
      دوازدهمین کنگره علوم خاك ایران
      1390 شهریور 14 الی 12تبریز، 

 )خاك بیولوژي و بیوتکنولوژي(
 

   

 ١

آز و  فعالیت آنزیمهاي اورهتنفس پایه، تنفس ناشی از بستره و  بررسی روند تغییرات
  خاك در انکوباسون آن با سطوح مختلف سربرداکتاز  نیترات

  
  اله نجفی نصرت، اصغرزاد علیناصر، ناصر شیرزاده

 گروه علوم خاك، دانشکده کشاورزي، دانشگاه تبریز
com.gmail@agr.Shirzad.N 

  
 چکیده
، 100، 0هاي  لظت با غ سطوح مختلف سرب، منظور اینهب . را به مخاطره اندازدسلامت خاك  اکولوژي میکروبی وتواند سرب می

تنفس پایه،   روز90 و 30، 15، 3هاي زمانی  دورهاز منبع نیترات سرب به خاك اضافه شده و در  mg/kg500  و400، 300، 200
هاي پایین   در روزهاي نخست در غلضت.شدندگیري   اندازهرداکتاز آز و نیترات ي اورهها شده با بستره و فعالیت آنزیم تنفس تحریک

در . مشاهده شدداري  کاهش معنیاز آن  ترهاي بالا  ولی در غلظتنشان دادندگیري ابتدا مقداري افزایش  زههاي مورد اندا شاخص
 ولی برخی دیگربه دلیل ایجاد تحمل در ها کاهش یافتند  شاخص برخی، با افزایش میزان آلودگی بعد از آلودگی90و  30روزهاي 

  .جامعه میکروبی ثابت ماندند
  

  آلودگی سرب، تنفس میکروبی، سلامت خاك، فعالیت آنزیمی:  کلمات کلیدي
  

  مقدمه
ها به تغییرات ایجاد شده  همچنین این فعالیت. کس کنند خاك را منعتوانند فعالیت میکروبی زیمی میهاي آن فعالیت

بنابراین مطالعه تأثیر آلودگی . هاي طبیعی و انسانی مانند افزایش فلزات سنگین بسیار حساس هستند توسط تنش
هاي آنزیمی خاك براي درك بیشتر تأثیر آنها بر کیفیت و حاصلخیزي خاك اهمیت زیادي  فلزات سنگین بر فعالیت

ها  هاي خارج سلولی است که مرتباَ به وسیله میکروارگانیسم آز از جمله آنزیم آنزیم اوره). 2007زینگ و همکاران، (دارد 
 در ها  در برابر آلایندهآز حساسیت فعالیت آنزیم اوره.  و تبدیل آن به آمونیوم نقش دارد  اورههیدرولیزشود و در  تولید می

رداکتاز یکی از   آنزیم نیترات).1989 بات و همکاران(هاي خاك بیشتر است  بسیاري از موارد نسبت به سایر آنزیم
ها در  است که میکروارگانیسمخواه   یتریفیکاسیون یک فرایند انرژيدن. هاي کلیدي در دنیتریفیکاسیون است آنزیم

 50%ه بیش از بینی شده ک پیش. کنند هوازي از نیترات به عنوان یک پذیرنده الکترون استفاده می شرایط بی
 تنفس تحریک شده با بستره که بیانگر جمعیت فعال میکروبی .ها در این فرایند به نوعی دخیل هستند میکروارگانیسم
 به صورت فاکتوریل و در قالب  که، هدف این تحقیق.گیرد شدت تحت تأثیر آلایندهها قرار میباشد، به  در خاك می

باسیون مختلف انکوهاي میکروبی در زمانهاي   تأثیرپذیري شاخصشد، بررسیانجام  در چهار تکرارطرح کاملاً تصادفی
  .آنها با سطوح مختلف سرب بود

 
 ها مواد و روش

 برداري و اعمال تیمارها نمونه - 1
د از به بع .تري رد شدم  میلی4از الک  و  شدهبرداشت خلعت پوشان تبریز  از ایستگاه تحقیقاتی مورد مطالعه، خاك نمونه
 از منبع نیترات mg/kg500  و400، 300، 200، 100، 0هاي   سرب با غلظت سطوح رساندن جمعیت میکروبی،تعادل

