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  چکیده 
هاي بیماریزا به عنوان مهمترین عامل در طول کشت گیاهان زراعی، کاهش محصول ناشی از حمله قارچ :هدف زمینه و

هاي ثانویه از اهمیت به دلیل ترشح انواع متابولیت ،Strptomycesهاي جنس باکتري. شودهاي اقتصادي محسوب میزیان
 هاي کیتیناز قابلیت کاربرد در کنترل زیستی برخی از این متابولیتها از جمله آنزیم. زیادي در صنعت برخوردار هستند

تري نسبت به دیگر کیتینازها  داراي فعالیت ضد قارچی قوي 19ازهاي خانواده کیتین. هاي بیماریزاي گیاهی را دارندقارچ
این مطالعه به منظور بررسی پتانسیل ضد قارچی . این کیتینازها خاصیت هیدرولیز کنندگی قوي در برابر کیتین دارند. هستند

و دما بر روي تولید و  pHو پارامترهاي  و اثرات مدت زمان انکوباسیون باکتري 19باکتري بومی تولید کننده آنزیم کیتیناز
  .فعالیت آنزیم براي به دست آوردن شرایط بهینه انجام گرفت

هاي مناطقی از کردستان انجام جدا شده از خاك  Streptomycesاي از باکتريآزمایشات بر روي نمونه :روش بررسی
براي . ربوط به این آنزیم در این باکتري اثبات شد، وجود ژن م19 گرفت که با استفاده از پرایمر اختصاصی ژن کیتیناز

عصاره آنزیمی از محیط کشت . تعیین اثرات ضد قارچی، باکتري در برابر قارچهاي بیماریزاي گیاهی کشت داده شد
  .گردیدسنجیده  pHباکتري گرفته و اثر آن بر روي کیتین کلوئیدي در شرایط مختلف دما و 

و دماي مناسب  pH. روز به سطح بهینه خود رسید 5از یک روز انکوباسیون آغاز شد و بعد از تولید کیتیناز بعد  :یافته ها
باکتري اثرات ضد قارچی در برابر قارچهاي پاتوژن . درجه سانتی تعیین گردید 37و  6براي فعالیت آنزیم به ترتیب 

 . نشان داد  Fusariumو  phytophthoraگیاهی

فوق این باکتري داراي پتانسیل بالقوه در جهت معرفی و استفاده به عنوان کود بیولوژیک  با توجه به نتایج: گیرينتیجه
   .باشد می

  .استرپتومیسس، فعالیت ضد قارچی، کنترل بیولوژیک، کیتیناز، متابولیت ثانویه :هاي کلیديواژه
 

  اسلامی آزاد دانشگاه میکروبی فناوري زیستی پژوهش -علمی مجله
  1-6 صفحه ،دهم شماره ،سوم دوره ،1390 پاییز
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 پژوهشی زیست فناوري میکروبی - مجله علمی

 19  چی و فعالیت آنزیم کیتینازبررسی اثر ضد قار

 مقدمه
زاي گیاهی در کشت هاي بیماری ر جهان قارچسدر سر تا 

گیاهانی که از لحاظ اقتصادي اهمیت دارند مشکلات جدي 
توان به آسیب ي این مشکلات میاند، از جملهایجاد کرده

هاي گیاهی اشاره کرد که به کاهش قابل سیستم آوندي و بافت
. )2و1(شود توجه بسیاري از محصولات کشاورزي منجر می

هاي بیماریزا به گیاهان کشاورزي گاه به حدي است  حمله قارچ
یکی از راههاي کنترل . سازدکه رشد گیاه را غیر ممکن می

. ها به مقدار زیاد استهاي قارچی استفاده از قارچ کشبیماري
  هاي سنگینی که به باراستفاده از این روش علاوه بر هزینه

لودگی محیط، آورد باعث به خطر افتادن سلامتی انسان، آمی
ها و تخریب  کش ها نسبت به قارچ توسعه مقاومت پاتوژن

    ها و جمعیت در سطوح مختلف زنجیره غذایی اکوسیستم
    کنترل  جهت مناسب راههاي از یکی. )5- 1،3(شودمی

