
1400/  2شماره /  9جلد / شناسی خاك زیست علمینشریه   

 

 
   متیلوباکتریومو مکان جغرافیایی بر روي فراوانی باکتري اندوفیت گیاه اثر ژنوتیپ 

 فرنگی توت رقمدو  میوه در
  

  محمد ناجیو  ، بهروز حریقی1نژاد محمد اختري، بهمن بهرام
  akhtari.m92@gmail.com ؛آموخته ارشد بیوتکنولوژي کشاورزي، دانشگاه کردستان، سنندج دانش

  b.bahramnejad@uok.ac.ir ؛کنولوژي گیاهی، گروه زراعت و اصلاح نباتات، دانشکده کشاورزي، دانشگاه کردستان، سنندجدانشیار  بیوت
  b.harighi@uok.ac.ir ؛شناسی گیاهی، گروه گیاهپزشکی، دانشکده کشاورزي، دانشگاه کردستان، سنندج دانشیار بیماري

  Mohammad.naji72@gmail.com ؛ه کردستان، سنندجآموخته ارشد بیوتکنولوژي کشاورزي، دانشگا دانش

 19/3/1400: و پذیرش 23/4/98: دریافت

  
  چکیده

هاي گیاهان زندگی نموده و بر گردد که در قسمتهاي داخلی بافتمیکروارگانیسم ها اطلاق میاندوفیت به گروهی از 
در سنتز  متیلوباکتریومهاي مختلف باکتري اندوفیت  گونه. گذارندبسیاري از خصوصیات گیاه میزبان تأثیر می

  ي سازنده عطر و طعم در میوه مؤثر و فرار، همچنین در افزایش سطح تولید اجزا کاراتنوئیدها، تولید ترکیبات فنولی
این مطالعه به . باشد ها تحت تأثیر ژنوتیپ گیاه میزبان، شرایط اقلیمی و خاك می تنوع و فراوانی این باکتري. باشندمی

در . فرنگی در مناطق مختلف استان کردستان انجام شد از دو رقم توت متیلوباکتریومهاي جنس  منظور جداسازي باکتري
آوري شده از سه منطقه انگوژان، فرنگی کردستان و پاروس جمع هاي اندوفیت از میوه دو رقم توت هش باکترياین پژو

 16S rDNA  شناسایی جدایه هاي باکتري براساس تعیین توالی ژن. گاورود و نشور در استان کردستان جداسازي شدند
تکثیر و پس از تعیین  PCRبه روش  16S rDNAژن  ها،ژنومی جدایه DNAپس از استخراج منظور بدین . گردیدانجام 

هاي مرجع با استفاده از  سایر باکتري 16S rDNA هاي به دست آمده با توالی نوکلئوتیدي ژنتوالی توالی میزان شباهت
مختلف رسیدگی میوه تعیین ) مراحل(هاي  در زمان  هاي باکتريسپس جمعیت جدایه. محاسبه گردید Blastnنرم افزار 

نتایج به دست آمده نشان داد که باکتري جدا شده در هر دو رقم کردستان و پاروس متعلق به جنس . دیدگر
هاي متیلوباکتریوم در ارقام مورد مطالعه در مناطق  جمعیت باکتري. می باشد )Methylobacterium( متیلوباکتریوم

 داري از لحاظ پاروس، در هر سه منطقه برتري معنیرقم کردستان در مقایسه با رقم . مشابه از لحاظ آماري متفاوت بود

بیشترین جمعیت باکتري در هر دو رقم و در مناطق جغرافیایی مورد مطالعه در . (p< 0.05)جمعیت باکتري نشان داد 
دار  با توجه به تفاوت دو رقم گیاه از لحاظ عطر و طعم و همچنین تفاوت معنی. مرحله رسیدگی میوه محاسبه گردید

  .ها در عطر و طعم این دو رقم وجود دارد ت باکتري احتمال تأثیر این باکتريجمعی
  

  16S rDNA، کردستان پاروس،، فرنگی توتاکتري اندوفیت، ب :کلیدي هاي واژه

                                                        
 سنندج، دانشگاه کردستان، دانشکده کشاورزي، گروه زراعت و اصلاح نباتات: نویسنده مسئول، آدرس .1
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  مقدمه
از خانواده  Fragariaمتعلق به جنس  1فرنگی توت
Rosaceae  و زیر خانوادهRosoideae باشدمی .

 حاصل تلاقیامروزي  هاي کشت شدهفرنگی توت
Fragaria × ananassa ،56با عدد کروموزومی x = 8n = 

کشت و  زیرسطح ). 2019، ایگر(باشند اکتاپلوئید می 2
در حال      ً دائما  سال اخیر  35در  فرنگی توتتولید جهانی 

 فرنگی توتمیوه  ).2018سیمپسون، ( استبوده افزایش 
ر روي بهبود و است که ب ی متنوعیمتابولیت ترکیباتداراي 

منبع خوبی  فرنگی توت. حفظ سلامتی انسان تاثیر دارند
ث، آهن، پتاسیم، کلسیم، آهن و فسفر براي فیبر، ویتامین

  ).1998هینونن و همکاران، (است 
 يمفید يها باکترياندوفیت به عنوان  يها باکتري
مدت با گیاه  به طور فعال رابطه طولانی اند کهشناخته شده

