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نقش مهم و برجسته  يلدل و خاک به یزوسفرر يکروبیبر جوامع م هاقارچکش يراتمطالعه تاث

 در این پژوهش، تاثير قارچکش است. يتحائز اهم يارو خاک، بس ياهدر سلامت گ هايکروارگانيسمم

یابی نسل های ریزوسفر خيار به روش توالیاس بر دیناميک و ساختار جمعيت باکتری یت رورال

، Illumina MiSeq sequencing( با استفاده از روش  V4)ناحيه  16S rRNAبعدی مبتنی بر ژن 

 352شاخه  و  26در سه مرحله رشدی گياه مورد بررسی قرار گرفت. نتایج نشان داد که از بين 

جنس و  Proteobacteriaشاخه در مجموع  نمونه، 18جنس باکتریایی شناسایی شده برای 

Pseudomonas يير در ساختار اس سبب تغتی ند. کاربرد قارچکش رورال را داشت یفراوان يشترینب

در مرحله اواسط  Pseudomonasو دیناميک جمعيت باکتریایی شد؛ کاهش فراوانی نسبی جنس 

این،  های شاهد مشاهده شد. علاوه برگلدهی در تيمار قارچکش و مرحله آخر گلدهی در نمونه

در  Chryseobacterimو  Sphingopyxis  ،Sphingobacteriumیهاجنسفراوانی نسبی 

تيمار شده با قارچکش در هر سه مرحله، بيشتر از گياهان شاهد بود. تجزیه و تحليل گياهان 

های تنوع نشان داد که در مجموع خاک ریزوسفری گياهان شاهد از تنوع بيشتری نسبت شاخص

(، ولی از نظر  33/5اس برخوردار بودند )شانون=تیبه خاک ریزوسفری گياهان تيمار شده با رورال

(. علاوه بر این، =17/2434Chao1اس بيشتر بود )تی هم خاک مربوط به تيمار رورالغنای گونه س

دار ای )صرفنظر از نوع تيمار(، معنی، شاخص تنوع و غنای گونهOTUمرحله رشدی گياه بر تعداد 

، تنوع و غنا OTUبوده و خاک ریزوسفری گياهان در مرحله قبل از گلدهی از بيشترین تعداد 

 باشد. برخوردار می
 

 های کلیدیواژه
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  مقدمه

ها به صورت گسترده به منظور در کشاورزی مدرن، قارچکش

ها شوند. قارچکشهای قارچی گیاهان استفاده میکنترل بیماری

وسازهای بیوشیمیایی و براساس سرکوب کردن سوخت

 اند، بنابراین تاثیر آنهاهای بیمارگر طراحی شدهفیزیولوژیکی قارچ

انتظار  رهدف ساکن خاک نیز دور ازهای غیبر میکروارگانیسم

ا نام تجاری کاربندازیم ب-(. ایپرودیونYu et al. 2009نیست )

اکثر  یهعل ایطیف اثر گسترده( Rovral TSاس )تی  رورال

 هاقارچکش ینتراز پرمصرف ی داشته و یکیواقع یهاقارچ

 مزارع و در قارچی هاییماریب طیف وسیعی از جهت کنترل

اس ترکیبی از دو  تیشود. رورال ایران محسوب می یهاگلخانه

باشد ( می5/17%( و کاربندازیم )37%قارچکش ایپرودیون )

(Jafari et al. 2017؛ ایپرودیون قارچکشی) از گروه  تماسی

هیف از طریق  بوده که از سنتز گلیسرول و رشد کربوکسیمیددی

 یقارچکشزیم کند. کاربندااختلال در انتقال سیگنال ممانعت می

نتز سجلوگیری از بوده و از طریق  از گروه بنزیمیدازول یستمیکس

رچ شد قا، مانع از ردر نتیجه ممانعت از تقسیم میتوزو بتاتوبولین 

 (. Yang et al. 2011شود )می

جوامع میکروبی خاک، به واسطه دخالت در چرخه عناصر غذایی 

مت در برابر و بیوشیمیایی، پایداری دراز مدت خاک و مقاو

 Toppکنند )فرسایش نقش مهمی در بهبود کیفیت خاک ایفا می

2003; Prashar et al. 2014 ،در محیط ریزوسفر .)

کردن عناصر، سرکوب ها از طریق معدنیمیکروارگانیسم

های یاه و تولید تنظیم کنندهاسترس گبه تحمل  بیمارگرها، افزایش

گذارند یاه میرشد گیاهی، تاثیرات مثبتی بر سلامت گ

(Figueiredo et al. 2011; Berendsen et al. 2012 در .)

های کشاورزی این تاثیرات مثبت بر سلامت گیاه منجر به سیستم

 شود.افزایش عملکرد می

کاهش  سبب یمکه مصرف کاربنداز دهدینشان م هاپژوهش یجنتا

و  نازیدروژ(، دهChalam et al. 1996) یتروژنازن هاییمآنز یتفعال

مطالعه شاخص تنوع . شودی( خاک مSousa et al. 2004فسفاتاز )

تیمار شده با کاربندازیم با استفاده از  ها در خاکباکتری

که مصرف مداوم نشان داد  TGGEو  DGGEهای تکنیک

 شودیخاک م یکروبیکاهش تنوع جامعه م ببس یمکاربنداز

(Wang et al. 2009a; 2012.) چکش پرمصرف ایپرودیون یک قار

 & Leistra(، خاک )Sauret et al. 2006بوده و بقایای آن در آب )

Matser 2004( و محصولات زراعی و باغی )Angioni et al. 

( گزارش شده است. طبق گزارش سازمان کشاورزی آمریکا 2012

  U.S. Department of Agriculture, 2014)) 2014در سال 

های وارداتی ین ماده شیمیایی در میوهترایپرودیون به عنوان فراوان

آمریکا ردیابی شد. تحقیقات انجام گرفته در رابطه با تاثیر 

ایپرودیون روی جمعیت میکروبی بیانگر تغییر ساختار جمعیت 

و همکاران  Wangباشد؛ میکروبی به واسطه کاربرد ایپرودیون می

 DGGEتغییر تنوع جمعیت میکروبی با استفاده از تکنیک  (2004)

 fluorescein(FDAرا گزارش کردند. آنالیز فلورسین دی استات ))

diacetate  کاهش فعالیت میکروبی و آنالیز فسفولیپید اسید )

( کاهش تنوع میکروبی را با کاربرد ایپرودیون که PLFAsچرب )

به منظور کنترل بیماری پوسیدگی اسکلروتینیایی سیر استفاده شده 

(. در تحقیقی جامع، Minambres et al. 2010بود، را نشان داد )