 نامطلوب تأثیرات که بیماریزا هاي قارچ ناشی از هاي بیماري
بیولوژیک  کنترل ايروشه از استفاده باشد، نیز نداشته را فوق
بر خلاف عوامل سنتتیک، موادي که به صورت  ).6(است

اند سمیت کمتر  هاي موثر گرفته شده میکروبیولوژیکی از گونه
. زایی کمی دارند داشته، به راحتی قابل تجزیه بوده و آلرژي

شوند و نیز بعلاوه این مواد در محصولات غذایی انباشته نمی
 .باشنددر مقیاس صنعتی می ارزان و مناسب براي مصرف

که  استرپتومایسسهاي  به ویژه گونه ها،اکتینومیستبسیاري از 
هاي گرم مثبت خاکزي هستند، عوامل کنترل بیولوژیک باکتري

هاي هیدرولیتیک از ها، آنزیموسیع الطیف مانند آنتی بیوتیک
هاي هاي آنزیمی در برابر پاتوژنقبیل کیتینازها و بازدارنده

فعالیت آنتاگونیستی . )7(کنندچی گیاهان تولید و ترشح میقار
هاي پاتوژن به طور معمول  در برابر قارچها  استرپتومایسس

هاي هیدرولیتیک  قارچی و آنزیم مربوط به تولید ترکیبات ضد 
هاي رسد که کیتیناز تولیدي باکتري به نظر می. باشد می

یز دیواره سلولی ، آنزیم هیدرولیتیک مهمی در لاسترپتومایسس
یک مکانیسم عمده در کنترل بیولوژیک . )1(باشد قارچی می

 .)8(ي سلولی آنهاستهاي بیماریزا، از طریق تجزیه دیواره قارچ
-N-acetyl-Dکیتین که یک پلیمر زیستی از واحدهاي 

glucosamine ،ي یک ترکیب ساختاري عمده در دیواره است
ي ق تجزیه کیتین در دیوارهکیتینازها از طری. هاست اکثر قارچ

سلولی قارچهاي پاتوژن، نقش مهمی در کنترل بیولوژیک 
کیتینازهاي . )9(کنندبسیاري از بیماریهاي قارچی ایفا می

هاي قارچی ي وسیعی از پاتوژنها در برابر دامنهاسترپتومیسس

هدف از مطالعه حاضر بررسی . اندگیاهی به کار برده شده
یک نمونه از باکتري استرپتومیسس پتانسیل ضد قارچی 

   در برابر  19 ي آنزیم کیتینازگریزئوس بومی تولید کننده
  .باشدهاي بیماریزاي گیاهی میقارچ

  
  روش بررسی

 استرپتومیسس گریزئوس: سویه باکتریائی مورد نیاز
خشک و گچی و (با توجه به شکل ظاهري کلنی کیتینولیتیک

اساس آزمایشات ژنتیکی از و همچنین بر ) چسبیده به محیط
توسط پرایمرهایی که بر  PCRو انجام  DNAجمله استخراج 

از ژن کد کننده آنزیم کیتیناز  bp885اساس تکثیر یه قطعه 
C  باکتريS.griseus  طراحی شده است، در طی مطالعات

قبلی از خاکهاي مناطق کردستان جدا و به صورت استوك در 
این محیط شامل ترکیبات  .نگه داشته شد ISP2محیط کشت 
: pH 3/7مواد لازم براي یک لیتر محیط کشت با : زیر می باشد

 گرم، 4گرم، گلوکز  4گرم، عصاره مخمر  10عصاره مالت 
CaCO3 2 استرینهاي  .)10(گرم، آب مقطر یک لیتر

Fusarium solani وsp. 44D  phytophthora  از مرکز
  .کرج تهیه شدند تحقیقات بیوتکنولوژي کشاورزي ایران در

 
 :ي گیاهیهاي بیماریزاو قارچ S.griseusتست کشت دوگانه 

هاي بین استرپتومیسس بر همکنش Invitroهاي در تست
 Fusariumهاي بیماریزاي گیاهی مانند گریزئوس و قارچ

solani  وphytophthora sp.44D بر روي محیطPDA 
د کردند که هائی تولیي تست شده متابولیتسویه. مطالعه شد

