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 چکیده

که    یستیفعال ز  هی ثانو  یهات ی متابول  یمحتوابه دلیل    گیاه معطری است که  (Satureja khuzestanica)مرزه خوزستانی  

حال، اطلاعات در مورد    نیاست. با ارا به خود جلب کرده   ن یاز محقق  ی اریقابل استفاده هستند، توجه بس  ی در طب سنت

با    ییایباکتر  یهات یاندوف )مرتبط  خوزستانی  است.(  S. khuzestanicaمرزه  حاضر،    محدود  مطالعه    ت یاندوف  17در 

گ  ییایباکتر آنتاگون  شد.   یجداساز  S. khuzestanica  ییدارو   اهیاز  باکتر  هاه یجدااین    یست یمطالعات  سه    ی برابر 

  و    Ralstonia solanacearum ،Pectobacterium carotovorum subsp. carotovoraاه،یگ  یزای ماریب

Clavibacter insidiosus  کشت    ط یمح  یرو   یشگاهیآزما  طیدر شراTryptic Soy Broth   ایه به روش کشت سه نقط 

افزار نرم   از  استفاده  با  حاصل  هایتکرار انجام شد. داده سه  در قالب طرح کامل تصادفی در  اساس آزمایش فاکتوریل    بر

SAS  ها انتخاب شدند. و نماینده انجام  ای دانکن  از طریق آزمون چند دامنه   هامیانگین   تجزیه و تحلیل شدند و مقایسه  

تع  ییایباکتر  یهات یاندوف سه جنس    ییشناسا  16S rRNAژن    یتوال  نییبا  به  و  و    Bacillus, Pseudomonasشدند 

Streptomyces    یگاز کروماتوگراف  زیآنال  و استخراج  استات    لیات  ه وسیله ب  های این باکتری هات یمتابول  داشتند.تعلق -  

( با  MIC)  یحداقل غلظت مهارنتایج آزمون    .استاندارد انجام شدهای  روش با    (GC-MS)  عصاره  یجرم   یسنجفیط

  در   گرممیلی   312/0-5/2  از  توجهی  قابل  مهار  غلظت  با  میکروبی  ضد  فعالیت  دهنده  نشان،  میکرودایلوشناستفاده از روش  

ب  یهاافته ی  .بودند   لیترمیلی  فعال   یدیجد  نشیما  مورد  در  م  یهاتیرا   .Sاز    ییایباکتر  یهاتیاندوف  یکروبیضد 

khuzestanica دهد.  ی ارائه م 
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 مقدمه 

  برای  بیولوژیکی  فعال  ترکیبات  از  منبعی  دارویی  گیاهان

انواع مختلف    تاریخی،  نظر  از   .هستند  جدید   ی هادارو  تولید

مختلف    یهایماریدرمان ب  یبرا  یسنتر  طوهب   ییدارو  اهانیگ

و    ی، گوارشی، مشکلات تنفسیپوست  یهایمانند آسم، ناراحت

 ;Akerele et al., 1991)   د ونشیاستفاده م  ره یو غ  یادرار

Bajguz, 2007.)   کشف  برای  دارویی  گیاهان  از  استفاده 

  موارد  در  زیرا  است،  محدودکننده   عامل  یک  جدید   داروی

  مواد   از   زیادی   مقادیر  بازار،  به   محصولات   ورود   از  قبل  زیادی

  این،  بر  علاوه .  است  نیاز  مورد   بالینی  مطالعات  برای   گیاهی

  یا   انقراض قرار دارند و  معرض  در  گیاهی  هایگونه   از  برخی

  این  رفع  در  شده   انجام  هایپیشرفت   از  یکی  .اندشده   بومی

  ساکن  هایاندوفیت   نام   به   ی زموجوداتیر  کشف  هانگرانی

  گیاهی   هایمیزبان   مشابه  یا  یکسان  ترکیبات  که  است  گیاهان

  هاییباکتری  یا  ها قارچ  هااندوفیت   .دنکنمی   تولید   را   خود

  ، سیبآگونه بدون ایجاد هیچ  گیاه  هایبافت   داخل که هستند 

  (.Nair & Padmavathy, 2014) هستند   ساکن

  و   مختلف  یهاوگونه   هاجنس  به  متعلق  اندوفیت  هایباکتری

  با  شده   گزارش  بیولوژیکی  فعال  مواد  از  بسیاری  دارای

  این ریزموجودات  . هستند  جدید و    متنوع  زیستی  هایفعالیت

  منفی  تأثیر  عدم  و  سریع  رشد  جداسازی،  در   سهولت  دلیل  به

میزبان  بر  فعال  ترکیبات  استخراج  برای   خوبی  منبع  ،گیاه 

  گیاهان   با  مرتبط  ریزموجودات  ،بنابراین  .هستند  بیولوژیکی

  بیولوژیکی  فعال  ترکیبات  جداسازی  برای   فرصتی  دارویی

 کنند،می   فراهم  دارویی   گیاهان  ت ظا حف  از  مندی بهره   با  جدید

  مورد   اندوفیت  جداسازی  برای   گیاهی   مواد   میزان کم از  زیرا

  افزایش   جمله  ازسازوکارها    از   تعدادی  با   هااندوفیت   .است  نیاز

  و  آمونیاک  فسفات،  مانند  ضروری  مغذی  مواد  جذب

  استیک-3-ایندول  مانند  ی گیاهیهاهورمون   تولید  نیتروژن،

  تولید   طریق  از   بیمارگر  تکثیر  از   جلوگیریو    جیبرلین  و   اسید

فعالیت ضدمیکروبی،  های متابولیت  با    به   را   گیاه   رشد   ثانویه 

 ;Qin et al., 2015)  بخشند می  بهبود   توجهی   قابل   طور

Borah et al., 2019)  .میکروبی  ضد  ترکیبات  از  بسیاری  

 
1- Arthritis 

  گروه   چندین  به  باکتریایی  های اندوفیت   توسط   شده   تولید

  ها،کینین   استروئیدها،   آلکالوئیدها،  پپتیدها،   مانند  ساختاری

 تعلق  مختلف  کاربردهای  با  فلاونوئیدها  و  هافنل   ترپنوئیدها،

  برای  جهان  سراسر  در   جدید  علمی  تلاش  یک  بنابراین  .دارند

  وجود   اهن آ  طبیعی  محصولات  مطالعه  و  هااندوفیت   جداسازی

  آنتی   ویروس،  ضد   باکتری،  ضد   عنوان   به   مهمی  نقش  که   دارد

  ب یترک   کی  عنوان   به  و   دیابت  ضد   و 1آرتریت   ضد   اکسیدان، 

روز    .دارند  یمنیا  ستمیس  کننده   سرکوب اهمیت  به  توجه  با 

اندوفیت  شناخت  با  طرفی  از  و  دارویی  گیاهان  به  افزون  ها 

ها و فواید  ها که نقش عنوان منابع جدید سنتز کننده متابولیت 

می ایفا  گیاهان  در  را  مطالعه  بسیاری  و  بررسی  کنند، 

پیدا کرده است و امید    زیادیهای این گیاهان اهمیت  اندوفیت 

ها به عنوان منابع با ارزش  ان از اندوفیت رود در آینده بتو می

مکمل و  آنزیمی  منابع  متابولیت،  در مواد  بیولوژیک  های 

 (. Mozaffarian, 2005کشاورزی و صنعت استفاده نمود ) 

(  Satureja Khuzestanica)   خوزستانی مرزه    اهی گ 

است و به عنوان یک گیاه    ( Labiatae) نعناییان  خانواده  از 

    بالغ     ی خوزستان   مرزه  است. دارویی مورد توجه قرار گرفته 

می   30بر   را شامل  برخی گونه گونه  که  و  شود  ها یکساله 

آن  می اغلب  چندساله  گونه ها  این  بومی  باشند.  عمدتاً  ها 

با   مناطق  در  و  هستند  آسیا  غرب  و  شرقی  مدیترانه  مناطق 

های عمیق تا مناطق با اقلیم خشک،  اقلیم مرطوب و خاک 

خاک  و  می آفتابی  رشد  سنگلاخی  ) های   ,Silicکنند 

1992et al.,  1979; Cantino ترین  (. ایران یکی از مهم

از این  چهارده  مخازن ژرم پلاسم مرزه در دنیاست.   گونه 

شده  شناسایی  ایران  در  که  گیاه  آن هشت  اند  از  ها  گونه 

(.  Rechinger, 1982; Jamzad, 1996)   باشند می   ی بوم 

ترین ترکیب فعال بیولوژیکی موجود در  مهم   2کارواکرول 

اسانس دو گونه کشت شده مرزه یعنی مرزه تابستانه و مرزه  

گونه  برخی  و  می زمستانه  مرزه  وحشی  باشد.  های 

فعالیت  اسانس  دارای  کارواکرول  محتوی  های 

م آنتی  توجه  قابل  میکروبی  ضد  و  باشند.  ی اکسیدانی 

پروستاگلاندین   ، همچنین  بیوسنتز  بازدارنده    ها کارواکرول 

2- Carvacrol 
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مهمی در تسکین درد    سازوکار   ، است که این بازدارندگی 

