
 

 

 
Biological Journal of Microorganism, 10th Year, No. 37, Spring 2021                                                                                         
 

 

 

 

 

 

Isolation and Identification of Othello, Atlantis, and Puma Super Herbicide-

resistant Bacteria Isolated from the Soil of Wheat Farms  

 
Abdolreza Ahmadi  

Department of Plant Protection, Faculty of Agriculture, Lorestan University, Khorramabad, Iran, ahmadi.a@lu.ac.ir 

Hossein Mirzaei Najafgholi  

Department of Plant Protection, Faculty of Agriculture, Lorestan University, Khorramabad, Iran, mirzaeih89@gmail.com  

Milad Aeini 
* 

Department of Plant Protection, Faulty of Agriculture, Shahid Chamran University of Ahvaz, Ahvaz, Iran, m.aeini@scu.ac.ir 

Kazem Kakulvand  

Department of Plant Protection, Faculty of Agriculture, Lorestan University, Khorramabad, Iran, kazem@yahoo.com 

 

Abstract 

Introduction: One of the new methods in reducing the pollution caused by the use of herbicides 

and other agricultural chemical pesticides is the use of resistant and degrading bacterial isolates 

of these herbicides. This study was conducted to isolate and identify resistant bacterial strains 

from the soil of wheat fields using the three herbicides of Othello, Atlantis, and Puma Super. 

Materials and methods: To isolate and characterize resistant bacteria, samples were collected 

from wheat fields treated with Othello, Atlantis, and Puma Super herbicides. Isolates were 

selected based on the growth on the Standard Succinate Medium containing 10 percent of the 

mentioned herbicides. The representative isolates were identified based on biochemical tests and 

amplification of the 16S rRNA gene. Also, the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and 

Minimum Bactericidal Concentration (MBC) of the representatives were measured. 

Results: A total of 17 isolates could grow on a growth medium containing 10% of the tested 

herbicides. Based on the valid biochemical and molecular test results, the representative strains 

were identified as Stenotrophomonas maltophilia, Ensifer adhaerens, Xanthomonas sp., 

Pseudoxanthomonas sp., and Acinetobacter sp. The Minimum inhibitory concentration (MIC) 

and Minimum Bactericidal Concentration (MBC) were attributed to Othello (0.28 and 0.4) and 

Atlantis herbicides (0.35 and 0.5) belonging to Acinetobacter and Xanthomonas (0.45 and 0.67) 

for Puma Super herbicides. 

Discussion and conclusion: According to the results of this study, herbicide-resistant bacteria 

identified in this study can be useful in plant biotechnology applications in polluted areas and 

can reduce environmental pollution regarding using these herbicides. However, further studies 

are needed in order to identify the degrading potential of the resistant strains. 
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 كیدهچ

هاا و ساایر سامع  شایمیایی     هاا و ساایر سامع  شایمیایی       کاش کاش   هاا، ناشای از کااربرد علا     هاا، ناشای از کااربرد علا       ها، نعین برا، کاهش آهاعدگی ها، نعین برا، کاهش آهاعدگی   یکی از رو یکی از رو   مقدمه:مقدمه:

منظاعر  منظاعر    هاسات  واهوهش ضا ار باه    هاسات  واهوهش ضا ار باه      کاش کاش   کنندۀ ایان علا   کنندۀ ایان علا     ها، باک،ریایی م،حمل و تجزیهها، باک،ریایی م،حمل و تجزیه  اس،فاد  از جدایهاس،فاد  از جدایه  ک(اورز،،ک(اورز،،

هاا، اتتللاع، آتتن،ای  و وعماساعور از     هاا، اتتللاع، آتتن،ای  و وعماساعور از       کاش کاش   ها، باک،ریایی مااو  یا م،حمل در برابار علا   ها، باک،ریایی مااو  یا م،حمل در برابار علا     جداساز، و شناسایی جدایهجداساز، و شناسایی جدایه

 شد شد      اک مزار  گند  انجا  اک مزار  گند  انجا 

کش اتتللع، آتتن،ی  و وعماسعور انجا  شد  کش اتتللع، آتتن،ی  و وعماسعور انجا  شد    شد  با سه عل شد  با سه عل   بردار، از  اک مزار  گند  تیماربردار، از  اک مزار  گند  تیمار  نمعنهنمعنه  ها:ها:    موا  و روشموا  و روش

شاد   شاد     ها، آزماایش ها، آزماایش   کشکش  درصد از عل درصد از عل   0101ک(ت سعکسینات اس،اندارد ضاو، ک(ت سعکسینات اس،اندارد ضاو،   ها، باک،ریایی با اس،فاد  از محیطها، باک،ریایی با اس،فاد  از محیط  جدایهجدایه

شناسایی شادند  کم،ارین   شناسایی شادند  کم،ارین     16S rRNAکثیر ژخ کثیر ژخ ها، بیعشیمیایی و تها، بیعشیمیایی و ت  ها، نمایند  بر اساس آزمعخها، نمایند  بر اساس آزمعخ  جداساز، شدند  جدایهجداساز، شدند  جدایه

 شد  محاسبه شد شد  محاسبه شد   کش آزمایشکش آزمایش  مهارکنندگی و کم،رین غلظت ک(ندگی برا، هر سه عل مهارکنندگی و کم،رین غلظت ک(ندگی برا، هر سه عل   غلظتغلظت

شد  شد    ها، آزمایشها، آزمایش  کشکش  درصد از عل درصد از عل   0101ها، رشد ضاو، ها، رشد ضاو،   جدایه تعانایی رشد رو، محیطجدایه تعانایی رشد رو، محیط  0303درمجمع ، تعداد درمجمع ، تعداد : : نتایجنتایج

