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 مقاوم به ناریزجاندار گیاهی رشد محرك صفات بررسی و غربالگري جداسازي،

 سرب و کادمیوم

 
، اسماعیل 4، پیمان عباس زاده دهجی3، اکبر قویدل2، منیژه عیوضی نی1*علی اشرف سلطانی طولارود

 3گلی کلانپا
 

 (31/04/1398 تاریخ پذیرش:  28/01/1398 )تاریخ دریافت:

 

 چکیده

 ریزوسفریریزجانداران ی گیاه با هادی به اثرات متقابل ریشهیاپالایی نه تنها به گیاه، بلکه تا حد زموفقیت تکنیک گیاه

ات با افزایش میزان جذب فلزتوانند می یمحرک رشد گیاهدارای صفات های باکتریبه ویژه  . این ریزجاندارانوابسته است

ث بهبود کارایی نتیجه افزایش رشد گیاه باع ای و درسنگین و کمک به استقرار بهتر گیاه، افزایش رشد سیستم ریشه

 استفاده از آلوده با یهالایی شوند. با توجه به نقش مهم جامعه میکروبی خاک در افزایش راندمان پایش خاکپاگیاه

 سرب و کادمیوم به مقاوم ریزجانداران گیاهی رشد محرک صفات بررسی غربالگری، جداسازی، هدف با پژوهش اینگیاهان، 

 نفت پالایشگاه مختلف نقاط های خاک آلوده به کادمیوم و سرب ازمنظور، نمونهدینب .شد انجام های برترو معرفی جدایه

فیزیکی و های ویژگیگیری برخی از پس از اندازه تهیه و (شهر تهران پانزده کیلومتری جنوب)واقع در  تندگویان شهید

میزان مقاومت به  ،های جداسازی شدهجدایهدر . آنها جداسازی گردید ازکادمیوم و سرب مقاوم به  ریزجانداران ،شیمیایی

ی کنندههای محدود تولید فیتوهورمون اکسین، ترشح متابولیتهای برتر در کادمیوم و سرب تعیین و سپس توانایی جدایه

 از ریزجاندار 30 ،در این پژوهشمورد ارزیابی قرار گرفت.  فسفات کلسیمتریکنندگی رشد عوامل بیمارگر و همچنین حل

 20 در نهایت ،رشد سرعت و همچنین آن رنگ و حاشیه شکل ظاهری کلنی، و پس از بررسی جداسازی آلوده هایخاک

 یسرب و کادمیوم رشد خیلی خوبمولار میلی 8های مورد مطالعه تا غلظت جدایهدرصد  70 انتخاب گردید. متفاوت جدایه

جدایه برتر از نظر مقاومت به  10نتایج حاصل از ارزیابی صفات محرک رشد گیاهی در  .نشان دادندرا در محیط کشت 

. داشتند را نامحلول معدنی هایفسفات کنندگیحل و اکسین تولید ها تواناییجدایه این سرب و کادمیوم نشان داد که کلیه

-جدایه به به ترتیب مربوط تولید اکسین( مقدار ر لیتردگرم میلی 64/0) ین( و کمترر لیتردگرم یلیم 20/10)  بیشترین

 درصد 80لیتر بود.  در گرممیلی 91/106ها کنندگی تری کلسیم فسفات توسط جدایهحل متوسطد. بو C2 و C4 های

 به هاله نسبت با C1 یهجدا در یتمتابول این یدتول یزانم یشترینداشتند. ب یدروفورس یددر تول یکسانی ییتوانا هاجدایه

سیانید توانایی بالایی در تولید  C8و  K2 ،K5 یی مورد مطالعه، سه جدایهجدایه 10از  .گردید مشاهده 23/3 کلنی

 هیدروژن، آنزیم پروتئاز و سلولاز داشتند. 
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 مقدمه
زیست یکی از نتایج پیشرفت و تخریب و آلودگی محیط

ویژه در مناطق و افزایش جمعیت بهوری آفنتوسعه 

باشد. خاک یکی از اجزای مهم میصنعتی و کشاورزی 

زیست بوده و نقشی مهم و کلیدی در رشد و نمو محیط

ی آب در ام چرخههان، تعیین سرنوشت آب در نظگیا

بنابراین  .کندطبیعت و باز چرخ مواد در طبیعت ایفا می

زیست های محیطآلودگی خاک یکی از انواع مهم آلودگی

 . (Brady & Weil , 1996) است

 cm g-3فلزات سنگین، گروهی از فلزات با چگالی بالای 

باشند. تعدادی از این فلزات )آهن، نیکل، روی، می 5

-عناصر کم مصرف برای انجام واکنش مس( به صورت

باشند. ای متابولیکی در موجودات زنده مورد نیاز میه

دیگر انواع آنها از قبیل جیوه، نقره، کادمیوم و سرب 

نقش بیولوژیکی نداشته و در مقادیر خیلی پایین برای 

باشند. حتی فلزات سنگین موجودات زنده سمی می

هم در مقادیر بالا دارای نقش زیستی در موجودات زنده 

یک عنصر غیر  کادمیومکنند. حالت سمیت پیدا می

باشد زیست با سمیت بالا میضروری موجود در محیط

وسیله موجودات زنده از محیط جذب ه که به راحتی ب

های انسانی مانند شود. امروزه درنتیجه فعالیتمی

 های، دفع نادرست زباله، استفاده از کوددنااستخراج مع

و آبیاری مزارع کشاورزی با فاضلاب، مناطق  هفسفات

های آلوده به کادمیوم وجود دارد. وسیعی از زمین

آلودگی خاک با کادمیوم به دلیل جذب آسان آن توسط 

نتیجه انتقال این عنصر  زیست و درهان از محیطگیا

سنگین از خاک به زنجیره غذایی انسان یک تهدید 

 & Rahimiگردد )محسوب میبزرگ برای سلامت انسان 

Nejatkhah, 2010). 

