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  چكيده

شوري، يكي از مهمترين تنش هاي غير زنده اي است كه باعث كاهش قابليت توليد محصول در خاكهاي مناطق 
سودوموناسهاي فلورسنت داراي  جداسازي و تعيين خصوصيات محرك رشد به منظور. خشك و نيمه خشك مي شود

 7 وبررسي تأثير آنها بر جوانه زني ارقام كلزا در سطوح مختلف شوري، پژوهشي درACC Deaminaseفعاليت آنزيم 
 در .در مرحله اول، جدايه هاي داراي فعاليت آنزيم مذكور به روش نيمه كمي غربال گري شدند. مرحله اجرا شد

مراحل بعدي آزمايش، فعاليت آنزيم در شرايط شور، سنتز مواد شبه اكسين، توليد سيانيد هيدروژن واندازه گيري 
به منظور مطالعه تأثير شوري بر جوانه . كمي فعاليت آنزيم بر اساس ميزان الفاكتوبوتيرات آزاد شده، بررسي گرديد

. اكتوريل و درقالب طرح كاملاً تصادفي با چهار تكراراجرا گرديدزني، ابتدا براي هر رقم كلزا، آزمايشي به صورت ف
 با 2CaCl و NaCl  از منابع22dS/m و 11، 004/0فاكتورهاي آزمايش عبارت بودند از فاكتور شوري با سه سطح

 ،P196 ،P169 ،P108 ،P11 ،P153 ،P74 سويه با شماره هاي 9نسبت اكي والاني يكسان و فاكتور باكتري كه شامل 
P79 ،P159 ،P4با استفاده از نتايج اين قسمت، سويه هاي برتر كه .  و يك تيمار بدون باكتري به عنوان شاهد بود

بيشترين تأثير را در جوانه زني و رشد داشتند انتخاب و آزمايش ديگري به صورت فاكتوريل و در قالب طرح كاملاً 
 و Hayola308 عبارت بودند از فاكتور رقم شامل رقم هايفاكتورهاي آزمايش. تصادفي با چهار تكرار اجرا گرديد

RGS003 14 و 8،11، فاكتور شوري با سه سطحdS/m از منابع NaCl 2 وCaCl با نسبت اكي والاني يكسان و 
 و يك تيمار بدون باكتري به عنوان P196 ،P169 ،P108 ،P11فاكتور سويه كه شامل چهار باكتري با شماره هاي 

بررسي ويژگي فوق . بودندACC Deaminase  درصد سويه ها داراي فعاليت آنزيم 14يج نشان داد كه نتا. شاهد بود
 به عنوان منبع ACCالذكر در شرايط شور نشان داد كه سويه ها در شرايط تنش شوري نيز قادر به استفاده از 

فاوتها از نظر اين دو مشخصه در بين بررسي سنتز مواد شبه اكسين و سيانيد هيدروژن بيانگر وجود ت. نيتروژن هستند
نيزنشان داد كه ميزان فعاليت آنزيم سويه ها متفاوت مي ACC Deaminase اندازه گيزي فعاليت آنزيم . سويه ها بود

باشد، نتايج بررسي رشد ارقام كلزاي تلقيح شده با سويه هاي منتخب نشان داد كه ميزان جوانه زني در جدايه هايي 
ت آنزيم مذكور هستند نسبت به شاهد و نيز نسبت به جدايه هاي فاقد اين ويژگي بيشتر بوده است كه داراي فعالي

بنابراين به نظر مي رسد كه با تلقيح بذرهاي كلزا با انواع . به طوري كه اين تفاوتها در شرايط شور بسيار محرز بود
 و به تبع آن ميزان جوانه زني و رشد گياهچه ، تحمل به شوري افزايش يافتهP169 و P108برتر اين سويه ها مانند 

  .نيز بيشتر خواهد شد
  ACC Deaminase كلزا،  فلورسنت،ي هاسودوموناس ،يتنش شور لن،يات :يدي كليواژه ها
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  مقدمه
فراينــدهاي طبيعــي تــشكيل خــاك در نــواحي گــرم و  
خشك غالباً منجر به تشكيل خاكهاي شور شده كه از لحاظ          

در ايـن   .  برخوردار مـي باشـند     ي پايين كشاورزي از پتانسيل  
 محصولات زراعي تحت شرايط آبياري رشـد        بيشترنواحي  

مي كنند و مديريت نامناسب آبياري منجر به ايجاد شـوري           
 ـ 20شـور شـدن   . ثانويه مي گردد    خاكهـاي   ازدرصـد 27يال

 مناطق تحت آبياري دنيا به اين عامل نسبت داده شده است          
.(Yeo,1999;Ghassemi et al.,1995) بــر اســاس بــرآورد

 ي زراع يزمين ها  درصد از    50سازمان ملل متحد،تقريباً  
ــنش شــور   ــا تحــت ت ــشت دني ــل ك ــديقاب ــرار دارن   ق

)Flowers & Yeo,1995.( ،سطح كلي  طبق آمار موجود
 ميليون هكتـار بـرآورد شـده        33/7 زي ن  ايران خاكهاي شور 

پيش بينـي مـي شـود     و )Dewan & Famuri, 1964( است
به علـت اسـتفاده نادرسـت از منـابع آب و خـاك              اين رقم   

 .افزايش يابد
 گياهان،  در  شوري  به هاي تحمل سم  شناسايي مكاني 

مهمتـرين   جديـد، از     ريته هـاي  اوغربال گري و اصلاح     
 كاهش اثرات مضر شوري در كشاورزي       ها براي راهكار

 ;shraf & McNielly, 2004(  مـي شـوند   محـسوب 
Poustini & Siosemardeh, 2004.(   با شناخت هر چـه

 مكانيسم هاي تحمل به شوري در گياهان و همچنين          بيشتر
ثير شوري بر عملكرد و اجزاء آن، امكـان دسـتيابي           أنحوه ت 

به روشهاي جديد تر براي مقابله بـا ايـن تـنش غيـر زنـده                
 ا عـدم رشـد    يل كاهش   يدلايكي از   . بيشتر فراهم مي گردد   

تجمـع   ، شوري  تنش هاي غيرزنده اي چون     طيشرا در   گياه
در ايـن   .(Mayak et al.,2004a) مـي باشـد  اه ي ـدر گاتيلن 
 ـ   پيماده  ( ACC1 مقدار   طيشرا در داخـل    )لنيش سـاخت ات

سـنتز اتـيلن در     افـزايش    ، كه پيامد آن    يابد يمگياه افزايش   
 Lynch & Brown, 1997;Glick)  باشديمبافتهاي گياهي 

et al., 1997,1998; Mayak et al., 2004a,b).    اگـر چـه
اتيلن در رشد و توسعه گياه و رسيدگي ميوه اهميت زيادي           

با اين حال افزايش غلظـت اتـيلن درون زاد در گونـه              دارد
مـي توانـد باعـث      دولپـه ايهـا،  بويژه در بيشترهاي گياهي،  

ــردد    ــشه گــ ــد ريــ ــي و رشــ ــه زنــ ــاهش جوانــ   كــ
(Belimov et al., 2001).   در مدل ارائه شده توسـطGlick 

پيــشنهاد شــده اســت كــه باكتريهــاي ) 1998(و همكــاران 
   ACC Deaminase ريزوسـفري بـا توانـايي توليـد آنـزيم     

و در نتيجـه  دهنـد   كـاهش  اتـيلن گيـاه را   ميـزان د نمي توان 
در اين مدل باكتريهـاي      . نمايند اثرات سوء شوري را تعديل    

چـسبيده و در پاسـخ بـه         بـذر  بـه سـطح      با ويژگـي فـوق    

                                                 
1- Amino Cyclopropane-1-Carboxylate 

آمينـه ترشـح شـده از بـذر،         اي   ه تريپتوفان و يا ديگر اسيد    
 ,Whipps)ســنتزمي كننــد  (IAA) اينــدول اســتيك اســيد

ايندول استيك اسيد ممكن است توسط بذر جـذب       . (1990
 منبع درون زاد آن، باعث تحريك رشـد         اضافه شدن به  و با   

سلولهاي گياه، طويل شـدن آنهـا يـا تحريـك سـنتز آنـزيم               
ACC Synthaseــردد ــن   گـــ ــه ايـــ ــزيمكـــ     آنـــ

S-andenosyl-L-Metionine    را فوراً بـه  ACC     تبـديل مـي 
 ,Yang & Hoffman,1984; Li et al.,2000; Kende) كنـد 

توليد شده توسط اين واكنش    ACC  از ير زياد امقد. (1993
    و توسـط آنـزيم     شـده  بذر جوانه زده بـه خـارج ترشـح           از