باعث بازدارندگی رشد پاتوژنهاي قارچی بر روي محیط کشت 
PDA براي فعال شدن ژن کیتیناز و اطمینان از . )11(شدند

اینکه بیشترین اثر ضد قارچی در اثر آنزیم کیتیناز است باکتري 
محتوي کیتین  CYSدر محیط  PDAقبل از تلقیح به محیط 

سپس . ی کشت داده شدي غذایکلوئیدي به عنوان تنها ماده
 PDAباکتري رشد داده شده، در یک سمت از پلیت محتوي 

انکوبه  C˚ 28روز در دماي  4کشت داده شد و پلیت به مدت 
پس از رشد باکتري در پلیت، یک بلوك مربعی میسلیوم . گردید

به . قارچی چهار روزه به سمت دیگر این پلیت انتقال داده شد
یسلیوم قارچی نیز به عنوان شاهد، زمان یک بلوك از م طور هم

براي . دیگري کشت داده شد PDAدر یک سمت از پلیت 
روز  3-9بررسی اثر آنتاگونیستی جدایه مورد نظر، پس از 
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دهم، شماره سوم، دوره 90 پاییز  

  و همکاران سید محمد امین موسوي   3

هاي کشت  انکوباسیون، شعاع رشد قارچی در هر کدام از پلیت
  . متقابل و شاهد بررسی و با هم مقایسه گردید

  
 CYSباکتري در محیط : S.griseusبیان ژن کیتیناز در 

کیتین کلوئیدي به . حاوي کیتین کلوئیدي کشت داده شد
صورت القا کننده سنتز و فعالیت آنزیم کیتیناز و به صورت 

کیتین . سوبسترا براي سنجش فعالیت آنزیم استفاده شد
 )12(کلوئیدي با اندکی تغییر طبق روش احمدنیا و همکارانش

میلی لیتر  175ودر کیتین در گرم از پ 10مقدار . تهیه گردید
HCL  24غلیظ و سرد حل شد و مخلوط حاصل به مدت 

مخلوط به . قرار داده شد Cº4ساعت در داخل شیکر با دماي
ساعت بر روي  48لیتر اتانول اضافه شد و به مدت  1داخل 

بعد از این مدت چندین بار با . همزن در دماي اتاق قرار گرفت
آن  pHآن کامل شسته شده و آب مقطر شسته شد تا اسید 

خشک و در  Cº90کیتین شسته شده در دماي . خنثی گردد
براي القاي آنزیم کیتیناز   .داخل هاون چینی خرد گردید

را در محیط کشت  ISP2سوسپانسیونی از باکتري در محیط 
CYS محتوي کیتین کلوئیدي تلقیح کرده و در دمايC˚28 

وز کشت داده شد، حضور ر 7بر روي شیکر انکوباتور به مدت 
ي غذایی در محیط باعث فعال شدن کیتین به عنوان تنها ماده

ژن آنزیم کیتیناز در باکتري و آزاد شدن آنزیم در محیط کشت 
روز بصورت  7براي تهیه عصاره آنزیمی، در طول مدت . شودمی

روزانه مقداري از سوسپانسیون کشت باکتري را برداشته و با 
سانتریفیوژ  C˚4دقیقه در دماي  10مدت  و به 15000دور 

میکرون عبور داده شد و  22/0کرده و محلول روئی از فیلترهاي
  .ي آنزیمی استفاده گردیدمایع حاصل به عنوان عصاره

  
مخلوط واکنش آنزیمی شامل : سنجش فعالیت آنزیم کیتیناز

µl200 ي آنزیمی وعصارهµl200  سوبستراي % 5/0محلول
پس از گذشت یک . در بافر استات بوده است کیتین کلوئیدي

و % ml1 ،NaOH 1، با افزودن C˚37ساعت در انکوباتور 
 5به مدت  rpm6000سانتریفیوژ کردن محلول حاصل در 

-Nبراي سنجش میزان . دقیقه، واکنش آنزیمی متوقف شد
acetylglucosamine در طول واکنش، پس از  آزاد شده

