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Abstract 

Background 

Enzymes are noble metabolites which extensively utilize in different industries. Currently, 

the production of enzymes by microorganisms is one of the best and most effective 

methods for the production of these enzymes. Hydrolytic enzymes are one of the most 

important enzymes that produced by various microorganisms, including endophytes.  

 

Materials and methods 

In order to investigate the presence of endophytic fungi from two plants Euphorbia esula L. 

and Chenopodium album L, in summer of 1395, six different plants parts including 

flowers, leaves, seeds, roots, crowns and stems were sampled from healthy plants in 

Hamadan province. After fungal purification, the presence of extracellular hydrolytic 
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enzymes such as amylase, catalase, protease, cellulase, pectinase, and xylanase were 

investigated by adding the corresponding substrate in the endophytic fungal culture 

medium. 

 

Results 

After sterilizing the surface of collected plants and transferring samples to Potato Dextrose 

Agar culture media, a total of 31 endophytic fungi were isolated. The results showed that 

84% of fungal isolates had amylase, 81% catalase, 71% protease, 61% cellulase, 39% 

pectinase and 26% xylanase activity. Morphological studies of the isolated fungi showed 

that some them belongs to the Fusarium, Alternaria and Trichoderma spp. 

 

Conclusion 

The results obtained in this study showed that endophytic fungi isolated from Euphorbia 

esula L. and Chenopodium album L, plants are capable of in vitro production of various 

enzymes.  Among them, the presence of important enzymes like cellulase, pectinase and 

protease in some isolates, emphasis the significance of results. Based on the vast 

application and magnitudes of these enzymes in different industries, the importance of 

these fungi and demands for more experiments on enzyme activity are specified. 

Keywords: Euphorbia esula L, Chenopodium album L, endophyte, enzyme, secondary 

metabolites 
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 چکیده

ي هاآنزيم توليد در حال حاضر .با ارزش ميكروبي هستند كه در صنايع مختلف كاربرد وسيعي دارند هايمتابوليت ،اهآنزيم مقدمه: 

اي هن. آنزيماسنت اهنا به منظور توليد صنعتي اينن آنزيمهيكي از بهترين و موثرترين روش ا،هتوسط ميكروارگانيسم خارج سلولي

 ،هناانندویيت هنايقارچ اي مختلف از جملههميكروارگانيسم كه توسط .هستند سلولي ي خارجاهآنزيم مهمترين اينهيدرولازي از 

 .توليد مي گردند

یت مختلف گن،، بنر ، از شش با ،1395در تابستان ،ترهگياه یریيون و سلمه هاي دوبه منظور بررسي اندویيت :هامواد و روش

خنال  سنازي، و  جنداپن  از   .نمونه برداري صنور  گرینت دو منطقه استان همدان گياهان سالم ي ، ريشه، طوقه و ساقهبذر

بنا اضنایه يلانناز زا و ز، پكتيناز، سلولاكازئينازپروتئاز، كاتالاز، آميلاز،  خارج سلوليهاي هيدرولازي حضور آنزيماندویيت  هايقارچ

  كردن سوبستراي مربوطه در محيط كشت قارچ بررسي گرديد.

 31 ،یریيون و سلمه تره از دو گياه، مجموعاً تيتو دكستروز آگاروپا به محيط كشت هاز استري، سطحي و انتقال نمونه پ  :نتایج

  81هاي خارج سلولي آميلاز، داراي یعاليت آنزيم هاي قارچيدرصد از جدايه 84 . نتايج نشان داد:اندویيت جداسازي شدقارچ  جدايه

كي اي موریولنوژيه. بررسيودندبدرصد زايلاناز  26و  درصد پكتيناز 39 ،درصد سلولاز 61پروتئاز،  درصد یعاليت 71درصد كاتالاز، 

 لترناريا و تريكودرما بودند.آهاي یوزاريوم، ها متعلق به جن نشان داد كه برخي از اين قارچجدا شده  هايقارچ

قنادر بنه  ونينیری و تنره سلمه اهيجدا شده ازدو گ تياندوی هايقارچنشان داد كه  قيتحق نيا در مدهآبدست  جينتا گیری:نتیجه

ط آزمايشگاهي را داشتند. در اين ميان، حضور آنزيم هاي مهمي مانند سلولاز، پكتينناز و دروليزي در شرايتوليد انواع آنزيم هاي هي
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هنا و اهميتني كنه در اين تحقيق را بيشتر ميكند. با توجه به كاربرد وسيع اينن آننزيم نتايج پروتئاز در تعدادي از جدايه ها، اهميت

  ها و نياز به بررسي بيشتر بر روي عملكرد آنزيمي آنها مشخ  مي گردد.  صنايع مختلف دارند ، اهميت اين قارچ

 ثانويه ، متابوليت: یریيون، سلمه تره، اندویيت، آنزيمکلمات کلیدی

 

 مقدمه

 تجاري طور به نند وكمي كاتاليز را بسياري شيميايي هايواكنش كه هستند ياشده شناختهزيستي  هايكاتاليست ،هاآنزيم

ا، هاستفاده صنعتي از آنزيمدلي، به روند. كار مي به غيره و هابيماري تشخي  دارو، غذا، شوينده، صنايع قبي، از مختلفي صنايع در

لذا استفاده از  .ي برخوردار استلايبا بيشترين ميزان یعاليت و پايداري و نيز كمترين هزينه از اهميت با لاتوليد در مقياس با

توليد  است. در حال حاضر استفاده از بيوتكنولوژي وقرار گریته هاي موثر جهت دستيابي به اين اهداف هميشه مورد توجه روش

 .Colin et al) استا ها به منظور توليد صنعتي اين آنزيمهين روشيكي از بهترين و موثرتر هاتوسط ميكروارگانيسم

 حيوانا  و گياهان قارچها، ها،پروكاريو  شام، زمين روي بر حيا  همه اشكال دهنده تشكي، ضروري اجزاي از هاآنزيم.(2010

 آسان به ژنتيكي دستكاري قابليت و كشت براي محدود یضاي به نياز سريع، رشد دلي، به هاميان ميكروارگانيسم اين در .باشندمي

اي صنعتي جهان هرين آنزيمتها از مهمهستند. پروتئاز هاپروتئاز توليد ترجيحي منابع متفاو  خواص با جديد هايآنزيم توليد منظور

 پپتيد، سنتز در ها،پروتئاز .(Madureira et al. 2007) اي دنيا به آنها اختصاص داردهدرصد یروش آنزيم 60ند كه تقريبا هست

یراواني دارند  كاربرد صنعتي هايدترژان و لبني صنايع دارويي، صنايع سازي،چرم صنايع غذايي، صنايع ها،پروتئين یرآوري

(Gupta et al. 2005). ها هستند كه در نانوايي، صنايع تبديلي كربوهيدرا  گروه بزرگي از آنزيم هاي هيدروليز كنندهنزيمآ

ي اين ول دارند را ها توانايي توليد آنزيم آميلازگياهان، جانوران و ميكروارگانيسماگر چه بسياري از نشاسته و نساجي كاربرد دارند. 

