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تحت  ،.Aliinostoc sp يسيانوباكتردر و رشد  nifHبيان ژن  فعاليت تثبيت نيتروژن، بررسي
  نيتروژن، فسفر و پتاسيمتاثيرمنابع 

  1امين ميرشمسي كاخكي و 2زادهقربانعلي نعمت ،*1محمد فارسي،  1پورمريم نبي
 ادي گياهينژو بهبيوتكنولوژي مشهد، دانشگاه فردوسي مشهد، دانشكده كشاورزي، گروه  ايران،1

  طبرستان كشاورزي فناوريزيست و ژنتيك پژوهشكده ،علوم كشاورزي و منابع طبيعي ساريساري، دانشگاه  ايران، 2

  11/11/1400: تاريخ پذيرش  01/10/1399: تاريخ دريافت

  چكيده

آنها با اثر بر خصوصيات . بر روي زمين هستند توزيع اكولوژيكي گستردهبا  هاي اكسيژنيترين فتواتوتروفها قديمييسيانوباكتر
جستجو براي ، افزايش مصرف كودهاي شيمياييدليل مضرات ب .شوندش حاصلخيزي آن ميفيزيكوشيميايي خاك، موجب افزاي

اين مطالعه با هدف افزايش كارايي كود زيستي در . استمنابع زيستي كه حداقل قسمتي از نياز محصول را فراهم كند، ضروري 
سوپرفسفات و كلريد پتاسيم، بر فعاليت تثبيت  سيانوباكتريايي، تاثير عناصر نيتروژن، فسفر و پتاسيم در قالب كودهاي اوره،

طور ب. بررسي شد، .Aliinistoc sp يسيانوباكتردر و رشد  nifHوسيله كروماتوگرافي گازي، بيان ژن گيري شده باندازه نيتروژن
ميزان يتروژن بر بيشترين اثر منبع ن. كلي افزايش غلظت منابع نيتروژن و فسفر، رشد و فعاليت تثبيت نيتروژن را كاهش دادند

، ميزان فعاليت نيتروژنازي در )پيش از تيمار(كه در انتهاي دوره آزمايشي در مقايسه با ابتداي آن طوريفعاليت نيتروژناري بود، ب
و  نشان دادتوجهي بر رشد نمونه فسفر اثر قابل. درصد كاهش يافت 100و  50ترتيب اوره، ب در ليتر گرمميلي 100و  10حضور 
از  .مشاهده گرديددرصدي  80، كاهش رشد حدود )گرم در ليترميلي 500(رين غلظت مورد استفاده از سوپرفسفات در بيشت

و  رشد يدرصد 20حدود موجب افزايش  ،)گرم در ليترميلي 125(ويژه در كمترين غلظت مورد استفاده ب پتاسيم طرف ديگر،
در مجموع . را تاييد نمودالگوي فعاليت نيتروژنازي  nifHبيان ژن ارزيابي ، علاوه براين. شدفعاليت نيتروژنازي  افزايش دو برابري
  . باشدميمراه كود زيستي سيانوباكتريايي ه هبه مقدار عناصر مورد استفاده ب بيانگر لزوم توجهنتايج اين مطالعه 

  Real-time RT-PCRتثبيت نيتروژن،  ،nifHكود زيستي، ژن سيانوباكتري، : كليدي هايواژه

 farsi@um.ac.ir :يالكترونيك پست ،051-38805777 :تلفن مسئول، نويسنده* 

  مقدمه 
 داتيتول يبرا شتريب يبه تقاضا يجهان تيجمع شيافزا

هاي سنتي مديريت شيوه. شوديمنجر م يكشاورز
گيرند، كشاورزي كه در حال حاضر مورد استفاده مي

ي هايشدت به كاربرد كودها و سموم شيميايي و شيوهب
برداري كه منجر به بهره هستندمانند خاكورزي شديد متكي 

- زيستو همچنين آلودگي طبيعي منابع از بيش از حد 

براي اجتناب از گسترش اين  نبنابراي .شودمحيطي مي
هستيم كه نه تنها با  هايينيازمند اتخاذ شيوهخسارات 

صرفه بوده و به لكه مقرون بد، بنمحيط زيست سازگار باش
در  .دنمدت كمك كندستيابي به امنيت غذايي طولاني ما در

 ستيز طيو سازگار با مح داريپا يهاراه حل يجستجو
، محققان توجه خود را يكشاورزدر  يوربهبود بهره يبرا

متمركز  هازيستي، بخصوص ميكروارگانيسمبه محصولات 
  .)33و  11( اندنموده

بي ناميده هاي سبزـ آها كه همچنين جلبكيسيانوباكتر
هاي اكسيژني بر روي ترين فتواتوتروفشوند، قديميمي
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توزيع اكولوژيكي  هاميكروارگانيسماين . زمين هستند
ها يافت اي داشته و در طيف وسيعي از زيستگاهگسترده

