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 چکیده
فلزات  .شودها در طبيعت محسوب مىترين آلايندهعنوان يكى از مهمبهآلودگى خاك به فلزات سنگين، 

شوند، بلكه ممكن است با گياهان جذب و وارد زنجيره غذايى مىتنها توسط سنگين موجود در خاك نه
زی را به خطر هاى سطحى و زيرزمينى، سلامتى موجودات زنده و تنوع زيستی جانداران خاكورود به آب

های پيرامون معادن در خاك بررسی ترکيب و تنوع جوامع باکتريايیمطالعه حاضر با هدف  اندازند.بی
مقاوم به کروم با روش مولكولی مبتنی بر های باکتریکرمان انجام شد. شناسايی  کروميت جنوب استان

جدايه  15صورت گرفت. طبق نتايج،  16S rDNAقطعات ژن و تعيين توالی  ای پليمرازواکنش زنجيره
 16Sباکتری مقاوم به کروم از مناطق مورد مطالعه جداسازی شد. بررسی نتايج تعيين توالی قطعات ژن 

rDNA اين جنس از های باکتريايی بيشتر به جنس باسيلوس تعلق داشتند. نشان داد که اين جدايه
زدگی، سموم دليل داشتن اسپور در برابر بسياری از مواد ضد باکتريايی، حرارت، خشكی، يخها بهباکتری

استفاده از دهند. همچنين با شيميايی، فلزات سنگين و ديگر فاکتورهای مضر محيطی مقاومت نشان می
يابی نسل جديد ترکيب جوامع باکتريايی خاك بين دو نمونه غيرمعدنی و آناليز متاژنوم با روش توالی

ترکيب و تنوع جوامع باکتريايی خاك بين نشان داد که يابی نسل جديد توالینتايج  معدنی بررسی شد.
يج نشان داد شاخص تنوع آلفا )براساس که نتاطوریداری دارد. بهتفاوت معنی دو نمونه غيرمعدنی و معدنی

باشد. همچنين تنوع ر نمونه معدنی بيشتر از غيرمعدنی میکل واحدهای تاکسونوميک عملياتی( د تعداد
انجام شد که نتايج نشان  اصلی مختصاتتحليل وسيله آناليز بهبتا که نمايگر تنوع بين دو نمونه هست 

از آنجايی که روش مونه غيرمعدنی و معدنی متفاوت است. داد ترکيب جوامع باکتريايی در بين دو ن
ای واکنش زنجيرههای مبتنی بر کار رفته در اين پژوهش در مقايسه با ساير روشيابی نسل جديد بهتوالی

تر و پردازد و همچنين راحت، با سرعت و دقت بيشتری به بررسی ژنوم يک نمونه محيطی میپليمراز
باشد، جهت مقايسه ترکيب جوامع باکتريايی خاك بين تيمارهای مختلف پيشنهاد دارای انحراف کمتر می

 شود.می
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 مقدمه -1
های دليل سميت بالا و پايداری در محيطبه ، آرسنيک، سرب، نيكل، منگنز و آهنواناديم، کبالت، فلزات سنگين از جمله کروم، کادميوم، جيوه، روی

 ,Liطور جدی تهديد کنند )ها را بهتوانند سلامت انسان و اکوسيستمروند که میشمار میبهمحيطی های زيستترين آلايندهآبی و خاکی، از مهم

ها در محيط تجمع يافته و های صنعتی، کشاورزی، استخراج معادن و تخليه فاضلاببع متنوعی مانند فعاليتواسطه ورود از منا. اين فلزات به(2025
ع های اخير انجام شده است تا پراکندگی و ميزان تجمع فلزات سنگين در انواای در سالهای گستردهشوند. بررسیباعث کاهش کيفيت خاك و آب می

 Sharafi andها مورد ارزيابی دقيق قرار گيرد )محيطی آنيستزنعتی و کشاورزی شناسايی شود و اثرات های شهری، صها از جمله خاكخاك

Salehi, 2025های مديريتی موثرساز توسعه استراتژیاند که شناخت دقيق ميزان و نحوه پراکندگی فلزات سنگين، زمينه(. اين مطالعات نشان داده 
 های خاکی و آبی است.اکوسيستمبرای کاهش آلودگی و بهبود سلامت 

های صنعتی نظير استخراج معدن، ويژه در مناطقی که فعاليتکند، بهزيست ايفا میعنوان يكی از فلزات سنگين، نقش مهمی در آلودگی محيطبهکروم 
خصوص در شكل ك و منابع آب زيرزمينی، بهشود. ورود کروم به خاطور گسترده انجام میها بهدانهدباغی چرم، آبكاری فلزات و توليد رنگ و رنگ

های باری برای اکوسيستمتواند پيامدهای زيانپذيری بالا و سميت شديد، میدليل تحرك[، بهCr(VI)ظرفيتی ]شده آن يعنی کروم شش اکسيد
محيطی کروم، اين عنصر پيرامون اثرات زيست مطالعاتها از آغاز رغم گذشت دههدنبال داشته باشد. علیها بهزی، موجودات زنده و سلامت انسانخاك

ها برای پايش، ارزيابی و کاهش اثرات آن در المللی باقی مانده است و تلاشدار در فهرست نهادهای بينهای اولويتعنوان يكی از آلايندههمچنان به
شوند که با وجود ارزش اقتصادی بالا، در طبيعت شناخته می عنوان منابع مهم کرومبه(. معادن کروميت Xing et al., 2025حال گسترش است )

های سطحی در مقياس (. ميانگين کروم موجود در خاكDas et al., 2021قه و سلامت انسان ايجاد کنند )توانند تهديداتی برای پوشش گياهی منطمی
 Ertaniهای انسانی متفاوت باشد )سته به شرايط محيطی و فعاليتتواند باين ميزان می گرم در کيلوگرم گزارش شده است کهميلی 54جهانی حدود 

et al., 2017شوند که اغلب ناشی از های بالايی يافت میهای سطحی با غلظتويژه در خاك(. در برخی مناطق نزديک معادن، فلزات سنگين به
يظ شده هستند، تحت تأثير واد باطله که حاوی فلزات سنگين غلصورت ناکارآمد و بدون مديريت مناسب است. اين مبهرهاسازی مواد باطله معدن 

ای در اين زمينه نشان داده نمايند. مطالعهای را ايجاد میکنند و آلودگی گستردههای مجاور و حتی اراضی کشاورزی نفوذ میعوامل جوی به خاك
 ,.Naz et alطور مستقيم وابسته است )معدن در آن منطقه به های استخراجی و توسعههای اطراف معادن به فعاليتاست که شدت آلودگی خاك

2018.) 
شوند که قادرند ترکيب، تنوع و عملكرد های پايدار محيطی شناخته میعنوان آلايندهدليل پايداری بالا و عدم تجزيه زيستی، بهفلزات سنگين به

دهند که حضور فلزات سنگينی مانند کروم، سرب و کادميم در های اخير نشان میيافته .دطور قابل توجهی تحت تأثير قرار دهنميكروبی خاك را به
اين وجود، برخی ريزجانداران با  (. باWang et al., 2025شود )توده ميكروبی و تنوع جوامع باکتريايی میخاك منجر به کاهش قابل ملاحظه زيست

های آلوده را يافته و نقش مهمی در های فلزی، توانايی بقا در محيطترسيب و پمپاژ يونهای مقاومت زيستی نظير جذب، گيری از مكانيسمبهره
های پيچيده فيزيولوژيكی و ساختاری، قابليت تطابق واسطه سازگاریها بهکنند. علاوه بر اين، باکتریهای آلوده ايفا میفرآيندهای پالايش زيستی خاك

ها در مقايسه با ساير ريزجانداران، مقاومت و پايداری بيشتری شود تا آنها باعث میاند. اين ويژگینشان دادهزای خاك از خود بالاتری با شرايط تنش
های مناسبی برای ارزيابی سلامت زيستی خاك در مناطق آلوده تبديل همين سبب، به شاخصدر مواجهه با عوامل نامساعد محيطی داشته باشند و به

 (.De Almeida Martins and Takahashi, 2025) اندشده
ها در های گوناگون نقش مهمی در درك عملكرد آنبومها، در زيستويژه باکتریهای ريزجانداران، بهبنابراين، شناسايی، جداسازی و بررسی ويژگی

اند، اما تنها قادر به شناسايی بخش بسيار های مرسوم مبتنی بر کشت برای مطالعه ترکيب و تنوع ميكروبی اگرچه رايجکند. روشها ايفا میاکوسيستم
 Oulasشود کمتر از يک درصد از تنوع ميكروبی از اين طريق قابل شناسايی باشد )طوری که تخمين زده میمحدودی از ريزجانداران موجود هستند؛ به

et al., 2015ناپذير است. يكی ميكروبی خاك، امری ضروری و اجتنابتر جوامع های نوين مولكولی برای تحليل جامعگيری از روش(. در نتيجه، بهره
های خاك، کاربرد ويژه باکتری، بهزجاندارانيرکه برای بررسی ترکيب و تنوع جوامع  1ای پليمرازهای برجسته مولكولی مبتنی بر واکنش زنجيرهاز روش

