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  اندوفيت هميار برنج و گندمهاي  ازوتروف ديهاي جديدي از  شناسايي گونه
 FTIR و 16S rDNAبا استفاده از آناليز ژن 
  

  1 و زيور صالحي 2 ، مجيد بوذري2 ، گيتي امتيازي*1 پور مقدم جواد مهدي محمد
  ، دانشكده علوم، دانشگاه گيلان، رشت، ايرانشناسي گروه زيست 1

  ، دانشكده علوم، دانشگاه اصفهان، اصفهان، ايرانشناسي گروه زيست 2
  

  چكيده
و سـه  ) StR1و  PxR1 ،PxR2هـاي   جدايه(شامل سه جدايه از ريشه سه رقم برنج اندوفيت، شش جدايه  مطالعهدر اين 

 شـامل  ،جداسازي و با استفاده از آزمايش فنوتيپي )PxW3و  PxW1 ،PxW2هاي  جدايه(جدايه از ريشه سه رقم گندم 
ها به  ، تمام جدايه16S rDNAژن  PCRژنوتيپي نظير  آناليز ،و همچنين (FTIR)سنجي مادون قرمز تبديل فوريه  يفط

نشان داد كـه دو جدايـه بـرنج     ياد شدههاي  مقايسه روش. شناسايي شدند StR1 Pseudoxanthomonasغير از جدايه 
PxR1) و (PxR2  و همچنين دو جدايه گندمPxW1)  و(PxW2 يـك گونـه و آن هـم گونـه      وكديگر شـبيه و جـز  به ي

اي ديگر  گونه وجز PxW3رسد جدايه  شوند، در حالي كه به نظر مي محسوب مي Pseudoxanthomonasجديدي از 
در ابتـدا تصـور بـر ايـن بـود كـه       . اسـت  Stenotrophomonasنيـز گونـه جديـدي از     StR1جدايه . جنس باشداين از 

ــه ــز  جداي ــور ج ــاي مزب ــنس  وه ــت Azospirillumج ــويه  هس ــذا دو س و  Azospirillum Brasilense Sp7 (S1)ند، ل
Azospirillum lipoferum (S2) هاي مورد مطالعه مقايسـه شـدند، امـا     هاي استاندارد انتخاب و با جدايه به عنوان سويه

ين بار در اين مطالعه نشـان  نخستبراي . نيستند Azospirillumها  د كه اين باكتريكرآناليزهاي فنوتيپي و ژنوتيپي تأييد 
  .به صورت اندوفيت در ريشه برنج وجود دارد Pseudoxanthomonasداده شد كه 

  Azospirillum، Pseudoxanthomonas، Stenotrophomonasگندم،  اندوفيت، برنج، :هاي كليدي واژه

  
  مقدمه

و  Pseudoxanthomonasدو جـــــــــــــــــــــنس 
Stenotrophomonas  به خانوادهXanthomonadaceae 

ــد  ــق دارن ــنس  . تعل ــاي ج  ،Pseudoxanthomonasاعض
 ،هاي هوازي، گرم منفـي، غيراسـپوردار بـوده    شامل باسيل

داراي  بندي بر اساس خصوصـيات شـيميايي،   ردهاز لحاظ 
آنتـي و  /دار از نوع ايـزو  اسيدهاي چرب غيراشباع و شاخه

ــيدهاي چــرب   ــز اس ــت OH-3ني ــينهس داراي  ،ند و همچن
اطلاعـات  . هستند (Q-8) واحد ايزوپرن 8با  كوئينون يوبي

 2011در ارتباط با اين جنس وجود دارد و تا سـال   اندكي
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هـاي ايـن جـنس در حيطـه      اكثر مطالعات مربوط به گونـه 
ــوتيپي و   ــيات فنــــ ــي خصوصــــ ــدي ردهبررســــ   بنــــ

