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اند، توجه زیادی به جداسازی، شناسایی های متنوع و مفیدی در بیوتکنولوژی پیدا کردههای اندوفیت گیاهی کاربردهای اخیر باکتریکه در سال جااز آن. چکیده

، کارایی سه فیتهای اپیهای گیاهی از باکتریها شده است. در این مطالعه با توجه به دشوار بودن سترون سازی سطوح بافتو ارزیابی این نوع میکروارگانیسم

استریل کردن با تریتون  -3استریل کردن متناوب )تندال تغییر یافته( و  -2استریل کردن با آب ژاول،  -1شامل وفیت های اندروش مختلف غربالگری باکتری

X100  های باکتریهای درونی روش تندال تغییر یافته روشی ابداعی است که در این پژوهش به منظور حذف مناسب اسپورمورد ارزیابی قرار گرفت. و آب ژاول

ای و از برگ جداسازی شدند. های اندوفیت از گیاهان دولپهباکتری ترین تعدادبیشکار رفت. آیند، بهها مانع به حساب میدر جداسازی اندوفیتفیت که اپی

های اندوفیت و به های مختلف هیدرولازی بررسی شدند در این میان آنزیم پروتئاز در طیف وسیعی از باکتریهای اندوفیت از نظر تولید آنزیمهمچنین باکتری

 Bacillusدرصد مشابه  100، مورد شناسایی مولکولی قرار گرفت و مشخص شد که به میزان EndoAها تولید شد. سویه مقدار بیشتر از سایر آنزیم

halotolerans   .است 

 

 های هیدرولازی، باسیلوس هالوتولرانس، پروتئاز، زایلاناز، کیتینازآنزیم های کلیدی.واژه
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Abstract. Nowadays plant endophytic bacteria have found diverse and useful applications in biotechnology; therefore, 

much attention has been paid to the isolation, identification, and evaluation of these microorganisms. Since the 

sterilizing plant tissue surfaces from epiphytic bacteria is difficulty, the efficacy of three different screening methods for 

endophytic bacteria including 1- HClO sterilization, 2- Periodic sterilization (modified tyndallization) and 3- Triton 

X100 and HClO sterilization, was evaluated in this study. The modified Tyndallization is an innovative method used in 

this study to appropriately remove the internal spores of epiphytic bacteria, considered to be an obstacle to the isolation 

of endophytes. Most of the endophytic bacteria were isolated from dicotyledons and leaves. Endophytic bacteria were 

also studied for the production of different hydrolase enzymes, whereas the protease enzyme was produced in a wide 

range of endophytic bacteria in greater quantities than other enzymes. The EndoA strain was molecularly identified and 

found to be 100% similar to Bacillus halotolerans. 

 

Key words. Bacillus halotolerans, chitinase, hydrolytic enzymes, protease, xylanas 
 

Received 10.07.2019/ Revised 25.09.2019/ Accepted 15.10.2019/ Published 10.01.2020  :02/10/1398انتشار:  /22/07/1398پذیرش:  /03/07/1398اصلاح:  /19/04/1398دریافت 

 

 [
 D

O
I:

 1
0.

29
25

2/
nb

r.
6.

4.
41

5 
] 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

42
36

33
0.

13
98

.6
.4

.1
5.

6 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 n

br
.k

hu
.a

c.
ir

 o
n 

20
25

-1
0-

17
 ]

 

                               1 / 9

http://dx.doi.org/10.29252/nbr.6.4.415
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.24236330.1398.6.4.15.6
https://nbr.khu.ac.ir/article-1-3284-en.html


         Salehghamari et al. Screening methods and enzyme profile of endophytic bacteria های اندوفیتهای غربالگری و پروفایل آنزیمی باکتریروش .صالح قمری و همکاران

 

416 41٦/  

 