شود و با عناوينی همچون های محيطی اطلاق میشده از نمونهاست. اين روش به مطالعه مستقيم ماده ژنتيكی ميكروبی استخراج 2دارد، متاژنوميكس
هاست و از بدون نياز به کشت ميكروارگانيسم DNAيابی و تحليل شود. متاژنوميكس شامل توالیمحيطی يا ژنوميک جامعه شناخته میژنتيک زيست

ها عنوان روشی کارآمد و قدرتمند در شناسايی پروفايل ميكروبی جوامع و تعيين پتانسيل ژنتيكی و عملكردی آنمحور، بهيرکشتهای غميان روش
های سنتی قادر به کند که روشتر از تنوع ميكروبی و نقش اکولوژيكی ريزجانداران ارائه میتر و جامعهای حاصل، تصويری دقيقشود. دادهشناخته می

 (.Wang et al., 2022آن نيستند ) ارائه

                                                           
1. Polymerase Chain Reaction (PCR) 2. Metagenomics 
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های خاك، از جمله توانند تأثيرات قابل توجه و بلندمدتی بر ويژگیکاری، میويژه معدنزاد، بههای انسانها نشان داده است که فعاليتنتايج پژوهش
درصد کروميت  70وب کرمان با استخراج بيش از (. از سوی ديگر، منطقه جنXing et al., 2025ترکيب و تنوع جوامع ريزجانداران، داشته باشند )

های مجاور معادن، تحت تأثير ريزگردها تواند بر توزيع آلودگی فلز سنگين کروم در خاكشود. اين امر میعنوان قطب اصلی اين فلز شناخته میکشور، به
(. بر اين اساس، پژوهش Zhang, 2025أثيرگذار باشد )های سطحی و زيرسطحی آب و همچنين بر ترکيب و تنوع جوامع باکتريايی خاك تو جريان

های پيرامون معادن کروميت در جنوب های مقاوم به کروم و بررسی ترکيب جوامع باکتريايی در خاكحاضر با هدف جداسازی و شناسايی باکتری
 انجام شده است. 1يابی نسل جديدگيری از آناليز متاژنوميک و توالیاستان کرمان، با بهره

 هامواد و روش -2
 برداری خاکنمونه -1-2

تان از اراضی پيرامون معادن کروميت در جنوب استان کرمان، شامل مناطق اسفندقه )شهرستان جيرفت(، دهكهان )شهرستان کهنوج( و آسمينون )شهرس
متر سانتی 15ده نمونه ساده( از عمق صفر تا موقعيت مكانی مختلف انتخاب شد. از هر موقعيت، سه نمونه خاك مرکب )شامل  12منوجان(، تعداد 

موقعيت منطقه مورد مطالعه را بر روی نقشه ايران  (1)استفاده شد. شكل  2برداری، از طرح آماری کاملاً تصادفیبرداشت گرديد. جهت انجام نمونه
 دهد.نشان می

 جنوب استان کرمان برداری درشده و توزیع نقاط نمونه(: نمای جغرافیایی منطقه مطالعه1شکل )

 یشگاهیآزما زیآنال -2-2
 نیو فلزات سنگ خاک ییایمیش و یکیزیف یهایژگیو یبرخ زیآنال -1-2-2

گيری شدند. ترکيب بافت خاك بر اساس روش هيدرومتری تعيين گرديد شده اندازههای استاندارد و پذيرفتههای مختلف خاك با استفاده از روشويژگی
(Bouyoucos, 1951.) ( ميزان کربن آلی با استفاده از روش والكلی و بلاكWalkley and Black, 1934 ،مورد ارزيابی قرار گرفت. همچنين )

وسيله روش نيز به 5(. مقدار کربنات کلسيم معادل ,1982Pageگيری شدند )در عصاره اشباع اندازه 4در گل اشباع و هدايت الكتريكی 3اسيديته خاك
شده در جدول برداری( تعيين گرديد. مقادير ميانگين اين پارامترها در نقاط نمونهAlison and Modie, 1965با اسيد کلريدريک )تيتراسيون بازگشتی 

خاك با استفاده از محلول تيزاب سلطانی های نمونهارائه شده است. مقادير کل فلزات سنگين، کروم، کادميوم، سرب، روی، مس، منگنز و نيكل ( 1)

                                                           
1. Next-Generation Sequencing (NGS) 

2. Completely Randomized Design (CRD) 

3. Soil acidity (Soil pH) 

4. Electrical Conductivity (EC) 

5. Calcium Carbonate Equivalent (CCE) 
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 1یاسپكترومتر جذب اتم( و با استفاده از دستگاه  ,2013Chand and Prasad( استخراج )1:3اسيد کلريدريک با نسبت  نيتريک و از اسيد)مخلوطی 
 قرائت شدند.

 شدهبرداریهای نمونهوقعیتمهای فیزیکی و شیمیایی خاک در (: مقادیر میانگین ویژگی1جدول )
 بافت خاک سیلت رس شن کربنات کلسیم کربن آلی هدایت الکتریتی pH نمونه

S1 41/7 85/0 88/0 4 29/87 21/5 50/7 یلومشن 
S2 46/7 91/0 68/0 4 24/88 44/5 32/6 شن 
S3 52/7 98/1 07/1 75/7 76/86 67/3 56/9 یلومشن 
S4 40/8 70/0 49/0 75/12 54/85 43/6 03/8 یلومشن 
S5 99/7 37/0 68/0 4 89/92 12/3 99/3 شن 
S6 61/8 61/0 97/0 5/1 24/92 72/4 04/3 شن 
S7 62/7 69/ 68/0 4 09/90 76/5 15/4 شن 
S8 51/7 05/1 12/0 13 96/90 76/0 28/8 شن 
S9 63/7 11/1 27/1 4 84/88 42/3 74/7 شن 

S10 84/7 71/0 89/0 25/0 06/87 93/4 01/8 یلومشن 
S11 58/8 89/0 68/0 5/1 96/93 76/0 28/5 شن 
S12 88/7 78/0 49/0 5/1 96/90 72/3 32/5 شن 

:S1 ( 505015.6خاك مرتعی مجاور معدن اسفندقهE 3158060.17N ،):S2  موقعيت( 539760( )1خاك معدنی آسمينونE 3029488N،): S3 خاك
ينون خاك معدنی آسم S5:(، 540027.1E 3029811N( )5خاك معدنی آسمينون )موقعيت  S4:(، 504940.77E 3158267N) معدنی اسفندقه

موقعيت )خاك معدنی آسمينون  S7:(، 536602E 3035634N( )3خاك معدنی آسمينون )موقعيت  S6:(، 539652E 3029328.38N( )2)موقعيت 
4 )(540712E 3029363N) :S8 ( 538767خاك مرتعی مجاور معدن آسمينونE 3029508N ،):S9  خاك مرتعی مجاور معدن دهكهان
(556905E 3067097N ،):S10 ( 556474خاك اراضی باغی مجاور معدن دهكهانE 3066470N ،):S11  ( 1خاك معدنی دهكهان )موقعيت
(556644E 3067832N و ):S12  موقعيت( 556680( )2خاك معدنی دهكهانE 3067937N.) 

 خاک یهایباکتر ییو شناسا یجداساز -2-2-2

های ، شمارش کلنی3های خاك بر روی محيط نوترينت آگارو کشت نمونه 2های متوالیرقتپس از تهيه : خاكهای باکتری DNA( استخراج 1
ها منظور بررسی مقاومت اين باکتریصورت مجدد کشت داده شدند. بهسازی بههای رشد يافته جهت جداسازی و خالصباکتريايی انجام گرفت و باکتری

جدايه مقاوم به کروم برای انجام  15کرومات پتاسيم ارزيابی شد. در ادامه، تعداد ختلف دیهای مهای حاوی غلظتها در محيطبه کروم، رشد آن
( صورت Dashti et al., 2009سازی شده با استفاده از روش جوشاندن )های خالصاز اين جدايه DNAيابی ژنتيكی انتخاب شدند. استخراج توالی

و نيز  230A/260Aو  280A/260Aهای جذب نوری از طريق نسبت 4از دستگاه نانودراپ شده با استفادهاستخراج DNAگرفت. کيفيت و کميت 
 (.2012Smith et al., -Boesenbergتأييد گرديد ) 5نانومتر ارزيابی شد و صحت استخراج نيز با الكتروفورز بر روی ژل آگارز 260Aغلظت در 

که دارای طول تقريبی  )S rRNA16 ( 6ريبوزومی RNA واحد کوچک مولكولی، ژن کدکننده زيربرای انجام شناسايی : مرازای پلیزنجيرهواکنش  (2
منظور ( بهR1492F/27) 8تكثير شد. در اين فرآيند، از جفت آغازگرهای همگانی باکتريايی ای پليمرازاست، با استفاده از واکنش زنجيره 7بازجفت 1500

