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 :چکیده

 پاراکوات سمی نسبتاً. باشدي هرز میهامصرف با کاربرد بسیار وسیع جهت کنترل علفپاراکوات از سموم پر کشعلف
زیست،  محیط حذف و کاهش اثرات مخرب پاراکوات از در مؤثر هايروش از یکی. عمر بالا در خاك استپایدار با نیمه

ها کشهاي باکتري از خاك مزارع اطراف تبریز با سابقه مصرف آفتدر پژوهش حاضر، جدایه. تجزیه زیستی است
و  ppm0 ،25 ،50 ،75، حاوي )MSM(هاي داراي محیط کشت مایع حداقل ها، در ارلنی سویهکارآی. جداسازي شدند

انجام شد و  )w/v)1%عنوان تنها منبع کربن و انرژي و همچنین در حضور منبع کربنی گلوکز از پاراکوات به 100
صورت فاکتوریل در آزمایش به. گیري شداندازه nm396روز انکوباسیون در طول موج  30پاراکوات باقیمانده بعد از 

هاي آوري شده دو جدایه با استفاده از روش هاي جمعو از بین جدایه. قالب طرح کاملاٌ تصادفی با سه تکرار انجام شد
نامگذاري  .Streptomyces spو  xylosoxidans  Achromobacterشناسایی شده و) 16S rRNA(بیوشیمایی و مولکولی 

و  47پاراکوات و در عدم حضور گلوکز داراي توان تجزیه زیستی  ppm50ها به ترتیب در غلظت این باکتري. گردیدند
این  .افزایش یافت% 267/70و  533/74که با افزودن گلوکز این توان به ترتیب به بودند در حالی% 667/40

طور معنی داري اراکوات بههاي مختلف پاراکوات رشد نموده و تجزیه زیستی پها توانستند در حضور غلظتباکتري
دار ها و افزایش معنیحضور گلوکز باعث افزایش بیشتر رشد باکتري. ها افزایش یافتنسبت به شاهد توسط این جدایه

  .هاي باکتریایی در مقایسه با عدم حضور گلوکز شدتجزیه زیستی توسط جدایه
  

  .xylosoxidans  Achromobacter، Streptomyces spتجزیه زیستی، آلودگی خاك، :هاي کلیديواژه

                                                        
  دانشکده کشاورزي، گروه مهندسی علوم خاك-دانشگاه تبریز تبریز،: آدرس نویسنده مسئول، .1
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  مقدمه
طیف گسترده اي از ترکیبات شیمیایی ها 1آفت کش

طور وسیع براي محافظت گیاهان در مقابل  بههستند که 
و هر عامل کاهش دهنده محصولات ها آفات و بیماري

استوز و -یاسآر( گیرندمورد استفاده قرار میکشاورزي 
 ،شاورزي پیشرفتههاي کدر سیستم). 2008 ،همکاران

، ولی مشکل غیر قابل اجتناب استها کشاستفاده از آفت
در  هاکشآفت بقایاي ،هاکشاساسی در مورد مصرف آفت

اثرات جانبی زیادي را بر سلامت  محیط بوده که
هاي در اکوسیستم هاسمیکروارگانیمموجودات زنده و 

هاي مختلف داشته و همچنین پس از ورود به زنجیره
 و رائو(دهد میثیر قرار أائی، سلامت انسان را تحت تغذ

  .)2008و همکاران،  يچودار ؛1993 همکاران،
هاي هرز، به دلیل گستردگی و تنوع بالاي علف

طور گسترده اي مورد توجه ها به2کشاستفاده از علف
 همکاران، و پترسون( زارعان و کشاورزان قرار گرفته است

دلیل به 3کش پاراکواتعلفبا گذشت سالیان،  ).2001
خواص منحصر به فرد در میان مواد شیمیایی 

- سموم پرترین بوده و از کشاورزي در جهان محبوب
پاراکوات با  .باشدمیمصرف با کاربرد بسیار گسترده 

-'dimethyl-4,4-'1,1( 4گراماکسوننام تجاري 
bipyridinium (باشد می 5مپیریدینیویاز گروه ب

   .)2010 مائوریکو، و منک رافائل(
در  700 گرم در لیترداراي حلالیت زیاد،پاراکوات 

باشد در خاك می سال 6/6روز تا 1000 6عمرآب و نیمه
. )2001سون و همکاران، مپسی؛ 1980و همکاران،  هنس(

آن با نیروي زیادي توسط ذرات خاك جذب و  هايیون
و عدم دسترسی از نظر تحرکی آن در خاك باعث بی

در عمر بالاي آن نیمه). 2004 یلیلند،گ(شود یلوژیکی مبیو
باعث ماندگاري طولانی مدت ها، کشمقایسه با سایر علف

 زیستیمنفی بر سیستم  و در نتیجه تأثیرشده آن در خاك 
   .)2006پن خورست، (دارد بیوماس میکروبی  و اكخ

