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 چکیده

مشتقات هیدروکسی سینامیک  جمله از، فرولیک اسید ، کافئیک اسید  اسید کوماریک ،اسید  سینامیک: مقدمه

محتوا و نوع آنها در گزارشات اندکی در مورد . دارای خواص آنتی اکسیدانی قوی هستندهستند. این ترکیبات فنلی  اسید

 (Corylus avellana) فندق ندوفیت از گیاها یهاقارچو معرفی شناسایی  بهحاضر تحقیق  .شده است بتثهای اندوفیت قارچ

 پرداخته است. آنها فنلیهای اسیدو نوع و محتوای 

اسید  سینامیکمشتقات  و مقدار تولید حضور ،ITSآغازگرهای  براساس هاقارچشناسایی مولکولی  :هامواد و روش

 .شدانجام  HPLCبه روش 

هر کدام از ترکیبات ذکر ی شناسایی و مقدار تولید لفن هایقارچ اندوفیت سنتز کننده اسید 12 :نتایج و بحث

سینامیک اسید و کافئیک  مقدار یشترینب .Alternaria spگیری شد. قارچاندازهمحیط درون سلولی و برون سلولی در شده 

اسیدهای فنلی به محیط در دو چنین درصد رهاسازی هم ( را تولید کرد.g/g Fwµ 17و g/g Fwµ 303)به ترتیب  اسید

فرایند استخراج در مقیاس صد در صد بود که حاکی از آسانی و راندمان بالا در  sp. Stemphyliumو .Fusarium spقارچ 

 .استتجاری 
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 مقدمه 

شوند دارای طیف وسیعی از خواص آنتی اکسیدانی، بیولوژیکی اسیدهای فنلی که جزء حیاتی رژیم غذایی انسان محسوب می

 ,.Wahle et al) باشندغذایی می ، محافظ کبدی، افزودنیسی، ضد ویروتی، ضد حساسینی، ضد سرطابیو دارویی مانند ضد التها

 و به طور عمده به طور کلی به ترکیبات فنلی دارای یک گروه کربوکسیلیک اسید اشاره دارد "اسیدهای فنلی"اصطلاح  (2010

اخیرا  خواص . (Pereira et al., 2009) شوندتقسیم می و هیدروکسی سینامیک اسید اسید ه هیدروکسی بنزوئیکبه دو زیر گرو

 موردآزاد  هایآنها در مهار رادیکال پتانسیل بالایو  فراوانی در طبیعت علاوه بر اکسیدانی هیدروکسی سینامیک اسیدها  آنتی

اسید هیدروکسی سینامیک در گروه و سیناپیک  اسیدهای فرولیک، کافئیک، کوماریکترکیباتی مانند است،  قرار گرفتهتوجه 

های  اکسیدانی اسیدهای فنلی طبیعی به تعداد و موقعیت نسبی گروهفعالیت آنتی .(Khoddami et al., 2013) قرار دارند

 مانند ییها نسبت به مونوفنلی بودنبه علت دی هیدروکسیله  کافئیک اسید برای مثال .وابسته استهیدروکسیل بر روی حلقه 

 یبرا یعیاز دو دهه گذشته استفاده از منابع طب .(Rice-Evans et al., 1996) کوماریک اسید قدرت آنتی اکسیدانی بیشتری دارد

های اندوفیت که بدون ایجاد قارچدر این بین  مورد توجه قرار گرفته است. اریبس یتجار اسیدر مق دتولی و( ها)توسعه، کشف دارو

قادر به تولید  هاقارچبسیاری از محققان بوده است.  توجه مورددهند، زا درون بافت زنده گیاه کلونی تشکیل میعلامت بیماری

ها نسبت به قارچبا توجه به رشد سریعتر  .(Shen, 2015) های بیولوژیکی متنوع هستندهای ثانویه با فعالیتبسیاری از متابولیت

-منابع مناسب های بالقوه می توانند، این میکروارگانیسمهای تولید شده توسط آنهاتر متابولیتهزینهآسان و کماستخراج گیاهان، 

های از گونه درصد 5/1-75/0ا ، تنهوجودبا این .  (Kusari & Spiteller 2011) باشندها در مقیاس تجاری برای تولید متابولیت تری

