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 01/05/1403تاریخ پذیرش:  20/08/1402تاریخ دریافت: 

 چكیده

را شوری خاک یکی از عوامل آید، زییک ویژگی خاص برای کشاورزی به شمار می در گیاهان به شوریمقاومت 

های محیطی های متفاوتی باعث تعدیل اثرات تنشهای محرک رشد گیاه با مکانیسمباکتری .باشدمیکننده رشد  محدود

 سه تکرار با یدر قالب طرح کامل تصادف لیفاکتور بصورت یاگلخانه یشیآزماشوند. بر همین اساس در گیاهان می

بود که  ازتوباکترو باکتری  (میسد دیمیلی مولارکلر 200و  150، 100، 0ایش شامل شوری )انجام گردید. تیمارهای آزم

 وزن خشک و تر ازتوباکترتوسط  اهیگ حیبا تلق یشور تنش ماریکه در ت نشان داد جینتا انجام گردید. ریحان اهیگ یرو

در عدم حضور  یشور ماریدر ت ت.افزایش یاف یمختلف شور یهادر غلظت ،یفاقد باکتر طینسبت به شرا %20گیاه 

 263/0(، پراکسیداز )واحد 059/0های آنتی اکسیدان کاتالاز )( و فعالیت آنزیم%6/48باکتری افزایش میزان پرولین )

 زانیباعث کاهش مواحد( مشاهده شد و بکار بردن باکتری همراه با تنش شوری  6/7( و سوپراکسیددیسموتاز )واحد

 p5csو  DRB2ها تنش شوری باعث افزایش بیان ژن در کلیه زمانو پرولین گیاه شد.  اکسیدان های آنتیمیآنز تیفعال
بکار بردن باکتری همراه با تنش  ،بود. در عین حالساعت بیشترین میزان را دارا  72و این افزایش در زمان  در گیاه شد

 ازتو باکتر ن دهنده نقش بسیار مؤثر تیمار باهای مورد بررسی شد. نتایج تحقیق حاضر نشاباعث کاهش میزان بیان ژن 

است و  حانیر اهیدر کنترل تنش در گ لیدخ های ژن انیب شیو افزا ی، فعالیت آنتی اکسیدانیکاهش اثرات تنش شوردر 

 توان این اثرات را در گیاهان دیگر نیز بررسی کرد.می

 ی آنتی اکسیدان، پرولیناه، آنزیمازتوباکترگیاه ریحان، استرس شوری، : های کلیدیواژه

  zrezayatmand12@yahoo.com الکترونیکی: پستمسئول،  * نویسنده

 مقدمه

ی، گیرند. تنش باعث ایجاد تغییرات در مورفولوژهای گوناگونی قرار میگیاهان در طول دوره زندگی خود در معرض تنش

های وارده . شوری یکی از انواع تنش(1و گیاه ریحان نیز از این قاعده مستثنی نیست ) (29شود )فیزیولوژی و ژنتیک گیاه می

گردد که این شکست تنش شوری هموستازی پتانسیل آب را شکسته و باعث بروز صدمات یونی میبه گیاهان است. 

کند. تغییرات در هموستازی سلول گیاهی باعث بروز صدمات ز میهموستازی در سطوح سلولی و سطح گیاه )برگ( برو

 (. 26گردد )مولکولی، اختلال رشد و حتی مرگ می
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های گیاهی مربوط در بافت سدیمهای تحمل و تجمع یون و مکانیسم سدیمتحمل شوری به توانایی گیاه در خارج کردن یون 

آید، زیرا شوری خاک یکی از عوامل هداف صنعتی بشمار میشود. تحمل شوری یک ویژگی خاص برای کشاورزی و امی

یک مشخصه  سدیمشود و افزایش مقاومت در برابر این تنش و سمیت یون محدود کننده اصلی برای رشد محسوب می

هایی که در سطوح ها و نیز شناسایی ژنهای مسئول تولید اسمولیتبر این اساس معرفی ژن (.9شود )ضروری محسوب می

 (. 18شوند ضروری است )لای شوری بیان میبا

-فیزیولوژیک غیرقطبی بوده و در دسته pH باشد. این آمینواسید درپرولین اسمولیتی سازگار است که قابل انحلال در آب می

دهد. (. تجمع پرولین به طرق متفاوتی مقاومت به تنش را تحت تأثیر قرار می25پاتیک قرار دارد )بندی آمینواسیدهای آمفی

کند که قادر به حفاظت از تمامیت پروتئین است و برای مثال نشان داده شده پرولین بعنوان یک چپرون مولکولی عمل می

ها موجب کاهش دناتوراسیون آنزیم شرایط برون تنیکند. مشاهده شده که پرولین در های متفاوت را زیاد میفعالیت آنزیم

-ها و ارگانلدار پرولین درون سلولی بوسیله بیوسنتز، کاتابولیسم و انتقال بین سلولقم گردد.تحت تنش گرمایی یا شوری می

های کلیدی مسیر بیوسنتز پرولین هستند. تجمع پرولین و سایر نزیمآ P5CR و P5CS گردد.های مختلف سلولی تعیین می

شود. این آب به داخل سلول می گردد و در نتیجه موجب جریانترکیبات محلول سبب کاهش پتانسیل اسمزی سلول می

که پرولین در سیتوپلاسم و استرومای نماید. با توجه به اینفرآیند پتانسیل تورگر لازم برای انبساط سلولی را فراهم می

کند، بنابراین تغییرات کوچک در یابد و این موضوع که سیتوپلاسم حجم کمی از سلول را اشغال میکلروپلاست تجمع می

 (.14و  13گردد )تری در تنظیم اسمزی کل میلین در مقایسه با حجم کم سیتوپلاسم سبب اثرات بزرگمیزان پرو

. (33و  21 هستند ) زیستینخورده بعنوان منابع مورد نیاز برای ایجاد تنوع خزانه ژنی دست دارایارقام وحشی گیاهان 

