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 چکیده

یستی مانند شوری و خشکی از طریق افزایش تولید اتیلن تنشی، رشد و عملکرد گیاهان را به شدت محدود ی غیرزهاتنش

را تجزیه کرده و  (ACC) ساز اتیلنتوانند پیشدآمیناز می ACC ها، با تولید آنزیمویژه قارچهای خاک، بهمیکروب. کنندمی

شوری و  های مقاوم به تنشایی تولید این آنزیم در قارچدف ارزیابی تواناین مطالعه با ه. اثرات منفی آن را کاهش دهند

 1000سویه قارچی جداسازی شد که همگی به شوری تا  14و ریشه گندم،  ریزوسفری نمونه خاک 21از . انجام شد خشکی

مگاپاسکال( را نیز  -3/0آب تحمل به خشکی )پتانسیل  (F5و  F1 ،F2 ،F4) ویهاز این میان، چهار س. مولار مقاوم بودندمیلی

، Aspergillus ochraceus ،Aspergillus flavusاین چهار سویه به ترتیب متعلق به نشان داد شناسایی مولکولی . نشان دادند

Penicillium sp. و Trichoderma ghanese  .های کیفی و کمی نشان داد که هر چهار سویه توانایی تولید ارزیابیهستند

 3بیشترین فعالیت آنزیمی را در غلظت  Penicillium sp. (F4)در این میان، سویه که  میناز را دارندآد ACC آنزیم

نتایج این پژوهش پتانسیل بالای . حفظ کرد این سویه در شرایط تنش نیز فعالیت بالایی. از خود نشان داد ACC مولارمیلی

 .دهدکاهش اثرات تنش در گیاهان نشان می هکاری زیستی برایعنوان را، را به.Penicillium spویژه ها، بهاین قارچ

 دآمیناز، تنش شوری، تنش خشکی  ACC های قارچی،سویه :هاکلیدواژه

 

 مقدمه

و  نییبالا و پا ی(، دماهایخاک، کمبود آب )خشک یاز جمله شور گوناگونیهای غیرزیستی همواره گیاهان در معرض تنش

در جهان شناخته  یکشاورز یورمحدودکننده بهره یبه عنوان عوامل اصل لو این عوام قرار دارند نیوجود فلزات سنگ

به کاهش  منجررا مختل کرده و  اهانیگ ییایمیوشیو ب یکیولوژیزیف یندهایعوامل، فرآ نی. ا(Gull et al., 2019) شوندیم

درصد از افت  ۵0تا  3۵ها مسئول حدود تنش نی. اشوندیم یعملکرد محصولات زراع تیدر رشد، نمو و در نها یقابل توجه
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ترین اتیلن به عنوان رایج. (Stallworth et al., 2020) در سطح جهان هستند یعملکرد در محصولات عمده کشاورز

در مقابل، هنگامی که تولید اتیلن از یک  شود.میدر نظر گرفته  زراعی بسیاری از گیاهان در فیتوهورمون در پاسخ به تنش

، هاشهشود که این سطوح بالای اتیلن موجب اثرات نامطلوب در رشد ریمیآستانه مشخص بالاتر رود به اتیلن تنشی تبدیل 

 .(Klay et al., 2018)کند لی گیاه را مختل میکشود و به طور کلی عملکرد پارامترهای عملکرد گیاه میایر و س هاشاخه

 .کاهش دهند دآمیناز ACC آنزیم توانند اثرات زیان بار اتیلن تنشی را با ترشحمی های خاکمیکروبای از تردهسطیف گ

و شکل مضر  کاهش اهانیرا در گ لنیسطوح ات اک،یو آمون (α-ketobutyrate) راتیکتوبوت-به آلفا ACCتجزیه یم با این آنز

میناز آد ACCدر حالی که  .(Bharti & Barnawal, 2019; Saikia et al., 2018) کندمیتبدیل  اتیلن را به حالتی غیر سمی

ها به ای با اهمیت روزافزون است. قارچمیناز قارچی حوزهآد ACCبه طور گسترده مورد مطالعه قرار گرفته است، کتریایی با

