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  چكيده
به آفات  افزايش مقاومت ،موجب تحريك رشد گياه پلاست گياهانآپوپلاست يا سيمي هااندوفيت

هاي موجود در هدف از مطالعه حاضر شناسايي اندوفيت شوند.مي ها و بهبود شرايط رشدي گياهتنش و
براي اين  باشد.ها در خصوصيات رشد گياه ميزبان ميزستان و بررسي تاثير آنن خواشش رقم برنج است

ها هاي موجود در آناندوفيت LBتهيه و با تلقيح به محيط  شده استريلبذرهاي  ازسوسپانسيوني منظور 
ها در تثبيت ازت، توليد اكسين و حل كردن فسفات توانايي اين جدايهجداسازي و تعيين هويت شدند. 

هاي مورفولوژيك بر شاخصاز آن هاي جداسازي شده بذرهاي رقم چمپا با اندوفيتاثر تيمار  .شد جيدهسن
هاي باسيلوس، استافيلوكوكوس و هفت اندوفيت از جنس. در نتيجه اين تحقيق شدو فيزيولوژيك ارزيابي 

 انحلال فسفات و بيشترين باكتري اروينيا قادر به تثبيت نيتروژن وشش رقم برنج جداسازي شد.  ازاروينيا 
اندام هوايي و  افزايش وزن تر و خشكموجب داري با اروينيا به طور معني گياه تيمار. بوداكسين توليد 
داري را گرديد. همچنين ميزان اكسين اختلاف معني هاي كشندهرتراكم تاطول اندام هوايي و افزايش  ،ريشه

  bو همچنين كلروفيل  aن تيمارهاي مختلف در ميزان كلروفيل داري بيتفاوت معني .با گروه شاهد نشان داد
اي ربيشتري نسبت به تيمارهاي دا bو كلروفيل  aتيمار فاقد اندوفيت ميزان كلروفيل  مشاهده نشد و

تيمار فاقد اندوفيت بيشترين ميزان كاروتنوئيد را نسبت به ساير كه حالياندوفيت توليد كرده بودند. در 
به عنوان يك  ي اروينياتوان بر اساس نتايج اين تحقيق پيشنهاد داد كه باكتردر نهايت مي .كرد توليدتيمارها 

اندوفيت تاثير قابل توجهي در افزايش عملكرد گياه برنج رقم چمپا دارد و باعث بهبود خصوصيات اساسي 
  .شوداين گياه مي
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   مقدمه
 Plant)هاي محرك رشد گياهباكتري

growth promoting bacteria: PGFR)  گروه
هستند كه در ريزوسفر  هاييوسيعي از باكتري

هاي مختلف سبب دارند و از راهر گياهان حضو
شوند. گروهي از افزايش و تحريك رشد گياه مي

وند شمي ها وارد گياهها به نام اندوفيتاين
)Rosenblueth and Martinez- Romero, 

- ها بدون ايجاد آسيب). اين ميكروارگانيسم2006

هاي ظاهري و آشكار، در فضاي آپوپلاست يا 
 Gimenz etكنند (سيم پلاست گياهان رشد مي

al., 2007فوايد فوق هاي همزيست ). باكتري
ها و مختلفي از قبيل افزايش مقاومت به تنش

آورند شدي گياه را بوجود ميبهبود شرايط ر
)Hallmann et al., 1997 اين رابطه زندگي .(

كند ولي متعادلي را بين گياه و اندوفيت فراهم مي
اي به نفع اندوفيت اگر شرايط محيطي به گونه

تغيير كند، اندوفيت حالت پاتوژن به خود گرفته و 
 ,.Aly et al( تعادل به هم مي خورد وضعيت

-هاي اندوفيت بر خلاف باكتريباكتري .)2010

به دليل سكونت در هاي موجود در ريزوسفر 
زاي زيستي بافت گياه ميزبان در برابر عوامل تنش

و غير زيستي مورد حمايت قرار مي گيرند 
)Rosenblueth and Martinez- Romero, 

اي اندوفيت بسيار ه). البته تنوع باكتري2006
 Manoباشد (هاي ريزوسفر ميكمتر از باكتري

and Morisaki, 2008.( ها به واسطه اندوفيت
ئيدي و نيز تركيبات الوتوليد تركيبات آلك

توانند موجب تحريك رشد گياه ضدباكتريايي مي
، Gao et al., 2010و افزايش ميزان محصول (

Gimenz et al., 2007 ; Rosenblueth and 

Martinez- Romero, 2006 ،( افزايش مقاومت
توليدي  طبيعي موادها به دليل ر برابر تنشگياه د
 ;Rasmussen et al., 2008ها (اندوفيت توسط

Varma et al., 2003زا و ) مقابله با عوامل بيماري
 ,.Hinsvark et al., 1953; Gao et alآفات گياه (

) شوند. قابليت تحريك رشد گياه ميزبان از 2010
ت. اين سپذير اها امكاندو طريق توسط اندوفيت

ها از طريق افزايش قابليت دسترسي گياه باكتري
، تثبيت )Gao et al., 2010(غذايي  ميزبان به منابع

نيتروژن، انحلال برخي عناصر ضروري غيرقابل 
 Rosenbluethميزبان مثل فسفات (براي دسترس 

and Martinez- Romero, 2006يد ) و يا تول
آهن  دن جذبرسيدروفورها به منظور بالاتر ب

از سوي ديگر قادر به توليد برخي  .كنندعمل مي
 Rodriguesها به ويژه اكسين هستند (فيتوهورمون

et al., 2000تحريك  ) و به اين صورت موجب
هاي تثبيت ندوفيتا شوند.رشد گياه همزيست مي

ن بخش كوچكي از كل جمعيت كننده نيتروژ
دهند و افزايش جمعيت ها را تشكيل مياندوفيت

ها در گياهان جهت تثبيت نيتروژن مورد توجه نآ
هاي قرار گرفته است. در گياه برنج اندوفيت

