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 16S rDNA ژن توالی تحليل و FTIR یها روش مقایسه

 متيلوتروف یها باکتری بندی رده و شناسایی در
 

 امتیازی گیتی و * بوذری مجید ،زمانی اسحاق
 ايران ،اصفهان ،اصفهان دانشگاه ،علوم دانشکده ،شناسی زيست گروه

 
      چکيده

 ام ا  س ت ها ب اکتری  تاکس ونومی  و شناس ايی  ب رای  دااعتم   قابل و دقیق       نسبتا  یروش چه اگر 16S rDNA       توالی       تحلیل

 .است بوده پژوهشگران توجه مورد همواره جايگزين های راه يافتن دلیل همین به .است هزينه ر  پ  و گیر وقت یفرآيند

 ب ر  مبتن ی  اس ت  ش یمیايی -فیزيکو روشی که است FTIR (Fourier Transform Infrared) مطرح یها روش از يکی

 تحري ک  قرم ز  م ادون  پرت و  از مناس بی  فرک ان   وس یله ه ب   ک ه  ترکیب يک مولکولی پیوندهای زشلر گیری اندازه

 آن مقايس ه  و ه ا  باکتری وتاکسونومی شناسايی در FTIR روش کارآيی بررسی منظور به که پژوهش اين در .اند شده

 کل ردار  مش تقا   کنن ده  تجزي ه  گ روه  ت رين  مهم) متیلوتروف یها باکتری روی بر 16S rDNA توالی تحلیل روش با

 ژن از قس متی  تکثی ر  طري ق  از ابت دا  و انتخ ا   ب اکتری  هف ت  ش ده  جداس ازی  ب اکتری  91 از ،گرفت صور  (متان

16S rDNA افزار نرم با و شدند شناسايی آن يابی توالی و MEGA5 همچن ین  .گردي د  ترس یم  آنها فیلوژنیک درخت، 

 ب ا  روش اين از حاصل یها داده .آمد دست به cm-19111-911 دهمحدو در ها باکتری اين عبور طیف FTIR روش با

 دس ت  ب ه  دن دروگرام  ب ه  (درصد 31 از بیش) زيادی شباهت آن از حاصل دندروگرام که شد تحلیل SPSS افزار نرم

 يک ديگر  از ه ا  ب اکتری  تمايز برای خوبی روشی FTIR که داد نشان نتايج .داشت 16S rDNA توالی بررسی از آمده

 FTIR یه ا  داده ب رای  مناسبی اطلاعاتی بانک اگر و شود استفاده تاکسونومی برای تنهايی به دتوان مین هنوز اما است

 .گردد مطرح 16S rDNA توالی تحلیل برای رقیبی عنوان به دتوان می روش اين شود هاراي

 16S rDNA، FTIR ،متیلوتروف ،تاکسونومی :کليدی های هواژ

 
 ه    مقدم

   ی     ه   ا           ب   اکتری    از          گروه   ی   ه    ک          ه   ا              متیل   وتروف

      ي ک        آل ی            ترکیب ا      از        قادرند       هستند               کموارگانوتروف

            کلرومت ان    ،     فرما    ،    آمین      متیل   ،      متانول   ،    متان       مانند       کربنه

         ان  رژی   و        ک  ربن        منب            عن  وان      ب  ه        آنه  ا        نظی  ر            ترکیب  اتی   و

      تنوع           مورفولوژی     نظر    از    که    ها        باکتری     اين   .    کنند         استفاده

          گس ترده       صور     به   و       هستند       هوازی      اغلب   ،     دارند       زيادی

   ی    ه ا        ج ن     .      ش وند     می      يافت     خاک   و     آبی     های      محیط    در

    از         دارن  د        ق  رار        گ  روه       اي  ن    در      ه  ا          ب  اکتری    از            گون  اگونی

 ،Hyphomicrobium، Methylobacterium   :          جمل      ه
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Methylomicrobium، Methylomonas و  
Pseudomonas (Trotsenko and Doronina, 2003). 

         مص رفی    ر     پ            شیمیايی         ترکیبا       متان        کلردار        مشتقا 

         زي ادی           ک اربرد       ه ا          کنن ده        خن ک         س اخت     در      ک ه        هستند

   . د ن    ش و       م ی          استفاده     حلال       عنوان    به     نیز    عت  صن    در   و       دارند

          مختلف ی           مق ادير       ب ه    ،     دارند       بالايی         پايداری         ترکیبا      اين

       نق ش       ازون       لاي ه          تخري ب     در   ،       هس تند       ح ل       قابل    آ     در

   و         داش ته    ی      س م          آث ار   CH2Cl2         مانن د        نی ز         برخ ی    و       دارند

         زن   ده            موج   ودا     در         آنه   ا             س   ینوژنیک   کار          خاص   یت

      مهمی       محیطی     های        آلاينده   ،        بنابراين  .   است     شده      مشخص

         تجزي ه    ،      مح یط     از        آنه ا        ح ذف      راه        ت رين      مهم    که       هستند

        گ روه         ت رين      مهم           متیلوتروف   ی  ها        باکتری   و     است       زيستی

   ،     ل ذا    .   اند     شده        شناخته         ترکیبا      اين       کننده      مصرف       زيستی

    از      ه ا        اکتری   ب         اي ن         مطالعه   و         شناسايی   ،       جداسازی   ،   کشت

 Leisinger and)       اس  ت            برخ  وردار        خاص  ی         اهمی  ت

Braus-Stromeyer, 1995).  

   ی    ه ا      روش        جمل ه     از           گون اگون    ی    ه ا      روش    از        امروزه

   و         شناسايی    در  16S rDNA       توالی       تحلیل       مانند         مولکولی

     روش        گرچ ه       ک ه      شود    می         استفاده    ها        باکتری           تاکسونومی

   .   است      زينه ه   ر   پ    و     گیر     وقت   ی      فرآيند     اما     است       دقیقی         نسبتا 

   و      ت ر         س اده    ی    ه ا      روش         دنب ال       ب ه              پژوهش گران    ،  رو     اين    از

  FTIR    روش   .     ان  د        ب  وده    آن            ج  ايگزينی        ب  رای      ت  ر        س  ري 

(Fourier Transform Infrared)  از           اس تفاده          س ابقه     که    

      ب  ه   ،      گ  ردد      م  ی      ب  ر      23۹1       ده  ه      ب  ه                میکروبیول  وژی    در    آن

           شناس ايی    و          مقايس ه       برای       مناسب      روشی       عنوان    به       تازگی

 ,.Salman et al)       اس ت     ده   ش          مط رح       ه ا           ب اکتری       سري 

   ،   روش       اي ن    .Ammann and Brandl, 2011) و 2010

 ل رزش  گی ری  ان دازه  ب ر          مبتن ی    ،      ب وده            ش یمیايی -      فیزيکو

