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تحت  ،.Aliinostoc sp یسیانوباکتردر و رشد  nifHبیان ژن  فعالیت تثبیت نیتروژن، بررسی

 نیتروژن، فسفر و پتاسیمتاثیرمنابع 

 1امین میرشمسی کاخکی و 2زادهقربانعلی نعمت ،*1محمد فارسی،  1پورمریم نبی

 نژادی گیاهیو به بیوتکنولوژیمشهد، دانشگاه فردوسی مشهد، دانشکده کشاورزی، گروه  ایران،1

 طبرستان کشاورزی فناوریزیست و ژنتیک پژوهشکده ،علوم کشاورزی و منابع طبیعی ساریساری، دانشگاه  ایران، 2

 11/11/1400تاریخ پذیرش:  01/10/1399تاریخ دریافت: 

 چکیده

زمین هستند. آنها با اثر بر خصوصیات  بر روی توزیع اکولوژیکی گستردهبا  های اکسیژنیترین فتواتوتروفها قدیمییسیانوباکتر

جستجو برای ، افزایش مصرف کودهای شیمیاییدلیل مضرات ب شوند.فیزیکوشیمیایی خاک، موجب افزایش حاصلخیزی آن می

این مطالعه با هدف افزایش کارایی کود زیستی در . استمنابع زیستی که حداقل قسمتی از نیاز محصول را فراهم کند، ضروری 

اکتریایی، تاثیر عناصر نیتروژن، فسفر و پتاسیم در قالب کودهای اوره، سوپرفسفات و کلرید پتاسیم، بر فعالیت تثبیت سیانوب

طور . ببررسی شد، .Aliinistoc sp یسیانوباکتردر و رشد  nifHوسیله کروماتوگرافی گازی، بیان ژن گیری شده باندازه نیتروژن

میزان سفر، رشد و فعالیت تثبیت نیتروژن را کاهش دادند. بیشترین اثر منبع نیتروژن بر کلی افزایش غلظت منابع نیتروژن و ف

که در انتهای دوره آزمایشی در مقایسه با ابتدای آن )پیش از تیمار(، میزان فعالیت نیتروژنازی در طوریفعالیت نیتروژناری بود، ب

و  نشان دادتوجهی بر رشد نمونه صد کاهش یافت. فسفر اثر قابلدر 100و  50ترتیب اوره، ب در لیتر گرممیلی 100و  10حضور 

از  .مشاهده گردیددرصدی  80گرم در لیتر(، کاهش رشد حدود میلی 500در بیشترین غلظت مورد استفاده از سوپرفسفات )

و  رشد یدرصد 20حدود موجب افزایش  ،گرم در لیتر(میلی 125ویژه در کمترین غلظت مورد استفاده )ب پتاسیم طرف دیگر،

در مجموع . را تایید نمودالگوی فعالیت نیتروژنازی  nifHبیان ژن ارزیابی ، علاوه براین. شدفعالیت نیتروژنازی  افزایش دو برابری

 . باشدمیمراه کود زیستی سیانوباکتریایی ه هبه مقدار عناصر مورد استفاده ب بیانگر لزوم توجهنتایج این مطالعه 

 Real-time RT-PCRتثبیت نیتروژن،  ،nifHکود زیستی، ژن سیانوباکتری، : کلیدی هایواژه

 farsi@um.ac.ir ی:الکترونیک پست ،051-38805777 :تلفن مسئول، نویسنده* 

 مقدمه 

 داتیتول یبرا شتریب یبه تقاضا یجهان تیجمع شیافزا

های سنتی مدیریت شیوه. شودیمنجر م یکشاورز

گیرند، مورد استفاده میکشاورزی که در حال حاضر 

هایی شدت به کاربرد کودها و سموم شیمیایی و شیوهب

برداری که منجر به بهره هستندمانند خاکورزی شدید متکی 

-زیستو همچنین آلودگی طبیعی منابع از بیش از حد 

برای اجتناب از گسترش این  نبنابرای .شودمحیطی می

ه نه تنها با هستیم ک هایینیازمند اتخاذ شیوهخسارات 

صرفه بوده و به لکه مقرون بد، بنمحیط زیست سازگار باش

در  .دنمدت کمک کنما در دستیابی به امنیت غذایی طولانی

 ستیز طیو سازگار با مح داریپا یهاراه حل یجستجو

، محققان توجه خود را یکشاورزدر  یوربهبود بهره یبرا

متمرکز  هازیستی، بخصوص میکروارگانیسمبه محصولات 

  .(33و  11) اندنموده

های سبزـ آبی نامیده ها که همچنین جلبکیسیانوباکتر

های اکسیژنی بر روی ترین فتواتوتروفشوند، قدیمیمی
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توزیع اکولوژیکی  هامیکروارگانیسماین زمین هستند. 