 مقدمه   

ای هستند که های ویژههای اندوفیت، میکروارگانیسمباکتری   

های سالم گیاه زندگی بدون ایجاد هیچ نوع بیماری در درون بافت

ا اغلب با ه(. این میکروارگانیسمGasser et al., 2011کنند )می

ها و های خاص به دفاع در برابر انگلتولید متابولیت

های بیماریزای گیاهی و همچنین بقای میزبان میکروارگانیسم

. این (Sanchez-Lopez, et al., 2018کنند )کمک می

ها که به صورت یک جامعه میکروبی هستند در میکروارگانیسم

 ساقه و برگ های مختلف گیاهی از جمله ریشه،درون اندام

شوند. رابطه کنند و میکروبیوم همراه گیاه نامیده میزندگی می

است و در  اجباریبین گیاه و میکروبیوم آن یک رابطه همزیستی 

این رابطه گیاه برای باکتری اندوفیت محل سکونت پایدار و 

باکتری اندوفیت برای گیاه مواد مورد نیاز مانند نیتروژن تثبیت 

هن و فسفات محلول و اندول استیک اسید را شده، پتاسیم، آ

 Reinhold-Hurek & Hurek 2011; Liu et) کندفراهم می

al., 2017 .) 

های های اخیر به دلیل کاربردهای متنوع و مفید باکتریدر سال   

اندوفیت توجه زیادی به جداسازی و شناسایی این نوع 

توان به ا میها شده است. از جمله این کاربردهمیکروارگانیسم

های ایجاد افزایش رشد در گیاهان، تثبیت نیتروژن، حذف آلاینده

-تومور و آنزیمبیوتیک، آنتیزیستی به کمک گیاهان، تولید آنتی

ها مانند سلولاز، پکتیناز، های هیدرولازی توانمند این باکتری

 Lodewyckx et)کیتیناز، آمیلاز، پروتئاز و لیپاز اشاره نمود 

al., 2002; Christina et al., 2013 بنابراین باید به منظور .)

های مختلف کشف انواع محصولات فعال زیستی در بخش

ها در گیاهان مورد بررسی قرار بیوتکنولوژی، تنوع این باکتری

 ها با گیاه میزبان مطالعه شود. گیرد و روابط آن

در این مطالعه سه روش جداسازی مختلف برای غربالگری    

ورد گیاهان منطقه پارک پردیسان تهران م های اندوفیتکتریبا

 د وشها بررسی ارزیابی قرار گرفت. پروفایل آنزیمی این باکتری

 ها مورد شناسایی قرار گرفت.نهایتا یکی از این باکتری

 

 هامواد و روش   
 جمع آوری مواد گیاهی

 وت،ت تره، گندم، جو، فرنگی، شامل گوجه گیاهی هاینمونه   

 انار به و جعفری گل هویج، خروس، تاج عشقه، یونجه، بنجامین،

لواسان در دامنه ها از جمع آوری شدند. نمونه تصادفی صورت

 پارک ی( وطول شرق 6/51و  یعرض شمال 8/35) البرز کوه رشته

 35/51عرض شمالی و  74/35) تهران یدر شمال غرب پردیسان

  طول شرقی( جمع آوری شدند.

 های اندوفیتجداسازی باکتری هایروش

 ساقه و میوه( ریشه، )برگ، مذکور گیاهان هایقسمت تمامی از   

ی حذف گرد و غبار و همچنین براگرفت.  صورت برداری نمونه

های اپی فیت از سطوح خارجی گیاهان از سه روش باکتری

ها با یکدیگر مختلف استریل کردن استفاده شد و کارایی آن

 . مقایسه گردید

با آب در حال جریان و  های گیاهی به آرامینمونهروش اول:    

به قطعاتی ، سپس شدندداده حذف گرد و غبار شستشو  به منظور

 دقیقه در 20به مدت  وتکه تکه  مترمیلی چهاردر  چهارابعاد  با

ها به ترتیب سپس نمونه .شدندور غوطهدرصد(  01/0) 20تویین 

به  سه درصد آب ژاولدقیقه،  دودت درصد به م 70در اتانول 

ور غوطهدقیقه  سهدرصد به مدت  70دقیقه و اتانول  سهمدت 

ها نمونه .داده شدندبار شستشو  سهبا آب مقطر استریل و  شدند

به  آب مقطر استریل دربا تیغ به قطعات کوچک خرد شده و 

لوپ از آب اطراف  استفاده از باداده شدند. دقیقه قرار  20 مدت

. داده شدافت برداشته و روی محیط کشت نوترینت آگار کشت ب

شدند  گرماگذاریگراد درجه سانتی 30ا در دمای هپلیت

(Teachowison et al., 2003). 