ميكروليتر انجام شد و اجزای آن شامل:  50در حجم نهايی  مرازای پلیزنجيره تفاده گرديد. واکنشهای خاك اسباکتری 16S rDNAتكثير ناحيه 
الگو )دو ميكروليتر( و آب ديونيزه  DNA(، X1)غلضت نهايی  11(، مستر ميكس رد10پيكومول 20)با غلظت نهايی هرکدام  9آغازگرهای رفت و برگشت

بر  مرازای پلیزنجيرهقرار داده شدند. شرايط دمايی و زمانی واکنش  12ها در دستگاه ترموسايكلرسازی ترکيب واکنش، ميكروتيوبپس از آماده بود.
چرخه  35درجه سلسيوس؛ سپس  95دقيقه در دمای  5اوليه به مدت  13سازی قبلی تعيين شد. اين چرخه شامل مراحل زير بود: واسرشتاساس بهينه

درجه سلسيوس  72در  15ثانيه و گسترش 45درجه سلسيوس به مدت  55آغازگرها در  14ثانيه، اتصال 45درجه سلسيوس به مدت  94امل واسرشت در ش

                                                           
1. The Perkin Elmer AAnalyst 7000 Atomic Absorption Spectrometer 

2. Serial dilutions 

3. Nutrient agar medium 

4. NanoDrop Microvolume Spectrophotometers 

5. Agarose gel electrophoresis 

6. Small subunit ribosomal RNA (SSU rRNA) 

7. base pairs or bp 

8. Universal bacterial primers 

9. Forward and Reverse primers 

10. Picomol 

11. Taq DNA Polymerase 2X Master Mix Red (1.5mM MgCl2) (Ampliqon, Denmark) 

12. Bio-Rad T100 thermal cycler (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) 

13. Denaturation 

14. Annealing 

15. Extension 
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درجه سلسيوس انجام گرفت. محصولات تكثيرشده تا زمان استفاده  72دقيقه در دمای  10ثانيه؛ در نهايت مرحله گسترش نهايی به مدت  45به مدت 
 درجه سلسيوس نگهداری شدند. -20حله الكتروفورز بر روی ژل آگارز، در دمای در مر

 یكيژنت یهایتواليابی ژن به آزمايشگاه تخصصی ارسال شد. برای توالی مرازای پلیواکنش زنجيرهميكروليتر از محصول  50مقدار : يابیتوالی (3
در سطح  2متحده الاتيا یفناورستياطلاعات ز یداده مرکز مل گاهيدر پا یستيز یهایتوال 1یبا استفاده از ابزار همتراز افت،يآمده پس از دردستبه

حاصل  یهایمشخص شود. توال یوتيپروکار یهاهيجدا ريها با ساآن يیتشابه و روابط تبارزا زانيشدند تا م سهيشده مقاثبت یهایبا توال یدينوکلئوت
 .دنديآماده گرد یبعد یهاليتحل یتراز شده و براهم 3تخصصی یزارهاافبه کمک نرم ش،يرايو و ینيپس از بازب

 دینسل جد یابییتوالخاک با روش  ییایو تنوع جوامع باکتر بیترک یبررس -2-2-3

کل محيطی  DNAها(، ابتدا برای قارچ ITS5ها و برای يوکاريوت S184ها، برای باکتری S16)مانند  rRNAهای در روش متاژنوميكی مبتنی بر ژن
تكثير  زای پليمرا، از طريق واکنش زنجيره6با استفاده از پرايمرهای بارکددار rRNAهای شود. سپس نواحی هدف ژناز نمونه خاك استخراج می

يرند. اين گهای ژنی مورد استفاده قرار میپس از تخليص و ارزيابی کمی، برای ساخت کتابخانه مرازای پلیواکنش زنجيرهشوند. محصولات می
های بيوانفورماتيكی يابی با روشهای خام حاصل از توالیشوند. در نهايت، دادهيابی میيابی نسل جديد توالیبا استفاده از فناوری توالی 7هاکتابخانه

 ده شده است.تر اين فرآيند در ادامه شرح داپردازش و تحليل شده تا ساختار و ترکيب جامعه ميكروبی شناسايی شود. مراحل جزئی

عدنی منظور مقايسه ترکيب و تنوع جوامع باکتريايی، دو نمونه خاك شامل يک نمونه معدنی و يک نمونه غيرمبه: ژنومی از خاك DNA( استخراج 1
 ( انجام شد.2020) .Basim et alشده توسط زارشها با استفاده از روش گژنومی از اين نمونه DNAانتخاب شدند. استخراج 

ارائه شده است. ( 2)در جدول  926Rو  515Fهای با نام مرازای پلیواکنش زنجيرهتوالی پرايمرهای مرحله نخست : مرازيپل یارهينش زنجواک( 2
است که برای تكثير ناحيه  8اند: بخش اول، توالی اختصاصی پرايمراز سه بخش اصلی تشكيل شده بی نسل جديدياپرايمرهای مورد استفاده در توالی

است که امكان  10؛ و بخش سوم، توالی جداکننده9های آداپتوررود؛ بخش دوم، توالی الحاقی جهت اتصال به توالیکار میيابی بههدف و انجام توالی
 سازد.را فراهم می 11پلكسیمولت بیياتوالیها در فرآيند شناسايی نمونه

ميكروليتر شامل موارد زير بودند: هر يک از آغازگرهای  25برای راند اول آناليز متاژنوم در حجم کل  مرازای پلیواکنش زنجيرهدهنده مواد تشكيل
مولار، ميلی 5/1با غلظت نهايی  2MgClميكروليتر،  5/2به ميزان   X10PCRپيكومول، بافر  10ميكروليتر با غلظت نهايی  1رفت و برگشت به مقدار 

 25پليمراز نيم واحد به ازای هر واکنش  Taq DNAمولار برای هر نوکلئوتيد، آنزيم ميلی 2/0با غلظت نهايی  12هاديکلئوتنویدئوکس فسفاتیتر
ها در دستگاه چرخه دمايی قرار گرفتند و برنامه الگو و آب ديونيزه برای تكميل حجم. پس از ترکيب اجزا، ميكروتيوب DNAميكروليتر  2ميكروليتر، 

 25گراد انجام شود، سپس درجه سانتی 95دقيقه در دمای  5ای تنظيم شد که مرحله اوليه دناتوراسيون به مدت گونهبه مرازای پلیواکنش زنجيره
گراد و الحاق رشته جديد به مدت درجه سانتی 50ثانيه در  30گراد، اتصال آغازگرها به مدت درجه سانتی 95ای در ثانيه 30چرخه شامل دناتوراسيون 

گراد انجام شد. توالی درجه سانتی 72دقيقه در دمای  10شدن نهايی به مدت گراد طی گرديد. در پايان، مرحله طويلدرجه سانتی 72ثانيه در  45
ها برای انجام واکنش راند مواد مصرفی و مقادير آن ارائه شده است. (3جهت آناليز متاژنوم در جدول ) مرازای پلیواکنش زنجيرهپرايمرهای راند دوم 

راند  مرازای پلیزنجيرهميكروليتر از محصول واکنش  5/2الگو،  DNAمشابه راند اول بود، با اين تفاوت که به جای  مرازای پلیواکنش زنجيرهوم د
درجه  55ها به همانند راند اول بود، اما دمای مرحله اتصال آغازگر مرازای پلیزنجيرهکار گرفته شد. همچنين برنامه زمانی و دمايی واکنش بهاول 

 سلسيوس افزايش يافت.

