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کیدهچ
ي گوناگونی مانند ساخت زیستی اتیلن تنشی مایـۀ کـاهش   هاراهسدیمی، از -ي خشکی، شوري و شورهاتنشمقدمه:

هاي خـاك در کـاهش تـنش و مصـرف پیشـنیاز تولیـد اتـیلن        يباکتردلیل توانابودن برخی از شوند. بهیمرشد گیاهان 
)ACC این پژوهش براي دستیابی به باکتري برتر سازندة آنزیم ،(ACC-ي خشکی، شوري و شـور هاتنشدر دآمیناز-

انجام شد.هاخاكسدیمی 
هاي با قابلیت هدایت الکتریکـی و نسـبت جـذب    باکتري از خاك400در این پژوهش، با جداسازي ها:مواد و روش

در دآمینـاز -ACCعنـوان معیـار سـاخت آنـزیم     و سـاخت آلفـاکتوبوتیرات بـه   ACCسدیمی گوناگون، تـوان تجزیـۀ   
بررسـی  ACCها و تـوان مصـرف   هاي خشکی و شوري بر روند رشد باکتريهاي سازندة این آنزیم و اثر تنشباکتري

شد.
هـا بـا هـم    در میـان جدایـه  دآمینـاز -ACCها نشان داد که نه تنها توانـایی سـاخت آنـزیم    پردازش و آزمون داده: نتایج

هـاي  جدایـه هاي خشکی و شـوري بـود. در بیشـتر   در آنها بسیار وابسته به تنشACCناهمانند بود، بلکه اندازة مصرف 
که سیمپلکسباسیلوسدیده شد؛ اما گونۀ باکتريACCداري در مصرف باکتري، با افزایش تنش، روند کاهشی معنی

گـرم  آلفـاکتوبوتیرات بـر میلـی   نـانو مـول  901شد، افزون بـر توانـایی سـاخت    سدیمی جداسازي-هاي شوراز خاك
هـاي خشـکی و شـوري بـود.     در تنشACCپروتئین در ساعت در شرایط بدون تنش، داراي بیشترین پایداري مصرف 

40هـاي خشـکی و شـوري دارد و تـا شـوري      هـا، بردبـاري نسـبی بیشـتري بـه تـنش      این باکتري، در برابر دیگر جدایه
را مصرف کرد.ACCبار، همچنان -25زیمنس بر متر و پتانسیل اسمزي دسی

، کارایی بیشـتري  سیمپلکسباسیلوسشده آشکار شد که باکتري هاي جداسازيبررسی باکتريباگیري:بحث و نتیجه
بنـابراین، هـاي یادشـده بـود؛    هاي خشکی و شوري داشـت و بردبـار بـه تـنش    دآمیناز در تنش-ACCدر ساخت آنزیم 

خشـک در شـرایط   سدیمی و مناطق خشک و نیمـه -هاي شور و شورها در خاكکاربرد این باکتري براي کاهش تنش
.مزرعه پیشنهاد شد
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1391تابستان، اولشماره اول، پیاپی اول، سال ها، میکروارگانیسمشناسی مجله زیست48

سدیمی-، خشکی، شوري، شوردآمیناز-ACC، آنزیم سیمپلکسباسیلوسباکتريهاي کلیدي:واژه
.مقدمه

ها و بودن ذاتی خاكسدیمی-و شورآبی، شوريکم
وخشکمناطقازدر بسیاري1همچنین شورشدن ثانویه

اي از ایــران هــاي گســتردهجهــان و بخــشخشــکنیمــه
رشـد، ةدهنـد عنـوان یـک دشـواري و عامـل کـاهش     بـه 

رود. کارکرد و کیفیت گیاهـان کشـاورزي بـه شـمار مـی     
-ي شــور و شــورهــاخــاكدر 2زیســتی حــداقلســاخت

ــه  ــدیمی ب ــی و  س ــل فراوان ــت  دلی ــادل ناشایس ــتتع غلظ
ي شور هاخاكهاي محلول خاك (در یونآنها و یونکات

و 15از بیشـتر 3، درصـد سـدیم تبـادلی   سـدیمی) -و شور
(در خاك هاي 13بیشتر از 4نسبت جذب سطحی سدیم

ــور ــدیمی) -ش ــرخ س ــد (یم ــه رأي ).1ده ــالرو و ب گام
آبـی و شـوري مایـۀ    ماننـد کـم  هـا تنش، برخی از 5گلیک

شـوند. افـزایش سـاخت    یم ـدگرگونی فیزیولـوژي گیـاه   
دهنـدة  زیستی اتیلن و رسیدن غلظت آن به اندازة کـاهش 

هـا اسـت کـه بـه آن     یدگرگـون رشد گیاهی یکی از ایـن 
و همکاران نیـز  6سیدیکی). 2اتیلن تنشی گویند (ساخت

در پاسـخ بـه تـنش    شـده  گزارش کردند که اتـیلن سـاخته  
کــاهش رشــد ریشــه و در پــی آن کــاهش  ۀشــوري، مایــ

شـود  یم ـجذب آب و عناصر غذایی و کاهش رشد گیاه 
-آمینو سـیکلو پروپـان  -1(ACC7با کاهش ساخت ). 3(
نیاز ساخت اتیلن)، گیاه با کمـک  کربوکسیلات پیش-1

، از ســاخت دآمینـاز -ACCهـاي سـازنده آنـزیم    يبـاکتر 
کنـد.  یم ـبیش از اندازة طبیعی اتـیلن در گیـاه جلـوگیري    

هـاي مختلفـی از   يباکتردر دآمیناز-ACCساخت آنزیم 
گـزارش  باسـیلوس و سـودوموناس ي هـا جـنس جملـه در  

-ACC). حضـور ایـن ژن و فعالیـت آنـزیم     4شده است (
شده از جداسازيفلورسنسسودوموناسبیشتر در دآمیناز

ریزوسفر گیاهان مختلـف بررسـی شـده اسـت. برخـی از      
ــت  ــگران، فعالی ــایر    پژوهش ــزیم را در س ــن آن ــتن ای نداش

ــه ــاگون ــد ه ــین در اســتاتزريســودوموناس، مانن و همچن
). 5(انـد کـرده گـزارش  انتروبـاکتر ازتوباکتروي هاجنس

