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  چکیده
بـه محـض ورود ایـن    . باشـد ر ایران به دلیل مصرف بالاي مواد نفتی، آلودگی به مواد نفتی یکی از معضلات اساسـی مـی     در کشو 
ها، که از لحاظ ساختاري شبیه به ترکیبات طبیعی هستند، توسـط میکروارگانیـسم       ها به محیط زیست، بخشی از آلاینده      آلاینده

قادر به تجزیه زیستی که هایی داسازي، خالص سازي و شناسایی میکروارگانیسمجبا . شوندهاي موجود در آب و خاك تجزیه می      
کننده ترکیبات نفتی غربالگري باکتریهاي تجزیه  این منظور، براي.شودها هموار می   راه براي برطرف ساختن این آلاینده      باشندمی

  و شناسـایی شـد  انجامگازوئیل به عنوان منبع کربن  جایگزین نمودن  عاري از منبع کربن با    محیط حداقل هاي آلوده در    از نمونه 
شـامل   کـه  شناسـایی شـد   جدایه 19در این ارتباط   .صورت پذیرفت  مولکولی   هاي تشخیصی و روش   کیت از   ها با استفاده  جدایه

ــنس ــه جـ ــا و گونـ ــایی هـ ــاي باکتریـ ، .Stenotrophomonas maltophilia ،Ralstonia sp. ،Vibrio sp هـ
Sphingobacterium sp. ،Zymomonas sp. ،Pseudomonas aeruginosa ،Paracoccus sp. ،

Sphingobacterium sp. ،Pantoea sp. ،Achromobacter xylosoxidans ¤Acinetobacter johnsonii ¤ 
Serattia odorifera ¤Pseudomonas alcaligenes ¤Entrobacter cloacae ¤Pseudomonas stutzeri ¤

Chryseobacterium sp. باشندیم.  
  16S rRNA  شناسایی مولکولیکننده نفت،، باکتریهاي تجزیهکلمات کلیدي تجزیه زیستی

  
  مقدمه

هـاي محـیط   یندهیکی از بزرگترین آلابه عنوان ، همچنین باشد میکننده انرژي  تامین ادهمهمترین م علاوه بر آنکه    نفت  
ترش علم و دانش بشر و توجه به بهبود شرایط زیـست            گس ).1384تهرانی و همکاران،    مینایی (شودزیست محسوب می  

 تا روشهاي مناسبی را براي از بین بـردن ایـن   همحیطی و نیز استفاده بهینه از امکانات محیطی، محققین را بر آن داشت       
  .بی کنندآلودگیهاي مضر ارزیا

یی یک اصطلاح کلی جهت رفع زیست پالا. باشدزیست پالایی به عنوان راهکاري مناسب جهت اصلاح خاکهاي آلوده می
ها و خـصوصاً بـاکتري، قـارچ، مخمـر در       آلودگی محیط زیست به وسیله فرایندهاي بیولوژیکی و توسط میکروارگانیسم         

 براي این منظـور جداسـازي و غربـالگري باکتریهـاي     ).1384مینایی تهرانی و همکاران،    (باشد  خاکها و آبهاي آلوده می    
سازي و شناسایی آنها گامهاي نخستین در استفاده بیشتر پتانسیل زیستی     به دنبال آن خالص   کننده مواد نفتی و     تجزیه

  .شودهاي نفتی است که در این مقاله به آن پرداخته میخاك در رفع آلاینده
  مواد و روشها

 منظور تهیـه  به. آوري شد سانتیمتر مناطق آلوده به مواد نفتی منطقه بوشهر جمع0-30 نمونه خاك از عمق      20حدود  
بـه   ) CFMM) Supaka etal., 2001 سازي باکتریهاي موجود در نمونه نفتی از محـیط سوسپانسیون میکروبی و غنی
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در شـرایط   فـوق  میلـی لیتـر از محـیط    25گرم خاك آلوده درون  1. شود استفاده شد صورتی که در زیر شرح داده می      
بعد از تهیـه  .  انکوبه شدrpm 150 درجه سانتیگراد و با دور 28 شرایط دماي استریل درون ارلن مایر اضافه گردید و در    

 از سوسپانـسیون  ml 5سازي کشت میکروبی و جداسازي باکتریهـا، تلقـیح          سوسپانسیون میکروبی اولیه به منظور غنی     
ایط شیک و دمـاي  شر. انجام شد) گازوئیل( درصد از ماده نفتی 2 با CFMMلیتر از محیط کشت  میلی45میکروبی به   

با مشاهده کدورت و رشد باکتري به . انکوباسیون مطابق شرایط فوق بوده و به مدت یک هفته انکوباسیون انجام پذیرفت
کننده مواد نفتی اقـدام بـه تهیـه سـري رقـت از        سازي باکتریهاي بومی تجزیه   مدت یک هفته، براي جداسازي و خالص      

.  به همراه ماده نفتی انتقال داده شدCFMMهاي حاوي محیط جامد    روي پلیت  ها گردید و از رقتهاي مناسب بر      نمونه
سـازي  ها اقـدام بـه خـالص   ها با توجه به نوع، شکل و رنگدانه کلنی    سپس با مشاهده رشد کلنی باکتري در درون پلیت        

