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  بردفورد بادي مونوکلونال و  پذیر با آنتی واکنش اي هیفی و ریشه گلومالیناثر سرب بر مقدار 

  اي و گلدانی  در شرایط کشت درون شیشه
  

  4جلال عبدالعلی زاده -3ناصر علی اصغرزاد -2جعفر مجیدي -*1الهام ملک زاده

 16/06/1394: تاریخ دریافت

  02/09/1394: تاریخ پذیرش
  

 چکیده
بـادي   هاي میکوریزي شـاخه گلومرومایکوتـا و راسـته گلـومرال بـا دو روش بردفـورد و آنتـی        گلومالین به عنوان گلیکوپروتئین شناخته شده در قارچ

رارتـی  با این پیش فرض که تنش ناشی از فلز سمی منجر به افزایش بیان و تولید گلومالین به عنوان پـروتئین شـوك ح  . شود گیري می مونوکلونال اندازه
 با گیاه شبدر سـفید  رایزوفاگوس ایرگولاریزگردد، پژوهشی جهت مطالعه و مقایسه مقدار گلومالین تولیدي در شرایط کشت گلدانی در همزیستی قارچ  می

)Trifolium repens L.( هاي تراریخت هویج  اي در همزیستی ریشه و کشت درون شیشه)Daucus carota L. (  قـارچ تحـت تـنش سـرب     همـان  بـا
نی هیف و اسپور کاهش یافـت  مجموع درصد فراوا) Pb+2مولار  میلی 1و  1/0، 01/0، 0(اي با افزایش غلظت سرب  در کشت درون شیشه. طراحی گردید

، 0(ا افـزایش غلظـت سـرب    در کشت گلدانی ب. افتیدر بخش هیفی افزایش  باديبا آنتیپذیر پذیر بردفورد و پروتئین واکنش که پروتئین واکنشدرحالی
به طـور کلـی بـا افـزایش غلظـت سـرب، پـروتئین        . نسبت به شاهد افزایش نشان دادشده  کلنی  درصد طول ریشه) Pb+2میکرومولار  450و  300، 150

مونوکلونـال واکـنش متقـاطع    بـادي  آنتـی . اي کشت گلدانی افزایش یافت در بخش هیفی و ریشه بادي با آنتی یرپذپذیر بردفورد و پروتئین واکنش واکنش
هاي مهـم و حیـاتی گیـاه بـه      بنابراین تولید گلومالین از طریق ممانعت از تغییر شکل پروتئین. هاي غیرمیکوریزي نشان داد هاي ریشه ناچیزي با پروتئین

  .باشد کاهش تنش ناشی از سرب میحفاظتی قارچ هاي میکوریز آربوسکولار در همزیستی با گیاه براي  ساز و کارعنوان پروتئین شوك حرارتی، 
  

  الایزا، بردفورد، قارچ میکوریز آربوسکولار، گلومالین :کلیدي هايواژه
  

  مقدمه
آلودگی خاك به فلزات سنگین به دلیل عدم تجزیه و اثرات سـوء  

هاي غذایی در  ها بر موجودات زنده و خطر تجمع زیستی در زنجیره آن
اخیر حائز اهمیت شناخته شده است، بنابراین مطالعه در مورد هاي  دهه

هاي خاك و ارائه راهکارهاي مناسب جهت پـالایش ضـرورتی    آلاینده
نظیـر آرسـنیک، مـس،    ) PTE( 1عناصر بالقوه سـمی . انکارناپذیر است

هـاي منـاطق    کادمیوم، کروم، سرب و روي از جمله فراوانترین آلاینده
بق گزارش آژانـس حفاظـت محـیط زیسـت     ط ).29(باشند  صنعتی می

در . باشد ترین فلز سنگین در مناطق آلوده میسرب فراوان )45( آمریکا
                                                             

دانشجوي سابق دکتري و استاد گروه علـوم و مهندسـی خـاك، دانشـکده      -3و  1
  کشاورزي، دانشگاه تبریز

  )Email: malekzadeh.elham@gmail.com       :ولئنویسنده مس-(*
  استاد گروه ایمونولوژي، دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی تبریز  - 2
  دانشگاه علوم پزشکی تبریزاستادیار مرکز تحقیقات کاربردي دارویی،  -4

5- Potentially toxic elements  

هاي آلوده به فلزات سنگین به  کارهاي پالایش خاك هاي اخیر راه دهه
هاي سازگار با محیط زیست بـا حـداقل تخریـب و تغییـر      سمت روش

. ش رفتـه اسـت  خصوصیات فیزیکی، شیمیایی و بیولوژیکی خـاك پـی  
ــاه  ــا سیســتم گی ــالایی ب ــالایی (میکروارگانیســم  -زیســت پ ــاه پ گی

سـازگار بـا   هزینه کـم و کـارآیی بـالا،    روشی با به دلیل  2)غیرمستقیم
هاي آلوده به فلز بسـیار مـورد توجـه     در خاك3ماندگارمحیط زیست و 

هـاي   تحقیقات متعددي کـاربرد قـارچ  . )29و  10، 2(قرار گرفته است 
را جهت افزایش کـارایی گیـاه پـالایی در    ) AM(آربوسکولار میکوریز 

سـاز و   از جمله ).21و  8(هاي آلوده به فلز به اثبات رسانده است  خاك
هاي قارچی شامل  در اندام تثبیت فلزات سمی ،AMهاي  قارچکارهاي 

هاي درون و برون سلولی و اسـپورهاي قـارچی بواسـطه حضـور      هیف
گلومالین، که در خاك بـه   .باشد می) 15و  14(گلیکوپروتئین گلومالین 

                                                             
6- Plant-microbe assisted bioremediation   / Indirect 
Phytoremediation 
7- Long-lasting  
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) GRSP( 1تر به عنوان گلومالین وابسته به پروتئین خـاك  طور صحیح
 AMهاي  ها و اسپورهاي قارچ گردد، ترکیبی از دیواره هیف تعریف می

پویایی فلزات سـمی نقـش    ها و نیز غیر باشد و در پایداري خاکدانه می
ــابراین، قــارچ ).52و  46، 15، 9، 1(دارد  ممکــن اســت  AMهــاي  بن

را بواسطه تولیـد گلومـالین   ) 2قارچ-تثبیت ریشه(فرآیند تثبیت گیاهی 
همچنـین شـواهدي وجـود دارد کـه تولیـد      . )30و  21(افزایش دهند 

گلومـالین  . )16و  12(کند  گلومالین تحت شرایط تنش افزایش پیدا می
بردفـورد و الایـزا   پـذیر   معمولا بوسیله دو روش پروتئین کـل واکـنش  

)ELISA3 (دهـد، روش   مطالعـات نشـان مـی   . شـود  گیـري مـی   اندازه
میکوریزي یا دیگـر مـواد    هاي غیر بردفورد واکنش متقاطع با پروتئین