نام با  فندق(. Christenhusz & Byng 2016) اندهای آنها مورد بررسی قرار گرفته شده برای شناسایی اندوفیتگیاهی شناخته

مساعد تا ارتفاع شش  ای است به ارتفاع تقریبی دو متر که در شرایطدرختچه  Betulaceae از خانواده Corylus avellana علمی

است که فندق دارای سه مرکز تنوع جدا از هم در ایران، مدیترانه کند. براساس آخرین تحقیقات سیتوژنتیکی مشخص شدهمتر نیز رشد می

ز آنجایی ا .(Ghaderi et al., 2009ت )اسهای طبیعی شامل مناطق شمال و شمال غربی کشور  ایران این رویشگاه و ترکیه است که در

گیاه فندق صورت نگرفته است لذا در این تحقیق سعی  فنلی یاسیدهاهای اندوفیت تولید کننده که مطالعه جامعی بر روی قارچ

از آنها به عنوان منابع جدید با پتانسیل عظیم  بتوان فندق از اندوفیت جدید جداشدههای است تا با شناسایی و معرفی قارچ بر آن

استفاده فنلی )کافئیک اسید، فرولیک اسید، سالیسیلیک اسید، سینامیک اسید و کوماریک اسید(  یاسیدهاصنعتی برای تولید 

 HPLCبه روش  فندقجدا شده از  های اندوفیتارچمختلف از قهای در جنس فنلی یاز این رو در این مطالعه حضور اسیدها کرد.

 مورد بررسی قرار گرفت. 
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 هامواد و روش

 نمونه برداری

های برداری در شش نقطه از ایران )اشکورات گیلان، فندقلوی اردبیل، طارم زنجان، الموت قزوین، وشنوه قم( و از بخشنمونه

های نمونه ها از درختان بالغ انتخاب و در کیسه. انجام شد  فندقگیاه پوست و  شامل برگ، ساقهسالم و بدون نشانه بیماری 

درجه  4های آنها در دمای تا زمان جداسازی اندوفیت هاشدند. نمونهبه آزمایشگاه منتقل  هقرار داده شدبرروی یخ پلاستیکی 

 گراد ذخیره شدند. سانتی

 

 های اندوفیتجداسازی قارچ

با اندکی تغییرات انجام شد.  ( Tello 2011&González) وهای گیاهی به روش گونزالس و تل از نمونههای اندوفیت  جداسازی قارچ

 باشو با مواد شوینده، فیت، پس از شستهای اپیسطحی با هدف زدودن قارچ های گیاهی جهت ضدعفونی کردنبه طور خلاصه، ابتدا نمونه

سایر مراحل به صورت متوالی در زیر هود لامینار انجام شد. قطعات برید شده به مدت  کشی شد.دقیقه آب 15به مدت  آب جاری

دقیقه و در نهایت پس از سه  5مدت  هفعال ب لریندرصد ک 5سدیم حاوی  تیپوکلریدرصد، سپس در ه 70یک دقیقه در اتانول 

های استریل ها گرفته شود. نمونهبار شستشو با آب مقطر استریل بر روی کاغذ صافی استریل شده قرار داده شد تا آب اضافی آن

ها توسط اسکالپل جدا و بخش داخلی بافت روی پوست رویی نمونه و متر( بریده شدسانتی 5/0×5/0شده به قطعات کوچک )

گراد انکوبه درجه سانتی 27±2در دمای  و ها در تاریکی. پلیتقرار داده شد PDA  (Potato Dextrose Agar) یط کشت جامدمح

انجام شد. سپس از  محیط کشت جامدی های رشد یافته بر روقارچهای ها با استفاده از نوک هیفسازی اندوفیتخالصشدند. 

