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کنش با دو گونه از آزوسپریلوم پاسخ سیستم دفاعی آنتی اکسیدان گیاه برنج در برهم

(Azospirillum ) 
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 چكیده 

را دارد.   تروژنین  تیتثب  ییاست که توانا  اهانیمحرک رشد گ  یهایباکتر  نیتراز مهم  یکی(  Azospirillum)  لومیآزوسپر  یباکتر

از باکتر  ق یتحق  نیدرا  تی( بر فعالGA3)  نیبرلیج  ای( و  IAA)  نیاکس  یهاهورمون   ماریبه همراه ت  لومیآزوسپر  ی اثر دو گونه 

 Oryza sativa)  یبرنج رقم هاشم  یهااهچهیگ  شه یدر هنگام ورود به ر  ییایمیوشیب  یهاشاخص  یو برخ  دانیاکسیآنت  یهامیآنز

cv. Hashemiباکشت و سپس    دایوشیروز در محلول    21برنج به مدت    یهااهچهیمنظور گ  نی شد. به ا  ی( بررسbrasilensea 

.A    وA. irakens   200,  100,  0مختلف    یهادر حضور غلظت  ppm    ازIAA    وGA3  حیاز هر دو هورمون تلق  یب یترک  ای ییبه تنها 

  ی و برخ  ی دانیاکسیآنت  یهامیآنز  تیشده و جهت مطالعه فعال  یآوربرنج جمع  ی هااهچهیگ  شهیر  مار؛ یهفته ت  4شدند. پس از  

حاصل نشان    جیتکرار انجام شد. نتا  4و با    یدر قالب طرح کاملا تصادف  شیمورد استفاده قرار گرفتند. آزما  ییایمیوشیب  یفاکتورها

 .Aبا    شدهحیتلق  یهااهچهیدر گ  دازیپراکس  اکولیو گا  دازیپراکسآسکوربات  سموتاز،ید  دیسوپراکس  تیفعال  زانیم  نیشتریداد که ب

brasilense  داز یو پراکس  دازیاکس  فنلیکاتالاز، پل   یهامیآنز  تیفعال  زانی م  گریهورمون مشاهده شد. از طرف د  یبیترک  ماریدر ت  

و    نیمقدار پروتئ  نی. همچنافتی نسبت به نمونه شاهد کاهش    یهورمون ماریو در ت  یبا باکتر  شدهحیتلق  یهااهچهیدر گ  یاوارهید

 ستمیکه س  رسدیکرد. به نظر م  دایپ   شیبا شاهد افزا  سهیدر مقا  مارشده یت  یهااهچهیدر گ  یداریقند محلول و کل به طور معن

 . کندیبرنج را فراهم م  شهیبه اندام ر یورود باکتر یبرا لازم طیشرا یمیآنز یدانیاکسیآنت
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 مقدمه 

یکی از ارکان اصلی کشاورزی پایدار استفاده از کودهای  

های زراعی با هدف تعدیل و کاهش  زیستی در اکوسیستم

 Oryza برنج با نام علمیهای شیمیایی است.  کودمصرف  

sativa L.   و  غلاترین  مهماز زراعی  ت    که   استگیاهان 

از جمعیت جهان   نیمی  اصلی    دهد را تشکیل میغذای 

(Cocking, 2003  .)سال از در  استفاده  گذشته  های 

-زمین  تقویت  به منظورنیتروژن  حاوی  کودهای شیمیایی  

. مصرف این کودها علاوه  رواج یافته استهای کشت برنج  

کشاورزی،  محصولات  در  کادمیوم  و  نیترات  تجمع  بر 

 Creusهای زیست محیطی را نیز به همراه دارند )آلودگی

et al., 1997  .)های محرک رشدوزه استفاده از باکتریمرا 

روشی   PGR( Plant Growth Promoting)یا   عنوان  به 

شیم کودهای  از  استفاده  در  است یجایگزین  مطرح  ایی 

(Fan et al., 2020این باکتری .)  ها در ریزوسفر گیاهان

روش به  و  داشته  ترشح  حضور  نظیر  مختلفی  های 

ح سیدروفورها و  ها، تثبیت نیتروژن، تولید و ترشهورمون

رشد و    های زیستی و غیر زیستی القای مقاومت به تنش

می بهبود  را  گیاهان  )متابولیسم   Buchanan etبخشند 

al., 2005باکتری از طرفی دیگر  بر  (.  رشد  های محرک 

و سبب   گذارندمی  روی فیزیولوژی و مورفولوژی ریشه اثر

 Dutta)  گذرانندمیافزایش جذب عناصر معدنی توسط  

et al., 2010.)  باکتری از  رشد  گروهی  محرک  های 

اندوفیت اندوفیت دارند.  نام  باکتریها  غیر ها  های 

بیماریزایی هستند که بخشی از زندگی خود را در درون  

میبافت گیاهی  ) های  (.  Dutta et al., 2010گذرانند 

اندوفیتتاکنون   از  تثبیتانواعی  نیتروژن در های  کننده 

اند که از ساقه، ریشه و بذر برنج شناسایی و گزارش شده

می جمله  به  آن  ، Pantoea  ،Methylobacteriumتوان 

Azosprillium  ،Herbasprillium  ،Burkholderia ،

Rhizobium اشاره کرد (Chen & Zhu, 2013) . 

آزادزی   باکتری  میلهآزوسپریلوم  هوازی،  منفی،  ای گرم 

زیررده به  متعلق  و  می شکل  آلفاپروتئوباکتریا  .  باشد ی 

 جهان در سراسر  باکتری این  از متعددی هایتاکنون گونه

این   .(Cocking, 2003) است    شده  معرفی و شناسایی

غیر   گیاهرشد  تواند  می  باکتری و  مستقیم  به صورت  را 

 (Jnawali et al., 2015; Aasfar etد  کنریک  مستقیم تح

al., 2021).زوسپریلوم قبل از تحریک رشد و  آهای . گونه

-باید در ریشهها،  از گیاهان در برابر انواع پاتوژنحمایت  

باکتری در گیاهان به  شدن  ساکن شوند. ساکن  آنهای  

ریشه تشخیص  چسبیدن،  توانایی  گیاهان،  به های  نفوذ 

-های سمی تولیدگیاه و استقامت در برابر متابولیت  درون

در   گیاهان  توسط  باشده  خارجی    مواجهه  ارگانیسم 

 et alDavidsson ,.)یا غیر پاتوژن( بستگی دارد  پاتوژن)

به  (2018 گیاه  و  باکتری  بین  فیزیکی  انفعالات  و  فعل   .

