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 های همزیست درخت سرخدار منطقه ارسباران  شناسایی قارچ

 baptو  ts ،dbatمارکرهای مولکولی استفاده از با 
 

 3قایان خانه برقآمعصومه  ،2محمدرضا مشایخی ،1یوسف محمدی

 هیئت علمی دانشگاه آزاد اسلامی1
 هیئت علمی دانشگاه آزاد اسلامی2

 گرایش میکروبیولوژی دانشگاه آزاد اسلامی واحد تبریزارشد زیست سلولی و مولکولی  کارشناسی3

 

 چکیده

 

تاکسول یک ترکیب دی ترپنی با ساختاری پیچیده می باشد که غالبا از گیاه سرخدار استخراج می گردد. این ماده در حال 

مورد استفاده  ،این زمینهحاضر به عنوان مهم ترین ترکیب طبیعی ضدسرطان با مکانیسمی متفاوت از سایر داروهای مشابه در 

قرار می گیرد. در حال حاضر تلاش های فراوانی برای سنتز کامل و نیمه سنتز تاکسول و همچنین استخراج آن در کشت های 

یکی از ژن های کلیدی مسیر  DBATژن .سلولی صورت می گیرد که هر کدام ازاین روش ها مشکلات خاصی را به دنبال دارد

یکی از پیش سازهای اصلی در مسیر بیوسنتزی تاکسول را کاتالیز می کند.  IIIبیوسنتزی تاکسول است که با تشکیل باکاتین 

با توجه به اهمیت داروی تاکسول در درمان انواع سرطان ها و تولید کم این دارو در بافت های گیاهی،شناسایی قارچ های 

 جمع آوری شدند و منطقه ارسباران 10گیاهی سرخدار از  های نمونهکننده تاکسول هدف گذاری شده است.  همزیست تولید

کشت  PDAکشت  یطمح یکشت بر رو یو براانجام  یسطح یضدعفون ،یمسد یپوکلریتبا استفاده از ه آوری، پس از جمع

سپس در و انجام PDAکشت  یطمورد نظر در مح های قارچ یقارچ، خالص ساز های یو ظاهر شدن کلن ماه یک. پس از شدند

با  یمرازپل ای یره، واکنش زنجDNAشد. پس از استخراج  ی انجامقارچ DNAاستخراج کشت شده و PDBمحیط کشت 

 ،ts هایآغازگرهای اختصاصی ژنیی گونه وجنس قارچ و شناسا جهتITS1,ITS4  ژن  یاختصاص یاستفاده از آغازگرها
dbat و bapt انجام و  توالی یابی قطعات تکثیری گردید. انجامهای اندوفیت تولید کننده تاکسول،  جهت شناسایی قارچ

نتایج نشان داد که از هشت ایزوله قارچی جداشده، درپنچ صورت گرفت. chromasخوانش توالی ها با استفاده از نرم افزار 

جداسازی شده از گیاه سرخدار به نام F1 پذیرفت و توالی یابی قطعات نشان داد که ایزوله صورت itsایزوله تکثیر قطعه 

جداشده از گیاه  F2، همچنین قارچ نمونه می باشد درصد 11/99میزان مشابهت  اب   Guignardia philoprinaقارچ

 F3، مطالعات نشان داده شده در نمونه درصد می باشد 13/91با میزان مشابهت  Platychora ulmiسرخدار به نام قارچ 

، درصد می باشد 04/99  با میزان مشابهت Ochrocladosporium elatumجدا شده از گیاه سرخدار به نام قارچ  

 11/94با میزان مشابهت  Aureobasidium pullulansجداشده از گیاه سرخدار به نام قارچ  F5همچنین قارچ نمونه 

بوده  Alternaria tenuissimaجداشده از گیاه سرخدار به نام قارچ  F7، نهایتا نتایج نشان داد که نمونه می باشد درصد

، درصد می باشد 11/99حدود  دردیگر جنس هایولی به دلیل این که میزان مشابهت این توالی با گونه های شناخته شده 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1714596001
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 bapt و ts، dbat احتمالا گونه جدیدی می باشد که نیاز به مطالعه تکمیلی می باشد. مطالعات تکمیلی با استفاده از ژن های
نوع متفاوت  ،نتایج نشان داد که از پنچ گونه درخت سرخدار .نشان داد که هیچ کدام از ایزوله ها تولید کننده تاکسول نبودند

 ,ts,bapt,dabtرشد کردند و با استفاده از پرایمرهای اختصاصی  ،قارچ های اندوفیت که از نظر شکل و کلونی متفاوت بودند
 مشخص گردید که این قارچ ها تولید کننده تاکسول نیستند.

 ,ts,bapt,dabtهای اندوفیت ،  قارچنشانگرهای مولکولی ، ، درخت سرخدار: تاکسوسکلیدی کلمات
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 مقدمه

در  ای یژهنقش و یانم ینکه در ا دهند یم یلرا تشک یادن یمصرف یدرصد کل داروها 25از  یشب ینمنبع تأم ییدارو یاهانگ

درمان  یصدها سال است که برا یاهی،گ یباتبه خصوص ترک یعیطب ترکیبات .کنند یم یفاا یضدسرطان یداروها ینتأم

مشخص بودن بسیاری از عوامل ایجادکننده سرطان، پیچیدگی نا .[1] گیرند یقرار م مختلف مورد استفاده های یماریب

مکانیسم بقا و تکثیر سلول های سرطانی و در نهایت کارکرد غیر انتخابی داروهای شناخته شده، سرطان را به یک بیماری ویژه 

ابراین به پژوهش های بیشتری برای یافتن راه های جایگزین و تولید داروهای با هزینه های سرسام آور تبدیل کرده است. بن

به عنوان مهم  تاکسول.]3-2[نوین با اختصاصیت بالا برای درمان و کنترل سرطان و کاهش مرگ و میرهای آن، نیاز می باشد

در سلول های جانوری به زیرواحد  داروی ضد سرطان، یک ترکیب طبیعی مشتق شده از گیاه سرخدار می باشد. این دارو ترین

بتاتوبولین رشته میکروتوبول، متصل می شود و تعادل بین اشکال پلیمری میکروتوبول را برهم می زند. این مسئله منجر به 

