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  چكيده

 كه قـادر باشـند اثـرات مـضر     است دآميناز  ACCميد آنزي توان تولي داراPGPR يهاي از باكترييهايهوا سيه ي سوشناساييق، ين تحقيهدف از ا
 منطقه تحت كـشت آن  21همراه ريشه گياه كلزا از ه نمونه مركب خاك ب21بدين منظور تعداد .  كاهش دهندياملاحظهياه را تا حد قابل بر رشد گ  يشور

هـاي بـالاي خـاك        كلـوني باكتريـايي از رقـت       105 تعـداد    ،بـه آزمايـشگاه   ها    نمونه پس از انتقال     .م و قزوين تهيه شد     ق يها استان ي عمدتاً شور  در اراض 
 بعنـوان تنهـا منبـع       ACC ي حـاو  DFها در محيط حداقل       براساس توانايي رشد جدايه   . سازي شدند    خالص  جداسازي و  ريزوسفري كلزا بصورت تصادفي   

هـا بـا اسـتفاده از     شناسـايي ايـن جدايـه   .  بودنـد  دآميناز ACC  توان توليدي جدايه دارا15  تعداد جدايه منتخب105 از بين نيتروژن مشخص گرديد كه
- جدايه در گروه سـودوموناس     14هاي تعيين جنس و گونه،      بر مبناي آزمون  . انجام گرفت   Bergey ي مندرج در كتاب سيستماتيك باكتريولوژ     معيارهاي

كـه فعاليـت    ها نشان داد سويه  دآميناز ACC فعاليت آنزيميگير  نتايج بدست آمده از اندازه. بودندفلورسنس نه سودوموناسگوهاي فلورسنت و متعلق به 
همچنـين ميـزان   . كـرد  تغيير مـي گرم در ساعتميلي كتوبوتيرات بر -αميكرومول  17/8 تا 43/1  مورد آزمايش متفاوت بوده و ازيها سويهاين آنزيم در  

هاي منتخب بر   ق تاثير سويه  ين تحق يدر ا . نوسان داشت ليتر     ميكرومول در ميلي   17/2 تا   8/0 بين   TSBها در محيط كشت       يد شده توسط سويه   اكسين تول 
 مـورد  يها  كاربرد سويه در شرايط شورشد كهاده  و نشان ديبررس يك آزمون گلدانيق انجام  ي كلزا از طرهاي گياهچهرشد كاهش اثرات منفي شوري بر     

ي كلـزا در مقايـسه بـا        هـا هوايي، طول ساقه، وزن خشك ريشه و طول ريشه گياهچه           وزن خشك اندام  ،  هوايي  ير وزن تر اندام   مقاد شيش باعث افزا  يآزما
 ـ  بيشترين تاثير را بر شاخص     P12هاي مورد آزمايش،  سوية      در بين سويه  . يد گرد )بدون تلقيح (هاي شاهد   گياهچه اعـث  ي كـه ب طـور ههاي رشد داشت، ب

ر ي بـا مقـاد  وزن خـشك ريـشه    ون طول ريـشه ي بيي همبستگي بالامونن آزي در ا.شدهاي مورد آزمايش      اكثر سويه  يز با شاهد و ن    دار  ايجاد اختلاف معني  
) EC=8 dS.m-1 (S2و ) S1) EC=6 dS.m-1مقايسة ميانگين تاثير دو سطح شوري همچنين  .ديها مشاهده گرد باكتري دآميناز ACCفعاليت آنزيم

هـوايي و    دسي زيمنس بر متر با كاهش معني دار وزن تر اندام           8 به   6نشان داد كه افزايش شوري از         كلزا هاي  گياهچهگيري شده در      هاي اندازه بر شاخص 
 .طول ساقه همراه بود

  
  ، شوري كلزادآميناز، Pseudomonas، ACC :هاي كليدي واژه

  
    3 2  1  مقدمه

 و مــستقيمتواننــد از دو راه  ه مــيهــاي محــرك رشــد گيــا بــاكتري
افزايش غيرمستقيم  .  بر رشد و نمو گياه اثر مفيد داشته باشند         غيرمستقيم

 ـ   افتد كه اين باكتري     اني اتفاق مي  رشد گياه زم   رات مـضر   ها برخي از اث
را بااسـتفاده از يـك يـا        ) هـا اغلب قارچ  (زاهاي بيماري   ميكروارگانيسم

نماينـد در صـورتي كـه افـزايش         چندين مكانيسم حذف و يـا تعـديل         
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 مستلزم توليد يك تركيب خاص و مـوثر بـر           مستقيم رشد گياه معمولاً   
اه و يا تسهيل در جذب عناصرغذايي مورد نياز گياه توسط ايـن           يرشد گ 
  . )14( ها است باكتري
ــار ليبــرا نــشان دادنــد كــه ) 27( تز و همكــارانيفــشي اولــين ب
PGPR4   ــستقيماً رشــد گ ــد م ــا قادرن ــان يه ــزايش دهنــد اه . را اف
تواننـد از طريـق       هاي محرك رشد گياه مـي       هايي كه باكتري    مكانيسم

د و عملكرد گياه شوند عبارتنـد       آنها مستقيماً باعث بهبود و افزايش رش      
 تأمين آهن   -3 محلول،كم يها حل فسفات  -2تثبيت نيتروژن،    -1: از

هـايي   توليـد فيتوهورمـون    -4 ي ميكروبي، از طريق توليد سيدروفورها   

                                                            
4- Plant growth promoting rhizobacteria 
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  ).25(  اتيلنكاهش -5 ها،ها و جيبرلينها، سيتوكينين كسينچون ا
 -1 - آمينوسـيكلوپروپان    -1 گذشـته توانـايي توليـد        دههدر چند   
ها، بـه عنـوان مكانيـسم    دآميناز توسط باكتري) ACC( كربوكسيلات

ده ي ـ به عق.)35 و24( جديدي براي افزايش رشد گياه مطرح شده است
آمينـاز    دACC فعاليت آنزيم ي هر باكتري كه دارا)36( كيپنروز و گل

گـرم در سـاعت باشـد      كتوبـوتيرات بـر ميلـي     -α نـانومول    20بيش از   
PGPR تلقـيح  .هاي رشد گياه را افزايش دهـد تواند شاخصبوده و مي 
دآمينـاز هـستند   ACC هايي كه قادر بـه توليـد آنـزيم     باكتريگياه با

تيجه كاهش اثرات نر گياه و در  د  تنشي  در كاهش سطح اتيلن    دنتوا يم
توانند گياهان را   يي مي  با چنين توانا   ييهاكتريامنفي آن موثر باشند، ب    

، )6  و5( هاي محيطي چون فلـزات سـنگين  ر تنشدر برابر اثرات مضّ
) 32(  و شـوري )31( ، خـشكي )42( هاي گيـاهي ، پاتوژن)19( غرقاب

  .محافظت كنند
شـور وگـسترش روزافـزون      با عنايت به محـدوديت اراضـي غيـر          

ها بناچار بايـستي از    اراضي شور، براي استفاده از حداكثر پتانسيل خاك       
بديهي است كه   . اراضي شور و لب شور جهت كشت كلزا استفاده شود         

كشت كلزا در اراضي شور باعث اعمال تنش بر گياه و كاهش عملكرد             
 ـ    تنش حاصل از شوري، يكي از تنش      . شودمي سيل هايي است كـه پتان

اين تنش و مبـارزه بـا آن از         . دهدتوليد اراضي كشاورزي را كاهش مي     
عمده مسائلي است كه بشر از هزاران سال پيش تا كنون با آن دسـت               

توان آن را يكي از علل كـاهش        طوري كه مي  هبه گريبان بوده است، ب    
كلـزا  . قابليت استفاده اراضي براي توليد محصولات كشاورزي دانـست        

)napus L. Brassica(      از جمله گياهـان روغنـي اسـت كـه از حيـث 
 لـيكن درصـد     ،)1(باشد   شوري تا حدودي مشابه با گندم مي       تحمل به 

كاهش عملكرد آن پس از حد آستانه، نسبت بـه گياهـاني كـه آسـتانه       
  ).30( است شديدتر ،تحمل مشابهي دارند

