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Introduction 
 The apple (Malus domestica Borkh.), a cornerstone of Iran's agricultural exports, plays an important role in the 

nation's economy. The cultivation of this fruit, however, is frequently exposed to a multitude of pests and diseases, 

especially fungi from the Botryosphaeriaceae family emerging as a significant threat. Among these, Diplodia 

bulgarica is a particularly harmful fungus that causes a lot of damage to apple orchards. Traditional management 

strategies have predominantly relied on chemical fungicides; however, these methods have several problems, 

including environmental contamination, food safety concerns, and the potential for pathogen resistance. These issues 

highlight the critical need for alternative solutions. To deal with these problems, experts in plant diseases are 

looking more at using biological control agents as a viable and environmentally friendly option. Endophytic 

bacteria, a group of non-pathogenic microorganisms that inhabit plant tissues, are leading this change. By producing 

essential growth factors, these bacteria not only enhance the metabolic processes of their host plants but also protect 

them from many diseases and environmental stress. Their mode of action is not limited to direct antagonistic actions 

like nutrient competition and antibiotic production; they also take in a range of indirect strategies that effectively 

inhibit plant diseases. Using endophytic bacteria to control plant diseases is a new, exciting and promising direction 

toward sustainable agriculture. Their dual role as biocontrol agents and promoters of plant health offers a 

comprehensive strategy for enhancing crop resilience. Ongoing research is revealing how endophytic bacteria could 

transform the way we protect plants and increase farm yields, marking a new era in the management of apple and 

other fruit tree diseases.  
 

Materials and Methods 
 This study aimed to isolate auxin-producing endophytic bacteria from apple trees in the orchards of East 

Azerbaijan province and assess their capacity to inhibit the pathogenic fungus Diplodia bulgarica the major causal 

agent of apple tree decline in Northwest Iran. To do this, healthy branches from apple trees in East Azerbaijan 
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province in northwest Iran were sampled, resulting in 110 isolates of endophytic bacteria being isolated and 

subsequently analyzed. Employing the dual-culture method, researchers identified the most effective isolate 

exhibiting the strongest antagonistic effect. Subsequently, fifty isolates out of the initial 110 were chosen for further 

investigation based on their promising antifungal properties. To statistically analyze the auxin production data, 

researchers conducted a variance analysis (ANOVA). Finally, Duncan's multiple range test (DMRT) at a 1% 

significance level was used to compare the mean auxin production values among these selected isolates. 

Identification was carried out based on polymerase chain reaction (PCR) and sequencing of the 16S rDNA region, 

along with biochemical assays including gram staining, catalase, oxidase, arginine hydrolase, and others. 
 

Results and Discussion 
 The dual-culture assay results led to the selection and preservation of 50 isolates demonstrating varying degrees 

of antagonistic potential. Of these, 37 isolates (74%) were identified as gram-positive, while the remaining 13 

isolates were gram-negative. The inhibition percentage of these isolates ranged from 10% to 79%. Notably, five 

endophytes exhibited high inhibition rates (74-79%), were also effective in auxin production. The auxin production 

assay revealed that, on average, bacterial isolates produced 5.5 mg/ml of auxin in the absence of tryptophan and 8.58 

mg/ml in its presence. Based on biochemical and molecular identification, all five isolates belonged to the Bacillus 

genus, with more than 99% similarity. These included Bacillus xiamenensis, Bacillus sonorensis, Bacillus 

tequilensis, Bacillus mojavensis, and Bacillus subtilis. Bacillus mojavensis demonstrated the highest auxin 

production, yielding up to tenfold more auxin without tryptophan and fivefold more with tryptophan compared to 

other isolates. The study also found that adding L-tryptophan to the bacterial growth medium generally increased 

auxin production. In the qualitative evaluation, a pink color change was observed exclusively in the B. mojavensis 

isolate. 
 

Conclusion 
 While fungicides are highly effective, their escalating use has led to serious repercussions, including 

environmental pollution, toxic residues in food, pathogen resistance, and socio-economic issues. The substantial 

costs and consumer demand for chemical-free produce have spurred researchers to seek viable alternatives to these 

agents. In this study, five Bacillus bacterial isolates were identified from apple trees in Iran's northwestern regions. 

