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 تشکر و قدرداني

مان بخشید و به طریق علم و دانش رهنمونمان شد و به ي کران پروردگار یکتا را که هستيسپاس ب

ر تشک. از علم و معرفت را روزیمان ساخت چینيعلم و دانش مفتخرمان نمود و خوشههمنشیني رهروان 

و  اهگذشت ها،تمام فداکاري به پاسام، مادر و پدر بزرگوارم زندگي هايبهترینخالصانه خود را به 

نمایم. از استاد راهنماي خواهر و برادرانم قدرداني مي حضور گرم. همچنین از دارمتقدیم ميیشان هاحمایت

-رگوارم جناب آقاي دکتر نوربخش کمال تشکر و سپاسگذاري را دارم که کریمانه مرا مشمول راهنمایيبز

ن پذیر نبود مگر به همراهي ایشان. از جناب آقاي دکتر قطعاً پیمودن این مسیر امکا .هایشان قرار دادند

 Zeyer پروفسوراز جناب آقاي نمایم. مند شدم قدرداني ميهاي ارزشمند ایشان بهرهمصدقي که از مشاورت

دریغشان در انجام بخشي از این رساله سپاسگذارم. خاطر همکاري بيه ب ETHدر دانشگاه  گروه محترمشانو 

که زحمت داوري و بازخواني این رساله را به  رجاليلوحي و دکتر ایوبي، دکتر میراز جناب آقاي دکتر 

شناسي که از محضرشان کسب دانش نمودم از سایر اساتید محترم گروه خاکعهده داشتند متشکرم. 

ر را شناسي کمال تشکهاي گروه خاکآزمایشگاه پرسنلناسان و کارشهمکاري از  صمیمانه سپاسگزارم.

 سرکار خانم اًام بودند مخصوصو همراه همیشگيدارم. همچنین از تمام دوستان عزیزم که همواره چراغ راه 

وجیهه درستکار و فروغ عقیلي سپاس بي پایان دارم و لحظات تکرار ناشدني باهم بودنمان را هرگز فراموش 

 نخواهم کرد. موفقیت روزافزون ایشان را در تمامي مراحل زندگي از خداوند سبحان خواستارم. 
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 چکیده
به  ریزجانداران خاکپویایي جمعیت، فعالیت و اکولوژي توپوگرافي به عنوان یکي از عوامل خاکسازي، نقش مهمي در 

>( انجام  mm2هاي بیولوژیک، در مقیاس کل خاک )هاي انجام شده در زمینه سنجش فعالیتعهده دارد. اغلب پژوهش
طح ها در سهاي میکروبي خاک، نیازمند بررسي موقعیت آنگردیده اند ولي شناخت درست و جامعي از پویایي فعالیت

ها است. لذا این رساله به منظور بررسي اثر موقعیت شیب بر توزیع هاي کوچک نظیر مقیاس خاکدانهتگاه و در مقیاسزیس
یوم در ها و آرکیاي اکسیدکننده آمونگلوتامیناز و فراواني باکتري-آمیدوهیدرولازها، سینتیک و ترمودینامیک آنزیم ال

و جهت شیب بر توده زنده میکروبي و تنوع کاتالیتیک خاک در مقیاس کل ها انجام گردید. همچنین اثر موقعیت خاکدانه
-0برداري از عمق تپه مرتعي واقع در فریدون شهر و چلگرد انتخاب شدند. نمونهخاک انجام شد. در مطالعه اول، دو شیب

شد. در منطقه  شهر انجامونموقعیت قله شیب، شانه شیب، شیب پشتي، پایه شیب و انتهاي شیب منطقه فرید 5متري سانتي 10
ه روش الک ها ببرداري حذف گردید. خاکدانهچلگرد، قله شیب به دلیل فقدان شرایط لازم براي این موقعیت شیب، از نمونه