ها و افزایش تجمع بیان این ژن  ه رابطه مستقیمی میاننشان داده است ک  P5CR و P5CS مطالعات انجام شده در زمینه ژن

گردد. با افزایش که میزان سنتز پرولین در گیاهان در اصل در سطح رونویسی تنظیم میپرولین هنگام تنش وجود دارد، بطوری

 یابد.افزایش می P5CS ندار، بیان ژهای سلولی مانند ساکارز و گلوکز و ترکیبات نیتروژنها و همچنین افزایش متابولیتتنش

-های غیرزیستی همکه اعضای آن نقش اصلی را در تنش )DREB )Dehydration Responsive Element Bindingپروتئین 

چون شوری، سرما و خشکی دارد و در گیاهان مختلفی مثل جو، برنج، آرابیدوپسیس، گوجه فرنگی، آفتابگردان و غیره 

 (. 2) شناسایی شده است

های نامحلول، افزایش جذب کنندگی فسفاتهای محرک رشد، توان حلواسطه تولید هورموندر رشد گیاه به وباکترازتنقش 

به مواد کربنی  ازتوباکترباشد. نیاز زای گیاهی میها و بیوکنترل عوامل بیماریعناصر، تثبیت نیتروژن، افزایش مقاومت به تنش

علاوه بر این، با . امتیازات این باکتری است ماندگاری طولانی مدت در خاک، از قابلیت رشد در کمبود مواد آلی، و ساده و

 ازتوباکتر تلقیح بااند که مطالعات نشان داده(. 11و  23افزایش وزن خشک ریشه و اندام هوایی، رشد گیاه را تحریک می کند )

های محلول و پرولین در اندام هوایی و پروتئینباعث بهبود مقاومت گیاه به شوری از طریق افزایش محتوای قندهای محلول، 

 . (22و  3) شودمی انریشه گیاه

و غذایی ای از خواص دارویی طیف گسترده با Lamiaceae های خانوادهیکی از گونه( Ocimum basilicumشیرین ) ریحان

برای درمان روماتیسم، بطور سنتی ، علاوه بر این. شناخته شده است به خوبی این گیاه برای اهداف آشپزی و عطرسازیاست. 

های ریحان به شوری بویژه در مراحل جوانه نه(. گو3) شودکلسترول بالا، فشار خون بالا، سردرد و سکته مغزی نیز استفاده می

 (.5شود )میریشه  گیاه بخصوص رشدکاهش رشد  بالا موجب مقاوم هستند. با این حال، شوری،نسبتاً زنی و سبز شدن 
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های رشدی و بیوشیمیایی گیاه ریحان و بررسی تأثیر تلقیح ز مطالعه حاضر بررسی اثر تنش شوری بر برخی شاخصهدف ا

( دخیل در کنترل تنش در گیاه ریحان p5csو  DRB2) هایبر کاهش اثرات تنش شوری و افزایش بیان ژن ازتوباکترباکتری 

 .بوده است

 مواد و روشها

 کار یشد. در ابتدا هیاصفهان ته استفاده شد. (Ocimum basilicum) ریحان شیرینگیاه  در تحقیق حاضر از گیاه: تهیه

 یسوم ورم کیو  تیسوم پرل کی ،سوم خاک کیدر بذرها صورت که  نیبذرها بدون خاک کشت داده شدند. بد ی،شیآزما

و ( 19) شد بررسی نوع بذرا درهر دو هرشد و سبز شدن برگ ،یدرصد جوانه زن تیو در نها داده شدندکمپوست کشت 

 .بودمطلوب تر از بذر دوم  اریبس 1شد که بذر  مشاهده

گرم  20شامل  زتوباکترکشت ا طیمح) ازتوباکترمانیتول آگار جهت کشت  کشت طیدر مرحله بعد مح باکتری مورد استفاده:

گرم  4، میپتاس یگرم فسفات د 75 ،میگرم فسفات مونو پتاس 25،  میزیگرم سولفات من 5، میگرم کربنات کلس 3، تولیمان

 نی. ا(7) ساخته شد( pH  2/7آب مقطر با  تریل یلیم 1000گرم و  20، آگار آگار میسولفات آهن، دو گرم موجودات سد

آن  یتوانند رو یازت هستند، م تیکه قادر به تثب ییها سمیکروارگانیتنها م نیاست بنابرا تروژنین یفاقد هر نوع منبع طیمح

 یکشت ضرور طیمح بیدر ترک 4MoO2Na میسد بداتیآز حضور مول تروژنین میدر آنز بدنید. با توجه به وجود مولرشد کنن

: یباکتر فاقد تیمارهایصورت که در  نیبد شد.استفاده  یو فاقد باکتر یباکتردارای  تیمارهای ،کاشت بذرها یاست. برا

 مولار یلیم 150با غلظت  تکرار، چهار نمک مولار یلیم 100 غلظتبا  تکرارچهار  )بدون تیمار شوری(، کنترل تکرارچهار 

: چهار چهار یباکتر واجد تیمارهایدر  کهیلدر نظر گرفته شد. در حانمک مولار  یلیم 200با غلظت  تکرارو چهار  نمک

و  نمک مولار یلیم 150با غلظت  تکرار، چهار نمک مولار یلیم 100با غلظت  تکرار، چهار )بدون تیمار شوری( کنترل تکرار

 .(31در نظر گرفته شد ) نمکمولار  یلیم 200با غلظت  تکرارچهار 

 30هفته در  کیو بمدت  ه شدندبراث کشت داد تولیمان طیها در محیباکترتیمار گیاه با باکتری: و  اعمال تنش شوری

داخل  اتیمحتو سپسبرسد.  7/0به متر نانو 600شدند تا جذب نوری کشت در طول موج  انکوباتورگذاری گرادیدرجه سانت

 قهیدق 60بذرها بمدت  داده شد. در مرحله بعد،شست و شو  لیاستر یولوژیزیبا سرم ف حاصلشد و رسوب  وژیفیارلن سانتر

