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Abstract
An endophytic fungus is a microorganism that spends at least part of its life cycle inside plant tissues. These 
organisms play a pivotal role in producing valuable secondary metabolites and tolerance of biotic and abiotic 
stresses in the plant. For this reason, studies on the identification of endophytic fungi in forest trees and the 
isolation of secondary metabolites have significantly increased. This study aimed to identify Prunus avium 
endophytic fungi associated with Arasbaran. Leaf and stem explants were collected from 5 regions and, after 
surface disinfection, cultivated on PDA medium. Cultivation and purification of fungi grown in the PDA culture 
medium were repeated, and finally, they were cultured in the PDB culture medium for preservation and DNA 
extraction. Using PCR, DNA was extracted and the ITS fragment was amplified for molecular identification 
of grown endophytic fungi. Sequencing of ITS fragments showed that 12 isolated fungal strains belong to 
8 different genera. Three strains in the Aspergillus genus, including Aspergillus niger, Aspergillus sydowii, 
and Aspergillus flavus, two species in the Alternaria genus, namely Alternaria tenuissima and Alternaria sp., 
two species in the Penicillium genus as Penicillium sizovae and Penicillium oxalicum and the rest species 
in different genera including Aureobasidium pullulans, Platychora ulmi, Ochrocladosporium elatum, Xylaria 
corniformis, and Sordariomycetes sp. were classified. Phylogenetic clustering placed 12 fungal species into 
three distinct clades.
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چکیده
قارچ های اندوفیت به میکروارگانیسم هایی اطلاق می شود که حداقل بخشی از چرخه زندگی خود را درون بافت های 
گیاهی سپری می کنند. این موجودات نقش بسیار مهمی در تولید متابولیت های ثانویه ارزشمند و تحمل تنش های زیستی 
و غیرزیستی را در گیاه دارند، به همین خاطر مطالعات روی شناسایی قارچ های اندوفیت درختان جنگلی و جداسازی 
متابولیت های ثانویه به شدت افزایش یافته است. در همین رابطه شناسایی قارچ های اندوفیت در درختان جنگلی مثل 
گیلاس وحشی ضرورت و اهمیت دارد. به منظور انجام این پژوهش، ریزنمونه های برگ و ساقه از درخت گیلاس وحشی 
منطقه ارسباران جمع آوری و پس از ضدعفونی سطحی، روی محیط PDA کشت شدند. واکشت و خالص سازی قارچ های 
رشد یافته در محیط کشت PDA تکرار و درنهایت، در محیط PDB برای نگهداری و استخراج DNA کشت شدند. برای 
شناسایی مولکولی قارچ های اندوفیت رشد یافته، استخراج DNA انجام و با استفاده از واکنش PCR، قطعه ITS تکثیر شد. 
توالی یابی قطعه ITS گیلاس وحشی نشان داد، 12 سویه قارچی جدا شده متعلق به 8 جنس متفاوت هستند. به طوری که 
 ،Aspergillus niger، Aspergillus sydowii، Aspergillus flavus شامل گونه های Aspergillus 3 سویه در جنس
جنس  در  گونه  دو   ،Alternaria sp. و   Alternaria tenuissima گونه های  شامل    Alternaria جنس  در  گونه  دو 
Penicillium  شامل گونه های Penicillium sizovae و Penicillium oxalicum و بقیه گونه ها در جنس های مختلف 
 Aureobasidium pullulans، Platychora ulmi، Ochrocladosporium elatum، Xylaria corniformis شامل 

و .Sordariomycetes sp طبقه بندی شدند. خوشه بندی فیلوژنتیکی، 12 گونه قارچی را در 3 کلاد متمایز قرار داد. 
.ITS ،واژه های کلیدی: ارسباران، رابطه همزیستی، متابولیت ثانویه 
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شناسایی اولیه قارچ های اندوفیت گونه گیلاس 
وحشی ).Prunus avium L( ناحیه ارسباران
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می کنند، در مقابل، اندوفیت های اجباری در تمام مراحل زیستی 
 Abreu-Tarazi et al.,( خود در گیاهان زندگی می کنند
2010(. قارچ های اندوفیت میکروارگانیسم هایی هستند 
که بدون داشتن علائم بیماری درون بافت های گیاهی 
حضور دارند )Nisa et al., 2015(. گاهی اوقات 
تشخیص ظاهری بین قارچ های پاتوژن و اندوفیت 
به سختی امکان پذیر است، زیرا بسیاری از گونه های 
قارچی هم  سویه پاتوژن و هم اندوفیت دارند 

