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 چکیده

عنوان  خاطر شرایط مناسب آب و هوایی بهترین محصولات کشاورزی در ایران بوده و استان آذربایجان غربی بهگور یکی از مهمان

های  های اندوفیت را دارا بوده و در سالها و قارچریکتشود. از آنجا که این محصول تنوع وسیعی از باقطب تولید آن محسوب می

اندوفیت  حضور  عملاخیر  و  های  ها  باکتری  شناسایی  پژوهش  این  از  هدف  است،  گرفته  قرار  توجه  مورد  آن  در  آنها  مفید  کرد 

گیاه انگور در  و ریشه    قههای ساجدایه باکتری اندوفیت از بخش   67غربی بود. در این مطالعه،  اندوفیت انگور در استان آذربایجان

واکن1398سال   جمله  از  بیوشیمیایی  خصوصیات  سپس  شد.  آزمون  جداسازی  و  فلورسنت  خاصیت  بررسی  حساسیت،  فوق  ش 

آنزیم تولید  توانایی  و  باکتریلهانیدن سیب زمینی  بر روی  و ژلاتیناز  پروتئاز، آمیلاز  برای  های  باکتری  یازده جدایه  انجام شد.  ها 

  Pseudomonas  و  Bacillusهای  انتخاب شدند و مشخص شد جنس   16S rDNAاساس تعیین ترادف ناحیه  بر  لیشناسایی مولکو

جدایه  بین  بیشتری  گونه  فراوانی  دو  دارند.  شده  شناسایی  جنس    Frigoribacterium faeniو    Bosea lathyriهای  و 

Stenotrophomonas  به ایران  در  بار  اولین  باکتریبرای  انعنوان  انگودوهای  میفیت  گزارش  ضدقارچی  ر  اثر  همچنین  شوند. 

با   Chaetomium globosum و   .Cytospora chrysosperma   ،Fusarium sp  قارچی شامل  های اندوفیت بر روی سه گونه باکتری

جدایه   سه  و  شد  انجام  متقابل  کشت  شامل    GI45و  GI6  ،GI43روش  ترتیب   Priestia sp.  ،Pseudomonas kilonensisبه 

این قارچ   .Bacillus spو بازدارندگی رشد را در مقابل  نشان دادند.بیشترین خاصیت  باکتری  ها  اهمیت  به  های اندوفیت،  با توجه 

به کشور ضروری  مختلف  مناطق  از  آنها  شناسایی  و  میجداسازی  مینظر  آن  نتیجه  در  که  باکتریرسد  این  از  کنترل  توان  در  ها 

 میایی نمود. برده و آن را جایگزین مناسبی برای کنترل شیه زیستی بیمارگرهای گیاهان بهر

 باکتری، انگور، خصوصیات بیوشیمیایی، اثر ضدقارچی، کنترل بیولوژیک   اندوفیت، های کلیدی: واژه

 

 مقدمه 

 Vitaceaeخانواده   ازان  گیاه ترینیکی از قدیمی  انگور
مهممی  Vitisجنس   و از  یکی  و  محصولات  باشد  ترین 

  معدنی   مواد   و   هاویتامین   از  سرشار  میوه آن   و وده  ب  کشاورزی

کشور مطرح جهان در زمینه  است. ایران به عنوان یکی از ده  

انگور   کشت  برای  استان  چندین  و  بوده  محصول  این  تولید 

دارند  میان،  (FAO, 2018)  فعالیت  این  غربی آذربایجان . در 

به دلیل وضعیت مطلوب آب و هوایی و خاک مناسب، و به  

هوای  دل و  آب  و  العاده  فوق  جغرافیایی  موقعیت  داشتن  یل 

برای  اس  مناسب  از  یکی  برتر  تانکشاورزی  تولید  در  های 

با  انگور   و  تولید    21945بوده  و  کشت  زیر  سطح  هکتار 

به  197995 محصول،  از    عنوان تن  تولید  های  قطبیکی 

می  انگور  اک در   .باشدمطرح  بین    رابطه وژی  ول مطالعات 

این    طوریکه و گیاهان اثبات شده است، به ها  میکروارگانیسم

دا   اتریزموجود مهمی  نقش  گیاه  زندگی  چرخه    و   شته در 

 Turner et)د  تواند زنده بماننمیمیزبان گیاهی    هابدون آن 
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al., 2013)  .از  میکروارگانیسم بخشی  حداقل  که  هایی 

 هیچ اینکه نرند بدوب  سر میزندگی خود را در داخل گیاه به

به علائم گونه نمایند  ایجاد  آن  در  اندوفیت  بیماری  عنوان 

 کار به هاییقارچ اصطلاح برای این ابتدا شوند. درده مینامی

 در بعدها اما بودند گیاه مستقر بافت درون در که رفتمی

 داخلی نواحی در که هر میکروارگانیسمی و باکتری مورد

وجود  های بافت ازآنجایی معمول ،شتدا گیاهی   کهشد. 

 تخمین دهندنمی بروز آشکاری علائم های اندوفیتباکتری

جمعیت   ,Schulz & Boyle) است مشکل ها آن صحیح 

قابل   بین در  اندوفیت هایباکتری  .(2006 تنوع  گیاهان 

 فراوان هایباکتری که طوری به دهندرا نشان می ایملاحظه

جنس معرفی  اندوفیت عنوان به مختلف، هایگونه و هااز 

باکتری (. Bashan & Holguin, 1998) اندگردیده   ها این 

میزبان دارای است ممکن زیادی  و تعداد  بوده   یا گیاهی 

 باشد  گیاهی مشخصی خانواده  به  محدود  هاآن  میزبانی دامنه

(Kobayashi & Palumbo, 2000).    مقاومت در  افزایش 

گیاهی   برابر بیماریزای  عو  عوامل  استرسامو  محیطی  ل  زای 

دمای بالا و همچنین  شوری ، اسیدیته خاک و  خشکی،  مانند  

 ,.Khan et al., 2012; Santoyo et al)  د گیاه تحرک رش

ویژگی(  2016 عنوان  میکروبه  این  مثبت  ها  ارگانیسمهای 

نیز شامل ریزموجودات  اندوفیت   .ثبت شده است های انگور 

به  همزیستی می نقش آنها   افزایش  وان محرک عنباشند که 

گیاه   متابولیترشد  تولیدکننده  اثبات  و  به  زیستی  فعال  های 

مهمرسیده   از  خانواده است.  باکتریترین  اندوفیت  های  های 

می رسیده  اثبات  به  انگور  در  آنها  حضور  -که 

،  Comamonadaceae   ،Enterobacteriaceaeتوان
Moraxellaceae،  Neisseraceae Pseudomonadaceae ، 

