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-و اسيد ساليسيليک بر صفات آنتی amyloliquefaciens 1732  Bacillusمنظور بررسی اثر باکتریبه

ن هيدروکسيلاز در گياه نعناع سبز تحت چنين بيان ژن ليموناکسيدانی آنزيمی و غير آنزيمی و هم

صورت فاکتوريل بر پايه طرح کاملاً تصادفی شامل سه سطح تنش خشکی، تنش خشکی آزمايشی به

، کود زيستی Aعنوان فاکتور درصد ظرفيت زراعی، به 28و  68، (شاهد)درصد ظرفيت زراعی  08

در سه   Cعنوان فاکتوربه( مولارميلی يکصفر و )ساليسيليک  و اسيد  Bفاکتور (تلقيح و عدم تلقيح)

ها نشان داد که کاربرد باکتری و اسيد نتايج حاصل از تجزيه واريانس داده. دشتکرار انجام 

چنين ميزان بيان هم. دشهای غير آنزيمی فنل و فلاونوئيد ساليسيليک سبب افزايش آنتی اکسيدان

ها در شرايط تنش تحت تيمار منوترپن عنوان ژن دخيل در سنتزژن ليمونن هيدروکسيلاز به

داری بر کاربرد تيمار باکتری و اسيد ساليسيليک اثر معنی. باکتری و اسيد ساليسيليک افزايش يافت

-داری بر فعاليتهای آنتی اکسيدانی نداشت در حالی تنش خشکی سبب افزايش بسيار معنیآنزيم

آن است که باکتری و اسيد ساليسيلک با  نتايج اين آزمايش حاکی از. های آنتی اکسيدانی شد

عنوان اولين سد دفاعی، اثرات مخرب های ثانويه بهافزايش فنل کل و فلاونوئيد و افزايش متابوليت

در نتيجه گياه تحمل بيشتری را از خود نشان داده و انرژی . تنش خشکی را کاهش داده است

 .ه استهای آنتی اکسيدانی نمودکمتری را صرف توليد آنزيم
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های یکی از گونه L. Mentha spicata گیاه نعناع سبز با نام علمی

 متعلق به خانواده نعنائیان و Menthaموجود در جنس 

(Lamiaceae) در 1662 درسال بار اولین برای گیاه این .است 

دارای پراکنش وسیع در مناطق  شد و داده کشت آمریکا از ایمنطقه

خصوص در نواحی مدیترانه هشمال آمریکا و ب معتدل اروپا، آسیا،

ترپنوئیدها یک خانواده بزرگ از محصولات (. Lewis 1998)است 

های عنوان بهترین ترکیبات اسانس و رزینطبیعی هستند که به

ها از مونوترپن. شونددفاعی گیاه در گیاهان معطر شناخته می

-هرپنوئیدها باجزای اصلی اسانس گیاه نعناع سبز و یک گروه از ت

ها به اکثر مونوترپن(. McCartny et al. 2003)آیند شمار می

در ابتدای  (GPP) ی تغییراتی که در ژرنال دی فسفاتواسطه

شوند و در طی این دهد حاصل میها رخ میمسیر سنتز ترپنوئید

-3لیمونن . شودمسیر لیمونن توسط آنزیم ترپن سنتتاز تولید می

یک کمپلکس ) P450 وان یک سیتوکرومعنهیدروکسیلاز به

کربن  در)ی هیدروکسیله نمودن لیمونن اکسیژناز وظیفه( آنزیمی

ها نقش را دارد که در تولید و انتقال سایر ایزوپروپانوئید( 3شماره

دهد و این مشخصه این فعالیت در ابتدای متابولیسم رخ می. دارد

 Croteau and)است  ها در گیاه نعناعتولید و متابولیسم مونوترپن

Gershenzon. 1994 .) 