ها یافت ای داشته و در طیف وسیعی از زیستگاهگسترده

 زیستیفعال  باتیاز ترک یممنبع مهآنها همچنین شوند. می

ی هورمونمواد شبه و دهایساکاری، پلیفنل باتیمانند ترک

 کیخاک و تحر تواند موجب حاصلخیزیکه می هستند

 حیتلق دیثرات مفا. (40و  16، 11) شود اناهیرشد گ

برنج، مانند محصولات  زیادی از یدر تعداد ییایانوباکتریس

-جو دوسر، گوجه سویا، ارزن،جو،  ی،فرنگنخودگندم، 

و  و ... کاهو ،، ذرت، فلفلشکری، تربچه، پنبه، نیفرنگ

بهبود حاصلخیزی خاک در مطالعات مختلف در همچنین 

  .(15 و 5، 1) گزارش شده است

است  اهانیرشد گ یبرا یضرور یماده مغذ کی تروژنین

 یزراع اهانیدر اتمسفر، گبا وجود فراوانی حضور آن که 

باشند و نمی تروژنیندر شکل عنصر آن  ازاستفاده  قادر به

علاوه با این حال،  را از طریق خاک دریافت نمایند.باید آن

از نظر بر نامطلوب بودن استفاده از کودهای شیمیایی 

کودهای  محیطی، در مزارع برنج کارایی استفاده اززیست

دلیل کاهش مقدار آن از طریق شیمیایی حاوی نیتروژن ب

آبشویی آمونیوم که خود تابعی از عواملی روندهایی مانند 

 .(22و  18) باشدمیاست، بسیار پایین  pHهمچون دما و 

توانایی تثبیت نیتروژن  های سیانوباکتریاییبسیاری از گونه

و اتمسفر را جذب  تروژنینرا دارند، فرآیندی که در آن 

شناخته  کنند.سط آنزیم نیتروژناز به آمونیوم تبدیل میتو

که مولیبدون است  نیتروژناز ،تروژنازینآنزیم  نیترشده

 ازو  شودمی یرمزگذار nifHDK یساختار یهاتوسط ژن

 نیتروژناز ردوکتازنیتروژناز و دیدیی نیپروتئ ءدو جز

یک تترامر با کوفاکتور  نیتروژنازدی .شده است لیتشک

زیرواحدهای آن توسط  است که (MoFe)آهن -مولیبدون

ه با اتصال بنیتروژناز دید. نگردکد می nifKو  nifDهای ژن

-. دیکندمنتقل میبه آن را الکترون نیتروژن اتمسفری، دی

از متشکل شامل یک کوفاکتور آهن و نیز نیتروژناز ردوکتاز 

شوند. کد می nifHوسیله ژن دو زیرواحد یکسان است که ب

الکترون به  ATPواحد مسئول انتقال وابسته به این زیر

 نیشتریب ی دارندهنیپروتئاین جزء نیتروژناز است. مر دیتترا

 یهانیپروتئ نیدر بحفظ شده  نهیآم هایدیاس یتوال

 وجود ی، هنگام جستجونیبنابراباشد و می تروژنازین

 nifHمختلف، ژن  یهاطیمح ایها سمیدر ارگان تروژنازین

 و 4) خواهد بود DNAکاوش  یبراترین گزینه مناسب

10.)  

 ازین نیتریاصل ریدپذیخاک با منابع تجد یبارورحفظ 

 شیمیایی یکودها مصرفمنظور کاهش ب داریپا یکشاورز

 هایروش از استفادهدر جهت  و راستااین  در .(26) است

با توجه به اهمیت جستجو برای  زیست و محیط سازگار با

، عنوان کود زیستیابع طبیعی بالقوه جهت استفاده بیافتن من

فناوری پژوهشکده ژنتیک و زیستدر ی آزمایشات

ی جداسازی شده از نمونه 15 بر روی کشاورزی طبرستان

ها نمونهاین  .انجام شدهای شالیزاری استان گلستان خاک

بر بررسی و سپس  شناختیهای ریختشاخص ابتدا از نظر

 شناسایی شدند nifHو  16s RrNAهای ژناساس توالی 

 .Aliinistoc spان آنها سیانوباکتری از می .(19و  14، 13، 12)

های موثر بر عملکرد شاخصآنالیزهای مرتبط با بر اساس 

عنوان کود زیستی بالقوه برای استفاده در مزارع برنج ب، برنج

مطالعه پیش رو بر )داده های چاپ نشده(.  برگزیده شد

عنوان کود زیستی سیانوباکتریایی ب منتخبروی این نمونه 

سه و کاربرد  تیتوجه به اهم باگرفت. بالقوه صورت 

اطلاع از اثر  ،یدر کشاورز میفسفر و پتاس ،تروژنیعنصر ن

ها، برای یاین مواد بر روی رشد و متابولیسم سیانوباکتر

کاربردهای کشاورزی و دستیابی به بهترین عملکرد حایز 

 شیبا هدف افزا، مطالعه حاضر به همین دلیلاهمیت است. 

