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 تعاریفمقدمه و  -1

 مقدمه -1-1

زنند که یممحققان تخمین که  به طوری د؛نشوزیستگاه روی کره زمین محسوب میترین به لحاظ زیستی متنوع هاخاک

چی و طیف های قارها هزار گونه مختلف، تا دویست متر هیفدر یک گرم خاک بیش از یک میلیارد سلول باکتری شامل ده

گن است. در این خاک یک سیستم پیچیده و ناهم .(1) توان یافترا میو بندپایان  ای از موجودات از جمله نماتدهاگسترده

کنند که در ترکیب های فضایی متعدد ایجاد میدر مقیاس هاییزیستگاه های گوناگون،معدنی در اندازه-های آلیبستر خاکدانه

دهند. جانداران خاک می شناسی مختلف اجازه سکونتها با اندازه و بومشماری از گونهبا منافذ پر از آب و/یا هوا به تعداد بی

 . (1)متر متغیر هستند سانتی 30تا  20نانومتر تا  20بر اساس عرض بدن از 

یافت  های مرطوب معتدل و مرطوب گرمسیریبر اساس اطلس جهانی تنوع زیستی خاک، بیشترین تنوع زیستی در خاک

های سرد و خاک تر تنوع زیستی دربالا و بارندگی کم قرار دارند. سطح پایین های با درجه حرارتشود. پس از آن خاکمی

دانش . (2) ستخشک است. کمترین میزان تنوع زیستی خاک در ارتباط با شرایط دشوار دمایی  )بسیار گرم یا بسیار سرد( ا

دار از تنوع زیستی پای المللی برای محافظت و استفادهابتکار بین»های جهانی مرتبط با تنوع زیستی خاک پس از آغاز برنامه

و چاپ اطلس جهانی تنوع زیستی خاک در سال  2012در سال  (GSPمشارکت جهانی خاک )»و  2002در سال « خاک

هم  .(1) های مطالعه جانداران خاک بودافزایش زیادی داشت. همچنین این موضوع مرهون پیشرفت شگرف در روش 2016

ار از تنوع ترویج استفاده پایداکنون نیز تنوع زیستی خاک یکی از ده حوزه عملیاتی مشارکت جهانی خاک محسوب شده و 

 شود.( دنبال میNETSOBالمللی تنوع زیستی خاک )ت از آن در شبکه بینزیستی 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

 .(3)شود نیز می

 اکوسیستم -2-2-1

ه جامعه یا باکوسیستم شامل تمام موجودات زنده، محیط پیرامون و همه روابط متقابل آنها است. در واقع اکوسیستم 

 . (4)ند شود که در یک محیط مشخص زندگی کرده و در تعامل با یکدیگر هستگروهی از موجودات زنده اطلاق می
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 عملکرد خاک -3-2-1

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

 .(5)شوند عملکرد خاک محسوب می

 عملکرد اکوسیستم -4-2-1

ویند. برخی گاکوسیستم میشود، عملکرد به شرایط و فرایندهای اکولوژیکی که منجر به تحقق و حفظ زندگی انسان می

لات پیچیده بین گیرند؛ اما در واقع اثرات متقابل و تعاممحققان عملکرد اکوسیستم را معادل خدمات اکوسیستم در نظر می

ایی همچون هها که منجر به پدیدهاجزای زیستی )موجودات زنده( و غیرزیستی )محیط پیرامون موجودات زنده( اکوسیستم

 . (6)آید شود، عملکرد اکوسیستم به شمار میشانی و تجزیه مواد میاففتوسنتز، گرده

 خدمات اکوسیستم  -5-2-1

یم اقلیم، فیه آب، تنظها در تأمین رفاه انسان مانند تولید غذا، تصهای مستقیم و غیرمستقیم اکوسیستمبه مزایا و مشارکت

 .(7)شود کنترل سیل، چرخه آب و عناصر غذایی، تولید اکسیژن اتمسفر و تشکیل خاک خدمات اکوسیستم اطلاق می

 تنوع زیستی خاک -6-2-1

شاورزی کتواند ظرفیت )پتانسیل( خاک را در می ستی خاک نشاندهنده گوناگونی حیات در زیرزمین است کهتنوع زی

سازی نشان دهد آوری در تنش، اصلاح و پالایش خاک و در تغذیه و داروپایدار، کاهش اثرات تغییرات اقلیمی، افزایش تاب

های نها از زیستگاهآهای اکولوژیکی دهند، همچنین مجموعهها و جوامعی که تشکیل میها تا گونهبه ژنستی خاک زیتنوع . (8)

 .(9)اندازهای کوچک اشاره دارد میکرو تا چشم

 باکتری -7-2-1

آنها در اشتند. دای هستند که میلیاردها سال قبل از گیاهان و حیوانات روی زمین وجود یاختهها جانداران تکباکتری

 طیبه شدت با شرا، مسیاز متابول یمتنوع انواع باو  وجود دارند یچیمارپ ایشکل  یالهیم ،یکرو یهاکال مختلف مانند سلولاش

در اعماق دریا تا  های اقیانوسیهای آب گرم و دریچهها در تمام کره زمین، از چشمهباکتری .شوندمیسازگار  یطیمختلف مح

  .(1) شوندجو برف قطب شمال یافت می

 سیانوباکتر -8-2-1

ور خورشید به عنوان اتمسفر به عنوان منبع کربن و ن 2COهای فتوسنتزکننده هستند که با استفاده از سیانوباکترها باکتری

  .(1)توانند از این ترکیبات آلی استفاده کنند کنند. جانداران دیگر میمنبع انرژی، ترکیبات آلی تولید می



 13                                                                                      29/12/1402                                                            و تعاریف مقدمه –فصل اول 

 

 قارچ -9-2-1

 یقارچ یهاگونه اغلب. رندیگیرا در بر م اتیاز اشکال ح یعیوس فیاز موجودات هستند که ط یمتنوع اریگروه بسها قارچ

 تیبن را هداخاک چرخه کر یهاقارچکنند. یم یخود را در خاک سپر یاز چرخه زندگ یاند حداقل بخشکه تاکنون ثبت شده

 .(1) روندمی به شمارخاک  ییغذا یهااز شبکه ریناپذییجدا یبخش ،دهیچیاز مواد پ یاریبس هیتجز تیقابلبا  و کنندیم

 های قارچهیف -10-2-1

شوند  ها حالت اصلی رشد رویشی محسوب میدار هستند که در اغلب قارچای و شاخهقارچ ساختاری طویل، رشته 1هایهیف

(1). 

 های خاکآنزیم -11-2-1

نقش مهمی  بخشند وسرعت میهای خاک در فرایندهای بیوشیمیایی خاک نقش فعال دارند، به متابولیسم در خاک آنزیم

میزان فعالیت  کنند. از عوامل کلیدی چرخه عناصر از جمله کربن، نیتروژن و فسفر هستند ودر جریان انرژی خاک ایفا می

 .(10)کند آنها، شرایط سلامت خاک را منعکس می

  های خاکپوسته -12-2-1

گیاه را کنترل  هایمرزهای اکولوژیکی که جریان مواد و انرژی در فضای بین اتمسفر و سطح خاک و بین توده خاک و ریشه

خشک نیمه وها و رسوبات به ویژه در مناطق خشک های ساختاری سطح خاکترین ویژگیها از اصلی. پوسته(11) کنندمی

یمیایی و شهای . پوستهشوندبندی میهای شیمیایی، فیزیکی و زیستی تقسیمهای خاک به چند نوع پوستههستند. پوسته

. (11) نی استها، ویژگی بسیاری از مناطق بیاباشوند که وجود آنهای غیر زیستی سطح خاک محسوب میفیزیکی جزء پوسته

ستی شوند، پوسته های فیزیکی و زیهای جهان را شامل میسطح خشکی %40در مناطق خشک و نیمه خشک، که بیش از 

وند )کمتر از شهای فیزیکی و زیستی تقریبا بخش ناچیزی از پروفیل خاک را شامل می اند. اگر چه پوستهخاک گسترده شده

 .(12) متر ضخامت(، اما به ویژه در مناطق کم آب، چندین نقش را بر عهده دارندتا چند میلی یک

 های زیستیپوسته -13-2-1

ای از قبیل سیانوباکتری، جلبک، قارچ، تنگاتنگ بین ذرات خاک و موجودات زندههای زیستی خاک اجتماعی پوسته

متر فوقانی خاک زندگی روی سطح خاک یا در داخل چند میلی های مختلف هستند کهدر نسبت 2هاها و بریوفیتگلسنگ

شوند و در نتیجه پوشش ذرات پراکنده خاک بواسطه حضور و فعالیت این موجودات زنده به همدیگر متصل می کنند.می

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

                                                           
1 Hyphae 
2 Bryophytes 
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  گلسنگ -14-2-1

یک همزیست  اجتماع متقابل مشخص بین یک جلبک سبز یا سیانوباکتر به عنوان همزیست فتوسنتزی و یک قارچ به عنوان

عاشرت مارتباط و "گلسنگ را چنین تعریف کرده است:  1892شناسی در سال انجمن بین المللی گلسنگ باشد.قارچی می

ه هر جلبک با هر . توجه داشته باشید ک"قارچ و یک همزیست فتوسنتزی که منجر به تشکیل تالی پایدار با ساختار ویژه گردد

 تواند تشکیل گلسنگ بدهد.قارچ نمی

 زیستی خاک ضرورت ارزیابی تنوع -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 وسیعی  .(1)ها را تضمین کند و کنترل پاتوژن به آب خاک ریزجاندارانو  اهانیگ یدسترس میتنظ ی،اگلخانه یگازها

روژن کننده نیتی تثبیتهاهای مایکوریزا و باکتریو ریزجانداران مفید مانند قارچبوم زیستاز جانداران خاک از جمله مهندسان 

ی بومیستزو فراهم کردن خدمات بوم زیستنقش مهم تنوع زیستی خاک در عملکرد دارند. بوم زیستنقش مهمی در خدمات 

 هایدخالتز ممکن است تحت تأثیر نی دلیل دوم اگرچه ؛طبیعی تهدید شود فجایعهای انسانی و یا ممکن است به دلیل فعالیت

تولید غذا،  ووری اولیه گیاه همچون بهرهبوم زیستتواند بر خدمات تلفات تنوع زیستی خاک می .باشددر طبیعت انسان 

هان در جکیفیت آب، چرخه عناصر غذایی و تشکیل ساختار خاک تاثیر منفی بگذارد. تنوع زیستی خاک در مناطق مختلف 

رمسیری و گخشک، علفزارهای گرمسیری و نیمه زارهای ها و بوتهمعرض خطرات مشابه نیست. در مناطق اکولوژیک بیابان

 . (9)برگ و معتدل و مختلط بیشترین عوامل خطر وجود دارد های پهنجنگل

بندی، هسازی خاک، سلزدایی، توسعه شهرنشینی، تشدید کشاورزی، از دست دادن مواد آلی/کربن خاک، فشردهجنگل

انش زمین رسوزی، فرسایش و زایی، آتشاسیدی شدن خاک، عدم تعادل عناصر غذایی، آلودگی، شوری، سدیمی شدن، بیابان

یستی خاک در زترین خطر برای تنوع خطر قرار داده است. شایع ترین عواملی است که تنوع زیستی خاک را در معرضاز مهم

ی )هر دو مرتبط زدایی، تشدید کشاورزدنیا هدررفت مواد آلی خاک است که این عامل در ارتباط با سایر خطرات مانند جنگل

ی خاک نه تنها همزمان وع زیستبرای تن باشد. عوامل خطربا تغییر کاربری اراضی( و تغییر اقلیم )به ویژه در مناطق توندرا( می

 .(9)اشند بپذیر، متقابل و یا افزایشی بر هم داشته اثرات جمعدهند، بلکه ممکن است رخ می

بوم زیستای و جهانی برای حفاظت و مدیریت آن در سطح بررسی و ارزیابی وضعیت تنوع زیستی خاک در مقیاس منطقه

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

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

 ها،عمومیت بیشتری برخوردار هستند. با وجود تمام مطالعات و پژوهشهای مرتبط با ترسیب کربن خاک از پس از آن شاخص
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به شمار چالش  کیهمچنان  که به خوبی بیانگر وضعیت تنوع زیستی خاک در هر منطقه باشند زیستی یهاشاخص انتخاب

 . (9)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،ی آیینبرمبنا . همچنین(8) شودتدوین و ارایه آن  و برنامه مدیریت و حفاظت از بایستی ترسیم شده 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 مستلزم تبیین روش اندازه که خود (8)

هدف . بنابراین دستورالعملی جامع و مطابق استانداردهای جهانی برای تعیین تنوع زیستی خاک و ترسیم نقشه آن تدوین شود

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

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

گام  یف شود.ور در سه گام اجرایی تعرمتعدد با متخصصان این عرصه تصمیم بر آن شد تا مطالعات تنوع زیستی خاک در کش

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

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

توان ارشناسان 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

یه و تحلیل بهترین تجزترین مرحله هر مطالعه علمی است، به طوری که سازی نمونه مهمبرداری صحیح و آمادهنمونه

ه این معنی است بهای خاک و آب کار دقیق آزمایشگاهی نمونهدر واقع . (13) تواند این ضعف را جبران کندآزمایشگاهی نمی

متغیر محدودکننده  برداریبنابراین نمونهها و نتایج، ناشی از تغییرپذیری نمونه است. که تغییرپذیری عمده در تعیین داده

 و در افزایش صحت نتایج میزان 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 مونهبرداری به شرایط محیطی منطقه وابسته است. هوای گرم و خشک شرایط نامساعدی برای نزمان دقیق نمونه

خاک در دما و  برداری مطالعات تنوع زیستیبنابراین بهتر است نمونه .(15) کندهای خاکی ایجاد میحتی کرمنماتدها و 

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

 لعه بستگی دارد.مطالعات تنوع زیستی خاک به اقلیم منطقه مورد مطا 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 شودنمونه هر مرحله عملیات کشاورزی دیگری،

 داری برروش نمونه -3-2

 DNAو آنالیز  جمعیت نماتدها ،خاکهای عمومی برداری برای ویژگینمونه -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  9در مرکز، رئوس و میانه اضلاع قطعه )در مجموع  گردد. گیاهی و کاربری زمین( انتخاب

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

                                                           
3  Benchmarks 



 19                                                                                           29/12/1402            سازی نمونه                      برداری و آمادهنمونه –دوم فصل 

 

کیلوگرم( باید برای ارزیابی خصوصیات خاک  5کیلوگرم وزن )نهایتاً  2تا  5/1حداقل آوری و یک نمونه مرکب به اندازه جمع

 . کنید تهیه

 ملاحظات

در  4های خنکهای خاک در جعبهنمونهگراد است، باید درجه سانتی 15برداری بیش از اگر 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) های زیستی به حداقل برسدشده 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 فیکساتیو، در نوبت آنالیز قرار می

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. نمونهزمان ممکن انجام شودآنها در حداقل  DNAاستخراج  بایستینگهداری هستند و 

 .از نظر ترکیب جمعیت میکروبی تغییر کنند توانندمیشوند می

  و صدپایان کرم خاکی جمعیت برداری براینمونه -2-3-2

زمین را  متر مشخص کرده پوشش گیاهی سطح 1×1ا ابعاد بای ( محدوده1-2-2برداری )زیربخش در مرکز قطعه نمونه

حضور کرم خاکی،  ها در خاک باقی بمانند. اگر در سطح زمین لایه لاشبرگ وجود داشت، به دقتبریده و جدا کنید، اما ریشه

متری سانتی 20ق گذاری شده را با بیلچه برش زده و با بیل تا عمخرخاکی و صدپایان در آن را بررسی کنید. محدوده علامت

یلون زباله یا یک . برای جلوگیری از فرار جانوران مذکور، خاک حفر شده را روی یک لایه پلاستیکی مانند نا(13)حفر کنید 

ه دقت خاک و متر بریزید. دستکش یکبار مصرف را پوشیده و بسانتی 20متر و با عمق سانتی 50×25سینی بزرگ با ابعاد 

خاک فوراً به ظروف  های خاکی بالغ و نابالغ بایستی جداسازی شده و همراه با مقداریرا بررسی کنید. تمام کرمریشه گیاهان 

به آزمایشگاه،  های خاکی تا زمان رسیدنتوده کرمپلاستیکی دارای در و برچسب منتقل شوند. برای جلوگیری از کاهش زیست

ارش شود. خورشید نگهداری کنید. همچنین جمعیت صدپایان بایستی شماین ظروف را در جعبه خنک و دور از نور مستقیم 

 .(15)برداری را تمیز کنید ها را به گودال برگردانده و محل نمونهپس از اتمام کار، خاک

 ملاحظات

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

  باشد.میکاربری زمین متفاوت است، اما معمولاً با فصل بارانی همزمان  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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  و پایداری خاکدانه چگالی ظاهری خاک برداری براینمونه -3-3-2

به کمک برای چگالی ظاهری،  اقدام کنید. تهیه نمونه دست نخوردهبرای ( 1-2-2برداری )زیربخش در رئوس قطعه نمونه

متری زیر سانتی بیلچه یا اسپاتول سطح زمین را صاف کرده و سیلندر فلزی را کاملاً در خاک فرو کنید، به طوری که تا یک

نبیند، روی  های سیلندر آسیباین کار نباید سبب فشرده شدن خاک شود. بهتر است برای آنکه لبه سطح زمین قرار گیرد.

یلچه یا اسپاتول بسیلندر را با احتیاط از داخل زمین به کمک  آن یک تخته مسطح قرار داده و فشار را به تخته وارد کنید.

ایین سیلندر حذف پهای اضافی را به کمک چاقو از بالا و خاکای که خاکی از داخل سیلندر ریزش نکند. خارج کنید، به گونه

و به  دیببند ایبا لایه پارچه دو طرف حلقه را د،یخاک را درون حلقه حمل کن دیخواه یاگر مکنید تا سطح آن صاف شود. 

