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 چکیده
تغییر کاربري اراضی یکی از مهمترین فاکتورهایی است که جوامع ریزجانداران خاك را تحت تأثیر قرار داده که نقش 

از (تأثیر تغییر کاربري اراضی  منظور بررسی به. کنند محوري در اکثر فرایندهاي بیوژئوشیمیایی و اکولوژیکی ایفا می
ذوب  يبالا يریپذ کیتفکبا استفاده از آنالیز  يا مطالعه، خاك اییباکتریروي ترکیب جوامع ) زار به کشاورزي وتهمراتع ب

(HRM)  سازروش ژل الکتروفورز با شیب واسرشت و )DGGE( در  زار مرتع بوتهو  یزراع ،یباغ یاراض ير سه کاربرد
که مجهز به این تکنیک است،  Real-time PCRافزار جانبی دستگاه   از نرم HRMبراي آنالیز . انجام شد رفتیدشت ج

و همپنین نتایج  HRMنتایج تکنیک . جهش انجام شد تشخیص جهانی سیستم از استفاده با DGGE. استفاده شد
 باندهاي حضور عدم یا و بر پایه حضور) NMDS(بندي چند بعدي غیرمتریک  روش مقیاس از استفاده با بندي رج

DGGE سبب ) باغ و زراعی(زار به کشاورزي  که تغییر کاربري اراضی از مراتع بوته دادند خاك نشان هاي نمونه در
همچنین با توجه به نتایج هر دو روش، ترکیب جوامع . دار در ترکیب جوامع باکتریایی خاك شده است تغییر معنی

زار داراي شباهت بیشتري  ت به کاربري مرتع بوتهنسب) باغ و زراعی(هاي اراضی کشاورزي باکتریایی خاك در کاربري
باشد، تر و داراي انحراف کمتر میتر، راحتکم هزینه DGGEدر مقایسه با تکنیک  HRMاز آنجایی که آنالیز . بود

  .شودهاي مختلف پیشنهاد می جهت مقایسه ترکیب جوامع باکتریایی خاك بین نمونه
  

بندي چند بعدي غیرمتریک  مقیاس،  Real-time PCRخاك،  باکتریایی 16S rDNA، ژنومی خاك DNA :هاي کلیدي واژه
)NMDS( 

   

                                                        
  خاك علوم گروه دانشگاه جیرفت، جیرفت،: آدرس مسئول، نویسنده .1
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  مقدمه
مبتنی بر واکنش  1متاژنومیک هاي      ً    اخیرا  روش

 مطالعه براي اي فزاینده طور ، به(PCR) 2اي پلیمراز زنجیره
، تریپلتکنت و ( اند شده اك استفادهریزجانداران خ جوامع
بر پایه اسیدهاي نوکلئیکی هستند که  ها این روش ).2002

اي از قبیل خاك جدا  هاي پیچیده از اکوسیستم مستقیماً
 طور کل ریزجانداران به DNAها  این روش در. شوندمی

 و شده استخراج زیست محیطی هاي نمونه از مستقیم

اطلاعات  .رسد میانجام  به آن روي بر ژنتیکی هاي ارزیابی
و  ترکیبتري از  ها تصویر بسیار دقیق حاصله از این روش

دهد که امکان گرفتن  نقش ریزجانداران به ما نشان می
هاي قدیمی کشت ریزجانداران  چنین اطلاعاتی با روش

   ).1391 ،پورمظاهري وطباطبایی ( دور از ذهن بود
براي  که PCRهاي متاژنومیک مبتنی بر  روش از یکی

هاي  جوامع ریزجانداران از جمله باکتري بررسی ساختار
ژل الکتروفورز با شیب رود، روش  کار می خاك به
) 1993(مویزر و همکاران . است (DGGE) 3سازواسرشت

DGGE هاي معیترا براي تخمین تنوع ژنتیکی ج 
 این درطور مثال به .ندکرد شریحریزجانداران پیچیده ت

قطعات یا ) 4ها پروکاریوت( 16SrDNAژن روش قطعات 
آمید  آکریل هاي پلی در ژل) 5ها یوکاریوت( 18S rDNA ژن

کننده  داراي شیب افزایشی از غلظت ماده واسرشتکه 
. گیرند است، مورد الکتروفورز قرار می) 7و فرمامید 6اوره(

 کننده کد هاي ژن قبیل از خاص، هاي ژن اگر همچنین
 DGGE آنالیزهاي در متفاوت، متابولیکی فرایندهاي

 انواع فراوانی مورد در اطلاعاتی توان می شوند،  استفاده
 این شامل جمعیت یک در که زنده موجودات مختلف

در این  .)2007ناکاتسو، ( آورد دست به ،هستند ها ژن
  ولی توالی بازي با اندازه یکسان  DNAاز  هایی قطعهروش 

                                                        
1. Metagenomics 
2. Polymerase chain reaction (PCR) 

3. Denaturing gradient gel electrophoresis 
4. Procaryotes 
5. Eucaryotes 
6. Urea 
7. Formamide 

  
بخشی از  تیکبر اساس تحرك الکتروفور متفاوت

ها در  تفاوت .شوند تفکیک می DNAمولکول ذوب شده 
را ذوب  هاي ویژگیدر ي موجود ها ، تفاوتبازهاتوالی 

 DGGEدر ژل  هریک از باندهابنابراین، . کند کنترل می
د، نده را نشان می مشخصژن  یک هاي متفاوتی از شکل

درون  ممکن است ناشی از اختلاف خیلی جزئیکه این 
  ). 1993مویزر و همکاران، ( باشدتوالی 

 هاي زیادي نشان داده است که آنالیز نتایج پژوهش
 تکثیر از DGGE تحلیل و تجزیه از استفاده با مولکولی
 تنوع مطالعه در قدرتمند ابزار یک 16S rDNAقطعات 
اسمیت ( است پیچیده مانند خاك هاي محیط در باکتریایی

 وجود با ).2010؛ لانگ و همکاران، 2001و همکاران،
-PCR که دهد نتایج نشان می، روش این هاي محدودیت

DGGE و ها تفاوت براي بررسی اعتماد قابل روش 
 نتیجه در. است ریزجانداران ساختار جوامع در ها شباهت

و  ساختار تحلیل و تجزیه براي گسترده طور روش به این
دي ( استفاده شده است جوامع ریزجانداران خاك ترکیب

    ).2004لیپتاي و همکاران، 
هاي مبتنی روش ،ي متاژنومیکها از روش دیگر یکی

گران بسیاري از  پژوهش. دنباش می Real-time PCRبر 
هاي  سنجی باکتري براي کمی Real-time PCRتکنیک 

ها استفاده  هاي مرتبط با کارکردهاي آن خاك و ژن
؛ فوتی و همکاران، 2003 ،ب و همکارانوک( اند نموده
 فیرر و همکاران ).2017 سلیمان و همکاران، ؛ احمد2007

فراوانی نسبی  Real-time PCRکه با استفاده از ) 2005(
ها را در خاك بررسی  هاي تاکسنومیک اصلی باکتري گروه

کردند، بیان داشتند که این تکنیک درك جامع و ارزیابی 
. کند خاك فراهم می ییدقیقی از ترکیب جوامع باکتریا

