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 چکیده
هاي اندوفيت با توانائي توليد ترکيبات آنتاگونيست، قادر به کنترل بيمارگرهاي گياهي هستند. اين مطالعه به منظور بررسي توانايي  باکتري مقدمه:

 يرفته است. هاي اندوفيت برگ نو انجام پذ توليد ترکيبات آنتاگونيستي در باکتري

 PCRژنومي، از روش  DNAهاي اندوفيت از برگ و شاخه برگ نو، جداسازي گرديد، پس از استخراج  در اين پژوهش باکتري :ها مواد و روش

ف بازي رادـــين توالي و تـــ، تعيPCRصول ــــاستفاده گرديد. به منظور شناسايي دقيق باکتري جداسازي شده، مح 16S rDNAبه منظور تکثير ژن 
16S rDNA BLAST آنزيم پروتئاز مورد بررسي قرار گرفتند.  ها از نظر توليد سيدروفور، هيدروژن سيانيد و گرديد. جدايه 

 هيدروژن توليد به قادر سويه يك تنها. بودند پروتئاز آنزيم توليد به قادر پژوهش اين در شده جداسازي هاي باکتري تمام های پژوهش: یافته

هاي جداسازي شده متعلق به  نتايج تعيين توالي نشان داد که باکتري .(BN2)بود مثبت سويه يك براي سيدروفور آزمون نتايج. (BN3)بود سيانيد
 درصدي دارد. 100است که با سويه تيپ شباهت  Pseudomonas protegens سودوموناس پروتوجنس 

جا که کشاورزي پايدار به توانائي  کار روند. از آنتوانند در افزايش رشد گياه به ميشده در اين پژوهش،  هاي جدا سويه بحث و نتیجه گیری:

هاي اندوفيت در راستاي اهداف کشاورزي پايدار است و  داشت منابع و حفظ محيط زيست تاکيد دارد، لذا کاربرد باکتري حفظ توليد، همراه با استمرار نگه
 توان به اين مهم دست يافت. دخيل ميهاي  بي شك با شناخت و کشف مکانيزم
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 قدمهم
متعلق  Ligustrum vulgareبرگ نو با نام علمي 

است که بومي مناطق آسيا،  OLeaceaeبه خانواده 
به صورت  هاي آن باشد. بوته اروپا، آفريقا و استراليا مي

زان پذير و هميشه سبز ملاحظه شده است. اين گروه خ
هاي مختلف قادر به بقاي  از گياهان، معمولاً در خاك

هاي سفيد رنگ  خود هستند و به سادگي از طريق گل
قابل شناسايي اند. معمولاً برگ نو در اطراف باغات 

شوند. در مواردي  براي تزئين و زيبايي کشت داده مي
گيرند.  رف دارويي بهره ميهم از آن براي مصا

جوشانده برگ و يا پوست آن به عنوان دارويي موثر در 
اي،  اي مزمن رودهــدرمان اسهال، زخم معده، درده

ترك پوست، دردهاي دهان و گلو، و يا رفع مشکلات 
شود. در مواردي هم از آن  پوستي به کار گرفته مي

بيش . (1)ندنماي براي بهبود اشتهاي بيماران استفاده مي
هزار گونه گياهي روي زمين وجود دارد.  300از 

اند که هر گياه حداقل ميزبان يك  محققان برآورد کرده
هاي اندوفيت ممکن  باکتري .يا چند اندوفيت است

است داراي هزاران گياه ميزبان باشند و يا احتمال دارد 
ها محدود به خانواده گياهي  که دامنه ميزباني آن

ي يها هاي اندوفيت به باکتري باکتري .اشدمشخصي ب
شوند که در داخل بافت گياه سالم، بدون  گفته مي

جا که علائم  ايجاد علائم و آسيب حضور دارند و از آن
ح از جمعيت ــدهند تخمين صحي آشکاري بروز نمي

هاي اندوفيت از ريشه،  باکتري. ها مشکل است آن
هاي گياهان  ين و ميوهآذ برگ، ساقه، بذر، غده، گل

هاي اندوفيت نه تنها  تنوع باکتري .اند مختلف جدا شده
ي در ميان ـــتلف، بلکه حتـــاهان مخـــدر بين گي

هاي باکتريايي قابل ملاحظه است، به طوري  تاکسون
هاي  هاي مختلف، باکتري ها و گونه که از جنس

 .اند رديدهـــرفي گـــمختلفي به عنوان اندوفيت مع
هاي گرم مثبت و  هاي اندوفيت شامل باکتري باکتري

چه تحقيقات حاکي از آن است  گرم منفي هستند. اگر
هاي اندوفيت متعلق به  که سهم وسيعي از باکتري

(. کاربرد 2)دــمي باشي ـــرم منفـــهاي گ باکتري
زيستي پتانسيل نوان کودـــهاي اندوفيت به ع باکتري

يابي به کشاورزي پايدار و  تمفيدي جهت دس
هاي نادر است. اين دسته از  جلوگيري از انقراض گونه