Zhang  گزارش کردند که کاربرد مکرر  (2017)و همکاران

های خاک شامل ایپرودیون سبب کاهش فعالیت آنزیم

(، اسید فسفاتاز ureaseاز )(، اورهβ-glucosidaseبتاگلوکوسیداز )

(acid phosphatase( آلکالین فسفاتاز ،)alkaline phosphatase و )

( شده است؛ همچنین نتایج arylsulphataseسولفاتاز )ریلآ

، بیانگر کاهش فراوانی 16S rRNAآر کمی با استفاده از ژن سیپی

های ها خاک در مقایسه با نمونه شاهد بود. بررسیجمعیت باکتری

نشان داد که کاربرد  Illumina MiSeqبیشتر با استفاده از روش 

( و Proteobacteriaروتئوباکتریا )ایپرودیون سبب افزایش گروه پ

( و کلروفلکسی Acidobacteriaکاهش اسیدوباکتریا )

(Chloroflexi.شده است )  

ترین باشد؛ سادهیکروبی بسیار متنوع میتنوع م یبررس یهاروش

و شمارش  یکشت انتخاب یطاستفاده از مح ترین روش،و ابتدایی

اما (. Tabacchioni et al. 2000)باشد میزنده  یهاسلول یممستق

ها که فقط باکتریهتروتروف  یتجمعبا این روش منحصرا 

های خاک را تشکیل نزدیک به یک درصد از جمعیت باکتری

 Schloss & Handelsman)گیرند دهند، مورد ارزیابی قرار میمی
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یابی با توان بالا یا های توالی. امروزه با توسعه تکنیک(2005

(، Next-Generation Sequencing: NGSی )یابی نسل بعدتوالی

هایی با استفاده از مواد امکان مطالعه تنوع و ترکیب جوامع باکتری

های کشت آزمایشگاهی میسر ژنتیکی آنها بدون استفاده از روش

به عنوان یک ژن  16S rRNA(. ژن Will et al. 2010شده است )

ختار کلیدی و مارکر، در مطالعه تنوع فیلوژنتیکی و سا

ها( به کار باکتریها و آرکیها )باکتریتاکسونومیکی پروکاریوت

یابی نسل (؛ علاوه بر این، توالیLangille et al. 2013رود )می

، در مطالعات اکولوژی میکروبی با 16S rRNAبعدی مبتنی بر ژن 

استفاده از دانش متاژنومیکس به فراوانی مورد استفاده قرار 

 (.Oulas et al. 2015گیرد )می

 های انجام شده، تاکنون نقش قارچکشبراساس بررسی

یزوسفر ریم بر جمعیت میکروبی خاک و کاربنداز-یپرودیونا

اس،  یت رورال، با نام تجاری قارچکشصورت نگرفته است. این 

ها در ترین قارچکشبه دلیل طیف تاثیر گسترده، یکی از پرمصرف

های خیار شود. در گلخانهمیب های خیار در ایران محسوگلخانه

های منطقه ورامین، از این قارچکش به منظور مبارزه با بیماری

ا( خاکزاد، برای ضدعفونی کردن خاک )قبل و بعد از انتقال نش

-یپرودیونقارچکش ا، تاثیر شود. در این تحقیقاستفاده می

های ریزوسفر یم بر دینامیک و ساختار جمعیت باکتریکاربنداز

در 16s rRNA یابی نسل بعدی مبتنی بر ژن ه روش توالیخیار ب

 سه مرحله رشدی گیاه مورد بررسی قرار گرفته است.

  هاروش و مواد

سازی گلخانه، اعمال تیمار و پرورش گیاهان در شرایط آماده

 گلخانه

)مزرعه با سابقه کشت خیار  مزرعه در این تحقیق، از خاک

شهر کرج( برای واقع در محمد کشاورزی دانشگاه تهران،دانشکده 

 30-0کشت گیاهان خیار استفاده شد. ابتدا خاک از عمق 

آوری و به گلخانه تحقیقاتی منتقل شد. سانتیمتری مزرعه جمع

 یزیکیف هاییژگیو ییننمونه خاک جهت تعقبل از کشت گیاهان، 

شد. ارسال  شناسی جهاد دانشگاهیخاک یشگاهبه آزما یمیاییو ش

 سانتیمتر( 30و ارتفاع  25یتری )با قطر ل 10 یکیلاستپ یهاگلدان

هر گلدان  ، برایstormخیار، رقم عدد بذر  یکبا خاک پر شده و 

-در این تحقیق از قارچکش ایپرودیون .در نظر گرفته شد

اس تهیه شده از شرکت آریا  تی کاربندازیم با نام تجاری رورال

بل از کاشت بذر، قچند روز  شیمی استفاده شد؛ بدین منظور،

رورال قارچکش در هزار یک با محلول  پر شده با خاک گلدان 

آبیاری ( و مورد استفاده در گلخانه شده یه)مقدار توص اس یت

با  یاریآبشده و سپس اقدام به کشت مستقیم بذر خیار گردید. 

تکرار شد. در تیمار  روز بعد از کاشت بذر 20محلول قارچکش 

معمولی انجام شد. نگهداری از گیاهان در شاهد آبیاری با آب 

( انجام شد و آبیاری و کوددهی Cᵒ 25±3 شرایط گلخانه )دمای 

( و سمپاشی علیه آفات )با استفاده NPK)با استفاده از کود کامل 

از سم ایمیداکلوپراید )کنفیدور( برای کنترل مگس سفید( برای 

بلوک کاملا در قالب طرح  یشآزمارشد مطلوب انجام گرفت. این 

که هر تکرار سه  و در سه تکرارشامل دو تیمار  یتصادف

 .انجام شد ای )شامل سه گلدان( بود،مشاهده

 یزوسفراز خاک ر یبردارنمونه

 یانو پا یاواسط گلده ی،در سه مرحله )قبل از گلده بردارینمونه

به منظور به دست آوردن خاک ریزوسفری برداشت( انجام شد. 