 20های حاوی خاک باغچه به علاوه بذرهای تلقیح شده سپس در گلدان. داده شدندفوق قرار  ونیدر سوسپانس کریش یرو

برگی،  8تا  6درصد ورمی کمپوست کشت داده شد و پس از جوانه زنی و رسیدن گیاهچه به مرحله  30و درصد پرلیت 

مولار  یلیم 200و  150، 100های ها بصورت یکروز در میان بمدت دو هفته با محلول نمک کلرور سدیم با غلظتگلدان

 یاهیمولار نکروز گ یلیم 200که در  رایمولار بود، ز یلیم 150 یبعد هایشیآزما یبرا یو انتخاب نهاییغلظت شدند.  یاریآب

ساعت پس از اتمام تیمار جهت بررسی بیان ژن و یک هفته پس از اتمام  72و  48، 24های گیاهان در زمان. دیمشاهده گرد

و  های آنتی اکسیدانی )کاتالاز، پراکسیدازهای رشد گیاه و فعالیت پرولین و آنزیمتیمار بمنظور بررسی شاخص

 سوپراکسیددیسموتاز(  برداشت گردید.

گرم از  5/0گیری شد. برای این منظور، اندازه رنگ سنجیهیدرین با روش پرولین با استفاده از معرف نین: نیپرول یریگندازها

تفاده از شد. مخلوط همگن حاصل با اس دهیسائ کیلیسیسولفوسال دیاس %3محلول  ترلییلیم 10از هر نمونه در  یاهیبافت تر گ

شد و به آن  ختهیر شیلوله آزما رد ترلییلیم 2حاصل  هایصاف شد. سپس از هر کدام از محلول 2واتمن شماره  یکاغذ صاف
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ساعت در  کیخالص اضافه شد. در مرحله بعد، همه لوله ها به مدت  کیاست دیاس ترلییلیم 2و  نیدرهینیمعرف ن ترلییلیم 2

تولوئن افزوده شد و لوله  ترلییلیم 4سرد شدند. سپس به هر لوله  خی یو سپس بسرعت بر رو جوش قرار داده شدند یبن مار

در  ییبخش بالا یجذب نور در نهایتشد.  لیدر آنها تشک هیدو لا ه،ثانی 20 بمدت هابشدت تکان داده شد. با ثابت شدن لوله

 (.  15محاسبه شد ) نیاستاندارد پرول یفاده از منحنهر لوله با است در نینانومتر قرائت شد و غلظت پرول 520طول موج 

لیتر بافر فسفات  یمیل 5/1از هر نمونه با  یاهیگرم از وزن بافت تر گ 1/0 : ابتداداناکسییآنت هایميآنز ی فعالیترگیاندازه

گرم  02/0و  4POH2Naگرم  NaCl ،14/0گرم  KCL ،8/0گرم  8/0،  پلی وینیل پیرولیدون گرم 1 )حاوی pH 4/7نمکی با 

4PO2KH،) دقیقه با دور 10یخ ساییده و همگن گردید. عصاره حاصل بمدت  یدر هاون و رو  g  10000 4 یو در دما 

آسکوربات  ،(EC1.11.1.6فعالیت کاتالاز ) یاندازه گیر یبراکردن، و پس از صاف  شدوژ یسانتریف گراد یدرجه سانت

 بر اساس میزان کاهش آنزیم کاتالاز فعالیت. شد( استفاده EC 1.15.1.1دیسموتاز  ( و سوپر اکسیدEC 1.11.1.11پراکسیداز )

آنزیم بصورت واحد آنزیمی بر  فعالیتشد.  گیریاندازه با روش اسپکتروفوتومتری پراکسید هیدرژن در بافر فسفات سالین

که  در نظر گرفته شدالاز مقدار آنزیمی گرم بافت گیاهی محاسبه گردید. یک واحد آنزیمی کات 1حسب پروتئین کل موجود در 

آب  و اکولیمحلول گااز  دازیپراکس میآنز تیفعال سنجش (.20)د نکمیلی مول پراکسید هیدرژن را در یک دقیقه تجزیه می 1

 1آنزیم بصورت واحد آنزیمی بر حسب پروتئین کل موجود در  فعالیتشد.   گیریاندازه با روش اسپکتروفوتومتری ژنهیاکس

را  ژنهیمیلی مول آب اکس 1که  در نظر گرفته شدمقدار آنزیمی  دازیرم بافت گیاهی محاسبه گردید. یک واحد آنزیمی پراکسگ

فعالیت آنزیم  سوپر اکسید دیسموتاز با استفاده از سنجش مهار نوری نیترو بلو  سنجش (.20)د نکدر یک دقیقه تجزیه می

آنزیم  فعالیتشود. یموجود در مخلوط واکنش در حضور نور به فورمازون تبدیل م لیومزوانجام گرفت. نیتروبلو تترا تترازولیم

 یگرم بافت گیاهی محاسبه گردید. یک واحد آنزیم 1بصورت واحد آنزیمی بر حسب پروتئین کل موجود در 

شود میوتترازولیم روبلنیت ینور یاز احیا انعتدرصد مم 50که موجب  در نظر گرفته شد یسوپراکسیددیسموتاز  مقدار آنزیم

(30) . 