، )48و  38( موجود در عصاره گلومالین استخراجی از خاك داشته است
. گـردد  GRSPتواند باعث بـیش بـرآورد مقـدار     بنابراین این روش می

تـر الایـزا را    روش اختصاصـی ) 50(و همکـاران   رایـت ي اولین بار برا
هاي خاك و ریشه بـا اسـتفاده از    گیري گلومالین در نمونه جهت اندازه

شده  تهیه شده بر علیه اسپورهاي خرد( 32B11بادي مونوکلونال آنتی
گلومــوس تــر بــه عنــوان  ، کــه پــیشرایزوفــاگوس ایرگــولاریزقــارچ 

هـاي   بـر اسـاس پـژوهش   . به کار بردنـد ) می شدشناخته  اینترارادیسز
گیري گلومالین مفید  لایزا زمانی در اندازهاانجام شده، روش بردفورد و 

شوند که مقدار ماده آلی، بواسطه شستشو و اتوکلاو خـاك یـا    واقع می
بر اساس . )53و  39، 26(دیگر شرایط کنترل شده آزمایشی، کم باشد 

عدد گلومـالین در اکوسیسـتم خـاك، و    هاي مت هاي قبلی و نقش یافته
سنگین  پاسخ به این سوال که آیا مقدار گلومالین با افزایش غلظت فلز

کند؟ و نیـز مطالعـه رابطـه و همبسـتگی بـین مقـدار        افزایش پیدا می
ــورد گلومــالین کــل واکــنش ــذیر بردف ــالین ) 4BRG(پ ــدار گلوم و مق

و هیفـی کشـت   اي  در بخش ریشـه ) IRG5( بادي با آنتیپذیر  واکنش
  . اي پژوهش حاضر طراحی گردید گلدانی و درون شیشه

  
  ها مواد و روش

  اي کشت درون شیشه
 Ri T-DNA(هاي تراریخت هـویج   اي ریشه کشت درون شیشه
Daucus carota L.  ( سایرگولاریز رایزوفاگومیکوریزي شده با قارچ 

اي و بخـش هیفـی    بخشـی شـامل بخـش ریشـه     در ظروف پتري دو
محیط کشت مـورد اسـتفاده در ظـروف پتـري محـیط      . صورت گرفت

6MSR لیتر و بدون تیمـار سـرب و بـافر     میلی 15اي  بخش ریشه. بود

                                                             
1- Glomalin related soil protein 
2- Mycorrhizostabilization  
3- Enzyme-linked immunosorbent assay  
4- Bradford-reactive glomalin 
5- Immunoreactive glomalin 
6- Modified Strullu-Romand 

MES لیتر، فاقد ساکارز، حاوي بـافر   میلی 15بخش هیفی . بودMES 
-میلـی  1و  1/0، 01/0، 0هـاي   مولار و تیمار شده با غلظـت  میلی 10

مولار از منبع نیترات سرب بود که بعد از فیلتر استریل به بخش هیفی 
اي و هیفی قبل از اتوکلاو  محیط کشت بخش ریشه pH .اضافه شدند

سازي اثـر نیتـرات در تمـامی تیمارهـا،      جهت یکسان. تنظیم شد 6بر 
نیتروژن به صورت نیترات سدیم در مقادیر مساوي با نیتـروژن اضـافه   

زنـی   براي مایـه . رین سطح سرب به سایر تیمارها اضافه گردیددر بالات
هـاي   حـاوي ریشـه   MSRاي از محیط کشـت   اي، قطعه بخش ریشه

اسـپور   10تراریخت هویج از پیش میکوریزي شده با قارچ که شـامل  
هفتـه در   20ظـروف پتـري بـه مـدت     . بود مورد استفاده قرار گرفـت 

جهـت  . تور قـرار گرفتنـد  داخـل انکوبـا   ⁰C 2±30تاریکی و در دماي 
، ⁰C 30(مولار سیترات سـدیم  میلی 10استخراج بخش هیفی، از بافر 

6=pH (براي تعیین درصد فراوانـی هیـف و اسـپور در    . استفاده گردید
  .استفاده گردید) 3(بخش هیفی از روش تغییر یافته آنوود و همکاران 

  
  تهیه زادمایه قارچ

هاي تراریخت گیاه  همزیست با ریشه رایزوفاگوس ایرگولاریزقارچ 
بـراي تهیـه   . هویج از دپارتمان بیولوژي دانشگاه لوند سوئد اخذ گردید

زادمایه قارچی، تحت شرایط استریل زیر هود لامینـار، پـس از بـرش    
هـاي تراریخـت    صد در صد پوشیده شده با ریشه MSRمحیط کشت 

طعات حدودا یک به ق رایزوفاگوس ایرگولاریزهویج میکوریزي شده با 
متـري، اسـتریل و عـاري از     میلـی  5/0متري با شـن الـک زده    سانتی

  .گلومالین کاملا مخلوط شدند
  

  کشت گلدانی
جهت تهیه بستر محیط کشت گلدانی از شن درشت عبور یافته از 

براي این . ، عاري از گلومالین و استریل استفاده شدمتريالک دو میلی
نرمال و سپس اسـتخراج بـا    3کلریدریک ابتدا شستشو با اسید منظور 

، اتـوکلاو بـه مـدت یـک     pH=8(مـولار  میلی 50سیترات سدیم  بافر
ــاي  ــاعت در دم ــار  ⁰C 121 س ــفر 1/1و فش ــت ) اتمس ــام گرف . انج

متر با استفاده از غشاء  سانتی 15گرمی به قطر دهانه  1500هاي  گلدان
با دو بخش ) .NBC Meshtec Inc(میکرون  37نالیونی با قطر منافذ 

از بذرهاي گیـاه  . تهیه گردید) گرم 700(و هیفی ) گرم 800(اي  ریشه
، تهیه شده از بانک ژن موسسه ).Trifolium repens L(شبدر سفید 

ها و مراتع کشور، به عنوان گیاه میزبان همزیسـت بـا    تحقیقات جنگل
بــه منظــور حــذف . اســتفاده گردیــد رایزوفــاگوس ایرگــولاریزقــارچ 
هاي سطحی بذرها بعد از چنـدین بـار شستشـو بـا آب مقطـر       آلودگی

به مـدت دو  ) حجمی /حجمی( 70%ورسازي در اتانول  استریل و غوطه
انتقـال یافتنـد و بعـد از ده     5/0%دقیقه، به داخل محلول هیپوکلریت 

 30. دیدنـد دقیقه، حدود ده بار با آب مقطر استریل کـاملا شستشـو گر  
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 10اي گلدان کشت گردید به طوري کـه   عدد بذر گیاه در بخش ریشه
) تهیه شده مطـابق فـوق  ( رایزوفاگوس ایرگولاریزگرم از زادمایه قارچ 

