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Abstract 
Background & Objectives: Despite of widely use of pesticides in agricultural industry, their          

ecotoxicological impacts on the environment are not still well understood. In the present study, the 

effects of chlorpyrifos and deltamethrin pesticides on soil microbial diversity in different salinities 

were investigated.  

Materials and methods: Four soil samples with various salinities (0, 1%, 2% and 4%) were       

contaminated with 200 mg/kg of chlorpyrifos and deltamethrin. Then, the effects of these        

compounds were investigated by culture-dependent and Next Generation Sequencing (NGS) 

methods. The dominant bacterial strains were isolated and compared with the results of the NGS 

method.  

Results: Remarkable groups of active soil species were destroyed. The main groups at the phylum 

level were, Firmicutes, Proteobacteria, Bacteroidetes and Actinobacteria. Examination of the   

pattern of operational taxonomic unit (OTU) showed that the lowest abundance belonged to the 

group of soil samples contaminated with chlorpyrifos and the highest abundance belonged to the 

non-contaminated sample. Alpha diversity analysis revealed that the highest number of strains 

was observed in non-saline and uncontaminated soil microcosms, and the lowest number of strains 

was observed in the presence of deltamethrin (1% salinity) and chlorpyrifos (0% salinity).  

Conclusion: The results indicated that soil salinity had significant impact on the resistance of soil 

microorganisms to the chlorpyrifos and deltamethrin. Every soil samples will have its own        

microbial composition based on its physicochemical conditions under the influence of pesticide 

contamination. By comparison of microbial composition by culture-dependent and                    

molecular-based methods, almost similar findings were obtained.  

Keywords: Soil microbial composition, Next Generation Sequencing, chlorpyrifos, deltamethrin, 

Soil Salinity.  
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 ها مجله دنیای میکروب
 0611( بهار 64سال چهاردهم شماره اول )پیاپی 

 10-46صفحات 

های وابسته به کشت  های شور به کمک روش کش بر جمعیت میکروبی خاک تاثیر سموم آفت

 یابی نسل جدید و توالی
 1، ابراهیم علایی0، اعظم حدادی*1، محمود شوندی0صفورا هاشمی جوکار

 گروه میکروبیولوژی، دانشکده علوم پایه، واحد کرج، دانشگاه آزاد اسلامی، کرج، ایران.  1 
 پژوهشکده محیط زیست و بیوتکنولوژی، پژوهشگاه صنعت نفت، تهران، ایران. 2

 چکیده

قارار   ها مورد مطاالاعاهمحیطی آن ها در صنعت کشاورزی، تأثیرات مخرب زیست کش رغم استفاده گسترده آفتعلی  سابقه و هدف:

های مختلف بررسای  های کلرپیریفوس و دلتامترین بر تنوع میکروبی خاک در شوریکشنگرفته است. در پژوهش حاضر، تأثیر آفت

 شد.

از هار یاا از تارکایا اات  mg/kg 200%( به میزان  4% و  2%،  1های مختلف )صفر، چهار نمونه خاک با شوری  ها: مواد و روش

های وابسته به کشت  ها بر جمعیت میکروبی خاک به کما روشکشکلرپیریفوس و دلتامترین آلوده شدند. تأثیرات مخرب این آفت

  نسال  یاابای های شاخص، جداسازی و با نتایج حاصل از روش توالی بررسی شد. در ادامه، باکتری (NGS)یابی نسل جدید  و توالی

 جدید مقایسه شد. 

هاا، های اصلی در سطح شاخه فرمایاکاوتا ها از بین رفتند. گروهکشهای فعال خاک در اثر این آفت درصد بالایی از گونه  ها: یافته

ها نشان داد در بین نمونه  (OTU)ها، باکتروئیدها و اکتینوباکترها بودند. بررسی الگوی واحدهای عملکردی تاکسونومیاپروتئوباکتر

های خاک آلوده به کلرپیریفوس و بالاترین فراوانی مربوط به نمونه شاهد غیارآلاوده باود.  که کمترین فراوانی مربوط به گروه نمونه

تریان تاعاداد  ها در میکروکازم خاک غیر شور و غیرآلوده و پایینمقایسه با استفاده از آنالیز آلفا نیز نشان داد که بالاترین تعداد سویه

 % شوری( مشاهده شد.0% شوری( و کلرپیریفوس ) 1ها در حضور دلتامترین ) سویه

هاای ماوجاود در خااک در حضاور  نتایج بدست آمده حاکی از تأثیر قابل توجه شوری بر مقاومت میکروارگانیسم  گیری: نتیجه

کش بر اساس شرایط فیزیکوشیمیاایای های مورد مطالعه تحت تاثیر آلودگی سموم آفتکلرپریفوس و دلتامترین بود. هر یا از خاک

های ماولاکاولای های وابسته به کشت و روشها با روشخود، جمعیت میکروبی اختصاصی خود را خواهد داشت و در بررسی آن

 های تقری ا مشابهی بدست آمد. یافته

  دلتامترین، شوری خاک.  کلرپیریفوس،  جدید، نسل یابی جمعیت میکروبی خاک، توالی واژگان کلیدی:

   140091922پذیرش مقاله:                                 119991191ویرایش مقاله:                                 119999914دریافت مقاله: 

*( آدرس برای مکات ه: پژوهشکده محیط زیست و بیوتکنولوژی، پژوهشگاه صنعت نفت، تهران.    

  shavandim@ripi.irپست الکترونیا:                            021-41255144تلفن: 

 م دمه     

های ارگانوفسفره ن یر کلروپریفوس به من ور کنتارل                                                  کش    حشره    

ای      حشرات خانگی، کشاورزی و امور دام زشکی کاربرد گسترده                                                  

دارند. ورود کنترل نشده این ترکی ات به محیط زیست تهدیادی                                                        

آیاد.        های   یعی به شمار مای                      برای سلامتی عمومی و اکوسیستم                           