تثبيت كننده نيتروژن در بذر، ساقه و ريشه برخي 
 Mano and( از ارقام برنج يافت شده است

Morisaki, 2008(. هاي حل كننده فسفات باكتري
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از طريق توليد اسيدهاي آلي گوناگون فسفات غير 
 Kim( كنندول را به شكل محلول تبديل ميمحل

et al., 1998ها به به همين دليل از اين باكتري )؛
 Mehtaشود (عنوان كودهاي زيستي استفاده مي

and Nautiyal, 2001 تحقيقات نشان داده است .(
حل كننده هاي كه تلقيح بذرهاي برنج با باكتري

طول ريشه  ،تفسفافسفات سبب افزايش غلظت 
 ن خشك اندام هوايي اين گياه شده استو وز

)Amou Aghaee  and Mostaajeran, 2007(.  
هاي گياهي اندوفيت ها با توليد هورمون

محرك رشد مثل ايندول استيك اسيد و يا 
هاي گياهي ممانعت ممانعت از توليد هورمون

لن موجب رشد گياه ميزبان يكننده از رشد مثل ات
بات شده است كه . اث)Vessey, 2003( شوندمي

هاي ريزوسفر و همزيست با گياهان نسبت باكتري
ها تمايل بيشتري براي توليد به ساير باكتري
ترشح  آن يدهند كه علت عمدهاكسين نشان مي

ها از ريشه گياه سوبستراي مناسب اين هورمون
. حتي )Shahab et al., 2009( باشدميزبان مي

چندين نوع  ا قادر به توليدهبرخي از باكتري
 ,.Feng et alهورمون در گياه ميزبان هستند (

ات نشان داده شده است كه ). در مطالع2006
ها اثرات مستقيمي بر خصوصيات اندوفيت

از جمله موجب  ؛ولوژيك گياه ميزبان دارندفمور
افزايش وزن ريشه، طول ريشه، ميزان تار كشنده، 

ج نياشغال ، )Vessey, 2003( توسعه و رشد ساقه
 مقاومت برقراري رابطه فوق انگلي و ،اكولوژيكي

توليد با ها به طور مستقيم (در برابر پاتوژن گياه

يدها، آلكالوئيدها، تركيبات ئها، ترپنوآنتي بيوتيك
هاي ليزكننده ماتيك، پلي پپتيدي و توليد آنزيمآرو

غير مستقيم (از طريق تحريك گياه و ها) پاتوژن
ي داراي خاصيت ضد هابراي سنتز متابوليت

تاكنون  ).Gao et al., 2010شوند (ميپاتوژني) 
ها بيشتر بر روي اكثر مطالعات روي اندوفيت

مطالعاتي  .گياهان مناطق معتدل متمركز شده است
داده گياهان گرمسيري انجام شده نشان يكه رو

هاي اين گياهان نسبت به مناطق است كه اندوفيت
سبت به ميزبان خود تر هستند اما نمعتدل غني

 ,.Gimenez et al( كنندكمتر اختصاصي عمل مي

 حال حاضر محققين در تلاش هستنددر  ).2007
هايي را شناسايي كنند كه علاوه بر اندوفيت

هاي د برترينن با گياه مورد نظر بتوانسازگار بود
ژنها يا افزايش قابليت مقاومت به پاتو نظير زيستي

. به اين باعث شوند ژن و فسفر راجذب نيترو
ترتيب ميزان استفاده از سموم و كودهاي شيميايي 

ها با اشكالاتي همراه است كاهش كه مصرف آن
يكي از مناطق ن ااستان خوزست خواهد يافت.

هاي مختلف برنج در آن گرمسيري است كه رقم
شود. هدف از مطالعه حاضر شناسايي كشت مي
ن ااستهاي موجود در شش رقم برنج اندوفيت

ها در خصوصيات خوزستان و بررسي تاثير آن
رقم چمپا از ارقام  باشد.مي برنج رقم چمپارشد 

كيفي استان خوزستان مي باشد و عمدتا در 
نواحي كوهستاني و شمال شرقي استان به روش 

شود. اين رقم از نظر كشت نشايي كشت مي
مورفولوژيكي از ارقام پا بلند و كم سنبله مي باشد 
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ز كودپذيري كم برخوردار است و از نظر طول و ا
دانه جزء ارقام دانه متوسط مي باشد و هر ساله در 

  شود.هكتار كشت مي 7500 -8000سطح 
  

  مواد و روش ها
شش رقم برنج موجود در خوزستان شامل 

قرمز، دانيال، هويزه، حمر و گرده  يچمپا، عنبور
رامهرمز از بخش تحقيقات برنج مركز تحقيقات 

. سلامت بذرها وشاورزي استان خوزستان تهيه ك
به منظور جداسازي  توسط مركز فوق تاييد شد.

ها ابتدا استريليزاسيون سطح بذرها به اندوفيت
اي كه وش زير انجام شد. شلتوك برنج به گونهر

به جنين آن آسيبي نرسد جداسازي شد. پس 
درصد قرار داده و  70ثانيه در اتانول  30بذرها 
در  ورتبه با آب مقطر استريل شستشو چند م

كلريت سديم دقيقه در هيپو 10مرحله بعد بذرها 
ور شدند. سه مرتبه شستشوي درصد غوطه 5

آب حاصل از و  انجاماستريل  بذرها با آب مقطر
شستشوي سوم جمع آوري شد. بذرها داخل 

 ,.Bric et al( هاون چيني استريل خرد شده

1991; Rasmussen et al., 2008(  و در محيط
تلقيح شد. همزمان  (LB)كشت مايع لوريا برتاني 

از آب حاصل از مرحله سوم شستشو نيز روي 
آگار كشت تهيه شد. هر دو محيط  LBمحيط 

درجه  37كشت پنج شبانه روز در انكوباتور 
گراد قرار داده شد. پس از انكوباسيون و سانتي
ز محيط كشت جامد، اشدن رشد باكتري در  منفي

