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هاي تقويت كننده رشد گياه بر برخي از صفات بررسي اثر تنش كمبود آب و باكتري
  )Catharanthus roseus(در ريشه گياه پروانش  Strو  Tdcهاي شناسي و بيان ژنريخت
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  چكيده

هاي اين گياه در اندام) TIA(يندول آلكالوئيدها افزايش مقدار ترپنوئيد ا. گياه پروانش يكي از پركاربردترين گياهان دارويي است
در اين بررسي تاثير دو گونه از  .باشدهاي اصلاحي مييكي از اهداف فعاليتاز طريق اعمال تيمارهاي زيستي و غير زيستي 

همراه به صورت جداگانه و تركيبي  Azospirillum brasilenseو  Pseudomonas fluorescensگر رشد هاي تقويتباكتري
هاي كامل تصادفي در سه تكرار مورد آزمايش قرار با دو سطح تيمار رطوبتي به صورت آزمايش فاكتوريل بر پايه طرح بلوك

در ريشه گياه پروانش با  Strو  Tdcو نيز بيان دو ژن  در مرخله گلدهي شناسياثر تيمارها بر برخي صفات ريخت. گرفتند
داري افزايش داد ولي تاثير تنش كمبود آب، رشد طولي ريشه را به طور معني. رديدبررسي گ qRT-PCRاستفاده از تكنيك 

افزايش طول، حجم و سطح ريشه، افزايش با در شرايط عدم تنش،  A. brasilenseباكتري . ها نداشتداري بر بيان ژنمعني
تاثير مثبت و ود كاهش مقادير صفات رويشي، نيز با وج P. fluorescensباكتري . را در پي داشت Strدار بيان ژن كليدي معني
هاي از نظر تاثير بر بيان ژن. نسبت به گياهان شاهد داشتدر شرايط عدم تنش و تنش هاي مورد بررسي داري بر بيان ژنمعني

به گياهان شاهد ها را در هر دو شرايط رطوبتي نسبت بهتر عمل نموده و بيان ژنطور جداگانه بهمورد بررسي، دو گونه باكتريايي 
ها و محصولات نهايي محصول اين ژن Strو  Tdcرود با افزايش بيان دو ژن انتظار مي. بدون تنش و تحت تنش افزايش دادند

 .از جمله مقدار آجماليسين در ريشه گياه پروانش افزايش يابد TIAمسير بيوسنتزي انواع 

ندول آلكالوئيدها، تنش ، ترپنوئيد ايqRT-PCRرشد گياه، واكنش  هاي تقويت كنندهپروانش، ريزوباكتري: واژه هاي كليدي
 كمبود آب

  akesht@googlemail.com: الكترونيكي پست،  09188109096: مسئول، تلفن نويسنده* 

  مقدمه
 .Catharanthus roseus (L.) Gگياه پروانش با نام علمي 

Don  متعلق به تيره خرزهره)Apocynaceae( به عنوان ،
، 28(رود يكي از پركاربردترين گياهان دارويي به شمار مي

ارزش بسيار بالاي پروانش بر اساس منفعت ). 54و  45
نوع  130دارويي هنگفت آن كه توليد كننده بيش از 

 Terpenoid indole alkaloid ترپنوئيد ايندول آلكالوئيد

)TIA (باشد، قرار دارد مي)گروه ). 13TIA يكي از ،
ترين گروه آلكالوئيدي در گياه پروانش بزرگترين و متنوع

بلاستين و اين گياه منبع انحصاري دو آلكالوئيد وين. است
باشد كه به دليل داشتن فعاليت ضد كريستين ميوين

شوند ترين آلكالوئيدها محسوب ميسرطاني، از جمله مهم
دو آلكالوئيد علاوه براين ريشه اين گياه محل تجمع ). 54(



 1400، 3، شماره 34جلد    ) مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي گياهي 

561 

). 45و  33، 29،  28، 7(آجمالسين و سرپنتين است 
به عنوان داروي ضد  1957آجماليسين اولين بار در سال 

فشار خون براي درمان اختلالات گردش خون و بيماران 
با وجود  امروزه). 51(داراي فشار خون بالا، شناخته شد 

 ينا تركيبات دارويي، زمينه ساخت در زياد هايپيشرفت

 دست به پروانش از گياه استخراج طريق از هنوز آلكالوييدها

هزينه بالاي توليد آلكالوئيدهاي مهم ). 35و  9، 7( آيندمي
هاي گياه دارويي به مقدار كم تجمع اين مواد در اندام

در  TIAبنابراين افزايش مقدار . شودپروانش مربوط مي
ي ژنتيكي و هاهاي اين گياه يكي از اهداف فعاليتاندام

 ).28(شود اصلاحي در گياه پروانش محسوب مي

C. roseus  يك سيستم مدل مفيد براي مطالعه مسير
). 51(بيوسنتزي ترپنوئيد ايندول آلكالوئيدها است 

و  TIAهاي حاصل شده در زمينه مسير بيوسنتزي پيشرفت
هاي مرتبط با اين مسير هاي كد كننده آنزيمنيز شناسايي ژن

هاي مهم كد ژن). 52(قاله مروري بيان شده است در يك م
هاي كليدي در ابتداي مسير بيوسنتزي شامل كننده آنزيم

 Geraniol hydroxylaseهيدروكسيلاز - 10هاي گرانيول ژن
)G10h( تريپتوفان دكربوكسيلاز ،Tryptophan 

decarboxylase )Tdc(استريكتوسيدين سنتتاز ، 
Strictosidine synthase )Str ( و استريكتوسيدينβ- D- 

) Strictosidine b-D-glucosidase )Sgd گلوكوسيداز
را  TIAمراحل اوليه بيوسنتز  G10hو  Tdc). 25( باشدمي

و مسير ترپنوئيدي ) تريپتامين(به ترتيب در مسير ايندولي 
، در شاخه Strسپس آنزيم  .كنندكاتاليز مي) سكولوگانين(

ولوگانين را متراكم ساخته و مياني مسير، تريپتامين و سك
آلكالوئيد ). 51و  25(نمايد استريكتوسيدين را توليد مي

استريكتوسيدين يك حد واسط مركزي در بيوسنتز انواع 
TIA  ها و حكم ستون فقرات را در ساختمان آن) 54(بوده
ماده مشترك انواع استريكتوسيدين پيشدر واقع ). 25(دارد 

ند به يك سري از منوترپنوئيد توااست كه مي TIAمختلف 
ايندول آلكالوئيد با ساختار و عملكردهاي زيستي متنوع 

  ).54( تبديل شود

هاي مسير تحقيقات نشان داده است كه بين ميزان بيان ژن
ها و تجمع آلكالوئيدهاي مرتبط با اين ژن TIAبيوسنتزي 

 Dutta). 52و  25، 18(در گياه پروانش ارتباط وجود دارد 

et al  منظور درك اين ارتباط، شش منبع ب 2005در سال
. را مورد مطالعه قرار دادند C. roseusژنتيكي مختلف از 

در اين بررسي، نيمرخ بيان يك ژن ابتداي مسير بيوسنتزي 
)str ( و دو ژن انتهاي اين مسير)d4h  وdat ( مورد مطالعه