آن گیاه و قشر خارجی  ریشه  های  چند لایه اولیه سلول

شدن  شلها در قشر ریشه با  نفوذ باکتری  .شودمحدود می

ی سلول گیاه همراه است. ظاهرا این فعل و انفعال  دیواره

جای یک ارتباط انگلی بین باکتری و گیاه، نوعی رابطه   هب

باکتری آن  موجب  به  که  است  ژنهمزیستی  های  ها، 

و    ساختهموجود در سیستم واکنش دفاعی گیاه را فعال  

ایی را مواد تغذیهبه  سیستم ریشه    یرشد گیاه و دسترس

، در عوض ( 2013et alDavidsson ,.د ) ندهافزایش می

ها باکتریاین  ای مورد نیاز  منطقه سکونت و مواد تغذیه

می گیاهشودتامین  ریشه  به  نفوذ  از  پس  باکتری   . ،  

الیسیتورها  مولکول شامل  زیستی  نیزهای  های  آنزیم  و 

که به افزایش    کند آزاد میکننده دیواره سلولی را  تجزیه

می منجر  گیاه   .( 2016et alBecker ,.)  شودمقاومت 

محقق هورمونیبرخی  تولید  که  معتقدند  و  ن  رشد  های 

افزایش انتقال مواد معدنی به ریزوسفر، از عوامل مستقیم 

های باکتری در افزایش رشد گیاهان  نهکنترل عملکرد گو

می مهمشوند.  محسوب  از  برهمکنش مزایای  ترین  یکی 

با گیاه  باکتریگونه  ریشه  تارهای    ،های  رشد  افزایش 

سبب افزایش جذب  است که  ریشه در ریزوسفر  کشنده  

غذایی گیاه کمک  می  مواد  متابولیسم  و  رشد  به  و  شود 

گزارش(.   2018et alArnold ,.)  کند می نشان  برخی  ها 

کهداده ب   برهمکنش  اند  القای   ریشه  اباکتری  موجب 

گیاه  دفاعی  لیتیک آنزیم  نشدبرانگیختهو    سیستم  های 

  شدن دیواره شده ها باعث شلشود. این آنزیمی میمختلف

فراهم  شرایط لازم برای ورود باکتری به داخل سلول راو 

etfalsadat ., 2011; Shariet al Albersheim )کند  می

al., 2023.) باکتری مکانیسمحضور  ریشه،  در  های  ها 

پاسخ  مانند  مقاومتی  و  حساسیتهای  تدافعی   فوق 

(Hypersensitive Reaction،)    اکتسابی مقاومت 

 و(Systemic Acquired Resistance) ک  سیستمی

-را القا می  (Systemic Resistance)  مقاومت سیستمیک

رفتن  .  ( et alGow ,.2017)  ندک   گیاهان   مقاومتبالا 

های  آنزیمشدن  فعالها،  منجر به افزایش تجمع متابولیت
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-فنل مرتبط با مکانیسم دفاعی مانند پراکسیدازها و پلی

سبب  اکسیدان شده که  های آنتیاکسیداز و برخی آنزیم 

گیاهان  می تا  پاسخ  شود  الیسیتورها  و  پاتوژن    دهند به 

(., 2018et alKang ).   

اتصالات تغییرات  های تدافعی در گیاهان شامل  مکانیسم

-حساسیتی، تولید متابولیتفوق های  عرضی دیواره، پاسخ

فعال و  فنلی  ترکیبات  چون  ثانویه  سیستم  های  شدن 

میآنتی آنزیماکسیدان  شامل  سیستم  این  هایی  باشد. 

پلی دیسموتاز،  سوپراکسید  کاتالاز،    و   اکسیدازفنلمانند 

. یکی ( 2013et alFerrari ,.)  استپراکسیداز  آسکوربات

های زیستی  تنشتاثیر  تحت  که  های حفاظتی  از مکانیسم

غیر تحریک  و   اکسیدانآنتی  سیستمشود،  میزیستی 

اکسیدان در شرایط مطلوب محیطی  است. سیستم آنتی

سلول در  فعالیت  نیز  گیاهی  تنش   دارد، های  های  اما 

آن  یزانمحیطی مختلف م تغییر را  ها  فعالیت  در سلول 

)ن دهمی با  (.   Zipfel, 2016 &Coutoد  سیستم  این 

آنتی احیای اکسیدانی خود موجب جمععملکرد  آوری و 

-از اکسیداسیون مولکول  شده و   های فعال اکسیژنگونه

بروز تنش  از  و مانع    کندمیهای زیستی حیاتی پیشگیری  

در   آن  اثرات  تخفیف  یا  و  گیاه  سلولاکسیداتیو  های 

 Van den Ende,  &Bolouri Moghaddam)   شوندمی

 فعال اکسیژنهای  گونههای آزاد مشابه  رادیکال.  (2013

(ROS )    به طور طبیعی در مسیرهای متابولیسمی مختلف

-شوند و نقش مهمی در فرآیند پیامها تولید میدر سلول

به  توانند  می  ها  اکسیدانآنتی  . کنندرسانی سلول ایفا می

رادیکال پاکسازی  جمله  از  مختلف  آزاد،  اشکال  های 

عمل  و  کنندگیکلات موجب    کنند  احیاءکنندگی  و 

های آزاد در  های ناشی از رادیکالکاهش و یا رفع آسیب

زیستی  سیستم   . ( 2020et alCheval ,.)  شوندهای 

 از عوامل محدودکننده در  زیستیزیستی و غیرهای  تنش

شمار گیاهانرشد    دفاعی هایسیستمروند.  می به 

 یکدیگر با  شرایط تنش به گیاهان مقاومت در متعددی

راه یکی  نمایند.می همکاری  بارزیان اثرات بهبود هایاز 

-خاک می هایمیکروارگانیسم با گیاهان تنش، همزیستی

 . (Reuveni, 1995)اشد ب

گزارش اثر  تاکنون  خصوص  در  متعددی  باکتری  های 

آزوسپریلوم بر سیستم آنتی اکسیدان در گیاهان مختلف 

است. گزارش نشان میمنتشر شده  کهها    با   تلقیح  دهد 

A. brasilense  تحمل  و  نیتروژن  محتوای  افزایش  باعث 

  ها را در گیاهچه  توانایی  شده و  برنج  در  اکسیداتیو  تنش

 طول  در  شده  تولید  اکسیژن  فعال  هایگونه  حذف

 García de)  دهد می  افزایش  نیتروژن  متابولیسم

Salamone et al., 2010; Zhang et al., 2018) . از سوی

اند که تلقیح گیاه ذرت با  دیگر برخی محققان نشان داده

مختلف سویه  فعالیت    A. brasilense  دو  افزایش  سبب 

آنتیآنزیم سوپراکسید  های  کاتالاز،  مانند  اکسیدان 

می پراکسیداز  آسکوربات  و   Fukami et)شود  دسموتاز 

al., 2018)  . باکتری که  شده  داده  نشان  همچنین 

اکسیدان از گیاه گندم  آزوسپریلوم با تاثیر بر سیستم آنتی 

 Gureeva)کند  در برابر تنش فلزات سنگین محافظت می 

et al., 2025).    نتایج تحقیقات پیشین نشان داد که تلقیح

  A. brasilenseو   A. irakenseهای برنج با دو گونهگیاهچه

شاخص  توجه  قابل  افزایش  میسبب  رشد  از های  شود. 

های اکسین  طرفی دیگر کاربرد غلظت مناسب از هورمون

بهتر گیاه  تلقیح  به  تواند  میمیلی مولار(    200و جیبرلین )

کمک کند و رشد را افزایش دهد. به عبارت   باکتریبرنج با  

هم اثر  هورمونی  تیمار  عملکرد  دیگر  بر  باکتری  افزایی 

 زمان ورود  داشته است. همچنین این نتایج نشان داد که  

A. brasilense  وA. irakense    ساعت    48و    24به ترتیب

بعد از تلقیح بوده است. اگرچه تیمارهای هورمونی تاثیری  

ریشه   درون  به  باکتری  ورود  برای  لازم  زمان  مدت  بر 

ها موثر بودند  نداشتند، اما در میزان ورود و تجمع کلنی

2023) .,et al(Sharifalsadat .  ان  مقاومت در گیاه   ءالقا

هایی  مکانیسماز جمله  ،  های آزوسپریلومبا گونهشده  تلقیح

عنوان   به  که  بیوکنترل  است  باکتریفعالیت  های  در 

رشد است.  محرک  شده  نظیر  آنزیم  شناخته  هایی 

آنزیم  با مسیر سنتز  پراکسیدازها،  مرتبط  لیگنین و های 

آنتیآنزیم متابولیتهای  برخی  تولید  و  در  ها  اکسیدان 

مکانیسم از  تلقیححمایت  گیاهان  در  دفاعی  شده  های 

هدف از پژوهش حاضر بررسی نقش     دارند.   بسزایی   نقش

شدن دیواره سلولی فرآیند شلاکسیدان در  سیستم آنتی

رقم  های ریشه گیاه برنج  ها به درون سلولورود باکتریو  

 هاشمی است. 

