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  از ریزوسفر  جدا شده شناسایی فیلوژنیک باکتري هاي تثبیت کننده نیتروژن
  و بررسی اثر 16s rRNA با استفاده از گیاه مارچوبه

   فلز روي بر سویه جدا شده
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  دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتیمرکز تحقیقات پروتئومیکس،  :نویسنده مسئول*
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  هچکید 
با توجه به نقش میکروارگانیسم هاي تثبیت کننده نیتروژن در حاصلخیزي خاك و رشد و نمو گیاهان،  :مقدمه

 با توجه به.  به عنوان  شاخصی ریز مغذي در کشاورزي مطرح می باشد) ZnSo4(استفاده از کود شیمیاي سولفات روي 
اثرات سمی فلز روي،  هدف این تحقیق جداسازي و شناسایی میکروارگانیسم هاي آزادزي تثبیت کننده نیتروژن از 

  .ریزوسفر گیاه مارچوبه و بررسی اثر سمی فلز روي بر رشد باکتري می باشد
 ریزوسفر گیاه به منظور جداسازي میکروارگانیسم هاي تثبیت کننده نیتروژن، نمونه هاي خاك از :مواد و روش ها

 ساعت کشت داده شد، 48 درجه سانتی گراد به مدت 30مارچوبه تهیه و در محیط کشت فاقد نیتروژن با شرایط دماي 
 سویه جدا شده در غلظت هاي مختلف فلز روي MIC انجام پذیرفت و 16s rRNAشناسایی فیلوژنیک آن با استفاده از 

  .تعیین گردید
مونه هاي خاك ریزوسفر گیاه مارچوبه یک سویه باکتري جدا شد، که بررسی از میان  ن :ي پژوهشیافته ها

  گونه جدا MIC شناسایی شد و Acinetobacter calcoaceticus گونه 16s rRNAفیلوژنیک آن با استفاده از 
  . فلز روي ارزیابی گردیدppm 32/52شده در غلظت 

وژن در ریزوسفر گیاه مارچوبه باکتري یکی از سویه هاي تثبیت کننده نیتر :نتیجه گیريبحث و 
Acinetobacter calcoaceticus می باشد، افزایش مصرف فلز روي باعث آسیب میکروارگانیسم شده و حداکثر  

 . می باشدppm 32/52میزان مجاز فلز روي در این بررسی،  غلظت کمتر از 
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  مقدمه
 که می گویندفلزات سنگین به گروهی از عناصر 

 گرم و وزن مخصوص 40داراي جرم اتمی بیش از 
این ترکیب ها اغلب ) 1( می باشند gr/cm35بیش از 

در قالب آلاینده هاي محیطی از جمله آلودگی هاي 
جوي مراکز صنعتی، استفاده افراطی از کود هاي 
کشاورزي و فاضلاب هاي شهري و صنعتی به صورت 

بر خلاف آلاینده ) 2(برگشت ناپذیر وارد خاك می شوند
هاي آلی که می توانند به مواد غیر سمی تبدیل شوند، 

  ).3(ه طور ذاتی در طبیعت پایدار هستندفلزات ب
در ) zn+2(برخی از این فلزات از جمله فلز روي 

مقدار کم به عنوان ریز مغذي یک عنصر ضروري براي 
رشد و نمو گیاهان محسوب می شوند، در حالی که 
مقدار اضافی آنها در خاك موجب اختلالات متابولیکی 

ه هاي گیاهی و در نهایت بازدارندگی رشد در بیشتر گون
یکی از مهمترین ) 4(و میکروارگانیسم ها می شوند

مکانیسم هاي سمیت فلزات سنگین از جمله فلز روي 
به عنوان عامل تنش زاي محیطی از طریق تولید 

  ).5(رادیکال هاي آزاد و ایجاد تنش اکسیداتیو می باشد
به طور کلی تنوع و پراکنش میکروارگانیسم ها 