ریشه، ساقه،  هاي مختلف از جمله اندام رند و درمیزبان دا
 یافتدر برخی موارد در گل و میوه  برگ، بذر، غده و

 يها باکتري. )1997هالمان و همکاران،  - کواد(شوند  می
گیاهان در برابر برخی در مقاومت     ً القا  باعث  اندوفیت

 و حتی ، شوري، کمبود مواد غذاییآبیها مانند کمتنش
هاي در اکثر گونه ها باکترياین  .شوندمی ها بعضی بیماري

 متنوعی از قبیل هايدارند و جنس وجود گیاهی
Enterobacter، Bacillus،Pseudomonas و 

Agrobacterium لودویک و همکاران، ( شوندرا شامل می
 Acetobacterمانند  اندوفیتباکتریهاي  .)2002

diazoterophic  وHerbaspirillium seropedica  با
این  کننده تامین عنوان به توانایی تثبیت نیتروژن اتمسفري

هورك و ( اند نیشکر شناخته شدهعنصر غذایی در 
 گیاه دسترس قابل یمعدن مواد شیافزا .)2002همکاران، 

 بالا سطوح در لنیات دیتول از يریجلوگ و فسفر جمله از
کري ( ه استشد گزارش ها باکتري از دسته نیا توسطنیز 

هاي اندوفیت در امروزه نقش باکتري .)2013همکاران،  و
دارویی گیاهی با ترکیبات هاي ثانویه و تولید متابولیت

 ، کالوئیـدها، اسـتروئیدها، ترپنوئیـدهاـآلله ـارزش از جم

                                                        
1  . Strawberry  

 
 

، کوئینونها، فلاونوئیدها، فنیل هـاایزوکومـارین
ثابت  فاتیکهاپروپانوئیدها، لیگنانها، پپتیدها، فنولیکها، آلی

   ).2014کومارا و همکاران، (شده است 
در  ها باکتريتحقیقات نشان داده است که جمعیت 

تواند  تلف گیاهان میهاي مخ اندامحتی و  ها بین گونه
- يتنوع باکتر. )1997هالمن و همکاران، ( متفاوت باشد

- اندوفیت ترکیبتواند بر روي می خاك هاي موجود در

؛ ترینگ 2002دونبار و همکاران، ( باشد ثرؤم هاي گیاهی
 یفط یرتحت تأث تواند میبعلاوه  .)2005همکاران، و 
باکلی و (باشد  یستیزیرو غ یستیاز عوامل ز یعیوس

اندوسفر (اکولوژیک  2ثیر نیچأبراي مثال ت. )2002اشمیت، 
هاي  ، پستی و بلندي بر جمعیت باکتري)در برابر ریشه

به اثبات  )Populus deltoids(اندوفیت صنوبر شرقی 
؛ شاکیا و همکاران، 2011گوتل و همکاران، (رسیده است 

نوع  ییندر تع ینقش مهم نیز یطیمح یطشرا ).2013
- باکتري به عنوان مثال، ؛دارد یزبانم یاهگ یتاندوف باکتري

شوند موجب میرا  يبه شورگیاه که تحمل   یتاندوفهاي 
جداسازي هاي شور  خاك در یافته رشد یاهاناز گ      ًمعمولا 

   .)2011همکاران، ردمن و ( شوندمی
شده  جداسازيمهمترین باکتري  متیلوباکتریومجنس 

دهد مطالعات قبلی نشان می. باشد می فرنگی توتاز میوه 
 در سنتز متیلوباکتریومجنس هاي متعلق به که باکتري

 فرنگیتوت عطر و طعم میوه ترکیبات آروماتیک مرتبط با
باشد؛ به طوري که در حضور و یا عدم حضور  ثر میؤم

گیرد ثیر قرار میأها سنتز این ترکیبات تحت تآن
مطالعه بر روي ترکیبات معطر در ). 1997زابتاکیس، (

متیل  دي 5و  2هیدروکسی  4 از جمله ترکیب فرنگی توت
که میزان کمی این ترکیب  دهد مینشان  HDMF3 ونفوران

زابتاکیس و (یابد وفیت افزایش میدر حضور باکتري اند
). 2006کوتسومپوگراس و همکاران، ؛ 1999همکاران، 

هاي و ژن فرنگی توتهاي یابی ژنبررسی و مطالعه مکان

                                                        
2  . Niche 
3  . 4-hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanone (HDMF)  
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نشان داد که ارتباط  کتریایی توسط هیبریداسیون در محلبا
 میوه هايسلولاندوفیت و   باکتريبین  مستقیمی

محققین  .وجود دارد )Fragaria×ananassa(فرنگی  توت
میزان تولید ها این باکتريحضور گیري کردند که نتیجه

افزایش بعلاوه  .ددهافزایش میرا  در میوه معطر ترکیبات
ثر در سنتز این ؤهاي معطر و طعم نتیجه افزایش بیان ژن

  ).2014ناسوپولو و همکاران، (باشد ترکیبات می
 ثیرأحت تتاندوفیت  يها باکتريفراوانی و تنوع 

گیاهی   ژنوتیپ و  خاكتنوع ، یگیاه مختلف هاي اندام
در ارقام مختلف و  اندوفیت يها باکتريبا بررسی . است

