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  چکیده

ه به منظور هاي آلودهاي ریزوسفري محرك رشد موثر و مقاوم به فلزات سنگین در خاكتلقیح گیاهان با باکتري
در این جهت این پژوهش . باشدپالایی و استخراج فلز سنگین از خاك توسط گیاه امري ضروري میافزایش کارایی گیاه

ابتدا . هاي مقاوم مس از یک خاك آلوده به مس انجام شدبه منظور جداسازي، شناسایی و صفات محرك رشدي باکتري
آوري شد و نهایتا شش جدایه آباد سرچشمه استان کرمان جمعخاتونشش نمونه خاك ریزوسفري گیاهان بومی منطقه 

نتایج شناسی فنوتیپی، بیوشیمیایی و ژنتیکی نشان . سازي شدآوري و خالصهاي خاك ریزوسفري جمعباکتري از نمونه
مس،  2سپس حداقل غلظت بازدارنده. بودند باسیلوسو یک جدایه از جنس  سودوموناسداد که پنج جدایه از جنس 

هاي معدنی، در محیط جامد و مایع، میزان تولید سیدروفور، تولید اکسین، سیانید هیدروژن، توانایی حل فسفات
ها بررسی دآمیناز باکتري ACC-جامد و مایع و تولید  محیط در روي کم محلول ترکیبات کنندگیحل توان گیري اندازه

بیشترین مقاومت نسبت . هاي مختلف مس از خود مقاومت نشان دادندها نسبت به غلظتنتایج نشان داد تمام جدایه. شد
همچنین در رابطه با . گرم بر لیتر مس بودمیلی 400در غلظت  K5و  K4هاي به غلظت بازدارنده مس مربوط به سویه

توانایی تولید نداشت، پنج سویه دیگر  CASکه توانایی تولید سیدروفور را در محیط  K6هاي تولید سیدروفور، بجز سویه
را به  56/1بیشترین میزان تولید سیدروفور با نسبت هاله به کلنی  K5سیدروفور را در این محیط دارا بودند و سویه ي 

 K1تولید اکسین توسط جدایه . قادر به تولید اکسین نبودند K6و  K4ها، دو جدایه در بین جدایه. خود اختصاص داد
گرم در لیتر بیشترین میزان تولید اکسین میلی 07/2هاي مورد بررسی داشته و با مقدار داري با دیگر جدایهتفاوت معنی

توانایی تولید سیانید هیدروژن را  K4ها، تنها جدایه نتایج همچنین نشان داد که از بین جدایه. ها را دارا بوددر بین جدایه
اص درجه یک مبنی بر عدم تولید سیانید هیدروژن دارا بوده و دیگر جدایه ها با اختص) نسبتا زیاد(با درجه چهار 
، K1 یهسو. کهها نشان داد توسط جدایه PKVدر محیط مایع  3کلسیم فسفاتنتایج ارزیابی انحلال تري. گزارش شدند

K2 و ،K3  کنندگی فسفر را به خود اختصاص داده و گرم در لیتر بیشترین حلمیلی 588و  661، 706به ترتیب با میزان
و  K4ها نشان داد که در محیط جامد حاوي کربنات روي دو سویه نتایج بررسی. یکدیگر تفاوت معنی داري نداشتندبا 

K5  ها ها داشته و بقیه سویهداري با دیگر سویهنسبت هاله به کلونی تفاوت معنی 850/0و  910/0به ترتیب با مقادیر
همچنین انحلال اکسید روي در محیط جامد . ي از خود نشان ندادندتوانایی انحلال کربنات رو K6و  K3، و K1 ،K2 شامل

قادر  K6و  K3، و K1 ،K2هاي نسبت هاله به کلونی بیشترین میزان انحلال اکسید روي و سویه 11/2با  K4توسط سویه 
محلول اکسید و  قادر به انحلال ترکیبات کم K6و  K1 ،K2 ،K3  هايسویه. به انحلال اکسید روي در محیط جامد نبودند

گرم در لیتر با بیشترین میزان انحلال کربنات روي در محیط میلی 5/12با  K4سویه . کربنات روي در محیط مایع نبودند
گرم در لیتر نسبت داده میلی 76/9با  K4مایع را داشت و همچنین بیشترین انحلال اکسید روي در محیط مایع به سویه 

هاي  پالایی این عنصر در خاك ها در جهت افزایش کارایی گیاه توان از این جدایه مده میبا توجه به نتایج بدست آ. شد
  .آلوده استفاده کرد

  
  هاي محرك رشد گیاه، حداقل غلظت بازدارنده، سیدروفوراکسین، ریزوباکتري :هاي کلیدي واژه

                                                        
 ، رفسنجان )عج(عصر گروه خاکشناسی، دانشکده کشاورزي، دانشگاه ولی: آدرس نویسنده مسئول،. 1

2  . Minimum Inhibitory Concentration (MIC) 
3  . Tricalcium Phosphate (TCP) 
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  مقدمه
 وزن که به عناصري طبیعی طور به سنگین فلزات

دارند  آب از بیشتر برابر پنج قلحدا چگالی و بالا اتمی
عناصر سنگین . )2012تچونوو و همکاران، (شود گفته می

دهند که این یک گروه خطرناك شیمیایی را تشکیل می
، روي )As(، آرسنیک )Pb(سرب : شامل أگروه عمدت

)Zn( کادمیم ،)Cd( مس ،)Cu( جیوه ،)Hg ( و نیکل)Ni (
 زیست محیط لودگیآ ).2011، اوکیمنو  ووآنا( باشندمی

 خاك کیفیت بر منفی تأثیر سنگین فلزات ي بوسیله
. است انسان سلامت براي تهدید یک این و گذارد می

: از اعم زیست محیط هاي آلاینده از متعددي انسانی منابع
 رواناب، زباله ي ذخیره، معادن از خروجی پساب ورود
 باعث، جوي رسوبات یا و کشاورزي هاي زمین از سمی

سانگ و ( شود می سنگین عناصر به زیست محیط ودگیآل
مس سومین عنصر فلزي مورد استفاده  .)2010همکاران، 

 ماند حاصل پس مس. )2011آي،  سی وي( در جهان است
براي  نه حتماً مس، معدن سنگ فرآوري و استخراج از

مضر  انسان و هامیکروارگانیسم حیوانات، سلامت گیاهان،
   ).2008کاران، هاگو و هم( باشد می

