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 چکیده

: هدف از این مطالعه بررسی تاثیر نوع پرایمر در ارزیابی ساختار جمعیت میکروبی در خاک یک اکوسیستم نیمه مقدمه

با دو جفت پرایمر مربوط به نواحی  PCRهای خاک پس از استخراج و انجام نمونه DNA : مواد و روشها خشک بوده است.

V1-V3  وV4-V5 ها با نرم افزار یابی و دادهتوالیQIME .آنالیز نتایج: آنالیز شدندNext Generation Sequencing  

پرایمر  ها با جفتاز باکتری درصد 4/90ها را شناسایی کند در حالیکه از باکتری درصد 9/97 توانست V4-V5نشان داد پرایمر 

V1-V3  .مریجفت پراشناسایی شدند V1-V3  توانست درصد بیشتری ازProteobacteria (8/37 را شناسایی کند )درصد

بعلاوه جفت پرایمر عمل کرده است. بهتر درصدActinobacteria (6/33  )شناسایی در  V4-V5 رمیجفت پرا کهدر صورتی

V4-V5 های خاک مطالعه شده در مقایسه با جفت در سطوح تاکسونومیکی راسته، خانواده و جنس تعداد بیشتری را در نمونه

 با توجه به اینکه برخی از اجزای سطوح مختلفو  V4-V5: با وجود عملکرد بهتر پرایمر بحث شناسایی کرد. V1-V3پرایمر 
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-تر جمعیترسد به منظور ارزیابی دقیقتاکسونومیکی با یکی از جفت پرایمرهای استفاده شده شناسایی شدند به نظر می 

 شود. استفاده پرایمر سری حداقل دو است از های میکروبی بهتر

 

 یابی نسل دوم، جامعه میکروبی، میکروبیولوژی خاک واژه های کلیدی: تاکسونومی، تنوع زیستی، توالی

 

  مقدمه

 هایچرخه در کلیدی نقش و بوده خاکو مهم  اصلی موجودات ،اندازه بودن کوچک علیرغم خاک هایمیکروارگانیسم

 میکروبی جوامع علاوه به. دارند کشاورزی شده های مدیریتخاک نیز و طبیعی هایخاک در عناصر سایر و کربن ازت، شیمیاییژئو

 خاک شیمیایی و زیستی هایفعالیت از درصد 90 مسئول و دارند کلیدی مواد سمی نقشحذف  مانند ایتجزیه فرآیندهای در

 (.Wurst et al., 2012) هستند

هنوز دانش بشری در مورد ساختار و تنوع جوامع میکروبی  ،در عملکرد و پایداری خاک هااهمیت میکروارگانیسم دباوجو

های ها در اکوسیستمیکی از دلایل عمده فقدان دانش بشری در مورد تنوع زیستی پروکاریوت ،های مناسبکم است. نبود روش

های قابل کشت محدود به میکروب 21مختلف از جمله خاک است. در واقع دانش ما در مورد تنوع میکروبی حداقل تا اوایل قرن 

باکتری است در حالی که  910م خاک دارای بیش از بوده است. شمارش مستقیم در زیر میکروسکوپ نشان داده است که هر گر

 ,Nannipieriو  Torsvik & Øvreås, 2002شود )بار کمتر ارزیابی می 100-1000کشت های محیطدر رشد یافته ها تعداد باکتری

2003.)  

 هایروشن های چشمگیری رخ داده است که این پیشرفت مرهوپیشرفت ،طی یک دهه گذشته در حوزه اکولوژی میکروبی

این  یابیهای توالیتوسعه تکنیک و DNAمستقیم  استخراجباشد. یابی در این حوزه میجدید متاژنومیکس، و تکنیک های توالی

 ;Hamady et al., 2008) تر مطالعه کنندتر و عمیقدقیق را هامیکروارگانیسم امکان را برای محققان فراهم کرده است که دنیای

pinto & Raskin, 2012 .)پیشرفت های اخیر در زمینه تکنولوژی توالی یابی ، بعلاوهDNA  این امکان را فراهم کرده است که

 یابی،تکنولوژی توالی زمینه در پیشرفت شناسایی کرد. با یهای پیچیده را از نظر تاکسونومیکهای محیطبتوان میکروبیوم

 تعداد که بنحوی ،کنند شناسایی را بیشتری میکروبی هایژن و هاجنس ها و رده ،هاشاخه اندتوانسته هامیکروبیولوژیست

ها آنکشف  زمان از شده شناسایی هایارگانیسممیکرو تعداد معادل 21 قرن اول سال 15 شده در شناساییهای ارگانیسممیکرو

ترکیب جوامع، تنوع و غنای میکروبی در  های میکروبی به یک تکنیک پر کاربرد در تعیینیابی ژنتوالیامروزه  .است بوده

ناشی  هایآسیب های طبیعی واثرات آسیب اطلاعات در مورد های محیطی تبدیل شده است. این اطلاعات منجر به افزایشنمونه
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ی امکان تعیین توال همچنین یابی های نسل دومجوامع میکروبی شده است. توالی وهای انسانی بر خاک و گیاهان از فعالیت

را در تحقیقات تنوع زیستی  یعد جدیدهای جدید توالی یابی ب روش بی شک را در حجم انبوه فراهم کرده است.ها میکروارگانیسم

انتخاب  همرحلمراحل در این تکنیک، هایی نیز دارد. یکی از مهمترین این تکنولوژی پیچیدگی کهمیکروبی ایجاد کرده است 

 16Sاغلب بخشی از نواحی بسیار متغیر  16S rDNAرود. پرایمرهای طراحی شده برای تکثیر میپرایمری است که در تکثیر بکار 

rRNA آورنددر سطح گونه را فراهم می یگیرند که امکان شناسایی تاکسونومیکرا در بر می (Fredriksson et al. 2013.)  انتخاب

میکروبی را در برگیرد  یهای تاکسونومیکناحیه متغیر و پرایمرهای مربوطه بایستی با دقت فراوان صورت گیرد تا بیشترین گروه

شود که ارزیابی برخی گروهای . استفاده از پرایمرهای نامناسب باعث میداشته باشدهای میکروبی و ارزیابی واقعی از گروه

صرف گزارش گردد و نیز موجب  های خاص، بیش از مقدار واقعیقدار واقعی باشد یا ارزیابی برخی از گونهکمتر از م یتاکسونومیک

 .شودمیضروری غیر هایهزینه

در ارزیابی ترکیب جوامع  V4-V5و  V1-V3به نواحی  مربوطبررسی کاربرد و مقایسه دو جفت پرایمر  ،هدف این مطالعه

حیات وحش خبر و روچون در دو اقلیم سرد و گرم و منطقه تحت چرا و شده منطقه حفاظت  میکروبی خاک نواحی نیمه بیابانی

 رق بود. ق 

 

 هامواد و روش

 منطقه مورد مطالعه 

هزار هکتار وسعت، در محدوده حوزه استحفاظی شهرستان بافت و  170پارک ملی خبر و پناهگاه حیات وحش روچون، با 

آباد واقع در استان یحاجشهرستان  یلومتریک 37شهرستان بافت واقع در استان کرمان و غرب کیلومتری جنوب 40در فاصله 

درجه  3/25تا  7/13 نیروزانه ب یسالانه دما نیانگیو م متریلیم 69/253سالانه  هاییبارندگ نیانگیم هرمزگان قرار دارد.

