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 ایران شمال شالیزاري هاي خاك از فریک آهن کاهنده هاي جداسازي و شناسایی باکتري
  

 3یمی کریرضا و عل2نیا حق غلامحسین ،2یان لکزیر ام،1زاده قربان نسرین*
  مشهد، فردوسی دانشگاه خاك، علوم گروهاستاد 2 مشهد، فردوسی دانشگاه خاك، علوم گروه ي دکترآموخته دانش1

  مشهدی گروه علوم خاك، دانشگاه فردوسیاردانش3
 10/2/92: پذیرش تاریخ ؛ 16/10/91: دریافت تاریخ

  1چکیده
 ینـدي  فرایولـوژیکی  و بیطـی مح یـست  زیـدگاه  د از هوازي بی شرایط در فریک آهن زیستی کاهش

 غالبـاً  و مورد توجه قـرار گرفتـه        یار بس یزاري شال هاي خاك در فرایند این. باشد می اهمیتداراي   بسیار
 ایـن  در الکترون   هاي یرنده پذ ترین مهم از   یکی یکآهن فر . شود  می کنترل میکروبی هاي فعالیت توسط
 اکتریـایی ب هاي جدایه از تعدادي یی و شناساجداسازي پژوهش با هدف   ینا. شود می محسوب ها خاك

 هـاي   ي بـاکتر  یی توانـا  یبررس ـ. گرفـت  انجـام  ایـران  شمال شالیزاري هاي خاك از فریک آهن کاهنده
 آهـن فـرو   یـد  با توجه به مقدار تول   یع کشت ما  یط در مح  یک آهن فر  یستی شده در کاهش ز    يجداساز

.  شدندیسهقا غلظت آهن فرو را نشان داد، مترین یشکه ب Shewanella sp ي با باکتریجانجام شد و نتا
 از  rd1و   fd1 ي و آغازگرهـا   PCRها با اسـتفاده از        آن ی ژنوم DNA برتر انتخاب و     یهسپس سه جدا  

 ـBLAST اسـتفاده از برنامـه   بـا .  قـرار گرفتنـد  ی مـورد بررس ـ 16s rRNA ژن ی تـوال یرنظر تکث  ین ب
 ی انتخـاب  یـه  موجود در بانک اطلاعات مشخص شد که سـه جدا       هاي  یه و جدا  ی مورد بررس  هاي  یهجدا

 Geobacillus  درصد مـشابهت بـا  4/99 ي دارا،PS11 یزوله اتوالی.  بودندباسیلوسمتعلق به جنس 

stearothermophilus  یه جدا یو توال  PS16    هـاي  یـه  جدا ی تـوال  بـا  مشابهت درصد   4/98در حدود 
PS23 و B. subtilisیـه  جدایتـوال .  را دارا بودند PS23 تـوالی  بـا  مـشابهت  درصـد  98 ي دارایـز ن 
 به فریک آهن کاهش توانایی ها جدایه این هرا دارا بود ک B. thuringiensis و B. subtilis هاي جدایه

   .بودند دارا آزمایشگاهی شرایط در را فرو
  

 شالیزار هاي خاك زیستی، کاهش ،Shewanella sp ي باکتریلوس، باسباکتري :کلیديهاي  واژه

                                                
  nasrin.ghorbanzadeh@gmail.com: مسئول مکاتبه* 

Archive of SID

www.SID.ir

http://www.sid.ir


  1393) 2(، شماره )4( جلد مدیریت خاك و تولید پایدارنشریه 
 

 224

  مقدمه
 و  یـو ل( اسـت    ین عنصر فراوان در پوسـته زم ـ      ین چهارم ینیومو آلوم  یلیسیوم س یژن، پس از اکس   آهن

 و چرخـه آن در  گیـرد  ی را در برم ـین درصد از پوسـته زم ـ 1/5 عنصر در حدود   ینا). 2002همکاران،  
 اکـسایش  هاي واکنش ترین مهم. باشد می اهمیت داراي بسیار متفاوت هاي یت داشتن ظرفیلدل  به یعتطب
 کـاهش  با همراه آلی مواد اکسایش شامل هوازي بی شرایط تحت و حیزیرسط هاي محیط در کاهش و

). 2002 و همکـاران،     یـو ل (باشـد  می متان و اکسیدکربن دي به آلی مواد تبدیل و سولفات و فریک آهن
 ـ (شود می کنترل میکروبی فرایندهاي وسیله به غالباً هوازي بی شرایط در یک منابع آهن فر   کاهش  ی،لاول
 چرخـه  بـر  شـدت  هـوازي بـه    بـی  یط در شـرا   یـستی  کاهش ز  یندفرا). 2012اران،   و همک  ي؛ وا 1995

 و  يوا(مـصرف    کـم  فلـزات  و سـولفور  فـسفر،  نیتـروژن،  کـربن،  غیرآلی و آلی اشکال بیوژئوشیمیایی
 زیست محیط اصلاح و عناصر شکل تغییر غذایی، مواد آزادسازي روي بر ینو همچن) 2012همکاران، 
 بلافاصله پس از یزار، شالیدر اراض). 2004 و همکاران، ی؛ لاول2000 کوتس،  ویلاول (است تأثیرگذار

هاي آهـن فـرو و منگنـز         یون آن دنبال به و ناپدید نیترات و اکسیژن هاي  مولکول ی، غرقاب یط شرا یجادا
 کـوتس  و لاولـی  توسـط  شـده  یه ارا یج نتا ین از اول  پس). 2011 و همکاران،    کنهاسر(شوند    تشکیل می 

 الکتـرون  پذیرنده ترمینال عنوان به فریک آهن از قادرند آهن کاهنده هاي باکتري که این بر بنیم) 2000(
 کـاهش  فراینـد  روي بـر  تـري  بیش توجه بگیرند، انرژي آلی ترکیبات کامل اکسایش از و کرده استفاده

