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  PCR-RFLPبه روش  ازتوباکترهای  ژنتیکی جدایه گوناگونیبررسی 

 5اصغرزاد، ناصر علی4، سید ابوالقاسم محمدی9، محمدرضا ساريخانی2اکبر صفری سنجانی، علی6*میترا ابراهیمی
وژی و بیوتکنولوژی به ترتیب دانشجوی دکترا و استاد بیولوژی و بیوتکنولوژی خاک، دانشگاه بوعلی سینا همدان، دانشیار بیول

 و استاد بیولوژی و بیوتکنولوژی خاک دانشگاه تبريزاستاد اصلاح نباتات مولکولی خاک دانشگاه تبريز، 
 

  چکیده

تبريز، اردبیل و شهرهای های از خاک در آغاز، PCR-RFLPجداسازی و بررسی گوناگونی ژنتیکی ازتوباکترها به شیوه  برای

 جنس به وابستههای از جداسازی باکتریپس  اين پژوهشبرداری شد. در نمونه بودند، ونگوناگکاربری  که دارای گیلان

 16S rRNA رمز کننده شده ژن فراوانالگوی برش قطعات  ديدگاهباکتری برای بررسی بیشتر از  93 به ، نزديکازتوباکتر

 ريختیشد. سپس چندفراوان  16S rRNAژن رمزکننده  24F/1525Rگیری از آغازگرهای عمومی . با بهرهشد انتخاب

های شناسايی بررسی شد. يافته MspIو  HindIIIهای برشی با آنزيماين ژن برش يافته  هایتکه ازای در م(سمورفی)پلی

، بیجرينکیا، کلبسیلا مانندهای ديگر جنس ی ازهاي، باکتریازتوباکترهای بر باکتری افزونکه  نشان دادها مولکولی باکتری

ازتوباکتر گونه  از ی شناسايی شده. گرچه همه ازتوباکترهاها هستندجدايهدر نیز  اگروباکتريومو  ريزوبیوم، وناسسودوم
ی که همگی در يک گروه اگونهبه  ،شدها ديده در میان آن گوناگونی ژنتیکی ،الگوی برش ولی از ديدگاهبودند،  کروکوکوم

هايی ازتوباکترها با باکتری PCR-RFLPمارکر  ديدنشان داد که از  بررسیاين آن گذشته از . و در سه گروه ديده شدند ندنبود

 ند.دارفیلوژنتیکی  ینزديکنیز  کلبسیلاو  رينکیاجبی، سودوموناسديگر مانند  هایاز جنس

 16S rRNA ،Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)، گوناگونی ژنتیکی، ژن ازتوباکتر واژه های کلیدی:

 

 مقدمه

يافت. ها يا میلیاردها از اين ريزجانداران میلیون توانمیاست که تنها در چند گرم خاک  ایاندازهغنای میکروبی خاک به 

 Varma andند )شوهای نوين شناسايی میروش که تنها با ديد توانمیرا  ژنوم گونه 2333بیش از  در بخش کوچکی از خاک

Oelmüller, 2007 بندیگروهدر  دگرگونی بزرگیمولکولی در شاخه علوم زيستی بررسی های و کاربرد شیوه اختشن(. با 

فهم ما ای ويژهی گونهبه  RAPD ،RISA ،RFLP مانند PCR وابسته بههای روشکاربرد رخ داده است.  جاندارانسیستماتیک 

، RAPD مانندهايی شیوه افزايش داده است.ان جاندارتبارشناسی  خويشاوند شناسی وهای تاکسونومیک، بندیگروهرا از 

RFLP ،DGGE/TGG های بررسیشیوه ياسازی آن است و فراوانو اسیدهای نوکلئیک  که وابسته به جداسازی PLFA  و

FAME بکار رفته خاک  ريزجاندارانشناسايی و آنالیز  برای ريزجانداران است، اسیدهای چرب که وابسته به بررسی ساختار

( 2( FISHهای هیبريداسیون )همانند ( کاربرد پروب6اسیدهای نوکلئیک شامل  وابسته بهمولکولی  هایررسیب. است

-بر روش نگاهی(. با 6939 ها است )ساريخانی و ابراهیمی،يا ديگر ژن rDNAهای از ژن PCRبه کمک  DNAنگاری انگشت

و  rDNAمانند  هايینقش ژنبکار رفته است،  هاآن 6یگوناگونی میکروبی و کارکرد بررسیدر که  PCR وابسته بههای 

