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Symbiosis of Algal Endophytes Aspergillus niger and Bacillus aquimaris 

OD14 with Mexican lime Seedlings under Salinity Stress Condition 

 Introduction 

 Endophytes have symbiosis life within the plant tissues without causing any obvious negative 

effects. Seaweeds are one of the large and diverse groups of marine plants that play an essential 

role in marine and oceans ecosystems. Seaweeds show rich diversity of associated 

microorganisms in compare with the other multicellular organisms. Citrus species, are amongst 

the most important evergreen fruit trees, cultivated in many countries worldwide. There are 

several obstacles for citrus production in southern of Iran, limiting continuity of citrus 

production. Lack of suitable soil, salinity and drought stresses are the main challenges 

threatening citrus industry in southern of Iran. Similar to other citrus species, the production of 

Mexican lime is threatened by certain biological stresses (such as pests, plant diseases and 

weeds) and non-biological stresses (such as salinity, drought, floods, cold and heat stress). 

Endophytes are advantageous group of microorganisms that protect plants from biotic and 

abiotic stresses. One of the alternative ways to restore normal plant growth may be to use plant 

growth to stimulate endophytes. Endophytes can play an important role in plant growth. 

Endophytes from marine environment are gaining special interest because of their existence in 

the harsh conditions of marines and ocean ecosystem such as temperature, light availability, 

high salinity and osmotic stress. Endophytes have already been isolated from various marine 

habitat, including marine plants, marine invertebrates and vertebrates. Among these organisms, 

seaweeds are one of the most prevalent sources of marine-derived fungi and bacteria for 

chemical studies. The purpose of this study was the isolation of associated fungi and bacteria 

endophytes with seaweed species in Persian Gulf to investigate morphological and molecular 

characterization by using PCR amplifications ITS1-5.8S-ITS4 regions and 16s rRNA gene 

respectively. Here, we have evaluated the potential of inoculating Mexican lime seedlings with 

seaweeds fungi and bacteria endophyte combination, (Aspergillus niger+ Bacillus aquimaris 

OD14), to improve morphological, biochemical, antioxidant and photosynthesis pigments 

characterizes of Mexican lime in salinity condition. 

Materials and Methods 

 The main aim of this study was to investigate the role of endophytic fungi (Aspergillus niger) 

and bacteria (Bacillus aquimaris OD14) in improving the growth of Mexican lime seedlings. 

The seaweed samples were collected from coastal regions of Bushehr province and Qeshm 

Island. Fungi and bacteria endophytes were isolated and identified base on morphological and 

molecular methods. Molecular characterization was investigated using PCR amplification of 

ITS1-5.8S-ITS4 regions and 16s rRNA gene respectively. Mexican lime seeds were sterilized 

with 0.5% sodium hypochlorite for 20 minutes and then completely distilled three times with 

distilled water. Seedlings pots containing autoclaved soil were placed in the greenhouse of the 

Faculty of Agriculture, Hormozgan University. The experiment was arranged in a factorial 

experiment based on randomized complete randomize design with three replications. Isolated 

fungi and bacteria by MT420720 and MT278260 accession numbers were used in eight months 

old Mexican lime seedlings. The suspension was adjusted to a concentration of 1×106 cell per 

ml for fungi and 1×108 cell per ml for bacteria inoculums. For better contact of seedlings with 

endophytes, inoculation was performed three times. After three months, salinity stress was 

applied. morphological (Leave, Stem and Root dry and fresh weight), biochemical (Protein, 

MDA and soluble sugars), antioxidant capacity (CAT, POD, SOD, APX and Gr activity) and 

photosynthesis pigments (Chlorophyll a, Chlorophyll b, Total Chlorophyll and Carotenoids) 
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characteristics in treated Mexican lime seedlings and control were analyzed. Analysis of 

variance of traits was performed using SAS software version 9.4 and the means were compared 

using LSD method with a probability level of P≤0.05. 

Results and Discussion 

 The results show that most characterizes were significant compare with control. For example, 

in 6000 µs/cm water salinity, leave fresh weight (203.49%), root fresh weight (347.41%), stem 

fresh weight (206.81%) and root dry weight (421.95%) were significantly higher compared 

with control (P>0.001). Endophytes inoculation can significantly improve photosynthesis 

pigments such as chlorophyll a (65.21%), chlorophyll b (11.9%), total chlorophyll (28.39%) 

and carotenoids (59.09%) (P>0.001) compare with control. In antioxidant capacity of seedling, 

CAT, POD, SOD, Gr and APX were analyzed, Endophytes can increase enzymes activity. For 

biochemical characterizes, in 6000 µs/cm water salinity, endophytes can significantly increase 

soluble sugars (17.85%) and decrease MDA (35.18%) in inoculated seedlings compare with 

control (P>0.001).   

Conclusion 

 The results showed that the use of endophytic fungi and bacteria can increase the growth of 

Mexican lime seedlings under salinity stress. Thereby it can be used as an effective tool for 

growing salinity-sensitive plants in saline conditions. 

Keywords: Endophytic Microorganisms, Seaweeds, Abiotic Stresses, Glutathione Reductase, 

Antioxidant Capacity 
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-دانهال با OD14  Bacillus aquimarisو  Aspergillus nigerهایهمزیستی اندوفیت اثر
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 چکیده

های اخیر، افزایش خشکی و در سالشود. های زنده و یا غیر زنده متعدد محدود میسبب تنشرشد و عملکرد گیاهان به
 هایسمیرگانکروایم را به سمت شور شدن سوق داده است.آبیاری تاثیر گذار بوده و آنخشکسالی در ایران روی کیفیت آب 

در این  .کنندمی فایا ستییرزیغزیستی و  هایدر برابر تنشخود میزبان  اهانینقش مهمی در محافظت از گاندوفیت 
همزیست با جلبک  OD14 Bacillus aquimarisباکتریایی  و Aspergillus nigerاز ترکیب اندوفیتی قارچی مطالعه، 
منظور ارتقاء تحمل به، لیتر سلول در یک میلی 1×810و لیتر سلول در یک میلی 1×610های در غلظتترتیب بهدریایی، 

و  اندوفیت قارچی و باکتریایی بر اساس مورفولوژیک های مکزیکن لایم نسبت به تنش شوری استفاده شده است.دانهال
مورد شناسایی  PCR ( با استفاده از تکنیک16s rRNAژن  و ITS4 و ITS1 ترتیب بر پایه تکثیر نواحی)بهمولکولی 

و  4000، 2000ها انجام و پس از گذشت سه ماه، تنش شوری صفر، تلقیح در مرحله هشت ماهگی دانهالقرار گرفتند. 
شد. پس از هشت هفته، صفات مورفولوژیک، صورت مرحله به مرحله اعمال متر بهمیکروزیمنس بر سانتی 6000

ورت فاکتوریل صها مورد ارزیابی قرار گرفتند. آزمایش بههای فتوسنتزی دانهالبیوشیمیایی، آنتی اکسیدانی و میزان رنگدانه
نسبت اری دنتایج نشان دادند، اکثر صفات مورد بررسی، اختلاف معنیدر قالب طرح کاملا تصادفی با سه تکرار انجام شد. 

