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 نيتروژن احيای به قادر ، اما گياهانباشدعناصر مورد نياز گياهان میمهمترین نيتروژن یکی از 

های تثبيت ميکروارگانيسم نيستند. رشد برای مستقيم طور به آن از استفاده و آمونياک به فراتمس

کننده نيتروژن با فرآیند تثبيت نيتروژن، نيتروژن مورد نياز را به صورت قابل مصرف در اختيار گياه 

بررسی تثبيت . هدف از این مطالعه دهند و نقش مهمی در حاصلخيزی خاک دارندقرار می

 Alnusهای ریشه درختان توسکا )جدا شده از گرهک های اندوفيتميکروارگانيسمدر  تروژنين

subcordata( و سنجد )Elaeagnus angustifolia نمونه  50گلستان بود. تعداد ( در استان

آوری و پس از شستشو در محيط کشت فاقد نيتروژن کشت داده شد. شناسایی گرهک جمع

های بيوشيمایی و مولکولی انجام گرفت. همچنين تثبيت ستفاده از تستها با اميکروارگانيسم

ارزیابی شد.  (GC)ها با استفاده از روش احيای استيلن با کروماتوگرافی گازی نيتروژن جدایه

 Streptomyces badius strain BL225 ،Cladosporium cladosporioidesهای اندوفيت

strain F1  ،Actinomadura citrae strain DSM 43461  وCryptococcus victoriae 

strain p41A001  شناسایی شدند که از این بينCladosporium cladosporioides strain F1 

های قابليت تثبيت نيتروژن را داشتند. گرهک Cryptococcus victoria strain p41A001و 

کنند؛ این نيتروژن را تثبيت میهایی هستند که ریشه درختان توسکا و سنجد دارای اندوفيت

 ها کاندیدهای مناسبی به عنوان عوامل بيوکنترل در کشاورزی هستند.ميکروارگانيسم
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  مقدمه

در طبیعت برای سنتز پروتئین،  نیتروژن یک عنصر ضروری

اسیدنوکلئیک و سایر ترکیبات نیتروژنی است. گیاهان قادر به 

طور احیای نیتروژن اتمسفر به آمونیاک و استفاده از آن به

 ,Eleiwa et al. 2012; Shridharباشد )مستقیم برای رشد نمی

آیندی کلیدی در احیای نیتروژن (. تثبیت نیتروژن فر2012

مولکولی به شکل آمونیاک است که شکل قابل استفاده 

نیتروژن برای سنتز بسیاری از ترکیبات زیستی  توسط 

 گیاهان نیتروژن(. Cheng, 2008باشد )موجودات زنده می

و یا  کودهای شیمیایی آلی،خود را از تجزیه مواد  مورد نیاز

کنندۀ ی تثبیتهامیکروارگانیسم واسطۀبهکودهای بیولوژیکی 

استفاده بیش از  (.Santi et al. 2013د )آورندست میهب ازت

حد و مداوم از کودهای شیمیایی برای بهبود عملکرد 

محصولات زراعتی، تاثیر منفی بر باروری خاک داشته و 

بهداشتی و  ،ناپذیر زیست محیطیباعث خسارات جبران

واسطه برجای به دارمیایی ازتکودهای شی گردد.میاقتصادی 

ها در طبیعت باعث آلودگی آب و خاک شده و از ماندن آن

بنابراین، یافتن راه  .شوددر انسان می این طریق باعث بیماری

حل مناسب و جایگزین جهت ارائۀ مطلوب و پایدار نیتروژن 

تثبیت بیولوژیکی نیتروژن  .رسدبه گیاهان، ضروری به نظر می

عنوان جایگزینی برای تواند بهسیار بالایی دارد و میپتانسیل ب

هایی از گزارش (.Gupta, 2012کود شیمیایی استفاده شود )

 ها از جملهتثبیت نیتروژن بیولوژیکی توسط میکروارگانیسم

 ,Arthrobacter, Azoarcus, Azospirillumهایگونه

Azotobacter, Bacillus, Burkholderia, Enterobacter, 

Klebsiella, Pseudomonas, Serratia  و  rhizobia وجود

با توجه به  (.Cocking, 2003; Mus et al. 2016دارد )