( 32) همکاران و Wangبا روش کل از گیاه با استفاده از لیتیوم کلراید  RNA استخراج : cDNAسنتز و  RNA استخراج 

مولار، تریس  1/0یک میلی لیتر از بافر استخراجی لیتیم کلراید )حاوی لیتیوم کلراید انجام شد. برای این منظور، ابتدا 

وزنی  %5وزنی حجمی، پلی وینیل پیرولیدین  SDS  1%مولار،  EDTA 01/0، 8برابر با  pHمولار با  1/0اسید هیدروکلریک 

میلی گرم از بافت  گیاه در هاون چینی استریل اضافه شد. سپس،  100تا  50وزنی حجمی( به  %2حجمی و سدیم سولفیت 

به هاون اضافه  1:24:25فرم و ایزوآمیل الکل به ترتیب به نسبت میلی لیتر از مخلوط فنل اشباع شده با بافر تریس، کلرو 800

دور بمدت  14000لیتری منتقل شد و بمدت یک دقیقه ورتکس و سپس در میلی  5/1شد. مخلوط تهیه شده به میکروتیوب 

مولار اضافه گردید  4 شد. سپس به مایع روئی به میزان هم حجم آن  لیتیم کلرایدگراد سانتریفیوژ درجه سانتی 4دقیقه در  15

دور در دقیقه  14000گراد قرار داده شد. سپس سانتریفیوژ در درجه سانتی -20ساعت در دمای  4و مخلوط حاصل بمدت 

میکرولیتر آب مقطر استریل حل شد. به محلول  400گراد انجام شد و رسوب حاصل در درجه سانتی 4دقیقه در  15بمدت 

اضافه شد. سپس،  4/5برابر با  pHمولار با  3 میکرولیتر استات سدیم 40میکرولیتر( و  800حجم اتانول سرد ) 2حاصل، 

 %70درجه سانتریفیوژ شد. جهت شستشوی رسوب، به آن اتانول  4دقیقه در  15دور در دقیقه به مدت  14000میکروتیوب در 

د. در نهایت، اتانول از میکروتیوب خارج دقیقه سانتریفیوژ ش 5دور در دقیقه بمدت  10000اضافه شد و مخلوط حاصل در 

درجه  -20استخراج شده در  RNAمیکرولیتر آب مقطر استریل حل شد.  50در  RNAشد و بعد از خشک شدن، رسوب 
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استفاده  %1از الکتروفورز ژل آگارز  cDNAاستخراج شده برای سنتز  RNAمنظور بررسی کیفیت  گراد نگهداری شد. بهسانتی

 . به(6) تر استفاده گردیدبرای قطعات کوتاه S rRNA18مارکر  برای قطعات بلندتر و از S rRNA28ز مارکر شد و در آن ا

 . )کره جنوبی( و بر اساس دستورکار کیت انجام شد Addbioاز کیت شرکت  cDNAمنظور سنتز 

کد کننده ردکتاز دو باند  DBR2ی ها: پرایمرهای مورد نیاز برای بررسی بیان ژنبررسی بیان ژن Real Time PCRانجام  

 (Pyrroline-5-Carboxylate Synthetase)کربوکسیلات سنتتاز  5کد کننده پرولین  P5CS، (Double bond reductaseشونده )

ژن های ذکر شده  mRNAطراحی گردید. توالی  GENERUNNERاین مطالعه با استفاد از نرم افزار )کنترل داخلی(  rRNAو 

، پرایمر هایی با ClustalWبدست آمد و پس از بررسی و یافتن نواحی حفاظت شده توسط سرور  NCBIطلاعاتی از پایگاه ا

منظور اطمینان از عدم اتصال پرایمرها به توالی طراحی گردید. به  Real Time PCRپارامتر و ویژگی های بهینه برای انجام 

در نظر گرفته شد.  rRNAع انتخابی )کنترل داخلی( در این مطالعه استفاده شد. ژن مرج Blastهای غیر اختصاصی از سرور 

 (.6باشد )قابل مشاهده می 1توالی وویژگی پرایمرهای استفاده شده در جدول 

 توالی و ویژگی پرایمرهای طراحی شده ژن های مورد مطالعه -1جدول 

 طول محصول فعالیت شماره دسترسی

 )جفت باز(

 رایمرنام پ توالی پرایمر نام ژن

LN999821 

 

 

 ’rRNA 5’- ACCAGGGATCGGCGGATGTTG-3 126 کنترل داخلی

5’-GTGGTGCCCTTCCGTCAATTC -3’ 

FrrNA 

RrrNA 

KC118529.1, 

KC118524.1 

AB926434.1 

 

ردکتاز دو 

 باند شونده

122 DBR2 5’- GCTATTAACGCTATTGAAG-3’ 

5’- TAATGACCCACCATATTCTAC -3’ 

 

DBR2F 

DBR2R 

JN944116.1, 

EF527256.1, 

JQ622685.1 

 5پرولین 

کربوکسیلات 

 سنتتاز

117 P5CS 5’- TACATAAGGATCTAGAGCAG-3’ 

5’-CTTCCGGAATGTTCAGTTTACC -

3’ 

 

P5CSF 

P5CSR 

 

، Addbioمحصول شرکت تجاری )و ترکیب تشخیصی سایبرگرین  ABIاز دستگاه  Real Time PCRبه منظور انجام واکنش 

با یکدیگر ترکیب شدند. تمامی واکنش ها  2مطابق جدول  cDNAی هر نمونه مواد مورد نیاز به ازا کره جنوبی( استفاده شد.

سیکل انجام شد. تمامی وسایل مورد استفاده استریل بودند و ترکیب کردن  40برای هر نمونه و ژن بصورت دوتایی و در 

های د محصول جانبی( انجام پذیرفت. در نهایت نمونهمنظور جلوگیری از فعال شدن آنزیم وتولیتمامی مواد برروی یخ )به 

گاه داده شد. به منظور بررسی به دست 3آماده شده در دستگاه ترموسایکلر قرار داده شدند. برنامه دمایی وزمانی طبق جدول 

 استفاده شد: ΔΔCT (livak) رابطه ها، ازداده

∆∆Ct= -(∆Ct sample-∆Ct control) 

 Real Time RT-PCR ام مورد استفاده جهت انج مواد و مقادیر -2جدول 
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 ماده غلظت استوک غلظت نهایی مقدار

μl 4 ............ ............ )آب مقطر )استریل 

μl 10 X1 X2  سایبر گرین 

μl 2 μM 2/0 μM10 پرایمر رفت 

μl 2 μM 2/0 μM10 پرایمر برگشت 

μl 2 ng100> ng100> cDNA 

 