 تواندمی که Real-time PCRهاي مبتنی بر یکی از روش
ترکیب و ساختار ریزجانداران خاك استفاده براي بررسی 
 (HRM) 8ذوب يبالا يریپذ کیتفکآنالیز شود، روش 

هاي  عنوان یکی از قویترین روش بهاین روش . باشدمی

                                                        
8.  High Resolution Melting (HRM) analysis 
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هاي اخیر  توسعه یافته در تشخیص مولکولی در سال
 انواع( ژنتیکی تغییرات آنالیز HRM. مطرح شده است

 و نوکلئوتیدي تک هايموتاسیون ها مانندموتاسیون
سازد و قابلیت آن در حدي می مقدور را) هامتیلاسیون

هاي ژنتیکی در حد یک تک  است که تفریق تفاوت
 اسید هاياین روش نمونه. باشد مینوکلئوتید را نیز دارا 

گوانین به و درصد  طول توالی، اساس بر را نوکلئیک
با توجه بنابراین  .سازدمی متمایز (G+C)اضافه سیتوزین 

به تفاوت در دماي ذوب مورد نیاز براي ذوب هر 
در (توان با استفاده از تحلیل منحنی ذوب  نوکلئوتید می

، )دهد هم منحنی تفاوت را نشان می 1حد تفاوت سویه
هاي  گیري از دستگاه ها را با بهره هاي ژنتیکی نمونه تفاوت

Real-time PCR  که مجهز به تکنیکHRM باشند،  می
توان به میهاي این روش  از مزیت. بررسی نمود

دقت و حساسیت بالا در ها، سرعت بالا در آنالیز نمونه
، در دسترس بودن 2ژنتیکی تنوعردیابی تغییرات و 

خاطر سالم ماندن پس از پایان آنالیز، امکان ها بهنمونه
 ها واستفاده دوباره یا استفاده از سایر فنون روي نمونه

بینی برهمین اساس پیش .اشاره کرد 3هاردیابی جهش
عنوان یک چندان دور، این فن بهاي نهشود در آیندهمی

هاي علوم آزمایشگاهروش مرسوم و پرکاربرد در 
ویژه ژنتیک مولکولی مورد استفاده قرار مولکولی و به

  ).1394، فرجیو نوري دلویی ( گیرد

جوامع  ترکیبدر مورد  یاطلاعات کماز آنجایی که 
 ـاخشـک   و نیمهخاك در مناطق خشک ریزجانداران   رانی

گـران بسـیاري    و همچنـین از طرفـی پـژوهش    وجود دارد
کاربري  تغییر نظیر انسانی هاي فعالیت اند که گزارش کرده

 و توجه قابل اثرات توانند می مدیریتی هاي و شیوه اراضی
هاي خـاك نظیـر عناصـر غـذایی،      دراز مدت روي ویژگی

ــی، بافــت ــربن آل ــر و( pH و ک ــاران،  لاوب و ) 2013همک
جوامـع ریزجانـداران خـاك     همچین روي ترکیب و تنوع

ــند  ــته باش ــاران، ( داش ــنر و همک ــیس و  ؛2001 مارش وال

                                                        
1. Strain 
2.  Genetic variation 
3.  Mutation tracking 

 انـد،  دادهنشان  یتحقیقاتهمچنین شواهد  ).2010،همکاران
تاثیر کاربردهاي طولانی مدت هاي کشاورزي مانند  فعالیت

 و اثـرات  )2017 هو و همکـاران، ( کودهاي آلی و غیرآلی
 تناوب زراعی، مانند شخم(مدیریتی هاي  مدت روش بلند

 ـوارگ() گیاهی بقایاي مدیریت و ) 2007همکـاران،  ث و ت
 .دهند ثیر قرار میأباکتریایی خاك را تحت ت جوامع ترکیب

 جوامـع کـاربري اراضـی روي ترکیـب    با فرض اینکه لذا 
هـدف  باشد، این پژوهش بـا   ثیرگذار میأباکتریایی خاك ت

بررسـی  جهت  PCR-DGGEو  HRM هاي مقایسه تکنیک
کـاربري   ثر از تغییـر أمت ـخـاك  باکتریـایی   جوامعترکیب 
) زار بـه کشـاورزي   سال اخیر از مراتع بوته 50در (اراضی 
   .نیمه خشک دشت جیرفت انجام شدخشک و  هدر منطق

 ها مواد و روش
  معرفی منطقه مورد مطالعه

متر  650( منطقه مورد مطالعه در دشت جیرفت
 28˚ 28' 40''موقعیت جغرافیایی در )ارتفاع از سطح دریا

شرقی  58˚ 4' 27''تا  57˚ 30' 8''و شمالی  28˚ 52' 6''تا 
مؤسسه  1:1000000بر اساس نقشه . واقع شده است

 خاك حرارتیو رطوبتی  هاي رژیم ،تحقیقات خاك و آب
 باشند می 5هایپرترمیکو  4اریدیک ترتیب بهمنطقه این 

میانگین بارندگی سالیانه در این شهرستان ). 1380 بنایی،(
درصد  55متر، میانگین رطوبت نسبی آن حدود  میلی 140

درجه  یکو  48و بیشینه و کمینه دماي آن به ترتیب، 
  .باشند میسلسیوس 

  برداري خاك  نمونه
دهستان  ،يبخش مرکز(در منطقه دشت جیرفت 

، یک سطح )سازمان آباد یعل يدولت آباد، روستا
که داراي ) دشت آبرفتی(ژئومرفولوژیک غالب 

زارهاي مجاور اراضی  بوته( زار بوته تعاهاي مر کاربري
دلیل محدودیت آب آبیاري تاکنون کشت  کشاورزي که به

عمدتا تحت کشت سیب زمینی و (، زراعی )نشده بودند
هر سه  ).1شکل ( بود، انتخاب شد) مرکبات(و باغی ) پیاز

                                                        
4. Aridic 
5. Hyperthermic 
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ربري مربوط به اراضی شرکت کشت و صنعت جیرفت کا
هاي صورت گرفته از عدم تغییر  بودند و طبق بررسی
   .سال اخیر اطمینان حاصل شد 50کاربري مورد نظر در 

ریزي  آزمایش در قالب طرح کاملاً تصادفی طرح
تیمارهاي این آزمایش شامل سه نوع کاربري اراضی . شد

نمونه سه و تکرارهاي آن شامل ) ، زراعی و باغیزار بوته(
جهت . از هر کاربري اراضی، بودند مرکب خاك

با بازدیدهاي صحرایی، مکان ابتدا ري خاك، بردا نمونه
بندي با  هاي اراضی مورد نظر انتخاب و شبکه کاربري
برداي در  متر جهت تعیین موقعیت نقاط نمونه 50فواصل 
 افزار  اده از نرمبا استف UTM 1تصویر سیستم

ArcGIS2با استفاده از  1393 ماه دي درنهایتا . ایجاد شد
GPS نمونه  سهداري،  و مختصات جغرافیایی نقاط نمونه

نمونه  چهارهر نمونه مرکب متشکل از ( مرکب خاك
از عمق  )متر از هم قرار داشتند 50بودکه به فاصله  فرعی

  . شد آوري جمع متر از هر کاربري اراضی سانتی 10صفر تا 
  آنالیز آزمایشگاهی 

  هاي فیزیکی و شیمیایی خاك ویژگی
هاي فیزیکی و شـیمیایی خـاك بـا     برخی از ویژگی

گیـري   هاي معمول آزمایشگاهی به شرح زیر انـدازه  روش
، )1960برمنـر،  ( 3نیتروژن کـل بـه روش کجلـدال   . شدند

