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  چكيده
هاي متحمل به سرب كه قادر به توليد مواد محرك رشـد گيـاه تحـت شـرايط تـنش فلـزات        ريزوباكتررزيابي ي حاضر به منظور جداسازي و ا مطالعه

هاي متحمل به سرب جـدا شـده از خـاك آلـوده بـه       ريزوباكتر. فراهمي فلز سنگين سرب را نيز دارند، به اجرا در آمد سنگين بوده و توانايي افزايش زيست
ــورت  ، Rhodococcus sp. ،Bacillus stearothermophilus strain A ،Corynebacterium sp. ،Bacillus pumilusصـ

Mycobacterium sp. ،Bacillus stearothermophilus strain B ،Bacillus licheniformis  وBacillus sp. جدا و شناسايي گرديدند .
ايـن  ) MIC(حداقل غلظت بازدارنـدگي سـرب   . فلز سنگين سرب بودند هاي بالاي هاي جدا شده قادر به تحمل غلظت نتايج نشان داد كه تمامي باكتري

هاي باكتريايي جدا شده، از توانايي توليد  به علاوه، تمامي سويه. متغير بود) مولار ميلي 19/5تا  3/3(گرم بر ليتر  ميلي 1720تا  1100ي  ها در دامنه باكتري
بـا ايـن وجـود، تنهـا دو بـاكتري      . برخـوردار بودنـد  ) درصـد  2/86تا  7/57از (و سيدروفور ) ر ليترگرم ب ميلي 6/43تا  5/3از ) (IAA(ايندول استيك اسيد 

Mycobacterium sp.  وBacillus licheniformis  توانايي توليد آنزيمACC-تلقيح محـيط كشـت حـاوي كربنـات سـرب      . آميناز را داشتند دي
  . جذب گرديد دار غلظت سرب قابل دليل كاهش محسوس اسيديته نيز سبب افزايش معني به .Corynebacterium spي باكتريايي  محلول با سويه كم

  
آمينـاز،   دي-ACC، سيدروفور، )IAA(، ايندول استيك اسيد )MIC(هاي متحمل به سرب، حداقل غلظت بازدارندگي  ريزوباكتر: كليدي هاي واژه
  كربنات سرب انحلال

 

  1مقدمه
داراي كـاركرد زيسـتي   از فلـزات سـنگين اسـت كـه      سرب يكي
باشد و از پتانسيل ايجاد مسموميت براي گياهان و سـاير   مشخص نمي

در   دليـل پـراكنش گسـترده     اين فلز، به. موجودات زنده برخوردار است
ي آن براي محـيط   سرتاسر نقاط جوامع شهري و صنعتي و خطر بالقوه

 هـاي متعـددي   هـا و حيوانـات، منشـأ نگرانـي     زيست و سلامت انسان
سرب، نه تنها فعاليت ريزجانداران خـاك را تحـت تـأثير    . گرديده است

شـود، بلكـه    خيزي خـاك مـي   قرار داده و سبب از دست رفتن حاصل
هاي فيزيولوژيكي رشـد گيـاه و در نهايـت     باعث بروز تغيير در شاخص

ي ورود بـه   واسـطه   ايـن فلـز بـه   . گـردد  نيـز مـي    كاهش عملكرد آن

                                                            
كارشناسي ارشد اگرواكولوژي دانشگاه شهركرد و دانشجوي دكتري آموخته  دانش -1

  دانشگاه فردوسي مشهد ، دانشكده كشاورزي،گروه زراعت و اصلاح نباتات
  مهندسي زراعت، دانشكده كشاورزي، دانشگاه شهركرد  به ترتيب استاديار گروه -2

  )Email: Danesh-a@agr.sku.ac.irنويسنده مسئول                  -(*
  استاد گروه علوم خاك، دانشكده كشاورزي، دانشگاه شهركرد -3
  شكده كشاورزي، دانشگاه شهركردمربي گروه شيلات، دان -4

از اين رو يابد و  و حيوانات تجمع مي  دن انسانهاي غذايي، در ب زنجيره
  ).19(اندازد  ها را به مخاطره مي سلامتي آن

هاي طبيعي آلـوده بـه فلـزات سـنگين،      ريزجانداران ساكن محيط
غالبــاً بــه دليــل ســازگار شــدن بــه چنــين محــيط هــايي، نســبت بــه 

ــده ــي  آلاين ــزي متحمــل م ــاي فل ــند  ه ــداران، ). 22(باش ــن ريزجان اي
هـاي فلـزي و    اي را به منظـور تحمـل جـذب يـون     هاي ويژهسازوكار

ايـن سـازوكارها   . انـد  كاستن از شدت تنش فلزات سنگين توسـعه داده 
هاي فلزي به فضاي خارج از سـلول، تجمـع و    شامل پمپ كردن يون

هاي فلزي در داخل سلول، تبديل فلزات سمي بـه   انباشت نمودن يون
اين . )32(باشند  ب فلزات ميهاي با سميت كمتر و جذب يا واجذ شكل

اي نظيـر   هاي سودمند به دليل برخورداري از صفات چندگانـه  ميكروب
هاي با سميت كمتر و  ها به شكل مقاومت نسبت به فلزات و تبديل آن

همچنين توانايي ارتقاي رشد گياهان از طريـق سـازوكارهاي مختلـف    
-1-وپروپانآمينوسـيكل -1تثبيت نيتروژن اتمسفري، اسـتفاده از  نظير 

ها  فوروبه عنوان منبع نيتروژن، توليد سيدر) ACC(كربوكسيليك اسيد 
، يكي از مناسـب  )ها هورمون(گياه  ي رشد كننده و يا ترشح مواد تنظيم

ها جهت استفاده در مطالعات مربـوط بـه افـزايش كـارآيي      ترين گزينه

  )علوم و صنايع كشاورزي( آب و خاك نشريه
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  ). 5(باشند  هاي آلوده به فلزات سنگين مي پالايي خاك گياه
هاي ريزوسفري كه قادرند فعالانـه بـر سـطح و يـا درون      تريباك
هاي گياه تشكيل كلني داده و متعاقباً رشد گيـاه ميزبـان را ارتقـا     ريشه

هـاي محـرك رشـد گيـاه ناميـده       دهند، عموماً تحت عنوان ريزوباكتر
ي مختلف رشد گياهـان را   اين ريزجانداران به سه شيوه). 17(شوند  مي

فـراهم آوردن  ي سـنتز و   بـه وسـيله   -1: دهنـد  تحت تـأثير قـرار مـي   
تسهيل فرآينـد جـذب برخـي عناصـر      -2، تركيبات ويژه براي گياهان

). 7( هاي خاص حفاظت از گياه در مقابل بيماري -3غذايي از محيط و 
سـاز   ي سـنتز تركيبـات پـيش    هـا بـه واسـطه    به طور كلي، ريزوبـاكتر 