توان اطلاعات ، میمناطق مختلف کشت یک گیاه همچنین
به  ها باکتريتراکم این تنوع و  در مورد ثريؤمفید و م

هدف از تحقیق حاضر، مقایسه براین اساس . دست آورد
جداسازي شده  متیلوباکتریومجنس  اندوفیت يها باکتري

مناطق کردستان و پاروس در  فرنگی توترقم  دو از
لف رسیدگی تهاي مخ و در زمان مختلف استان کردستان

 .میوه بود

  ها مواد و روش
  مواد گیاهی

زراعی  فرنگی توتدر این مطالعه از ارقام 
در  ها نمونهاین . استفاده شد) پاروس و کردستان(

از مناطق اطراف کامیاران شامل سه  94اردیبهشت ماه سال 
 E''33'05°68 (منطقه انگوژان با موقعیت جغرافیایی

، گاورود با )ارتفاع m  1476عرض وN''964'71°38طول،
 N''730 '69°38طول،  E''67'11 °67(موقعیت جغرافیایی 

 و نشور با موقعیت جغرافیایی) ارتفاع m 1957عرض و 
)E''85 '04 °65  ،طولN''937 '81°38  عرض وm1397 

زمانی و مکانی متفاوت و در مراحل  با فاصله) ارتفاع
و نارس  نیمه رسیده ،هاي رسیده، از میوهرشدي مختلف

- نمونهبعد از انجام . شد نمونه بردارياز هرسه منطقه، 

و  گردیدبه آزمایشگاه منتقل  ي گیاهیها نمونه، برداري
آب مقطر سترون شستشوي  سپس ولی وآب معم توسط

باکتري در  جداسازيتا زمان  نمونه ها .سطحی داده شد
  . گراد قرار داده شددرجه سانتی 4دماي 

 اندوفیت يها باکتري جداسازي

و همکاران  1باکتري با روش دي ملو جداسازي
هاي  میوه ابتدا. با اندکی تغییر انجام شد) 2012(

در زیر هود و در شرایط ه آوري شدجمع فرنگی توت
درصد به مدت  5/0 2هیپوکلریت سدیم با محلول سترون

توسط آب سپس و  گردید سطحی ضد عفونیدقیقه  1
 ها نمونههر کدام از . شستشو داده شدسه بار مقطر سترون،

جداگانه در درون هاون سترون به طور کامل له سپس 
صله دقیقه، از سوسپانسیون حا 40شدند و پس از گذشت 

هاي نمونه.کشت داده شد King B محیط کشتروي 
درجه  28در دماي  ها باکتريجهت رشد  کشت داده شده

اطمینان از جهت حصول . قرار داده شدگراد سانتی
از آب مقطر سترونی که  ها،نمونه کامل سطحی ضدعفونی

به عنوان شاهد کشت  نیز جهت شستشو استفاده شده بود
باکتري رشد یافته بر روي  منفردهاي  کلونی. داده شد

صورتی متمایل  يها باکتري(که از نظر رنگ  محیط کشت
شکل و اندازه متفاوت بودند، انتخاب شده و بر  ،)به قرمز

  .خالص سازي گردیدند      ًمجددا  King B محیط کشتروي 

  باکتري DNA جداسازي
و  3باکتري به روش سالونن DNA جداسازي

باکتري سلول . انجام شدتغییر  با کمی )2010(همکاران 
کشت ساعت  24به مدت زمان  King Bدر محیط مایع 

در  هحاصلرسوب  پس از سانتریفوژ نمودن، وداده شد 
میکرولیتر  40سپس،  .تیمار شد لیزوزیم باحل و  TE4بافر 

 8و % SDS6 10میکرولیتر  24مولار،  4 5پرکلراتسدیم
میکروگرم بر  20یه از غلظت پا( K 7میکرولیتر پروتییناز

ساعت در  2و به مدت  به محلول اضافه گردید) لیترمیلی
به محلول به دست . درجه سانتی گراد نگهداري گردید 45

خالص اضافه گشته و به  8 برابر حجم، اتانول 2آمده 

                                                        
1  . De Melo 
2. 15Sodiumhypochlorite 
3. Salonen 
4. Tris-EDTA Buffer (TE) 
5. Sodium perchlorate 
6. Sodium dodecyl sulfate 
7. Proteinase K 
8. Ethanol 
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داري وسپس با دقیقه یا بیشتر در فریزر نگه 30مدت 
پس  حاصله رسوب. سانتریفیوژ گردید g12000سرعت 

 TEمیکرولیتر بافر  500در  ازخشک شدن در دماي اتاق
: به دست آمده دو بار با ترکیب فنل DNA .حل گردید

) 1: 24: 25به ترتیب به نسبت (الکل ایزوآمیل: کلروفورم
                                           ًمخلوط شده و در دماي اتاق هم زده شد تا کاملا 

با اضافه نمودن اتانول خالص و  DNA. یکنواخت گردد
به مدت یک شب در  8/4مولار با اسیدیته  3سدیم استات
  دقیقه با 5ترکیب به مدت . رسوب داده شدفریزر 

g12000  70سانتریفیوژ شد و رسوب توسط اتانول %
حاوي  TEرسوب بعد از خشک شدن در بافر . شسته شد