شود که          از سوی دیگر نر  تجزیه پایین این ترکی ات موج  می                                               

 ( /http://creativecommons.org/licenses/bync/4.0حقوق نویسندگان محفوظ است. این مقاله با دسترسی آزاد و تحت مجوز مالکیت خالاقااناه )
 ها منتشر شده است. هرگونه استفاده غیرتجاری فقط با استناد و ارجاع به اثر اصلی مجاز است. در فصلنامه دنیای میکروب
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 (.    1برای مدت  ولانی در محیط ماندگاری داشته باشند )                                             

مطالعات متعددی بر تأثیرات منفی این ترکیا اات سامای بار                                                   

ریدانو و هاماکااران (.      4و 2سلامتی انسان صورت گرفته است )                            

نشان دادند که بیان ژن گیرنده فااکاتاور رشاد انادوتالایاال              

 (endothelial ،عروقی، عروق پراکسیزوم گامای فاعاال شاده )

زیر واحد گاناادوتاروپایان   βآلفا و -1فاکتور القای هی وکسی 

( انسان با قرار گرفتان در chorionic gonadotropinکوریونی )

  (.5یابد ) معرض کلرپیریفوس کاهش می

هان و همکاران نیز اث ات کردند که با قرار گرفتن در ماعارض 

های ک د فی روز شده و منجر به افزایش تاناش  دلتامترین، سلول

سازی دگارگاونای  و فعال Smad2/3اکسیداتیو، فسفوریلاسیون 

(. تأثیرات منفی دلاتااماتاریان بار 4شود ) می β1فاکتور رشد 

های مغزی زن ورهای عسل نیز به اث اات رسایاده  رونویسی ژن

 (.7است )

هاا از    های بسیاری جهت پاکسازی این آلایاناده   برآن، تلاش   علاوه  

هاای    (. در ایان زمایاناه، روش 1خاک و آب صورت گرفته است ) 

فیزیکی، شیمیایی و زیستی نامزدهای حذف و یا تجزیه تارکایا اات  

ارگانوفسفاوره و پاایارتاروئایادی از بساتارهاای ماخاتالاف                   

 (.  11و   9و   1هستند ) 

های ترکی ات رایج  های متعددی در زمینه آسی  هرچند پژوهش

ارگانوفسفوره و پایرتروئیدی بر سلامت انسان و حیوانات و نیز 

ها از محیط زیست انجام شده است، اما تعداد کمی  پاکسازی آن

بر محیط زیست متمرکز  ها کش آفتها بر تأثیرات سوء این  از آن

(. بر اساس گزارشی کلرپیریفوس به عاناوان 11و12شده است )

عامل مهارکننده فرایندهای نیتریفیکاسیون مایاکاروبای خااک 

(. همچنین عنوان شده است که خاوا  14شناخته شده است )

شیمیایی خاک در حضور کلرپیریفوس و دلتااماتاریان -فیزیکی

 (.  15یابد ) تغییر می

در پژوهشی دیگر، اثر آلودگی خاک به کلرپیریفوس بر جاماعاه 

میکروبی مورد مطالعه قرار گرفت و نشان داده شد کاه گاوناه 

-کلرو تری-1،5،4قادر به تجزیه کلرپیریفوس به  استرپتومایس 

اتیل فسفوروتیوات است که ترکیا ااتای باا  پاریدینول و دی-2

(. همچنیان، 14تر نس ت به کلرپیریفوس هستند ) درجه خطر کم

تأثیر قابل توجه باکتری تجزیه کننده کلرپیریافاوس بار رشاد 

گیاهان در یا منطقه آلوده توسط اک ر و همکاران مورد مطالعاه 

(. با این وجود، نشان داده شده است که تاناوع 17قرار گرفت )

مااناده  تواند تحت تأثیر سم کلرپیریفوس باقی میکروبی خاک می

(. فانگ و همکاران نشاان دادناد کاه 11در خاک قرار گیرد )

پاشی مداوم کلرپیریفوس منجر به افزایش نر  تجزیاه ایان  سم

ترتایا ،  این شود. به ترکی  در خاک توسط جوامع میکروبی می

ها به مایازان قاابال  اثر مهاری کلرپیریفوس بر میکروارگانیسم

 (.19توجهی کاهش یافت )

در مطالعه مونوز لوئز و همکاران نشان داده شاده اسات کاه 

دلتامترین خاصیت مهاری بر تنف  میکروبی خاک تحت شرایط 

هوازی دارد. این در حالی است که پدیده فاوق در حضاور  بی

(. در مقابل این نتایج، ویدنفالاا و 20شود ) نیترات بر رف می

همکاران نشان دادند که دلتامترین بر تنف  جوامع مایاکاروبای 

 (. 21موجود در رسوبات تأثیر قابل توجهی ندارد )

برآن، نشان داده شده است که آلودگی خاک به دلتامتریان   علاوه

کاناناده  هاای تاجازیاه موج  افزایش جمعیت میکروارگانیسم

(. اخیرا، ژان و هاماکااران مسایارهاای 22شود ) دلتامترین می

 هاای کاش آفاتهای مصارف کاناناده  متابولیکی تجزیه سویه

ها اقرار داشتاناد  پایرتروئیدی را مورد بررسی قرار دادند، اما، آن

پالایی موثر، نیازمند اجرای یاا  که دستیابی به یا روش زیست

های تجزیاه کاناناده  مطالعه و پژوهش کامل بر میکروارگانیسم

 (.9پایرتروئیدها است )

در مجموع، متأسفانه تاکنون پژوهش کاملی در زمینه تغایایارات 

تنوع زیستی خاک پ  از آلودگی به ترکی ات ارگاناوفسافاره و 

پایرتروئیدی صورت نگرفته است. با توجه به اینکه سموم آفات 

کش مورد استفاده در باغات و زمینهای کشاورزی از  ریق آب 

شود، ایان  های سطحی وارد نواحی با خاک های نس تا شور می

بار تاناوع  هاا کاش آفتپژوهش باهدف مطالعه تأثیر آلودگی 

های متفاوت باه کاماا روش  میکروبی خاک های با شوری

هاای اصالای  یابی نسل جدید به من ور شناسایی باکتاری توالی
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های خاک مختلف اناجاام  در نمونه ها کش آفتتجزیه کننده این 

شد و در نهایت نتایج حاصل شده با نتایج روش وابساتاه باه 

کشت مقایسه گردید. دانش حاصل از این مطالعات عالاوه بار 

ها بر جمعیت میکروبی خااک،  روشن نمودن اثر ورود آفت کش

  در تعیین راه رد رفع آلودگی این ترکی ات نیز موثر است.