هاي باکتري بومی با توجـه بـه سـازش بـه     یهسواستفاده از 
کنش بهتر با گیاهان هر منطقه ) و برهم6شرایط محیطی (

تواند اثر بیشتري داشته باشد. یک مدل بـراي شـناخت   یم
در کاهش اندازة اتیلن در گیاهان دآمیناز-ACCکارایی 

). در ایـن مـدل   7(اندکردهنهاد را گلیک و همکاران پیش
-ACCآمده است که یـک بـاکتري بـا توانـایی سـاخت      

پس از پیوستن به بذر یا ریشـۀ گیـاه، مونومرهـاي    دآمیناز
ACCبـــه آلفـــا 8را در دو گـــام جـــداکردن و شکســـتن

کنــد. بــا کــاهش یمــو آمونیــوم دگرگــون 9کتوبــوتیرات
ACC    در رویۀ بیرونی، براي پیدایش تعـادل میـان انـدازة
ACCهــاي ریشــۀ گیــاه، انــدازة در درون و بیــرون یاختــه

شدة خود را به بیرون (در خـاك)  ساختهACCبیشتري از 
کند و با پیدایش یک شیب از درون بافت گیـاه  یمترشح 

و در پـی آن  ACCبه سوي بیرون، مایـۀ کـاهش غلظـت    
شــود. بــا ایــن فراینــد،    یمــه غلظــت اتــیلن درون گیــا  

شـوند  یمباعث دآمیناز-ACCآنزیم ةهاي سازنديباکتر
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55...سدیمی و -هاي خشک، شور و شوراز خاكهاي جداسازي شده دآمیناز در باکتري- ACCآنزیم تولیدتوانبررسی

که اندازة اتـیلن بـه مـرز بحرانـی بـراي رشـد گیـاه نرسـد         
ویـژه در آغـاز رشـد    ي که بوته میـري گیاهـان بـه   اگونهبه

یابد.یمکاهش 
هـاي توانمنـد در   بنابراین با هدف جداسـازي بـاکتري  

هـاي خشـک، شـوري و    از خاكدآمیناز-ACCساخت 
هـاي  سدیمی و بررسی توان بردباري در برابر تـنش -شور

خشکی و شوري آنها این پژوهش انجام شد.  

.هامواد و روش
سـدیمی  -هاي معمولی، شـور و شـور  برداري از خاكنمونه.

جایگاه از اسـتان  60در آغاز از : منظور جداسازي باکتريبه
هماننــدي از دیــدگاه شــوري و هــاي خوزســتان از خــاك

ها از مزارع گنـدم  برداري خاكبودن نمونهسدیمی-شور
ــا   ــتفاده از پروتکــل انجــام شــد. خــاك ریزوســفري ب اس

10مـدت  هـا بـه  ریشـه ملایـم  دادنبا روش تکـان مربوطه 

درصـد کلریـد   9/0دقیقه در یک لیتر آب استریل داراي 
حـدود  هـا،  ). براي جداسازي بـاکتري 8(شدسدیم آماده

درجه سانتیگراد 4ها، در دماي گرم از نمونه خاك250
10، قابلیـت هـدایت الکتریکـی   pHنگهداري شـد. سـپس   

، 11روش کمپلکسـومتري عصارة اشباع، غلظت کلسـیم بـه  
ــه   ــیم بـ ــدیم و پتاسـ ــت سـ ــومتري غلظـ ــیم فتـ 12روش فلـ

گیري شد و با توجـه بـه ایـن نتـایج، نسـبت جـذب       اندازه
).9د (سطحی سدیم نیز برآورد گردی

در این گام در آغاز : هاباکتري14سازيو خالص13جداسازي
سوسپانسیون همگن خاك آماده شـد. بـه ایـن گونـه کـه      

90لیتـري داراي  میلـی 250گرم خاك به ارلن مـایر  10

120لیتر آب مقطـر سـترون، ریختـه و در شـیکر بـا      میلی

30درجــه ســانتیگراد بــراي 28دور در دقیقــه در دمــاي 

-9تـا  10-1هاي رقـت (از  دقیقه گذاشته شد. سپس سري

لیتـــر از آن روي پلیـــت داراي میلـــی1/0آمـــاده و )10
هـا در  محیط کشت آگار مغـذي پخـش شـد. همـۀ پلیـت     

ــاي  ــراي  28دم روز گرماگــذاري 5درجــه ســانتیگراد ب
هـاي پدیدآمـده   ها، کلنیسازي جدایهبراي خالصشدند. 
شده گـزینش شـد و   کشتۀهاي هر نمونترین رقتاز بالا

ــاره روي محــیط کشــت   ــان  رشــد داده دوب ــا زم شــد و ت
در یخچال 15گیري از آنها روي محیط کشت شیبداربهره

نگهداري شدند.
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1396بهار، 21شماره، ششمسال ها، شناسی میکروارگانیسمپژوهشی زیست-فصلنامه علمی56

: دآمیناز–ACCها از دیدگاه توان ساخت رزیابی کیفی جدایها
پلیـت داراي سري ظروفسهازآزمایشبراي انجام این 

:  شدبرداريبهره16DFکشتمحیط
ACCوDFکشــتمحــیطلیــت دارايپظــروف-1

عنوان تنها منبع نیتروژن)(به
محـیط کشـت  لیـت داراي ظـروف پ شاهد مثبت:-2

DF(منبع نیتروژنی پایه)کلرید آمونیومو
محـیط کشـت   لیـت داراي ظـروف پ شاهد منفـی: -3

DF نیتروژنیمنبعبدون هرگونه
ــه ــداز ســپس مای ــی و انکوباســیون انجــام شــد و ان ةزن

هاي پدیدآمده در ظروف پلیت با شـاهد سـنجیده و  کلنی
).  8ارزیابی شدند (

-ACCهـا در سـاخت آنـزیم    همچنین توانایی جدایـه 
بـرداري از روش بهبودیافتـه   در محیط مایع با بهرهدآمیناز

). براي این کار، یـک  10آزمایش شد (17پنروز و گلیک
درTSBلیتر محیط کشـت  میلی25لوپ از هر جدایه به 

ساعت 24زنی شد. پس از لیتري مایهمیلی100هاي ارلن
انـدازة  بـه درجه سـانتیگراد، 28از رشد باکتري در دماي 

