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های کرمانشاه از در خاک Thiobacillus novellusو  Thiobacillus thioparusهای شناسایی باکتری

 rRNAطریق ژن 

 5.، فخریزارو  4.، هدا، بشیری9.، دانیال، کهريزی2آل آقابهشتی علی، ، .6احمدوند، اسما
دانشیار گروه زراعت و اصلاح ، دسی خاکستاديار گروه علوم و مهنا ،دانشجوی کارشناسی ارشدبه ترتیب  5، و 4، 9، 2، 6

 کارشناس گروه علوم و مهندسی خاک، دانشگاه رازی کرمانشاهو زراعت و اصلاح نباتات  دانشجوی دکترای، نباتات

 

  چکیده

های آهکی و افزايش قابلیت فراهمی برخی از عناصر ی گوگرد، اصلاح خاکنقش مهمی در چرخه Thiobacillusباکتری 

های کشاورزی شهرستان کرمانشاه خاک در T . novellusو  T. thioparusهای  از اين پژوهش شناسايی باکتری. هدف دارد

اده از محیط کشت ر سه نمونه در سه تکرار برداشت شد. کشت باکتری با استفسانتی مت 90تا  0بود. از سه منطقه در عمق 

ای روش واکنش زنجیره هبو انجام  آلمان Analytik Jena  کیت با DNA استخراج ، سپسانجام شدپستگیت اصلاح شده 

ر مناطق مطالعاتی دو و سه و د T. thioparus های موردنظر شناسايی شدند. نتايج حاکی از وجود باکتریباکتری 6پلیمراز

 .در منطقه مطالعاتی سه بود. اما منطقه يک فاقد هر دو گونه مورد بررسی بود T. novellusوجود باکتری 

 

 ای پلیمراز، واکنش زنجیره T. thioparus ،T. novellus  واژه های کلیدی:

 

  مقدمه

دهند با اين حال تعداد و ها به عنوان جزء زنده معمولاٌ کمتر از يک درصد حجم خاک را به خود اختصاص میمیکروارگانیسم

های خاک ترين اجزاء تشکیل دهنده میکروارگانیسمها يکی از مهم(. باکتری2006زاده، اصغرها بسیار زياد است )تأثیر آن

های رشد گیاهی و اسیدهای آلی هستند که قادر به بهبود رشد گیاهان از طريق تأمین مواد مغذی گیاهی، ترشح هورمون

(. يکی از مؤثرترين  Esitken et al, 2010شوند)باشد و سبب افزايش باروری خاک و حفظ سلامت محیط زيست میمی

توانند در های آهکی و قلیايی میها با اکسايش گوگرد در خاکهستند. اين باکتری Thiobacillusی گوگرد ها در چرخهیباکتر

ها مؤثر واقع ، اصلاح خاک، تامین سولفات مورد نیاز گیاه، انحلال برخی از عناصر غذايی و افزايش قابلیت جذب آنpHکاهش 

و  داسیون گوگرد و تبديل آن به سولفات به دلیل نقش گوگرد در تشکیل پروتئین، روغناکسی(.  Shabani et al, 2011 ) شوند

 (. Ivan, 2007ها در گیاه اهمیت دارد )بسیاری از ويتامین

بالا، عناصر غذايی )فسفر، آهن، روی، مس و منگنز (   pHو (  Banaee et al, 2004 ) های آهکیدر ايران به دلیل وجود خاک

يک راه کار موثر برای بهبود  (.  6334) ملکوتی و همايی، ها توسط گیاهان مشکل است ت کمی بوده و جذب آندارای حلالی

خاک حداقل در مقیاس   pHتغذيه گیاهان استفاده از مواد اسیدی مانند اسید سولفوريک و گوگرد عنصری است. اينگونه 

(. از آنجايی که بخش اعظم اکسیداسیون  Besharati, 2016 يابد )کوچک کاهش و قابلیت جذب عناصر غذايی افزايش می

ها به وجود اين باکتری و فراهم کردن شرايط بهتر برای رشد آن گیردانجام می Thiobacillusهای گوگرد توسط باکتری

کتری از روش برای شناسايی اين با(.  Tabatabai, 1994 ) کندهای آهکی کمک میافزايش بازدهی اکسیداسیون و اصلاح خاک

شود. در منتخبی از مولکول يک ژنوم می باشد استفاده می که روشی دقیق و قوی در تکثیر رديف ای پلیمرازواکنش زنجیره

ی دو انتهای است، الیگونوکلئوتیدهای مصنوعی که مکمل رديف شناخته شده DNAاين فرآيند که تقلیدی از همانندسازی 