          فرک ان           وس یله    ه ب    که     است  یترکیب مولکولی پیوندهای

       ح ین     در   .    باشد       شده       تحريک      قرمز       مادون      پرتو    از        مناسبی

        خاص ی    ی    ه ا        م و         ط ول          نمون ه       ي ک       میان    از      پرتو      عبور

   ،        کش  یدگی         مانن  د        ه  ايی        ل  رزش        باع      ،     ش  ده       ج  ذ 

        م اده     در           ش یمیايی             پیون دهای           خمی دگی    و        ش دگی      جم 

          مولک  ول    در         موج  ود           عملک  ردی       ه  ای        گ  روه   .  ند    ش  و      م  ی

          فرآين  د       اي  ن    در        مهم  ی       نق  ش  (NH و OH، SH        نظی  ر )

 ب  رای ن  دتوان م  ی ه  ا ب  اکتری FTIR       ه  ای       طی  ف   .       دارن  د

 ،ه ا   روتئینپ   جمل ه  از آنه ا  ساختار کلی ترکیب ارزيابی

 و اس یدها  نوکلئی ک  ،ه ا   کربوهیدرا  ،چر  اسیدهای

 ,.Duygu et al) ش وند  اس تفاده  هاس اکاريد        پ ل ی  لیپ و 

 .Davis and Mauer, 2010) ؛2009

             متیل وتروف    ی  ها        باکتری    که      مهمی     نقش    به      توجه    با

         اهمی ت    و         دارن د          محیط ی      های        آلاينده         پاکسازی     نظر    از

 FTIR روش رآيیک ا  بررس ی  منظ ور  به   و      آنها        مطالعه

 آن مقايس ه  و ها باکتری اين تاکسونومی و شناسايی در

 انج ام  پ ژوهش  اين 16S rDNA توالی تحلیل روش با

 .شد

 
   ها     روش   و      مواد

          متيلوتروف   ی  ها        باکتری         جداسازی

       کش ت       محیط    از   ،  ها        باکتری     اين       اولیه      سازی     غنی      برای

       اجزای   .  شد         استفاده        متانول      درصد   1 / ۹      حاوی      پايه       معدنی

          پتاس یم            هی دروژن     دی         فس فا        شامل      محیط     اين    ده    سازن

           آمونی وم         سولفا    ،   گرم   1 / 9        منیزيم        سولفا    ،   گرم   2 /  90

   و       گ  رم   1 /  29         فس  فا            هی  دروژن        س  ديم    دی   ،     گ  رم   1 / ۹

   2        آه   ن           س   ولفا    ،      گ   رم         میل   ی   2 /  33          کلس   یم          کلري   د

            مولیب دا     ،     گ رم         میل ی    1 /  9۹         منگن ز           س ولفا     ،   گرم      میلی

      ب ه    (    نیاز    ر   صو    در )  B12         ويتامین   و     گرم      میلی   1 / ۹      سديم

    آ         لیت ر       ي ک     در      اجزا     اين   .     بودند          میکروگرم   1 / ۹       میزان

   .       گردي د        تنظیم   7 / 1     روی    بر    آن         اسیديته   و     شده    حل      مقطر

    آن       ش دن        خن ک    و       کش ت         مح یط         ک ردن         استريل    از    پ 



 

 
 3۹ های متیلوتروف باکتری بندی ردهدر شناسايی و  16S rDNAتوالی ژن  تحلیلو  FTIRهای  مقايسه روش

 

 

 

    آن      ب ه         ک ربن         منب            عن وان       ب ه           مت انول         درص د    1 / ۹       مقدار

 به متعلق)     پسا    و    آ     از       مختلف       نمونه    11     سپ    ،     اضافه

    آ          تص فیه         دستگاه     های      صافی   و  (اصفهان شهر محدوده

      گذشت    از    پ    .  شد       تلقیح    ها      محیط    به       خانگی          آشامیدنی

         عن وان       ب ه         مح یط     در         ک دور           ايج اد    ،    هفته    يک      حدود

    آن    از      پ      و      ش د          گرفت ه        نظ ر     در      ه ا           ب اکتری      رشد       نشانه

    از       ه   ا           ب   اکتری         س   ازی         خ   الص   و            جداس   ازی         ب   رای

     بود      آگار      درصد   2 / ۹      حاوی    که       اشاره      مورد     کشت      محیط

  .(Ivanova et al., 2000)    شد         استفاده

   16S rDNA     الی  تو    از         استفاده    با        باکتری         شناسایی

   ژن          تکثی   ر         ب   رای   ،     ه   ا           ب   اکتری            جداس   ازی    از       پ    

16S rDNA  ب  ا روش          PCR ژن  وم  آن ت  والی تعی  ین و        

       اي ن         ب رای          جوشاندن     روش    از   ،     گرديد         استخرا     ها        باکتری

     رای  دا      ک ه       ه ا           ب اکتری     از        ن وعی         ب رای    و      ش د          استفاده     کار

  CTAB     روش                       ن                د از   بود                         رنگدان                ه

(Cetyltrimethylammonium Bromide)  ش د          استفاده    .   

     211    در           ب   اکتری    از          کل   ونی        چن   د            جوش   اندن     روش    در

      ي  ک    در          اس  تريل         تقطی  ر       ب  ار    دو        مقط  ر    آ              میکرولیت  ر

    در              سوسپانس یون         ص ور        ب ه    ی    لیتر      میلی   2 / ۹           میکروتیوپ

       ج  وش    آ     در         دقیق  ه    21       م  د       ب  ه   ،     س  پ       ش  د       آورده

    در         دقیق ه    ۹       م د        ب ه      شدن     خنک    از    پ    و    شد         جوشانده

      ک ه                م اي  روي ی    ،     س پ     .     گرديد            سانتريفیوژ     g2 111      دور

          اس تريل              میکروتی وپ       ي ک       درون      ب ه        اس ت   DNA      حاوی

     روش    در. (Ntsaluba et al., 2011)      ش د          منتق ل         جدي د 

CTAB  اس ت             لگ اريتمی        ف از     در      ک ه         باکتری      ماي      کشت       

 TE  ( Tris-HCl 21        ب  افر    در      ه  ا        س  لول   ،     ش  ده              س  انتريفیوژ

  (3=اس   یديته ،م   ولار میل   ی EDTA 2 + م   ولار میل   ی

             پروتئین از    ،         لی زوزيم         افزودن    از    پ    و       گرديد            سوسپانسیون

K،   SDS  ش ده        لی ز           سانتیگراد       درجه    97    در            انکوباسیون   و     ،   

         آنگ اه      آمد    در        چسبناک   و      شفاف      صور     به            سوسپانسیون

         س لولی        ش ده        لی ز        اجزای  CTAB   و  NaCl      کردن       اضافه    با

    از        الک ل             ايزوآمی ل            کلروف رم      فنل       محلول    با   ،    کرده      رسو 

  DNA   ،          در پاي ان    . د   ش             جداس ازی   DNA        ح اوی      آبی     فاز

      ب ا          شستش و     از    پ    و    شد      داده      رسو               ايزوپروپانول      توسط

       آم  د    در             وسپانس  یون س        ص  ور       ب  هTE        ب  افر    در          ات  انول

Ivanova et al., 2000) ؛  (Balachandar et al., 2008.  