 

 ها مواد و روش

پ  از تعیین  ی مورد مطالعه و گردآوری نمونه: الف( منطقه

دلتامترین  های کش آفتنقاط نمونه برداری، به من ور مطالعه اثر 

و کلرپیریفوس بر تنوع میکروبی خاک و نیز جداسازی 

های خاک از  ، نمونهها کش آفتهایی با قابلیت تجزیه این  باکتری

ی مختلف از روستای رحمانیه، از توابع شهرستان  منطقه 10

متری خاک به شعاع  سانتی 0-20اشتهاردِ استان ال رز، از عمق 

ی تجهیزات استریل تهیه شده و  متر از سطح زمین به وسیله 15

 در ظروف استریل به آزمایشگاه منتقل شدند.

های مورد پژوهش در   آوری نمونه ی جمع مختصات منطقه 

ها تا زمان شروع آزمون  ارائه شده است. تمامی نمونه 1جدول 

 (.24و21درجه سلسیوس نگهداری شدند ) 4در دمای 

های  برداری از زمین مشخصات و مختصات جغرافیایی منا ق نمونه :1جدول 

 زراعی روستای رحمانیه

  مختصات جغرافیایی نمونه  مختصات جغرافیایی نمونه

1 50.616550 
35.743453 

4 50.612223 
35.747003 

2 50.615236 

35.743931 
7 50.410977 

33.750228 

1 50.613446 
35.744622 

1 50.611314 
35.749803 

4 50.613147 
35.745493 

9 50.611830 
35.749211 

5 50.612574 
35.746423 

10 50.414129 
15.711512 

 Electrical)   گایاری هادایات الاکاتاریاکای با روش انادازه

Conductivity ) های خاک باا شاوری  تعیین شد. س   نمونه

 2(، شاوری 1درصد )نمونه  1(، شوری 10صفر درصد )نمونه 

( بار اسااس 1درصد )ناماوناه  4( و شوری 2درصد )نمونه 

هاا باا شاوری  بندی موسسه کشاورزی امریکا برای خاک دسته

های غیرشور، کم شاور و لا   مختلف، به عنوان نماینده خاک

 شور انتخاب شدند.

به من ور بررسی ناحاوه (:  microcosm راحی میکروکازم )ج( 

 11بر جمعیت میکروبی خاک، ابتادا مایازان  ها کش آفتتأثیر 

کش دلتامترین و کلرپیریفوس )غلطت ناهاایای  گرم از آفت میلی

mg/kg  200 لیتر استاون  میلی 250کش در خاک( در  از هر آفت

های خاک با درصاد شاوری  گرم از نمونه 400حل شده و به 

مختلف )صفر، یا، دو و چهار درصد( اضافه و کاملا هماگان 

های خااک  شد. پ  از ت خیر حلال در زیر هود شیمیایی، نمونه

( منتقل شادناد    2cm 15 ×20های پلاستیکی ) آماده شده به ظرف

هاای  (. به من ور تأمین نیترات و فسفات مورد نیاز باکاتاری25) 

گرم( و فسااافاات میلی 1های نیتاارات آمونیااوم ) خاک، نما

گرم آب مقطر استریل باه میلی 10گرم( در میلی 091پتاساایم )

دلتامترین و کلرپیاریافاوس و  های کش آفتهای آلوده به  خاک

میکروکازم شاهد )حاوی استون خالص( افزوده شد. به منا اور 

ت ادل هوا منافذی بر روی در ظروف تع یه شد. پا  از آمااده 

شدن ظروف وزن شده و به صورت هفتگی ر وبت از دسات 

 رفته با افزودن آب مقطر استریل ج ران شد.

از  های خاک آلوده به روش وابسته به کشت: بررسی باکتری د(

های تهیه شده، در فواصل زمانی مشخاص  هر یا از میکروکازم

هاای  هفته( به میزان یا گرم نمونه خاک برداشته شد. رقات 1) 

تهیه شده و س   در شارایاط  10-10ها تا رقت   سریالی از نمونه

میکرولیتر از هر رقت با استفاده از ساما الار باه  100استریل 

های مشابه با هر کدام از  با شوری R2Aهای کشت جامد  محیط

درصد و  2درصد،  1کش )صفردرصد،  های آلوده به آفت خاک

های تلقیح شده به مدت یا هافاتاه  پلیتدرصد( کشت شد.  4

ی سلسایاوس گارماخااناه گاذاری شاد.  درجه 10در دمای 
 های مناس  به من ور بررسی تنوع میکروبای: ب( گزینش نمونه

هاای خااک       برای اجرای مراحل بعدی پژوهش، شوری نموناه
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های ایجاد شده  کلنی های غال  هر میکروکازم از بین تا باکتری

مختلف بار اسااس   های کشت با رقت و شوری بر روی محیط

خصوصیات مورفولوژیا انتخاب و خالص شدند. به مانا اور 

مرت ه و باه  1ها  های جدا شده، جدایه ا مینان از خلو  باکتری

 صورت خطی کشت داده شدند. 