متر، اندوفیت باعث افزایش وزن تر و خشک ساقه میکروزیمنس بر سانتی 6000در شوری های شاهد داشتند. به نمونه
درصد( و وزن تر و خشک  58/870و  49/203ترتیب درصد(، وزن تر و خشک برگ )به 38/202و  81/206ترتیب )به

توسنتزی های فرنگدانه ترکیب اندوفیتی توانسته بود سطح. شد نسبت به شاهددرصد(  95/421و  41/347ترتیب ریشه )به
داری نسبت طور معنیدرصد( را به 09/59درصد( و کاروتنوییدها ) 9/11درصد(، کلروفیل ب ) 21/65از جمله کلروفیل آ )

وانسته بود ت ها در بالاترین سطح شوری، ترکیب اندوفیتیبه شاهد افزایش دهد. در بررسی ظرفیت آنتی اکسیدانی دانهال
درصد(، سوپراکسید دیسموتاز  8/66درصد(، پراکسیداز ) 84/141های آنتی اکسیدانت کاتالاز )باعث روند افزایشی آنزیم

درصد( نسبت به شاهد شود.  88/24درصد( و اسکوربیک پراکسیداز ) 41/232درصد(، گلوتاتیون ردوکتاز ) 01/60)
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درصد( و افزایش قندهای محلول  18/35دار مالون دی آلدئید )ش معنیهمچنین، ترکیب اندوفیتی توانست باعث کاه
 هایاندوفیتطورکلی، های تلقیح شده نسبت به شاهد شود. بهدرصد( در دانهال 62/22درصد( و پروتئین کل ) 85/17)

سبت به گیاهان نعنوان گزینه مناسب برای افزایش تحمل توانند بهها میقارچی و باکتریایی همزیست با ماکروجلبک
 های زیستی و غیر زیستی از جمله شوری مورد استفاده قرار گیرند. تنش

 یآنت تیظرف، گلوتاتیون ردوکتاز ،های غیرزیستیتنشهای دریایی، جلبک ،های اندوفیتمیکروارگانیسم :یدیکل کلمات

 یدانیاکس

 مقدمه

شود. گیاهان مجبور به تحمل های متعدد محدود میدر بسیاری از مناطق دنیا، رشد و عملکرد گیاهان به سبب تنش
اکسیدانی و بهبود سیستم آنتی هاو مقاومت در برابر شرایط نامساعد محیطی هستند که این امر خود باعث افزایش متابولیت

 . (28) گرددها میآن

با آن روبروست. در  امروزه، شوری آب و خاک مورد استفاده در کشاورزی یکی از بزرگترین مسایلی است که بشر
یش اند و این آمار رو به افزادلیل شوری از بین رفتهمیلیون هکتار از اراضی قابل کشت به 12ها بیان شده است که بررسی
یژه در وهای کشاورزی از یک سو و کمبود منابع آب مناسب در بیشتر نقاط کشور بهنیاز روز افزون به فرآورده (.17است )

 یرد. گزاران قرار گریزان و سیاستسازی مصرف آب در سر لوحه کار برنامهی دیگر، سبب شده، بهینهمناطق خشک از سو
لعمل نشان اهای محیطی عکسهای سلولی، به تنشهای دفاعی و تنظیم متابولیسموسیله مکانیسمگیاهان عموما به     

نش، طی کاهش در شرایط ت شود.فیزیولوژیک، بیوشیمیایی میها، سبب تغییرات مورفولوژیک، (. این مکانیسم23دهند )می

شوند. تولید می OHو  2O2H ،2O ،2+O( از قبیل ROSهایی )فتوسنتز و افزایش انرژی متابولیسمی در گیاه، اکسیدان

یو و اکسیداتهای بالاتر، باعث صدمات های سیگنالی دارند، اما در غلظتهای پایین، نقش محرکها، در غلظتاکسیدان

تنش شوری با تاثیر بر تعادل جذب عناصر غذایی (. 12شوند )ها میتاثیر بر لیپیدهای غشاء، نوکلئوتید اسیدها و پروتئین

   . (54 ،55) دهدشدت سلامت وعملکرد گیاه را تحت تاثیر قرارمیهای گیاهی بهو افزایش فشار اسمزی منفی در سلول

فیزیکی و شیمیایی متعددی برای کاهش اثرات مخرب تنش شوری و افزایش مقاومت گیاهان، های تاکنون، از روش     

ه است، های چشمگیری داشتهای سنتی و اصلاحی گیاهان اگرچه پیشرفتمورد استفاده قرار گرفته است. استفاده از روش

 (.31، 26، 14، 39اند )اما موفقیت اندکی در ایجاد تحمل شوری در گیاهان داشته

مهمی  نقش موثر ومرکبات  .باشدتولید و پرورش مرکبات می ،یکی از منابع مهم درآمد در بسیاری از کشورهای دنیا
های محیطی از جمله شوری و خشکی، معزلی است که تولید کنند. تنشرا در اقتصاد این کشورهای تولید کننده ایفا می

دهند. در کشور ما نیز تولید مرکبات از اهمیت را تحت تاثیر قرار میمرکبات و به دنبال آن، بازارهای جهانی این محصول 
و  کنند. خشکیای برخوردار است و افراد بسیاری هستند که از تولید و فروش محصولات مرکبات امرار معاش میویژه

د. باشمیگیاهان از جمله مرکبات رشد و پرورش های غیر زنده در ترین تنشترین و در عین حال مهمشوری، از متداول
ارد واز جمله ایران، کشورهای مرکبات خیز در تولید و پرورش مرکبات در هر ساله خسارت قابل توجهی را ها این تنش

 .(3آورند )می

 عنوان کودهای زیستی، باعث افزایش عملکرد وهای اندوفیت بهدر مسیر کشاورزی پایدار، استفاده از میکروارگانیسم
، سلامت خاک بیشتر حفظ خواهد شد و اینبرعلاوه(، 32اثرات مخرب زیست محیطی را ندارند ) و دنشورشد گیاه می
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 و افزایش رشد گیاهباعث توانند با ایجاد همزیستی با گیاه میزبان، ها می(. اندوفیت42باشد )صرفه میروشی مقرون به
 تر بوده و نتیجههای اصلاحی پیشین کم هزینهروش نسبت به روش (. این45شوند )هانسبت به تنشگیاه افزایش تحمل 

های دریایی، بدون این که به میزبان خود خسارتی وارد دست آمده از محیطهای بهاندوفیت (.9شود )کار زودتر آشکار می
دارویی دارند  ه ارزششوند ککنند و باعث تولید ترکیبات فعال زیستی مینمایند در بافت درونی میزبان خود زندگی می

(49 ،48.) 
د که دارای ارزش شونیم شناخته یماکروسکوپ وجوداتگروه گسترده از م کیعنوان به یی،ایدر هایجلبکماکرو     

دلیل دارا بودن به باشند وها، مواد معدنی می(، ویتامین36، 52های ضروری )ها، اسیدآمینهغذایی بالایی مانند پروتئین
  (.33شود )می ستفادها ییدارو ترکیبات دیتول یها برافعال، از آن ستیز باتیترک

های استخراج شده از ترین جنسترین و اصلیاز مهم Bacillusهای جنس و باکتری A. nigerاندوفیت قارچی 
 .A های قارچی دریایی، از جنسهای حاصل از اندوفیتباشند. اکثر متابولیتها میهای دریایی و ماکروجلبکاکوسیستم

niger های مختلف کلرید سدیم موجود در محیط کشت حاوی بوده است. این جنس قارچ، تحمل بالایی نسبت به غلظت
  (.43نمک از خود نشان داده است )

ها را اندوفیت آنهای آوری نمودند و قارچگونه جلبک را از کشورهای مختلف جمع 100(، 16فلولینگ و همکاران )      
یرزیستی های زیستی و غهای قارچی و باکتریایی در افزایش تحمل گیاهان به تنشمورد بررسی قرار دادند. تاثیر اندوفیت

های باکتریایی از ریشه درخت خرما جداسازی و شناسایی نمودند. (، اندوفیت54به اثبات رسیده است. یاییش و همکاران )
توانایی کلاته کردن آهن  IAAدمیناز، آمونیوم، هورمون رشد گیاهی  ACCقادر به تولید آنزیم  هابسیاری از این جدایه

باعث افزایش ، Paecilomyces formosus LHL10قارچی  اندوفیتو قابل جذب نمودن پتاسیم، روی و کلسیم بودند. 
ش تواند در اثر تجمع پرولین، افزایطول شاخساره گیاه تلقیح شده تحت شرایط تنش شوری شد که این تغییرات می

 (. 29دست آید )ها، حفظ پتانسیل آب برگ گیاه و کاهش نشت یونی بهاکسیدانتآنتی
های استان به کشت باشد و بخش اعظمی از باغای برای پرورش مرکبات میاستان هرمزگان دارای استعداد ویژه

 باشند. شوری باعثکن لایم، گیاهان حساس به شوری میویژه مکزیمرکبات و بهمرکبات اختصاص داده شده است. 
. با توجه به کمبود آب و شور شدن آب مزارع و باغات استان، پژوهش حاضر (15شود )کاهش رشد و عملکرد مرکبات می

ها جهت افزایش تحمل به شوری در های همزیست با جلبک و استفاده از آندر زمینه جداسازی و شناسایی اندوفیت
 مکزیکن لایم انجام شد. درخت