میلی لیتر محیط کشت  50لیتری حاوی میلی  100و به ارلن  تهیهسانتیمتر مربع 1×1ابعاد به  هاییبرش های خالص چقار

(Potato Dextrose Broth) PDB  روی شیکر با دور  بر روزه 21 به مدت هاداده شد. نمونهانتقالrpm 120 چنین هم .قرار گرفت

-های رشدی قارچجداساز .(Strobel et al., 1996) شد های قارچی، از روش کاغذ صافی استریل استفادهسازی ایزولهخیرهذ به منظور

گراد نگهداری درجه سانتی -70زمان انجام آنالیزهای مربوطه در فریزر  تاانجام و یافته از محیط کشت مایع با کمک پمپ خلا 

 (. 1شدند )شکل 
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های :استریل کردن بخشbگیاه فندق،  :a های مختلف گیاه فندقهای اندوفیت از قسمت: مراحل مختلف کشت و جداسازی قارچ1شکل 

 های قارچی.سازی ایزوله: رشد و ذخیرهPDA  ،d- e: کشت بر روی محیط cمختلف گیاه، 

Figure 1: Different stages of cultivation and isolation of endophytic fungi from different parts of the Hazel 

plant. a: Hazel plant, b: Sterilization of different parts of the plant, c: Cultivation on PDA medium, d-e: 

Growth and storage fungal isolates 

 ژنومیDNAاستخراج 

 انجام شد. و شناسایی مولکولی آنها براساس آغازگرهای CTABهای قارچی با استفاده از بافر ژنومی ایزوله DNAاستخراج 

(5ʹ-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3ʹ) ITS1 و (5ʹ-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3ʹ) ITS4 د انجام ش

(White et al., 1990.) واکنش  پس از انجامPCRهای ، ژنITS  به منظور بررسی صحت انجام واکنشPCR  آگارز ٪1بر روی ژل 

 . ژنتیک کدن )ایران( تعیین توالی شد توسط شرکت  PCRواکنش و محصول یبارگذار

 

 فنلی  یاستخراج اسیدها

گرم میسلیوم  5/0به  درصد استیک اسید تهیه شد. سپس 5/0درصد متانول حاوی  40برای استخراج اسیدهای فنلی ابتدا 

شیکر قرار داده شد و پس از  بر رویساعت  24مدت ن شد. مخلوط حاصل بهگشده اضافه و هملیتر از حلال ذکرمیلی 4قارچ، 

میکرومتر صاف و برای  45/0سانتریفیوژ شد. محلول رویی جدا و با فیلتر دور در دقیقه  13000دقیقه با سرعت  10آن به مدت 

متر و قطر میلی 250با طول  C18-ODS3مورد استفادهستون  .تزریق شد HPLC (Waters, e2695, USAه )سنجش به دستگا

محاسبه غلظت اسیدهای  .درصد انجام شد 80تا  30با گرادیانی از متانول  300 و 278در دو طول موج بود و آنالیز متر میلی 6/4
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استاندارد سینامیک اسید،کوماریک اسید، کافئیک اسید، فرولیک  هاینمونهها با  با مقایسه پیکفنلی موجود در عصاره قارچ 

 شد. انجام (USA, Sigma) اسید و سالیسیلیک اسید

 

 نتایج و بحث

های و مطابقت با توالی ژنومی ITSبراساس تجزیه و تحلیل توالی کننده اسیدهای فنلی تولیداندوفیت  هایشناسایی قارچ

جداسازی و خالص شد که  یایزوله قارچ 12براساس نتایج در مجموع . (2)شکل  انجام شد NCBIثبت شده درپایگاه داده 

 Alternaria sp., Arthrinium sp., Auxarthron sp., Fusarium sp., Penicillium sp., Cryptosporiopsis هایقارچشامل 

sp., Epicoccum sp., Melanconium sp., Neopestalotiopsis sp., Phoma sp., Stemphylium sp. است .   

 

 
 های اندوفیت.قارچ ITSیابی نواحی : توالیPCR ،c: واکنش bقارچی،  DNAاستخراج a:: مراحل مختلف 2شکل 

Figure 2: Different steps a: Extraction of fungal DNA, b: PCR reaction, c: Sequencing of ITS 

regions of endophytic fungi. 

