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 چکیده

 روز به روز پیشرفت هایی را در زمینه بیولوژي بین گیاهان و میکرو ارگانیسم هابراي شناخت روابط متقابل استفاده از روشهاي مولکولی 
 از نقاط  که س هاي فلورسنت جداسازي شده از ریزوسفر برنج جدایه از سودومونا50در این مطالعه تنوع ژنتیکی . کند خاك فراهم می

نتایج این تحقیق نشان داد که .  بودRFLPمارکر مولکولی مورد استفاده . مورد بررسی قرار گرفتجمع آوري شده بود مختلف شمال ایران 
 قرار  فلورسنتند که در پنج گروه سودوموناس ژنوتیپ بود11این باکتري ها داراي تنوع ژنتیکی بوده و بر اساس نمودار خوشه اي داراي 

  . اکثر سویه هاي مورد مطالعه سودوموناس فلورسنس بود.گرفتند
  

 سودوموناس فلورسنت برنج، تنوع ژنتیکی، ژنوتیپ،: کلمات کلیدي

 

   مقدمه

 هزار 630ان بیش از در ایر.  براي بسیاري از مردمان، در کشور هاي مختلف است کربوهیدراتازرانبرنج یکی از منابع مهم 
مازندران، گلستان و گیلان از مهم  تن می باشد، میلیون 1/2هکتار در سال برنج کشت می شود که تولید آن در سال حدود 

 از بطور فراوان در نقاط مختلفسودوموناس،   جنس باکتري هاي). 1388بی نام، (ترین مناطق کشت برنج در ایران می باشد
سودوموناس ها از مهمترین باکتري هاي ). 2000 و همکاران، Anzi( هاي طبیعی پراکنده شده اند  خاك و دیگر محیط جمله

افزاینده رشد گیاه هستند که می توان به عنوان کودهاي بیولوژیک استفاده کرد و از طریق مکانیسم هاي مستقیم و غیر 
تحقیقات مختلف نشان داده ). 2001 همکاران،  وWalsh( مستقیم باعث افزایش عملکرد و رشد محصولات مختلف می شوند 

 و Sugitha ،2004 و Kumar(که سودوموناس هاي فلورسنت از فراوان ترین باکتري هاي ریزوسفر گیاهان مختلف می باشند 
Ramos Solano ،دن  شناسایی تنوع ژنتیکی سودوموناس ها می تواند تاثیر و کارایی آنها را در کلونیزه کر).2006 و همکاران

توسط محققین  16s rDNAژن  PCR  باارزیابی تنوع ژنتیکی سودوموناس ها . برنج و افزایش رشد آنها را بهتر توضیح دهد
 تنوع ژنتیکی سودوموناس هاي فلورسنت تعیینهدف از این مطالعه ). Germida ،2002 و Misko(مختلف گزارش شده است 

 اي شمال ایرانناخت خوبی از وضعیت پراکنش این باکتري ها در شالیزارهجداسازي از ریزوسفر برنج بود تا بر اساس آن ش
  . بدست آید

  

  مواد و روشها 

فلورسنت که از ریزوسفر برنج جداسازي شده بود و بر اساس تستهاي بیوشیمایی هاي  سودوموناس جدایه 50در این مطالعه 
 P. fluorescens ( رفرنس براي سودوموناس فلورسنسسه ایزوله .رزیابی ژنتیکی قرار گرفت امورد مورد مطالعه قرار گرفته بود
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ATCC 49642(،سودوموناس پوتیدا )P.  putida (ATCC 12633 و سودوموناس ایروژنوزا P. aeruginosa GRP3)( از
 با روش اصلاح شده DNAو پس از جداسازي و خالص سازي . ذخایر باکتریایی  مؤسسه تحقیقات خاك و آب فراهم شد

)PCI( فنل، کلروفورم ایزومیل الکل)Marmur 1961 ( 16، ژنs rDNAرا با استفاده از دو آغازگر fD1 
)5/_AGAGTTTGATCCTGGCTCAG3/(وrD1) 3/ 5/- AAGGAGGTGATCCAGCC (استحصال 

زي با واسرشت سا.  استفاده شد زیر  از ترموسایکلر با برنامه حرارتی، زمانیPCRبراي ). 1991 و همکاران، Weisburg(شد
 دقیقه و بسط در 1 درجه ساتیگراد به مدت 51 دقیقه، اتصال در دماي 5/2 درجه سانتیگراد به مدت 95 سیکل در دماي 32

براي تایید .  درجه سانتیگراد72 دقیقه در دماي 10 بسط نهایی به مدت در آخر دقیقه و 10 درجه ساتیگراد به مدت 72دماي 
لکتروفورز  ا،%)3/1( ژل آگاروز بر روي نمونه ها را ،16s rDNA و استخراج ژن ،DNAازي نهایی انجام موفقیت آمیز همانند س

محصولات .  عکسبرداري شدUVاز ژل ها در زیر نور )ا میلی گرم بر لیتر( پس از رنگ آمیزي در محلول اتیدیوم بروماید کرده
 و براي ارزیابی تنوع ژنتیکی با استفاده  نموده هضم، HaeIII و MspIدو آنزیم برشی افزودن  را با استفاده از PCRتولیدي از 

 و 100به مدت دو ساعت و با ولتاژ % 3الکتروفورز نمونه ها بر روي ژل آگاروز . آماده نمودیم RFLPاز مارکر مولکولی 
درختی با  و ترسیم نمودار Diceبا ضریب شباهت  در یک ماتریس دو طرفه  رانتایج حاصل .عکسبرداري از آنها انجام شد

