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 چکیده
های بيوشيميایی این در چرخه هاسميکروارگانيم. نقش های جنگلی مخازن اصلی تنوع زیستی جهانی هستنداکوسيستم

اندوفيت ميسر  یهاسميکروارگانيمشناخت دقيق از عملکرد  ،ییشناساهای نوین ها حائز اهميت است. امروزه به کمک روشاکوسيستم
استفاده  یوحش بقولاتبرخی جامعه باکتریایی اندوفيتی  یبررس یبرا ،کشت به وابستهريغ روش کی ازشده است. در این پژوهش، 

پس  .شد یبردارنمونه Vicia lutea و Astragalus ovinus اهيدو گکرمانشاه بازدید و از  زاگرس یهاجنگل، از منظورشده است. بدین
 دیبه کمک نسل جد یابییتوال ها،یباکتر 16S rDNAاز ژن  یبخش ريو تکث ادشدهی اهانيگ یهاو برگ شهیر تام DNAاز استخراج 

(NGS و با استفاده از پلتفرم )Illumina MiSeq .های تياندوف ،ینسبی فراوان زانيم اساسبر ،داد نشان هایتوال زيآنال انجام شد
 ،Rhizobiales، Xanthomonadales، Sphingomonadales، Pseudomonadales متعلق به هفت راستهشده جداسازی

Chitinophagales، Enterobacteriales و Betaproteobacteriales  سه رده بهبودند که در مورد اخير، این راسته 
Gammaproteobacteria، Alphaproteobacteria و Bacteroidia دو شاخه و Proteobacteria و Bacteroidetes  تعلق داشت. نتایج

کل درصد  99از  شيب و هستندغالب ی های باکتریایاندوفيت جزو، Proteobacteria شاخههای دست آمده نشان داد، باکتریبه
ی یادشده با هایباکتربه خود اختصاص دادند.  A. ovinusدرصد را در گونه  68و  V. lutea ونهدر گرا  ی اندوفيتهایباکتر تيجمع

های بقولات زراعی دارای بيشترین قابليت استفاده در کنترل بيولوژیک بيماری OTUs)) یکيتاکسونوم یواحدهادرصد  بيشترین
در جنگل وحشی بقولات اهانيگ ییایباکتر یهاتياندوف ، تصویر روشنی از جمعيت، چيرگی و تنوعبار نياول یمطالعه برا نیاهستند. 

 .دهدارائه می ی زاگرس را با استفاده از آناليز متاژنومیها
 

 .یکولوژيب کنترل ،یاهيگ یهاتياندوف ،یکروبيم جوامع دوم، نسل یابییتوال: یدیکل هایواژه
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 مقدمه
های اخير، استفاده از کنترل بيولوژیکی با در سال

عنوان گزینه سازگار با استفاده از عوامل ميکروبی به
های زیست و کشاورزی پایدار برای کنترل بيماریمحيط

گياهان با هدف کاهش چشمگير مصرف مواد شيميایی 
 et al.,., 2020; Grady et alCassan ) استتوسعه یافته 

2017 et al.,; Alori 2016 .)ها گروهی از اندوفيت
های داخلی طور طبيعی بافتها هستند که بهميکروارگانيسم

کنند، بدون آن که علائم ظاهری از گياهان را کلونيزه می
 & Kobayashi) آثار منفی روی گياه ميزبان ایجاد کنند

0Palumbo, 200 .)ها، یکی از مهمترین ميکروارگانيسم
ها هستند که قادر به افزایش عملکرد گياه ميزبان از باکتری

محلول کردن (، 2016et al Moyes ,.) طریق تثبيت ازت
، توليد سيدروفور (2017et al Walia ,.)فسفات نامحلول 

(., 2019et alMaheshwari )، های رشد توليد هورمون
(., 2017et alHamzah ) توانایی کنترل زیستی ،

 ;Vega, 2018)زای گياهی های بيماریميکروارگانيسم

., 2017et alrdous Fi)  و افزایش مقاومت گياهان به
هستند.  (2019et al Xu ,.)های زیستی و غيرزیستی تنش

ضمن اینکه در دستيابی به کشاورزی پایدار و جلوگيری از 
های نادر گياهی از توانایی بالایی برخوردارند انقراض گونه

(2019 et al., Ludueña). ها این دسته از ميکروارگانيسم
عنوان عوامل کنترل زیستی بيمارگرهای ها( به)اندوفيت

های رشد گياه ميزبان، در ایران نيز گياهی یا افزاینده
 et alRostami ; ., 2019et alArshadi ,.) اندگزارش شده

2020).  
ها، علائم آشکاری از خود که اندوفيتآنجاییاز     

د، تخمين دقيق جمعيت آنها دشوار است. تنوع دهنبروز نمی
های اندوفيت نه تنها در بين گياهان مختلف، بلکه باکتری