متري زیر بذور به طـور یکنواخـت    به صورت لایه نازك در یک سانتی
 20هـا بـه    زنی و استقرار گیاهچه، تعـداد آن  بعد از جوانه. پخش گردید

هفته در شرایط  16گیاهان در اتاقک رشد به مدت . د کاهش یافتعد
 ⁰C(سـاعت تـاریکی    8و ) ⁰C 25(ساعت روشـنایی   16فتوپریودیک 

زنی یک روز در میـان   نگهداري شدند و از هفته دوم بعد از جوانه ) 20
و  300، 150، 0حاوي سـطوح مختلـف   ) 31(با محلول غذایی هوگلند 

 MES 5/0نبع نیترات سرب و حاوي بـافر  میکرومولار سرب از م 450
جهت یکسـان سـازي   . آبیاري شدند pH= 1/6میلی مولار براي حفظ 

میکرومـولار سـرب،    450اثر نیترات در سایر تیمارها نسبت بـه تیمـار   
نیتروژن به صورت نیترات سدیم در مقادیر مساوي با نیتـروژن اضـافه   

گیاهـان بـه مـدت    ). 19(شده به بالاترین سطح سرب، اضافه گردیـد  
چهار هفته با محلول غذایی هوگلند نصف قدرت و بعد از آن با محلول 

بعد از سپري شدن دوره رشد، بخش هوایی . غذایی کامل آبیاري شدند
اي جـدا شـده و    گیاهان برداشت گردید و بخش هیفی از بخش ریشـه 

جهـت  . بخش هیفی جهت استخراج گلومالین مورد استفاده قرار گرفت
ها بـا اسـتفاده از    آمیزي ریشه ، رنگشده کلنی  درصد طول ریشهتعیین 

 60سـپس  . انجـام شـد  ) 24(روش تغییریافته کورمانیک و مک گـراو  
قطعه یک سانتی متري از ریشه ها روي لام به صورت تصادفی قـرار  
ــا عــدم حضــور   ــر میکروســکوپ جهــت ثبــت حضــور ی گرفــت و زی

درصـد طـول ریشـه    . کلنیزاسیون در طول ریشـه هـا بررسـی گردیـد    
  ).13(شده در واحد کل طول قطعات ریشه بیان شد یکلن

  
  سنجش گلومالین

هـاي   هاي ریشه و هیف، نمونـه  جهت استخراج گلومالین از نمونه
اي  اي و هیفی کشت گلدانی و درون شیشـه  استخراجی از بخش ریشه

به مدت ) pH=8(مولار میلی 50هاي حاوي بافر سیترات سدیم  در لوله
و طی سه سیکل متوالی داخل اتـوکلاو   ⁰C 121اعت در دماي یک س

عصاره رویی حاصل از هر سیکل اتوکلاو بعد از سانتریفوژ . قرار گرفتند
بعـد از  ). 39( ، بـا هـم ترکیـب شـدند    g 10000دقیقه در  10به مدت 

خشـک   ⁰C 70 هاي ریشه و هیف در دمـاي  استخراج گلومالین، نمونه
پـذیر   گیـري پـروتئین کـل واکـنش     براي انـدازه . شده و توزین گشتند

) 50(بردفورد از روش اصلاح شـده سـنجش پـروتئین کـل بردفـورد      
ها با استفاده از روش الایزا  همچنین مقدار گلومالین نمونه. استفاده شد

تولید شده بر علیه  MAb32B11بادي مونوکلونال  و بوسیله آنتی) 16(
سـلول  ). 50(گیـري شـد    انـدازه  گلوموس اینترارادیسزاي قارچ اسپوره

 ATCCاز شـرکت   MAb32B11هیبریدوما تولید کننده آنتی بـادي  
)American Type Culture Collection (تهیه گردید .  

  

  طرح آزمایشی و تجزیه آماري
کشت گلدانی به صورت فاکتوریـل در قالـب طـرح بلـوك کامـل      

اي بـه صـورت طـرح کامـل      شـت شیشـه  تصادفی در پنج تکـرار و ک 
ها و  آزمون نرمال بودن توزیع داده. تصادفی در هشت تکرار اجرا شدند

ها بوسـیله آزمـون چنـد     سپس تجزیه واریانس و مقایسه میانگین داده
، با استفاده از نـرم افـزار آمـاري    %5دامنه دانکن در سطح معنی داري 

IBM SPSS 22 ب همبسـتگی  تجزیه رگرسـیون و ضـری  . انجام شد
نمودارها بـا  . براي تشریح رابطه بین متغییرها مورد استفاده قرار گرفت

  .رسم شدند Microsoft Excelاستفاده از نرم افزار 
  

  نتایج و بحث
  اي درصد فراوانی هیف و اسپور در کشت درون شیشه

ها، اثر سطوح مختلـف سـرب    بر اساس نتایج تجزیه واریانس داده
بـا  . معنـی دار گردیـد   %1/0و اسپور در سـطح   بر درصد فراوانی هیف

اي درصـد   افزایش سطح سرب، در بخش هیفـی کشـت درون شیشـه   
سـطح  (فراوانی هیف افزایش و درصد فراوانـی اسـپور کـاهش یافـت     

و کمترین درصـد  ) 98/73(بیشترین درصد فراوانی هیف ). %5احتمال 
 گردیـد  مولار سرب مشـاهده  در سطح یک میلی) 19/1( فراوانی اسپور

درصد بخش هیفـی تیمـار شـاهد در     100به طور میانگین ). 1شکل (
اي توسط هیف و اسپور قـارچ میکـوریزي پوشـیده     کشت درون شیشه
که با افـزایش غلظـت سـرب، از میـزان اسـپورزایی      شده بود در حالی

. داد کاسته شد و زیتوده قارچی را بیشـتر توسـعه هیفـی تشـکیل مـی     
سرب به دلیل کاهش اسپورزایی، اسپورهاي همچنین با افزایش سطح 

کـه در تیمـار   مشاهده شده بسیار ریز، شفاف و جـوان بودنـد در حـالی   
 چارسـت و  اودتمطالعـه  . شاهد، اسپورهاي متکامل قابل مشاهده بود

مولار در کشت میلی 1تا  0نشان داد که با افزایش غلظت روي از ) 4(
گلومـوس  ده بـا قـارچ   هاي هویج میکوریزي ش ـ اي ریشه درون شیشه
برابــري در  50، کــاهش بــیش از )DAOM 181602( اینترارادیســز

همچنین نتایج برخی مطالعات . اسپورزایی بخش هیفی مشاهده گردید
دهد که تکثیر قارچ با افزایش غلظـت فلـز بشـدت     دیگر نیز نشان می

