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ارتباط تولید هورمون IAA  با تنش های خشکی و شوری و 
تغییرات غلظت تريپتوفان در باكتری های جداسازی شده از خاک 

های شور و شور- سديمی

رضا سليمانی1، حسن توفيقی2 ، حسينعلی عليخانی*3، كاظم خاوازی4

چکيد ه
بــا توجــه به اهمیــت تولیــد IAA توســط باكتــری های خــاک، بــه ويژه 
نقــش آن در القــاء ريشــه زايــی در خــاک های متأثر از خشــکی و شــوری 
ايــن تحقیــق انجــام شــد. در ايــن تحقیــق، ضمــن جداســازی 400 باكتری 
 IAA تغییــرات تولیــد ،SAR و EC از خــاک هــای بــا درجــات مختلــف
و اثــر مقاديــر مختلــف تريپتوفــان و تنــش هــای خشــکی و شــوری بــر 
تولیــد ايــن هورمــون تجزيــه و تحلیــل شــد. نتايــج نشــان داد كــه اثــر 
تنــش هــای خشــکی و شــوری بــر تغییــرات تولیــد IAA از نظــر آماری 
معنــی دار بــود. گونــه باكتــری                               Arthrobacter كــه از 
خــاک هــای شور-ســديمی جداســازی شــد، مولد هورمــون IAA بــوده و 
نســبت بــه ســاير جدايــه هــای باكتــری دارای بیشــترين پايــداری تولید 
در تنــش هــای خشــکی و شــوری بــود. همچنیــن ايــن باكتــری، متحمــل 
بــه خشــکی و شــوری بــوده و بــه تــا EC برابــر بــا 40 دســی زيمنــس 
بــر متــر و پتانســیل اســمزی 25- بار همچنــان به تولیــد IAA ادامــه داد. 
ايــن باكتــری، كارايــی بالايــی در مصــرف تريپتوفــان در شــرايط تنــش 
هــای خشــکی و شــوری از خــود نشــان داد. بــه طــوری كــه مقــدار تولید 
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هورمــون IAA بــه ازاء مصــرف هــر واحــد تريپتوفــان، برابــر بــا 0/1 
بــود  و بــه عنــوان كاراتريــن باكتــری، گــزارش شــد. ايــن باكتــری بــا 
توجــه بــه آزمــون هــای انجــام شــده و برتــری نســبی آن، بــرای انجــام 
آزمــون هــای مزرعــه ای در تنــش هــای موجــود در خــاک هــای متأثــر از 

خشــکی، شــوری و شــور- ســديمی، پیشــنهاد شــد.

واژه های كلیدی: باكتری                                 Arthrobacter ، تريپتوفان، 
IAA شــوری، شور-سديمی، هورمون

مقدمه
عنوان  به   IAA هورمون  توليد  گياه،  رشد  محرک  های  باكتری  مستقيم  اثرات  مهمترين  از  يکی 
متابوليت ثانويه می باشد. اين هورمون، جزء اكسين های فعال فيزيولوژيکی است. نقش اساسی 
اكسين، در القاء ريشه زايی و تشکيل آغازند ه ريشه اثبات شد ه است )Mangang, et al., 2015(. به 
طوری كه در غلظت های كمتر از   8-10 مولار،  نقش های فيزيولوژيکی ديگری نيز در گياه ايفاء می كند كه 
 Organ( و الگو د هی اند ام ها )Root Architecture( از آن جمله می توان به تغيير در معماری ريشه
Patterning( اشاره كرد )Lamine, et al., 2008, Woodward, et al., 2005(. در شرايط تنش 

های خشکی و شوری، كاهش جوانه زنی بذر و رشد گياه را به اختلال در توليد هورمون IAA در 
گياه نسبت می د هند )Dilfuza, 2011(. به طوری كه مصرف IAA )Exogenous application( در 
غلظت های كم و به طور پيوسته پيشنهاد شد ه است )Fernandez-Falcon, et al., 2005(. توليد 
 Mandal( بوسيله ريز موجود ات خاک از جمله باكتری ها به طور پيوسته انجام می گردد  IAA

et al., 2007(. باكتری ها، اين هورمون را به منظور بهبود فرايند های فيزيولوژيکی گياه و ايجاد 

 IAA شرايط مناسب در سيکل تشديد ی رشد خود توليد می كنند )Mohite, 2013(.  هورمون 
توليد شد ه در اين باكتری ها، با متعادل كردن توزيع اكسين در گياه، فرايند های رشد و نمو گياه از 
جمله توسعه ريشه را تنظيم می كند )Spaepen, et al., 2007(. مقد ار IAA توليد شد ه بستگی به 
عوامل ژنتيکی و محيطی د ارد. با توجه به محدودبودن مسير توليد IAA در هر گياه، باكتری ها، با ايجاد 
 Spaepen and( به توليد پايد ار آن در جهت رشد گياه كمک می كنند ،IAA تنوع در مسيرهای توليد
 Indole-3-Acetamide شامل مسير IAA مسيرهای عمد ه بيوسنتز .)Vanderleyden, 2012

