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Abstract 

Introduction: One of the best methods to remove pollutions resulted from heavy metals 

in industrial wastewater is biological removing. The first step in this way is identifying 

and clustering microorganisms especially, resistant bacteria to these metals. 

Materials and methods: In this research, 17 non-fermenting gram-negative bacilli were 

isolated and identified from industrial wastewater. Their MIC was determined by 

different concentrations of Cu and Cd. With CTAB and Dellaporta, methods were 

extracted bacterial DNA. Then evaluated genetic diversity by 7 RAPD, 3 ISSR markers. 

The similarity matrix was calculated by using NTSYS-pc software based on Jaccard’s 

coefficient for genotypes and dendrogram was drawn in UPGMA method. 

Results: 133 bands were identified by using 10 markers that they included 122 

polymorphic bands and 11 monomorphic bands. This markers show high level of 

polymorphism among the bacteria studied 

Discussion and conclusion: In the study cluster analysis and dendrogram drawn based on 

RAPD and ISSR markers together, there was a significant match between genetic 

diversity of markers and genetic diversity based on the MIC values. The combined use 

of both markers for genetic clustering based on resistance to copper and cadmium was 

more accurate. Principal component analysis was performed to complete the results of 

cluster analysis and 2-D, 3-D plots were drawn. The results of comparing these two 

methods showed that these markers had been properly selected for studying genetic 

diversity, and it was recommended using cluster analysis. 

Key words: Genetic diversity; RAPD; ISSR; Non-fermenting gram-negative Bacilli; 

Heavy Metals 

 

 

                                                          
*
 Corresponding author, Department of Biotechnology, Institute of Science and High Technology and Environmental Sciences, Graduate 

University of Advanced Technology, Kerman, Iran 
Received:  November 22, 2017 / Accepted: May 06, 2018 

mailto:amin_4156@yahoo.com


لهللهلشمهسلل ل رواوگانهسر لل لپژوهشلل لست لل ل-فصللامه علما لل 
 

ل32-19صلللللف علللل،ل9312لپلللللهتر للل،ل72شللللل ها لللل،لهفللللل  سللللله ل
ل

 73/93/9316تللهاتدلپلل:تا  للل–ل33/38/9316تللهاتدلیاتهفلل  لل
 

 

لیولفملهوالل صلمت لل اللرتو للاتریگسشگه لت صل، طرولماومل  لشاف عرپلیپژوهشگه لماوملولتومولوژل،یوتومولوژرناو لب،لو ل وهتبهتئ  لۀسوت مد *
 اگنتکا هن،لگلشاف عرپ

Copyright©2018, University of Isfahan. This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative 
Commons Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/BY-NC-ND/4.0/), which permits others to download 
this work and share it with others as long as they credit it, but they cannot change it in any way or use it commercially. 

 

 مسو  ومیکادم یهامقاوم به فلز ۀرکنندیتخم ریغ یا لهیم یها یکتربا یکیتنوع ژنت یررسب

 یمولکول یبا استفاده از نشانگرها یصنعت یها جداشده از پساب
ل

ل:الهیی  محمدحسین حبیب

ل:*زاده امیییییین بیییییا ی

ل :سییییییییییییبکبارآذز 

ل

 mohamadhossein.habib@gmail.com،لگتاگنلل،لآسگیگسلا  لوگحدلکاجلگه یگسشناو ل رواوبرولوژی،للیگسشجویلیک ای

 amin_4156@yahoo.comلل،ناو لبروتومولوژی،لیگسشگه لت صرلاتلتو را لصمت  لولفمهوایلپرشاف علکا هن،لگتاگنیگسشرهال

لsabokbar@kiau.ac.ir،لگتلللللاگنلل،لآسگیگسللللللا  لوگحلللللدلکلللللاجلللگه یگسشلللللیگسشلللللرهالنلللللاو ل رواوبروللللللوژی،للل

 

 
 کیدهچ

وللگسل لل صلمت للیهلهللیالپ له للنرسلمگللیهلهلگسلفا ل سهشلللیههل افعلآلوینلیباگلاو لنتبه ا ل  تسح:فللمقدمه:

 لل.ههس فا لنت قهوملبعلگلیههلیبهک الژ تولبعل مهسبل  وجویگتتالیبمدلطبقعلولت شمهسه،لار  لنتگلیالقدملنرسخ  

لولیجدگسلهسلل صلمت للیهلهللپ له للگسلاکمملد لراتخ رغل  مفلللنلامللیبلهک الل92حهضلا،لللپلژوه للیالها:  مواد و روش

لDNAلشلد لل هبتللگاسلومرکلهی ل ل لولللیهلهللس لب لبلعلغاظل للللآسهلهلل(MIC)ل بهسیگاسدلغاظ لنتک  اوللشدسدلت شمهسه

لISSRسشهسگالل3وللRAPDسشهسگالل2بهللههآسل ورگس خاگجلولتموعلژس لولیلاپواتهلCTABبهلیولاو لههیلتهیشد للبهک ای

ههل  هسلبعلللپرژسوتلیباگلNTSYS-pc (Verل(2.02لگف گالساملبهلجهکهایلتشهبعلبتتشهبعلبالگسهسلضال ت.ل هتاشدل بااس

ل.شداس للUPGMAولیسداوناگملبعلاو ل

بهسلدللل99وللچمدشلو لبهسلدللل977ل،تتلدگیللنتللکلعلگسلگللشلدسدللت شمهسلهللDNAسشلهسگاللل93گسل فهی لگسلللبلهلبهسلدللل933: نتایج

ل.یگیسدلسشهنلشد ل طهلتعلیههلیبهک الهنر لیالاگلچمدشوا لگسلت بهلالسطحلسشهسگاههلنتبویسد.لگلشو لتک

وللیگلخوشلعللتل لیالتج لRAPDوللISSRیلملسشلهسگاههلأتلولل حهصل لگسلبااسلللل وللرتملوعلژس للگییری:  بحث و نتیجه

گسلهلالیولللمأتلوللۀگسل فهیلوللیگشل للیهیتتطهبقلسلMICلات قهیشد لبالگسهسلل شههد ل ورژس لعشد لبهلتمولیسداوناگملاس 

لجتس لهلل رللتو لیبلاگلل.بلویللتلاللقریقلومرکهی لول  لههیفا لبعل قهو  لگسهسلبال ورژس لیههلیبمدلیس علیباگسوعلسشهسگال

لنتللگل  ت قهلجتس ه .شدسدلاس لیبتدلسعلولیبتدلیولیههلپلاتلولشدلگسجهمل رسل گصالیههل ؤلفعلبعلعتتج لگی،لخوشعلاو 

لتج تلعللگسجلهمللاو ،لیولبلرنللوگسلبهشلدلل ل لل وللرژس لتملوعلل بااسلللیبلاگللسشهسگاههل مهسبلگس خه لۀیهمدلسشهنلاو لیو

ل.شویل  لسوصرعلگیلخوشع

لنرسمگلههیفا لاکممد ،راتخ رغلیههلیبهک ال،ISSRسشهسگالل،RAPDسشهسگالل، ورژس لتموعلهای کلیدی: واژه
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 مقدمه

لولب اگلعتصمهلولههلکهاخهسعل،گ اوسل صمت لیهریسلیا

ل گسلدللشد لسهخ علآسههلر حهشیالشهاههلولل فاگوگسلکوچک

لهلهللپ ه ولل  رسگتنلصمهتعلل   صو لتمههلخاوجلدرتول

لجل ولله ل مدلسهسهسنهالل  تسلطربهل  لآسههلگسلیهارب کعل

لیهلهلل رللفتهل.ل(9)لملدلتآل  للشل هالللبلعللآسهلهللیهلهللفاگوای 

لموگ لل لولهللهلسو للعلسشللدنل تللامهوللسللولکتللگسلل صللمت 

لیهیتللسلات قهیلگسدلشد لسببلگاتیلیسوگسلل طر  ل  تس

لنرسلمگللیفا هلهل.لشوسدلوگایل  تسلطر  لبعلههلمد تآلالگس

گسللولاتسهپل:للعتللتج وللدگاتپهلیههلمد تآلالنتتال ه گسلل وت

لملدلتآل  للبلعلشل هالللل  تسلطر  یاللههلمد تآلالنتتال س 

گ ل للوملنتتلالل هل لل صلمت للیههل شافرههلولپلی.لفمهوا(7)