 جهت آنالیز متاژنوم یدیابی نسل جدتوالیهای راند اول (: توالی پرایمر2جدول )

 5) ′-3′( یتوال مریپرا نام
515F TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGTGYCAGCMGCCGCGGTAA 

926R GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCCGYCAATTYMTTTRAGTTT 

 

                                                           
1. BLAST 

2. National Center for Biotechnology Information (NCBI) 

3. BioEdit and GeneDoc 

4. 18S refers to the 18S ribosomal RNA gene 

5. The "ITS" in the context of fungi refers to the Internal Transcribed Spacer, a region 

of ribosomal DNA that is widely used as a DNA barcode for identifying and classifying 

fungi 

6. Barcoding primers 

7. Next-generation sequencing (NGS) libraries are made by cutting DNA into short 

pieces, adding adapters, and removing non-bound adapters 

8. Target-Specific Sequence 

9. Adapter Sequences 

10. Indexing Sequences (Index Primers) 

11. Multiplex Sequencing 

12. deoxynucleotide triphosphates (dNTPs) 
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 جهت آنالیز متاژنوم یدیابی نسل جدتوالیهای راند دوم (: توالی پرایمر3جدول )

 (5′-3′) یتوال مریپرا نام
NGS_i5_S507 F AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACAAGGAGTATCGTCGGCAGCGTC 
NGS_i7_N702 R CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCTAGTACGGTCTCGTGGGCTCGG 

 يابی نسل جديد به شرکتها برای انجام آناليز متاژنوم با استفاده از تكنولوژی توالیپس از ساخت کتابخانه ژنومی، نمونه: يديابی نسل جدتوالی (3
های بيوانفورماتيكی يابی با دقت بالا توليد شده و پس از آن، پردازشهای خام حاصل از توالیدر انگلستان ارسال شدند. در اين مرحله، داده 1نووژن
 گيرد.هت تحليل و شناسايی تنوع و ترکيب جوامع باکتريايی انجام میلازم ج

تحليل شدند  2افزار تخصصیدست آمده با استفاده از نرمهای بهيابی، دادهپس از اتمام فرآيند توالی: يابی نسل جديدتوالیهای تجزيه و تحليل داده( 4
و تطابق بين زوج  قطعاتاز نظر کيفيت، طول  3های خامسی قرار گيرد. در ابتدا، خوانشصورت مؤثر مورد بررتا حجم گسترده اطلاعات توليدشده به

شدند. در مرحله  5ترازها مونتاژ شده و با ژنوم مرجع همهای با کيفيت و قابل اطمينان انتخاب شوند. سپس اين خوانشفيلتر شدند تا داده 4هاخوانش
 ها شناسايی و تحليل گردد.های ژنتيكی ميان نمونهها و تفاوتهای ديگر مقايسه شدند تا شباهتنمونه هایدست آمده با دادههای بهنهايی، خوانش

 بحث و جینتا -3
 های خاکویژگی -1-3

درصد بوده و بافت سطحی  85منطقه مورد بررسی بيش از  12(، درصد شن در تمام 1بر اساس نتايج حاصل از تجزيه فيزيكی و شيميايی خاك )جدول 
آب و  بافت با دارا بودن نفوذپذيری بالا، شرايط مناسبی برای نفوذهای درشتاكخلومی قرار گرفت. بندی شن يا شنها در طبقهخاك در تمامی نمونه

ها، توان پالايش خاك را کاهش داده و کنند. با اين حال، فقر رس و فقدان ظرفيت نگهداری و تصفيه آلايندههای آب زيرزمينی فراهم میتغذيه سفره
بود که  5/8تا  7ها بين خاك در تمامی نمونه pHيابد. مقدار يرسطحی افزايش میزها به منابع آب در صورت آلودگی خاك، احتمال انتقال آلاينده

های غيرشور گيری شد که در محدوده خاكمتر اندازهبرزيمنسدسی 2ها کمتر از هاست. همچنين، هدايت الكتريكی خاككدهنده قليايی بودن خانشان
درصد فراتر نرفت، بنابراين  15 ها ازيک از نمونهدرصد قرار داشت و در هيچ 13تا  25/0ای بين قرار دارد. مقدار کربنات کلسيم معادل نيز در بازه

بافت بودن خاك در کنار مقدار پايين ويژه درشتها، به(. اين ويژگیBolan et al., 2023شوند )بندی میهای غيرآهكی طبقهها در محدوده خاكخاك
ع آب زيرزمينی را افزايش دهد. غذايی يا منابها به زنجيره تواند خطر افزايش تحرك و فراهمی فلزات سنگين و در نتيجه ورود آنکربنات کلسيم، می

 درصد متغير بود. 26/1تا  1/0ای بين ها نيز در بازهميزان کربن آلی خاك

 فلزات سنگین -2-3

ظر آماری شده از نگيریهای اندازهتبع آن نوع خاك، بر تمامی ويژگی( نشان داد که تأثير موقعيت مكانی و به4نتايج حاصل از تجزيه واريانس )جدول 
گزارش  (5) شده از مناطق مختلف در جدولبرداریدر سطح احتمال يک درصد معنادار بوده است. ميانگين غلظت کل فلزات سنگين در خاك نمونه

نی، های استاندارد غلظت فلزات سنگين بر اساس دستورالعمل سازمان حفاظت محيط زيست ايران )افيوشامل محدوده (6)شده است. همچنين، جدول 
 .باشد( می1390

 S1ويژه در مناطق معدنی، بالا بوده است. کمترين غلظت کروم کل در موقعيتهای خاك به، غلظت کروم در بيشتر نمونه(5)های جدول بر اساس داده

قادير با حدود مثبت شد. مقايسه اين گرم بر کيلوگرم ميلی 5/2162به ميزان  S12 قعيتگرم بر کيلوگرم و بيشترين مقدار آن در موميلی 8/103برابر با 
های مربوط وده خطر قطعی قرار دارد. همچنين، در نمونهغلظت کروم در محد S12 دهد که تنها در موقعيتنشان می (5)شده در جدول  استاندارد ارائه

 .خطر بودندر کروم در محدوده بیارای مقاديها دغلظت کروم در محدوده امكان خطر ارزيابی شد. ساير موقعيت S7 و  S3 ،S4،S6 هایبه موقعيت
در  S1 موقعيتنشان داد که ميانگين غلظت کل کادميوم و سرب تنها در  (6)شده در جدول شده بر اساس حدود استاندارد ارائههای انجامبررسی

ارزيابی شدند. ميانگين غلظت کل نيكل در اين فلزات در محدوده خطر  ( S11تا S2) خطر قرار داشت، در حالی که در ساير موقعيتمحدوده بی
 و S1  ،S2 ،S9هایبالاتر از حد مجاز بود و در محدوده خطر قرار گرفت، در حالی که در موقعيت S12 و  S3 ،S4 ،S5 ،S6 ،S7 ،S8،S11 هاینمونه
S10  در مورد عنصر مس، نتايج نشان داد که ميانگين غلظت کل آن در موقعيت  .خطر مشاهده شددر محدوده بیS3 ،S5 ،S6 ،S7 ،S8 ،S9  وS10 

در سطح ايمن تشخيص داده شد. ميانگين غلظت کل منگنز تنها  S12و  S1 ،S2 ،S4 ،S11های در محدوده خطر قرار دارد، در حالی که در موقعيت

                                                           
1. Novogene is a leading provider of genomic services and solutions with cutting edge 

NGS and bioinformatics expertise 

2. QIAGEN CLC Genomics Workbench 

3. In next-generation sequencing (NGS), raw reads are the unprocessed, raw sequence 

data directly outputted by sequencing instruments 

4. paired-end reads 

5. alignment 
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خطر قرار داشت. ( در محدوده بیS11تا  S1ها )ر محدوده خطر قرار گرفت، در حالی که در ساير موقعيتاز حد مجاز فراتر رفت و د S12در نمونه 
 محيطی از اين نظر وجود ندارد.خطر بوده و نگرانی زيستها در محدوده بیهمچنين، نتايج نشان داد که ميانگين غلظت کل روی در تمامی نمونه

 برداری مختلفشده در مناطق نمونهگیریندازههای اویژگی 1(: تحلیل آماری4جدول )

 درجه آزادی منابع تغییرات
 (MSمیانگین مربعات )

 جمعیت باکتریایی منگنز روی مس نیکل سرب کادمیوم کروم

70/13 11 خاك  ** 32/2  ** 02/8  ** 98/5  ** 85/3  ** 05/10  ** 15/7  ** 43/1136 ** 

75/0 24 خطا  25/0  30/0  40/0  30/0  30/0  33/0  00/25  

 ( است.p < 0.01يک درصد ) احتمال داری آماری در سطحدهنده معنینماد ** نشان

 گرم بر کیلوگرم خاک(های خاک )میلی(: مقادیر میانگین برخی فلزات سنگین در نمونه5جدول )

 منگنز روی مس نیکل سرب کادمیوم کروم نمونه

S1 80/103 05/1 05/22 50/14 47/16 12/20 80/5 

S2 410 15 25/386 50/362 25/411 640 50/17 

S3 25/821 65 75/1373 1695 50/802 450 235 

S4 75/718 50/57 25/1451 1435 25/296 50/452 170 

S5 50/352 30 50/677 50/867 50/1127 200 50/127 

S6 715 50/62 75/1393 50/1497 75/528 65/823 320 

S7 535 25/26 25/696 25/721 815 50/172 80 

S8 352 45 50/1182 75/713 50/792 75/1198 50/275 

S9 250 25/36 75/1027 50/227 25/1471 50/1807 50/257 

S10 75/183 50/32 75/783 25/51 2120 25/2331 75/228 

S11 50/402 50 50/1182 25/1116 50/492 25/361 75/248 

S12 50/2162 75/13 375 50/797 435 95 50/1922 

 گرم بر کیلوگرم خاک(ی فلزات سنگین )غلظت: میلیهای مشخص شده استاندارد برا(: محدوده6جدول )
 کروم کادمیوم سرب نیکل مس روی منگنز 

 1230< 24< 270< 1430< 3930< 9380< 2000< خطر قطعی
 480-1230 8-24 60-270 530-1430 500-3930 5620-9380 1000-2000 محدوده امکان خطر

