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 تعاریفمقدمه و  -1

 مقدمه -1-1

زنند که یممحققان تخمین که  به طوری د؛نشوترین زیستگاه روی کره زمین محسوب میبه لحاظ زیستی متنوع هاخاک

چی و طیف های قارها هزار گونه مختلف، تا دویست متر هیفک بیش از یک میلیارد سلول باکتری شامل دهدر یک گرم خا

خاک یک سیستم  .وان یافتترا می های خاکیو کرم بندپایان، نماتدها جانوران ریز و درشت مانند پرتوزوآها،ای از گسترده

های گوناگون، عدنی در اندازهم-های آلیدر این بستر خاکدانهاست.  با تغییرات زمانی و مکانی زیاد پیچیده و ناهمگن

تعداد  از این روی، هوازی داشته باشند.توانند شرایط هوازی، نیمه هوازی و یا بیکنند که میایجاد میی متعدد هایزیستگاه

شناسی و بوم (مترسانتی 30تا  20نانومتر تا  20بر اساس عرض بدن از ) با اندازه ی میکروبی و جانوریهاشماری از گونهبی

 . (1) وجود دارنددر خاک مختلف 

ه تنوع ژنتیکی، دهد اما این مفهوم قابل تعمیم بهای متمایز را نشان میتعداد گونهتنوع زیستی خاک به طور متعارف 

جوامعی که تشکیل  وها ها تا گونهژنگوناگونی بنابراین تنوع زیستی خاک به  ای است.فنوتیپی، عملکردی، ساختاری یا تغذیه

مناطق های اکخبر اساس اطلس جهانی تنوع زیستی خاک، بیشترین تنوع زیستی در  .(2)اشاره دارد آنها  عملکرددهند و می

 ترسطح پایین های با درجه حرارت بالا و بارندگی کم قرار دارند.س از آن خاکشود. پمعتدل و مرطوب گرمسیری یافت می

)بسیار گرم  در ارتباط با شرایط دشوار دمایی های سرد و خشک است. کمترین میزان تنوع زیستی خاکتنوع زیستی در خاک

لی برای محافظت و الملابتکار بین»های جهانی دانش مرتبط با تنوع زیستی خاک پس از آغاز برنامه. (3) یا بسیار سرد( است

هانی و چاپ اطلس ج 2012در سال  (GSPمشارکت جهانی خاک )و  2002در سال « استفاده پایدار از تنوع زیستی خاک

عه های مطالافزایش زیادی داشت. همچنین این موضوع مرهون پیشرفت شگرف در روش 2016تنوع زیستی خاک در سال 

شده و  هم اکنون نیز تنوع زیستی خاک یکی از ده حوزه عملیاتی مشارکت جهانی خاک محسوب .(1) جانداران خاک بود

 شود.نبال می( دNETSOBالمللی تنوع زیستی خاک )ت از آن در شبکه بینترویج استفاده پایدار از تنوع زیستی خاک و حفاظ

 تعاریف -2-1

 خاک -1-2-1

تأثر از آب، مهای فیزیکی، شیمیایی و زیستی و ای از واکنشای طبیعی، متحول و پویا است که طی مجموعهخاک پیکره

درجا و رسوبی  آید. این تعریف شامل خاکوجود می اقلیم و موجودات زنده، با گذر زمان روی پوسته زمین یا سنگ مادر به

 .(4)شود نیز می
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 بومزیست -2-2-1

ه جامعه یا گروهی بوم ببوم شامل تمام موجودات زنده، محیط پیرامون و همه روابط متقابل آنها است. در واقع زیستزیست

 رزندهیغ یکیزیف یعوامل و اجزا یهمه وبا یکدیگر و  شود که در یک محیط مشخص زندگی کردهاز موجودات زنده اطلاق می

 . (5)در تعامل هستند  طیمح

 عملکرد خاک -3-2-1

دهد، خ میرفرایندهای طبیعی مانند چرخه عناصر غذایی، چرخه آب و هوادیدگی که تمام و یا بخشی از آنها در خاک 

 .(6)شوند عملکرد خاک محسوب می

 بومزیستعملکرد  -4-2-1

عملکرد  شود،میو دیگر موجودات زنده که منجر به تحقق و حفظ زندگی انسان  ختیشنابومبه شرایط و فرایندهای 

ستی )محیط پیرامون گویند. در واقع اثرات متقابل و تعاملات پیچیده بین اجزای زیستی )موجودات زنده( و غیرزیبوم میزیست

بوم ، عملکرد زیستشودافشانی و تجزیه مواد میفتوسنتز، گرده از قبیلهایی ها که منجر به پدیدهبومموجودات زنده( زیست

 . (7)آید به شمار می

  بومزیستخدمات  -5-2-1

آب و نظیم فیه آب، تدر تأمین رفاه انسان مانند تولید غذا، تص هابومزیستهای مستقیم و غیرمستقیم به مزایا و مشارکت

شود لاق میاط بومزیستو تشکیل خاک خدمات  جوکنترل سیل، چرخه آب و عناصر غذایی، تولید اکسیژن ترسیب کربن، ، هوا

(8). 

 تنوع زیستی خاک -6-2-1

ی از قبیل مواردتواند ظرفیت )پتانسیل( خاک را در است که می خاکتنوع زیستی خاک نشاندهنده گوناگونی حیات در 

غذیه و داروسازی تو در  ، اصلاح و پالایش خاک)ها( ازجمله تغییرات اقلیمیتنشمقابل آوری در کشاورزی پایدار، افزایش تاب

 . (9)نشان دهد 

 باکتری -7-2-1

 نیباشند. ایدارند را دارا م ازیخود ن اتیادامه ح یکه تمام آنچه که براای هستند یاختهتک هایریزسازوارهها باکتری

 یسلول به این معنا که. گیرندجای می یوتیپروکار یهاسلولدر دسته د، نشویم دهینام ومیباکتر یموجودات که به صورت تک

میلیاردها سال قبل از گیاهان و  . این جاندارانچرخدیآن در داخل سلول آزادانه م یکیامک و ماده ژنتاست فاقد هسته و اند

 باو  وجود دارند یچیمارپ ایشکل  یالهیم ،یکرو یهاآنها در اشکال مختلف مانند سلولحیوانات روی زمین وجود داشتند. 



 مقدمه و تعاریف –فصل اول  01/06/1403 12

 

های ها در تمام کره زمین، از چشمهباکتری .شوندمیسازگار  یطیمختلف مح طیبه شدت با شرا، سمیاز متابول یمتنوع انواع

  .(1) شوندقطب شمال یافت می تا گرمآب 

 یسیانوباکتر -8-2-1

به عنوان ) ربن جواکسید کدیهستند که با استفاده از یک یا چند سلولی های فتوسنتزکننده باکتریهمان ها یسیانوباکتر

د از این ترکیبات آلی تواننکنند. جانداران دیگر می، ترکیبات آلی تولید می(به عنوان منبع انرژی)و نور خورشید  (منبع کربن

  .(1)ند استفاده کن

 قارچ -9-2-1

 یهاگونه اغلب .رندیگیرا در بر م اتیاز اشکال ح یعیوس فیهستند که ط زنده از موجودات یمتنوع اریگروه بسها قارچ

خه کربن خاک چر یهاقارچکنند. یم یخود را در خاک سپر یاز چرخه زندگ یاند حداقل بخشکه تاکنون ثبت شده یقارچ

 روندبه شمار میک خا ییغذا یهااز شبکه ریناپذییجدا یبخش ،دهیچیاز مواد پ یاریبس هیتجز تیقابلبا  و کنندیم تیرا هدا

(1). 

 های قارچهیف یا ریسه -10-2-1

 ،با رشد و توسعه خودها هستند که در اغلب قارچ منشعبیای و طویل، رشته قارچ ساختار سلولی 1هاییا ریسه هیف

 .(1)شوند  محسوب می شکل قارچاصلی  دهندهحالتدهنده پیکره و شکل

 های خاکآنزیم -11-2-1

همی در جریان و نقش م دهندرا افزایش می متابولیسم سرعت ،بیوشیمیایی خاک نقش فعال دارند در فرایندهای هاآنزیم

 فسفر هستند. ومله کربن، نیتروژن د. از عوامل کلیدی چرخه عناصر از جکننایفا می و اکوسیستم خاک و انتقال در انرژی

 .(10)د شویو سلامت خاک محسوب م تیفیک یابیارز یشاخص مناسب برا کی یمیآنز تیفعال زانیم

  های خاکپوسته -12-2-1

و سطح خاک و بین توده خاک و  جوکه جریان مواد و انرژی در فضای بین  هستند شناختیبوممرزهای های خاک پوسته

ها و رسوبات به ویژه در مناطق های ساختاری سطح خاکترین ویژگیها از اصلی. پوسته(11) کنندهای گیاه را کنترل میریشه

. شوندبندی میهای شیمیایی، فیزیکی و زیستی تقسیمهای خاک به چند نوع پوستهخشک هستند. پوستهخشک و نیمه

ها، ویژگی بسیاری از وجود آنشوند که های غیر زیستی سطح خاک محسوب میهای شیمیایی و فیزیکی جزء پوستهپوسته

ه شوند، پوستهای جهان را شامل میسطح خشکی %40. در مناطق خشک و نیمه خشک، که بیش از (11) مناطق بیابانی است

                                                           
1 Hyphae 
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های فیزیکی و زیستی تقریبا بخش ناچیزی از پروفیل خاک را اند. اگر چه پوستههای فیزیکی و زیستی خاک گسترده شده

 .(12) متر ضخامت(، اما به ویژه در مناطق کم آب، چندین نقش را بر عهده دارندشامل می شوند )کمتر از یک تا چند میلی

 های زیستیپوسته -13-2-1

، ها، قارچهاای از قبیل سیانوباکتری، جلبکهای زیستی خاک اجتماعی تنگاتنگ بین ذرات خاک و موجودات زندهپوسته

فوقانی  ی لایهمترچند میلی عمق روی سطح خاک یا در های مختلف هستند کهدر نسبت 2هاها و هپاتیکخزه ها،گلسنگ

شوند و در نتیجه ات پراکنده خاک بواسطه حضور و فعالیت این موجودات زنده به همدیگر متصل میذر کنند.خاک زندگی می

 .(11) پوشانندهای زیستی به عنوان یک لایه منسجم سطح زمین را میپوشش پوسته

  گلسنگ -14-2-1

 خشب و یک کننده )فوتوبیونت( همزیست فتوسنتزشریک به عنوان  ییا سیانوباکتر و جلبک سبز یک همزیستی بین

از یک بیوفیلم  منجر به تشکیل اجتماع یا کنسرسیومی شریک غیر فتوسنتزکننده )مایکوبیونت(به عنوان یک  ی هتروتروفقارچ

های غیر های مخمر بازیدیومایستی و باکتریبا حضور برخی قارچرد که ممکن است شود که گلسنگ نام دامتحدالشکل می

 .همراه باشد هافتوسنتزکننده دخیل در همزیستی و شبه ویروس

 ضرورت ارزیابی تنوع زیستی خاک -3-1

ا این باست. بوم زیستسلامت خاک و خدمات در پایداری کننده نییتع یدیعامل کل کخاک ی یستیحفاظت از تنوع ز

ایطی است این در شر .شودمیرکز تم ی حفاظت از تنوع زیستیبه جا یزیحاصلخ تیریخاک بر مد تیریدر مد وجود، غالباً

کاهش انتشار  جهیتنو در  یآل تروژنیکربن و ن رهیذخ ،سالم ینیرزمیآب ز دیتولتواند میغذا،  دیعلاوه بر تول که سلامت خاک

گستره  .(1)ند را تضمین ک زاعوامل بیماریو کنترل  به آب خاک ریزجاندارانو  اهانیگ یدسترس میتنظ ی،اگلخانه یگازها

کننده های تثبیتکتریهای مایکوریزا و باو ریزجانداران مفید مانند قارچبوم زیستوسیعی از جانداران خاک از جمله مهندسان 

خدمات  و فراهم کردنبوم زیستنقش مهم تنوع زیستی خاک در عملکرد دارند. بوم زیستنیتروژن نقش مهمی در خدمات 

نیز ممکن است تحت  لیل دومد اگرچه ؛طبیعی تهدید شود فجایعهای انسانی و یا یتی ممکن است به دلیل فعالبومزیست

ری اولیه گیاه وهمچون بهرهبوم زیستتواند بر خدمات تنوع زیستی خاک می کاهش .باشددر طبیعت انسان  هایدخالتتأثیر 

مناطق مختلف  ذارد. تنوع زیستی خاک درو تولید غذا، کیفیت آب، چرخه عناصر غذایی و تشکیل ساختار خاک تاثیر منفی بگ

ری و نیمه زارهای خشک، علفزارهای گرمسیها و بوتهبیابان شناختیبومجهان در معرض خطرات مشابه نیست. در مناطق 

 . (2)برگ و معتدل و مختلط بیشترین عوامل خطر وجود دارد های پهنگرمسیری و جنگل

                                                           
2 Hepatica 
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سازی ، از دست دادن مواد آلی/کربن خاک، فشردهشدید کشاورزیگسترش و توسعه زدایی، توسعه شهرنشینی، جنگل

وزی، سزایی، آتشی، آلودگی، شوری، سدیمی شدن، بیابانبندی، اسیدی شدن خاک، عدم تعادل عناصر غذایخاک، سله

رین خطر برای تترین عواملی است که تنوع زیستی خاک را در معرض خطر قرار داده است. شایعفرسایش و رانش زمین از مهم

زدایی، جنگل قبیل زعوامل تهدیدکننده ا تنوع زیستی خاک در دنیا هدررفت مواد آلی خاک است که این عامل در ارتباط با سایر

باشد. عوامل ا( می)هر دو مرتبط با تغییر کاربری اراضی( و تغییر اقلیم )به ویژه در مناطق توندر کشاورزیگسترش و توسعه 

، متقابل و یا افزایشی بر هم داشته عیتجماثرات دهند، بلکه ممکن است تنوع زیستی خاک نه تنها همزمان رخ می تهدیدکننده

 .(2)باشند 

بوم زیست ای و جهانی برای حفاظت و مدیریت آن در سطحبررسی و ارزیابی وضعیت تنوع زیستی خاک در مقیاس منطقه

گیری تنوع زیستی ه. برای انداز(1)اند برداری تنوع زیستی خاک کردهکشور در جهان اقدام به نقشه 22. تاکنون اهمیت دارد

ک و های مربوط به مدیریت حاصلخیزی خاهای گوناگون در کشورهای مختلف استفاده شده است و شاخصخاک از شاخص

 ها،و پژوهش های مرتبط با ترسیب کربن خاک از عمومیت بیشتری برخوردار هستند. با وجود تمام مطالعاتپس از آن شاخص

ه شمار بچالش  کیهمچنان  که به خوبی بیانگر وضعیت تنوع زیستی خاک در هر منطقه باشند تیزیس یهاشاخص انتخاب

 . (2)آید می

 الزامات قانونی ارزیابی تنوع زیستی خاک -4-1

ا اولویت اراضی بقانون حفاظت از خاک، نقشه پراکندگی تنوع زیستی خاک کشور نامه اجرایی آیین در راستایدر کشور ما 

 نامه مذکور،یینآبرمبنای  . همچنین(9) شودتدوین و ارایه آن  و برنامه مدیریت و حفاظت از ترسیم شده باید زراعی و باغی

رفته شود گارزش غیربازاری نظیر خدمات محیط زیستی و تنوع زیستی هم در نظر  در مطالعات ارزش اقتصادی خاکبایستی 

ایستی در ابتدا نامه بآییناین گیری و ارزیابی تنوع زیستی خاک است. برای اجرای که خود مستلزم تبیین روش اندازه (9)

هدف . بنابراین ع و مطابق استانداردهای جهانی برای تعیین تنوع زیستی خاک و ترسیم نقشه آن تدوین شوددستورالعملی جام

با الهام از  کشور هایخاک یستینقشه تنوع زترسیم  گیری، ارزیابی وی اندازهبرا اجرایی ، ارائه روشیدستورالعمل نیا یاصل

بدین منظور، در طی جلسات  است. هارساختیمنابع موجود، امکانات و ز ان،ریفرد امنحصربه میو متناسب با اقل یجهان اتیتجرب

گام  یف شود.متعدد با متخصصان این عرصه تصمیم بر آن شد تا مطالعات تنوع زیستی خاک در کشور در سه گام اجرایی تعر

ات دردسترس، گام بودجه و امکانالاجرا است. بنا بر هدف، های ارزیابی تنوع زیستی خاک کشور لازماول مطالعات برای طرح

وجه به نتایج به دست های مورد بررسی و یا در شماری از آنها انجام شود. در نهایت با تتواند در تمام مکاندوم مطالعات می

 توانارشناسان میکهای تنوع زیستی، بنابر صلاحدید های اول و دوم مطالعات تنوع زیستی خاک و شناسایی کانونآمده در گام

 (. 1-1گام سوم مطالعات را برای به دست آوردن اطلاعات تکمیلی در نقاط خاصی اجرا نمود )شکل 
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 ساختار مطالعات تنوع زیستی خاک -1-1شکل 
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 بردارینمونه -2

هترین تجزیه باست، به طوری که  علوم خاکدر مطالعات ترین مرحله ه مهمسازی نمونو آماده خاک برداری صحیحنمونه

به این  های خاکونهآزمایشگاهی نم میدانی و کار دقیقدر واقع . (13) تواند این ضعف را جبران کندو تحلیل آزمایشگاهی نمی

محدودکننده  عاملی بردارنمونهالگوی ها و نتایج، ناشی از تغییرپذیری نمونه است. بنابراین معنی است که تغییرپذیری داده

 و در افزایش صحت نتایج تنوع زیستی خاک نقش بسزایی دارد. (14) بودهدقت 

 برداری انتخاب محل نمونه -1-2

 (3هاهای مطالعاتی پایش کیفیت خاک )بنچ مارکپایگاهدر مطالعات تنوع زیستی خاک و ترسیم نقشه آن در کشور ما  

 . اجرا خواهد شد

 برداریزمان نمونه -2-2

برداری ونهدی برای نمبرداری به شرایط محیطی منطقه وابسته است. هوای گرم و خشک شرایط نامساعزمان دقیق نمونه

خاک در دما و  برداری مطالعات تنوع زیستیبنابراین بهتر است نمونه .(15) کندهای خاکی ایجاد مینماتدها و حتی کرم

سط بهار فراهم چنین شرایطی از اواسط زمستان تا اوا کشور، مختلف هایاقلیم در فصل بهار انجام شود. با مشابه یرطوبت

 لعه بستگی دارد.طقه مورد مطامطالعات تنوع زیستی خاک به اقلیم من برداریزمان مطلوب نمونه تعیین در نتیجهخواهد شد. 