 .]4-5[و القای مرگ سلولی در سلول در حال تقسیم می شود G2/Mتوقف چرخه سلولی در فازهای 

تاکسول با دشواری همراه است. با این وجود ویژگی منحصر به فرد تاکسول به عنوان داروی از این روی دسترسی بیماران به 

 .]6-9[ضد سرطان، انگیزه کافی را برای گسترش درمان های بالینی این دارو فراهم می کند

نترل بیولوژیکی شناخته قارچ های اندوفیت به دلیل اینکه به عنوان منبعی از متابولیت های ثانویه، ترکیبات دارویی و عوامل ک

شده اند از دید زیست فناوری بسیار قابل توجه هستند. از همین روی کشت و جداسازی این ارگانیسم ها برای تولید ترکیبات 

دارویی ضروری می باشد. یکی از روش های جایگزین تولید تاکسول، کشت تخمیری قارچ های اندوفیت هم زیست با گیاه 

ای گیاهی می باشد. پس از کشف تاکسول در قارچ های اندوفیت و یکسان بودن این ترکیب در قارچ و سرخدار و سایر گونه ه

میزبان گیاهی آن، پژوهش های گسترده ای برای یافتن قارچ های اندوفیت سازنده تاکسول آغاز شد که تا به امروز نیز ادامه 

 .]1-9[داشته است

 

 پیشینه تحقیق

می   ها اشاره ر به برخی از آنهای مفید این گیاه انجام شده است که در زی ور افزایش متابولیتتاکنون تحقیقات وسیعی به منظ

  شود.

Zhang  ایزوله قارچ جداسازی شده از  90همکاران از بین وTaxus. media  وTaxus. yunnannesis حضور ژنdbat  را

ایزوله نشان داده و تولید تاکسول را در سه ایزوله گزارش کردند. از آن جا که بررسی ژن در مسیر بیوسنتزی می تواند  15در 

با دقت بیشتر قارچ های اندوفیت مولد تاکسول را شناسایی کند، تحقیقات تکمیلی بر روی ژن های درگیر در تولید تاکسول 

توسط قارچ های اندوفیت است. این  III –نشان دهنده سنتز باکاتین  dbatت. حضور ژن توسط این گروه در حال انجام اس

 .]59[ترکیب هم اکنون به عنوان مهم ترین پیش ماده تولید تاکسول از طریق روش نیمه سنتزی به شمار می رود

Strobel  ایزوله قارچ اندوفیت جداسازی شده از  33و همکاران مشخص کردند که از بینTaxus   wallachiana  یک

 .]51[قادر به سنتز تاکسول است Pestalotiopsis microsporaایزوله به نام 

Caruso  ایزوله قارچ اندوفیت از  150و همکارانTaxus baccata  رویش یافته در ایتالیا را جداسازی نموده و تولید

ایزوله قارچ اندوفیت از درخت سرخدار  10نیز  2010سال  . نصیری و همکاران در]59[ایزوله گزارش نمودند 15تاکسول را در 

و همکاران در  Liu .]60[ایزوله توانایی تولید تاکسول در محیط کشت را داشتند 5که  ،جنگل های گلستان جداسازی کرده

آن ها  ،اضافه کردن مقادیر کمی فنیل آلانین به کشت مایع قارچ های اندوفیت مولد تاکسول را مفید دانستند ، 2001سال 

 .]61[این امر را به وجود زنجیره جانبی از جنس فنیل آلانین در ساختار تاکسول نسبت داده اند

 

 اهمیت و اهداف تحقیق

ها و تولید کم این دارو در بافت های گیاهی، شناسایی قارچ های باتوجه به اهمیت داروی تاکسول در درمان انواع سرطان 

 .همزیست تولید کننده تاکسول هدف گذاری شده است
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 فرضیات

 قارچ های همزیست تولیدکننده تاکسول در منطقه ارسباران وجود دارد-1

 .توانایی شناسایی قارچ های همزیست تولید کننده تاکسول را دارند TS، BAPT، DABTمارکرهای مولکولی -2

 متغییرها

 متغییرهای این تحقیق عبارتند از

   baptو   ts ،dbat منطقه ارسباران و ژن های 10متغییر مستقل: ریز نمونه های برگ و ساقه گونه درخت سرخدار 
 its و همچنین طول قطعه تکثیری baptو  ts ،dbatقارچ های اندوفیت و توالی ژن های  وابسته: متغییر

 مواد و روش ها

 تهیه گیاهان  

کشت گیاهان  .باشند می منطقه  10(شامل Taxus baccata) سرخدار مورد استفاده در در این تحقیق با نام فارسی گیاهان

 .صورت گرفتآزمایشگاه بیوتکنولوژی دانشگاه آزاد اسلامی تبریز در جمع آوری شده 

 محیط کشت تهیه

  محیط کشت 
PDA

به اینصورت که داخل ارلن شرکت سازنده انجام شد. طبق پروتکل های اندوفیت، برای کشت قارچ 1

برای  را در یک لیتر آب مقطر روی هیتر حل کرده تا کاملا محلول شفاف شود.  PDA گرم از پودر محیط کشت 39 ،استریل

گردید. نهایتا قه اتوکلاو دقی 20د و فشار یک اتمسفر به مدت سانتی گرادرجه  121در دمای استریل کردن محیط کشت، 

فویل ، پنس، تمامی وسایل لازم برای کشت اعم از قیچیسانتی متری پخش شد.  1های محیط کشت در پتری دیش

دقیقه  20ه مدت درجه سانتی گراد و فشار یک اتمسفر ب 121در دمای  نیزبشر و  ارلن، تیغ اسکالپل، اسکالپل، آلومینیومی

 اتوکلاو شدند.

 ضد عفونی نمونه های گیاهی 

 استفاده شد.زیر  روش های گیاهی ازسطحی نمونه برای ضد عفونی

 .به اندازه نیم سانتی متر توسط اسکالپل بریده شدهای برگ و ساقه ابتدا ریزنمونه-

دقیقه و سپس به داخل هیپوکلریت سدیم  5/1-1دت% به م96به صورت جداگانه ابتدا داخل الکل  های برگ و ساقهریزنمونه-

 و ضد عفونی شدند. منتقلدقیقه  15-10% به مدت 5/1

 بار شستشو شدند. 3-2 ،در آب استریل گیاهی در نهایت قطعات-

 روی کاغذ صافی گذاشته تا خشک شوند.های گیاهی ریزنمونه-

 کشت ریزنمونه های گیاهی

 PDAمحیط کشت 

نابراین تمام مراحل کشت در زیر . بکشت گیاهان باید در محیط استریل انجام گیرد، هرگونه آلودگیبه منظور جلوگیری از 

سپس درب ظرف با  قطعات توسط پنس در چهار سوی محیط کشت به داخل محیط کشت فرو برده شدند. هود انجام گرفت.

