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Abstract 

Objectives: alfalfa with the scientific name Medicago sativa is the most important 

fodder plant in Iran and many parts of the world. This plant is known as the queen of 

fodder plants due to its high nutritional value and the possibility of planting in different 

climates. The aim of the current research is to isolate and identify endophytic bacteria 

from alfalfa roots and investigate their antagonistic effects on human pathogenic 

bacteria. 

Materials and methods: The sterilized alfalfa root pieces, after being crushed, 

were cultured in Tyoglycollate Broth and Muller Hinton Broth liquid culture media for 

enrichment. After liquid cultures, culture was done on Muller Hinton agar, eosin 

methylene blue and McConkey agar. Endophytic bacteria were identified by gram 

staining method and biochemical tests. The antagonistic activity of isolated bacteria 

was investigated by steric crossing and bilayer methods. From the bacteria with 

antagonistic effects, DNA extraction was performed and with the use of universal 

primer, 16SrRNA gene was amplified. The PCR product was sequenced and a 

phylogeny tree was drawn. 

Findings: The results showed that alfalfa endophyte bacteria had antagonistic 

activity and finally, two endophytes were investigated in terms of molecular identity, 

which belonged to Enterobacter and Pseudomonas genera. 

Conclusions: Based on the results, endophytic bacteria have a great diversity and 

significant antibacterial effects. 

 

Keywords: Endophyte, Antibacterial properties, Endophytic bacteria, Alfalfa 

plant, Human pathogens. 

                                                           
1. Received: 2022/04/03 ; Received in revised form: 2022/05/08 ; Accepted: 2022/06/14 ; Published 

online: 2022/09/23 

 © the authors Publisher: Qom Islamic Azad University 

http://sjoapb.journal.qom-iau.ac.ir 



 2402، 47شماره ، 21دوره ، بیولوژی کاربردی 11

 

 

 
 پژوهشیمقاله 

 های اندوفیت از ریشه گیاه یونجه جداسازی و شناسایی باکتری

1های انسانی اثرات ضد میکروبی آنها بر پاتوژن و بررسی
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  چکیده

ای در ایران و بسیاری از نقاط جهان  ترین گیاه علوفه مهم Medicago sativaیونجه با نام علمی  هدف:

ای  های مختلف، به ملکه گیاهان علوفه است. این گیاه به دلیل داشتن ارزش غذایی بالا و امکان کاشت در اقلیم

های اندوفیت از ریشه گیاه یونجه و بررسی  مشهور است. هدف پژوهش حاضر جداسازی و شناسایی باکتری

 زای انسانی است. های بیماری گونیستی آنها بر باکتریاثرات آنتا

های کشت مایع  های ریشه ضدعفونی شده گیاه یونجه پس از له شدن در محیط قطعه ها: مواد و روش

های مایع، بر روی  سازی، کشت داده شدند. پس از کشت تایوگلی کولات براث و مولر هینتون براث، جهت غنی

های اندوفیت  آگار، ائوزین متیلن بلو و مک کانکی آگار کشت انجام شد. باکتریهای کشت مولر هینتون  محیط

 های های بیوشیمیایی، مورد شناسایی قرار گرفتند. فعالیت آنتاگونیستی باکتری آمیزی گرم و تست با روش رنگ

نتاگونیستی، های دارای اثرات آ ای بررسی گردید. از باکتری های استریک متقاطع و دولایه جدا شده به روش

صورت پذیرفت. محصول  SrRNA66انجام شد و با کاربرد پرایمر یونیورسال، تکثیر ژن  DNAاستخراج 

PCR .تعیین توالی شده و درخت فیلوژنی رسم گردید 

های اندوفیت یونجه دارای فعالیت آنتاگونیستی بودند و در نهایت دو اندوفیت  نتایج نشان داد باکتری ها: یافته

 .های انتروباکتر و سودوموناس بودند هویت مولکولی مورد بررسی قرار گرفتند که متعلق به جنساز لحاظ 

 های اندوفیت دارای تنوع زیاد و اثرات قابل توجه ضد باکتریایی براساس نتایج حاصل، باکتری گیری: نتیجه

 باشند.  می

 های انسانی. گیاه یونجه، پاتوژنهای اندوفیت، اندوفیت، خواص ضد باکتریایی، باکتری: ها کلیدواژه
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 . مقدمه1

