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 چکيده

 
ودهاي  مهمترين فلزات سنگين آلايندة خاك به شمار مي آيد كه از منابع متعدد به ويژه ك                   زكادميوم يكي ا  

ين فلز با تأثير بر ريزوبيومها و گياهان ميزبان آنها داراي اثرات منفي بر                  ا.  شود شيميايي فسفره وارد خاك مي     

اين تحقيق با هدف ارزيابي دامنه تحمل           .  برقراري و كارايي سيستم همزيستي تثبيت كننده نيتروژن است            

به سطوح مختلف كادميوم و  شناخت و معرفي          )  نجههمزيست با گياه يو   (سويه هاي بومي سينوريزوبيوم مليلوتي     

به منظور  .  ين فلز انجام گرفته است     به منظور استفاده از آنها در زيست پالايي خاكهاي آلوده به ا              هاي مقاوم  سويه

 اي از مزارع يونجه استان هاي مهم زير          هاي ريشه  هايي از گره   هاي بومي سينوريزوبيوم مليلوتي نمونه      جدايهتهيه  

هاي ريشه، كشت خالص     هاي موجود در گره    سازي و خالص كردن باكتري    كشت اين گياه تهيه شد و پس از جدا        

هاي  ها صورت پذيرفت و پس از حذف جدايه        آنگاه آزمون تلقيح گياه با هر يك از جدايه        .  هر جدايه تهيه گرديد   

مليلوتي به صورت كشت خالص آماده       سينوريزوبيوم     فعال و مؤثر   جدايه  ٥٧فاقد توان همزيستي ، در مجموع        

  H.M.ها به سطوح مختلف كادميوم با استفاده از محيط كشت اختصاصي                 بررسي توان تحمل سويه    .  شدند

هاي رويش يافته    و مطالعه رشد كلني   )   ميلي گرم بر ليتر   ٧٠ تا   … و   ١٠ ،   ٥ ،   ٠(حاوي مقادير مختلف كادميوم     

از نظر ميزان   )  p<0.05( داري    پژوهش نشان داد كه اختلاف معني      نتايج حاصل از اين      .  باكتري انجام گرفت  

، بطوريكه سويه   شتهاي مختلف سينوريزوبيوم مليلوتي نسبت به سطوح مختلف كادميوم وجود دا              تحمل سويه 

درصد .  بودندهاي مذكور بر مبناي دندروگرام مشابهت، به سه گروه حساس، نسبتاً متحمل و متحمل قابل تفكيك                  

 ١٠ كه حداكثر تا غلظت        بودنداز گروه حساس به كادميوم        %)  ٧٠حدود  (از سويه هاي مطالعه شده      بالايي  

 ٦٠ درصد از سويه ها توانايي تحمل سطوح        ٨/٣ و تنها    دادند رشد قابل مشاهده اي نشان      ، كادميوم ليترميلي گرم بر   

 .نمود متحمل معرفي  کاملاً عنوان سويه هايبهتوان آنها را  یم كه  بودند كادميوم را داراليتر ميلي گرم بر ٧٠تا 
 

  ، تثبيت نيتروژن فلزات سنگين، كادميوم،سينوريزوبيوم مليلوتي :هاي كليدي واژه
 

 مقدمه
همگام با پيشرفت صنعت و تكنولوژي، خاكهاي زير كشت از          
طرق مختلف مانند لجن فاضلابها، ضايعات و پسابهاي صنعتي،           

هاي محيطي در معرض آلوده       يندهكودهاي شيميايي و ساير آلا     
 …شدن به فلزات سنگين مانند كادميوم، سرب، جيوه، نيكل و          

تواند سبب حذف     تجمع اين فلزات در خاك مي        .  قرار دارند 
تدريجي بسياري از موجودات مفيد اين زيستگاه شده و در                
نتيجه تنوع زيستي را كه شرط اصلي پويايي، خود تنظيمي،              

سيستم خاك است به آسيبي غير قابل          تعادل و پايداري اكو    
اولين مشاهدات در مورد اثرات فلزات سنگين       .  جبران دچار سازد  
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بر ميكروارگانيسم ها و فرآيندهاي ميكروبي خاك به اوايل قرن           
، اما تنها هنگامي كه اثرات بسيار          )٢١،  ٧(حاضر برمي گردد    