          پرايم ر     دو    از  16S rDNA    ژن    از        بخش ی        تکثیر      برای

DG74 (3'-AGGAGGTGATCCAACCGC-5')  و   

RW01 (3'-AACTGGAGGAAGGTGGGG-5').   

(TAG Copenhagen, Denmark) ک  ه   د   ش             اس  تفاده      

         تکثی ر     را    ژن       اي ن     از       ب از        جف ت      971        ح دود     در    ای      قطعه

             میکرولیت  ر    1۹      ه  ر    در  PCR         واک  نش         مخل  و    .     کن  د      م  ی

    از          هرک  دام    از   (           میکروم  ولار    21 )             میکرولیت  ر   1   :      ش  امل

           میکرولیتر   X21    PCR،   ۹ / 1      بافر           میکرولیتر   1 / ۹   ،    مرها    پراي

    ۹1 )                میکرولیت     ر   dNTPs،   7 / 1   (         م     ولار           میل     ی    21 )

   ،      الگ و   DNA             میکرولیت ر    1   ،        منی زيم          کلري د    (      م ولار       میلی

 شرکت)  Taq DNA pol   (    واحد   1 /  1۹ )           میکرولیتر   1 /  1۹

          دو ب  ار        مقط  ر    آ              میکرولیت  ر    27 /  1۹   و (اي  ران س  یناژن

               ترموس   ايکلر      تگاه     دس       در  PCR   .      ب   ود           اس   تريل          تقطی   ر

       ش دن           واسرش ت         ش امل           برنام ه    .      گرف ت          انج ام          اپندورف

      ب ه    و       دقیقه   ۹     مد     به           سانتیگراد      درجه    3۹      دمای    در       اولیه

    9۹       م  د       ب  ه             س  انتیگراد        درج  ه    39      ب  ا     دور    91    آن         دنب  ال

    9۹       م د        ب ه       درجه    71   ،     ثانیه    91     مد     به      درجه    ۹3   ،     ثانیه

        درج  ه    71        دم  ای    در        س  نتز         نه  ايی         مرحل  ه      ي  ک   و         ثانی  ه

 ,.Marchesi et al)       ب ود          دقیق ه    ۹       م د        ب ه        یگراد      س انت 

  .Balachandar et al., 2008)  ؛ 1998

   ،16S rDNA    ژن  PCR          محصیییو           تیییوالی          تعيیییي 

         فيلوژنيک      درخت       ترسيم   و    ها        باکتری         شناسایی

   ژن    از         ب   ازی        جف   ت     971         قطع   ه          تکثی   ر    از       پ    
16S rDNA  با روش        PCR  و        ب ودن         بان د     تک       بررسی   و   
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    ژل     روی      ب  ر           تروف  ورز   الک         وس  یله  ه    ب      آن          آل  ودگی       ع  دم

     ب ا         يس ت  ز                               محصول به سفارش ش رکت تک اپو     ،      آگاروز

       ی ین         ک ره تع        کش ور    Bioneer        در شرکت   Sanger    روش 

    از      ي ک       ه ر       ب ا         آم ده        دس ت     به   ی  ها       توالی   .  يد   گرد   ی    توال

          يک ديگر       ب ا    7 / 2 / 7       نس خه    BioEdit        اف زار      نرم    با          پرايمرها

           بررس    ی        ب    ا   ،       س    پ    .        ش    دند  (align)          ت    راز        ه    م

        اف زار        ن رم       ب ا       ه ا          ت والی      اين    از   ک ي    هر   ی  ها             کروماتوگرام

Chromas Pro   لازم          م   وارد          اعم   ال   و   2 / 7 / 9        نس   خه   ،   

  .     آم د        دس ت     به           نوکلئوتید     971      حدود     طول    با    يی  ها       توالی

       ي ابی         توالی       فرآيند     طی           نوکلئوتید    هر     چون      حالت     اين    در

         ابت دا     در        وي ژه     به         احتمالی      خطای   ،   شود    می        خوانده     بار    دو

        اص لاح         قاب ل        ش ده          اش اره      های     افزار     نرم    با       توالی        انتهای   و

      آمده     دست    به   ی  ها       توالی    ها        باکتری         شناسايی      برای   .   است

   ،NCBI   ی    ه  ا      داده          پايگ  اه    در        آنه  ا    از      ي  ک      ه  ر        ب  رای

       اي ن          تط ابق    و       تشابه       میزان    به      توجه    با   و       گرديد      يابی       توالی

  (reference sequences)        مرج      ی    ه ا          ت والی       ب ا     ها       توالی

         انج ام       ه ا       کتری    ب ا          شناسايی    ها      داده        پايگاه     اين    در       موجود

 اي  ن تاکس  ونومی بررس  ی ب  رای ،     اي  ن      ب  ر        ع  لاوه   .    ش  د

    از           اس تفاده       ب ا            فیل وژنی         درخ ت        ترسیم      برای  و ها باکتری

      ه ر     به       نزديک   ی  ها       توالی    از        تعدادی   ،16S rDNA       توالی

           اس تخرا    NCBI    از       نی ز        نظ ر         م ورد    ی  ها        باکتری    از    يک

      ه  ا      داده         تحلی  ل        ب  رای  MEGA5         اف  زار       ن  رم    از   .       گردي  د

      کردن      تراز    هم   و    ها       توالی      کردن      وارد    از    پ    .  شد         استفاده

-The average-linkage            تحلی     ل     روش    از   ،         آنه     ا

between-groups method  ب  ه        اغل  ب      ک  ه      UPGMA  

(Unweighted Pair-Group Method using.   

Arithmetic Averages)  اس تفاده ش د     ،   شود    می        شناخته                

        درخ ت      ۹11       استرپ     بو     با   و           الگوريتمی     روش     اين   ا ب   و

 Lin et  ؛ (Oberreuter et al., 2002    شد       ترسیم    نی     فیلوژ

al., 2007).  