قرار گرفت و همبستگي مثبتي بين فراواني رونويسي و 
آلكالوئيدهاي مرتبط در منابع ژنتيكي مختلف يافت  تجمع
  ). 18(شد 

هاي ثانويه طبق مطالعات صورت گرفته، توليد متابوليت
اغلب در واكنش به هر دو شرايط تنش زيستي و غير 

در گياه پروانش نيز ). 39و  38(يابد زيستي افزايش مي
 منظور افزايش مقدار آلكالوئيدهاي گياه، از عوامل زيستيب

و غير زيستي در مطالعات مختلف بهره گرفته شده است 
در سال  Jaleel et alبه عنوان نمونه،  ). 40و  32، 30؛ 19(

با مطالعه اثرات تنش كمبود آب بر متابوليسم اكسيژن  2008
فعال و نيز تجمع آلكالوئيد آجماليسين، نشان دادند كه 

تنش  ميزان آلكالوئيد آجماليسين در گياهان پروانش تحت
ها آن. داري نسبت به گياهان شاهد بيشتر استبه طور معني

بر اساس نتايج به دست آمده چنين بيان نمودند كه مناطق 
توانند به خوبي براي كشت جغرافيايي دچار كمبود آب مي

گياهان دارويي نظير پروانش مورد استفاده قرار گيرند و 
ه افزايش پيدا بدين ترتيب ميزان آلكالوئيد مهم اقتصادي گيا

  ).31(كند مي

همچنين بر اساس گزارش برخي از محققين، 
هاي ريزوسفري، به عنوان اليسيتور زيستي ميكروارگانيسم

توانند سنتز توليدات ثانويه را در گياه القا عمل نموده و مي
- اليسيتورهاي زيستي به عنوان فرآورده). 46و  23(نمايند 

ايداري توليدات هاي بدون خطر مي توانند براي پ
هاي ارگانيسمدر ميان ميكرو). 6(كشاورزي مناسب باشند 
گر رشد هاي تقويتباكتريريزوموجود در ريزوسفر، 
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 Plant Growth-Promoting Rhizobacteria گياهي
)PGPR (از اهميت زراعي بالايي برخوردار هستند )15 .(

- هرهمورد ب ،شان با گياهو اثر متقابل PGPRامروزه انواع 

برداري تجاري قرار گرفته و كاربردهاي عملي براي 
نقش برخي از اين ). 26و 16(كشاورزي پايدار دارند 

ها در افزايش تعدادي از آلكالوئيدهاي ميكروارگانيسم
 30(گياهان دارويي از جمله پروانش به اثبات رسيده است 

گر اثر باكتري تقويت Jaleel et al، 2007 در سال). 32و 
P.  fluorescens  را روي پارامترهاي رويشي و ميزان توليد

تحت تنش كمبود آب  C. roseusآلكالوئيد آجماليسين در 
در اين مطالعه، تيمار با گونه . مورد مطالعه قرار دادند

، پارامترهاي رشدي را  Pseudomonasفلورسنت باكتري 
تحت تنش كمبود آب افزايش داد و ممانعت رشدي ناشي 

دار وزن تر و خشك گياه ا از طريق افزايش معنياز تنش ر
مقدار آجماليسين نيز در تيمار گياهان تحت . بهبود بخشيد

نتيجه اين بررسي نشان . تنش با اين باكتري افزايش يافت
تواند روش مي PGPRداد كه تيمار گياهچه با انواع بومي 

مناسبي براي افزايش عملكرد بيوماس و محتواي آلكالوئيد 
همچنين استفاده تلفيقي از ). 30(گياهان دارويي باشد در 

PGPR  و تنش كمبود آب به عنوان يك تدبير مفيد براي
تواند همزمان با حفظ محيط زيست معرفي شده كه مي

بهبود شرايط تنش، مقدار و عملكرد آلكالوئيد را در اندام 
  .)30و  23(گياهان دارويي افزايش دهد 

بع مختلف پيداست با وجود انجام همانطور كه از مرور منا
برخي مطالعات در زمينه تاثير تنش كمبود آب و نيز 

شناسي و گر رشد گياه بر صفات ريختهاي تقويتباكتري
محتواي آلكالوئيدهاي گياه پروانش، اثر اين تيمارها بر بيان 

به ويژه در ريشه گياه، مورد  TIAهاي مسير بيوسنتزي ژن
، از حاضر بنابراين در تحقيق .بررسي واقع نشده است

هاي تقويت تيمارهاي تنش كمبود آب و دو گونه از باكتري
كننده رشد گياه براي بررسي برخي از صفات رويشي و نيز 

در ريشه گياه  Strو  Tdcارزيابي نيمرخ بيان دو ژن 
همانطور كه بيان شد، اين دو ژن، . استفاده گرديد پروانش

بوده و براي بسياري از يوسنتزي هاي ابتداي مسير بجزء ژن
 آجماليسين در گياه پروانش مشتركاز جمله  TIAانواع 

   ).1شكل (باشند مي

  
آلكالوئيدها در گياه  ترپنوئيد ايندول بيوسنتزي بخشي از مسير -1شكل 

 پروانش

هاي مورد بررسي در پژوهش حاضر، برگرفته از منبع دهنده ژننشان(
  )38شماره 

  مواد و روشها
گياه  F1بذر : PGPRكاشت و تيمار گياه پروانش با 

از ) .Catharanthus roseus L(پروانش 
بذرها با آب . تهيه گرديد  PanAmerican Seedشركت

ها از محلول جاري شسته شده و براي ضدعفوني آن
دقيقه  15درصد به مدت  NaClO (1/0(هيپوكلريت سديم 

تريل طي سپس بذرها توسط آب مقطر اس. استفاده شد
  ).5(چهار مرحله شسته شدند 

هاي دو گونه از باكتريبر اساس مرور منابع مختلف، 
 Pseudomonasهاي به نام ،تقويت كننده رشد گياه

fluorescens ) و ) 169سويهAzospirillum brasilense  كه
توانايي كلونيزه كردن ريزوسفر گياه پروانش را نيز دارند 

 واحد تشكيل كلوني 108ن ، به صورت سوسپانسيو)32(
Collony Forming Unit )cfu (ليتر بر ميلي)از )20و  10 ،

بخش تحقيقات (مؤسسه تحقيقات خاك و آب كشور 
كرج، تهيه شد و طبق دستورالعمل  - )بيولوژي خاك

ابتدا بذرها . موسسه، در سه نوبت مورد استفاده قرار گرفت
آغشته و در دقيقه  30با مايه تلقيح باكتريايي به مدت 

هاي كشت داراي تركيب پرليت و كوكوپيت به سيني
- هاي كشت، پس از آبسيني. صورت سطحي كاشته شدند
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منظور جذب كامل رطوبت، زير پوشش پلاستيكي، دهي ب
گراد و نور طبيعي نگهداري درجه سانتي 25تا  20در دماي 

هاي كشت به صورت روزانه و در آبياري سيني). 4(شدند 
ها پس از ظهور و در گياهچه. كسان انجام گرفتشرايط ي

- هاي كشت خارج و در گلداناز سيني، مرحله شش برگي

سانتيمتر و ارتفاع  15هاي پلاستيكي جداگانه با قطر دهانه 
تلقيح خاك گلدان و نيز تلقيح . سانتي متر، كاشته شدند 15