  بات ی ترک   ، موارد   ی ار ی . در بس یندهای ضد التهابی است آ و فر 

  کننده  ن یی آثار تع   اهی گ   ن ی و عصاره ا   س موجود در اسان   ی فنل 

تاث  داده  رگذار ی و  (.   Shetty, 1998  &Labbe)   اند بروز 

که بسیاری از ترکیبات دارویی  است  در مواردی دیده شده  

وسیله  به  دارویی  گیاهان  در  شده  اندوفیت تولید  های  ی 

درآن  می موجود  تولید  نیز  این  ها  بررسی  بنابراین  شود. 

باشد. با  ها شایان توجه می ها و خواص دارویی آن اندوفیت 

گیا  افزون  روز  اهمیت  به  با  توجه  طرفی  از  و  دارویی  هان 

اندوفیت  کننده  شناخت  سنتز  جدید  منابع  عنوان  به  ها 

نقش متابولیت  که  ایفا  ها  در گیاهان  را  بسیاری  فواید  و  ها 

های این گیاهان اهمیت  کنند، بررسی و مطالعه اندوفیت می 

می   زیادی  امید  و  است  کرده  از  پیدا  بتوان  آینده  در  رود 

مناب اندوفیت  عنوان  به  منابع  ها  متابولیت،  مواد  ارزش  با  ع 

مکمل  و  صنعت  آنزیمی  و  کشاورزی  در  بیولوژیک  های 

 (.  Mozaffarian, 2005استفاده نمود ) 

متابول   زیستی  باتیترک  آنز  هی ثانو  یهات یمانند    یهام یو 

به عنوان    یابه طور گسترده   زموجوداتیرشده توسط    دی تول

et al., Subbulakshmi  ;2012) ییغذا یهاو مکمل غذا

Mitsuhashi, 2014; Wendisch, 2014)،    مواد

  ی هاسوخت   ،(Elander, 2003; Endo, 2010دارویی)

  ، (Geddes, Nieves & Ingram, 2011ی)ستیز

 Waldron et al., 2001; Yoon)   های زیستیکشآفت

et al., 2004 )  نده یو مواد شو  (Shaligram & Singhal, 

مورد    یمحصولات صنعت  ن یا  دی تول  ندیفرآدر    زیو ن  ، (2010

 & Kirk et al., 2002; Merino)  اندفتهاستفاده قرار گر

Cherry, 2007)  .در   ییبالا  لیپتانس  یدارا  هاست ینومیاکت  

آنت  ه ی ثانو  یهات ی متابول  دی تول  ها،م یآنز  ها، کیوتیبیمثل 

  باشندیم  دیمف  باتیترک   گری ها، مواد ضدسرطان و دکشعلف

(2012 et al., ; ValliShishkov, 2006 &Petrova .)  

گ .Bacillus spاندوفیت    ی هاگونه  از  شده  جدا    اهان ی. 

 Garciniaو    Adhatoda beddomei  ییدارو

xanthochymus  ،    تراتین  یاحیابا  (   ،(AgNO3نقره 

 
 

م سنتز  نقره   ;Pissuwan et al., 2006)    کنندینانوذرات 

Kitov et al., 2008; Sunkar & Nachiyar, 2012) . 

متابول  23000حدود    نوع  توسط    ه یثانو  تی هزار  فعال 

منابع    باتیترک   ن یا  و  شودیم  د ی تول  زموجوداتیر عنوان  به 

شده   دیجد شناخته    به Streptomyces های  گونه   .اندفعال، 

باکتر بی  هات ی متابول  دکننده ی تول  یهایعنوان  برنده    نیاز 

با  .  (Rosa et al., 2016) شدند  یمعرف  های باکتر  لمیوفیب

  یتکامل همبستگ  یدر ط  زبان یبا م  یکیژنت  یبیتوجه به نوترک 

ب  یخط گ  هات یاندوف  ن یمثبت  تول  ،ییدارو  اهانی و    د یدر 

دارد  ت یمتابول اندوفیت Cai et al., 2004 )  وجود  به    ها(. 

منابع   بفردعنوان    ،یساختار  یعیطب  ی هاتی متابول  منحصر 

طب  ستیز و  آلکالوئ  یعیفعال  ها،  رانونیبنزوپ  دها،یمانند 

فلاونوئ  ونیبنزوئ استروئفنل   دها، یها،  ترپنوئدیها،  ها،  دی ها، 

  ییبالا  ل یپتانس  یکنند و دارا ی تترالون ها و زانتون ها عمل م

(.  Tan & Zou, 2001)  تند هس  د ی جد  یکاوش درمان  یبرا

تولآن ضد    یهات یمتابول   ی قو  اریبس  یهاکننده دیها به عنوان 

)سمیت   1کیتوتوکسیس  ،ی ضد باکتر  ،یروسیضد و  ،یقارچ

تحرسلولی(   م  یمنیا   ستم یکننده س  کیو  گیاه   کنند.یعمل 

دارد بالایی  دارویی  ارزش  خوزستانی  تاکنون    ،مرزه  ولی 

اندوفیت آن و  باکتری های مهم ضد  متابولیت   همچنین  های 

  این   .اندبررسی نشده   این گیاه   های اندوفیت میکروبی باکتری

 باکتریایی  هایاندوفیت   شناسایی و  جداسازی  با هدف  مطالعه

و    دارویی  گیاه   ،S. khuzestanica  از لرستان  استان  بومی 

  ثانویه   متابولیت   این،  بر  علاوه   .شدانجام    ،خوزستان

  و  باکتریایی  ضد  فعالیت  برای  شده   انتخاب  هایاندوفیت 

طیف  کروماتوگرافی  از  استفاده   با  ،بیشتر  شناسایی   گازی 

 .گرفتند قرار سنجش مورد (GC - MS) جرمی سنجی

 
 مواد و روش 

 گیاه  بردارینمونه 

  زیستگاه  از  2019  در بهار و تابستانمرزه خوزستانی  گیاه   

 کامل  گیاهان   . شد  آوری   لرستان جمع  استان   در  ، هاآن  طبیعی

  شدند  داده  قرار سترون کاغذی هایکیسه  در  هاریشه  جمله از

1- Cytotoxic 
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بلافاصله  منتقل  آزمایشگاه   به  و برای    آزمایشگاه   در  و 

 . شدند ها آماده جداسازی اندوفیت 
 اندوفیت  هایباکتری جداسازی

  سطح  و   شسته   کاملاً  شرب  آب   با   گیاه   مختلف  هایقسمت

  با  سپس  و  شده   سترون  اتانول  ٪70  با  دقیقه   5  مدت   به  هاآن

  م یسد  در  دقیقه   3  مدت  به   داده،  شستشو   سترون  مقطر  آب

شسته    سترون  مقطر  آب  با  بار  سه  و   خیسانده   ٪ 2  تیپوکلریه

  عنوان  به   آگار  غذایی  محیط  در   نهایی  شستشوی   آب .  شدند

  استفاده   با  شده   عفونی  ضد  گیاه   قطعات  .شد  کشت داده   شاهد

مدت دو    به   فسفات  بافر  در  و   شده   خرد  سترون   هاون چینی  از

  گرم  KCl  ،    44/1  گرم  NaCl ،  2/0  گرم   8)    قهیدق

Na2HPO4  و  KH2PO4  در  pH 7.4  )ندشد   انداخته .  

به    Tryptic Soy Agar (TSA)  محیط کشت  سپس روی

 وس یسلس درجه 28 دمای  در و صورت خطی کشت داده شد

  یافته   رشد  های پرگنه   .شد  نگهداری  روز   دو تا هفت  مدت   به

  مطالعه  این   برای   جدایه   17  مجموع  در   و  شدند  سازیخالص

  طولانی   برای   و   ( v / v)  گلیسرول  ٪ 30  محلول   در   و   انتخاب 

منفی  در  مدت  شد  دارینگه   وسیسلس  درجه  80  دمای 

(Muzzamal, 2012) . 