هااا، نماینااد ، هااا، نماینااد ،   هااا، معهکااعهی رو، جدایااههااا، معهکااعهی رو، جدایااه  باار و ن،ااایم آزمااعخ باار و ن،ااایم آزمااعخ شناساای مع،شناساای مع،  را داشاا،ند  باار اساااس کلیاادها، باااک،ر، را داشاا،ند  باار اساااس کلیاادها، باااک،ر، 

شناساایی شادند  کم،ارین    شناساایی شادند  کم،ارین      اساین،عباک،ر اساین،عباک،ر   وو  ساعدوزان،عمعناس ساعدوزان،عمعناس ، ، زان،عمعناسزان،عمعناس، ، انسیفر ادهائرن انسیفر ادهائرن ، ، اس،نعتروفعمعناس ماه،عفیلیااس،نعتروفعمعناس ماه،عفیلیا

ترتیاب  ترتیاب      و آتتن،ی  )باه   و آتتن،ی  )باه 11//00و و   11//0202ترتیب ترتیب   ها، اتتللع )بهها، اتتللع )به  کشکش  مهارکنندگی و کم،رین غلظت ک(ندگی در عل مهارکنندگی و کم،رین غلظت ک(ندگی در عل   غلظتغلظت

   محاسبه شد   محاسبه شد 11//7373و و   11//0303ترتیب ترتیب   )به)به  زان،عمعناسزان،عمعناسکش وعماسعور برا، جن  کش وعماسعور برا، جن    و در عل و در عل اسین،عباک،ر اسین،عباک،ر   برا،   برا، 11//33و و   11//7373

هاا، م،حمال و تعیاین میازاخ تحمال آنهاا باه        هاا، م،حمال و تعیاین میازاخ تحمال آنهاا باه          ایاه ایاه به ن،ایم وهوهش ضا ر، شناساایی جد به ن،ایم وهوهش ضا ر، شناساایی جد   باتعجهباتعجه  گیری:گیری:  بحث و نتییهبحث و نتییه

ها، آهعد  ها، آهعد    ها از محیطها از محیط  منظعر والایش آلایند منظعر والایش آلایند   فناور، آیند  بهفناور، آیند  به  ها، زیستها، زیست  ها، یادشد ، گامی مهم در وهوهشها، یادشد ، گامی مهم در وهوهش  کشکش  عل عل 

ها، ها،   رو، وهوهشرو، وهوهش  ها در اکعسیس،م را کاهش دهد؛ ازاینها در اکعسیس،م را کاهش دهد؛ ازاین  کشکش  محیطی ناشی از این عل محیطی ناشی از این عل   تعاند م(کتت زیستتعاند م(کتت زیست  است و میاست و می

 شعد شعد   ها، یادشد  وی(نهاد میها، یادشد  وی(نهاد می  کشکش  کنندگی عل کنندگی عل   ها، باک،ریایی مااو  در تجزیهها، باک،ریایی مااو  در تجزیه  تعیین تعانایی جدایهتعیین تعانایی جدایهبی(،ر برا، بی(،ر برا، 

 والایی، عل  هرزوالایی، عل  هرز  تلایح، زیستتلایح، زیست  های کلیدی:های کلیدی:  واژهواژه
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 مقدمه

رشد روزافزوخ جمعیت انسانی در جهاخ، مسئلۀ نیاز 

ااه(ی   غ ایی و تأمین امنیت غ ایی ب(ر را به

برانهیز تبدیل کرد  است  باوجعد تت  برا،  بحث

زا، زند  و  طعر معمع  ععامل  سارت افزایش تعهید، به

ها، هرز بر محصعلات ک(اورز،  غیرزند  مانند عل 

گ ارند  سطح زیرک(ت گند  در ک(عرها،  تأثیر می

میلیعخ هک،ار و در ک(عرها،  003تعسعه برابر  درضا  

میلیعخ هک،ار است که درمجمع ،  13یاف،ه برابر  تعسعه

درصد  از سطح ک(ت  33معاد  میلیعخ هک،ار ) 001

م،حدۀ  دهد  در ایالات  دنیا را به  عد ا ،صاص می

درصد  00تنهایی سبب کاهش  ها، هرز به آمریکا، عل 

شعند؛ میانهین کاهش عملکرد  از عملکرد گند  می

ناشی از رقابت این گیاهاخ در مزار  گند  ایراخ ضدود 

   0شد  است )  درصد گزار  07

ترین و  ها به یکی از مهم کش امروز ، عل 

ها، ک(ت تبدیل  ها در سیس،م ترین نهاد   رور،

تعجهی از عملکرد محصعلات  اند و بخش در عر  شد  

هاست  کش زراعی ازجمله گند  مرهعخ اس،فاد  از عل 

ها، هرز،     از دیدگا  مدیریت شیمیایی عل 7و  0)

 فصل زراعی بسیار مفید هس،ند، اما ها در یک  کش عل 

تعانند وایدار،  عد را در  فعاهیت زیاد، دارند و می

 اک ضفظ کنند و سبب آسیب به گیاهاخ زراعی 

ها،  ها، زراعی و همچنین آهعدگی ضساس در تناوب

ها،  ها، ا یر، رو     در سا 0زیست شعند ) محیط

ها به کار  کش نعینی برا، ماابله با  طر باقیماندۀ عل 

تازگی  هایی که به ز سازوکار  و یکی ا3اند ) گرف،ه شد 

ها،  کارگیر، باک،ر، تعجه دنیا را جلب کرد  است، به

ها،  ها، قارچ هاست  باک،ر، کش کنندۀ عل  تجزیه

ها، ریزمعجعدات اصلی  ها و جلبک اک،ینعمیست

ها  دهندۀ  اک هس،ند که در بین آنها، باک،ر، ت(کیل

وبی و،انسیل لاز  برا، تجزیۀ زیس،ی و م،ابعهیسم میکر

یا ض ف زیس،ی  0والایی    زیست0سمع  را دارند )