ACC Deaminase بـه   يباكترα-ketobutyrate  وآمونيـاك 
 توسط باكتري مستقر در ACCيدروليز  ه.هيدروليز مي شود

موجود در ريزوسفر    ACC خارج گياه موجب كاهش ميزان    
بنابراين به منظـور حفـظ تعـادل         .گردد  اندوريزوسفر مي  و

، گياه بايـستي ميـزان      ريشه داخل و خارج     ACC مقداربين  
كـاهش   ،در نتيجـه   .به بيرون را افـزايش دهـد       ACCترشح  
كاهش مقـدار اتـيلن در       به   منجردر داخل گياه     ACC ميزان

 گـردد   مـي طويل شـدن ريـشه گياهچـه     متعاقباً   و آنداخل  
(Glick et al.,1998).  زيادي اثرات مثبت باكتريهاي محققان

ــزيم ريزوســفري و در نتيجــه  ACC Deaminase داراي آن
 در شــرايط تــنش زا مثــل غرقــابگيــاه افــزايش رشــد 

(Grichko & Glick,2001)،  نگينآلودگي به فلـزات س ـ 
(Grichko et al.,2000; Burd et al.,1998)،   حـضور

شــوري و  و (Wang et al.,2000) بيمارگرهــاي گيــاهي
در  . اندكردهگزارش  را (Mayak et al., 2004 a,b) خشكي
  محرك رشـد   ي ريزوسفر ي ها يباكترگياهاني كه با     ،نتيجه

 تلقـيح شـده انـد     ACC Deaminase داراي فعاليت آنـزيم 
 و نيز بخش هوايي بيشتري داشـته     بلندتره هاي   بايستي ريش 

 كـاهو،  ح گياهـان كلـزا،  ي تلق ـ.(Glick et al .,1997) باشـند 
 Pseudomonas putida GR12-2گوجه فرنگي و گندم بـا  

موجــب طويــل بــود،  ACC-Deaminaseم ي آنــزيكــه دارا
ــشه   ــدن ري ــاش ــت    ه ــده اس ــا ش ــد آنه ــزايش رش   و اف

 (Belimov et al.,2001; Hall et al.,1996)ن تلقيح ي همچن
و  ) هـوا  يسـرد ( ط تـنش دمـا    ي در شـرا   ين باكتر يا كلزا با 
وزن خـشك ريـشه و بخـش هـوايي            موجب شد تا   يشور

   بـــدون تـــنش باشـــديمارهـــايمـــشابه ت گياهچـــه هـــا
(Belimov et al., 2001; Glick et al.,1997). گوجه لقيح ت

  وزن نيـز Achromobacter piechaudii بـاكتري   بـا يفرنگ
ميلـي  172زه و خشك گوجه فرنگي را در غلظـت نمـك       تا

اما بر ميزان  ا كاهش داد افزايش و توليد اتيلن ر   NaCl مولار
 تلقيح كـارايي مـصرف       همچنين . نداشت يسديم گياه تأثير  

طول گياهچه هاي كوچك را در شرايط شور افزايش          آب و 
ايشان نتيجه گيري كردنـد كـه    .(Mayak et al.,2004a) داد
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 و كاهش توليـد     Deaminase-ACCاز طريق آنزيم    باكتري  
مقاومت گياه را بـه تـنش شـوري          اتيلن توسط گياهچه ها،   

ــاه شــدن و طويــل شــدن ريــشه  . اســتافــزايش داده   كوت
ويژگـي هـاي بـاكتري ماننـد توليـد           ثر از ساير  أمي تواند مت  

و هورمونهاي گياهي    .اكسين و يا سيانيد هيدروژن نيز باشد      
مهمي در كنترل رشد و توسـعه گيـاه         نقش  ن  يص اكس خبالا

توليد اين هورمون توسط باكتريهاي ريزوسـفري       . دارند
عوامـــــل افـــــزايش رشـــــد گياهـــــان يكـــــي از 

اثـر تنظـيم    . (Frankenberger & Arshad,1995)اسـت 
بـه   ،داردكنندگي اكسين در گياه به غلظـت آن بـستگي           

ممكن است رشـد را تحريـك       كه غلظت پائين آن      طوري
 يكه غلظت بالاي آن اثر بازدارندگي بر رشد داردكند در حال  

.(Frankenberger & Arshad, 1995) كلـزا  يهار تلقيح بـذ 
توليد  با قدرت Pseudomonas putida GR12-2 با باكتري

برابـر طـول     3الـي    2منجر به افزايش     سطوح پائين اكسين،  
  .(Patten & Glick,1996) گياهچه شد

ل خاكهاي شور در    مأگستردگي قابل ت  به  با توجه   
 ،ايران و نياز فراوان كشور به اراضي جديد براي كشت كلزا          

ضرورت داشت در زمينـه اسـتفاده از روشـهاي بيولوژيـك            
براي توسعه كشت كلزا در اين اراضـي تحقيقـاتي صـورت            

در اين تحقيـق سـعي شـده تـا ابتـدا بـاكتري هـاي                 .بگيرد
از بعـضي از خاكهـاي ايـران        سودوموناس فلورسنت بومي    

 ررسي شوند وب ACC Deaminase نظر پتانسيل توليد آنزيم
ثرات شوري بر جوانه زني كلـزا       اثير آنها بر كاهش     أسپس ت 

همچنين به منظور تفسير بهتر نتايج       .مورد مطالعه قرار گيرد   
و امكان تداخل بعضي از صفات باكتري در تعـديل اثـرات            

ن آنهـا    توان توليد هورمون اكسين و سيانيد هيدروژ       ،شوري
  .نيز اندازه گيري شد

  هامواد و روش
 Pseudomonas هيـــ جدا25ق يـــن تحقيـــدر ا

fluoresces ــجدا 25 و از Pseudomonas putida  هيــ
 بـه طـور     قات خاك و آب   ي موسسه تحق  يكروبيون م يكلكس
وي محيط  ر انتخاب و براي آزمايش هاي بعدي بر       يتصادف

 KingB (King et al., 1954) شيب دار حاوي محيط كشت
  .دهمچنين آب مقطر استريل نگهداري شدن و

 اسـتفاده از هـا از نظـر     باكتريگري غربال -آزمايش اول 

ACC به عنوان منبع نيتروژن  
 ACC قادر به استفاده از  جدايه هاي    انتخاب يبرا

 و همكـاران    Dell’Amico  از روش  به عنوان منبع نيتـروژن    
سـه  ن منظـور    يدب. شد استفادهتغييرات  اندكي  ا  ب و )2005(

 محـيط حـداقل نمكهـاي    -1مـايع شـامل   نوع محيط كشت    
(Dworkin & Foster, 1958) DF، ) گرم 4 شاملدر هر ليتر

KH2PO4  ،6  گرمNa2HPO4  ،2/0  گرمMgSO4  ،1  ميلي گرم

FeSO4 ،10 ميكروگــرمH3BO3 ،10 ميكروگــرم MnSO4 ،
ميكروگرم 10و  CuSO4ميكروگرم  ZnSO4  ،50ميكروگرم  70

MoO3   گـرم  2 گلوكونيـك اسـيد و       گـرم 2لوكز،   گ گرم2 با 
 بـه عنـوان شـاهد       نيتـروژن بـدون منبـع      و )سيتريك اسـيد  

  دو گرم در ليتر    يحاو DFمحيط حداقل نمكهاي     -2منفي،
محيط حـداقل    -3 مثبت و   به عنوان شاهد   سولفات آمونيوم 

 يبـرا  . تهيه گرديد  ACCميلي مولار    3 يحاو DFنمكهاي  
 ـ پ لو كي مورد نظر    ي ها يتكثير باكتر   بـه جدايـه   ر از هر  پ

 محـيط كـشت    از تـر ي ل يليم 20 ي حاو يتري ل يليم 50ارلن  
 گـرم   5/2 گرم دكستروز،    5/2 شاملدر هر ليتر  ( TSB1 عيما

K2HPO4  ،5   گرم NaCl  ،3         گـرم   17 گـرم پپتـون سـويا و 
 سـاعت  48مدت  و براي   منتقل به صورت استريل     )تريپتون

 و  ه سانتي گراد   درج 28 دماي    با انكوباتور دار شيكرروي  بر  
ــرخش ــه يدور در دق 120 چ ــرارق ــدق ــاه . داده ش  50 آنگ

لـي   مي 50بـه ارلـن     بـاكتري   هـر   پانسيون  سميكروليتر از سو  
هـاي  محـيط حـداقل نمك  سـه   ميلي ليتر از 20ليتري حاوي  