والکلی و بـلاك،  (کربن آلی کل به روش والکلی و بلاك 
ــدرومتري ، )1934 ــا روش هی ــت خــاك ب ــوس، ( 4باف بوی
 بـا  سـازي  خنثـی بـه روش   5معادل کربنات کلسیم، )1962
لـویپرت و سـوارز،   (سود  با کردن و تیتر کلریدریک اسید

1996( ،pH  ترتیب در گـل   به 6هدایت الکتریکیو قابلیت
روآدز، (اشــباع خــاك صــاره و ع) 1996تومــاس، (باع اشــ

و  اولسن گیاه در خاك به روش فسفر قابل جذب، )1996

                                                        
1. Universal Transverse Mercator (UTM) coordinate 
system 
2. Aeronautical Reconnaissance Coverage 
Geographic Information System (ArcGIS) 

3. Kjeldahl  
4. Hydrometer 
5. Calcium carbonate equivalent (CCE) 
6. Electrical Conductivity of soil saturation extract 
(ECe) 

گیـاه در   پتاسیم قابل جذب، )1982اولسن و سامر، (سامر 
 با استات آمونیوم یـک نرمـال   گیري خاك به روش عصاره

روي، (مصـرف   و عناصر کـم ) 1996هلمک و اسپارکس، (
اسـتخراج  (ل جذب گیاه در خـاك  قاب) آهن، منگنز و مس

لیندسـی و  (گیـري شـدند    انـدازه ) DTPA7گیـر   با عصـاره 
  ). 1978نورول، 

  هاي خاك  از نمونه DNAاستخراج 
 هاي نمونه از DNA سازي خالص و استخراج براي

. شد استفاده 8خاك از کیت نوکلئواسپین سویل
با  ،خاكهاي  نمونه هاي استخراجی از  DNAغلظت

در طول موج  9اسپکتروفتومتر نانودراپ دستگاهاستفاده از 
جهت بررسی کیفیت همچنین . نانومتر، تعیین شد 260

DNA  ،هاي میزان خلوص شاخصهاي استخراجی DNA 

به  260هاي  در طول موج DNAجذب نوري  هاي نسبت(
گیري شدند  اندازه) نانومتر 230به  260نانومتر و  280

  ). 2012ناث و همکاران، (
   16S rDNAتکثیر قطعات 

از  خاك هاي باکتري 16S rDNAقطعات  تکثیر براي
که ) 341F/534R( 10همگانی باکتریایی آغازگر جفت
را  باکتریایی 16S rDNAهاي  توالی V3 11متغیر منطقه

براي اطمینان از تفکیک مناسب . استفاده شد ،کند تکثیر می
) گیره(رو، یک کلمپ  پیش DGGEقطعات تکثیر شده در 

 5′به انتهاي ) بازي 40توالی ( 12غنی از گوانین و سیتوزین
 GCاز  یغن یتوال نیا. اضافه شد (341F) 13آغازگر رفت

ذوب بالا عمل کرده و از جدا  يبا دما هیناح کیعنوان  به
مویزر و ( کند یم يریجلوگ DNAشدن کامل دو رشته 

  . )1993همکاران، 
 

                                                        
7. Diethylene triamine pentaacetic acid (DTPA) 
8. NucleoSpin® Soil kit, Macherey-Nagel, Duren, 
Germany 
9. NanoDrop spectrophotometer, Thermo Scientific, 
Scientific, Wilmington DE. USA 
10. Universal bacterial primers 
11. V3 hypervariable region  
12. GC-rich clamp 
13. Forward primer 
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 دشت جیرفتدر  انتخاب شده هاي اراضی کاربريعیت جغرافیایی قمو - 1شکل 

  
 ییدر حجم نها PCRجهت انجام  استفادهمواد مورد 

غلظـت  (شامل؛ آغازگرهاي رفت و برگشت  تریکرولیم 50
 1مســتر مــیکس ردکیــت ، )پیکومــول 20نهــایی هرکــدام 

آب و ) میکرولیتـر دو ( الگـو  DNA، )1Xغلضت نهـایی  (
پس از اضـافه کـردن هـر یـک از اجـزاي       .ندبود دیونیزه

ایجاد کننـده  داخل دستگاه  ها میکروتیوب، مخلوط واکنش
و برنامـه زمـانی و دمـایی     قرار گرفتند 2هاي دمایی چرخه
PCR ــه پــس از مقایســه برنامــه صــورت  هــاي مختلــف ب

Touchdown-PCR  مرحلــه   طوریکــهبــه. تنظــیم شــد
درجـه   95دقیقـه در دمـاي   پـنج  مـدت   اولیه بـه  واسرشت

مرحلـه   ؛چرخـه شـامل   35، سـپس  انجـام شـد  سلسیوس 
ثانیـه،   30مـدت   بهسلسیوس درجه  94واسرشت در دماي 

، Touchdownي  چرخـه  20در (آغازگرهـا  مرحله اتصـال  
سلسـیوس  درجـه   65-55مرحله اتصال در شـیب دمـایی   

 15و  )در هـر چرخـه کـاهش دمـا    سلسیوس درجه  5/0(
 30مـدت   بـه  )سلسـیوس درجه  55چرخه بعدي در دماي 

سلسـیوس  درجـه   72ثانیه و مرحلـه گسـترش در دمـاي    
ــه ــدت  ب ــام  .ندانجــام شــد ثانیــه 30م ــس از اتم  ،PCRپ

                                                        
1. Taq DNA Polymerase 2X Master Mix Red 
(1.5mM MgCl2) (Ampliqon, Denmark) 
2. Bio-Rad T100 thermal cycler (Bio-Rad 
Laboratories, Hercules, CA, USA) 

در  ،تا زمان بارگذاري در ژل آگارز یافته تکثیرمحصولات 
  .نگهداري شدند سلسیوسدرجه  20منفی دماي 

  HRMبررسی ترکیب جوامع باکتریایی با روش 
، مقایسـه ترکیـب جوامـع    HRMبا استفاده از روش 

هاي اراضی مختلف با اسـتفاده   باکتریایی خاك در کاربري
ساده،  PCRمشابه . انجام شد Real-time PCR 3از دستگاه

از  باکتریایی خـاك  16S rDNAقطعات  تکثیر ساده، براي
اما بـدون  ) 341F/534R(همگانی باکتریایی  آغازگر جفت

  .، استفاده شدGCکلمپ 
 20 نهـایی  حجـم  در Real time PCR هـاي  واکنش
 نیـاز مواد مـورد   .شدند انجام دوتایی صورت میکرولیتر به
 4نیاواگـر مسـتر مـیکس   کیت واکنش شامل جهت انجام 

ــایی  ( ــت نه ــت   )1Xغلض ــت و برگش ــاي رف ، آغازگره
)341F/534R ( پیکومول، آب دیونیزه و  8در غلظت نهایی

DNA  بودند) یک میکرولیتر(الگو.  