 FTIR     روش    با        باکتری         شناسایی

      ه ا           ب اکتری          ابت دا    :        بیاکتری        هیای        نمونه      سازی       آماده

    از      پ      .      ش  دند      داده       کش  ت        آگ  ار           نوترين  ت        مح  یط     روی

       س طح     از        استريل      مقطر    آ     با      آنها         کلونی   ،  ها        باکتری     رشد

   2 / ۹   ی     ه   ا               میکروتی   و    در   و          شستش   و        کش   ت         مح   یط

    در         دقیق ه    ۹           ب ه م د         سپ    .    شدند      آوری     جم    ی    لیتر      میلی

g21111       و        خ ار          روي ی          محل ول          آنگ اه    .    ش د             سانتريفیوژ   

          اس تريل         مقط ر     آ       ب ا         ديگ ر        مرتبه    سه    کم     دست    ها      سلول

    دن     نم و         خ ار        ب ا    ،       شستش و        آخرين    از    پ    .    شدند       شستشو

    به   و شد        گذاشته     باز    ها           میکروتیو      در       رويی      ماي       کامل

     آون    ون  در             س انتیگراد       درجه    31      دمای    در    شب    يک     مد 

   د    ش و        خش ک           ک املا     و         تبخی ر       آنها    آ     تا      شدند      داده      قرار

Zhao et al., 2006) ؛(Davis and Mauer, 2010.  

       جس م     از         ان دکی          مق دار    :FTIR        بیرای          نمونیه       تهيه

    از         مس  اوی         مق  دار   ا   ب            ب  اکتری      ه  ر       ش  ده       خش  ک         س  لولی

   و         مخل و            مخصوص ی         ه اون     در  (KBr)         برومايد       تاسیم پ

      ديسک     روی    بر      پودر     اين   .  شد         درآورده      پودر     ور  ص    به

       کم ک       ب ه         ديس ک    و      ش د       داده      قرار       کوچکی          کريستالی

      ب ر         پ ودر       ت ا         گرف ت         ق رار         فش ار      تحت        مخصوصی    جک

 Davis  ؛ (Zhao et al., 2006        گ ردد          تثبی ت     آن     روی

and Mauer, 2010).  

       رسیم    و      هیا           بیاکتری           مقایسیه    ،FTIR      سنجی     طيف

      ب ه       ديسک   ،    مونه ن      سازی       آماده    از    پ    :       فيلوژنی      درخت

 ,Spectroscope, FT/IR-6300 (JASCO          دس  تگاه 

Japan)  مق  دار        س  نجش    از        حاص  ل       طی  ف   و      ش  د         منتق  ل         

مت ر   ب ر س انتی   9111-911       م و         ع دد         محدوده    در      عبور

(cm-1) از        آم  ده       دس  ت      ب  ه          اطلاع  ا    .     آم  د       دس  ت      ب  ه    

 2/0/72/2نس خه   Spektwin32         اف زار      نرم    با   ی   سنج     طیف

(Friedrich Menges, Germany)   پ ردازش    و         بررس ی          

        اف زار        ن رم       ب ا            فیل وژنی       درخت     رسم      برای    آن       نتايج   و    شد
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SPSS   ش د             اس تفاده   11نسخه     (Rodriguez-Saona et 

al., 2004 ؛  Davis and Mauer, 2010 ؛  Ammann 

and Brandl, 2011).  

    ها        باکتری     روی    بر  (IR)     قرمز       مادون     طیف       بررسی    در

      ه ا           ب اکتری            شناس ايی         ب رای          ناحی ه        پ نج         مش خص      طور    به

  .      گی  رد ب        ق  رار         تحلی  ل   و         تجزي  ه   و         بررس  ی        م  ورد       س  تی   باي

      ب  ه         مرب  و       cm-1  13  11  -9111       طی  ف         ناحی  ه          نخس  تین

      ک  ه    cm-1  2 7 11  -2 ۹ 11       طی  ف   .     اس  ت       چ  ر            اس  یدهای

   و  I       آمیدی          پیوندهای      شامل     دهد    می       تشکیل    را     دوم       ناحیه

II  طی  ف      ک  ه       س  وم         ناحی  ه   .           پپتیدهاس  ت   و      ه  ا           پ  روتئین      

cm-1  2 ۹ 11  -2 1 11    مخل  وطی         ناحی  ه        گی  رد      م  ی      ب  ر    در    را          

      ه ا            پ روتئین    ،   چر          اسیدهای        خمیدگی     های      لرزش      شامل

      ب ر     در      ک ه        چهارم       ناحیه   .   است       فسفا       حاوی         ترکیبا    و

       سلولی        ديواره    در    ها            کربوهیدرا       جذبی         باندهای        دارنده

   و       ش  ود      م  ی        ش  امل    را    cm-1  3 11  -21  11      س  ت  ها          ب  اکتری

       اث ر       ب ه          مع روف          ناحی ه       ک ه     cm-1  7 11  -3 11        پ نجم        ناحیه

          ک املا         ام ا       ضعیف      جذبی         باندهای      شامل   و     است       انگشت

            اختصاص یت           ب اکتری       ه ر   ب رای    و       اس ت        ف رد     به       منحصر

  .(Davis and Mauer, 2010)   د   دار    را       بالايی

        آنه ا       تمام   ،  ها        باکتری     های     طیف    به     کلی      نگاه    يک    در

         زي ادی          اخ تلاف      توان  ن      شايد   و      شوند    می      ديده    هم    به      شبیه

    در    را   ی   دار        معن ی      های       تفاو       آنها      مشتق     اما     ديد      آنها     بین

        ب  رای        ت  وان      م  ی    آن    از   و       کن  د      م  ی      ت  ر        مش  خص      ه  ا       طی  ف

   .   کرد         استفاده    ها        باکتری    در    ها       تفاو    و    ها       شباهت         ارزيابی

       جه ت          مناس ب    ی    ه ا        م و         ع دد        آوردن       دس ت       ب ه       برای

           اس تفاده       ب ر       علاوه        يکديگر    از    ها        باکتری       تمايز   و       تفکیک

         اف  زار       ن  رم    از  ،       من  اب     در       ش  ده       ذک  ر   ی    ه  ا       م  و        ع  دد    از

Spekwin32  فاي ل         ک ردن        ب از     از      پ      .    ش د          استفاده   یز  ن        

           همپوش ان       صور     به    ها        باکتری      تمام    به       مربو      های     طیف

       ح ذف        س پ     و        آنه ا   smoothing   و       افزار     نرم      محیط    در

        آنه  ا        ک  ردن  normalize   و        نش  ده  smooth       ه  ای       طی  ف

   و         ن واحی        وسیله      بدين    تا     آمد     دست    به    ها     طیف     دوم      مشتق

       دهنده      نشان    که      داری      معنی   و     شده       حفاظت   ی  ها     مو      عدد

         مختل ف    ی    ه ا           ب اکتری        ه ای        طی ف        ب ین          اخ تلاف       وجود

       ع دد      اين      کردن      مشخص    از    پ    .    شوند      مشخص  ،     هستند

   ی    ه ا           ب اکتری     در  (transmittance)        عب ور          می زان     ها     مو 

      ت  ا     711         ناحی  ه    از   ،       مجم  وع    در   .       گردي  د         تعی  ین         مختل  ف

        مش خص        م و         ع دد     23        ح دود       9111    تا      1311   و      2711

  ؛ (Holt et al. 1995      ش د        گرفته     نظر    در       منظور     اين      برای

Lin et al., 2004 ؛  (Davis and Mauer, 2010.  