در زيانبار انتشار فلزات سنگين حاصل از كارخانجات ذوب فلزات          
 ١٩٦٠‐٧٠اكوسيستم هاي اطراف مناطق صنعتي در دهة              

مشاهده شد، مشخص گرديد كه تا چه اندازه ميكروارگانيسم ها و          
فرآيندهاي ميكروبي خاك مي توانند تحت تأثير غلظت هاي زياد         

در اين مناطق به علت اثر سوء آلودگي . فلزات سنگين قرار گيرند
جانوران خاكزي، لايه هاي   فلزات بر فعاليت ميكروارگانيسم ها و       

، ٢٦،  ١١(  ضخيمي از مواد آلي بر سطح خاك مشاهده مي شد          
كادميوم از مهمترين فلزات سنگين آلايندة خاك به شمار          ).  ٢٨

مي آيد كه از منابع متعددي نظير صنايع ذوب فلزات، لجن                
فاضلاب، سوختهاي فسيلي، فرسايش لاستيك اتومبيلها و به            

سفره وارد خاك شده و به بروز            ويژه كودهاي شيميايي ف     
نگرانيهايي در مورد مقدار اين عنصر در خاك و اثرات سوء آن بر             

). ١(جامعة زيستي خاك از جمله ريزوبيومها منجر گشته است          
توجه به نقش ريزوبيومها در ارتقاء سطح حاصلخيزي خاك              

خصوصيت بارز اين    .  داراي قدمتي بيش از يك قرن است           
اري رابطة همزيستي با گياهان خانوادة          باكتريها امكان برقر   

اين همزيستي     .باشد لگومينوز جهت تثبيت نيتروژن مي          
كنندة نيتروژن در زمينهاي     بزرگترين و مهمترين سيستم تثبيت    

زراعي مي باشد، بطوريكه مقدار نيتروژن تثبيت شده توسط اين          
 ميليون تن در سال تخمين زده            ٩٠نوع همزيستي حدود      

 مي شود
به دليل پتانسيل بالاي باكتريهاي ريزوبيومي در تثبيت          ).  ٢٩(

نيتروژن، هنوز پس از گذشت يك قرن كار و مطالعه بر روي                
ريزوبيومها، امروزه نيز در بين موضوعات متنوع بيولوژي و                

هاي علمي بر  ها و پژوهش   بيوتكنولوژي خاك بخش عمدة  بررسي    
دهند كه   ان مي تحقيقات نش .  اند  روي اين باكتريها متمركز شده     

دراثر افزايش غلظت فلزات سنگين در خاك، رشد گياه، باكتري           
و به دنبال آن بازدهي سيستم همزيستي گياه و باكتري كاهش            

يابد كه اين امر سبب كاهش ميزان نيتروژن تثبيت شده مي             مي
بديهي است كه مهمترين شرط جهت        ).    ١٩  ،١٧  ،١٦(  گردد

 مؤثر و   هاي كاملاً  كافي از سويه  ايجاد اين همزيستي وجود تعداد      
ابارد ). ٢٤( باشد اختصاصي باكتري براي يك گياه لگوم معين مي

با كاشت گياه شبدر در خاكهاي  آلوده به           )  ١٩٩٣(و همكاران   
دريافتند ) روي، مس و كادميوم(نسبتهاي مختلف فلزات سنگين 

سينوريزوبيوم (كه تعداد ريزوبيوم هاي همزيست بااين گياه             
در خاكهاي شديداً آلوده به طور        ١)لیومينوزاروم واريته تريف  لگو

اظهار )  ١٩٩٠(اسميت  ).  ٢٢(قابل ملاحظه اي كاهش يافته است    
داشت كه در خاك هاي داراي مقادير زياد لجن فاضلاب،                 

 سينوريزوبيوم لگومينوزاروم واريته       كادميوم تأثير سوئي بر      
ات منفي بر اين     نداشت در حاليكه فلز روي داراي اثر         تريفولی

به اين نتيجه رسيدند كه     )  ١٩٨٩  (ثگيلر و مك گرا   .  باكتري بود 
غلظت هاي نسبتاً كم فلزات سنگين موجود در خاك در مدت دو           
ماه قادر به حذف تمام ريزوبيوم هاي آزادزي اضافه شده به خاك           