Sphingomonadaceae و Streptococcaceae   برد نام    را 
(Pinto & Gomes, 2016;  Zarraonaindia & Gilbert, 

قارچی ها دارای اثرات ضدبا توجه به اینکه اندوفیت  .(2015

می گیاهی  بیماریزای  عوامل  علیه  ضدباکتریایی  باشند  و 

(Ebrahimi et al., 2010)   بررسی برای  مطالعه  این  در   ،

اندوفیت ض   خاصیت آندقارچی  عملکرد  شده،  جدا  ها  های 

درخ از  شده  جداسازی  قارچی  گونه  سه  تان  روی 

و    .Cytospora chrysosperma   ،Fusarium spانگور

Chaetomium globosum   .شد های  گونه  سنجیده 

Cytospora  قارچ بیماریاز  میهای  گیاهان  در  که  زا  باشند 

فتوحی فر ند.  شوباعث مرگ و شانکر چوب در درختان می  

همکاران گونه    (2010) و    و   Cytospora cinctaدو 
Cytospora leucostoma    ایران  را در  آلوده  انگورهای  از 

کردند ).  جدا  نرمانی  و  در    (2015ارزنلو  تحقیق  یک  در 

جدایه ایران،  درختان    Cytosporaهای  شمال  از  شده  جدا 

را طی آزمایشی در شرایط گلخا با علائم زوال  در    نهانگور 

به نتیجه  و  داده  قرار  بررسی  مورد  گیاه  صورت  داخل 

ا زوال  علایم  با  که  بیماریزایی  بود  مشاهده  قابل  گونه  نگور 

با  آن   مورفولوژیک  و  مولکولی  شناسایی   Cytosporaدر 

chrysosperma  داشت قارچ    .مطابقت  مطالعه،  یک  در 

Fusarium sp.    از انگورهای دارای علایم بیماری جدا شد و

تواند با قدرت بیماریزایی نسبی شد که این قارچ می  خصمش

(. از طرفی Akg¨ul et al., 2019منجر به بروز بیماری شود )

Fusarium proliferatum   و  Fusarium lateritium  می-

انگور   زوال  بیماری  علیه  بیوکنترل  عوامل  عنوان  به  توانند 

 Compant & Mathieu, 2017; Mondello etمطرح شوند )

al., 2019  جنس .)Chaetomium    عمدتا از گیاهان در برابر

و  کرده  محافظت  بیماریزا  کنترل    عوامل  در  فعال  طور  به 

است   شده  داده  نشان  همچنین  دارد.  نقش  بیولوژیکی 

 Neofusicoccumتوانند رشد  می   Chaetomiumهایجدایه 

parvum   و  Diplodia seriata    دارای انگورهای  از  که  را 

زوال   دهند انعلایم  کاهش  اند،  شده  جدا  –Silva)  گور 

Valderrama et al., 2021).  ب از غربالگری  ها  اکتریهدف 

قارچ   بازدارندگی   Chaetomiumعلیه  اثر  بررسی   ،

عامل باکتری قارچ  این  علیه  شده  جداسازی  اندوفیت  های 

 بیوکنترل بود. 

شایان ذکر است علیرغم قدمت طولانی کشت انگور در  

گزارشا و  این    تی ایران  در  بیماریزا  عوامل  وجود  بر  مبنی 

پژوهش باکتمحصول،  شناسایی  برای  های  ریهای محدودی 

استان  در  انگور  گرفته  اندوفیت  صورت  ایران  مختلف  های 

و   جداسازی  مطالعه،  این  از  هدف  اساس،  این  بر  است. 

های اندوفیت انگور از مناطق مختلف استان شناسایی باکتری

بیوشیمیایی  چنآذربایجان غربی و هم بررسی خصوصیات  ین 
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های  ها و متابولیت ها بود. شناخت ویژگیو ضدقارچی در آن 

باکتری این  میتولیدی  با  ها،  مبارزه  زمینه  در  تواند 

افزایش   به  منجر  و  کرده  کمک  گیاهی  بیمارگرهای 

 وری محصول انگور شود.  بهره 
 

 هامواد و روش 

 نمونه برداری 

ماه   آبان  بخش 1398در  از  درختان  اه،  ریشه  و  ساقه  ی 

تاکستان  در  استان  انگور  مختلف  مناطق  در  واقع  های 

باکتریآذربایجا منظور جداسازی  به  غربی  اندوفیت،  ن  های 

نمونه و  شد  انجام  برداری  کیسه نمونه  در  پلاستیکی  ها  های 

به   یخ  حاوی  جعبه  داخل  در  و  شده  داده  قرار  مجزا  و  تمیز 

 آزمایشگاه منتقل شدند. 
 