   .حل گردید 1ریبونوکلئاز
  16S rDNAتکثیر ژن 

  تکثیر به منظور PCRبراي انجام واکنش 
   1500به اندازه تقریبی  16S rDNAژن  

جفت باز از آغازگر مستقیم با توالی 
5’AGAGTTTGATCATGGCTCAG3’  و آغازگر

معکوس با توالی 
5’ACGGTTACCTTGTTACGACTT3’ ) ،گیدر

با استفاده از دستگاه ترمال سایکلر شرکت بیوراد ) 2009
) icycler )Thermal cycler (BioRad; USA)مدل 

چرخه حرارتی به صورت ذیل صورت  .استفاده گردید
دقیقه  5به مدت  C94 دماي در واسرشت اولیه: گرفت

 دماي در واسرشت سازي چرخه 33- 35، )مرحله اول(
C94  دماي در ثانیه، اتصال 30به مدت C52  به مدت
مرحله (ثانیه  30به مدت  C72 دماي در ثانیه، بسط 30

دقیقه  7 به مدت C72، و بسط نهایی در دماي )دوم
  ).مرحله سوم و نهایی(

  آنالیز بیوانفورماتیکی و رسم درخت فیلوژنتیکی
  )تبار زایی(

 Bioneerابتدا توسط شرکت  PCRمحصول   
هاي به دست آمده  جنوبی تعیین توالی گردید و توالیکره

سپس . ویرایش و اصلاح شد BioEditتوسط نرم افزار 

                                                        
1  . Ribonuclease 

 ردیفی همتفاده از با اس NCBIها در پایگاه داده  توالی
مورد جستجو قرار ) Nucleotide BLAST(نوکلئوتیدي 

هاي  جدایه 16S rDNAتوالی نوکلئوتیدي ژن . گرفت
از سایت  متیلوباکتریومنزدیک به باکتري جنس استاندارد 

Strain info  آنالیز فیلوژنتیکی بر اساس و دریافت شد
 یکیدرخت فیلوژنت. هاي به دست آمده انجام شود توالی

ترین  به روش نزدیکو  MEGA6 افزار  نرما استفاده از ب
  .رسم شد 1000 3سترپا با بوت 2همسایگی

  باکتريجمعیت  گیري اندازه
گیري تراکم باکتري در دو رقم به منظور اندازه

ي میوه هر سه منطقه انگوژان، ها نمونهکردستان و پاروس، 
ریت گاورود و نشور جهت ضدعفونی سطحی، در هیپوکل

به ) سطحی يها باکتريجهت از بین بردن % (5/0سدیم 
دقیقه قرار داده شد و سپس سه مرتبه توسط  2تا  1مدت 

- یک گرم از قسمت. آب مقطر سترون شستشو انجام شد

جدا شده ) و رسیده نیمه رسیدهنارس، (هاي مختلف میوه 
تشکیل  4سوسپانسیونمیکرولیتر از  50و بعد از له کردن، 

. کشت داده شد King Bمحیط دیش حاوي  تريپشده در 
گراد قرار داده شد و پس درجه سانتی 28در دماي  ها نمونه

تراکم باکتري . ها شمارش انجام شداز ظاهر شدن کلونی
براساس تعداد کلنی رشد یافته در یک گرم بافت میوه 

آزمون شامل سه تکرار . )2015، رونا( محاسبه گردید
و بود ) نطقه، دو رقم و سه تکرارشامل سه میوه، سه م(

به صورت طرح  9.1نسخه  SASنتایج توسط برنامه 
  .اي مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفتآشیانه

  

                                                        
2  . Neighbor-joining 
3  . Bootstrap 
4  . Suspension 
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  فرنگی رقم کردستان شده از توت جداسازيباکتري  جدایهمربوط به  16S rDNAنتیجه بلاست توالی  - 1جدول 
Accession Per. 

Ident E value Query 
Cover Total Score  Max Score  

CP021054.1 99.54% 0.0 100% 11879 2375 
Methylorubrum zatmanii strain 

PSBB041 chromosome, complete 
genome 

CP019322.1 99.54% 0.0 100% 11879 2375 
Methylorubrum extorquens strain 
PSBB040 chromosome, complete 

genome 
KX508034.1 99.54% 0.0 100% 2375 2375 

Uncultured bacterium clone 
BJ201307-22 16S ribosomal RNA 

gene, partial sequence 
KF572999.1 99.54% 0.0 100% 2375 2375 

Methylobacterium extorquens strain 
IARI-IIWP-43 16S ribosomal RNA 

gene, partial sequence 
KF572997.1 99.54% 0.0 100% 2375 2375 

Methylobacterium zatmanii gene for 
16S ribosomal RNA, partial 

sequence, strain: z15a 
AB698688.1 99.54% 0.0 100% 2375 2375 

Methylobacterium zatmanii gene for 
16S ribosomal RNA, partial 

sequence, strain: z15a 
AB698687.1 99.54% 0.0 100% 2375 2375 

Methylobacterium zatmanii gene for 
16S ribosomal RNA, partial 

sequence, strain: 37d 
FJ512822.1 99.54% 0.0 100% 2375 2375 

Uncultured bacterium clone 
16slp87-03h04.p1ka 16S ribosomal 

RNA gene, partial sequence 

FJ157971.1 99.54% 0.0 100% 2375 2375 
Methylobacterium sp. 5b.2.1 

collection-date 15-Sep-2003 from 
Germany 16S ribosomal RNA gene, 

partial sequence 
FP103042.2 99.54% 0.0 100% 11879 2375 

Methylobacterium extorquens str. 
DM4 chromosome, complete 

genome 
  

  فرنگی رقم پاروس شده از توت جداسازي اندوفیت باکتريجدایه هاي مربوط به  16S rDNA ژن نتیجه بلاست توالی -2جدول 
Accession Per. 