محیطی رایج در خاک یک آلاینده زیست عنصر سرب 

بوده و بر خلاف دیگر فلزات هیچ نقش زیستی ندارد. این 

از طریق ضایعات صنایع باطری سازی، سوخت فلز سمی 

ناقص بنزین، صنایع رنگ سازی و برخی از سموم دفع 

آفات گیاهی حاوی سرب به خاک و آب و در نهایت به 

. افزایش (Clarke, 1992)شود میگیاه و انسان منتقل 

مقدار آن در نزدیکی نواحی شهری، به علت ترکیب 

آلکیل سرب در روغن موتور و سوخت بنزین و گازوئیل 

ها این میزان چند برابر ویژه در کلان شهره بوده که ب

 میزان استاندارد اعلام شده است. 

ها و منابع یش خاکلاپا رابطه باهای مختلفی در روش

ت سنگین وجود دارد که در این میان آلوده به فلزا

صرفه، ساده، مؤثر و پالایی، یک روش مقرون بهگیاه

پالایی، شامل گیاهتکنیک زیست است. محیطسازگار با 

 ، تغییر شکلها به اندام هواییاستخراج و انتقال آلاینده

تصعید  ،مواد سمی به ترکیبات شیمیایی با سمیت کمتر

سازی ترکیبات سمی در منطقه و غیرمتحرکها آلاینده

باشد. میتوسط گیاه ریشه و جلوگیری از آبشویی آنها 

با افزودن ماده آلی به خاک و بهبود  این روش

و تنوع زیستی  افزایشفیزیکی، شیمیایی، های ویژگی

فعالیت ریزجانداران خاک و جلوگیری از فرسایش آن 

 Hansda) گرددحفظ و ارتقای کیفیت خاک می موجب

et al., 2014) . 

های آلوده، به در هنگام کشت در مکانبیشتر گیاهان 

دلیل سمیت ناشی از ترکیبات سمی و مواد حاصل از 

 ,Glickباشند )تجزیه آنها، دارای رشد و نمو کمی می

های روی شاخصها اثرات منفی آلایندهکه این  (2003

خاک  ریزجاندارانتواند به وسیله میرشدی گیاهان 

پیدا کند. در اکوسیستم خاک تنوع بالایی از کاهش 

نقش  ریزجاندارانها وجود دارد که این ها و قارچباکتری

مهمی در پیدایش خاک، چرخش عناصر غذایی در آن و 

های فیزیکی، شیمیایی و بیولوژیک این بهبود شاخص

-موجود در خاک ریزجاندارانبستر رشد گیاهی دارند. 

های بالای اغلب به غلظت ای آلوده به فلزات سنگینه

 Hrynkiewicz etدهند )این فلزات مقاومت نشان می

al., 2012.)  ریزجاندارانکنش متقابل بین گیاهان و 

موجود در ریزوسفر و  مقاوم به فلزات سنگین

محرک ریزوسفری های باکتری به ویژه) اندوریزوسفر

های آلوده به فلزات سنگین را احیای خاک،  )1رشد گیاه

کند که این موضوع توسط محققین مختلف تسهیل می

 ,.Ma et al؛ Chen et al., 2014گزارش شده است )

-(. این رابطه سینرژیستی نهZloch et al., 2017؛ 2015

های فلزی در تسریع استخراج و تجمع آلایندهتنها باعث 

های گیاهی شده، بلکه باعث بهبود رشد و توسعه بافت

طور کلی گردد. بهنامساعد محیطی میگیاه در شرایط 

طور مستقیم )با به مقاوم به فلزات سنگین ریزجانداران

و یا کاهش  2افزایش جذب و انتقال فلزات سنگین

                                                           
1. Plant growth promoting rhizobacteria 

2. Facilitation of phytoextraction 
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و غیر   1تحرک و زیست فراهمی فلزات در ریزوسفر

کمک به استقرار بهتر گیاه، افزایش رشد مستقیم )

با استفاده  ای و درنتیجه افزایش رشد گیاهسیستم ریشه

های مختلفی از قبیل انحلال ترکیبات کم از مکانیسم

نتیجه افزایش  محلول و نامحلول عناصر غذایی و در

ی گیاهی مانند هاها، تولید هورمونزیست فراهمی آن

، افزایش تحمل گیاه به  )IAA2(ایندول استیک اسید

باعث ( ی گیاهیهای محیطی و حذف بیمارگرهاتنش

 ,.Hrynkiewicz et al) پالایی شوندکارایی گیاهبهبود 

2018).  

ای در نسبتاً گسترده هایپژوهشهای اخیر در سال

گری و شناسایی ریز ی غربالسرتاسر دنیا در زمینه

موجودات ریزوسفری مقاوم به عناصر سنگین و نقش 

لوده به این عناصر انجام های آپالایی خاکها در گیاهآن

دهد که پژوهشی ، بررسی منابع نشان میاما .شده است

مقاوم به کادمیوم و  ریزجاندارانغربالگری  رابطه بادر 

های پالایی خاکها در گیاهسرب و بررسی توانایی آن

خصوص در ایران صورت به پژوهشیآلوده به این فلزات 

بنابراین، با توجه به اثرات سمی این عناصر  .نگرفته است

متعدد مبنی بر وجود آلودگی  در طبیعت و گزارشات

های ایران، شناسایی ناشی از کادمیوم و سرب در خاک

ها در ریز موجودات مقاوم به این فلزات و استفاده از آن

 این بررسد. های آلوده ضروری به نظر میپایش خاک

 مقاوم ریزجانداران جداسازی پژوهش این از هدف اساس

 هایغلظت به آنها مقاومت سنجش سرب، و کادمیوم به

 محرک صفات گیری اندازه و سرب و کادمیوم مختلف

 .بود مقاوم هایجدایه رشدی

 