). ١٧(مي باشند)   سلول ريزوبيوم در هر گرم خاك      ١٠٧به ميزان   (
 جداية   ٥٠اتي و با جمع آوري تعداد           طي يك كار تحقيق      

سينوريزوبيوم مليلوتي از خاك هاي آلوده به فلز كادميوم و كشت 
آنها مشخص شد كه تمام سويه ها صرفنظر از منشاء خود قادر به            
رشد بر محيط هاي داراي غلظت هاي بسيار زياد فلزات سنگين           

 ارانگيلر و همك  ).  ١٥(  مانند سرب، روي، نيكل و كادميوم بودند      
همزيست با   (  ريزوبيوم لوتي  با مقايسه حساسيت       )  ١٩٩٣(

به فلزات  )  همزيست با يونجه  (  سينوريزوبيوم مليلوتي   و)  لوتوس
 موجود در خاك، مشاهده       )کادميوم، سرب و جيوه     (  سنگين

 داراي حساسيت كمتري       سينوريزوبيوم مليلوتي  نمودند كه     
كها به دليل   متأسفانه در اغلب خا   .   است ريزوبيوم لوتي نسبت به   

وجود شرايط نامساعد محيطي و يا علل ديگر، جمعيت                  
ريزوبيومهاي بومي به تعداد كافي و در حد مناسب از نظر توان              

گسترش علم بيولوژي و        .تثبيت نيتروژن مولكولي نيست       
 راه را جهت استفاده از حداكثر كارآيي اين           ،بيوتكنولوژي خاك 

 در حال حاضر،      .باكتريهاي مفيد خاكزي هموار نموده است        
هاي مقاوم به    روشهاي مهندسي ژنتيك در جهت توليد ريزوبيوم      
 بعلاوه،.  باشند فلزات سنگين نظير كادميوم، دشوار و پرهزينه مي       

ها به دليل ناتواني در رقابت با            وردهاي اين روش   ااكثر دست 
. هاي بومي خاك در شرايط مزرعه چندان موفق نبود ه اند             سويه

ه هاي ريزوبيومي  جدايقيق جهت جمع آوري       لذا بررسي و تح    
                                                                                    
1. R.leguminosarum bv. trifolii  
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مقاوم به اين فلزات و در عين حال داراي كارآيي قابل توجه از               
حل مناسبي جهت     تواند راه  نظر تثبيت نيتروژن مولكولي مي      

يي باشد كه به منظور زيست          تهية مايه تلقيح براي لگومها       
، در خاكهاي مناطق آلوده به فلزات سنگين كشت                ١پالايي

 .ندشو مي
 اين تحقيق با هدف بررسي اثرات  كادميوم بر سويه هاي             

و  )  همزيست با گياه يونجه        (سينوريزوبيوم مليلوتي  بومي   
 .هاي مقاوم به كادميوم انجام گرفته است شناخت و معرفي سويه

 
 ها مواد و روش
 مشخص گرديد كه    ١٣٧٩با بررسي آمارنامة كشاورزي سال      

بايجان شرقي، زنجان، همدان و      استانهاي آذربايجان غربي، آذر    
، ٥٦٤٣٢،  ٧٧٢٩٠،  ٧٩٦٣٩اردبيل با سطح زير كشت به ترتيب         

 هكتار، از مراكز عمدة كشت يونجه در كشور          ٣٥٧٥١ و   ٤٦٦٦٩
سينوريزوبيوم هاي بومي     لذا به منظور تهيه سويه       .  مي باشند
اي از مزارع يونجه         هاي ريشه   هايي از گره      نمونه  مليلوتي

ها در آزمايشگاه با استفاده از          گره  .تهيه شد استان هاي مذكور 
 ثانيه و كلرور جيوه       ١٠ تا    ٥درجه به مدت   ٩٦الكل اتيليك    

و    دقيقه ضدعفوني سطحي شدند      ٥ تا    ٣ به مدت      ٢اسيدي
سوسپانسيون تهيه شده از خرد شده آنها بر روي محيط غذايي            