برای نتخاب کنید. برداری را در بازه بهمن تا اردیبهشت ماه ا، زمان نمونهمنطقه مورد مطالعه شرایط آب و هوایی بر اساس

اگر  .(16) وندشآوری جمعترین بازه زمانی ممکن ها در کوتاهمحدود کردن هر چه بیشتر اثرات فصلی و زمانی، همه نمونه

هاره( و قبل از بمنطقه مورد مطالعه جزو اراضی فعال کشاورزی بود یک تا دو هفته پس از برداشت محصول اصلی )زمستانه یا 

 . (15) برداری انجام شودهر مرحله عملیات کشاورزی دیگری، نمونه

 داری برروش نمونه -3-2

 تجزیه مولکولیو  جمعیت نماتدهابرداری برای نمونه -1-3-2

کننده خصوصیات سایت )مانند خاک، پوشش مترمربع نسبتاً همگن و منعکس 18×18برداری یک قطعه نمونه در محل

نقطه( بایستی به وسیله اوگر )در  9رئوس و میانه اضلاع قطعه )در مجموع در مرکز،  گردد. گیاهی و کاربری زمین( انتخاب

                                                           
3  Benchmarks 
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متر سانتی 20عمق صفر تا در  نمونهزیر 9در هر قطعه  شود. بنابراینانجام برداری صورت نبود اوگر به کمک بیل( نمونه

 . کنید تهیهآوری و یک نمونه مرکب جمع

 ملاحظات

در  4های خنکهای خاک در جعبهگراد است، باید نمونهدرجه سانتی 15ی بیش از برداراگر دمای هوا در زمان نمونه -1

ها در اسرع وقت به آزمایشگاه مرجع منتقل نمونه .قرار گیرند تا در برابر نور و گرما محافظت شوندگراد درجه سانتی چهاردمای 

 . (15) برسد های زیستی به حداقلشده و در یخچال نگهداری شوند تا تغییرات در ویژگی

تثبیت آنها در  وبایستی نماتدها در کمترین زمان ممکن، از نمونه خاک مرطوب استخراج شوند. پس از استخراج  -2

 . (15)گیرند قرار می تجزیهفیکساتیو، در نوبت 

گراد قابل سانتی درجه 4ها به مدت محدود در دمای نمونه ،سوم مطالعات گامدر  برای بررسی تنوع ژنتیکی خاک -3

ی نگهداری هایی که در دمای منف. نمونهآنها در حداقل زمان ممکن انجام شود DNAاستخراج  بایستینگهداری هستند و 

 .تغییر کنند از نظر ترکیب جمعیت میکروبی توانندمیشوند می

   کرم خاکی جمعیت برداری براینمونه -2-3-2

وشش گیاهی سطح زمین را متر مشخص کرده پ 1×1ای با ابعاد محدوده (1-3-2)زیربخش برداری در مرکز قطعه نمونه

کرم خاکی  ضورحه دقت ها در خاک باقی بمانند. اگر در سطح زمین لایه لاشبرگ وجود داشت، ببریده و جدا کنید، اما ریشه

. برای (13)ر کنید متری حفسانتی 20گذاری شده را با بیلچه برش زده و با بیل تا عمق در آن را بررسی کنید. محدوده علامت

 50×25زرگ با ابعاد بیا یک سینی  مذکور، خاک حفر شده را روی یک لایه پلاستیکی مانند نایلون زباله جلوگیری از فرار جانور

ا بررسی کنید. متر بریزید. دستکش یکبار مصرف را پوشیده و به دقت خاک و ریشه گیاهان رسانتی 20متر و با عمق سانتی

دارای در و برچسب  های خاکی بالغ و نابالغ بایستی جداسازی شده و همراه با مقداری خاک فوراً به ظروف پلاستیکیتمام کرم

در جعبه خنک  های خاکی تا زمان رسیدن به آزمایشگاه، این ظروف راتوده کرمتقل شوند. برای جلوگیری از کاهش زیستمن

برداری را تمیز ونهها را به گودال برگردانده و محل نمو دور از نور مستقیم خورشید نگهداری کنید. پس از اتمام کار، خاک

 .(15)کنید 

 ملاحظات

ر اساس منطقه، آب و بشرایط این  باشند.فعال  جانوران خاکخاک به اندازه کافی مرطوب و باید برداری نمونه زمان -1

  باشد.میلاً با فصل بارانی همزمان کاربری زمین متفاوت است، اما معمو و هوا، پوشش گیاهی

ی براهای خاکی باید شمارش و تعداد بالغ و نابالغ آنها تعیین شوند. اگر برداری، کرممونهنساعت بعد از  24حداکثر تا  -2

 .شوندنتقل مبه فیکساتیو بایستی در طی این زمان  ،نگهداری کنید را هانمونهدارید به مدت طولانی هدف مقاصد خاص، 

                                                           
4Cool Box  
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های های زیستی خاک )جامعه گلسنگی و سیانوباکتریایی ویژه عرصهبرداری پوستهارزیابی و نمونه -3-3-2

 غیرکشاورزی(  -طبیعی

 هاها و ترانسکتانتخاب محل پلات -1-3-3-2

های ، پوستهدر داخل تیپ غالب. های زیستی منطقه بایستی تعیین شودغالب پوسته تیپ ابتدا بازدیدهای صحرایی، طی

 بدین. اهد بودسیستماتیک خو -تصادفی روش به محدوده این در گیرینمونه. گردندمی مشخص مطالعه  مورد زیستی محدوده

پلات  ینمحل اول. کنید تعیین یتصادف بصورت سنگ پرتاب با مورد مطالعه را منطقه در ترانسکت خط اولین محل منظور

 صورت هبرا  ترانسکت هر روی هاپلات دیگر و هاترانسکت دیگر نتخابا. بود خواهد تصادفی نیز ترانسکت خط هر روی

ها بقیه ترانسکت به این ترتیب موقعیت اولین ترانسکت و اولین پلات تصادفی انتخاب شده و موقعیت. دهید انجام سیستماتیک

ین کنید. مزیت مومی منطقه تعیها را موازی هم و عمود بر شیب عها به صورت سیستماتیک خواهد بود. همه ترانسکتو پلات

ذا آمار هر شوند لاین روش این است که سه تا چهار ترانسکت با فواصل منظم در ارتفاعات مختلف یک دامنه انداخته می

 ترانسکت بیانگر اختلافات ارتفاعی دامنه ها نیز خواهد بود. 

 تعداد ترانسکت -2-3-3-2

نسکت و برای عدد ترا 3و خاک( تعداد حداقل  های زیستیپوستهجوامع  تر بودن)به دلیل یکنواخت ق مرطوببرای مناط

 باشد. عدد ترانسکت می 4طق حداقل برابر سایر منا

 طول ترانسکت و فواصل مابین آنها -3-3-3-2

ی از یکنواخت های زیستیپوستهه باشد. هر چه جامعمی 1-2ول ها بر اساس موارد مندرج در جدطول و فواصل بین ترانسکت

 ها کمتر در نظر گرفته خواهد شد و برعکس. طول و فاصله بین ترانسکت ،بیشتری برخوردار باشد

 هاطول و فواصل بین ترانسکت -1-2 جدول

 هافواصل بین ترانسکت طول ترانسکت منطقه اکولوژیک

 متر 100تا  50 متر 100تا  50 مرطوب و نیمه مرطوب

 متر 100تا  50 متر 100تا  50 های مرتفعکوه

 متر 100تا  50 متر 100تا  50 نیمه استپی

 متر 100 متر 150 استپی

 متر 100 متر 200 بیابانی

 متر 100تا  50 متر 300 عمانی و بلوچی
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 تعداد و سطح پلات -2-3-4-3

)تیپ  1ر د 1ا )چمنزارها و علفزارهای پیوسته و انبوه( ت 5/0در  5/0عدد پلات  30منطقه مرطوب و نیمه مرطوب:  -

 پلات 40گیاهان بالشتکی و گندمیان پایا و یا تیپ گندمیان پایا و بوته( 

 )چمنزارهای انبوه(  5/0در  5/0عدد پلات  30های مرتفع: کوهمنطقه  -

 50( ای زیستیهیکنواختی و همگن بودن پوشش پوسته)بسته به  2در  2تا  1در  1عدد پلات  40منطقه نیمه استپی:  -

 پلات

 پلات 80( ستیهای زییکنواختی و همگن بودن پوشش پوسته)بسته به  2در  2تا  1در  2عدد پلات  60قه استپی: منط -

 120( یستیزهای یکنواختی و همگن بودن پوشش پوسته)بسته به  4در  3تا  1در  2عدد پلات  60منطقه بیابانی:  -

 پلات

 3در  3( تا یاییهای زیستی سیانوباکترا غالبیت پوشش پوستهمناطق ب) 2در  2عدد پلات  40منطقه عمانی و بلوچی:  -

ی زیستی هاغالبیت پوسته)بسته به  پلات 80( و همچنین های زیستی سیانوباکتری و خزهمناطق با پوشش غالب پوسته)

 (سیانوباکتری، خزه و گلسنگ

 مستطیل( -دایره -شکل پلات )مربع -5-3-3-2

ه به ابعاد پلات تپی غالبا به شکل مربع و در سایر نقاط به شکل مربع یا مستطیل بستو نیمه اس در مراتع مناطق مرطوب

 باشد.  می

 های زیستی حداقل سطح مورد مطالعه الزامی برای ارزیابی پوسته -6-3-3-2

متفاوت ختلف م شناختیبومهای زیستی بایستی مورد بررسی قرار بگیرد، در مناطق حداقل سطحی که برای ارزیابی پوسته

 ت. های زیستی یک منطقه آورده شده اسحداقل سطح مورد نیاز برای بررسی پوسته 2-2باشد. در جدول می

 هابا توجه به طول و فواصل بین ترانسکت شناختیبومحداقل سطح ارزیابی مورد نیاز در مناطق مختلف  -2-2جدول

 توضیحات حداقل سطح ارزیابی شناختیبوممنطقه 

 هکتار 8تا  4 ه مرطوبمرطوب و نیم
ها و بر اساس جامعه بسته به طول و فواصل ترانسکت

 های زیستیپوسته

 هکتار 3تا  2 های مرتفعکوه
ها و بر اساس جامعه بسته به طول و فواصل ترانسکت

 های زیستیپوسته

 هکتار 6تا  5 نیمه استپی
ها و بر اساس جامعه بسته به طول و فواصل ترانسکت

 زیستی هایپوسته

 - هکتار 13 استپی

 - هکتار 15 بیابانی
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 هکتار 20تا  12 عمانی و بلوچی
ها و بر اساس جامعه بسته به طول و فواصل ترانسکت

 های زیستیپوسته

 های زیستیزمان ارزیابی پوسته -7-3-3-2

برداری انجام ی و نمونهعملیات ارزیابهای زیستی تاثیر بسیار زیادی بر نتایج آن دارد و بایستی زمانی زمان ارزیابی پوسته

وامل تأثیرگذار عسایر  ، ترکیب گیاهی وشناختیبومشود که عرصه طبیعی از آمادگی لازم برخوردار باشد. با توجه به منطقه 

-2بی متفاوت خواهد بود. در جدول ارزیاعملیات زمان مناسب  ،زمان حضور دام های زیستی خاک از جملهدر تخریب پوسته

 آورده شده است. بردارینمونه برای شناختیبوممناطق مختلف زمان حدودی آمادگی  3

 شناختیبومدر مناطق مختلف  بردارینمونه برایمناسب زمان حدودی  -3-2 جدول

 برداریمناسب برای نمونهزمان  شناختیبوممنطقه 

 اوایل خرداد تا اوایل تیر ماه مرطوب و نیمه مرطوب

 واخر خرداد تا اواسط تیر ماها های مرتفعکوه

 اوایل خرداد تا اوایل تیر ماه نیمه استپی

 استپی
 واسط اردیبهشت تا اواسط خرداد ماها -1

 واخر مهر تا اواسط آبان ماها -2

 بیابانی
 واسط اردیبهشت تا اواسط خرداد ماها -1

 واخر مهر تا اواسط آبان ماها -2

 فروردین ماه اواسط اسفند تا اوایل عمانی و بلوچی

 های زیستیبرداری خاک برای ارزیابی پوستهنمونه -8-3-3-2

و مرطوب  نیمه استپی مناطقمتر و در سانتی 10برداری خاک در مناطق بیابانی، استپی و عمانی و بلوچی تا عمق نمونه

همواره از پای یک بوته مشخص برداشته شود باید ها برداشته میهای خاکی که از پای بوتهسانتی متر خواهد بود. نمونه 20تا 

های مختلف تاثیرات متفاوتی بر خاک پای خود خواهند داشت. برای برداشت خاک باید لاشبرگ و خاشاک را شوند. زیرا گونه

دوم و سوم انجام خواهد  های اول،کنار زده و سپس از سطح رویی خاک برداشت انجام شود. برداشت خاک در طول ترانسکت

ها جمع آوری شده و با هم مخلوط ها خاکبار از فضای بین بوته 3های یاد شده این ترتیب که در طول ترانسکت شد. به

نمونه خاک خواهیم  6شوند. به این ترتیب ها برداشت شده و مخلوط میبار از پای یک بوته مشخص خاک 3شوند. همچنین می

عدد دیگر از خارج قرق بر  6عدد از داخل قرق و  6ک جمع آوری شود. نمونه خا 12داشت. اگر قرق وجود داشته باشد باید 

های خنک قرار دهید و در اسرع وقت به آزمایشگاه آوری شده را در جعبههای خاک جمعنمونهاساس دستورالعمل یاد شده. 
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ی به صورت زیر در جدول نمونه برگه اطلاعات برداشت میدان گراد نگهداری کنید.درجه سانتی -20منتقل کرده و در دمای 

 آورده شده است: 2-4

 های میدانی از جامعه سیانوباکتریایی خاکنمونه برگه اطلاعات برداشت -4-2جدول 

 مختصات جغرافیایی:  نام منطقه: برداشت کننده : تاریخ برداشت: شماره قطعه نمونه: 

 ارتفاع از سطح دریا:

 

 درصد شیب: جهت شیب: 

 سطح پوشش: لب گیاهی(: گونه )گونه های غا

 عمق خاک: رنگ خاک: ضخامت لایه:

 اثر آتش سوزی در منطقه: اثر چرای دام: اثر تخریب: 

 ملاحظات

 کمتر در نظر گرفت.   ها راتوان طول و فواصل ترانسکتچنانچه دامنه کوه کوتاه بود می -

 باشد.  منطقهگونه گیاهی موجود در  رفته شود که دو برابر بزرگترینسطح پلات باید به نحوی در نظر گ -

گرم و خشک در مناطق استپی و بلوچی( باید تعداد  هایبومزیستتر باشد )مانند هر چه پراکنش گیاهی غیر یکنواخت -

 پلات بیشتری در نظر گرفته شود.

 گزارش اطلاعات تکمیلی  -4-2

 برداریاطلاعات تکمیلی محل نمونه -1-4-2

بزار مفیدی اکند، بلکه برداری نه تنها زمینه را برای بررسی خصوصیات مختلف خاک فراهم میهتوصیف کامل محل نمون

مونه )مختصات نهایی از قبیل مکان برداری دادهدر زمان نمونهدر ارزیابی و تفسیر نتایج آزمایشگاهی نمونه خاک است. 

 ای سرزمینسیم، ارتفاع از سطح دریا، موقعیت در شده در نقطه مرکزی قطعه(، پوشش گیاهی )پوشش و ترکیب(، شیبگرفته

های ، کرمه خاکاز قطعهمچنین . نماییدآوری جمع را الراس( و تاریخچه کاربری زمین)شیب بالا، میانه و پایین، دره، خط

رای اراضی کشاورزی نمونه فرم اطلاعات تکمیلی ب 5-2جدول در  .(14) شود و محیط اطراف عکس تهیه آوری شدهخاکی جمع

 برداری بایستی تکمیل شوند.و غیرکشاورزی آورده شده که در حین عملیات نمونه

 

 

 

 



 23                                                                                           01/06/1403            سازی نمونه                      برداری و آمادهنمونه –دوم فصل 

 

 برگه اطلاعات تکمیلی نمونه خاک در اراضی کشاورزی -5-2جدول 

 برداری خاک برای ارزیابی تنوع زیستیبرگه اطلاعات نمونه

 شرح های عمومیویژگی شرح ومیهای عمویژگی

  کد نمونه  بردارنام نمونه

  تعداد زیر نمونه  شهر و استان

  تلفن
 (UTMمختصات جغرافیایی )

X: 

 :Y  برداریتاریخ نمونه
  برداریسطح مورد نمونه  برداریعمق نمونه

 ▢ریز   ▢متوسط   ▢درشت بافت خاک ▢وزش باد شدید  ▢بارانی   ▢ابری  ▢آفتابی شرایط آب هوایی

 ▢خشک   ▢مرطوب   ▢خیس رطوبت خاک ▢>30   ▢20-30  ▢10-20   ▢0-10 دمای هوا

 ▢بایر  ▢مرتع   ▢جنگل  ▢کشاورزی نوع کاربری  درجه و جهت شیب

 اراضی غیرزراعی اراضی زراعی

  پوشش گیاهی غالب ▢دیم  ▢ آبی نوع کشت

  درصد پوشش زمین ▢سایر   ▢خاکورزیکم   ▢سنتی سیستم مدیریت کشاورزی

  های سطحیفاصله تا آب ▢تلفیقی   ▢آلی   ▢شیمیایی نوع کوددهی

  قرق  سابقه مدیریت مذکور )سال(

 ▢سایر   ▢ چرای شدید دام  ▢آلودگی محرز های انسانیخسارت ▢خیر  ▢ بله استفاده از منابع آب نامتعارف

ناهنجاری اقلیمی 

( )خشکسالی، سیل، زلزله و ...

 در پنج سال گذشته

 ▢خیر  ▢ بله

ناهنجاری اقلیمی 

)خشکسالی، سیل، زلزله و ...( 

 در پنج سال گذشته

 ▢خیر  ▢ بله

 توضیحات:

 

 

 

 

 

 غیرکشاورزی( -های طبیعیاطلاعات تکمیلی جامعه گلسنگی و سیانوباکتریایی )ویژه عرصه -2-4-2

 ای(ای، برگی و بوته)پوسته هاگلسنگ یزیستی اشکال رویش هایآوری دقیق اطلاعات و ارزیابی پوستهبه منظور جمع

ها یعنی قارچ و جلبک در حالت دهنده آنا نسبت به شکل ظاهری اجزاء تشکیلهبایستی گزارش شوند. شکل رویش گلسنگ

با تهیه برش  1-2آورد. مطابق با شکل وجود میه را ب 5ای بنام تالنیافتهت است. این اجتماع مجموعه متمایزانفرادی متفاو

 های زیر را مشاهده نمود:توان لایهعرضی از تال یک گلسنگ می

هایی با از سلول ها دارای یک کورتکس توسعه یافته است که معمولاًوقانی: سطح فوقانی بیشتر گلسنگکورتکس ف -الف

 کند. یاند. این لایه از گلسنگ به عنوان یک پوست محافظ نگهداری مدیواره ضخیم تشکیل شده

)جلبک  فوتوبیونتهای ها، لایه سبز رنگی وجود دارد که از سلولگ: زیر کورتکس گلسنفوتوبیونتلایه جلبکی یا لایه  -ب

توانند تک می وبیونتفوتاند. های قارچی به دام افتادهای از هیفها در شبکهسبز و سیانوباکتری( تشکیل شده است. این سلول

 ای باشد. سلولی یا رشته

                                                           
5 thallus 
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سازد. تری وجود دارد که معمولا بیشترین قسمت تال را میه میانی فشردهلای فوتوبیونت: در زیر لایه لایه میانی یا مدولا -پ

 ای و منشعب و با دیواره نازک هستند.ها در لایه میانی معمولا رشتههیف

شود و ساختار آن بسیار می ها سطح زیرین توسط کورتکس تحتانی محافظتنگکورتکس تحتانی: در بیشتر گلس -ت

یرین تال ها کورتکس تحتانی وجود ندارد و همان لایه میانی در سطح زشبیه کورتکس بالایی است. در برخی از گلسنگ

مل جذب شود. این بخش دارای ریزویید یا ریزین است که سبب تثبیت گلسنگ روی تکیه گاه شده، همچنین عمشاهده می

 .(17)دهد میمواد غذایی را نیز انجام 

 شوند:ی میبندای طبقهای، برگی، بوتهپوسته اصلی گروه سهها در براساس مورفولوژی یا همان شکل رویشی، گلسنگ

ین فرم ادر  کورتکس تحتانی حالت یک بعدی وجود دارد. برای مثال ایهای پوستهگلسنگای: درالف( گلسنگ پوسته

یا پوست  ای غیر قابل تفکیک به خاک، صخرهختی و به گونههای لایه مدولا به سنداشته بلکه توسط هیف رویشی وجود