 هامواد و روش
انشگاه گلخانه دصورت فاکتوریل در قالـب طرح کاملاً تصادفی با سه تکرار در رای انجام این پژوهش، آزمایشی بهب

شامل چهار سطح کلرید سدیم بودند. عامل شوری،  شوری و اندوفیتدو عامـل  شاملبه اجرا در آمد. تیمارها  هرمزگان
ریایی های قارچی و باکتعامل اندوفیت، شامل ترکیب اندوفیتمتر( و سانتییمنس بر میکروز 6000و  4000، 2000)صفر، 

Bacillus aquimaris OD14   وAspergillus niger های ایجاد تحمل به تنش شوری در گیاهچهمنظور که به بودند
جمع آوری شده از   Rosenvingea orientalisاز جلبک باکتریایی  اندوفیت .ندمکزیکن لایم مورد استفاده قرار گرفت

قبل از تلقیح،  ند.شداستخراج  آوری شده از بوشهرجمع .Cladophoropsis spاز جلبک  قارچیجزیره قشم و اندوفیت 
کشت شدند و میزان   مولار( 3و  2، 1کلریدسدیم )های مختلف حاوی غلظت NAو  PDAهای کشت ها در محیطجدایه

میزان تراکم سلولی ها طی سه مرحله انجام شد. زنی اندوفیتمایه ها مورد بررسی قرار گرفت.به نمک در آنتحمل 
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لیتر محیط سلول در یک میلی 1×610لیتر محیط مایع و تراکم اسپورهای قارچی سلول در یک میلی 1×810ها باکتری
 (.  1مایع در نظر گرفته شد )

 

 ها استخراج اندوفیت
. شود داج هااز آن هاتیو اگزوف یسطح یتا هرگونه آلودگ شستشو داده شدند یبا آب شهر خوبیبه های جلبکنمونه

پس از . ندقرار گرفت لیدر آب مقطر استر هیثان 10مدت به لهور و بلافاصغوطه درصد 70در الکل  هیثان 5 برای هانمونه
 لهیوسسپس بهها گرفته شود. داده شدند تا آب اضافی آن خروج از آب مقطر استریل، روی کاغذ صافی استریل قرار

 ایهاستخراج اندوفیت ی. براگرفتندکشت مورد استفاده قرار  برایو  دهیبر مترییسانت 5/0به قطعات  لیاسکالپل استر
نمونه . شداستفاده  NA کشت طمحی از باکتریایی هایاستخراج اندوفیت ی. براشداستفاده  PDA کشت طمحی چی ازقار

 چکانده شد تا از روششاهد، از آب مقطر استریل که برای استریل نمودن نمونه استفاده شده بود، روی محیط کشت 
شت ک هایدیشیپتر آزمایشگاه اطمینان حاصل شود. های جلبک و نیز از استریل بودن محیطاستریل کردن نمونه

ساعت  12و  گرادیدرجه سانت 26 ییدما طیهفته در انکوباتور با شرامدت چهار بهخوبی با پارافیلم بسته و به اهجلبک
 (.50) شدندانکوبه  ییساعت روشنا 12و  یکیتار

 

  هاسازی دانهالتهیه بذر و آماده

های رسیده رقم مکزیکن میوه در گلخانه دانشگاه هرمزگان انجام شد. 10/6/1397کشت بذور مکزیکن لایم در تاریخ     

با قارچ کش بنومیل ها میوهبذور های لیموترش شهرستان رودان در شرق استان هرمزگان خریداری شدند. لایم از باغ

کودهای  از کشت بذور در سینی کشت در بستر کشت پیت ماس اتوکلاو شده انجام شد.در هزار ضدعفونی شدند.  5/1

20:20:20 (N.P.Kهفته )ها در شرایط نیمه سایه قرار داده و یک روز در میان آبیاری شدند. سینی بار استفاده شد.ای یک

خوبی با هم به 1: 2: 2های ترتیب به نسبت، ماسه بادی، پیت ماس و کود پوسیده دامی بههاگلدانبرای تهیه خاک 

 هایبرگی به گلداندر مرحله چهار ها دانهال گراد اتوکلاو شدند.درجه سانتی 121دقیقه در دمای  20مدت مخلوط و به

ب برای ها به رشد مناسها در گلخانه نگهداری شدند تا دانهالای سه بار انجام شد. گلدانآبیاری هفتهاصلی منتقل شدند. 

   . نداب شدانتخو حساس به شوری  گیاه میزبانبـه عنـوان  مکزیکن لایمماهـه  هشت هایتلقیح اندوفیت برسند. دانهال

 (SWG)کشتظرفیت زراعی بستر 

مدت هها بگیری شد. گلدانها اندازهها کاملا آبیاری و سپس وزن تر آنگیری ظرفیت زراعی، ابتدا گلدانبرای اندازه     
ا هگراد درون دستگاه آون خشک و سپس توزین شد. برای محاسبه ظرفیت زراعی گلداندرجه سانتی 75سه روز در دمای 

 (. 35از فرمول زیر استفاده شد )
 

𝑆𝑊𝐺 = [
𝐹𝑊 − 𝐷𝑊

𝐷𝑊
] × 100  
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منظور کاهش تنش و کاهش صدمات به گیاه، بهباشد. وزن خشک خاک می DWوزن تر خاک و  FWکه در این معادله، 
-میکرو EC 2000ها با آب شور با جز شاهد، همه گلداناعمال تنش شوری مرحله به مرحله انجام شد. در هفته اول به

متر نیز اضافه شد. در زیمنس بر سانتیمیکرو EC 4000متر آبیاری شدند. سپس در هفته دوم، شوری با زیمنس بر سانتی
  متر نیز اعمال شد.زیمنس بر سانتیمیکرو EC 6000نهایت در هفته سوم، شوری با 

 های مورفولوژیکشاخص

های مورفولوژیک، گیریگرفت. برای اندازهها انجام لبرداری دانهاپس از چهار هفته بعد از اعمال تنش شوری، نمونه
گیری شد. گرم اندازه 0001/0صفاتی چون، وزن تر و خشک برگ، ساقه و ریشه، با استفاده از ترازوی دیجیتال با دقت 

گراد تا زمان رسیدن به وزن ثابت قرار داده و سپس درجه سانتی 80ها در دستگاه آون با برای محاسبه وزن خشک، نمونه
 ره توزین شدند. دوبا

  های فتوسنتزیرنگدانه

درصد ساییده شد. محلول حاصل  80لیتر استون میلی 10گرم برگ تازه گیاه با  2/0های برگ، برای بررسی رنگدانه
دور در دقیقه سانتریفیوژ شد. محلول رویی با استفاده از  10000دقیقه در  15مدت لیتری منتقل و بهمیلی 15به فالکون 

و  645، 470با سه طول موج ساخت کشور انگلستان(  CECIL, CE2501, 2000 series)مدل اسپکتوفتومتر  دستگاه
 نانومتر خوانده شد.  663

  و کل موجود در برگ محاسبه شد. ب، آدست آمده در فرمول ذیل قرار داده شدند و میزان کلروفیل اعداد به

)] × ml acetone / mg leaf tissue  645(2/6×A -) 663) = [(12/7×A1-(mg ga Chl    

)] × ml acetone / mg leaf tissue663(4/68×A -) 645) = [(22/9×A1-(mg g bChl    

ChlT (mg g-1) = [(20.2×A645) + (8.02×A663)] × ml acetone / mg leaf tissue  

 (.4برای محاسبه میزان کاروتنوئیدهای برگ از فرمول زیراستفاده شد )

/ 214, (x = xanthophylls and carotenes)b 63/14Chl -a 1.90Chl-470 =1000Ax+c C 

 صفات بیوشیمیایی

 محتوی نسبی آب برگ

ها با آب مقطر شستشو داده و سپس پنج دیسک هم اندازه از گیری محتوی نسبی آب برگ، ابتدا برگبرای اندازه
مدت چهار لیتر آب مقطر ریخته و بهمیلی 10لیتری حاویمیلی 15ای هها توزین و به درون فالکونها تهیه شد. دیسکآن

ساعت در دستگاه اون با  24مدت ها آبگیری و توزین شده و بهگراد انکوبه شدند. دیسکدرجه سانتی 24ساعت در دمای 
توزین شدند. های خشک شده دوباره با استفاده از ترازوی حساس گراد خشک شدند. دیسکدرجه سانتی 70دمای 

رفتند مورد استفاده قرار گاز فرمول زیر ها با استفاده درنهایت، سه وزن حاصل برای محاسبه محتوی نسبی آب برگ نمونه
(37 .) 