Ident E value Query 
Cover Total Score Max Score  

AB220083.1 99.23% 0.0 99% 2348 2348 
Methylobacterium sp. PB133 gene 
for 16S rRNA, partial sequence, 

strain: PB133 
AY177363.2 99.00% 0.0 99% 2331 2331 

Phenanthrene-degrading bacterium 
M10 16S ribosomal RNA gene, 

partial sequence 
AY177358.2 99.00% 0.0 99% 2331 2331 

Phenanthrene-degrading bacterium 
M10 16S ribosomal RNA gene, 

partial sequence 
FJ225120.1 99.23% 0.0 98% 2326 2326 

Methylobacterium sp. DDW-1 16S 
ribosomal RNA gene, partial 

sequence 
NR_116545.1 99.07% 0.0 98% 2314 2314 

Methylobacterium dankookense 
strain SW08-7 16S ribosomal RNA, 

partial sequence 
GQ281067.1 99.07% 0.0 98% 2314 2314 

Methylobacterium sp. NBCS22 16S 
ribosomal RNA gene, partial 

sequence 
AM910533.1 99.07% 0.0 98% 2314 2314 Methylobacterium sp. F15 partial 

16S rRNA gene, strain F15 
KX507658.1 98.91% 0.0 98% 2303 2303 

Uncultured bacterium clone 
BJ201208-28 16S ribosomal RNA 

gene, partial sequence 
KF010709.1 98.91% 0.0 98% 2303 2303 

Uncultured bacterium clone B8-42 
16S ribosomal RNA gene, partial 

sequence 
MN154398.1 99.76% 0.0 96% 2302 2302 

Methylobacterium sp. strain CECT 
9862 16S ribosomal RNA gene, 

partial sequence 
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رقم کردستان  فرنگی توتجداسازي شده از  هاي باکتري 16S rDNAبخشی از ژن  نوکلئوتیدي توالیمقایسه دندوگرام حاصل از  -1 شکل

)KBE (و رقم پاروس )PBE (هاي جنس گونهنوکلئوتیدي سایر با توالی Methylobacteriumکه به روش نزدیکترین همسایگی و با بوت-
 .به عنوان فرد برون گروه انتخاب شده است Rhizobium aggregatum. رسم شده است MEGA6افزار توسط نرم 1000استرپ 
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  نتایج
 هاي اندوفیت براساس توالی ژنشناسایی باکتري

16S rDNA  
  16S rDNAهاي نوکلئوتیدي حاصل از تعیین توالی توالی
ه در پایگاه داد) Blastn(ها بعد از انجام بلاست جدایه

NCBI  باتوجه به درصد یکسانی وE-value  با سایر
قرار هاي موجود در پایگاه داده مورد بررسی ابتداییتوالی

ترین شباهت به  گرفت و مشخص شد که داراي بیش
آنالیز . )2و  1جدول ( باشدمی متیلوباکتریومجنس 

 16Sفیلوژنتیکی براساس مقایسه توالی نوکلئوتیدي ژن 

rDNA هاي متعلق به رد مطالعه با سایرگونههاي موجدایه
  .انجام گردید متیلوباکتریومجنس 

   16S rDNAآنالیز فیلوژنتیکی ژن
رسم درخت فیلوژنتیکی هر دو رقم به صورت جداگانه و 

هاي استاندارد جنس مورد نظر انجام با استفاده از توالی
توالی مورد نظر بیشترین تشابه را در هر دو رقم . شد

هاي  پاروس به ترتیب به گونهکردستان و 
Methylobacterium zatmani  وM. dankookense  با

جدا  99درصد داشته و با بوت استرپ  99میزان تشابه 
  ).1شکل (شده است 

هر سویه هاي جداشده از همچنین در یک درخت 
تفاوتی با  بدست آمدهکه نتایج  نددو رقم استفاده شد

انتخاب . ها نداشتقمهاي جداگانه هر کدام از ردرخت
در درخت فیلوژنتیکی بر اساس نزدیکی  1گروهفرد برون

هاي باشد، که از یکی از جنسبه جنس مورد نظر می
شود تا نشان نزدیک به جنس مورد مطالعه استفاده می

دهنده تفکیک بهتر جنس مورد مطالعه از جنس نزدیک 
  ).2شکل (باشد 

م میزان جداسازي شده با هسویه ردیفی دو  هم
مربوط به یک  دهد، ولی احتمالاً شباهت بالایی را نشان می

جداسازي شده سویه این تشابه بالاي دو . گونه نیستند
 ي نوکلئوتیديهانشان دهنده این است که این توالی