DF در همـان شـرايط ذكـر       مجدداً   تلقيح گرديد و     مشروح
 ميـزان جـذب    سـاعت، 48 پس از   . شد ينگهدار قبلي   شده

ــور ــوج  ينـ ــول مـ ــانومتر 405در طـ ــتفاده از نـ ــا اسـ  بـ
 .)Dell’Amico et al.,2005 (گرديـد اسپكتروفتومتر قرائت 
در سه تكرار براي    مجدداً  اين آزمايش    پس از بررسي نتايج،   

به عنـوان منبـع      ACCجدايه هاي داراي توانايي استفاده از       
  .تكرار شدتروژن ين

ايي وتوان ـثير شـوري بـر رشـد        أت ـ بررسـي    - آزمايش دوم 
بـه عنـوان منبـع    ACC در اسـتفاده از   ي منتخـب باكتريها
  نيتروژن

زيـر تهيـه    ابتدا شش نوع محـيط كـشت مـايع            منظور دينب
  :گرديد

 بـه   تـروژن ين بـدون منبـع      DFمحيط حداقل نمك هاي      -1
   ، منفيشاهدعنوان 

  دو گــرم در ليتــريحــاو DFمحــيط حــداقل نمكهــاي  -2
 ، مثبتشاهد به عنوان سولفات آمونيوم

 ميلــي 3 يحــاو DFمحــيط حــداقل نمــك هــاي     -3
 ،ACCمولار

  ميلـي مـولار  3 يحـاو  DFمحيط حداقل نمـك هـاي    -4
ACC  پنج گرم در ليتر وNaCl ، 

 10شامل پپتون  ( LB (Luria & Burrous,1955)محيط -5
 با اضـافه كـردن     گرم در ليتر     5 عصاره مخمر    و گرم در ليتر  

   (LB+S1).تر يگرم در ل5  به مقدارميد سديكلر
  .NaCl (LB+S2)  گرم در ليتر10 با LBمحيط  -6

                                                 
1- Trypton Soya Broth  
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 ـ  منتخب از مرحلـه     ي  هايباكتر رازپ لوپك  ي سپس  هقبـل ب
  و بـراي   منتقـل  TSBيط  مح ليتـر  يميل ـ20ي حـاو  يارلن ها 
 28 دمـاي     بـا  انكوبـاتوردار  ساعت بر روي شيكر      48مدت  

 داده  قرارقه  ي دور در دق   120 و چرخش  درجه سانتي گرادو  
بـاكتري بـه    هـر    ميكروليتر از سوسپانسيون     50 آنگاه .شدند

 ميلـي ليتـر از محـيط        20 ميلي ليتري محتوي     50ارلن هاي   
و مطـابق شـرايط      تلقيح  در بالا  هاي با مشخصات ذكر شده    

 ميـزان جـذب      سـاعت،  48 پـس از     .ندقبلي نگهداري شـد   
ــور ــوج  ينـ ــول مـ ــانومتر 405در طـ ــا نـ ــتفاده  و بـ اسـ

  .قرائت شداسپكتروفتومتر از
بررسي توانايي جدايه ها از نظر توليد مواد         -يش سوم آزما

  نيشبه اكس
ــا روش   ــد اكــسين ب ــايي تولي ــدازه گيــري توان ان
ــكي    ــرف سالكووس ــتفاده از مع ــا اس ــپكتروفتومتري و ب اس

(Salkowski)   يك لوپ پر ار باكتر    يين منظور بد. شد انجام 
گـرم در   ميلـي  50حاوي   TSBمحيط مايع منتخب به يها
 مـدت   يمنتقل و بـرا    )نيش ساز اكس  يپماده  (ن  پتوفايتر تر يل

 درجـه   28 يكر انكوباتوردار بـا دمـا     ي ش ي ساعت بر رو   72
 .قـه قـرار داده شـد      ي دور در دق   120 گراد و چرخش     يسانت
 ي سـانتريفوژ منتقـل و بـرا       يات ظروف به لولـه هـا      يمحتو

فوژ يقـه سـانتر   ي دور در دق   7160قه با چـرخش     ي دق 5مدت  
مخلوط (ا معرف سالكووسكي     محلول رويي ب   سپس .ندشد

از  ميلـي ليتـر      98 و FeCl3 مولار   5/0  از محلول   ميلي ليتر  2
 مخلوط و بعـد     1به   2به نسبت    )HClO4  درصد 35ولمحل

 دور در   15000 مجـدد در     سانتريفوژ دقيقه و    25از گذشت   
ــه ــدت  دقيق ــه م ــه   10 ب ــار درج ــاي چه ــه در دم  دقيق

 ـ 530 در طول موج      نور ميزان جذب  ،سانتيگراد انومتر ن
 با استفاده در نهايت. (Benizri et al.,1998) ت شدئقرا

از منحني استاندارد غلظت اكسين توليد شده توسط هر         
  . جدايه تعيين گرديد

   توليد سيانيد هيدروژن -آزمايش چهارم
براي اندازه گيري سيانيد هيدروژن ابتدا جدايه ها        

يز كازئين هيدرول گرم  TSA) 15در پليت هاي حاوي محيط      
گرم آرد سـوياي هـضم شـده بـه           5 ،شده به طريقه آنزيمي   

و  گـرم آگـار  15 ،گرم كلريـد سـديم   5 ،وسيله آنزيم پپسين  
غنـي شـده بـا       )2/7ش   پ هـا   ، ميلي ليتر آب مقطـر     1000

 يهاسـپس كاغـذ    .كشت داده شـدند    )gr/L 4/4( گلايسين
پيكريـك   مخلـوط ( افي خيسانده شده در پيكرات سديم     ص

 در قـسمت داخلـي درب   %)2ت سـديم  و كربنا  %5/0اسيد  
 سـاعت در    120پليت هـا بـه مـدت        .  پليت گذاشته شد   هر

توانايي توليـد    . درجه سانتي گراد نگه داري شدند      28دماي  
انيد هيدروژن از روي تغيير رنگ كاغـذ صـافي ارزيـابي            يس

 .,.Donate-correa et al) 2004( يدگرد

ــايش  ــنجمآزمــ ــزيم  -پــ ــري فعاليــــت آنــ ــدازه گيــ    انــ
ACC Deaminase  

ــايش  ــن آزمـــ ــزيم  ،در ايـــ ــت آنـــ   فعاليـــ
 ACC Deaminase       جدايه هـايي كـه قـادر بـه اسـتفاده از

ACC انــدازه گيــري،بــه عنــوان منبــع نيتــروژن بودنــد  
 Honma & Shimomura 1978;Penrose and)شــد

Glick, 2003) . مراحل اندازه گيري به شرح زير بود.   
ارلـن پنجـاه     دو مورد نظـر بـه       جدايه ر از هر  پ پ ك لو ي -

  .شد منتقل TSB  ميلي ليتر محيط15ميلي ليتري حاوي 
 روي شـيكر    به مدت يك شب بـر      ، ارلن هاي تلقيح شده    -

 درجـه   30 دور در دقيقـه و در دمـاي        200انكوباتوردار بـا    
  .ندتكان داده شد سانتي گراد

 منتقـل و بـراي      سانتريفوژمحتويات ارلن ها به لوله هاي        -
 درجه سانتي   4 ودر دماي    g 8000رعت  دقيقه با س  10مدت  
  .ندشد سانتريفوژگراد 

لهاي باقي مانده در ته لوله  سلووخارج محلول روئي  - 
 DF ميلـي ليتـر از محـيط حـداقل نمـك هـاي               5 با   ها

  .شدشستشو داده 
 g دقيقه با سرعت  10 براي مدت    مجدداً محتويات لوله ها   -

 . شدسانتريفوژدرجه سانتي گراد  4در دماي  و 8000
 سـلول هـاي     خارج شـد و متعاقبـاً     محلول روئي لوله ها      -

 ميلـي ليتـر از      5/7 بـا  فوژيباقي مانده در ته لوله هاي سانتر      
ــاي   ــوط DFمحــيط حــداقل نمــك ه ــل  مخل و ســپس ك

 .شد استريل جديد اضافه ارلنمحتويات به يك 
درجـه   -20در دمـاي      در فريزر  ACC مولار   5/0محلول   -

 يدمـا  و در  از فريـزر خـارج    ي شد   نگهداري م سانتي گراد   
 ز ميكروليتر ا  45آنگاه مقدار   . گرديدمحيط آزمايشگاه ذوب    

 .شدآن به سوسپانسيون باكتري اضافه 
سـاعت بـر روي      24سوسپانسيون بـاكتري بـراي مـدت         -

 درجـه سـانتي   30دمـاي    دور در دقيقه و    200با دور    شيكر
 . شددادهتكان گراد 

 g8000دقيقه و بـا دور      10به مدت    ارلنسپس محتويات    -
 پس از آن    و شد سانتريفوژ درجه سانتي گراد     4و در دماي    