ها قبل از انتقال از سيني كشت به گلدان ريشه گياهچه
ها به مدت به اين ترتيب كه ريشه گياهچه. فتصورت گر

هاي تلقيح دقيقه در بشرهاي داراي هريك از مايه 20
از آب مقطر نيز به ميزان مساوي و هم حجم . ور شدغوطه

) عدم تلقيح باكتري(با تيمار باكتريايي به عنوان شاهد 
  .استفاده شد

گياهان پس از انتقال نشا به گلدان، براي : تنش رطوبتي
اطمينان از استقرار، به مدت يك ماه تا حد ظرفيت زراعي 

لومي بود و ظرفيت  بافت خاك از نوع شني. آبياري شدند
 صفحه فشاريدستگاه زراعي خاك گلدان با استفاده از 

Pressure plate پس از طي اين مدت، . تعيين گرديد
تيمار تنش . گياهان تحت تيمار رطوبتي قرار گرفتند

و ) درصد ظرفيت زراعي 95(سطح شاهد رطوبتي در دو 
به اين . اعمال گرديد) درصد ظرفيت زراعي 55(تنش 

ترتيب كه گياهان مربوط به هر يك از چهار سطح تيمار 
باكتريايي به دو قسمت تقسيم شده و بخشي به عنوان 
. شاهد و بخش ديگر براي اعمال تنش در نظر گرفته شد

. ش وزني انجام گرفتها و اعمال تنش به روآبياري گلدان
گلدان اضافه براي  4از هر تيمار تعداد  به اين ترتيب كه

منظور تعيين وزن وزن گياهچه در طي دوره رشد و ب تعيين
در مجموع، . خاك گلدان بدون وزن گياهچه استفاده شد

درصد  95(تيمارها شامل تيمار رطوبتي در دو سطح  شاهد 
و تيمار ) زراعيدرصد ظرفيت  55(و تنش ) ظرفيت زراعي

  ، P. fluorescensباكتريايي در چهار سطح شاهد، 
A. brasilense  و تلقيح تركيبي بودند كه به صورت

آزمايش فاكتوريل بر پايه طرح بلوك كاملا تصافي در سه 
  .تكرار بر گياهان پروانش اعمال شدند

برداري از ريشه شناسي و نمونهگيري صفات ريختاندازه
روز پس از شروع اعمال  30ررسي بيان ژن، گياهان براي ب

 2شكل . تيمار رطوبتي و در مرحله گلدهي انجام شد
و ) الف(تصوير گياهان شاهد را تحت شرايط آبياري نرمال 

. دهدبرداري نشان ميدر زمان نمونه) ب(تنش رطوبتي 
منظور ب. گيري شدكش اندازهيشه با خطارتفاع و طول ر

استفاده و  cc 10توانه مدرج محاسبه حجم ريشه از اس
ور تفاوت حجم آب استوانه مدرج قبل و پس از غوطه

سطح . كردن ريشه به عنوان حجم ريشه در نظر گرفته شد
  :ريشه نيز با استفاده از فرمول زير تعيين گرديد

)8 (  ) RA= 2(MRL × MRV × π  

= MRVطول ريشه، = MRLسطح ريشه، = RAكه در آن 
 .باشدمي π=  14/3حجم ريشه و 

  ب الف 
  .روز پس از اعمال تنش رطوبتي 30گياهان شاهد پروانش،  -2شكل 

  در شرايط تنش رطوبتي) در شرايط آبياري نرمال ب) الف
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ها، ماندهپس از بررسي نرمال بودن باقي: هاي آماريتجزيه
هاي آماري استفاده هاي اصلي براي انجام تجزيهاز داده
-ها به وسيله نرمس  و مقايسه ميانگينتجزيه واريان. گرديد

و ) SAS Ver. 9.2 )SAS Institute Inc., 2008افزار 
ها با استفاده از آزمون حداقل اختلاف مقايسه ميانگين

  .در سطح احتمال پنج درصد انجام شد )LSD(دار معني

– qRTو  RNAاستخراج : هاآناليزهاي مولكولي بيان ژن

PCR :آوري شده براي بررسي بيان هاي ريشه جمعنمونه
آناليزهاي مولكولي . نگهداري شدند - c°80ژن، در فريزر 

ابتدا استخراج . در چند مرحله صورت گرفت Str بيان ژن
RNA  گرم ريشه پودر شده و با استفاده از ميلي 100از

ساخت شركت  RibospinTM Seed/ Fruitكيت استخراج 
GeneAll ت سازنده انجام ي جنوبي طبق پروتكل شرك كره
استخراج شده به ترتيب با استفاده  RNAكيفيت  و و كميت

 ,Thermo Scientific(از دستگاه نانودراپ مدل 

Nanodrop, 2000C ( درصد تعيين 5/1و ژل الكتروفورز 

با استفاده از يك ميكروگرم  cDNAساخت  واكنش. شد
RNA  آغازگر اليگو وdT توسط كيت ،Hyperscript RT-

PCR master mix®  بر اساس دستورالعمل شركت سازنده
)GeneAllبا استفاده از برنامه . صورت گرفت) ، كره جنوبي

Primer Quest  موجود در سايتIDT )Integrated DNA 

Technologies ( آغازگر ژنStr در انتخاب . طراحي شد
، )درصد 60تا  GC )40توالي آغازگر، طول آغازگر، درصد 

ها با هم و احتمال تشكيل حلقه مورد مكمل بودن آغازگر
 Product size همچنين اندازه محصول. توجه قرار گرفت

آغازگر مورد نظر، با استفاده از توالي آغازگر رفت و 
 NCBIآغازگر برگشت در سايت 

)blast/-/primerhttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools( 
اندازه . محاسبه و در انتخاب توالي آغازگر، لحاظ گرديد

و الكتروفورز  PCRمحصول آغازگر، با استفاده از واكنش 
 Ribosomal آغازگر. ژل آگارز مورد تاييد قرار گرفت

protein synthesis (RPS9) )نيز به عنوان ژن ) دارژن خانه
اي اطمينان از توالي بر). 1جدول (كنترل داخلي تعيين شد 

صحيح و عملكرد اختصاصي آغازگر و همچنين پيدا كردن 
با  PCRسنتز شده، واكنش  cDNAدماي بهينه اتصال به 

و به صورت شيب   Bio-Radترموسايكلر استفاده از دستگاه
  . انجام گرفت Gradiant دمايي

 qRT-PCR توالي آغازگرهاي رفت و برگشت استفاده شده در واكنش -1جدول 

 توالي آغازگر  آغازگر  نام ژن  رديف
5´- 3´

طول قطعه 
(bp) 

 منبع شماره دسترسي

1 Tdc 
F ACCTACGACCGTCGAAACGGATTT 

232 MG748691.1 Goklany et al, 
2009 )25(  R AAACTCGGGACATATACAGGCGCT

2  Str1 F CGCCTACGCATCTCCCTTCT 
82 X53602.1 -  R TGTCCTCCCACACAATGGTCT

3  RPS92 F TCCACCATGCCAGAGTGCTCATTA 
203 A749993.1 Goklany et al, 

2009 )25(  R TCCATCACCACCAGATGCCTTCTT

  .طراحي شد Strآغازگر.1
 .به عنوان ژن كنترل داخلي مورد استفاده قرار گرفت RPS9ژن . 2