روش اصلی براي اصلاح و پالایش  سهبطورکلی، 
هاي آلوده به فلزات سنگین وجود دارد که این  خاك
اصلاح اصلاح فیزیکی، اصلاح شیمیایی و  ها شامل روش

 .)2003پراساد، ( باشند می 1)پالایی زیست(زیستی 
پالایی، از لحاظ مالی کم هزینه و از لحاظ  تکنولوژي گیاه

و موجب افزایش باشد  حیطی غیرمخرب میزیست م
خاك و ارتقاي سلامت  هاي ریزسازوارهفعالیت و تنوع 

، نوع خاصی از 2ریزوسفري پالایش .گردد ها می اکوسیستم
ي همزمان از  ي استفاده پالایی است که دربرگیرنده گیاه

ها  ریزوسفري وابسته به آن هاي ریزسازوارهگیاهان و 
ور طبیعی رخ دهد و یا اینکه تواند بط باشد و می می
  ویژه هاي ریزسازوارهي  توان از طریق تلقیح آگاهانه می

این . در ریزوسفر گیاه موجب تحریک آن شد
، ها ي آلاینده ریزوسفري قادر به تجزیه هاي ریزسازواره

 افزایش فراهمی آلاینده براي جذب بیشتر توسط گیاه
شرایط بروز توانند رشد گیاهان را تحت  و یا اینکه می

 3استخراج گیاهی). Glick, 2003(تنش ارتقا دهند 
پالایی است، که مستلزم تجمع ترین نوع گیاه رایج

  گر ي گیاهان پالایششه و ساقهـگین در ریـلزات سنـف
  

                                                        
1  . Bioremediation 
2  . Rhizoremediation 
3  . Phytoextraction 

  
این گیاهان بعدا برداشت شده و سوزانده . باشدمی
  .)2014چیبوکی و ابیورا، ( شوندمی

خاك بالا باشد، بسیاري از  ها دروقتی غلظت آلاینده
پالایی موفق نخواهند توده کافی براي گیاهگیاهان زیست

در خیلی موارد خاك آلوده از نظر مواد غذایی فقیر . داشت
است که رشد گیاه را محدود کرده و روند اصلاح را 

هاي آلوده اغلب علاوه بر این خاك. دهدکاهش می
منظور گیاه به مناسب جهت بهبود رشد هاي ریزسازواره

. افزایش کارایی تکنیک پالایش استفاده شده ندارند
پالایی به زمان بنابراین مشاهده شد که فرایندهاي گیاه

طولانی براي اصلاحی قابل قبول احتیاج دارند 
براي حل این مشکل، یک سیستم . )1997مکاتچئون، (

هاي پایدار و براي حذف آلاینده 4پالایی چند فراینديگیاه
پالایی چند فرایندي ترکیبی گیاه. مقاوم خاك تعریف شد

و رشد گیاه  زیستیفرایندهاي فیزیکی، شیمیایی، جمله از 
 بخشدباشد که روند اصلاح آلودگی را سرعت میمی

الف؛ هوآنگ و همکاران،  2004هوآنگ و همکاران، (
اغلب فلزات سنگین موجود در خاك همچنین . )ب 2004

دار هستند و به آسانی توسط از تحرك کمی برخور
روابط متقابل میان . شوند ي گیاهان جذب نمی ریشه
تواند موجب  خاك می هاي ریزسازوارهي گیاه و  ریشه

بهبود قابلیت جذب زیستی فلزات سنگین موجود در 
. )2007ساواران و همکاران، (ریزوسفر گیاه گردد 

نحلال که قادر به ا هاي ریزسازوارهبنابراین، استفاده از 
هاي نویدبخش  فلزات سنگین هستند، یکی از روش

جذب این فلزات توسط   هاي قابل منظور افزایش فرم به
   .باشد گیاهان در خاك، می

ریزوسفر به منطقه محدودي از خاك اطراف ریشه 
هاي و باکتري) 2003والکر و همکاران، (شود گفته می

سفر هایی که در خاك ریزوریزوسفري به گروه باکتري
شوند تحت تأثیر محیط اطراف ریشه قرار دارند اطلاق می

هاي موجود برخی از باکتري). 1991کلوپر و همکاران، (
هاي مستقیم در ناحیه ریزوسفر گیاه که از طریق مکانیسم

و غیرمستقیم تأثیرات مثبتی بر روي رشد و توسعه گیاه 
نامیده  5هاي محرك رشد گیاهباکتريریزوگذارند می
ها رشد گیاه را از  آن. )2002اصغر و همکاران، (شوند  می

طریق متحرك ساختن عناصر غذایی در خاك، تولید 
هاي رشد متعدد، حفاظت از گیاهان در برابر کنندهتنظیم

هاي گیاهی با کنترل یا مهار آنها و بهبود ساختمان پاتوژن
                                                        

4  . Multi-Process Phytoremediation System (MPPS) 
5  . Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR) 
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؛ آحیمد و 2011آحیمد و ملیک، (بخشند خاك بهبود می
توانند رشد هاي محرك رشد گیاه میباکتري). 2012خان، 

هاي ي تولید سیدروفور، سنتز هورمونگیاه را بوسیله
ورما و (ها یا حل فسفات تحریک کنند گیاهی و آنزیم

تواند افزایش دآمیناز می-ACCآنزیم  .)2001همکاران، 
سطح اتیلن را در گیاه تنظیم کند و باعث افزایش مقاومت 

گلیک و همکاران، (ه عناصر سنگین شود گیاهان نسبت ب
هاي تولید کننده گزارش شده است که باکتري). 1998
توانند رشد گیاه و حفاظت گیاه را دآمیناز می- ACCآنزیم

هاي آلوده به در برابر سمیت فلزات سنگین در خاك
؛ 2005بلیموو و همکاران، (فلزات سنگین افزایش دهند 

  ). 2007مدحایان و همکاران، 
هاي محرك رشد گیاه به خاك آلوده وقتی باکتري

ها پتانسل گیاه را براي رشد افزایش شوند آناضافه می
زدایی مواد توانند با سمها میاین باکتري. دهندمی

ها و آفات همچنین کاهش سمیت شیمیایی، کنترل بیماري
ها در گیاه ي تغییر فراهمی زیستی آنفلزات سنگین بوسیله

تبع آن افزایش کارایی یش رشد گیاه و بهباعث افزا
 .)2010؛ بابالوبا، 2005هان و همکاران، ( پالایی شوند  گیاه