محیطی و مختلف ها با شرایط سازگاری میکروارگانیسم

بیولوژیک از  هایجهت تولید کود هاآناستفاده از  ،اقلیمی

های بیولوژیک علاوه بر کود است.برخوردار  خاصیارزش 

حفظ توان تولید  ،اقتصادی باعث پایداری منابع خاک صرفه

 تولیدو  محیطیجلوگیری از آلودگی زیست، در دراز مدت

(. Shridhar, 2012گردند )می کیفیت محصولات غذایی با

 گیاهی های، از گونهو سنجد های توسکای قشلاقیگونه

 اندرختاین ریشه هستند. رشد سریع با  تثبیت کننده ازت

صورتی تا قرمز رنگی است که محل  یهایستگبرجحاوی 

-های ریشهاست که با تولید غده هااندوفیتاجتماع و اتصال 

 انبا این گیاه یهمزیست ۀای و تثبیت نیتروژن اتمسفری رابط

افزایش  باعث بهبود و. این نوع همزیستی دنکنیمبرقرار 

بر این اساس،  .گرددمیذخیره مواد غذایی در خاک 

هایی با توانایی تثبیت ازت مطالعۀ میکروارگانیسم جداسازی و

منظور استفاده در کودهای های بیولوژیک بهو سایر قابلیت

بیولوژیک حائز اهمیت است. مطالعۀ حاضر با هدف بررسی 

جدا شده  های باکتریایی و قارچیاندوفیت در  تروژنینتثبیت 

ستان های ریشه درختان توسکا و سنجد در استان گلاز گرهک

 انجام گرفت.

  هاروش و مواد

 

 بردارینمونه

از  ماه در دو فصل بهار و تابستتان 6مدت به بردارینمونه

 لتیجنگ منطقتۀدو  دردرختت توستکا ای ریشتههای گرهک

 اجتماع با بیشترین و قرق( توسکستان )روستای استان گلستان

از  توسکستتتان انجتتام گرفتتت. روستتتای درختتتان توستتکا

با مختصتات جغرافیتایی  شهرستان گرگان بخش مرکزی توابع

و DMS (36° 46′ 52″ N, 54° 35′ 1″ E )مشروح در سیستتم 

شهرستتان روستای قرق از توابع بخش بهاران دهستتان قترق 

 DMSبتا مختصتات جغرافیتایی مشتروح در سیستتم  گرگان

(36° 50′ 25″ N, 54° 41′ 16″ E .استتت )بتترداری از نمونتته

سنجد نیتز از شهرستتان بستطام  درختانای ریشههای گرهک
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https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A8%D8%AE%D8%B4_%D9%85%D8%B1%DA%A9%D8%B2%DB%8C_%D8%B4%D9%87%D8%B1%D8%B3%D8%AA%D8%A7%D9%86_%DA%AF%D8%B1%DA%AF%D8%A7%D9%86
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A8%D8%AE%D8%B4_%D9%85%D8%B1%DA%A9%D8%B2%DB%8C_%D8%B4%D9%87%D8%B1%D8%B3%D8%AA%D8%A7%D9%86_%DA%AF%D8%B1%DA%AF%D8%A7%D9%86
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https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%B4%D9%87%D8%B1%D8%B3%D8%AA%D8%A7%D9%86_%DA%AF%D8%B1%DA%AF%D8%A7%D9%86
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%B4%D9%87%D8%B1%D8%B3%D8%AA%D8%A7%D9%86_%DA%AF%D8%B1%DA%AF%D8%A7%D9%86
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 ای درخت توسکاای درخت سنجد، سمت چپ: گرهک ریشهسمت راست: گرهک ریشه -1شکل 

Figure 1. Right: Root nodules of Russian olive, Left:  Root nodules of alder 

 

 DMSسیستم  استان سمنان با مختصات جغرافیایی مشروح در

(36° 29′ 07″ N 54° 59′ 59″ E) .50تعتداد  انجتام گرفتت 

بته آزمایشتگاه  در ظرف سترون آوری شده گرهکجمعۀ نمون

ا و تصویر گرهک جدا شده از ریشه درختان توسک منتقل شد.