زايش عملکرد گياه ميزبان از ـــموجودات قادر به افريز
(، حل 3ازت)چون تثبيت  هاي مختلف هم راه

هاي رشد  (، توليد هورمون5(، توليد سيدروفور)4فسفات)
 يستي ريزکنترل ز (، توانائي6اکسين و جيبرلين)

هان به قاومت گياــو افزايش م ارگرـــموجودات بيم
باشند. به دليل  مي هاي غيرزيستي و زيستي تنش

هاي  مصارف کاربردي در شناسايي و تنوع باکتري
اندوفيت در ارتباط با محصولات کشاورزي و باغباني 

اين پژوهش به (. 7مطالعات مختلفي انجام شده است)
هاي اندوفيت با  ولي باکتريمنظور شناسايي مولک

توانايي توليد ترکيبات محرك رشد در برگ نو  انجام 
 پذيرفت.

 ها مواد و روش

، از برگ و 1393ال ـــهار ســـدر ب :برداري نمونه
 Ligustrum vulgareالم گياه برگ نو)ــهاي س شاخه

L.برداري به عمل آمد.  ، نمونهشهرستان سنندج ( از
هاي تميز و مجزا که حاوي  سهها در کي نمونه

برداري و تاريخ  ونه، محل نمونهـــات کد نمـــمشخص
سپس به آزمايشگاه و برداري بودند، قرار داده شد  نمونه

شناسي گياهي دانشگاه کردستان منتقل و تا  بيماري
گراد  درجه سانتي 4زمان استفاده در يخچال با دماي 

 داري گرديد. نگه
بـه   :هاي اندوفيت از بافت گياهي جداسازي باکتري

هاي اندوفيت قطعات مختلفي  منظور جداسازي باکتري
با آب مقطـر   گياهان نمونه برداري شده از برگ و شاخه

سترون شسته شدند. پـس از خشـك کـردن بـا کاغـذ      
تر خـرد   هاي مورد نظر به قطعات کوچك صافي، نمونه

بـه   درصـد  1گرديدند. سپس توسط هيپوکلريت سـديم  
دقيقه شستشو داده شدند و بـراي حـذف مـاده     4مدت 

تـا   4کننده، مجدداً توسط آب مقطر سترون  عفوني ضد
بار شستشو گرديدند. براي جداسازي باکتري اندوفيت  5

سترون حاوي هاي گياهي سترون شده، در هاون  نمونه
شدند. بعـد از  ميکروليتر آب مقطر سترون کاملاً له  300
ــه از  30 ــدار    دقيق ــه مق ــل، ب ــيون حاص  50سوسپانس

به  KBو  NAکشت مختلف  محيطدو ميکروليتر روي 
گرديـد.  اي در تمـام سـطح پخـش     کمك لوپ شيشـه 

درجـه   28اي ـــ ـروز در دم 14دت ـــ ـها بـه م  پتري
شدند. هر ( JS Research Inc)مدل انکوبهگراد  سانتي
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اي ه ـ هاي جديد انتخاب و به عنوان جدايه روز از کلني
 (.8هاي بعدي در نظر گرفته شد) پايه براي آزمايش

به  :عفوني سطح بافت گياهي ارزيابي روش ضد
منظور اطمينان از سترون شدن، قطعاتي از بافت گياهي 

 5ده بودند در ــوني شـــکه به روش مذکور ضدعف
ليتر آب مقطر سترون شستشو داده شدند و بعد از  ميلي

وليتر از سوسپانسيون، روي ميکر 50گذشت چند دقيقه، 
به   KBو  NA+S،NA ،LB هر چهار محيط کشت

اي در تمام سطح پخش گرديد و در  کمك لوپ شيشه
داري گراد نگه درجه سانتي 28انکوباتور با دماي 

 .(8شد)
 اندوفيت هاي باکتري شناسائي

 منظور به :ها جدايه بيوشيميايي خصوصيات تعيين
 توليد و گرم اکسيداز، ز،کاتالا هاي آزمون بررسي
 شناسي باکتري در متداول روش از فلورسنت رنگدانه
 .شد استفاده گياهي

اين آزمون، به منظور بررسي  :آزمون توليد پروتئاز
زيستي ساير  هاي اندوفيت در کنترل توانايي باکتري
گيرد،  هاي مضر مورد بررسي قرار مي ميکروارگانيسم

 15ت اسکيم ميلك به همراه کش بدين منظور از محيط
کشت، استفاده شد.  گرم آگار به ازاي هر ليتر محيط

ر، به روش تندال، ضدعفوني محيط اسکيم ميلك آگا
ري بعد از کشت به صورت ــهاي باکت جدايهگرديد. 