These isolates not only exhibit strong inhibitory effects against the fungus Diplodia bulgarica but also possess the 

capability to produce significant amounts of the phytohormone auxin (IAA). Consequently, they can be 

recommended to farmers as both an alternative to fungicides and as biofertilizers. The deployment of these bacteria 

promises not only the effective and safe mitigation of pathogens but also supports plant growth and development 

through hormone production. 
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 مقاله پژوهشی

 147-157، ص. 1403، تابستان 2شماره  38جلد 

 

 ، روی قارچهای اندوفیت با توان تولید اکسینبررسی اثر بازدارندگی باکتری

Diplodia bulgarica   استان آذربایجان شرقیعامل بیماری شانکر سیب در 

 
 3اصغرزادیناصر عل -2ارزنلو یمهد -*2وررضا خاک -1یوردسمانه حق

 28/03/1402تاریخ دریافت: 

 27/01/1403تاریخ پذیرش: 

 
 چکیده

های اینن محصنود در مقه،ن   ترین بیماریباشد. از مهمشرقی میترین محصولات باغی و صادراتی ایران و استان آذربایجاندرخت سیب از عمده
استفاده از ها های مختلفی برای کقترد این بیماری معرفی شده است ک  در بین آنباشد. روشمی Diplodia bulgaricaبیماری شانکر ناشی از قارچ 
باشد. از عوامل کقترد بیولوژیک نوین ک  اخیرا بسنیار پزشکان میزیست و پایدار مورد توج  گیاهعقوان روشی دوستدار محیطعوامل کقترد بیولوژیک  ب 

تولیدکققده اُکسین  از درختان سیب  های اندوفیتباشد. هدف از تح،یق حاضر  جداسازی باکتریهای اندوفیت میستفاده از باکتریمورد توج  بوده است ا
های سالم برداری از شاخ بود. بدین مقظور  نمون   Diplodia bulgaricaها در کقترد قارچ بیمارگردر باغات اطراف شهرستان تبریز و بررسی توان آن

جدای  باکتری اندوفیت جداسازی و مورد بررسی قرارگرفت. انتخاب بهتنرین جداین  بنا  110انجام پذیرفت و  شرقیاستان آذربایجانتان سیب باغات درخ
قنارچ را از ک  اثنر بازدارنندگی روی  آوری شدهجدای  جمع 110بیشترین اثر آنتاگونیستی ب  روش کشت مت،ابل انجام پذیرفت. پقجاه جدای  باکتریایی از 

دست آمده انجام و م،ایس  مینانیین صنفات بنا اسنتفاده از های ب خود نشان دادند  از لحاظ تولید اکسین مورد آزمایش قرار گرفتقد. تجزی  واریانس داده
های آزمونتعدادی و  16S rDNAمراز و تعیین توالی ناحی  ای پلیصورت گرفت و شقاسایی براساس واکقش زنجیره %1آزمون دانکن در سهح احتماد 

قارچ  از رشد بازدارندگی %74-79های مورد آزمایش با دست آمده نشان داد ک  پقج جدای  باکتریایی از مجموع جدای گرفت. نتایج ب بیوشیمیایی صورت 
هنر پنقج جداین  انتخناب شنده  در پژوهش حاضر  یابی انجام گرفت های بیوشیمیایی و توالیبراساس دادهثر اکسین را نیز داشتقد. ؤبیمارگر  توان تولید م

توانقد در رشد و نمو گیناه نینز بعلنت تولیند خهر بیمارگر  میکقترد بهیق  و بی بر ی علاوهیها. کاربرد چقین باکتریشقدبامی Bacillus متعلق ب  جقس
 های گیاهی مفید واقع شوند.هورمون

 هورمون گیاهی شانکر تق  بیوکقترد  باسیلوس   کلیدی: هایواژه
 

   1 مقدمه

یکی از  در ایرانMalus domestica Borkh . سیب با نام علمی
تنرین مقنابع صنادرات محصولات مهنم کشناورزی و یکنی از اصنلی

                                                           
  شقاسنی گیناهی و اسنتادترتیب دانشجوی سابق کارشقاسی ارشد بیماریب  -2و  1

 پزشکی  دانشکده کشاورزی  دانشیاه تبریز  تبریز  ایرانگروه گیاه
 ( Email: khakvar@tabrizu.ac.ir                    نویسقده مسئود: -)*
 استاد گروه علوم خاک  دانشکده کشاورزی  دانشیاه تبریز  تبریز  ایران -3

https://doi.org/10.22067/jpp.2024.82876.1148 

ک  در حاد حاضر طوریباشد ب غیرنفتی کشور در بخش کشاورزی می
کشور ایران م،ام هفتم تولید سیب در جهان و در م،ام دهنم از لحناظ 

های مختلفی از گون (. Najari, 2020) باشدرات را در دنیا دارا میصاد
و  عقوان عوامننل مولنند پوسننیدگیبنن  Botryosphaeriaceaeتیننره 

شنانکر شناخ  و تقن  روی درختنان سنیب از مقناطق مختلنف دنیننا 
یکنی  Diplodia bulgaricaگون  ها اند ک  در بین آنگنزارش شده

های بیمارگر سیب در جهان است ک  باعث شانکر ترین قارچاز مخرب
 Eken, 2022; Zeynali) شودتق  و سرانجام زواد درخت می  شاخ 

et al., 2021.) های مختلف شنیمیایی  برای کقترد این بیماری روش

https://jpp.um.ac.ir/
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هنا کقتنرد صنی  شنده اسنت کن  در بنین آنفیزیکی و بیولوژیک تو
ترین روش در مدیریت عقوان مهمها ب کششیمیایی با استفاده از قارچ

 Botryosphaeriaceae های خانوادههای شانکر ناشی از قارچبیماری

با وجنود اینن کن  (. Hanifeh et al., 2017)شود در نظر گرفت  می 
ده روز افنزون از سنموم اسنتفا  باشندکش زیاد منیوم قارچکارایی سم
محیهنی  های زیسنتثیرات مقفی شدیدی از جمل  آلودگیأشیمیایی ت
مانده سموم روی مواد غذایی  ظهور م،اومنت در بیمنارگر و وجود باقی

 دنبنناد داردهمچقننین بننروز مشننکلات اجتمنناعی و اقتصننادی را بنن 
(Cawoy et al., 2014). 