از  دآمين ACC داراي توان توليد آنزيميها نظر به پتانسيل باكتري
 بـر رشـد     يي از جملـه شـور     هاي محيط   در كاهش اثرات زيانبار تنش    

هاي زير كـشت    گياهان، وجود مشكل تنش شوري در بسياري از خاك        
و ضرورت استفاده از راهكارهاي بيولوژيك براي مقابله بـا ايـن قبيـل              

 توان كلزا   ،ها به منظور دستيابي به توليد بهينه محصولات زراعي          تنش
هاي نسبتاً شور و لزوم توسعه سطح زير كشت آن در           براي رشد در خاك   

تـر روغـن گيـاهي، برنامـه ايـن            ها براي توليد هر چه افزون     اين خاك 
ا ي ـ هي سـو شناسـايي ق حاضـر  ي ـهـدف از تحق  . تحقيق طراحي گرديـد   

 ACC ميآنـز د  ي ـ تـوان تول   يدارا PGPR يهـا ي از بـاكتر   ييها يهسو
يـاه را تـا حـد       بر رشد گ   يكه قادر باشند اثرات مضر شور      ناز است يدآم

  . كاهش دهندياقابل ملاحظه
  

  ها مواد و روش
  برداري از ريزوسفر گياه كلزا نمونه 

 نمونه مركب خاك به همراه ريشه گياه كلزا         21بدين منظور تعداد    
 قـم و  يهـا  شور استاني عمدتاً منطقه تحت كشت كلزا در اراض     21از  

 يهـا    بـاكتري  يسـاز    و خالص  يها جهت جداساز    قزوين تهيه و نمونه   
هاي خاك   شوري نمونه  1 جدول .به آزمايشگاه منتقل شدند    يريزوسفر

 .را نشان ميدهد متربرزيمنسبر حسب دسي
  

هـاي ريزوسـفري مـورد        سازي بـاكتري    جداسازي و خالص  
  نظر

 و   يـشه ر بـه همـراه      زوسـفري يخـاك ر    از  رقّت  سري تهيه پس از 
 تعـداد ، مجموعاً NA 1 كشتروف پتري حاوي محيطظ كشت بر روي

هاي هر نمونه كشت شده انتخاب و جهت        رقّت  كلني از بالاترين   105
پـس  .  كشت داده شدند   NAجامد   محيط  بر روي   مجدداً سازي  خالص
ها تا زمان استفاده     يهاي فوق، باكتر   يهنان كامل از خلوص جدا    ياز اطم 

 . نگهداري شدند در يخچالبداري كشت شمحيطبعدي بر روي 
  

 به عنـوان    ACC  نظر توانايي مصرف    از هاي جدايه غربالگر
  تنها منبع نيتروژن

 به عنوان تنها منبع نيتروژن بـا        ACC  در مصرف  ها  توانايي جدايه 
 بدين .دين گرديي تع)13 (همكارانو   استفاده از روش تغيير يافته گليك     

هـاي كـشت داده شـده در        جدايه سوسپانسيون ميكروليتر از    50منظور  
TSB2   حـداقل   ليتر از محـيط       يميل 20بهDF )11(، 20 ـ  ليتـر از     ي ميل

 ليتر از محيط  ي ميل 20 و ACC مولار   ي ميل 3 ي حاو DFحداقل  محيط  
 48 و به مدت منتقل سولفات آمونيوم   تري گرم در ل   2 ي حاو DFحداقل  

 دور در دقيقـه تكـان داده   180و  oC28 ي شيكر با دمايساعت بر رو
 در  ي از رشد باكتر   يها بعنوان معيار    اين محيط  3آنگاه جذب نور  . شدند

 . شديگير  اندازهnm 405طول موج 
  

  ها شناسايي جدايه
 بـا  دآمينـاز ACC  داراي تـوان توليـد آنـزيم    يها شناسايي جدايه

استفاده از نتايج آزمونهاي ميكروسكوپي، فيزيولـوژيكي و بيوشـيميايي          
نس بـراي  ها تعيين ج ـآزمون. )26( گرفت  انجامبرگيكتاب مندرج در 

 ، KOH% 3ها شامل تعيين واكنش گرم بـا اسـتفاده از محلـول       جدايه
 ، توانايي تثبيت نيتـروژن، كـشت روي محـيط           O/Fآميزي گرم،     رنگ

4YMA  براي تعيـين گونـه   .  ، تحرك و بررسي خاصيت فلورسنس بود
) 2000( س و همكـاران ها از آزمونهاي پيشنهاد شده توسط بوسي جدايه

 و  41ها در دماي      ژينين، اكسيداز، كاتالاز، رشد جدايه    شامل هيدروليز آر  
گراد، هيدروليز ژلاتين، توان استفاده از قندهاي ترهـالوز        درجه سانتي  4

  .   استفاده شدو آرابينوز، توليد لوان و احياي نيترات

                                                            
1- Nutrient agar 
2- Tryptic soybean broth 
3- Absorbance 
4- Yeast manitol agar 
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  متربرزيمنسهاي خاك بر حسب دسينمونه EC – 1جدول   

  شماره خاك       1      2       3       4       5      6      7      8      9      10     11      12     13      14     15     16     17     18     19     20     21
3/2    9/ 0  8/1    11    9/3    2/5     5/3    9/7    2/2    5/2    1/3    6/5    1/7    3/7    5/4   5/6    6/9   9/9   3/7    5/2   6/4     EC(dS/m)   
  
  ها  جدايه دآميناز ACCگيري فعاليت آنزيم  اندازه
در ايـن  .  اسـتفاده شـد   )36( پنروز و گليـك  منظور از روش دينب

 . گرديـد كـشت  TSB  نـي  غ محـيط كـشت   درباكتريروش ابتدا هر 
 ليتـر    ميلي 30 باكتريايي حاصل به     سوسپانسيون ميكروليتر از    50آنگاه  

  شـيكر بـا     سـاعت بـر روي     12 منتقل گرديده و به مدت       TSBمحيط  
محتويات ارلـن   سپس  .  قرار داده شد   oC 28  دور در دقيقه و دماي     180

و  g8000 دقيقه بـا سـرعت       10به لوله سانتريفوژ منتقل و براي مدت        
 هاي بـاقي مانـده در تـه لولـه     سلول .گرديدوژ يسانتريف  oC 4در دماي 

محـيط  همان  ليتر از      ميلي 5/7در   DFحداقل  يط   با مح  پس از شستشو  
منتقـل    اسـتريل  يليتـر    ميلـي  50ارلـن    و كل محتويات به       شدند حل

 كـه از    ACC مـولار    5/0ليتر از محلول     ميكرو 45مقدار  سپس  . گرديد
 بـراي    و به سوسپانـسيون باكتريـايي فـوق اضـافه        ه بود،   قبل تهيه شد  

  oC 30 دمـاي  يقـه و  دور در دق180  ساعت بر روي شيكر با24مدت 
به مدت   سوسپانسيون باكتريايي .  القاء شود   تا فعاليت آنزيم   داده شد قرار
هـاي    سـلول و   وژي سـانتريف  oC 4  و در دمـاي    g8000 دقيقه با دور     10

 يـك دهـم مـولار       Tris-HCl ليتـر از    ميلي 5 باباقي مانده در ته لوله      
)pH 6/7(  ـ          سلول.  شسته شدند  ه در يـك    هاي بـاقي مانـده در تـه لول

 لولـه  كـل محتويـات بـه         و حـل  محلول شستـشوي فـوق     ليتر از   ميلي
 دقيقـه  5 براي مـدت   گرديد و  ليتري منتقل    ميلي 5/1وژ  يميكروسانتريف

 ريختـه  محلول روئـي دور ، و وژيسانتريف  oC4   و دمايg16000با دور 
ليتـر   ميكرو 600ي مانده در ته لوله در       هاي باق   سلول  اينكه پس از . شد
ــولار Tris-HClاز  ــم م ــك ده ــدار  )pH 5/8 ( ي ــدند مق ــل ش  30 ح

 ورتكـس    بـشدت   ثانيـه  30 به مـدت     و اضافه    به آن  ليتر تولوئن ميكرو
 بطــور ليتــر از سوسپانــسيون فــوق ميكرو200مقــدار  آنگــاه .ددنــگردي

