
 
 

 

  

 28/4/1400تاریخ پذیرش:                   17/3/1400تاریخ دریافت:   

 https://jab.alzahra.ac.ir :وب سایت نشریه

2021.34309.1398JAB./10.22051  
 

 

 Salvia آسپاراژیناز از گیاه مریم گلی باغی ) -های اندوفیت تولید کننده الجداسازی و شناسایی قارچ

nemorosa L.) 

 

 4، سعید ملائی3، محمد پاژنگ2*، مصطفی عبادی1سمانه نریمانی

 

 چکیده

ها در آسپاراژیناز، تجزیه آسپاراژین را به آسپارتیک اسید و آمونیاک کاتالیز کرده و یکی از مهمترین آنزیم -آنزیم ال

های اندوفیت تولید کننده آنزیم آسپاراژیناز از گیاه شناسایی قارچصنایع دارویی و غذایی است. هدف از این مطالعه، جداسازی و 

های گهای اندوفیت از برهای مختلف قارچها است. در این پژوهش، گونهمریم گلی باغی و تعیین فعالیت این آنزیم در این قارچ

و سنجش کمی آن در محیط کشت سالم جداسازی گردید. سنجش کیفی آنزیم آسپاراژیناز روی محیط کشت آسپاراژین آگار 

 هایجنس به هاجدایه داد نشان مولکولی و ریختی هایسیزپکس داکس به روش طیف نور سنجی با معرف نسلر انجام شد. بررسی

Alternaria، Stemphylium ،Talaromyces  وLinnemannia  .مختلف با ایجاد هاله صورتی تا قرمز رنگ  هایگونه  تعلق دارند

آسپاراژیناز ، بهترین جدایه  U/mg 34/2با تولید  Alternaria alternataدادند قادر به تولید آنزیم آسپاراژیناز هستند. گونهنشان 

 تواند به عنوان یک گزینه مناسب برای تولید آنزیم مطرح باشد.می کننده آنزیم انتخاب شد وتولید
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 مقدمه

و  آسپاراژین را به آسپارتیک اسید -آنزیمی است که هیدرولیز ال ( E.C.3.5.1.1آسپارژین آمیدوهیدرولاز -آسپاراژیناز )ال -ال

ها نظیر درمانی در درمان انواع لوسمی های مهمآسپاراژیناز یکی از آنزیم (. Dhanam & Kannan, 2013کند )آمونیاک کاتالیز می

(. Pieters et al., 2011لوسمی لنفوبلاستیک حاد، لنفوسارکوما، لنفومای هوچکین، لنفومای غیرهوچکین و ملانوسارکوما است )

 Tareke et al., 2002; Xu etآمید کاربرد فراوانی دارد )همچنین این آنزیم در صنایع غذایی جهت تولید مواد غذایی فاقد اکریل

al., 2016وجود تنها  (. چندین میکروارگانیسم و برخی از گیاهان و جانوران دارای توانایی تولید آسپاراژیناز هستند؛ با این

درمانی موثر برای به شکل داروهای شیمی Erwinia chrysanthemiو  Escherichia coliهای شده از باکتریهای خالصآنزیم

بدخیم انسانی که وابسته به آسپاراژین هستند، در دسترس هستند. وربر و  هایو برخی از نئوپلازی وئیدیلوسمی حاد لنفدرمان 

( نشان دادند که فعالیت آسپاراژیناز حاصل از دو باکتری مذکور، در محلول نمکی با اسمولاریته Werber et al., 1995همکاران )

نتیجه بروز  یابد. این امر به نوبه خود سبب افزایش دوز دارو و دراهش میدرصد ک 80و  40درصد( به ترتیب  9/0مشابه خون )

(. بنابراین، یک نیاز مبرم برای Larson et al., 1998; Oettgen et al., 1970گردد )های شدید در برخی بیماران میحساسیت

 یافتن آسپاراژینازهای جایگزین وجود دارد. 