ها، کارآمد و مطمئن نسبت به  ها یکی از رو  آلایند 

ها،     وهوهش7ساز، است ) ها، واک سایر فناور،

ها،  کش اند در تجزیۀ سریع عل   دان(منداخ ن(اخ داد 

کش، تراکم  ها، آهعد  به عل  تیعکاربامات در  اک

کش نیز  از تجزیۀ عل  نند  و ک ریزمعجعدات تجزیه

و  0ا، که ر ایی    در مطاهعه3همچناخ زیاد است )

انجا  دادند، شیعۀ عمل دو  0100همکاراخ در سا  

 سعدومعناسو  7فلعرسن  سعدومعناسباک،ر، 

در تجزیۀ آترازین در شرایط آزمای(هاهی  0آرژینعزا

تر ن(اخ داد دو گعنۀ  بررسی شد  بررسی دقیق

ن،ایم  آرژینعزا سعدومعناسو  فلعرسن  سعدومعناس

، 011کش را در سه سطح غلظ،ی  م،فاوتی از تجزیۀ عل 

ک(ت  هی،ر و سه نع  محیط میلی بر گر  میلی 711و  011

ها، معدنی کامل، بدوخ کربن و بدوخ نی،روژخ  نمک

دهند  ن،ایم بررسی یادشد  ن(اخ دادند هر دو  ن(اخ می

ازین را در هر سه کش آتر باک،ر، تعاخ تجزیۀ عل 

شد  طی بازۀ زمانی دو روز دارند  بررسی  غلظت اس،فاد 

 711بی(،ر ن(اخ داد با افزایش غلظت تا 

و  سعدومعناس فلعرسن هی،ر، دو باک،ر،  میلی بر گر  میلی

کش آترازین  تعانند عل  می سعدومعناس آرژینعزا

  بی(،ر، را تجزیه کنند که رابطۀ مس،ایم بین آنها را ن(اخ

گزار   0127در سا   7و  اخ 5   بهکی2دهد ) می

 3سعدومعناس ها، جن  باک،ریایی کردند بر ی از گعنه

کش آترازین  ک(ت ضاو، عل  تعانایی رشد در محیط

ها، آهکیل طی مدت  را از طریق فرایند ا کسایش زنجیر 

 0113و همکاراخ در سا   2   مندهبیع 1روز دارند ) 71

که  سعدومعناس اصی از باک،ر، ها،  ن(اخ دادند گعنه



 

 

 71 و همکاراخ ینیآئ تدیم/  ها، ا تللع، آتتن،ی  و وعماسعور از  اک مزار  گند  کش ها، مااو  به عل  جداساز، و شناسایی باک،ر،

 

 

شعند، تعانایی تجزیۀ  شنا ،ه می ADPبا عنعاخ نهاد 

ها، ا تللع،  کش    عل 01کش آترازین را دارند ) عل 

ها، سیس،میک  کش آتتن،ی  و وعماسعور ازجمله عل 

برگ و  ها، هرز وهن هس،ند که برا، کن،ر  عل 

   00شعند ) برگ در مزار  گند  اس،فاد  می باریک

ها، م،حمل  که تاکنعخ وهوه(ی در زمینۀ باک،ر، ازآنجا

ن(د  است، در  ها، یادشد  انجا   کش یا مااو  به عل 

ها،  جدایهوهوهش ضا ر به جداساز، و شناسایی 

باک،ریایی مااو  و تعیین میزاخ تحمل آنها به سه 

کش ا تللع، آتتن،ی  و وعماسعور در  اک مزار   عل 

 شعد  وردا ،ه می گند 

 

 ها موا  و روش
شده  ر پژوهش  های بررسی کش انتخاب علف

ها، مااو  یا م،حمل به  منظعر بررسی باک،ر، به  اضر:

کش ورکاربرد  ها، محصع  گند ، سه عل  کش عل 

از  مزار  گند  شامل آتتن،ی ، ا تللع و وعماسعور و 

 ها، میدانی ان،خاب شدند  بررسی منابع و م(اهد 

شد  با  مزار  گند  تیمار  بردار، از  اک نمعنه

ها، ا تللع، آتتن،ی  و وعماسعور طی تابس،اخ  کش عل 

از مزرعۀ دان(کدۀ ک(اورز، دان(ها  هرس،اخ انجا   13

 01بردار، از لایۀ سطحی  اک )عمق صفر تا  شد  نمعنه

م،ر  انجا  شد  تعداد سه نمعنه از هر کرت ان،خاب  سان،ی

کردخ آنها، یک نمعنۀ اصلی ان،خاب  لعطاز مخ و و 

از ثبت  گرمی  و و  011نمعنۀ  02)در مجمع ، 

 م(خصات به آزمای(ها  من،ال شد 

تهیۀ سری رقت از محلول خاک و کشت  ر محیط  

های ا تللو،  کش  رصد از علف 10آگار غذایی  اوی 

  0103و همکاراخ ) 1رو  طاهر، آتلانتیس و پوماسوپر:

ها،  اک از  یر برا، جداساز، اوهیۀ باک،ر،با اندکی تغی

کش  درصد از سه عل  01ک(،ی با غلظت  محیط

ک(ت آگار     اب،دا محیط00شد  اس،فاد  شد ) آزمایش

  گراد اس،ریل درجۀ سان،ی 000تهیه و در دما،  01مغ ،

گراد  درجۀ سان،ی 01که دما، محیط به  شد  هنهامی

درصد از  01ت رسید و ویش از اینکه منعاد شعد، غلظ

از  ها ا افه شد و و  ها به هریک از و،ر، کش عل 

کش،  ک(ت و عل  کردخ اوهیۀ محیط مخلعط

گراد نههدار،  درجۀ سان،ی 0ها در دما،  ک(ت محیط

گر  از  اک  0منظعر تهیۀ سر، رقت، مادار  شدند  به

هی،ر آب ماطر اس،ریل ا افه شد؛  میلی 1شد  به  آزمایش

آزمایش  هی،ر از هعهۀ  میلی 0دوبار   شدخ، و  از مخلعط

هی،ر آب ماطر  میلی 1آزمایش دو  ضاو،  او  به هعهۀ 

  01-7ا افه و با آخ مخلعط شد؛ این کار تا هعهۀ ش(م )

میکروهی،ر از  011ادامه یافت و در ان،ها، مادار 

ک(ت آگار مغ ،  شد  رو، محیط سعسپانسیعخ تهیه

قرار داد  شد و کش  درصد از هر عل  01ضاو، غلظت 

شکل رو، سطح محیط آگار مغ ،  ا، ا   با میلۀ شی(ه

ساعت در دما،  02مدت  به  ها، و،ر، وخش شد  ظرف

 گراد نههدار، شدند  درجۀ سان،ی 02
 رصد  10آزمون جایگزینی منبع کربم با غلظت 

های ا تللو، آتلانتیس و پوماسوپر  ر محیط  کش علف

ها،  ر ان،خاب جدایهمنظع به :11سوکسینات استاندار 

ها، ا تللع،  کش ها، مااو  یا م،حمل به عل  باک،ر،

ک(ت سعکسینات اس،اندارد  آتتن،ی  و وعماسعور، محیط

شد  )تنها منبع  ها، بررسی کش درصد از عل  01ضاو، 

  با 0103و همکاراخ ) 00کربن  بر اساس رو  مجرد

ساع،ه از  00اندکی تغییر اس،فاد  شد  اب،دا ک(ت 

شد  تهیه و سپ  سعسپانسیعخ  باک،ر،  اهص  ها، ایهجد

ماطر اس،ریل تهیه شد   ها، باک،ریایی دروخ آب  جدایه

ها، باک،ریایی  میکروهی،ر از سعسپانسیعخ جدایه 31میزاخ 
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هی،ر محیط  میلی 31/02طعر جداگانه به  به

درصد از  01اسید بدوخ منبع کربن و ضاو،  سعکسینیک

تتن،ی  و وعماسعور ا افه شد و ها، ا تللع، آ کش عل 

 071ساعت رو، شیکر با سرعت  00مدت  نمعنه به

یک  NaOHدوردردقیاه هعادهی شد )اسیدی،ۀ محیط با 

ک(ت سعکسینات اس،اندارد  رسید   در محیط 3معلار به 

ها،  کش هی،ر از عل  در هی،ر میلی 011شد ، میزاخ  اصتح

اسید  عکسینیکجا، س ا تللع، آتتن،ی  و وعماسعور به

   07ا افه شد )
و  (MIC13)تعییم ک تریم غلظت باز ارندگی 

کم،رین  شده: های است ا ه کش ( علفMBC14ک شندگی )

ها،  کش غلظت بازدارندگی و ک(ندگی عل 

تعیین  03شد  در وهوهش ضا ر به رو  ریزهعهه اس،فاد 

 00تا  71111شد؛ در این رو ، از غلظت 

هی،ر تیمارها دروخ میکروولیت  میلی بر میکروگر 

ها، الایزا  اس،فاد  شد؛ دروخ هر ااهک  )ولیت

ک(ت آگار  میکروهی،ر محیط 031میکروولیت، مادار 

 031شد  قرار داد  شد  میزاخ  اس،ریل 07غ ایی مایع

 71111غلظت با   کش میکروهی،ر از هر تیمار عل 

هی،ر به ااهک او  هر ردی  ا افه شد  میلی بر میکروگر 

کردخ اندین بار با سمپلر انجا  شد  طبق  و عمل مخلعط

میکروهی،ر از ااهک او   031ساز،، میزاخ  رو  رقیق

برداش،ه و دروخ ااهک دو  ریخ،ه شد و این عمل تا 

 031ااهک آ ر هر ردی  ادامه یافت و در ان،ها، مادار 

 01یکروهی،ر از ااهک آ ر  ارج شد؛ در وایاخ، مادار م

واضد  012میکروهی،ر از سعسپانسیعخ باک،ر، با غلظت 

به هر ااهک ا افه  03هی،ر دهندۀ کلنی بر میلی ت(کیل

ساعت دروخ  00مدت  ها به شد  میکروولیت

 02دوردردقیاه و دما،  21شیکرانکعباتعر با سرعت 

از وایاخ     و 0گراد قرار داد  شدند ) درجۀ سان،ی

گرماگ ار،، وجعدداش،ن یا نداش،ن کدورت در 

طعر ا(می م(اهد  و ج ب نعر، با دس،ها   ااهک به

نانعم،ر بررسی  771معج  طع  در  02 عان(هر میکروولیت

شد  کم،رین غلظت بازدارندگی، کم،رین غلظ،ی در نظر 

گرف،ه شد که کدورتی در آخ م(اهد  ن(د  کم،رین 

ها را از بین ببرد،  درصد باک،ر، 1/11رق،ی که تعانست 

کم،رین غلظت ک(ندگی در نظر گرف،ه شد  مراضل 

رائه شدند طعر میانهین ا آزمایش سه بار تکرار و ن،ایم به

(00   

های بیوشی یایی  ها بر اساس آزمون ناسایی جدایهش

 KOH 7هایی نظیر گر  با اس،فاد  از  آزمعخ و مولكولی:

هعاز،، تعهید گاز  درصد، اکسیداز، کاتالاز، هعاز،/بی

از سیس،ئین، تعهید هعاخ، هیدروهیز  (H2S)هیدروژخ  سعهفید

تعئین، تعهید رنهدانۀ زان،عمعنادین، رنگ فلعرسنت در 

ها، اس،اندارد  بر اساس رو  King-Bمحیط 

منظعر   ؛ همچنین به03شناسی انجا  شدند ) باک،ر،

ا،  یابی ناضیه ها، رو  تعاهی ت(خیص دقیق بر ی جدایه

 16sF با اس،فاد  از آغازگرها، 16S rRNAاز ژخ 

(AGAGTTTGATCCTGGCTCAGTCG)  16وsR 

(AGAGTTTGATCCTGGCTCAG)  با طع  قطعۀ

   یک هعپ از 07جفت باز اس،فاد  شد ) 0311تکثیر، 

ک(ت آگار مغ ، برداش،ه و در  ورگنۀ باک،ر، رو، محیط

 DNAهی،ر آب ماطر اس،ریل ضل شد  اس،خراج  میلی 011

 01که  طعر، انجا  شد؛ به 01ها به رو  جعشاندخ نمعنه

درنگ  دقیاه در ظرف ضاو، آب جع  جعشاند  و بی

ها  مدت اند دقیاه رو، یی قرار داد  شد؛ سپ  نمعنه به

دوردردقیاه سان،ریفیعژ شدند و  00111دقیاه در  7مدت  به

ا، ولیمراز اس،فاد   از فاز رویی برا، انجا  واکنش زنجیر 

 03ۀ منظعر انجا  آزمعخ یادشد ، محلع  وای شد   به

میکروهی،ر برا، هر واکنش تهیه شد  تکثیر در دس،ها  
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ساز، مادماتی  ترمعسایکلر با برنامۀ ضرارتی واسرشت

ار ه با  01گراد،  درجۀ سان،ی 13دقیاه در  3مدت  به

گراد،  درجۀ سان،ی 10ثانیه در  71مدت  ساز، به واسرشت

گراد، سن،ز  درجۀ سان،ی 70ثانیه در  71مدت  اتصا  به

گراد و سن،ز نهایی  درجۀ سان،ی 30دقیاه در  0دت م به

گراد انجا  شد  معاد  درجۀ سان،ی 30دقیاه در  01مدت  به

میکروهی،ر  3/0ا، ولیمراز شامل  لاز  برا، واکنش زنجیر 

 MgCl2میکروهی،ر  PCRbuffer (10X) ،3/0بافر واکنش 

(2.5mM) ،3/1  میکروهی،رdNTPs (10mM) ،03/1 

 Taq DNA polymerase (10U/ µl) ،0میکروهی،ر 

میکروهی،ر آغازگر  10µM،  0میکروهی،ر آغازگر رفت )

 03/03و  DNAمیکروهی،ر  10µM  ،7برگ(ت )

یاف،ن از  منظعر اطمیناخ به میکروهی،ر آب اس،ریل بعد 

درس،ی اندازۀ قطعۀ تکثیرشد ، اهک،روفعرز رو، ژ  

منظعر تعیین تعاهی این بخش  درصد انجا  شد  به 0آگارز 

ا، ولیمراز ضاصل از  از ژنع ، محصع  واکنش زنجیر 

شد  به شرکت ماکروژخ کرۀ  جفت آغازگرها، اس،فاد 

لعژن،یکی بر منظعر ترسیم در ت فی جنعبی ارسا  شد  به

و  01از رو  اتصا  مجاور 16S rRNAاساس تعاهی ژخ 

   اس،فاد  شد 3)نسخۀ  MEGAافزار  نر 

 

