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چکیده
تجزیه گلوکز به را کوتاه زنجیره با سلوالیگوسـاکاریدهاي و سلوبیوز که میباشـد سـلولازي بتاگلوکوزیداز از آنزیمهاي
استفاده آنزیم این تولید میزان مطالعه جهت ایران بودند بومی که اکثراً تریکودرما جدایه 30 از تحقیق این در مینماید.
تولید میزان عوامل القاء کننده بر و کربن منبع pH نوع د ما، کشـت،  زمان مختلفی نظیر عوامل نقش به توجه گردید. با
Trichoderma reesei (PTCC)جد ایه بتاگلوکوزیداز، در آنزیم تولید شـرایط بهینه قارچها، سـلولازي توسـط آنزیمهاي
میباشد) مطالعه تولید کننده آنزیمهاي سلولازي فعالترین جدایه هاي از شده بود قبلی مشخص تحقیقات در که 5142
،5 هاي 4، pH با صافی، کاغذ ویا CMC، Avicel کربنی منابع از یکی حاوي مندلز کشـت محیط منظور از بدین گردید .
سانتی گراد  د رجه 32 و 29  ،25 در دماهاي کشت روز 14 طول د ر کننده عوامل القاء به عنوان سلوبیوز و لاکتوز ،7 و 6
28 دماي کشت، محیط در گلوکوزیداز تولید آنزیم بتا براي بهینه شرایط نشان داد که آمده بدست نتایج گردید . استفاده
این میباشد. کشت و روز هفتم کننده القاء عامل به عنوان لاکتوز به عنوان منبع کربن،  pH، CMC =5 گراد ، سانتی درجه
بدست نتایج مقایسه و گرفت قرار استفاده مورد جدایه تریکود رما 30 در بتاگلوکوزید از تولید آنزیم جهت بهینه شرایط
همچنین میباشد. (0/45 U/mg) ویژه آنزیمی فعالیت بیشترین داراي T. reesei (PTCC 5142) جدایه که داد نشـان آمده
از ژن این قطعه گرفت. صورت CTAB روش به ژنومی DNA بتاگلوکزیداز اسـتخراج آنزیم کننده کد ژن شناسـایی جهت
شـد. تکثیر باز ) جفت 566) انتظار قطعه مورد طول با و (CP11,CP12) آغازگر اختصاصی دو از اسـتفاده با بتاگلوکوزیداز

نمود. تأیید مذکور را PstI قطعه برشی آنزیم توسط آنزیمی هضم الگوي

Trichoderma قارچ سلولز، سلولازي، آنزیمهاي بتاگلوکوزیداز، کلیدي: کلمات
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Optimized conditions for production of β-glucosidase enzyme in Trichoderma reesei (PTCC5142)

By: M.R. Zamani, M. Motallebi National Research Center for Genetic Engineering & Biotechnology (NRCGEB), 

Tehran, Iran,  Ghoujeghi F Biology Dept., Faculty of Science, Razi Univ., Kermanshah, Iran and S. Zahri Biology 

Dept, Faculty of Science, Mohaghegh Ardabili University Ardabil, Iran.

β-glucosidase,  is one of the cellulase enzymes system, hydrolyses cellobiose or cellooligoschrides to glucose. 

In this research for production of β-glucosidase enzyme, β-glucosidase activity was measured in the optimum 

conditions in 30 isolates of Trichoderma sp. In order to obtain the optimum conditions: an isolate of Trichoderma 

(T. reesei PTCC 5142) was grown in Mandels media containing CMC, Avicel and filter paper as carbon source at 

pH 4,5, 6 and 7. Lactose and cellubiose were added to media as inducer agents. Media were incubated at 25, 29 

and 32 ºc for 14 days. Samples were collected in 24h intervals, and enzyme activity was measured. Results showed 

that the optimum conditions for hyperproduction of β-glucosidase were pH=5, CMC as carbon source, lactose 

as inducer on seventh day at 29 ºc. After screening the �-glucosidase activity of all 30 isolates in the optimized 

conditions, it was shown that T. reesei PTCC 5142 had the highest level of �-glucosidase specific activity (0.45 

U/mg). For characterization and study of β-Glucosidase gene, CTAB method used for genomic DNA extraction. 