شواهد مشابه در مطالعـه مـا نیـز مشـاهده     . )34 و 20(یابد  کاهش می
که مجموع درصد فراوانی هیـف و اسـپور بـا افـزایش     ه طوريگردید ب

بـین مقـدار پـروتئین    . داري کـاهش یافـت   غلظت سرب به طور معنی
دار مشـاهده   پذیر بردفورد با درصد فراوانی هیـف رابطـه معنـی    واکنش

دار بـین مقـدار    که رابطه مثبـت و معنـی  ، در حالی)r= 0.306ns(نشد 
 )*r=0.412(ادي با درصد فراوانی هیـف  ب پذیر با آنتی پروتئین واکنش

  ). 1جدول (وجود داشت 
داشـتند، تحـت شـرایط نامسـاعد      اظهار) 37( استینبرگو  ریلیگ

اي از کـربن مـورد   ، ممکن است مقادیر قابل ملاحظـه AMهاي قارچ
  .نیاز براي رشد هیف را به تولید گلومالین اختصاص دهند
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). میلی مولار(اي در سطوح مختلف سرب  در بخش هیفی کشت درون شیشهرایزوفاگوس ایرگولاریزدرصد فراوانی هیف و اسپور قارچ  - 1شکل 

اي دانکن در سطح احتمال پنج درصد داري به روش آزمون چند دامنههاي داراي حداقل یک حرف لاتین مشترك فاقد اختلاف معنی میانگین  
Figure 1- Percentage of hyphae and spore frequency in pot and in vitro cultures at different levels of Pb (mM). Means 

followed by the same letters are not significantly different according to Duncan’s multiple range test at the level p< 0.05 
  

اي  گیري شده در کشت گلدانی و درون شیشه ي اندازههمبستگی بین پارامترها - 1جدول   
Table 1- The correlation between measured parameters in pot and in vitro cultures 

  
 کشت گلدانی
Pot culture 

اي کشت درون شیشه  
In vitro culture 

  BRHP 
(µg/mg) 

IRHP 
(µg/mg) 

BRRP 
(µg/mg) 

IRRP 
(µg/mg) 

  کل طول ریشه
شده کلنی  

Total 
mycorrhized 
root length 

(%) 

BRHP 
(µg/mg) 

IRHP 
(µg/mg) 

 فراوانی هیف
Frequency 
of Hyphae 

(%) 

 فراوانی اسپور
Frequency 
of Spore 

(%) 

کشت 
 گلدانی
Pot 

culture 

BRHP 
(µg/mg) 1     

 

IRHP 
(µg/mg) 0.845** 1    

BRRP 
(µg/mg) -0.688** 0.790** 1   

IRRP 
(µg/mg) 0.570** -0.762** 0.706** 1  

شده کلنی  کل طول ریشه  
Total 

mycorrhized root 
length (%) 

0.051ns -0.002ns 0.144ns -0.149ns 1 
 

کشت درون 
اي شیشه  

In vitro 
culture 

BRHP 
(µg/mg) 

 

1    

IRHP 
(µg/mg) 0.941** 1   

 فراوانی هیف
Frequency of 
Hyphae (%) 

0.306ns 0.412* 1  

 فراوانی اسپور
Frequency of 

Spore (%) 
-0.721** -0.769** -0.833** 1 

 دار غیرمعنی nsو % 5و % 1داري در سطح احتمال  به ترتیب معنی *، **
  ns: not significant, * p < 0.05 , **p < 0.01 
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اي عکسـی بـا تولیـد     بنابراین، طول هیفـی ممکـن اسـت رابطـه    

در ضمن، فقـدان همبسـتگی بـین گلومـالین و     . گلومالین داشته باشد
ــارچ ــت داشــته باشــد و   AMهــاي  متغییرهــاي ق ــد جامعی نمــی توان

بـر میـزان گلومـالین     AMهـاي   تاثیر قارچ. استثناهایی هم وجود دارد
، 6(باشـد   ه میزبان متفـاوت مـی  تولیدي بر اساس نوع گونه قارچ و گیا

داري بـین درصـد    از سوي دیگر همبستگی منفـی و معنـی   )33 و 27
و ) **r= -0.721(پذیر بردفورد  فراوانی اسپور با مقدار پروتئین واکنش

مشـاهده گردیـد   ) **r= -0.769(بـادي   پذیر با آنتـی  پروتئین واکنش
گلومالین استخراجی البته باید به این نکته توجه داشت که ). 1جدول (

گیـرد و نتـایج رگرسـیونی رابطـه      از مجموع هیف و اسپور صورت می
 ـ       ادیرخطی عکس بین مجموع درصـد فراوانـی هیـف و اسـپور بـا مق

BRHP  وIRHP  بـه ترتیـب  (نشان دادy= -1.16x+103.57, R2= 
0.789; y=-5.93x+101.12, R2=0.761 .(  درایور و همکـاران)11 (

ن جزئی از دیواره هیف و اسپور گزارش کردند، بـه  گلومالین را به عنوا
درصد گلومالین تولیدي با پیونـدهاي قـوي بـه     80طوري که بیش از 

) 44(کـه تایسـیدیر و ترنـر    در حـالی . باشـند  دیواره هیفی متصـل مـی  
دریافتند که طول هیف با تولید گلومالین همبسـتگی نـدارد، از سـوي    

دند که مقدار گلومالین تولیدي ثابت کر) 27(دیگر لاولوك و همکاران 
هاي ریز  که غلظت گلومالین در هیفبا قطر هیف ارتباط دارد به طوري

هاي درشت کمتر است و دلیل احتمالی ایـن امـر را    در مقایسه با هیف
در سهم بیشـتر سیتوپلاسـم در مقایسـه بـا حجـم دیـواره هیـف، در        

 و حاضـر  مطالعه شواهد اساس بر بنابراین). 43(هاي ریز دانستند  هیف
 اسپورها و هیف دیواره در گلومالین حضور الگوي دیگر، مطالعات نتایج

 مختلـف،  تنشـی  شرایط تحت و میزبان گیاه قارچ، گونه نوع اساس بر
  .باشد متفاوت تواند می

 
  در کشت گلدانی شده کلنی  درصد طول ریشه

بر اساس نتایج تجزیه واریانس، اثر سطوح مختلف سرب بر درصد 
با افـزایش سـطح   . دار گردید معنی %1در سطح  شده  کلنی  طول ریشه

نسبت به شاهد افزایش یافـت بـه    شده  کلنی   سرب، درصد طول ریشه
در تیمـار  ) 24/84( شـده   کلنـی   طوري که بیشترین درصد طول ریشه

درصـدي در   14/18که علی رغم کـاهش  میکرومولار سرب بود  300
ــطح  ــطح   450س ــه س ــبت ب ــتلاف   300نس ــرب، اخ ــولار س میکروم