ترین عامل محدود ی محیطی، تنش خشکی مهمهااز میان تنش

های کشاورزی در مناطق خشک کننده تولید محصولات در سیستم

 .Debaeke and Abdellah)آید و نیمه خشک به حساب می

های رشد گیاه و بیشتر تنش خشکی تقریباً تمامی جنبه(. 2004

 Hung)دهد ای فیزیولوژیک آن را تحت تاثیر قرار میفرآینده

های غیر زیستی از طریق ایجاد تغییراتی در مسیر تنش(. 2000

های ها بر افزایش یا کاهش سطح بیان ژنمتابولیسم کربوهیدرات

بنابراین (. Gupta and Kaur. 2005)باشند مربوطه، اثر گذار می

شوند ها میبرخی از ژن باعث القای بیان و یا ممانعت از بیان

(Kasuga et al. 1999 .)های درگیر در سنتز در شناسایی ژن

منظور القای تحمل نسبی به خشکی با افزایش ها بهپروتئین

های محلول تحقیقاتی انجام راندمان فتوسنتز و تجمیع پروتئین

های مختلفی در این راستا گروه(. .Yangn et al 2011)است شده

، 1های کنترلیهای سنتز آنزیمی، فاکتوردرگیر شامل ژنهای از ژن

های هموستاتیک شناسایی ها و پروتئین، هورمون2عوامل رونویسی

های منطقه ریزوسفر از طریق باکتری(. Chen et al. 2010)اند شده

توانند باعث افزایش رشد و عملکرد گیاه های مختلف میمکانیسم

نامیده ( PGPR)3ای محرک رشدهشده که اصطلاحاً ریزوباکتری

-ترین سازوکارهای تاثیر این باکتریمهم(. Lynch 1990)شوند می

افزایش فراهمی زیستی عناصر معدنی با تثبیت : ها عبارتند از

زیستی عناصر معدنی، تثبیت زیستی نیتروژن، محلول کردن فسفر 

ننده زا با تولید مواد تنظیم کو پتاسیم و مهار زیستی عوامل بیماری

 Vessey)ها ها و سیتوکنینها، جبرلینرشد گیاه بویژه اکسین

 Paenibacillus تلقیح گیاه با باکتری محرک رشد (.2003

polymyxa ، القای بیان ژن افزایش باعثERD15  در گیاه

این به خشکی در  تحملاین ژن عامل  است ودهشسیس پیدوبآرا

 .(Timmusk and Wagner 1999) گیاه است

دروکسی بنزوئیک و ترکیبات  3یا اسید ارتوهید سالیسیلیک اسی

 .Popova et al) باشندهای گیاهی میمتعلق به آن از مشتقات فنل

 تنظیم در را سیگنالی هایمولکول از یکی اسید سالیسیلیک(. 1997

(. Arfan et al. 2007)کند می القا گیاه در فیزیولوژیکی فرآیندهای

 در رسانپیام یک مولکول عنوانبه اسید لیکسالیسی ،این بر علاوه

و باعث افزایش القای  شودمی شناخته سیستمیک اکتسابی مقاومت

نقش . (Raskin 1992)شود ها میمقاومت گیاه به سایر تنش

حمایتی اسید سالسیلیک مربوط به تنظیم رادیکال آزاد، آنتی 

 Meth)ها، القا بیان ژن، جذب و پخش عناصر است اکسیدان

welly et al. 2003  )ای بیان ژن در مطالعهH6H های و ایزوفرم

PMT های مختلف اسید سالیسیلیک در ریشهتحت تاثیر غلظت-

 Moradi et)های مختلف شابیزک افزایش یافت های مویین و اندام

al. 2010) 

های محرک رشد گزارشات متعددی مبنی بر اهمیت نقش باکتری

ها از طریق هش اثرات ناشی از تنشو اسید سالیسیلیک بر کا

های دفاعی و در نتیجه افزایش مقاومت گیاهان در افزایش بیان ژن

بر این اساس، با توجه به نقش کلیدی . ها وجود داردبرابر تنش

                                                           
1
 Regulatory Factor 

2
 Transcription Factor 

3
 Plant growth promoting rhizobacteria 
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های ی میکانیزمباکتری محرک رشد و اسید سالیسیلیک در توسعه

بر بیان  منظور بررسی اثر دو تیمار فوقدفاعی، پژوهش حاضر به

و  Real Time PCRوسیله تکنیک ژن لیمونن هیدروکسیلاز به

برخی از صفات دفاعی آنزیمی و غیر آنزیمی در گیاه نعناع تحت 

 .تنش خشکی انجام شد
 

های محرک رشد و محلول پاشی اسید منظور بررسی اثر باکتریبه

سبز تحت  سالیسیلیک بر برخی صفات فیزیولوژیک گیاه نعناع

در گلخانه  1322شرایط تنش خشکی آزمایشی در آبان ماه سال 

 کاملا طرح پایه بر فاکتوریل صورتپژوهشگاه دانشگاه زابل به

عوامل مورد بررسی شامل تنش  .شد انجام تکرار سه با تصادفی

و  68عنوان شاهد،به 28)در سه سطح  Aعنوان فاکتور خشکی به

در دو سطح  Bعنوان فاکتور تری به، باک(درصد ظرفیت زراعی 08

عنوان و اسید سالیسیلیک به( CFU/mL 2-18صفر یا شاهد و )

-میلی یکصورت محلول پاشی در دو غلظت صفر و بهC فاکتور 

 .مولار بود

های نعناع سبز از کلکسیون گیاهان پژوهشکده دانشگاه ریزوم

 19×28های با ابعاد های جوان در گلدانریزوم. زابل تهیه شد

متری از سطح سانتی یکها در عمق کشت ریزوم. کشت شدند

ریزوم  چهارالی  سهخاک صورت گرفت و در هر گلدان تعداد 

ها نیز مخلوط مساوی از خاک برگ و خاک گلدان. کشت داده شد

تا  29ها در شرایط یکسان در دمای روزانه گلدان. هوموس بود

دلیل به. قرار گرفتندگراد درجه سانتی 28تا  12و شبانه  38

 10استقرار مناسب باکتری روی ریشه و امکان تکثیر بهتر، بعد از 

. حجمی صورت پذیرفت-روز اعمال تنش خشکی به روش وزنی

روز در شرایط تنش، محلول پاشی اسید  16پس از گذشت 

مقطر منظور ایجاد شرایط یکسان از آببه. سالیسیلیک اعمال شد

 . اهد استفاده شددر محلول پاشی گیاه ش

های گلدان مشابه با گلدان 18منظور اعمال تنش خشکی ابتدا به

-ساعت گلدان 02آزمایشی تا حد اشباع آبیاری و پس از گذشت 

در زمان ثابت شدن وزن . بار توزین شدندساعت یک دوها هر 

ها از هر گلدان یک نمونه خاک تهیه، توزین و سپس جهت گلدان

گراد منتقل درجه سانتی 183آون با دمای تعیین وزن خشک به 

درصد آب خاک . ساعت در آن قرار گرفتند 02مدت شدند و به

 :در حالت ظرفیت زراعی از طریق معادله زیر تعیین شد

( وزن تر خاک -وزن خشک خاک / وزن خشک خاک )×  188

 (. Nezami et al. 2012)درصد آب خاک =

صورت صنعتی ایران به های علمی وباکتری از سازمان پژوهش

برای تهیه مایع تلقیح سویه باکتری از محیط . لیوفیلیزه تهیه شد

، استفاده شد (NB)ونیترینت براث  (NA) های نیترینت آگارکشت

لیترآب میلی 188گرم پودر استاندارد شرکت مرک المان در  2/8)