منظور  به پالایی افزایش کارایی گیاههاي  یکی از روش
کاهش اثرات زیانبار فلزات سنگین از محیط، استفاده از 

بلیموو و (رشد است محرك  ریزوسفري هاي باکتري
زا  بهبود رشد گیاه تحت شرایط تنش .)2005همکاران، 

ي  عاملی بسیار مهم جهت دستیابی به کارآیی بهینه
هاي گیاهی  پالایی فلزات سنگین با استفاده از گونه گیاه

این . )2003گلیک، ( باشد ي این فلزات می دهنده تجمع
هاي مختلفی باعث افزایش توانند با مکانیسمها میباکتري

  .دپالایی شونکارایی گیاه
هدف از این تحقیق جداسازي، شناسایی و بررسی 

هاي محرك رشد مقاوم به صفات محرك رشدي باکتري
مس از مناطق آلوده جهت استفاده در آزمایشات بعدي به 

پالایی  منظور افزایش کارایی گیاهان مختلف به منظور گیاه
  .باشدهاي اطراف معادن مس میمس از خاك

  هامواد و روش
  هاي ریزوسفري مقاوم به مس تريجداسازي باک

هاي مختلف مقاوم به به منظور جداسازي باکتري
مس، پنج نمونه خاك ریزوسفري مربوط به گیاهان منطقه 

گرم از هر نمونه  5/2 .خاتون آباد سرچشمه، فراهم شد
 5/22هاي حاوي خاك ریزوسفري همراه با ریشه به ارلن

 30و به مدت منتقل % 9/0لیتر سرم فیزیولوژیک میلی
از . شدند تکان دادهدور در دقیقه  150دقیقه با سرعت 

هاي مختلف تهیه و به مقدار ها رقتسوسپانسیون باکتري
هاي مناسب به محیط کشت جامد لیتر از رقتمیلی 1/0

1SLP ) گرم،  10ساکاروز(NH4)2SO4  ،یک گرمK2HPO4 
گرم، عصاره  NaCl 1/0گرم،  MgSO4 5/0گرم،  5/0

گرم در لیتر و  17گرم، آگار  CaCO3 5/0گرم،  5/0 مخمر
از منبع (مولار مس میلی 8/0حاوي ) 2/7هاش پ

CuSO4.5H2O) ( در ) گرم در لیتر مسمیلی 50معادل
ها در دماي پلیت. دیش منتقل و پخش شدنددرون پتري

درجه سلسیوس و به مدت هفت روز در انکوباتور  28
هاي رشد کرده بر روي درنهایت کلنی. نگهداري شدند

پلیت که از نظر ظاهر و رنگ متفاوت بودند به عنوان 
هی و (سازي شدند هاي مقاوم جداسازي و خالصجدایه

  . )2010همکاران، 
  ي باکتريها سازي و نگهداري جدایه خالص

هایی با  براي به دست آوردن باکتري خالص، کلونی
ذي کشت مغرنگ و شکل متفاوت، مجددا بر روي محیط 

داري  به منظور نگه. گردیدند 3کشت خطی )2NA( جامد
ها، سوسپانسیون غلیظی از کشت جوان هر جدایه  جدایه

داري  درجه سلسیوس و همچنین براي نگه چهاردر دماي 
 محیط کشت مغذي مایعها در محیط  طولانی مدت باکتري

)4NB(  80درصد گلیسرول، در دماي  50حاوي - 
ها از لحاظ  تمامی جدایه .درجه سلسیوس قرار گرفت

هاي فیزیولوژیکی، مورفولوژیکی و بیوشیمیایی  ویژگی
شامل  شناسی هاي مرسوم باکتري بر اساس روش

هاي گرم، تولید رنگدانه، اکسیداز، کاتالاز و  آزمایش
 ، مورد بررسی قرار گرفترشد در شرایط هوازي

  .)2001اسچاد و همکاران، (
  ژنوتیپیشیمیایی و بیوفنوتیپی، هاي  بررسی ویژگی

ها بخشی از ژن  به منظور شناسایی دقیق جدایه
16SrDNA  در شش جدایه با استفاده از آغازگرهاي

و همچنین موجود در جدول یک تکثیر و تعیین توالی 
گیري  ها اندازهبرخی از خصوصیات بیوشیمیاي باکتري

روي ژل آگاروز یک  PCRالکتروفورز محصولات . شد
ولت، همراه با نشانگر  70پتانسیل ثابت  درصد در اختلاف

 نلماآ MWGاز شرکت  جفت بازي 1000وزن مولکولی 
 Red Safeساز   ژل، به وسیله رنگ آشکار. انجام شد

آمیزي و به وسیله دستگاه ژل داکیومنت،  رنگ
  .تصویربرداري گردید

                                                        
1  . Sucrose-minimal salts Low-Phosphate (SLP) agar 
2  . Nutrient Agar (NA) 
3  . Streaking method 
4  . Nutrient Broth 
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  غازگرهاي مورد استفاده در این تحقیقآ - 1 جدول
Reference  Sequence  Primer name 

  CAG GCC TAA CAC ATG CAA GTC-3'  63f-'5  )1998مارچسی و همکاران، (
5'-GGG CGG WGT GTA CAA GGC-3'  1387r  

  
  گیري حداقل غلظت بازدارنده مساندازه

به منظور بدست آوردن حداقل غلظت بازدارنده 
)MIC1( 50  ساعته  48میکرولیتر باکتري از کشت

به محیط کشت ذي مایع باکتري در محیط کشت مغ
، 6/1، 8/0، 0هاي به ترتیب با سري غلظت SLPمایع 

به (مولار مس میلی 4/6و  6/5، 8/4، 4، 2/3، 4/2
و  350، 300، 250، 200، 150، 100، 50، 0ترتیب 

انتقال داده شد و پس از ) مس گرم در لیترمیلی 400
درجه  28دماي (هاي مایع پنج روز شیک محیط

، حداقل میزان تحمل )دور در دقیقه 120سلسیوس و 
باکتري به مس بر اساس رشد باکتري و ایجاد کدورت 

  ).2010هی و همکاران، (در محیط مایع مشخص شد 
گیري میزان تولید سیدروفور به روش نیمه کمی اندازه
CAS  

این آزمون با استفاده از روش اصلاح شده الکساندر 
ه این محیط چهار براي تهی. انجام شد) 1991(و زوبرر 