 (Zhang et al. 2014). است بالايي نزيم با منشاء ميكروبي داراي مصارف صنعتيآ

 Kaboosi) شده است عا و گياهان توزيهچا، قارهدر باكتري هكه به طور گسترد هستند مهم ايهآنزيمديگر  از اهزپكتينا

2014et al. ). هاي گياهي، سازي ويروسي دام، خال اي یراواني در استخراج آبميوه، استخراج روغن، غذاهها كاربرداين آنزيم

ردن زيستي یيبرهاي پنبه در هاي گياهي، پاک كخيساندن و نرم كردن یيبرازي، تخمير چاي و قهوه، ساستفاده در صنعت كاغذ 

 قادرند كه هستند هاييا، آنزيمه. سلولاز) .Viikari et al. 2003Semenova et al ;2001( هاي نساجي دارندیرآيند

 توسط شيميايي گيرد. هيدروليزمي صور  و آنزيمي شيميايي روش دو به سلولز بشكنند. هيدروليز در سلولز را گليكوزيدي پيوندهاي

به  توجه با گردد.مي توليد مختلف هايميكروارگانيسم كه توسط باشدمي سلولازي ايهآنزيم وسيله به آنزيمي و هيدروليز هااسيد

 Bayer) اندمعطوف كرده سلولازي ايهآنزيم توسط آنزيمي به هيدروليز بيشتري توجه محققان سلولز، اسيدي هيدروليز مشكلا 

2007et al. .) توان به استفاده از آن در صنعت نساجى جهت نرم ياى متعددى است كه از آن جمله مهدآنزيم سلولاز داراى كاربر
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به منظور  يبهتر، در صنايع غذاي يها به منظور حفظ رنگ، پاک ساز، در توليد دترجنتيكتان يهاكردن و رنگ زدن پارچه

  (. .2010Moghimi et al) خيساندن، و استفاده در كاغذ سازى و نيز كاربرد در زمينه داروسازى اشاره كرد

هاي هيدرولازي از جمله پروتئازي يا سلولازي هستندكه ها قادر به توليد انواع آنزيمها، اندویيتدر گستره ميكروارگانيسم

هاي همزيست ها، ميكروارگانيسماندویيت .) Zou &Tan 2001( كنندي نقش بازي ميهاي سازگاري و دیاعدر ايجاد مكانيسم

 ،در اين محيطها وجود دارد. ها و بایتنيز مبني بر اختصاصي بودن اندام ، گزارشاتياندجدا شده گياهيهاي تقريبا از تمام بایت گياه،

 ها به طور مستقيم رشد ویيتواند و ،كنندگياهان ميزبان محصولا  یتوسنتزي و مواد معدني را براي رشد طبيعي خود توليد مي

طه به ژنوم ميزبان یراهم مي كنند هاي مربوهاي ارزشمند و يا انتقال ژنياه ميزبان را با توليد متابوليتحفاظت شيميايي از گ

( 2013 et al. eThongsande.) نقش مهمي در سازگاري و موریوژنز گياهان ميزبان بازي كرده و به  ،توانندها مياندویيت

هاي در سالهاي نهفته عم، كنند. مدایع در برابر شكارچيان، محرک رشد و رقباي عوام، بيماريزاي ميكروبي و يا پاتوژن عنوان

ي بين اندویيت و گياه ميزبان آنها، بيشتر مورد هاي اندویيت و رابطهبوليتیعاليت شيميايي و زيستي متااخير مطالعه تنوع زيستي، 

براي  ،ند به عنوان منابع بالقوهتوانمي كه داده استنشان همچنين  مطالعا  (. .2001Scannerini et alتوجه قرار گریته است )

ا را مورد توجه قرار همواردي كه اين ميكروارگانيسم . يكي ازرداري در پزشكي، كشاورزي و صنعت مورد استفاده قرار گيرندببهره

هاي پزشكي مورد توجه قرار گریته اند. اري از اين تركيبا  به علت كاربردهايي مشابه با ميزبان است. بسيداده است، توليد متابوليت

(. Asgharian 2010) ثابت شده است در اين متابوليت ها روس، ضد سرطان و ضد ديابتوي وجود خواص ضداز اين ميان 

هاي اندویيت دو گياه یریيون و سلمه هاي خارج سلولي توسط قارچتوليد آنزيم و بررسي مطالعه ،پژوهش حاضر با هدف جداسازي

  Euphorbiaceaeگياهي يكساله و علفي متعلق به خانواده  .Euphorbia esula Lیریيون با نام علمي . تره صور  گریت

 قاب سه كپسول ميوه و آذين سياتيوم گ، اي،برچه سه تخمدان با ماده ايهزانودار، گ، ميله با پرچمي يك نر هايگ، داراياست. 

هاي هاي مشتق از يك سلول يا لولهترين محصول یریيون باشد كه درون گياه به واسطه يكسري لولهلاتك  شايد برجسته است.

