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های دشت مرودشت و ارزیابی شناسایی مولکولی و تحلیل مکانی گونه های استنوتروفوموناس جدا شده از خاک
 اثر آن بر تجزیه برخی ترکیبات آروماتیک
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 چکیده
ترکیبات آروماتیک چند حلقه ای در ردیف آلوده کننده های زیستی قرار می گیرند. بنابراین تحقیق حاضر بدنبال جداسازی 

پس از تهیه ونمونه خاک از دو زمین کشاورزی جمع آوری  75 می باشد. از این ترکیباتاستنوتروفوموناس و عملکرد آن بر برخی 
کلنی های مشکوک به کمک تست های . نوترینت آگار گرمخانه گذاری گردیدمحیط و کشت بر روی از نمونه ها رقت متوالی 

کتورهای دما فابیوشیمیایی تشخیص داده شد و در حضور ترکیبات مختلف آروماتیک تجزیه ترکیبات مورد ارزیابی قرار گرفت. 
توسط تکنیک مولکولی مورد  موثرایزوله های مورد ارزیابی قرار گرفت و  ها و هوادهی بر روی تجزیه ترکیبات توسط جدایه

علاوه بر این تحلیل مکانی در رابطه با ارگانیسم مورد نظر در زمین های مورد آزمون ارزیابی گردید و آنالیز  .ندشناسایی قرار گرفت
 تمامی جدایه ها توانایی تجزیهجدایه استنوتروفوموناس مالتوفیلیا شناسایی گردید.  5در مجموع  داده ها انجام شد.آماری بر روی 

در  rpm 140و  40و میزان هوادهی به ترتیب دارا بودند. بهترین دما  را  بجز پیرول شامل آنتراسن، اسنافتن، تولوئن ترکیبات
 با درصد متفاوتی و تمامی جدایه ها اختلاف معنی دار را برای تجزیه ترکیبات  نشان داد آنالیز آماری عدم وجودنظر گرفته شد. 

به حساب می آیند. تحلیل مکانی روند تغییرات مکانی داده های  K279aاستنوتروفوموناس مالتوفیلا استرین  از تشابه همولوژیک
 5/7% درصد و زمین دوم  7/5استنوتروفوموناس با میزان فراوانی دارای باکتری بیانگر آن است که زمین اول زمین کشاورزی اول 

 در پالایش زیستی استفاده نمود.باکتری استنوترفوموناس مالتوفیلیا می توان از  بدست آمدهبر اساس مشاهدات . % می باشد
 

 مراز، واکنش زنجیره ای پلی استنوتروفوموناس مالتوفیلیا، ترکیبات آروماتیک کلیدی : واژه های
 

 مقدمه
ترکیبات  PAHsا ای حلقه ترکیبات آروماتیک چند

ایی حاوی دو یا چند حلقه ی بنزن ادغامی در آرایشات یشیم
خوشه ای، گوشه دار یا خطی می باشند که حاوی کربن و 
 هیدروکربن ها هستند. کربن های اروماتیک پلی سیکلیک

(PACs)  شامل هیدروکربن های غیرتعویضی و هیدروکربن
-PAH,introهای آروماتیک پلی سیکلیک تعویضی مانند 

PAH  می باشند که معمولا تحت شرایط احتراقی ناکارآمد
اکثر این  .(1) مانند نبود اکسیژن کافی تولید می شوند

ترکیبات توسط فرایند تجزیه گرمایی و پایروسنتز مولکول 
از طریق مسیر های   PAHsهای ارگانیک شکل می گیرند.
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مختلف وارد طبیعت می شوند و معمولا به عنوان مخلوطی 
شوند. این ترکیبات به و یا چند ترکیب یافت می 2حاوی 

ده های طور وسیعی در اتمسفر بوده و یکی از اولین آلاین
اتمسفر به عنوان کارسینوژن مشکوک معرفی می شوند، 
بطوریکه همچنان که وزن مولکولی آنها افزایش می یابد، 

 .(2) کارسینوژنسیتی آنها  نیز افزایش می یابد
وجود  PAHsزیستی زیه روش های مختلفی برای تج

دارد و هر روش دارای عملکرد مخصوص به خود و شرایط 
مطلوب می باشد. تجدید زیستی، استفاده از فرایند های 
زیستی به منظور تجزیه، قطعه قطعه کردن و تغییر شکل و 

تی زیستجزیه  .(3)یا رفع آلودگی ها از خاک یا آب می باشد 
صورت  ، قارچ و گیاهانهاباکتری کمک فرآیندی است که به