 هامواد و روش

  ها  در اکسیدانآنتیتحقیق حاضر به منظور بررسی نقش  

باکتری   گونه  دو   و  Azospirillum brasilense ورود 
Azospirillum irakens    در ریشه گیاه برنج رقم هاشمی

در آزمایشگاه فیزیولوژی گیاهی   1400تا  1399در سال 
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این   به  شد.  انجام  گلستان  استان  در  گلستان  دانشگاه 

تکرار    4منظور آزمایش در قالب طرح کاملا تصادفی و با  

انجام شد. فاکتورهای مورد آزمایش دو گونه آزوسپریلیوم 

و   100، 0ر سه غلظت )د  GA3و  IAAو نیز دو هورمون 

200 ppm.بوده است )  

  دو گونه   در این تحقیقسازی و کشت  باکتری:  خالص

آزوسپریلوم از آزمایشگاه بیولوژی خاک بخش تحقیقات 

استان  کشاورزی  آموزش  و  تحقیقات  مرکز  آب  و  خاک 

 گلستان تهیه و کشت داده شد. 

باکتری ابتدا  اختصاصی  در  روی محیط  بر  جامد    RCها 

از   کلنی  تک  ادامه  در  شدند.  شناسایی  سپس  و  کشت 

مایع  روی محیط کشت  بر  و  انتخاب  نظر    باکتری مورد 

Nfb   در آمونیوم،  کلرور  لیتر  در  گرم  یک  با  شده  غنی 

و در دمای   به مدت  درجه سانتی  30انکوباتور    48گراد 

ساعت رشد داده شد.  سپس محیط کشت مایع حاوی  

( شده  g  ×5000دقیقه سانتریفوژ )  20ها به مدت  باکتری

ی باکتری با بافر فسفات  و پس از حذف محلول رویی، توده 

  4HPO2Kگرم    4PO2KH    ،15/1گرم    2/0نمکی )شامل  

با    NaCl  گرم  5/7و   آب  لیتر  یک  بار  pH=2/7در  دو   )

شستشو شده و مجددا سانتریفیوژ شدند. با افزودن بافر  

طول  در  محلول  نوری  جذب  باکتری  توده  به  فسفات 

تنظیم گردید. شمارش کلنی    05/1نانومتر برابر    540موج

را  ml/CFU610و ضرب تعداد آن در ضریب رقت، غلظت  

 تایید کرد. 

گیاهچه رشد  بذرهای  ها:  شرایط  تحقیق  این  در 

 (Oryza sativa L. cv Hashemi)گیاه برنج رقم هاشمی  

به   نمناک  کاغذ صافی  روی  بر  استریل سطحی،  از  پس 

گراد در اتاقک کشت قرار  سانتی  25روز در دمای    7مدت  

ها  رستزنی صورت گیرد. سپس دانهداده شدند تا جوانه

به محیط کشت یوشیدا حاوی عناصر معدنی ماکروالمان،  

در اتاق  (   Coronel, 1976 &Yoshida)میکروالمان و آهن  

  32)در طی شب( و حداکثر    22کشت با دمای حداقل  

درصد    70گراد )در طی روز( و رطوبت نسبی  درجه سانتی

آزمایش    14به مدت   این  در  داده شدند.  رشد    pHروز 

روی   بر  روزانه  به صورت  یوشیدا  غذایی   6±2/0محلول 

گیاهچه ادامه  در  شد.  محلول  21های  تنظیم  با    روزه 

  200  ،100  ،0های  غلظت  حاوی  باکتریایی  سوسپانسیون

ppm  اکسین  (IAAو )  جیبرلین  (3GA)   به تنهایی و یا  

دو    از  ترکیبی  (ppm IAA  200+3ppm GA 200)هر 

های برنج  هفته تیمار؛ ریشه گیاهچه  4پس از    .شدند   تیمار

اکسیدانی  های آنتیبرداشت و جهت مطالعه فعالیت آنزیم

قرار  استفاده  مورد  بیوشیمیایی  فاکتورهای  برخی  و 

 گرفتند. 

 

 

 

 

 
 

 

 
 تلقیح شده (Oryza sative) روزه برنج رقم هاشمی 21های  گیاهچه -1شكل 

 GA3.و  IAA های گیاهیو تیمار شده با هورمون Azospirillumدو گونه از با 
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گیری فعالیت آنزیم سوپر اکسید استخراج و اندازه

گرم از ریشه برنج با    05/0مقدار    ابتدا:  (SOD)دیسموتاز

تریس  میلی  1 بافر  بامیلی   50لیتر  شامل    pH=8 مولار 

مولار،  میلی   250مولار، ساکارز  میلی   100کلرید منیزیم  

Triton  5/0    مرکاپتواتانول و  میلی  10درصد،  مولار 

PMSF  1  دمیلی شد  رمولار  خرد  سرد  چینی  .  هاون 

  g14000   دقیقه در  15به مدت    محلول به دست آمده

سانتریفوژ شسانتریفوژ   از  پس  عصاره    ،د.  بالایی  فاز  از 

اندازه  )سوپرناتانت( استفاده  جهت  آنزیم  فعالیت  گیری 

فلاوین و  گیری فعالیت آنزیم از ریبواندازه. به منظور  شد

رادیکال تولید  جهت  نور  حضور  در  های  متیونین 

در (.  Beauchamp et al., 1971)   سوپراکسید استفاده شد

آزمایش  بافر  میلیسه    این  شامل  واکنش  مخلوط  لیتر 

با  مومیلی  50مونوسدیک  فسفات   pH    ،EDTA=8/7لار 

متیونین  میلی  66/0   NBT33 مولار،  میلی  10مولار، 

ریبوفلاوین   و  میلی  0/ 0033میکرومولار،   100مولار 

بقیه میکرولیتر عصاره آنزیمی بود که شاهد در تاریکی و  

نور قرار گرفت  هانمونه آنزیم سوپرنددر  -اکسید. فعالیت 

نانومتر بر اساس ممانعت از   560دیسموتاز در طول موج  

دقیقه   10( در مدت زمان  NBTتولید مونوفورمازان )احیا  

های آنزیم در مخلوط واکنش تعداد واحد  گیری شد.اندازه

بر اساس رابطه زیر محاسبه و در نهایت فعالیت آنزیم بر  

 تر گیاه بیان شد. در گرم وزن SODاساس واحد 

(= 2×[1-(
𝑺𝑶𝑫 تغییرات جذب  در حضور  آنزیم 

 𝑺𝑶𝑫 تغییرات جذب  در غیاب  آنزیم 
 SODواحد آنزیم  

های کاتالاز و گیری فعالیت آنزیماستخراج و اندازه

گرم از بافت ریشه در   05/0مقدار  :  پراکسیدازگایاکول

ظرف یخ قرار )که از قبل بر روی  هاون چینی سرد  یک  

شدداد فسفات  میلی  2با    بود(  ه  بافر  با    1/0لیتر  مولار 

8/6=   pH  دقیقه در    15مدت    هو سپس ب  شدهموژنg  

. فاز  شدگراد سانتریفوژ  درجه سانتی   4در دمای  16000

گیری فعالیت دو  مده برای اندازهآبالایی عصاره به دست  

 Karنزیم کاتالاز و پراکسیداز مورد استفاده قرار گرفت )آ

& Mishra, 1976 .) 

گیری فعالیت کاتالاز در مد سینتیک و در طول موج اندازه

که (.  Chance & Maehly, 1955)   نانومتر انجام شد   240

منظور،   این  بافر  میلی  3به  شامل  واکنش  مخلوط  لیتر 

-میلی  15، آب اکسیژنه  pH=8/6مولار با  میلی  50فسفات  

و  م آنزیمی    100ولار  عصاره  شداستفمیکرولیتر  با  اده   .

توسط   2O2Hتجزیه    ،کردن عصاره به محیط واکنشاضافه

 2O2H برای     (€شود. ضریب خاموشی )آنزیم شروع می
 است.  Cm1-mM  40-1نانومتر   240در طول موج 

پراکسیداز محلول نیز در مد سینتیک و  فعالیت گایاکول

اندازه  470در طول موج   گیری شد. معرف مورد نانومتر 

گایاکول   آنزیم،  فعالیت  برای  حضور   استنیاز  در  که 

تجزیهالکترون از  ناشی  به   O2H 2های  آنزیم  وسیله  به 

در  کند.  شود و رنگ قرمز تولید می تتراگایاکول تبدیل می

لیتر مخلوط واکنش شامل بافر  میلی  3این سنجش مقدار  

با  میلی  25فسفات   گایاکوpH   = 8/6مولار    20ل  ، 

میکرولیتر   50مولار و  میلی  40مولار، آب اکسیژنه  میلی

تتراگایاکول در    (€)عصاره آنزیمی بود. ضریب خاموشی  

موج   باشد  می  Cm1-mM  6/26-1نانومتر    470طول 

(Chance & Maehly, 1955.) 