 درصد 47ماهانه  ،یسالانه رطوبت نسب نیانگیحداکثر م روز در سال و 78 خبندانی یاست. متوسط تعداد روزها ریمتغ گرادیسانت

پارک در منطقه حفاظت شده  نخوردهدست وخورده دست نواحیدو منطفه استپی گرم و استپی سرد در . برای نمونه برداری است

( که مختصات جغرافیایی و ارتفاع و گونه غالب گیاهی 1)شکل  استان کرمان انتخاب شدملی خبر و پناهگاه حیات وحش روچون 

با ابزار از پیش استریل شده . هکتاری پیاده شد 1پلات یک  شدههر کدام از مناطق انتخاب آورده شده است. در  1 جدولآنها در 

منتقل شدند.  شگاهیه آزمابگراد درجه سانتی 4در دمای  ی خاکنمونه هامتری برداشت شد. سانتی 0-10عمق از  نمونه خاک

استخراج نیز  و یمولکول هایبا روش یکروبیتنوع م نییتع یبرا و یکدست شدن، (مترییلیم 2الک کردن ) از پس ی خاکهانمونه

DNA، ر فریزر دC
 (. ,1982Page) قرار داده شد -80◦
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 خورده. پایین: راست،نخورده و چپ گرم دستبرداری شده، بالا: راست، گرم دست نمایی از مناطق نمونه -1شکل 

 .خورده سرد دست چپ و نخوردهدست سرد

Figure 1. View of sampled areas. Above: right: warm-undisturbed; left: warm-disturbed. Down: right: cold- 

undisturbed; left: cold-disturbed. 

 

 برداری شدهخصوصیات عمومی مناطق نمونه  -1 جدول

Table1. General characteristics of sampled areas 

غالب گیاه ارتفاع مختصات جغرافیایی   

     منطقه

 درمنه N´´08´38º28 E´´08´18º 56 1654 خوردهناستپی گرم دست 

 درمنه N´´54´39º28 E´´39´18º 56 1707 استپی گرم دست خورده

 Stipiaدرمنه و  N´´16´52º28 E´´90´23º 56 2389 استپی سرد دست نخورده

 Stipia ودرمنه  N´´27´52º28 E´´59´22º 56 2365 استپی سرد دست خورده

 

 

  باکتریاییتنوع  نییتعو   DNAاستخراج
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DNA کیت از استفاده های خاک بااز نمونهPowerSoil® DNA Isolation شرکت به متعلقMO BIO Laboratories, Inc 

 NaNo DROP 2000با استفاده از نانودراپ ) DNAکمیت و خلوص شد.  استخراج شرکت توسط شده ارائه روش اساس بر و

spectrophotometer, Thermoscience) های تعیین شد. کیفیت و عدم شکستگی مولکولDNA گارز آالکتروفورز با ژل طریق به

با  یکروبیتنوع م نییتع یبراشد.  نییتع استاتتتراآمیندیاتیلنو  کیبور دیاس س،یب سیترحاوی  X 5/0 TBEبا بافر  درصد 1

طبق دستورالعمل  Whole Genome Amplification (WGA) تیک استخراج شده با DNAابتدا  د،ینسل جد یابییروش توال

-ناخالصیشرکت سازنده  لدستورالعم طبقو  RNase Cocktail™ Enzyme Mixکمک کیت با  و سپسشد  ریتکثشرکت سازنده 

 Illumina compatible Nextra Technology, Illumina, Inc, San یتکنولوژبا   Illuminaکتابخانهشد.  حذف  RNAهای

Diego, CA, USA ایدو مرحله دستورالعمل اساس و بر PCR  هیدو ناح ریکه منجر به تکثتهیه شد V1-V3  وV4-V5  ژنوم از

RNA 16 یبوزومیرS (2)شکل  ها شدیدر باکتر. 

 

 

 

V5  V4  V3  V1 

 

 

 16S rRNA یابی تصویر شماتیکی از نواحی متغیر استفاده شده در توالی -2شکل 

Figure 2. Schematic presentation of hypervariable regions used in 16s rRNA sequencing 

 

-515fاز جفت پرایمر  V4–V5برای تکثیر ناحیهو ، 27f-519rر میپراجفت  از V1–V3 هیناح ریتکث یبرا PCRدور  نیدر اول

806r  از عبارتند که اندشده تشکیل بخش سه از دوم نسل یابی توالی روش در استفاده مورد پرایمرهای. (2)جدول استفاده شد 

 این.  یابی توالی و تکثیر در استفاده مورد پرایمر توالی و( sapacer) کننده جدا ،Illumina Nextra adapter شونده متصل  بخش

اول و برنامه زمانی  PCR. ترکیبات موجود در محلول واکنش .اندشده مشخص دارخط و تیره ایتالیک، بصورت جدول در هاتوالی

PCR آورده شده است. 4و  3هایترتیب در جدولبهر های ذکر شده برای جفت پرایم  

 

 برای تعیین تنوع باکتریایی Illuminaتوالی پرایمرهای استفاده شده در تهیه کتابخانه  -2جدول 

Table 2. Sequences of primers used in Illumina library to determine bacterial diversity 

 پرایمر توالی

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG TCGATCGGAAKRGTTYGATYNTGGCTCAG   F 27 

27 f 
515 f 

806 r 
519 r 
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GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCGGACTTGATGTACGAACGTNTBACCGCDGCTGCTG R 519 

CGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGATCTGTCATGGAGTGCCAGCMGCCGCGGTAA F 515 

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGTCAGTAGCTACGCACGGACTACHVGGGTWTCTAAT R 806 

 

 

 

 

 F515/R806و  F27/R519برای جفت پرایمر  PCRمخلوط واکنش  :3جدول 

Table 3. PCR reaction mixture for primer pairs of F27/R519 and F515/R806  

 F 27/R 519 F 515/R 806 

 مقدار مقدار ترکیب

GO® taq colorless Master mix µl  5/12 µl  5/12 

 µl 5/0 µl  5/0  (mM 20پرایمر پیش رو )