 از آهن  دهکاهن هاي يباکتر). 2004 و همکاران،    یلاول (شد متمرکز هوازي  بی شرایط در آهن غیرجذبی
 هـاي  آب و هـا  بیـوفیلم  غرقـابی،  هـاي  خـاك  دریایی، رسوبات مانند هوازي بی هاي سیستم از اي گستره

 آهن کاهنده هاي باکتري). 2012 همکاران، و واي؛ 2006 همکاران، ووبر   (اند شده جداسازي زیرزمینی
 و باشـند   می جنس 65 و هخانواد 37 راسته، 27 کلاس، 15 شاخه، 9 شامل اند  شده شناسایی تاکنون که
 هـاي  ي بـاکتر باشـند،  ی دارا م ـیمـی  در کاهش آنزی متفاوتي کاهنده سازوکارها  هاي  ي که باکتر  جا آن از

 و ي؛ وا2006وبـر و همکـاران،   (انـد    مورد مطالعه قـرار گرفتـه  تر یش ب شونلا و   جئوباکتر مانند   یندهنما
تر از   برابر کم3 از نظر مقدار 1غیرجذبی آهن کاهنده هاي باکتري یزار شاليها در خاك). 2012همکارن، 

 امـا  انـد،  گـزارش شـده   )  سلول در وزن خشک خـاك      1010 حدوددر   (تخمیرکننده هاي  میکروارگانیزم
). 1999 همکـاران،  وفرنـزل    (باشند می دارا متان تولیدکننده هاي باکتري به نسبت را داري معنی افزایش

 پروفیـل  تمـام  در و دارنـد  فرو آهن به را فریک آهن کاهش نسیلپتا و قابلیت که هایی باکتري میان در
                                                
1- Dissimilatory Iron Reduction Bacteria 
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 کلـستریدیوم  هـاي  ي بـاکتر  شـامل  که هستند اهمیت داراي بسیار گروه دو اند شده توزیع غرقاب خاك
 جـنس   هـاي  بـاکتري  از هـایی  گونه مانند هوازي یا اختیاري هوازي بی هاي ي و باکتر  ي اجبار هوازي یب

 و  جئوبـاکتر  ي بـاکتر  هـاي  گونـه ). 1971 یس،؛ اتو و گل   1968اتو،   (شندبا ی م سودوموناس و   باسیلوس
 ـ    یک کاهش آهن فر   یی توانا شونلا  در کـربن  مـصرف  بـه  منجـر  کـه  بـوده  دارا هـوازي  ی را در تنفس ب

 هـاي   جـنس  یگرد). 2004 و همکاران،    یسو (شود می طبیعیهاي   اکوسیستم در آهن چرخه فرایندهاي
 در را قنـدها  و آمینواسـیدها  مانند آلی مواد برخیتوانند  ی میز نستریدیومکل و   باسیلوس مانند   یاییباکتر
  ). 1993 لاولی،( مصرف کنند 1فریک آهن غیرجذبی کاهش فرایند طول

 کـشاورزي  نظر از شود می انجام ها باکتري این توسط که فریک آهن زیستی کاهش فرایند طرفی از
 توسـط  آهکـی  هـاي  خـاك  در فریـک  آهـن  هشکـا . باشـد  مـی  بـسیار  اهمیت داراي محیطی زیست و

 ایـن  در آهـن  فراهمـی  افـزایش  بـه  منجـر  تواند می فرو آهن به آن تبدیل و کاهنده هاي میکروارگانیزم
 فراینـد  ایـن  همچنین). 2007 همکاران، و کانترو یاوالنس (شود گیاهان براي عنصر این تأمین و ها  خاك

 ودانـگ    (دارد اساسـی  نقـش  آبـی  هـاي  اکوسیـستم  و خـاك  در غیرآلـی  و آلی هاي آلاینده اصلاح در
  . واقع شودید مفیار بستواند می فرایند این در دخیل هاي ي شناخت باکتر بنابراین).2009 همکاران،
 يهـا   بـا روش یـسه  در مقایکروبی تنوع میین را در تعتري یش بي برتری مولکول یولوژي ب هاي  روش

 ی و تکـامل یلـوژنی  روابط في براي قوي ابزارrRNA هاي یوال تمقایسه بنابراین. اند   نشان داده  یوشیمیب
 در انـدکی  مطالعات). 1980 همکاران، وفاکس   (است یوکاریوت موجودات و آرکئا ها، ي باکتر یندر ب 

 اهمیـت  بـه  توجـه  با که است گرفته صورت ایران در فریک آهن کاهنده هاي باکتري شناسایی با رابطه
 و کـشاورزي  نظـر  از فرایند این که اي عمده تأثیر و فریک آهن زیستی شکاه فرایند در ها باکتري این

 با مطالعه این ینبنابرا. رسد می نظر به ضروري امري ها باکتري این شناخت باشد، می دارا محیطی              زیست
 و 16S rRNA ژن ی تـوال یـین  کاهنـده آهـن بـا تع   هـاي  باکتري از برخی شناسایی و جداسازي هدف

عنوان  به Shewanella sp ي با باکتریسه در مقاها ي باکترین توسط ایک کاهش آهن فریی تواناسهیمقا
  .  انجام گرفتیران شمال ایزار شاليها شاخص در خاك

 
  ها روش و مواد
عنوان شاهد مثبت در کـاهش   به Shewanella sp باکتري :Shewanella sp باکتري بازکشت و تهیه

 و تهیه) کرج -ایران صنعتی هاي باکتري و ها مرکز کلکسیون قارچ   (یران ا بییکرو از بانک م   یکآهن فر 
                                                