باکتری آنتاگونیستی  اثر  روی  بررسی  اندوفیت  های 

 گیاهی باکتری بیمارگر

بیوتیک  ها در تولید آنتی آنتاگونیستی توانایی جدایهمطالعات   

های عامل  فیت و باکتری های اندوو مواد بازدارنده بین باکتری

 Ralstoniaشامل  اه یگ  یزایماریب  یباکتر  سه برابر    بیماری

solanacearum   (یگوجه فرنگ  ییایباکتر  یپژمردگ   عامل ،

 Pectobacterium،  سیب زمینی و برخی از گیاهان دیگر(

carotovorum subsp. carotovorum   (ی دگیپوس  عامل  

گیاهان(  نرم از  بسیاری  در   Clavibacter،  باکتریایی 

insidiosus  (ونجهی  ییایباکتر  یپژمردگ  عامل) ،    در شرایط

کشت   محیط  روی   Tryptic Soy Brothآزمایشگاهی 

(TSB)  ای و بخار کلروفرم انجام شد  به روش کشت سه نقطه

(Ryan et al., 2008) .    از کشت متقابل،  اثر  بررسی  برای 

های  طوری که باکتریها استفاده شد؛ بهساعته باکتری  48-24

به  لکهاندوفیت  محیط  صورت  روی  داده    TSAای  کشت 

 
 

    یدماانکوباتور در  ساعت در    48-72ها به مدت  شدند. نمونه

با استفاده    روز،    سه از    پس  . داری شدندنگهسلسیوس  درجه    27

از سطح محیط کشت    هایباکتر     %96از پنبه آغشته به الکل  

پتریشدند   پاک   پتریو  به همراه  مزبور  به  های  های شاهد 

سپس    بخار کلروفرم قرار گرفتند.  دقیقه در معرض    20مدت  

در طول موج =OD 1/0های بیمارگر با  سوسپانسیون باکتری 

شد  600 تهیه  میزان    ه نانومتر  به  سوسپانسیون  میلی1و  از  لیتر 

به  ها  کشتبیمارگر روی محیط    هایباکتری ریخته و سپس 

پخش   یکنواخت  مدت    و صورت  درون    48-72به  ساعت 

نگه شدانکوباتور    ی هاهی جدا  بازدارندگی  سپس .  ندداری 

  شد.   یبررس  رشد   بازدارنده   هاله   قطر  یریگاندازه   با   تی اندوف

مقطر   آب  از  آنتاگونیست  باکتری  جای  به  شاهد   نمونه  در 

یا اینکه به جای سوسپانسیون باکتری بیمارگر از آب    سترون

جدایه   .شداستفاده    سترونمقطر   انتخاب  مناسب،  برای  های 

فاکتوریل در قالب  تجزیه واریانس داده ها بر اساس آزمایش  

مقایسه میانگین    .تصادفی در سه تکرار انجام شد  طرح کاملاً

مورد مقایسه  ای دانکن  ها با استفاده از آزمون چند دامنه داده 

جدایه  و  گرفت  مطلوب  قرار  آنتاگونیستی  ویژگی  با  های 

  هایداده ماری  آجهت انجام تجزیه    انتخاب و شناسایی شدند.

 استفاده شد.   SASافزار  نرم  از، حاصل

 منتخب یایی باکتر  یهاگونه شناسایی

 ییایمی وشیب و  یکیولوژیزیف  ،یپیفنوت یهاآزمون

شناسایی جدایه از  برای  تعدادی  منتخب،  باکتریایی  های 

بیوشیمیایی    های  آزمون و  های جدا  استرینروی  بر  فنوتیپی 

 انجام شد.   Schaad 1به روش  ،شده 

 16S rRNA ژن توالیمولکولی براساس  شناسایی 

ه   یژنوم  DNAاستخراج    ی برا   ی م یآنز   ز ی درول ی از 

رم از کشت  گ ی ل ی م   50استفاده شد. حدود    ت ی اندوف   ی ها ی باکتر 

  و سپس  ریخته   ی تر ی ل ی ل ی م   1/ 5  لوله  ریز   ک یدر    باکتری تازه  

ل   تر ی کرول ی م   20و    TEبافر    تر ی کرول ی م   480  2)   م یزوز ی محلول 

کاملًا   یی ا ی باکتر  ون ی نس ( اضافه شد. سوسپا تر ی ل   ی لی گرم در م   ی ل ی م 

قرار گرفت.    کر ی ساعت در دستگاه ش   1مخلوط شده و به مدت  

 تری کرول ی م   5و    ٪ SDS 20  تر ی کرول ی م   50مخلوط با محلول    ن ی ا 

1- Schaad 
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ساعت    1قرار گرفت و به مدت    مار ی تحت ت   K  ناز ی محلول پروتئ 

دو    DNAشد. سپس    ی دار نگه   وس ی سلس درجه    55  ی مار ن در ب 

( استخراج شد  1:  24:  25الکل )   ل ی زوآم یا - کلروفرم -بار با فنل 

با   به دنبال آن  ل   3)   می استات سد   تری کرول ی م   80و  ، تری مول در 

pH=5  شد. رسوب رسوب داده اتانول مطلق    تر ی کرول ی م   800( و

DNA    وژی ف ی سانتر   قه ی دق   10، به مدت  قه ی دور در دق   12000در  

با     DNAو سپس در هوا خشک شد.    شسته   اتانول   ٪ 70شد، 

 سوسپانسیونمجدداً    سترون آب    تر ی کرول ی م   40استخراج شده در  

 ره یذخ   وس ی سلس درجه    - 20  ی در دما   شتر ی استفاده ب   ی شد و برا 

 DNA،   (PCR)  مراز ی پل   ی ا ره ی با استفاده از واکنش زنج   . شد 

 16Sژن    عمومی   ی با استفاده از آغازگرها   ی باکتر   ه ی هر جدا 

rRNA   ( 27F/1492R  )  5  آغازگر شامل′-

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′F   آغازگر و 

-AAGGAGGTGATCCAAGCCGCA- ′5معکوس  

3′R   (1997et al.,  Yeates )   شد.   ر ی تکث 

  ییلوله واکنش با حجم نهاریز  کیدر    rRNA  16Sژن    تکثیر

  تری کرولیم  1الگو،    DNA  تریکرولیم  5/2  یحاو  تریکرولیم  25

آغازگر،   هر    ( Ampliqon)  مخلوط   تری کرولیم  12از 

Master mix PCR  استاندارد  با به  و    بافر  حجم  رساندن 

  یشد. کنترل منف  انجام   مقطر سترونبا آب    تری کرولیم  25  یینها

تمام  DNAبدون    PCR)مخلوط   در    PCR  هایآزمایش( 

شد.   ن ییتع  یبرا  میمستق  طوربه  PCRمحصولات    گنجانده 

 ارسال شد.  تکاپوزیست   شرکت به   یتوال

 )MIC)1  ی حداقل غلظت مهار   ی کروب ی سنجش ضد م 

 ی ی ا ی عصاره باکتر   ه ی ته 

  Tryptic Soy Broth (TSB)در    یی ا ی باکتر   ی ها   ت ی ندوف ا 

مدت   دما   7به  در  دستگاه    ی رو   وس ی سلس درجه    28  ی روز 

کشت داده شدند. پس    قه ی دور در دق   180در    انکوباتور شیکردار 

واتمن شماره یک صاف    صافی    با استفاده از کاغذ از کشت،  

ستات  ا   ل ی ات بار با    سه خام    ی ها عصاره   ی حاو   مانده ی باق   ع ی . ما شدند 

با    ر ی استات تبخ   ل ی ات ( استخراج شد و  v / v)   1:  1در نسبت   و 

خلاء  تحت  عصاره   ظ ی تغل   روتاری  حاو   ی ها شد.    ی خام 

 
1- Minimum Inhibitory Concentration 

فو   ی تر ی ل ی ل ی م   20ظروف  به    ه ی ثانو   ی ها ت ی متابول  با  و    ل ی منتقل 

Sathiyanarayanan ) شدند    اتاق خشک   ی پوشانده و در دما 

2015 et al., et al., 2014; Bhardwaj ) . 