The expected PCR product with 566 bp was amplified with two specific primers (CP11 & CP12). The amplified 

fragment was confirmed by restriction pattern. 

Key words: glucosidase- Trichoderma, Cellulose, Cellulase enzymes

مقدمه
واحد میلیون یک تا از هزار خطی متشکل بیوپلیمر یک که ــلولز س
د یگري ــامی اس را با ــد می باش βـ1و4 گلیکوزیدي پیوندهاي با ــز گلوک
شناسند می نیز Regenerated cellulose ،Rayon و Cellophane مانند
هزار 14 تا 500 بین ــلولز زنجیره س در هر ــیون پلیمریزاس (2). میزان
به درجه میچرخد 180 به گلوکز مجاور نسبت ــد(7). هرگلوکز می باش
د رنتیجه و است آب بدون سلولز،  سلوبیوز اصلی تکراري واحد که نحوي
ــلوبیوز ملکول واحدهاي س زیر سلولازي آنزیمهاي ــدکه می رس نظر به
توسط شبکه پلیمر گلوکزي هاي زنجیره میدهند . ــخیص تش را سلولز
که باعث ــبید هاند چس هم به واندروالس و ــی هیدروژن ــاي پیوند ه از اي
کریستاله به ــلولز، منجر س میکروفیبریل از خاصی در نواحی ــود میش
نواحی بنام کریستالی شده کمتر مناطق توسط این نواحی گردد. ــدن ش
صفر از سلولز بود ن کریستالی میزان .(16) ــوند می ش ــکل احاطه ش بی
سلولز 100 د رصد براي تا اسید با شده تیمار و سلولز شکل بی سلولز در

.(5 ، 2) دارد وجود Valona macrophysa جلبک
ــازمان ابتدا باید س ــت. اس پیچیده فرایند یک ــلولز س کامل تجزیه
به ــل حاص خطی ــاي ملکوله ــپس س و ــورده ــم خ به آن ــتالی کریس
D-یعنی خود ساختمانی واحد در نهایت به کوچکترو اولیگوساکاریدهاي
آنزیمی و ــیدي دو روش اس از ــلولز س هیدرولیز د ر ــود. ش تبدیل گلوکز
سولفوریک غلیظ رقیق یا اسید از اسیدي میشود. درهیدرولیز استفاده

قند،  کمتر ــول روش محص این معایب ــود. میش ــتفاده اس و کلرید ریک
مرور به ــتگاهها دس ــایش فرس و نیز ــایل وس به نیاز انرژي، زیاد مصرف
سلولز آنزیمی هیدرولیز به بیشتر توجه سبب مشکلات این و است زمان

شده است.

هیدرولیز ــراي ب ــلولازي س آنزیمهاي میتوانند قارچها و باکتريها
نوع از میتوانند این میکروارگانیسمها کنند. تولید ــلولزي لیگنوس مواد
دوست باشند. یا گرما ــت دوس الحرارت ــط متوس هوازي،  بی یا هوازي
از تجاري ــد اف اه با ــلولازي س آنزیمهاي تولید ــراي ب ــتر محققان بیش
تولید آنزیمهاي سلولازي براي که قارچ هایی ــتفاده میکنند. اس قارچها
Trichoderma ــهاي جنس شامل عمدتاً اند، گرفته ــتفاده قرار مورد اس
.sp.، Sclerotinium sp. ، Aspergillus sp.، Schizophyllum sp

هستند آنزیم هایی سلولازها .(25 ، 7 ،3) ــند می باش .Penicillium spو
.(23) می کنند هیدرولیز در سلولز 1و4 را بتا گلیکوزیدي پیوندهاي که
که به میباشند آنزیمی ــه گروه س از ــی صورت کمپلکس به آنزییها این
اندوگلوکانازها، از: عبارتند و می کنند عمل یکدیگر با ــتی طور سینرژیس
دیگر نام که بتاگلوکوزیدازها .(23) ــا گلوکوزیداز ه بتا ــا و اگزوگلوکانازه
ــند میباش ــلولازي س آنزیمهاي از ــی گروه ــد،  میباش ــلوبیاز س آنها
ــاکارید منوس ــوده، واحدهاي نم را تجزیه گلیکوزیدي ــاي پیونده ــه ک
مینمایند ــد ا ج ــاکاریدها الیگوس و دي ــده ــر احیاکنن غی ــاي انته از را
گلوکز، گلوکوزیداز بتا را آنها ــده ش آزاد ــاکارید منوس به ــته بس .(14)
سلوبیوز بتاگلوکوزیدارها، .(18) می نامند غیره و گالاکتوز بتاگلوکوزیداز
و میکنند هیدرولیز گلوکز به را کوتاه زنجیر با ــاکاریدهاي سلواولیگوس و
.(13) مینماید را رفع سلوبیوز توسط و اگزوگلوکاناز اندوگلوکاناز مهار