در درون  DNAان آغازگر مورد استفاده قرار می گیرند تا واکنش آنزيمی همانندسازی هستند به عنو DNAقطعه مورد نظر 

 (.6986لوله آزمايش امکان پذير شود )نقوی و همکاران، 

                                                 
1 Polymerase Chain Reaction 
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جدا شده از صنعت .neapolitanus Tو  T. thioparus , Halothiobacillusی در پژوهشی اکسیداسیون تیوسولفات بوسیله

 .Tشوند و گرفت. ترکیبات کاهنده گوگرد ترکیبات بدبويی هستند که از صنايع مختلف تولید می پتروشیمی مورد بررسی قرار

thioparus ها برای تصفیه زيستی اين ترکیبات استفاده توانايی اکسیداسیون اين ترکیبات را دارد و بطور معمول از اين باکتری

اد اکسیدکننده تیوسولفات از يک صنعت پتروشیمی در پالايشگاه (. در اين مطالعه دو نژValdebenito et al, 2011کنند )می

 Thiobacillusبا استفاده از پرايمرهای  RT-PCRی ی مولکولی بوسیلهنفتی در شیلی به دست آمد که با استفاده از تجزيه

   Thiobacillusبه های جدا شده متعلق نتیجه گرفتند که يکی از سويه 16rsDNAها بر اساس توالی يابی بررسی شد. آن
 .است

های کشاورزی های فسفات تیلمسی در خاکی سنگهای حل کنندهدر پژوهشی ديگر  برای شناسايی و جدا کردن باکتری

توانند فسفر می  .thiooxidans.  Tوتیوباسیلوس   .T. thioparus ، ferrooxidans Tهای مختلف مشخص شد که باکتری

نشان داد  PCRه اسید سولفوريک حاصل از اکسید شدن گوگرد، حل کنند. نتايج بدست آمده از موجود در آپاتیت را به وسیل

ها ها فقیر هستند و مقدار اسید تولید شده و سنگ فسفات حل شده با رشد اين باکترها از لحاظ تیوباسیلوسکه اين خاک

های تیوباسیلوس که نقش اصلاح یت وجود باکتریاين پژوهش با توجه به اهم (.Babana et al, 2010ارتباط مستقیم دارد )

 .Tو  T. thioparusهای های آهکی را دارند با هدف شناسايی باکتریکنندگی و افزايش باروری خاک به ويژه در خاک

novellus های کشاورزی شهرستان کرمانشاه انجام شد.در خاک  

 

  هاروشمواد و 

 منطقه مطالعاتی

 44´های کشاورزی شهرستان کرمانشاه صورت گرفت. منطقه اول درو در سه منطقه از خاک 6935اين آزمايش در سال 

طول شرقی، و منطقه سوم در  44° 9´عرض شمالی و  94° 50´طول شرقی، منطقه دوم در   46° 38´عرض شمالی و  °94

ها در سه تکرار برداشت د. نمونهطول شرقی بو 44° 6´عرض شمالی و  94° 63´مزرعه تحقیقاتی دانشگاه رازی کرمانشاه با 

ها بهره گرفته شد. برخی از خصوصیات های ترکیبی جهت آنالیزهای آزمايشگاهی و شناسايی باکتریشد. در نهايت از نمونه

 آورده شده است. 6های مورد آزمايش در جدول اولیه خاک
 

 های مورد مطالعهخصوصیات فیزیکی و شیمیایی خاک -1جدول 

 بافت خاک زيمنس بر متر( دسی) pH EC کربنات کلسیم )%( (%مواد آلی ) 

 لوم            6/0 8/4 24 89/6 خاک منطقه اول

 لوم 5/0 6/4 29 46/6 خاک منطقه دوم

 لوم 4/0 9/4 64 22/2 خاک منطقه سوم

 

 در يخچال نگهداری گرديد. ها جهت کشت باکتری ها به آزمايشگاه منتقل شد و مقداری از آنبرداری، نمونهپس از نمونه

ها عبور داده شد. مواد آلی با میلی متر برای انجام برخی آزمايش 2ها در هوای آزاد سايه خشک شد و از الکباقی نمونه

 Gee( و بافت خاک به روش )Richards, 1954(، کربنات کلسیم به روش )Nelson and Sommers, 1996بلاک ) -روش والکی

and Bauder, 1986) .اندازه گیری شد 

 Thiobacillus که يک محیط اختصاصی برای کشت باکتری ،اصلاح شده برای کشت باکتری از محیط کشت پستیگیت

گرم سولفات آمونیوم،  9گرم تیوسولفات سديم،  5استفاده شد. عناصر غذايی مورد نیاز برای تهیه محیط کشت شامل  است

