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 جدا شده از مزارع گندم و ذرتآزوسپیریلوم های مختلف  نگاری ژنومی گونه انگشت

 Rep-PCR روش با استفاده از

 2، محمد سالاری9، هادی اسدی رحمانی 2*که ، ناصر پنجه4محمود شهابی
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 دانشیار، موسسه تحقیقات خاك و آب کشور3

 چکیده

توانند رشد و   کننده نیتروژن و محرك رشد گیاه هستند که می  های آزادزی، تثبیت  شامل ریزوباکتری آزوسپیریلوم  جنس    :سابقه و هدف

 عملکرد بسیاری از محصولات زراعی مهم از جمله برنج و گندم را تحت تأثیر قرار دهند. این مطالعه با هدف جداسازی و شناسایی  

 ها به عنوان عوامل محرك رشد گیاه انجام شد.  و بررسی تنوع ژنتیکی آن آزوسپیریلوم  های بومی مختلف   گونه 

های محتوی محیط   آوری و در لوله  های خاك و ریشه مزارع گندم و ذرت استان اصفهان جمع  در این پژوهش نمونه ها:  مواد و روش

براساس ویژگی های مورفولوژیکی برروی محیط  آزوسپیریلوم  های   کشت شد. سپس جدایه   ( NFB)جامد فاقد نیتروژن   کشت نیمه 

سازی گردید. برای شناسایی و   جداسازی و خالص    RC (Rojo Congo)جامد و   NFBهای اختصاصی و نیمه اختصاصی مانند   کشت 

 و انگشت   16S rRNAیابی ژن   ای پلی مراز، توالی  های مولکولی شامل آزمون واکنش زنجیره  آزمایش آزوسپیریلوم  های   تشخیص جدایه 

 ( نجام شد. REPنگاری ژنومیکی توسط آزمون واکنش زنجیره ای پلی مراز )  

 نیز    16S rRNAیابی ژن   را تأیید نمود. در توالی آزوسپیریلوم  های   جفت بازی وجود باکتری   263و    646تکثیر قطعات  یافته ها: 

نگاری ژنوم جدایه های باکتریایی نیز نقش های منحصر   مشخص گردید. انگشت    A. zeaeو    .A. brasilense  ،A. lipoferumهای    گونه 

و     BOX  (BOX-AIR)  ،ERIC (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus)به فرد ژنتیکی را از طریق تکثیر عناصر تکراری  

REP   ها را نشان داد.   برای هر جدایه تولید نمود و وجود تنوع ژنتیکی زیاد بین جدایه 

ها و تنوع ژنتیکی   مزارع گندم و ذرت استان اصفهان دارای گونه آزوسپیریلوم  های   نتایج این پژوهش نشان داد که جدایه گیری:  نتیجه

 مفید باشد. آزوسپیریلوم  های   بندی گونه  تواند برای تشخیص و طبقه  می   rep-PCRزیادی است و الگوهای باند تکثیر شده با آزمون  

 تنوع ژنتیکی. ،  rep-PCRیابی، روش   توالی آزوسپیریلوم،  واژگان کلیدی: 

 89مهر ماه پذیرش برای چاپ:   89شهریور ماه  دریافت مقاله: 

 *( آدرس برای مکاتبه: زابل، دانشگاه زابل، دانشکده کشاورزی، گروه گیاه پزشکی

 naserpanjekeh@gmail.comپست الکترونیک:       434-31232123تلفن:  

 م دمه     

بهه  (Azospirillum)آزوسپیریلوم های مختلف جنس  گونه    

های محرك رشد گیاه مهم، مهورد تهوجهه  عنوان ریزوباکتری

ههای  (. این جنس شامل ریزوباکهتهری1اند ) زیادی قرار گرفته

کننده نیتروژن، و محرك رشد گیاه می باشد کهه  آزادزی، تثبیت

می تواند رشد و عملکرد بسیاری از محصولات زراعی مهم از 

(. اعضای جنهس 2جمله برنج و گندم را تحت تأثیر قرار دهد )

دهند و  ای را نشان می توزیع اکولوژیکی گستردهآزوسپیریلوم 

 ها در نواحی مختلف جهرهرافهیهایهی یهافهت  در بسیاری خاك

( در /http://creativecommons.org/licenses/bync/4.0حقوق نویسندگان محفوظ است. این مقاله با دسترسی آزاد و تحت مجوز مالکیت خلاقانه )
 ها منتشر شده است. هرگونه استفاده غیرتجاری فقط با استناد و ارجاع به اثر اصلی مجاز است. فصلنامه دنیای میکروب
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ههای کشهاورزی، جهمهعهیهت  شود. اگرچه در اکوسیستم می

در خاك غیرریزوسفری نیز وجهود دارد امها در آزوسپیریلوم 

 (.  3باشد ) تر می خاك )سیستم( های ریزوسفر خیلی فراوان

فعالیت محرك رشد گیاه باکتری آزوسپیریلوم عمدتا به تهرشه  

نسبت به توانایی تهثهبهیهت    (NO)اکسین و تولید اکسید نیتروژن

شود. اکسین طهویهل شهدن  ها نسبت داده می نیتروژن باکتری

دهد، که منجر به جذب موثرتر مهواد -ریشه گیاه را افزایش می

 (.4و  2گردد ) مرذی می

شهر  داده آزوسپیریلوم گونه از جنس  19تا به امروز، حداقل 

شده است. با این حال، توجه بیشتهر بهه تهحهقهیهق درمهورد 

آزوسپیریلوم لیپوفهروم و   (A. brasilense)آزوسپیریلوم برزیلنس
(A. lipoferum)   ( توالی3-7شده است .)  های ژنوم کامل چهار