 نتایج

جدایۀ مخ،ل  رو، محیط  001درمجمع ، تعداد 

ها، فنعتیپی شامل  جدید رشد کردند که ازنظر ویهگی

ها، ظاهر، م،فاوت  شکل کلنی، رنگ و دیهر ویهگی

شیر،، کر ، زرد و قرمز  ها، کلنی سفید، بعدند  رنگ

م،ر م،غیر بعد   میلی 3تا  0م(اهد  شدند و اندازۀ کلنی از 

جدایۀ مدنظر، انعا  اشکا  کلنی شامل  001در بین 

محدب، تخت، با ضاشیۀ منظم و با ضاشیۀ غیرمنظم 

ها م(هعد بعد   م(اهد  شد  تعهید هعاخ در بر ی از کلنی

سبب تغییر رنگ ها با تعهید رنهدانه  تعداد، از کلنی

 ک(ت شدند  محیط

 01ک(ت سعکسیسنات اس،اندارد ضاو، غلظت  محیط

شد  برا، ان،خاب  ها، آزمایش کش درصد از عل 

ها،  کش ها، باک،ریایی مااو  یا م،حمل به عل  جدایه

ا تللع، آتتن،ی  و وعماسعور اس،فاد  شد  ن،ایم ن(اخ دادند 

ساز، اوهیه،  رقیقآمد  در مرضلۀ  دست جدایۀ به 001از 

ک(ت دارا،  تعانند رو، محیط جدایه می 03تعداد 

کش )تنها منبع کربن و نی،روژخ   درصد عل  01غلظت 

ها، شیر،،  ها، یادشد  عمعما  کلنی رشد کنند  جدایه

زرد و سفید داش،ند و شکل کلنی آنها محدب تا تخت 

 بعد 

ا، که قادر به اس،فاد  از  جدایه 03تعداد 

ها،  به آزمعخ تعجه شد  بعدند، با ا، آزمایشه کش عل 

، تعهید رنگ فلعرسنت و رنهدانۀ KOHگر  به رو  

تعهید گاز زان،عمعنادین، اکسیداز، کاتالاز، 

، تعهید هعاخ، از سیس،ئین (H2S)سعهفیدهیدروژخ 

هعاز، در ونم  ، رشد هعاز، و بی01هیدروهیز تعئین 

یک جدایۀ  ؛ در ادامه، 0گرو  قرار گرف،ند )جدو  

نمایند  از هر گرو  ان،خاب و با رو  معهکعهی مب،نی بر 

طعر دقیق  به 16S rRNAیابی بخ(ی از ناضیۀ ژخ  تعاهی

ها بر اساس  منظعر تأیید شناسایی جدایه شناسایی شد  به

و برگ(ت عمعمی   ها، فنعتیپی، آغازگرها، رفت آزمعخ

16sF  16وsR  16که بخ(ی از ناضیۀ ژخS rRNA   تما

ا،  کنند، در آزمعخ واکنش زنجیر  ها را تکثیر می باک،ر،

شد ، یک  ها، آزمایش ولیمراز اس،فاد  شدند  همۀ جدایه

را تکثیر کردند که امکاخ  00جفت باز، 0311قطعۀ 

درصد وجعد داشت )شکل  0م(اهدۀ آخ رو، ژ  آگارز 

ا، در شاهد منفی تکثیر ن(د و این امر  گعنه قطعه    هیچ0

 ا، ولیمراز را تأیید کرد  ،ی آزمعخ واکنش زنجیر درس
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 کش شد  با عل  ها، مزار  گند  تیمار ها، نمایندۀ جداشد  از  اک ها، بیعشیمیایی جدایه ن،ایم آزمعخ -0جدو  
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 ها، باک،ریایی جدایه

 اسین،عباک،ر - - + - + + - - + -

 سعدوزان،عمعناس - - - - - + + + - -

 انسیفر ادهائرن  - - + + - + - - - -

 اس،نعتروفعمعناس ماه،عفیلیا - - + - - + - - + -

 زان،عمعناس + - + + + + - - + -
 ها دو بار تکرار شدند  یاف،ن، آزمعخ منظعر اطمیناخ دهد  به بعدخ ن،یجۀ آزمعخ را ن(اخ می ، منفی–بعدخ و  +، مثبت

 

 
 rRNA 16Sجفت باز، بخ(ی از ژخ  0311تکثیر قطعۀ  -0شکل 

آمد  از  اک مزار  گند  تیمارشد   دست در ونم جدایۀ من،خب به

 کش با عل 
 

ها، فنعتیپی در  ونم جدایۀ نمایند  که ازنظر ویهگی

 16Sاز تکثیر ژخ  ها، جداگانه قرار داش،ند، و  گرو 

rRNAیابی در  ن،ایم تعاهی 00یابی شدند  بتست ، تعاهی

(NCBI)فناور،  بانک ژنی مرکز اطتعات زیست
07 

هایی تعلق دارند   ها، یادشد  به اه گرو  ن(اخ داد جدایه

بر جن ، گعنۀ دو جدایه نیز شناسایی شد و  عتو 

ها، معجعد در  درصد، را با تعاهی 11شباهت بیش از 

NCBI  ن(اخ داد؛ بنابراین، جن  و گعنۀ دو جدایه

انسیفر و  00اس،نعتروفعمعناس ماه،عفیلیا ترتیب به
ترتیب به  ها به ت(خیص داد  شد  سایر جدایه 03ادهائرن 

 و 03سعدوزان،عمعناس، 07زان،عمعناسها، باک،ریایی  جن 
   0تعلق داش،ند )شکل  02اسین،عباک،ر

و کم،رین  (MIC)کم،رین غلظت بازدارندگی 

کش  برا، هریک از سه عل  (MBC)غلظت ک(ندگی 

کش ا تللع،  شد  به دست آمد  در زمینۀ عل  آزمایش

و کم،رین   03/1)زان،عمعناس  در جن  MICکم،رین 

MBC   به 0/1) زان،عمعناسو  اسین،عباک،ردر دو جن  

کش آتتن،ی ،     در زمینۀ عل 0دست آمد )جدو  

و  73/1ترتیب برابر  به MBCو کم،رین  MICکم،رین 

   در 7به دست آمد )جدو   اسنی،عباک،ردر جن   3/1

ها،  به جن  MICکش وعماسعور، کم،رین  زمینۀ عل 

تعلق   03/1)سعدوزان،عمعناس    و70/1) زان،عمعناس

  37/1) زان،عمعناس برا، جن  MBCکم،رین  وداشت 

   0به دست آمد )جدو  
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آمد  در وهوهش ضا ر و سایر  دست ها، من،خب به جدایه rRNA 16Sا، از ژخ  شد  بر اساس تعاهی ناضیه در ت فیلعژنی رسم -0شکل 

بند، با  ها، درصد تأیید  عشه شد  در محل ان(عاب ؛ اعداد ثبتMEGA 7افزار  ها با نر  به رو  اتصا  همسایه NCBIشد  در  ها، ثبت جدایه

  تغییر نعکلئعتید در هر محل است 0/1دهند   ط ن(انه برابر با  را ن(اخ می (Bootstrap)تکرار  0111