ها( هستند كه با  ها یا اكتینومیست ها، قارچ هایی )شامل: باكتری ها میکروارگانیسم اندوفیت
ای شامل ارتباط همزیستی متقابل و آنتاگونیسمی، به صورت بین سلولی  داشتن تعاملات پیچیده

ند و به عنوان اجزای ضروری شبکه میکروبی كن های گیاهی زندگی می و/یا درون سلولی در بافت
و از   های گیاهی پراكنده شده های اندوفیت در اكثر گونه رسد باكتری (. به نظر می1گیاهی هستند )

(. برخی از 2اند ) ها جدا شده ها و دانه ها، میوه ها و تعداد كمی از گل ها و ساقه ها، برگ ریشه
، .Enterobacter sp. ،Colletotrichum spهای  جنس های معمول یافت شده متعلق به اندوفیت

Phomopsis sp. ،Phyllosticta sp.، Cladosporium sp.  و غیره هستند. جمعیت اندوفیت به
(. فعل و انفعالات 3گیرد ) شدت تحت تأثیر شرایط آب و هوایی و محل رشد گیاه میزبان قرار می

های ثانویه بالقوه  ر به سنتز طیف وسیعی از متابولیتهای باكتریایی منج نزدیک بین گیاه و اندوفیت
های ثانویه، از گیاهان در برابر آفات حشرات،  شود. این متابولیت های باكتریایی می توسط اندوفیت

ها  كنند. مقدار زیادی از این متابولیت خواران محافظت می زا و همچنین گیاه موجودات بیماری
(. اخیرا  بسیاری از 5د، بلکه برای انسان نیز اهمیت اقتصادی دارند )تنها برای گیاهان مفید هستن نه

های بیولوژیکی مانند  ای از فعالیت اند كه دارای طیف گسترده های اندوفیتی شناخته شده متابولیت
(. علاوه بر 4اكسیدان و غیره هستند ) بیوتیک، ضد ویروس، ضد سرطان، ضد التهاب، آنتی آنتی

ها ممکن است سمیّت سلولی را نسبت به  های ساخته شده توسط اندوفیت این، آنتی بیوتیک
كند.  های بالاتر كاهش دهند؛ زیرا خود گیاه به عنوان یک سیستم انتخاب طبیعی عمل می ارگانیسم

بنابراین، این یک پتانسیل بزرگ برای غربال كردن مواد ضد میکروبی جدید، بسیار فعال و با سمّیت 
(. آنها همچنین نقش مهمی در صنایع غذایی، تجزیه زیستی و زیست 2است ) ها كم از اندوفیت
كنند، برای ما نسبتا   ها ترشح می (. بسیاری از مواد فعال بیولوژیکی كه اندوفیت9پالایی دارند )

ها روی بسیاری از  جدید هستند. اثر مهاركنندگی محصولات طبیعی جدا شده از اندوفیت
ها  ها و تک یاخته ها، ویروس ها، قارچ زای انسانی از جمله باكتری ریهای بیما میکروارگانیسم

های  (. جستجوی نیچ8مشاهده شده است كه این مسئله امروزه یک حوزه تحقیقاتی گسترده است )
های  های اندوفیت مفید با فعالیت آنتاگونیستی در برابر پاتوژن جدید برای میکروارگانیسم

تواند یک حوزه فعال برای تحقیقات آینده باشد  های گیاهی می پاتوژن های عفونی انسانی و بیماری
های داروسازی از رویکرد اتنوبوتانیکی برای دستیابی به  (. اخیرا  بسیاری از محققان و شركت4)
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 های اندوفیت (. محققان مختلف جداسازی باكتری7كنند ) ها استفاده می داروهای جدید از اندوفیت
یکی از گیاهان  (.10اند ) های مختلف گزارش كرده لف موجود در اكوسیستمرا از گیاهان مخت

 باشد. دارویی كه دارای ارزش غذایی و دارویی بالایی است، یونجه می
ای در ایران و بسیاری از نقاط جهان  ترین گیاه علوفه مهم Medicago sativaیونجه با نام علمی 

تر متعدد مانند مقاومت به سرما، تحمل نمک، سازگاری های بر (. این گیاه به دلیل ویژگی11است )
های خوب، مقاومت در برابر برش مکرر، ماندگاری خوب،  گسترده، عملکرد بالا، كیفیت علف