با توجه به این . ي خاك استمنعکس کننده حاصلخیز
که نیتروژن یکی از عناصر مورد نیاز گیاهان می باشد 
میکروارگانیسم هاي تثبیت کننده نیتروژن با فرآیند 
تثبیت نیتروژن مولکولی، نیتروژن مورد نیاز را به صورت 
قابل مصرف در اختیار گیاه قرار می دهند و نقش مهمی 

تري ها با تثبیت این باک )6(در حاصلخیزي خاك دارند
نیتروژن و تولید تیامین، ریبوفلاوین، نیکوتین، اندول 

و جیبرلین در رشد سلولی گیاه ) IAA(استیک اسید 
گونه هاي ازتوباکتر از ) 7.(موثر می باشند

میکروارگانیسم هاي آزادزي تثبیت کننده نیتروژن می 
باشد، متعلق به خانواده ازتوباکتریاسه، گرم منفی، پلی 

سم و قادر به تشکیل کپسول و میکروکیست مرفی
تعداد زیادي از گونه هاي میکروارگانیسم ). 8(هستند

هاي تثبیت کننده نیتروژن به نام تثبیت کننده هاي 
و آزادزي در دو سطح ) endophyte(نیتروژن اندوفیت 

   ریشه و ساقه گیاهان غیر تیره نخود، مانند گونه هاي
Azospirillum Gluconacetobacter 

diazotrophicus ،Herbaspirillum ،Azoarcus، 
Enterobacter, Klebsiella Pseudomonas , 

Azorhizobium , Beijerinckia , Azotobacter,  
  ).9(شناسایی شده اند

در فرآیند تثبیت نیتروژن، نیتروژن مولکولی توسط 
این . سیستم آنزیمی نیترژناز به آمونیوم تبدیل می شود

 بیوسنتز nifزیمی توسط فرآورده هاي ژن کمپلکس آن
 می nif یکی از مهمترین ژن هاي nif Hژن . می شود

 نقش Fe-proteinباشد که در تشکیل کمپلکس 
 از طریق PCR با nif Hبا تعیین توالی ژن ). 10(دارد

 در باکتري ها می توان nif DNAاثبات وجود 
می که داراي سیستم آنزیمی نیتروژناز تشخیص داد 

  ).11(باشند
از این رو به علت نقش مهم میکروارگانیسم هاي 
تثبیت کننده نیتروژن در خاك هاي زراعی و اهمیت فلز 
روي به عنوان یک ریز مغذي در چرخه زیستی، استفاده 
از کود سولفات روي در زمین هاي زراعی و اثرات سمی 

وي در محیط، در این بررسی یک سویه آزادزي  فلز ر
 نیتروژن از ریزوسفر گیاه مارچوبه تثبیت کننده

به غلظت هاي جداسازي شده و میزان حساسیت آن 
مختلف فلز روي با استفاده از نمک سولفات روي 

)ZnSo4 (در شرایط آزمایشگاهی بررسی می شود.  
  ها مواد و روش

 سانتی 0-30نمونه خاك از عمق : نمونه برداري
 ازنوا شهر متري ریزوسفر گیاه مارچوبه واقع در روستاي

 1390بهنمیر استان مازندران در فصل اردیبهشت سال 
  .در ظروف سترون تهیه و به آزمایشگاه انتقال داده شد

جداسازي میکروارگانیسم هاي تثبیت کننده 
به منظور جداسازي : نیتروژن از خاك هاي زراعی

میکروارگانیسم هاي تثبیت کننده نیتروژن از نمونه 
 تهیه و به روش 10-1-10-10هاي خاك رقت سریال 

پورپلیت در محیط کشت مانیتول آگار فاقد منبع ازت 
 گرم، فسفات دي پتاسیم 10حاوي ترکیبات مانیتول 

 گرم، سولفات 25/0 گرم، فسفات منوپتاسیم 75/0
 گرم، مولیبدینات 3 گرم، کربنات کلسیم 5/0منیزیم 
 میلی 1000گرم، آب مقطر 18گرم، آگار 02/0سدیم 
 درجه سانتی 30نمونه ها در دماي. ر پلیت گردیدلیتر پو

خانه گزاري شد و از نظر   ساعت گرم48گراد به مدت 
. ماکروسکوپی و میکروسکوپی مورد ارزیابی قرار گرفتند