ل  تسلطربعل  لنرولسمگل س لیههفا لهیتسلاتواویل قهی

ل ممهصالجدو لتملهوبللگسممصالل83لحدوی.ل(4ولل3)له  مد

لیفا هلهللنلاو للیالهیتسل چگهللارسظلت ههل ژنتولما لبع

گسللیگلیس علنرسمگلیفا هه(.ل1)لقاگالیگاسدل س وللنرسمگ

لو ،رللجلک،رآاسلمللوم،رکلهی لل،یاولسلا ،للگسج اعلفا هه

ل1گسلل ربللل سلط لل چگلهلللبلهللا رللغلولول لرسل  ،ل،یاو

لیفا هلهلل .لآلوین(6ولل1)له  مدل وتبل  ال سهس ناملبال

لت هر رشلللول وللت رفلیههل ژنتولبال ر   قلطوالبعلنرسمگ

لبللالت غلل:گل چاخلللبللعلواویلاگ لگسلولهللوگلولآ لولخلله 

ل طللر  ل ل لتسل رللگ ملوجهسلدگاگنلللاتسلا  لگس هنلولسه

ل.(2)لن:گایل  للارتأث

لیفا هللهلژ تللولبلعللهللهلمللد تحل:فلآلاللیاگههللهل  طهلتلل

لگسلدللهلهلسشلهنلیگی للل .لبااسللگسل للیضلاواللهارب لللنرسمگ

له ل مد،لل ت  لدویلیگاگیللت هر رولشل وت رفلیههلاو 

لیهلهللپ له للیبلاگلولل  مدرسصافعللبعل قاونلیگق صهیلسظاگس

ل مهسلبلسهلهلهلفا لنتللشلد لبلهلگلللک للاو لل  وگیلآللللیحهو

لت هر رولشللل وت رفلیههلتهکمونلاو لگناچع.ل(8)لمده  

گسل فهی للل صلمت للیهلهللگسلپ ه لههح:فلفا لیباگل فاگوگس

یاللژ تللولبللع مهسلبلللت کللهاگلسدگشلل نلمال للبللعلگسللد،لشلد ل

ول شولاتلخهصلچمدگنللنرسمگلیفا ههلک لیههلغاظ 

 .(93ولل1)لگس لسشد لتوجعلآسههلبع

حل:فلللیکعلبلاگللگس ل او ل مهسبل9   تسج: ل

کللل لبلللهلگسللل فهی لگسلللیهلللهلهلللهلیالغاظللل ل آللللوین

هلله،للیشللوی.لبللهک ال  لللگسجللهم خ الل لل  وجللویگتتا

لهنتللولآب لههلهنلرنل هلهلولح للللهه،ل خ اهه،لجابلکللقهاچ

لبااسل للنرسلمگللیهلهلفا ل  ل لتسجل: لللیبلاگلل   فهوت

ل .(96-99،ل3)لگسدلشد 

لنرسلمگللیفا هه قهوملبعللیههلیبهک ال رگه لبعلتوجعلبه

لط،رگسل  للللهلللهلملللد تآلال   لللتسیالجللل: لولحللل:فل

ههللیبهک النتگل  ولووللیبمدلطبقعوللت شمهسهل،یجدگسهس

لج العللگسل  ولولولللیههلپژوه .لاسدل  بعلسظاللیضاوا

لrRNAلیهلهللبالگسهسلژنلت ولشمهسهلDNAلونردگستباره

لات.لسلله(92)له لل مدولنللاگنللارللنلوقلل لهارب لللگ للهلدرلل ف

ل3نرپاوتئل تولپاوفهل(98)ل7درپلاس ل تپاوفهلارسظلههلاو 

لجتس لهللارتف للکعللگسدلشد لگس فهی لیبمدلطبقعلیباگل رسل(91)

یاللدرپلاسل للسدگشل نللوجلویللارللسظل خهصللل تللیلالبلعلآسههل

لهیتللسلهارب لللول لبه للیبهسلدههللۀ شلههدلوللهلهللجلم لل باخ

لیبملدللطبقلعللییالاگس هل ورژس لیههلپژوه .لگس ل شو 

ل  ولولولللیبهلگس فهی لگسلسشهسگاههل ورقاگب لژس لنررولتت

RAPD
1لول4

ISSRلی رآ ل ر وفقلطوالبعلولگسدلشد لگسجهمل

ل  وجلویگتلتال وللرگاتبله لژس للنرلرلولتتلیبملدللطبقعلیباگ

لگسل فهی لل...لولهلهللیبهک الهه،لاوستولهه،للقهاچلارسظلیهارب 

ل.(79ولل73)لشوسدل  

لRAPDسشلهسگاللل73بهلگس فهی لگسلله وهاگنلول ضتتفو

گسللشلد للجلدگللاوسرلاک وبهسللل73 وللرژس لتملوعلل بعلبااس

.لیالپایگخ ملدللRAPD-PCRلبلهللاگنتگل سم لههیل  صو 

لییگاگلشلد للگسل فهی لسشهسگالل73لگسسشهسگالل91لآسهه،ل  طهلت

لگسلپللل ل.بویسللدللیکدنلل:گاللقهبلل للولوگضللحللیبهسللدههل
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شللللاک لل ،ر)آفلللللExcelل باسه للللیاللیکدنلللل:گا