1- Dissimilatory Ferric Iron Reduction 
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 گـرم  30 غلظت با دکستروز بدون TSB(1(براث   سوي تریپتیک مایع کشت محیط در بازکشت از پس
 بعـدي  مراحـل  انجـام  براي و نگهداريگراد  ی سانت درجه -80 ي دما در درصد   40 گلیسرول در لیتر بر

 هـاي  پلیـت  از بـاکتري  ایـن  بازکـشت  منظور به). 2005 همکاران، و سی یج (گرفت قرار استفاده مورد
  . استفاده شد) TSA(آگار  سوي تریپتیک کشت محیط داراي
 37 (گـیلان  اسـتان  بـرنج  کـشت  زیر هاي زمین نمونه از خاك      دو :شالیزار هاي خاك از برداري نمونه
 و  متـر   یلـی  م 1186 متوسط سالانه    ی بارندگ با) غربی دقیقه 57 و درجه 49 و شمالی دقیقه 19 و درجه

 انتقـال  از پـس  و برداري  نمونه متري  سانتی 0-15 عمق ازگراد   ی سانت درجه 5/17درجه حرارت سالانه    
  . شدگیري اندازه ها آن هاي ویژگی برخی آزمایشگاه به

   بـه  یـک  فر  کاهنـده آهـن    هـاي  باکتري سازي فعال منظور  به :فریک آهن کاهنده هاي باکتري جداسازي
 در یکی و در تـار اضـافه لیتر آب مقطر استریل   میلی90هاي خاك به مقدار   گرم از هر یک از نمونه     10
 سـپس ). 2008 دانـگ،  و ژو آنـگ  یج ـ (شدند نگهداري هفته 1 مدت برايگراد   ی سانت درجه 25 يدما

 یـه منظـور ته   بـه هـا   آن ییو محلول رو  ) rpm700 (سانتریفوژ دقیقه 10مدت   به خاك هاي سوسپانسیون
 2آگـار  نوترینـت  جامد کشت محیط داراي هاي پلیت. شدند استفاده) 10-9 تا   10-2از  ( رقت   هاي  يسر

)NA (  درجـه  30 ي سـاعت در دمـا  48مـدت    و بهیح رقت تلقهاي ي از سریک از هر  لیتر  یلی م 4/0با 
 به وجود   3هاي پرگنه ظاهري شکل تفاوت به توجه با سپس. شدند نگهداري هفته 1 مدت بهگراد   یسانت

منظـور   لازم به ذکر اسـت کـه بـه   .  جدایه متفاوت باکتري انتخاب شدند50ها تعداد  آمده بر روي پلیت  
 و شـدند  کنتـرل  هفته 3 تا بالاتر رقت هاي  سري با شده تلقیح هاي  پلیت رشد، کند هاي بررسی باکتري 

  . گرفتند قرار بررسی مورد نیز ظهور نو هاي جدایه
 جدایـه  50 از یـک  هـر  ابتـدا  فریک آهن کاهش در توانایی نظر از ها باکتري نمودن غربال منظور به

 درجـه  30 ي سـاعت در دمـا  16مـدت    و به  یح تلق NB(4(براث   نوترینت مایع کشت محیط به انتخابی
 محـیط  از باکتري هاي سلول جداسازي منظور به. شدند داده رشد) rpm110 (شیکر روي بر گراد سانتی
 سـانتریفوژ  دقیقـه  4 مـدت  بـه  کـشت  محـیط   در هـا  جدایـه  سوسپانـسیون  براث، نوترینت عمای کشت

)rpm10000 (یـونیزه   دي آب در دوبـاره  انتخابی هاي جدایه از یک هر از مانده باقی هاي سلول و شدند 
                                                
1- Tryptic Soy Broth 
2- Nutrient Agar 
3- colony 
4- Nutrient Broth 
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 ي شمارش بر رو   لیتر،  یلی سلول در هر م    108 (میکرولیتر 100 سپس. شدند مجدد سوسپانسیون سترون
 ي سترون شده دارایع کشت مایط محلیتر یلی م5 به ي باکتريها یه از جدایک هر یوناز سوسپانس) یتپل

 400 و ســدیم اســتات میکرومــولار 300 فــروزین، مــولار میلــی HEPES، 1/0 بــافر مــولار یلــی م20
). 1994 اسچمیدت،؛  2001 اسچمیدت، و   اسچیکورا (شد تلقیح) pH 5/7 (فریک سیترات میکرومولار

 30ي ظروف در دما.  شدیريها درزگ  و درب آنیگزین جایتروژن با گاز ن اي  یشهاخل ظروف ش   د يهوا
محـیط  (براي ایـن آزمـایش شـاهد منفـی     .  روز در تاریکی نگهداري شدند3مدت   گراد به   درجه سانتی 

 نظـر  در نیـز ) Shewanella spمحـیط کـشت بـا بـاکتري     (و شاهد مثبت ) کشت بدون تلقیح باکتري
 رنـگ از زرد     ییرتغ( کشت   محیط رنگ تغییر به منجر کههایی   جدایه روز، 3 گذشت از پس .شد گرفته
). 2007 همکـاران،  و کـانترو  والنسیا(جدایه مثبت تلقی شدند      عنوان شده بودند به  ) ی به ارغوان  يا  قهوه

 فـروزین  روش با داشتند را فریک آهن کاهش توانایی که هایی جدایه کشت محیط در فرو آهن غلظت
 از دسـت آمـده   بـه  یجسپس با توجه به نتا). 1970 ی،استوک( شد  گیري اندازه نانومتر 562 موج طول در

 کشت نشان دادند انتخاب و وارد مرحله یط غلظت آهن فرو را در محترین یش که بیه جدا3 مرحله ینا
  .  شدندییشناسا

   اسـتفاده  بـا  قبـل  مرحلـه  زا انتخـابی  جدایـه  3  شناسـایی  :فریـک  آهن کاهنده هاي باکتري شناسایی
 و چـن  روش بـه  انتخابی هاي یه جدای ژنومDNAدر ابتدا .  انجام گرفتی مولکولیک ژنتهاي روش از