در ــد از گلوکوزی آنزیم ژن ــه ک دهد ــی م ــان نش موجود ــات گزارش
هاي گونه از و برخی Humicola grisea، Aspergillus niger قارچ هاي
این .(26 ، 1) ــت اس گرفته قرار مطالعه ــورد م و ــر تکثی Trichoderma

و داراي ــد ود 1/4kb بوده ح ژن این طول د هد که می ــان نش مطالعات
باشد. می کوتاه اینترون یک
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عوامل و ــداز بهینه تولید آنزیم بتاگلوکوزی ــرایط ش تحقیق ــن ای د ر
آنزیم این کنند ه تولید و ژن ــه گرفت قرار ــی مورد بررس آن بیان موثر بر
گرفته ــایی قرار شناس مورد آنزیمی هضم الگوي و PCR از ــتفاده اس ــا ب

است.

روشها و مواد
Trichoderma قارچ جدایه ــداد 30 تع تریکودرما: قارچ هاي جد ایه
گرفته اند عمدتاً قرار مطالعه و ــی بررس مورد تحقیق این طول در sp که

مؤسسه ــط توس این جد ایهها .(24) ــند باش می ایران مختلف مناطق از
تعیین و شناسایی جهاد کشاورزي وزارت گیاهی بیماریهاي و تحقیقات
PDA Potato) ــت کش از محیط قارچ جهت نگهداري گردیدهاند. ــه گون

گردید. استفاده (Dextrose Agar

بررسی شرایط براي بتا گلوکوزیداز: آنزیم فعالیت ــنجش و س تولید
صافی) کاغذ و CMC، Avicel) مختلف کربنی منابع از تولید آنزیم بهینه
ــت کش زمانهاي و 7، 6 ،5 ،4 هاي w/v)،  pH) درصد یک ــه میزان ب
و 28 دماهاي 25،  برداري)،  نمونه براي ساعت فواصل 24 14 روز با (تا
عنوان به درصد) سلوبیوز (1 و لاکتوز از استفاد ه گراد و درجه سانتی 32
مورد گلوکوزید از بتا آنزیم تولید جهت ــد . ش ــتفاده اس کننده عامل القا
میلی 250 ارلنهاي ــر در نظ مورد جدایههاي تحقیق، این در ــه مطالع
Mandels حاوي (18) مایع کشت محیط لیتر میلی 100 لیتري حاوي
لاکتوز همراه به درصد CMCیک (Carboxy Methyl Cellulase) بستره
به کشتها محیط سپس و تلقیح کنند ه القاء عامل عنوان به درصد یک
گراد سانتی 28 درجه دماي دقیقه) و دور در 150 ــیکردار ( ش انکوباتور
با ــد و ش برداري آن ها نمونه برابر 5 از pH در روز هفت از منتقل و پس
داده عبور صافی از محیط کشتها سترون شده،  صافی کاغذ از استفاده
پروتئینهاي حاوي عنوان محلول به صاف شده کشت محیط از ــدند. ش

گرد ید. استفاده میباشد گلوکوزیداز بتا آنزیم داراي که ترشحی
از لیتر میلی 0/5 ــه ــم بتاگلوکوزیداز ب آنزی فعالیت ــنجش س براي
میلی لیتر 0/5 ــتره) بس (بعنوان درصد 1 یا سلوبیوز ــین سالیس محلول
اضافه pH با 4/8= مولار 0/05 سیترات بافر لیتر 1 میلی و نمونه آنزیمی
گراد سانتی د رجه 50 د ماي در ساعت یک بمدت حاصله مخلوط ــد. ش
DNS اسید (21) سالیسیلیک نیترو دي معرف لیتر میلی 2 داري و نگه
جوش قرار آب در دقیقه 10 مدت به نمونهها سپس گردید. آن اضافه به
(گلوکز)، شده احیا قند ــط توس DNS معرف اثر احیاء در تا ــده ش داد ه
پایداري رنگ معرف براي پذیرد . انجام قرمز به زرد از تغییر رنگ معرف
آن د رصد به 40 ــیم پتاس ــدیم س مضاعف محلول تارتارات لیتر میلی 1

