم، تحت تيمار 

NH4(SO4)2  در مقايسه با گياهان سويا تلقيح شده با
، تنوع )عدم دريافت نيتروژن معدني(باكتري ريزوبيوم 

اين تنوع . پروتئيني بيشتري در برگ خود نشان دادند
تواند به دليل در دسترس بودن ميزان  پروتئيني بيشتر مي

كافي نيتروژن در اين گياهان در مقايسه با گياهاني كه منبع 
يي بوده است، باشد و يا زا گرهي آنها فقط از طريق نيتروژن

) سولفات آمونيوم(اينكه به دليل نوع منبع نيتروژني معدني 
شود در گياهان  علاوه بر اين، اين احتمال نيز داده مي. باشد

ها به  تلقيح شده با باكتري ريزوبيوم تغييري كه در بيان ژن
وت در تنوع است، دليل اين تفا شده يجادادليل همزيستي 
  .پروتئيني باشد

ي كلي اثر نيترات، آمونيوم، تثبيت بيولوژيك و ريگ جهينت
 هاييبا باكتر يستيهمز يجادبقولات با ا :NTSموتانت 

 يتسبب تثب يشهگره در ر يدو تول يتروژنن كننده يتتثب
از هر دو  توانند يمگياهان سويا . شونديم يمولكول يتروژنن

روش تثبيت بيولوژيك نيتروژن و جذب نيتروژن معدني از 
بيشتر گياهان . خاك، نيتروژن مورد نياز خود را تأمين كنند

 عنوان بهآمينه را  يدهاياسنيترات، آمونيوم، اوره و  توانند يم
منبع نيتروژن جذب و تثبيت نمايند، اما جذب شكل 

. كند يميگر فرق به گونه د يا گونهخاصي از نيتروژن از 
بيشتر گياهان زراعي مخلوطي از آمونيوم و نيترات را 

و نسبت بالاتري از آمونيوم به نيترات را از  دهند يمترجيح 
كلي در اكثر  طور به). 3( نمايند يممحلول خاك جذب 

تر ساقه و  طول اندام هوايي، وزن(بررسي شده  يپارامترها
گياهي،پروتئين  هايريشه، سطح برگ،ميان گره، رنگيزه

، تيمار آمونيوم همراه با نيترات )هاي آزادكل،اسيد آمينه
نسبت به ساير تيمارها بيشترين تأثير را بر گياهان سويا 

علاوه بر اين تأثير تثبيت بيولوژيك ازت بر . گذاشته است
فيزيولوژي و  يپارامترهاروي پارامتر رشد اندام هوايي، 

در اكثر صفات مورد مطالعه . است ملاحظه قابلبيوشيميايي 
عامل  NARKكه در ژن  NTSها، در تيپ  تحت تيمار

زايي نقص دارد و منجر به تشكيل انبوه گره  گره كننده كنترل
در . شود دار ديده مي شود، تفاوت معني بر روي ريشه مي
منبع نيتروژني معدني را دريافت  گونه يچهگياهان كنترل كه 

رشد اندام هوايي در تيپ شود كه  نكردند، مشاهده مي
Bragg  وNTS  بهبود يافته و اين افزايش درNTS  در

  .دار است استريل معني Braggمقايسه با 

  منابع
و  يمناقل كلس) GmNARK(جداسازي ژن  .1388 ،.م ،يديامو ، .ب ،يصمد يزدي، .پ ،، گرشوف.م ،ينكما، ك.ع ،يدربند يزديا -1
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Abstract 

Nitrogen is one of the most important elements required by plants. Legume crops are of 
great significance because they can use nitrogen from the atmosphere through biological 
nitrogen fixation. In the current study, effects of NARK gene and different nitrogen 
treatments on growth, physiological parameters and protein profile of soybean leaf of 
supernodulation mutant and wild-type were investigated. For this, a factorial experiment 
in a completely randomized design with three replications was conducted under 
greenhouse conditions. Experiment factors included two levels of ammonium (NH4+) 
and two levels of nitrate (NO3-) for three types of soybean (sterile, wild-type and 
supernodulating mutant). Results of variance analysis revealed that the treatment of 
ammonium plus nitrate in comparison with other treatments had the greatest effect on 
soybean plants in terms of morphological and biochemical parameters. Two-
dimensional electrophoresis also showed that sterile plants under 5mM ammonium 
sulfate treatment had higher protein variation in leaf compared with the soybean wild-
type plants inoculated with rhizobia (non-recipient of mineral nitrogen). This variation 
in the leaf protein profile of plants could be due to type of nitrogen they receive 
(mineral nitrogen/biological nitrogen fixation). In addition, the protein variation could 
be due to alteration in genes expression because of symbiosis in inoculated plants with 
rhizobia. Traits such as chlorophyll b, total chlorophyll, carotenoids, and reduced sugar 
content, had the highest amount under the ammonium plus nitrate and 5mM ammonium 
treatments and the lowest amount in control plants. 
Key words: Biological nitrogen fixation, NARK, Soybean, protein profile, nodulation 


