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بعزلات بكتيرية مطفرة D-2,4و Atrazinدراسة تحلل المبيدين 

كریم عبید حسن
جامعة بغداد/كلیة الزراعة 

الخلاصة
25

وشخصت حلل المبیدین ، عزلتاختیرت عزلتین بكتیریتین قادرتین على ت. D-2,4و Atrazinمبیدي 
.باستعمال الاوساط الزرعیة والاختبارات الكیموحیویة

 :Esherichia coliB6
Pseudomonas flurescanceB13

. D-12,4-. ) 20.0-5.0(لمبید الاترازین و 1-لتر. ملغرام) 5.0-17.5(المبیدین 
و B13)% 60و70(ً

B612.5 .-1
2,4-D)73 1-ل. 15.0عند التركیز )% 61و .

) (500
.ساعة) 2.0، 1.5، 1.0، 0.5(بمدد زمنیة مختلفة 1-مللتر. مایكروغرام

)93
1-لتر. ملغرام12.5على التوالي عند التركیز ) B6C3و B13C6(لمبید الاترازین للعزلات )% 89و

.D15.0 .-1-2,4)% 93و97(و 
) B6C3و B13C6(البكتیریة 

) SDS) (() ( مادة
)B13C6 وB6C3 (2500 .-1)SDS ( و

.من صبغة الاكردین البرتقالي1-مایكروغرام مللتر200

، بكتریا مطفرة ، تلوثD-2,4مبید ، Atrazinمبید تحلیل : الكلمات المفتاحیة 

المقدمة

ات 
 .

 .

ً
Carcinogenic

.

ً ً ً

Bioremedation

ً
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)Atlas and Bartha , 1993 .(
Biodegradationمفھوم التحلل

ً
كھا خصائص ایضیة ًمھما في التربة بسبب امتلا

Pseudomonasویحتل جنس 

)
).1985والحیدري ، 

Mutagensis
) DNA(تتعرض لھ المادة الوراثیة 

)Hertog et al., 1997;Kuroda and
Hara, ,Thomasذكر.) 1999 ان (2000)

Plasmids

enterotoxins

: ً. البیئة 

قدرتھا على تحلل المبیدات الملوثة للتربة 

.التحلل باستعمال تحیید البلازمیدات
المواد وطرائق العمل
25

وضعت العینات في قناني زجاجیة معقمة ونقلت 
0.5اخذ . الى المختبر

250
50

 :1.2
K2HPO4 1وKH2PO4 0.5و
NH4NO3 0.02وCaCl2.2H2O و

0.2MgSO4.7H2O 0.05و
FeSO4.7H2O .

800
71

Atrazin و
2,4-D0.5-1

. وحید للكاربون والطاقة
20.

30
1

24المبیدین ، وبعد 
.المستعمرات البكتیریة

:عزل وتشخیص البكتریا

)MacConkey Agar (لاختبار قابلیة البك

3024العینات بدرجة حرارة 
Nutrient agar

 .
)Atlas et al., 1995 (

.وشكل الخلایا بعد فحصھا بالمجھر الضوئي
:الاختبارات الكیموحیویة

اختبار الاوكسیدیز ، : اجریت الاختبارات الاتیة 
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)Mac Faddin, 2000 (
َ

.King B, Aسترماید الصلب ، وسط وسط ال
:تحضیر اللقاح البكتیري

50العزلات البكتیریة ، اذ حضر في 
250

24
300.5ساعة وحضنت بدرجة حرارة 

0.6550
.الاوساط في التجارب اللاحقة

:الفقدان الكمي للمبیدات

10.5-. دورة6000

Spectrophotometer)Grite et
al., 2004.(

:تحلل المبید

Pseudomonas fluorescens و
Escherichia coli

)5 ،7.5 ،10.0 ،12.5 ،15.0 ،
1-. ) 20.0و 17.5

30

,.Arai et al(النتائج للعزلات حسب  1999.(

:التطفیر باستعمال النایتروزوكوانیدین
Gerhardt

et al., 2باستعمال (1981)
)N-methyl-N-nitro-N-

nitrosoguanidine) (NTG (500
1-مللتر. مایكروغرام
)NTG (1 .-1

)0.1100
) المق

500 .-1

.
)NTG (400 .