 µl  5/0 µl  5/0 (mM 20) رو پس مریپرا

DNA الگو µl 1 µl 1 

 µl 1 µl 1 سرم آلبومین گاوی

 µl 9 µl 9 دیونیزه مقطر آب

 µl 25 µl 25 حجم نهایی

 

 V4-V5 (F515/R806)( و F27/R519) V1-V3 برای تکثیر نواحی PCRواکنش  شرایط -4جدول 

Table 4. PCR reaction conditions for amplification of V1-V3 (F27/R519) and V4-V5 (F515/R806) regions 

 تعداد چرخه زمان ( ◦ Cدما ) نام مرحله پرایمر مرحله

 اول

 

F 27/R 519 واسرشتی اولیه 

 

95 4 min 1 

 
F 515/R 806 95 6 min 

 

 

 دوم

F 27/R 519 1 94 واسرشتی min  

 

35 

F 515/R 806 94 45 sec 

F 27/R 519 1 58 اتصال min 

F 515/R 806 58 1 min 

F 27/R 519 90 72 طویل شدن sec 

F 515/R 806 72 90 sec 

 min 1 10 72 طویل شدن نهایی F 27/R 519 سوم
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 F 515/R 806  72 10min 

 min 1 5 4 نگهداری F 27/R 519 چهارم

 F 515/R 806 4 5 min 

 

 شد. الکتروفورز ،و با استفاده از بافر درصد 1گارز آژل  یرو PCRانجام شد. محصول  ترموسایکلر در دستگاه PCRواکنش 

 QIAquickتیبا استفاده از کV4-V5 برای ناحیه  bp 290و  V1-V3برای ناحیه  bp 490 با اندازهاندازه مناسب  یقطعات دارا

gel extraction   از آگارز جدا شد. محصولات  کارخانه طبق دستورالعملوPCR خالص شده در مرکزMolecular and Cellular 

Imaging Center (MCIC) ویاوها یو توسعه کشاورز قیواقع در مرکز تحق (Ohio Agricultural Research and Development 

Center; OARDCبا دستگاه یتوال نییشد. تع یوالت نییتع ویاوها یالتی( وابسته به دانشگاه ا Illumina MiSeq instrument  و با

 دو صورت به هانمونه یتوال نییصورت گرفت. تع Reporter v 2.4.1و  MiSeq Control Softwareو  MiSeq kit V3 استفاده از

دست هب هاینجام شد. دادها V4–V5 هیناح ریتکث یبرا 2×150و  V1–V3 هیناح یبرا 2×300( و با خوانش paired-end) طرفه

 R2و  R1 نهجداگا هایبه صورت خوانش  Basespaceز سایت اها یتوال. شد لیو تحل هیتجز QIIMEافزارنرمآمده با استفاده از 

حذف شدند. با  R2و  R1در  V4-V5 و V1–V3 یبارکد نواح هاییدانلود شد. ابتدا توال  V4-V5و  V1–V3ینواحربوط به م

 لیتبد fastaواحد با فرمت  لیفا کیبه هم متصل و به  ،هاهر کدام از نمونه R2و  R1 هاییتوال pandaseq 8.2افزار استفاده از نرم

 نرم افزار و توسط نوکسیل نالیبا ترم ،بررسیمراحل  هیبق (R2و  R1) های. پس از اتصال خوانش(Masella et al., 2012) شد

QIIME v 1.9 انجام شد.  

 

 نتایج 

خاک فراهم ساخت. ای هها رادر نمونهامکان مقایسه ترکیب تاکسونومیکی باکتری 16Sریبوزومی  RNA ژنوم تعیین توالی

با استفاده و پاییز تعداد شاخه، راسته، رده، خانواده و جنس در هر کدام از مناطق مورد مطالعه در فصل بهار  6و  5های در جدول

 . ستاشده ارائه V4-V5و V1-V3 های ناحیهازجفت پرایمر 
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 بندی در مناطق مطالعه شدهدر هر کدام از سطوح رده در فصل بهار F515/R806و  F27/R519شناسایی شده توسط پرایمرهای تعداد اعضا  -5دول ج 

 

Table 5. Number of members identified by primers F27/R519 and F515/R806 in spring in each of the classification levels in the studied areas  

 

 

 

 منطقه
 پرایمر

 شاخه

 )کل(

 شاخه

 )شناخته شده(

 رده

 )کل(

 رده

 )شناخته شده(

 راسته

 )کل(

 راسته

 )شناخته شده(

 خانواده

 )کل(

)شناخته خانواده 

 شده(

 جنس

 )کل(

 جنس

 )شناخته شده(

 F 27/R 519 18 18 56 51 87 66 141 83 168 57 خوردهدست سرد

F 515/R 806 19 19 60 57 104 79 162 77 201 75 

 F 27/R 519 19 19 59 56 100 74 149 89 182 61 نخوردهدست سرد

F 515/R 806 19 19 63 59 104 82 172 98 212 84 

 F 27/R 519 14 14 44 41 66 47 99 57 111 28 خوردهدست گرم

F 515/R 806 17 17 51 47 82 65 133 79 158 53 

 F 27/R 519 19 19 57 51 96 72 139 75 165 52 نخوردهدست گرم

F 515/R 806 20 20 60 57 100 79 164 100 189 61 
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 شده بندی در مناطق مطالعهدر هر کدام از سطوح رده در فصل پاییز R 806 F/515و  F 27/R 519شناسایی شده توسط پرایمرهای تعداد اعضا  - 6دول ج

 

Table 6. Number of members identified by primers F27/R519 and F515/R806 in autumn in each of the classification levels in the studied areas 

 

 

 پرایمر منطقه
 شاخه

 )کل(

 شاخه

 )شناخته شده(

 رده

 )کل(

 رده

 )شناخته شده(

 راسته

 )کل(

 راسته

 )شناخته شده(

 خانواده

 )کل(

 خانواده 

 )شناخته شده(

 جنس

 )کل(

 جنس

 )شناخته شده(

 خوردهدست سرد
F 27/R 519 20 20 50 47 129 19 129 55 157 93 

F 515/R 806 
20 20 63 59 102 83 179 108 220 78 

 F 27/R 519 18 18 56 51 89 22 134 55 159 105 نخوردهدست سرد

F 515/R 806 
21 21 67 64 111 89 185 104 220 75 

 خوردهدست گرم
F 27/R 519 

17 17 52 48 72 17 109 45 134 88 

F 515/R 806 
18 18 54 51 88 66 142 88 186 70 

 F 27/R 519 22 22 64 58 64 28 144 63 171 120 نخوردهدست گرم

F 515/R 806 
18 18 54 52 95 73 160 93 193 69 
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 13که  (6و  5های های مطالعه شده، مشاهده گردید )جدولشاخه باکتریایی در نمونه V1-V3 ،22با استفاده از پرایمر ناحیه 

، Acidobacteria ،Actinobacteria ،Armatimonadetes ،Bacteroidetes ،Chloroflexi ،FBP ،Firmicutesشاخه 

Gemmatimonadetes ،Nitrospirae، Planctomycetes ،TM7 ،Proteobacteria  وVerrucomicrobia فراوانی با ها ولی در تمام نمونه

های گیرند. شاخهها را در برمیدرصد فیلوتیپ 87شاخه که بالاترین فراوانی را داشتند حدود  10 در این میانمتفاوت وجود داشت.