 بـا  16S rRNA  از ژنی بخـش سپس.  شداستخراج لیزکننده بافر و کلروفرم از استفاده با) 1993 (کیو
 DNA یکرولیتـر  م1 شـامل  تـر یکرولی م25 در حجم PCRواکنش .  شدیر تکث PCR یکاستفاده از تکن  

 از هـر کـدام از   یکرولیتـر  میـک ، )مـولار  یلـی  م100( dNTP یکرولیتـر  م 5/0،  ) نانوگرم 1معادل  (الگو  
 یم آنـز  یکرولیتـر  م 10PCR×، 2/0 بـافر  میکرولیتـر  5/2،  )مولار یلی م 15هر کدام با غلظت     (آغازگرها  

Tag-DNA-polymerase) U/Ml2/0(  ،1 2 یکرولیتر مMgCl) 10 آب یکرولیتر م 8/17و  ) مولار  ییل م 
 آغـازگر  دو از 16S rRNA از ژن ی بخشیر تکثيبرا). 2000چن و همکارن، (مقطر سترون انجام شد 

 AGA GTT TGA-′5 (آلـی  بازهـاي  ردیـف  داراي ترتیـب  بـه  که) rd1 (پسبرنده و) fd1 (پیشبرنده

TCC TGG CTC AG-3′ (و) 5′-AAG GAG GTG ATC CAG CC-3′ (،شـد  تفادهاس ـ بودند 
درجـه   95 در   یقـه  دق 3 شـامل    PCR هـاي  واکـنش  دمـایی  پروفیـل ). 1991 همکـاران،  و بـرگ  یسو(

  و گـراد   درجـه سـانتی   60 یقـه  دق1، گراد  درجه سانتی  95 یقه دق 1 شامل   یی دما یکل س 35و  گراد   سانتی
 همکـارن،  برنـل و (بـود  گـراد   درجـه سـانتی    72 یقه دق 3 ییو مرحله نها  گراد   درجه سانتی  72 یقه دق 2
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 از یکرولیتـر  م5 ي، بانـد يو مـشاهده الگـو   16S rRNA بخشی از ژن یر از تکثینان اطمبراي). 1997
لیتـر   یلی در هر مید برومایدیوم ات یکروگرم م 5/0 شامل درصد   2 ژل آگارز    يرو PCRمحصول واکنش   

 بـه  هـا   یتـوال  یـین منظـور تع   به PCRپس از آن محصول     . شد الکتروفورز ساعت 2 مدت به 80 ولتاژ با
 در بانـک ژن     یافتی در هاي  یتوال.  شد ارسال) http://www.takapouzist.com (یستشرکت تکاپو ز  

NCBI  داده شــدندقـرار ) www.ncbi.nlm.nih.gov/blast( اســتفاده از برنامـه  بـا  و BLASTین بــ 
 تـوالی .  انجـام گرفـت  یـسه  مقایجـود در بانـک اطلاعـات     مو هـاي  جدایـه  و بررسـی  مـورد  هاي یهجدا

 نشان دادند   BLASTنظر ما در برنامه      مورد جدایه سه توالی با را تشابه درصد بالاترین که هایی استرین
.  قرار گرفتنـد یزمورد آنال) MEGA ALIGN (افزار نرم از استفاده با جدایه سه این هاي یبه همراه توال

 بـا  1هـا  گره براي اطمینان درجه. شد انجام) MEGA 5 (افزار نرم از استفاده با فیلوژنیک درخت ترسیم
  . شدمحاسبه و به شکل درصد عنوان ) MEGA 5 (افزار  در نرم1000 2انداز بردن خودراه کار به
  

  بحث و نتایج
 اهآزمایـشگ  به انتقال از پس مطالعه مورد یزاري شال هاي خاك هاي ویژگی از برخی :خاك برداري نمونه
 آهن کاهنده هاي باکتري شالیزار هاي  خاك هوازي بی شرایط در که جا آن از). 1جدول   (شد گیري اندازه
 و  يوا (کننـد  می استفاده انرژي تأمین و تنفس فرایند در الکترون دهنده منبع عنوان به آلی مواد از فریک

)  درصد82/3 درصد و    59/3(خاك   دو   ین در ا  ی بالا از مواد آل    یر مقاد وجود ینبنابرا) 2012همکاران،  
 .  باشدیرگذار تأثیک کاهنده آهن فرهاي باکتري تر بیش فعالیت و حضور در تواند می
  

   .شالیزار هاي خاك شیمیایی و فیزیکی هاي ویژگی برخی -1 جدول
ECs  pHs*  خاك خصوصیات  آلی ماده رس سیلت شن آهک  

  )درصد( )زیمنس بر متر دسی(
  1 خاك  59/3  25  5/43  5/31  5/9  79/6  7/0
  2 خاك  82/3  15  5/57  5/27  5/10  75/6  12/1

  .اشباع حالت دهنده نشان* 
  

                                                
1- Nodes 
2- Bootstraps 
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 شامل یع کشت مایط شده به محیح تلقي باکتریه جدا50  از:فریک آهن کاهنده هاي باکتري جداسازي
در  یـک  کـاهش آهـن فر  ییتوانا.  کاهش آهن را نشان دادندیی توانایه جدا 20 تنها   یک آهن فر  یتراتس
 بـر اثـر   ی بـه رنـگ ارغـوان   یع کشت مـا یط موجود در مح   یک رنگ زرد آهن فر    ییر با تغ  یه جدا 20 ینا

 هـاي  جدایه توسط تر بیش کاهندگی فعالیت.  مشخص شدین آهن فرو و فروز   ین شده ب  یجادکمپلکس ا 
 مکـاران ه و کانترو والنسیا. شد مایع کشت محیط در فرو آهن از تري بیش مقدار تولید به منجر باکتري