میکرومـولار   450بـین تیمـار    %5داري آماري در سطح احتمال  معنی
و شـاهد  ) 7/76(میکرومـولار سـرب    150با تیمارهاي ) 96/68(سرب 

به عبـارت بهتـر، تـنش ناشـی از     ). 2شکل (مشاهده نگردید ) 52/67(
هـاي گیـاه توسـط     سرب نه تنها تاثیر منفی بر میکوریزي شدن ریشه

بـه  نداشت، بلکه نسبت به شـاهد منجـر    رایزوفاگوس ایرگولاریزقارچ 
هـد کـه بـا     برخی مطالعات نشان مـی . افزایش کلنیزاسیون نیز گردید

افزایش غلظت فلز سنگین، کلنیزاسـیون میکـوریزي ریشـه افـزایش     

، زیرا گیاهان در این شرایط همزیستی میکوریزي را )47 و 18(یابد  می
همچنین، نتایج همبسـتگی بـین متغییرهـا    ). 4(هند  بیشتر ترجیح می

پــذیر بردفــورد و گلومــالین  ر گلومــالین واکــنشنشــان داد کــه مقــدا
اي کشت گلـدانی بـه    در بخش هیفی و ریشه بادي با آنتیپذیر  واکنش

لوتگن و همکـاران  ). 1جدول (باشد حساس نمی شده کلنیطول ریشه 
هـاي پـروتئین کـل    همبستگی بین غلظت) 5(و باي و همکاران ) 28(
)BRSP (   واکـنش یر بردفـورد  پـذ و ساده قابل اسـتخراج خـاك)EE-

BRSP (  با پارامترهاي میکوریزي شامل درصد کلنیزاسیون آربسـکول
شـده و   هاي کلنـی  ، طول ریشهAMو وزیکول، کلنیزاسیون کلی قارچ 

هـا را بـه شـکاف     این محققان، این یافته. طول هیفی مشاهده نکردند
هـاي   دانند زیرا زمان بقاي قارچ بین تجزیه هیف و گلومالین مرتبط می

AM بـه  . )43و  36( باشـد  داري متفاوت مـی  ها به طور معنی در خاك
بـه میـزان گلومـالین     GRSPها، غلظت  طور خلاصه براساس گزارش

 35(بسـتگی دارد   GRSPو میزان تجزیه  AMتولید شده توسط قارچ 
را تحـت   GRSPپس هر فاکتوري که تولید گلومالین و تجزیه . )44و 

گیري شده در آن زمان  اندازه GRSPمقدار تواند  دهد می تاثیر قرار می
  .و مکان را تحت تاثیر قرار دهد

  
) 1BRHP(پذیر بردفورد در بخـش هیفـی    پروتئین کل واکنش

  اي کشت گلدانی و درون شیشه
هـا نشـان داد، افـزایش سـطح سـرب تـاثیر        تجزیه واریانس داده

اي در سـطح   کشت گلدانی و درون شیشه BRHPداري بر مقدار  معنی
 150کشـت گلـدانی، در سـطح     BRHPبیشترین مقدار . داشت 1/0%

دار آماري بـا سـطح    میکرومولار سرب مشاهده گردید که تفاوت معنی
و  40/25، به ترتیب %5سطح احتمال (میکرومولار سرب نداشت  450
طح س). گرم وزن خشک هیفبه ازاي میلی BRHPمیکروگرم  99/24

 BRHPدرصـدي در مقـدار    89/45میکرومولار سـرب افـزایش    450
رابطـه عکـس و   ). 3شـکل  (کشت گلدانی نسـبت بـه شـاهد داشـت     

پـذیر بردفـورد هیفـی بـا      داري بین مقدار پـروتئین کـل واکـنش    معنی
- =r(پـذیر بردفـورد ریشـه در کشـت گلـدانی       پروتئین کـل واکـنش  

تـوان گفـت، در    س مـی بر این اسا). 1جدول (وجود داشت ) **0.688
اي باشد که بـا   قارچ به گونه -کشت گلدانی، اگر رابطه همزیستی گیاه

افزایش تنش توسعه بخش هیفی گسترش پیدا کند، که در مطالعه مـا  
باشد، بخش بیشتري از سهم کربنـی قـارچ    شواهد موید این مطلب می

ر نتیجه یابد و د ها اختصاص یافته و تولید گلومالین افزایش می  به هیف
هــاي  بـا افــزایش مقــدار گلومــالین هیفــی از مقــدار گلومــالین ریشــه 

اي، بـا   در بخش هیفی کشت درون شیشـه . شود میکوریزي کاسته می
                                                             
1- Bradford-reactive hyphal protein 
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به  BRHPمولار سرب مقدار  لیمی 1/0افزایش غلظت سرب تا سطح 
کـه  افـزایش یافـت، بـه طـوري    %) 5سـطح احتمـال   (داري  طور معنی

اي در این سـطح مشـاهده    رون شیشهکشت د BRHPبیشترین مقدار 

گـرم وزن خشـک   بـه ازاي میلـی   BRHPمیکروگـرم   32/22(گردید 
مولار، مقدار  لیمی 1مولار به  لیمی 1/0با افزایش سطح سرب از ). هیف

BRHP  3شکل (درصدي نشان داد  24/8کاهش .(  
 

  
). میکرومولار(اي کشت گلدانی در سطوح مختلف سرب  در بخش ریشه رایزوفاگوس ایرگولاریزشده با قارچ  درصد طول ریشه کلنی - 2شکل 

  اي دانکن در سطح احتمال پنج درصد داري به روش آزمون چند دامنههاي داراي حداقل یک حرف لاتین مشترك فاقد اختلاف معنی میانگین
Figure 2- Percentage of the total root length mycorrhized by R. irregularis in pot culture at different levels of Pb (µM). Means 

followed by the same letters are not significantly different according to Duncan’s multiple range test at the level p< 0.05 
  

  
در کشت گلدانی و درون  رایزوفاگوس ایرگولاریزپذیر بردفورد به ازاي میلی گرم وزن خشک هیف قارچ  وتئین واکنشمیکروگرم پر - 3شکل 

هاي  میانگین. باشد می Pb+2اي به ترتیب میکرومولار و میلی مولار  غلظت سرب در کشت گلدانی و درون شیشه. اي در سطوح مختلف سرب شیشه
 اي دانکن در سطح احتمال پنج درصد داري به روش آزمون چند دامنهرداراي حداقل یک حرف لاتین مشترك فاقد اختلاف معنی

Figure 3- Bradford reactive protein (µg) production per mg of hyphal dry weight in R. irregularis fungus, as a response to 
rising Pb levels in pot and in vitro cultures. Pb concentration is µM and mM of Pb+2 in pot and in vitro cultures, respectively. 