انجام واکنش ) تکثیر و ذوب( اي برنامه دو مرحله
مدت  اولیه به مرحله واسرشت :صورت ذیل تنظیم شد به

چرخه  40، سپس سلسیوسدرجه  95دقیقه در دماي  15
سلسیوس درجه  94شامل؛ مرحله واسرشت در دماي 

                                                        
3. BioRad CFX96 Real-Time Detection System, 
USA 
4. 5x HOT FIREPol® EvaGreen®HRM Mix, Solis 
BioDyne, Estonia 
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 60ثانیه، مرحله اتصال آغازگرها در دماي  25مدت  به
ثانیه و مرحله گسترش در  30مدت  بهسلسیوس درجه 
گیري  اندازه(ثانیه  30مدت  بهسلسیوس درجه  72دماي 

بلافاصله پس از ). میزان فلورسنت در این دما انجام شد
اتمام مرحله تکثیر، الگوي ذوب قطعات تکثیر شده در 

گیري  با اندازه(سلسیوس درجه  55-95شیب دمایی 
و سلسیوس درجه 5/0ها در هر  تغییرات فلورسنت نمونه

هاي ذوب  نیبررسی و منح) ثانیه توقف در آن دما 15
ترسیم  Real-time PCR توسط برنامه جانبی دستگاه 

جانبی  1افزاراز نرم HRMهمچنین براي انجام آنالیز . شدند
  . دستگاه که ویژه این روش است، استفاده شد

  DGGEبررسی ترکیب جوامع باکتریایی با روش 
  انجام کار روش) الف

DGGE  ــتفاده از ــا اس ــتمب ــخیص  جهــانی سیس تش
ــدازه   در ژل) Dcode( 2جهـــش ــا انـ ــایی بـ  16در  16هـ

پـس از  . شـد متـر انجـام    میلـی  یکو ضخامت متر  سانتی
هاي مـورد نیـاز،    کارهاي مقدماتی از جمله ساخت محلول

آمیـد بـه    نسـبت آکریـل  (درصـد   هشتآمید  آکریل ژل پلی
این ژل شامل یک . آماده شد) به یک 5/37: آمید آکریل بیس

درصد از عوامل واسرشـت   60تا  40شیب شیمیایی خطی 
 اوره از ترکیـب  درصـد  100 واسرشـت کننـده  (کننده بود 

درصـد تهیـه    40 دیـونیزه  فرمامیـد  اضـافه  مولار بههفت 
مربوطـه در  آمیـد   آکریل پلیپس از قرار دادن ژل ). شود می

 ، مقـدار Dcodeتانک الکتروفـورز سیسـتم    TAE 1Xبافر 
تکثیــر  16S rDNAاز قطعــات  )میکرولیتــر 25(مســاوي 

میکرولیتر از  25همچنین . شد بارگذاري ژل روي بر شده،
خـالص  هـاي   مربوط به بـاکتري  PCRمحصولات مخلوط 

) هشت گونه باکتري بـود متشکل از که  لدرعنوان یک  به(
 الکتروفـورز  آن از پـس . نیز بـر روي ژل بارگـذاري شـد   

درجه  60و در دماي  ولت 100با ولتاژ  ساعت 17 مدت به
 اتمـام الکتروفـورز،   از پسدر نهایت  .شد اجرا سلسیوس

سپس . آمیزي شد رنگ نیترات نقرهروش ژل با استفاده از 

                                                        
1. Precision Melt Analysis™ Software - Bio-Rad 
2.  DCode™ Universal Mutation Detection System 
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)    

آمیزي شده روي سطح نورانی قرار داده شد و بـا   ژل رنگ
 بـرداري صـورت گرفـت    اي عکـس  دوربین عکاسی حرفه

   ).2008 همکاران، ین ول؛ واک2007، و و ماتسوموتوهوشین(
   DGGEتجزیه و تحلیل نتایج ) ب

 و باند، از تجزیه شدت مقدار و باند تشخیص براي
 GelCompar II 6.6افزار  با نرم، DGGE ژل تصویر تحلیل

 تفریـق یـا کـاهش    از پـس  افـزار  ایـن نـرم  . استفاده شـد  
 نسـبی  و شـدت  بانـد  کـل  تعـداد  و زمینـه، موقعیـت   پس

 بـه  باند هر. کند می تعیین نمونه هر منفرد را براي باندهاي
 دمـاي ذوب  بـا  هـاي  گونه از فردي هاي گروه از نمایندگی

 نسبی گـروه  فراوانی باند، شدت شود و می استنباط مشابه
 .دهد شده است را نشان می انجام PCR شرایطی که تحت

نیـاز روي تصـویر ژل    پس از انجام مراحل پـیش همچنین 
DGGE  هـا   بندي تشابه نمونه افزار، آنالیز خوشه توسط نرم

ــر اســاس ضــریب تشــابه دایــس  ــا الگــوریتم  3کــه ب و ب
واکلـین و  ( بـود، اسـتخراج شـد    UPGMA 4بندي  خوشه

  ).2008همکاران، 
بندي، جهت مقایسه ترکیب بر آنالیز خوشهعلاوه

) DGGEحضور یا عدم حضور باندهاي (جوامع باکتریایی 
هاي اراضی مختلف، با استفاده از نرم  هاي کاربري در خاك

 گذاري چند بعدي مقیاس 5بندي روش رج PAST3افزار 
اساس شاخص تشابه اقلیدیسی بر (NMDS) 6غیر متریک

ها بیان کننده شباهت یا عدم  فاصله بین قرارگیري نمونه(
، مورد )باشد مربوطه می DGGEشباهت بین الگوهاي 

   ).2005هرنسما و همکاران، ( بررسی قرار گرفت
  و بحث نتایج

  هاي فیزیکی و شیمیایی خاك ویژگی
هاي فیزیکی و شیمیایی خاك  مقادیر میانگین ویژگی

در سه کاربري اراضی مورد نظر در جدول یک ارائه شـده  
بافـت لایـه   کـه  بندي خـاك نشـان داد    بررسی دانه .است

                                                        
3.  Dice similarity coefficient 
4.  Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic 
Mean 
5. Ordination method 
6.  non-metric multidimensional scaling (NMDS) 
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و در  1لوم شـنی کلاس در کاربري باغی و زراعی سطحی 
طـور خلاصـه در    بـه . بـود  2زار کـلاس شـن   کاربري بوته

نسـبت بـه مراتـع    ) بـاغی و زراعـی  (کاربري کشـاورزي  
قابلیـت هـدایت   زار، مقادیر کربن آلی، سـیلت، رس،   بوته

، کربنـات کلسـیم معـادل    (ECe)عصاره اشـباع  الکتریکی 
(CCE) نیتروژن کل، فسفر قابل (، عناصر غذایی پرمصرف

مصــرف قابــل   و کــم) قابــل دســترس دســترس و پتاســیم
، و رطوبت وزنی اولیه )آهن، روي، منگنز و مس(دسترس 

  . و شن کمتر بودند pHخاك بیشتر و مقادیر 
   16S DNAژنومی خاك و تکثیر قطعات  DNAاستخراج 

جهت بررسی ترکیب جوامع باکتریایی خاك با دو 
ژنـومی   DNAنیـاز اسـت کـه     DGGEو   HRMتکنیـک  

ــبی برخــوردار باشــد و   ــت مناس ــت و کیفی خــاك از کمی
به خوبی انجـام شـده    16S rDNAهمچنین تکثیر قطعات 