بيوسنتز هورمون  و  بود ه   )Tra( (IAM(، مسير  (Indole-3-Pyruvate )IPAو مسيرتريپتامين 

 .)Mohite, 2013( انجام می شود IPA و گاهی از مسير IAM در باكتری ها، بيشتر از مسير IAA

در   ،)Trp-dependent pathway) تريپتوفان  به   ،IAA توليد  مسير  بودن  وابسته  به  توجه  با 
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 )monooxigenase-2-Tryptophan) آنزيم تريپتوفان مونواكسيژناز ، Maai مرحله اول ، ژن
  ، Haai تبديل می كند. در مرحله دوم مسير، ژن IAM را كد  می كند. اين آنزيم، تريپتوفان را به
آنزيم ايندول استاميد هيدرولاز (IAM-hydrolase( را كد كرد ه و آنزيم ايندول استاميد هيدرولاز، 
IAM را به IAA و آمونيوم تبديل می كند )Matsukawa et al., 2007(. همچنين توليد هورمون 

IAA به شدت وابسته به شرايط محيطی موجود در آشيان اكولوژيکی )Niche( باكتری ها، از جمله 

فاكتورهای مورد نياز برای فعاليت های ميکروبی شامل اسيد های آلی، قند ها و ديگر متابوليت 
 Patten پيش ماد ه توليد اكسين( می باشد. در تحقيقات( L-Tryptophane های گياهی از جمله
و Glick (2002(،  مشخص شد كه توان توليد اكسين توسط Pseudomonas putida  با افزودن 
تريپتوفان به محيط كشت باكتری، افزايش يافت. به طوری كه در غلظت های 50، 100، 200 و 500 
ميکروگرم در ميلی ليتر تريپتوفان، به ترتيب 14/5، 22/5، 26/2 و 32/7 ميکروگرم در ميلی ليتر 
IAA توليد شد. همچنين مشخص شد ه است كه مصرف تريپتوفان، توانايی توليد هورمون IAA را 

توسط باكتری سودوموناس افزايش د اد به طوری كه در غلظت های 0/1، 25 و 200 ميکروگرم 
 Bent, et( توليد شد IAA در ميلی ليتر تريپتوفان به ترتيب 7/1، 12 و 96 ميکروگرم در ميلی ليتر
 IAA در بين گونه های مختلف باكتری نيز تفاوت های زياد ی در مقد ار توليد هورمون .)al., 2001

گزارش شد ه است به طوری كه  Ensifer meliloti و  Rhizobium leguminosarum به ترتيب 
20 و 2 ميکرو گرم در ميلی ليتر IAA توليد كردند )Dilfuza, 2011(. عليخانی و همکارن )1386( 
 IAA گزارش كردند كه 74/1 درصد از باكتری های گروه ريزوبيومی د ارای توانايی توليد هورمون

بوده و توانايی اين باكتری ها در توليد هورمون IAA با هم متفاوت بودند. 
تاكنون مطالعه ای بر روی توان توليد هورمون IAA  در باكتری های بومی در خاک های مناطق 
جنوب غربی كشور كه تحت تنش با درجات مختلف خشکی، شوری و شور-سديمی قرار د ارند و 
همچنين پاسخ های باكتری های مولد، به تنش های شوری و خشکی انجام نشد ه است. بنابراين 
اين تحقيق به منظور تعيين مناسب ترين جد ايه باكتری مولد هورمون IAA از نظر توانايی تحمل به 

خشکی و شوری و كاراترين آن از نظر مصرف تريپتوفان انجام شد. 
مواد و روش ها

تهیه نمونه های خاک و جداسازی باكتری ها از خاک 
با استفاد ه از دستگاه موقعيت ياب جهانی )GPS( و دستگاه EC سنج پرتابل، اقد ام به مکان يابی 
و نمونه برد اری از  تود ه خاک های شور، شور-سديمی و معمولی و خاک ريزوسفری گياه گندم 
در استان خوزستان و جنوب استان ايلام شد. نمونه های مركب خاک به مقد ار دو كيلوگرم از اين 
خاک ها از عمق صفر تا 30 سانتی متری تهيه، و پس از هوا خشک كردن به منظور تجزيه های 
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شيميايی به آزمايشگاه منتقل شدند. سپس از خاک ها، گل اشباع تهيه شد ه و pH و  EC عصاره 
 Page, et( اشباع،  غلظت كلسيم، غلظت سديم و پتاسيم به روش فليم فتومتری اند ازه گيری شدند
al., 1982(. با توجه به اين نتايج، SAR نيز محاسبه شد. با توجه به نتايج تجزيه شيميايی خاک 

