
 و همکاران هدي السادات عقیلی
 

23 

 
 تولید گیاهیهاي  نشریه پژوهش

 1399جلد بیست و هفتم، شماره سوم، 
36-23 

http://jopp.gau.ac.ir 
DOI: 10.22069/jopp.2020.16167.2462 

  
  شده از بذر  زيسااجداندوفیت  شناسایی و بررسی سیلیمارین قارچ

  ).Silybum marianum (L) Gaertگیاه خارمریم (
  

  4قاسمی الهولی و  3محمد علی تاجیک قنبري ،2حسین مرادي* ،1یهدي السادات عقیل

  دانشگاه علوم و کشاورزي و منابع طبیعی ساري، ایران،، دانشکده علوم زراعی، باغبانیگروه ارشد باغبانی،  شناسیدانشجوي کار1
  دانشگاه علوم و کشاورزي و منابع طبیعی ساري، ایران،، دانشکده علوم زراعیگروه باغبانی، استادیار 2

 و کشاورزي و منابع طبیعی ساري، ایران،دانشگاه علوم ، دانشکده علوم زراعیگروه گیاهپزشکی، دانشیار 3
   فناوري کشاورزي طبرستان، ساري، ایران استادیار پژوهشکده ژنتیک و زیست4
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  1چکیده
ثره با ؤعنوان ماده م که سیلیمارین بهاست، ) گیاهی از خانواده آستراسه .Silybum marianum (L.) Gaertخارمریم ( مقدمه:

سنتاز یکی از  . چالکونگیرد هاي کبدي مورد استفاده قرار می ها، مانند بیماري یماريارزش بذر این گیاه در درمان بسیاري از ب
هاي ثانویه گیاهان دارند.  ثیر مفید بر مقدار تولید متابولیتأهاي اندوفیت ت قارچباشد.  میهاي کلیدي در تولید سیلیمارین  آنزیم
مورد توجه قرار گرفته است. بنابراین این  ها آنیایی و مولکولی جدا شده و مطالعه شیم انن قارچ اندوفیت از گیاهچندی اخیراً

  انجام شد. گیاهاین و   اندوفیت از بذر گیاه خارمریم، بررسی و مقایسه سیلیمارین تولیدي قارچ  پژوهش با هدف جداسازي قارچ
  

آوري و پس از ضدعفونی در  بیعی ساري جمعبذرهاي خارمریم از محوطه دانشگاه علوم کشاورزي و منابع ط ها: مواد و روش
منظور  و به PDAها در شرایط استریل به محیط  کشت شدند. پس از ظهور قارچ در محیط، قارچموراشیگ و اسکوگ محیط 
روز  10منتقل شده و پس از  PDBهاي رشد کرده به محیط  منتقل شدند. جدایه آب و آگار دو درصدسازي، به محیط  خالص

سازي  ردیف انجام شد، سپس هم قارچ اندوفیت با تکثیر نواحی ریبوزومی  شناسایی مولکولی جدایهلیمارین انجام شد. استخراج سی
مورد مقایسه قرار گرفتند و با رسم درخت  BLASTافزار آنلاین  با نرم NCBIهاي موجود در سایت  دست آمده با توالی هتوالی ب

ا استفاده بو چند گونه قارچ دیگر ه خارمریم سنتاز مربوط به گیا سی بیوانفورماتیکی چالکونبرر فیلوژنی قارچ اندوفیت شناسایی شد.
 UniProtپایگاه اطلاعاتی  Clustaloدست آمد و با برنامه  هسنتاز ب هاي مشابه چالکون ها و موقعیت دامنه NCBIاز پایگاه اطلاعاتی 

ها  مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفته و جدول مشخصات آن  CLC Genomics Workbench5.5.2افزار بررسی شد. سپس با نرم
  رسم شد. Neighbor-joiningو با روش  Mega7 افزار ها با استفاده از نرم والیرسم گردید. درخت فیلوژنی مربوط به این ت

  

چ را نشان داد. مقدار سیلیمارین براي دست آمده با دستگاه کروماتوگرافی با کارایی بالا، تولید سیلیمارین از قار هنتایج ب :ها یافته
گرم در گرم  میلی 7183/1و براي گیاه استریل درون شیشه گرم در گرم وزن تر  میلی 3079/3، نمونه برگ تهیه شده از گیاه خودرو
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دست آمده، با  هاي به جدایه گیري شد. شناسایی مولکولی اندازه گرم در گرم وزن تر میلی 729/0و براي قارچ اندوفیت وزن تر 
سنتاز  بررسی فیلوژنی چالکون چنین همشناسایی گردید.   Alternaria alternataانجام و گونه آن، ITS استفاده از نواحی

  ترین نزدیکی را در گیاه  عنوان آنزیم کلیدي براي تولید سیلیمارین بین این گیاه و چند قارچ صورت گرفت؛ که بیش به
S. marianum قارچ  به Alternaria sp.نشان داد  

  

 همراه بافضاي باز و  اي شیشه درون ، گیاهگیاه خارمریمشده از بذرهاي  قارچ جداسازيبررسی تولید سیلیمارین در  گیري: نتیجه
 .کردمشخص  هاي اندوفیتی را در تولید سیلیمارین ثر قارچؤسنتاز، نقش م مطالعه بیوانفورماتیکی مسیر تولید آنزیم چالکون

  این جدایه قارچی قادر به تولید سیلیمارین در شرایط آزمایشگاهی بود. چنین هم
  

  HPLCسیلیمارین، ، اندوفیت، خارمریم، آلترناریا کلیدي: هاي واژه
  

  مقدمه
با  ).Silybum marianum (L) Gaert(خارمریم 
است؛  از خانواده آستراسه Milk thistleنام انگلیسی 

باشد.  اله، علفی و بدون کرك میگیاهی یک یا دوسکه 
از قاعده  ساده یا اصولاً ساقه آن مستقیم، ضخیم،