شوند، در اين گياه تركيباتي كه به عنوان استرترپن شناسايي مي. (Nazemiyeh et al. 2010) شوداي بندبندي توزيع ميشيرابه

  (. مطالعا Tyler et al. 1988تماس مستقيم با پوست است )اثر در  ها و تحريكا  شديدمتداول بوده و اغلب علت سوزش

Domsalla وMelzig  (2008) 9كه  ،پروتئوليزي جدا شده استهاي گونه از جن  یریيون، آنزيم 18ك  نشان داد در لات 

گياهي يكساله و  Chenopodium album Lتره با نام علمي سلمه .تاس اندوپپتيداز شناخته شدهها به عنوان سرينآنزيم از آن

يابد. ساقه آن حالت اين گياه به وسيله بذر تكثير ميو بومي آسياي غربي است. Chenopodiaceae علفي متعلق به خانواده 

كند و گاهي تا يك متر ايستاده داشته و داراي تعدادي انشعابا  یرعي است و ارتفاع آن بر حسب آب و هوا و نوع خاک تغيير مي

دار است، مرغي و دندانه ها تخمها داراي دمبر  بلندي بوده و شك، آنباشد. بر رنگ سفيد مي ها بهرسد. سطح زيرين بر مي

هاي اين گياه را پوشانده هاي سفيد رنگي، بر  و ساقهها صاف است. كرکه آنتر و غالباَ حاشيگياه باريكهاي قسمت یوقاني بر 
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ها در انتهاي ساقه اصلي يا انشعابا  آن ابا  یراوان گسترش زيادي دارد. گ،هرز به دلي، داشتن انشعهاي اين علف است. ريشه

 .Guha et al) متر استميلي 5/1تا  7/0داراي بذرهاي سياه براق و به اندازه آذين آن هرمي شك، است. قرار داشته و گ،

كند. گزارشا  نشان داده است كه هرز در مزارع گندم و ديگر محصولا  زراعي رشد مياين گياه عموماً به عنوان علف(. 1999

 (.Rashed Mohassel et al. 2001)اين گياه در درمان بي اشتهايي، سریه، اسهال، اسهال خوني و بواسير مفيد است 

 

 هامواد و روش

سنتان از منطقنه حيندره و شهرسنتان رزن در ا ،1395 هاي گياهي در دو نوبت مرداد و شهريورنمونه آوری نمونه:جمع 

درون  و ندانتخناب شند هاي  سالم گياه شام،: بر ، ساقه، ريشه، طوقنه، بنذر  و گن،ها از قسمتنمونههمدان جمع آوري شدند. 

 . ندبه آزمايشگاه بيوتكنولوژي دانشكده كشاورزي دانشگاه بوعلي سينا همدان انتقال يایت هاي كاغذيپاكت

بنه مند  ينك  درصد 70ل سازي با استفاده از اتانو، استري،سطحي هايقارچجهت از بين بردن  جداسازی اندوفیت:

(.  .2015Kumar et alگرینت ) صنور درصد ينك دقيقنه  96اتانول و  به مد  چهار دقيقهدرصد  2هيپوكلريت سديم  ،دقيقه

تيتنو وقطعا  یوق بر روي محيط كشنت پ سانتيمتر تقسيم شدند. 1تا  5/0ها با آب مقطر استري، شستشو و سپ  به قطعا  نمونه

 سنانتي گنراد درجه 28با دماي  هاي كشت در انكوباتورمحيطها یراهم گردد. قرار داده شدند تا امكان رشد اندویيت 1دكستروز آگار

(.  .2009Miao et alرشد يایته بر سطح نمونه گياهي، بنه روش ننوک هينف خنال  سنازي شندند ) هايقارچنگهداري شدند. 

تحرينك اسنپورزايي ت جهن نگهداري شندند. گرادسانتي درجهچهار مد  در دماي ميان هاي ميكروارگانيسم براي نگهداري نمونه

هويج  ،2ميخك آگاربر  هاي كشت بر روي محيطها جدايه هر يك از ،ماكروسكوپي و ميكروسكوپي شناسايياندویيت و  هايقارچ

پتاسيم  ،گرم 5/0منيزيم سولفا   ،گرم 1پتاسيم نيترا   ،گرم 1) شام،: پتاسيم یسفا   4و سنتتيك نوترينت آگار 3سيب زميني آگار

 لاكتوین، كناتنتهيه اسلايد و رنگ آميزي با . ندكشت داده شدگرم(  20گرم و آگار  2/0ساكارز  ،گرم 2/0گلوكز  ،گرم 5/0كلرايد 

ميكروسنكوپي  مشخصنا Leslie (2006 )( و 1998) Bissett and Gamsبر اساس كليد هاي شناسايي صور  گریت.  5بلو

 x100 با ميكروسكوپ ننوري و بنا بزرگنمنايي هاكنيديویورو ماكروكنيدي  ،كنيدي ،هااسپور ،هایياليد ،ها شام، نوع ميسيليومجدايه

 .گرديدبررسي 

را  محققانكيفي  هاياز تكنيك اندویيت با استفاده هايقارچبررسي آنزيم خارج سلولي توليد شده توسط  ها:تولید آنزیم

 . در اينننماينندتنرين زمنان معریني  دركوتاهيوتكنولوژي توليد آنزيم سازد تا تعداد زيادي قارچ اندویيتي را به عنوان منبع بقادر مي

                                           
1  Potato Dextrose Agar  
2 Clove Leaf Agar 
3 Potatoes Carrot Agar 
4 Synthetic Nutrient Agar 
5 Lactophenol Cotton Blue 
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جداشنده منورد  انندویيت هنايقارچتوسط  كاتالاز و آميلاز، پروتئاز، كازئيناز، سلولاز هاي خارج سلوليتوليد و یعاليت آنزيمپژوهش 

ميلي  پنجي روز قطعه 7تا  6و پ  از كشت تيتو دكستروز آگار وپبر روي محيط كشت  نظرهاي موردپرگنه ابتدا بررسي قرار گریت.

 15گنرم، آگنار  1/0گرم، سديم كلرايند  5گرم، كلريد كلسيم  10پپتون  )شام،: 6محيط كشت پپتون آگار به پرگنهاز انتهاي  يمتر

هنا پن  از كشنت در تنظيم شد. كلني 7تا  8/6در محدوده  ،كشت محيط  pH.ندشدداده انتقال  ،ي آنزيميهاسوبسترا حاويگرم( 

  انكوبه شدند.روز  سه تا پنجو به مد  گراد درجه سانتي 30-26دماي 

ي قرار ر  مورد بررسدرصد نشاسته ذ يكدر محيط پپتون آگار همراه با  ،هاي قارچیعاليت آنزيم آميلاز كلني آمیلاز:

 ز ظاهر شدآنزيم آميلا وجودي شفاف مبني بر ور شد. بعد از چند دقيقه هالهمعرف يد غوطه در محيطگریت. بعد از انكوباسيون 

(2015Patil et al. ). 