 منتقـل    جديـد  يليتـر    ميلـي  5/1 ميكروسانتريفيوژ   لوله سه به   جداگانه
لـه بـراي دو تكـرار هرجدايـه         يك لوله بعنـوان شـاهد و دو لو        ( گرديد
 كنـار    نيز براي تعيين مقدار پـروتئين سـلولي        ليتر ميكرو 100و) باكتري

 هـر   نـيم مـولار بـه   ACCليتر از محلول  ميكرو20مقدار . گذاشته شد 
سـلولهاي  ليتـر از   ميكرو 200 محتوي    ميكروسانتريفيوژ هاي  لوله يك از 

 15 براي مـدت      و سپس  ورتكس لوله ها ابتدا     . شد  اضافه تولوئني شده 
يـك   آنگـاه  .شـدند گـراد نگهـداري    درجه سانتي oC30دقيقه در دماي 

 درون  محلـول نهـايي    و اضـافه به هر لوله     مولار   HCl 56/0ليتر    ميلي
 دقيقـه بـا دور      5 بـه مـدت       و  با اسـتفاده از ورتكـس مخلـوط        هر لوله 

g16000       ليتـر از محلـول       يـك ميلـي    .شد و در دماي اتاق سانتريفيوژ
 از ميكروليتـر  800 ميكروسانتريفيوژ برداشـته و بـا      ون هر لوله   در روئي

HCl 56/0 گرديـد  ورتكـس    كوچـك ، درون يك لوله آزمايش       مولار. 
 2/0محلول  (نيتروفنيل ئيدرازين      دي -2،4 محلول ليتر از  ميكرو سيصد
 لولـه    هـر  بـه )  مـولار  HCl 2نيتروفنيل ئيـدرازين در        دي -2،4درصد  
 دقيقه در دماي    30 براي مدت     هرلوله ويات محت . گرديد  ورتكس واضافه  

oC30 ليتر سود  ميلي2آن به محلول فوق پس از  . شدنگهداري (NaOH) 
جذب  در پايان هم مقدار . تا يكنواخت شودگرديدو مخلوط   مولار اضافه 2

بـراي تهيـه محلولهـاي      (  گرديـد   نـانومتر قرائـت    540در طول مـوج     نور  
  .)ستفاده شدا  كتوبوتيرات-آلفااز استاندارد 

هـاي مـورد      گيري مقدار پـروتئين در عـصاره بـاكتري          جهت اندازه 
 100 بــدين منظــور . دگرديــاســتفاده ) 8( آزمــايش از روش برادفــورد
 باكتريايي تولوئني شده هر جدايه كـه قـبلاً           ميكروليتر از سوسپانسيون  

 نگهداري شده بـود بـا       گراد   درجه سانتي  4زمايش در   جهت انجام اين آ   
 دقيقـه در    10 نرمال مخلـوط و بـه مـدت          1/0ميكروليتر از سود     100 

پــس از ســرد شــدن . ار داده شــدگــراد قــر  درجــه ســانتي100دمــاي 
هاي آزمـايش    ميكروليتر از هر نمونه به درون لوله   50 تا   20ها،   مخلوط

 pHبا  Tris-HCl 0.1Mكوچك منتقل و حجم آنها با استفاده از بافر 
ليتـر از معـرف     ميلي5آنگاه . يتر تنظيم گرديد ميكرول100 در  5/8برابر  

 در آب مقطـر و فيلتـر شـده بـا            4 :1محلـول (كوماسي بلو رقيق شـده      
هـا    هاي آزمايش اضافه و محتويات درون لولـه         به لوله  )1واتمن شماره 

 دقيقـه در دمـاي اتـاق نگهـداري          20 تـا  5پس از ورتكس شدن براي      
 نـانومتر قرائـت     595ج  هـا در طـول مـو        در آخر جذب نور نمونه    . شدند
در اين آزمايش منحني استاندارد به كمك محلولهاي استاندارد         . گرديد

ليتـر    گـرم در ميلـي       ميلي 8/0،  ... ،  2/0،  1/0 و در غلظتهاي     BSA1از  
 .تهيه گرديد

  
  هاگيري توليد اكسين جدايه اندازه

با كمي تغييرات استفاده ) 7( بدين منظور از روش بنت و همكاران
 كـشت داده    TSB سـاعت در محـيط       24ها بـه مـدت        بتدا جدايه ا. شد

ها مجـددا      ميكروليتر از سوسپانسيون هريك از جدايه      50سپس  . شدند
 100 سـاعت در  72 منتقل و براي مـدت       TSBليتر محيط      ميلي 20به  

پـس از   . گراد تكـان داده شـدند        درجه سانتي  28دور در دقيقه و دماي      
 15بـه مـدت    g10000مذكور در هاي  گذشت اين مدت سوسپانسيون

 4ليتـر از محلـول روئـي بـا            آنگاه يـك ميلـي    . دقيقه سانتريفيوژ شدند  

                                                            
1- Bovine serum albumin  
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ليتر اسيد سولفوريك      ميلي 150شامل   (1ليتر از معرف سالكوسكي     ميلي
 ,FeCl3.6H2Oليتـر    ميلـي 5/7ليتـر آب مقطـر و     ميلـي 250غلـيظ،  
0.5M ( اي  دقيقـه در دم ـ    20مخلوط حاصل به مـدت      . مخلوط گرديد

اتاق نگهداري و سپس با استفاده از اسپكتروفتومتر ميزان جذب نور در            
مقدار توليـد اكـسين توسـط هـر       .  نانومتر قرائت گرديد   535طول موج   

ي اسـتاندارد   ون آن بـا منحن ـ    ي سوسپانس يته نور يجدايه از مقايسة دانس   
گـرم در ليتـر از اينـدول           ميلي 30 و 20،10،5،  0تهيه شده با غلظتهاي     

 .محاسبه شد) IAA ( اسيداستيك
 

هاي داراي توان توليد      بررسي تأثير جدايه  : ايآزمون گلخانه 
ACCدآميناز بر كاهش اثرات شوري    

 تـصادفي   اين آزمون بصورت فاكتوريل و در قالب يك طرح كاملاً         
 سـطح  9و ) متـر  بـر  يمنسزي دس8 و 6 هاي  EC( سطح شوري    2در  

 3و  ) بدون تلقيح به عنوان شاهد    تيمار باكتري و يك تيمار       8(باكتري  
 . تكرار انجام گرفت

 
  تهية مايه تلقيح

توليـد   و    دآمينـاز  ACCگيري فعاليت آنـزيم       بر مبناي نتايج اندازه   
 داراي توان توليد آنزيم     سويه 15 از بين    سويه 8 تعداد   ،هاهاكسين جداي 

پـس از  . كـشت داده شـدند   King Bانتخاب و بر روي محـيط جامـد   
ها، يك كلني از هر باكتري به درون          اعت از رشد باكتري    س 48گذشت  

 140 تلقيح و در دماي اتاق با        TSBليتر از محيط كشت مايع         ميلي 25
همزمان يك ارلن تلقيح نشده از همان       . دور در دقيقه تكان داده شدند     

بـراي يكـسان كـردن      . محيط كشت نيز بر روي شيكر قـرار داده شـد          
ــاكتري ــت ب ــشت داده جمعي ــاي ك ــر  ه ــاكتري در ه ــراكم ب ــده، ت  ش

 نـانومتر   600با استفاده از اسپكتروفتومتر در طـول مـوج            سوسپانسيون
ح مورد  يه تلق يما ها به عنوان  يونن سوسپانس يا. ك تنظيم گرديد  يبرابر  

 .استفاده قرار گرفتند
  

  استريل سطحي بذرها
ــزا  ــذر كل ــولا ) Brassica napus(ب ــم هي  از بانــك ژن 308رق
جهـت  . ت اصلاح و تهيـه نهـال و بـذر فـراهم گرديـد             مؤسسه تحقيقا 

 درصـد و بـه   70استريل سطحي، بذرها به مدت يك دقيقـه در الكـل         
. ور شـدند     درصـد غوطـه    5/1 دقيقـه در هيپوكلريـت سـديم         10مدت  

 بـار بـا آب مقطـر اسـتريل          10بمنظور حذف هيپوكلريت سديم، بذرها      
  .شسته شدند