روي  LBهاي رشد كرده در محيط مايع باكتري

ار كشت انجام شد و گمحيط جامد نوترنيت آ
 ,.Feng et al( مجددا انكوباسيون صورت گرفت

هاي رشد كرده روي محيط باكتري. )2006
و با استفاده از  ندنوتريت آگار خالص سازي شد

آميزي اسپور، شكل كلني، آميزي گرم، رنگرنگ
ست يات سطحي كلني، ترنگ كلني، خصوص

ات، واكنش هاي نكاتالاز، تست اكسيداز، تست اس
آز، تست تست اوره، O/Fل تست شامبيوشيميايي 

، توليد اندول، TSIسيترات، احياء نيترات، تست 
ژلاتين، توليد اسيد از قندها،  حركت، هيدروليز

نمك  گراد، رشد دردرجه سانتي 50رشد در دماي 
NaCl 10 مكرشد در محيط  و ، هموليز درصد -

كانكي آگار و طبق جداول استاندارد ارائه شده در 
ي شناسايي و جهاي بربندي باكتريكتاب طبقه

به منظور بررسي توانمندي  .ندگرديدتعيين هويت 
هاي هاي اندوفيت جداسازي شده تستتريباك

  .)Garrity et al., 2005(  زير انجام شد
از روش  ي اين منظورتثبيت ازت: برا -الف

و  )Dobereiner et al. )1972 دهتغيير داده ش
استفاده  Dobereinerمحيط كشت فاقد نيتروژن 

خالص شده در اين محيط  هاياندوفيت شد.
درجه  37ساعت در  24-48تلقيح و به مدت 

- گراد انكوبه شدند. در صورت رشد باكتريسانتي

ها در اين محيط و داشتن فعاليت اسيدي، رنگ 
  .سبز به زرد تغيير خواهد كرد ط ازمحي

براي اين منظور از  :ن اكسينتوليد هورمو -ب
الكوفكي سو معرف  Bric et al., 1991شرو

-LBT (Lها در محيط باكتري .استفاده شد
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tryptophan Luria –Beetani)  كشت داده شدند
)Bric et al., 1991(به اين صورت كه پس از  ؛

رسيدن به و ع يما LBرشد باكتري در محيط 
ميكروليتر از محيط  پنج، CFU/ml 108 ×5 غلظت

قرار داده شد و كاغذ  LBTكشت در مركز پليت 
ها تا پليت .نيتروسلولز استريل بر آن قرار داده شد

متر انكوبه شدند. ميلي 2ها به رسيدن قطر كلني
سپس كاغذ نيتروسلولز برداشته و با معرف 

ورتي شته شد. ايجاد هاله صسالكوفسكي آغ
ا بنده توليد اكسين است كه شدت رنگ دهنشان

 ,.Rajaee et al( يد ارتباط مستقيم داردلميزان تو

. سنجش كمي اكسين نيز با استفاده از )2007
 144واكنش يك ميلي ليتر مايع رويي كشت 

ميلي ليتر  2با  LBTساعته باكتري در محيط 
كي و اندازه گيري جذب آن در فسمعرف سالكو

  .)Bric et al., 1991( متر انجام شدونان 530
از محيط كشت  :كردن فسفاتحل  -ج
Seperb  2/7با = pH  كه داراي فسفات كلسيم به

عنوان منبع فسفات معدني غير محلول است براي 
اين تست استفاده شد. توانايي رشد باكتري و 

دهنده ايجاد هاله شفاف در اطراف كلني نشان
 يم توسط باكتري استتوانايي انحلال فسفات كلس

)Teimouri et al., 2004(.  پس از شناسايي
- هاي آنهاي اندوفيت و بررسي توانمنديباكتري

ها، با توجه به نتايج بدست آمده برنج رقم چمپا 
كه داراي دو نوع اندوفيت توانمند بود جهت 

ها بر بذرها و خصوصيات بررسي تاثير اندوفيت

هدف مراحل آن انتخاب شد. براي اين  يرشد
  زير انجام شد: 

سازي بذر برنج چمپا با آماده -الف
در ابتدا استريليزاسيون  .اندوفيت يهاباكتري

هاي اي از روشكامل بذرها با روش تغيير يافته
 Varma و )Feng et al. )2006 ارائه شده توسط

et al.,  )2003(  انجام شد. شلتوك برنج بدون
ي شد و بذرها آسيب رساندن به جنين پوست كن

سپس  و  ندگرفت ساعت در آب ديونيزه قرار  48
دقيقه در  10درصد و  75در اتانول دقيقه  5

 . در ادامهندتيمار شد HgCl2درصد  2/0محلول 
درصد قرار  5دقيقه در هيپوكلريت سديم  5 بذرها

گرفتند و نهايتا با آب ديونيزه استريل شش مرتبه 
 Varma et al., 2003; Feng( شستشو انجام شد

et al., 2006( .  
.  تيمار بذرهاي استريل با اندوفيت ها-ب

آماده شد و هر  LBسه ارلن حاوي محيط مايع 
دا شده از برنج رقم چمپا كدام از دو اندوفيت ج

به صورت  هاي مجزا و در ارلن سومدر ارلن
هاي كشت در مخلوط تلقيح شدند. محيط

راد تا رسيدن گدرجه سانتي 37 دارانكوباتور شيكر
انكوبه شدند. بذرهاي  CFU/ml 107 ×5/1به غلظت

استريل شده چهار قسمت شدند و در هر كدام از 
ها يك قسمت تلقيح شد. در يك ارلن هم ارلن

تلقيح  بدون حضور باكتري رقم چمپا بذرهاي
  .شد
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بذرهاي تيمار شده در  .كشت بذرها -ج
كشت داده  RCVمحيط كشت گياهي استريل 

- ميلي 200× 250اين محيط در لوله هاي شدند. 