های باکتریایی قابل توجه است، در ميان تاکسون
های های مختلف، باکتریها و گونهکه از جنسطوریبه

 et alCelador ,.)اند عنوان اندوفيت معرفی شدهمتفاوتی به

های اسازی و شناسایی ميکروارگانيسم. برای جد(2018
 هبوابسته  یسنت هایروشمعمول از  طورباکتریایی، به

( به کمک انواع dependent technique-culture) کشت
شود که تفاوت واکنش های کشت افتراقی استفاده میمحيط

شود. ها در محيط، منجر به شناسایی آنها میميکروارگانيسم
تعداد زیادی از جوامع ميکروبی این در حالی است که 

های دليل ناتوانی کشت روی محيطموجود در طبيعت، به
 et alRyan ;2008 ,.)اند اختصاصی، ناشناخته باقی مانده

Hirsch, 2010.) 
culture-) کشت به وابستهريغ تکنيک در ،مقابل در

independent technique تکثير و تعيين  اساسبر( که
زهينوکل یهایکتراست، با 16S rDNA ژنتوالی بخشی از 

دارای غلظت  که ییهایباکتر از دسته آن نيچنهم ،کننده
 ،کنندینم رشد کشت طيمح در ای هستند یکم اريبس

که طوری. به( 2013et alJackson ,.) شوندیمشناسایی 
و  کارگيری این روش، امکان بررسی تنوع زیستیبه

های موجود در محيط ميکروارگانيسمتشخيص و شناسایی 
Peredeltchouk )کند با سرعت بسيار بالاتری فراهم می را

., 2011et al.) 
عنوان ميزبان هزار گونه گياهی مختلف به 300بيش از 

اند که تاکنون احتمالی یک یا چند اندوفيت شناخته شده
et al Ryan,. )اند تعداد اندکی از آنها بررسی و مطالعه شده

عنوان مهمترین منابع گياهی غنی مواد بقولات به(. 2008
کننده جمله گياهان زراعی تثبيتاز ی،نيپروتئمغذی و 

نيتروژن هستند که در تقویت و حاصلخيزی خاک نقش 
. در این ميان، بقولات (Schulze, 2004)مؤثری دارند 

های اندوفيت، از عنوان یک ميزبان ميکروبوحشی، به
روند که در روند شمار میای و مرتعی بهگياهان مهم علوفه

زیست نقش اساسی دارند اکولوژیکی و احيای محيط
(., 2020et alDekak از سایر گونه .) های گياهی، یونجه
(2018 ,.et alLópez )بيان ، شيرین(., et alohamad M

 et alKhan ,.)، سویا، درخت وحشی بيابانی نيل (2018

های در جهان باکتری (et al.,aini S 2015)و نخود  (2020
اند که برای آنها جداسازی شده اندوفيت از گره ریشه

 اند. ای مؤثر بودهارتقای رشد ریشه
هوازی هستند و ریزوبيوم های مختلف باکتری، جنس
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تفاده از منابع قندی ميزبان، تبدیل آمونيوم و توانایی اس
نيترات به نيتروژن و نيز قابليت تشکيل گره را در ميزبان 

با  Sphingomonasجنس . (et al oCa,. 2017)دارند 
در غلظت کم مواد تواند های متنوع میپراکنش در زیستگاه

را  ای از منابع کربنطيف گستردهماندگار شده و  مغذی
رو، اینها تغذیه کند، ازمتابوليزه و حتی از آلاینده

کنندگی و بيوسنتزی دارد. از دیگر های بالای تجزیهقابليت
 و Pseudomonasشده در طبيعت، های مهم شناختهجنس

Bacillus مطلوب آنتاگونيستی ریزوسفری و  با خاصيت
 توان بالای رقابتی را نسبت به سایر هستند که فيلوسفری

سبب افزایش بهبود صفات  داشته وها ميکروارگانيسم
 et al Vyas ., 2007;t aleLiu ,.د )نشومینيز رشدی گياه 

., 2020et al; Liu 2009.) 
نظر حفاظت های ایران از اهميت جنگل با وجود     

های فراوان و ، تنوع گونههاقدمت جنگل خاک، نفوذ آب،
و اهميت غنای زیستی اکوسيستم  ساختار پایداری تأثير بر

مورد تنوع بالای های اندکی در جوامع ميکروبی، گزارش
ها، های اندوفيت گياهان وحشی در این جنگلميکروب

et al Rostami ,.) های زاگرس وجود داردجمله جنگلاز

., 2019et al Khameneh-Yazdani2020; )  و درباره
ها نيز مطالعات جوامع باکتریایی اندوفيتی گياهی این جنگل

محدودی انجام شده است. بنابراین، بررسی و پژوهش در 
این زمينه از اهميت بالایی برخوردار است. چنين 

تواند درک ما را از ماهيت و نقش جوامع هایی میپژوهش
ميکروبی اندوفيتی افزایش داده و منجر به شناسایی 

های زراعی شود. های کاربردی آنها در اکوسيستمتوانایی
های باکتریایی برخی های اوليه روی اندوفيتنتایج پژوهش