 اي، با بخش فوقانی تقریباً کپه منشعب، برگدار، یک
گروهی از  حاوي این گیاهاست.  بدون برگ
اي  ها، به نام سیلیمارین است؛ که مجموعه فلاونولیگنان

و کریستین  بین، سیلی از فلاونوئیدها شامل سیلی
در صنایع  این گیاه. )15باشد ( دیانین می سیلی

مناطق ان در یرداروسازي بسیار با اهمیت است و در ا
ده، نوو  نبین گرگاووس، مختلفی مثل گنبدکا

، حمیدیهش، شون، شت مغاار، دهز، دره شتردکلا
هاي  ). میوه12(دارد کندگی اپرزرون کاه و یذ، امهرمزرا

نه بخش مورد استفاده هاي آزاد شده دا رسیده و پاپوس
سیلیمارین محافظ کبد در برابر ). 11باشد ( گیاه می

اکسیدانی،  ها و داراي خاصیت آنتی انواع مسمومیت
دهنده گلوتاتیون سلولی است  ضدالتهابی و افزایش

در آب غیرمحلول و در الکل محلول  این ترکیب). 7(
کننده کبد، بهبود عملکرد  محافظت چنین هماست. 
اشتها و کاهش تهوع در بیماران سیروزي، ایمنی، 

کاهش عوارض جانبی در بیماران تحت شیمی 
درمانی، احتمال پیشگیري یا درمان سنگ کیسه صفرا، 

. موارد مصرف مورد است درمان اختلالات گوارشی
هاي بالینی  یید سازمان بهداشت جهانی بر اساس دادهأت

 شامل درمان حمایتی هپاتیت حاد و مزمن، سیروز
. موارد مصرف مورد است ناشی از الکل، دارو و سموم

شامل درمان مشکلات سوء هاضمه،  Eیید کمسیون أت
سمیت کبدي، درمان حمایتی بیماري التهابی کبد و 

موارد مصرف در طب سنتی شامل و  ،سیروز کبدي
درمان یبوست، دیابت، تب یونجه، خونریزي رحمی، 

اختلالات کیسه اشتهایی،  وریدهاي واریسی، درمان بی
 چنین هم. باشد می صفرا و طحال، زردي و هموروئید

شدند  هاي گیاه براي درمان مالاریا استفاده می برگ
آلانین تولید  سیلیمارین از مسیر بیوسنتز فنیل ).11(

یکی از طریق تولید ، شود که داراي دو مسیر می
روژناز و دهیي د الکل آلدهید توسط سینامیل کونیفریل
سنتاز  فولین، توسط چالکون یگر تولید تاکسیمسیر د

 3سنتاز، در مرحله اتصال  چالکون). 21باشد ( می
 4با  Aواحد استیل از مالونیل کوانزیم 

 براي تولید نارنجین Aسینامیل کوانزیم  هیدروکسی
فولین در مسیر  ساز تولید تاکسی عنوان پیش چالکون به 

اي  عنوان نقطه به سیلیمارین نقش دارد؛ که تولید
کلیدي در کنترل متابولیکی این مسیر بیوسنتزي است 

سنتاز  چالکون mRNA). سطوح آنزیمی و 21و  18(
در طی مراحل نموي با نوع بافت و سلول در پاسخ به 
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کنند و سبب تغییرات  هاي محیطی تغییر می محرك
سطوح ترکیبات نهایی در مسیر بیوسنتزي را فراهم 

و کیفیت شود  که این امر سبب می .)18آورند ( می
ام، ندثیر اأت تحتیی ن داروگیاهاه مؤثراد کمیت مو

گیري  اندازه، قرار گیردیش رویط محل اشرو بافت 
هاي گوناگون گیاه خارمریم  مقدار سیلیمارین در اندام

ی پژوهشدر  .هاي مختلف سال متفاوت است در ماهو 
ه مسن مقدار سیلیمارین در بذر و ساق ترین بیش

و  75/32 ترتیب به ماه برداشت شده در اردیبهشت
در ). 12(بود گرم بر گرم وزن خشک  میلی 833/17
شناخته شدند که منبع ی ریزجاندارانهاي اخیر  سال

باشند و در  هاي فعال زیستی می غنی از متابولیت
شوند.  کار گرفته می هداروسازي، کشاورزي و صنعت ب

بع بزرگ تعداد زیادي عنوان من ان از گیاهان بهتو می
شوند، استفاده  که اندوفیت شناخته می ریزجانداران

ها گروه بزرگ و متنوعی از  ). اندوفیت19و  4نمود (
ها هستند که تمام و یا بخشی از  ها یا باکتري قارچ

هاي گیاه میزبان  چرخه زندگی خود را درون بافت
هاي اندوفیت بخشی از اجزاي  ). قارچ3(گذرانند  می

مهم تنوع زیستی مرتبط با گیاهان بوده و داراي اثرات 
). شناسایی 2مفید روي گیاهان میزبان خود هستند (

 اعضاياز  1کتیدسینتاز پلی IIIنوع  هاي کدکننده ژن
 Aspergillus oryzaeهاي قارچ  در ریسه 2سوپرفامیلی

ها  گیاهان یا باکتري ها مختص وزیع آننشان داد که ت
هاي  که، قارچ حال، کشف این با این ).18نیست (

اندوفیت قادر به تولید بسیاري از داروهاي مشتق شده 
هاي جدیدي را براي قابل استفاده  از گیاه هستند، افق

ها در صنایع دارویی در مقیاس بزرگ  و تولید آنبودن 
چندین قارچ اندوفیت از  ).4آشکار کرده است (

و  سازيهاي گوناگون گیاه خارمریم جدا نداما
  .Alternaria spقارچجداسازي  شناسایی شده است.