 یابند. های بسیار نازکی روی بستر انتشار میها نیز به صورت رشتهاند. میسیلیوم آندرختان چسبیده

ای سطح فوقانی برگ مانند بوده و دار در واقع حالت دو بعدی داشته و شکل رویشی آنها هاب( گلسنگ برگی: این گلسنگ

 تر است اما میزانهای برگی صاف بوده و تقریبا همه سطح زیرین تال در تماس با بسمشخص هستند. اغلب تال حتانی کاملاًو ت

 ر است. چسبندگی تال به بستر بسیار متغی

با این فرم  سه بعدی بوده و شکل یک بوته کوچک دیده می شود. گونه های مختلفی تال این گلسنگای: ( گلسنگ بوتهپ

از  ها دارای تال منشعب هستند و تال معمولاً. این گلسنگباشندمیمو مانند  ای یاشود که به شکل رشتهدیده می رویشی

 و ممکن است به طور عمود بر بستر یا به طور آویزان قرار گرفته باشند.  بوده ترسطح بستر برجسته

ای یص آن برای افراد غیر متخصص کمی دشوار است. برشود که گاه تشخه میهای رویشی فرعی نیز در این راستا دیدفرم  

 قع یک فرم رویشی فرعی است.شود که در وامشاهده می پولکی یا فلسی ها فرم رویشی به حالتمثال در برخی گونه

 ا صدها پولکتای هستند. آنها از چند های رویشی برگی و پوستهاز نظر ظاهر حد واسط بین فرم و فلسی های پولکیگلسنگ

ک لبه مثل یاند که توسط سطح زیرین و یا از طریق متر تشکیل شدهمیلی 15یک تا تقریبا کوچک با قطر به طور معمول 

 های کوچک به بستر اتصال دارند. پلاک

دارای ساختار  و باشندمی ایو به ندرت بوته های برگییشی جزو گلسنگاز نظر فرم رو هاگلسنگ نوع ( گلسنگ ژلاتینی: اینت

وقتی رطوبت کافی  .اندشکل گرفتهکه به شکل همگن یا ناهمگن  هستند هاسیانوباکتریقارچی با  هایریسهاز  ایدرهم تنیده

چندین برابر ف ربباران و  پس از خیس شدن بامعمولا سیاه رنگ هستند و  .آینددر میبافتی ژله مانند  یافت کنند به شکلدر

 .(17) خود متورم خواهند شد
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 برش عرضی از تال یک گلسنگ -1-2شکل 

 برداریالزامات نمونه -5-2

 برداری باید از جنس پلاستیک و دارای در محکم باشند.ظروف نمونه -1

 رای هر زیرنمونه بایستی ظرف جداگانه در نظر گرفت.ب -2

 برداری را برچسب بزنید.روف نمونهظبرداری کدبندی شده و روی در و بدنه برداری نقاط نمونهقبل از شروع نمونه -3

برداری و نام آزمایشگاه تصات، مسئول نمونهبرداری، مخه و زیرنمونه، تاریخ نمونهها باید کد محل، کد نموندر برچسب -3

 مرجع ذکر شوند. 

داری شوند. بنابراین با توجه به میزان ی خنک نگههاهای مرطوب تا زمان رسیدن به آزمایشگاه در جعبهبایستی نمونه -4

 . (13) برداری، جعبه خنک با فضای لازم تعبیه شودنمونه

 یهاهیکامل رو یمستندسازف سایت ضروری است. چرا که برداری، فضای اطراهای خاکی، محل نمونهتهیه عکس از کرم -5

 .(18) دشویحفظ ارزش نمونه م نیتضمسبب  ،یآورجمع

حدوده، برداری در یک مر مطالعات تکمیلی و با توجه حساسیت تجزیه و تحلیل توالی ژنتیکی، باید پس از اتمام نمونهد -6

اک به نمونه دیگر خدرصد ضدعفونی کنید تا از انتقال ریزجانداران از یک نمونه  70 اتانول بردار را با الکلدستگاه نمونه

 .(15) جلوگیری شود

از دهد. بنابراین برداری، پس از خروج آب ثقلی از پروفیل خاک رخ میشرایط مساعد رطوبتی خاک برای نمونه -7

 تعویق بیاندازید. رسیدن به شرایط مطلوب بهبرداری را تا و نمونه های غرقاب و بسیار خیس خودداری کردهبرداری از خاکنمونه
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رود در این مورد ها و اراضی باتلاقی که غرقاب بودن ویژگی ذاتی آنها به شمار میهای کنار رودخانههایی مانند خاکخاک

 استثناء هستند.

 سازی نمونهآماده -6-2

در بدو ورود به های مرکب، آزمایشگاه منتقل شوند. در مورد نمونههای دست نخورده باید با کمترین آسیب به نمونه

برای جلوگیری از آسیب به نماتدها، همگن شوند. خاک باید به صورت دستی مربوط به هر نمونه های نمونهزیرآزمایشگاه 

نمونه های زیستی و جمعیت نماتدها گیری ویژگیبه منظور اندازه. (15) نباید انجام شودهمگن شدن به صورت مکانیکی 

مرکب را به صورت مرطوب و در ظروف پلاستیکی در بسته در یخچال نگهداری کنید. اگر هدف پروژه، اجرای سطح سوم 

متر لیتری را پر کرده )یک تا دو سانتیمیلی 50، لوله فالکن DNAک نیز باشد، برای تجزیه و تحلیل مطالعات تنوع زیستی خا

های . نمونه(16) یابی منجمد کنیدگراد تا پیش از توالیدرجه سانتی 20فضای بالای لوله خالی باشد( و فوراً در دمای منفی 

 . (18) مناسب نیستند DNAشده برای استخراج ذوب
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 گیریهای اندازهروش -3

  اولیه مطالعاتسطح  -1-3

ی و در نظر سطح اولیه مطالعات در دستورالعمل و شرح خدمات نقشه پراکندگی تنوع زیستی خاک کشور با نگاهی اجرای

شاخص ست. در این بخش به کمک  شته تحریر درآمده ا ساده و کاربردیگرفتن کمترین امکانات به ر ی کلی از برآورد ،های 

شه آن سیم نق ستی خاک برای تر ستورالعملاین بخش از اجرای  شود.ارائه می تنوع زی ستی خاک برای مطالعات تنوع ز د ی

 پردازیم.  اک میهای زیستی مورد نیاز برای دستیابی به این تحلیل کلی از تنوع زیستی خالزامی است. در ادامه به ویژگی

 میکروبی توده کربن زیست -1-1-3

 بتدا باید مواد زیر را تهیه کرد:استخراج در ا-روش تدخین توده میکروبی بهگیری کربن زیستبرای اندازه

 قطر حل کرده و به حجم یک لیتر برسانید.گرم از پتاسیم سولفات را در آب م 135/87مولار:  5/0پتاسیم سولفات  -

 کلروفرم بدون اتانول -

 آهک سودا )گرید دارویی( -

 و به حجم یک لیتر برسانید. این ماده را در آب مقطر حل کردهگرم از  6125/19مولار: میلی 7/66کرومات پتاسیم دی -

 درصد( 85فسفریک اسید غلیظ ) -

 درصد( 98سولفوریک اسید غلیظ ) -

گرم از  69/15مولار )محلول تیتراسیون(: میلی 40[ با غلظت O2H6×2)4Fe(SO2)4(NHآهن ] سولفات آمونیوممحلول  -

ه حجم یک بلیتر سولفوریک اسید غلیظ اسیدی کنید. سپس با آب مقطر میلی 20این ماده را در آب مقطر حل کرده و با 

 لیتر برسانید. 

 مولارمیلی 25آهن سولفات -فنانترولین 10و1محلول کمپلکس  -

خلوط اسید فسفریک و اسید سولفوریک: دو قسمت اسید سولفوریک غلیظ را با یک قسمت اسید فسفریک غلیظ م -

 مخلوط کنید. 

گرم خاک آون خشک( تقسیم  25گرم خاک آون خشک( را به دو قسمت )هر کدام معادل  50ک مرطوب )معادل نمونه خا

لیتر پتاسیم میلی 100 سپس لیتری بریزید.میلی 250کنید. یک قسمت را به عنوان نمونه کنترل تدخین نکنید و در بطری 

بلافاصله به مدت  به وزن خاک خشک چهار به یک است( و کنندهبه آن اضافه کنید )نسبت ماده استخراجمولار  5/0سولفات 

دور در دقیقه قرار دهید.  40دقیقه در یک شیکر دورانی با  45دور در دقیقه یا  200دقیقه در یک شیکر رفت و برگشتی با  30

ین، نمونه خاک صاف کنید. قسمت دیگر نمونه خاک باید تدخین شود. به منظور تدخ 42با کاغذ واتمن  نمونه را پس از آن
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لیتری بریزید و در دسیکاتوری که با دستمال کاغذی مرطوب پوشیده شده و یک میلی 50ای شیشه 6مرطوب را در یک ویال

ای باشد، لیتر کلروفرم بدون اتانول و چند تراشه شیشهمیلی 25. یک بشر که حاوی بگذارید ،در آن قرار دارد 7ویال آهک سودا

دقیقه  2دهید و درب دسیکاتور را ببندید. پمپ خلاء را وصل کنید تا زمانی که کلروفرم به مدت  در درون دسیکاتور قرار

ساعت انکوباسیون کنید. پس از تدخین،  24گراد به مدت درجه سانتی 25بجوشد و سپس دسیکاتور را در تاریکی در دمای 

های ر حذف شود. در مرحله بعد خاک را به بطریشود تا کلروفرم کاملًا از محیط دسیکاتوشش مرتبه پمپ خلاء وصل می

ها توجه داشته باشید که تمام عصارهلیتری برای استخراج با پتاسیم سولفات طبق روش مشروح منتقل کنید. میلی 250

 گراد نگهداری شوند. درجه سانتی -15در دمای  تجزیهبایستی تا قبل از 

کرومات تر محلول دیلیلیتری ته گرد بریزید و دو میلیمیلی 250ا به بالن لیتر عصاره صاف شده رمیلی 8در مرحله بعدی  

دقیقه رفلاکس  30لیتر مخلوط اسید فسفریک و اسید سولفوریک اضافه کنید. محتویات بالن باید به مدت میلی 15پتاسیم و 

 رد ساده(ندانسور ساده یا مب)ک شود بدین معنی که مخلوط واکنش جوشانده شده و بخارات آن به کمک کندانسور لیبیگ

لیتر آب مقطر، لیمی 25تا  20متراکم شده و به بالن بازگردد. پس از رفلاکس، اجازه دهید مخلوط واکنش سرد شود و بعد با 

ن واکنش و ه مخلوط واکنش اضافه کنید. این مرحله برای اطمینان از کامل بودکندانسور را شستشو داده و آن آب را ب

ل سولفات مانده در محلول با تیتراسیون برگشتی با محلوکرومات باقیم محصولات رفلاکس مهم است. دیآوری تماجمع

مولار به عنوان معرف، میلی 25هن سولفات آ-فنانترولین 10و1مولار و با استفاده از محلول کمپلکس میلی 40آمونیوم آهن 

 :(19) توده میکروبی را محاسبه کنیدن زیستمیزان کرب 19-3و  3-18، 3-17در نهایت با کمک روابط شود. گیری میاندازه

𝑂𝑟𝑔𝑎𝑛𝑖𝑐 𝐶(𝜇𝑔 𝑚𝑙−1)      (17-3رابطه )  =
(𝐻−𝑆)

𝐶×𝑀×
𝐷

𝐴
×𝐸×1000

 

S لیترحجم محلول تیتراسیون مصرف شده برای نمونه بر حسب میلی 

H لیترحجم محلول تیتراسیون مصرف شده برای نمونه بلانک رفلاکس شده بر حسب میلی 

C لیترمونه بلانک رفلاکس نشده بر حسب میلیحجم محلول تیتراسیون مصرف شده برای ن 

M کروماتنرمالیته محلول پتاسیم دی 

D کرومات اضافه شده به مخلوط واکنشحجم دی 

A حجم عصاره در مخلوط واکنش 

E  تبدیل کروم شش ظرفیتی به سه ظرفیتی( 3برابر با( 

𝑂𝑟𝑔𝑎𝑛𝑖𝑐 𝐶(𝜇𝑔 𝑔𝑠𝑜𝑖𝑙   (18-3رابطه ) 
−1 ) = 𝑂𝑟𝑔𝑎𝑛𝑖𝑐 𝐶(𝜇𝑔 𝑚𝑙−1) × (

𝐾

𝐷𝑊
+ 𝑊) 

K میزان ماده استخراج کننده 

DW وزن خشک نمونه خاک بر حسب گرم 

W  آب خاک 

                                                           
6 Vial 
7  Soda lime 
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𝐵𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑠 𝐶      (19-3رابطه )  =
𝐸𝐶

𝐾𝐸𝐶
 

cE تفاضل کربن آلی استخراج شده از خاک تدخین شده و تدخین نشده 

ECK است. 38/0دل فاکتور کالیبراسیون که معا 

 ملاحظات

 الک کنید. WHCدرصد  40های خاک نیاز به همگن شدن دارند، آنها را با رطوبت تقریبی تنها در صورتی که نمونه -

 اشد.بگرم متغیر  200گرم تا میلی 200تواند از در این آزمایش وزن خاک می -

های خشک، ریزجانداران کمتر تحت تأثیر اکه در خباشد. چرا ک WHCدرصد  30محتوای آب خاک باید بالاتر از  -

درصد  30تر از در رطوبت کم )خودهضمی( ها و در نتیجه اتولیز سلولیگیرند. همچنین سرعت فعالیت آنزیمکلروفرم قرار می

WHC .کندتر است 

 اه با خطا باشد.ی بسیار فشرده همرهاهای غرقابی نیز قابل کاربرد است. اگرچه ممکن است در خاکاین روش برای خاک -

کند و اثرات سمی یا نکوباسیون و تدخین را جذب میا-منتشر شده در طی فرایند پیش اکسید کربندیآهک سودا  -

 رساند. را به حداقل می 2COتداخلات 

ی توده میکروبتر ممکن است بر تخمین زیستتر و زمان کوتاهمای پایینفرایند تدخین به زمان و دما وابسته است. د -

 تأثیر گذاشته و خطا ایجاد کند.

باید افزایش پیدا  1:20ید به با 1:4گیر باید از درصد ماده آلی دارند، نسبت خاک به عصاره 20هایی که بیش از در خاک -

 کند. 

ن است پتاسیم سولفات گیرند و پس از تدخین، ممکهای جوان نیز تحت تأثیر بخارات کلروفرم قرار میهای ریشهسلول -

حل پیش استخراج دارای مقادیر زیادی ریشه زنده هستند، بایستی مرا که هاییخاکرا استخراج کند.  مواد داخل سلولی آنها

ریزید. سپس بلیتری میلی 250به طور جداگانه در بطری  را مرطوب خاک هاینمونههر کدام از زیربدین منظور  شود. اجرا

شیکر رفت و برگشتی  دقیقه در 20گرم بر لیتر( به آن بیافزایید و به مدت  714/8) مولار 05/0لیتر پتاسیم سولفات میلی 100

متر میلی 2لک مش های زراعی از ادور بر دقیقه قرار دهید. سپس مواد داخل بطری از الک بگذرانید. برای خاک 200با سرعت 

های ها و سنگر ریشهمولا 05/0یتر پتاسیم سولفات لمیلی 75متر استفاده کنید. با میلی 3های مرتعی از الک مش و برای خاک

دقیقه با دور  15ای به مدت کوچک روی الک را بشوئید تا ذرات خاک کاملاً جدا شوند. سوسپانسیون خاک را در بطری شیشه

 3ین شود، تدخ ای که بایستیگیری کنید. به زیرنمونهسانتریفیوژ کنید. سپس محلول رویی خاک را جدا کرده و اندازه 500

ح در ابتدای روش الذکر تدخین کنید. در نهایت هر دو زیرنمونه طبق فرایند مشروقطره کلروفرم اضافه کرده و طبق روش فوق

 .  (19) شوندمولار استخراج می 5/0با پتاسیم سولفات 

 (MBC/OCضریب میکروبی ) -2-1-3
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)میکروبی به کربن آلی  تودهن آلی خاک، نسبت کربن زیستمیکروبی به کرب تودهاز تقسیم کربن زیست
MBC

OC
یا ضریب  (

 .(20) کنیدر حسب درصد محاسبه برا ( microbial quotientمیکروبی )

 تنفس پایه -3-1-3

عنوان میزان  تنفس خاک یکی از پرکاربردترین پارامترها برای تعیین میزان فعالیت میکروبی خاک است. تنفس پایه به

واد زیر را تهیه مگیری تنفس پایه در ابتدا برای اندازهشود. گونه سوبسترای اضافی تعریف می تنفس خاک بدون افزودن هیچ

 کنید:

 مولار 05/0سدیم هیدروکسید  -

 مولار 05/0 هیدروکلریک اسید -

 برسانید.  1000آب مقطر حل کرده و به حجم  گرم از این ماده را در 14/122ر: مقدار مولا 5/0محلول باریم کلرید  -

 100درصد حل کرده و با آن به حجم  60لیتر اتانول میلی 80رم فنول فتالئین را در گ 1/0معرف فنول فتالئین: مقدار  -

 برسانید. 

تنظیم شده را در یک بشر  WHCدرصد  55گرم خاک الک شده که رطوبت آن در  50گیری تنفس پایه مقدار برای اندازه

 50لیتر محلول سدیم هیدروکسید را در یک بشر میلی 25قرار دهید. سپس  تخت ریخته و در کف یک قوطی یک لیتری

لیتری ریخته و در کنار خاک کف قوطی قرار دهید. بلافاصله در قوطی را محکم بسته و درزها را با پارافیلم ببندید تا از میلی

به روش مشروح در فوق آماده  مونه کنترلبه عنوان ن قوطی را 5تا  3های خاک، عدم نفوذ هوا مطمئن شوید. علاوه بر نمونه

وباسیون کگراد اندرجه سانتی 25روز در دمای  3ها را به مدت خاکی در قوطی قرار ندهید. تمام قوطیکنید، با این تفاوت که 

کلرید لیتر محلول باریم میلی 5پس از گذشت دوره انکوباسیون، در قوطی را باز کرده و به محلول سدیم هیدروکسید، کنید. 

HCO3کربنات )اضافه کنید. با افزودن محلول کلرید باریم به محلول سدیم هیدروکسید، یون بی
 ( تولید شده طی دوره−

سدیم هیدروکسید بیافزایید و با هم زدن مداوم،  کند. سپس به این محلول چند قطره معرف فنول فتالئینانکوباسیون رسوب می

رنگ تغییر تیتر کنید. این فرایند را تا زمانی ادامه دهید که رنگ از صورتی به بیمولار  05/0سید با هیدروکلریک ارا باقیمانده 

 :(21) نرخ تنفس خاک را محاسبه کنید 20-3با استفاده از رابطه  .کند

𝐶𝑂2(𝑚𝑔 𝑔𝑠𝑜𝑖𝑙      (20-3رابطه ) 
−1 𝑡−1) =

(𝑉0−𝑉)×1.1

𝑆𝑊×𝑡×𝑑𝑤𝑡
 

0V  لیتربر حسب میلیحجم مصرفی محلول هیدروکلریک اسید برای نمونه بلانک 

V لیترحجم مصرفی محلول هیدروکلریک اسید برای نمونه خاک بر حسب میلی 

SW میزان وزن خاک خشک بر حسب گرم 

t زمان انکوباسیون بر حسب ساعت 

dwt وزن خشک یک گرم خاک مرطوب 

 (2COگرم میلی 1/1مولار برابر  05/0لیتر سدیم هیدروکسید تبدیل )یک میلی ضریب 1/1
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 ملاحظات

 70تا  50 نیب رصد رطوب خاکدگراد و  یدرجه سانت 30تا  20 نیمورد استفاده ب ونیانکوباس یدمادر این آزمایش  -

 .(21) است ریمتغتواند می WHC درصد

 (BR/MBCضریب متابولیکی ) -4-1-3

برای  رود، انرژی لازمکه شاخص آشفتگی )تنش( میکروبی به شمار می(  ,2COqmetabolic quotientضریب متابولیکی )

راندمان میکروبی از آن  بنابراین به عنوان کند.لازم برای رشد آن مقایسه میمیکروبی را با انرژی  تودهپایداری و بقای زیست

 تودهکربن زیست از تقسیم مقدار تنفس پایه بر . این شاخص رادهندبیشتری نشان می مقدار های تحت تنشدر خاک شده ویاد 

  :(22,23) کنیدمیکروبی خاک محاسبه 

𝑞CO2        (21-3ی)رابطه  =
R.R.