-متر جداسازي و کربن آلي و فعالیت اوره آز، المیلي 25/0-05/0و  5/0-25/0، 1-5/0، 2-1، 4-2هاي تر در گروه
متري بیشترین بودند میلي 4-2هاي ها در خاکدانهگیري شدند. کربن آلي و فعالیت آنزیمآسپاراجیناز اندازه-الگلوتامیناز و 

ر ها در کل کربن آلي و فعالیت آنزیمي کمتر از سایو با کاهش اندازه خاکدانه کاهش یافتند. با وجود این، سهم این خاکدانه
ها موثر بود ولي الگوي موقعیت مکاني مطلق آمیدوهیدرولازها درون خاکدانهها بودند. موقعیت شیب بر فعالیت خاکدانه

ها چندان متاثر نساخت. با این حال، موقعیت شیب الگوهاي توزیع فعالیت نسبي آمیدوهیدرولازها در ها را در خاکدانهآن
تحت تاثیر قرار داد. در مطالعه دوم،  هاها در خاکدانهها و فعالیت مطلق آنزیمخاک را از طریق تاثیر بر تشکیل خاکدانه

 25/0-05/0و  1-25/0، 4-1هاي )گلوتامیناز در خاکدانه-( ال10Qو  Ea( و ترمودینامیکي )mKو  maxVپارامترهاي سینتیکي )
از موقعیت شانه  mKو  maxVمتر( سه موقعیت شانه شیب، شیب پشتي و انتهاي شیب منطقه چلگرد بررسي گردید. مقادیر میلي

 هاافزایش یافتند. کربن آلي، نیتروژن کل و رس خاکدانه 10Qو  aEشیب به سمت انتهاي شیب کاهش در حالي که مقادیر 
گلوتامیناز تحت تاثیر اندازه -ال 10Qگلوتامیناز مرتبط بودند. تنها -در طول شیب با پارامترهاي سینتیکي و ترمودینامیکي ال

شدن در برابر افزایش دما با کاهش اندازه خاکدانه کاهش یافت. در نزیم به غیرفعالخاکدانه قرار نگرفت ولي مقاومت این آ
اي کاتالیتیکي هکل، پارامترهاي سینتیکي در مقایسه با پارامترهاي ترمودینامیکي داراي توانایي بیشتري در انعکاس تفاوت

( AOA( و آرکیاي )AOBها )باکتريamoA ژن هاي مختلف بودند. در مطالعه سوم، فراواني گلوتامیناز بین خاکدانه-ال
 25/0-05/0و  1-25/0، 4-1هاي )و پتانسیل نیتریفیکاسیون در خاکدانه Real-time PCRاکسیدکننده آمونیوم به روش 

دند. هر دو گیري ششهر و چلگرد اندازهمتر( سه موقعیت شانه شیب، شیب پشتي و انتهاي شیب در دو منطقه فریدونمیلي
هاي مختلف شیب اشغال کردند. با وجود این، هاي موقعیت، موقعیت مکاني یکساني را در خاکدانهAOAو  AOBجمعیت 

ا ههاي مختلف در طول شیب نشان دهنده عملکرد نابرابر این جمعیتهاي با اندازهمتفاوت در خاکدانه AOB/AOAنسبت 
و مقدار نسبي پتانسیل نیتریفیکاسیون عموماً با مقادیر  AOAهاي مختلف شیب بود. فراواني نسبي هاي موقعیتدر خاکدانه

و  AOAنسبي کربن آلي و نیتروژن کل در طول شیب همبستگي مثبت نشان دادند. وجود همبستگي مثبت بین فراواني نسبي 
فا اطق ایتري در فرایند نیتریفیکاسیون در طول شیب این مننقش مهم AOAپتانسیل نیتریفیکاسیون حاکي از آن است که 