محتوی نسبی آب =
وزن تازه) − (وزن خشک

وزن آبگیری) − (وزن خشک
× 100 
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 پروتئین کل برگ

خوبی ساییده لیتر بافر استخراج بهمیلی 2گرم از برگ در  2/0گیری میزان پروتئین کل برگ، ابتدا مقدار برای اندازه

دور  5000گراد و درجه سانتی 4دقیقه در دمای  30مدت لیتری منتقل و بههای دو میلیدست آمده به تیوپشد. ترکیب به

لیتر میلی 50در گرمG250 (1/0  ،)گرم کومایسین بلو میلی 100تهیه معرف برادفورد،  در دقیقه سانتریفیوژ شدند. برای

تدریج به محلول اضافه درصد به 85لیتر فسفریک اسید میلی 100درصد حل شد. پس از خنک شدن محلول،  95اتانول 

لیتر معرف برادفورد میلی 5لیتری، میلی 10و سپس با آب مقطر حجم محلول به یک لیتر رسانده شد. درون یک فالکون 

لیتر از محلول واکنش در طول دقیقه، یک میلی 20تئیتی به آن اضافه شد. بعد از میکرولیتر عصاره پرو 100ریخته شد و 

 (. 10نانومتر خوانده شد ) 595موج 

 قند کل محلول 

های توزین شده گرم( برگ خشک شده استفاده شد. برگ 1/0گرم )میلی 100برای سنجش قندهای کل محلول، از 

مدت یک هفته در درصد اضافه و به 70لیتر اتانول میلی 10ها و به آن لیتری ریخته شدندمیلی 15های درون فالکون

ها درون فالکون دیگر لیتر از مایع رویی آنمیلی 5/0گراد نگهداری شدند. بعد از گذشت یک هفته، درجه سانتی 4دمای 

لیتر میلی 5ه شد. سپس درصد به آن اضاف 5لیتر فنول لیتر رسانده و یک میلیمیلی 2ریخته و با آب مقطر به حجم 

نانومتر با  485دقیقه ترکیب حاصل در طول موج  30سولفوریک اسید غلیظ به مواد درون فالکون اضافه شد. پس از 

 (. 30دستگاه اسپکتوفتومتر خوانده شد )

 مالون دی آلدئید

عنوان دو باربیوتیک اسید( به)تیو  TBA)تری کلرو استیک اسید( و  TCA، از دو ماده مالون دی آلدئیدبرای سنجش 
خوبی ساییده به TCAدرصد  1/0لیتر از محلول گرم از برگ فریز شده در چهار میلی 2/0ماده اصلی واکنش استفاده شد. 
دور در دقیقه سانتریفیوژ شدند.  10000دقیقه در  15مدت لیتری منتقل و بهمیلی 15های شد. مخلوط حاصل به فالکون

همراه دو لیتر از آن بهدرصد آماده شدند. دو میلی TBA 5/0درصد و  TCA 20ش، ابتدا دو محلول برای انجام واکن
لیتر از عصاره آماده لیتری ریخته شد، سپس یک میلیمیلی 15درون یک فالکون درصد به TCA 20لیتر از محلول میلی

دقیقه  30مدت گراد منتقل و بهدرجه سانتی 95ی شده در مرحله قبل به این دو محلول اضافه و به حمام بن ماری با دما
خوانش شد. برای محاسبه غلظت  532انکوبه شد. سپس سریعا در حمام آب سرد خنک شدند. فاز رویی در طول موج 

MDA  ضریب شکست از ضریب خاموشی معادل(MDA  معادل
𝟏

𝐦𝐌 𝐜𝐦
 (. 24استفاده شد )است(  155

 اکسیدانی  آنتیظرفیت 

ی خوبلیتر از بافر استخراج سرد اضافه و بههای فریز شده، یک میلیگرم از برگ 2/0تهیه عصاره آنزیمی، به برای 
دور در  10000گراد با دقیقه در دمای چهار درجه سانتی 20مدت لیتری حاوی عصاره، بههای دو میلیساییده شد. تیوپ

ا مورد هی بود به تیوپ جدید منتقل شد و برای خوانش آنزیمدقیقه سانتریفیوژ شدند. رونشین که حاوی عصاره آنزیم
 استفاده قرار گرفت. 
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 (POD EC 1. 11. 1.7)فعالیت آنزیم پراکسیداز 

میکرولیتر عصاره آنزیمی مخلوط  33لیتر از محلول بافر فسفات با برای سنجش میزان فعالیت آنزیم پراکسیداز، یک میلی
 (. 11نانومتر با دستگاه اسپکتروفتومتر خوانده شد ) 470مدت یک دقیقه در طول موج ثانیه به 10و در فواصل 

 (APX EC 1. 11. 1. 11)فعالیت آنزیم آسکوربیک پراکسیداز 

یری گلیتر محلول اندازهمیکرولیتر عصاره آنزیمی به یک میلی 50، دازیپراکس کیآسکوربجهت خوانش فعالیت آنزیم 
نانومتر خوانده شد. هر  290یک دقیقه زمان، میزان جذب واکنش انجام شده در طول موج  اسکوربات اضافه و پس از

 (. 40باشد )مولار اسکوربیک در هر دقیقه میواحد آنزیمی مساوی با تجزیه یک میلی

 (SOD, EC 1.15.1.1)فعالیت آنزیم سوپراکسید دیسموتاز 

 560در طول موج (، NBTاحیای نوری نیتروبلوتترازولیوم )با کمک مهار میزان فعالیت آنزیم سوپراکسیددیسموتاز 
 نانومتر انجام شد. 

 مولار تهیه شد. میلی NBT 75مولار و میلی 13متیونین -(: ال1بافر )

 میکرومولار(.  4گرم ریبوفلاوین افزوده شد ) 001/0لیتر بافر فسفات پتاسیم، میلی 20(: به 2بافر )

دقیقه در شرایط  8مدت میکرولیتر از عصاره آنزیمی مخلوط شد. محلول به 50با  لیتر از محلول واکنشدو میلی
نانومتر با استفاده از دستگاه اسپکتوفتومتر خوانده شد.  540وات قرار داده شد. سپس در طول موج  40روشنایی لامپ 

نزیم دلیل عدم وجود آشاهد، بههمچنین برای سنجش فعالیت آنزیم از نمونه شاهد روشنایی نیز استفاده شد. در نمونه 
ا و شاهد هشود. اختلاف جذب نمونهگیاهی، احیای کامل نیتروبلوتترازولیوم انجام خواهد گرفت و به فورمازون تبدیل می

 . (8) روشنایی برای محاسبه فعالیت آنزیمی استفاده شد

 ( GR, EC 1.6.4.2)فعالیت آنزیم گلوتاتیون ردوکتاز 

مولار، میلی DTNB 75/0 مولار،میلی 50فعالیت آنزیم گلوتاتیون ردوکتاز، ابتدا بافر فسفات منظور سنجش به
NADPH 1/0 مولار و میلیGSSG میکرولیتر از محلول 250مولار تهیه شد. برای ایجاد مخلوط واکنش، یک میلی 

DNTB ،50  میکرولیتر از محلولNADPH ،50  میکرولیتر محلولGSSG ،500 میکرولیتر  50ر بافر فسفات و میکرولیت
در آخر به مخلوط واکنش اضافه شد. پس از اضافه کردن این ماده، جذب واکنش  GSSGعصاره آنزیمی استفاده شد. 

