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ي باكتريهاي محرك رشد جيبرلين و ايندول اسيد استيك در هورمونهاتوليد  تواناييبررسي 
  L17در سويا رقم  Pseudomonas fluorescenceاندوفيت 

  اديبه اطمينانيو  *فايقه اطميناني
  سنندج، دانشگاه آزاد اسلامي واحد سنندج، باشگاه پژوهشگران جوان و نخبگان

  17/12/95 :تاريخ پذيرش  24/6/95 :دريافتتاريخ 

  چكيده
ي مديد در بافت داخلي گياه ميزبان حضور داشته مدتهاند بدون اينكه علائم مشخصي داشته باشند، براي ي اندوفيت قادرباكتريها
اين مطالعه با هدف . اند گزارش شدهدر بيشتر موارد ي محرك رشد باكتريهابه عنوان ها  اين گروه از ميكروارگانيسم. باشند

در اين تحقيق باكتري اندوفيت سودوموناس  .انجام پذيرفته است L17جداسازي و شناسايي باكتري اندوفيت در سويا رقم 
فولوژيكي و مولكولي با استفاده از ري موآزمونهابه كمك   L17ي مختلف برگ، ساقه، دانه و ريشه سويا رقمبخشهااز  فلورسنس

ها از نظر توليد هورمون ايندول اسيد استيك در غياب تريپتوفان و هم  سويه. گرديد شناسايي 16S rDNA پرايمر اختصاصي ژن 
سي توليد جيبرلين به صورت آماري در سه تكرار و در قالب طرح كاملاً تصادفي مورد برر توانايي همچنيندر حضور تريپتوفان و 

 SASافزار آماري  اي دانكن با نرم با آزمون چند دامنه ميانگينهاها و مقايسه  عمليات آماري شامل تجزيه واريانس داده. ندقرار گرفت
ي سودوموناس فلورسنس بررسي شده در اين تحقيق قادر به توليد هورمون ايندول اسيد ها ميانگين سويهمقايسه نتايج  .انجام شد

ليتر  گرم در ميلي ميكرو 33/45تا  03/20و در غياب تريپتوفان در محدوده  17/51تا  76/26يپتوفان در مقاديراستيك در حضور تر
اين . ليتر بودند ميكروگرم در ميلي 15/17تا  97/12هاي مورد مطالعه قادر به توليد هورمون جيبرلين در مقادير  سويه. متغير بود

 سويا توليد تركيبات محرك رشد در گياه تواناييبا  سودموناس فلورسنسمطالعه اولين گزارش براي جداسازي باكتري اندوفيت 
  .زا به كار رود  تواند به عنوان مايه تلقيح در افزايش رشد گياه و كنترل عوامل بيماري باشد كه مي ميL17 رقم 

   ، سويافلورسنس اندوفيت، سودوموناس :هاي كليدي  واژه

  agriculture.student@yahoo.com :پست الكترونيكي، 09187726770 :نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
شوند كه در   گفته مي باكتريهاييي اندوفيت به باكتريها

داخل بافت گياه سالم، بدون ايجاد علائم و آسيب حضور 
ي اندوفيت از ريشه، برگ، ساقه، بذر، باكتريها). 30(دارند 

). 8(اند  هاي گياهان مختلف جدا شده آذين و ميوه غده، گل
هاي اندوفيت با حفظ بقاي خود در گياه ميزبان  باكتري

رسانند بلكه با كمك  يزبان نميمعمولاً نه تنها زياني به م
گردند  سبب افزايش رشد گياهان ميهاي مختلف  سازوكار

ودات قادر به افزايش موج اين دسته از ريز .)16و  15(
تثبيت  همچوني مختلف راههااز عملكرد گياهان زراعي 

، توليد )23و  14(، حل فسفات )36و  7 ،3(ازت 
جيبرلين  ي رشد اكسين وهورمونها، توليد )31(سيدروفور 

كنترل زيستي ريزموجودات بيمارگر  توانايي، )35و  22 ،9(
ي غيرزيستي و تنشهاو افزايش مقاومت گياهان به ) 38(

به   Pseudomonasي جنسباكتريها. باشند مي) 34(زيستي 
توانند از  اند و مي طور وسيعي در طبيعت گسترش پيدا كرده

ي مذكور از لحاظ باكتريها). 2(جدا شوند  محيطها بيشتر
ي محرك رشد گياهي از جمله توليد متابوليتهاطيف متنوع 

كنندگي  حل) 17(توليد سيدروفور ) 29(سيانيد هيدروژن 
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. حائز اهميتند) 21(و توليد اكسين ) 25(فسفات 
اين جنس را به عنوان ) 2013(اومامهسواري و همكاران 

باكتري اندوفيت محرك رشد در گياهان زراعي معرفي 
نشان داد كه  )1( )1392(زاده  احمد. )35( نمودند
  و  Pseudomonas fluorescensيباكتريها

Pseudomonas putida در كاج و باكتري  
Pseudomonas aureofaciens  در نراد قادر به افزايش