  
  هاكشت در گلدان

متـر    سانتي10هاي پلاستيكي به ارتفاع     لدانجهت كشت كلزا از گ    
                                                            
1- Salkowski reagent 

 گرم شن شسته شده با اسـيد        400متر محتوي      سانتي 12و قطر دهانة    
 شور كـردن    يدر اين آزمون برا   . گرديدو استريل شده در آون استفاده       

متـر از يـك     بـر يمـنس زي دس ـ 8 و   6 برابر    ECبستر كشت در سطوح     
 عدد بذر كلـزا   10ن تعداد   در هر گلدا  . استفاده شد  NaClمحلول غليظ   

 100در شــرايط اســتريل كاشــته شــد و هنگــام كاشــت، هــر بــذر بــا 
 يبــرا. ديــميكروليتــر از سوسپانــسيون بــاكتري مــوردنظر تلقــيح گرد

 استفاده يط كشت بدون باكتر ي ميكروليتر مح  100 شاهد از    يها گلدان
 گياهچه كـه    6 روز از كاشت، در هر گلدان تعداد         3پس از گذشت    . شد
هـا از   ز حيث اندازه مشابه بودنـد نگـه داشـته شـدند و بقيـة گياهچـه         ا

 روز در   17هاي كـشت شـده بـه مـدت          گلدان. ها خارج گرديدند    گلدان
 12گراد و زمـان روشـنايي          درجه سانتي  27 تا   25اتاقك رشد با دماي     
هـا  آبيـاري گلـدان   .  لوكس نگهداري شدند   10000ساعت با شدت نور     

فـدهمين  در ه . انجام گرفت2لول غذايي هوگلندبصورت روزانه و با مح
هـاي كلـزا از سـطح خـاك         هوايي نهـال  روز پس از كشت، ابتدا بخش     

هــا قطــع و طــول انــدام هــوايي، وزن تــر و وزن خــشك آنهــا گلــدان
ها انجـام   ها از شن درون گلدان      سپس جداسازي ريشه  . گيري شد   اندازه

و  داري، طـول  هـا و عكـسبر      گرفت و پس از بررسي مرفولوژي ريـشه       
 . تعيين گرديدهاسپس وزن خشك ريشه

  
  هاي آماريتجزيه

صـورت  SAS ها با استفاده از نرم افـزار  تجزيه واريانس كليه داده
 در سطح احتمـال  دانكن وها بر مبناي آزمون گرفت و مقايسه ميانگين   

 . درصد انجام شد5
  
  نتايج

 هــاي داراي تــوان توليــد  جداســازي و شناســايي جدايــه

ACCدآميناز  

 بـه عنـوان تنهـا       ACC  مصرف يي نظر توانا   از هايه جدا يغربالگر
قـادر   جدايـه  15 ه تعـداد  ي ـ جدا 105ن  ي كه از ب   داد  نشان   منبع نيتروژن 

هـا فاقـد ايـن         رشد كنند و بقيه جدايه     ACC د كه در محيط واجد    نبود
ي ها   گونه جدايه   جنس و   تعيين ينتايج آزمونها  يبر مبنا . توانايي بودند 

 ينامگـذار  P.  fluorescens  تحـت عنـوان   48 بجـز جدايـه   كورمذ
 كاتـالاز و اكـسيداز، بـه        ي با وجود دارا بودن واكنشها     48جدايه  . شدند

  P. cichoriiاين دليل كه قادر به هيدروليز آرژنـين نبـود ابتـدا بنـام      
 ايـن جدايـه ماننـد       ي بـر رو   ي بعد يها چون آزمون  ي شد ول  نامگذاري

 ، ذوب ژلاتين، توانايي تشكيل لـوان از سـوكروز و            oC4 يرشد در دما  
 ي نيترات با نتايج مندرج دركتاب سيستماتيك باكتريولوژ       يآزمون احيا 

 Pseudomonas ت نداشت لذا جدايه مذكور بـه صـورت   مطابقيبرگ

                                                            
2- Hogland 
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sp.گرديدي معرف . 
  

هـاي     دآمينـاز و اكـسين سـويه       ACCمقادير فعاليت آنزيم    
  مورد آزمايش

هـا     جدايه نيد اكس ي و مقدار تول    دآميناز ACCآنزيم  مقادير فعاليت   
دهنـد، فعاليـت      همانطوركـه نتـايج نـشان مـي        . آمده است  2در جدول   

 مـورد آزمـايش    يهـا   توليـد شـده توسـط جدايـه    دآميناز  ACCآنزيم
ــوده و  ــاوت ب ــهمتف ــا  43/1  ازيا  در دامن ــول 17/8ت ــا ميكروم  -آلف
ن تمـامي   يهمچن ـ. كـرد  مـي گرم در سـاعت تغييـر         كتوبوتيرات برميلي 

 در محـيط   مقـدار توليـد اكـسين   .ها قادر به توليد اكـسين بودنـد    سويه
هـا متفـاوت    در بين سـويه  تريپتوفان   -افزودن ال   و بدون  TSBكشت  
ليتــر تغييــر   ميكروگــرم در ميلــي38/2 تــا 8/0اي از   و در دامنــه بــوده
 .كرد مي

هـاي منتخـب بـر كـاهش اثـرات منفـي              بررسي تاثير سويه  
  هاي كلزاري در گياهچهشو

 ACCج تعيين فعاليـت آنـزيم       ينتا دست آمده از  بهاي    بر پاية داده  
 ACC سويه داراي توان توليد آنزيم       15ن، از بين    يد اكس يناز و تول  يمدآ

ات  سويه انتخاب و جهت تعيين تاثير آنها بر تعديل اثـر           8دآميناز تعداد   
ج تجزيه واريـانس  نتاي. بكار برده شدند) EC  =6 وdS.m-18 ( شوري
اه ي ـ گ يهاي مورد آزمايش بر تمامي شاخصها       داد كه تاثير سويه     نشان  

نتايج تجزيه واريانس همچنـين نـشان       . دار بود    معني ٪1كلزا در سطح    
و طـول   % 5يي در سطح    هواندامر فاكتور شوري بر وزن تر ا      يداد كه تاث  

ي نيـز    شـور  ×   اثرات متقابل سـويه    .داري بود    معني ٪1ساقه در سطح    
 دار بـود  معني) ٪5در سطح (  و طول ريشهصرفاً بر وزن خشك ريشه

 .)3جدول (

  
 هاي مورد آزمايش سويه IAAو   دآميناز ACCمقادير فعاليت آنزيم  -2 جدول

 IAAمقدار توليد
g.ml-1μ 

 دآمينازACCفعاليت 
)µmoles.mg-1.h-1(  

 شماره جدايه سويه

35/1  
99/1  
52/1  
38/2  
57/1  
52/1  
30/1  
80/0  
93/0  
57/1  
95/0  
20/1  
42/1  
17/2  
96/1  

45/3  
58/3  
10/2  
17/8  
47/2  
25/4  
43/1  
48/1  
45/4  
37/2  
33/4  
61/4  
56/3  
66/3  
91/1  

P . fluorescens strain P1 
P. fluorescens strain P2 
P. fluorescens strain P3 
P. fluorescens strain P4 
P. fluorescens strain P5 

Pseudomonas sp strain P6  
P. fluorescens strain P7 
P. fluorescens strain P8 
P. fluorescens strain P9 

P. fluorescens strain P10 
P. fluorescens strain P11 
P. fluorescens strain P12 
P. fluorescens strain P13 
P. fluorescens strain P14 
P. fluorescens strain P15 

2 
6 
26 
29 
45 
48 
58 
62 
67 
68 
71 
77 
82 
88 
99 

  
   تجربه واريانس اثر باكتريهاي مختلف و سطوح شوري بر شاخصهاي رشد كلزا  -3جدول 

     ميانگين مربعات  

  وزن خشك  طول ريشه  طول ساقه
   ريشه

  وزن خشك 
  هوايي اندام

  وزن تر
  هوايي  اندام

 درجه
  آزادي

 منابع
  تغيير

12916667/0٭٭  
16462963/5٭٭  

ns 39046296/0  
24870370/0  
5762290/6  

62166667/3٭٭  
ns  060000000/0  

18583333/0٭  
07703704/0  
878881/3  

ns  00002351/0  
ns  00000794/0  

00003133/0٭  
00001311/0  

98440/18  

00101766/0٭٭  
ns  00002831/0
ns  00009502/0  

00008216/0  
18510/10  

29630217/0٭٭  
13444058/0٭  

ns  03088395/0  
02620949/0  

20206/10  

8 
1 
8 
36 
- 

 سويه
 شوري

 اثر متقابل
 خطا
CV 

   درصد و غير معني دار5،  درصد1 در سطح ي دارمعن به ترتيب - nsو *، ** 
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ــدام  مق1شــكل ــر ان ــانگين وزن ت ــسة مي ــوايي اي ، وزن خــشك ه