Proteobacteria  وActinobacteria نخوردهو دست خوردهپاییز، در هر دو منطقه سرد و گرم و نیز نواحی دست در هر دو فصل بهار و 

گیرند. با تکثیر قرار می Bacteroidetesو  Chloroflexi، Acidobacteriaهای آنها شاخه پس ازشوند که می شاخه غالب محسوب

DNA  پرایمر ناحیهباکتریایی با V4-V5، 21 9 که( 6و  5های جدول) گردید مشاهده شده مطالعه هاینمونه در باکتریایی شاخه 

 ،Acidobacteria، Actinobacteria، Armatimonadetes، Bacteroidetes، Chloroflexi، Planctomycetes، TM7 شاخه

Proteobacteria و Verrucomicrobia داشتند را فراوانی بالاترین که شاخه 10. مشاهده شد متفاوت فراوانی با اما هانمونه تمام در 

 و خوردهدست نواحی در و پاییز و بهار فصل دو هر در ،V4-V5پرایمر  از استفاده با. گیرند-برمی در را هافیلوتیپ درصد 95 حدود

  .بودند غالب شاخه Actinobacteria گرم منطقه در و Proteobacteria سرد منطقه در نخوردهدست

رده در  18که  (6و  5های جدولرده باکتریایی یافت شد ) 64 ،های مورد مطالعهدر نمونه V1-V3با استفاده از پرایمر ناحیه 

 ،Actinobacteriaهای دهند. ردهرده غالب تشکیل می 10ها را فیلوتیپ درصد 69. حدود گردیدها مشاهده تمام نمونه

Alphaproteobacteria، Gammaproteobacteria ،Rubrobacteria  وThermoleophilia ها و با فراوانی متفاوت یافت تمام نمونه در

)متعلق به شاخه  Gammaproteobacteria (،Proteobacteria)متعلق به شاخه Alphaproteobacteria های شدند. رده

Proteobacteriaو ) Actinobacteria متعلق به شاخه(Actinobacteriaرده )نخورده خورده و دستهای باکتریایی غالب در نواحی دست

( جایگزین Actinobacteria )متعلق به شاخه Thermoleophiliaمناطق سرد در فصل بهار هستند. در منطقه گرم رده 

Gammaproteobacteria های فصل پاییز منطقه سرد، رده شده است. در نمونهRubrobacteria  متعلق به شاخه(Actinobacteria )

خورده شده است. در منطقه گرم برخلاف فصل بهار، فراوانی نسبی خورده و دستنه دستدر هر دو ناحی Actinobacteriaجایگزین 

Thermoleophilia  کم شده است وActinobacteria و Acidiomicrobia متعلق به شاخه(Actinobacteria به رده ) های غالب تبدیل

ها رده در تمام نمونه 18که  رده بود 67بیشتر و  V4-V5ناحیه اند. تعداد رده های یافت شده در نمونه های تکثیر شده با پرایمر شده

، Gammaproteobacteriaهای دهند. در فصل بهار، ردهرده غالب تشکیل می 10ها را فیلوتیپ درصد 69مشاهده شد. حدود 

Thermoleophilia ،Actinobacteria، Alphaproteobacteria  وRubrobacteria  رده غالب در هردو منطقه سرد و گرم و  10جزء
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درصد  ،در هر دو منطقه سرد و گرمخورده دست یدر نواح. ها متفاوت بودبود اگرچه فراوانی آننخورده خورده و دستنواحی دست

نخورده دستبود اما در نواحی  نخوردهدست( بیش از نواحی  Proteobacteriaشاخه)متعلق به  Gammaproteobacteriaی رده فراوان

بیش   Thermophiliaردهخورده منطقه گرم فراوانی نخورده و دستدر هر دو ناحیه دست هرچندبیشتر بود   Thermophiliaفراوانی

های منطقه سرد یکسان هستند و فقط از نظر فراوانی با رده غالب در نمونه 10خورده منطقه سرد بود. نخورده و دستاز نواحی دست

و   Acidobacteria-6هایآشکار است. ردهکاملا  های مناطق سرد و گرم در سطح رده نیز اما تفاوت میان نمونه ،هم فرق دارند

Saprospirae  فقط در مناطق سرد مشاهده شدند و ردهMB-A2-108 نخورده نواحی گرم مشاهده خورده و دستدر هر دو ناحیه دست

 درصد بالاترینبا  Alphaproteobacteria رده نخوردهدست و خوردهدست ناحیه دو هر در ،سرد منطقه در و پاییز فصل هایشد. نمونه

 وجود نخوردهدست و خوردهدست نواحی بین Gammaproteobacteria فراوانی درصد بین تفاوتی ،بهار فصل برخلاف و بود فراوانی

 اگرچه. بود نخوردهدست نواحی از بیش Gammaproteobacteria فراوانی همچنان خورده¬دست نواحی در گرم منطقه در .نداشت

 محسوب غالب هایرده جزء همچنان اما بود یافته کاهش بهار فصل با مقایسه در ،پاییز فصل در Thermophilia رده نسبی فراوانی

 . بود سرد منطقه از بیش گرم منطقه در هاآن فراوانی و شدمی

 از راسته 18 .شدند یافت شد تکثیر V1-V3هایی که با پرایمر نمونه در راسته 131 راسته، یعنی بعدی یتاکسونومیک سطح در

 فراوانی با راسته 10 به متعلق هاباکتری از درصد 60 حدود متوسط طوربه. داشت وجود هانمونه همه در شده شناخته های¬راسته

 Oceanospirillales هایراسته بهار هاینمونه در. شد شناسایی غالب راسته عنوان به Actinobacterials راستهاز این میان، . بودند بالاتر

شد.  مشاهده نخوردهدست نواحی در منحصرا  نیز Saprospirales راسته. شدند مشاهده خوردهدست نواحی در فقط Aeromonadale و