 سهیه را به کحلق کیخاک  ،دینمونه استفاده کن نیچند یحلقه برا کی. اگر قرار است از داخل کیسه پلاستیکی منتقل کنید

 . (15) دیکن یکدگذار کرده ومنتقل  یکیپلاست

ا بیلچه نمونه خاک را الذکر بنقاط فوقبرداری را انجام دهید. بدین منظور در برای پایداری خاکدانه، به کمک بیلچه نمونه

روف پلاستیکی به ظ هاو آسیب به خاکدانه متری برداشت کرده و با کمترین فشارسانتی 20به آرامی از سطح زمین تا عمق 

 . (17) دربسته منتقل کنید

 ملاحظات

 دن شرایط، توصیهصورت مساعد نبود. در برداری از خاک بسیار مرطوب یا بسیار خشک باید خودداری شواز نمونه -1

تا در حین حمل ید های نمونه خاک به اندازه کافی محکم بابیفتد. همچنین در کیسهبرداری چند روز به تعویق شود نمونهمی

 . (15) و نقل از ریختن خاک و حتی انتقال خاک به کیسه دیگر جلوگیری شود

اشد تا در طول بسیلندر نیز باید نازک و تیز  های سست و شنی قابل کاربرد نیست. لبهبرای خاک سیلندر روش -2

 .(15) برداری از فشرده شدن خاک جلوگیری شودنمونه

  .(18) شودانجام باید ظرفیت مزرعه  یرطوبتشرایط  برداری درنمونه -3

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

 غیرکشاورزی(  -طبیعی

 هاها و ترانسکتانتخاب محل پلات -1-4-3-2

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

 بدین. سیستماتیک خواهد بود -تصادفی روش به محدوده این در گیرینمونه. گردندمی مشخص مطالعه  مورد زیستی محدوده

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

 صورت را به ترانسکت هر روی هاپلات دیگر و هاترانسکت دیگر انتخاب. بود خواهد تصادفی نیز ترانسکت خط هر روی

ها به این ترتیب موقعیت اولین ترانسکت و اولین پلات تصادفی انتخاب شده و موقعیت بقیه ترانسکت. دهید انجام سیستماتیک
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ها را موازی هم و عمود بر شیب عمومی منطقه تعیین کنید. مزیت ها به صورت سیستماتیک خواهد بود. همه ترانسکتو پلات

شوند لذا آمار هر این 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 -2-4-3-2

دد ترانسکت ع 3و خاک( تعداد حداقل  های زیستیپوستهتر بودن جوامع مرطوب و آلپی )به دلیل یکنواخت قبرای مناط

 باشد. عدد ترانسکت می 4طق حداقل برابر و برای سایر منا

 طول ترانسکت و فواصل مابین آنها -3-4-3-2

از یکنواختی  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 100 تا 50 متر 100تا  50 مرطوب و نیمه مرطوب

 متر 100تا  50 متر 100تا  50 های مرتفعآلپی و کوه

 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

 

 تعداد و سطح پلات -2-3-4-4

)تیپ  1در  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( 

 پلات 40ع آلپی( )بقیه مرات 1در  2)چمنزارهای انبوه( تا  5/0در  5/0عدد پلات  30های مرتفع: منطقه آلپی و کوه -

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

 پلات

 3در  3( تا یاییهای زیستی سیانوباکترمناطق با غالبیت پوشش پوسته) 2در  2عدد پلات  40منطقه عمانی و بلوچی:  -

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

 (سیانوباکتری، خزه و گلسنگ

 مستطیل( -دایره -شکل پلات )مربع -5-4-3-2

یل بسته به ابعاد در مراتع مناطق مرطوب، آلپی و نیمه استپی غالبا به شکل مربع و در سایر نقاط به شکل مربع یا مستط

 باشد.  پلات می

 های زیستی حداقل سطح مورد مطالعه الزامی برای ارزیابی پوسته -6-4-3-2

ختلف متفاوت های زیستی بایستی مورد بررسی قرار بگیرد، در مناطق اکولوژیک محداقل سطحی که برای ارزیابی پوسته

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

 هاحداقل سطح ارزیابی مورد نیاز در مناطق مختلف اکولوژیک با توجه به طول و فواصل بین ترانسکت -2-2جدول

 توضیحات حداقل سطح ارزیابی منطقه اکولوژیک

مرطوب و نیمه 

 مرطوب
 هکتار 8تا  4

های پوستهها و بر اساس جامعه بسته به طول و فواصل ترانسکت

 زیستی

های آلپی و کوه

 مرتفع
 هکتار 3تا  2

های پوستهها و بر اساس جامعه بسته به طول و فواصل ترانسکت

 زیستی

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

 زیستی

 - هکتار 13 استپی

 - هکتار 15 بیابانی

 هکتار 20تا  12 عمانی و بلوچی
های پوستهها و بر اساس جامعه فواصل ترانسکتبسته به طول و 

 زیستی

 های زیستیزمان ارزیابی پوسته -7-4-3-2

برداری انجام ی و نمونههای زیستی تاثیر بسیار زیادی بر نتایج آن دارد و بایستی زمانی عملیات ارزیابزمان ارزیابی پوسته

امل تأثیرگذار در سایر عو توجه به منطقه اکولوژیک، ترکیب گیاهی وشود که عرصه طبیعی از آمادگی لازم برخوردار باشد. با 

 3-2تفاوت خواهد بود. در جدول مارزیابی عملیات زمان مناسب  ،زمان حضور دام های زیستی خاک از جملهتخریب پوسته

 آورده شده است. بردارینمونه برایمناطق مختلف اکولوژیک زمان حدودی آمادگی 



 23                                                                                           29/12/1402            سازی نمونه                      برداری و آمادهنمونه –دوم فصل 

 

 در مناطق مختلف اکولوژیک بردارینمونه برایمناسب ودی زمان حد -3-2 جدول

 برداریمناسب برای نمونهزمان  منطقه اکولوژیک

 اوایل خرداد تا اوایل تیر ماه مرطوب و نیمه مرطوب

 اواخر خرداد تا اواسط تیر ماه های مرتفعآلپی و کوه

 اوایل خرداد تا اوایل تیر ماه نیمه استپی

 استپی
 اواسط خرداد ماه اردیبهشت تااواسط  -1

 واخر مهر تا اواسط آبان ماها -2

 بیابانی
 واسط اردیبهشت تا اواسط خرداد ماها -1

 واخر مهر تا اواسط آبان ماها -2

 اواسط اسفند تا اوایل فروردین ماه عمانی و بلوچی

 های زیستیبرداری خاک برای ارزیابی پوستهنمونه -8-4-3-2

ستپی، آلپی و انیمه  مناطقمتر و در سانتی 10خاک در مناطق بیابانی، استپی و عمانی و بلوچی تا  برداریعمق نمونه

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

اید لاشبرگ و خاک پای خود خواهند داشت. برای برداشت خاک ب های مختلف تاثیرات متفاوتی بربرداشته شوند. زیرا گونه

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

وری شده و با هم آها جمع ها خاکبار از فضای بین بوته 3های یاد شده انجام خواهد شد. به این ترتیب که در طول ترانسکت

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

دد دیگر از ع 6عدد از داخل قرق و  6نمونه خاک جمع آوری شود.  12خاک خواهیم داشت. اگر قرق وجود داشته باشد باید 

های خنک قرار دهید و در اسرع وقت آوری شده را در جعبههای خاک جمعنمونهاد شده. خارج قرق بر اساس دستورالعمل ی

نمونه برگه اطلاعات برداشت میدانی به صورت  گراد نگهداری کنید.رجه سانتید -20به آزمایشگاه منتقل کرده و در دمای 

 آورده شده است: 4-2زیر در جدول 

 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: گونه )گونه های غالب گیاهی(: 

 عمق خاک: رنگ خاک: ضخامت لایه:

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

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

 باشد.  منطقهاید به نحوی در نظر گرفته شود که دو برابر بزرگترین گونه گیاهی موجود در سطح پلات ب -

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 میتوصیف کامل محل نمونه

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

انداز )شیب مشده در نقطه مرکزی قطعه(، پوشش گیاهی )پوشش و ترکیب(، شیب، ارتفاع از سطح دریا، موقعیت در چشگرفته

های خاکی ، کرماز قطعه خاکهمچنین . نماییدآوری جمع را الراس( و تاریخچه کاربری زمینین، دره، خطبالا، میانه و پای

راضی کشاورزی و نمونه فرم اطلاعات تکمیلی برای ا 5-2جدول در  .(14) شود و محیط اطراف عکس تهیه آوری شدهجمع

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

 غیرکشاورزی( -های طبیعیسیانوباکتریایی )ویژه عرصهاطلاعات تکمیلی جامعه گلسنگی و  -2-4-2

ها بایستی گزارش شوند. شکل های زیستی اشکال رویش گلسنگآوری دقیق اطلاعات و ارزیابی پوستهبه منظور جمع

ها یعنی قارچ و جلبک در حالت انفرادی متفاوت است. این ها نسبت به شکل ظاهری اجزاء تشکیل دهنده آنرویش گلسنگ

با تهیه برش عرضی از تال یک گلسنگ  1-2آورد. مطابق با شکل را بوجود می 5ای بنام تالاجتماع مجموعه متمایز نیافته

 های زیر را مشاهده نمود:توان لایهمی

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

 کند. اند. این لایه از گلسنگ به عنوان یک پوست محافظ نگهداری میضخیم تشکیل شده دیواره

جلبک های فتوبیونت )ها، لایه سبز رنگی وجود دارد که از سلولیه جلبکی یا لایه فتوبیونت: زیر کورتکس گلسنگلا -ب

توانند تک بیونت میاند. فتورچی به دام افتادههای قاای از هیفها در شبکهسبز و سیانوباکتری( تشکیل شده است. این سلول

 ای باشد. سلولی یا رشته

سازد. ل را میتری وجود دارد که معمولا بیشترین قسمت تایه میانی یا مدولا : در زیر لایه فتوبیونت لایه میانی فشردهلا -پ

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

                                                           
5 thallus 
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آن بسیار  شود و ساختارها سطح زیرین توسط کورتکس تحتانی محافظت میکورتکس تحتانی: در بیشتر گلسنگ -ت

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

مل جذب ثبیت گلسنگ روی تکیه گاه شده، همچنین عشود. این بخش دارای ریزویید یا ریزین است که سبب تمشاهده می

 .(19)دهد مواد غذایی را نیز انجام می

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

 تنوع زیستی ارزیابی برای خاک برداریبرگه اطلاعات نمونه

 شرح های عمومیویژگی شرح های عمومیویژگی

  کد نمونه  بردارنام نمونه

  تعداد زیر نمونه  شهر و استان

  تلفن
 (UTM) مختصات 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 کاربرینوع   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:

 

 

 

 

 

ای و ژلاتینی های، پولکی یا فلسی، برگی ، بوتها در پنج گروه پوستهبراساس مورفولوژی یا همان شکل رویشی، گلسنگ

 بندی می شوند:طبقه

سختی و به  های لایه مدولا بهای کورتکس تحتانی نداشته بلکه توسط هیفهای پوستهای: گلسنگالف( گلسنگ پوسته

ای بسیار نازکی هها نیز به صورت رشتهاند. میسیلیوم آنقابل تفکیک به خاک، صخره یا پوست درختان چسبیدهای غیر گونه

 یابند. روی بستر انتشار می

های ب تالها برگ مانند بوده و دارای سطح فوقانی و تحتانی کاملا مشخص هستند. اغلب( گلسنگ برگی: این گلسنگ

 ر متغییر است. طح زیرین تال در تماس با بستر است اما میزان چسبندگی تال به بستر بسیابرگی صاف بوده و تقریبا همه س
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هستند.  ایهای پولکی از نظر ظاهر حد واسط بین فرم های رویشی برگی و پوستهج( گلسنگ پولکی یا فلسی: گلسنگ

طح زیرین و یا ساند که توسط تشکیل شده میلی متر 15تا  1آنها از چند تا صدها پولک تقریبا کوچک با قطر به طور معمول 

 های کوچک به بستر اتصال دارند. از طریق یک لبه مثل پلاک

شعب هستند و تال ها دارای تال منتال این گلسنگ انبوه، بوته مانند و مو مانند است. این گلسنگای: د(  گلسنگ بوته

  بستر یا به طور آویزان قرار گرفته باشند. معمولا از سطح بستر برجسته است و ممکن است به طور عمود بر

های پراکنده های قارچی درهم پیچیده با جلبکها دارای ساختار تک سلولی از ریسمانه( گلسنگ ژلاتینی: این گلسنگ

ابر خود متورم شود چندین بردر بین آنها هستند و بافتی ژله مانند دارند و معمولا سیاه رنگ هستند و وقتی که خیس می

 .(19) خواهند شد

 
 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، مخها باید کد محل، کد نمونه و زیرنمونه، تاریخ نمونهدر 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) لازم تعبیه شود برداری، جعبه خنک با فضاینمونه
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 یهاهیکامل رو یمستندسازف سایت ضروری است. چرا که برداری، فضای اطراهای خاکی، محل نمونهتهیه عکس از کرم -5

 .(20) 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

مونه دیگر جلوگیری نضدعفونی کنید تا از انتقال ریزجانداران از یک نمونه خاک به درصد  70بردار را با الکل دستگاه نمونه

 .(15) شود

از . بنابراین دهدج آب ثقلی از پروفیل خاک رخ میبرداری، پس از خروشرایط مساعد رطوبتی خاک برای نمونه -7

 تعویق بیاندازید. به رسیدن به شرایط مطلوببرداری را تا های غرقاب و بسیار خیس خودداری کرده و نمونهبرداری از خاکنمونه

ود در این مورد رمی ها و اراضی باتلاقی که غرقاب بودن ویژگی ذاتی آنها به شمارهای کنار رودخانههایی مانند خاکخاک

 استثناء هستند.

 سازی نمونهآماده -5-2

دو ورود به بدر های مرکب، های دست نخورده باید با کمترین آسیب به آزمایشگاه منتقل شوند. در مورد نمونهنمونه

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

تدها، بخشی از های زیستی و جمعیت نماگیری ویژگیبه منظور اندازه. (15) نباید انجام شودهمگن شدن به صورت مکانیکی 

رای سطح نمونه مرکب را به صورت مرطوب و در ظروف پلاستیکی در بسته در یخچال نگهداری کنید. اگر هدف پروژه، اج

ه )یک تا دو لیتری را پر کردمیلی 50، لوله فالکن DNAسوم مطالعات تنوع زیستی خاک نیز باشد، برای تجزیه و تحلیل 

. (16) ی منجمد کنیدیابگراد تا پیش از توالیدرجه سانتی 20ضای بالای لوله خالی باشد( و فوراً در دمای منفی متر فسانتی

 . (20) مناسب نیستند DNAشده برای استخراج های ذوبنمونه

های شیمیایی و فیزیکی و همچنین بایگانی خاک جدا کرده و هواخشک گیری ویژگیقسمتی از نمونه مرکب را برای اندازه

های درشت را با متر روی سطح عاری از آلودگی پهن کنید. کلوخهمیلی 15های نازکتر از بدین منظور نمونه را در لایه کنید.

ها را از تر خرد شوند. نمونهراحت تر خشک شده و پس از خشک شدندست، چکش چوبی و یا هاون متلاشی کنید تا سریع

ساعت  24نور مستقیم خورشید دور نگه داشته و این وضعیت را تا زمانی که اختلاف وزن ناشی از تبخیر رطوبت در مدت 

توان نمونه ساعت زمان مناسبی است. برای تسریع در عملیات خشک شدن، می 48درصد باشد ادامه دهید. معمولاً  5کمتر از 

ها را تارسیدن به ذرات مجرا گراد قرار داد. پس از هواخشک کردن خاک، کلوخهدرجه سانتی 40را در آون با دمای پهن شده 

ها، قطعات شیشه، ریشه گیاهان و ... با دست یا الک المقدور جدا کنید. سنگها را حتیخرد کنید. ذرات ریز چسبیده به سنگ

مانده روی الک را مجدداً های باقیمتر ریخته و الک کنید. کلوخهمیلی 2الک از خاک حذف کنید. خاک به دست آمده را روی 

های فیزیکی و شیمیایی، گیری ویژگیشده برای اندازهخرد کرده و الک کنید. برای جدا کردن قسمتی از نمونه خاک آماده
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 .(21) را انتخاب و مخلوط کنیدنمونه را روی سطح صاف پهن کرده و به چهار قسمت مساوی تقسیم کنید. دو بخش قطری 

 . (20) گانی کنار بگذاریداتیلن برای بایهای پلیگرم خاک هواخشک در ظرف 200حداقل همچنین 
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 گیریهای اندازهروش
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 گیریهای اندازهروش -3

  سطح اولیه مطالعات -1-3

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

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

ست. در ادامه به ویژگی ستیابی به این تحلیل کهالزامی ا ستی مورد نیاز برای د شیمیایی و زی ستی ای فیزیکی،  لی از تنوع زی

 پردازیم.  خاک می

 های فیزیکیویژگی -1-1-3

 اولیه خاک رطوبت -1-1-1-3

تا  100شود. خاک خشک خاکی است که جرم آن در دمای بین خصوصیات خاک معمولًا بر مبنای خاک خشک بیان می

بنابراین برای تصحیح نتایج بسیاری از خواص فیزیکی، شیمیایی و زیستی  گراد به حالت ثابت رسیده باشد.سانتیدرجه  110

برای تعیین مقدار رطوبت خاک، کافی است که نمونه خاک قبل و بعد از گیری شود. خاک بایستی میزان رطوبت خاک اندازه

و زمان  برداری تا رسیدن به آزمایشگاهاز نمونهقدار رطوبت خاک در اینجا حفظ مخشک کردن در آون وزن شود. نکته مهم 

ها در ظرف پلاستیکی کاملاً غیرقابل نفوذ و در یخچال نگهداری شوند. است. بدین منظور ضروری است که نمونه گیریاندازه

خوبی مخلوط نمایید.  خاک مرطوب را روی سطح غیرجاذب رطوبت ریخته و به، یوزن به روش رطوبت خاکگیری برای اندازه

لیتر میلی 100دربدار با حجم  قوطی فلزیمتر را از خاک جدا کنید. میلی 2های کوچک و سایر اجزای بزرگتر از ها، شاخهسنگ

 01/0با دقت  دربا همراه ب کاملاً خشک کنید. پس از خنک شدن ظرف، آن راگراد سانتی 105±5را شسته و در آون با دمای

گرم خاک مرطوب را در قوطی ریخته و پس از گذاشتن درب، آن  40با استفاده از قاشقک )اسپاتول( . (0m) گرم وزن نمایید

گراد به مدت سانتی 105±5درب ظرف را برداشته و آن را همراه با ظرف در آون با دمای. (1m) الذکر وزن کنیدرا با دقت فوق

دقیقه در دسیکاتور  45ها را به مدت درب ظروف را گذاشته و نمونهپس از آن، ساعت قرار دهید تا به وزن ثابت برسد.  16

گرم وزن  01/0الرطوبه مشابه نگه دارید تا به دمای محیط برسند. سپس آنها را با دقت آب یا جاذبحاوی سولفات کلسیم بی

 شود:محاسبه می (WH2O) خاکوزنی (. با کمک رابطه زیر درصد رطوبت 2mکنید )

𝑊𝐻2𝑂     (1-3رابطه ) =
𝑚1−𝑚2

𝑚2−𝑚0
× 100 

0m جرم قوطی خالی به همراه درب بر حسب گرم 

1m جرم قوطی و خاک مرطوب به همراه درب بر حسب گرم 
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2m جرم قوطی و خاک خشک شده در آون به همراه درب بر حسب گرم 

 ملاحظات

. و در حین انتقال به دسیکاتور مجددا از محیط رطوبت جذب کند مونه خاک ممکن است پس از اتمام زمان گرمادهین -1

ن بخشی از ضمن اینکه پس از وزن خاک و انتقال آن به آون ممکن است تأخیر نسبتاً کوتاهی رخ دهد و سبب از دست رفت

زمایشی آ طایخ و به حداقل رساندندرب قوطی فلزی برای کاهش جذب رطوبت محیط استفاده از  رطوبت خاک شود. بنابراین

 الزامی است.

گیری ام شده و در حین فرایند اندازهبرداری انجگیری رطوبت خاک باید در کوتاهترین زمان ممکن پس از نمونهاندازه -2

 کمترین تأخیر وجود داشته باشد.

 .نگهداری شوندنند در محیط توادقیقه می 30های خاک آون خشک شده پس از سرد سدن در دسیکاتور حداکثر نمونه -3

ورد توان صرف نظر نمود. اما در مگراد میدرجه سانتی 105ز تجزیه مواد آلی به هنگام خشک کردن نمونه در دمای ا -4

راد خشک شود. گدرجه سانتی 50مانند پیت، بهتر است نمونه در دمای  (وزنیدرصد  10های با مواد آلی زیاد )بیش از خاک

 کند. ملیات را بیشتر میاستفاده از خلاء سرعت این ع

دهد. اگر مقدار گچ خاک های آب کریستالی خود را از دست میگراد بخش اعظم مولکولسانتی 105گچ در دمای  -5

درصد رطوبت خاک تصحیح بیش از یک درصد بود، میزان رطوبت وزنی خاک باید بر اساس وزن آب کریستالی تصحیح شود. 

 : (14,22) شودمی( به صورت زیر محاسبه W𝐶شده )

𝑊𝐶     (2-3رابطه )  =
𝑊𝐻2𝑂−(𝐺𝑦𝑝𝑠𝑢𝑚×0.1942)

1+(𝐺𝑦𝑝𝑠𝑢𝑚×0.1942)
 

 WH2O درصد رطوبت وزنی خاک 

Gypsum درصد گچ اصلاح نشده 

 چگالی ظاهری -2-1-1-3

منتقل کنید. سیلندر و نمونه خاک دست نخورده را تهیه کرده و به آزمایشگاه نمونه دست نخورده  4-2-2طبق زیربخش  

دقیقه در دسیکاتور  45به مدت و  دنساعت قرار دهید تا خشک شو 24دت گراد به مدرجه سانتی 105را در آون در دمای 

سیلندر و خاک و همچنین وزن به دمای محیط برسند. الرطوبه مشابه نگه دارید تا آب یا جاذبحاوی سولفات کلسیم بی

گیری کرده و حجم سیلندر )استوانه( را را اندازه قطر داخلی و ارتفاع سیلندربه کمک کولیس  .را به دست بیاوریددر سیلن

 آید:به دست می (𝜌𝑏𝑑) با رابطه زیر چگالی ظاهری در شرایط آون خشکمحاسبه کنید. 

𝜌𝑏𝑑      (3-3رابطه )  =
(𝑚𝑑−𝑚0)

𝑉
 

dm وزن سیلندر به همراه خاک آون خشک 

0m وزن سیلندر خالی 

V حجم داخل سیلندر 
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 ملاحظات

اید، با های پلاستیکی منتقل کردههای خاک را به کیسهونهبرداری از یک سیلندر استفاده کرده و نماگر هنگام نمونه -1

ر اندک قادیدقت تمام خاک را به قوطی فلزی به منظور آون خشک شدن منتقل کنید. توجه داشته باشید که از دست رفتن م

  .(23) کندخاک هم در چگالی ظاهری به دست آمده خطا ایجاد می

 خاکبافت  -3-1-1-3

ی مختلف هایابد و مقدار آن در عمقتراکم سوسپانسیون خاک در یک عمق معین با ته نشین شدن ذرات خاک کاهش می

ا هیدرومتر بتراکم ذرات در این روش ذرات خاک با هگزامتافسفات سدیم از هم جدا شده و بستگی به قطر ذرات خاک دارد. 