، PCRدر نهايت، بر اساس الكتروفورز ژل آگارز محصول 
واكنش . اتصال مختص هر آغازگر تعيين گرديددماي بهينه 
qRT-PCR  چرخه، در دستگاه  40درStepOnePlus Real-

Time PCR System  شركتApplied Biosystem 

Incorporation )ABI( كيت ، با استفاده ازReal Q Plus 

2x Master Mix Green, High ROXTM انجام گرفت .
 )متفاوت گياه سه از( بيولوژيكي تكرار سه ژن، سهبراي هر 

در نظر ) cDNAهر  براي تكرار دو( تكنيكي تكرار دو و
هاي cDNAتمام  qRT-PCRبراي انجام واكنش . گرفته شد

مواد لازم . رسانده شدند ng/µl 100 سنتز شده به غلظت
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رقيق شده،  cDNAشامل  qRT-PCRبراي انجام واكنش 
 Master Mix Greenرگشت و آغازگر رفت، آغازگر ب

نشان داده شده  2پروتوكل دمايي مربوطه در جدول . بودند
  .است

 qRT-PCRپروتوكل دمايي براي انجام واكنش  -2جدول 

  )˚C(درجه حرارت   زمان اجرا  نام مرحله تعداد چرخه
  95 دقيقه10 واسرشت سازي اوليه  1

40  
  95 ثانيه10 واسرشت سازي ثانويه

  دماي مختص به هر پرايمر ثانيه 10 اتصال
  72 ثانيه 15 گسترش

  95 ثانيه15 واسرشت سازي  1
  65 دقيقه60 اتصال و گسترش

  

دست هاي بهبراي تجزيه داده: هاي مولكوليتجزيه داده
) Ct∆∆(آمده، از روش اختلاف در تغييرات چرخه آستانه 

 بدين صورت كه ابتدا چرخه آستانه براي .استفاده شد
، نرمال)دارخانه(هاي مختلف با استفاده از ژن مرجع  نمونه

هاي سازي شد و سپس تفاوت نسبي در ميزان بيان ژن
. محاسبه گرديد) REST® )42هدف با استفاده از نرم افزار 

داري بين تيمارها نيز در سطح يك و پنج اختلاف معني
 .درصد مورد بررسي قرار گرفت

  نتايج
ها ابتدا تجزيه واريانس داده: شناسيارزيابي صفات ريخت

هاي كامل به صورت آزمايش فاكتوريل بر پايه طرح بلوك

داري اثر بلوك تصادفي انجام شد اما با توجه به عدم معني
براي تمام صفات مورد ارزيابي اثر بلوك حذف و آزمايش 
در قالب طرح كاملا تصادفي مورد تجزيه و تحليل قرار 

ه تجزيه واريانس صفات مورد نتيج 4جدول . گرفت
روز پس از اعمال تنش خشكي نشان  30گيري را اندازه
نتيجه مقايسات ميانگين اثرات متقابل نوع باكتري . دهدمي

در شرايط رطوبتي و نيز اثرات اصلي تيمار تنش رطوبتي بر 
آورده شده  6و  5ترتيب در جداول ات مورد نظر بصف

  .است

روز پس از  30شناسي گياه پروانش هاي اثر دو شرايط مختلف رطوبتي و چهار سطح عامل باكتريايي بر صفات ريختادهتجزيه واريانس د -4جدول 
  اعمال تيمار رطوبتي

  منبع تغيير
درجه 
  آزادي

  ) MS(ميانگين مربعات 
  نسبت طول ريشه به ارتفاع  سطح ريشه  حجم ريشه طول ريشه ارتفاع گياه

  ns 08/0  26/22 ** 39/0* 70/17** 81/4* 3  نوع باكتري
  ns76/3 **08/4 **26/195  ** 38/2 38/108** 1  شرايط رطوبتي
  ns403/0 **43/20 **75/0 **83/61  ns 044/0 3  باكتري ×شرايط رطوبتي
  044/0  598/1 121/0 656/2 125/1 16  خطاي آزمايشي

  78/14  70/7 52/9 33/8 72/7 - )درصد(ضريب تغييرات 
ns ،* دار در سطح احتمال پنج و يك درصددار، معنيترتيب غيرمعنيب :** و 

ها نشان داد كه نتيجه تجزيه واريانس داده :ارتفاع گياه
و تنش رطوبتي بر ارتفاع گياه  اثرات اصلي نوع باكتري

دار شده ولي اثرات ترتيب در سطح پنج و يك درصد معنيب
 . دار نبودمتقابل اين دو عامل معني

نشان داد ) 3شكل (يسه ميانگين اثر تيمارهاي باكتريايي مقا
باعث كاهش ارتفاع گياه شده و  كه تيمار با هر دو باكتري

بيشترين اثر را داشته و  A. brasilenseدر اين ميان باكتري 
دار اين صفت در سطح پنج درصد موجب كاهش معني
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رفت، تنش رطوبتي نيز همانطور كه انتظار مي. شده است
دار ارتفاع گياه در سطح يك درصد اعث كاهش معنيب

بيشترين مقدار ميانگين ارتفاع در تيمار شاهد . گرديد
 167/10(و كمترين آن در تيمار تنش ) سانتيمتر 875/15(

  ). 6جدول (ديده شد ) سانتيمتر
  

مقايسه ميانگين اثرات ساده سطوح مختلف تيمارهاي  -3شكل 
  گياه پروانش باكتريايي بر صفت ارتفاع در

 اي در گياه پروانشو شرايط رطوبتي بر صفات ريشه باكترياييهاي اثرات متقابل سطوح مختلف تيمارهاي مقايسه ميانگين -5جدول 

  نوع باكتري شرايط رطوبتي  رديف
  ميانگين صفات مورد ارزيابي

  سطح ريشه  حجم ريشه طول ريشه
1  

 شاهد

  b667/18 c133/1  c298/16 شاهد
  b000/18 b 767/1  b 983/19 تلقيح تركيبي  2
  P.f b667/16 c033/1  cd696/14باكتري  3
  A.b a333/23 a333/2  a 150/26باكتري  4
5  

  تنش

  a000/23 d800/0  cd195/15 شاهد
  b333/18 d800/0  de 539/13 تلقيح تركيبي  6
  P.f b333/19 d800/0  d933/13باكتري  7
  A.b b167/19 e567/0  e641/11باكتري  8
  .درصد با يكديگر ندارند 5داري در سطح احتمال ها با حروف مشابه، اختلاف معنيميانگين

P.f و A.b ترتيب نشان دهندهب P. fluorescens و A. brasilense هستند.  