  .خارج گرديدمحلول روئي 
 ميلـي ليتـر از      5  بـا   هـا  ارلنسلول هاي باقي مانده در ته        -

Tris- HCl )6/7،ريك دهم مولا pH( ندشد مخلوط. 
 دقيقـه بـا دور      10 بـه مـدت       هـا  محتويـات لولـه    مجدداً -
g8000 و شـده  سـانتريفوژ درجه سانتي گراد     4دماي  در    و 

 بـار  دو مجدداًاين دو مرحله     .شدريخته  محلول روئي دور    
  .ديگردتكرار

يك دهـم   ( Tris-HClدر يك ميلي ليتر از      سلولهاي فوق    -
بـه   سـپس كـل محتويـات        كرده و  مخلوط )pH 6/7 ،مولار
 .شدفوژ منتقل ي ميلي ليتري ميكروسانتر5/1 هاي لوله
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ي و در دما   g16000 دقيقه با دور     5ت براي مدت    محتويا -
  سپس محلـول روئـي      و شد فوژي گراد سانتري  سانتدرجه   4

  .خارج گرديد
-Trisليترميكرو 600در  باقي مانده در ته لوله      سلول هاي    -

HCl  )  5/8 ،يك دهـم مـولار pH( ـ گرد مخلـوط   بـه  و ،دي
 محلول نهايي   .شد ميكروليتر تولوئن اضافه     30محلول فوق   

  .شد ورتكس به شدتثانيه  30ه مدت ب
 ميكروليتـر از محلـول      100به منظور اندازه گيري پـروتئين       

از  . شـد   درجه سانتي گراد نگه داري     4و در دماي    برداشت  
در نظـر   اين به بعد براي هر باكتري يا هر نمونه دو تكـرار             

  .گرفته شد
ميكـرو ليتـر از سـلول هـاي تولـوئني شـده             دويست   - 
 اضـافه   جديـد  ي ميلي ليتر  5/1 لولهيك  به  ) 17مرحله  (

 نيم مولار   ACCميكرو ليتر از محلول     سپس بيست   . شد
  .شد اضافه آنبه 
 15 و بـراي مـدت       شده محلول فوق به اختصار ورتكس       -

 به   و گرديدنگه داري    درجه سانتي گراد   30دقيقه در دماي    
  . شد اضافه ) مولارHCl)56/0 محلول فوق يك ميلي ليتر 

هايي با استفاده از ورتكس مخلوط و سـپس          محلول ن  - 
دمـاي اتـاق      و در  g 16000دقيقـه بـا دور       5به مـدت    
  .شد سانتريفوژ

 800و بـا     شـد ميلي ليتر از محلـول روئـي برداشـته            يك -
  .گرديد ورتكس )مولار HCl  )56/0ميكروليتر از

 2,4dinitrophenylhydrazine) %0.2ميكروليتراز  سيصد -
2,4dinitrophenylhydrazine  درHCl  2 بـه لولـه   ) مـولار

  .شدقبلي اضافه 
 30 و آنگـاه بـراي مـدت         گرديد ورتكس   لوله محتويات   -

  .شدسانتي گراد نگه داري  درجه 30دقيقه در دماي 
مـولار   NaOH 2ميلـي ليتـر     2 پس از آن به محلول فوق،        -

سپس . شوديكنواخت   تا  گرديد سپس مخلوط   و شداضافه  
 نـانومتر   540 در طـول مـوج       absorbance)( ي نـور  جذب

   .گرديدئت اقر
 منحنــي اســتاندارد بــا اســتفاده از آلفاكتوبوتيريــك اســيد و
غلظت پروتئين سوسپانسيون سلولي در سـلولهاي تولـوئني         

 . تعيـين گرديـد  Bradford (1976)شده با استفاده از روش 
 بووين سرم آلبـومين   از  پروتئين   براي تهيه منحني استاندارد   

,BSA1فاده شـد  است (Penrose & Glick, 2003; Belimov 
et al.,2005).  ــت آوردن ــد از بدس ــروتئين و  بع ــزان پ مي

 فعاليـــت آنـــزيم براســـاس ميكرومـــول آلفــاكتوبوتيرات، 
شده در ميلي گرم پـروتئين در سـاعت          آلفاكتوبوتيرات آزاد 

  .گزارش شد

                                                 
1- Bovin Serum Albomin 

يه هاي منتخـب بـر جوانـه        سوثير  أ بررسي ت  -ششمآزمايش  
  )مرحله اول( ي در سطوح مختلف شوركلزا و رشد زني

ــدين ــزا   ب ــم كل ــا دو رق ــشي ب ــور آزماي ــه منظ   ب
  وبه صـورت فاكتوريـل   RGS003 و  Hayola308نام هاي

 .اجـرا گرديـد   در قالب طرح كاملاً تصادفي با چهار تكـرار          
دســي  22و11 ،)آب مقطــر( 004/0ســطوح شــوري شــامل

ت بـا نـسب    2CaCl و NaCl  از منـابع   بود كـه  زيمنس بر متر    
 9تيمـار بـاكتري نيـز شـامل          .تهيه شـد  اكي والاني يكسان    

 و P153 ،P74 ،P169،P159  ،P108 ،P79 ،P11 ،P4 ءسويه
  و P74 ي هـا  يبـاكتر  كـه     بـود  يمار بدون باكتر  يك ت ي

P153 ميآنــز تيــبــدون فعال منفــي شــاهدعنــوان  بــه   
ACC Deaminase تهيـه   منظور هب .نددر نظر گرفته شد

 50ه ها به ارلـن  يك از جدا يهر    از رپ پك لو ي تلقيحمايه  
 يحـاو  DFط كشت   ياز مح  تري ل يليم20 ي حاو يتري ل يليم

 48 مـدت    يبـرا  وم منتقـل و   يتر سولفات آمون  يدو گرم در ل   
 درجه سانتي   28دماي   با انكوباتوردار كري ش ي بر رو  ساعت
 ميكـرو   50سـپس  .قه قرار داده شـد    يدور در دق   120 و   گراد

 ميلـي ليتـري     50ري به ارلن هـاي      ليتر از سوسپانسيون باكت   
  سـه ميلـي مـولار      ياو ح ـ DF  ميلي ليتـر محـيط     20حاوي  
ACC     ًكري ش ي ساعت بر رو   48 مدت   يبرامنتقل و مجددا 

دور در   120 درجه سـانتي گـراد و        28انكوباتوردار بادماي   
 g 9000سوسپانـسيون بـاكتري بـا دور       .قه قرار داده شد   يدق

 يسلول هـا   ،ييول بالا ختن محل يز دور ر  پس ا   و سانتريفوژ
  مـولار شستـشو داده شـد       MgSO403/0 دو بار بـا      يباكتر

(Penrose & Glick,2003).  اســتريل  يرهابــذپــس از آن
 يــك ســاعت در داخــل  مــدتبــراي ه كلــزاســطحي شــد

سپس محلول اضافي    .سوسپانسيون باكتري نگهداري گرديد   
 يصـاف  كاغـذ هاي حاوي   بذور به پتري ديش      و خارج شد 

تا رطوبت اضافه خود را از دست        ندنتقال داده شد   ا ستريلا
براي تهيه بذور تيمار شاهد همانند مرحله قبل عمل          .بدهند

 اسـتريل شـده بـه جـاي         يهاكـه بـذر    تفـاوت    شد با ايـن   
ــاكتري در ــسيون ب ــرار داده  مــولار MgSO403/0 سوسپان ق

 يـا   ميلي ليتر آب مقطـر و      6به هر پتري ديش     سپس   .شدند
 دمـاي   بـا  اتورب و به انكو   شدافه  ضنظر ا مورد  لول نمكي   حم

  تبخير پايشبه منظور   .  درجه سانتي گراد انتقال داده شد      28
سـري پتـري ديـش هـاي اضـافي آب            در داخل يك     نيز

 درصد جوانه زنـي     ، ساعت 72بعد از   . شدذاشته  گمقطر
  و طـول ريـشه    ، ساعت درصد جوانه زني    144و بعد از    

  .طول اندام هوائي اندازه گيري گرديد
يه هاي منتخـب بـر جوانـه        سوثير  أ بررسي ت  -آزمايش هفتم 

  )مرحله دوم( يدر سطوح مختلف شورزني و رشد كلزا 
 ي و به منظـور بررس ـ     ش قبل ي آزما جي نتا بر اساس 