گلوتامیناز -کرده است. در مطالعه چهارم، توده زنده میکروبي و فعالیت اسید و آلکالین فسفاتاز، آریل سولفاتاز، اوره آز، ال
موقعیت قله شیب، شیب پشتي و پایه شیب واقع در دو جهت شمالي و جنوبي مکاني در چلگرد  3آسپاراجیناز در -و ال

روي  ها روي شیب شمالي بیشتر از شیب جنوبي بودند. کسر میکروبيیکروبي و فعالیت آنزیمگیري شدند. توده زنده ماندازه
شیب جنوبي بیشتر از شمالي بود. اسید و آلکالین فسفاتاز و آریل سولفاتاز از قله به سمت انتهاي شیب کاهش یافتند. الگوي 

اي چرخه ههت شیب بستگي داشت. نتیجه آن که آنزیمآسپاراجیناز در طول شیب به ج-گلوتامیناز و ال-پراکنش اوره آز، ال
 شیب( وابستگي بیشتري نشان دادند.نیتروژن نسبت به سایر هیدرولازها به توپوگرافي )جهت و موقعیت 
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 کلیات -1-1

هند. جانداران دهاي بیولوژیکي و بیوشیمیایي خاک، اساس عملکردهاي خشکي را تشکیل ميفرآیند

کنند. جانداران در طول زندگي در خاک، نقش مهمي در بازچرخ ماده آلي و فراهمي عناصر غذایي ایفا مي

ز ها نقش مهمي را در کاتالیکنند. این آنزیمهاي برون و درون سلولي ميتولید آنزیمکوتاه خود اقدام به 

وامل ها، از عهاي میکروبي و فعالیت هر گروه از آنهاي بیوشیمیایي به عهده دارند. اندازه جمعیتواکنش

، پتانسیل pHتواند شامل دما، رطوبت خاک، پذیرند. چنین عواملي ميزیستي و غیرزیستي بسیاري تاثیر مي

. تاثیرپذیري جانداران و فعالیت [056]اکسید و احیا، وضعیت عناصر غذایي، نوع و کیفیت ماده آلي باشد 

ها درون پیکره خاک دارد. در واقع خاک یک محیط چنین عواملي، بستگي به موقعیت فیزیکي آن ها ازآن

ها گیري خاکدانهها است که چگونگي و آرایش قرارهاي ساختماني یا خاکدانهناهمگن متشکل از واحد

ت شیمیایي متفاوهاي فیزیکي و متنوعي با ویژگي 1هايدر کنار یکدیگر، باعث شده که خاک به ریز مکان

تفکیک گردد. این شرایط سبب شده تا ریزجانداران نیز بر اساس اندازه و نیازهاي فیزیولوژیک منحصر به 

هاي مولکولي استفاده از تکنیک. [123]باشند  فردشان در داخل محیط ناهمگن خاک، توزیع متفاوتي داشته

___________________________ 
1 Microenvironments 
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واند تها و یا اندازه ذرات ميهاي اخیر و مطالعه ریزجانداران در خاک در مقیاس میکرو نظیر خاکدانهدر سال

 به درک بیشتر خاک به عنوان زیستگاه جانداران به پژوهشگران کمک نماید. 

ن باشد. اینما مير سطح زمین ها دتوپوگرافي یکي از عوامل مهم و اصلي در توزیع و تنوع خاک

عامل به دلیل تأثیر بر میزان نفوذ و انتقال آب، ایجاد ریزاقلیم، آبدوي و فرسایش خاک در تشکیل خاک 

ي خاک دارد هاي بیوشیمیایاي بر فعالیت میکروبي و سرعت واکنش. توپوگرافي تاثیر عمده[70]مؤثر است 

. توزیع [83]دهد ها براي گیاهان را تحت تاثیر قرار ميو بدین ترتیب گردش عناصر غذایي و فراهمي آن

هاي فیزیکي خاک است که تحت تاثیر توپوگرافي قرار گرفته است ها از جمله ویژگياندازه خاکدانه