<1000 بی خطر  5620>  500> 530> 60> 8> 480> 

 خاکهای باکتریجداسازی و شناسایی  -3-3
 خاکهای باکتریتعیین جمعیت  -3-3-1

دار است. های خاك در سطح احتمال يک درصد معنی( نشان داد که تأثير موقعيت مكانی بر جمعيت باکتری4نتايج حاصل از تحليل واريانس )جدول 
( حاکی از آن بود که در مناطق با غلظت بالاتر فلزات سنگين، جمعيت باکتريايی 7های مختلف )جدول ها در موقعيتبررسی ميانگين جمعيت باکتری

شباهت يا  های مختلف، لزوماً بيانگرهای خاك بين نمونهذکر است که تشابه يا تفاوت در فراوانی باکتریطور معناداری کاهش يافته است. لازم بهبه
های خاك در اثر تغيير کاربری اراضی از جنگل به مرتع با ای که تغييرات جمعيت باکتریعنوان مثال، در مطالعهبههای موجود نيست. تفاوت در گونه

د، اما تحليل ترکيب ها بين دو کاربری مشاهده نشبررسی شد، تفاوت معناداری در جمعيت باکتری 2یکم مرازيپل یارهيواکنش زنجاستفاده از روش 
(. مشابه اين موضوع در پژوهشی 2017et al.,  Suleimanاختلاف معناداری را نشان داد )، 3یبوزومير یژن نيفاصله ب ليتحل جوامع باکتريايی با روش

در اراضی  5الكتروفورز با شيب شيميايیو روش  یکم مرازيپل یارهيروش واکنش زنجرا به ترتيب با  4های متانوتروفديگر که جمعيت و ترکيب باکتری
 ها بر اساس نتايجها تفاوت معناداری نداشت، ولی ترکيب آنکش بررسی کرده بود، مشاهده شد؛ در اين مطالعه جمعيت متانوتروفتحت تأثير علف

قيق ديگری که جمعيت و ترکيب جوامع (. همچنين، در تحSeghers et al., 2003دار نشان داد )تفاوت معنی يیايميش بيروش الكتروفورز با ش
مورد بررسی قرار  يیايميش بيالكتروفورز با شو  یکم مرازيپل یارهيواکنش زنجروش  باکتريايی ريزوسفر برنج و خاك غيرريزوسفری را به ترتيب با

(. اين Hussain et al., 2012داری داشت )معنیبر تفاوت معنادار در ترکيب جوامع، جمعيت باکتريايی نيز بين دو نوع خاك اختلاف داده بود، علاوه

                                                           
1. Analysis of Variance (ANOVA) 

2. quantitative PCR (qPCR) 

3. Ribosomal Intergenic Spacer Analysis (RISA) 

4. Methanotrophs are prokaryotes that metabolize methane as their source of carbon 

and chemical energy 

5. Denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) 
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های تحليلی متنوع برای گيری از روشها بر اهميت تمايز دقيق ميان تغييرات جمعيتی و ساختاری در جوامع ميكروبی تأکيد داشته و ضرورت بهرهيافته
های های موجود در ترکيب باکتريايی خاك بين نمونهتر تفاوتقيقمنظور بررسی ددهد. بر اين اساس، بهرا نشان می 1تر ميكروبيوتای خاكارزيابی جامع

 استفاده شد. يابی نسل جديدباکتريايی مبتنی بر فناوری توالی 16S rDNAمعدنی و غيرمعدنی، از تحليل متاژنومی قطعات 

 مختلفهای موقعیتخاک در های باکتری(: میانگین جمعیت کل 7جدول )

 نمونه تیموقع ( 2soilCFU/gr) هایباکتر تیجمع

1/14*106 S1 

1/15*104 S2 

2/18*104 S3 

3/26*104 S4 

3*104 S5 

1/43*104 S6 

2/12*104 S7 

1/37*106 S8 

2/67*105 S9 

1/45*106 S10 

2/54*104 S11 

1/33*104 S12 

 باکتریاییهای گونهشناسایی  -3-3-2

های رشد يافته بر اساس رنگ و شكل کلونی انجام شد. سازی و جداسازی کلونیخاك، خالص هایهای متوالی و کشت نمونهپس از تهيه سری رقت
يابی منظور توالیای به، برای شناسايی گونهای پليمراززنجيره و انجام واکنش DNA ها پس از استخراججدايه انتخاب گرديدند. اين جدايه 15در نهايت، 
استخراجی  DNAهای جداسازی شده با استفاده از دستگاه نانودراپ نشان داد که استخراج شده از باکتری DNAگيری غلظت نتايج اندازهد. ارسال شدن

نانوگرم بر ميكروليتر بود. همچنين، بررسی  50ها بيش از برای تمامی نمونه DNAاز لحاظ کمی و کيفی در سطح مطلوبی قرار داشت؛ ميانگين غلظت 
 استخراج شده در محدوده مناسبی قرار دارد. DNAکه کيفيت  های باکتريايی نشان دادنمونه A260/A230و  A260/A280های جذبی نسبت
جفت  1500باکتريايی با اندازه تقريباً  16S rDNAعات ژن برای تكثير قط ای پليمراززنجيرهنشان داده شده است، واکنش  (2) طور که در شكلهمان
 ای مورد استفاده قرار گرفتند.يابی و شناسايی گونهجهت توالی ای پليمراززنجيره واکنشحاصل از  خوبی انجام شده است. محصولاتباز به

 

 Mها و ها مربوط به نمونهباکتریایی روی ژل آگارز )شماره 16S rDNAهای توالی ای پلیمراززنجیره واکنش(: الگوی الکتروفورز محصولات 2شکل )

 نشانگر مولکولی است(.

 الاتيا یفناورستياطلاعات ز یمرکز ملشده در پايگاه داده های ثبتها با توالیيابی قطعات تكثيرشده و مقايسه آنايج حاصل از توالیبراساس نت
دهنده تطابق قابل توجه های موجود در بانک ژن هستند. اين نتايج نشانها دارای درصد بالايی از شباهت با توالی، مشخص گرديد که اين توالیمتحده

                                                           
1. Soil microbiota refers to the diverse community of microorganisms inhabiting soil 2. colony-forming unit 
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ده در اين شسازیجدايه باکتريايی خالص 15يابی نشان داد که باشد. نتايج حاصل از توالیشده قبلی میهای شناسايیهای مورد بررسی با گونهجدايه
 Bacillus subtilis ،Pseudomonas psychrotolerans ،Bacillus sp. ،Pseudarthrobacterهای مطالعه بيشترين شباهت را با گونه

phenanthrenivorans ،Lentzea sp. ،Streptomyces rimosus ،Streptomyces sp  وStreptomyces griseus احتمال داشتند. بنابراين، به
ها تعلق دارند. اين نتايج بيانگر تنوع نسبی در جوامع باکتريايی قابل جداسازی از های بسيار نزديک به آنها يا گونهها به اين گونهجدايه زياد اين

 های خاك مورد مطالعه است.نمونه
ای و فولوژی ميلهاين مطالعه، دارای مورهای مقاوم به کروم جداشده در های مولكولی نشان داد که اغلب باکتریشناسی و تحليلهای ريختبررسی

های متعلق به خير نيز تأکيد دارند که برخی گونه( مطابقت دارد. مطالعات ا2006) .Viti et alهای هايی که با يافتهمثبت بودند؛ ويژگیآميزی گرمرنگ
دليل ديواره سلولی مقاوم و بالا نسبت به کروم، به بر تحملعلاوه، Bacillus paramycoidesو  Bacillus tropicus، از جمله Bacillusجنس 

(. Kalsoom et al., 2025های محيطی مانند حرارت، خشكی و حضور فلزات سنگين نيز سازگاری بالايی دارند )توانايی تشكيل اسپور، در برابر تنش
 ,.Tuli et alهای فلزی را تسهيل کند )تواند جذب يونمیشود که ها باعث افزايش نسبت سطح به حجم میای اين باکتریهمچنين، شكل ميله

های های مناسبی برای کاربرد در فرآيندهای حذف زيستی کروم از خاكها گزينهرسد اين گروه از باکترینظر میها، به(. بر پايه اين ويژگی2024
 د.ويژه در مجاورت مناطق صنعتی يا معادن فلزی باشنآلوده، به

اند با های باکتريايی متعددی توانستهکنند و گونههای محيطی، فشار انتخابی شديدی بر جوامع ميكروبی وارد میعنوان آلايندهبهفلزات سنگين 
های مقاوم به کروم حقيقات اخير، به جداسازی و شناسايی باکتری(. تMounaouer et al., 2014های بالا و سمی اين فلزات سازگار شوند )غلظت