ریشه گیاه از گلدان خارج گردیده و با تکان دادن،  هر مرحله، در

های غیرریزوسفری حذف شدند )به دلیل برداشت کامل خاک

های برداری در هر مرحله از گلدانسیستم ریشه گیاه، نمونه

متفاوت انجام شد(. سپس ریشه به همراه خاک چسبیده به آن که 

لیتری لیمی 50 های فالکونباشد، در لولهخاک ریزوسفری می

حاوی بافر فسفات استریل قرار داده شده و با استفاده از دستگاه 

ورتکس تکان داده شدند، سپس بقایای ریشه برداشته شده و 

سانتریفیوژ شده و رسوب  rpm8000آلود با دور محلول گل

منتقل  -Cᵒ 80 یزربه فردست آمده به عنوان خاک ریزوسفری به

 .Li et al) شد یآنجا نگهدار در DNAشده و تا زمان استخراج 

نمونه خاک ریزوسفری حاصل شد که نه  18. در مجموع (2014

عدد مربوط به گیاهان شاهد و نه عدد مربوط به گیاهان تیمارشده 

اس بودند )هر نمونه خاک ریزوسفری، مجموع خاک  تی با رورال

 ریزوسفری سه گیاه بود(.
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یابی و توالی 16S rRNAژن  V4تکثیر ناحیه ، DNAاستخراج 
Illumina MiSeq 

با استفاده  یزوسفریخاک ر گرممیلی 250، از کل DNA  استخراج

 Power soil DNA extractionاز خاک ) DNAاستخراج  یتاز ک

MO BIO, USA شد. سپس انجام (، مطابق دستور شرکت سازنده

-NDو غلظت آن با استفاده از دستگاه نانودراپ )مدل  یفیتک

8000 8-Sample Spectrophotometerشد.  یین( تعDNA 

 یبه منظور بررس شد. ینگهدار -Cᵒ 20 دمایراج شده در خاست

 16S، ژن V4 یهناح یزوسفری،ر هاییباکتر یتساختار جمع

rRNA  515  آغازگر مستقیمبا استفاده ازF modified 

(GTGYCAGCMGCCGCGGTAA ) 806و آغازگر معکوسR 

modified (GGACTACNVGGGTWTCTAAT )(Walters et 

al. 2015) العمل ارائه شدهرمطابق دستو یکلردر دستگاه ترموس 

؛ برنامه حرارتی تکثیر شامل شد یرتکث Illumina شرکت

 25دقیقه و سپس  3به مدت  Cᵒ 95اولیه در دمای  سازیواسرشت

ثانیه  30و  Cᵒ 55ثانیه در Cᵒ 95 ،30ثانیه در  30چرخه با برنامه 

به  Cᵒ 72 دقیقه در 5د و در پایان نگهداری به مدت بو Cᵒ 72در 

ای پلیمراز در واکنش زنجیره ؛منظور بسط نهایی انجام گرفت

از  µl 5/12( ،ng/µl 1از هر آغازگر ) µl 5شامل  µl25 حجم 

از  2x KAPA HiFi HotStart ReadyMix ،µl 5/2محلول آماده 

DNA (ng/µl 5.انجام شد ) 

قطعات اضافی یر قطعه مورد نظر، لازم است پس از اطمینان از تکث

حذف  PCRدایمر از محصول -پرایمر و همچنین قطعات پرایمر

‐PCR Cleanشوند، بدین منظور مرحله پاکسازی ) Up 1 ) با

 ,AMPure XP beads (Beckman Coulter, Brea کیت استفاده از

USA)  ،حذف مطابق پروتوکل ارائه شده توسط شرکت سازنده

، بعد در مرحله .شودیم یسازخالص V4شده  یرعه تکثشده و قط

( با استفاده از indicesها ))آداپتور( و شاخص یالحاق هاییتوال

به  یمرازپل اییرهواکنش زنج یط Nextera XT Index Kit یتک

بدین  .شوندیمتصل م V4شده شده و خالص یرقطعات تکث یانتها

شده به عنوان  یسازصخال PCRاز محصول  µl5 ترتیب که ابتدا 

DNA  الگو برداشته و سپس µl5  2و  1از آغازگرهای ایندکس ،

از  µl25 ساخت شرکت ایلومینا  با توالی و کد مشخص، به همراه 

و  "PCR " x KAPA HiFi HotStart ReadyMix 2محلول آماده 

µl 10 ها و کد یل اضافه شد؛ اسامی نمونهآب مقطر استر

آورده شده است )لازم به  1جدول  آغازگرهای ایندکس در

برای هر نمونه  2و  1یاداوری است که توالی آغازگرهای ایندکس 

اختصاصی هستند و به عنوان بارکد اختصاصی برای تفکیک و 

شود(. برنامه حرارتی واکنش ها استفاده میشناسایی نمونه

با  در مرحله اول بود،مشابه برنامه مورد استفاده  ای پلیمراززنجیره

چرخه کاهش یافته بود. سپس  8ها به این تفاوت  که تعداد چرخه

‐PCR Cleanمرحله  Up 2 شده  یرقطعه تکثسازی به منظور عاری

V4 اندمتصل شده یآداپتور به آن در مرحله قبل هاییکه توال ،

 یفیتک ،PCR Clean-Upو عمل  PCRانجام شد. پس از انجام هر 

 TapeStation استفاده از دستگاه  با شده یرو اندازه قطعه تکث

System 2000 از  یکرولیترم یک ترتیب که شد. بدین گیریندازها

 D1000از بافر مخصوص با نام  یکرولیتربا سه م PCRمحصول 

Sample Buffer  با استفاده از  یقهدق یکمخلوط و به مدت

 DNA یحاو یکروتیوبم سپس ،تکان داده شدند دستگاه ورتکس

 شود.می قرار داده TapeStation System  2000دستگاه و بافر در

شده به صورت جدول و  ینمونه بارگذار یفیتاندازه، غلظت و ک

 TapeStation Analysisافزار نصب شده )واسطه نرمبه ییهاگراف

Softwareباشدیم یت( قابل رو. 

 

  نتایج 

 SQS1ی ژن ابییتوالی و سازهمسانه

 نشان RNA استخراج آگارز ژل فورزالکترو از حاصل نتایج

 بیان cDNAاز  استفاده با PCR در دارد. خوبی کیفیت RNA که داد

 که شد تشکیل bp 1242 تقریبی طولبه باند یک تنها ژن، کننده

 دهندهنشان، الف( و 1 شکل (انتظار  مورد قطعه طول با مطابق

ن بی غربالگری سریع از آزمون اختصاصی بودن آغازگرها بود.

شد.  انجام نیلیسیآمپ حاوی محیط در کرده رشد یهاهمسانه

 از بالاتر و بوده مثبت هاآن سریع غربالگری نتیجه که ییهاهمسانه

 ژن ورود برای Colony PCR از استفاده با قرار داشتند، خالی ناقل

SQS1 دوگانه برش آنزیمی .شدند دییتأ نیز DNA دو با پلاسمیدی 

 ،ب(.1شکل  (داد نشان را bp 1242 باند نیز BamHI و XbaI آنزیم
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 نبیاا  cDNA داد، نشاان  شاده  یسااز همسانه قطعه یابیتوالی نتایج

 کادون  است. توالی با شده جداسازی کامل طوربه SQS1 ژن کننده

ATG کدون با و آغازشده TAG 413پاروتئین   یاک  و یافته خاتمه 

ر بانک داده داین توالی  ی کاملهاافته. یکندیمرا بیان  یانهیدآمیاس

NCBI ثبت و با شماره دسترسی KT987235.1  استدر دسترس .