 هامواد و روش

  خاك هاينمونه تهیه-1

 20 عمق از خاک هاینمونه ،پژوهش این انجام منظوربه

 شهید نفت پالایشگاه مختلف نقاط از متریسانتی 0 -

 دو الک از گذراندن از پس هانمونه. شد تهیه تندگویان

 در پلاستیکی هایکیسه در بندیبسته و متریمیلی

 دمای در و منتقل آزمایشگاه به داریخ فلاسک داخل

 ریزجاندارانجداسازی  زمان تا گرادسانتی درجه چهار

 یشده در دما تهیه هایخاک از بخشی. گردید دارینگه

                                                           
1. Phytostabilization 

2. Indole-3-acetic acid 

 وفیزیکی های ویژگیبرخی و  هوا خشک یشگاهآزما

ایی نظیر فراوانی نسبی ذرات معدنی خاک به روش یشیم

هیدرومتر، کربنات کلسیم معادل به روش تیتراسیون با 

باز، کربن آلی به روش والکلی بلک، هدایت الکتریکی و 

pH  گیری شداندازهگل اشباع در عصاره (Carter & 

Gregorich, 2008)،کادمیوم و سربغلظت  . همچنین 

 ,Lindsay & Norvell)ل وو نور کل به روش لیندسی

 گیری گردید. در آنها اندازه (1978

به  مقاوم ریزجانداران غربالگري جداسازي و-2

 کادمیوم و سرب

 مقاوم به کادمیوم و سرب ریزجانداران جداسازي

 میلی 30 به مطالعه مورد خاک هاینمونه از گرم یک

 24 مدت به هانمونه و اضافه 3نوترینت براث محیط لیتر

دور در دقیقه و  100شیکر انکوباتور با سرعت  در ساعت

 لیترمیلی یک .شد خوابانیده گرادسانتی درجه 28 دمای

 محیط حاوی هایپلیت به سوسپانسیون این از

 مخمر، عصاره گرم 5 گرم پپتون، 10) گرم PYE 4کشت

 1000 در آگار گرم 15 سدیم، کلرید نمک گرم 10

های محلول با شده ( غنیpH=7.2 با مقطر آب لیترمیلی

 Cdکادمیوم  و 3Pb(NO(2 سرب مولارمیلی 5، و 3، 1

2)3NO( با انکوباتور در ساعت 48 مدت به و منتقل 

 هایکلونی. شد خوابانیدهگراد سانتی درجه 28 دمای

 سازی خالص و واکشت ،ظاهری نظر از متمایز یافته رشد

چهار  دمای با یخچال در بعدی هایاستفاده برای وشده 

 .(Dinu et al., 2011) گردید دارینگه گرادسانتی درجه

به  نسبت شده جداسازي هايجدایه مقاومت تعیین

  کادمیوم و سرب

های ، روی پلیتهای جداسازی شدهجدایه ،منظور بدین

، 12، 10، 8، 5 هایغلظتبا   PYEکشت حاوی محیط

 Cdکادمیوم  و 3Pb(NO(2 سربمولار میلی 16و  14

2)3NO( ساعت در انکوباتور با دمای  48 کشت و به مدت

شدند. پس از گذشت انکوباسیون گراد درجه سانتی 28

بررسی  ریزجانداران یا عدم رشد رشد ،مدت زمان مذکور

 .(Dinu et al., 2011) گردید

 ریزجانداران گیاهی رشدي محرك صفات ارزیابی -3

 شده غربالگري

                                                           
3. Nutrient broth 

4. Peptone yeast extract 
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مواد شبه ) اکسین تولید گیاهی رشد محرک صفات از

IAAگلیک و پتن روش ( به (Patten & Glick, 2002)، 

 به مایع محیط در نامحلول معدنی هایحل فسفات توان

 به سیدروفور تولید توان ،(Sperber, 1985) روش اسپربر

 ,Alexander & Zuberer) زوبرر آلکساندر و روش

 همکاران و مورفرپروتئاز به روش  تولید توان ،(1991

(Maurhofer et al., 1995 )سلولاز به روش  تولید و توان

گیری ( اندازهMajidi et al., 2011مجیدی و همکاران )

های توسط جدایه هیدروژن سیانید تولید گردید.

 همکاران و اکورئ -دونیت روش جداسازی شده به

(Donate-Correa et al., 2004) ارزیابی گردید. بدین-

 NB های حاوی محیطها در پلیتابتدا جدایه منظور

گرم در لیتر( کشت داده  4/4غنی شده با گلایسین )

سپس یک کاغذ صافی آغشته به محلول معرف . شدند

 5/0درصد و اسید پیکریک  2شامل کربنات سدیم 

-پلیت پلیت قرار داده شد. بدر یداخلقسمت درصد در 

 5، به مدت مبا استفاده از پارافیلشده درز بندی  یها

داری و نگهگراد درجه سانتی 28با دمای روز در انکوباتور 

براساس تغییر رنگ کاغذ صافی از رنگ زرد اولیه )عدم 

کم(، نارنجی )نسبتا کم(، قهوهای روشن )تولید( به کرم 

 5تا  1ترتیب از )نسبتا زیاد( و آجری )زیاد( که به

 تعیین هیدروژن سیانید تولید میزان بندی شدنددرجه

  گردید.