باشند که در می Methylobacteriumمربوط به جنس 
استرپ بالایی در کنار بررسی درخت فیلوژنتیکی با بوت

 لازم به ذکر است دو . اند هاي مورد اشاره قرار گرفتههگون

                                                        
1. Outgroup 

 
 

تشابه بالایی با آنکه جداسازي شده با وجود سویه 
هم داشته و در حد چند نوکلئوتید اختلاف داشتند، مربوط 

  .هاي متفاوتی بودندبه گونه
هاي اندوفیت در ارقام  گیري جمعیت باکترياندازه

  پاروس و کردستان
یج به دست آمده میزان جمعیت بر اساس نتا

هاي اندوفیت در ارقام پاروس و کردستان در  باکتري
  دار مناطق مختلف از نظر نمونه برداري متفاوت و معنی

(P < 0.05) در منطقه نشور در رقم کردستان میزان . بود
جمعیت باکتري در مقایسه با سایر مناطق و رقم پاروس 

بالاترین جمعیت در  همچنین. داري نشان داد تفاوت معنی
هاي رسیده بود که جمعیت بالایی هر منطقه مربوط به میوه

هاي رسیده نسبت به میوه نارس و نیمه رسیده در میوه
) 3شکل (نمودار مربوط به منطقه انگوژان . مشاهده شد

دهد که میزان جمعیت باکتري اندوفیت در میوه  نشان می
باشد رسیده بالا میرسیده در مقایسه با میوه نارس و نیمه 

که این افزایش جمعیت در رقم کردستان در مقایسه با رقم 
در ) 3شکل (در منطقه گاورود . باشددار می پاروس معنی

هاي رسیده و نیمه رسیده و نارس هر رقم تفاوت میوه
دار مشاهده گردید؛ ولی در مقایسه دو رقم تفاوتی در  معنی

ر مربوط به منطقه در نمودا. میزان جمعیت مشاهده نشد
هاي بالاترین میزان جمعیت در میوه) 3شکل (نشور 

رسیده در رقم کردستان نسبت به پاروس مشاهده شد که 
هاي نارس و نیمه رسیده نیز در این رقم در مقایسه با میوه

 ).3شکل (داري نشان داد  پاروس تفاوت معنی
شود که در مشاهده می 5در نمودار مربوط به شکل 

هاي کلی میزان جمعیت در منطقه نشور در میوهحالت 
نارس، نیمه رسیده و رسیده در هر دو رقم در مقایسه با 

میزان بالاي جمعیت . داري دارد سایر مناطق تفاوت معنی
در منطقه نشور مربوط به سایر مناطق به دلیل عوامل زنده 
و غیر زنده، فاکتورهاي مربوط به گیاه و سن گیاه و 

و خاك مناسب و نحوه ورود باکتري به  شرایط دمایی
با این حال میزان جمعیت . داخل گیاه میزبان بستگی دارد

باکتري اندوفیت توسط بافت گیاهی و شرایط محیطی 
و برادر (شود تا به سطح مناسب از تراکم برسد کنترل می
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) رقم در منطقه(کلی همچنین نمودار ). 2014همکاران، 
معیت در منطقه نشور در هر دو دهد که میزان ج نشان می

رقم تفاوت بالایی با سایر مناطق دارد و رقم کردستان نیز 

  جمعیت بالاتري را در مقایسه با رقم پاروس نشان داد
(P < 0.05)  که نتایج طبق نمودارهاي زیر قابل مشاهده

  ). 5شکل (باشد می
 
  

) PBE(رقم پاروس  فرنگی توت از باکتري جداسازي شده 16SrDNAی از ژن بخش نوکلئوتیدي توالیمقایسه دندوگرام حاصل از  -2شکل 
 strain infoدر پایگاه داده  Methylobacteriumهاي جنس گونه نوکلئوتیدي سویه هاي استاندارد هايبا سایر توالی) KBE(و کردستان 

به عنوان  Rhizobium aggregatum. سم شده استر MEGA6افزار توسط نرم 1000استرپ که به روش نزدیکترین همسایگی و با بوت
  .فرد برون گروه انتخاب شده است

  
نشور، گاورود و انگوژان براي دو رقم کردستان و پاروس در طی مراحل نمونه هاي جمع آوري شده از باکتري در جمعیت میزان  -3 شکل

.است P < 0.05در سطح  دار معنیها نشانه اختلاف  متفاوت روي ستونحروف . رسیدگی میوه
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در دو رقم کردستان و پاروس در طی ) اثر رقم در منطقه و اثر کلی فاکتورهاي رقم، منطقه و بافت میوه(باکتري  جمعیتمیزان  - 4 شکل

  است P < 0.05در سطح  دار یمعنحروف متفاوت روي ستون ها نشانه اختلاف . مراحل رسیدگی میوه
 

  بحث 
از میوه دو ي اندوفیت ها باکتريدر این مطالعه 

مورد  و جداسازيفرنگی توت پاروسو  کردستان رقم
ها نتایج آنالیز فیلوژنی جدایه .شناسایی قرار گرفتند

 16S rDNAبراساس مقایسه توالی نوکلئوتیدي ژن 
 .بود باکتریوممتیلوجنس ها به نشاندهنده تعلق جدایه