شود که بدون ایجاد بیماری، تمام یا حداقل بخشی از زندگی خود را در داخل اطلاق میهایی های اندوفیت به قارچقارچ

های اندوفیت از تنوع زیستی بالایی (. قارچHyde & Soytong, 2008کنند )بافت سالم گیاهان بصورت همزیست زندگی می

 ,Strobel & Daisy, 2003; Weberاند )دههای مختلف گیاهی اعم از آوندی و غیر آوندی گزارش شگروه دربرخوردار بوده و 

 الیمانند خشکس ییهارا در تحمل تنش یاهگ ییتوانارشد میزبان و جذب مواد مغذی را افزایش داده و ها، (. برخی از این قارچ2009

ها باعث فیتوالکسین های ثانویه و القا تولید(. همچنین آنها با تولید متابولیتGupta et al., 2021) بخشندمیبهبود  یشور و

 (. Gao et al., 2010شوند )خوران میها، حشرات و گیاهافزایش مقاومت گیاهان در برابر پاتوژن

که این ترکیبات اند، بطوریهای اندوفیت به عنوان منبع بالقوه و جدیدی از ترکیبات فعال زیستی شتاخته شدهقارچ

-آنتی ،یبیوتیکخواص آنتیدارای کاربردهای فراوانی در صنایع دارویی، غذایی و کشاورزی هستند. مطالعات متعددی در مورد 

 ;Sandhu et al., 2014; Selim et al., 2012شده است ) های اندوفیت انجاماکسیدانی قارچآنتی سرطانی وضد ویروسی،

Jalgaonwala et al., 2011). برای  ارزشمندیمنابع  های اندوفیت جدا شده از گیاهان داروییحاصل نشان داده که قارچ نتایج

گیاهان دارویی از تنوع زیستی و پتانسیل بالایی برای تولید انبوهی از  های جدا شده ازقارچهستند چرا که ها مطالعه اندوفیت

  ترکیبات فعال زیستی برخوردار هستند.

یکی از گیاهان دارویی است که در طب سنتی از دیرباز برای  L Salvia nemorosa.گیاه مریم گلی باغی با نام علمی 

(. مطالعات اخیر نشان داده Takeda, 1997; Ulubelen, 2003; Daskalova, 2004شود )های مختلف استفاده میدرمان بیماری
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 ,Fotovvat et al., 2018; Tabei & Alizadehترپنوئیدها و ترکیبات فنلی است )که این گیاه دارای ترکیبات ارزشمندی نظیر 

2018; Heydari et al., 2020)ها از طریق سنتز شیمیایی، پر دارند که تولید تجاری آن فنلیی از این ترکیبات، ساختار . برخ

ها یت این گیاه و بررسی حضور ترکیبات فعال در آنهای اندوفشناسایی قارچاست و بنابراین هزینه و در برخی از موارد غیرممکن 

 بسیار مفید واقع گردد. می تواند

هایی نظیر سرطان و همچنین صنایع غذایی و عنوان یک آنزیم مهم در درمان بیماریبا توجه به اهمیت آسپاراژیناز به

هدف از این  ن آنزیم امری بسیار ضروری است. های تولید کننده اینیاز روز افزون به این آنزیم، مطالعه برای شناسایی قارچ

ها در تولید بررسی توانایی جدایهو  S. nemorosa های اندوفیت قارچی از گیاه داروییمطالعه، جداسازی و شناسایی جدایه

 آسپاراژیناز است.

 

 هامواد و روش

 های قارچیجداسازی جدایه

از منطقه زنوز واقع در استان آذربایجان شرقی جمع آوری و  1398سال  گیاهی مورد مطالعه در این بررسی، خرداد هاینمونه

شد و به قطعات  برداشته سالم و تازه برگ عدد 5 تعداد تصادفی بصورت بوته هر از. برای بررسی بیشتر به آزمایشگاه منتقل شد

درصد به مدت یک  70داده شدند. سپس با اتانول شوودقیقه با آب جاری شست 10متری تقسیم شده و به مدت یک سانتی

درصد به  5/0شو داده شدند. در مرحله بعد قطعات با هیپوکلریت سدیم وشست مقطردقیقه استریل شدند و بعد از آن با آب 