داري گراد نگه درجه سانتي 27اي، در دماي  نقطه
رنگ در اطراف کلني باکتري،  شدند. تشکيل هاله بي

 (.9ها در توليد آنزيم پروتئاز بود) توانائي جدايه ازنشان 
براي بررسي توليد سيدروفور  :آزمون توليد سيدروفور

استفاده گرديد که از ترکيب چهار  (CAS)از محيط
 آيد: دست ميه محلول زير ب

ليتر  ميلي 10اين محلول از اختلاط  محلول اول:
O2H.63FeCl 1 10ول ولار)در محلـــيلي مـــم 

ليتر محلول  ميلي 50مولار اسيد کلريدريك( با  ميلي
تهيه شد. اين محلول CAS گرم  ميلي 60شامل 

هاي پيوسته به  ارغواني تيره به آرامي و همراه با تکان
گرم  ميلي 73ليتر محلول آب مقطر شامل  ميلي 40

HDTMA دست آمده جداگانه ه اضافه شد. محلول ب
 گراد سرد شد.  ه سانتيدرج 50اتوکلاو و تا 

گرم پيپرازين بيس اتان  24/30 محلول دوم: 
ليتر محلول  ميلي 750در   (Pipes)سولفونيك اسيد

گرم  3/0نمك حل شد. محلول نمکي شامل 

4PO2KH ،5/0  گرمNaCl  گرم  1وCl4NH  .است
PH  دست آمده ه تنظيم شد. مخلوط ب 8/6محلول به

 50کلاو گرديد سپس تا گرم آگار اتو 15پس از افزودن 
 گراد سرد شد. درجه سانتي

گرم مانيتول،  2گرم گلوکز،  2شامل  محلول سوم:
گرم  ميلي O2H.74MgSo ،11گرم  ميلي 493

O2H.72CaCl ،17/1 گرم  ميليO2H 74.MnSo ،
 ليــــــمي 3BO3H ،04/0رم ــــگ ليــــمي 4/1

و  O2H .74ZnSoگرم ميلي O2H.54CuSO ،2/1 گرم
ليتر آب  ميلي 70در  O2H .74MoO2Naگرم ميلي 1

 50مقطر است. اين محلول نيز پس از اتوکلاو تا دماي 
 درجه سرد گرديد.

 27يد در ــــنواســگرم کازآمي 3 محلول چهارم:
ليتر آب مقطر حل شد و به وسيله فيلتر سترون  ميلي

 گرديد. 

محلول بالا محلول دوم به  4پس از آماده شدن 
زدن آرام و  لول سوم و چهارم اضافه سپس با هممح

بدون ايجاد حباب، محلول اول نيز به آن اضافه گرديد 
به صورت  جدايه هاو در پليت ريخته شدند. سپس 

 25کشت داده شدند و در دماي  اي روي محيط نقطه
. در صورت مشاهده گرديدگراد نگهداري  درجه سانتي

باکتري آزمون توليد ني هاله نارنجي رنگ در اطراف کل
 (.5ها مثبت تلقي شد) سيدروفور براي جدايه

 توانايي جهت بررسي :آزمون توليد سيانيد هيدروژن
هاي باکتري جداگانه بر  توليد سيانيد هيدروژن جدايه

 100کشت گرديد. در داخل هر پتري  NA محيطروي 
ميکروليتراز سوسپانسون باکتري پخش گرديد. سپس 

درصد کربنات  2آغشته به معرف)شامل کاغذ صافي 
درصد اسيد پيکريك( در قسمت درب پتري  5سديم و 

قرار داده شد و درب پتري با نوار پارافيلم بسته شد تا از 
 HCN گونه متابوليت فرار و گازي از جمله  خروج هر

 28ها به صورت وارونه در دماي  پتري جلوگيري شود.
به مدت يك هفته قرار  گراد در انکوباتور درجه سانتي

 تري رشدـــتوسط باک  HCNداده شد. در صورت توليد
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کشت، تغيير رنگ کاغذ صافي  يافته روي سطح محيط
رف از رنگ اوليه زرد به کرم، ــآغشته به محلول مع

ري رنگ ديده ـــاي تيره تا آج اي روشن، قهوه قهوه
توسط   HCNشود که نشانه تفاوت در ميزان توليد مي

 (.10باشد) اکتري ميب
 لکولي جدايهوبررسي م

باکتري در  :ها کروموزومي باکتريDNA جداسازي 
کشت مايع نوترينت براث کشت داده شد و بعد از محيط

 ميکروليتري منتقل و با سرعت 5/1 برشد به ميکروتيو
rpm 3000  دقيقه سانتريفيوژ شد. رسوب  5/1به مدت

دقيقه در  30دت دست آمده پس از نگهداري به مه ب
 ميکروليتر بافر 200، در درجه سانتي گراد -20 فريزر
TE 8ها پس از اضافه نمودن  حل گرديد. نمونه 

روگرم بر ــميک 10ميکروليتر ليزوزيم)از محلول پايه 
درجه  37دقيقه در دماي  30دت ــليتر( به م ميلي