در انواع زیادي از گیاهان به صورت  ها متیلوباکتریوم
جنس  ).2009همکاران، و دلموته (اندوفیت وجود دارند 

رنگ  هاي مختلف به شکل صورتیدر گونه متیلوباکتریوم
ها و تولید 1مشاهده شده است که در سنتز کاراتنوئید

فرار و آمین، ترکیبات ترکیبات آلی مانند متانول، متیل
مهمترین جنسی که در میوه . باشد،ثر میؤفنولیکی م

و شناسایی شده،  جداسازي ها باکترياز این  فرنگی توت
 بر رويدر بررسی انجام شده . است  متیلوباکتریومجنس 

 فرنگی توتدر  ها باکترياین ترکیبات و حضور این 
در سنتز عطر و طعم   باکتريمشاهده شده است که این 

ثر بوده و بر اساس رابطه همزیستی نزدیک با ؤمیوه م
توانند در سنتز این ترکیبات اثر قابل توجهی میزبان می

- داشته باشند؛ به طوري که در حضور و یا عدم حضور آن

زاباتسکی، (گیرد ثیر قرار میأها سنتز این ترکیبات تحت ت
 هاي اندوفیت در بافت میوه توتحضور باکتري ).1997

                                                        
1  . carotenoide 

 
 

  16SrDNA,هایی براي ژن هاي توسط پروب فرنگی
-هیدروکسی-4-دي متیل-5،2الکل دي هیدروژناز و  

2H -وان -3-فوران)DMHF ( بصورت همزمان نشان
 DMHFها در تولید الکل دي هیدروژناز و دادکه باکتري
  ).2014ناسوپولو و همکاران (نقش دارند 

به مراتب  جمعیت در رقم کردستان میزان تراکم
تر از رقم پاروس در منطقه نشور بوده که به احتمال بالا

زیاد وجود مواد غذایی کافی و خاك مناسب جهت رشد 
هاي رقیب، کمبود میکروارگانیسم همچنینباکتري و 

تواند از عوامل شرایط دمایی و وجود آشیان مناسب می
بالاي باکتري در این منطقه نسبت  جمعیت افزایش تراکم

همکاران، و  سوبرال -کوکلینسکی(د به سایر مناطق باش
بالا در این منطقه نسبت به سایر مناطق  جمعیت). 2004

باشد که باکتري به احتمال زیاد مربوط به شرایطی می
توانسته است از لحاظ جمعیتی به تراکم مناسب برسد و 

تواند مربوط به عوامل زنده و غیر زنده و این شرایط می
ب جهت رشد و تکامل مناس و دمایی شرایط محیطی

  .)2006رومرو،  -روزنبلوث و مارتینز( باکتري باشد
هاي رسیده بالاتر در حالت کلی میزان تراکم در میوه

این افزایش تراکم در  .بود نارس یا نیمه رسیدههاي از میوه
میوه رسیده، به گیاه میزبان و شرایط مناسب جهت رشد و 



 فرنگی در میوه دو رقم توت متیلوباکتریومیی بر روي فراوانی باکتري اندوفیت اثر ژنوتیپ گیاه و مکان جغرافیا/  198

 

م مناسب بستگی تکثیر باکتري براي رسیدن به سطح تراک
هاي نارس و هاي رسیده نسبت به میوهدارد، که در میوه

در  .قابل مشاهده بود در هر منطقه، بیشتر نیمه رسیده
اندوفیت و نقش  يها باکتريمطالعات انجام شده بر روي 

 ها این باکتري که دهد میها در عطر و طعم میوه نشان آن
در سنتز عطر و  در میزان افزایش سطح تولید ترکیباتی که

 يها باکتريدر واقع . باشندثر میؤطعم دخالت دارند، م
اندوفیت بر اساس یک رابطه همزیستی که با میزبان برقرار 

، در سنتز ترکیبات طعم دهنده دخالت دارند و کنند می
ي میزان بیان باعث افزایش سنتز این ترکیبات شده و بر رو

 گذارندثیر میأاین ترکیبات، ت هاي موثر در سنتزژن
. )1999همکاران، و زبتاکیس ؛ 2012زبتاکیس و پیرتیلا، (

انجام دادند، ) 2014(و همکاران  ناسوپولو که ايدر مطالعه
مشاهده شده است که یک رابطه همزیستی قوي بین 

- وجود دارد که به فرنگی توتاندوفیت و  يها باکتري

عطر و  ها میزان تولید ترکیباتی که درواسطه حضور آن
و ناسوپولو (یابد باشند، افزایش میمی ثرؤمیوه مطعم 

این نتایج بر اساس مطالعات انجام شده ). 2014همکاران، 
باشد که افزایش این یید میأتوسط زابتاکیس مورد ت

اندوفیت، سبب  يها باکتريواسطه حضور ترکیبات به
 دباشثر در سنتز این ترکیبات میؤهاي مافزایش بیان ژن

ثیرات مثبتی أت ها متیلوباکتریوم .)2012زبتاکیس و پیرتیلا، (
بر روي رشد و نیز تولید ترکیبات ثانویه در گیاهان داشته 