 
 کش ا تللع کم،رین غلظت بازدارندگی و ک(ندگی عل  -0جدو  

 ها، باک،ریایی جن 
کش در  هی،ر عل  کم،رین غلظت بازدارندگی )میلی

 ک(ت  هی،ر محیط میلی

کش در  هی،ر عل  کم،رین غلظت ک(ندگی)میلی

 ک(ت  محیط هی،ر میلی

 73/1 0/1 انسیفر ادهائرن 

 33/1 73/1 اس،نعتروفعمعناس ماه،عفیلیا

 0/1 03/1 زان،عمعناس

 33/1 73/1 سعدوزان،عمعناس

 0/1 02/1 اسین،عباک،ر

 
 کش آتتن،ی  کم،رین غلظت بازدارندگی و ک(ندگی عل  -7جدو  

 ها، باک،ریایی جن 
کش  عل هی،ر  کم،رین غلظت بازدارندگی )میلی

 ک(ت  هی،ر محیط در میلی

کش در  هی،ر عل  کم،رین غلظت ک(ندگی)میلی

 ک(ت  هی،ر محیط میلی

 3/1 7/1 انسیفر ادهائرن 

 33/1 7/1 اس،نعتروفعمعناس ماه،عفیلیا

 7/1 03/1 زان،عمعناس

 3/1 31/1 سعدوزان،عمعناس

 3/1 73/1 اسین،عباک،ر
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 کش وعماسعور ک(ندگی عل کم،رین غلظت بازدارندگی و  -0جدو  

 ها، باک،ریایی جن 
کش در  هی،ر عل  کم،رین غلظت بازدارندگی )میلی

 ک(ت  هی،ر محیط میلی

کش در  هی،ر عل  کم،رین غلظت ک(ندگی)میلی

 ک(ت  هی،ر محیط میلی

 2/1 77/1 انسیفر ادهائرن 

 33/1 33/1 اس،نعتروفعمعناس ماه،عفیلیا

 37/1 70/1 زان،عمعناس

 73/1 03/1 سعدوزان،عمعناس

 37/1 30/1 اسین،عباک،ر

 

 بحث

ها در ک(اورز، سبب  کش اس،فادۀ گس،رد  از عل 

ایجاد ریزمعجعدات مااو  در برابر این معاد شیمیایی 

طعرکلی، ضساسیت یا مااومت به  شعد  به می

ها، فیزیعهعژیکی و  به فعاهیت ها باتعجه کش عل 

  که 03شعد ) ترکیب ژن،یکی ریزمعجعدات تعیین می

ازدارندگی و ها، کم،رین غلظت ب تعاند در آزمعخ می

کم،رین غلظت ک(ندگی برا، تعیین مااومت و 

ها، مخ،ل  معاد شیمیایی  ماندگار، باک،ر، در غلظت

ها،     در زمینۀ باک،ر،02و سمع  کارایی داش،ه باشد )

ها، وهوه(هراخ  کش م،حمل یا مااو  به عل 

ها  هایی در زمینۀ تعانایی طی  وسیعی از باک،ر، گزار 

، 0رودوکعکعس ،ومعناسسعدها،  مانند جن 

، 0باسیلعس، 0میکروباک،ریع ، اسنی،عباک،ر

و  0اسیدووران  دهف،یاو  0دینعکعکعس، 0میکروکعکعس

شد  مانند  ها، شنا ،ه همچنین بر ی از باک،ر،

، 0کرسن،عس کائلعباک،ر، 0تعمفسین  اگروباک،ریع 

در  0ناکاردیاو  0رایزوبیع ها،  ، گعنه0وعتیدا سعدومعناس

ها،     در وهوهش01اند ) ها ارائه کرد  کش تجزیۀ عل 

علت داش،ن  به سعدومعناسها،  شد ، باک،ر، انجا 

ها، آهی ازجمله م(،اات نف،ی،  تجزیۀ آلایند   قابلیت

ها و  کش ها، ضلاع، آروماتیک، عل  هیدروکربن

اند  در  ها، مدنظر وهوه(هراخ قرار گرف،ه دیهر آلایند 

ها  سعدومعناسشد  در زمینۀ  انعادۀ  ا ها، انج وهوهش

تعانند  ن(اخ داد  شد  است بر ی از آنها می

شکل منابع غ ایی برا، تهیۀ  ها، معجعد را به کش عل 

رو، آنها  نی،روژخ و کربن اس،فاد  کنند؛ ازاین

کنند  تر، تجزیه می ها را به ترکیبات کعاک کش عل 

 تر هس،ند   طر  طر یا کم که بی

و همکاراخ در سا   01ها، هاشمی وهوهشبر اساس 

شد  برا،  آور، ها، جمع ، دو جدایه از جدایه0103

کش واراکعات با اس،فاد  از رو  شناسایی  تجزیۀ عل 

ها،  عنعاخ جن  به 16s rDNAبر وایۀ ژخ 

 70زایلعسعکسیدان  آکرومعباک،رو  71اس،رو،عمایسسز

شناسایی شدند  دو باک،ر، یادشد  در نبعد گلعکز، تعاخ 

درصد  را  01کش واراکعات )ضدود  تجزیۀ زیس،ی عل 

طعر  داش،ند و با افزودخ گلعکز، این تعانایی به

   01درصد  یافت ) 31ا(مهیر، افزایش )ضدود 

ها،  کش کش واراکعات و عل  به اینکه عل  باتعجه

ا تللع، آتتن،ی  و شد  در وهوهش ضا ر ) اس،فاد 

وعماسعور  از عناصر کربن و نی،روژخ در سا ،ار شیمیایی 

از  ها با افزایش غلظت و و  اند، باک،ر،  عد بهر  برد 

شکل  ها را به کش تطبیق با شرایط ویرامعخ گیا ، عل 

کنند  در غلظت کم  منبع کربن و نی،روژخ اس،فاد  می

ا  جن  کنند  )عمعم ها، تجزیه کش، باک،ر، عل 

  رشد معمعهی  عد را دارند و از عناصر سعدومعناس
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کنند، اما در  ک(ت اس،فاد  می غ ایی معجعد در محیط