ساعته  02به این ترتیب که یک حلقه از کشت (. pH=7مقطر

 36مدت ها انتقال یافته و بهبه فالکون NAمحیط  باکتری در

درجه  38دور در دقیقه و دمای  188ساعت روی شیکر با سرعت 

های سپس از این سوسپانسیون سری. داری شدندگراد نگهسانتی

ترین رقت جهت منظور تعیین مناسببه. دشرقت مختلف تهیه 

به روش های اصلی، های باکتری در سوسپانسیونتولید کلنی

های ایجاد شده بر روی محیط کشت صورت شمارش کلنی

برای تیمار خاک ابتدا بر اساس حجم وضعیت رطوبتی . گرفت

ها مشخص شد به نحوی که پس ها، مقدار متناسب برای آنگلدان

از افزودن این مقدار آب، از زیر گلدان بیش از چند قطره خارج 

سلول باکتری  182نشود، سپس سوسپانسیون باکتری با جمعیت 

 Kim et al. 1997; Raupach and Kloepper)به خاک اضافه شد 

1998 .) 

گرم در دو غلظت در  12/132اسید سالیسیلیک با جرم مولکولی 

( شاهد آب مقطر)و غلظت صفر ( mM 1)مولار میلی کیسطح 

 .دست آمدهب .Sayyari et al (2009) بر اساس روش

 Folin-Ciocalteutر اساس روش گیری ترکیبات فنلی باندازه

(Soland and Laima 1999 )شدت جذب با . صورت گرفت

نانومتر و برای محاسبه  629دستگاه اسپکتوفتومتر با طول موج 

های فنلی از منحنی استاندارد گالیک اسید بر حسب غلظت ترکیب

 . گرم گالیک اسید در گرم بافت تازه استفاده شدمیلی

-با روش رنگ سنجی آلومینیوم کلرید اندازه میزان فلاونوئید کل

شدت جذب در طول موج (. Toor and Savage 2005)گیری شد 

ها با استفاده از منحنی غلظت نمونه. گیری شدنانومتر اندازه 918

  هامواد و روش
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گرم کوئرستین در استاندارد کوئرستین بر اساس میزان معادل میلی

 .گرم عصاره به دست آمد

در عصاره آنزیمی توسط دستگاه اکسیژنه جذب آب میزان

نانومتر در زمان یک دقیقه  208اسپکتروفتومتر در طول موج 

دست آمده در زمان یک دقیقه، به تغییرات جذب به. دشقرائت 

Mضریب خاموشی مولی این واکنش که برابر 
-1

cm
است  136-

تقسیم شد و فعالیت آنزیم کاتالاز بر حسب واحد در گرم وزن تر 

 (. Beers and Sizer 1952)بیان شد 

میزان جذب آب اکسیژنه در عصاره آنزیمی توسط دستگاه 

نانومتر در زمان یک دقیقه  068اسپکتروفتومتر در طول موج 

دست آمده در زمان یک دقیقه، به تغییرات جذب به. دشقرائت 

mMضریب خاموشی مولی این واکنش که برابر 
-1

.cm
-16/26 

م گایاکول پروکسیداز بر حسب است تقسیم شد و فعالیت آنزی

(. Nakano and Asada 1981)واحد در گرم وزن تر بیان شد 

به روش  گیری فعالیت آنزیم آسکوربات پراکسیدازجهت اندازه

(2002) Sairam et al.  جذب کمپلکس واکنشی در طول موج

mmol نانومتر یادداشت و با استفاده از ضریب خاموشی 228
-1

 

cm
 .الیت آنزیم محاسبه شدمیزان فع 2/2 1-

 RNX Plasکل از برگ نعناع، از محلول  RNAبرای استخراج  

 69همراه با کلروفرم، ایزوپروپانول، اتانول ( شرکت سینا ژن)