، بافر، محلول غذایی و  Fe-CASمحلول شامل معرف 
ها در محیط ابتدا باکتري. کازآمینواسید با هم مخلوط شد

تا  5سپس . ساعت کشت داده شد 48به مدت  NBکشت 
گذاري روي میکرولیتر تعلیق تازه باکتري به روش لکه 7

هاي پلیت. کشت داده شد CAS2هاي حاوي محیط پلیت
درجه  30لقیح داده شده به مدت پنج روز در دماي ت

تولید هاله نارنجی رنگ در اطراف . شدند گذاري گرما
پس از پنج روز، . کلنی، بیانگر توانایی تولید سیدروفور بود
  .گیري شدقطر هاله و نسبت قطر هاله به کلنی اندازه

  گیري میزان تولید اکسیناندازه
ها، ابتدا دروفور جدایهبه منظور بررسی توان تولید سی

 کشت NBساعت در محیط کشت  48ها به مدت باکتري
 25میکرولیتر از سوسپانسیون باکتري به  50و سپس 

 -گرم در لیتر المیلی 100حاوي  NBلیتر محیط میلی
ساعت سوسپانسیون  48بعد از . تریپتوفان منتقل شد

 2ا لیتر از محلول بالایی بباکتري سانترفیوژ و یک میلی
لیتر میلی 150(لیتر معرف سالکوفسکی میلی

 5/7لیتر آب مقطر و میلی 250اسیدسولفوریک غلیظ، 
سپس به . مخلوط شد) مولار FeCl3.6H2O 5/0لیتر میلی

                                                        
1  . Minimum Inhibitory Concentrations 
2  . Chrome Azurol S 

دقیقه در دماي اتاق نگهداري و بلافاصله با  25مدت 
 535دستگاه اسپکتروفتومتر میزان جذب نور در طول موج 

مقدار ). 2001بنت و همکاران، ( دنانومتر قرائت گردی
تولید اکسین با مقایسه این جذب با نمودار استاندارد تهیه 

  .شده از ایندول استیک اسید محاسبه شد
  گیري توان تولید سیانید هیدروژناندازه

تعیین توان تولید سیانید هیدروژن بر اساس روش 
براي این . انجام شد) 2004(دونیت کوریا و همکاران 

غنی شده با  NA3هاي ها در محیطر ابتدا جدایهمنظو
به این . کشت داده شدند) گرم در لیتر 4/4(گلایسین 

میکرولیتر سوسپانسیون باکتري  100ترتیب که هر پلیت با 
. ساعت انکوبه شده بود تلقیح گردید 48که به مدت 

سپس یک کاغذ صافی آغشته به محلول معرف شامل 
درصد در  5/0یدپیکریک کربنات سدیم دو درصد و اس
ها با استفاده سپس پلیت. داخل درب پلیت قرار داده شد

از پارافیلم درزبندي شده تا از خروج گاز سیانید هیدروزن 
آنگاه پنج روز در انکوباتور دماي . جلوگیري شود

سلسیوس نگهداري و بر اساس تغییر رنگ کاغذ صافی از 
، نارنجی )کم(به کرم ) عدم تولید(رنگ زرد اولیه 

که ) زیاد(و آجري ) نسبتا زیاد(اي روشن ، قهوه)متوسط(
بندي شدند، میزان تولید به ترتیب از یک تا پنج درجه

  .سیانید هیدروژن تعیین شد
  هاي معدنی در محیط مایعگیري توان حل فسفاتاندازه
 4هاي معدنی حل فسفات راي این منظور از محیطب

فسفات بود استفاده  مکلسیکه حاوي نمک نامحلول تري
ساعت، در  48ها به مدت در این روش ابتدا باکتري. شد

میکرولیتر از تعلیق  200سپس . کشت داده شد NBمحیط 
هاي معدنی  حل فسفات لیتر محیطمیلی 25باکتري به 

)PKV( )5/0  گرم(NH4)2SO4 ،5/0  گرمMgSO4.7H2O ،
، FeSO4.7H2Oگرم  KCl ،03/0گرم  NaCl ،3/0گرم  3/0

که حاوي پنج ) گرم گلوکز 10و  MnSO4.H2Oگرم  02/0
منتقل  کلسیم فسفات بودگرم در لیتر نمک نامحلول تري

هاي تلقیح داده شده همراه با یک شاهد سپس ارلن. گردید
. ها قرائت گردیدآن pHساعت شیک و  120به مدت 

                                                        
3  . Nutrient Agar 
4  . Pikovskaya’s (PKV) agar medium 
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دور در دقیقه به  8000با (سپس تعلیق باکتري سانترفیوژ 
لیتر محلول رویی با سه و یک میلی) قیقهد 15مدت 

لیتر معرف آمونیم لیتر آب مقطر و یک میلی میلی
پس از بیست دقیقه . وانادات مخلوط شد-مولیبدات

ها در دماي آزمایشگاه، میزان جذب نور خواباندن نمونه
قرائت  470بوسیله دستگاه اسپکتروفتومتر در طول موج 

قایسه این جذب با منحنی میزان حلالیت فسفر با م. گردید
 محاسبه شد KH2PO4ي استاندارد تهیه شده بوسیله

  .)2003جیون و همکاران، (
 روي کم محلول ترکیبات کنندگیحل توان گیرياندازه

  جامد محیط در
 در ساعت 48 مدتبه هاباکتري ابتدا روش این در
 تعلیق از میکرولیتر 15 سپس. شد داده کشت NBمحیط 

 روي تکرار سه در گذاريلکه روش به تازه باکتري
% 1/0حاوي  که PKVجامد  محیط حاوي هاي پلیت

 5/1و  ZnCO3و  ZnOهاي نمک) یک گرم در لیتر(
بودند ) منبع فسفر محلول( KH2PO4گرم در لیتر 
 روز پنج به مدت شده تلقیح هايپلیت. کشت داده شد

 شفاف هاله و نگهداري سلسیوس درجه 28 دماي در
 روي محلولکم انحلال ترکیبات به عنوان کلنی اطراف
- اندازه کلنی به هاله قطر نسبت سپس. شد گرفته درنظر
  .)2004ساواران، ( گردید گیري
 روي محلولکم ترکیبات کنندگیحل توان گیرياندازه