ترین سطح زیركشت در جهان را دارد. بنابراین،  بهبود خاک و سود اقتصادی، در حال حاضر بزرگ
ن گیاه از دیرباز به طور سنّتی در اختلالات گوارشی (. ای12ای مشهور است ) به ملکه نباتات علوفه

ها مانند دیابت، التهاب، عفونت میکروبی،  و سیستم عصبی مركزی و برای درمان سایر بیماری
رغم اینکه  (. علی13گیرد ) های صفراوی و اختلالات كلیوی مورد استفاده قرار می آسم، سنگ

ه قرار گرفته است، اطلاعات محدودی در مورد ارزش غذایی یونجه به طور گسترده مورد مطالع
های یونجه و  های یونجه وجود دارد. تاكنون تحقیقاتی در مورد اثر بازدارندگی اندوفیت اندوفیت

زای )باكتریایی و قارچی( گیاهی انجام شده است، اما در ایران  گیاهان مختلف بر عوامل بیماری
های انسانی یافت نشد  های یونجه بر پاتوژن ندوفیتتحقیق و گزارشی مبنی بر اثر آنتاگونیستی ا

های اندوفیت از ریشه گیاه یونجه و  است. هدف پژوهش حاضر جداسازی و شناسایی باكتری
 زای انسانی است. های بیماری بررسی اثرات آنتاگونیستی آنها بر باكتری

 . مواد و روش کار2

 -طور تصادفی از مزارع واقع در جاده سیرجان به 1501در بهار سال  1های تازه از گیاه یونجه نمونه
دانشگاه آزاد اسلامی واحد  یها به آزمایشگاه میکروبیولوژ آوری شد و بلافاصله نمونه بافت جمع

های  شناسی تأیید شد. ابتدا ریشه جنس و گونه این گیاه به وسیلۀ بخش گیاه .سیرجان منتقل شدند
جدا شده گیاه كاملا  با آب مقطر شستشو شدند، سپس تحت شرایط استریل به ترتیب در نرمال 

 4دقیقه و مجددا  در نرمال سالین به مدت  2درصد به مدت  90دقیقه، اتانول  4سالین به مدت 
ها به  اندوفیت، ریشه یها یباكتر یجداساز یكردن قرار داده شدند. برادقیقه جهت ضد عفونی 

 وسیلۀ تیغ اسکالپل در پلیت استریل خرد شدند.

                                                           
1. Medicago sativa 
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های اندوفیت ریشه یونجه مورد استفاده قرار  هایی كه به منظور جداسازی باكتری محیط كشت
محیط مولر هینتون  گرفتند، عبارتند از محیط تایوگلی كولات براث، محیط مولر هینتون براث،

گار. محیط كشت گار، محیط ائوزین متیلن بلو و محیط مک كانکی آ های تایوگلی كولات براث  آ
ساعت  25درجه سانتیگراد به مدت  30حاوی ریشه گیاه یونجه درون انکوباتور شیکردار با دمای 

قرار گرفت. پس از  ها درون لوله مورد بررسی های باكتری قرار گرفتند. بعد از یک روز، رشد كلنی
های  مشاهده نتیجه مثبت از كشت مایع، كشت خالص به روش استریک )سه شعله( بر روی محیط

گار انجام شد. مورفولوژ گار، ائوزین متیلن بلو و مک كانکی آ  یمولر هینتون براث، مولر هینتون آ
ت شدند. اندوفیت از نظر شکل، رنگ و اندازه مشاهده و ثب یها یباكتر ۀكلنی خالص شد

 بیوشیمیایی، یها گرم و آزمایش یآمیز كاتالاز و اكسیداز، رنگ یها آزمایش یباكتریایی برا یها جدایه
 تجزیه و تحلیل شدند.
و اشریشیا كلی  ATCC 27853سودوموناس آئروژینوزا  ،ATCC11778 باسیلوس سرئوس

ATCC 25922  به عنوان سویه استاندارد از مركز پژوهشی دانشگاه آزاد اسلامی واحد كرمان
 تهیه شده انجام شد.  یها تأیید سویه یدریافت شدند. آزمایشات بیوشیمیایی و مورفولوژیکی برا

 های اندوفیت . بررسی خواص آنتاگونیستی جدایه3

 ای . روش دو لایه3-1

های اندوفیت جدا شده،  هیه شد. از هر یک از باكتریمک فارلند ت 4/0از هر پاتوژن، غلظت 
گار به صورت نقطه ای با نیدل استریل كشت داده شد و  یک كلنی بر روی محیط مولر هینتون آ