درصد ژلاتين براي تعيين یعاليت آنزيم پروتئاز مورد استفاده قرار گریت.  يكمحيط كشت پپتون آگار به همراه  پروتئاز:

 اهده شدهاي قارچ مشف اطراف كلنيي شفابا ايجاد هاله 7كلريد جيوه پ  از انكوباسيون، تخريب ژلاتين به وسيله معرف

(1975Hankin et al. .) 

و  تهينه 8كاسنكيم ميلندرصد  يكو  پپتون آگاربراي ارزيابي كيفي یعاليت آنزيم كازئيناز مخلوط محيط كشت : کازئیناز

ور گرديند. بعند از غوطهكلريد جيوه ها در معرف اتوكلاو شد. پ  از كشت كلني قارچ و سپري شدن زمان براي رشد مناسب، پليت

 .( .1975Hankin et al) هاي قارچ و باكتري ظاهر شدي شفاف اطراف كلنيدقيقه هاله گذشت چند

كشنت و تنا  10كربوكسي متي، سنلولز درصد يكهمراه با  9يست اكستركت پپتون در محيط كشت هاكلني قارچ سلولاز:

 ينك 12شويي با محلول سديم كلريدو سپ  آب 11ي شفاف اطراف كلني با استفاده از معرف كنگوردرشد مناسب انكوبه شدند. هاله

 (. .2012Molina et al) مولار، ظاهر شد

بنراي انجنام تسنت  روز انكوبه شندند. چهاركشت و به مد  تيتو دكستروز آگار وپها در محيط كشت كلني قارچ کاتالاز:

متنر ميلني  1×1ريخته شد. پ  از رشد مناسب از هر قارچ يك قطعه  13آب كسيژنه ميلي ليتر دوهاي آزمايش مقدار كاتالاز در لوله

                                           
6  Peptone Agar 
7   HgCl2 
8  Skim Milk 
9  Yeast extract peptone 
10  Carboxy methyl cellulose  
11  Congo red 
12 NaCl 
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 شد. تشكي، حباب در سطح قارچ بينانگر یعالينت آننزيم كاتنالاز بنود منتق،حاوي آب اكسيژنه  و درون لوله آزمايشجدا شده  مربع

(2012Devi et al. .) 

مورد  14پپتون آگار به همراه يك درصد پكتينروي محيط كشت یعاليت آنزيم پكتيناز با رشد كلني قارچ بر پکتیناز:

ي شفاف به رنگ زرد ور شد. هالهكنگورد غوطه معرف در محيطبررسي قرار گریت. بعد از انكوباسيون و رشد مناسب كلني قارچ، 

 (. .2015Yadav et alنشان دهنده وجود یعاليت آنزيم پكتيناز در نظر گریته شد )

به همراه يك درصد پودر  15يست مالت آگار كشتبراي ارزيابي یعاليت آنزيم زايلاز كلني قارچ بر روي محيط زایلاز:

ها اضایه شد. پ  از چند ، كشت شد. پ  از زمان مناسب انكوباسيون، معرف كنگورد به پليت16چوب ذر  به عنوان منبع زايلن

از  پ  ها با استفاده از محلول نمكي شستشو داده شد. ظهور هالهني، پليتهاي زرد روشن اطراف كلالهدقيقه، براي نمايان شدن ه

 .( .2015Yadav et al) )بسته به مورد آزمايش( بررسي شدچند دقيقه تا يك روز 

 دند.شماري انتخاب آبررسي  جهتكام، تر صور  گریته بود، نمونه ها كه شناسايي آنها  : نتايج آنزيمي،ماریآبررسی  

 يد.توسط اكس، رسم گرد مقايسه ميانگين نمودار نتايج ميانگين قطر هاله هاي اطراف پرگنه قارچ به صور 

 

 و بحث نتایج
و همچنين شش جدايه  (.Euphorbia esula L)هاي مختلف گياه یریيون قارچ از بایت جدايه 25در تحقيق حاضر، 

از لاتك  گياه یریيون اندویيتي جداسازي  .ندشد سازيخال جداسازي و  (Chenopodium album L.)تره از گياه سلمه قارچ

انجام شد. شناسايي  ايهكليد طبقبر و ميكروسكوپي بر اساس شك، ظاهري كلني قارچ و مشخصا   هاجدايه اوليه شناسايينشد. 

. بودند  Alternariaو  Fusarium،Trichoderma هايجن  متعلق بهنتايج نشان داد بيشترين قارچ جدا شده 

Gunawardana (2015 با مطالعه بر روي )گونه گياهي از جن   38Euphorbiaceae   بيان كردند، با وجود سميت لاتك

ي متعلق به شاخه Fusariumجن   هاي مورد مطالعه مشاهده كردند.ع یيلوژنتيكي ميكروبي در نمونهیریيون، تنو

Ascomycota يو راسته Hypocreales يو خانواده Nectriaceae هاي متفاوتي نظير باشد. پرگنه اين قارچ داراي رنگمي

اي است كه شك، تا استوانههاي اين جن  منشب، بند بند، داراي ديواره صاف، نخيباشد. ريسهمي غيرهسفيد، صورتي، آجري و 

ا دهه شك، یياليديك است كه اين یياليايي اين قارچ بزيكنيد يشوند. نحوهها ايجاد مياز آن Micronematousكنيديویورهاي 

كنند. اين جن  قارچي را به صور  منفرد و زنجيري ايجاد مي هایياليد باشند و كنيديومد يا پليممكن است به صور  مونویيالي

                                                                                                                            
13  H2O2 
14  Pectin 
15  Yeast Malt Agar 
16  xylene 
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به نام اسپورودوشيوم ايجاد  داراي ميكروكنيديوم ، ماكروكنيديوم و سمي ماكروكنيديوم است كه در روي یياليد يا اندام غير جنسي

ي توان به وجود يا عدم وجود ميكروكنيديوم، شك،، نحوههاي اين جن  ميهاي مهم براي شناسايي گونهويژگيشوند. از جمله مي

وسپور، گيري و ابعاد آن، وجود ماكروكنيديوم،تعداد ديواره، شك، سلول پايه و انتهايي و ابعاد آن، توليد يا عدم توليد كلاميدشك،

 PDAشك، و انتهايي يا مياني بودن آن، اندازه رشد پرگنه بعد از چند روز و شك،، رنگ و بوي پرگنه رشد يایته در محيط كشت 