گردند باكتري اندوفيت  توده گياه مي ارتفاع و زيست
Pseudomonas  20(گرديدند  شناساييدر آرابيدوپسيس .(

) 2001(در بررسي انجام شده توسط بنت و همكاران 
توانايي   Pseudomonas fluorescensمشخص شد كه 

ي مختلف غلظتهاتوليد مقادير متغيري از اكسين در حضور 
مطالعات . )5( تريپتوفان و عدم حضور آن را دارند- ال

بر روي ميزان توليد ) 2008(سلطاني طولارود و همكاران 
نشان داد   Pseudomonas fluorescens جدايه 25كسين ا

هاي مورد مطالعه توانايي توليد اكسين را  كه همه جدايه
ليتر و  گرم بر ميلي ميكرو 44/2دارند و متوسط ميزان توليد 

 ليتر متغير بود ميكروگرم بر ميلي 5/4تا  3/1دامنه آن از
 72 گزارش كردند كه) 2008(پور و همكاران  خاكي. )32(

توانايي توليد تركيبات   Pseudomonasهاي درصد از سويه
اوما مهسواري و همكاران . )12( اكسين را دارا هستند

با قابليت توليد   Pseudomonasهاي از  سويه) 2013(
  ها اندول استيك اسيد را جداسازي نمودند كه اين سويه

 93/1ين آن كمترو  56/4ين مقدار بيشترقادر به توليد 
باكتري اندوفيت . )35( ليتر بود گرم بر ميلي ميكرو

 84/2شده از پنبه قادر به توليد  شناساييسودوموناس 
ليتر اندول استيك اسيد در حضور  ميكروگرم بر ميلي
سويا از جمله گياهان زراعي  ).18(تريپتوفان شدند 

عملكرد . شود كه به خانواده بقولات تعلق دارد محسوب مي
عي به دليل اهميت اقتصادي آن در توليد اين محصول زرا

به دليل روغن و كاربرد آن به عنوان علوفه و كود سبز 
توليد روغن، و كاربرد آن به عنوان علوفه و كود سبز مورد 

اين محصول، غني از تركيبات . توجه كشاورزان  قرار دارد

پروتئيني و اسيد چرب غني است و همين امر آن را مستعد 
و آفات نموده است و از عملكرد آن در  بيماريهابه  ءابتلا

لذا براي حل اين . مزارع به ميزان قابل توجهي كاسته است
ي باكتريهامشكل، در اين پژوهش تلاش گرديده است تا 

توليد تركيبات محرك رشد همانند  توانايياندوفيت با 
هورمون ايندول اسيد استيك و جيبرلين شناسايي گردند، 

بتوانند به عنوان مايه تلقيح، پس از  بدين اميد كه
ي گلخانه اي و مزرعه اي به كار گرفته شوند آزمايشها

)40.(  

  هامواد و روش
برداري، ضدعفوني بافت گياهي و جداسازي  نمونه

 1393در اواخر تابستان سال : باكتري اندوفيت
برگ، ساقه، (ي مختلف بافت گياهي بخشهابرداري از  نمونه
از مزرعه كشاورزي دانشگاه  L17 سويا رقم) دانه و ريشه

به منظور . آزاد اسلامي واحد سنندج انجام پذيرفت
ي مختلف شامل بخشهاي اندوفيت باكتريهاجداسازي 

برگ، ساقه، بذر و ريشه با آب مقطر سترون شسته شد، 
هاي مورد نظر به  پس از خشك كردن با كاغذ صافي، نمونه

ي خرد گرديد سپس سانتيمتر 5/2× 3تر  قطعات كوچك
دقيقه شستشو  4درصد به مدت  1توسط هيپوكلريت سديم 

كننده، داخل آب  داده شد و براي حذف ماده ضدعفوني
براي جداسازي . شد بار خيسانده  5تا  4مقطر سترون 

هاي گياهي سترون شده،  باكتري اندوفيت لازم بود كه نمونه
ميكروليتر آب  300به كمك هاون و دسته هاون سترون در 

دقيقه از سوسپانسيون  30بعد از . شود مقطر كاملاً له 
ميكروليتر برداشته و روي چهار محيط  50حاصل به مقدار 

، NA+S(Nutrient agar with sucrose)كشت مختلف 
NA(Nutrient agar)،LB(Lysogeny broth) و KB(King's 

medium B) اي در تمام سطح پخش  به كمك لوپ شيشه
 28دماي  انكوباتور با روز در 14به مدت  پتريهاگرديد،  

ي كلنيها ي شدند و هر روز ازنگهدار گراد درجه سانتي
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ي آزمايشهاهاي پايه براي  جديد انتخاب و به عنوان جدايه
 ).10(بعدي در نظر گرفته شدند 

به منظور : ارزيابي روش ضدعفوني سطح بافت گياهي
اطمينان از سترون شدن، قطعاتي از بافت گياهي كه به 

ليتر آب  ميلي 5روش مذكور ضدعفوني شده بودند در 
مقطر سترون شستشو داده شدند و بعد از گذشت چند 

ميكروليتر از سوسپانسيون، روي هر چهار محيط  50دقيقه، 
اي در  به كمك لوپ شيشه  KBو  NA+S،NA،LBكشت