. (4)می گیرد و به نوع ماده آلوده کننده وابسته می باشد 
 تجزیه ی ،با استفاده از میکروارگانیسم ها در این راستا

آلاینده ها  باعث کاهش خطرهای انسانی و محیطی می 
ین بنابراین به دلیل امنیت و سهولت دسترسی به ا .(5) شود

ک یبه عنوان تلاش برای جداسازی آنها گروه از ارگانیسمها، 
 راه حل پذیرفته شده برای تمیز کردن آب و خاک آلوده در

 (.6)نظر گرفته می شود 
 باسیل گرم منفی است که استنوتروفوموناس مالتوفیلیا

زیستگاه بسیار متنوعی داشته و از منابع آبی از جمله 
ها قابل جداسازی ها و فاضلابها، دریاچهها، چاهرودخانه

باشد. در مطالعات  صورت گرفته توسط محققین می

مشخص شده است که استنوترفوموناس در شرایط 
-روز می 14کومتبولیک  قادر به تجزیه نیتروفنول در طول 

باشد. علاوه بر این در مطالعه مشابه دیگری که توسط 
نیز گزارش گردید  2014منگونی و همکاران در سال 

ی قادر به تجزیه استنوترفوموناس به صورت موثرتر
بنابراین   .(7) باشندهای حلقوی آروماتیک میهیدروکربن

تحقیق حاضر بدنبال جداسازی ارگانیسم مذکور از منابع 
خاکی و مطالعه اثر آن بر ترکیبات شیمیایی مختلف به 

 .(8) عنوان یک پالایشگر زیستی می باشد
 

 ها  مواد و روش
 موقعیت محدوده مورد مطالعه

نمونه ها از دو مزرعه اطراف شهرستان جمع آوری 
طی شبکه ای منظم  مرودشت استان فارس به صورت

انجام گردید. نمونه ها از مزرعه اول با فواصل  94شهریور 
با فواصل نمونه  40و در مزرعه دوم  35متری به تعداد  10
سانتی متری جمع آوری گردید و موقعیت  5متر از عمق  17

 ونه گیری شده در هر دو مزرعههای نمجغرافیایی مکان
نمونه های جمع آوری شده در جعبه . (1 )شکلمشخص شد 

یخ نگه داری شده و جهت جداسازی ارگانیسم ها و 
 شناسایی اولیه به آزمایشگاه میکروب شناسی منتقل گردید.

 

 
 .نقاط نمونه برداری شده در مزرعه کشاورزی اول و دوم - 1 شکل

 
 تعیین بافت خاک

خاک از  یک کیلوگرمجهت تعیین بافت خاک میزان 
مزارع جمع آوری گردید و در کیسه های پلی اتیلنی به 
آزمایشگاه شرکت زاگرس آبشناس فارس جهت آنالیز بافت 

و نتایج  ماکرو ومیکرو ارسال گردید یفاکتورهاخاک و سایر 
 . شدثبت 

 
 

 اولکشاورزی زمین

 زمین کشاورزی دوم
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 جداسازی و خالص سازی میکروارگانیسم
ابتدا نمونه های خاک جمع آوری شده  خشک گردید 
تا رطوبت خاک گرفته شود و سپس نمونه ها الک )بدلیل 

نمونه  75اینکه سایز دانه های خاک یکسان باشد( شد. از 
تهیه گردید و رقتهای  ( 10-4تا  010) یخاک رقت متوال

نهایی بروی محیط نوترینت آگار کشت داده شد. سپس 
 48الی  24درجه سیلسیوس به مدت  37پلیتها در دمای 

ساعت گرمخانه گذاری گردید. پس از اتمام این زمان کلیه 
پلیت ها مورد ارزیابی قرار گرفت و کلنی های ظاهر شده 

کتریایی و ویژگی های بروی پلیت ها بر اساس شکل کلنی با
آن مقایسه گردید، از آنجایی که کلنی های 

هائی  صاف، براق و حاشیه استنوتروفوموناس به صورت
مشاهده می شوند  سفید تا زرد کمرنگ به رنگیکپارچه 

ز سوی اتریپتیکی پس از انتخاب، نمونه ها بر روی محیط
 .(7) کشت داده شد و خالص سازی گردید(TSA)آگار 