ــد . تمام ش خوانده نانومتر 575 موج طول در آنها نوري و جذب اضافه
قرار استفاده مورد آنها و میانگین ــد ــه تکرار انجام ش س آزمایشها در

استفاده گرد ید. استاند ارد عنوان به گلوکز از آزمایش در این گرفت.
ــتفاده اس (6)Bradford روش پروتئین از ــدار مق ــراي اندازهگیري ب
به عنوان BSA(Bovine Serum Albomin) پروتئین از آن که در ــد ش
مقدارفعالیت صورت به آنزیمی، ویژه فعالیت گردید. استفاد ه ــتاندارد اس
تعریف محیط، در کل پروتئین (µg/ml) موجود مقدار به (U/ml)آنزیم

گردید.
مرحله کشت از محیط آمده بدست از میسلیومهاي :DNA استخراج
قارچ شد ه منجمد میسلیوم گردید. استفاده DNA ــتخراج جهت اس فوق
به آن ژنومی DNA ــتخراج اس و درآمده پودر بصورت ازت مایع ــط توس
میکرولیتر آب 50 د ر آمده بدست DNA .(8) ــد ش انجام CTAB روش
بعدي ــتفاده اس گراد براي ــانتی س درجه در 20- و ــترون حل س مقطر

نگهداري گردید.
به ــی واکنش ــی: PCR اختصاصی در مخلوط اختصاص PCR ــام انج
،DNA نانوگرم 40،MgCl2 میلی مولار 2 ــامل 25 میکرولیتر، ش حجم
Taq آنزیم واحد 2/5 dNTP، و ــولار م ــی میل 0/4 ــولار، میکروم 0/5
Tris- میلی مولار (200) (10X) ــر باف ــر میکرولیت 2/5 و polymerase

صورت (MgCl2 مولار میلی 50 ,HCl میلی مولار KCl و pH=8/4, 500
یک با هر کد ام ــایکلر ــتگاه ترموس دس به انتقال نمونهها از قبل ــت. گرف
34 دور، براي واکنش ــپس س د اده شد. ــش پوش پارافین روغن قطره از
د رجه 56 د ماي ثانیه، 90 گراد به مدت سانتی د رجه 94 د ماي ــامل ش
گراد سانتی درجه 72 دماي نهایت،  در ثانیه و 30 مدت به گراد سانتی
درجه 72 در واکنش دور, 34 بعد از اتمام گردید. انجام ثانیه 45 بمدت
2 آگارز روي ژل PCR محصول گرفت. قرار دقیقه مدت 3 گراد به سانتی
ــت بدس قطعه آنزیمی هضم جهت تایید الگوي گردید . الکتروفورز درصد
مورد توالی آغازگرهاي گردید. استفاده PstI آنزیم PCR، از توسط آمده

است. شده ارائه 1 جدول در تحقیق این در استفاده

بحث نتایج و
بود ه طبیعت ــود در موج بیوپلیمر ــن تری ــلولز فراوان س که آنجا از
ــده ش تثبیت میزان کربن و تن میلیارد 4 از ــش بی ــالانه آن س تولید و
15)، این ماده ، باشد (5 می تن بیلیون 100 بر بالغ سالانه در گیاهان
بهترین عنوان به تواند تجزیه می قابل ــاده آلی م فراوان ترین ــه عنوان ب
نظر در انسان نیاز ــیمیایی مورد ش مواد و غذا براي تولید انرژي، ذخیره
تشکیل واحدهاي به را ــلولز س قادرند سلولازي آنزیمهاي ــود. ش گرفته

درصد
G+C 

اتصال دماي
(To C)

آغازگر آغازگرتوالی نام

5557                            5�-ACAGGCAGCACAGCCTTTAC-3�CP11

5056                            5�-GTGCCAGGCA TTGACATGTC-3�CP12

تحقیق در این استفاد ه مورد آغازگرهاي 1: توالی جدول-
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صنایع ــد در میتوان آمده ــت بدس محصول و نموده ــه تجزی آن ــده دهن
گیرد. قرار استفاده مورد مختلف