 های اندوفیتری ی باکتازجداس

های ساقه و ریشه جداشده به منظور حذف ذرات  نمونه 

زیر قطعات   خارجی  به  سپس  شد؛  داده  شستشو  آب  جریان 

آن  مراحل ضدعفونی روی  و  تقسیم شده  انجام  کوچکتر  ها 

ترتیب که نمونه به این  اتانول  شد؛  به مدت    70ها در  درصد 

سدیم   هیپوکلریت  دقیقه،  م  5سه  به  و    دتدرصد  دقیقه  دو 

در    70اتانول   و  شده  ور  غوطه  دقیقه  دو  مدت  به  درصد 

آنهایت   با  بار  استریل شسته شدندسه  مقطر   Costa et)  ب 

al., 2012)یغ به قطعاتی به اندازه پنج  ها با ت. در ادامه، نمونه

سپمیلی و  خرد  مقطر  متر  آب  حاوی  پتری  ظرف  در  س 

ف بافت مقداری  رادقیقه از آب اط  20ور شدند، بعد ازغوطه 

برداشته شده و  به صورت چمنی روی محیط کشت    با لوپ 

آگار   شدند.    Nutrient agar (NA)نوترینت  کشت 

نمونه پلیت  حاوی  دمای  های  با  انکوباتور  در  درجه    28ها 

پنج روز نگه تا  به مدت سه  داری شدند. به منظور  سلسیوس 

پرگنه سازی جدایه  خالص ا ها،  و  رنگ  با شکل،  ازه  ندهایی 

و روی محیط کشت نوترینت آگار به  متفاوت انتخاب شده  

برای گردید.  کشت  خطی  مدت  نگه  صورت  طولانی  داری 

نوترینت  باکتری کشت  محیط  در  جدایه  رشد  از  پس  ها، 

نگه محلول  شامل  براث،  گلیسرول،    65داری    10درصد 

   1M  HCl pH=8–Trisدرصد    5/2و    1M4 MgSOدرصد  

درجه سلسیوس منتقل    –20ها به فریزر  نهبه نمونه اضافه و نمو

 شدند. 
 

 Hypersensitive Response)واکنش فوق حساسیت  

Test)  
از   سوسپانسیونی  حساسیت،  فوق  تست  انجام  برای 

رقت   با  شده  جدا  میلی  810باکتری  هر  در  آب  سلول  لیتر 

و   تهیه  سترون  به    100مقطر  توسط سرنگ  آن  از  میکرولیتر 

ربوطه پس از  زریق شده و نتایج مت  های گیاهچه توتون برگ

 ساعت مورد بررسی قرار گرفت. این تست جهت بررسی   72

 های باکتریایی جدا شده بکار رفت. عدم بیماریزایی جدایه
 

 ( Fluorescent on KB)بررسی خاصیت فلورسنت 

کشت   از  پس  فلورسنت،  خاصیت  بررسی  منظور  به 

تا    48ت  مدها به، پلیتKing Bباکتری بر روی محیط کشت  

درجه سلسیوس قرار گرفتند و سپس    28ساعت در دمای    72

زی پرتوافشانی  نظر  )از  بنفش  ماورای  نور  بررسی UVر   )

 شدند. 

 

 (  (Potato soft rot testآزمون لهانیدن سیب زمینی

از   پس  زمینی  سیب  عدد  یک  تست  این  انجام  برای 

برش و  شد  تقسیم  کوچک  مکعبی  قطعات  به  با  شستشو  ها 

و در یک پتری دیش حاوی آب   درصد ضدعفونی  70الکل  

ا با  ادامه  در  گرفتند،  قرار  استریل  سوزن  مقطر  از  ستفاده 

های سیب زمینی  استریل از کشت تازه باکتری بر روی برش

پتریصورت ضربهبه و  داده شده  بهای کشت  تا    24مدت  ها 

درجه سلسیوس نگه داری شدند. در    28ساعت در دمای    48

نتای با  برشج  بررسی  و  مثبت  یافته  لهیدگی گسترش  با  هایی 

 بی شدند. لهیدگی جزئی یا عدم تغییر، منفی ارزیا
 

 ها  بررسی خصوصیات بیوشیمیایی جدایه

ویژگی بررسی  باکتریجهت  بیوشیمیایی  های  های 

بر   علاوه  شده،  جداسازی  گرم،  رنگاندوفیت  آمیزی 

لآزمون کازئین،  سیترات،  اکسیداز،  کاتالاز،  ن،  واهای 

بر اساس روش های معمول در  اسکولین و هیدرولیز آرژنین 

 .( Schaad et al., 2001) م شدشناسی گیاهی انجا باکتری
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آنزیم  تولید  توانایی  توسط  بررسی  مختلف  های 

 ها جدایه

 تولید آنزیم پروتئاز

محیط   از  پروتئاز،  آنزیم  تولید  توانایی  بررسی  جهت 

چربیشیرکشت   بدون   Skim milk agar)آگار    خشک 

(SMA), Merck)   جدایه کشت  از  پس  شد.  های  استفاده 

  28، ظروف پتری در دمای  SMAباکتری روی محیط کشت  

داری شدند. در  ساعت نگه 72تا    48درجه سلسیوس به مدت  

باکتری وجود   اطراف کلنی  هاله شفاف در  تشکیل  بررسی، 

 (. Castro et al., 2014آنزیم پروتئازی را تایید کرد )

 آنزیم آمیلازید لوت

نشاسته   کشت  محیط  از  آمیلازی،  فعالیت  بررسی  برای 

از  Starch agar (SA), Merckآگار) بعد  شد.  استفاده   )

جدایه کشت  کشت  محیط  روی  باکتری  ظروف  SAهای    ،

ساعت    72تا    48درجه سلسیوس به مدت    28پتری در دمای  

در  ف  ها، ایجاد هاله شفاداری شدند. پس از رشد باکترینگه

باکتری کلنی  یک اطراف  محلول  کردن  اضافه  از  بعد  ها 

از وجود آنزی ید، حاکی  بود  درصد   & Hankin)م آمیلاز 

Anagnostakis, 1975) . 

 تولید آنزیم ژلاتیناز

برای    Gelatin agar (GA)از محیط کشت ژلاتین آگار  

کشت   از  پس  شد.  استفاده  ژلاتیناز،  آنزیم  وجود  بررسی 

باکتریجدایه کشت  د  های  محیط  ساعت    48و    GAر 

دمای  نگه  در  ژلاتین    28داری  شدن  مایع  سلسیوس،  درجه 

بود  موجو ژلاتیناز  آنزیم  حضور  نشانه  کشت  محیط  در  د 

(Balan et al., 2012). 