 گراد انتقال داده شدند.درجه سانتی  21پارافیلم بسته شد و نام گذاری شدند و به داخل انکوباتور 

 خالص سازی -2-2-2
قارچ  ایزوله قارچی تشخیص داده شد.های قارچی مشاهده گردیدند. بر اساس خصوصیات فنوتیپی، هشت هیفبعد از یک ماه 

حاشیه کلنی و سرعت رشد باهم متفاوت بودند. برای ، رنگ، ها از نظر خصوصیات مورفولوژیکی از جمله شکل کلنی

یک هیف منفرد جدا و در محیط کشت  ،از هر کلنی قارچی مورد نظر در زیر هود استریل به وسیله پنس استریلسازی  صلخا

 درجه سانتی گراد منتقل شدند. 21و به داخل انکوباتور  قرار داده شدند  PDAجدید

                                                
1

 . potato dextrose agar 
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 PDBمحیط کشت  -2-2-3
PDBها در محیط کشت قارچکشت مایع  ،بعد از یک ماه که قارچ ها رشد کردند

مقدار صورت پذیرفت. بر اساس پروتکل،  2

درجه سانتی  121سپس در دمای  در یک لیتر آب مقطر روی هیتر حل کرده تا کاملآ شفاف شود.را  PDBگرم از پودر  24

پس از سرد و  ریختهلوله های آزمایش استریل به داخل دقیقه اتوکلاو شد و بعد زیر هود  20گراد و فشار یک اتمسفر به مدت 

داخل لوله آزمایش حاوی محیط و  یک آنس از قارچ های خالص سازی شده برداشتهبا استفاده از  شدن محیط کشت مایع،

 120درجه سانتی گراد و سرعت  21داخل انکوباتور شیکر در دمای  های مایع درمنتقل شد. محیط کشت PDBکشت 

RPM داری شدندبه مدت سه هفته نگه. 

 DNAاستخراج 

 اتهیه بافره

 TEبافر 

نیم مولار مخلوط کرده و  EDTAمیلی لیتر  2/0میلی لیتر تریس یک مولار را با  ، یکTEمیلی لیتر بافر  100برای تهیه 

 تنظیم شد.  1محلول به   pHرسانده و میلی لیتر  100نهایتآ با آب استریل به حجم 

 مولار  3استات سدیم 

 رسانده شد. 2/5محلول به   pHسی سی آب مقطر حل کرده و  5گرم استات سدیم را در  23/1

 بافراستخراج 

میلی  Nacl،930گرم  42/1، 1/5بر روی  pHپس از تنطیم  سی سی آب مقطر حل کرده و20در را   Tris Hclگرم  42/2

 رسانده شد.میلی لیتر  100را به محلول اضافه کرده و نهایتآ حجم محلول به   SDSمیلی گرم  500و EDTAگرم 

 DNAدستورالعمل استخراج 

دور در دقیقه سانتریفیوژ شدند و  10000دقیقه با دور  5ها در محیط کشت مایع، لوله های آزمایش به مدت پس از رشد قارچ

انجام و سپس از دور ریختن  TE( عمل شست و شوی رسوب قارچی با بافر PDBمحیط کشت مایع ) ختنیرسپس از درو 

، ها قارچ، رسوب قارچی به درون هاون منتقل شد. سپس با ازت مایع خرد کردن هیف ها انجام و سپس از پودر شدن TEبافر 

مولار با  3استات سدیم  میکرولیتر 150میکرو لیتر بافر استخراج به هاون ریخته و با دسته هاون پودر شدند. سپس  500

pH=5.2  2و به درون تیوب  ختهیربه روی هاون ml  .مانده یباق درجه -20دقیقه در دمای  10به مدت  ها وبیتمنتقل شد 

. مایع رویی به تیوب جدید منتقل و هم حجم آن ایزو پروپانول اضافه نددش دقیقه سانتریفیوژ  3به مدت  5000و سپس با دور 

 DNAمایع رویی دور ریخته و پلیت  تاًینهاصورت گرفت.  5000دقیقه با دور  3دقیقه، سانتریفیوژ به مدت  5شد و پس از 

تا کرده ریخته شده کمی صبر . پس از آن که الکل دور شدداده  وشو شستی رامدر صد به آ 90 )به رنگ شفاف( با الکل اتانول

ا آب استریل ی TEمیکرو لیتر بافر  50رسوب از تیوب جدا نشود و در نهایت بایستی مواظب بود تا رسوب خشک شود. 

 .داده شد. انتقال  درجه -20و پس از یک ساعت به فریزر  کردهداروخانه اضافه و به آرامی حل 

 DNAکنترل کیفیت و کمیت 

 استخراج شده بررسی شود تا مناسب کارهای بعدی باشد. DNAباید کیفیت و کمیت  PCRبرای انجام مراحل بعدی و 

 اسپکتروفتومتری 

وفتومتری و به وسیله دستگاه نانو دراپ و اندازه گیری جذب نوری در ری استخراج شده با روش اسپکت DNAکمیت یا غلظت 

که این  نانومتر ارائه داد. 210نانومتر به 260نسبت خوانش در  DNAعلاوه بر غلظت  ( مشخص شد.260Aنانومتر) 260

 مناسب می باشد 2تا  1/1است. معمولا نسبت  6/1نسبت تقریبا 

 

 

                                                
2
 Potato dextrose broth. 
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 طراحی پرایمر

)جهت شناسایی  ts,bapt,dabtو ژن های  )جهت شناسایی نوع گونه و قارچ(  its1,its4برای طراحی پرایمر برای ژن های 

)توالی ژن ها در بخش ضمیمه آورده شده دانلود شدند  NCBIسایتتوالی ژن ها از  های اندوفیت تولید کننده تاکسول(قارچ 

 آورده شده 1 توالی این پرایمرها در جدول شماره انجام گرفت. oligo7است( و سپس طراحی پرایمر با استفاده از نرم افزار 

و در نهایت  صورت گرفت NCBIبلاست پرایمر ها توسط نرم افزار پرایمر بلاست  است. برای اطمینان از اختصاصیت پرایمرها،

پرایمرهای خریداری شده از شرکت سینا کلون  پرایمر های طراحی شده جهت سنتز به شرکت سینا کلون سفارش داده شد.