 و خوردهدست ناحیه دو هر در منطقه این در وبود  یافته کاهش سرد منطقه در Actinobacterials فراوانی پاییزه، هاینمونه در

 خوردهدست نواحی بین تفاوت گرم منطقه در(. 3-5 شکل) بودند Rhizobiales و  Sphingomonadalesغالب هایراسته نخوردهدست

 راسته نخوردهدست ناحیه در و Aeromonadales راسته خوردهدست ناحیه در که نحویبه شتدا وجود نیز نخوردهدست و

Actinobacterials جفت پرایمر ناحیه د. توسط شتندا را فراوانی بالاترینV4-V5، 111 وجود داشت  شده، های مطالعهراسته در نمونه

 58د. به طور متوسط حدود نهای وجود داشتدر همه نمونه ،شدههای شناختهراسته از راسته 46. راسته نام گذاری شده بودند 89که 

، Oceanospirillales ،Actinomycetales ،RB4 ،Solirubrobacteralesهای راسته راسته برتر تعلق دارند 10ها به از باکتری درصد

Gaiellales ،Alteromonadales،Rubrobacterales  ،Sphingomonadales ،iii1-15 ،Saprospirales ،Rhizobiales و 

Nitrososphaerales های دهند. راستههای بهاره تشکیل میدر نمونههای غالب را راستهOceanospirillales ،Actinomycetales ،

Solirubrobacterales ،Gaiellales ،Rubrobacterales ،RB4 ،iii1-15  وSaprospirales جزء  ،مشترک در همه مناطق و نواحی طوربه
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 ،Chthoniobacterales ،Lactobacillalesهای های بهاره، راستهنمونههای غالب ذکر شده در های غالب بودند. علاوه بر راستهراسته

0319-7L14 و Acidimicrobiales شودمی دیده وضوحبه مناطق مختلفتفاوت  ،های پاییزهند. در نمونهگرفتهای غالب قرار جزء راسته 

 تمام در Rubrobacterales و Actinomycetales، Solirubrobacterales، Gaiellales، Alteromonadales راسته 5 فقط که نحویبه

 خوردهدست نواحی یا و سرد و گرم مناطق از کدام هیچ برای اختصاصی راسته بهاره، هاینمونه در و هستند مشترک نواحی و مناطق

 نواحی در فقط Acidimicrobiales راسته و سرد مناطق در فقط RB1 راسته پاییزه هاینمونه در اما. نگردید مشاهده نخوردهدست و

  .شد مشاهده گرم

آن  خانواده 97 تشخیص داده شد که V1-V3های تکثیر شده با پرایمر خانواده مختلف باکتریایی در نمونه 201 ،در مجموع

 حدود. دنداشت وجودشده  مطالعه هاینمونه همه در شده، شناخته باکتریایی هایخانواده از خانواده 50 از این میان، .اندشده گذارینام

تر رده نییبه سمت سطوح پا یکه وقت دهدینشان م جینتا .هستند خانواده 10 به متعلق ،بیشترین فراوانی با هاباکتری از درصد 45

خانواده مشترک در مناطق مختلف  4که فقط  یبنحو ،شودیآشکارتر م یاییباکتر تیجمع بیتفاوت در ترک مکنییحرکت م یبند

خورده و دست یفقط در نواح بیترتهب Pseudonocardiaceaeو  Aeromonadaceae هایبهاره خانواده هایدر نمونه. وجود دارد

مناطق سرد و فقط در  بیترتهب Gaiellaceae و Chthoniobacteraceaeهای پاییزه نیز خانواده در نمونه منطقه گرم مشاهده شد.

مشاهده شد. در سطح خانواده و خورده دست یفقط در نواح Aeromonadaceae هایخانوادههمانند فصل بهار  گرم مشاهده شدند.

های تکثیر شده با جفت پرایمرهای در نمونهاند. ها یافت شد که هنوز شناسایی نشدهخانواده برتر، تعداد بیشتری از خانواده 10در بین 

 باکتریایی هایخانواده از خانواده 24 ها تشخیص داده شد کهخانواده مختلف باکتریایی در نمونه V4-V5  ،167متعلق به ناحیه 

 فراوانی بیشترین با خانواده 10 به متعلق هاباکتری از درصد 41 حدود. دنداشت وجودشده  مطالعه هاینمونه همه در ،شده شناخته

، Halomonadaceae ،Gaiellaceae ،Shewanellaceae ،Rubrobacteracea ،Geodermatophilaceaeهای خانواده .هستند

Sphingomonadaceae ،Nitrososphaeraceae، Chitinophagaceae، Chthoniobacteraceae ، Micromonosporaceaeو 

Bradyrhizobiaceae خانواده  2های بهاره مناطق سرد بودند. نمونه خانواده غالب در 10 جزءMicromonosporaceae  و

Bradyrhizobiaceae های در حالی که خانواده در مناطق گرم مشاهده نشدندCampylobacteraceae، Streptococcaceae ،

Solirubrobacteraceae  وConexibacteraceae خانواده مشترک در  5فقط هاره های بدر نمونه. فقط در مناطق گرم مشاهده شدند

-دست یدر نواح Shewanellaceaeو  Halomonadaceaeهای خانوادهفراوانی  ،بهارفصل  هایدر نمونه شت.مناطق مختلف وجود دا

مشاهده های خانواده با خانواده 8 های پاییزه منطقه سرد،نخورده بود. در نمونهبیش از نواحی دستگرم سرد و منطقه هر دو خورده 

و  Ellin6075 هایخانواده ،Bradyrhizobiaceaeو  Micromonosporaceaeهای شده در فصل بهار مشترک بودند و به جای خانواده
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Beijerinckiaceae  های پاییزه خانواده در نمونه های بهاره،. برخلاف نمونهگرفتندخانواده برتر قرار  10جزءCampylobacteraceae 

 برتر قرار نگرفت. خانواده 10جزء

. گیرندبرمی در V1-V3های تکثیر شده با پرایمر ناحیه در نمونه را هافیلوتیپ درصد 30 حدود متوسط طور به برتر جنس 10

 شده شناخته بودند غالب جنس 10 جز که هاییجنس و شد مشاهده جنس سطح در هانمونه باکتریایی ترکیب در اختلاف بیشترین

 باکتری ،بهاره هاینمونه در. استدر این سطح تاکسونومیکی  میکروبی تنوع اعظم بخش شناخت عدم دهندهنشان که نیستند

Rubrobacter پاییزه هاینمونه در و Balnimous و Rubrobacter جنس  220از بین  .بودند غالب جنس 10 جزء هانمونه همه در

جنس  10 .جنس شناخته شده بود 69فقط  V4-V5به ناحیه  مربوطثیر شده با جفت پرایمر کباکتریایی مشاهده شده در نمونه های ت