این  ریتاث یی و بررسیایباکترانویس یتسیکود ز ییکارا

 دیکلر سوپرفسفات و ،اوره یدر قالب کودهاعناصر 

و  nifHژن  انیب ،تروژنین تیتثب تیفعال یبر رو، میپتاس

 رشد نمونه منتخب، انجام گرفت.
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 هامواد و روش

منظور ، ب.Aliinostoc sp یانوباکتریس تیمار: و رشدشرایط 

در دن روند تثبیت نیتروژن ها و فعال شتشکیل هتروسیست

 27در دمای  ،)فاقد ترکیبات نیتروژن( 011BG عیما طیمح

لوکس با دوره  2500شدت نور  ،گرادیدرجه سانت

 200 یهوا انیو جر ساعت 16/8ی خاموش -ییروشنا

 یتمیها در فاز لگارسلول رشد یافت. قهیدر دق تریلیلیم

 کشت یهاطیبه مح حیتلق یشدند و برا یآوررشد جمع

بعد از  دیجد یهاکشت .مورد استفاده قرار گرفتند ،دیجد

ن، فسفر و مختلف نیتروژ ریمقاد ماریهفته تحت ت کی

 گرمیلیم 100و  10، 1)کود اوره ترتیب در قالب پتاسیم، ب

)هر کدام  میپتاس دیفسفات و کلروپرس یو کودها (در لیتر

 گرفتند. قرار (در لیتر گرمیلیم 500و  250، 125به مقدار 

مقادیر در این مطالعه از کودهای تجاری استفاده شد و 

مطالعات مختلف و میزان مورد بر اساس مورد استفاده 

 ،3ند )استفاده رایج این کودها در مزارع برنج انتخاب شد

 آزمایش در سه تکرار انجام(. 37 و 31، 29 ،28، 26

و  nifHبیان ژن ، تثبیت نیتروژنفعالیت و مقایسه  پذیرفت

های تحت تیمار و شاهد )فاقد کود( بین نمونهرشد میزان 

  .گرفت روزه انجام 6در یک دوره 

 نیتروژن تثبیت توان: تثبیت نیتروژن فعالیتگیری اندازه

 احیای روش باابتدا و انتهای دوره آزمایشی، در  مولکولی

 گیریاندازه( Acetylene reduction assay) (ARA)استیلن 

لن تولید شده از احیای روش میزان گاز اتی در این .شد

عنوان شاخصی برای تعیین مقدار فعالیت آنزیم استیلن ب

مایع  کشت از لیترمیلی 15رود. نیتروژنازی به کار می

 سپس ،شد داده قرار دارهای درپوشلوله سیانوباکتریایی در

 استیلن گاز از برابر حجمی با درون لوله هوای از درصد 10

 کشت شرایط با مشابه شرایط ها در، لولهگشت نجایگزی

داخل  گاز از لیترمیلی 5/0ساعت،  2از  پس و گرفتند قرار

 GOW-MAC series 816کروماتوگرافی لوله به دستگاه 

 هایپیک منحنی زیر اساس سطح بر ،پایان شد. در تزریق

 استیلن، احیای از آمده پدید اتیلن غلظت آمده، دستب

 بر اتیلن نانومول حسب بر ،استاندارد هایمنحنی براساس

 گردید برآورد )h 1-µg ch-1( ساعت فیل درومیکروگرم کلر

(34.) 

 12000(ها با سانتریفیوژ برداشت سلول: RNAاستخراج 

و  اعمال تیمارپیش از ، )دقیقه 10به مدت  و دور بر دقیقه

استخراج  انجام گرفت. برای 6و  3روزهای در همچنین 

RNA یتک از RNX-plus کیفیت  .شد سیناژن استفاده شرکت

RNA و ارزیابی درصد 1 آگارز ژل در شده، استخراجی 

 Shimatsu UV 1800اسپکتروفتومتر ها با دستگاهنمونه غلظت

 ,DNase I آنزیم با RNAهای نمونه . سپسگشت بررسی

RNase-free  شرکتThermo Scientific عنوانب و شد تیمار 

 از گرفت. پس مورد استفاده قرار RT-PCRواکنش  الگوی

 به هر مربوط RNA ،cDNAهای نمونه غلظت سازییکسان

 Thermoشرکت  cDNAسنتز  کیت از استفاده با نمونه

Scientific  به شماره کاتالوگK1622 سنتز گشت. تمامی 

 .شد انجام کیت هر دستورالعمل طبق مراحل

 از استفاده با واقعی زمان در PCR واکنش: الگوی بیان ژن

با  و Bio-Rad CFX96 Touch™ Real-Time PCR هدستگا

شرکت  SYBR Green qPCR Master Mix سایبرگرین کیت

Thermo Scientific  شرکت پیشنهادی دستورالعمل طبق 

 5 شامل میکرولیتر 10 حجم درPCR واکنش  شد. هر انجام

 هر از مولار میکرو 3/0میکرولیتر مخلوط سایبرگرین، 

 آب و الگو cDNAنانوگرم  100برگشت،  رفت و آغازگر

 مرحله شامل پلیمراز ایزنجیره بود. واکنش نوکلئاز از عاری

-درجه سانتی 95 در دقیقه 10 مدت به سازی اولیهواسرشت

-درجه سانتی 95 در ثانیه 15 چرخه )شامل 40 سپس گراد و

 منظورب گراد( بود.درجه سانتی 52 در ثانیه 40گراد و 

  rnpB کنترل داخلی ژن با هانمونه ها،داده کردن استاندارد

(Ribonuclease P RNA, subunit B )توالی  گردیدند نرمال(

. مقادیر آمده است( 1پرایمرهای مورد استفاده در جدول 

 و هانمونه در ژن بیان میزان بین مقایسه با ژن کمی بیان
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ژن  .(20) محاسبه گردید CTΔΔ-2روش  از استفاده با ،کنترل