MBC
 

2COq 1 بر حسب ضریب متابولیکی-MBC day 1-C mg-2µg CO  

.R.R 1 بر حسب مقدار کربن حاصل از تنفس میکروبی طی یک روز-soil day 1-C kg-2µg CO پایه  که معادل تنفس

  باشد.می

MBC بر حسب  میکروبی تودهمقدار کربن موجود در زیستilso 1-mg C kg. 

 (BR/OCسرعت برگشت کربن ) -5-1-3

)از تقسیم تنفس پایه به کربن آلی خاک، نسبت تنفس پایه به کربن آلی 
R.R.

OC
 C turnoverیا سرعت برگشت کربن ) (

rate ) (20) محاسبه کنیدبر حسب درصد را. 

 تنفس ناشی از سوبسترا -6-1-3

 شود.گفته می مینهآاز قبیل گلوکز و اسید  اکسید کربن در حضور سوبستراهاییدیتنفس ناشی از سوبسترا به میزان انتشار 

ر آن است که ز سوبسترا، نباید خاک هواخشک شود. از خاک مرطوب استفاده کنید. توصیه بگیری تنفس ناشی ابرای اندازه

اسخ تنفسی در متر الک شود. میزان بهینه غلظت محلول گلوکز برای به دست آوردن حداکثر پمیلی 2خاک با الک ریزتر از 

باید توجه  درصد متغیر است. 3تا  8/0ن های توصیه شده بیسازی مشخص شود؛ اما غلظتهای بهینهخاک باید در آزمایش

به محلول گلوکز  پس از افزودنداشته باشید که محلول گلوکز باید قبل از انجام آزمایش و به طور تازه تهیه و مصرف شود. 

گراد درجه سانتی 22ساعت در دمای  6تا  4ماده کرده و و به مدت نمونه را آ 3-3-1-3طبق روش مشروح در زیربخش خاک، 

سوبسترا  فزودن، تنفس خاک بدون انمونه کنترلنکوباسیون کنید. هر نمونه خاک بایستی یک نمونه کنترل داشته باشد. در ا

 نیهمچن شود.می گیریاز تفاضل تنفس نمونه خاک و تنفس نمونه کنترل، تنفس ناشی از سوبسترا اندازه .شودگیری میاندازه

فس و محاسبات گیری تنتمام مراحل اندازه .شوددر نظر گرفته  طیمح 2CO حیتصح ی)بدون خاک و سوبسترا( برا بلانکنمونه 

 .(19)انجام شود  3-3-1-3مانند زیربخش 
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 ملاحظات

برداری در ز نمونههفته پس ا 4تا  3گیری تنفس ناشی از سوبسترا های خاک برای اندازهحداکثر دوره نگهداری نمونه -

 گراد است.درجه سانتی 5دمای 

 جازه دهید نمونه خاک به دمای اتاق برسد.اقبل از شروع آزمایش، باید  -

رود که در جمعیت میکروبی خاک ساعت باشد، انتظار می 6تا  4ش از بی اگر دوره انکوباسیون در تنفس ناشی از سوبسترا -

 تغییر و در نتیجه خطا رخ دهد.

  کرم خاکیجمعیت فراوانی و درصد بلوغ  -7-1-3

فراوانی این  . تعداد کل جمعیت کرم خاکی بشمارید وکنیداز ظرف نگهداری خارج  برداری شده راهای خاکی نمونهکرم

نشاندهنده  های خاکیوجود کمربند جنسی یا کلیتلوم در کرمبر حسب تعداد بر واحد سطح گزارش کنید.  جانور در خاک را

از این آمار نسبت  های خاکی که کمربند جنسی در آنها قابل مشاهده است را یادداشت کنید وبلوغ این جانور است. تعداد کرم

 کرم خاکی به دست آید.  به کل جمعیت کرم خاکی درصد بگیرید تا درصد بلوغ جمعیت

 
 تصویر شماتیک کرم خاکی -1-3شکل 

 نماتدجمعیت  -8-1-3

گرم از نمونه  400سانتریفیوژ برای استخراج نماتدهای فعال و غیرفعال استفاده کنید. بدین منظور -از روش شناورسازی

د. این کار را سه بار تکرار کرده و مش عبور دهی 40لیتر آب مخلوط و همگن کنید و از الک میلی 700خاک مرطوب را با 

 400و  325، 200، 100های مش عبور کرده را به ترتیب با الک 40اجزای باقیمانده روی الک را دور بریزید. آبی که از الک 

ا ها را بمش عبور کرده است را دور بریزید. توجه داشته باشید که بقایای روی این الک 400مش صاف کنید و آبی که از الک 
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دقیقه به حال خود رها کنید تا  30آوری کنید. استوانه مدرج را به مدت مقداری آب شسته و داخل یک استوانه مدرج جمع

نشین و مواد اضافی روی آب جمع شوند. روی محلول را خالی کنید و قسمت پایین محلول را به خوبی هم بزنید و نماتدها ته

اند را در دستگاه مقابل هم قرار دهید و با ها را که دو به دو به صورت مساوی پر شدهههای سانتریفیوژ بریزید. لولداخل لوله

 450دقیقه سانتریفیوژ کنید. محلول رویی را دور بریزید و لوله سانتریفیوژ را با محلول قند  4دور در دقیقه به مدت  3000

نشین در دقیقه سانتریفیوژ کنید تا آنچه ته 3000یک دقیقه در گرم در لیتر آب پر کنید. دهانه لوله را ببندید و به مدت نیم تا 

وقت و با  اتلافمش بریزید تا نماتدها روی الک بر جای بمانند. بدون  400شده، معلق شود. محلول حاصل را روی الک 

نماتدها را در الکل  . سپس(24) ملایمت، با کمک پیست روی الکی آب بریزید تا محلول قند از نماتدهای روی الک شسته شود

با استفاده  40درصد در یخچال در ظرف دربسته نگهداری کنید. جمعیت نماتدها را در یک اسلاید شمارش با بزرگنمایی  40

 . (25)گیری کنید از میکروسکوپ اندازه

 ملاحظات

 گراد( انجام شود.درجه سانتی 20ر دمای اتاق )این آزمایش باید د -

 

 های زیستیپوسته هایویژگی -9-1-3

 درصد پوشش سطحی پوسته های زیستی -1-9-1-3

)درصد  پوشانیورت تصویر عمودی و صرف نظر از همهای زیستی داخل پلات به صگیری درصد تاج پوشش پوستهاندازه

 تخمین و پلات روند پایه هر برهم عمود قطر دو گیریاندازه های دایمی بایک گونهپوشش حداکثر برابر صد خواهد بود( به تفک

ز تخمین خودداری اگیری شوند و های زیستی اندازههای پوستهدقت شود که باید همه گونه .گیردمی انجام هایکساله مجموع

ها قابل ادهد ،ه و در صورت تغییر کارشناسشود. زیرا تجربه نشان داده است که اعداد حاصل از تخمین چندان دقیق نبود

های . لذا دادهمنطقه مشخص، متفاوت استاعتماد و ارزیابی نخواهند بود. حتی تخمین یک کارشناس در دو بار پیاپی در یک 

ر متهای یک تاند )مثلا پلابندی شدههایی که توسط نخ تقسیمتخمین در عملیات پایش کارایی چندانی ندارند. ضمنا پلات

ه و باعث تر بودهای زیستی بسیار دقیقاند( برای ارزیابی درصد پوشش سطحی پوستهبخش تقسیم شده 100مربعی که به 

 شوند.سرعت در کار ارزیابی تنوع زیستی می

بردار، در چند پلات درصد باشد. لذا بهتر است نمونههای تک گونه بسیار مشکل میها و گلسنگتعیین درصد پوشش خزه

تر ای بین درصد پوشش و میزان تراکم پیدا کند )اگر شمارش آنها آسانگیری نماید و رابطهوشش آنها را به طور دقیق اندازهپ

های بعدی تنها با ارزیابی های بعدی مبنا قرار دهد. یعنی در پلاتگیری پوشش آنهاست( و همان رابطه را برای پلاتاز اندازه

به طور ها به دلایل مختلف این رابطه جواب نخواهد داد. بد. دقت شود که گاهی در برخی پلاتتراکم به میزان پوشش دست یا
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ممکن است گونه خزه مورد نظر در ترانسکت اول که در منطقه مساعدتر و با شیب کمتر قرار گرفته است، به ازای هر  مثال

 ری یک رابطه جدید باشد.گونه، پوشش بیشتری داشته باشد و لذا در این ترانسکت نیاز به برقرا

 کلروفیل در نمونه خاک -2-9-1-3

 الف( ابزار و مواد لازم

 آون-

 هاون چینی-

 ترازوی حساس-

  2کاغذ صافی واتمن نمره -

 میلی لیتری 50بالن ژوژه -

 میلی لیتری 250بشر -

 درصد 100استون -

 دستگاه اسپکترفتومتر-

 ب( مراحل عصاره گیری

 نی بسابید و هم بزنید. نمونه خاک را در هاون چی-

 درجه سانتیگراد خشک کنید. 50ر دمای دساعت  24نمونه خاک را به مدت -

 ها در هاون چینی ریخته و بسابید.مجددا نمونه-

 ر آون قرار دهید تا خشک شود.گراد ددرجه سانتی 50ساعت در دمای  2دوباره به مدت -

 ن اضافه کنید. درصد به آ 100ی لیتر استون میل 50در بشر بریزید و  ،نمونه را توزین کرده -

 ساعت قرار دهید. 24گراد به مدت درجه سانتی 4م بسته و در تاریکی در دمای درب بشر را با پارافیلم محک-

 نمونه را با کاغد صافی واتمن صاف کنید.-

 (Chl aپ( اندازه گیری کلروفیل آ )

 ون صفر کنید.استابتدا دستگاه اسپکتروفتومتر را با استفاده از -

 نانومتر قرائت کنید. 490و  665، 384وج های عصاره سبز رنگ را در طول م-

وگرم بر گرم یا دها را محاسبه و به صورت میکر(، سیتونمین و کاروتنوئیChl aطبق روابط ذیل غلظت کلروفیل آ ) -

 گرم گزارش کنید.میکروگرم بر میلی

 490A(27.0-)6650.79(A-)384(A(SCYT)=1.04 384A(        (22-3رابطه )

  

 A3840.027(A-)665(Chl a)=1.02(A 665A)0.01+(904(         (23-3رابطه )
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 566A(0.026-)384(A0.08-)490(A1.02(Car)=490A(              (24-3رابطه )

 

 مواد اگزوپلی ساکاریدی در نمونه خاک -3-9-1-3

 ابزار و مواد لازمالف( 

 ی لیتریمیل 250ارلن مایر -

 مولار( 12درصد ) 98اسید سولفوریک -

 آب مقطر-

 درصد 5ل ومحلول فن-

 اسپکتروفتومتر-

 حمام شن-

 10الک استاندارد شماره -

 ترازو-

 لوله آزمایش -

 مراحل عصاره عصاره گیریب( 

 خشک کنید.خاک ها را به مدت یک هفته در دمای اتاق هوا-

 رد کنید. 10 ( شمارهASHTO T27) 27نمونه خاک را از الک استاندارد آشتو -

 میلی لیتری بریزید. 250 یک گرم خاک را توزین و در ارلن مایر-

 مولار( به آن بیافزایید.  12درصد ) 98لیتر اسید سولفوریک میلی 4-

 ساعت در دمای اتاق بگذارید.  2ته و به مدت درب ظرف را با پارافیلم بس-

 گرادسانتی درجه 80مای ساعت در حمام شن در د 2لن مایر اضافه کنید و به مدت لیتر آب مقطر به محتویات ارمیلی 92-

 قرار دهید.

 ها را صاف کنید.نمونه-

 ساکاریدهاگیری پلیاندازهپ( 

ها اضافه کنید درصد به آن 5ول محلول فن لیترمیلیها برداشته و یک لیتر از عصارهمیلی 3های آزمایش یک الی در لوله -

 مشاهده شود. د تا رنگ زرد کهربایی و بگذاری

 100را در  D-Glucoseگرم از  1/0گلوکز را تهیه کنید.  ppm 1000برای تهیه محلول استاندارد گلوکز ابتدا محلول -

 آب حل کنید.  لیترمیلی
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 4و  3، 2، 1ب ترتی گلوکز به ppm 1000گرم گلوکز، از محلول میلی 80و  60، 40، 20های استاندارد برای تهیه محلول-

 لیتری بریزید.میلی 50ن ژوژه لیتر برداشته و در بالمیلی

 های آزمایش )پیرکس( بریزید.لیتر از محلول استاندارد برداشته و در لولهمیلی 3-

 د. درصد به هریک از آنها اضافه کنی 5ل ولیتر محلول فنیک میلی-

 ها اضافه کنید.از محلولدرصد به هریک  98لیتر اسید سولفوریک میلی 5یک تا -

 نانومتر با دستگاه اسپکتروفتومتر اندازه بگیرید. 490های استاندارد را در طول موج  نمونه-

ساکاریدها مبنای آن مقادیر پلینموده و معادله آن را بدست آورید و بر  های استاندارد را ترسیمگرسیونی نمونهنمودار ر -

 را محاسبه کنید. 

 (HPLCوساکاریدها به روش کروماتوگرافی مایع )ت( شناسایی مون

 ابزار و مواد لازم

 HPLCدستگاه -

 ارز ستانداردهای مونوساکاریدها شامل گلوگز، آرابینوز، مانوز، زایلوز، رامنوز، فروکتوز، گالاکتوز، ریبوز و ساکا-

 پیپت مدرج-

 آب مقطر-

 روش کار

شود. دستگاه ریدها استفاده میناسایی مونوساکاها تهیه شده است برای شساکاریدگیری پلیکه برای اندازهاز محلول عصاره 

HPLC ثیری در نتیجه ها تأهای جزئی دارد که این تفاوتار ترزیق و سرعت حرکت مایع در آنها تفاوتمقد ،با توجه به مدل

 ونه خواهد بود. میزان غلظت و نوع مونوساکاریدهای موجود در نم HPLCآزمون نخواهد داشت. خروجی دستگاه 

 ث( تعیین نسبت هگزوز به پنتوز 

باید نسبت  رتاً ساکاریدها، ضرودهنده پلیغلظت و نوع مونوساکاریدهای تشکیلگیری و اندازه HPLCپس از انجام آزمون 

توزها نولی پ کریزجانداران خاهای گیاهان و هم توسط قندهای هگزوز به پنتوز محاسبه شود. قندهای هگزور هم توسط ریشه

اخص خوبی برای د و شنشوریزجانداران خاک تولید میتوسط  د. البته قندهای هگزوز عمدتاً نشوتوسط ریشه گیاهان تولید می

ریزجانداران لیت بیشتر باشد فعا 5/1که نسبت غلظت قندهای هگزوز به پنتوز از . در صورتیهستند آنهااطمینان از فعالیت 

د در خاک ممکن ساکاریدهای موجو، پلیصورت این شود. در غیرساکاریدی در خاک تایید میخاک برای افزایش مواد اگزوپلی

 است توسط گیاهان، حیوانات و یا حشرات خاکزی تولید شده باشد. 

 های کل خاکگیری کربوهیدرات( اندازهج

 مواد لازمابزار و 

 آب مقطر -

 درصد 98اسید سولفوریک  -
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 آب مقطر حل کنید( لیترمیلی 100ل را در وفنگرم  5درصد ) 5ل ومحلول فن -

لیتر میلی 300لیتری ریخته و میلی 500را در بالن ژوژه  EDTA2Naگرم از  EDTA2Na (6/18محلول یک دهم مولار از  -

 آب به آن اضافه کنید(.

 D-Glucoseیک دهم گرم  -

 بالن ژوژه -

 دستگاه اسپکتروفتومتر -

 دستگاه سانتریفیوژ -

 فی واتمنکاغذ صا-

 ترازو -

 سی سی 250ارلن مایر  -

 روش کار

 متری رد کنید.میلی 2را هواخشک کنید و از الک  نمونه خاک -

 بسابید تا همگن شود. چینیخاک را در هاون  -

 بریزید.  لیترمیلی 250 یک گرم از نمونه خاک را توزین و در ارلن مایر-

 اضافه کنید. مولار به آن  12لیتر اسید سولفوریک میلی 4-

 ساعت در دمای اتاق قرار دهید. 2درب ارلن مایر را بیندید و به مدت  -

 مولار برسد.  5/0لیتر آب مقطر به آن اضافه کنید تا اسید رقیق شود و به میلی 92 -

  .بگذاریدروی حمام شن  ساعت 2آن قرار دهید و به مدت  ای ارلن مایر را بر رویدرب شیشه -

 روی حمام شن بردارید و صاف کنید. نمونه را از -

 کالیبراسیون 

 100را در  D-Glucoseگرم از  1/0گلوکز را تهیه کنید.  ppm 1000برای تهیه محلول استاندارد گلوکز ابتدا محلول  -

 آب حل کنید.  لیترمیلی

و  3، 2، 1گلوکز به ترتیب  ppm 1000گرم گلوکز، از محلول میلی 80و  60، 40، 20های استاندارد برای تهیه محلول -

 لیتری بریزید.میلی 50لیتر برداشته و در بالون ژوژه میلی 4

 های آزمایش )پیرکس( بریزید.ستاندارد برداشته و در لولهالیتر از محلول میلی  3 -

 د. درصد به هریک از آنها اضافه کنی 5ل ولیتر محلول فنیک میلی-

 ها اضافه کنید.درصد به هریک از محلول 98ک لیتر اسید سولفوریمیلی 5یک تا  -

 نانومتر با دستگاه اسپکتروفتومتر اندازه بگیرید. 488های استاندارد را در طول موج نمونه -

 ه و معادله آن را بدست آورید.های استاندارد را ترسیم نمودونی نمونهنمودار رگرسی -
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 سطح دوم مطالعات -2-3

  قارچو  باکتریجمعیت  -1-2-3

است. در  8نسفلورسهای اپیها در خاک استفاده از میکروسکوپها و قارچیک روش رایج برای شمارش مستقیم باکتری

مقدار  کنند.می تثبیت را های باکتریایی و قارچیسپس با فرمالدهید سلول شود.شده همگن میخاک در آب استریل این روش

های فلورسنت با رنگ ریزجاندارانگیرد. میکروسکوپی قرار می ز لامروی ناحیه مشخصی ا این سوسپانسیونمشخصی از 

 شود. شوند و با استفاده از میکروسکوپ شمارش انجام میآمیزی میرنگ

رد زیر باید در ابتدا موا های خاک به روش شمارش مستقیمگیری جمعیت باکتریبرای اندازه ها:الف( جمعیت باکتری

 تهیه شود:

 میکرومتر 2/0شده با فیلتر ریلآب تازه و است -

 میکرومتر 2/0شده با فیلتر درصد استریل 37محلول فرمالدهید  -

یم کلرید را در یک لیتر آب مقطر حل کرده گرم سد 5/8( و 4HPO2Naسدیم فسفات )گرم دی 8/7محلول بافر: میزان  -

شید. محلول یم کلرید در محلول بافر داشته بادرصد سد 58/0سدیم فسفات و مولار دی 05/0و به حجم برسانید تا غلظت 

 میکرومتری فیلتر شود. 2/0محلول بافر باید قبل از استفاده با غشای تنظیم شود.  pH=9باید در 

آمیزی باید قبل لیتر محلول بافر حل کنید. محلول رنگمیلی 10را در  9DTAF  گرممیلی 2میزان آمیزی: محلول رنگ -

 میکرومتری فیلتر شود. 2/0 از استفاده، با غشای

. از این کنیدگراد نگهداری درجه سانتی 2یک شب در دمای به مدت های خاک به طور دستی مخلوط و بایستی زیرنمونه

با یک کر تهیه شده را به آن بیافزایید و سپس الذب استریلی که به روش فوقلیتر آمیلی 190گرم را وزن کرده و  20خاک 

لیتر از سوسپانسیون خاک یک میلی 9 بهدور در دقیقه مخلوط کنید.  20000 یک دقیقه با سرعت به مدت 10کنمخلوط

 در این حالتهای باکتریایی و قارچی تثبیت شوند. محلول فرمالدهید اضافه و با ورتکس مخلوط کنید تا سلوللیتر میلی

درصد بشویید  70سکوپ را قبل از استفاده با اتانول میکرو هایلاماست. لیتر گرم خاک بر میلیمیلی 90سوسپانسیون حاوی 

متر میلی 12ای به قطر متر که مرکز آن دایرهسانتی 4×2با ابعاد  ضدآب تا مواد آب گریز از سطح شیشه آن پاک شود. برچسبی

وسپانسیون خاک را برای رنگ آمیزی، سآماده چاپی هم استفاده نمود.  هایلامتوان از بچسبانید. می لامپانچ شده را روی 

نشین شوند. بلافاصله دقیقه ساکن بماند تا ذرات درشت ته 2مجدداً با ورتکس هم بزنید. سپس اجازه دهید که سوسپانسیون 

را در مرکز اسلاید درون دایره مذکور بریزید و به طور مساوی  گرم خاک(میلی 9/0میکرولیتر سوسپانسیون خاک )معادل  10

باید در  هالامدارد. متر مربعی نگه میمیلی 113برچسب ضدآب سوسپانسیون را در یک مساحت  در سطح آن پخش کنید.