 Real Time RT-PCR زمانی بهینه جهت انجام وشرایط دمایی  -3جدول 

 نام مرحله سانتی گراد(درجه دما ) مدت زمان تعداد سیکل

 دناتوراسیون اولیه 95 دقیقه 5 1

 دناتوراسیون 94 ثانیه 30 35

 متصل شدن پرایمر ها 55 ثانیه 30 35

 و مشاهده رنگ فلورسنت گسترش 72 ثانیه 30 35

 ذوب 78-95 دقیقه 5 1

 

استفاده شد. از آزمون  SPSS 19مختلف از آزمون  یهاگروه نیدار ب یاختلافات معن یبررس یمطالعه برا نیدر ا: یز آماریالآن

 .نیز برای آنالیز آماری بهره گرفته شدطرفه و تست دانکن  کی انسیوار زیآنال

 نتايج

اثر  ابتدادر این تحقیق تحت تنش شوری:  های فیزيولوژيكی و بیوشیمیايی گیاه ريحانبر برخی شاخص ازتوباکتراثر 

های رشد گیاه مورد بررسی قرار گرفت. با توجه میلی مولارکلرید سدیم روی برخی شاخص 200و  150، 100، 0های غلظت

و اغلب نکروزه شده و از  تندمیلی گرم در لیتر شوری گیاهان کاهش رشد شدید داشت 200به نتایج این مرحله چون درغلظت 

میلی مولار شوری  150مولکولی در نظر گرفته نشد و حذف شد و غلظت  های، این غلظت از شوری برای آزمایشفتندین رب

 بترتیب بعنوان آستانه تحمل گیاه به تنش شوری در آزمایشات بعدی مورد استفاده قرار گرفت. 

نگین مربوط به وزن تر و خشک ایسه میانتایج مقبر میزان وزن تر و خشک گیاه ريحان تحت تنش شوری:  ازتوباکترتأثیر 

که افزایش میزان شوری بدون حضور باکتری  دادنشان داده شده است. نتایج حاصل از این پژوهش نشان  1گیاه در شکل 

 (%20) میلی مولار شوری نسبت به شاهد بیشترین میزان 200باعث کاهش وزن تر و خشک گیاه شد و این کاهش در غلظت 

 داد.ان شوری میزان تأثیر باکتری بر میزان وزن تر و خشک گیاه کاهش نشان میز زایش. با افبود
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باشد و خطای معیار می± تکرار  3ها میانگین ( گیاه ریحان تحت تنش شوری. دادهب( و خشک )الفبر میزان میزان وزن تر ) ازتوباکتراثر  -1شکل 

 باشد.( می P≤05/0زمون دانکن )حروف مشابه نشان دهنده عدم اختلاف معنی دار براساس آ

نتایج مقایسه میانگین مربوط به طول بخش ريشه گیاه ريحان تحت تنش شوری:  بر طول بخش هوايی و ازتوباکترتأثیر 

که با افزایش غلظت کلرور سدیم و در عدم حضور  دادنشان داده شده است. نتایج نشان  2هوایی و ریشه گیاه در شکل 

که کاربرد باکتری بدون تنش شوری نیز  دادنتایج مقایسه میانگین نشان  .ریشه گیاه کاهش یافتی و هوایباکتری طول بخش 

 ازتوباکترتیمار توأم . نتایج ندبود که با باکتری تلقیح نشدهشد باعث افزایش طول بخش هوایی و ریشه گیاه نسبت به گیاهانی 

-طول بخش هوایی و ریشه  نسبت به شرایط فاقد باکتری در غلظت اکترازتوبکه با تلقیح گیاه توسط  دادو شوری نتایج  نشان 

درصد برای به  85های هوایی و درصد برای بخش 43)و بیشترین میزان افزایش طول یافت های مختلف شوری  افزایش 

 بود.میلی مولار و استفاده از باکتری  150مربوط به تنش شوری ریشه( 
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 خطای معیار ± تکرار  3ها میانگین ( گیاه ریحان تحت تنش شوری. دادهب( و ریشه )الفزان طول بخش هوایی )ن میمیزابر  ازتوباکتراثر  -2شکل 

 باشد.( می P≤05/0اختلاف معنی دار براساس آزمون دانکن )عدم  هباشد و حروف مشابه نشان دهندمی

شود. مشاهده می 3: نتایج در شکل تحت تنش شوری بر میزان پرولین بخش هوايی وريشه گیاه ريحان ازتوباکترنتايج تأثیر 

در شرایط عدم حضوور بواکتری میوزان پورولین بخوش  دادکهمقایسه میانگین مربوط به پرولین بخش هوایی و ریشه گیاه نشان 

ری  میلوی موولار شوو 200در غلظوت  ،و ایون افوزایش یافوتهوایی و ریشه گیاه با افزایش میزان غلظت کلرور سدیم افزایش 

کاربرد باکتری بدون تنش شوری باعوث کواهش میوزان  داد کهنتایج نشان  بود.ها بیشترین میزان غلظت سایربه شاهد و  نسبت

و شووری  ازتوبواکترگردید. در تیمار تووأم  بودند پرولین بخش هوایی و ریشه گیاه نسبت به گیاهانی که با باکتری تلقیح نشده

کاهش میزان پرولین بخش هوایی و ریشه نسبت بوه شورایط فاقود بواکتری در  ازتوباکتروسط که با تلقیح گیاه ت دادنتایج  نشان 

میلی موولار و اسوتفاده از  150مربوط به تنش شوری ( %6/48)های مختلف شوری  شد و بیشترین میزان کاهش پرولین غلظت

 . بودیاه باکتری نسبت به همین میزان تنش و عدم استفاده از باکتری در بخش هوایی گ
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 خطای معیار ± تکرار  3ها میانگین ( گیاه ریحان تحت تنش شوری. دادهب( و ریشه )الفبر میزان میزان پرولین بخش هوایی ) ازتوباکتراثر  -3شکل 

 باشد.( می P≤05/0اختلاف معنی دار براساس آزمون دانکن ) ه عدمباشد و  حروف مشابه نشان دهندمی