های آلوده حضور ها و پسابای در خاكطور گستردهبهها نقش کليدی دارد و در ميان اين ميكروارگانيسم Bacillusدهد جنس اند که نشان میپرداخته
در تحمل و پالايش  Arthrobacterو  Bacillus subtilis  ،Pseudomonas aeruginosaهايی مانند (. همچنين گونهSalam et al., 2023دارد )
 (.Wang et al., 2022اند )ی کروم موثر شناخته شدهزيست

های عنوان باکتریهبرا  Bacillus cereusو  Bacillus subtilis ،Bacillus sppهای ( گونه1400مشابه نتايج اين پژوهش، يكتامنش و همكاران )
آباد شيراز های مقاوم به کروم در رودخانه سلطانریی باکتای که با هدف شناسايمقاوم به کروم در پساب صنعتی خوزستان معرفی کردند. در مطالعه

های زياد کروم از خود نشان دادند. بر جداسازی گرديدند که توانايی بالايی در تحمل غلظت Pseudomonasانجام شد، چندين سويه متعلق به جنس 
های آلوده پيشنهاد روم از محيطدر مطالعات جذب و حذف زيستی فلز کهای مناسب برای استفاده عنوان گزينهها بهاساس نتايج اين پژوهش، اين سويه

 (.1397و همكاران،  یانيشهن) شدند
های های باردار منفی سطح سلولی، قادر به اتصال و جذب فلزات سنگين هستند. بررسیهای فلزی با گروهطور کلی، ريزجانداران به دليل واکنش يونبه

های ی پپتيدوگليكان و حضور اسيدهای تيكوئيک و ليپوتيكوئيک، نورونواسطه ساختار ديوارهويژه بهمثبت، بههای گرمباکتریاند که جديد نشان داده
توان آمده، میدستها و نتايج به(. با توجه به اين يافتهFang et al., 2009کنند )های فلزی فراهم میدارای بار منفی بيشتری برای اتصال به يون

 ه گرفت که تحمل به جذب فلز در اين ريزجانداران نتيجه فرايند تطبيق و انتخاب طبيعی در طول زمان است.نتيج

 نسل جدید یابیوالیروش ت بررسی ترکیب و تنوع جوامع باکتریایی با -3-3-3

ه غيرمعدنی و ديگری از منطقه معدنی، يكی از منطق آناليز متاژنوم اين امكان را فراهم کرد تا ترکيب تاکسونوميكی جوامع باکتريايی در دو نمونه خاك،
ای زنجيرهواکنش را که توسط  16S rRNAشده ژن کدکننده های تقويتدرصد توالی 99شود. اين روش توانست بيش از  صورت دقيق مقايسهبه

ترتيب تعداد خاك غيرمعدنی و معدنی به داد که در نمونهتوليد شده بودند، شناسايی کند. نتايج حاصل از آناليز متاژنومی برای دو نمونه نشان  پليمراز
يابی ها نمايانگر پوشش وسيع و دقت بالای روش توالی(. اين داده3دست آمد )شكل جفت باز به 410توالی با طول تقريبی  1314871و  1205198

 نسل جديد در بررسی ساختار جامعه ميكروبی خاك هستند.
 

 )ب(

 

 )الف(

 
درصد قابل قبول( و  60/99درصد ناشناخته و 37/0درصد ناموفق،  04/0)الف( تعداد کل توالی خوانده شده در نمونه خاک غیرمعدنی )(: 3شکل )

 باشد(.درصد قابل قبول می 19/99درصد ناشناخته و  77/0درصد ناموفق،  03/0)ب( تعداد کل توالی خوانده شده در نمونه خاک معدنی )
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بندی زيستی شامل: ای طبقهطبقهمراتب پنجای اصلی جوامع باکتريايی موجود در دو نمونه خاك مورد بررسی، بر پايه سلسلهآرايهدر ادامه، ساختار 
صورت بندی بهبه تفكيک سطوح مختلف رده های متاژنوميکتحليل و ارائه شده است. نتايج حاصل از تحليل 5و جنس 4، خانواده3، راسته2، رده1شاخه

های خاك غيرمعدنی و معدنی را های غالب در نمونهاند که ترکيب باکترینمايش داده شده (5) و( 4)های ای درصد فراوانی نسبی در شكلنموداره
 کنند.مشخص می

ين سهم شناختی نشان داد که در سطح شاخه، بيشترهای غالب در خاك غيرمعدنی در پنج سطح آرايهنتايج حاصل از تحليل فراوانی نسبی باکتری
با  Bacilliدرصد اختصاص داشت. در سطح رده، رده  05/0با  Tenericutesدرصد و کمترين سهم به شاخه  94/40با  Firmicutesمربوط به شاخه 

با  Bacillalesهای متعلق به راسته ترين گروه بودند. در سطح راسته، باکتریفراواندرصد کم 5/0با  Negativicutesترين و درصد فراوان 05/37
درصد کمترين سهم را به خود  73/0( با Alphaproteobacteria)از گروه  Rhizobialesدرصد بيشترين سهم را داشتند، در حالی که راسته  01/39

ترين رتبه قرار درصد در پايين 86/0با  Planococcaceaeدرصد غالب بود و  02/34با فراوانی  Bacillaceaeاختصاص داد. در سطح خانواده، خانواده 
دهنده پيچيدگی ساختار جامعه باکتريايی و نيز وجود درصد بيشترين که نشان 16/33با  6نشدهبندیهای طبقهگرفت. همچنين در سطح جنس، باکتری

 اوانی را نشان دادند.درصد کمترين فر 07/1با  Nitrosococcusشده در اين نوع خاك است و جنس های کمتر شناختهباکتری
ورد مطالعه مهای قليايی مشابه مناطق خشک و خاكهای نيمهرا در اقليم Actinobacteria و Proteobacteria هایمطالعات پيشين غلبه شاخه

نه خاك غيرمعدنی شناسايی وعنوان شاخه غالب در نمبه Firmicutes حال، در اين تحقيق شاخهبا اين (Makhalanyane et al., 2013) اندتأييد کرده
ها ناشی از اثرات مستقيم است. اين تفاوت های مكانی مختلفدر موقعيت اكخ باکتريايیدهنده تفاوت ساختاری قابل توجه بين جوامع شد، که نشان
 .باشدمی های خاكذاتی ويژگیو تغييرات زاد های انسانفعاليتيا غيرمستقيم 

 

 
 

  

 
 شناختی )شاخه، رده، راسته، خانواده و جنس(طبقه آرایههای غالب خاک غیرمعدنی در پنجفراوانی نسبی باکتری(: 4شکل )

                                                           
1. Phylum 

2. Class 

3. Order 

4. family 

5. Genus 

6. Unclassified derived from Bacteria 
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 19/39) یفراوان نيشتريدر سطح شاخه ب ،یشناختهيدر پنج سطح آرا یغالب در خاك معدن یهایباکتر ینسب یفراوان ليحاصل از تحل جيبر اساس نتا
 66/39) یفراوان نيشتريب زيطح رده نتعلق داشت. در س Planctomycetesدرصد( به شاخه  21/0آن ) نيو کمترنشده یبندطبقه یهایدرصد( به باکتر

 96/42با  نشدهیبندطبقه یهایمشاهده شد. در سطح راسته، باکتر Deltaproteobacteriaدرصد( به  39/0) نيو کمتر نشدهیبنددرصد( به رده طبقه
 نشدهیبندروه طبقهتعلق داشت. در سطح خانواده، گ Gammaproteobacteriaدرصد( به  9/0) یفراوان نيگروه بودند و کمتر نيتردرصد فراوان

 زيدر سطح جنس ن ت،يبود. در نها Peptococcaceaeدرصد( مربوط به خانواده  82/0سهم ) نيو کمتر شدیرا شامل م هایدرصد از باکتر 96/43
 اص داشت.اختص Betaproteobacteriaدرصد( به گروه  5/0) نيو کمتر نشدهیبندطبقه یهایدرصد( به باکتر 23/46سهم ) نيشتريب

ها از جمله های معدنی، که احتمالاً ناشی از شرايط خاص اين محيطشناختی خاكنشده در تمامی سطوح آرايهبندیهای طبقهفراوانی بالای باکتری
گيری جوامعی با ساختار متفاوت و کمتر محيطی ويژه است، بيانگر پيچيدگی و تنوع بالقوه جامعه ميكروبی و شكلحضور فلزات سنگين و فشارهای 

دهد که آلودگی کروم تأثير قابل توجهی بر ساختار جامعه باکتريايی نمونه معدنی داشته و غالب باشد؛ نتايج اين پژوهش نشان میشده میشناخته
های های مرجع ژنتيكی و محدوديتدليل کمبود دادهنشده هستند که بهبندیهای طبقهبندی، متعلق به گروهی سطوح طبقههای موجود در تمامباکتری
بر اين، علاوه ها با چالش مواجه است.بندی دقيق آن، شناسايی و طبقهمتحده الاتيفناوری ااطلاعات زيست یمرکز مل های اطلاعاتی مانندپايگاه

های پيشرفته متاژنوميک و گسترش های معدنی، اهميت توسعه روشهای آلوده به فعاليتنشده در خاكبندیهای ناشناخته و طبقهنهوجود فراوان گو
و  1های کليدی در فرآيندهای اکولوژيكی، از جمله بيورميديشنهای ناشناخته ممكن است نقشسازد. اين گونههای داده ژنتيكی را برجسته میپايگاه

 ,.Furtak et alهای آلوده باشد )های پاکسازی زيستی خاكگشای بهبود روشتواند راهها میتر آنفلزات سنگين، ايفا کنند که شناخت دقيقتثبيت 

2020.) 