هـا   بيوتيك سيدروفورها، آنتيها،  ها، آنزيم هاي گياهي، ويتامين هورمون
بـه  ). 2(شـوند   و جلوگيري از سنتز اتيلن سبب بهبـود رشـد گيـاه مـي    

هاي ريزوباكتريايي قادر به انحلال فسفر غيرآلي، معـدني   علاوه، سويه
هـاي خشـكي،    كردن فسفر آلي و بهبود تحمل گياه نسـبت بـه تـنش   

تحـت  باشند و بدين طريـق رشـد گيـاه را     فلزات سنگين ميشوري و 
به علاوه، بسياري از ريزجانداران  ).18(دهند  زا افزايش مي شرايط تنش

هـاي معـدني    جـذب كـاني   هاي غيرقابل شكلخاك قادر به حل كردن 
بسياري از از طرفي، . هستند ساده فلزدار از طريق ترشح اسيدهاي آلي

نسبت به فلزات سنگين مقاوم بـوده و  هاي محرك رشد گياه  ريزوباكتر
منظور متحرك ساختن اين فلزات در خاك از طريق   ي را بهنقش مهم

ي ريشـه، انحـلال    ناحيـه  pHساز، اسـيدي كـردن    توليد عوامل كلات
). 15(بر عهـده دارنـد    كاهش خاك-اكسايشفسفات و تغيير پتانسيل 

ي كوچك، داراي فعاليـت و   ها به دليل برخورداري از اندازه اين باكتري
باشند و بنابراين سطح تماس وسـيعي   نسبت سطح به حجم زيادي مي

هاي ميكروبـي   ها به عنوان كلات را مهيا نموده و امكان استفاده از آن
  ).12( پالايي وجود دارد گياه آوري فنجهت افزايش كارآيي 

 بـا نتايج مطالعـات پيشـين حـاكي از آن اسـت كـه تلقـيح خـاك        
افزايش جذب تواند منجر به  هاي مقاوم به فلزات سنگين، مي باكترريزو

بنابراين، بهبود . هاي آلوده شود در خاك ي گياهان وسيله  اين فلزات به
هـاي ريزوسـفري سـودمند     روابط متقابـل ميـان گياهـان و ميكـروب    

تواند موجب افزايش توليد بيومـاس و تحمـل گياهـان نسـبت بـه       مي
فلزات سنگين شده و در نتيجه بـه عنـوان يكـي از مهمتـرين اجـزاي      

ي حاضر  از اين رو، مطالعه ).12(آيد  پالايي به حساب مي هگيا آوري فن
هاي متحمل به سرب از يك  به منظور جداسازي و شناسايي ريزوباكتر

ي بلند مدت و تعيين صفات محرك رشدي  خاك حاوي سرب با سابقه
پـالايي   شـود در راسـتاي بهبـود كـارآيي گيـاه      بيني مي ها كه پيش آن

ي گياهـان   تـوده  افـزايش زيسـت   هاي آلـوده بـه سـرب، جهـت     خاك
هـا   هاي فلزي توسط آن و همچنين ارتقاي جذب آلاينده   دهنده پالايش

 .سودمند باشند، به اجرا در آمد
 
 
 

 ها مواد و روش

  هاي مقاوم به سرب استخراج و شناسايي ريزوباكتري
هاي مقاوم به سرب، معدن سـرب   به منظور جداسازي ريزوباكتري

، كه سومين معدن سرب و روي ايران محسـوب  )وهايرانك(و روي باما 
هاي ريزوسـفري متحمـل بـه سـربِ      شود جهت جداسازي باكتري مي

كيلــومتري  20ايــن معــدن در . محــرك رشــد گيــاه انتخــاب گرديــد
دقيقه و  31درجه و  50با عرض جغرافيايي غربي شهر اصفهان،  جنوب

 37ه و دقيق ـ 28درجـه و   32ي شـمالي و طـول جغرافيـايي     ثانيه 45
. واقـع گرديـده اسـت    متر از سـطح دريـا   1670ي غربي و ارتفاع  ثانيه

و  41سرب قابل جذب و سرب كل در خاك مورد استفاده بـه ترتيـب   
. بـود  62/7گرم بر كيلوگرم و بافت خاك لومي بـا اسـيديته    ميلي 379

پس از شناسايي گياهان غالب منطقه، از خاك ريزوسفري اين گياهان 
ها با استفاده از يك ظرف حاوي يـخ   نمونه. به عمل آمد نمونه برداري

گراد و در تاريكي به آزمايشـگاه انتقـال داده    ي سانتي درجه 4در دماي 
هاي باكتريايي مقاوم به سـرب مـورد    شدند و به منظور جداسازي گونه

  . استفاده قرار گرفتند
هاي متحمل به سرب، پس از اختلاط  منظور جداسازي باكتري  به

ي خـاك   گرم از نمونه 1حدود آوري شده،  امل خاك ريزوسفري جمعك
صـورت متـوالي    با استفاده از سرم فيزيولوژيك استريل بـه  ريزوسفري 
و سپس بر سـطح محـيط كشـت    ) هاي متوالي روش رقت(رقيق شده 
 50گـرم گلـوكز،    1محتوي ) 20(اصلاح شده ) LB(برتاني -آگار لوريا

كـش   گـرم بـر ليتـر قـارچ     ميلـي  500ب و گرم بر ليتر نيترات سر ميلي
ي  درجـه  28ساعت در دماي  48توزيع و به مدت  )28(سيكلوهگزاميد 

هـاي رشـد كـرده بـر      سپس كلني. )20(گراد انكوباسيون گرديد  سانتي
سطح محيط كشت بر اساس شكل و رنگ كلني تفكيك و با انتقال به 

مطـابق  ها  ريشناسايي باكت .سازي گرديدند هاي جداگانه خالص محيط
و بـر اسـاس شـكل،     1يشناسـي برگ ـ  نماي سيسـتماتيك بـاكتري  راه

، توليد آنـزيم كاتـالاز، همـوليز    آميزي گرم، تشكيل اسپور، تحرك رنگ
س پروسـكائور  -رِد محيط بلاد آگار، احياي نيترات، آزمون متيـل  ، 2وگـ

درصد، تحمـل دمـاي    7، تحمل نمك 3تحرك-ايندول-آزمون سولفيد
و هيـدروليز نشاسـته   آميـزي اسيدفَسـت    گراد، رنگ نتيي سا درجه 55

  ).4(صورت گرفت 
  

هـاي   تعيين حداقل غلظت بازدارندگي سرب بر رشد باكتري
  جدا شده

سرب بـر رشـد    )MIC(تعيين حداقل غلظت بازدارندگي به منظور 
                                                            
1- Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology 
2- MR-VP test 
3- SIM test 
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هاي جدا شده، از روش افزايش تدريجي غلظت سرب اسـتفاده   باكتري
) ppm 50(ليتـر   گرم بر  ميلي 50هر مرتبه بدين صورت كه در . گرديد