ساعت، رشد  25بعد از  ساعت قرار داده شدند. 25درجه سانتیگراد به مدت  30درون انکوباتور
سی سی از  1/0ابی قرار گرفتند. در مرحله بعد ها مورد ارزی های باكتریایی بر روی محیط كلنی

مک فارلند رسیده بودند، با سمپلر استریل برداشته شد و به محیط  4/0ها كه به غلظت  پاتوژن
ها توسط ورتکس مخلوط شدند تا نمونه  درصد اضافه شدند. محیط 9/0نوترینت براث نیمه جامد 

خلوط شدن، با آرامی در سطح محیط، بر روی باكتری با محیط كاملا  ممزوج گردیده و بعد از م
های اندوفیت ریخته شدند. در نهایت پس از پخش یکنواخت محیط  های حاوی باكتری پلیت

ساعت قرار گرفتند.  25درجه سانتیگراد به مدت  30ها در انکوباتور  حاوی باكتری و انعقاد، پلیت
گیری هاله شفاف و عدم  با اندازه بعد از مدت زمان طی شده، فعالیت ضد میکروبی هر باكتری

 گیری قرار گرفت. رشد اطراف هر كلنی باكتری مورد بررسی و اندازه
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 . روش چمنی3-2

های  مک فارلند تهیه شد. سپس به كمک سوآپ استریل از پاتوژن 4/0ها، غلظت  از پاتوژن
گار به صورت خطوط رفت و برگشت كشت یک نواخت انجام رشد یافته بر روی محیط مولر هینتون آ

بار دیگر عمل كشت انجام گردید، به طوری  2درجه چرخانده و  20شد و محیط را تقریبا  با زاویه 
های اندوفیت  كه كل سطح پلیت آغشته به پاتوژن گردید. سپس با سوآپ استریل از كلنی باكتری

ها در  پس پلیتای مستقیما  بر روی كشت یکنواخت قرار داده شد. س برداشته شد و به صورت نقطه
ساعت قرار گرفتند. بعد از مدت زمان طی شده،  25درجه سانتیگراد به مدت  30انکوباتور 

گیری هاله شفاف و عدم رشد اطراف هر كلنی باكتری  فعالیت ضد میکروبی هر باكتری با اندازه
 گیری قرار گرفت. مورد بررسی و اندازه

 . روش تست متقاطع 3-3

گار در  ابتدا كلنی باكتری برای ارزیابی این تست، های اندوفیت بر روی محیط مولر هینتون آ
 25درجه سانتیگراد به مدت  30امتداد قطر پلیت كشت قطور داده شدند. سپس در انکوباتور 

های پاتوژن درون محیط مولر هینتون براث كشت داده شده و  ساعت قرار داده شدند. سپس باكتری
ساعته، غلظت  25درجه سانتیگراد قرار گرفتند. پس از رشد  30 ساعت در انکوباتور 25به مدت 

ها به صورت عمود بر رشد  ها تهیه شد. بعد از زمان طی شده، پاتوژن مک فارلند از پاتوژن 4/0
 30ساعت در انکوباتور  25ها بر روی پلیت، كشت نازک داده شدند و مجددا  به مدت  اندوفیت

 د از مدت زمان طی شده، فعالیت ضد میکروبی هر باكتری اندوفیتدرجه سانتیگراد قرار گرفتند. بع
باكتریایی  یها مورد بررسی قرار گرفت. جهت شناسایی سویه برتر با خاصیت آنتاگونیستی، جدایه

بیوشیمیایی مورد بررسی قرار  یها گرم و آزمایش یآمیز كاتالاز و اكسیداز، رنگ یها آزمایش یبرا
 گرفتند.

 آزمایشات مولکولی. انجام 4

های  های اندوفیت ریشه یونجه كه دارای خواص آنتاگونیستی بر پاتوژن استخراج ژنوم باكتری
شناسی  در آزمایشگاه میکروب DN 8115Cانسانی داشتند، با استفاده از كیت سینا ژن با شماره 

 دانشگاه آزاد اسلامی واحد سیرجان انجام شد. 
( آماده گردید. پس از افزودن اجزای 1خلوط اصلی طبق جدول )ابتدا م PCRانجام واكنش  یبرا
PCR ها در دستگاه ترموسایکلر با برنامه دمایی و زمانی زیر قرار داده شد:  ها، تیوپ و آماده شدن نمونه

