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  دهيچك

 عمـده بخـش   هـاي  برداري صحيح از خاكهاي شور براي نيل به حداكثر عملكرد گياهان زراعي همواره از چالش        بهره
گياهان كاشته شده در اين خاكها به طرق مختلف از شوري متأثر شده و بـه حـداكثر رشـد و                     . كشاورزي بوده است  

. يكي از راههاي صدمه شوري به بعضي از گياهان منجمله كلزا، تجمع اتيلن در ريـشه اسـت   . رسند  عملكرد خود نمي  
هـايي بـا تـوان        در صورت وجود باكتري   . شود  رد گياه مي  تجمع اتيلن باعث كاهش رشد ريشه و در نتيجه افت عملك          

بـه  ) ACC(ساز اتـيلن   در ريزوسفر، اين امكان وجود دارد تا در اين شرايط با تبديل پيش ACC deaminaseتوليد 
لذا با توجه بـه اهميـت گـسترش سـطح زيـر             . اك، سطح اتيلن در گياه ميزبان كاهش يابد       كتوبوتيرات و آموني   -آلفا

هـايي بـا      در ايران و لزوم كشت آن در اراضي شور و لب شور ضرورت داشت تا در اولين قـدم، بـاكتري                     كشت كلزا 
 نمونه 21منظور تعداد دين ب. صفت مذكور از ريزوسفر كلزاي كاشته شده در اين اراضي جداسازي و شناسايي شوند   

و نسبتاً شور استانهاي قم و قـزوين         در اراضي شور     آن منطقه تحت كشت     21مركب خاك بهمراه ريشه گياه كلزا از        
 جدايـه از خـاك      105هـاي خـاك، تعـداد          پس از تعيين برخي مشخـصات شـيميايي و بيولـوژيكي نمونـه             .شدتهيه  

 بعنوان تنها منبـع     ACC حاوي   DFها در محيط حداقل       براساس توانايي رشد جدايه   . ريزوسفري كلزا انتخاب گرديد   
ها بـا   شناسايي اين جدايه.  بودندACC deaminase  ايه داراي توان توليد جد15نيتروژن مشخص گرديد كه تعداد 

  سيـستماتيك بـاكتريولوژي    استفاده از نتايج آزمونهاي ميكروسكوپي، فيزيولوژيكي و بيوشـيميايي منـدرج در كتـاب             
Bergey     وط بـه تعيـين   هاي مرب آزمون. گيرند ها در گروه سودوموناسهاي فلورسنت قرار مي     نشان داد كه كليه جدايه

 بـه دليـل   ها نيز در خصوص يكي از جدايه . بودندP. fluorescens   جدايه متعلق به گونه14ونه نيز نشان داد كه گ
همچنين نتايج بدست .   معرفي گرديد.Pseudomonas  sp ، به صورتBergeyعدم تطابق نتايج با مندرجات كتاب 

هاي مـورد   ها نشان دادكه فعاليت اين آنزيم در جدايه  جدايهACC deaminaseگيري فعاليت آنزيم   آمده از اندازه
بـا توجـه    . بودتغيير  مكتوبوتيرات برميلي گرم در ساعت       -آلفا ميكرومول   17/8 تا   43/1آزمايش متفاوت بوده و از      

ر كلـزا بـا     هاي ساير محققين اين اميدواري وجود دارد تا تلقـيح بـذ              و مقايسه اين داده با داده      به نتايج بدست آمده   
  .هاي فوق اثرات منفي تنش شوري را تعديل نمايد جدايه

  كلزا، ACC deaminase،   Pseudomonas :ديهاي كلي واژه

  

                                                           
   گروه خاكشناسي،رفسنجان، دانشگاه وليعصر، دانشكده كشاورزي:  نويسنده مسئول، آدرس– ۱

 4/6/86: يرشذپ و 14/11/85: دريافت 
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  مقدمه
 يـك الـي سـه       معمـولاً (ه نـازكي    به لاي  زوسفرري

شــود كــه  از خــاك اطــراف ريــشه اطــلاق مــي) متــر ميلــي
ر تـأثي فـي تحـت     زنده آن ناحيه از نظر كمـي و كي        موجودات  

قـرار  ) اي نظير تـنفس و ترشـحات ريـشه       (هاي ريشه     يتعالف
 1يزوسـفر كتريهاي ريبا). Boven, and Rovira, 1999(دارند 

 را  زوسـفر ريهـاي موجـود در       سمكه بخش عمده ميكروارگاني   
اه توانند اثرات مثبت يا منفي بـر رشـد گي ـ           دهند مي   تشكيل مي 
 عـث زوسـفري كـه با     ري يهـا   باكتريآن گروه از    . داشته باشند 

هـاي ريزوسـفري      بـاكتري شـوند     مـي  اهگيش رشد   يافزا
 ــ ــد گي ــرك رش ــاهمح ــي  ٢ PGPR ا ي ــده م ــوند نامي  ش

)Burdman  et al., 2000( . هـاي   گروه ازها باكترياين 
هـاي    سمتوانند از طريق مكاني      مي  هستند كه  زي خاك متنوع

ــد گي   ــك رش ــث تحري ــف باع ــوند مختل ــان ش ــد  .اه تولي
 هاي رشـد   ظيم كننده تنمانند   (هوآزادسازي متابوليتهاي ثانوي  

، ) تركيبـات فعـال بيولوژيـك      اهي و هاي گي   اهي، هورمون گي
 ـ  كاهش يا جلوگي   سمهاي ارگاني ـكروميرات منفـي    ثيأري از ت

ت  گياهي در ريزوسفر و همچنين تـسهيل در قابلي ـ         مارگربي
غذايي، بـه عنـوان     برخي عناصر     جذب ش افزاي دسترسي و 

 انـد   شده معرفياهان  گيرشد    بر هاي موثر  مهمترين مكانيسم 
)Davison, 1988; Glick, 1995; Kloepper et al.,1988 .( 

 انـد  كه تا كنون شناخته شده اهي محرك رشد گي يها  باكتري
 , Azoarcus , Azospirillum متعلـق بـه جنـسهاي    عمـدتاً 

Azotobacter  Pseudomonas , Bacillus , Klebsiella , , 
Enterobacter Serratia , Burkholderia , و  Rhizobium 

  .)Burdman  et al., 2000( باشند مي 
 ACC deaminase3 د گذشته توانـايي تولي ـ طي دهه

توسط باكتريها، به عنوان مكانيسم جديدي براي افزايش رشـد      
سم، ايـن مكاني ـ ). Klee  et al., 1991( اه مطرح شده اسـت گي

ت پيـدا   ياه اهم  بر گي  يمحيطهاي     تنش  اعمال ط در شراي  عموماً
 ـ  يآ، بر  آن  نتيجه نهايي  كند و  مي ل بـسيار پيچيـده     ند اثرات متقاب

 عمـدتاً (هـا     بالاخص اكسين  اهي و هورمونهاي گي م با   اين آنزي 
  . باشد و اتيلن مي) IAA د،ايندول استيك اسي

اهـان   گي  پاسـخ  ،هاي انجام شده   اساس پژوهش بر
 و  افـزايش  به صورت ، اغلب   يمحيط هايه با تنش  هدر مواج 
ش غلظت اتـيلن باعـث      فزايا . است ها ريشهلن در   ياتتجمع  

 عناصـر    كـاهش جـذب آب و      متعاقبـاً  شه و كاهش رشد ري  
گـردد   يـاه مـي   گش رشـد     كـاه  منجر به  تو در نهاي   يغذاي

)Abeles  et al., 1992; Hyodo, 1991( .   ثابت شـده اسـت
  ميد آنـز ي ـ كـه قـادر بـه تول   هـايي    بـاكتري  اه بـا   گي حتلقيكه  

                                                           
1- Rhizobacteria 
2 - Plant growth promoting rhizobacteria 
3- 1-amino cyclopropan -1-carboxylate deaminase  

ACC deaminase در كاهش سـطح اتـيلن   تواند مي ندهست 
 . باشـد  جـه كـاهش اثـرات منفـي آن مـوثر          يتناه و در    در گي 
اهـان را در    توانند گي    مي  با چنين توانايي   ييهاكتريابن،  بنابراي