 50آزمـون بـا غلظـت ابتـدايي     . سرب به محـيط كشـت اضـافه شـد    
باكتريـايي كـه بـر روي     هاي ليتر آغاز شده و كلوني گرم سرب بر  ميلي

آخرين غلظت فلز سنگين در حال رشد بودند به محيط كشـت حـاوي   
هـاي جـدا شـده     كه بـاكتري  زماني. غلظت بالاتر سرب انتقال داده شد

قادر به رشد كردن بر روي محـيط كشـت حـاوي فلـز سـنگين       ديگر
عنوان حداقل غلظت بازدارندگي براي آن باكتري  نبودند، اين غلظت به

  .)30(به ثبت رسيد 
  

هاي  توسط سويه) IAA(ارزيابي توليد ايندول استيك اسيد 
  باكتريايي

اسـاس   هاي خالص شـده، بـر   توليد ايندول استيك توسط باكتري
هـا   بدين منظور باكتري. تعيين گرديد) 13(من و دساكس  روش گليك

 25ليتـري حـاوي    ميلـي  100هـاي   بـه داخـل ارلـن    به طور جداگانـه 
تلقيح شده و بر روي يك شيكر انكوباتوردار  LBليتر محيط مايع  ميلي

دور بـر دقيقـه رشـد     150ي سانتيگراد و با سرعت  درجه 30در دماي 
ها از طريق سـانتريفيوژ   مقدار جذب تمامي كشت. شدندنموده و تكثير 

هـاي باكتريـايي در سـرم     ها و سپس معلـق نمـودن سـلول    آننمودن 
تنظـيم   2/1نانومتر تقريباً تـا   600فيزيولوژيك استريل، در طول موج 

 100هـاي   ليتر از هر سوسپانسيون باكتريايي به داخل ارلن ميلي 5. شد
شامل ( )DF( فاستر و نيدورك طيمحيتر ل ميلي 25ليتري محتوي  ميلي

ــرم  2 ــرم  2SO4، 4(NH4)گ ــرم  KH2PO4 ،6گ  Na2HPO4 ،2/0گ
ميكروگـرم   FeSO4.7H2O ،10گـرم   ميلـي  MgSO4.7H2O ،1گرم 

H3BO3 ،10  ــرم ــرم  MnSO4 ،70ميكروگــ  ZnSO4 ،50ميكروگــ
گـرم   2گـرم گلـوكز،    MoO3 ،2ميكروگـرم   CuSO4 ،10ميكروگرم 

آن  pHليتر كه  ميلي 1000م سيتريك اسيد، در گر 2گلوكونيك اسيد، 
گرم بر  ميلي 200كه مقدار ) تنظيم گرديد 7بر با استفاده از بافر تريس 

  هـاي  كشـت . به آن اضافه گرديده بود، تلقيح شدند 1تريپتوفان-ليتر ال 
ي سـانتيگراد و بـا    درجـه  27ساعت در دمـاي   72مدت  باكتريايي، به 

ساعت،  72پس از گذشت . به هم زده شدنددور بر دقيقه  175سرعت 
 15مـدت   ها به  هاي باكتريايي از طريق سانتريفيوژ كردن كشت سلول

دور بر دقيقـه   11000ي سانتيگراد و با سرعت  درجه 4دقيقه در دماي 
شـامل  (ليتر از معرف سالكووسـكي   ميلي 2از محيط كشت جدا شده و 

ليتـر آب   ميلـي  250ظ، غلـي ) H2SO4(ليتر اسيد سولفوريك  ميلي 150
از فـاز  ليتر  ميلي 1به ) مولار FeCl3.6H2O 5/0ليتر  ميلي 5/7مقطر و 

دقيقـه   25و سپس به مدت ) 10(اضافه گرديد مايع رويي فاقد باكتري 
ميـزان  در نهايـت  ). 28(شـد    محلول در دماي اتاق به حال خـود رهـا   

جهـت  . )10(گيري شـد   اندازهنانومتر  535جذب محلول در طول موج 
                                                            
1- L-Tryptophan 

هـاي اسـتاندارد    ها محلول توليد شده توسط باكتري IAAتعيين مقدار 
IAA  هــاي غلظــتدرppm  5 ،10 ،15 ،20 ،30 ،40 ،60 ،80 ،100 ،
بـراي تهيـه   . تهيه و منحنـي كاليبراسـيون رسـم گرديـد     150و  125

جاي آب مقطر از محيط كشت دوركين   به IAAهاي استاندارد  محلول
اسـتفاده   تريپتوفـان -ليتـر ال  گرم بر ميلـي  ميلي DF + (200(و فاستر 

هــاي  هــاي اســتاندارد و نمونــه در نمونـه   اي ي زمينــه گرديـد تــا مــاده 
  .بار تكرار شد 3اين آزمون ). 24(باكتريايي يكسان باشد 

 
  هاي باكتريايي ارزيابي سنتز سيدروفور توسط سويه

ي هــا بــه منظــور ارزيــابي كيفــي توليــد ســيدروفور توســط ســويه
آگـار كـه توسـط    ) CAS(سولفونات -باكتريايي از آزمون كروم آزورول

اســتنيكو و -ي ســيلوا توصــيف و بــه وســيله) 27(شــوين و نيلانــدس 
 5/60به طور خلاصه، . اصلاح گرديده بود، استفاده شد) 29(همكاران 

ليتــر آب  ميلــي 50گــرم از تركيــب كــروم آزرول ســولفونات در  ميلــي
) III(ليتـر از محلـول آهـن     ميلـي  10س بـا  يونيزه حل شده و سـپ  دي

مـول بـر ليتـر     ميلـي  10در  FeCl3.6H2Oمول بر ليتر  ميلي 1شامل (
HCl (همزمان با تكان دادن، اين محلول به آرامـي بـا   . مخلوط گرديد

كـه  ) HDTMA(آمونيوم برومايد  متيل تري گرم هگزادسيل ميلي 9/72
محلـول  . ه بود، مخلوط شديونيزه حل شد ليتر آب دي ميلي 40قبلاً در 

ي  درجـه  50حاصل اتُوكلاو شـد، پـس از آنكـه دمـاي آن بـه حـدود       
محتـوي   LBليتر محيط اسـتريل   ميلي 900سانتيگراد كاهش يافت با 

ي سـانتيگراد   درجـه  50گرم بر ليتر آگار كه دماي آن نيز در حدود  15
ف آگـار در ك ـ -CASليتر از محـيط   ميلي 25). 29(بود، مخلوط گرديد 