 JS Researchگرديد و در انكوباتور مدل تمام سطح پخش 

Inc  10(ي شد نگهدار گراد درجه سانتي 28با دماي.(  

يين خصوصيات تع :ي اندوفيتباكتريها شناسايي
ي كاتالاز، آزمونهابه منظور بررسي : ها بيوشيميايي جدايه

اكسيداز، گرم و توليد رنگدانه فلورسنت از روش متداول 
  ).28( شناسي گياهي استفاده شد باكتري در

 باكتري در محيط :باكتريهاكروموزومي DNA جداسازي 
كشت مايع نوترينت براث كشت داده شد و بعد از رشد به  

دور  3000ميكروليتري منتقل و با سرعت  5/1 بميكروتيو
آمده  به دسترسوب . دقيقه سانتريفيوژ شد 5/1به مدت 
 200دقيقه در فريزر، در  30ي به مدت نگهدار پس از

ها پس از اضافه نمودن  نمونه. حل گرديد TE ميكروليتر بافر
ميكروگرم بر  10از محلول پايه (ميكروليتر ليزوزيم  8

 گراد درجه سانتي 37دقيقه در دماي  30به مدت ) ليتر ميلي
 4ميكروليتر سديم پركلرات  40سپس . ي شدندنگهدار
 SDS(Sodium dodecyl sulfate) 10%ميكروليتر 24مولار، 

از غلظت پايه ( K(Proteinase K)ميكروليتر پروتئيناز  8و 
به محلول اضافه و بعد از ) ليتر ميكروگرم بر ميلي 20

 45ساعت در دماي  2به مدت ) وارونه كردن(همزدن 
به محلول به دست آمده در . ي شدنگهدار گراد درجه سانتي
ي شده در دماي نگهدار(ص حجم اتانول خال 2مرحله قبل، 

 بيشتردقيقه يا  30اضافه و به مدت ) گراد درجه سانتي - 20
  .ي گرديدنگهدار در فريزر

گراد با  درجه سانتي 4دقيقه در دماي  5محلول به مدت 
سپس، . دور در دقيقه سانتريفيوژ گرديد 13000سرعت 

ليتر اتانول  ميلي 1اتانول دور ريخته شد و رسوب حاصله با 
دقيقه با  5شستشو داده شد و مجدداً به مدت  درصد 70

رسوب . دور در دقيقه سانتريفيوژ گرديد 13000سرعت 
ي شد تا نگهدار حاصله چند ثانيه در محيط معمولي اتاق

 .حل گرديد TE ميكروليتر بافر 500خشك گردد سپس، در 
DNA كلروفرم: به دست آمده با حجم مساوي تركيب فنل :

) Phenol:Chloroform:IsoamylAlcohol( آيزوآميل الكل
مخلوط شده و در درجه حرارت معمولي اتاق  )1:24:25(

شد تا كاملاً يكنواخت  همزدهبه صورت وارونه كردن 
گرديد تا سه فاز  سانتريفيوژدقيقه  3سپس به مدت . گردد

فاز رويي به ميكروتيوب تميز و سترون . مجزا تشكيل گردد
 در هر بار محلول. بار تكرار شد 3منتقل و مرحله قبل 

رويي  محلول. به ميكروتيوب سترون منتقل گرديدرويي 
) 1:24(ايزوآميل الكل : يك بار نيز با اضافه نمودن كلروفرم

تيوب سترون منتقل ي به ميكرويمحلول رو. رسوب داده شد
 1/0حجم اتانول خالص و  2با اضافه نمودن  DNAو 

و  =PH 4.8 مولار با 3درصد حجم محلول استات سديم 
ي در فريزر به مدت يك شب، رسوب داده نگهدار سپس
دور رسوب  13000دقيقه با سرعت  5تركيب به مدت . شد

 TEميكروليتر بافر  50حاصله پس از خشك شدن در 
 10از محلول پايه  )Ribonuclease( ريبونوكلئاز( حاوي 
ميكروگرم بر  20ليتر به غلظت نهائي  گرم بر ميلي ميلي
  ).27(حل گرديد ) ليتر ميلي

براي تعيين : استخراجي DNAتعيين كيفيت و كميت 
از روش اسپكتروفتومتري و  DNAكميت و كيفيت 

  .الكتروفورز بر روي ژل آگارز استفاده شد

قبل از  :توسط اسپكتروفتومتر DNAگيري غلظت  اندازه
ها، دستگاه اسپكتروفتومتر  نمونه DNAگيري غلظت  اندازه

يا آب مقطر دوبار  TEاين كار توسط بافر . كاليبره شد
. نانومتر صورت گرفت 280/260سترون در طول موج 
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يا آب مقطر به  TEميكروليتر از بافر  45كار  براي انجام اين
اضافه و سپس در طول ) كوت(ويژه اسپكتوفتومتر  محفظه
ميكروليتر از نمونه  2پس از آن . كاليبره شد 280/260موج 
DNA  به آن اضافه و ميزان جذب نوري)OD (گيري  اندازه
 8/1- 2حدود  OD280/OD260در صورتي كه نسبت . شد