ميکروليتر سديم  40داري شدند. سپس گراد نگه سانتي
 8و  درصد SDS  10ميکروليتر 24مولار،  4ت پرکلرا

ميکروگرم بر  20)از غلظت پايه  Kميکروليتر پروتئيناز 
ليتر( به محلول اضافه و بعد از هم زدن)وارونه  ميلي

گراد  درجه سانتي 45دماي ساعت در  2کردن( به مدت 
داري شد. به محلول به دست آمده در مرحله قبل، نگه

 -20داري شده در دماي ه)نگحجم اتانول خالص 2
دقيقه يا بيشتر  30( اضافه و به مدت گراد درجه سانتي
 داري گرديد.در فريزر نگه

درجه  4دقيقه در دماي  5لول به مدت ـــمح
سانتريفيوژ گرديد.  rpm 13000 گراد با سرعت سانتي

 ميلي 1سپس، اتانول دور ريخته شد و رسوب حاصله با 
شو داده شد و مجدداً به مدت شست درصد 70ليتر اتانول 

سانتريفيوژ گرديد.  rpm 13000 دقيقه با سرعت 5
داري شد تا اتاق نگه دمايرسوب حاصله چند ثانيه در 

حل  TE ميکروليتر بافر 500خشك گردد سپس، در 
به دست آمده با حجم مساوي ترکيب  DNA گرديد.

مخلوط شده و  (1:24:25)فنل: کلروفرم: آيزوآميل الکل
زده شد تا  اتاق به صورت وارونه کردن هم مايددر 

دقيقه  3يکنواخت گردد. سپس به مدت کاملاً 
سانتريفوژ گرديد تا سه فاز مجزا تشکيل گرديد. فاز 
رويي به ميکروتيوب تميز و سترون منتقل و مرحله قبل 

بار تکرار شد. در هر بار محلول روئي به ميکروتيوب  3

وئي يك بار نيز با اضافه سترون منتقل گرديد. محلول ر
( رسوب داده شد. 1:24)نمودن کلروفرم: ايزوآميل الکل

با  DNAمحلول روئي به ميکروتيوب سترون منتقل و 
درصد حجم  1/0حجم اتانول خالص و  2اضافه نمودن 

و سپس  =8/4PHمولار با  3محلول استات سديم 
داري در فريزر به مدت يك شب، رسوب داده شد. نگه

 rpm 13000 دقيقه با سرعت 5ه مدت ترکيب ب
سانتريقيوژ گرديد و رسوب به دست آمده توسط اتانول 

درصد شسته شد. رسوب حاصله پس از خشك  70
حاوي)ريبونوکلئاز از  TEميکروليتر بافر  50شدن در 

ليتر به غلظت نهائي  گرم بر ميلي ميلي 10محلول پايه 
 (.11ليتر( حل گرديد) ميکروگرم بر ميلي 20

براي  :استخراجي DNAتعيين کيفيت و کميت -ي
از روش اسپکتروفتومتري  DNAتعيين کميت و کيفيت 

 و الکتروفورز بر روي ژل آگارز استفاده شد.
توسط )تعيين کميت(  DNAگيري غلظت  اندازه

 DNAظت ــيري غلگ قبل از اندازه :اسپکتروفتومتر
د. اين کار ها، دستگاه اسپکتروفتومتر کاليبره ش نمونه

يا آب مقطر دوبار سترون در طول موج  TEتوسط بافر 
 45کار نانومتر صورت گرفت. براي انجام اين 280/260

يا آب مقطر به محفظه ويژه  TEميکروليتر از بافر 
اسپکتوفتومتر)کوت( اضافه و سپس در طول موج 

ميکروليتر از نمونه  2کاليبره شد. پس از آن  280/260
DNA ـــافه و ميبه آن اض(زان جذب نوريOD )
بت ــــورتي که نســـد. در صـــري شـــگي اندازه
OD280/OD260  دهنده  بود، نشان 8/1-2حدود

از کيفيت مطلوبي  DNAاست و  DNAکيفيت بالاي 
نمايانگر  6/1تر از برخوردار است. نسبت کم PCRبراي 

 هاي باشد. نسبت ها مي حضور پروتئين و ساير آلودگي
دهنده وجود اسيدهاي نوکلئيك  نشان 8/1بالاتر از 

 دهنده آلودگي نمونه نشان 2هاي بالاتر از  است. نسبت
توان با روش  تر مياست. جهت اطمينان بيش RNAبه 

 DNAدر ژل آگارز کيفيت و غلظت  DNAالکتروفورز 
 را تعيين کرد.