ها،  از خاک های شور، شور-سديمی و معمولی تعد اد 56 نمونه خاک برای جد اسازی باكتری ها 
انتخاب شد. به اين منظور، ابتد ا سوسپانسيون همگن از هر نمونه، با انتقال 10 گرم خاک به ارلن ماير 
250 ميلی ليتری حاوی 90 ميلی ليتر آب مقطر استريل تهيه شد. سوسپانسيون تهيه شد ه، در شيکر با 
120 دور در دقيقه و دمای 25 درجه سانتی گراد به مدت 30 دقيقه قرار د اد ه و پس از آن، سری های 
رقت )از 1-10  تا 9-10( تهيه گرديد. در نهايت،  0/1 ميلی ليتر از هر رقت، بر روی پليت حاوی محيط 
كشت Nutrient Agar پخش )Spread Plate(  گرديد )Wang et al., 2007(. تمام پليت ها در 
دمای 25 درجه سانتی گراد به مدت 5 روز گرماگذاری شدند. به منظور خالص سازی جدا    يه ها، 
كلنی های تشکيل شد ه از بالاترين رقت های هر نمونه كشت شد ه انتخاب و دوباره بر روی محيط 
كشت NA رشد د اد ه شدند. كلونی هايی كه پس از كشت های متوالی مشابهت د اشتند انتخاب شد 
ه و برای استفاد ه بعدی بر روی محيط كشت شيبد ار )Slant Agar Medium( در يخچال نگهد 

اری خواهند شد.
  IAA ارزيابی جدايه های باكتری از نظر توان تولید هورمون

توانايی توليد هورمون IAA با روش پيشنهاد ی Bric و همکاران )1991( انجام شد. برای اند ازه گيری 
كمی توليد IAA در محيط كشت مايع، شدت رنگ ايجاد شد ه در اثر استفاد ه از محلول سالکوفسکی 
ابتد ا باكتری ها به مدت 48 ساعت  توسط دستگاه اسپکتروفتومتر سنجش گرديد. به نحوی كه 
در محيط كشت TSB كشت د اد ه شد. در مرحله غربالگری اوليه، 50 ميکروليتر از سوسپانسيون 
باكتری در مرحله غربالگری اوليه به 25 ميلی ليتر محيط كشت د ارای 200 ميکروگرم در ميلی ليتر 
تريپتوفان و در مرحله بعد به منظور مقايسه كارايی مصرف تريپتوفان همين مراحل با استفاد ه از 
محيط كشت حاوی مقادير صفر، 50، 100 ، 150، 200 و 250  ميکروگرم در ميلی ليتر تريپتوفان 
 g( سانتريفيوژ  دقيقه   10 مدت  به  باكتری  خالص  سوسپانسيون  ساعت،   24 از  بعد  شد.  انجام 
10000( شد ه و سلول های باكتری )Pellet( از محيط كشت و مواد مترشحه جد ا گرديد. از محلول 
رويی )Supernatant( به نسبت 1 به 2 با معرف سالکوفسکی )150 ميلی ليتر اسيد سولفوريک 
غليظ، 250  ميلی ليتر آب مقطر و 7/5 ميلی ليتر FeCl3.6H2O 0/5 مولار( مخلوط گرديد. سپس به 
مدت 20 دقيقه در دمای اتاق نگهد اری شد ه و آنگاه با  استفاد ه از اسپکتروفتومتر، مقد ار جذب نور 
 IAA مقد ار توليد هورمون  .)Patten and Glick, 2002( در طول موج 535 نانومتر قرائت گرديد

با مقايسه جذب آن با جذب در نمود ار استاند ارد تهيه شد ه از ايندول استيک اسيد محاسبه شد. 
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6000-PEG آزمون میزان تحمل به تنش كم آبی باكتری ها با استفاده از
به منظور ارزيابی ميزان تحمل جد ايه ها به سطوح مختلف تنش كم آبی، از توان رشد آن ها در 
محيط كشت TSB حاوی غلظت های مختلف پلی اتيلن گليکول 6000 استفاد ه شد. بر اساس معادله 
Michel & Kaufmann (1973(  غلظت های صفر، 202/2، 295/7، 367/7، 428/4 و 481/9  گرم 