مصرف در گزارشاتی توسط محققان اعلام شده که 
 کاهش باعث  هاي متماديبراي سالپاراکوات  رمکرّ
کوپمن و  ؛1993 ،یو هانسل وهی(ها لگوم نديبگره

 همکاران، و گوپتا(تنفس خاك  و )1995همکاران، 
اثر منفی بر ساختار میکروبی شده است، همچنین  )2000

و  ینتامی-دوآه(خاك و کاهش ظرفیت تجزیه زیستی 
                                                        

1  . Pesticides 
2  . Herbicide 
3  . Paraquat 
4  . Qramoxone 
5  . Bipyridylium 
6  . Half- life 

 را موجب شده )2006؛ پن خورست، 1986همکاران، 
ترین سمیت را براي انسان داشته و پاراکوات بیش. است

  ).2010آلمدا و همکاران، (شود حتی باعث مرگ می
سازي، حذف و کاهش هاي متعددي جهت پاكروش

فیزیکی،  هايروش جمله ها وجود دارد ازآلاینده
 و مروترا(باشد می شیمیایی و حرارتی بیولوژیکی،

ها، روش از بین روش ).2008 ونزل، ؛1996 همکاران،
هاي تجزیه زیستی با استفاده از توانایی میکروارگانیسم

موجود در طبیعت بسیار مورد توجه بوده و امروزه جزء 
  هاي آلوده سازي خاكهاي برگزیده جهت پاكروش

 یک پالاییزیست. )2007 ،ابوبکرو  یفیدان(باشد می
 زیستمحیط جهت حذف و کاهش آلودگی کلی اصطلاح

 و از موجودات زنده استفاده و بیولوژیکی فرآیندهاي اب
ها، ها، قارچباکتريهایی مانند میکروارگانیسم

ها و مخمرها در ها، جلبکباکترها، سیانواکتینومایست
 چه هر .)2004 یونگ،ل( باشدهاي آلوده میها و آبخاك
 باشد، بیشتر میکروارگانیسم یک توسط حذف آلاینده میزان

 باشدارزشمند می بیوتکنولوژي نظر از روارگانیسمآن میک
  .)2007 ،یانگ زانگ ؛2005 لوپز،و اتینیو(

به استفاده از میکروارگانیسمدر گزارشات متعددي 
پن (ها کشهاي خاکزي جهت تجزیه زیستی انواع آفت

 ،)2009و همکاران،  یکونس؛ 1995 ،خورست و همکاران
و ) 2010 همکاران، و سیگر(انواع پسماندهاي شیمیایی 

، همچنین اشاره شده است )2009ساتر، (کشاورزي 
ها طیف وسیعی از میکروارگانیسم گزارش شده که

در خاك حضور ...) ها وها، قارچ ها، اکتینومایستباکتري(
 ؛1980 ،سامرز(باشند دارند که قادر به تجزیه پاراکوات می

هاي مختلف، گونه از میان گونه ).1999 ،ریکتس
Lipomyces starkeyi هایی است که از جمله گونه

جهت توان تجزیه از هاي فراوانی بر روي آن بررسی
 ،لیونو  یتاسم(زیستی پاراکوات انجام گرفته است 

  ).1985 ،؛ کر و همکاران1976
) 1972( دریو و اندرسون و) 1970( آئودوسو  زبرن

 قادر به Lipomyces starkeyiگزارش کرده اند که گونه 
باشد، این عنوان منبع نیتروژن میاستفاده از پاراکوات به

و  pHاي از تجزیه در شرایط هوازي در محدوده گسترده
گزارش کرد که ) 1969( فاندربوك. شوددما انجام می

فقط در شرایط هوازي قادر  Lipomyces starkeyi مخمر
نشان ) 1985( همکاران و کر. باشدبه تجزیه پاراکوات می

هوازي و در عدم حضور این گونه در شرایط بی(د که دادن
الوصول ناتوان در رشد و تجزیه یک منبع کربنی سهل

این گونه قادر به تجزیه حلقه کربنی  )باشدپاراکوات می
مقدار پاراکوات تجزیه و  بوده% 80کوات به بیش از اپار
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به کربن تولیدي اکسیدديمیزان گیري اندازه طریقاز شده 
مشاهده ) 1966( همکاران و بالدوین. مده بوددست آ

در محیط حاوي  Lipomyces starkeyiاند که گونه کرده
باشد و با نشاندار پاراکوات مقاوم بوده و قابل تکثیر می

کردن کربن حلقه پاراکوات مشاهده کردند که کربن این 
-عنوان منبع کربن مورد استفاده این گونه بوده و بهحلقه به

از محیط آلوده آزاد ) %84تا  82(کربن اکسیدصورت دي
  .شده است

هاي تجزیه هاي گوناگون از میکروارگانیسمدر بررسی
 ، fascians Corynebacteriumکننده پاراکوات مانند 