nifH عنوان نشانگر در روند تثبیت نیتروژن متعارف بطور ب

 .گیردمورد استفاده قرار می

برای تعیین میزان رشد، از گیری غلظت کلروفیل: اندازه

بعنوان شاخص رشد استفاده شد.  aمقدار رنگدانه کلروفیل

رفیل نمونه مورد بررسی، پیش از اعمال تیمار و میزان کل

گیری شد. برای این اندازه 6و  4، 2همچنین در روزهای 

کار، ابتدا عصاره سلولی با استفاده از متانول خالص، بعد از 

درجه سانتیگراد، استخراج  4ساعت قرارگیری در دمای  24

 در سنجیطیفو سپس محتوای کلروفیل آنها با استفاده از 

 (.39گیری شد )نانومتر اندازه 665ول موج ط

  

 rnpB و nifHهای ژن برای شدهاستفاده اختصاصی آغازگرهای جفت -1 جدول

(5 ژن  منبع (bp)شده اندازه قطعه تکثیر توالی )3′ →′
nifH F: CCT ACG ACG TAT TGG GTG AC 170 Ermakova et al., 2013 

 R: TAA ACG TAC ACC ACC GGA GT   
rnpB F: TAG GGA GAG AGT AGG CGT TG 130 Pinto et al., 2012 

 R: TTC TGT GGC ACT ATC CTC AC   

 

 و بحثنتایج 

م، تاسیپنیتروژن، فسفر و  مقادیر مختلف ریمطالعه تاث نیا در

فسفات و کلرید اوره، سوپر یکودها ترتیب در قالبب

رار ه قمورد استفادمزارع برنج در متداول طور پتاسیم که ب

و  nifHژن  انیب ،یتروژنازین تیفعال زانیمی رود، نگیرمی

 یبرا یدیعنوان کاندب ،.Aliinostoc sp یانوباکتریدر سرشد 

روزه  شش یدوره رشد کیدر  ،یستیعنوان کود زاستفاده ب

 .قرار گرفت یمورد بررس

 ،آمونیومی موجود در اوره تروژنین: تثبیت نیتروژن فعالیت

 تروژنازین میآنز تیفعال زانیدر م یاظهکاهش قابل ملاح

 یایحاصل از اح لنیگاز ات دیتول سهینمود و مقا جادیا

نشان داد که  ی،شیدوره آزما یابتدا و انتها نیب لنیاست

 بیترتب ،اوره در لیترگرم یلیم 100و  10، 1 یهاغلظت

 تیدر فعال یدرصد 100و  50، 15موجب کاهش 

 رفسف .، الف(1)شکل  شدند ینمونه مورد بررس ینازتروژین

 اختلاف و نمونه شد تروژنین تیکاهش روند تثب باعث زین

. وجود داشتمختلف آن  یهاغلظت قابل توجهی در تاثیر

 در لیترگرم یلیم 250و  125 یهاکه در غلظتنیبا وجود ا

 یتروژنازین تیفعال زانیدر م یکاهش اندک ،سوپرفسفات

غلظت  نیدر بالاتر (،درصد 15و  6حدود  بیترتب)رخ داد 

 تیفعال زانیم ،(لیتر درگرم یلیم 500)مورد استفاده 

که توسط  یتیو فعال افتیشدت کاهش ب یازتروژنین

)شکل  مشاهده نشد ،باشد یابیقابل رد یگاز یکروماتوگراف

نسبت  یداریبا اختلاف معن میپتاس ،گریاز طرف د .، ب(1

موجب  ،استفادهدر هر سه غلظت مورد  ،به نمونه شاهد

 یمورد بررس یانوباکتریدر س تروژنین تیتثب ندیفرآ شیافزا

کاسته  افزایشی روند نیااز مقدار  ،آن شیالبته با افزا .شد

کلرید گرم در لیتر یلیم 125که در غلظت  یو در حالشد 

درصد  80از  شیشده ب دیتول لنیمقدار گاز ات پتاسیم

 500در غلظت  یدرصد 25حدود  شیافزا ،افتی شیافزا

 ، ج(.1)شکل  گرم در لیتر مشاهده شدیلیم

 جینتا ی،مورد بررس یمارهایر تمام تد: ان ژنیالگوی ب

Real-Time RT-PCR ژن  انیب ینسب زانیکه م نشان دادnifH 

آنها  تروژنین تیتثب تیفعال یکننده الگو دییمتناسب و تا

و شد  nifHژن  انیموجب کاهش ب یون آمونیوم. باشدمی

 از روز سوم قابل مشاهده بود. دیکاهش شد نیا
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گرم در میلی 100و  10، 1تحت تیمار )الف( اوره ) ،استیلن احیای روش باشده گیری ، اندازه.Aliinostoc sp یسیانوباکترفعالیت نیتروژنای  -1شکل 