 و رشد كلزا    ي منتخب بر جوانه زن    يثير جدايه ها  أتر ت  دقيق
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 در آزمايشي به صورت فاكتوريل و     ،يط تنش شور  يدر شرا 
 . تـصادفي بـا چهـار تكـرار اجـرا گرديـد            قالب طرح كاملاً  

قم رشامل  فاكتور رقم    فاكتور هاي آزمايش عبارت بودند از     
فاكتور شوري با سه سـطح       ،RGS003 و Hayola308هاي  

با  2CaCl و NaCl  از منابع  دسي زيمنس بر متر    14 و 11 ،8
چهـار    شامل كهفاكتور باكتري    نسبت اكي والاني يكسان و    

يـك   و P196 ،P169 ،P108 ،P11 يباكتري بـا شـماره هـا      
كليـه شـرايط     .بـود  )عنـوان شـاهد   ( تيمار بدون باكتري بـه    

و بعـد از سـپري     آزمايش همانند آزمايش شماره شش بـود      
طول اندام  جوانه زني، طول ريشه، درصدساعت  144شدن  
  .وزن تازه و وزن خشك گياهچه تعيين گرديد هوايي،
   آماري هايتجزيه

 SPSS  از نـرم افـزار   هسـتفاد تجزيه واريانس بـا ا 
حداقل صورت گرفت و مقايسه ميانگين ها بر مبناي آزمون          

درصـد   5 در سـطح احتمـال       )LSD( اختلاف معني دار  
  .انجام شد

  نتايج
به  ACC استفاده از   توان ها از نظر   غربال گري باكتري   -1

  عنوان منبع نيتروژن
 به عنوان منبع    ACC  ها در استفاده از     جدايه توان

 .fluorescens P  جدايـه 25از ميـان  .اوت بـود ف ـمت تروژنني
به  قادر P196 و P169  ،P79  جدايه به شماره هاي    سهفقط  

  . به عنوان منبع نيتروژن بودندACCاستفاده از 
طوري كه ميزان رشد اين باكتري ها در محيط         ه  ب

درصد محـيط    71 و 73،79به ترتيب  ACC  نيتروژن منبع با
 يعنـي    هـا  ي تمـام بـاكتر    ي برا  استفاده با منبع نيتروژن قابل   

ــو ــود لس ــوم ب ــدول( فات آموني ــان  ).1ج ــه 25از مي  جداي
P.putida          نيز فقط چهار جدايه بـه شـماره هـاي P4  ،P11 ،

P108   و P159        قادر بـه اسـتفاده ازACC       بـه عنـوان منبـع 
 ميزان رشد اين باكتري ها در محيط با منبـع           .نيتروژن بودند 

درصد محيط  66 و 67 و 58 و 61 به ترتيب ACCنيتروژنه 
بنـابراين   .با منبع نيتروژن قابل استفاده سولفات آمونيوم بود       

 ACCجدايه قادر به استفاده از       7 جدايه مورد مطالعه     50از  
  آنزيم  توانايي توليد  كه احتمالاً  به عنوان منبع نيتروژن بودند    

ACC Deaminaseو بـراي آزمايـشات   )1شـكل (  را داشته 
   .ب شدندبعدي انتخا

تــأثير شــوري بــر رشــد و توانــايي باكتريهــاي بررســي  -2
   به عنوان منبع نيتروژنACCمنتخب در استفاده از 

 درصــد بــه 5 از LBبــا افــزايش شــوري محــيط 
اضافه كـردن پـنج     . درصد، رشد باكتري ها كاهش نيافت     10

 نيز تأثير قابل    ACC حاوي   DF به محيط    NaClگرم در ليتر    
به عبـارت ديگـر ايـن       . باكتري نداشت ملاحظه اي بر رشد     

باكتري ها قادر بودند تا در شرايط شوري پنج گرم در ليتـر             
NaCl    نيز از ACC        به عنوان منبع نيتروژن اسـتفاده نماينـد  .

البته واكنش جدايه هاي مختلـف نـسبت بـه اضـافه كـردن              
 متفـاوت بـود بطـوري كـه       ACC حاوي   DFنمك به محيط  

، P11  ،P159يه هاي شماره    اضافه كردن نمك در مورد جدا     
P169   و P4          موجب افزايش و در مورد جدايه هاي شـماره 
P108  ،P196   و P79       2جـدول ( موجب كاهش رشد شـد .(

  .معهذا تغييرات در سطح پنج در صد معني دار نبود
   بررسي توانايي جدايه ها از نظر توليد مواد شبه اكسين-3

ورد توانايي توليد مواد شبه اكسين باكتري هاي م ـ       
ــه از ــا 1/6مطالع ــود   9/67 ت ــر ب ــر متغي ــرم در ليت ــي گ  ميل

  ).3جدول(
   بررسي توانايي جدايه ها از نظر توليد سيانيد هيدروژن -4

ــه   ــه فقــط جداي ــشان داد ك ــايج ن  داراي P159نت
  ).3جدول(توانايي توليد سيانيد هيدروژن بود 

  Deaminase   ACC اندازه گيري فعاليت آنزيم-5
باكتري هـاي مـورد    Deaminase  ACCيمميزان فعاليت آنز

 ميكرومول الفا كتوبوتيرات در هر      030/5 تا 305/2مطالعه از   
  ).3جدول(ميلي گرم پروتئين در ساعت متغير بود 

 بررسي تأثير جدايه هاي منتخب بر جوانه زنـي و رشـد             -6
  ) مرحله اول(كلزا در سطوح مختلف شوري 

شـده و    ارائـه    5 و   4نتايج اين مرحله در جداول      
نشان مي دهد كه در شـرايط غيـر شـور، تلقـيح بـذر رقـم                 

RGS003    با باكتريهاي P.p.4   و P.f.153       پس از سـه روز و 
 پـس از شـش      P.f.153 و P.p.108تلقيح بذر بـا باكتريهـاي       

روز درصد جوانه زني را نسبت به شاهد تلقيح نشده بطـور       
در ايـن شـرايط در اثـر        .  كـاهش داد   (P<0.05)معني داري   

 طـول ريـشه نيـز       P.p.153 و   P.p.159يح بذر با باكتري     تلق
 كاهش يافت ولي تلقيح بذر بـا        (P<0.05)بطور معني داري    

 موجب افـزايش  (P<0.05) بطور معني داري P.f.79باكتري  
 دســي 11در شــرايط شــوري . طـول انــدام هــوايي گرديــد 

 پـس از    P.p.74  ،P.p.159  ،P.p.4زيمنس بر متر، باكتريهاي     
ــاكتري  روز 6 و 3 روز درصــد  6 فقــط پــس از P.f.79و ب

 (P<0.05) را بطـور معنـي داري        RGS003جوانه زني رقم    
در حاليكه تلقـيح    . نسبت به شاهد تلقيح نشده كاهش دادند      

 پس  P.f.153 روز و باكتري     6و3 پس از    P.f.169با باكتري   
 (P<0.05)روز درصد جوانه زني را بطور معنـي داري           6از  

 موجـب   P.p.159 و   P.p.4ح با باكتريهـاي     تلقي. افزايش داد 
 طول ريشه و تلقيح با باكتريهاي     (P<0.05)كاهش معني دار    
P.f.169,P.f.196      موجب افزايش معني دار (P<0.05)  طول 

 P.p.159 و   P.p.4در اين شرايط تأثير باكتريهاي      . ريشه شد 
 بـود،   (P<0.05)بر كاهش طول اندام هوايي نيـز معنـي دار           

 (P<0.05) موجب افـزايش معنـي دار        P.p.108ولي باكتري   
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 دسـي زيمـنس     22در شرايط شوري    . طول اندام هوايي شد   
 موجب افزايش معنـي     P.f.169بر متر فقط تلقيح با باكتري       

 RGS003 روز در رقـم      3 جوانه زني پـس از     (P<0.05)دار  
معني داري بـر   ثيردر اين سطح از شوري، تلقيح بذر تأ       . شد

در خـصوص   . اندام هوايي نشان نداد   افزايش طول ريشه و     
، در شرايط غير شور تلقيح بذر با بـاكتري          Hayola308رقم  

P.f.196    روز و تلقيح بذر با باكتريهـاي         3 پس از P.f.196 ،
P.p.159  ،P.p.4    طور ه  روز درصد جوانه زني را ب      6 پس از

، P.f.196باكتريهــاي .  كــاهش داد(P<0.05)معنــي داري 
P.f.79 ي را به طـور معنـي داري    طول اندام هواي(P<0.05) 

 P.f.153افزايش دادنـد و ايـن در حـالي بـود كـه بـاكتري                
.  طول اندام هـوايي شـد      (P<0.05)موجب كاهش معني دار     