  ، ساقه و ) از بذر2015توسط راجا و همکاران (
                                                
1- Type III polyketide synthase (PKS) 
2- Superfamily 

  هاي  و تولید برخی متابولیت گیاه خارمریم برگ
در پژوهشی  ).17( ش شدگزار این قارچثانویه توسط 

سه ترکیب ) تولید 2014( الیمات و همکاران-دیگر ال
را از قارچ اندوفیت  ماریناز ترکیبات سیلی

Aspergillus iizukae شده از برگ گیاه جدا
تولید متیل  چنین هم). 6خارمریم گزارش کردند (

جداشده از گیاه  آلترناریاوژینول از قارچ اندوفیت یای
 شد شناسایی) 2008توسط کوال و همکاران ( ،رز
هاي ثانویه  تبر تولید متابولی ها پژوهش. )10(

گیاهان دیگر هم انجام شده است.  ها در اندوفیت
 5تولید تاکسول از ) 1388( ارانمدیسه و همک نصیري
بومی ار سرخدجداشده از  اندوفیت يها رچقاایزوله 

رحیمی و  چنین هم). 14گزارش کردند ( را انیرا
 -اُ– III –10داستیل باکاتین  -10) ژن 1392همکاران (

عنوان یکی از  که به DBAT(3از (استیل ترانسفر
باشد را  کلیدي در مسیر بیوسنتز تاکسول میهاي  ژن

هاي  در هفت ایزوله قارچ اندوفیت جداشده از اندام
اردبیل که  مختلف درختان فندق در منطقه لو واقع در

 .)16ادر به تولید تاکسول بودند را گزارش کردند (ق
  رچبنابراین این پژوهش با هدف جداسازي قا

اندوفیت از بذر گیاه خارمریم، بررسی و مقایسه 
  و این گیاه انجام شد.  سیلیمارین تولیدي قارچ

  
  ها مواد و روش

هاي اندوفیت و نقش  با توجه به اهمیت قارچ
هاي ثانویه ارزشمند، در  ها در تولید متابولیت کمکی آن

اندوفیت از بذر گیاه خارمریم این پژوهش قارچ 
یی گردید، سپس تولید سیلیمارین در شده و شناساجدا

برگ گیاهان رشد کرده در شرایط طبیعی و گیاهان 
شده از اندوفیت جدا  اي و قارچ شیشه استریل درون

چنین  بذر گیاه خارمریم مورد بررسی قرار گرفت. هم
هاي بیوانفورماتیکی  ها و روش افزار با استفاده از نرم

                                                
3- 10-deacetylbaccatinIII-10-O-acetyltransferase 
(DBAT)  
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م عنوان آنزی بهسنتاز  رابطه تکاملی پروتئین چالکون
 Silybum کلیدي در مسیر تولید سیلیمارین بین گیاه

marianum منظور بررسی میزان  و چند گونه قارچ، به
ها و  ها و شناسایی نواحی حفظ شده، دومین شباهت

  خانواده پروتئینی آن بررسی شد.
 بذرهاي: هاي اندوفیت جداسازي قارچبرداري و  نمونه

دانشگاه  ودرو رشد کرده دراز گیاهان خگیاه خارمریم 
در اواخر ، علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري

 آوري جمع 1396سال  ماه، خرداد و اوایل تیراردیبهشت
شد. براي حذف آلودگی، نخست بذرها براي چند 
دقیقه با آب جاري شستشو داده شدند. براي استریل 

هاي  کش نخست قارچ، ها در زیر هود لامینار نمونه
وو هر کدام با غلظت  تروکلروبنزن، بنومیل و ناتیپنتانی

. پس از نددقیقه استفاده شد 10مدت  در هزار به 3
 70الکل  کشی با آب مقطر استریل، بذرها در آب

 سپسمدت یک دقیقه قرار داده شدند،  بهدرصد 
در  ها انجام شد و نمونهشستشو با آب مقطر استریل 

دقیقه قرار  30مدت  بهدرصد پنج سدیم ت هیپوکلری
  مدت  بهدرصد  70سپس دوباره در الکل  و گرفتند

سه بار آبکشی با دقیقه منتقل داده شدند. در پایان  1
آب مقطر استریل انجام شد. بذرهاي استریل شده 
پیش از کشت بین کاغذ صافی استریل قرار گرفتند تا 

 در محیطها گرفته شود، سپس  آب اضافی آن
استریل کشت  کاملاًدر شرایط  اسکوگو موراشیگ 

صورت وارونه  ها، بههاي حاوي بذر دیش شدند. پتري
ساعت  8ساعت روشنایی و  16در اتاق رشد، با 
  تاریکی قرار گرفتند.

: هاي قارچی براي کشت جدایه PDAتهیه محیط 
ذرهاي کشت شده، بخشی ها از ب پس از خروج قارچ

 کشت عمومی ها براي رشد در محیط از هیف قارچ

ساخت شرکت PDA(1 )( زمینی دکستروز آگار سیب
Merkگرم پودر آماده  39منظور  ) کشت شدند. بدین

را در مقداري آب مقطر حل کرده و سپس به حجم 
 121یک لیتر رسانده شد. ارلن حاوي محیط در دماي 

دقیقه  20مدت  اتمسفر به 2/1گراد و فشار  درجه سانتی
زیر هود ایط استریل در اتوکلاو شد. سپس در شر

  هاي استریل پخش گردید.  دیش لامینار، در پتري
سازي  خالصی: هاي قارچ سازي جدایه خالص

ها به روش نوك هیف و محیط کشت آب آگار  قارچ
منظور با  ) انجام شد. بدین1(جدول  2دو درصد

متر  میلیبه قطر چند  یاستفاده از سوزن سترون قرص
دیش حاوي محیط  در پتريبرداشته و از هیف قارچ 

  کشت شدند.آب آگار دو درصد 
منظور  بههاي اندوفیت:  انبوه میسلیوم قارچتولید 

سه  سیلیمارینشناسایی مولکولی و بررسی وجود 
هاي قارچی انتخاب شدند و  خالص از جدایه  کلونی

براي تهیه سوسپانسیون مورد استفاده قرار گرفتند. 
 لیتر محیط میلی 50 در  بدین منظور قطعاتی از قارچ

) قرار 1(جدول  PDB3زمینی دکستروز مایع  سیب
هاي آماده شده بر روي شیکر با دور  داده شد و ارلن

rpm 110روز قرار گرفتند.  10مدت  ، در دماي اتاق به
مارین گیري سیلی پس از گذشت این زمان براي اندازه

هاي قارچی غربال و  ها، میسلیوم موجود در قارچ
ها براي شناسایی  ایع جدا شدند، میسلیوم قارچبخش م

ها براي بررسی وجود  مولکولی و محیط محلول آن
  سیلیمارین استفاده شد. 