 رنـگ  تغییـر  بـه  پرداختند ذرت گیاه ریزوسفر از آهن کاهنده هاي باکتري جداسازي به که نیز) 2007(
.  اشـاره نمودنـد   یط مح ین کاهنده به ا   هاي باکتري تلقیح اثر بر فریک آهن منبع داراي مایع کشت محیط

 آهن فرو مقدار). 2 جدول( شد یريگ  اندازهیه جدا20 ین اي دارایع کشت مایطغلظت آهن فرو در مح    
 قرائت شد که یکرومولار م53/320در حدود  Shewanella sp ي کشت شاهد مثبت با باکتریطدر مح

 آهن  یکرومولار م PS24) 84/37 یه با جدا  یسه را در مقا   تري یش ب ی کاهندگ یت برابر فعال  5/8در حدود   
 46/210، 16/198 با یبترت  بهPS23 و PS11، PS16 هاي یهجدا.  نشان دادیع کشت مایطدر مح ) فرو
 در یـک  را در کاهش آهـن فر یی تواناین کشت بالاتریط غلظت آهن فرو در مح  یکرومولار م 81/275و  
 مرحله در شناسایی براي ها جدایه بنابراین این). 2جدول ( تست شده نشان دادند هاي یه جدایگر دیانم

 جدایـه  3 ایـن  یافتـه  رشد هاي پرگنه و ندبود مشابه مورفولوژي داراي جدایه 3 این. شدند انتخاب بعد
 . شدند مشاهده منظم هاي حاشیه با و رنگ سفید کروي،

  
  .شالیزار هاي خاك از جداشده فریک آهن کاهنده هاي باکتري توانایی -2 جدول

(µM) 2+Fe  جدایه (µM) 2+Fe  جدایه 

43/65 PS21 16/198 PS11 

13/173 PS22 43/134 PS12 

81/275 PS23 71/102 PS13 

84/37 PS24 68/160 PS14 

85/86 PS25 85/131 PS15 

78/77 PS26 46/210 PS16 

91/59 PS27 91/140 PS17 

15/163 PS28 49/118 PS18 

51/150 PS29 9/65 PS19 

29/50 PS30 04/142 PS20 
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رز  الکتروفـو یج نتـا 1شـکل  . بودنـد  16S rRNA kb6/1 ژن یر از تکثدست آمده به قطعات اندازه
دسـت    به یجنتا. دهد می نشان) rd1 (پسبرنده و) fd1 (پیشبرنده آغازگر دو با را   PCRمحصول واکنش   

 نـشان   ی موجود در بانک اطلاعـات     هاي باکتري و بررسی مورد هاي باکتري بین BLAST از برنامه    آمده
 یـی واگرادرصـد شـباهت و مقـدار    .  تعلق داشـتند باسیلوس انتخاب شده به جنس  یه جدا 3داد که هر    

 یجنتـا .  نشان داده شده است2 در شکل  یلوژنیک موجود در درخت ف    هاي  یهنظر با جدا   مورد هاي  یهجدا
 تـوالی  تکثیـر  از دسـت آمـده   بـه  نتایج براساس) MEGA ALIGN (افزار  با نرمیز از آنالدست آمده به

 ـبازهـاي  هت بـا   درصـد مـشاب  4/99 يدارا PS11 یـه  جداتـوالی نـشان داد کـه    16S rRNA ژن ی آل
Geobacillus stearothermophilus (JQ359102.1) یه جدایو توال  PS16 درصد 4/98 در حدود 

. را دارا بودنـد  B. subtilis  (DQ916108.1)و PS23 (KC422648) هـاي  یـه  جدایمشابهت با توال
 و B. subtilis (DQ916108.1) هاي یه جدایمشابهت با توال درصد 98 ي دارایز نPS23 یه جدایتوال

B. thuringiensis (EF210314.1) مشابه بـا  یج نتاینتشابه مشاهده شده در ا). 3شکل ( را دارا بود 
 گـزارش نمودنـد کـه    یـز ن) 1995بـون و همکـاران،   . ( بـود  BLAST مـشاهده شـده در برنامـه         یجنتا
هـا،   د خـاك  ماننیعی طبهاي یستم در سيا  به مقدار گسترده باسیلوس متعلق به جنس    هاي  یکروارگانیزمم

. دهنـد  ی را انجـام م ـ یکها کاهش آهن فر  از آنیادي زياند که تعداد     شده یع توز یها و رسوبات آب     آب
 هـاي  يعنوان بـاکتر   بهسودوموناس و کلستریدیوم آرتروباکتر، باسیلوس، از جنس    یایی باکتر هاي  یهجدا

 گـزارش ) 2007 همکـاران،  و کـانترو  والنـسیا ؛  1993 ی،؛ لاول 1971 یس،اتو و گل  (کاهنده آهن توسط    
 باسـیلوس  هاي  باکتري که نمودند بیان نیز) 2007 (همکارن و پلوك و) 1995 (همکارن و بون. اند  شده

 همچنین) 2011 (همکاران و لی. باشند می دارا را تخمیري و تنفسی شکل به فریک آهن کاهش توانایی
 در یک آهن فريها گروه مهم از کاهنده یک هاي باسیلوس   مانند گونه  1کوتزها  فیرمی که نمودند گزارش

 شـمال  یزار شـال يهـا   از خـاك یلوس باسيها  گونهیی که در توافق با شناسا   باشند  ی م یزار شال يها  خاك
 توسـط  یزار شالی در اراضیلوس باسيها  گونهیلهوس  به یککاهش آهن فر  . باشد  ی مطالعه م  ین در ا  یرانا