به منظور جداسازي بهتر، کشت باکتري ها در سه 
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جهت شناسایی سویه ها از روش . مرحله تکرار شد
هاي بیوشیمیایی و متداول میکروبیولوژي شامل تست 

16s rRNA13، 12( استفاده گردید.(  
کلنی هاي ایزوله شده در : تهیه کشت تلقیح

  آگار کشت داده شد و پس از گرمBHIمحیط کشت 
 24 درجه سانتی گراد به مدت 30خانه گذاري در دماي 

ساعت کلنی باکتري در سرم فیزیولوژي سترون حل 
 تنظیم 8/0-1  نانومتر بر روي600شده و در طول موج 

  . می باشد cfu/ml   8-10x5گردید که معادل
براي این منظور : 16s rRNAشناسایی ژن 

 براث در شرایط LBباکتري هاي ایزوله شده در محیط 
 درجه سانتی گراد کشت داده شد 30هوازي و در دماي 

 ساعت گرم خانه گذاري جهت رسوب 18و بعد از 
قیقه سانتریفیوژ  د2 به مدت  rpm12000گیري در دور 

 ژنومیک از کیت استخراج DNAجهت تخلیص . گردید
MBSA DNA Extraction ساخت شرکت رشد 

  .استفاده گردید
 25 در حجم نهایی PCRواکنش : PCRواکنش 

 میکرولیتر PCR ،5/2 میکرولیتر آب 18(میکرولیتر 
 میکرولیتر پرایمر dNTPs ،1 میکرولیتر PCR ،1بافر 

Forward ،1یتر پرایمر  میکرولReverse ،1 میکرولیتر 
DNA ،میکرولیتر آنزیم 5/0 ژنومی Taq DNA 

Polymeraze (توالی پرایمر استفاده شده . انجام گرفت
  :به ترتیب زیر بوده است 16s rRNAبراي ژن 

16s F: GAGTTGGATCCTGGCTCAG 
16s R: AGGAGGTGATCCAGCCGCA  

 1 به مدت DNAواکنش به صورت دناتوراسیون 
 درجه سانتی گراد، دناتوراسیون 95قه در دماي دقی

 درجه سانتی گراد به 95ثانویه با قرار دادن در دماي 
 هدف در دماي DNA دقیقه الحاق پرایمرها به 1مدت 

 ثانیه و توسعه پرایمر 30 درجه سانتی گراد به مدت 50
 چرخه 30 دقیقه در 1 درجه سانتی گراد به مدت 72در 

 درجه سانتی 72دقیقه واکنش در  10تکرار و سرانجام 
  .گراد صورت گرفت

 توسط PCRمحصول : PCRمشاهده محصول 
 ارزیابی و x TAE1آگارز در بافر % 1ژل الکتروفورز 

  .)1شکل(تایید گردید
تعیین حساسیت سویه هاي ایزوله شده به غلظت 

براي این منظور : هاي مختلف نمک سولفات روي
ول از نمک سولفات  میلی م10 تا 1/0غلظت هاي بین 

 معادل ]34/287و جرم مولی ZnSo4.7H2o  [روي
ppm 53/6 تا ppm 653 در محیط LB براث استریل 

تهیه گردید و از مایع تلقیح باکتري به میزان یک میلی 
لیتر به رقت هاي مختلف نمک سولفات روي اضافه 

 درجه سانتی 30پس از گرمخانه گذاري در دماي . شد
ساعت رشد و عدم رشد نمونه ها  24گراد به مدت 

مشاهده و میزان کدورت رشد باکتري ها با دستگاه 
  . تعیین گردیدnm600اسپکتروفتومتري در طول موج 

  بهPCR محصول  (Sequencing):یابی  توالی

 به کشور شرکت فضا پژوه واسطه با یابی  توالی منظور
  .گردید ارسال یابی توالی براي کانادا
  شي پژوهها یافته

یک سویه از ریزوسفر گیاه مارچوبه جداسازي و 
در بررسی میکروسکوپی و ماکروسکوپی . شناسایی شد