فردی برای تأثیرگذاری های هیفی گسترده، پتانسیل منحصربهدلیل توانایی بالای خود در کلونیزاسیون ریشه و ایجاد شبکه

در این . (Wang et al., 2022; Baron and Rigobelo, 2022; Morales-Sanchez et al., 2021) بر فیزیولوژی گیاه دارند

-در سویه عادی و شرایط تنش در شرایط ACCمولار  3و  ۵/1 در دو غلظت ترشح این آنزیم و کیفی مقاله به بررسی کمی

  .شدپرداخته  گندم ریشهو  ریزوسفری خاک جدا شده ازخشکی شوری و قارچی مقاوم به  های

 هامواد و روش

 قارچیهای سویهسازی جداسازی و خالص ،نمونه برداری

آزمایشگاه منتقل به قزوین و خوزستان  البرز،ی هااستاندر  گندممنطقه تحت کشت  21ریشه از ریزوسفری و نمونه خاک 

 (در هزار)یک محتوی اسید لاکتیک  Potato Dextrose Agar (PDA)از محیط  های قارچیسویهبرای جداسازی  .شدند

 .(Goldman and Green, 2008) شداستفاده محیط کشت 

 به شوری  های قارچیارزیابی تحمل سویه

مورد  PDA( در محیط جامد مولار کلرید سدیممیلی 1000و  ۵00 ،200 ،0تحمل شوری در سطوح گوناگون )بدین منظور 

  (.Evans et al., 2013در انکوباتور نگهداری شدند ) درجه سلسیوس 28یک هفته در دمای  هاپلیتبررسی قرار گرفت. 

 ی قارچی به خشکی هاسویه تحملارزیابی 

 Potatoزمینی )های قارچی به تنش خشکی، از محیط کشت مایع دکستروز سیببه منظور سنجش کمی تحمل سویه

Dextrose Broth, PDB استفاده شد. تنش اسمزی با افزودن )PEG 6000  به محیط کشت پایه جهت دستیابی به پتانسیل

 Michel andگرم بر لیتر( مطابق با معادله  1۵۹) PEG 6000. غلظت لازم دشمگاپاسکال القا  -3/0( معادل Ψwآب )

Kaufmann (1۹73محاسبه شد. دو گروه تیمار شامل محیط کشت شاهد و محیط کشت تنش هر کدام در ارلن ) مایرهای

 ۵یومی به قطر لیتر محیط( آماده و سپس اتوکلاو شدند. هر ارلن با یک دیسک میسلمیلی 100لیتری )حاوی میلی 2۵0

روز در  10ها به مدت . کشتشدندزنی روزه و فعال سویه مورد نظر تهیه شده بود، مایه 7متر که از حاشیه کلنی میلی

با کاغذ  هانگهداری شدند. توده زیستی قارچ سلسیوسدرجه  2۵دور در دقیقه و دمای  1۵0انکوباتور شیکردار با سرعت 

 48به مدت  هاتودهشستشو داده شد. زیست سترونت جداسازی و سپس با آب مقطر از محیط کش 1صافی واتمن شماره 
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توده به قرار گرفتند تا به وزن خشک ثابت برسند. در نهایت، وزن خشک زیست سلسیوسدرجه  70ساعت در آون با دمای 

 .(Ashry et al., 2022) گیری شدعنوان شاخص رشد اندازه

 ی قارچی هاسویه ACC-Deaminaseآنزیم فعالیت ارزیابی کیفی 

 میآنز تیفعال کیفی ها به سطوح مختلف شوری و خشکی برای ارزیابیچهار سویه به دست آمده از مراحل تحمل سویه

ACC استفاده از  جهت نازیدآمACC ی هابلوک بدین منظور . مورد استفاده قرار گرفتند تروژن،یبه عنوان تنها منبع ن

 حیتلق modified DF minimal salts medium کشت طیمح یحاو یپتر یهاتیپل یبر رو یااز کشت یک هفته قارچی

 طیمح یحاو یهاتیپل .شودیم لیتکم تروژنیبه عنوان تنها منبع ن ACC مولاریلیم 3با  تیدر نها طیمح نیا شدند.