 -10و در شدند آماده ، شرکت طبق مقادیر موجود در بروشور ارائه شده توسط لذا با افزودن آب استریل، بدون آب می باشد

 نگه داری شدند.  درجه سانتی گراد به عنوان استوک اصلی

 its1,its4,ts,dabt,bapt توالی پرایمر های طراحی شده برای ژن های .1جدول 

 نام          توالی                           دمای ذوب     شماره دسترسی       

AJ000068       60.98 TCCGTAGGTGAACCTGCGG      its1       

AB500692       55.25 TCCTCCGCTTATTGATATGC      its4       

 AJ320538      58.87 CAAACCCATGTCGAATTGAGAAG tsF        

 AJ320538      59.70 CAAGTTTGCATACACTCTGGAATCT tsR       

AF193765       58.24 GGGAGGGTGCTCTGTTTG          dbatF    

AF193765       59.35 GTTACCTGAACCACCAGAGG      dbatR   

AY082804       59.35 CCTCTCTCCGCCATTGACAA       baptF    

AY082804       57.30 TCGCCATCTCTGCCATACTT       baptR   

 

PCR  برای ژن هایits 

 :گردیداستفاده  PCRاز نمونه ای استخراج شده زیر برای 

 به شرح زیر صورت گرفت.  PCRجهت شناسایی گونه و جنس قارچ ها است. its4و  its1پرایمر های 

، پرایمر های رقیق شده و آب استریل Ampliqonهای اندوفیت، مستر میکس قرمز استخراج شده از قارچ DNAنمونه های 

مخلوط شدند. در نهایت تیوب های آماده شده داخل  PCRمیکرولیتر برای واکنش  20و در حجم نهایی  2با مقادیر جدول 

 اورده شده، واکنش زنجیره ای پلیمراز صورت گرفت.3دستگاه ترموسایکلر قرار داده شدند و طبق چرخه دمایی که در جدول

 میکرولیتر 22در حجم نهایی  PCRاجزای لازم برای واکنش . 2 جدول

 حجم )بر حسب میکرو لیتر( اجزا

 آب استریل

 ITS1آغازگر

 ITS4آغازگر 

 مستر میکس قرمز

DNA استخراجی 

4 

1 

1 

10 

4 

 PCRچرخه گرمایی . 3 جدول

 مرحله دمای درجه سانتی گراد زمان انکوبه تعداد چرخه

1 

 

30 

 

1 

 دقیقه 5

 دقیقه 1

 ثانیه 45

 دقیقه 1

 دقیقه 5

94 

94 

50 

92 

92 

 اولیهدناتوره شدن 

 دناتوره شدن

 اتصال پرایمر

 طویل شدن

 طویل شدن نهایی
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 itsالکتروفورز قطعه تکثیری ژن 

.برای این منظور  بهتر  استفاده می شود TBE 0.5xبرای تهیه ژل از  برای انجام الکتروفورز ابتدا باید ژل آگارز تهیه شود.

 آورده شده است.4در جدول  TBE 5xلازم برای تهیه  اجزا تهیه شود.  TBE 0.5xتهیه شود و از آن TBE 5xاست ابتدا 

میلی لیتر آب مقطر رقیق کرده و مورد  900میلی لیتر از استوک غلیظ را با  100به مقدار  TBE 5xبعد از تهیه استوک 

 استفاده قرار می دهیم.

 در حجم یک لیتر TBE 5xبافر. 4 جدول
               Tris base  54                     گرم     
            Borric acid 5/29                     گرم 

                 EDTA 5/0  میلی لیتر           20مولار در 

 %1تهیه ژل آگارز 

گرم  4/0 به آن درون ارلن ریخته و  TBE 0.5xمیلی لیتر( و سپس به همان اندازه 40) اندازه گرفته شده trayابتدا حجم 

به طوری که مایع کاملآ شفاف  ،ن حل شودآدر مرحله بعد ارلن بر روی هیتر گذاشته تا آگارز داخل  پودر اگارز اضافه شد.

به  تا کمی سرد شود. ماندهمنتظر ، گراد از روی هیتر برداشته درجه سانتی 50-60سپس بعد از رسیدن دمای محلول به . شود

ریخته   trayگذاشته و محلول به داخل  trayشانه را درون  به محلول اضافه شد.  DNA safe stainمیکرولیتر  دومقدار 

% تهیه 1پس از گذشت چند دقیقه ژل بسته شده و بعد شانه را به آرامی از زل خارج می کنیم. به این ترتیب ژل آگارز  شد.

سپس به ترتیب نمونه ها )به و  به چاهک لود کرده  ladderمیکرو لیتر  3سپس و داخل تانک الکتروفورز گذاشته   trayشد.

دقیقه تنظیم  45و  100دستگاه را روشن کرده روی ولتاژ و  میکرولیتر درون چاهک ها لود شدند 10نمونه( به مقدار 1تعداد 

اری از قطعات ژل داک، تصویربردداخل دستگاه  وبعد از اتمام زمان دستگاه ژل را برداشته  می کنیم. Runشده و سپس 

 تکثیری صورت گرفت. 