 پژوهـشگران وجـود     یـن ا.  گزارش شده است   یزن) 1995(و بون و همکاران     ) 2012( و همکاران    يوا
 ـ    و پاسخ آن   یک کاهنده آهن فر   یایی باکتر هاي  یت از جمع  ییتنوع بالا   متفـاوت در  یها به منابع کربن آل

 یز نیاهی گیاي و بقایشه ترشحات ریاز طرف.  نمودندیان بمتري یلی م4-8 را در عمق یزار شال يها  خاك
 ـیـت  منطقه منجر بـه فعال ین هستند که در ااريیز شاليها   در خاك  یمنابع کربن آل    يهـا   بـاکتر تـر  یش ب

 ). 2003ردن،  (شوند ی می کربن آلیش همراه با اکسایککاهنده آهن فر

                                                
1- Firmicutes 
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 ،KC422647 1ی با شماره دسترسیبترت به PS23و  PS11، PS16 هاي یزوله ا16s rRNA توالی
KC422648 و KC422649 در بانک ژن NCBIیدند به ثبت رس.  

 

  
  

  ).rd1 (پسبرنده و) fd1 (پیشبرنده آغازگر دو با PCR محصول الکتروفورز نتایج -1 شکل
   شاهد: 2 چاهک، )M (فرمنتاز شرکت bp ladder 100مارکر: 1چاهک :  از چپ به راستیبترت  بهها چاهک
 .PS23 یناستر: 5 چاهک ،PS16 یناستر: 4 چاهک ،PS11 یناستر: 3، چاهک ))NC (منفیکنترل (

  

  
  

  .باسیلوس هاي جدایه 16S rRNA ژن ی از توالدست آمده به یلوژنیک درخت ف-2 شکل

                                                
1- Accession Number 
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 ).MEGA ALIGN (افزار نرم از استفاده با انتخابی هاي ایزوله واگرایی مقدار و شباهت درصد ماتریکس -3 شکل

 
 فریـک  آهـن  کـاهش  در کاهنـده  هـاي  بـاکتري  عنوان به باسیلوس جنس هاي باکتري مطالعه این در
 هـاي  بـاکتري  کـه  نمودنـد  گـزارش  نیز) 2002 (همکاران و لیو و) 1973 (گلیس و اتو. شدند شناخته

 و  یـو ل. باشـد   ی مطـرح م ـ   یزار شال هاي خاك در فریک آهن کاهنده غالب هاي باکتريعنوان    به باسیلوس
 ی مهم ـ نقشسودوموناس جنس هاي ي همراه با باکتر   ي باکتر ین نمودند که ا   یان ب یزن) 2002(همکاران  

 و خـاك  بـالایی  لایـه  از فراوانـی  به و کنند می بازي کشاورزي هاي یستم در سیکرا در کاهش آهن فر  
 حـضور ) 2007 (همکـاران  و کـانترو  والنـسیا . انـد   شـده  جداسـازي  شـالیزار  اراضی در برنج ریزوسفر

 ذرت  یـاه  گ یزوسفر را دارا بودند در منطقه ر      یک کاهش آهن فر   یی که توانا  باسیلوس جنس   هاي يباکتر
 از نیـز  دوسـت  قلیـا  و نمـک  بـه  مقـاوم  باسیلوس جنس به متعلق کاهنده هاي يباکتر. گزارش نمودند 

) 1995 (همکاران و بون توسط مطالعات). 2007 همکاران، وپلوك  (اند شده جداسازي نمکی رسوبات
 حوضـه  از زمـین  سـطح  زیـر  متـري  2700 حدود عمق در را کاهنده هاي باکتري این حضور همچنین
 سـودوموناس  و   باسـیلوس  هـاي  باکتري نیز) 2007 (ویلیامز. اند نموده گزارش نیز ویرجینیا در آبگیري

 توسـط  مطالعات همچنین. نمودند شناسایی فریک آهن هاي کاهنده  يعنوان باکتر  موجود در خاك را به    
 شامل شالیزار ايه خاك در فریک آهن کاهنده هاي باکتري غالب که داد نشان) 2012 (همکاران و واي
 باسـیلوس  جـنس  هـاي  ي بودند که باکتر  ازتوباکتر و   باسیلوس سودوموناس، کلستریدیوم، از هایی  گونه

 آهـن  زیـستی  کـاهش  ي که بـر رو یز نيا در مطالعه.  شدندها هیدرات ي فري درصد 50منجر به کاهش    
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 فریـک  آهـن  یـاد ز مقـادیر  بـا  هـاي  خاك در که شد مشخص گرفت انجام شالیزار هاي  خاك در فریک
 یز آهن فرو نیادي زیر کاهنده مقادهاي ي توسط باکتریستی کاهش زیندبر اثر فرا  )  آهن آزاد  یدهاياکس(

 هـاي  ي گزارش نمودند کـه بـاکتر     ین همچن پژوهشگران ینا). 2008سان و همکاران،     (شود  ی م یلتشک
 هـاي  خـاك  در فریـک  آهـن  کـاهش  در ها گونه ترین  از مهمباسیلوس و کلستریدیومکاهنده آهن مانند  

 در معمـول  هـاي  ي کـه بـاکتر    کنـد   ی پژوهش ثابت م ـ   ین ا یجنتا. باشند  ی پس از غرقاب شدن م     یزارشال
 از مطالعـات  دست آمده به یج و نتاباشند ی مباسیلوس متعلق به جنس یز نیران شمال ا  یزار شال هاي خاك

  . دهد ی را گسترش میقبل
 ابـزار  یـک  مطالعه کـه  یندر ا rRNA 16S ژن یفاده از توال لازم به ذکر است که با وجود است  البته

 توان ینم 16S بالا در ژن ی درجه حفظ شدگیلدل  است، اما به  هاي ي باکتر یی شناسا ي برا یق و دق  یعسر
 نمود تعیین را باکتري گونه کامل قطعیت با و نمود ها باکتري شناسایی به اقدام ژن این از استفاده با تنها