    در      ه ا           ب اکتری     از      ي ک       ه ر         ب رای       عبور       میزان       آنگاه

       دس ت     به        اطلاعا    و      مشخص     نظر      مورد   ی  ها     مو      عدد

    در        عب ور          می زان    و       م و         ع دد           ش اخص     دو      شامل      آمده

 ها داده تحلیل برای .شد وارد 11نسخه  SPSS       افزار     نرم

 ذک ر  یه ا  داده از اس تفاده  ب ا  ه ا  ب اکتری  بندی گروه و

 HCA  (Hierachical    ای         خوش   ه          تحلی   ل    از  ،ش   ده

Cluster Analysis)  روش        ارگیری        ب ه ک       با     UPGMA 

(Between-groups Linkage) اقلیدسی      مرب        فاصله   و         

(squared euclidian distance)  دوم ین    .    ش د          استفاده         

   ل      تحلی       روش   ،    ه ا       داده        تحلی ل        برای     شده         استفاده     روش

 PCA  (Principal Component      ي ا         اص لی      های       مؤلفه

Analysis) الگ و  تش خیص ب رای   راي ج  روشی که بود 

 در واري  ان  تفس  یر ب  رای گس  ترده ط  ور ب  ه و اس  ت

؛ (Holt et al., 1995  ش ود  م ی  استفاده طیفی یها داده

Lin et al., 2004 ؛(Davis and Mauer, 2010. 

 
      نتایج

   ی    ه ا          نمون ه     از          ب اکتری    1 9       تعداد       ابتدا   ،      مطالعه     اين    در

            آش امیدنی     آ        تصفیه     های      صافی   و      پسا    ،  آ        مختلف

    از        حاص ل          نت ايج     به      توجه    با    که      شدند         جداسازی       خانگی
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   و             میکروس کوپ      زير           مورفولوژی       بررسی و       آمیزی     رنگ

     هفت      آنها      میان    از    ها       کلونی       ظاهری     های       ويژگی        همچنین

 ،A، B، C         ترتی ب       ب ه    و          انتخ ا         ک ار        ادامه      برای        باکتری

D، E، G  وH شدند        نامیده    .  

  A        يعن  ی        آنه  ا    از       يک  ی          ب  اکتری       هف  ت       اي  ن       ب  ین    از

       کش ت         مح یط      روی      ب ر         تنه ا       ک ه        ب ود           اجب اری            متیلوتروف

    ای        قه وه       ت ا      رنگ    بی   ی  ها       کلونی   ،    کرده     رشد        متانول      حاوی

      منفی     گرم        باکتری    يک    هم  E        باکتری   .   داد       تشکیل       کمرنگ

        س  اير         مانن  د   و       رن  گ          ن  ارنجی      ت  ا         ص  ورتی   ی    ه  ا         کل  ونی      ب  ا

       دارای  B          ب  اکتری   .     ب  ود           اختی  اری             متیل  وتروف      ه  ا      کتری    ب  ا

       رش  د         می  زان          کمت  رين   و       ب  ود        رنگ  ی     زرد   ی    ه  ا         کل  ونی

   ی    ه ا        کلونی       دارای    که     نیز  C        باکتری   .    داشت    را            متیلوتروفی

        خ وبی            نس بتا                متیل وتروفی        رش د        ب ود          ش فافی    و     رنگ      سفید

   ی  ها       کلونی   و    ند   بود    هم      شبیه     نیز  H   و  D   ی  ها        باکتری   .    داشت

     زرد   ی    ه ا          کل ونی      نیز  G        باکتری   .     اشتند د     رنگ      شیری   و     ريز

  .  شت  دا      خوبی            متیلوتروفی     رشد   و     داد       تشکیل    را        کمرنگی

   ،BioEdit         اف  زار       ن  رم    در      ه  ا         ت  والی        ک  ردن        ت  راز      ه  م    در

        س  اير      ب ا   E          ب  اکتری      ب ه          مرب  و          ت والی        ب  ین       کل ی          اخ تلاف 

     است      معنی      بدان     اين   و   ( 2     شکل )    يد  رد گ        مشاهده    ها        باکتری

  .   است        متمايز      ديگر   ی  ها      کتری  با    از        باکتری     اين          احتمالا     که

    در  ه ا  ب اکتری ي ابی   ت والی    از        حاص ل          نت ايج     به      توجه    با

NCBI  ارزش م ورد انتظ ار          کمترين       دارای    که        مواردی                      =(    

    يک    هر      برای        امتیاز         بالاترين   و       تشابه      درصد         بیشترين   ، (   صفر

        م ورد            شناس ايی         ب رای         ملاک ی          عن وان       ب ه        بودند    ها       توالی    از

  . ( 2     جدول  )        گرفتند      قرار         استفاده

        ابت دا  ه ا   برای بررسی روابط تاکسونومیک ب اکتری 

                     ه ای هف ت ب اکتری                               ب ا اس تفاده از ت والی              دندروگرامی 

   در                   هم ان ط ور ک ه       (.  1    شکل  )          ترسیم شد             مورد مطالعه

   در   H  و   D    های         باکتری     شود                         اين دندروگرام مشاهده می

        ان  د و                 ق  رار گرفت  ه        خوش  ه     ي  ک    در يک  ديگر و        کن  ار 

  A                است که ب اکتری      ای                      ترين شاخه به آن شاخه       نزديک

                         و اين سه باکتری به همراه     است                      بر روی آن قرار گرفته 

        ديگ ری          خوش ه    از         دهند که                 ای را تشکیل می      خوشه   هم 

   ،                           را بر روی خود جا داده اس ت   G  و   B    های            که باکتری

      خوشه           جداگانه از     ای         در شاخه  C       باکتری    .   اند         جدا شده

       ق رار   Gو  B  و   Hو  A،  D       ه ای                          در بر گیرن ده ب اکتری  

               ای از تم    ام                          در ش    اخه جداگان    ه  E           ب    اکتری    .    دارد

  .                    های ديگر جدا شده است        باکتری

 
 BioEdit  افزار نرم در ها باکتری 16S rDNA یها توالی کردن تراز هم نتیجه از قسمتی -2 شکل

 ه ا  ي ه تم ام جدا  یبرا (query coverage) مورد نظر یتوال یمقدار همپوشان. NCBI در ها باکتری از يک هر یها توالی BLAST       نتايج  - 2      جدول