غذ صافی داده شدند و در زیر هود بیولوژیک بر روی کا شوومقطر شستمدت یک دقیقه استریل شدند و در آخر سه بار با آب 

 PDA: Potato)دکستروز آگار )س. د. آ(  زمینیکشت سیبخشک گردیدند. قطعات استریل شده در زیر هود بر روی محیط 

Dextrose Agar)  درجه سلسیوس  25قرار داده شدند )در هر پلیت سه قطعه با فاصله مناسب از هم قرار داده شد( و در دمای

منتقل شدند و با استفاده از  آ. د. های رشد کرده به محیط جدید سروز، جدایه 5گذشت روز نگهداری شدند. بعد از  5به مدت 

  ها خالص شدند.روش کشت نوک ریسه، جدایه

 

 هاشناسایی ریختی و مولکولی جدایه

. س کشت محیط روی روز هفت مدت به هاجدایه تمامی ابتدا قارچی، هایجدایه پرگنه به مربوط هایویژگی بررسی منظور به

 رنگ و پرگنه ظاهری شکل معین، زمان مدت طی از پس. شدند داده رشد سلسیوس درجه 25 دمای و تاریکی شرایط در آ. د

. شدند ارزیابی هاجدایه شناسایی در گیریبهره منظور به غیره و کنیدیوفر اسپورها، به مربوط هایویژگی رشدی، هایویژگی آن،

 الیمپوس نوری میکروسکوپ با و شده تهیه بلو کاتن-لاکتوفنل و لاکتوفنل هایمحلول از استفاده با میکروسکوپی اسلایدهای
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(Olympus, Japan مدل )BH2 معتبر ییشناسا یدهایبا استفاده از کل ییشدند. شناسا یبررس (Perez & Schenck, 1990; 

Barnett & Hunter, 1998; Carris et al., 2012) گرفت صورت. 

 PDB: Potato) (ب. د)س.  براث دکستروز زمینیدر محیط کشت سیبها شناسایی مولکولی، ابتدا جدایه به منظور

Dextrose Broth)  روز نگهداری شدند. سپس زیست توده قارچی با استفاده از کاغذ  5سلسیوس به مدت  درجه 25در دمای

(. واکنش Ebadi et al., 2014انجام شد ) CTABبا استفاده از روش  DNAصافی استریل از محیط کشت جدا شد و استخراج 

PCR انداز رونویسیبرای توالی ناحیه فاصله( شونده داخلیITS با پرایمرهای )ITS1  وITS4  انجام گرفت. واکنشPCR  با حجم

الگو و یک میکرولیتر از هر پرایمر  DNAمیکرولیتر  3میکرولیتر آب،  Master mix ،15میکرولیتر  25میکرولیتر شامل  45نهایی 

 PCRانجام شد. محصول  C-10°72″و  C-5ʹ  ،(94°C-1ʹ, 55°C-1ʹ, 72°C-1ʹ)×35°94 در دستگاه ترموسایکلر با شرایط دمایی

جهت تعیین ترادف به شرکت پیشگام ارسال شد و نتایج تعیین ترادف از طریق همردیفی توالی در بانک ژنی مورد ارزیابی قرار 

ترسیم  Bootstarpتکرار  1000با  Neighbor-Joining  بر پایه روش MEGA5افزار گرفت. درخت تبارزایشی با استفاده از نرم

 شد. 

 

   سنجش کیفی تولید آسپاراژیناز

آسپاراژین، درصد  1ها در تولید آسپاراژیناز از محیط کشت حداقل آسپاراژین آگار که شامل به منظور بررسی توانایی جدایه

درصد آگار  5/1درصد فنل رد و  012/0درصد کلرید سدیم،  02/0درصد سولفات منیزیم،  05/0درصد کلرید پتاسیم،  05/0

، در مرکز محیط )کشت هفت روزه( قارچی جدایه متر از حاشیه فعال هرمیلی 6قطر  به استفاده شد. در همین راستا، یک قطعه

 روز نگهداری گردید.  10سلسیوس به مدت  درجه 25شد و در دمای  کشت حاوی محیط مذکور قرار داده