پلی اتيلن گليکول 6000 به ازاء هر كيلوگرم محيط كشت TSB معادل پتانسيل های آبی 0، 5-، 10-، 
 )Optical density)  OD15-، 20- و 25- بار می باشد. ميزان رشد جد ايه ها با اند ازه گيری
محيط رشد آن ها در طول موج 600 نانومتر، توسط دستگاه اسپکتروفتومتر تعيين و درصد كاهش 
رشد هر جد ايه در سطوح مختلف پلی اتيلن گليکول در مقايسه با ميزان رشد همان جد ايه در محيط 
TSB محاسبه گرديد. 3 تکرار از محيط TSB تلقيح نشد ه حاوی مقادير مختلف پلی اتيلن گليکول 

 Sandhya et al.,(اين محيط در شرايط فوق تهيه شد OD نيز به عنوان شاهد جهت تعيين ميزان
.)2009

آزمون میزان تحمل به تنش شوری 
به اين منظور، توان رشد جد ايه های مختلف باكتری در محيط كشت TSB حاوی مقادير مختلف 
نمک های كلريد سديم، كلريد كلسيم و كلريد منيزيم مورد ارزيابی قرار گرفت. مقادير نمک اضافه 
شد ه به نحوی تنظيم گرديد كه نتيجه حاصل از آن، ايجاد شوری های صفر، 5، 10، 20، 30 و 40 
دسی زيمنس بر متر بود. سپس تغييرات رشد جد ايه ها با اند ازه گيری OD محيط رشد آن ها در 
طول موج 600 نانومتر، توسط دستگاه اسپکتروفتومتر تعيين و در بين جد ايه ها با هم مقايسه شد.

شناسايی جدايه برتر
روش                           با   DNA استخراج   ،  )16S rRNA( ژنتيکی  روش  به  برتر  های  باكتري  شناسايی  براي 
ليز سلول و تغيير ماهيت د ادن پروتئين  ا  ابتد   .)Dauphin, et al., 2009(انجام شد استاند ارد 
با به كارگيري بافر ليز كنند ه )ليزوزيم، EDTA، SDS، پروتئيناز K(، انجام و سپس با استفاد ه از 
 .)Maciel, et al., 2009( فنل و كلروفرم تمام اجزاء غير از اسيد های نوكلئيک رسوب د اد ه شد
رسوب  محلول  در  موجود   DNA سرد،  مطلق  اتانول  و  سديم  استات  از  استفاد ه  با  پايان،  در 
 )Amplification(با شرايط تکثير )PCR( با استفاد ه از دستگاه ترموسايکلر PCR كرد. واكنش 
 FP 16 جد ايه منتخب از پرايمرهایS rRNA استاند ارد انجام شد. در اين تحقيق، برای تکثير ژن
 )/3/AAGGAGGTGATCCAGCCGCA3/5)  RP و    )/AGAGTTTGATCCTGGCTCAG3/5)

استفاد ه شد. محصول حاصل از PCR در ژل آگارز 1 درصد، بارگذاری )Load(  و بعد از مشاهد ه باند 
مشخص مورد نظر )bp 1200(، با توجه به راهنما )Lader(، برای تعيين توالی به شركت ماكروژن 

 .)Parmeela, et al., 2004( ارسال گرديد  كره جنوبی 
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تجزيه های آماری
آزمايشات در قالب طرح كاملا تصادفی، تيمارتريپتوفان در 6 سطح شامل صفر، 50، 100، 150، 200 
و 250 ميکروگرم در ميلی ليتر، تنش خشکی در 6 سطح شامل صفر، 5-، 10-، 15-، 20- و 25- بار 
و تنش خشکی در 6 سطح شامل صفر، 5، 10، 20، 30 و 40 دسی زيمنس بر متر با 4 تکرار انجام شد. 
تجزيه و تحليل د اد ه ها با استفاد ه از نرم افزار SAS انجام شد و نتايج تجزيه واريانس به دست آمد. 
سپس با استفاد ه از آزمون چند د امنه ای د انکن )DMRT(، ميانگين د اد ه ها در سطح 5% با يکديگر 

مقايسه شدند.
نتايج  

نتايج تجزيه شيميايی خاک های نمونه برد اری شد ه نشان د اد كه محدود ه شوری خاک ها بين 0/1 
تا 26/3 دسی زيمنس بر متر و SAR بين 0/1 تا 30/12  )ميلی اكی والان بر ليتر(1/2 قرار د اشت. 
همچنين سديم، كلسيم و منيزيم محلول خاک بطور ميانگين به ترتيب 56، 22 و 17 ميلی اكی والان 
بر ليتر و ميانگين pH خاک ها 7/61 بود. در مجموع تعد اد 400 جد ايه باكتری از خاک ريزوسفری 

و غير ريزوسفری جد اسازی گرديد. 
فراوانی مقادير تولید هورمون IAA توسط جدايه های باكتری 