 توال یابی

الکتروفرز ژل آگارز یک در صد انجام گرفت. از آن جایی که غلظت بعضی از نمونه ها خوب ،  itsبرای قطعات تکثیری ژن 

  فرستاده شد.  پایش ژن پروتئین نمونه برای توال یابی به شرکت 5نمونه به خوبی باند داده و این  5نمونه لود شده  1از نبودند 

 ts ،dbat ،baptهای واکنش زنجیره ای پلیمراز برای ژن

های اندوفیت تولید کننده تاکسول هستند، تکثیر قطعات سه ژن مهم دخیل برای پی بردن به این موضوع که کدام یک از قارچ

با استفاده از پرایمرهای اختصاصی سه ژن مذکور صورت گرفت. حجم نهایی  baptو  ts ،dbatهای در سنتز تاکسول به نام

 میکرولیتر انجام شد. سپس برای مشاهده قطعات تکثیری از الکتروفورز ژل آگارز یک درصد استفاده شد.  20در  PCRواکنش 

 های شناسایی شدهآنالیز فیلوژنتیک قارچ

و نرم افزار  DNAهای استخراجی با استفاده از بلاست توالیهای شناسایی و آنالیز فیلوژنتیک قارچ ،itsبا توجه به توالی ژن 

Mega5 .صورت گرفت 

 

 های اندوفیتاستخراج قارچ

های قارچدر  baptو  ts ،dbat های  های اندوفیت و تولید یا عدم تولید تاکسول با استفاده از ژن بررسی رشد قارچبرای 

صورت  PDAکشت جامد در محیط منطقه ارسباران  10ریزنمونه های برگ و ساقه گیاهان سرخدار ابتدا کشت  اندوفیت،

نمونه ها از بافت کاملاٌ سالم و عاری  ،. برای اطمینان از جداسازی قارچ های اندوفیت و حذف قارچ های اپیفیت و پاتوژنگرفت

منجر به حذف بیشتر قارچ های پاتوژن و غیر ، ن سطحی نمونه هااستریل کرد. از هر گونه نشانه بیماری انتخاب گردید

نشان داد که قارچ های مورد مطالعه  PDAهمچنین قرار دادن نمونه های پوست گیاه بر روی محیط کشت  اندوفیت گردید.

 حیطی نبوده اند.رشد خود را از روی نمونه گیاهی شروع کرده اند و در نتیجه کلنی های رشد یافته ناشی از آلودگی های م
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اندوفیت مناسب به سرعت رشد کردند بنابراین محیط غذایی برای رشد قارچ های   PDAقارچ های اندوفیت بر روی محیط 

  است. آورده شده 1در شکل   PDAارزیابی شد. نمونه ای از کشت سالم و فاقد آلودگی گیاه سرخدار، رشد یافته در محیط 

  

قارچ های اندوفیت در محیطنمونه ای از رشد . 1 شکل  

 خالص سازی

که  ییقارچ هاباشد، مشخص می 2ایزوله قارچی از گیاهان مذکور جداسازی شد. همانطور که در شکل 1نتایج نشان داد که 

که  ،حاشیه کلنی و سرعت رشد با هم متفاوت بودند، رنگ، کلنی ،لوژیکی از جمله شکلورشد کرده اند از نظر خصوصیات مورف

قارچ های مذکور )از قسمت برگ  جدید کشت و خالص سازی شدند.  PDAکدام به صورت جداگانه در محیط کشت از هر

گیاه سرخداریک نوع قارچ، ساقه گیاه سرخدارهفت نوع قارچ( در محیط کشت جامد به خوبی خالص سازی شدند. اندوفیت ها 

د ترکیبات بیواکتیو ایجاد می کنند. نتایج نشان داده که هر به دلیل ماهیت ناشناحته ای که دارند، پتانسیل عظیمی در تولی

. با این حال تنها تعداد بسیار معدودی از گیاهان در رابطه با جمعیت قارچ ]62[میزبان چند اندوفیت است ،گیاه بصورت تکی

 .]63 [های اندوفیتی خود بررسی شده اند
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ساقه درخت   b ،قسمت ساقه درخت سرخدار PDA، aخالص سازی قارچ های اندوفیت در محیط کشت  .2شکل 

 e ،قسمت برگ درخت سرخدار f ،ساقه سرخدار e ،ساقه درخت سرخدار d ،ساقه درخت سرخدار c ،سرخدار

 ساقه درخت سرخدار h ،ساقه درخت سرخدار
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 PDBهای خالص سازی شده در محیط کشت مایع کشت قارچ

آورده شده است. 3خالص در محیط کشت مایع صورت گرفت که در شکل قارچ های اندوفیت کشت   

 

 PDBنمونه ای از رشد قارچ های اندوفیت در درون محیط کشت  .3 شکل

 ژنومی   DNAاستخراج 

استخراج شده به  DNAگیرد. آلودگی از قارچ ها به سختی صورت می DNAنتایج تحقیقات متعدد نشان داده که استخراج 

. پلی ]64[فنول ها و پلی ساکاریدها موجب مهار عمل آنزیم پلیمراز وایجاد اختلال در واکنش زنجیره ای پلیمراز می گردند

. و برخی قارچ ها مقادیر زیادی از آن را ]65[درصد محتویات دیواره سلولی قارچ ها را تشکیل می دهند  90تا  10ساکاریدها 

به عنوان روشی موثر و کارآمد در حذف پلی  CTABآنجائیکه روش از. ]66[کنندتولید و ترشح می در محیط کشت خود 

 از قارچ ها استفاده گردید. DNA، در پژوهش حاضر نیز جهت استخراج ]69[ساکارید ها معرفی شده است

 واکنش زنجیره ای پلیمراز

 استخراج شده  DNAبررسی کیفیت و کمیت

از پروتئین و میزان جذب در  DNAنشان دهنده خلوص  210/260، میزان جذب در طول موجDNAدر اسپکتروفتومتری 

است. میزان جذب اکثر  EDTAبه پلی فنول ها وپلی ساکارید ها و DNAنشان دهنده میزان آلودگی 230/260طول موج

 شد.نمونه ها در این طول موج ها در محدوده مناسب و نشان دهنده مقادیر ناچیز آلودگی می با

و همچنین نسبت جذب  توسط دستگاه نانو دراپ بررسی شد و میزان جذب نوری، های استخراج شده DNAکمیت و خلوص 

( عدم وجود آلودگی های 1/1-2نسبت جذب مناسب ) آورده شده است.5جدولنیز بررسی گردید که نانومتر  210به  260

 دهد. های استخراج شده را نشان می DNAپروتئینی و خلوص بالای 

 ژنومی استخراج شده از ایزوله های قارچی DNAنتایج اسپکتروفتومتری   .5 جدول

نانومتر 210به 260نسبت  نمونه  DNAغلظت 

b4 43/1برگ سرخدار  9/91  
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s1 99/1ساقه سرخدار  9/22  