اسنتفاده از زیسنت  دار محنیطهنای ننوین و دوسنتاز بین روش
ب  سرعت در حاد توسع   بعقوان عامل بیوکقترد های اندوفیتباکتری

بناکتری. ( ;Jacob et al., 2020; Vasebi et al., 2023) باشندمنی
زای سناکن بافنت های غینر بیمناریاز میکروارگانیسنمهای اندوفیت 

نن  تقهنا زینانی بن    خود در گیناه میزبنان با حفظ ب،ای اند ک گیاهی
با تولیند فاکتورهنای رشندی باعنث افنزایش  رسانقد بلک میزبان نمی
هنای زا و تنقشرشد و م،اومت گیاه در برابر عوامل بیماری  متابولیسم

 ,.Mantelin & Touraine, 2004 ; Luna et al) شنوندمحیهی منی

هنای مسنت،یم )رقابنت های اندوفیت علاوه بر روشباکتری. (;2002
ها علین  بیمنارگر( غذایی با بیمارگر  پارازیتیسم و یا تولید آنتی بیوتیک

تلف گیاهی منیبصورت غیر مست،یم نیز باعث کقترد بیمارگرهای مخ
هایی کن  ترین مکانیسمیکی از مهم .(Moslehi et al., 2021) دنشو

وسنیل  آن موجنب ارت،نا رشند و های اندوفیت ب انواع مختلف باکتری
هنای شنوند  تولیند گروهنی از فیتوهورمونافزایش عملکرد گیناه می

 (IAA)قدود استیک اسنید ها ایترین آنباشد ک  مهممحرک رشد می
لذا هدف از این پژوهش بررسی فعالینت  .(Thoa et al., 2022) است

های اندوفیت بنا تنوان تولیند اکسنین علین  قنارچ ضد قارچی باکتری
Diplodia bulgarica  باشد.می عامل شانکر سیب 

 

 هامواد و روش

 های باکتریایی و قارچیتهیه جدایه

هنای انندوفیت درختنان مقظور جداسنازی و شقاسنایی بناکتری ب
های یکسال  و دوسال  ازدرختان سیب های گیاهی از ساق سیب  نمون 

باغنات سنیب اسنتان از ی بیماری بالغ  سالم و بدون هیچ گون  نشان 
شنهریور بن  تیر تاهای طی ماه 1399-1400شرقی درساد آذربایجان

هننای بلافاصننل  پننس از ردینند. نموننن آوری گصننورت تصننادفی جمننع
پزشنکی دانشنیاه گیاه شقاسنی گنروهآوری  ب  آزمایشیاه باکتریجمع

درج  سیلسیوس نیهنداری  4تبریز انت،اد یافتقد و در یخچاد با دمای 
آگنار غنذایی  بنرداری در محنیطساعت پس از نمونن  48و حداکثر تا 

(NA)  جداین  قنارچی شندند.  دادهکشنتDiplodia bulgarica  از
تکمیلی دانشیاه تبرینز  تهین  و در شقاسی تحصیلات آزمایشیاه قارچ

تجدیند کشنت  PDA)دکسنتروز آگنار ) -سنیب زمیقنی کشتمحیط
 گردید. 
هنا بنا آب م،هنر شناخ   های اندوفیتمقظور جداسازی باکتریب 

  شندن روی کاغنذ صنافیشدند. پس از خشک  سترون شستشو داده
غوط با  وتر خرد اغبانی سترون  ب  قهعات کوچکها با قیچی بنمون 

  ده دقی،ن  %70)پقج دقی،  الکل های ضدعفونی در محلود ور نمودن
سپس س  بار شستشنو بنا  %96  سی ثانی  الکل %1هیپوکلریت سدیم 
شده ب  قهعنات های ضدعفونیبافت .سترون شدند آب م،هر سترون(

ر جریان هوای هود لامیقنار در زی متری ت،سیم شدند وسانتی 2الی  1
 14مندت هنا بن پتری .قرار گرفتقدNA خشک شده و در روی محیط 

 Javadi-Dodoran) شدندنیهداریگراد درج  سانتی 28روز در دمای

et al., 2022.)  آوری شنده های جمعبرای اثبات اندوفیت بودن جدای
 منالی  از روش غلامنی و همکنارانفینت احتهای اپیو حذف باکتری