فراوانی مقادير توليد هورمون IAA در محدود ه های با فاصله های 1/5 ميکروگرم در ميلی ليتری 
 ،IAA در شکل 1 نشان د اد ه شد ه است. همانطور كه مشاهد ه می شود، مقادير بالای توليد هورمون
د ارای فراوانی های كمی بودند. به طوری كه تنها در 3 درصد از باكتری ها، مقد ار توليد هورمون 
از  IAA، بيشتر از 9 ميکروگرم در ميلی ليتر بود ه و از  طرفی، مقد ار توليد IAA در 34 درصد 

IAA در محدود ه ميانه  1/5 ميکروگرم در ميلی ليتر بود. توليد هورمون  باكتری ها، كمتر از 
جمعيت )6-4/5 ميکروگرم در ميلی ليتر(، د ارای فراوانی برابر با 19 درصد بود )شکل 1-الف(. 
همچنين، مشخص شد كه 78 درصد از باكتری های جد اسازی شد ه از ناحيه ريزوسفری و 54 
 IAA درصد از باكتری های جد اسازی شد ه از ناحيه غير ريزوسفری )تود ه خاک(، مولد هورمون

بودند )شکل 1-ب(. 
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شکل 1: مقايسه فراوانی توليد هورمون IAA در جد ايه های باكتری مورد مطالعه
الف-فراوانی توليد در جد ايه های باكتری ب-نسبت باكتری های مولد و غير مولد ج- مقايسه فراوانی در باكتری 

های ريزوسفری مولد د- مقايسه فراوانی در باكتری های غير ريزوسفری مولد
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در اين تحقيق، تفاوت های ديگری نيز در كميت توليد IAA در شرايط ريزوسفری و غير ريزوسفر 
باكتری های  در   IAA توليد هورمون  فراوانی  بيشترين  كه  به طوری  مشاهد ه شد )شکل 1-ج(. 
غير  های  باكتری  مورد  در  و  ليتر  ميلی  در  ميکروگرم   6-7/5 محدود ه  به  مربوط  ريزوسفری، 
  )Pick( ريزوسفری، مربوط به محدود ه 4/5-3 ميکروگرم در ميلی ليتر بود. به عبارت ديگر، اوج
نمود ار در مورد باكتری های جد اسازی شد ه از خاک ريزوسفری به سمت مقادير بيشينه و در 
مورد باكتری های جد اسازی شد ه از خاک غير ريزوسفری به سمت مقادير كمينه توليد هورمون 

IAA كشيد ه شد ه است. 

 IAA تغییرات تولید هورمون
نتايج تجزيه واريانس د اد ه ها نشان د اد كه تفاوت های بين توليد هورمون IAA در جد ايه های باكتری ريزوسفری 
  IAA و غير ريزوسفری در سطح يک درصد معنی د ار بود )جدول 1(. همچنين مقايسه ميانگين توليد هورمون
با آزمون چند د امنه ای د انکن در سطح 5 درصد نشان د اد كه در بين باكتری های ريزوسفری، جد ايه 
های RSS32 ، RSS57 ،RN74 ، RS11 و RS2 به ترتيب با توليد 10/41، 10/37، 10/03 و 10/01 
ميکروگرم در  ميلی ليتر بيشترين مقد ار توليد هورمون IAA را د اشته و در بالاترين گروه آماری 
قرار گرفتند. همچنين در بين باكتری های غير ريزوسفری، جد ايه های RSS15 و BSS207 به ترتيب با 
توليد 9/42 و 9/31 ميکروگرم در  ميلی ليتر بيشترين مقد ار توليد هورمون IAA را د اشته و در بالاترين 

گروه آماری قرار گرفتند )جدول 2(. 
مقايسه توان تحمل تنش به خشکی و شوری 

در محيط كشت   6000 PEG ماد ه  مقادير مختلف  با حل كردن  تنش خشکی،  در مورد سنجش 
باكتری، قابليت استفاد ه مولکولهای آب كاهش يافته و پتانسيل های اسمزی متفاوتی ايجاد شد. 
 6000 PEG مشاهد ه می گردد، با افزايش غلظت RSS57 همانطور كه در شکل 2 در مورد جد ايه
در محيط كشت، چگالی نوری )OD600( به عنوان معياری از رشد باكتری روند كاهشی نشان د اد. شيب 
منحنی حاصل، بيانگر شدت پاسخ جد ايه باكتری به تنش ايجاد شد ه می باشد. به طوری كه شيب 
 RSS57 كاهشی كمتر )شيب ملايم تر(، نشان د هند ه تحمل نسبی بيشتر است كه در مورد جد ايه
اين شيب برابر با 0/128- بود )شکل 2(. وضعيت كاهشی چگالی نوری و مقايسه سه جد ايه برتر 
مولد هورمون IAA در شکل 2 نشان د اد ه شد ه است. همانطور كه در جدول 2 نشان د اد ه شد ه 
است جد ايه RSS57 نسبت به جد ايه های ديگر د ارای توان تحمل به خشکی بيشتری بود و پس از 
آن، جد ايه های RS10 و BSS192 با شيب های 0/137 و 0/139- در رتبه های بعد ی قرار گرفتند.