 سنجش کمی تولید آسپاراژیناز

روش  ینبا معرف نسلر انجام شدکه ا ینورسنج یفداکس به روش ط یزپکسکشت س یطدر مح ینازآسپاراژ یمآنز فعالیت

 یدرولیزه یزانبر اساس م ینازآسپاراژ یمآنز یتفعال یزانروش، م ین. در ااست شده پیشنهاد( 1973و همکاران ) Imadaتوسط 

 واکنش در شده آزاد آمونیاک میزان گیریاندازه طریق از نیز آسپاراژین هیدرولیز میزان و شودیم یدهسنج یطدر مح ینآسپاراژ

 لیتریلیم100 به)کشت هفت روزه(،  یقارچ یهفعال هر جدا یهاز حاش متریلیم 6قطعه به قطر  دو منظور، بدین. گرددمی مشخص

 یم،آنز یتفعال یینتع جهت. گردید نگهداری سلسیوس درجه 25 دمای در روز 15 مدت به و شد تلقیح د. ز. س کشتمحیط

 سانتریفیوژ، از بعد شد. یفیوژسانتر یقهدق دردور  10000 سرعتبا  یقهدق 5به مدت  یمآنز حاویاز عصاره خام  لیتر یلیم 2ابتدا 

بدین  .گرفت قرار استفاده مورد فعالیت تعیین جهت و شده جدا)رسوب(  سلولی هایمانده باقی از آنزیم حاوی رویی محلول

لیتر میلی 200( به 8pHمولار ) Tris-HCl 05/0میکرولیتر بافر  800مولار،  04/0میکرولیتر محلول آسپاراژین  500منظور، 
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میکرولیتر  500سلسیوس نگهداری شد. سپس واکنش آنزیمی با افزودن درجه  40دقیقه در دمای  30رویی اضافه و بمدت  محلول

های دقیقه، پروتئین در دور 10000مولار متوقف و با سانتریفیوژ به مدت ده دقیقه با سرعت  5/1استیک اسید کلرومحلول تری

لیتر رویی، یک میلیلیتر محلولمیکرو 125رویی آن برای انجام واکنش نسلریزاسیون استفاده شد. به رسوبی حذف و از محلول

 450لیتر معرف نسلر اضافه شد و پس از دو دقیقه گرماگذاری در دمای اتاق، جذب آن در طول موج میکرو 125آب مقطر و 

 آمونیاک غلظت به جذب میزان سولفات، آمونیوم مختلف هایغلظت با شده تهیه استاندارد نمودار از استفاده نانومتر خوانده شد. با

 یکاست که بتواند  یمآنز از ریمقدا معادل ینازیآسپارارژ یتواحد فعال یک ،ذکر است قابل همچنین. شد تبدیل شده آزاد

 وشبه ر محلول در موجود پروتئین غلظت یافتن جهت ینیمحلول پروتئ ید. سنجشنما یجادا یقهدق یکدر  یاکآمون یکرومولم

 . (Pour Nouroozi, 2015گرفت ) صورت( BSA) گاوی سرم آلبومیناستاندارد  یاستفاده از منحن با وبرادفورد 

 سوبسترای از دیگر تست یک در آسپاراژین، شدن دآمیده روی بر متابولیکی مواد اثر احتمال بررسی جهتذکر است  قابل

 نتایجقرار گرفت.  یمورد بررس یزدر آن ن آمونیاک تولید میزان نسلر واکنش با و شد استفاده است آسپاراژین مشابه که گلوتامین

. اندنکرده یدهرا دآم ینگلوتام بررسی، مورد شرایط در سلولی کشت محیط در موجود( آنزیمی)و  متابولیکی مواد که داد نشان

  .است ینازآسپاراژ یمآنز یتبر اثر فعال ینمشاهده شده در مورد آسپاراژ یتکه فعال شودمی گیرینتیجه بنابراین

 

 آنزیم آسپاراژیناز Vmaxو  Kmگیری اندازه

( برای Vmax( و سرعت بیشینه آنزیم )Kmمنتن ) -گیری پارامترهای سنتتیکی آنزیم، ثابت میکائیلیسبه منظور اندازه