 گرهتک هتاینمونتهنشان داده شده است.   1سنجد در شکل 

 به منظور زدوده شدن خاک متصتل بته آن، جمع آوری پس از

های گرهک بتا لوب داده شد.با آب مقطر شستشو چندین بار 

مدت لوب گرهک به 10و تعداد  تیغ جراحی استریل جدا شد

درصتتد در داختتل  5دقیقتته بتتا محلتتول هیتوکلریتتت ستتدیم  5

کروتیوب ضدعفونی و ستس با آب مقطر استتریل شستشتو می

 10ها به داخل هتاون چینتی استتریل حتاوی داده شد. گرهک

لیتر سرم فیزیولوژی استریل انتقال یافت و با کمک دستته میلی

هاون استریل کنار شتعله جهتت حصتول محلتول یکنواختت 

 دقیقته 10متدت بته g 2800در  بخوبی له شد. محلول حاصل

متانیتول  حاصل در محیط کشتسوپرناتانت  و وژ شدسانتریفی

( Pour Plateآگار فاقتد منبتع ازت بتا روش کشتت آمیختته )

 72متدت گراد بتهدرجه سانتی 28ها در کشت داده شد. پلیت

 ساعت گرماگذاری شد.

 هااندوفیتسازی و شناسایی خالص ،جداسازی

نش از نظتر مورفولتوژیکی و واکت باکتریهای اندوفیتی جدایه

هتای بیوشتیمیایی اکستیداز، گرم بررسی و با استفاده از آزمون

، بررسی حرکت، تولید اندول از تریتتوفتان، S2Hکاتالاز، تولید 

MR-VP ،مصرف سیترات، تجزیته نشاستته، تجزیته ژلاتتین ،

(، مصترف OFتجزیه کازیین، اکسیداسیون یتا تخمیتر قنتدها )

 .Faghanizadeh et al) اوره و احیای نیترات شناسایی شتدند

نیز در محیط سابورد دکستروز آگار  های قارچی(. جدایه2016

ستاعت  48متدت گراد بهدرجۀ سانتی 28کشت داده شد و در 

بتا لاکتوفنتل کتاتن بلتو  های رشد یافتهگرماگذاری شد. قارچ

و در زیتر میکروستکوا از نظتر مورفولتوژیکی آمیتزی رنگ

فاصتله  تکثیتر تتوالیبا روش مولکولی و  در نهایتبررسی و 

( شناستایی گردیتد ITSاندازهای رونویستی شتوندۀ داخلتی )

(Mahuku, 2004). 

 16S rDNAهتتا و تکثیتتر   عتت  جدایتته DNAاستتتارا  

 PCRها با  ارچ 5S rDNAها و   ع  باکتری

 DNAها با استفاده از کیتت استتخراج باکتری DNAاستخراج 

گرفت. استتخراج ( انجام DN 8115Cسیناژن )شماره کاتالوگ 

DNA ها بر اساس روش استاندارد با تغییرات بهینه شتده قارچ

 200در این مطالعه انجام گرفت. مقداری میسلیوم قتارچی در 

 mM 100 Tris ،mM 10 EDTA% ،2لیتر بافر لیز کننده )میلی

SDS ،2-% پروتئین کیناز 1مرکاپتواتانول ،K 100 گرم بتر میلی

-( له شد. ستس انکوباسیون بته 8pHر لیتر، تنظیم شده دمیلی

 75گتراد انجتام گرفتت. درجتۀ ستانتی 60دقیقه در  60مدت 

 CTAB %10حجتتم از  1/0و متتولار  NaCl 5میکرولیتتتر از 

-درجۀ ستانتی 65دقیقه در  10مدت اضافه شد. انکوباسیون به
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https://tools.wmflabs.org/geohack/geohack.php?pagename=Bastam&params=36_29_07_N_54_59_59_E_region:IR_type:city\(12000\)
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گراد انجام گرفت. به مقدار هم حجم محلول، کلروفرم اضتافه 