 دســي زيمــنس بــر متــر، تلقــيح بــا 11در شــرايط شــوري 
ــاي  ، P.f.169 ،P.p.159 ،P.p.108 ،P.f.79 ،P.p.11باكتريهـ

P.p.4    روز درصد جوانه زني را به طور معني         6 و   3 پس از
طول ريـشه در اثـر تلقـيح بـا          .  افزايش داد  (P<0.05)داري  

 بطـور معنـي داري      P.p.74 و   P.f.169  ،P.p.108باكتريهاي  
(P<0.05)ــت ــزايش ياف ــاي  .  اف ــا باكتريه ــيح ب  و P.p.4تلق
P.p.159  موجب كاهش معني دار طول اندام هوايي و تلقيح 

 موجب افـزايش    P.f.196 و   P.f.169  ،P.p.108با باكتريهاي   
 22در شـرايط شـوري      . معني دار طول اندام هوايي گرديـد      

 P.f.169دسي زيمنس بر متر، تلقـيح بـذرها فقـط باسـويه             
 3 جوانـه زنـي پـس از         (P<0.05)موجب افزايش معني دار     

طول ريشه و اندام هـوايي را هـم افـزايش داد    .  روز شد 6و
  .  داري نرسيدگرچه اين افزايش به سطح معني

 بررسي تأثير جدايه هاي منتخب بر جوانه زنـي و رشـد             -7
  )مرحله دوم(كلزا در سطوح مختلف شوري 

 ارائـه شـده اسـت       6نتايج اين مرحله در جـدول       
 دسي زيمنس بر متر،     8نشان مي دهد كه در شرايط شوري        

، P.p.108 بـا باكتريهـاي      Hayola308تلقيح بـذرهاي رقـم      
P.p.11   و P.f.196 وانه زني را بطور معني داري افـزايش         ج

 طول اندام هوايي    P.p.108 و P.p.11تلقيح با باكتريهاي    . داد
هر دو رقم كلزاي مورد مطالعه را بطور معني داري افزايش           

 طــول ريــشه رقــم هــاي P.p.11 وP.p.108باكتريهــاي . داد
Hayola308 و RGS003 را بطـــور معنـــي داري افـــزايش 

 و تلقـيح    P.p.108 با باكتري    Hayola308تلقيح رقم   . دادند
 موجـب   P.f.169 و   P.p.11 بـا سـويه هـاي        RGS003رقم  

در شرايط شـوري    . افزايش معني دار وزن تازه گياهچه شد      
 بـا هـر     Hayola308 دسي زيمنس بر متـر، تلقـيح رقـم           11

 بـا باكتريهـاي     RGS003چهار سويه منتخب و تلقيح رقـم        
P.p.108 و P.f.169    معني داري افـزايش      جوانه زني را بطور 

ــا ســويه. داد ــدام هــوايي رقــم  P.p.108تلقــيح ب  طــول ان
Hayola308 و تلقيح با باكتريهاي  P.f.169وP.f.196  طـول 

طور معنـي داري افـزايش      ه   را ب  RGS003اندام هوايي رقم    
 در اثـر تلقـيح بــاكتري   Hayola308طـول ريـشه رقـم    . داد

P.f.108      و طول ريشه رقم RGS003   ح بـا تمـام      در اثر تلقي
تلقـيح  . سويه هاي منتخب بطور معني داري افزايش يافـت        

 و P.f.196 وP.p.108 توســط باكتريهــاي Hayola308رقــم 
ــم   ــيح رق ــين تلق ــاي RGS003همچن ــا باكتريه  P.p.108 ب

 موجب افزايش معني دار وزن تازه گياهچه آنهـا   P.f.169و
 و در   RGS003وزن خشك گياهچه فقط در مورد رقم        . شد
 بـه طـور معنـي داري افـزايش          P.f.196لقيح با باكتري    اثر ت 
  دسـي زيمـنس بـر متـر تلقـيح رقـم      11در شوري . يافت

Hayola308       با سـويه هـايP.p.108 ،P.p.11 و P.f.196 و 
 طـول   P196 و   P11 بـا بـاكتري هـاي        RGS003تلقيح رقم   

طـول ريـشه   . اندام هوايي را به طور معني داري افزايش داد   
 و P.p.108ر اثر تلقيح با بـاكتري هـاي       د) Hayola308رقم(

P.p.159        و طول ريـشه رقـم RGS003        نيـز در اثـر تلقـيح 
 به طور معني داري افزايش P.f.196وP.p.108 باكتري هاي 

 نيـز در اثـر      Hayola308وزن تر گياهچه هـاي رقـم        . يافت
در RGS003  و وزن تر گياهچه رقـم P108تلقيح با باكتري 

  . افزايش يافتP.f.196وP.p.108  اثر تلقيح با باكتري هاي
  بحث

ــزيم   در طيــف وســيعي از ACC Deaminaseآن
باكتري هـاي آزادزي خـاك بخـصوص سـودوموناس هـا،            

 . Honma & Shimomura,1978; Glick et al)قارچهـا  
 ,.Sessitsch et al) و همچنين باكتريهـاي انـدوفيت   (1995
داد با اين وجود غربال گري تع ـ     .  گزارش شده است   (2005

ــزيم    ــت آنـ ــاس فعاليـ ــر اسـ ــا بـ ــويه هـ ــادي از سـ   زيـ
ACC Deaminase بــه دليــل وقــت گيــر بــودن و مراحــل 

طولاني اندازه گيري فعاليت اين آنزيم مشكل مـي باشـد و            
معمولاً بدين منظور از مقايسه رشد سويه ها در سه محـيط            

 و بدون منبع    ACCكشت با منابع نيتروژن معدني معمول و        
در ). Dell Amico et al., 2005(ي شـود  نيتروژن استفاده م

 سـويه   50اين تحقيق نيز با استفاده از ايـن روش از تعـداد             
قادر به رشد در    )  درصد سويه ها   14( سويه   7مورد مطالعه،   

 بودنـد كـه احتمـالاً بـه دليـل           ACCمحيط با منبع نيتروژن     
در .  بــوده اســتACC Deaminaseتوانــايي توليــد آنــزيم 
وموناس هاي فلورسنت در استفاده از خصوص توانايي سود

 ACC        به عنوان منبع نيتروژن و به عبارت ديگر توليد آنـزيم
Deaminase ACC          گزارشات متعـددي ارائـه شـده اسـت ،

)Hall et al., 1996; Wang et al., 2000; Penrose et al., 
) 2003( و همكـاران     Maدر جدايه هايي كه توسط      ). 2001

هـاي جغرافيـايي مختلـف خاكهـا        از خاكهايي با موقعيـت      
 سـويه   17 سـويه از     5جداسازي شده بود مشخص شد كه       

  داراي فعاليــت آنــزيم)  درصــد ســويه هــا29(ريزوبيــومي 
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ACC Deaminase  بوده و گره زايي گياهان لگوم مختلـف 
  . را تحريك كردند

با توجه به آنكه هدف اصلي اين تحقيق اسـتفاده          
 ACC Deaminaseنـزيم  از باكتري هاي با ويژگـي توليـد آ  

براي تعديل اثرات شوري بر كلزا بـود و اطلاعـي از حفـظ              
ايــن ويژگــي در باكتريهــاي بــومي در شــرايط شــور نبــود، 

براسـاس نتـايج    . آزمايشي در اين خصوص طراحي گرديـد      
 سويه منتخب داراي توانايي رشد در محـيط     7بدست آمده،   

 ايـن    و در ضمن قادر به حفظ      ACCكشت با منبع نيتروژن     
مايـاك و همكـاران     .  بودنـد  NaClتوانايي تـا يـك درصـد        

)a2004 ( نيــز نــشان دادنــد كــه ســويهAchromobactier 
piechaudii ARV8    جداسازي شده از خاكهـاي شـور، تـا 

ــوري  ــولار  207ش ــي م ــزيم NaCl ميل ــد آن ــي تولي    ويژگ
ACC Deaminaseرا دارا بودند .  