های زاگرس با استفاده از روش بقولات وحشی در جنگل
 ها ازوابسته به کشت، حکایت از تنوع زیاد این اندوفيت

علاوه، این نظر مرفولوژیکی و بيوشيميایی داشت. به
ها حکایت از قابليت بالای برخی از آنها در بهبود وهشپژ

زا داشته رشد و حفاظت گياهان در برابر عامل بيماری
دهنده دست آمده در تحقيقات قبلی، نشاناست. نتایج به

ها با سموم مقایسه برخی از این باکتریتوانایی بالا و قابل 

ولی شيميایی در کنترل بيماری مهم باکتریایی بلایت معم
دلایل (. با توجه به  2020et alRostami ,.)لوبياست 

اشاره شده در این پژوهش، جوامع باکتریایی اندوفيتی 
 مورد جمله دو گونهمرتبط با ریشه برخی بقولات وحشی از

در نقاطی از  Vicia lutea و Astragalus ovinusمطالعه 
ه جنگل زاگرس واقع در استان کرمانشاه به روش غيروابست

throughput -Highیابی با بازدهی بالا )به کشت و توالی

sequencing بررسی و تنوع و فراوانی نسبی آنها با هدف )
توصيف و تعيين ترکيب جوامع باکتریایی اندوفيتی و نيز 

های دارای قابليت کنترل زیستی یا بهبود شناسایی باکتری
 تحليل شد. ورشد گياه بررسی و تجزیه

 

 هاشمواد و رو
 یبردارنمونهمطالعه و منطقه مورد 

جنگل  در ،1396 ماهبهشتیاردبرداری در نمونه
دقيقه  36درجه و  32 در محدودهاستان کرمانشاه  زاگرس

 24درجه و  45دقيقه عرض شمالی و  15درجه و  35تا 
در فاصله بين دقيقه طول شرقی  30 درجه و 48دقيقه تا 
متر  1688در ارتفاع متوسط  جوانرود -های پاوهشهرستان

با ميانگين بارش  بمرطونيمه یهواوآببا از سطح دریا 
درجه سانتی گراد انجام  15متر و متوسط دمای ميلی 550

آشکار  مئعلا)بدون  یکامل بقولات وحش اهيگ گونه شد. دو
سه با  Vicia lutea و ovinus Astragalus شامل( بيماری

های نمونه .ندشد یآورجمع تصادفیطور کاملاً تکرار به
در ميزبان  یعيخاک طب همراهگياهی با درج مشخصات و به

انجام مراحل  یبرا وقرار گرفتند  مجزا و زيتم یهاسهيک
 ییدما طیدر شرا اهانيگ. منتقل شدند شگاهیبه آزما ی،بعد
درصد در  33 یبیگراد با رطوبت تقریدرجه سانت 25-20

 شدند. یدارنگه شگاهیآزما
 

 هاسازی نمونهآماده
 ترکوچک به قطعات شده، یآورجمع یاهيگ یهانمونه

ها استریل شسته شدند. نمونه مقطرآب با بعد شده و تقسيم
درصد  75درصد و اتانول  5ابتدا با هيپوکلریت سدیم 
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 .ه شدندشست استریل مقطرآب باضدعفونی و در چند نوبت 
ریشه( در قطعات کوچک های مختلف گياه )برگ و اندام

صورت ( بهNutrient agarروی محيط نوترینت آگار )
درجه سانتی 28دمای  در هفته دو مدتبه و خطی کشت

 & Phetcharat) گردیدند دارینگه انکوباتور درگراد 

Duangpaeng, 2012 .)ثر بودن ؤم از نــانياطم برای
ها در نظر نمونه قطعات مورد ،استفاده شده یروش ضدعفون

 زشو داده شده و بعد اوشست لیمقطر استرآب تريلیليم پنج
 طيمح یرو آنها ونيسوسپانس از تريکروليم 50 ،قهيدق سه

 گرادسانتی درجه 28 یدما در و بعد کشت آگار نتینوتر
 .( 2016al etSuryanto ,.) شدند یدارنگه

 
 تام DNAاستخراج 

 اهينمونه گ 24و برگ  شهیر DNA ،برای این منظور
 دشصورت جداگانه استخراج به آشکار بيماری مئعلا بدون

(2017 et al., Rajaei.) بافت تازه گرم  طور خلاصه، دوبه
 استخراج بافر گياهی در ازت مایع آسياب شد. هر نمونه از

  مولارميلی 100شامل 
9)-HCl (pH 8.5-Tris ،25 مولار ميلیsodium 

EDTA (pH 8.5) ،2 درصد DSS  مولار ميلی 50و
O2)2.12H4AlNH4(SO  دو مدت یبرابود. تيمارها 

انکوبه شدند. در این  گرادیسانت درجه 65 یدما در ساعت
یکبار ورتکس شده و بعد در  قهيدق 15 هرها حالت، نمونه

rpm 1500  تريلیليم دو. شدند فوژیسانتر قهيدق 5به مدت 
اضافه و  هانمونه ییبه قسمت رو ديموبر وميآمونيلمتیتر