ــضّ   ــرات م ــر اث ــشهاي براب ــر تن ــون يمحيط ــاب  چ  غرق
)Grichko and Glick, 2001(مارگرها ، بي)Wang, 2004( ،

، خـشكي  ) Belimov  et al., 2001 , 2005(ن عناصر سنگي
)Mayak  et al., 2004a ( و شــوري)Mayak  et al., 

2004b (ك و همكـاران گلي ـ .كند محافظت مي )Glick  et 
al., 1997a (ن شـرح  ينچنيها را ا ين باكتريسم عمل امكاني

ــد داده ــاكتريِ: انـ ــه بـ ــاني كـ ــازمـ ــ توليي داراي توانـ  ديـ
ACC deaminase    ـبه سـطح بـذر   ـا ري  در حـال  اهي ـشه گي

پتوفـان  ين باكتري بواسطه وجود تريشود، ا يتوسعه متصل م 
 ـدر ترشـحات بـذر      موجـود    مولكولهاي كوچك    ري سا و ا ي
د ي ـ تول IAAقسمتي از   . دينما يد و ترشح مي    تول IAAشه،  ير

 ـاه جـذب و همـراه     يله گ يشده توسط باكتـري مذكور، بوس    
IAA ش تعـداد و    ياه باعـث افـزا    يد شده توسط خود گ    ي تول

ت يتواند فعال يم IAA  رگياز طرف د. شود يدازه سلولها مان
را بـه   S-adenosylmethionineكه را ACC synthase ميآنز

ACC بخش قابـل تـوجهي از      . ديك نما يتحر كند يل م ي تبد
ACC    وشود   يماه به خارج ترشح     يهاي گ  يشها ر ي از بذرها 
م ي آنز،تروژنيعنوان منبع نه  ب به منظور استفاده از آن    باكتري

 ACC deaminase ز يدرولي ـكند كه موجـب ه  يرا ترشح م
ACC جـذب و  . شـود  يرات م ـ يكتوبـوت -آلفااك و   ي آمون  به 
 توسط باكتري، مقـدار آن را در خـارج          ACC هيتجز متعاقباً

 ـ ي ـو لـذا گ    دهد ياه كاهش م  يشه گ ياز ر  منظـور حفـظ    ه  اه ب
 ـ خـارجي و داخلـي با      ACCن سطح   يتعادل ب  ستي مقـدار   ي

 ـشه ترشح نما  ي را به خارج از ر     ACCز  ادتري ا يز امـد  ي پ .دي
  اسـت  اهيشه گ يآن در ر   ، كاهش سطح  ACCش ترشح   يافزا

 ـ       ACC و كاهش   ـلن در ر  يمنجـر بـه كـاهش ات اه و  ي ـشه گ ي
هــال و  .شــود يمتعاقبــاً كــاهش اثــرات بازدارنــدگي آن مــ

 قـي نـشان دادنـد   يدر تحق) Hall  et al., 1996( همكـاران 
Pseudomonas putida GR12-2 ــه ــ كـ ــاكتري يـ ك بـ

 ACC deaminaseد ي ـد و داراي تـوان تول ي ـزوسـفري مف ير
هاي كلـزا، كـاهو،    ياهچهشه گيش رشد ري موجب افزا  ،است

ــه ــد  گوجـ ــدم شـ ــي و گنـ ــگل. فرنگـ ــارانيـ  ك و همكـ
)Glick  et al., 1997b( وحشي هيسوح ير تلقي تأثمقايسه با 

نـشان دادنـد     بر كلزاP. putida GR12-2و موتانت باكتري 
 )بذر و خـاك   ( حي تلق  هر دو نوع روش     در  وحشي هيسوه  ك

يشه، وزن خـشك    اي در طول ر    يش قابل ملاحظه  باعث افزا 
 موتانت كـه فاقـد      هيسوكن  يل .ديهاي كلزا گرد   يشهتر ر  وزنو  
ــفعال ــأث ACC deaminaseت ي ــود ت ــر يب ر مشخــصي ب
 ارانك ـبـرد و هم    . نداشت هاي رشد  يك از شاخص  چيه
)Burd  et al., 1998 , 2000  (   نشان دادند كـه كـاربرد
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ــوان ــاكتري داراي ت ــصرف  ب ــام ACCم ــه ن  Kluyvera ب
ascorbata SUD165،فرنگي و  هاي كلزا، گوجه ياهچه رشد گ

كل، سـرب و روي     يغلظتهاي سمي از ن    با    كه  را خردل هندي 
 Grichko and(ك يگل و كوي گر.دي بهبود بخش،مارشده بودنديت

Glick, 2001 ( هـاي داراي  يح باكتري تلق ـبمنظور بررسي اثـر
بر كاهش اثرات منفي غرقاب  ACC deaminaseديتوان تول

 ـاهان از چند باكتري واجد و فاقد ا       ي گ در ن صـفت جهـت     ي
آنها نشان دادنـد  . فرنگي استفاده كردند   يح بذرهاي گوجه  تلق
  دي ـهـاي داراي تـوان تول      ياهان گوجه فرنگي كه با باكتر     يگ

ACC deaminase ح ي تلقاهاني نسبت به گح شده بودنديتلق
 ـهـاي فاقـد ا     يح شـده بـا بـاكتر      ي تلق اينشده   از  ن صـفت  ي
در . خوردار بودند مت بالاتري نسبت به تنش غرقاب بر      مقاو

 ديهاي داراي توان تول ياهان با باكتريح گير تلقيرابطه با تأث
ACC deaminase ـجاد مقاومت به خـشكي، ما يبر ا  اك و ي

فرنگي  يح گوجهر تلقيتأث) Mayak et al., 2004a( همكاران
 Achromobacter  بــاكتري  ازARV8 هي ســوو فلفــل بــا

piechaudii  خــشكي(رطــوبتي ط تــنش يرا تحــت شــرا (
وزن خـشك و تـر       ي باكتر ني ا بررسي و مشاهده كردند كه    

در . ش دادياي افـزا  يـاه را بـه طـور قابـل ملاحظـه          هر دو گ  
) Mayak  et al., 2004b( اك و همكـاران يگر مايقي ديتحق
جـاد مقاومـت   ير آن بـر ا    يباكتري جهت بررسي تأث   ن  يهماز  

ج ينتا. فرنگي استفاده كردند   هاي گوجه   ياهچهبه شوري در گ   
شتري نـسبت بـه     ي ـ رشـد ب   ،ح شده ياهان تلق ينشان داد كه گ   

  .داشتند) شاهد(مار بدون باكتري يت
د ي ـتـوان تول  داراي   يهـا   بـاكتري ل  يپتانـس به   نظر

هـاي   انبار تنشيدر كاهش اثرات ز ACC deaminaseم يآنز
مـشكل تـنش شـوري در        ، وجـود  اهـان ي بر رشد گ   يمحيط
ران و ضرورت اسـتفاده از      يار كشت   ياري از خاكهاي ز   يبس

هـا بـه     شل تـن  ين قب يك براي مقابله با ا    يولوژيراهكارهاي ب 
توان كلـزا   ،  نه محصولات زراعي  يد به يه تول بابي  يمنظور دست 

 ـشور و لزوم توسعه سطح ز     براي رشد در خاكهاي نسبتاً       ر ي
تر روغـن    د هر چه افزون   ين خاكها براي تول   يكشت آن در ا   

 يها  باكتريبود سابقه پژوهشي در مورد       ن  و رانياهي در ا  يگ
م يد آنزي توان تولزوسفر كلزا كه در ضمن دارا بودن يبومي ر 

ACC deaminase،   شـوري باشـند،   قادر بـه تحمـل تـنش  
اساس مـواردي   برن  يبنابرا .ديطراحي گرد ق  ين تحق يابرنامه  

 كه  ييها  باكترييي و انتخاب    ، شناسا فوقاً بدان اشاره شد   كه  
 برخورداري از فعاليت بالاي     :ژگي مهم يبطور همزمان سه و   

ون يزاس ـيل لازم بـراي كلن ي، پتانـس ACC deaminaseم آنزي
ط يت در شـرا   ي ـهاي كلزا و توان رشـد و فعال        يشهمطلوب ر 

. ق قرار گرفـت   ين تحق يهدف ا د،  خاكهاي شور را دارا باشن    
، امكـان   ييهـا  يهن سو يابي به چن  ين است كه با دست    يانتظار ا 