(Gholami et al., 2013) .از قهعناتیبدین مقظنور  استفاده گردید 
لیتنر میلی 5 در بودنند شنده ضدعفونی بالا روش ب  ک  هاییبافت
شدند.  داده تکان دقی،  1 مدتب  و شدندبرده  فرو سترون م،هرآب
 در و زنیمای  NA محیط روی حاصل سوسپانسیون زا لیترمیلی3/0

 میکروبنی رشند احتمنالی بررسنی جهنت گرادسنانتی یدرج  28
 شد. نیهداری 

 

 های باکتریاییبررسی قدرت آنتاگونیستی جدایه

های مقاسنب از مقظور انتخاب جدای برای انجام این آزمایش و ب 
 9هنای در پتنری استفاده گردید. برای شروع کنار مت،ابل روش کشت

 تهین  شند (1:1)بن  نسنبت  NA+PDAمتری محنیط کشنت سانتی
(Arzanlou et al., 2016 .)متری از سنپس بن  فاصنل  ینک سنانتی

یک قنر   .صورت خهی کشت داده شدندها ب حاشی  پتری  باکتری
مرکنز متری از کشت تازه جدای  قنارچی بنرش داده شند و در میلی 5

. بودمرکز  جدای  قارچی دردیسک . پتری شاهد حاوی گرفتقرار پتری
گراد در داخل انکوباتور درج  سانتی 25روز در دمای  5مدت ها ب پتری
تکرار انجام شد و درصد بازدارندگی از  4داری شدند. این آزمون در نی 

  و رشد شعاعی بیمارگر در م،ایس  با شاهد براساس فرمود زیر محاسب
های تجزی  واریانس داده(. Gholami et al., 2014) یادداشت گردید

دست آمده انجام و م،ایس  میانیین رشد با استفاده از آزمون دانکنن ب 
 صورت گرفت. %1در سهح احتماد 

    
PIRGدرصد بازدارندگی رشد شعاعی بیمارگر = 

1R = در تیمار شاهد رشد شعاعی بیمارگر 

2R= رشد شعاعی بیمارگر در تیمار حاوی بیمارگر و آنتاگونیست 
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 هاگیری توان تولید اکُسین جدایهاندازه

های بدست ( جدای IAAاسید )استیکتوان تولید اکسین یا ایقدود
 ;N-free mediaکشنت عناری از نیتنروژن )آمده با استفاده از محیط

NF ) گرم در لیتنر  یکاز کلریدآمونیوم ب  م،دار  تکرار انجام شد. 3در
ها در این محیط اسنتفاده شند. مین نیتروژن مورد نیاز باکتریأجهت ت
لیتنر محنیط میلی 30میکرولیتر از کشت شبان  هر جدای  ب   500ابتدا 

 72ترپتوفنان مقت،نل شند و بعند از -گرم در لیتنر ادمیلی 100حاوی 
مدت ده ب  =5000rpmه شد )ساعت سوسپانسیون باکتری رسوب داد

لیتنر از معنرف لیتر از محلنود روینی بنا چهنار میلیدقی، ( و دو میلی
لیتر آب م،هر حل شنده میلی 500در  3FeClمولار  0.5) سالکوفسکی

ینک منولار بن  آن اضناف   4SO2Hلیتر اسید سنولوفوریک میلی 300
تنا  دقی،ن  در دمنای ا 30مندت مخلوط شد. این مخلوط ب گردد( می

نیهداری و سپس م،دار جذب نوری بنا اسنتفاده از اسنپکتوفوتومتر در 
توسط هر جداین   IAAنانومتر قرائت شد. م،دار تولید  530 موج طود

از م،ایس  جذب نور در سوسپانسیون آن جداین  بنا مقحقنی اسنتاندارد 
میکروگرم بنر  10   5/7  5   5/2   1   5/0  0 هایغلظت تهی  شده در)

ها در دو حالت جدای محاسب  شد. تولید اکسین توسط  (IAAتر لیمیلی
گرم بر لیتر( و عدم حضور تریپتوفنان منورد بررسنی میلی 100حضور )

 IAA سنقجش کیفنی تولیند(. Deaker et al., 2011) قرار گرفنت

و کومننار  ساریواسننتاوا هننای باسننیلوس براسنناس روشتوسننط جداینن 
(Sharivastava & Kumar, 2011) انجام شد. در این  اندکی تغییر با

میکروگنرم بنر  100 دارای NF کشت جامندحاوی محیط پتریروش 
سترون شده با روش فیلتنر( آمناده (تریپتوفان -Lلیتر اسید آمیقة میلی
 100 و در هنر قسنمت ب  چهنار قسنمت مسناوی ت،سنیم  پتریشد. 