ساعت تاريكي  12ساعت نور و  12گراد در شب و درجه سانتي 20درجه سانتي گراد در روز و  25قرار داده شده در شرايط استاندارد 

 (.1)شك،  اشاره كرد

             

 Potatoکشت  طیمح یرو ونیفرف اهیجدا شده از گ Fusariumجنس   تیاندوف قارچ یکلن .1شکل

Dextrose Agar )ب( تصویر ماکروسکوپی ،تصویر میکروسکوپی:  الف 

Figure 1. Endophytic fungus colony of the Fusarium genus isolated from Euphorbia esula 

on Potato Dextrose Agar. A) Microscopic image, B) Macroscopic image 

 

و طولي و داشتن هاي عرضي هاي تيره رنگ، با ديوارهشام، توليد زنجيري از اسپور Alternariaويژگي اصلي جن  

گنه رنگ پر. شوندتشكي، نمي ها به صور  زنجيراسپور اسپور یاقد نوک تيز بودند وها در بسياري از آن .ها استنوک تيز در اسپور

لايي رنگ و درون طها زرد تا ريسه .ايي ماي، به زيتوني و داراي دواير متحدالمركز استبه رنگ قهوه PCAروي محيط كشت 

اي يا انفرادي ها به صور  دستهكنيديوم .اي و سمپوديال است كنند. كنيديویور كوتاه به رنگ طلايي تا قهوهمحيط كشت رشد مي

 8-10بعاد  مرغي و به ا اي رنگ و به اشكال بيضوي تا تخمها قهوهكنيديوم. ها  تشكي، شده استو غير زنجيري روي كنيديویور

)شك،  ي، دار استها منقوط و زگمتغير است. سطح كنيديوم 1-2ي از لي و عرضهاي طوارهميكرومتر است. تعداد ديو 20-18×

به  لباً انشعابا  غا اي ظريف و قاب، انعطاف با انشعابا  كم تراكم هستند.هرداراي كنيديویو Trichoderma جن  هايگونه(.2

 5 تايي و حداكثر 3يا  2ر دسته دكم تراكم و معمولاً ا نيز هدشاخه ميباشند.  یيالي 3صور  دوتايي و به ندر  پيراموني، با بيش از 

معمولاً سبز رنگ و  هاو كنيديوم(  subulate) تا نوک دار (lageniform) ها تنگي شك،دشوند. یياليتايي و پيراموني توليد مي

 .سطح آنها صاف يا ناصاف است

 الف ب
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 Potatoکشت  طیمح یرو ونیفرف اهیجدا شده از گ Alternariaجنس   تیاندوف قارچ یکلن .2شکل

Dextrose Agar )تصویر میکروسکوپی ب( تصویر ماکروسکوپی:  الف 

Figure 2. Endophytic fungus colony of the Alternaria genus isolated from Euphorbia esula 

on Potato Dextrose Agar. A) Microscopic image, B) Macroscopic image 

               

 Potatoکشت  طیمح یرو فرفیون اهیجدا شده از گ Trichodermaجنس   تیاندوف قارچ یکلن .3شکل

Dextrose Agar:  )تصویر میکروسکوپی ب( تصویر ماکروسکوپیالف 

Figure 3. Endophytic fungus colony of the Trichoderma genus isolated from       

Chenopodium album on Potato Dextrose Agar. A) Microscopic image, B) Macroscopic 

image  

در تجزيه منابع كربوهيدراتي مختلنف در محنيط منورد  ي جدا شده از دو گياه سلمه تره و یریيونهاتوانايي ميكروارگانيسم

قنارچ بنه  26سنلولي آمنيلاز در  ، حضور آنزيم خنارجاز دوگياه یریيون و سلمه تره شدهقارچ جدا  31از مجموع بررسي قرار گریت. 

جدايه قارچ مشاهده شند. در اطنراف  19ي وجود آنزيم سلولاز، در اطراف ي شفاف نشان دهندهدر تحقيق حاضر، هاله .اثبا  رسيد

حاوي پودر چوب ذر  بنه عننوان كشت  زايلاناز، درمحيط هاي شفاف، مبني بر یعاليت آنزيمدرصد از پرگنه قارچ اندویيت، هاله 26

جدايه توانايي توليد آنزيم پكتيناز در محيط حاوي  12هاي اندویيت جدا شده، گرديد. از ميان مجموع قارچ سوبستراي آنزيم مشاهده

 71 سوبستراهاي پروتئيني نشنان داد كنه روي بر  هایعاليت خارج سلولي اندویيت بررسي (.5شك، و 2،  1جدول پكتين را داشتند )

 .به عنوان سوبسنتراي پروتئينني داشنتندرا ها توانايي هيدروليز كازئين درصد از جدايه 16ها توانايي هيدروليز ژلاتين و درصد جدايه

  .مي باشندیعاليت كاتالاز داراي  هادرصد از جدايه 81 كه ها نشان دادهمچنين بررسي

 الف ب

 الف ب
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 ها اندوفیت جدا شده از گیاه فرفیونخارج سلولی توسط قارچ های تولید آنزیم .1 جدول

Table 1. Extracellular Enzymes Production by Endophytic Fungi isolated from       

Euphorbia esula 
 رديف

Row 
 اختصاصي كد

Assigned code 
 آميلاز

Amylase 
 سلولاز

cellulase 
 پكتيناز

Pectinase 
 زايلاناز

Xylanase 
 پروتئاز

Proteinase 
 كازئيناز

Caseinase 
 كاتالاز

Catalase 
1 E1 + +++ + - +++ - + 

2 E2 - + ++ - ++ - + 

3 E3 + + - - +++ + + 

4 E4 + + + - +++ ++ + 

5 E5 + ++ + - ++ - ++ 

6 E6 + + - - ++ +++ + 

7 E7 + + + - + - + 

8 E8 + + - - + - - 

9 E9 + + - - + - - 

10 E10 + - ++ - + - ++ 

11 E11 + + - - + - +++ 

12 E12 + + - - + - + 

13 E13 + + - - + + - 

14 E14 + + +++ + + - + 

15 E15 + + - - + + ++ 

16 E16 + - - + - - +++ 

17 E17 + - - - + - ++ 

18 E18 + + - + + - +++ 

19 E19 + - ++ + + - +++ 

20 E20 + + - - + - + 

21 E21 + + - + - - - 

22 E22 - - - - - - + 

23 E23 - - - - - - - 

24 E24 + - + + - - +++ 

25 E25 - - - - + - + 

 متر(متر، +: قطرهاله  بالای سه میلیقطرهاله بالای پنج میلی :متر؛  +++: حضور فعالیت آنزیم )+++: قطرهاله بالای هفت میلی 