5S41/1 ساقه سرخدار-  6/2  

S15 31/1ساقه سرخدار  1/192  

S13 56/1ساقه سرخدار  9/32  

S13 55/1ساقه سرخدار  5/61  

S9 49/1ساقه سرخدار  1/64  

S10 39/1ساقه سرخدار  6/59  

 

 itsالکتروفورز قطعه تکثیری ژن 

ژل آگارز یک  الکتروفورز ،itsقطعات تکثیری ژن برای جهت شناسایی گونه و جنس قارچ است . ITS1 ،ITS4پرایمر های  

نمونه ای که غلظت مناسبی دارند  5از بین نمونه ها ، جایکه غلظت بعضی از نمونه ها خوب نبود آناز انجام گرفت. درصد

 در شکل  itsژن نتایج الکتروفورز  ینمونه  و الکتروفورز انجام شد. PCRانتخاب و 

 آورده شده است. 4

 

 ،: ساقه سرخدارچاهک سوم ،چاهک دوم: نمونه برگ سرخدار ،ladder:1، چاهک  itsوجود باند برای ژن  .4 شکل

 چاهک هشتم: ساقه سرخدار ،چاهک ششم: ساقه سرخدار ،چاهک چهارم: ساقه سرخدار

 شناسایی قارچ های اندوفیت جداسازی شده

صورت گرفت. توالی ژن  chromasپس از الکتروفورز، توالی یابی قطعات تکثیری انجام و خوانش توالیها با استفاده از نرم افزار 

its  آورده شده است. برای شناسایی جنس و گونه قارچ های مورد نظر، بلاست توالیها در داده  5قارچ های مورد نظر در شکل

جداسازی  F1 هتوالی یابی قطعات نشان داد که ایزول صورت گرفت. https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi پایگاه

، همچنین قارچ می باشددرصد  11/99بامیزان مشابهت    Guignardia philoprina سرخدار به نام قارچ شده از گیاه

، مطالعات نشان درصد می باشد 13/91با میزان مشابهت  Platychora ulmi سرخدار به نام قارچ جداشده از گیاه F2نمونه 

 04/99  با میزان مشابهت Ochrocladosporium elatum سرخدار به نام قارچ جدا شده از گیاه F3داده شده در نمونه 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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با میزان  Aureobasidium pullulans سرخدار به نام قارچ جداشده از گیاه F5، همچنین قارچ نمونه درصد می باشد

 Alternaria سرخدار به نام قارچ جداشده از گیاه F7، نهایتا نتایج نشان داد که نمونه می باشددرصد  11/94مشابهت 

tenuissima  ، در حدود والی با گونه های شناخته جنس  های دیگرولی به دلیل این که میزان مشابهت این تمی باشد

 ، احتمالا گونه جدیدی می باشد که نیاز به مطالعه تکمیلی می باشد.  درصد می باشد 11/99

F1: 

AGCGTTTGGGGGGGGTTTTTCTCTGTAAGGTCGTCGTAGGGGGCCCCCCCTAA
ACAAGGGGCCCCCGAAGGTCCTCTAACACCCTTGTGTACCTTACCGCGTTGCTT
TGGCGGGCCGACCCGGTTTCGACCCGGGCGGCCGGCGCCCCCAGCCCTCCA
GGGCCAGGACGTCAGGCCAAGCGCCCGCCAGTAAACAAAACTCCAGCGATTAT
TTCATGCGGTCCTGATAAATTATTCAATTAATTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTT
GGTTCTGGCATCAATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCA
GATTTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTCTGGTATTCCGG
AGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTATTGGG
CGACGTCCGCTGCCGGACGCGCCTCGAAGACCTCGGCGACGGCGTCCCAGCC
TCGAGCGTAGTAGTAAAATATCTCGCTCTGGAGTGCTGGGCGTTGGCCGCCGG
ACAACCGACCTTCGGTCACTATTTTTCCAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGA
TACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAA 

F2: 

AGCTATCTCTAGCATGTCGTTCAGTACTTACGTTTCCGGCGGTCCGCGCCGCCG
ATGGACAATTTAAACCATTGAGTTGGAAGCAGCGTCTGAAAAAACTTAATAGTTAC
AACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAAT
GCGATAAGTAGTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCAC
ATTGCGCCCCTTGGTATTCCATGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCTT
CAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGTGTTTGTCTCGCCTCTGCGTGTAGACTCGCCTC
AAAACAATTGGCAGCCGGCGTATTGATTTCGGAGCGCAGTACATCTCGCGCTTT
GCACTCATAACGACGACGTCCAAAAGTACATTTTTACACTCTTGACCTCGGATCA
GGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGAAAAG 

F3: 

AGGGCGTTGAATAAATACTAGGGAGGGGGGCTTCGGGTCCCTGTCTGACCCTT
GTCTTTTGCGTACTATTTGTTTGTAGGGGGGGTTTGCCTGCCAATAGGACACTAT
TAAACTTTAAAGGAATTGCAATCAGCGTCAGAAAAACATAATAATTACAACTTTCAA
CAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGAAAAGT
AGTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCC
CTTGGTATTCCATGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCTTCAAGCTCTG
CTTGGTGTTGGGTGTTTGTCCCGCTTTTTGCGTGGACTCGCCTCAAAGCAATTG
GCAGCCGGCGTACTAGCCTGGGAGCGCAGCACATTTTGCGCATCTCGACTGGA
ACGCTTGCGTCCATTAAGCCTACACTTTTGCTCTTGACCTCGGATCAGGTAGGG
ATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAGATCATTACCAATTTTAT
CGGGGGGACTTCGGTCCCTGTCTGAACCCTTGTCTTTTGCGTACTATTTGTTTC
CTTGGTAGGCTTTGCCTGCCAATAGGACACTATTAAACCTTTTGTAATTGCAATCA
GCGTCAGAAAAACATAATAAATTACCAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGGTTCT
GGCATCCATGAAGAAAGCAACGAAATGCGAAAAGTAGTGTGAATTGCGAAATTA
GTGGAATCATCAAATCTTTGAACGCCATTTGCGCCCCTTGGTATTTCTGTGGGGG
GGCATGCTCTGCTTTCCAGGCGTACTATTTGTAACTCTCTCTGCTCTGTGCTGTT