-می تکرار سه نگینمقادیر، میا گرم در لیتر(.میلی 500و  250، 125سیم )گرم در لیتر( و )ج( کلرید پتامیلی 500و  250، 125لیتر(، )ب( سوپرفسفات )

 .است شده انجام درصد دار پنجمعنی اختلاف حداقل سطح در و  LSDها بر اساس آزمون میانگین مقایسه .باشد

 

بر مورد استفاده  ازتمنبع زود هنگام  ریتاث انگریب جهینت نیا

، آنغلظت  شیبا افزا باشد.یم تروژنین تیروند تثب یرو

 60، 40و کاهش حدود  افتیژن شدت  انیروند کاهش ب

-یلیم 100و  10، 1 یهادر غلظت بیترتب ،یدرصد 90و 

مقدار مورد  نیشتریاوره مشاهده شد. در ب در لیترگرم 

قابل  یتروژنازین تیفعال نکهیکود، با وجود ا نیاستفاده از ا

 انیدرصد( ب 8حدود ) یبه مقدار کم nifHنبود، ژن  یابیرد

 nifHژن  انیموجب کاهش ب زین فرفس. ، الف(2)شکل  شد

 ،سوپرفسفات در لیترگرم یلیم 250و  125 ریشد. در مقاد

 شیدر طول دوره آزما یدرصد 40 و 30حدود  انیکاهش ب

 500)غلظت مورد استفاده از آن  نیاتفاق افتاد، اما بالاتر

ژن در روز سوم  انیب تردیبا کاهش شد(، در لیترگرم میلی

  .، ب(2)شکل  درصد( 75همراه بود )حدود  شیآزما

 

 

 

 

 

 

 

 

 

-، اندازه.Aliinostoc spدر سیانوباکتری  nifHالگوی بیانی ژن  -2شکل 

 10، 1، تحت تیمار )الف( اوره )real-time RT-PCRوسیله گیری شده ب

-میلی 500و  250، 125گرم در لیتر(، )ب( سوپرفسفات )میلی 100و 

 و  LSDها بر اساس آزمون میانگین مقایسه .باشدمی تکرار سه گرم در لیتر(. مقادیر، میانگینمیلی 500و  250، 125گرم در لیتر( و )ج( کلرید پتاسیم )

 .است شده انجام درصد دار پنجمعنی اختلاف حداقل سطح در
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. تافی شیافزا nifHژن  انیهمانند شاهد، ب م،یپتاس ماریدر ت