  مایع محیط در
 یک حاوي که PKVمایع  محیط از منظور این براي

گرم در لیتر  5/1و  ZnCO3و  ZnOهاي نمک لیتر در گرم
KH2PO4 )ابتدا. بود، استفاده شد) منبع فسفر محلول 

 داده کشت NBمحیط  در ساعت 48 به مدت هاباکتري
 لیترمیلی 25 باکتري به تازه از تعلیق میکرولیتر 200 سپس

ساعت  120 مدت براي هانمونه شد  منتقل PKVمحیط 
 تعلیق سپس. ها قرائت شدآن pHآن  از پس و شیکر

 و )دقیقه 15  به مدت 10000 دور با(سانتریفوژ  باکتري
 نسبت به PKVمحیط  با رویی محلول از لیترمیلی یک

 هاي تلقیحنمونه در محلول روي مقدار و شده رقیق 30:1
 اتمی جذب دستگاه از استفاده با شاهد و باکتري با شده
 ).2004ساواران، ( گرفت قرار گیرياندازه مورد

  دآمیناز  - ACCید آنزیم توانایی تول
آمیناز به روش  -د ACCآزمون توان تولید آنزیم 

. با کمی تغیرات انجام گرفت) 2005(آمیکو و همکاران 
هاي مورد مطالعه در استفاده به منظور بررسی توان جدایه

تواند نشانه به عنوان تنها منبع نیتروژن که می ACCاز 
ها ي باشد، جدایهدآمیناز توسط باکتر -ACCتولید آنزیم 

کشت داده  TSBساعت در محیط کشت  48به مدت 

میکرولیتر از سوسپانسون تازه هر جدایه  50سپس . شدند
مولار میلی سهحاوي  df: لیتر از سه محیطمیلی 20به 

ACC محیط ،DF  حاوي دو گرم در لیتر سولفات آمونیوم
و  ACCفاقد  DFو محیط ) به عنوان شاهد مثبت(

بعد . تلقیح گردید) به عنوان شاهد منفی(ونیوم سولفات آم
گراد درجه سانتی 28ساعت انکوباسیون در دماي  48از 

 405با استفاده از اسپکتروفتومتر میزان جذب نور در 
توان تولید آنزیم . نانومتر براي هر سه محیط قرائت شد

ACC- ساس میزان رشد باکتري در محیط دآمیناز، بر ا
آن در ) جذب نور(سه با رشد در مقای ACCحاوي 

  .هاي شاهد، قابل ارزیابی خواهد بودمحیط
، شش KH2PO4شامل چهار گرم در لیتر : DFمحیط 
، MgSO4.7H2Oگرم در لیتر  Na2HPO4 ،0.2گرم در لیتر 

دو گرم در لیتر گلوکز، دو گرم در لیتر گلوکونیک اسید، 
دو گرم در لیتر سیتریک اسید و همچنین عناصر میکرو 

میکروگرم  FeSO4.7H2O ،10گرم در لیتر یک میلی: شامل
، MnSO4.7H2Oمیکروگرم در لیتر  H3BO3 ،10در لیتر 

 ZnSO4.7H2O ،22/78میکروگرم در لیتر  6/124
 MoO3میکروگرم در لیتر  10و  CuSO4میکروگرم در لیتر 

 ). pH =2/7و 
  نتایج و بحث

  هاي مقاوم به مسجداسازي و شناسایی جدایه
-آوري شده از منطقه خاتونپنج نمونه خاك جمعاز 

آباد سرچشمه در مجموع شش جدایه باکتري جداسازي 
ها شامل خاك ریزوسفري جدا شده هاي خاكنمونه. شد

 Eremuru)از ریشه گیاهان غالب منطقه شامل هوریشو 
sp) اسپند ،(Peganum harmala) ،تیغالشکر(Echinops 

ceratophorus)   و قیچ)Zygophyllum fabago( بودند .
از ریزوسفر گیاه هوریشو،  K3و  K1 ،K2هاي جدایه

از ریزوسفر  K5از ریزوسفر گیاه اسپند، جدایه  K4جدایه 
از ریزوسفر گیاه قیچ  K6گیاه شکر تیغال و جدایه 

برخی خصوصیات فنوتیپی و  .جداسازي گردید
نتایج . گزارش شده است 2ها در جدول بیوشیمیایی جدایه

. باشندنشان داد که پنج جدایه از شش جدایه گرم منفی می
ها یابی بیانگر سودوموناس بودن اکثر جدایهنتایج توالی

مربوط به جنس باسیلوس بود باشد تنها یک جدایه می
موفق به جداسازي ) 2015(خان و همکاران  ).3جدول (

 تعدادي باکتري مقاوم به مس از ریزوسفر و اندوریزوسفر
هاي جنس باکتري. شدند Prosopis julifloraگیاه 

هاي جدا شده سودوموناس و باسیلوس از جمله باکتري
سویه  272گروهی از محقیق . مقاوم به مس بودند
Pseudomonas spp.  سویه  161وBacillus spp.  از

% 3/7تنها . خاك اطراف معادن جداسازي کردند
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سوگی ( هاي جداسازي شده مقاوم به مس بودندسویه
  . )2010و همکاران، 

  هابررسی حداقل غلظت مس بازدارنده رشد جدایه
ها به پس از جداسازي و شناسایی، مقاومت باکتري

 400و  350، 300، 250، 200، 150، 100، 50هاي غلظت
 4با توجه به جدول . گرم در لیتر سنجیده شدمیلی

گرم در لیتر و میلی 50در غلظت  K3و  K1 ،K2ي  جدایه
هاي گرم در لیتر و جدایهمیلی 100در غلظت  K5جدایه 

K4  وK5  گرم در لیتر مس رشد کرده میلی 400در غلظت
گروهی از محققین . و از خود مقاومت نشان دادند

هاي جنس سودوموناس و باسیلوس تا مقاومت باکتري
خان و (گرم در لیتر را گزارش کردند میلی 100غلظت 

در ) 2010(ین زکی و فرگ همچن ).2015همکاران، 
هاي مقاوم به مس، موفق به تحقیقی پیرامون باکتري

جداسازي هفت سویه باکتري مقاوم به مس از خاك در 
نتایج این . سازي شدندمعرض پساب کارخانه چرم

محققین نشان داد که پنج سویه توانایی رشد در حداقل 
 .شتندگرم بر لیتر مس را دامیلی 200غلظت بازدارنده رشد 