یک کوکسی گرم منفی با ایجاد کلنی هاي سفید، 
شفاف، برجسته، لزج و نمناك بر روي محیط کشت 

 2شکل ( فاقد منبع نیتروژن مشاهده گردیدمانیتول آگار 
از  سویه جدا شده 16s rRNA توالی یابی نتایجو ) 3و 

 Acinetobacterگونه  ،ریزوسفر گیاه مارچوبه

calcoaceticus  در این  شناسایی شد و % 99تشابه با
  Acinetobacter calcoaceticus گونه MICبررسی 

  .  گزارش شدppm 32/52در غلظت به فلز روي 
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  )16s rRNA )bp 1500باند ژن . 1شکل

  
  

  
  زیر میکروسوپ نوريکوکسی گرم منفی در . 2شکل 

  
  

  
  کلنی رشد کرده در محیط مانیتول آگار فاقد منبع نیتروژن. 3شکل 

  
  
  

   و نتیجه گیريبحث
هاي در این تحقیق جداسازي میکروارگانیسم 

 در محیط ریزوسفر گیاه مارچوبهتثبیت کننده نیترژن از 
مانیتول آگار فاقد منبع نیتروژن و شناسایی باکتري با 

 انجام شد و حساسیت 16s rRNAالی روش تعیین تو
 به فلز روي  زراعیسویه هاي باکتري جدا شده از خاك

سویه جدا شده داراي توانایی رشد در محیط . بررسی شد
فاقد منبع نیتروژن بوده و تنها منبع نیترون آنها نیتروژن 
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و در بررسی میزان . مولکولی موجود در هوا می باشد
روارگانیسم حساسیت به فلز روي، رشد میک

Acinetobacter calcoaceticus در غلظت ppm 
  . متوقف شد32/52

 و Lu  Chengqunدر مطالعاتی که توسط
 براي جداسازس ازوتوباکتر 2010همکاران در سال 

در بررسی آنها از محیط بدون ازت حاوي . انجام شد
منبع کربن مانیتول استفاده شده بود که بررسی حاضر با 

  ).14(بقت داشت بررسی آنها مطا
 Babich تحقیقاتی 1984 و همکارانش در سال 

در زمینه فلز روي بر باکتري هاي خاك انجام دادند و 
 میلی 2بررسی آنها نشان داد که فلز روي در حدود 

مول فعالیت باکتري هاي خاك را کاهش می دهد 
 و Nilufer Cevikدر مطالعاتی که توسط ). 15(

مورد حساسیت باکتري  در 2003همکاران در سال 
هاي خاك به فلز روي طی یک آزمایش گلدانی انجام 

  فلز روي حساسیت ppm 50شد، باکتري ها در غلظت 
در تحقیق حاضر نیز با انجام ). 16. (نشان داده بودند

آزمایش هاي مختلف و تغییر غلظت هاي فلز روي 
)Zn ( به میزانppm 20 حد مجاز آن مشخص گردید 

که با افزایش فلز روي رشد سویه هاي و مشاهده شد 
باکتري گونه ازتوباکتر کروکوکوم کاهش یافت و در 

 متوقف شد که تحقیق حاضر با ppm 50غلظت 
  .بررسی هاي سایر محققین مطابقت دارد
 و Shakibaieدر مطالعات انجام شده توسط 

بر ) Zn( در بررسی فلز روي  2008همکاران در سال 
 ها مشاهده شده که باکتري مقاومت و جهش باکتري

 فلز روي ppm 30هاي غیر مقاوم در غلظت بیش از 
حساس می باشند که نتیجه بررسی حاضر با نتیجه 

  ).17 ( بررسی آنها مطابقت داشت
در مطالعاتی که محمد ملکوتیان و همکاران در 

 در مورد حساسیت باکتري هاي فاضلاب 1389سال 
م دادند، نشان داده انجا) ZnO(شهري به نانوذره روي 

 حساسیتی را ppm 80شده که باکتري ها در غلظت 
 از نانوذره روي باعث ppm 100نشان ندادند و میزان 

 از نانوذره روي باعث حذف ppm 1000و % 36حذف 
نتیجه بررسی حاضر با . از باکتري ها شده است% 84