                                                           
8 Epifluorescence 
9 5-([4,6-Dichlortriazin-2-yl]amino)fluorescein 
1 0 Blender 
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را به  لامشده در سطح نازک خاک خشکلایه معرض هوا قرار داشته باشند تا خشک شوند و بعد نوار برچسب را جدا کنید. 

گیری از خشک شدن، در طی این مدت، روی سینی برای جلوآمیزی قرار دهید. دقیقه در دمای اتاق در محلول رنگ 30مدت 

دقیقه با بافر و در نهایت برای چند ثانیه با آب مقطر  20را سه بار و هر بار به مدت  هالامرا بپوشانید. سپس  آمیزیرنگ

تهای فرایند استفاده کنید. در ان لامهای شستشو دهید. برای سهولت در کار و اطمینان از انجام صحیح فرایند از نگهدارنده

فلورسنس قابل شمارش ها متصل و با میکروسکوپ اپیلام در هوا خشک شود. رنگ به دیواره سلولی باکتریاجازه دهید تا 

های لامل را روی لام شوند. در مرحله بعد، یک لامل را با یک قطره روغن امرسیون روی لام نصب کنید و با لاک ناخن، لبهمی

-ها با میکروسکوپ اپیگراد نگهداری کنید. شمارش باکتریدرجه سانتی 2زمان شمارش در دمای  ها را تاثابت کنید. لام

ای روی چشمی میکروسکوپ قرار یک الگوی شبکهشود. در یک اتاق تاریک انجام می 1250تا  1000فلورسنس با بزرگنمایی 

ای انتخاب شوند که به ناحیه باید به گونه 10د. این تا ناحیه از آن را انتخاب کرده و شمارش کنی 10دهید و به طور تصادفی 

توانید دو خط فرضی که از نقطه میانی یکدیگر با زاویه عمود عبور طور تصادفی گسترش خاک را بپوشانند. به عنوان مثال می

 25-3( از رابطه Bاک )ها بر گرم خناحیه روی هر خط را انتخاب کنید. در نهایت تعداد باکتری 5کنند را در نظر بگیرید و می

 :(26) شودمحاسبه می

𝐵      (25-3رابطه )  =  (
𝑁

𝑋
) × (

𝐴

𝑏
) × (

1

𝑆
) 

N های شمارش شدهتعداد باکتری 

X های شمارش شدهتعداد ناحیه 

A متر مربع(میلی 113ای از اسلاید که با نمونه پوشیده شده است )ناحیه 

b شودیری میگرومتر اندازهو با میک مساحت نواحی که شمارش شده که به میکروسکوپ و بزرگنمایی آن هم بستگی دارد. 

S گرم(میلی 9/0شته شده است )مقدار خاکی که روی لام آغ. 

 ملاحظات

 اجتناب کنید. باید از تماس پوستی با فرمالدهید -

 ها باید اجتناب کنید.از تماس پوستی و استنشاق پودر رنگ -

 آمیزی حداکثر برای یک روز قابل نگهداری است.محلول رنگ -

سازی زمانی است که حداقل قبهترین حالت رقی رقیق شوند. 10تا  3ها نیاز دارند که به میزان ون برخی خاکسوسپانسی -

 سلول در هر میدان دید وجود داشته باشد. 25

 شده باهای قارچی از سوسپانسیون خاک تثبیتگیری طول کل هیفبرای اندازه های قارچی:طول کل هیفب( 

علاوه بر است.  ها به طور دقیق آورده شدهگیری جمعیت باکتریکه شرح تهیه آن در قسمت اندازهفرمالدهید استفاده کنید 

 الذکر استریل کنید. همچنین محلول زیر را آماده نمایید:آن، آب تازه را نیز به همان روش فوق
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 یک لیتر حجم برسانید. شده حل کرده و به استریل تازه را در آب 11R2Mگرم کالکفور سفید  2آمیزی: محلول رنگ -

لیتر( را مجدداً هم بزنید و با آب استریل در سه مرحله رقیق گرم خاک بر میلیمیلی 90شده خاک )سوسپانسیون تثبیت

گرم خاک میلی 6/3لیتر سوسپانسیون حاوی میلی 5رقیق شود. در نهایت  1:5کنید. در هر مرحله سوسپانسیون با نسبت 

ساعت در دمای اتاق در محیط تاریک نگهداری  2آمیزی اضافه و به مدت لیتر از محلول رنگمیلی 5خواهد بود، که به آن 

 فذاقطر من که مترمیلی 25با قطر  کربناتیگرم خاک( را با فیلتر سیاه پلیمیلی 44/1لیتر از این محلول )میلی 4کنید. سپس 

شده بشویید و روی یک لام با روغن لیتر آب تازه استریلمیلی 3فیلتر را سه مرتبه با صاف کنید.  باشد، میکرومتر 8/0 آن

مشاهده  400و بزرگنمایی  UVفلورسنس با نور ها را در یک اتاق تاریک زیر میکروسکوپ اپیلامور کنید. امرسیون غوطه

تا  50حدود  باشد. در یک یا دو ترانسکت روی فیلتر 10×10. این میکروسکوپ باید مجهز به شبکه شمارش چشمی کنید

بر حسب میکرومتر  (H) ها با خطوط شبکه شمارش را تخمین بزنید. طول هیفمحدوده را در نظر بگیرید و تعداد تقاطع هیف

 : )26( محاسبه کنید 26-3را از رابطه  12بر محدوده

𝐻       (26-3رابطه )  = 𝐼𝜋
𝐴

2𝐿
 

I تعداد تقاطع در هر محدوده 

A  میکرومتر مربع( 54289برابر با  233×233مساحت محدوده )برای مثال 

L  میکرومتر است( 5126میکرومتر که برابر  233×خط 22طول کل خطوط در محدوده شمارش )برای مثال. 

 : (26) ریدبه دست آو 27-3را از رابطه  بر حسب متر بر گرم خاک ی قارچیهاپس از محاسبه طول هیف، طول کل هیف

𝐹      (27-3رابطه )  = 𝐻 × 10−6 × (
𝐴

𝐵
) × (

1

𝑆
) 

H حسب میکرومتر بر محدوده طول هیف بر 

 تبدیل میکرومتر به متر 6-10

A  متر مربع(میلی 201مساحت فیلتر که با نمونه پوشیده شده )برای مثال 

B  متر مربع(میلی 053/0مساحت محدوده )برای مثال 

S  گرم(میلی 44/1مثال مقدار خاک روی فیلتر )برای 

 ملاحظات

 .(26) اد در محل تاریک قابل نگهداری استگردرجه سانتی 2لام تهیه شده تا دو ماه در دمای  -

                                                           
1 1  Calcofluor White M2R 
1 2 Grid 
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 آزاوره آنزیمفعالیت  -2-2-3

فزودن اوره به ابا کند. را کاتالیز و در چرخه نیتروژن نقش مهمی ایفا می 3NHو  2COآز هیدرولیز اوره به آنزیم اوره

ه شده، فعالیت گراد و بر اساس آمونیاک آزاددرجه سانتی 37ساعت در دمای  2های خاک و انکوباسیون آنها به مدت نمونه

 زنند. بدین منظور در ابتدا باید مواد زیر را تهیه کرد:ر خاک را تخمین میآز دآنزیم اوره

 تولوئن -

لیتر آب میلی 700گرم تریس را در  pH :1/6=9مولار و میلی 50ا غلظت ببافر تریس )هیدروکسی متیل( آمینو متان  -

 رسانید. بآب مقطر به حجم یک لیتر  تنظیم کنید و با pH=9 مولار در 2/0مقطر حل کرده و آن را با اسید سولفوریک 

لیتر میلی 100ل کنید و با آن به حجم حلیتر بافر تریس میلی 80گرم اوره را در  2/1مولار: میلی 200محلول اوره  -

 گراد نگه دارید. درجه سانتی 4برسانید. این محلول را به صورت تازه و روزانه تهیه کنید و در دمای 

 13گرم سولفات با گرید معرفمیلی 100میزان گرم بر لیتر(: میلی 100سولفات نقره )-مولار( 5/2) محلول پتاسیم کلرید -

در محلول گرم پتاسیم کلرید با گرید معرف را  188لیتر آب مقطر حل کنید. سپس میلی 700درصد( را در  99)خلوص بالای 

 حل کنید و با آب مقطر به حجم یک لیتر برسانید.

 مولار اسید سولفوریک 005/0محلول  -

درصد حل کنید و با  95را در اتانول  15گرم متیل رد 33/0و  14گرم بروموکرزول سبز 66/0محلول اندیکاتور: میزان  -

 لیتر برسانید. میلی 1000اتانول به حجم 

درصد را در یک بالن  95لیتر اتانول میلی 400ز محلول اندیکاتور و لیتر امیلی 40محلول اندیکاتور بوریک اسید: میزان  -

از سرد شدن به  لیتر آب مقطر گرم مخلوط و پسمیلی 1400گرم بوریک اسید را با  40لیتری بریزید. از طرف دیگر،  2ژوژه 

مانی که رنگ یک مولار را به بالن پیپت کنید تا ز 05/0سدیم هیدروکسید سپس الذکر اضافه کنید. لیتری فوق 2بالن ژوژه 

ا با آب مقطر به لیتر آب مقطر از صورتی به سبز روشن تغییر کند. در نهایت محلول ربا افزودن یک میلیلیتر محلول میلی

 لیتر برسانید. میلی 2000حجم 

ساعت قرار دهید. سپس در  2گراد به مدت درجه سانتی 700تا  600را در دمای  منیزیم اکسید: (MgO) منیزیم اکسید -

 کسید یا ژل سیلیکا سرد کرده و نگهداری کنید. یک دسیکاتور حاوی سدیم هیدرو

د. گرم سولفات آمونیوم را در آب مقطر حل کرده و به حجم یک لیتر برسانی 234/0حلول استاندارد آمونیاک: میزان م -

 میکروگرم نیتروژن آمونیومی است.  50محلول حاوی لیتر هر میلی

لیتر میلی 2/0لیتری بریزید. سپس میلی 50 بالن حجمیب را در گرم خاک مرطو 5پس از تهیه مواد مورد نیاز، میزان 

لیتر محلول اوره را اضافه کرده و محتوا را مخلوط کنید. پس از آن، یک میلی لیتر بافر تریس به آن بیافزاییدمیلی 9تولوئن و 

                                                           
1 3 Reagent grade 
1 4 Bromocresol green 
1 5 Methyl red 
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گراد درجه سانتی 37مای ساعت در د 2را ببندید و به مدت بالن حجمی و مجدداً برای چند ثانیه مخلوط کنید. درب 

اضافه بالن حجمی سولفات نقره را به -لیتر محلول پتاسیم کلریدمیلی 35، انکوباسیون کنید. پس از اتمام زمان انکوباسیون

به دمای اتاق برسند. با  بالندقیقه زمان بگذرد تا محتویات  5کنید و به مدت چند ثانیه آن را هم بزنید. اجازه دهید حدود 

 برای نمونه کنترلمخلوط کنید.  لیتر برسانید و کاملاًمیلی 50را به  بالن، محتویات سولفات نقره-محلول پتاسیم کلریدافزودن 

لیتر محلول پتاسیم میلی 35لیتر محلول اوره را پس از افزودن همین روند را دنبال نمایید، اما با این تفاوت که یک میلی

 سولفات نقره، اضافه کنید. -کلرید

 20د. از طرف دیگر، لیتر محلول اندیکاتور بوریک اسید را در یک ارلن مایر بریزیمیلی 5آزاد شده،  آمونیومرای تخمین ب

سید را به آن گرم منیزیم اک 2/0لیتری پیپت کنید و میلی 100لیتر سوسپانسیون نهایی خاک را به یک بالن تقطیر میلی

عصاره در نهایت ود. شلیتر عصاره در ارلن مایر جمع آوری میلی 30نید تا زمانی که سپس محتویات بالن را تقطیر کبیافزایید. 

وگرم نیتروژن میکر 70مولار معادل  005/0لیتر اسید سولفوریک مولار تیتر کنید. یک میلی 005/0سولفوریک را با اسید 

فعالیت  28-3ابطه کنترل تصحیح کرده و با ر هاینتایج غلظت نیتروژن آمونیومی سوپانسیون خاک را با نمونه آمونیومی است.

 :(10) آز خاک را محاسبه کنیدآنزیم اوره

𝑈𝑟𝑒𝑎𝑠𝑒 𝑎𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡𝑦 (𝜇𝑔 𝑁𝐻4    (28-3رابطه )  − 𝑁 𝑔−1𝑑𝑤𝑡 2ℎ−1) =
𝐶×50

𝑑𝑤𝑡×5
 

C ر سوسپانسیون لیتگیری شده نیتروژن آمونیومی تصحیح شده بر حسب میکروگرم نیتروژن آمونیومی بر میلیغلظت اندازه

 خاک

 حجم کل سوسپانسیون خاک 50

dwt رم خاک مرطوبوزن خشک یک گ 

 وزن کل خاک مرطوب مورد استفاده در آزمایش 5

 ملاحظات

ایستی در ابتدا سولفات نقره را در آب مقطر حل کرد و سپس پتاسیم بسولفات نقره -برای تهیه محلول پتاسیم کلرید -

 شود.کلرید را به آن افزود. چرا که سولفات نقره در محلول پتاسیم کلرید حل نمی

 .باشدساعت فاصله  2 دتوانتا زمان تعیین آمونیوم، می سوسپانسیون هب سولفات نقره-ن محلول پتاسیم کلریدافزودپس از  -

 کند. متوقف می در طی این مدت هیدرولیز آنزیمی اوره راچرا که این محلول 

 های مختلف نباید متفاوت باشد. نیوم در نمونهزمان صاف کردن سوسپانسیون و استخراج آمو -

 لوگیری شود. جف کردن سوسپانسیون خاک باید با کاغذ صافی بدون نیتروژن انجام شود تا از آلودگی نیتروژن صا -

 .(10) حداقل سه تکرار برای هر نمونه آزمایش باید اجرا شود -
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 آلکالاین فسفاتاز آنزیم فعالیت -3-2-3

س از انکوباسیون پاین روش برای تخمین فعالیت آنزیم آلکالاین فسفاتاز، بر اساس تعیین غلظت پارانیتروفنل آزاده شده 

 :فسفات استوار است. بدین منظور در ابتدا مواد زیر را تهیه کنیدپارانیتروفنیل خاک با 

 تولوئن -

گرم  3/6گرم سیتریک اسید و  14گرم مالئیک اسید،  6/11گرم تریس،  1/12یزان : م16MUBمحلول استوک بافر  -

لیتر محلول سدیم هیدروکسید یک مولار حل کنید و با آب مقطر به حجم یک لیتر برسانید و میلی 500بوریک اسید را در 

 گراد نگهداری کنید. درجه سانتی 4در دمای 

رایط تحت شمولار  1/0را با سدیم هیدروکسید  MUBیتر محلول استوک لمیلی 200: میزان pH=11با  MUBبافر  -

 تنظیم کنید و با آب مقطر به حجم یک لیتر برسانید. 11برابر با  pHدر  زدن مداومهم

سدیم پارانیتروفنیل فسفات تتراهیدرات را گرم دی 927/2مولار: میزان میلی 15( PNP) 17محلول پارانیتروفنیل فسفات -

گراد درجه سانتی 4لیتر برسانید و در دمای میلی 50حل کرده و با همان بافر به حجم  pH=11با  MUBلیتر بافر لیمی 40در 

 نگهداری کنید.

 ک لیتر برسانید. گرم کلسیم کلرید را در آب مقطر حل کرده و به حجم ی 5/73مولار: میزان  5/0محلول کلسیم کلرید  -

جم یک لیتر گرم سدیم هیدروکسید را در آب مقطر حل کرده و به ح 20ر: میزان مولا 5/0محلول سدیم هیدروکسید  -

 برسانید. 

گرم سدیم هیدروکسید را در آب مقطر حل کرده و به حجم یک لیتر  4مولار: میزان  1/0حلول سدیم هیدروکسید م -

 برسانید. 