درجه  65 یدر دما قهيدق 10پس از انکوبه شدن به مدت 
های ورتکس گردیدند. برای حذف پروتئين ،گرادیسانت

 برابر حجمها در دو مرحله با موجود در محلول، نمونه
به  rpm 2500با سرعت  ومخلوط  ليزوآمیا-کلروفرم

برداشته شده و  ییرو فازسانتریفوژ شدند.  قهيدق 15مدت 
در  بعدرسانده و ليتر ميلی/. 6به حجم  زوپروپانولیبا ا
 .انکوبه شد ساعت دوگراد به مدت یدرجه سانت -20 یدما

 rpm 26000محلول در سرعت  DNAدر مرحله بعد، 
 سانتریفوژ گرادیدرجه سانت چهاردر  قهيدق 15مدت  یبرا

شو وبا محلول شست( DNAو رسوب داده شد. رسوب )
 تريلیليم دومولار، سه استات وميآمون تريلیليم یک یحاو
اتانول مطلق مخلوط  تريلیليم هفتو  دیونيزه شده مقطرآب

. شد فوژیسانتر 26000با دور  قهيدق 15مدت  یو برا
در  بعدو دیونيزه استریل حل مقطر آب در DNA رسوب

و  . پس از الکتروفورزشدالکتروفورز دو درصد ژل آگارز 
با وزن  DNA، باندهای حاوی GelRedآميزی با رنگ

مولکولی بيشتر جدا شده و به لوله استریل حاوی بافر 
شده با بافر مخلوط کننده آگارز اضافه شد. آگارز ذوبحل

 30مدت  به 16000با دور  فوژیپس از سانترو شسته شد. 
استریل حل شد. مقطر در آبرسوب یافته  DNA ه،يثان
کمک دستگاه  بهاستخراج شده  DNA فيتو کي تيکم

 زاني، مهمچنين. گردید یريگاندازه (Bio Rad) نانودراپ
دست آوردن با به له،يوس نيبه کمک هم زين DNAخلوص 

 082/062های ها در طول موجنوری نمونهنسبت جذب 
 شد.  گيریاندازه 032/260 و نانومتر

 
 (PCR) مرازیپل یارهیزنج واکنش

از  باکتریایی، 16S rDNA ژنقسمتی از  ريتکثبرای  
’OI1 (-5 آغازگر جفت

3’-GCGCGTATGCAATACGAGCGGCA و )
OI2c (3’-GCCTCGCGACTTCGCAACCCAT-5’) 

 یارهي. واکنش زنج(et al., Saberi 2017)استفاده شد 
 18)مقطر آب شامل یتريکروليم 25 یینها حجم در مرازيپل
2MgCl  ،(تريکروليم 5/2) PCR(10X)بافر  ،(تريکروليم

(50 mM) (تريکروليم ک)ی، (dNTP (10 mM (7/0 
 7/0) (µM 10) مرهایاز پرا کی، هر (تريکروليم
 DNA polymerase (5 u/µl) Taq (4/0 ،(تريکروليم
. شدانجام  (تريکروليم کالگو )ی DNAو  (تريکروليم

 هياول مرحله واسرشتی کی شامل ییدما طیشرا
(Denaturation) درجه 94 یدما در قهيدق پنج مدت به 

واسرشتی  هيثان 45 شامل چرخه 30 با که بود گرادیسانت
 در( Annealingاتصال ) هيثان 45 گراد،یسانت درجه 94 در
( Extension) طویل شدن هيثان 60 و گرادیسانت درجه 56
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با  PCR. واکنش کردیم دايپ ادامه گرادیسانت درجه 72 در
 به گرادیسانت درجه 72 یدر دما یینها ريتکث مرحله کی

 . افتی پایان قهيدق هفت مدت
 
 Illumina MiSeqکمک پلتفرم  به یابییتوال 

 یاز آغازگرها ،PCRمحصولات  یابییتوال برای 
 ییایباکتر 16S rDNAمربوط به ژن  V3 هيناح یاختصاص

’515F (-GMGCCAGCMGCCGCGGMAA-5شامل 

’806R (-5( و ’3

3’-GGACTACHVGGGMWTCTAAT و پلتفرم )
MiSeqIllumina   تلا. محصوشداستفاده PCR  با استفاده
 SequalPrep Normalization (Life تياز ک

Technologies ،Carlsbad ،CA ،USAبرای  و زهي( نرمال
طور مشابه و گياهی به های هر گونهنمونه ،هاکاهش هزینه

 A/B/C/D/E/F/G/H با کدهای یکسان با هم مخلوط و
 یهامهره شده بامخلوطی هایتوال .گذاری شدندنام

AMPure XT (Beckman CoulterGenomics ،
Danvers ،MA ،USAو شدند آماده یابییتوال ی( برا 