اي هتواند به صورت غیرمستقیم، فعالیتهایي است که ميسازي از مهمترین مکانیسم. خاکدانه[121]

تاثیر تغییرات  هایي که تحتن بررسي اکولوژي میکروبي در مقیاس خاکدانهمیکروبي را متاثر کند. بنابرای

هاي ارزشمندي را در ارتباط با اکولوژي زمین نما در تواند دانستهحاصل از توپوگرافي قرار گرفته اند مي

بیني شهاي بیولوژیک خاک براي پیاختیار پژوهشگران قرار دهد. آگاهي از چگونگي تغییرپذیري ویژگي

 رسد.نما و مدیریت بهینه اراضي ضروري به نظر ميروابط خاک و زمین

 

 اکولوژی میکروبي خاک -3-2

دهند ولي بسیار فعال درصد حجم خاک را تشکیل مي 5که جامعه میکروبي خاک حدود با وجود این

نقش بسزایي  ایيو متنوع بوده و با فعالیت متابولیکي خود در تجزیه ماده آلي و چرخه بسیاري از عناصر غذ

ها، ستها، آرکیا، اکتینومایها، قارچکنند. جمعیت میکروبي خاک ترکیبي از پروتوزآ، جلبکایفا مي

ها هستند. مجموعه این جانداران با عملکرد متفاوت بر پایداري و باروري اکوسیستم ها و ویروسباکتري

( بیان کرد که ارتباط تنوع جامعه میکروبي و عملکرد خاک، به 1995. شیمل )[156]خاک موثر هستند 

ود در هاي موجهایي که مسوول فرآیندهاي خاک هستند بستگي دارد. در واقع فرآیندهاي جمعیتویژگي

ار، دشوند. فرآیندهاي عام )مانند تجزیه ترکیبات ساده کربنبندي ميم و خاص دستهگروه عا 2خاک به 

وند و بنابراین شاي از ریزجانداران انجام ميتنفس میکروبي و ایموبیلیزاسیون نیتروژن( توسط طیف گسترده

ذارد. در ني نگتغییر در تعداد و تنوع این دسته ریزجانداران ممکن است در فرآیند مورد نظر تاثیر چندا

مقابل، فرآیندهاي خاص )مانند نیتریفیکاسیون و دنیتریفیکاسیون( توسط گروه کوچکي از ریزجانداران 

اي حساس ههاي میکروبي به گروهشوند. این گروه)مانند نیتریفیکاتورها و دنیتریفیکاتورها( انجام مي

کرد مربوط به این دسته از ریزجانداران در ها, عملي تغییر در تعداد و تنوع آنمعروف هستند و در نتیجه
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. بنابراین بررسي ارتباط چنین فرآیندهایي با ریزجانداران [132]خاک دستخوش تغییر بسیار خواهد شد 

 ها مورد توجه بسیاري از محققان قرار گرفته است. کننده آنکنترل

ک هنوز به درستي شناخته شده نیست. یکي از دلایل ها در خارابطه بین ریزجانداران و عملکرد آن

گیري تعداد و تنوع جامعه میکروبي خاک است. جداسازي و کشت میکروبي، هاي اندازهآن ضعف روش

رد که بایستي توجه کهاي سنتي گذشته بوده است. با این وجود به این نکته ميمهمترین مراحل در روش

درصد  1توان تقریباً هایي ميقابل کشت بوده و تنها با چنین روشبسیاري از ریزجانداران در خاک غیر

ها را از نظر تعداد و یا تنوع میکروبي در خاک مورد ارزیابي قرار داد. بنابراین با توجه به این مسئله و آن

دون هاي بهاي اخیر، امروزه در بسیاري از مطالعات میکروبي خاک، از روشهمچنین پیشرفت علم در سال

هاي مولکولي بر ها استفاده از روشترین این روش. از متداول[60]استفاده شده است  1یاز به محیط کشتن