 

 

 

 
 شناختی )شاخه، رده، راسته، خانواده و جنس(طبقه آرایههای غالب خاک معدنی در پنج(: فراوانی نسبی باکتری5شکل )

 

                                                           
1. Bioremediation 



 ور و همكارانپاميرانی های پيرامون معادن کروميت در جنوب استان کرمانبررسی ترکيب و تنوع جوامع باکتريايی در خاك

(38) 

را بر اساس تعداد کل  1تنوع آلفا (7)دهد. همچنين، شكل های غالب در دو نمونه خاك غيرمعدنی و معدنی ارائه میای از ترکيب گونهمقايسه (6)شكل 
يابی الیفرد برای توصيف جوامع باکتريايی از طريق توهای منحصربهعنوان توالیدهد؛ واحدهايی که بهنشان می 2واحدهای تاکسونوميک عملياتی

روش تحليل های ترکيب جامعه باکتريايی بين دو نمونه است، با استفاده از که بيانگر تفاوت 3روند. همچنين، تنوع بتاکار میبه S rRNA16ژن  قطعات
 (.8ی قرار گرفت )شكل مورد بررس 4مختصات اصلی

های غالب در اين شود که فراوانی برخی از گونه(، مشاهده می6های غالب در دو نمونه غيرمعدنی و معدنی )شكل با توجه به نتايج مقايسه ترکيب گونه
دهد نشان می (7)كل شاند. نتايج حاصل از هايی با فراوانی بالاتر نمايش داده شدهدو نمونه تفاوت دارد. شايان ذکر است که در اين نمودار تنها گونه

های غيرمعدنی بالاتر است. های خاك معدنی نسبت به نمونهکه شاخص تنوع آلفا، مبتنی بر تعداد کل واحدهای تاکسونوميک عملياتی، در نمونه
های تنوع يدگیباشد، هرچند مؤثر است، اما به تنهايی قادر نيست تمام پيچهمچنين، شاخص شانون که ترکيبی از غنا و يكنواختی جمعيت می

 ,.Wang et al) هايی همراه استها و چالشگيری تنوع باکتريايی با محدوديترو، اندازهكس کند؛ از اينطور کامل منعهای خاك را بهپروکاريوت

ستی را برجسته تر تنوع زيحليل جامعهای مكمل برای تهای تنوع ميكروبی و استفاده از روشموضوع ضرورت دقت در تفسير شاخص ناي (.2022
نشان داد که  16S rDNAقطعات  يابی نسل جديد( با استفاده از آناليز متاژنوميک مبتنی بر توالی8از سوی ديگر، بررسی تنوع بتا )شكل  .سازدمی
نمايانگر جداسازی  اصلیليل مختصات روش تح تفاوت دارد. گريكديبا  یتوجهطور قابلبه یو معدن یرمعدنيغ یهادر نمونه يیايجوامع باکتر بيترک

واحدهای  هایای ميان توالیهای ساختاری و گونهدهنده تفاوتهای خاك معدنی و غيرمعدنی در فضای دو بعدی است که نشانواضح نمونه
آرايی ساختار و تنوع ه آلودگی محيطی نقش کليدی در بازتوان نتيجه گرفت کباشد. بنابراين، میاستخراج شده از هر نمونه می تاکسونوميک عملياتی

 .گرددجوامع ميكروبی خاك ايفا کرده و موجب تغيير در ترکيب باکتريايی خاك می

 

 لب در دو نمونه غیرمعدنی و معدنیهای غا(: مقایسه فراوانی گونه6شکل )

 Yao) کندیم عمل یزخاك زجاندارانير رشد و بقا یبرا یمتنوع یهاستگاهيز عنوانبه ناهمگن، يیايميش و یكيزيف ساختار ليدل به یسطح خاك

et al., 2006 .)یهایآلودگ ريتأث. دارد آن يیايباکتر جوامع ساختار و بيترک بر یتوجهقابل ريتأث ،یآلودگ ژهيوبه خاك، نيا یهایژگيو در راتييتغ 
 (.Salam et al., 2023؛ Zhao et al., 2020) است شده گزارش یاگسترده طوربه خاك يیايباکتر جوامع ساختار رييتغ بر یفلز

مورد مطالعه قرار گرفته است.  مرازيپل یارهيواکنش زنجهای مولكولی مبتنی بر ای با استفاده از روشطور گستردهترکيب جوامع باکتريايی خاك به
ذوب  یمنحن زيآنال ا استفاده از سه روشکش و کود، بای ترکيب جوامع باکتريايی خاك تحت شش تيمار مختلف شامل علفعنوان نمونه، در مطالعهبه

                                                           
1. Alpha diversity in bacteria, refers to the diversity of bacterial species within a single 

sample or habitat 

2. Operational taxonomic units (OTUs) 

3. Beta diversity in bacteria refers to the dissimilarity or difference in bacterial 

community composition between two or more ecosystems or samples 

4. Principal Coordinates Analysis (PCoA, = Multidimensional scaling, MDS) is a 

method to explore and to visualize similarities or dissimilarities of data 
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DNA قطعات ژن 2يابیو توالی الكتروفورز با شيب شيميايی ،1بالا تيفيبا ک S rRNA16  مورد بررسی قرار گرفت. نتايج اين پژوهش نشان داد که هر
(. در پژوهشی ديگر، ترکيب Hjelms et al., 2014خوبی تشخيص دهند )طور مشابه توانستند ميزان شباهت و تفاوت ميان تيمارها را بهسه روش به

الكتروفورز با شيب ، بالا تيفيبا ک DNAذوب  یمنحن زيآنالهای مختلف خاك در منطقه غرب هند با استفاده از سه روش جوامع باکتريايی در سيستم
ه هر سه روش به طور مشابه قادر به تفكيک اختلافات مورد بررسی قرار گرفت. نتايج اين مطالعه نشان داد ک S rRNA16ژن   3و کلونينگشيميايی 

 (.Soni and Goel, 2010های خاك بودند )ميان نمونه
 

 (: تنوع آلفا بر اساس تعداد کل واحدهای تاکسونومیک عملیاتی برای دو نمونه غیرمعدنی و معدنی7شکل )

 

 Bray-Curtisترکیب جوامع باکتریایی در بین دو نمونه غیرمعدنی و معدنی براساس ماتریس فاصله  تحلیل مختصات اصلی(: 8شکل )

تر و با جزئيات عنوان روشی حساس و دقيق، امكان تحليل جامعبهيابی نسل جديد اند که توالیهای متعددی نشان دادهبا پيشرفت فناوری، پژوهش
عنوان نمونه در پژوهشی ترکيب و (. بهWang et al., 2022؛ Zhang et al., 2021آورد )خاك را فراهم میبيشتر ترکيب و عملكرد جوامع باکتريايی 

 یابيیتوالروش بررسی کردند و دريافتند که  16S rRNAيابی ژن های آلوده به چندين فلز سنگين از جمله کروم با توالیعملكرد باکتريايی را در سايت
ای ديگر (. در مطالعهZhang et al., 2025تر از حد آستانه نيز دارد )آشكارسازی جابجايی ساختاری جوامع را در سطوح کروم پايينتوانايی  دينسل جد

توجهی در جوامع باکتريايی تغييرات ساختاری قابل يابی نسل جديدتوالیهای آلوده به چندين فلز سنگين از جمله کروم، تحليل مبتنی بر بر روی خاك
ای که در مناطق (. همچنين در مطالعهZhao et al., 2020محور قادر به شناسايی آن نبودند ) ای پليمراززنجيرهواکنش های سنتی كار کرد که روشآش

د دهنهای نادری را که به اين فلزات واکنش نشان میيابی نسل جديد قادر است گونهآلوده به کروم و سرب انجام شد، مشخص گرديد که توالی
گيری ساختار طور چشم. آلودگی فلزی به(Wang et al., 2022)های اکولوژيكی فراهم آورد ها را برای تحليلشناسايی کند و حجم وسيعی از داده

                                                           
1. Quantitative PCR high-resolution melting (qPCR-HRM) 

2. 454-based 16S rRNA gene amplicon sequencing 

3. Cloning of 16S rRNA gene 
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 ,.Wang et alکند )امكان تحليل دقيق اين تغييرات را فراهم می يابی نسل جديدتوالیدهد و استفاده از ريزجانداران خاك را تحت تأثير قرار می