دقیقه بر روی یخ  30مدت وط گردید و بهخوبی مخلشده و به

 10متدت گراد( قرار داده شد. ستس بته)در صفر درجۀ سانتی

حجتم  5/0 ستانتریفیوژ شتد و بته مقتدار g 11200دقیقته در 

متدت مولار اضافه و به 3( 2NaO3H2Cمحلول، استات سدیم )

-و بته g 11200دقیقه روی یخ قرار داده شد. محلتول در  60

قه سانتریفیوژ و مایع رویی در یتک تیتوب تمیتز دقی 10مدت 

حجتتم محلتتول،  5/0آوری گردیتتد. بتته مقتتدار دیگتتر جتتع

دقیقتته  10متتدت بتته g 11200ایزوپروپتتانول افتتزوده شتتد در 

سانتریفیوژ گردید. محلول رویی بیرون ریخته شد و رسوب با 

 gوشتتو داده شتتده و در شستتت 70میکرولیتتتر اتتتانول % 100

یقه سانتریفیوژ شد. اتانول موجتود بیترون دق 5مدت به 11200

 30ریخته شد و رستوب در دمتای اتتاق خشتک و نهایتتا  در 

 RNaseمیکرولیتتر  5/0میکرولیتر آب مقطر حل گردید. مقدار 

دقیقتته  10متدت گتراد بتتهدرجتتۀ ستانتی 37اضتافه شتد و در 

 (.Mahuku, 2004گرماگذاری گردید )

شتامل میکرولیتتر  25یی ای پلیمراز با حجم نهاواکنش زنجیره

از هتر  رمیکرومتولا 4/0الگو،  DNAنانوگرم بر میکرولیتر  10

-میلتی dNTP  ،2رمتولالتیمی 2/0، فوروارد و ریورس پرایمر

 Taqواحد آنزیم  1و  PCRمیکرولیتر بافر  MgCl2، 5/2 رمولا

DNA Polymerase گردیتد. واکتنش  انجامPCR  16قطعتۀS 

rDNA وش استاندارد )های باکتری با رجدایهFaghanizadeh 

et al. 2016 در 1( و با استفاده از پرایمرهای عمومی )جدول )

( تحت شترایط Bio-Rad, USAدستگاه ترمال سایکلر بایورد )

-درجه سانتی 94دقیقه واسرشت شدن اولیه در دمای  5دمایی 

 94چرخه شامل واسرشت شدن در دمتای  35گراد و در ادامه 

درجته  45در دمتای  دقیقه، اتصال 1مدت بهگراد درجه سانتی

درجته  72ثانیه، طویل شتدن در دمتای  30مدت گراد بهسانتی

ثانیه و در نهایت طویل شدن نهتایی در  90مدت گراد بهسانتی

دقیقته انجتام گرفتت.  5متدت گتراد بتهدرجه سانتی 72 دمای

های قارچی نیز بتا روش جدایه 5S rDNAقطعۀ  PCRواکنش 

( در 1)جتتدول  ITSرد و بتتا استتتفاده از پرایمرهتتای استتتاندا

( تحت شترایط Bio-Rad, USAدستگاه ترمال سایکلر بایورد )

-درجه سانتی 95دقیقه واسرشت شدن اولیه در دمای  5دمایی 

 95چرخه شامل واسرشت شدن در دمتای  35گراد و در ادامه 

درجته  55در دمتای  ثانیه، اتصال 40مدت گراد بهدرجه سانتی

درجته  72ثانیه، طویل شتدن در دمتای  60مدت گراد بهسانتی

ثانیه و در نهایت طویل شدن نهتایی در  60مدت گراد بهسانتی

در  دقیقته انجتام گرفتت. 5مدت گراد بهدرجه سانتی 72 دمای

نهایت، قطعات تکثیر شتده جهتت تعیتین تتوالی بته شترکت 

  ماکروژن کره جنوبی ارسال گردید.