-Trisهای مختلف آمینواسید آسپارژین در بافر ای که دارای بیشترین فعالیت آنزیمی بود محاسبه شد. بدین منظور، غلظتگونه

HCl  باpH منتن  -گیری شد. سپس با رسم نمودارهای میکائیلیسها اندازهمعادل هفت تهیه شد و فعالیت آنزیم در آن غلظت

 و اعداد آماری تحلیل و تجزیه جهتدر سه تکرار انجام شد و  یشآزما برک، پارامترهای مدنظر اندازه گیری شد. این-و لینویور

 .شد استفاده( One-way ANOVA) یکطرفه واریانس تحلیل روش و SPSS( ver. 17) زارافنرم از هامیانگین مقایسه

 

 نتایج

 های اندوفیت دارای رابطه همزیستی است. بطورنتایج حاصل از این مطالعه نشان داد که مریم گلی باغی با برخی از قارچ

 هاییتفاوتو  هاشباهت یکدیگربا  پرگنهلحاظ شکل و ظاهر  به که شد جداسازی مطالعه مورد گیاه هایبرگ از یهجدا 27 یکل

انتخاب  یمطالعات بعد یبرا جدایه چند یا یک گروه هر از و شدند بندیگروه هاجدایه ریختی، هایشباهت به توجه با وداشتند 

 شدند.



 185 /1400زمستان  ، 70پیاپی ،4، شماره 34دوره  -یکاربرد یشناسستیز یفصلنامه علم

 

و  ییهوا یسلیومآن، نوع م یو فوقان یریننشان داد سرعت رشد و شکل پرگنه، رنگ سطح ز یختیر یاتخصوص یبررس

مشخص شد  ییشناسا یدهای(. با استفاده از کل1، شکل1مورد مطالعه متفاوت است )جدول  هاییهنوع اسپور در جدا ینهمچن

تعلق دارند.  Linnemanniaو  Stemphylium ،Penicillium یربه آن نظ شبیه هاییهو آرا Alternaria هایبه جنس هایهکه جدا

که  است یو عرض یطول هاییوارهبا د یچند سلول هاییدیومو کن یدیومیکن هاییرهداشتن زنج  Alternariaبارز جنس  یژگیو

 یادیز یارشباهت بس Stemphylium جنس(. 1)شکل هستند یصقابل تشخ هایژگیو ینا Sn9و  Sn2 ،Sn3 ،Sn8 هاییهدر جدا

 Alternariaجنس از  ینا یکدر تفک شناسییختر یژگیو ترینیاساس یدیوفور،کن یمتوال یرداشته و تکث Alternariaبه جنس 

 یجنس دارا ین، اMucorبا جنس  یسهبوده و در مقا یتیکسنوس یسهر یدارا Linnemannia( .جنس Sn11 یهاست )جدا

 هاییژگیبا توجه به و یزن Sn6 یه(. جداSn5 یه)جدا شودیکوچکتر، تعداد کمتر و فاقد کلوملا شناخته م یایوسپورهاسپورانژ

 داشت. Penicilliumبه جنس  ییشباهت بالا یتک سلول یهایدیومدارا بودن کن ینپرگنه و همچن یختیر

 در روز هفت گذشت از پس آ. د. س کشت محیط روی مطالعه مورد قارچی هایجدایه ریختی خصوصیات :1 جدول

 سلسیوس درجه 25 دمای

 شناسی ریخت خصوصیات  

 پرگنه قطر 

 (متر میلی)
 اسپور نوع هوایی میسلیوم نوع فوقانی سطح رنگ زیرین سطح رنگ پرگنه شکل

Sn2 38 سلولی چند کنیدیوم دارکرک خاکستری خاکستری ایدایره 

Sn3 37 سلولی چند کنیدیوم دارکرک خاکستری سفید خاکستری ایدایره 

Sn5 70 اسپورانژیوسپور ای پنبه سفید نخودی ایدایره 

Sn6 43 سلولی تک کنیدیوم متراکم سبز هلویی نامنظم 

Sn8 48 سلولی چند کنیدیوم متراکم ایقهوه ایقهوه نامنظم 

Sn9 40 سلولی چند کنیدیوم دارکرک خاکستری خاکستری ایدایره 

Sn11 29 سلولی چند کنیدیوم دارکرک سفید تیره سبز ایدایره 
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: B(. سلسیوس درجه 25 دمای روزه، 7 کشت) آ. د .س محیط روی قارچی هایجدایه پرگنه رویی و پشتی سطح: A :1شکل