درجه سانتیگراد به  75دقیقه، واسرشت ثانویه دمای  4درجه سانتیگراد به مدت  74واسرشت اولیه 
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 92ثانیه و گسترش اولیه دمای  54درجه سانتیگراد به مدت  20ل پرایمر دمای ثانیه، اتصا 3مدت 
دقیقه صورت  4درجه سانتیگراد به مدت  92دقیقه. مرحله نهایی در دمای  1درجه سانتیگراد به مدت 
ساخته شده توسط شركت  یاختصاص یاز آغازگرها PCRانجام واكنش  یگرفت. در این تحقیق برا

 ( ارائه شده است.2استفاده شده در جدول ) یآغازگرها یتوال. دناژن استفاده شیس

 PCR کار رفته در واکنش مقادیر مواد به -1جدول 

 (ml)حجم   pcrمخلوط

PCR buffer 5/2  

dNTP 5/0  

Forward primer 1 

Reverse primer 1 

Taq polymerase 2/0  

Mgcl2 solution 55/0  

DNA 2 

dH2o 15 

Total 25 

 S rRNA 16ر ژنیتکث یاستفاده شده برا یآغازگرها -2 جدول

 (11ونجه )یجدا شده از  ییایباکتر یها هیجدا ییو شناسا

 
گارز  PCRبرای بررسی محصول  درصد كه با بافر  1تکثیر شده از الکتروفورز بر روی ژل آ

TBE روفورز، ژل در آمیزی شده بود، استفاده شد. پس از پایان مرحله الکت ساخته و با سایبر رنگ
 تصویربرداری شده و مورد بررسی قرار گرفت. Documentation GEL - UVITECدستگاه 

 . تجزیه و تحلیل بیوانفورماتیکی5

افزار كروماس  ها، با فرمت الکتروگرام كروماس، با استفاده از نرم نتایج تعیین ترادف اندوفیت
های باكتریایی موجود در  با سایر توالیمورد بررسی قرار گرفت. سپس توالی نهایی  1451ورژن 

مورد استفاده  MEGA 5.1مقایسه شد. برای ترسیم درخت فیلوژنیکی، برنامه  1بانک جهانی ژن
                                                           

1. NCBI Gen bank 
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 قرار گرفت.

 . نتایج6

باكتری  21ونجه، در مجموع تعداد یت باكتریایی ریشه یاندوف یها هیافتن جدایبه منظور 
 (.1گذاری شدند )شکل  نام Enمختلف اندوفیت ایزوله و به نام 

 
 های اندوفیت به روش کشت سه شعله رشد باکتری -1شکل 

ائوزین متیلن بلو و مک  محیط یمتفاوتی رو یها یت كه كلنیه اندوفیجدا 21 نینده از بینما 7
استفاده شدند. براساس  یو مولکول یپی، فنوتییایمیوشیب یها آزمون یكانکی داشتند، انتخاب و برا

 Pseudomonas sp تیاندوف یها ، اغلب جنسیکیو مورفولوژ یکیولوژیزی، فییایمیوشیب یها آزمون
 تشخیص داده شد.  Enterobacter sp. و

های اندوفیت جدا شده،  های پاتوژن مورد بررسی نسبت به مواد ترشحی باكتری باكتری
باكتری دارای اثر ضد میکروبی بودند كه در اطراف  2باكتری، 7حساسیت نشان دادند و از بین 

 اندوفیت، هاله عدم رشد دیده شد.

 ها نتایج حاصل از اثر آنتاگونیستی اندوفیت -3جدول 

 دهد( )اعداد جدول قطر هاله ممانعت از رشد را برحسب میلی متر نشان می

 اشرشیا کلی سودوموناس آئروژینوزا استرپتوکوکوس پیوژنتز
 پاتوژن

 اندوفیت

15 22 15 En1 

5 20 20 En7 
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 های اندوفیت گیاه یونجه به روش تست متقاطع خاصیت آنتاگونیستی جدایه -2شکل 

 PCR. نتیجه 6-1

موجب تشکیل  SrRNA12ای پلی مراز با آغازگر یونیورسال تکثیر ژن  انجام واكنش زنجیره
گارز شد. En7و  En1های  جفت باز از جدایه1400باندهایی تقریبا  به اندازه   روی ژل آ