کيفيت  :توسط ژل آگارز DNAتعيين کيفيت 
DNA  شکل باندها مورد بررسي قرار گرفت. با مشاهده

وجود باندهاي کاملاً تيز، و بدون کمترين کشيدگي 
باشد. وجود کشيدگي در  حاکي از کيفيت مناسب مي
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و باندها حاکي از آلودگي پروتئيني  فاصله بين چاهك
باشد. وجود يك باند اضافي در پايين  ها مي در نمونه

اصلي حاکي از وجود اي زياد از باند  ژل و در فاصله
RNA ها است. در نمونه 
به منظـور  : (PCRاي پلي مراز) واکنش زنجيره-ك

 Polymerase chainهـا از آزمـون   شناسـائي جدايـه  

reaction DNA ژنضور ــــــحرديد ـــــاســتفاده گ 
16S rDNA      با کمـك جفـت آغازگرهـاي اختصاصـي

انجام پذيرفت)جدول Fd2) و  Rp1مستقيم و معکوس)
ــارز  PCR(. ســپس محصــول 1شــماره   5/1در ژل آگ

آميزي با اتيديوم  درصد الکتروفورز گرديد و پس از رنگ
ــدها توســط دســتگاه  ــد. و بان ــد بررســي گرديدن  بروماي

White/ultra violet) transilluminator  مـــدل
Uvitek ــتان ــور انگلس ــبرداري  )کش ــاهده و عکس مش

 (.11شد)

 
 

 فادهآغازگرهای مورد است.  1شماره  جدول

 مورد انتظار اندازه گرتوالي آغاز هاگرنام آغاز

Rp  1 5-ACGGTTACCTTGTTACGACTT-3 Kb1.5 

Fd  2 5-AGAGTTTGATCATGGCTCAG-3  

 
 
واکنش  :PCRتهيه ترکيبات واکنش براي انجام -ل

 MJمراز، در دستگاه ترمال سايکلر مدل اي پلي زنجيره

Research  ساخت شرکتBioRad ريکا کشور آم
ژن انجام شد. همه مواد مصرفي توسط شرکت سينا

ميکروليتر  25هاي  تهيه گرديد. آزمون در واکنش
ميکروليتر  Master mix ،5/0ميکروليتر  5/12حاوي 

ميکروليتر  1پيکومولار(،  10از هر آغازگر)غلظت 
DNA نانوگرم بر ميکروليتر( و  50)غلظت تقريبي الگو

طر سترون و ديونيزه انجام ـــکروليتر آب مقـــمي 10
 PCR Reaction حاوي  Master mix(.12گرديد)

 buffer(X10کلرور منيزيم ،)(2MgCl ،)dNTPs  و
 بود. Taq-DNA Polymerase آنزيم
، PCRل از انجام ــقب :PCRچرخه حرارتي -م
هاي حرارتي مختلف براي چند نمونه، آزمايش  چرخه

ردن بهترين درجه دست آوه شدند. در اين آزمون براي ب
هدف، محدوده  DNAحرارت باند شدن آغازگرها به 

ي براي هر آغازگر به صورت گراديانت در نظر يدما
اي  نش زنجيرهـــ(. چرخه حرارتي واک11گرفته شد)

 در جدول 16S rDNA هاي ژنمراز براي آغازگر پلي
 قابل ملاحظه است. 2شماره 

 
 16S rDNAهای ژن مراز برای آغازگر ای پلی نجیرهرخه حرارتی واکنش ز. چ2شماره  جدول

 درجه حرارت مدت زمان نام مرحله تعداد چرخه

 گراددرجه سانتي 95 دقيقه 4 واسرشت اوليه چرخه 1

 واسرشت چرخه 35
 اتصال
 بسط

 دقيقه 1
 دقيقه 1
 دقيقه 2

 گراددرجه سانتي 94
 گراددرجه سانتي 51
 گراددرجه سانتي 72

 گراددرجه سانتي 72 دقيقه 7 نهائيبسط  چرخه 1

 
تروفورز ــــالک :PCRالکتروفورز محصولات -ن

درصد انجام  2/1ل آگارز ژروي  PCRمحصولات 
ليتر  ميلي 50گرم آگارز به  6/0گرفت. براي تهيه ژل، 

اضافه و مخلوط شد سپس در دستگاه  TAEx1بافر 
تا  دهنده ذوب گرديد، پس از پايين آمدن دماي ژلگرما

 گراد در سيني ريخته شد.  درجه سانتي 50حدود 

بعد از بسته شدن ژل، شانه به آرامي از آن خارج و 
قرار  TAEx1سيني ژل در تانك الکتروفورز حاوي بافر 

 2 با  PCRميکروليتر از محصول 5گرفت سپس 
زايلن  گرمLoading buffer6x (25/0ميکروليتر 

ليتر گليسرول ميلي 30گرم برم فنل بلو،  25/0سيانول، 
ها ريخته شد.  ليتر آب مقطر( درون چاهك ميلي 70و 
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 45ولت به مدت  80ثابت  ژها در ولتا الکتروفورز نمونه
 (.12دقيقه انجام گرفت)

پس از اتمام  :آميزي ژل و مشاهده باندها رنگ-س
الکتروفورز، ژل توسط اتيديوم برومايد با غلظت نهائي 