ده و به حجم یک لیتر لیتر آب مقطر حل کرمیلی 70محلول استاندارد پارانیتروفنل: میزان یک گرم پارانیتروفنل را در  -

 گراد نگهداری کنید. درجه سانتی 4برسانید و در دمای 

 4لیتر تولوئن، میلی 25/0لیتری بریزید و میلی 50پس از تهیه مواد مورد نیاز، یک گرم خاک مرطوب را در ارلن مایر 

ارلن مایر را مخلوط  انیتروفنیل فسفات را به آن بیافزایید. محتوایلیتر محلول پارو یک میلی pH=11با  MUBلیتر بافر میلی

محلول کلسیم  لیترپس از انکوباسیون، یک میلیگراد انکوباسیون کنید. درجه سانتی 37کرده و به مدت یک ساعت در دمای 

خلوط و سپس با یون خاک را ممولار به ارلن مایر اضافه کنید. سوسپانس 5/0لیتر محلول سدیم هیدروکسید میلی 4کلرید و 

همین روند را دنبال  برای نمونه کنترلنانومتر اندازه بگیرید.  400را در  در نهایت جذب نور صاف کنید. 2کاغذ واتمن شماره 

یدروکسید و هسدیم  های کلسیم کلرید ورا پس از افزودن محلول PNPلیتر محلول نمایید، اما با این تفاوت که یک میلی

 ه  قبل از صاف کردن سوسپانسیون خاک، اضافه کنید. بلافاصل

                                                           
1 6 Modified Universal Buffer 
1 7 p-Nitrophenyl phosphate 



 45                                                                                           01/06/1403            های آزمایشگاهی                                تجزیه –سوم فصل 

 

یزید و با آب مقطر به از محلول استاندارد پارانیتروفنل را در بالن ژوژه برلیتر کالیبراسیون، یک میلی منحنیبرای تهیه 

 50ا به ارلن مایرهای رشده لیتر از این محلول استاندارد رقیقمیلی 5و  4، 3، 2، 1لیتر برسانید. مقدار صفر، میلی 100حجم 

پارانیتروفنل  تجزیهای برو همانطور که  لیتر تنظیم نماییدمیلی 5لیتری پیپت کنید و با اضافه کردن آب مقطر، حجم را در میلی

های کنترل ا با نمونهشده در فوق شرح داده شد، مراحل کار را ادامه دهید. نتایج سوپانسیون خاک ریونهای خاک انکوباسنمونه

ر نهایت فعالیت آنزیم . دلیتر عصاره را با مراجعه به منحنی کالیبراسیون محاسبه کنیدپارانیتروفنل در هر میلی تصحیح کرده و

 :(10) به دست آورید 29-3آلکالاین فسفاتاز در هر گرم خاک را با رابطه 

𝑝    (29-3رابطه )  − 𝑁𝑖𝑡𝑟𝑜𝑝ℎ𝑒𝑛𝑜𝑙(𝜇𝑔 𝑔−1𝑑𝑤𝑡 ℎ−1) =
𝐶×𝑣

𝑑𝑤𝑡×𝑆𝑊×𝑡
 

C لیتر عصارهشده پارانیتروفنل بر حسب میکروگرم بر میلیگیریغلظت اندازه 

v لیترحجم کلی سوسپانسیون خاک بر حسب میلی 

dwt  وزن خشک یک گرم خاک مرطوب 

SW ده شده )یک گرم(وزن نمونه خاک استفا 

t زمان انکوباسیون بر حسب ساعت 

 ملاحظات

 د اجرا شود.حداقل سه تکرار برای هر نمونه آزمایش بای -

 توان از سانتریفیوژ سریع استفاده کرد. به جای فیلتراسیون می -

 .(10) ردکواکنش آنزیمی را متوقف  ،های خاک در یخ پس از انکوباسیونتوان با قرار دادن سوسپانسیونمی -

 بتاگلوکوزیداز آنزیم فعالیت -4-2-3

گیری فعالیت این کننده سرعت در تجزیه میکروبی سلولز به گلوکز است. اصول اندازهمحدوده آنزیم بتاگلوکوزیداز آنزیم

وزید طی یک ساعت آنزیم در خاک بر اساس میزان رهاسازی پارانیتروفنل پس از انکوباسیون خاک با محلول پارانیتروفنل گلوک

 زیر را تهیه کنید:باشد. بدین منظور در ابتدا مواد گراد میدرجه سانتی 37در دمای 

 تولوئن -

لیتر میلی 200میزان را تهیه کنید.  MUBبافر  محلول استوک 3-2-3: مطابق دستورالعمل زیربخش pH=6با  MUBبافر  -

تنظیم کنید و با آب مقطر به  6برابر با  pHزدن مداوم در مولار تحت شرایط هم 1/0را با هیدروکلریک اسید از این محلول 

 برسانید.حجم یک لیتر 

 .عمل کنید 3-2-3مطابق دستورالعمل زیربخش مولار:  5/0محلول کلسیم کلرید  -

لیتر آب مقطر حل کرده و آن را لیمی 700گرم تریس را در  pH: 1/12=12و  pH=10ر و مولا 1/0بافر تریس با غلظت  -

 ک لیتر برسانید.تنظیم کنید و با آب مقطر به حجم یمدنظر  pH مولار در 2/0با اسید سولفوریک 

 عمل کنید. 3-2-3مطابق دستورالعمل زیربخش محلول استاندارد پارانیتروفنل:  -
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 MUBلیتر بافر لیمی 40را در  PNGگرم از  377/0مولار: میزان میلی 25( PNGگلوکوزید )محلول پارانیتروفنل بتا دی -

 شود.  گراد نگهداریدرجه سانتی 4ول باید در لیتر برسانید. این محلمیلی 50حل کنید و با همان بافر به حجم 

لیتری میلی 50ایر ممتری عبور داده شده را در ارلن میلی 2پس از تهیه مواد مورد نیاز، یک گرم خاک مرطوبی که از الک 

ا ری ارلن محتوا به آن اضافه کنید. PNGلیتر محلول و یک میلی MUBلیتر محلول میلی 4لیتر تولوئن، میلی 25/0بریزید و 

لیتر ون، یک میلیگراد انکوباسیون نمایید. پس از انکوباسیدرجه سانتی 37کاملاً مخلوط کنید و به مدت یک ساعت در دمای 

هم بزنید و بلافاصله  به سوسپانسیون خاک بیافزایید. ارلن را به خوبی pH=12لیتر بافر تریس با میلی 4 و محلول کلسیم کلرید

اد است، توسط بافر نانومتر اندازه بگیرید. اگر چگالی نوری عصاره خیلی زی 400نید. چگالی نوری را در محتوای آن را صاف ک

دن کلسیم کلرید را پس از انکوباسیون و قبل از افزو PNGآن را رقیق کنید. برای نمونه بلانک، سوبسترای  pH=10تریس با 

است. برای  3-2-3زیربخش  مشابه یبراسیون و محاسبه فعالیت آنزیمو بافر تریس به ارلن مایر اضافه کنید. تهیه منحنی کال

 .(10) مراجعه کنیدانجام این مراحل به زیربخش مذکور 

 ملاحظات

 گیری شوند.ها باید در سه تکرار به همراه یک نمونه بلانک اندازهتمام نمونه -

 .(10)گراد پایدار است درجه سانتی 4تا چند روز در دمای  PNGمحلول  -

 سلولاز آنزیم فعالیت -5-2-3

یک فرایند مهم در  ساکارید ساختاری دیواره سلولی گیاهان است. بنابراین تخریب میکروبی سلولزترین پلیسلولز فراوان 

، pHوبسترا، تخریب سلولز در خاک یک فرایند آهسته بوده و نوع لاشبرگ، غلظت سآید. تخریب بقایای گیاهی به شمار می

شود اک تولید میخهای عمدتاً توسط قارچآنزیم سلولاز گذارد. یر قابل توجهی بر سرعت این فرایند میدما و محتوای آب تاث

ردن خاک به کهواخشک  دهد.رخ میگراد درجه سانتی 50تا  30و در دمای  6تا  5بین  pHدر خاک عموماً در و فعالیت آن 

گلوکز رها شده  گیری میزانلیت آنزیم سلولاز در خاک، اندازهعیین فعایک روش برای تکند. شدت این آنزیم را غیرفعال می

بدین  د است.گرادرجه سانتی 50ساعت در دمای  24های تیمارشده با کربوکسی متیل سلولز به مدت پس از انکوباسیون خاک

 منظور در ابتدا مواد زیر را تهیه کنید:

لیتر آب مقطر حل کرده میلی 700ون آب را در دیم استات بدگرم از س 08/164: میزان pH=5/5مولار با  2بافر استات  -

 لیتر برسانید. میلی 1000تنظیم کنید و با آب مقطر به حجم  5/5را با استیک اسید در  pHو 

لیتر بافر میلی 1000را در  CMCگرم  7درصد وزنی حجمی: میزان  7/0 18محلول نمک سدیم کربوکسی متیل سلولز -

 گراد با همزن مغناطیسی هم بخورد. درجه سانتی 45ساعت در دمای  2محلول باید به مدت  استات حل کنید. این

 1000ده و به حجم گرم پتاسیم سیانید را در آب مقطر حل کر 9/0گرم سدیم کربنات بدون آب و  16: میزان Aمعرف  -

 لیتر برسانید. میلی

                                                           
1 8 Carboxymethyl cellulose sodium salt, CMC 
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لیتر برسانید و در میلی 1000آب مقطر حل کرده و به حجم  را در 19گرم پتاسیم آهن هگزاسیانید 5/0: میزان Bمعرف  -

 های تیره رنگ نگهداری کنید. بطری

لیتر اسید سولفوریک میلی 2/4و  21، یک گرم سدیم دودسیل سولفات20گرم سولفات آمونیوم آهن 5/1میزان : Cمعرف  -

 لیتر برسانید.میلی 1000گراد حل کنید و به حجم درجه سانتی 50غلیظ را در آب مقطر با دمای 

 لیتر برسانید.میلی 1000ده را در آب مقطر حل کرده و به حجم گرم از این مامیلی 28محلول گلوکز مونوهیدرات: میزان  -

 15ن مایر بریزید و متری عبور کرده را در ارلمیلی 2گرم خاک مرطوبی که از الک  10پس از تهیه مواد مورد نیاز، میزان 

ساعت در دمای  24دت مرا به آن بیافزایید. درب ارلن مایر را ببندید و به  CMCلیتر محلول میلی 15استات و  لیتر بافرمیلی

. برای نمونه کنترل انکوباسیون کنید. پس از انکوباسیون، سوسپانسیون خاک را با کاغذ صافی فیلتر کنید گراددرجه سانتی 50

فاصله  قبل از صاف را پس از انکوباسیون و بلا CMCلیتر محلول میلی 15وت که همین روند را دنبال نمایید، اما با این تفا

های کشاورزی( اکلیتر )برای خمیلی 20لیتر از عصاره را با آب مقطر به حجم کردن سوسپانسیون خاک، اضافه کنید. یک میلی

و یک  ای بریزیدشیشه شده را با پیپت به لولهلیتر از عصاره رقیقهای جنگلی( برسانید. یک میلیلیتر )برای خاکمیلی 30یا 

ا با ورتکس مخلوط به آن بیفزایید. درب لوله را ببندید و به خوبی محتوای آن ر B لیتر معرفو یک میلی Aلیتر معرف میلی

ا به مدت ای رسپس لوله شیشه دقیقه بجوشانید. 15گراد به مدت درجه سانتی 100کنید. لوله را در یک حمام آب با دمای 

ن بیفزایید، خوب به آ Cلیتر معرف میلی 5گراد قرار دهید تا خنک شود و بعد درجه سانتی 20دقیقه در حمام آب با دمای  5

ز آماده شدن گراد بماند تا رنگ ایجاد شود. پس ادرجه سانتی 20دقیقه در دمای  60مخلوط کنید و اجازه دهید به مدت 

براسیون، میزان صفر، برای تهیه منحنی کالینانومتر قرائت کنید.  690دقیقه چگالی نوری را در  30ها، نهایتاً طی مدت نمونه

زمایش پیپت کنید و آهای لیتر محلول گلوکز مونوهیدرات را به لولهمیلی 1و  9/0، 8/0، 7/0، 6/0، 5/0، 4/0، 3/0، 2/0، 1/0

اضافه  Cو  A ،Bهای گیری گلوکز معرفالذکر برای اندازهفوقلیتر رقیق کنید. طبق توضیحات با آب مقطر تا حجم یک میلی

لیتر عصاره ر میلیههای کنترل تصحیح کرده و گلوکز در کرده و مراحل کار را پیش ببرید. نتایج سوپانسیون خاک را با نمونه

به دست  30-3ابطه رخاک را با  را با مراجعه به منحنی کالیبراسیون محاسبه کنید. در نهایت فعالیت آنزیم سلولاز در هر گرم

 :(10) آورید

𝐺𝑙𝑢𝑐𝑜𝑠𝑒 𝑒𝑞𝑢𝑖𝑣𝑎𝑙𝑒𝑛𝑡 (𝜇𝑔 𝑔−1𝑑𝑤𝑡 24ℎ−1)    (30-3رابطه )  =
𝐶×𝑣×𝑓

𝑠𝑤×𝑑𝑤𝑡
 

C لیتر عصارهگیری شده بر حسب میکروگرم گلوکز بر میلیغلظت گلوکز اندازه 

v  لیتر است(میلی 30حجم سوسپانسیون خاک )در این پروتکل 

f ( های برای خاک 30های کشاورزی و برای خاک 20ضریب رقت)جنگلی 

sw وزن خاک مرطوب 

                                                           
1 9 Potassium Ferric Hexacyanide 
2 0 Ferric Ammonium Sulphate 
2 1 Sodium Dodecyl Sulphate 
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dwt  خاک مرطوبیک گرم خشک وزن 

 ملاحظات

 گراد قابل نگهداری است. درجه سانتی 4به مدت یک هفته در دمای  CMCمحلول  -

 های مورد نیاز برای تعیین قندهای احیاکننده مانند گلوکز هستند. معرف Cو  A ،Bهای معرف -

ای و بایستی لوله شیشه ت برخودار استسلولاز، رعایت دقیق زمان حمام آب از اهمیگیری فعالیت آنزیم در مراحل اندازه -

 دقیقه جوشانده شود.  15دقیقاً 

باشد.  5/10بیشتر از  pHباید  Bو  Aهای در هنگام تعیین گلوکز ضروری است. پس از افزودن معرف pHکنترل دقیق  -

 . (10) باشد 2کمتر از  pHباید  Cاما پس از افزودن معرف 

 دهیدروژناز آنزیم فعالیت -6-2-3

های اکسیداتیو سلول تواند به عنوان شاخصی برای کل فعالیتگیری فعالیت یک یا چند آنزیم در زنجیره تنفسی میاندازه

مورد استفاده قرار گیرد. بنابراین فعالیت آنزیم دهیدروژناز در خاک به عنوان معیاری برای فعالیت کلی جامعه میکروبی به 

فنیل تترازولیوم فعالیت دهیدروژناز در خاک مبتنی بر استفاده از تری ها برای تخمینترین روشد. یکی از متداولآیشمار می

ولت  -08/0( به عنوان یک پذیرنده مصنوعی الکترون است. این ماده محلول در آب، دارای پتانسیل رداکس TTC) 22کلراید

( TPF) 23فنیل فورمازانرا به تری TTCکند. تقریباً همه ریزجانداران ل میبوده و به عنوان پذیرنده الکترون دهیدروژناز عم

ساعت و با  24گراد به مدت درجه سانتی 30انکوباسیون خاک در دمای  را با فرایند این سرعت تواندهند که میکاهش می

 بدین منظور در ابتدا مواد زیر را تهیه کنید: سنجی تخمین زد.رنگ کمک

ریس )هیدروکسی متیل( آمینو متان را در گرم ت 1/12مولار: میزان میلی 100یدروکلریک اسید با غلظت ه-بافر تریس -

 pHبود،  5/7ز اخاک بزرگتر  pHرا با هیدروکلریک اسید به حد لازم برسانید. اگر  pH وکرده لیتر آب مقطر حل میلی 700

به حجم یک لیتر  تنظیم کنید. در نهایت محلول را 6/7را روی  بافر pHبود،  6تا  5/7خاک بین  pHو اگر  4/7بافر را روی 

 برسانید. 

د. بر اساس راهنمای گرم متغیر خواهد بو 5/1تا  1/0مورد استفاده از  TTCبر اساس نوع خاک، مقدار : TTCمحلول  -

لیتر برسانید. میلی 100فر به حجم لیتر بافر تریس حل کنید و با همان بامیلی 80را وزن کرده و در  TTCذیل، مقدار مورد نیاز 

 به شرح زیر است: TTCمقدار مورد نیاز 

 1/0  های شنی با ماده آلی پایینلیتر برای خاکمیلی 100گرم بر 

 3/0  های شن لومی، لوم شنی و شنی آلیلیتر برای خاکمیلی 100گرم بر  4/0تا 

 6/0  و لوم شنیآلی های لومی، لیتر برای خاکمیلی 100گرم بر  8/0تا 

                                                           
2 2 Triphenyl Tetrazolium Chloride 
2 3 Triphenyl Formazan 
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 8/0  های لوم رسیلیتر برای خاکمیلی 100گرم بر  1تا 

 1  های رسی و آلیلیتر برای خاکمیلی 100گرم بر  5/1تا 

 گیر: استون با درجه خلوص آزمایشگاهیعصاره -

ر برسانید. لیتمیلی 100ه و به حجم حل کردلیتر استون میلی 80را در  TPFگرم میلی 50: میزان TPFمحلول استاندارد  -

 است. TPFمیکروگرم  500لیتر این محلول حاوی یک میلی

لیتر محلول یلیم 5های آزمایش بریزید و به آن گرم خاک مرطوب را وزن کنید، در لوله 5، پس از تهیه مواد مورد نیاز

TTC  دارای درپوش  د. همچنینمتر باشسانتی 5/2لیتر را داشته و قطر آن میلی 60بیافزایید. لوله آزمایش باید گنجایش

ساعت  24ندید و برای ها باشد. مواد داخل لوله آزمایش را مخلوط کرده و درب لاستیکی آن را ببلاستیکی مقاوم در برابر حلال

( هستند. TTCودن لیتر بافر تریس )بدون افزمیلی 5های کنترل فقط حاوی نمونهگراد انکوباسیون کنید. درجه سانتی 30در 

ساعت  2تاق به مدت اسپس در دمای  .کاملاً تکان دهیدو  کنید لیتر استون به لوله آزمایش اضافهمیلی 40کوباسیون، پس از ان

اف کنید و چگالی لیتر از سوسپانسیون خاک را صمیلی 15ها را تکان دهید. بعد در تاریکی نگهداری کنید و با فواصل لوله

و  0/3، 0/2، 0/1، 5/0میزان صفر، برای تهیه منحنی کالیبراسیون، رائت نمایید. نانومتر  )رنگ قرمز( ق 546نوری آن را در 

 pHبافر تریس با  لیترمیلی 3/8لیتری پیپت کنید و میلی 50سنجی را در بالن حجم TPFلیتر از محلول استاندارد میلی 0/4

 40و  30، 20، 10، 5فر، هایی با غلظت صید تا محلوللیتر برسانمیلی 50ها را با استون به حجم را به آن بیافزایید. بالن 6/7

در هر  TPFت های کنترل تصحیح کرده و غلظلیتر تهیه شوند. نتایج سوپانسیون خاک را با نمونهبر میلی TPFمیکروگرم 

 TPFمیزان رحسب را ب لیتر عصاره را با مراجعه به منحنی کالیبراسیون محاسبه کنید. در نهایت فعالیت آنزیم دهیدروژنازمیلی

 :(21) وریدآبه دست  31-3در هر گرم خاک را با رابطه 

𝐷𝑒ℎ𝑦𝑑𝑟𝑜𝑔𝑒𝑛𝑎𝑠𝑒 𝑎𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡𝑦 (𝜇𝑔 𝑇𝑃𝐹 𝑔−1𝑑𝑤𝑡)    (31-3رابطه )  =
𝐶×𝑣

𝑑𝑤𝑡×𝑠𝑤
 

C  غلظتTPF گیری شده بر حسب میکروگرم اندازهTPF لیتر عصارهبر میلی 

v  لیتر است(میلی 45حجم سوسپانسیون خاک )در این پروتکل 

sw وزن خاک مرطوب 

dwt  یک گرم خاک مرطوبوزن خشک 

 ملاحظات

 را در ظروف تیره رنگ و دور از نور خورشید نگهداری کنید. TPFو  TTCهای محلول -

ت تمهیدات خاص باشد. برای مثال ورود الذکر به نور، کلیه مراحل آزمایش باید تحهای فوقبه دلیل حساسیت محلول -

آزمایشگاهی نیز باید با  هایهای مات بپوشانید. لامپها با ورقهیا پنجرهها را بکشید نور به آزمایشگاه باید کنترل شود. پرده

 .(21) فیلترهای محافظ پوشانیده شوند تا شدت و جهت نور را تغییر دهد
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 هامیانگین هندسی آنزیم -7-2-3

یک شاخص کیفی بوده که برای مقایسه کردن واحدها و مقادیر متفاوت ( GME) 24میانگین هندسی فعالیت آنزیمی خاک

محاسبه  32-3با استفاده از رابطه . این شاخص را دهدخاک را نشان می زیستیو فعالیت  رودمیهای مورد مطالعه به کار آنزیم

  :(27) کنید

𝐺𝑀𝐸    (32-3ی)رابطه  = √𝑈𝑅𝐸 × 𝐴𝐿𝑃 × 𝐵𝐺𝐶 × 𝐶𝐸 × 𝐷𝐻
𝑛

         

GME عالیت آنزیمی خاکمیانگین هندسی ف 

n گیری شدههای اندازهتعداد آنزیم 

URE آزفعالیت آنزیم اوره 

ALP فعالیت آنزیم آلکالاین فسفاتاز 

BGC فعالیت آنزیم بتاگلوکوزیداز 

CE فعالیت آنزیم سلولاز 

DE  (27)فعالیت آنزیم دهیدروژناز. 