به عنوان مونیوم سولفات درصد آ 0.2 یحاو یهاتیو پل یبه عنوان کنترل منف ACC فاقد DF حداقل یهاکشت نمک

 یهاتیپل یبر رو های قارچیسویهانکوبه شدند. رشد  ساعت72به مدت  در هاتیمورد استفاده قرار گرفتند. پل تکنترل مثب

به عنوان  ACC مصرف قیرشد از طر ییتوانا پایهبر  هاهیشد و انتخاب سو سهیو مثبت مقا یمنف یهابا کنترل  ACC یحاو

 (.Dworkin & Foster, 1958) گرفترت صو تروژنیمنبع ن

 ی قارچیهاسویه Acc-Deaminaseارزیابی کمی فعالیت آنزیم 

 & Penrose) دشومیگیری اندازهکتوبوتیرات، -یعنی آلفا ، مقدار محصول آننازیدآم ACC میآنز تیفعال کمیارزیابی برای 

Glick 2003) .در بافررا  کتوبوتیرات-آلفا بدین منظور ( 0.1تریس M Tris-HCl pH 8.5 )  و محلول استوک تهیه نموده حل

ساخته مول بر لیتر میلی 3و  ۵/2، 2، ۵/1، 1، ۵/0 هایهایی با غلظتسازی شد تا محلول. این محلول با همان بافر رقیقشد

لیتر میلی 4/1صاره با میکرولیتر از ع 200د. به طور جداگانه، یمنحنی غلظت استاندارد به دست آدر نهایت ها شود که از آن

. این شدهیدرازین به آن اضافه نیتروفنیلدی-4٬2میکرولیتر از محلول  300مخلوط و  مولار ۵6/0اسید کلریدریک  از

کتوبوتیرات به صورت -دقیقه انجام شد که طی این مدت، آلفا 30به مدت  لسیوسدرجه س 30واکنش در دمای 

. جذب نوری شدایجاد  مولار 2سود  لیتر ازمیلی 2 هیدرازون با افزودنفنیلشود. رنگ سازی میهیدرازون مشتقفنیل

 بر رویارزیابی بیشتر ، در انتها نیز شایان ذکر است .قرار گرفتگیری اندازهمورد نانومتر  ۵40در طول موج نیز مخلوط 

 -3/0تحت  ACCمولار  یلیم 3تنش ) طی( و شراACCمولار  یلیم 3) در دو سطح بدون تنشبهترین سویه قارچی 

 به انجام رسید. مگاپاسکال(

 منتخب چیقارهای سویهشناسایی مولکولی 

گرم از میلی 300پرورش داده، سپس  PDBرا در محیط کشت مایع  (F5و  F1 ،F2 ،F4)منتخب  یقارچ یهاهیسو

 ITS1- TCCبا استفاده از پرایمرهای سپس . شد استخراج آنها DNAدست آمده از هریک از آنها وزن شده، زیست توده به

GTA GGT GAA CCT GCG G  وITS4- TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC  ناحیهITS  باPCR  .توالیتکثیر شد-

. برای رسم دندروگرام ندبررسی شد e-valueشده و نتایج بر پایه بالاترین مشابهت و کمترین  BLASTهای به دست آمده 

در قالب یک فایل و  FASTAهای با قرابت دور و نزدیک و دانلود توالی آنها به صورت خاب گونهانت ، باBLASTنیز از نتایح 

 .(Wang et al., 2022) مراحل رسم دندروگرام طی شد MEGA11افزار انتقال آن به نرم

 نتایج و بحث 
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 های قارچی به شوری و خشکی ارزیابی تحمل سویه

 ۹که  شد سازیو خالص یجداساز یقارچ هیسو 14 تیدر نها ،و ریشه گندم یزوسفریر دست آمده از خاکنمونه به 21از 