                                                
1- Potato dextrose agar 
2- Water agar 
3- Potatodextrose broth 
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  .دهنده هاي کشت مورد استفاده و مواد تشکیل محیط -1جدول 
Table 1. The culture medium used and the ingredients. 

 ز با حجم نهایی یک لیتر آب مقطرمقدار مورد نیا  ترکیب محیط کشت محیط کشت

WA  

  آگار
agar 

20 gr  

  آب مقطر
distilled water  

1000 mL  

PDB 

  آب مقطر
distilled water  

1000 mL 

  سیب زمینی
Potatod  

200 gr  

  دکستروز
extrose  

10 gr  

  
براي تولید گیاهچه استریل : تولید گیاهچه استریل

دقیقه با  نخست براي حذف آلودگی، بذرها را چند
آب جاري شستشو داده شدند. براي استریل سطحی 

 70ها در زیر هود لامینار فلو، بذرها در الکل  نمونه
مدت یک دقیقه قرار داده شدند، پس از  به درصد

 سدیمت هیپوکلریشستشو با آب مقطر استریل بذرها در 
و سه بار  گرفتنددقیقه قرار  30مدت  به پنج درصد

شی با آب مقطر استریل انجام شد. بذرهاي استریل آبک
 در شرایط کاملاًموراشیگ و اسکوگ شده در محیط 

ها، در هاي حاوي بذر دیش استریل کشت شدند. پتري
ساعت تاریکی  8ساعت روشنایی و  16اتاق رشد، با 

  .قرار گرفتند
گیري سیلیمارین  براي اندازهگیري سیلیمارین:  اندازه

برگ ) ب(برگ گیاهچه استریل، ) الف(سه نمونه، 
گیاه رشد کرده در شرایط طبیعی که در بهمن ماه سال 

 از محوطه دانشگاه کشاورزي و منابع طبیعی ساري 96
جدایه که محیط کشت مایع ) ج(و شد آوري  جمع

 مورد استفاده قرار گرفتدر آن رشد کرد بود، قارچی 
  .)14و  12(

نخست : ارچیهاي ق استخراج سیلیمارین از جدایه
دست آمده در  هب  محلولمحیط مایع قارچ صاف شد و 

) مخلوط 10:1حجم برابر از مخلوط کلروفرم/ متانول (
شد و فاز آلی با سانتریفیوز جدا گردید. فاز آلی 

وسیله دستگاه آون خلاء خشک شد.  دست آمده به هب
لیتر متانول حل شده و  میلی 1 درماده خشک حاصل 

 ي سیلیمارین مورد استفاده قرار گرفتگیر براي اندازه
)14( .  

 و برگ برگ گیاهچه استریل استخراج سیلیمارین از
 :گیاه رشد کرده در شرایط طبیعیشده از  آوري جمع

و  از برگ گیاهچه استریل سیلیمارینبراي استخراج 
خودرو محوطه دانشگاه گیاه شده از  آوري جمع برگ

 25نمونه را با گرم برگ  25/0مقدار  ،ماه در بهمن
در بوته چینی کوبیده و  درصد 80متانول لیتر  میلی

ساعت روي شیکر قرار داده شد. سپس  72 مدت به
و توسط دستگاه آون خلاء تغلیظ عصاره صاف شده 

استفاده  سیلیمارینگیري  از آن براي اندازه شد و
  . )12( گردید

  و فاز متحرك متانول/ C18از نوع  HPLCستون 
 تجزیه) بود. براي انجام حجمی/حجمی 70:30آب (
ها  نمونه استاندارد و سیلیماریناز  میکرولیتر 10مقدار 

   .)2(جدول  به دستگاه تزریق شد
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  . )HPLCکروماتوگرافی با کارآیی بالا ( -2 جدول
Table 2. High-performance liquid chromatography. 

 ستون
Column 

 نوع
Type  

 C18  (5 µm, 4.6 mm × 150 mm)مشخصات ستون 
Symmetry Column C18 (5 µm, 4.6 mm × 150 mm)  

 جریان
Flow 

0.7 ml/min  

 حلال
Solvent  

 شرایط گرادیان
Gradiant condition 

A: 20mM phosphate buffer adjusted to pH 2.8 
B: Methanol: acetonitrile (2:1) 

t=0 min (65% A: 35% B) 
t=3 min (55% A: 45% B) 

t=12 min (50% A: 50% B) 
t=24 min (55% A: 45% B) 
t=30 min (65% A: 35% B) 

 شناساگر
Detector 

UV( 280 nm) 

  
با  هاي قارچ اندوفیت جدایه مولکولی شناسایی

 هاي شناسایی مولکولی جدایه: تکثیر نواحی ریبوزومی
با استفاده از  ، DNAدست آمده پس از استخراج به

اي  واکنش زنجیره توسط و ITS(1ي بین ژنی (ها مکان
انجام شد. براي تولید انبوه میسلیوم  PCR(2پلیمراز (

اي از  قطعه ، DNAقارچ مورد نیاز جهت استخراج
متر از حاشیه کشت  پرگنه قارچ به قطر پنج میلی

 شیکر رويمنتقل و  PDB برداشته و به محیط کشت
روز، از  10س از . پقرار گرفتدور در دقیقه  110با 

  DNAگلوله میسلیوم تشکیل شده براي استخراج
منظور، نخست توده میسلیوم قارچ  استفاده شد. بدین

با آب مقطر   PDBتشکیل شده در محیط کشت
طور کامل از  سترون آبکشی شد تا محیط کشت به

روي توده میسلیوم قارچ زدوده گردد. توده میسلیوم 
سپس یک گرم از  وکاغذ صافی سترون خشک  با

میسلیوم خشک شده قارچ با استفاده از ازت مایع و 
 هاون سترون سرد پودر و به ویال سترون منتقل گردید.