ترا بورات، مخلوط حاصل، به مدت بافر پتاسیم ت µl100افزودن 
پس از این مرحله با . دقیقه در آب جوش حرارت داده شد 3

 20، محلول حاصل به مدتDMABواکنش گر  ml3افزودن 
جذب نوري   قرار گرفته و سپس C°38-36دقیقه در دماي 

  .خوانده شد nm 544محلول، بلافاصله در طول موج 

ز مقدار آنزیمی است که ، عبارت ا (U)هر واحد فعالیت آنزیمی
مشخص،  pHمی تواند در طول یک ساعت واکنش، در دما و 

یا الیگومرهایی از  N-acetylglucosamineیک میکرومول 
  .)13(آن را آزاد کند

  
براي تعیین  :بر روي فعالیت آنزیم کیتیناز pHسنجش اثر 

 بافر سدیم استات. از بافرهاي مختلفی استفاده شد pHبهترین 
)CH3COONa ( برايpH  بافر سدیم فسفات4-6هاي ،      

 )NaH2PO4- NaHPO4 ( برايpH  و بافر  7-8هاي
  . )13(استفاده شدند 9- 10هاي pH براي   NaOH - گلیسین

 
دماي بهینه براي : کیتیناز سنجش اثر دما بر روي فعالیت آنزیم

-C˚ 80فعالیت آنزیم با انجام دادن سنجش در دامنه دمایی 
این آزمایشات همچنین بر روي یک نمونه  .)13(شد تعیین  20

از باکتري استرپتومیسس خریداري شده از مرکز پژوهشی 
کلکسیون میکروبی دانشگاه تهران نیز به عنوان کنترل انجام 

  .گرفت و نتایج نزدیک به سویه انتخاب شده نشان داد
 

  هایافته
 یبوم S.griseusبازدارندگی رشد قارچ به وسیله باکتري 

ي فعالیت ضد قارچی باکتري استرپتومیسس تولید کننده
 phytophthoraکیتیناز در برابر قارچهاي بیماریزاي گیاهی 

sp.44D  وFusarium solani باکتري . آزمایش شد
شد،  PDAاسترپتومیسس مانع رشد کامل قارچ بر روي محیط 

  phytophthoraبیشتر از Fusariumبازدارندگی رشد قارچ 
نتایج حاصل از اندازه گیري شعاع  1در جدول ). 1کل ش( بود

  .رشد قارچ در پلیت شاهد و تست آورده شده است
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 الف
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 پژوهشی زیست فناوري میکروبی - مجله علمی

 19  چی و فعالیت آنزیم کیتینازبررسی اثر ضد قار

  
  
  
  
  
  
  
  

 19نمایش اثر آنتاگونیستی جدایه مولد کیتیناز خانواده . 1شکل
 ،Phytophthorasp.44D) الف: زاي گیاهی بیماري  بر علیه قارچ

  .Fusarium solani) ب
  

نتایج حاصل از اندازه گیري شعاع رشد قارچی در پلیت  .1جدول
  هاي شاهد و پلیت تست

 
  نام قارچ 

اندازه شعاع 
رشد قارچی در 

پلیت 
  )cm(شاهد

اندازه شعاع رشد 
قارچی در پلیت 

  )cm(تست

phytophthora sp.44D  9/4  4  
Fusarium solani  9/4  7/3  

  
اثرات دوره  :اثرات دوره انکوباسیون بر روي تولید کیتیناز

زمانی بر تولید کیتیناز با سنجش فعالیت عصاره آنزیمی گرفته 
شده از محیط کشت باکتري انتخابی در زمانهاي مختلف به 

تولید کیتیناز . نشان داده شده است 2دست آمد که در شکل 
روز به  5روز از انکوباسیون باکتري آغاز شد و بعد از  1بعد از 

ا انکوباسیون بیشتر باکتري تولید ب. مقدار بیشینه خود رسید
  .کیتیناز و فعالیت آن کاهش یافت
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l ت(
الی

فع

  