 Optical)نننوری  چیننالییکرولیتننر از سوسپانسننیون بنناکتری بننا م

Dencity) گراددرج  سانتی 28ها در دمای پتری. زنی شدمای  یکسان 
سی دقی،  بعند از اضناف  انکوب  شدند. واکقش مثبت در تولید اکسین 

ظهور هالن  بن  رننو صنورتی  صورتب  کردن معرف سالکوفسکسی
 و قهنر پرگقن  (HD) ش قهنر هالن . در انتهای آزمایمشخص گردید

(CD) گیری و متوسننط ننننسبت قهنننر هالننن  بننن  قهننننر اننندازه
مبقنننای این میزان بننرای هننر جدای  محاسننب  و   CD/HDپرگق 
 Bric) قنرار گرفنننت IAA کمننی تنوان تولینندبقنندی نیمن درج 

et al., 1991.) تانداردهای اساز محلود  IAAهای متفاوت  در غلظت
 .ی صورتی استفاده شدشدت رنو هال برای سهولت تشخیص و 

 

 هاشناسایی باکتری

های اندوفیت ک  توان آنتاگونیستی بالا همراه بنا شقاسایی باکتری
 تعندادی آزمنونتوان تولید اکسین را از خود نشان دادند با اسنتفاده از 

اکسیداز  کاتنالاز  هیندرولیز نشاسنت  و   آزمون گرمشامل  بیوشیمیایی
ناحی  نوکلوتیدی  یابیو توالی (Schaad et al., 2001) تجزی  آرژنین

16s rDNA   انجام گرفت. پس از استخراجDNA باکتریایی ب  روش 
(Sambrook, 1990)  واکقشPCR گرهای عمومی با استفاده از آغاز

8f (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ و )1492r (5’-

GGTTACCTTGTTACGACTT-3’ میکرولیتنر  25( و در حجم
 . (Alizadeh et al., 2017) انجام گردید

اختلاف دقی،  در  45مدت ب  %1در ژد آگاروز  PCRمحصولات  
جهت تعیین توالی PCR  محصودولت الکتروفورز گردید.  80 پتانسیل

پنس از آوران ارسناد گردیند. تنوالی بدسنت آمنده ب  شرکت ژن فنن
بنا تنوالیذخینره و  FASTAبا فرمت  BioEditeافزار با نرم ویرایش

و بننا آزمننون  (NCBI)هننای ژنننی در بانننک تننوالیهننای موجننود 
هنا و رسنم درخنت . آننالیز تنوالیم،ایس  شدند Blastnیابی مشابهت

مینا  افزاربا استفاده از نرمتکرار  1000بر پای   Bootstrapبا  یفیلوژن
 Neighbor) اتصنناد مجنناور و بنن  روش (MEGA X) 10نسننخ  

Joining) .انجام گردید  
 

 نتایج

درختنان هنای شاخ ی باکتری اندوفیت از جدای  110در مجموع 
بنرای  وشنرقی جداسنازی گردیند استان آذربایجان باغات سیب سالم
در  Diplodia bulgaricaعلین  قنارچ  ابی فعالینت آنتاگونیسنتیارزی

آزمایشیاه مورد بررسنی قرارگرفتقند. براسناس نتنایج آزمنون کشنت 
جدای  ک  درجاتی از تنوان  50  بدست آمدههای مت،ابل  در بین جدای 

(. 1شنکل آنتاگونیستی از خود نشان دادند انتخاب و نیهداری شندند )
( گرم %26) جدای  13( و %74جدای   گرم مثبت ) 50جدای  از این  37

از رشند قنارچ  هناشدند. درصد بازدارندگی این جداین  مشخصمقفی 
 تعیین گردید.   %79تا  10بین  بیمارگر
 

 ارزیابی کمی و کیفی تولید اکسین

جدای  مقتخب با توان آنتاگونیستی  مورد ارزیابی کمنی و  50تمام 
جدای  مقتخب  ف،ط شنش  50تولید اکسین قرار گرفتقد. از بین کیفی 

میکروگنرم بنر  15تنا  3بنازه جدای  تولید حد قابل توجن  اکسنین در 
آورده شنده  1جندود ک  نتایج در  نداز خود نشان داد( ppmلیتر )میلی

م حضور های باکتریایی در عدمیانیین تولید اکسین توسط جدای است. 
میلی 8.58لیتر و در حضور تریپتوفان گرم بر میلیمیلی 5.5تریپتوفان 

. بیشترین میزان تولیند اکسنین در هنر دو بدست آمدلیتر گرم بر میلی
-کن  افنزودن ادبود. نتنایج نشنان داد  Sh-4جدای  ب  حالت مربوط 

ها  کنم و بنیش باعنث تولیند بیشنتر تریپتوفان ب  محیط رشد باکتری
تغیینر رننو   . در روش ارزینابی کیفنی(1جندود ) ن شده استاکسی

مشناهده  Sh-4هنا بغینر از جداین  کدام یک از جداین صورتی در هیچ
تولینند  بننرای ایننن جداینن   م،نندارهمچقننین . (2شننکل ) نیردینند
ین  بنا تعیین گردیند. از شنش جدا  CD/HD=3.2/1.3=1.76اکسین
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( ب،ین  تنوان انتاگونیسنتی Sh-5توان تولید اکسین ب  جز یک جدای  )
اینن پنقج جداین  بن   بقنابراین .بودند هرا از خود نشان داد %70 یبالا