ی باه ساکوالن   دینواسا یآمدرصد تشابه نوکلئوتیادی و   99این ژن 

باه شاماره دسترسای     NCBIدر  شاده ثبات  glabra گوناه  ساینتاز 

D86409.1  و BAA13083.1چندگانه سازی فیردهم دارد. نتایج 

 ریساا   SQSباا  فیلاوژنتیکی  درخات  ترسایم  و یانهیدآمیاسا  توالی

 nieghbor joiningروش  باMEGA5  افزارنرم از استفاده با اهانیگ

 را تشابه بیشترین که داد نشان فیلوژنتیکی درخت نتایج شد و انجام

 (.2شکل ) داردGlycyrrhiza جنس  SQS1 با

 SQS1 پروتئین  بیوانفورماتیکی بررسی

 فرماول  داد نشاان  Protparam ارافاز نارم نتایج تجزیاه باا   

اسات.   1SQS، 27S602O567N3359H2117Cپروتئینای   تاوالی  مولکولی

 ایان  شدهینیبشیپ کیالکترزویا نقطه و شدهمحاسبه مولکولی وزن

 ناپایاداری  است. شاخص 18/8و  دالتونلویک 3/47 بیترتبه توالی

 تاسا  ناپایادار  یهاا نیپاروتئ  جزء که شد محاسبه 20/43 پروتئین

 اسات  ممکان  اسات( و  40 از کمتار  پایدار ییهانیپروتئ شاخص(

 باشاد.  داشاته  ترجمه از بعد پردازش به نیاز پایداری برای پروتئین

 مقاومات  ارزیاابی  در مهام  عامال  یاک  عنوانبه آلیفاتیک، شاخص

میازان   شاد. متوساط   محاسابه  77/97 حارارت،  برابار  در پاروتئین 

 آمینه، اسیدهای کل جموعم از است. -067/0 گریزیآب-آبدوستی

 مثبات  باار  اسایدآمینه  51 و Asp + Glu)) یمنفا  بار اسیدآمینه 48

(Arg + Lys)  افازار باا نارم   یآبدوسات -یزیا گرآب دارند. الگوی 

ProtScale  روش  به(Kyte and Doolittle, 1982)  نشان داد کاه 

امتیااز   بیشترین و )پرولین( 351 موقعیت در -478/2 امتیاز کمترین

 اسات.  پتیادی پلای  )لوساین( زنجیاره   395موقعیات   در 911/3

صفر  رخطیزدر  دوستآبی هانیدمدر بالا و  زیگرآب یهانیدم

نقاش   یآبدوسات -یزیا گرآب، الاف(. الگاوی   3)شکل  قرار دارند

ی ساااختار دوم و تقساایم نااواحی عملکااردی ناایبشیپاامهماای در 

 SOPMAزار افا باا نارم  پروتئین دارد. بررسی ساختار دوم پروتئین 

درصادα (28/68   ،)ماارپی    282نشان داد که این پاروتئین دارای  

درصاد( و   60/4)  βپای   19درصاد(،   51/7) میتعمقابلرشته  31

-درصاد( اسات. بررسای جایگااه درون     61/19پی  تصادفی ) 81

، نشان داد که محل فعالیات پاروتئین   Softberryافزار نرمی با سلول

نسخه چهار  SignalPبرنامه پلاسمی است. شبکه آندودر ارتباط با 

 پپتیدی در پروتئین را مشخص نکرد.وجود سیگنال 

 Index-PCRو آغازگرهای مورد استفاده در  DNAهای لیست نمونه -1جدول 

Table1- List of DNA samples and primers used in Index-PCR 

Index Primers DNA sample Index Primers DNA sample Index Primers DNA sample 

N716_S506 FM1 N720_S502 CE1 N719_S505 *CB1
 

N716_S507 FM2 N720_S503 CE2 N719_S506 CB2 

N716_S508 FM3 N720_S505 CE3 N719_S507 CB3 

N716_S510 FE1 N716_S502 FB1 N719_S508 CM1 

N716_S511 FE2 N716_S503 FB2 N719_S510 CM2 

N718_S502 FE3 N716_S505 FB3 N719_S511 CM3 

* :C های شاهد، : نمونهFاس،  تی های رورال: نمونهBهای قبل از گلدهی، : نمونهMهای اواسط دوره گلدهی، : نمونهEهای آخر دوره گلدهی: نمونه 

*: C: Control samples, F: Rovral TS samples, B: Before flowering samples, M: Middle of flowering samples, E: End of 

flowering samples 
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با استفاده  1:1000بارکددار خالص شده به نسبت  DNAدر ادامه  

قرائات   شاده و  یاق رق یکاوگرین پ یاک و ماده فلورومتر TE 1X از

در  BioTek Synergy 2دساتگاه   با اساتفاده از  آن و کیفیت غلظت

باه   Gen5افزار نرم و با استفاده از یریگاندازه nm 485 طول موج 

افت گردیاد. در مرحلاه بعاد باه منظاور تهیاه       صورت جدول دری

 TEباا اساتفاده از    DNAهای ، غلظت تمامی نمونهNGSکتابخانه 

1X  تا غلظت ng/ml25      ازرقیق و دوبااره غلظات باا اساتفاده از 

از هر نموناه   µl5 بررسی شد؛ سپس  BioTek Synergy 2دستگاه 

 میانگین و یفیتکها مخلوط و برداشته و در یک ویال با بقیه نمونه

بااا اسااتفاده از دسااتگاه  کتابخانااه تهیااه شااده  DNAاناادازه قطعااه 

TapeStation System 2000 قباال از ارسااال  شااد. یااریگاناادازه

 DNAیابی، تعیین کیفیات و غلظات   کتابخانه تهیه شده برای توالی

 KAPAو باا اساتفاده از کیات     Real-Time PCRآن باا تکنیاک   

Library Quantification م شد )انجا(Anonymous, 2013.   تاوالی

با اساتفاده   paired-end sequencing، با روش DNAیابی کتابخانه 

شناسای  ( در مرکز زیسات Illumina Miseqاز تکنولوژی ایلومینا )

 ( انجام شد.CIBIO, University of Trento-Italyشگاه ترنتو )دان

 هاتجزیه و تحلیل داده

های خام باا اساتفاده   یابی، پردازش دادهپس از دریافت نتایج توالی

 Albanese etانجام شاد )   MICCA (Version 1.6.0)افزار از نرم

al. 2015      ،ابتدا حاذف تاوالی آغازگرهاای مساتقیم و معکاوس .)