2025.) 
عنوان ابزاری بسيار حساس و دقيق قادر است ترکيب و تنوع جوامع باکتريايی خاك يابی نسل جديد بهنتايج اين پژوهش نيز نشان داد که روش توالی

امكان تشخيص  بی نسل جديدياتوالیايش، ها داده توالی در هر آزمهای کلاسيک شناسايی و تحليل کند. با توليد ميليونرا با دقتی فراتر از روش
 ای پليمراززنجيرهواکنش های مبتنی بر آورد، چيزی که در تكنيکمی ها در سطح فيلوژنتيكی را فراهموفور و مقايسه ساختار جمعيتهای کمگونه

وتحليل متاژنوميک اجازه بر اين، تجزيه(. علاوهOulas et al., 2015های کلونينگ بود )يا تعداد کلون الكتروفورز با شيب شيميايیمحدود به باندهای 
های محيطی مانند آلودگی فلزات سنگين بررسی های عملكردی مرتبط با مقاومت و تحمل به استرسای بلكه توزيع ژنتنها ترکيب گونهدهد تا نهمی

نسل  یابيیتوالروش پالايی، همراه با ی زيستكرد ترکيب(. همچنين رويZhu et al., 2025های سنتی قابل دسترسی نيست )شود، امری که در تحليل
 .(Zhang et al., 2025يزجانداران است )رکارهای عملكردی جوامع  و های آلوده و درك ساز، راهكاری مؤثر برای ترميم زيستی خاكديجد

 گیرینتیجه -4
های مقاوم به اين فلز سنگين اين پژوهش با هدف بررسی تاثير آلودگی فلز سنگين کروم روی ترکيب جوامع باکتريايی خاك و همچنين جداسازی گونه

ه محيطی عنوان يک آلايندبهکروم  در مناطق پيرامون معادن کروميت جنوب استان کرمان انجام شد. نتايج نشان داد با در نظر گرفتن بالا بودن غلظت
های معدنی و آلوده به اراضی مجاور و حتی های اراضی مجاور مناطق معدنی، بايد اقدامات لازم جهت کاهش انتقال اين آلاينده از خاكدر برخی خاك

رد مطالعه و تنوع های موها به زنجيره غذايی انسان صورت گيرد. با توجه به موقعيتهای سطحی و زيرزمينی و در نتيجه جلوگيری از انتقال آنآب
های مختلف از جمله آلودگی خاك به برخی فلزات سنگين از های گرفته شده از چند موقعيت جنوب استان کرمان، اين مناطق در معرض آلودگینمونه

زات مقاوم به انواع فلهای تر غلطت فلزات سنگين در اين مناطق و جداسازی و شناسايی باکتریجمله کروم قرار گرفته است. بنابراين تعيين دقيق
های مجاور های مديتريتی مناسب و کارآمد جهت پيشگيری، کنترل و کاهش آلودگی خاكريزیهای موثر و برنامهسنگين از اين مناطق و ارائه راه

به فلزات سنگين در قالب های مقاوم مناطق معدنی به فلزات سنگين و همچنين پاکسازی مناطق آلوده از طريق استفاده از پتانسيل زيستی باکتری
توانند پتانسيل های باکتريايی جدا شده در اين پژوهش به دليل مقاومت بالا به کروم، میتواند اقدام مناسب باشد و سويهپالايی میهای زيستپروژه

 رخ گيریچشم هایپيشرفت يكروبی،م اکولوژی حوزه در دهۀ گذشته کي باشند. طیهای آلوده به کروم میبالايی برای پاکسازی خاك معادن و آب
 توسعه و DNAمستقيم  باشد. استخراجیم وزهح اين در يابیتوالی هایتكنيک و متاژنوميكس های جديدروش مرهون پيشرفت اين که است داده

کنند. در اين پژوهش  مطالعه ترعميق و تردقيق را هاميكروارگانيسم دنيای که است کرده فراهم محققان برای را اين امكان يابیتوالی هایتكنيک
ين روش نشان داد که آلودگی کروم ا( استفاده شد. نتايج دينسل جد یابيیتوالجهت بررسی ترکيب جوامع باکتريايی خاك از آناليز متاژنوم )با روش 

بود  Firmicutesالب در نمونه غيرمعدنی، شاخه طوريكه شاخه غبهدهد. شدت تغيير میهای اطراف معادن کروميت را بهترکيب جوامع باکتريايی خاك
های که بندی نشده بودند، که ممكن است به دلايل وجود تعداد زيادی از باکتریها مربوط به شاخه طبقهکه در نمونه معدنی بيشترين باکتریدر حالی

روش ين همچن .باشد (متحده الاتيفناوری ااطلاعات زيست یملمرکز ) ها در پايگاه مورد بررسیاند و نبودن توالی اين باکتریهنوز شناسايی نشده
روش های مربوط به تنوع بتا )تحليلطوريكه بهاك نمونه غيرمعدنی و معدنی را نشان دهد. خهای موجود بين توانست تفاوت دينسل جد یابيیتوال

، که بيانگر تغييرات اساسی در دنی و غيرمعدنی نشان دادندهای مع( جداسازی واضحی ميان ساختار جوامع باکتريايی خاكتحليل مختصات اصلی
 ها بر اثر آلودگی است.ترکيب جمعيت

های از سرعت و دقت بالاتری در تحليل ژنوم نمونه ای پليمراززنجيرهواکنش  های مبتنی برنسبت به روش يابی نسل جديدتوالی روش از آنجايی که
شود، استفاده از اين تكنيک برای مقايسه ترکيب و تنوع اجرا، انحراف کمتری نيز در نتايج آن مشاهده میبر سهولت علاوهمحيطی برخوردار است و 

میّ کتوان تغييرات می دينسل جد یابيیتوالروش  گيری ازشود. با بهرهيحی پيشنهاد میعنوان روش ترججوامع باکتريايی خاك در تيمارهای مختلف به
 .های سنتی قابل شناسايی نيستند، شناسايی نمودهای نادری را که در روشميكروبی را با وضوح بالا رصد کرد و گونههای و کيفی ساختار جمعيت

ويژه در بررسی ترکيب و تنوع ريزجانداران خاکی در شناسی، بهمحيطی و خاكرود گسترش کاربرد اين فناوری در مطالعات زيستانتظار می
تر و قابل اتكا، بستر مناسبی های دقيقثری در ارتقای راهبردهای مديريت پايدار خاك ايفا کند و با فراهم آوردن دادههای متفاوت، نقش مؤگاهزيست

يابی نسل جديد، انتخاب محيطی فراهم آورد. لازم به ذکر است که در توالیهای احياء و حفاظت خاك در برابر عوامل مخرب زيستبرای تدوين سياست
برآورد های باکتريايی را حذف يا بيشگيری بر پروفايل باکتريايی خاك دارد؛ زيرا استفاده از يک جفت پرايمر ممكن است برخی گروهچشم پرايمرها تأثير

 شود درتر جوامع باکتريايی، پيشنهاد می(. بنابراين، برای افزايش دقت و پوشش کاملRintala et al., 2017کند و دقت سنجش تنوع را کاهش دهد )
به حداقل رسيده و نتايج قابل اعتمادتری  1های احتمالیهای متفاوت استفاده شود تا سوگيریراستا از حداقل دو مجموعه پرايمر با توالیهای همپژوهش

 .حاصل گردد

                                                           
1. Potential biases 
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Abstract 

Soil contamination with heavy metals considered one of the most 

important environmental pollutants. Heavy metals present in the soil 

are not only absorbed by plants and transferred into the food chain, 

but may also threaten the health of living organisms and reduce soil 

biodiversity by into surface and groundwater sources. The present 

study was conducted to investigate the composition and diversity of 

bacterial communities in soils surrounding chromium mines in the 

south of Kerman province. Chromium-resistant bacteria were 

identified using PCR-based molecular methods and sequencing of 16S 

rDNA gene fragments. Also, using metagenome analysis with next 

generation sequencing, the composition of soil bacterial communities 

between two control and mining-impacted samples was investigated. 

According to the results, 15 strains of chromium-resistant bacteria 

were isolated from the studied areas. sequencing analysis results 

showed that these bacterial isolates mostly belonged to Bacillus 

genera. Also, metagenome analysis showed that the composition and 

diversity of soil bacterial communities were significantly different 

between the control and mining-impacted samples. It can be 

concluded that some bacterial species have adapted to high 

concentrations of heavy metals in contaminated soils. The majority of 

examined and chromium-resistant bacteriain this study were Gram-

positive bacilli. This group of bacteria exhibits resistant to many 

antibacterial substances, heat, dryness, freezing, chemical toxins, 

heavy metals and other harmful environmental factors due to their 

spores. Since the next-generation sequencing method used in this 

research examines the genome of an environmental sample with more 

speed and accuracy by spending an acceptable cost compares to other 

PCR-based methods, and it is also easier to use and has less deviation, 

this method is suggested to compare the composition of soil bacterial 

communities between different treatments. 
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