 كلزا حتـي در     شتري ب ديك مناسب براي تول   يولوژيه كود ب  يته

 ماننـد شـوري     يمحيط ـهاي   يط تنش صورت كشت در شرا   
  . فراهم گردد

  مواد و روشها
  اه كلزايزوسفر گيبرداري از ر نمونه

 ـ    مركـب   نمونـه  21ن منظور تعـداد     يبد ه  خـاك ب
 منطقـه تحـت كـشت كلـزا در          21اه كلزا از    يشه گ يهمراه ر 

 و هي ـ ته نيقـزو   و  قـم  هاي اسـتان   شـور  و نسبتاً   شور ياراض
هـاي   يسـازي بـاكتر     جهـت جداسـازي و خـالص       ها نمونه

 به منظـور اطـلاع از       .ند شد منتقلشگاه  يبه آزما  زوسفريير
 ـ خاكها، مقدار ا   pHن  يزان شوري و همچن   يم و پـارامتر   ن د ي

 pH در عـصاره اشـباع و   ECري يگ يب با روش اندازهبه ترت 
   .دين گردييگل اشباع تع

جداسـازي و   وسـفري،   زيهـاي ر   يت باكتر ين جمع عييت
  هاي مورد نظريسازي باكتر خالص

ها و   يشه گرم از ر   10،  ين منظور براي هر نمونه    بد
 250ك بـه ارلـن      يزوسفري اطراف آن بطـور آسـپت      يخاك ر 

 ـولوژيزي سـرم ف   تـر يل يلي م 90حاوي   ريتيل يليم  ـكلر(ك  ي د ي
قه بـر روي    ي دق 20اضافه و براي مدت     ) درصد 85/0م  يسد
. قه تكـان داده شـد     ي دور در دق   110و   oC28 با دماي  كريش

ه يته )10 -10 تا   10-2 (سپس از ارلن مذكور رقتّهاي مختلف     
ظروف پتري حاوي     روي  بر تر از هر رقت   يل يلي م 1/0 مقدار   و

 سـاعت از رشـد   48پس از . ديگرد پخش NA 1كشتمحيط 
ــاكتر ــاي يب ــا در دم ــي، ضــمن تعoC28 ه ــجمعن ي ــل ت ي ك
،  بـا اسـتفاده از روش شـمارش كلنـي          زوسفريي ر يها يباكتر
  كـشت شـده    نـه هـر نمو   هايرقتّ ني از بالاتر  كلني 105 تعداد

 NA جامـد محـيط     روي بـر سـازي    جهت خالص انتخاب و   
ــشت  ــدك ــس از اطم. ندداده ش ــانيپ ــوص  ن ــل از خل  كام

بـر روي   تا زمان استفاده بعـدي      ها   يهاي فوق، باكتر   يهجدا
ب تعـداد   ي ـن ترت ي بد .ندبدار نگهداري شد  ي كشت ش  محيط  

  .ندديگردشات بعدي آماده يه براي آزماي جدا105
  به عنوان  ACC استفاده از    برايها   يهجدا يي توانا نييتع

  تروژني منبع نتنها
 بــا هــا يــهجدا ACC deaminaseد يــ تولييتوانــا

ــتفاده از روش تغ ــاسـ ــه گلير ييـ ــافتـ ــارانيـ  ك و همكـ
)Glick  et al., 1995(   ن ي بـد . قـرار گرفـت  مـورد بررسـي

   كـشت  محيط  تر  يل يلي م 20به   هيجداهرلوپ از    كيمنظور  

TSB2    محيط  .ح شد يتري تلق يل يلي م 50ك ارلن   يموجود در 
 ايو، پپتـون س ـ   )تري گرم در ل   17(ن  ي پپتون كازئ  مذكور شامل 

 5/2 (K2HPO4، )تـر ي گـرم در ل 5 (NaCl، )تـر ي گرم در ل   3(
 پـس از    .بـود ) تـر ي گـرم در ل    5/2(و دكستروز   ) تريگرم در ل  

                                                           
1- Nutrient Agar  
2- Tryptic soybean broth  
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هـاي فـوق در دمـاي        ي سـاعت از رشـد بـاكتر       24گذشت  
oC28،   تر از  يلي ل يم 30به  مجدداً  تر از آن    ي ل كروي م 50 مقدار

 سـاعت در    24د و به مدت     ي اضافه گرد  TSB كشت   محيط  
تــر از يكــرو لي م50ســپس .  تكــان داده شــد oC 28ايدمــ

تـري  يل يلـي  م 50ك از ظـروف     ي مذكور به هر     ونيسوسپانس
ــاوي ــر از يل يلــــي م20حــ ــيط تــ ــداقل محــ  DFحــ

)Dworkin.and Foster, 1958( ،20محـيط  تر از يل يلي م
تـر از   يلـي ل  ي م 20 و ACCلي مولار   ي م 3 حاوي   DFحداقل  
وم ي ـسـولفات آمون    گرم در ليتر   2 حاوي   DFحداقل  محيط  
و  oC28 دماي كر باي بر روي ش ساعت48 و به مدت اضافه
 ـا 1 آنگاه جذب نـور . تكان داده شدند   قهي دور در دق   180 ن ي

، در  محـيط  در آن    اري از رشد بـاكتري    ي بعنوان مع  ها محيط  
 لازم به ذكر اسـت كـه   .ري شد يگ  اندازه nm 405طول موج   

د يك اس ـ يلوكون، گ )تري گرم در ل   2(گلوكز    شامل DFمحيط  
 KH2PO4، )تـر ي گرم در ل2(د يك اس يتري، س )تري گرم در ل   2(
ــرم در ل4( ــري گــ ــرم در ل6 (Na2HPO4، )تــ ــري گــ ، )تــ

MgSO4.7H2O) 2/0ــرم در ل ــري گـــ  FeSO4.7H2O، )تـــ
، )تـر يلي گرم در ل   ي م 01/0 (H3BO3،  )تريگرم در ل  لي  يم 10(

MnSO4.H2O) 0112/0 تـر يگرم در ل   يلي م(  ،ZnSO4.7H2O 
 0782/0 (CuSO4.5H2O، )تــريگــرم در ل يلــي م1246/0(
  .بود) تريلي گرم در لي م01/0 (MoO3 و) تريگرم در ل يليم

   مورد نظريها جدايه ييشناسا
د ي ـ كه قادر بـه تول     ييها يه جدا ييبه منظور شناسا  

ACC deaminase هـاي    شاخص بر مبنايييآزمونها، بودند
انجام برگي   ولوژييك باكتر يستماتي كتاب س  معرفي شده در  

بـا اسـتفاده از   ابتـدا   ن منظـور يبـد ). Krieg, 1984 (گرفت
ــول  ــگ آمو  KOH%  3محل ــرن ــرم، يزي ــرمواكــنش گ   گ

 آنها مورد بررسي قـرار      مورفولوژيسپس   و   نييها تع  يهجدا
گذاشـته شـد    O/F2  آزمونها  براي تمام جدايه آنگاه. گرفت

 مانند  ييهادراتيسم كربوه يبتوان آنها را از نظر نحوة متابول      تا  
ا يو  ) تنفسي( شييسم اكسا يگلوكز به دو گروه داراي متابول     

بعد از انجام   ).Mac Faddin, 1980( ك نموديري تفكيتخم
ابي ي ارز تروژنيت ن يها از نظر تثب    يه جدا يي توانا ،آزمون فوق 

بصورت ( درون لوله    Rennieمحيط   از   ن منظور ي بد .ديگرد
ن يا. استفاده شد) مدبصورت جا(ت ين در پليو همچن ) عيما

 گـرم در    5(تول  ي، مان )تريگرم در ل   5(شامل سوكروز   محيط  
 8/0 ( K2HPO4،  )تـر ي گـرم در ل    3/0( م  ي، لاكتات سد  )تريل

 1/0 (NaCl، )تــري گــرم در ل2/0 (KH2PO4، )تــريگــرم در ل
، )تـر ي گـرم در ل    025/0 ( Na2MoO4.2H2O،  )ليتـر گرم در   

NaFeEDTA) 028/ 0تري گرم در ل(،  CaCl2.2H2O) 06/0 
ن يوتي، ب)تري گرم در ل02/0 (  MgSO4.7H2O، )تريگرم در ل