درجه  30از مگنت و هیتر با دمای  DTNBنانومتر خوانده شد. برای حل شدن ماده  412بعد از سه دقیقه در طول موج 

TNB (𝟏ب شکست گراد استفاده شد. ضریسانتی

𝐌 𝐜𝐦
-است که برای محاسبه فعالیت گلوتاتیون ردوکتاز، از  میلی( 15/14

 (. 47شود )در دقیقه در گرم وزن تازه برگ بیان می TNBمول 

 (CAT EC 1.6 .11 .1)سنجش میزان فعالیت آنزیم کاتالاز 

لیتر محلول سنجش اضافه و یک میلی میکرولیتر عصاره آنزیمی به 50برای سنجش میزان فعالیت آنزیم کاتالاز، 
ثانیه(، در طول موج  60و  40، 20ثانیه )صفر،  60تا رسیدن به  ثانیه 20های صفر و هر میزان فعالیت آنزیمی آن در زمان
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ریب ضنانومتر خوانده شد. هر واحد آنزیمی کاتالاز برابر است با تجزیه یک مولار پراکسید هیدروژن در هر دقیقه،  240
 (.13باشد )می mM.cm 40-1موشی در این واکنش  خا

 نتایج و بحث

 صفات رشدی گیاه 

 بر صفات وزن تـر و خشک شوری و اندوفیتتیمار شوری و اثر متقابل مختلف داری بـین سطوح اخـتلاف معنـی
بر وزن  ،و اندوفیتاثر متقابل شوری در با این حال، . (1)جدول  مشاهده شددرصد  1و  1/0و ریشه در سطح  ساقه، برگ

ای شاهد، هدر نمونهنشان دادند، نتایج . مشاهده نشدداری تفاوت معنی ،خشک ریشه و نسبت وزن تر به وزن خشک ساقه
 6000در شوری این در حالی بود که، ها کاهش پیدا کرده است. با افزایش درجات شوری، مقادیر وزن تر و خشک اندام

درصد(، وزن تر  38/202و  81/206ترتیب فیت باعث افزایش وزن تر و خشک ساقه )بهمتر، اندومیکروزیمنس بر سانتی
( نسبت به 95/421و  41/347ترتیب درصد( و وزن تر و خشک ریشه )به 58/870و  49/203ترتیب و خشک برگ )به

دار در بیومس گیاه بالاتر، افزایش معنی شوریسطوح های تلقیح شده، حتی در در دانهال(. 2نمونه شاهد شد )جدول 
اهش تقسیم ک گیاه از جمله تقسیم سلولی تاثیرگزار بوده و باعث های متابولیکیبر فعالیت مشاهده شد. تنش شوری

تواند در اثر جذب عناصر سمی مانند سدیم نیز اتفاق افتد که باعث کاهش تقسیم سلولی میشود. های جدید میسلول
یتی تلقیح ترکیب اندوفشود. اره سلولی و کاهش تقسیم سلولی و کاهش رشد شاخساره و ریشه میضخیم شدن دیو

به  دار اثرات سوء ناشی از تنش نسبتها نسبت به شوری و کاهش معنیباکتریایی و قارچی، باعث افزایش تحمل دانهال
  (.44) های شاهد شدنمونه
 

-روی بیومس دانهال Bacillus aquimaris OD14و  Aspergillus nigerو باکتریایی تلقیح اندوفیت قارچی تجزیه واریانس  -1جدول

 تحت تنش شوری های مکزیکن لایم

Table 1- Variance analysis of of the Aspergillus niger and Bacillus aquimaris OD14 endophytic fungi and bacteria 

inoculation on biomass of Mexican lime Seedlings in salinity condition  
 منابع تغییر

(S.O.V) 

 وزن تر به نسبت

وزن خشک 

 ساقه

(S.F.W/S.D.W) 

وزن خشک 

ساقه 

(S.D.W) 

وزن تر 

 ساقه

(S.F.W) 

وزن تر به  نسبت

 وزن خشک ریشه

(R.F.W/R.D.W) 

وزن 

 خشک

ریشه 

(R.D.W) 

وزن تر 

ریشه 

(R.F.W) 

وزن تر به  نسبت

 وزن خشک برگ

(L.F.W/L.D.W) 

وزن 

خشک 

برگ 

(L.D.W) 

وزن تر برگ 

(L.F.W) 

 شوری

(Salinity) 

***150.01 ***144.8 ***1311.7 *120.00 **112.26 ***1029.65 ***0.00 ***1.52 ***18.08 

 اندوفیت

(Endophyte) 

*0.00 ***22.75 ***150.75 
ns0.00 ***17.54 ***395.28 ***0.068 ***25.42 ***410.19 

شوری*اندوفیت 

(Salinity*Endophyte) 

ns0.00 ***2.24 ***7.06 
ns0.00 ns0.52 **12.64 ***0.00 ***0.97 ***7.79 

 خطا

(Error) 

0.00 0.04 0.26 0.00 0.31 1.84 0.00 0.031 0.31 

 ضریب تغییرات

(C.V) 

8.88 34.76 10.04 14.72 32.39 17.20 8.49 12.85 6.84 

ns ،* ،**  داری در سطح پنج، یک و یک دهم درصددار، معنیترتیب، غیرمعنی، به***و 

respectively p≤0.001and  p≤0.01,  p≤0.05significant, significant at -: non***and  ** ,*, ns  

 

های بیومس دانهالروی  Bacillus aquimaris OD14و  Aspergillus nigerمقایسه میانگین تلقیح اندوفیت قارچی و باکتریایی  -2جدول 

 تحت تنش شوری مکزیکن لایم
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Table 2- The effect of the Aspergillus niger and Bacillus aquimaris OD14 endophytic fungi and bacteria inoculation on 

biomass of Mexican lime Seedlings in salinity condition (LSD, p≤0.05) 

 وزن تر برگ وزن خشک برگ وزن تر ریشه وزن خشک ریشه وزن تر ساقه وزن خشک ساقه  

        (Salinityشوری )

 cd1.53 d3.11 d1.26 d5.03 e0.45 e4.99 (Control) شاهد 0

اندوفیت  

(Endophyte) 

a5.26 a11.29 a3.81 a17.22 a3.42 a15.26 

 شاهد  2000

(Control) 

d1.13 e2.79 e0.91 e4.26 e0.43 e4.12 

 اندوفیت 

(Endophyte) 

b2.5 c5.81 b2.56 b10.97 b2.54 b14.33 

 شاهد 4000

 (Control) 

e0.91 ef2.44 f0.79 f3.75 ef0.33 ef3.69 

اندوفیت  

(Endophyte) 

c1.9 e6.74 c1.79 bc9.26 c1.79 d9.4 

 شاهد 6000

 (Control) 

e0.84 ef2.2 g0.41 g2.32 g0.17 ef3.43 

اندوفیت  

(Endophyte) 

b2.54 b6.75 b2.14 b10.38 cd1.65 c10.41 

 

 

 

 های فتوسنتزیرنگدانه
و سطوح شوری در  کاروتنوئیدها ،برگ هایمقدار کلروفیلدر  ،(3)جدول شماره  با توجه به جدول تجزیه واریانس

درصد(  1/0آ، ب، )در سطح بر کلروفیل  اندوفیت. اثر متقابل شوری و مشاهده شدداری درصد اختلاف معنی 1/0سطح 
متر، ترکیب میکروزیمنس بر سانتی 6000 ،در بالاترین سطح شوری .نددش دارمعنی (درصد 5در سطح کل و کاروتنوئیدها )

درصدی کلروفیل کل و  39/28درصدی کلروفیل ب،  9/11درصدی کلروفیل آ،  21/65اندوفیتی توانست باعث افزایش 
 (. 4درصدی کاروتنوئیدها نسبت به شاهد شود )جدول  09/59

 سطوحهمبستگی منفی بین  ،ندنشان دادنتایج  .شد سطوح شوریافزایش شوری باعث کاهش کلروفیـل در تمـام  
داکثری حفعالیت  تاثیر گذاشته و از فتوسنتزی هایانتقال الکترونبر شوری  ها وجود دارد.کلروفیلمقادیرو  شوری

 باعث کاهش های مضر همچون سدیم در اثر افزایش تنش شوری،افزایش جذب یونجلوگیری مـی کنـد.  دو فتوسیستم
کاهش  سبب کاهش مقدار کلروفیل(. 7) شودمی آهنو  ، فسفرمنیزیمضروری در ساخت کلروفیل مانند عناصر جذب 