اي  ژلـه (متري توزيع گرديد و پس از بسـته شـدن    ميلي 90هاي  پتري
ي تلقـيح هـر بـاكتري بـه روش      ليتر از مايـه  ميكرو 50محيط، ) شدن
روز در  5مـدت    ها به پتري. ديش تلقيح شد گذاري در مركز پتري قطره

تغييـر رنـگ   . ي سانتيگراد انكوباسيون شدند درجه 28تاريكي و دماي 
ي توليـد   دهنده ، نشان)زرد(به نارنجي روشن  تيره بي محيط كشت از آ

بار تكرار  3اين آزمون ). 29(هاي باكتريايي بود  سيدروفور توسط سويه
  .شد

 2شاتل-CASتخمين كمي توليد سيدروفورها با استفاده از آزمون 
سـاعت انكوباسـيون    72بـدين ترتيـب كـه پـس از     . صورت پـذيرفت 

هاي باكتريايي از طريـق   برتاني، سلول-ها در محيط مايع لوريا باكتري
ي سـانتيگراد و   درجـه  4دقيقه در دماي  15مدت  به سانتريفيوژ كردن 

 500و  دور بـر دقيقـه از محـيط كشـت جـدا شـده       11000با سرعت 
 2/0سولفوساليسـيليك اسـيد   -5(شـاتل  -CASليتر از محلـول   ميكرو
. كتري اضافه گرديـد ليتر از فاز مايع رويي فاقد با ميكرو 500به ) مولار

ساعت انكوباسيون محلـول در دمـاي اتـاق و در تـاريكي،      15پس از 
OD  محلـول  ). 6(نانومتر تعيين گرديـد   630هر محلول در طول موج

                                                            
2- CAS-Shuttle 
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باشد و در صورت ترشح سيدروفور توسط باكتري  اوليه به رنگ آبي مي
ي سيدروفورها كلات شده و  به تدريج آهن موجود در محلول به وسيله

از اين رو، در نهايت بـا  ). 10(گردد  نگ محلول به نارنجي متمايل مير
كه بر مبناي درصد تغيير رنـگ محلـول اوليـه از     1ي  استفاده از رابطه

هـاي   آبي به نارنجي استوار است، ميزان توليد سيدروفور توسـط سـويه  
  ).26(باكتريايي برآورد گرديد 

)1    (                      
Ar :محيط (ي مرجع  ميزان جذب نمونهLB+ تركيبCAS-در ) شاتل

  نانومتر 630موج  طول
As :نانومتر 630موج  ي آزمايشي در طول ميزان جذب نمونه  

  
 ACCهاي باكتريايي در اسـتفاده از   ارزيابي توانايي سويه

  )آميناز دي -ACCتوليد آنزيم (عنوان منبع نيتروژن  به
 ACCهاي باكتريايي در استفاده از  يي سويهبه منظور ارزيابي توانا

بـا انـدكي   ) 9(آميكـو و همكـاران    عنوان منبع نيتروژن از روش دل  به
 -1: بدين منظور سه نوع محيط كشت مـايع شـامل  . تغيير استفاده شد

فاقـد منبـع   ) DF(هاي معـدني دوركـين و فاسـتر     محيط حداقل نمك
حاوي  DFاي معدني ه محيط حداقل نمك -2؛ )شاهد منفي(نيتروژن 

 -3؛ )شاهد مثبت(عنوان منبع نيتروژن  به 2SO4(NH4)دو گرم بر ليتر 
  بـه  ACCمـول   ميلـي  3حـاوي   DFهاي معدني  محيط حداقل نمك

ر از هـر سـويه   . عنوان منبع نيتروژن، تهيه گرديد ي  سپس يك لوپ پـ
ليتـري حـاوي    ميلـي  100 هاي باكتريايي تحت شرايط استريل به ارلن

استريل انتقال يافت و براي مدت  LBليتر محيط كشت مايع  ليمي 50
دور بـر   160ي سـانتيگراد و بـا سـرعت     درجه 28ساعت در دماي  48

ميكروليتـر از سوسپانسـيون هـر     50آنگـاه  . دقيقه، انكوباسيون گرديد
ليتـر از   ميلي 50ليتري محتوي  ميلي 100 هاي باكتري را به درون ارلن

مزبور، تلقـيح نمـوده و مجـدداً     DFي معدني ها محيط حداقل نمك 3
 160گراد و سـرعت   ي سانتي درجه 28ساعت در دماي  48براي مدت 

هر محيط ) OD(در نهايت چگالي نوري . دور بر دقيقه انكوباسيون شد
نانومتر با استفاده از دستگاه اسـپكتروفتومتر،   405موج   كشت در طول

  ). 1(تعيين شد 
  

هاي باكتريايي در انحلال تركيب كـم   هارزيابي توانايي سوي
  محلول كربنات سرب

هـاي داراي قابليـت انحـلال كربنـات      به منظور شناسايي باكتري
هايي كـه   هاي جدا شده با استفاده از سلول تلقيح باكتري ي سرب، مايه

قــرار داشـتند، آمــاده  ) OD600nm= 0.4-0.7(در فـاز لگـاريتمي رشــد   
بـود كـه    LBت تلقـيح، محـيط مـايع    محيط مورد استفاده جه. گرديد
سـه ارلـن   . گرم بر ليتر كربنات سرب به آن اضافه شد ميلي  200مقدار 
اسـتريل   LBليتر از محـيط كشـت    ميلي 50ليتري محتوي  ميلي 100

ليتـر از مايـه    گرم بر ليتر كربنات سرب با يك ميلي ميلي  200محتوي 
تلقـيح  ) ليتـر  ر ميليسلول باكتري ب 5×108با جمعيت (تلقيح باكتريايي 

گـرم بـر    ميلـي  200حـاوي   LBليتر محيط كشت  ميلي 100از . گرديد
ليتر محـيط كشـت بـدون     ميلي 100ليتر كربنات سرب تلقيح نشده يا 

عنـوان    ليتر مايـه تلقـيح باكتريـايي، بـه     سرب تلقيح شده با يك ميلي
پـذيري   تيمارهاي شاهد جهت تعيين تأثيرات غير زيسـتي بـر انحـلال   

آن، استفاده  pHب يا ارزيابي تأثير حضور سرب در محيط كشت بر سر
ي  درجـه  121دقيقه و در دماي  30مدت  هاي شاهد از قبل به بالن. شد

ي  درجـه  28هـاي آزمايشـي در دمـاي     سانتيگراد اتوكلاو شده و بـالن 
دور بر دقيقه  200گراد بر روي يك شيكر انكوباتوردار با سرعت  سانتي

نيمي از اين سوسپانسـيون  روز،  7پس از گذشت . ديدندانكوباسيون گر
 1ميكرومتـري  22/0با استفاده از فيلتر غشـايي  رمق شده  باكتريايي بي