از   Sp245شهامهل، سهویههآزوسپیریلهوم های  عضو از گونه

 4Bسهویهه ، (brasilense Sp245)آزوسپیریلوم بهرزیهلهنهس 

   B510، سهویهه(A. lipoferum 4B)آزوسپیریلوم لیهپهوفهروم 

 (Azospirillum sp. B510 و گونه )آزوسپیریلهوم آمهازونهنهس

(Azospirillum amazonense)   هههای  تههاکههنههون در پههایههگههاه 

NCBI (Natداده iona l  Center  fo r  B io techno logy 

Information)  (.  9-14باشد ) موجود می 

های ژنتیک مولکولی و کاربرد آنها در اکهولهوژی  ظهور تکنیک

میکروبی نشان داده است که تنها بخش کهوچهکهی از تهنهوع 

میکروبی طبیعی کشف شده است. اطلاعات دقهیهق در مهورد 

های قبلا توصیف )مشهخهص(  ژنتیک مولکولی میکروارگانیسم

 نشده ممکن است اطلاعات بیشتری در تهکهامهل عهمهلهکهرد 

باکتری ها از یک گونه معین در زیستگاه خود یا در یک محیهط 

(. روش های انگشت نگاری ژنومی بهر 11خارجی ارائه نماید )

ای پلی مراز برای شناسایی و طبقه بنهدی  اساس واکنش زنجیره

باکتری های وابسته به گیاه به سط  زیر گونه استفاده شده است 

(. در میان انواع مختلف روش های ژنتیکی موجود، آزمهون 12) 

rep-PCR    واکنش زنجیره ای پلی مهراز بهراسهاس عهنهاصهر(

پالیندرومی خارج ژنی تکراری( یک ابزار متمایزکهنهنهده قهوی 

کند و ممکن اسهت بهرای  برای اهداف تاکسونومی فراهم می

تعیین تنوع و تکامل بین ژنوم های مختلف میکروبی اسهتهفهاده 

 (.13و  11گردد )

بنهدی  این تکنیک یک روش مفید جهت تفکیک )تمایز( و طبقه

(. ورسالوویه  14سویه های باکتریایی در سط  زیر گونه است )

(Versalovic)   ( گزارش کردند که انهگهشهت13و همکاران ) 

های مختلف پروکاریوتی تولیهد شهده بهه  نگاری ژنومی ژنوم

، REPو   ERICوسیله تکثیر براساس الیگونوکلئوتیدهای پیوسته 

ها  واض  ایجاد نمود و برای شناسایی سریع گونه   DNAنقوش 

 و سویه های باکتریایی مفید خواهد بود. 

مطابق با عهنهاصهر   DNAبراساس آغازگرهای   rep-PCRآزمون 

ها مانند عهنهاصهر  تکراری موجود به صورت طبیعی در باکتری

REP ،ERIC وBOX   ( در این روش، دانش قبلهی از 16است .)

قهدرت   rep-PCR(. آزمون 17هدف لازم نیست )  DNAتوالی 

و آزمهون    16S rRNAژن   PCRتمایز بیشتری نسبت به روش 

 Restriction Fragment Length)چندشکلی طول قطعه برشی 

Polymorphism= RFLP)  ( و 18و  19نشان داده اسهت )

چهنهد شهکهلهی   DNAقدرت تمایز کنندگی مشابه با آزمون 

 Randomly Amplified)تکثیرشده بهه صهورت تصهادفهی 

Polymorphic DNA= RAPD)   ( عهلاوه 24را فراهم می کند .)

ژنومهی   DNAهایتر از سایر پروتکل  ساده  repبر این، روش 

 (. 21های مولکولی است ) برای طبقه بندی بر اساس روش

ههای  این تحقیق با هدف جداسازی و شناسایی برخی از گونهه

از ریزوسفر غلات )گندم و ذرت( بها آزوسپیریلوم بومی باکتری 

با آغازگرهای اختصاصی و تهجهزیهه و    PCRاستفاده از آزمون

و همچنین بررسی تنوع ژنتیکی باکهتهری    16S rRNAتحلیل ژن

 به عنوان باکتری محرك رشد انجام شد.آزوسپیریلوم 

 

 مواد و روش ها             

 های خاك و ریشه نمونهالف( جداسازی سویه های باکتریایی: 

متری به  سانتی 3-34از ریزوسفر گیاهان گندم و ذرت به عمق  

صورت تصادفی از مزارع  شهر استان اصفهان برداشته شد و در 

درجه سلسیوس تا زمان جداسازی نگهداری گهردیهد.  4دمای 

هها بها  از این نمونههآزوسپیریلوم جداسازی سویه های باکتری 

( Panneerselvam( و پانیرسلوام )Kanimozhiروش کانیموژی )
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با استفاده از محیط کشت    (Radif &  Hassan)و ردیف و حسن