 
 با آغازگر عمومی. از سمت چپ به راست: PCRنتیجه  -3شکل 

 En7نمونه  ،En1مارکر، کنترل مثبت، نمونه 

 . رسم درخت فیلوژنیک6-2

افزار  از نرم En7و  En1یابی برای بررسی ساختار فیلوژنیک، دو جدایه  بعد از تکثیر و توالی
MEGA 5.1 های باكتریایی موجود در بانک  استفاده شد. پس از مقایسه توالی نهایی با سایر توالی
 Enterobacter sp.LHC76مربوط به  En1( مشخص گردید كه جدایه NCBI Gen bankجهانی ژن )

 بود. Pseudomonas sp. B10مربوط به  En7و جدایه 
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 ماره یکدرخت فیلوژنتیکی مربوط به باکتری اندوفیت ش -4شکل 

 
 درخت فیلوژنتیکی مربوط به باکتری اندوفیت شماره هفت -5شکل 

 . بحث7

ها به عنوان عوامل كنترل زیستی شده است. به طور  های اخیر توجه زیادی به اندوفیت در سال
شوند؛ زیرا ممکن  های جدا شده از گیاهان عمدتا  برای اهداف درمانی استفاده می كلی، اندوفیت

یاری از تركیبات شیمیایی فعال زیستی باشند و با خاصیت آنتی باكتریال، نقش است حاوی بس
(. چندین مطالعه نشان داده است كه طیف 4كنند ) های درمانی ایفا می ای در فعالیت عمده
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های گیاهی مانند برگ، ساقه و ریشه جدا  توان از قسمت های اندوفیت را می ای از باكتری گسترده
های اندوفیت از ریشه گیاه یونجه جداسازی شد كه در مجموع  تحقیق باكتری(. در این 2كرد )
و  یکیولوژیزی، فییایمیوشیب یها باكتری مختلف اندوفیت ایزوله شدند. براساس آزمون 21تعداد 

تشخیص  Enterobacter spو . Pseudomonas sp یها اغلب آنها به عنوان جنس یکیمورفولوژ
های قارچی گیاهان مختلف انجام  داده شدند. تاكنون مطالعات گوناگونی جهت بررسی اندوفیت

های اندوفیت مورد بررسی قرار نگرفتند؛ زیرا این  (. اما برای این آزمایش قارچ13شده است )
 های اندوفیت انجام شد. تحقیق با هدف بررسی فعالیت ضد میکروبی باكتری

 های اندوفیت را در گیاهان دارویی مورد در گذشته، تنوع باكتری های متعددی گزارش
ای نشان داده شد كه جامعه باكتریایی اندوفیت جدا شده از گیاه  مطالعه قرار دادند. در مطالعه

Plectranthus tenuiflorus  شاملPaenibacillus sp. ،Bacillus megaterium  وPseudomonas sp. 
 های اسینتوباكتر، باسیلوس و سودوموناس به عنوان اندوفیت گذشته باكتری (. همچنین در15بودند )

، Bacillus pumilus، Bacillus subtilisاند، در حالی كه  در گیاه دارویی اكیناسه شناسایی شده
Bacillus megaterium، Pseudomonas mendocina به عنوان اندوفیت از ریشه گیاه 

 در گیاه Bacillus licheniformis(. 14جدا شدند ) Chlorophytum borivilianumدارویی 
Jacaranda decurrens ( 12شناسایی شده است.) 

ای به  تحقیقات مختلف نشان داده است كه جمعیت اندوفیت از گیاهی به گیاه دیگر و از گونه
بلکه با تغییر ای به منطقه دیگر متفاوت است،  تنها از منطقه گونه دیگر متفاوت است. در یک گونه نه

دهد كه  های قبلی نشان می (. گزارش13شرایط آب و هوایی همان منطقه نیز متفاوت است )
كنند، كمتر از سطح متوسط  های اندوفیت در گیاهان وحشی كه در بیابان رشد می جمعیت باكتری

 در (. تفاوت اصلی نتایج این تحقیق با تحقیقات قبلی19ها در گیاهان زراعی است ) اندوفیت
 باشد. همچنین كلید اصلی موفقیت در جداسازی و مطالعه  آوری آن می نوع گیاه و محل جمع

 های اندوفیت جدا شده نیز ها، اطمینان از استریل بودن سطح گیاه است. تنوع باكتری اندوفیت
های جداسازی وابسته بود. گزارش شده است كه میزان استفاده از مواد  تا حد زیادی به روش