  هاي مقاوم به مسبررسی صفات محرك رشدي سویه
ها نتایج تجزیه واریانس نشان داد که باکتري

داراي خصوصیات محرك رشدي متفاوتی هستند و اثر 
گیري شده باکتري بر تمامی صفات محرك رشدي اندازه

  .دار بودمعنی

 
 م به مس مورد مطالعههاي مقاو هاي فنوتیپی و بیوشیمیایی جدایه برخی ویژگی - 2جدول 

 ها جدایه آزمون
K1 K2 K3 K4 K5 K6 

 - - - - - + گرم
 + - - + + - King Bرنگدانه در 

 - + + + - - اکسیداز
 + + + - - + کاتالاز

 + + + + + + رشد در شرایط هوازي
HR + - - - + - 

  
  

  هابه منظور شناسایی جدایه NCBI در سایت 16S rRNAهاي نتایج حاصل از بلاست کردن توالی - 3جدول 
 هاگونه 2شماره دسترسی 1تشابه توالی شماره جدایه NCBIنتایج حاصل از بلاست در 

98% KJ190977.1 Bacillus sp K1 
97% HG805738.1 Pseudomonas sp K2 
98% FJ652598.1 Pseudomonas sp K3 
99% JF460762.1 Pseudomonas cedrina K4 
98% JF460762.1 Pseudomonas cedrina  K5 
97% KP852523.1 Pseudomonas sp K6 

  
  

  هابررسی حداقل غلظت مس بازدارنده رشد جدایه - 4جدول 

 
غلظت 

 400  350 300 250 200 150 100 50  مس

 گرم در لیترمیلی   سویه باکتري
K 1  +  - - - - - - - 
K 2  + - - - - - - - 
K 3  + - - - - - - - 
K 4  + + + + + + + + 
K 5  + + - - - - - - 
K 6  + + + + + + + + 

  باشدترتیب توانایی رشد و عدم رشد در غلظت مس میبه –و + 
                                                        

1  . Sequence similarity (%) 
2  . Accession number 
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  هاي جداسازي شده مقاوم به مستجزیه واریانس خصوصیات محرك رشدي باکتري - 5جدول 

تولید 
HCN 

کنندگی حل
ZnCO3 

ی کنندگحل
ZnO  

تولید 
 اکسین

تولید 
 سیدروفور

کنندگی حل
ZnCO3  

کنندگی حل
ZnO  

 درجه آزادي حل کنندگی فسفر
منابع 

 تغییرات

      محیط مایع      در محیط جامد  

 باکتري 5 23270** 0/49**  6/78** 773/0** 95/1** 47/2** 625/0** 50/4**

 خطا 12 3730 161/0 300/0 000/0 014/0 014/0 003/0 000/0

 ضریب تغییرات _ 3/10 9/16 6/18 27/1 5/12 8/21 6/20 000/0

  
گیري قطر هاله مقدار تولید سیدروفور با اندازه

نتایج . ها ارزیابی شدنارنجی رنگ اطراف کلونی جدایه
که  K6ي حاصل از این بررسی نشان داد که بجز جدایه

نداشت،  CASتوانایی تولید سیدروفور را در محیط 
همگی داراي نسبت هاله  K4و  K1 ،K2 ،K3ي هاجدایه

بیشترین میزان تولید  K5ي به کلونی یک بودند و سویه
را به خود  56/1سیدروفور با نسبت هاله به کلونی 

داري با دیگر تفاوت معنی K5سویه . اختصاص داد
). 1شکل (هاي تولید کننده سیدروفور داشت  سویه

% 48کردند که ، گزارش )1392(نوقی و همکاران حجت
هاي ریزوسفري مورد آزمایش قادر به تولید جدایه

طبق یک گزارش . بودند CASسیدروفور در محیط جامد 
هايِ که از خاك جدایه% 40) 2014( ویاستوسط بت و 

خشک، اي نیمهریزوسفري گیاهان در حال رشد در منطقه
. جدا شده بودند، توانایی تولید سیدروفور را دارا بودند

هاي هاي جنس سودوموناس از مهمترین باکتريتريباک
تولید کننده سیدروقور بوده و توانایی بالایی در تولید 

  .)2010زاده و همکاران،  عباس( سیدروفور دارند
نتایج جدول تجزیه واریانس نشان داد تولید اکسین 

دار در هاي مختلف داراي اختلاف معنیتوسط جدایه
طبق بررسی ). 5جدول (سطح احتمال یک درصد بود 

هاي مورد آزمایش دو جدایه تولید اکسین توسط جدایه
K4  وK5 تولید اکسین توسط . قادر به تولید اکسین نبودند

هاي مورد داري با دیگر جدایهتفاوت معنیK1 جدایه 
گرم در لیتر بیشترین  میلی 07/2بررسی داشته و با مقدار 

هاي جدایه. ا دارا بودها رمیزان تولید اکسین در بین جدایه
K3 ،K6  وK2  09/1و  20/1، 27/1به ترتیب با میزان 

. گرم در لیتر در سطح دوم تولید اکسین قرار گرفتند میلی
چهار جدایه توانایی تولید اکسین در محیط کشت حاوي 

 ).2شکل (تریپتوفان را داشتند  -گرم در لیتر ال میلی 100

  
  CASدر محیط ) نسبت هاله به کلونی(ها لید سیدروفور جدایهگیري میزان تواندازه - 1شکل 

 
نوقی و همکاران در یک آزمایش توسط حجت

هاي ریزوسفري مورد باکتري% 60گزارش شد که ) 1392(
 50حاوي  TSBرا در محیط  IAAمطالعه توانایی تولید 
هورمون . تریپتوفان را دارا بودند -میکروگرم بر لیتر ال
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که سنتز زیستی  (IAA)استیک اسید  -3- گیاهی ایندول 
تریپتوفان دارد، مهمترین اکسین -ماده الآن نیاز به پیش

است که چندین عمل فیزیولوژیکی و مورفولوژیکی در 
اگرچه شامل . )2012گلیک، ( کندگیاه را تنظیم می

-تحریک رشد ریشه، کاهش تنش شوري، تعاملات گیاه
-باشد اما در درجه اول تحریک رشد ریشهیپاتوژن نیز م

باعث افزایش سطح  هاي جانبی را برعهده دارد که نتیجتاً
تماس ریشه شده و جذب مواد را توسط ریشه افزایش 