 LabChip GX (Perkinبا  بيترتها بهآن تيکم و اندازه

Elmer ،Waltham ،MA ،USAکيت کميت کتابخانه  ( و
Illumina (KapaBiosciences ،Woburn ،MA ،USA )

با استفاده از آداپتورهای  PCRمحصول . ی شدابیارز
به قطعات  DNAهای یابی، برچسب گذاری و مولکولتوالی

جفت باز شکسته شدند. اتصال به  800با طول کمتر از 
آداپتورها، توليد خوشه با آغازگرهای اختصاصی، انجام 

و حذف  Illimina Miseqتعيين توالی به کمک پلتفرم 
 سئيسوهای آداپتوری توسط کمپانی ميکروسينس توالی

 ها در مرحله بعد آناليز شدند.نهایت نمونهانجام شد و در
های کد شده که با تکرار بيولوژیک با یکدیگر تمامی نمونه

)هشت نمونه مخلوط(  Hتا  Aمخلوط شدند با کدهای 
 سه نمونه ارسالی ،مشخص شدند. پس از ارزیابی دوباره

 DNA دليل عدم تأیيد کيفيت و کميتبه Gو  A ،Eشامل 
 یاب حذف شدند. توسط شرکت توالی استخراج شده

 

 ی و تجزیه آماریتوال زیآنال
 به مربوط آمده دستبه یهایتوال تيفيک یبررس برای

 FastQC (Babrahamافزار از نرم ها،نمونه نیا

Bioinformatics ،Cambridge ،UK ابتدا  .شد( استفاده
پس از سرهم کردن  و هحذف شد یآداپتور یهایتوال
 همپوشان شدهجفت یهاها براساس خوانشیتوال

(overlapping paired reads ؛mismatch cost = 2 ،
minimum score = 8 ،gap cost = 3 و ،maximum 

unaligned end mismatches = 0 )هایتوال تيفيک دوباره 
:OUT ) یتاکسونوم یواحدها نيي. تعشد یبررس

Operational taxonomic unitطبقه یاساس تاکسونوم( بر
 80 نانيبا ارزش اطم  Silvaداده گاهیشده در پا یبند

  )Seed2 )www.biomed.cas.cz افزارنرم توسط درصد
 شاخصشامل  ی،ابیمتنوع مورد ارز یهاانجام شد. شاخص

 یهاOTUتعداد  نيهمچن ،Shannon ،Simpsons تنوع
 افزاربا نرم چيرگی و یکنواختیمشاهده شده، شاخص 

seed2 یهاجنس یتفاوت فراوان یبررس برای. شد انجام 
 ليتحلوهی، تجزگياهی نمونهدو در  ییایمختلف باکتر

درصد  95و اختلاف ميانگين در سطح اطمينان  انسیوار
  محاسبه شد.

 

 نتایج
شده با استفاده از استخراج DNA و کيفيت تيکم

 عملکردو  شد نييتع Nano Drop دستگاه اسپکتروفتومتر
DNA فنلی شده با حذف ترکيبات پلیخالص استخراج
 ها واز نمونه DNA شده منجر به موفقيت استخراجاشاره

خالص  DNAعملکرد  سبب ایجاد باندهای شارپ شد.
در  استفاده نامه موردشيوهشده با استفاده از استخراج

تأیيد  230/260و  280/260های نوری با نسبت جذب
 Vهای مربوط به دو گياه تعداد خوانش .(1شد )جدول 

.lutea   وA. ovinus  درصد  46درصد و  54ترتيب به
  بود.

http://www.biomed.cas.cz/
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  Nanodrop با استفاده ازمیزبان و برگ گیاهان  شهیاستخراج شده از ر  DNAو کیفیت تیکم -1 جدول

 A280/260 A260/230 (ng/µl) غلظت کد نمونه

B 

1179 2 1/2 

258 8/1 2/1 

462 95/1 6/1 

C 

263 78/1 4/1 

2/936 82/1 1/2 

1024 87/1 95/1 

D 

260 76/1 3/1 

580 92/1 3/1 

552 86/1 5/1 

F 

200 8/1 5/1 

172 8/1 3/1 

67 7/1 3/1 

H 

75 63/1 1/1 

50 6/1 1/1 

60 7/1 2/1 

 

 در بررسیمورد  منطقه در OTUs واریانس بررسی نتایج
دار درصد معنی 5در سطح احتمال خطای  مختلف گياه دو

دو برداری اختلاف نمونه اثر ميانگين (. مقایسه2نبود )جدول 
 شتريب V .luteaمتعلق به  OTU ميزان داد، نشان گياهی گونه

(. 1دار نبود )شکل است اما این اختلاف معنی A. ovinus از
 بيترک، NGSاستفاده از روش  با OTUی بندخوشه

 ،Rhizobialesهفت راسته غالب  ینسب یفراوانی کيتاکسونوم
Xanthomonadales، Sphingomonadales، 