 DNAبه من ور استخراج های خاک:  از نمونه DNAه( استخراج 

، آلاماانDNA (Macherey Nagel )از خاک، از کیت استخراج 

بر اساس دستورالعمال شارکات  DNAهای  استفاده شد. نمونه

درجاه  -20سازنده استخراج شده و تا زمان استفاده در دمای 

 400ای به  اول تاقاریا ای  سلسیوس نگهداری شدند. قطعه

با پلتفرم ایلاومایاناا  16S rRNAژن  V3-V4نوکلئوتید از ناحیه 

Hiseq 2500  توسط شرکتNovogene یاابای  به روش تاوالای

 (.24نسل جدید تعیین توالی شدند )

ژناومای  DNAجهت استخراج  از باکتری:  DNAو( استخراج 

های تجزیه کاناناده  های خالص شده و شناسایی باکتری باکتری

 DNAدلتامترین و کلرپیریفوس، از کیت استخراج  های کش آفت

آلاماان(   NucleoSpin Microbial DNA kit ،MNاز باکتری )

استخراج شده باا  DNAهای  نمونه 16S rRNAاستفاده شد. ژن 

-ʹ9F (5کما پرایمرهای اختصاصی ایان ژن ماوساوم باه 

AAGAGTTTGATCATGGCTCAG-3ʹ15141( وR (5ʹ-

AGGAGGTGATCCAACCGCA-3ʹ)  با روشPCR  تکثایار

سازی، به صاورت یاا  پ  از خالص PCRشدند. محصولات 

 رفه و بدون کلونینگ تعیین توالی شدند )شرکت میکروسنا  

 Blastها از نرم افزار آنالایان  سوئی (. جهت شناسایی جدایه

 استفاده شد.  EzTaxonپایگاه 

های شناسایی شاده باا  توالی ها: ز( تجزیه و تحلیل آماری داده

مقایسه شدناد و  NCBIهای موجود در پایگاه داده ژن در  توالی

% ش اهت یا بیشتر در توالی در یا گروه قارار  91های با   سویه

هاا از   گرفتند. به من ور محاس ه تنوع آلفا، پیچیدگی تنوع گوناه

، شااخاص Chao ،ACEهای مختلفی از جمله   ریق شاخص

 QIIMEشنون و شاخص سیم سون که با استفاده از نرم افازار

( نشاان 15و2)     R( محاس ه و به کما نرم افازار1.1.0نسخه )

 داده و مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت. 

اناجاام    QIIMEهمچنین، بررسی تنوع بتا با کما نارم افازار 

های جمع آوری شده شاخاص در  گرفت. تجزیه و تحلیل داده

گیری از آنالیز  و با بهره SPSSها با استفاده از نرم افزار   بین گونه

واریان  یا  رفه مورد مطالعه و تحلیل آماری قرار گارفات. 

( بایاان شاده و ± SDمقادیر به دست آمده برحس  )میانگین

 معنی دار در ن ر گرفته شد. 0905کمتر از   p مقادیر
 

 ها یافته

های مورد بررسی نشان داد که تمامی  آنالیز بافت خاک در نمونه

% سیالات 50تا  40% ماسه و بین 10ها تقری ا دارای حدود  خاک

بندی نوع خاک بر اسااس اساتاانادارد  بودند و لذا از ن ر دسته

( در دساتاه )USDAبندی سازمان کشاورزی آماریاکاا  دسته

ناحاوه  2گیرناد. جادول  ای قرار می ماسه -های سیلتی خاک

استخراج شاده   DNAهای کدگذاری، شوری و نیز غل ت نمونه

مارباوط باه سام   Cدهد. گاروه ها را نشان می از میکروکازم

مربوط   Sمربوط به سم دلتامترین و گروه Dکلرپیریفوس، گروه 

های ماخاتالاف  ها با شوری های شاهد است. این نمونه به نمونه

 صفر، یا، دو و چهار درصد مورد مطالعه قرار گرفتند.

 استخراج شده DNAها و غل ت  نامگذاری نمونه :2جدول 

  DNAغلظت 

(ng/µL) 
  نمونه  آلاینده  شوری

4499  1%   C1  کلرپیریفوس 

10491  1%   D1 دلتامترین  

  C2  کلرپیریفوس  % 2 7192

  D2 دلتامترین   % 2 11092

  C3  کلرپیریفوس  % 4 10195

  D3 دلتامترین   % 4 4497

  C0  کلرپیریفوس  % 0 29195

  D0 دلتامترین   % 0 12191

1794 1 %  - S1  

2297 2 %  - S2  

1995 4 %  - S3  

794 0 % - S0  
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، الگوی واحدهای عملکاردی تااکساوناومایاا   1مطابق شکل

(Operational taxonomic unit)  نشان دهنده اختلافات قاابال

هاای ماخاتالاف  توجهی در فراوانی جوامع میکروبی بین گروه

نشان داده شده است، کماتاریان  1است. همانطور که در شکل 

های خاک آلوده به کلرپیریافاوس  فراوانی مربوط به گروه نمونه

است و بالاترین فراوانی در نمونه شاهد مشاهده شد. در عایان 

حال، مشخص شد که شوری خاک نیز از جمله عوامل موثر بار 

های باکتریاایای  بیشترین گونه  S1تنوع میکروبی است. در گروه

های  ، گونهS2بود و در گروه  پروتئوباکترو  اکتینوباکترمربوط به 

های آلوده به  خاک  ها در گروه  مشاهده شد. بررسی مایکوباکتراز 

دهاد ایان  های دلتامترین و کلروپریفیوس نشاان مای کش آفت

باشند و در  های باکتریایی بسیار متفاوت می ها از ن ر گونه  گروه

ها بااقای   های محدودی در این خاک ها تعداد گونه  برخی نمونه

 اند.  مانده

 

 

 

 

 

 