ل ت لهتالل رولتشلوللکتلللولصفالشو لبع(ل6واوسهف ت ه

2ل(Ver 2.02e)لگفل گاللسلامللبلهللعرگوللیههلیگی 
NTSYS-pc،ل

لول رتشلوللجهکلهایلتشلهبعلللبتضالستشهبعلبالگسهل ت هتا

UPGMAلههیلاو لبهلههلعتسولیبمدلیس ع
NJولل8

لگسجلهملل1

وللو هنتلهیشد تبهلیولاو للیبمدلیس عل  ت قهلجتس هل شد

ولل وللرتمللوعلژس له وللهاگنلول93هاتللاگ.ل(92) شللهبعلبویسللدل

گسلل فهی لگسللبللهلاگلسللویو وسهسلیهللهلنوسللعلچمدشللوا 

ل92لهلله.لآسکایسللدل بااسلللISSRوللRAPDلیسشللهسگاهه

ل شللتاگسلخلله لگطللاگفللفاواسللم لسللویو وسهسنوسللعل

یلجدگسللهسل مللرس لبرسللبللاسجلولل هسمللدل خ الل لههللهنرن

اگللآسهلهلل وللرژس لتملوعلل،DNAپ لگسلگسل خاگجلللولکایسد

لولISSRسشللهسگالل93وللRAPDسشللهسگالل91بللهلگسلل فهی لگسل

لبتضلاللولNTSYS-pc (Ver 2.02)لگفل گاللساملبهاگللتشهبع

لUPGMAاو للههلهلاگلبللللولنوسلعلل بااسللتشهبعلجهکلهایلل

ل بلعلبااسلللله ولهاگنللول99درللحه .ل(77)لکایسدلیبمدلیس ع

لشلد للجلدگللسلویو وسهسللیههلعتسول ورتموعلژس ل  ولوول

لآسهلهل.لپایگخ ملدللRAPD-PCRبهلگس فهی لگسلاو للارگسلش

ل93،ل97دآنهات هتسللل الکشللل لطر  لللگسللل فهی لگسللبللله

لبلهللولکایسلدللیجدگسلهسللارشلللیهلهللس وسلعلگسللسویو وسهس

لشلد للجلدگللیهلهللیبهک ال بعلبااسلت هر روشربلیههلآس ون

ل هف للتلاررللتغلاو لبلهللاگلهلهللس وسلعللDNAپایگخ ملد.لسلل للل
93

CTABلم  لولکایسدلگس خاگجلPCRیولسشلهسگالللبهاگلل

RAPDشلللله  للOPZ-8وللOPD-20لولیگیسللللدلگسجللللهمل

لگلو اوفلواسللیاصلدلل1/9ژ لآنلهاسلللیاولاگلهلهلل  صلو ل

لیبهسلدههللسدگشل نللهتلللیگشل نلحضوالجتس لهللسل ،.لکایسد

لکتلللولصلفاللشلو لبلعلللExcelل باسه للاگلیاللشلد لل رتشو

 NTSYS-pc (Verلگف گالسامبهللاگلیبمدلیس عکایسد،للوگای

لUPGMAاو للبلهللاگلیسلداوناگمللولیگیسلدللگسجهمل(2.02

 .(73)لکایسدلاس لههلس وسعلیباگ

لت ولشمهسللهللیحهضللا،لجدگسللهسلللپللژوه للهللدفل

لیفا ههبعلل قهوملۀاکممدرتخ لارغل نامل مفلیههلیبهک ا

ک  لاتنلللنرلرلتتل، صلمت للیهلهللپ ه گسللومرکهی لول  

(MIC)لاشدلۀبهسیگاسدغاظ ل
لیفا هلهلس لب لبلعللللههآسل94

بلهلگسل فهی لگسللللهلهللپرژسوتل ورژس لقاگب لنررتتلولهیشد ت

سق للنررتتلیباگلISSRوللRAPDل  ولووللیسشهسگاهه

ل.ههس لیبهک النتگلیبمدلطبقع قهو  لیاللیههلژن

ل

 ها روش و مواد

 و میس  به مقاوم یها یباکتر ییو شناسا یجداساز

ل رلللحهصللل لگسلفتهلل صلللمت لیهلللهلپ للله : ومیکیییادم

ل ل لتسلطر  للل ملدنلتآلالسظلاللگسل صلمت للیهلهللکهاخهسع

لیمدههتفاگلول ه لآسههلیالنرسمگلیفا ههحضواللژ تولبع

.لیاله  مدلبهگاس لههلمد تآلالنتافعلگلیباگلت پهلال  تس

او للبللعل صللمت لیهللهلپ لله ل س وسللحهضللا،للپللژوه 

ل صمت لپ ه ل خهسنلسگل(74)ل91چمگکلبهلیبایگالس وسع

لکا للهنلگسلل هنلسللطحلیال صللمت لبلل اگل کهاخهسلللپللمج

ل کهاخهسلللیولاف لمجهن،لل ساچشل لل ل لل کهاخهسلشه  

بلههمالکا لهنلوللللدر ل لشلهللل ساسد،لکهاخهسلیسهسلکک

ل ه گلللکعلشدسدلیآوالج علساسدلت شولغه سل کهاخهس

.لبویسلدللومرکلهی للول ل للگسج العللنرسمگلیفا ههلیحهو

بهلگس فهی لگسللومر قهوملبعل  لولکهی لیههلیبهک اسل ل

ل96 ل للسولفهتلیفا لیههلس کلیحهولیههلکش لطر  

شلدسدلللیجدگسلهسلل(71)ل92ومرکلهی للسولفهتولل(71-78)

ولل شللمهخ لخلل تالیهللهل ژنللتول بااسلل .(76ولل71)

.لجم لشدگسجهمللشد لجدگلیههلیبهک انامللی رآ لاسگ

لیههل)آس ونلت هر روشر  دگو لبلیههلآس ونبهللههلیبهک ا

حاکل ،لنالوک ،لللل بااسلللملدو ،لتکهتلهلاس،لگللدگس،رگک 

ل لداوژسهس،رللیهلنرآاژسللل لاگت،لرسلیهرگحل،DNaseلاک وس،

ل طلللهبق(ل...وللآسلگوا ل اگت،رسلللللاس،ریکابوک للللنت رلللل
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(ل33)ل98 بانللللکر للل  هترسل شمهسللللیبلللهک الک للله 

لیهللهلجللم  قللهوملگسللیهللهلیبللهک الولشللد شللخ ل

ل نللللامل مفللللللیهللللهلاوسرکوکوبهسللللوللاوسربهسلللل

ناللوک لوللاک للوسل شللخ للیقمللدههلۀکممللدلارللتخ لارللغ

 شدسد.

متفیاو    یها غلظتنسبت به  ها یباکتر MIC نییتع

لMICلنرللرتتلیبللاگ: ومیکییادم سییولفا و  مییس سییولفا 

گسل فهی لللی غ:لآبگوش لعت هلکش لطر  لگسلههلیبهک ا

 جل گلبلعللللطلواللبعلیهالبهک الکعلبرتاتلنتگلبعل (71)شدل

گسللکلعللیفا لس کلر گولغاظ للیحهولعت هلکش لطر  

سلهم للل74لگسلپل لآنللاشلدللولحرتاقلللآنلجدگلشد لبوی

.لشلدلل بااسلناگیل سهس ل یاجل33لییالی هلونرگسووبهس

لشلو لیاللولع،لغاظل لبلعللللکدواتلۀ شههدیالصواتل

ل تآس هلولگف گت لتهف (ل ارباللل ولاال ار ل1/3)لیگلپاع

تلهلس لهس لللل لدگوملطلوالللبلعللم ل للنتللگل شدلتواگالیوبها 

 شلههد لللعت لهللطریال  ل اشدلولکدواتلکعتواگالشدل

یالل(MIC)لاشدلۀبهسیگاسدلغاظ لحهص ،غاظ للولسشد

لیباگهالس وسعللیباگلتواگال3م  لبهللنت.لگسظالناف علشد

گسجلهملللومرکهی لسولفهتولل  لسولفهتلیفا لیههلس ک

لهللهلیبللهک ال(MIC)لاشللدلۀبهسیگاسللدغاظلل للنرهسگرلل لو

 .(37لول39ل،72)لشد شخ ل

لیهلهللاو بلهلگسل فهی لگسللل: ها یباکتر DNA استخراج

CTABل بللهلگسللدکل(36ولل31)ل91یلاپواتللهولل(34ولل33)ل

لس وسلع،للبلعللس لب للگسل خاگجللبلهفاللحجل لل تگفل گل)لاررتغ

لDNAیال اگح لش  شوللاررتغل،EDTAغاظ لل تگف گ

لهللهلیبللهک الDNA(لهللهل سهخهلصلللشلل اربلحلل:فلیبللاگ

لیهللللهDNAل رللللفرولکل رللللک .لشللللدلگسلللل خاگج

وللیگسللللو اوف و  الیهلللهلاو بلللهللشلللد لگسللل خاگج

 .(32)لشدل بااسلDNAگلو اوفواسل

 یابیییو ارز 20مییرازیپل یا رهیییزنج یهییا واکیین 

سشللهسگالل93گسللPCRگسجللهمللیبللاگ: PCR یهییا محصییو 

DNAلبرللتاتلولسشلهسگاههللطلو للآسجهکلعلگس فهی لشلد.لگسلل

ل2لگسله لل مد،ل للؤثاوگکللم للیاتبللالتواگاپلل:لآسهللهلیبللهس

لحهضللالپللژوه لیالISSRسشللهسگالل3وللRAPDسشللهسگال

ل جملوبللۀکال79 هکاوژنلشاک لگسلسشهسگاهه.لشدلگس فهی 

ل9لجلدو لیاللشلد للگسل فهی للیسشهسگاههل  رل.لشدسدلعرته

لآ د لگس .ل

ل للارواولر ل71حجلل للیبللاگلPCRوگکللم للبرللتاک

سلللهسوناملبلللاللل13گلگلللول)لDNAل لللارواولر ل3شللله  ل

ل9ل،( لولاالل اللر ل13)لMgCl2ل لالرواولر ل1/9ل،( ارواولر 

 Taqل ارواولر ل4/3ل،( ولاال ار ل1/7)لdNTPsل ارواولر 

DNA polymeraseل1/7ل،( لللارواولروگحلللدلبلللال ل1)ل

ل9ل،(KClوللTris-HClلشللله  )لPCRلبلللهفال لللارواولر 

لآ ل ارواولر ل6/91لو(لواو ولاار ل7)لسشهسگال ارواولر 

ل77هسل لتناگیلوااتتا وسلهللیس گه لیالارتوثلولبویل  روستی

لشد.للگسجهم

بهلگس فهی لگسلهلالللت هتبهک ال س وسهاللیباگلPCRم  ل

لگب لدگللکلعللشلو للنتللگلبلعلل  ج گلگسجلهملشلدلللطوالسشهسگالبع

لبلعللنلاگیلل سلهس ل لیاجللل11لیی لهللیالعرگوللیسهسلوگساش ع

لچاخللعل31توللاگالل،گسجللهملولبللعلیسبلله لآنلقللعریقل1ل للدت

ل یاجللل14لییالی للهلیسللهسلوگساشلل علعرللثهسل41شلله  ل

لیاگلگلولللیهلهللاشل عللبعلسشهسگالگتصه لقعریقل9لناگی،ل سهس 

ولن  ا للیسهسل تطولقعریقل7لولسشهسگالآنخهصللیی ه

ل31لهن،تللپهلیا.لشلدللگسجلهمللنلاگیلل سهس ل یاجل27لییالی ه

لبلعللنلاگیلل سلهس لل یاجل27لیی هلیالت سههلن  ا ل چاخ

لسشلهسگاههلل باخلللیالPCR.لم  لشدلگسجهملقعریقل1ل دت

لیبهسللدههلیاتپلل:لتوللاگال بااسلللیبللاگل تصللهیفلطللوالبللع

RAPDوللISSRل یاسل للولبهسلدههللوضلو للتلهللشدلتواگال

ل.شویلدترتألکها
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بللهلگسلل فهی لگسلللPCRلیالشللد لارللتوثلیهللهلفللاگوای 