 تولید آنزیم لسیتیناز 

کشت   محیط  از  لسیتیناز،  آنزیم  تولید  بررسی  جهت 

آگار   مرغ  تخم  زرده   ,Egg Yollk Agar (EYA))حاوی 

Merck  )  از استریل  آنس  با  تست،  انجام  برای  شد.  استفاده 

به  و  برداشته  موردنظر  بر  باکتری  مستقیم  خط  یک  صورت 

از   پس  شد.  داده  کشت  محیط،  نگه    48تا    24روی  ساعت 

دمای   در  در    28داری  مات  هاله  ظهور  سلسیوس،  درجه 

بود   آزمایش  بودن  مثبت  دهنده  نشان  کشت،  خط  اطراف 

(Tille, P. & Forbes, B. 2014 ) 

 

 های اندوفیت شناسایی مولکولی باکتری

جداسازی   ب  DNAابتدا  روش  کروموزومی  با  اکتری 

CTAB  به شد.  انجام  یافته،  در  تغییر  باکتری  که  ترتیب  این 

( کشت داده شد و پس از  NBمحیط کشت نوترینت براث )

نمونه سرعت  رشد،  با  دقیقه  به  rpm  10000ها  پنج  مدت 

شده  در    و  سانتریفیوژ  آمده  دست  به  رسوب    750سپس 

  1و    pH=8با  Tris HCl میلی مولار    TE  (10یکرولیتر بافر  م

ها بعد از اضافه کردن ( حل گردید. نمونهEDTAمیلی مولار  

لیزوزیم    20 مدت  mg/ml100میکرولیتر  به  در    30،  دقیقه 

نگه  37دمای   با اضافه  درجه سلسیوس  ادامه  داری شدند. در 

ها به مدت یک تا سه  ، نمونهSDS 10%ر  یتمیکرول  40کردن  

ا شکستن  درجه سلسیوس قرار گرفتند ت  56ساعت در دمای  

مولار    NaCl  5میکرولیتر    100ها صورت گیرد. سپس  سلول

نمونه به خوبی حل شد. سپس  به  میکرولیتر    100ها اضافه و 

 CTAB گرم    10و    NaClگرم    CTAB/NaCl  (1/4محلول  

مق  80در   آب  لیتر  مدت    طرمیلی  به  د  3استریل  ر  ساعت 

درجه سلسیوس حل شده و سپس حجم محلول به    65دمای  

به نمونهمی  100 لیتر رسانده شد(  ها اضافه شده و به مدت  لی 

دمای   در  دقیقه  در    65ده  شد.  داری  نگه  سلسیوس  درجه 

کلروفرم ترکیب  نسبت  –ادامه  با  الکل  به    1:24ایزوآمیل 

نمونه نمونه  گردید.  اضافه  سرعت  به    اهها  با  دقیقه  دو  مدت 

rpm14000   سانتریفیوژ شدند. بعد    درجه سلسیوس  4و دمای

فاز می  از نمونه شامل سه  هر  بالایی  این مرحله  فاز  باشد که 

نمونه  برابر  شامل مایع رویی  برداشته شده و به حجم یک  ها 

نمونهبه آن   %100اتانول   ها بعد از ورتکس  ها اضافه گردید. 

حداقل   مدت  در    یکبه  قرار   –20ساعت  سلسیوس  درجه 

نمونه بعدا  با  گرفتند.  دقیقه  دو  مدت  به  مجددا  سرعت  ها 

rpm14000   دمای شدند.    سلسیوس  درجه   4و  سانتریفیوژ 

حاوی   که  حاصل  در    DNAرسوب  بود  باکتری    50کل 

منظور   به  سپس  و  شده  حل  استریل  دیونیزه  آب  میکرولیتر 

استفا با  کمیت  تخمین  و  کیفیت  نمونه  ده بررسی  با  از  ای 

  %1غلظت استاندارد، از طریق الکتروفورز بر روی ژل آگارز  

نمونه  ارزیابی دمای  شد.  در  برای    –20ها  سلسیوس  درجه 
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 ,William & Helene Feil)داری شدند  استفاده بعدی نگه

2004)  . 

انجام   واکنش    30از    PCRبرای  مخلوط  میکرولیتر 

شامل  زنجیره  پلیمراز   Master mix، 1ر  یتمیکرول  15ای 

ژن آغازگر  هر  از  –'fD2  (5شامل     16S rRNAمیکرولیتر 

AGAGTTTGATCATGGCTCAG–3')   و  rP1  (5'–

ACGGTTACCTTGTTACGACTT–3')  یا و   ،

ژن   –'LAPS(5شامل    rpoBآغازگرهای 

TGGCCGAGAACCAGTTCCGCGT–3')  و  
LAPS27 (5'–CGGCTTCGTCCAGCTTGTTCAG–

کرولیتر آب  می  13ده و  ش  استخراج  DNAمیکرولیتر    2(،  ('3

واکنش   شد.  استفاده  دیونیزه  دستگاه    PCRمقطر  در 

واسرشت   BIO–RAD thermal cyclerترموسایکلر) با   )

مدت سه دقیقه شروع و  درجه سلسیوس به  95سازی اولیه در  

چرخه شامل واسرشت سازی در دمای    35صورت  در ادامه به

گر در دمای  ازثانیه، اتصال آغ 45مدت درجه سلسیوس به 94

درجه    72درجه سلسیوس به مدت یک دقیقه و تکثیر در    58

یک مدت  به  در    سلسیوس  نهایی  تکثیر  و  درجه    73دقیقه 

واکنش   محصول  شد.  انجام  دقیقه  هشت  مدت  به  سلسیوس 

PCR    بر روی ژل آگاروز الکتروفورز  ارزیابی   %1از طریق 

توسط شده  تکثیر  نواحی  توالی  تعیین    Sequencer kit شد. 