شود. مشاهده می 4نتایج در شکل های آنتی اکسیدانی گیاه ريحان تحت تنش شوری: آنزيم تفعالیبر  ازتوباکترتأثیر 

میلی  200و  150فعالیت آنزیم کاتالاز در گیاه با افزایش میزان شوری نسبت به شاهد افزایش یافت و این افزایش در غلظت 

وری، کاربرد باکتری تأثیر زیادی در میزان نش شدم ت. در شرایط عبود از مقادیر حداکثری برخوردار ،مولار کلرور سدیم

فعالیت آنزیم کاتالاز نداشت. در مورد اثر توأم تنش شوری و بکار بردن باکتری میزان فعالیت آنزیم کاتالاز کاهش یافت و 

. در شده واحد فعالیت آنزیم مشاهد 059/0میلی مولار نمک با مقدار  150بیشترین میزان اثر کاهنده باکتری را در غلظت 

شود. استفاده از باکتری در ارتباط با میزان فعالیت آنزیم پراکسیداز نیز در شرایط تنش شوری افزایش فعالیت آنزیم مشاهده می

شرایط عدم تنش شوری باعث کاهش میزان فعالیت آنزیم شد. بکار بردن باکتری همراه با تنش شوری باعث کاهش میزان 

میلی مولار با مقدار  200ترین میزان اثر کاهنده مربوط بکاربرد باکتری در تنش شوری بیش شد وفعالیت آنزیم پراکسیداز 

که با  داد. نتایج مقایسه میانگین مربوط به میزان فعالیت آنزیم سوپراکسیددیسموتاز نشان بودواحد فعالیت آنزیم  263/0

افزایش میزان غلظت کلرور سدیم و در عدم حضور باکتری میزان فعالیت آنزیم سوپراکسیددیسموتاز افزایش یافت و بیشترین 

. استفاده از باکتری در شرایط عدم تنش بودمیلی مولار نمک  200و  150های زیم مربوط به غلظتمیزان افزایش فعالیت آن

ت آنزیم نداشت. در خصوص نتایج تیمار توأم باکتری و شوری بر میزان فعالیت آنزیم شوری تأثیر زیادی بر میزان فعالی
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های مختلف شوری میزان فعالیت آنزیم با کاربرد باکتری کاهش یافت و این که در غلظت شدسوپراکسیددیسموتاز مشاهده 

 . بود ترین مقداربیشنمک کلرور سدیم واحد(  6/7)میلی مولار  200و واحد(  5/6) 150کاهش در غلظت 

 
ها ( گیاه ریحان تحت تنش شوری. دادهج( و سوپراکسید دیسموتاز )ب( و پراکسیداز )الفبر میزان فعالیت آنزیم کاتالاز ) ازتوباکتراثر  -4شکل 

 باشد.( می P≤05/0اختلاف معنی دار براساس آزمون دانکن ) ه عدمباشد و حروف مشابه نشان دهندمی خطای معیار± تکرار  3میانگین 

، به منظور بررسی بیان cDNAو اطمینان از صحت ساخت  PCRپس از انجام  های کانديد:بر بیان ژن ازتوباکتر اثر تیمار با 

 (. 5های ذوب و تکثیر برای هر نمونه بدست آمد )شکل شده و منحنی Real Time RT-PCRها وارد واکنش ژن، نمونه
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)ب( و  DRB2 )الف(، ژن rRNA  S18روی ژن Real time RT-PCRهای حنی تکثیر )پائین( مربوط به واکنشمنحنی ذوب )بالا( و من -5شکل 

 )ج( p5csژن 

: مقایسه میانگین اثر تنش های مختلف تحت تنش شوریگیاه ريحان در زمان  DBRE2بر میزان بیان ژن  ازتوباکترتأثیر 

نشان  6در شکل  آخرین تیمارساعت پس از  72و  48، 24ی مختلف هادر زمان DBER2شوری و باکتری بر میزان بیان ژن 

 72ها تنش شوری باعث افزایش بیان ژن در گیاه شد و این افزایش در زمان که در کلیه زمان دادداده شده است. نتایج نشان 

 72د که این کاهش در زمان . بکار بردن باکتری همراه با تنش باعث کاهش میزان بیان ژن شبودساعت بیشترین میزان را دارا 

در  5و از نظر آماری در سطح  بودبیشترین میزان کاهش نسبت به شاهد و نمونه تحت تنش شوری  429/0ساعت با مقدار 

 .بوددار صد معنی
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ریحان تحت تنش ( ساعت در گیاه ج) 72( و ب) 48(، الف) 24های در زمان  DEBR2و تنش شوری بر میزان بیان ژن  ازتوباکتراثر  -6شکل 

 باشد.( میP≤05/0اختلاف معنی دار براساس آزمون دانکن ) هباشد و  حروف نامشابه نشان دهندمی خطای معیار± تکرار  3ها میانگین شوری. داده

: بررسی نتایج اثر تنش شوری های مختلف تحت تنش شوریگیاه ريحان در زمان  P5CSبر میزان بیان ژن  ازتوباکترتأثیر 

 7ساعت پس از برداشت گیاه در شکل  72و  48، 24های مختلف در در زمان P5CSتفاده از باکتری بر میزان بیان ژن و اس

های مختلف باعث افزایش بیان ژن در گیاه شد و میزان بیان ژن که تنش شوری در زمان دادنشان داده شده است. نتایج نشان 

. نتایج اثر توأم باکتری و تنش شوری کاهش میزان بیان ژن را نشان بودان را دارا بالاترین میز 25/3ساعت با مقدار  72در زمان 

نسبت به شرایط کنترل و تنش شوری از نظر  972/0ها با مقدار ساعت نسبت به سایر زمان 72که این کاهش در زمان  داد

 .بوددار آماری معنی
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در گیاه ریحان تحت تنش شوری. ( ساعت ج) 72( و ب) 48(، الف) 24های در زمان  P5CSو تنش شوری بر میزان بیان ژن ازتوباکتراثر  -7شکل 