ليتر توزيع و اتوكلاو شد. ميلي 30متري به ميزان 
ها بذرهاي تيمار شده در مرحله قبل به اين لوله

. تعداد بذر در هر لوله و نيز تعداد تكرار تلقيح شد
كشت در هر بخش بسته به مدت زمان كشت و 

 ,.Feng et al( ميزان نمونه مورد نياز انتخاب شد

2006( .  
صفات  .بررسي خصوصيات رشد گياه -د

مورفووژيكي و فيزيولوژي گياه برنج چمپا پس از 
كشت بذرها در لوله آزمايش به شرح زير اندازه 

وزن خشك و تر اندام براي تعيين گيري شد: 
روزه  21 گياهچه بيست عدد هوايي و زميني

هاي هوايي و جهت خشك كردن اندام و استفاده
درجه  50روز در دماي  2-3ها نهموزميني ن
گيري اندازهبه منظور  گراد قرار داده شدند.سانتي

روزه در  21نهال  20طول اندام هوايي و ريشه از 
طول اندام  اين مرحله استفاده شد و ميانگين

هاي نمونه ها ثبت شد.هوايي و ريشه اين نمونه
 32- 34روز در  6تيمار به مدت  4گياهي در 
گراد كشت داده شدند. پس  از اين نتيدرجه سا

ميلي ليتر  15ونه تر انتخاب و گرم از نم 1زمان 
رف ظها در اتيل اتر به آن اضافه شد. نمونهدي

- درجه سانتي 2اي كاملا استريل و در دماي شيشه

پس سروز نگهداري شدند.  4گراد به مدت 
ها با استفاده از كاغذ صافي از محلول نمونه

و جهت استخراج كامل اكسين، ند جداسازي شد

 مرتبههاي باقي مانده روي كاغذ صافي با دو نمونه
شستشو و مايع  اتيل اترليتر ديميلي 5تكرار با 
قبلي اضافه شد. مايع حاصل  فيلتراسيونحاصل از 

مدت  اتيل اتراز فيلتراسيون جهت تبخير دي
ماري قرار داده شد تا حجم  كوتاهي در بن

 1ليتر رسيد. پس به نسبت يك ميليها به محلول
دقيقه در  20 ،كي مخلوطوفسرف سالكعبا م 2به 
گراد انكوبه و ميزان اكسين درجه سانتي 50-40

با  نانومتر 530جذب در قرائت با استفاده از 
 استفاده از معادله استاندارد اكسين محاسبه شد

)Thimann and Skoog, 1940; Abrishamchi, 

2007( .  
  

پروتئين هاي كل ميزان ه گيري انداز
  سيتوپلاسمي
 2گرم با  1/0هاي فريز شده به نسبت برگ

 = 4/7( مولار 1/0ليتر بافر فسفات پتاسيم ميلي
pH(  در هاون چيني همگن شدند. پس از

محلول شفاف  )rpm 1500 ،C° 4( سانتريفيوژ
رويي جهت سنجش پروتئين برداشت شد. 

وش تغيير يافته از رسنجش پروتئين با استفاده 
. به دليل )Lowry et al., 1951( لوري انجام شد

شده در گياه رشد كرده  سنتزكه ميزان پروتئين اين
 هاي مزرعهدر شرايط آزمايشگاه نسبت به نمونه

مرحله قبل  بدست آمده در، از عصاره كمتر است
سنجش پروتئين استفاده  سازي جهتبدون رقيق
  گيري شدند.ندازهتكرار ا 3ها در شد. نمونه
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  اندازه گيري ميزان كل قند محلول در بافت گياه
 10گرم برگ خشك برنج با  1/0 ميزان

ثانيه  50% مخلوط و به مدت 80ليتر اتانول ميلي
 15به مدت  rpm 3000پس در سورتكس شد. 
ظور وژ شد و مايع رويي به مندقيقه سانتريفي

سه  يندآميزان قند برداشت گرديد. اين فر سنجش
بار تكرار شد. سنجش ميزان قند محلول با استفاده 

اسيد سولفوريك انجام شد. در  –از روش فنل 
 1ليتر عصاره بدست آمده اين روش به دو ميلي

 5درصد افزوده شد و سپس  5يك ميلي ليتر فنل 
ليتر اسيدسولفوريك غليظ اضافه گرديد. پس ميلي

انو ن 485دقيقه جذب نمونه در طول موج  30از 
  .)Helle Bust & Graigie, 1978( قرائت گرديد

  
) و aهاي اصلي (كلروفيله گيري رنگيزهازاند

  و كاروتنوئيد) bكمكي (كلروفيل
جهت سنجش  Arnon  (1949)از روش 

 15هاي تازه نهال ها استفاده شد. نمونهنگيزهر
گرم در هاون چيني با ليمي 200، به وزن هروز

درصد كاملا سائيده  80تون ليتر اسميلي 5افزودن 
عصاره با بدست آيد.  يشدند تا مخلوط يكنواخت
اتمن شماره يك صاف استفاده از كاغذ صافي و

شد. نمونه موجود در روي كاغذ صافي مجددا با 
درصد شستشو داده شد و  80ليتر استون ميلي 5

كل محلول  . حجمبه محلول قبلي اضافه گرديد
تر يلميلي 15به  صددر 80با استفاده از استون 

رسانده شد. تمامي مراحل در تاريكي انجام 
و كاروتنوئيد به  a ،bگرفت. غلظت كلروفيل 

، 2/633هاي موج ترتيب با قرائت جذب در طول 
نانومتر و با استفاده از فرمول  570و  470، 8/646

  مرتبط محاسبه گرديد.
  