 .)Schouten, 2019(
در طول دهه گذشته تحقیقات روی قارچ های 
اندوفیت مرتبط با گیاهان رشد چشمگیری داشته 
است. به طوری که درک اکوسیستم های گیاهی- 
میکروبی، همچنین کاربردهای بالقوه قارچ های 

اندوفیت در صنایع داروسازی و سایر صنایع از 
اهم موضوعات پژوهشی بوده است. مطالعات 
شیمیایی منجر به درک بهتر فیتوشیمی، جداسازی 
و بیوسنتز ترکیبات زیست فعال قارچ های اندوفیت 
شده و مطالعات زیست شناسی قارچ های اندوفیت 
نیز منجر به بهبود روش های جداسازی سویه های 
قارچی، خصوصیات میکروبی و درک تنوع زیستی 
 Rustamova( و روابط گیاه- قارچ شده است
et al., 2020(. قارچ های اندوفیت به عنوان منابع 
جدیدی از ترکیبات سیتوتوکسیک مانند ترکیبات 
ضدسرطان، ضدباکتری، ضدقارچ، ضدویروس و 
آنتی اکسیدان شناخته شده اند. همچنین، به عنوان 

 مقدمه
گیاهان، به ویژه گیاهان 

چند ساله، با انواع مختلفی از 
اندوفیت  میکروارگانیسم های 

 Demain,( رابطه همزیستی دارند
2014(. این میکروارگانیسم ها شامل 

قارچ ها و باکتری ها هستند و بر اساس 
اثرات متقابل با گیاه، به دو دسته اختیاری و 
اندوفیت های  اجباری طبقه بندی می شوند. 
اختیاری در مراحل خاصی از چرخه زندگی 
خود در گیاه مستقر می شوند و در مراحل 
دیگری، در خاک ریزوسفر گیاه نیز زندگی 

جدول 1- مثال هایی از قارچ های اندوفیت جدا شده به همراه ترکیبات مهم زیست فعال

گیاه میزبانگونه قارچیترکیب زیست فعالفعالیت زیستی
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محرک های زیستی برای تولید متابولیت های ثانویه، افزایش حلالیت مواد 
مغذی داخل خاک، تحریک رشد گیاه، کنترل عوامل بیماری زای گیاهی، 
 Alam et al.,( تحریک تحمل به تنش های غیرزیستی نیز مطرح هستند

2021( )جدول 1(. 
با توجه به اهمیت شناسایی قارچ های اندوفیت گیاهان به ویژه درختان 
و درختچه های جنگلی در بحث تنوع زیستی و تولید متابولیت های ثانویه 
ارزشمند، بررسی تنوع قارچ های اندوفیت و آنالیز فیلوژنتیکی قارچ های 
شناسایی شده در درختان جنگلی مانند درخت گیلاس وحشی ارسباران 

اهمیت و ضرورت دارد.

 مواد و روش ها
جداسازی و خالص سازی قارچ های اندوفیت گیلاس وحشی 
از گونه گیلاس وحشی  برگی و ساقه  نمونه های  این مطالعه  در 
).Prunus avium L( در پنج منطقه از جنگل های ارسباران جمع آوری 
شد. برای جلوگیری از رشد قارچ های پاتوژن، نمونه های گیاهی فاقد هر 
گونه آلودگی ظاهری بودند. در مرحله بعد ریزنمونه های برگ و ساقه 
به اندازه 0/5 سانتی متر برش و پس از ضدعفونی سطحی )هیپوکلریت 
سدیم 1/5درصد به مدت 2 دقیقه( و شست وشو با آب مقطر استریل، 
در محیط Potato (Dextrose Agar) PDA کشت شدند. نمونه های 
کشت شده به مدت یک هفته در انکوباتور با دمای 28 درجه نگهداری 
شدند. برای اطمینان از ضدعفونی سطحی ریزنمونه های برگی و ساقه، 
2 میلی لیتر از آبی که در آخرین مرحله برای شست وشوی ریز نمونه ها 
استفاده شد، نیز در محیط PDA کشت شد. عدم ظهور کلنی قارچ در 
این حالت، نشان دهنده صحت ضدعفونی سطحی ریز نمونه هاست. پس از 
 PDA ظهور کلنی های قارچی، واکشت دوباره قارچ ها در محیط کشت
انجام و در شرایط قبلی نگهداری شدند. درنهایت، قارچ های خالص 
 PDB (Potato Dextrose کار در محیط  ادامه  و  نگهداری  برای 

Broth( کشت شدند. 