استخراج شده  DNAبررسی غلظت  حاصل از جینتا. باشد
 دسـتگاه  لهیوس ـ بـه  سه کاربري اراضیهاي خاك  نمونه از

 ـنشـان داد کـه م  نـانودراپ   اسپکتروفتومتر  غلظـت  نیانگی
DNA  زار  ، زراعـی و بوتـه  باغ يکاربرخاك  يها نمونهدر

. نانوگرم بر میکرولیتر بود 60/7و  30/12، 10/30 ترتیب به
هاي اسـتخراج شـده    DNAهمچنین نتایج بررسی کیفیت 

و  DNA )A260/A230هاي جذب نوري  با محاسبه نسبت
A260/A280 ( نسـبت   نیانگیمنشان داد کهA260/A230 

زار  زراعـی و بوتـه  ، بـاغ  يکـاربر خـاك   يهـا  نمونه يبرا
 DNA ينسبت برا نیا. بود 61/1و  56/1، 53/1 ترتیب به

قابل قبـول   5/1باشد، اما تا حدود  2از  شتریب دیخالص با
 ریمقاد انگریکمتر ب ریمقاد. )2012ناث و همکاران، ( است

کمتـر   DNA یاست و غلظت واقع یاز ناخالص يدار یمعن
 یاز ناخالص ـ ری ـغ به نیهمچن. از مقدار محاسبه شده است

 هـا  یناخالص ـ گریو د دهایساکارو ن،یپروتئ د،یاس کیومیه
میانگین . باشند لینسبت دخ نیا نییپا ریدر مقاد ندتوان می

هاي خـاك کـاربري بـاغ،     براي نمونه A260/A280نسبت 
حـد  . بـود  84/1و  88/1، 86/1ترتیب  زار به زراعی و بوته

                                                        
1. Sandy loam 
2. Sand 

اسـت، بـین    DNAمطلوب این نسبت که بیانگر خلـوص  
بیانگر آلودگی  8/1مقادیر کمتر از . بایستی باشد 9/1-8/1

ــودگی   ــانگر آل ــادیر بیشــتر بی  RNAپــروتئین اســت و مق
  ).2007هوشینو و ماتسوموتو، (باشد  می

ــم ــبت نیانگیـ ــذب نسـ ــاي جـ و  A260/A280 یهـ
A260/A230 در  هر سه کـاربري اراضـی   هاي خاك نمونه

هـاي   DNA که گرفت نتیجهتوان  لذا می. حد مطلوب بود
 کی ـومیه جمله از یناخالص یداراي مقدار کماستخراجی 

  .اند بوده نیو پروتئ دیاس
 16S rDNAقطعـات   V3ناحیه  PCRمحصولات 

هـاي   نمونـه ) جفـت بـازي   230باند تقریباً (باکتریایی 
DNA درصـد و همـراه بـا     دوبر روي ژل آگارز  خاك
DNA 3لدر bp100  نتـایج نشـان داد   . شدندالکتروفورز

هـاي خـاك هـر سـه     نمونـه  16S rDNAتکثیر قطعات 
قطعـات  . خـوبی انجـام شـده اسـت     اراضی بـه   کاربري

منظــور جــدا کــردن  بــه PCRدســت آمــده از عمــل  بــه
وسـیله   بـه  16S rDNAهاي نوکلئوتیدي مختلـف   توالی

  . مورد استفاده قرار گرفتند DGGEتکنیک 
  HRMبررسی ترکیب جوامع باکتریایی با روش 

-بایستی منحنی HRMپیش از انجام بررسی آنالیزهاي 

بررسی شوند تا از  Real-time PCRهاي تکثیر و ذوب 
  .صحت نتایج اطمینان حاصل نمود

  هاي تکثیر منحنی) الف
 DNAهـاي   هـاي تکثیـر نمونـه     در شکل دو منحنـی 

هـاي تکثیـر ارائـه     سه کاربري اراضی در طی چرخه  خاك
تغییـرات فلورسـانس را در طـی     ها این منحنی. شده است

ــر  چرخــه ــد نشــان مــی Real-time PCRهــاي تکثی . دهن
ها  شود در همه نمونه طور که در شکل دو مشاهده می همان

خوبی صورت گرفته است و در منحنی تکثیر هـر   تکثیر به
 .فازهاي تکثیر را مشخص کردتوان  نمونه می

                                                        
3  . 100 bp DNA Ladder, DENAzist Asia, Iran 



  هاي اراضی مختلف جهت بررسی ترکیب جوامع باکتریایی خاك در کاربري DGGEو  HRMهاي مقایسه روش/  56

 
  هاي اراضی مختلف هاي فیزیکی و شیمیایی خاك در کاربري مقادیر میانگین برخی ویژگی - 1جدول 

  ویژگی
Characteristic  

  اراضی باغی
Orchard land 

 اراضی زراعی
Farmland  

 زار اراضی بوته
Shrubland  

 Total organic carbon( )%( 17/0 07/0 04/0( کل آلی کربن
 87/3 36/5  14/4 )%( (CCE)کربنات کلسیم معادل 

  pH (  71/7 91/7  09/8(واکنش خاك 
  dSm-1( 25/2 91/0  67/0( (ECe)عصاره اشباع قابلیت هدایت الکتریکی 

 23/54 23/70  11/97 )%( (Sand)شن 
 14/1 91/0 00/0 )%( (Clay)رس 

 63/44 86/28 89/2 )%( (Silt)سیلت 
 24/12 78/6 85/1 )%((Initial moisture content) مقدار رطوبت اولیه 

 mg kg-1( 14/105 10/57 58/31((Total N) نیتروژن کل 
 mg kg-1( 25/13 79/11 23/1( (Available P) فسفر قابل دسترس 

 mg kg-1( 16/269 43/305 83/92((Available K) پتاسیم قابل دسترس 
 mg kg-1( 97/3 62/3 21/1((Available Fe) آهن قابل دسترس 
 mg kg-1( 72/0 66/0 14/0((Available Zn) روي قابل دسترس 

 mg kg-1( 43/2 28/2  19/1( (Available Mn) منگنز قابل دسترس 
 mg kg-1( 48/0 35/0 09/0((Available Cu) مس قابل دسترس 

  
  

  
 .خاك سه کاربري اراضی DNAهاي  در نمونهباکتریایی  16S rDNAقطعات براي Real-time PCR حاصل از  تکثیر هاي منحنی - 2شکل 

  .دنده را نشان می )RFU( 1واحد فلورسانس نسبیو   چرخهتعداد ترتیب  به Yو  X هايمحور
  

 
  . Real-time PCRبا  خاك سه کاربري اراضی DNAهاي  در نمونه ییایباکتر 16S rDNAقطعات ذوب  هاي منحنی - 3 شکل

  شدت پیک در هر نمونه . دهند فلورسانس را نشان میو مشتق تغییرات ) C°(ترتیب دما  به Yو  Xحورهاي م
  .متناسب با مقدار قطعات تکثیر شده است

                                                        
1  . Relative fluorescence unit (RFU) 
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 ا
 16S rDNAقطعات  HRM دست آمده از آنالیزبه )شکل وسط( differenceو ) شکل بالا(طراز شده هاي هممقایسه منحنی - 4شکل 