Means followed by the same letters are not significantly different according to Duncan’s multiple range test at the level p< 
0.05 
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  611    ...بردفوردبادي مونوکلونال و  پذیر با آنتی واکنش اي هیفی و ریشه اثر سرب بر مقدار گلومالین

  
در کشت گلدانی و درون رایزوفاگوس ایرگولاریزگرم وزن خشک هیف قارچ بادي به ازاي میلی پذیر با آنتی میکروگرم پروتئین واکنش - 4شکل 
هاي  میانگین. باشد می Pb+2اي به ترتیب میکرومولار و میلی مولار  غلظت سرب در کشت گلدانی و درون شیشه. اي در سطوح مختلف سرب شیشه

 اي دانکن در سطح احتمال پنج درصد داري به روش آزمون چند دامنهداراي حداقل یک حرف لاتین مشترك فاقد اختلاف معنی
Figure 4- Immunoreactive protein (µg) production per mg of hyphal dry weight in R. irregularis fungus, as a response to 

rising Pb levels in pot and in vitro cultures. Pb concentration is µM and mM of Pb+2 in pot and in vitro cultures, respectively. 
Means followed by the same letters are not significantly different according to Duncan’s multiple range test at the level p< 

0.05 
 

 ) IRHP1(در بخش هیفی بادي یربا آنتیذپ پروتئین واکنش

  اي کشت گلدانی و درون شیشه
بر اساس نتایج تجزیه واریانس، اثر سطوح مختلف سرب بر مقدار 

بادي در بخش هیفی کشت گلدانی و  پذیر با آنتی پروتئین واکنش
 IRHPبیشترین مقدار . دار گردید معنی %1/0اي در سطح  درون شیشه

گرم وزن  به ازاي میلی IRHPمیکروگرم  04/10(کشت گلدانی 
میکرومولار سرب بود که اختلاف  450در غلظت ) خشک هیف

در . هاي سرب داشت با دیگر غلظت) %5سطح احتمال (دار  معنی
 %4/73کشت گلدانی افزایش   IRHPبالاترین سطح سرب، مقدار 

همچنین، در ). 4شکل (داشت ) فاقد تیمار سرب(شاهد نسبت به 
، )IR%(بادي  پذیري با آنتی بالاترین سطح سرب، درصد واکنش

دهنده  بود که نشان 7/19% که در تیمار شاهد بود در حالی 24/40%
 ).5شکل (باشد  افزایش بخش ایمونوراکتیو با افزایش غلظت سرب می

ده شکل مولکولی مشابه شکل دهن بادي نشان پذیري با آنتی واکنش
بیشترین  .)50و  49( باشد ها می مولکولی گلومالین روي سطح هیف

به ازاي  IRHPمیکروگرم  98/3(اي  کشت درون شیشه IRHPمقدار 
مولار سرب مشاهده  در غلظت یک میلی) گرم وزن خشک هیف میلی

مولار سرب با بقیه سطوح اختلاف  میلی 1/0شد که به جز سطح 
                                                             
1- Immunoreactive hyphal protein 

در بالاترین سطح سرب، مقدار . داشت) %5سطح احتمال (ار د معنی
IRHP فاقد (نسبت به شاهد  %96/91اي افزایش   کشت درون شیشه

بادي در  پذیري با آنتی درصد واکنش). 4شکل (داشت  )تیمار سرب
سطح (دار با تیمار شاهد نداشت  بالاترین سطح سرب اختلاف معنی

تا  01/0ولی با افزایش سرب از  )2/19و  1/20، به ترتیب %5احتمال 
 بادي افزایش پیدا کرد پذیري با آنتی مولار، درصد واکنش لیمی 1
کشت درون  BRHPبا مقدار  IRHPهمچنین، مقدار . )5شکل (

اي  قابل ملاحظه) **r= 0.941(دار  اي همبستگی مثبت و معنی شیشه
پذیر بردفورد روش سنجش پروتئین واکنش). 1جدول (نشان داد 

و گرچه روش بردفورد ) 7(باشد  گیري پروتئین می عمومی براي اندازه
براي گلومالین اختصاصی نیست، در مطالعات متعددي همبستگی 

داري بین مقادیر روش الایزا و بردفورد مشاهده شده  مثبت و معنی
، بِدینی و همکاران )36(ریلیگ و همکاران . )53و  52، 51، 17(است 

 میان سایر محققان، براي در) 23و  22(همکاران و کولیر و ) 6(
با اینکه . فقط از روش بردفورد استفاده کردند GRSPگیري  اندازه

باشد اما این  روش بردفورد روش کمتر اختصاصی براي گلومالین می
محققان اذعان داشتند که تحت شرایط کنترل شده آزمایشگاهی با 

تواند در  ورد، این روش میپذیر بردفحذف ماده آلی و منابع واکنش
  ).53و  39، 26(گیري گلومالین مفید باشد  اندازه

 

0 (µM) 150 (µM) 300 (µM) 450 (µM)
گلدان 2.67 6.92 5.85 10.04

ای درون شیشھ 0.32 1.56 3.49 3.99

d b c a

c b a a

0 (mM) 0.01 (mM) 0.1 (mM) 1 (mM)

0

1

2

3

4

5

6

0

2

4

6

8

10

12

غلظت سرب
Pb concentration

ش
واکن

ن 
وتئی

 پر
گرم

کرو
می

 
نتی

با آ
یر 

پذ
 

دي
با

 /
لی

می
 

زن 
م و

گر
ف 

 هی
ک

خش
)

شه
 شی

ون
در

)اي 
µg

 Im
m

un
or

ea
ct

iv
e 

pr
ot

ei
n/

m
g 

dw
 h

yp
ha

e 
(In

 v
itr

o)

ش
واکن

ن 
وتئی

 پر
گرم

کرو
می

 
نتی

با آ
یر 

پذ
 

دي
با

 /
لی

می
 

زن 
م و

گر
ف 

 هی
ک

خش
)

دان
گل

(
µg

 Im
m

un
or

ea
ct

iv
e 

pr
ot

ei
n/

m
g 

dw
 h

yp
ha

e 
(P

ot
)

غلظت سرب
Pb concentration



  1395تیر  -، خرداد  2، شماره 30آب و خاك، جلد نشریه     612

 

  
غلظت سرب در کشت گلدانی و درون . اي در سطوح مختلف سرب بادي در کشت گلدانی و درون شیشه پذیري با آنتی درصد واکنش - 5شکل 
داري به روش هاي داراي حداقل یک حرف لاتین مشترك فاقد اختلاف معنی میانگین. باشد می Pb+2یلی مولار اي به ترتیب میکرومولار و م شیشه