لیتـر  میلـی 25میکرولیتر از سوسپانسیون هر جدایه بـه  50
زنـی و  مایـه تکرار4محیط کشت در سه محیط زیر و در 

درجه سانتیگراد 28ساعت روي شیکر با دماي 24براي 
تکان داده شد:  rpm80ور و د

DFمحیط کشت -1

میکرولیتــر100همــراه بــا  DFمحــیط کشــت  -2
ACC3/0 مولار
میکرولیتــر 100همــراه بــا  DFمحــیط کشــت  -3

سولفات آمونیوم  
نانومتر 540ها در طول موج نوري این محیطۀدانسیت

اي از رشد باکتري با دستگاه اسپکتروفتومتر همانند شناسه

گیري شد.در آن محیط اندازه
براي این کار از روش : ی آلفاکتوبوتیراتگیري کماندازه

یـن روش از  ادر). 10شـد ( گیـري پنروز و گلیـک بهـره  
هـاي  شـده در گـام  غربـال هـاي از باکتريجدایۀ برتر 16

کشت محیطگیري ازبا بهرهباکتريسوسپانسیونپیشین، 
18TSB .ــاده شــد ــر50ســپسآم ــهازمیکرولیت 30آن ب

12مـدت هب ـمحیط کشت در ارلن ریخته شـد و لیترمیلی

ــاعت ــیکررويس ــاش ــرخش ب ــهدور در180چ ودقیق
ــاي  ــته 28دمـ ــانتیگراد گذاشـ ــه سـ ــد.درجـ ــاهشـ آنگـ

درجــه ســانتیگراد 4ارلــن، در دمــاي درونسوسپانســیون 
هـاي  یاختـه ) شد.g8000(دقیقیه سانتریفوژ10مدت به

، در DFحـداقل  مـایع بـا شستشـو ازلوله پستهدرمانده
لیتر از همان محیط سوسپانسیون شـد و همـۀ آن   میلی5/7

لیتــري ســترون ریختــه شــد. ســپس  میلــی50درون ارلــن 
بــه ACCمــولار میکرولیتــر از محلــول نــیم45انــدازة بــه

24مـدت  سوسپانسیون باکتري یادشـده افـزوده شـد و بـه    

دور در دقیقــه و 150ســاعت روي شــیکر ( بــا چــرخش 
راد) گذاشته شد تا فعالیـت آنـزیم   درجه سانتیگ30دماي 

10مـدت  بهg8000برانگیخته شود. پس از سانتریفیوژ (

هاي مانده در درجه سانتیگراد)، یاخته4دقیقه و در دماي 
pHدهم مـولار بـا   یکTris-HClلیتر از میلی5ته لوله با 

هـاي مانـده در تـه لولـه در     شسته شـدند. یاختـه  5/7برابر 
حلول شستشوي یادشده حل شد و همـۀ  لیتر از میک میلی

4آن بــه لولــۀ میکروســانتریفیوژ ریختــه شــد و در دمــاي  

دقیقـه)  5بـراي  g10000درجه سـانتیگراد سـانتریفیوژ (  
شــد و پــس از اینکــه ریختــهرویــی دورمحلــولگردیــد. 

-Trisمیکرولیتـر از  600هاي مانده در تـه لولـه در   یاخته

HClدهم مولار در یکpH  آب آویـز شـدند   5/7برابـر
میکرولیتر تولوئن به آن افـزوده شـد و بـراي    30اندازة به
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میکرولیتـر  200انـدازة  شد. آنگاه بـه 19ثانیه ورتکس30
از سوسپانسیون یادشده جداگانه به یک لولۀ شـاهد و سـه   

لیتري جدیـد ریختـه شـد.    میلی5/1لولۀ میکروسانتریفیوژ 
بــهمــولارنــیمACCمیکرولیتــر از محلــول 20انــدازة بــه

ــک ــهازهریـ ــاي میکروســـانتریفیوژ لولـ 200داراي هـ

در هـا لولـه افزوده شـدند. باکتريهايیاختهازمیکرولیتر
30دمـاي  دردقیقـه 15مـدت  سپس بـه وآغاز ورتکس

لیتـر  یـک میلـی  شـدند. آنگـاه  درجه سانتیگراد نگهداري
و افـزوده شـد  لولـه هـر بـه مولار56/0اسیدکلریدریک

ورتکـس  ازگیـري بهـره بـا لولـه درون هـر هایینمحلول
مـدت  بـه g10000(دماي اتاق، سـانتریفیوژ و درآمیخته

محلــولازلیتــرمیلــییــکنگهــداري گردیــد.(دقیقــه5
800بـا وبرداشـته میکروسانتریفیوژلولههردرونرویی

یـک درونمـولار، 56/0از اسـیدکلریدریک میکرولیتر
ازمیکرولیتـر 300.شـد ورتکـس کوچکآزمایشۀلول

ــول  ــلدي-2، 4محلــ ــدرازیننیتروفنیــ ــول ئیــ (محلــ
ئیــــــدرازین درنیتروفنیــــــلدي-2، 4درصــــــد 2/0

شـد، بـا   لولـه افـزوده  هـر مـولار) بـه  اسیدکلریدریک دو 
30دمـاي  دردقیقـه 30مـدت بهورتکس، هر لولهانجام

محلــولبــهآنازدرجــه ســانتیگراد خوابانــده شــد. پــس 
آمیخته گردیـد وافزودهمولار2سود لیترمیلی2یادشده

در) ODدانســیتۀ نــوري (ر پایــان،دشــود. یکنواخــتتــا
کمـک دسـتگاه اسـپکتروفتومتر    نانومتر به540موج طول

هاي اسـتاندارد محلولسازيآمادهگیري شد (براياندازه
گیري شـد). نتـایج   بهرهکتوبوتیرات-آلفامادة خالص از

گرم پروتئین در بر میلیآلفاکتوبوتیراتنانومول برحسب 
گیـري مقـدار پـروتئین    ساعت گزارش شـد. بـراي انـدازه   

). براساس این 11ها از روش برادفورد استفاده شد (نمونه
ــاکتري   100روش،  ــیون بـــ ــر از سوسپانســـ میکرولیتـــ

نرمـال مخلـوط   1/0میکرولیتر سـود  100شده با تولوئنی
Tris-HCl)5/8ا بـافر  میکرولیتر از هـر نمونـه ب ـ  50شد. 