(. 18گذارد ) های جدا شده تأثیر می كننده و روش استریلیزاسیون بر تنوع اندوفیت ونیضدعف
(. در تحقیق 8باشند ) های اندوفیت یکی از منابع بالقوه واجد تركیبات ضد باكتریایی می باكتری

محیط ائوزین متیلن بلو و  یمتفاوتی رو یها یجدایه كه كلن 7ت، یه اندوفیجدا 21ن یحاضر از ب
مک كانکی داشتند، انتخاب و برای بررسی اثر آنتاگونیسیتی علیه چهار باكتری پاتوژن اشرشیا كلی، 
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و استرپتوكوكوس پیوژنز در سطح آزمایشگاه بررسی شدند كه توانایی  سودوموناس آئروژینوزا
 اطع و چمنی به اثبات رسید. ها با استفاده از روش كشت دولایه و متق آنتاگونیستی این جدایه

فعالیت آنتاگونیستی گزارش شده در مطالعه حاضر ممکن است به دلیل وجود تركیبات فعال 
ها باشد. توانایی ایجاد هاله بازدارندگی به علت مکانیسم آنتی بیوز این  زیستی موجود در اندوفیت

ها هستند كه با اثر  ها و آنتی بیوتیک یمترین تركیبات دخیل در آنتی بیوز آنز ها بوده و از مهم اندوفیت
(. قابل ذكر است كه تاكنون 2كنند ) های پاتوژن از رشد آنها جلوگیری می بر روی دیواره باكتری

های اندوفیت مورد استفاده در این آزمایش توسط محققین دیگر برای كنترل  كدام از باكتری هیچ
ته و نتایج به دست آمده در این تحقیق با نتایج حاصل زا مورد استفاده قرار نگرف های بیماری پاتوژن

 های متفاوت مقایسه شد. از بکارگیری گونه
Ashitha ( با مطالعه2017و همکاران ،)  ها از یک گیاه دارویی سنتی در نیلاگیریکا  اندوفیت

 .Burkholderia spو  WVAT6نشان دادند كه دو اندوفیت باكتریایی كروموباكتریوم ویولاسئوم سویه 
 (.17های انسانی هستند ) دارای خاصیت ضد باكتریایی در برابر پاتوژن WYATسویه 

Ei Mon Myo ( فعالیت آنتاگونیستی اندوفیت2020و همکاران )  های باكتریایی گیاهان
 Catharanthus roseusدارویی میانمار را مورد بررسی قرار دادند. آنها عنوان كردند كه یک اندوفیت از 

تنها  نه Boscia variabilis Collett & Hemsl. (Capparaceae)جدایه باكتری ایزوله شده از  و دو
زای انسانی بودند، بلکه فعالیت ضد  های بیماری دارای فعالیت ضد باكتریایی نسبت به باكتری

 (.20زای گیاهی نیز داشتند ) های بیماری قارچی در برابر قارچ
El-Deeb های اندوفیت های مفید میکروارگانیسم ای تنوع و ویژگی و همکاران در مطالعه 

را بررسی كردند. نتایج تحقیق نشان داد كه از بین  Plectranthus tenuiflorusدر گیاه دارویی 
هایی كه فعالیت آنزیمی خارج سلولی از خود نشان دادند،  های جدا شده، بیشترین جدایه اندوفیت

توجهی علیه  های ضد میکروبی قابل ها فعالیت ندوفیتمتعلق به جنس باسیلوس بود. این ا
زای انسانی )استافیلوكوكوس اورئوس، اشرشیاكلی، كلبسیلا پنومونیه،  های بیماری میکروارگانیسم

گالاكتیه، پروتئوس میرابیلیس و كاندیدا آلبیکنس( نشان دادند )  (.15استرپتوكوكوس آ
Arora  وKaur های  اثرات ضد میکروبی اندوفیتMoringa oleifera  را بر روی چندین

 (.21میکروارگانیسم بررسی كردند و استافیلوكوكوس اورئوس به اكثر آنها حساسیت نشان داد )
ها بسیار مشکل است. از  مقایسه نتایج گزارش شده در مورد خواص ضد میکربی اندوفیت
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های  اوت سویههای بررسی خاصیت ضد میکربی و تف توان به تفاوت در روش دلایل آن می
هایی تولید  بیوتیک های اندوفیت آنتی میکروبی كار شده اشاره كرد. قبلا  گزارش شده بود كه باكتری