از  DNAاست و  DNAدهنده كيفيت بالاي  بود، نشان
از  كمتر نسبت. برخوردار است PCRكيفيت مطلوبي براي 

. باشد مي آلودگيهانمايانگر حضور پروتئين و ساير  6/1
دهنده وجود اسيدهاي نوكلئيك  نشان 8/1ي بالاتر از نسبتها
به   دهنده آلودگي نمونه نشان 2ي بالاتر از نسبتها. است
RNA توان با روش  مي بيشترجهت اطمينان . است

را  DNAدر ژل آگارز كيفيت و غلظت  DNAالكتروفورز 
  .تعيين كرد

با  DNAكيفيت : توسط ژل آگارز DNAتعيين كيفيت 
وجود . مشاهده شكل باندها مورد بررسي قرار گرفت

ين كشيدگي حاكي از كمتر باندهاي كاملاً تيز، و بدون
وجود كشيدگي در فاصله بين . باشد كيفيت مناسب مي

ها  ي پروتئيني در نمونهو باندها حاكي از آلودگ  چاهك
اي  ژل و در فاصله وجود يك باند اضافي در پايين . باشد مي

 ها است در نمونه RNAزياد از باند اصلي حاكي از وجود 
)39(.  

 شناساييبه منظور  ):PCR(اي پلي مراز  واكنش زنجيره
  Polymerase chain reaction DNAها از آزمون جدايه

با  16S rDNAاستفاده گرديد تعيين توالي اختصاصي ژن
كمك جفت آغازگرهاي اختصاصي مستقيم و معكوس 

)Rp1 و (Fd2 انجام پذيرفت) سپس محصول ). 1جدول
PCR  درصد الكتروفورز گرديد و پس از  5/1در ژل آگارز
و باندها . آميزي با اتيديوم برومايد بررسي گرديدند رنگ

مدل White/ultra violet transilluminator توسط دستگاه 
Uvitek پس . برداري شد كشور انگلستان مشاهده و عكس

آر و عدم وجود آلودگي  سي از اطمينان از صحت انجام پي
ي مورد نظر جهت  ها از طريق الكتروفورز محصولات، سويه

هاي رفت و برگشت به  تعيين توالي به همراه آغازگر
به كمك . وبي ارسال گرديدشركت ماكروژن كره جن

برگشت و با استفاده از ي دو رشته رفت و تواليها
 BioEdit Sequence Alignment Editor v.7.0.9.0افزار نرم

انجام پذيرفت، سپس توالي توافقي با ساير  تواليهاتطبيق 
 ).39(، مقايسه گرديد NCBIي موجود در سايت تواليها

 70ده توسط اتانول سانتريقيوژ گرديد و رسوب به دست آم
  .درصد شسته شد

 آغازگرهاي مورد استفاده -1جدول

 قطعه مورد انتظار گر توالي آغاز ها گر نام آغاز

Rp  1 5-AGAGTTTGATCATGGCTCA-G Kb1/5 

Fd  2 5-AGAGTTTGATCATGGCTCAG-3 
 

  

هاي باكتري در  سويه: ايندول اسيد استيكآزمون توليد 
در غياب و يا ( ميكروليتر نوترينت براث در دو حالت 20

 10به مدت ) تريپتوفان- درصد حجمي ال 2/0به همراه 
با سرعت ) JS Research Incمدل (روز روي شيكر

rpm200 پس از آن جهت . ي گرديدنگهدار در دماي اتاق
و بعد . نمونه شاهد مقايسه شداطمينان از رشد باكتري، با 

 12دور به مدت  5300از سانتريفيوژ نمودن با سرعت 
 2ليتر از محلول رويي انتخاب شد و به آن  ميلي 1دقيقه، 
 دقيقه 30ليتر معرف سالكواسكي اضافه گرديد بعد از  ميلي

هاي باكتري موجب  ي در اتاق تاريك برخي از سويهنگهدار
ها به قرمز، نشان  يير رنگ نمونهتغ. تغيير رنگ محيط گرديد

از حضور ايندول اسيد استيك است و براي تعيين ميزان 
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ايندول اسيد استيك بعد از كاليبره نمودن دستگاه 
) ساخت آمريكا ،uv-3200مدل Labomed(اسپكتروفتومتري
ليتر از محيط نوترينت براث سترون  ميلي 1با محلول حاوي 

ها  جدايه ODكوسكي مقدار ليتر معرف سال ميلي 2به همراه 
  ).24(نانومتر ثبت گرديد  530در 

هاي باكتري  سويه: )Gibberellin(آزمون توليد جيبرلين 
روز به كمك شيكر با  5در محيط جنسن براث به مدت 

 در دماي اتاق rpm200با سرعت ) JS Research Incمدل (
دقيقه  2دور به مدت  5000سپس با سرعت . ي شدنگهدار

به قيف جداكننده منتقل رويي  سانتريفيوژ گرديد و محلول
، 2- 1  ليتر آب با اسيديته ميلي 10شد، بعد با اضافه نمودن 