                                                           
1- Absorbance  
2- Oxidation-Fermentation Test  

گـرم در    يل ـيم 01/0( PABA3،  )تـر يگرم در ل   يليم 005/0( 
 بـراي تر و   ي گرم در ل   5/1ع  ي ما محيط  در(و آگار نوبل    ) تريل

م ي تنظ ـ 2/7بود كه در پـي اچ       ) تري گرم در ل   15جامد  محيط  
 ـگرد زمونهــاي رشــد بــر روي آآنگــاه  .)Rennie, 1980(دي

 حاوي  YMAمحيط  ن رشد بر روي     ياتانول و همچن  محيط  
هـا انجـام    يـه ه جداي ـبراي كل) تريگرم در ل  يلي م 25 (كنگورد

، عـصاره  )تري گرم در ل10(تول يشامل مان YMAمحيط . شد
، )تــري گــرم در ل2/0 (MgSO4، )تــري گــرم در ل5/0(مخمــر 

K2HPO4) 5/0   تري گرم در ل(  ،NaCl) 1/0  و  )تـر يم در ل   گـر 
در مرحلـه بعـد   . )Atlas, 1993(بود ) تري گرم در ل17(آگار 

  هــا انجــام گرفــت   جدايــهتحــرك  تــشخيصآزمــون 
)Mac Faddin, 1980(. هــا بــر روي  جدايــه ســپس رشــد

 ـ  محيط  دهاي آلـي  ينـه و اس ـ   ي آم اسـيدهاي  حـاوي ه  هاي پاي
 مـورد   )نات ساكـسي  مـالات و  ،  استات، فومـارات، لاكتـات    (

 توانـايي پس از بررسي  .)Atlas, 1993( فتبررسي قرار گر
محـيط  هـا بـر روي       جدايـه  ،pH = 6/3هـا در     جدايـه رشد  

KingBســاعت رشــد در 48 از  بعــد كــشت داده شــدند و 
 از نظر وجـود  UV با استفاده از لامپ ها  پليت،  oC 28 دماي

ــوني ــا   كل ــاي ب ــيته ــدند  خاص ــي ش ــنس بررس     فلورس
)Schaad, 2001(. منظور به  ها جدايه جنس ييپس از شناسا

هـاي   آزمـون هـا    جدايـه  كليـه  بـر روي     ، آنها  گونه شناسايي
 و oC41 رشد در دماي،  اكسيداز ، كاتالاز،    نينيهيدروليز آرژ 

 oC4  ،  ستفاده از قندهاي ترهالوز و آرابينـوز      ا،  ژلاتينذوب ،
 نيتـرات اي  احي ـ و آزمـون     سوكروز از   4لوان تشكيل توانايي

ز يدرولي ـ درآزمـون ه .)Bossis  et al., 2000( انجام گرفـت 
.  اسـتفاده شـد   (Thornley, 1960) تورنلين از روشينيآرژ

بـر    H2O2% ) 3 (نبراي آزمون كاتالاز از روش اضافه كـرد       
 اسـتفاده شـد و كاتـالاز مثبـت آن          جدايـه گسترده هر    روي

 گرديــدمــشخص  اكــسيژنهــاي   ظهــور حبــاب بــاجدايــه
)Schaad, 2001( .چنـد قطـره   دازاكسيهت انجام آزمون ج ،

متيل پـارافنيلن دي آمـين        دي% 1محلول   (اكسيدازاز معرف   
 تغيير شد و    ريخته جدايهگسترده هر   بر روي   ) هيدروكلرايد

 بـودن آن     مثبـت  اكـسيداز عنوان  ه   ب تيره آبيرنگ به سمت    
 ذوبدر آزمون  .)Schaad, 2001(  در نظر گرفته شدجدايه
 گرديـد تفاده   اس ـ ژلاتـين %  5 حـاوي  NAمحيط   از   ژلاتين

)Schaad, 2001(.  رشد در دماي توان آزمون براي oC41 و 
oC4، محـيط   ها بـر روي      جدايهNA        كـشت داده شـدند و 

 يـك   به مـدت   آزمايش در دماي مورد     جدايهتوان رشد هر    
 از ، لوانتوليددر آزمون . )Schaad, 2001( هفته بررسي شد

ــيط  ــشت مح ــاوي  NAك ــد %  5ح ــتفاده ش ــوكروز اس  س
)Schaad, 2001(  . از ها جدايه استفاده تواناييبراي بررسي 

                                                           
3- p-aminobenzoic acid  
4- Levan  
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.  استفاده شد  Ayer پايهمحيط  نوز از   بيقندهاي ترهالوز و آرا   
، كلـرور  )ليتـر  گـرم در  1 ( آمونيمشامل فسفات  محيط   اين

 گـرم در    2/0 ( منيـزيم ، سولفات   )ليتر گرم در    2/0 ( پتاسيم
 گـرم   12(گاروز  و آ %) 6/1 ليتر ميلي 1( بلو   تيمول، برم   )ليتر
 بوسـيله % 2/0بطور جداگانه در غلظـت       قندها. بود) ليتردر  
 و سـپس  استريل) رونيك م45/0( كردن با كاغذ صافي      فيلتر
در  ).Mac Faddin, 1980 (اضـافه شـدند   پايـه محـيط  بـه  

 گـرم و    8بـه مقـدار      NAمحـيط    از   ،نيتـرات  يياآزمون اح 
مقطـر   آب   ليتـر  يـك  گـرم در     1 بـه مقـدار      پتاسـيم  نيترات

  ).Mac Faddin, 1980 (استفاده شد
   ها جدايه ACC deaminase آنزيم فعاليت گيري اندازه

 Penrose ( يـك گل از روش پنروز و  منظوربدين
and Glick, 2003 (  هـر   روش ابتـدا  ايـن در . شـد اسـتفاده

 تـر يل  يل ـي م 20 يحـاو  يتـر يل  يل ـيم 50 ارلن   يك در يباكتر
ح يارلـن تلق ـ پس س ـ. گرديـد  حي تلقTSB ين غكشتمحيط 
 دور در 180بـا   ر  يكبـر روي ش ـ    سـاعت    24به مـدت    شده  

ــه ويدق ــان داده oC 28 ق ــد تك ــاه.ش ــررويك م50  آنگ از  ليت
 يليتـر  ميلـي  100 ارلـن   بـه   حاصـل  باكتريايي ونيسوسپانس
 و بـه مـدت      هگرديد منتقل   TSBمحيط   ليتر ميلي 30 حاوي

  يقـه و دمـا    ي دور در دق   180ر بـا    يك ساعت بر روي ش ـ    12
oC 28 ــرار ــمحتو ســپس . داده شــدق ــني ــه ات ارل ــه لول  ب

 g8000قه با سـرعت     ي دق 10 مدت   يو برا فوژ منتقل   يسانتر
 ســانتريفيوژپــس از  .گرديــدوژ يفيســانتر oC 4 يو در دمــا

 آنگـاه .  شـد  ريختهدور   ي، محلول روئ    ات لوله يكردن محتو 
 DFحداقل محيط  با  دو بار مانده در ته لولهي باقيها  سلول
پس از   . شد ريخته دور   روييمحلول    هر بار  و دنه شد شست
 5/7 در   سـانتريفيوژ      مانـده در تـه لولـه       ي بـاق  يها  سلول آن
 و كـل    ند شـد   حل DF يها  حداقل نمك محيط  تر از   يل  يليم

 .گرديـد منتقـل    اسـتريل  يليتـر  ميلـي  50ارلن  ات به   يمحتو
 كـه   ACC مولار   5/0محلول  تر از   يكرو ل ي م 45مقدار  پس  س

 فوق اضافه   ييايون باكتر يبه سوسپانس ،  ه بود ده ش ياز قبل ته  
 ساعت  24 مدت   ي برا ييايون باكتر يسوسپانس آنگاه. گرديد

داده قرار oC 30 ي دما دور در دقيقه و180 كر باي شي روبر
ون يسوسپانـس  سـپس  .م فوق القاء شـود    يت آنز ي تا فعال  شد
  ي و در دمـا    g8000قـه بـا دور      ي دق 10بـه مـدت      ييايباكتر

oC 4 ـ   و گرديد وژيفي سانتر   .شـد  ريختـه  دور   ي محلول روئ
 تـر از  يل  يلي م 5 با مانده در ته لوله      ي باق يها  سلول پس از آن  
Tris-HCl دو بـار شـسته      )6/7هـاش     پ( ك دهم مـولار   ي