نمايان  به خوبی nif ،amoمانند  های کارکردی( و ژن2IGSهای کوچک و بزرگ ريبوزومال )يگانژنی زير های میانجايگاه

ای برشی برش هبا آنزيم DNA(، ريزجاندار)خاک يا  از نمونه DNA جداسازیاز پس  ،RFLP(. در آنالیز Paul, 2007شود )می

های يا کم باشد، آنزيم فراوانهای برش شود که دارای جايگاه گزينشای تواند به گونهبرشی می هایشود. اين آنزيمداده می

مانند  هايیآنزيم ، در برابر آندارای جايگاه برش بیشتری خواهد بود ،باشدمی cutter-4که يک آنزيم  Sau3AIبرشی همانند 

RIEco  وIIIHind  گونهکه از cutter-6 درازی در ونی گگونايا  9ريختیدارای جايگاه برش کمتری هستند. چند ،باشندمی

                                                 
1 Functional diversity 
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در  4خواهد شد. اين گوناگونی آشکاربرش يافته بر روی ژل الکتروفورز های DNA بردن راهاز  DNAيافته برش هایرشته

ller, 2007; Paul, üVarma and Oelmشود )می گیریبهره ريزجانداران شناسايیبرای  5اثر انگشت همانند هایدرازی رشته

به دست آمده از  DNAهای نگارهانگشت بستگی به شناخت بدست آمده از بررسی RFLP وابسته بههای روشکارايی (. 2007

 (.Paul, 2007) های جانداران گوناگون داردژن

 فرآورده، 27F/1492Rبه کمک آغازگرهای عمومی  16S rDNAژن  سازیفراواناز پس  (2334آکويلانتی و همکاران )

PCR  مانند  های برشیبا آنزيمراRsaI  ياHhaI  آنبررسی نمودندرا  های اين ژن ازتوباکترهارشتهبرش داده و الگوهای برش .-

و همکاران  پلی .(Aquilantia et al., 2004)دندنموارزيابی را های اسپانیا اکخ یژنتیکی ازتوباکترهاگوناگونی  ها به اين شیوه

و  بررسی کردند PCR-RFLPبا بکارگیری برخی از آغازگرها با روش را کنندگان نیتروژن در تثبیت nifH( گوناگونی ژن 2336)

های از آنزيمنیز شده  فراوان ژندر برش  .ندشايسته گزارش کرد ژناين سازی فراوانرا برای  PolF/PolRجفت آغازگرهای 

 .(Poly et al., 2001)گیری کردندبهره MnlIو  HaeIII ،NdeIIمانند  برشی

در  است. کننده آزادزی بومی انجام شدههای تثبیتژنتیکی باکتریگوناگونی  بسیار اندکی پیرامونهای در ايران پژوهش

رقی، اردبیل و از سه استان کشور )آذربايجان ش گوناگونهای نمونه خاک با کاربری 53برداری از از نمونهپس  پژوهشاين 

های ژنتیکی جدايهگوناگونی  بررسی های ويژه آن جداسازی شد و برایدر کشتگاهکننده نیتروژن گیلان( جنس مهم تثبیت

ها و توان تا شناختی از گوناگونی آن شد گیریبهره 16S rRNAژن رمزکننده  سازیفراوانبا  RCR-RFLPاز تکنیک  برگزيده

 .های سودمند خاک، بدست آيدباکترین گروه از روش بکار رفته در بررسی اي

 

 ها مواد و روش

 از خاک هاجداسازی باکتری

( NF-mediaنیتروژن ) بدونهای خمیره خاک و کشتگاه ها ازآنهای ازتوباکتر از روش جداسازی جداسازی باکتری برای

برای جداسازی  NF کشتگاهساکاريدی در ش پلیاوکیست، رنگدانه و تر توان ساختهايی چون هسانشد. از ش گیریبهره

 شد. بهره گیریاين باکتريها  نخستین

 rRNA (PCR- RFLP)بررسی گوناگونی ژنتیکی ژن 

 93نزديک  کارد. برای اين شآزمون به روش زير  ازتوباکتربه جنس  و نزديکهای به دست آمده جدايهگوناگونی ژنتیکی 

به روش  16S rRNA، ژن رمزکننده PCR-RFLPشد. برای انجام  آمادهها آن ای ازو کشت تازه گزينشجدايه باکتريايی 