  و همچنـين فيلـوژنتيكي   بـر اسـاس خصوصـيات شـيميايي    
 Young et)اسـت  ) 16S rRNAاساس آنـاليز تـوالي    بر(

al., 2007).  
با همراه بار  نخستيننيز  Stenotrophomonasجنس 

Pseuodoxanthomonas maltophiila   1961در سـال 
ــت   ــده اســ ــي شــ ــام    .معرفــ ــر تمــ ــه اخيــ در مطالعــ

Pseudomonas گروه از لحاظ تشـابه   5ها بهrRNA  بـر 
بنــدي  تقســيم rRNAيــا  DNAاســاس هيبريداســيون  

شناسايي  Stenotrophomonasگونه  8كنون تا. اند شده
هـا   ايـن بـاكتري   .(Hayward et al., 2009) شده اسـت 

  DNAبـالا در   G+Cبـا مقـدار    ،شـكل  اي ميله ،منفي گرم
واحـد ايزوپرنـي در تمـام     8هـا بـا    كوئينـون  يوبي. ندهست
 ,.Hayward et al) هـاي ايـن جـنس وجـود دارد     گونه

2009) . 

ــاكتري ــز  Azospirillumهــاي جــنس  ب ــه ني متعلــق ب
ــانوا ــاكتري Spirillaceaeده خ ــررده آلفاپروتئوب ــا  ، زي ه
ــت ــه .ندهسـ ــاي  گونـ ــاكتري، Azospirillumهـ ــاي  بـ هـ

ــوازي   ــروف هــ ــد از   (هتروتــ ــك درصــ ــدود يــ حــ
متغيـر،    منفي تا گرم ، گرم)هاي هوازي خاك هتروتروف

اي و كمـي خميـده بـوده كـه تحـت شـرايط        ميله ،كوتاه
 .كننــد ميكروآئروفيليــك، ازت مولكــولي را تثبيــت مــي

نشـان داده   16S rDNA مطالعات فيلوژنتيـك مولكـولي  
 وجــود دارداز ايــن جــنس گونــه  11 تــاكنونكــه  اســت

(Young et al., 2008).  
سـنجي مـادون قرمـز، طـول مـوج و شـدت        در طيف

ــدازه   ــه ان ــادون قرمــز توســط نمون ــور م ــري  جــذب ن گي
فركــانس تشعشــع الكترومغنــاطيس در ناحيــه . شــود مــي

هـاي   ركانس ارتعـاش طبيعـي اتـم   مادون قرمز مطابق با ف

يك پيوند است و پس از جذب امـواج مـادون قرمـز در    
يك مولكول، باعث ايجاد يك سري حركات ارتعاشـي  

سـنجي مـادون    شود كه اساس و مبنـاي طيـف   در آن مي
ــز را تشــكيل مــي  ــار  .دهــد قرم و  Naumannنخســتين ب

ــادون قرمــز  از روش طيــف) 1994(همكــاران  ســنجي م
از ايـن  . ها استفاده نمودند ميكروارگانيسم براي شناسايي

ــاكتري هــا در ســطح  روش بــراي شناســايي بســياري از ب
و همچنــين،  Staphylococcusو  Listeriaجــنس نظيــر 

 Pseudomonasهايي نظيـر   در سطح گونه براي باكتري
ــا و   Bacillusو  ــايي مخمرهـ ــراي شناسـ ــين، بـ و همچنـ

از ايـن روش  همچنـين،  . ها نيز استفاده شـده اسـت   قارچ
ها در سطح سويه نيز استفاده شـده   براي شناسايي باكتري

 ,.Goodacre et al., 1998; Kummerle et al)اسـت  

1998; Tindall et al., 2000).  
ــايي    ــازي و شناسـ ــه، جداسـ ــن مطالعـ ــدف از ايـ هـ

كننـده   هـاي تثبيـت   بـاكتري (  ازوتـروف  هـاي دي  باكتري
گندم و شناسايي اندوفيت بومي از دو گياه برنج و ) ازت