 در ادامـه تـستهاي   و. یـد سازي باکتریها و کشت آنها از محیط نوترینت آگار استفاده گرد     در جریان خالص  . باکتریها شد 
ابتدایی بیوشیمیایی نظیر رنگ آمیزي گرم، رنگ آمیزي اسپور، آزمایش ایجاد رنگ فلورسانس، تـست اکـسیداز، تـست         

بـراي اسـتفاده از کیـت     .  انجـام شـد    Himediaهاي تشخیـصی شـرکت      کاتالاز و انجام برخی تستهاي تکمیلی با کیت       
اده گردید، براي این منظور از تک کلنی بـاکتري کـشت شـبانه در محـیط     تشخیص باکتري از کشت تازه باکتریها استف  

NB              تهیه شد و سپس تلقیح مجدد از رشد شبانه باکتریها در محیط NB سـاعت  3-4 جدید انجام پذیرفت تا در مدت 
OD        اي بـر . هـا قـرار گرفـت    میکرولیتر از آن بر روي کیـت 40-50سپس .  برسد 8/0 حاصل از رشد باکتریها به نزدیک

 درجه سانتیگراد قرار گرفت و نتایج حاصله با جدول 28ساعت در داخل انکوباتور با دماي  24-48بررسی نتایج به مدت 
  . موجود در کیت مقایسه گردید

جـدول  ( انجام شـد  1492R و 27Fبا استفاده از آغازگرهاي عمومی  16S rRNAشناسایی مولکولی باکتریها به روش 
 درجـه  95 سیکل بود که به ترتیـب شـامل، ابتـدا یـک سـیکل اولیـه بـا دمـاي         30شده داراي  اعمال PCRبرنامه  ). 1

دمـاي  ( درجـه سـانتیگراد   53 دقیقه، دماي   1 درجه سانتیگراد به مدت      94 دماي    دقیقه، در ادامه   4سانتیگراد به مدت    
 در پایـان یـک سـیکل اضـافی      دقیقه که1 درجه سانتیگراد به مدت 72 دقیقه و دماي تکثیر      1به مدت   ) اتصال آغازگر 

 از تـک کلنـی   PCRلازم به ذکر است براي انجام    .  دقیقه نیز در نظر گرفته شد      10 درجه سانتیگراد به مدت      72دماي  
 1500تقریباً (باندهاي مورد انتظار .  ژنومی باکتري صرفنظر شدDNAها استفاده شد و بدین طریق از استخراج       باکتري

کمـک کیـت    بـه  DNAسـازي   بر روي ژل آگاروز ریکاوري شـدند و خـالص  PCRمحصول  از ران شدن   بعد) جفت باز 
Roche  یـابی   سازي و توالی  براي انجام همسانه  .  انجام پذیرفتDNA     از ناقـل pTZR57R/T        اسـتفاده شـد و واکـنش 
 E. coli DH5α 2 در حضور این ناقل صورت پذیرفت سپس محصول فوق بـراي تراریختـی سـلولهاي مـستعد    1اتصال

هـا  یابی نمونه، استخراج پلاسمید و هضم آنزیمی توالیPCRهاي تائیدي نظیر کلنی    پس از انجام آزمایش   . استفاده شد 
 هاي مورد نظر در پایگاه اطلاعاتی ها، توالیبعد از توالی یابی نمونه). Sambrook and Russell, 2001(انجام پذیرفت 

NCBI) National Center for Biotechnological Information (Blastnو به بررسی نتایج پرداخته شد شدند .   
  نتایج و بحث

.  جدایـه شـد  19منجـر بـه شناسـایی    آلـوده  هـاي  خاك مربوط به خـاك  نمونه20از  سازي باکتریها   جداسازي و خالص  
 برخـی از آنهـا اکـسیداز    هاي اولیه نشان داد که همه باکتریها گرم منفی، بدون اسپور و کاتالاز مثبت هـستند و  آزمایش

 16Sشناسایی مولکولی به روش . باشند میking-Bمنفی و مثبت بعلاوه تعدادي داراي قابلیت تولید رنگدانه در محیط 
rRNA       اي از محصول     نمونه 1 انجام پذیرفت که در شکلPCR     مربوط به تکثیر ژن رمزکننده ایـن قطعـه آورده شـده 
  .ها باکتري16S rRNAغازگرهاي عمومی به منظور تکثیر بخش  آ-1جدول                   .است

                                                
1- Ligation reaction 
2- Transformation competent cell 
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 نام آغازگر مشخصات آغازگر  دماي اتصال

Tm:51 AGAGTTTGATCMTGGCTCAG   27F 

 GGTTACCTTGTTACGACTT 1492R  
 
  
  
  
  
  
  
  

، )LM( جفت باز 10000 تا 100نردبان مولکولی با اندازه بین . 16S rDNA حاصل از تکثیر ژن رمزکننده PCR محصول -1شکل 
  .PDB1-9گذاري هاي باکتري با نامو نمونه) MM( باکتریایی DNAمحلول حاوي تمام اجزاء واکنش به جز 