 Tris-HCl تـر از  يل  يليك م ي فوق در    يها  سلولآنگاه   .شدند
 لولـه ات به   ي كل محتو   و حل )6/7هاش    پ( ك دهم مولار  ي
 مدت  ي برا  و گرديد  منتقل يتريل  يلي م 5/1 وژيفيكروسانتريم
محلــول ، و وژيفيســانتر و دمــاي g16000قــه بــا دور ي دق5

 مانـده در    ي بـاق  يها  سلول پس از آن     .شد ريخته  دور يروئ

 ـ Tris-HClتر از   يكرو ل ي م 600ته لوله در      ك دهـم مـولار    ي
 ميكروسـانتريفيوژ   لوله  به سپس. شدند معلق )5/8هاش    پ(

تر تولـوئن   يكرو ل ي م 30 فوق ييايون باكتر يسسوسپان محتوي
در ادامـه    .گرديد ورتكس    بشدت هي ثان 30 به مدت    واضافه  
  بطور جداگانـه    فوق سوسپانسيونتر از   يكرو ل ي م 200مقدار  

 ـ جد يتـر يل  يلي م 5/1 ميكروسانتريفيوژ لوله سهبه    منتقـل   دي
 لوله بعنوان شـاهد و دو لولـه بـراي دو تكـرار              يك( گرديد

 مقـدار   تعيـين  براي   نيز تريكرو ل ي م 100و) كتري با جدايههر
 20مقـدار   . oC4 در ( كنـار گذاشـته شـد    سـلولي  پروتئين

 هاي لوله  ازيك هر م مولار بهي نACCتر از محلول   يكرو ل يم
ــانتريفيوژ ــوي ميكروس ــر ازيكــرو لي م200 محت ــلولهاي ت س

  شده و سپس   ورتكس  لوله ها ابتدا   .شد  اضافه تولوئني شده 
گـراد   يدرجـه سـانت   oC 30 يقـه در دمـا  ي دق15 مدت يبرا

هر به   مولار   HCl 56/0تر  يل  يليك م ي آنگاه .شدند ينگهدار
ا  ب  درون هر لوله   ييمحلول نها  پس از آن     .گرديد اضافه لوله

قه بـا دور    ي دق 5 به مدت    شده و استفاده از ورتكس مخلوط     
g16000ك يــســپس  .شــد ســانتريفيوژ اتــاق ي و در دمــا
 ميكروسـانتريفيوژ   درون هـر لولـه     يحلول روئ تر از م  يل  يليم

 درون  ، مـولار  HCl 56/0 ازتـر   يكـرو ل  ي م 800برداشته و با    
كـرو  ي م صدي ـس .گرديـد  ورتكس   كوچكآزمايش   لوله   يك

 2/0محلـول   (ن  يدرازي ـل ئ ي ـتروفنين  ي د -2،4 محلـول تر از يل
  هربه)  مولار HCl 2ن در   يدرازيل ئ يتروفنين  ي د -2،4درصد  

 مـدت   ي بـرا   هرلوله اتي محتو .گرديد كس ورت ولوله اضافه   
پس از آن به محلول      .شد ينگهدار  oC 30 يقه در دما  ي دق 30
و مخلـوط     مـولار اضـافه    2 (NaOH)تـر سـود     يل  يلي م 2 فوق

در  نـور جـذب   ن هم مقـدار     يا در پا  .كنواخت شود ي تا   گرديد
 محلولهـاي   تهيـه بـراي    .گرديد  نانومتر قرائت  540طول موج   
 گيـري   انـدازه  براي .استفاده شد  كتوبوتيرات -اآلف ازاستاندارد  

 ,Bradford( از روش برادفـورد  نيـز   سـلولي پـروتئين مقدار 
  . استفاده شد) 1976
  بحث  وجينتا

 توزيـع  از يزان شـور ي ـ از نظر مخاكنمونه هاي  
متوسـط شـوري    .  و مناسبي برخـوردار بودنـد      پيوستهنسبتاً  

محـدوده آن    و    بر متـر   زيمنس  دسي 6 خاكهاي مورد مطالعه  
خاكهـاي مـورد   .  بودمتغير بر متر   زيمنس  دسي 11 تا   9/0از  

 كـه  خوبي برخوردار بودنـد      توزيع از   نيز pHمطالعه از نظر    
  EC، 1 جـدول  .بـود  متغيـر  1/8 تا 4/7محدوده آن از 

هاي خاك منتخـب     ونه گل اشباع نم   pHو   عصاره اشباع 
  .دهد ميرا نشان 

هـاي    ونـه نم هـا در    جمعيت كل بـاكتري   همچنين  
سـلول   9/5× 1010 تـا     8/1× 106خاك ريزوسفري كلزا از     

به عقيده ويپس   ). 1جدول(بود  به ازاي هر گرم خاك متغير       
)Whipps, 1990 (    اكثريــت جمعيــت ميكروبــي خــاك
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هاي گيـاه رابطـه هميـاري داشـته باشـند،             توانند با ريشه    مي
 1012  تا 109تواند حتي به بالاتر از        بطوري كه تعداد آنها مي    

اين فراواني در خاكهاي .  برسد ريزوسفريدر هر گرم خاك   
داراي پوشش گياهي بواسطه وجود مواد غـذايي در خـاك           
ريزوسفري است كه از طريـق ترشـحات ريـشه در اختيـار             

ايـن ترشـحات گيـاهي      . گيـرد   ها قـرار مـي      ميكروارگانيسم
هـاي گيـاه       ريـشه  يتوانند رشـد ميكروبـي را در نزديك ـ         مي

  ). Brimecombe  et al., 2001( ندتحريك نماي
با در نظر داشتن ويژگي توان بـالاي كلنيزاسـيون          

 از  بـاكتري   كلـوني  105 ها، تعـداد    ريشه در انتخاب باكتري   
 خاك ريزوسفري كلـزا بـصورت تـصادفي    رقت هاي بالاي  

 105نتيجـه كـشت ايـن       .  شـدند  سازي   و خالص  جداسازي
 ـACC   حاويDFمحيط حداقل  بر روي جدايه شان داد ، ن

  تنها بعنوانACC  جدايه داراي توان استفاده از 15كه فقط 
   . بودندمنبع نيتروژن

سوسپانـسيونهاي حاصـل از       جذب نور  2 جدول
و   DF + ACC  ,  DF  در سه محلول راها جدايهكشت اين 

 DF + (NH4)2SO4منـدرج در  جدايه15 .دهد ا نشان مي، ر 
 رشد كنند و    ACCد كه در محيط واجد      ن قادر بود  2جدول  

  . ها فاقد اين توانايي بودند بقيه جدايه
 DFمحـيط    هـا در    رشد قابل ملاحظه اين جدايـه     

 بعنوان شـاهد منفـي      DF در مقايسه با محلول      ACCحاوي  
  دارا  بـا  هـا   مي تواند حاكي از اين امر باشد كه ايـن جدايـه           

ــودن ــزيم ب ــد  ACC deaminase آن ــسته ان  را ACC توان
ــدروليز و از آن ــد  هي ــتفاده كنن ــروژن اس ــع نيت ــوان منب   بعن

)Jacobson et al., 1994(. آنـزيم   وجودACC deaminase 
 محرك رشد گياه و همچنين      يها  در تعداد زيادي از باكتري    

 Jia et( شـده اسـت   گـزارش قارچها  رها ومتعدادي از مخ
al., 2000; Minami et al., 1998; Shah et al., 1998 .(

تلقيح DF شود محلول   مشاهده مي2همانطور كه در جدول 
ها كه فاقد هر گونه نيتـروژن بـود نيـز داراي              شده با جدايه  

  مـي توانـد     ايـن  كهمقداري هر چند كم جذب نوري است        
بـه  . باشـد هـا در ايـن محلـول          نشان از رشد محدود جدايه    

) Jacobson  et al., 1994(عقيـده جاكوبـسون و همكـاران    
 از اسـتفاده بـاكتري از       اين رشد محدود ممكن است ناشـي      