 
 شناسایی فنوتیپی و بیوشیمیایی جدایه ها

جهت شناسایی استنوتروفوموناس از تست های مختلف 
تست ، تست متیل ردکاتالاز، تست اکسیداز،  هایشامل: تست

(، SIMموتیلیتی)-ایندول -، تست سولفیدووژپروسکوئر
، تست تست بایل اسکولین، ذوب ژلاتینتست  ،تست اوره آز

اورنیتین دکربوکسیلاز، تست لیزین دکربوکسیلاز، تست 
شامل: گلوکز، تست ارزیابی استفاده از قندها  و آمیلاز

 .(9)استفاده گردیدآرابینوز و سوربیتول 
 

 مواد شیمیایی مورد ارزیابی
 بکار رفته در تحقیق حاضر شامل:مواد شیمیایی 

می باشد که تمامی  آنتراسن، اسنافتن، تولوئن و پیرول
کشور سیگما ساخت شرکتبه ترتیب ترکیبات تهیه شده 

 .می باشد و آلدریچ آمریکا آلمان مرک ،آمریکا
 

تعیین منحنی رشد در حضور ترکیبات مختلف 
 آروماتیک

جهت تعیین منحنی رشد باکتری استنوتروفوموناس 
مالتوفیلیا در حضور ترکیبات مختلف آروماتیک ابتدا محیط 

M9  5با غلظتX  و محلول تهیه گردید طبق دستورالعمل
، MW178/24:،اسنافتنMW154/21:یک مولار از آنتراسن

تهیه گردید.  MW 67/07:و پیرول MW :92/14تولوئن

سپس سوسپانسیون باکتری در محیط تریپتیکیز سوی براث 
(TSB کشت داده )ه محیط شده با غلظت نیم مک فارلند ب

M9 و جذب نوری  حاوی ترکیبات آروماتیک اضافه گردید
در زمان صفر )بلافاصله پس   620ر طول موج جدایه ها د

و  صفر گردیداز تلقیح باکتری( ثبت شد. دستگاه با شاهد 
ساعت  12هر  ،ساعت 0، 12، 24، 36، 48در بازه زمانی 

میزان جذب نوری محیط کشت حاوی ارگانیسم و ترکیبت 
 نانومتر اندازه گیری شد. 620مورد نظر در طول موج 

 
 هت پالایش زیستیتعیین شرایط بهینه ج

 اثر دما
جهت تعیین منحنی رشد باکتری استنوتروفوموناس 
مالتوفیلیا در حضور ترکیبات مختلف آروماتیک، پس از تهیه 

و افزودن محلول یک مولار از هر ترکیب و M9محیط 
ارگانیسمهای جداسازی شده جذب نوری جدایه ها در طول 

درجه  45و  40، 35، 30دماهای در هریک از   620موج 
اندازه گیری  ساعت  12هر  ساعت48به مدت  سیلسیوس

 ثبت شد. نتایج گردیدو
 

 اثر هوادهی
جهت تعیین منحنی رشد باکتری استنوتروفوموناس 
مالتوفیلیا در حضور ترکیبات مختلف آروماتیک پس از 

و هریک از ترکیبات M9افزودن جدایه ها به محیط 
  620آروماتیک جذب نوری هریک از جدایه ها در طول موج 

به مدت  دور در دقیقه 160و  140، 120با میزان هوادهی 
مورد ارزیابی قرار گرفت و میزان ساعت  12ساعت ،هر  48

 نانومتر اندازه گیری شد. 620جذب نوری در طول موج 
 

 تحلیل مکانی 
بر اساس تصویر ماهواره ای استخراج شده از گوگل ارت 

مکان ها با  طول و عرض جغرافیاییو با توجه به این که 
ناحیه دقیق ارگانیسمهای دستگاه موقعیت یاب ثبت گردید

 تعیین گردید. جداسازی شده
 

 شناسایی مولکولی جدایه ها
جیره ای پلی مراز از آزمون زن جهت شناسایی جدایه ها

استفاده گردید.
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 DNAاستخراج 
از کیت یکتا تجهیز استفاده  DNAجهت استخراج 

از باکتری کشت داده شده  ml 1گردید. سپس بر اساس آن 
های سانترفیوژ منتقل در محیط کشت مایع، به درون لوله

گردید و با بیشینه سرعت جهت جداسازی باکتری از محیط 
سانترفیوژ گردید. محلول موجود بر روی رسوب ایجاد کشت 

میکرولیتر  200 های سانترفیوژ خارج شده وشده در لوله
به رسوب حاصل اضافه گردیده شد و  TG1 bufferمحلول 