ستاندارد مانند روش های اهک باشد، باید این مواد را طبق روششود. اگر خاک حاوی مقدار زیادی مواد آلی و آگیری میاندازه

اده هگزا متافسفات شوند. در ابتدا دو مرو، ذرات سیلت در دو اندازه مختلف گزارش میدر روش پیشپت از خاک حذف نمود. پی

گرم  40وند. گراد قرار دهید تا خشک شدرجه سانتی 105سدیم و کربنات سدیم را به مدت یک شبانه روز در آون در دمای 

سپس نید. یک لیتری به حجم برسادر یک بالن ژوژه کنید و حل گرم کربنات سدیم را در آب  10و هگزا متافسفات سدیم 

تافسفات سدیم ملیتر از محلول هگزا میلی 100یک لیتری بریزید و اتیلن در ظرف پلی کنید،گرم خاک آون خشک را وزن  50

را به ت ظرف ساعت روی شیکر قرار دهید. پس از طی این زمان، محتویا 16و بیکربنات سدیم به آن اضافه کرده و به مدت 

ن مکانیکی بهم دقیقه محلول باید در همز 2لیتر برسانید. به مدت میلی 500لیوان همزن مکانیکی انتقال داده و به حجم 

طر به یک لیتر بخورد. سوسپانسیون خاک را در داخل سیلندر بریزید و بعد از شستشوی کامل ظرف، حجم سیلندر را با آب مق

. بدین رو ببریدف در مرکز سیلندر هم بزنید. هیدرومتر را با دقت در داخل سوسپانسیونبرسانید و با همزن دستی به خوبی ب

ببرید که اگر رهایش  منظور با دو انگشت شست و اشاره انتهای هیدرومتر را گرفته و به آرامی از میانه سیلندر تا جایی پایین

یادداشت کنید.  عدد هیدرومتر را (C) ساعت 2و  (B) دقیقه 4، (A) ثانیه 40بعد از  کنید به طور ثابت شناور بماند. سپس

 :انجام دهیدروابط زیر  بندی هیدرومتر بر حسب گرم بر لیتر ودرجه بر اساس را محاسبه درصد ذرات خاک

>) 𝐶𝑙𝑎𝑦%       (4-3رابطه ) 0.002 𝑚𝑚) = [
(𝐶+𝑇𝐶)

𝑆
] × 100 

𝑆𝑖𝑙𝑡 (0.002%     (5-3رابطه ) − 0.02 𝑚𝑚) = [[
(𝐵+𝑇𝐶)

𝑆
] × 100] − %𝐶𝑙𝑎𝑦 

𝑆𝑖𝑙𝑡 (0.02%             )6-3رابطه ) − 0.05 𝑚𝑚) = [[
(𝐴+𝑇𝐶)

𝑆
] × 100] − %𝐶𝑙𝑎𝑦 − %𝑆𝑖𝑙𝑡 (0.002 − 0.02𝑚𝑚) 

𝑆𝑎𝑛𝑑(0.05%  (7-3رابطه ) − 2 𝑚𝑚) = 100 − %𝐶𝑙𝑎𝑦 − %𝑆𝑖𝑙𝑡(0.002 − 0.02) − %𝑆𝑖𝑙𝑡(0.02 − 0.05) 

S وزن خاک آون خشک 

TC  1-3ضریب تصحیح درجه حرارت طبق جدول 
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 ضریب تصحیح حرارت -1-3جدول 

 گراد(جه حرارت )سانتیدر ضریب تصحیح برای گرم در لیتر

0/2- 15 

5/1- 16 

0/1- 17 

0/1- 18 

5/0- 19 

0 20 

5/0+ 21 

0/1+ 22 

0/1+ 23 

5/1+ 24 

0/2+ 25 

 ملاحظات

 بندی روی هیدرومتر، محاسبه باید تصحیح شود. بر اساس درجه -1

  .(24) ب مقطر بشوئید و خشک کنیدقرائت، هیدرومتر را به آرامی از سیلندر خارج کرده، با آبعد از هر  -2

 پایداری خاکدانه -4-1-1-3

ین منظور ابتدا . بد(25) از روش الک تر و شیوه مرطوب کردن سریع استفاده کنید هاگیری پایداری خاکدانهبرای اندازه

خورده را تهیه کرده و به آزمایشگاه منتقل کنید. نمونه را هواخشک کرده و بدون کوبیدن ننمونه دست  4-2-2طبق زیربخش 

روی از پایین به بالا  به ترتیبمتر میلی 4و  2، 1، 5/0، 25/0، 05/0های با اندازه هاییالکمتری عبور دهید. میلی 8از الک 

اک الک خگرم از  50چیده و سری الک را آماده کنید. به کمک یک نگهدارنده سری الک در یک ظرف آب آویزان شود. هم 

متر، سانتی 8/3ان موتور متصل به دستگاه نگهدارنده را در دامنه نوس متر بریزید.میلی 4به طور یکنواخت روی الک شده را 

های رده و خاکدانهکها را به آرامی از آب خارج الکتنظیم کنید. پس از طی این زمان،  ده دقیقهبار در دقیقه و به مدت  30

گراد به مدت نتیدرجه سا 105در آون در دمای  و در ظروف جداگانه بریزید. این ظروف را یدیمانده روی هر الک را بشویباق

اوی سولفات حدقیقه در دسیکاتور  45به مدت  سپس ظروف حاوی خاکدانه را. خشک شوندها خاکدانهساعت قرار دهید تا  24

 . (26) به دمای محیط برسند و وزن کنیدالرطوبه مشابه نگه دارید تا آب یا جاذبکلسیم بی

های خشک شده ( را به خاکدانهpH=5/8درصد ) 5فسفات سدیم لیتر محلول هگزامتا میلی 20برای جداسازی ذرات شن، 

دقیقه تکان دهید. سپس هر سوسپانسیون را روی الک مربوط به خود تخلیه کرده و با آب  15هر الک اضافه کنید و به مدت 

از وزن کلی الذکر خشک و وزن کنید و مقادیر به دست آمده را یید. ذرات شن باقیمانده روی الک را طبق اصول فوقبشو
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( از MWDها )میانگین وزنی قطر خاکدانه.  (27) هر الک کم کنید تا وزن خالص خاکدانه به دست آید باقیمانده روی خاکدانه

 شود: محاسبه می 8-3رابطه 

𝑀𝑊𝐷      (8-3رابطه )  = ∑ 𝑋̅𝑖𝑊𝑖
𝑛
𝑖=1 

 𝑋̅𝑖 های باقیمانده روی هر الک میانگین قطر خاکدانهi بالایی و پایینی(های الک )میانگین قطر سوراخ 

n هاتعداد الک 

iW رات شن و های روی هر الک به وزن کل خاک به کار برده شده در ابتدای آزمایش پس از کسر ذنسبت وزن خاکدانه

 ود:شمحاسبه می 9-3سنگریزه است که از رابطه 

𝑊𝑖     (9-3رابطه )  =
𝑤𝑖−𝑤𝑖(𝑠)

𝑤𝑡−∑ 𝑤𝑖(𝑠)
𝑛
𝑖=1

 

iw  وزن ذرات باقیمانده در دامنهi 

i(s)w  وزن ذرات شن و سنگریزه در دامنهi 

tw وزن خاک آون خشک 

 های شیمیاییویژگی -2-1-3

 ( pHخاک ) واکنش -1-2-1-3

خاک  هید.متری عبور دمیلی 2و از الک  شده را بکوبیدخاک هواخشک  گرم 400تا  200، نمونه pHگیری برای اندازه

اع برسد. حالت به حالت اشب آماده شده را در ظرف مناسب ریخته و در حال بهم زدن، آنقدر آب مقطر اضافه کنید تا نزدیک

، شیار بهم کنید، با ضربه زدن به ظرفاشباع حالتی است که سطح گل براق به نظر برسد و وقتی شیاری در آن ایجاد می

ردک به آرامی سر کج کنید، به آرامی گل سرریز شود و یا گل از روی اسپاتول یا کابپیوندد. همچنین اگر ظرف محتوی گل را 

ل اشباع را به مدت در این مرحله در ظرف را گذاشته و گالذکر باید در گل اشباع وجود داشته باشد. بخورد. تمام شرایط فوق

نیاز آب اضافه  داً گل را بهم زده و در صورتروز به حال خود رها کنید. بعد از سپری شدن مدت زمان لازم، مجدیک شبانه

 کنید تا به حالت اشباع برسد. 

قرار دهید و  یفرا زیر ق لیتریمیلی 100یا  50 گیریو شیشه عصاره گیردر مرحله بعد، قیف بوخنر را روی پایه عصاره

بوخنر خالی کنید  کنید. گل را روی قیفگیر را به پمپ خلاء وصل پایه عصارهبگذارید. واتمن  2شماره  داخل آن، کاغذ صافی

ء را روشن و به بدنه قیف بچسبد. سپس پمپ خلا و با کاردک سطح آن را طوری صاف نمایید که منفذی در آن مشاهده نشود

مت پایان گیری جمع شود. این مرحله ممکن است چندین دقیقه طول بکشد و علاکنید تا عصاره خاک در داخل شیشه عصاره

ا صاف و یا شکاف و منفذ در خاک و یا عدم جریان عصاره پس از مدت طولانی است. اگر عصاره کدر بود، آن ر آن، ایجاد

 کنید.  درصد اضافه 1/0لیتر عصاره، یک قطره محلول هگزامتا فسفات سدیم میلی 25کنید. به ازای هر  سانتریفیوژ
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م بزنید و الکترود بافر کالیبره کنید. ظرف نمونه را خوب ههای متر را مطابق با دستورالعمل سازنده و محلول pHدستگاه 

ید. پس از هر را تا دو رقم اعشار یادداشت کن pHرا در سوسپانسیون همگن شده وارد کنید. پس از رسیدن به تعادل، عدد 

 . (24) قرائت، الکترود را با آب مقطر شسته و خشک کنید

 ملاحظات

روی عصاره اشباع خاک  هایی دارد که قرار استمقدار خاک مورد استفاده در تهیه گل اشباع بستگی به تعداد آزمایش -1

 رد. کتوان به وسیله پمپ خلاء از خاک خارج انجام دهید. به طور کلی یک سوم تا یک چهارم رطوبت اشباع را می

، گچ آب کریستالی گرادتیدرجه سان 105. زیرا در دمای کنیددر آون خشک  را نمونه خاکنباید  ،قبل از تهیه گل اشباع -2

 یابد.دهد و حلالیت آن افزایش میخود را از دست می

گل اشباع های خیلی سبک باید دقت زیادی در تهیه های بافت سنگین و خاکهای با مواد آلی بالا، خاکدر نمونه خاک -3

ی آب جذب کند. روز بعد روز خاک خیس بماند تا به اندازه کافهای با مواد آلی زیاد باید یک شبانهبه کار ببرید. در مورد خاک

ید به اندازه کافی های با بافت سنگین بادر مورد خاکشود که مجدداً باید به هم بزنید و اشباع کنید. نمونه خیلی سفت می

آید. رت توده گل درمیکنید و با کمترین هم زدن نمونه را اشباع کنید. اگر نمونه زیاد هم زده شود، به صو آب به نمونه اضافه

، باید دقت های شنیشود که نمونه زودتر به حالت اشباع برسد. در مورد اشباع خاکدر واقع سرعت در بهم زدن باعث می

ها خطا ایجاد گیریزهک بماند، خاک از حالت اشباع خارج شده و در اندانیافزایید. اگر آب روی خاکنید که آب اضافه به نمونه 

 کند. می

ات سدیم اضافه شده به عصاره برای جلوگیری از رسوب کربنات کلسیم در طول مدت نگهداری عصاره هگزامتا فسف -4

کند که این مقدار می عصاره خاک واردوالان در لیتر سدیم به اکیمیلی 02/0است. این مقدار از هگزامتا فسفات سدیم تقریباً 

 سدیم اضافه شده به عصاره در مقابل رسوب کربنات کلسیم بسیار ناچیز است. 

 ها نگهداری کنید.گراد تا زمان انجام آزمایشدرجه سانتی 4صاره اشباع را در یخچال در دمای ع -5

د. معمولًا تعادل در باش 02/0ثانیه کمتر از  5ت پس از گذش pHافتد که تغییر عدد زمانی اتفاق می pHتعادل عدد  -6

 شود.، تعادل دیرتر حاصل میpHشود، اما در مقادیر بالاتر کمتر از یک دقیقه برقرار می

 شود.یرتر برقرار میتر و عمر دستگاه بیشتر باشد، تعادل دمتر پایین pHهر چه کیفیت الکترود  -7

 شود.دیرتر برقرار می شوند بیشتر باشد، تعادلپشت سر هم قرائت میهایی که نمونه pHهر چه تفاوت در  -8

 کند. تر کمک میز قرائت و یا حین آن در رسیدن به تعادل در زمان کوتاهابهم زدن عصاره قبل  -9

ل سید، رسیدن به تعاداکهای آهکی به دلیل امکان جذب کربن دیهای با مواد آلی زیاد مانند پیت و خاکدر خاک -10

 .(24) شودمشکل می
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 (EC) هدایت الکتریکی -2-2-1-3

جریان الکتریکی  گیری املاح محلول در آن است. مقدار عبورگیری هدایت الکتریکی عصاره اشباع، اندازهاندازههدف از 

توان به صاره، میعلذا با عبور جریان الکتریکی از یک الکترولیت یا های موجود در محیط دارد. نسبت مستقیم با مقدار یون

ساس روش و ملاحظات اگیری این ویژگی، در ابتدا عصاره اشباع خاک را بر به منظور اندازهمیزان املاح محلول در آن پی برد. 

و بر اساس دستورالعمل، دستگاه متر را مطالعه کرده  ECتهیه کنید. سپس کاتالوگ دستگاه  1-2-1-3ذکر شده در زیربخش 

حجم برسانید تا محلول  گرم پتاسیم کلرید را به دقت وزن کرده و در بالن ژوژه یک لیتری به 7456/0اندازی کنید. مقدار را راه

 مال کنترل کنید.نر 01/0متر باید آن را با پتاسیم کلرید  ECنرمال این ماده تهیه شود. بعد از روشن کردن دستگاه  01/0

گراد سانتی درجه 25زیمنس بر متر در دمای دسی 412/1نرمال باید هدایت الکتریکی  01/0بدین صورت که پتاسیم کلرید 

ی عصاره اشباع را دما مرحلهپس از کالیبره کردن دستگاه، هدایت الکتریکی عصاره اشباع را قرائت کنید. در همان نشان دهد. 

گراد گزارش رجه سانتید 25با استفاده ضرایب تصحیح دمایی، مقدار هدایت الکتریکی را در گیری کرده و نیز با ترمومتر اندازه

 . (24) کنید

 کل کربن آلی -3-2-1-3

ده در حضور کنندیبه عنوان اکس میپتاس کروماتیو بلاک با استفاده از د یبر اساس روش والکل را کربن آلی کل خاک

کنید. بدین منظور  یریگاندازه سولفات آمونیوم مصرف نشده با فرو میپتاس کروماتید ونیتراسیو سپس ت کیدسولفوریاس

 های زیر را تهیه کنید:بایستی در ابتدا محلول

ا خرد کرده و در رکرومات پتاسیم حاوی کلوخه باشد، باید قبل از توزین آن کرومات پتاسیم یک نرمال: اگر دیدی -

دقت وزن  کرومات پتاسیم را بادی گرم 04/49مدت سه ساعت خشک کرد. مقدار گراد به درجه سانتی 200تا  150حرارت 

 کرده و پس از حل کردن در بالن ژوژه آن را به حجم یک لیتر برسانید. 

 درصد 96اسید سولفوریک غلیظ  -

در بالن یک لیتری حل  وگرم فرو آمونیوم سولفات را به دقت وزن کرده  08/196نرمال: مقدار  5/0آمونیوم سولفات  فرو -

 انید.لیتر اسید سولفوریک غلیظ به آن اضافه کرده و پس از سرد شدن به حجم یک لیتر برسمیلی 15کنید. مقدار 

گرم  95/6گرم ارتوفنانترولین منوهیدرات را به دقت وزن کرده و  85/14ار مولار: مقد 025/0معرف ارتوفنانترولین فرو  -

 سانید. ( به آن اضافه کنید. سپس در یک بالن ژوژه یک لیتری حل کنید و به حجم یک لیتر برO2H.74FeSOفروسولفات )

دی یا آهنی استفاده بکوبید. توجه داشته باشید که از هاون فولا گرم خاک هوا خشک را در هاون چینی کاملاً  10تا  5مقدار 

عبور دهید، به طوری که تمام خاک از الک رد شود و فقط ذرات شن متری میلی 5/0از الک  نکنید. خاک کوبیده شده را

 10لیتری بریزید و به آن میلی 500متر روی الک بماند. یک گرم از خاک الک شده را در ارلن مایر میلی 5/0بزرگتر از 

لیتر میلی 20سپس  مات پتاسیم اضافه کنید و به آرامی تکان دهید تا ذرات در محلول پراکنده شوند.کرولیتر محلول دیمیلی

به آرامی اسید سولفوریک غلیظ را به سرعت به طور مستقیم به محلول اضافه کنید. بلافاصله ارلن مایر را به مدت یک دقیقه 



 37                                                                                           29/12/1402            های آزمایشگاهی                                تجزیه –سوم فصل 

 

لیتر آب مقطر اضافه کنید میلی 250پس از طی این مدت، تکان دهید و اجازه دهید به مدت نیم ساعت به حال خود بماند. 

بیافزایید و با فرو آمونیوم سولفات تیتر کنید. در نقطه نزدیک به انتهای تیتراسیون، قطره ارتوفنانترولین  10و بعد از سرد شدن، 

 تیدر نهاآید. چند قطره اضافی فرو آمونیوم سولفات در مجاورت شناساگر به رنگ قرمز درمی رنگ نمونه سبز کدر است که با

 : کنیدمحاسبه  10-3با استفاده از فرمول  کل خاک یو کربن آل ادداشتی یسولفات مصرف ومیآمون حجم فرو

OC       (10-3 )رابطه  = M × 0.39 × (
V1−V2

S
) 

M سولفات ومیآمون فرو تهینرمال 

1V  لیترنمونه بلانک بر حسب میلی یبرا یسولفات مصرف ومیآمون فروحجم 

2V  لیتربر حسب میلی نمونه خاک یبرا یسولفات مصرف ومیآمون فروحجم 

S بر حسب گرم وزن خاک هوا خشک 

 ملاحظات

در کسیداسیون شود و این موضوع در فرمول محاسبه برای جبران کمبود ادرصد کربن آلی اکسید می 77در این روش  -1

 نظر گرفته شده است.

 شود. درصد بیشتر است، کمتر از یک گرم خاک باید در آزمایش استفاده 5/2اگر میزان ماده آلی خاک از  -2

 با هر سری خاک باید یک نمونه بلانک تهیه شود. -3

کرومات صرف قداری از دیمکند. چرا که گیری ایجاد مزاحمت میهای شور وجود کلر در این اندازهدر خاک -4

ز این مزاحمت، از آید. برای جلوگیری ااکسیداسیون کلر شده و در نتیجه میزان کربن آلی بیشتر از میزان واقعی به دست می

گیری ای اندازهگرم در لیتر اسید سولفوریک استفاده کنید. یعنی اسید سولفوریک اضافه شده بر 15سولفات نقره به میزان 

 باید حاوی مقدار ذکر شده سولفات نقره باشد.  های شورکربن آلی در خاک

هایی یا خاک 6های گِلیکند. اغلب در خاکوجود آهن دو ظرفیتی در تعیین میزان کربن آلی در خاک مزاحمت ایجاد می -4

که از نظر زهکشی مشکلاتی دارند ممکن است حاوی آهن دو ظرفیتی باشند. در این حالت چون خاک در مقابل هوای آزاد 

 .(24) شودگیری ایجاد نمیشود، آهن دو ظرفیتی به آهن سه ظرفیتی تبدیل شده و مشکلی در اندازهخشک می

 ایکربن آلی ذره -4-2-1-3

 53و  250، 2000)سری الک سه تایی شامل  ها را با الک ترخاکدانهای بایستی در ابتدا گیری کربن آلی ذرهبرای اندازه

درصد مرطوب  FC+5گرمی خاک هواخشک را به آرامی تا رطوبت  100برای این کار، یک نمونه جداسازی کنید.  میکرومتر(

حرکت دست، الک را  ور کنید. بامیکروتری غوطه 2000دیونیزه در دمای اتاق، بالای الک   دقیقه در آب 5کرده و به مدت 

اند به آرامی در هایی که روی الک باقی ماندهمتر بالا و پایین ببرید. خاکدانهسانتی 3دقیقه در فاصله  2بار در مدت زمان  50

آب و خاکی که از الک  تخلیه کنید و دور بریزید. را میکرومتر 2000یک ظرف آلومینیومی بشویید. مواد آلی شناور بزرگتر از 

                                                           
6 Gley 
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ذرات رده را روی الک بعدی بریزید و چرخه مذکور را تکرار کنید، با این تفاوت که مواد شناور روی الک را دور نریزید. عبور ک

میکرومتر را به عنوان خاکدانه ریز  53تا  250میکرومتر را به عنوان خاکدانه درشت و ذرات با اندازه  250تا  2000با اندازه 

درصد هگزا  5لیتر محلول میلی 50های ریز و درشت به طور جداگانه دو بخش خاکدانه گرم از هر 10در نظر بگیرید. به 

میکرومتر بریزید و با آب مقطر آنقدر  53ها را روی الک ساعت شیک کنید. سوسپانسیون 18متافسفات سدیم اضافه و به مدت 

های ریز و درشت ای و ذرات شن در خاکدانههمواد باقیمانده روی الک شامل مواد آلی ذربشویید تا آب خروجی شفاف گردد. 