جندود ) های مولکولی و بیوشیمیایی مورد شقاسایی قرار گرفتقندروش
 .(3شکل ()2

 

 
شرقی جهت های باکتریایی اندوفیت جداشده از درختان سیب در استان آذربایجانبا جدایه Diplodia bulgaricaقارچ  متقابلکشت  -1 شکل

 ارزیابی فعالیت آنتاگونیستی

Figure 1- Dual-culture of Diplodia bulgarica with endophytic bacteria isolated from apple trees in East Azerbaijan for 

antagonistic activity assay 
 
 

تولید مشخص  –شرقیسیب باغات استان آذربایجاندرختان  شاخهاندوفیت  های باکتریاییآزمون کیفی توان تولید اکسین توسط جدایه -2شکل 

در نمونه ضعیف  رف سالکوفسکیمع()چپ( و تولید اندک رنگ صورتی در حضور Sh-4در نمونه قوی ) معرف سالکوفسکیرنگ صورتی در حضور 

(Sh-2)راست( ) 
Figure 2- Qualitative assessment of auxin (IAA) production capability by endophytic bacterial isolates from apple tree in East 

Azerbaijan Province for antagonistic activity assay- the distinct production of a pink color in the presence of Salkowski’s 

colorimetric assay (left)(Sh-4) and weaker (right)(Sh-2) samples  
 

 های باکتریایی اندوفیت در حضور و عدم حضور تریپتوفانمقایسه میانگین تولید اکسین توسط جدایه -1 جدول

Table 1– Mean comparison of IAA production by endophytic bacteria in presence and absent of Tryptophan  
 تولید اکسین در حضور تریپتوفان 

Auxin production in Tryptophan presence (ppm)  

  تولید اکسین در عدم حضور تریپتوفان

Auxin production in Tryptophan absence (ppm) 
 جدایه باکتری

Bacterial Isolate code 

8.04bc 3.58d Sh-1 

1.46e 2.15e Sh-2 

7.88cd 5.33c Sh-3 

10.26b 5.49c Sh-12 

15.04a 7.56a Sh-4 

8.79bc 6.85bc Sh-5 

1.66e 0.39f Control 

 

Sh-4 Sh-2 



 153     ...های اندوفیت با توان تولید اکسین، روی قارچی باکتریبررسی اثر بازدارندگ ،حق وری و همکاران

و  16S rDNA هیناح یابییتوال جهینت و Diplodia bulgaricaقارچ های باسیلوس اندوفیت منتخب در برابر درصد بازدارندگی جدایه -2جدول 

 بیوشیمیایی های خی آزموننیز بر

Table 2- The inhibition percentage of selected endophytic Bacillus isolates on Diplodia bulgarica, and the outcomes of 16S 

rDNA sequencing alongside with biochemical assays 
مگر تست  

Gram staining 
زمینیلهانیدن سیب  

Potato softening assay 
 کاتالاز

Catalase assay 
 اکسیداز

Oxidase assay 
 تست ارژنین

Arginine assay 
 درصد بازدارندگی

Inhibition percentage 
 کد جدایه

Code 
 گونه

Species 

+ - + - - 79% Sh-1 Bacillus xiamenensis 

+ + - + + 74.5% Sh-2 Bacillus sonorensis 

+ - - - - 76% Sh-3 Bacillus tequilensis 

+ + - - - 78% Sh-4 Bacillus mojavensis 

+ + - + + 74% Sh-12 Bacillus subtilis 

 

 
های باکتریبرای  1000برابر با بوت استرپ و با  Neighbor Joiningبا روش  16S rDNAتبارنمای رسم شده بر اساس ناحیه  -3شکل 

 ,Agrobacterium, Pseudomonasشامل ) های گرم منفی، سه جدایه از باکتریناندوفیت جدا شده از درختان سیب با توان تولید اکسی

Erwinia) بعنوان گروه خارجی استفاده شده است 

Figure 3- Phylogenetic tree drawn for 16srDNA region using Neighbor Joining algorithm with 1000 bootstrap replication for 

endophytic bacteria with IAA production capability isolated from apple trees; three gram-negative bacteria (Agrobacterium, 

Pseudomonas, Erwinia) were used as out-group 

 

پقج باکتری مقتخب مورد شقاسایی مولکنولی و بیوشنیمیایی قنرار 
 16Sعمنومی ناحین   هنایبنا پرایمر مقتخنب گرفتقد. هر پقج جدای 

rDNA  محصنولات  .نوکلئوتیدی تولید کردند 1500باند ت،ریباPCR 

جز جقس باسیلوس  یابی و رسم درخت فیلوژنتیک همییپس از توالی
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یایی نتنایج هنای بیوشنیم. آزمنون(3شکل ()2جدود )شقاسایی شدند 
 یید کردند.أشقاسایی مولکولی را ت