 آ. د. س محیط روی بر جدایه هر توسط شده تولید اسپورهای

 

و مقایسه با  ITSتکثیر شد. تعیین توالی ناحیه  جفت باز 650به طول حدود  یتوال یک rDNA-ITSی ژنوم یهناح یبرا

 گرفتندکلاد اصلی قرار  چهارهای مورد مطالعه در جدایهنشان داد که ، NJبا استفاده از روش  ثبت شده در بانک جهانیهای توالی

 Alternariaمتعلق به دو گونه  درصد100 اعتبارسنجیبا درجه  Sn9و  Sn2, Sn3, Sn8های جدایه، این تبارنمادر . (2 )شکل

tenuissima  وA. alternata جدایه  .بودندSn5  های تیپ گونه با جدایهدرصد همراه  99با درجه اعتبار سنجیLinnemannia 

hyalina های همچنین، تبارزایی جدایه. گرفت در یک کلاد دیگر قرارSn6  وSn11 ها با درجه اعتبار سنجی نشان داد این گونه

های مورد مطالعه با شماره توالیبودند.  Stemphylium vesicariumو  Talaromyces amestolikaeدرصد به ترتیب متعلق به 100

 ثبت گردید. NCBIدر بانک ژنی  MW509959-65دسترسی 
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تکرار  1000و با  Neighbor-Joiningهای اندوفیتی مورد مطالعه با روش جدایه ITSدرخت تبارزایشی مربوط به نواحی  :2شکل 

bootstrap 

 

 T. amestolkiae گونه بجز هابرای تولید آنزیم آسپاراژیناز نشان داد که تمامی گونهها نتایج غربالگری توانایی جدایه

(.  با تولید آسپاراژیناز خارج سلولی توسط این 3هاله قرمز مایل به صورتی بر روی محیط حاوی فنل رد ایجاد کردند )شکل 

گردد. بدلیل وجود فنل قرمز، محیط و محیط قلیایی می ها، آسپاراژین موجود در محیط به آسپارتیک اسید و آمونیاک تجزیهگونه

)شکل  است هاگونه توسط ینازآسپاراژ یمآنز یدتول نشانه قرمز هاله دهد وکشت در شرایط قلیایی به صورتی تا قرمز تغییر رنگ می

3.) 
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 S. nemorosaهای اندوفیت حاصل از گیاه سنجش کیفی تولید آنزیم آسپاراژیناز توسط قارچ :3شکل 

 

 A. alternata  ،L. hyalina ،A. tenuissima بر اساس نتایج مرحله قبل، توان تولید آنزیم آسپاراژیناز توسط چهار گونه

داکس حاوی آسپاراژین به عنوان تنها منبع نیتروژن مورد بررسی  در طی روزهای مختلف در محیط سیزپکس S. vesicariumو 

گیری شده برای این چهار گونه بعد از مدت پنج، ده و پانزده روز در ی فعالیت آنزیمی اندازهدهندهنشان  4قرار گرفتند. شکل 

 U/mgبا تولید  S. vesicarium و A. alternata هایگونه روز 5درجه سلسیوس است. بر اساس نتایج حاصل بعد از طی  25دمای 

های مختلف در روز دهم آنزیم بودند. حداکثر تولید آنزیم توسط گونهبه ترتیب دارای بیشترین میزان تولید U/mg 25/1و  34/2

 آنزیم به عنوان گونه منتخب برای ادامه مطالعات انتخاب گردید. U/mg 34/2با تولید  A. alternataگونه   مشاهده شد و

 