  اي دانکن در سطح احتمال پنج درصد آزمون چند دامنه
Figure 5- Immunoreactivity percentage, as a response to rising Pb levels in pot and in vitro cultures. Pb concentration is µM 
and mM of Pb+2 in pot and in vitro cultures, respectively. Means followed by the same letters are not significantly different 

according to Duncan’s multiple range test at the level p< 0.05 
  

 
رایزوفاگوس گرم وزن خشک ریشه شبدر سفید میکوریزي شده با بردفورد به ازاي میلیبادي و  پذیر با آنتی میکروگرم پروتئین واکنش - 6شکل 

داري به روش آزمون هاي داراي حداقل یک حرف لاتین مشترك فاقد اختلاف معنی میانگین. در کشت گلدانی در سطوح مختلف سربایرگولاریز
 اي دانکن در سطح احتمال پنج درصد چند دامنه

Figure 6- Immunoreactive and Bradford protein (µg) production per mg of root dry weight of white clover mycorrhized by 
R. irregularis fungus, as a response to rising Pb levels in pot culture. Means followed by the same letters are not significantly 

different according to Duncan’s multiple range test at the level p< 0.05 
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ــروتئین ) 1BRRP(پــذیر بردفــورد  پــروتئین کــل واکــنش و پ
اي کشـت   در بخش ریشـه ) 2IRRP(بادي  پذیر با آنتی واکنش
  گلدانی 

بر اساس نتایج تجزیه واریانس، افزایش غلظـت سـرب بـر مقـدار     
بادي در  پذیر با آنتی پذیر بردفورد و پروتئین واکنش کل واکنشپروتئین 

 450در سـطح   IRRPبیشـترین مقـدار   . دار گردیـد معنی %1/0سطح 
گـرم وزن خشـک    میکروگرم بـه ازاي میلـی   79/7(میکرومولار سرب 

سـطح  (داري با دیگر سطوح سـرب داشـت    بود که تفاوت معنی) ریشه
میکروگرم به  38/25( BRRPمقدار که بیشترین در حالی). %5احتمال 

میکرومـولار تفـاوت    450در سـطح  ) گرم وزن خشک ریشه ازاي میلی
میکرمـولار ســرب   150بـا سـطح   % 5داري در سـطح احتمـال    معنـی 

در . نداشـت ) گـرم وزن خشـک ریشـه    میکروگرم ازاي میلـی  41/23(
بـه ترتیـب افـزایش     BRRPو  IRRPبالاترین غلظت سرب، مقـادیر  

مطابق نتایج ). 6شکل (درصدي نسبت به شاهد داشتند  7/65و  5/60
ــدار    ــین مق ــدانی، ب ــت گل ــی کش ــش هیف ــز  BRRPو  IRRPبخ نی

). 1جدول (مشاهده گردید ) **r= 0.706(دار  همبستگی مثبت و معنی
با افزایش تنش سرب، مقـدار گلومـالین    بر اساس نتایج مطالعه حاضر،

کشت گلـدانی و درون   اي و هیفی و در هر دو آزمایش در بخش ریشه
افزایش تولید گلومـالین تحـت تـنش فلـزات     . اي افزایش یافت شیشه

). 46و  42، 15، 9(سنگین در مطالعات دیگر نیز گـزارش شـده اسـت    
تواند به دلیل افزایش بیان گلومـالین تحـت شـرایط تـنش      این امر می

، زیرا گلومالین به عنوان یک پروتئین شـوك حرارتـی   )37و 27( باشد
هاي سـیتوزولی و   تواند در کاهش آسیب و می) 12(اخته شده است شن

سـرب بـه   . ها تحت تنش سرب نقش داشته باشد شکل پروتئین تغییر
ضــروري و ســمی بــراي گیــاه کــه هــیچ نقــش  عنــوان فلــزي غیــر

توانـد بواسـطه سـمیت     فیزیولوژیکی براي آن شناخته نشده است، می
مهـم بـراي مسـیرهاي     هـاي ضـروري و   یونی یا رقابت با دیگر یـون 
. هاي دفاعی متفاوتی را در گیاه القاء کنـد  متابولیکی حیاتی گیاه، پاسخ

 AMهـاي   همچنین طی مطالعات متعددي ثابت شده است کـه قـارچ  
هاي مختلفی تحت شرایط تنش بویژه تنش فلـزات  ساز و کارقادرند با 

 یکـی از ایـن  ). 25و  21(سنگین منجر به افزایش تحمل گیاه گردنـد  
هاي شـوك  هاي دفاعی در گیاهان میکوریزي تولید پروتئین ساز و کار

باشـند و   ها معمولا داراي چند کارکرد می این پروتئین. باشد حرارتی می
ها تحت شرایط تنش فیزیکی، شیمیایی و بیولوژیکی افـزایش   بیان آن

باشـد بـه    ها فعالیت چاپرونی مـی  یکی از کارکردهاي مهم آن. یابد می
هـاي ضـروري و مهـم مسـیرهاي      که از تغییر شکل پـروتئین طوري 

از سوي دیگر مطالعات ). 41(آورند  متابولیکی حیاتی ممانعت بعمل می
اند که گلومالین پتانسیل مناسبی بـراي کمـپلکس    متعددي نشان داده

                                                             
1- Bradford-reactive root protein 
2- Immunoreactive root protein 

هـاي سـیتوزولی    تواند در کاهش آسـیب  کردن فلزات سمی دارد و می
فلزات سـنگین توسـط    تثبیتارت بهتر به عب. نقش موثري را ایفا کند
در تعدیل شرایط  AMهاي  دیگر قارچ ساز و کارگلومالین ممکن است 

مقدار پـروتئین کـل    ).46و  15، 9(تنش جهت ادامه فعالیت گیاه باشد 
ــنش ــورد در ریشــه  واک ــذیر بردف ــوریزي  پ ــاي غیرمیک  08/2-53/2ه

اس نتـایج،  بـر اس ـ . گرم وزن خشک ریشه بود میکروگرم به ازاي میلی
هاي گیـاه   پذیر بردفورد تولیدي توسط ریشهمقدار پروتئین کل واکنش

باشـد، کـه    هـاي غیرمیکـوریزي مـی    میکوریزي بسیار بیشتر از ریشـه 
هـاي   نـین در هیـف  ي اسید آمینـه آرژ  یل جذب و ذخیرهتواند به دل می

زیـرا روش بردفـورد نسـبت بـه     ) 40(باشـد   AMداخل سلولی قـارچ  
و همکـاران   روزیر .باشد در سطوح پروتئین حساس می آرژینین موجود

هاي  پذیر بردفورد را در ریشهبرابري پروتئین واکنش 20افزایش ) 40(
 .هاي غیرمیکـوریزي نشـان دادنـد    میکوریزي شده در مقایسه با ریشه

، با دیگر 32B11بادي مونوکلونال  جهت آگاهی از واکنش متقاطع آنتی
بـادي در   پـذیر بـا آنتـی    ار پـروتئین واکـنش  منابع پروتئینی ریشه، مقد