   تايجن

ستان كه در اين رقم برنج خوز شاز ش
هفت باكتري اندوفيت بدست  ،تفاده شدبررسي اس

بقيه  از برنج رقم چمپا دو نوع اندوفيت و از آمد.
بر اساس نتايج  .يك نوع اندوفيت جداسازي شد

هاي باكتري ي،تشخيصهاي بدست آمده از تست
از ارقام حمر، دانيال،  هاندوفيت جداسازي شد

عنبوري قرمز، هويزه و گرده رامهرمز، متعلق به 
لوس، اندوفيت شماره يك برنج رقم يسجنس با

و اندوفيت شماره دو  اروينيا به جنسمتعلق  چمپا
تشخيص داده  استافيلوكوكوس متعلق به جنس

از كشت مايع حاصل از شستشوي مرحله  .شد
ها استريل شده بود سوم بذرهايي كه سطح آن

نتيجه بررسي  گونه باكتري جداسازي نشد.هيچ
فات و توليد اكسين تثبيت نيتروژن، انحلال فس

از بين  آمده است. 1ها در جدول توسط جدايه
هفت اندوفيت جداسازي شده فقط اندوفيت 

 و انحلال تثبيت نيتروژنبه شماره يك چمپا قادر 
را نيز توليد  اكسينفسفات بود و بيشترين ميزان 

   .كرد
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با   ش رقم برنج بومي خوزستانجدا شده از ش هايمقايسه ميانگين توليد اكسين در اندوفيت -1جدول 
  .)LSDاستفاده از حداقل ميانگين معني دار (

Table 1- Comparison of auxin production between endophytes isolated from 6 native 
rice cultivars in Khouzestan. 

  اندوفيت
Endophyte 

 
  شاخص

 

1اندوفيت
 چمپا

)Endophyte 

Champa 1(  

2اندوفيت
 چمپا

)Endophyte 

Champa 2(   

اندوفيت
 هويزه

)Endophyte 

Hoveyzeh( 

اندوفيت
 دانيال

)Endophyte 

Danial(  

ه داندوفيت گر
 رامهرمز

)Endophyte 

Ramhormoz( 

 اندوفيت حمر
)Endophyte 

Hamar(  

اندوفيت 
 عنبوري قرمز

)Endophyte 

Anburi(  
ميزان توليد 

  اكسين
Auxin  

17.49a 8.69b 
8.06b  10.35b9.39b  8.54b  8.46b 

 تثبيت نيتروژن
N2 fixation 

+   -   -   -   -   -   -  

انحلال 
  فسفات

Phosphate 
solublization

+   -   -   -   -   -   -  

  

با توجه به نتايج بدست آمده در ادامه 
تحقيق برنج رقم چمپا انتخاب شد و مطابق روش 
ذكر شده در قسمت روش كار، تيمار آن با دو 

اين رقم انجام شد و اندوفيت جدا شده از 
و فيزيولوژيك گياه تيمار  رشدي خصوصيات

نتيجه تغييرات  ،2شده بررسي گرديد. جدول 
هاي خالص برنج در اثر تيمار با اندوفيت رشدي

بر اساس نتايج بدست  دهد.و مخلوط را نشان مي
اندام هوايي بذرهاي خشك آمده ميانگين وزن 

ر تيمارها تيمار شده با دو اندوفيت نسبت به ساي
). P> 001/0ت (داراي اختلاف معني دار اس

همچنين اين شاخص بين بذر تيمار شده با 

نسبت به نمونه شاهد داراي  .Erwinia spباكتري 
وزن خشك  .)P> 01/0(اختلاف معني دار است

اندام هوايي بذر تيمار شده با دو اندوفيت نيز با 
 001/0( دار نشان دادتفاوت معني تيمارها ساير

<P( اين فاكتور در نمونه تيمار شده با .Erwinia 

sp.  دار نشان داد. نيز با گروه شاهد تفاوت معني
وزن خشك و تر اندام هوايي در تيمار انجام شده 

تفاوت معني  .Staphylococcus sp با باكتري
- تفاوت معني .دداري با ساير گروه ها نشان ندا

يمار وزن خشك و تر ريشه گياهان تدر داري 
 شده با هر دو اندوفيت نسبت به گروه شاهد

  . )P>05/0مشاهده شد (
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 .Erwinia spهاي گياه برنج چمپا تيمار شده با باكتري رشديهاي گيري شاخصنتايج اندازه -2جدول 
  ..Staphylococcus spو 

Table 2- Growth parameters of Champa rice treated with Erwinia sp. and 

Staphylococcus sp. 
  شاخص

Parameter 
  
  تيمار

Treatment 

متوسط وزن
تر اندام 
 هوايي
  (گرم)

Mean of 
wet weight 

of aerial 
part(gr)

متوسط وزن
خشك اندام 

  (گرم) هوايي
Mean of dry 

weight of 
aerial part(gr) 

متوسط وزن
 تر ريشه
  (گرم)

Mean of 
fresh 

weight of 
petiole(gr) 

 

متوسط وزن 
خشك 

 (گرم)ريشه
Mean of 

dry weight 
of petiole 

(gr) 

متوسط طول 
 اندام هوايي
  (سانتي متر)
Mean of 

aerial part 
length(cm) 

متوسط طول 
(سانتي  ريشه

  متر)
Mean of 
petiole 

length(cm) 

 چمپا فاقد اندوفيت

Endophyte free champa

0.0167b0.01b 0.0159b0.0125b  18.0643b  5.7143b  

 Erwiniaچمپا تيمار شده با 

sp. 
Champa treated with 

Erwinia sp. 

0.0458a0.0267a0.0259a 0.0238a  23.6429a  7.0714b  

چمپا تيمار شده با 
Staphylococcus sp. 

Champa treated with 
Staphylococcus sp. 

0.02b0.0134b 0.02b0.0159b  21.1429b  10.25a  

 Erwiniaچمپا تيمار شده با 

sp.  وStaphylococcus sp. به
  طور همزمان

Simultaneous treatment 
of champa with Erwinia 

sp. and Staphylococcus sp.