  درجه سانتیگراد و رطوبت معادل با25 روز در دماي 90ه مدت هاي خاك در دو تکرار اضافه شده و ب سرب به نمونه
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 ي میکروبیها  روز شاخص90 و 30، 15، 3 انهاي و در زم )1996راوینا و بت، -دیاز(  شد کیلوپاسکال انکوباسیون-10
  .ندگیري شد اندازه

  آز گیري فعالیت آنزیم اوره  اندازه- 2
ستره و بافر محلول ب و پس از اضافه کردن ریخته گرم خاك مرطوب مزرعه 5 لیتري هر کدام  میلی100 ارلن 4در 

لیتر محلول   میلی30مقدار بعد از انکوباسیون .  درجه انکوباسیون شدند37ساعت در دماي ها به مدت دو   نمونهبورات
ها صاف   بعد ارلن وزده شد دقیقه توسط همزن دورانی، به هم 30ها افزوده شده و  کلرید پتاسیم به هر یک از ارلن

 .)1975زانتوا و برمنر  (گیري شد ، اندازهرتلات، آمونیوم استخراج شده در این مدتب و با استفاده از روش واکنش شدند
  گیري فعالیت آنزیم نیترات رداکتاز  اندازه- 3

فنل، محلول نیترو  دي-4و2 محلول پس از اضافه کردن و  شدهوب مزرعه درون لوله آزمایش ریخته گرم خاك مرطپنج
به هر یک از بعد از انکوباسیون، . گردیدند درجه انکوباسیون 25در دماي  ساعت 24به مدت ها  نمونه ،بستره و آب مقطر

ومتر  نان520 و محلولها صاف شده و مقدار جذب در طول موج یتر محلول کلرید پتاسیم ریختهل  میلی10ها مقدار  هلول
 ).1987عبدالمجید و طباطبایی(ند گیري شد  اندازهشاهد و استانداردهاي نیتریت،در مقابل محلول 

  ایه تنفس پ- 4
 20حاوي هاي   بالون و شدهریخته تکرار 4ر اي مخصوص د داخل ظروف شیشه به  مزرعهخاك مرطوبگرم  بیست
  و به مدت شده بستهفودرپوش ظر  شده و قرار داده در داخل این ظروف مولار1/0لیتر محلول هیدروکسید سدیم میلی

 جذب CO2 ، محلول کلرید باریومبا افزودن ،بعد از اتمام انکوباسیون.  درجه انکوباسیون شدند25 ساعت در دماي 24
 تیترمولار  HCl 1/0و باقیمانده هیدروکسید سدیم با اسید هداده شدب م رسو، به صورت کربنات باریود توسط سشده
 ).1976 اصلاح شده توسط جاجی،1952ایزرمایر و وست، (هد همان مراحل بدون خاك انجام شدبراي تهیه شا. شد

  تنفس ناشی از بستره- 5
  درجه22ها به مدت دو ساعت در دماي  ضافه شده و نمونه ا مرطوب مزرعه گرم خاك20گرم گلوکز به   میلیشصت

 انکوباسیون مولار 1/0حاوي سود ل ظروف سربسته  ساعت در داخ4به مدت ها  سپس نمونه.  نگهداري شدندسانتیگراد
  ).1952ایزرمایر و وست، ( تیتر تنفس پایه بودهمانندمراحل تیتراسیون، . این مدت آماده تیتراسیون شدندو بعد از 

  
 نتایج و بحث

دار   افزایش یافت ولی این افزاش معنی مقداريزان آلودگی خاكتنفس پایه در روز سوم بعد از آلودگی با افزایش می -1
  )1 شکل( میزان تنفس پایه بشدت کاهش یافتبالابه سرب  mg/kg200 از غلظت .نبود
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   دوره زمانی4 روند تغییرات تنفس پایه در انکوباسیون خاك با سطوح مختلف سرب در -1شکل 

اهده  تغییرات معنی داري مشmg/kg 500 کاهش یافت و بعد از آن تاmg/kg100 میزان تنفس پایه تا 15 در روز 
 با افزایش هم این شاخص 90ز در رو. داري کاهش یافت  بطور معنی با افزایش غلظت میزان تنفس پایه30نشد در روز 