به خوبی توسط پیپت با یکدیگر ادغام گردید. به محلول 
K (10mg/ml )از میکرولیتر محلول پروتئین 20حاصل 

با کمک ورتکس به خوبی با یکدیگر ادغام اضافه گردید و 
تا لیز شدن کامل  C°60گردید. محلول حاصل در دمای 

رسوب گرما گذاری گردید. جهت جمع آوری قطرات شکل 
ها به آرامی اسپین گردیدند. پس ها آنگرفته در سر تیوب

به محلول  TG2 bufferاز محلول  میکرولیتر 200از آن 
ورتکس خوب با همدیگر ادغام  اضافه گردیده شد و با کمک

 C°70دقیقه در دمای  10گردیده شدند و سپس به مدت 
گرما گذاری گردیدند. جهت جمع آوری قطرات شکل گرفته 

 200ها را به آرامی اسپین گردیدند و ها آندر سر تیوب
ها اضافه ( به نمونه%100-96اتانل مطلق )میکرولیتر 

ادغام گردیدند.  گردیده شد و با کمک ورتکس به خوبی
ها ها آنجهت جمع آوری قطرات شکل گرفته در سر تیوب

 TG Miniند. برای هر نمونه یک عدد شدبه آرامی اسپین 

Column های در لولهCollection Tube  قرار داده شد و

سپس محلول حاصل از مراحل قبل به این لوله انتقال داده 
ترفیوژ گردید. سان rpm8000 دقیقه با دور  1شد و به مدت 

ها به TG Mini Columnپس از اتمام سانترفیوژ 
Collection Tube.های جدید منتقل گردیدندTG Mini 

Column دقیقه در  1ها به مدت ها توسط سانترفیوژ نمونه
 W1محلول میکرولیتر  500به همراه  rpm14000دور 

buffer  شستشو گردیدند. محلول عبور کرده از فیلترTG 

Mini Column.ها دور ریخته شدندTG Mini Column  ها
دقیقه در دور  1ها به مدت توسط سانترفیوژ نمونه

rpm14000 محلول  میکرولیتر 750همراه  بهwash buffer 
 TG Miniشست شوی گردیدند. محلول عبور کرده از فیلتر 

Column.به منظور خشک شدن کامل  ها دور ریخته شدند
 rpm14000دقیقه در دور  3ها به مدت ها تمام نمونهلوله

ها به درون  TG Mini Columnسانترفیوژ گردیدند.
Elution Tube .محلول  میکرولیتر 50-200 قرار داده شدند

Elution Buffer  به در مرکزTG Mini Column ها افزوده
ها به صورت TG Mini Columnدقیقه  3شد و به مدت 

دور  دقیقه در 2مدت  ها بهعمودی نگهداری شدند. نمونه
rpm14000  سانترفیوژ گردیدند. محلول حاصل از

استخراج شده در  DNAباشد. می DNAسانترفیوژ حاوی 
در  نگهداری گردیده شد. -C°20محلول حاصل در دمای 

این مطالعه از یک جفت پرایمر اختصاصی جهت انجام 
آمده است  1در جدول  است که استفاده شده  PCRواکنش 

(10.) 
 

 PCRاستفاده شده در واکنش  یونیورسال های. توالی پرایمر1جدول 
Sequence 5'→3ʹ Primers 

GCTGGATTGGTTCTAGGAAAACGC Forward 
ACGCAGTCACTCCTTGCG Reverse 

 
 مرازای پلیواکنش زنجیره

در عمل تکرار چرخشی  PCRهر واکنش  از آنجایی که
ی واسرشت سازی، اتصال و طویل سازی صورت هسه مرحل

در مورد نیاز می پذیرد جهت انجام این آزمون حجم مواد 
. برای هر نمونه نیاز به یک آورده شده است 2جدول 
های اختصاصی مورد است که شامل پرایمر PCR مخلوط 

اجزاء واکنش  5/1میکروتیوپباشند. به درون یک مطالعه می
PCR  به غیر از( را اضافه کردهDNAسپس ،)  آن را جهت

این مخلوط به صورت  پیپتینگ کرده ویکنواخت شدن 
اضافه گردید.  PCRمخصوصهای مساوی بین میکروتیوپ

های محتوی اجزاء هر  نمونه به میکروتیوپ DNAسپس 
PCR ها رااضافه گردید و در نهایت میکروتیوپ Spin  شده