 ضروري نیز بیوشیمیایی هاي روش از استفاده مولکولی هاي روش بر علاوه گونه حد تا تشخیص براي و
  .باشد می
  

  گیري نتیجه
 رسـد  مـی  نظـر  بـه  کـه  هـستند  فـراوان  بـسیار  فریک آهن کاهنده هاي باکتري شالیزار هاي خاك در
 ایـن  یـک فر آهـن  منـابع  کـاهش  در کننده شرکت هاي باکتري ترین  در مهمباسیلوس جنس  هاي باکتري

 یـت، همات (نامحلول فریک آهن هیدروکسیدهاي اکسی شکل به تر  بیش خاك در آهن. باشند می ها  خاك
 از تـر  بـیش  خـاك  در موجـود  آهـن  کل که این وجود با بنابراین. حضور دارد ) هیدرات ي و فر  یتگئوت

 ـ در دسـترس  قابـل  فریـک  آهن غلظت ولی باشد می محصولات تر  بیش براي نیاز مورد مقدار  تـر   یشب
 گیاه که است چیزي آن از تر کم بسیار بالا اسیدیته با آهکی هاي خاك در خصوص به کشاورزي اراضی

 اکسی انحلال و کاهش به منجر زیستی کاهش فرایند در کاهنده هاي ي باکترین ایتفعال. دارد نیاز آن به
 در و شـده  یآهک ـ هـاي  خـاك  در فرو آهن توزیع و آزادسازي و نامحلول فریک آهن هیدروکسیدهاي

 رسـد  مـی  نظـر  بـه  بنـابراین . شـود  واقع   ید مف یاهان آهن گ  یاز ن ینمنظور تأم   به تواند می فرایند این نتیجه
 ي در مطالعات بعـد    ی آهک هاي خاك در گیاه توسط آهن جذب بر کاهنده هاي باکتري این تأثیر بررسی

  .باشد اهمیت داراي بسیار
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 سپاسگزاري
 فـراهم  را  پـژوهش این امکان که مشهد فردوسی دانشگاه پژوهشی حترمم معاونت از وسیله این به
   .کنیم می تشکر کردند

  
  منابع

1.Boone, D.R., Liu, Y., Zhao, Z.J., and Balkwill, D.L. 1995. Bacillus infernus sp. 
nov., an Fe(III)-and Mn(IV)-reducing anaerobe from the deep terrestrial 
subsurface. Inter. J. Syst. Bacteriol. 45: 441-448. 

2.Brunel, B., Givaudan, A., Lanois, A., Akhurst, R.J., and Boemare, N. 1997. Fast 
and accurate identification of Xenorhabdus and Photorhabdus species by 
restriction analysis of PCR-amplified 16S rRNA genes. Applied and 
Environmental Microbiology. 63: 574-580. 

3.Chen, W., and Kuo, T. 1993. A simple and rapid method for preparation of 
bacterial genomic DNA. Nucleic Acid Research. 21: 2260-2262. 

4.Chen, J., Banks, D., Jarret, R.L., Chang, C.J., and Smith, B.J. 2000. Use of 16S 
rDNA Sequences as Signature Characters to Identify Xylella fastidiosa. Current 
Microbiology. 40: 29-33. 

5.Dong, H., Deb, P.J., Kim, J., and Zhang, G. 2009. Microbe-clay mineral 
interactions. American Mineralogist. 94: 1505-1519. 

6.Fox, G.E., Stackebrandt, E., Hespell, R.B., Gibson, J., Maniloff, J., Dyer, T.A., 
Wolfe, R.S., Balch, W.E., Tanner, R., Magrum, L., Zablen, L.B., Blakemore, 
R., Gupta, R., Bonen, L., Lewis, D.B., Stahl, B.J., Luehrsen, K.R., Chen, K.N., 
and Woese, C.R. 1980. The Phylogeny of Prokaryotes. Science. 209: 457-463. 

7.Frenzel, P., Bosse, U., and Janssen, P.H. 1999. Rice roots and methanogenesis in 
a paddy soil: ferric iron as an alternative electron acceptor in the rooted soil. 
Soil Biol. Biochem. J. 31: 421-430. 

8.Jiangzhou, H., and Dong, Q. 2008. Dissimilatory Fe(III) reduction characteristics 
of paddy soil extract cultures treated with glucose or fatty acids. J. Environ. Sci. 
20: 1103-1108.  

9.Jaisi, D.P., Kukkadapu, R.K., Eberl, D.D., and Dong, H. 2005. Control of Fe(III) 
site occupancy on the rate and extent of microbial reduction of Fe(III) in 
nontronite. Geochimica et Cosmochimica Acta. 69: 5429-5440. 

10.Konhauser, K.O., Kappler, A., and Roden, E.E. 2011. Iron in microbial 
metabolisms. Elements. 7: 89-93.  

11.Li, H., Peng, J., Weber, K.A., and Zhu, Y. 2011. Phylogenetic diversity of 
Fe(III)-reducing microorganisms in rice paddy soil: Enrichment cultures with 
different short-chain fatty acids as electron donors. Soils and Sediments.  
11: 1234-1242.  

Archive of SID

www.SID.ir

http://www.sid.ir


  و همکارانزاده قربان نسرین
 

 235

12.Lovley, D.R. 1993. Dissimilatory metal reduction. Annual Review of 
Microbiology. 47: 236-290. 

13.Lovley, D.R. 1995. Microbial reduction of iron, manganese and other metals. 
Advances in Agronomy. 4: 175-231. 

14.Lovley, D.R., and Coates, J.D. 2000. Novel forms of anaerobic respiration of 
environmental relevance. Current Opinion in Microbiology. 3: 252-237. 