سـنجي   طيـف هـاي فنـوتيپي مثـل     آنها با استفاده از روش
 PCRهاي ژنوتيپي مثل  و روش مادون قرمز تبديل فوريه

  .بوده است 16S rDNAژن 
  

  ها مواد و روش
هاي برنج و  هاي بومي از ريشه جداسازي اندوفيت

  گندم
گلسـتان،  (هـاي ريشـه تـازه از سـه رقـم گنـدم        نمونه

طـارم، خـزر و   (و سه رقـم بـرنج   ) حليشيرازي و سفيدم
هـاي ريشـه    نمونه. در استان گيلان فراهم شدند) هاشمي

ــه منظــور جــداكردن ذرات خــاك  ) تارهــاي كشــنده( ب
دقيقـه بـا آب شـير     20متصل بـه سـطح ريشـه بـه مـدت      

ــدند  ــو ش ــه. شستش ــول     ريش ــا محل ــده ب ــته ش ــاي شس ه
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دقيقه اسـتريل   30به مدت  درصد 5/0سديم  هيپوكلريت
بار با آب مقطر اسـتريل   3ها حداقل  ريشه. شدندسطحي 

. متري بريده شدند ميلي 8تا  5آبكشي و سپس به قطعات 
هـاي   شدن با پنس استريل، بـه لولـه   از فشرده پسقطعات 

جامـد فاقـد ازت انتقـال و در درجـه      حاوي محـيط نيمـه  
انكوباتور قـرار داده   رونگراد د درجه سانتي 30حرارت 
گرم،  5ماليك اسيد  : حيط عبارتند ازاجزاي اين م. شدند

گرم، سـولفات منيـزيم   5/0فسفات هيدروژن دي پتاسيم 
 02/0گـرم، كلريـد كلسـيم     1/0گرم، كلريد سديم  2/0

ليتر، محلـول الكلـي    ميلي 2گرم، محلول عناصر كمياب 
، اتـيلن دي آمـين   )درصـد  5(ليتر  ميلي 2بلو  بروموتيمول

ليتــر،  ميلــي 1ويتــامين ليتــر، محلــول  ميلــي 4تتــرا اســتات 
گــرم و آب  75/1گــرم، آگــار  4هيدروكســيد پتاســيم 

تا  اسيديتهمحلول سود براي تنظيم (ليتر  ميلي 1000مقطر 
ــر كميـــاب عبارتنـــد از ). 8/6 ــول عناصـ ــزاي محلـ : اجـ

گـرم،  235/0گرم، سولفات منگنـز   2/0موليبدات سديم 
گــرم، 008/0گــرم، ســولفات مــس 28/0بوريــك اســيد 
  .ليتر ميلي 200گرم و آب مقطر  024/0سولفات روي 

گـــرم،  01/0 بيـــوتين: محلـــول ويتـــامين شـــامل  
ــين  ــر   02/0پيرودوكس ــرم و آب مقط ــي 100گ ــر ميل  ليت

 ديســك رشــدروز كــه  5 تــا 3از گذشــت  پــس. اســت
، ايـن  شـد كشت تشكيل  سطح محيطبه نزديك  )پليكل(

هنگـامي  . ندشـد نتقـل  م NFbها به محيط جامـد   باكتري
كننـده ازت در   هـاي انـدوفيت تثبيـت    تريبرخي بـاك  كه

جامــد تكثيــر شــوند، يــك ديســك رشــدي  محــيط نيمــه
گردد كه بـا گذشـت زمـان ممكـن اسـت تـا        تشكيل مي

نزديك سطح محيط مهـاجرت نمايـد و در اصـطلاح بـه     
از رشد در سطح  پس. شود گفته مي »رشد  سكيد «آن 

 جامـد  ها دوباره به محيط نيمه ، باكتريNFbجامد   محيط
NFb  ديسـك  در صـورت تشـكيل مجـدد    شـده،  منتقل

ــاكتري ، ايــن نتيجــه حاصــل مــي رشــد هــاي  شــود كــه ب
ــت  ــده تثبي ــازي ش ــده ازت  جداس ــتند كنن -Martin)هس

Didonet et al., 2000).  
  