ثانيه تكان داده شد تا  60استات به مدت  ليتر اتيل ميلي 20
رويي  سپس فاز. كاملاً تركيب شده و دو فاز تشكيل دهد

 10و  15، 20بار مراحل قبلي تكرار گرديد و  3انتخاب و 
در . ليتر بافر فسفات در سه نوبت به آن اضافه شد ميلي

نهايت ميزان جيبرلين به كمك دستگاه اسپكتروفتومتري 
)Labomed مدلuv-3200با طول موج ) ، ساخت آمريكا

  ).9(نانومتر ثبت گرديد  254

آمده براي هر متغير،  به دستهاي  داده :ها آناليز آماري داده
هاي  به دادهآنها  در صورت نرمال نبودن با استفاده از تبديل

هاي گردآوري شده مورد  مناسب، نرمال گرديد سپس داده
عمليات آماري شامل . تجزيه و تحليل آماري قرار گرفت

با آزمون چند  ميانگينهاها، مقايسه  تجزيه واريانس داده
استفاده از نرم افزار آماري با ) Duncan(اي دانكن  دامنه
SAS  از نرم افزار  شكلهاانجام گرديد و براي ترسيمExcel 

  .استفاده شد

  نتايج
سويه شامل سودوموناس  5 ،باكترياييهاي  از بين سويه

سويه از  2سويه از برگ،  1بود كه در اين ميان  سفلورسن
هاي مختلف سويا  سويه از ساقه 1سويه از دانه،  1ريشه، 

 .جداسازي گرديد L17رقم 

نتايج تعيين  :باكترياييهاي  مولكولي سويه شناسايينتايج 
به كمك جفت آغازگرهاي اختصاصي  SrDNA16توالي ژن 

و تطبيق دو رشته رفت و   Fd2)وRp1 (مستقيم و معكوس 
 BioEdit Sequenceبرگشت با استفاده از نرم افزار 

Alignment Editor v.7.0.9.0 ي به تواليها. انجام پذيرفت
نتايج . مقايسه شد NCBIي موجود در تواليهادست آمده با 

درصد  99شده با قرابت  شناساييهاي  نشان داد كه سويه
) Pseudomonas fluorescence( سفلورسنسودوموناس 

 .)1شكل( هستند

  
  درصد 2/1در ژل آگارز   PCRنقوش الكتروفورزي محصول -1 شكل

در بعضي مطالعات  :استيكتوليد هورمون ايندول اسيد 
توليد ايندول اسيد استيك از پيش  تواناييبراي برررسي 

 3تريپتوفان، تريپتامين، ايندول  همچونهاي مختلفي  ماده
استاميد استفاده گرديده است در  3پيرويك اسيد و ايندول 

پژوهش حاضر از تريپتوفان به عنوان پيش ماده در توليد 
حضور تريپتوفان . شده است ايندول اسيد استيك استفاده

منجر به افزايش توانايي توليد هورمون ايندول اسيد استيك 
سويه  5ميزان هورمون ايندول اسيد استيك در . گرديد

نتايج مقايسه ميانگين . مورد مطالعه قرار گرفت باكتريايي
ين ميزان توليد هورمون ايندول بيشترها نشان داد كه  داده

با  5يپتوفان مربوط به سويه اسيد استيك در حضور تر
با مقدار  3ين آن مربوط به سويه كمتر و 17/51مقدار 

و  2ليتر كه به ترتيب در شكل  گرم در ميلي ميكرو 76/26
نتايج تجزيه واريانس جدول . مي گرددملاحظه  )2(جدول 

ها از نظر ميزان اكسين، اكسين  دهد بين تيمار نشان مي) 3(
داري  درصد اختلاف معني 5و  1و تريپتوفان در سطوح 

  . وجود دارد
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 L17اندوفيت در سويا رقم  باكترياييهاي  تريپتوفان در بين سويه+مقايسه ميانگين اثر اكسين، اكسين  -2جدول 

 تريپتوفان+ اكسين ميزان 
 )ليتر ميكروگرم بر ميلي(

ميكروگرم بر(ميزان اكسين
 )ليتر ميلي

 عوامل آزمايش

85/35 b 20/29 b 1سويه  

12/49 a 17/43 a 2سويه 
76/26 c 03/20 c 3سويه 

32/48 a 29/44 a 4سويه 

17/51 a 33/45 a 5سويه 

  .باشند دار نمي درصد داراي تفاوت معني 5براساس آزمون دانكن در سطح احتمال اعداد هر گروه در هر ستون كه داراي حروف مشابه هستند *

  
  هاي آزمايش از نظر توليد ايندول اسيد استيك و تريپتوفان ي تيمارميانگينهامقايسه  - 2شكل 

  سويا ي اندوفيتباكتريهاهاي  تريپتوفان در بين سويه+ نتايج تجزيه واريانس اثر ميزان اكسين، اكسين -  3جدول 
 منابع تغييرات درجه آزادي  ميانگين مربعات