 ، Halomonas،Rubrobacterجنس  4های بهاره، گیرد. در نمونهها را در برمیفیلوتیپ درصد 29برتر به طور متوسط حدود 

Nitrososphaera و Geodermatophilusشوند. جنس هر دو منطقه سرد و گرم یافت می ینخوردهخورده و دستدرنواحی دست

Prevotella وSegetibacter هایجنسفراوانی  .قرار گرفتند نخوردهخورده و دستجنس غالب نواحی دست 10جزء ،ترتیببه 

Halomonas و Shewanella نخورده جنس بود در حالی که در نواحی دست یشترخورده بدر نواحی دستRubrobacter،  

Candidatusو  Nitrososphaera های جنس ،های پاییزهاز خود نشان دادند. در نمونه بیشتری فراوانیHalomonas ،Shewanella ،

Nitrososphaera  وSegetibacter در منطقه سرد و  .شوندهر دو منطقه سرد و گرم یافت میی نخوردهخورده و دستدرنواحی دست

 Bacillus و Geodermatophilusجنس مشترک یافت شد. در منطقه سرد  5و  6ترتیب و پاییز بههای فصل بهار گرم بین نمونه

های جنس ،خورده منطقه گرمجنس غالب قرار گرفتند. در نواحی دست 10های بهاره و پاییزه جزء ترتیب فقط در نمونهبه

Campylobacter و Fusobacterium های جنس غالب قرار گرفتند. جنس 10پاییزه جزء های بهاره و ترتیب فقط در نمونهبه

Prevotella و Euzebya که در حالی ،گیرندجنس غالب قرار می 10های بهاره جزءدر نمونه فقطBacillus ،Catonella و 

Marinilactibacillus گیرند. جنس غالب قرار می 10در نمونه های پاییزه جزء فقط 

 

 بحث

در دو فصل بهار و پاییز با ، جمعیت باکتریها در در دو منطقه سرد و گرم دست خورده و دست نخوردهدر این مطالعه ساختار 

طالعه و مقایسه شد. دربالاترین سطح م V4- V5و  V1-V3 یبه نواح مربوطبا استفاده از جفت پرایمرهای و روش توالی یابی نسل دوم 

شاخه باکتریایی شناخته شده است  52در کل، ها مشاهده شد. تاکنون مونهشاخه در تمام ن 14یعنی شاخه در مجموع  یتاکسونومیک
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(& Rappe, 2003 Giovannoniکه به )ها تشکیل می دهند. های غالب را تعداد معدودی از آنشاخه ،هارسد در بیشتر خاکنظر می

 و Proteobacteriaنحوی که است بهتاثیر داشته های غالب بر شاخهدر این مطالعه، های اعمال شده تیماررسد که چنین بنظر می

Actinobacteriaدهند. خورده مناطق سرد و گرم را تشکیل میهای غالب نواحی دستشاخه بیترتبهActinobacteria  درصد 50تا 

 Hackl et) استآنها در خاک نقش دهنده اهمیت که نشان دهدبه خود اختصاص میها جوامع میکروبی را در بسیاری از اکوسیستم

al. 2004; Bachar et al. 2010های(. غلبه اعضای شاخه Proteobacteria و Actinobacteria های های نیمه خشک و خاکمحیط در

 ;Aislabie et al. 2009; Makhalanyane et al. 2013قبلا  گزارش شده است ) (شدسی رقلیایی )شرایط مشابه مناطقی که در اینجا بر

McHugh & Schwartz, 2015, Wang, 2015 .) شاخهChloroflexi آن در خاک بسیاری از  زیادهایی است که فراوانی نیز جزء شاخه

 .Keshri et al. 2013; Rao et alخشک و همین طور نواحی با شرایط محیطی نامتعارف گزارش شده است )مناطق خشک و نیمه

ها غالب بودند در تمام نمونه Actinobacteriaو  Alpha- Proteobacteriaهای سکلا بندی یعنی کلاس،(. در سطح بعدی رده2012

(. Castro et al. 2010; Rao et al. 2016خشک مطابقت دارد )و نیز خاک مناطق نیمه یخاکمحیط های آنها در زیاد که با فراوانی 

نحوی که در سطح خانواده فقط دو خانواده بین به ،شودبندی بیشتر مشاهده میتر ردهتفاوت در ترکیب باکتریایی در سطوح پایین

شکل ناشناخته گزارش شد که ممکن است دو دلیل ها بهای از جنسمناطق سرد و گرم مشترک بود. در سطح جنس، قسمت عمده

بانک اطلاعاتی استفاده از با توجه به  -2اند. هایی که هنوز شناسایی نشدهوجود تعداد زیادی از میکروارگانیسم -1 :داشته باشد

Greengensاین تفاوت در سطوح ردلازم را ندا آمدیهای محیطی ایران کاربرای شناسایی نمونهرسد که این بانک ، چنین بنظر می .

ایمر اصل از دو جفت پرحمقایسه نتایج  .( مطابقت دارد2009و همکاران ) da Jesus( و نیز2008و همکاران ) Dowdبا نتایج  ،ترپایین

V1-V3  وV4-V5 دهد که حداقل در سطح شاخه پرایمر نشان می ،های خاکبرای بررسی ترکیب جمعیت باکتریایی در نمونهV4-

V5 درصد ناحیه  4/90در برابر  درصد 9/97ها را شناسایی کند )و توانسته است که درصد بالاتری از باکتری عملکرد بهتری داشت

حال آنکه ( را شناسایی کند درصد 8/37) Proteobacteria از توانسته است درصد بالاتری V1-V3 مریجفت پرا در ضمن، .(دیگر

مقایسه عمکرد دو جفت پرایمر متعلق ( عملکرد بهتری داشته است. درصد 6/33) Actinobacteriaدر شناسایی  V4-V5 مریپراجفت 

 آورده شده است.  7در جدول  V4-V5و  V1-V3به نواحی 

و  Crenarchaeota ،Fusobacteriaهای و شاخه V1-V3 مریجفت پراتوسط  فقط WS2و  MVP-21 ،OD1های شاخه

Spirochaetes  مریجفت پرافقط توسط V4-V5 های شاخهشدند.  شناساییMVP-21، OD1 و WS2  فقط بر اساس آنالیزهای

 اند و تاکنون در شرایط آزمایشگاهی مه جداسازی آنها صورت نگرفته است. های محیطی مختلف شناسایی شدهفیلوژنتیک از نمونه
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 مریپراتوسط Gamma-Proteobacteria و Alpha-Proteobacteriaدرصد بیشتری از  ردهبندی یعنی در سطح بعدی طبقه