نيم ديگـري از ايـن   . استفاده شد pHصاف گرديد و از آن براي تعيين 
رمق شده نيز جهت تعيين ميزان انحلال كربنات سرب مورد  كشت بي

تيب كه سوسپانسيون باكتريايي را به مدت بدين تر. استفاده قرار گرفت
دور بـر   4000ي سـانتيگراد و بـا سـرعت     درجه 6دقيقه در دماي  20

 22/0دقيقه سانتريفيوژ نموده و سپس با استفاده از يك فيلتر غشـايي  
غلظـت سـرب در محلـول    . ميكرومتري فاز رويي مخلوط صـاف شـد  

اتمـي تعيـين    صاف شده با استفاده از دسـتگاه اسـپكتروفتومتر جـذب   
  ).28(گرديد 
  

  تجزيه و تحليل آماري
هـاي حاصـل از آزمايشـات حـداقل غلظـت       مقايسه ميانگين داده
و بـا   tي آزمـون   آميناز به وسـيله  دي-ACCبازدارندگي سرب و توليد 

درصـد صـورت    5در سـطح احتمـال    SAS 9.1افـزار   استفاده از نـرم 
 SASافـزار   استفاده از نرم ها نيز با ساير داده ميانگين  مقايسه. پذيرفت

درصد انجـام   5در سطح احتمال  LSDبه روش ) GLMي  رويه( 9.1
. اسـتفاده گرديـد   Excel 2007افـزار   براي ترسيم نمودارها از نرم. شد

و ســطوح ) R2(ي ضــرايب همبســتگي  هــا، محاســبه بــرازش منحنــي
  . صورت گرفت Sigma Plot 11.0افزار  نيز با نرم) P(داري  معني

  
 تايج و بحثن

  هاي بومي جدا شده زوباكترييشناسايي ر
هاي بيوشيميايي صورت گرفته و بر اساس  با توجه به نتايج آزمون

هـاي بـومي    شناسي برگـي ريزوبـاكتري   راهنماي سيستماتيك باكتري
ــد از  ــده عبارتنـ ــتخراج شـ  Rhodococcus sp. ،Bacillus: اسـ

stearothermophilus strain A ،Corynebacterium sp. ،
Bacillus pumilus ،Mycobacterium sp. ،Bacillus 

                                                            
1- 0.22-µm Millipore filter 
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stearothermophilus strain B ،Bacillus licheniformis  و
Bacillus sp..  

  
 )MIC(آزمون حداقل غلظت بازدارندگي سرب 

هـاي بـومي    نشـان داد كـه بـين ريزوبـاكتري     MICنتايج آزمون 
اخـتلاف   استخراج شـده از لحـاظ حـداقل غلظـت بازدارنـدگي سـرب      

 .Bي  ســويه 1بــا توجــه بــه جــدول    . داري وجــود دارد معنــي

stearothermophilus strain A  ــره ــه در زم ــيل ك ــاي  ي باس ه
 19/5(گــرم بــر ليتــر  ميلــي 1720گرمادوســت قــرار دارد، بــا تحمــل 

در . سرب از بالاترين مقاومت نسبت به سرب برخوردار بود) مولار ميلي
ــا تحمــل  B. pumilusحاليكــه،  ــر  ميلــي 1095ب ــر ليت  3/3(گــرم ب

. سرب كمتـرين مقاومـت را نسـبت بـه سـرب نشـان داد      ) مولار ميلي
هاي باكتريايي اسـتخراج شـده نيـز بـين      در سويه MICي تغيير  دامنه

. بـود ) گـرم بـر ليتـر    ميلـي  1720تـا   1095(مـولار   ميلي 19/5تا  3/3
وي ي خـود بـر ر   نيز طي مطالعه) 16(كسراي كرمانشاهي و همكاران 

هاي استان اصفهان اظهار داشتند كه  هاي مقاوم به سرب خاك باكتري
هاي باكتريايي مقاوم به سرب استخراج شـده، داراي   درصد از گونه 60

MIC  نيـز  ) 25(صـبري و همكـاران   . انـد  مولار بـوده  ميلي 8تا  4بين
ي  هـاي ناحيـه   هاي سـاكن آب مصـب رودخانـه    ضمن بررسي باكتري

هاي جدا شده  باكتري MICمصر، بالاترين ميزان آلكساندرياي كشور 
سـطح  ) 23(روآن و كلوگ . مولار گزارش نمودند ميلي 5تا  5/2را بين 

تـا   5/2هاي خاك نسبت به فلز سنگين سرب را بـين   مقاومت باكتري
  .مولار گزارش نمودند ميلي 6/5

ي  پـالايي يـك آلاينـده    آنچه در مطالعات مربوط به ارتقـاي گيـاه  
هاي محرك رشد گياه داراي اهميت فراوانـي   ط ريزوباكتريخاص توس

باشـد،   ي مورد مطالعه مـي  است، مقاوم بودن باكتري نسبت به آلاينده
چرا كه تنها در اين صورت باكتري ضمن حفـظ و تـداوم كاركردهـاي    

هـاي رشـدي    خود خواهد توانست به گياه در فائق آمدن بر محدوديت
در اين راستا، با در نظر گرفتن . نمايد ناشي از سميت آلاينده نيز كمك

هـاي باكتريـايي    اصل انتخاب طبيعي، به طور معمـول بايسـتي گونـه   
هـاي   ي مكانيسم ساكن مناطق آلوده به فلزات سنگين از طريق توسعه

هـاي سـمي نظيـر سـرب را      هاي بالاي آلاينده غلظت اي، بتوانند ويژه
يعي خود را حفـظ  تحمل نموده و تحت چنين شرايطي كاركردهاي طب

  .كرده و تداوم بخشند
 
  هاي باكتريايي آزمون

 .ارائه گرديده است 2هاي باكتريايي در جدول  نتايج كلي آزمون

  
  هاي باكتريايي جدا شده از خاك آلوده به سرب براي سويه) MIC(حداقل غلظت بازدارندگي سرب  -1جدول 

  )mM(غلظت بازدارندگي سرب  حداقل  )ppm(حداقل غلظت بازدارندگي سرب باكتريريزو
Rhodococcus sp. e1314 e96/3 

B. stearothermophilus strain A a1720 a19/5 

Corynebacterium sp. f1251 f77/3 

B. pumilus g1095 g3/3 

Mycobacterium sp. e1314 e96/3 

B. stearothermophilus strain B c1470 c44/4 

B. licheniformis d1376 d15/4 

Bacillus sp. b1501 b53/4 

 .دار ندارنداختلاف معني% 5در سطح احتمال  tدر هر ستون مقادير داراي حروف مشابه بر اساس آزمون 
  