-گیری فعالیت آنزیم آسكورباتاستخراج و اندازه

پراکسیداز  آسکورباتبرای تهیه عصاره آنزیم  :  پراکسیداز

فسفات استخراج  بافر  )از  (  O2. H4PO2NaHمونوسدیک 

با  میلی  250 )  pH=7مولار  شد   Nakano andاستفاده 

Asada, 1981  گرم از ریشه   05/0(. بدین صورت که مقدار

بافرفسفات  میلی  2با  گیاه   مولار هموژن میلی  250لیتر 

سرد    شد. چینی  هاون  در  استخراج  یخ و  عمل  روی    بر 

دقیقه در سانتریفوژ   15انجام شد. عصاره حاصل به مدت 

قرار داده شد و بلافاصله از    g16000درجه با سرعت    4

پراکسیداز گیری آنزیم آسکورباتبرای اندازه  محلول رویی

 استفاده شد.  

-میلی  2پراکسیداز،  نزیم آسکورباتآجهت تعیین فعالیت  

-میکرولیتر بافر فسفات  1700یتر مخلوط واکنش شامل  ل

سدیم  میکرولیتر بافر فسفات  1600دیم برای شاهد و  س

-میلی  5/0میکرولیتر اسید آسکوربیک    50برای نمونه،  

  200مولار،  میلی  EDTA  1/0میکرولیتر    50ولار،  م

و   آنزیمی  عصاره  آب  100میکرولتر  اکسیژنه  میکرولیتر 

میمیلی  2/1 . (Nakano & Asada, 1981)   باشدمولار 

-فاقد آب اکسیژنه بوده و با اضافه کردن آب  شاهدمحلول  

شد.   آنزیمی شروع  فعالیت  واکنش،  مخلوط  به  اکسیژنه 

کاهش جذب نور به علت پراکسیداسیون اسید آسکوربیک  

با دستگاه    2نانومتر به مدت    290در طول موج   دقیقه 

خاموشی   ضریب  گردید.  ثبت  آنزیم    (€)اسپکتروفتومتر 

باشد. برای  می  Cm1-mM  8/2-1یداز برابر  پراکسآسکوربات
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محاسبه فعالیت آنزیم از تغییرات جذب نور در یک دقیقه 

 اول استفاده گردید.  

-فنلهای پلیگیری فعالیت آنزیماستخراج و اندازه

دیواره  پراکسیداز  و  استخراج    جهت:  اییاکسیداز 

ریشه گیاهان در هاون چینی    رگرم از بافت ت  1/0مقدار  

هموژن   pH=8/6مولار با    1/0لیتر بافر فسفات  میلی  2با  

در دمای   g  13000دقیقه در    15مدت    هو سپس ب  هشد

سانتی  4 سانتریفیوژ  درجه  عصاره  شدگراد  بالایی  فاز   .

دست   به  اندازهآ)سوپرناتانت(  برای  فعالیت  مده  گیری 

پلی  رسوب  فنلآنزیم  و  از  باقیاکسیداز  بعد  بار    4مانده 

گیری مقدار پراکسیداز شو با آب مقطر جهت اندازهوشست

)دیواره گرفت  قرار  استفاده  مورد   ,Kar & Mishraایی 

1976 .) 

اندازه پلی برای  آنزیم  فعالیت  از فنلگیری  اکسیداز، 

ت آنزیم در  یپیروگالل به عنوان معرف استفاده شد. فعال

موج   بر  420طول  نارنجی    نانومتر  رنگ  شدت  اساس 

اندازه پیروگالل  از  شده  تولید  شد.  پورپوروگالین  گیری 

-لیتر بر میلی   47/2ضریب خاموشی برای پورپوروگالین  

پراکسیداز   فعالیتگیری  متر بود. برای اندازهول بر سانتیم

ایی به رسوب باقیمانده از استخراج بعد از چهار بار دیواره

مقطر،   آب  با  کلریدسدیم  میلی  2شستشو  مولار    1لیتر 

کردن، مخلوط به دست آمده در  اضافه شد. بعد از ورتکس

g  15000    15گراد و به مدت  درجه سانتی  4دمای  در  

گیری فعالیت آنزیم پراکسیداز د. اندازهشدقیقه سانتریفوژ  

در  دیواره شده  تولید  تتراگایاکول  مقدار  اساس  بر  ایی 

تجزیه پراکسیدهیدروژن به های ناشی از  حضور الکترون

کینتیک  حالت  در  دقیقه  یک  مدت  در  آنزیم  وسیله 

اسپکتروفتومتر شد.    دستگاه  آزمایش  محاسبه  این  در 

واکنش   فسفات    حاویمخلوط  با  میلی   25بافر  مولار 

8/6=pH  میلی  40اکسیژنه  مولار، آبمیلی 20، گایاکول-

شی  میکرولیتر عصاره آنزیمی بود. ضریب خامو  10ولار و  م

(E  تتراگایاکول در طول موج )لیتر بر    6/26نانومتر    470

 (. Kar & Mishra, 1976متر است )مول بر سانتیمیلی

اندازه و  هیدروژن  گیری استخراج  ابتدا :  پراکسید 

برنج  ازگرم    05/0مقدار   ریشه  تر  لیتر  میلی  1با    بافت 

شد. پس از  گیری  درصد عصاره  1/0کلرواستیک  اسیدتری

میکرولیتر از   500به    ،g13000وژ در  یدقیقه سانتریف  15

روشناور فسفات    500عصاره    محلول  بافر  میکرولیتر 

لیتر مخلوط یک میلی  و   pH=7مولار با  میلی   10پتاسیم  

-میلی  10مولار در بافر فسفات پتاسیم    1پتاسیم    ید ید

به دست آمده    سپس جذب نوری ترکیبولار اضافه شد.  م

 390دستگاه اسپکتروفتومتری در طول موج    ستفاده از  با ا

اندازه شد.نانومتر  پراکسید    گیری  استاندارد  نمودار 

پراکسید  مولار  میلی   1از محلول مادر  با استفاده    هیدروژن

 .  et al(Sergiev(1997 ,.رسم شد هیدروژن 

لیپیداندازه پراکسیداسیون  پراکسیداسیون  :  گیری 

با   اندازهلیپید  از  مالوناستفاده  مقدار  لدهید  آدیگیری 

(MDA)   به عنوان شاخص و بر طبق روش هاج و همکاران

گرفت این   et al(Hodges(1999 ,.  صورت  به   منظور. 

-میلی لیتر از اسیدتری  1گرم از ریشه برنج با    05/0مقدار  

-گیری شد. سپس عصاره درصد عصاره  1/0لرو استیک  ک

 ژه سانتریفوقدقی  15به مدت    g13000ای مورد نظر در  ه

-میلی   2میکرولیتر از محلول بالایی با    250د. مقدار  شدن

اسیدل معرف  از  -کلرواسیدتری  اسید/تیوباربیتوریکیتر 

شامل   در    TBA  25/0استیک  درصد    TCA  10درصد 

  30درجه به مدت    95مخلوط و سپس آن را در دمای  

نظر مورد  زمان  از  بعد  بلافاصله  شد.  داده  قرار    ، دقیقه 

دقیقه در ظرف یخ قرار گرفتند و    15ها به مدت  عصاره

در   مدت  این  از  مدت  g  13000بعد  دقیقه    10به 

دست   به  بالایی  محلول  جذب  مقدار  گردید.  سانتریفوژ 

نانومتر خوانده شد.    600و    532،  440  مده در طول موجآ

اندازه مالونبرای  مقدار  زیر  دیگیری  فرمول  از  آلدهید 

 استفاده شد: 