 تروژنبررسی تثبیت نی

 سنجش میزان فعالیت آنزیم نیترژنازو  بررسی تثبیت نیتروژن

 GC-GM 816گازی  دستگاه کروموتوگرافیها توسط جدایه

(GOW-MAC, Taiwan و )به اتیلن احیا استیلن روش با 

 گرفت.انجام 

 
 rDNA-PCRپرایمرهای استفاده شده برای  -1جدول 

Table 1. Primers for rDNA-PCR amplification 

 نوع پرایمر '5)-('3توالی پرایمر  اندازه قطعه منبع

(Zheng et al. 1996) 1400 bp F: AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG باکتریایی 
R: GAC GGG CGG TGT GTA CAA 

(White et al. 1990) 550 bp F: TCC GTA GGT GAA CCT GCG G 
(ITS) قارچی 

R: TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 
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 متتانیتول بتترا  در لولتتۀدر محتتیط  هامیکروارگانیستتمابتتتدا 

 48مدت گراد بهدرجه سانتی 28آزمایش کشت داده شد و در 

ای لولته بتا درب ساعت گرماگتذاری شتد. ستتس درب پنبته

 30پلاستیکی استریل در کنار شعله و با احتیاط تعویض شتد. 

لیتتر توستط میلتی 1و به مقتدار  درصد حجم باقی مانده لوله

جتایگزین  گتاز استتیلنسرنگ خارج شد و با همان مقدار از 

ستاعت  24متدت گراد بهدرجه سانتی 28گردید و مجددا  در 

هوای داختل میکرولیتر از  100گرماگذاری شد. ستس، مقدار 

لولتته توستتط ستترنگ همیلتتتون ختتارج شتتد و بتته دستتتگاه 

ا هتلن تولید شده توسط جدایهکروماتوگرافی تزریق گردید. اتی

 ،6/0، 4/0، 2/0هتای با گاز اتیلن خالص تهیه شده در غلظتت

 (.Muangthong, 2015میکروگرم مقایسه گردید ) 1و  8/0

 

  و بحث نتایج

 هااندوفیتشناسایی 

هتتا بتتا استتتفاده از پتتس از کشتتت و بررستتی میکروارگانیستتم

کتریتایی و گونه با 2های بیوشیمیایی مشخصات کلنی و تست

 16S(. تکثیتر قطعته 2گونه قارچی شناسایی شد )جتدول  2

rDNA  با استفاده از واکنشPCR های اندوفیت ، برای باکتری

هتای جفت بتاز و بترای قتارچ 1400باند مناسب را در اندازه 

(. پتس از 2جفت باز را نشان داد )شکل  550اندوفیت اندازه 

-م افزار بلاستت در وبسازی با نرها و ردیفتعیین توالی آن

هتا ، درصد و شباهت جدایتهwww.ncbi.nlm.nih.govسایت 

 (.3مقایسه شد )جدول 

 

 

 های اندوفیتمشخصات جدایه -2جدول 

Table 2. Characterization of endophytic isolates  

حل نمونه برداریم شماره جدایه  شکل کلنی واکنش گرم شکل میکروسکوپی درخت 

E1 زیر اگار و روی آگار ،خشکرنگ،  سفید + رشته ای گرهک توسکا جنگل توسکستان  

E2 زیر آگار، سبز رنگ + رشته ای گرهک توسکا جنگل جعفر آباد  

E3 روی آگارخشکرنگ، پهن سفید  + رشته ای گرهک سنجد بسطام ،  

E4 رهک سنجدگ بسطام زیر آگار رنگ،ریز سفید  + گرد   

 
 NCBIباکتری مرجع موجود در  -3جدول 

Table 3. Deposed isolates to NCBI 

 

 

 

 

 

 

  

 جدایه اندوفیت (NCBIدر بانک ژنی ) باکتری مرجع درصد شباهت شماره دسترسی در بانک ژنی

KF146316.1 100 Streptomyces badius strain BL225 E1 

KF278646.1 99 Cladosporium cladosporioides strain F1 E2 

NR_042116.1 99 Actinomadura citrae  strain DSM 43461 E3 

JX188144.1 99 Cryptococcus victoria  strain p41A001 E4 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

58
85

07
3.

