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 فرآينددر  هاي تجزيه كننده نفتباكتري فعاليتو  بقاء بر مؤثربررسي فاكتورهاي 
 پالايي زيست

  حسين ميرزايي نجفقلي و *سوما نريماني، عيدي بازگير
  لرستان، دانشگاه لرستان، دانشكده كشاورزي، گروه گياهپزشكي

  25/11/94 :تاريخ پذيرش  18/4/94 :تاريخ دريافت

  چكيده
هرستان پلدختر يكي از مراكز مهم انتقال نفت است كه فرسودگي خطوط انتقالي سبب مركز انتقال نفت شهداي تنگ فني ش

هاي باكتريايي از پالايي در اين منطقه، گونهبا توجه به ضرورت تحقيقات جهت زيست. آلودگي خاك و آب اين منطقه شده است
و برازش باكتريهاي تجزيه كننده  بقاء بر ؤثرمهدف از اين پژوهش بررسي فاكتورهاي . شدندنواحي آلوده جداسازي و شناسايي 

 Pseudomonas aeruginosa، Acinetobacter junii، Acinetobacter يباكتريهادر اين پژوهش از  .نفت است

baumannii، Delftia tsuruhatensis، Sphingobacterium multivorum،Stenotrophomonas acidaminiphila  و 
Comamonas koreensis غلظت  ابتدا حداقل. سازي شده از خاك و آب آلوده به نفت منطقه پلدختر استفاده گرديدجدا

. تعيين گرديد بر حسب ميكروليتر بر ميلي ليتر نفت سفيد به روش ماكروديلوشن باكتريهابازدارندگي و كشندگي نفت بر اين 
لم، توليد سيدروفور، توانايي انحلال فسفات و توليد هاي باكتري از نظر فاكتورهاي توانايي تشكيل ساختارهاي بيوفيسپس گونه

 Comamonas koreensisو  Pseudomonas aeruginosa هايگونه. ايندول استيك اسيد مورد مقايسه و بررسي قرار گرفتند
توانايي بيشترين  Pseudomonas aeruginosa همچنين گونه. به ترتيب بيشترين و كمترين ميزان تحمل به نفت را نشان دادند

 Acinetobacter هايدر آزمون انحلال فسفات گونه. نشان داد را را در توليد سيدروفور و تشكيل ساختار بيوفيلم باكتريايي

junii و Acinetobacter baumannii گونه همچنين .بيشترين توانايي در انحلال فسفات را دارا بودند Sphingobacterium 

multivorum  هاي باكتريايي در تحمل آلودگيهاي با توجه به توانايي اين گونه .دول استيك اسيد را توليد نمودميزان اينبيشترين
-اي مناسب براي استفاده در پديده زيستتوان آنها را به عنوان گزينهكنندگي رشد گياه مينفتي و دارا بودن فاكتورهاي تقويت

 .پالايي خاكهاي آلوده پيشنهاد كرد

  .ايندول استيك اسيد ، باكتري، زيست پالايي، بيوفيلم ،ينفتلودگي آ: كليدي ه هايواژ

 Mirzaeih89@gmail.com: ، پست الكترونيكي09167425869: نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
 در شيميايي مواد ترين پرمصرف يكي از نفتي هاي فرآورده
 محيط براي ي جديعنوان تهديدبه  هستند و امروز دنياي
 اين مواد در حين توليد، انتقال، .گردندمحسوب مي زيست
 شوند مي خاك آلودگي سبب نشت، و نامناسب استفاده

هاي آروماتيك چند بين تركيبات نفتي، هيدروكربن از ).37(
 علتبه  )Polycyclic Aromatic Hydrocarbons( ايحلقه

در محيط و اثرات مضري كه بر سلامت انسان  پايداري بالا

هيدروكرينهاي آروماتيك چند . باشند ميدارند، مورد توجه 
اي گروه بزرگي از تركيبات آلي با دو يا چند حلقه  حلقه

خنثي با حلاليت كم  نسبتاًتركيبات اين . آروماتيك هستند
در فشار كم بخار  آنها در آب، چربي دوست و بسياري از

اين تركيبات حاصلخيزي، نفوذپذيري، ). 23( شوند مي
اهش ظرفيت اتصال خاك را ك ظرفيت نگهداري آب و
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خاك غيرقابل استفاده  به طوري كه امكان دارد دهند، مي
  ). 19 و 6(شود 

گياه  شيميايي، زيستي و فيزيكي، متعدد يروشها
 آلوده يخاكها اصلاح براي )Phytoremediation(پالايي
 جانبي عوارض و بالا هزينه به توجه با اما دارد، وجود
 در زيستي يروشها از استفاده ،شيميايي - فيزيكي يروشها
 گذشته، دهه چند طول در ).31(گرفته است  قرار اولويت
 يخاكها )Bioremediation(هاي آلاينده زيستي  تجزيه
 زيست يپژوهشها در مهم موضوع به عنوان يك آلوده