Clostridium pasteurianum  و Lipomyces starkeyi  در
 ،لیونو  یتاسم(هاي آلوده نام برده شده است محیط
مشاهده کردند که ) 1966( و همکاران وینبالد). 1976

Clostridium pasteurianum در شرایط هوازي و بی-
 و اسمیت. هوازي توانایی تجزیه پاراکوات را دارد

مشاهده کردند که با افزایش غلظت  )1976( کارانهم
 nigerپاراکوات وزن ماده خشک تولیدي توسط قارچ 

Aspergillus  هاي و در قارچیابد کاهش می% 50کمتر از
frequentans Penicillium،niger  Aspergillus  این

  Escherichia coliهايسلول. باشدمی% 50کاهش بیش از
نسبت به پاراکوات غیرقابل نفوذ بوده و در حضور 

؛ 1976 همکاران، و جونز( باشندیرشد مقادر به پاراکوات 
 JW2 Ochrobctruباکتري ). 1977 ،گارلند وجونز 

anthropi تواند در محیط حاوي پاراکوات رشد و می
این توانایی را در این  )2001( همکاران و وون ،تکثیر کند

هاي مقاوم به این باکتري به علت حضور یک سري ژن
 فاندربوكو  همچنین بوزارت. اندکش دانستهعلف

  .Pseudomonas spجهت بررسی توان رشد )1966(
 ppm1000 تا غلظت  متوجه شدند که حضور پاراکوات

. ها نداردثیري بر روي جذب اکسیژن و تنفس سلولأت
جهت بررسی توان تجزیه ) 2002( همکاران و کپیتکو

هاي مختلف و در در زمان P. putidaپاراکوات توسط 
حضور و عدم حضور منبع کربنی پرداخته و مشاهده 
کردند که در حضور منبع کربنی ساده قادر به تجزیه بیش 

باشد و با گذشت زمان درصد از پاراکوات می% 95از 
طوریکه یابد، بهتجزیه توسط این باکتري افزایش می

در روز % 32/41در روز اول به % 59/38درصد تجزیه از 
  .دوم افزایش یافته بود

ها، استفاده از کشبار آفتجهت کاهش اثرات زیان
هاي خاك در تجزیه زیستی، جداسازي میکروارگانیسم

هاي داراي توانایی بالا، شناسایی و بررسی توانایی نهگو
هاي از آنجا که میکروارگانیسم .باشدها مورد توجه میآن

کنند که داراي توان تجزیه و متفاوتی در خاك زندگی می

  اي عنوان منبع تغذیهها بهکشاستفاده از سموم و آفت
 باشند، لذا این پژوهش با هدف جداسازي و شناساییمی

داراي توان بالا و تلاش بومی هاي خاکزي میکروارگانیسم
هاي برتر در تجزیه پاراکوات و بررسی براي گزینش گونه

اثر حضور مبنع کربنی گلوکز بر میزان تجزیه توسط آنها 
  .انجام شد
  هاروشمواد و 

  سوسپانسیون خاك تهیهرداري و بنمونه
خاك از  نمونه خاك جهت انجام آزمایش 20تعداد

آفت کش ( هاکشبا سابقه مصرف آفت مزارع اطراف تبریز
بنومیل، دودین، زینب، کاربندازیم، : هایی از قبیل

برداري از سطح  نمونه. تهیه شد...)مانکوزب، دیازینون و
-مواد به دلیل حضور با کنار زدن لایه نازك سطحیخاك 

 براي هر نمونه خاك سري رقتشد سپس  انجام آلی
  . با چهار تکرار تهیه شدند 10-3تا رقت  1خاك

  ها2سازي میکروبکشت غنی
 حاوي )MSM3(معدنی کشت محیط مقادیر کافی

، )NH4( 2SO4گرم 2 ):گرم در لیتر(ترکیبات 
 ،CaCl2.2H2Oگرم MgSO4.7H2O ، 01/0گرم2/0

 ،Na2HPO4.12H2Oگرم  FeSO4.7H2O، 5/1گرم 001/0
و  سیکون( 2/7نهایی برابر  KH2PO4،pH  گرم 5/1

 .تهیه شد )2009همکاران، 
جهت جداسازي ها میکروبسازي غنیمرحله کشت 

انجام  پاراکواتهاي توانا در تجزیه میکروارگانیسماولیه 
-میلی 50 با غلظت تجارتی پاراکواتدر این مرحله . شد

سیکون و (مایع  کشت معدنیمحیط بهگرم بر لیتر 
تمام  از لیترمیلی یک سپسشد،  اضافه )2009همکاران، 

مایرها در کشت داخل ارلنبه محیط هاي تهیه شدهرقت
 oC27-26 در دمايها تمام نمونهو  شد اضافهچهار تکرار 