( ناماوناه Sهای خاک مورد مطالعه.  در نمونه  OTUsفراوانی نس ی  : 1شکل 

  ( نمونه آلوده به دلتامترین.D( نمونه آلوده به کلرپریفوس؛ Cغیر آلوده؛ 

( نمونه غیار  Sهای خاک مورد مطالعه.    ( در نمونه  )PCAآنالیز مؤلفه اصلی   :2شکل  

 ( نمونه آلوده به دلتامترین. D( نمونه آلوده به کلرپریفوس؛  Cآلوده؛  

 Principal componentالف( تجزیه و تحلیل مؤلفه اصالای )

analysis :) های مختلاف در  ش اهت جوامع میکروبی بین گروه

یا روش آمااری بارای   PCAنشان داده شده است.  2شکل 

ها با استافااده از   ها و ساختارهای اصلی در داده  استخراج مؤلفه

هاا،   ها است. هرچه ترکی  جامعه در بین نمونه  کاهش ابعاد داده

های مرباو اه در  ش اهت بیشتری داشته باشد، فاصله نقاط داده

ای را  نزدیا تر است. همچنین، هر نقطه نماوناه  PCAنمودار 

و اولایان   Yدهد که توسط مؤلفه اصلی دوم در محور  نشان می

ترسیم شاده اسات کاه رناگ آن         Xمؤلفه اصلی در محور

  دهنده گروهی است که به آن تعلق دارد. نشان

در آنالیز مولفه اصلی به خوبی مشخص شد که با آلودگی خااک 

های کلرپیریفوس و دلتامترین، فاراوانای جااماعاه  کش به آفت

( تغییرات قابل توجهی داشته Sمیکروبی نس ت به نمونه شاهد )

های مختلف نیز در  است. در عین حال، تغییر فراوانی در شوری

به خوبی نشان داده شده است. بررسی هاما اساتاگای  Sنمونه 

های مختلف با کما تحلیل ماؤلافاه  جمعیت میکروبی در خاک

های  های مورد بررسی در خاک ( نشان داد که گونهPCAاصلی )

باشناد،  هایی زیادی به لحاظ فراوانی می مورد ن ر دارای ش اهت

هایی به لحاظ جمعیت میکروبی با دیاگار  تفاوت  Sاما در نمونه

 ها مشاهده شد.  گروه

بانادی  مقیاس : )NMDs)بندی چند بعدی غیرمتریا  ب( مقیاس

هاای  (، ناهمسانی بایان گاروه)NMDsچند بعدی غیرمتریا 

یاا مادل   MMDsمختلف را نشان داد. تجزیه و تاحالایال

های بیولوژیکی  غیرخطی است که برای نمایش بهتر ساختار داده

های خطای  اراحای  غیرخطی با هدف غل ه بر نقص در روش

های مختلف  مربوط به نمونه NMDsنمودار  1شده است. شکل 

دهد. فاصله بین نقاط، میزان تغیایار را  مورد بررسی را نشان می

ها م ین گروه مربو ه است. در ایان  کند و رنگ نمونه معین می

بااشاد،  092که مقدار فاکتور استرس کاماتار از  روش، زمانی

NMDs شود. تا حدی قابل اعتماد در ن ر گرفته می 

و  Tهای  از آزمون  ها: گروه ای در بین ج( بررسی تغییرات گونه

MetaStat  برای سنجش تغییرات بین گروهی استفاده شد. نتایج 
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  S-Dو S-Cهاای  این آنالیز حاکی از آن بود که بیان گاروه

داری از لحاظ جامعه میکروبی بین گروهی وجاود  تفاوت معنی

های مورد استافااده جاماعایات  کش دارد. بدین معنی که آفت

اند. به عنوان نمونه،  میکروبی را به میزان قابل توجهی تغییر داده

هاای  های شاخاص جاماعایات که یکی از شاخهفرمیکت  ها 

ماقاایساه                D-Sو  C-Sهاای باکتریایی اسات، بایان گاروه

 (.4شد )شکل 

 

 

 

 

 

را   D-Sو  C-Sهای  بین گروه Tتجزیه و تحلیل آزمون  4شکل 

بایااناگار فاراوانای “  ها میانگین گروه” دهد. در شکل،  ارائه می

ها است. در عین حال با تاعایایان ماقادار         در گروه فیرمیکوتها

p-value <0.05  در این بررسی، مشخص شد که تغییرات بایان

نیز “  ها تفاوت بین گروه” دار است.  های مورد مطالعه، معنی گروه

کند. همچانایان،  فاصله ا مینان بین تغییرات گروهی را بیان می

مرکز دایره م ین مقدار متوسط بوده و رنگ آن با گاروهای کاه 

جاهات    MetaStateآزمون  میانگین آن بالاتر است یکسان است. 

های دارای تنوع درون گروهی مورد استفااده قارار    تشخیص گونه 

گرفت. این یا روش آماری دقیق با توجه باه فاراوانای اسات.  

ها از  اریاق    همچنین، اختلافات فراوانی مشاهده شده در بین گروه 

های نمونه برداری پراکاناده و    آزمون فرضیه چندگانه برای ویژگی 

ماورد باررسای قارار     (false discovery rate)نر  کشف اشت اه 

، فاراوانای  MetaStateگیری از آزمون    گرفت. در عین حال، با بهره 

ها مورد ماقاایساه    گونه شاخص از نمونه   12بین گروهی مربوط به  

نشاان داده شاده اسات،    5قرار گرفت. همان گونه که در شکل  

نسا ات باه     Dو   Cهای آلوده    تفاوت کاملا معنی داری بین گروه 

 شود.    کشی، مشاهده می   فاقد هرگونه آفت     Sنمونه شاهد 

 

 

 

 

با بررسی فراوانی نس ای  بررسی تنوع میکروبی در سطح شاخه:

، ها فرمیکت جمعیت میکروبی در سطح شاخه مشخص شد که 

های اصلای  شاخه ها اکتینوباکتریو  ها باکتروئید، ها پروتئوباکتری

ها هستند که در حضور دلتامترین و کالارپایاریافاوس  در نمونه

(. خطوط رنگی کنار نمودار نشان دهناده 4حذف نشدند )شکل 

کند باه چاه  ها از یکدیگر است که تعیین می فاصله تنوع نمونه

هاای  میزان، به لحاظ تعداد گونه موجود )الف( و یا نوع گاوناه

 موجود )ب( به هم ش یه و یا از هم متفاوتند. 