، 4HPO2Kگهرم  malic acid-DL ،3)محتوی   NFBنیمه جامد 

 NaCl ،4/2گرم   O27H×MgSO4 ،4/1گرم  KOH ،4گرم   4/3

، 4MoO2Naگهرم  O27H. 4FeSO ،4/43گرم  2CaCl ،4/41گرم 

درصهد بهرم  4/3محلول  O24H×4MnSO ،4/41گرم  4/442

گرم در لهیهتهر(،  1/9و آگار   ml   2 ،7  pHتیمول بلو در اتانول

NFB   گرم آگار در لیتر( و  19جامد )محتویRC  مهحهتهوی( 

malic acid-DL ،3  4گرمHPO2K ،4/3  گرمKOH ،4/3  گهرم

O27H.4MgSO ،4/2  گرمNaCl ،4/1  گهرمO26H× 3FeCl ،

درصهد  4/23گرم محلول آبهی  4/3مخمر   گرم عصاره 4/413

 گرم در لیتر(  انهجهام شهد 19و آگار    7pHبا  ml   13کنگو رد

  RCها بر روی محیهط کشهت (. در نهایت این جدایه23و  22) 

 سازی شدند.  خالص

ژنهومهی،   DNAبرای اسهتهخهراج ژنومی:   DNAب( جداسازی 

  Tryptic Soy Brothدر محیط کشهتآزوسپیریلوم های  جدایه

 49درجه سلسیوس بهه مهدت  34رشد داده شدند و در دمای 

دور در دقیقه قرار گرفتنهد.  84ساعت در یک چرخاننده دوار در 

از کیت اسهتهخهراج ژنهوم   (DNA)برای استخراج ماده ژنتیکی 

باکتری های گرم منفی )سیناپیور، سیناژن، ایهران( اسهتهفهاده و 

مطابق دستورالعمل شرکت سازنده، استخراج انجام شد. غلهتهت 

DNA   با مقایسه شدت فلورسنت بعد از رنگ آمیزی با استفهاده

لهستان( بر ، EURx)شرکت   SimplySafeاز رنگ اسیدنوکلئیک 

% تحت اشعه ماورای بنفش با غهلهتهت 1روی یک ژل آگاروز 

DNA   ههای مهحهتهوی معلوم تعیین گردید. مهیهکهروتهیهوب 

DNA  درجه سلسهیهوس بهه  -24های استخراج شده در دمای

 منتور آزمون های بعدی نگهداری شدند.

های آزوسپیریلوم تهوسهط آغهازگهرههای  ج( تشخیص باکتری

ای  به طور گستهرده  PCRمیکروبی، آزمون  در زمینهاختصاصی: 

ههدف از    DNAگیری قطعات جهت تکثیر، شناسایی و اندازه

 (. 23و  24زمان اختراع آن مورد استفاده قرار گرفته است )

و    (Shime-Hattori)ههاتهوری-این آزمون مطابق با روش شیهم

( بها اسهتهفهاده از 3و همکاران )   (Lin)( و لین26همکاران )

 Az16S-A(A2324f,  5'-GCG GTAآغازگرهای اختصاصی  

ATACGAAGGGGGCK-3'  وA25r, 5'- CTTGTCACC 

GGCAGTTCCACCAG  Azo494-F/Azo756-Rو  ('3-

(Azo494-F, 5'-GGCCYGWTYAGTCAGRAGTG-3' و 
Azo756-R, 5'-AAGTGCATGCACCCCRRCGTCTAG  

 

C-3')  باکتری جدا شده از ریزوسفر گهیهاههان  7برای تشخیص

ریهزوبهیهوم گندم و ذرت به همراه یک سهویهه از بهاکهتهری 
(Rhizobium)  .به عنوان کنترل منفی انجام شد 