جهت  شد و برنامه زمانی دستگاهترموسایکلر قرار دادهر دو 
بعد  آورده شده است. 3ول های مورد بررسیدر جدتکثیر ژن

محصولات ها جهت شناسایی ژنوتیپ PCRاز انجام واکنش 
 40منتقل شده و به مدت  %2ژل  حاصل از واکنش بر روی

 دقیقه الکتروفورز گردیدند.
های مورد تروفورز بر روی نمونهبه منظور انجام الک

سپس هر  تهیه شد. TBEدرصد در بافر  2مطالعه ژل آگارز 
ها ریخته شد. در اولین درون چاهک PCRنمونه از محلول 
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مناسب استفاده گردید و تانک به  DNA ladderچاهک از 
ها به سمت قطب منبع تغذیه طوری متصل شد که چاهک

ولت  80دقیقه با ولتاژ  45منفی قرار گیرند و به مدت 
 ها الکتروفورز شدند.نمونه

  
 PCRانجام واکنش  مواد مورد نیاز برای. حجم 2جدول 

 ماده (میکرولیتر)حجم مورد نیاز 
2 D.W 

20 Super DNA master mix (PCR buffer, Mgcl2,dNTP) 
1 Primer forward 
1 Primer reverse 
1 DNA 
 حجم نهایی 25

 
 PCR. برنامه زمانی 3جدول 

 مرحله (C°دما ) زمان )دقیقه( تعداد سیکل
 C94 Primary denaturation° دقیقه 5 1

30 
 C94 Denaturation° ثانیه 45
 C68 Annealing° ثانیه 45
 C72 Extension° ثانیه 30

 C72 Final extension° دقیقه 6 1
 

 آنالیز آماری داده ها
فرضیه برابری میانگین زمان های مختلف با آزمون 

بررسی گردید. این فرضیه به تفکیک  ANOVAناپارامتری 
بصورت جداگانه  p≤0.05با  %95دما و هوادهی ، در سطح 

 ارزیابی گردید و نتایج ثبت شد. 
 

 نتایج
 شناسایی فنوتیپیجمع آوری نمونه ها و 

کلنی  105نمونه رشد یافته  300به طور کلی از 
باکتریایی که از نظر مرفولوژی به استنوتروفوموناس شباهت 

 2داشتند انتخاب گردید و از بین آنها از زمین شماره یک، 
جدایه  3و از زمین شماره دو،  6و  2جدایه از نقاط شماره 

، 14، 9ز نقاط شماره باکتری استنوتروفوموناس مالتوفیلیا ا
تصاویر حاصل از و  4جدول جداسازی گردید. همچنین  27

 .(2) شکل  تستهای بیوشیمایی در تایید ایزوله ها می باشد

 

 
 ،DNaseتست  ،گلوگز بترتیب از راست به چپ تست های بیوشیمیایی انجام شده جهت شناسایی استنوتروفوموناس مالتوفیلیا - 2شکل 

 هیدرولیز ژلاتین ،اوره ،آمیلاز ،بایل اسکولین ،متیل رد
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 .های بیوشیمیایی جهت شناسایی جدایه ها تست – 4جدول 
5 4 3 2 1 No. isolates 

- - - - - Gram 
+ + + + + Catalase 
+ + + + + Oxidase 
+ + + + + motility 
- - - - - Indole 
- - - - - OD 
+ + + + + LD 
- - - - - MR 
- - - - - VP 
- - - - - H2S 
- - - - - starch 
+ + + + + Esculin hydrolysis 
+ + + + + Gelatin hydrolysis 
+ + + + + DNase 
- - - - - Urea 

 
 بافت خاک

نتایج حاصل از بافت خاک زمینهای کشاورزی اول و 
 دوم بیانگر آن است که با توجه به درصد میزان شن، رس و

لای تعیین شده بافت خاک در گروه خاک های شنی، رسی 
. همچنین اسیدیته خاک نیز به (11)آهکی قرار می گیرد 

می باشد که این  7برای هر دو گروه زمین در محدوده ی 
ن فاکتوری مناسب برای رشد باکتری به شمار امر به عنوا

به علت وجود شن و رس از طرفی هوادهی  زیرامی آید. 
مناسب در خاک انجام می شود و از طرف دیگر حضور رس 
سبب می شود که عناصر مغذی در خاک تبادل شده و به 

 رشد ارگانیسم ها کمک نماید

 منحنی رشد در حضور ترکیبات
معلوم  1دست آمده از نمودار با توجه به نتایج به 

درجه سیلسیوس بهترین دما جهت رشد  37گردید دمای 
باکتری استنوتروفوموناس مالتوفیلیا در حضور ترکیبات 
آنتراسن، اسنافتن، تولوئن به استثنا پیرول می باشد. نتایج 
حاصل از نمودار بیانگر آن است که باکتری در حضور 

ن رشد را دارا بوده است آنتراسن بیشترین و تولوئن کمتری
و  این در حالیست که ارگانیسم در مجاورت پیرول رشد 

 نداشته است.