-شکل پایین، آنالیز خوشبه). قرمز رنگ( (SL) و مرتع) آبی رنگ( (FL) ، زراعی)سبز رنگ( (OL) سه کاربري اراضی باغهاي خاك  نمونه
 .دهدرا نشان می HRMبندي حاصل از نتایج 

 
  1ذوب هايیمنحن) ب

وجود  توان یمهر نمونه  ذوب یمنحن لیبا تحل
 .داد صیرا تشخ 2مریپرا مریو دا یراختصاصیغ يباندها

 خاك ارائه DNAهاي  ذوب نمونه هاي ینحنمسه در شکل 
ذوب باید تنها یک پیک  هاي در منحنی. شده است

اي  وجود تنها یک پیک کشیده و با دامنه. مشاهده گردد
خاك دلالت بر  DNA محدود براي منحنی ذوب هر نمونه 

 یاختصاص ریمناسب براي تکث طیواکنش شرااین دارد که 
 بوده و فقط قطعه اختصاصی مورد نظر  ژن هدف را دار

                                                        
1  . Melting curve analysis 
2. Primer dimer 

 
باکتریایی به  16S rDNAهاي  توالی V3منطقه متغیر (

  .تکثیر یافته است) جفت باز 193طول تقریبی 

  HRMهاي منحنی) ج
نتایج نشان داد که ترکیب جوامع باکتریایی خـاك  

طور همان. هایی دارددر بین هر سه کاریري اراضی تفاوت
هـاي هـر سـه    شود، منحنـی که در شکل چهار مشاهده می

. انـد نمونه معرف هـر کـاربري در کنـار هـم قـرار گرفتـه      
و ) سـبز رنـگ  (هاي معرف کاربري بـاغ  هاي نمونهمنحنی

در فاصـله  ) قرمـز (نسـبت بـه مرتـع    ) آبی رنـگ (زراعی 
انـد، کـه نشـان دهنـده     نزدیکتري نسبت به هم قرار گرفته
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شباهت بیشتر ترکیب جوامع باکتریایی خـاك در ایـن دو   
دهـد  بندي نیز نشان می آنالیز خوشه. کاربري اراضی است

 ونه معـرف هـر کـاربري در یـک خوشـه مجـزا       که سه نم

 ). بندي شکل چهار، آنالیز خوشه(باشند می

ــع   ــب جوام ــایج بررســی ترکی ــه نت بــا توجــه ب
باکتریایی خاك مبتنـی بـر آنـالیز دمـاي ذوب قطعـات      

16S rDNA   باکتریایی خاك بـا روشHRM  تـوان   مـی
زار بـه   بیان کرد که تغییر کاربري اراضی از مراتع بوتـه 

دار در  ســبب تغییــر معنــی) بــاغ و زراعــی(کشــاورزي 
طورکلی با به. ترکیب جوامع باکتریایی خاك شده است

هـاي خـاك    توان نتیجه گرفت نمونـه  توجه به نتایج می
زار  بوتـه مرتـع  کاربري باغ و زراعی نسبت به کـاربري  

   .باشند هاي مشابه بیشتري می کتريداراي با
   DGGE بررسی ترکیب جوامع باکتریایی با روش 

هاي  نمونه 16S rDNAقطعات  DGGEعمل 
منظور  کمی به  عنوان یک روش کیفی و نیمه بهخاك 

هاي  ارزیابی ترکیب جمعیت باکتریایی خاك تحت کاربري
حاصل از  DGGEالگوهاي باندي . مختلف استفاده شد

در شکل  16S rDNAهاي  توالی V3ناحیه  PCRتکثیر 
 16S rDNAهاي  توالی DGGEعمل . ارائه شده است پنج
هاي خاك نشان دهنده تفاوت در  دست آمده از نمونه به

تعداد باندها و فواصل مختلف قطعات منتقل شده در ژل 
و در نتیجه تفاوت آشکار در ترکیب جوامع باکتریایی 

طور که در  همان. راضی بودهاي ا خاك تحت همه کاربري
هاي  کاربري  هاي خاك نمایان است، نمونه پنجشکل 

اما شدت باند (مختلف داراي بعضی باندهاي یکسانی 
نمونه  سههمچنین الگوهاي باندي در  .باشند می) متفاوت

شدت تکرارپذیري دارند و مشابه با  معرف هر کاربري به
هاي  یمرخشباهت مشاهده شده در ن. باشند یکدیگر می

دست آمده از یک کاربري  هاي تکرار به نمونه DNAباندي 
دهد که ساختار جوامع باکتریایی خاك  اراضی نشان می

هاي اراضی مختلف نسبت به درون یک  بین کاربري
بر این  علاوه. کاربري اراضی یکسان تفاوت بیشتري دارد

هاي الگوهاي باندي بین  اي، شباهت طور مشاهده به

 .تحت کاربري زراعی و باغی با هم بیشتر استهاي  خاك
باکتریایی خاك حاوي  DNAهاي  نتایج نشان داد نیمرخ

تعداد زیادي باندهاي با شدت کم و نزدیک به یکدیگر 
این . همراه با تعداد کمی باندهاي غالب درخشان بودند

هایی بود که   DNAدلیل ناهمگنی بالاي  موضوع احتمالاً به
مستقیماً از خاك استخراج شده و نشان دهنده پیچیدگی 

تائو و همکاران، ( باشد ترکیب جوامع باکتریایی خاك می
   ).2013؛ دینگ و همکاران، 2012

هاي  ، بررسی جمعیتDNAنیمرخ باندهاي 
کند، زیرا  پذیر می هاي خاك را امکان پیچیده در نمونه

هاي باکتریایی یک  ها یا گونه طورکلی هر یک از ژنوتیپ به
بر این، شدت باندهاي  علاوه. کنند باند مجزا را تولید می

DNA هاي باکتریایی  همبستگی قوي با فراوانی نسبی گونه
به هرحال این واقعیت باید در نظر گرفته . مختلف دارند

هاي  شود که رابطه بین باندها در یک نیمرخ و تعداد گونه
نه به سادگی نسبت یک به یک باکتریایی در یک نمو

نیست، زیرا برآورد بیش از حد یا برآورد کمتر از تعداد 
. تواند در این روش رخ دهد هاي باکتریایی می واقعی گونه

عنوان یک الگو  به 16S rDNAهمچنین، از آنجایی که 
هاي  شود، نیمرخ استفاده می PCRبراي عمل تکثیر 

DGGE  نشان دهندهDNA هم   تکثیر شده مربوط به
هوشینو و (باشند  ریزجانداران زنده و هم مرده می

  ).2007، ماتسوموتو
و والیس و همکاران ) 2004(کرچیو و همکاران 

پاسخ جوامع باکتریایی خاك را نسبت به ) 2010(
ها  آن. هاي مدیریتی مختلف مورد بررسی قرار دادند روش

ستخراج کردند، را مستقیماً از خاك ا DNAزمانی که 
مشابه با این پژوهش را گزارش  DNAالگوي باندهاي 

احتمالاً  1ها پیشنهاد کردند که باندهاي درخشان آن. کردند
هاي از  نشان دهنده حضور تعداد محدودي از انواع باکتري

خوبی سازگار شده و غالب در خاك  نظر اکولوژیکی به
احتمالاً زیاد  2از طرف دیگر، باندهاي روشن. باشند می