به نمونه  CTAB میکرولیتر بافر استخراج 600 مقدار
آب گرم  دقیقه در حمام 30 مدت اضافه شد. مخلوط به

                                                
1- Internal Transcribed Spacer (ITS)   
2- Polymerase Chain Reaction 

ت و در این مدت درجه سلسیوس قرار گرف 65
دقیقه یکبار به آرامی  10محتویات میکروتیوب هر 

مخلوط شد. پس از آن، به اندازه حجم نمونه، مخلوط 
د. اضافه گردی نمونهایزوآمیل الکل به هر -کلروفرم

 10000دقیقه در  10مدت  به ي حاوي نمونهها ویال
، فاز رویی به ویال دور در دقیقه سانتریفیوژ شدند

حجم محلول، دیدي منتقل و به اندازه سترون ج
دقیقه در  20مدت  ایزوپروپانول سرد اضافه شد و به

درجه سلسیوس قرار داده شد. سپس ویال  -20فریزر 
دور در  10000دقیقه در  15مدت  حاوي مخلوط به

استخراج شده، رسوب   DNAدقیقه سانتریفیوژ شد تا
حاوي  ویالبه  ؛دور ریخته شدنماید. مایع رویی 

درصد سرد  70میکرولیتر اتانول  DNA  ،500رسوب
دور در دقیقه  10000دقیقه در  5مدت  اضافه شد و به

سانتریفیوژ گردید. سپس الکل تخلیه و ویال حاوي 
صورت وارونه روي کاغذ صافی  به DNAرسوب 

مانده الکل درون ویال  تا باقی گرفتسترون قرار 
  یکرولیتر م 70خشک گردد. پس از این مرحله، 

  افزوده و نمونه  به آن آب مقطر دیونیزه سترون
مدت یک شب در چهار درجه سلسیوس نگهداري  به

منظور  داخل آب حل گردد. به  DNAشد تا توده
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حاصله، از روش  DNA مشاهده کمیت و کیفیت
درصد  7/0اسپکتروفتومتري و الکتروفورز با ژل آگارز 

  rDNAاز ITS استفاده شد. براي تکثیر ناحیه
 ،ITS5 و ITS4 اي از ترکیب آغازگرهاي هسته

 عنوان آغازگرهاي پیشرو و پسرو استفاده شد به
. براي انجام واکنش زنجیرهاي پلیمراز )3(جدول 

)PCR ،(محلول پایه نخستازاي هر نمونه،  به 
یک  ، PCRمیکرولیتر بافر 5/2شامل  1مسترمیکس

 یک ، dNTPیک میکرولیتر ،MgCl2 میکرولیتر
میکرولیتر آغازگر پیشرو، یک میکرولیتر آغازگر پسرو، 

، سه  Taq DNA Polymaraseمیکرولیتر آنزیم 3/0
میکرولیتر  2/16استخراج شده و  DNA میکرولیتر از

تهیه  ،میکرولیتر 25آب مقطر استریل با حجم نهایی 

 35در دستگاه ترموسایکلر با   PCRشد. واکنش
 94ولیه در دماي سازي ا چرخه تحت شرایط واسرشت

سازي در  دقیقه، واسرشت 5مدت  درجه سلسیوس به
ثانیه، اتصال در  30مدت  درجه سلسیوس به 94دماي 
ثانیه، بسط در  45مدت  درجه سلسیوس به 58دماي 
مدت یک دقیقه و بسط  درجه سلسیوس به 72دماي 

دقیقه  7مدت  درجه سلسیوس به 72نهایی در دماي 
با استفاده از   ITSالی ناحیهانجام گردید. تعیین تو

صورت مستقیم و  از یک جهت به ITS4 آغازگر
کره جنوبی انجام شد. توالی  2بایونیر توسط شرکت

هاي  با سایر توالی ، NCBIپس از بلاست در بانک ژن
  موجود در این بانک ژن، مورد مقایسه قرار گرفتند.

  
  . ITSتوالی آغازگرهاي عمومی براي تکثیر ناحیه  -3جدول 

Table 3. Sequence of generic primers pair for multiplying the ITS area.  

  توالی
Sequence  

  جفت آغازگر
Primers pair 

5΄-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG 3´ ITS5 

5΄-TCCTCCGCTTATTGATATGC 3´ ITS4  
  

سنتاز مربوط به گیاه  نفورماتیکی چالکونابررسی بیو
) و چند گونه L. Silybum marianumخارمریم (

سنتاز  هاي کامل آمینواسیدي چالکون توالی قارچ:
) L. Silybum marianumمربوط به گیاه خارمریم (

 NCBIو چند گونه قارچ دیگر از پایگاه اطلاعاتی 
)http://www.ncbi.nlm.nih.govیافت شد. پروتئین ( 

نظر با فرمت نتاز مربوط به گیاهان موردس لکونچا
FASTA هاي مشابه  ها و موقعیت دریافت شد. دامنه

پایگاه  Conserved domainsسنتاز از قسمت  چالکون
از پایگاه  چنین همدست آمد.  هب NCBIاطلاعاتی 
 )uniprot )http://www.uniprot.org/alignاطلاعاتی 

  دست آمد.  هها ب این موقعیت clustaloو با برنامه 

  تر  آمده براي بررسی بیش  دست ههاي ب توالی
   افزار و مقایسه با یکدیگر با استفاده از نرم

CLC Genomics Workbench5.5.2  مورد تجزیه
  ها  و تحلیل قرار گرفته و جدول مشخصات آن

  رسم گردید. درخت فیلوژنی مربوط به این 
با روش و  7مگا افزار  ها با استفاده از نرم توالی