  =پراکسیداسیون لیپید 
[[(A532- A 600) – [(A 440 – A 600) × 0.0571]]/157000] 10 6 

نهایت   نانومول مقدار  در  اساس  بر  لیپید  پراکسیداسیون 

 تولید شده در یک گرم وزن تر بیان شد. آلدهید  دیمالون

گیری و استخراج  عصاره:  های محلولگیری قندندازها

اوموکولو    بهها  قند شدروش   ,.Omokolo et al)  انجام 

با    ریشهتر  گرم از بافت  1/0این منظور مقدار    به(.  2005

ساییده  درصد گرم در هاون چینی    80لیتر اتانول  میلی  5

  70ماری در دمای  دقیقه در بن  10و سپس به مدت    شده

درجه قرار داده شد. بعد از این مدت عصاره الکلی حاوی  

لیتر میلی  5های محلول جدا و قسمت پایینی همراه با  قند

گیری به حمام  درصد دوباره برای تکرار عصاره  80اتانول  

اتانول چهار بار  شدنتقل  آب جوش م با  . عمل استخراج 

تکرار شد. به منظور تبخیر الکل، عصاره بدست آمده در  

سانتی  70دمای   شفاف  درجه  قسمت  گرفت.  قرار  گراد 
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گیری مقدار قندهای محلول برای اندازهو  بالایی جدا شده  

میکرولیتر از  100مقدار  سپس مورد استفاده قرار گرفت.

لوله   در  را  آن  عصاره  به  و  ریخته  لیتر میلی  3آزمایش 

اضافه  آمحلول    (.McCready et al., 1950)شد  نترون 

دقیقه در درجه حرارت    20مخلوط بدست آمده به مدت  

گرفت.   گراد در حمام آب جوش قراردرجه سانتی  100

قنداندازه دستگاه  گیری  از  استفاده  با  محلول  های 

در طول    UV-1600مدل    Shimadzuاسپکتروفتومتر   و 

. برای تهیه منحنی استاندارد  شدنانومتر انجام    620موج  

استفاده  لیتر  گرم در میلیمیلی  1از محلول مادر گلوگز  

 .  شد

کلاندازه قند  دو:  گیری  به  محلول میلی  ابتدا  از  لیتر 

قبل  مرحله  از  شده  میلی  تهیه  فنل  یک  محلول    5لیتر 

  (V/V)  درصد  98لیتر اسید سولفوریک  میلی  5و    درصد

ها در طول دقیقه، جذب نوری نمونه  45پس از    .اضافه شد

اسپکتروفتو  485موج   با دستگاه  خوانده شد    ترمنانومتر 

(Schlegel, 1956) . 

و   محلول:  گیری  اندازهاستخراج  این  پروتئین  به 

ریشه در هاون چینی   ترگرم از بافت    1/0مقدار    منظور،

هموژن  pH= 8/6مولار با   1/0لیتر بافر فسفات میلی 2با 

در دمای   g  13000دقیقه در    15شد و سپس برای مدت  

به  شدگراد سانتریفوژ  درجه سانتی  4 بالایی عصاره  فاز   .

های محلول گیری مقدار پروتئینمده برای اندازهآدست  

 (. Kar &Mishra, 1976) استفاده قرار گرفتمورد 

پروتئیناندازه محلول گیری  از  استفاده  با  محلول  های 

شد  انجام  رسم Bradford, 1976)  برادفورد  منظور  به   .)

از محلول مادر سرم   پروتئین،  استاندارد  لبومین آنمودار 

در  میلی   10 شدمیلی  10گرم  استفاده  آب  جذب  .  لیتر 

در و    با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر  ی نمونه هانور

 نانومتر خوانده شد. 595طول موج 

اندازه و  کلاستخراج  پروتئین  استخراج  :  گیری 

از   استفاده  با  کل  مارکپروتئین  شد    ول روش  انجام 

(Markewell, 1981  در این روش مقدار .)گرم بافت   05/0  

با    تر تریس  میلی  1ریشه  بافر  با  میلی  100لیتر  مولار 

9=pH  حاوی  EDTA  1  مولار،  میلیPMSF  1  مولار،  میلی

Triton 1/0  درصد وPVPP 06/0  درصد در هاون چینی

عصاره   100مقدار    سپسد.  شسانتریقوژ   از  میکرولیتر 

با   ریشه  از  شده  استخراج  معرف  میلی  3پروتئینی  لیتر 

دقیقه در درجه حرارت اتاق قرار   15مخلوط و به مدت  

میکرولیتر از معرف فولین   300  در ادامه مقدار  داده شد. 

از    پس  . رقیق شده به آن اضافه و به شدت ورتکس شد

.  نانومتر خوانده شد  750دقیقه جذب در طول موج    45

کل از محلول مادر    برای رسم نمودار استاندارد پروتئین

   استفاده شد.لیتر( گرم در میلیمیلی 1لبومین )آسرم 

آزمایش در قالب طرح کاملا تصادفی  آنالیزهای آماری: 

  با استفاده   هاآنالیز و تجزیه دادهو با سه تکرار انجام شد.  

برای ارزیابی    LSDو از آزمون    SASو    Excelاز نرم افزار  

 .استفاده شد P ≤ 0.05تفاوت ها در  

 و بحث  جنتای

نتایج حاصل از آنالیز واریانس نشان داد که اثر فاکتورهای   

فاکتورهای   متقابل  اثر  نیز  و  هورمون  غلظت  هورمون،  نوع 

تلقیح    ×تلقیح   هورمون،  غلظت    × نوع  هورمون،  غلظت 

تلقیح    ×  هورمون گانه  سه  اثر  نیز  و  هورمون  نوع   ×نوع 

آنزیم  ×هورمون   فعالیت  بر  هورمون  و  غلظت  کاتالاز  های 

پراکسیداز در سطح  آس این در  معنی  %1کوربات  است.  دار 

های گایاکول پراکسیداز و پلی  حالی است که فعالیت آنزیم

دار  معنی  %1فنل اکسیداز تنها با اثر فاکتور تلقیح در سطح  

در   تنها  آنزیم  این دو  فعالیت  بر  فاکتورها  اثر سایر  و  بوده 

اثر  معنی  %5سطح   تلقیح، دار است. هم چنین  فاکتورهای 

فاکتورهای   متقابل  اثر  نیز  و  هورمون  نوع  هورمون،  غلظت 

پراکسیداز   ×  غلظت هورمون آنزیم  بر فعالیت  نوع هورمون 

گیری  اندازه (.1دار است )جدول  معنی  %1ای در سطح  دیواره

گیاهچه ریشه  در  سوپراکسیددیسموتاز  آنزیم    ی هافعالیت 

 .Aبا  که    هایینمونهدر  م  این آنزیفعالیت    که  برنج نشان داد

brasilense   تلقیح با  از    بالاترشده بودند    لقیحتA. irakense  
همچنین نتایج نشان داد  .  ه استهای شاهد بودنمونه  نیزو  

بیشتر  تیمار هورمونی  که   آنزیم  این  فعالیت  سبب تحریک 

تیمارداده  شود.می که  داد  نشان  حاضر  هورمونی   های 

در مقایسه با اکسین  کنندگی بیشتری  اثر تحریکجیبرلین  

میزان.  دارد سوپراکسیددیسموتاز   بالاترین  آنزیم    فعالیت 

وزن  3/88  2/1±) گرم  هر  در  دقیقه  بر  در  تر(  میکرومول 

تلقیح برازیلنس  نمونه  گونه  با  ترکیبی و  شده  تیمار  تحت 

-که پایین  در حالی   هورمون اکسین و جیبرلین مشاهده شد 

میکرومول بر   9/38  ±02/1)آنزیم  این  فعالیت    ترین میزان

شاهد مشاهده شده است    در نمونهدقیقه در هر گرم وزن تر(  

آسکوربات  .الف(-2)شکل   آنزیم  فعالیت  پراکسیداز بررسی 

هایی که  نشان داد که میزان فعالیت آنزیم در ریشه گیاهچه
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افزایش یافته است.    ،بودند  تیمار شدهباکتری و هورمون    با