 زيستي،  تجزيه راهكارهاي از بسياري و مطرح بوده محيطي
). 37( اند يافته دبهبو خاكهااين  آلودگي كاهش براي

طبيعي  ريزجانداراناستفاده از  بر پايه پالايي  زيست  وريافن
مهندسي  وسيله  ايجاد شده به ريزجاندارانموجود و يا 

ي آلوده و حفاظت از مكانهامنظور احياي مجدد   ژنتيك به
كاربرد موفق تجزيه زيستي،  .زيست استوار است  محيط

هاي ميكروبي مناسب  يهسووابسته به شناسايي و جداسازي 
  ).24(ها را دارند  آلاينده است كه توانايي تجزيه

بسيار كوچك و پويايي را براي  زيستگاه ،ريزوسفر ناحيه
ريزجانداران  ،در آن كهآورد  ريزجانداران خاك فراهم مي

پتانسيل  باگياه، اجتماعي منحصر به فرد  مرتبط با ريشه
 رابات زائد سمي زدايي از تركي قابل ملاحظه براي سم

افزايش دهنده رشد ي باكتريهابرخي از  .دهند تشكيل مي
اي جهت بهبود رشد گياه  العاده داراي توانايي فوق گياه،

مانند توليد  ي مختلفمكانيسمهاميزبان از طريق 
 .دنباش ميانحلال فسفات  و سيدروفور، ايندول استيك اسيد

ي خاك و ها براي كاهش آلاينده اين باكتريها همچنين
 20( گيرندقرار مياستفاده  مورد معدني كردن تركيبات آلي

 2009در سال  )15( و همكاران )Esitken( كنسيتا). 22و 
ي گياهي را در واكنش گياهان نسبت به هورمونهانقش 
  . اندنشان دادهي زيستي و غيرزيستي تنشها

هاي باكتريايي  سويهي انجام شده پژوهشهابا توجه به 
 ،Pseudomonas، Bacillus، Rhizobium يجنسهاه متعلق ب

Agrobacterium، Microccocus، Flavobacterium ،
Erwinia، Burkholderia ،Achromobacter، Erobacter 

  ).22(دارند  را توانايي انحلال فسفات Delftia  و

 ،Pseudomonas aeruginosa يباكتريهااز  پژوهشدر اين 
Acinetobacter junii، Acinetobacter baumannii ،

Delftia tsuruhatensis ،Sphingobacterium 

multivorum ،Stenotrophomonas acidaminiphila  و 
Comamonas koreensis  جداسازي شده از خاك و آب

 .)5( استفاده گرديدپلدختر تنگ فني آلوده به نفت منطقه 
داقل غلظت بازدارنده و حهدف از اين مطالعه تعيين 

 بررسي و هاي باكتريايينفت از رشد گونه دهكشن
مانند تشكيل و فعاليت اين باكتريها  بقاء بر مؤثر فاكتورهاي

بيوفيلم، انحلال فسفات، سيدروفور و توليد ايندول استيك 
 نفت و افزايش دهنده رشد گانكنندبه عنوان تجزيهاسيد 
  .باشدمي گياه

  هامواد و روش
رشد  نفت بر و كشندهتعيين حداقل غلظت بازدارنده 

يين حداقل غلظت به منظور تع :هاي باكترياييگونه
 Minimum Inhibitory( نفت بازدارنده و كشنده

Concentration (هاي باكتريايي از محيطاز رشد گونه-

، 300، 200حاوي رقتهاي ) NB )Nutrient Brothكشت 
 600و  575، 550 ،525 ،500 ،475 ،450 ،425 ،400

ابتدا جمعيت . استفاده شد سفيد نفت ليتربر ميلي ميكروليتر
CFU/ml 108 25هاي باكتريايي تهيه و مقدار گونه 

 975حاوي ليتري ميلي 2ميكروليتر به درون ميكروتيوبهاي 
ميكروتيوبها . ميكروليتر از رقتهاي ذكر شده، اضافه گرديد

 170ي شيكر انكوباتور با سرعت ساعت بر رو 48به مدت 
نگهداري  سانتي گراددرجه  28در دماي  دقيقهبر  دور

اسپكتروفتومتر جذب سپس با استفاده از دستگاه . شدند
. گيري شدنانومتر اندازه 600ها در طول موج نمونهنوري 

 NAپتري  روليتر از هر نمونه درون ميك 50ميزان همچنين 
درجه درون  28ساعت در دماي  24كشت و به مدت 
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 حداقل غلظت كشنده .دندشانكوباتور نگهداري 
)minimum bactericidal concentration ( براساس عدم

   .)25 و14( تعيين گرديد NAكشت رشد بر روي محيط

: هاي باكتريايي در تشكيل بيوفيلمبررسي توانايي گونه
ش جهت بررسي كمي و كيفي تشكيل بيوفيلم از رو