تا زمانی  دور در دقیقه 120چرخش در شیکرانکوباتور با 
تا  24( ها ظاهر شودمیکروارگانیسم هایی از رشدنشانهکه 
 20 هرراي مراحل باین تمام  .ندقرار داده شد )ساعت 96

رشد کلنی  40و در پایان آزمایش ، نمونه خاك انجام شد
ساعت،  24نمونه در  4: نمونه 40از بین این  .کرده بودند

نمونه در  6 ساعت، 48 نمونه در 5ساعت،  36نمونه در  6
 96نمونه در  10ساعت و  84در نمونه  9ساعت،  72

  .ها ظاهر شدسمنیهایی از رشد میکروارگاساعت نشانه
  هاسازي میکروارگانیسمجداسازي و خالص

گرم بر لیتر میلی 100با غلظت نهایی پاراکوات 
 جامدمعدنی  کشتبه محیط )2009 سیکون و همکاران،(

                                                        
1  . Serial dilution 
2  . Enrichment culture 
3  . Mineral Salt Medium  
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 سپس ،اضافه شد) کشت معدنیآگار اضافه شده به محیط(
حاصله از  هاي میکروبیسوسپانسیوناز لیتر میلییک 

-محیطهاي این تبر روي پلی سازيمرحله کشت غنی
-oC 27 و در دمايکشت داده شد  کشت با چهار تکرار

تا  داري شددر انکوباتور نگه ساعت 36به مدت  26
با توجه به  در این مرحله. هاي تواناتر رشد یابندکلنی

 -اینکه غلظت پاراکوات مورد استفاده کمتر از مرحله قبل
نمونه  40بود تمام  -هاسازي میکروبکشت غنی

رشد یافته بودند در  ابتدا سازي شده از مرحله قبل جدا
به دلیل شدند و تعدادي جداسازي کلنی  20تعداد 
 جدایه 10هاي ظاهري حذف شدند و در نهایت شباهت

  انتخاب شد
ي تجزیه بالادرصد هایی با توان جداسازي میکروارگانیسم

   براي آزمایش اصلیها نسبت به بقیه نمونهپاراکوات 
کشت در محیط ،انتخابی مرحله قبل جدایه 10 ابتدا از

-تهیه و در شیکرسوسپانسیون میکروبی براث نوترینت
قرار داده شد، بعد دور در دقیقه  120چرخش  انکوباتور با

جمعیت باکتري که به نمونه (7/0به  آنها 1OD600 ناز رسید
باشد و بر اساس  108تا  107شود باید حدود افزوده می

معادل این  7/0رد مک فارلند دانسیته نوري جدول استاندا
به براي تلقیح  جدایه از هر لیترکرومی100 ،)جمعیت است

 60پاراکوات با غلظت معدنی مایع حاوي  کشتمحیط
به این ترتیب  .افزوده شدبا پنج تکرار گرم بر لیتر میلی

هر  OD600چون ( بودها یکسان تلقیح براي تیمار جمعیت
ي هر جدایه انتخاب شد، اضافه کردن برا0/7جدایه در 

در هر نمونه ) لیترمیکرو100(حجم یکسان از هر جدایه 
  یکسان در هر ارلن مورد آزمایش جمعیت باعث ایجاد 

دور  120چرخش انکوباتور با ها در شیکرنمونه .)شودمی
مراحل در حضور این تمام  .ندقرار داده شد در دقیقه

سیکون و همکاران، ( w/v1% نهایی گلوکز با غلظت
در محیط  )µm22/0(فیلتر استریل  عبوري از) 2009

مانده از مقدار باقیو  نیز انجام شدکشت معدنی 
بعد از قرار دادن  روز 40و  30 ،20 ،10پاراکوات در 

در حضور و عدم حضور گلوکز  انکوباتوردر شیکر
   .ندگیري شداندازه

  هاونهمانده در نمگیري پاراکوات باقیدازهان
، هاي تعیین شده در مرحله قبلبعد از مدت زمان

 5به مدت  هاي سانتریفیوژ ریخته ودر لوله ها رانمونه
و از سانتریفیوژ کرده  دور در دقیقه 6000چرخش  دقیقه با

پاراکوات گیري روش نپل، کونتوم و همکاران جهت اندازه
 گرفته استفاده قرار موردها و شاهدها مانده در نمونهباقی

                                                        
1  . Optical Density  

شدت رنگ  ).1999؛ کونتوم و همکاران، 1977نپل، (شد 
گذشت و بعد از کاهش یافته با گذشت زمان آبی تولیدي 

   .رنگ خواهند شدها کاملاً بیساعت محلول 12
ي هااستاندارد ،کالیبراسیون اسپکتروفتومتر جهت
-Sigmaتهیه شده از شرکت( درصد 9/99 پاراکوات