هاي  متداول براي ريزوبيومها كشت گرديد و در نهايت كلني             
يزوبيوم كه به صورت مجزا، درشت، لعابي و شيري بودند خالص ر

تشخيص نهايي هر گونه ريزوبيوم بر        از آنجا كه    .انتخاب شدند 
اساس توان برقراري همزيستي يعني ايجاد گره بر سيستم               
ريشه اي گياه ميزبان انجام مي گيرد، لذا پس از انجام بررسيهاي           

 هر يك از       ، توانايي  )٥(  ميكروسكپي و بيوشيميايي لازم      
هاي خالص شده در ايجاد همزيستي با گياه ميزبـان در              جدايه

بررسي )  Plant Infection Test(قالب آزمون تلقيح گياه        
دار شده يونجه در شرايط استريل  بدين منظور بذور جوانه   .  گرديد

 كشت شدند   ٣ غذايي بدون نيتروژن   محيطبر روي سطح شيبدار     
ليتر از سوسپانسيون كشت     ك ميلي  تكرار با ي   ٣و هر لوله در     )  ٥(

                                                                                    
1.Bioremediation 

ليتر آب مقطرحل کرده و پس از        ميلی ۸۰۰را در     HgCl2مقدار يک گرم    .  ۲
    .رسانيمليتر اسيد کلريدريک غليظ، محلول را به حجم يک ليتر می ميلی۵افزودن 

3. Nitrogen Free Plant Nutrition Solution (NFPNS)  

سپس لوله هاي  .  زني گرديد  خالص هر جداية ريزوبيومي مايه      
 هزار لوكس،   ١٢ تا   ١٠آزمايش در اتاقك رشد با شدت روشنايي        

 و  ٢٨ ساعت، درجه حرارت حداكثر روزانه        ١٦ تا   ١٢طول روز   
.  روز قرار گرفتند ٢٨ درجه سانتي گراد به مدت      ١٨حداقل شبانه   

ين مدت وجود يا عدم وجود گره روي ريشه ها بررسي و            پس از ا  
جهت .  وجود گره نشانة ريزوبيوم بودن جداية مذكور تلقي گرديد        

 هاي مورد مطالعه، آزمايش    جدايهارزيابي كارايي تثبيت نيتروژن     
 به   مليلوتی سينوريزوبيومهاي   جدايهگلخانه اي با استفاده از        

نيترات ( تيمار نيتروژني   همراه تيمار شاهد بدون باكتري و دو         
 ميلي گرم در كيلوگرم نيتروژن در        ٧٠ و    ٣٥ معادل    )آمونيوم

گلدان هاي يك كيلوگرمي حاوي مخلوطي از ماسه استريل و             
.  تكرار انجام گرديد    ٤پرليت در قالب طرح كاملاً تصادفي و با           

 گياهك يونجه رقم همداني در داخل هر         ٨تعداد    بدين منظور، 
 و هر گياهك با يك ميلي ليتر از كشت مايع          گلدان كاشته شدند  

پس از يك هفته     .  زني گرديد   سلول باكتري مايه    ١٠٦حاوي  
در تيمارهاي  .   عدد تقليل داده شد    ٤تعداد گياهان هر گلدان به      

نيتروژني كاربرد كود به صورت محلول نيترات آمونيوم در سه             
ارت درجه حر .  تقسيط به فاصلة  پانزده روز از هم انجام گرفت           

  درجه سانتي گراد     ١٨ و   ٢٦روزانه و شبانه گلخانه به ترتيب         
 روز برداشت شدند و وضعيت       ٦٠گياهان پس از    .  تنظيم گرديد 

) هاي موجود بر روي سيستم ريشه اي      تعداد گره (بندي ريشه    گره
. تعيين و وزن خشك قسمت هوايي هر گياه اندازه گيري شد             

 و رسم   SASاز نرم افزار   تجزيه و تحليل هاي آماري با استفاده        
 . انجام شدExcel 97نمودارها با برنامة 

 با استفاده از فرمول      ٤  (.S. E)كارآيي همزيستي سويه ها     

 :)٥ (زير محاسبه گرديد
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A = وزن ماده خشک اندام هوائی گياه تلقيح شده با باکتری 
B = شاهدوزن ماده خشک اندام هوائی گياه در تيمار  
C  =              وزن ماده خشک اندام هوائی گياه تيمارشده با کود