 هاي آماري تجزیه

 های آماریتجزیه. شد انجام تکرار سه در هاآزمایش

 وسیله نمودارها به رسم و SAS افزار نرم توسط هاداده

 از هامقایسه میانگین برای. شد انجام Excel نرم افزار

 .گردید استفاده دانکن ایدامنه چند آزمون
 

 نتایج و بحث

 خاكهاي نمونه ییایمیش وکی یزیف هايویژگی برخی

-نمونه خاک برای جداسازی باکتری 2پژوهش در این 

فت رهای مقاوم به کادمیوم و سرب مورد استفاده قرار گ

های فیزیکی و شیمیایی آنها در که برخی از ویژگی

بر اساس این جدول،  نشان داده شده است. 1جدول 

نها در محدوده آ pHهای مورد مطالعه آهکی بوده و خاک

نزدیک  هاخاکخنثی قرار دارد. میزان کادمیوم و سرب 

 1ترتیب )به که بالاتر از حد مجاز پیشنهاد شده بودههم 

-میبرای این عناصر گرم در کیلوگرم خاک( میلی 20 و

 ,Pais & Jones؛ Gandomkar et al., 2012) باشد

1997) . 

 

 مورد استفاده يهاخاك ییایمیش وی کیزیف خواصبرخی  -1جدول

Table 1. Some physical and chemical properties of the used soil  
Soil No. Clay Silt Sand OC CCE  pH  Cd Pb  EC 

%      1-m Sd                           1-kg mg         

1 26 14 60 3.08 23.5  6.9  1.3 40.1  6.82 
2 18 40 42 1.87 31.5  7.1  1.1 36.1  3.62 

:CCE           معادل یمکربنات کلس ، :OCیآل کربن ،:Cd کل کادمیوم، :Pb  کلسرب، :EC یکیالکتر یتهدا 

CCE: Calcium Carbonate Equivalent, OC: Organic Carbon, Cd: Cadmium, Pb: Lead, EC: Electrical Conductivity 

 

 هايجدایهرشد یا عدم رشد  بررسی و جداسازي

 کادمیوم و سرب هاي مختلفدر غلظت شده جداسازي

 جداسازي

 آلوده خاک های نمونه از جدایه 30 مجموع، در

و  رنگ ،ظاهری کلنی شکل و پس از بررسی ،جداسازی

 جدایه 20 در نهایت ،رشد سرعت همچنین و آن حاشیه

 غنی PYEهای حاوی محیط کشت )از پلیت متفاوت

 و   mM 5 2)3Pb(NO و mM1، mM3 هایغلظت با شده

2)3Cd (NO  کلنی متفاوت 10هر کدام) گردید.  انتخاب

 محیط روی مجدد کشت از پس های انتخابیجدایه

 هایاستفاده برای و سازیخالص ها،آن اختصاصی کشت

 .شدند نگهداری گرادسانتی درجه 4 دمای در بعدی

 در شده جداسازي هايجدایه رشد عدم یا رشد بررسی

 کادمیوم و سرب مختلف هايغلظت

 سربمولار میلی 1 غلظت در رشد توانایی هاجدایه همه

و  ، C1،C2 ،C3 ،C6 هایجدایه. داشتند راکادمیوم  و

K2، K5 های کادمیوم و غلظتی همه در رشد توانایی

نتایج  نشان داد که  (.3و  2ول ا)جد دارا بودندسرب را 

 8درصد( تا غلظت  70های مورد مطالعه )اکثر جدایه

خیلی خوب در محیط  گرم در لیتر سرب رشدمیلی
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در ها از سویهدرصد  40فقط مقابل، در  .کشت داشتند

توانایی مقابله  گرم در لیتر سربمیلی 8ی های بالاغلظت

با سمیت عنصر مذکور و حیات در حضور آن را نشان 

های مورد مطالعه در درصد جدایه 80 (.2دادند )جدول 

 .رشد نکردند کادمیوممولارمیلی 8های بالای غلظت

جداسازی شده  ریزجانداراندرصد از  30همچنین تنها 

عنصر را  اینگرم در لیتر میلی 8 توانایی رشد در غلظت

 ی سمیتدهندهنشان. این نتایج (3)جدول  داشتند

  باشد.می ریزجاندارانبرای بالای فلز سنگین کادمیم 

تواند به سمیت فلزات سنگین در موجودات زنده می

دلیل تولید ترکیبات رادیکالی در سلول، تشکیل 

کمپلکس با ترکیبات سلولی محتوی تیول، رقابت بین 

های فلزات به دلیل شباهتعناصر ضروری و این 

برخی از . (Rouch et al., 1995) باشدساختاری می

-هایی میمکانیسم ها در طبیعت با استفاده ازباکتری

توانند سمیت ناشی از این فلزات را تحمل نموده و در 

تحمل فلزات سمی توسط حضور آنها فعالیت نمایند. 

فلزی منتقل ها به فاکتورهایی از قبیل نوع یون باکتری

ت به مهای مقاوشده به داخل سلول، مکان اسقرار ژن

فلزات )کروموزوم، پلازمید یا ترانسپوزن( و نقش یون 

 Bruins) فلزی در متابولیسم داخل سلولی بستگی دارد

et al., 2000) .کارهای استفاده سازوترین برخی از مهم

ها برای مقاومت در برابر فلزات شده توسط باکتری

-استفاده از موانع برون سلولی به عبارتند از: سنگین

ر جلوگیری از ورود فلزات به فضای درونی موجود وظمن

، انتقال )مانند دیواره سلولی، غشای سلولی یا کپسول(

های فلزی از داخل سلول )در سازی یونفعال و خارج

های پروتئینی کد شده توسط این حالت سلول از سیستم

ر کروموزوم یا پلازمید جهت برون ریزی های مستقر دژن

های فلزی کند(، کمپلکس یونفلزات سنگین استفاده می

در سیتوپلاسم توسط ترکیبات گوناگون )مانند 

ها(، تجمع در خارج سلول و ها و فیتوکلاتینمتالوتیونین

جلوگیری از ورود فلزات سمی به داخل توسط ترکیبات 

بیرونی سلول یا تبدیل پلاسم و غشای پریموجود در 

 های فلزی، احیای یونفلزات به ترکیبات نامحلول

(Choudhury et al., 2001 ؛Bruins et al., 2000). 