13
96

.6
.2

.9
.3

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 g

eb
sj

.ir
 o

n 
20

25
-1

1-
05

 ]
 

                             5 / 10

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.25885073.1396.6.2.9.3
http://gebsj.ir/article-1-210-en.html


 و همکارانی تجر  ....تیتثب توان یبررس

 

 208 1396 زمستانو  پایيز /2شماره  /ششمدوره  /و ایمنی زیستیژنتيک مهندسی 

 

  
 

 16S قطعه تکثیر( Streptomyces badius 2 در 16S rDNA قطعه تکثیر (bp 1400، 1سایز تقریبی  در هاباکتری 16S rDNA قطعه : تکثیرچپسمت  -2شکل 

rDNA در Actinomadura citrae. 5 تکثیرقطعه راست: سمتS rDNA  ها در سایزقارچ bp 550 :1 5( تکثیرقطعۀS rDNA  درCladosporium 

cladosporioides  25( تکثیرقطعۀS rDNA   در:C-  Cryptococcus victoria باشدمی منفی در هر دو تصویر، کنترل. 

 
Figure 2. Left: Amplification of 16S rDNA fragment in size of 1400 bp, 1) Amplification of Streptomyces badius 

16S rDNA, 2) Amplification of Actinomadura citrae 16S rDNA, Right: Amplification of 5S rDNA fragment of 

fungi in size of 550 bp, 1) Amplification of 5S rDNA fragment of Cladosporium cladosporioides, 2) Amplification 

of 5S rDNA fragment of Cryptococcus victoria, C-: Negative control in both figures 
 

 

 

 

 

 
   

های میکروارگانیسمتوسط ارزیابی میزان تثبیت نیتروژن 

 اندوفیت

تزریق گاز استیلن و  متعاقبمقدار اتیلن تولید شده  

. گیری شداندازه هابرای جدایه ساعت 24مدت انکوباسیون به

قدرت تثبیت  و احیای استیلن به اتیلنبیشترین پتانسیل 

 Cladosporium cladosporioides هایدر جدایه نیتروژن

strain F1  وCryptococcus victoria strain p41A001 

پاسخ آشکارساز کروماتوگراف گازی ناشی از  مشاهده گردید.

 Cryptococcus victoriaتوسط جدایۀ  احیای استیلن به اتیلن

strain p41A001 ( در زمان بازداریRetention Time )62/8 

 Cladosporiumولت و توسط جدایۀ میلی 4650دقیقه معادل 

cladosporioides strain F1 ( در زمان بازداریRetention 

Time )96/8  ولت بود.  متوسط زمان میلی 1300دقیقه معادل

 2ها، رؤیت پیک اتیلن پس از تزریق گاز استیلن برای جدایه

 (.3بود )شکل  دقیقه 3تا 
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B 

 

A

 
 C

 
( پیک استاندارد اتیلن در Aاست.  ساعت تزریق شده24نمونه بعد از هر میکرو لیتر گاز استیلن به  100دارمق،  GC GM816در دستگاه  بررسی احیای استیلن= 3شکل 

 احیای استیلن توسط ( پیک اتیلن ناشی ازCryptococcus victoria ،C( پیک اتیلن ناشی از احیای استیلن توسط Bولت، میلی 900دقیقه معادل  93/2زمان بازدازی 

Cladosporium cladosporioides. 
Figure 3. Acetylene reduction assay by GC GM816, 100 µl of acetylene was injected into each sample after 24h. 