  گونه شده با  های تلقیحاثر افزایشی فعالیت آنزیم در گیاهچه

است بوده  توجه  قابل  ایراکنز  با  مقایسه  در   .برازیلنس 

داده ترکیبی  همچنین  تیمار  که  داد  نشان  حاصل  های 

-اکسین و جیبرلین اثر بهتری بروی فعالیت آنزیم آسکوربات

تلقپراکسیداز گیاهچه شده با آزوسپریلوم برازیلنس یحهای 

 5/17  ±8/1)آنزیم  این  فعالیت    . بالاترین میزاناست  داشته

شده در نمونه تلقیحمیکرومول بر دقیقه در هر گرم وزن تر(  

تحت تیمار ترکیبی هورمون اکسین و و  با گونه برازیلنس  

نتایج حاصل از تلقیح   .ب(- 2)شکل    جیبرلین مشاهده شد

های برنج نشان داد  مختلف باکتری بر روی گیاهچهدو گونه  

های به ترتیب در نمونه  پراکسیدازگایاکولفعالیت آنزیم   که

افزایش  برازیلنس  آزوسپریلوم  ایراکنز و  آزوسپریلوم  شاهد، 

داری یافته است. بالاترین میزان فعالیت آنزیم  مربوط  معنی

گونه   دو  ره با ی اکسین و جیبرلین در تلقیحببه تیمار ترکی

نمونه است.  شده  دیده  تلقیحباکتریایی  با  های  شده 

و   اکسین  ترکیبی  تیمار  تحت  برازیلنس  آزوسپریلوم 

آنزیم   فعالیت  میزان  بیشترین   پراکسیدازگایاکولجیبرلین 

میکرومول بر دقیقه در هر گرم وزن تر( را    08/0±72/0)

.  پ(-2انجام شده نشان داد )شکل  های  تیمار  بین انواعدر  

میگزارش نشان  گونهها  تلقیح  که  برنج  دهد  مختلف  های 

(Oryza sativa , Oryza latifora)    آزوسپریلوم باکتری  با 

برازیلنس  سبب افزایش فعالیت آنزیم سوپراکسیددیسموتاز 

های تحقیق حاضر نشان  داده  .( 2017et alGow ,.)شود  می

آنزیم در تیمارهای مورد مطالعه افزایش  این فعالیت  داد که

های پالاینده  فعالیت دیگر آنزیماز طرفی دیگر  است.    یافته

گایاکول و  پراکسیداز  آسکوربات  شامل  فعال  -اکسیژن 

شده با باکتری به همراه تیمار  اکسیداز در گیاهان تلقیحپر

هورمونی افزایش یافته است. این نتایج حاکی از آن است که 

تنش زیستی مسیرهای    یکانجام شده به عنوان  تیمارهای  

های آزاد اکسیژن را فعال کننده رادیکالمتابولیکی جاروب

پژوهش می نیز های  کند.  حضور   داده نشان    دیگری  که 

باکتری در ریزوسفر گیاهان زراعی مانند گندم و برنج باعث  

-های سوپراکسیددیسموتاز و گایاکولافزایش فعالیت آنزیم

 . ( 2014et alBethke ,.)شده است پراکسیداز 

 

 
و تیمار شده با    Azospirillumدو گونه از  روزه برنج تلقیح شده با    21های  در ریشه گیاهچه اکسیدانهای آنتیفعالیت آنزیم  -2  شكل

 AB (Azospirillum  .، گایاکول پراکسیداز)پ(، کاتالاز )ت((ب)   پراکسیدازآسكوربات  (،  الف)  دیسموتازسوپراکسید   .های گیاهیهورمون

brasilense) ،AI (Azospirillum irakens) ،Ctrl  ،)شاهد، بدون تیمار هورمون(NI  (No Inoculation) بدون تلقیح(، )غلظت )ppm 200   از هر

 داری نشان می دهند.تفاوت معنی P≤ 0.05 درLSD . حروف مختلف با توجه به آزمونIAA+GA3  کدام(

 

 

-بررسی فعالیت آنزیم کاتالاز نشان داد که تلقیح گیاهچه

-کاهش معنی  سببدو گونه مختلف باکتری    با های برنج  

آنزیم   این  فعالیت  شود.  میدار در فعالیت  به طوری که 

ترتیب  این   به  نمونهآنزیم  با  شاهد،  های  در  تلقیح شده 

 آزوسپریلوم برازیلنس تلقیح شده با آزوسپریلوم ایراکنز و 

ترین  کاهش یافته است. نتایج حاصل نشان داد که پایین



 شریف السادات و همکاران                                                                                                                                                  27

های تلقیح شده با آزوسپریلوم میزان فعالیت در گیاهچه

برازیلنس و آزوسپریلوم ایراکنز در تیمار ترکیبی اکسین  

ی دیگر میزان فعالیت  و جیبرلین دیده شده است. از طرف 

در   جیبرلین،  و  اکسین  ترکیبی  تیمار  در  کاتالاز  آنزیم 

تگیاهچه برازیلنس  آزوسپریلوم  با  اند  شده  لقیحهایی که 

شده با آزوسپریلوم ایراکنز بوده  های تلقیحکمتر از گیاهچه

فعالیت  که    برخی مطالعات نشان دادند  .ت(-2)شکل  است

مزیستی ذرت با باکتری  در طی ه  اکسیدانهای آنتیآنزیم

رشد کاتالاز    محرک  فعالیت  میزان  ولی  یافته  افزایش 

است   داشته  al etJurado -Acosta ;2016 ,.)کاهش 

., 2019et al., 2019; Kutschera et alFeng ).   افزایش

اکسیدان، شانس تنش اکسیداتیو های آنتیفعالیت آنزیم

می حداقل  به  را  سلولی  مرگ  برنامه  رساند  و 

(., 2011et alAlbersheim ) .    کاهش فعالیت آنزیم کاتالاز

مهم عنوان  آنتیبه  آنزیم  مطالعه ترین  این  در  اکسیدان 

این  می اینکه  اول  دلیل  باشد:  داشته  دلیل  دو  تواند 

کنند که  اکسیدانی تولید میها احتمالا مواد آنتیباکتری

ش داشته های آزاد نقتوانند در از بین بردن رادیکال می

رادیکال تولید  از  یا  و  کنند.  باشند  ممانعت  جدید  های 

بیوتیک  تولید آنتیقادر به باکتری  آن است کهدلیل دوم 

نشان داد که  حاضر  نتایج   (. 2006et al Beliën ,.)  است

آنزیم فعالیت  پلی میزان  پراکسیداز فنلهای  و  اکسیداز 

)آنزیم در  دیواره  ترتیب  به  لیگنین(  بیوسنتز  های مسیر 

با    تلقیحشاهد،   آزوسپریلوم  شده  و  ایراکنز  آزوسپریلوم 

های حاصل  داری یافته است. دادهبرازیلنس کاهش معنی

های تلقیح  ها در گیاهچهنشان داد که فعالیت این آنزیم

در   ایراکنز  آزوسپریلوم  و  برازیلنس  آزوسپریلوم  با  شده 

اکس ترکیبی  معنیتیمار  کاهش  جیبرلین  و  داری ین 

استداشت پایینه  گیاهچه.  در  فعالیت  میزان  های  ترین 

تلقیح شده با باکتری آزوسپریلوم برازیلنس تحت تیمار 

جیبرلین   و  اکسین  هورمون  شد  ترکیبی  مشاهده 

-تنشاکسیداز در اثر  فنل فعالیت پلی  تحریک  .(3)شکل

عمل  چنین نقش حیاتی  زیستی و غیرزیستی و هم  ایه

از  اکسیداسیون ترکیبات فنلی توسط این آنزیم در دفاع  

  . ( 2010et alSehrawat ,.)است    به اثبات رسیده گیاهان  

اکسیداز در  فنلدر این مطالعه، میزان فعالیت آنزیم پلی

شده با باکتری و تحت تیمار هورمونی های تلقیحگیاهچه

باشد که  تواند بیانگر این  رو می  کاهش یافته است از این

گیاه به طور هوشمندانه با تنظیم عملکرد سیستم دفاعی  

 et alKutschera ,.)  دهدخود به باکتری اجازه ورود می

برخی محققین بیان داشتند تلقیح گیاه گندم با   .(2019

های مسیر بیوسنتز کاهش فعالیت آنزیم  سببریزوبیوم  

با   کلزا  گیاه  تلقیح  که  حالی  در  است.  شده  لیگنین 

معنی تغییر  دیواره ریزوبیوم  پراکسیداز  فعالیت  در  داری 

گزارش دیگر   .( 2018et alArnold ,.ایجاد نکرده است )

هم حاکی از این مطلب است که حضور باکتری موجب 

کاهش فعالیت پراکسیداز دیواره در گیاه جو شده است  

(., 2014et alBethke ). 