 

 
  .درجه سیلسیوس 37رشد ارگانیسم در حضور ترکیبات مختلف دمای - 1نمودار 

 
 تعیین شرایط بهینه

 اثر دما
معلوم  5تا  2های نموداربا توجه به نتایج به دست آمده از 

 45گردید که ارگانیسم توانایی رشد در دماهای متفاوت 

0

0/1

0/2

0/3

0/4

0 H 12 H 24 H 36 H 48 H

Time

OD

Acenaphthene
Pyrrole
Anthracene
Toluen
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، در حضور ترکیبات مختلف به استثنا پیرول 30، 35،  40،
 را دارا می باشد. همچنین نتایج بیانگر آن است 

 
باکتری در حضور آنتراسن بیشترین و تولوئن کمترین رشد 

دارا بوده است و  بهترین دما جهت رشد ارگانیسم در  را

باشد و  درجه سیلسیوس می 40حضور ترکیبات مختلف 
درجه سیلسیوس به  40این در حالیست که رشد در دمای 

 .درجه می باشد 37مراتب مناسبتر از دمای 

 

 
 .درجه سیلسیوس 30 دردمای مختلف درحضورترکیبات ارگانیسم رشد - 2نمودار 

 

 
 .درجه 35 دمای در مختلف ترکیبات حضور در رشدارگانیسم - 3نمودار 

 

 
 .درجه 40 دمای در درحضورترکیبات مختلف رشدارگانیسم - 4نمودار 

 

0
0/05

0/1
0/15

0/2
0/25

0/3
0/35

0 H 12 H 24 H 36 H 48 H

Time

OD
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 .درجه 45رشد ارگانیسم در حضور ترکیبات مختلف در دمای  - 5نمودار 

 
 اثر هوادهی

 8تا  6هاینموداربا توجه به نتایج به دست آمده از 
های متفاوت rpmمعلوم گردید که ارگانیسم توانایی رشد در 

در حضور ترکیبات مختلف به استثنا پیرول 120، 140، 160

دارا می باشد نتایج بیانگر آن است باکتری در حضور 
آنتراسن بیشترین و تولوئن کمترین رشد را دارا بوده است 
و بهترین میزان  هوادهی در حضور ترکیبات مختلف 

rpm140  .می باشد 
 

 
 rpm 120رشد ارگانیسم در حضور ترکیبات مختلف در  - 6نمودار 

 

 
 rpm 140رشد ارگانیسم در حضور ترکیبات مختلف در  - 7نمودار 

0
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0/1
0/15
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 rpm 160رشد ارگانیسم در حضور ترکیبات مختلف در  - 8نمودار 

 
 شناسایی مولکولی

با توجه به آزمون های بیوشیمیایی اولیه و تشخیص 
ارگانیسم به عنوان استنوتروفوموناس آزمون مولکولی 

 3تائیدی بر این گواه بوده است. به طوری که در شکل 
تشخیص نهایی بر اساس باند بدست آمده بر روی ژل و 

داده شده است. ارگانیسم های جداسازی شده  NCBIسایت 
به  K279aناس مالتوفیلا استرین همگی استنوتروفومو

شباهت و  %100حساب می آیند که برای اولین جدایه با 
در موارد بعدی برای جدایه های دوم، سوم و پنجم به ترتیب 

شباهت شناسایی شده  %88و جدایه چهارم با  %98و  99%
است که جدایه چهارم می تواند به عنوان سویه ایی جدید 

 .(3کل )ش در منطقه به حساب آید

 

 
ایزوله های شناسایی  Lane3-7نمونه کنترل منفی،  Lane2(، 100bp). مارکر PCR .Lane1ازآزمونصویر الکتروفورز حاصل . ت3شکل 

 .bp)278) شده
 

 آنالیز آماری
های مختلف با آزمون  rpmفرضیه برابری میانگین 

بررسی گردید. این فرضیه به تفکیک  ANOVAناپارامتری 
بصورت  48و 36و  24و 12زمان یعنی در زمان صفر و 