 هاشاخص شانون آنزیم -8-2-3

، 33-3بر اساس روابط را یور برای فعالیت آنزیمی خاک و-( شانونpielouE( و یکنواختی عملکرد )H'شاخص تنوع عملکرد )

 :(28) کنیدمحاسبه  35-3و  34-3

Pi         (33-3ی)رابطه  =
ri

∑ ri
 

′H         (34-3ی)رابطه  = − ∑ Pi ln Pi 

Epielou        (35-3ی)رابطه  =
H′

ln(n)
     

iP هامجموع فعالیت آنزیم  
ri

∑ ri
 هاآنزیم نسبت فعالیت هر آنزیم به مجموع فعالیت همه 

'H شاخص تنوع عملکرد 

pielouE  ویور-یکنواختی عملکرد شانونشاخص 

n های سنجش شده.تعداد آنزیم 

                                                           
2 4 Geometric Mean of Enzyme activities 
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 هافعالیت ویژه آنزیم -9-2-3

به  هامیآنز تیعالف. نسبت کنیدمحاسبه  یکروبیم دهتوده زن زانیبر م میآن آنز تیفعال میبا تقسرا  میهر آنز ژهیو تیفعال

 باشدیم یکروبیم تودهستیهر واحد کربن ز یبه ازا یمیآنز تیفعال دهندهنشان( Enzyme/MBCی )کروبیم تودهستیکربن ز

(29). 

 نسبت آنزیم به کربن آلی -10-2-3

نسبت  نی. انیدکمحاسبه  یبه کربن آل هامیآنز تیفعال زانیم میبا تقسرا ( Enzyme/OCی )به کربن آل میآنز تینسبت فعال

 .(30) باشدیم یهر واحد کربن آل یبه ازا یمیآنز تینشاندهنده فعال

 های زیستیپوسته هایویژگی -3-2-11

 خاکها از سازی سیانوباکتریجداسازی و خالص کشت، -1-11-2-3

 الف( ابزارهای مورد نیاز

 درصد  5/1های حاوی آگار دیشیپتر -

 های بزرگ برای کشت نمونهدیشپتری -

 سازیهای کوچک برای خالصدیشپتری -

 دیش کوچک برای خنک کردن سر سوزنیک عدد پتری -

 های استیل ها و سوزنپنس -

 یک عدد لوپ  -

 ها(درصد برای چراغ الکی )جهت ضدعفونی کردن پنس 96اتانول  -

 درصد 70اتانول  -

 محلول ضدعفونی کننده دست -

 استریومیکروسکوپ -

 ماکرهای ضد آب -

 پارافیلم -

 هاب( کشت سیانوباکتری

 .درصد استریل کنید 70میز کارتان را با اتانول  -

 .کننده استریل کنیدهایتان را با محلول ضدعفونیدست -
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هر قسمت مشخصات نمونه شامل: نام محقق، کد  قسمت مساوی تقسیم کنید و در 4های بزرگ را به دیشپشت پتری -

 نمونه، نوع محیط کشت و تاریخ کشت را بنویسید.

 بررسی کنید.ها را زیر لوپ و میکروسکوپ به دقت نمونه -

 پنس را بر روی شعله چراغ الکی آنقدر نگهدارید تا نوک آن قرمز شود. -

 دتا سرد شو دیش کوچک در داخل آگار فرو ببریدنوک پنس را به پتری -

دیش یک تکه اید برداشته و در هر قسمت از پتریهایی از نمونه را که با لوپ بررسی کردهبا پنس استریل شده قسمت -

دیش دادن پتری کوچک از نمونه را قرار دهید اندکی در داخل آگار مدفون کنید به طوری بر روی آگار ثابت شود و با تکان

 جابجا نشود.

 خل سینی بگذارید.را بر روی آن قرار داده و با پارافیلم کاملا ببندید و به حالت برگردان در دادیش درب پتری -

ها گراد( قرار دهید. سیانوباکتریدرجه سانتی 18-20ها را در اتاق مخصوص در دمای مناسب )دیشسینی حاوی پتری -

 ها را کنترل کنید.د نمونه کشتای یک بار وضعیت رشهفته شروع به رشد خواهند نمود. هفته 2-4بین 

 هاسازی سیانوباکتریپ( خالص

 مرحله اول

 .درصد استریل کنید 70میز کارتان را با اتانول  -

 .کننده استریل کنیدهایتان را با محلول ضدعفونیدست -

محقق، کد  قسمت مساوی تقسیم کنید و در هر قسمت مشخصات نمونه شامل: نام 4های بزرگ را به دیشپشت پتری -

 نمونه، نوع محیط کشت و تاریخ کشت را بنویسید.

 نید ها را زیر لوپ و میکروسکوپ به دقت بررسی کنمونه -

 پنس را بر روی شعله چراغ الکی آنقدر نگهدارید تا نوک آن قرمز شود. -

 ید تا سرد شوددیش کوچک در داخل آگار فرو ببرنوک پنس را به پتری -

دیش یک تکه کوچک از اید برداشته و در هر قسمت از پتریهایی را که با لوپ بررسی کردهکلونی با پنس استریل شده -

دیش قرار دهید. اندکی در داخل آگار مدفون قسمت پتری 4ای برداشته و بر روی یکی از نمونه را قرار دهید از هر کلونی تکه

 دیش جابجا نشود.کنید به طوری بر روی آگار ثابت شود و با تکان دادن پتری

 دیش را بر روی آن قرار داده و با پارافیلم کاملا ببندید و به حالت برگردان در داخل سینی بگذارید.رب پترید-

ها گراد( قرار دهید. سیانوباکتریدرجه سانتی 18-20ها را در اتاق مخصوص در دمای مناسب )دیشسینی حاوی پتری -

 ها را کنترل کنید.ه کشتای یک بار وضعیت رشد نمونود. هفتهنم هفته شروع به رشد خواهند 2-4بین 

دست تهیه شوند. در هر بار مرحله های خالص و یککنید تا نمونهسازی نمونه را آنقدر تکرار خالص مرحله نکته:

 های سیانوباکتری کاملا شکل گیرند. منتظر بمانید تا کلونی سازی یک تا دو ماهخالص
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 تکثیر و خالص سازی سیانوباکتری از پوسته های زیستیکشت،  -2-11-2-3

 الف( ابزار و مواد مورد نیاز

قط دو مورد ذیل ضرورتاً برای د. فهستن« الف»قسمت  1-11-2-3د مورد نیاز عیناً مطابق با زیربخش همه ابزار و موا

 گیرد.ها مورد استفاده قرار میسازی نمونههمگن

 آسیاب برقی کوچک -

  120( شماره ASHTO T27ندارد آمریکایی آشتو )الک استا -

 هاب( کشت سیانوباکتری

شود، برای خاک انجام می ها ازسیانوباکتری که برای کشت و استخراج« ب»قسمت  1-11-2-3 زیربخشهمان مراحل 

مخلوطی  شده آوری های زیستی جمعابل اجرا هستند.  ممکن است پوستههای زیستی نیز قها از پوستهاستخراج سیانوباکتری

کشت  قبل از شروع به جداسازی و های مختلف خزه و گلسنگ تشکیل شده باشند. ضرورتاًاز خزه، گلسنگ و از گونه

یط کشت انجام ها، مراحل ذیل قبل از انتقال به محبرای همگن سازی نمونه ها باید نمونه همگن شده باشد.سیانوباکتری

 شود.می

 خاک زیرین کاملا جدا کنید. های زیستی را ازپوسته -

 ت خاک را با تیغه های مخصوص یا با اسپاتول با دقت تمام از روی آنها و ریشه ها جدا کنید.ذرا -

 رد کنید. 120های زیستی را آسیاب کنید و از الک شماره پوسته -

 را اجرا کنید.« ب»قسمت  1-11-2-3 زیربخشمراحل  -

 پ( خالص سازی سیانوباکتری ها

 شود.اجرا می« پ»قسمت  1-11-2-3زیربخش ا همانند دقیق

 های سیانوباکتریاندازه گیری کلروفیل در نمونه -3-11-2-3

 الف( ابزار و مواد لازم

 %96اتانول  -

 یخ مکعبی به مقدار لازم -

 سانتریفیوژ -

 اسپکتروفتومتر -

 حمام آب )بن ماری( -

 ب( روش کار

 .ابید تا همگن شوندها را در هاون ریخته و بسنمونه -1

 .لیتری انتقال دهیدمیلی 15های سانتریفیوژ ها را به تیوپمونهن-2
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 .نیددرصد به آن اضافه ک 96لیتر اتانول میلیسه  -3

 .ماری( بگذاریدگراد در حمام آب )بندرجه سانتی 78دقیقه در دمای  5به مدت  -4

دقیقه بر روی یخ بگذارید  10ها را بعد از حمام آب به مدت نمونهمقداری یخ مکعبی در داخل ظرف یونولیتی بریزید و  -5

 .تا خنک شوند

 .دور بر دقیقه سانتریفیوژ کنید 6000گراد با درجه سانتی 5دقیقه در دمای  5به مدت  -6

 .درصد )شاهد یا بلانک( صفر کنید 96ستگاه اسپکتروفتومتر را با اتانول د-7

نانومتر با دستگاه اسپکتروفنومتر اندازه بگیرید. همچنین  696و  665، 649، 632های میزان کلروفیل را در طول موج-8

شد. در صورتی که با 005/0نانومتر قرائت کنید. میزان کدورت نمونه نباید بیش از  750میزان کدورت نمونه را در طول موج 

 .بود دوباره آن را سانتریفیوژ کنید تا کاملا شفاف شود 005/0زیادتر از 

 .گیری باقیمانده عصاره دور بریزیدبعد از اندازه -9

 .ها اضافه کنیدبه نمونه درصد مجدداً  96لیتر اتانول سه میلی -10

 .ماری( قرار دهیدگراد در حمام آب )بنه سانتیدرج 78سی دقیقه در دمای  -11

 .وندشها را بر روی یخ بگذارید تا خنک به مدت دقیقه نمونه -12

 .یوژ کنیددور بر دقیقه سانتریف 6000درجه سانتیگراد با  5دقیقه در دمای  5 به مدت -13

 .درصد )شاهد یا بلانک( صفر کنید 96ستگاه اسپکتروفتومتر را با اتانول د -14

نانومتر با دستگاه اسپکتروفنومتر اندازه بگیرید. همچنین  696و  665، 649، 632های یل را در طول موجمیزان کلروف -15

شد. در صورتی که با 005/0نانومتر قرائت کنید. میزان کدورت نمونه نباید بیش از  750زان کدورت نمونه را در طول موج می

 .بود دوباره آن را سانتریفیوژ کنید تا کاملا شفاف شود 005/0زیادتر از 

 .گیری باقیمانده عصاره دور بریزیدبعد از اندازه -16

  نانومتر عدد صفر را نشان دهد تکرار کنید 665ه قرائت را تا زمانی ک 16تا  10مراحل.  

ی محققان در اضافه نمود. برخ 3MgCOتوان میبرای کاهش میزان احتمالی پراکنش و خطاهای ضریب شکست نور  نکته:

 لیکن افزودن آن در انجام آزمایش ضرورت ندارد. ،اندمقالات بدان اشاره نموده

 پ( محاسبه کلروفیل

 مع بزنید. هم ج محاسبه کنید و با 36-3رابطه یل از هر مرحله استخراج را طبق مقدار کلروف

 V)/(gcrust*L)(665))=([11.9035*A1-Chl a (mgL*[     (36-3رابطه ) 

L گیری متر اندازهمیلی 10ا قطر کریستالی مخصوص بمتر )در سلهای اسپکتروفتومتر به میلیطول قطر اپتیکی سل

 را جایگزین کنید( 10عدد شود بنابراین می

V  لیتر نوشت(توان به میلیلیتر )همچنین میحجم عصاره به 
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g 1(گرم در فرمول جاگذاری کنید واحد کلروفیل هم به اگر وزن را به میلیبر حسب گرم ) های زیستیوزن پوسته-gmlμ )

 خواهد بود(

 هااندازه گیری مواد اگزوپلی ساکاریدی در سیانوباکتری -4-11-2-3

 الف( ابزار و مواد لازم

 سانتریفیوژ -

 ترازو -

 Dry-Freezerدستگاه  -

 مولار 12اسید سولفوریک  -

 درصد 5ل وفن -

 اسپکتروفتومتر -

 درصد NaCl 05/0محلول نمک  -

 مولار EDTA2Na 1/0محلول  -

 گیریب( مراحل عصاره

 سانتریفیوژ کنید. x 7500دور گراد با درجه سانتی 4دقیقه در دمای  10ها را به مدت نمونه -

 مایع رویی را دور بریزید. -

دقیقه با دور  10 گراد به مدتدرجه سانتی 4درصد به مواد باقیمانده اضافه کنید و در دمای  NaCl  05/0میلی لیتر  10 -

x 7500 .سانتریفیوژ کنید 

 (LB-EPS)ف هستند ساکاریدی با باندهای ضعیلی. این مایع حاوی مواد اگزوپمایع رویی را در تیوپ جداگانه خالی کنید -

 .کنندکه کمی نامحلول بوده و محیط را متخلخل می

 4مولار اضافه کنید و به مدت یک ساعت در دمای  EDTA2Na 1/0میلی لیتر محلول محلول  10به مواد باقیمانده  -

 .سانتریفیوژ کنید x 7500با دور دقیقه  10بر روی دستگاه شیکر قرار دهید. سپس به مدت  رادگدرجه سانتی

-TB)قوی هستند  محکم و ساکاریدی با باندهای. این مایع حاوی مواد اگزوپلیمحلول رویی را در تیوپ جداگانه بریزید -

EPS)کنندرولیز مقاوم میهای سیانوباکتری را در برابر هید. این مواد هم در داخل و هم در خارج سلول گسترش یافته و کلونی. 

 .خشک کنید Dry-Freezerلیتر برداشته و با دستگاه میلی 2ها از هر کدام از محلول -

 ساکاریدهاگیری پلیپ( اندازه

 مولار بریزید. 12لیتر اسید سولفوریک میلی 1شده   Dry-Freezبر روی مواد  -

 درصد اضافه کنید. 5ل ولیتر فنه محتویات نمونه یک میلیب -

 نانومتر قرائت کنید. 490موج ها را در طول نمونه -
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سیم منحنی رگرسیونی ترتهیه کنید و پس از « پ»قسمت  2-4-1-3زیربخش مطابق با را ز محلول استاندارد گلوک -

 ساکاریدها را محاسبه کنید.مقادیر پلی

 سطح تکمیلی مطالعات -3-3

  ژنومیکسمتابر اساس  باکتری های خاک بررسی تنوع ژنتیکی -1-3-3

ل جامعه کاز  ای راهر نوع نمونه DNAامکان مطالعه  یمطالعه مستقل از کشت است که به صورت تئور کی کسیمتاژنوم

 میکروسکوپی زنده تموجودا کل ژنتیکی ماده جداسازی -1 دارد:ر مرحله اصلی چها وریافن نیا .کندفراهم می جانداران

 ژنتیکی مواد تحلیل و تجزیه -4 ومی وژن کتابخانه ساخت -3 ها،لناق به ژنتیکی مواد انتقال -2 مطالعه، مورد محیط در موجود

. (31,32) است هاژنوم آن یابییو سپس توال طیاز مح ریزجانداراناستخراج نمونه و  ،قدم نیاولبنابراین . کسیمتاژنوم انهکتابخ در

 ها،روسیو ها،یاز باکتر یمختلف هایگروه در هااز داده یکه چه درصد شودیمشخص م یبه طور کل استخراج ریزجانداراندر 

ها انجام داده یابییل، تواDNAمورد نظر و استخراج  یمتاژنوم طمحی از هاپس از استخراج نمونه .رندگیمی قرار...  و هاقارچ

کنترل  یابزارها گرید از .(33) رندیقرار گ یمورد بررس تیفیاز نظر ک دیقدم با نیشده در اول یابییتوال های. دادهشودیم

  اشاره کرد. SeqPrepبه  توانمی هاداده تیفیک

 DNA یکپارچگیو  تیفیک یابیارز ی. براپیش بروید تیکطبق دستورالعمل سازنده  یکروبیژنوم م DNAاستخراج  یبرا

 یرگیاندازه Thermo Scientific NanoDrop 2000تر دستگاه اسپکتروفتومرا با  DNAاز الکتروفورز ژل آگارز استفاده و غلظت 

جفت باز  150 یزوج یبا استفاده از توالرا  Illuminaدر پلتفرم  یمتاژنوم DNA هاینمونه هایگروه تمامسپس  .کنید

 بندیمو سره یاسمبل یبرارا  MEGAHITافزار نرم ها،خوانش تیفیک بررسی و هاپردازش داده شیاز پ پس .کنید یابییتوال

تا  دهدمی اجازه کاربر به افزارنرم نی. ادهیدمورد استفاده قرار  (25هاگیکانت) های بزرگترتوالی دیکوچک و تول هایخوانش

، BWAافزاراستفاده از نرم با. قرار دهد یو اسمبل یسرا مورد برر تیگابایاز صدها گ شیب یبا حجم دهیچیبزرگ و پ هایداده

 و پس از آن از شدهشده نگاشت  یاسمبل هایکانتیگبه  ل،یپوشش پروفا زانیم نییمنظور تع جفت شده به هایخوانش

Samtools به فرمت  لیتبد یبراBAM  افزاراستفاده از نرم با .کنیداستفاده MetaBAT2 یبازساز یبرا Bin ،ها در ژنوم

 تعدادی ها،نمونه binning اتیبا عمل تینها در .یدکن بندیکلاس دیپوشش و فرکانس تترانوکلئوت زانیبر اساس مرا  هاگیکانت

bin با استفاده از برنامه  هیسو یو ناهمگن یاز نظر کامل بودن، آلودگکه بایستی آنها را  شد خواهد دیتولCheckm یابیارز 

 ایسه کنید. های خاک را مقهای نمونههای متاژنوم، جمعیت و نوع باکتریداده تجزیهدر نهایت پس از  .(34) کنید

 ها بر اساس روش های مولکولیشناسایی سیانوباکتری -2-3-3

 شود.انجام می QIAGENاز  DNeasy Plant Mini Kitبا  DNAها بر اساس روش گیری سیانوباکتریعصاره

                                                           
2 5 contig 
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 الف( ابزار و مواد لازم

 نیتروژن مایع -

 های مکعبییخ -

 سری 2لیتری میلی 2های استریل تیوپ-

 سری 1لیتری میلی 5/1استریل  هایتیوپ -

  Glassbeedsگرم میلی 55/1تا  25/1 -

 گراددرجه سانتی 65یا شیکر با دمای   heaterدستگاه -

 هاورتکس با صفحه افقی برای میکروتیوپ -

 درصد برای ضدعفونی کردن سطوح 3آب اکسیژنه  -

 گیریب( مراحل عصاره

 کنیم. عفونی میتمام سطوح میز را ضد %3با آب اکسیژنه  -

دهیم. مشخصات و کد های فلزی یا پلاستیکی قرار میلیتری ریخته و بر روی پایهمیلی 2مقداری از نمونه را در تیوپ  -

 نویسیم.ها میها را روی تیوپنمونه

یی دور ریخته کنیم تا اگر آبی مخلوط با نمونه وجود دارد از نمونه جدا شود و این آب روها را سانتریفیوژ میتیوپ -

سانتریفیوژ و  شود.  این کار بستگی به نمونه دارد و در برخی موارد نمونه دو یا سه بار متوالی سانتریفیوژ کنید. تعداد دورمی

سانتریفیوژ )دارای جایگاه های مختلف متفاوت است. معمولا با دستگاه مینیمدت زمان آن به صورت تجربی برای نمونه

شود نباید بیش از طول یک بند انگشت شوند. مایع که در تیوپ جمع می( آب اضافی نمونه تفکیک میهامخصوص میکروتیوپ

 باشد.