 میکرولیهتهر 2/3میکرولیتری شامل  23در حجم   PCRواکنش 

مهیهلهی مهولار  2MgCl ،4/4دو میلی مولار ،  14PCRxبافر 

dNTPs ،14  ،واحهد از  1/3پیکومول از هر یک از آغازگرهها

واحد در میکرولیتر( به اضافه یک  3)    Tag DNAآنزیم پلی مراز

استخراج شده بود. چرخه حهرارتهی بهرای  DNAاز  میکرولیتر

 84با واسرشت سازی اولیه در دمهای    Az16S-Aآغازگرهای

چهرخهه  33درجه سلسیوس به مدت پنج دقیقه آغاز و سپس 

درجه سلسیوس بهه  84در دمای   DNAشامل واسرشته سازی

درجه سلسیوس به  63مدت یک دقیقه، اتصال آغازگر در دمای 

درجه سلسیوس به مدت  72مدت یک دقیقه، گسترش در دمای 

 72یک دقیقه و در نهایت یک سیکل گسترش نهایی در دمهای 

 درجه سلسیوس به مدت ده دقهیهقهه و بهرای آغهازگهرههای

Azo494-F/Azo756-R   84با واسرشت سازی اولیه در دمهای 

چهرخهه  33درجه سلسیوس به مدت پنج دقیقه آغاز و سپس 

درجه سلسیوس بهه  84در دمای    DNAشامل واسرشت سازی 

درجه سلسیوس بهه  64مدت نیم دقیقه، اتصال آغازگر در دمای 

درجه سلهسهیهوس بهه  72دقیقه، گسترش در دمای  1/3مدت 

مدت یک دقیقه و در نهایت یک سیکل گسترش نهایی در دمای 

 دقیقه انجام شد.  7درجه سلسیوس به مدت  72

به منتور بررسی قطعات تکثیر شده، ژل آگارز )مرك، آلهمهان( 

جفت  144به همراه مارکر    PCRدرصد تهیه و محصولات  1/2

های آن  بازی )تهیه شده از شرکت سیناکلون، ایران( در چاهک

ولت الکهتهروفهورز  144دقیقه با ولتاژ  84بارگذاری و به مدت 

 SimplySafeشد. پس از آن با استفاده از رنگ اسید نوکلئهیهک

آمیزی صورت گرفت )به مهیهزان پهنهج  ( رنگEURx)شرکت 

سی سی محلول آگاروز( و با اسهتهفهاده از  144میکرولیتر در 
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)تولیدی کمبریج، انگلستهان(   Uvitec Transilluminatorدستگاه 

 از آن عکس برداری شد. سپس وزن مولکولی قطعات تکهثهیهر

گیهری و بها  شده به صورت چشمی با استفاده از مارکر اندازه

های شاهد مثبت استانهدارد مهقهایسهه  قطعات تکثیرشده جدایه

 گردید.

های آزوسپیریلوم با اسهتهفهاده از  د( شناسایی مولکولی جدایه

 برای تهکهثهیهر ژن  PCR: آزمون   16S rRNAیابی ژن توالی

16S rRNA   آغازگهرههایبا استفاده ازF27 (5'-AGA GTT TGA 

TCA TGG CTC AG-3')    وR1492 (5'-GGT TAC CTT 

GTT ACG ACT T-3')  ( شرایط انجام 27انجام شد .)PCR   و

کلونینگ قطعات بر اسهاس روش مهزیهنهانهی و اصهرهرزاده 

(Mazinani & Asgharzadeh)   درجهه  37با دمای اتصال در

(. بهرای 34میکرولیتر انجام شهد ) 34سلسیوس و حجم نهایی 

اطمینان از تکثیر باندهای مورد نتر، محصولات واکنش بها ژل 

   ™ SimplySafeدرصد پس از رنگ آمهیهزی بها 1/2آگاروز 

یهابهی بهه  الکتروفورز گردید. قطعات تکثیر شده به منتورتوالی

 یهابهی  شرکت بایونیر کره جنوبی ارسال شهد. پهس از تهوالهی

های رفت و برگشت به دست آمده توسط نهرم  ها، توالی نمونه

ههای  ( اصلا  و توالی28)  Vector NTI AdvanceTM 10افزار

های کانتهیهگ بها  ایجاد شد. در نهایت توالی  (Contig)کانتیگ

 بهه آدرس   NCBIههای مهوجهود در سهایهت سایر توالهی

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)  مقایسه و بلاهسهت

 ههای مهرتهبهط بها  ترین توالی گردید. در این مقایسه، نزدیک

ها مورد جستجو قرار  های جدایه سویه های تیپ مشابه با توالی

 گرفتند.

ههای  تهوالهیهای نوکلئوتیهدی:  ه( شماره های دسترسی توالی

نوکلئوتیدی مشخص شده در این مطهالهعهه در پهایهگهاه داده 

GenBank  ههای دسهتهرسهی تحت شمهارهMH130054   تها

MH130060  .ثبت گردید 

های مختلف آزوسپهیهریهلهوم:  و( انگشت نگارهای ژنومی گونه
با استفاده از آغهازگهرهها  rep-PCRتوسط   DNAنگاری انگشت

 BOX AIR (BOX, 5´-CTA CGG CAA GGC GACشامل 

GCT GAC G-3´)،ERIC 1R/ERIC 2  (Eric1R, 5´-ATG 

TAA GCT CCT GGG GAT TCA C-3´ وEric2: 5'-AAG 

TAA GTG ACT GGG GTG AGC G-3´)  وREP 1R/REP 

2I  (REP 1R, 5'-III ICG ICG ICA TCI GGC-3´   وREP 

2I, 5'-ICG ICT TAT CIG GCC TAC-3´ )   به منتور تولیهد

بهر آزوسپیریلهوم های مختلف  ها و جدایه نقوش ژنتیکی گونه

 ( و ترینهیهداد  Mamarilاساس دستورالعمل پیشنهادی ماماریل )

 (Trinidadبرای مطالعه همبستگی سهویهه )  هها انهجهام شهد 

 ( 34و  19)