از خاک است. به مطالعاتي که بر روي کل ژنوم استخراج شده از خاک و  DNAگیري کل ي عصارهپایه

ها که در ترین روششود. از متداولگفته مي 3شود، مطالعات متاژنومیکسانجام مي 2یا به عبارتي متاژنوم

         رار ي پلیمهایي بر پایه استفاده از واکنش زنجیرهوشمطالعات متاژنومیکس استفاده شده است، ر

based methods)-PCR4باشد. اساس کار ( ميPCR  30نسخه پس از  910تکثیر ژن مورد نظر به بیش از 

براي شناسایي و تنوع  5هاي هدف که به صورت نشانگر مولکولي. از ژن[60]چرخه متوالي است 

اشاره کرد. با این وجود، پس از کشف  S rRNA 16توان به ها در خاک استفاده شده است، ميپروکاریوت

و غیره، توجه بسیاري  amoA ،nifH ،napAمسوول فرآیندهاي خاص مانند  6هاي عملکرديو شناسایي ژن

ي مولکولي هاها با استفاده از تکنیکهایي در خاک و به ویژه کمّي کردن آناز محققان به بررسي چنین ژن

هاي عملکردي در خاک . به منظور کمّي کردن ژن[183]ها با عملکرد خاک جلب شده است و ارتباط آن

که در طول فرآیند تکثیر ایجاد  PCRاستفاده شده است. در این روش، مقدار محصول  Real-time PCRاز 

هاي نشان گذاري و یا پروب DNAزاي متصل شده به هاي فلورسنتاز گروهي از رنگ شود با استفادهمي

-هاي فلورسنت ساطعگردد. در واقع اساس روش، ارزیابي سیگنالتعیین مي Real-time PCRشده، توسط 

هاي فلورسنت ترین رنگ( توسط دستگاه است. از متداولdsDNAاي )دو رشته DNAشده در اثر ساخت 

اشاره کرد. این رنگ، تمایل زیادي به اتصال به  Iتوان به سایبرگریناستفاده در این تکنیک ميمورد 
___________________________ 
1 Culture-independent techniques 
2 Metagenome 
3 Metagenomics 
4 Polymerase Chain Reaction 
5 Molecular marker 
6 Functional genes 
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dsDNA  .هاي در طي چرخهداردPCR شده ها متصل شود، رنگ به آناي تولید ميکه محصول دو رشته

ادامه  باد. خواهد بو متناسب dsDNAشدت فلورسنت با غلظت  بنابراین افزایش نماید.و فلورسنت ساطع مي

 اي که شدت فلورسنت بیشتر از خطگذارد. به اولین چرخهشدت فلورسنت رو به افزایش مي PCRیافتن 

نمونه و استانداردهاي ژن مورد  tCعدد با استفاده از گویند.  tC یا خه آستانهباشد چر)فلورسنت زمینه( پایه 

 . [183]محاسبه نمود اولیه را  DNAتوان مقدار مينظر 

 Taqتوان به پروب مي PCRشده متداول به منظور تعیین مقدار محصول گذاريهاي نشاناز پروب

Man اشاره کرد. این پروب یک توالي الیگونوکلئوتید است که یک رنگ فلورسنت( زاreporter در )

، بر روي PCRدارد. ابتدا این پروب در طي مراحل  3ʹ( در انتهايquencherکننده )و یک خاموش 5ʹانتهاي

DNA شود. هنگامي که هاي اختصاصي متصل مياي از طریق توالي تک رشتهreporter  وquencher  در

 quencherساطع شود توسط  reporterفاصله نزدیکي از هم قرار دارند )در حالت پروب(، اگر نوري از 

شدن این دو از هم در اثر ساخت گردد ولي به محض جداثبت نمي Real-time PCRجذب شده و توسط 

dsDNA شده از مراز، نور ساطعتوسط آنزیم پليreporter   توسطquencher قابل جذب نیست و به ،