در نتیجه استفاده از . )2013آحیمد و کیبرت، ( دهدمی

هاي مقاوم به فلزات سنگین و تولید کننده اکسین باکتري
بر رشد و توسعه ریشه در خاك ثري ؤتواند نقش ممی

تبع آن افزایش جذب فلزات سنگین و کارایی آلوده و به
هاي تولید اکسین توسط باکتري. پالایی داشته باشدگیاه

تواند باعث افزایش سطح،  ریزوسفري محرك رشد گیاه می
تواند  اي شود که در نهایت می طول و ترشحات ریشه

استخراجی  ند گیاهجذب فلزات سنگین توسط گیاه و فرای
 ).2009ایگامبردیوا، (را افزایش و بهبود بخشد 

    

  
 هاگیري میزان تولید اکسین جدایهاندازه - 2شکل 

 
توانایی تولید سیانید  K4ها تنها جدایه در بین جدایه

دارا بود و دیگر ) زیاد نسبتاً(هیدروژن را با درجه چهار 
برخی  .ژن را نداشتندها توانایی تولید سیانید هیدروجدایه

هاي  مطالعات اخیر بر این باورند که برخی گونه
سودوموناس به دلیل ترشح سانید هیدروژن باعث افزایش 

  .)2011ساهاران و نهرا، ( انداستقرار بوته شده
هاي معدنی در محیط مایع توان انحلال فسفات

هاي مختلف در سطح کلسیم فسفات در جدایهحاوي تري
نتایج ارزیابی انحلال ). 5جدول (دار بود یدرصد معن 1

ها نشان کلسیم فسفات در محیط مایع توسط جدایهتري
 يداریها اختلاف معنیهفسفر جدا یحل کنندگ ینکه بداد 

به ترتیب  K2و  K1 هاينتایج نشان داد جدایه. وجود دارد
گرم در لیتر فسفر بیشترین میلی 661و  706با میزان 

ر را به خود اختصاص داده و با یکدیگر کنندگی فسف حل
هاي مورد مطالعه جدایه% 100. داري نداشتندتفاوت معنی

توانایی انحلال ترکیبات ) 3شکل (در این پژوهش 
هاي  تمامی جدایه.نامحلول فسفات را دارا بودند 

ریزوسفري مورد آزمایش در یک منطقه نیمه خشک 

 را دارا بودندتوانایی انحلال ترکیبات نامحلول فسفات 
 168 )2006(وچانگ و همکاران ئم. )2014بت و ویاس، (

جداسـازي کردنـد و از ا ر هاي محرك رشدباکتري جدایه
نامحلول مورد ارزیابی  هـاي معـدنینظـر حـل فسـفات

قـادر  هاجدایه درصد 37 آنها نشان دادند کـه. قرار دادند
. بودنداز ترکیبات غیر محلول فسفر بـه حـل فسـفر 

تواند باعث کاهش وجود مقادیر بالاي فلزات سنگین می
در نتیجه . تبع آن کاهش رشد گیاه گرددفراهمی فسفر و به
هاي محرك رشد با توانایی بالاي انحلال استفاده از باکتري

سزایی در افزایش رشد گیاه و  تواند نقش به فسفات می
بهبود . اشدهاي آلوده داشته بپالایی در خاك کارایی گیاه

هاي  با استفاده از باکتري انرشد گیاهشرایط براي 
فلزات سنگین   تحت شرایط تنشریزوسفري محرك گیاه 

 باشد یک امر ضروري میپالایی  کارآیی گیاه جهت افزایش
هاي بالاي  فراهمی کم فسفر در غلظت .)2003گلیک، (

باشد  فلزات سنگین یکی از عوامل محدود کننده رشد می
هاي  توان این محدودیت را با کاربرد باکتري که می

 . کننده فسفر برطرف کرد حل
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  ها کنندگی فسفر جدایه میزان حل - 3شکل 
  

ها نشان داد که در محیط جامد حاوي  نتایج بررسی
به ترتیب با قطر هاله  K5و  K4کربنات روي دو جدایه 

توان انحلال کربنات روي  850/0و  910/0به قطر کلونی 
ها توانایی انحلال کربنات روي از را داشتند و بقیه جدایه

با نسبت  K4ها نشان داد جدایه بررسی. خود نشان ندادند
بیشترین میزان انحلال اکسید  11/2قطر هاله به قطر کلونی 

داري با سویه روي را به خود اختصاص داد و تفاوت معنی
K5  هاي جدایه. داشت 23/1با نسبتK1 ،K2 ،K3 و K6 

بر این اساس . قادر به انحلال اکسید روي نبودند
قادر به انحلال ترکیبات کم  K6و  K1 ،K2 ،K3هاي  سویه

سویه . محلول اکسید و کربنات روي در محیط مایع نبودند
K4  گرم در لیتر روي بیشترین میزان انحلال  میلی 5/12با

کربنات روي در محیط مایع به خود اختصاص داد و از 
 18/5با میزان  K5داري با سویه ماري تفاوت معنینظر آ
و همچنین درمورد انحلال .گرم در لیتر روي داشت میلی

گرم در  میلی 76/9با  K4اکسید روي در محیط مایع سویه 
گرم  میلی 50/4با  K5داري با سویه  لیتر روي تفاوت معنی

طور کلی تنها دو جدایه توانایی به. در لیتر روي داشت
دگی ترکیبات کم محلول روي در محیط جامع و کنن حل

ها در شکل و جدول گزارش نشده  داده(مایع را داشتند 
در یک پژوهش دیگر توسط گتتی و همکاران ). است

هاي روي  ي نمک هاي حل کنندهدر تمامی سویه) 2013(
هاي آلی همراه بود که این به تولید اسید pHبا کاهش 

دساي و همکاران . شد ها نسبت داده توسط این سویه
گزارش کردند که فراهمی بالاي روي به طور ) 2012(

  . هاش متناسب است مستقیم با کاهش پ
دهد که سه جدایه از شش نشان می 6نتایج جدول 

به عنوان منبع نیتروژن را  ACCجدایه توانایی استفاده از 
در  K5با توجه به اینکه مقدار رشد باکتري . دارا بودند
از نظر ) ها در مقایسه با سایر جدایه( ACCوي محیط حا

کدورت سنجی نزدیکتر به کدورت و رشد همین جدایه 
 .رسددر محیط حاوي نیترات آمونیوم بود، به نظر می