به قطعه تقسیم شده و  ششبه  گیاهیهای نمونهروش دوم:    

و  شدندور غوطهدرصد(  01/0) 20تویین  دقیقه در 20مدت 

سپس  .ردن مانند روش اول انجام شدبقیه مراحل استریل ک

 24و به مدت  شدهبه محیط کشت نوترینت براث منتقل  هانمونه

 شدند. مجدداً گرماگذاریگراد درجه سانتی 30در دمای ساعت 

 دوسپس  انجام شد. بر روی قطعات گیاهی احل استریل سازیمر

داده قرار محیط کشت نوترینت آگار  بر رویقطعه از این قطعات 

 مانند قبلنوترینت براث در محیط قطعه دیگر  چهار. ندشد

سپس مراحل شستشو برای قطعات گیاهی که گرماگذاری شدند. 

در ها از آندو قطعه رینت براث بودند انجام شد و تدر محیط نو

دو قطعه  گرماگذاری شدند.محیط نوترینت آگار مانند قبل 

رماگذاری در محیط نوتریت براث گساعت دیگر  24باقیمانده 

بر  گرفتنقرار و  با طی کردن تمام مراحل شستشو نهایتاً  شدند.

گراد درجه سانتی 30روی محیط نوترینت آگار در دمای 

نامگذاری  "تندال تغییر یافته"این روش به نام  .گرماگذاری شدند

روش تندال تغییر یافته، همانند روش تندال برای از بین  .شد

کنند اما از هر مرحله رویش می بردن اسپورهایی است که در

آنجایی که امکان استفاده از دما وجود نداشت از مواد شیمیایی 

مانند آب ژاول و اتانول استفاده شد. این روش به صورت ابداعی 

   است و برای اولین بار در این پژوهش به کار رفته است. 
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های گیاهی به قطعات کوچک برش داده نمونه :روش سوم   

  X100محلول تریتونبا های جداگانه ریخته و در بطریشده، 

ها درب بطری داده شد.دقیقه شستشو  20به مدت درصد(  1/0)

دقیقه در زیر آب  45با توری نازک پوشانیده شده و به مدت 

ها مراحل جاری قرار داده شدند. بعد از خشک کردن نمونه

یقه( و آب درصد )دو تا پنج دق 70استریل سازی به کمک اتانول 

ها مجدد با نمونه دقیقه صورت گرفت. 20درصد به مدت 50ژاول 

های ساقه به آب مقطر استریل شستشو داده شده و سپس نمونه

نوترینت صورت عمودی و ریشه و برگ به حالت افقی روی پلیت 

گراد گرماگذاری درجه سانتی 30قرار گرفته و در دمای آگار 

 (.Reece et al., 2014شدند )