 24را به مدت ای از روش کاهش وزن با سوزاندن انجام شود. برای این منظور مواد مذکور گیری کمی مواد آلی ذرهاندازه .است

آب یا را به دسیکاتور حاوی سولفات کلسیم بی بلافاصله نمونهگراد قرار دهید. درجه سانتی 50ساعت در آون در دمای 

 گرم وزن کنید 001/0دقیقه نگه دارید تا به دمای محیط برسد. سپس آن را با دقت  45الرطوبه منتقل کنید و به مدت جاذب

الذکر، مجدداً نمونه را وزن کنید و با از گراد قرار دهید. با رعایت شرایط فوقدرجه سانتی 450ساعت در دمای  4و برای مدت 

ای کربن آلی ذره 11-3( را محاسبه کنید. با استفاده از رابطه POMای )بعد کوره، مواد آلی ذرهاختلاف وزن نمونه قبل و 

(POCرا به دست بیاورید ) (28,29): 

𝑃𝑂𝐶      (11-3)رابطه   =
𝑃𝑂𝑀

1.7
 

 نیتروژن کل -5-2-1-3

  بدین منظور بایستی مواد زیر را آماده کنید: .کنید یرگیبه روش کجلدال اندازه را کل خاک تروژنین

گرم سلنیوم  2( و O2H.54CuSOگرم مس سولفات ) 20گرم پتاسیم سولفات و  200لفات پتاسیم: مخلوط کاتالیست سو -

 وزن کرده و مخلوط کنید و سپس در هاون چینی بکوبید تا کاملاً نرم شوند.را جداگانه 

 اسید سولفوریک غلیظ -

سپس بشر گرم سدیم هیدروکسید را وزن کرده و در بشر یک لیتری بریزید.  400نرمال: مقدار  10دیم هیدروکسید س -

ملاً حل شود. بعد از سرد ای بهم بزنید تا کابا همزن شیشهاضافه کنید و لیتر آب مقطر میلی 800را زیر هود قرار داده و به آن 

د. این محلول باید ی کامل بشر، حجم بالن را به یک لیتر برسانیو با شستشوبدهید شدن، محلول را به بالن یک لیتری انتقال 

 هوا نگهداری شود.  2COالامکان دور از در ظرف پلاستیکی دربسته و حتی

 درصد حل کنید. 96اتانول  لیترمیلی 200گرم بروموکروزل گرین در  2/0رم متیل رد و گ 13/0محلول معرف:  -

لیتر آب داغ در بالن ژوژه حل کرده و پس میلی 900گرم اسید بوریک را در  10و معرف:  محلول اسید بوریک یک درصد -

رامی تکان آر برسانید. محلول را به لیتر معرف اضافه کنید. سپس محلول حاضر را به حجم یک لیتمیلی 20از خنک شدن 

 دهید تا کامل مخلوط شود.

 نرمال 01/0اسید سولفوریک  -

 نرمال  01/0سولفات آمونیوم  -
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 100لن ژوژه یک گرم از این خاک را وزن کنید و در با متری عبور دهید.میلی 5/0خاک هواخشک را بکوبید و از الک 

لیتر میلی 2ن آکرده و مخلوط کنید. پس از  گرم مخلوط کاتالیست به آن اضافه 1/1پیرکس بریزید. سپس مقدار  یلیترمیلی

حرارت را به تدریج تا  ولیتر اسید سولفوریک غلیظ به ترتیب به آن بیافزایید. نمونه را روی هیتر قرار داده میلی 3آب مقطر و 

تا نمونه  حرارت دهید دقیقه نمونه را 30از این نقطه به بعد، به مدت نه شفاف شود. گراد افزایش دهید تا نمودرجه سانتی 370

ین مرحله، نمونه را اپس از پایان گراد تجاوز کند. درجه سانتی 400. توجه داشته باشید که دما نباید از خاک کاملاً هضم شود

گر آب مبرد را به مقطر به نمونه اضافه کنید. از طرف دیلیتر آب میلی 30از روی هیتر بردارید و بعد از سرد شدن، مقدار 

سپس محتویات ار دهید. لیتر اسید بوریک و اندیکاتور را در ارلن مایر ریخته و زیر مبرد دستگاه قرمیلی 25 و جریان بیندازید

سید را اضافه کنید. م هیدروکلیتر محلول سدیمیلی 20به بالن تقطیر انتقال دهید و بعد از شستشوی بالن، مقدار بالن هضم را 

د بوریک زیر مبرد حرارت را در سیستم برقرار کنید تا حجم اسیلیتر باشد. میلی 80حجم نهایی محتویات بالن تقطیر حداکثر 

ین مقدار مایع ادقیقه طول خواهد کشید. باید سیستم حرارتی طوری تنظیم شود که  7لیتر برسد که این فرایند میلی 75به 

برد، آن را با تقطیر شده را در مدت ذکر شده داشته باشید. سپس ارلن را از سیستم جدا کرده و بعد از شستشوی انتهای م

است و هر  6/4ر با براب pHبه صورتی تغییر کند. در انتهای تیتراسیون  نرمال تیتر کنید تا رنگ از سبز 01/0اسید سولفوریک 

 11-3استفاده از رابطه  باشد. در انتها باگرم نیتروژن آمونیومی میمیلی 14/0نرمال برابر با  01/0لیتر اسید سولفوریک میلی

 درصد نیتروژن کل خاک را محاسبه کنید:

𝑁%      (11-3رابطه )  = [
(𝑎−𝑏)

𝑆
] × 𝑀 × 1.4 × 𝑚𝑐𝑓 

a لیتراسید سولفوریک مصرفی برای نمونه بر حسب میلی 

b لیتراسید سولفوریک مصرفی برای بلانک بر حسب میلی 

S وزن خاک هوا خشک بر حسب گرم 

M  نرمالیته اسید سولفوریک 

mcf 100که برابر است با ) خاک ضریب تصحیح رطوبتی+%𝜃

100
)  

 ملاحظات

 بلانک تهیه کنید.مونه ها یک نهمراه نمونه -1

 گرم خاک وزن کنید. 5/0های غنی از مواد آلی برای خاک -2

 کنید. لیتر استفادهمیلی 01/0لیتر با تقسیمات میلی 10از بورت  -3

 .(24) گیردنجش قرار نمیسمورد  در این روش نیتروژن نیتراتی -4

 به روش اولسن فسفر دردسترس -6-2-1-3

و با بکارگیری اسید آسکوربیک به عنوان ماده  گیریعصاره pH=5/8نمونه خاک با محلول بیکربنات سدیم در این روش 

غلظت  خنثی قابل استفاده است.های آهکی، قلیایی و شود. این روش در خاکمی گیریسنجی اندازهاحیاءکننده از طریق رنگ
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های اسیدی کربنات به یابد. در خاککلسیم در عصاره با رسوب کلسیم کاهش و در نتیجه غلظت فسفر در محلول افزایش می

بنابراین این روش دهد. عنوان بافر، حلالیت آلومینیم و آهن را متوقف نموده و در نتیجه غلظت فسفر در محلول را افزایش می

 برای انجام این روش، ابتدا مواد زیر را آماده کنید: شود.های اسیدی توصیه نمیدر خاک

ک لیتر آب مقطر حل کرده یگرم بیکربنات سدیم را در  42(: pH=5/8نرمال ) 5/0گیری بیکربنات سدیم محلول عصاره -

بیکربنات  توان از محلولمی pHتنظیم کنید. در صورت بیشتر شدن  5/8آن را با سدیم هیدروکسید یک نرمال روی  pHو 

 نرمال برای پایین آوردن آن استفاده کرد. 5/0سدیم 

لیتر آب مقطر در ضمن بهم زدن میلی 150ه آرامی به بلیتر اسید سولفوریک غلیظ را میلی 56مولار:  4اسید سولفوریک  -

 لیتر برسانید.میلی 250اضافه کرده و بعد از سرد شدن، حجم را به 

 د.لیتر آب مقطر حل کنیمیلی 100گرم آمونیوم مولیبدات را در  4درصد:  4م مولیبدات آمونیو -

لیتر میلی 100( را در 6O4H4KSbOCارتارات )گرم پتاسیم آنتیمونی ت 275/0درصد:  275/0 پتاسیم آنتیمونی تارتارات -

 آب مقطر حل کنید.

لیتر میلی 100در آب مقطر حل کرده و سپس به حجم آسکوربیک را  گرم اسید 75/1درصد:  75/1اسید آسکوربیک  -

 برسانید. 

به  واتیلن یا پیرکس اضافه کنید لیتر پلیمیلی 500یر را به ترتیب با استوانه مدرج به درون ظرف محلول مخلوط: مواد ز -

 یکنواخت شود: آرامی بهم بزنید تا کاملاً 

 مولار 4لیتر اسید سولفوریک میلی 50 -الف

 لیتر محلول آمونیوم مولیبداتلیمی 15 -ب

 لیتر محلول اسید آسکوربیک میلی 30 -پ

 لیتر پتاسیم آنتیمونی تارتاراتمیلی 5 -ت

 لیتر آب مقطرمیلی 200 -ث

لیتر آب مقطر حل میلی 500در  هیدروژن فسفات راگرم پتاسیم دی 0984/1فسفر: مقدار  ppm 500محلول استاندارد  -

 کنید. 

ات سدیم( به حجم بیکربنگیری )فسفر را با محلول عصاره ppm 500لیتر از محلول میلی 40فسفر:  ppm 20محلول  -

 یک لیتر برسانید. 

لیتر برداشته و با بیکربنات سدیم میلی 70و  60، 50، 40، 30، 20فسفر به ترتیب  ppm 20سری استانداردها: از محلول  -

ی استاندارد صفر از ام فسفر هستند. براپیپی 4/1و  2/1، 1، 8/0، 6/0، 4/0دارای ها به حجم یک لیتر برسانید. این محلول

 محلول بیکربنات سدیم استفاده شود. 

لیتر بریزید. دو نمونه میلی 250اتیلن گرم خاک هواخشک را وزن کرده و در بطری پلی 5های لازم، پس از تهیه محلول

گیری بیکربنات سدیم به آنها اضافه لیتر از محلول عصارهمیلی 100سپس ها اضافه کنید. به عنوان شاهد به نمونه نیز بلانک
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صاف کنید. اگر عصاره رنگی بود،  42با کاغذ صافی شماره ساعت شیک روی دستگاه شیکر دورانی، بلافاصله بعد از نیم و  کرده

بعد از صاف شدن  نیم ساعت شیک کرده و سپس صاف کنید.به عصاره بیافزایید،  فعالگرم کربن  1/0معمولاً به ازای هر نمونه 

لیتر میلی 25لیتر ریخته و میلی 125لیتر از عصاره، بلانک و استانداردها را به طور جداگانه در ارلن مایر میلی 25ها، نمونه

اعت رنگ آبی کامل دقیقه شیک کنید و حداقل بعد از یک س 15محلول مخلوط به آن اضافه کنید. محلول حاصل را به مدت 

غلظت فسفر در نمونه  12-3نانومتر قرائت کنید. در پایان با استفاده از رابطه  820یا  880شده را با دستگاه اسپکتروفتومتر در 

 محاسبه کنید:  ppmخاک را بر حسب 

𝑃(𝑝𝑝𝑚)      (12-3رابطه )  = (𝑎 − 𝑏) × (
𝑉

𝑆
) × 𝑚𝑐𝑓 

a بر حسب  نمونه خاک مقدار فسفر عصارهppm 

b  مقدار فسفر بلانک بر حسبppm 

V لیتر(میلی 100کار ها )در این روشگیری اضافه شده به نمونهحجم محلول عصاره 

S  خاک هوا خشک بر حسب گرمنمونه وزن 

mcf ( 100ضریب تصحیح رطوبتی خاک که برابر است با+%𝜃

100
 ) 

 ملاحظات

لول مح pHکنید، باید قبل از استفاده از آن مجدداً نگهداری میگر محلول بیکربنات سدیم را در حجم زیادی تهیه و ا -1

 تنظیم کنید.  5/8را روی 

 اتیلن نگهداری شود. درصد در ظرف پلی 4مونیوم مولیبدات آمحلول  -2

 د. ندرصد و محلول مخلوط باید روزانه تهیه شو 75/1حلول اسید آسکوربیک م -3

 توان غلظت استانداردها را تغییر داد. مطالعاتی، میر در هر منطقه با توجه به غلظت فسف -4

ست اها، برای هر نمونه بلانک تهیه شود. چون کربن فعال ممکن ر صورت افزایش مقادیر مختلف کربن فعال به نمونهد -5

 .(24) مقداری فسفر به عصاره وارد یا فسفر از عصاره جذب نماید

 کربنات کلسیم معادل  -7-2-1-3

 های خاک، در ابتدا مواد زیر را آماده کنید:کربنات کلسیم در نمونهمعادل گیری میزان برای اندازه

ل کنید. این مقدار لیتر اسید هیدروکلریک غلیظ را در یک لیتر آب مقطر حمیلی 86نرمال:  1محلول اسید هیدروکلریک  -

 کند و بایستی آن را محاسبه کنید.با توجه به چگالی و درصد خلوص اسید تغییر می

قطر حل کنید. ملیتر آب میلی 700گرم سود را در بشر یک لیتری بریزید و در  40نرمال:  1محلول سدیم هیدروکسید  -

. بعد از سرد شدن با دقت به بالن یک لیتری منتقل کرده و بشر را با آب مقطر شستشو دهید و به بالن اضافه کنیدمحلول را 

 محلول، آن را به حجم یک لیتر برسانید.

 درصد حل کنید.  60لیتر اتانول میلی 100معرف فنول فتالئین: یک گرم فنول فتالئین را در  -



 های آزمایشگاهیتجزیه –فصل سوم  29/12/1402 42

 

ده، دو گرم وزن متری رد کنید. از خاک آماده شمیلی 2هواخشک را بکوبید و از الک  های لازم، خاکپس از تهیه محلول

ت با دقت به خاک نرمال را با پیپت یا بور 1لیتر اسید هیدروکلریک میلی 25لیتر بریزید. سپس میلی 250کرده و در ارلن 

یتر آب مقطر لمیلی 100از سرد شدن، حدود  اضافه کنید. ظرف را به آرامی تکان داده و تا شروع جوشش حرارت دهید. بعد

زدیک به پایان نمحلول سدیم هیدروکسید تیتر کنید. در نقطه با  سپس بیافزایید و نمونهقطره معرف فنول فتالئین به  5و 

وجود واد معلق ممکنند و با خود عبور کرد، هیدروکسیدهای آهن و آلومینیم شروع به رسوب می 4از  pHتیتراسیون، وقتی که 

برای  باشد.یبرند که در نتیجه محلول رویی صاف و تغییر رنگ به صورتی کاملاً مشهود مدر محیط را نیز به ته ظرف می

جدداً سود اضافه کنید مثانیه ارلن را تکان دهید. اگر رنگ صورتی از بین رفته باشد،  20اطمینان بعد از پایان تیتراسیون مدت 

 کربنات کلسیم را بر حسب درصد محاسبه کنید:عادل م 13-3در پایان با استفاده از رابطه تا رنگ صورتی ظاهر شود. 

𝐶𝑎𝐶𝑂3𝑒𝑞𝑢𝑖𝑣𝑎𝑙𝑒𝑛𝑡%      (13-3رابطه )  =
(𝑎−𝑏)×𝑀×5

𝑆
 

a مقدار سدیم هیدروکسید مصرفی برای نمونه بلانک 

b مقدار سدیم هیدروکسید مصرفی برای نمونه خاک 

M نرمالیته سدیم هیدروکسید مصرفی 

S وزن خاک وزن شده 

ا اسید ترکیب بها و مواد قلیایی خاک باشد. چون تمام کربناتدر این روش عدد به دست آمده معادل کربنات کلسیم می

بالا اشاره شد، ه در کشوند؛ ولی در موقع تیتراسیون همانطوری شوند. اکسیدهای آهن و آلومینیوم و ... نیز در اسید حل میمی

شود و یمکنند و معادل همان مقدار اسیدی که برای حل شدن آنها مصرف شده، سدیم هیدروکسید مصرف دوباره رسوب می

 آید.اختلافی از نظر مقدار مواد خنثی شونده به وجود نمی

 

 ملاحظات

 مالیته اسید و سدیم هیدروکسید و تهیه محلول آنها دقت بالایی به کار برید تا خطای آزمایش به حداقلدر تعیین نر -1

 میزان خود برسد. 

 م تیتراسیون، باید بورت را چندین مرتبه با آب معمولی و سپس آب مقطر شستشو دهید تا مواد قلیایی رویبعد از اتما -2

 . (24) بورت اثر نگذارد

 (CEC) ظرفیت تبادل کاتیونی -8-2-1-3

نامیده تیونی تواند به صورت تبادلی در خود نگهدارد، ظرفیت تبادل کاگرم خاک می 100هایی که مجموع کلیه کاتیون

این ویژگی خاک،  گیریبرای اندازهسنجند. میخاک مول بر کیلوگرم گرم یا سانتی 100والان در اکیمیلی شود و بر حسب می

 ابتدا مواد زیر را آماده کنید:
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م گرم استات سدیم را وزن کرده و بعد از حل شدن در بالن ژوژه یک لیتری به حج 136ستات سدیم یک نرمال: مقدار ا -

 برسانید. 2/8متر به pHآن را با اسید استیک یا سدیم هیدروکسید و  pHبرسانید. سپس 

 درصد 95اتانول  -

و پس از حل کردن در بالن ژوژه یک لیتری، به  کنیدگرم استات آمونیوم را وزن  77استات آمونیوم یک نرمال: مقدار  -

 تنظیم شود.  7متر روی pHمحلول با  pHبایستی حجم برسانید. 

وزن کرده و در بالن ژوژه  دقیقاً اگرم سدیم کلرید ر 845/5مقدار  والان در لیتر سدیم:میلی اکی 100دارد محلول استان -

هیه کنید. بدین صورت های ثانویه را با دقت کامل تیک لیتری با آب مقطر به حجم برسانید. از محلول اولیه استاندارد، محلول

د. سپس با خشک کنید تا ترکیبات آلی باقیمانده بر سطح بورت پاک شو که یک بورت را با اسید سولفوکرومیک بشوئید و

والان در لیتر سدیم میلی اکی 100لیتر از محلول میلی 20و  5/17، 15، 5/12، 10، 5/7، 5، 5/2استفاده از این بورت مقادیر 

، 5/0، 25/0امل ها شید. این محلولرا در بالن ژوژه یک لیتری بریزید و با محلول استات آمونیوم یک نرمال به حجم برسان

 باشد. والان در لیتر سدیم میمیلی اکی 2و  75/1، 5/1، 25/1، 1، 75/0

ا وزن کنید و در متری عبور داده شده رمیلی 2گرم خاک هواخشک که از الک  5مقدار الذکر، های فوقپس از تهیه محلول

ر آن را محکم لیتر استات سدیم یک نرمال به آن اضافه کنید و دیمیل 33لیتری بریزید. سپس میلی 50لوله سانتریفیوژ 

دقیقه به مدت  دور در 2500با  ،آنو پس از  دقیقه روی دستگاه شیکر رفت و برگشتی شیک کنید 5لوله را به مدت ببندید. 

 این مراحل را. ریزیدبجمع شود و بعد مایع رویی را دور  لولهدقیقه در سانتریفیوژ قرار دهید تا تمام ذرات خاک در انتهای  5

ضربه زدن، ذرات خاک  توجه داشته باشید که بعد از هر بار سانتریفیوژ و اضافه کردن محلول جدید باید باسه بار تکرار کنید. 

تانول اضافه کنید و پس لیتر ایمیل 33در مرحله بعد، به نمونه خاک داخل لوله مقدار چسبیده به انتهای لوله کاملاً کنده شود. 