توانند بر روي  و حتی در تعامل و میانکنش با گیاه می
و پوات  نک -آباندا(بهبود عطر و طعم نیز موثر واقع شوند 

   ).2006همکاران، 
در  1ها ساز فورانون عنوان پیشبه  ها متیلوباکتریوم

پیسارنیتسکی و همکاران، (اند  شده شگزار فرنگی توت
 متیلوباکتریوماندوفیت  يها باکتريثیر أها ت بررسی). 1992

و  2ورجینر. یید کرده استأرا ت فرنگی توتعطر و طعم  بر
 Methylobacterium مثبت اثر )2010( همکاران

extorquens  به اثبات  فرنگی تتورا بر عطر و طعم
در  ها متیلوباکتریوم .)2010ورجینر و همکاران، ( اند رسانده

                                                        
1  . Furanones 
2  . Verginer 

اینرو و کولپییر،  مک(پنبه هاي مختلفی از جمله  میزبان
، سویا و )1994اینرو و کولپییر،  مک(، ذرت شیرین )1994

در کاج . کاج اسکاتلندي گزارش شده استحتی 
هاي اپتلیال  لبا حضور در سلو متیلوباکتریوماسکاتلندي 

 گزارش ثانویه هاي متابولیتبر تولید  ثرؤممجاري رزین 
   .)2000پیرتیلا و همکاران، (شده است 

ــتقیم      ــر مس ــتقیم و غی ــرات مس ــی اث ــراي بررس ب
نیاز به تحقیقات بیشـتري   متیلوباکتریومجنس  يها باکتري

ها بر عطر و طعـم   باکتريعلاوه بر اثرات این . وجود دارد
نیز تولید کننـد کـه   هاي ثانویه مهم دیگري  یتشاید متابو ل

اي و دارویی دارد و هم باعث سـازگاري   هم ارزش تغذیه
 يها باکترياستفاده از . بشوند فرنگی توتو مقاومت بیشتر 

ثانویـه در گیاهـان    هـاي  متابولیـت اندوفیت براي افـزایش  
ــوده اســتأبصــورت عملــی ت ــزوم . ثیرگــذار ب تلقــیح ری

 Azotobactorانـــدوفیت   زردچوبـــه بـــا بـــاکتري  

chroococcum CL13   باعث افزایش تولید کورکومین در
در ). 2014کومـار و همکـاران،   (ریشه این گیاه شده است 

 Stenotrophomonasاسپري برگی باکتري  يمطالعه دیگر

maltophilia (N5-18)    در گیاه خشخاش باعث افـزایش
لا و بــونی(کالوئیــدها و مخصوصــا مــورفین شــد لتولیــد آ

عــلاوه تلقــیح گیــاه پــروانش    ه بــ). 2014همکــاران، 
)Catharanthus roseus( ي انـــدوفیت      هـــابـــا باکتر 

Staphylococcus sciuri و Micrococcus sp.  ســــبب
 ضد سرطانی در این گیاه شـد  هاي متابولیتافزایش تولید 

قـادر   متیلوباکتریومیک گونه  ).2013تیواري و همکاران، (
د در تولید مـوا  که این ماده باشد میت به تولید گلیوکسیلا

ورد استفاده قرار ها م بعضی از حشره کش همچنینمعطر و 
بتـوان از                  ً    بنـابراین احتمـالا    .)2007شـن و وو،  ( گیـرد  می

پس از آزمایشـات   متیلوباکتریومجنس  يها باکترياسپري 
  .استفاده نمود فرنگی توتتکمیلی در 

  تقدیر و تشکر
مراتب تشکر و قدردانی خود  بدینوسیله نویسندگان

به لحاظ  کردستانرا از معاونت محترم پژوهشی دانشگاه 
 هاي پژوهشی این تحقیق اعلام میدارند -مین هزینهأت
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Abstract 

Endophytes are microorganisms (bacteria or fungi or actinomycetes) that reside 
inside the internal tissues of plant with no negative effect on host plants. 
Endophytic bacteria trigger many positive effects on host plants. The aroma and 
flavor of strawberry fruit are important characteristics that is affected by 
endophytic bacteria such as Methylobacterium. Endophytic bacteria, are 
effective in the synthesis of carotenoids and the production of volatile and 
phenolic compounds. In addition, they are effective in producing the aromatic 
components in fruit. Endophytic bacterial frequency and genotype can be 
affected by host plant genotype, climatic and soil conditions. This study was 
carried out to isolate endophytic bacteria from two strawberry cultivars 
(Kurdistan and Parous) in three regions (Angouzan, Gavrood and Noshur) in 
Kurdistan province. For accurate identification of bacterial isolates, 16S-rRNA 
gene sequencing was used for identification of purified endophytic isolates and 
their frequency determined at different times of fruit ripening. The results 
revealed that the all endophytic bacterial isolates from both cultivars were 
belong to the genus Methylobacterium. The frequency of these bacteria was 
statistically different in two cultivars and in different sampling time. The 
frequency of Methylobacterium significantly was higher in Kurdistan cultivar 
compared to Parous cultivar in all three regions (p <0.05). The highest 
frequency of Methylobacterium was observed in the fruit ripening time. It 
seems that Methylobacterium and its frequency probably have an effect on the 
aroma and delicacy of these two varieties. 
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