اثر  نیموجب کاهش ا آنغلظت مورد استفاده از  شیافزا

گرم در لیتر یلیم 125که در حضور یشد، بطور ندهیفزا

 افتی شیاز دو برابر افزا شیب nifHژن  انیب ،میپتاس دیکلر

 شیابه افز ،گرم در لیتریلیم 500مقدار در غلظت  نیا یول

 .، ج(2کاهش پیدا کرد )شکل  یدرصد 50حدود 

ی جیرشد تدراز  که نمونه شاهدیدر حال: رشدالگوی 

، برخوردار بودی شیدر طول دوره آزما یدرصد 10حدود 

رشد  ،در هر سه غلظت مورد استفادهآمونیومی  نیتروژن

 کنواختیطور کاهش ب نیا .نمونه مورد نظر را کاهش داد

در غلظت  ،نمونه یبرا .اتفاق افتاد یشیدر طول دوره آزما

نسبت به زمان پیش از اعمال لیتر اوره گرم در یلیم 10

در  بیترتب ی،درصد 21و  13 ،5 کاهش رشد حدودتیمار، 

 ،نیتروژنغلظت  شیبا افزا .مشاهده شد 6و  4، 2 یروزها

 ،6که در روز یحالدر  و اتفاق افتاد یتردیکاهش رشد شد

گرم در لیتر یلیم کیدر غلظت  ،با روز نخست سهیدر مقا

رشد در  ،مشاهده شد یدرصد 10د اوره کاهش رشد حدو

به نصف کاهش  باًیگرم در لیتر اوره تقریلیم 100حضور 

غلظت مورد  نیدر بالاتر رفسف ، الف(.3)شکل  افتی

 جادیدر رشد نمونه مورد نظر ا یدیکاهش شد ،استفاده

دوره  یکه اختلاف رشد ابتدا و انتهایحال درنمود و 

گرم در لیتر یلیم 250و  125 یمارهایدر ت یشیآزما

در  ،درصد بود 30و  20حدود  بیترتب ،سوپرفسفات

کاهش رشد  ،کود نیگرم در لیتر از ایلیم 500حضور 

برخلاف  ، ب(.3)شکل  مشاهده شد یدرصد 80حدود 

 درش یبر رو یشیاثر افزا میپتاس و فسفر، نیتروژن

 ،غلظت آن نیکمتر .مورد مطالعه داشت یانوباکتریس

 شینمونه مورد نظر شد و با افزا در رشدین شتریموجب ب

رشد  شیاتفاق افتاد )افزا یرشد کمتر شیافزا ،غلظت

در  ،گرم در لیتریلیم 125در حضور  یدرصد 50حدود 

-یلیم 500در حضور  یدرصد 20حدود  شیبا افزا سهیمقا

 ، ج(.3( )شکل میپتاس دیگرم در لیتر کلر

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

تحت تیمار )الف( اوره ، .Aliinostoc spنوباکتر سیادر  aغلظت کلرفیل  -3شکل 

گرم میلی 500و  250، 125گرم در لیتر(، )ب( سوپرفسفات )میلی 100و  10، 1)

 گرم در لیتر(. مقادیر، میانگینمیلی 500و  250، 125در لیتر( و )ج( کلرید پتاسیم )

 حداقل طحس در و  LSDها بر اساس آزمون میانگین مقایسه .باشدمی تکرار سه

  .است شده انجام درصد دار پنجمعنی اختلاف
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توانند منابع مختلف نیتروژن مانند ها میسیانوباکتری

نیتروژن اتمسفری را مورد نیترات، آمونیوم، اوره و دی

ها نیتروژن اتمسفری را تنها استفاده قرار دهند. سیانوباکتری

ور منابع کنند و در حضدر شرایط کمبود نیتروژن تثبیت می

و  18خارجی نیتروژن، آنزیم نیتروژناز مهار خواهد شد )

و  تروژنین تیتثب تیدر مجموع فعال(. در این مطالعه، 36

 منبع نیتروژندرحضور  .Aliinostoc sp یانوباکتریرشد س

 یشیدوره آزما یرشد از ابتدا یجیکاهش تدر .افتیکاهش 

 یشتریبکاهش رشد نیتروژن، غلظت  شیآغاز شد و با افزا

در حضور منابع  هایانوباکتریکاهش رشد س .اتفاق افتاد

 ،شده است شدر مطالعات مختلف گزار تروژنین یخارج

 و ومیکه اثر آمون( 2012شهاوی )کبیر و ال نمونه یبرا

 مختلف یهایهسو تروژنین تیرشد و تثب یرا رو تراتین

Nodularia spumigena از  یکاهش رشد برخ ،کردند یبررس

 .را از روز سوم مشاهده نمودند شیمورد آزما یهایهسو

کاهش  ،مشابه ینمونه یرو یگرید یدر مطالعه نیهمچن

 (. 36) گزارش شد ششمروز  زا ،ومیحضور آموندر رشد 

قرار  نیتروژن ریشدت تحت تاثب زین تروژنین تیتثب تیفعال

 تیدر روند تثب یدیکاهش شد آنمقدار  شیبا افزا .گرفت

در گرم یلیم 100که در غلظت یطورب ،مشاهده شد تروژنین

 .قابل مشاهده نبود یازتروژنین تیفعال ،کود اورهلیتر 

 ،نیتروژندر حضور  زین nifH ژن انیب ،جهینت نیمتناسب با ا

مطالعات  .افتیشدت کاهش ب شیاز روز سوم آزما

شهاوی کبیر و ال .مطابقت دارد جینتا نیبا ا یمختلف

 دیکاهش شد(، 2007شهاوی )و ال ( و وینتیال2012)

 Nodularia یرانوباکتیس nifHژن  انیو ب ازیتروژنین تیفعال

spumigena  مشاهده  نیوممختلف آمو ریدر حضور مقادرا

 nifHژن  انیب یرو بر ومیآمون یمنف ریتاث نیهمچن. نمودند

 Trichodesmiumیسیانوباکتر در تروژنین تیتثب تیو فعال

erythraeum تیتثب تیمهار فعال (.7ه است )گزارش شد زین 

های در حضور منابع خارجی نیتروژن در جنس تروژنین

Anabaena  وNostoc در مطالعات گوناگون مشاهده شده  زین

 (. 23و  16، 6) است

و  هایانوباکتریرشد نرمال س یبرا ازنی مورد عنصر ،فسفر

و  یسلولسنتز از مراحل  یاریمهم در بس ینقشدارای 

 تیتثب یسفر براف. همچنین (2) دباشیم آنها یانتقال انرژ

 و است یضرور هایانوباکتریدر س تروژنین یکیولوژیب

 ی،ژنیفتوسنتز اکس دیآن موجب کاهش شد تیمحدود

فعال مرتبط با  یهامیآنز ریو سا تروژنازین تیکاهش فعال

در مورد  یگوناگون(. نتایج 38) شودیم تروژنین سمیمتابول

 مقدار به توجه ا، باهیانوباکتریرشد س یفسفر بر رواثر 

مصرف  .گزارش شده است ،مورد مطالعه یفسفر و نمونه

را به  هایانوباکتریرشد س شیافزا تواندیکم فسفر م ریمقاد

 برلیتر گرمیلیم 3نمونه افزودن  یبرا ،دنبال داشته باشد

 شد Oscillatoriaو   Anabaenaیهافسفر موجب رشد جنس

و  Anabaena variabilis هایانوباکتریسدر  (.31)