گیري شد، که  هاي غیرمیکوریزي در سطوح مختلف سرب اندازه ریشه
 روزیر. گرم وزن خشک ریشه بود میکروگرم به ازاي میلی 27/0-16/0

گرم پـروتئین   میلی 04/0هاي غیرمیکوریزي  در ریشه) 40(و همکاران 
گرم  میلی 1ریشه در مقایسه با بادي را به ازاي گرم  پذیر با آنتی واکنش

هـاي میکـوریزي    بادي به ازاي گرم ریشـه  پذیر با آنتی پروتئین واکنش
بـادي   که این شواهد بیانگر واکنش متقاطع اندك آنتـی . گزارش کردند

هـاي   هاي گونـه  ، پروتئین)32(با ترکیبات گیاهی  32B11مونوکلونال 
ــارچ غیرمیکــوریزي  ــروتئین) 50(ق ــر و پ موجــود در  هــدف هــاي غی

  ).39(باشد  می) BSA(هاي بالا نظیر آلبومین سرم گاوي  غلظت
تحت شرایط تنش فلـز   طور کلی نتایج مطالعه حاضر نشان داد، به

ــی و بخــش ریشــه  ربســ ــالین در بخــش هیف ــدار گلوم ــاه  مق اي گی
و از این فرضیه کـه گلومـالین بـه عنـوان     یابد  میکوریزي افزایش می

کنـد، زیـرا    باشد حمایت می همولوگ پروتئین شوك حرارتی مطرح می
با افـزایش غلظـت سـرب، اثـرات منفـی و تـنش ناشـی از آن تولیـد         

توانـد بـه عنـوان یـک      مـی بنابراین گلومالین . گلومالین افزایش یافت
هـا و   پـروتئین پروتئین شوك حرارتی از طریق ممانعت در تغییر شکل 

ي تسریع تشکیل پیوندهاي دي سولفید  ها بواسطه نیز آرایش مجدد آن
و از سوي دیگر کمپلکس کردن فلزات سنگین باعث کـاهش قابلیـت   

ها براي سـایر   دسترسی زیستی فلزات سمی و کاهش خطر سمیت آن
ها و نیز رشد و توسعه گیاهـان میکـوریزي در منـاطق     میکروارگانیسم

  .ات سنگین شودآلوده به فلز
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Introduction: Glomalin is known as a specific fungal glycoprotein belonging to the order Glomerales in 

phylum Glomeromycota and has been introduced as a heat shock protein. We hypothesised that increasing the 
level of Pb would lead to increase in glomalin production. Glomalin is usually determined by two methods, the 
Bradford protein dye-binding assay and the enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Since many 
laboratories are not equipped to carry out the ELISA assay, many studies have measured glomalin-related soil 
protein using the Bradford colorimetric total protein assay. While, the ELISA method specifically measures 
glomalin by using monoclonal antibody MAb32B11. 

Materials and Methods: The pot experiment was conducted in the sterile free-glomalin sand with Trifolium 
repens L. mycorrhized by Rhizophagus irregularis fungus and treated with the Pb levels of 0, 150, 300 and 450 
µM. Thus, in vitro experiment was performed in two-compartments plates containing of the transformed carrot 
roots (Daucus carota L.) mycorrhized with the same fungus in root compartment and hyphal compartment 
treated with the Pb levels of 0, 0.01, 0.1 and 1 mM as Pb(NO3)2. For glomalin extraction, hyphal or root samples 
were autoclaved at 121 ⁰C with 50 mM sodium citrate buffer for 60 min in three cycles. Protein concentrations 
in the extracted samples were determined using a modified Bradford protein assay. Also, glomalin content in the 
samples were determined by indirect ELISA using monoclonal antibody MAb32B11. The percentages of the 
total root length were colonised by mycorrhizal fungi in pot culture and both hyphal and spore densities in the 
metal-containing hyphal compartment were determined. 

Results and Discussion: In the in vitro culture the percentage of total hyphae and spore frequency decreased, 
while Bradford reactive total hyphal protein (BRHP) and Immunoreactive hyphal protein (IRHP) in hyphal 
compartment increased as the concentrations of Pb increased. Also, there was positive and significant correlation 
between immunoreactive hyphal protein (IRHP) and Bradford reactive total hyphal protein (BRHP) in hyphal 
compartment of in vitro culture (r= 0.941**). In the pot culture, the percentage of the total mycorrhized root 
length in all the treatments increased compared to the unleaded control as the concentrations of Pb raised. In 
general, Bradford reactive total protein and Immunoreactive protein in both the hyphal and root compartments of 
pot culture increased with increasing the Pb levels. Also, there were positive and significant correlations between 
immunoreactive hyphal protein (IRHP) with Bradford reactive total hyphal protein (BRHP) (r= 0.845 **) and 
immunoreactive root protein (IRRP) with Bradford reactive total root protein (BRRP) (r= 0.706 **) in pot 
experiment. Some previously researches had reported correlation between ELISA with Bradford contents, 
whether, Bradford and ELISA values were nearly the same, this means that the extraction process mostly 
separates glomalin. The results of non-mycorrhizal roots indicated that a small proportion of root protein is 
cross-reactive with the MAb32B11 antibody. There are some evidences that MAb32B11 is slightly cross-
reactive with plant compounds, non-AMF species, and non-target proteins present in large concentration, such as 
BSA. Additionally, we found the increasing of BRRP contents of AMF-colonized root compared to the non-
mycorhizal roots. This may be as a result of uptake and storage of arginine within AMF intraradical hyphae. 
Considering IRHP to BRHP ratio indicates that immunoreactivity percentage enhances by rising Pb levels. 
Immunoreactivity indicates a molecular configuration similar to the configuration of glomalin on hyphae. Our 
findings are in agreement with previous observations confirming that the toxicity-induced stress by metals may 
be enhancing glomalin production by AMF. The sequence of the glomalin gene revealed that is likely a 60-KDa 
heat-shock protein (Hsp) homolog. Glomalin relation with the heat shock proteins clarifies how stress is imposed 
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by heavy metals may rapidly increase glomalin production by AMF and its concentrations in polluted soils. 
Conclusion: The high contents of glomalin along with the increasing of Pb concentrations may be explained 

by the overexpression of this protein. This suggests that under Pb-induced stress and the toxic effect of Pb, the 
fungus exerts a protective mechanism against toxicant. Therefore, glomalin as a heat shock protein can involve 
in the reduction of possible cytosolic damages and the transfiguration of proteins under Pb toxicity. We can 
conclude that glomalin may reduce toxic elements availability via their stabilization and decrease their toxicity 
risk to other microorganisms and plants in heavy metal polluted sites.  
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