  (MIC) یحداقل غلظت مهار

 تی خام اندوف  یها عصاره  یغلظت مهار   حداقل  مطالعات 

روش  یی ا ی باکتر  به  توجه  با (  Andrews, 2001)   اندره   با 

به   راتیی تغ   ی برخ  شد.  محلول انجام  خلاصه،   یهاطور 

 ی د  تر ی ل  ی ل یگرم در م   0/ 02ها با حل شدن  عصاره  ی استحصال 

ته DMSO)   دی سولفوکس   ل ی مت  نها ند) شد   هی(   20  ییغلظت 

 ی هاغلظت   ی صورت سر  به   ، سپس   (.تر ی لی ل ی گرم در می ل ی م 

م ی ل ی م   10 در  م   ی لی م   5،    تر یل ی ل یگرم  در   2/ 5،  تر ی ل ی ل ی گرم 

 0/ 625،    تر یل ی ل یگرم در م ی ل یم   1/ 25،  تر ی لی ل ی گرم در م ی ل ی م 

م ی ل ی م  در  م ی ل ی م  0/ 312و    تری ل ی ل ی گرم  در  با   تری ل   یل ی گرم 

از   براث  محیط استفاده  از شدند   قی رق   2نوترینت  استفاده  با   .

مک   استاندارد  نیم  محلول   CFU/ml)   فارلند کدورت 
 تر ی ل  یل ی م   15در    بیمارگراز هر    تری کرولی م  50،    (   1/ 5× 810

براث   مدت    حی تلق نوترینت  به  دما   24و  در   28  یساعت 

 96  تر یکروت ی شد. در صفحات م   دارینگه   گرادی درجه سانت 

 رت زا به صو ی ماری ب   ش ی آزما  هی سو  تری کرول ی م   100،  ک چاه 

به صورت   قیغلظت عصاره خام رق   تر ی کرولی م   100و    ی افق 

 یمنف   ی اضافه شد. شاهدها  نیی بالا به پا از  از غلظت   ی عمود 

نوترینت   محیط  تر ی کرولی م   100و  DMSO  تر یکرول ی م  100) 

گرم در ی ل ی م 1و کنترل مثبت (    (v / v)   1: 1نسبت به  ، براث 

 چی آلدر   -گما ی )س  نی س ی استرپتوما  کی وت ی ب  یآنت   تری ل ی ل ی م 

با غلظت   یبعد   ی هاک در چاه   یصورت عمود ( به س ی سوئ 

 28  یساعت در دما   24صفحات به مدت    .اضافه شدند   کم 

در سه تکرار   MICشدند. سنجش    یدار نگه  سلسیوسدرجه  

مقاد  بدون   نی )کمتر   MIC  ر ی انجام شد.  هر عصاره  غلظت 

 .شد  ن ییتع   به صورت چشمی رشد قابل مشاهده( 

تحل  هی تجز متابول  لیو  انگشت  از   تیاثر  استفاده  با 
GC-MS 

-GC-MS  (Shimadzu Quadrupleتوسط دستگاه   

MS model QP2010 SE ستون از  شدند.  شناسایی   )

با   HP-5MSبه اسم تجاری   Fusedsilicaموئینه از جنس  

2- Nutrient Broth 
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 μmو ضخامت فیلم   mm  25 /0   ، قطر داخلی cm30طول  

استفاده   %   5متصل با فاز ساکن فنیل متیل سیلوکسان   0/ 25

کنترل    افزار  نرم  توسط  سیستم  کل  -Hewlett گردید. 

Packard, versionA.01.01   تبخیر به   . گردد می منظور 

نمونه در شرایط خلاء از روش الکترون یونیزاسیون با انرژی 

)   70حدود   بالا  خلوص  با  هلیوم  گاز  و  با 99/ 999ولت   )

زریق متر در دقیقه استفاده شد. حجم نمونه ت میلی   1سرعت  

سیستم   به  روش  1شده  از  که  بود   بدون  قی تزر   میکرولیتر 

تزریق  1م ی تقس  دمای  شد.  به استفاده  آشکارساز  و   کننده 

 ،گراد بودند. پس از استارت درجه سانتی  280و   250ترتیب 

به آون  خارج   C ̊35در  دقیقه    5مدت    دمای  حلال  تا  بود 

رسید و پس از   C ̊  300به دمای    C ̊  4گردید. سپس با نرخ  

دست آمده   های جرمی بهدقیقه برنامه خاتمه یافت. طیف   20

و یا کتابخانه ساخته   NIST05،  Wileyهای کتابخانه  با داده

انطباق   . سپس، ترکیبات داده شد شده در همان آزمایشگاه 

مقایسه طریق  کاندیداهادرصد  ی  از  صحت   احتمال 

های موجود در کتابخانه بررسی گردیدند. ( با دادهP)فاکتور 

 مورد قبول واقع شدند.  % 70بالاتر از    Pفاکتور  

 

 و بحث نتایج 

مجموع  باکتری   جدایه   17  در  برای    های از  اندوفیت 

، با  گیاهی باکتری بیمارگر  سه   بررسی اثر بازدارندگی علیه 

نقطه  سه  کشت  کشت  روش  محیط  روی  مورد    TSAای 

بین   که  داد  نشان  نتایج  گرفت.  قرار  های  جدایه آزمایش 

باکتری   رشد  از  بازدارندگی  میزان  در  آنتاگونیست 

واریانس    تجزیه داری وجود دارد.  بیمارگر، اختلاف معنی 

بازدارندگی   باکتری  جدایه اثر  رشد  از  آنتاگونیست  های 

-باکتری   متقابل اثر    میانگین   مقایسه و    1  بیمارگر در جدول 

  ارایه     2زا در جدول    یماری ب   ی ها   ی ای اندوفیت و باکتر ه 

است.  جدایه   شده  بازدارنده  هاله  تصاویر  های  همچنین 

بر   بازدارندگی  میزان  بیشترین  دارای  که  منتخب  اندوفیت 

در   شده  ازمایش  گیاهی  زای  بیماری  های  باکتری  روی 

در   بودند  آزمایشگاهی    نشان   3  و 2،  1  ی ها   شکل شرایط 

 داده شده است.  

جدول مقایسه میانگین    توجه  با  و  آمده   دست   به  ج ینتا  اساس  بر

در    ریتاث  نیترشیب ,E7   E11یهاه ی جدا  (، 2)جدول   را 

نسبت به    ونجهی  یپژمردگعامل    یباکتراز رشد    یبازدارندگ

  نیحاصل در ا  جیاساس نتا  بر  ن یهمچن  ند. داشت  هاسایر جدایه

مشخص    بی به ترتجدول مقایسه میانگین  و با توجه به   قیتحق

  یلیم  8/20قطر هاله بازدارنده    ن یانگیبا م  E17  ه یجداشد که  

ب رو  یبازدارندگ  زانیم  نیشتریمتر،  باکتری  رشد    یرا 

Ralstonia solanacearum    ه یجداو  E16  نیشتریب  

 Pectobacterium carotovorum  یرو   را  یبازدارندگ

subsp. carotovorum نداز خود نشان داد. 

 
 

در شرایط های بیماری زا  علیه باکتری    مرزه خوزستانیهای اندوفیت جداشده از  تجزیه واریانس اثر بازدارندگی باکتری  -1  جدول

 آزمایشگاهی 
Table 1. Analysis of variance, inhibitory effect of the endophytic bacteria isolated from Satureja 

khuzestanica against plant pathogenic bacteria in vitro 

Pr>F F value Mean squares DF Source of variation 

**0.0082  5.03 43.14 2 Pathogenic bacteria (a) 
**<0.0001 12.09 103.65 16 Endophytic bacteria (b) 

**<0.0001 3.36 28.77 32 Interaction of pathogenic bacteria × 

endophytes (a*b) 
  8.57 102 Error 

20.92 Coefficient of variation 

**significant at 1 % probability level 

 

 
 1- Splitless   
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 در شرایط آزمایشگاهی های بیماری زا  باکتری    و   مرزه خوزستانی های اندوفیت جداشده از  باکتری متقابل  اثر  میانگین    مقایسه   - 2  جدول 
Table 2. The mean comparison interaction effect of the endophytic bacteria isolated from Satureja 

khuzestanica and plant pathogenic bacteria in vitro 

Inhibitory zone 

Treatments (Interaction of 

pathogenic bacteria × 

endophytes) 