دقيقه  15تا  10ليتر به مدت  يميکروگرم بر ميل 5/0
ژل توسط  ،آميزي گرديد. جهت حذف رنگ اضافه رنگ

دستگاه  آب مقطر شسته شد و باندها توسط
 gelمشاهده و با استفاده از دستگاه  ترانسلوميناتور

documentation  .عکسبرداري شد 
پس از اطمينان از  :هاي نوکلئوتيدي آناليز داده-ع

م وجود آلودگي از طريق و عد PCRصحت انجام 
جهت تعيين  PCRالکتروفورز محصولات، محصول 

هاي رفت و برگشت به شرکت توالي به همراه آغازگر
ماکروژن کره جنوبي)توسط شرکت تکاپو زيست( ارسال 
گرديد. به کمك توالي دو رشته رفت و برگشت و با 

 BioEdit Sequence Alignmentاستفاده از نرم افزار

Editor v.7.0.9.0 16 هاي تطبيق تواليS rDNA 
دست آمده در سايت ه (، سپس توالي ب13انجام پذيرفت)

NCBI، هاي استاندارد موجود  هاي سويه با ساير توالي

 Blast Xبا استفاده از نرم افزار  NCBIدر سايت 
 (.14مقايسه گرديد)

ها  رديف کردن توالي هم :آناليزهاي فيلوژنتيکي-ف
هاي تيپ، با استفاده از نرم افزار  سويه با توالي

Clustalx v.1.8(15 انجام شد. آناليزهاي فيلوژنتيکي )
،  PAUP v. 4.0b10افزار  به کمك نرم NJبه روش 
هاي فيلوژنتيکي . درخت حاصل از آناليز(16)انجام شد

( مشاهده شد. 17) Tree Viewبه وسيله نرم افزار
انجام  تکرار 1000و با تصحيح دو پارامتري  NJ روش

 (.18گرديد)

 ی پژوهشها یافته
بـراي   :16S rDNA ژن تکثير با مولکولي شناسائي

والي اختصاصـي  ـــ ـها از تعيـين ت  دايهــــي جيشناسا
ــي از ژن  ــتفاده ش 16S rDNAبخش ـــاس ــت ـ د. جف

کوس بـه  ــــ ـتقيم و معـــ ـآغازگرهاي اختصاصي مس
ودنـد.  ب 2Fd و 1rpش ـــ ـکار برده شـده در ايـن پژوه  

بــراي   PCRصولـــــورزي محــــتروفـــنقــوش الک
قابـل ملاحظـه    1شمــــاره   کلـــ ـدر ش ها دايهـــج

 است.
 

 
 درصد 2/1 آگارز ژل در PCRمحصول  الکتروفورزی نقوش. 1شماره  شکل

 
ــويه ــين س ــائي،  از ب ــاي باکتري ــامل  4ه ــويه ش س

Pseudomonas protegens   2 که در اين ميـان بود 
بـرگ نـو   هاي مختلـف   سويه از ساقه 2برگ،  سويه از

تمام جدايه ها از نظـر توانـايي توليـد    جداسازي گرديد. 

آنزيم پروتئاز مثبت بودند، از نظر توليد هيدروژن سيانيد 
ــا  ــد    BN3تنه ــر تولي ــت و از نظ ــايي را داش ــن توان اي

داراي اين توانـائي بودنـد کـه در    BN2 سيدروفور، تنها 
 ابل ملاحظه است. قنتايج  3 شماره جدول
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 جدایه هاهای بازدارندگی  نتایج آزمون .3شماره  جدول
 نام جدايه آزمون پروتئاز توانائي توليد هيدروژن سيانيد توانائي توليد سيدروفور

- - + BN1 

+ - + BN2 

- + + BN3 

- - + BN4 

 
ي که در يي و انتهايهاي ابتدا در اين تحقيق بخش

ها وجود نداشتند، از آناليزها حذف  بعضي از توالي
 NJانجام شد. روش  NJگرديدند. آناليزها با روش 

اساس نتايج  انجام شد. بر P2Kجايگزيني نوکلئوتيدي 
 ،BN1 ،BN2 ،BN3هاي  مطالعات مولکولي، سويه

BN4  با 100با بوت استرپPseudomonas 

protegens  .براي رسم در يك گروه قرار گرفتند
گونه متعلق به جنس  38نتيکي از درخت فيلوژ

Pseudomonas  استفاده شد. گونهPseudomonas 

luteola .به عنوان فرد برون گروه در نظر گرفته شد 
 2شماره  ها در شکل مقادير بوت استرپ روي شاخه

   نشان داده شده است.
 