 گياهـان كلـزاي تيمـار شـده بـا            و طول ريشه   هوايي، طول ساقه    اندام
همـانطور  . دهنـد    شرايط شور را نشان مي     هاي مختلف و تحت     باكتري

  يشـــود، در مجمـــوع دو ســـطح شـــور    كـــه مـــشاهده مـــي  
 )dS.m-1 8   6 و = EC ( هـا بجـز       تمام سويهP4  رشـد   يهـا شـاخص 

انـد و بجـز در مـورد          گياهان تيمار شده را نسبت به شاهد افزايش داده        
 يهـا  افـزايش شـاخص    P15 و P1ه  ي دو سو  يطول ساقه و آن هم برا     

ن يدر ب .  بودند دار  ي معن %5 در سطح    ه شاهد از نظر آماري    رشد نسبت ب  
 يهاشاخص بيشترين تاثير را بر      P12ش،  سوية    ي مورد آزما  يهايهسو

داري بـا شـاهد و        بطوري كه باعث ايجاد اخـتلاف معنـي       . داشترشد  
وزن تـر    P12 سـوية  .شـد هـاي مـورد آزمـايش     همچنين اكثر سـويه 

ي، طول ساقه و طول ريشه را نسبت        هواي  هوايي، وزن خشك اندام     اندام
  . افزايش داد درصد8/26 و 7/21 ، 7/68 ، 4/67به شاهد به ترتيب 
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  )  D(و طول ريشه) C(، طول ساقه)B(هوايي ، وزن خشك اندام)A(هوايي  مقايسة ميانگين وزن تر اندام-1شكل 
 هاي مورد آزمايش گياهان كلزاي تيمار شده با باكتري

 .باشند دار به روش دانگن مي هايي كه داراي حداقل يك حرف لاتين مشترك هستند فاقد اختلاف معنيگينميان -*
  

  
  S2  و شاهد بدون تلقيح درسطح شوري  P12هاي تيمار شده با باكتري   از راست به چپ بترتيب مورفولوژي ريشه نهال-2شكل
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 هاي اهچهگيها نشان داد كه وزن خشك ريشه در         مقايسة ميانگين 

داري بـا شـاهد       هاي مختلف اخـتلاف معنـي       كلزاي تيمار شده با سويه    
بررسي مرفولوژي ريـشه نـشان داد كـه گياهـان            با اين وجود  . نداشت

 شـاهد از طـول،      ي مورد آزمـايش در مقايـسه بـا        ها  تيمار شده با سويه   
 رسـيد   مـي تراكم و انبوهي بيشتري برخوردار بودند، بطوري كـه بنظـر            

هاي جانبي و تارهاي كشنده باعـث         ريق افزايش تعداد ريشه   تلقيح از ط  
  ).2شكل ( بودها نسبت به شاهد شده  افزايش سطح جذب ريشه

هـاي    مقايسة ميانگين وزن خشك ريشه گياهان تيمارشده با سويه        
 dS.m-1بـه ترتيـب      (S2 و   S1مختلف بـاكتري در دو سـطح شـوري          

EC=6   و EC=8 (            نشان داد كـه بجـز در مـورد سـويةP1    در سـاير ، 
دار   ها، بين وزن خشك ريشه در دو سطح شوري اخـتلاف معنـي              سويه

 P4  ،P9  ،P12  ،P14  ،P15هاي    در تيمار كياهان با سويه    . نداشتوجود  
 به S1افزايش شوري از سطح    ) بدون تلقيح (و همچنين در تيمار شاهد      

S2         ها موجب افـزايش       باعث كاهش وزن خشك ريشه و در بقية سويه
  .)a3شكل ( نشددار نشده  ليكن اين افزايش معني. گرديد جزئي آن

مقايسه ميانگين طول ريشه در تيمارهاي مختلـف بـاكتري در دو            
) بـدون بـاكتري   ( نشان داد كه در تيمار شـاهد         S2 و   S1سطح شوري   

 شش به هـشت باعـث كـاهش معنـي داري در             ECافزايش شوري از    
يح كه در تيمارهاي تلق    بوداين در حالي    ).  درصد 4/11(طول ريشه شد    
 ـ    شده با باكتري   مراتـب كمتـر و در برخـي    ه هاي مختلف اين كاهش ب

همـانطور كـه در     . يش در طول ريشه شـد     موارد حتي باعث اندكي افزا    
 و تيمـار شـاهد، بـين طـول          P7شود بجز در سـوية        شكل مشاهده مي  

  .)b3شكل ( دار وجود نداشت ريشه در دو سطح شوري اختلاف معني
هـوايي، طـول    بين مقادير وزن خشك اندام    ) r( ستگيضريب همب 

ن كلـزاي تيمـار شـده       ساقه، وزن خشك ريشه و طـول ريـشه گياهـا          

 ACCبـا مقـادير فعاليـت آنـزيم         ) P4بجـز سـويه     (ها  بوسيله باكتري 
بين طول براساس اين نتايج . )4شكل ( ها تعيين گرديد دآميناز باكتري

 دآمينــاز ACCآنـزيم  ريـشه و وزن خـشك ريـشه بـا مقـدار فعاليـت       
). 79/0* و73/0بترتيـب  (شـت  وجـود دا   بـالايي  ها همبـستگي  باكتري

 و طـول سـاقه  ) r=41/0( همچنـين بـين وزن خـشك انـدام هـوايي     
)42/0=r (    با فعاليت آنزيمACC ستگي مثبـت    همب ـ  باكتريايي  دآميناز

در مورد رابطه بين طول ريـشه بـا مقـدار فعاليـت آنـزيم               . مشاهده شد 
ACC 2خطي، لگـاريتمي، نمـايي، درجـه      (ز، چندين نوع معادله      دآمينا 

 بهترين همبستگي را    2بررسي شد و نهايتاً منحني با معادله درجه         ...) و
 كـشت شـده در      اين بدان معنا است كه طول ريشه كلـزاي        . نشان داد 

 دآميناز باكتري مـورد     ACC مقدار فعاليت آنزيم     2شرايط شور با توان     
بين ) r( از طرف ديگر ضريب همبستگي    . داشتاستفاده رابطه مستقيم    

وزن وزن خشك ريشه و همچنين طول ريشه گياهان تيمـار شـده بـا               
 طـول ريـشه     نشان داد كـه    نتايج. هوايي نيز تعيين گرديد   خشك اندام 
 وزن خــشك ريــشه همبــستگي بــالاتري بــا وزن خــشك نــسبت بــه

نظـر ميرسـد    بنابراين ب .  داشت )54/0 و   75/0بترتيب  (هوايي گياه    اندام
طول ريشه شاخص مناسبتري جهت نشان دادن تـاثير فعاليـت آنـزيم             

ACC باشد دآميناز باكتريايي بر رشد گياه.  
و ) S1) EC=6 dS.m-1مقايسة ميانگين تـاثير دو سـطح شـوري    

S2) EC=8 dS.m-1 (هاي گياهچهگيري شده در  هاي اندازهبر شاخص 
 دسي زيمنس بر    8 به   6ز  افزايش شوري ا  ان داد كه     نش )4جدول   (كلزا

در . هوايي و طول ساقه همراه بود       نداممتر با كاهش معني دار وزن تر ا       
 6ايش شـوري از      و طول ريشه اگرچه افز     هوايي  مورد وزن خشك اندام   

 ليكن  ها شد ث كاهش مقادير اين شاخص    زيمنس بر متر باع    دسي 8به  
  .دار نشد ش از نظر آماري معنياين كاه
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  كلزا) D(و طول ريشه) C(، وزن خشك ريشه)B(، طول ساقه)A(هوايي  دآميناز با وزن خشك اندام ACCزيم  خطوط رگرسيون بين فعاليت آن-4شكل
 