Colony-PCR 24گیری از آغازگرهای با بهرهF/1525R شد. واکنش  فراوانPCR  بر پايه روشمیکرولیتر حجم واکنش  43در 

(Tejera et al., 2005 انجام )(. برنامه 6)جدول  شدPCR  چرخه بود که در دستگاه  93اين ژن دارای  سازیفراوانبرای

دقیقه، در پی آن دمای  4یوس برای سلسدرجه  34، يک چرخه نخستین با دمای به گونهها اين چرخه Flexigeneترموسايکلر 

 22دقیقه و دمای فراوان شدن  6یوس )دمای پیوند آغازگر( برای سلسدرجه  59دقیقه، دمای  6یوس برای سلسدرجه  34

  دقیقه نیز انجام شد 63یوس برای سلسدرجه  22دمای با  پايانیقه بود که در پايان يک چرخه دقی 6یوس برای سلسدرجه 

(Tejera et al., 2005.)  پاياناز پس PCR در آغاز فرآورده PCR  شناخت درستی آن،شد و سپس با  بردهبر روی ژل آگاروز 

-بهرهشده  فراوان تکه هایدست آوردن الگوی برش به برای  های برشی(، از آنزيم6در واکنش هضم آنزيمی )مطابق جدول 

نوکلئوتیدی به ترتیب با  6و  4و برش  شناختی( دارای جايگاه HindIII ( وMspI) HpaIIهای برشی )شد. آنزيم گیری

درجه سلسیوس در  92ساعت در دمای  66 برای PCR فرآوردهآنزيمی  گوارشباشند. می  AˬAGCTTو CˬCGGجايگاههای 

پس  (.Varma and Oelmüller, 2007گرديد ) ديده و بررسیبرش يافته آنزيمی بر روی ژل آگاروز  فرآوردهو  شدنجام ا گرمابه

اندازه باندهای به دست  پايه. سپس بر بررسی شدباندهای گوناگون  نبودنيا  بودنالگوی برش بر روی ژل آگاروز،  ديدناز 

برای  .و درخت فیلوژنتیکی آن رسم گرديد شدآنالیز  MegAlignنرم افزار  ( درTو  Aصفر و يک )گونه دهی به آمده و رتبه

                                                 
4 Variation 
5 Fingerprint 
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 ;Varma and Oelmüller, 2007شد ) گیریبهره Clustal Wو  Hein ،Clustal Vگوناگون های رسم اين درخت از الگوريتم

Paul, 2007). 
 

 آنزیمی گوارشو واکنش  PCRواکنش های بخش -1جدول

 داده نامه
اندازه 

 تهبکاررف
 PCRواکنش  بخشهای

 dH2O (DNAg) 23 شد  گیریبهره lµ 23 آب جوشانده و lµ 93شی از کلنی در بخ

 4/62 dH2O 

 Buffer (10X) 4 شود بهره گیریدر واکنش  1Xبايستی 

 MgCl2 (50mM) 6/6 می باشدmM 5-6آن  بکاررفتهغلظت 

 dNTP (10mM) 8/3 می باشد Mµ 233معمولترين غلظت آن در واکنش

24F primer 4/3 Forward primer (10 pmol) 

1525R primer 4/3 Reverse primer (10 pmol) 

 Taq DNA polymerase (10U/µl) 4/3 معمول است lµ 43واحد آنزيمی در واکنش 6تا  2/3

 lµ43 حجم کل 

 ژن فراوان شده آنزيمی گوارشواکنش  هایبخش اندازه
13µL PCR Product (4 µg) 

2 µL Buffer (10X) 
4µL dH2O 

1µL MspI or HindIII 10U/ µL 

20 µL  

 

 نتایج و بحث

به دست آمد.  زوهای آگارآنزيمی در ژل گوارشاز انجام پس  16S rDNA فراوان يافته ژنهای تکهالگوی برش )طولی( 

برای  (HindIIIو  MspIبا هر آنزيم ) داگانهجگونه و برش يافته به  (uncutهای برش نیافته )برای بدست آوردن اين الگو نمونه

های ژل همهدر ای از اين الگوها آورده شده است. نمونه 6(. در شکل 6شد )شکل  الکتروفورز( lane) راهههر جدايه در سه 