میکرولهیهتهر  2/3میکرولیتری شامل  23در حجم   PCRواکنش 

مهیهلهی مهولار  MgCl2 ،4/3دو میلی مولار ، 14x PCRبافر 

dNTPs ،13  ،واحهد از  1/3پیکومول از هر یک از آغازگرهها

واحد در میکرولیتر، سینهاکهلهون،  Tag DNA    (3آنزیم پلی مراز

استخراج شده بود. چرخه  DNAمیکرولیتر از  2ایران( به اضافه 

درجه سلسهیهوس  83حرارتی با واسرشت سازی اولیه در دمای 

چرخه شامل واسرشت سازی  33دقیقه آغاز و سپس  6به مدت 

DNA   درجه سلسیوس به مدت یک دقیقه، اتصال  84ر دمای

درجه سلسیوس )به ترتیب برای  44و  33، 32آغازگر در دمای 

( به مدت یک دقیقه، گسترش REPو   BOX،ERICآغازگرهای 

درجه سلسیوس به مدت پنج دقیقه و در نهههایهت  72در دمای 

بهه  درجه سهلهسهیهوس 72یک چرخه گسترش نهایی در دمای 

دقیقه انجام شد. این دستورالعمل برای ههر یهک از  14مدت 

ههای مهخهتهلهف  الگوی گهونهه  DNAآغازگرها با استفاده از 

تکثیر شده، بر روی    DNAانجام گرفت. قطعات آزوسپیریلوم 

در   ™ SimplySafeآمیزی شده با درصد رنگ 2/3ژل آگاروز 

 سهاعهت الهکهتهروفهورز و سهپهس  3/3ولت به مهدت  84

 تصویر برداری از ژل آگهاروز تهوسهط دسهتهگهاه ژل داك

Vilber Lourmat (E-BOX-France) .انجام شد 

 ژنهتهیهکهی   در این مطالعه فاصهلهههای ژنوتیپی:  ز( آنالیز داده

   NTSYS-pc 2.02افهزار هها بها اسهتهفهاده از نهرم جدایهه

(Numerical Taxonomy & Multivariate Analysis System)  
 

(. فاصله یا شباهت ژنتیکی بین افراد مبتنهی بهر 31کشیده شد )

نشانگرهای مولکولی با استفاده از حضور یا عدم وجهود بهانهد 

 1)ها( در ژل تعیین شد. خصوصیات ژنوتیپ به عهنهوان کهد 
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)نبود باند( در نرم افزار تعریف شد. ایهن  4)حضور باند( و کد 

ها و رسم دندروگهرام را  نرم افزار توانایی تجزیه و تحلیل داده

جهدایهه بها  7دارد. بر اساس ویژگی های ژنوتیپی، دندروگرام 

ایجاد و درصد تشابه بین    NTSYS-pc 2.02استفاده از نرم افزار

  افزار تجهزیهه ها محاسبه گردید. در این نرم ها در گروه جدایه

ای( بهر اسهاس روش سهلهسهلهه مهراتهبهی  گروهی )خوشه

(Hierachical Technique)  انجام و برای بررسی فاصله واقهعهی

 UPGMA (Unweighted Pair-Groupها از روش  میان گروه

method using Arithemtic Average)  و ضریب تشابه جاکهارد

(J)  های دیگر اسهتهفهاده  استفاده شد. این روش بیشتر از روش 

 های همه اعضای دو خوشه را پهوشهش  می شود زیرا ویژگی

 می دهد.

 

 یا ته ها        

های ریزوسفهری  از نمونهالف( جداسازی سویه های باکتریایی: 

)چهار جدایه از آزوسپیریلوم خاك و ریشه گیاهان، هفت جدایه 

های مورفولوژیکی در  گندم و سه جدایه ذرت( براساس ویژگی

های سفید و سهفهیهد، اغهلهب  )کلنی   RCو   NFBهای  محیط

 چروکیده( جداسازی و خالص سازی گردید. 

ژنهتهیهکهی  پس از استخراج مادهژنومی:  DNAب( جداسازی 

 با استهفهاده از کهیهت مهخهصهو  آزوسپیریلوم های  جدایه

های گرم منفی، الکتروفورز محصول استخهراج در ژل  باکتری

ها را تایید نمود.  درصد موفقیت استخراج ژنوم جدایه 1آگاروز 

ههای  توسط آزمایشآزوسپیریلوم های  تأیید و تشخیص جدایه

با آغازگرهای اختهصهاصهی،   PCRمولکولی با استفاده از آزمون

و تولید انگشت نگاری ژنهومهیهکهی    16S rRNAیابی ژن توالی

 انجام شد.  rep-PCRتوسط

های آزوسپیریلوم تهوسهط آغهازگهرههای  ج( تشخیص باکتری
بها اسهتهفهاده از آغهازگهرههای    PCRدر آزمایشاختصاصی: 

ههای  جهدایهه، Azo494-F/Azo756-Rو   Az16S-Aاختصاصی

جفت بازی تهولهیهد  263و  646به ترتیب قطعات آزوسپیریلوم 

به عنهوان کهنهتهرل  .Rhizobium sp کردند، در حالی که جدایه

 (. 1منفی هی  باندی تولید نکرد )شکل 

های آزوسپیریلوم با اسهتهفهاده از  د( شناسایی مولکولی جدایه
یابی با استفاده از تکثیر ژن  در توالی : 16S rRNAیابی ژن  توالی

16S rRNA    جفت بهاز، تهوسهط  1344قطعاتی با طول تقریبا

یابی  (. پس از توالی2تکثیر شد )شکل   R1492/F27پرایمرهای 

   16S rRNAهای کانتهیهگ، تهطهابهق تهوالهی  و ایجاد توالی

موجود در    16S rRNAهای  های مورد نتر با سایر توالی جدایه

را با باکتری   Azo1درصدی 88شباهت توالی ، NCBIبانک ژنی 

A. lipoferum    های ههر دو جهدایهه  نشان داد. توالی 3سویه

Azo3  وAzo7   درصهدی بها بهاکهتهری 88همهبهسهتهگهی 

 A. brasilense    سویهNF11   داشت. توالی جدایهAzo2   نیز با

بها   Azo4و جدایه   Az72سویه   A. brasilenseتوالی باکتری 

% شباهت داشهتهنهد. B2 ،88سویه    A. lipoferumتوالی باکتری 

% بهه 88و  87به ترتیب با  Azo6و   Azo5های  همچنین جدایه

جهفهت بهاز(  263)ب:   Azo494-F/Azo756-Rو جفت باز( 646)الف:   Az16S-Aتکثیر شده توسط آغازگرهای   PCRمحصولات: 1شکل 