ساعته  24از كشت  ابتدا. ميكروپليت اليزا استفاده گرديد
. تهيه گرديد CFU/ml 1010جمعيت  هاي باكتريايي،گونه

 Luria Bertani brothكشت ميكروليتر از محيط 100ميزان 

(merck)  درون چاهكهاي پليت اليزا ريخته شد، سپس
باكتريايي به  هايگونهميكروليتر از سوسپانسيون  10ميزان 

 24درون هر چاهك حاوي محيط كشت اضافه و به مدت 
بعد از . روي شيكر قرار داده شددور در دقيقه  50و عت سا
ساعت، پليت با آب مقطر سترون شست و شو داده  24
 125ي پليت، ميزان چاهكها بعد از خشك شدن. شد

 درصد به هر كدام از 1ميكروليتر محلول كريستال ويوله 
بعد از . دقيقه انكوبه شد 10-15اضافه و به مدت  چاهكها

پليت با آب مقطر سترون شست و شو  دداًمجانكوباسيون، 
سپس توسط ميكروسكوپ نوري تشكيل . داده شد

همچنين . ساختارهاي بيوفيلم از لحاظ كيفي بررسي شد
ميكروليتر از محلول  125كمي بيوفيلم نيمه براي سنجش 
اضافه و به  چاهكها درصد به هر كدام از 30اسيد استيك 

ايت جذب نوري هر در نه. دقيقه انكوبه شد 10- 15مدت 
چاهك با استفاده از دستگاه اسپكتروفتومتر در طول موج 

 نيمه كمينتايج سنجش . گيري شد نانومتر اندازه 550
مورد تجزيه و تحليل آماري  ver.9.2 SASتوسط نرم افزار 

  ).16(قرار گرفت 

هاي  فسفات توسط جدايه بررسي ميزان انحلال
حلال فسفات توسط به منظور بررسي كيفي ان: باكتريايي

 Sperber(آگار _كشت اسپربرهاي باكتريايي از محيط گونه

Agar merck (هاي باكتريايي به  ابتدا گونه. استفاده گرديد
-ي پتري حاوي محيطتشتكهااي در مركز صورت نقطه

آگار كشت گرديد و به مدت هفت روز در _كشت اسپربر

. داري شددرجه سانتي گراد درون انكوباتور نگه 28دماي 
ايجاد هاله شفاف اطراف پرگنه باكتري نمايانگر فعاليت حل 

همچنين به منظور تخمين . باشدكنندگي فسفات معدني مي
- ها، از محيطكمي توانايي انحلال فسفات توسط جدايه

 CFU/mlابتدا سوسپانسيون . كشت اسپربر مايع استفاده شد
تهيه شد و هاي داراي توانايي انحلال فسفات از گونه 109

ميكروليتر سوسپانسيون از هر جدايه باكتري به  50ميزان 
 5كشت اسپربر مايع اضافه و به مدت ليتر محيطميلي 25

 28دور در دقيقه و دماي  170روز روي شيكر با سرعت 
سپس با استفاده از . ي شدنگهدار سانتي گراددرجه

دور در  10000با سرعت دقيقه  10سانتريفيوژ به مدت 
ليتر از ي باكتري رسوب داده شد و يك ميليسلولهاقيقه د

ليتر ليتر آب مقطر و يك ميليمحلول رويي با سه ميلي
پس از . وانادات مخلوط گرديد - معرف آمونيوم موليبدات

دقيقه، شدت جذب نوري هر نمونه با استفاده از  20
نانومتر قرائت شد  430دستگاه اسپكتوفتومتر در طول موج 

در مقايسه با منحني فسفر محلول در محيط كشت  و مقدار
در  فسفري استاندارد محلولها ).34(استاندارد محاسبه شد 

 4/0و  35/0، 3/0، 25/0، 2/0، 15/0، 1/0، 05/0غلظتهاي 
 ميلي گرم بر ليتر تهيه شده و با استفاده از معادله

)y= 52.955x + 0.0181 (غلظت فسفر مشخص گرديد.  

 ارزيابي منظور به: باكتريها توسط روفورسيد توليد بررسي
 آزمون از باكتريايي هاي گونه توسط سيدروفور توليد كيفي
. )33(شد  استفاده آگار) CAS( سولفونات -آزورول كروم

سوسپانسيون  از ليتر ميكرو 20 كشت،پس از تهيه محيط 
CFU /ml 108 مركز در گذاري قطره روش به باكتري هر 

 مدت  به سپس تشتكهاي پتري و ه شدقرار داد تشتك پتري
 تغيير. شدند انكوبه سانتي گراد درجه 28 دماي و روز 5

 ،)زرد( روشن نارنجي به تيره  آبي از كشت محيط رنگ
. بود باكتريايي هاي گونه توسط سيدروفور توليد دهنده نشان