يافته به دست نیامد و اين  HindIIIهیچ جايگاه برشی برای آنزيم  آنزيمی با گوارش 16S rDNAژن  PCRفرآورده برش يافته 

جايگاه  .بودنددر راستای هم  راههاين دو يا نوار به دست آمد. باند  HindIIIبرش آنزيم  راههبا  ،نمونه بدون برش راهه برابریاز 

آماری برای هر  ديداست. از بوده  kb 5/6برش اين آنزيم تکه فراوانی نوکلئوتیدی، يگانه بوده و  6 و برش اين آنزيم شناخت

در  PCR فرآوردهالگوی برش آنزيمی برای  به هر گونه. استها يک جايگاه برش برای اين نمونه از آنزيم kb 4 ای به اندازهتکه

اين آنزيم با جايگاه گونه به دست آمد. به اين  گوناگونیهای بود. چندين باند با اندازه ای ديگریگونهبه  MspIبا آنزيم  گوارش

 بوده است.ها جدايهاين گوناگونی ژنتیکی در بررسی  تریشايستهتايی، آنزيم  4و برش  شناخت
 

 (PCR-RFLPهای برشی )آنزیم با ها های باکتریجدایه شده برخی از فراوان rDNAای از الگوی برش ژن نمونه -1شکل 
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در برخی از  یی برش يکسانها. الگوانجام شد MspIالگوی برش به دست آمده با آنزيم  پايهبر ها جدايهکلاسترينگ 

 2SP-5 ،43SP-2( 9؛  47A1-3و  3A-1S ،4A-1( 2 ؛14SPI ،14SP2-1 ،35SP-2 ،16SP-2 ،34A-2 ،24A-1( 6مانند  هاجدايه

. با رسم درخت فیلوژنی الگوی کاملی از بندی شدندگروهای های چند گانهکه در گروه یاگونهبه  ،شد ديدهها و ديگر گروه

 Clustal V ،Clustal W) گوناگونهای های رسم شده به روشدرخت فیلوژنتیکاز میان دست آمد.  به بررسی شدههای باکتری

های جدايهگیری چگونگی جاآورده شده است.  2در شکل  Clustal V(، درخت به دست آمده به روش الگوريتم Heinو 

 همه 2شکل  پايههنگی بیشتری داشت. بر هما شد،بینی میآنچه پیشها با و دوری آن نزديکی ،ها در اين درختباکتری

گیری با ناهمانندی چشم A. chroococcum 35A-2 الگوی برش ژن جدايه بويژه .ندنبوددر يک خوشه  ازتوباکترهای جدايه

ازتوباکتر  16SP-2و  14SP-I ،14SP2-1های جدايه. ها بودآندور از  ای جدا و بسیاردر شاخه ديگر ازتوباکترها داشت و
الگوی برش با  ديدگاهاز نیز  25A-6و  44SP-2های جدايهند. جای گرفتالگوی برش يکسانی داشتند و در يک گروه کوکوم کرو

 ند.بودتری های نزديکدر گروه 35A-2 ولی در برابر الگوی برش ژن جدايهبودند ياد شده ناهمانند ازتوباکترهای 
، 34A-2 مانند) سودوموناسهای برخی جدايه 16S rDNAژن  ازو بسیار همانندی  الگوی برش يکساناز سوی ديگر 

35SP-2  24وA-1گیری روش بکاررفته )در بهره. همچنین بدست آمد ازتوباکتر کروکوکومالگوی برش دسته نخست  ( باPCR-

RFLP ی جداشده ديده شدبالايی با ازتوباکترها نزديکینیز  رينکیاجبیو  کلبسیلاهای جنس( میان جدايه های. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 .Clustal Vبا الگوریتم  شده جدایه ها فراوان rDNAژن الگوی برش  از بررسیدرخت فیلوژنی به دست آمده  -2شکل 

 

از  گیریبهرهبا های استان همدان جدا شده از خاک سینوريزوبیومهای باکتریاز جدايه  653 یژنتیک گوناگونیبررسی 

ها دارد )کريمی و بندی ژنتیک آنروش بکاررفته کارايی خوبی در گروهکه داد  نشان  PCR / RFLP 16S-23S rDNAروش

گیری بهره 16S-23Sسازی جايگاه میان ژنی برای فراوان 115Rو  926Fها در کار خود از آغازگرهای آن .(6986همکاران، 