  هاي باكتريايي براي توليد مواد محرك رشد ي نتايج آزمون خلاصه -2جدول 
  انحلال كربنات سرب آميناز دي- ACC سيدروفور IAA ريزوباكتري

Rhodococcus sp. + + -  -  
B. stearothermophilus strain A + + -  -  

Corynebacterium sp. + + -  +  
B. pumilus + + -  -  

Mycobacterium sp. + + +  -  
B. stearothermophilus strain B + + -  -  

B. licheniformis + + +  -  
Bacillus sp. + + -  -  
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ــيد    ــتيك اس ــدول اس ــد اين ــابي تولي ــط ) IAA( ارزي توس

  هاي باكتريايي سويه
استيك اسيد، وظايف متنوعي را در رشد و نمو گياهان -3-ايندول

ي  دهي به ساختمان ريشـه  بر عهده دارد و به عنوان عامل اصلي شكل
هاي جانبي، قرارگيـري   گياه، سبب تمايز بافت آوندي، تنظيم نمو ريشه

بخشـي از  ). 3(گـردد   گرايـي ريشـه مـي    قطبي تارهاي كشنده و جاذبه
گونـاگون وابسـته بـه توليـد      هـاي  اثرات محرك رشـدي ريزوبـاكتري  

، جيبرلين و )IAA(اسيد استيك -3-هاي گياهي نظير ايندول هورمون
ي  هاي همزيسـت بـا ريشـه    ريزوباكتري. ها است سيتوكنين توسط آن

گياهان قادرند تعادل هورموني گياه و متعاقباً رشـد و نمـو آن را تحـت    
درصد از  80بر اساس برآوردهاي صورت گرفته حدود . ار دهندتأثير قر
استيك -3-هاي خاك از توانايي ترشح هورمون گياهي ايندول باكتري

ت مختلف حـاكي از بهبـود   نتايج مطالعا. برخوردار هستند) IAA(اسيد 
هـا توسـط    ي آن رشد و نمو گياهان در پاسـخ بـه تلقـيح بـذر و ريشـه     

از طرفي، . باشند هاي گياهي مي ي هورمون هاي توليدكننده ريزوباكتري
هاي گياهي نقـش مهمـي را در واكـنش گياهـان نسـبت بـه        هورمون

نتـايج آزمـون   ). 11(هاي زيستي و غيرزيسـتي بـر عهـده دارنـد      تنش
توسط ريزوباكترهـاي  ) 1شكل (استيك اسيد -3-زيابي توليد ايندولار

ها از توانـايي   مقاوم به سرب جدا شده از خاك نشان داد كه تمامي آن
 .برخوردارند IAAتوليد هورمون گياهي 

ــكل   ــه ش ــه ب ــا توج ــاكتري، 1ب ــاي ب و  .Rhodococcus sp  ه
Corynebacterium sp.     ــانگين ــا مي ــب ب ــه ترتي  53/3و  6/43ب

گرم بر ليتر، بالاترين و كمترين ميـزان اينـدول اسـتيك اسـيد را      ميلي
 .B هـاي  ، ريزوبـاكتري .Rhodococcus spپـس از   .توليـد نمودنـد  

pumilus ،B. stearothermophilus strain B ،
Mycobacterium sp. ،B. stearothermophilus strain A ،

Bacillus sp.  وB. licheniformis 8/21، 6/38ليـد  به ترتيب با تو ،
گرم بر ليتر اينـدول اسـتيك اسـيد در     ميلي 9/7و  6/11، 2/18، 4/20

بــا ايــن وجــود، ميــان دو . قــرار گرفتنــد IAAهــاي بعــدي ســنتز  رده
 B. stearothermophilusو  .Mycobacterium spريزوبـاكتري  

strain B سنتز هورمون گياهي ايندول اسـتيك اسـيد،    از لحاظ ميزان
 LSDدرصد بر اسـاس آزمـون    5داري در سطح احتمال  ياختلاف معن
 .مشاهده نشد

  

 هاي باكتريايي ارزيابي توليد سيدروفور توسط سويه

ــه  آهــن در پوســته ــامحلول تركيــب  شــكلي زمــين ب شــديداً ن
وجود دارد و بنابراين، براي ريزجانداران خاك و ) III(هيدروكسيد آهن 

گياهان، به منظور جـذب آهـن   ). 21(باشد  گياهان غيرقابل استفاده مي
مورد نياز خود تحت شرايط بروز تنش ناشي از كمبود اين عنصر اقـدام  

هـا بـه درون محـيط     به رهاسازي سـيدروفورهاي گيـاهي يـا پروتـون    

هـايي را كـه    هـا نيـز سيسـتم    برخي از باكتري). 14(كنند  ريزوسفر مي
د نيـاز  ي ترشح سيدروفورها است به منظور جذب آهن مـور  دربرگيرنده

ي آهـنِ بـا    كننده سيدروفورها تركيبات كلات). 21(اند  خود توسعه داده
متصـل شـده و آن را بـه    ) III(وزن مولكولي پايين هستند كه به آهن 

انتقال داده و سبب فراهمي آهن براي ريزجانداران خـاك    سمت سلول
هاي سيدروفور ترشح شـده از ميـل تركيبـي بسـيار      مولكول. گردند مي
موجـود در  ) III(ي با آهن برخوردار هستند و به بخش اعظم آهن بالاي
ي ريزوسفر متصل شده و به دليل بروز كمبود آهن، مانع از تكثير  ناحيه
هـاي آنتاگونيسـت قادرنـد از     لذا، باكتري. شوند هاي گياهي مي پاتوژن

) III(هاي سيدروفور كـه بـا بخـش اعظـم آهـن       طريق توليد مولكول
هـاي   يابند، مـانع از تكثيـر قـارچ    ي ريزوسفر پيوند مي موجود در ناحيه

هاي باكتريايي داراي قابليت كنترل زيستي  توانايي سويه. شوند  پاتوژن
هاي گياهي تا حدودي وابسته به توليد سيدروفورهاي ويژه و يا  پاتوژن

بــه عــلاوه، . باشــد اي از ســيدروفورها مــي اســتفاده از طيــف گســترده
هـاي گيـاه    حدواسط جذب آهن توسط ريشـه  سيدروفورهاي ميكروبي

هاي  لذا، ريزوباكتري). 31(باشند  تحت شرايط كمبود اين عنصر نيز مي
هاي  ي سيدروفور هم در حفاظت از گياهان در مقابل پاتوژن توليدكننده

گياهي نقش دارند و هم تحـت شـرايط بـروز كمبـود عناصـر معـدني       
هاي گياه شـده و   ريشهمحلول سبب افزايش فراهمي اين عناصر براي 

  . بخشند بدين طريق، رشد گياه ميزبان را بهبود مي
هـاي   نتايج آزمون كيفي توليد سيدروفور نشان داد كه تمامي سويه