0.05b 0.0275a 0.025a 0.0221a  23.5714a  5.2143b  

  
 همچنين گياه تيمار شده با باكتري  

Erwinia sp.وزن تر  را در داريتفاوت معني
 )P> 01/0( ريشه وزن خشكو ) P>05/0(ريشه 

. وزن تر و خشك ريشه داد نشانبا گروه شاهد 
تفاوت معني .Staphylococcus spدر تيمار با 

در بررسي طول اندام  .نداشتداري با گروه شاهد 
كتري و اهوايي، گروه هاي تيمار شده با هر دو ب

-به تنهايي اختلاف معني .Erwinia spباكتري 

اندام هوايي نسبت به ول طداري را در متوسط 
متوسط طول  .)P> 01/0( ن دادنداگروه شاهد نش

 .Staphylococcus spريشه در تيمار با باكتري 
 ؛داري را با ساير تيمارها نشان داداختلاف معني

داري را از اين ولي ساير تيمارها اختلاف معني
كه طول ريشه در گروه نظر نشان ندادند. با اين
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بيشتر بود ولي  .Staphylococcus spتيمار شده با 
هاي فرعي و تارهاي كشنده در گروه تعداد ريشه

بيشتر بود و بيشترين  .Erwinia spتيمار شده با 
ين گروه مشاهده شد و اهاي كشنده در رتراكم تا

در مرتبه بعدي در گروه تيمار شده با دو باكتري 
(نتايج  اندوفيت بيشترين تراكم ريشه مشاهده شد

. در بررسي در اينجا ارائه نشده است)
خصوصيات فيزيولوژيك گياه تيمار شده محتوي 

هاي كل، كربوهيدراتپروتئين  اكسين، مقدار

هاي اصلي گياه مورد رنگيزه مقدارمحلول و 
ارزيابي قرار گرفت. نتايج ارزيابي اكسين تفاوت 

دار در ميزان اكسين استخراج شده از گياه معني
در مقايسه با گروه  .Erwinia spر شده با تيما

. بيشترين ميزان )P>05/0( دادان شاهد را نش
گروه تيمار شده با اكسين استخراج شده مربوط به 

  .)3جدول ( دو باكتري اندوفيت بود
 

  
-فيزيولوژيك گياه برنج رقم چمپاي تيمار شده با باكتري هايبرخي شاخص نتايج تغييرات -3جدول 

  .يتهاي اندوف
Table 3- Physiologic parameters of endophyte treated Champa cultivar.  
 

  شاخص 
Parameter       

  تيمار
Treatment 

ميانگين
  اكسين
Auxin 

(μg/ ml)

پروتئين كل
Total 

protein 
(mg/ g) 

كربوهيدرات
  كل

Total 
carbohydrate 

(mg/g)

  Aكلروفيل
Chlorophyll 

A 

 Bل كلروفي
Chloroph

yll b 
(mg/g)  

  A+Bكلروفيل 
Chlorophyll a + 

b (mg/g) 

  كارتنوئيد
Carotenoi

d 
(mg/g)  

  چمپا فاقد اندوفيت
Untreated champa 

8.0351b6.12a52.59a 
0.63a0.27a 

1.8775a 
0.57a  

چمپا تيمار شده با 
Erwinia sp. 
Erwinia sp. 
treatment 

9.5150a6.85a62.49a0.6a0.26a 1.7845a 0.38b  

چمپا تيمار شده با 
Staphylcoccus sp. 
Staphylcoccus sp  

treatment 

8.0350b6.55a57.54a0.53a0.25a 1.6045a 0.29b   

چمپا تيمار شده با 
و .Erwinia spباكتري 

Staphylcoccus sp. 
Treatment with 
Erwinia sp. and 

Staphylcoccus sp.  

9.5450a6.8a30.33b0.5a0.235a 
1.5866a   0.295b  
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كه بيشترين ميزان با اين، 3مطابق با جدول 

 اندوفيت با پروتئين كل مربوط به گياه تيمار شده
Erwinia sp.  بود ولي از اين نظر بين تيمارهاي

 05/0(داري وجود نداشتمختلف تفاوت معني
<P(.  ميزان كربوهيدرات محلول كل در گروه

و  .Erwinia spاندوفيت دو  تيمار شده با 
Staphylococcus sp. با  را داريتفاوت معني
در بررسي  .)P> 05/0( ساير تيمارها نشان داد

-رنگيزه هاي گياه مشاهده شد كه تفاوت معني

 aداري بين تيمارهاي مختلف در ميزان كلروفيل 
 ) و P> 05/0جود ندارد (و bو همچنين كلروفيل 

 bو كلروفيل  aان كلروفيل تيمار فاقد اندوفيت ميز
اي اندوفيت توليد ربيشتري نسبت به تيمارهاي دا

كرده بودند. پس تغييرات ميانگين كلروفيل كل در 
در حالي  )؛P> 05/0( دار نبودبين تيمارها معني

كه ميزان كاروتنوئيد در سه تيمار تفاوت معني 
 )P> 01/0(داري با تيمار فاقد اندوفيت نشان داد 

كه تيمار فاقد اندوفيت بيشترين ميزان به طوري
  .توليد كردكاروتنوئيد را نسبت به ساير تيمارها 

  
     بحث

اندوفيت هاي گياهي با توجه به اثراتي كه 
در تحريك رشد گياه، فراهم كردن عناصر 

هاي گياهي دارند ها و حذف پاتوژنضروري آن
 ه عنوان عوامل محرك رشد گياه وتوانند بمي

نترل استفاده شوند. از  اين رو تحقيق عوامل بيوك
ها در مورد ارقام برنج هر و شناسايي اين باكتري

رسد. از اين رو محققين منطقه ضروري به نظر مي
ي اين يدر نقاط مختلف دنيا اقدام به شناسا

 توان بهاند. از اين جمله ميها كردهباكتري
Stoltzfus et al.  (1997) ،An et al.  (1999)  و 

Shen et al.  (2000) .اشاره كرد  
هاي در اين مطالعه براي اولين بار اندوفيت

شش رقم برنج موجود در خوزستان مورد بررسي 
آن هفت باكتري  يقرار گرفت كه در نتيجه

 Bacillus، Erwiniaهاي اندوفيت متعلق به جنس
جداسازي شد. از بين اين  Staphylococcusو 