Aldrich Laborchemikalien GmbH( 0هاي با غلظت ،
کشت معدنی در در محیطگرم بر لیتر میلی 10، 8، 6، 4، 2

% w/v1نهایی حضور و حضور گلوکز با غلظت عدم 
و بقیه  تهیه شدند )µm22/0(ز فیلتر استریل ي اعبور

  . ها انجام شدمانند نمونهمراحل 
روز  40و  30 ،20 ،10تمام مراحل بالا در روزهاي 

ها براي تمام نمونهانکوباتور دادن در شیکرپس از قرار 
در . دست آمدهمانده بهاي پاراکوات باقیانجام و مقدار

اي بالا پایان این مرحله دو میکروارگانیسم با توان تجزیه
به  w/v1%اضافه کردن گلوکز با غلظت (کز وگلدر حضور 

پاراکوات با غلظت مورد + جدایه مورد نظر+نمونه ها
جدایه مورد (عدم حضور گلوکز و)  پاراکواتآزمایش از 

پاراکوات با غلظت مورد آزمایش بدون اضافه کردن + نظر
براي انجام   SH-2 و SH-1هاي انتخابی با نام) گلوکز 
 40تا  30بین مدت  هاي اصلی انتخاب شدند وآزمایش

 پاراکواتتجزیه  و درصد در مقداردار تفاوت معنیروز 
داري در مقدار و درصد فاوت معنیتولی  مشاهده نگردید

پس زمان  ،مشاهده شدروز  30تا  20در تجزیه پاراکوات 
  .روز انتخاب گردید 30مناسب براي تجزیه پاراکوات 

هاي جدایهها توسط کشتعیین کمی پتانسیل تجزیه آفت
  میکروبی

گرم میلی 100، 75، 50، 25، 0هاي غلظتپاراکوات از 
 سپس .تهیه شدتکرار  سهعدنی با کشت مدر محیطبر لیتر 

 نبعد از رسید(میکروبی  جدایه دواز  لیترمیکرو 100
OD600  با  گلوکز در عدم حضور و حضور) 7/0آنها به

 )µm22/0(ز فیلتر استریل ي اعبور% w/v1نهایی غلظت 
هاي شاهد فاقد باکتري، همانند روش تیمار .اضافه گردید

 .ري به آنها اضافه نگردیدالذکر آماده شده و فقط باکتفوق
چرخش انکوباتور با در شیکر روز 30به مدت ها نمونه
   .قرار داده شد دور در دقیقه 120

  هاسازي و شناسایی باکتريخالص
کارگیري پاراکوات، با به مؤثر در تجزیه جدایهدو 

کلمنته و (شیمیائی هاي بیو مشاهدات میکروسکوپی، تست
هاي روشو  )2001مکاران، ؛ شاد و ه1990همکاران، 

-براي شناسایی مولکولی باکتري. شناسائی شدند مولکولی
با استفاده از  16S rRNAیابی توالیها به روش 
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). 1جدول (انجام شد  1492Rو  8Fعمومی  1آغازگرهاي
استخراج از ) PCR(اي پلیمرازبراي انجام واکنش زنجیره

DNA 2001و راسل،  كسامبرو( ژنومیک میکروبی (
  . استفاده شد
چرخه . بودچرخه  30کار رفته داراي به PCRبرنامه 

دقیقه به منظور از هم باز  2به مدت  oC95اولیه با دماي 
سیکل بعدي با  30. ژنومی استفاده گردید DNA 2شدن

آغازگر با  3ثانیه، دماي اتصال 30به مدت  oC94دماي 
و  ثانیه 30به مدت ) oC40(آنها  توجه به دماي اتصال

دقیقه تکرار شد و در  1به مدت  oC72 4دماي بسط شدن
دقیقه و 10شدن به مدت  بسطپایان یک چرخه اضافی 

دنبال گردید که در دستگاه ترموسایکلر  oC72 دماي تکثیر
Corbett محصولات . انجام گردیدPCR وسیله به

رنگ  %1به غلظت  الکتروفورز افقی روي ژل آگاروز
ولت  100در ولتاژ  یدیوم برومایدمحلول اتآمیزي شده با 

ساعت انجام شد و نوارهاي پدیدار 1آمپر به مدت  23و 
با دستگاه ژل داکیومنت از آن عکس ) bp1500(شده 

یابی به شرکت کیاژن کره جهت توالیسپس . برداري شد
-یابی نمونهتوالییابی شدند پس از جنوبی ارسال و توالی

، 5NCBIاه اطلاعاتی هاي مورد نظر در پایگها، توالی
6Blast-n شدند .  