Inhibitory zone 
Treatments (Interaction of 

pathogenic bacteria × 

endophytes) 
n-d 13.833 E10B2 q-h 11.167 E1B1 

abcd 19.167 E11B2 e-a19  E2B1 
qr7.167  E12B2 abcd 19.333 E3B1 

q-i 11 E13B2 k-b15.5  E4B1 
r-p 7.833 E14B2 q-j 10.5 E5B1 

m-d14.5  E15B2 r-p 7.667 E6B1 
m-d 14.5 E16B2 a 21.667 E7B1 

abc20.833  E17B2 i-a 16.5 E8B1 
n-d 14.167 E1B3 -c 15 E9B1 

i-a 116.5 E2B3 q-h11.5  E10B1 
i-a16.833  E3B3 ab21.333  E11B1 
p-f12.833  E4B3 q-g 11.667 E12B1 

i-a 16.5 E5B3 l-c 15 E13B1 
r-m 8.833 E6B3 q-h 11.167 E14B1 
j-a 15.833 E7B3 r4.333  E15B1 
o-e 13.167 E8B3 abcd19.667  E16B1 

h-a17  E9B3 j-a 15.833 E17B1 
r-l 9.167 E10B3 j-a 16 E1B2 

abcd 19.5 E11B3 r-m 8.667 E2B2 
q-f 12 E12B3 q-f 12.5 E3B2 

i-a16.833  E13B3 r-n 8.5 E4B2 
qr6.833  E14B3 m-d 14.5 E5B2 

n-d 13.833 E15B3 r-k9.667  E6B2 
abcd19.667  E16B3 f-a 17.833 E7B2 

g-a 17.5 E17B3 q-j 10.5 E8B2 
p-f12.833  E9B2 

Treatments having at least one similar letter do not show a significant difference at P>0.05 

B1: Clavibacter insidiosus B2: Ralstonia solanacearum   B3: Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum 
 

باکتری  -1شکل   اندوفیتتاثیر   Bacillus megaterium (C) , Priestia aryabhattai (B), Pseudomonas  های 

psychrotolerans (A)     یونجه   بازدارندگی از رشد باکتری عامل پژمردگی  بر  مرزه خوزستانیجدا شده از  Clavibacter insidiosus 
Figure 1. The effect of endophytic bacteria incuding Bacillus megaterium, Priestia aryabhattai, Pseudomonas 
psychrotolerans isolated from Satureja khuzestanica on inhibiting the growth of Clavibacer insidiosus 
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 Ralstoniaبازدارندگی از رشد باکتری    بر  خوزستانی  مرزه جدا شده از    Bacillus megaterium  اندوفیت   تاثیر باکتری    -2شکل  

solanacearum 
Figure 2. The effect of Bacillus megaterium isolated from Satureja khuzestanica on growth inhibition of 
Ralstonia solanacearum 

 

 
  مرزه خوزستانیاندوفیت جدا شده از     Streptomyces cavourensis (B) , Bacillus megaterium(A)   هایتاثیر باکتری  -3شکل  

 Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorumبربازدارندگی از رشد باکتری 
Figure 3. The effect of endophytic Streptomyces cavourensis, Bacillus megaterium isolated from Satureja 

khuzestanica on growth inhibition of Pectobacterium carotovorum subsp. Carotovorum 
 

 

 منتخب یایی باکتر یهاگونه ییشناسا

 ، S. khuzestanicaگیاهی گیاه دارویی   از نمونه های 

اندوفیت    جدایه  17مجموع   در  آم باکتری  دست     د. به 

غربال بر  اولیه، اساس  به جدایه  بین  از  گری   دست  های 

بیشترین  جدایه  چهار  آمده  باکتری  که  را علیه  بازدارندگی 

بیماری  داشتند های  توالی     ی شناسای  برای    زا  و  متابولیت 

شدند  انتخاب  شناسایی  .  ( 3جدول  )   یابی  های  گونه برای 

منتخب باکتری  بر   ، های  و    های آزمون   علاوه  فنوتیپی 

  . شد استفاده    نیز   16S rRNAژن    ی توال از تعیین  بیوشیمیایی،  

موجب    عمومی   مراز با آغازگر پلی ای  انجام واکنش زنجیره

اندازه به  باند  تک  باز    1500  حدود   تشکیل    در جفت 

و    M21O ،  MR60  ،M15O  منتخب   های استرین 

MON123    آگارز ژل    ی جستجو .  ( 4)شکل    شد روی 

توال   NCBIدر    بلاست  استرین   مدهآ به دست    ی ها   ی با    از 

ژن      MON123و    M21O  ،MR60  ،M15O  های  در 

شباهت  ترتیب   درصد   99بالای     بانک،  های   به  گونه  با 

Priestia aryabhattai ،Bacillus megaterium  ،   

Pseudomonas psychrotolerans   و 

Streptomyces cavourensis    در سپس  و  شد  مشاهده 

بیوشیمیایی گونه  فنوتیپی و    های ادامه آزمون های تکمیلی 

و     ی پ ی فنوت   ی ل ی تکم   ی ها   آزمون   بر اساس   فوق را تایید نمود. 

گونه    و جنس    چهار   در   یی ا ی باکتر   ی ها ه ی جدا   ، یی ا ی م ی وش ی ب 



 51 1401 ، پاییز3، شماره45 جلد (کشاورزی علمی  مجله) پزشکی گیاه

 دسترسی   شماره  با  همراه ها  گونه  نام   . شدند   ی بند طبقه 

نتایج    آمده است.   3جدول    در  کدام  هر  از  مربوطه   بانک ژن 

بیوشیمیایی گونه های اندوفیت منتخب شناسایی  های  آزمون 

جداول   در  است.  6و    5،  4شده  اندوفیت  گونه   آمده  های 

از گیاه   به    S. khuzestanicaشناسایی شده  بار  اولین  برای 

 .(5)شکل    شوندخود گزارش می  عنوان اندوفیت روی میزبان 

 

 
 PCR در آزمون   اندوفیت  های ی باکتر  ینده نما  های سویه  در  که  16S rRNAاز ژن    باز کیلوجفت  1/ 5قابل انتظار حدود   قطعات   - 4  شکل 

 (. SMOBiO DM2300)   باز جفت   100  مارکر :  M   ینده؛ نما   های جدایه :  4تا    1  های راهک شدند.    یر تکث   27F / 1492R آغازگرهای   با 
Figure 4. 1.5 kb fragments of the 16S rRNA gene amplified by PCR using 27F / 1492R primer pair in the 

representative endophytic strains (Lane 1 to 4) M: 100 bp marker (SMOBiO DM2300).  

 

 

ها  آن  16S rRNAهای دسترسی توالی ژن  گیاه مرزه خوزستانی و شماره های باکتریایی اندوفیت جداسازی شده از  گونه -  3جدول  

 بانک در ژن
Table 3. Endophytic bacteria isolated from Satureja khuzestanica plant and GenBank accession numbers of 

16S rRNA gene 
Strain name GenBank accession numbers Bacterial species 

M21O (E7) MZ958841 Priestia aryabhattai 
MR60 (E11) MZ958840 Bacillus megaterium 
M15O (E16) MZ958842 Pseudomonas psychrotolerans 

MON123 (E17) OK064160 Streptomyces cavourensis 
 

 TSA  .A  :Streptomyces cavourensis  ،B  :Priestia  های منتخب، کشت شده بر روی محیط کشتتصاویر باکتری  -  5شکل  

aryabhattai ،C: Pseudomonas psychrotolerans  وD: Bacillus megaterium 

Figure 5. The selected bacteria cultured on TSA medium. A: Streptomyces cavourensis, B: Priestia 

aryabhattai, C: Pseudomonas psychrotolerans and D: Bacillus megaterium 



 52 .... های و ارزیابی متابولیت ه دارویی مرزه خوزستانی های اندوفیت گیاباکتری جداسازی و شناسایی : خداکرمیانو  نسبامیدی 

آزمون   -4جدول   اندوفیت  نتنایج  باکتری  تکمیلی  شناسایی  برای  شده  انجام  بیوشیمیایی  و  فنوتیپی   Pseudomonasهای 

psychrotoleran   استرین(M15O  جدا شده از مرزه خوزستانی ) 
Table 4. Results of phenotypic and biochemical tests used for identification of endophytioc bacterium 

Pseudomonas psychrotoleran (M15O strain) isolated from Satureja khuzestanica 
Results Test 
Gram-negative Gram 

Aerobe O/F 

Yeloow, irregular, leathery, dry Colonies 

 Acid production from: 
+ Glucose  
+ L-arabinose 
+ D-xylose 
+ D-mannose 
+ Sorbitol 
- Rhamnose 
+ Inositol  
+ Trehalose 