قادر به تثبيت  .Erwinia spجدايه ها فقط 
د رين ميزان اكسين را نيز تولينيتروژن بود و بيشت
 Hung & Annapurna (2004)نمود. در تحقيق 

جدايه  15اندوفيت جدا شده فقط  65نيز از بين 
قادر به توليد اكسين بودند كه بيشترين ميزان 

 ,.Feng et alبوده است. µg/ml25 توليد آن 

 Yasmin et ن واكسي mg/L 243 ، توليد(2006)

al., (2004) بيشترين ميزان توليد اكسين را  mg/L 

در مقايسه با نتايج ذكر  . گزارش كرده اند 8/90
در  از رقم برنج چمپا جدا شده .Erwinia sp شده

. الايي از اكسين را توليد كرداين تحقيق ميزان ب
قادر به انحلال فسفات نيز بود. اين  اين جدايه

- ت ديگران نيز در كنار باكتريباكتري در مطالعا

و  ستوباكتر، سودوموناوهاي جنس باسيلوس، از
آزوسپيريليوم به عنوان حل كننده فسفات گزارش 

 ;Hung & Annapurna, 2004( شده است

Rokhzadi et al., 2008( .  
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- هاي فوق تاثير اندوفيتبا توجه به ويژگي

و  خصوصيات رشدي برخيهاي گياه چمپا بر 
سي شد. لازم به ذكر راين گياه بر فيزيولوژيك

است كه تاكنون در تحقيقات اندكي به اين 
گونه كه در موضوع پرداخته شده است. همان

تاثير  .Erwinia spنتايج مشاهده شد باكتري 
داري در افزايش طول اندام هوايي در مقايسه معني

با ساير تيمارها نشان داد و باكتري 
ٍStaphylococcus sp. يلاف معني داربا اخت 

ساير باعث افزايش طول ريشه در مقايسه با 
ها بر مورفولوژي ساقه تيمارها شد. تاثير اندوفيت

هايي نظير اكسين، به واسطه توليد هورمون
 .)Shahab et al. 2009( مي باشدغيره ژيبرلين و 

ها هايي كه توسط اندوفيتبرخي از فيتوهورمون
يير در شوند باعث تغتوليد و ترشح مي
بعنوان مثال اكسين  گردد.مورفولوژي ريشه مي

 و دهيها، تحريك ريشهول سلولط باعث افزايش
 در پژوهشي شود.ها ميتحريك تقسيم سلول

Fallik et al.,  (1994)  نشان دادند كه تلقيح
باعث  سينبرزيل ومآزواسپريليذرت با باكتري 

- افزايش قابل توجه در تارهاي كشنده ذرت مي

نيز  Shahb et al.,  (2009)د. در مطالعه گرد
داري در طول ريشه و ساقه گياه افزايش معني

   تيمار شده با اندوفيت مشاهده شد.
نشان  Thimann  (1997)در پژوهشي ديگر 

كه اكسين محرك ايجاد ريشه جانبي در  داد
و همچنين از طويل  شوداطراف ريشه اصلي مي

اين نتيجه با  آورد.شدن ريشه ممانعت بعمل مي

نتيجه بدست آمده در اين تحقيق كه 
كسين بيشتر ابا وجود توليد   .Erwinia spباكتري

طول  .Staphylococcus spنسبت به باكتري 
ار شده ايجاد ريشه كمتري را در گياه چمپا تيم

 هاي توليد شده بيشتر بودكرد ولي تراكم ريشه
  .مطابقت داشت

 ,Mano & Morisakiپژوهشگران ديگر 

نيز در تيمار گياه  et al.,  Glick (1986)و (2008)
هاي اندوفيت افزايش طول ريشه و نيز با باكتري

وزن  اند.تعداد تارهاي كشنده را گزارش كرده
خشك و تر گياه تيمار شده با هر دو اندوفيت به 

به تنهايي   .Erwinia spصورت مخلوط يا باكتري
دار بدست معني ز ساير تيمارها و با اختلافبيش ا
ر گياه د Barea & Brown (1974)همچنين .آمد

 Mrkovacki & Milic  (2001) گوجه فرنگي و
ند كه در گياهان گوجه فرنگي و خيار نشان داد

وزن ها موجب افزايش تلقيح بذر گياه با اندوفيت
 Gholamiالبته  ها مي شود.خشك ريشه و برگ

et al.  (2009) ،ريشه و  افزايش وزن خشك ساقه
ها اندوفيتبا محصول را در گياه ذرت تيمار شده 

   نشان دادند.
با توجه به نتايج اين مطالعه و مطالعات 

احتمالا  توان بيان داشت كه ساير محققين مي
سبب  .Erwinia spحضور اكسين بالا در باكتري 

افزايش قابل توجه در وزن خشك و تر ريشه و 
  .اندام هاي هوايي برنج شده است

هاي برنج چمپا تيمار شده با هرنگيز
ها نسبت به گروه شاهد كاهش پيدا كرده اندوفيت
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 داربود كه اين كاهش در مورد كاروتنوئيد معني
 Rodrigues Costapinto et al., (2000) بود.