 )شاهد مثبت(نيتروژنی 
D = وزن ماده خشک اندام هوائی گياه در تيمار شاهد 

                                                                                    
4. Symbiotic Effectiveness  
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هاي غير مؤثر در      پس از انجام اين آزمون و حذف جدايه          
 به صورت   مليلوتي  سينوريزوبيوم  يه فعال و مؤثر   جدا  ٥٧مجموع  

كه علاوه اند  هج تحقيقات نشان داد   نتاي.  كشت خالص آماده شدند   
 فلز در محيط هاي كشت، تركيبات آلي و غير آلي               غلظتبر  

موجود در آنها نيز از طريق برقراري پيوند با فلز سبب افزايش يا             
كاهش فعاليت آن گشته و در نتيجه بر اثرات سوء فلز بر                    

، از اين رو      )٣(   مورد مطالعه تأثير مي گذارند       ميكروارگانيسم
 از  ها،ميکروارگانيسم بر رشد    فلزات سنگين ت مطالعه تأثير    جه

 و  HEPESكه داراي دو بافر       .H. Mمحيط كشت اختصصاصي  
MES     بافرهاي  نقش).  ١٨  ,١٥,  ٣(شود  می مي باشد، استفاده 

 با ساير اجزاء محيط      فلزمذكور اين است كه مانع ايجاد پيوند          
 در نتيجه    كشت مانند آگار، عصاره مخمر و غيره مي شوند و            

 در اين   .گردد  فراهم مي  فلز سنگين امكان بررسي دقيق تر اثرات     
 به منظور تعيين ميزان تحمل نسبي باكتريهاي            پژوهش نيز 

به شکل  (   سطوح مختلف كادميوم     به  سينوريزوبيوم مليلوتي 
CdCl2  ()    ميلي گرم بر   ٥ و با فاصله     ميلي گرم بر ليتر    ٧٠ تا   ٠از 

ستفاده شدكه تركيب اين محيط      ا .H. Mاز محيط كشت  )  ليتر
 پس  .H. Mجهت تهية محيط    ).  ٣(است   ارائه شده    ١در جدول   

 pHاز اضافه نمودن تركيبات مذكور به يك ليتر آب مقطر،                
 گرم  ١٥ تنظيم و مقدار     ٦/٦ يك نرمال در   NaOHمحيط توسط   

 .آگار به محلول افزوده شد
گراد  درجه سانتي   ١٢١ محيط مورد نظر در اتوكلاو با دماي        

به محيط استريل شده، قند      .   استريل گرديد  ١٥  PSIو فشار   
آرابينوز به عنوان منبع كربن با عبور از صافي استريل و با غلظت            

 ٧٥  …١٠،  ٥از  ( درصد و مقدار مشخصي از كادميوم            ١/٠
افزوده شد و اين مخلوط، پس از كمي سرد           )  ميلي گرم بر ليتر  

جهت تهية ظروف   .  شدن در ظروف پتري استريل توزيع گرديد       
 به صورت فوق الذكر تهيه گرديد،        .H. Mپتري شاهد، محيط    

 .با اين تفاوت كه به آن كادميوم اضافه نشد
در ابتداي آزمايش به تعداد كافي ظروف پتري حاوي محيط          

گرم در ليتر كادميوم آماده     ميلي ٥ با مقادير صفر و      .H.Mكشت  
، سطح هر پتري به     گرديد و آنگاه با ترسيم خطوط عمود بر هم         

جهت صرفه جويي در مواد مصرفي،     .   قسمت يكسان تقسيم شد    ٦
تقسيم بندي طوري صورت گرفت كه سه قسمت فوقاني هر              

پتري به يك سويه و سه قسمت تحتاني آن به سوية ديگري                
 .تعلق گيرد

 
 ).٣ (.H. M تركيب محيط ‐١جدول 

 )گرم بر ليتر ميلي(مقدار  مادة شيميايي
NaH2PO4 ١٢٥ 

NH4Cl ٣٢٠ 
MgSO4.7H2O ١٨٠ 
CaCl2.2H2O ١٣ 
FeCl3.6H2O ٤ 

Na2SO4 ٢٥٠ 
MES ١١٠٠ 

HEPES ١٣٠٠ 
  

پس از آن در مركز هر يك از تقسيمات، يك قطره از مايه               
 با جمعيت   سينوريزوبيوم مليلوتي تهيه شده از هر سويه خالص        