15.Lovley, D.R., Holmes, D.E., and Nevin, K.P. 2004. Dissimilatory Fe(III) and 
Mn(IV) reduction. Advances in Microbial Physiology. 49: 219-286. 

16.Lu, W.J., Wang, H.T., Huang, C.Y., and Reichardt, W. 2002. Communities of 
iron(III)-reducing bacteria in irrigated tropical rice fields. Microb. Environ. J. 
17: 170-178. 

17.Ottow, J.C. 1968. Evaluation of iron-reducing bacteria in soil and the 
physiological mechanism of iron-reduction in aerobacter aerogenes. Zeitschrift 
Fur Allgemeine Mikpobiologie. 8: 441-443. 

18.Ottow, J.C., and Glathe, H. 1971. Isolation and identification of iron-reducing 
bacteria from gley soils. Soil Biol. Biochem. J. 3: 43-55. 

19.Pollock, J., Weber, K.A., Lack, J., Achenbach, L.A., Mormile, M.R., and 
Coates, J.D. 2007. Alkaline iron(III) reduction by a novel alkaliphilic, 
halotolerant, Bacillus sp. isolated from salt flat sediments of Soap Lake. 
Applied Microbiology and Biotechnology. 77: 927-934. 

20.Roden, E.E. 2003. Diversion of electron flow from methanogenesis to crystalline 
Fe(III) oxide reduction in carbon-limited cultures of wetland sediment 
microorganisms. Applied and Environmental Microbiology. 69: 5702-5706. 

21.Schikora, A., and Schmidt, W. 2001. Iron stress-induced changes in root 
epidermal cell fate are regulated independently from physiological responses to 
low iron availability. Plant Physiology. 125: 1679-1687. 

22.Schmidt, W. 1994. Effects of various inhibitors on in vivo iron reduction by 
Plantago lanceolata L. roots. Plant Soil J. 165: 207-212. 

23.Stookey, L.L. 1970. Ferrozine- a new spectrophotometric reagent for iron. 
Analytical Chemistry. 42: 779-781. 

24.Sun, L., Qu, D., and Wei, Y. 2008. Effect of illumination on iron oxide 
reduction in anaerobic paddy soils. Acta Pedologica Sinica. 45: 628-634. 

25.Valencia-Cantero, E., Hernández-Calderón, E., Velázquez-Becerra, C., Alfaro-
Cuevas, R., and·López-Bucio, J. 2007. Role of dissimilatory fermentative iron-
reducing bacteria in Fe uptake by common bean (Phaseolus vulgaris L.) plants 
grown in alkaline soil. Plant Soil J. 291: 263-273.  

26.Weber, K.A., Achenbach, L.A., and Coates, J.D. 2006. Microorganisms 
pumping iron: anaerobic microbial iron oxidation and reduction. Nature 
Reviews Microbiology. 4: 752-764.  

27.Weisburg, W., Barns, S.M., Pelletier, D.A., and Lane, D.J. 1991. 16S ribosomal 
DNA amplification for phylogenetic study. J. Bacteriol. 173: 697-703.  

Archive of SID

www.SID.ir

http://www.sid.ir


  1393) 2(، شماره )4( جلد مدیریت خاك و تولید پایدارنشریه 
 

 236

28.Weiss, J.V., Emerson, D., and Megonigal, J.P. 2004. Geochemical control of 
microbial Fe(III) reduction potential in wetlands: comparison of the rhizosphere 
to non-rhizosphere soil. FEMS Microbiology Ecology. 48: 89-100. 

29.Williams, M.D. 2007. Characterization of microbial activity in soils nearby 
landfills in northwest Florid. Electronic Theses, the Florida State University 
DigiNole Commons.  

30.Yi, W., Wang, B., and Qu, D. 2012. Diversity of isolates performing Fe (III) 
reduction from paddy soil fed by different organic carbon sources. Afric. J. 
Biotechnol. 11: 4407-4417.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Archive of SID

www.SID.ir

http://www.sid.ir


  و همکارانزاده قربان نسرین
 

 237

 

J. of Soil Management and Sustainable 
Production, Vol. 4(2), 2014 

http://ejsms.gau.ac.ir 
 

 
Isolation and identification of ferric iron reducing  

bacteria from paddy soils of Northern Iran  
 

*N. Ghorbanzadeh1, A. Lakzian2, Gh.H. Haghnia2 and A.R. Karimi3 
1Ph.D. Graduate, Dept. of Soil Science, Ferdowsi University of Mashhad,  

2Professor, Dept. of Soil Science, Ferdowsi University of Mashhad,  
3Associate Prof., Dept. of Soil Science, Ferdowsi University of Mashhad 

Received: 01/05/2013; Accepted: 04/30/2013 
 
Abstract1 

Bioreduction of ferric iron in anoxic conditions with respect to biological and 
environmental aspects is an important process. This process is considered in paddy 
soils and mostly controlled by microbial activities. Ferric iron is one of the most 
terminal electron acceptor in these soils. Present study with the aim of isolation and 
identification of some bacteria with high ability in ferric iron reduction in paddy 
soils of northern Iran was conducted. Testing of ability of isolated ferric iron 
reducing bacteria was conducted in nutrient broth according to biogenic Fe (II) 
produced and the results was compared with Shewanella sp that showed the highest 
concentration of ferrous iron. Then three superior bacteria were chosen and 
genomic DNA of these bacteria tested by using of PCR and fd1 and rd1 primers for 
16S rRNA amplification sequence analysis. By using the BLAST program of these 
isolates and isolates in data bases, all selective isolates were belonged to Bacillus 
sp. Sequence of PS11 isolate showed 99.4% of homology with Geobacillus 
stearothermophilus and PS23 showed 98.4% homology with PS23 and B. subtilis. 
Sequence of PS23 also showed 98% homology with B. subtilis and  
B. thuringiensis that these isolates have ability to reduce ferric to ferrous iron in 
vitro conditions. 
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