 زيستيفعال  باتياز ترك يمنبع مهمآنها همچنين . شوندمي
ي هورمونمواد شبه و دهايساكاري، پليفنل باتيمانند ترك

 كيخاك و تحر حاصلخيزيتواند موجب كه مي هستند
 حيتلق ديثرات مفا. )40و  16، 11( شود اناهيرشد گ

برنج، مانند محصولات  زيادي از يدر تعداد ييايانوباكتريس
-جو دوسر، گوجهسويا، ارزن، جو،  ي،فرنگنخودگندم، 

و  ...و  كاهو ،، ذرت، فلفلشكري، تربچه، پنبه، نيفرنگ
بهبود حاصلخيزي خاك در مطالعات مختلف در نين همچ

   .)15 و 5، 1( گزارش شده است

است  اهانيرشد گ يبرا يضرور يماده مغذ كي تروژنين
 يزراع اهانيدر اتمسفر، گبا وجود فراواني حضور آن كه 

باشند و نمي تروژنيندر شكل عنصر از آن استفاده  قادر به
علاوه با اين حال،  .يندرا از طريق خاك دريافت نمابايد آن

از نظر  كودهاي شيمياييبر نامطلوب بودن استفاده از 
كودهاي  محيطي، در مزارع برنج كارايي استفاده اززيست

دليل كاهش مقدار آن از طريق شيميايي حاوي نيتروژن ب
روندهايي مانند آبشويي آمونيوم كه خود تابعي از عواملي 

 .)22و  18( باشدمي است، بسيار پايين pHهمچون دما و 
توانايي تثبيت نيتروژن  هاي سيانوباكترياييبسياري از گونه

و اتمسفر را جذب  تروژنينرا دارند، فرآيندي كه در آن 
شناخته  .كنندبه آمونيوم تبديل مي آنزيم نيتروژنازسط تو

كه موليبدون است  نيتروژناز ،تروژنازينآنزيم  نيترشده
 ازو  شودمي يرمزگذار nifHDK يساختار يهاتوسط ژن
 نيتروژناز ردوكتازنيتروژناز و ديديي نيپروتئ ءدو جز

يك تترامر با كوفاكتور  نيتروژنازدي .شده است ليتشك
زيرواحدهاي آن توسط  است كه (MoFe)آهن -موليبدون

ه با اتصال بنيتروژناز دي .دنگردكد مي nifKو  nifDهاي ژن
-دي. كندمنتقل ميبه آن را ن الكترونيتروژن اتمسفري، دي

از متشكل شامل يك كوفاكتور آهن و نيز نيتروژناز ردوكتاز 
. شوندكد مي nifHوسيله ژن دو زيرواحد يكسان است كه ب

الكترون به  ATPواحد مسئول انتقال وابسته به اين زير
 نيشتريب ي دارندهنيپروتئاين جزء . نيتروژناز استتترامر دي

 يهانيپروتئ نيدر بحفظ شده  نهيآم هايدياس يتوال
 وجود ي، هنگام جستجونيبنابراباشد و مي تروژنازين
 nifHمختلف، ژن  يهاطيمح ايها سميدر ارگان تروژنازين

 و 4( خواهد بود DNAكاوش  يبراترين گزينه مناسب
10.(   

 ازين نيترياصل ريدپذيخاك با منابع تجد يحفظ بارور
 شيميايي يكودها مصرفهش منظور كاب داريپا يكشاورز
 هايروش از استفادهدر جهت  و راستااين  در .)26( است

با توجه به اهميت جستجو براي  زيست و محيط سازگار با
، عنوان كود زيستيابع طبيعي بالقوه جهت استفاده بيافتن من

فناوري پژوهشكده ژنتيك و زيستدر آزمايشاتي 
داسازي شده از ي جنمونه 15 بر روي كشاورزي طبرستان

ها نمونهاين  .انجام شدهاي شاليزاري استان گلستان خاك
بر بررسي و سپس  شناختيهاي ريختشاخص ابتدا از نظر

 شناسايي شدند nifHو  16s RrNAهاي ژناساس توالي 
 .Aliinistoc spاز ميان آنها سيانوباكتري  .)19و  14، 13، 12(

ي موثر بر عملكرد هاشاخصآناليزهاي مرتبط با بر اساس 
عنوان كود زيستي بالقوه براي استفاده در مزارع برنج ب، برنج

مطالعه پيش رو بر ). داده هاي چاپ نشده( برگزيده شد
عنوان كود زيستي سيانوباكتريايي ب منتخبروي اين نمونه 

سه و كاربرد  تيتوجه به اهم با. بالقوه صورت گرفت
اطلاع از اثر  ،يورزدر كشا ميفسفر و پتاس ،تروژنيعنصر ن