  اكسين تريپتوفان -ال+ اكسين
 اثر تيمار 4 610/380*  377/333*

 خطاي آزمايشي 10  55/19  96/18

 كل 14  

30/10 14/12   cv 

  درصد 5در سطوح احتمال  بودن  معني دار به مفهوم*

حاكي از ) 1(نتايج مقايسه ميانگين اثر اكسين، در جدول 
ها از نظر ميزان توليد اكسين اختلاف  آن است كه بين سويه

ين ميزان توليد اكسين بيشترداري وجود دارد كه  معني
ين آن متعلق به كمترو  33/45با مقدار  5مربوط به سويه 

د ميزان توانايي تولي. باشد مي 03/20با مقدار  3سويه 
نيز قابل ) 3(ها در شكل  ايندول اسيد استيك در تمام سويه

  . ملاحظه است

هاي  نتايج تجزيه واريانس اثر ميزان جيبرلين بر سويه
دهد كه بين  نشان مي) 4(باكتريهاي اندوفيت در جدول 

درصد و  1تيمارها از نظر توانايي توليد جيبرلين در سطح 
به طوري كه در داري وجود دارد  درصد اختلاف معني 5

مقادير توليد جيبرلين در بين ) 4(و شكل ) 5(جدول 
نتايج مقايسه ميانگين نشان . ها قابل ملاحظه است تيمار
دهد كه بيشترين ميزان توانايي توليد هورمون جيبرلين  مي

و كمترين ميزان توليد  15/17با مقدار  1مربوط به سويه 
 97/12ر با مقدا 3هورمون جيبرلين مربوط به سويه 

  . باشدمي

٣۵٫٨۵

۴٩٫١٢

٢۶٫٧۶

۴٨٫٣٢ ۵١٫١٧

٠

٢٠

۴٠

۶٠

سويه ھای باکتريايی

IAA+Tryptophan

٣سويه  ۴سويه    ٢سويه  ۵سويه 
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  هاي آزمايش از نظر توليد ايندول اسيد استيك ي تيمارميانگينهامقايسه  -3شكل

 ي اندوفيتباكتريهاهاي  تريپتوفان بر سويه+ نتايج تجزيه واريانس اثر ميزان جيبرلين، جيبرلين  -4جدول

   ميانگين مربعات
 منابع تغييرات درجه آزادي جيبرلين

 اثر تيمار 4 30/8*

 خطاي آزمايشي 10 07/0

 كل 14 

 ضريب تغييرات  83/1

  درصد 5معني دار در سطوح احتمال  به مفهوم* 

 هاي باكتريايي اندوفيت در سويا  مقايسه ميانگين اثر جيبرلين در بين سويه -  5جدول 

 عوامل آزمايش ميزان جيبرلين
15/17 a 1سويه 

40/13 c 2سويه 

97/12 c 3سويه 

20/15 b 4سويه 

08/15 b 5سويه 

  .باشند دار نمي درصد داراي تفاوت معني 5و  1اعداد هر گروه در هر ستون كه داراي حروف مشابه هستند براساس آزمون دانكن در سطح احتمال *

 
  هاي آزمايش از نظر توليد جيبرلين ي تيمارميانگينهامقايسه  - 4شكل 

  بحث
 به قادر مختلف يمكانيسمها كمك با توانند مي باكتريها
ترين  ها از مهم سودوموناس ).4( شوند گياهان رشد بهبود

در نها آ ي اندوفيت هستند كه به دليل توانايي بالايباكتريها
رقابت با ساير ريزجانداران براي عناصر غذايي و سازگاري 

محيطها مشاهده  بيشترسريع با شرايط محيطي مختلف، در 

29.2

43.17

20.03

44.29 45.33

٠

١٠

٢٠

٣٠

۴٠

۵٠

سويه ھای باکتريايی

IAA

١سويه  ۴سويه  ٢سويه ۵سويه  ٣سويه 

١٧٫١۵
١٣٫۴ ١٢٫٩٧

١۵٫٢ ١۵٫٠٨

٠

۵

١٠

١۵

٢٠

سويه ھای باکتريايی

GA

١سويه ٢سويه ٣سويه ۴سويه ۵سويه 
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ها،  ترين گروه از سودوموناسمؤثر). 37(شوند  مي
هاي فلورسنس هستند كه به دليل خصوصيات  سودوموناس

متابوليكي و عملكردي متنوع، نقش بارزي در سلامت 
 همكاران و) Bagheri( باقري). 26(كنند  ميايفاء  خاك

 به را فلورسنس سودوموناس باكتري هم )4( )1395(
 دريافتند آنها .اند نموده معرفي بيوكنترل مهم باكتري عنوان

 موجب باكتري فرار تركيبات و سوسپانسيون عصاره، كه
 نماند تخم تفريخ درصدي 85 و 25 ،35 كاهش

Meloidogyne javanica نمودند ثابت همچنينآنها  .گرديد 
 شرايط در گياهان رشد افزايش به قادر مذكور يباكتريها
ي باكتريهايكي از خصوصيات بارز  .)4( ندهست اي گلخانه