دآمیناز و مصرف - ACCکارایی این جدایه در تولید آنزیم 
ACC تولید آنزیم . به عنوان منبع نیتروژن بیشتر است
ACC- کند اتیلن را در گیاهان تعدیل میدآمیناز که سطوح

احتمالاً نقش مهمی را در ) 1998گلیک و همکاران، (
. کندتحمل گیاه نسبت به غلظت بالاي فلز سنگین ایفا می

 ACCکننده هاي مصرفگزارش شده است که باکتري
توانند با کاهش تولید اتیلن تنشی از گیاه در برابر  می

بلیموو و (کنند غلظت بالاي فلزات سنگین محافظت 
با توجه  .)2007؛ مدحائیان و همکاران، 2005همکاران، 

 هاي بالاي فلزات سنگین در خاك به اینکه غلظت
تواند رشد گیاهان را با تولید اتیلن کاهش دهد، می

دآمیناز  - ACCهاي تولید کننده آنزیم   کاربرد باکتري
تواند نقش مؤثري در بهبود رشد گیاه و افزایش می
طبق گزارشات محققین . پالایی داشته باشدایی گیاهکار

 - ACCحاوي آنزیم  PSB1کاربرد چندین گونه 
، جداسازي شده باعث بهبود رشد گیاه تحت 2دآمیناز

؛ جیانگ و همکاران، 2008گانسان، (تنش فلز شدند 
  ). 2009؛ سان و همکاران، 2008

  

                                                        
1  . Posphate Solubilizing Bacteria 
2  . ACC- deaminase 
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  به عنوان منبع نیتروژن ACCها به منظور مصرف بررسی توانایی جدایه - 6جدول 

  DF-N  DF+ACC  DF+N جدایه باکتري  
ACC -گیري شده کدورت اندازه  دآمیناز)Optical density(   

+  537/0  835/1  235/2  PA3  
+  545/0  16/1  332/2  K1 
- 368/0  247/0  022/2  K2  
+  412/0  257/1  858/1  K3  
-  504/0  496/0  036/2  K4  
+ 434/0  035/2  336/2  K5  
-  190/0  257/0  654/1  K6  

  باشدشاهد مثبت می PA3. به عنوان منبع نیتروژن است ACCدهنده توانایی و عدم توانایی تولید نشان –و + 
 
  گیري کلینتیجه

پالایی در یکی از عوامل کاهش دهنده کارایی گیاه
هاي بالاي هاي آلوده به فلزات سنگین، وجود غلظتخاك

ن اثر آنها بر کاهش رشد گیاهان تبع آاین فلزات و به
با کاهش زیست توده گیاهی مقدار عنصر استخراج . است

. یابدشده از خاك و انتقال داده شده به گیاه کاهش می
پالایی یکی از راهکارهاي افزایش کارایی سیستم گیاه

هاي ریزوسفري محرك رشد مقاوم تلقیح گیاهان با باکتري
توانند با کاهش ها میترياین باک. به فلزات سنگین است

تنش اتیلنی، افزایش فراهمی عناصري مانند آهن، روي 
هاي رشدي مانند و فسفر و همچنین تولید هورمون

اکسین باعث افزایش رشد گیاه و بهبود کارایی 
هاي مورد بررسی در بین باکتري. پالایی شوند گیاه

 Bacillus spو  Pseudomonas cedrina k5هاي سویه
k1 هاي ها به منظور استفاده در کشتؤثرترین سویهم

اي به منظور بررسی نقش آنها در افزایش گلخانه
 .باشندپالایی میکارایی گیاه
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Abstract 
Plant inoculation with effective plant growth promoting and heavy metal 
resistant rhizobacteria is an efficient method to improve the phytoremediation 
efficiency and extraction of heavy metals from contaminated soils. With respect 
to this reason, a study was conducted to isolate, identify and evaluate the 
growth stimulating traits of copper-resistant bacteria from a Cu-contaminated 
soil. Six rhizospheric soil samples of indigenous plants were collected in 
Sarcheshmeh Khatoonabad, Kerman province. After screening, six strains were 
selected. Phenotypic, biochemical and genetic identification data showed that 
five and one isolates were belong to Pseudomonas and Bacillus genera 
respectively. Then, the minimum inhibitory concentration of copper, 
siderophore production, auxin and hydrogen cyanide production, the ability to 
solubilize mineral phosphate in solid and liquid medium, the ability to 
solubilize Zn low soluble compounds in solid and liquid medium and 
production of ACC-deaminase were investigated. The results indicated that all 
of the isolates were resistant to various concentrations of copper. The maximum 
resistance to inhibitory concentration of copper was related to K4 and K5 
strains at a concentration of 400 mg L-1 of copper. All of the strains were able 
to produce siderophore in CAS medium except for K6 strains and strain K5 was 
also the superior in siderophore production. Among the strains, K4 and K6 
were not able to produce auxin. There was also a significant difference between 
auxin productions by isolates K1 with the other isolates, with the highest auxin 
production (2.07 mg L-1). The results also demonstrated that among the strains, 
only K4 strain was capable of producing hydrogen cyanide (degree: 
four=relatively high) and the other isolates were reported as non-production of 
hydrogen cyanide (degree: one). The results of Three Calcium Phosphate (TCP) 
solubilizing by isolates in PKV broth medium showed that K1, K2, and K3 
strains had the most phosphorus solubility (706, 661 and 588 mg L-1) 
respectively and there wasn’t significant difference between them. The results 
demonstrated that K4 and K5 isolates with 0.910 and 0.850 halos to colony 
diameter had a significant difference with other isolates in solid medium 
containing ZnCO3 and the rest of the strains, K1, K2, K3 and K6 did not show 
the ability to solubilize the zinc carbonate as well. The solubilizing of solid zinc 
oxide in solid medium by K4 strain (halo:colony, 2.11) was the highest 
solubility of zinc oxide and K1, K2, K3 and K6 strains were not able to dissolve 
the zinc oxide in the solid medium. They did not show the ability to dissolve 
the low soluble zinc oxide nor the zinc carbonate compounds. K4 strain had the 
highest zinc carbonate solubility in the broth (12.5 mg L-1) and the highest 
solubility of zinc oxide in the broth was attributed to K4 strain (9.76 mg L-1). 
According to the results, these isolates can be used for enhancing 
phytoremediation efficiency of this element in contaminated soils. 
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