طبق دستورالعمل ( دی اتیل پیروکربنات) DEPCدرصد و آب 

وسیله کل، کیفیت آن به RNAپس از استخراج . استفاده شد

سنتز  RNAبعد از استخراج . رسی شدالکتروفورز ژل آگارز بر

DNA  2با استفاده از کیت-Steps RT-PCR kit  ساخت شرکت

Vivantis ژن انیو کنترل ب یمنظور بررسبه. انجام شد lim3h با ،

( Tubb4) توبولینژن از  et al. Tahsili (2010) توجه به مطالعات

(DQ435662.1 :Accession number )عنوان کنترل داخلی به

و  lim3hهای طراحی آغازگرهای اختصاصی برای ژن. ستفاده شدا

Tubulin افزار با استفاده از نرم Primer3web از طریق پایگاه داده

NCBI
 (.1جدول )انجام شد  1

گیری بیان ژن توسط برای اندازه Tubulinو  lim3hهای تکثیر ژن

صورت بر اساس روش استاندارد به Real Time PCRواکنش 

وسیله به Real Time PCRکمیت نسبی در . ی انجام گرفتنسب

                                                           
1 National Center for Biotechnology Information 

 Evaگیری افزایش تشعشع فلورسنس در نتیجه اتصال رنگ اندازه

Green  با استفاده از دستگاهRG-3000 Corbett Research  انجام

 Master Mix، شامل Real Time PCRاجزای واکنش . گرفت

(1Xغلظت در حجم نهایی) ،cDNA (10 ng )ازگر و هر آغ(μM 

دست آوردن دمای بهینه اتصال منظور بهبه. بود( 1/8 – 8/1

ای پلیمراز با شیب آغازگرها به توالی مورد نظر، واکنش زنجیره

 Eppendorfدمایی توسط دستگاه ترموسایکلر ساخت شرکت 

 Tubulinو  lim3hدمای مطلوب اتصال ژن . آلمان انجام گرفت

چنین برنامه حرارتی برای مه. گراد تعیین شددرجه سانتی 68

یکسان و  Real Time PCRتکثیر هر دو ژن با استفاده از روش 

 QReal Timeپس از واکنش تکثیر به روش . بود 2طبق جدول 

PCR های خام به صورت دادهCt (Threshold cycle)  از دستگاه

برای هر نمونه سه تکرار در نظر گرفته شد و از . استخراج شد

 .ها استفاده شدای تجزیه دادهبر ∆∆Ctروش 

. نمونه مستقل انجام گرفت سهتکرار و  سهها با همه آزمایش

و  1/2نسخه  SASافزار ها با استفاده از نرمتجزیه و تحلیل داده

ای دانکن در سطح بر اساس آزمون چند دامنهها مقایسه میانگین

 .درصد انجام شد یکاحتمال 

 
 شدهمشخصات آغازگرهای طراحی  -1جدول 

 

 

 Real time PCRشرایط دمایی و زمانی واکنش  -2جدول

 

 

GC (%) Primer sequence (5ʹ→3ʹ) primer 

55.0 AGGATAGCGACGCTTACGTG Forward lim3h 

50.0 TCAGCGAGTCCTTCACCAAC Reverse lim3h 

60.0 CTCCTTGAGCTAGTCGTCGC  Forward Tub 
58.0 AACAAGGCAAAAACATTCCG Reverse Tub 

 دما و زمان مورد استفاده مرحله

 دقیقه 19گراد به مدت درجه سانتی 29 فعال سازی ابتدای آنزیم

  چرخه شامل مراحل زیر08

 ثانیه 38گراد به مدت درجه سانتی 29 واسرشت شدن

 ثانیه 09دت گراد به مدرجه سانتی68 اتصال آغازگرها

 ثانیه 38گراد به مدت درجه سانتی 62 بسط ترکیبی

 درجه 1ثانیه  9درجه هر  22درجه تا 98افزایش دما از  منحنی ذوب
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اثر متقابل دو گانه ( 3جدول )با توجه به جدول تجزیه واریانس 

دار هر سه فاکتور بر میزان فلاونوئید در سطح یک درصد معنی

ترین میزان فلاونوئید مربوط به اثر متقابل دوگانه تنش بیش. دش

و باکتری به میزان ( درصد ظرفیت زراعی 08)کی شدید خش

در گیاه شاهد تحت ( 62/22) ترین میزان فلاونوئیدکم. بود 00/32

چنین در اثر متقابل دو گانه خشکی هم(. 1شکل)تنش ملایم بود 

ترین میزان مربوط به تیمار اسید و اسید سالیسیلیک بیش

درصد  08طح و تنش خشکی در س مولارمیلی یکسالیسیلیک 

در بررسی اثر متقابل باکتری و اسید (. 2شکل)ظرفیت زراعی بود 

ترین میزان مربوط به تلقیح گیاه توسط باکتری و سالیسیلیک بیش

  (.3شکل)مولار بود اسید سالیسیلیک صفر میلی

 برای میزان فنل کل( 3جدول )تجزیه واریانس با توجه به جدول 

و باکتری، باکتری و اسید گانه تنش خشکی اثر متقابل دو

درصد و اسید سالیسیلیک و تنش  یکسالیسیلیک در سطح 

ترین میزان فنل بیش. دار شددرصد معنی پنجخشکی در سطح 

در ترکیب باکتری و اسید سالیسیلیک حاصل شد ( 329/8)

 12/8وط به تیمار شاهد به میزان بترین آن مرو کم( 6شکل)

ترکیب دوگانه تنش خشکی و  چنین در بررسیهم. بود( 0شکل)

ترین میزان فنل مربوط به تنش خشکی اسید سالیسیلیک بیش

-آب)بدون اسید سالیسیلیک ( درصد ظرفیت زراعی 08)شدید 

، که بیانگر نقش بیشتر تنش خشکی در تولید (9شکل)بود ( مقطر

 .فنل کل در گیاه است

ی تنش خشک( 3جدول )با توجه به نتایج جدول تجزیه واریانس 

اکسیدان داری بر میزان فعالیت آنزیم آنتیاثر بسیار معنی

ترین میزان فعالیت آن با میانگین بیش. آسکوربات پروکسیداز دارد

 08)مربوط به بالاترین سطح تنش ( واحد گرم بر وزن تر) 139/8

واحد ) 113/8ترین آن با میانگین و کم( درصد ظرفیت زراعی

اثرات  (.0جدول)مشاهده شد  در گیاه شاهد( گرم بر وزن تر

باکتری و اسید سالیسیلیک و سایر اثرات متقابل بر روی  اصلی

 (.3جدول )نبود  داراین آنتی اکسیدان معنی

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 اثر متقابل تنش خشکی و باکتری بر میزان فلاونوئید -1شکل 

 

 
 اثر متقابل تنش خشکی و اسید سالیسیلیک بر میزان فلاونوئید -2شکل 

 
 

 
 اثر متقابل باکتری و اسید سالیسیلیک بر میزان فلاونوئید -3شکل 

 

 