  PCRبا استفاده از  16S rDNAتكثير ژن 
شناسـايي و  هـا، بـه منظـور     بـاكتري جداسـازي  پس از 

به كار  16S rDNAژن  PCRروش  ،ها تأييد نهايي جدايه
هــــاي  در جدايــــه DNAاســــتخراج . دشــــ گرفتــــه

Pseudoxanthomonas ،Stenotrophomonas و 
Azospirillum  در ايـن  . شـد به روش استات سديم انجام

شـامل  (روش سلول باكتري با اسـتفاده از بـافر ليـز كننـده     
EDTA ،ــزوزيم ــاز SDS، لي ــده و ) K، پروتئين شكســته ش
ر ماهيت داده، سپس با استفاده از فنـل  هاي آن تغيي پروتئين

و كلروفرم تمام اجزا به غير از اسيدهاي نوكلئيك رسوب 
شـود و در پايـان، بـا اسـتفاده از اسـتات سـديم و        داده مـي 
دهنــد  موجــود در محلــول را رســوب مــي DNAاتــانول، 

(Maciel et al., 2009).  
، PCRبا اسـتفاده از   16S rDNAبه منظور تكثير ژن 

 16S rDNAاز  64تــا  37نوكلئوتيــد (يمــر رفــت از پرا
Azospirillum ( و پرايمــر برگشــت) تــا  407نوكلئوتيــد

بـــا تـــوالي زيـــر ) 16S rDNA Azospirillumاز  436
  :دشاستفاده 

  
PFAZO: 5'-AGA GGG GCC CGC GTC CGA 
TTA GGT AGT T-3' 
 
PRAZO: 5'-CCC GAC AGT ATC AAA TGC 
AGT TCC CAG GTT-3' 

  

با اسـتفاده   16S rDNAرايمرها براي منطقه طراحي پ
انجــام  http://www.ncbi.nem.nih.govاز ژن بانــك 

  .بودباز  جفت  PCR  400طول محصول . شد
ــه   ــي از جداي ــراي يك ــين ب ــا  همچن ــز از  (StR1)ه ني
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ــام 16S rDNAپرايمرهــاي عمــومي  ــه ن و  27Fهــاي  ب
1492R  طول محصـول  . دشاستفادهPCR  1500   جفـت

بـا اسـتفاده از ايـن پرايمرهـا كـل       ،و به عبـارتي  استباز  
تـوالي آنهـا   . شـود  سنتز مي PCRطي  16S rRNAطول 

  :عبارتند از
  

PF (27F): 
5´-AGTTTGATCCTGGCTCAG-3´ 
PR (1492R): 
5´-GGCTTACCTTGTTACGACTT-3´ 

  

شــامل  PCRميكروليتــر محلــول واكــنش    25هــر 
 DNA، )ميكرومولار 10(ميكروليتر  2پرايمرها هر كدام 

و  dNTPs dATP) ،dCTP ،dGTPميكروليتـر،   2الگـو  
(dTTP 5/0   ميكروليتـر)مـولار  ميلـي  10( ،Taq DNA 

Pol 5/0  آوران،  از ژن فـــن) (واحـــد 25/0(ميكروليتـــر
ميكروليتـر، كلريـد منيـزيم     PCR 10X 5/2، بـافر  )ايران

 15و آب مقطـر اسـتريل   ) مولار ميلي 50(ميكروليتر  5/0
بـا اسـتفاده از پرايمرهـاي     PCRمراحـل  . ميكروليتر بـود 
16S rDNA Azospirillum  ــايكلر ــتگاه ترموس  در دس