- به جدایه برتر، آزمایش نهایی 2داسازي جبعد از 
کش در غلظت آفت) صورت فاکتوریل با سه فاکتور الف

و  جدایهدو (باکتري در سه سطح  جدایه) پنج سطح، ب
گلوکز در دو سطح با و بدون ) و ج) شاهد بدون باکتري

ادفی با سه تکرار گلوکز، در قالب طرح پایه کاملاً تص
اي دانکن ها با آزمون چند دامنهمقایسه میانگین. انجام شد

افزار ها با نرمدرصد و رسم نمودار 5در سطح احتمال 
Excel انجام گرفت.  

  نتایج و بحث
  هاجدایه شناسایی

هاي بیوشیمیایی و تستنتایج  در نهایت با توجه به 
مولکولی و آنالیز  )2جدول ( خصوصیات مورفولوژیکی

 و ترسنر( .Streptomyces spعنوان به SH-1 جدایه
 عنوانبه SH-2 جدایهو  )1986، کوتزنر ؛1968 ،همکاران

Achromobacter xylosoxidans )و همکاران گاکن مک ،
) 2013 ی،و عل یالارج ؛2007همکاران،  و ؛ یانگ1982

  .شدند شناسائی
                                                        

1  . Primers 
2  . Denaturation 
3  . Annealing 
4  . Extention 
5  . National center for biotechnological information 
6  . Basic local alignment search tool (for nucleotide) 

  تجزیه پاراکوات در عدم حضور گلوکز
) MSM(اکوات در محیط کشت معدنی تجزیه پار

چون محیط -عنوان منبع تغذیهکه پاراکوات تنها بهزمانی
ها کشت معدنی حاوي حداقل مواد لازم براي رشد باکتري

 -رودشمار میاي بهمنبع تغذیه خضور پاراکوات باشد،می
که اثر هر دو هاي مورد آزمایش نشان داد براي باکتري

هاي پاراکوات بر مقدار تجزیه فاکتور باکتري و غلظت
باشد دار میپاراکوات و همچنین اثر متقابل آنها نیز معنی

)01/0<p( ،) هر دو )الف-2(شکل با توجه به  ).3جدول ،
درصد  .Streptomyces spو A. xylosoxidans  باکتري

هاي بدون باکتري پاراکوات تجزیه شده را نسبت به تیمار
طور پاراکوات مورد آزمایش بههاي در تمام غلظت) شاهد(

با افزایش البته، ). p>01/0(داري افزایش دادند معنی
غلظت پاراکوات مصرفی، درصد تجزیه زیستی پاراکوات 

دهنده توسط هر دو باکتري کاهش یافته است که نشان
کاهش توانایی هر دو باکتري در تجزیه زیستی با افزایش 

 که در باکتريوريطبه. باشدغلظت پاراکوات مصرفی می
Streptomyces sp.  در غلظت % 333/51درصد تجزیه از

گرم بر میلی 100 غلظت در% 1/29به گرم بر لیتر میلی 25
در % 4/47از   A. xylosoxidans و در باکتري لیتر

 100 غلظت در% 833/24به گرم بر لیتر میلی 25غلظت
 Streptomycesباکتري  .کاهش یافته استگرم بر لیتر میلی

sp.  نسبت بهA. xylosoxidans هاي در تمامی غلظت
در تیمارهاي . بودپاراکوات، در تجزیه زیستی تواناتر 

به دلیل عدم حضور باکتري، تجزیه ) شاهد(بدون باکتري 
  .بودپاراکوات فقط شامل تجزیه شیمیایی پاراکوات 

  تجزیه پاراکوات در حضور گلوکز 
که زمانیمعدنی زیه پاراکوات در محیط کشت تج

عنوان منبع تغذیه براي علاوه بر پاراکوات، گلوکز نیز به
نشان داد که اثر هر سه هاي مورد آزمایش بود، باکتري

فاکتور باکتري، غلظت پاراکوات و حضور گلوکز بر مقدار 
دار تجزیه پاراکوات و همچنین اثر متقابل آنها نیز معنی

) ب-2(جه به شکل با تو. )3جدول (، )p>01/0(باشد می
 A. xylosoxidansو  .Streptomyces spهر دو باکتري 

درصد پاراکوات تجزیه شده را نسبت به تیمارهاي بدون 
هاي پاراکوات مورد در تمام غلظت) شاهد(باکتري 

لبته، ا). p>01/0(داري افزایش دادند طور معنیآزمایش به
 با افزایش غلظت پاراکوات مصرفی در حضور گلوکز،

درصد تجزیه زیستی پاراکوات توسط هر دو باکتري 
دهنده کاهش توانایی هر دو کاهش یافته است، که نشان

باکتري در تجزیه زیستی با افزایش غلظت پاراکوات 
 Streptomycesباکتري  ،با توجه به نتایج. باشدمصرفی می

sp.  نسبت بهA. xylosoxidans هاي در تمامی غلظت
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  ، در تجزیه زیستی تواناتر در حضور گلوکز پاراکوات
به دلیل عدم ) شاهد( در تیمارهاي بدون باکتري. باشدمی