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1714596001
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TAGTGATGAGGGTGTATTCAGCTCACTTATATTTTTGGCGGACGACATCCCTCCC
GCATAATGGAGCGC 

F5: 

AATTCGTGTAATGAAGTTTCAGTCCACGTCCGTACCTCCACCCTTTGTTGTTAAA
ATTACCTTGATGCTTTGGAAAAAAAGATCGGTCTCGAGCCGCTGGGGATTCGTC
TTATGAAAGAAGCCGCCAGAGTTAAACCAAACTCTTGTTATTTAACCGGTCGACT
GACTTAAAATTTTGAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCA
TCTATGAAAAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCTCTGAA
TCTTCCAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGAGGGGCATGCCT
GTTCGAGCGTCATTACACCACTCAAGCTATGCTTGGTATTGGGCGTCGTCCTTAA
TTGGGCGCGCCTTAAAGACCTCGGCGAGGCCACTCCGGCTTTAGGCGTAGTAA
AATTTATTCGAACGTCTGTCAAAGGAGAGGAACTCTGCCGACTGAAACCTTTATT
TTTCTAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAA
TAAGCGGAGGAA 

F7: 

AGGAATCCACTATGTAGGCGGGCTGGACCTCTCGGGGTTACAGCCTTGCTGAAT
TATTCACCCTTGTCTTTTGCGTACTTCTTGTTTCCTTGGTGGGTTCGCCCACCAC
TAGGACAAACATAAACCTTTTGTAATTGCAATCAGCGTCAGTAACAAATTAATAATT
ACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
ATGCGATAAGTAGTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGC
ACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACC
CTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTCTTGTCTCTAGCTTTGCTGGAGACTCGC
CTTAAAGTAATTGGCAGCCGGCCTACTGGTTTCGGAGCGCAGCACAAGTCGCAC
TCTCTATCAGCAAAGGTCTAGCATCCATTAAGCCTTTTTTTCAACTTTTGACCTCG
GATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCCGGAGGAA 

 

: گیاه F2، نمونه  Guignardia philoprina گیاه:F1قارچ های خالص سازی شده از نمونه های  itsتوالی ژن  -5شکل

Platychora ulmi  نمونه ،F3  گیاه:Ochrocladosporium elatum  نمونه ،F5 گیاه :Aureobasidium 

pullulans   نمونه ،F7 گیاه:Alternaria tenuissima 

 

 Guignardia philoprina سرخدار به نام قارچ جدا شده ازگیاه F1مربوط به نمونه  itsبلاست ژن  .6شکل 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1714596001
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 Platychora ulmi سرخدار به نام قارچ  جدا شده ازگیاه F2مربوط به نمونه  itsبلاست ژن  .7شکل 

 

 Ochrocladosporium سرخدار به نام قارچ ازگیاهجدا شده  F3مربوط به نمونه  itsبلاست ژن  .8شکل 

elatum 

 

 Aureobasidium pullulans سرخدار به نام قارچ ازگیاه جدا شدهF5مربوط به نمونه  itsبلاست ژن  .9کل ش

 

 Alternaria tenuissima سرخدار به نام قارچ ازگیاهجداشده  F7مربوط به نمونه  itsبلاست ژن  .12شکل 

 های جداسازی شدهبررسی حضور ژن های کلیدی مسیر بیوسنتزی تاکسول در قارچ

باشد. های اندوفیت تولید کننده تاکسول میاز ژن های کلیدی دخیل در سنتز تاکسول در قارچ baptو  ts ،dbatهای ژن

باشد. در همین اکسول در قارچ میلید تهای اندوفیت به عنوان شاخصی برای توها در قارچبنابراین وجود هر کدام از این ژن

صورت F7و  F5و  F1 ،F2 ،F3های های ژنومی قارچ DNAهای مذکور با الگو قرار دادن راستا تکثیر قطعات اختصاصی ژن

 .باشندهای استخراج شده تولید کننده تاکسول نمیگرفت. نتایج نشان داد که هیچ کدام از قارچ

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1714596001
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، چاهک های دوم تا آخرین چاهک:  ladder، چاهک اول:  bapt و ts، dbat هاینتایج الکتروفورز ژن .11شکل 

 نمونه ها

 فیلوژنتیک قارچ های جداسازی شدهآنالیز 

های قارچی استتفاده بتا استتفاده از نترم افتزار      های شناسایی شده، همردیفی موضعی توالیبین قارچبرای ترسیم روابط تکاملی 

MEGA7        صتورت گرفتت. نتتایج نشتان داد کته بتر استتاس روشUPGMA   ایزولته قتارچی ،F1  وF5   کهه از گیاهههان

Guignardia philoprina، Aureobasidium pullulans  در یک خوشه قرار گرفتند و بیشترین شباهت را به همدیگر

، Platychora ulmi   ،Ochrocladosporium elatum  کته از گیاهتان   F7و  F2  ،F3دارند. همچنین ایزوله قارچی 

Alternaria tenuissimaهای متفاوتی قرار گرفتند. و به احتکال زیاد گونه های جدیتدی متی   جداسازی شده اند در خوشه

(. 12ورت پتذیرفت )شتکل   باشند که بایستی مطالعات تکمیلی مولکولی و بیوشیمیایی برای شناسایی و نام گتذاری آن هتا صت   

 (.13( نیز صورت گرفت که نتایج روش قبلی را تایید کرد )شکل NJترسیم درخت فیلوژنتیکی با روش اتصال همسایه )

 

 UPGMA ترسیم درخت فیلوژنتیکی با روش .12شکل 

 

 اتصال همسایه ترسیم درخت فیلوژنتیکی با روش .13شکل 
 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1714596001
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 بحث

ها، تاکنون ژن های بسیار کمی در مسیر بیوسنتزی آن ها شناسایی شده است، از این رو با وجود گستردگی تنوع تاکسوئید 

گیر در این مسیر به حساب میکرو ارگانیسم ها می توانند به عنوان یک حوضه مناسب جهت بررسی و شناسایی ژن های در

عملکرد بیشتر، دستکاری ژن های کلیدی  نتایج تحقیقات نشان داده که علاوه بر جستجو به دنبال ایزوله های با. ]61[آیند