باكتريايي جـدا شـده از خـاك آلـوده بـه سـرب داراي قابليـت توليـد         
نتايج آزمـون كمـي   ). 2جدول (باشند  هاي زيستي سيدروفور مي كلات

هاي باكتريـايي اسـتخراج شـده از خـاك      توسط سويه توليد سيدروفور
  هـاي  بر اين اساس، باكتري .نشان داده شده است 2آلوده نيز در شكل 

Corynebacterium sp.  وB. stearothermophilus strain B  به
درصد، از بالاترين و كمتـرين ميـزان    7/57و  2/86ميانگين ترتيب با 

 Corynebacteriumپـس از   .بودند توانايي توليد سيدروفور برخوردار

sp.  ريزوبـاكتري ،Mycobacterium sp.     05/85بـا مقـدار ميـانگين 
درصد بيشترين ميزان سيدروفور را سنتز نموده اسـت، امـا ميـان ايـن     

از لحـاظ ميـزان توليـد     .Corynebacterium spبـاكتري و بـاكتري   
 Bacillusپـس از آن،  . داري مشـاهده نشـد   سيدروفور اختلاف معني

sp. ،B. stearothermophilus strain A ،B. licheniformis، 
Rhodococcus sp.  وB. pumilus   1/79، 4/80به ترتيب با توليـد ،

قـرار   هاي بعـدي سـنتز سـيدروفور    درصد در رده 2/60و  1/73، 4/78
و  .Mycobacterium sp هاي با اين وجود، ميان ريزوباكتري. گرفتند

Bacillus sp. ،Bacillus sp. ،B. stearothermophilus strain A 
 B. stearothermophilus و B. pumilusو  B. licheniformisو 

strain B       از لحاظ ميزان توليـد كـلات زيسـتي سـيدروفور، اخـتلاف
 مشـاهده  LSDدرصد بر اساس آزمـون   5داري در سطح احتمال  معني
  .نشد
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  هاي جدا شده از خاك ريزوسفري توسط باكتري )IAA( استيك اسيد-3-ميزان توليد ايندول - 1شكل 

  )دار ندارند درصد اختلاف معني 5ر سطح احتمال د LSDهاي داراي حروف مشابه بر اساس آزمون  ميانگين(
 

  
  هاي استخراج شده نتايج آزمون كمي توليد سيدروفور توسط ريزوباكتري - 2شكل 

  )دار ندارند درصد اختلاف معني 5ر سطح احتمال د LSD هاي داراي حروف مشابه بر اساس آزمون ميانگين(
  

 ACCهاي باكتريايي در استفاده از  ارزيابي توانايي سويه
  )آميناز دي -ACCتوليد آنزيم (عنوان منبع نيتروژن  به 

آمينـاز   دي-ACCباكتريـايي  هاي موجود، آنزيم  بر اساس گزارش
-1تركيــب  تنهــا آنــزيم غيرگيــاهي اســت كــه قــادر بــه متابوليســم 

هـــاي  بـــاكتري. باشـــد كربوكســـيلات مـــي-1-آمينوســـيكلوپروپان
ترشح شـده   ACCآميناز قادر به جذب  دي-ACCي آنزيم  توليدكننده

ــه  توســط ريشــه ــديل آن ب ــاه و تب ــاك -αي گي ــوتيرات و آموني كتوب
و متعاقبـاً كـاهش    ACCاين ويژگي موجب كاهش سطوح . باشند مي

رديـده و بـدين طريـق از شـدت     غلظت اتيلن در گياهان تحت تنش گ

تنش كاسته و سبب حفاظت از گياهان در مقابل تنش ناشي از غرقاب، 
زا  شوري، خشكي، فلزات سنگين، تركيبات آلي سمي و عوامل بيمـاري 

  ). 5(خواهد شد 
تـرين روش بـه    سـاده ) 9(آميكو و همكاران  بر اساس اظهارات دل
آمينـاز،   دي-ACCيم هاي داراي فعاليـت آنـز   منظور شناسايي باكتري

ي رشد باكتري در سه محيط محتوي منـابع معمـول نيتـروژن     مقايسه
از . و فاقد منبع نيتـروژن اسـت   ACC، )نظير سولفات آمونيوم(معدني 

هاي داراي  ي حاضر نيز به منظور غربالگري باكتري اين رو، در مطالعه
 405مـوج   هـا در طـول   آميناز، ميزان رشد آن دي-ACCفعاليت آنزيم 
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نانومتر در سه محيط محتوي سولفات آمونيوم به عنوان منبـع معمـول   
ــروژن،  ــاكتري  ( ACCنيت ــراي ب ــروژن ب ــع نيت ــوان منب ــه عن ــاي  ب ه
و فاقـد منبـع نيتـروژن مقايسـه     ) آميناز دي-ACCي آنزيم  توليدكننده
ــد ــاكتري   . گردي ــا دو ريزوب ــه تنه ــان داد ك ــون نش ــن آزم ــايج اي   نت

Mycobacterium sp.  وB. licheniformis  داراي توانــايي توليــد
  ).3شكل (باشند  مي آميناز دي-ACCآنزيم 
 

هاي باكتريايي در انحلال تركيب كـم   ارزيابي توانايي سويه
  محلول كربنات سرب

بخش اعظمي از فلزات سنگين موجود در خـاك، جـذب سـطحي    
 هاي اوليه يا ثانويه كانيمنگنز و -ها، مواد آلي، اكسيدهاي آهن كربنات

هـاي   ها پيوند برقرار نموده و لذا، براي سيسـتم  اند و يا اينكه با آن شده
انـدك بـودن فراهمـي زيسـتي     . باشند بيولوژيكي غيرقابل استفاده مي

هاي فلزي، يكي از مهمترين موانع موجود بر سـر راه پـالايش    آلاينده
انـدوز   هاي آلوده به فلـزات سـنگين توسـط گياهـان بـيش      موثر خاك

هايي كه به  در اين راستا، استفاده از ريزوباكتري). 8(شود  محسوب مي
ي ريزوسفر قـادر بـه    ناحيه pHي سنتز اسيدهاي آلي و كاهش  واسطه

محلول فلزات  هاي نامحلول و كم پذيري و جذب شكل افزايش انحلال
باشند، روشي سـودمند جهـت    دهنده مي سنگين توسط گياهان پالايش

ي  پالايي و كـاهش زمـان پاكسـازي منطقـه     بهبود كارآيي فرآيند گياه
هـاي   نتايج مربـوط بـه تـأثير ريزوبـاكتري    ). 5(آيد  آلوده به حساب مي

و غلظت سرب قابل جذب آن، بـه   محيط كشت pHاستخراج شده بر 
 .ارائه گرديده است 5و  4هاي  ترتيب در شكل