  ). Rohlf ،1993( تجزیه و تحلیل شد،NETSYS و نرم افزار UPGMAاستفاده از 
  

 نتایج و بحث

DNA  16ژن وs rDNA نتایج حاصل از .شد ، استخراجتمام نمونه ها PCR این نمونه ها بغیر از یک مورد شامل یک باند 
آنزیم برشی . لکتروفورز، الگوي متفاوتی را نشان داد و با ااز هضم با آنزیم هاي برشی حاصل شد جفت بازي بود که 1200

HaeIIIو MspI 16 ، ژنs rDNAکه .  جفت بازي تولید نمود950 تا 130با وزن مولکولی از  اي،  قطعه6 تا 3الگوهاي   را به
 ترکیب نتایج پس از. ناشی از تولید همین الگو هاي متفاوت بودتفاوت بین ژنوتیپ ها با استفاده از این مارکر مولکولی 

بر اساس نمودار خوشه اي این ژنوتیپ ها در پنج ). 1جدول  ( حاصل شد16s rDNA  ژنوتیپیازدهالگوهاي این دو آنزیم، 
 به صورت ژنتیکی با سودوموناس فلورسنس   سویه35. شباهت قرار گرفت% 83 فلورسنت با سگروه مختلف سودومونا

ATCC 49642ا  سویه ب14 رفرنس قرار گرفت و س سویه در همان شاخه سودوموناس فلورسن21از این تعداد .  در ارتباط بود
 به  نزدیک بود و چها سویه  ATCC 12633 هشت سویه از لحاظ ژنتیکی به سودوموناس پوتیدا. آن ارتباط ژنتیکی داشت

  .  شاخه و دو سویه نزدیک به آن بود اینکه دو سویه در.  داشتوابستگی) GRP3(سودوموناس ایروژنزا رفرنس 
 آنها ارزیابی 16s rDNA استفاده کردیم و تنوع ژنتیکی سویه ها را بر اساس ژن RFLPدر این مطالعه ما از مارکر مولکولی 

نمودیم همانطوریکه در تحقیقات دیگر، انگشت نگاري این ژن مورد مطالعه واقع شده است و تفاوتهاي ژنتیکی بعضی از 
نتیجه حاصل از این مطالعه نشان داد که ). 2008 و همکاران، Sun؛ 2007 و همکاران، Fischer( ها بررسی شده است باکتري

 ریبوزومی با استفاده DNAتعیین تنوع ژنتیکی و آنالیز ژنوتیپ هاي . اکثر سویه هاي مورد بررسی، سودوموناس فلورسنس بود
ولی خوبی براي شناسایی سودوموناس ها مورد اسفاده واقع می شود چرا که ، به عنوان مارکر مولکRFLPاز مارکر مولکولی 

همانطوریکه با استفاده از این مارکر، نتایج قبلی  تستهاي بیوشیمایی را تایید نمود .  می باشدو آسانسریع روشی 
)Ramezanpour ،2008 و همکاران.(  

  
 
 
 
 
 



      دوازدهمین کنگره علوم خاك ایران
  1390 شهریور 14 الی 12بریز، ت
    )بیولوژي و بیوتکنولوژي خاك(
 

٣ 
 

 
 

 نت  سویه هاي سودموناس فلورس16s rDNA  ژنوتیپانواع: 1جدول 
 

 انواع ژنوتیپ .a مكان نمونھ برداري سویھ
MZ 3 Mazandaran I 
MZ 7 Mazandaran I 
MZ 8 Mazandaran VIII 
MZ 9 Mazandaran I 

MZ 10 Mazandaran I 
MZ 11 Mazandaran I 
MZ 13 Mazandaran I 
MZ 14 Mazandaran I 
MZ 15 Mazandaran I 
MZ 16 Mazandaran I 
MZ 18 Mazandaran I 
MZ 20 Mazandaran I 
MZ 21 Mazandaran I 
MZ 22 Mazandaran I 
MZ 24 Mazandaran I 
MZ 26 Mazandaran I 
MZ 29 Mazandaran VI 
MZ 33 Mazandaran I 
MZ 36 Mazandaran I 
MZ 37 Mazandaran I 
MZ 42 Mazandaran III 
MZ 44 Mazandaran III 
MZ 45 Mazandaran IV 
MZ 47 Mazandaran VIII 
MZ 49 Mazandaran III 
GO 1 Golestan I 
GO 2 Golestan II 
GO 5 Golestan X 
GO 7 Golestan X 
GO 11 Golestan VII 
GO 12 Golestan III 
GO 15 Golestan II 
GO 20 Golestan III 
GO 22 Golestan II 
GO 23 Golestan III 
GU 1 Guillan I 
GU 4 Guillan IV 
GU 5 Guillan IX 
GU 7 Guillan III 
GU 8 Guillan I 
GU 10 Guillan IV 
GU 22 Guillan IV 
GU 23 Guillan IX 
GU 24 Guillan III 
GU 25 Guillan XI 
GU 28 Guillan VI 
GU 34 Guillan III 
GU 35 Guillan III 
GU 36 Guillan VI 
GU 37 Guillan III 

P. fluorescens ATCC 49642 SWRI Culture Collection I 
P. putida ATCC 12633 SWRI Culture Collection V 
P. aeruginosa GRP 3 SWRI Culture Collection VIII 

P. fluorescens ATCC 49642 وP. putida ATCC 12633 و P. aeruginosa GRP3  به عنوان ایزوله هاي رفرنس از
  . هیه شدمؤسسه تحقیقات خاك و آب ت

 
 

 منابع
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