V1-V3 مقدار  .مشاهده شدBeta-Proteobacteria  شناسایی شده توسط هر دو جفت پرایمر مساوی بود اما درصدDelta-

Proteobacteria  مریپراشناسایی شده توسط V1-V3  پرایمر جفت توسط شده شناسایی میزان برابر دو تقریبا V4-V5 نظر از. بود 

 پرایمر جفت توسط انحصاری شکل¬به رده 14 و 3 ترتیب¬به اما شد شناسایی پرایمر دوهر  توسط رده 29 شده، شناسایی رده تعداد

V1-V3 و V4-V5 شدند.  شناسایی 

  یبندرده مختلف سطوح ییشناسا در V4-V5 و V1-V3 ینواح یمرهایپرا کارآیی سهیمقا -7جدول

Table 7. Comparison of primers efficiency V1-V3 and V4-V5 areas in identifying different levels of 

classification 

 انحصاریموارد  مشترک 

 V1-V3 

 انحصاریموارد 

V4-V5 

 3 3 14 شاخه 

 14 3 29 رده 

 21 5 50 راسته 

 25 12 52 خانواده 

 25 9 33 جنس 

 

 مریجفت پرا راسته فقط توسط 21و  V1-V3 مریتوسط جفت پراراسته  5راسته مشترک،  50های شناسایی شده، از بین راسته

V4-V5 خانواده که توسط هر دو جفت  52یی شد. در سطح خانواده نیز عملکرد جفت پرایمرها با هم متفاوت بود. علاوه بر شناسا

که نشان  شدندبشکل انحصاری شناسایی  V4-V5 و V1-V3 هایمریجفت پراخانواده توسط  25و  12ترتیب پرایمر شناسایی شدند به

هایی که شناسایی عملکرد بهتری از خود نشان داده است. در بین جنس V4-V5جفت پرایمر  ،بندی نیزدهد در این سطح از طبقهمی

فقط توسط  جنس 25شناسایی شد در حالی که  V1-V3 یمرهایتوسط جفت پراجنس فقط  9جنس مشترک،  33شدند علاوه بر 

ویژه های میکروبی بهت برای تعیین کنسرسیومرسد با وجود آنکه در بسیاری از مطالعانظر می. بهشد ییشناسا V4-V5 مریجفت پرا

را نشان  بیشترینتایج بهتری داشته و غنای میکروبی  V1-V3استفاده از ناحیه های مستقل از کشت ، روش درهای کلینیکی در نمونه

 ه استتکثیر شد 515f/806rکه با جفت پرایمر  V4-V5اما نتایج این بررسی نشان داد که ناحیه  ، (Rintala et al., 2017)داده است

ها میکروبی موجود در نمونه DNAبندی از نظر کمی، درصد بالاتری از توانست علاوه بر شناسایی غنای بیشتر در همه سطوح طبقه

بنظر  ( مطابقت دارد. در واقع2015و همکاران ) Tremblayهای با یافته V4-V5های ما در عملکرد بهتر ناحیه کند. یافته تکثیررا نیز 
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دارای کیفیت بالاتری بوده و این امر  زیادی دارندکه روی هم افتادگی  paired-end MiSeqجفت بازی  250های رسد که خوانشمی

توان گفت انتخاب نوع  یشود. بنابراین مجدید می انواع های از قبل شناخته شده و نیز کشفباکتری مشاهدهباعث بالا رفتن احتمال 

 دارد. NGSفرم مورد استفاده در روش پرایمر اهمیت بیشتری از نوع پلت

 

 گیرینتیجه

. این نقش مانند خاک، به روش توالی یابی نسل دوم دارند های پیچیدهپرایمرها نقش مهمی در تعیین پروفایل باکتریایی محیط

کند که برخی از اعضای یک جمعیت با استفاده از یک جفت پرایمر خاص نادیده انگاشته و یا بیش از ویژه وقتی اهمیت پیدا میبه

حداقل  گردد در مطالعات مشابه،پیشنهاد میگردند. بنابراین می هاشوند و در نتیجه موجب خطا در ارزیابیمیمقدار موجود ارزیابی 

 تر باشد. قدقی هااز دو سری پرایمر استفاده شود تا ارزیابی

 

 تشکر و قدردانی 

های میکروبیولوژی صنعتی دکتر و در آزمایشگاه سالزهرا دانشگاه یپژوهش محترم معاون تیحما با پژوهش نیا از یبخش

  گردد.شایسته سپهر انجام شده است که به این ترتیب تقدیر می

 

 منابع 

Aislabie, J., Jordan, S., Ayton, J., Klassen, J. L., Barker, G. M. and Turnerb, S. (2009). Bacterial 

diversity associated with ornithogenic soil of the Ross Sea region, Antarctica. Canadian 

Journal of Microbiology, 55: 21-36. 

Bachar, A., Al-Ashhab, A., Soares, M.I., Sklarz, M.Y., Angel, R., Ungar, E.D. and Gillor,O. 

(2010). Soil microbial abundance and diversity along a low precipitation gradient. Microbial 

Ecology, 60: 453-61. 

Castro, H.F., Classen, A.T., Austin, E.E., Norby, R.J. and Schadt, C.W. (2010). Soil microbial 

community responses to multiple experimental climate change drivers. Applied and 

Environmental Microbiology, 76: 999–1007. 



 1Illumina Miseqبررسی و مقایسه اثر پرایمر در ارزیابی ساختار جوامع باکتریایی خاک مناطق نیمه خشک با روش  /94

 

 

da C Jesus, E., Marsh, T. L., Tiedje, J. M., and de S Moreira, F. M. (2009). Changes in land use 

alter the structure of bacterial communities in Western Amazon soils. ISME Journal, 3: 1004–

1011. 

Dowd, S.E., Callaway, T. R., Wolcott, R.D., Sun, Y., McKeehan, T., Hagevoort, R. G.and 

Edrington, T.S. (2008). Evaluation of the bacterial diversity in the feces of cattle using 16S 

rDNA bacterial tag-encoded FLX amplicon pyrosequencing (bTEFAP). BMC Microbiology, 

8: 1-8. 

Fredriksson, N.J., Hermansson, M. and Wilen, B.M. (2013). The choice of PCR primers has great 

impact on assessments of bacterial community diversity and dynamics in a wastewater 

treatment plant. PLoS One 8:e76431. doi:10.1371/journal.pone.0076431 

Hackl, E., Bachmann, G. and Zechmeister-Bolternstern, S. (2004). Microbial nitrogen turnover in 

soils under different types of natural forest. Forest Ecology and Management, 188: 101–112. 

Hamady, M., Walker, J.J., Harris, J.K., Gold, N.J., Knight, R. (2008). Error-correcting barcoded 

primers for pyrosequencing hundreds of samples in multiplex. Nature Methods, 5: 235–237.  