شرکت    Microsynthشرکت   )بواسطه  سوئیس  کشور 

توالی و  شد  انجام  دریافتتوپازژن(  افزار  های  نرم  با   Bioی 

Edit    های موجود در بانک  ویرایش و با توالی7.0.5.3 نسخه

جستجوی   ابزار  از  استفاده  با  گردید.    BLASTژن  مقایسه 

داده  فیلوژنتیکی  افزآنالیز  نرم  از  استفاده  با  توالی    ار های 

MEGA6  به روشNeighbor Joining   .انجام شد 

 

باکتری ضدقارچی  اثر  اندوفیبررسی  جدا  های  ت 

 شده در شرایط آزمایشگاه 

از قارچ این مطالعه،   Chaetomium globosumهایدر 

OK310893 ,Cytospora chrysosperma OK310892  و 

Fusarium sp.  استفاده شد که از کلکسیون قارچ آزمایشگاه

تهیه  ئوپروت کشور  گیاهپزشکی  تحقیقات  موسسه  میکس 

ای اندوفیتی  های بررسی خاصیت ضدقارچی جدایهشدند. بر

سیب   کشت  محیط  مخلوط  روی  بر  متقابل  کشت  روش  از 

( ( و نوترینت  Potato dextrose agarزمینی دکستروز آگار 

هر   استاندارد  دستورالعمل  مقدار  )نصف  شد  استفاده  آگار 

از محیط به  مذکور    شتهای ک کدام  تهیه محیط کشت،  در 

میلی پنج  دیسک  یک  که  ترتیب  بدین  رفت(.  از  کار  متری 

شده   تهیه  پتری  مرکز  در  موردنظر  قارچ  روزه  پنج  کشت 

(PDA+NA  )  از استریل  لوپ  با  سپس  و  گرفته  قرار 

باکتری با غلظت  سوسپانسون  در    cfu/ml  810های جدا شده 

د قرار  قارچ  دیسک  اطراف  از  نقطه  عنوان  ادچهار  به  شد.  ه 

تنها به  قارچ  دیسک  از  جداگانه  شاهد  کشت  محیط  در  یی 

درجه    25±2وف پتری در انکوباتور با دمای  استفاده شد. ظر

نگه گذشت  سلسیوس  از  پس  و  نظر    72داری  از  ساعت، 

 Moreira et) ایجاد هاله عدم رشد مورد بررسی قرار گرفتند

al., 2014)  . 
 

 نتایج

 دوفیتان های جداسازی باکتری

تعداد   مطالعه  این  از   67در  باکتریایی  اندوفیت  جدایه 

در   واقع  منطقه  دیزج،  دوازده  شامل  غربی  آذربایجان  استان 

گرجی،  ده  بیلوکه،  بزیله،  علیان،  زینالو،  پیرانشهر،  اشنویه، 

در   شدند.  جدا  امامزاده  و  سردشت  قطورلار،  گچی،خوی، 

استان نشان    شهها بر روی نقشکل زیر مناطق جداسازی نمونه

 ( 1ده شده است )شکل دا

 
نمونه   –1شکل   موقعیت جغرافیایی  شده    های جدانقشه 

 از استان آذربایجان غربی
Fig.1. Geographical location map of samples from 

West Azerbaijan province 
تولید   توانایی  و  بیوشیمیایی  خصوصیات  ارزیابی 

 هاآنزیم در جدایه
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فوق   آزمون  جدایه حسدر  مورد  اسیت،  باکتریایی  های 

هیچ  ساعت    72های توتون، پس از  آزمایش بر روی گیاهچه 

بیماریزایی  عدم  بر  دلیل  که  ندادند  نشان  را  نکروزی  علایم 

بررسی خاصیت فلورسنت ،    آنها بود. در بررسی نتایج تست 

باکتری میان  روی  از  بر  رشد  توانایی  که  منفی  گرم  های 

پنج جدایه خاصیت    UVر زیر لامپ  د  را داشتند،   KBمحیط  

 پرتوافشانی فلورسنت را دارا بودند.  

هیچ یک    لهانیدن سیب زمینی نشان داد کهنتایج آزمون  

باکتری برش از  در  موردنظر  تغییری  های  زمینی  سیب  های 

نشد. در   ایجاد نکرده و علایم لهیدگی سیب زمینی مشاهده 

آنزیم تولید  توانایی  توبررسی  مختلف  ها،  جدایه  سطهای 

باکتری تعداد  آنزیم  بیشترین  تولید  توانایی  شده  جدا  های 

د را  کمترین ژلاتیناز  لسیتیناز  آنزیم  تولید  در  ولی  بودند  ارا 

تعداد را داشتند. نتایج خصوصیات بیوشیمیایی و آنزیمی در 

 آمده است.   1جدول 

 

 های باکتریایی اندوفیت خصوصیات بیوشیمیایی جدایه –1جدول
Table1. Biochemical characteristics of the endophytic bacterial isolates                    

Biochemical tests 
Positive 

(Number of isolates) 
Negative 

(Number of isolates) 
Not tested 

General Test    

Gram reaction 38 29 0 

Catalase 55 12 0 

Oxidase 50 17 0 

Casein 31 36 0 

Citrate 15 52 0 

Esculin 44 23 0 

Arginine dihydrolase 7 22 38 

Levan 3 26 38 

Potato rot 0 29 38 

Fluorescent on KB 5 24 38 

HR 0 29 38 
Gelatinase 43 24 0 

Protease 17 50 0 

Amylase 32 35 0 

Lecitinase 3 64 0 

 
 

 های باکتریایی اندوفیتشناسایی مولکولی جدایه

جدایه بیوشیمیایی  خصوصیات  بررسی  باکتریایی، با  های 

یازده جدایه جهت شناسایی مولکولی انتخاب شدند. پس از  

داده  توالیدریافت  انجام  های  و  موردنظر  شرکت  از  یابی 

BLAST    در سایتNCBI  های  های جدایه یابی توالیشباهت

ب توالیباکتریایی  انجام  ا  بانک ژن  استاندارد موجود در  های 

نشان داد که   نتایج  های شناسایی شده  از جدایه  %67گردید. 

شاخه   به  جنس  Proteobacteriaمربوط  های  شامل 

(Alphaproteobacteria)Agrobacterium   و  Bosea،   

Pseudomonas (Gammaproteobacteria)   و  

(Betaproteobacteria)  Stenotrophomonas    .باشد از  می 

هر   سودوموناس،  و  باسیلوس  جنس،  سطح  در  فراوانی  نظر 

داشتند.   را  تعداد  بیشترین  شده،  شناسایی  گونه  سه  با  کدام 

های اندوفیت را به  های شناسایی شده باکتریجدایه   2جدول  

دهد. همچنین  همراه منطقه جداسازی و رقم انگور  نشان می

بالای  جدایه تشابه  با درصد  های شناسایی با جدایه   %98های 

به اختصار    هانشان داده شده است. باکتری  2در جدول  شده  

GI  (Grapevine Isolate)   1های  نامگذاری شده و با شماره  

در شکل    67تا   شدند.  داده  فیلوژنتیکی    3و    2نشان  درخت 

های شناسایی شده در این تحقیق، با علامت اختصاری  جدایه
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نشان داده شده است.    NCBIها در  و کد دسترسی مربوطه آن

از   یک  هر  بلاست  نتایج  از  مقایسه،  امکان  ایجاد  منظور  به 

در  گونه  در  NCBIها  و  شده  انتخاب  باکتری  جدایه  یک   ،

استفاده شد. همچنین یک جدایه   فیلوژنتیکی  ترسیم درخت 

به   این تحقیق،  از باکتریهای  نسبت خویشاوندی نسبتا دور  با 

)شکل  است  out–groupعنوان   شد  به  3و    2فاده  توجه  با   .)