از  )تركيبی  نمکی  های  محلول  از  استفاد ه  با  ها  جد ايه  به شوری  تحمل  توان  ارزيابی  همچنين، 
كلريد های سديم، كلسيم و منيزيم( نشان د اد كه در اين شرايط نيز، با افزايش EC، چگالی نوری 
)OD600( به عنوان معياری از رشد باكتری تغيير يافت. در اين حالت نيز، روند كلی شيب منحنی 
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حاصل، شدت پاسخ جد ايه های باكتری را به تنش شوری نشان د اد. به طوری كه شيب كاهشی كمتر، 
نشان د هند ه تحمل نسبی بيشتر است. همانطور كه در جدول 2 مشاهد ه می شود جد ايه RSS57 با 
شيب 0/067- ، متحمل ترين جد ايه و پس از آن جد ايه های RN65 و BSS192 به ترتيب با شيب های 

0/091- و 0/098- در رتبه های بعد ی قرار د اشتند. 

جدول 1: خلاصه نتايج تجزيه واريانس )ميانگين مربعات( توليد هورمون IAA توسط جد ايه های ريزوسفری
 و غير ريزوسفری

 IAA ب( مقايسه سه جد ايه برتر مولد هورمون( و RSS57 اثر تنش خشکی بر روند رشد جد ايه )شکل 2: )الف
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جدول 2: مقادير هورمون IAA توليد شد ه توسط  جد ايه های باكتری برتر ريزوسفری و غير ريزوسفری

IAA اثر مصرف تريپتوفان و سطوح مختلف تنش خشکی بر تولید هورمون
نتايج تجزيه واريانس نشان د اد كه اثرات غلظت های مختلف تريپتوفان، تنش خشکی و برهمکنش 
آن ها بر مقد ار توليد هورمون IAA به ترتيب در سطح يک، يک و پنج درصد معنی د ار بود )جدول 
3(. همچنين، مقايسه ميانگين د اد ه ها نشان د اد كه مصرف تريپتوفان در مورد جد ايه RSS57 باعث 
توليد هورمون IAA بيشتری نسبت به ساير جد ايه ها شد. اين جد ايه، در غلظت 50 ميکروگرم در 
ميلی ليتر تريپتوفان، مقد ار 4/22 ميکروگرم در ميلی ليتر هورمون IAA توليد كرد كه نسبت به 
توليد هورمون IAA در جد ايه RS11 )با توليد 2/29 ميکروگرم در ميلی ليتر، 84/3 درصد افزايش 
نشان د اد. در حالی كه جد ايه RS11، در  شرايط بدون تنش خشکی در مرحله اول غربالگری، 
بيشترين مقد ار IAA را توليد كرد )جدول 2(. در ساير تيمارهای مصرف تريپتوفان نيز اين روند 
ملاحظه گرديد.  به طوری كه در غلظت 200 ميکروگرم در ميلی ليتر تريپتوفان نيز، 28/3 درصد 
افزايش توليد هورمون IAA حاصل شد )جدول 4(. در ساير جد ايه ها نيز همين روند وجود د اشت و 
جد ايه های با توان تحمل به خشکی و شوری بالاتر )جد ايه های RS10 و BSS192( هم نتوانستند 
مقادير قابل ملاحظه ای هورمون IAA با مصرف تريپتوفان توليد كنند و پايد اری توليد مناسبی 
نسبت به جد ايه RSS57 ند اشتند. به عبارت ديگر افزايش توليد IAA با توجه به روند افزايشی غلظت 
تريپتوفان ناچيز بود و در تيمار 250 ميکروگرم در ميلی ليتر تريپتوفان، مقد ار توليد IAA از 2/16 



129دوره سی و یکم، شماره 2، تابستان 1397مجله علمی - پژوهشی دانشگاه الزهرا )س( / زیست شناسی کاربردی