مشاهده می  9جداگانه ارزیابی شد. همانطور که در  نمودار 
بدست آمده تمام آزمون ها  P-valueشود و با توجه به  

، که حاکی از عدم وجود اختلاف معنی بوده 05/0بیشتر از 
های مختلف می  rpmدار در تمام زمان ها بین میانگین در 



بهادر و همکاران

 

10 
 

همچنین فرضیه برابری میانگین دماهای مختلف با  باشد.
بررسی گردید. دراین فرضیه به ANOVAآزمون ناپارامتری 

بصورت  45و 40و 35و 30تفکیک دما یعنی در دمای 
شد. همانطور که در نمودار  جداگانه رشد ارگانیسم بررسی

 05/0تمام آزمون ها بیشتر از  P-valueمشاهده می شود  2
، که حاکی از عدم وجود اختلاف معنی دار در تمام ودهب

 دماها بین میانگین در زمان های های مختلف می باشد.

 

 
 .متفاوت هوادهی درشرایط رشد براساس ها داده آنالیزآماری - 9 نمودار

 
 تحلیل مکانی 

روند تغییرات مکانی داده های زمین کشاورزی اول 
دارای باکتری  2و  6نشان می دهد که نقاط شماره 

( و درصد فراوانی باکتری 4)شکل  استنوتروفوموناس بوده

دوم نقاط و برای زمین کشاورزی  %7/5زمین کشاورزی اول 
دارای باکتری استنوتروفوموناس بوده  27و  14و  9شماره  

دوم  ( که درصد فراوانی باکتری زمین کشاورزی4 شکل)
%  گزارش گردید و مجموع درصد فراوانی باکتری هر  5/7

 می باشد.  %2/13دو زمین 
 

 
 .نمایش تغییرات مکانی داده های زمین کشاورزی اول - 4 شکل

 6نقطه 

 2نقطه 

 9نقطه 

 27نقطه 

 14نقطه 
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 بحث
ای پراکنش های آروماتیک چند حلقههیدروکربن

وسیعی در محیط زیست دارند و به عنوان یکی از عوامل 
باشند. از میان سرطان زا و جهش زای موجودات مطرح می

های حذف آلودگی، زیست پالایی به کمک روش تمام
های میکروبی با کمترین مقدار انرژی، ماده شیمیایی فرآیند

باشند ها به مواد غیر سمی میو زمان قادر به تبدیل آلاینده
(12.) 

در مطالعه حاضر به منظور جداسازی و شناسایی 
های مرسوم از عمق مناسب ها، با استفاده از روشباکتری
شهرستان مرودشت واقع در استان فارس نمونه خاک 

برداری صورت گرفت. پس از نمونه برداری به منظور 
های های موجود در نمونهجداسازی و شناسایی باکتری
کشت نوترینت آگار کشت  جمع آوری شده بر روی محیط

داده شدند و سپس با کمک نتایج حاصل از رنگ آمیزی گرم 
های ل کشت اولیه غربالگریو مشخصات مورفولوژیکی حاص

ها اولیه صورت گرفت. همچنین جهت شناسایی این جدایه
های بیوشیمیایی استفاده شد. نتایج حاصل از این از تست

های کاتالاز هایی با ویژگیها حاکی از وجود باکتریتست
LD ،S2H ،aseND ،اسکولین، موتیلیتی ،VP آمیلاز و ،

از وجود استنوترفوموناس باشد، که حاکی ژلاتین مثبت می
های جمع آوری های حاصل از نمونهمالتوفیلیا در جدایه

باشد. مشاهدات حاصل از این مطالعه در تطابق با شده می
در  .(13باشد )می2010در سال  وجسیزین اسکامشاهدات 

مطالعه صورت گرفته توسط وی مشخص شد که 
 4/0جزیه قادر به ت استنوترفوموناس در شرایط کومتابولیک

باشد. در روز می 14میلی مولار نیتروفنول در طول  25/0تا 
مطالعه مشابه دیگری که توسط منگوانی و همکاران در سال 

نیز گزارش گردید استنوترفوموناس به صورت   2014
های حلقوی آروماتیک موثرتری قادر به تجزیه هیدروکربن

 (.7) باشندمی
 توسط نوریه و همکاراناز طرف دیگر در مطالعه ایی که 

های تجزیه ، میکروارگانیسمانجام گردید 1388در سال 
کننده هیدروکربن های حلقوی جداسازی و پس از سازگاری 