- Fluorescent pigment 

 Growth at: 

+ 4 °C 

- 42 °C 

 

اندوفیت    -5جدول   باکتری های  برای شناسایی تکمیلی  انجام شده  بیوشیمیایی   Bacillus و Priestia aryabhattai تست های 

megaterium  
Table 5. Biochemical tests performed for additional identification of endophytic bacteria Priestia aryabhattai 

and Bacillus megaterium 
Bacillus megaterium Priestia  aryabhattai Test 
Gram-Positive Gram-Positive   Gram 

 +  + Anaerobic growth 
+ + D-galactose 
+ - D-mannose 
+ - Inositol 
- + b-galactosidase 
+ + D-trehalose 
- - Glucopyranoside 
+ - Voges Proskauer 
- - Fermentation of inositol 
- - Arginine dihydrolase 
+ + Catalase production  
- + Indole production  
+ + Citrate utilization  
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   Streptomyces cavourensis تیاندوف یباکتر ییایمیوشیو ب  یپیفنوت  های¬یژگیو  -6جدول 

Table 6. Phenotypic and biochemical characteristics of endophytic bacterium Streptomyces cavourensis 

Results Test 
Gram-Positive Gram 
Rectiflexible Spore chain 
Light brown Colonies 
 Acid production from: 
+ D-Glucose  
+ Fructose 
+ Galactose 
+ L-arabinose 
- Sorbitol 
- Trehalose 

- Rhamnose 

- Inositol 

+ Catalase test  

+ Starch hydrolysis 

+ Casein hydrolysis 

+ Nitrate reduction 

- Gelatin liquefaction 

 

 

  ،های منتخباز استرین  16S rRNAژن    یابیتوالیبرای  

ارسال شد. توالی ژن  تکاپوزیست     به شرکت  PCRمحصول  

16S rRNA   بانک اطلاعات    در  پس از ویرایش  به دست آمده

NCBI  اتصال    ثبت روش  با  فیلوژنی  درخت  شد. 

  bootstrapعدد    و   (Neighbour-joining)یاهمسایه 

  MEGA7 با استفاده از نرم افزار تکرار 1000شده با محاسبه 

  .ترسیم گردید

جدایه  تبارزایی   Bacillus( MZ958840)  درخت 

megaterium   ( ارائه شده است . جدایه شناسایی 6در شکل )

در  با    ین ا  شده  آن   یاه س  یدایره مطالعه  کنار  درخت    در  در 

شده   تبارزایی شماره   مشخص  و  در    دسترسی  است  مربوطه 

 .  استنوشته شده  کنارآن

 Pseudomonas  ی ها جدایه   تبارزایی   درخت 

psychrotolerans    ( 7)شکل    ،Priestia aryabhattai  
جدا  (  9)شکل    Streptomyces cavourensis  و   ( 8)شکل  

 16Sبراساس ترادف قسمتی از ژن    ،   S. khuzestanicaشده از  

rRNA   تکرار رسم    1000استرپ  از بانک ژن با بوت   هایی جدایه

  های دایره با    بررسی،   ین شده در ا   شناسایی   های استرین شده است.   

آن   یاه س  کنار  درخت    در  شده   تبارزایی در  و    اند   مشخص 

 .  است نوشته شده   ها مربوطه در کنار آن   دسترسی   های شماره 

عصاره باکتریایی  ضد  اثرات  خارج  بررسی  های 

 ی غلظت مهارسلولی با استفاده از حداقل 

استاتی و خارج سلولی جدایه   عصاره  اندوفیت  اتیل  های 

بررسی فعالیت با   ضد  برای  حداقل    روش  از  استفاده   باکتری 

 گیاهی  پاتوژن  غلظت ممانعت کنندگی در برابر سه باکتری

R. solanacearum و C. insidiosus و  subsp. 

carotovora   P. carotovorum    قرار آزمایش  مورد 

خام استخراج شده از    یهاحداقل غلظت مهار عصاره   گرفتند.

میل یم  312/0از    ییایباکتر  تی اندوف در   10تا    تریلیلیگرم 

  یلیم  312/0مقدار     MICنیبود. کمتر  تر یلیلیگرم در میلیم
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  لیدهد پتانس  ی، که نشان م(7  جدولبود )  تریل  یلیگرم در م

ترک   لیتبد فعال  یباتیبه  برابر  دواریام  یست یز  تیبا  در  کننده 

را  یماریب  ریزموجودات سادارند  زا  خام    یهاعصاره   ریو 

 . بالاتر را نشان دادند  MIC ریمقاد

 
قسمتی از ژن   ( براساس ترادفNeighbor-joiningها )با روش پیوست همسایه   MEGA 7افزار  درخت تبارزایی که با نرم   -6شکل 

16S rRNA  یدر جدایهMR60  Bacillus megaterium    جدا شده ازS. khuzestanica   استرپ  با بوتهایی از بانک ژن  و جدایه

  است و   در درخت تبارزایی مشخص شده   ی سیاه در کنار آناسترین جدا شده در این مطالعه با دایره    .تکرار رسم شده است  1000

 خارجی انتخاب شد.  به عنوان گروه   Pseudomonas fluorescensی اند.  گونه ها نوشته شده های دسترسی مربوط به آنشماره 
Figure 6. Phylogenetic tree constructed with MEGA7 software by neighbor-joining method based on 

sequences of 16S rRNA gene of Bacillus megaterium strain MR60 (marked with a black circle) isolated from 

Satureja khuzestanica and isolates from GenBank with 1000 bootstrap replications. Pseudomonas 

fluorescens was selected as an outgroup. 

 

 
قسمتی از ژن   ( براساس ترادفNeighbor-joiningها )با روش پیوست همسایه   MEGA 7افزار  که با نرم   درخت تبارزایی  -7شکل 

16s rRNA   در جدایه( یM15O ) )     جدا شده ازSatureja khuzestanica   تکرار    1000استرپ  با بوت  بانکژن  هایی ازو جدایه

های  است و شماره   در درخت تبارزایی مشخص شده   ی سیاه در کنار آنجدا شده در این مطالعه با دایره   استرین  .رسم شده است 

 خارجی انتخاب شد.  به عنوان گروه  Bacillus subtilisی  اند.  گونه ها نوشته شده دسترسی مربوط به آن
Figure 7. Phylogenetic tree constructed with MEGA7 software by neighbor-joining method based on sequences of 

16S rRNA gene of Pseudomonas psychrotolerans strain M15O (marked with a black circle) isolated from Satureja 

khuzestanica and isolates from GenBank with 1000 bootstrap replications. Bacillus subtilis was selected as an 

outgroup. 
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از ژن   یقسمت  ترادف( براساس  Neighbor-joining)  هایه همسا  یوستبا روش پ   MEGA 7  افزارنرم  با  که   تبارزاییدرخت    -8شکل 

16s rRNA  یجدایه   در  (M21O ) )     جدا شده ازSatureja khuzestanica    تکرار    1000استرپ  با بوت  بانکژناز    هاییجدایه و

  های است و شماره   مشخص شده   تبارزاییدر درخت    در کنار آن  یاه س  یدایره مطالعه با    ینجدا شده در ا  استرینرسم شده است.  

 انتخاب شد یخارج   به عنوان گروه   Sphingobium lactosutens یگونه .  اند شده  نوشته  هاآن به  مربوط دسترسی

Figure 8. Phylogenetic tree constructed with MEGA7 software by neighbor-joining method based on 

sequences of 16S rRNA gene of Priestia aryabhattai strain M21O (marked with a black circle) isolated from 

Satureja khuzestanica and isolates from GenBank with 1000 bootstrap replications Sphingobium lactosutens 

was selected as an outgroup. 

 
از ژن   یقسمت  ترادف  براساس(  Neighbor-joining)  هایه همسا  یوستبا روش پ   MEGA 7  افزارنرم  با  که   تبارزاییدرخت    -9شکل 

16S rRNA   یجدایه   در   (MON123) )     جدا شده ازSatureja khuzestanica    تکرار    1000استرپ  با بوت  بانکژن   از   هاییجدایه و

  هایاست و شماره   مشخص شده   ییدر درخت تبارزا  آن  کنار  در  سیاه   ی دایره   با  مطالعه   این  در  شده   جدااسترین رسم شده است.  