سویه ههای   9تا  2های  )کنترل منفی(، ردیف  .Rhizobium sp، باکتری 1جفت بازی، ردیف  144( مارکر M. آزوسپیریلومهای  حاصل از گونه

 جدا شده از گندم و ذرتآزوسپیریلوم 
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 شبیه بهودنهد. در نهههایهت   Gr2سویه    A. zeaeتوالی باکتری 

تازه به دست آمده در بانک ژن بها    16S rRNAهای ژن  توالی

 ثبت گردید.  MH130060تا  MH130054های شماره دسترسی

ههای مهخهتهلهف  ه( ایجاد انگشت نگارهای ژنهومهی گهونهه

در مطالعه تعیین شباهت های ژنوتیپی:  آزوسپیریلوم و آنالیز داده

ها تنوع زیادی  این جدایهآزوسپیریلوم، های  ژنتیکی بین جدایه

نشان داده و نقوش منحهصهر بهه فهرد     rep-PCRرا در آزمون

بانهدههای    rep-PCRژنتیکی تولید نمودند. با استفاده از واکنش 

واض  و نامعلوم متعددی حاصل گردید. بهر اسهاس آغهازگهر 

BOX A1R ،3444تها  174های حدود  چندین باند در اندازه 

نگهاری را  ها الگوهای انگشت باز تکثیر گردید و جدایه جفت

قسهمهت  3باند نشان دادند )شکل   (Azo2)  19تا    (Azo4)از نه

نگاری بهدسهت  های نقوش انگشت الف(. تجزیه و تحلیل داده

دو گروه اصلی ،  BOX A1Rآغازگربا   rep-PCRآمده از واکنش 

ههای  شامل جدایهه (I)شباهت را ایجاد نمود. گروه یک  14با %

Azo1   وAzo5 % بود. گروه دو 23با تشابه(II)   نهیهز بهه دو

شهبهاههت را  21های دیگر بها % زیرگروه تقسیم شد و سویه

با     Azo3و   Azo2های  دربرداشت و حداکثر شباهت در جدایه

 (.4% دیده شد )شکل 62

 3244تا  134باند با اندازه حدود  17هشت تا ، ERIC-PCRدر 

 Azo6قسهمهت ب( و جهدایهه 3باز تکثیر شد )شکل  جفت

کهمهتهریهن   Azo5عدد( و جدایه  17بیشترین تعداد قطعات را )

عدد( را نشان داد. دندروگرام به دسهت آمهده از  9تعداد باند )

نشهان داده  3در شکل   ERIC-PCRهای  تجزیه و تحلیل داده

ها دو گروه  جدایه  ERIC-PCRشده است. براساس دندروگرام 

 نگاری  شباهت تشکیل دادند، که شباهت انگشت 9اصلی با %

آزوسپیریلوم های  جدایه  16S rRNAژن   PCRمحصولات   : 2شکل 
جفت   144: مارکر R1492   .Mو 27Fتکثیر شده توسط آغازگرهای 

جدا شده از گهنهدم و آزوسپیریلوم : سویه های 7تا  1، ردیف بازی

 ذرت

/ERIC IR)قسمت الف(،  BOX AIRهای آزوسپیریلوم با استفاده از آغازگرهای  ¬در جدایه PCRنقوش الکتروفورزی محصول : 3شکل 

ERIC 2   قسمت ب( و(REP IR/REP 2  .)قسمت ج(M-  مارکر(bp 100 ردیف ،)سهویهه ههای 7تا  1تهیه شده از شرکت سیناکلون ،

 ی جرم مولکولی برخی از باندهای مارکر رانشان می دهد(.¬آزوسپیریلوم جدا شده از گندم و ذرت )اعداد سمت چپ اندازه
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 BOX AIR بر اساس آغازگر آزوسپیریلوم  دندروگرام جدیه های: 4شکل 

  ERIC IR/ERIC 2آغازگرهای بر اساسآزوسپیریلوم دندروگرام جدیه های : 3شکل 

  REP IR/REP 2آغازگرهای بر اساسآزوسپیریلوم دندروگرام جدیه های : 6شکل 
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و   Iدرصد در گروه  14و  24ها به ترتیب درحدود  ژنومی آن