ها شناسایی شدند. یافته ها نشان داد غنی سازی، باکتری و
سودوموناس ، باسیلوس، که گونه های سودوموناس

ر حذف فنانترن آئروژینوزا، استینوباکتر، به طور همزمان د
 (.14نقش دارند )

بر اساس نمونه برداری صورت گرفته از خاک شهرستان 
های صورت گرفته بر روی آن مشخص شد مرودشت و آنالیز

شن،  80/32رس، % 32/30که خاک منطقه حاوی %
باشد که بر اساس طبقه بندی صورت می لای %88/36

که  گرفته این خاک دارای بافت رسی شنی آهکی می باشد
به علت وجود شن و رس از طرفی هوادهی مناسب در خاک 
انجام می شود و از طرف دیگر حضور رس سبب می شود 
که عناصر مغذی در خاک تبادل شده و به رشد ارگانیسم 

 2000در همین راستا محققین در سال  (.9) ها کمک نماید
توانایی  بیان کردند که باکتری استنوتروفوموناس مالتوفیلا

های سنگین آروماتیک را در زدایی و تجزیه هیدروکربنسم 
ها گزارش کردند که طی باشند. آنمحیط پایه مایع دارا می

از  %55روز این باکتری توانایی تجزیه و سم زدایی  42تا  2
های آروماتیک همچون آنتراسن، پیرن، فلورانتن هیدروکربن
 .(15) باشندرا دارا می

لی و همکاران بیان کردند که  2002در سال  پس از آن
قادر به  T3-cهای استنوتروفوموناس مالتوفیلا استرین جدایه

رشد در محیط کشت حاوی تولوئن، بنزن و اتیلن بنزن به 
ها تاثیر عوامل باشند. آنعنوان تنها منبع کربن و انرژی می

محیط و دمای گرما  pHمحیطی همچون حجم اولیه تولوئن، 
گزاری را بر روی میزان کار آمدی باکتری در هضم و تجزیه 

ها گزارش کردند که توانایی هضم تولوئن بررسی کردند. آن
امکان  8تا  5بین  pHدر و تجزیه تولوئن توسط این استرین 

باشد. همچنین عنوان نمودند که میزان تجزیه پذیر می
گراد نسبت به دمای انتیدرجه س 40و  20تولوئن در دمای 

باشد بیشتر می %83و  %43گراد به ترتیب درجه سانتی 30
این و نرخ هضم اختصاصی تولوئن، بنزن و اتیلن بنزن توسط 

  06/2و  μmol/g-DCW/hr 38/2 ،25/4باکتری به ترتیب 
در  2007ل . بدنبال آن سایر محققین در سا(16) می باشد

 تجزیه باکتریهای از جنس11ایی موفق به جداسازی مطالعه
 ازای آروماتیک های چندحلقههیدروکربن برخی کننده
های نفتی همچون گازوئیل  شدند که به فرآورده ییهامکان

در این  جداشده باکتریهای مهمترینآلوده شده بودند که از 
و  باسیلوسآگروباکتریوم،  سودوموناس،توان به مطالعه می

 .(17)اشاره نمود  سفنگوموناسا
بر اساس مشاهدات حاصل از این مطالعه باکتری 

درجه  45تا  30استنوترفوموناس مالتوفیلیا در دماهای 
های چند سیلسیوس قادر به هضم  و تجزیه هیدروکربن

ای آروماتیک از جمله اسنافتن، آنتراسن و تولوئن به حلقه
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باشد. بر اساس و انرژی می عنوان تنها منبع کربن
مشاهدات صورت گرفته این باکتری در هیچ دمایی قادر به 

ای آروماتیک پیرول های چند حلقهاستفاده از هیدروکربن
باشد. بنابراین با توجه به به عنوان منبع کربن و انرژی نمی

اهمیت حضور ترکیبات شیمیایی مختلف که انسان از طریق 
سینتتیک به محیط زیست وارد می  کارخانه ها و به صورت

نماید و می تواند خطر ساز باشد تحقیق حاضر ضمن 
جداسازی این میکروارگانیسم از خاک و توانایی تجزیه 

توان از ترکیبات آروماتیک حلقوی عنوان می نماید که می
ها و آن جهت پاکسازی منابع آبی و خاکی اطراف پالایشگاه

ک پالایشگر زیستی استفاده منابع نفتی از آن به عنوان ی
 کرد.
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