 آسپاراژیناز طی روزهای مختلف. تولیدکننده منتخب هایجدایه آنزیمی فعالیت میزان :4شکل 

های مختلف از سوبسترا بررسی شد و نتایج آن ، در غلطتA. alternataسنتتیکی آنزیم مربوط به گونه  هایویژگی

نیز با  Vmaxو  Kmاست. پارامترهای نشان داده شده 5برک در شکل شماره  -منتن و لینویور -بصورت نمودارهای میکائیلیس
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مولار و مقدار  میلی 27/24حاصل برای آنزیم برابر با  Kmگیری شد. نتایج نشان داد مقدار استفاده از نمودارهای مذکور اندازه

Vmax  میکرومول بر دقیقه بود. 025/0حاصل برابر با 

 

Sn3 (A. alternata )( مربوط به آنزیم تولید شده توسط جدایه Bبرک ) -( و لینویورAمنتن ) -نمودارهای میکائیلیس -5شکل 

 آسپاراژین -مختلف ال هایدر غلظت

  بحث

های مختلف امری دشوار است. بنابراین ها و همچنین شباهت مورفولوژیکی بین گونهها بدلیل تنوع بالای آنشناسایی قارچ

های قارچی بسیار حائز اهمیت ها، استفاده از تبارزایی مولکولی برای شناسایی دقیق گونهعلاوه بر شناسایی مورفولوژیک قارچ

 استفادهها گونه شناسایی برای( پایه جفت 800 تا 400 بین) کوتاه استاندارد منطقه یک از DNA بارکدگذاری یهاسیستم است.

 برای ایصحیح است که بطور قابل ملاحظه شناسایی احتمال بالاترین یکی از مارکرهای مولکولی مهم با ITS ناحیه .کنندمی

در این پژوهش، با توجه به نتایج آنالیز تبارزایشی،  (.Lacap et al., 2003گرفته است ) ارها مورد استفاده قرقارچ از وسیعی گروه

میسر شد.  ITSدر کلادهای مجزا قرار گرفتند و جایگاه دقیق تاکسونومیکی آنها بر اساس ناحیه  Sn11 و Sn5 ،Sn6های جدایه
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بودند در یک کلاد قرار  A. tenuissima و A. alternataکه متعلق به دو گونه  Sn9و  Sn2 ،Sn3 ،Sn8های که، جدایهدر حالی

مذکور  دو گونه یکقادر به تفک یول، را نشان دهد هایهجدا ینا یکیتاکسونوم یگاهاگرچه توانست جا ITS یهناح ین،بنابراگرفتند و 

انجام دادند  Alternariaهای مختلف ای که بر روی گونه( در مطالعه2016و همکاران ) Zhaoاز هم نبود. مشابه به این یافته، 

پذیر نیست و صفات مورفولوژیکی برای تشخیص این دو امکان ITSبر اساس ناحیه  A. tenuissima و A. alternataتمایز میان 

در  A. tenuissima و A. alternata هایهپرگنه گونسطح پشتی تواند بسیار مفید باشد. آنها نشان دادند رنگ گونه از هم می

دارای  A. alternata هزنجیره کنیدیومی گونهمچنین ای تیره است. به ترتیب سبز زیتونی و خاکستری تا قهوه آ. د. سمحیط 

با یک یا دو شاخه جانبی همراه است. بنابراین، با  A. tenuissimaزنجیره کنیدیومی گونه  کهدو تا سه شاخه جانبی بوده درحالی

متعلق  Sn9 و Sn2 ،Sn3 هایو جدایه A. tenuissimaمتعلق به گونه  Sn8های موفولوژیکی، در این مطالعه جدایه یژگیتوجه به و

های بدست ( سایر گونهMucoromycota)متعلق به شاخه  L. hyalinaبه غیر از گونه تشخیص داده شد.  A. alternata هگونبه 

 Ascomycotaهای شاخه که در مطالعات قبلی نیز چیرگی گونهبودند، بطوری Ascomycotaآمده در این مطالعه متعلق به شاخه 