II های  بود. گروهI  وII    نیز به دو زیرگروه تقسیم شدند. اولیهن

 36بها %  Azo6و   Azo1های شامل جدایه  Iزیرگروه از گروه

بهود. در  Azo4 شباهت و دومین زیرگروه مهحهتهوی جهدایهه

نیز با  Azo7و   Azo2 ،Azo3های  جدایه  IIزیرگروه اول گروه 

در زیرگروه دوم بهود.   Azo5شباهت قرار داشتند و جدایه %38 

در   Azo3و  Azo2ههای شایان یادآوری است کهه جهدایهه

 ( را با هم داشتند.64دندروگرام بیشترین شباهت )%

 Rep-PCRجفت باز توسط 3344تا  84چندین باند بین تقریبا 

تکثیر گردیهد و تهعهداد   REP 1R/REP 2با استفاده از آغازگر

 های مختلف متهفهاوت و از چهههار عهدد  باندها بین جدایه

( مترییهر  Azo1عدد )جدایه12( تا  Azo7و  Azo6های  )جدایه

کهمهتهر از   Rep-PCRبود. تعداد قطعات تکثیر شده تهوسهط

 3)شکل   ERIC-PCRو  Box-PCRالگوهای تولید شده توسط 

ههای  جهدایهه، REP-PCRقسمت ج( بود. براساس دندروگرام 

بهه دو  Iآزوسپیریلوم به دو گروه اصلی تقسیم شدند. گهروه 

، Azo1 ،Azo2،Azo3های  زیرگروه تقسیم شد و شامل جدایه

Azo4 ،Azo6  وAzo7  % شباهت بهود. بهراسهاس  8را با تقریبا

و   Azo4ههای جهدایهه، REP-PCRهای  تجزیه و تحلیل داده

Azo6  % ههای  شباهت در زیر گروه اول و جهدایهه 34با حدود

Azo2  وAzo3  % شباهت در زیرگروه دوم بهیهشهتهریهن  64با

 Azo5ها داشتند. گروه دوم فقط جدایه شباهت را در بین جدایه

 (.6شد )شکل  را شامل می

 

 بح    

ههای  به عنوان یکی از مهمترین بهاکهتهریآزوسپیریلوم باکتری 

PGPR   ( گونه1محسوب می شود .)  ،های این جنس گرم منفی

 ای شکل و متعلق به زیررده آلفاپروتهئهوبهاکهتهریها  هوازی، میله

 های ریزوسفری و ریشهه باشند. این باکتری بیشتر از خاك می

(. در این تحقیهق 26های گیاهان مختلف جداسازی شده است )

ههای ریهزوسهفهری  از نمونههآزوسپیریلوم های باکتری  جدایه

 سازی شد.  گیاهان گندم و ذرت جداسازی و خالص

های مولکولی با اسهتهفهاده از  آزمایش، DNAپس از استخراج 

 یهابهی ژن با آغازگرهای اخهتهصهاصهی، تهوالهی   PCRآزمون

 16S rRNA نهگهاری ژنهومهیهکهی تهوسهط و تولید انگشهت 

rep-PCR   آزوسپیریلهوم های  به منتور تأیید و تشخیص جدایه
 انجام گرفت.

/Azo494-F  و  Az16S-Aبا آغهازگهرههای  PCRدر آزمایش

Azo756-R ،ها قطعات مورد نتر را تکثیر نمودند.  تمامی جدایه

 (Lin)( و لین 26و همکاران )  (Shime-Hattori)هاتوری -شیم

با آغازگرهای اختصاصی فوق را   PCR( آزمون 3و همکاران )

های دیگر بها  از باکتریآزوسپیریلوم های  جهت شناسایی گونه

توانایی تثبیت نیتروژن مانند ریزوبیوم استفاده نمودند و بهطهور 

کلی نشان دادند که اختصاصیت و حساسیت این آغازگرها برای 

 بسیار مفید می باشد. آزوسپیریلوم تشخیص باکتری جنس 

 یک روش آسان، سریع و کم هزیهنهه بهوده و   PCRاستفاده از

تواند به عنوان یک ابزار سودمند برای تشخیص گونه ههای  می

های جدید مورد استفاده قرار  به منتور یافتن گونهآزوسپیریلوم 

(. همچون مطالعات پیشین استفهاده از آغهازگهرههای 1گیرد )

تشخیهص و ، Azo494-F/Azo756-Rو   Az16S-Aاختصاصی 

ههای  در مهیهان جهمهعهیهتآزوسپیریلوم های  شناسایی جدایه

تواند برای مطهالهعهات  باکتریایی ریزوسفر را تسریع نمود و می

 بیشتر مورد استفاده قرار گیرد.

 ها توسط تجزیه و تحهلهیهل تهوالهی شناسایی بیشتر این جدایه

16S rRNA های  ، حضور گونهA. brasilense ،A. lipoferum  

را در ریزوسفر گیاهان گندم و ذرت در اصهفهههان    A. zeaeو

و   (Bashan)نشان داد. بر اساس مطالعات پهیهشهیهن بهاشهان

 (Ilyas)(، ایلیاس 33و همکاران )  (Ayyaz)(، ایَاز 32همکاران )

 ( 33و ههمهکهاران )  (Tarrand)( و تهرنهد 34و همکاران )

در    A. zeaeو    A. brasilense ،A. lipoferumهههای  گههونههه

یهابهی ژن  ریزوسفر گیاهان گندم و ذرت موجود بوده و توالهی

16S rRNA ها را در ریزوسفر گیاهان گندم  نیز حضور این گونه

و ذرت در اصفهان تأیید نمود. این تحقیق اولهیهن گهزارش از 

در ریزوسفر گیاه ذرت در اصفههان و    A. zeaeحضور باکتری 

 باشد با وجود اینکه این گهونهه قهبهلا از  احتمالا در ایران می

 های ذرت در برخی از نقاط جهان جداسازی شهده بهود  ریشه
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 (.36و  32)

rep-PCR   یک روش مناسب، سریع، موثر و کم هزینه جهههت

(، و انجام آن بهه 19متمایز نمودن سویه های باکتریایی است )