 .برابر با صفر بود (E-value) درصد و ارزش مورد انتظار 33

 جدايه نام گونه یازامت یشترينب بیشترين شباهت

 Methylobacillus flagellatus A 009 درصد 33

 Xantomonas campestris B 072 درصد 33
 Klebsiella oxytoca C 030 درصد 211
 Delftia acidivorans D 07۹ درصد 33
 Methylobacterium populi E 001 درصد 33
 Stenotrophomonas maltophilia G 072 درصد 33
 Delftia acidivorans H 07۹ درصد 33
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 دهباکتری متیلوتروف جداسازی ش هفتبرای  UPGMAبا روش  16S rDNAدرخت فیلوژنتیک ترسیم شده با استفاده از توالی  -1شکل 
 

    در     ه ا            ب اکتری      اين        جايگاه      دادن      نشان      برای   ،      همچنین

   ی    ه ا          ت والی    ،     دق ت         ب ردن        ب الا    و        ديگ ر    ی  ها        باکتری      میان

  NCBI    از      ک ه        نی ز      ه ا            ب اکتری      اين    از    يک    هر    به       نزديک

      ب ه        نتايج   .ند    گرفت      قرار         استفاده      مورد    ند   بود     شده         استخرا 

        قاب ل    9       ش کل     در      ک ه        اس ت               دن دروگرامی         آم ده      دست

  .   است        مشاهده

      ه ای                             ب ا اس تفاده از ت والی      ه            ترس یم ش د    دندروگرام  - 9  ل   شک

                  های استخرا  ش ده                                  های متیلوتروف مورد نظر و توالی        باکتری

                                                   ک ه موقعی  ت تاکس  ونومیک اي ن هف  ت ب  اکتری را     NCBI   از 

  .   دهد         نشان می
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        ترتی ب      ان                    نی ز تقريب ا  هم      (  9    شکل  )               اين دندروگرام   در 

  و       ه ا         ش اخه                                  ه ا و ق رار گ رفتن آنه ا در                      جدا شدن ب اکتری 

       اي ن    با          د البته ش                های ديگر مشاهده                 در میان باکتری    ها      خوشه

                ای قرار گرفت ه                      که در شاخه جداگانه  C                تفاو  که باکتری 

          قرار دارد   ای خوشه                     گرام جديد در همسايگی      دندرو       بود در 

                                 ب ر روی آن ق رار دارن د و در    Hو  A،   D       ه ای            که باکتری

  و   G    های         باکتری                                         واق  به اين سه باکتری نزديکتر است تا به

B .   گرام نیز باکتری      دندرو       در اين                E  ای به صور           در شاخه           

  .              قرار گرفته است      ديگر                         کاملا  مستقل از شش باکتری 

                           ه  ای مختل  ف در مح  دوده                          طی  ف عب  وری ب  اکتری 

cm-1  91 1 -9111   نکت ه    .                      نشان داده ش ده اس ت     9    شکل    در       

     ه ا               کل ی طی ف          نگ اه      ي ک                           توجه اي ن اس ت ک ه در           شايان

             تفاو  چندانی      توان      نمی  و                 ه يکديگر دارند             شباهت زيادی ب

            نش ان داده     ۹                       اما چنان ک ه در ش کل     .                    بین آنها مشاهده کرد

             هايی از آنها         ها بخش                                  شده است با مشتق گرفتن از اين طیف

                ه ای مش ترک و                              در نواحی باقی مانده بخ ش    ،       حذف شده

      ه  ای                                           ه  ای ارزش  مندی ب  رای مقايس  ه طی  ف               ع  دد م  و 

  . د  کن   ی                   های مختلف را مشخص م        باکتری

 
 .دارند يکديگر به زيادی شباهت ها طیف کلی ديد يک در ،cm-1 9111-911 محدوده در مختلف یها باکتری عبوری طیف -9 شکل

 
          مش اهده         ت وان       م ی     را    ها     مو      عدد     شده       حفاظت       نواحی     شکل     اين    در    (.  cm-1  2 3 11  -2 1 11 )    ها        باکتری       عبوری   ی  ها     طیف      مشتق از بخشی  - ۹     شکل

  .     هستند        مطالعه     ورد م   ی  ها        باکتری    در       بررسی       منظور    به     مند    ارزش       نواحی    که     کرد
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  SPSS         اف زار        ن رم       ب ا       ه ا       داده         تحلی ل     از        حاص ل        نتیجه

    در      ک  ه       اس  ت              دن  دروگرامی  HCA          ب  ا روش    11       نس  خه 

       اي  ن    در      ک  ه        چن  ان   .     اس  ت       ش  ده      داده        نش  ان   0       ش  کل

         ترس یم              دن دروگرام           همانن د      شود    می        مشاهده           دندروگرام

    در   ،    ه م         کن ار     در  H   و  D   ی    ه ا         باکتری  MEGA5    با     شده

        باکتری    سه     اين     اما     اند     شده     جدا  A        باکتری    از      خوشه    يک

       تشکیل    را    ای      خوشه     اند       داشته    هم    به    که        بیشتری       شباهت    با

  B          ب اکتری     دو   .   اند        گرديده     جدا    ها        باکتری      ساير    از   و      داده

    از   و      داده         تش  کیل    را        خوش  ه      ي  ک      ه  م        کن  ار    در       نی ز   G   و

      ب ه         توج ه       ب ا    ز    نی        آنها    سه    هر     ولی     اند     شده     جدا  C        باکتری

         گرفت ه       قرار      خوشه    يک     روی    بر        يکديگر    به     شان        نزديکی

          همانن د        نی ز          اينج ا     در   .     ان د      شده     جدا     قبل        باکتری    سه    از   و

  ،16S rDNA         ت والی         اطلاعا     با     شده       ترسیم           دندروگرام

        س اير     از         مس تقل         ش اخه     يک      صور     به         اساسا   E        باکتری

         اينج ا     در        توج ه         جال ب         نکت ه    .     اس ت      شده     جدا    ها        باکتری

         ترس یم              دن دروگرام       ک ه        اس ت     ای         ملاحظ ه         قاب ل    ت    شباه

             دن دروگرام       ب ا               نوکلئوتی دی    ی  ها       توالی        اطلاعا     با     شده

          اطلاع  ا   اس  ا  ب  ر و FTIR     روش      ب  ا       ش  ده         ترس  یم

       کل ی        ط ور       ب ه    و      دارد          ب اکتری         ساختار         شیمیايی-      فیزيکو

          ب اکتری         جايگاه    به       مربو         نمودار    دو     اين      اصلی       اختلاف

C  است   .  