Westiellopsis prolifica  30 ررشد در حضو شیافزانیز 

-در مطالعه نیهمچن (.38) رفتیگرم فسفر صورت پذیلیم

 2)آهن  (،مولیلیم 2/0)اثر فسفر  یمنظور بررسکه ب یا

 یهاانوباکتریس یبر رو (مولیلیم 1) تروژنیو ن (نانومول

 انوسیدر اق تروژنیکننده ن تیتثب یاو رشته یسلولتک

 یرشد زمان رمقدا نیشتریب ،صورت گرفت یاطلس شمال

 طیطور همزمان به محب تروژنیاتفاق افتاد که فسفر و ن

 یبر رو یی،افزودن فسفر به تنها علاوه بر این .اضافه شدند

 تیتثب تیفعال شیاثر بود و افزایب تروژنین تینرخ تثب

 هاتفاق افتاد که فسفر ب یتنها زمان nifHژن  انیو ب تروژنین

 (. 24) مراه آهن مورد استفاده قرار گرفته

 تواندیفسفر م یبالا هایغلظت حضور گریطرف د از

راستا  نیدر ا .شود هایانوباکتریموجب کاهش رشد س

بر  تراتیمختلف فسفات و ن یهاغلظت یبررس یمطالعه

قابل ذکر  .Synechococcus sp یانوباکتریاز س هیدو سو یرو

 (تریر لدگرم یلیم 3/0) اتفسفیین است که غلظت پا

 200) ی آنرشد نداشت و غلظت بالا یبر رو یریتاث

و کاهش رشد در هر دو  ریموجب تأخ (تریر لدگرم یلیم

 رفسف یزن ی حاضردر مطالعه (.9) مورد مطالعه شد هیسو

 ینمونه ژنتروین تیتثب تیرشد و فعال یبر رو یاثر منف
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ر دگرم یلیم 500که در حضور یطورب ،داشت یمورد بررس

 شیدوره آزما یکاهش رشد از ابتدا ،فسفاتوپرس تریل

کاهش  ،رفسفکمتر  ریاما در حضور مقاد ،مشهود بود کاملاً

 رفسف .اتفاق افتاد یجیصورت تدررشد به مقدار کمتر و ب

 یانوباکتریسدر  زیرا ن nifHژن  انیو ب تروژنین تیروند تثب

Aliinostoc sp.  متر ک یهاکه در غلظتیدر حال .کاهش داد

 تیتثب ندیفرآ (تریر لدگرم یلیم 250و  125) فسفاتوپرس

اندک  یروند کاهش ،متناسب با آن nifHژن  انیو ب تروژنین

ر دگرم یلیم 500) آن یدر غلظت بالا ،داشت یجیتدر و

 پذیرفت.رت صو یتروژنازین تیمهار کامل فعال (تریل

 سمیدر رشد و متابول یاتیح یهاشنق یدارا میتاسپ

 یدرون سلول pH علاوه بر نقش آن بر .ستهایانوباکتریس

 تیروند فتوسنتز و تثب یبر رو میپتاس ی،و آماس سلول

 هایانوباکتریپاسخ س .موثر است زین هایانوباکتریس تروژنین

 در. متفاوت است میمختلف پتاس ریبه حضور مقاد

حذف  ،Anabaena torulosa یانوباکتریس یبر رو یامطالعه

متعدد  یکیکشت موجب اختلالات متابول طیاز مح میپتاس

 یهارنگدانه یکم شدن محتوا ،کاهش رشدکه یبطور ،شد

فقدان  یامدهایاز پ یتروژنازین تیو مهار فعال یفتوسنتز

 ،حال آنکه .بود دارهتروسیست یانوباکتریس نیدر ا میپتاس

صورت ب) میپتاس در لیترگرم یلیم 200نمونه با  نیا ماریت

رشد آن شد  شیموجب افزا BG11 طیدر مح (میپتاس دیکلر

 طیبه مح میافزودن پتاساز طرف دیگر  (.30و  3)

Microcystis sp. زانیاما م ،گشت موجب کاهش رشد آن 

متفاوت  اریبس مپتاسی مقدار به مختلف آن یهاهیتحمل سو

گرم یلیم 200افزودن حدود  یاکه در مطالعهیالدر ح .بود

 یانوباکتریس نیرشد ا دیموجب کاهش شد میپتاس در لیتر

-یلیم 500تا  میپتاس شیافزا گرید یدر مطالعه(، 32)شد 

 (.30) نداشتها یهاز سو یبرخ یبر روتاثیری  در لیترگرم 

 توانندیاند که مگزارش شده این جنساز  ییهاهیسو حتی

داشته باشند  تریر لدگرم  10 نمکی در غلظت یادیز رشد

رشد و  شیموجب افزا میحاضر پتاس یدر مطالعه (.35)