 DF محلول    جدايه به  محيط كشتي باشد كه در هنگام تلقيح      
همچنـين  . همراه با سوسپانسيون باكتري منتقل شـده اسـت        

كاتابوليسم برخي از متابوليتهاي سلولي نيز ممكن اسـت در          
  .اين امر نقش داشته باشند

 داراي تـوان توليـد آنـزيم        يهـا   شناسايي جدايـه  
ACC deaminaseــ ــاي   بـ ــايج آزمونهـ ــتفاده از نتـ ا اسـ

ميكروسكوپي، فيزيولوژيكي و بيوشيميايي مندرج در كتاب       
Bergeyــاكتري.  انجــام گرفــت هــا  در ابتــدا مورفولــوژي ب

ها به شكل باسـيل       بررسي و مشخص گرديد كه تمام جدايه      
آميـزي گـرم و آزمـون         همچنين رنـگ  . يا كوكوباسيل بودند  

KOH جهـت  . بودنـد   ها گرم منفي      ان داد كه كليه جدايه     نش
 انجـام   O/Fمشخص نمودن مسير بعدي شناسـايي، آزمـون         

و نه  (ها متابوليسم تنفسي      شد كه نتيجه آن براي همه جدايه      
لـذا  . هـا بـود     و نشانه هوازي بـودن ايـن بـاكتري        ) تخميري
 Gram negative aerobic (O+F-) rodهـا در گـروه    جدايه

and cocci  سـپس آزمونهـاي بعـدي جهـت     .  قرار گرفتنـد
ها انجام گرفت كه ابتدا شامل آزمونهاي         تعيين جنس جدايه  

رشد بـر روي   تثبيت نيتروژن، رشد بر روي محيط اتانول و
نشان داد كـه هـيچ    نتايج.  بودYMA + Congo red محيط 

ها توانايي تبـديل اتـانول بـه اسـيد اسـتيك و              يك از جدايه  
از طـرف ديگـر چـون       . تروژن را نداشتند  همچنين تثبيت ني  

رنـگ  YMA هـا در ابتـداي رشـد در محـيط      تمـام جدايـه  
جذب كردند لذا احتمال قـرار گـرفتن آنهـا در بـين             كنگورد را   

در ضــمن . هــاي مختلــف ريزوبيــومي وجــود نداشــت جــنس
هـا و     ها و بخصوص مرفولـوژي كلنـي        هاي رشد جدايه    ويژگي

هـا را در      قرار گـرفتن جدايـه    ترتيب قرار گرفتن سلولها احتمال      
 Lampropedia , Janthinobacterium , Serpensهـاي    جـنس 

  هـا    با توجه به دماي مناسب بـراي رشـد جدايـه          . نيز منتفي كرد  
)oC 28(              عدم نياز آنها به درصد بالاي نمك براي رشـد و نيـز ،

خـاك زراعـي بـا    (ها از آن جدا سازي شدند   محيطي كه باكتري  
، احتمـال قـرار     )هاي غرقاب و بـاتلاقي       زمين تهويه خوب و نه   

ــه ــرفتن جدايــ ــا در جــــنس گــ ــاي هــ  و  Thermus  هــ
Thermomicrobium هـــاي مربـــوط بـــه  و نيـــز جـــنس

 را Methylococaceaeو    Halobacteriaceae هاي خانواده
هـا و در      با عنايت به متحـرك بـودن جدايـه        . منتفي ساخت 

هـا    رشد جدايه ضمن عدم نياز آنها به آب دريا جهت رشد،          
 حــاوي اســيدهاي آمينــه و DFهــاي پايــه  بــر روي محــيط
ــي   ــيدهاي آل ــارات و   (اس ــالات، فوم ــات، م ــتات، لاكت اس

مورد بررسي قـرار گرفـت و از آن جهـت كـه             ) ساكسينات
ها از نمكهاي اسيدهاي آلـي موجـب قليـايي            استفاده جدايه 

ها توانـايي رشـد در    شدن محيط كشت نگرديد و نيز جدايه      
ــذا تمــامي جدايــه6/3پــي اچ  هــا در جــنس   را نداشــتند ل

Pseudomonas   در مرحلـه بعـدي و پـس از         .  قرار گرفتنـد
 King ها بر روي محـيط  بررسي خاصيت فلورسنت جدايه

B    هــا در گــروه   ، مــشخص گرديــد كــه كليــه جدايــه
براي تعيين گونـه    . گيرند  سودوموناسهاي فلورسنت قرار مي   

ه توســط بوســيس و هــا از آزمونهــاي پيــشنهاد شــد جدايــه
با توجـه بـه   . استفاده شد) Bossis  et al., 2000(همكاران 

 ارائـه شـده   3نتايج آزمونهاي تعيـين گونـه كـه در جـدول       
ــه  ــه جداي ــه   اســت، هم ــا بجــز جداي ــوان48ه    تحــت عن

P. fluorescens بـا وجـود دارا   48جدايه . نامگذاري شدند 
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كه قـادر بـه   بودن واكنشهاي كاتالاز و اكسيداز، به اين دليل        
 نامگذاري شـد  P. cichoriiهيدروليز آرژنين نبود ابتدا بنام 

ولي چون آزمونهاي بعدي بر روي اين جدايه ماننـد رشـد            
ــاي  ــوان از  oC4 در دم ــشكيل ل ــايي ت ــين، توان ، ذوب ژلات

كتـاب    نيترات با نتايج منـدرج در      يسوكروز و آزمون احيا   
ذا جدايـه   سيستماتيك باكتريولوژي برگي مطابقت نداشت ل     

  . معرفي گرديد.Pseudomonas spمذكور به صورت 
 ,.Suslow  et al(به عقيـده ساسـلو و همكـاران    

 ها عمدتاً شـامل     PGPR آزادزي مفيد يا     يها  باكتري) 1982
سودوموناسهاي فلورسنت هـستند كـه پتانـسيل بـالايي در           

همچنين برخي تحقيقـات    . كلنيزه كردن ريشه گياهان دارند    
ع باكتريايي محيط ريشه گياهان نيز نشان داده        بر روي جوام  

ــي از      ــش مهم ــنت بخ ــهاي فلورس ــه سودوموناس ــد ك ش
ــاكتري ــي    بـ ــشكيل مـ ــفري را تـ ــاي ريزوسـ ــد هـ  دهنـ

)Vlassak  et al., 1992;  Benizri  et al., 1998  .(   
بهرحال همانطور كه نتايج تحقيـق حاضـر نـشان          

لزا از  دهد غالب سودوموناسهاي جدا شده از ريزوسفر ك         مي
يـك   P. fluorescens. گونه سودوموناس فلورسنس بودنـد 

باكتري فراوان و رايج خاك و ريزوسفر است كه سيدروفور          
. كنـد  فلورسنسي بنام پيووردين يـا سـودوباكتين توليـد مـي          

توليد اين سيدروفور مشخـصه سودوموناسـهاي فلورسـنت         
  ). Abdallah, 1991( است

 قـادر  يهـا   پس از شناسايي جنس و گونه جدايـه       
 و بـه منظـور انتخـاب    ACC deaminaseبـه توليـد آنـزيم    

ها مورد سنجش     هاي برتر، فعاليت اين آنزيم در جدايه        سويه
 يـك آنـزيم چنـد واحـدي     ACC deaminase. قرار گرفت

 كيلـو   42 تـا    35است كه جرم ملكولي هر واحد آن حدود         
ايــن آنــزيم از طريــق بــاز كــردن حلقــه . باشــد دالتــون مــي

پروپان و جدا كردن گـروه آمـين، سوبـستراي خـود            سيكلو
 و آمونيــاك تجزيــه  كتوبــوتيرات–آلفــا را بــه ACCيعنــي 

 تمايل يك آنزيم بـه سوبـستراي خـاص          بطور كلي . كند  مي
، بيش از آنكه نشان دهنده شدت اتـصال بـين           )Kmمقدار  (

آنــزيم و سوبــسترا باشــد، مــنعكس كننــده ســرعت تبــديل 
 بـه   ACC براي اتـصال     Kmدار  مق. سوبسترا به آنزيم است   