ميکرو گرم در  ميلی ليتر تجاوز نکرد. محاسبه كارايی مصرف تريپتوفان نيز نشان د اد كه در تيمار 
250 ميکروگرم در ميلی ليتر، جد ايه های RSS57 و BSS192، به ترتيب 0/1 و 0/01 ميکروگرم 
در ليتر هورمون IAA به ازاء مصرف هر واحد تريپتوفان )يک ميکروگرم در ليتر( توليد كردند كه 
بيانگر 10 برابر بودن كارايی مصرف تريپتوفان و توليد هورمون IAA در جد ايه RSS57 نسبت 
به جد ايه RSS192 بود. در مورد ساير جد ايه ها نيز كارايی كمتر از 0/1 بود. كارايی مصرف 

تريپتوفان از فرمول زير محاسبه گرديد:
Et=)Pt-Pc)/Trpapp

Et=كارايی مصرف تريپتوفان, Pt= توليد هورمون در تيمار با مصرف تريپتوفان 
Pc= توليد هورمون در تيمار بدون مصرف تريپتوفان, Trpapp= مقدار تريپتوفان مصرف شد ه

جدول 3: خلاصه نتايج تجزيه واريانس )ميانگين مربعات( تغييرات توليد هورمون IAA متأثر از مصرف 
تريپتوفان و سطوح تنش خشکی 
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در اين تحقيق، با ملاحظه اثر تنش خشکی و برهمکنش تنش خشکی و مصرف تريپتوفان، برتری 
جدايه RSS57 مشخص گرديد. به نحوی كه علاوه بر اثر پذيری كمتر از  تنش خشکی در تنش های 
با شدت كم، در تنش نهايی )25- بار( نيز اين جد ايه باكتری توانست به توليد خود اد امه د هد. در 
حالی كه كه دو جد ايه توانای ديگر،  قادر به توليد هورمون IAA در اين شرايط نبودند. بيشترين 
مقد ار توليد هورمون IAA در شرايط بدون تنش در بين تمام جد ايه ها، برابر با 7/93 ميکروگرم در 
ميلی ليتر در جد ايه RSS57 بود. با اعمال تنش 5- بار، توليد در اين جد ايه به 7/39 ميکروگرم در 
 RS11 ميلی ليتر می رسد كه نشان د هند ه 7/30 درصد كاهش توليد بود. در حالی كه در جد ايه های
و RSS32، توليد هورمون IAA، به ترتيب 4/82 و 4/80 ميکروگرم در ميلی ليتر و كاهش توليد، به 

ترتيب به  64/5 و 65/2 درصد بود )جدول 5(.

جدول 5: مقايسه تغييرات توليد هورمون IAA در سه جد ايه  برتر، متأثر از برهمکنش مصرف تريپتوفان و 
تنش خشکی
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شروع شد ه و اين موضوع در شکل 3 با مشاهد ه فاصله ايجاد شد ه منحنی های تنش شوری، 
نسبت به منحنی بدون تنش شوری )شاهد( مشخص می گردد. 

نتیجه شناسايی جدايه باكتری برتر
پس از انجام مراحل شناسايی ژنتيکی، نتايج تعيين توالی ها، به وسيله نرم افزار BLAST بررسی 
شد و با توجه به ميزان قرابت ها مشخص شد كه به احتمال 99 درصد اين جد ايه باكتری، متعلق به 
گونه  Arthrobacter Siccitoleransمی باشد. Narvaez-Reinaldo و همکاران )2010( گزارش 
كردند كه باكتری های جنس Arthrobacter ، كه از ريزوسفر گياهان مناطق خشک جد اسازی شد، 

شکل 3: روند تغييرات توليد هورمون IAA توسط 4 جد ايه برتر در سطوح مختلف تريپتوفان و تنش شوری 
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تجمع د هند ه تركيبات محافظت كنند ه از خشکی )Xeroprotectant( از جمله ترهالوز و گلوتامين 
بود ه و همين موضوع دوام آن ها در شرايط تنش خشکی و شوری سبب شد ه است.

بحث و نتیجه گیری
در اين تحقيق، با توجه به اين كه نمونه برد اری اوليه به تعد اد زياد و از خاک های با درجات مختلف 
EC و SRA انجام شد، باكتری های جد اسازی شد ه نيز به همان نسبت، متنوع بود ه و توانايی های 

IAA در شرايط تنش های خشکی و شوری و كارايی های مختلفی  توليد هورمون  متفاوتی در 
نسبت به مصرف تريپتوفان از خود نشان د ادند. همچنين، مشخص شد كه 78 درصد از باكتری 
های جد اسازی شد ه از ناحيه ريزوسفری گندم و 54 درصد از باكتری های جد اسازی شد ه از 
 )2011( Dilfuza بودند IAA با درجات مختلفی مولد هورمون ،)ناحيه غير ريزوسفری )تود ه خاک
گزارش كرد كه 90 درصد از باكتری های جد اسازی شد ه از ريزوسفر، قادر به توليد هورمون 
IAA بودند. با توجه به تجزيه و تحليل نمود ارهای فراوانی، مشخص شد كه توانايی توليد هورمون 