) 2-1(1-مللتر

وجرى حساب عدد الخلایا المتبقیة ومنھا % 90
:حسبت نسبة القتل بتطبیق القانون الاتي 

–= (النسبة المئویة للقتل 
× ) / عدد الخلایا المتبقیة

100

. سیطرةالمبید وقورنت مع نموذج ال

)NTG (
500

 .-1)0.5 ،
1.0 ،1.5 ،2.0 (

% 90للخلایا مقدرة على اساس نسبة قتل

.زیادة نسبة الطفرات المتولدة

:تحیید البلازمیدات
Maniatis

et al., (1982)
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Sodium Dodecylوبرومید الاثید
Sulphate)SDS ( :

و 0.20، 0.10، 0.05(
0.3 ( .-1

. ) 0.4و 0.3، 0.2، 0.1(
-1)SDS) (0.1 ،1.5 ،2.0 ،

1.100-. ملغرام) 2.5

24

ً
.ملاحظتھ بالعین المجردة

النتائج والمناقشة
:عزل البكتریا المحللة للمبیدات

10لنتائج قابلیة اظھرت ا

)1 (ً

)B1 ،B5 ،
B6 ،B13 (

 .B13
% 69و 65

DB6-2,4الاترازین و 
D-2,4% 64و % 60

)1 (ً

,.Grit et al(خلال المحالیل القیاسیة  2004 .(

العزلات البكتیریة اتصفت بالسرعة والكفاءة في 

.وسط الاملاح المغذي

الحاوي على المبیدین الأملاحتحلل المبیدین بواسطة نمو عزلات بكتیریة مختلفة في وسط ) 1(جدول 
)Atrazine 2,4و-D(

رمز 
العینة

الامتصاصیة في وسط مبید 
1-لتر. ملغرام5الاترازین بتركیز 

بة تحلل نس
(%)المبید 

D-2,4الامتصاصیة في وسط مبید 
1-لتر. ملغرام5بتركیز 

نسبة تحلل 
(%)المبید 

B10.22250.5152
B20.10100.1113
B3-0-0
B4-0-0
B50.61500.4330
B60.65600.6664
B7-0-0
B80.43300.2528
B90.37260.2225
B100.14140.4330
B110.11120.1515
B12-0-0
B130.67650.7069
B140.31350.3726
B15-0-0

B- عدم وجود -نمو عالي ، ) 0.7–0.5(نمو متوسط ،  ) 0.4–0.3(نمو ضعیف ،  ) 0.2–0.1.   (رمز للعزلة
.نمو
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:تشخیص العزلات الكفوءة في تحلل المبیدین
امكن 

Holt et al.,
1994) (:

.احجامھاتفاوت في 
:یموحیویة الاختبارات الك

)

اظھرت نتائج ) . بروسكاور ، استھلاك السترات
B6

اتلیز والحركة اختبار الاندول واحمر المثیل والك

 .
 )B13 (

 .

King Bً
4النمو في درجة حرارة 

) 2(م ، الجدول 41بدرجة حرارة   
 .ً

:
B6 =Escherichiacoli

B13  =Pseudomonas mfluorescens

نتائج الاختبارات الكیموحیویة للعزلات المنتخبة) 2(جدول 

الاختبارات
الكیموحیویة

رمز العزلة

استھلاك 
سكر 

وزاللاكت

صبغة 
احمر الاندولالكاتلیزالاوكسیدیزكرام

المثیل
الفوكس 
انتاج الحركةالستریتبروسكاور

الصبغات

B6+سالبة-+++--+-
B13-سالبة++--++++

:تطبیع البكتریا على المبیدین

5وكذلك العدد الكلي للخلایا 
) 4و 3(1-. 

50()% 54و65(
B6و DB13-2,4)% 38و 

. على التوالي

B13 ،B6
)% 60و 70(

12.5 .-1

2,4-D)73 61و %(B13 وB6
. 1-. 15.0على التوالي عند التركیز 

و

B13 وB6

و 12.5(
. على التوالي1-لتر. ملغرام) 15.0

ا
B13

B6 .

)Arai et al., 1999.(

:البكتیریة في تحلل المبیدات
)NTG (

ا
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B6E. coli
B13P.

fluorescens

اختبار صفة تحلل ًانتاجھا للصبغات ، فضلا عن 

B6B13للعزلة 

 .
2,4-Dوزادت

)93 ،89 %(
12.5-1

B13C6 وB6C32,4-D
1-15.0عند التركیز %) 93، 97(

B13C6 وB6C3
)5 (

)B6 ،B13 (
)NTG (

) NTG() . غیر الطافرة(
Transition mutation

DNA
DNA

,Synder and Champness)الحذف  1997)
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ة على تحلل المبید والعدد الكلي للخلایا الحیة البكتیریةتأثیر التراكیز المتدرجة من مبید الاترازین في قدرة العزلات البكتیری)3(جدول 

1-ملغرام لتر117.5-ملغرام لتر115.0-ملغرام لتر112.5-ملغرام لتر110.0-ملغرام لتر17.5-ملغرام لتر5 نسبة تركیز
المبید