قادر به  .Corynebacterium spتنها ريزوباكتري بر اين اساس، 

محلول كربنات  محيط كشت و افزايش انحلال تركيب كم pHكاهش 
هـاي تلقـيح شـده بـا ايـن       غلظت سرب قابل جذب در ارلن. سرب بود

هـاي   داري بيشتر از غلظت سرب قابل جذب ارلن باكتري به طور معني
روز از شـروع   7به طـوري كـه پـس از گذشـت     ). 5شكل (شاهد بود 

قيح شده با اين بـاكتري  هاي تل آزمون غلظت سرب قابل جذب در ارلن
هـاي   غلظت سـرب قابـل جـذب ارلـن    ) درصد 221(به حدود دو برابر 

نيـز بـه طـور      هاي تلقيح شده بـا ايـن بـاكتري    ارلن pH. شاهد رسيد
اين . )4شكل ( هاي شاهد تلقيح نشده بود ارلن pHداري كمتر از  معني

 88/4بـه   05/7محيط كشـت را از   pHروز،  7باكتري پس از گذشت 
و سـبب اسـيدي   ) درصد كاهش 31واحد يا  17/2معادل (اهش داده ك

با توجـه بـه ايـن شـواهد واضـح اسـت كـه        لذا، . آن گرديد pHشدن 
توانسته با ترشح اسيدهاي آلي،  .Corynebacterium spريزوباكتري 

pH محلول  محيط كشت را كاهش و متعاقباً ميزان انحلال تركيب كم
هاي  ين در حالي است كه ساير باكتريا. كربنات سرب را افزايش دهد

هـا بـا    ايـن بـاكتري  . استخراج شده از چنين توانايي برخـوردار نبودنـد  
محـيط كشـت   ) واحـد  0/2تـا   7/1از ( pHدرصدي  29تا  24افزايش 

سبب كنُد شدن انحلال كربنات سرب گرديدند، به طوري كـه غلظـت   
بـه طـور   هـا   هاي تلقيح شـده بـا ايـن بـاكتري     سرب قابل جذب ارلن

هاي شاهد تلقيح نشـده   دار كمتر از غلظت سرب قابل جذب ارلن معني
محـيط كشـت و غلظـت سـرب قابـل       pHي ميان  بررسي رابطه. بود

) P < 0.01(دار  جذب آن نيز مويد وجود همبستگي منفي بسيار معنـي 
كشت،  محيط pHبه طوري كه با افزايش ). 6شكل (ميان اين دو بود 

هـاي   داري نسـبت بـه ارلـن    آن به طور معنيغلظت سرب قابل جذب 
 .شاهد كاهش يافت

 

  
  هاي استخراج شده در سه محيط كشت  ميزان رشد ريزوباكتري - 3شكل 

  )داري نيستند داراي اختلاف معني tهاي با حروف مشابه بر اساس آزمون  در هر محيط كشت، ميانگين(



  1393اسفند  -، بهمن 6، شماره 28آب و خاك، جلد نشريه      1246

 
  كشت  محيط pHرب بر سهاي استخراج شده از خاك حاوي  اثر باكتري - 4شكل 

  )دار ندارند درصد اختلاف معني 5طح احتمال در س LSDون هاي داراي حروف مشابه بر اساس آزم ميانگين(
  

  
  هاي استخراج شده از خاك حاوي سرب بر غلظت سرب قابل جذب محيط كشت  اثر باكتري - 5شكل 

  )دار ندارند درصد اختلاف معني 5ل سطح احتما در LSDون هاي داراي حروف مشابه بر اساس آزم ميانگين(
  

  
  يط كشت و غلظت سرب قابل جذب آنمح pHان همبستگي مي - 6شكل 
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 گيري نتيجه

هاي بـومي   آن بود كه ريزوباكتريي حاضر حاكي از  نتايج مطالعه
هـاي مختلفـي شـامل     استخراج شده از خاك آلوده به سرب، به جنس

Rhodococcus، Bacillus، Corynebacterium و 
Mycobacterium هـاي   همگي قادر به تحمل غلظـت  تعلق داشته و

هاي متعلق  با اين وجود، فراواني گونه. باشند بالاي فلز سمي سرب مي
تواند ناشي از  ها بود كه اين مي بيش از ساير جنس Bacillusبه جنس 

هــا در تحمــل شــرايط محيطــي ســخت از طريــق توليــد   توانــايي آن
هـاي بـومي    در حالي است كه تمامي ريزوبـاكتري اين  .اندواسپور باشد

جدا شده از خاك آلوده بـه سـرب، بـا درجـات مختلـف داراي صـفات       

و سيدروفور بودند و از اين لحاظ نيـز   IAAمحرك رشدي نظير توليد 
علاوه بر ايـن،  . ها مشاهده شد اي ميان ريزوباكتري تنوع قابل ملاحظه

ــي از آن ــا  برخ از ) B. licheniformisو  .Mycobacterium sp(ه
آميناز كه يكي از مهمترين خصوصـيات   دي-ACCتوانايي توليد آنزيم 

شـود، نيـز برخـوردار     هاي محرك رشد گياه محسوب مـي  ريزوباكتري
محلـول فلـزي از    از طرف ديگر، توانايي انحـلال تركيبـات كـم   . بودند

محيط كشـت نيـز    pHطريق ترشح اسيدهاي آلي و در نتيجه كاهش 
بـه  ) .Corynebacterium sp(هـاي ريزوباكتريـايي    از گونـه  در يكي
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Abstract 

This study was performed in order to isolate lead (Pb)-tolerant plant growth promoting rhizobacteria in Pb-
contaminated soils and to evaluate their potential for production of plant promoting substances. The isolated Pb-
tolerant rhizobacteria were identified as Rhodococcus sp., Bacillus stearothermophilus strain A, 
Corynebacterium sp., Bacillus pumilus, Mycobacterium sp., Bacillus stearothermophilus strain B, Bacillus 
licheniformis and Bacillus sp. The results showed that all isolates were able to tolerate high concentrations of Pb. 
The minimum inhibitory concentration (MIC) of these bacteria was in the range of 1100-1720 mg l-1 (3.3-5.19 
mM). In addition, all isolates produced IAA (ranging from 3.53 to 43.64 mg l-1) and siderophore (ranging from 
57.74 to 86.24%). However, only two isolates (i.e., Bacillus licheniformis and Mycobacterium sp.) had the 
ability to produce bacterial enzyme ACC-deaminase. Inoculation of medium containing poorly soluble PbCO3 
with bacterial strain Corynebacterium sp. significantly increased the available concentration of Pb. 

 
Keywords: Pb-tolerant rhizobacteria, Minimum inhibitory concentration (MIC), Indole acetic acid, 

Siderophore, ACC-deaminase, Lead carbonate solubilization 
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