کش که عناصر کربن و نی،روژخ  ها، زیاد عل  غلظت

کنندۀ معاد  ها، تجزیه هس،ند، بر ی از ژخ  فراهم

که در وتسمید باک،ر، ضضعر  AtzAشیمیایی مانند 

  کنند و درن،یجه، تجزیۀ شدخ می دارند، شرو  به بیاخ

   در 2شعد ) کش به ترکیبات سازندۀ آخ تسریع می عل 

 اس،نعتروفعمعناس ماه،عفیلیاوهوهش ضا ر، باک،ر، 

ها شناسایی شد  این  کش مااو  یا م،حمل به عل 

علت  ها، م،نععی ردیابی و به ریزمعجعد در اکعسیس،م

ها در آخ  تیکبیع وعیایی ژنع  باک،ر،، مااومت به آن،ی

ها، گ ش،ه،     مطابق وهوهش00شد  است )  م(اهد 

محیطی زیاد این ریزمعجعد سبب تعسعۀ  تنع  زیست

تعانایی آخ برا، اس،فاد  از منابع غ ایی مخ،ل  ازجمله 

ها شد  است؛  کش ترکیبات  طرناک مانند عل 

هایی  کش همچنین تعانایی این باک،ر، در تجزیۀ عل 

شد  است   گزار  70آترازین و ددتمانند دیکامبا، 

  دست     باک،ر، دیهر، که در وهوهش ضا ر به00)

ها،  بعد که از باک،ر، ادهائرن  انسیفرآمد، باک،ر، 

شعد  این باک،ر، دارا، رابطۀ  ساکن  اک محسعب می

همزیس،ی با ری(ۀ گیاهاخ است و به تثبیت نی،روژخ 

وردازد و از سع، دیهر، گیا  نیز عناصر غ ایی و  می

   به نظر 07کند ) انرژ، را برا، باک،ر، فراهم می

کربن رسد این باک،ر، تعانایی اس،فاد  از نی،روژخ و  می

که  طعر، کش را دارد؛ به ها، زیاد عل  در غلظت

ها،  کند  باک،ر، نی،روژخ زیاد، را اس،فاد  و تثبیت می

ها، گر   که جن  مهمی از باک،ر، زان،عمعناسجن  

ها، م(ابه  منفی است، تنع  بی(،ر، نسبت به باک،ر،

گرف،ه است   دارند و تخصص میزبانی در آنها شکل 

شد   ها، مطاهعه م،ر از سایر باک،ر،اگراه این باک،ر، ک

شعد، این جن   طی وهوهش ضا ر در  اک دید  می

تعانایی نسب،ا  مطلعبی در اس،فاد  از ترکیبات سه 

شکل منابع غ ایی دارد  باک،ر،  شد  به کش بررسی عل 

، ریزمعجعد، است که در بسیار، از سعدوزان،عمعناس

، صنع،ی، ها ها مانند فیل،رها، زیس،ی و وساب محیط

ها،  ها، آهعد  به هیدروکربن ها، زراعی،  اک  اک

ها، آب گر  و بافت  ها، ا(مه ا، یا روغن اندضلاه

ها، م،نع   شعد و همانند دیهر باک،ر، گیاهی یافت می

محیطی، ژنع  آخ نیز برا، اس،فاد  از منابع  ازنظر زیست

گعناگعخ کربن و نی،روژخ تعسعه یاف،ه است و این 

ها، دارا،  آسانی در محیط کند تا به قادر می باک،ر، را

شرایط نامساعد محیطی به رشد  عد ادامه دهد؛ 

ها، زارعی که  رو، رشد باک،ر، یادشد  در  اک ازاین

شد    کش در آنها اس،فاد  ها، زیاد، از عل  غلظت

است، دور از ان،ظار نیست  آ رین جن  باک،ریایی که 

 اسین،عباک،رشد،  در وهوهش ضا ر شناسایی و بررسی

ها،  بعد  این باک،ر، قدرت تخمیر قندها را ندارد و گعنه

ها، مهم  اک و آب به شمار  مخ،ل  آخ از باک،ر،

ها، گ ش،ه در زمینۀ این باک،ر، ن(اخ  آیند  وهوهش می

شکل ساد  است  اند قادر به اس،فاد  از منابع کربن به داد 

ع را اس،فاد  کند تعاند طی  وسیعی از مناب رو می و ازاین

(00   

 

 گیری نتییه

تازگی در زمینۀ تحمل به  یکی از مباضثی که به

ها،  شد  است، اس،فاد  از ژخ  ها مطرح کش عل 

ها و ان،اا  آنها به گیا  میزباخ است؛  مااومت در باک،ر،

ها، مااو  و م،حمل در برابر  بنابراین شناسایی باک،ر،

رسد  بر اساس  یها، گامی  رور، به نظر م کش عل 

اس،نعتروفعمعناس ها،  ن،ایم وهوهش ضا ر، باک،ر،
، سعدوزان،عمعناس، انسیفر ادهائرن  ،ماه،عفیلیا
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ها، مااو  یا م،حمل  ، باک،ر،اسین،عباک،رو  زان،عمعناس

در مزار  ا تللع، آتتن،ی  و وعماسعور ها،  کش به عل 

گند  هس،ند  ریزمعجعدات دارا، تعاخ تحمل یا 

کنندگاخ  ها، تجزیه کش بی(،ر در برابر عل  مااومت

شعند؛ بنابراین، بررسی  م،داو  این معاد محسعب می

ها، بعد،  ها طی مطاهعه کنندگی این باک،ر، میزاخ تجزیه

 شعد  وی(نهاد می
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