ها، براي ياين مواد بر روي رشد و متابوليسم سيانوباكتر
كاربردهاي كشاورزي و دستيابي به بهترين عملكرد حايز 

 شيبا هدف افزا، مطالعه حاضر به همين دليل. اهميت است
اين  ريتاث يي و بررسيايباكترانويس يستيكود ز ييكارا

 ديكلر فات وسوپرفس ،اوره يدر قالب كودهاعناصر 
و  nifHژن  انيب ،تروژنين تيتثب تيفعال يبر رو، ميپتاس

  .نمونه منتخب، انجام گرفترشد 
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  هامواد و روش
منظور ، ب.Aliinostoc sp يانوباكتريس :تيمار و رشدشرايط 

در ها و فعال شدن روند تثبيت نيتروژن تشكيل هتروسيست
 27دماي در  ،)فاقد تركيبات نيتروژن( BG110 عيما طيمح

لوكس با دوره  2500شدت نور  ،گراديدرجه سانت
 200 يهوا انيو جر ساعت 16/8ي خاموش -ييروشنا

 يتميها در فاز لگارسلول .رشد يافت قهيدر دق تريليليم
 كشت يهاطيبه مح حيتلق يشدند و برا يآوررشد جمع

بعد از  ديجد يهاكشت .مورد استفاده قرار گرفتند ،ديجد
ن، فسفر و مختلف نيتروژ ريمقاد ماريت هفته تحت كي

 گرميليم 100و  10، 1(كود اوره ترتيب در قالب پتاسيم، ب
هر كدام ( ميپتاس ديفسفات و كلروپرس يو كودها )در ليتر

 .قرار گرفتند )در ليتر گرميليم 500و  250، 125به مقدار 
مقادير در اين مطالعه از كودهاي تجاري استفاده شد و 

مطالعات مختلف و ميزان مورد بر اساس اده مورد استف
 ،3(ند استفاده رايج اين كودها در مزارع برنج انتخاب شد

 آزمايش در سه تكرار انجام). 37 و 31، 29 ،28، 26
و  nifHبيان ژن ، تثبيت نيتروژنفعاليت و مقايسه  پذيرفت
) فاقد كود(هاي تحت تيمار و شاهد بين نمونهرشد ميزان 

  .گرفت روزه انجام 6در يك دوره 

 نيتروژن تثبيت توان: تثبيت نيتروژن فعاليتگيري اندازه

 احياي روش باابتدا و انتهاي دوره آزمايشي، در  مولكولي

 گيرياندازه) Acetylene reduction assay( (ARA)استيلن 

لن توليد شده از احياي در اين روش ميزان گاز اتي .شد
عنوان شاخصي براي تعيين مقدار فعاليت آنزيم استيلن ب

مايع  كشت از ليترميلي 15. رودژنازي به كار مينيترو
 سپس ،شد داده قرار دارهاي درپوشلوله سيانوباكتريايي در

 استيلن گاز از برابر حجمي با درون لوله هواي از درصد 10

 كشت شرايط با مشابه شرايط ها در، لولهگشت جايگزين

ل داخ گاز از ليترميلي 5/0ساعت،  2از  پس و گرفتند قرار
 GOW-MAC series 816كروماتوگرافي لوله به دستگاه 

 هايپيك منحني زير اساس سطح بر ،پايان در. شد تزريق

 استيلن، احياي از آمده پديد اتيلن غلظت آمده، دستب
 بر اتيلن نانومول حسب بر ،استاندارد هايمنحني براساس

 گرديد برآورد(µg ch-1 h-1)  ساعت فيل دروميكروگرم كلر
)34(.  

 12000(ها با سانتريفيوژ برداشت سلول: RNAاستخراج 
و  اعمال تيمارپيش از ، )دقيقه 10به مدت  و دور بر دقيقه

استخراج  براي. انجام گرفت 6و  3روزهاي در همچنين 
RNA كيت از RNX-plus كيفيت  .شد سيناژن استفاده شركت
RNA و ارزيابي درصد 1 آگارز ژل در شده، استخراجي 
 Shimatsu UV 1800اسپكتروفتومتر ها با دستگاهمونهن غلظت
 ,DNase I آنزيم با RNAهاي نمونه سپس. گشت بررسي

RNase-free  شركتThermo Scientific عنوانب و شد تيمار 

 از پس. گرفت مورد استفاده قرار RT-PCRواكنش  الگوي

 به هر مربوط RNA ،cDNAهاي نمونه غلظت سازييكسان

 Thermoشركت  cDNAسنتز  كيت از فادهاست با نمونه

Scientific  به شماره كاتالوگK1622 تمامي. سنتز گشت 

  .شد انجام كيت هر دستورالعمل طبق مراحل

 از استفاده با واقعي زمان در PCR واكنش: الگوي بيان ژن

با  و Bio-Rad CFX96 Touch™ Real-Time PCR هدستگا
شركت  SYBR Green qPCR Master Mix سايبرگرين كيت