Neighbor- joining .2  1رسم شد  
  

  بحث و نتایج
که مقدار سیلیمارین، ، نشان داد دست آمده هنتایج ب

اي نسبت  شیشه در برگ تهیه شده از گیاه استریل درون
                                                
1- Master mix 
2- Bioneer  



 1399) 3)، شماره (27جلد (هاي تولید گیاهی  پژوهش نشریه
 

30 

گیاه رشد کرده در شرایط شده از  آوري به برگ جمع
تولید  ،4SmMs جدایه قارچی تر بود. پایین ،طبیعی

مقدار ؛ که از نشان داد را سیلیمارین از قارچ
 ،نمونه گیاهیدر هر دو  ،گیري شده سیلیمارین اندازه

مقدار سیلیمارین در این  .)3(جدول  تر بود کم
ماه از گیاه  آزمایش براي نمونه برگ تهیه شده در بهمن

 08/33(گرم بر گرم وزن تر  میلی 0793/3، خودرو
ي ها امنددر اها  ننولیگناولاسی فربر) بود. ام پی پی

ن نشان داد؛ که منطقه گرگادر مریم رخاه مختلف گیا
گرم بر  میلی 182/3 حاويماه  در بهمنهاي جوان  برگ

). این تفاوت 12( مارین بودندلیسیگرم وزن خشک، 
دلیل متفاوت بودن شرایط محیطی  تواند به در مقدار می

  رشد در دو منطقه باشد. 
 7183/1شیشه  یاه استریل درونسیلیمارین براي گ

گیري  ام) اندازه پی پی 83/17گرم بر گرم وزن تر ( میلی
گزارش کردند، که  )2013( الحاوامده و همکارانشد. 

تر از  کماي  شیشه در شرایط درونمقدار سیلیمارین 
مقدار سیلیمارین، در برگ تهیه  ).1بود ( فضاي بیرون

سبت به برگ اي ن شیشه شده از گیاه استریل درون
تر  ماه از فضاي بیرون پایین شده در بهمن آوري جمع

اي  شیشه که در شرایط کشت درون جایی از آن ؛بود
گردد، یکی از دلایل پایین  متغیرهاي محیطی حذف می

اي نسبت به  شیشه بودن مقدار سیلیمارین در گیاه درون
ندوفیت اهاي  دلیل حذف قارچ تواند به می گیاه بیرون

 هاي اي باشد. گزارش شده که محرك شیشه ه دروناز گیا
هاي ثانویه  توانند سبب افزایش متابولیت قارچی می

هاي  منظور بررسی اثرات سویه گردند. در آزمایشی به
بر محتواي  Trichoderma harzianumمختلف 

 KHBسیلیمارین گیاه خار مریم گزارش شد که سویه 
ري مقدار براب 5/1قارچ تریکودرما، سبب افزایش 

). 8سیلیمارین نسبت به شرایط گروه شاهد گردید (
بررسی اثرات تحریکی عصاره قارچی بر  چنین هم

ن گیاه هاي مویین ای تولید سیلیمارین در کشت ریشه

  Fusarium oxysprumنشان داد؛ که عصاره قارچی
سبب تجمع و افزایش  Phytophtora meloniو 

  ).9تولید سیلیمارین گردید (
براي قارچ اندوفیت جداشده  ر سیلیمارینمقدا

در گیري شد.  اندازهگرم در گرم وزن تر  میلی 729/0
متابولیت از گونه آلترناریا گزارش  268هاي اخیر  دهه

یدها، شامل استروئیدها، ترپنوئ شد؛ که عموماً
  ها و ترکیبات حاوي نیتروژن  ها، فنل کوئینون

هش هم از قارچ اندوفیت ). در این پژو13باشند ( می
Alternaria alternate جدا شده از بذر گیاه 

و  راجاثره سیلیمارین شناسایی شد. ؤماده م خارمریم،
 هاي شده توسط قارچترکیب تولید 62) 2015همکاران (

 )Silybum marianumاندوفیت را در گیاه خارمریم (
ها، قارچ  گزارش کردند؛ که یکی از این قارچ

Alternaria sp.  بود. این قارچ از برگ، ساقه و بذر
هاي  گیاه جدا و شناسایی گردید و تولید متابولیتاین 
 بیوتیک آنتی و 3کونوپلکتین، 2، ایوپلکتین1آلترنارول ثانویه

هاي  تولید متابولیت چنین هماز برگ و  10524اف  پی
در ساقه  6B و دستروکسین B5 همودستروکسین ثانویه

   A8سروتین و  7متیل آلترنارول -O- 9 این گیاه و
تولید ). 17در بذر آن، توسط این قارچ بررسی شد (

هاي سیلیمارین از دیگر اندوفیت  فلاونولیگنان
الیمات و  -ال اشده از این گیاه گزارش شده است.جد

، Aبین  ) تولید سه ترکیب سیلی2014( همکاران
ن بین، از هفت ماده فلاولیگنا و ایزو سیلی Bبین  سیلی

دهنده سیلیمارین را از قارچ اندوفیت  تشکیل
Aspergillus iizukae  جدا شده از برگ گیاه
  ).6خارمریم گزارش کردند (

                                                
1- Alternariol 
2- Euplectin    
3- Coneuplectin 
4- Antibiotic PF1052 
5- HomodestruxinB 
6- DestruxinB 
7- 9-O-methylalternariol 
8- Pseurotin A 
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عنوان قارچ  قارچ آلترناریا از دیگر گیاهان هم به
ثره گیاه میزبان ؤو تولید ماده م گردیداندوفیت جدا 

توسط این قارچ مورد بررسی قرار گرفت. کوال و 
از  sp. Alternaria ) قارچ اندوفیت2008همکاران (

جدا کرده، تولید  Rosa damascaena Mill گیاه
). این قارچ از 10متیل اییوژینول را گزارش کردند (

 هم جدا گردید و تولید Capsicum annumگیاه 
  ). 5از آن گزارش شده است ( 1کاپسایسین

ثره گیاه توسط قارچ ؤتولید ماده م چنین هم
وفیت آن، در چند گیاه دیگر هم گزارش شده اند