تواند به عنوان یکی از روش های مناسب جهت افزایش میزان تولید  مسیر بیوسنتزی تاکسول در قارچ های اندوفیت نیز می

ها و عدم دسترسی به مجموعه کامل  با این حال ناشناخته بودن مسیر بیوسنتزی تاکسول در قارچ. ]69[تاکسول به حساب آید

ای دخیل در این مسیر ،عامل محدود کننده مهم دراین زمینه است. با شناسایی ژن های کلیدی در مسیر بیوسنتزی ژن ه

و از آن ها به عنوان نشانگر مولکولی برای غربال  نقاط مبهم این مسیر را روشن ساختتاکسول در قارچ های اندوفیت می توان 

 .]90[کرداندوفیت مولد تاکسول استفاده  قارچ های

صورت پذیرفت و توالی یابی  itsنشان داد که از هشت ایزوله قارچی جداشده، درپنچ ایزوله تکثیر قطعه تحقیقات ما نتایج 

میزان مشابهت  اب   Guignardia philoprinaجداسازی شده از گیاه سرخدار به نام قارچF1 قطعات نشان داد که ایزوله

با میزان مشابهت  Platychora ulmiجداشده از گیاه سرخدار به نام قارچ  F2، همچنین قارچ نمونه می باشد درصد 11/99

جدا شده از گیاه سرخدار به نام قارچ   F3، مطالعات نشان داده شده در نمونه درصد می باشد 13/91

Ochrocladosporium elatum همچنین قارچ نمونه درصد می باشد 04/99  با میزان مشابهت ،F5  جداشده از گیاه

، نهایتا نتایج نشان داد که می باشد درصد 11/94با میزان مشابهت  Aureobasidium pullulansسرخدار به نام قارچ 

بوده ولی به دلیل این که میزان مشابهت این  Alternaria tenuissimaجداشده از گیاه سرخدار به نام قارچ  F7نمونه 

، احتمالا گونه جدیدی می باشد که نیاز به درصد می باشد 11/99حدود  دردیگر جنس هایتوالی با گونه های شناخته شده 

نشان داد که هیچ کدام از ایزوله ها تولید  bapt و ts، dbat باشد. مطالعات تکمیلی با استفاده از ژن هایمطالعه تکمیلی می 

 .کننده تاکسول نبودند

( بحث استفاده از ژن های مسیر بیوسنتزی تاکسول را به عنوان مارکر مولکولی جهت غربال 2009اولین بار ژو و همکاران )

ایزوله جداسازی شده از  31ایزوله از  12را در  tsسریع قارچ های اندوفیت مولد تاکسول را مطرح کردند. این گروه حضور ژن 

گزارش کردند. از آنجائیکه غربال  tsایزوله حاوی ژن  12سرخدار گزارش کردند. این گروه تولید تاکسول را در سه ایزوله از 

اند بسیار گری و یافتن قارچ های مولد تاکسول از بین کل قارچ های جداسازی شده فرایندی زمان بر است، این روش می تو

  Taxus. wallachianaقارچ اندوفیت جدا شده از  33( نشان دادند که از میان 1996استروبل و همکاران ) .]91[موثر باشد

درصد قارچ های اندوفیت، تولید کننده  3در واقع  ،قادر به تولید تاکسول می باشد  pestalotiopsisتنها یک ایزوله به نام 

باشد تحقیقات ما مبنی بر اینکه تعداد قارچ های اندوفیت تولید کننده تاکسول بسیار کم می تاکسول بودند که با نتایج

 .]92[همخوانی دارد
ایزوله  15تولید تاکسول در و  جدا کردند Taxus.baccataایزوله قارچی را از درخت  150تعداد  (2005کاروسو و همکاران )

ها مولد تاکسول بودند که با نتایج تحقیق ما همخوانی دارد. با توجه درصد قارچ 10. در این تحقیق نیز ]93[ را گزارش کردند

 (2002ایزوله قارچی جداسازی شده بود، احتمال مولد بودن تاکسول نیز کم بود. وانگ و همکاران ) 5به اینکه در مطالعه ما 

توانایی تولید تاکسول را  BT2استرین  ،آنهاجداسازی نمودند که از میان   Taxus.chinensisایزوله قارچی را از گونه 21

 این تحقیق نیز با نتایج مطالعه ما همخوانی دارد. .دارا بود 

 

 نتیجه گیری کلی 

در نتایج آزمایشات تحقیق ما مشخص گردید که از پنچ گونه سرخدار، نوع متفاوت قارچ های اندوفیت که از نظر شکل و کلونی 

مشخص شد که این قارچ ها تولید کننده  ts,bapt,dbatستفاده از پرایمر های اختصاصی متفاوت بودند، رشد کردند و با ا

 تاکسول نمی باشند. 
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لذا این انتظار وجود داشت که نسبت به تحقیقات مشابه پیشین بود، با توجه به این که مقدار قارچ های ایزوله ما تعداد کمتری 

در این تحقیق نمونه های گیاهی مورد استفاده جهت جداسازی قارچ های  نباشند.قارچ های مورد مطالعه تولید کننده تاکسول 

بنابراین به نظر می رسد مطالعه و بررسی سایر جنگل های  انتخاب شده بودند. منطقه10از اندوفیت از جنگل های ارسباران و 

 باشد. سرخدار ارسباران به منظور جداسازی قارچ های اندوفیت موجود در آن ناحیه ضروری

 

 پیشنهادات

 جمعیت قارچ ها و باکتری های اندوفیت درختان سرخدار مناطق دیگر بررسی گردد.*

 * تولید یا عدم تولید سایر ترکیبات مهم دیگر نیز در این قارچ ها مطالعه شود.

 *حضور ژن های دیگر درگیر در بیوسنتز تاکسول در قارچ های اندوفیت بررسی گردد.

 حیط کشت قارچ های اندوفیت با روش های دقیق تر مانند روش های ایمنی سنجی بررسی شود.*حضور تاکسول در م

 *خواص ضد قارچی،آنتی بیوتیکی و آنتی اکسیدانی عصاره های محیط کشت قارچ ها مطالعه شود.

 *شناسایی مولکولی و مورفولوژیکی قارچ های اندوفیت انجام شود.
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