در هر سه روش پس از انجام کامل مراحل استریل کردن    

ت های بافتی، بلافاصله قبل از گرماگذاری از سطح بافنمونه

طوح سای به عنوان شاهد کشت داده شد تا از استریل بودن نمونه

 ها اطمینان حاصل شود. بافت

ها از در هر سه روش به منظور جداسازی و نگهداری سویه   

استفاده شد و به  pH 4/7-2/7ترینت آگار با محیط کشت نو

های ها در مراحل جداسازی باکتریمنظور مهار رشد قارچ

 Merckاز شرکت  درصد نیستاتین 1/0اندوفیت به محیط کشت 

ها تا حداکثر . تمامی پلیت(Bibi et al., 2018) اضافه شد آلمان

به  هایی کهکلنی باکتری. خانه نگهداری شدنددر گرم روز 25

کردند، به محیط کشت تدریج در طی زمان گرماگذاری رشد می

و به  دگرایدرجه سانت 30نوترینت آگار منتقل شده و در دمای 

ای به روش کشت چهار مرحلهساعت گرماگذاری و  48مدت 

های جداسازی شده، برای بررسی . از سویهخالص سازی شدند

 سازی رهیمنظور ذخ بههای هیدرولازی استفاده شد. تولید آنزیم

درصد  20براث به همراه  یسو کازیپتیتر طیمح از ها،یباکتر

 استفاده شد. گرادیدرجه سانت 20 یمنف یدما و سرولیگل

 های هیدرولازی بررسی توانایی تولید برخی از آنزیم

 روتئاز،های هیدرولازی پبه منظور بررسی توانایی تولید آنزیم   

میکرولیتر از  100به میزان ناز آمیلاز، کیتیناز و زایلا

های سویهسوسپانسیون با غلظت معادل نیم مک فارلند از 

مربوطه کشت سنجش  هایدر محیطسازی شده، اندوفیت خالص

 گرماگذاری شدند. گراددرجه سانتی 28دمای  در داده شده و

 ها با سه بار تکرار انجام شدند. همگی آزمایش

 خارج سلولی آمیلازآنزیم تعیین فعالیت 

 از محیطبه صورت کیفی برای سنجش تولید آنزیم آمیلاز    

استفاده شد. پس  تهنشاسیک درصد  حاویآگار  نوترینتکشت 

 لوگل معرفچند قطره  ساعت، 24 ها به مدتاز گرماگذاری پلیت

. ایجاد هاله شفاف اطراف کلنی نشان شد بر روی آن ریخته

 . (Cowan, 1991) دهنده تولید آنزیم آمیلاز بود

 تعیین فعالیت آنزیم پروتئاز خارج سلولی

 طیمحاز  های جداسازی شدهسویه برای سنجش آنزیم پروتئاز   

درصد و  1درصد، گلوکز  5/5 مخمر رهعصابا ترکیب  کشت

 72 . فعالیت پروتئولیتیک، پس ازاستفاده شد درصد 5/0کازئین 

تشخیص کلنی  با ایجاد هاله شفاف اطرافو ساعت گرماگذاری 

 . (Cowan, 1991) داده شد

 تعیین فعالیت آنزیم کیتیناز خارج سلولی

وی پایه حاکشت  طیمحفعالیت آنزیم کیتیناز با استفاده از    

عصاره  و درصد 5/2 یدیکلوئ نیتیکدرصد،  2/0کلرید سدیم 

ه مورد بررسی قرار گرفت. پس از گرماگذاری ب درصد 2/0مخمر 

های تولید کننده یشفاف در اطراف کلنهاله مدت یک هفته، 

 (Carrim et al., 2006). آنزیم کیتیناز مشاهده شد 

 تعیین فعالیت آنزیم زایلاناز خارج سلولی

ب با ترکی کشت طیمحاز  زایلاناز میآنز دیبررسی تول یبرا   

درصد  1و پپتون  درصد 2/0درصد، زایلان  5/0عصاره مخمر 

 چند قطره معرف ،گرماگذاری پس از یک هفته استفاده شد و

، بر روی کلنی رشد یافته و اطراف آندرصد  0 /1کانگو قرمز 

سپس  در دمای اتاق قرار داده شد.ثانیه  30به مدت ریخته شد و 

د. پوشانیده ش سدیم کلرید یک مولار به مدت ده دقیقهپلیت با 

ه تشخیص دادبا ایجاد هاله شفاف در اطراف کلنی آنزیم تولید 

های تولید شده قطر هالهWejse & Ingvorsen, 2003) ) شد

 در اثر فعالیت آنزیمی توسط خط کش اندازه گیری شد. 