همچنين به منظور مقايسه ميزان توليد سيدروفور توسط 
) CAS-Shuttle(شاتل  CASآزمون  هاي باكتريايي ازگونه
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سپس مقدار ضريب جذب هر گونه باكتريايي . استفاده شد
  ).9(نانومتر تعيين گرديد  630در طول موج 

توسط ) IAA(بررسي توليد ايندول استيك اسيد 
هاي  گونهبررسي توليد ايندول استيك اسيد توسط : باكتريها
) 1995(من و دساكس  ، بر اساس روش گليك اييباكتري

از  CFU/ml 108ليتر از سوسپانسيون  ميلي 5. تعيين گرديد
) DF(هاي باكتري به محيط كشت دوركين و فاستر  گونه

-L(تريپتوفان - ليتر ال گرم بر  ميلي 200حاوي 

Tryptophan (ي سلولهابعد از رسوب . تلقيح گرديد
دقيقه و با  15به مدت  توسط دستگاه سانتريفيوژباكتريايي 

، مقدار يك ميلي ليتر از مايع دور بر دقيقه 11000سرعت 
ليتر از معرف سالكووسكي اضافه و  رويي به دو ميلي

 25گسترش رنگ صورتي بعد از ). 12(ورتكس گرديد 
هاي باكتريايي بود  گونهتوسط  IAAتوليد  دهنده دقيقه نشان

توسط هر جدايه باكتري از طريق  IAAميزان توليد ). 32(
نانومتر  535ان جذب محلول در طول موج گيري ميز اندازه

ي محلولها). 12(با منحني استاندارد محاسبه شد و مقايسه 
 30و  ppm  5 ،10 ،15 ،20يغلظتهادر  IAAاستاندارد 

 + y = 34.18x(اين منحني  تهيه شده و با استفاده از معادله

قابل . هاي مجهول محاسبه شد در نمونه IAAغلظت ) 0.53
جاي   به IAAي استاندارد محلولهااي تهيه ذكر است كه بر

 200و ) DF(آب مقطر از محيط كشت دوركين و فاستر 
 تريپتوفان استفاده گرديد تا ماده-ليتر ال گرم بر ميلي ميلي

هاي باكتريايي  هاي استاندارد و نمونه در نمونه  اي زمينه
  ). 35(يكسان باشد 

در قالب تمامي آزمايشها : طرح آزمايشي و تحليل نتايج
. تصادفي با سه تكرار در هر تيمار انجام گرفت كاملاًطرح 

صورت  SASافزار ها با استفاده از نرمتجزيه و تحليل داده
احتمال در سطح  LSDآزمون  بر پايهميانگينها . پذيرفت

  .يك درصد مورد مقايسه قرار گرفت

  نتايج 
 در اين پژوهش از باكتريهاي جدا شده از منطقه آلوده به

 هاي باكتريايي از نظرو جدايه استفاده شد نفت پلدختر
ميزان توليد سيدرفور، ايندول  تشكيل ساختارهاي بيوفيلم،

 .فسفات مورد بررسي قرار گرفتند لانحلا و استيك اسيد
و ميزان ماده آلي آن  شنيبافت خاك منطقه از نوع لومي

 .درصد محاسبه گرديد 1,443

هاي گونه نده نفت برشو ك حداقل غلظت بازدارنده
هاي مورد استفاده، با مقايسه ميانگينها در بين گونه: باكتري
تحمل بيشترين ميزان  Pseudomonas aeruginosaگونه 

 Comamonasرا دارا بود و گونه  به تركيبات نفتي را

koreensis  را نشان  تحمل به تركيبات نفتيكمترين ميزان
ارنده و كشنده نفت در حداقل غلظت بازد ساير نتايج. داد

   .نشان داده شده است 1جدول 

  هاي باكترينتايج حداقل غلظت بازدارندگي و كشندگي نفت از رشد گونه-1جدول

  هاي باكترياييگونه
ميكروليتر بر (حداقل غلظت بازدارندگي
  )ميلي ليتر

حداقل غلظت كشندگي 
  )ميكروليتر بر ميلي ليتر(

Pseudomonas aeruginosa 575 600  
Sphingobacterium multivorum 400 425  

Stenotrophomonas acidaminiphila 400 450  
Comamonas koreensis 400 475  
Delftia tsuruhatensis 550 575  

Acinetobacter baumannii 500 525  
Acinetobacter junii 550 575  
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: يلمهاي باكتريايي در تشكيل بيوفبررسي توانايي جدايه
هاي مورد استفاده، گونه با مقايسه ميانگينها در بين گونه

Pseudomonas aeruginosa  بيشترين ميزان توانايي تشكيل
 Comamonas koreensisبيوفيلم را دارا بود و گونه 

 ساير نتايج. كمترين ميزان تشكيل بيوفيلم را نشان داد
ر نمودار هاي باكتريايي دگونهتوانايي تشكيل بيوفيلم توسط 