Pseudomonadales، Chitinophagales، 
Enterobacteriales  وBetaproteobacteriales سه ندهینما 

، Gammaproteobacteria گرم منفی غالب رده
Alphaproteobacteria و Bacteroidia  از دو شاخه

Proteobacteria و Bacteroidetes شد. درصد فراوانی  نييتع
شده در این باکتریایی شناساییهای نسبی مربوط به گروه

  شود.نمایش داده می 2پژوهش، در شکل 

 

  OTUs هایداده واریانس بررسی -2جدول 

 رتیما درجه آزادی مجموع مربعات Fآماره داریمعنی

8274/0  485/0  2/78×1011
 گونه گياهی 1 

  
1/49×1014

 کل 26 

 درصد 59 اطمينان سطح در دارمعنی
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   Vicia luteaو ovinus Astragalus مطالعه مورد دو گونه در s OTUمیانگین مقایسه -1شکل 

 .است درصد 5 سطح در دارمعنی تفاوت دهندهنشان متفاوت انگليسی حروف

 

 
 گیاهان میزباندر  16S rDNAبا تعیین توالی ژن  NGS ه کشتبهای باکتریایی اندوفیت به روش غیروابسته فراوانی نسبی گروه -2شکل 

 ovinus Astragalus  وlutea Vicia  
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 یمتعدد یهایباکتردهنده وقوع دست آمده نشاننتایج به

موجود در نمونه ییاینادر بود و جوامع باکتر یهاOTUsاز 
. در این شدند یبندميطور گسترده در ده گروه تقسها به
های گرم شامل باکتری Proteobacteriaشاخه بندی، دسته

های باکتریایی اندوفيت منفی با بيشترین درصد فراوانی،
های درصد کل جمعيت باکتری 99غالب بوده و بيش از 

را به  A.ovinusدرصد در  68و  V.luteaاندوفيت در گونه 
شاخه  (. سپس2خود اختصاص داده بود )شکل 

tinobacteriaAc های گرم مثبت( و شاخه)باکتری 
Bacterioidetes هوازی اجباری گرم های بیشامل باکتری

 خود به را یفراوان نیشتريب Planctomycete ومنفی 

، Patescibacteriaشامل  گرید یها. شاخهدادند اختصاص
Acidobacteria ،Firmicutes  وDependentiae دارای 

و  Chlamydiaeدو شاخه  ،گریبودند. طبقه د کسانی عیتوز
Verrucomicrobia بودند یفراوان دارای کمترین.  

های ها نشان داد که شاخصداده بررسی واریانس     
چيرگی، یکنواختی و تنوع شانون و سيمپسون در 

 سطح ها درشده باکتریهای شناساییهای جمعيتميانگين
(. 3دار است )شکلعنیدرصد دارای اختلاف مخطای پنج 

داری دارای تنوع و یکنواختی طور معنیبه V. lutea گياه
 A. ovinusکمتر و چيرگی بيشتر جمعيت باکتریایی نسبت به 

 (.3شکل )بود 
 

 
   luteaia icVو  ovinus Astragalus مطالعه مورد در دو گونه های تنوع، چیرگی و یکنواختیشاخص مقایسه میانگین -3شکل 

 درصد است. 5دار در سطح دهنده تفاوت معنیحروف انگليسی متفاوت نشان

 

  بحث
مطالعه ما برای اولين بار براساس آناليز متاژنوم منجر به 

های اندوفيت موجود در ميکروبيوم دو ميزبان ارزیابی باکتری
ی متاژنوماز خانواده بقولات وحشی جنگلی شد. آناليز 

های مختلف دهنده تنوع ژنتيکی ميکروبی در محيطنشان
(.  2001et al2008; Miché  et al.,Ryan ,.ت )بوده اس

تنوع ميکروبی موجود با تعيين توالی بخشی از بررسی 

دهنده مؤثر بودن این نشان  NGSدر روش  16S rDNAژن
روش برای مطالعه غنای کلی و تنوع جوامع ميکروبی در 

های اندوفيت قابل کشت و های گياهان )شامل باکتریبافت
این پژوهش، در  .های مصنوعی( بودغيرقابل کشت در محيط

آناليز متاژنومی نوع و توزیع فراوانی جوامع ميکروبی  نتایج
جمله های مختلف، ازهای اندوفيت متعلق به شاخهباکتری

Proteobacteria های ریشه و برگ گياهان نشان را در بافت
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 et alYu ,.های پيشين است )داد که مطابق با نتایج گزارش

5., 201et al 2008; Akinsanya et al.,2015; Ryan  .) 
 و یوميکروبيم ونيزاسينوکل یالگو یابیاساس ارزبر     

از شاخه  Rhizobium یتيجنس مهم اندوف، یکروبيم تنوع
Proteobacteria ییشناساهای باکتریایی جنس نیترمعمول 

نيز به این مطلب اشاره  نيشيپ هایگزارش درکه  بودشده 
 Balázs جینتا طبق. ( 2013et alJackson ,.)شده است 