pH= (  30و معــرف کوماســی بلــو تیمــار شــد و پــس از

جـذب نـوري بـا منحنـی     ۀدقیقه مقدار پـروتئین بـا مقایس ـ  
اســـتاندارد (حاصـــل از پـــروتئین خـــالص آلبـــومین) در 

نانومتر تعیین شد.  595موج طول
: هـاي بـاکتري  آزمون بردباري در برابر تنش خشکی جدایـه .
ــه ــه    ب ــاري جدای ــوان بردب ــابی ت ــور ارزی ــدازة  منظ ــا، ان ه

گوناگونی از تنش خشکی، از توان رشد آنهـا در محـیط   
هـاي گونـاگون   داراي غلظتتریپتیک سوي براثکشت 

گیـري شـد. پایـۀ معادلـه     بهـره 600020اتیلن گلیکول پلی
، 7/295، 2/202هــاي صــفر، ، غلظــت21میشــل و کــافن

گلیکـــول اتـــیلنیگـــرم پلـــ9/481و 4/428، 7/367
تریپتیـک سـوي   براي هر کیلوگرم محیط کشـت  6000

و -20، -15، -10، -5، 0هاي آبـی  برابر پتانسیلبراث
گیـري  ها بـا انـدازه  ). اندازة رشد جدایه12بار بود (-25

600مــوج محــیط رشــد آنهــا در طــول22چگــالی نــوري

گیــري شــد و نــانومتر، بــا دســتگاه اســپکتروفتومتر انــدازه
ــد  ــدازه  درصـ ــه در انـ ــر جدایـ ــد هـ ــاهش رشـ ــاي کـ هـ

کاررفته در برابر رشد همان جدایـه در  گلیکول بهاتیلنپلی
تکـرار از  3بـرآورد گردیـد.   تریپتیک سوي براثمحیط 

ــیط  ــراث  مح ــوي ب ــک س ــهتریپتی ــیمای ــده داراي زن نش
گلیکـول نیـز هماننـد شـاهد     اتیلنهاي گوناگون پلیاندازه

ایـن محـیط در   نـوري چگـالی گیـري میـزان   براي انـدازه 
).13شرایط یادشده آماده شد (

: هـاي بـاکتري  آزمون بردباري در برابر تنش شـوري جدایـه  .
هـاي بـاکتري در محـیط    براي این کار، توان رشد جدایـه 

هـاي گونـاگون   داراي انـدازه تریپتیک سوي براثکشت 
هاي کلرید سدیم، کلریـد کلسـیم و کلریـد منیـزیم     نمک
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1396بهار، 21شماره، ششمسال ها، شناسی میکروارگانیسمپژوهشی زیست-فصلنامه علمی58

اي بـه  گونـه شـده بـه  هاي نمک افـزوده ارزیابی شد. اندازه
40و 30، 20، 10، 5هـاي صـفر،   کار رفت که شـوري 

زیمنس بر متر به دست آید. سپس دگرگـونی رشـد   دسی
د آنها در محیط رشچگالی نوريگیري ها با اندازهجدایه
نــانومتر، بــا دســتگاه اســپکتروفتومتر    600مــوج طــول
گیري و مقایسه شد.اندازه

روش بهباکتري برترشناساییبراي:برترشناسایی جدایه
16Sژنتیکــــی ( rRNA،(اســــتخراجDNA روشبــــا

ــام   ــتاندارد انج ــد (اس ــه و   14ش ــت یاخت ــاز کاف ). در آغ
بـافر کافنـده   کـارگیري بـه باها با کردن پروتئیندگرگون

ــزوزیم( ــاز EDTA،SDS، لی ــد و  K، پروتئین ــام ش )، انج
ها غیـر از  گیري از فنل و کلروفرم همۀ بخشسپس با بهره

). در پایـان، بـا   15نشـین داده شـد (  اسیدهاي نوکلئیک ته
DNAگیري از استات سـدیم و اتـانول مطلـق سـرد،     بهره

16Sنشین شد. در این پژوهش، براي تکثیر ژن محلول ته

rRNA جدایــــــۀ برگزیــــــده از پرایمرهــــــايFP

(5/AGAGTTTGATCCTGGCTCAG3/( و
RP (5/AAGGAGGTGATCCAGCCGCA3/3/(

گیـري  با بهره23اي پلیمرازواکنش زنجیرهیري شد. گبهره
انجـام اسـتاندارد 24تکثیرشرایطاز دستگاه ترموسایکلر با

ــد ــره ش ــنش زنجی ــایی   . واک ــم نه ــا حج ــراز ب 25اي پلیم

ــامل  ــر شــ ــر 5میکرولیتــ ــو، DNAمیکرولیتــ 5/0الگــ

) 200µMمیکرولیتــر ( 5/0میکرولیتــر از هــر پرایمــر،   
dNTP Mix ،8/0) 50میکرولیتــرmM (MgCl2 ،5/2

Taqمیکرولیتـــر آنـــزیم PCR ،2/0میکرولیتـــر بـــافر 

Polymerase  ــر ــه واکــنش زنجی اي هانجــام شــد. در ادام
دقیقـه  3پلیمراز در دستگاه ترموسایکلر با شرایط دمـایی  

35درجه سانتیگراد و در ادامـه  95در دماي 25واسرشت

درجـــه 95شـــدن در دمـــاي چرخـــه شـــامل واسرشـــت

55در دمــاي 26مــدت یــک دقیقــه، اتصــالســانتیگراد بــه

در دمـاي  27شـده دقیقه، طویـل 1مدت درجه سانتیگراد به
دقیقـــه و درنهایـــت 2مـــدت درجـــه ســـانتیگراد بـــه72

مـدت  درجه سـانتیگراد بـه  72شدن نهایی در دماي طویل
آمــده از دســت). فــرآوردة بــه16دقیقــه انجــام شــد (10

درصـــد، 1اي پلیمـــراز در ژل آگـــارز واکـــنش زنجیـــره
)، بـه  1400bp(آنةویـژ بانـد دیدنازبارگذاري و پس

، براي تعیین توالی بـه شـرکت مـاکروژن    28کمک راهنما
. )17کره جنوبی فرستاده شد (

هـا در قالـب طـرح کـاملاً     آزمـایش : هاي آمـاري تجزیه
16تکرار با منبع تغییر بـاکتري ( 4) در CRD(29تصادفی

جدایۀ بـاکتري بـراي تولیـد آلفـاکتوبوتیرات) و درمـورد      
انـدازة گونـاگون تـنش    6تیمارهاي خشکی و شـوري بـا   

افـزار  گیري از نرمهها با بهرتجزیه و تحلیل دادهانجام شد. 
)v 9.1 (SASواریانس به دسـت  ۀانجام شد و نتایج تجزی

، 30اي دانکـن گیري از آزمون چنددامنهآمد؛ سپس با بهره
ــانگین داده ــمی ــا در پای ــاري ۀه ــدیگر  5آم ــا یک درصــد ب

سنجیده شدند.