 
 

 
 

. Pseudomonasهای جنس  مربوط به گونه16S rDNA درخت فیلوژنتیکی حاصل از توالی بخشی از ژن  .2شماره  شکل

 Pseudomonasها نشان داده شده است. گونه  روی شاخه Neighbour-Joining مقادیر بوت استرپ مربوط به آنالیز

luteola  .به عنوان فرد برون گروه در نظر گرفته شد 

 

 

 و نتیجه گیری بحث
هاي اندوفيت با حفظ بقاي خود در گياه  باکتري

رسانند بلکه  معمولاً نه تنها زياني به ميزبان نميميزبان 
هاي مختلف به طور مستقيم و کار و با کمك ساز

. گردند مستقيم سبب افزايش رشد گياهان ميغير
افتد که  مستقيم رشد گياه زماني اتفاق ميتحريك غير

آور يك يا چند بيمارگر گياهي را  باکتري، اثرات زيان
گردد. در يك  از دو راه ميسر مي خنثي کند که اين امر
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روش باکتري با ترشح سيدروفور، توليد سيانيد 
سلولي مانند کيتيناز،  هاي برون هيدروژن، ترشح آنزيم

فعاليت عامل  وناز، پروتئاز و ليپازيك و سه گلوک-بتا
سازد. در روش  يا آن را متوقف مي وبيماري را کاهش 

 م مقاومتديگر باکتري سبب فعال شدن مکانيس
در اين زمينه  (.19گردد) سيستميك القايي در گياه مي

ساکاريدها و اسيد  پليتوان به سيدروفورها، ليپو مي
ود. سيدروفور علاوه بر اثر ـــاره نمــساليسليك اش

تواند به طور مستقيم در افزايش رشد  مستقيم، ميغير
ن، گياه ميزبان کمك نمايد. در واقع در شرايط کمبود آه

 به گياهان، عموماً و ريزجانداران توسط آهن جذب
آهن غيرآلي  انتقال و حل براي کننده کلات عوامل

ترين  متنوع و بيشترين ت.ـاس ستهـــ)معدني( واب
 به و ميکروبي سيدروفورهاي بيوسنتزي، هاي کلات

 وسيله به شده توليد فيتوسيدروفورهاي نسبت کمتر
 وزن با ترکيباتي روفورهاباشند. سيد ها مي گرامينه

 ترکيبي ميل دالتون( داراي 1000 از تر)کمکم مولکولي
 طــتوس که باشند مي تيـــسه ظرفي بالا با آهن

 سه ظرفيتي آهن کردن حل ي مختلف برايها باکتري
به سودوموناس شوند.  مي ترشح سلولي خارج محيط در

بات عنوان جنس غالب اندوفيتي با توانايي توليد ترکي
رديد. ـــرفي گـــمحرك رشد در اين پژوهش مع

به طور وسيعي در سودوموناس  هاي جنس باکتري
ها جدا  اند و  از بيشتر محيط طبيعت گسترش پيدا کرده

هاي مذکور از لحاظ طيف متنوع  (. باکتري20شوند)
هاي محرك رشد گياهي از جمله توليد سيانيد  متابوليت
و توليد  کنندگي فسفات حل ،ورتوليد سيدروف ،هيدروژن

 هسواري و همکارانا. اومام(21)اند حائز اهميت اکسين
( اين جنس را به عنوان باکتري اندوفيت محرك 22)

( 23زاده)رشد در گياهان زراعي معرفي نمودند. احمد
 Pseudomonasهاي ريـــه باکتـــان داد کـــنش

fluorescens   وPseudomonas putida و  در کاج
در نراد قادر   Pseudomonas aureofaciensباکتري

گردند باکتري  توده گياه مي به افزايش ارتفاع و زيست
در آرابيدوپسيس و سويا  Pseudomonasاندوفيت 

 (.24)گرديده استي شناساي
ها در توليد سيدروفور،  در ارزيابي توانايي باکتري

را به  ( ايجاد هاله در اطراف کلني25لوپر و هنکلز)

عنوان معياري از توانائي باکتري در توليد سيدروفور در 
توليد سيدروفور  در واقع هاله نارنجي نتيجه نظر گرفتند.

است که با حذف آهن از کمپلکس داي موجب تغيير 
گردد. رسولي  رنگ محيط از آبي به نارنجي مي

( هاله نارنجي تا نارنجي مايل 19صديقياني و همکاران)
سيدروفور در نظر را معياري از توانائي توليد به قرمز 

( در 26گرفتند. در مطالعات ميلاگرس و همکاران)
هاي کروم آزرول اس سيدروفورهاي  محيط

هيدروکسامات به ترتيب به  منوهيدروکسامات و تري
رنگ نارنجي مايل به قرمز و نارنجي ملاحظه گرديدند. 