 خانواده از (Lotus tenuis) فیآهوماش ظر اهيگ(، 2021)
 جنسهای اندوفيت از با دارا بودن باکتری ،بقولات

Allorhizobium ،Neorhizobium ،Pararhizobium  و
Rhizobium  وداشته  گياه نژتروين تيتثب درکارایی بالایی 
گياه به کمک راهکارهای  رشد شیافزاسبب ها این باکتری

سه جنس اند. در تحقيق مشابه دیگر، شده ییپالاستیز
، Firmicutes مجموعهزیر شامل یغالب باکتر

Actinobacteria  وBacteriodetes  به روش نوین
ورا آلوئهدر گياه  rDNA 16Sژن یابی بخشی از توالی

شناسایی شدند که با نتایج این پژوهش مشابه بوده و 
همچنين در  .(2015et al Akinsanya ,.)خوانی داشت هم

 قابليت وساختار جامعه که نشان داده  مطالعاتاین زمينه 
 اهانيمرتبط با گ ،تياندوف یهایباکتر کیولوژیزيف

رشد و  شیدر افزا یکروبيم جوامع نیاهستند و  ميزبانشان
ی و تشکيل اهيگ یاهیماريمقابله با عوامل ب اه،يعملکرد گ

 مورد اهانيگ .(et al., Yang 2017) اندگره مؤثر بوده
 یجنگل یاز خانواده بقولات وحش این پژوهش،در  یبررس

 کیعامل در  نیگره بوده و ا یآنها دارا شهیر هستند که
مبتنی بر تثبيت  وميزوبیر جنسبر وجود  ليدل ،منطقه

 (.  2021et alRat ,.)نيتروژن است 
 ادیز اريبس قابليتدهنده دست آمده نشانهنتایج ب     

 از که بودهجنگل  یعيطب وميموجود در ب یاهيگ یهانمونه
 فرایندهایو  یمولکول ستیز یهاها و جنبهتينظر انواع قابل

استفاده از داده. قرار بگيرندمورد توجه  شتريب دیبا کيمتابول
 ،نايلومیا یحاصل از فناور 16S rDNAمربوط به ژن  یها

. اندوفيت بودمختلف  یهایباکتر یتنوع و فراوان دهندهنشان
ها از یباکتر یمشخص شدن روابط تاکسونوم یبراابتدا 

 شد. استفادهداده  گاهیپا در OTUموجود در هر  یهادنباله
 نیدر بودند و در انا یهاOTUsاز  یمتعدد یهایباکتر
 ،مشاهده شده یهایباکترفراوان تنوع با وجود ها نمونه

 یها ممکن است ناشناخته باقیاز باکتر یبرخهمچنان 
 اهيپژوهش در دو گ نیا شیآزمامورد  یهادر نمونه .بمانند

 V. Luteaو  A. ovinusشامل  یجنگل یبقولات وحش
به  Gammaproteobacteriaمتعلق به شاخه  یهایباکتر

در . شد ییآنها شناسا یتياندوف ییایعنوان جامعه باکتر
یتنوع باکتر ی نيز بررسیمنطقه بنگال غرب درمشابه  یبررس

 نايلومیپلتفرم ااز برنج با استفاده  اهيگ شهیر تياندوف یها
شاخه در  یفراوان نیشتريب دهندهنشان

Gammaproteobacteria  ی هاراستهو
Pseudomonadales، Enterobacteriales و 
Xanthomonadales بود (., 2018et alKunda ).  ،همچنين

های نمونه در ميزبان 88در  16S rDNAن توالیدر تعيي
 های اندوفيت متعلق بهاسفناج و کاهو، وجود باکتری

 Proteobacteria، Firmicutes، Bacteroidetes هایشاخه
 ( 2012et alRastogi ,.د )را تأیيد کر Actinobacteriaو 
  .دارد مطابقت قيتحقاین  جینتا با که

بار از  نينخست یبرا ،پژوهش نیدر اشایان ذکر است 
و  یجداساز یبرا دومنسل  یتوال نييروش مدرن تع

در جنگل  یبقولات وحش تياندوف یهایباکتر ییشناسا
 درتواند یم شد که استفاده از این روشزاگرس استفاده 

 یعيطب وميمؤثر در ب یهاتيو انتخاب اندوف ییشناسا
و  یکيتنوع ژنت یبررس برای ی بسيار مؤثر باشد وجنگل

برای مقابله با بيمارگرهای گياهی، آنها  تيمطالعه جمع
همچنين افزایش رشد گياهان ميزبان استفاده شود. همچنين 

های اندوفيت این مطابق با نوع ترکيب جمعيتی باکتری
 و Mesorhizobium هایبررسی، فراوانی اندوفيت

Rhizobium حکایت  های پيشين کهشناسایی شده در تحقيق
افزایش رشد گياه و تثبيت نيتروژن در  بيوکنترلی از توان
های بقولات زراعی نخود، سویا، یونجه و نخود ميزبان