Thermo Scientific  شركت پيشنهادي دستورالعمل طبق 

 5 شامل ميكروليتر 10 حجم درPCR واكنش  هر. شد انجام
 هر از مولار ميكرو 3/0ميكروليتر مخلوط سايبرگرين، 

 آب و الگو cDNAنانوگرم  100برگشت،  رفت و آغازگر

 مرحله شامل پليمراز ايزنجيره واكنش. بود لئازنوك از عاري

-درجه سانتي 95 در دقيقه 10 مدت به سازي اوليهواسرشت

-درجه سانتي 95 در ثانيه 15 شامل(چرخه  40 سپس گراد و

 منظورب .بود) گراددرجه سانتي 52 در ثانيه 40گراد و 

  rnpB كنترل داخلي ژن با هانمونه ها،داده كردن استاندارد
)Ribonuclease P RNA, subunit B (گرديدند نرمال ) توالي

مقادير . )آمده است 1پرايمرهاي مورد استفاده در جدول 
 و هانمونه در ژن بيان ميزان بين مقايسه با ژن كمي بيان
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ژن  .)20( محاسبه گرديد ΔΔCT-2روش  از استفاده با ،كنترل
nifH عنوان نشانگر در روند تثبيت نيتروژن متعارف بطور ب

  .ردگيمورد استفاده قرار مي

براي تعيين ميزان رشد، از : فيلوگيري غلظت كلراندازه
. عنوان شاخص رشد استفاده شدب aفيلومقدار رنگدانه كلر

ميزان كلرفيل نمونه مورد بررسي، پيش از اعمال تيمار و 

اين براي . گيري شداندازه 6و  4، 2همچنين در روزهاي 
بعد از  ،كار، ابتدا عصاره سلولي با استفاده از متانول خالص

درجه سانتيگراد، استخراج  4قرارگيري در دماي  ساعت 24
 در سنجيطيفو سپس محتواي كلروفيل آنها با استفاده از 

 .)39(گيري شد نانومتر اندازه 665طول موج 

   

  rnpB و nifHهاي ژن براي شدهاستفاده اختصاصي آغازگرهاي جفت -1 جدول
)5 ژن ′→ 3′   منبع (bp)شده اندازه قطعه تكثير(توالي

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 بحثنتايج 

ژن، فسفر و پتاسيم، نيترو مقادير مختلف ريمطالعه تاث نيا در
فسفات و كلريد اوره، سوپر يكودها ترتيب در قالبب

مورد استفاده قرار مزارع برنج در متداول طور پتاسيم كه ب
و  nifHژن  انيب ،يتروژنازين تيفعال زانيمي رود، نگيرمي

 يبرا يديعنوان كاندب ،.Aliinostoc sp يانوباكتريدر سرشد 
روزه  شش يدوره رشد كي در ،يستيعنوان كود زاستفاده ب

  .قرار گرفت يمورد بررس

 ،آمونيومي موجود در اوره تروژنين: تثبيت نيتروژن فعاليت
 تروژنازين ميآنز تيفعال زانيدر م يا كاهش قابل ملاحظه

 يايحاصل از اح لنيگاز ات ديتول سهينمود و مقا جاديا
نشان داد كه  ي،شيدوره آزما يابتدا و انتها نيب لنياست
 بيترتب ،اوره در ليترگرم يليم 100و  10، 1 يهالظتغ

 تيدر فعال يدرصد 100و  50، 15موجب كاهش 
 .)، الف1شكل ( شدند ينمونه مورد بررس ينازتروژين

 و نمونه شد تروژنين تيكاهش روند تثب باعث زين رفسف
وجود مختلف آن  يهاغلظت قابل توجهي در تاثير اختلاف
گرم يليم 250و  125 يهادر غلظتكه نيبا وجود ا. داشت

 تيفعال زانيدر م يكاهش اندك ،سوپرفسفات در ليتر
در  ،)درصد 15و  6حدود  بيترتب(رخ داد  يتروژنازين

 زانيم ،)ليتر درگرم يليم 500(غلظت مورد استفاده  نيبالاتر
كه  يتيو فعال افتيشدت كاهش ب يازتروژنين تيفعال

 مشاهده نشد ،باشد يابيردقابل  يگاز يتوسط كروماتوگراف
 يداريبا اختلاف معن ميپتاس ،گرياز طرف د .)، ب1شكل (

 ،در هر سه غلظت مورد استفاده ،نسبت به نمونه شاهد
مورد  يانوباكتريدر س تروژنين تيتثب نديفرآ شيموجب افزا