( نیز 25شود. در تحقیقات جوگاوات و همکاران )کاهش فتوسنتز باعث کاهش رشد گیاه می. شدمقدار فتوسنتز خواهد 
ر دهای آ، ب، کل و کاروتنوئیدها توانسته بود باعث افزایش میزان کلروفیل P. indicaمشاهده شد که استفاده از قارچ 

 شود. گیاه میزبان 

 و اندوفیت بر صفات بیوشیمیایی اثر شوری 
درصد  1/0و سطوح مختلف شوری در سطح احتمال  اندوفیت دادند،تایج تجزیه واریانس مقدار نسبی آب برگ نشان ن

استه برگ ک از میـزان نسبی آب ،با افزایش سطح شوری ،های شاهد و تیمار شدهدر نمونه .داری نشـان دادنـدمعنـی اثر
ثر های مویین در ا، کاهش رشد ریشهنمکهای یونعلت کاهش پتانسیل آب در اثر افزایش تواند به. این کاهش میشد

 . با توجه به نتایج، بین میزان نسبی آبباشددر ریشه های سمی همچون سدیم کاهش تقسیمات سلولی و رسوب یون
داشت. با افزایش تنش شوری، محتوی نسبی آب کاهش یافت. همبستگی منفی وجود  سطح شوریبرگ و افزایش 

های گیاه باعث تغییرات متابولیکی و فیزیولوژیک در گیاه و محدود شدن رشد گیاه کاهش محتوی نسبی آب در بافت
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اهش ک باشد.ای میدهد، اختلال در روند هدایت روزنهشود. از جمله تغییرات متابولیکی که در گیاه تحت تنش رخ میمی
ها شده و در نتیجه کاهش فتوسنتز را به همراه ای باعث کاهش ورود دی اکسید کربن به درون بافت برگهدایت روزنه

درصدی  86/41متر، ترکیب اندوفیتی توانست باعث افزایش میکروزیمنس بر سانتی 6000(. در شوری 6خواهد داشت )
 (.  2جدول ها نسبت به نمونه شاهد شود )محتوی نسبی آب دانهال

توان ری که میاز دلایل دیگ .باشدمیها تخریب پروتئینگیاه، هـای متـابولیکی بار شوری بر فعالیتاثرات زیان یکی از
روتئین های پرولین، پهای تلقیح شده نسبت داد، تجمع مولکولهای آب درون بافت برگ دانهالبه تجمع بیشتر مولکول

ا هها در درون سلول گیاهی، فشار اسمزی آنباشد. با بالا رفتن میزان این مولکولها نو یا قندهای بیشتر درون بافت آ
کنند؛ که این امر خود باعث بالا رفتن محتوی نسبی ها جذب میتر شده و در نتیجه آب بیشتری را به سمت بافتمنفی

 و شوری در سطح اثر اندوفیت داد،برگ نشان  پروتئین کلتایج تجزیه واریانس مقدار ن (.38، 18شود )آب در گیاه می

و  های تلقیح شدهبا افزایش سطوح شوری، میزان پروتئین کل موجود در دانهال بود.داری درصد معنـی 5احتمال 

-ر معنیطوهای تلقیح شده بهشاهد کاهش یافت، اما در آخرین سطح شوری، میزان پروتئین کل موجود در نمونه

 (. 4های شاهد بود )جدول درصد( نمونه 62/22داری بیشتر از )

یزان صدمه کند که شاخصی از مآلدئید تولید میی د اکسیداسـیون اسـیدهای چـرب غیراشـباع، ترکیباتی مثل مالون     
 یشا افزاب نتایج بررسی میزان پراکسیداسیون غشاء سلولی گیاهان نشان داد،رود. تجزیه واریانس شـمار مـیاکسـیداتیو بـه

ای تلقیح هاما میزان افزایش این ترکیب در نمونه است. میزان تولید مالون دی آلدئید افزایش پیدا کردهسطوح شـوری، 
 داد،آلدئید نشان ی د تایج تجزیه واریانس مقدار مالون. ن(3)جدول  های شاهد کمتر بودداری از نمونهطور معنیشده به

ام داری باعث استحکطور معنیها توانسته بودند بهاندوفیت بود.داری درصد معنـی 5و شوری در سطح احتمال  اثر اندوفیت
ای قارچی به هدیواره سلولی نسبت به نمونه شاهد شوند. در تحقیقات گذشته نیز نشان داده شده است که اعمال اندوفیت

ها نشانگر تاثیر آن ( که46، 56ها شود )آلدئید در آنگیاه گندم و برنج، توانسته بود باعث کاهش تولید ترکیب مالون دی
ها و فعالیت آنتی ROSمقدار پراکسیده شدن لیپیدها، یک رابطه تعادلی بین تولید  باشد.در افزایش پایداری غشاء می

-و سیگنال ABAتوانند بر بیوسنتز هورمون ها میROSباشد. نشان داده شده است که اکسیدانی در سلول و یا بافت می

ها را کاهش شوند تاثیر بگذارند و باز ماندن روزنههای محافظ روزنه میبه درون سلول 2Ca+ها باعث ورود یون هایی که
شوند ها بیشتر بسته میدر شرایط تنش شوری آب، روزنه ABAها و سنتز بیشتر هورمون ROSدهند. با افزایش تولید 

های درصد تولید مالون دی آلدئید را در دانهال 18/35میزان به(. در آخرین سطح شوری، ترکیب اندوفیت توانسته بود 27)
( قرابت نزدیکی 44های صادقی و همکاران )(. نتایج حاصل با یافته4تلقیح شده نسبت به شاهد کاهش دهد )جدول 

 داشت.
درصد  01/0و شوری در سطح احتمال  اثر اندوفیت داد،نشان  محلول قندهای کلتایج تجزیه واریانس مقدار ن

درصدی  85/17متر، ترکیب اندوفیتی توانسته بود باعث افزایش میکروزیمنس بر سانتی 6000بود. در شوری داری معنـی
 (. 4های تلقیح شده نسبت به شاهد شود )جدول میزان قندهای محلول در نمونه

ه کاهش محتوی نسبی های گیاهی، باعث کاهش اثرات سوء شوری از جملافزایش میزان قندهای محلول در سلول
شین های شاهد بودند. در تحقیقات پیهای تلقیح شده دارای محتوی نسبی آب بالاتری نسبت به نمونهشود. نمونهآب می

ایش شد که اعمال تنش باعث افزمشاهده بود، قرار گرفته شده بررسی مورد که اثر تنش شوری و خشکی در انواع مرکبات 
 (. 53، 18) که با نتایج حاصل از این پژوهش مطابقت دارد شودت میمیزان قندهای محلول در مرکبا
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بر  اندوفیت Bacillus aquimaris OD14و  Aspergillus nigerتلقیح اندوفیت قارچی و باکتریایی نتایج تجزیه واریانس اثر  -3جدول

 تحت تنش شوری های مکزیکن لایمهای فتوسنتزی و صفات بیوشیمیایی دانهالرنگدانه

 Table 3- Variance analysis of of the Aspergillus niger and Bacillus aquimaris OD14 endophytic fungi and bacteria 

inoculation on Photosynthesis pigments and biochemical characteristics of Mexican lime Seedlings in salinity 

condition  
 منابع تغییر

(S.O.V) 

قندهای محلول 

(Sluble sugars) 

مالون دی 

 (MDAآلدئید )

 پروتئین

(Protein) 

 محتوی نسبی آب

(RWC) 

 کاروتنویید

(Car) 

کلروفیل کل 

(Chlt) 

کلروفیل ب 

(Chla) 

کلروفیل آ 

(Chla) 

 شوری

(Salinity) 

***1204.5 ***23.57 ***2640.02 ***290.45 ***24.01 ***0.71 ***0.081 ***0.131 

 اندوفیت

(Endophyte) 

***1176 ***47.82 ***74.65 ***3608.85 ***0.13 ***0.16 ***0.029 ***0.36 

شوری*اندوفیت 

(Salinity*Endophyte) 

***523 *1.22 *3.5 ***516.14 *0.00 *0.00 ***0.01 ***0.02 

 خطا

(Error) 

1 0.37 1.37 7.52 0.00 0.00 0.00 0.00 

 ضریب تغییرات

(C.V) 