.نتایج
شـده  بـرداري هـاي نمونـه  نتایج تجزیۀ شیمیایی خـاك 

3/26تـا  1/0هـا میـان   خـاك نشان داد که بـازة شـوري   

تـا  1/0زیمنس بر متر و نسبت جذب سـدیمی میـان   دسی
ــی12/30 ــی(میل ــر) اک ــر لیت ــین  5/0والان ب ــت. همچن اس

ترتیـب  میانگین سدیم، کلسیم و منیزیم محلول خـاك بـه  
ــی17و 22، 56 ــیمیل ــانگین  اک ــر و می ــر لیت pHوالان ب

ــاك ــا، خ ــداد  61/7ه ــود. تع ــاك  400ب ــاکتري از خ ب
ریزوسفري و ناریزوسفري جداسازي گردید. بـا نگـاه بـه    
اندازة رشد باکتري و قطر کلنی پدیدآمده دربرابـر شـاهد   
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ــویه  ــت، س ــزیم   مثب ــاخت آن ــد در س ــاي توانمن –ACCه

گزینش شدند. نتایج بررسی کیفـی تـوان سـاخت    دآمیناز
جدایه، 101ده نشان داد که هاي جداشآنزیم در باکتري

داشـته و  ACCاي در محـیط کشـت داراي   رشد شایسـته 
آزمـایش  دآمیناز-ACCهاي سازندة آنزیم همانند جدایه

شدند.  
: دآمینـاز -ACCهـاي بـاکتري سـازندة آنـزیم     فراوانی جدایه

بـه قطـر کلنـی بـا     ACCهـا بـا کـاربرد    نسبت قطـر کلنـی  
ــان صــفر و    ــوم می ــد آمونی ــی 1کــاربرد کلری ــود. فراوان ب

ــاکتري ــاربرد  ب ــا در ک ــازهACCه ــا  ، در ب ــاي ب 15/0ه

الــف نشــان داده شــده اســت.    –1اخــتلاف در شــکل  
هـا  درصـد از بـاکتري  2شود، تنهـا  میگونه که دیدههمان

ــوان کــاربرد   ــازة ت ــالاترین ب ــیش از ACCدر ب ) 85/0(ب
هاي برتر از دیدگاه ها، این باکتريآزمایشهستند که در

هـاي خشـکی و شــوري و   توانـایی سـاخت آنهـا در تـنش    
هـا بـه تـنش بررسـی     همچنین توان بردبـاري خـود جدایـه   

ــه   ــین ب ــدند؛ همچن ــت ش ــور ازدس ــا   منظ ــه ی ــدادن جدای ن
ــه ــاکتري جدای ــاي دیگــر، شــماري از ب هــا کــه هــاي توان

ه تـوان  همانندي چشـمگیري بـا گـروه نخسـت از دیـدگا     
نداشتند نیز آزمـایش شـدند   دآمیناز-ACCساخت آنزیم

ــدول  ــی 2(ج ــی فراوان ــا بررس ــه   ). ب ــد ک ــکار ش ــا، آش ه
ها، بـدون تـوان مصـرف یـا بـا تـوان       درصد از باکتري75

) بودنـد؛ همچنـین، آشـکار    1/0مصرف ناچیز (کمتـر از  
شـده کـه سـازندة    هـاي جداسـازي  شد که از میان باکتري

هاي درصد)، سهم خاك25بودند (دآمیناز-ACCآنزیم 

درصـد  7و 9، 9ترتیب سدیمی و معمولی به-شور، شور
ب).  -1بود (شکل 

هاي بـاکتري تغییرات توان ساخت آلفاکتوبوتیرات در جدایه
هـا نشـان داد کـه تفـاوت     واریـانس داده ۀنتایج تجزی: 

هاي بـاکتري  در جدایهآلفاکتوبوتیراتمیان توان ساخت 
11). میـان ایـن   1دار بود (جدول درصد معنی5در سطح 

ترتیـب  بهRSS33و RN86 ،BN243هاي باکتري، جدایه
ــاخت   ــوان ســ ــا تــ ــول 901و 904، 906بــ ــانو مــ نــ

بیشـترین انـدازه  گرم پروتئین/ساعتآلفاکتوبوترات/میلی
آلفاکتوبوتیرات را ساختند و در یک گـروه آمـاري قـرار    

هایی در تـوان سـاخت   ). هرچند تفاوت2ند (جدول گرفت
جدایـه  5هاي برتر دیده شد، آلفاکتوبوتیرات میان جدایه

هـا، داراي تـوان مصـرف    که از دیدگاه مقایسۀ قطر کلنی
ACC همـاهنگی بیشـتري بـا    80/0کمتري بودند (توان (

ــان   ــاکتوبوتیرات داشــته و می ــوان ســاخت آلف ــا 39/0ت ت
گـــرم پـــروتئین در ســـاعت یمیکرومـــول در میلـــ48/0

ساختند.  