باکتری اندوفیت انتخاب شده به روش تکثیر شناسایی مولکولی 

 و بررسی روابط فیلوژنتیکی آن 16S rDNAژن 

   DNA  ژنومی طبق روش تغییر یافتهMarmur  استخراج شد

(Marmur, 1961) از بیومس باکتریایی در بافر .TE 

ز سوسپانسیون درست شد و با آنزیم لیزوزیم دیواره سلولی لی

درصد غشاء سلولی از  SDS 10شده، سپس به کمک محلول 

رم مولار و کلروف بین رفته و به کمک محلول کلرید سدیم پنج

ها رسوب داده شدند. سپس به منظور رسوب دادن پروتئین

DNA انول سرد استفاده شد. از ایزوپروپDNA ژنومی در بافر 

TE  .به صورت محلول نگهداری شد 

-1492R (5′از پرایمرهای  16S rDNAبه منظور تکثیر ژن    

GGTTACCTTGTTACGACTT-3′ ) 27وF (5′- 

AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3′ ،M  به معنایA  و

در  PCRواکنش . (Kim et al., 2011) استفاده شد( است. Cیا 

ثانیه  300گراد به مدت درجه سانتی 95واسرشتی اولیه  دمای

درجه  95سیکل شامل دمای واسرشتی  30شروع شد و در 
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گراد درجه سانتی 55ثانیه، دمای اتصال  60به مدت گراد سانتی

 60گراد به مدت درجه سانتی 72ثانیه و دمای سنتز  60به مدت 

 72در دمای سنتز  ثانیه 420ثانیه ادامه یافت. نهایتا واکنش با 

، بوسیله ژل PCRگراد خاتمه پیدا کرد. محصولات درجه سانتی

ها نمونه برای تعیین توالی، الکتروفورز مورد بررسی قرار گرفتند و

 ارسال شدند.شرکت ماکروژن در کشور کره جنوبی به 

-از نرم EndoAسویه  16s rRNAبه منظور بررسی توالی ژن 

با  EndoA سویه 16S rDNAتوالی  .داستفاده ش Bioeditافزار 

 EzTaxon-eی ثبت شده در پایگاه اطلاعاتی هاسایر توالی

server ،BLAST  مورد بررسی قرار گرفت ها شباهت آنشد و

(Kim et al., 2012). افزار از نرم ClustalX ردیف برای هم

گرفته شده  EzTaxonکه از  EndoAمشابه با های ازی توالیس

برای ترسیم درخت  MEGA6 نرم افزار و بودند استفاده شد

به کار  Maximum Likelihoodفیلوژنی با استفاده از الگوریتم 

 شد. گرفته
 

 نتایج   
 های اندوفیتهای جداسازی باکتریبررسی روش

 وتیمار شده  تریل سازیاسهای گیاهی با هر سه روش نمونه   

ها جدا و خالص سازی شدند. از های اندوفیت از آنباکتری

 71(، 1سویه اندوفیت خالص سازی شده )شکل  24مجموع 

ها به کمک درصد آن 29ها به کمک روش اول و درصد سویه

با استفاده از روش سوم هیچ سویه روش دوم جداسازی شدند. 

درصد از  11کلنی حدود  (.2اندوفیتی جداسازی نشد )شکل

 درصد از 3ها در روز سوم مشاهده شد، اما کلنی حدود سویه

 روز از شروع گرماگذاری مشاهده شد. 21ها پس از اندوفیت

ا هدرصد از سویه 33های اندوفیت خالص سازی شده، از باکتری

یوه مدرصد از  12درصد از برگ و  45درصد از ساقه،  8از ریشه، 

های گیاهی باکتری اندوفیتی از گل نمونهجدا شدند. هیچ 

 (. 3جداسازی نشد )شکل 

 هایدرصد ازسویه 16های اندوفیت جداسازی شده، از سویه   

 29درصد از گیاهان دولپه و  55اندوفیت از گیاهان تک لپه، 

 درصد از گیاهان دو لپه ای نو جداسازی شدند. 