  . نشان داده شده است 1

  
 ساختارهاي هاي باكتريايي در تشكيلگونهتوانايي مقايسه  -1نمودار 

  )نانومتر 550طول موج  (بيوفيلم باكتريايي 

هاي  بررسي ميزان انحلال فسفات توسط جدايه
ظهور هاله شفاف اطراف كلني باكتري در : باكتريايي

گر توانايي انحلال نمايان كشت حاوي فسفات معدنيمحيط
 ،Pseudomonas aeruginosaباكتريهاي . فسفات است

Acinetobacter junii، Acinetobacter baumannii، 
Delftia tsuruhatensis، ،Stenotrophomonas 

acidaminiphila  توانايي انحلال فسفات را دارا بودند 
، Acinetobacter juniiهاي گونههمچنين . )2نمودار (

Acinetobacter baumannii و  3/374 به ترتيب با توليد
توانايي بيشتري در  فسفات ليترگرم بر ميليميكرو 8/369

   .انحلال فسفات داشتند

هاي بررسي ميزان توليد سيدروفور توسط جدايه
 ،Pseudomonas aeruginosaهاي گونه: يباكترياي

Acinetobacter junii  و  Delftia tsuruhatensis   توانايي  

  .توليد سيدروفور را دارا بودند

  
باكتريايي در انحلال فسفات هاي مقايسه توانايي گونه -2نمودار 

  )ليترگرم بر ميلي ميكرو(

 Delftiaو  Pseudomonas aeruginosaهاي گونه

tsuruhatensis ن توليد به ترتيب بيشترين و كمترين ميزا
  ).  3نمودار (دادند سيدروفور را از خود نشان 

  
هاي باكتريايي در طول مقايسه توليد سيدروفور توسط گونه -3نمودار 

  نانومتر 630موج 

هاي گونهتمامي : بررسي ميزان توليد ايندول استيك اسيد
 توانايي توليد ميزان ايندول استيك اسيد را داشتند باكتريايي

 Sphingobacterium هاي باكتريگونه. )4نمودار (

multivorum  وComamonas koreensis  به ترتيب با
و بيشترين گرم بر ليتر ميلي 74/0و  09/3مقدار ميانگين 

   .كردندميزان ايندول استيك اسيد را توليد كمترين 

  بحث
  نفتيشده از مناطق  در اين پژوهش از باكتريهاي جداسازي
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  ).5(پلدختر استفاده گرديد 

  
ر توليد ايندول استيك هاي باكتريايي دمقايسه توانايي گونه -4نمودار 

  )ليتربر گرم  ميلي(اسيد 

فاكتورهاي حداقل غلظت بازدارنده و كشنده، ميزان توانايي 
گونه ها در تشكيل بيوفيلم، توليد ايندول استيك اسيد، 

. رفتانحلال فسفات و توليد سيدرفور مورد بررسي قرار گ
بيشترين توانايي در  Pseudomonas aeruginosaكه گونه 

همچنين . تشكيل بيوفيلم و توليد سيدروفور را دارا بود
تمامي گونه ها توانايي توليد ايندول استيك اسيد را دار 

  . بودند

پيشرفت سريع تكنولوژي در مواردي سبب آلودگي منابع 
خاك به عنوان يكي . طبيعي و محيط زيست گرديده است
هاي  ت كننده آلايندهاز اجزاي مهم محيط زيست، درياف

هاي صنعتي و  ي نفتي، پسماندكربنهامختلف مانند هيدرو
به علت  ذاتي، پذيري انعطاف وجود با. كشاورزي است

تخريب و كاهش  مستعد استفاده و مديريت نادرست، خاك
 مانع به عنوان يك خاك يآلودگيها نتيجه در. كيفيت است

ترين  هماز م). 30(است  مطرح پايدار توسعه در عمده
توان به كاهش  اثرات مضر اين تركيبات در خاك مي

حاصلخيزي خاك، ظرفيت نگهداري آب، نفوذپذيري و 
در طول چند دهه ). 6(ظرفيت اتصال خاك اشاره كرد 

ي آلوده يك موضوع مهم در خاكها گذشته، زيست پالايي
براي تاثير اين ). 37(باشد  محيطي ميي زيستپژوهشها

از طريق سيستم  باكتريهاها از جمله  انيسم، ميكروارگفرآيند
 كنند ها را به محصولات بي ضرر تبديل مي آنزيمي آلاينده

   .)30و  26(

در بررسي حداقل غلظت بازدارنده و كشنده نفت بر عليه 
بيشترين  Pseudomonas aeruginosaي، گونه باكتريها

 پژوهش اين در. ميزان تحمل به تركيبات نفتي را دارا بود
بيشترين تحمل و  Pseudomonas aeruginosaونه گ

از خود نشان داد، كه با پژوهش  را راندمان حذف نفت
با .  )4( مطابقت داشت) 1391(محسن زاده و همكاران 