( و برون 1قارچ( )جدول  ومیسلیمانده در م ی)باق یدرون سلولی فنل هایدیشده به همراه مقدار اس ییشناسا هایجنس

بررسی درصد ارائه شده است.  تیاندوف هایشده توسط هر کدام از قارچ دی( تول 2کشت( )جدول طی)رها شده به مح یسلول
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ها بخش زیادی از این ترکیبات به محیط رها شدند، به طوری که در ارچآزادسازی این ترکیبات به محیط نشان داد که در اکثر ق

صد درصد ترکیبات به محیط آزاد شد که این امر تاکیدی بر فرایند آسان و کم  sp.  Stemphyliumو .Fusarium spقارچ  دو

سنتز کننده  تیاندوف هایدر مورد قارچ یکم اریبس هایگزارش های اندوفیت دارد. هزینه استخراج فنلیک اسیدها از قارچ

ت گزارش شده اس .Alternaria spگرم بر گرم در قارچ  یلیم 6/3به مقدار  نیاست.  حضور کومار هثبت شدی فنل هایدیاس

(Umashankar et al., 2015)استراز در قارچ  لیفرو هایژن ییشد، پس از شناسا امانج 2017که در سال  گریر مطالعه د. د

Aspergillus sp. ت )افی شیبرابر افزا 6تا  اهیگ نیدر ا دیاس کیوکومار دیاس کیفرول دیگندم تول اهیو انتقال آن به گDilokpimol 

et al., 2017) .دیاس کینامیس یدروکسیه هسنتز کنند تیاندوف هایچحاضر، به عنوان قار قیشده در تحق ییشناسا هایقارچ 

ند. به اههای مختلف پتانسیل متفاوتی در تولید هر کدام از ترکیبات از خود نشان داد. قارچشوندیم یبار معرف نینخست یبرا

بهترین عملکرد را در تولید کافئیک اسید، کوماریک اسید، فرولیک اسید و سینامیک اسید از   .Alternaria spطوری که قارچ

ده بالاترین مقدار تولید را داشت بلکه نسبت به مقادیر گزارش های شناسایی شخود نشان داد که نه تنها نسبت به سایر قارچ

بر  2009سال ای در مطالعه .(Alvarado et al., 2003د )های گیاهی نیز بسیار بالاتر بونمونه شده این ترکیبات در بسیاری از

ترین اسید در تمام عصاره ها، هم به صورت آزاد و هم به صورت استری اسید گالیک فراوانروی فندق انجام شد که نشان داد 

برای  به عنوان تنها منبع کربنکوماریک اسید  از توانندمی هامیکروارگانیسمبسیاری از  .(Prosperini et al., 2009د )فنلی بو

 ای مانندهای رشتهقارچ و  Streptomyces griseus هایی مانند باکتری . برای مثالکننداستفاده  ساختن کافئیک اسید

Gliocladium deliquescens  د )کنن را به کافئیک اسید و ترکیبات مربوطه تبدیل میکوماریک اسیدTorres & Rosazza 

دست به کافئیک اسید کوماریک اسید هیدروکسیلاسیون  قادرند که با استفاده از اندوفیت یهااما تنها تعداد کمی از قارچ (.2001

در مقادیر را  کافئیک اسید .Alternaria sp., Fusarium sp., Penicillium sp., Epicoccum spقارچ  در این مطالعه چهار .یابند

های قارچکه د دانشان   g/g Fw µ 303به میزان .Alternaria spقارچ  . هم چنین تولید سینامیک اسید درتوجه تولید کردندقابل 

. بررسی درصد آزادسازی توانند به عنوان یک منبع جایگزین مناسب برای تولید این ترکیبات آنتی اکسیدانی باشنداندوفیت می

قارچ  شد، به طوری که در دوها بخش زیادی از این ترکیبات به محیط رها این ترکیبات به محیط نشان دادکه در اکثر قارچ

Fusarium sp. وsp.  Stemphylium  صد درصد ترکیبات به محیط آزاد شد. این امرتاکید مجددی بر فرایند آسان و کم هزینه

 های اندوفیت دارد. استخراج اسیدهای فنلی از قارچ
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 های اندوفیت . اسیدهای فنلی تولید شده از بخش درون سلولی قارچ1جدول 

Table 1. produced Phenolic acids from the intracellular part of endophytic fungi 

یک سینام های اندوفیتقارچ

 اسید

g/g Fwµ 

 سالیسیلیک

 اسید

g/g Fwµ 

 اسید فرولیک

g/g Fwµ 

 کوماریک

 اسید

g/g Fwµ 

 کافئیک

 اسید

g/g Fwµ 

Alternaria sp. 179 - 845 5/8  - 

Arthrinium sp. - 6/5  - - - 

Auxarthron sp. - - 6 - - 

Fusarium sp. - - - - - 

Penicillium sp. 5/1  - 10 - 5/2  

Cryptosporiopsis 

sp. 