هاي توان ساخت آلفا کتوبوتیرات تجزیه واریانس داده- 1جدول 
هادر باکتري

احتمالمیانگین مربعاتدرجۀ آزاديمنبع تغییر
384/1ns349/0تکرار

4/612017/0*15جدایۀ باکتري

-451/12خطا
CV%=64/5

درصد است.5در سطح داربودن دهندة معنی* نشان
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ب

هاي باکتري سازندة یهجداهاي سازنده و غیرسازنده (ب) فراوانی نسبی يباکتر(الف) و نسبت ACCمقایسۀ فراوانی توان مصرف- 1شکل 
ACC -شدهيبردارنمونهي هاخاكدر دآمیناز

باکتري برترهاي توان ساخت آلفاکتوبوتیرات در جدایه-2جدول 

هاي باکتريجدایهردیف
توان ساخت آلفاکتوبوتیرات

گرم پروتئین در ساعت)(نانومول در میلی
شیب منحنی بردباري در برابر تنش

شوريخشکی
1

BSS179
550±41c201/0- ± 018/0 c141/0- ± 013/0 c

2
BSS236

511±38c193/0- ± 016/0 c148/0- ± 014/0 c

3
BSS167

684±43c205/0- ± 019/0 a138/0- ± 014/0 a

4BS132507±43c194/0- ± 018/0 c146/0- ± 012/0 b

5
BS58

732±61b188/0- ± 016/0 c151/0- ± 014/0 d

6
RN84

724±74b221/0- ± 021/0 c143/0- ± 012/0 b

7
RN86

906±87a209/0- ± 019/0 c135/0- ± 011/0 c
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8
RSS33

901±95a120/0- ± 011/0 d102/0- ± 011/0 b

9
BSS174

416±51b151/0- ± 014/0 c134/0- ± 012/0 c

10
BSS172

431±44c193/0- ± 017/0 c138/0- ± 014/0 c

11
BN243

904±92a202/0- ± 018/0 a163/0- ± 014/0 a

12
BSS235

386±42d144/0- ± 013/0 c131/0- ± 011/0 b

13
BSS194

313±38d158/0- ± 015/0 c132/0- ± 012/0 d

14
BS89

354±43d201/0- ± 018/0 c143/0- ± 014/0 b

15
BS77

313±37d174/0- ± 016/0 c132/0- ± 014/0 c

16
RS3

394±49d203/0- ± 017/0 d128/0- ± 012/0 b

داري با هم ندارند.درصد اختلاف معنی5اند براساس آزمون دانکن در سطح هایی که با حرف یا حروف مشترك مشخص شدهمیانگین
R=ریزوسفر, B=توده خاك, S=شور, SS= سدیمی-شور , N=بدون تأثیر شوري و سدیمی

درمـورد  : مقایسۀ توان بردباري بـه تـنش خشـکی و شـوري    
کردن مقـادیر مختلـف مـادة    سنجش تنش خشکی، با حل

ــی ــیلنپل ــول ات ــاکتري،  6000گلیک ــت ب ــیط کش در مح
هــاي آب کــاهش یافــت و گیــري مولکــولقابلیــت بهــره

طـور کـه   هاي اسمزي ناهمانندي ایجاد شد. همـان پتانسیل
شــود، بــا دیــده مــیRSS33درمــورد جدایــۀ 2در شــکل 

ــی  ــت پل ــزایش غلظ ــیلناف ــات ــیط 6000ول گلیک در مح
عنوان معیـاري از رشـد   ) بهOD600کشت، چگالی نوري (

باکتري، روند کاهشی نشـان داد. شـیب منحنـی حاصـل،     
بیانگر شـدت پاسـخ جدایـۀ بـاکتري بـه تـنش ایجادشـده        

تـر)،  طوري که شیب کاهشی کمتر (شیب ملایـم است. به
دهنده بردباري نسبی بیشتر است که درمـورد جدایـۀ   نشان

RSS33، الف). -2بود (شکل -121/0این شیب برابر با
وضعیت کاهشی چگالی نوري و مقایسۀ سـه جدایـۀ برتـر    

نشان داده شـده  2در شکل دآمیناز-ACCسازندة آنزیم 
نشـان داده شـده اسـت،    2طور که در جدول است. همان

هـاي دیگـر، داراي تـوان    نسبت بـه جدایـه  RSS33جدایۀ 
ــر خشــکی بیشــت  ــاري در براب ــهبردب ــود و جدای هــاي ري ب

RN86 وBS243تـوان  -171/0و 165/0هاي با شیب ،
تري داشتند.بردباري در برابر خشکی پایین

ــر شــوري    ــاري در براب ــوان بردب ــابی ت ــین، ارزی همچن
هـاي نمکـی (ترکیبـی از    گیري از محلـول ها با بهرهجدایه

کلریدهاي سدیم، کلسیم و منیزیم) نشان داد کـه در ایـن   
ز، با افزایش قابلیت هدایت الکتریکـی، چگـالی   شرایط نی

نــانومتر تغییــر یافــت؛ در ایــن 600مــوج نــوري در طــول
حالت نیز، روند کلی شیب منحنی حاصل، شـدت پاسـخ   

طـوري  هاي باکتري را به تنش شوري نشان داد؛ بـه جدایه
دهندة بردباري نسـبی بیشـتر   که شیب کاهشی کمتر، نشان

شـود جدایـۀ   دیـده مـی  2طور که در جـدول است. همان
RSS33 بردبارترین جدایه و پس از آن -102/0با شیب
ــا شــیببــهBS77و BSS235هــاي جدایــه هــاي ترتیــب ب

هــاي بعــدي قــرار داشــتند. در رتبــه-132/0و -131/0
هــاي حاصــل از آزمــون بردبــاري در برابــر تــنش  منحنــی

ــه  ــورد جدای ــوري درم ــاي ش داراي RN86و BSS243ه
بـود  RSS33شـدیدتري نسـبت بـه جدایـۀ     شیب کاهشـی  

).2(جدول 
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در RSS33) بر روند رشد جدایۀ NH3و آمونیوم (ACC، (ب) پیامد مصرف RSS33(الف) پیامد تنش خشکی بر روند رشد جدایۀ - 2شکل 
در RN86و آمونیوم بر روند رشد جدایۀ ACCدر تنش، (د) پیامد مصرف BN243و آمونیوم بر روند رشد جدایۀ ACCتنش، (ج) پیامد مصرف 

متأثر از تنش خشکیدآمیناز- ACCتنش و (ه) مقایسه سه جدایۀ برتر سازندة آنزیم 
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2ادامه شکل 

هـاي  در جدایـه ACCپیامد تنش خشـکی بـر تـوان مصـرف     
نشـان داده شـده اسـت،    2طور که در شکل همان: باکتري

ــرف     ــوان مص ــکی، از ت ــنش خش ــزایش ت ــا اف در ACCب
در برابـر دو  RSS33ها کاسته شد. درمورد جدایـۀ  جدایه

جدایۀ برتـر دیگـر، ایـن رونـد کنـدتر بـود و همچنـین بـا         
) مشـخص شـد   ACCمقایسۀ دو منبع نیتروژن (آمونیوم و 