رمز العزلة

التركیز 
المتبقي

%

نسبة 
التحلل
%

Cfu
X 106

التركیز 
المتبقي

%

نسبة
التحلل
%

التركیز 
المتبقي

%

نسبة 
التحلل
%

التركیز 
المتبقي

%

نسبة 
التحلل
%

Cfu
X 106

نسبة 
التحلل
%

التركیز 
المتبقي

%

التركیز 
المتبقي

%

نسبة 
التحلل
%

Cfu
X 106

B646542541594858406047465454524
B13406029376335653070513268396113

في قدرة العزلات البكتیریة على تحلل المبید والعدد الكلي للخلایا الحیة البكتیریةD-2,4تأثیر التراكیز المتدرجة من مبید ) 4(جدول 

-ملغرام لتر17.5-ملغرام لتر5

1
ملغرام 10.0

1-لتر
ملغرام 12.5

ام ملغر117.5-ملغرام لتر115.0-لتر
1-ملغرام لتر120.0-لتر نسبة تركیز

المبید

رمز العزلة
التركیز 
المتبقي

%

نسبة 
التحلل
%

Cfu
X

106

التركیز 
المتبقي

%

نسبة 
التحلل
%

التركیز 
المتبقي

%

نسبة 
التحلل
%

التركیز 
المتبقي

%

نسبة 
التحلل
%

التركیز 
المتبقي

%

نسبة 
التحلل
%

Cfu
X

106

التركیز 
المتبقي

%

نسبة 
التحلل
%

التركیز 
المتبقي

%

نسبة 
التحلل
%

Cfu
X

106

B66238315545505047533961564852554514
B135050324753415936642773593961524816
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اختبار العزلات البكتیریة الطافرة في تحلل المبیدین) 5(جدول 

D-2,4نسبة تحلل مبید %نسبة تحلل مبید الاترازین رمز العزلة البكتیریة
%

B6C18488
B6C28288
B6C38993
B6C48786
B6C58382
B6C68890
B13C18388
B13C28794
B13C38580
B13C48086
B13C58188
B13C69397
B13C78091
B13C88287
B13C98490

:تحیید البلازمیدات

SDSالاكردین البرتقالي ومادة 
200

2500و 1-
اشارت . لكل من ھذه المواد على التوالي1-مللتر

الىالنتائج
B13C6SDS

)6 (

,.Saha et alر. 
(2000)

Pseudomonas spp.SDS
Thkura

et al., (2001)
Pseudomonas spp.SDS

)Thkura
et al., 2001 (

.صبغة الاكردین البرتقالي

قابلیة العزلات المحیدة على تحلل المبیدین). 6(جدول 

نسبة تحلل المبیدات رمز العزلة
D-2,4مبید الاترازین

B13C6--
B6C3--

.لایوجد تحلل -
المصادر

) .1985 .(
.صفحة480. المجھریة ، جامعة بغداد 
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A Study of The Degradation of Atrazin and 2,4-D Herbicide by
Mutagenic Bacterial Isolates

Kareem Ubed Hasan
College of Agriculture
University of Baghdad

Abstract
Microbial isolates are isolated from 25 agricultural soil samples contaminated by
herbicide. Their ability of degradation atrazin and 2,4-D herbicides are
examined . Two isolates are chosen according to ability for degradation , then
isolated and identified by using numbers of culture media and biochemical tests
Results  have indicated that the bacteria are Escherichia coli (B6) and
Pseudomonas fluorescens (B13) , which have been incubated with a number of
herbicides concentrations (5.0 -17.5) mg L-1 from atrazin and (5.0 -20.0) mg L-1

from 2,4-D.
Results have shown the degradation increases with increasing the concentrations
(65 ، 60)% for isolate B6 , B13 respectively with 12.5 mg L-1 of atrazin and (73،
61)% of 2,4-D with 15.0 mgL-1 of atrazin and (73،61) % of 2,4-D with 15.0
mgL-1 after five days incubation.Chemical mutagen (Nitrosoguanidine) 500 µg
mL-1 used to mutant bacteria cell with time (0.5 , 1.0 , 1.5 and 2.0) hr. one hour
is enough to do that , there fore rasio degradation increases (93 , 89) % Atrazin
of (B13C6 , B6C3) respectively in 12.5 mgL-1 and (97 , 93) % , 2,4-D in 15.0
mgL-1 . Achridin orange and sodium Dodecyl sulphate (SDS) are used to curined
bacteria plasmids by 2500 µg mL-1 from (SDS) and 200 µg mL-1 from (Achridin
orange). The results show (B13C6 , B6C3) became curing cells.

Key Words : Degradation of Atrazin , Degradation of 2,4 –D .