قدرت پژوهش های مورد مطالعه در این برخی از باکتری

های بالای کادمیوم و سرب را داشتند. رشد در غلظت

-نشان می توانایی رشد و نمو باکتری در چنین شرایطی

وجود توانند در صورت دهد که این ریزجانداران می

استفاده از آلودگی ناشی از دو فلز مذکور در خاک، با 

سمیت فلز سنگین را تحمل و به  مقاومت،های مکانیسم

مه دهد و با تأثیر بر ادا در اکوسیستم خاک فعالیت خود

خواص فیزیکی، شیمیایی و زیستی خاک و بهبود آنها و 

از گیاه، باعث افزایش رشد و نمو  همچنین حمایت

 پوشش گیاهی در خاک آلوده گردد.  

 
 سرب مختلف يهاغلظت به شده جداسازي هايجدایه مقاومت -2جدول

Table 2. Isolated Isolates resistance to different lead concentrations  
Isolate   Lead concentrations (mM)    

1 3 5 8 10 12 14 16 
C1 + + + + + + + + 
C2 + + + + + + + + 
C3 + + + + + + + + 
C4 + + + + - - - - 
C5 + + + - - - - - 
C6 + + + + + + + + 
C7 + + + - - - - - 
C8 + + + + - - - - 
C9 + + + + - - - - 
C10 + + - - - - - - 

 باشد.می نظر مورد غلظت در و عدم رشد رشدبه ترتیب بیانگر  –و   +

+ and – are indicating growth and no growth in desired concentration 
 

به  مقاوم هايهیجدا یاهیگ رشد محرك صفات یابیارز

 فلزات سنگین سرب و کادمیوم

 10 ،آلودههای خاک از شده جداسازی جدایه 20 از

 ,C1سرب ) فلز سنگین به نسبت بالا مقاومت با جدایه

C2, C3, C4, C6, C8, C9و ) ( کادمیمK2, K5, K7) 

ید فیتوهورمون اکسین، مقدار ترشح و میزان تول انتخاب

ی رشد عوامل بیمارگر و های محدود کنندهمتابولیت

های معدنی کنندگی فسفاتهمچنین میزان حل

نامحلول و توانایی این ریزجانداران در افزایش زیست 

فراهمی این عنصر ضروری برای رشد گیاه بررسی 
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های مربوط به تولید اکسین، دادهتجزیه واریانس  .گردید

ترشح سیدروفور و انحلال تری کلسیم فسفات توسط 

دار شد معنیدرصد  1های مذکور در سطح احتمال سویه

 (.4)جدول 
 کادمیوم مختلفي هاغلظت در شده جداسازي هايجدایه رشد عدم یا رشد -3جدول

Table 3. Isolated Isolates resistance to different cadmium concentrations  
Isolate  Cadmium concentrations (mM)    

1 3 5 8 10 12 14 16 
K1 + + + - - - - - 
K2 + + + + + + + + 
K3 + + + - - - - - 
K4 + + + - - - - - 
K5 + + + + + + + + 
K6 + + + - - - - - 
K7 + + + + - - - - 
K8 + + - - - - - - 
K9 + + - - - - - - 
K10 + - - - - - - - 

 مطالعهعدم رشد در غلظت مورد  –؛  مطالعه مورد غلظت در رشد +

+Growth in studied concentration; - no growth in studied concentration 

 

  pHو  کنندگی تري کلسیم فسفاتحل ،سیدروفور ،هاي مورد مطالعه در تولید اکسینتوانایی جدایه واریانس تجزیه -4جدول

 (IAAتولید ایندول استیک اسید )

 کیلوگرم درمیلی گرم  100 غلظت در هاجدایه یهمه

بودند.  استیک اسیدایندول  تولید به یپتوفان قادرتر  -ال

 64/0) ین( و کمترر لیتردگرم یلیم 20/10)  بیشترین

به  ایندول استیک اسیدتولید ( مقدار ر لیتردگرم میلی

 ایندول .(1)شکل  بود C2 و C4 جدایه به ترتیب مربوط

اکسین و یکی از انواع مهم  نوع مهمترین اسید استیک

. در میان موجودات باشدهای محرک رشد میهورمون

خاک به ویژه  ریزجانداران، IAAزنده تولید کننده 

های همیار با های موجود در ریزوسفر، باکتریباکتری

زی در خاک توانایی بالایی در تولید این گیاه و یا آزاد

. برای (Berendsen et al., 2012) فیتوهورمون دارند

تنها های طولانی فرض بر آن بود که تریپتوفان سال

-باشد، اما پژوهشمنبع تولید ایندول استیک اسید می

و  1های اکسوتروف تریپتوفانهای انجام شده با موتانت

تواند در مسیرهای ها نشان داد که تولید آن میایزوتوپ
                                                           
1. Tryptophan-auxotrophic mutants 

با این  غیر وابسته به اسیدآمینه مذکور نیز اتفاق بیفتد.