 ٩٦پس از   .  قرارداده شد  ١٠٦  cellml-1تنظيم شده در سطح      
عت انكوباسيون، اندازه و فرم كلني سويه هاي رشد يافته بر             سا

. روي محيط حاوي كادميوم با نمونه هاي شاهد مقايسه شدند           
سويه هاي مختلف ريزوبيوم بر اساس ميزان تحملي كه در برابر            
كادميوم از خود نشان دادند در يكي از گروه هاي متحمل، نسبتاً            

 حالت كلني رشد يافته     فرم و .  حساس و حساس قرار داده شدند     
باكتري در هر يك از سطوح كادميوم و ميزان تحمل در برابر اين 

 :فلز به صورت زير تعريف گرديد
باكتري داراي رشد كاملي همسان       -)  Tolerant (متحمل)  ١

هاي رشد يافته بر روي محيط حاوي           با نمونه شاهد و كلني      
 .ندكادميوم به صورت توپر، برجسته، لعابي و لزج بود

 ـ باكتري نسبت    (Partially Tolerant)نسبتاً متحمل   )  ٢
به شاهد، دچار كاهش رشد بوده و خشكي قابل ملاحظه اي در             
مركز كلني رشد يافته بر روي محيط داراي كادميوم قابل                 

 .مشاهده بود 
توان رشد برروي      ـ باكتري فاقد    (Sensitive)حساس  )  ٣

 .محيط داراي كادميوم بود
 اين مرحله، سويه هاي نسبتاً حساس و متحمل         پس از اتمام  

 ٥به كادميوم انتخاب و در سطح بالاتر كادميوم كه به مقدار               
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ميلي گرم در ليتر با سطح قبلي تفاوت داشت، به ترتيب مذكور             
 ميلي گرم    ٧٠مورد ارزيابي قرار گرفتند و اين كار تا سطح               

ميزان در اين تحقيق بر اساس        .  كادميوم در ليتر ادامه يافت      
هاي ريزوبيومي به سطوح مختلف كادميوم،        تحمل نسبي سويه  

 يا بالاترين غلظتي از      ١  MRLبراي هر يك از سويه ها پارامتر         

كادميوم كه در آن يك رشد قابل مشاهده ايجاد شده بود تعيين            
همچنين، تعداد سويه هايي كه در غلظتهاي مختلف              .  شد

در .  مشخص گرديد كادميوم داراي رشد قابل مشاهده بودند،          
ترسيم يك     و Minitabافزار آماري     با استفاده از نرم     نهايت  

هاي مختلف از نظر توان تحمل كادميوم               سويهدندروگرام   
 .بندي شدند  گروه

 
 نتايج و بحث

ها در    به طور كلي اثرات فلزات سنگين بر ميكروارگانيسم         
و يا  )  ١٥(قالب بررسي اثر سمي آنها بر رشد ميكروارگانيسم ها           

نتايج حاصل  .  شوند  نجام مي  ا )٩(تأثير آنها بر عملكرد ميكروبي       
از اين پژوهش  نشان داد كه كادميوم سبب محدود ساختن رشد 

 دارای کارايی متفاوت تثبيت        هاي ريزوبيوم  و تكثير باكتري   
فلزات سنگين از جمله كادميوم ازطرق مختلف   .  شود مي٢نيتروژن

                                                                                    
1. Maximum Resistant Level 

های ريزوبيومی  غييرات شاخص کارايی تثبيت نيتروژن برای جدايه         محدوده ت  .۲
 . در صد تعيين گرديد۶/۱۴۵ تا ۵/۵۰مورد مطالعه از 

هاي موجود در غشاء سلولي و ايجاد       مانند تغيير ساختار پروتئين    
اختلال در عمل آنها و يا تغيير در نفوذ پذيري ديواره سلولي، بر             
رشد، مورفولوژي و متابوليسم ميكروارگانيسم هاي خاك تأثير          