5/2  - 3/10  - - 

Epicoccum sp. 1/5  7 5 - 4 

Melanconium sp. - 2/4  2/0  4/0  - 

Neopestalotiopsis 

sp. 

- 5/5  5/2  - - 

Phoma sp. - - - 3 - 

Stemphylium sp. - - - - - 

 . محتوای اسیدهای فنلی رها شده به محیط برون سلولی2جدول 

Table 2. The content of released phenolic acids into the extracellular culture 

سینامیک  های اندوفیتقارچ

 اسید

g/g 

Fwµ 

سالیسیلیک 

 اسید

g/g Fwµ 

فرولیک 

 اسید

g/g Fwµ 

کوماریک 

 اسید

g/g Fwµ 

کافئیک 

 اسید

g/g Fwµ 

درصد رها 

سازی به 

)%( محیط  

Alternaria sp. 124 - - 5/140  17 4/21  

Arthrinium sp. - - - - - 0 

Auxarthron sp. 2/5  - - 2 - 3/55  

Fusarium sp. 1/5  7 5 - 4 100 

Penicillium sp. - - - - - 0 

Cryptosporiopsis 

sp. 
2/6  - - - - 6/32  

Epicoccum sp. - - - - - 0 

Melanconium sp. - - - - - 0 

Neopestalotiopsis 

sp. 
4 3/23  -   3/77  
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Phoma sp. - - 5/16  - - 6/84  

Stemphylium sp. 124 - - 5/140  - - 

 

 گیری کلینتیجه

بسیاری از مشتقات هیدروکسی پتانسیل بالایی در تولید  فندقهای اندوفیت جدا شده از گیاه نتایج نشان داد که قارچ

سینامیک اسید از جمله کافئیک اسید، سینامیک اسید، کوماریک اسید، فرولیک اسید و سالیسیلیک اسید دارند. در میان 

( g/g Fw µ 17( و کافئیک اسید )g/g Fwµ 303بیشترین مقدار سینامیک اسید )  .Alternaria spهای جدا شده، قارچ  اندوفیت

بیشترین مقدار سالیسیلیک  .Neopestalotiopsis sp( و قارچ g/g Fwµ 149( و کوماریک اسید )g/g Fwµ 845) ، فرولیک اسید

های اندوفیت قابلیت تولید این ترکیبات ارزشمند را در طی یک دوره ( را تولید کردند.  از آنجا که قارچg/g Fwµ 8/28اسید )

ان آنها را به عنوان منبع مناسبی برای تولید این ترکیبات در مقیاس تجاری رشدی کوتاه مدت و در مقادیر بالا داشتند می تو

 معرفی کرد. 
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Abstract 

Introduction: Cinnamic acid, coumaric acid, ferulic acid, caffeic acid are of hydroxy-cinnamic acid derivatives with 

strong antioxidant properties. A few reports are available on the content and types of phenolic acids in endophytic 

fungi. The present study has been focused on the isolation of endophytic fungi from hazelnut (Corylus avellana 

L.), identification and measurement of their phenolic acids. 

Materials and methods: Molecular identification of the fungi was achieved based on ITS primers and the presence 

of cinnamic acid derivatives was studied by HPLC method. 

Results and discussion: Twelve phenolic acid-producing endophytic fungi were isolated and intracellular and 

extracellular amounts of above-mentioned compounds was monitored. Among the isolated endophytes, 

Alternaria sp. showed the highest amount of cinnamic acid (303µg / g Fw) and caffeic acid (17 µg / g Fw). It was 

also noteworthy that one hundred percent of phenolic acids produced by Fusarium sp. and Stemphylium sp., was 

released into the media of these fungi. Regarding to the cost effective and fast growth of endophyes, they can be 

introduced as alternative resources for commercial-scale production and extraction process of phenolic acids. 
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