 های هیدرولازیبررسی توانایی تولید آنزیم

 لاز،آمی پروتئاز، هایآنزیم تولید توانایی بررسی منظور به   

 کشت هایمحیط بر روی های اندوفیتزایلاناز، باکتری و کیتیناز

که  نتایج نشان داد. شدند داده کشت آنزیم، هر به مربوط سنجش

 5/12 دارای آنزیم زایلاناز، های اندوفیتدرصد از سویه 5/12

 میزآن یها داراهیاز سو درصد 33 و کیتیناز میآنز یدارادرصد 

 (. 4پروتئاز هستند )شکل 

 درگیری شد. همچنین ها به کمک خط کش اندازهقطر هاله   

ه دو تولید )قطر هال میزان بالاترین بررسی مورد هایآنزیم بین

یف . این آنزیم در طبود پروتئاز آنزیم به مربوط متر(سانتی

د های مورنسبت سایر آنزیمهای اندوفیت به وسیعی از باکتری

در  مطالعه تولید شد و قطر هاله تولید شده توسط آنزیم مذکور

 .(5کل متر بود )شهای اندوفیتی مورد مطالعه دو سانتیاغلب سویه

ید های تولقطر هاله تولید شده توسط آنزیم زایلاناز در سویه

-نتیسا 5/0متر و برای آنزیم کیتیناز کننده این آنزیم یک سانتی

 متر اندازه گیری شد. 

 درصد از 8/16های اندوفیت جداسازی شده در بین باکتری   

ودند های مورد بررسی بها، تولید کننده دو نوع از آنزیمسویه

ه ها، بدرصد از باکتری 2/4و  2/4، 4/8بدین صورت که تعداد 

 و "تینازپروتئاز و کی"، "پروتئاز و زایلاناز"ترتیب تولید کننده 

ع نو ها فقط یکبودند. همچنین برخی سویه "کیتیناز و زایلاناز"

 2/4و  9/20کردند بدین صورت که تعداد آنزیم را تولید می

های اندوفیت خالص سازی شده، تولید کننده به درصد سویه

 هایکتریترتیب فقط آنزیم پروتئاز و کیتیناز بودند. هیچ یک از با

ا هویهز سلاز نبودند و هیچ کدام ااندوفیت، تولید کننده آنزیم آمی

ر ند. دبودتولید کننده هر سه آنزیم پروتئاز، کیتیناز و زایلاناز ن

ا رهای مورد بررسی سویه اندوفیت هیچ یک از آنزیم 14نهایت 

 کردند. تولید نمی

ها ین باکترترین تولید را در بیاز آنجایی که آنزیم پروتئاز بیش   

که از ریشه گیاه گوجه فرنگی  EndoAداشت، سویه اندوفیت 

چنین ترین میزان تولید آنزیم پروتئاز و همبیش جدا شده بود و

را  های هیدرولازی مورد بررسیترین تنوع در تولید آنزیمبیش

 نشان داده بود، برای شناسایی مولکولی انتخاب شد.

 تیاندوف یهاهیسو یلوژنیف تیموقع نییو تع یمولکول ییشناسا

ب به منظور شناسایی مولکولی انتخا EndoAاندوفیتی  سویه   

ا ای پلیمراز بژنومی، واکنش زنجیره DNAشد. پس از استخراج 

 . (6)شکل  انجام شد 16S rRNAهدف تکثیر ژن 

خص مش 16S rRNAآنالیز ژن  به توجه یابی، بابعد از توالی   

 درصد مشابه گونه 100به میزان  EndoAشد که سویه اندوفیت 

Bacillus halotolerans توالی این ژن در  .استGenBank  با

ثبت شد. درخت فیلوژنی سویه  MK817516شماره دسترسی 

EndoA  آورده شده است 7در شکل. 