ــزيم   ــد آنـ ــايي توليـ ــد توانـ ــور تأييـ ــه منظـ   بـ
ACC Deaminase سـويه منتخـب، فعاليـت ايـن     7 توسط 

آنزيم اندازه گيري شد كه نتايج مويد انتخاب درست سـويه     
 سـويه منتخـب از ايـن ويژگـي          7ها بود به طوري كه هـر        

فعاليت اين آنـزيم در جدايـه هـاي مـورد           . برخوردار بودند 
 ميكرومول الفا كتوبوتيرات در هر      030/5تا  305/2مطالعه از   

 Glick و   Penrose. تئين در ساعت متغير بـود     ميلي گرم پرو  
پيشنهاد كرده اند كه هر باكتري بـا فعاليـت آنـزيم            ) 2003(

ACC Deaminase نانومول الفـاكتوبوتيرات بـر   20 بيش از 
 PGPRميلي گرم پروتئين در ساعت مـي توانـد بـه عنـوان            

. محسوب شده و شاخص هاي رشد گياه را افـزايش دهـد           
يت اين آنزيم، ضرورتاً بـه معنـي تـأثير          بالا بودن ميزان فعال   

اين فعاليت  . بيشتر آن سويه در افزايش رشد گياه نمي باشد        
) 2005( و همكاران    Belimoveدر جدايه هاي مورد مطالعه      

 ميكرومـول الفـاكتوبوتيرات برميلـي گـرم         5/10 تا 7/0نيزاز  
در جدايه هاي مـورد مطالعـه       . پروتئين در ساعت متغير بود    

Ma  56/1ميزان فعاليت آنـزيم مـذكور       ) 2003(ن   و همكارا 
 ميكرومـول الفـاكتو بـوتيرات در هـر ميلـي گـرم              48/20تا  

  .پروتيين در ساعت متغير بود
يــك بــاكتري محــرك رشــد گيــاه عمومــاً داراي 

 (PGP)مجموعه اي از فعاليت هاي محـرك رشـد گيـاهي            
است كه برآيند تعامل اين صفات مي تواند در يك يا چنـد             

ص از رشد گياه و بسته به شرايط محيطي حـاكم           مرحله خا 
بر رشد، منجر به افزايش يا كاهش صفات مورد نظر اعم از            
جوانه زني، طول ريشه، اجزاء عملكرد و عملكرد محـصول          

اثبات يا رد تغيير يك ويژگي در گياه تلقيح شـده بـا             . گردد
 تنها به دليل وجود صفت معينـي در ايـن           PGPRيك سويه   

طريق ايجاد موتانت سويه مذكور امكان پـذير        سويه فقط از    
در اين تحقيق هدف آن بود كه بـا غربـال گـري             . مي باشد 

   از نظـــر ويژگـــي توليـــد آنـــزيم   PGPRباكتريهـــاي 
 ACC Deaminase بتوان سويه هاي با اين توانايي را براي 

براي مقايسه . تعديل اثرات شوري بر رشد كلزا معرفي نمود     
 ACC Deaminaseي توليد آنـزيم  از سويه هاي بدون ويژگ

نتايج آزمـايش   . همان باكتري ها به عنوان شاهد استفاده شد       
در مرحله اول بررسي تأثير جدايه هاي منتخـب بـر جوانـه             
زني و رشد كلزا نشان داد كه ممكن است بـاكتري موجـب             

در اين خـصوص    . افزايش يا كاهش صفت مورد نظر گردد      
 پس از   P.f.153 و   P.p.4 سويه هاي    RGS003در كلزا رقم    

 روز 6 پــس از P.f.153 وP.p.108ســه روز و ســويه هــاي 
در ايـن   . جوانه زني را به طـور معنـي داري كـاهش دادنـد            

 طول ريشه را به طور      P.f.153 و P.p.159شرايط باكتريهاي   
هر چند بـه غيـراز بـاكتري هـاي          . معني داري كاهش دادند   

P.f.153   و P.p.74      داراي توانـايي   ، ساير باكتريهاي مـذكور
 بودند، ولي ممكن است اين ACC Deaminaseتوليد آنزيم 

سويه ها داراي ويژگيهاي ديگري نيز باشند كه پارامتر هاي          
به عنوان مثـال ممكـن اسـت        . فوق را تحت تأثير قرار دهد     

 به دليل توليد سيانيد هيـدروژن       P.p.159تأثير منفي باكتري    
يــد بعــضي از عــلاوه بــر ســيانيد هيــدروژن تول. باشــد

، منجملــه (Stougaard, 2000)متابوليــت هــاي ثانويــه 
ــيلن ــسين (Frankenberger & Arshad,1995) اتـ  واكـ

 مي تواند دليل كاهش پـارامتر  (Patten & Glick,2002)زياد
در مجموع نتايج اين بخش نشان داد       . هاي فوق الذكر باشد   

 مي تواند ميزان جوانـه      P.f.169 سويه   RGS003كه در رقم    
 روز و همچنين طول اندام هوايي و ريـشه          6و3زني پس از    

 دسي زيمنس بر متر و حتـي جوانـه زنـي            11را در شوري    
 دسي زيمنس بر متـر بطـور        22 روز را در شرايط      3پس از   

افـزايش طـول ريـشه كلـزا رقـم          . معني داري افزايش دهد   
RGS003    دسي زيمنس بر متـر در تيمـار بـا           11 در شوري 

تأثير باكتريها بر افـزايش     . يز معني دار بود    ن P.f.196باكتري  
قدرت جوانه زني و همچنين افزايش ساير پارامترهاي مورد     
  مطالعـــه در شـــرايط شـــور بـــا ميـــزان فعاليـــت آنـــزيم

ACC Deaminaseبطوريكـه در  .  باكتري همخواني نداشت
 بيشترين فعاليـت    P.p.108 هر چند كه سويه      RGS003رقم  

اشت ولـي نـسبت بـه سـويه      را دACC Deaminaseآنزيم 
P.f.169كه داراي فعاليت آنزيم  ACC Deaminase كمتري 

بـا در نظـر     . بود، تأثيرات چندان قابل ملاحظـه اي نداشـت        
ــام      ــر روي ارق ــه ب ــورد مطالع ــاي م ــر باكتريه ــرفتن اث گ

Hayola308و RGS003 ــاي ، P.f.169 در نهايـــت باكتريهـ
P.p.108  ،P.p.11 و P.f.196      ر دامنـه    براي بررسـي بيـشتر د
بررسـي  .  دسي زيمنس بر متر انتخاب شدند      14 تا   8شوري  

تأثير جدايه هاي منتخب بر جوانه زني و رشد دو رقم كلزا            
 تمامي  P.p.108در مرحله دوم آزمايش نشان داد كه جدايه         
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 و Hayola308فاكتورهــاي مــورد مطالعــه در كلــزاي رقــم 
 را نـسبت بـه      RGS003برخي از فاكتورهـاي كلـزاي رقـم         

در مورد بقيه جدايه ها هركدام      . اهد افزايش معني دار داد    ش
از آنها فقط بعضي از فاكتورهاي مورد مطالعه را در هـر دو             
رقم به طور معني داري افزايش دادنـد كـه ايـن اثـرات در               

 بيـشتر   P.f.196 تيمار شده با بـاكتري       RGS003كلزاي رقم   
بوده اسـت مقايـسه جوانـه زنـي و رشـد كلـزا در سـطوح                 

تلف شوري در مرحله اول با مرحله دوم آزمايش، حاكي مخ
از آنست كـه در يـك سـطح مـشخص شـوري، داده هـاي          
بدست آمده از مرحله اول آزمـايش در سـطح پـائين تـري              
نسبت به مرحله دوم آزمايش قرار گرفته اند، بـا توجـه بـه              
اينكه آزمايشات در شرايط كنترل انجام مـي گرفـت علـت            

تـنش  ( خاطر تـنش غيـر منتظـره اي          وجود تفاوتها شايد به   
باشد ) خشكي كه بدنبال آن تنش اسمزي را موجب مي شد         

. كه در مرحله اول به كليه تيمارهـاي آزمـايش اعمـال شـد             
ــات  ــز ) Samiyappan) 2007 و Saravanakumarتحقيق ني

نشان داد كه هر چهار سويه سودوموناس فلورسـنت مـورد           

و شـاخص هـاي     مطالعه، باعث افزايش درصد جوانه زنـي        
رشد از قبيل وزن تازه و خشك، طول ريشه و طـول انـدام              

در تحقيـق   . هوايي بادام زميني در شرايط تنش نمك شـدند        
 P.fluorescensآنهـا بيـشترين افـزايش مربـوط بـه سـويه       

YDKI داراي فعاليت آنزيم ACC Deaminase بوده كه اثر 
 اين سويه در افزايش ماده خـشك بـادام زمينـي در شـرايط             

مقايـسه  . تنش نمك بيش از شرايط بدون تنش بـوده اسـت          
 Hayola308جوانـه زنــي رقــم هــا نــشان داد كــه رقــم  

 نسبت به شوري بوده است RGS003حساس تر از رقم 
كـه بـه     و اثر سويه ها در تخفيف اثرات شوري، موقعي        

با توجـه بـه     .  شده اند بيشتر بوده است     رقم حساس تلقيح  
هاي منتخب در تخفيف اثـرات      نتايج اين آزمايشات، سويه     