توانند  ها می زای انسانی عمل كنند. بنابراین، اندوفیت های بیماری توانند علیه باكتری كنند كه می می
های اخیر در بیوتکنولوژی،  پیشرفت (. با7ها باشند ) منبع خوبی برای تولید صنعتی آنتی بیوتیک

شود كه شامل مطالعات متاژنومیک،  ها انجام می مطالعات بیشتری در سطح مولکولی با اندوفیت
سازی مولکولی و مطالعات بیان ژنتیکی است. با توسعه  استفاده از نشانگرهای مولکولی، شبیه

ها به طور  ی میکروارگانیسمبرای شناسای DNAشناسی مولکولی، تجزیه و تحلیل توالی  زیست
 SrRNA 12( كه در این تحقیق از آغازگر یونیورسال برای تکثیر ژن 13) شود ای استفاده می گسترده

های مولکولی منبع ارزشمندی از شواهد برای حل و فصل  استفاده شد. ثابت شده است كه بررسی
(. در مطالعه حاضر بعد از 15است ) ها ها یا گونه تر، مانند جنس روابط فیلوژنتیکی در سطوح پایین

 MEGA 5.1افزار  از نرم En7و  En1یابی برای بررسی ساختار فیلوژنیک دو جدایه  تکثیر و توالی
های باكتریایی موجود در بانک جهانی ژن  استفاده شد. پس از مقایسه توالی نهایی با سایر توالی

مربوط به  En7و جدایه  Enterobacter sp.LHC76مربوط به  En1مشخص گردید كه جدایه 
Pseudomonas sp. B10  بود. با توجه به مصرف گسترده گیاهان دارویی و رویکرد جدید علم

پزشکی به طب سنّتی و نظر به اثرات مضر و جانبی داروها و تركیبات شیمیایی و پیدایش 
ر با اهداف ای در داخل و خارج از كشو های دارویی، امروز شاهد تحقیقات گسترده مقاومت

(. تمام مشاهدات در این مطالعه نشان داد كه گیاه یونجه 8باشیم ) مختلف بر گیاهان دارویی می
تواند تركیبات فعال زیستی با خواص ضد  های باكتریایی متعددی است كه می منبع اندوفیت

وی نسبت های اندوفیت جدا شده، فعالیت ضد میکروبی ق باكتریایی تولید كند. در نتیجه، باكتری
توان از آنها در پزشکی و كشاورزی نیز استفاده كرد. در  زا نشان دادند و می های بیماری به میکروب

شناسی  تر جداسازی و شناسایی و ابزارهای فعلی زیست های ساده های اخیر به لطف روش سال
دوفیت دیده های ان مولکولی، علاقه زیادی در میان محققان در مطالعات پیرامون میکروارگانیسم

شده است. بسیاری از تركیبات زیست فعال مفید برای داروسازی، محیط زیست، كشاورزی و 
شوند. به دلیل اهمیت زیاد آنها برای گیاهان/انسان/محیط  ها تولید می صنایع، توسط اندوفیت

و برداری بسیار از آنها برای تركیبات جدیدتر  زیست، در حال حاضر دانشمندان شروع به بهره
 اند.  های جدیدتر برای محیط زیست و انسان كرده نقش
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 گیری  . نتیجه8

ها به  ها و ترشحات آنها برای پیشگیری از بیماری كنترل بیولوژیکی یا استفاده از میکروارگانیسم
های شیمیایی تبدیل شده است. استفاده  ای به روش بدون اثرات مضرّ جایگزین كنترل طور فزاینده

وآورانه بیوتکنولوژیکی، به تقویت درک فعل و انفعالات گیاه و اندوفیت، تولید تركیبات از ابزارهای ن
كند. با در نظر  زیست فعال جدید، افزایش رشد در گیاهان و بهبود فعالیت كنترل زیستی كمک می

ها یک موهبت بوده و به چندین روش ممکن تأثیر خوبی بر  گرفتن همه این موارد، قطعا  اندوفیت
 اند. هان، محیط زیست و همچنین انسان گذاشتهگیا

 . تشکر و قدردانی9

های معاونت پژوهش و فناوری دانشگاه آزاد اسلامی واحد  محققان پژوهش حاضر از همکاری
 شناسی، كمال تشکر را دارند. سیرجان و همکاران بخش آزمایشگاه میکروب

  



 11   های اندوفیت از ریشه... جداسازی و شناسایی باکتری
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