 افزايشي روند نيااز مقدار  ،آن شيالبته با افزا .شد يبررس
گرم در ليتر يليم 125ر غلظت كه د يو در حالكاسته شد 

درصد  80از  شيشده ب ديتول لنيمقدار گاز ات كلريد پتاسيم
 500در غلظت  يدرصد 25حدود  شيافزا ،افتي شيافزا
  ).، ج1شكل ( گرم در ليتر مشاهده شديليم

 جينتا ي،بررس مورد يمارهاير تمام تد: ان ژنيالگوي ب
Real-Time RT-PCR ژن  انيب ينسب زانيكه م نشان دادnifH 

آنها  تروژنين تيتثب تيفعال يكننده الگو دييمتناسب و تا
شد و  nifHژن  انيموجب كاهش ب يون آمونيوم. باشدمي
 .قابل مشاهده بود مروز سواز  ديكاهش شد نيا
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گرم در ميلي 100و  10، 1(اوره ) الف(تحت تيمار  ،استيلن احياي روش باشده گيري ، اندازه.Aliinostoc sp يسيانوباكترفعاليت نيتروژناي  -1شكل 
-مي تكرار سه مقادير، ميانگين). گرم در ليترميلي 500و  250، 125(كلريد پتاسيم ) ج(و ) گرم در ليترميلي 500و  250، 125(سوپرفسفات ) ب(، )ليتر

 .است شده انجام درصد ر پنجدامعني اختلاف حداقل سطح در و  LSDها بر اساس آزمون ميانگين مقايسه .باشد

  
بر مورد استفاده  ازتمنبع زود هنگام  ريتاث انگريب جهينت نيا

، آنغلظت  شيبا افزا. باشديم تروژنين تيروند تثب يرو
 60، 40و كاهش حدود  افتيژن شدت  انيروند كاهش ب

-يليم 100و  10، 1 يهادر غلظت بيترتب ،يدرصد 90و 
مقدار مورد  نيترشيدر ب. اوره مشاهده شد در ليترگرم 

قابل  يتروژنازين تيفعال نكهيكود، با وجود ا نياستفاده از ا
 انيب) درصد 8حدود ( يبه مقدار كم nifHنبود، ژن  يابيرد

 nifHژن  انيموجب كاهش ب زين فرفس. )، الف2شكل ( شد
 ،سوپرفسفات در ليترگرم يليم 250و  125 ريدر مقاد. شد

 شيدر طول دوره آزما يدرصد 40 و 30حدود  انيكاهش ب
 500(غلظت مورد استفاده از آن  نياتفاق افتاد، اما بالاتر

ژن در روز سوم  انيب ترديبا كاهش شد، )در ليترگرم ميلي
   .)، ب2شكل ( )درصد 75حدود (همراه بود  شيآزما

  

  

  

  

  

  

 

 

  
- ، اندازه.Aliinostoc spدر سيانوباكتري  nifHالگوي بياني ژن  - 2شكل 

 10، 1(اوره ) الف(، تحت تيمار real-time RT-PCRوسيله گيري شده ب
- ميلي 500و  250، 125(سوپرفسفات ) ب(، )گرم در ليترميلي 100و 

 و  LSDها بر اساس آزمون ميانگين مقايسه .باشديم تكرار سه مقادير، ميانگين). گرم در ليترميلي 500و  250، 125(كلريد پتاسيم ) ج(و ) گرم در ليتر
 .است شده انجام درصد دار پنجمعني اختلاف حداقل سطح در
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. افتي شيافزا nifHژن  انيهمانند شاهد، ب م،يپتاس ماريدر ت
اثر  نيموجب كاهش ا نآغلظت مورد استفاده از  شيافزا
 در ليترگرم يليم 125كه در حضور يطورشد، ب ندهيفزا
 افتي شياز دو برابر افزا شيب nifHژن  انيب ،ميپتاس ديكلر
 شيبه افزا ،در ليترگرم يليم 500مقدار در غلظت  نيا يول

  .)، ج2شكل ( كاهش پيدا كرد يدرصد 50حدود 

ي جيرشد تدراز  كه نمونه شاهديدر حال: الگوي رشد
، برخوردار بودي شيدر طول دوره آزما يدرصد 10حدود 
رشد  ،در هر سه غلظت مورد استفادهآمونيومي  نيتروژن

 كنواختيطور كاهش ب نيا .نظر را كاهش دادنمونه مورد 
در غلظت  ،نمونه يبرا .اتفاق افتاد يشيدر طول دوره آزما

نسبت به زمان پيش از اعمال گرم در ليتر اوره يليم 10
در  بيترتب ي،درصد 21و  13 ،5 كاهش رشد حدودتيمار، 
 ،نيتروژنغلظت  شيبا افزا .مشاهده شد 6و  4، 2 يروزها