 19اثرات دوره انکوباسیون بر روي تولید آنزیم کیتیناز  .2شکل
  بومی ایران Streptomyces griseusباکتري 

  
بر روي  pHاثرات  :و دما بر روي فعالیت آنزیم pHاثرات 

ن کلوئیدي به فعالیت کیتیناز جدا شده با استفاده از کیتی
 pH 4ي آنزیمی بین فعالیت عصاره. عنوان سوبسترا مطالعه شد

نشان داده شده  3همانطور که در شکل . مشاهده گردید 10تا 
  .نشان داد pH 6است کیتیناز بالاترین فعالیت خود را در 

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

4 5 6 7 8 9 10

pH

 (U
/m

l ت( 
لیــ

فعا

  
هاي مختلف بر روي فعالیت آنزیم pHبررسی اثر  .3شکل

 Streptomyces griseusي در یک سویه از باکتر 19کیتیناز
  .بومی ایران

  
    . سنجیده شد pH 6اثرات دما بر روي فعالیت آنزیم در 

ي آنزیمی کیتیناز جدا شده بیشترین فعالیت خود را در  عصاره
فعالیت  C˚ 50نشان داد، گرچه در دماي بالاي  C˚ 37دماي 

آنزیم هیچ  C˚ 80آنزیم به شدت کاهش یافت و در دماي 
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دهم، شماره سوم، دوره 90 پاییز  

  و همکاران سید محمد امین موسوي   5

 19بررسی اثرات دما بر روي فعالیت آنزیم کیتیناز .4شکل  
  بومی ایران Streptomyces griseusباکتري 

  

  بحث
هاي مختلف ایجاد شده توسط گیاهان زراعی اغلب از بیماري

برند، در نتیجه مقدار و قارچهاي بیماریزاي گیاهی رنج می
فعالیت مستقیم ضد . )9(بدیاکیفیت محصولات کاهش می

. )11(هاي استرپتومیسس قبلا گزارش شده استقارچی گونه
هاي ي آنزیمفعالیت لیتیک این باکتریها به طور عمده در نتیجه

کیتین که . )14(هیدرولازي مانند کیتیناز و گلوکاناز است
ي سلولی قارچهاست سوبستراي آنزیم ي دیوارهترکیب عمده
هاي قوي بسیاري از این آنزیمها بازدارنده. )15(کیتیناز است

ها توانایی قارچهاي بیماریزاي مهم گیاهی هستند و این آنزیم
ها و هاي بالغ، کونیديي سلولی سخت، هیفلیز دیواره

کیتینازهاي باکتریهاي . )9(کلامیدوسپورها را دارند
هاي دیگر با استرپتومیسس گریزئوس نسبت به اکثر کیتیناز

یاهی یا میکروبی داراي فعالیت ضد قارچی بیشتري منبع گ
ي وسیعی از پاتوژنها مؤثر هستند و و بر روي دامنه )16(هستند

بنابراین به . همچنین در غلظت بالا براي گیاه غیر سمی هستند
هاي عنوان کاندیداهاي خوبی براي کنترل بیولوژیک بیماري

-چها به شمار میقارچی گیاه و تقویت دفاع گیاهان در برابر قار
در این مطالعه پتانسیل ضد قارچی یک ایزوله ایرانی . روند

Streptomyces griseus  مورد بررسی قرار گرفت، فعالیت
با تلقیچ  PDAهاي ضد قارچی به طور مستقیم بر روي پلیت
حاوي کیتین  CYSباکتري کشت داده شده در محیط مایع 
تحریک تولید و آزاد کلوئیدي به عنوان تنها منبع کربن براي 

سازي آنزیم کیتیناز انجام گرفت و اثر بازدارندگی رشد قارچ 
ي بازدارندگی بالاي رشد قارچ به وسیله. مشاهده شد
S.griseus ي حضور بعضی از مواد بازدارنده، آنتی در نتیجه

ها مانند گلوکاناز و پروتئاز و کیتیناز ها و دیگر آنزیمبیوتیک
ي لیتیک توسط سویه مورد آزمایش به وسیلهتولید آنزیم . است