ولبلعلللییاصلدلجدگسلهسللل1/9ژ لآنهاسللیاوگلو اوفواسل

شلدسد.لللیسهسلآشوهالدتباو هلومتدرگتبهللی رآ لاسگاو ل

لیباگ(لمهکاونر)شاک لسل1kb DNAلLadderسشهسگاللگس

لههلقطتعلۀگسدگسلشدنل شخ وللگلو اوفواسل یاس ل بااس

لآ لبلهللش  شلوللولی رللآ لاسگلگسلپ لههلژ شد.للگس فهی 

لSynGeneل للد لGel Documentationیسلل گه للیاون

لمول لولشدسدلل شههد لUVل گشتلبهلبهسدههقاگالناف مدلول

لGeneSnap V6.08.04لگفل گاللسام  ص لبعللنریوابلبهلآسهه

ل.شدلعرته

ل
لISSRوللRAPDلۀشدلگس فهی لیسشهسگاههلیههل ژنتول-9لجدو 

لسشهسگاههل توگللسشهسگاهه
RAPDل

لذو لیی ه

ل یاج)

ل(ناگیل سهس 

P15ل´-CAGTGCTCTT-3´ 33ل

P25ل´-TCACGCAGTT-3´ل33ل

P35ل´-GACAACAGGA-3´ل33ل

P45ل´-GGGTGGGTAA-3´ل37ل

P55ل´-CCTGGCAATC-3´ل37ل

P65ل´-TGGCCCTCAC-3´ل34ل

P75ل´-ACCCGGTCAC-3´ 34ل
ISSR 

P85ل´-GAGAGAGAGAGT-3´ 36ل

P95ل´-GAAGAAGAAGAAGAA-3´ 1/32ل

P105ل´-GAGAGAGAGAGC-3´ 38ل

ل

لوسلرا للبعلشد ل رتشولیبهسدههلت هم: ها نمونه یبند طبقه

لGeneToolsلگفلل گالسللامبللهللISSRوللRAPDسشللهسگالل93

ل رتشللخ،لگفل گاللسلامللنتلل.لم اوللایلگشلدسدلل رللوت العتللتج 

لیبهسلدههللکلاینلل شلخ لهالس وسلعلولللیوگضحلباگلیبهسدهه

لشلد للجلهیلتگلچمدشلو للیبهسلدههللاو،لگسگتلنلل  ش ا لگسل ل

بهسلدههلبلهللللیگش نحضوا   ق لیالسظالناف علشدسدلوللار  غ

لشد شخ للصفا بهسدههلبهلمدیلحضواسدگش نوللکتمدیل

لیاسشللهسگاههللیبللاگلکتللگسلگمللدگیلصللفالوللل  للت هتالو

بخل لللNTeditبلعلللهلهللیگی شد.لسل للعرتهلExcelلگف گالسام

تشلهبعلبلهلللل ت.ل لهتالسدشد م ق للNTSYSلگف گالساملیواوی

لگفلل گالسللاملهبللل(38)تشللهبعلجهکللهایلللبتگسلل فهی لگسلضللال

NTSYS-pc (Ver 2.02)لاو لبلعل  هسبعلولیسداوناگملل

UPGMAلیبلاگللکرللکوفم ل ه ب ل گللبتضلال.لشداس لل

ل  هسلبعلتشهبعلل تیسداوناگملول هتالنربل ه ب  گل بااس

لیهلهلل ؤلفلعللگو ل  ؤلفلل)سلعللل گصالیههل ؤلفعبعللعتشد.لتج 

لییوبتدلیههلپلاتلوگسجهملشدلل(شدسدلناف علسظالیال گصا

ل.سداس لشدلگو ل ؤلف لسعلگسلحهص لیبتدلسعلو

ل

 نتایج

ل صلمت للیهلهللگسلپ له للیبهک ال39یالپژوه لحهضا،ل

 قهو  لآسهلهلس لب لبلعللللل گسلبااسلپ لولشدسدلیجدگسهس

لیهلهللآس لونلولگسجلهملللومر خ ا ل  لولکلهی للیههلغاظ 

وللاوسربهسلللیهلهللجلم ل قلهوملگسلللیهک ابللل92ل،ت هر روشرب

گسللهسللبللاکممللد لارتخ لارللغل نللامل مفلللاوسرکوکوبهسلل

لت شمهسلهل(ل7لجدو ل طهبق)لت هر روشر  دگو لبلیههلآس ون

،لژس رآلولهلل،لسلویو وسهسللیهلهللجلم للگسلهلهللی.لبهک اشدسد

بویسللد.لللگسلل موتاوفو وسهسلوللآکا وبللهک ال،لم وبهک ارآسللل

لت شمهسلهلل ولح لههلجم ل بااسلیباگلیش اربلیههلآس ون

ل،س وسللعلیبللاگل سدشللدلگسجللهملهللهلس وسللعل یالباخلللهللهلنوسللع

لگسل موتاوفو وسهسللجم لیاول هل وسللنرگسووللیههلآس ون

قلللهیالبلللعلللار لللهل وفلگسللل موتاوفو وسهسوللشلللدسدلگسجلللهم

لآس لونل.لشدلت  ثب لشمهسهلنر هل وسلولگسووللکاینلدرگک 

لآکا وبللهک اوللگسجللهملآکا وبللهک اجللم للیبللاگلاللوستن 
یالل گخ صهصلیههلآس ون.لشد شخ للدگس راوسگک تن 

لولیالصلواتلگ ولهنلللجلم للدترللتألیبلاگللسر لههلجم لاتسه

ل.سدشدلگسجهملههلنوسعلت شمهسه

لل
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ل کهاخهسلل لصلمت للیهلهلل ولهنلگسلل م خلبللیههلیبهک ا