 باشد.( میP≤05/0باشد و حروف نامشابه نشان دهند اختلاف معنی دار براساس آزمون دانکن )می خطای معیار± تکرار  3ها میانگین داده

 بحث و نتیجه گیری

افزایش میزان گیاه ریحان و افزایش میزان وزن خشک و تر  موجب ازتوباکتربا  نتایج حاصل از این پژوهش نشان داد که تیمار

ی مختلف شوری  ها نسبت به شرایط فاقد باکتری در غلظتدر شرایط استرس شوری شد. طول بخش هوایی و ریشه  

تالاز، پراکسیداز و شود. در مطالعه حاضر، همچنین نتایج مقایسه میانگین مربوط به میزان فعالیت آنزیم کامشاهده می

که با افزایش میزان غلظت کلرور سدیم و در عدم حضور باکتری میزان فعالیت  دادسوپراکسیددیسموتاز گیاه ریحان نشان 

های آنتی اکسیدانی در گیاه ریحان نشان بر فعالیت آنزیم ازتوباکتربا تیمار بررسی اثر . یافته استآنزیمی گیاه ریحان افزایش 

بکار بردن باکتری همراه با تنش شوری باعث کاهش میزان  شد.میزان فعالیت آنزیم کاتالاز  یمار موجب کاهشداد که این ت

فعالیت آنزیم پراکسیداز شد در خصوص نتایج تیمار توأم باکتری و شوری بر میزان فعالیت آنزیم سوپراکسیددیسموتاز گیاه 

تیمار توأم نتایج . عالیت آنزیم با کاربرد باکتری کاهش یافتهای مختلف شوری میزان فکه در غلظت شدریحان مشاهده 

کاهش میزان پرولین بخش هوایی و ریشه نسبت به شرایط ازتوباکتر که با تلقیح گیاه توسط  دادو شوری نتایج  نشان  ازتوباکتر

صورت  Pancnatium maritmum ای که بر روی گیاه بیابانیدر مطالعه های مختلف شوری  شده است.فاقد باکتری در غلظت
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ولی اگر مقداری پرولین  ،یابدگرفت مشخص شد که با القای تنش شوری میزان رشد و محتوای پروتئینی گیاه کاهش می

دهد که پرولین باعث افزایش تحمل یابد و این نشان میخارجی به گیاه اضافه شود محتوای پروتئینی و میزان رشد بهبود می

که کاربرد باکتری بدون تنش شوری باعث کاهش  دادکه در مطالعه ما نتایج نشان (. در حالی10ود )شگیاه به تنش شوری می

 ،گردید. بعضی از محققین بودندمیزان پرولین بخش هوایی و ریشه گیاه ریحان نسبت به گیاهانی که با باکتری تلقیح نشده 

که در شرایط تنش شوری در گیاهان عنوان نمودند. بطوریافزایش پرولین در شرایط تنش را یکی از معیارهای ایجاد تحمل 

ها یابد و نقش حفاظتی را برای پروتئینبرای ایجاد مقاومت در گیاه و شرکت در فرآیند اسمزی میزان تولید پرولین افزایش می

هم خوردن شکل طبیعی بهشده و از  ها در شرایط وقوع تنش دارد. در واقع پرولین باعث پایداری فرم طبیعی پروتئینو آنزیم

)رقم  491میزان بیشتر پرولین در رقم هایولا  2017در سال  (. در مطالعه مرادی و همکاران8کند ) ترکیبات آنزیم ممانعت می

بستگی مثبت بین میزان پرولین و صفاتی نظیر کلزا مشاهده نمودند و با توجه به هم (RGS003)متحمل( نسبت به رقم حساس 

گیری کردند که شاید بتوان از پرولین بعنوان یک اسمولیت مطرح در تحمل به تنش شوری ن خشک بوته نتیجهفتوسنتز و وز

 .(17) کلزا استفاده نمود

 های کد کننده ردکتاز و پرولین سنتتازها باعث افزایش بیان ژنتنش شوری در کلیه زماننتایج مطالعه حاضر نشان داد که 

(DRB2 و p5cs ) در  .شده است هاشده است اما بکار بردن باکتری همراه با تنش باعث کاهش میزان بیان ژنن ریحادر گیاه

در هر دو رقم متحمل و حساس به شوری توت سفید افزایش یافت، ولی این  P5CR فعالیت ژن مطالعه کومار و همکاران،

محققان  ،ای دیگردر مطالعه .(12) شاهده شدافزایش در رقم متحمل بیشتر بود و تجمع بالاتری از پرولین در لاین متحمل م

دست را مورد بررسی قرار دادند. نتایج به  Olea europaea c.v zarزرد در شرایط تنش شوری، زیتون P5CS میزان بیان ژن

ایط آمده از ایمونوبلاتینگ نشان داد که سطح بیان پرولین در گیاه زیتون تحت تنش، به مراتب از گیاه زیتون شاهد در شر

در مطالعه  .(18) باشد و این نتایج دلالت بر نقش مهم و کلیدی پرولین در رابطه با تحمل تنش شوری داردغیرتنش بالاتر می

در طی تنش شوری در گیاه گندم، تعدادی از  BADH و P5CS منظور بررسی الگوی بیان به 2014متین و همکاران در سال 

که میزان  بودنتایج مبین آن . مورد استفاده قرار گرفتند Real Time PCR جهت آنالیزها انتخاب، جداسازی و قطعات ژنی آن

 هایکه ژن بودکند. نتایج حاصل از این پژوهش بیانگر آن در پاسخ به تنش شوری تغییر می BADH و P5CS هایبیان ژن

BADH وP5CS محتوای ای دیگردر مطالعه .(16) هستندتنش شوری در گیاه گندم را دارا  ، نقش کلیدی در ایجاد مقاومت به ،

تنش شوری منجر به  نشان داد کهگیری شد. نتایج در انجیر تیغی تحت تنش شوری اندازه P5CS سطح بیان ژن و پرولین

جوان به یک شیوه وابسته به  هایCladode  و طول ریشه و تجمع قابل توجه و تدریجی پرولین در Cladode کاهش ضخامت