اثر متقابل سطوح مختلف : طول، حجم و سطح ريشه
براي هر سه  تيمارهاي باكتريايي در شرايط رطوبتي مختلف

صفت مربوط به ريشه يعني طول، حجم و سطح ريشه 
مقايسه ميانگين اثرات متقابل ). 4جدول (دار بود معني

تيمارها براي اين صفات نشان داد كه هر سه صفت 
در  A. brasilenceبيشترين مقدار را در تيمار با باكتري 

 اين تيمار رشد طولي ريشه گياه. اندشرايط عدم تنش داشته

متر افزايش داد كه با طول ريشه سانتي 33/23را تا ميزان  
ساير . كردگياهان شاهد در تنش كمبود آب برابري مي

از . تيمارها از لحاظ طول ريشه در يك گروه قرار گرفتند
در  A. brasilenceنظر حجم و سطح ريشه نيز باكتري 

شرايط تنش كمترين مقدار را دارا بود و پس از آن ساير 
مارهاي باكتريايي در تنش كمبود آب در يك گروه قرار تي

  .داري با يكديگر نداشتندگرفتند و اختلاف معني
  

  گيري شده در گياه پروانشمقايسه ميانگين اثرات ساده سطوح مختلف تيمار رطوبتي بر صفات اندازه -6جدول 

 تيمار  رديف
  ميانگين صفات

 نسبت طول ريشه به ارتفاع ارتفاع

  a875/15 b106/1 هدشا 1
  b625/11 a 737/1  تنش رطوبتي  2

 .درصد با يكديگر ندارند 5داري در سطح احتمال ها با حروف مشابه، اختلاف معنيميانگين
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اين صفت نيز تنها تحت : نسبت طول ريشه به ارتفاع گياه
مطابق با نتايج جدول . تاثير تيمار تنش خشكي قرار گرفت

يسه ميانگين، تيمار تنش خشكي، تجزيه واريانس و مقا
نسبت طول ريشه به ارتفاع گياه را در سطح احتمال يك 

  .درصد افزايش داد

-در اين تحقيق براي نرمال: هاي مولكولي بيان ژنارزيابي

داراستفاده به عنوان ژن خانه RPS9ها، از ژن سازي داده
دار مناسب كارايي اين آغازگر به عنوان يك ژن خانه. شد
آن  Ctچرا كه مقادير . گياه پروانش تاييد شده استدر 

تحت تاثير تيمارهاي مختلف قرار نگرفته و در تحقيقات 
ها، مختلف انجام شده بر روي اين گياه، براي تمام نمونه

در تحقيق حاضر نيز ). 25و  24(تقريبا ثابت بوده است 
ها، نزديك مربوط به اين آغازگر براي تمام نمونه Ctمقادير 

، در بين Strو  Tdcآغازگرهاي  Ctمقادير ولي . به هم بود
اين موضوع بر تاثير . تيمارهاي مختلف با هم تفاوت داشت

هاي مورد تيمارهاي مختلف اعمال شده بر ميزان بيان ژن
ها، منحني ذوب حاصل از همه نمونه. بررسي، دلالت دارد

تكثير مطلوب توالي هدف را در تيمارهاي مختلف نشان 
  ). 4شكل (اد د

  
  اي از منحني ذوب حاصل از تكثير توالي هدفنمونه -4شكل 

روز  Tdc ،30اثر تيمارهاي مختلف بر بيان نسبي ژن 
اثرات تيمارهاي مختلف بر : پس از اعمال تنش رطوبتي

نشان  5، در شكل نسبت به گياه شاهد Tdcژن  نسبي بيان
س از روز پ 30دهد كه نتايج نشان مي. داده شده است

در شرايط تنش  Tdcاعمال تنش كمبود آب، بيان ژن 

داري داشته غيرمعني كاهشرطوبتي نسبت به گياه شاهد 
 در رابطه با تيمارهاي باكتريايي در شرايط عدم تنش. است

شود تمام تيمارها مينيز، همانطور كه در شكل مشاهده 
  ياند اما در مورد باكتررا به دنبال داشتهافزايش بيان ژن 

P. fluorescens  اين افزايش قابل توجه و در سطح احتمال
ها با همچنين تلفيق باكتري. دار بوده استيك درصد معني

تيمار تنش كمبود آب، موجب شد تا تيمارهاي باكتريايي 
در اين ميان، . اثر كمتري بر روي بيان اين ژن داشته باشند

تحت تاثير كمتر از سايرين  P. fluorescensباكتري باز هم 
دار بيان ژن را در پي داشته تنش قرار گرفته و افزايش معني

 . است

در ريشه گياهان براي تمام تيمارهاي  Tdcبيان ژن 
باكتريايي در شرايط تنش كمبود آب نسبت به شاهد تحت 

كه باز هم بيشترين ميزان ) 6شكل (تنش، افزايش داشت 
و سپس  ) P. fluorescens )64/16افزايش به باكتري 

همانطور كه  .تعلق داشت) A. brasilence )98/6باكتري 
كه دو باكتري به طور جداگانه دهد، هنگامينتايج نشان مي

در هر دو شرايط  Tdcاعمال شدند، اثر بيشتري بر بيان ژن 
  .رطوبتي داشتند

  
-تحت تيمار با تنش كمبود آب و باكتري Tdcبيان نسبي ژن  -5شكل 

رشد در شرايط نرمال و تنش نسبت به شاهد در هاي تقويت كننده 
  روز پس از اعمال تيمار رطوبتي 30ريشه گياه پروانش، 

  ، P. fluorescensبترتيب نشان دهنده  S و P.f، A.b حروف
A. brasilense و شرايط تنش هستند. 

  دار در سطح احتمال پنج و يك درصدبترتيب معني: **و  *
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هاي تقويت كننده حت تيمار با باكتريت Tdcبيان نسبي ژن  -6شكل 

رشد در شرايط تنش رطوبتي نسبت به شاهد تحت تنش در ريشه گياه 
  روز پس از اعمال تيمار رطوبتي 30پروانش، 

  ، P. fluorescensبترتيب نشان دهنده  S و P.f، A.b حروف
A. brasilense و شرايط تنش هستند. 

  دار در سطح احتمال يك درصدمعني: **

روز پس  Str ،30ر تيمارهاي مختلف بر بيان نسبي ژن اث
كارگيري ، به7مطابق با شكل : از اعمال تنش رطوبتي

را نسبت به گياه  Strتيمارهاي باكتريايي ميزان بيان ژن 
و سپس  P. fluorescensباكتري تيمار با  .شاهد افزايش داد

A. brasilence ان ترتيب به ميزب را بيشترين افزايش بيان ژن
برابر موجب شد كه درسطح پنج درصد  23/6و  34/10

كه اين دو باكتري در تيمار تركيبي هنگامي. دار بودمعني
كنار يكديگر قرار گرفتند ميزان بيان ژن كمتر از زماني كه 

يعني در . هريك به تنهايي اعمال شدند، افزايش يافت
شرايط عدم تنش هر يك از دو باكتري مورد استفاده به 

همين تيمارها . هايي بهتر از حالت تركيبي عمل نمودندتن
روز در شرايط تنش رطوبتي قرار  30وقتي به مدت 

نسبت به  A. brasilenseگرفتند، كارايي تيمار باكتري 
 P. fluorescensاما باز هم. كاهش پيدا كرد حالت تركيبي

همچنين  .را در پي داشت) 12/5(بيشترين افزايش بيان ژن 
در شرايط تنش خشكي نسبت به گياه شاهد  Strبيان ژن 

 . نشان داد) -36/1(داري كاهش غيرمعني

را در تمام تيمارهاي  Strنيز افزايش بيان ژن  8شكل 
باكتريايي در شرايط تنش كمبود آب نسبت به شاهد تحت 

  .دهدتنش نشان مي

  
- تحت تيمار با تنش كمبود آب و باكتري Strبيان نسبي ژن  -7شكل 

تقويت كننده رشد در شرايط نرمال و تنش نسبت به شاهد در  هاي
  روز پس از اعمال تيمار رطوبتي 30ريشه گياه پروانش، 

  ، P. fluorescensبترتيب نشان دهنده  S و P.f، A.b حروف
A. brasilense و شرايط تنش هستند. 