 ،6كه در روز يحالدر  و اتفاق افتاد يترديكاهش رشد شد
گرم در ليتر يليم كيدر غلظت  ،با روز نخست سهيدر مقا

رشد در  ،مشاهده شد يدرصد 10اوره كاهش رشد حدود 
به نصف كاهش  باًيگرم در ليتر اوره تقريليم 100حضور 

غلظت مورد  نيدر بالاتر رفسف ).، الف3شكل ( افتي
 جاديرشد نمونه مورد نظر ادر  يديكاهش شد ،استفاده

دوره  يكه اختلاف رشد ابتدا و انتهايحال درنمود و 
گرم در ليتر يليم 250و  125 يمارهايدر ت يشيآزما

در  ،درصد بود 30و  20حدود  بيترتب ،سوپرفسفات
كاهش رشد  ،كود نيگرم در ليتر از ايليم 500حضور 
برخلاف  ).، ب3شكل ( مشاهده شد يدرصد 80حدود 

 درش يبر رو يشياثر افزا ميپتاس و فسفر، يتروژنن
 ،غلظت آن نيكمتر .مورد مطالعه داشت يانوباكتريس

 شينمونه مورد نظر شد و با افزا در رشدين شتريموجب ب
رشد  شيافزا(اتفاق افتاد  يرشد كمتر شيافزا ،غلظت
در  ،گرم در ليتريليم 125در حضور  يدرصد 50حدود 

- يليم 500در حضور  يدرصد 20 حدود شيبا افزا سهيمقا
  ).، ج3شكل ) (ميپتاس ديگرم در ليتر كلر
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 مقادير، ميانگين). گرم در ليترميلي 500و  250، 125(كلريد پتاسيم ) ج(و ) در ليتر

 حداقل سطح در و  LSDها بر اساس آزمون ميانگين مقايسه .باشدمي تكرار سه

   .است شده انجام درصد دار پنجمعني اختلاف
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توانند منابع مختلف نيتروژن مانند ها ميسيانوباكتري
نيتروژن اتمسفري را مورد نيترات، آمونيوم، اوره و دي

ها نيتروژن اتمسفري را تنها سيانوباكتري. استفاده قرار دهند
كنند و در حضور منابع در شرايط كمبود نيتروژن تثبيت مي

و  18(خارجي نيتروژن، آنزيم نيتروژناز مهار خواهد شد 
و  تروژنين تيتثب تيدر مجموع فعالدر اين مطالعه، ). 36

 منبع نيتروژندرحضور  .Aliinostoc sp يانوباكتريرشد س
 يشيدوره آزما يرشد از ابتدا يجيكاهش تدر .افتيكاهش 

 يشتريكاهش رشد بنيتروژن، غلظت  شيآغاز شد و با افزا
در حضور منابع  هايانوباكتريكاهش رشد س .اتفاق افتاد

 ،شده است شدر مطالعات مختلف گزار تروژنين يخارج
 و وميكه اثر آمون) 2012( شهاويكبير و ال نمونه يبرا
 مختلف يهايهسو تروژنين تيرشد و تثب يرا رو تراتين

Nodularia spumigena از  يكاهش رشد برخ ،كردند يبررس
 .را از روز سوم مشاهده نمودند شيمورد آزما يهايهسو

كاهش  ،مشابه ينمونه يرو يگريد يدر مطالعه نيهمچن
  ). 36( زارش شدگ ششمروز  زا ،وميحضور آموندر رشد 

قرار  نيتروژن ريشدت تحت تاثب زين تروژنين تيتثب تيفعال
 تيدر روند تثب يديكاهش شد آنمقدار  شيبا افزا .گرفت

در گرم يليم 100كه در غلظت يطورب ،مشاهده شد تروژنين
 .قابل مشاهده نبود يازتروژنين تيفعال ،كود اورهليتر 

 ،نيتروژندر حضور  زين nifH ژن انيب ،جهينت نيمتناسب با ا
مطالعات  .افتيشدت كاهش ب شياز روز سوم آزما

شهاوي كبير و ال .مطابقت دارد جينتا نيبا ا يمختلف
 ديكاهش شد، )2007(شهاوي و وينتيال و ال) 2012(

 Nodularia يرانوباكتيس nifHژن  انيو ب ازيتروژنين تيفعال

spumigena  هده مشا نيوممختلف آمو ريدر حضور مقادرا
 nifHژن  انيب يرو بر وميآمون يمنف ريتاث نيهمچن. نمودند
 Trichodesmiumيسيانوباكتر در تروژنين تيتثب تيو فعال

erythraeum تيتثب تيمهار فعال ).7(ه است گزارش شد زين 
هاي در حضور منابع خارجي نيتروژن در جنس تروژنين