 
 ی بر میزان فنلاثر متقابل تنش خشکی و باکتر -0شکل 

  نتایج و بحث

میزان فلاونوئید   mg QE/G 

 

 mg QE/Gمیزان فلاونوئید 

 

 عدم تلقیح با باکتری تلقیح گیاه با باکتری

 عدم تلقیح با باکتری

 تلقیح گیاه با باکتری

Ga/g DW /(mg) فنل کل 

 سطوح تنش خشکی
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 اثر متقابل تنش خشکی و اسید سالیسیلیک بر میزان فنل کل -9شکل 

 

 
 اثر متقابل باکتری و اسید سالیسیلیک بر میزان فنل کل -6شکل 

 

تنش خشکی ( 3جدول شماره )تجزیه واریانس  بر طبق جدول

اکسیدان گایاکول داری بر میزان فعالیت آنزیم آنتیاثر بسیار معنی

 808/8ترین میزان فعالیت آن با میانگین بیش. پروکسیداز دارد

درصد  08)مربوط به بالاترین سطح تنش ( واحد گرم بر وزن تر)

واحد گرم بر ) 823/8ترین آن با میانگین و کم( ظرفیت زراعی

 اصلیاثرات (. 0جدول )در گیاه شاهد مشاهده شد ( وزن تر

باکتری و اسید سالیسیلیک و سایر اثرات متقابل بر روی این آنتی 

 (. 3 جدول)بود ن دارمعنیاکسیدان 

داری در سطح یک درصد بر میزان تنش خشکی تاثیر معنی

ترین بیش. (3جدول )اکسیدان کاتالاز داشت فعالیت آنزیم آنتی

درصد  08)میزان فعالیت این آنزیم در تنش شدید خشکی 

و ( واحد گرم بر وزن تر) 260/8با میانگین ( ظرفیت زراعی

درصد  28) کمترین میزان آن مربوط به گیاه شاهد در تنش ملایم

. بود( واحد گرم بر وزن تر) 182/8با میانگین  (ظرفیت زراعی

یلیک و سایر اثرات متقابل بر باکتری و اسید سالیس اصلی اثرات

 (. 3جدول )نبود  داراکسیدان نیز معنیروی این آنزیم آنتی

 هیدروکسیلاز اثر متقابل سه تیمار 3در میزان بیان ژن لیمونن 

درصد  پنجدر سطح ( تنش خشکی، باکتری و اسید سالیسیلیک)

( 0جدول ) اصلیبررسی میانگین اثرات (. 3جدول )دار بود معنی

ر این است که با افزایش میزان تنش خشکی بیان ژن لیمونن بیانگ

 68، 28به صورتی که در تنش. یابدهیدروکسیلاز افزایش می 3

، 20/8ترتیب درصد ظرفیت زراعی میزان بیان این آنزیم به 08و

 . افزایش نشان داد 09/3و  22/2

 

 

 گیری شدهتجزیه واریانس صفات اندازه -3جدول 

ns ، *داری در سطح احتمال پنج و یک درصد داری، معنیترتیب غیر معنیبه **و 

روکسیدازگایاکول پ کاتالاز فنل کل فلاونوئید درجه آزادی منابع تغییرات  
آسکوربات 

 پروکسیداز

لیمونن 

 هیدروکسیلاز

98/268** 2 تنش خشکی  **821/8  **829/8  **8826/8  **8816/8  **236/12  

98/208** 1 باکتری  **866/8  ns88802/8 ns88836/8 ns88896/8 **292/9  

82/3* 1 سالیسیلیک اسید  *882/8  ns88898/8 ns8888800/8 ns88860/8 *912/8  

ریباکت*خشکی  2 886/32 ** **811/8  ns88866/8 ns888801/8 ns88892/8 **8909/8  

سالیسیلیک*خشکی  2 62/0 ** *889/8  ns88862/8 ns888822/8 ns88862/8 **060/8  

سالیسیلیک*باکتری  1 **86/66  **891/8  ns88806/8 ns888816/8 ns88892/8 **829/3  

سالیسیلیک*باکتری*خشکی  2 29/1  ns 883/8  ns ns88863/8 ns888812/8 ns88868/8 *390/8  

66/2  خطا  8819/8  88822/8  88828/8  88812/8  862/8  

C.V%  01/3 20/12 22/2 26/13 89/11 61/12 

Ga/g DW /(mg) فنل کل 

 سطوح تنش خشکی

Ga/g DW /(mg) کل فنل  
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 گیری شدهصفات اندازه اصلیاثرات  هایمیانگین -0جدول

 