 شناسایی مولکولی جدایه ها
برای استخراج DNA، از محیط کشت مایع قارچ ها استفاده شد. 
بدین صورت که محیط های کشت مایع قارچی در فالکون 5 میلی لیتری 
به مدت 5 دقیقه و 1000 دور بر دقیقه سانتریفیوژ و 1-0/5 گرم از 
 DNA استخراج  پودر شدند.  کاملًا  مایع  ازت  از  استفاده  با  هیف ها 
ژنومی به روش )SDS-CTAB (Kim et al., 1990 انجام شد. برای 
بررسی کمیت و کیفیت DNA استخراجی از ژل آگارز 0/8درصد و 
 Thermo Fisher Scientific,( 2000 اسپکتروفتومتری با نانودراپ

USA( استفاده شد.

PCR واکنش 
 Xiong et al.,( از منابع معتبر ITS ابتدا توالی آغازگرهای قطعه
https://( استخراج و صحت آن با نرم افزار آنلاین پرایمر بلاست )2013

www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) تأیید شد. توالی 
 ITS4 و )TCCGTAGGTGAACCTGCGG( ITS1 آغازگرهای

)TCCTCCGCTTATTGATATGC( برای سنتز به شرکت متابیون 
آلمان ارسال شد. واکنش زنجیره ای پلیمراز با شرایط حجم نهایی 20 
میکرولیتر و با شرایط 5 دقیقه در 94 درجه و سپس 30 چرخه در 
94 درجه به مدت 1 دقیقه، 55 درجه به مدت 45 ثانیه،72 درجه 
به مدت 1 دقیقه و در نهایت 72 درجه به مدت 5 دقیقه در دستگاه 
ترموسایکلر اپندورف )Mastercycler gradient()اپندورف، آلمان( 
آگارز 1/5درصد  PCR در ژل  الکتروفورز محصولات  انجام شد. 

انجام و عکسبرداری شد.

 شناسایی قارچ ها
پس ازانجام واکنش PCR و تکثیر قطعه ITS مورد نظر، قطعات 
تکثیرشده توسط شرکت Macrogen )کره جنوبی( توالی یابی شد. برای 
 Chromas با برنامه ITS شناسایی قارچ های اندوفیت، توالی قطعات
BLASTN (https://blast.ncbi. خوانش و سپس با نرم افزار آنلاین

nlm.nih.gov/Blast.cgi( پایگاه داده مرکز ملی اطلاعات بیوتکنولوژی 
ایالات متحده آمریکا )NCBI( آنالیز شد. در همه موارد، حد آستانه 
98درصد تشابه هم ردیفی بین سویه های جداشده با توالی هدف پایگاه 

داده، برای شناسایی و نامگذاری قارچ های اندوفیت استفاده شد.

 خوشه بندی فیلوژنتیکی قارچ های اندوفیت
پس از شناسایی مولکولی قارچ ها با استفاده از توالی قطعه ITS، هم ردیفی 
توالی ها با نرم افزار MEGA 7 انجام و سپس درخت فیلوژنتیکی با 
استفاده از الگوریتم UPGMA و با بوت استرپ 1000 ترسیم شد.  

 نتایج و بحث
شناسایی سویه های قارچی

پس از کشت ریزنمونه های برگ و ساقه درخت گیلاس وحشی، سویه های 
اندوفیت قارچی با سرعت و صفات ظاهری متفاوت در محیط کشت 
PDA به خوبی رشد کردند )شکل 1(. داده های حاصل از نانودراپ و 
الکتروفورز ژل آگارز نشان داد، DNA استخراج شده از قارچ ها، کمیت و 
کیفیت بالایی دارد و برای توالی یابی مناسب است )شکل 2(. توالی یابی 
قطعه ITS، 12 سویه قارچی جدا شده از گیلاس وحشی نشان داد، این 
سویه ها در 8 جنس متفاوت قرار دارند. به طوری که 3 سویه در جنس 
 Aspergillus niger، Aspergillus شامل گونه های Aspergillus
  Alternaria sydowii، Aspergillus flavus، دو گونه در جنس 
شامل گونه های Alternaria tenuissima و .Alternaria sp، دو 
 Penicillium sizovae شامل گونه های  Penicillium گونه در جنس
و Penicillium oxalicum و بقیه گونه ها در جنس های مختلف شامل 
Aureobasidium pullulans، Platychora ulmi، Ochroclado-
 Sordariomycetes و Sporium elatum، Xylaria corniformis
.sp طبقه بندی شدند. با توجه به نتایج، به دلیل کثرت جنس های قارچی 
میزبان  نظر می رسد، گونه مورد نظر  به  از گیلاس وحشی،  جدا شده 
این مطالعه  نتایج  اندوفیت است.  از قارچ های  طیف و تعداد وسیعی 