ACC deaminaseچنـــدين يهـــاي آنزيمـــ  در عـــصاره 
 تعيـين گرديـده و      5/8ميكروارگانيسم مختلـف در پـي اچ        

 4/17 تــا  5/1اي از   در دامنــهKmمــشخص شــده كــه   
دهـد    نـشان مـي  Kmاين مقدار كم   . كند  مولار تغيير مي    ميلي

 و خاصـي بـراي   زيـاد  تمايـل  ACC deaminaseكه آنـزيم  
ACCاز طرف ديگر چون آنزيم .  نداردACC oxidase   كـه

كنـد نـسبت بـه آنـزيم           را كاتاليز مي   ACCتشكيل اتيلن از    
ACC deaminase     تمايل خيلي بيـشتري بـراي اتـصال بـه 

ACC دارد لذا تنها راهي كه از طريق آن ACC deaminase 

 داشته باشـد و بـه   ACC oxidaseتواند رقابت موثري با  مي
ث كاهش سطح اتيلن در گياه شود اين است كـه           تبع آن باع  

 تـا  100حـدود  ( خيلـي بيـشتري   ACC deaminaseمقدار 
اين .  توليد شودACC oxidaseنسبت به مقدار )  برابر1000

 كـه يـك   ACC oxidaseمسئله دور از واقع نيـست چـون   
آنزيم القا شده است بطور طبيعـي در بافتهـاي جـوان و در              

مقـدار خيلـي كـم وجـود دارد         شرايط بدون تنش فقط بـه       
)Glick, 2005.( گيـري كمـي    رسد انـدازه  بهر حال بنظر مي

 و به عبارت ديگر تعيـين فعاليـت   ACC deaminaseآنزيم 
توانـد در   هـا احتمـالاً مـي     جدايـه ACC deaminaseآنـزيم  

 جهـت اسـتفاده در توليـد مايـه تلقـيح          برتر  انتخاب جدايه   
  . مفيد واقع شودمحرك رشد گياه

 بـه دو  ACC deaminaseر كلي فعاليـت آنـزيم   بطو
 –آلفـا  گيـري غلظـت    از طريـق انـدازه  -1. شود  طريق تعيين مي  

) ACC(كتوبوتيرات توليد شده حاصل از اثر آنزيم بر سوبـسترا           
گيـري     از طريـق انـدازه     -2. در واحد پروتئين سلولي در ساعت     

غلظت آمونياك توليد شده حاصـل از اثـر آنـزيم بـر سوبـسترا               
)ACC (    در ايـن تحقيـق       سـاعت  در واحد پروتئين سلولي در

هـا بـر طبـق روش      جدايـه ACC deaminaseفعاليت آنزيم 
و از طريـق  ) Penrose and Glick, 2003(پنـروز و گليـك   

كتوبوتيرات توليـد شـده بـر واحـد         -آلفاگيري غلظت     اندازه
مقـادير فعاليـت    .پروتئين سلولي در سـاعت انجـام گرفـت       

 . آمده اسـت 4ها در جدول   جدايهACC deaminaseآنزيم 
  دهنــد، فعاليــت آنــزيم   همانطوركــه نتــايج نــشان مــي   

ACC deaminase    هـاي مـورد     توليـد شـده توسـط جدايـه
ــوده و  ــاوت ب ــايش متف ــهآزم ــا 43/1 از اي  در دامن  17/8 ت

گـرم در سـاعت تغييـر         ميلي  كتوبوتيرات بر  –آلفاميكرومول  
 بين فعاليت آنزيم     همچنين تعيين ضريب همبستگي    .كرد  مي

ACC deaminaseها با سرعت رشد آنهـا در محـيط     جدايه
 به عنوان تنها منبع نيتروژن نشان داد كـه هـيچ            ACCواجد  

از . داري بين اين دو پـارامتر وجـود نـدارد           همبستگي معني 
گيري كـرد كـه انتخـاب سـويه           توان چنين نتيجه    اين رو مي  

توانـد    نمـي  ACC deaminaseبرتر از نظر فعاليـت آنـزيم   
ــاكتري در محــيط واجــد    ACCبراســاس ســرعت رشــد ب

 فقـط   ACCرشد بـاكتري در محـيط واجـد         . صورت گيرد 
تواند معياري براي تـشخيص وجـود ايـن آنـزيم در              مي

  . باكتري باشد
 توسـط برخـي   ACC deaminaseفعاليت آنـزيم  

هـاي خـاك ريزوسـفري و         محققين در تعـدادي از بـاكتري      
   نــوتركيبي كــه ژن يهــا بــاكتريهمچنــين تعــدادي از  

ACC deaminase    را دريافت كرده بودنـد تعيـين گرديـده 
 ,Belimov et al., 2001 , 2005;  Grichko & Glick(اسـت  

2001;  Ma  et al., 2003a , 2003b;  Shah  et al., 1998  .(  
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Ma و همكــاران )Ma et al., 2003a ( فعاليــت
ــزيم   P. putida باكترهــــاي ACC deaminaseآنــ

ATCC17399/PRKACC   )   تهيـه شـده ازAmerican Type 
Culture Collection(  ،Enterobacter cloacae strain UW4 

ــادا    ( ــو كان ــي در واترل ــاه ن ــفر گي ــده از ريزوس و ) جداش
Enterobacter cloacae strain CAL2) ــدا ــده از  ج ش

تعيين و بترتيب    را)  آمريكا يزوسفر گياه پنبه در كاليفرنيا    ير
ــادير  ــول6/3 و 2/5 ، 8/3مق ــا ميكروم ــوتيرات – آلف  كتوب
 در تحقيـق    .گرم پروتئين در ساعت گـزارش كردنـد         برميلي

  فعاليــتگيــري حاضــر نيــز نتــايج بدســت آمــده از انــدازه
ACC deaminaseهاي فوق همخواني دارد ها با داده  جدايه .

 يدر تحقيق ـ) Ma  et al., 2003b(همكاران  وMa  همچنين
   ســويه از4 را در ACC deaminaseليـت آنــزيم   فعاديگـر 

 R. leguminosarum  bv. viciae  گيـري نمـوده و    انـدازه
ــادير  ــول 43/0 و 93/0 ، 78/0 ، 06/1مقـ ــا ميكرومـ  –آلفـ

بـه  . گـزارش كردنـد   گرم در سـاعت را        كتوبوتيرات برميلي 
دامنه وسيعي از سطح فعاليـت  ) Glick, 2005( عقيده گليك

ــزيم  ــسم ACC deaminaseآن ــين ميكروارگاني ــا  در ب  يه
بطـوري  )  برابـر  100بيش از   ( وجود دارد    يز  خاكمختلف  
را در دو گـروه فرضـي    هـا  ميكروارگانيـسم اين توان  كه مي

 بــالايي يكــه داراي فعاليــت آنزيمــگروهــي  -1. قــرار داد
 پـائيني   يكـه از سـطح فعاليـت آنزيم ـ       گروهـي    -2. هستند

 بـالايي   يفعاليت آنزيم هايي كه     ميكروارگانيسم. برخوردارند
دارند معمولاً بطور غير اختـصاصي بـه سـطوح بـسياري از             

ــي   ــصل م ــان مت ــوند گياه ــامل    . ش ــراً ش ــروه اكث ــن گ اي
فيت هـا    ريزوسفري، فيلوسفري و انـدو     يها  ميكروارگانيسم

 يك آبكش براي كاهش سـطح        مانند توانند   كه مي  مي باشند 
ACC         فـزايش   آن ا   يي كه متعاقب وقوع تنش بر گياه توليـد
هايي كـه بيـان آنـزيم در          ميكروارگانيسم.  عمل كنند  يابد  مي

  يـا  وند و ش ـمي  آنها كم است فقط به گياهان خاصي متصل         
. گـردد   مـي  بيـان    از گياه  فقط در بافتهاي خاصي      ژن مربوطه 

ها در مجمـوع سـطح اتـيلن در گيـاه را              اين ميكروارگانيسم 
. شـوند    مانع افزايش موضعي اتيلن مي     وليدهند    كاهش نمي 

 در  نفـوذ . ها هـستند    از ريزوبيوم ) نه تماماً (اين گروه عمدتاً    
ها باعث افزايش جزئي       توسط ريزوبيوم  تشكيل گره  و   ريشه