(Bio Rad, USA)   برنامـه شـامل واسرشـت   . شـد انجـام 
 30دقيقـه،   4راد به مـدت  گدرجه سانتي 95شدن اوليه در  

 55دقيقـه،   1راد بـه مـدت   گدرجه سانتي 94سيكل شامل 
ــانتي  ــه س ــدت  گدرج ــه م ــكراد ب ــه،  ي ــه در 72دقيق ج

 72دقيقه و يك سيكل نهايي سـنتز   1راد به مدت گسانتي
با  PCRمراحل . دقيقه بود يكراد به مدت گدرجه سانتي

شــامل  16S rDNAاســتفاده از پرايمرهــاي عمــومي   
 5راد بـه مـدت   گدرجه سانتي 93شدن اوليه در   واسرشت

 45راد به مـدت  گدرجه سانتي 93سيكل شامل  35دقيقه، 
درجـه   72 ثانيـه،  45راد بـه مـدت   گتيدرجه سان 55ثانيه، 
 دقيقه و يك سـيكل نهـايي سـنتز    5/1راد به مدت گسانتي
  .دقيقه بود 7راد به مدت گدرجه سانتي 72 شامل

  

و ترسيم  16S rDNAژن  PCRتعيين توالي محصول 
  درخت فيلوژنتيك

هـا و   جدايـه  با توجـه بـه الگـوي كـل پـروتئين سـلول      
 bp 400هـاي   تـوالي  ،رها با يكـديگ  مشابهت برخي جدايه

 براي PxW3و  PxR1 ،StR1 ،PxW2هاي  مربوط به جدايه
مربـوط   bp 1500بانـد   ،همچنين. يابي انتخاب شدند توالي

هـا بـا    تـوالي . دش ـنيز انتخاب  StR1جدايه  16S rRNAبه 
 ,.DNA sequencer (Sanger et alاســتفاده از يــك 

و  (SEQLAB, Germany)خودكـار  به صـورت   (1977
و بــه ) Sangerروش (ســاس روش اتمــام زنجيــره   ا بــر

تعيـين تـوالي    (Faza Biotech)سفارش شـركت فزاپـژوه   
براي ترسيم درخـت فيلوژنتيـك بـر اسـاس تـوالي       .شدند

16S rRNA  اتصــــال مجــــاور از روش(neighbour-

joining) (Saitou and Nei, 1987) افزار  و نرمMEGA 
  .استفاده شد 4نسخه 

  

  هيل فوريمز تبدسنجي مادون قر فيط
هـا ابتـدا در سـطح محـيط      براي انجام آزمايش، جدايه

هـا از   نيونوترينت آگـار كشـت داده شـدند و سـپس كل ـ    
 rpmدر  سپسسطح محيط با آب مقطر استريل شستشو و 

محلـول رويـي   . دقيقه سانتريفوژ شـدند  5به مدت  10000
بار با آب مقطر اسـتريل شستشـو    3جدا و رسوب باكتري 

گـرم از رسـوب    ميلي 20مقدار بسيار كم در حد  .داده شد
 بــاكتري برداشــته و روي ديســك كريســتالي ســلنيد روي

(Spectra-Tech ARK ATR cell) ــرار داده ــد ق و  ش
درجــه  45 دمــاي ســاعت در يــكهــا بــه مــدت  ديســك
ها به دستگاه  ديسك ،خشك شدند و در نهايت سانتيگراد

و  (Nicolet 6700 FT-IR Spectrometer)يافتنـد   انتقال
از مدت كوتاهي طيف حاصل از پيوندهاي شـيميايي   پس

موجود در سطوح بـاكتري اسـكن و طيـف حاصـله روي     
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با مقايسـه بـا جـدول اسـتاندارد      ،آشكار شده رايانهمانيتور 
هــاي عــاملي، تشــابه و  مربــوط بــه انــواع پيونــدها و گــروه