که ــلولازي س آنزیمهاي قارچها در تولید نقش اهمیت ــه ب توجه ــا ب
بهداشتی، نساجی، صنایع غذایی، دارویی، جمله از مختلف صنایع د ر
،19 ،17 ،12 ،5 ،4) گیرد قرار استفاده مورد تحقیقاتی خوراك دام و
آنزیم تولید جهت Trichoderma قارچ از تحقیق این در لذا ،(28 ، 20
آنزیمهاي ــه مجموع از یکی ــد. این آنزیم گردی ــتفاد ه اس بتاگلوکوزیداز
می ایفا را نقش مهمی ــلولز س کامل تجزیه در که ــد باش ــلولازي می س

(10 ، کند (9
نظیر درجه ــف مختل تغییرات ــش گلوکوزیداز: نق ــا ــد آنزیم بت تولی
عوامل القاء و مختلف ــی pH، منابع کربن ــت،  کش دوره طول حرارت،
مختلف گزارش ــع مناب در ــلولازي س آنزیمهاي تولید میزان در ــده کنن
بهینه شرایط بررسی جهت در این تحقیق .(28 ، 22 ،17) است ــده ش
قرار گرفت. مطالعه مورد ــداز، نقش این عوامل گلوکوزی بتا آنزیم تولید
سریع غربالگري روش از ــتفاده اس با قبلی اینکه در تحقیقات با توجه به
فعالترین (T. reesei (PTCC 5142 جدایه که بود گردیده ــخص مش
این تحقیق میباشد (11). در ــلولازي س تولید آنزیمهاي لحاظ از جدایه
گلوکوزیداز ــا بت آنزیم تولید ــرایط ش ــازي س بهینه جهت این جدایه از

آنزیم این بهینه براي تولید ــرایط ش به ــیدن رس براي گردید. ــتفاده اس
روز 14 ــدت م ــانتی گراد به 32 درجه س و 28 ،25 دماهاي اثر ــد ا ابت
آمده بدست نتایج مقایسه گرفت. قرار ــی بررس این آنزیم مورد تولید در
بیشترین روز هفتم گراد و سانتی د رجه 28 دماي در میدهد که ــان نش
1). نتایج میگردد (شکل ــاهده مش 0/45U/mg میزان به آنزیمی فعالیت
هفتم، در روز آنزیم فعالیت این بیشترین مید هد که آمده نشان بدست
2). بیشترین ــکل ــد (ش pH= 5 میباش و گراد ــانتی درجه س 28 دماي
در حضور 0/45U/mg ــزان می به ــا گلوکوزید از آنزیم بت فعالیت ــزان می
مقایسه .(3 ــد (شکل می باش روز هفتم در و کربن منبع عنوان به CMC

و کاغذ Avicel کربنی با منابع CMC در حضور آنزیم این ــزان تولید می
نسبت CMC حضور در آنزیم این فعالیت میزان که نشان میدهد صافی
18/4 و 12/5 میزان کاغذ صافی بترتیب به Avicel و ــی کربن ــه منابع ب
به عنوان سلوبیوز و لاکتوز اثر بعد مرحله د ر نشان میدهد . درصد افزایش
= حضور5 د ر گلوکوزیداز بتا ــم آنزی میزان تولید بر ــل القاء کننده عوام

مورد مختلف ــاي روزه ــانتی گراد در س درجه و دماي 28 CMC، pH

با حالت مقایسه در گردید که مشخص بررسی دراین گرفت. بررسی قرار
باعث محیط کشت در لاکتوز افزود ن سلوبیوز، القایی اثر نیز و القاء غیر
سلوبیوز اثر درصورتیکه ــود می ش درصد 5 میزان به آنزیم تولید افزایش
این تولید بر داري ــی معن تاثیر کننده عامل القاء ــه عنوان ب
نشان میدهد آمد ه بدست نتایج .(4 (شکل نمی گذارد آنزیم
بتا آنزیم تولید و جدایهها ــت کش براي ــرایط ش بهترین که
درجه 28 ــاي د م ــت، عبارت از کش محیط د ر ــداز گلوکوزی