از . سودوموناس فلورسنس توليد هورمونهاي گياهي است
ي گياهي كه بر رشد و توسعه گياه هورمونهاترين  مهم
اكسين كه از ). 33(ند، اكسين و جيبرلين است مؤثر

هاي آن اندول اسيد استيك است، از  ماده ترين پيش معمول
ي گياهي ضروري براي رشد و توسعه هورمونها

طويل شدن سلول، حفظ غالبيت (مورفولوژيكي از جمله 
اندول . است) هاي آوندي انتهايي، كمك به تشكيل بافت

قادر به ممانعت از سنتز  پاييني غلظتهااسيد استيك در 
ي بالا در غلظتهااين در حالي است كه . گردد لن مياتي

ي باكتريهابسياري از . افزايش سنتز اتيلن نقش دارد
اندوفيت قادر به توليد اندول اسيد استيك در گياه ميزبان 
هستند و توليد آن در بهبود افزايش رشد ريشه در گياهان 

فرنگي و  زميني، اركيده، توت مختلفي از جمله سويا، سيب
ي باكتريها. اري از درختان به اثبات رسيده استبسي

، Erwiniaي مختلف مانند جنسهااندوفيت متعلق به 
Bacillus ، Pseudomonas وFlavobacterium  قادر به

در بررسي انجام شده  ).5(سنتز اندول اسيد استيك هستند 
مشخص شد كه ) 2001(و همكاران ) Bent(توسط بنت 

 ) (Pseudomonas fluorescensسودوموناس فلورسنس
ي غلظتهاتوانايي توليد مقادير متغيري از اكسين در حضور 

. )5( تريپتوفان و عدم حضور آن را دارند- مختلف ال
و همكاران ) SoltaniTolarood(مطالعات سلطاني طولارود 

جدايهسودوموناس  25بر روي ميزان توليد اكسين ) 2008(
نشان داد كه  Pseudomonas fluorescens )(فلورسنس 
هاي مورد مطالعه توانايي توليد اكسين را دارند  همه جدايه

ليتر و دامنه  گرم در  ميلي ميكرو 44/2و متوسط ميزان توليد 
. )32( ليتر متغير بود ميكروگرم بر ميلي 5/4تا  3/1آن از
گزارش كردند ) 2008(و همكاران )Khakipour(پور  خاكي

 Pseudomonas )(سودوموناس  هاي درصد از سويه 72كه 
. )12( توانايي توليد تركيبات اكسين را دارا هستند

) 2013(و همكاران ) UmaMaheswari(اومامهسواري 
با قابليت توليد  )Pseudomonas(هاي از سودوموناس  سويه

  ها اندول استيك اسيد را جداسازي نمودند كه اين سويه
 93/1ين آن كمترو  56/4ين مقدار بيشترقادر به توليد 

باكتري اندوفيت . )35( ليتر بود گرم در ميلي ميكرو
شده از پنبه قادر به  شناسايي Pseudomonasسودوموناس 

ليتر اندول استيك اسيد در  ميكروگرم در ميلي 84/2توليد 
ين مقايسه بيشتردر مطالعه حاضر، . حضور تريپتوفان شد

توانايي توليد ميزان اكسين در حضور تريپتوفان مربوط به 
با  3ين متعلق به سويه كمترو  17/51با مقدار  5سويه 
ي هورمونهااز  ديگر يبرلين يكيج. است 76/26مقدار 
ايفاء  رشد و نمو گياهاناست كه نقش مهمي در  گياهي

توسط  1920ار در سال اين هورمون براي اولين ب .كند مي
كشاورزان ژاپني از ديرباز با يك . كشف شده بود ژاپنيها

بيماري قارچي كه به آن در زبان ژاپني باكانه يا گياهچه ابله 
شود، آشنا بودند در اثر اين بيماري ارتفاع گياه به  گفته مي

اي توليد  يابد اما در نهايت دانه ميزان غيرعادي افزايش مي
ها  پزشكي دريافتند كه اين نشانه صان گياهمتخص. شود نمي

در برنج، ناشي از يك يا چند ماده شيميايي از جمله 
جيبرلين موجب افزايش رشد گياه ). اوگا(جيبرلاست 

بر افزيش  تأثيرهاي كليدي آن  گردد اما يكي از مشخصه مي
جيبرلين در رشد زايشي، ظهور گل در . طول ساقه است

انداختن پيري در گياهان نقش  تأخيرگياه، توليد ميوه و به 
گزارش شده است كه اين . )11و  6( دارد سزاييبه 

زني بذور، كمك به تشكيل غده و  هورمون در رشد و جوانه
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با تحريك تشكيل  همچنين. نمايد ميايفاء  پياز نقش
  ي هيدروليتيك، شكستن خواب زمستاني را تسهيلآنزيمها

 100از  بيشي شناخته شده اكنون جيبرلينهاتعداد . كند مي
) 2004(طبق مطالعات بوتيني و همكاران  .)13( عدد است
ي مختلف از قبيل جنسهاي اندوفيت متعلق به باكتريها

Azospirillium ،Gluconacetobacter  وHerbaspirillum 
. قادر به توليد هورمون جيبرلين در ميزبان خود هستند