 فعالیت آنزیم: فاقد -

 

ز، پكتيناز  و ناز، سلولاهاي خارج سلولي آميلاز، پروتئاز، كازئيناز، زايلادر اين پژوهش نتايج نشان دهنده حضور آنزيم

كه شناسايي آنها  ياه یریيونهاي قارچي جدا شده از دوگياه یریيون و سلمه تره بود. براي پنچ جدايه قارچي گكاتالاز در اندویيت

ه آنزيم از س(. اين 6ك، انجام شده بود، براي سه آنزيم پروتئاز و پكتيناز و سلولاز بررسي آماري صور  گریت )شبصور  كام، 

شاهده مي گردد، م(. همانطور كه در شك،  .2001Viikari et alها هستند كه در صنعت كاربرد یراوان دارد )مهمترين آنزيم

ترين یعاليت را كم 3Eدايه بيشترين یعاليت پكتينازي و ج 14E هده گرديد. جدايه مشا 1Eبيشترين یعاليت آنزيم سلولاز در جدايه 

 شان دادند. ها نیعاليت پروتئازي بيشتري نسبت به ساير جدايه 3Eو  4Eداشت. جدايه هاي 
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 ترههای اندوفیت جدا شده از گیاه سلمهخارج سلولی توسط قارچ هایتولید آنزیم. 2جدول 

Table 2. Production of extracellular enzymes by endophytic fungi isolated from 

Chenopodium album L. 

 رديف
Row 

 ياختصاص كد
Assigned 

code 

 آميلاز

Amylase 

 سلولاز

cellulase 

 پكتيناز

Pectinase 

 زايلاناز

Xylanase 

 پروتئاز

Proteinase 

 كازئيناز

Caseinase 

 كاتالاز

Catalase 

1 C26 + + - - + - - 

2 C27 + + - - - - + 

3 C28 + - + + - - + 

4 C29 + - +++ + - - +++ 

5 C30 - - - - - - ++ 

6 C31 + - + - + - + 

،  متر(میلیسه متر، +: قطرهاله  بالای میلیهفت قطرهاله بالای  :متر؛  +++: حضور فعالیت آنزیم )+++: قطرهاله بالای هفت میلی 

 : فاقد فعالیت آنزیم-

 

بننه عنننوان   E4و  E1، E2، E3هننايجدايننه ،يكروسننكوپيمدر تحقيننق حاضننر براسنناس خصوصننيا  موریولننوژيكي و 

Fusarium sp هاي پروتئاز و سلولاز را داشتند. پروتئازهاهاي آنزيمي نشان داد اين سه جدايه یعاليت آنزيمشناخته شدند. بررسي 

Sawant نند )شومي ترشح ييمواد غذا تجزيه براي قارچ و ها، مخمرها از جمله پروتوزوآ، باكتريميكروارگانيسمبسياري از  توسط

2014Nagendran & 3هاي (. جدايهE ،4E  متر بيشترين یعاليت پروتئنازي و ميلي 14جدا شده از گياه یریيون با ميانگين قطر

 Bakri سنلولز نشنان دادنند. در بررسني متي،متر بيشنترين یعالينت سنلولازي را در محنيط كربوكسيميلي 18با قطر  1Eجدايه 

هاي پروتئاز، زايلانناز و جداسازي شده از گندم توانايي بالايي در توليد آنزيم Fusarium اندویيتهاي قارچ Jawhar (2014 ) و

ي زيستي منواد سنلولزي خناک هسنتند. یعالينت  تجزينه ، اساسي تجزيهها عامها قارچسلولاز را داشتند. در ميان ميكروارگانيسم

 Aspergillus ،Trichoderma ، Neurosporaهناي ديگنر مانننند همانننند جن   Fusariumكننندگي سنلولز در جننن 

Thermomonospora ( 2010نشان داده شده استSchuster & Schmoll .) 
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ی شرفا  ارررا  هالره های دو گیاه سلمه ترره و فرفیرون.اندوفیت های خارج سلولیآنزیم فعالیت .5شکل

ایه الف( فعالیت آنزیم خارج سلولی آمیلاز جد است.کشت  محیط در سوبسترا دهنده هیدرولیز نشان هاپرگنه

E14،   ب( فعالیت آنزیم خارج سلولی پروتئاز جدایهE2،  )فعالیت آنزیم خارج سلولی سلولاز جدایره جE1،  

 E4 د( فعالیت آنزیم خارج سلولی سلولاز جدایه

Figure 5. Extracellular enzyme activity of endophytes of Chenopodium album L and 

Euphorbia esula. Clear zone around the colonies indicated substrate hydrolysis in the 

culcure media. A) Amylase extracellular enzyme activity of E14 isolate, B) protease 

extracellular enzyme activity of E2 isolate, C) cellulase extracellular enzyme activity of E1 

isolate, D) caseinate extracellular enzyme activity of E4 isolate 

 الف

 د

 ب

 ج
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   جداشده از گیاه فرفیون قارچی هایاندوفیت خارج سلولی آنزیم سه . نمودار میانگین فعالیت6شکل 

Figure 6. Diagram of mean three extracellular enzyme activities of fungal endophytes  

isolated from Euphorbia esula. 