سويه هاي مختلف مورد مطالعه در اين          ).  ٨،٢٠(  مي گذارند
تحقيق داراي توانايي متفاوتي از نظر ميزان تحمل كادميوم              

بين آنها  )   >P ٠٥/٠(دند و از اين نظر  اختلاف معني دار            بو
) ١شكل(  دندروگرام ترسيم شده  وجود داشت بطوريكه بر اساس      

سينوريزوبيوم سويه هاي  توان به وجود سه كلاستر در بين            مي
 پي برد و بر اين اساس آنها را به سه گروه حساس،                  مليلوتي

 . نسبتاً متحمل و متحمل تفكيك كرد
های متعلق  ، سويه )٦(  ی مختلف يک جنس ميکروبی    هاگونه

) ٢٧  ،٤(  مشابههای ميکروبی   و همچنين گونه  )  ٢٣(  به يک گونه  
داراي تفاوتهاي قابل توجهي از نظر حساسيت به اثرات سمي             

 نشانگر اين است كه اكثر سويه هاي مورد        ٢شكل   .فلزات هستند 
 به  داري تحمل كم نسبت   %)  ٧٠حدود  (مطالعه در اين تحقيق      

 ١٠تا غلظت      كادميوم و از گروه حساس بودند كه حداكثر           
.ميلي گرم بر كيلوگرم كادميوم، رشد قابل مشاهده اي نشان دادند    

 ميلي گرم  ٧٠ تا   ٦٠ درصد از سويه ها توانايي تحمل سطوح         ٨/٣
بر كيلوگرم كادميوم را دارا بودند و به عنوان سويه هاي متحمل            

 .معرفي شدند

 
 كادميومف مختلح سطوه گرام حاصل از طبقه بندي سويه هاي سينوريزوبيوم مليلوتي بر اساس ميزان تحمل آنها ب دندرو‐١شكل 
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33.3% 36.9% 

11.2% 
14.8% 

3.8%
(MRL = 15  PPM)

(MRL = 20  PPM)
(MRL = 60  PPM)

(MRL = 5  PPM) (MRL = 10  PPM)

 هاي داراي رشد قابل مشاهده در غلظتهاي درصد سويه‐٢شكل
  مختلف كادميوم

 
توانايي ميكروارگانيسم ها جهت رشد و تكثير در محيط هاي         

 فلز سنگين به ويژگي هاي ژنتيكي و فيزيولوژيك آنها            آلوده به 
دلايل متعددي براي تحمل و مقاومت گروه هاي       ).  ٢(بستگي دارد 

اند كه به برخي از آنها اشاره        ميكروبي به فلزات سنگين ارائه شده     
 :مي شود

ـ ترشح پلي ساكاريدهاي برون سلولي با خاصيت آنيوني كه          
براي كاتيون هاي فلزي عمل به صورت جاذب هاي زيستي مؤثري  

وجود اين تركيبات در خارج سلول به عنوان يك مانع           .  مي كنند
ايفاي نقش نموده و از نفوذ زياد يون هاي فلزي به درون سلول              

 . جلوگيري به عمل مي آورند
ـ توليد برخي متابوليت هاي آلي كه داراي خاصيت                 

، مانند  كنندگي و توانايي ايجاد كمپلكس با فلز هستند            كلات
  . اسيد اگزاليكاسيد سيتريک و 

ـ سنتز پروتئين هاي درون سلولي كه قادر به ايجاد پيوند با            
فلز و همچنين ذخيره و تنظيم يون هاي فلز در درون سلول بوده            

از بين اين   .  و در رفع سميت فلز داراي اهميت زياد مي باشند          
 با وزن    تركيبات مي توان به متالوتيونين ها كه پروتئين هايي         

مولكولي كم و غني از اسيد آمينه سيستئين و داراي توانايي               
برقراري پيوند با فلزاتي نظير كادميوم، روي و مس هستند اشاره           

 .كرد
اكسيداسيون، احياء، متيلاسيون   (ـ تغيير شكل شيميايي فلز      

كه سبب تبديل فلز به فرم هاي بي ضرر آن            )  و دمتيلاسيون 
م ها را قادر به رشد در غلظت هاي زياد        مي گردند و ميكروارگانيس  