های کوتاه، کلاستربندی با روش لگری کیفی و حذف خوانشغربا

denovo_greedy    انجام شد و واحدهای تاکساونومیکی کااربردی

(OTUs: operational taxonomic units % با آستانه همساانی )97 

با استفاده از  OTUهای مربوط به هر مشخص شد؛ شناسایی توالی

RDP (Ribosomal Database Project)  روش و باااااه

های ( انجام شد. همچنین شاخصMSAسازی چندگانه )همردیف

هااای ، بسااتهRافاازار آماااری تنااوع آلفااا و بتااا بااا اسااتفاده از ناارم

phyloseq ،ggplot2  وvegan (McMurdie & Holmes 2013) 

 محاسبه و نمودارهای مربوط رسم گردید.

 های فیزیکوشیمیایی خاک مورد استفادهویژگی

کای  یج به دست آماده از آنالیزهاای شایمیایی و فیزی   با توجه به نتا

خاک  pHومی، ل-های خاک مورد آزمایش، بافت خاک رسینمونه

زیمنس بر سانتیمتر، درصد کاربن  دسی 3/1، هدایت الکتریکی 5/7

ر و ، فساف 2/0%، نیتروژن کل  3/9و  3/2آلی و مواد آلی به ترتیب 

گرم بر کیلاوگرم  یمیل 6/245و  3/68پتاسیم قابل جذب به ترتیب 

 خاک بود.  

 ای پلیمرازهای زنجیرهایج حاصل از واکنشنت

بااه منظااور  TapeStation System 2000 اسااتفاده از دسااتگاه 

بااا  یسااهدر مقا شااده یاارو اناادازه قطعاه تکث  یفیااتکگیااری انادازه 

باه دسات    باشد. گرافیم یقیو دق  یعسر یاربسروش الکتروفورز 

 ای باه طاول   ای پلیمراز، تکثیر قطعهاکنش زنجیرهآمده از اولین و

bp379   و غلظت ng/µl73/1     که مرباوط باه ناحیاهV4  16ژنS 

rRNA شکل باشد، را نشان میمی( دهدa1 ؛ شکل)b1  مربوط به ،

Index-PCR  ای باه طاول   است که وجود قطعاه bp434   را نشاان

الحااقی در  شدن قطعات دهد، افزایش طول قطعه به دلیل اضافهمی

در واقاع   Real Time PCRباشد. گراف حاصال از  می این مرحله

هاای الحااقی، در کتابخاناه    همراه با توالی V4میانگین طول ناحیه 

 (.c1دهد )شکل تهیه شده را نشان می
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تکثیر  (؛ قطعهa) 16s rRNAژن  V4یه مربوط به ناح bp379 به طول  هتکثیر شد ؛ قطعهTapeStation System 2000 دستگاه  به دست آمده از گراف -1 شکل

 (cیه شده )مربوط به میانگین کتابخانه ته bp 439ای به طول (؛ قطعهb) Index-PCRمربوط به  bp 434شده به طول 
Fig. 1- Graph derived from TapeStation System 2000; an amplicon with 379 bp refer to V4 region of 16s rRNA gene (a); an 

amplicon with 434 bp refer to Index-PCR (b); an amplicon with 439 bp refer to mean of prepared library (c) 

 

a) 

b) 

c) 
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هببای ریزوسببفر خیببار در تیمببار  ترکیببج جمتیببک ببباکتری

 اس و شاهدتیرورال

 16S rRNAژن  V4ناحیاه   از (Read) خاوانش  718063مجموعا 

یااابی از تااوالی خااوانش بااه ازای هاار نمونااه(  39892یااانگین )م

یاابی  هاای خااک ریزوسافری باا اساتفاده از سیساتم تاوالی       نمونه

Illumina Miseq های به دسات  حاصل شد. تجزیه و تحلیل توالی

واحااد  4580نمونااه، مجموعااا  18دهااد باارای آمااده نشااان ماای

شاخه  26( حاصل شد که متعلق به OTUتاکسونومیکی کاربردی )

 Proteobacteriaباشند. اعضاای شااخه   جنس باکتریایی می 352و 

هاای باکتریاایی، جانس    بیشترین فراوانی را داشته و در میان جنس

Pseudomonas  (.  2غالب بود )شکل 

های ریزوسفر گیاهاان شااهد و   ساختار و فراوانی جمعیت باکتری

نس، در اس در ساط  رده و جا   تیتیمار شده با قارچکش رورال 

 نشان داده شده است. 3شکل 

 

  

های به دست  OTUاس فراوانی نسبی نمودار براس. های باکتریایی )سمت راست(های باکتریایی )سمت چپ( و جنسترین شاخهمقایسه فروانی نسبی مهم -2شکل 

 ، رسم شده است.Rافزار آمده با استفاده از نرم

Fig. 2. Comparing relative abundance of the most important bacterial phylum (left side) and bacterial genus (right side). The 

graphs was created based on relative abundance of OUTs using R software. 

 

های باکتریاایی و تفااوت در فراوانای آنهاا در     ها و جنستنوع رده

بارداری، در  هاای نموناه  ر دورهگیاهان شاهد و تیمار و هام از نظا  

، فراوانای نسابی دوازده رده   a3تصویر کاملا مشهود است. شاکل  

های شاهد در مرحلاه  شود نمونهدهد، ملاحظه میمهم را نشان می

اواسط گلدهی و اواخر گلدهی به ترتیاب از بیشاترین و کمتارین    

برخاوردار هساتند.    Proteobacteriaفراوانی نسبی اعضای شااخه  

 Gammaproteobacteriaو ساااااپس  Alphaproteobacteriaرده 

را  Proteobacteriaبیشااترین فراواناای را در بااین اعضااای شاااخه 

با فراوانی کمتری ردیابی شدند.  Betaproteobacteriaداشته و رده 

 های تیماار رورال در نمونه Bacilliهای رده فراوانی نسبی باکتری

ه و بیشاترین فراوانای آن   هاای شااهد باود   اس کمتر از نموناه  تی

باشاد. نکتاه   های شاهد در مرحله آخر گلدهی میمربوط به نمونه

 Candidatusهای متعلق به شاخه قابل توجه دیگر، حضور باکتری

Saccharibacteria هاای تیماار شاده باا     با فراوانی بیشتر در نمونه

 اس در مرحله اواسط گلدهی در مقایسه با گیاهان شاهد تی رورال

 باشد.می

( نشاان  b3هاای باکتریاایی )شاکل    بررسی نمودار فراوانی جانس 

( FBو  CBدهد در مرحله قبال از گلادهی در هار دو تیماار )    می

باشاد، در مرحلاه   ، بسیار پایین مای Pseudomonasفراوانی جنس 

اواسط گلدهی، به طور محساوس فراوانای جمعیات ایان جانس      

افازایش فراوانای جانس    شاود  افزایش پیدا کرده، اما ملاحظه مای 

Pseudomonas باشاد.  در تیمار قارچکش، کمتر از تیمار شاهد می

کلنیازه   Pseudomonasدر مرحله آخر گلدهی، فراوانای جمعیات   

کننده ریزوسفر در گیاهان تیمار شده با قارچکش بیشتر از گیاهاان  

جنس مهم دیگر از گروه آلفاپروتئوباکتریاا، جانس   باشد. شاهد می

Rhizobium باشد که همانند جنس سودوموناس در مرحله قبل می
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از گلدهی با جمعیت کمتری در ناحیه ریزوسفر حضور داشته اماا  