، به عنوان ظاهري ا يخصوص براساسپكتيناز، سلولاز و زايلاناز نشان داد و  هايتوانايي بالايي در توليد آنزيم E14 جدايه

جداسنازي شنده از گيناه  Alternaria تقنارچ انندویي Zaferanloo (2013)شناسايي شند. در تحقيقنا   Alternariaجن  

Eremophila Longifolia، .در مينان  هاي آنزيمني، در بررسني بيشترين یعالينت پروتئنازي، سنلولاز و آمنيلازي را نشنان داد

و   Fusarium ،Alternariaهاي توليد كننده آنزيم زايلاناز و پكتيناز مربوط به جن هاي شناسايي شده بيشترين تعداد قارچقارچ

Penicillium بودند، كه با نتايج Fouda (2015) هناي انندویيت، قارچمطابقت دارد. در یعاليت اينن گنروه Penicillium  و 

Alternaria با نام علمي  ،كه از گياه استبرقAsclepias sinaica هنايي بنا بيشنترين مينزان جداسازي شدند، به عننوان قارچ

 جدا شده از گيناه  Alternaria alternateارچي آنزيم زايلاناز توسط قكنندهاندویيت قارچي توليد و پكتيناز معریي شدند. زايلاناز

يكي  ها،توسط ميكروارگانيسم هاميتوليد آنز استفاده از بيوتكنولوژي و .گزارش شده استWipusaree (2011 ) توسط 17كروتون

 بنه يكروبنيم يهناميآنز تياهم(.  .2010Colin et alها است )ها به منظور توليد صنعتي اين آنزيمترين و موثرترين روشاز به

 پارچنه، دا ينتول نده،يشنو منواد دينتول ،هناوهيب مآو  گلوكز ،یروكتوز يهاشربت هيته از اعم ييغذا عيصناآنها در  ياستفاده ،يدل

 منابع براي تحقيق و تقاضا  .( .1998Rao et al) است يمولكول يشناس ستيز و يپزشك درمان، ،ييدارو محصولا  ،يكاغذساز

 رويكنرد با قارچي هاياندویيت ميان اين در. است ایزايش به رو ميكروارگانيسمي منابع از ويژه به صنعتي هايآنزيم ترقوي و جديد

 كنرد، اشاره هاسلولاز و هانازيپكت ها،پروتئاز ها،زلايتوان به آم يمهم م يهاميآنز نيا جمله از. اندگریته قرار توجه مورد آنزيم، توليد

                                           
17  Croton   
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 دينتول خصوص در گزارشا (.  .2002Moy et al) گریتند قرار يبررس مورد قيتحق نيا تياندوی هايقارچ در هاميآنز نيا حضور

مانند  ايرشته اندویيت هايقارچ ميان نيا در. است ایزايش حال در جهان سراسر در مختلف هايميزبان در ياندویيت هايمتابوليت

Penicillium sp، Aspergillus sp  وFusarium sp  توجه بسياري را به عنوان منابع بالقوه از مواد یعنال زيسنتي بنه خنود

 (. 2002Gupta et al) اندجلب كرده

هاي انندویيت جندا شنده از دو گيناه قارچجدايه  31هاي خارج سلولي در كشت حضور آنزيم ،براين اساس :نتیجه گیری

هناي نزيمآط مورد بررسي توانايي توليند يها در شرااز جدايه تعداد زياديها نشان داد كه رسيبرگرديد.  مشاهدهیریيون و سلمه تره 

را در محيط كشنت  زايلانازيو یعاليت پكتينازي  ها همچنينتعدادي از جدايه  و كاتالاز را داشتند. آنزيم آميلاز، پروتئازهيدرولازي 

، هناي ميكروارگانيسنميآنزيم و كناربرد با توجه به اهمينت. مشاهده گرديد ها جدايهبيشتر  كشت دریعاليت سلولازي نشان دادند. 

هاي جدا شده در اين (، اندویيت، دارويي، كاغذ سازي وچرم سازيصنايع مختلف )از جمله غذاييدر  بويژه سلولاز، پكتيناز و پروتئاز،

 هاي بيشتر با اين هدف باشند.تحقيق ميتوانند منبعي مهم براي بررسي

 

 منابع

ن ستاايي بومي ه دارواگي 4  برو ساقه د در موجوي ها یيونداچي رقا ضدو باكتريايي  ضداص سي خوربر (1389) شيرين ياناصغر

 .دانشگاه شهركرد .ري. پايانامه دكتري حریه اي. دانشكده دامپزشكيبختيال و محارچها

هرز. انتشارا  دانشگاه یردوسي  هايلفيبولوژي كنترل ع (1380) هري دختاكبر زاده م سين،نجفي ححمد حسن، م  راشد محص،

 .مشهد

و بررسني یعالينت  اي تجزينه كنننده سنلولزهنجداسازي قارچ( 1389سيامك )جواني  رحيم،سروري  ،مهردادحميدي  ،بهارهمقيمي 

 . 17-26، 2ي.  تیصلنامه علوم زيس ها در بخشي از ميكرویلور خاک استان زنجان.سلولوليتيك آن

References 

Asgharian SH (2010) Antimicrobial and Antifungal Activities of Isolated Endophytes from 4 

medicinal plant stems and leaves from Chaharmahal and Bakhtiari Province. PhD 

thesis, Shahrekord university. pp 10-14 (in Persian) 

Bakri Y, Jawhar M, Arabi MI (2014) Enzymatic activity of the endophytic Fusarium species 

strains isolated from wheat. Adv Horticul Sci 28, 129-132. 

Bayer EA, Lamed R, Himmel ME (2007) The potential of cellulases and cellulosomes for 

cellulosic waste management. Curr opin Biotechnol 18, 237-245. 



   (1399، پاییز 3، شماره 12کشاورزی )دوره مجله بیوتکنولوژی   

 154 
Agricultural Biotechnology Journal; Printing ISSN: 2228-6705, Electronic ISSN: 2228-6500 

 

 

Colin VL, Baigori MD, Pera LM (2010) Effect of environmental conditions on extracellular 

lipases production and fungal morphology from Aspergillus niger MYA 135. J Basic 

microbiol 50, 52-58. 

Devi NN, Prabakaran JJ, Wahab F (2012) Phytochemical analysis and enzyme analysis of 

endophytic fungi from Centella asiatica. Asian Pac J Trop Biomed 2, 1280-1284. 

Domsalla A, Melzig MF (2008) Occurrence and properties of proteases in plant latices. Planta 

med Lett 74, 699-711. 

Fareed S, Jadoon UN, Ullah I et al. (2017) Isolation and biological evaluation of endophytic 

fungus from Ziziphus nummularia. J Entomol Zool Stud 5, 32-38. 

Fouda AH, Hassan SE, Eid AM, Ewais EE (2015) Biotechnological applications of fungal 

endophytes associated with medicinal plant Asclepias sinaica (Bioss.). Ann of Agric Sci 

60, 95-104. 