از مزیـت نسـبی هـم    ACCهاي بـالاتر، منبـع   شکه در تن
ــاهش      ــاکتري، ک ــرف آن در ب ــا مص ــود و ب ــوردار ب برخ

در برابر مصرف آمونیـوم  RSS33کمتري در رشد جدایۀ 
الف). درواقع با مصـرف آمونیـوم،   - 2حاصل شد (شکل 

ــنش خشــکی بیشــتر شــد. در        ــیت بــاکتري بــه ت حساس
در برابـر  ACC، با مصرف BSS243و RN86هاي جدایه

مصــرف آمونیــوم، کــاهش شــدیدتري در رشــد بــاکتري  
تـوان اظهـار داشـت کـه بـا افـزایش تـنش        دیده شد و می

و درواقـع  ACCها بـه جـذب   خشکی، تمایل این باکتري
کمتر شد.دآمیناز- ACCتوانایی ساخت آنزیم 

هـاي  در جدایـه ACCپیامد تـنش شـوري بـر تـوان مصـرف      
شود، با افزایش دیده می3طور که در شکل همان: باکتري

هـا کاسـته   در جدایـه ACCتنش شوري، از توان مصرف 
شـود. درمـورد   صورت کاهش رشد نمایان مـی شده که به

ــۀ  ــد   RSS33جدای ــر، رون ــر دیگ ــۀ برت ــر دو جدای در براب
، بـا  BSS243و RN86هـاي  کاهش کندتر بود. در جدایه

، کاهش شدیدتري در رشد بـاکتري دیـده   ACCمصرف 
توان اظهار داشت که با افـزایش تـنش خشـکی،    شد و می

و درواقـع توانـایی   ACCهـا بـه جـذب    تمایل این باکتري
کمتر شد.دآمیناز- ACCساخت آنزیم 

پـس از انجـام مراحـل    : نتیجه شناسایی جدایۀ باکتري برتر
فـزار  نـرم ۀ وسـیل بهها،توالیتعییننتایجشناسایی ژنتیکی، 

ها مشـخص  قرابتبررسی شد و با توجه به میزان 31بلست
ــه   ــه ب ــد ک ــال ش ــۀ بــاکتري    99احتم ــن جدای ــد ای درص

)RSS33  اسـت و  32سـیمپلکس باسـیلوس )، متعلق به گونـۀ
:BankIt (Accession Numberدر بانــــک ژن 

KT599261)     ثبــت شــد. بانــد الکتروفــورز و درخــت
شده است.نشان داده 4فیلوزنی در شکل 
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در اثر تنش شوريACCعنوان معیاري از توان مصرف ها بهتغییرات رشد باکتري- 3شکل 

بالف

B1 :B. simplexي،جفت باز100نشانگر: M(سیمپلکسباسیلوسباکتري16S rRNAژن یر(الف): باند الکتروفورز مربوط به تکث- 4شکل

کمکبا شده(رسمسیمپلکسباسیلوسباکتري16S rRNAژن یتوالبراساسفیلوژنیدرخت(ب): (تکرار دوم))B2 :B. simplex(تکرار اول)، 
)33همسایهترینیکنزدیتمالگوريو بر مبناMEGA.6افزارنرم

.گیرينتیجهبحث و 
بـرداري اولیـه   در این پژوهش، با توجه به اینکه نمونـه 

هـاي ناهماننـد از دیـدگاه قابلیـت     تعداد زیاد و از خاكبه
هدایت الکتریکی نسبت جذب سطحی سدیم انجام شـد،  

شده نیز به همان نسبت، متنوع بـود  هاي جداسازيباکتري
ینـاز دآم- ACCهاي ناهمانند در ساخت آنـزیم  و توانایی
ــد.   در تــنش هــاي خشــکی و شــوري از خــود نشــان دادن

هــاي درصــد از بــاکتري25همچنــین، مشــخص شــد کــه 
هـاي مختلفـی، سـازندة آنـزیم    شـده، بـا درجـه   جداسازي

ACC -ــاز ــد. دآمینـ ــاکتري 12بودنـ ــد از بـ ــاي درصـ هـ
شــده از خــاك در مطالعــات چاودهــاري و    جداســازي

بودنـد  دآمینـاز - ACCتوانـا در سـاخت آنـزیم    34سیندهو
هـا نشـان داد کـه تعـداد     ). اما دیـدن فراوانـی جدایـه   18(

هاي در محـدودة بـالاترین توانـایی، انـدك (تنهـا      باکتري
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کــه بــیش از هــا) بــود؛ درحــالیدرصــد از کــل بــاکتري2
ــزیم جدایــهدرصــد از75 دآمینــاز-ACCهــا، ســازندة آن

هـاي  هاي سازنده، در خاكنبودند. فراوانی نسبی باکتري
هـاي معمـولی بیشـتر    سدیمی در برابر خاك-رشور و شو

هاي باکتري بود. این نتایج نشان داد که براي یافتن جدایه
هاي شـور  توان به خاك، میدآمیناز-ACCسازندة آنزیم 

ــور ــا   -و ش ــژوهش، ب ــن پ ــرد. در ای ــه ک ــدیمی مراجع س
ها، یـک  گیري از چندین گام آزمون و مقایسۀ جدایهبهره

از ریزوسـفر  سـیمپلکس باسـیلوس باکتري متعلق به گونـۀ 
سـدیمی جداسـازي شـد کـه     -گندم در یک خاك شـور 

هاي یک باکتري برتر را بـراي شـرایط خشـکی و    ویژگی
بـودن داشـت. پژوهشـگران مختلـف     سدیمی-شور و شور

دآمینـاز -ACCمانند سیدیکی و همکاران، ساخت آنزیم 
). نتـایج نشـان   3را گـزارش کردنـد (  باسـیلوس در جنس 

، آهنگ رشدي ACCازاي مصرف این باکتري بهداد که 
همانند مصـرف آمونیـوم از خـود نشـان داد. نسـبت قطـر       

در ACCبـا مصـرف   سـیمپلکس  باسـیلوس کلنی باکتري 
برابر قطر آن با مصرف آمونیوم برابر یک بود و همچنـین  

درنـانومول آلفـاکتو بـوتیرات   901این باکتري توانست
عنـوان معیـاري از فعالیـت    بـه گرم پروتئین در ساعت میلی