متفاوت بودن آغازگرهای توالی سنجی، دو درخت فیلوژنی  

( و جدایه  2ها )شکلعدد ازجدایه  10جداگانه بترتیب برای  

GI57  ( ترسیم شد. 3)شکل 

 

 های باکتریایی اندوفیت تعیین تاکسونومی جدایه   –2جدول 

Table 2. Taxonomical assignment of  the endophytic bacterial strains  

Isolates  Geographic origin  Variety  
Accession 

No.  
Closest phylogenetic relative   

Identity 

(%) 

GI6 Dizaj–West Azerbaijan 
Seedless 

Keshmeshi 
OK284462 Priestia sp.  (MK318791) 100% 

GI16 Dizaj–West Azerbaijan Red Keshmeshi OK284463 Bacillus sp.  (MG709195) 97% 

GI26 
Bilukeh–West 

Azerbaijan 
Black grape OK284464 Agrobacterium tumefaciens (KP744141) 100% 

GI36 Khoy–West Azerbaijan Asgari OK284465 Stenotrophomonas sp. (MK737140) 99% 

GI43 
Oshnavieh–West 

Azerbaijan 
Seedless 

Keshmeshi 
OK285251 Pseudomonas kilonensis (MK263024) 100% 

GI44 
Oshnavieh–West 

Azerbaijan 
Seedless 

Keshmeshi 
OK284466 Agrobacterium tumefaciens (KM884891) 99.93% 

GI45 
Oshnavieh–West 

Azerbaijan 
Seedless 

Keshmeshi 
OK284467 Bacillus sp. (JX010983) 98% 

GI53 
Zeynalu–West 

Azerbaijan 
Asgari OK285252 Pseudomonas sp. (KU726259) 99% 

GI57 Bezileh–West Azerbaijan Black grape OK323286 Pseudomonas fluorescens (KU963688) 100% 

GI60 
Oshnavieh–West 

Azerbaijan 
Asgari OK284468 Bosea lathyri (KM114908) 100% 

GI62 
Emamzadeh–West 

Azerbaijan 
Seedless 

Keshmeshi 
OK284469 Frigoribacterium faeni (MK883079) 100% 
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برپایه   . مقادیر بوت استرپ16S rRNAتوالی بخشی از ژن  اساس  های باکتری اندوفیت انگور برارتباط فیلوژنتیکی جدایه   –  2شکل

مربوط به این تحقیق     GIهای دارای کدجدایه ه شده است.ها نشان دادروی شاخه  Neighbor–joiningتکرار مربوط به آنالیز    1000

اند. خط  انتخاب شده   NCBIها به منظور مقایسه از و بقیه جدایه  out–groupبه عنوان   Spiroplasma citri NR036849بوده، جدایه  

 تغییرات نوکلئوتیدی در هر جایگاه است. 05/0نشانه منعکس کننده تعداد 
Fig.2. Phylogenetic relationship of grapevine endophytic bacterial isolates  based on the sequence of the 16S 

rRNA gene. Bootstrap values related to Neighbor–joining analysis are given at branch nodes  and are based on 

1000 replicates. The isolates which have the GI code belong to this study, Spiroplasma citri NR036849 is an 

out–group isolate and others have chosen from NCBI for comparison. The scale bar reflects the number of 0.05 

nucleotide changes at each site. 
 

 
تکرار   1000برپایه   . مقادیر بوت استرپ  rpoBتوالی بخشی از ژن  بر اساس    GI57 OK323286ارتباط فیلوژنتیکی جدایه    –3شکل

آنالیز   به  است.روی شاخه  Neighbor–joiningمربوط  داده شده  نشان  بوده، جدایه     GIدارای کد  جدایه ها  تحقیق  این  به  مربوط 

Streptomyces griseus NR042791   ه عنوان  بout–group  بقیه جدایه اند. خط نشانه  به منظور مقایسه انتخاب شده   NCBIها از  و 

 تغییرات نوکلئوتیدی در هر جایگاه است. 05/0منعکس کننده تعداد 
Fig.3. Phylogenetic relationship of GI57 OK323286 isolate based on the sequence of the rpoB gene. Bootstrap 

values related to Neighbor–joining analysis are given at branch nodes  and are based on 1000 replicates. The 

isolate which have the GI code belong to this study, Streptomyces griseus NR042791 is an out–group isolate and 

others have chosen from NCBI for comparison. The scale bar reflects the number of 0.05 nucleotide changes at 

each site. 
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 های اندوفیت  ارزیابی فعالیت ضدقارچی باکتری

های باکتریایی جدا شده  آزمون بررسی اثر ضدقارچی جدایه

متقابل    67) کشت  روش  از  حاصل  نتایج  شد.  انجام  نمونه( 

 Cytosporaمقابل قارچ    ها در از کل باکتری  %25نشان داد  

chrysosperma OK310892    قارچ    %27و برابر  در 

Fusarium sp.    قارچ    %35و مقابل   Chaetomiumدر 

globosum OK310893   .دارند آنتاگونیستی    خاصیت 

ها،  باکتریهایی را که نسبت به حداقل یکی از قارچ  3جدول  

 دهد. بیشترین فعالیت ضدقارچی داشته اند، نشان می

 ها در شرایط آزمایشگاه فعالیت ضدقارچی جدایه های باکتریایی اندوفیت برعلیه قارچ –3ولجد
Table 3. In vitro antifungal activities of endophytic bacterial isolates against three fungi.  