با گذشت زمان، در هر دو تیمار جمعیت این جنس افازایش پیادا   

کند به طاوری کاه بیشاترین فراوانای نسابی در محلاه اواساط        می

گلادهی  شود. جمعیت این جنس در مرحله آخار  گلدهی دیده می

کاهش پیادا کارده و در تیماار شااهد بیشاتر از تیماار قاارچکش        

 Flavobacteriumدهد که فراوانی جنس باشد. نمودار نشان میمی

در هر سه مرحله رشدی در هر دو تیمار تغییری پیدا نکرده است  

ولی فراوانی نسبی آن در تیمار قارچکش در هر سه مرحلاه کمتار   

نس مهم دیگر از گاروه پروتئوباکتریاا،   باشد. جاز گیاهان شاهد می

باشد که می Sphingopyxis، جنس Sphingomodanaceaeخانواده 

شاود در هار دو تیماار باا گذشات زماان فراوانای آن        ملاحظه می

کاهش پیادا کارده اسات و بیشاترین فراوانای در مرحلاه قبال از        

شود؛ در مرحله اواسط گلادهی، فراوانای ایان    گلدهی مشاهده می

باشد. در مرحله ر تیمار قارچکش بیشتر از تیمار شاهد میجنس د

آخر جمعیات ایان جانس در تیماار قاارچکش و شااهد تفااوت        

از رده  Acinetobacterدهاااد. جااانس مشاااهودی نشاااان نمااای 

گاماپروتئوباکتری در اوایال دوره رشادی باا جمعیات خاوبی در      

ریزوسفر گیاهان، اعم از شاهد و تیمار شده با قاارچکش حضاور   

شته اما با گذشت زمان جمعیت آن به شدت کااهش پیادا کارده    دا

است؛ طوری که فراوانی نسبی در مرحله اواسط گلدهی در تیماار  

قارچکش بسیار ناچیز بوده، اما در تیمار شاهد، فراوانی این جنس 

 باشد.بسیار بیشتر از تیمار قارچکش می

اعضااای یااک جاانس طبقااه بناادی نشااده متعلااق بااه خااانواده     

Flavobactericeae  بیشترین فراوانی را در مرحله اواسط گلادهی ،

داشته و در مرحله آخار گلادهی جمعیات آن کااهش پیادا کارده       

است، این روند در هار دو تیماار برقارار باوده ولای در مجماوع       

فراوانی این گروه در تیمار شاهد بیشتر از گیاهاان تیماار شاده باا     

شاود  ملاحظاه مای   Rhizobialesاس بود. در مورد راسته تیرورال

( در unclassifiedبندی نشاده ) و یک جنس طبقه Devosiaجنس 

مرحله قبل از گلدهی ریزوسفر گیاهان شاهد و گیاهان تیمار شاده  

اس را با جمعیت خوبی کلنیزه کرده، اماا باا گذشات     تی با رورال

زمان جمعیت آنها در ریزوسفر کااهش پیادا کارده اسات. جانس      

Sphingobacterium      ،در گیاهان شااهد در مرحلاه آخار گلادهی

بیشترین فراوانی را دارد و جمعیت آن در مراحال قبال و اواساط    

باشاد. در تیماار قاارچکش نیاز چناین      گلدهی بسایار نااچیز مای   

ای صادق می باشد با این تفاوت که فراوانی جمعیات آن در  نتیجه

در  گیاهان تیمارشده با قارچکش به نسبت بیشتر از مرحلاه مشاابه  

 باشد.گیاهان شاهد می

( در تیمااار Bacterioidetes)از شاااخه  Chrysobacteriumجاانس 

شاهد در مرحله قبل از گلدهی باا فراوانای بیشاتری در ریزوسافر     

ردیابی شد ولی در مرحله اواسط گلدهی، جمعیات آن باه شادت    

کاهش پیدا کرد. در مرحله آخر گلدهی، افزایش کمی در جمعیت 

ود. در تیمار قاارچکش جمعیات ایان جانس باا      شآن مشاهده می

ن فراوانی بیشتری در مرحله قبل و آخر گلدهی در ریزوسفر گیاها

تیمار شده با قارچکش ردیابی شد ولی همانناد گیاهاان شااهد در    

 مرحله اواسط گلدهی جمعیت آن خیلی پایین است.

تنوع و غنای گونه در خاک ریزوسفر گیاهان شاهد و تیمار 

 استیالشده با رور

( alpha diversityبه منظور بررسی تنوع درون جمعیت )

مشاهده شده  OTUو تعداد  shanon ،Chao1های شاخص

ها برای (؛ مقادیر این شاخصLemos et al. 2011محاسبه شد )

آورده شده است؛ گیاهان  2های مورد بررسی در جدول نمونه

گین شاخص ( بیشترین میانCBشاهد در مرحله قبل از گلدهی )

( را داشته =8/2652Chao1( و غنای گونه )shanon=62/5تنوع )

( کمترین این CMو گیاهان شاهد در مرحله اواسط گلدهی )

 باشد. در مجموع خاک ریزوسفری گیاهان شاهدمقادیر را دارا می

ا باز تنوع بیشتری نسبت به خاک ریزوسفری گیاهان تیمار شده 

(، ولی از نظر  shanon=33/5اس برخوردار بودند ) تی رورال

 اس بیشتر بود تی غنای گونه سهم خاک مربوط به تیمار رورال

(17/2434Chao1=همچنین ملاحظه می .) شود تاثیر زمان

ای )اعم غنای گونه ، شاخص تنوع وOTUبرداری بر تعداد نمونه

ه هان در مرحلدار بوده و خاک ریزوسفری گیااز نوع تیمار(، معنی

 ، تنوع و غنا برخوردارOTUقبل از گلدهی از بیشترین تعداد 

ها در مرحله اواسط گلدهی بسیار باشد؛ مقادیر این شاخصمی

ر کاهش پیدا کرده و حتی نسبت به مرحله آخر گلدهی نیز  کمت

 (.2باشد )جدول می
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 ( غالب درون و بین تیمارهای مختلفbهای باکتریایی )( و جنسa) ی باکتریاییهافراوانی نسبی رده -3شکل 