قه در سانتریفیوژ با دقی 5و  دقیقه در شیکر رفت و برگشتی 5را به مدت  لوله، نداز آنکه ذرات کاملاً از انتهای تیوپ جدا شد

سه بار  مراحل نیز باید دور در دقیقه قرار دهید تا تمام ذرات ته لوله جمع شود. در نهایت مایع رویی را دور بریزید. این 2500

گر هدایت الکتریکی آن گیری کنید. اکنداکتومتر اندازه تکرار شوند. در انتهای دور سوم، هدایت الکتریکی اتانول را با دستگاه

ه شستشوی نمون زیمنس بر متر بود، شستشوی نمونه را خاتمه دهید ولی اگر بیشتر از مقدار مذکور بود،دسی 04/0کمتر از 

در گیری کنید. ازهدور پنجم ادامه دهید. بعد از هر بار شستشو بایستی هدایت الکتریکی الکل را اندبا الکل را حداکثر تا 

  شوند.شستشوی نمونه با الکل، تمام املاح محلول و استات سدیم موجود از محیط خاک خارج می

اضافه کنید. بعد از جدا شدن ذرات به نمونه خاک  لیتر استات آمونیوممیلی 33پس از اتمام مرحله شستشو با الکل، مقدار 

در دقیقه  2500دقیقه با دور  5دقیقه در شیکر رفت و برگشتی قرار دهید. سپس لوله را به مدت  5ته لوله، آن را به مدت 

 لیتر استاتمیلی 33لیتر بریزید. مراحل اضافه کردن میلی 100در نهایت مایع رویی لوله را در بالن ژوژه سانتریفیوژ کنید. 

آمونیوم، شیک کردن و سانتریفیوژ را دو بار دیگر انجام دهید و مایع رویی لوله را به بالن ژوژه مذکور اضافه کنید. در انتهای 

های سدیم جای تمام کار، بالن را با استات آمونیوم یک نرمال به حجم برسانید. در مرحله اضافه کردن استات سدیم، یون

گیرند. سپس در مرحله شستشو با الکل تمام ها در داخل محلول خاک قرار میگیرد و کاتیونهای قابل تبادل را میکاتیون
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های جذب شده های آمونیوم تمام سدیمشود و در مرحله اضافه کردن استات آمونیوم، یونها از محیط خاک خارج میناخالصی

مقدار سدیم آزاد شده در محیط که معادل با ظرفیت تبادل . گیرندکنند و خود جای آنها را میبر کلوئیدهای خاک را تبادل می

 گیری کنید. فتومتر اندازه کاتیونی خاک است را با دستگاه فلیم

ستگاه تنظیم کنید. د 100دستگاه فلیم فتومتر را با بلانک )استات آمونیوم( روی صفر دستگاه و حداکثر استاندارد را روی 

ز اینکه از صحت کار ااز غلظت کم به زیاد به دستگاه بدهید و اعداد را قرائت کنید. بعد  سپس بقیه استانداردها را به ترتیب

ها را به غلظت ائت نمونهها کنید. بعد از ترسیم منحنی استاندارد، مقدار قردستگاه اطمینان حاصل کردید، اقدام به قرائت نمونه

ظرفیت تبادل کاتیونی  14-3دهد. با استفاده از رابطه شان میگرم خاک را ن 5سدیم تبدیل کنید. این غلظت میزان سدیم در 

(CECرا بر حسب میلی اکی ) (30) گرم خاک محاسبه کنید 100والان بر: 

𝐶𝐸𝐶       (14-3رابطه )  = (𝑎 − 𝑏) × 2 

a غلظت به دست آمده از منحنی استاندارد برای نمونه خاک 

b غلظت به دست آمده از منحنی استاندارد برای نمونه بلانک 

 ملاحظات

 8گراد به مدت حداقل ه سانتیدرج 500تا  400سدیم کلرید به صورت کلوخه بود، آن را پودر کنید و در حرارت اگر  -1

 ساعت حرارت دهید. 24گراد به مدت درجه سانتی 200ساعت یا در حرارت 

 .(30) گر قرائت نمونه از حداکثر استاندارد بیشتر بود باید نمونه را رقیق کنیدا -2

 (SAR)سدیم  نسبت جذب -9-2-1-3

به  15-3ه شود و از رابطاستفاده میهای محلول و تبادلی تعادل کاتیون در موردبرای بحث ( SARنسبت جذب سدیم )

 : (31) آیددست می

𝑆𝐴𝑅      (15-3رابطه ) =
[𝑁𝑎+]

√[𝐶𝑎2+]+[𝑀𝑔2+]

2

 

[𝑁𝑎+] والان بر لیترکیغلظت سدیم محلول در خاک بر حسب میلی ا 

[𝐶𝑎2+] والان بر لیترغلظت کلسیم محلول در خاک بر حسب میلی اکی 

[𝑀𝑔2+] والان بر لیترغلظت منیزیم محلول در خاک بر حسب میلی اکی 

گیری ندازهآمده است. پس از ا (2و  1ها )قسمت گیری سدیم، کلسیم و منیزیم محلول در خاک در پیوستروش اندازه

 های خاک را محاسبه کنید.نسبت جذب سدیم نمونه 15-3مذکور در آزمایشگاه، با استفاده از رابطه های کاتیون

 (ESPدرصد سدیم تبادلی ) -10-2-1-3

 16-3ابطه درصد سدیم قابل تبادل را تخمین زد. بدین منظور رتوان ( میSARبا استفاده از شاخص نسبت جذب سدیم )

 :(31) را به کار ببرید
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𝐸𝑆𝑃      (16-3رابطه )  =
100(−0.0126+0.01475𝑆𝐴𝑅)

1+(−0.0126+0.01475𝑆𝐴𝑅)
 

 های زیستیویژگی -3-1-3

 میکروبی توده کربن زیست -1-3-1-3

 بتدا باید مواد زیر را تهیه کرد:استخراج در ا-توده میکروبی به روش تدخینگیری کربن زیستاندازهبرای 

 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. گرم از این ماده را در آب مقطر حل کرده 6125/19مولار: میلی 7/66کرومات پتاسیم دی -

 درصد( 85فسفریک اسید غلیظ ) -

 درصد( 98سولفوریک اسید غلیظ ) -

از گرم  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  -

اسید فسفریک غلیظ  ریک و اسید سولفوریک: دو قسمت اسید سولفوریک غلیظ را با یک قسمتمخلوط اسید فسف -

 مخلوط کنید. 

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

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

بلافاصله به مدت  کننده به وزن خاک خشک چهار به یک است( وآن اضافه کنید )نسبت ماده استخراج بهمولار  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

نمونه خاک باید تدخین شود. به منظور تدخین، نمونه خاک  صاف کنید. قسمت دیگر 42با کاغذ واتمن  نمونه را پس از آن

لیتری بریزید و در دسیکاتوری که با دستمال کاغذی مرطوب پوشیده شده و یک میلی 50ای شیشه 7مرطوب را در یک ویال

ای باشد، اشه شیشهلیتر کلروفرم بدون اتانول و چند ترمیلی 25. یک بشر که حاوی بگذارید ،در آن قرار دارد 8ویال آهک سودا

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

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

های شود تا کلروفرم کاملًا از محیط دسیکاتور حذف شود. در مرحله بعد خاک را به بطرییشش مرتبه پمپ خلاء وصل م

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

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

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

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

بازگردد. پس  ه شده و بخارات آن به کمک کندانسور لیبیگ متراکم شده و به بالنشود بدین معنی که مخلوط واکنش جوشاند

و داده و آن آب لیتر آب مقطر، کندانسور را شستشمیلی 25تا  20از رفلاکس، اجازه دهید مخلوط واکنش سرد شود و بعد با 

رفلاکس مهم  آوری تمام محصولاتجمع ه مخلوط واکنش اضافه کنید. این مرحله برای اطمینان از کامل بودن واکنش ورا ب

و با استفاده از  مولارمیلی 40مانده در محلول با تیتراسیون برگشتی با محلول سولفات آمونیوم آهن کرومات باقیاست. دی

روابط در نهایت با کمک شود. گیری میمولار به عنوان معرف، اندازهمیلی 25ن سولفات آه-فنانترولین 10و1محلول کمپلکس 

 :(32) توده میکروبی را محاسبه کنیدن زیستمیزان کرب 19-3و  18-3، 17-3

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

M کروماتنرمالیته محلول پتاسیم دی 

D ومات اضافه شده به مخلوط واکنشکرحجم 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 

𝐵𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑠 𝐶      (19-3رابطه )  =
𝐸𝐶

𝐾𝐸𝐶
 

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

ECK  است. 38/0فاکتور کالیبراسیون که معادل 

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

کندتر  WHCرصد د 30ها و در نتیجه اتولیز سلولی در رطوبت کمتر از گیرند. همچنین سرعت فعالیت آنزیمکلروفرم قرار می

 است.

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

 2COت سمی یا تداخلات کند و اثرانکوباسیون و تدخین را جذب میا-منتشر شده در طی فرایند پیش 2COآهک سودا  -

 رساند. را به حداقل می

توده میکروبی تر 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 -

پیش استخراج حل هایی دارای مقادیر زیادی ریشه زنده هستند، بایستی مرامواد داخل سلولی آنها را استخراج کند. در خاک

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  714/8مولار ) 05/0لیتر پتاسیم سولفات میلی 100

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

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

دقیقه با دور  15ای به مدت ند. سوسپانسیون خاک را در بطری شیشهکوچک روی الک را بشوئید تا ذرات خاک کاملاً جدا شو

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

در ابتدای روش  رایند مشروحالذکر تدخین کنید. در نهایت هر دو زیرنمونه طبق فقطره کلروفرم اضافه کرده و طبق روش فوق

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

 (MBC/OCضریب میکروبی ) -2-3-1-3

)میکروبی به کربن آلی  تودهن آلی خاک، نسبت کربن زیستمیکروبی به کرب تودهاز تقسیم کربن زیست
MBC

OC
یا ضریب  (

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

 تنفس پایه -3-3-1-3

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. تنفس خاک بدون افزودن هیچ گونه سوبسترای اضافی تعریف می

 کنید:
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 مولار 05/0م هیدروکسید سدی -

 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 25تخت ریخته و در کف یک قوطی یک لیتری قرار دهید. سپس 

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  به عنوان نمونه کنترل قوطی را 5تا  3های خاک، عدم نفوذ هوا مطمئن شوید. علاوه بر نمونه

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

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

HCO3کربنات )روکسید، یون بیاضافه کنید. با افزودن محلول کلرید باریم به محلول سدیم هید
 ( 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 از صورتی به بیتیتر کنید. این فرایند را تا زمانی ادامه دهید که رنگ مولار  05/0با هیدروکلریک اسید را باقیمانده 

 :(34) 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 عامل تبدیل )یک میلی 1/1

 ملاحظات

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

 .(34) است ریمتغتواند می WHC درصد

 (BR/MBCضریب متابولیکی ) -4-3-1-3

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

بنابراین به عنوان راندمان میکروبی از آن  کند.لازم برای رشد آن مقایسه میمیکروبی را با انرژی  تودهپایداری و بقای زیست
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 تودهاز تقسیم مقدار تنفس پایه بر کربن زیست . این شاخص راهنددبیشتری نشان می مقدارهای تحت تنش در خاک شده ویاد 

  :(35,36) 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 زیستsoil 1-mg C kg. 

 (BR/OCسرعت برگشت کربن ) -5-3-1-3

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

OC
 C turnoverیا سرعت برگشت کربن ) (

rate ) (33) محاسبه کنیدبر حسب درصد را. 

 تنفس ناشی از سوبسترا -6-3-1-3

برای  شود.می در حضور سوبسترایی مانند گلوکز، اسید آمینه و ... گفته 2COتنفس ناشی از سوبسترا به میزان انتشار 

ست که خاک ااستفاده کنید. توصیه بر آن گیری تنفس ناشی از سوبسترا، نباید خاک هواخشک شود. از خاک مرطوب اندازه

نفسی در خاک تمتر الک شود. میزان بهینه غلظت محلول گلوکز برای به دست آوردن حداکثر پاسخ میلی 2با الک ریزتر از 

د توجه داشته درصد متغیر است. بای 3تا  8/0های توصیه شده بین سازی مشخص شود؛ اما غلظتهای بهینهباید در آزمایش

به خاک، لوکز گمحلول پس از افزودن ید که محلول گلوکز باید قبل از انجام آزمایش و به طور تازه تهیه و مصرف شود. باش

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

سوبسترا  فزودن، تنفس خاک بدون انمونه کنترلنترل داشته باشد. در انکوباسیون کنید. هر نمونه خاک بایستی یک نمونه ک

 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 

 .(32)انجام شود  3-3-1-3مانند زیربخش 

 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  -

ک رود که در جمعیت میکروبی خاساعت باشد، انتظار می 6تا  4کوباسیون در تنفس ناشی از سوبسترا بیش از اگر دوره ان -

 تغییر و در نتیجه خطا رخ دهد.
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  کرم خاکیجمعیت فراوانی و درصد بلوغ  -7-3-1-3

شویید. تعداد ب با آب مقطر از ظرف نگهداری خارج کرده و خاک چسبیده به آنها را برداری شده راهای خاکی نمونهکرم

د کمربند وجوبر حسب تعداد بر واحد سطح گزارش کنید. فراوانی این جانور در خاک را کل جمعیت کرم خاکی بشمارید و 

در آنها قابل  های خاکی که کمربند جنسیهای خاکی نشاندهنده بلوغ این جانور است. تعداد کرمکلیتلوم در کرمجنسی یا 

یت کرم خاکی مشاهده است را یادداشت کنید و از این آمار نسبت به کل جمعیت کرم خاکی درصد بگیرید تا درصد بلوغ جمع

 به دست آید. 

 
 تصویر شماتیک کرم خاکی -1-3شکل 

 صدپایانجمعیت  -8-3-1-3

های خاکی هستند و شکارچی کرم است. این جانوران 11از شاخه بندپایان 10دارانمتعلق به زیرشاخه آرواره 9انیپارده صد

بدن آنها از دو قسمت سر و تنه تشکیل  شوند.های خاکی حضور داشته باشند، صدپایان نیز یافت میهر جا که جمعیت کرم

جفت  کی به این صورت که؛ باشدمیبه ضمائم سر حشرات  هیضمائم سر آنها شبسر آنها گرد یا تخت بوده و  شده است.

جز بند پس از سر و دو و هر بند، به تنه آنها بندبند بوده .دارند نپاییدو جفت آرواره  ای کی و بالاجفت آرواره  کیشاخک و 

 2-3جفت گزارش شده است. در شکل  191تا  15تعداد پا در صدپایان از  است. یمفصل یجفت پا کی یبند آخر بدن، دارا

برداری کرم خاکی بایستی جمیت صدپایان در محدوده در حین عملیات نمونه تصویر شماتیک این جانور آورده شده است.

 متر را شمارش کرده و بر حسب تعداد بر واحد سطح گزارش کنید.  1×1

                                                           
9 Chilopoda or Centipedes 
1 0 Mandibulata 
1 1 Arthropoda 
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 پایانتصویر شماتیک صد -2-3شکل 

 نماتدجمعیت  -9-3-1-3

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

کرار کرده و تمش عبور دهید. این کار را سه بار  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 40باقیمانده روی الک را دور بریزید. آبی که از الک اجزای 

ها را با ین الکامش عبور کرده است را دور بریزید. توجه داشته باشید که بقایای روی  400مش صاف کنید و آبی که از الک 

رها کنید تا  دقیقه به حال خود 30آوری کنید. استوانه مدرج را به مدت جمعمقداری آب شسته و داخل یک استوانه مدرج 

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

قابل هم قرار دهید و با اند را در دستگاه مها را که دو به دو به صورت مساوی پر شدههای سانتریفیوژ بریزید. لولهداخل لوله

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

نشین د تا آنچه تهوژ کنیدر دقیقه سانتریفی 3000گرم در لیتر آب پر کنید. دهانه لوله را ببندید و به مدت نیم تا یک دقیقه در 

قت و با ملایمت، مش بریزید تا نماتدها روی الک بر جای بمانند. بدون فوت و 400شده، معلق شود. محلول حاصل را روی الک 

 40ر الکل نماتدها را د. سپس (37) با کمک پیست روی الکی آب بریزید تا محلول قند از نماتدهای روی الک شسته شود

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

 . (38)گیری کنید میکروسکوپ اندازه

 ملاحظات

 اد( انجام شود.گردرجه سانتی 20این آزمایش باید در دمای اتاق ) -
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 های زیستیپوسته هایویژگی -4-1-3

 درصد پوشش سطحی پوسته های زیستی -1-4-1-3

)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 باپوشش حداکثر برابر صد خواهد بود( به تفکیک گونه

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

ها قابل ادهد ،شود. زیرا تجربه نشان داده است که اعداد حاصل از تخمین چندان دقیق نبوده و در صورت تغییر کارشناس

های . لذا دادهمنطقه مشخص، متفاوت استمین یک کارشناس در دو بار پیاپی در یک اعتماد و ارزیابی نخواهند بود. حتی تخ

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

ه و باعث تر بودزیستی بسیار دقیق هایاند( برای ارزیابی درصد پوشش سطحی پوستهبخش تقسیم شده 100مربعی که به 

 شوند.سرعت در کار ارزیابی تنوع زیستی می

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

تر شمارش آنها آسان تراکم پیدا کند )اگرای بین درصد پوشش و میزان گیری نماید و رابطهپوشش آنها را به طور دقیق اندازه

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

به طور د. اهد داها به دلایل مختلف این رابطه جواب نخوتراکم به میزان پوشش دست یابد. دقت شود که گاهی در برخی پلات

، به ازای هر ممکن است گونه خزه مورد نظر در ترانسکت اول که در منطقه مساعدتر و با شیب کمتر قرار گرفته است مثال

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

 کلروفیل در نمونه خاک -2-4-1-3

 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
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 نمونه خاک را در هاون چینی بسابید و هم بزنید. -

 تیگراد خشک کنید.ساندرجه  50ساعت در دمای  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 100میلی لیتر استون  50در بشر بریزید و  ،نمونه را توزین کرده -

 ساعت قرار دهید. 24گراد به مدت یدرجه سانت 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 )

 استفاده از استون صفر کنید. ابتدا دستگاه اسپکتروفتومتر را با-

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

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(SCYT)=1.04 (A384A(        (22-3رابطه )

  

 A3840.027(A-)665(Chl a)=1.02(A 665A)0.01+(904(         (23-3رابطه )

 

 566A(0.026-)384(A0.08-)490(A1.02(Car)=490A(              (24-3رابطه )

 

 مواد اگزوپلی ساکاریدی در نمونه خاک -3-4-1-3

 ابزار و مواد لازمالف( 

 میلی لیتری 250ارلن مایر -

 مولار( 12درصد ) 98اسید سولفوریک -

 آب مقطر-

 درصد 5ل ومحلول فن-

 اسپکتروفتومتر-

 حمام شن-

 10الک استاندارد شماره -

 ترازو-
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 لوله آزمایش -

 مراحل عصاره عصاره گیریب( 

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

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

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

 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 80ای مساعت در حمام شن در د 2لیتر آب مقطر به محتویات ارلن مایر اضافه کنید و به مدت میلی 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. و بگذارید تا رنگ زرد کهربایی 

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

 آب حل کنید.  لیترمیلی

 4و  3، 2، 1ترتیب  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.درصد به هریک از محلول 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. 