البته لازم به ذكر است كه چنين        .  فلز در درون سلول مي سازند    
 . مكانيسم هايي موقت مي باشند

ـ  جذب زيستي فلز به دو صورت جذب برون سلولي و درون 
محل هاي پيوند در سلول هاي ميكروبي     .  سلولي جلوه گر مي شود  

ء ساختاري باكتري ها، قارچ ها و     و محيط برون سلولي شامل اجزا     
جلبك ها نظير پپتيدوگليكان، پلي ساكاريدها، سلولز، اسيد             
يورونيك، پروتئين ها، كيتين، ملانين و نيز طيف وسيعي از              

هاي كربوكسيل، آمين، فسفات، هيدروكسيل،   ليگاندها نظير گروه
كربونيل و سولفيدريل مي باشند كه هنوز به اهميت نسبي هر             

از آنجا كه تركيب      ).  ٢٦(   آنها پي برده نشده است         يك از 
شيميايي ديواره سلولي ميكروارگانيسم هاي مختلف متفاوت           
است، از اين رو اختلافات قابل توجهي در توانايي و ظرفيت                
 جذب گونه ها و سويه هاي مختلف يك ميكروارگانيسم وجود دارد

طور جذب زيستي فلز به ديواره سلولي ممكن است به             ).  ١٢(
قابل توجهي سبب كاهش غلظت فلز در محيط گردد، اما مقدار            
اين جذب عمدتاً تحت كنترل عوامل برون سلولي مانند مقدار             

 ، وجود آنيون ها و كاتيون هاي رقيب        pHفلز، بيومس ميكروبي،    
 ). ١٥، ١٤، ١٣( و غيره مي باشد

كارا در تثبيت نيتروژن      و  هاي ريزوبيومي مؤثر   انتخاب سويه 
 مختلف،هاي   ر عين حال مقاوم به فلز سنگين از بين جدايه          و د 

تواند گامي مهم در بهبود        امري بسيار ضروري است كه مي        
فرآيند همزيستي   .  كيفيت خاكهاي آلوده محسوب گردد         

 درصد از كل مقدار       ٥٠ريزوبيوم ـ لگومينوز با تأمين حدود          
 تواند به طور    نيتروژن تثبيت شده به روشهاي بيولوژيك مي          

. مؤثري در افزايش سطح توليد محصولات زراعي مؤثر باشد             
بديهي است كه مهمترين شرط جهت ايجاد اين همزيستي،              

هاي كاملاً مؤثر و اختصاصي باكتري        وجود تعداد كافي از سويه     
ي ريزوبيومي   باكتريها).  ٢٤(  باشد براي يك گياه لگوم معين مي      

وژيك بسيار  داراي خصوصيات متابوليك، فيزيولوژيك و اكول         
توان مقاومت در برابر تنش هاي     .  جالب و شگفت انگيزي هستند    

محيطي مانند شوري، خشكي و آلودگي خاك به سموم و فلزات           
سنگين از جمله مشخصات مطلوب برخي سويه هاي ريزوبيومي         

شود كه مي تواند به عنوان مبنايي جهت انتخاب آنها  محسوب مي 
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در سالهاي اخير استفاده    .  براي شرايط محيطي خاص قرار گيرد     
هاي آلوده،   هاي مختلف گياهي براي زيست پالايي محيط         ازگونه

هايي با   در چنين برنامه  .  مورد توجه محققين قرار گرفته است       
هاي مقاوم ريزوبيومي،    استفاده از گياهان لگوم همزيست با سويه      

توان ضمن حذف تدريجي عناصر آلاينده، سطح حاصلخيزي          مي
 . يز بهبود بخشيدخاك را ن

 

 سپاسگزاري 
اثرات آلودگي خاك به      «اين پژوهش مستخرج از طرح         

هاي  زايي و تثبيت نيتروژن سويه     كادميوم بر روي رشد، توان گره     
باشد كه   مي٥٢٣/٣/٧١٤ به شماره »سينوريزوبيوم مليلوتيبومي 

با حمايت مالي معاونت پژوهشي دانشگاه تهران انجام شده است          
 .شود له قدرداني ميكه بدينوسي
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