شوري بر كلزا در شرايط كنترل شده موثر بـوده اسـت لـذا              
پيشنهاد مي شود كه اثر سـويه هـاي منتخـب بـر كلـزا، در                
آزمايــشات گلداني،مزرعــه اي و در محــيط شــور بررســي 
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  ه عنوان منبع نيتروژن بACC استفاده از ها از نظر باكتريغربال گري  -1جدول
ميزان جذب در طول 

  نانو متر405موج 
ميزان جذب در طول 

  نانو متر405موج 

  نام باكتري

D
F

 

D
F+

A
C

C
  (N

H
4)

2S
O

4+
 D

F
  

  نام باكتري

D
F

 

D
F+

A
C

C
  (N

H
4)

2S
O

4+
 D

F
  

P.f. strain 3 22/0 19/0 87/2  P.p. strain 168 28/0 25/0  53/2  
P.f. strain 174 28/0 25/0 72/2  P.p. strain 4 14/0 84/1  02/3  
P.f. strain 6 17/0 17/0 85/2  P.p.strain 9 26/0 24/0  9/2  

P.f. strain 161 32/0 13/0 57/2  P.p. strain 10  25/0 24/0  92/2  
P.f.strain169 19/0 06/2 83/2  P.p. strain 11 143/073/1  98/2  
P.f.strain 120 17/0 14/0 82/2  P.p. strain 34 1/0  1/0  73/2  
P.f. strain 31 29/0 27/0 8/2  P.p. strain 50 28/0 25/0  76/2  
P.f. strain 153 23/0 14/0 7/2  P.p. strain 41 19/0 1/0  9/2  
P.f .strain 157 35/0 30/0 75/2  P.p. strain 56 1/0  1/0  75/2  
P.f. strain 111 10/0 12/0 74/2  P.p. strain 74 25/0 18/0  85/1  
P.f. strain 87 24/0 21/0 87/2  P.p. strain 68 29/0 24/0  73/2  
P.f. strain 71 3/0  26/0 78/2  P.p. strain 147 05/0 04/0  68/2  
P.f. strain 79 69/0 16/2 74/2  P.p. strain 130 29/0 26/0  83/2  
P.f. strain 88 19/0 17/0 61/2  P.p. strain 108 19/0 85/1  78/2  
P.f. strain 82 1/0  09/0 8/2  P.p. strain 101 21/0 13/0  56/2  
P.f. strain 145 20/0 22/0 84/2  P.p. strain 112 16/0 13/0  51/2  
P.f. strain 65 18/0 19/0 79/1  P.p. strain 123 26/0 2/0  99/2  
P.f. strain 183 21/0 23/0 71/2  P.p. strain 98  19/0 13/0  62/2  
P.f. strain 196 14/0 91/1 68/2  P.p. strain 103 3/0  26/0  72/2  
P.f. strain 99 26/0 24/0 78/2  P.p. strain 100 26/0 25/0  73/2  
P.f. strain 162 32/0 26/0 66/2  P.p. strain 159 18/0 78/1  89/2  
P.f. strain 173 32/0 27/0 72/2  P.p. strain 53 09/0 08/0  72/2  
P.f. strain 193 27/0 24/0 66/2  P.p. strain 143 37/0 34/0  80/2  
P.f. strain 194 18/0 17/0 55/2  P.p. strain 139 13/0 19/0  90/2  
P.f. strain 189 21/0 18/0 60/2  P.p. strain 179 17/0 15/0  61/2  

  
  يتروژنمنبع ن ه عنوان بACC هاي منتخب در استفاده از سويهثير شوري بر رشد و توانايي أبررسي ت -2 جدول
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P.p.4 179/0  788/1  904/2  616/0  935/1  953/2  953/2  
P.p.11  166/0  666/1  779/2  600/0  687/1  773/2  85/2  
P.f.79  381/0  966/1  653/2  741/0  747/1  097/2  103/2  

P.p.108 202/0  777/1  743/2  648/0  517/1  593/2  60/2  
P.p.159 242/0  821/1  857/2  638/0  210/2  797/2  90/2  
P.f.169  197/0  947/1  807/2  693/0  073/2  837/2  977/2  
P.f.196 202/0  773/1  829/2  629/0  559/1  280/2  377/2  

LSD(0.05)  222/0  184/0  184/0  078/0  1661/0  0554/0  0554/0  
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   مورد مطالعهييه هاسو ACC Deaminaseسيانيد هيدروژن و فعاليت آنزيم، ان توليد مواد شبه اكسينميز -3جدول
  صفت مورد نظر  سويه

   P.p.4   P.p.11    P.f.79    P.p.108    P.p.159    P.f.169    P.f.196 

  مواد شبه اكسين
(mg/l) 

6/9  7/7  1/6  9/8  9/67  8/5  8/6  

  -  -  +  -  -  -  -  سيانيد هيدروژن
  فعاليت آنزيم

ACC Deaminase1  305/2  409/2  726/2  030/5  981/2  508/3  092/2  
  ميكرومول آلفاكتوبوتيرات در ميلي گرم پروتئين در ساعت -1

  
  
  
  
  
  
  

  يسطوح مختلف شور  در RGS003 بر جوانه زني و رشد كلزا رقميه هاي منتخبسوثيرأتبررسي  -4جدول
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   P.p.4 81  90  20  26  40  46  5  4  32  40  4  3  
  P.p.11   93  93  29  28  61  63  12  8  20  25  0  4  
  P.f.79     83  91  30  32  50  50  13  8  1  0  0  0  

 P.p.108 82  84  23  25  65  69  21  19  10  15  2  3  
 P.p.159 92  92  19  22  41  41  6  4  24  25  0  0  
 P.f.169  94  94  20  24  74  74  26  14  45  42  4  4  
 P.f.196 89  89  28  30  57  68  26  14  2  2  0  0  

    P.p.740  0  2  0  14  21  49  37  26  21  92  92  شاهد  
P.f.153 5  6  27  17  14  18  77  65  21  19  81  81  شاهد  

  3  3  40  31  12  17  61  60  26  26  95  92  )بدون تلقيح( شاهد
LSD(0.05)  9/10  6/10  4/6  9/5  9/10  6/10  4/6  9/5  9/10  6/10  4/6  9/5  
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  در سطوح مختلفHayola308 انه زني و رشد كلزا رقم  بررسي تأثيرسويه هاي منتخب بر جو-5جدول 
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P.p.4 75  76  20  25  50  50  4  3  16  18  2  2  

P.p.11  86  86  26  27  83  83  12  8  21  25  3  3  

P.f.79  75  79  28  31  50  54  14  10  0  0  3  2  

P.p.108 84  85  23  22  54  54  21  16  6  8  3  2  

P.p.159 83  83  21  23  56  57  5  4  19  21  2  1  

P.f.169  76  78  22  24  61  63  26  17  31  33  4  4  

P.f.196 66  66  29  30  35  35  19  20  0  0  0  0  

P.p.740  2  10  6  13  24  31  30  25  22  83  83  شاهد  

P.f.153 2  0  10  9  15  19  43  43  16  18  83  83  شاهد  

  2  2  20  18  10  14  42  41  22  23  88  81  )بدون تلقيح( شاهد

LSD(0.05)  3/8  6/7  1/6  8/5  3/8  6/7  1/6  8/5  3/8  6/7  1/6  8/5  
  

  ي در سطوح مختلف شور(Hayola308,RGS003)  كلزارقم دويه هاي منتخب بر جوانه زني و رشد سوبررسي تأثير  -6 جدول
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  5/2  46  14  11  38  8/2  71  28  26  41  5/2  66  28  31  51  شاهد
P.p.11 69  43  34  68  3/3  74  28  31  79  3/3  67  22  24  58  8/2  

P.p.108  82  52  44  93  3/4  85  56  65  85  5/3  77  31  38  70  5/3  
P.p.169  58  33  31  69  5/3  76  30  27  75  3  67  18  19  56  8/2  H
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P.p.196  87  39  34  67  8/2  59  24  32  86  8/2  76  21  23  59  3  
  2  55  30  23  72  8/1  103  35  38  81  8/2  104  57  47  91  شاهد

P.p.11  95  61  68  119  3  82  41  46  108  5/2  88  36  34  68  8/2  
P.p.108  88  58  66  112  3  91  40  63  123  8/2  90  31  47  84  5/2  
P.p.169  95  51  61  122  5/3  96  48  55  122  5/2  88  30  33  68  3/2  R

G
S0

03
 

P.p.196  93  55  61  117  3  81  51  64  113  3/3  82  37  48  85  3/2  
LSD(0.05) 9/8  3/8  7/9  7/3  1/1  9/8  3/8  7/9  7/3  1/1  9/8  3/8  7/9  8/13  1/1  
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