مربوط به اثر متقابل ( 22/0)ترین میزان بیش 9با توجه به جدول 

و باکتری محرک رشد ( درصد ظرفیت زراعی 08)تنش شدید 

مربوط به گیاه شاهد در تنش ( 66/8)ترین میزان کم. باشدمی

با توجه به مشاهدات این  .بود (درصد ظرفیت زراعی 28) ملایم

پژوهش با افزایش شدت تنش خشکی، میزان ترکیبات فنولی به 

عنوان یک شاخص بههای ثانویه افزایش یافت، که عنوان متابولیت

(. Cheruiyot et al. 2007)بالقوه برای دفاع آنتی اکسیدانی است 

-گیرد مقدار زیادی از گونهزمانی که گیاه در معرض تنش قرار می

در بسیاری از گیاهان، سیستم . شودهای فعال اکسیژن تولید می

-Jubany)شوند ها فعال میآنزیمی برای از بین بردن این رادیکال

Mari et al.,2010.)  ،پیش از آنکه سیستم آنزیمی وارد عمل شود

ها دست به کار شده و به عنوان یک آنتی اکسیدان قوی فلاونوئید

. کندهای فعال اکسیژن عمل میطور مستقیم در پاک سازی گونهبه

ها در خواص آنتی اکسیدانی فلاونوئیدها به اثر بازدارندگی آن

-و به( Sangtarash et al. 2009) ودشمی تنفس میتوکندریایی بر

وسیله شلاته کردن آهن مانع تنش اکسیداتیو طور غیر مستقیم به

 Yang et Blokhina et al. 2003) :al. 2001; Seyoum etشوندمی

al. 2006 .)های فنلی در در پژوهش حاضر افزایش میزان ترکیب

ا را هتنش خشکی ارتباط مستقیم با ظرفیت آنتی اکسیدانی آن

در گیاه  et al. Sangtarash( 2009) نشان داد، که در گزارشات

 Cistus clusii (2004و گیاه ( .Brassica rapa L)شلغم 

Hernandez et al.) ،از آنجایی. استارائه شده یمشابه جینتا زین-

از طریق مسیر فنیل ( فنول کل و فلاونوئید)که ترکیبات فنولی 

آنزیم فنیل آلانین آمونیا لیاز آنزیم  شود وپروپانوئید ساخته می

توان تجمع این مواد را کلیدی این مسیر متابولیکی مهم است می

های محرک رشد مربوط به القای این آنزیم توسط باکتری

(Maxwell et al. 1989; Petter and Verma 1990 ) و اسید

 .Solecka and Kacperska 2003; Sgarbi et al)سالیسیلیک 

های ایزوله درصد باکتری 28تخمین زده شده که . دانست( 2003

است مشخص شده. هستند IAAشده از ریزوسفر قادر به تولید 

ی در جهت یهاکه بین فلاونوئید و هورمون اکسین برهمکنش

توان نتیجه گرفت باکتری تشکیل گرهک وجود دارد، که می

ند شوها در گیاه میمحرک رشد منجر به افزایش فلاونوئید

(Maxwell et al. 1989; Petter and Verma 1990.) 

(2014a)Sang-Mo et al.  در تحقیق روی گیاه سویا(Glycine 

max L. ) تحت تیمار تنش خشکی و باکتریPseudomonas 

putida ها دریافتند که کاربرد باکتری به واسطه تولید فیتوهورمون

(IAA )افزایش مقاومت  وتواند باعث افزایش میزان فلاونوئید می

 . شودگیاه در شرایط تنش 

عنوان یک سیگنال دهنده ممکن است در تنظیم اسید سالیسیلیک به

و بیوسنتز فنیل پروپانوئید ( فنیل آلانین آمونیالیاز) PALبیان ژن 

، که موجب تجمع شودو سبب القاء این ژن  داشته باشدنقش 

 Solecka and)شود اسیدهای فنلی و فلاونوئید در گیاه می

Kacperska 2003; Sgarbi et al. 2003 .)چنین افزایش هم

-فلاونوئید تحت تیمار اسیدسالیسیلیک در گوجه ترکیبات فنولی و

و جعفری ( Ding et al. 2002) (Solanum lycopersicum) فرنگی

(Petroselinum crispum L) (Thulke and Conrath 1998 )

 .استگزارش شده

 لیمونن هیدروکسیلاز آسکوربات پروکسیداز گایاکول پروکسیداز کاتالاز فنل کل فلاونوئید فاکتور

a1 66/20  c 263/8  b c182/8 c823/8 c113/8 c20/8 

a2 82/38  b 332/8  a b168/8 b832/8 b116/8 b22/2 

a3 66/33  a 302/8  a a260/8 a808/8 a139/8 a09/3 

b1 20/26  b 22/8  b a120/8 a833/8 a126/8 b20/1 

b2 81/32  a 366/8  a a166/8 a831/8 a112/8 a6/2 

c1 11/22  b 386/8  b a129/8 a8321/8 a126/8 b1/2 

c2 23/22  a 306/8  a a166/8 a8323/8 a112/8 a30/2 
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شوند و ها در گیاه بسته میمبود آب روزنهدر شرایط تنش ک

یابد و به دنبال در بافت مزوفیل کاهش می  CO2متعاقب آن غلظت

های تاریکی فتوسنتز مختل شده و محصولات این وضعیت واکنش

است،  ATPو   NADPHشامل که های روشنایی،حاصل از واکنش

علت عدم اکسید شدن از این رو به. شودمصرف نمی

NADP، مصرف NADPHمولکول
به منظور دریافت الکترون  +

یابد، بنابراین مولکول اکسیژن در مسیر زنجیره انتقال کاهش می

کند و منجر به عنوان پذیرنده جانشین الکترون عمل میالکترون به

O2) گیری رادیکال سوپراکسیدشکل
، رادیکال پراکسید هیدروژن (-

(H2O2 )و هیدروکسیل (OH
 دارای بالقوه طوربه  ROS .شودمی( -

 و داده واکنش سلولی ترکیبات از بسیاری با که است پتانسیلی

 شودمی ی ضروریهاماکرومولکول سایر و غشا به خسارت سبب

(Blokhina et al. 2002).  آنزیم آسکوربات پروکسیداز نقش

اساسی در متابولیزه کردن ترکیبات فعال اکسیژن و جلوگیری از 

 .Hamrahi et alنش اکسیداتیو را به عهده دارد خسارات ناشی از ت

فعالیت آنتی اکسیدانی آنزیم آسکوربات پروکسیداز با . (1387)