  هاي مورد استفاده، گونهمقايسه ميانگينها در بين گونه

Pseudomonas aeruginosa بيشترين ميزان توانايي تشكيل
كننده نفت در باكتريهاي تجزيهبيوفيلم . بود بيوفيلم را دارا

يك سد فيزيكي براي جلوگيري از ورود  به عنوان
عمل غشاء  اي به درون ي آروماتيك چند حلقهكربنهاهيدرو

همچنين ساختارهاي بيوفيلم باكتريايي سبب ). 36( كندمي
شود و مي فنولي تركيبات مانندمقاومت در برابر مواد مضر 

ت زماني باكتري توانايي مصرف و پس از گذشت مد
بنابراين بالا بودن قابليت  ).3(كندمي را پيدا  آنهاتجزيه 

و  Delftia tsuruhatensisهاي تشكيل بيوفيلم توسط گونه
Pseudomonas aeruginosa سهولت تواند سبب مي

  .  ها در محيطهاي تحت تنش شوداستقرار اين گونه

ود رشد و استقرار بهتر باز ديگر فاكتورهايي كه سبب به
شود، قابليت توليد گياهان در محيطهاي آلوده به تنش مي

نيزه كننده ريشه وهاي باكتريايي كلسيدروفور توسط گونه
هاي باكتريايي توليد سيدروفور توسط گونه. باشدمي

Pseudomonas aeruginosa، Acinetobacter junii  و
Delftia tsuruhatensis مانند  تلفتوسط محقيقن مخ

و همكاران،  )Buysens( و راوو، بويسن)Boopathi(بوپاتي 
، و همكاران )Han( و همكاران، هان )Doughari( دوغاري

و  )Saghir Khan(  و صغيرخان طهماسبي و همكاران
.  )21و  13، 10، 8، 1( گزارش شده است همكاران

آهن مورد نياز خود، در شرايط  تأمينباكتريها به منظور 
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همچنين باكتريها ). 2(كنند ود آهن سيدروفور توليد ميكمب
ها در گياهان، محرك رشد گياه براي كاهش سميت آلاينده

 11(دهند با توليد سيدروفور آهن را در اختيار گياه قرار مي
  ).18 و

همه باكتريها قابليت توليد ايندول استيك اسيد را دارا 
ي باكتريايي در پژوهش حاضر نيز تمامي گونه ها .بودند

مورد استفاده توانايي توليد ايندول استيك اسيد را دارا 
ايندول استيك اسيد، وظايف متنوعي را در رشد و  .بودند

 دهي به ساختمان ريشه نمو گياهان بر عهده دارد و در شكل
هاي جانبي،  ي آوندي، تنظيم نمو ريشهبافتهاگياه، تمايز 

گرايي ريشه نقش  قرارگيري قطبي تارهاي كشنده و جاذبه
به عنوان يك مولكول سيگنال در  IAAهمچنين  ).7(دارد 

كند و به طور مستقيم بر فيزيولوژي  عمل مي باكتريها
بر اساس برآوردهاي صورت ). 29(گذار است تأثير باكتريها

ي خاك از توانايي ترشح باكتريهادرصد از  80گرفته حدود 
ردار هستند استيك اسيد برخو-3- دولهورمون گياهي اين

ي محرك رشد گياه به باكتريهابرخي از ريزو). 28و  27(
سنتز هورمون گياهي ايندول استيك اسيد قادرند از  واسطه

، سبب سلولهاطريق تحريك تقسيم سلولي و طويل شدن 
  ). 17(زا گردند  گياه تحت شرايط تنش ارتقاي رشد ريشه

  گيرينتيجه

تواناييهاي مختلفي  استفاده در اين پژوهشمورد باكتريهاي 
مانند توانايي ايجاد ساختارهاي بيوفيلم باكتريايي و توليد 

از  را و فعاليت در شرايط تنش بقاء سيدروفور براي افزايش
هاي باكتريايي، گونه در بين گونه. خود نشان دادند

Pseudomonas aeruginosa  بيشترين توانايي در توليد
با  همچنين. نشان داد سيدروفور و تشكيل بيوفيلم از خود

در انحلال  هاي مورد استفادهگونهبالاي توانايي  توجه به
 ها راتوان اين گونهتوليد ايندول استيك اسيد ميفسفات و 
دهندگان رشد و سازگاري گياهان در  ءارتقابه عنوان 

  .نمودشرايط تنش معرفي 

  تشكر و قدرداني

فراهم نمودن  نويسندگان مقاله از دانشگاه لرستان به دليل
  .امكانات و تجهيزات كمال تشكر و قدرداني را دارند

  منابع
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مجله فناوري زيستي . آنها در تجزيه كارآيي بر مؤثر فاكتورهاي

 . 11-19): 2( 13جلد . در كشاورزي

6- Alam khan j, Rizvi SHA. 2011. Isolation and 
characterization of microorganism from oil 
contaminated sites. Adv Appl Sci Res. 2(3): 
455-460. 