 انتخاب شد یخارج به عنوان گروه  Streptomyces albus یگونه .  اند شده  نوشته  هاآن به  مربوط دسترسی
Figutr 9. Phylogenetic tree constructed with MEGA7 software by neighbor-joining method based on 

sequences of 16S rRNA gene of strain Streptomyces cavourensis MON123 (marked with a black circle) 

isolated from Satureja khuzestanica and isolates from GenBank with 1000 bootstrap replications 

Streptomyces albus was selected as an outgroup. 
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 تی اندوف  ه ی ثانو  یها  تیمتابول  یانجام شده بر رو  ییایضد باکتر  تیفعال  شی ( آزماMICغلظت بازدارنده )  ریحداقل مقاد  -7جدول

 Satureja khuzestanicaاز شده  ییشناسا یها
Table 7. Minimum inhibitory concentration (MIC) values of antibacterial activity test performed on 

endophytic secondary metabolites identified from Satureja khuzestanica 

Streptomycin 

MIC (_g/mL) 

P. psychrotolerans 

MIC (mg/mL) 
S. cavourensis 

MIC (mg/mL) 
B. megaterium 

MIC (mg/mL) 

P. aryabhattai 

MIC (mg/mL) 
Test Organism 

0.312 1.25 0.625 1.25 1.25 R. solanacearum 

0.625 1.25 0.625 2.5 0.625 C. insidiosus 
0.312 0.625 0.312 1.25 0.625 P. carotovorum 

 

سو   MIC  ت ی فعال  به  استفاده    ش ی آزما   ه ی بسته  مورد 

اکثر عصاره  بود،  نتا متفاوت  و    ی جالب   ج ی ها  دادند  نشان  را 

استرپتوما  مثبت  سو   ن ی س ی کنترل  تمام  برابر    ی ها ه ی در 

مطابقت    ی ها با مطالعات متعدد   افته ی   ن ی ا موثر بود.    ش ی آزما 

م  نشان  که  قابل    ت ی اندوف   ی ها ی باکتر دهد    ی دارد  منابع 

  ت ی با فعال   د ی فعال جد   ست ی ز   بات ی از ترک  ی بالقوه ا   نان ی اطم 

 . ( Maroyi, 2018) هستند    ی کروب ی ضد م 

  ی سنجف یط–یگاز  یکروماتوگراف   لیو تحل  هی تجز

 یجرم

مشابه    ای  کسانیفعال    باتیترک   ییایباکتر  یهات ی اندوف

گ  دی تول توسط  تول  زبانیم  اه یشده   ,Alvin )  نندک ی م  دیرا 

به  آن   نیبنابرا  .(2004 را  ام  کی ها  از    دواریمنبع  کننده 

  ل یتبد  یوتکنولوژیمختلف ب  ی با کاربردها  د یجد  یهامولکول 

  یهات یفعال  در   یسابقه پزشک  ی دارا  یکند. مرزه خوزستانیم

تواند هدف  ی که م  است   دردو ضد    یالتهاب، ضد ییایضدباکتر

.  فعال باشد  ستیز  ه یثانو  یهات ی مطالعات متابول  یبرا  یابالقوه 

ترک   در حاضر،  ات   یهاعصاره   اتبیمطالعه    ی استات  لیخام 

از    ییایباکتر  یهات ی اندوف شده     S. khuzestanicaجدا 

شناساشد    ییشناسا خصوص  یی.    ه یثانو  یهات یمتابول   اتیو 

دارو شود    دیتول   یبرا  دیجد  باتیتواند منجر به کشف ترک یم

ترک   ن یهمچن  و صنا  ی باتیکشف  توجه  مورد  ،  ییغذا  ع یکه 

  است.  یاز جمله کشاورز  گرید  ع یو صنا  ی و بهداشت  یشیآرا

ترک   یاریبس ا  ییشناسا  بات یاز  در  دارا  ن یشده    ی مطالعه 

م  یکیولوژیب  یهاتیفعال آنتیکروب یضد  و ضد    دانی اکس  ی، 

هستند تحل  هیتجز.التهاب  خام   یهاعصاره   GC-MS  لیو 

:  در جداول  خوزستانی به ترتیب  مرزه جدا شده از    جدایه های

P. aryabhattai    (8)جدول، P.   psychrotolerans  

 و  (10)جدول    B.megaterium(،  9  جدول )

Streptomyces cavourensis    خلاصه شده      (11)جدول

انواع مختلفی از ترکیبات از جمله    GC-MSطی آنالیز  است.

  ل یات  عصاره   ازها  ها و چربین اها، استرها، اسیدها، آلکـالکل

بین    یهااندوفیت   یاستات از  شدند.  شناسایی  مطالعه  مورد 

جمله   از  چرب  اسید  چندین  شده،  شناسایی  ترکیبات 

Stearic acid،Methyl Hexadecanoic asid  (Kavita 

& mohiden, 2017)  هیدروکربن مانند  و  آلکـانی  هایی 

Heptadecane    وHexadecane    ترکیبات  Dibutyleو 

phtalat ، (Ahsan, 2017) Eicosane شتند که  وجود دا

آن  سیتوتوکسیکی  و  میکروبی  قبلا گزارش  خاصیت ضد  ها 

 . است شده 

MS-GC   باتیترک   ی جداساز  ی برا  ی دی جد  یفناور  

متابول در  ضد  ترکیبات    راًیاخ  است.  ه یثانو  یهات ی موجود 
  ه یعل  یضد قارچ  بی( ، ترک .Khattab et al, 2016)  یباکتر

lycopersici f.sp.Fusarium oxysporum   
(Jalaluldeen et al., 2015 ترک قارچ  باتی(،    هیعل  یضد 

Pyricularia oryzae  (2016 ,Awla et al. و ترک )بات ی  

( توسط  .Narasaiah et al, 2014گسترده )  فیبا ط   ییدارو
MS-GC   شد اثر    ق یتحق  نیا  در  .استه استخراج 

  ه یثانو  یهات ی متابول  باتیترک   ییشناسا  و  ییایضدباکتر

ازگ  ت یاندوف  یهای باکتر  از  شده   استخراج شده    اه یجدا 
خوزستان  ییدارو بررس  یمرزه  اساس   یمورد  بر  قرارگرفت. 

متنوع  S. khuzestanica،    جینتا باکتر  یانواع    یهایاز 

چهار اندوفیت دارای    که  است داده   ی را در خود جا  تی اندوف
انتخاب شدند متابولیت  استخراج  برای  بازدارندگی    بیشترین 

فعالهمچنین م  ت ی،  ا  یهاعصاره   یکروبیضد    ن یخام 

بسیاری  قابل توجه بود.    زایمار یب  ی هاه یها در برابر سوت ی اندوف
بودند. های جدا شده مرتبط به جنس باسیلوس  از اندوفیت 
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 Satureja khuzestanicaجدا شده از  P. aryabhattaiخام  یهاعصاره  GC-MS ل یو تحل ه یتجز - 8 جدول
Table 8. GC-MS analysis of P. aryabhattai crude extracts isolated from Satureja khuzestanica 

Biological Activity Name of the Compound Area % RT (min) 

Antioxidant, hypocholesterolemic, 

Antiandrogenic, hemolytic, Alpha reductase 

inhibitor 

Hexadecanoic acid 49.15 10.514 

 - 1,3 Dicyclohexylbutane 6.30 10.660 

Biodegradation, antifungal Eicosane 17.16 12.898 

 - Diisobutyle ester 3.05 13.879 

Antifungal Dibutyle phtalat 5.42 14.925 

Biodegradation, antifungal Eicosane 13.47 15.047 

Antibacterial activity Docosane 5.45 17.001 

 

 Satureja khuzestanicaمرتبط با P. psychrotolerans خام  یهاعصاره  GC-MS ل یو تحل ه ی تجز -9جدول

Table 9. GC-MS analysis of crude extracts of P. psychrotolerans associated with Satureja khuzestanica 