هاای  ( در ناماوناه )NMDsبندی چند بعدی غیرمتریا آنالیز مقیاس :1شکل 

( D( نمونه آلوده به کلرپریفاوس؛ C( نمونه غیر آلوده؛ Sخاک مورد مطالعه. 

   نمونه آلوده به دلتامترین.

نس ت به گاروه   Cو  Dهای  در نمونه ها فیرمیکوتتغییرات جمعیت :  4شکل 

S  .S نمونه غیر آلوده؛ )C نمونه آلوده به کلرپریفوس؛ )D نمونه آلاوده باه )

   دلتامترین.

(  S  .Sنس ات باه گاروه     Cو   Dهای    ای در نمونه   تغییرات فراوانی گونه   :5شکل  
 ( نمونه آلوده به دلتامترین. D( نمونه آلوده به کلرپریفوس؛  Cنمونه غیر آلوده؛  

ای در سطح شاخه. الف( بررسی تغییرات کمی و  فراوانی نس ی گونه:  4شکل 

( نماوناه آلاوده باه C( نمونه غیر آلوده؛ Sب( بررسی تغییرات کیفی تنوع. 

 ( نمونه آلوده به دلتامترین.Dکلرپریفوس؛ 
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بررسی  د( تغییرات جمعیت میکروبی به روش وابسته به کشت:

های مورد بررسی نایاز   تغییرات جمعیت قابل کشت میکروکازم

های مورد اساتافااده بار  کش حاکی از تأثیرات قابل توجه آفت

ها بود. جمعیت قابل کشات نایاز   جمعیت میکروبی میکروکازم

اند، اما نکته حائاز اهامایات،  تحت تأثیر این سموم قرار گرفته

قابلیت بازگشت جمعیت به میزان موجود در نمونه کنترل است. 

این امر به علت قابلیت بازسازی و ترمیم جمعیت مایاکاروبای 

هاای  خاک است که به مرور این امکان برای میکروارگاانایاسام

شود که به رشد و فعالیت خود اداماه  مقاوم به آلاینده فراهم می

های خااک را باه حاالات قا ال  داده و بتوانند تعداد باکتری

برگردانند. نکته دیگر، تأثیرات مخرب بیشتر دلتامترین نس ت باه 

 های مختلف قابل مشاهده است. کلرپیریفوس است که در نمونه

با جداسازی و شناساایای های مختلف باکتریایی:  شناسایی گونه

های شاخص به روش وابسته به کشت مشخص شد کاه  باکتری

هاا باه  تاریان بااکاتاری های باسیلوس یکی از  ماقااوم گونه

باسایالاوس (. سویه 4های مورد استفاده است )جدول  کش آفت

مشاهده شد، از این امر  S0و  D3 ،D2 ،S3های  در نمونه برکلی

توان نتیجه گرفت که سویه یادشده، نه تاناهاا باه حضاور  می

ها مقاومت داشت بلکه تغییر در میزان شوری خاک نیز  کش آفت

جادیاد  نسال یابی تأثیر بود.. همانطور که در نتایج توالی بر آن بی

به عناوان یاکای از ها  فرمیکت مشاهده شد، در سطح شاخه، 

بااسایالاوس های اصلی شناخته شدند. با توجه به اینکه  شاخه
تعلق دارد، نتایج حاصل باه  اور ها  فرمیکت به شاخه  برکلی

شناسایی باسیلوس خوانی دارند. علاوه بر سویه  قابل توجهی هم

نیز شناسایی شدند که  استرپتومایس های مختلفی از  شده، گونه

ها تناهاا در  می باشند. این سویه ها اکتینوباکتریمتعلق به شاخه 

های شاهد مشاهده شدند و در حضور سموم کلرپیریفوس  نمونه

های شناسایی شاده،  اند. با بررسی جدایه و دلتامترین حذف شده

های اصلی حااضار  شود که گونه به خوبی این نکته مشخص می

هاا،  ها، پروتئوباکتاری فرمیکت های  ها مربوط به شاخه در نمونه
باشند که در باخاش ناتاایاج  می ها ها و اکتینوباکتری باکتروئید

، درخات 7های مشابهی بدست آمد. در شکل  مولکولی نیز یافته

هاای  های جدا شده از مایاکاروکاازم روابط فیلوژنتیکی سویه

  مختلف نشان داده است.

های مختلف، درصد ش اهت و  های جدا شده از میکروکازم باکتری: 4جدول 
تعایایان   16S rRNAو شماره دست یابی ژن   EzTaxonنزدیکترین سویه در 