 شیب کمتري مشاهده هاي زمانی قبلی شدت کمتري داشت و با یافت و لی این کاهش نسبت به دورهآلودگی کاهش 
در هیچ یک از دوره هاي زمانی .  به دلیل مقاوم شدن میکروارگانیسم ها در برابر آلودگی سرب باشدشد که احتمالاً

  . گرم سرب بر کیلوگرم خاك مشاهده نشد  میلی500 و400 تغییرات معنی داري بین غلظتهاي
 از غلظت ولی نشان داد داري  افزایش معنیmg/kg300، با افزایش غلظت تا ز بستره در روز سومتنفس ناشی ا -2

mg/kg 300 2شکل ( به شدت کاهش یافتاین شاخص به بالا(.  
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   دوره زمانی4ن خاك با سطوح مختلف سرب در روند تغییرات تنفس ناشی از بستره در انکوباسیو -2شکل 

  
 تفاوت mg/kg300داري در تنفس ناشی از بستره مشاهده شد و تا   افزایش معنیmg/kg 100  غلظت، تا15در روز 
 کاهش  تنفس بستره به بعدmg/kg 200 از ،30در روز . هش یافت به شدت کادر بالاتر از آن لیدار نبود و معنی
کاهش  mg/kg 100غلظت  تا 90در روز  .داري مشاهده نشد  تغییرات معنیmg/kg 500  غلظتاداري یافت و ت معنی
در هیچ یک از . دار نبود ولی از این غلظت به بعد با افزایش میزان آلودگی تنفس بستره به ملایمت کاهش یافت معنی
افزایش تنفس در روزهاي .  . مشاهده نشدmg/kg500 و  400هاي  داري بین غلظت هاي زمانی تفاوت معنی دوره

شود  نخست میتواند به دلیل تحریک میکروبها بر اثر اعمال آلودگی باشد که این تحمل در غلظتهاي پایین مشاهده می
به دلیل از بین رفتن میکروارگانیسم   یابد ها تنفس کاهش می و در غلظتهاي بالا احتمالاًً 
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خاك به مقدار جزئی افزایش یافت ولی این  mg/kg200ا غلظت  ت15در روزهاي سوم و آز  فعالیت آنزیم اوره -3
  .)3شکل( دار نبود افزایش از لحاظ آماري معنی
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   دوره زمانی4آز در انکوباسیون خاك با سطوح مختلف سرب در  روند تغییرات فعالیت انزیم اوره -3شکل 

 از ،30در روز . مه داشتادا mg/kg500 ت که تا غلظیافتین آنزیم کاهش ، فعالیت ابه بالا mg/kg200   غلظتاز
  .داري در فعالیت این آنزیم مشاهده شد  کاهش معنیmg/kg200 از غلظت 90 و در روز mg/kg300غلظت 

داري از   افزایش یافت سپس کاهش معنیmg/kg200، با افزایش غلظت تا رداکتاز در روز سوم فعالیت آنزیم نیترات -4
 تا 15در روز .  به کمترین مقدار خود رسیدmg/kg 500 مشاهده شد ودر غلظت  به بعدmg/kg 300هاي  غلظت

 کاهش شدیدي mg/kg 300رداکتاز افزایش یافت و بعد از آن تا غلظت   فعالیت آنزیم نیتراتmg/kg 100غلظت 
  غلظتازاکتاز رد  فعالیت نیترات کاهش30در روز . داري مشاهده نشد  به بعد تغییرات معنیغلظتاین نشان داد و از 

mg/kg 300  شروع شد و تاmg/kg 500تا غلظت  آنزیم این فعالیت90ر روز د.  ادامه داشت mg/kg300  روند
 ).4شکل ( بعد از این غلظت فعالیت به شدت کاهش یافت تري داشت ولی کاهشی آهسته
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   دوره زمانی4وح مختلف سرب در  در انکوباسیون خاك با سطرداکتاز نیتراتروند تغییرات فعالیت انزیم  -4شکل 

  
  ویابد ولی با افزایش غلظت در روزهاي نخست و غلظتهاي پایین، همانند تنفس، فعالیت آنزیمی مقداري افزایش می

 آلودگی در سطوح پایین ،با افزایش زمان انکوباسیون. یابد  به شدت کاهش می فعالیت آنزیمیها مرگ میکروارگانیسم
  .شود تري مشاهده می  و افت فعالیت آنزیمی در غلظتهاي پایینهم اثر خود را گذاشته
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