و    Azospirillumدو گونه از  روزه برنج تلقیح شده با    21های  در ریشه گیاهچه  های مسیر بیوسنتز لیگنینفعالیت آنزیم  -3شكل  

هورمون با  شده  گیاهیتیمار  دیواره(،  الف)  اکسیدازفنلپلی  .های   AB (Azospirillum brasilense)  ،AI (Azospirillum  (.ب)  پراکسیداز 

irakens)  ،Ctrl    ،)شاهد، بدون تیمار هورمون(NI   (No Inoculation)  بدون تلقیح(، )غلظت )ppm  200   )از هر کدام   IAA+GA3  حروف مختلف با .

 داری نشان می دهند.تفاوت معنی P≤ 0.05در  LSD  توجه به آزمون

داده حاصل  بررسی  اندازههای  پراکسید مقدار  گیری  از 

هیدروژن و پراکسیداسیون لیپید نشان داد که مقدار این 

  شده با  و تلقیح  های شاهدترکیبات به ترتیب در گیاهچه

افزایش  برازیلنس  آزوسپریلوم  و  ایراکنز  آزوسپریلوم 
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داده  داری  معنی داد که  نشان  نشان  نتایج حاصل  است. 

در   قدارم لیپید  پراکسیداسیون  و  هیدروژن  پراکسید 

و های  گیاهچه برازیلنس  آزوسپریلوم  با  شده  تلقیح 

آزوسپریلوم ایراکنز در تیمار ترکیبی اکسین و جیبرلین  

بالاترین    داشتهافزایش   در   مقداراست.  ترکیبات  این 

تلقیح شده با باکتری گونه برازیلنس تحت  هایگیاهچه

جیبرلین مشاهده شد  و  اکسین  هورمون  ترکیبی    تیمار 

تحقیق در خصوص افزایش  نتایج حاصل از این  (.  4)شکل  

شده با  تلقیح هایدار پراکسید هیدروژن در گیاهچهمعنی

یافته با  تیمار هورمون  محققان باکتری تحت  های دیگر 

های دیگر محققان نشان داده که همخوانی دارد. گزارش

های فعال اکسیژن با اولین مولکول مناسبی که با آن  گونه

-پیدها و سایر مولکولها، لیشوند )شامل پروتئینروبرو  

 ,Sagi & Fluhr) دهند  های زیستی ( واکنش نشان می

رادیکال  (2006 مثل  بارتر  زیان  اشکال  به  های  و 

می  (OHº)هیدروکسیل   باعث  تبدیل  که  شوند 

پراکسیداسیون لیپید شده و از این طریق بیشترین تاثیر 

دیواره ترکیبات  اتصالات  شدن  شکست  بر  دارد. را  ای 

یند زیستی است که در شرایط آپراکسیداسیون لیپید فر

شدن پراکسید هیدروژن و ایجاد  فعال  .دهدهوازی رخ می

شود  های هیدروکسیل و اکسیژن تکی موجب میرادیکال

چرب دارای چند پیوند اشباع  های متیل اسیدکه با گروه

نشان   (Poly Unsaturated Fatty Acid)نشده   واکنش 

پراکسیو رادیکال  (Repetto et al., 2012) داده    -های 

دهنده  ها بسیار واکنشکنند. این رادیکالیپید را تولید  ل

می و  زنجیرهبوده  با  پلی توانند  و  گالاکتورونانهای  ها 

واکنش  رامنوگالاکتورونان پکتین  ساختار  در  موجود  ها 

از این   (.White et al., 2014)  آن را بشکنندنشان داده و  

فر این  از  حاصل  شده  هیدروکسیله  محصولات  یند  آرو 

دیسموتاسیون  می باعث  سایر    (Dismutation)توانند 

دیواره   شدنشلترکیبات دیواره سلولی شده و در نهایت  

   (.Chen & Zhu, 2013) را سبب شوند

نتایج حاصل از آنالیز واریانس نشان داد که اثر فاکتورهای  

متقابل   اثر  نیز  و  هورمون  غلظت  هورمون،  نوع  تلقیح، 

غلظت هورمون و نیز اثر سه   ×فاکتورهای نوع هورمون  

غلظت هورمون بر مقدار قند   ×نوع هورمون  ×گانه تلقیح 

سطح   در  اثر  معنی  %1محلول  حالیکه  در  است.  دار 

گانه   دو  فاکتورهای  متقابل  اثر  نیز  و  تلقیح  فاکتورهای 

هورمون    × تلقیح   نوع  نیز  و  هورمون  غلظت    ×غلظت 

غلظت بر    × نوع هورمون    × هورمون و اثر سه گانه تلقیح  

مچنین  دار است. همعنی %1مقدار قندهای کل در سطح 

غلظت   استثنای  به   ( بررسی  مورد  فاکتورهای  تمام  اثر 

غلظت(    ×نوع هورمون    × هورمون و نیز اثر سه گانه تلقیح  

دار است. این  معنی  %1بر مقدار پروتئین محلول در سطح  

اثر تمام فاکتورهای مورد بررسی )به   در حالی است که 

 %5استثنای اثر تلقیح( بر مقدار پروتئین محلول در سطح  

 (. 2دار است )جدول معنی

داده که  آنالیز  داد  نشان  حاصل  پروتئین   های    مقدار 

و در تیمار    های شاهدکل به ترتیب در گیاهچه  محلول و

افزایش    با  برازیلنس  آزوسپریلوم  و  ایراکنز  آزوسپریلوم 

است.معنی یافته  هورمون   داری  تیمار  دیگر  طرف  از 

در   اکسین  به  نسبت  بهتری  اثر  مقدار  جیبرلین  افزایش 

نتایج حاصل نشان داد که    چنینپروتئین داشته است. هم

-های تلقیحهای محلول و کل در گیاهچهپروتئین  مقدار

در   ایراکنز  آزوسپریلوم  و  برازیلنس  آزوسپریلوم  با  شده 

افزایش   جیبرلین  و  اکسین  ترکیبی  است.  یافته  تیمار 

شده با  های تلقیحاین ترکیبات در گیاهچه مقداربالاترین 

هورمون  ترکیبی  تیمار  تحت  برازیلنس  گونه  باکتری 

. افزایش مقدار (5)شکل    اکسین و جیبرلین مشاهده شد

ها هستند،  آنزیماز گروه  محلول که عمدتا    هایپروتئین

های درگیر در  نشاندهنده تغییرات در فعالیت برخی آنزیم 

مقدار  چنین، افزایش  باشد. همدیواره می  شدنشلفرآیند  

آنزیم پروتئین افزایش  با  ارتباط مستقیمی  ها و  های کل 

آنمیزان   دارد  فعالیت  .  ( 2019et alBamford ,.) ها 

-ی نشان داد که تلقیح گندم با باکتریگزارشات متعدد

های محلول های ریزوبیوم موجب افزایش مقدار پروتئین

آنزیم فعالیت  نتیجه  در  آنتیو  میهای   شود اکسیدان 

(., 2013et al Arnaud)  با توجه به افزایش فعالیت برخی .