* :C های شاهد، : نمونهFاس،  تی های رورال: نمونهBهای قبل از گلدهی، : نمونهMهای اواسط دوره گلدهی، ونه: نمEهای آخر دوره گلدهی: نمونه 

Fig. 3. Relative abundance of dominant bacterial class (a) and bacterial genus (b) within and between different treatments 

*: C: Control samples, F: Rovral TS samples, B: Before flowering samples, M: Middle of flowering samples, E: End of 

flowering samples  

 

 

( با استفاده از beta diversityها )همچنین تنوع بین جمعیت

( بررسی شد. Gower and Blasius, 2005)  Bray-Curtisروش

( به روش فوق را نشان PCAاصلی ) نمودار تجزیه مولفه 4شکل 

های های باکتریایی براساس زمانشود جمعیتدهد. ملاحظه میمی

مختلف رشدی گیاه )قبل از گلدهی، اواسط و آخر گلدهی( به 

های تیمار نمونهاند. علاوه براین، تفکیک خوبی از هم تفکیک شده

باشد.شاهد از تیمار قارچکش در مرحله آخر گلدهی واض  می

 

a) 

b) 
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 های مختلف( در نمونهalpha diversityهای مربوط به تنوع )شاخص -2جدول 

Table 2- diversity indices (alpha diversity) in different samples 

Shannon Chao1 OTU  observed treatment 
5.62 2652.8 2147 CB* 

4.81 2090.61 1525 CM 
5.57 2423.69 1906 CE 
5.26 2633 2184 FB 
4.94 2304.1 1796 FM 
4.82 2365.36 1760 FE 
5.33 2389 1859.33 Total C 
5.01 2434.17 1913.33 Total F 
5.44 2642.92 2165.5 Total BF 
4.87 2197.36 1660.5 Total MF 
5.19 2394.52 1833 Total EF 

* :C های شاهد، : نمونهFاس، تیهای رورال: نمونهBهای قبل از گلدهی، : نمونهMهای اواسط دوره گلدهی، : نمونهEاعداد به صورت  های آخر دوره گلدهی: نمونه

 اند.میانگین گزارش شده

*: C: Control samples, F: Rovral TS samples, B: Before flowering samples, M: Middle of flowering samples, E: End of 

flowering samples 

 

 

 Bray-Curtis(  براساس ماتریس فاصله PCAنمودار تحلیل مولفه اصلی ) -4شکل 

Fig. 4. Principal components analysis (PCA) based on Bray-Curtis distance matric 

 

 یخاک هاییستماک از اجزاء مهم اکوسخ یکروبیجوامع م

 یفاا ییو چرخه عناصر غذا یمواد آل یهدر تجز یبوده و نقش مهم

 به دنبال آن، عناصر خاک و یمحتوا یجهدر نت کنند ویم

 .Rutigliano et al) دهندیقرار م یرخاک را تحت تاث یزیحاصلخ

 هاییوهش یلاز قب نسانیا هاییتاز فعال یاریبس یاز طرف؛ (2004

و  یتساختار، فعال ی،فراوان یرو یکشاورز هایینزم یریتمد

 .Zhang et al) گذارندیم یرخاک تأث یاییتنوع جوامع باکتر

باشد های بسیار پیچیده زیستی میریزوسفر یکی از محیط (.2004

و به دلیل غنی بودن از مواد غذایی، تراکم میکروبی در آن بسیار 

  بحث
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های ریزوسفر ترین میکروارگانیسمانها فراوبالا است. باکتری

به ازای هر گرم خاک   CFU 810باشند و با جمعیت بیش از می

(. امروزه Egamberdieva et al. 2008ریشه در آن حضور دارند )

برای مطالعه و  16S rRNAیابی نسل بعدی با استفاده از ژن توالی

یرد، گمقایسه جوامع میکروبی بسیار مورد استفاده قرار می

و به روش  Illumine MiSeqآوری یابی با استفاده از فنتوالی

Paired-end sequencing های به دلیل در اختیار قرار دادن داده

ترین و بهترین زیاد با هزینه نسبی کم و کیفیت بالا یکی از رایج

 (. Tremblay et al. 2015باشد )های مورد استفاده میروش

ها و گر تغییر در فراوانی جنسنتایج این تحقیق بیان

اس  تی های ریزوسفر خیار با کاربرد رورالهای باکتریدهر

 Proteobacteria هایشاخه یاعضاباشد؛ در مجموع، می

ی را در ریزوسفر خیار داشتند فراوان یشترینب  Bacteridetesو

(. برخی از اعضای این دو شاخه از نظر اکولوژیکی در 3)شکل

قرار دارند و فراوانی اعضای این دو شاخه به  copiotrophicگروه 

غنی بودن محیط ریزوسفر از کربن آلی که ماده غذایی مطلوب 

(. کاهش Li et al. 2014شود )باشد، مربوط میبرای این گروه می

در  Pseudomonasهای جنس مهم فراوانی نسبی جمعیت باکتری

با رورال تی اس شده  های تیمارمرحله اواسط گلدهی در نمونه

باشد. در مورد تاثیر ترین تغییرهای مشاهده شده مییکی از مهم

اس )کاربندازیم+ایپرودیون( و همچنین ایپرودیون روی  تی رورال

های انجام شده، گزارشی در طبق بررسی Pseudomonasجنس 

گزارش کردند که  (2016)و همکاران  Fangدسترس نیست اما 

م سبب کاهش فراوانی نسبی بعضی مصرف مکرر کاربندازی

شده است. از طرف  Pseudomonasهای باکتریایی از جمله جنس

و  Sphingobacteriumو  Sphingopyxis هایدیگر، جنس

با  Candidatus Saccharibacteriaهای متعلق به رده جنس

اس در تی فراوانی بیشتر در مرحله اواسط گلدهی در تیمار رورال 

توان این پدیده را به کاهش اهد یافت شدند که میمقایسه با ش

جمعیت سودوموناس مرتبط دانست که در شرایط کاهش جمعیت 

اند جمعیت خود را افزایش توانسته Pseudomonasشرایط برای 

 مانند رورال یعاثر وس یفبا ط یهاقارچکشاز سویی دیگر،  دهند.