   مقايسه ميانگين سطوح شوري بر شاخصهاي رشد كلزا-4جدول 
طول ساقه 

)cm(  
طول ريشه 

)cm(  
وزن خشك ريشه  

)g/pot(  
وزن خشك اندام هوايي 

)g/pot(  
هوايي  وزن تر اندام

)g/pot(  
سطح 
 شوري

A 893/7  
B 274/7  

A 189/7  
A 122/7  

A 019/0  
A 019/0  

A 090/0  
A 088/0  

A 637/1  
B 537/1  

S1(EC=6) 
S2(EC=8) 

  .باشند  درصد مي5بر مبناي آزمون دانكن و در سطح احتمال  دار هايي كه داراي حداقل يك حرف لاتين مشترك هستند فاقد اختلاف معني در هر ستون ميانگين
  
 بحث

ويژگي توان بالاي كلنيزاسيون ريشه در انتخـاب        با در نظر داشتن     
هـاي بـالاي       كلوني باكتري از رقت    105 مورد نظر، تعداد     يها  باكتري

نتيجـة  . سـازي شـدند     خاك ريزوسفري كلزا بصورت تـصادفي خـالص       
 ، نشان داد كه  ACC جدايه روي محيط حداقل حاوي       105كشت اين   

نهـا منبـع نيتـروژن       بعنـوان ت   ACC جدايه داراي توان اسـتفاده از        15
 در  ACC حاوي   DFها در محيط      رشد قابل ملاحظه اين جدايه    . بودند

تواند حـاكي از ايـن امـر           بعنوان شاهد منفي مي    DFمقايسه با محلول    
انـد     دآمينـاز توانـسته    ACCها با دارا بـودن آنـزيم          باشد كه اين جدايه   

ACC   22( كننـد  را هيدروليز و از آن بعنوان منبع نيتـروژن اسـتفاده.( 
هاي محرك رشد      دآميناز در تعداد زيادي از باكتري      ACCوجود آنزيم   

، 23( گياه و همچنين تعدادي از مخمرها و قارچها گزارش شـده اسـت         
هاي جدا شده از ريزوسفر كلزا بـر   پس از غربالگري باكتري ).39  و31
 بـه عنـوان تنهـا منبـع نيتـروژن،       ACC توان آنهـا در مـصرف        يمبنا

هـاي ميكروسـكوپي،      هـا بـا اسـتفاده از آزمـون          ي ايـن جدايـه    شناساي
نتـايج  . فيزيولوژيكي و بيوشيميايي مندرج در كتاب برگي انجام گرفت        

هاي فلورسـنت تعلـق        جدايه به گروه سودوموناس    15نشان داد كه هر     
 جدايــه متعلــق بــه گونــه    14 جدايــه 15ن يــاز بــين ا. داشــتند

Pseudomonas fluorescens    ل عـدم  ي ـ بـه دل 48جدايـه  بودنـد و
ن جـنس بـه     ي ا يهاي گونه  عنوان شده برا   يهايژگيمطابقت كامل با و   
 .در نظر گرفته شد) .Pseudomonas sp( نشده ييعنوان گونه شناسا

ها هـستند كـه       هاي فلورسنت گروه مهمي از سودوموناس       سودوموناس
 بنام   سبز محلول در آب    - زرد   يهاسطة توانائيشان در توليد رنگدانه    بوا
كنند قابل شناسايي      عمل مي  كه بعنوان سيدروفور  ) PVDS(ها    وردينيپ

زي بواسـطة داشـتن       هـاي فلورسـنت خـاك       سودوموناس). 33(هستند  
خصوصياتي چون تنوع كاتابوليكي، توانايي بالا در كلينزاسيون ريشه و          

هـا و مـواد متابوليـك از          يعي از آنـزيم   قابليت آنها در توليد محدوده وس     
 ين اعـضا  يتـر ين و پـر شـمار     و از مهمتـر    خاصي برخوردارنـد     اهميت
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  .)38 (شونديزسفر محسوب مي رييايت باكتريجمع
هـاي واجـد ايـن خـصوصيت از            دآميناز سويه  ACCفعاليت آنزيم   

 كتوبوتيرات توليد شده بر واحد پـروتئين        -αگيري غلظت     طريق اندازه 
 ACCليت آنزيم   نتايج نشان داد كه فعا    . سلولي در ساعت انجام گرفت    
 43/1اي از     هاي مورد آزمايش در دامنـه       دآميناز توليد شده توسط سويه    

 ـ  -α ميكرومول   17/8تا   ر ميلـي گـرم در سـاعت تغييـر           كتوبوتيرات ب
 فعاليت  .بود P4 سويه   متعلق به   مقدار فعاليت آنزيم   بيشترينكرد و     مي

 ايه ـ  ققين در تعدادي از بـاكتري      دآميناز توسط برخي مح    ACCآنزيم  
 ACCهاي نوتركيبي كه ژن       ريزوسفري و همچنين تعدادي از باكتري     

  و29، 28، 19 ،5( دآميناز را دريافت كرده بودند تعيـين گرديـده اسـت       
39(.  

 دآمينـاز از    ACC داراي آنـزيم     سودوموناس فلورسـنس   سويه   15
تعيـين توانـايي    . نظر توان توليد اكسين نيز مورد بررسي قـرار گرفتنـد          

و بدون افـزودن     TSBهاي مذكور در محيط كشت         سويه توليد اكسين 
 يايي بگونـه ايميب ش ـي ـط از نظر ترك   ين مح يا. انجام گرفت  تريپتوفان

هـاي گيـاه كـه متـاثر از           ط پيرامـون ريـشه    يط مح ـ ياست كه به شـرا    
 15نتايج نشان دادند كه هر      . باشداست نزديكتر مي  اي    ترشحات ريشه 

گزارش شده اسـت كـه      .  بودند IAAسويه مورد آزمايش قادر به توليد       
هاي جدا شده از ريزوسفر گياهان مختلف قادر بـه           درصد از باكتري   80

در تحقيق حاضر ميزان توليد اكسين توسـط        ). 10(  هستند IAAتوليد  
 ميكرومــول در 38/2 تــا 8/0 بــين TSBهــا در محــيط كــشت  ســويه
. شـد مـي  توليد   P4ليتر متغير بود كه بيشترين مقدار توسط سويه           ميلي

هاي فلورسنت يـك خـصوصيت بـارز          توليد اكسين توسط سودوموناس   
  ).3( ها است براي اكثر اين باكتري

شوري خاك يك معضل جهاني براي كشاورزي و بخصوص براي          
باشد، چرا كه شـوري خـاك يـك عامـل            كشت آبي گياهان زراعي مي    

ش گزارش شده است كه تن    ). 9( بازدارنده رشد براي اكثر گياهان است     
از طـرف ديگـر     ). 12( دهد  شوري توليد اتيلن در گياهان را افزايش مي       

هـاي  مشخص شده كه سـطوح بـالاي اتـيلن تـاثير تعـدادي از تـنش            
 در مواردي نشان داده شـده اسـت كـه    ).2( كند محيطي را شديدتر مي

حذف اتيلن توليد شده در نتيجه تنش، تاثير تنش بـر گيـاه را كـاهش                
جهت كاهش توليد اتيلن تنشي، تلقيح گيـاه بـا           يك راه    ).17( دهد  مي

توليـد اتـيلن در     .  دآمينـاز اسـت    ACCيك باكتري داراي توان توليـد       
شرايط تنش باعث كند شدن رشد ريشه و نهايتا رشد گياه و نيز پيـري               

 ACCكـه آنـزيم    PGPRهـاي    سـويه ).40  و28( شود  در گياهان مي  
سـاز اتـيلن      طريق اين آنزيم پيش   توانند از     دآميناز را در اختيار دارند مي     

 را شكسته و بدين وسيله باعـث كـاهش سـطح اتـيلن در           ACCيعني  
 ،22 ،15(  در حال رشد يا گياهان در معرض تـنش شـوند           يهاياهچهگ

اه كـه داراي    ي ـهاي ريزوسفري محرك رشـد گ       باكتري). 40  و 39 ،32
تواننـد از طريـق كمـك بـه تـشكيل        دآميناز باشـند، مـي   ACCآنزيم  