 

 بحث

د. گیاهان آوندی حضور دارندر تمامی های میکروبی اندوفیت   

 واز میزبانشان در مقابل عوامل عفونی  های اندوفیتباکتری

  یستی،ز ثانویه فعال هایتولید متابولیتبه وسیله  نامطلوبشرایط 
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 های اندوفیت.رشد باکتری اندوفیت در اطراف بافت گیاهی، استریل شده به روش دوم غربالگری باکتری -1شکل 

Fig. 1. Endophyte growth around plant tissue, sterilized by the second method of endophytic bacterial screening. 

 

 
 ه(درصد )رنگ تیر 29درصد )رنگ روشن( و روش دوم  71های اندوفیت. روش اول های مختلف برای جداسازی باکتریمقایسه روش -2شکل 

Fig. 2. Comparison of different methods for isolation of endophytic bacteria. The first method, 71% (bright color) and 

the second method, 29% (dark color). 
 

 
 ها.های مختلف گیاهی از نظر مقدار سویه اندوفیت خالص سازی شده از آنمقایسه اندام -3شکل 

Fig. 3. Comparison of different plant organs in terms of the amount of their purified endophytic strains. 
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 زردگ سازی شده. رنخالص فیتهای اندوهیدرولازی پروتئاز )خاکستری(، کیتیناز )آبی( و زایلاناز )نارنجی( در سویه د سه آنزیمدرصد توانایی تولی -4شکل 

 اند.هایی است که هیچ آنزیمی تولید نکردهسویه نشان دهنده درصد

Fig. 4. The ability to produce protease (gray), chitinase (bleu) and xylanase (orang) in purified endophytic strains. 

Yellow color shows the percentage of strains with no enzyme production. 

 

 
 

 های اندوفیتای از تولید آنزیم پروتئاز توسط سویهنمونه -5شکل 

Fig. 5. Protease enzyme produced by endophytic strains. 

 

 
 .16S rRNAتکثیر ژن  .B .ژنومی DNAاستخراج  .EndoA .Aولی سویه اندوفیتی شناسایی مولک-6شکل 

Fig. 6. Molecular identification of endophytic strain EndoA. A. genomic DNA extract. B. proliferation of 16s rRNA 

gene. 
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های انشعاب به عنوان گروه خارجی انتخاب شد. ارزش بوت استرپ در محل EndoA .Azetobacter beijerinckiiدرخت فیلوژنی سویه اندوفیتی  -7شکل 

 درصد 5 =آورده شده است. بار

Fig. 7. The phylogenetic tree of EndoA endophytic strain and its close relatives. Azotobacter beijerinckii was selected 

as an outgroup. Bootstrap value is given in the branching region. Bar = 5%. 

 