لیسلهسللکلکللیهلهللکهاخهسعل،(A)اف مجهنلل   لساچش 

ل،(D)بللههمالکا للهنلللدر لل لشللهلل کهاخهسللل،(C)ساسللدل

لت شمهسللهلولیجدگسللهسل(E)ساسللدللت شللولغلله سل کهاخهسلل

،لA6(3،ل)A4(7،ل)A2(9)لشلله  لهللهلیبللهک النتللگ.لشللدسد

(4)A8(1،ل)A9(6،ل)C1(2،ل)C2(8،ل)C3(1،ل)C4(93،ل)C5ل،

(99)C6(97،ل)D1(93،ل)D2(94،ل)E1(91،ل)E2(96،ل)E4ولل

(92)E5لولبویسدلMICلیهلالبلهک الللیتواگالبلاگلل3بهللههآسل

لMICلنرهسگرلللجلللم لول ل ولللهن،.لشلللدلیارلللنلگسلللدگس 

لیالومرولکهی ل  لیفا ههس ب لبعللشد للجدگلیههلیبهک ا

ل.گس لآ د ل3لجدو 
 DNAو دلاپورتا در استخراج  CTABدو روش  ۀسیمقا

لشلد للگس خاگجلیههDNAلبوینلسهل ولهل لخ: ها یباکتر

ل هلل لISSRوللRAPDلیبللهلسشللهسگاههلPCRگسجللهمللیبللاگ

لیهلللهDNAلیسلللهسلقرلللاقپللل لگسلاو،لل لگسگتلللنگسللل 

لغاظل لل،ولیلاپواتلهللCTABلهلهیللبلعلاو للشد لگس خاگج

لیبهلیس گه لگسللو اوف و  اللت هتبهک ال س وسهاللیباگلآسهه

ل9ژ لآنلهاسلللیاولآسهلهلل رللفرکولسلا  لولیارنلگسدگس 

گسلیسلل گه للحهصل للیهلهلOD260/280.لشللدل بااسلللیاصلدل

او للبلهللشد لگس خاگجلیههDNAلیباگلیوف و  ااگسلو 

CTABاو لیلاپواتلهلللبهلو(ل9/9=نرهسگر) ل7لتهل6/3لنربل

لۀشلدلل رتشلوللیبهسلدههل.لبلویل(ل8/9=لنرهسگر) ل7تهلل1/9لنرب

لDNAل س وسلللللهللللالیبللللاگگسلگلو اوفللللواسللحهصلللل 

لاو حهصلل لگسللآنللهاسلژ لیبللهلالیالشللد لگسلل خاگج

ظههاللCTABس ب لبعللیتالپااسگل لولشو بعللیلاپواته

یالپژوه لحهضا،لاو لیلاپواتلهلگسسظلاللللنتبمهباگلشدسد 

تالل مهسبلCTABس ب لبعلاو للDNAل رفرولکل رک 

لیهللهلگسجللهملآس للونلیبللاگلت هللهDNAل، تللیاسههلولبللوی

PCRلیگس خللله لشلللدسدلکلللعلگسسظلللالگسللللو اوف و  الللل

(OD260/280ل مهسبلبویسدلولبهسدلپااسگ7تهلل8/9لنربل) یالل

لیگیسد.لل رژ لآنهاسلتشولیبهلا

ل
لکممد لارتخ لارغل نامل مفلیههلیبهک الت شمهسهلیباگ  دگو للت هر روشربلههیلوتژن ل-7لجدو 

 Pseudomonasلههل ژنتو
spp. 

Alcaligenes 
spp.ل

Acinetobacter 
spp. 

Achromobacter 
spp.ل

Stenotrophomonas 
spp. 

Gram stainingل-ل-ل-ل-ل-ل
KOH + + + + + 

TSI ALK/ALKلALK/ALKلALK/ALKلALK/ALKلALK/ALKل
Indole - - - - - 

OF Glucose Oxidative - Oxidative Oxidative - 

Glucose - - - - - 

Lactoseل-ل-ل-ل-ل-ل
Oxidaseل-ل+ل-ل+ل+ل
Catalaseل+ل+ل+ل+ل+ل

NaCl 6.5%ل-ل-/+ل-ل-ل-ل
Motilityل+ل+ل-ل+ل+ل
DNaseل+ -/+ل-ل-ل-ل

Nitrate reduction + - - + +/- 

Citrate + + + + +/- 
Arginine 

dehydrogenase 
+ - - - - 

Lysine 

decarboxylase 
- - - - + 

Gelatinaseل+ل-ل-ل-/+ل+ل
Urease + - - +/- +/- 

لقمدلۀکممدلدرگک .لOxidativeل،ت هرقال.ALKل،  مفلههل لنوسعباخلیالههل ثب لولنوسعل یالباخل./+- ثب ،لل جرس ل.+ل،  مفل جرس .ل-
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لومر  لولکهی ههیلشد لس ب لبعلفا لجدگلیههلیبهک الMICلنرهسگر وهن،لجم لول ل-3لجدو 

 یارنلس وسع وهنل

لیبهک ا

لۀش ها)

ل(یبهک ا

MICل
بالل ولاال ار 

ل ارل
CuSO4.5H2O 

MICل
ل ارباللل ولاال ار 

CdSO4.8H2Oل

 جم لهه

ل

اف مجهنلل   لساچش ل کهاخهس
(A)ل

ل(C)لساسدلیسهسلککلیههل کهاخهس
بههمالکا هنللدر  لشهل کهاخهس

(D)ل
 (E)ساسدللت شولغه سل کهاخهس

A2(9)ل

A4(7) 

A6(3) 

A9(1) 

ل333/6

ل333/8

ل962/8

ل833/1

ل662/6

ل662/6

ل1/6

333/4 

Pseudomonas sp.ل
Pseudomonas sp.ل
Pseudomonas sp.ل
Pseudomonas sp.ل

A8(4)ل

C1(6) 

C6(99)ل

ل333/8

ل662/2

333/6 

ل833/6

ل662/6

6 

Alcaligenes denitrificans 
Alcaligenes faecalis 

Alcaligenes sp.ل

C2(2) 

C4(1) 

C5(93) 

E1(94)ل

ل833/6

ل8

ل833/6

333/4 

ل333/1

ل1/6

ل333/6

333/4 

Acinetobacter calcoaceticus 
Acinetobacter lwoffii 

Acinetobacter calcoaceticus 
Acinetobacter lwoffiiل

C3(8) 

D1(97) 

D2(93)ل

ل962/8

ل662/6

333/1 

ل662/6

ل6

333/4 

Achromobacter xylosoxidans 
Achromobacter sp. 
Achromobacter sp. 

E2(91) 

E4(96) 

E5(92)ل

ل962/4

ل662/4

333/4 

ل1

ل6

662/1 

sp.لStenotrophomonas 
sp.لStenotrophomonas 

Stenotrophomonas maltophiliaل

ل

 RAPD ینشانگرهاحاصل از  یباندها لیوتحل هیتجز.

بلهلللPCRگسجهملم ل لللبهل وگضحلولاوشملیبهسدههل:ISSRو 

یاللهیشلللد ت)لISSRوللRAPDلیگسللل فهی لگسلسشلللهسگاهه

.لشللدسدلحهصلل لت هتللبهک الپرللژسوتل92لیاو(ل9جللدو ل

ل86کعللشدسدل رتشولRAPDسشهسگالل2بهسدلگسلل11ل،یاک 

(لیاصللدل1/1بهسللدل)ل1وللچمدشللو (لیاصللدل1/13بهسللدل)

وضلو لللشلد للگسل فهی للISSRسشلهسگاللل3بویسد.للشو لتک

بهسللدلل38ل،ولیاکلل لیگشلل مدل  مهسللبلچمدشللوا بهسللدلول

ل7وللچمدشلوا ل(لیاصلدلل2/14بهسدل)ل36یگیسدلکعلل رتشو

لیا(.ل4ل بویسللدل)جللدوللشللو لتللک(لیاصللدل3/1بهسللدل)

بهسللدل)بللهلل933لشللد ،ل بااسلللDNAسشللهسگالل93،ل ج للوع

لگسکایسدلکعللجهیتگهالسشهسگا(للیبهسدلبعلگسگل3/93لنرهسگر 

لبلعللبهسلدلل7/97لنرهسگرلل )بهللچمدشو بهسدلل977لتتدگی،لنتگ

ل9/9لنرهسگرلل )بلهلللشلو للتلکللبهسلدلل99لو(لسشهسگالهالیگسگ

لچمدشوا لیبهلالسطحکعللبویسد(لسشهسگالهالیگسگلبعلبهسد

لنتک  لال.لیهلدلل  لللسشهنلاگلشد ل طهلتعلیههلس وسعلهنریال 

لیبهسللدههلنتشلل ارولبلP4سشللهسگاللبللعلچمدشللو لیبهسللدهه

لیگلس وسع.لبویسدل ابو لP5وللP2لیسشهسگاههلبعلچمدشو 

لبللهل گفقلللگلو اوفللواسلژ لیاولشللد ل رتشللولیگسلبهسللدهه

لپرژسوتل92لیاگبلP4گس فهی لگسلسشهسگاللبهیاصدلل9لآنهاس

ل.یگی لشد لگس ل تس هل9لشو لیالت هتبهک ا

تشهبعلجهکلهایلولطبلقللللبتبالگسهسلضالههلیسداوناگم

لیسشلهسگاههللیبلاگلجدگنهسلعلللطلواللبعلUPGMAل  تگلگوا

لبللع(لول3لو )شلللISSRلو(ل7لو )شلللRAPDل  ولوللول

لجتولس لهللاسل ل(ل4لشلو ل)لسشلهسگاههللنتللگلیباگلمأتولشو 

ل.سدشدل بااسلههلیبهک الپرژسوتلیگلخوشعلت تج 
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لیبلاگللشلد للاسل للیهلهللیسداوناگمل ورژس لتشهبعل یگ م