دهد که مختلف انجام شده نشان میهای پژوهشوجود 

تریپتوفان به -تولید این متابولیت در حضور آمینواسید ال

 ,Pattern & Glick) کندگیر افزایش پیدا میطور چشم

 ,.Santi et al؛  Sridevi & Mallaiah, 2007؛ 2002

های صد در صد باکتری پژوهشدر این  .(2007

آلوده به کادمیوم و سرب  هایکجداسازی شده از خا

این موضوع  بودند. IAAتوانایی تولید مقادیر متفاوتی از 

دهد که برخی از ریزجانداران موجود در خاک نشان می

ای از قابل توجه توانند مقادیرمی نیزغیرریزوسفری 

تفاوت در تولید را تولید کنند.  فیتوهورمون اکسین

تواند به دلیل میزان مختلف می ریزجانداراناکسین در 

در  ریزجانداردر دسترس بودن سوبسترا و توانایی خود 

ایندول استیک استفاده از منابع موجود در محیط باشد. 

ها به عنوان یک هورمون در تولیدی توسط باکتری اسید

کند، اما این پتانسیل را داراست خود موجود عمل نمی

ن در گیاه که فرآیندهای فیزیولوژیکی تحث تأثیر اکسی

Table 4. Analysis of variance for the ability of studied isolates in auxin and  siderophore production, 

tricalcium phosphate solubilization and pH 

Source of 

variation 

  Mean of squares 

Degree of freedom  tricalcium phosphate 

solubilization pH 
siderophore 

production Auxin 

Isolate 9  28098** 0.64* 1.61** 92.1** 

Error 20  1.86 0.25 0.002 0.66 

 CV (%) -  2.28 10.5 5.30 7.80 

 درصد 1 سطح در دارمعنی**: 

**:probability level significant at 1% 
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ها و...( را )تقسیم و توسعه یافتگی سلول، تمایز بافت

تغییر داده و باعث بهبود رشد گیاه گردد. این عمل 

ها به مقدار تولید آن اکسین تولیدی توسط باکتری

و همچنین میزان حساسیت گیاه  ریزجاندارانتوسط این 

ترین قسمت گیاه های گیاهی حساسبستگی دارد. ریشه

به به ترشح اکسین توسط ریزجانداران است،  در پاسخ

های دارای توانایی بالا در تولید این که باکتریطوری

اندام  اینزیتوده گیر فیتوهورمون باعث افزایش چشم

و در نتیجه به رشد بیشتر گیاه در شرایط گیاهی گشته 

 ,.Spaepen et al) کندهای محیطی کمک میتنش

 .  (Pattern & Glick, 2002؛2007

 

 
 به سرب و کادمیوم مقاوم هايهیجداتوان تولید اکسین توسط  -1 شکل

Figure 1. The ability of resistant isolates to lead and cadmium in auxin production 
باشد. درصد می 1داري در سطح احتمال حروف بیانگر تفاوت معنی  C K و  .باشدیم ومیکادم و سرب به مقاوم يهاهیجدا انگریب بیترت به   

Letters refer to significantly difference at 1 % probability level. C and K stands for Pb and Cd resistant isolates, respectively. 
  

 نامحلولکم و  معدنی هايفسفات کنندگی حل میزان

 کلسیم تری انحلال های حاصل از بررسی میزانداده

و  C9های جدایه نشان داد که مایع محیط درفسفات 

C3  لیتر  در گرممیلی 76/276به ترتیب با میزان انحلال

را در  توانایی کمترین ولیتر بالاترین  در گرممیلی 24و 

 مربوط pH مقایسه. (2)شکل  انحلال این ترکیب داشتند

 تیمار با های مورد مطالعهجدایه حاوی کشت محیط به

 میتمارشد و نمو  که داد نشان ریزجاندار بدون شاهد

. شدند این پارامتر دارمعنی کاهش موجب هاجدایه

در محیط کشت حاوی   pHمقدار بیشترین و کمترین

)با بیشترین حل کنندگی نمک نامحلول  C9 هایجدایه

های با انحلال خیلی کم )جزء جدایه C4 ومورد مطالعه( 

 . مشاهده شد نمک نامحلول مورد مطالعه(

ترین عنصر برای رشد فسفر بعد از نیتروژن محدودکننده

باشد. این عنصر برای رشد و نمو گیاه ضروری گیاه می

-درصد وزن خشک گیاه را تشکیل می 2/0بوده و حدود 

یون دهد. گیاهان فسفر مورد نیاز خود را به شکل 

های نمایند. آنیونفسفات از محلول خاک جذب می

پذیری به دلیل واکنش موجو در فاز محلول خاک فسفات

,2Ca+ ,های با کاتیون ،خیلی بالا، بسته به ویژگی خاک

+2Mg +3Fe   3+وAl و رسوب تشکیل می واکنش داده-

در نتیجه مقادیر جزئی از فسفر کل خاک به فرم  دهند.

-توانایی گونه باشد.جذب توسط گیاه میمحلول و قابل 

های معدنی های مختلف باکتریایی در انحلال فسفات

نامحلول از قبیل تری کلسیم فسفات، دی کلسیم 

فسفات، هیدروکسی آپاتیت و سنگ فسفات توسط 

 (.Goldstein, 1986محققین مختلف گزارش شده است )

 و پایین مولکولی وزن با ترکیبات تولید با ریزجانداران

 افزایش باعث اطرافشان محیط و سلول نمودن اسیدی

. گردندمی معدنی فسفر نامحلول ترکیبات انحلال

( اسید کتوگلوکونیک و اسید گلوکونیک) آلی اسیدهای

 بوده موجودات این توسط تولیدی ترکیبات ترینمهم از

-کاتیون اسیدها این هیدروکسیل و کربوکسیل گروه که

 کلات را( آهن و منیزیم کلسیم،) فسفات به متصل های

 افزایش باعث بازی هایخاک در pH کاهش با و نموده

 Duff ؛Whitelaw, 2000) شوندمی فسفات یون انحلال

& Webley, 1959؛.(Salih et al., 1989  گزارشات 

 کنندهحل موجودات از برخی که دهدمی نشان علمی
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 مقادیر تولید توانایی فسفر نامحلول معدنی ترکیبات