 (HPLCمونوساکاریدها به روش کروماتوگرافی مایع )ت( شناسایی 

 ابزار و مواد لازم

 HPLCدستگاه -

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

 پیپت مدرج-

 آب مقطر-
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 روش کار

شود. دستگاه ریدها استفاده میناسایی مونوساکاساکاریدها تهیه شده است برای شگیری 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

 د در نمونه خواهد بود. میزان غلظت و نوع مونوساکاریدهای موجو 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 ولی پن خاکریزجانداران های 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 مید اگزوپلیخاک برای افزایش موا

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

 های کل خاکگیری کربوهیدرات( اندازهج

 مواد لازمابزار و 

 آب مقطر -

 درصد 98اسید سولفوریک  -

 آب مقطر حل کنید( لیترمیلی 100ل را در وگرم فن 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 -

 سانتریفیوژدستگاه  -

 کاغذ صافی واتمن-

 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 250یک گرم از نمونه خاک را توزین و در ارلن مایر -
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 مولار به آن اضافه کنید.  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 -

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

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

 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 -

 درصد به هریک از آنها اضافه کنید.  5ل ومحلول فنلیتر یک میلی-

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

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

 موده و معادله آن را بدست آورید.های استاندارد را ترسیم ننمودار رگرسیونی نمونه -

 سطح دوم مطالعات -2-3

  قارچو  باکتریجمعیت  -1-2-3

است. در  12نسفلورسهای اپیها در خاک استفاده از میکروسکوپها و قارچیک روش رایج برای شمارش مستقیم باکتری

مقدار  کنند.می را باکتریایی و قارچی تثبیتهای سپس با فرمالدهید سلول شود.شده همگن میخاک در آب استریل این روش

های فلورسنت با رنگ ریزجاندارانگیرد. میکروسکوپی قرار می روی ناحیه مشخصی از لام 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 مستقیمباکتریگیری جمعیت برای اندازه ها:الف( جمعیت باکتری

 تهیه شود:

 میکرومتر 2/0شده با فیلتر آب تازه و استریل -

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

                                                           
1 2 Epifluorescence 
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لیتر آب مقطر حل کرده یم کلرید را در یک گرم سد 5/8( و 4HPO2Naسدیم فسفات )گرم دی 8/7محلول بافر: میزان  -

شید. محلول درصد سدیم کلرید در محلول بافر داشته با 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  13FDTA  گرممیلی 2میزان آمیزی: محلول رنگ -

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

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

 14کنبا یک مخلوطکر تهیه شده را به آن بیافزایید و سپس الذاستریلی که به روش فوقب لیتر آمیلی 190گرم را وزن کرده و 

محلول لیتر لیتر از سوسپانسیون خاک یک میلیمیلی 9 بهدور در دقیقه مخلوط کنید.  20000 به مدت یک دقیقه با سرعت

سوسپانسیون حاوی  در این حالتهای باکتریایی و قارچی تثبیت شوند. فرمالدهید اضافه و با ورتکس مخلوط کنید تا سلول

درصد بشویید تا مواد آب گریز از  70میکروسکوپ را قبل از استفاده با اتانول  هایلاماست. لیتر گرم خاک بر میلیمیلی 90

متر پانچ شده را روی میلی 12قطر ای به متر که مرکز آن دایرهسانتی 4×2با ابعاد  ضدآب سطح شیشه آن پاک شود. برچسبی

برای رنگ آمیزی، سوسپانسیون خاک را مجدداً با ورتکس هم آماده چاپی هم استفاده نمود.  هایلامتوان از بچسبانید. می لام

میکرولیتر  10نشین شوند. بلافاصله دقیقه ساکن بماند تا ذرات درشت ته 2بزنید. سپس اجازه دهید که سوسپانسیون 

را در مرکز اسلاید درون دایره مذکور بریزید و به طور مساوی در سطح آن  گرم خاک(میلی 9/0سیون خاک )معادل سوسپان

باید در معرض هوا قرار  هالامدارد. متر مربعی نگه میمیلی 113پخش کنید. برچسب ضدآب سوسپانسیون را در یک مساحت 

دقیقه  30را به مدت  لامشده در سطح نازک خاک خشکلایه کنید.  داشته باشند تا خشک شوند و بعد نوار برچسب را جدا

را  آمیزیبرای جلوگیری از خشک شدن، در طی این مدت، روی سینی رنگآمیزی قرار دهید. در دمای اتاق در محلول رنگ

دقیقه با بافر و در نهایت برای چند ثانیه با آب مقطر شستشو دهید. برای  20را سه بار و هر بار به مدت  هالامبپوشانید. سپس 

لام در استفاده کنید. در انتهای فرایند اجازه دهید تا  لامهای سهولت در کار و اطمینان از انجام صحیح فرایند از نگهدارنده

شوند. در مرحله بعد، فلورسنس قابل شمارش میا متصل و با میکروسکوپ اپیههوا خشک شود. رنگ به دیواره سلولی باکتری

ها را تا های لامل را روی لام ثابت کنید. لامیک لامل را با یک قطره روغن امرسیون روی لام نصب کنید و با لاک ناخن، لبه

فلورسنس با بزرگنمایی میکروسکوپ اپیها با گراد نگهداری کنید. شمارش باکتریدرجه سانتی 2زمان شمارش در دمای 

ای روی چشمی میکروسکوپ قرار دهید و به طور تصادفی یک الگوی شبکهشود. در یک اتاق تاریک انجام می 1250تا  1000

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

کنند را در نظر توانید دو خط فرضی که از نقطه میانی یکدیگر با زاویه عمود عبور میرا بپوشانند. به عنوان مثال میخاک 

 شودمحاسبه می 25-3( از رابطه Bها بر گرم خاک )ناحیه روی هر خط را انتخاب کنید. در نهایت تعداد باکتری 5بگیرید و 

(39): 

                                                           
1 3 5-([4,6-Dichlortriazin-2-yl]amino)fluorescein 
1 4 Blender 
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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 میگو با میکرومتر اندازه 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 -

 اجتناب کنید. ها بایداز تماس پوستی و استنشاق پودر رنگ -

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

سازی زمانی است که حداقل ن حالت رقیقبهتری رقیق شوند. 10تا  3ها نیاز دارند که به میزان سوسپانسیون برخی خاک -

 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 باکتریفرمالدهید استفاده کنید که شرح تهیه آن در قسمت اندازه

 الذکر استریل کنید. همچنین محلول زیر را آماده نمایید:آن، آب تازه را نیز به همان روش فوق

 شده حل کرده و به یک لیتر حجم برسانید. استریل تازه را در آب 15R2Mگرم 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 5شود. در نهایت رقیق  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 25ر با قط 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  50باشد. در یک یا دو ترانسکت روی فیلتر حدود  10×10میکروسکوپ باید مجهز به شبکه شمارش چشمی  . اینکنید

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

 : )39( محاسبه کنید 26-3را از رابطه  16بر محدوده

𝐻       (26-3رابطه )  = 𝐼𝜋
𝐴

2𝐿
 

I تعداد تقاطع در هر محدوده 

                                                           
1 5  Calcofluor White M2R 
1 6 Grid 
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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. 

 : (39) ریدبه دست آو 27-3را از رابطه  بر حسب متر بر گرم خاک های قارچیپس 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 44/1مقدار خاک روی فیلتر )برای مثال 

 ملاحظات

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

 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  2مدت های خاک و انکوباسیون آنها به نمونه

 زنند. بدین منظور در ابتدا باید مواد زیر را تهیه کرد:آز در خاک را تخمین میآنزیم اوره

 تولوئن -

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

 رسانید. بتنظیم کنید و با آب مقطر به حجم یک لیتر  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 4صورت تازه و روزانه تهیه کنید و در دمای برسانید. این محلول را به 

 17گرم سولفات با گرید معرفمیلی 100میزان گرم بر لیتر(: میلی 100سولفات نقره )-مولار( 5/2محلول 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  19گرم متیل رد 33/0و  18گرم بروموکرزول سبز 66/0محلول اندیکاتور: میزان  -

 لیتر برسانید. میلی 1000تانول به حجم ا

                                                           
1 7 Reagent grade 
1 8 Bromocresol green 
1 9 Methyl red 
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درصد را در یک بالن  95لیتر اتانول میلی 400ز محلول اندیکاتور و لیتر امیلی 40محلول اندیکاتور بوریک اسید: میزان  -

شدن به از سرد  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 رلیتر محلول با افزودن یک میلیمیلی

 لیتر برسانید. میلی 2000حجم 

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

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

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 حجمیگرم خاک مرطوب را در  5پس از تهیه مواد مورد نیاز، میزان 

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

گراد تیدرجه سان 37ساعت در دمای  2را ببندید و به مدت بالن حجمی و مجدداً برای چند ثانیه مخلوط کنید. درب 

اضافه بالن حجمی ا به رسولفات نقره -لیتر محلول پتاسیم کلریدمیلی 35، از اتمام زمان انکوباسیونانکوباسیون کنید. پس 

ای اتاق برسند. با به دم 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  نبالمحتویات  ،سولفات نقره-افزودن محلول پتاسیم کلرید

یتر محلول پتاسیم لمیلی 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، محلول اندیکاتور بوریک اسید را در یک ارلن مایر بریزیلیتر میلی 5آزاد شده،  آمونیومبرای تخمین 

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. شلن مایر جمع آوری لیتر عصاره در ارمیلی 30سپس محتویات بالن را تقطیر کنید تا زمانی که بیافزایید. 

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

 فعالیت 28-3ابطه های کنترل تصحیح کرده و با رنتایج 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 وزن خشک یک گرم خاک مرطوب 

 وزن کل خاک مرطوب مورد استفاده در آزمایش 5
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 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 سیونسوسپان به سولفات نقره-کلرید افزودن محلول پتاسیمپس 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 -

 لودگی نیتروژن جلوگیری شود. یون خاک باید با کاغذ صافی بدون نیتروژن انجام شود تا از آصاف کردن سوسپانس -

 .(10) حداقل سه تکرار برای هر نمونه آزمایش باید اجرا شود -

 آلکالاین فسفاتاز آنزیم فعالیت -3-2-3

س از انکوباسیون پتاز، بر اساس تعیین غلظت پارانیتروفنل آزاده شده این روش برای تخمین فعالیت آنزیم آلکالاین فسفا

 :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،  1/12: میزان 20MUBمحلول 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  MUBلیتر محلول استوک میلی 200: میزان pH=11با  MUBبافر  -

 تنظیم کنید و با آب مقطر به حجم یک لیتر برسانید. 11برابر با  pHدر  مداومزدن هم

سدیم پارانیتروفنیل فسفات تتراهیدرات را گرم دی 927/2مولار: میزان میلی 15( PNP) 21محلول پارانیتروفنیل فسفات -

گراد درجه سانتی 4برسانید و در دمای  لیترمیلی 50حل کرده و با همان بافر به حجم  pH=11با  MUBلیتر بافر میلی 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 20مولار: میزان  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. 

                                                           
2 0 Modified Universal Buffer 
2 1 p-Nitrophenyl phosphate 
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لیتر آب مقطر حل کرده و به حجم یک لیتر میلی 70یک گرم پارانیتروفنل را در  محلول استاندارد پارانیتروفنل: میزان -

 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  لیتر محلول پارانیتروفنیل فسفات را به آن بیافزایید. محتوایو 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 مارلن مایر اضافه کنید. سوسپانسیون خاک را مولار به  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  ید وهای کلسیم کلررا پس از افزودن محلول PNPلیتر محلول نمایید، اما با این تفاوت که یک میلی

 بلافاصله  قبل از صاف کردن سوسپانسیون خاک، اضافه کنید. 

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

 50ا به ارلن مایرهای شده راین محلول استاندارد رقیقلیتر از میلی 5و  4، 3، 2، 1لیتر برسانید. مقدار صفر، میلی 100حجم 

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

های کنترل با نمونه یون خاک راشده در فوق شرح داده شد، مراحل کار را ادامه دهید. نتایج سوپانسیونهای 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 )وزن نمونه خاک استفاده شده )یک گرم 

t زمان انکوباسیون بر حسب ساعت 

 ملاحظات

 باید اجرا شود.حداقل سه تکرار برای هر نمونه آزمایش  -

 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 -
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 بتاگلوکوزیداز آنزیم فعالیت -4-2-3

گیری فعالیت این تجزیه میکروبی سلولز به گلوکز است. اصول اندازهکننده سرعت در آنزیم بتاگلوکوزیداز آنزیم محدوده

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

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

 لوئنتو -

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 

 حجم یک لیتر برسانید.

 .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  -

 سانید.تنظیم کنید و با آب مقطر به حجم یک لیتر برمدنظر  pH مولار در 2/0با اسید سولفوریک 

 عمل کنید. 3-2-3مطابق دستورالعمل زیربخش محلول استاندارد پارانیتروفنل:  -

 MUBلیتر بافر لیمی 40را در  PNGگرم از  377/0مولار: میزان میلی 25( PNGگلوکوزید )محلول پارانیتروفنل بتا دی -

 شود.  گراد نگهداریدرجه سانتی 4در لیتر برسانید. این محلول باید میلی 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 ر محتوای ارلن 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 400لی نوری را در محتوای آن را صاف کنید. چگا

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 و محاسبه فعالیت آنزیم و بافر تریس به ارلن مایر اضافه کنید. تهیه منحنی کالیبراسیون

 .(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

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

، pHتخریب سلولز در خاک یک فرایند آهسته بوده و نوع لاشبرگ، غلظت سوبسترا، آید. تخریب بقایای گیاهی به شمار می
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شود های خاک تولید میعمدتاً توسط قارچآنزیم سلولاز گذارد. دما و محتوای آب تاثیر قابل توجهی بر سرعت این فرایند می

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

گیری میزان گلوکز رها شده عیین فعالیت آنزیم سلولاز در خاک، اندازهیک روش برای تکند. شدت این آنزیم را غیرفعال می

بدین  گراد است.درجه سانتی 50ساعت در دمای  24های تیمارشده با کربوکسی متیل سلولز به مدت ن خاکپس از انکوباسیو

 منظور در ابتدا مواد زیر را تهیه کنید:

لیتر آب مقطر حل کرده میلی 700ون آب را در گرم از سدیم استات بد 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 22محلول نمک سدیم کربوکسی متیل سلولز -

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

 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

و در  لیتر برسانیدمیلی 1000را در آب مقطر حل کرده و به حجم  23گرم پتاسیم آهن هگزاسیانید 5/0: میزان Bمعرف  -

 های تیره رنگ نگهداری کنید. بطری

لیتر اسید سولفوریک میلی 2/4و  25، یک گرم سدیم دودسیل سولفات24گرم 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 1000قطر حل کرده و به حجم گرم از این ماده را در آب ممیلی 28میزان محلول گلوکز مونوهیدرات:  -

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

ساعت در دمای  24ایید. درب ارلن مایر را ببندید و به مدت را به آن بیافز CMCلیتر محلول میلی 15لیتر بافر استات و میلی

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

ون و بلافاصله  قبل از صاف را پس از انکوباسی CMCلیتر محلول میلی 15همین روند را دنبال نمایید، اما با این تفاوت که 

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

و یک  ای بریزیدشده را با پیپت به لوله شیشهلیتر از عصاره رقیقهای جنگلی( برسانید. یک میلیلیتر )برای خاکمیلی 30یا 

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

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

به آن بیفزایید، خوب  Cلیتر معرف میلی 5گراد قرار دهید تا خنک شود و بعد سانتیدرجه  20دقیقه در حمام آب با دمای  5

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

                                                           
2 2 Carboxymethyl cellulose sodium salt, CMC 
2 3 Potassium Ferric Hexacyanide 
2 4 Ferric Ammonium Sulphate 
2 5 Sodium Dodecyl Sulphate 
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برای تهیه منحنی کالیبراسیون، میزان صفر، د. نانومتر قرائت کنی 690دقیقه چگالی نوری را در  30ها، نهایتاً طی مدت نمونه

های آزمایش پیپت کنید و 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 اندازهلیتر رقیق کنید. طبق توضیحات فوقبا آب مقطر تا حجم یک میلی

لیتر عصاره های کنترل تصحیح کرده و گلوکز در هر میلیکرده و مراحل کار را پیش ببرید. نتایج سوپانسیون خاک را با نمونه

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

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

sw وزن خاک مرطوب 

dwt  خاک مرطوبیک گرم خشک وزن 

 لاحظاتم

 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 استگیری فعالیت آنزیم سلولاز، رعایت دقیق زمان حمام آب از اهمیدر 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 فعالیتمی گیری فعالیت یک یا چند آنزیم در زنجیره تنفسیاندازه

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

فنیل تترازولیوم استفاده از تریفعالیت دهیدروژناز در خاک مبتنی بر  ها برای تخمینترین روشآید. یکی از متداولشمار می

ولت  -08/0( به عنوان یک پذیرنده مصنوعی الکترون است. این ماده محلول در آب، دارای پتانسیل رداکس TTC) 26کلراید

( TPF) 27فنیل فورمازانرا به تری TTCکند. تقریباً همه ریزجانداران بوده و به عنوان پذیرنده الکترون دهیدروژناز عمل می

                                                           
2 6 Triphenyl Tetrazolium Chloride 
2 7 Triphenyl Formazan 
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ساعت و با  24گراد به مدت درجه سانتی 30انکوباسیون خاک در دمای  را با فرایند این سرعت تواندهند که میمیکاهش 

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

آمینو متان را در  گرم تریس )هیدروکسی متیل( 1/12مولار: میزان میلی 100کلریک اسید با غلظت هیدرو-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 6/7بافر را روی  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 100لیتر بافر تریس حل کنید و با همان بافر به حجم میلی 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  آلی و لوم شنیهای لومی، لیتر برای خاکمیلی 100گرم بر  8/0تا 

 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 -

لیتر برسانید. میلی 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، تهیه مواد مورد نیاز پس از

TTC  ن دارای درپوش متر باشد. همچنیسانتی 5/2لیتر را داشته و قطر آن میلی 60بیافزایید. لوله آزمایش باید گنجایش

ساعت  24ندید و برای خل لوله آزمایش را مخلوط کرده و درب لاستیکی آن را ببها باشد. مواد دالاستیکی 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  .تکان دهیدکاملاً و  کنید لیتر استون به لوله آزمایش اضافهمیلی 40پس از انکوباسیون، 

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، نانومتر  )رنگ قرمز( قرائت نمایید.  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 صلیتر برسانید تا محلولمیلی 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 را برحسب  لیتر عصاره را با مراجعه به منحنی کالیبراسیون محاسبه کنید. در نهایت فعالیت آنزیم دهیدروژنازمیلی

 :(34) وریدآبه دست  31-3در هر گرم خاک را با رابطه 
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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 وزن خشک یک گرم خاک مرطوب 

 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  هایمات بپوشانید. لامپهای ها با ورقهها را بکشید یا پنجرهنور به آزمایشگاه باید کنترل شود. پرده

 .(34) فیلترهای محافظ پوشانیده شوند تا شدت و جهت نور را تغییر دهد

 هامیانگین هندسی آنزیم -7-2-3

یک شاخص کیفی بوده که برای مقایسه کردن واحدها و مقادیر متفاوت ( GME) 28میانگین 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

  :(40) کنید

𝐺𝑀𝐸    (32-3ی)رابطه  = √∑ 𝐸𝑛𝑧𝑦𝑚𝑒𝑠𝑛
𝑖=1

𝑛
         

GME میانگین هندسی فعالیت آنزیمی خاک 

n گیری شدههای اندازهتعداد آنزیم 

Enzymes  فعالیت آنزیمi (40). 

 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 )

 :(41) 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  

                                                           
2 8 Geometric Mean of Enzyme activities 
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ri

∑ ri
 هاآنزیم نسبت فعالیت هر آنزیم به مجموع فعالیت همه 

'H شاخص تنوع عملکرد 

pielouE  ویور-یکنواختی عملکرد شانونشاخص 

n سنجش شده. هایتعداد آنزیم 

 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

(42). 

 نسبت آنزیم به کربن آلی -10-2-3

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

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

 های زیستیپوسته هایویژگی -3-2-11

و هم در  یسیانوباکتریایهای دارای پوشش ساکاریدی هم در خاک( و مواد اگزو پلیChl aگیری کلروفیل آ )اندازه

 های زیستی ضرورت دارد.  های استخراج شده از خاک یا پوستهاکتریسیانوب

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

 الف( ابزارهای مورد نیاز

 درصد  5/1های حاوی آگار دیشپتری -

 های بزرگ برای کشت نمونهدیشپتری -

 سازیکوچک برای خالص هایدیشپتری -

 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 -
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 ماکرهای ضد آب -

 پارافیلم -

 هاکشت سیانوباکتری ب(

 .درصد استریل کنید 70میز کارتان را با اتانول  -

 .کننده استریل کنیدهایتان را با محلول ضدعفونیدست -

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

 یسید.نمونه، نوع محیط کشت و تاریخ کشت را بنو

 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. -

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

دیش یک تکه برداشته و در هر قسمت از پتریاید پ بررسی کردههایی از نمونه را که با لوبا 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.