 است.به عنوان اندوفیت گیاهان نشان داده شده

 Arabidopsisو  Elaeocarpus sphaericusبه عنوان اندوفیت از گیاهان مختلفی نظیر  L. hyalinaدر مطالعات پیشین گونه 

thaliana در این مطالعات نشان داده شد که است. جداسازی شدهL. hyalina هایی نظیر اندول استیک سنتز فیتوهورمون هم در

گردد شود و هم باعث مهار بیماری ایجاد شده توسط پاتوژن می( موثر بوده و باعث افزایش رشد گیاه میزبان میIAAاسید )

(Shukla et al., 2012; Johnson et al.,  2019; Ozimek & Hanaka, 2021.) 

های در اکوسیستم خشک صورت گرفت گونه Aristolochia chilensisای که بر روی ترکیب جوامع اندوفیتی گیاه در مطالعه

S. vesicarium  وT. amestolkiae ( به عنوان اندوفیت جداسازی و شناسایی شدندGuevara-Araya et al., 2020 در مطالعات .)

است نشان داده شده T. amestolkiaeال نظیر مروترپنوئید و خواص ضدباکتریایی و ضد التهابی گونه مختلف  حضور ترکیبات فع

(Chen et al., 2016; Chen et al., 2018; Fu et al., 2020مطالعات گسترده .)های ای در مورد جداسازی و شناسایی گونهA. 

alternata و A. tenuissima اکسیدان، ضدباکتریایی، از گیاهان مختلف صورت گرفته و خواص بیولوژیکی متعددی نظیر آنتی

 et ; Bhagat 2014., et al; Wu 2012., et alFangکش و فعالیت پروتئازی برای آنها نشان داده شده است )سمیت سلولی، آفت

2019., et al; Sudharshana 2009., et al; Fernandes 2016., al) . نتایج نشان داد بجز گونهT. amestolikaeها دارای ، سایر گونه

 .Aهای گیاهان دارویی توانایی تولید آسپاراژیناز بودند. در مطالعات قبلی نیز توانایی تولید آسپاراژیناز توسط برخی از اندوفیت

alternata  وS. vesicarium ( 2020نشان داده شده بود., et aladeh ; Hatamz2016., et alMoharram  .) 

محیط  pHاست که تولید حداکثری آنزیم، به عوامل مختلفی مانند منبع کربن و میزان نتایج مطالعات قبلی نشان داده

کشت و نیز دما و زمان انکوباسیون وابسته است. در کنار بررسی این عوامل، خالص سازی کامل آنزیم جهت مقایسه دقیق عوامل 
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ها، با توجه به و همچنین مطالعه پایداری و نیمه عمر آنزیم ضروری به نظر می رسد. در این پژوهش پس از غربال سازی جدایه

به عنوان یک گزینه مناسب برای تولید آسپارازیناز  A. alternataترین میزان تولید آنزیم، گونه یشکوتاه بودن زمان تولید و ب

شود و با توجه به اهمیت و کاربرد آنزیم آسپاراژیناز در صنایع دارویی و غذایی، امکان استفاده از نتایج پژوهش حاضر معرفی می

 برای مطالعات بعدی وجود دارد. 
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Abstract 

L-asparaginase is an enzyme that catalyzes the hydrolysis of asparagine into aspartic acid and ammonia and is one of 

the most important enzyme in the pharmaceutical and food industries. The goal of this study was the isolation and 

identification of asparaginase producing endophytic fungi from Salvia nemorosa and the determination of their 

enzyme activities. In this study, different species of endophytic fungi were isolated from healthy leaves. A qualitative 

assay of asparaginase enzyme was performed on asparagine agar medium and its quantitative assay was performed on 

Czapexdox's medium by spectroscopic method with Nessler reagent. Morphological and molecular investigations 

indicated that the isolates belonged to genera of Alternaria, Stemphylium, Talaromyces, and Linnemannia  . Different 

species were shown to be able to produce the asparaginase by creating a pink to a red color zone. Alternaria alternata 
was selected as the best enzyme-producing, isolated by producing 2.34 U/mg asparaginase, and could be considered 

as a potential source for enzyme production. 
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