می آنزیم مطالعه  مورد  بین  های  را  روشنی  ارتباط  توان 

-های کل و محلول با فعالیت آنزیمپروتئینافزایش مقدار  

های  قند  مقدارهای انجام شده بر روی  ها بیان کرد. بررسی

ها با باکتری کل و محلول نشان داده که تلقیح گیاهچه

آزوسپریلوم ایراکنز و آزوسپریلوم برازیلنس سبب افزایش 

شده  ترکیباتاین   شاهد  نمونه  با  مقایسه  است.    در 

ها با  ل نشان داد که تلقیح گیاهچههمچنین نتایج حاص

بیشتر   افزایش  برازیلنس سبب  قندها    مقدارآزوسپریلوم 

است. از طرف دیگر  در مقایسه با آزوسپریلوم ایراکنز شده

جیبرلین   و  اکسین  ترکیبی  بیشتر افزایش    سببتیمار 
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تلقیحگیاهچهدر  قند  مقدار   آزوسپریلوم های  با  شده 

فزایش قندهای محلول ا(.  6)شکل    است  شدهبرازیلنس  

به عنوان یک مکانیسم تحمل در برابر تنش است و در  

واقع باعث تنظیم پتانسیل آب سلول در بخش سیتوزول 

غلظت با  مقابله  یونبرای  بالای  و  های  شده  جذب  های 

  ی جهت گردد. این ویژگی روشتجمع یافته در واکوئل می 

اسمزی شرایط   et alAlmendras ,.)است    گیاه  حفظ 

گیاه    .(2018 به  محلول  قندهای  افزایش  این،  بر  علاوه 

کند تا بتواند ذخیره کربوهیدراتی خود را برای کمک می

حفظ متابولیسم پایه در شرایط تنش در حد مطلوب نگه  

. به عبارت دیگر هنگام ورود  (2006et al neBeli ,.دارد )

سلولی   دیواره  شده باکتری،  می  شل  تعادل  و  بر  تواند 

 .  (Gage, 2004)پتانسیل آب سلول اثر بگذارد 

 

 

 فاکتورهای بیوشیمیایی گیاه برنججدول آنالیز واریانس اثر متقابل تلقیح با دو گونه آزوسپریلوم با نوع و غلظت هورمون بر برخی  -2جدول  
 منابع تغییرات  درجه آزادی  قندهای محلول  قند کل  پروتئین محلول پروتئین کل

 تلقیح 1 90/744* 20/380** 09/82** 28/81**
 نوع هورمون  1 80/176** 98/712* 83/313** 53/122*

 غلظت هورمون  5 24/189** 43/36* 98/66* 51/79*
نوع هورمون   × تلقیح 1 3/414* 92/44* 80/38** 15/235*  

غلظت هورمون  ×تلقیح  5 2/305* 12/717** 56/237** 26/98*  
غلظت هورمون  ×  نوع هورمون 5 7/43** 02/629** 09/108** 73/67*  
غلظت هورمون  ×نوع هورمون    ×تلقیح  5 11/81** 56/308** 06/54* 52/101*  

59/732 14/22 15/33  خطای کل  23 65/53 
 . دار استدرصد معنی  5و  1به ترتیب در سطح احتمال  *و **

 

 
دو گونه از روزه برنج تلقیح شده با    21های  ( در ریشه گیاهچه بپراکسیداسیون لیپیدی )  و  (الفپراکسید هیدروژن ) مقدار    -4شكل  

Azospirillum   های گیاهیو تیمار شده با هورمون  .AB (Azospirillum brasilense)  ،AI (Azospirillum irakens)  ،Ctrl    ،)شاهد، بدون تیمار هورمون(

NI  (No Inoculation)  بدون تلقیح(، )غلظت )ppm  200  )از هر کدام   IAA+GA3حروف مختلف با توجه به آزمون . LSD    درP≤ 0.05   تفاوت معنی

 اری نشان می دهند.د
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های  و تیمار شده با هورمون  Azospirillumدو گونه از  شده با  روزه برنج تلقیح  21های  در ریشه گیاهچه  محتوای پروتئین  -5شكل  

)شاهد، بدون تیمار هورمون(،    AB (Azospirillum brasilense)  ،AI (Azospirillum irakens)  ،Ctrl  (.ب )  پروتئین محلول(،  الف)  پروتئین کل  .گیاهی

NI   (No Inoculation)  بدون تلقیح(، )غلظت )ppm  200  )از هر کدام IAA+GA3  حروف مختلف با توجه به آزمون .LSD    درP≤ 0.05  داری  تفاوت معنی

 .دهندنشان می

 

قند  های گیاهی.  و تیمار شده با هورمون   Azospirillum  دو گونه از روزه برنج تلقیح شده با   21های  در ریشه گیاهچه محتوای قند  -6شكل  

محلول(،  الف )  کل  هورمون(،    AB (Azospirillum brasilense)  ،AI (Azospirillum irakens)  ،Ctrl  (.ب)  قند  تیمار  بدون   NI   (No)شاهد، 

Inoculation) بدون تلقیح(، )غلظت )ppm 200 )از هر کدام  IAA+GA3حروف مختلف با توجه به آزمون .LSD  درP≤ 0.05  دارند.داری تفاوت معنی 

 کلی   گیرینتیجه

ترکیبی   تیمار  که  داد  نشان  حاضر    GA3و    IAAنتایج 

افزایش   آنزیم  فعالیتسبب  از  آنتیبرخی  اکسیدان  های 

و   کسیدازاپرآسکوربات  ،کسیددیسموتازاسوپرمانند  

گیاهچه پراکسیدازگایاکول تلقیحدر  با  های   .Aشده 

brasilense   پلی ،  کاتالاز  های فعالیت آنزیم  شده است. اما-

دیوارهنلف پراکسیداز  و  گیاهچه ایاکسیداز  های  در 

ی نسبت به نمونه  هورمونشده با باکتری و در تیمار تلقیح

-آنتی هایآنزیم فعالیت افزایش  یافت.   کاهش  شاهد 

آنزیم  و  کسیدانا فعالیت  بیوسنتزی  کاهش  مسیر  های 

تلقیحگیاهچه در لیگنین تیمار  های  و  باکتری  با  شده 

 آزاد هایرادیکال تولید و زیستی نشانه تنش،  هورمونی

گیاه اکسیژن  و اکسیداتیو هایآسیب از  که است در 

 تواندمی امر  اینکند.  جلوگیری میوژیک  ل فیزیو خسارات

دفاعی  کنترلاز اینشانه ورود   در گیاه   سیستم  هنگام 

گیاه   باکتری درون    مختلف  هایگونه  .باشد به 

 متفاوت رشدی محرک خصوصیات دارای آزوسپیریلوم

دفاعی   ایبالقوه هایتوانایی وه  بود سیستم  تعدیل  در 

 مورد در شده  انجام یمطالعه.  دادند نشان  خود از ریشه

 رشدی محرک خصوصیاتو  آزوسپیریلوم    هایگونه

 از استفاده برای هاییحل راه طراحی جهت هاآن مختلف

 کشاورزی در کودهای بیولوژیک عنوان  به هاباکتری این

 .بود خواهد مفید ارگانیک و پایدار
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Abstract 

Azospirillum is one of the most important Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR) which has capacity to 

fix atmospheric nitrogen. This study was conducted to investigate the effect of two Azospirillum species 

inoculation with auxin (IAA) and gibberellin (GA3) treatment on the antioxidant enzymes activity and some 

biochemical factors during their entry into the rice (Oryza sativa var. shiroodi) roots seedlings. Rice seedlings 

were grown in Yoshida medium for 21 days and then were inoculated with A. brasilense and A. irakens in the 

presence of 0, 100, and 200 ppm of IAA or GA3 alone or a combination of both. After 4 weeks treatment, roots of 

seedlings was harvested and used to study the activity of antioxidants and biochemical factors. The experiment 

was performed in complete randomized design with 3 replications. The obtained results showed that the activity 

of superoxide dismutase, ascorbate peroxidase and guaiacol-peroxidase enzymes were significantly increased in 

seedlings which inoculated with A. brasilense in combinations with IAA plus GA3 treatment. On the other hand, 

the activity of catalase, poly phenol oxidase and wall peroxidase was significantly decreased after inoculating with 

bacteria and IAA and GA3 treatment. Meanwhile, the amount of total and soluble protein and sugar was 

significantly increased after inoculation with bacteria and hormones treatment, compared to control samples. It 

seems enzymatic antioxidant system provide necessary conditions for bacteria entry into rice root organ. 
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