 .یابدافزایش تنش اسمزی افزایش می

 Triticum) در گیاه گندم et al.  Sairam(2002)این نتایج توسط 

aestivum L.) (2003) وet al.  Blokhina  در گیاه بابونه

(Matricaria chamomilla L. ) آنزیم گایاکول . استشدهگزارش

توزیع . داری را نشان دادافزایش معنی ،پروکسیداز نیز تحت تنش

تواند تا هایی نظیر گایاکول سوپر اکسید در غشاها میفضایی آنزیم

حدودی در برقراری مقاومت نسبت به خشکسالی مهم باشد 

(Bowler et al. 2002). هیدروژن شکستن در پراکسیداز آنزیم 

 دستگاه آندوپلاسمی، سلولی، شبکه دیواره در و دارد نقش پراکسید

گایاکول (. Schloss et al. 1987) شوندمی یافت واکوئل و گلژی

کند و از پراکسید هیدروژن برای عنوان دهنده الکترون عمل میبه

های آلی و غیر آلی استفاده اکسیداسیون انواع مختلف سوبسترا

افزایش فعالیت آنتی اکسیدان  .(Dinakar et al. 2009) کندمی

گایاکول پراکسیداز در اثر خشکی و یا درجه حرارت بالا توسط 

 Mahonia)در ماهونیا  et al.  Grace(1998) سایر محققین مانند

repens L.)، (2007) وet al.  Jasinska  در نخود(Cicer 

arietinum L. ) با افزایش شدت  همچنین .استشدهنیز گزارش

در موجودات زنده . یابدتنش میزان آنزیم کاتالاز نیز افزایش می

وسیله کاتالاز و گلوتاتیون پراکسیداز سم پراکسید هیدروژن به

 هیدروژن پراکسید که اکسیدانی است آنتی کاتالاز. شودزدایی می

 (. Mittler et al. 2002)کند می تبدیل اکسیژن و آب به را

 Zea) ذرت روی بر .Kellos et al (2008) تحقیقات طبق نتایج

mays( )1998)Sairam et al. گندم روی بر (Triticum aestivum )

(2008)Manivannan et al. روی آفتابگردان  بر(Helianthus 

annuus L. )طرز به خشکی تنش تحت کاتالاز فعالیت آنزیم 

ین تحقیق یابد که با نتایج حاصل از اافزایش می داریمعنی

آنچه که از نتایج این مطالعه مشخص است این . مطابقت دارد

داری بر باشد که باکتری و اسید سالیسیلیک تاثیر غیر معنینکته می

 بودن کمتر. اندهای آنتی اکسیدانی داشتههای آنزیمافزایش فعالیت

که  است این هدهند نشان باکتری حاوی هایتیمار در فعالیت آنزیم

-های آنتیآنزیم و داده قرار تریمناسب شرایط در را گیاه باکتری

 et(2014b) که این نتایج با نتایج استشده تولید کمتری اکسیدانی

al.  Sang-Mo در گیاه خیار ،(Cucumis sativus L. ) تحت تنش

در ریحان  Heidari and Golpayegani( 2012)نتایج  و خشکی،

(Ocimum basilicum L. )تاثیر سالیسیلیک اسید . ل داردتطابق کام

ها در محدوده وسیعی در تعدیل پاسخ گیاه و کاهش فعالیت آنزیم

 ؛(Shirasu et al. 1997)است های اکسیداتیو گزارش شدهاز تنش

های کاهش فعالیت. که با نتایج حاصل از این بررسی مطابقت دارد

م، از ای از غیر فعال شدن آنزیآنتی اکسیدانی ممکن است نتیجه

از طرفی احتمال . طریق مولکولهای تاثیر گذار مرتبط با تنش باشد

ها برای دلیل نیاز کمتر سلولها بهدارد که کاهش فعالیت این آنزیم

متابولیسم آنتی اکسیداتیو پس از اعمال تیمار با اسید سالیسیلیک 

های آنتی همچنین تغییرات القا شده در فعالیت آنزیم. باشد

چنین گونه و سن گیاه ه شدت و مدت تیمار و هماکسیدانی ب

طور مستقیم در از ممکن است اسید سالیسیلیک به. باشدوابسته می

سازی این های آزاد نقش داشته باشد و با پاکبین بردن رادیکال

. های فعال، از افزایش فعالیت آنزیم جلوگیری کندگونه

عنوان پایین تر بهو  رمولامیلی یکهای سالیسیلیک اسید در غلظت

 شودترکیبات ضد تنشی باعث رفع اثرات ناشی از اکسیداتیو می

(1387) Mazaheri et al. . دست آمده هچنین با توجه به نتایج بهم

از صفات فیزیولوژیکی مبنی بر افزایش این صفات تحت تیمار 

توان نتیجه گرفت که باکتری و سالیسیلیک در تنش خشکی می
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عنوان اولین سد اند بهاکسیدانی غیر آنزیمی توانستهصفات آنتی

منظور دفاعی خسارات اکسیداتیو را کاهش و نیاز سلول را به

های کاهش میزان آنزیم. متابولیسم آنتی اکسیداتیوها کاهش دهد

 Sangtarash et)افزایش میزان فلاونوئید  هواسطآنتی اکسیدانی به

al. 2009)  و پرولین(Trovato et al. 2008; Aktas et al. 2007 )