   حضور کیتین کلوئیدي، حدس زده شده که این سوبسترا 
ي سنتز آنزیم لیتیک تواند همچنین به صورت القا کنندهمی

بررسی فعالیت کیتیناز جدا شده از این ایزوله نشان . عمل کند
اسیون روز از انکوب 1داد که  تولید کیتیناز به طور اولیه بعد از 

فعالیت . روز به سطح ماگزیمم خود رسید 5دیده شد و در 
 U/mlآنزیم بعد از یک روز کشت باکتري در سویه انتخابی برابر

مشاهده شد . بود U/ml 04/1روز کشت  5و بعد از  027/0 

. یابدهاي انکوباسیون بیشتر کاهش میکه تولید کیتیناز در دوره
 Streptomycesاکتري فعالیت بهینه آنزیم کیتیناز در ب

griseus 6037  روز از کشت باکتري مشاهده  5بعد از گذشت
تولید  2009در سال  )10(و همکارانش Narayana. )17(شد

 Streptomyces sp.. ANUبیشینه کیتیناز را در باکتري 
ساعت انکوباسیون گزارش کردند، تولید آنزیم  60بعد از  6277

ساعت به  60آغاز شد و در ساعت  24در این باکتري بعد از 
ساعت  60مقدار بیشینه خود رسید با انکوباسیون بیشتر از 

و  Anitha. تولید آنزیم در باکتري کاهش یافت
روز از محیط  7ي آنزیمی را بعد از ، عصاره)18(همکارانش

جدا کردند و  Streptomyces griseusکشت باکتري 
نزیم در نمونه سطح فعالیت آ. فعالیت آن را اندازه گرفتند

همانطور که در شکل . متغیر بود pH=4-10انتخاب شده بین 
. بوده است pH=6نشان داده شده بیشترین فعالیت آنزیم در 

مطابقت  )10(و همکارانش Naryanaاین نتایج با تحقیقات 
 .Streptomyces spکیتیناز تولیدي توسط باکتري . داشت

ANU 6277  6بهترین فعالیت را در=pH ان داد و در نش
 6و  5بهینه بین  Streptomyces sp. M- 20 ،pHباکتري 

ي نتایج نشان داد که آنزیم کیتیناز جدا شده از ایزوله. )19(بود
با . داشته است C˚ 37انتخابی بیشترین فعالیت را در دماي 

آنزیم  C˚ 80افزایش دما فعالیت آنزیم کاهش یافته و در دماي 
اند کیتینازهاي زیادي گزارش شده. دبه طور کامل غیر فعال ش

. دارند C˚ 37که بهترین فعالیت خود در دماي نزدیک به 
Naryana دماي بهینه را براي فعالیت آنزیم ) 10(و همکارانش

، دماي Streptomyces sp. ANU 6277کیتیناز باکتري 
C˚35 گزارش کردند .Taechowisan  و همکارانش این دما

 Streptomyces aureofaciens ،C˚ 40-30را براي 
کیتیناز تخلیص شده از باکتري . )10(گزارش کردند

Streptomyces sp. M- 20  در دمايC˚ 30  بهترین
 . )19(فعالیت خود را نشان داد

 
  نتیجه گیري

در ایزوله بومی بیشترین فعالیت  Cبه طور کلی آنزیم کیتیناز 
به  توجه با در نتیجه .نشان داد pH=6و  C˚ 37را در دماي 

براي  Streptomyces griseusو توان جدایه بومی  این نتایج
 جدایه از این بتوان که رود می انتظار کیتینازي آنزیمهاي تولید

ي بیماریزا بیولوژیک قارچهاي کنترل به مربوط مطالعات در
  . استفاده نمود گیاهی
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 19  چی و فعالیت آنزیم کیتینازبررسی اثر ضد قار

  تشکر و قدردانی
کده این پژوهش با پشتیبانی دانشگاه تبریز و پژوهش

بیوتکنولوژي کشاورزي شمال غرب و غرب کشور انجام شده 
بدین وسیله از مسئولین محترم معاونت پژوهشی مراکز . است

  .شودهاي مالی تشکر و قدردانی میمربوطه به خاطر حمایت
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