 ی بگذارید.دیش را بر روی آن قرار داده و با پارافیلم کاملا ببندید و به حالت برگردان در داخل سیندرب پتری -

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

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

 هاسازی سیانوباکتریپ( خالص

 مرحله اول

 .درصد استریل کنید 70ن را با اتانول میز کارتا -

 .کننده استریل کنیدهایتان را با محلول ضدعفونیدست -

قسمت مساوی تقسیم کنید و در هر قسمت مشخصات نمونه شامل: نام محقق، کد  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 قسمت از پتریاید برداشته و در هر بررسی کرده هایی را که با لوپبا پنس استریل شده کلونی -

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

 ا پارافیلم کاملا ببندید و به حالت برگردان در داخل سینی بگذارید.دیش را بر روی آن قرار داده و بدرب پتری-
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ها گراد( قرار دهید. سیانوباکتریدرجه سانتی 18-20ها را در اتاق مخصوص در دمای مناسب )دیشسینی حاوی پتری -

 کنید.ها را کنترل ای یک بار وضعیت رشد نمونه کشتهفته شروع به رشد خواهند نمود. هفته 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

 کشت، تکثیر و خالص سازی سیانوباکتری از پوسته های زیستی -2-11-2-3

 ابزار و مواد مورد نیازالف( 

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 T27الک استاندارد آمریکایی آشتو ) -

 هاسیانوباکتریب( کشت 

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

مخلوطی  ی شدههای زیستی جمع آورابل اجرا هستند.  ممکن است پوستههای زیستی نیز قها از پوستهاستخراج سیانوباکتری

کشت  قبل از شروع به جداسازی و خزه و گلسنگ تشکیل شده باشند. ضرورتاً های مختلفاز 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

 های زیستی را از خاک زیرین کاملا جدا کنید.پوسته -

 و ریشه ها جدا کنید. ای مخصوص یا با اسپاتول با دقت تمام از روی آنهاذرات خاک را با تیغه ه -

 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 دقیقا همانند 

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

 الف( ابزار و مواد لازم

 %96اتانول  -

 یخ مکعبی به مقدار لازم -

 سانتریفیوژ -
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 اسپکتروفتومتر -

 حمام آب )بن ماری( -

 ب( روش کار

 .دها را در هاون ریخته و بسابید تا همگن شوننمونه -1

 .لیتری انتقال دهیدمیلی 15سانتریفیوژ های ها را به تیوپنمونه-2

 .نیددرصد به آن اضافه ک 96لیتر اتانول میلیسه  -3

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

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

اسپکتروفنومتر اندازه بگیرید. همچنین ر با دستگاه نانومت 696و  665، 649، 632های یزان کلروفیل را در طول موجم-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 

 .بریزید گیری باقیمانده عصاره دوربعد 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

 .دور بر دقیقه سانتریفیوژ کنید 6000درجه سانتیگراد با  5دقیقه در دمای  5ه مدت ب -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 005/0قرائت کنید. میزان کدورت نمونه نباید بیش از نانومتر  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 -16

  رار کنیدنانومتر عدد صفر را نشان دهد تک 665را تا زمانی که قرائت  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 مقدار کلروفیل از هر مرحله استخراج را طبق 
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 V)/(gcrust*L)(665))=([11.9035*A1-Chl a (mgL*[     (36-3رابطه ) 

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

 را جایگزین کنید( 10شود بنابراین عدد می

V  لیتر نوشت(توان به میلیلیتر )همچنین میحجم عصاره به 

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

 لازمالف( ابزار و مواد 

 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 7500گراد با دور 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 کاریدی با باندهای ضعیسا. این مایع حاوی مواد اگزوپلیمایع 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 7500دقیقه با دور  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 -
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 ساکاریدهاگیری پلیپ( اندازه

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

 درصد اضافه کنید. 5ل ولیتر فنمیلیه محتویات نمونه یک ب -

 نانومتر قرائت کنید. 490ها را در طول موج نمونه -

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 تنوع ژنتیکیبررسی  -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،ناقل به ژنتیکی مواد انتقال -2 مطالعه، مورد محیط در موجود

. (44,45) 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 .(46) رندیقرار گ یمورد بررس تیفیاز نظر ک دیقدم با نیشده در اول یابییتوال های. دادهشودیم

  اشاره کرد. SeqPrepبه  توانمی هاداده تیفیک

طبق  آلمان QIAGENساخت شرکت  QIAamp Fast DNA Stool Mini تیاز ک یکروبیژنوم م DNAاستخراج  یبرا

را با  DNAاز الکتروفورز ژل آگارز استفاده و غلظت  DNA یکپارچگیو  تیفیک یابیارز ی. براپیش برویددستورالعمل سازنده 

 DNA هاینمونه هایگروه تمامسپس  .کنید یرگیاندازه Thermo Scientific NanoDrop 2000دستگاه اسپکتروفتومتر 

 و هاپردازش داده شیاز پ پس .کنید یابییجفت باز توال 150 یزوج یبا استفاده از توالرا  Illuminaدر پلتفرم  یمتاژنوم

 های بزرگترتوالی دیکوچک و تول هایخوانش بندیو سرهم یاسمبل یبرارا  MEGAHITافزار نرم ها،خوانش تیفیک بررسی

از صدها  شیب یبا حجم دهیچیبزرگ و پ هایتا داده دهدمی اجازه کاربر به افزارنرم نی. ادهیدمورد استفاده قرار  (29هاگیکانت)

 زانیم نییجفت شده به منظور تع های، خوانشBWAافزاراستفاده از نرم با. قرار دهد یو اسمبل یسرا مورد برر تیگابایگ

استفاده  BAMبه فرمت  لیتبد یبرا Samtools و پس از آن از شدهشده نگاشت  یاسمبل هایکانتیگبه  ل،یپوشش پروفا

پوشش و فرکانس  زانیبر اساس مرا  هاگیها در ژنوم، کانتBin یبازساز یبرا MetaBAT2 افزاراستفاده از نرم با .کنید

از نظر که بایستی آنها را  شد خواهد دیتول bin تعدادی ها،نمونه binning اتیبا عمل تینها در .کنید بندیکلاس دیتترانوکلئوت

                                                           
2 9 contig 
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های متاژنوم، در نهایت پس از آنالیز داده .(47) کنید یابیارز Checkmبا استفاده از برنامه  هیسو یو ناهمگن یکامل بودن، آلودگ

 های خاک را مقایسه کنید. های نمونهجمعیت و نوع باکتری

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

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

 الف( ابزار و مواد لازم

 نیتروژن مایع -

 های مکعبییخ -

 سری 2لیتری میلی 2های استریل تیوپ-

 سری 1لیتری میلی 5/1های استریل تیوپ -

  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. تمام سطوح میز را ضدعفونی می %3با آب اکسیژنه  -

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

 نویسیم.ها میها را روی تیوپنمونه

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

توالی سانتریفیوژ کنید. تعداد دور سانتریفیوژ و منمونه دارد و در برخی موارد نمونه دو یا سه بار شود.  این کار بستگی به می

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 در تیوپ جمع می شوند. مایع کهها( آب اضافی نمونه تفکیک میمخصوص میکروتیوپ

 باشد.

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

 ید. نمونه را از زیر دستگاه خارج کن UVکردن لامپ  دقیقه بعد از خاموش 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.ثانیه قرار داده و فریز می 30وژن مایع به مدت ها را بر روی نیترنمونه -
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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. 10ت ها به حالت افقی قرار دهید و به مدمخصوص 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.

 وژ کنید.ثانیه سانتریفی 5سانتریفیوژ به مدت برداشته 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 3یا  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 راار تیوپب 3یا 

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

 سه پایه فلزی یا پلاستیکی داریم.  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 -

 دور بر ثانیه سانتریفیوژ )سانتریفیوژ بزرگتر( کنید. 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  دو قستمی هایمایع جمع شده در بخش خارجی تیوپ -

 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 تیوپشید. اگر مقدار عصاره کم است همه آن رمیکرولیتر از عصاره باید داشته با 450جدید )دوقسمتی( بریزید. 

 انتقال دهید.

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

لیتری میلی 2های میکرولیتر از نمونه را برداشته و به تیوپ 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  -
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ها را بر روی از خالی کردن دهانه تیوپریزیم. بعد حتوای داخلی آنها را دور میمها را جدا کرده و قسمت 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 -

 و مایع داخل آن را دور بریزید. ها را جدا کرده قسمت بیرونی تیوپ -

 لیتری )دوقسمتی( منتقل کنید.میلی 2های جدید ها را به تیوپمایع 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 -

 انتریفیوژ کنید. دور بر ثانیه س 8000سانتیگراد با 

 قسمت بیرونی تیوپ را جداکرده و مایع درون آن را دور بریزید. -

 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. 

 دقیقه نمونه را در دمای اتاق به حال خود رها کنید. 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     

 مقطرمیکرولیتر آب  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  8سپس نمونه را در دستگاه الکترفورز در ژل  -

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

 اضافه کنید. ladderیک میکرولیتر  -
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 اضافه کنید. PCR productمیکرولیتر  سه -

 قرار دهید. UVدقیقه در زیر اشعه  20به مدت  -

 های خاکزیبرای شناسایی سیانوباکتری 16s rRNAپرایمرهای ژن  -2-3جدول 

Reference Sequence Primer 

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

(48) GGG GAA TYT TCC GCA ATG GG CYA359F 

(48) GAC TAC TGG GGT ATC TAA TCC CAT T CYA781 (a) 

(48) GAC TAC AGG GGT ATC TAA TCC CTT T CYA781(b) 

(48) cgcccgccgcgccccgcgcccgtcccgccgcccccgcccgggggaattttccgcaatggg CYA359FGC 

(48) gactacaggggtatctaatccc CYA784R 

(48) cgcccgccgcgccccgcgcccgtcccgccgcccccgcccgactacaggggtatctaatcccttt CYA781RGC(b) 

)49( cttcgcctctgtgtgcctaggt 23S30R 

(50) CCATGAAGTCGGAATCGCTAG COR-F 

(50) ACTCCCATGGGTGTGACGG COR-R 

)51( CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA ITS-1F 

(52) 5' AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3' 27F 

(52) 5'GGT TAC CTT GTT ACG ACT T-3' 1492R 

(53) 5'-CCTACGGGNGGCWGCAG-3 341F 

(53) CTACHVGGGTATCTAATCC-3' 805R 

(54) 5'-CTTCGCCTCTGTGT GCCTAGGT-3' B235SR 

(54) 5'- GTGTAGCGGTGAAATGCGTAGA-3' 684F 

(54) 5'-TAATACGACTCACTATAGGG-3' T7 

(54) 5'- ATTTAGGTGACACTATAG-3' SP6 
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 محاسبه شاخص تنوع زیستی خاک -4

های ویژگی شمار زیادی از است. ه و حساس به تغییرات محیطی و مدیریتیمفهومی پیچیددر ذات خود  تنوع زیستی خاک

ساده  متغیرری یک گیتنها با اندازه؛ اما توانند نمایانگر وضعیت تنوع زیستی خاک باشندمی فیزیکی، شیمیایی و زیستی خاک

وع زیستی خاک وضعیت تنبرای پی بردن به  متغیراز چند  همزمان بنابراین بایستیپذیر نیست. امکان وضع موجوداطلاع از 

، متغیرها جداگانه رتفسیدر مقایسه با  تنوع زیستی خاک تلفیقی شاخص گیری شده و محاسبهمتغیرهای اندازه. ترکیب بهره برد

بتدا با کمک ادر ص تلفیقی تنوع زیستی خاک، دهد. برای محاسبه شاخئه میارا آوری شدههای جمعداده از ارزیابی بهتری

کنید. سپس ذف ح را های زیستی ندارندهای فیزیکی و شیمیایی خاک که تأثیر چندانی بر ویژگیرگرسیون گام به گام ویژگی

میایی که های فیزیکی و شیهای زیستی و آن دسته از ویژگیمربوط به ویژگی ، متغیرهایبا کمک توابع خطی و غیرخطی

های طبیعی در عرصه ید.را با استفاده از روش جمع پذیر وزنی تلفیق کن و در نهایت نمرات متغیرها دهیرا نمره اندانتخاب شده

دهی ها برای نمرههاند نیز به مجموعه دادگیری شدههای زیستی که اندازههای مربوط به پوستهو اراضی غیرکشاورزی، ویژگی

 شوند.و محاسبه شاخص تنوع زیستی خاک افزوده می

 دهی متغیرهامرهن -1-4

تا نمرات بدون واحد و قابل ترکیب بین  کنیددهی با استفاده از توابع خطی و غیرخطی نمرهرا  گیری شدهی اندازهمتغیرها

شود. متغیرهایی هستند که افزایش مقادیر آنها مطلوب تلقی می 30«بالا گزینش دامنه»متغیرهای  .ست آیدصفر تا یک به د

شود؛ به طوری که بزرگترین دسته از متغیرها، هر مشاهده به بزرگترین مقدار مشاهده شده تقسیم میدهی خطی این در نمره

)متغیرهایی که  31«ی پایینگزینش دامنه»دهی خطی متغیرهای دهد. در نمرهیک را به خود اختصاص می مشاهده نمره

شود؛ به طوری که کوچکترین مشاهده تقسیم میهر کوچکترین مقدار مشاهده شده به کاهش مقادیر آنها مطلوب است( 

 : کنیداستفاده خطی دهی به عنوان تابع نمره 2-4و  1-4روابط از  دهد.یک را به خود اختصاص می مشاهده نمره

L      (1-4) رابطه − SF (Y) =
X

Xmax
 

 

L      (2-4رابطه ) − SF (Y) =
Xmin

X
 

مقدار حداقل  minXو حداکثر  maxX مقدار ویژگی یا شاخص خاک، X، 1خطی بین صفر تا  نمره SF (Y)-Lکه در آن 

 مشاهده است.  

 : کنیداستفاده متغیرها دهی غیرخطی نیز برای نمره 3-4رابطه از 

                                                           
3 0 more is better 
3 1 less is better 
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NL      (3-4) رابطه − 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 « بالا هگزینش دامن»در متغیرهای نیز شیب معادله بوده و  b. است متغیرمیانگین مقدار هر  0Xانتخاب شده و  متغیر

 . (40) است+ 5/2برابر « ی پایینگزینش دامنه»و در متغیرهای  -5/2

 تلفیق نمرات و محاسبه شاخص تنوع زیستی خاک -2-4

 :صورت گرفت 4-4 ( بر اساس رابطهSBIخاک ) زیستیتنوع شاخص 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  32( با استفاده از ضریب اشتراک متغیرهاiWیافته به هر ویژگی خاک )وزن تخصیص

برآوردی از درصد واریانس نشان داده شده توسط مؤلفه برای  آید وضریب اشتراک از آنالیز تجزیه به مؤلفه اصلی به دست می

 .(55) گیرندباشد. این پارامتر را به عنوان قابلیت اطمینان متغیر در نظر میآن متغیر می

𝑊𝑖       (5-4رابطه )  =
𝐶𝑖

∑ 𝐶𝑖
𝑛
𝑖=1

 

iC  ویژگی ضریب اشتراک متعلق بهi ام خاک 

 

 

                                                           
3 2 Communality 
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 نقشه تنوع زیستی خاک 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

به  بایستمیویه مطالعات سویه جدید میکروبی شناسایی شد، این ساین های تکمیلی بر آن، چنانچه در ارزیابی افزون .(56)

های جدید هو ثبت سوی تهیه نقشه ارائه نتایج مطالعات تنوع زیستی خاک،در  رویه ایجاد یک وحدتبه منظور . شود ثبت

بلامانع  ر مصوباعتبا بیشتر با توجه به اهداف و ملاحظات. لازم به ذکر است که  شودالزامات زیر بایستی رعایت  میکروبی

 است.

 هاتهیه بانک اطلاعاتی داده -1-5

گیری اندازه نتایج اول کل کاربرگ، در در یک فایل اکسل 1-5های آزمایشگاهی، بایستی مطابق شکل تجزیهپس از انجام 

 را مکانی آن موقعیتبه همراه  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 هایکاربرگ 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

 

 
 های مطالعات تنوع زیستی خاک در اکسلثبت 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

روی آنها از توزیع و پی هادادهمرکز وضعیت پراکنش  آماریشوند و از نظر ها بایستی از نظر کمیت و کیفیت ارزیابی داده

ارهای آماری رایج افزرا با نرممیانگین، حداقل، حداکثر، انحراف معیار و ضریب تغییرات  همچون های توصیفیآمارهنرمال و 

سوم از قبیل های مراز تبدیل ،ها از توزیع نرمالدر صورت عدم پیروی داده. کنیدبررسی  Minitabو یا  SPSS ،SASمانند 

ی هر ویژگی بر اساس روش مذکور در فصل چهارم، ابتدا با کمک توابع خطی و غیرخط. شوداستفاده  ریشه دوم و لگاریتمی

ر نهایت با کمک دبه دست بیاورید.  دهی کنید. سپس ضریب اشتراک متغیرها را در آنالیز تجزیه به مؤلفه اصلیخاک را نمره

-شاخص ازمحاسبه نمایید.  به دو صورت خطی و غیرخطی شاخص تنوع زیستی راهای خاک، ک و نمرات ویژگیضرایب اشترا

 های محاسبه شده برای ترسیم نقشه تنوع زیستی خاک استفاده کنید. 

بوده و در  1:50000های تهیه شده بایستی دارای مقیاس نقشهتوان انجام داد. افزارهای مرسوم میترسیم نقشه را با نرم

ای نشان دهند. چنانچه فاصله بین نقاط نقطه صورتمتر باشند و پراکنش تنوع زیستی خاک را به سانتی 90×70ابعاد 

های تنوع زیستی خاک را نیز ارائه داد. این بدان معناست که بندی نقشهتوان پهنهمتر کمتر بود، می 1000برداری از نمونه

های نقطه در هر هزار هکتار بیشتر بوده است. همچنین نقشه تنوع زیستی خاک بایستی با نقشه 10برداری از تعداد نقاط نمونه

های تهیه شده در سمت راست و پایین نقشه قرار گرفته و باید حاوی راهنمای نقشه د.نشو 33توپوگرافی روی هم گذاری

های نقشه باشد. مقیاس نقشه نیز در ها و رنگو معنای علایم، نشانه اطلاعاتی از قبیل عنوان پروژه، ناظر پروژه، محل نقشه

 پایین نقشه قرار خواهد گرفت.

                                                           
3 3 Overlay 
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. این کلکسیون شوندثبت  34(CCSMهای جدید میکروبی باید در کلکسیون میکروبی موسسه تحقیقات خاک و آب )سویه

لازم  است. WFCC891( با شماره عضویت WFCCهای میکروبی )المللی کلکسیونعضو رسمی فدراسیون بین 2005از سال 

اندازی سامانه جامع اطلاعاتی ژنتیکی متعلق به سازمان تحقیقات، آموزش و ترویج کشاورزی، به ذکر است که پس از راه

 الذکر به ثبت برسند.بایستی در سامانه فوق های جدید میکروبیسویه

 

 

 

 

                                                           
3 4 Culture Collection for Soil Microorganisms, CCSM 
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 هاپیوست

 گیری کلسیم و منیزیم محلول در خاکاندازه -1

برید. برای به بگیری مجموع کلسیم و منیزیم به کار را برای اندازه EDTAکمپلکسومتری با استفاده از  تیتراسیون روش

هن، مس، روی، های مختلفی مانند آمناسب در محیط ایجاد کرد. یون pHها را حذف و دست آوردن نتایج دقیق باید مزاحمت

 کنند.دهند و در نتیجه مزاحمت ایجاد میتشکیل کمپلکس می EDTAنیکل و فسفات در این روش با 

های مزاحمت تواند در این واکنشدهد و میهای مس، نیکل و آهن دوظرفیتی کمپلکس پایدار تشکیل میسیانید با یون

مینیم و آهن کند. آلوهیدروکسیل آمین هیدروکلراید آهن سه ظرفیتی را به دو ظرفیتی احیاء میاین عناصر را حذف کند. 

د مزاحمت آن در با احیاء منگنز و رسوب آن به صورت منگنز فروسیانیدهند. دوظرفیتی با تری اتانول آمین کلات تشکیل می

 کند.مولًا مزاحمتی ایجاد نمیشود. فسفات معگیری برطرف میاندازه

شود. در صورتی که انجام می 35با استفاده از معرف اریوکروم بلک تی pH=10سنجش میزان مجموع کلسیم و منیزیم در 

کند. در نتیجه یون یا بیشتر به صورت هیدرات منیزیم رسوب می pH=12املاح آمونیوم در محیط موجود نباشد، منیزیم در 

برای سنجش مقدار یون منیزیم باید یون گیرد. مورد سنجش قرار می 36ن کربوکسیلیک اسیداز معرف کالک استفادهکلسیم با 

گردد. وقتی یون کلسیم از محیط کلسیم به صورت رسوب از محیط خارج شود. برای این منظور از تنگستات سدیم استفاده می

بدین منظور بایستی در گیرد. با استفاده از معرف اریوکروم بلک تی مورد سنجش قرار می pH=10حذف شود، یون منیزیم در 

 های زیر را تهیه کنید:ابتدا محلول

لیتر میلی 570سپس  لیتر آب مقطر حل کنید.میلی 002را وزن و در  (Cl4NH) گرم آمونیوم کلرید 5/67محلول بافر:  -

 ( را به آن اضافه کرده و به حجم یک لیتر برسانید. OH4NHمحلول آمونیاک غلیظ )

و در آب  گرم منیزیم کلرید را وزن کرده 039/0و   EDTAگرم  7225/3نرمال: مقدار  EDTA disodium 02/0محلول  -

 مقطر حل کنید. سپس در یک بالن ژوژه به حجم یک لیتر برسانید. 

گراد قرار دهید تا خشک شود. درجه سانتی 400ساعت در حرارت  2 تمحلول استاندارد کلسیم: کربنات کلسیم را به مد -

لن ژوژه یک لیتری نرمال حل کنید. سپس در با 6هیدروکلریک اسید لیتر میلی 5گرم از این ماده را وزن و در  5004/0مقدار 

 نرمال کلسیم تهیه شود.  01/0با آب مقطر به حجم برسانید تا محلول 

حل کنید. هیدروکلریک اسید ر محلول رقیق دگرم از نوار منیزیم خالص را  1216/0مقدار محلول استاندارد منیزیم:  -

 نرمال منیزیم تهیه شود.  01/0سپس در بالن ژوژه یک لیتری با آب مقطر به حجم برسانید تا محلول 

                                                           
3 5 Eriochrome Black T 
3 6 Calconcarboxylic acid 
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 لیتر آب مقطر حل کنید. یلیم 100محلول پتاسیم سیانید: مقدار یک گرم پتاسیم سیانید را در  -

لیتر آب میلی 100گرم از این ماده را وزن کرده و در  5قدار (: مHCl-OH2NHمحلول هیدروکسیل آمین هیدروکلراید ) -

 مقطر حل کنید. 