 

   بحث

هنای جنقس باسنیلوس از در این تح،یق پنقج جداین  از بناکتری
جداسازی و شقاسایی شندند کن  شرقی استان آذربایجاندرختان سیب 

 Diplodia bulgaricaهم علاوه بر قدرت بازدارندگی بالا علی  قارچ 
قننبلان نیننز  .( را دارا هسننتقدIAAتننوان تولینند فیتوهورمننون اکسننین )

ز جقس باسیلوس بعقوان عقوان کقتنرد بیولوژینک های متعددی اگون 
( نینز Binanadeh, 2016در تح،یق بیققده ) .مفید گزارش شده است

 Roselinia گون  باسیلوس برای کقترد بیمنارگر مهنم قنارچی 17از 

necatrix  کن  بنالاترین کقتنرد د؛ در شرایط آزمایشیاهی استفاده ش
بن  B. subtilis و B. amyloliquefaciens یهناداین مربوط بن  ج

هنم  مهالعنات سنوتو و همکناراندرصد بنود.  9/65و  9/66ترتیب با 
 .B هنای ثانوین  کن  توسنط بناکترینشان داده است کن  متابولینت

amyloliquifaciens شود  بشدت مانع رشد مسنیلیوم قنارچتولید می
  Sclerotinia sclerotiorum  Fusarium solani  R. solaniهای 

F. oxysporum fsp. lycopercici اندشده (Souto et al., 2004 .)
بیولوژینک از جنقس  مشخص گردید ک  عامل کقترد مهالع  این طی

شنیمیایی هنای کنشآد بنرای قنارچتواند جاییزیقی ایدهباسیلوس می
تح،ینق  آنکستری باشد؛ در خابرای پیشییری و کقترد بیماری کپک

فعالیت  B. velezensis))گون  ضدقارچی جدا شده از ریزوسفر گیاهان 
 Botrytisاز جمل  ی گیاهی زاضدقارچی زیادی در برابر عوامل بیماری

cinerea, F. oxysporum f.sp. cucumerinum, F. 
moniliforme, S. sclerotiorum, Colletotrichum 

orbiculare, Alternaria nees, F. equiseti, F. oxysporum 

f.sp. lycopersici.  .نشان داد  
 ,.Norozi et al)ننوروزی و همکناران در تح،ی،نات در اینران 

های بومی باسنیلوس و تولیند متابولینت توسنط توانایی جدای ( 2024
. در ه شنده اسنتدادمقظور ممانعت از رشد بیمارگرها را نشان ها ب آن
کققندگی در حند تنوان کقتنردهای باسیلوس جدای برخی ن تح،یق یا

( در برابنر قنارچ بیمنارگر Rovral-TSکش قوی روراد تی اس )قارچ
Rhizoctonia solani  در تح،ی،ی دییر جهان . را از خود نشان دادند
طننی مهالعنن  ( Jahanbakhsh et al., 2014بخننش و همکنناران )

هنای جنقس هنای بناکتریای ثابت کردند کن  برخنی جداین گلخان 
 Meloidogyneباسیلوس در کقار کقترد بیمارگرهنای مهمنی مثنل 

javanica کنلان فرنینی گردنند. توانقد باعث بهبود رشد گیاه گوج می
هننای مقاسننبی بننرای باکتری  .Bacillus sppهننای مختلننفگوننن 
در حناد حاضنر ن ترکیبنات بینوکقترلی هسنتقد. عقنواشدن ب تجاری
  ینبنر پا کینولوژیت بلااز محصو یو موف، مختلف یهاونیسلافرمو
قارچ عقوانشده ک  ب  دیتول رانیدر سهح جهان و ا لوسیاسب یباکتر

 رنندیگیم قرار استفاده سهح مزارع مورد در یستیز یو کودها هاکش
(Ahmadzadeh & Sharifi-Tehrani, 2021) 

بننا اسننتفاده از  Diplodia bulgaricaکقتننرد بیولوژیننک قننارچ 
 et alAlijani., هنای آنتاگونیسنت قنبلا گنزارش شنده اسنت )قارچ

هنای انندوفیت تنا ( ولی کقترد این قارچ با اسنتفاده از بناکتری2016
یق اولین تلاش در این زمیقن  در کقون گزارش نشده است و این تح،

های گیاهی نظیر اکسین  سیتوکیقین . تولید فیتوهورمونباشدایران می
اکسنین های باسیلوس قبلان گزارش شده است. و جیبرلین توسط گون 

کققنده عقنوان تقظیمکن  بن  باشدهای گیاهی میترین هورموناز مهم
نمو و تمایز گیناه قابنل  و ثیر آن بر رشدأشود و ترشد گیاه شقاخت  می

 تننرین نننوع اکسننین. مهننم(Duca et al., 2014) باشنندذکننر مننی
تریپتوفنان -است ک  از طریق متابولیسم اد IAA اسید(استیک)ایقدود