  .فراوان و یکسان در هر خاك است  نشان دهنده جمعیت
                                                        

1  . Bright 
2  . Light 
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، کاربري )FL(هاي خاك کاربري زراعی  دست آمده از نمونه به 16S rDNAحاصل از قطعات  DGGEالگوهاي باندي  - 5 شکل

. باشد باکتریایی می 16S rDNA نشانگر M. باشند هاي تکرار می نشان دهنده نمونه 3و  2، 1هاي  شماره). SL(و کاربري مرتع ) OL(باغی 
 .انجام گرفت UPGAMAبندي  و براساس آنالیز خوشه Diceبا استفاده از ضریب تشابه  DGGEاي الگوهاي باندي  آنالیز مقایسه

 
هاي  دست آمده، خاك بر اساس نتایج به

نگاري  هاي اراضی مورد مطالعه شامل انگشت کاربري
اي بودند و  شدت پیچیده به) DNAنیمرخ باندهاي (

بنابراین محاسبه دقیق تعداد کل باندها تقریباً غیرممکن 
 DGGEنگاري  اند که انگشت ها نشان داده پژوهش. بود

کند و این  تنها اعضاي غالب جمعیت را شناسایی می
تائو و (دهد  روش پیچیدگی کل سیستم را نشان نمی

بنابراین در این پژوهش باندهاي  ).2012همکاران، 
عنوان اعضاي باکتریایی  ، بهDGGEدست آمده از ژل  به

هاي مختلف منطقه مورد  هاي کاربري غالب در خاك
  .مطالعه در نظر گرفته شدند

با استفاده  DGGE يباند يالگوها يا سهیمقا زیآنال
 يبنــد خوشــه زیو براســاس آنــال Diceتشــابه  بیاز ضــر

UPGAMA  تعـداد و  . نیز آورده شده اسـت  پنجدر شکل
تشابه باندهاي مشاهده شده در هر پروفایل در مقایسـه بـا   

بنــابراین . هــاي دیگــر اســاس ایــن روش اســت پروفایــل
هـاي   منظور بررسی ساختار جوامع باکتریایی میان نمونه به

دسـت   ها براساس شاخص تشابه یا تفاوت به وشهخاك خ

بندي نشان داد که میـزان تشـابه بـین     نتایج خوشه. آیند می
همچنـین  . درصد بود 5/68نمونه خاك نه الگوهاي باندي 

نتایج این آنالیز نشان داد که ترکیب جوامع باکتریایی بـین  
طوریکـه سـه    هـایی دارد، بـه   هاي مختلف تفـاوت  کاربري

عرف هر کاربري تشکیل یک خوشه مجزا را نمونه خاك م
خوشه یک شامل سـه نمونـه کـاربري    ). پنجشکل (دادند 

 0/74(باغی بـود کـه حـداقل شـاخص تشـابه را داشـتند       
سه نمونه کاربري زراعی خوشه دو و سـه نمونـه   ). درصد

هاي خاك  نمونه. کاربري مرتع خوشه سه را تشکیل دادند
) 1/80(هم داشـتند   بهکاربري زراعی تشابه بیشتري نسبت 

  ).9/76(هاي خاك کاربري مرتع  در مقایسه با نمونه
حاصل از نتایج (جوامع باکتریایی  ترکیبمقایسه 
DGGE (با روش هاي اراضی مختلف  در کاربري

  (NMDS)بندي چند بعدي غیرمتریک  مقیاس
 DGGE يباند يالگوها يا سهیمقا زیآنالبر علاوه

 NMDSبا روش ، UPGAMA يبند خوشه زیبراساس آنال
ترکیب جوامع ) بر اساس شاخص تشابه اقلیدیسی(

در ) DGGEحضور یا عدم حضور باندهاي (باکتریایی 
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هاي اراضی مختلف مورد بررسی قرار  هاي کاربري خاك
ها بیان  فاصله بین قرارگیري نمونه). شششکل (گرفت 

 DGGEکننده شباهت یا عدم شباهت بین الگوهاي 
نتایج ). 2005هرنسما و همکاران، (باشد  مربوطه می

نشان داد آنالیزهاي ) 2010(پژوهش والیس و همکاران 
یا  DGGEمبتنی بر حضور یا عدم حضور باندهاي 

هاي باکتریایی  خوبی جمعیت براساس تعداد باندها به
. هاي متفاوت را از هم جدا کرد هاي تحت کاربري خاك

بندي چند بعدي غیرمتریک به  مقیاستابع زوال در روش 
مقدار استرس نشان دهنده این . شود شناخته می نام استرس

خوبی توسط باي پلات  ها به است که آیا تفاوت بین داده
. استخراجی از این روش توضیح داده شده است یا خیر

باشد نتایج این آنالیز مورد  2/0اگر مقدار استرس کمتر از 
در این پژوهش ). 2004، ریتز و همکاران(قبول است 

خوبی  به NMDSدر نتیجه روش بود،  15/0مقدار استرس 

هاي خاك سه  هاي موجود میان نمونه توانست تفاوت
  . کاربري اراضی را نشان دهد

صورت پلات دو بعدي در شکل  نتایج این آنالیز به
طــور کـه نمایــان اســت،   همــان. ارائــه شــده اسـت  شـش 

ــه ــات    نمون ــاربري در مختص ــر ک ــرف ه ــاك مع ــاي خ ه
هـاي دو   اي روي پلات حضور دارنـد و از نمونـه   جداگانه

تـوان گفـت کـه نـوع      مـی . انـد  کاربري دیگر تفکیک شده
ــی  ــر معن ــی اث ــاربري اراض ــبداري روي  ک ــع ترکی  جوام
از فاصـله قرارگیـري بـین    . باکتریایی خاك داشـته اسـت  

گـر   هـاي مختلـف کـه در واقـع نمایـان      هاي کاربري نمونه
ایـن  ( DGGEشباهت و یا عـدم شـباهت بـین الگوهـاي     

ــه ــدها معــرف گون هــاي باکتریــایی خــاك  الگوهــا یــا بان
هاي  توان نتیجه گرفت که شباهت بین نمونه ، می)باشند می

چـون در فاصـله   (بـاغی بیشـتر    معرف کاربري زراعـی و 
از حالتی است که این ) هم قرار دارند تري نسبت به نزدیک

  . شوند دو کاربري با کاربري مرتع مقایسه می
 

  
 و کاربري) OL(، کاربري باغی )FL(هاي خاك کاربري زراعی  نمونه، حاصل از مقایسه NMDSپلات دو بعدي روش  - 6شکل 

 . براساس ترکیب جوامع باکتریایی )SL(مرتع 

  
 HRMو   DGGEمقایسه نتایج

در ترکیـب جوامـع    هر دو روش توانستند تفاوت
بین سه کاربري اراضی مورد نظر را نشان  باکتریایی خاك

ترکیب جوامع باکتریـایی  ) 2014(هلمز و همکاران . دهند
 مختلف با ) کش و کود علف(تیمار شش خاك را بین 

 

 
ــه روش  ــتفاده از س ــوالی  HRM ،DGGEاس ــابی و ت  1ی

ها نشـان   نتایج آن. بررسی نمودند 16S rRNA قطعات ژن
اي توانسـتند میـزان    طـور مشـابه   داد که هر سـه روش بـه  