زمان  توليد هم قادر به Pantoeaagglomeransباكتري 
ي گياهي آبسيزيك اسيد، جيبرلين، سيتوكينين و هورمونها

 توانايياگر چه در ارتباط با . اندول اسيد استيك است
ي اندوفيت از نظر ميزان توليد جيبرلين، مطالعات باكتريها

ها و تحقيقات  است، اما گزارش زيادي صورت نگرفته
و همكاران  )Bottini(بوتيني  همچوندانشمندان مختلف 

ي اندوفيت را در توليد هورمون باكتريهانقش ) 1989(
تحقيقات خان و همكاران . كند جيبرلين به خوبي ثابت مي

حاكي از آن بود كه توليد جيبرلين در باكتري ) 2014(
به ميزان  )Sphingomonassp Lk11(اسفينگوموناس 

  داري بيش از باكتري بورخولدريا سپاسيا معني
)(B.cepacia SE4 ريزوبيوم  همچونئي باكتريهاريزو . ستا

ي هورمونهاقادر به توليد  )(Rhizobium phaseoli فاسئولي
و ايندول اسيد  GA20وGA9  همچونمشابه با جيبرلين 

هاي ديگري از  استرين. باشد استيك در محيط كشت مي
و باسيلوس ) Bacillus pumilus(جمله باسيلوس پوميلوس 

) B.Cerus(باسيلوس سرئوس ، ) (B. Licheniليچني
و باسيلوس ) B.macroides( ،باسيلوس مايكرويدس

قادر به توليد هورمون جيبرلين  B.Pumilus)(پوميلوس 
براي اولين ) 2004(و همكاران ) Joo(جو  .) 12(هستند 

ي باسيلوس باكتريهابار در مطالعات خود ثابت نمودند كه 
كرويدس ، باسيلوس ماي)Bacillus cereus(سرئوس 

)Bacillus. Macroides (و باسيلوس پوميلوس  
) (B. Pumilus قادر به توليد انواع متفاوتي از هورمون

به . هستند GA5 ،GA8 ،GA34 ،GA44،GA53 جيبرلين از جمله
 علاوه باكتري ازتوباكتر كروكوسئوم

Azotobacter chroococeum  و باكتري بورخولدريا سپاسيا
)(B.cepacia باشند  قادر به توليد جيبرلين مي)13 .(

) 2013(و همكاران ) UmaMaheswari(اومامهسواري 
قادر ) Pseudomonas(ي سودوموناس باكتريهانشان دادند 

ين مقدار بيشتربه توليد هورمون اسيد جيبرليك هستند كه 
و ) Oteino(اوتينو . بود 83/0ين مقدار كمترو  64/2آن 

بيان نمودند كه باكتري سودوموناس ) 2015(همكاران 
Pseudomonas) ( 169تا  14قادر به توليد مقادير 

حاضر مقايسه   مطالعه در. مولار اسيد جيبرليك است ميلي
ين توانايي توليد بيشتردهد كه  ميانگين تيمارها، نشان مي

 و 15/17با مقدار  1هورمون جيبرلين متعلق به سويه 
  .است 97/12با مقدار  3آن مربوط به سويه  ينكمتر

  گيري نتيجه

ي اندوفيت باكتريهابا توجه به نتايج حاصل از اين پژوهش، 
سودوموناس فلورسنس جداسازي شده از اين تحقيق در 

ي محرك رشد جيبرلين و اكسين موفق هورمونهاتوليد 
توان با تكميل مطالعات در گلخانه و  عمل نموده است و مي

ها براي تهيه مايه تلقيح و بهبود   مزرعه از اين سويهشرايط 
  . رشد گياهان مختلف از جمله سويا استفاده نمود
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Abstract 

Endophytic bacteria live inside tissues of their plant host without causing visible 
symptoms, and in more cases are reported as plant growth promoting bacteria. This 
research was conducted to determine plant growth promoting affects of endophytic 
bacteria associated with Soybean (cultivar L17). In order to isolate endophytic bacteria 
from various parts of soybean (cultivar L17), samples were collected from the research 
farm of Agriculture faculty in this research endophytic bacteria were isolated from leaf, 
stem, seed and root of. After genomic DNA extraction, 16S rDNA gene was amplified 
using PCR. Then, the PCR product was sequenced by BLAST. Strains were surveyed 
for IAA and GA production ability was carried out using a randomized complete design 
in three replications. Analysisofvariance and mean comparison was performed using 
Duncan Test with SAS software. The isolated bacteria were able to produce IAA in 
various amount 20/03 - 45/33 without tryptophan and in the presence of it, 26/76 -51/17 
microgram/milt. GA producing abilities were also 12/97-17/15 microgram/milt for these 
isolates.Based on the 16S rDNA sequence studies, this bacterium belonged to 
Pseudomonas fluorescensand indicated 99% similarity to type strain. This study is the 
first report of isolation ofPseudomonas fluorescensfrom Soybean (L17 cultivar). The 
endophytic bacteria isolated in this study can be used to promote plant growth. 
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