نشان می دهد، 12 گونه قارچی توانایی 
ارتباط همزیستی را با گیلاس وحشی 
گونه  بودن  مناسب  از  نشان  که  دارند 
ارتباطات  ایجاد  برای  گیلاس وحشی 
متقابل بین میزبان- قارچ در ارسباران 
است. مطالعات معدودی روی قارچ های 
اندوفیت درختان و درختچه های جنگلی ایران 
انجام شده است. قاسمی اسفهلان و همکاران 
بافت های پوست و  با مطالعه روی   )1398(
شاخه بلوط ارسباران موفق به شناسایی 25 
 Aspergillus گونه قارچی شدند، به طوری که
flavus، گونه مشترک با پژوهش پیش رو است. 
حاجی زاده و همکاران )1394( در مطالعات 
خود روی درختان بلوط استان کردستان موفق 
به شناسایی 5 گونه قارچ شدند که گونه مشترکی 

با این پژوهش نداشت. 
Roopa و همکاران )2015( با مطالعه روی 
گیاه Salacia oblonga موفق به شناسایی 
Al- تنها جنس که  مختلف شدند   قارچ های 

ternaria با پژوهش پیش رو مطابقت داشت. 
 Alternaria حضور گونه های مختلف جنس
گیاهان مختلف  در  قارچ همزیست  به عنوان 
از جمله خار شتر، جو، سالیکورنیا، چمن شور، 
آفتابگردان و انبه گزارش شده است )جان بزرگی 
و همکاران، 1398(. طی تحقیقات Deng و 
همکاران )2009( از درخت سرخدار، قارچ 
Fusarium solani جداسازی شد که توانایی 

تولید تاکسول را دارد. 
در این پژوهش، 12 گونه قارچی از 8 جنس 
برای اولین بار از گیلاس وحشی شناسایی شد 
که در شناسایی متابولیت های ثانویه ارزشمند و 
در تکمیل کلکسیون قارچ های اندوفیت مفید 
بعدی،  تحقیقات  در  پیشنهاد می شود،  است. 
شناسایی  برای  اندوفیت  قارچ های  غربال 
متابولیت های ثانویه ارزشمند همچون تاکسول، 
کامپتوتسین  و  بلاستین  وین  کریستین،  وین 

انجام شود.

سویه های  مولکولی  خوشه بندی   
قارچی جدا شده

گونه   12  ،UPGMA روش  از  استفاده  با 
قارچی به همراه گونه هایی که توالی مشابهی 
Alter- گونه هیستون  ژن  همچنین   داشتند، 

گروپ  اوت  به عنوان   naria tenuissima

خوشه بندی شد )شکل 3(. به طوری که با ضریب 
فاصله 0/15 سه کلاد تشکیل شد. کلاد I از 
Xylaria corniformis، Sordari-  گونه های
 omycetes sp، Xylaria primorskensis
Biscogniauxia mediterranea، کلاد  و 
 Alternaria tenuissima، قارچ های  از   II
 Alternaria sp.،Alternaria alternata
 ، Platychora ulmi، Neocucurbitaria
 ribicola،Ochrocladosporium elatum
Did- و   Microsphaeropsis olivacea

گونه های  از   III و کلاد   ymella pedeiae
Aureobasidium pullulans، Aureo-

basidium melanogenum، Phyllost-
 icta philoprina، Penicillium sizovae،
 Penicillium sp.، Penicillium steckii،
 Penicillium oxalicum، Aspergillus
niger، Aspergillus sydowii، Aspergil-

 Aspergillus tubingensis و lus flavus
تشکیل شده است. 
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