سویه  14نتایج ارزیابی تحمل به شوری نشان داد همه . سویه مربوط به ریشه بودند ۵و  ریزوسفری سویه مربوط به خاک

و  F1 ،F2 ،F4سویه ) 4ن داد تنها مولار توانایی رشد داشتند. نتایج ارزیابی تحمل به خشکی نشامیلی 1000قارچی تا سطح 

F5 نیاز  های بیشتر انتخاب شدند.که در نهایت این چهار سویه برای ارزیابی بودندمگاپاسکال  -3/0( دارای تحمل به خشکی

 مربوط بافت ریشه بودند. F2و  F1های مربوط به خاک ریزوسفری و سویه F5و  F4های به یادآوری است که سویه

 های قارچی منتخبی سویهشناسایی مولکول

به ترتیب بیشترین شباهت  F5، و F1 ،F2 ،F4 منتخب سویه قارچی چهار یابی و آنالیز فیلوژنی نشان دادبررسی نتایج توالی

 داشتند. Trichoderma ghanese و .Aspergillus ochraceus ،Aspergillus flavus ،Penicillium spهای را با گونه

 منتخب های قارچیدر سویه Acc-deaminase فعالیت کیفی و کمی ارزیابی

که در این  بودند  نازیدآم ACCدارای فعالیت منتخب  هر چهار سویهنشان داد  نازیدآم ACC میآنز تیفعالارزیابی کیفی 

 نازیدآم ACC یکمارزیابی  .(1)شکل  دنشان دا ACC واجد طیدر مح یترتر و متراکمعیرشد سردارای  F4 هیسومیان 

و کمترین آن مربوط به سویه  F4بیشترین میزان تولید آلفا کتوبوتیرات مربوط به سویه نیز نشان داد  هیسو این چهار یراب

F5 (2)شکل  است. ( ارزیابی بیشتر بر روی بهترین سویه قارچیF4در دو سطح بدون تنش ) نشان داد؛ این  تنش طیو شرا

این موضوع کارایی بالای کند. گرم بر ساعت تولید میاکتوبوتیرات بر میلینانومول آلف ۹31± 41.6 سویه در شرایط تنش

در مقایسه با  F4 شده برای سویهمیزان فعالیت آنزیمی ثبت .کنددر این سویه را تأیید می ACC مسیر متابولیکی تجزیه

ای اندوفیت جدا شده از گیاه هدآمیناز در قارچ ACC در تحقیقی مشابه، فعالیت. نتایج مطالعات دیگر قابل توجه است

در این  F4 فعالیت بالاتر سویه. نانومول گزارش شده است 1700تا  200در محدوده  Kosteletzkya virginicaشورپسند 

 Penicillium ،Aspergillus (.Wang et al., 2022د )دهمطالعه، پتانسیل برتر آن را برای کاربردهای بیوتکنولوژیک نشان می
های دآمیناز یکی از مکانیسم ACC شوند و توانایی تولیدشناخته می های محرک رشد گیاهبه عنوان قارچ Trichodermaو 

 (.Rehman et al., 2022; Wang et al., 2022) های محیطی بر گیاه میزبان استها در کاهش اثرات منفی تنشکلیدی آن

 Acc-deaminaseوسکوپ و بررسی کیفی تولید ، بررسی زیر میکرپشتجلو و  نمای از F4کلنی قارچ  -1کل ش

میکروسکوپی 

 سویه قارچی

 DF طیمح

 ACCبا 

 DFمحیط 

با آمونیوم 

 سولفات

 DFمحیط 

 بدون نیتروژن

 کلنی قارچ

 پشت(نمای )

 کلنی قارچ

 جلو( نمای)

سویه 

 قارچی
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F4 

 
 های قارچی منتخبمولار سویهمیلی 3و  5/1در دو سطح  نازیدآم ACCارزیابی کمی فعالیت  -2ل شک

 سویه قارچی
 ACCمولار میلی 5/1فعالیت در سطح 

(nM α-KB mg/h) 

 ACCمولار میلی 3فعالیت در سطح 

(nM α-KB mg/h) 