این تفاوت در حساسیت . نتایج آنها تفاوت داشت
باکتري ها می تواند به دلیل تفاوت در محل نمونه 
گیري و تنوع میکروارگانیسم هاي مورد بررسی  

در . همچنین در نوع ترکیب فلز مورد مصرف باشد
) ZnSo4(حاضر از ترکیب سولفات روي آزمایش 

) ZnO(استفاده شده و در بررسی آنها از نانوذره روي 
استفاده شده و نوع ترکیب فلزي و قطر نانوذره می 

 ).18(تواند دلیل تفاوت نتایج حاضر با آنها باشد 
 و Rajapakshaدر مطالعات انجام شده توسط 

 فلز  در بررسی اثر کوتاه مدت2004همکاران در سال 
روي بر روي میکروارگانیسم ها نشان داده شده که 
افزایش میزان فلز روي در خاك به طور خطی باعث 

نتایج . کاهش جمعیت باکتري هاي خاك شده است
  ).19(بررسی حاضر با نتایج بررسی آنها مطابقت داشت 

همکاران در   وN. Tejeraدر مطالعاتی که توسط 
 1995در سال  و همکاران T. Uedaو  2005سال 

اکتري هاي تثبیت کننده نیتروژن براي جداسازي ب
سازي  از محیط فاقد منبع نیتروژن براي جداانجام شد،

 باکتري هاي تثبیت کننده نیتروژن استفاده شده بود که
نتیجه بررسی حاضر با نتیجه بررسی آنها مطابقت 

  ).20 و 6(داشت 
 Acinetobacterبه طور کلی، گونه 

calcoaceticus از ریزوسفر گیاه مارچوبه با کشت در 
 جدا شده و با  فاقد منبع نیتروژنمحیط مانیتول آگار

توجه به عدم وجود منبع نیتروژن در محیط کشت و 
جدا شده نبع نیتروژن مولکولی هوا، باکتري وجود تنها م

جدا  سویه MICد، داراي توان تثبیت نیتروژن می باش
است،  ppm 32/52در غلظت شده به فلز روي 

همچنین در این بررسی می توان نتیجه گرفت که 
افزایش مصرف فلز روي در زمین هاي زراعی باعث 

 Acinetobacter calcoaceticus باکتري کاهش 
می شود و میزان بهینه مصرف فلز روي در غلظت 

  . می باشدppm 32/52کمتر از 
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Abstract 
 
Introduction: Considering the role of 
microorganisms in nitrogen stabilizers for 
the fertility of the soil and growth and 
development of plants, application of the 
chemical fertilizers, zinc sulfate (ZnSo4), as 
micronutrient index in agriculture is taken 
into account. Due to the toxic effects of 
zinc metal, the aim of this research was the 
isolation and identification of nitrogen 
stabilizer microorganisms of asparagus 
rhizosphere and to evaluate toxic effect of 
zinc metal on the growth of bacteria.  
 
Material and Method: In order to isolate 
microorganisms in nitrogen stabilizer, soil 
samples were prepared from the asparagus 
rhizosphere and cultured in medium lacking 
nitrogen with a temperature of 30 °C for 48 
hours. Phylogenetic identification was 
accomplished using 16s rRNA and MIC of 
the isolated strain was determined in 
different concentrations of zinc metal. 

 
Findings: From the rhizosphere soil samples 
a strain of bacterium was isolated and its 
phylogenetic was determined as 
Acinetobacter calcoaceticus species using 
the 16s rRNA. The MIC of the species was 
evaluated at the 52.32 ppm concentration of 
zinc metal. 
 
Discussion & Conclusion:  One of the 
rhizosphere nitrogen stabilizer strains in the 
asparagus plant is  Acinetobacter 
calcoaceticus bacterium. Elevation of zinc 
metal causes damage to the microorganism 
and the maximum allowable amount of zinc 
metal in this study, was determined to be 
less than 52.32 ppm. 
 
Key words: Nitrogen fixation, Plant 
asparagus, 16s rRNA, Zinc sulfate (ZnSo4)  
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