ســاخت کنــد. براســاس نتــایج     دآمینــاز -ACCآنــزیم 
هــاي بــاکتري از جــنس   پژوهشــگران مختلــف، گونــه  

5/1توانــایی تولیــد مقــادیر میــان صــفر تــا      باســیلوس

ــولمیکرو ــاکتوبوتیراتم ــیآلف ــروتئین در  در میل ــرم پ گ
هــاي خشــکی،  ). در تــنش19و 3را داشــتند (ســاعت 

تبعیـت از  اي بـه ی، ترشـحات ریشـه  سـدیم -شوري و شور
رشد گیاه، کمتـر اسـت و منـابع آلـی کمتـري در اختیـار       

گیـرد؛ از طرفـی، جمعیـت موجـودات     ها قرار میباکتري
هــا نیــز کمتــر اســت و بنــابراین خــاکزي هماننــد بــاکتري

عنوان یک مزیت در رابطـه  بهACCگیري از توانایی بهره
ود کـاهش شـدید   شود. نببین باکتري و گیاه محسوب می

هـاي حـاکم بـر    در شـرایط تـنش  ACCدر توان مصـرف  
ســدیمی، -هـاي متــأثر از خشـکی، شــوري و شـور   خـاك 

تدریج با افزایش زنی است و بهکنندة مؤثربودن مایهتعیین
هاي گیاه، آثار متقابل باکتري و گیـاه  رشد و توسعۀ ریشه

در جهت گسترش رشد هردو موجود زنده پـیش خواهـد   
هـاي خشـکی   در تنشسیمپلکس، باسیلوستري رفت. باک

-ACCهـاي برتـر، آنـزیم    و شوري، بیشتر از دیگر جدایه
هـاي اسـمزي و   طوري کـه در پتانسـیل  ساخت. بهدآمیناز

بیشـتري در  ACCمقادیر شوري مختلف، تـوان مصـرف   
ها داشت. اهمیت ایـن موضـوع از آنجـا    برابر دیگر جدایه

، اظهـار داشـتند   شود که پژوهشگران مختلفمیمشخص
که بخشی از توانایی یک گونـۀ گیـاهی بـراي سـازش بـا      
شرایط تنش خشـکی و شـوري بسـتگی بـه ریزجانـداران      

). 20و 19دارد (دآمینـاز -ACCتوانا بـه سـاخت آنـزیم    
ازآنجــایی کــه بخشــی از کــاهش رشــد گیــاه در شــرایط  

سدیمی، به افزایش انـدازة اتـیلن   -خشکی، شوري و شور
ــه  ــاهی  و رســیدن آن ب ــیلن تنشــی در بافــت گی غلظــت ات

نیاز سـاخت  (پیشACCشود؛ بنابراین مصرف مربوط می
هـاي بردبـار بـه شـوري و خشـکی و بـه       اتیلن) در باکتري

کننـدة  تواند جبرانساخت اتیلن اضافی، میدنبال آن عدمِ
). همچنـین ایـن بـاکتري،    21این خلاء در گیاهان باشـد ( 

-خشکی و شوري (اسـمو داراي توان بردباري به تنش به 
ــت ــه 35هالوتولرن ــایر جدای ــر س ــود. ) مناســبی در براب ــا ب ه

باسـیلوس  پژوهشگران گزارش کردند که درمورد جـنس  
ــه ــر جــنس تعــداد گون هــاي دیگــر هــاي بیشــتري در براب

ماننـد  36هـاي غیرزیسـتی  باکتري، توانایی بردباري به تنش
ــد (    ــالا را دارن ــطح ب ــوري در س ــکی و ش ــن 22خش ). ای

www.SID.ir

www.SID.ir


Arc
hive

 of
 S

ID

1396بهار، 21شماره، ششمسال ها، شناسی میکروارگانیسمپژوهشی زیست-فصلنامه علمی66

هـا و تجمـع   تشکیل اندوسپور در ایـن بـاکتري  موضوع به
هماننـد ترهـالوز و   37کننده از خشـکی ترکیبات محافظت

38طوري کـه پیگـوت و هیلبـرت   گردد؛ بهگلوتامین برمی

قادرنـد کـه   باسـیلوس نیز اظهار داشتند که اندوسـپورهاي  
ــد (    ــل کنن ــی را تحم ــب محیط ــرایط نامناس ــن 23ش ). ای

ــوان     ــه بت ــت ک ــن اس ــۀ ای ــی، مای ــه ویژگ ــا ب ــکل از آنه ش
هـاي  طوري کـه جمعیـت  فرمولاسیون پودري بهره برد؛ به

موردنظر از آنها بتواننـد پویـایی خـود را حفـظ کننـد. بـا       
ــه   ــایج بـ ــه نتـ ــه بـ ــتتوجـ ــاکتري  دسـ ــۀ بـ ــده، گونـ آمـ

اي هـاي مزرعـه  ، بـراي انجـام آزمـون   سیمپلکسباسیلوس
هاي شـور،  هاي خاكدهنده تنشعنوان باکتري کاهشبه

خشــک پیشــنهاد ی و منــاطق خشـک و نیمــه ســدیم-شـور 
.شودمی
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1- Secondary salinization
2 -Minimal Bioproductivity
3 - ESP (Exchangeable sodium percentage)
4 - SAR (Sodium adsorption ratio)
5 -Gamalero & Glick
6 - Siddikee
7- 1-Aminocyclopropane-1-carboxylate
8 - Cleaving& Sequestering
9 - (α-KB) α-ketobutyrate
10 - EC (Electrical conductivity)
11 - Complexometry
12 -Flame photometry
13 - Isolation
14 - Purification
15 - Slant Agar Medium
16 - Dworkin foster
17 -Penrose & Glick
18 - Tryptic soybean broth
19 -Vertex
20 - PEG (Poly Ethylene Glycole) 6000
21 - Michel & Kaufmann
22 -OD (Optical density)
23 - PCR (Polymerase chain reaction)
24 -Amplification
25 - Denaturing
26 - Annealing
27 - Extension
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29 - Completely Randomized Design
30 - DMRT (Duncan,s multiple range test)
31 - Blast
32 - Bacillus simplex
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35 -Osmo-halotolerant
36 -Abiotic tensions
37 - Xeroprotectant
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