های  (. در این مطالعه جدایه37دانش فنی زیادی احتیاج ندارد )

نشهان داده و    rep-PCRآزمونتنوع زیادی را در آزوسپیریلوم 

 نقوش منحصر بفرد ژنتیکی تولید نمودند. الگوهای انهگهشهت

 نگاری بها اسهتهفهاده از یهک روش سهلهسهلهه مهراتهبهی

(Hierarchical Technique) ،UPGMA   و ضهریهب تشهابهه

 بندی شدند. جاکارد مقایسه و گروه

ها اشهاره بهر  در این آزمون شباهت )ژنتیکی( پایین بین جدایه

برداری خاك از مناطق و گیاهان مخهتهلهف  آن داشت که نمونه

توانند به عنوان سویه های مختهلهف  ها می انجام شده و جدایه

و   (Ishii)در نتر گرفته شوند. نتایج ما با نتایج مطالعات ایشی 

  (Mamaril & Trinidad)(، ماماریل و ترینیداد 39همکاران )

( مطابقت داشته و نشان 38و همکاران )  (Tejera)( و تِجرا 34) 

 الگوهای ژنومی یکسان برای ههر جهدایهه  rep-PCRداد که 

آزوسپیریلهوم های  کند. تمایز بین جدایه تولید میآزوسپیریلوم 

 در سط  سویه بود. 

  rep-PCRدر این مطالعه الگوهای باندهای تکثیر شده توسط 

منحصر به فرد بوده و می توانند به آزوسپیریلوم  برای هر جدایه

ههای  بهنهدی جهدایهه عنوان یک ابزار برای تشخیص و طبقهه

در سط  سویه استفاده شوند. تجزیه و تهحهلهیهل آزوسپیریلوم 

نشان داد   (clustering)بندی  نگاری و گروه الگوهای انگشت

آزوسپیریلوم های  تواند بین گونه تا حدودی می  rep-PCRکه 
 ههههای تهههمهههایهههز ایهههجهههاد کهههنهههد و جهههدایهههه

 A. brasilence  ههای  به راحتی از گهونههA. lipoferum   و 

 A. zeae   با استفاده ازBOX ،ERIC   وREP PCR   تشخیص

ها براساس خصوصیات ژنوتیپی تا  بندی جدایه داده شد و گروه

یهابهی  حدودی مشابه با شناسایی توسط تجزیه و تحلیل توالهی

 بود.16S rRNA ژن 

 

 نتیجه گیری          

 ،A. brasilence نتایج مطالعه نشان داد که حداقل سه گهونهه 

A. lipoferum    وA. zeae     در مهزارع آزوسپیریلوم از باکتری

 A. zeaeگندم و ذرت استان اصفهان وجود داشته و حضهور 

نیز نشان   rep-PCRباشد. استفاده از  اولین گزارش در ایران می

جدا شده دارای تهنهوع آزوسپیریلوم های مختلف  داد که گونه

ههای  تواند تا حدودی گهونهه ژنتیکی بالا بوده و این آزمون می

 A. brasilenceهای  را از یکدیگر تفکیک و جدایهآزوسپیریلوم 

تشخیهص    A. zeaeو   A. lipoferumهای  را به راحتی از سلول

 دهد.

 

 م ح ات ا   ی            

 نویسندگان تمامی نکات اخلاقی شامل عهدم سهرقهت ادبهی، 

انتشار دوگانه، تحریف داده ها و داده سازی را در این مهقهالهه 

 رعایت کرده اند.

 

  شکر و  دردانی              

نویسندگان این مقاله از همکاران موسسه تحقیقات خاك و آب  

کشور به دلیل همکاری در انجام  این پژوهش کمال امتهنهان و 

 سپاس گزاری را دارند.

 

   ار  در منا                
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Abstract 

Background & Objectives: Azospirillum comprises rhizobacteria that live freely in the soil where they 

change gaseous nitrogen to nitrite and nitrate and as a result promote growth and yield of some  

economically important plants. This study aimed to isolate and identify different native species of 

Azospirillum and to investigate their genetic diversity as plant growth-promoting factors. 

Materials & Methods: In this research, some soil and root samples from wheat and maize fields of  

Isfahan province were collected and cultured in the tubes containing nitrogen-free bromothymol blue 

(NFB) semisolid media. The Azospirillum isolates were chosen based on morphological properties on 

NFB and RC (Rojo Congo) media and then were purified. The detection and identification of  

Azospirillum isolates was done by molecular tests using PCR (Polymerase Chain Reaction), 16S rRNA 

gene sequencing, and genomic fingerprinting with rep-PCR (repetitive extragenic palindromic  

elements-polymerase chain reaction).  

Results: The replication of 646 and 263 bp fragments by specific primers, confirmed the presence of 

Azospirilum bacteria. Azospirillum species were also identified as A. brasilense, A. lipoferum, and A. 

zeae using replication and sequencing of the 16S rRNA gene. The genomic profiling of different 

Azospirillum isolates produced unique band patterns through application of repetitive element BOX 

(BOX-AIR), ERIC (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus), and REP and showed high  

genetic diversity between the isolates.  

Conclusion: According to this study, the Azospirillum isolates of wheat and maize fields of Isfahan 

province have different species and genetic diversity and band patterns amplified using rep-PCR can 

be useful for diagnosis and classification of Azospirillum species. 
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