 . [183]گیري است قابل ارزیابي و اندازه Real-time PCRصورت فلورسنت توسط 

 

 های خاکمآنزی -3-1

-بوهیدراتها، کرهاي خاک، کاتالیزورهاي زیستي خاک هستند که با دخالت در سنتز پروتئینآنزیم

ها و همچنین چرخه بسیاري از عناصر غذایي، نقش مهمي در اکولوژي میکروبي ایفا ها، نوکلئیک اسید

هاي مرتبط با اجزاء زنده و غیر زنده . فعالیت هر آنزیم در خاک ترکیبي از فعالیت آنزیم[152]کنند مي

ایع خاک هاي آلي و فاز مهاي رسي، کلوئیدهاي در حال تکثیر، بقایاي سلولي، کانيگوناگون مانند سلول

. [152]شوند . گیاهان، حیوانات و ریزجانداران از جمله منابع تولید آنزیم در خاک محسوب مي[20]است 

ت در بیان ژن، بلکه به تغییر عوامل محیطي وابسته اس هاي خاک نه تنها به تفاوتتغییر در فعالیت آنزیم

 سوبستراي آن،. موقعیت هر آنزیم با زمان تغییر کرده و به عواملي چون اندازه و انحلال پذیري [114]

، غلظت pH. دما، [20]هاي خاک بستگي دارد هاي ریزجانداران و ماهیت فیزیکوشیمیایي کلوئیدگونه

ز دهند. ارا تحت تاثیر قرار مي هاي آنزیميها، سرعت واکنشسوبسترا، حضور و عدم حضور بازدارنده

 . [114 و 22]استفاده شده است  1ها به عنوان شاخص تنوع عملکرد میکروبي خاکفعالیت آنزیم

___________________________ 
1Microbial functional diversity 
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اي موثر هغذایي دارند، ارزیابي فعالیت آنزیم ها ارتباط نزدیکي با چرخه عناصرجایي که آنزیماز آن

گلوتامیناز و اوره آز(، فسفر -آسپاراجیناز، ال-شدن عناصري چون نیتروژن )الدر فرآیندهاي معدني

تواند اطلاعات ارزشمندي در مورد سلامت و )آلکالین و اسید فسفاتاز( و گوگرد )آریل سولفاتاز( مي

 ائه دهند. کیفیت بیولوژیکي اکوسیستم خاک ار

 

 آسپاراجیناز -ال -3-1-3

-آسپاراجین به ال-( هیدرولیز الEC 3.5.1.1آسپاراجین آمیدوهیدرولاز -آسپاراجیناز )ال-آنزیم ال

(. این آنزیم در طبیعت توسط گیاهان 1-1کند )شکل آسپارتیک اسید و آمونیاک را کاتالیز مي

(Tamarindus indica ،Capsicum annum ،Lupinus angustifoliusباکتري ، )( هاErwinia 

aroideae ،Enterobacter aerogenes ،Psuedomonas stutzeri،Pseudomonas aeruginosa ،

Serratia marcescence ،Wolinella succinogenes ،Escherchia coliها )(، قارچAspergillus 

tamarii ،Aspergillus terreus،Penicillium sp. اکتینومایست( و( هاStreptomyces tendae تولید )

 . [88]شود مي

 

 

 

 

 

 آسپاراجیناز-آسپارتیک اسید و آمونیاک توسط ال-آسپاراجین به ال-تبدیل آمینواسید ال -1-1شکل
 

 گلوتامیناز-ال -3-1-2

گلوتامیک -گلوتامین به ال-( هیدرولیز الEC 3.5.1.2گلوتامین آمیدوهیدرولاز -گلوتامیناز )ال-ال

غیرپپتیدي  C-N(. این آنزیم به صورت اختصاصي پیوندهاي 2-1کند )شکل اسید و آمونیاک را کاتالیز مي

 . [152]شکند در آمیدهاي خطي را مي

 