بر ساختار  مستقیمیرغ یرها، تاثقارچ یربا ممانعت از تکث اسی ت

 Muñoz-Leoz et al. 2011; Verdenelliدارند ) یاییجوامع باکتر

et al. 2012یکروبیجوامع م ینب یچیدهپ یهابرهمکنش یل(، به دل 

و سهم  Pseudomonas یکاهش فراوان یلدل یقدق یینتع یزوسفر،ر

به  یازو ن یستن یسرموجود م یهاهر عامل بر اساس داده

اس سبب تی کاربرد رورال در مجموع،  دارد. یشترب هاییبررس

و  Sphingobacteriumهای افزایش فراوانی نسبی جمعیت جنس
Chryseobacterim  که متعلق به ردهBacterioidetes باشند، در می

 (. 2هر سه مرحله شده است )شکل 

سنجش تنوع و پیچیدگی درون جوامع میکروبی با استفاده 

اند، های اکولوژیکی توسعه یافتهئوریهایی که در تاز شاخص

 Chao1شده، شاخص های مشاهده  OTUباشد؛ تعداد میسر می

)نشان دادن غنای گونه( و شاخص شانون )برای نشان دادن تنوع 

 .Barelli et alباشند )ها میترین این شاخصای( از مهمگونه

اس به تی  (. در این تحقیق مشخص شد که مصرف رورال2015

نظور ضدعفونی خاک قبل از کاشت، تنوع جامعه باکتریایی را تا م

( و از طرفی منجر به افزایش 01/5حدودی کاهش داده )شانون=

 OTU( و تعداد =Chao1 17/2434ها )ناچیزی در غنای گونه

گزارش کردند (2004) و همکاران  Wang(. 2شده است )جدول 

تاثیر منفی بر  که مصرف ایپرودیون در مقادیر و دفعات مجاز،

جوامع باکتریایی خاک نداشته، اما استفاده مکرر آن سبب بروز 

شود. در تغییرات چشمگیری بر ساختار جوامع میکروبی خاک می

نیز این  (2017)و همکاران   Zhangتحقیق انجام گرفته توسط 

موضوع اثبات شده و حتی گزارش شده که کاربرد مکرر و بیش 

های متعلق به بب کاهش جمعیت باکتریاز اندازه ایپرودیون س

شود که به ترتیب می Acidobacteriaو  Chloroflexiهای شاخه

در چرخه نیتروژن و تجزیه مواد آلی خاک نقش دارند. چنین 

کند. تغییر هایی در مورد مصرف کاربندازیم نیز صدق مییافته

 عمده در ساختار میکروبی خاک تیمارشده با کاربندازیم به روش

TGGE  که به وجود یک جنس از زیرشاخه گاماپروتوباکتریا در(

 .Wang et al)یاشد( گزارش شد های تیمارشده مربوط میخاک

، Pseudomonas ،Bacillusهای . کاهش جمعیت جنس(2012

Arthrobacter ،Mycobacterium ،Streptococcus ،

Burkholderia  وCorynebacterium  به واسطه مصرف بیش از

نی اد توصیه شده کاربندازیم، منجر به تغییر در تنوع و فراوح

 (. Fang et al. 2016های خاک شده است )جمعیت باکتری
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های تنوع درون و بین جمعیت با استفاده بررسی شاخص

یر های تنوع آلفا و بتا، نشان داد مرحله رشدی گیاه تاثاز شاخص

ر ریزوسفر صرفنظ داری بر تنوع و فراوانی جمعیت باکتریاییمعنی

ثبیت شده طی از کربن ت 5%-21%(.  4از نوع تیمار دارد )شکل

ا و سیدهفرایند فتوسنتز در گیاهان شامل مواد قندی محلول، آمینوا

های ثانویه از طریق ترشحات ریشه وارد ریزوسفر یا متابولیت

شده که سبب ایجاد رقابت شدیدی بین جمعیت میکروبی به 

رحله م(. Chaparro et al. 2013شود )نها میمنظور استفاده از آ

 رشدی گیاه یکی از عوامل تاثیرگذار بر کیفیت و کمیت مواد

باشد مترشحه و متعاقبا بر ساختار جمعیت میکروبی ریزوسفر می

(Li et al. 2014; Xu et al. 2009.) 

 یتدر ساختار جمع ییرتغ یانگرب یقتحق ینا یجنتا

)به مقدار  اس یت ا کاربرد رورالب یارخ یزوسفرر هاییباکتر

باشد، اما تغییر ایجاد شده خیلی زیاد نبوده و نکته یمتوصیه شده( 

باشد. در تایید این مهم گذرا بودن و عدم ثبات این تغییرات می

 و همکاران Wang  یلهوسانجام شده به یقتحق یجنتاموضوع، 

((2009b شده  یهصدر مقدار تو یمنشان داد که مصرف کاربنداز

روز  126داده و  ییرتغ یرا به طور موقت یکروبیم یتساختار جمع

به حالت  یکروبیم یتساختار جمع یم،بعد از مصرف کاربنداز

با توجه به نتایج این تحقیق و سایر خود برگشته است.   یهاول

ها که جز های انجام شده، بایستی در مصرف قارچکشپژوهش

احتیاط شده و به منظور  لاینفک کشاورزی امروزه هستند،

جلوگیری از خطرات جانبی و عدم تاثیر روی موجودات 

 غیرهدف، در مقادیر مجاز استفاده شوند.
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Abstract 

Studying the effects of fungicides on rhizosphere and soil microbial communities is very important due to 

the critical role of microorganisms in soil and plant health. In this study, the effects of fungicide Rovral 

TS on dynamic and structure of cucumber rhizospheric bacteria was investigated by Next-Generation 

Sequencing based on 16S rRNA gene (V4 region) by means of Illumina MiSeq sequencing in three plant 

growth periods. Results showed that among 26 identified phyla and 352 identified bacterial genera for 18 

samples, Proteobacteria and Pseudomonas were most dominate phylum and genus, respectively. 

Application of Rovral TS was resulted the changes in bacterial structure and dynamic. Decrease of 

relative abundance of Pseudomonas in middle stage of flowering in fungicide treatment and in the last 

stage of control treatment was observed. Moreover, the relative abundance of Sphingopyxis, 

Sphingobacterium and Chryseobacterim in fungicide-treated plants were more than control plant in all 

three stages. Analysis of diversity indices revealed that diversity in the rhizospheric soil of control plant 

was more than fungicide-treated plants (shanon=5.33), while species richness in control soil was greater 

than fungicide treated (Chao1=2324.17). In addition, the effect of plant developing stages on OUT 

number, diversity and richness indices (regardless type of treatment) was significant and rhizospheric soil 

belongs to before flowering stages benefit more diversity and richness.   

Keywords: microbe, cucumber, fungicide, metagenomics 
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