 توالی شده جدایه در بانا ژن

شباهت 
  )درصد(

  نام جدایه  شماره دستیابی EzTaxonنزدیکترین سویه در 

98/56 Bacillus salsus, A24  MW338723  C1-Sh1  

99/18 Arthrobacteroryzae, KV-651  MW344070  C1-Sh2  

99/29 Georgeniamuralis, DSM 14418  MW344670  C1-Sh3  

99/60 Paenisporosarcinaindica, PN2T  MW343802  C2-Sh1  

99/60 Paenisporosarcinaindica, PN2T  MW344089  C2-Sh2  

100 Halobacilluslitoralis, SL-4  MW344652  C3-Sh1  

100 PseudolabrysQRGO_sGY_H  MW338664  C0-Sh1  

99/34 Bacillus cheonanensis, PFS-5  MW443226  D1-Sh3  

99/07 Jeotgalibacillusmarinus, DSM 
1297  

MW344076 D1-Sh1  

100 Arthrobacterginsengisoli, DCY81
(T)  

MW344637  D1-Sh2  

98/00 Bacillus berkeleyi, KMM 6244  MW338758  D2-Sh2  

99/73 Bacillus cheonanensis, PFS-5  MW341548  D2-Sh3  

99/20 Isoptericolajiangsuensis, DSM 
21863  

MW344023  D2-Sh4  

98/92 Bacillus berkeleyi, KMM 6244  MW341532  D3-Sh1  

99/85 Pseudonocardiacarboxydivorans, 
Y8  

MW341534  D3-Sh2  

100 Methylorubrumextorquens,  IAM 
12631  

MW334965  D0-Sh1  

98/96 Streptomyces lateritius, LMG 
19372  

MW338658  S1-Sh1  

99/59 Streptomyces caelestis, NRRL 2418  MW334975  S2-Sh1  

99/60 Microbulbiferrhizosphaerae, 
Cs16b  

MW344024  S2-Sh2  

99/22 Bacillus berkeleyi, KMM 6244  MW334974  S3-Sh1  

99/41 Nitratireductorpacificus, pht-3B  MW341536  S3-Sh2  

99/21 Streptomyces cinereus,NBRC 
12247  

MW334972  S0-Sh1  

99/07 Bacillus berkeleyi, KMM 6244  MW341533  S0-Sh2  

هاای جادا شاده از  درخت روابط فیلوژنتایاکای ساویاه  ترسیم:  7شکل 
باه  اشریشیاا کالای.    Neighbor-joiningهای مختلف که با روش  میکروکازم

(در ن ر گرفته شده است. شماره دست یابای    Outgroupعنوانگروه خارجی)
 در بانا ژن نیز نشان داده شده است. 16S rRNAژن 
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 بحث

های مورد ن ر بر اساس واحدهای عملکاردی  با مقایسه باکتری

های مخاتالاف  ( مشخص شد که بین گروهOTUتاکسونومیا )

های مورد بررسی، تفاوت قابل توجهی در فراوانی جواماع  خاک

بیاشاتاریان   C0و  C2 ،C3های میکروبی وجود دارد. در نمونه

، در بااسایالاوسهای شناخته شده مربوط به خاناواده  باکتری

بیشترین فراوانی مربوط به خااناواده   C2و C1 ،D1های  نمونه

بیاشاتاریان   S0و D0،S1  ،S2 ،S3های  و در نمونه کلاستریدیا

بود که نشاان دهاناده وجاود  ها پروتئوباکتریتنوع مربوط به 

 ها بوده است.  در این خاک سودوموناس

هاای  دست آمده، مشخص شد که در خااک بر اساس نتایج به

بیشاتاریان  پروتئوباکترها(،  کش )نمونه کنترل فاقد آفت Sگروه 

 Cاند. در حالی که در گاروه  جمعیت را به خود اختصا  داده

)نمونه خاک آلوده باه   D)نمونه خاک آلوده به کلرپیریفوس( و

های مورد بررسی مارباوط باه  دلتامترین( بیشترین تعداد گونه

های مرباوط باه  است. نکته حائز اهمیت در آنالیز فرمیکت  ها

در  هاا باکتریوئیدو  اکتینوباکترهای  تنوع میکروبی، حضور گونه

ها در انتخاب جمعیت   کش بود که حاکی از نقش حشره  Sگروه

 باکتریایی خاک است.

توانایی تجزیه کلرپیریفوس و نیز مصرف پارانیتروفنل که نتیجاه 

هیدرولیز آن به عنوان من ع کربن و نیتاروژن تاوساط ساویاه 

(. 27است در پژوهشی به اث ات رسیاده اسات ) سودوموناس

 آنتروباکترهااو  ها باسیلوسهایی از  سویهسودوموناس علاوه بر 

(. هامااناناد 10و21نیز قادر به هیدرولیز کلرپیریفوس هستند )

 باسیلاوسهای فوق، در پژوهش حاضر نیز جن   نتایج پژوهش

هاای آلاوده  کننده کلرپیریفوس در خااک به عنوان یا تجزیه

شناخته شد. مطالعات بسیاری در این زمینه صورت گرفته است 

و نتایج بدست آمده نشان دهنده توانایی قابل توجه این جانا  

 (.11و11هاست ) کش در حذف آفت

جدید، مشخص شد کاه جانا   نسل یابی بر اساس نتایج توالی

)خاک غیرشور آلوده به دلتامتاریان(  D0سودوموناس در نمونه 

)خاک غایارشاور  C0%( نس ت به نمونه  40از فراوانی بالاتری )

تواند ناشی  آلوده به کلرپیریفوس( برخوردار است که این امر می

پذیری بیشتر دلتامترین نس ت به کلرپیاریافاوس  تجزیه از زیست

 (.  14توسط این جن  باشد )

فارض را کاه  نتایج بدست آمده در پژوهش حاضر، این پیاش

تواند بر تجزیه زیستی و هاماچانایان تاناوع  شوری خاک می

ترتایا ،  این میکروبی تأثیرگذار باشد را به خوبی اث ات نمود. به

های خاک غیر شور )شوری صفردرصاد(  مشخص شد که نمونه

های خاک با شوری متفاوت، بیشتر تحت تأثایار  نس ت به نمونه

تواند ناشی از  سمیت ترکی ات شیمیایی قرار گرفتند. این امر می

های افارا ای و یاا  های هالوفیل به محیط عادت کردن باکتری

(. 15ها بااشاد ) ها در مقابل این آلاینده مقاومت بیشتر هالوفیل

رفیعیان و همکاران سویه باکتریایی نما دوست باا شا ااهات 

متعالاق باه رده  Halomonas kenyensis AIR-2درصد  1991

ها نشاان  گاماپروتئوباکتریا را جداسازی کردند. نتایج پژوهش آن

هاای  های نما دوست جدا شاده از ماحایاط داد که باکتری

توانند گازیاناه  کشاورزی به علت سازگاری با شرایط نمکی می

هاای  های ارگانوفسفاته در محایاط کش مناس ی برای تجزیه آفت

 (.14آلوده شور باشند )