 را انحلال افزایش منظور به آلی اسیدهای از زیادی

 در آمده عمل به هایپژوهش. (Illmer, 1992) ندارند

 آلی هایاسید تولید بر علاوه که دهدمی نشان زمینه این

 ترکیبات انحلال افزایش برای نیز دیگری هایمکانیسم

 توانمی جمله آن از که دارد وجود معدنی فسفر نامحلول

 هایمکانیسم دیگر از. نمود اشاره پروتون یون ترشح

 افزایش منظور به ریزجانداران توسط استفاده مورد

 و کننده کلات ترکیبات تولید به توانمی حلالیت

 نیتریک اسید، سولفیدریک قبیل از معدنی اسیدهای

 ,Rudolfs) نمود اشاره آنها توسط اسید کربونیک و اسید

 حاکی پژوهشگران نتایج البته.  ,Hopkins) 1916 ؛1922

 انحلال افزایش در اخیر هایمکانیسم که است آن از

 باشدمی ناچیز و جزئی معدنی فسفر نامحلول ترکیبات

(Vázquez & México, 1996؛ Rudolfs, 1922.) توانایی 

 معدنی فسفر نامحلول ترکیبات کنندهحل ریزجانداران

 این در. دارد کشتمحیط pH با مستقیمی همبستگی

-باکتری کشتمحیط در پارامتر این مقدار نیز پژوهش

 مقدار کمترین داشتند انحلال در بالایی توانایی که هایی

  . بود

 
 به سرب و کادمیوم مقاوم هايهیجدا تري کلسیم فسفاتتوان حل کنندگی  -2شکل

Figure 2. Tricalcium phosphate solubilization ability of resistant isolates to lead and cadmium. 

 باشد.هاي مقاوم به سرب و کادمیوم میبیانگر جدایهبه ترتیب  Kو  C باشد.درصد می 1داري در سطح احتمال حروف بیانگر تفاوت معنی 
Letters refer to significantly difference at 1 % probability level. C and K stands for Pb and Cd resistant isolates, respectively.   

 

 تولید سیدروفور

گیری قطر هاله نارنجی میزان تولید سیدروفور با اندازه

ها و محاسبه نسبت قطر هاله رنگ اطراف کلنی باکتری

های مورد مطالعه جدایه به کلنی ارزیابی شد. همه

و تولید سیدروفور را  CASتوانایی رشد در محیط 

 در متابولیت این تولید مقدار که داد نشان داشتند. نتایج

 یهدر جدا یدتول یزانم یشترینمتفاوت بوده و ب هاجدایه

C1 که با  یدمشاهده گرد 23/3 یبا نسبت هاله به کلن

 پژوهش این در. داشت داریمعنی تفاوت هایهجدا یگرد

 سیدروفور تولید در یکسانی توانایی هاجدایه درصد 80

  (.3)شکل داشتند

که توسط ریزجانداران  است سازوکاریتولید سیدروفور 

 قابل فرم کمبود تنش با مقابلهمختلف خاک به منظور 

 عنصراین  شود. متابولیت ترشحیاستفاده می آهن جذب

 که هاییسلول برایآورده و می در محلول کلات فرم به را

 دسترسقابل باشند، اختصاصی غشایی یپذیرنده دارای

آهن را  سازوکارریزجانداران محرک رشد با این  .دنمایمی

از دسترس عوامل بیمارگر گیاهی خارج نموده و با 

 شوندسرکوب این عوامل باعث افزایش رشد گیاه می

(Katiyar et al., 2018 ؛ Yu et al., 2011 ) . همچنین

گزارشات علمی حاکی از آن است که کمپلکس 

آهن تولیدی توسط ریزجانداران برای برخی -سیدروفور

باشد که بدین طریق از گیاهان نیز قابل استفاده می

 نیاز گیاهآهن مورد بخشی از تواند به تأمینریزجاندار می

 ,.Gouda et al؛Kumara et al., 2018 ) نیز کمک نماید

توسط ریزجانداران ریزوسفری تولید سیدروفور . ( 2018

ریزوسفری توسط محققین مختلف گزارش شده و غیر

 Soltani Toolarood ؛Heidarpour et al., 2017) است

et al., 2008؛ Tashakori et al., 2016  .) 
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 کادمیوم و سرب به مقاوم هايجدایه توسط سیدروفور تولید توان -3شکل

Figure 1. The ability of resistant isolates to lead and cadmium in siderophore production. 

 باشد.میکادمیوم  هاي مقاوم به سرب ویانگر جدایهه ترتیب بب K و C باشد.درصد می 1داري در سطح احتمال حروف بیانگر تفاوت معنی 
Letters refer to significantly difference at 1 % probability level. C and K stands for Pb and Cd resistant isolates, respectively. 