در . شـد هـا تفسـير    هـا در بـين بـاكتري    تفاوت بـين طيـف  
هـاي مجهـول نسـبت بـه      با مقايسـه طيـف بـاكتري    ،ضمن
هاي جداسـازي شـده شناسـايي     هاي استاندارد، سويه سويه
در ايـن مطالعـه،   . (Erukhimovitch et al., 2005) شدند

براي نخسـتين بـار در ايـران از ايـن روش بـراي شناسـايي       
 .ها استفاده شده است باكتري

  
  نتايج

 يسك رشـد دگزارش از تشكيل نخستين اين مطالعه 
و  Pseudoxanthomonas بــه وســيله   NFbدر محــيط 

Stenotrophomonas ديسك رشدها  اين باكتري .است 
توانايي رشـد  . دهند نزديك به سطح تا عمقي تشكيل مي

هـا دال بـر    توسـط ايـن بـاكتري    ديسـك رشـد  و تشكيل 
شرايط ميكروآئروفيليك  درآن هم  ،توانايي تثبيت ازت

 Azospirillumهـاي اسـتاندارد    سويه. استهوازي  يا بي
اين . ندهستمشابه  ديسك رشدي          ً             نيز تقريبا  داراي الگوي 

ــاكتري ــابه   ب ــا مش ــيط   Azospirillumه ــا در مح  NFbه
  .دهند هاي قطره آبي تشكيل مي نيوكل جامد،

بـه   StR1و  PxR2هـاي   با توجـه بـه مشـابهت جدايـه    
بـا هـم    PxW2و  PxW1هاي  جدايه ،و همچنين يكديگر

هـاي داخـل سـلول     رخ كل پروتئين اس آزمون نيمبر اس(
و با توجه به مشـخص بـودن    )ها نشان داده نشده كه داده
 16S rDNAژن  PCR، محصــول S2و  S1هــاي  جدايــه

ــه ــه جداي ــوط ب  PxW3و  PxR1 ،StR1 ،PxW2هــاي  مرب
وقتـي  . يابي به شركت فزاپژوه ارسال شـدند  جهت توالي

با اسـتفاده از   Azospirillumخود پرايمرهاي اختصاصي 
  فقـط بـا تـوالي    ،شـود  تطبيـق و بلاسـت مـي    ncbiسايت 

16S rRNA  جــنسAzospirillum   ــه ــژه گون ــه وي و ب
Brasilense هاي باكتريايي ديگـر   جنس ،مشابهت داشته

مربوط  bp 400هاي  كند، اما وقتي توالي را شناسايي نمي
شـده،   PCR ذكـر شـده  جدايه كه با پرايمرهاي  چهاربه 

جدايه گونه جديدي  چهارشوند، هر  بلاست مي تطبيق و
ــايي  ــنس باكتريــ ــا  Pseudoxanthomonasاز جــ و بــ

وقتـي تـوالي   . دهنـد  را نشان مي درصد 95حداكثر تشابه 
16S rRNA  جدايه به نام جدايه  چهاريكي از آنStR1 

 ،شــود شــده، بلاســت مــي PCRكــه بــا پرايمــر عمــومي 
ــابهت  ــدي 95مشـ ــنس  درصـ ــا جـ ــاكتري را بـ ــن بـ  ايـ

Stenotrophomonas توجه بـه  . )1شكل ( دهد نشان مي
ضــــروري اســــت كــــه دو جــــنس     ،ايــــن نكتــــه 

Pseudoxanthomonas  وStenotrophomonas وجــز 
 Xanthomonadaceaeبـه خـانواده    ،يك خانواده بـوده 

  .نددارتعلق 
89  Herbaspirillum seropedicae 

86  Ralstonia  pickettii strain AR1 

Alcanivorax dieselolei 
 

82  Pseudomonas stutzeri 
 

Pseudoxanthomonas mexicana 
 

99  Stenotrophomonas acidaminiphila 
 

Sinorhizobium  sp. AR2 
 

100 

 