ي ها رچقازي سااجداست. در پژوهشی بر روي 
ل از تاکسون ضد سرطاه داروي فیت تولیدکنندوندا

ایزوله جداشده، تولید  80ان، از یرابومی ار سرخد

). رحیمی و 14ایزوله گزارش شد ( 5تاکسول از 
) با بررسی تولید داروي ضد سرطان 1392همکاران (

هاي اندوفیت جداسازي شده از  اکسول در قارچت
قارچ جداشده از  60) از Corylus avellanaفندق (

هاي مختلف درختان فندق در منطقه لو واقع در  اندام
ایزوله داراي ژن  12اردبیل گزارش کردند؛ که 

DBAT هاي کلیدي در  عنوان یکی از ژن بودند؛ که به
ست؛ از میان این مسیر بیوسنتز تاکسول شناسایی شده ا

ایزوله قادر به تولید تاکسول در شرایط  7ایزوله،  12
  .)16آزمایشگاهی بودند (

با توجه به  4SmMsدر مرحله الکتروفورز، نمونه 
باند خوب و شفافی داد؛ که براي بررسی  1شکل 
  ). 1مناسب بود (شکل  DNAتوالی 

  
  1.و گیاهچه استریل یتمقدار تولید سیلیمارین از جدایه قارچ اندوف -4جدول 

Table 4. The amount of silymarin produced from the isolate of endophytic fungus and sterile seedling.  

  منبع زیستی مورد استفاده
Source biologic used  

  )ام پی پی( تولید شدهسیلیمارین 
Produced Silymarin (ppm)  

  7.29  کشت مترشحه در محیطر مقدا  4SmMs  جدایه قارچ اندوفیت

 17.18  گیاهچه استریل

 33.08  شده از فضاي باز آوري جمعبرگ 

  

  
  

  از بذر خارمریم. جداشده قارچ اندوفیت =100bp .1لدر  = ITS .Lبا پرایمر  جدایه قارچ rDNAتکثیر قطعه  -1شکل 
Fig. 1. Multiplication the fungal isolate of rDNA with ITS primer. L=lader 100bp, 1= endophytic fungi isolated 
from seed Milk thistle.  

                                                
1- Capsaicin 
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قطر پراگنه جدایه قارچی،  ریخت شناسیبررسی 
پس از شش روز، چهار  PDAاین قارچ در محیط 

مخملی، رنگ حاشیه  يمتر؛ سطح آن ظاهر سانتی
اي روشن، رنگ پشت  سفید و در وسط قهوه

شناسی  ریخت هاي ویژگیاي تیره بود.  (معکوس) قهوه
مطابقت  alternata  Alternariaجدایه قارچ با

 4SmMs قارچ جدایه ITSمقایسه توالی ناحیه داشت. 
موجود  هاي توالییابی شده در این پژوهش، با  توالی

 99ترین شباهت ( بیشبا ، NCBIدر سایت 
شناسایی شد.   Alternaria alternataدرصد)

   فیلوژنییج حاصل از ترسیم درخت نتا چنین هم
، جدایه ITSهاي نوکلئوتیدي ناحیه  اساس توالی بر
هاي  جدایه ITS هاي ناحیه دست آمده را با توالی هب

در بانک ژن،  موجود alternata  Alternariaگونه
  ).2 کرد (شکل بندي در یک خوشه گروه

  

  
  . Neighbor-joiningجدایه به روش  ITSلئوتیدي ناحیه درخت فیلوژنتیک ترسیم شده بر اساس توالی نوک -2شکل 

Fig. 2. The phylogenetic tree is plotted based on the nucleotide sequence of the ITS region by the Neighbor-
joining method.  

  
در گیاه  1دهد که چالکون سنتاز  نشان می 3شکل 

Silybum marianum ه گروه: از لحاظ دومین در س
و  non- specific، گروه دوم specificیک گروه 
قرار گرفت. بر اساس  super familiesگروه سوم 

  سنتاز در  نتایج حاصل از بلاست پروتئین چالکون
هاي مورد  و قارچ Silybum marianumبین گیاه 

بود؛ که  درصد 45تا  24بررسی، درصد تشابه بین 
ترین  بیش درصد 45سنتاز قارچ آلترناریا با  چالکون

گیاه خارمریم داشت. این  1تشابه را با چالکون سنتاز 
ها  سنتاز در بین جنس دهد که چالکون نتایج نشان می

 هاي دومین شدگی بالایی برخوردار است؛ از حفظ

پایانه  سنتاز شامل شناسایی شده در پروتئین چالکون
N پایانه ،C ،S_prok-CoA-HMG آنزیم باشد. می 

) CoA-HMG( 1کوآ -متیل گلوتاریل  هیدوکسی
ایزوپنتیل پیروات  بیوسنتز نخستین مرحله در مسیر

)IPPاین آنزیم. در واقع ) وابسته به موالونات است 
 و را کاتالیز کردهپیوستن استیل کوآ با استواستیل کوآ 

کوآ و  - متیل گلوتاریل -3-هیدوکسی-3سبب تولید 
ایج حاصل از نتگردد،  آزاد شدن یک موکلول کوآ می

 CLC Genomics Workbench 5.2.5افزار  نرم
) نشان داد که طول این پروتئین در میان 5(جدول 

                                                
1- Hydroxyl methylglutaryl-CoA 
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  هاي قارچ اندوفیت مورد بررسی بین  گیاه و گونه
ترین وزن مربوط به  اسیدآمینه است. بیش 679-92
 ترین ، کمXanthophyllomyces dendrorhous قارچ

و  Silybum marianum (CHS3`)وزن مربوط به 
 5-63/8نقطه ایزوالکتریک این پروتئین در محدوده 

نظر  ازاست که پروتئین  pHنقطه ایزوالکتریک باشد.  می
 شود و قادر به حرکت در میدان الکتریکی بار خنثی می