 از اين رو فقط مقدار كمي از        شود و    مي سطح اتيلن در گياه   
فعاليت آنزيم براي ممانعـت از افـزايش سـطح اتـيلن نيـاز              

  .خواهد بود

 مـورد   يهـا   جدايـه با توجه به گروه بنـدي فـوق         
هـايي قـرار      آزمايش در اين تحقيق در گروه ميكروارگانيسم      

از ايـن   .  بالايي برخوردارنـد   يگيرند كه از فعاليت آنزيم      مي
هـا بتواننـد بطـور غيـر          رود كـه ايـن جدايـه        رو انتظار مـي   

اختصاصي به سطوح ريشه انواعي از گياهان متصل گرديده         
تـيلن در گيـاه و     و متعاقب اعمال تنش باعث كاهش سطح ا       

  .نتيجتاً كاهش اثرات مضّر تنشهاي محيطي شوند
در كشور ما خاكهاي شور و لـب شـور فراوانـي            
وجود دارند كـه هـم اكنـون در توليـد برخـي محـصولات               

  كلــزا . گيرنــد زراعــي ماننــد كلــزا مــورد اســتفاده قــرار مــي
)napus L. Brassica (  از جمله گياهان روغني است كـه از

 گندم مي باشـد     اشوري تا حدودي مشابه ب    حيث تحمل به    
)Adolphe, 1980 .( ليكن درصد كاهش عملكرد آن پس از

حد آستانه، نسبت به گياهاني كـه آسـتانه تحمـل مـشابهي             
كـشت  ). Mass and Haffman, 1977(دارند شديدتر است 

تـنش بـر گيـاه و كـاهش          كلزا در اراضي شور باعث اعمال     
 مبـارزه بـا آن از عمـده          و  شوري تنش. شود   مي  آن عملكرد

مسائلي است كه بشر از هزاران سال پـيش تـا كنـون بـا آن         
 يتوان آن را يك ـ     دست به گريبان بوده است، بطوري كه مي       

 توليـد   بـراي  اراضـي     اسـتفاده   كاهش قابليت   اصلي از علل 
 در شـرايط كـشت كلـزا در         .محصولات كشاورزي دانست  

هـايي    به سويهخاكهاي شور با توجه به اينكه در اين تحقيق  
ايـم كـه    دست يافتـه  ACC deaminase با توان توليد آنزيم

تـوان     بالايي هستند، بنابر اين مي     ياكثراً داراي فعاليت آنزيم   
چنين انتظار داشت كه كاربرد آنها بـه عنـوان مايـه تلقـيح،              
بتواند در كاهش سطح اتيلن در گياهان و بويژه در شـرايط            

كـاهش اثـرات    عاقبـاً در كشت كلزا در خاكهـاي شـور و مت        
همچنين تعلـق   . زيانبار اين قبيل تنشهاي محيطي موثر باشد      

هـا بـه گـروه سودوموناسـهاي فلورسـنت كـه از               اين سويه 
قدرت استقرار در ريزوسفر و پتانـسيل كلنيزاسـيون بـالايي           

دهد كه در صورت اسـتفاده از         يبرخورداراند اين نويد را م    
هـا بـه خـوبي بتواننـد در           يهآنها بعنوان مايه تلقيح، اين سو     

ريزوسفر گياهان و بخصوص كلزا مستقر شده، بذر و ريشه          
بهر حال هر گونه اظهار نظـر قطعـي در          . آنها را كلنيزه كنند   

و از جملـه      موارد فوق منوط به انجـام تحقيقـات تكميلـي           
  .اي است آزمايشات گلخانه
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   مورد مطالعههاي  خاكييكولوژي و بيييامي برخي مشخصات ش-1جدول
  شماره

 نمونه خاك
EC  

dS.m-1 pH 
 هاي ريكل باكتت يجمع

 زوسفريير

1  6/4 8 108 ×2/1  
2  5/2  8    109 ×7/9  
3  3/7  6/7  108 ×8  
4  9/9  5/7  108×2/ 7  
5  6/9  4/7  1010 ×5/4  
6  5/6  6/7  107×3/ 7  
7  5/4  9/7  1010 ×5/1  
8  3/7  7/7  107×2/ 6  
9  1/7  5/7  107×1/ 2  
10  6/5  1/8  107 ×9/6  
11  1/3  8  106 ×8/1  
12  5/2  8  109 ×7/2  
13  2/2  2/8  107 ×9/1  
14  ۹/۷  ۸/۷  109 ×2/2  
15  ۵/۳  ۹/۷  ۱۰۷ ×۵/۴  
16  ۲/۵  ۸  ۱۰۷ ×۵/۲  
۱۷  ۹/۳  ۸/۷  ۱۰۷ ×۳/۷  
۱۸  ۱۱  ۶/۷  ۱۰۷×۲/ ۸  
۱۹  ۸/۱  ۱/۸  ۱۰۶ ×۵/۲  
۲۰  ۹/۰  ۸  1010 ×9/5  
۲۱  ۳/۲  ۵/۷  107 ×3/2  

  
  
 

  هاي داراي جذب نور محلولهاي تلقيح شده با جدايه مقادير – 2جدول
  نانومتر405مقدار جذب قرائت شده در 

 شماره خاك
شماره 
 جدايه

DF D F+ ACC DF + (NH4)2SO4 

1  
2  
6  
6  
9  
10  
12  
13  
14  
14  
15  
16  
17  
18  
20 

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

271/0  
272/0  
343/0  
319/0  
319/0  
354/0  
288/0  
314/0  
297/0  
336/0  
333/0  
224/0  
293/0  
235/0  
239/0 

672/0  
151/2  
831/1  
816/1  
350/2  
035/2  
155/2  
695/1  
726/1  
814/1  
940/1  
805/1  
739/1  
781/1  
755/1 

040/3  
043/3  
945/2  
957/2  
065/3  
953/2  
901/2  
880/2  
036/3  
041/3  
056/3  
907/2  
049/3  
985/2  
181/3 
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   گونهيك منتخب جهت تفكيها جدايه ييياميوشيي بها  آزموننتايج – 3جدول 
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P. fluorescens strain RA2 +  +  +  +  -  +  +  +  +  +  +  
P. fluorescens strain RA6 +  +  +  +  -  +  +  +  +  +  +  
P. fluorescens strain RA26 +  +  +  +  -  +  +  +  +  +  +  
P. fluorescens strain RA29 +  +  +  +  -  +  +  +  +  +  +  
P. fluorescens strain RA45 +  +  +  +  -  +  +  +  +  +  +  
Pseudomonas sp.strainRA48 +  -  +  +  -  +  +  +  +  +  +  
P. fluorescens strain RA58 +  +  +  +  -  +  +  +  +  +  +  
P. fluorescens strain RA62 +  +  +  +  -  +  +  +  +  -  +  
P. fluorescens strain RA67 +  +  +  +  -  +  +  +  +  +  +  
P. fluorescens strain RA68   +  +  +  +  -  +  +  +  +  +  +  
P. fluorescens strain RA71   +  +  +  +  -  +  +  +  +  +  +  
P. fluorescens strain RA77    +  +  +  +  -  +  +  +  +  +  +  
P. fluorescens strain RA82   +  +  +  +  -  +  +  +  +  +  +  
P. fluorescens strain RA88   +  +  +  +  -  +  +  +  +  +  +  
P. fluorescens strain RA99   +  +  +  +  -  +  +  +  +  -  -  

  
  
  

   منتخبيها جدايه   ACC deaminase آنزيم فعاليت مقدار – 4جدول 
   فعاليت

ACC deaminase  
(µmoles .mg -1.h-1) 

 سويه

45/3  P. fluorescens strain RA2  
58/3  P. fluorescens strain RA6 
10/2  P. fluorescens strain RA26 
۱۷/۸  P. fluorescens strain RA29 
47/2  P. fluorescens strain RA45 
25/4  Pseudomonas sp strain RA48 
43/1  P. fluorescens strain RA58 
48/1  P. fluorescens strain RA6 
45/4  P. fluorescens strain RA67 
37/2  P. fluorescens strain RA68 
33/4  P. fluorescens strain RA71 
61/4  P. fluorescens strain RA77 
56/3  P. fluorescens strain RA82 
66/3  P. fluorescens strain RA88 
91/1  P. fluorescens strain RA99 
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