Aspergillus ochraceus (F1) 72۵±37 102۵±48 

Aspergillus flavus (F2) ۹14±43 12۵3±۵1 

Penicillium sp. (F4) 2326±132 2870±128.8 

Trichoderma ghanese (F5) 283±16 ۵40±27 

 

  یریگجهینت

، Aspergillus ochraceusی )و خشک یمقاوم به شور یقارچ هیتوانست چهار سو یزیآمتیطور موفقمطالعه به نیا

Aspergillus flavus ،Penicillium sp. و Trichoderma ghanese )و  یگندم جداساز شهیو بافت ر زوسفریرا از خاک ر

 نیهستند و از ا نازیدآم ACC یدیکل میآنز دیقادر به تول هاهیسو نیهمه ا هوضوح نشان داد کما به یهاافتهیکند.  ییشناسا

به  Penicillium sp. (F4)  ها،هیسو نیا انیم در دارند. اهانیدر گ یتنش لنیکاهش سطوح ات یبرا ییبالا لیپتانس قیطر

 طیدر شرا یرا حت ییتوانا نیشان داد، بلکه ارا ن یمیآنز تیفعال نیشد که نه تنها بالاتر ییشناسا هیسو نیعنوان کارآمدتر

 یهاهیاز سو یاریبا بس سهیآن را در مقا ت،یسطح از فعال نیحفظ کرد. ا یقابل توجه زانیبه م زین یتنش خشک عمالا

 هیفرض نیا دیمؤ قیتحق نیا جینتا .کندیم لیز تبدممتا اریبس یانهیبه گز گر،یشده در مطالعات دگزارش یو قارچ ییایباکتر

و  داریپا یستیراهکار ز کیبه عنوان  تواندیم ناز،یدآم ACC دیتول ییشده با توانا یسازمقاوم یهااست که استفاده از قارچ

گندم به کار مانند  کیدر محصولات استراتژ یو خشک یشور ژهیوبه یستیرزیغ یهاکاهش اثرات مخرب تنش ینوآورانه برا

بهبود رشد  ،یدهشهیر ستمیس تیموجب تقو ،یاهیگ لنیسطح هورمون ات لیبا تعد احتمالا ندتوایها مقارچ نی. کاربرد ارود

 ،یبه سمت کاربرد عمل شگاهیحرکت از فاز آزما یبرا شود. یطینامساعد مح طیعملکرد محصول در شرا شیافزا تیو در نها

تحمل به تنش و  شیدر افزا .Penicillium sp  ژهیبه و هاهیسو نیا ییکارآ یابیارز یبرا یازرعهو م یاانجام مطالعات گلخانه

 پژوهش خواهد بود. نیا یو ضرور یگام بعد ،یواقع طیعملکرد گندم تحت شرا

 فهرست منابع
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Abstract 

Abiotic stresses, such as salinity and drought, severely limit plant growth and yield by increasing the 

production of stress ethylene. Soil microbes, particularly fungi, can mitigate the negative effects of ethylene 

by producing the enzyme ACC deaminase, which breaks down the ethylene precursor, ACC. This study was 

conducted to evaluate the ACC deaminase production capability of fungal strains resistant to salinity and 

drought. From 21 wheat root and rhizosphere soil samples, 14 fungal strains were isolated, all of which were 

resistant to salinity up to 1000 mM. Among them, four strains (F1, F2, F4, and F5) also demonstrated 

tolerance to drought (-0.3 MPa water potential). Molecular identification revealed that these strains belonged 

to Aspergillus ochraceus, Aspergillus flavus, Penicillium sp., and Trichoderma ghanese, respectively. 

Qualitative and quantitative assessments confirmed that all four strains could produce ACC deaminase, with 

the Penicillium sp. (F4) strain showing the highest enzymatic activity at a 3 mM ACC concentration. This 

strain also maintained high activity under stress conditions. The results highlight the significant potential of 

these fungi, especially Penicillium sp., as a biological solution to alleviate stress effects in plants. 

Keywords: Fungal strains, ACC deaminase, Salinity stress, Drought stress 

 