در سه گروه  بررسی شدههای جدايه رفتههمیرورا برش دادند.  PCRفرآورده  HeaIIIو  HinfIهای برشی نمودند و با آنزيم

را نشان دادند.  Sinorhizobium melilotiژنتیکی  هایويژگید و اين گروه دارجدايه را  653جدايه از  622 يکمگروه  ،ندبود

 ( دوIII. گروه سوم )را داشتند Sinorhizobium medicae ژنتیکی هایويژگیگروه  اين که داشتجدايه  25( IIگروه دوم )

 .ندداشت پیشبا دو گروه  بسیار دور و ناهمانندژنتیکی  هایويژگیکه  داشتجدايه 

ها و گوناگونی ژنتیکی فراوانی، ويژگی داد،انجام  2362ی جنوب کشور لهستان در سال هادر خاکلنارت که  بررسیدر 

شد.  گیریبهره 2PCR-MPو  6APDRيعنی  PCR وابسته بهاز دو روش  بررسیبررسی شد. در اين  A. chroococcumباکتری 

است  های نزديک بهمژنتیکی باکتریگوناگونی  برای بررسیبالايی  توان شناختکه اين دو روش دارای شود میيادآور 

                                                 
6 Random Analysis of Polymorphic DNA 

7 Melting Profile 
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(Lenart, 2012 .) جداسازیاز پس DNA  باکتريايی از آغازگرهایG1  وL1  16ژنی  جايگاه میان سازیفراوانبرایS-23S 

برش داده شدند. آنالیز  HindIIIشده با آنزيم  فراوان هایتکهدر آغاز  ،%6بر روی ژل  RFLPی آنالیز پروفايل شد. برا گیریبهره

RAPD  از دو جفت آغازگر با توالی گیریبهرهبا( 5های AGTCAGCCAC 3  5و AAGAGCCCGT 3 انجام شد. وی در )

را در سطح گونه  RFLPای و های درون گونههمانندیشناخت نارا برای  MP-PCRو  RAPDاز دو روش  گیریبهرهپايان 

 (.Lenart, 2012پیشنهاد نمود )

 زير Boyacá-Colombiaهای خاک جدا شده از نمونه ازتوباکترهای باکتری( گوناگونی ژنتیک 2366جیمنز و همکاران )

 ازها جداسازی باکتریها برای آن. درا بررسی نمودنناج، گل کلم، کلم بروکلی، هويج و کدو( پ)اس هایکشت ارگانیک سبزی

از  گیریبهرهها با ند. آنکردبررسی  ARDRAبه روش را جدايه به دست آمده  24و  گیریبهره Ashby-Sucrose agarکشتگاه 

. ندبرش داد PCRفرآورده  RsaIيا  AluI ،HpaIIهای نموده و با کمک آنزيم فراوانرا  16S rDNAژن  Y3و  Y1آغازگرهای 

سه ها در ازتوباکترها منجر به قرارگیری آن( Cluster analysisآنالیز کلاستر )نتايج  نند آنچه در اين پژوهش ديده شد،هما

هايی از ازتوباکترها با باکتری PCR-RFLPاين پژوهش ديده شد که از ديد مارکر در  (.Jimenz et al., 2011) شداصلی گروه 

 نیز نزديکی فیلوژنتیکی دارند. کلبسیلاو  رينکیاجبی، سودوموناسهای ديگر مانند جنس
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Abstract 

In order to isolate and study on genetic diversity of Azotobacteria by PCR-RFLP, first of all soil samples from 

different land usages were collected. In this research after isolation of Azotobacteria, nearly 30 isolates were 

selected to study restriction fragment length polymorphism (RFLP) pattern of amplified 16S rRNA gene. The 

gene encoding 16S rRNA was amplified using universal primers (1525R/24F), then RFLP of this gene was 

investigated by restriction enzyme such as MspI and HindIII. Our results revealed that, besides Azotobacter 

there are other genera including Klebsiella, Beijerinckia, Pseudomonas, Rhizobium and Agrobacterium in the 

isolated bacteria. Although molecular identification showed that all Azotobacters belonged to the same species 

namely A. chroococcum, but from the point of PCR-RFLP view they separated in three different groups. 

Furthermore, results displayed that Azotobacters had similar RFLP pattern with other genera such as Klebsiella, 

Beijerinckia and Pseudomonas. 

Key words: Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP), 16S rDNA, Genetic diversity, Azotobacteria  