 گيـاه بخـصوص در      يهاياهچههاي بلندتر باعث افزايش بقاي گ       شهري

  و 19( هاي مختلف شـوند     چند روز اول بعد از كشت و در شرايط تنش         
 ACC داراي آنـزيم     PGPRهـاي      بعلاوه گياهاني كه با بـاكتري      ).41

شوند بطور چشمگيري نسبت به اثرات مضر اتيلن كـه   دآميناز تيمار مي  
 )32 و   18،41،31( ترنـد   شود مقاوم    توليد مي  متعاقب وقوع شرايط تنش   

 ACC داراي آنــزيم PGPRهــاي  در هريــك از ايــن مــوارد بــاكتري
 در گياهـان تحـت تـنش را كـاهش داده باعـث              ACCدآميناز سـطح    

خـسارت ناشـي از آن      قدار توليد اتيلن تنـشي و متعاقبـاً         شوند كه م    مي
  .محدود گردد

 آزمون گلداني، تاثير    در تحقيق حاضر كوشش شد تا با اجراي يك        
 دآميناز بر   ACCهاي سودوموناس فلورسنس داراي آنزيم        كاربرد سويه 

از ايـن  .  كلزا سنجيده شـود    يهاياهچهكاهش اثرات منفي شوري در گ     
 ACCهـاي تعيـين فعاليـت آنـزيم           هاي منتج از آزمـون      ه داده يرو برپا 

ن گلـداني   ن آزمـو  يه انتخاب و در ا    ي سو 8دآميناز و توليد اكسين تعداد      
ن آزمون نشان داد كه تيمار گياهـان        يج ا ي نتا .مورد استفاده قرار گرفتند   

 EC = 6 and 8(هـا در مجمـوع دو سـطح شـوري      ن سويهيكلزا با ا
dS.m-1 (    هـوايي،    هوايي، وزن خشك انـدام      باعث افزايش وزن تر اندام

طول ساقه، طول ريشه و وزن خشك ريـشه نـسبت بـه شـاهد بـدون          
 P12 سـوية    هـاي مـورد آزمـايش،      در بين سويه   همچنين .تلقيح شدند 

هاي رشد داشت، بطوري كه باعـث ايجـاد         بيشترين تاثير را بر شاخص    
يش  افـزا .شـد هـاي مـورد آزمـايش     داري با اكثـر سـويه       اختلاف معني 

د ي ـهـا درتول  ين بـاكتر  ي ـ ا ييتوان به توانـا   ياه را م  ي رشد گ  يهاشاخص
ACC   ا بواسطه داشتن فعاليـت آنـزيم       ه  ن باكتري يا.  دآميناز نسبت داد
ACC                  دآميناز، سـطح اتـيلن تنـشي در گيـاه را كـاهش داده و باعـث 

  .اه نسبت به تنش شوري شده انديش تحمل گيافزا
هاي حاصل از تحقيقات گذشته مطابقـت     نتايج اين تحقيق با يافته    

 Pseudomonasنشان دادند كه باكتري ) 15( و همكاران كيگل. دارد
putida GR12-2     كـه يـك بـاكتريPGPR  و داراي آنـزيم ACC 
 نمـك  ي كلزا را در حضور غلظـت بـالا    يهاياهچهدآميناز است رشد گ   

)NaCl(  آنها نشان دادند كه كـاربرد ايـن بـاكتري باعـث            .  افزايش داد
هوايي و وزن خشك      افزايش طول ريشه، وزن خشك ريشه، طول اندام       

  . هوايي شد اندام
 دادنـــد كــــه بــــاكتري  نــــشان) 32( و همكــــاران اكيــ ـما

Achromobacter Piechoudii ARV8  كه يك باكتريPGPRو  
 دآميناز است توانست وزن تر و خـشك         ACC آنزيم    توان توليد  داراي
 NaClليتر نمـك    درمول   ميلي 172 در حضور    فرنگي را   هاي گوجه   نهال

 تـأثير   و همكـاران   اكيماده  ي به عق  .اي افزايش دهد    بطور قابل ملاحظه  
 بر گياه بواسطه تأثيري است كه اين         شوري  دركاهش اثرات تنش   باكتري

  . باكتري بر كاهش اتيلن داشته است
نيز گزارش كردند سويه ) 38( ياپانسامين ساراواناكومار و يهمچن

P. fluorescens  واجد توان توليد ACC   دآميناز در مقايسه بـا سـاير 
م بودند در حـضور     هاي فلورسنس مورد آزمايش كه فاقد اين آنزي         سويه
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هاي رشد    اي بر افزايش شاخص     غلظت بالاي نمك تاثير قابل ملاحظه     
   .زميني داشت هاي بادام نهال

نكته قابل توجه اينكه در بين سويه هـاي مـورد آزمـايش در ايـن         
 دآميناز را به خود     ACC بيشترين مقدار فعاليت آنزيم      P4آزمون، سويه   

 بـا مقـدار      P12 و سويه    )µmole.mg-1.h-1 17/8(اختصاص داده بود    
 قـرار   P4 بعـد از سـويه       µmole.mg-1.h-1 61/4فعاليت آنزيم برابر با     

از آنجا كه بسياري از محققـين، مهمتـرين عامـل افـزايش             . گرفتمي
هـاي     در مقابل تنش   PGPRهاي    تحمل گياهان تلقيح شده با باكتري     

توسـط   دآمينـاز    ACCمحيطي و از جمله غلظت بالاي نمك را توليد          
 بيشترين تاثير   P4رفت كه سويه      دانند، لذا انتظار مي     ها مي   اين باكتري 

را بر افزايش تحمل گياه به شوري داشته باشد ولي همانطور كه نتايج              
هـاي    بيشترين تاثير را بر افزايش شاخص      P4نه تنها سويه     دادندنشان  

.  بـود  ها نيز تاثير آن كمتـر       رشد گياه نداشت بلكه نسبت به ساير سويه       
توليـد  توان دو فرضـيه را مطـرح كـرد اول اينكـه              در اين خصوص مي   

ها ممكن اسـت       نسبت به ساير سويه    P4  سويه مقادير بالاتر اكسين در   
 و به تبع آن اتيلن تنشي در گيـاه باعـث            ACCاز طريق افزايش توليد     

هـوايي شـده    هـاي    و متعاقب آن كاهش رشد انـدام       كاهش رشد ريشه  
 نيـز  P4ولوژي ريشه گياهان تيمـار شـده بـا سـويه       بررسي مورف . باشد

هاي جـانبي     نشان داد كه طول ريشه و همچنين تراكم و انبوهي ريشه          
 شـاهد بـدون      در مـواردي   در اين تيمار نسبت به ساير تيمارها و حتـي         

ثابت شده است كه مقادير بـالاي اكـسين باكتريـايي           . تلقيح كمتر بود  
. د ريشه و در نتيجه رشد گياه باشـد    تواند يك عامل بازدارنده در رش       مي

هاي ريشه را به بيش      درون بافت  IAA باكتريايي، مقدار    IAAچنانچه  
از حد مورد نياز خود افزايش دهد ممكن است با تحريك فعاليت آنزيم             

ACC      سنتاز و افزايش ميزان ACC)   پـس از جوانـه     ) پيش ماده اتيلن
 .)16(شود  زبان متوقف   اي گياه مي    زني بذر، رشد و توسعه سيستم ريشه      
 در حـد متوسـط بـود و لـذا           P12از طرف ديگر توليد اكسين در سويه        

 و P4 نـسبت بـه   P12ممكن است كمتر بودن توليد اكسين در سـويه       
هـا    دآميناز آن نسبت بـه سـاير سـويه   ACCبيشتر بودن فعاليت آنزيم   

 ACC باعث ايجاد يك تعادل مثبت در جهت كـاهش توليـد             P4بجز  
 ممكن است سـويه     دوم اينكه . يش رشد ريشه شده باشد     و افزا  در گياه 

P4          به رغم توليد اكسين زيادتر و فعاليت آنزيم ACC    دآميناز بالاتر، از 
طريق توليد احتمالي يك متابوليت مضر كه در شرايط تنش توليـد آن             