Gams, W, Bissett J (1998) Morphology and identification of Trichoderma. Trichoderma 

Gliocladium 1, 3-34.  

Guha Bakshi DN, Sensarma P, Pal DC (1999) lexicon of medicinal plants in India. Naya 

Prokash. 

Gunawardana M, Hyde ER, Lahmeyer S et al. (2015) Euphorbia plant latex is inhabited by 

diverse microbial communities. Am J Bot 102, 1966-1977. 

Gupta A, Roy I, Patel RK et al. (2005) One-step purification and characterization of an alkaline 

protease from haloalkaliphilic Bacillus sp. J Chrom 1075, 103-108.  

Gupta R, Beg Q, Lorenz P (2002) Bacterial alkaline proteases: molecular approaches and 

industrial applications. App Microbiol Biotechnol 59, 15-32. 

Hankin L, Anagnostakis SL (1975) The use of solid media for detection of enzyme production 

by fungi. Mycologia 67, 597-607. 

Kaboosi H, Tabari N, Samadlouie HR (2014) Optimization of a-amylase production by Bacillus 

amyloliquefaciens using response surfaces methodology. Biology J Micro 3, 85-97  

Kumar A, Jha KP, Kumar R (2015) Antibacterial activity, phytochemical and enzyme analysis 

of a crude extract of endophytic fungus, Alternaria sp. isolated from an ethnobotanical 

medicinal plant Tridax procumbens. Int J Pharma Phytochem Res 7, 1111-1115. 

Leslie, J. (2006) the Fusarium laboratory manual. Ames IA Blackwell Pub. Fusarium 

Madureira AR, Pereira CI, Gomes AM, et al. (2007) Bovine whey proteins–Overview on their 

main biological properties. Food Res Int 40, 1197-1211. 

Miao Z, Wang Y, Yu X et al. (2009) A new endophytic taxane production fungus from Taxus 

chinensis. Appl Biochem Microbiol 45, 92-96. 



     1399و همکاران، بخشیانی    

155 
Agricultural Biotechnology Journal; Printing ISSN: 2228-6705, Electronic ISSN: 2228-6500 

 

 

Moghimi B, Hamid M, Sarvari R, Jvani S (2010) Separating fungi degradation of cellulose and 

study cellulolytic activity in part of microflora Zanjan soil. J anim physiol dev 2, 19-26 

(in Persian) 

Molina G, Pimentel MR, Bertucci TC, Pastore GM (2012) Application of fungal endophytes in 

biotechnological processes. Chem Eng Trans 27, 289-294. 

Moy M, Li HM, Sullivan R et al. (2002) Endophytic fungal β-1, 6-glucanase expression in the 

infected host grass. Plant Physiol 130, 1298-1308. 

Nazemiyeh H, Kazemi EM, Zare K et al. (2010) Free radical scavengers from the aerial parts of 

Euphorbia petiolata. J Nat Med 64, 187-190. 

Patil MG, Pagare J, Patil SN, Sidhu AK (2015) Extracellular enzymatic activities of endophytic 

fungi isolated from various medicinal plants. Int J Curr Microbiol App Sci 4, 1035-

1042. 

Promputtha I, Hyde KD, McKenzie EH et al. (2010) Can leaf degrading enzymes provide 

evidence that endophytic fungi becoming saprobes. Fungal Divers 41, 89-99. 

Rao MB, Tanksale AM, Ghatge MS, Deshpande VV (1998) Molecular and biotechnological 

aspects of microbial proteases. Microbiol Mol Biol Rev 62, 597-635. 

Rashed Mohassel MH, Najafi H, Akbarzadeh M.D (2001) weed Biology control, Ferdowsi 

University of Mashhad Press. (in Persian) 

Sawant R, Nagendran S (2014) Protease: an enzyme with multiple industrial applications. 

World J Pharm Pharmaceut Sci 3, 568-579. 

Scannerini S, Fusconi A, Mucciarelli M (2001) The effect of endophytic fungi on host plant 

morphogenesis. Springer, Dordrecht. InSymbiosis 425-447.  

Schuster A, Schmoll M (2010) Biology and biotechnology of Trichoderma. Appl microbiol 

Biotechnol 87, 787-799. 

Semenova MV, Grishutin SG, Gusakov AV (2003) Isolation and properties of pectinases from 

the fungus Aspergillus japonicus. Biochem (Mosc) 68, 559-569. 

Strakowska J, Błaszczyk L, Chełkowski J (2014) The significance of cellulolytic enzymes 

produced by Trichoderma in the opportunistic lifestyle of this fungus. J Basic Microbiol 

54, 2-13. 

Tan RX, Zou WX (2001) Endophytes: a rich source of functional metabolites. Nat Prod Rep 18, 

448-459. 

Thongsandee W, Matsuda Y, Shimizu M et al. (2013) Isolation of endophytic streptomycetes 

from above and belowground organs of Quercus serrata. J Forest Res 18, 179-189. 

Tyler YE, Brady LR, Robbers JE (1988) Pharmacognosy. 9th edition, Philadelphia, Lea and 

Febiger pp 197. 



   (1399، پاییز 3، شماره 12کشاورزی )دوره مجله بیوتکنولوژی   

 156 
Agricultural Biotechnology Journal; Printing ISSN: 2228-6705, Electronic ISSN: 2228-6500 

 

 

Viikari L, Tenkanen M, Suurnäkki A (2001) Biotechnology in the pulp and paper industry. 

Biotechnol 10, 523-546. 

Wipusaree N, Sihanonth P, Piapukiew J et al. (2011) Purification and characterization of a 

xylanase from the endophytic fungus Alternaria alternata isolated from the Thai 

medicinal plant, Croton oblongifolius Roxb. Afr J Microbiol Res 5, 5697-5712. 

Yadav R, Singh AV, Joshi S, Kumar M (2015) Antifungal and enzyme activity of endophytic 

fungi isolated from Ocimum sanctum and Aloe vera. Afr J Microbiol Res 9, 1783-1788. 

Zaferanloo B, Virkar A, Mahon PJ, Palombo EA (2013) Endophytes from an Australian native 

plant is a promising source of industrially useful enzymes. World J Microbiol 

Biotechnol, 29, 335-345. 

Zhang HW, Ying C, Bai XL et al. (2014) Advancement in endophytic microbes from medicinal 

plants. Int J Pharm Sci Res May 1, 1589-600. 