حضور باکتري، تجزیه پاراکوات فقط شامل تجزیه 
که درصد تجزیه از طوريبه. باشدشیمیایی پاراکوات می

 در% 2/45به گرم بر لیتر میلی 25 در غلظت% 533/90
 .Streptomyces spدر باکتري یتر گرم بر لمیلی 100 غلظت
 در% 667/39به گرم بر لیتر میلی 25 در غلظت% 6/81و از 

 در باکتريگرم بر لیتر میلی 100 غلظت
 A. xylosoxidans باکتري ). ب-2شکل(کاهش یافته است
Streptomyces sp.  نسبت بهA. xylosoxidans  در تمامی

. باشداتر میهاي پاراکوات، در تجزیه زیستی توانغلظت
به دلیل عدم حضور ) شاهد(در تیمارهاي بدون باکتري 

باکتري، تجزیه پاراکوات فقط شامل تجزیه شیمیایی 
  .باشدپاراکوات حتی در حضور گلوکز می

- غیر(مقدار تجزیه شیمیایی همچنین مشاهده شده که 
) شاهد(در عدم حضور گلوکز در بدون باکتري ) زیستی

باشد که احتمالاً این کاهش به میبیشتر از حضور گلوکز 
هاي شیمیایی انجام علت حضور گلوکز و مانعی بر واکنش

  .باشدیافته می
  بحث

ها در تجزیه گزارشات متعددي از توانایی باکتري
ها و دیگر مواد آلاینده وجود دارد و این کشزیستی آفت

توان در حضور مواد کربنی توان تجزیه زیستی را می
یکون و س ؛2008، کالوانیسکا و همکاران( افزایش داد
برخی محققین علت این افزایش تجزیه ). 2009همکاران، 

الوصول کربنی بر افزایش ثیر حضور مواد سهلأرا به ت
سیکون ( اندهاي مورد آزمایش نسبت دادهجمعیت باکتري

  ).2009و همکاران، 
ها در حضور رسد که با استفاده از این باکترينظر میبه

مواد کربنی قابل دسترس موجود در منطقه از قبیل ملاس 
ساکارز  -هاي نیشکر، تفاله%48ساکارز کل  - چغندرقند

ساکارز % 16تا  12-، نیشکر)1983سرتین، (-%46کل 
-، بقایاي مواد غذایی و غیره به)1952دیلیجن، (-محلول

هاي مناسب، آب و ایجاد شرایط محیطی همراه مایه تلقیح
توان تجزیه این سازي در خاك میاكمناسب جهت پ

سموم را در خاك تشدید کرده و از اثرات مخرب زیست 
  .محیطی آنها کاست

 هاي مختلف باکتريدر بررسی توان تجزیه سویه
Achromobacter xylosoxidans  مشاهده شد که تجزیه

2,4-D توسط سویه EST4002 ) ،2000ودلر و همکاران(، 
زنگ و همکاران، (  B-16هسویتوسط  1فنولبیتجزیه 

                                                        
1. Biphenol 

لی و ( C55سویه توسط تجزیه اندوسولفان  ،)2007
-2,5 و  chlorobenzoate-2تجزیه )2009 ،همکاران

dichlorobenzoate سویه  توسطA8 ) استراند و
  . گیردانجام می )2011همکاران،

  گیرينتیجه
طور بهنتایج حاصل از این پژوهش نشان داد که 

هایی در خاك حضور دارند که طبیعی میکروارگانیسم
البته  .باشندبالا در تجزیه پاراکوات میتوانایی داراي 

ها در حضور یک منبع کربنی توانایی این میکروارگانیسم
. یابداي افزایش میالوصول بطور قابل ملاحظهسهل

هاي سازي خاكها جهت پاكاستفاده از میکروارگانیسم
وزه بسیار مورد توجه باشد و امرآلوده روش مناسبی می

طیف وسیعی از که  گزارشات نشان داده. قرار گرفته است
ها ها، قارچ ها، اکتینومایستباکتري(ها میکروارگانیسم

  در خاك حضور دارند که قادر به تجزیه ...) و
  ).1999 ریکتس، ؛1980 ،سامرز(باشند پاراکوات می

گونه  ،تهاي تجزیه کننده پاراکوااز میان میکروارگانیسم
Lipomyces starkeyi )؛ 1970 آئودوس،و  برنز  

؛ کر و 1976 لیون،و  یتاسم ؛1972دریو،  و اندرسون
، fascians Corynebacterium، )1985 ،همکاران

Clostridiumpasteurianum  )1976 لیون،و  یتاسم( 
  .گزارش شده است

با توجه به نتایج حاصله از این آزمایش، مشاهده 
قادر به تجزیه پاراکوات بوده ها کروارگانیسممیگردید که 

ها در تجزیه متفاوت البته توانایی این میکروارگانیسم و
با پتانسیل  هاجدایهو جداسازي و شناسایی  باشندمی