هنای انندوفیت توسط گیاهان و ریزموجودات مختلنف مانقند بناکتری
تحرینک طوینل شندن وسنیل  طور مسنت،یم بن شود ک  ب ساخت  می

وسنیل  صورت غیرمست،یم ب های گیاه و یا ت،سیم سلولی و یا ب سلود
بیشتر ها را های اولی  و شاخ رشد ریش  دآمیقاز ACC فعالیت  بر ثیرأت

 ,.Geetha et al) دهندهای جانبی را افزایش میو تعداد ریش  نموده

جننزگ گننروه  Bacillus   بنن  جننقسهننای وابسننت. باکتری(2012
شنوند و قادرنند از رشد گیناهی محسنوب می های بهبوددهقدهباکتری

 اسنیداستیکایقدودهنای گیناهی مانقند طریق ترشح بعضنی هورمون
(IAA)  رشنند گینناه را افننزایش دهقنند. ایننن   و سننیتوکیقین جیبننرلین

های آسنیب دینده توسنط عوامنل شوند کن  ریشن ترکیبات باعث می
های جدید جاییزین شنوند و بن  تر توسط ریش زا هر چ  سریعاریبیم

 . (Sadfi et al., 2002) این ترتیب خسارت بیماری را کاهش دهقد
گزارش کردنند گونن ( Kumar et al., 2011) کومار و همکاران

باشند کن  نتنایج اسنید میاستیکقدودیقادر ب  تولید ا Bacillus های
همچقین در مهالع  مجید و  .باشدها مشاب  نتایج پژوهش حاضر میآن

 هنایمشنخص شند کن  گونن  (Majeed et al., 2015) همکناران

Bacillus   لیتنر میکروگرم بنر میلی 56/0طور متوسط قادر ب  تولید ب
-Szilagyiزچین و همکناران ) -سزیالیی .باشقداسید میاستیکاندود

Zeechin et al., 2014باکتری ) Bacillusاز ریشن  و سناق  گیناه  را
باکتری قادر  ذرت جداسازی کردند و ب  این نتیج  دست یافتقد ک  این

گنرم بنر لیتنر میلی 1/3اسید ب  میزان استیکقدودیا ب  تولید هورمون
( نینز بینان Amaresan et al., 2012شد. امارسان و همکاران )بامی

قنننادر بننن  تولیننند هورمنننون  Bacillusهای  جداینننداشنننتقد کننن  
و کمتنرین م،ندار  44اسید هستقد ک  بیشترین م،دار آناستیکقدودیا

زنی بنذر  بهبنود جوانن  .لیتنر گنزارش شندمیکروگرم بر میلی 5/9آن 
های های جانبی گیاهچ زایش طود ریش   طود شاخ  و تعداد ریش اف

تولینند  در .Bacillus sppی هنناسننویا بنن  علننت توانننایی جداینن 
سنازی فسنفات در آزمایشنات نشنان داده اسید و محلوداستیکایقدود
مح،،نین زینادی از جملن   .(Wahyundi et al., 2011ه اسنت )شند
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( احمنند و همکنناران Parent et al., 2018همکنناران )و  تنننرپا
(Ahmad et al., 2018و ) علنی و همکناران (Ali et al., 2009 )

اند ک  با افزایش غلظت تریپتوفان در محنیط مینزان تولیند ثابت کرده
IAA در پنژوهش  منوردکقد ک  این ها افزایش پیدا میتوسط باکتری

 حاضر نیز قابل مشاهده است.
  

 گیرینتیجه

های سنالم درختنان از شاخ  اندوفیت جدای  110طی این بررسی 
جداسازی گردید. سقجش فعالیت باغات استان آذربایجان شرقی  سیب

 ها در آزمایشیاه با روش کشنت مت،ابنل نشنانآنتاگونیستی این جدای 
کاهش در رشد میسنلیومی  درصد توان 79تا 10جدای  بین  50داد ک  

 50را دارا هسنتقد. از بنین اینن   Diplodia bulgaricaقارچ بیمارگر

)بازداراندگی از رشد بالای عقوان آنتاگونیست قوی جدای   پقج جدای  ب 
هنر پنقج جداین   و شقاسایی شدند. انتخاببا توان تولید اکسین ( 70%

هسنتقد.   Bacillusشده در اینن تح،ینق متعلنق بن  جنقس شقاسایی
هنای انندوفیت های بینوکقترلی و رشندی جداین بررسی سایر ویژگی

مقتخب  توانایی آنها در کاهش شانکر شاخ  سیب در شرایط گلخان  و 
 گردد. تر پیشقهاد میباغ در تح،ی،ات تکمیلی

 

 سپاسگزاری

هنای بناکتریمایشنیاهنویسقدگان این م،ال  از کلین  کارکقنان آز
پزشکی دانشیاه تبریز کماد تشنکر را شقاسی گروه گیاهشقاسی و قارچ

 .دارند
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