7- Aloni R, Aloni E, Langhans M, Ullrich CI. 2006. 
Role of cytokinin and auxin in shaping root 
architecture: regulating vascular differentiation, 

lateral root initiation, root apical dominance and 
root gravitropism. Ann. Bot. 97: 883–893. 

8- Boopathi E, Rao KS. 1999. A siderophore from 
Pseudomonas putida type A1: structural and 
biological characterization. Biochim. Biophys. 
Acta. 1435(1): 30-40. 

www.SID.ir


www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

 1396، 1، شماره 30جلد                                                           )                  مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

9- Burd GI, Dixon DG, Glick BR. 1998. A plant 
growth-promoting bacterium that decreases 
nickel toxicity in seedlings. Appl. Environ. 
Microbiol. 64: 3663–3668. 

10- Buysens S, Heungens K, Poppe J, Hofte M. 
1996. Involvement of pyochelin and pyoverdin 
in suppression of Pythium-induced damping-off 
of tomato by Pseudomonas aeruginosa 7NSK2. 
Appl. Environ. Microbiol. 62 (3): 865-871. 

11- Crowley D, Wang Y, Reid C, Szaniszlo PJ. 
1991. Mechanisms of iron acquisition from 
siderophores by microorganisms and plants. 
Plant Soil. 130 (1-2): 179-198. 

12- Dell’Amico E, Cavalca L, Andreoni V. 2008. 
Improvement of Brassica napus growth under 
cadmium stress by cadmium-resistant 
rhizobacteriaSoil Biol. Biochem. 40: 74–84.  

13- Doughari H J, Ndakidemi P A, Human I S, 
Benade S. 2011. The ecology, biology and 
pathogenesis of Acinetobacter spp.: an 
overview. Microbes Environ. 26 (2): 101-112. 

14- Erriu M, Pili FMG, Tuveri E, Pigliacampo D, 
Scano A, Montaldo C, Piras V, Denotti G, 
Pilloni A, Garau V. 2013. Oil essential 
mouthwashes antibacterial activity against 
Aggregatibacter actinomycetemcomitans: a 
comparison between antibiofilm and 
antiplanktonic effects. Int. J. Paediatr. Dent. 1-5. 

15- Esitken A, Pirlak L, Ipek M, Donmez MF, 
Cakmakci R, Sahin F. 2009. Fruit bio-thinning 
by plant growth promoting bacteria (PGPB) in 
apple cvs. Golden Delicious Braeburn. Biol 
Agric Hortic. 26: 379–390. 

16- George A. 2011. Microtiter dish biofilm 
formation assay. J Vis Exp. (47). 

17- Glick BR, Penrose DM, Li J. 1998. A model for 
the lowering of plant ethylene concentrations by 
plant growth promoting bacteria. J Theor Biol 
Biol. 190: 63–68. 

18- Glick BR. 2003. Phytoremediation: synergistic 
use of plants and bacteria to clean up the 
environment. Biotechnol Adv. 21: 383–393. 

19- Gojgic-Cvijovic GD, Milic JS, Solevic TM, 
Beskoski VP, Ilic MV, Djokic LS, narancic TM, 
Vrvic MM. 2012. Biodegradation of petroleum 
sludge and petroleum polluted soil by a bacterial 
consortium: a laboratory study. Biodegradation. 
23: 1-14. 

20- Gray EJ, Smith DL. 2005. Intracellular and 
extracellular PGPR: commonalities and 
distinctions in the plant-bacterium signaling 
processes. Soil Biol Biochem. 37: 395-412. 

21- Han J, Sun L, Dong X, Cai Z, Sun X, Yang H, 
Wang Y, Song W. 2005. Characterization of a 
novel plant growth-promoting bacteria strain 
Delftia tsuruhatensis HR4 both as a diazotroph 
and a potential biocontrol agent against various 

plant pathogens. Syst Appl Microbiol. 28 (1): 
66-76. 

22- Hayat R, Ali S, Amara U, Khalid R, Ahmed I. 
2010. Soil beneficial bacteria and their role in 
plant growth promotion: a review. Ann 
Microbiol. 60(4): 579-598. 

23- Kanaly R A, Harayama S. 2000. Biodegradation 
of high-molecular-weight polycyclic aromatic 
hydrocarbons by bacteria. J. Bacteriol. 182 (8): 
2059-2067. 

24- Leoni L, Ambrosi C, Petrucca A, Visca P. 2002. 
Transcriptional regulation of pseudobactin 
synthesis in the plant growth promoting 
Pseudomonas B10. Fems Microbiol Lett. 208 
(2): 219-225. 

25- Moghaddam M, Alymanesh MR, Mehdizadeh L, 
Mirzaei H, Pirbalouti AG. 2014. Chemical 
composition and antibacterial activity of 
essential oil of Ocimum ciliatum, as a new 
source of methyl chavicol, against ten 
phytopathogens. IND CROP PROD. 59: 144-
148. 