لیتر آب مقطر میلی 100 گرم از پتاسیم فروسیانید را وزن کرده و در 4(: مقدار 6Fe(CN)4Kفروسیانید )پتاسیم محلول  -

 حل کنید. 

لیتر میلی 100( را وزن کرده و در بالن ژوژه O2H.24WO2Naدیم )گرم تنگستات س 20محلول تنگستات سدیم: مقدار  -

 حل کنید و به حجم برسانید. 

 (TEAتری اتانول آمین ) -

لیتر اتانول یا متانول حل لیمی 50در  وگرم از این معرف را وزن کرده  20/0(: مقدار EBTمعرف اریوکروم بلک تی ) -

صورت دیگری تهیه  توان بهکنید. توجه داشته باشید که هر سه هفته یکبار باید محلول تازه معرف تهیه شود. این معرف را می

روکسیل آمین گرم هید 5/4درصد حل کنید.  96لیتر اتانول میلی 100گرم اریوکروم بلک تی را در  5/0کرد. بدین منظور 

ید که در ته ظرف های هیدروکسیل آمین هیدروکلرادقیقه شیک کنید. کریستال 30هیدروکلراید را به آن بیافزایید و به مدت 

ردید، نیازی به کشود که به مدت شش ماه معرف قابل استفاده باشد. اگر معرف را به این صورت تهیه ماند موجب میباقی می

 گیری کلسیم و منیزیم نیست. در فرایند اندازهافزودن هیدروکسیل آمین هیدروکلراید 

لیتر میلی 50گرم کالکن را در میلی 20مقدار  (:برای سنجش میزان کلسیم معرف کالکن )کالکن کربوکسیلیک اسید -

 متانول حل کنید. هر هفته باید محلول تازه آن تهیه شود.

 لیتر آب مقطر حل کنید. میلی 90سید را در گرم سدیم هیدروک 10 درصد: مقدار 10محلول سدیم هیدروکسید  -

مخلوط  گرم مورکساید )آمونیوم پورپورات( کاملاً 1/0گرم پودر پتاسیم سولفات را وزن و با  20عرف مورکساید: مقدار م -

نید. این نگهداری ک کنید. سپس مخلوط را در هاون چینی بسابید تا کاملاً نرم شود. بعد از آماده شدن، آن را در ظرف دربسته

 پودر باید هفتگی تهیه شود.

ل استاندارد کلسیم لیتر از محلومیلی 5استاندارد شود. برای این منظور مقدار  EDTAها بایستی محلول پس از تهیه محلول

محلول لیتر میلی 15لیتر برسانید. میلی 150لیتری بریزید و با آب مقطر حجم آن را به میلی 250را در داخل سه ارلن مایر 

، تری اتانول آمین های پتاسیم سیانید، هیدروکسیل آمین هیدروکلراید، پتاسیم فروسیانیدقطره از هر یک از محلول 10بافر، 

با  از میکروبورت و با استفاده EDTAو معرف اریوکروم بلک تی را به آن اضافه کنید. سپس محلول به دست آمده را با محلول 

کنید. استاندارد کردن و  لیتر استاندارد منیزیم تکرارمیلی 5گ آبی ثابت تیتر کنید. این روش را با تا رسیدن به رن دقت و آرام

ب مقطر به عنوان بلانک آرا برای هر سری نمونه باید انجام داد. با هر بار استاندارد کردن، باید سه نمونه  EDTAتعیین فاکتور 

 تیتر شود.

گرم کلسیم و منیزیم باشد را در گل اشباع نمونه خاک را که حاوی یک تا دو میلی برای اجرای آزمایش، مقداری از عصاره

لیتر بافر میلی 15لیتر برسانید. سپس به میزان میلی 150لیتر بریزید و حجم آن را با آب مقطر به میلی 250بشر یا ارلن مایر 
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یدروکلراید، پتاسیم فروسیانید و تری اتانول آمین را های پتاسیم سیانید، هیدروکسیل آمین هقطره از هر یک از محلول 10و 

بخشد. در مرحله بعد اضافه کنید. چند دقیقه برای کامل شدن واکنش منتظر بمانید. حرارت دادن انجام واکنش را سرعت می

ک میکروبورت به کم EDTAمده اضافه کنید و با دقت و به آرامی با قطره معرف اریوکروم بلک تی را به محلول به دست آ 10

 است.  EDTAتغییر رنگ مانند مرحله استاندارد کردن تیتر کنید. 

ط است. برای رفع شود، علت آن احتمالًا وجود مقدار زیادی فسفات در محیاگر پایان نقطه تیتراسیون به سختی ایجاد می

ن بیافزایید. مقداری آهای مورد نیاز را به این مشکل، مقداری از عصاره را بردارید و طبق روش مشروح در پاراگراف قبل محلول

برسانید.  10را به pH  لیتر یا بیشتر محلول بافرمیلی 15)اضافه بر مورد نیاز محلول( به محیط اضافه و با افزودن  EDTAمعین 

معرف  طرهق 10محلول را تا نزدیک نقطه جوش چند دقیقه حرارت دهید تا انجام واکنش تسریع گردد. بعد از سرد شدن، 

در نهایت مجموع  د.اریوکروم بلک تی اضافه کنید و با استاندارد کلسیم تیتر نمایید تا رنگ از آبی به قرمز ثابت تبدیل شو

 شود:والان بر لیتر از رابطه زیر محاسبه میغلظت کلسیم و منیزیم در محلول خاک بر حسب میلی اکی

        𝐶𝑎 + 𝑀𝑔 =
1000×(𝑎−𝑏)×𝑁

𝐶
 

a  حجمEDTA لیترمصرفی برای نمونه عصاره بر حسب میلی 

b  حجمEDTA لیترمصرفی برای نمونه بلانک بر حسب میلی 

N  نرمالیتهEDTA 

C لیترحجم عصاره خاک تیتر شده بر حسب میلی 

 ملاحظات

هیدروکلراید مین آهیدروکسیل اگر از معرف اریوکروم بلک تی با ماندگاری شش ماهه استفاده کردید، نیازی به افزودن  -

 به عصاره نمونه خاک ندارید.

آمدن نتایج مساوی از افزایش و یا عدم افزایش  های هر منطقه و در صورت به دستبا بررسی اجمالی روی عصاره خاک -

ه ی ذکر شده به نمونتوانید از افزایش مواد شیمیایپتاسیم سیانید، پتاسیم فروسیانید و تری اتانول آمین به عصاره خاک، می

 . (30) گیری صرف نظر نماییدمورد اندازه

 

 

 

 

 

 



 تهیه نقشه تنوع زیستی خاک –فصل پنجم  29/12/1402 88

 

 فهرست منابع و مراجع

1.  FAO, ITPS, GSBI, CBD, EC. State of knowledge of soil biodiversity: Status, challenges and 

potentialities. Rome; 2020.  

2.  Jeffery S, Gardi C, Jones A, Montanarella L, Marmo L, Miko L, et al. Biodiversity, European Atlas of 

Soil. Luxembourg: European Commission, Publications Office of the European Union; 2010.  

1398قانون حفاظت از خاک.   .3  p. 91/20704.  

4.  Chapin FS, Matson PA, Mooney HA. Principles of Terrestrial Ecosystem Ecology. Springer New 

York, NY; 2002.  

5.  Karlen DL, Mausbach MJ, Doran JW, Cline RG, Harris RF, Schuman GE. Soil Quality: A Concept, 

Definition, and Framework for Evaluation (A Guest Editorial). Soil Sci Soc Am J [Internet]. 1997 Jan 

1;61(1):4–10. Available from: https://doi.org/10.2136/sssaj1997.03615995006100010001x 

6.  Srivastava DS, Vellend M. Biodiversity-Ecosystem Function Research: Is It Relevant to Conservation? 

Annu Rev Ecol Evol Syst [Internet]. 2005 Nov 10;36(1):267–94. Available from: 

https://doi.org/10.1146/annurev.ecolsys.36.102003.152636 

7.  Stavi I, Bel G, Zaady E. Soil functions and ecosystem services in conventional, conservation, and 

integrated agricultural systems. A review. Agron Sustain Dev [Internet]. 2016;36(2):32. Available 

from: https://doi.org/10.1007/s13593-016-0368-8 

4021آیین نامه اجرایی قانون حفاظت از خاک.   .8  p. 198653/ هـ58331ت .  

9.  FAO. Keep soil alive, protect soil biodiversity. Rome, Italy; 2021.  

10.  Alef K, Nannipieri PBT-M in ASM and B, editors. 7 - Enzyme activities. In London: Academic Press; 

1995. p. 311–73. Available from: 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780125138406500227 

11.  Belnap J, Lange OL, editors. Biological Soil Crusts: Structure, Function, and Management. Springer 

Berlin, Heidelberg; 2003. XVIII, 506.  

12.  Maestre FT, Quero JL, Gotelli NJ, Escudero A, Ochoa V, Delgado-Baquerizo M, et al. Plant Species 

Richness and Ecosystem Multifunctionality in Global Drylands. Science (80- ) [Internet]. 2012 Jan 

13;335(6065):214–8. Available from: https://doi.org/10.1126/science.1215442 

13.  Anderson JM, Ingram JSI. Tropical Soil Biology and Fertility: A Handbook of Methods. Wallingford: 

CAB International; 1993.  

ت برنامه ریزی (. دفتر نظام فنی اجرایی معاون467دستورالعمل تجزیه های آزمایشگاهی نمونه های خاک و آب )نشریه شماره   .14

1387 ;و نظارت راهبردی رییس جمهور .  

15.  Calviño DF, Gómez DS, Brandt KK, Waeyenberge L. HANDBOOK: Protocols for sampling, general 

soil characterization and soil biodiversity analysis. SoildiverAgro project financed by the European 

Union; 2020.  

16.  Orgiazzi A, Panagos P, Fernández-Ugalde O, Wojda P, Labouyrie M, Ballabio C, et al. LUCAS Soil 

Biodiversity and LUCAS Soil Pesticides, new tools for research and policy development. Eur J Soil 

Sci [Internet]. 2022 Sep 1;73(5):e13299. Available from: https://doi.org/10.1111/ejss.13299 

ن های مرتعی مصدقی م. ارزیابی پایداری ساختمان خاک به روش الک تر در برخی از مکا .،بصیری م .،بشری ح .،م.رنانی م  .17

. 1393؛18(4: )211-133. استان اصفهان. نشریه علوم آب و خاک )علوم و فنون کشاورزی و منابع طبیعی(  

18.  Huber S, Prokop G, Arrouays D, Banko G, Bispo A, Jones R, et al. Environmental Assessment of Soil 

for Monitoring Volume I: Indicators and Criteria. Luxembourg; 2008.  

19.  Rossi F, Mugnai G, De Philippis R. Complex role of the polymeric matrix in biological soil crusts. 

Plant Soil [Internet]. 2018;429(1):19–34. Available from: https://doi.org/10.1007/s11104-017-3441-4 

20.  Bissett A, Fitzgerald A, Meintjes T, Mele PM, Reith F, Dennis PG, et al. Introducing BASE: the 

Biomes of Australian Soil Environments soil microbial diversity database. Gigascience [Internet]. 

2016;5(1):21. Available from: https://doi.org/10.1186/s13742-016-0126-5 

21.  ISO. Soil quality Pretreatment of samoles for physico-chemical analysis. 2006;(11464).  

22.  ISO. Soil quality Determination of dry matter and water content on a mass basis Gravimetric method. 

1993;11465.  



 89                                                                                           29/12/1402            تهیه نقشه تنوع زیستی خاک             –پنجم فصل 

 

23.  ISO. Soil quality Determination of particle density. 1998;(11508).  

. موسسه تحقیقات خاک و 893زاده ع. شرح روش های تجزیه شیمیایی خاک )جلد اول( نشریه شماره احیایی م, بهبهانیعلی  .24

1372 ;آب .  

25.  Sumner ME. Handbook of soil science.  TA  - TT  -. Boca Raton, Fla SE  - 1 volume (various pagings) : 

illustrations ; 26 cm: CRC Press Boca Raton, Fla; 2000.  

26.  Kemper WD, Rosenau RC. Aggregate stability and size distribution. In: Klute A, editor. Methods of 

Soil Analysis. 2 nd. Madison, Wisconsin; 1986. p. 425–42.  

27.  POJASOK T, KAY BD. ASSESSMENT OF A COMBINATION OF WET SIEVING AND 

TURBIDIMETRY TO CHARACTERIZE THE STRUCTURAL STABILITY OF MOIST 

AGGREGATES. Can J Soil Sci [Internet]. 1990 Feb 1;70(1):33–42. Available from: 

https://doi.org/10.4141/cjss90-004 

28.  Six J, Elliott ET, Paustian K, Doran JW. Aggregation and Soil Organic Matter Accumulation in 

Cultivated and Native Grassland Soils. Soil Sci Soc Am J [Internet]. 1998 Sep 1;62(5):1367–77. 

Available from: https://doi.org/10.2136/sssaj1998.03615995006200050032x 

29.  Kimble JM, Follett RF, Stewart BA, editors. Assessment Methods for Soil Carbon. CRC Press; 2000.  

. موسسه تحقیقات خاک و آب1024احیایی م. شرح روش های تجزیه شیمیایی خاک )جلد دوم( نشریه علی  .30 ;  

31.  McGeorge WT. Diagnosis and Improvement of Saline and Alkaline Soils. Soil Sci Soc Am J [Internet]. 

1954 Jul 1;18(3):348. Available from: https://doi.org/10.2136/sssaj1954.03615995001800030032x 

32.  Joergensen RG. 8 - Microbial biomass. In: Alef K, Nannipieri PBT-M in ASM and B, editors. London: 

Academic Press; 1995. p. 375–417. Available from: 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780125138406500239 

33.  Horwath WR, Paul EA. Microbial Biomass. In: Weaver, R.W., Angle, S., Bottomley, P., Bezdicek, D., 

Smith, S., Tabatabai, A., Wollum A, editor. Methods of Soil Analysis [Internet]. John Wiley & Sons, 

Ltd; 1994. p. 753–73. Available from: 

https://acsess.onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.2136/sssabookser5.2.c36 

34.  Alef K, Nannipieri PBT-M in ASM and B, editors. 5 - Estimation of microbial activities. In London: 

Academic Press; 1995. p. 193–270. Available from: 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780125138406500203 

35.  Fernández I, Cabaneiro A, Carballas T. Organic matter changes immediately after a wildfire in an 

atlantic forest soil and comparison with laboratory soil heating. Soil Biol Biochem [Internet]. 

1997;29(1):1–11. Available from: 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0038071796002891 

36.  Suman A, Lal M, Singh AK, Gaur A. Microbial Biomass Turnover in Indian Subtropical Soils under 

Different Sugarcane Intercropping Systems. Agron J [Internet]. 2006 May 1;98(3):698–704. Available 

from: https://doi.org/10.2134/agronj2005.0173 

37.  Dickerson OJ. An evaluation of the direct centrifugal-flotation methods of recovering nematodes from 

soil. Plant Dis Rep. 1977;61:1054–7.  

38.  PM 7/119 (1) Nematode extraction. EPPO Bull [Internet]. 2013 Dec 1;43(3):471–95. Available from: 

https://doi.org/10.1111/epp.12077 

39.  Alef K. 4 - Enrichment, isolation and counting of soil microorganisms. In: Alef K, Nannipieri PBT-M 

in ASM and B, editors. London: Academic Press; 1995. p. 123–91. Available from: 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780125138406500197 

40.  Raiesi F, Kabiri V. Identification of soil quality indicators for assessing the effect of different tillage 

practices through a soil quality index in a semi-arid environment. Ecol Indic [Internet]. 2016;71:198–

207. Available from: https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1470160X16303910 

41.  Lagomarsino A, Benedetti A, Marinari S, Pompili L, Moscatelli MC, Roggero PP, et al. Soil organic 

C variability and microbial functions in a Mediterranean agro-forest ecosystem. Biol Fertil Soils 

[Internet]. 2011;47(3):283–91. Available from: https://doi.org/10.1007/s00374-010-0530-4 

42.  Kandeler E, Eder G. Effect of cattle slurry in grassland on microbial biomass and on activities of 

various enzymes. Biol Fertil Soils [Internet]. 1993;16(4):249–54. Available from: 

https://doi.org/10.1007/BF00369300 



 تهیه نقشه تنوع زیستی خاک –فصل پنجم  29/12/1402 90

 

43.  Trasar-Cepeda C, Leirós MC, Gil-Sotres F. Hydrolytic enzyme activities in agricultural and forest soils. 

Some implications for their use as indicators of soil quality. Soil Biol Biochem [Internet]. 

2008;40(9):2146–55.  

44.  Bashir Y, Pradeep Singh S, Kumar Konwar B. Metagenomics: An Application Based Perspective. Song 

J, editor. Chinese J Biol [Internet]. 2014;2014:146030. Available from: 

https://doi.org/10.1155/2014/146030 

45.  Prayogo FA, Budiharjo A, Kusumaningrum HP, Wijanarka W, Suprihadi A, Nurhayati N. 

Metagenomic applications in exploration and development of novel enzymes from nature: a review. J 

Genet Eng Biotechnol [Internet]. 2020;18(1):39. Available from: https://doi.org/10.1186/s43141-020-

00043-9 

46.  Ariaeenejad S, Sheykh Abdollahzadeh Mamaghani A, Maleki M, Kavousi K, Foroozandeh Shahraki 

M, Hosseini Salekdeh G. A novel high performance in-silico screened metagenome-derived alkali-

thermostable endo-β-1,4-glucanase for lignocellulosic biomass hydrolysis in the harsh conditions. 

BMC Biotechnol [Internet]. 2020;20(1):56. Available from: https://doi.org/10.1186/s12896-020-

00647-6 

47.  Parks DH, Imelfort M, Skennerton CT, Hugenholtz P, Tyson GW. CheckM: assessing the quality of 

microbial genomes recovered from isolates,  single cells, and metagenomes. Genome Res. 2015 

Jul;25(7):1043–55.  

48.  Nübel U, Garcia-Pichel F, Muyzer G. PCR primers to amplify 16S rRNA genes from cyanobacteria. 

Appl Environ Microbiol. 1997 Aug;63(8):3327–32.  

49.  Taton A, Grubisic S, Brambilla E, De Wit R, Wilmotte A. Cyanobacterial diversity in natural and 

artificial microbial mats of Lake Fryxell  (McMurdo Dry Valleys, Antarctica): a morphological and 

molecular approach. Appl Environ Microbiol. 2003 Sep;69(9):5157–69.  

50.  Corless CE, Guiver M, Borrow R, Edwards-Jones V, Kaczmarski EB, Fox AJ. Contamination and 

sensitivity issues with a real-time universal 16S rRNA PCR. J Clin Microbiol. 2000 May;38(5):1747–

52.  

51.  GARDES M, BRUNS TD. ITS primers with enhanced specificity for basidiomycetes - application to 

the identification of mycorrhizae and rusts. Mol Ecol [Internet]. 1993 Apr 1;2(2):113–8. Available 

from: https://doi.org/10.1111/j.1365-294X.1993.tb00005.x 

52.  Ferrera I, Massana R, Balagué V, Pedrós-Alió C, Sánchez O, Mas J. Evaluation of DNA extraction 

methods from complex phototrophic biofilms. Biofouling. 2010 Apr;26(3):349–57.  

53.  Herlemann DPR, Labrenz M, Jürgens K, Bertilsson S, Waniek JJ, Andersson AF. Transitions in 

bacterial communities along the 2000 km salinity gradient of the Baltic Sea. ISME J [Internet]. 

2011;5(10):1571–9. Available from: https://doi.org/10.1038/ismej.2011.41 

54.  Mehda S, Muñoz-Martín MÁ, Oustani M, Hamdi-Aïssa B, Perona E, Mateo P. Microenvironmental 

Conditions Drive the Differential Cyanobacterial Community Composition of Biocrusts from the 

Sahara Desert. Vol. 9, Microorganisms. 2021.  

55.  Isong IA, John K, Okon PB, Ogban PI, Afu SM. Soil quality estimation using environmental covariates 

and predictive models: an example from tropical soils of Nigeria. Ecol Process [Internet]. 

2022;11(1):66. Available from: https://doi.org/10.1186/s13717-022-00411-y 

56.  Rutgers M, van Leeuwen JP, Vrebos D, van Wijnen HJ, Schouten T, de Goede RGM. Mapping Soil 

Biodiversity in Europe and the Netherlands. Vol. 3, Soil Systems. 2019.  

 

 

 

 