Isolates 
Cytospora 

chrysosperma 
Fusarium sp. Chaetomium globosum 

GI6 (Priestia sp. OK284462) 

GI12  

+++ +++ ++ 

++ + – 

GI16 (Bacillus sp. OK284463) +++ +++ – 

GI25 ++ – ++ 

GI36 (Stenotrophomonas sp. OK284465) +++ ++ ++ 

GI38 ++ ++  _ 

GI43 (Pseudomonas kilonensis OK285251) +++ +++ ++ 

GI45 (Bacillus sp. OK284467) +++ +++ +++ 

GI53 (Pseudomonas sp. OK285252) ++ ++ + 

GI54 ++ – + 

GI57 (Pseudomonas fluorescens OK323286) +++ ++ ++ 

GI60 (Bosea lathyri OK284468) ++ ++ – 

GI62 (Frigoribacterium faeni OK284469) ++ ++ – 

GI64 ++ ++ – 

 متر( میلی 10  ≤، +++ قطر5<قطر<9/ 99، ++  0<قطر<99/4منفی، + –)
(– negative, + 0 < d < 4.99, ++ 5 < d < 9.99, +++ d ≥ 10 (d: diameter in milimeters)) 

 

 

 بحث

باکتری اهمیت  دلیل  گیاهان  به  از  در حفاظت  اندوفیت  های 

زای محیطی و خاصیت  نظیر مقاومت در برابر عوامل استرس

ر  ها دآنتاگونیستی در برابر بیمارگرهای گیاهی، شناسایی آن

 ,Rolli et al.,2015)رسد  گیاهان مختلف ضروری به نظر می

Liu et al., 2017).  جدایه مطالعه  این  باکتریایی در  های 

اندوفیت شامل باکتریهای گرم مثبت و گرم منفی بودند که  

نمونه  مختلف  از  مناطق  از  انگور  درختان  ساقه  و  ریشه  های 

شناسایی  های  آذربایجان غربی جداسازی گردیدند و جدایه

شاخه به  و   Proteobacteria  ،Firmicutesهای  شده 

Actinobacteria   های  و جنسBacillus  ، Pseudomonas، 

Agrobacterium، Bosea  ،Stenotrophomonas  و 

Frigoribacterium    ،ایران در  بار  اولین  برای  داشتند.  تعلق 

و    Bosea  ،  Stenotrophomonasهای  جنس

Frigoribacterium  های اندوفیت از انگور  ان باکتریبه عنو

پژوهشی در  شدند.  )جداسازی  همکاران  و  اصغری   ،1398) 

اندوفیت کردستان  و  غربی  آذربایجان  استان  از  از  را  هایی 

جداسازی  بخش انگور  میوه  و  ریشه  برگ،  شاخه،  های 

و    Proteobacteriaهای  ها متعلق به شاخهنمودند که باکتری

Actinobacteria    شامل  ,Pseudomonasهایسجن و 
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Erwinia, Pantoea, Serratia, Enterobacter     و

Micrococcus  باکتری  .بودند جداسازی  هدف  حل  با  های 

علاوه   انگور،  ریزوسفر  از  فسفات   Bacillusبرکننده 

aryabhattai, B. megaterium, Klebsiella variicolla ،

گونه   و    Stenotrophomonas rhizophilaدو 

Enterobacter aerogenes    شد شناسایی   ,.Liu et al)را 

اندوفیت  (2016 همچنین   .Frigoribacterium    از

در    Anabasis elatiorهای  درختچه که  گردید  جداسازی 

 Frigoribacterium% مشابه گونه    5/96شناسایی مولکولی  

faeni  بود(Wang et al., 2015). 

ایالت   کلزا،  اسپانیا    Zamoraدر  گیاهان  ریشه  جدایه    31از 

اندوفیت را شناسایی نمودند که با شناسایی مولکولی جدایه  

PDABN26   با باکتری  %22/99با    جدا شده  Boseaشباهت 

lathyri    مطابقت داشت. در این مطالعه نیز سه ایزولهGVI36  

،  GVI60    وGVI62  شنا تشابه  در  درصد  با  مولکولی  سایی 

باکتری100% با  بترتیب    ، .Stenotrophomonas spهای  ، 

Bosea lathyri  و  Frigoribacterium faeni   مطابقت

بودند   شده  جداسازی  انگور  گیاه  ریشه  از  سه  هر  و  داشتند 

(Jiménez–Gómez et al., 2020). 
جنس باکتری بین    Pseudomonasو    Bacillus  های  در 

شده هجدایه شناسایی  تحقیق    ای  این  را  در  فراوانی  بیشترین 

ها    جداسازی این جنس های دیگر نیز  داشتند که در پژوهش

ترین باکتریهای اندوفیت،  عنوان متداولاز گیاهان مختلف به

ایران   در  است.  گرفته  صورت  همکاران  بارها  و  علیجانی 

های استولون و دمبرگ گیاهچه های سالم  از بخش   (2020)

جنس  مز از  جدایه  سه  مریوان،  مناطق  فرنگی  توت  ارع 

Bacillus    با مولکولی  شناسایی  در  که  کردند  را جداسازی 

تشابه   و    66/96%،    77/97درصد  با    %79/99  بترتیب   %

 .B و     B. tequilensis،B. licheniformisهای  گونه 

subtilis  داشتند دیگری،  مشابهت  مطالعه  در  و  .  اکبری 

ز درختان مرکبات در شرق استان گیلان،  ا  (1399همکاران )

باکتری  اندوفیت دو  که  کردند  شناسایی  را  مختلفی  هایی 

Bacillus megaterium  و  Bacillus cereus  ها از جمله آن

بیشترین    Bacillusدر تحقیقی گزارش شد که جنس  بودند.  