Anabaena  وNostoc شده در مطالعات گوناگون مشاهده  زين
 ). 23و  16، 6( است

و  هايانوباكتريرشد نرمال س يبرا ازني مورد عنصر ،فسفر
و  يسلولسنتز از مراحل  ياريمهم در بس ينقشداراي 

 تيتثب يسفر برافهمچنين . )2( دباش يم آنها يانتقال انرژ
 و است يضرور هايانوباكتريدر س تروژنين يكيولوژيب

 ي،ژنيتز اكسفتوسن ديآن موجب كاهش شد تيمحدود
فعال مرتبط با  يهاميآنز ريو سا تروژنازين تيكاهش فعال

در مورد  يگوناگوننتايج ). 38( شوديم تروژنين سميمتابول
 مقدار به توجه ا، باهيانوباكتريرشد س ياثر فسفر بر رو
مصرف  .گزارش شده است ،مورد مطالعه يفسفر و نمونه

را به  هايانوباكتريرشد س شيافزا تواند يكم فسفر م ريمقاد
 برليتر گرميليم 3نمونه افزودن  يبرا ،دنبال داشته باشد

 شد Oscillatoriaو   Anabaenaيهافسفر موجب رشد جنس
و  Anabaena variabilis هايانوباكتريسدر  ).31(

Westiellopsis prolifica  30 ررشد در حضو شيافزانيز 
- در مطالعه نيهمچن ).38( رفتيگرم فسفر صورت پذيليم

 2(آهن  ،)موليليم 2/0(اثر فسفر  يمنظور بررسكه ب يا
 يهاانوباكتريس يبر رو )موليليم 1( تروژنيو ن )نانومول

 انوسيدر اق تروژنيكننده ن تيتثب ياو رشته يسلولتك
 يرشد زمان رمقدا نيشتريب ،صورت گرفت ياطلس شمال

 طيمحطور همزمان به ب تروژنياتفاق افتاد كه فسفر و ن
 يبر رو يي،افزودن فسفر به تنها علاوه بر اين .اضافه شدند

 تيتثب تيفعال شياثر بود و افزايب تروژنين تينرخ تثب
 هاتفاق افتاد كه فسفر ب يتنها زمان nifHژن  انيو ب تروژنين
  ). 24( مراه آهن مورد استفاده قرار گرفته

 تواند يفسفر م يبالا هايغلظت حضور گريطرف د از
راستا  نيدر ا .شود هايانوباكتريجب كاهش رشد سمو

بر  تراتيمختلف فسفات و ن يهاغلظت يبررس يمطالعه
قابل ذكر  .Synechococcus sp يانوباكترياز س هيدو سو يرو

 )ترير لدگرم يليم 3/0( اتفسفيين است كه غلظت پا
 200( ي آنرشد نداشت و غلظت بالا يبر رو يريتاث
و كاهش رشد در هر دو  ريموجب تأخ )ترير لدگرم يليم

 رفسف يزن ي حاضردر مطالعه ).9( مورد مطالعه شد هيسو
 ينمونه تروژنين تيتثب تيرشد و فعال يبر رو ياثر منف
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ر دگرم يليم 500كه در حضور يطورب ،داشت يمورد بررس
 شيدوره آزما يكاهش رشد از ابتدا ،فسفاتوپرس تريل

كاهش  ،رفسفكمتر  ريحضور مقاداما در  ،مشهود بود كاملاً
 رفسف .اتفاق افتاد يجيصورت تدررشد به مقدار كمتر و ب

 يانوباكتريدر س زيرا ن nifHژن  انيو ب تروژنين تيروند تثب
Aliinostoc sp.  متر ك يها كه در غلظتيدر حال .كاهش داد

 تيتثب نديفرآ )ترير لدگرم يليم 250و  125( فسفاتوپرس
اندك  يروند كاهش ،متناسب با آن nifHژن  انيو ب تروژنين
ر دگرم يليم 500( آن يدر غلظت بالا ،داشت يجيتدر و
  .پذيرفتصورت  يتروژنازين تيمهار كامل فعال )تريل

 سميدر رشد و متابول ياتيح يهاشنق يدارا ميتاسپ
 يدرون سلول pH علاوه بر نقش آن بر .ستهايانوباكتريس

 تيروند فتوسنتز و تثب يوبر ر ميپتاس ي،و آماس سلول
 هايانوباكتريپاسخ س .موثر است زين هايانوباكتريس تروژنين

در . متفاوت است ميمختلف پتاس ريبه حضور مقاد
حذف  ،Anabaena torulosa يانوباكتريس يبر رو يا مطالعه
متعدد  يكيكشت موجب اختلالات متابول طياز مح ميپتاس
 يهارنگدانه يتواكم شدن مح ،كاهش رشدكه يبطور ،شد