لباگی87/3لتهل73/3لنربلRAPDسشهسگال ل72/3لنربلISSRل،

ولل84/3تهلل72/3لنربلتوأملشو یولسشهسگالبعللیباگل،1/3لته

لr=21/3ل،r=139/3لبرللتاتلبعلکرکوفم ل ه ب  گلبتضا

ل(.4لته7لیههلبویل)شو لr=88/3ول

ل
لپرژسوتل92یاللISSRوللRAPDلیسشهسگاههل  ت قهل-4جدو ل

لت هتبهک ا

لRAPDلISSRلههلشهخ 
ل2ل3لسشهسگاههلتتدگی

ل11ل38لبهسدههلک لتتدگی

ل86ل36لچمدشو لههیلعقطتلتتدگی

ل1/13ل2/14لچمدشو لیبهسدههلیاصد

ل

 
بهلآنهاسلل ژ لگلو اوفواسلگفقلیاولشد ل رتشولیبهسدههل-9لشو 

لگسلسشهسگاللبهیاصدلل9 للP4گس فهی  ت لهتبهک الپرژسوتل92 ابو لبع

لگس ،ل3 طهبقلجدو للیبهک الۀش هالۀیهمدلسشهنلچههکلۀش ها)

M1 لوسسلسشهسگالۀیهمدلسشهنلkb DNA Ladderل(گس ل

ل

ل
لپرژسوتل92لیگلخوشعلت تج یسداوناگملحهص لگسلل-7لشو 

لUPGMAبهلاو للRAPDسشهسگالل2بهللت هتبهک ا

ل
لپرژسوتل92لیگلخوشعلت تج لگسلحهص لیسداوناگمل-3لشو 

لUPGMAبهلاو للISSRسشهسگالل3لبهلت هتبهک ا

ل

ل
لپرژسوتل92لیگلخوشعلت تج یسداوناگملحهص لگسلل-4لشو 

لUPGMAبهلاو للISSRوللRAPDلیبهلسشهسگاههلت هتبهک ا

ل

لبهمل لل38/3یالسلطحلتشلهبعللللگیلخوشلعللتل لتج لجتس ه

ل4لتلهلل7لیهلهللشلو للاشدسدلکلعلیلل  خ افلیههلیبمدلناو 

کللعل شللخ لگسلل لسللعللطللواله للهن.لشللوسدل لل ل شللههد 

ل6/6)لو للهنتلMICلبلله(لA6وللA4ل،A2)ل3لول7،ل9لیبللهک ا

لMICلولومرکللهی لسللولفهتلی(لبللاگ للارللبللال للولاال اللر 

لیبللاگل للاربللاللل للولاال اللر ل9/8ولل3/8،ل3/6لبرللتاتلبللع

لیسلداوناگمللسعیاللاگل ورژس لتشهبعلنتش اربل  لسولفهت

لجلم ل خ ا للیههلنوسعلههلیبهک النت.لگیگش مدلشد لاس 

ل ل لل کهاخهسللل گسلپ له لصلمت لللشلد للجلدگللسویو وسهس

لیبملدللیسل علنلاو لللکتلللیالکعسدلبویلف مجهن لاساچش 

جلللم للگس(لA9)ل1لیبلللهک اگسللل للنف مللل .لگسلللدلشلللد 

 لولاالبلاللر لاللللل رال لل8/1ولل3/4باگبلالللMICلبهلسویو وسهس
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ل فهصلاللیا ل لللسلولفهتللولومرکهی لسولفهتلیباگتاتربللبع

لنافل للقلاگاللA6وللA4ل،A2لیسعلبلهک اللبهل وتس یل ورژس 

لبلاللهلهللپرللژسوتلیبملدللیسل عللیااگللسشهسگاههلستهیلگت کهالکع

هلللهیللجلللم ل.یهلللدلسشلللهنل للل لMICلات قلللهیلگسلللهس

سعللهالگو لناو لیالآسرم وبهک اوللآلوهلرژس ،للسویو وسهس

لشد لجدگیلههلیبهک الکعمدلناف لقاگالشد لاس لیسداوناگم

ل(A)اف لمجهنللل   لساچش ل کهاخهسل  فهوتل وهنلیوگسل

لهلهلآسلMICلبویسلد لل(C)ساسلدلللیسلهسللکلکللیههلولکهاخهسع

ولل لالرللبلالل ولاال ار ل1/6تهلل1/4لنربلومرکهی لسولفهتلیباگ

بلویلکلعلللل لالرللبلالل لولاالل اللر ل8تهلل6لنربل  لسولفهتلیباگ

لگسلهسللبلاللنلاو للکتلللیال خ ال للیهلهللجم لیبمدلیس ع

لیهد.لسشهنل  لاگلسههآلMICلاتتشهبعل قهی

لژس رآلولهلللیهلهللجم لگس(لC3وللA8)ل8لول4لیههلیبهک ا

لیبلاگلل لالربلالللل لولاالل ار ل6لبر لگسلMICلبهلآکا وبهک اول

لیبللاگل للاربللاللل للولاال اللر ل8لبللر لگسوللومرکللهی لسللولفهت

ل ل للسلولفهتللبلعللس ب لههلپرژسوتلنتتال قهومل  لسولفهت

لیبمللدلیسلل علنللاو لکتلللیالوسللدلبویلومرکللهی لسللولفهتول

للجللللم لگس(لE5وللE4)ل92لول96لیهللللهلیبللللهک ا.لشللللدسد

لیبلللاگلMICلات قلللهیلنتک  لللالبلللهلگسللل موتاوفو وسهس

لقللاگالنللاو لکتلللیال لل لسللولفهتوللومرکللهی لسللولفهت

لMICلبللهلم وبهک ارآسلل(لگسلجللم لE1)ل94لیبللهک ال.ناف مللد

ولل لل لسللولفهتلیبللاگل للاربللاللل للولاال اللر ل3/4باگبللال

لاتسلهللبعلس ب لییواتال ورژس ل فهصایاللومرکهی للسولفهت

ل6لبلللللر لگسلMICبلللللهللC5وللC4ل،C2لیم وبهک اههرآسللللل

ل ل للسلولفهتلوللومرکلهی للسلولفهتللیباگل ارباللل ولاال ار 

تملوعلللدمللیهل  للسشلهنلللهلهللیبمدلناو لنتگلناف علگس  لقاگا

ل وللربلهلتملوعلژس للل  ولولولللیگسلسشلهسگاههللحهص ل ورژس 

لیهیتللسلس لب للبلعل طهبق للMICلاتههلبالگسهسل قهیلپرژسوت

لتل لیالیسلداوناگملحهصل لگسلتج لللهلهللیبملدللناو لنتیگای.لگ

وللRAPDلابهلهالیولسشلهسگللت هتبهک الپرژسوتل92لیگلخوشع

ISSRیولیسلداوناگملللیبملدللیس عبعللس ب لبهه لRAPDولل

ISSRلولشلویلل ل لل شلههد لتاللبه الولوگضحلجدگنهسعلطوالبعل

لبلاللهلهللپرللژسوتلیبملدللیسل علسشلهسگاههلیالللنتللگلستهیلگت کها

هلهیللفا  خ ال لللیهلهللغاظ یالباگباللآسههل قهو  لگسهس

ل.یهدلاگلسشهنل  لومر  لولکهی لگسج اعلنرسمگ

ل وللرژس لهلهیللهصلاعلفیابلهاۀلللیبه الدنه تیلتهف نلیباگ

لشلو لبعللههآسلنربل ورژس لههیلفهصاعلۀ شههدوللههلس وسعلنرب

بلعلللعتللتج لکلاسل ا،لت لتج او للجتس هل رولتو لیبتدلچمد

لبللعلISSRوللRAPDسشللهسگاللیولیبللاگل گصللالیهللهل ؤلفللع

ل،یاصلدلل13/94لگو ل گصلال ل ؤلفللشلد.لللگسجلهمللمأتلوللشو 

ل93/1سلومللل گصلالل  ؤلفلولیاصدل74/93یوملل گصال  ؤلف

وللیبتلدللیو.لپلاتلکایسدلعراگلتوجل ورژس لاگتررتغلیاصد

لبللهلشللد لت شمهسللهل وللرژس لاگتررللحهصلل لگسلتغلیبتللدلسللع

ولعللمتگلبلعللتوجلعللبه(.ل6ولل1لیههلشو )لشدلاس ل رسلسشهسگاهه

اگللاگتررللتغلکلل لیاصللدل3/34یال ج للوعللگو ل  ؤلفللسللعل

یالل گصللالیهللهل ؤلفللعلبللعلعتللتج لجتس للهولکایسللدللعرللتوج

لگیلخوشلعللتل لتج لجتبلهلس لهلللیبتلدللسعوللیبتدلیولیههلپلات

ل ورژس لتموعل بااسلیباگلسشهسگاههلگس خه ل،سدسشدلو هنت

لتلل تج لاو لهلله،لاو لنتللگل  للتولیال قهلگسلل ل مهسللب

ل.شویل  لعرتوصلگیلخوشع

ل

ل
ل92ل گصالههیل ؤلفعلبعلتج تعحهص لگسللبتدیلیوپلاتلل-1لشو 

لISSRوللRAPDلیبهلسشهسگاههلتهت بهک الرپژسوت
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ل
ل92ل گصالههیل ؤلفعلبعلتج ت حهص لگسللبتدیلسعلپلاتل-6لشو 