 حاضرتحقیق نتایج این تحقیق با نتایج  .(27) تحت تنش شوری افزایش ملایمی داشت  P5CS ت شد. فعالیت ژنزمان و غلظ

تحت تنش شوری   Kosteletzkya Virginica هایاز نهال ProT و  PDH ،OAT ،P5CSژن. در یک مطالعه، چهار داردمطابقت 

شوری  ها تحت تنشها شدند و بیان آنه تجمع پرولین در برگمنجر ب OAT و P5CS کلون شدند و پروفایل بیان نشان داد که

در گیاه شد و این  p5csو  DRB2در کلیه زمان ها تنش شوری باعث افزایش بیان ژن در مطالعه حاضر  (.32) یافتافزایش 

در  P5CR و  P5CS هاینشان دادند که افزایش بیان ژن محققان دیگر. بودساعت بیشترین میزان را دارا  72افزایش در زمان 

-ها و نقش محافظتشود. مکانیسم این تحمل انباشت پرولین در سلولرقم برنج هندی موجب مقاومت آن به تنش شوری می

در  P5CR و P5CS . در پژوهش دیگری تحت شرایط شوری و دهیدراسیون بیان دو ژن(28) کنندگی اسمزی آن است

ای مشاهده نشد و سطح بیان پس از اعمال تنش افزایش قابل ملاحظه p5cs ژن mRNA آرابیدوپسیس بررسی شد. با بررسی

در   p5cs تری نسبت بهنقش اساسی p5cs دهد که ژنخیلی پائین بود. این نتایج پیشنهاد میp5cs در مقایسه با ژن p5cs ژن
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که در مطالعه ما نتایج نشان  یدر حال. (12نماید )تجمع پرولین تحت شرایط دهیدراسیون و شوری در آرابیدوپسیس ایفا می

دهد که کاربرد باکتری بدون تنش شوری باعث کاهش میزان پرولین بخش هوایی و ریشه گیاه ریحان نسبت به گیاهانی که می

 ، به منظور بررسی تأثیر تنش شوری بر بیان ژن های2021با باکتری تلقیح نشده اند گردیده است. شهبازی و همکاران در سال 

p5cs  وPDH   فاکتور اول شامل سه لاین دادندمیزان پرولین در گیاه کلزا، آزمایشی بصورت فاکتوریل با سه تکرار انجام و .

حاکی از بیان   PCS دابل هاپلوئید )متحمل، نیمه متحمل و حساس( و فاکتور دوم دو زمان نمونه برداری بود. نتایج بیان ژن

نشان داد که لاین حساس در  PDH ژن بیان نسبی میانگین مقایسهد از تنش بود. ساعت بع 6بیشتر این ژن در لاین حساس در 

ساعت بعد از تنش افزایش بیان داشت. میزان پرولین در الین متحمل بیشتر از دو الین دیگر بود. بطورکلی  24و  6هر دو زمان 

ه و زمان تنش بستگی دارد. از آنجایی که در به میزان تحمل گیا p5cs و   PDH که بیان ژن های آن بودنتایج تحقیق بیانگر 

باعث و نسبت به لاین حساس مشاهده گردید  PDH و مهار بیشتر فعالیت P5CS لاین متحمل افزایش نسبتاً بیشتر در بیان ژن

تجمع بالاتر پرولین در رقم متحمل نسبت به حساس شد، شاید بتوان از پرولین بعنوان یک اسمولیت شاخص در شناسائی 

دهد که تنش شوری در که در مطالعه حاضر نتایج نشان می در حالی (.24) زان تحمل به تنش شوری در کلزا استفاده نمودمی

مقایسه میانگین اثر تنش شوری و باکتری بر میزان همچنین در گیاه شده است.  P5CS های مختلف باعث افزایش بیان ژنزمان

ساعت پس از برداشت گیاه نشان داد که در کلیه زمان ها تنش شوری  72و  48، 24های مختلف در زمان DBER2بیان ژن 

ازتو  تیمار بابا توجه به نتایج تحقیق حاضر که بر روی گیاه ریحان انجام گرفت، باعث افزایش بیان ژن در گیاه شده است. 
در کنترل تنش هایی داشته باشد که ژن انیب شیافزاتواند علاوه بر اثر افزایشی بر فاکتورهای رشدی، نقش مهمی در می باکتر

   اند.ان مؤثر شناخته شدهاهیدر گ
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Abstract 

Creating resistance to salinity in plants is a special feature for agriculture, because 

soil salinity is one of the limiting factors for growth. Plant growth stimulating 

bacteria moderate the effects of environmental stress in plants with different 

mechanisms. In accordance, a factorial greenhouse experiment was conducted in 

the form of a completely randomized design in three replicates. The experimental 

treatments included salinity (0, 100, 150, and 200 mmol sodium chloride) and 

Azotobacter bacterium which were performed on Ocimum basilicum. The results 

showed that salinity stress treatment by inoculating the plant with Azotobacter, 

dry and wet weights of the plant were increased (20%) compared to the condition 

without bacteria, in different concentrations of salinity. In salinity treatment, in 

the absence of bacteria, the amount of proline (48.6%) and the activity of 

antioxidant enzymes, catalase (0.059 units), peroxidase (0.263 units) and 

superoxide dismutase (7.6 units) increased in the plant. It was observed that the 

use of bacteria along with salt stress decreased the activity of antioxidant enzymes 

and proline. At all times, salinity stress increased the expression of DRB2 and 

p5cs genes, and this increase was the highest at 72 hours. At the same time, the 

use of bacteria with stress decreased the expression of the studied genes. The 

results of the study show the high effectiveness of treatment with Azotobacter in 

reducing the effects of salinity stress, antioxidant activity and increasing the 

expression of genes involved in stress control in Ocimum basilicum, and these 

effects can be investigated in other plants. 

Key words: Ocimum basilicum, Salt stress, Azotobacter, Antioxidant enzymes, 

Proline 
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