Azospirillum brasilense 
 
93   Azospirillum  lipoferum 

 
 

0.02   
  هاي ديگر و برخي از جنس Pseudoxanthomonasجنس بين  16S rRNAدرخت فيلوژنتيك بر اساس توالي  -1شكل 
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، در تمــام )2 شــكل(هــا  جدايــه FTIRدر ارتبــاط بــا 
هـاي آمـين و    كه به گروه N-H پيوندها  ها و جدايه سويه

. وجـود دارد  اسـت، هـا مربـوط    آميد موجود در پروتئين
هـاي   ها در جدايـه  باند جذبي مربوط به هالوژن ،همچنين

S2 ،PxW1 ،PxW2 هـــــــاي اســـــــتاندارد  و ســـــــويه

Azospirillum    بــا ،نيـز متفـاوت از يكــديگر و همچنـين 
در برخـي   StR1هر چند جدايـه  . ندمتفاوتها  ساير جدايه

هـاي   هاي جذبي بالا مشـابه جدايـه   ويژه پيكه ب ،ها پيك
PxR2، PxW2 و PxW3 ،امــا شــدت جــذب و بــه  اســت
  .استبيشتر  StR1مقدار غلظت باند در جدايه  ،عبارتي

  

 

  
و  StR1)و  (PxR2هـاي انـدوفيت بـرنج     و جدايـه  Azospirillumهـاي اسـتاندارد    از سويه cm-1 400-4000در نواحي  FTIRهاي  طيف -2شكل 
  PxW3)و  (PxW2گندم 
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  گيري بحث و نتيجه
 Pseudoxanthomonasهاي جـنس   بسياري از گونه

هـــاي  دهكننـــ از فيلترهـــاي زيســـتي و لجـــن، از هضـــم
هاي آلوده به  هاي هوادهي شده، خاك هوازي، خاك بي

هـا و همچنـين از    اي يا روغـن  هاي چندحلقه هيدروكربن
 Young et)شـوند   هـاي آب داغ جداسـازي مـي    چشمه

al., 2007) .Manter  ــاران ــتند ) 2010(و همكـ توانسـ
Pseudoxanthomonas    را به صورت انـدوفيت از گيـاه

  .جداسازي كنندزميني  سيب
Stenotrophomonas   ــز در ريزوســفر بســياري از ني

اعضـاي  . (Hayward et al., 2009)گياهان وجود دارد 
اهميــت اكولوژيــك در   Stenotrophomonasجــنس 

هــاي ازت و گــوگرد دارنــد و  خــور تــوجهي در چرخــه
 Stenotrophomonasچندين گونه از اين جنس، مانند 

malthophilia و S. rhizophilia د در تواننـــــ مـــــي
ــند   ــا گياهـــان نقـــش داشـــته باشـ   بـــرهمكنش مفيـــد بـ

(Ryan et al., 2009) .هاي  گونهStenotrophomonas 

maltophilia  وStenotrophomonas rhizophila 
ها  اين باكتري. شوند اغلب در ارتباط با گياهان يافت مي

هاي داخلـي گيـاه، بـه     توانند از ريزوسفر و يا از بافت مي
. آوندي ريشه و ساقه جداسازي شـوند هاي  ويژه از بافت

 Stenotrophomonas maltophiliaهاي اندوفيت  سويه
هاي گياهي شامل بـرنج و سـاير    از ريشه بسياري از گونه

  .(Ryan et al., 2009)اند  گياهان جدا شده
ــه  ــاران  Sunدر مطالعـــ ــوع )2008(و همكـــ ، تنـــ

 هايي نظيـر  هاي اندوفيت برنج با استفاده از روش باكتري
 16Sبه كمك پرايمرهـاي عمـومي    16S rRNAآناليز 

rRNA 799ها به نام  باكتريF  1492وR   192بررسـي و 
هـاي آلفـا،    جدايه شناسايي شدند كه شامل تمام زيـررده 