اي بالاتر مقرون به صرفه بوده و در کاهش بیشتر تجزیه
با توجه . باشندتر میثرؤاثرات مخرب مصرف پاراکوات م

 .Streptomyces sp، هر دو باکتري )ب-الف:2(به اشکال 
باعث افزایش قابل توجه درصد   A. xylosoxidansو

در حضور ) شاهد(تجزیه پاراکوات نسبت به بدون باکتري 
عنوان یک حضور گلوکز به. اندو عدم حضور گلوکز شده

تجزیه  اي درمنبع کربنی باعث افزایش قابل ملاحظه
 و .Streptomyces sp پاراکوات در هر دو باکتري

A. xylosoxidans   نسبت به عدم حضور گلوکز شده
افزایش بررسی اثرات تحریکی حضور گلوکز بر . است

توان به میزان تجزیه نسبت به عدم حضور گلوکز را می
ها نسبت براي باکتري) گلوکز(الوصول منبع انرژي سهل

تجزیه  افزایش در حضور آن باعثکه طوريداد به
 با توجه به نتایج، باکتري البته. شودمیوات پاراک

Streptomyces sp.  نسبت بهA. xylosoxidans  در تمامی
 .قدرت تجزیه بالاتري را نشان دادهاي پاراکوات غلظت
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استفاده از با توجه به نتایج حاصل از این تحقیق، 
هاي هاي مولکولی جهت شناسایی و بررسی ژنروش

ها و بررسی تجزیه میکروبی يعامل تجزیه در این باکتر

این سموم در حضور و عدم حضور سایر عناصر غذایی 
  .شودمهم مثل فسفر، نیتروژن و غیره پیشنهاد می

  
  PCRاستفاده شده درانجام  16S rRNAآغازگرهاي عمومی  - 1جدول 

 نام آغازگر مشخصات آغازگر دماي اتصال

Tm:40 5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' 8F 

 5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3' 1492R 
  

  
  ،SH-1 ،SH-2هاي جدایهترتیب از به PCRدست آمده از الکتروفورز محصولات هاي بهباند - 1شکل 

 باشندمی) N( باکتریایی DNAجزء  به PCRو شاهد منفی که تمام اجزاء ) Bacillus megaterium )P    شاهد مثبت، 
  

  
 )p>01/0ن دانکن آزمو(در عدم حضور گلوکز -لفا

  
  )بدون باکتري(نسبت به شاهد  A. xylosoxidans و .Streptomyces spهاي درصد تجزیه پاراکوات توسط باکتري - 2شکل 

  )p>01/0آزمون دانکن ( گلوکز در حضور -ب

Marker      SH-1       SH-2          P             N    

1500 bp  
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  .Streptomyces spو  Achromobacter xylosoxidans هاي بیوشیمیایی و خصوصیات مورفولوژیکی تست - 2جدول 
ها پس ازتکمیل شناساییجدایه   هايخصوصیات مورفولوژي و تست  )مولکولی، بیوشیمیایی و مورفولوژي( 

Achromobacter xylosoxidans (SH-2)  Streptomyces sp. (SH-1)  بیوشیمیایی 
 شکل باکتري  ايرشته  ايمیله

 شکل کلنی غیرصاف  صاف
 رنگ کلنی صورتی  شیري -سفید

 واکنش گرم +  -
 تحرك  غیرمتحرك  تحركم

هوازيرشد در شرایط بی -  +  
 تست اکسیداز  -  +
 نیترات رداکتاز +  +
 تست کازئین +  -
آزتست اوره +  -  
 تست پروتئاز +  +
 تست آمیلاز +  -
 تست کاتالاز +  +
 تست ژلاتیناز +  -
 تست استراز +  *
 تست گلوکز +  +
 تست لاکتوز +  -
 تست مالتوز +  *
مانوزتست  -  *  
 تست سیترات +  +
%5رشد در کلرید سدیم  +  +  
%7رشد در کلرید سدیم  -  +  
%10رشد در کلرید سدیم  -  +  
 C50°رشد در   -  +
 C60°رشد در  -  *

     عدم انجام آزمایش *
  
  

  تجزیه واریانس اثر باکتري، غلظت پاراکوات و گلوکز بر درصد تجزیه پاراکوات - 3جدول 
  میانگین مربعات  زاديدرجه آ  منبع تغییر

  702/15845٭٭  2  باکتري
  972/5740٭٭  4  پاراکوات
  356/1260٭٭  8  پاراکوات ×باکتري
  459/3666٭٭  1  گلوکز

  612/1079٭٭  2  گلوکز× باکتري
  256/364٭٭  4  گلوکز× پاراکوات
  668/112٭٭  8  گلوکز× پاراکوات× باکتري

  124/0           60  خطا
  26/1          (%)ضریب تغییرات 

  %1دار در سطح احتمال معنی٭٭
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