 قرار داده و در نتيجـه     هاي كلزا را تحت تاثير     گياهچهتحريك شده باشد    
هـاي رشـد نـسبت بـه          شد ريشه و مقادير ساير شاخص     باعث كاهش ر  

  . هاي ديگر شده باشد سويههاي كلزاي تيمار شده با  گياهچه
 رشد گياهان تيمار شده توسط     يبين شاخصها ) r( ج همبستگي ينتا

هـاي    دآميناز بـاكتري   ACCر فعاليت آنزيم    ي با مقاد  ي باكتر يهايهسو
 بـا   شه و طـول ري ـ    كه بين وزن خشك ريـشه      ش نشان داد  يمورد آزما 

 وجـود   ييها همبستگي بـالا   دآميناز باكتري  ACCمقدار فعاليت آنزيم    

همبـستگي بـالاي بـين وزن خـشك         ). 73/0و   79/0*بترتيب(داشت  
 دآمينـاز باكتريـايي     ACCريشه و طول ريشه با مقادير فعاليت آنـزيم          

تلويحاً نشان ميدهد كه اين آنزيم در كم كردن مقادير اتـيلن تنـشي و               
از طـرف ديگـر     . نتيجه افزايش رشد ريشه گياه نقشي اساسـي دارد        در  

) 54/0( و وزن خشك ريـشه    ) 75/0( همبستگي بالاي بين طول ريشه    
هوايي گياه و همچنين همبستگي بين وزن خشك          با وزن خشك اندام   

 ACCبا فعاليت آنـزيم     ) r=42/0( و طول ساقه  ) r=41/0( اندام هوايي 
دآميناز باكتريـايي بـر      ACCر مثبت آنزيم    دآميناز نشان ميدهد كه تاثي    

رشد اندام هوايي و بعبارت ديگر رشد گياه از طريق تاثيري اسـت كـه               
 لازم به ذكر است كـه     .  دارد اي آنزيم بر رشد وتوسعه سيستم ريشه      اين

 دآمينـاز،  ACCبالا بودن ميزان فعاليـت    ) 36( كيده پنروز و گل   يبه عق 
 .باشـد ويه در افزايش رشد گياه نميسبه معني تاثير بيشتر آن  ضرورتاً

 و تنظــيم IAAامــروزه محققــين ســنتز باكتريــايي هورمــون گيــاهي 
 هـاي جـوان را مهمتـرين مكانيـسم     گياهچـه باكتريايي توليـد اتـيلن در     

تنظيم باكتريـايي   . دانندمي در تحريك رشد گياهان      PGPR هايباكتري
 آمينـو   -1 آنـزيم    توليد اتيلن در گياه، از يك سو تحـت تـأثير فعاليـت            

باكتريايي و از   )  دآميناز ACC(كربوكسيلات دآميناز   -1-سيكلو پروپان 
همـانطور كـه    . )16(  اسـت  IAAسوي ديگر متأثر از هورمون گيـاهي        

 دآمينـاز،   ACCهاي مورد آزمايش علاوه بـر آنـزيم           اشاره شد باكتري  
رشد ها بر     بديهي است كه تاثير مثبت سويه     . كردند  اكسين نيز توليد مي   

كلزا حاصل اثرات هريك بطور جداگانه و اثرات پيچيده متقابل اين دو            
اثر متقابـل   ) 16( و همكاران  كيگلمدل ارائه شده توسط     . ويژگي است 

 ـ ي ـ بـر كـاهش تول     يياي ـ دآميناز و اكـسين باكتر     ACCآنزيم   لن و  يد ات
ح ي توض يها را بخوب  ين باكتر يح شده با ا   ياهان تلق يشه گ يش رشد ر  يافزا
ر آنـزيم   ي تـاث  ي و چگونگ  IAAلن و   ين ات ين مدل ارتباط ب   ي در ا  .دهديم

ACC     ي دآميناز بر كاهش اثر بازدارندگ IAA ) ـ  ياز طر  ) لنيق تجمع ات
 .شرح داده شده است

 8 به   6نتايج اين تحقيق همچنين نشان داد كه افزايش شوري از           
داري را بطور معنـي    هاي كلزا هوايي و طول ساقه گياهچه    وزن تر اندام  

جـزء مهمتـرين گياهـان    ) Brassica napus(اگرچه كلزا . اهش دادك
روغني جهان است ولي اطلاعات زيادي در مورد تأثير شوري خاك بر            

اي كه بمنظور بررسي      آزمايشات مزرعه . رشد و عملكرد آن وجود ندارد     
بدون تعيـين سـاير شاخـصهاي       (تأثير شوري روي صرفاً عملكرد دانه       

دهند كه هـم كلـزا و هـم خـردل هنـدي                مي انجام گرفته نشان  ) رشد
)Brassica Juncea (به شوري نسبتاً مقاوم هستند )گوتيرز ).21 و 4 

 ـدر تحقيقي تأثير افزايش غلظت نمـك در خـاك           ) 20( و همكاران   رب
هاي هـوايي و همچنـين تركيـب دانـة            وي تندش، رشد ريشه و اندام     ر

بدين منظور آنهـا  . را بررسي كردند) Brassica napus(يك رقم كلزا 
 3/10 تا   3/2(هاي مختلف   ECهايي با   خاك NaClبا استفاده از نمك     

نتايج آزمايش نشان داد كه تندش بذر       . تهيه نمودند ) متر  بر  زيمنس  دسي
. متر به طور چشمگيري كاهش يافت       بر  زيمنس   دسي 6 بالاتر از    ECدر  
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 ظهـور   متـر بـر زيمـنس  دسي 6 بالاتر از    ECهايي با   همچنين در خاك  
علاوه بر اين، افزايش سطح شوري ارتفاع گياه،        . ها به تأخير افتاد   برگ

 ليكن اين كاهش تعداد      تعداد دانه در گياه را كاهش داد،       تعداد غلاف و  
همچنـين نتـايج ايـن تحقيـق        . ها جبران شـد     دانه با افزايش وزن دانه    

ريـشه  متر اثر منفي بر رشد        برزيمنس   دسي 6 داد شوري بالاتر از      نشان
  .داشت

مهاي گياهان اي بيولوژيك، شامل شناسايي مكانيس  مديريت روشه 

 يدر تحمل به شوري و غربالگري و اصلاح ارقام جديـد، از راهكارهـا             
امـروزه  . )37( مهم كاهش اثرات مضر شوري در كشاورزي بوده اسـت         

استفاده از مهندسي ژنتيك در توليد گياهان تراريخته مقاوم به شوري،           
 و نيــز اســتفاده از (PGPR)كتريهــاي محــرك رشــد گيــاه كــاربرد با

 در خاكهـاي    يقارچهاي مايكورايزا به منظور تسهيل رشد گياهان زراع       
  .شور مورد توجه فراوان قرار گرفته است
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Abstract 

The aim of the present research was to isolate plant growth promoting rhizobacteria producing ACC 
deaminase which was able to alleviate negative effects of salinity on plant growth. 21 composite soil samples 
and Canola roots were collected from the saline and relatively saline soils of Qom and Qazvin provinces. 105 
strains were selected from the soil rhizosphere of Canola. According to the growing abilities of the strains in the 
minimum media of DF having ACC, as the only source of nitrogen, it was determined that 14 strains had the 
ability to produce ACC deaminase. Identification of strain was carried out according to Bergey’s manual criteria. 
Results indicated that all the strains belonged to the group of fluorescent Pseudomonads. According to the tests, 
related to strain determination, 14 strains were identified as P. fluorescent. Measuring ACC deaminase activity 
showed that the activity of this enzyme in the isolated strains differed from 1.43 to 8.17 µmol α-
ketobutyrate/mg/hr. Also the isolates produced IAA in TSB medium between 0.8 – 2.17 µmol/ml. In the present 
study, effect of selected strains on reducing negative effects of salinity on Canola seedlings growth was 
evaluated under greenhouse conditions. Under salinity stress, all ACC deaminase producing strains were able to 
increased canola growth parameters containing shoot fresh and dry weight, shoot and root length. Among tested 
strains, P12 was the most effective. There was a high correlation between root length and dry matter, and the 
activity of ACC deaminase producing bacteria. Also with increase salinity from 6 to 8 dS/m, shoot fresh weight 
and stem length were significantly decreased.     
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