  دار در سطح احتمال پنج درصدمعني: *

  
هاي تقويت كننده يمار با باكتريتحت ت Strبيان نسبي ژن  -8شكل 

رشد در شرايط تنش رطوبتي نسبت به شاهد تحت تنش در ريشه گياه 
 روز پس از اعمال تيمار رطوبتي 30پروانش، 

  ، P. fluorescensبترتيب نشان دهنده  Sو  P.f ،A.bحروف 
A. brasilense  شرايط تنش هستندو.  

  بحث و نتيجه گيري
يمار شامل تلفيق فاكتوريل دو در اين پژوهش تاثير هشت ت

به صورت جداگانه و توأم با  PGPRهاي گونه از باكتري
شناسي و نيز ميزان تنش رطوبتي، بر برخي صفات ريخت

بيان دو ژن كليدي در دو شاخه مختلف مسير بيوسنتزي 
) Str(و مسير مياني ) Tdc(، يعني مسير ايندولي TIAانواع 

عمال تيمار رطوبتي مورد روز پس از ا 30در ريشه گياه، 
 .بررسي قرار گرفت

كمبود آب در جريان توليد گياهان مي تواند صدمات  
سنگيني به رشد و نمو و همچنين بر كميت و كيفيت مواد 

در مطالعه حاضر، ). 3(مؤثرة گياهان دارويي وارد نمايد 
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تنش كمبود آب ارتفاع گياه و حجم ريشه را نسبت به گياه 
ولي افزايش رشد  داري كاهش دادشاهد به طور معني

افزايش رشد ريشه در اثر . همراه داشترا ب طولي ريشه
و ) 49و  36(تنش كمبود آب، در گياهاني مانند آفتابگردان 

اي يك سيستم ريشه. گزارش گرديده است) 30(پروانش 
تواند مزيت رشد قوي به ويژه در مراحل اوليه رشد، مي

چرا كه آب موجود در . سريع را براي گياه فراهم آورد
ك را كه به راحتي از طريق تبخير از هاي سطحي خالايه

همچنين در مطالعه ). 29(نمايد رود، جذب ميدست مي
حاضر، با كاهش ارتفاع و افزايش رشد طولي ريشه، نسبت 

در برخي مطالعات، . طول ريشه به ارتفاع گياه افزايش يافت
تنش كمبود آب موجب كاهش مقادير برخي از صفات 

و  14(رتفاع گياه شده است رويشي گياه پروانش از جمله ا
با مطالعه بر تاثير نوع آب  1396آبادي در سال هاشم). 37

و ) آب شهر و آب چاه به صورت ساده و مغناطيس شده(
 آبياري دور آبياري بر گياه پروانش، نشان داد كه دورهاي

 دارند، به زايشي و رويشي صفات بهبود در سزاييتأثير به

آبياري، اين صفات كاهش  ورد فاصلة با فزايش كه طوري
به طور كلي تنش كمبود آب، كارايي انتقال ). 11(يابند مي

تواند موجب و تجمع مواد فتوسنتزي را كاهش داده و مي
كاهش رشد در شرايط تنش ). 14(كاهش رشد گياه شود 

ناشي از جلوگيري از تقسيم سلول، رشد سلول و يا هر 
ه دليل تغيير در اين اثرات ممكن است ب. هاستدوي آن

چرا كه . هاي گياهي در اثر تنش باشدتعادل هورمون
- مشخص شده تحت شرايط نا مساعد محيطي، مقدار درون

شود هاي گياهي دچار تغييرات اساسي ميزاي هورمون
افزايش در نسبت ريشه به ارتفاع، اي كه به گونه). 12(

تحت شرايط تنش كمبود آب، به مقدار اسيد آبسيزيك 
پيشنهاد ). 26(ها نسبت داده شده است ها و شاخههريش

تواند به عنوان يك واسطه در پاسخ مي ABAشده است كه 
ها از جمله تنش كمبود آب گياهان به طيف وسيعي از تنش

عمل كند و همچنين گياه را قادر مي سازد تا در شرايط 
  ).22(نامساعد محيطي زنده بماند 

هاي ست كه ريزوباكتريهاي گذشته نشان داده ابررسي
تقويت كننده رشد گياه اثرات سودمندي را بر رشد و نمو 

هاي عمومي تقويت رشد گياه مكانيسم. كنندگياه اعمال مي
عبارت از تثبيت نيتروژن، كاهش  PGPRتوسط انواع 

ها، القاي مقاومت به سطوح اتيلن، توليد فيتوهورمون
ها آلايندهپاتوژن، انحلال مواد غذايي، كاهش سميت 

نژادهاي فلورسنت باكتري ). 46و  17(باشد مي
Pseudomonas  و نيزA. brasilense  كه در تحقيق حاضر

هاي اند، هر دو در شمار باكتريمورد استفاده قرار گرفته
PGPR  ترين به عنوان مهمها آنبوده و در منابع مختلف از
شده  هاي تقويت كننده رشد يادترين ريزوباكتريو بزرگ

همانطور كه از نتايج اين پژوهش ). 32و  30، 1(است 
  پيداست در ميان تيمارهاي باكتريايي، باكتري

A. brasilense در شرايط عدم اي، در مورد صفات ريشه
تنش كمبود آب، به خوبي عمل كرده و افزايش طول، حجم 

اين گونه باكتريايي در . و سطح ريشه را در پي داشته است
-اي گياه نيشكر از طريق افزايش ريشهم ريشهبهبود سيست

تيمار ). 27(هاي مويين، جانبي و نابجا موثر بوده است 
در  A. brasilenseارقام گندم نيز با دو سويه از باكتري 

و شرايط بدون تنش، وزن خشك  cfu/ml 108غلظت 
همچنين ). 10(داري افزايش داد ريشه را به طور معني
 A. brasilenseوبياي تلقيح شده با افزايش طول ريشه در ل

هاي همانطور كه بيان شد، باكتري). 21(گزارش شده است 
PGPR  در تنظيم توليد اتيلن و كاهش آن درگياه نقش

دارند و تنظيم توليد اتيلن در افزايش رشد طولي ريشه و 
طبق ). 1(زايي موثر است تاثير غيرمستقيم بر افزايش ريشه

 رشد هايتنظيم كننده از ن استفادهگزارش برخي از محققي

). 6(دارد  گياهان ريشه رشد افزايش در قابل توجهي نقش
هاي رشد گياهي ها نيز قادر به توليد تنظيم كنندهاين باكتري

و ) 30و  17(از قبيل اكسين، سيتوكنين و جيبرلين هستند 
هاي مختلف، آرايش و توانند با توليد اين فيتوهورمونمي

شه را تغيير داده و بر رشد و نمو گياه اثر گذارند ساختار ري
لازم به ذكر است كه در پژوهش حاضر، در شرايط ). 34(
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تنش، از كارايي تيمارهاي باكتريايي در رابطه با صفات 
هاي مفيد، از آنجا كه نقش اين باكتري. اي كاسته شدريشه