  
 آورده شـده  2 براي شناسایی باکتریها نیز بهره گرفته شد کـه در شـکل   Himediaکیت  علاوه بر روش فوق استفاده از       

  .است
  
  
  
  
  
  

تصویر فوقانی قبل از تلقیح و تصویر پائین .  در این آزمایش استفاده شدهHimediaاکتري اي از کیت شناسایی ب نمونه-2شکل 
  .باشدبعد از تلقیح کشت باکتري می

Supaka    با استفاده از محیط کشت   ) 2001( و همکارانCFMM   و استفاده از فنانترن به عنوان منبع کـربن توانـستند 
بـا  )  2006( و همکـاران  Heewook. نماینـد ه به مواد نفتی جداسازي را از خاکهاي آلود.Sphingomonas spباکتري 

 وگـازولین یـا روغـن دیـزل بـه عنـوان منبـع کـربن در ایـن محـیط، بـاکتري            1BHاستفاده از محیط کـشت حـداقل     
Rhodococcus sp.هاي زیرزمینی آلوده به مواد نفتی جداسازي نمودند را از آب .  

Liangli و Hungchen) 2009 (العاتی که داشتند به ایـن نتیجـه رسـیدند کـه باکتریهـاي      طی مطPseudomonas 
stutzeri و Pseudomonas aeruginosa   ــی ــانترن مـ ــستی فنـ ــه زیـ ــه تجزیـ ــادر بـ ــاي   قـ ــند و باکتریهـ باشـ

Stenotrophomonas maltophilia  و Pseudomonas alcaligenesقادر به تجزیه فلورانتن می باشند  .Suseo و 
 .Chryseobacterium sp و .Achromobacter sp طی مطالعاتی نشان دادند که باکتري از جنس )2009(همکاران 

 Ralstonia قادر به تجزیه پیرن، باکتري Pseudomonas stutzeriباشند و باکتري قادر به تجزیه زیستی کربازول می
sp.باشد قادر به تجزیه نفتالین و دي بنزوآنتراسن می.  

  گیرينتیجه

                                                
1 Bushnell Hass 

 
   PDB   1     2        3       4        5      6        7        8     9       MM   LM 

1500bp 
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. باشدهاي آلی غربالگري و شناسایی آنها میگرفتن از توان میکروبی خاك براي اصلاح زیستی آلاینده      ام در بهره  اولین گ 
در این تحقیق با اعمال غربالگري باکتریها در محیط حداقل عاري از منبع کربن و جایگزین نمودن آن با مواد نفتـی در           

شناسایی باکتریها به روش مولکولی و تـستهاي بیوشـیمیایی    .  سویه شدیم  19سازي  نهایت موفق به جداسازي و خالص     
در مراحـل  . اند و شامل طیفی از باکتریهاي گرم منفی هـستند       جداسازي شده  هاي مختلفی تکمیلی نشان داد که باکتری    

نبی بعدي مقایسه کارایی آنها در تجزیه مواد نفتی مختلف مورد توجه بوده و بعد از کسب اطمینـان از عـدم اثـرات جـا              
تـوان از  پالایی بالاي آنها در حذف مواد آلاینده، می  و با در نظر داشتن قابلیت زیست      ) از قبیل بیماریزا بودن   (منفی آنها   

  .آنها بهره گرفت
  . باکتریهاي شناسایی شده و برخی از ویژگیهاي آنها-2جدول 

تست  شکل باکتري  باکتري
 گرم

تست 
 اسپور

تست 
 اکسیداز

تست 
 کاتالاز

ایجاد 
Pigment 

مولکولی و (بعد از تکمیل شناسایی 
 )بیوشیمیایی

PDB1 کوکوباسیل - - - + - Stenotrophomonas maltophilia 

PDB2 کوکوباسیل - - + + - Ralstonia sp. 

PDB3 باسیلی - - + + + Vibrio sp. 

PDB4 باسیلی - - + + - Sphingobacterium sp. 

PDB5 کوکسی - - - + - Zymomonas sp.  
PDB6 باسیلی - - + + + Pseudomonas aeruginosa 

PDB7 باسیلی - - + + -  Paracoccus sp.  
PDB8 کوکسی - - + + - Sphingobacterium sp. 

PDB9 باسیلی - - + + + Pantoea sp. 

PDB10 باسیلی - - + + - Achromobacter xylosoxidans 

PDB11 باسیلی - - + + + Pseudomonas aeruginosa 

PDB12 کوکسی - - - + - Acinetobacter johnsonii 

PDB13  کوکسی - - -  + -  Acinetobacter johnsonii 

PDB14 کوکوباسیل - - - + - Serattia odorifera 

PDB15 کوکوباسیل - - + + + Pseudomonas alcaligenes 

PDB16 باسیلی - - - + - Entrobacter cloacae 

PDB17 باسیلی - - + + + Pseudomonas aeruginosa 

PDB18  باسیلی - - + + + Pseudomonas stutzeri 

PDB19  کوکوباسیل - - + + + Chryseobacterium sp. 
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