گـروه  . هـا بودنـد   بتا، گاما، دلتا و اپسيلون پروتئوبـاكتري 
) هـا  درصد از كل كلون 8/27(ها  غالب بتا پروتئوباكتري

 Stenotrophomonasتـرين جـنس نيـز از     نبوده، فـراوا 
  .بود) malthophiliaگونه (

ــاكتري ــه  Azospirillumهــاي جــنس  ب ــز متعلــق ب ني
ــانواده  ــاكتري Spirillaceaeخ ــررده آلفاپروتئوب ــا  ، زي ه

آنها بـه صـورت آزاد در خـاك و يـا متصـل بـه       . هستند
هـا و بـذور بـه ويـژه در غـلات و       ها، برگ ها، ساقه ريشه

شوند، هر چند در گياهـاني نظيـر    يافت مي گياهان علفي
اي نيـز   ها، لگوم و گياهان غـده  نارگيل، سبزيجات، ميوه

فيـت داشـته، در    اگرچـه آنهـا حالـت اپـي    . اند يافت شده
تواننـد بـه    نزديكي يا سطح ريشه وجود دارند، ولـي مـي  
بسـياري از  . درون ريشه به حالت اندوفيت نيز نفوذ كنند

Azospirillum ي ميزبــان اختصاصــي از گياهــان هــا دارا
  .(Doebereiner et al., 1995)علفي و غلات هستند 

هايي كه به صـورت انـدوفيت    در اين مطالعه باكتري
انـد متعلـق بـه     هاي برنج و گندم جداسازي شـده  از ريشه

ــنس ــاي  جــــــــــ و  Pseudoxanthomonasهــــــــــ
Stenotrophomonas هاي قبلي به نظر  در آزمون. بودند

شبيه  PxR2 ،StR1ه جدايه برنج دو جدايه رسيد كه از س
طور كه در مقدمه توضيح داده شـد، از    همان. هم هستند

هـا در حـد جـنس و     براي شناسايي باكتري FTIRروش 
گونه استفاده شده و در ايران نيز براي نخستين بار از اين 

، شـباهت كـاملي   FTIRآناليز . روش استفاده شده است
ييد أت Azospirillumگندم و با  هاي برنج و را بين جدايه

شـود كـه    ييد مـي أهاي فوق ت با مقايسه كليه روش. كردن
يـابي   تـوالي . ندهسـت هاي گندم بـه يكـديگر شـبيه     جدايه
حاصـل از پرايمرهـاي عمـومي، بـاكتري      bp 400توالي 
StR1  گونــــه جديــــد از  درصــــد 95را بــــا شــــباهت

Stenotrophomonas بـار  نخسـتين  براي  .معرفي كرد
ايـــــــن مطالعـــــــه نشـــــــان داده شـــــــد كـــــــه  در

Pseudoxanthomonas     به صـورت انـدوفيت در ريشـه
  .برنج وجود دارد
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Abstract 
In this research, six isolates, including three from three rice roots (PxR1, PxR2 and StR1) and 
three from three wheat roots (PxW1, PxW2 and PxW3) were isolated as endophytic bacteria 
and except for StR1, all the isolates were identified as Pseudoxanthomonas based on 
phenotypic analysis including FTIR and PCR amplification of 16S rDNA. The results showed 
that PxR1, PxR2, PxW1 and PxW2 were all similar and belonged to a novel species of 
Pseudoxanthomonas, but PxW3 was from different species. StR1 belonged to a novel species 
of Stenotrophomonas. Two strains including Azospirillum brasiliense Sp7 (S1) and 
Azospirillum lipoferum (S2) were selected as standard strains and compared with those 
isolates; however, phenotypic and genotypic analysis verified that those isolates were not 
Azospirillum. For the first time, it was indicated that Pseudoxanthomonas existed as an 
endophytic bacterium in rice root. 
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