های بدست آمده مشاخاص شاد کاه اعضاای  بر اساس داده

قادر به تجزیه دلتامترین هستناد  ها پروتئوباکتریو فرمیکت  ها 

(. مقاومات ایان 17و همکاران مطابقت داشت )  که با نتایج لی

ها در برابر دلتامترین ناشی از هیدولیز باند استری توساط  باکتری

آنزیم استراز9کربوکسیل استراز است که این اماکاان را بارای 

آورد تا بتواند دلتامترین را به عنوان من ع کربن  باکتری فراهم می

(. باه ایان 11و نیتروژن جهت رشد و فعالیت مصرف کناد )

ترتی ، استراز به عنوان سلاحی قادرتاماناد بارای تاجازیاه 

های پایرتروئیادی تاوساط بااکاتاری شانااخاتاه         کش حشره

 (.19شود ) می

ها مختلف در هر نمونه، آنالیز آلافاا  من ور بررسی تنوع گونه به

هاای مشااهاده  مورد استفاده قرار گرفت. با مقایسه تعداد سویه

های خاک مورد بررسی، بالاترین تعداد سویه در  شده در نمونه

کاه،  )خاک غیر شور و غیرآلوده( مشاهده شد. درحالای S0نمونه
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%( و  1ها در حضور دلتامترین )شاوری  ترین تعداد سویه پایین

دست آماده باا  %( مشاهده شد. نتایج به0کلرپیریفوس )شوری 

( 41( و نیز رایمت  و همکااران )40نتایج یانجی و همکاران )

ها بر کاهش تنوع زیستی مطابقت داشات.  کش در زمینه اثر آفت

ها بر جمعیت  کش مطالعات بسیاری در زمینه تأثیرات منفی آفت

یا تأثیر شوری  میکروبی صورت گرفته است، اما متأسفانه هیچ

محیط را به عنوان یا عامل موثر بر ساختار تنوع میکروبای و 

هاا از ماحایاط ماورد تاوجاه قارار          کش نیز پاکسازی آفت

 (.45و 42اند ) نداده

هاای ماورد باررسای، در  ها در خااک  در تعیین توزیع گونه

 پرتئوباکاتار، اکتینوباکترهای خانواده  باکتری S0و  S1های  گروه

کش بسیار موثرند.  دیده شد که در تجزیه آفت جماتیمونادسو 

یزدی و همکاران در مطالعاات خاود -در همین زمینه،  شریف

، فالاووبااکاتاریاومهای  موفق به شناسایی و جداسازی باکتری

از لجن فعال با توانایی پاکسازی  میکروکوکوسو  سودوموناس

در حاذف  سودوموناسمواد مضر از لجن فعال شدند که نقش 

های  (. همچنین، از کود گاوی، خاک44زیستی نیز مشاهد شد )

ی  کاناناده سویه باکتاری تاجازیاه 24سیلابی و لجن صنعتی، 

هاای  متوات جدا شد که متعلق به جانا  کش فسفره دای آفت

 (.47بودند ) باسیلوسو  کل سیلا، سودوموناس

هاای  همچنین، مطالعه جمعیت قابل شمارش در مایاکاروکاازم

مورد بررسی نشان از افت اولیه این جمعیت بود که به مرور باا 

 70های فعال به سم موجود، پ  از حادود عادت کردن گونه

های فعال به میزان اولایاه و  روز مجددا تعداد میکروارگانیسم

برآن، دلاتااماتاریان  حتی بالاتر از آن نیز افزایش داشت. علاوه

نس ت به کلرپیریفوس کشندگی و مهارکنندگی بالاتری را بارای 

های خاک مورد بررسی نشان داد. بالاترین سطح  میکروارگانیسم

 های غیر شور مشاهده شد. جمعیت قابل شمارش نیز در نمونه
 

 گیری نتیجه

ها به  ور متداول در صنایع کشاورزی  کش ها و علف کش حشره

هاای  کاش کاربرد دارند. در پژوهش حاضر، تاأثایارات آفات

ارگانوفسفره )کلرپیریفوس( و پایرتروئیدی )دلتااماتاریان( بار 

ترکی  جامعه میکروبی مورد مطالعه و بررسی قارار گارفات. 

ها با شوری مختلف، اثر ایان  گیری از خاک ترتی ، با نمونه این به

گرم در کیلوگرم خاک( بر محیاط  میلی 200ترکی ات )در غل ت 

مطالعه شد. علاوه بر پایش پیوسته تغییرات جاماعایات قاابال 

روز(، جمعیت غیرقابل شمارش نیز باه  211  درمدتشمارش )

 جدید بررسی شد.  نسل یابی کما روش توالی

شمیایای )شاوری( -خوبی نشان داد که خوا  فیزیکی نتایج به

هاای  ها در برابر آلاینده خاک بر توانایی مقاومت میکروارگانیسم

هاا در  محیطی موثر است. بنابراین، بالاتاریان تاعاداد گاوناه

های خاک غیرآلوده و غیرشور مشاهده شد که با افازودن  نمونه

های خاک، به میزان چشماگایاری فاراوانای  به نمونه  کش آفت

پروتئوباکتری ، فرمیکت  ها های  برآن، گونه کاهش یافت. علاوه

های مقااوم باه  به عنوان گونه اکتینوباکتری هاو  باکتروئیدها، ها

های دلتامترین و کلرپیریفوس شناسایی شدند. ناتاایاج  کش آفت

جدید هام  نسل یابی وابسته به کشت نیز با نتایج حاصل از توالی

تواند در  دست آمده از پژوهش حاضر می خوانی داشت. نتایج به

ها در خاک راهگشا  کش پالایی و مدیریت آفت فرایندهای زیست

 باشد.
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