(T. reesei (PTCC5142 جدایه بتاگلوکوزیداز آنزیم تولید میزان :(1 شـکل
(مقاد یر روز 14 طول د ر 32 درجه سانتی گراد ) و 29 ،25) مختلف دماهاي در

د هنده نشـان errorها bar و بود ه تکرار میانگین سـه آنزیمی، ویژه فعالیت
.S. activity = Specific activity میباشند ). (SD) معیار انحراف میزان

 (T. reesei(PTCC5142 تولید آنزیم بتاگلوکوزیداز جدایه میزان :(2 شـکل
میانگین آنزیمی، ویژه (مقادیر فعالیت و 7). 6 ،5 ،4) مختلف هـاي pH د ر
(SD) معیـار انحراف میزان نشـان دهنـده error barها تکرار بوده و سـه

.S. activity = Specific activity میباشند).

... تولید بهینه شرایط بررسی
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عنوان به لاکتوز عنوان منبع کربن، ،CMC به pH = 5 ــانتی گراد، س
تولید مؤثر بر پارامترهاي میباشد . ــت هفتم کش روز کننده و القاء عامل
ــط توس تریکود رما قارچ مختلف هاي گونه در بتاگلوکوزید از آنزیم بهینه
(28) جهت همکاران و Zaldivar است. شده گزارش نیز ــایر محققین س
ــانتیگراد، درجه س 28 دماي از T. harzianum قارچ آنزیم از این تولید
کنند ه القاء عامل عنوان ــه ب لاکتوز قارچ و ــت کش روز 14 ،5 برابر pH

درجه 28-30 بین دماي (17) Liming و Xueliang نمودهاند. استفاد ه
القاء عامل عنوان به لاکتوز و 4/8 برابر ــت محیط کش pH ــانتیگراد،  س
قرار مورد استفاده T. reesei براي تولید آنزیم بتاگلوکوزیداز را کننده
قارچ در آنزیم حداکثر تولید نیز (23) ــکاران و هم Salaheimo دادهاند.
عنوان ــاوي لاکتوز به ح ــت روز در محیط کش 6 از ــس پ را T. reesei

نمودهاند. گزارش گراد سانتی درجه 28 دماي د ر کننده القاء عامل
قارچ 30 جدایه فعالیت آنزیمی در ــه تولید و مقایس و ــی براي بررس
این در ــده آم ــت بدس بهینه ــرایط ش در قارچی جدایههاي تریکود رما،
فعالیت ــده و داده ش ــت کش گلوکوزیداز، بتا آنزیم تولید جهت تحقیق
جدایه هاي مورد آنزیمی فعالیت بررسی گردید. مقایسه آنها آنزیمی در
جهت ــبی مناس توانایی ها،  جدایه این که عمد ه میدهد ــان نش مطالعه
T. reesei (PTCc 5142) جدایه و ــته، داش گلوکوزیداز بتا آنزیم تولید

فعالیت ــترین مقدار بیش 0/45U/mg آنزیمی با فعالیت ویژه
.(5 خود نشان میدهد (شکل را از آنزیمی

:PCR ــط توس ــداز بتاگلوکوزی ــی ژن بررس ــه و مطالع
قارچ جد ایه 14 د ر گلوکوزیداز بتا ژن حضور ــی بررس جهت

بتا آنزیم از میزان بیشترین که تحقیق این در مطالعه مورد تریکودرماي
PCR جهت و ــتخراج اس ژنومی DNA نمودند، تولید می را گلوکوزیداز
اختصاصی آغازگر دو منظور بدین گرفت. قرار ــتفاده اس مورد اختصاصی
ژنی بانک ــده در ش گزارش بتاگلوکوزیداز ژن توالی از (CP12 و CP11)
برنامه ــر از آغازگ دو این طراحی جهت ــد. گرد ی ــنتز س و طراحی (26)
دو ــد گردیدکه تأیی برنامه این از ــتفاد ه اس با گردید. ــتفاده Oligo5 اس
به لذا و دهند نمی ــکیل تش primer dimer ــده لوپ و انتخاب ش آغازگر
استفاده قرار مورد توانند می این ژن شناسایی جهت مناسبی عنوان ابزار
مورد انتظار bp 566 آغازگرها این توسط شده تکثیر DNA گیرند. طول
اختصاصی، ــرایط ش د ر فوق تکثیر شده قطعه ــی (26). بررس ــد میباش
تنها در را مورد انتظار طول با DNA آغازگرها، این ــان مید هد که نش
مینمایند(شکل تکثیر Trichoderma sp. (T7) و T. reesei جدایه دو
علاوه بر جدایه دو این PCR از ــل حاص باند ي الگوي در که ــا 6). از آنج
مشاهده نیز کمتر ــدت ش دیگري با bp) باندهاي 566) مورد انتظار باند
با افزایش آن در که اختصاصی بسیار شرایط از مرحله این د ر ــود،  میش