0.8 10.64 3.72 7.25 2.95 3.17 1.7 1.28 

 داری در سطح پنج و یک دهم درصدترتیب، معنی، به***و  *

respectively p≤0.01and  p≤0.05: Significant at ***and  *  

 
فتوسنتزی و های روی رنگدانه Bacillus aquimaris OD14و  Aspergillus nigerتاثیر تلقیح اندوفیت قارچی و باکتریایی  -4جدول 

 تحت تنش شوری های مکزیکن لایمصفات بیوشیمیایی دانهال

Table 4- The effect of the Aspergillus niger and Bacillus aquimaris OD14 endophytic fungi and bacteria inoculation on 

Photosynthesis pigments and biochemical characteristics of Mexican lime Seedlings in salinity condition (LSD, 

p≤0.05) 

قندهای محلول   

(Soluble sugars) 

مالون دی آلدئید 

(MDA) 

 پروتئین

(Protein) 

محتوی نسبی 

 (RWC) آب

 کاروتنویید

(Car) 

کلروفیل کل 

(Chlt) 

کلروفیل ب 

(Chla) 

کلروفیل آ 

(Chla) 

شوری 

(Salinity) 

         

 شاهد 0

 (Control) 

f93 e4.91 c31.14 b77.14 bc0.32 b1.6 a0.69 ab0.91 

اندوفیت  

(Endophyte) 

c123 g1.43 a35.05 a93.7 a0.46 a1.71 a0.7 a0.99 

 شاهد 2000

 (Control) 

d115 b6.96 cd30.24 de75.84 c0.28 c1.52 b0.65 c0.72 

اندوفیت  

(Endophyte) 

bc134 f4.01 b32.35 b88.38 a0.44 b1.64 a0.68 b0.96 

 شاهد 4000

 (Control) 

a149 b7.32 ef28.48 f62.45 d0.24 e1.07 d0.44 d0.53 

اندوفیت  

(Endophyte) 

b136 d5.81 c31.06 b87.75 ab0.4 d1.27 bc0.63 c0.9b 

 شاهد  6000

(Control) 

e112 a9.52 g24.26 g57.57 de0.22 f0.81 de0.42 e0.46 

اندوفیت  

(Endophyte) 

bc132 cd6.17 e29.75 c81.67 b0.35 e1.04 c0.47 c0.76 

 

 اثر شوری و اندوفیت بر ظرفیت آنتی اکسیدانی

در تمام  و شوری اثر اندوفیت ،نددادنشان ی دانیاکس یآنت تیبر ظرف تیو اندوف یتایج تجزیه واریانس اثر شورن
 های مهمی استپراکسیداز یکی از سیستم بود. آنزیمداری درصد معنـی 01/0در سطح احتمال های آنتی اکسیدانت، آنزیم
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پراکسیداز تحت تنش و تاثیر بر کاهش  د. تاثیر افزایش آنزیمنشوکه باعث حذف پراکسید هیدروژن در گیاهان می
(. افزایش این آنزیم در گیاهان، نقش حمایت کننده آنزیم از گیاه در 49پراکسیداسیون لیپیدها به اثبات رسیده است )

متر(، زیمنس بر سانتیمیکرو 6000و  4000، 2000کند. در سطوح مختلف شوری )صفر، وری را ایفا میشرایط تنش ش
درصدی میزان فعالیت آنزیم  8/66و  1/142، 33/173، 82/177ترتیب باعث افزایش اعمال ترکیب اندوفیتی توانست به

 (. 4پراکسیداز نسبت به شاهد شود )جدول 
رسد، ظر مینی مقادیر بالاتر فعالیت آنزیمی سوپراکسید دیسموتاز نسبت به شاهد بودند. بههای تلقیح شده دارادانهال

های یان ژنها بر بها در شرایط تنش در نظر گرفت، تاثیر اندوفیتتوان برای افزایش فعالیت این آنزیماز دلایلی که می
اکسیدانی، باعث افزایش ها آنتی فزایش فعالیت آنزیم(. ا22، 2ها باشد )ها و افزایش فعالیت آنسنتز کننده این آنزیم

ج های شاهد شد. نتایها نسبت به نمونههای تلقیح شده و کاهش تولید مالون دی آلدئید در آنپایداری غشا در دانهال
ایش اعث افزترتیب بنشان دادند، در سطوح مختلف شوری اعمال شده، ترکیب اندوفیتی قارچی و باکتریایی توانست به

درصدی میزان فعالیت آنزیم سوپراکسیددیسموتاز نسبت به شاهد شود  01/60و  55/166، 09/150برابر(،  7/5) 15/572
(. این محققین گزارش کردند، 22، 2(. در تحقیقات پیشین نیز این افزایش فعالیت آنزیمی به اثبات رسیده است )4)جدول 
ح شده های گوجه فرنگی تلقیحرا، باعث افزایش فعالیت آنزیمی در گیاهچههای اندوفیت استخراج شده از درختان باکتری

 با این اندوفیت تحت شرایط شوری شدند. 
ا را ایفا ههای مهمی است که نقش اساسی در محافظت گیاه در برابر تنشپراکسیداز نیز از جمله آنزیماسکوربیک      
تیو، از طریق ها اکسیداهای آنتی اکسیدانی هستند که در تنشآنزیم هایی چون اسکوربیک پراکسیداز، جزوکند. آنزیممی

باعث  2O2Hها از طریق احیای (. در این چرخه، آن19، 5کنند )زدایی از صدمه دیدن گیاه جلوگیری میمکانیسم سم
شوری را ایفا  ط تنششوند. افزایش این آنزیم در گیاهان، نقش حمایت کننده از گیاه در شرایتبدیل این ترکیب به آب می

قارچی و باکتریایی، دارای مقادیر بالاتر فعالیت آنزیمی پراکسیداز بودند. در این  های تلقیح شده با اندوفیتکند. دانهالمی
و  11/25، 26/50، 41/118ترتیب باعث افزایش های مختلف اعمال شده، ترکیب اندوفیتی توانست بهتحقیق، در شوری

(. در تحقیقات پیشین نیز این 5فعالیت آنزیم اسکوربیک پراکسیداز نسبت به شاهد شود )جدول  درصدی میزان 88/24
 (. 22، 2افزایش فعالیت آنزیمی به اثبات رسیده است )

ها تحت شرایط تنش شوری وجود دارد. های مخصوصی برای فعالیت آنزیمرسد در مرکبات، تنظیم کنندهنظر میبه     
( 20های بیشتری دارد. گوئتا داها و همکاران )ای هستند که نیاز به مطالعه و بررسیروابط پیچیدهها شامل این پاسخ

لوتاتیون های آنتی اکسیدانی چون سوپراکسید دیسموتاز و گنشان دادند، تنش اکسیداتیو در مرکبات، با فعالیت بالای آنزیم
بررسی انجام شده، در سطوح مختلف شوری، اعمال ترکیب در ردوکتاز و کاهش اسکوربیک پراکسیداز همراه بوده است. 

درصدی میزان فعالیت آنزیم گلوتاتیون  41/232و  04/132، 1/32، 91/80ترتیب باعث افزایش اندوفیت توانست به
 (. 6ردوکتاز نسبت به شاهد شود )جدول 

اه بالاتر هر چه ظرفیت آنتی اکسیدانی گیهای زیستی و غیرزیستی و شرایط نامساعد محیطی، در مقابله گیاه با تنش     
در  2O2Hیا  O-های آزادی چون باشد، توانایی گیاه برای مقابله با شرایط نامساعد بالاتر خواهد بود. عدم تجمع رادیکال

های (. کاتالازها پروتئین41باشد )های آنتی اکسیدانی چون کاتالاز میدلیل وجود آنزیمگیاهان تحت شرایط تنش، به
به شکل  2O2Hو  O-کنند و باعث تغییر های زنده را در برابر صدمات اکسیداتیو محافظت میآنزیمی هستند که سلول

2O  وO2H اعث ترتیب بدر تحقیق حاضر، در سطوح مختلف شوری، اعمال ترکیب اندوفیتی توانست به(. 21شوند )می
 (. 5ت آنزیم کاتالاز نسبت به شاهد شود )جدول درصدی میزان فعالی 84/141و  2/51، 41/55، 93/273افزایش 
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کند، میزان فعالیت این آنزیم در زمان تنش از آنجا که در زمان تنش، کاتالاز به هموستازی اکسیژن فعال کمک می
محققان بر این باورند که افزایش میزان فعالیت آنزیم کاتالاز به نوع بافت گیاه، رقم گیاه، شرایط  (.34یابد )افزایش می

آزمایش، شدت تنش و موارد دیگر بستگی دارد. اما اکثر محققین نظر بر افزایش میزان فعالیت آنزیم کاتالاز در شرایط 
 تنش نسبت به شرایط غیر تنش دارند. 