يير رنگ هاي کاتکولي موجب تغ در حالي که کمپلکس
واني تا قرمز مايل به ارغواني ـــي به ارغــمحيط از آب

گردند. در بيشتر موارد سيدروفور توليد شده توسط  مي
Pseudomonas  .از نوع هيدروکسامات گزارش گرديد

ها در محيط کروم  جا که سرعت رشد باکتري از آن
آزرول اس با هم ديگر متفاوت است، لذا براي تشکيل 

داري ها چند روز در انکوباتور نگه کشت طهاله، محي
هاي مورد بررسي در اين پژوهش،  گرديدند. سويه

قابليت نسبتاً خوبي در توليد هاله نارنجي رنگ داشتند. 
سودوموناس هاي  در پژوهش حاضر در بين باکتري

 قادر به توليد سيدروفور گرديدند.BN1 هاي  تنها سويه
هاي ثانويه بسياري از  سيانيد هيدروژن از متابوليت

جانداران است و به طور مستقيم از پرولين، گلايسين ريز
شود. توليد  و يا گليکوزيدهاي سيانوژنيك ساخته مي

به ميزان سودوموناس هاي  در باکتري سيانيد هيدروژن
آهن قابل جذب بستگي دارد. اين ترکيب از طرفي براي 

آن توسط مي و از طرف ديگر توليد ـــها س قارچ
 .گردد مويين مي يشه هايها موجب تشکيل ر باکتري

هاي  توليد شده، سيستم تنفسي قارچ سيانيد هيدروژن
زا را مختل نموده و از اين طريق موجب توقف  بيماري
ها گردد. سيانيد بازدارنده قوي آنزيم سيتوکروم  رشد آن

در بسياري از  اکسيداز)جزء نهايي چرخه تنفس هوازي(
توليد سودوموناس هاي  ودات زنده است. در گونهموج

)توليد سيانيد هيدروژن و دي اکسيد سيانيد هيدروژن
 کربن از گلايسين( توسط آنزيم سيانيد هيدروژن

پذيرد. اين آنزيم به  اکسيداز موجود در غشاء انجام مي
اکسيژن مولکولي بسيار حساس بوده و تنها بعضي از 

سودوموناس فلورسنس يژه به وسودوموناس  هاي گونه
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داراي چنين آنزيمي هستند و حداکثر توليد سيانيد 
ها در پايان مرحله رشد  هيدروژن توسط اين باکتري

(. انگوما و 27باشد) تصاعدي و ابتداي فاز ساکن مي
ي باکتري اندوفيت ( قادر به شناساي28همکاران)

Pseudomonas  از پنبه گرديدند که قادر به توليد
ژن سيانيد بود. در حالي که در اين مطالعه تنها هيدرو

توانست سيانيد  Pseudomonasهاي  يکي از سويه
و   Szilagyi-Zecchin.(29هيدروژن توليد نمايند)

را به عنوان باکتري با  سودوموناسسويه همکاران 
هاي ليتيك معرفي نمودند که نتايج  قابليت توليد آنزيم

خواني داشت. تمام  ر همــش حاضــآن ها با پژوه
سويه هاي مورد بررسي قادر به توليد آنزيم پروتئاز 

 ايــتري هـــکه باک تحقيق حاضر نشان دادگرديدند. 

، ت هانيساندوفيت با توانايي توليد اين گروه از آنتاگو
که  شت،توان بالقوه اي در کنترل بيمارگرها خواهند دا

ه اين گرو رود با شناسايي هر چه بيشترچنين اميد مي 
 از ميکروارگانيسم ها در گياهان مختلف و انجام

ز ان واـــخانه اي به تــگاهي و گلــمطالعات آزمايش
ر ازابآن ها به عنوان جايگزيني براي سموم موجود در 

 بهره جست. 

 سپاسگزاری
سندگان اين مقاله از باشگاه پژوهشگران ـــنوي

لامي واحد ــــگاه آزاد اســـان دانشـــوان و نخبگــج
يمانه در ــــکاري صمـــل همــــدج به دليــــسنن

تنان را ـــمال امــــش کــــن پژوهــــاجراي اي
 دارند.
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Abstract 
Introduction: Endophytic bacteria are able 

to control plant pathogens by producing 

antagonistic compounds. This research was 

conducted to determine the antagonistic 

ability of bacterial endophytes in privet 

(Ligustrum vulgare L.). 

 

Materials & Methods: In this study, 

endophytic bacteria were isolated from 

stem and leaf of privet (Ligustrum vulgare 

L.). After genomic DNA extraction, 16S 

rDNA gene was amplified using 

polymerase chain reaction (PCR) technique 

for precise bacterial identification. Then, 

the PCR product was sequenced by 

BLAST. Strains were examined for 

siderophore, hydrogen cyanide, and 

protease tests . 
 

Findings: All the isolated bacteria were 

able to produce protease. Only one strain 

(BN3) was able to produce hydrogen 

cyanide. The siderophore test was positive 

for one strain (BN2). Based on the 16S 

rDNA sequence studies, the strain bacteria 

belonged to Pseudomonas protegens and 

indicated 100% similarity to type strain . 
 

Discussion & Conclusions: The endophytic 

bacteria isolated in this study can be used to 

promote plant growth. Knowledge about 

endophytic bacteria-plant interaction can 

provide an effective strategy to develop 

sustainable agriculture in order to ensure 

yield improvement without affecting 

environment. 
 

Keywords: Bacteria, Endophytic, Privet, 

Siderophore 
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