 60میلی لیتر سولفات آهن آبدار،  6گرم پتاسیم دی هیدروژن فسفات،  9کلسیم، گرم کلريد  25/0گرم سولفات منیزيم،  5/0

بدون سديم،  EDTAگرم  5میلی لیتر معرف برموتیمول بلو است. عناصر کم مصرف شامل  60میلی لیتر عناصر کم مصرف و 

گرم آمونیوم هپتا  66/0الت، گرم کلريد کب 66/0گرم سولفات مس،  66/0گرم کلرومنگنز، 5/0گرم سولفات روی آبدار،  2/2

 pHگرم کلريد کلسیم است. پس از تهیه محلول محیط کشت با استفاده از هیدروکسید پتاسیم دو نرمال  54/0مولیبدات و 
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میلی لیتر از محلول داخل ارلن ماير توزيع شد و در نهايت به آن يک گرم خاک اضافه  40تنظیم شد سپس  4محیط روی 

نشان قرار داده شد. پس از تغییر رنگ محیط کشت از سبز به زرد که   620ه در تکان دهنده با دور شده و به مدت سه هفت

آلمان و در آزمايشگاه شرکت ايده سازان   Analytik Jenaبا استفاده از کیت  هانمونهDNA دهنده رشد باکتری است استخراج 

طبق دستورالعمل استخراج اين کیت، مقدار يک زيستی زاگرس واقع در مرکز رشد واحدهای فناوری دانشگاه رازی انجام شد. 

 استخراج شد. DNAهای تعیین شده در پروتکل را به آن اضافه کرده و در نهايت میلی لیتر از محیط کشت برداشته و محلول

با استفاده از پرايمرهای  PCRو پس از سنتز،  (2جدول )  رای اين پژوهش پرايمرهای مورد نظر از مقالات گرفته شدب

به ژل آگارز منتقل و الکتروفورز گرديد و توسط دستگاه ژل داک عکسبرداری صورت  PCRاختصاصی انجام شد. محصول 

 گرفت.
 های مورد مطالعهاکتریتوالی پرایمر ب -2جدول 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  نتایج و بحث

دو و  های منطقه(  در خاک6با توجه به باندهای  ايجاد شده ) شکل   T.  novellusنشان داد گونه  PCRنتايج حاصل از 

 شود.باکتری يافت نمیسه وجود دارد اما در خاک منطقه يک اين 
 

 
: منطقه سه بر روی ژل 3: منصقه دو و باند 2: منطقه یک، باند 1. باند   T. novellusبرای گونه  rRNAژن  PCRالکتروفورز محصول  -1شکل 

 % 1آگارز 

  

ه سه اين ( مشخص گرديد که فقط در خاک منطق2شکل  ) T. thioparusگونه  rRNAژن  PCRهمچنین با توجه به محصول 

 گونه وجود دارد. 

        

 باکتری                            توالی پرايمر                                                                 
 
 5-GAAACGGTACGCTCTAACATAGC-3           Forward             

                                                                                                                  T. thioparus                 
5-AGCACCTGTGTTCCGGTTCT-3                      Reverse                 

                                               

                                                                              
 5-TTATCGCCATTGGATGAACCCG-3              Forward             

                                                                                                                    T . novellus                                        
5-AGTATCAAGGGCAGTTCTGGA-3                 Reverse                                         
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: منطقه سه بر روی ژل 3: منصقه دو و باند 2: منطقه یک، باند 1. باند T. thioparusبرای  rRNAژن  PCRالکتروفورز محصول  -2 شکل 

 % 1آگارز 

 

با توجه به  و شودلقی میهای آهکی تها به ويژه برای اصلاح خاکيک باکتری مفید برای خاک Thiobacillus با توجه به اينکه

شود اين باکتری به صورت تلقیح های مورد مطالعه پیشنهاد میپژوهش صورت گرفته و اثبات نبود اين باکتری در برخی خاک

 همراه با کود گوگردی به خاک اضافه شود تا باروری و حاصلخیزی خاک افزايش يابد.
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Abstract 

 

Thiobacillus bacteria play an important role in sulfur cycle and calcic soil amendment, they also increase 

availability of some nutrient elements. The purpose of this study was detecting the T. thioparus and T. novellus 

 bacteria in farm soil in Kermanshah Province. 3 samples in 3 replications were used in depth of 0 -30 cm from 

3 area. The culture of bacteria was done using modified postgete medium, then the DNA was extracted with the 

Analytik Jena kit in Germany and the bacteria were identified by polymerase chain reaction. Results showed the 

existence of T. thioparus bacteria in study area No. 2 and 3 and T. novellus in No.3 studied area. However the 

No. 1 study area had not shown any of both species.  
 

Keywords : : T.  thioparus, T. novellus, PCR  