A) Standard curve of ethylene (Retenion Time: 2.93 min, Signal at 900 mVolts), B) Ethylene peak resulted from acetylene 

reduction by Cryptococcus victoria, C) Ethylene peak resulted from acetylene reduction by Cladosporium cladosporioides  

 

 

 

 

هایی هستند که بدون آستیب رستاندن و ها میکروارگانیسماندوفیت

آنهتا  .کننتدهای آنها زندگی میاثرات منفی بر میزبانشان درون بافت

نقتتش مهمتتی در فعالیتتت فیزیولتتوژیکی گیاهتتان میزبتتان از جملتته 

هتا های محیطی، حشرات و مقاومت گیاهان در برابر بیماریاسترس

هتای ثانویته یک منبع با ارزش متابولیتت ها همچنیناندوفیتدارند. 

توانند رشتد گیاهتان و توانتایی زیست محیطی هستند. همچنین می

-این میکروارگانیسم .تثبیت نیتروژن گیاهان میزبان را تسریع بخشند

عنتوان یتک منبتع های گیاهی یافت شده و بهها در بسیاری از گونه

فاده در پزشتکی، بالقوه برای ترکیبات طبیعتی بیواکتیتو جهتت استت

 ;Faghanizadeh et al. 2016اند )کشاورزی و صنعت شناخته شده

Naik et al. 2009; Song et al. 2017.)  در ایتتن تحقیتتق

هتای ریشته گرهتکژن از وهای تثبیتت کننتده نیتترمیکروارگانیسم

درختان توسکا و سنجد جداسازی و بتا روش مولکتولی شناستایی 

ها با روش احیای استتیلن بته با بررسی فعالیت نیتروژناز جدایه شد.

 Cladosporium cladosporioides strainدو میکروارگانیسم  اتیلن

F1  وCryptococcus victoria strain p41A001  با توانتایی تثبیتت

ازت جداسازی و شناسایی شد. بر اساس مطالعات انجتام شتده، تتا 

عنوان تثبیت کننده ازی این دو سویه بهکنون گزارشی مبنی بر جداس

( 2015و همکتاران ) Muangthongنیتروژن در ایران وجود نتدارد. 

های تثبیت کننده نیتتروژن بتا مطالعه مشابهی را برای بررسی باکتری

 16S روش احیای استتیلن در نیشتکر انجتام دادنتد کته آنتالیز ژن 

rRNA هتتای جتتدا شتتده در ایتتن مطالعتته بتتاکتریAncylobacter  ،

Ochrobactrum  وNovosphingobium  را شناستتتتتتایی کتتتتتترد

(Muangthong et al. 2015 در مطالعتته .)Ji ( 2014و همکتتاران )

، Penibacillus ،Microbacterium ،Bacillusچهتتتتتار بتتتتتاکتری 

Klebsiella عنوان تثبیت کننده نیتروژن شناستایی شتدند. در ایتن به

ریشته، ستاقه و بترگ بترن  از  هتا ازمطالعه برای جداسازی باکتری

و محیط نیمه جامد فاقد نیتروژن استتفاده شتد. جهتت TSA محیط 
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ردیابی شد کته از  nifHهای تثبیت کننده نیتروژن ژن شناسایی سویه

کتد  nifH(. ژن Ji et al. 2014این نظر با مطالعته متا تفتاوت دارد )

-می هاکننده پروتئین آهن نیتروژناز است و وجود این ژن در سویه

باشتد ها میتواند شاهدی غیرمستقیم بر فعالیت نیتروژناز در باکتری

(Ji et al. 2014; Turk et al. 2011; Coelho et al. 2009 .) در

 یبترای جداستاز (2010) و همکتاران Luuml مطالعاتی که توستط

ها از محتیط بتدون ازت حتاوی در بررسی آن ،انجام شد ازوتوباکتر

 مطابقتت داشتت حاضتر تحقیقول استفاده شده که منبع کربن مانیت

(Luuml and Huang 2010 .) در مطالعه بیگلریتان و همکتاران نیتز

های تثبیت کننده نیتروژن گیتاه مارچوبته از جهت جداسازی باکتری

محیط مانیتول آگار فاقد منبع ازت استفاده کردند که با ایتن مطالعته 

 (.dadok et al. 2013مطابقت دارد )