 
بر  اندوفیت Bacillus aquimaris OD14و  Aspergillus nigerتلقیح اندوفیت قارچی و باکتریایی یانس اثر نتایج تجزیه وار -5جدول

 تحت تنش شوری های مکزیکن لایمظرفیت آنتی اکسیدانی بیوشیمیایی دانهال

 Table 5- Variance analysis of of the Aspergillus niger and Bacillus aquimaris OD14 endophytic fungi and bacteria 

inoculation on antioxidant capacity of Mexican lime Seedlings in salinity condition  
 منابع تغییر

(S.O.V) 

 اسکوربیک پراکسیداز

(APX) 

 گلوتاتیون ردوکتاز

(GR) 

 سوپراکسیداز

(SOD) 

 پراکسیداز

(POD) 

 کاتالاز

(CAT) 

 شوری

(Salinity) 

***129913.47 ***311048.1 ***71832.22 ***399.99 ***648.1 

 اندوفیت

(Endophyte) 

***357530.09 ***2975.8  ***181219.52 ***3071.34 ***4026.15 

شوری*اندوفیت 

(Salinity*Endophyte) 

***15245.16 ***535.85 ***20943.12 ***81.62 ***22.28 

 خطا

(Error) 

13.37 0.89 0.011 0.94 1.16 

 ضریب تغییرات

(C.V) 

0.54 3.39 0.047 3.62 10.64 

 داری در سطح یک دهم درصد، معنی***

 p≤0.01, Significant at ***  

 
-روی ظرفیت آنتی اکسیدانی دانهال Bacillus aquimaris OD14و  Aspergillus nigerتاثیر تلقیح اندوفیت قارچی و باکتریایی  -6جدول 

 تحت تنش شوری های مکزیکن لایم

Table 6- The effect of the Aspergillus niger and Bacillus aquimaris OD14 endophytic fungi and bacteria inoculation on 

antioxidant capacity of Mexican lime Seedlings in salinity condition (LSD, p≤0.05) 

 اسکوربیک پراکسیداز  
APX 

 گلوتاتیون ردوکتاز
GR 

 سوپراکسیداز
SOD 

 پراکسیداز
POD 

 کاتالاز
CAT 

شوری 

(Salinity) 

      

 شاهد 0

 (Control) 

f324.28 g10.48 h22.66 g9.83 g15.27 

اندوفیت  

(Endophyte) 

c708.57 e18.96 e153.31 d27.31 c57.3 

 شاهد 2000

 (Control) 

e492.85 f16.29 f145.69 f15.19 e44.3 

اندوفیت  

(Endophyte) 

bc739.28 c21.52 b364.37 b41.52 a68.85 

 شاهد  4000

(Control) 

d614.28 d19.38 d198.67 e21.92 f41.5 

اندوفیت  

(Endophyte) 

d768.57 b44.97 a529.57 a73.07 b62.75 

 شاهد 6000

 (Control) 

b769.28 c20.44 g132.45 c30.64 h19.5 

اندوفیت  

(Endophyte) 

a960.71 a68.15 c211.94 f51.11 d67.16 
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 گیری نتیجه

ها ح دانهالباشد؛ اما تلقی مکزیکن لایم، گیاهی حساس به تنش شوری می   ،نداین مطالعه نشان داد نتایج طورکلی، به
شــدی، اندوفیتی باعث ارتقاء صــفات ر های قارچی و باکتریایی توانســت نتایج خوبی را حاصــل نماید. ترکیببا اندوفیت

وسنتزی و  های فتهای آنتی اکسیدانی، میزان قندهای کل محلول، محتوی نسبی آب برگ، رنگدانه  افزایش فعالیت آنزیم
های و باکتری A. nigerپروتئین نسبت به نمونه شاهد در شرایط تنش شوری شد. طبق منابع موجود، اندوفیت قارچی       

اشند. بها میهای دریایی و ماکروجلبکهای استخراج شده از اکوسیستمترین جنسترین و اصلیمهماز  Bacillusجنس 
ــل از اندوفیتاکثر متابولیت ــل از دریا نیز، از جنس های حاص ــت. این قارچ تحمل  A. nigerهای قارچی حاص بوده اس

ی نتایج آزمون تحمل تنش شور باشد.  یهای مختلف کلرید سدیم موجود در محیط کشت دارا م  بالایی نسبت به غلظت 
ها قادر به تحمل شوری سه مولار نمک در محیط کشت خود بودند    ها در شرایط آزمایشگاه، نشان دادند که جدایه   جدایه

ت ها با موفقیباشـد. اندوفیت اسـت که شـوری آب دریا کمتر از یک مولار می  نظیر اسـت. این درحالی که در نوع خود بی
ستند، در  صفات مورفولوژیک، فیزیولوژیک،     بافت دانهال توان ستقرار یابند و باعث بهبود  شده، ا های مکزیکن لایم تلقیح 

شمیایی، آنتی  سیدانی، بهبود رنگدانه بیو شوند.       اک شرایط غیر تنش  شرایط اعمال تنش و چه در  سنتزی چه در  های فتو
قرار بار( زمانی مناسب برای تلقیح و استای یکه )هفتهها نشان دادند، سه مرحله تلقیح در طول سه هفتهمچنین، بررسی

ضیه را اثبات می    اندوفیت صل، این فر ست. نتایج حا ستفاده از اندوفیت ها بوده ا ی، گامی های قارچی و باکتریایکنند که ا
ژوهش های پبر اساس یافته های مکزیکن لایم تلقیح شده بود.  موثر در افزایش رشد و تحمل به تنش شوری در دانهال  

ان ای مناســب برای افزایش تحمل گیاهگزینهعنوان بهرا دارند که قابلیت و باکتریایی، این  قارچی های، اندوفیتحاضــر
مناســب در جهت عنوان یک روش تواند بهموضــوع میهای محیطی از جمله شــوری مطرح شــوند. این نســبت به تنش

         .کودهای شیمیایی مطرح شود اثرات منفیر کاهش ، دزیستدار محیط دوستایجاد کشاورزی پایدار و 

 یهاتیاندوف ییاســتخراج و شــناســا نهیو هند در زم کایکره، آمر ن،یچ ،کشــورها از جمله یدر برخ با وجود اینکه  
متر به ک رانیدر ا شده است،  کار  جدی طوربه هاآن یعیفعال طب باتیو ترک یآب هایستگاه یموجودات ز گردی و هاجلبک

های قارچی و باکتریایی همزیســـت با اگر چه این تحقیق اولین گزارش از اندوفیتمســـئله پرداخته شـــده اســـت.  نیا
ای هباشد، اما تحقیقات بیشتری در زمینه شناسایی، عملکرد و جنبه    های موجود در خلیج فارس و دریای عمان میجلبک

سبت      خی از این گونهطلبد. برها را میاکولوژیکی این نوع اندوفیت سیل افزایش تحمل گیاهان ن شده پتان سایی  شنا  های 
ــوری را دارا می  ــرایط تنش ش ــت که ارتباط پیچیده موجود بین جلبک به ش ــند. همچنین، بهتر اس ا و هها و باکتریباش

ست با آن قارچ سی قرار گیرد. علاوه های اندوفیت همزی  های دریاییلبکبراین، مخزن میکروبی موجود در جها مورد برر
 تواند گام مهمی در کشف ترکیبات فعال زیستی جهت تولید تجاری داروهای باارزش باشد.می

  
 

 تقدیر و تشکر
در اینجا جا دارد از دانشگاه هرمزگان و آزمایشگاه محیط زیست استان هرمزگان تقدیر و تشکر نماییم. همچنین از 

برداری و پیشبرد پروژه همکاری صمیمانه مهندس خسروی که در نمونهخانم مهندس رام، آقای دکتر ربیعی و آقای 
 داشتند، کمال تشکر را داریم.
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