Biological Activity Name of the compound Area % RT (min) Peak 

 - Pentadecane,3-methyl 1.58 10.139 1 

Antioxidant Hexadecane 45.85 10.528 2 

 - 1,4 Dicyclohexyl butane 7.11 10.656 3 

Biodegradation, antifungal Eicosane 1.44 12.232 4 

Antifungal, antibacterial, 

antitumor and cytotoxic effects  

Eicosane,2,4-dimethyl 2.12 12.310 5 

 - Heptadecane,3-methyl 1.61 12.561 6 

 - Heneicosane 21.31 12.905 7 

 - Tridecane,4-cyclohexyle 3.32 13.099 8 

 - Hexadecane,2,6,10,14-

tetramethyle 

0.57 14.427 9 

Antifungal, antibacterial, 

antitumor and cytotoxic effects 

Eicosane,2,4-dimethyl 1.06 14.506 10 

 - 3-methyl nonadecane 0.90 14.741 11 

Antifungal Dibutyle phtalat 0.63 14.914 12 

 - n- Eicosane 7.51 15.041 13 

 - Eicosane2-cyclohexyle 1.66 15.283 14 

Biodegradation, antifungal Eicosane 2.17 16.988 15 

 - 2-cyclohexyle Eicosane 0.65 17.265 16 

 - Tetracosane 0.52 18.773 17 

 

از   یمنبع نسبتاً فراوان (  .Bacillus sppهای باسیلوس)  گونه 

 نی ا   ی هااز گونه  ی اری بس   رای هستند ز   یکروب ی ضد م   یداروها 

  هایباکتر  ن یا  کنند. ی را سنتز م   ی کروب ی ضد م   ی دهای جنس پپت 

هستند که   هی ثانو یهات یمتابول  یو غن  د یمنبع جد  یبه طور کل

بررس  دیبا گ  یمورد  ارندیقرار    هی ثانو  یهات ی متابول  نی. 

قارچ  ی هاتیفعال باکتر  یضد  نشان    یقو  ییایو ضد  از خود 

خود زنده    یعیطب  طیسازد در محیرا قادر م  یدهند و باکتریم

اهمافته ی  نیا  (Stein, 2005).بماند  بالقوه   یصنعت  تیها 

Bacillus سم یبر متابول  یطیعوامل مح  دهد. یرا گسترش م  

گرسنگیم  ر یتأث  یکروبیم  ه یثانو استرس،  مواد    ای  یگذارد. 

،  ره یو غ  تروژنی، فسفات، ن نهیآم  ی دهایمکمل مانند اس  یمغذ

تول  ی ادیز  راتیتأث رشد    هیثانو  یهاتی متابول  د یبر  دارد. 

در حضور کم غلظت   کی وتیبی کننده آنت  دیتول   یهاسمیارگان

تغ  نجرم  یآل  باتیترک  ک   یکم  راتییبه  تول  یفیو    د یدر 

)یم  هی ثانو  ت یمتابول اندوفیت    (.Chen et al., 2000شود. 

جنس   به  متعلق  دیگر  شده  که    Streptomycesجدا  بوده 
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  یهااکثر گونه   باشد.ترکیبات متعدد آنتی میکروبی می  دارای

Streptomyces  ه ی ثانو  یهات ی از متابول  یاریسنتز بس  ییتوانا  

آنت  یکیولوژیب مانند  علفکیوتیبی فعال  ها،  کشها، 

ها را دارند. از  میو آنز  یضد انگل  یهاها، مهارکننده کشآفت

نظر درمانک یوتیبی آنت  باتیترک   ن یا  ن یب از  تر مهم   اریبس   یها 

تقر و  از   یهاکیوت یبی آنت  ومس  کی  باًیهستند  شده    شناخته 

شده   Streptomyces  هایگونه   & Mendaz)   اند جدا 

Salar, 2009.)   منبع    تی اندوف  یهایاست که باکترثابت شده

فعال  دی جد  هیثانو  یهات ی متابول  یغن و    یکیولوژیب  یهاتیبا 

  یهامطالعه، گونه   ن یهستند. در ا  ییایمیاز تنوع ش  ییسطح بالا

گ    تی اندوف از  شده  باعث   ،یمرزه خوزستان  ییدارو  اه یجدا 

باکتر رشد    قات یتحق.  شد  یاهیگ  یزای ماریب  ی هایمهار 

ب  باتی ترک   یجداساز  یبرا   دیبا  یشتریب از    یکیولوژیفعال 

فعال  ییایباکتر  یهات ی اندوف م  ت یبا    د یتول   یبرا  یکروبیضد 

  ییمواد غذا  ،یمانند کشاورز  گرید  ع یدارو و استفاده در صنا

  . انجام شود  یشیو آرا

 

 Satureja khuzestanicaمرتبط با  B.megateriumخام  یهاعصاره  GC-MS ل یو تحل ه یتجز -10 جدول
Table 10. GC-MS analysis of crude B. megaterium extracts related to S Satureja khuzestanica 

Biological Activity Name of the Compound Area % RT (min) Peak 

 - Eicosane 5.67 12.905 1 
 - Methyl Hexadecanoate 51.32 14.367 2 

 - Methylox 3.80 14.573 3 

Antifungal, antibacterial, antiviral, 

antioxidant activities 
Dibutyle phtalat 1.67 14.920 

4 

Antifungal, Antibacterial, antioxidant 

activity 
Hexadecane 2.33 15.044 5 

 - Cyclododecasiloxane, 

tetracosamethyl 

1.67 15.085 6 

 - Methyl oleate 2.63 16.226 7 

 - Octadeamethyl-

cyclononasiloxane 

1.28 16.340 8 

 - Stearic acid, methyl 

ester 
29.63 16.395 9 

 

 
 Satureja khuzestanica مرتبط با Streptomyces cavourensis تیخام اندوف یعصاره ها GC-MS لیو تحل هیتجز - 11جدول 

Table 11. GC-MS analysis of crude Streptomyces cavourensis extracts related to Satureja khuzestanica 

Biological Activity Name of the Compound Area % RT (min) Peak 

 - 2-hydroxy ethyl acetate 12.33 9.111 1 

Antifungal, Antioxidant and 

antimicrobial 
O-xylene 33.53 9.292 2 

 - M-xylene 12.38 9.873 3 

 - Thiacyclopentan-3-ol 24.28 10.495 4 

Antifungal properties Cyclohexasiloxane, 

dodecamethyl 

8.37 16.903 5 

Antiperspirants and deodorants. 

Antibacterial, Antifungal 
Cyclopentasiloxane, 

tetradecamethyl 
9.21 19.247 6 
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Abstract 
Background and Objectives 

In many parts of the world, medicinal plants have been used as an alternative medicine to 

promote human health and longevity since ancient times. Microbes residing within plant tissues 

are known as endophytes. The compounds produced by these microbes have the potential to be 

employed in modern medicine, agriculture, and other industries. Endophytic bacteria isolated 

from medicinal plants are valuable sources of novel bioactive compounds with diverse 

activities, including antimicrobial, anticancer, and antiviral properties. This study aimed to 

isolate, identify, and screen endophyte bacteria with antimicrobial activity against plant 

pathogenic bacteria. Aromatic plants such as Satureja khuzestanica are utilized in traditional 

medicine due to their secondary metabolites, but data regarding its naturally occurring bacterial 

endophytes is limited. 

Materials and Methods 

In the current study, 17 strains of bacterial endophytes were isolated in a Tryptic Soy Agar 

medium from the medicinal plant Satureja khuzestanica. Based on sequencing the 16S rRNA 

encoding gene, researchers isolated bacterial strains from the Bacillus, Streptomyces, and 

Pseudomonas genera with the highest activity against plant pathogenic bacteria. Under standard 

conditions, these endophytic bacteria’s bioactive secondary metabolites were extracted with 

ethyl acetate and analyzed using Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS). The mass 

spectra of the compounds were compared to the National Institute of Standards and Technology 

(NIST) library’s database. Moreover, microbroth dilution techniques were used to determine 

the minimum inhibitory concentration (MIC) values for five different bacteria species. 

Results 

The GC-MS analysis revealed the presence of a number of compounds, including dibutyl 

phthalate (DBP), eicosane, octadecanoic acid, hexadecanoic acid, and hexadecane 1,4- 

dicyclohexylbutane. Four of the selected bacterial endophytes exhibited antimicrobial activity 

against three plant pathogens: Ralstonia solanacearum, Pectobacterium carotovorum subsp., 

carotovorum, and Clavibacter insidiosus. Data analysis revealed significant differences in 

antimicrobial activity, with the minimum inhibitor concentration ranging from 0.312 mg/ml to 

2. 5 mg/ml. Furthermore, we identified bioactive secondary metabolites with reported 
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biological activities in antimicrobial, anti-inflammatory, and antioxidant properties with 

biotechnological applications in medicine, agriculture, and other industries based on an 

endophytic crude extract data analysis. 

Conclusion 

Our findings shed new light on the antimicrobial properties of naturally occurring bacterial 

endophytes in S. khuzestanica. 
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