  .در گزارشات به اثبات رسیده است

هیدروکسیلاز، رمز کنندة آنزیم لیمونن هیدروکسیلاز -3ژن لیمونن 

 در OHقرار دادن )ی هیدروکسیله نمودن لیمونن بوده و وظیفه

ها در گیاه نعناع در مسیر تولید و سنتز مونوترپن( 3کربن شماره

لیمونن  هرا بر عهده دارد که سبب تجزی( .Mentha spicata L)سبز

 Croteau)شود به طیف وسیعی از ساختارهای متابولیت ثانویه می

and Gershenzon 1994; Croteau 1991 .) تنش خشکی سبب

 .Nowak et al) شودهای ثانویه در گیاه میافزایش متابولیت

د را تمایز هر کمبودی که رش-موازنه رشد بر طبق فرضیه .(2010

های ثانویه را بیش از فتوسنتز محدود کند تولید و تجمع متابولیت

ها در برخی از ژن .(Herms and Mattson 1992) دهدافزایش می

باشند، که سطح رونویسی گیاه مسئول پاسخ به تنش خشکی می

یابد، و محصولات افزایش یا کاهش می ها در طی تنش خشکیآن

ها به این ژن. خشکی درگیر هستندها در پاسخ به تنش این ژن

-های نسخهسازی فاکتورواسطه دریافت، انتقال سیگنال و فعال

های ها، پاسخکنند و به این ترتیب محصول آنبرداری نقش ایفا می

 Shinozaki)دنبال خواهد داشت به تنشدفاعی را در گیاه بر علیه 

and Yamaguchi-Shinozaki 1999 .)نجام آزمایشات ا بر طبق

ده که شها گزارش شده در مورد اثر تنش خشکی بر بیان برخی ژن

 LEA (Lateمیزان بیان ژن  تنش خشکی سبب افزایش

Embryogenesis Abundant)در گیاه لوبیا ، (phaseolus vulgaris 

L.) دهشخشکی تنش ده که باعث افزایش مقاومت در برابر ش-

های ثانویه و ابولیتافزایش مت. (Ghareghani et al. 1390)است 

اجزای اسانس در زمان تنش نشان دهنده نقش حفاظتی این 

 در نتایجباشد که عنوان عوامل غیر آنتی اکسیدانی میترکیبات به

(1990)Charles et al. مبنی بر افزایش مقدار منتون و کل سزکوئی

، لینالول و کاویکول (.Mentha spicata L)ها در گیاه نعناع ترپن

و ( Simon et al. 1992)( Ocimum basilicum) یاه ریحاندر گ

 (Petroselinum crispum) ها در گیاه جعفریمیزان مونوترپن

(Mohamed et al. 2002 ) تحت تنش خشکی در یک راستا قرار

 های محرکبرای باکتری 1اصطلاح مقاومت سیستمیک القایی. دارد

افزایش تحمل و  رشد که باعث القا تغییرات فیزیکی و شیمیایی

 Yang)است دهشپیشنهاد  ،شوندهای غیر زنده میگیاهان به تنش

et al. 2009 .)وجود گونه که اشاره شد همانIAA یک باکتری  در

-بیانگر اثر بخشی مناسب جهت مقاومت در برابر تنش در گیاه می

گزارشاتی مبنی بر افزایش میزان  (.Boiero et al. 2006) باشد

 استدهشانس نعناع تحت تاثیر هورمون اکسین ارائه منتول در اس

(Singh and Mishra. 2001). چنین مصرف همIAA  باعث

 .graveolens L)افزایش لیمونن در اسانس گیاه دارویی شوید 

Anethum) اسید  نتایج این مطالعه همچنین نشان داد که د،ش

یمونن سالیسیلیک سبب افزایش رونویسی از ژن رمز کننده آنزیم ل

مبنی  .Gao-Bin et al (2009) در گزارش. شودهیدروکسیلاز می

های دخیل بر بررسی اثر محلول پاشی اسید سالیسیلیک بر بیان ژن

( Artemisia annua L.)در بیوسنتز آرتیمیسین در گیاه گندواش 

عنوان یک آنتی اکسیدان مشخص شد که اسید سالیسیلیک به

را افزایش داده که در  ADS و HMGRهای القاگر، میزان بیان ژن

های ثانویه در گیاه نتیجه غلظت آرتیمیسین و میزان متابولیت

 .افزایش یافته است

باتوجه به مشاهدات این تحقیق باکتری و اسید سالیسیلک با 

افزایش صفات غیر آنزیمی فنل کل و فلاونوئید و افزایش 

ثرات مخرب تنش عنوان اولین سد دفاعی اهای ثانویه بهمتابولیت

در نتیجه گیاه مقاومت بهتری را از خود . اندخشکی را کاهش داده

های نشان داده است و انرژی کمتری را صرف تولیدهای آنزیم

ها مطالعات فراوانی بر روی باکتری. آنتی اکسیدانی نموده است

 FZB42, 5113  Bacillus ,5033هایخصوصا سویه

amyloliquefaciens چنین پژوهش و است، هم صورت گرفته

ها تحقیق بر روی ریزجانداران و کاربرد آنان به خصوص باکتری

. رو به افزایش است هاآن در صنعت کشاورزی و اهمیت تجاری

 Bacillusدر این تحقیق برای اولین بار سویه

amyloliquefaciens1732 عنوان مورد مطالعه قرار گرفت و به

. دشد گیاه در شرایط تنش گزارش اثیرگذار بر فرایند رشتعامل 

از این سویه برای مطالعات بیشتر در سایر  شودلذا پیشنهاد می

                                                           
1
 Induced systemic resistance 
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چنین هم. شودهای محیطی استفاده چنین دیگر تنشگیاهان و هم

ی باکتری با سایر در مطالعات بعدی اثر این سویه شودپیشنهاد می

فاوت های کشت متهای دیگر بر روی رشد گیاهان در محیطسویه

 .مورد مطالعه و مقایسه قرار گیرد
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