هاي بيوكنترل موجود در منطقه ريشه، در به عنوان باكتري
ها در گياهان مختلف يجاد مقاومت سيستميك به پاتوژنا

، شايد بتوان گفت كه )47و  44، 43(به اثبات رسيده است 
هاي مسير ايفاي اين نقش و همچنين تاثير بر بيان ژن

تواند منجر به كاهش هاي ثانويه، ميبيوسنتزي متابوليت
اثرشان بر صفات رويشي گياه از جمله ارتفاع در پروانش 

 .ويژه در شرايط بروز تنش گرددبه 

هاي مورد بررسي، از نظر تاثير تيمارهاي مختلف بر بيان ژن
و بهتر از ساير تيمارها عمل نمود  P. fluorescensباكتري 

دار معنيدر هر دو شرايط تنش و عدم تنش موجب افزايش 
دو . بيان هر دو ژن مورد بررسي نسبت به گياه شاهد شد

العات گذشته نيز سابقه تنظيم بيان در مط Tdcو  Strژن 
 Pauw etبه عنوان نمونه، در مطالعه . اندمشترك را داشته

al.  اين دو ژن در پاسخ به اليسيتورهاي  2004در سال
قارچي مانند عصاره مخمر، به صورت هماهنگ با هم 

در مقايسه با  P. fluorescens). 41(تنظيم و بيان شدند 
را  Strدار بيان ژن معني شاهد تحت تنش نيز افزايش

به طور كلي، در مطالعه حاضر، تيمارهاي . موجب گرديد
، به طور A. brasilenseو  P. fluorescensباكتريايي 

ها را در شرايط بيان ژنجداگانه در مقايسه با تلقيح تركيبي، 
بدون تنش و تحت تنش نسبت به گياهان شاهد بدون تنش 

  . و تحت تنش افزايش دادند

زا هاي غير بيماريانطور كه بيان شد، نقش ريزوباكتريهم
مقاومت "در ايجاد نوعي مقاومت به نام  PGPRيا 

) Induced systemic resistance )ISR "سيستميك القايي
ويژگي قابليت دفاعي . )16(در گياهان اثبات شده است 

ISR  به اين صورت است كه گياهان سطوح جاسمونيك
. دهندلامتي از دفاع فعال افزايش مياسيد را به عنوان ع

همچنين حساسيت گياه را نسبت به مقادير اتيلن بالا 
هاي علامت رسان به نوبه خود فعاليت اين مولكول. برندمي

كنند هاي دفاعي را هماهنگ ميمجموعه وسيعي از پاسخ
ها يك پاسخ دفاعي مهم كه به جاسمونات). 44و  16، 2(

علامت رسان بستگي دارد، القاي هاي به عنوان مولكول
نشان داده شده ). 53(باشد هاي ثانويه ميتجمع متابوليت

، القاي توليد )MeJA(كه كاربرد خارجي متيل جاسمونات 
گونه گياهي مختلف به دنبال  36هاي ثانويه را در متابوليت

هاي ثانويه ها توليد متابوليتجاسمونات). 46(داشته است 
اندازي هماهنگ يك سي و از طريق راهرا در سطح رونوي

 Vanدر مطالعه . كنندهاي بيوسنتزي القا ميمجموعه از ژن

der Fits and Memelink  تيمار متيل  2000در سال
  را در سوسپانسيون سلولي TIAجاسمونات، متابوليسم 

C. roseus هاي مورد تحريك نموده و افزايش بيان تمام ژن
در ). 50(را در پي داشت  TIAآزمون مسير بيوسنتزي 

 Octadecanoid-derivative مطالعه مذكور عامل رونويسي

responsive Catharanthus AP2-domain protein 3 
)ORCA3(  در پاسخ به متيل جاسمونات فعال شده و بيان

 Strهاي مسير بيوسنتزي از جمله ژن تعدادي از ژن
و فاكتور  ORCA3. را كنترل نمود) استريكتوسيدين سنتتاز(

يك ناحيه متصل  ORCA2رونويسي مرتبط با آن به نام 
نوع عامل  از DNA DNA-binding domain شونده به

 ethylene response factor/APETALA2 رونويسي اتيلن
)AP2/ERF (اين دو عامل رونويسي در تعامل با . دارند

را از طريق اتصال اختصاصي توالي  Strيكديگر پروموتور 
 "مل پاسخ دهنده به اليسيتور و جاسموناتعا"به 

Jasmonate- and elicitor-responsive element )JERE (
هاي بيان ژن. كنندباشد، فعال ميمي GCCكه حاوي جعبه 

ORCA شود كه به سرعت توسط متيل جاسمونات القا مي
سطح بيان خود را  ORCA عوامل خود دال بر اين است كه

ا توسط يك يا چند عامل رونويسي طور خودكار و ييا به
گزينه دوم، يعني يك . كننددر بالا دست ژن تنظيم مي

كه بيان ژن  Transcriptional cascade جريان رونويسي
كند، براي مسير پاسخ دهنده به تنش را در گياه تنظيم مي

دهي سرما نيز پيشنهاد شده دهي اتيلن و علامتعلامت
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در گياه  WRKYسي در تحقيقي، عامل رونوي. است
ها و در پاسخ به پروانش كه به طور ويژه در ريشه

هايي نظير جاسمونات، جيبرلين و اتيلن بيان فيتوهورمون
در اين تحقيق نشان داده . شود، مورد مطالعه قرار گرفتمي

در پاسخ  CrWRKY2شد كه افزايش بيان عامل رونويسي 
روانش، هاي مويين پبه متيل جاسمونات، در كشت ريشه

به ويژه  TIAباعث افزايش بيان چندين ژن مسير بيوسنتزي 
Tdc به علاوه سطح بيان عامل رونويسي فعال كننده . شد

ORCA3  و عامل مهار كنندهZCT  48(را نيز افزايش داد .(
القاي همزمان عوامل رونويسي فعال كننده و مهار كننده 

ر ها دممكن است براي تغيير خاموش و روشن شدن ژن
در گزارشي نيز نشان ). 7(ها ضروري باشد پاسخ به محرك

داده شد كه كاربرد متيل جاسمونات موجب افزايش بيان 
در گياه  TIAدر مسير بيوسنتزي  Strو  Tdc ،G10hهاي ژن

اي ديگر، كاربرد تيمار در مطالعه). 53(شود پروانش مي
گياه پروانش در سطح  TIAاتيلن تاثير مثبتي را بر 

  ). 52(ويسي و متابوليتي داشت رون

با توجه به مطالب فوق، شايد بتوان استنباط نمود كه با 
در گياه پروانش، پاسخ جاسمونيك  PGPRاعمال تيمار 

اين پاسخ نيز به نوبه خود موجب . اسيد فعال شده است
و متعاقبا عامل  CrWRKT2افزايش بيان عامل رونويسي 

گرديده و  ZCTنده و عامل مهار كن ORCA3فعال كننده 
تاثير  TIAهاي مسير بيوسنتزي به اين ترتيب بر بيان ژن