 & Ghorbani) فرنگی و لوبيا بوده نيز گزارش شده است

2015et al., aini Harighi, 2018; Willems, 2006; S.) 
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تر در این جداسازی و شناسایی در مقياس بزرگ 
شود، قابل کشت نيز میهای غيربررسی که شامل باکتری

ها، این موضوع را به اثبات بر مطابقت با سایر گزارشعلاوه
توانند های معمول وابسته به کشت نمیرساند که روشمی

د رو تعدااینها را فعال کنند، ازتمام ظرفيت ميکروارگانيسم
های جوامع ميکروبی ناشناخته توجهی از ميکروبقابل

و  کنندهمنظور تغيير راهکارهای محدودخواهند ماند. بدین
یابی سبب شناسایی تنوع های نوین توالیاستفاده از روش

طور حتی به .ها خواهد شدتر ميکروارگانيسمگسترده
های بيشتر، کشت جوامع توان گفت با بررسیاميدوارنه می

های کشت ميکروبی تاکنون شناسایی نشده روی محيط
، ( 2020et alAcuña ,.) خواهد شد پذیرمصنوعی امکان

طور مؤثری بهره توان از آنها در آینده نزدیک، بهرو میایناز
دهنده آن است که جست. نتایج این پژوهش تا حدودی نشان

 یدر بقولات وحش قابل کشت تياندوف ییایجامعه باکتر
عنوان ( به 2020et al.Rostami ,)ل زاگرس جنگ

است که ها ی آنتيکل اندوف یستیاز تنوع ز یارمجموعهیز
 (. 2008et alRyan ,.ت )های قبلی اسمطابق گزارش

 اطلاعات به دنيرس در قدم نياولاین پژوهش،      
های زاگرس است و گياهان جنگل مهم یکروبيم جوامع

کامل و نيز درک نقش های زیادی برای شناسایی گام
احتمالی آنها در تکامل گياهان جنگلی باقی مانده است. 

 Coronaceousو دوره کروناسه ) 19-پاندمی کووید

Periodپيش به اهميت جنگل و تنوع از( توجه انسان را بيش
 ;Tollefson, 2020) زیستی و حفظ آنها جلب کرده است

2021 et al.,Nazari .) له مهمترین جمتنوع ميکروبی از
شود. ارکان حفظ تعادل در اکوسيستم جنگل محسوب می

های کمتر حال، جوامع ميکروبی جنگلی، محيطاینبا
ای هستند که نيازمند مطالعات بيشتر هستند و شدهشناخته

های اندوفيت به جداسازی و شناسایی برخی از باکتری
نه ای جدید در توسعه، کشف و استفاده بهيروش مدرن دریچه

تر را فراهم ها در مقياس بزرگاز این ميکروارگانيسم
ها های بسيار ریز و نامرئی جنگلاز این گنجينه آورد ومی
جمله های مختلف زندگی انسان، ازتوان برای بهبود جنبهمی

عنوان عوامل کارگيری آنها بهکشاورزی پایدار و به
غيرزنده و  دهنده رشد گياهان در برابر عوامل زنده وبهبود

 اندازی وسيع در سطح تجاری بهره برد.نيز با چشم
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Abstract 

Forest ecosystems are the main reservoirs of global biodiversity. Microorganisms play a key 

role in the biochemical cycles of these ecosystems and are used to protect plants and stimulate 

their growth. Due to the limitations in the application of classic methods to isolate and identify 

the endophytic microorganisms, their potentials and functions have yet to be properly 

understood. In this study, a culture-independent method was used to study the endophytic 

bacterial communities of some wild legumes. To this end, Zagros forests of Kermanshah were 

surveyed and two varieties of Astragalus ovinus and Vicia lutea were sampled. Total DNAs 

from different parts of the sampled plants were extracted and the bacterial 16S rDNA genes 

were subsequently amplified. Sequencing analysis using the Illumina MiSeq platform showed 

the most abundant endophytic bacteria belonged to seven orders of Rhizobiales, 
Xanthomonadales, Sphingomonadales, Pseudomonadales, Chitinophagales, Enterobacteriales 

and Betaproteobacteriales. The latter were comprised to three classes of Gammaproteobacteria, 

Alphaproteobacteria, Bacteroidia, and two phyla of Proteobacteri and Bacteroidetes. Our 

findings showed that members of Proteobacteria were the dominant bacterial endophytes and 

accounted for more than 99% and 68% of the total population of endophytic bacteria in V. lutea 

and A. ovinus, respectively. These bacteria, with the highest percentage of taxonomic units 

(OTUs), have the highest potential to use as biological control agents of crop legumes diseases. 
This study provides a clear picture of the population, dominance and diversity of bacterial 

endophytes of wild legumes in the Zagros forests using metagenomic analysis. 

 

Key words: Second generation sequencing, microbial communities, plant endophytes, 

biological control. 
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