متوجه شدند كه ميزان كلروفيل گياه ذرت تيمار 
درصد كمتر از گياه تيمار  50شده با اندوفيت 

كه همين محققين در موز در حالي ؛ستنشده ا
مشاهده  bتفاوت چنداني را در ميزان كلروفيل 

  نكردند.
تيمار برنج چمپا با باكتري باعث افزايش 

گياه  دار ميزان كربوهيدرات كل محلول درمعني
 Rasmussen et al.  (2008) در پژوهشي  .شد

هاي محلول در آب، ليپيدها كربوهيدرات افزايش
 Lolium ز اسيدهاي آلي را در گياهو برخي ا

perenne  .تيمار شده با اندوفيت مشاهده كردند
احتمالا افزايش ميزان كربوهيدرات در گياه آلوده 

اندوفيت به اين دليل است كه گياه كمتر از به 
- راي سنتز آمينواسيدها استفاده ميب ياسكلت كربن

خواهد كرد. از  پيدا و سنتز پروتئين كاهش دكن
  ,.Rasmussen et alديگر در مطالعه طرف 
ميزان فيبر گياه آلوده به اندوفيت كاهش  (2008)

 وارد هاي كربن موجود در گياهيافت. پس اسكلت
ساختمان ديواره شده است و به صورت 

  .هاي محلول در آب درآمده استكربوهيدرات
ق حاضر ميزان كربوهيدرات گياه يحقدر ت

صورت همزمان  تيمار شده با دو اندوفيت به
تواند به دليل انحراف كاهش پيدا كرد. اين امر مي

بيش از حد كربوهيدرات از گياه ميزبان به سمت 
بعلاوه در اين تيمار همزيست باشد.  هاي باكتري

به دليل تجمع دو اندوفيت به طور همزمان در 

گياه احتمالا غلظت اكسين بيش از حد بهينه بوده 
تارهاي كشنده و است كه موجب كاهش تراكم 

ريشه گياه و  توسطكاهش سطح جذب تركيبات 
  در نتيجه كاهش كربوهيدرات كل شده است.

در مورد ميزان پروتئين كل گياه، گياه تيمار 
بيشترين ميزان پروتئين را   .Erwinia spشده با

اين تغيير  نسبت به ساير تيمارها نشان داد. البته
ه دليل كافي ب توانددار نبود كه احتمالا ميمعني

عدم  ،هاي مورد آزمايشنبودن دوره رشد نهال
تثبيت شده توسط دسترسي گياه به نيتروژن 

لقيح و يا كشت گياه بهينه نبودن شرايط ت ،باكتري
سازهاي ه يا پيشي سنتز شدهااسيدو ورود آمينو

 متابوليكي ديگر باشد آن به مسيرهاي
)Rasmussen et al. 20008 Feng et al., 2005; 

James, 2000 Hurek & Hurek 1998;( . ميزان
هاي تيمار شده به طور اكسين در اندام هوايي نهال

همزمان با دو اندوفيت بيش از ساير تيمارها بود 
به سنتز اكسين توسط  احتمالا كه اين افزايش

نتايج بدست با توجه به  ها مربوط است.اندوفيت
- كه باكتريتوان بيان كرد آمده در اين تحقيق مي

هاي اندوفيت با چند مكانيسم به گياه ميزبان خود 
كنند و چندين نقش را در ارتباط با گياه كمك مي

 & Bashanعهده دارد. نتايج مطالعات هب

Holguin  (1998) و  Rokhzadi et al. )2008 (
توان در نهايت مي نيز تاييد كننده اين يافته است.
هاد داد كه باكتري بر اساس نتايج اين تحقيق پيشن

Erwinia sp.  به عنوان يك اندوفيت تاثير قابل
هاي مرتبط با برخي ويژگيتوجهي در افزايش 
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عملكرد گياه برنج رقم چمپا دارد و باعث بهبود 
شود. بر اين خصوصيات اساسي اين گياه مي
هاي ساير ارقام اساس تحقيق در مورد اندوفيت

شد و عملكرد ها بر رتاثير آن برنج خوزستان و
نيز ارقام برنج ساير نواحي برنج خيز  اين ارقام و

  شود.مي توصيه كشور

  قدير و تشكر ت
بدينوسيله نويسندگان مراتب تشكر و 
قدرداني خود را از معاونت محترم پژوهشي 

- چمران اهواز به لحاظ تامين هزينهدانشگاه شهيد 

دارند. بعلاوه هاي پژوهشي اين تحقيق اعلام مي
آقاي دكتر گيلاني به لحاظ فراهم كردن ارقام از 

  د.شوبرنج مورد تحقيق تشكر و قدرداني مي 
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Abstract 

Endophytes are symbiont microorganisms within apoplast or symplast of plants that 
promote growth, control phytopathogens, increase plant resistance to stress and improve plant 
growth conditions. The aim of this study was identification of endophytes from six rice 
cultivars in Khouzestan province and assessment of their effects on growth of the host plant. 
For this purpose, a suspension was prepared from sterilized seeds, and their endophytes were 
isolated in LB broth. The ability of isolates in nitrogen fixation, auxin production and 
phosphate solubilizing was discovered. The seeds of Champa cultivar were then infected by 
endophytes and growth and physiologic outcomes of this treatment were studied. As a result 
of this study six endophytes belong to Bacillus, Staphylococcus and Erwinia genus were 
isolated from them only the Erwinia sp. was able to fix N2, dissolve phosphate and produced 
auxin more than others.  Treatment with Erwinia sp. significantly increased the fresh and dry 
weight of aerial parts and root and aerial part length and density of hair roots.  The auxin and 
carbohydrate content of treated rice with Erwinia sp. had significant difference than control. 
No significant difference was observed for chlorophyll a and b chlorophylls in different 
treatments and untreated plants produced more a and b chlorophylls. While there was 
significant difference for carotenoid between endophyte treated samples and untreated ones.   
Finally based on the obtained results it can be suggested that Erwinia sp. as an endophyte has 
significant effect on increasing of Champa cultivar performance and improvement main 
characteristics of this cultivar. 
Key words: Endophyte, auxin, Champa cultivar, protein, pigment, carbohydrate. 

                                                            
 Corresponding Author: Seyyednegad.S.M   Tel: +98-611-3331045 Email: sm.seyyednejad@gmail.com 

Archive of SID

www.SID.ir

http://www.sid.ir


  )1396 بهار، 1، شماره 9مجله بيوتكنولوژي كشاورزي (دوره 

Journal of Agricultural Biotechnology; Printing ISSN: 2228-6705, Electronic ISSN: 2228-6500 

۴٨ 

 

 

Archive of SID

www.SID.ir

http://www.sid.ir