مهمی در زندگی میزبانشان  کنند و بنابراین نقشمحافظت می

 & Malinowski et al., 2005; Malinowski)کنند ایفا می

Belesky, 2006; Tintjer & Rudgers, 2006).  تاکنون

گیاه ثابت شده اما  های هم زیست باوجود این میکروارگانیسم

 24ها ناشناخته مانده است. در این پژوهش تنوع و توزیع آن

ای سویه اندوفیت مختلف از انواع گیاهان تک لپه، دولپه و دولپه

نو جداسازی شدند. برای این منظور از سه روش جداسازی 

ها سختی استریل کردن استفاده شد. علت مقایسه این روش

فیت دارای اسپور های اپیخی باکتریسطح گیاه است، زیرا بر

استریل کننده  درونی بوده و بنابراین نسبت به مواد شیمیایی

مقاوم هستند. همچنین از آنجایی که رشد  مانند آب ژاول

به  درون گیاههای اندوفیت به دلیل انتقال باکتری از باکتری

های سطحی محیط کشت زمان بیشتری به نسبت رشد باکتری

فیت به سرعت رشد کرده و سطح های اپیدارد، باکتری گیاه نیاز

فیت از اندوفیت غیر ممکن پوشانند و تشخیص اپیپلیت را می

فیت های اپیشود. در نتیجه یافتن روشی بهینه که باکتریمی

های اندوفیت آسیبی دارای اسپور را از بین ببرد، اما به باکتری

ه ر است. با توجه به نتایج بسزایی برخورداه وارد نکند، از اهمیت ب

ترین میزان جداسازی اندوفیت را به دست آمده روش اول بیش

. همچنین علت به کارگیری روش (2)شکل  خود اختصاص داد

ست و دومین رتبه در ا ابداعیها و تر از بقیه روشدوم که طولانی

ها را به خود اختصاص داده است، از بین بردن جداسازی اندوفیت

مرحله از مراحل سه گانه این روش،  ایی است که در هراسپوره

کنند. در واقع این روش همانند روش تازه رویش می

مانند آب  تندالیزاسیون است، اما به جای حرارت از مواد شیمیایی

که جداسازی اندوفیت . با توجه به ایناستفاده شده است ژاول

های اپی فیتدارد و  فیتهای اپیبستگی به حذف کامل باکتری

روند، این روش توانست در دارای اندوسپور به سختی از بین می

های دیگر از خود آزمایشات کنترل نتیجه بهتری نسبت به روش

هایی که به نشان دهد. به طور مثال در روش اول تعداد نمونه

ها در آزمایش کنترل کنار دلیل استریل نشدن سطحی بافت

تنها دوم درصد بودند. اما در روش  70حدود  ،شدندگذاشته می

 ها به علت آلودگی کنار گذاشته شدند. درصد از نمونه 10

از  های اندوفیتیدست آمده، بیشتر سویهه بر اساس نتایج ب   

 (.3)شکل  ها جداسازی شدندبرگ گیاهان و سپس از ریشه آن

ام ها انجمنظور جداسازی اندوفیت به دیگری نیز که در گزارش

 ترین میزان جداسازی مربوطه به اندام برگه است، بیشگرفت

همچنین در  .(et al Bloemberg., 2006گیاهان است )

پس از های اندوفیتی از ریشه و سترین سویهبیش ای دیگرمطالعه

. (De Almeida Lopes, 2018) ساقه و برگ جداسازی شدند

، وددر مطالعه دیگری که برروی درختان مانگرو انجام شده ب

س های اندوفیت از برگ و سپترین میزان جداسازی باکتریبیش

همچنین در (. Ntabo et al., 2018از ریشه جداسازی شدند )

 های اندوفیت از گیاهانترین میزان باکتریاین تحقیق بیش

ده پیش از این هم مشاهای جداسازی شدند که این نتیجه دولپه

 .(Arnold & Engelbrecht, 2007شده بود )
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فیت های اندوهای تولید شده از باکتریاز آنجایی که آنزیم   

ه ش بعملکردی بسیار حائز اهمیت در گیاهان دارند، در این پژوه

های اندوفیت بررسی تولید چند آنزیم هیدرولازی در باکتری

ر دترین میزان تولید آنزیمی پرداخته شد. در این پژوهش بیش

ین ا. همچنین (4)شکل  پروتئاز بودهای اندوفیت، آنزیم باکتری

ر دهای بررسی شده، توزیع بیشتری آنزیم به نسبت سایر آنزیم

یزان های بعدی مربوط به مهای اندوفیت داشت. رتبهبین باکتری

ز و ایلاناها، متعلق به آنزیم زدر بین اندوفیتتولید آنزیم توزیع 

های مسپس کتیناز بود. در مطالعات سایرین به ترتیب آنزی

ی هایترین تولید را در باکترسلولاز، پروتئاز و زایلاناز بیش

 .(Berg et al., 2004) اندوفیت به خود اختصاص دادند

 ترین تولید آنزیمی مربوط بهشدیگری بی همچنین در مطالعه

 هایتانو  آنزیم سلولاز و آمیلاز و در درجه دوم پکتیناز و پروتئاز

 در مطالعه دیگری. (Ntabo et al., 2018) آنزیم کیتیناز بود

ا را هدر میان اندوفیتترین تولید آنزیم آمیلاز و سلولاز بیش

 تقرار گرف در رتبه بعدیآنزیم کیتیناز سپس تولید و داشتند 

(Joshi et al., 2018) . 
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