 نیالبته ا .شد یدر نمونه مورد بررس تروژنین تیتثب تیفعال

از  ،میپتاسمقدار  شیداشت و با افزا یروند حالت کاهش

 ،در رشد شیافزا نیشتریب. آن کاسته شد یشیاثر افزا زانیم

 در لیترگرم یلیم 125)مورد استفاده مقدار  نیکمتر در

 یآن در انتها لیکه مقدار کلروف اتفاق افتاد (کلرید پتاسیم

درصد  50 باًیتقر ،دوره یبا ابتدا سهیدر مقا یشیدوره آزما

در گرم یلیم 500 ماریدر ت شیافزا نیا .بود افتهی شیافزا

مقدار گاز  نیشتریب .بود رصدد 20حدود  ،میپتاسکلرید  لیتر

در  زین ردوکتاز ازتروژنین تیاز فعال یشده ناش دیتول لنیات

  80 بیش از د،دست آممورد استفاده ب میمقدار پتاس نیکمتر

در  شیدرصد افزا 25با حدود  سهیدر مقا شیدرصد افزا

راستا  نیدر هم .میپتاس دیکلر در لیترگرم یلیم 500حضور 

 125در حضور  ایحظهقابل ملا شیافزا زین nifHژن  انیب

نشان داد و مقدار آن در روز  میپتاس دیکلر در لیترگرم یلیم

 .دو برابر شد باًیتقر 6

 قابل ملاحضه ریمطالعه نشان دهنده تاث نیا یکل جینتا

 تروژنین تیبر رشد و روند تثب عناصر مختلف

در  یازته اوره، حت منبعکه یبطورست. هایانوباکتریس

 تیروند تثب دیموجب کاهش شد تستوانکم،  ریمقاد

 تیو توقف فعال یدرصد 50گردد )کاهش  تروژنین

اوره در  در لیترگرم یلیم 100و  10در  بیترتب یتروژنازین

هم  میفسفر و پتاس یحاو منابعمصرف  در مطالعه(. نیا

که سوپرفسفات، متناسب چرا رد،یتوجه لازم صورت گ دیبا

 یوجب اثر بازدارندگتواند میبا غلظت مورد استفاده، م

 تروژنین تیتثبروند گسترده بر رشد و  ایمحدود و 

درصد کاهش رشد  80تا  20شود )مشاهده  هایانوباکتریس

 در لیترگرم یلیم 500تا  125 ریدر حضور مقاد

 با وجود اینکه ن،یبر ا علاوه مطالعه(. نیسوپرفسفات در ا

موجب  یتردر لگرم یلیم 500تا  میپتاس دیاستفاده از کلر

در مطالعه  تروژنین تیدار رشد و روند تثبیمعن شیافزا

 شیبا افزا جیاثر مه نیا یکاهشروند  لیدلحاضر شد، ب

مطلوب  شتریب یها، استفاده از غلظتاین منبع پتاسهمقدار 

 یجهت بررس بیشتر انجام مطالعات ،چند هر نخواهد بود.

کود مختلف  نیچند زمانهماستفاده  یاثرات متقابل احتمال
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 ریها بر سامطالعه اثر آن نیو همچن هایانوباکتریس یبر رو

 ریبه مقاد یابیمنظور دستب ،یسمیمهم متابول یرهایمس

نامطلوب بر کود  ریتأث نیکه بتواند با کمتر یمناسب یکود

عملکرد  نیبه بهتر یابیموجب دست ط،یحو م ییایانوباکتریس

 .رسدینظر مب یممکن شود، ضرور
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Abstract 

Cyanobacteria are the oldest oxygenic photoautotrophs on earth with a wide ecological 

distribution. They increase soil productivity by affecting its physicochemical properties. 

Increasing the application of chemical fertilizers is harmful. Therefore, it has become 

necessary to look for alternative renewable resources to meet at least a part of the 

demand for crops. In this study, aimed at increasing the efficiency of cyanobacterial 

biofertilizer, the effects of nitrogen, phosphorus and potassium elements in the form of 

urea, superphosphate and potassium chloride fertilizers were evaluated on nitrogen 

fixation activity measured by gas chromatography, nifH gene expression and the growth 

of cyanobacterium Aliinistoc sp. In general, the growth and nitrogen fixation activity of 

the sample decreased as the concentration of nitrogen and phosphorus sources 

increased. The most effect of nitrogen source was on nitrogenase activity, and at the end 

of the experimental period compared to the beginning (before treatment), the amount of 

nitrogenase activity decreased 50 and 100% in the presence of 10 and 100 mg/L urea, 

respectively. Phosphorus had a significant effect on the growth of the sample, and at the 

highest concentration of superphosphate (500 mg/L), growth declined about 80%. On 

the other hand, potassium especially at the lowest concentration (125 mg/L), 

significantly increased growth by about 20% and doubled nitrogenase activity. In 

addition, the evaluation of nifH gene expression confirmed the pattern of nitrogenase 

activity. In general, the results of this study indicate that the dosage of elements used in 

combination with cyanobacterial biofertilizers should be considered. 

Keywords: biofertilizer, cyanobacteria, nifH gene, nitrogen fixation, Real-time RT-

PCR 
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