نمونه از  شده  جدا  که  باکتری  باشد  می  انگور  از    %55های 

   .(West et al., 2010)شود  امل میها را شکل جدایه

اندام  روی  بر  که  آنالیز  یک  انگور  در  گیاه  هوایی  های 

گونه شد  مشخص  گرفت،  جنس  صورت  دو  مختلف  های 

Pseudomonas  و Bacillus    دارای بیشترین فراوانی نسبت به

اندوفیت میدیگر  در    .(Compant et al., 2011)  باشند ها 

جدایه  تحقیق،  متعلق  این  جنس  های  دو  و    Bacillusبه 

Pseudomonas   .با بررسی تاثیر    در یک مقاله تحقیقی،بودند

های انگور در بیوسنتز ترکیب آلی استیلبن، علاوه بر  اندوفیت

نیز  .Agrobacterium sp های متداول، یک باکتری  اندوفیت

با    شدجداسازی   مولکولی  شناسایی  در  تشابه    %17/99که 

بود. در این تحقیق نیز،    Agrobacterium rubiمتعلق به گونه  

های شناسایی شده به روش مولکولی، دو گونه  در بین جدایه

Agrobacterium tumefaciens    تشابه درصد  و    %33/99با 

های    100% که    NCBIبا جدایه  گرفتند  قرار  شناسایی  مورد 

نمونه   در  شده  شناسایی  اندوفیت  باکتریهای  سایر  بین  در 

 .  انگور، غیرمعمول بود

جدا   اندوفیت  باکتریهای  ضدقارچی  خاصیت  بررسی  در 

جدایه ،  GI6  ،GI16  ،GI36  ،GI643  ،GI45های  شده، 

GI57    قارچ برابر  دارای    Cytospora chrysospermaدر 

جدول   برطبق  که  بودند  آنتاگونیستی  خاصیت  بیشترین 

جز   به  مولکولی  باکتری    GI36شناسایی  با  که 

Stenotrophomonas rhizophila  ا  یS. maltophilia    تشابه

جدایه  بقیه  دارد،  جنسبالا  به  متعلق  و    Bacillusهای  ها 

Pseudomonas  های  باشند. همچنین جدایهمیGI6  ،GI16،   

GI43  و  GI45    قارچ مقابل  دارای    .Fusarium spدر 

شناسایی   برطبق  که  بودند  ضدقارچی  خاصیت  بالاترین 

مشابهت    Pseudomonasو    Bacillusهای  مولکولی با جنس 

ضدقارچی  دارند. خاصیت  بررسی  با  مطالعه،  یک  در 

که جدایه  گونه  مشاهده شد  باسیلوس،  باکتری  مختلف  های 

B. subtilis 30VD–1     بر را  آنتاگونیستی  اثر  بیشترین 

Fusarium sp.  آنزیم تولید  بخاطر  احتمالا  که  و  دارد  ها 

باشد   باکتری  توسط  موثره  آلی   ,.Khan et al)ترکیبات 

2018). 

https://www.google.com/search?client=firefox-b-d&sxsrf=AOaemvKNXZDFqwJHfkMXZlZPwarr6RLW_Q:1630908990559&q=Province+of+Zamora&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LWT9c3NDJMySooKlPi1M_VNzA0Mqk01JLLTrbSz8lPTizJzM-DM6wKivLLMvOSUxexCgVAmQr5aQpRibn5RYk7WBkBay8FsVIAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjV46u42enyAhWlEWMBHSFvCL4QmxMoAXoECDIQAw
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اثر بازدارندگی در رشد  در این تحقیق، تعدادی از جدایه ها 

قطر    Chaetomium globosumقارچ   میزان  اما  دادند  نشان 

دارای    GI45های عدم رشد چشمگیر نبوده و تنها جدایه  هاله 

با   مولکولی  شناسایی  در  جدایه  این  بود.  توجهی  قابل  اثر 

اکثرا  .Bacillus spباکتری   داشت.  قارچ   مطابقت 

Chaetomium globosum    های ثانویه  تولید متابولیت به دلیل

موثر و عملکرد مثبت آن در کنترل زیستی به عنوان اندوفیت  

می اهمیت    .(Fatima et al., 2016)شود  مطرح  به  توجه  با 

مدیریت   غذایی،  چرخه  در  کشاورزی  محصولات 

ها ضروری است  های گیاهی جهت حفظ کیفیت آن بیماری

ها از  که در اغلب موارد برای کاهش این بیماریآنجاییو از  

می استفاده  شیمیایی  زیست  سموم  آلودگی  بنابراین  شود 

سلامتی   بر  شیمیایی  ترکیبات  این  مخرب  اثرات  و  محیطی 

های اخیر، تلاش محققین  انسان همواره مطرح است. در سال 

بیوکنترل زیستی   با عوامل  شیمیایی  مواد  بر جایگزین کردن 

اندوفیت می شناسایی  با  بین  این  در  که  و  باشد  گیاهی  های 

متابولیت آن بررسی  توسط  شده  تولید  میهای  توان  ها، 

آسیب   کمترین  با  تر  ایمن  روشی  به  را  گیاهی  بیماریهای 

 زیستی مدیریت نمود. 
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Abstract  

Grapevine is one of the most important agricultural products in Iran. West Azerbaijan province is considered as 

one of the biggest production centers of grape in Iran, due to its suitable climatic conditions. The aim of this 

study was to identify grape endophytic bacteria in West Azarbaijan. In this study, 67 endophytic bacteria were 

isolated from the stems and roots of grapevines. Then, biochemical properties such as hypersensitive reaction, 

fluorescent and potato soft rot test and the ability to produce proteases; amylase and gelatinase enzymes were 

tested. Eleven bacterial isolates were selected for molecular identification and it was found that the Bacillus and 

Pseudomonas are the most abundant genera. According our knowledge, three species of Stenotrophomonas sp., 

Bosea lathyri and Frigoribacterium faeni are reported for the first time in Iran as grapevine endophytic bacteria. 

Also, the antifungal effect of endophytic bacteria on three fungal species: Chaetomium globosum, Cytospora 

chrysosperma and Fusarium sp. was done by dual culture method and three isolates of GI6 (Priestia sp.), GI43 

(Pseudomonas kilonensis) and GI45 (Bacillus sp.) showed the most growth inhibitory properties against fungi. 

Due to the importance of endophytic bacteria, their isolation and identification from different parts of the country 

seems necessary, as the result, these bacteria can be used in biological control of plant diseases and can be 

replaced by chemical control. 
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