26- Mohite BV, Jalgaonwala RE, Pawar S Morankar 
A. 2010. Isolation and characterization of 
phenol degrading bacteria from oil contaminated 
soil. Innovat Rom Food Biotechnol. 7: 61-65. 

27- Normanly J, Slovin JP, Cohen JD. 2004. Auxin 
biosynthesis and methabolism. In: Davies P.J. 
(ed) Plant hormones. Biosynthesis, signal 
transduction, action. Kluwer, Dordrecht. 36–62. 

28- Saghir Khan M, Zaidi A, Ahmad Wani P, Oves 
A. 2009. Role of plant growth promoting 
rhizobacteria in the remediation of metal 
contaminated soils. Environ Chem Lett. 7:1–19. 

29- Saharan BS, Nehra V. 2011. Plant Growth 
Promoting Rhizobacteria: A Critical Review. 
LSMR. 21: 1-30. 

30- Sayara T, Pognani M, Sarrà M, Sánchez A. 
2010.Anaerobic degradation of PAHs in soil: 
Impacts of concentration and amendment 
stability on the PAHs degradation and biogas 
production. Int Biodeterior Biodegradation. 64 
(4): 286-292. 

31- Shabir G, Afzal M, Anwar F, Tahseen R, Khalid 
ZM. 2008. Biodegradation of kerosene in soil by 
a mixed bacterial culture under different nutrient 
conditions. Int Biodeter Biodegr. 61(2), 161-
166. 

32- Sheng XF, Xia JJ. 2006. Improvement of rape 
(Brassica napus) plant growth and cadmium 
uptake by cadmium-resistant bacteria. 
Chemosphere. 64: 1036–1042. 

33- Silva-Stenico ME, Pacheco FTH, Rodrigues 
JLM, Carrilho E, Tsai SM. 2005. Growth and 
siderophore production of Xylella fastidiosa 
under iron-limited conditions. Microbiol Res. 
160: 429-436. 

www.SID.ir


www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

 1396، 1، شماره 30جلد                                                           )                  مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

34- Sperber JI. 1958. The incidence of apatite-
solubilizing organisms in the rhizosphere and 
soil. Aust. J. Agric. Res. 9: 778-781. 

35- Torres-Rubio MG, Valencia-Plata SA, Bernal-
Castillo J, Martinez-Nieto P. 2000. Isolation of 
Enterobacteria, Azotobacter sp. and 
Pseudomonas sp. producers of Indole-3-Acetic 
Acid and Siderphores from Colombian rice 

rhizospher. Rev Latinoam Microbiol. 5: 171-
176. 

36- Van Hammet J D, Singh A, Ward OP. 2003. 
Recent advances in petroleum microbiology. 
Microbiol Mol Biol R. 67 (4):503-549. 

37- Xu Y, Lu M. 2010. Bioremediation of crude oil-
contaminated soil: comparison of different 
biostimulation and bioaugmentation treatments.  
J Hazard Mater. 183: 395-401. 

 

 

 

 

 

 

Evaluation of Effective Factors on Survival and Activity of 
Petroleum Degradation Bacteria in Bioremediation Process 

Narimani S., Bazgir E. and Mirzaei Najafgholi H.  

Plant Protection Dept., Faculty of Agriculture, Lorestan University, Khorramabad, I.R. of Iran 

Abstract 

Tang Fany petroleum Pumping Station (TFOPS) of Poldokhtar is an important and the 
old point of oil transition. The soil and water around this site is petroleum polluted due 
leakage of petroleum. The purpose of this study was to evaluate effective factors for 
survival and fitness of the petroleum degrading bacteria. The following bacterial species 
were isolated and identified from petroleum polluted soil and water in TFOPS region: 
Pseudomoas aeruginosa, Acinetobacter junii, Acinetobacter buumanii, Delftia 
tsuruhatensis, Comamonas Koreensis, Sphinobacterium multivorum and 
Stenotrophomonas acidaminiphila. The MIC and MBC were determined relative to oil 
whit the macrodilution method. The bacterial species Compared and evaluated on the 
factors ability to form a bacterial biofilm, siderophore production, indole acetic acid and 
dissolve phosphate. Two species namely P. aeruginosa and C. koreensis showed the 
highest and the least petroleum concentration tolerance, respectively. The two species 
also have the highest and the least biofilm production ability, respectively. 
Acinetobacter junii and A. baumannii in the test of dissolution of phosphate, most were 
able to dissolve phosphate. Sphingobacterium multivorum highest produced indole 
acetic acid. Due to the ability of the bacterial species to tolerate oil pollution and factors 
to promote plant growth, it can be suggested as alternative for application in the 
Bioremediation of contaminated soil events. 
Key words: Pollution Petroleum, Bacteria, Bioremediation, Biofilm, Indole Acetic 
Acid. 
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