لISSRوللRAPDلیبهلسشهسگاههلتهت بهک الرپژسوت

 

 .گیری نتیجه و بحث

جدیلل شو  لگسل مهطقلصمت ل سهشل آلوینل،گ اوس 

سللام لواویللاگتللسل شللویل    للو ل لل لطللر  ل لل تس

لولبرشل الگس للهف عتل تگف گلطربعل  ل صمت لیههلفهضلا 

لنرسلمگللهلهیلفا لژ تللولبلعلل  وگیلسل للیههلحهولپ ه لنتگ

لنرولسللمگل سلل لهللهیفا ل کم للا لآلللوینل.(31)ه لل مدل

کهاشمهسلهنلللۀم لدللیهلهلل گسلسگاگسلللومر  لولکهی  هسمدل

گسج اعللات  وجویگتگس .لل ولجوگ علما ل  تسلطر  

 طهلتلعلللنرسلمگللهلهیلفا ل  ل لتسجل: لللیههلبلاگللیبهک ا

 قلهوملللات  وجلویگتلگسلل هوت  فلیههل.لنوسع(43)لگسدلشد 

لیابلهاۀللشلد للگسجلهمللیهلهللپلژوه للیالنرسلمگللهلهیلبعلفا 

لت آللوی لیال ملهطقل خ ال لشمهسلهلللللیهلهللخه لولپ ه 

جلل: لولگسل  للرطلحلل:فلاگلسللدلکللعلگتللنلممهصللالگل شللد

،للسللویو وسهسلیهللهلگسلجللم لت هللهلی.لبللهک اکممللدل لل 

،لآکا وبللهک ا،للومتبللهک المللعتکوا،لژس رآلوللهل،للاوسربهسلل

لنرسلمگللهلهیلفا لهیتس ب لبعلغاظ لسلا رولغلم وبهک ارآس

.ل(47-43)لاسلدلیگلستهیی قهو  للومر اعل  لولکهی جسگ

لبلاگیلهلهلللیبلهک اللوتلژ للبلعللات  وجویگتل ربعلگه لتوجعلبه

ل،یدگسللهسجل لل ،تسلطرگسل  لللنرسللمگلهللهیحلل:فلفا 

ل.لیالپلژوه لگسل للیآسهلهلضلاوالللیبملدللولطبقعلت شمهسه

نلاملللیهلهللیشله  لبلهک الللهلهللیبلهک الگسلل ناوهلحهضا،

لومر ل لولکلهی لللهلهیل قهوملبلعلفا للۀکممدلارتخ لارغل  مف

بلللهللکرلللاوژسرفلیبملللدلیسللل عولل ولللرژس ل بااسللللبلللاگی

ل کهاخهسلللپللمجگسلپ لله للISSRوللRAPDلیسشللهسگاهه

لیهلهللژنل سقللتلهللشلدسدلللیجدگسلهسلگس هنلکا هنلل صمت 

لپمجبعللههلی.لبهک ابااس لشویلآسههلیبمدلطبقع قهو  لیال

لآکا وبلهک ال،لم وبهک ارآس،لژس رآلوهل،لسویو وسهسجم ل

ل .یگش مدتتاقللگس موتاوفو وسهسول

وللSDS،لNaCl،لTris HClوله وهاگنلگسلبهفاللدرحه 

EDTAاو للبلهلل شلهبعلل کااوفلامل)اوشللللول  او لفمل لل

CTABگس خاگجللی(لباگDNAلسویو وسهسلیههلیبهک ال

ولل للهرفهط.ل(73)گسلل فهی لکایسللدللارگسلشلللشللد لیجدگسللهس

وله ولهاگنللل73کتهابهلاو لل ه وهاگنلگسلاو ل شهبه

او ل شهبعللنتیالگلشد لگس فهی لبهترتاکل گس فهی لکایسد

گسللگسلل فهی .ل(43)لسللدبویولیلاپواتللهللCTABلهللهیلاو 

ل بااسلللیبلاگللیگلاگ لسلهی ل،لISSRوللRAPDلیسشهسگاهه

لDNAگسل لکلعلبلهل قلدگالکل لللللللDNAلچمدشوا لعتسا

لDNAل تلوگللبهاۀلیالگطلامهتلبعلولگس لپ:تالگسجهملس وسع

لت کلهاگلل  للتوله ولهاگنلبلعل قهلللهاتگا(.ل73)ر  لسسرهسیل

ل هبتللللللیالگاسلISSRوللRAPDیولسشللللللهسگالل س للللللب

لیهللهلیالنوسللع لوللرولتمللوعلژس لDNAل لل ر وافل پالل

پ لگسل لبعلگتنلشو لکعلپایگخ مدلفاواسم سویو وسهسل

گطلاگفلللی وسلفالتالیهلهللگسلخه لیبهک ال92لیجدگسهس

ههلاگلگس خاگجلولآسهلهلللیبهک الDNAآلوی ،للهههنرنل شتا

(لISSRسشلهسگالل93وللRAPDسشهسگالل91سشهسگال)ل71اگلبهل

وت ارلل للتج تللع.لپلل لگسلسللدکایل بهتللگاسلPCRبللهلاو ل

 شلههد لللNTSYS-pc (Ver 2.11)گفل گالللهلهلبلهلسلاملللل یگی

بهسللدلل777بهسللدلگسلل942،لRAPDلیکایسللدلیالسشللهسگاههل

لبتولضلالیگش مدل(لیاصدل81/63)لچمدشوا شد لل رتشو

ل931ل،ISSRلیبللویلولیالسشللهسگاههل23/3تللهلل99/3تشللهبعل
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ولیگشلل مدل(لیاصللدل1/22)لچمدشللوا بهسللدلل934بهسللدلگسل