 
     روی      ب ر   UPGMA     روش    با  HCA    از      حاصل           دندروگرام  - 0     شکل

          متیلوتروف        باکتری     هفت    به       مربو   FTIR   ی  ها      داده
 

    از           اس تفاده     با  FTIR   ی  ها      داده       تحلیل    از      حاصل       نتیجه

          ب  اکتری       هف  ت        ب  رای  PCA          ب  ا روش SPSS         اف  زار       ن  رم

       ش  ده      داده        نش  ان   7       ش  کل    در      ش  ده           مطالع  ه             متیل  وتروف

         ج دايی    و         تم ايز        الگوی     شود    می        مشاهده    که      چنان   .   است

      ک ه        اس ت           الگ ويی     به      شبیه       زيادی    حد    تا        يکديگر    از   ا   آنه

    دو   .     ش ود       م ی       ديده  16S rDNA     حتی    يا  HCA     روش    در

   و         دارن  د        ق  رار      ه  م      ب  ه         نزدي  ک          ک  املا   H   و  D          ب  اکتری

         گرفت ه         ق رار         آنه ا       کنار    در       اندکی       فاصله    با     نیز  A        باکتری

    ای        دس  ته        ص  ور       ب  ه          ک  املا     را        آنه  ا        ت  وان      م  ی   و       اس  ت

         ح دودی     تا  G   و  B   ی  ها    ری    باکت   .    گرفت     نظر    در         جداگانه

        ق رار       ه ا           ب اکتری       بقیه    از       اندکی       فاصله    با   و    هم    به       نزديک

         گرفت ه         ق رار       آنها    از       دورتر       اندکی     نیز  C        باکتری   و       دارند

    ها        باکتری      ساير    از     دور   و      مجزا        کاملا   E        باکتری     اما   .   است

  .   دهد    می      نشان      بقیه    با    را        آشکاری       تمايز   و      دارد      قرار

 
 PCA با روش FTIR یها داده لتحلی از حاصل نتیجه -7 کلش

 

     گيری       نتيجه   و     بحث

  ی      روش           عن وان       ب ه         امروزه  16S rDNA   ی          تحلیل توال

             تاکس  ونومی   و           شناس  ايی        ب  رای        قب  ول        قاب  ل   و             اس  تاندارد

        روش  ی       ام  ا        گی  رد      م  ی        ق  رار           اس  تفاده        م  ورد      ه  ا          ب  اکتری

         ي افتن    ،          بن ابراين    .     ش ود       م ی        محسو        هزينه   ر   پ    و     گیر     وقت

       اي ن         ب رای     تر       ارزان   و    تر    ي   سر     اما         اطمینان      قابل   ی  ها     روش

     است      بوده           پژوهشگران      توجه      مورد      نکا     از     يکی       منظور

 س الی  چن دين  ط ی    .  ست  ها     روش     اين    از     يکی  FTIR    که
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 در ک اربردی  روش ی  عنوان به FTIR شدن مطرح از که

 اي ن  در مختلف ی  ه ای  پژوهش گذرد می میکروبیولوژی

   Mauer  ( 1121    ) و Davis .اس  ت گرفت  ه ص  ور  زمین  ه

   و         تفکی ک    ،       تش خیص         ب رای    د    توان    می     روش     اين         معتقدند

          تشخیص ی             ابزاره ای            ج ايگزين     ها        باکتری   ی    کم       سنجش

       ه  ای             آزمايش  گاه   و          داروي  ی   ،       غ  ذايی         ص  ناي     در        راي  ج

   (    1113 )            همک  اران    و  Duygu   .       گ  ردد         طب  ی          تش  خیص

 یه ا  ب ا روش  نس بت  آن بالای سرعت را FTIR        مزايای

 در دتوان   م  ی ک  ه دانن  د م  ی آن اختصاص  یت و راي  ج

 .رود ک   ار ب   ه ه   ا آل   ودگی کنت   رل و دمیولوژیاپی   

Ammann و Brandl  ( 1122    )   مزي  ت        FTIR ب  ه نی  از را 

 ب  رای آن ب  الای اختصاص  یت و نمون  ه ان  دک مق  ادير

 م واد  س اير  حض ور  در حت ی  ه ا  باکتری اسپور تشخیص

 ک ه  نیز ديگری های بررسی .کنند می ذکر خاک در آلی

 و خیصتش   روی ب ر  بیش تر  گرفت ه  صور  زمینه اين در

 ه  ا نوش  یدنی و غ  ذايی م  واد ،آ  در ه  ا پ  اتوژن کنت  رل

 ب  ه ت  وان م  ی جمل  ه آن از ک  ه اس  ت ب  وده متمرک  ز

Al-Qadiri  (    1113   و      1110 )                  همک         اران   و ،   Holt و 

   و   (    1119 )                همک       اران   و  Lin ،(233۹) همک       اران

Rodriguez  عی  ب    .     ک  رد          اش  اره    (    1119 )           همک  اران   و        

       کی  د أ ت    آن      ب  ر             پژوهش  گران       اي  ن    از        برخ  ی      ک  ه         بزرگ  ی

      طیفی   ی  ها      داده      برای         اطلاعاتی      جام       بانک      نبود      کنند    می

 ,.Al-Qadiri et al) اس ت  FTIR     روش    در      ه ا           ب اکتری 

 .Ammann and Brandl, 2011)؛ 2006

 پژوهش گران  از برخ ی  ،ش ده  اش اره  موارد بر علاوه

 اس تفاده  ب رای  مناسب یروش عنوان به را FTIR کارآيی

 برخ ی  که اند کرده بیارزيا نیز ها باکتری تاکسونومی در

 روش ب   ا مقايس   ه قاب   ل را آن نت   ايج و تأيی   د را آن
16S rDNA آن نی ز  برخی و دانند می آن از بهتر حتی و 

 روی بر کاملی نظر توافق تاکنون اما اند برده الؤس زير را

؛ (Zhao et al., 2006 اس ت  نداش ته  وج ود  لهمس أ  اي ن 

(Davis and Mauer, 2010. 