. تیمارهاي مورد نظر را نشان دهنـد  شباهت یا تفاوت بین 
                                                        

1.  454-based 16SrRNA gene amplicon sequencing 
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دلیل سـریع   به HRMگیري نمودند که  ها نتیجه همچنین آن
ثر ؤعنوان یک جـایگزین م ـ  تواند به بودن و دقت کافی، می

کـه    DGGEهاي مبتنی بر الکتروفورز ژل مانند براي روش
همچنین سونی و گـل  . کار رود بر هستند به بر و هزینه زمان

 16Sژن  1و کلونینگ  HRM،DGGEاز سه روش ) 2010(

rRNA      بــراي بررســی ترکیــب جوامــع باکتریــایی در
. هاي مختلف خاك در غرب هند اسـتفاده نمودنـد   سیستم

هاي خـاك   هاي بین نمونه ها نشان داد که اختلاف نتایج آن
  .یک میزان نشان دادند  را هر سه روش به

هـاي  دلایل تفاوت ترکیب جوامع باکتریـایی در کـاربري  
  اراضی مختلف

باکتریایی خاك در کـاربري  تفاوت ترکیب جوامع 
ثیر عوامل بسیاري است کـه  أهاي اراضی مختلف تحت ت

هـا در   بـراي مثـال خـاك   . باشـند  در تعامل با یکدیگر مـی 
اراضی مختلف تحت پوشش گیاهی متفاوتی  هاي کاربري

باشند و این موضـوع کـاملاً شـناخته شـده اسـت کـه        می
هـاي   هاي گیـاهی مختلـف داراي جمعیـت    ریزوسفر گونه

لاوبـر و  (باشـد   اي متفـاوت مـی   باکتریایی با ترکیب گونه
نـوع پوشـش   ). 2014و همکاران،  بووینو؛ 2013 ،همکارن

عنـوان   بـه توانند  گیاهی، مقدار و نوع ترکیبات شیمیایی می
 فاکتورهاي مهـم، روي ترکیـب جوامـع باکتریـایی خـاك     

ن و همکـاران،  ؛ ش ـ2010لیو و همکـاران،  ( اثرگذار باشند
هاي اراضی مختلف کیفیت و   همچنین بین کاربري. )2010

توانـد   کمیت مواد آلـی آزاد شـده از ریشـه در خـاك مـی     
هـاي باکتریـایی کـه بـا ایـن       متفاوت باشد، در نتیجه گونه

و  زو(هــایی دارنــد  انــد تفــاوت هــا ســازگار شــده محــیط
اند  هاي بسیاري نشان داده حتی پژوهش). 2006همکاران، 

اي مدیریتی مختلف در یـک کـاربري   ه که کاربرد عملیات
ثیر قرار أخاك را تحت ت ترکیب جوامع باکتریاییتواند  می 

 ـبراي مثـال نتـایج   ). 2013لاوبر و همکاران، (دهد  و  یتب
نشان داد تغییرات قابل توجهی در ترکیب ) 2007( اشلوتر

بین مزارع تحت مدیریت مرسـوم،  خاك  جوامع باکتریایی
مزارع تحت کشاورزي آلی کوتاه مدت و بلند مدت وجود 

                                                        
1   . Cloning of 16SrRNA gene 

براساس آنالیز ) 2005(بوسیو و همکاران همچنین . داشت
DGGE  16قطعــاتS rDNA  باکتریــایی خــاك گــزارش

ــت تـ ـ    ــداران تح ــن ریزجان ــاختار ای ــه س ــد ک ثیر أکردن
مارشـنر و  . کنـد  هاي مدیریتی مختلـف تغییـر مـی    عملیات

اثر پـنج تیمـار مختلـف را بـر سـاختار      ) 2001(همکاران 
جوامع باکتریایی و یوکاریوتی خاك بررسی کردند و نشان 
دادند که تیمارهاي مختلف موجب تغییرات قابل تـوجهی  

هاي با مقدار کم  ویژه در خاك در ساختار هر دو جوامع، به
جوامع  ترکیبطورکلی نتایج نشان داد  به. کربن آلی شدند

تریایی خـاك شـاخص حساسـی نسـبت بـه پایـداري       باک
 ). 2006زو و همکاران، (باشد  کاربري اراضی می

  گیري کلی  نتیجه
در این پـژوهش جهـت بررسـی ترکیـب جوامـع      

اســتفاده  HRMو   DGGEباکتریــایی خــاك از دو روش 
هـاي موجـود بـین    شد، که هر دو روش توانستند تفـاوت 

بـا توجـه بـه    . هاي سه کاربري اراضی را نشان دهندخاك
سنتی استفاده شـده در روش   PCRهاي تکنیک  محدودیت

DGGE ،آنالیز HRM تـر  دلیل دقـت بیشـتر، کـم هزینـه    به
جهت تواند  بودن، راحتی کار و بایاس یا انحراف کمتر می

مقایسه ترکیب جوامـع باکتریـایی خـاك بـین تیمارهـاي      
این پژوهش موجب بهبود درك مـا   .مختلف پیشنهاد شود

از اثرات تغییر کاربري اراضی بر ترکیب جوامع باکتریایی 
بـا ایـن    .شد کشورخاك در مناطق خشک و نیمه خشک 

هاي قابل توجهی براي کارهـاي بیشـتر وجـود     حال هدف
عوامل محدود کننده جدي بر سر راه آنـالیز کمـی و   . دارد

از . جـود دارد کیفی ترکیب جوامـع ریزجانـداران خـاك و   
تـوان بـه عـدم دسترسـی بـه       ها مـی  جمله این محدودیت

ــه  ــب و هزین ــزات مناس ــیاري از   تجهی ــنگین بس ــاي س ه
قابل ذکر است در پایان . ی اشاره کردگاههاي آزمایش روش

قابل تعمـیم بـه منـاطق بـا شـرایط      این پژوهش که نتایج 
در اثـر عوامـل مختلـف از جملـه     چون . نیستمشابه غیر

هاي متفاوت خاك، پوشش گیاهی و درصـد  ویژگی ، اقلیم
  .حاصل شود يدیگرمواد آلی متفاوت، ممکن است نتایج 
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Abstract 

Land use change is one of the most important factors influencing soil microbial 
communities which play a pivotal role in most biogeochemical and ecological 
processes. In order to determine the effect of land use on the composition of 
soil bacterial communities, High Resolution Melt (HRM) analysis and 
Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE) were used in three different 
land uses (orchard land, farmland and shrub land) in Jiroft plain, Iran. In the 
case of HRM analysis, a real-time PCR device equipped with this technique 
was used. DGGE technique via DCodeTM Universal Mutation Detection System 
was conducted to evaluate the composition of soil bacterial communities. The 
results of HRM as well as the ordination results based on the presence or 
absence of DGGE bands in soil samples using non-metric multidimensional 
scaling (NMDS) method showed that the land-use change from shrub land to 
agriculture (orchard and farm) had a significant effect on the soil bacterial 
community composition. According to the results of both methods, the soil 
bacterial community composition in agricultural lands (orchard and farm) was 
more similar than shrub land. Since HRM analysis is less expensive, easier and 
has less bias compared to DGGE technique, it is recommended to compare the 
composition of soil bacterial communities in different samples. 

 
Keywords: Genomic DNA from soil, Soil bacterial 16S rDNA, Real-time PCR, Non-metric 

multidimensional scaling (NMDS) 
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