لیگلخوشلعللوت ار لتج تعبوی.لل89/3تهلل38/3تشهبعللبتضا

لگت طلوالکلهالللبعلISSRوللRAPDسشهنلیگیلهالیولسشهسگال

لسللویو وسهسس وسللعلل92لنراگلبلللا چمدشللولیسللطحلبللهلا

به للالگسلل ک لللISSRلیکممللدلولسشللهسگاههل  شللخ ل لل

RAPDوللگسللل به لللاللاو گسلیولل بلللرتاکله للل مدلول

لهارللیالگخ ل وللرژس لوت ارل للتج تلعلگسللیتالگطلامهتلجه ع

تملوعللل بلعلبااسلللله وهاگنلول ضت.لتفو(77)یهدلل قاگال 

ل لبملههیلشد لگسل  صو لجدگلیههلاوسرلاک وبهسل ورژس 

پایگخ ملد.لللRAPDلیبهلگسل فهی لگسلسشلهسگاههلللاگنتگل سم 

لآسهلهللپلژوه لشلد لیالللسشلهسگالگسل فهی للل73سشهسگالگسلل91

تتلدگیلکل لللیگشل مدلولللی مهسبلولقهب لکدنل:گاللیبهسدهه

بهسلدللل791مدیلبویلکلعللل771لک لسشهسگاههلوسرا لبعبهسدههل

.لسلدلبویل بهسلدلگخ صهصلللل63بهسدل شل ا لوللل6ل،چمدشو 

وللNTSYS-pcگفل گالللسلامللبلهلهلهلللی یگلت ارل للولتج تعلجتس ه

هلهلللپرللژسوتلیجهکهایلباگلبتتشهبعلبالگسهسلضال ت هتا

لUPGMAلههیلههلبهلاو لعتسولیبمدلیس علسد.  هسبعلشد

یولل  للتگسل قهل ول شلهبهللو لهنلتلجتس لهللشدلوگسجهمللNJول

لیبللاگلحهضللا،ل.لیالپللژوه (92)لسداو لحهصلل لشللدل

لنلامللیههلیبهک ال   تولتموعلسل ورژس لس یتو ل هبتگاس

لومرولکلهی لل ل للهلهیلفا لبلعل قهوملۀلکممدلارتخ لارغل  مف

وللRAPDگسلیولسشلهسگاللل، صلمت للیهلهللشد لگسلپ ه لجدگ

ISSRتشلهبعلبلهلللل ت هتاوللگس فهی لتوأمجدگنهسعلوللطوالبعل

لگفلل گالسللامک للکللبللعلجهکللهایتشللهبعللبتگسلل فهی لگسلضللا

NTSYS-pcولیسللداوناگملبللهلگسلل فهی لگسلاو لل  هسللبعل

UPGMA(لیاصلللدل2/14)یلبلللهلالسلللطح.لشلللداسللل لل

ل لعلتیال قهلISSRلیههشد لیالسشهسگال شههد لچمدشوا 

 الشللربلگت (لکللهایاصللدل1/13)لRAPDلیبللهلسشللهسگاههل

یهلد لللسشلهنل ل لللچمدشوا لهنریالباگللISSRلیسشهسگاهه

لیهلهلل ژنللتبلعلهل لولولللکتللس یلگت بعلکهالتوجعلبههاچمدل

ولعللمتگجدگنهسعلوللطوالگسلسشهسگاههلبعلتکفایلهالبعل م صا

یهملدللل گسلژسلوملاگلهلدفلقلاگال لللللل ق   لخهصلکتها

یاللسشهسگاههلگسلحهص ل ورتموعلژس لهیت طهبق لسلول(77)

بلالگسلهسللللشلد للاس کلاس الولیسداوناگمللت تج ل بااس

گسلهسلللبلالل ورژس لتموعلبهلISSRوللRAPDهالیولسشهسگال

لبللاگیهللالیولسللوعلسشللهسگاللمأتللولۀگسلل فهی،لMICلات قللهی

اگلیال ت باتلایلللجتولس لهللگسل لبه لاللل وللرژس لیههل بااس

ل.ین:گال  لهارگخ 

لنررتتلولههلوتژن ل وله وهاگنلبعلبااسل74کو هالیاگو

لولسگلی للهالربلوکااگتلللباتولیبللهک الل41لکرلللاوژسرفل اگبطلل

لهلهیللپلژوه لل گل االللنربللگسل اک للشد لعرتهلیسگلی هارابرغ

-ERICلیهلهللاو گسهه لبلمگلای لبلهلگسل فهی لگسللللللی هارب

PCR
لیگیلسشللهنلآسهلله لپایگخ مللد.لبااسلللISSR-PCRلول71

لERIC-PCRلیهلهللیگی بهلگسل فهی لگسلللشد لاس یسداوناگمل

لیهلهللنوسلعللیبملدللیسل علولگس للISSR-PCRلیههلیگی لعرشب

بهیقلل للISSR-PCRیالاو للسگلی للهاربلارللغوللسگلی للهارب

اگللISSR-PCRآسهلهلاو للل،نتبمهباگلشوی ل  گسجهمللیش ارب

لیهللهلژسللوملکرللاوژسرفلیبمللدلطبقللعلبللاگیلیکهاآ للدلگبلل گا

ل  تافلللسگلبر هایلیههلواو ر ل رتشخلیالههلوتتپاوکها

ل2ل وللرتموعلژس ل وله وهاگنلیالبااسل هر(.لفهط44)لکایسد

 خ ال لبلهلگسل فهی لگسلللل لگسلچهلهالنوسللللسگس و وسهسلیبهک ا

ل یاجللطللوالجدگنهسللع،لللبللعلISSRوللRAPDلیسشللهسگاهه

کایسلد.لآسهلهللللنل گا لیالهالس وسعلاگللچمدشوا گسللت بهلا

اگلبللعللپرللژسوتل2لیگلخوشللعلتلل یسللداوناگملحهصلل لگسلتج 

بلهلهل للللISSRوللRAPDیولسشهسگاللیباگلUPGMAاو ل

تللهلل71/71/3ۀلیال  للدویلاگل وللراسلل لولسللطحلتمللوعلژس 

ل نوسللیوللبلعلشلبهه لللنتشل الرکلعلبلل  هسبعلکایسلدلل933/3

  ولنلگسل للللولبلویل ابو ل خ ا للیههل وهنگسللشد لجدگ

لیالآسهلهل.لبهشلدللآسهلهللبلوینلسگلبر لهایلل رللشلبهه لبلعلیللللنتگ

لیهللهلپرللژسوتلیبمللدلیسلل علسللدییگلسشللهنلخللویلپللژوه 
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لISSRوللRAPDلیبللهلگسلل فهی لگسلسشللهسگاههلللسگس و وسللهس

لعتللتوسلسلعللتل لولسگلی لهالربلیهاههرم د لبالگسهسل تلطوالبع

ل رللسلحهضلاللپژوه (.لیال43)لشویل  گسجهمللآسههلت هرجغاگف

وللRAPDلیگسل فهی لگسلسشلهسگاههلللبلهللهلهللپرژسوتلیبمدلیس ع

ISSRم للد لبللالگسللهسل قهو لل لآسهللهلس للب لبللعللطللوالبللعل

لکتللیاللت هلهللپرژسوتگسجهملشدلوللومرولکهی ل  لههیفا 

گسلل یگشل مدل)ح للللو لهنلتناو لقاگالناف مدلکلعل قهو ل للل

 ل خ الل (لیهلهلل خ الل لولجدگشلد لگسل وللهنللیهلهللجلم ل

نلاملللیهلهللیبلهک اللنربلللچمدشلوا لبوینلستهیل،نتباگلملاو 

ل،ومر ل لولکلهی لللهلهیلفا  قلهوملبلعللللۀکممدلارتخ ارغل  مف

لیهللد.ل لل للسشللهنلاگلهللهلیبللهک النتللگلستللهیل وللرتمللوعلژس 

یالکمهالل شهبعلMICلی قهوملولیگاگلیههلیبهک الیارنلقاگا

ل وللرژس لس یتول لل سشلهسگاههلیالبااسللللنتللگل رقهباسر لله 

لنتللگس فهی لگسلگلگت کهاولل قهو  لیههلژنلبعلبهتوجعههللس وسع

شلد لول قلهومللللجدگلیههلیبهک الاتسهلیبمدلیس علیاو لباگ

ل،آسهلهللیبملدللیسل علتلهلبلهللللیهلدللاگلسشهنل  لنرسمگلههیبعلفا 

لیههملدلگتفاولگسجلهمللل ورژس لیههل بااسلیباگل  مهسبل مرس 

ل.شوی قهو  لفاگه للیههلولگس قه لژنلت شمهسه

ل

 سپاسگزاری

لشللگه تگسلکهاشمهسللهنلبخلل لآس هعل قهلللل للمدنهنتسو

لول صللمت ل اللرتو للاترت صلللیگسشللگه لفمللهوایلست لل 

لسلاکهاللولفاه ملدلسلاکهالخلهس لللل،کا هنل شاف رپلیفمهوا

ساکهالخهس لگفاوش علیالل  هسرص لیه وهالول هسرکلخهس 

لکممد.ل  گسجهمل اگح لپژوه لحهضالتشوال

ل
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ل19ل...بهلگس فهی لل صمت لیههلجدگشد لگسلپ ه ل  وللومرکهی لیهه قهوملبعلفا لۀاکممدرتخ لارغلیگلاعر لیههلیک ابهل ورتموعلژس ل ااسب

 

 

 

                                                      
1- Bio-sorption 
2- Plasmid profiling 
3- Protein profiling 
4- Random Amplified Polymorphic DNA 
5- Inter Simple Sequence Repeats 
6- Microsoft Office Excel 
7- Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis System 
8- Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean 
9- Neighbor Joining 
10- Rayar 
11- Hameed 
12- Cetrimide agar 
13- Cetyl trimethylammonium bromide 
14- Minimum Inhibitory Concentration 
15- Grab sampling 
16- CuSO4.5H2O 
17- CdSO4.8H2O 
18- Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology 
19- Dellaporta 
20- Polymerase Chain Reaction 
21- Macrogen 
22- Eppendorf Mastercycler gradient 
23- Herrick 
24- Ravi Kumar 
25- Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus PCR 