          مقايس ه         ب رای             پژوهش حاضر    از      آمده     دست    به       نتايج

 در آنه  ا ک  ارآيی و 16S rDNA و FTIR   ی    ه  ا     روش

     داد      نشان  متیلوتروف یها باکتری تاکسونومی و شناسايی

   و         تفکی  ک   و         تش  خیص        ب  رای          مناس  بی     روش  FTIR      ک  ه

    را    آن       نتايج      توان    می    که     است        يکديگر    از    ها        باکتری      مايز ت

        م  ورد    در   .       دانس  ت          مقايس  ه        قاب  ل  16S rDNA     روش      ب  ا

 ش بیه       کاملا  آنها 16S rDNA توالی H و D   ی  ها      کتری  با

 یه ا  طیف اما دهند نمی نشان را تفاوتی هیچ ،بوده هم به

FTIR ک املا   ام ا  هستند هم شبیه هرچند باکتری دو اين        

 کنن ده  تأيی د  يافت ه  اي ن  .نیس تند  ه م  ب ر  منطبق و يکسان

توانستند  آنها .است (1110) همکاران و Zhao های يافته

 چه ار  PCAو تحلی ل نت ايج آن ب ا     FTIRفاده از با اس ت 

 ت    والی نظ    ر از ک    ه را Streptomyces از جداي    ه
16S rDNA ب ر  ام ا  داش تند  ش باهت  ه م  با صد در صد 

 متف او   ه م  ب ا  رنگدان ه  و اس پور  ،میسلیوم ظاهر اسا 

 .کنند تفکیک ديگريک از ،بودند

 در ها باکتری مطالعه تحقیق اين در که اين به توجه با

 FTIR روش ک ارآيی اس ت   گرفته صور  جن  طحس

 ام ا  .ک رد  تأيی د  اطمین ان  با سطح اين در تنهاتوان  می را

 تم ايز  برای دتوان می سطحی چه تا مذکور روش که اين

 .دارد بیش تر  بررسی به نیاز باشد داشته کارآيی ها باکتری

Oberreuter ای گونه درون تنوع که (1111) همکاران و 

 Brevibacterium اکتینومیس   ت یب   اکتر س   ه در را

linens، Corynebacterium glutamicum  و   

Rhodococcus erythropolis  دو      ه  ر    از           اس  تفاده      ب  ا    

        تنه ا   FTIR        کارآيی    که         معتقدند   ،   اند      کرده       بررسی     روش

         معی ار    د    توان    می ن         زيرگونه     سطح    در   و     است      گونه     سطح    تا

        زي را    .      باش د               تاکس ونومیک           ارتب ا         بررسی      برای        مناسبی
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        دي ده            زيرگون ه        س طح     در           تنوع اتی      روش       اي ن     با     چند  هر

      ب ا       ک ه      است         تنوعاتی    از        متفاو         تنوعا      اين     اما     شود    می

 .شود می مشاهده ها سويه بین 16S rDNA     روش

        بن دی         گ روه         ب رای         آم ده        دس ت       ب ه        نتايج  مقايسه در

 بس یار  ح د  ت ا  نت ايج  C        باکتری        جايگاه    جز    به   ،  ها        باکتری

       اي ن   به توجه با .گرنديکدي مشابه روش دو هر در زيادی

   ی    ه  ا      داده         تفس  یر    ای    ب  ر         مختل  ف         آم  اری   ی    ه  ا     روش      ک  ه

FTIR  جايگ  اه            بن  ابراين         ن  دارد          يکس  انی          ک  املا          نت  ايج          

          متف او          ديگ ر      روش    با   د    توان    می     روش    هر    در    ها        باکتری

         تفس یر    و      ه ا       داده       تحلیل        چگونگی       اهمیت     امر     اين   و      باشد

  .   کند    می      مشخص       بیشتر    را       نتايج

 ن ه  را FTIR کارآيی آمده دست به نتايج به توجه با

 از تلفیق ی  ش ايد  کرد رد      کاملا  نه و تأيید      کاملا  توان می

        اس ا        ب ر  .باش د  داش ته  بر در بهتری نتیجه روش دو هر

 تحلی   ل ب   رای (1117) همک   اران و Lin        ه   ای          يافت   ه

 ب ا  Alicyclobacillus ب اکتری  از هايی جدايه فیلوژنیک

 هر از ترکیبی 16S rDNA و FTIR     روش  دو از استفاده

 شناس ايی  ب رای  مناسبی ابزار دتوان می که است روش دو

 .کند فراهم ها باکتری مطمئن و سري  تمايز و

 دق ت  و حساس یت  درب اره  شده ذکر موارد بر علاوه

 آن ب  ه ت  وان م  ی ک  ه یديگ  ر مه  م مزي  ت FTIR روش

 نی از  زي ادی  وسايل و تجهیزا  که است اين کرد اشاره

 قاب ل  نی ز  روش اين در استفاده مورد مواد میزان و ندارد

 ک  ه ط  وری ب  ه نیس  ت 16S rDNA روش ب  ا مقايس  ه

 ديگ ری  ماده هیچ        تقريبا  FTIR روش در گفت توان می

         هزين ه        نظ ر     از            بن ابراين    و       ش ود       م ی  ن           اس تفاده   KBr جز به

        زم ان       ديگر     مهم      مزيت   .   است    تر      صرفه    به   و    تر       ارزان       بسیار

      ه ر      روی      ب ر          آزم ون          انج ام         ب رای     که     است       اندکی       بسیار

 از زم ان  اي ن  ک ه  است نیاز مورد FTIR     روش    در       نمونه

 روش در ک  ه ح  الی در کن  د نم  ی تج  اوز دقیق  ه چن  د

16S rDNA رسد می ساعت چندين به زمان اين. 

 ک ه  16S rDNA         ت والی        خ لاف       ب ر       ک ه        اي ن      آخر      نکته

 ب  ه رو و ب  زر  یه  ا داده پايگ  اه و اطلاع  اتی ه  ای بان  ک

 FTIR یه ا  داده برای مرجعی چنینتاکنون  ،دارد گسترشی

 روش عی ب  بزرگت رين  اي ن  که است نشده فراهم ها باکتری

FTIR اي ن  ش دن  ک اربردی  برای زيادی محدوديت و بوده 

 و تاکس  ونومیک ه  ای بررس  ی ب  رای آن از اس  تفاده و روش

 .است آورده وجود به وسی  سطح در فیلوژنیک
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Abstract 

Molecular methods such as 16S rDNA sequencing are relatively accurate but are costly and 

time consuming, therefore new alternative methods have been a matter of interst. FTIR 

(Fourier Transform Infrared) is one of these methods. It is a physico-chemical method based 

on measurement of molecular bond vibrations excited by infrared radiation at specific 

wavelength range. The aim of this study was to assess efficiency of FTIR in identification and 

taxonomy of methylotroph bacteria (most important group of chlorinated methane derivative 

degrading bacteria) and comparing it to 16S rDNA sequencing method. Of 30 isolated 

methylotroph bacteria, 7 were selected. Following amplification of a portion of 16S rDNA 

gene by PCR and sequencing, a phylogenic tree was constructed. By FTIR method, 

transmittance spectra of these bacteria were obtained in infrared region 400-4000 cm-1. FTIR 

data were analyzed by SPSS software. The dendrogram of FTIR data analysis was very 

similar to dendrogram of 16S rDNA sequencing. Results showed that FTIR can be used as an 

identification method but not yet for taxonomy. By introducing a standard method for FTIR 

data analysis, this method can be considered as an alternative to the 16S rDNA sequencing 

method. 
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