IAA در سطوح بالا، در باكتری های جد اسازی شد ه از ريزوسفر گندم نسبت به باكتری های جد اسازی 

شد ه از تود ه خاک بيشتر بود. به نظر می رسد كه به دليل وجود تركيباتی مانند هيدرات های 
كربن و تركيبات آلی در ترشحات ريشه ای اطراف ريشه و همچنين سلول های مرد ه جاند اران خاک در 
ريزوسفر نسبت به تود ه خاک، فراوانی و مقد ار توليد هورمون IAA در باكتری های جد اشد ه از 
ريزوسفر بيشتر بود. با استفاد ه از چندين مرحله آزمون و مقايسه جد ايه ها، يک باكتری متعلق به 
گونه                       Arthrobacter  كه از ريزوسفر گندم در يک خاک شور-سديمی جد اسازی 
شد ه بود، ويژگی های يک باكتری برتر را د اشت. به طوری كه محاسبه كارايی مصرف تريپتوفان 
نشان د اد كه در تيمار 250 ميکروگرم در ميلی ليتر، باكتری مقد ار 0/1 ميکروگرم در ليتر هورمون 
IAA به ازاء مصرف هر واحد تريپتوفان )يک ميکروگرم در ليتر( توليد كرد كه اين مقد ار توليد، 

نسبت به ساير جد ايه ها بالاترين مقد ار بود. در شرايط تنش های خشکی، شوری و شور-سديمی، 
ترشحات ريشه ای به تبعيت از رشد گياه، كمتر بود ه و تريپتوفان كمتری در اختيار باكتری ها 
قرار می گيرد. از طرفی، جمعيت باكتری ها و تود ه های مرد ه آن ها، كمتر  بود ه و  منبع تريپتوفان 
اين  در  تريپتوفان  بيشتر مصرف  كارايی  بنابراين  گيرد.  نمی  قرار  باكتری  دسترس  در  فراوانی 
شرايط، تعيين كنند٪ه موثر بودن تلقيح بود ه و به تدريج با افزايش ريشه های گياه، اثرات متقابل 
باكتری و گياه در جهت گسترش رشد هر دو موجود زند ه پيش خواهد رفت. Swain و همکاران 
)2007( گزارش كردند كه باكتری Bacillus subtilis، مقادير متغيری از هورمون IAA توليد كرد. 
Ahmad و همکاران )2005( نشان د ادند كه تعد اد ی از جد ايه های سودوموناس فلورسنس قادر 

بودند كه در محيط NB بدون افزودن تريپتوفان، مقادير بين 5/34 تا 22/4 ميکروگرم در ميلی ليتر 
IAA توليد كنند.
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همچنين، باكتری                      Arthrobacter، در شرايط تنش های خشکی و شوری، بيشتر از 
ساير جد ايه ها، هورمون IAA توليد كرد ه و پايد اری توليد )Production stability(  در پتانسيل های 
اسمزی مختلف و مقادير شوری كم تا زياد را از خود نشان د اد. اهميت  اين موضوع از آن جا مشخص 
می گردد كه محققين مختلف از جمله Berg و همکاران )2013( اظهار د اشتند كه بخشی از توانايی يک 
گونه گياهی برای سازش با شرايط تنش خشکی و شوری بستگی به ميکروارگانيسم های توانا به توليد 
هورمون های رشد گياهی به ويژه IAA در همان شرايط د ارد. از آن جايی كه بخشی از كاهش رشد گياه 
در شوری های پايين، به كاهش توليد هورمون IAA گياهی )Endogenous phytohormone( در 
بافت گياهی نسبت د اد ه می شود، لذا هورمون IAA توليد ی توسط باكتری های متحمل به شوری، می 
تواند جبران كنند ه اين خلاء در گياه باشد  )Alqarawi, et al., 2014(. همچنين باكتری مذكور، د ارای 
پايد اری توليد هورمون IAA در شرايط تنش خشکی و شوری بود ه و كارايی بالايی نيز در مصرف 
تريپتوفان د ارد. بنابراين، با توجه به نتايج به دست آمد ه، اين جد ايه، كانديد مناسبی برای انجام آزمون 
های مزرعه ای به عنوان باكتری محرک رشد گياه در تنش های موجود در خاک های شور و شور-

سديمی مناطق خشک و نيمه خشک در جنوب غربی كشور محسوب شد ه و می تواند به توسعه رشد 
ريشه، جذب بيشتر آب و عناصر غذايی و در نتيجه افزايش عملکرد گياهان در شرايط سخت محيطی 

كمک كند.
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