و  Magnaporthe oryzae P131دو قارچ  نیست.
Magnaporthe oryzae Y34 داراي نقطه ایزوالکتریک 

محدوده شاخص آلیفاتیک که بودند.  7از بالاتر 
عنوان یک عامل مثبت براي افزایش مقاومت  به

قرار  94/104تا  476/58حرارتی است در محدوده 
ترین شاخص آلیفاتیک مربوط به  دارد که بیش

Silybum marianum (CHS3)  .نتایج بررسی است
  Silybum marianumسنتاز در بین گیاه فیلوژنی چالکون

سه شاخه اصلی بود دهنده  هاي مورد بررسی نشان چو قار
هاي گوناگون به چند  ها هم در گونه و خود این شاخه

زیر شاخه تقسیم شدند؛ در درخت فیلوژنی مورد بررسی 
 Silybum marianumدر گیاه  )CHS3( این آنزیم

و   .Alternaria spقارچترین نزدیکی را به  بیش

 Silybum marianum (CHS2)دورترین فاصله را 
 چنین همدارد؛  Magnaporthe oryzae 70-15با قارچ 
 Exophiala dermatitidis NIH_UT8656قارچ 

صورت مستقل در یک گروه قرار گرفت.  هب
Aspergillus nomius NRRL 13137 ،Aspergillus 

bombycis  وAspergillus arachidicola  از خانواده
Trichochomaceae  هاي خانواده  چقار ودر یک شاخه

Magnaporthaceae  شاملP131 Magnaporthe 

oryzae ،Y34 Magnaporthe oryzae، 
Magnaporthe oryzae 70-15  در یک شاخه قرار

تاکنون مطالعاتی در مورد خانواده ). 4گرفتند (شکل 
و  Silybum marianumسنتاز، بین گیاه  چالکون

 انجام نشده است. alternata  Alternariaقارچ
دهد، در درخت  نشان می 4طور که شکل  همان

سنتاز در قارچ  چالکون ترین نزدیکی بین فیلوژنی، بیش
خارمریم ) در گیاه CHS3( 3سنتاز  و چالکون آلترناریا

ر گیاه سنتاز د نزدیکی بین پروتئین چالکون دیده شد.
تر در توالی  بیانگر تفاوت کم خارمریم و قارچ آلترناریا

دلیل وجود جد  تواند به می که باشد میها  پروتئین آن
  ها باشد.  مشترك آن

  

  
  .Silybum marianumهاي حفظ شده چالکون سنتاز در گیاه  دومین -3 شکل

Fig. 3. The preserved chalcone synthase domains in Silybum marianum. 
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  .باشد) ر حسب کیلو دالتون میسنتاز (طول بر حسب اسیدآمینه و وزن ب خصوصیات مهم چالکون -5جدول 
Table 5. Important Characteristics of Chalcone synthesis (Length on terms of amino acid and Weight in KD). 

  شاخص آلیفاتیک
Aliphatic Index  

  نقطه ایزوالکتریک
Isoelectric point  

  وزن
Weight  

  طول
Length  

  نام گونه
Name of Species  

93.077  6.44  31.77  286 Silybum marianum (CHS1) 

90.947  6.34  45.094  412 Silybum marianum (CHS2) 

95.677  5.29 16.831  155  Silybum marianum (CHS2)  
104.94  5.91 27.537  249  Silybum marianum (CHS3) 

98.696  5  9.824007  92  Silybum marianum (CHS3)  
101.656  5.4 32.814  314  Alternaria sp. MG1 

86.218  6.38 44.218  406  Aspergillus arachidicola 
96.822  5.78 41.404  387  Aspergillus nomius NRRL 13137 
98.431  5.91  38.44  357  Aspergillus bombycis 

90.486  6.12  74.118  679  Xanthophyllomyces dendrorhous 
96.766  5.67  43.158  402  Umbilicaria pustulata 

86.494  5.39  29.674  271  Diaporthe helianthi 

58.476  8.63  35.451  336  Magnaporthe oryzae P131 
89.353  8.49  35.776  340  Magnaporthe oryzae Y34 
86.854  5.28  47.371  445  Neurospora crassa OR74A 
94.158  5.38  44.369  411  Exophiala dermatitidis NIH_UT8656 

  

  
  

  .و چند گونه قارچ Silybum marianumسنتاز در گیاه  درخت فیلوژنی مربوط به پروتئین چالکون -4شکل 
Fig. 4. Phylogeny tree associated with chalcone synthase protein in Silybum marianum and several species of fungi. 
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  گیري کلی نتیجه
اندوفیت این پژوهش سیلیمارین در قارچ  در

در  آلترناریا آلترناتا جداشده از بذر گیاه خارمریم
و بدون حضور گیاه میزبان تولید شرایط آزمایشگاهی 

از سوي دیگر با تولید گیاهان استریل شده  د.ش
خارمریم، کاهش مقدار تولید سیلیمارین در این 
گیاهان نسبت به گیاهان گیاه رشد کرده در شرایط 

ن نتایج بررسی فیلوژنی چنی هم طبیعی دیده شد.
و  Silybum marianumسنتاز در بین گیاه  چالکون

  بین را ترین نزدیکی  هاي مورد بررسی بیش قارچ
بنابراین با نشان داد. قارچ آلترناریا و گیاه خارمریم 

بررسی فیتوشیمیایی، بیوانفورماتیکی میزان تولید و 
اي  هشیش سنتاز در گیاه درون مسیر تولید آنزیم چالکون

خارمریم گیاه رشد کرده در شرایط طبیعی و 
)Silybum marianumاندوفیتی هاي ) نقش موثر قارچ 

سیلیمارین که وجود  طوري همشخص گردید. ب
از  شده يصورت اختصاصی از قارچ جداساز به

دهد که در آینده بتوان از  بذرهاي گیاه، این نوید را می
دارویی  تعدادي قارچ اندوفیت جداشده از گیاهان

بدون نیاز به گیاه اصلی، در محیط کشت برخی از 
  ثره با ارزش و تجاري را تولید نمود.ؤمواد م
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