 

  تولید سیانید هیدروژن، آنزیم پروتئاز و سلولاز

در این مورد مطالعه های جدایه توانایی مطالعه نتایج

تولید سیانید هیدروژن، آنزیم پروتئاز و  پژوهش در

 K2 ،K5سه جدایه  ها،نشان داد که از بین جدایهسلولاز 

توانایی بالایی در تولید هر سه متابولیت مذکور  C8و 

ها توانایی تولید درصد از جدایه 40(. 5داشتند )جدول 

های جدایهه و داشت( 5با درجه زیاد )سیانید هیدروژن 

C3  وC9 توانایی  نبودند. (1) قادر به تولید این متابولیت

 ها در تولید سیانید هیدروژن در حد متوسطسایر جدایه

ها مشاهده تولید آنزیم پروتئاز در نصف جدایه بود. (4)

تعداد کمی از ریزجانداران جداسازی شده و  و گردید

قادر به تولید آنزیم سلولاز  ،مقاوم به کادمیوم و سرب

هایی که توسط ریزجانداران از جمله مکانیسم. بودند

-مورد استفاده قرار می برای حمایت از گیاه محرک رشد

های ضد عوامل بیمارگر گیاهی تولید متابولیت ،گیرد

 مستقیم طور بهتوانند های تولیدی میمتابولیتباشد. می

 زنــدگی چرخــه از مرحلــه یا چنـد یک بر تأثیر با

 کردن فعال از طریق غیرمستقیم و پاتوژن و حذف آن

 مقابـل در میزبــان گیـاه مقاومت القاء سازوکارهای

 باعث بهبود رشد گیاه گردند زابیمـاری عامــل

(Kremer, 2001) .مواد ضد پاتوژن تولیدی  تریناز مهم

توان به ترکیبات توسط ریزجانداران محرک رشد می

-دیواره سلولی قارچی های لیزکنندهآنتی بیوتیک، آنزیم

زا )از قبیل آنزیم کیتیناز، های بیماریها و باکتری

 پروتئاز و سلولاز( و سیانید هیدروژن اشاره نمود

(Mueller, 1988). 

 
 هیدروژن، آنزیم پروتئاز و سلولازهاي مقاوم به کادمیوم و سرب در تولید سیانید توانایی جدایه -5جدول 

Table 5. The ability of resistant isolates to lead and cadmium in Hydrogen cyanide, Protease and Cellulase 

enzyme production 

Isolate Hydrogen cyanide Protease enzyme Cellulase enzyme 
C1 5 + - 
C2 4  - - 
C3 1  - - 
C4 4  - - 
K2 5 + + 
K5 5  + + 
C6 4  + - 
C8 5 + + 
C9 1  - - 
K7 4 - - 

 HCN Production; - No HCN production +   سیانید هیدروژن تولید عدم – ؛ سیانید هیدروژن تولید+ 
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 کلی گیرينتیجه

که  نمود اظهار توانمی پژوهش این هاییافته براساس 

آلوده به  از ریزجانداران جداسازی شده از خاک برخی

توانایی بقاء و رشد مطلوب تحت تنش  سرب و کادمیوم،

ناشی از کادمیوم و سرب را دارا بودند. تعدادی از 

به این فلزات سنگین توانایی قابل ریزجانداران مقاوم 

-ای در تولید ایندول استیک اسید داشتند و میملاحظه

ی رشد زیستی برای افزایش دهنده توانند به عنوان یک

های آلوده به دلیل سازگاری با شرایط گیاهان در خاک

ها توانایی بالایی در حلعمل کنند. برخی از جدایه

توانند در می که کنندگی تری کلسیم فسفات داشتند

مقادیر با های افزایش زیست فراهمی فسفر در خاک

را ایفا اندک شکل قابل جذب این عنصر نقش موثری 

-نمایند. همچنین نتایج نشان داد که تعدادی از باکتری

تولید سیانید  توانایی بالایی درهای جداسازی شده 

توانند و می داشتههای پروتئاز و سلولاز هیدروژن، آنزیم

در کنترل زیستی عوامل بیمارگر گیاهی نقش مهمی را 

، پژوهشهای این ایفا نمایند. بر اساس مجموع یافته

های برتر روی رشد و گردد که تأثیر جدایهپیشنهاد می

های آلوده به فلزات سنگین نمو گیاهان مختلف در خاک

  ای مورد بررسی قرار گیرد. ای و مزرعهدر شرایط گلخانه
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Abstract 
Success of the phytoremediation technique depends not only on plant species, but also largely on 

the interactions of plant roots with the rhizosphere microorganisms. These microorganisms, 

especially bacteria with plant growth promoting traits, can improve efficiency of phytoremediation 

by helping to proper plant establishment, increasing root system growth and, consequently, 

increasing plant growth and enhancing heavy metal uptake. Considering the important role of soil 

microbial community in increasing the remediation of polluted soil with plants, this research was 

conducted with the aim of isolating, screening, investigating the traits of cadmium and lead-

resistant bacteria and introducing superior isolates. Soil samples were taken from Cd and Pb 

contaminated soils of the Shahid Tondguyan oil refinery and after measuring some physical and 

chemical properties, heavy metals resistant microorganisms were isolated from them. Resistance to 

cadmium and lead was determined in the isolates, and then the ability of the superior isolates to 

produce phytohormones of auxin, secretion of growth inhibitor metabolites and solubilization of 

insoluble inorganic phosphate were evaluated. In this study, thirty microorganisms were isolated 

from contaminated soils. After examining the appearance of the colony, its color and margin, as 

well as the growth rate, at the end, 20 different isolates were selected. 70% of the studied isolates 

showed a very good growth in culture medium up to a concentration of 8 mM l-1 of lead and 

cadmium. The results of evaluation of plant growth promoting traits in the top 10 isolates in terms 

of resistance to heavy metals of lead and cadmium showed that all of these isolates had the ability 

to produce auxins and dissolve insoluble inorganic phosphates. The highest (10.20 mg l-1) and the 

lowest (0.64 mg l-1) auxin production were observed for C4 and C2 isolates, respectively. The 

average solubility of tricalcium phosphate by isolates was 106.91 mg l-1. 80% of isolates had the 

same ability to produce siderophore. The highest rate of production of this metabolite was observed 

in the isolate C1 with a halo to colony ratio of 23.3. Among 10 studied isolates, three isolates, K2, 

K5 and C8, were able to produce hydrogen cyanide, protease and cellulase enzymes. 
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