Keshri, J., Mishra, A. and Jha, B. (2013). .Microbial population index and community structure in 

saline-alkaline soil using gene targeted metagenomics. Microbiology Research, 168:165-73 

Klindworth, A., Pruesse, E., Schweer, T., Peplies, J., Quast, C., Horn, M. and Glöckner, O. (2013). 

Evaluation of general 16S ribosomal RNA gene PCR primers for classical and next-generation 

sequencing-based diversity studies. Nucleic Acids Research, 41: e1 

Makhalanyane, T.P., Valverde, A., Birkeland, N.K., Cary, S.C., Tuffin, I.M. and Cowan, D.A. 

(2013). Evidence for successional development in Antarctic hypolithic bacterial communities. 

The ISME Journal, 7: 2080–2090. 

Mc Hugh, T.A. and Schwartz, E. (2015). A watering manipulation in a semiarid grassland induced 

changes in fungal but not bacterial community composition. Pedobiologia, 59: 121-127. 

Nannipieri, P., Ascher, J. Ceccherini, M.T., Landi, L., Pietramellara, G. and Renella, G. (2003). 

Microbial diversity and soil functions. European Journal of Soil Science, 54: 655–670.  

Masella, A.P., Bartram, A.K., Truszkowski, J.M., Brown, D. G., Neufeld, J.D.  (2012). 

PANDAseq: paired-end assembler for illumina sequences. BMC Bioinformatics, 13, Article 

number: 31. 

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0076431
https://www.nature.com/ismej/journal/v7/n11/abs/ismej201394a.html


 95 / 1401، بهار 70، پیاپی 1، شماره 35فصلنامه علمی زیست شناسی کاربردی، دوره 

 

 

 

 

Page, A. L. (1982). Methods of Soil Analysis. Part 2-Chemical and microbiological Properties, 2th 

Edition. American Society of Agronomy, Inc., Soil Science Society of America, Inc 1159 Pp. 

Wisconsin  

Pinto, A.J. and Raskin, L. (2012). PCR biases distort bacterial and archaeal community structure 

in pyrosequencing datasets. PLOS ONE;7: Article e43093. 

Rao, S., Chan, Y., Lacap, D. C., Hyde, K. D., Pointing, S. B. and Farrell, R. L. (2012). Low-

diversity fungal assemblage in an Antarctic Dry Valleys soil. Polar Biology, 35: 567–574. 

Rao, S., Chan, Y., Bugler-Lacap, D.C., Bhatnagar, A., Bhatnagar, M. and Pointing, S.B. (2016). 

Microbial diversity in soil, sand dune and rock substrates of the Thar Monsoon Desert. India. 

Indian Journal of Microbiology, 5: 35–45. 

Rappé, M.S. and Giovannoni, S.J. (2003). The Uncultured Microbial Majority. Annual Review of 

Microbiology, 57: 369-394.  

Rintala, A., Pietilä, S., Munukka, E., Eerola, E., Pursiheimo, J.P., Laiho, A., Pekkala, S. and 

Huovinen, P. (2017). Gut microbiota analysis results are highly dependent on the 16S rRNA 

gene target region, whereas the impact of DNA extraction is minor. Journal of Biomolecular 

Techniques, 28, 19–30.  

Torsvik, V. and Øvreås, L. (2002). Microbial diversity and function in soil: from genes to 

ecosystems. Current Opinions in Microbiology, 5: 240-245. 

Tremblay, J., Singh, K., Fern, A., Kirton, E.S. He, S., Woyke, T., Lee, J., Chen, F., Dangl, J.L. and 

Tring, S.G. (2015). Primer and platform effects on 16S rRNA tag sequencing. Frontier in 

Microbiology; 6: 771.  

Wang, M., Liu, S., Wang, F., Sun, B., Zhou, J. and Yang, Y. (2015). Microbial responses to 

southward and northward Cambisol soil transplant. Microbiology Open, 4: 931–940. 

Wurst, S., De Deyn, G.B. and Orwin, K. (2012). Soil biodiversity and function. Pages 28-44 in 

Wall, DH, ed. Soil Ecology and ecosystem services Oxford University Press. 

 

  



96 / The Quarterly Scientific Journal of Applied Biology, Volume 35, Issue 1, Ser. 71, Spring 2022 

 

 

 

Assay and comparison the impact of primer in evaluation of bacterial community structure 

in semiarid area by Illumina Miseq 

 

M. Teimouri1,2, P. Mohammadi 1,3*, A. Jalili3, R. Zarei4 

 

Received: 2021.06.10 

Accepted: 2021.9.4 

 

 

Abstract 

Introduction: The aim of this study was to compare the effect of primers in evaluating soil bacterial community 

structure. Methods and Materials: For this purpose, soil samples were taken from cold and warm area which grazed 

(disturbed) or not grazed (undisturbed) in spring and autumn. Microbial DNA was extracted and sequenced after 

amplification by two primers which amplify V1-V3 and V4-V5 area of 16S rRNA. Next generation sequencing data 

were analyzed by QIME to determine bacterial community structure. Results: Results showed the effect of area, 

grazing and season on bacterial community structure. NGS data analysis showed that primers which amplified V4-V5 

area identified more bacteria (97.9%) in compared to V1-V3 primers (90.4%). V1-V3 primers had better efficiency to 

identify Proteobacteria (37.85%) in compared to V4-V5 which identified more Actinobacteria (33.6%). In addition, 

V4-V5 primers identified more bacteria in class, family and genus taxonomic groups in compared to V1-V3 primer. 

Discussion: Although V4-V5 primer had better efficiency in bacteria identification, it is recommended to use both 

primers to evaluate precisely bacterial community structure.  

 

Keywords: Biodiversity, Microbial Community, Next Generation Sequencing, Soil Microbiology, Taxonomy 

 

                                                                                                                                                              

 
1. PhD student, Department of Microbiology, Faculty of Biological Sciences, Al-Zahra University, Tehran, Iran-

Department of Microbiology, Faculty of Biological Sciences, Alzahra University, Tehran, Iran. 

2.Associate Professor, Applied Microbiology and Microbial Biotechnology Research Center, Al-Zahra University, 

Tehran.. (*Corresponding author: p.mohammadi@alzahra.ac.ir). 

3.Professor, National Forestry and Pasture Research Institute, Agricultural Research, Education and Extension 

Organization, Tehran, Iran. 

4.Assistant Professor, Department of Plant Sciences, Faculty of Biological Sciences, Al-Zahra University, Tehran, 

Iran. 

mailto:p.mohammadi@alzahra.ac.ir