توان بيان نمود كه نتايج اين از اين منظر، مي. گذاشته است
-هم) 53( Zhang et alو ) Suttipanta )48تحقيق با نتايج 

  اي كه در تيمار جداگانهبه گونه. خواني دارد

P. fluorescens  وA. brasilense فعال كننده  عامل
ORCA3  تاثيرگذارتر بوده و در تيمار تركيبي اين دو

باكتري طي مكانيسمي كه مشخص نيست هر دو عامل 
  . اندفعال كننده و مهار كننده موثر بوده

هاي با توجه به اثبات وجود رابطه مثبت بين ميزان بيان ژن
مرتبط با اين  و تجمع آلكالوئيدهاي TIAمسير بيوسنتزي 

رود با انتظار مي) 52و  25، 18(ر گياه پروانش ها دژن
ها و نيز ، محصول اين ژنStrو  Tdcافزايش بيان دو ژن 

از جمله مقدار  TIAمحصولات نهايي مسير بيوسنتزي 
همانطور كه  .آجماليسين در ريشه گياه پروانش افزايش يابد

نيز مقدار  2007 در سال  Jaleel et alمطالعه در 
، به موجب تيمار گياهان تحت تنش آجماليسين ريشه

   .افزايش يافت P. fluorescensكمبود آب با باكتري 

كار رفته همچنين، اين احتمال وجود دارد كه شدت تنش به
و نيز طولاني بودن مدت زمان اعمال تنش كمبود آب، 
موجب كاهش اثر برخي از تيمارها از جمله تنش بر بيان 

شود بنابراين پيشنهاد مي. هاي مورد بررسي شده باشدژن
تر و طول زمان كه آزمايش مشابهي با شدت تنش ملايم

  .كمتر اعمال تنش، در گياه پروانش انجام شود

  سپاسگزاري

ازكادر با محبت آزمايشگاه مركزي دانشگاه تهران،  تشكر با
مهندس  آقايان پرديس كشاورزي و منابع طبيعي كرج و

كار ما  اين در كه انيكس كليهو سليماني  مهندسپورصفر، 
  .نمودند را ياري

  نابعم
-هاي گياهي، باكتريكنترل بيولوژيك بيماري. 1391. احمدزاده، م -1

  .صفحه 490انتشارات دانشگاه تهران . هاي پروبيوتيك گياهي

-هاي گياهي، مكانيسمكنترل بيولوژيك بيماري. 1392. احمدزاده، م -2

شارات دانشگاه تهران انت. هاي تنظيم كننده ژنتيكيها و سيستم
 .صفحه 369

. و جباري، ر. م. ع. ، مدرس ثانوي، س.، اميني دهقي، م.بابايي، ك -3
اثر تنش خشكي بر صفات مورفولوژيك، ميزان پرولين ). 1389(

فصلنامة ). .Thymus vulgaris L(آويشن  و درصد تيمول در
): 2( 26. پژوهشي تحقيقات گياهان دارويي و معطر ايران- علمي
239-251.  
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): 1395. (بنا، فو خلفتي. خاني، ك، مسلم.بقائي راوري، س -4
انتشارات آموزش و ترويج . فيتوپلاسماهاي بيمارگر گياهي

  .صفحه 231. كشاورزي

تاثير ميدان ). 1395. (و مجد، ا. م. ، سيد طالبي، س.پيوندي، م -5
زني مغناطيسي، محيط كشت و تنظيم كننده هاي رشد بر جوانه

زيست ). .Catharanthus roseus L(وانش بذر گياه پر
  .78-69): 1( 9. شناسي تكويني

بررسي امكان افزايش عملكرد ). 1398. (دهقاني بيدگلي، م -6
با استفاده   .Lippia citriodora L فيزيولوژيكي گياه دارويي

فصلنامه  .از محركهاي زيستي در شرايط تنش شوري
 .88-77): 3( 27. اكوفيتوشيمي گياهان دارويي

بررسي اثر ). 1393. (و ميرشمسي كاخكي، ا. ، فارسي، م.شعباني، م -7
در  AVLBSو  T16H ،G10H ،DATهاي اتيلن بر بيان ژن

 9. ژنتيك نوين )..Catharanthus roseus L(گياه پروانش 
)2 :(151-160. 

انتشارات آستان . رابطه آب و خاك و گياه). 1385. (عليزاده، ا -8
  .صفحه 470. چاپ ششم. قدس رضوي

و . ، قاسم نژاد، ع.ر. ، دوروديان، ح.، همتي، خ.پور، زغلامحسين -9
تأثير سطوح مختلف نيتروژن بر عملكرد و غلظت . شرفي، ع

در گياه پروانش  كريستينبلاستين و وينآلكالوييدهاي وين
)Catharanthus roseus G. Don .( مجله پژوهشهاي

  .275 -269 ):2( 27. )مجله زيست شناسي ايران( گياهي

بررسي اثر همياري باكتري ). 1397. (و مستاجران، ا. ر.قاسمي، ح -10
 Azospirillum brasilense Sp7(آزوسپيريلوم برازيلنس 

and Sp245 (هاي هاي رشد و برخي شاخصبر شاخص
در ) Triticum aestivum L(هاي گندم رستبيوشيميايي دانه
شناسي زيستمجله ( هاي گياهيمجله پژوهش. شرايط شوري

  .641 -629): 3( 31. )ايران

تغيير فعاليت آنزيم هاي سوپراكسيد ). 1396. (آبادي، دهاشم -11
ديسموتاز و پراكسيداز تحت تأثير انواع آب و دور آبياري در گياه 

  .59-49): 1( 48. مجله علوم باغباني ايران. زينتي پروانش

). 1390( .و محمدي ايچي، ر. ، ارادتمند اصلي، د.ج. واجدي، س -12
ني گلرنگ تحت تنش هاي جوانهاثرات جيبرليك اسيد بر شاخصه
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Abstract 

Priwinkel is one of the most useable medicinal plants. Increase the concentrations of 
TIAs in plant organs, by biotic and abiotic treatments, is an important breeding 
objective on C. roseus. In the current research, the effect of plant growth promoting 
rhizobacteria, Pseudomonas fluorescens and Azospirillum brasilense separately and in 
combination along with moisture treatment at two levels were tested in C. roseus as a 
factorial experiment based on randomized complete block design in three replications. 
The effect of treatments was studied at the flowering stage on some of morphological 
traits. Tdc and Str expressions were evaluated in the root of plant by qRT-PCR reaction. 
Water deficit significantly increased root length but it had no significant effect on the 
expression of these genes. Treatment with A. brasilense in normal conditions enhanced 
length, volume and surface of roots, also significantly increased Str key gene 
expression. P. fluorescens had a positive and significant effect on the expression of the 
studied genes under normal and stress conditions compared to the control plants, despite 
the decrease in the amount of morphological traits. In terms of genes expression, two 
bacterial species, separately showed better performance and increased the gene 
expression in both water treatments compared to control plants under normal and stress 
conditions. It is expected that by increase of Tdc and Str expressions, the product of 
these genes as well as the final products of TIAs biosynthetic pathway including 
ajmalicine will enhance at the root of periwinkle plant. 

Key words: Catharanthus roseus, Plant growth-promoting rhizobacteria, qRT-PCR 
reaction, Terpenoid indol`e alkaloid, Water deficite stress 