فقدان  يامدهاياز پ يتروژنازين تيو مهار فعال يفتوسنتز
 ،حال آنكه .بود دارهتروسيست يانوباكتريس نيدر ا ميپتاس

صورت ب( ميپتاس در ليترگرم يليم 200نمونه با  نيا ماريت
رشد آن شد  شيموجب افزا BG11 طيدر مح )ميپتاس ديكلر

 طيبه مح ميتاسافزودن پاز طرف ديگر  ).30و  3(
Microcystis sp. زانياما م ،گشت موجب كاهش رشد آن 

متفاوت  اريبس مپتاسي مقدار به مختلف آن يهاهيتحمل سو
گرم يليم 200افزودن حدود  يا كه در مطالعهيدر حال .بود

 يانوباكتريس نيرشد ا ديموجب كاهش شد ميپتاس در ليتر
- يليم 500تا  ميپتاس شيافزا گريد يدر مطالعه، )32(شد 
 ).30( نداشتها يهاز سو يبرخ يبر روتاثيري  در ليترگرم 
 توانند ياند كه م گزارش شده اين جنساز  ييهاهيسو حتي

داشته باشند  ترير لدگرم  10 نمكي در غلظت ياديرشد ز
رشد و  شيموجب افزا ميحاضر پتاس يدر مطالعه ).35(

 نيالبته ا .شد يسدر نمونه مورد برر تروژنين تيتثب تيفعال

از  ،ميپتاسمقدار  شيداشت و با افزا يروند حالت كاهش
 ،در رشد شيافزا نيشتريب. آن كاسته شد يشياثر افزا زانيم

 در ليترگرم يليم 125(مورد استفاده مقدار  نيدر كمتر
 يآن در انتها ليكه مقدار كلروف اتفاق افتاد )كلريد پتاسيم

درصد  50 باًيتقر ،دوره يتدابا اب سهيدر مقا يشيدوره آزما
در گرم يليم 500 ماريدر ت شيافزا نيا .بود افتهي شيافزا
مقدار گاز  نيشتريب .بود رصدد 20حدود  ،ميپتاسكلريد  ليتر
در  زين ردوكتاز ازتروژنين تياز فعال يشده ناش ديتول لنيات

  80 بيش از د،دست آممورد استفاده ب ميمقدار پتاس نيكمتر
در  شيدرصد افزا 25با حدود  سهيدر مقا شيدرصد افزا

راستا  نيدر هم .ميپتاس ديكلر در ليترگرم يليم 500حضور 
 125در حضور  ايقابل ملاحظه شيافزا زين nifHژن  انيب
نشان داد و مقدار آن در روز  ميپتاس ديكلر در ليترگرم يليم
  .دو برابر شد باًيتقر 6

 قابل ملاحضه رياثمطالعه نشان دهنده ت نيا يكل جينتا
 تروژنين تيبر رشد و روند تثب عناصر مختلف

در  يازته اوره، حت منبعكه يبطور. ستهايانوباكتريس
 تيروند تثب ديموجب كاهش شد ستتوان كم،  ريمقاد

 تيو توقف فعال يدرصد 50كاهش (گردد  تروژنين
اوره در  در ليترگرم يليم 100و  10در  بيترتب يتروژنازين
هم  ميفسفر و پتاس يحاو منابعمصرف  در ).عهمطال نيا
كه سوپرفسفات، متناسب چرا رد،يتوجه لازم صورت گ ديبا

 يتواند موجب اثر بازدارندگيبا غلظت مورد استفاده، م
 تروژنين تيتثبروند گسترده بر رشد و  ايمحدود و 

درصد كاهش رشد  80تا  20مشاهده (شود  هايانوباكتريس
 در ليترگرم يليم 500تا  125 ريدر حضور مقاد
 با وجود اينكه ن،يبر ا علاوه ).مطالعه نيسوپرفسفات در ا
موجب  در ليترگرم يليم 500تا  ميپتاس دياستفاده از كلر

در مطالعه  تروژنين تيدار رشد و روند تثبيمعن شيافزا
 شيبا افزا جياثر مه نيا يكاهشروند  ليدلحاضر شد، ب

مطلوب  شتريب يهاتفاده از غلظت، اساين منبع پتاسهمقدار 
 يجهت بررس بيشتر انجام مطالعات ،چند هر .نخواهد بود

كود مختلف  نيچند زمانهماستفاده  ياثرات متقابل احتمال
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 ريها بر سامطالعه اثر آن نيو همچن هايانوباكتريس يبر رو
 ريبه مقاد يابيمنظور دستب ،يسميمهم متابول يرهايمس
نامطلوب بر كود  ريتأث نيند با كمتركه بتوا يمناسب يكود

عملكرد  نيبه بهتر يابيموجب دست ط،يحو م ييايانوباكتريس
  .رسد ينظر مب يممكن 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 