دقیقه در زیر  30ریزیم و به مدت میلی لیتری می 5/1های برداشته و در تیوپ اسپاتولرا با  Glassbeadsمقداری  -

 نمونه را از زیر دستگاه خارج کنید.  UVمپ لا دقیقه بعد از خاموش کردن 10دهیم. حدودا قرار می UVدستگاه 

 ریزیم. ها میبرداشته و بر روی نمونهل اسپاتو  Glassbeadsمیلی گرم  55/1-25/1مقدار  -

- Heater  کنیم. گراد تنظیم میدرجه سانتی 65نموده و دمای آن تا  نروشرا 

 کنیم.ده و فریز میثانیه قرار دا 30ها را بر روی نیتروژن مایع به مدت نمونه -

شوند. بلافاصله روی ها را از ظرف نیتروژن مایع برداشته و بر روی پایه پلاستیکی قرار داده میبا انبرک مخصوص تیوپ -

Heater شوند.قرار داده و گرم می 

 دوبار تکرار کنید. 8و  7مراحل  -

 دقیقه شیکر کنید. 10فقی قرار دهید و به مدت ها به حالت امخصوص میکروتیوپ Vortexها را بر روی دستگاه تیوپ -

ها ها بر روی آنها بنویسید. به ترتیب کد و مشخصات نمونهلیتری برداشته و کد نمونهمیلی 2های جدید یک سری تیوپ -

 را بر روی پایه فلزی یا پلاستیکی قرار دهید.
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 ثانیه سانتریفیوژ کنید. 5 مدت سانتریفیوژ بهبرداشته و با مینی Vortexها را از دستگاه تیوپ -

 ها اضافه کنید.به تیوپ AP1میکرولیتر بافر  400لیتری با سمپلر یک میلی -

 کنید. رتکس چیده و به مدت سه دقیقه شیکها را روی دستگاه وتیوپ -

 2ای دقیقه 3ا ی 4رم کنید. به طوری که در فواصل زمانی گگراد درجه سانتی 65دقیقه در دمای  10ها به مدت تیوپ -

 کنید.  بر روی دستگاه ورتکس چیده و شیک ها رابار تیوپ 3یا 

ها بر روی آنها مشخصات نمونه های پلاستیکی یا فلزی قرار داده ولیتری جدید )دو قسمتی( روی پایهمیلی 2های تیوپ -

 یا پلاستیکی داریم. سه پایه فلزی  اکنون سه سری تیوپ جدید بر روی درج کنید. توجه داشته باشید که

 ها بریزید.بر روی نمونه P3میکرولیتر بافر  130لیتری با سمپلر یک میلی -

 رار دهید.قدقیقه  5اند به مدت ها را بر روی یخ که در ظرف یونولیتی قبلا تهیه شدهتیوپ -

 ریفیوژ بزرگتر( کنید.دور بر ثانیه سانتریفیوژ )سانت 14000درجه  20دقیقه در دمای  5ها را به مدت تیوپ -

 را خاموش کنید. Heaterدستگاه  -

 لیتری )دو قسمتی( منتقل کنید.میلی 2های لیتری به تیوپها را با سمپلر یک میلیمایع رویی تیوپ -

 دور بر ثانیه سانتریفیوژ کنید.  20000راد با گدرجه سانتی 20دقیقه در دمای  2ها را به مدت تیوپ -

ا برای راخلی تیوپ مایع جمع شده در قسمت ددور ریخته و  را  های دو قستمیدر بخش خارجی تیوپمایع جمع شده  -

 هدارید.ادامه مراحل نگ

لیتری میلی 2های ها( برداشته و در تیوپها )مایع جمع شده در قسمت داخلی تیوپلیتری از نمونهبا سمپلر یک میلی -

های جدید ا به تیوپز عصاره باید داشته باشید. اگر مقدار عصاره کم است همه آن رمیکرولیتر ا 450جدید )دوقسمتی( بریزید. 

 انتقال دهید.

 ها اضافه کنید.تیوپ به AW1لیتر از بافر میلی 5/1لیتری با سمپلر یک میلی -

لیتری میلی 2های یوپمیکرولیتر از نمونه را برداشته و به ت 650لیتری با همان سمپلر یک میلی AW1بعد از افزودن بافر  -

 جدید انتقال دهید.

 سانتریفیوژ کنید. 8000درجه سانتیگراد با دور  20به مدت یک دقیقه در دمای  -

ها را بر روی ریزیم. بعد از خالی کردن دهانه تیوپها را جدا کرده و محتوای داخلی آنها را دور میقسمت بیرونی تیوپ -

 داریم تا مایع دهانه تیوپ جذب دستمال کاغذی شده و خشک شود. میدستمال کاغذی گذاشته و اندکی نگه

 سانتریفیوژ کنید. 28ها را بر روی آنها نصب کنید و دوباره طبق مرحله دوباره قسمت بیرونی تیوپ -

 ن را دور بریزید. ها را جدا کرده و مایع داخل آقسمت بیرونی تیوپ -

 لیتری )دوقسمتی( منتقل کنید.میلی 2های جدید یوپها را به تمایع درون قسمت داخلی تیوپ -

درجه  20ها اضافه کنید و به مدت یک دقیقه در دمای به تیوپ AW2میکرولیتر از بافر  500لیتری با سمپلر یک میلی -

 دور بر ثانیه سانتریفیوژ کنید.  8000سانتیگراد با 
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 بریزید.قسمت بیرونی تیوپ را جداکرده و مایع درون آن را دور  -

 ها، قسمت خارجی جدید متصل کنید.به قسمت داخلی تیوپ -

 اضافه کنید.  AW2میکرولیتر بافر  500لیتری با سمپلر یک میلی -

 دور بر ثانیه سانتریفیوژ کنید.  20000گراد با درجه سانتی 20دقیقه در دمای  2به مدت  -

 لیتری منتقل کنید.میلی 5/1های جدید ها را به تیوپمایع درون قسمت داخلی تیوپ -

ها اضافه ونهای شبیه کیف پول( به نممیکرولیتر آب ایزوتوپ )داخل یخچال در کیف سرمه 100با سمپلر میکرولیتری  -

 باید منتظر بمانید تا کاملا مایع شود. و این آب فریز شده استکنید. 

 د رها کنید.دقیقه نمونه را در دمای اتاق به حال خو 5بعد از افزودن آب  -

 دور بر ثانیه سانتریفیوژ کنید.  8000گراد درجه سانتی 20به مدت یک دقیقه در دمای  -

 :PCRانجام پ( 

 ه در زیر اشعه ماوراء بنفش قرار دهید تا استریل شود. قدقی 10نمونه را به مدت  -

 : با پیپت بردارید و مواد ذیل به آن اضافه کنید را میکرولیتر از عصاره بیست -

 PCR-Mastermixمیکرولیتر  10     

 اول Primerمیکرولیتر  2      

 دوم Primerمیکرولیتر 2     

 DNAمیکرولیتر  1     

 میکرولیتر آب مقطر 5     

 قرار دهید. UVدر زیر اشعه  ثانیه مجدداً 30به مدت  -

 قرار دهید.  Biometraدقیقه در دستگاه  100الی  90نمونه را به مدت -

 ( قرار دهید.TAEمیلی لیتر  50گرم آگارز +  4)درصد  8پس نمونه را در دستگاه الکترفورز در ژل س -

 به آن اضافه کنید.  ( راMidori Green) DNAمیکرولیتر ژل  پنج -

 اضافه کنید. ladderیک میکرولیتر  -

 اضافه کنید. PCR productمیکرولیتر  سه -

 رار دهید.ق UVدقیقه در زیر اشعه  20به مدت  -
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 های خاکزیبرای شناسایی سیانوباکتری 16s rRNAپرایمرهای ژن  -1-3جدول 

Reference Sequence Primer 

)35( CGG ACG GGT GAG TAA CGC GTG A CYA106F 

(35) GGG GAA TYT TCC GCA ATG GG CYA359F 

(35) GAC TAC TGG GGT ATC TAA TCC CAT T CYA781 (a) 

(35) GAC TAC AGG GGT ATC TAA TCC CTT T CYA781(b) 

(35) cgcccgccgcgccccgcgcccgtcccgccgcccccgcccgggggaattttccgcaatggg CYA359FGC 

(35) gactacaggggtatctaatccc CYA784R 

(35) cgcccgccgcgccccgcgcccgtcccgccgcccccgcccgactacaggggtatctaatcccttt CYA781RGC(b) 

)36( cttcgcctctgtgtgcctaggt 23S30R 

(37) CCATGAAGTCGGAATCGCTAG COR-F 

(37) ACTCCCATGGGTGTGACGG COR-R 

)38( CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA ITS-1F 

(39) 5' AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3' 27F 

(39) 5'GGT TAC CTT GTT ACG ACT T-3' 1492R 

(40) 5'-CCTACGGGNGGCWGCAG-3 341F 

(40) CTACHVGGGTATCTAATCC-3' 805R 

(41) 5'-CTTCGCCTCTGTGT GCCTAGGT-3' B235SR 

(41) 5'- GTGTAGCGGTGAAATGCGTAGA-3' 684F 

(41) 5'-TAATACGACTCACTATAGGG-3' T7 

(41) 5'- ATTTAGGTGACACTATAG-3' SP6 
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 محاسبه شاخص تنوع زیستی خاک -4

 همزمان تیبنابراین بایس است. ساس به تغییرات محیطی و مدیریتیه و حمفهومی پیچیددر ذات خود  تنوع زیستی خاک

 شاخص اسبهگیری شده و محمتغیرهای اندازه. ترکیب وضعیت تنوع زیستی خاک بهره بردبرای پی بردن به  از چند متغیر

دهد. برای ئه میارا ری شدهآوهای جمعداده از ، ارزیابی بهتریمتغیرها جداگانه تفسیردر مقایسه با  تنوع زیستی خاک تلفیقی

 دهیا نمرهرشده گیریاندازه ، متغیرهایبا کمک توابع خطی و غیرخطیدر ابتدا ص تلفیقی تنوع زیستی خاک، محاسبه شاخ

ضی غیرکشاورزی، های طبیعی و ارادر عرصه را با استفاده از روش جمع پذیر وزنی تلفیق کنید. و در نهایت نمرات متغیرها

حاسبه شاخص تنوع مدهی و ها برای نمرهاند نیز به مجموعه دادهگیری شدههای زیستی که اندازهبوط به پوستههای مرویژگی

 شوند.زیستی خاک افزوده می

 دهی متغیرهانمره -1-4

بین تا نمرات بدون واحد و قابل ترکیب  کنیددهی با استفاده از توابع خطی و غیرخطی نمرهرا  گیری شدهی اندازهمتغیرها

شود. متغیرهایی هستند که افزایش مقادیر آنها مطلوب تلقی می 26«هر چه بیشتر بهتر»متغیرهای  .ست آیدصفر تا یک به د

شود؛ به طوری که بزرگترین دهی خطی این دسته از متغیرها، هر مشاهده به بزرگترین مقدار مشاهده شده تقسیم میدر نمره

)متغیرهایی که کاهش  27«هر چه کمتر بهتر»دهی خطی متغیرهای دهد. در نمرهییک را به خود اختصاص م مشاهده نمره

شود؛ به طوری که کوچکترین مشاهده هر مشاهده تقسیم میکوچکترین مقدار مشاهده شده به مقادیر آنها مطلوب است( 

 : کنیدفاده استخطی دهی به عنوان تابع نمره 2-4و  1-4روابط از  دهد.یک را به خود اختصاص می نمره

L      (1-4) رابطه − SF (Y) =
X

Xmax
 

 

L      (2-4رابطه ) − SF (Y) =
Xmin

X
 

 دار مشاهده است.  مقحداقل  minXو حداکثر  maxX ،مقدار ویژگی X، 1خطی بین صفر تا  نمره SF (Y)-Lکه در آن 

 : کنیداستفاده متغیرها دهی غیرخطی نیز برای نمره 3-4رابطه از 

NL      (3-4) طهراب − SF (Y) =
a

(1+(
x

x0
)

b
)

 

مقدار  X(، فرض شود 1برابر  aر )حداکثر مقدا a، 1بین صفر تا  متغیر با دامنهی غیرخطی هر نمره NL-SF (Y)که در آن 

برابر « ر بهترهر چه بیشت»در متغیرهای نیز شیب معادله بوده و  b. است متغیرمیانگین مقدار هر  0Xانتخاب شده و  متغیر

 . (27) است+ 5/2برابر « هر چه کمتر بهتر»و در متغیرهای  -5/2

                                                           
2 6 more is better 
2 7 less is better 
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 ق نمرات و محاسبه شاخص تنوع زیستی خاکتلفی -2-4

 :صورت گرفت 4-4 ( بر اساس رابطهSBIخاک ) تنوع زیستیشاخص های خاک و محاسبه نمرات ویژگیتلفیق 

𝑆𝐵𝐼       (4-4) رابطه = ∑ 𝑊𝑖𝑆𝑖
𝑛
𝑖=1 

n تعداد خصوصیات خاک 

iS  نمره خطی یا غیرخطی ویژگیi ام خاک 

iW ویژگی  یافته بهوزن تخصیصi ام خاک  

شود. محاسبه می 5-4بر اساس رابطه  28( با استفاده از ضریب اشتراک متغیرهاiWیافته به هر ویژگی خاک )وزن تخصیص

برآوردی از درصد واریانس نشان داده شده توسط مؤلفه برای آن  آید وضریب اشتراک از تجزیه به مؤلفه اصلی به دست می

 .(42) گیرندرا به عنوان قابلیت اطمینان متغیر در نظر می باشد. این پارامترمتغیر می

𝑊𝑖       (5-4رابطه )  =
𝐶𝑖

∑ 𝐶𝑖
𝑛
𝑖=1

 

iC  ویژگی ضریب اشتراک متعلق بهi ام خاک 

 

 

                                                           
2 8 Communality 
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 تنوع زیستی خاکنقشه  تهیه -5

تنوع  میرقو هایتهیه نقشههای رقومی ترسیم شود. نتایج نهایی مطالعات تنوع زیستی خاک بایستی به صورت نقشه

دی دارد زیانقش بوم زیستگذاری برای حفاظت از عملکرد خاک و خدمات سیاستهای کلان و گیریتصمیم در خاک زیستی

 ثبت بایستمییه این سو مطالعات سویه جدید میکروبی شناسایی شد،این های تکمیلی بر آن، چنانچه در ارزیابی افزون .(43)

های جدید ویهو ثبت س تهیه نقشههنگام  ارائه نتایج مطالعات تنوع زیستی خاک،در  رویه ایجاد یک وحدتبه منظور . شود

بلامانع  ر مصوباعتبابیشتر با توجه به اهداف و  ملاحظات. لازم به ذکر است که  شودالزامات زیر بایستی رعایت  میکروبی

 است.

 هاه بانک اطلاعاتی دادهتهی -1-5

گیری اندازه نتایج اول کل کاربرگ، در اکسل محیطدر  1-5های آزمایشگاهی، بایستی مطابق شکل تجزیهپس از انجام 

 را ت مکانی آنبه همراه موقعی شدهبرداریهر نقطه نمونه های زیستیخاک و پوسته های فیزیکی، شیمیایی و زیستیویژگی

 کاربرگر اول اختصاص دارد. بدین صورت که ه کاربرگهای مذکور در ویژگی ترتیب به بعدی به یهاکاربرگ ثبت کنید.

 آورده یژگیو محاسبات آن و نهایی ، واحدضرایب های خام،دادهبایستی  در آن کاربرگ مختص به یک ویژگی خواهد بود و

  .(2-5)شکل  شود

 

 
 العات تنوع زیستی خاک در اکسلهای مطثبت دادهبرای  اول نمونه کاربرگ -1-5شکل 
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 گیری شدهنمونه کاربرگ مختص به هر ویژگی اندازه -2-5شکل 

 میکروبی های جدیدو ثبت سویه ترسیم نقشه ،تجزیه و تحلیل آماری -2-5

ع نرمال و نها از توزیو پیروی آ هادادهمرکز وضعیت پراکنش  و از نظر آماری کردهارزیابی  راها داده در ابتدا دقت و صحت

اری رایج مانند افزارهای آمرا با نرممیانگین، حداقل، حداکثر، انحراف معیار و ضریب تغییرات  همچون های توصیفیآماره

SPSS ،SAS  و یاMinitab  قبیل لگاریتمی های مرسوم ازاز تبدیل ،ها از توزیع نرمالدر صورت عدم پیروی داده. کنیدبررسی 

ی خاک را بر اساس روش مذکور در فصل چهارم، ابتدا با کمک توابع خطی و غیرخطی هر ویژگ. شوداستفاده  ریشه دوم و

ک ضرایب اشتراک به دست بیاورید. در نهایت با کم دهی کنید. سپس ضریب اشتراک متغیرها را در تجزیه به مؤلفه اصلینمره

های محاسبه از شاخصمحاسبه نمایید.  یبه دو صورت خطی و غیرخط شاخص تنوع زیستی راهای خاک، و نمرات ویژگی

 شده برای ترسیم نقشه تنوع زیستی خاک استفاده کنید. 

متر باشند و سانتی 90×70در ابعاد باید های تهیه شده نقشهتوان انجام داد. افزارهای مرسوم میترسیم نقشه را با نرم

متر کمتر بود،  1000برداری از فاصله بین نقاط نمونهای نشان دهند. چنانچه نقطه صورتپراکنش تنوع زیستی خاک را به 

نقطه در  10برداری از های تنوع زیستی خاک را نیز ارائه داد. این بدان معناست که تعداد نقاط نمونهبندی نقشهتوان پهنهمی

 د.نشو 29هم گذاری های توپوگرافی رویهر هزار هکتار بیشتر بوده است. همچنین نقشه تنوع زیستی خاک بایستی با نقشه

های تهیه شده در سمت راست و پایین نقشه قرار گرفته و باید حاوی اطلاعاتی از قبیل عنوان پروژه، ناظر پروژه، راهنمای نقشه

 های نقشه باشد. مقیاس نقشه نیز در پایین نقشه قرار خواهد گرفت.ها و رنگو معنای علایم، نشانه محل نقشه

                                                           
2 9 Overlay 
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. این کلکسیون شوندثبت  30(CCSMاید در کلکسیون میکروبی موسسه تحقیقات خاک و آب )های جدید میکروبی بسویه

لازم  است. WFCC891( با شماره عضویت WFCCهای میکروبی )المللی کلکسیونعضو رسمی فدراسیون بین 2005از سال 

قات، آموزش و ترویج کشاورزی، اندازی سامانه جامع اطلاعاتی ژنتیکی متعلق به سازمان تحقیبه ذکر است که پس از راه

 الذکر به ثبت برسند.بایستی در سامانه فوق های جدید میکروبیسویه
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