 Streptomycesمطالعه ما از بین چهار سویه جدا شده دو ستویه در 

badius BL225  وActinomadura citrae strain DSM 43461 

توانتتایی تثبیتتت نیتتتروژن نداشتتتند و حدتتور ایتتن دو انتتدوفیت در 

-باشد که نیاز به بررسیاحتمالا  به علت تجزیه لیگنین می هاگرهک

ها به عنتوان به ویژه استرپتومایستها اکتینومایست. دارد های بیشتر

های ساپروفیتیک هستند کته متواد آلتی مثتل لیگنوستلولز و باکتری

-میو از آنها به عنوان منبع کربن استفاده نشاسته در خاک را تجزیه 

 .(Giroux et al. 1988) کنند

جداستازی شتده از  اندوفیت هایبر روی میکروارگانیسم مطالعه ما

( به Alnus subcordataی ییلاقی )توسکا انهای ریشه درختگرهک

بیشتترین  نشتان داد کته گونه غالب توسکا در استان گلستتان عنوان

 هتای توستکای ییلاقتی، بتاکتریهای موجتود در گرهتکاندوفیت

Streptomyces badius قارچ  وCladosporium cladosporioides  

ای یشتههتای رگرهتک جدا شده ازهای بیشترین اندوفیتباشد. می

قتارچ  ( نیز در مطالعۀ متا،Elaeagnus angustifolia) سنجد درخت

Cryptococcus victoria .بود 

کننتده هتای تثبیتتهنوز دانش بشر در ارتباط با اکولوژی انتدوفیت

هتای اکولوژی و بتر همکتنش نیتروژن محدود است. فهم درستی از

هتا و مهتای انتدوفیت بتا دیگتر میکروارگانیستمتفاوت بین باکتری

هتا را در گیاهان، کاربرد موفقیت آمیز این دستته از میکروارگانیستم

د. ستازهای گیاهی و بهبود رشتد گیتاه فتراهم متیبیوکنترل بیماری

فاکتورهایی مانند شرایط اقلیمی، خصوصیات فیزیکوشیمیایی خاک، 

میکروفلور خاک، آب و تنش ناشی از عوامتل بیمتاریزای گیتاهی از 

مهتتم و متتتوثر در عملکتترد ایتتتن گتتتروه از  جملتته فاکتورهتتتای

باشند که کاربرد تجتارتی آنهتا را تحتت تتاثیر ها میمیکروارگانیسم

دهند. با این حال، تحقیقات در ارتبتاط بتا استتفاده بهینته از قرار می

 های اندوفیت برای افزایش رشد گیاه ادامه دارد.باکتری
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Abstract 

Nitrogen is one of the most important elements needed by plants, but plants are unable to 

reduce atmospheric nitrogen into ammonia and use it directly for its growth. Nitrogen 

fixing microorganisms, with the process of nitrogen fixation, provide the nitrogen required 

for plant utilization and play an important role in soil fertilization. The aim of this study 

was to evaluate nitrogen fixation in endophytic microorganisms isolated from root nodules 

of alder (Alnus subcordata) and Russian olive (Elaeagnus angustifolia) in Golestan 

province. A total of 50 nodule specimens were collected and cultured on nitrogen-free 

medium. Microorganisms were identified using biochemical and molecular tests. Nitrogen 

fixation of isolates was also evaluated using acetylene reduction and gas chromatography 

(GC). The two genera of Streptomyces badius strain BL225 and Actinomadura citrae strain 

DSM 43461 were identified as endophytic actinobacteria, Cladosporium cladosporioides 

strain F1 and Cryptococcus victoriae strain p41A001 were found as Ascomycota and 

Basidiomycota phyla of fungal endophytes, respectively. Cladosporium cladosporioides 

strain F1 and Cryptococcus victoria strain p41A001 had a high ability in nitrogen fixation. 

The root nodules of alder (A. subcordata) and Russian olive (E. angustifolia) carry the 

endophytic microorganisms with nitrogen fixation ability, therefore, the endophytes can be 

used as biocontrol agents in agriculture. 

 

Keywords: endophyte, nitrogen fixation, gas chromatography, alder, Russian olive 
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