گراد  ــانتی س درجه 58 به به 56 (از اتصال دماي گراد ــانتی س درجه 2
که داد نشان حاصله نتایج تکرار گردید. PCR واکنش شد)، داده تغییر
در باند) تک (بصورت انتظار مورد قطعه فوق ــد ه ش استفاد ه ــرایط ش در

در ( CMC, Avicel, Filter paper) مختلـف کربنی منابـع اثر :(3 شـکل
(مقادیر .(T. reesei (PTCC5142 جدایه بتاگلوکوزیداز آنزیم تولیـد میزان
د هنده نشان errorها bar بوده و تکرار سـه میانگین آنزیمی، ویژه فعالیت

.S. activity = Specific activity میباشند ). (SD) معیار انحراف میزان

بر میزان تولید سـلوبیوز و لاکتوز کننده القاء عوامل بررسـی اثر :(4 شـکل
فعالیت (مقادیر .(T. reesei (PTCC5142) جدایـه بتاگلوکوزیـد از آنزیـم
میزان د هنده نشان errorها bar و بود ه تکرار سـه میانگین آنزیمی، ویژه

.S. activity = Specific activity .(می باشند (SD) معیار انحراف
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کننده تولید جدایه (فعالترین T. reesei (PTCC5142) ــه جد ای
تکثیر عدم ــت عل .(7 ــکل تکثیر گردید (ش گلوکوزیداز) بتا ــم آنزی
گونههاي قارچ ــایر س به مربوط PCR واکنش در انتظار ــورد باند م
دلیل به تواند می تحقیق این استفاده در مورد مطالعه تریکود رماي
ــنتز شده س (هاي) 3 آغازگر انتهاي mismatch د ر نوکلئوتید وجود
به مکمل مربوط ــد نوکلئوتی جاي به اگر که ــح این توضی با ــد . باش
وجود د یگر نوکلئوتید ــو در DNA الگ آغازگر 3 انتهاي ــد نوکلئوتی
PCR واکنش صورت این در ،(mismatch primer) ــد ــته باش داش
از .(27) گردد نمی تکثیر انتظار مورد محصول شد و نخواهد انجام
انتظار در مورد ژنی توالی در ــدي نوکلئوتی تفاوت احتمال که ــا آنج
تکثیر تواند می پدیده این بنابراین، دارد وجود مختلف هاي ــه گون
در نظر مورد PCR باند در گونه هایی که انتظار مورد قطعه ــدن نش

نماید. توجیه نشده است را تکثیر انها
ــیار اختصاصی، PCR بس ــرایط ش در حتی این که، به توجه با
نظر ــورد م ژن محدوده از خارج ــهاي قطع آغازگرها د ارد ــال احتم
،PCR ــور تأیید محصول منظ به نمایند، تکثیر ــابه مش ــا اندازه ب را
مطالعه مورد ،PstIآنزیم با ــده ش تکثیر DNA هضم آنزیمی الگوي
بر  ،PCR ــول محص از هضم آنزیمی ــل حاص قطعات ــرار گرفت. ق
پیش مطابق ــکل 7). شدند (ش الکتروفورز ــد 2 درص آگارز ژل روي
نتیجه عمل در ــی، ژن بانک در ژن ــن اطلاعات ای ــاس براس ــی بین
دو گلوکوزیداز،  ــا بت PCR ژن حاصل از قطعه روي بر PstI ــم آنزی
ــد. میباش مورد انتظار جفتباز 114 و 452 ــاي طوله ــه به قطع
با ــد ه ش تکثیر DNA آنزیمی هضم ــوي الگ از آمده ــت بدس نتایج

سانتی گراد، درجه 29 دماي ،5 برابر pH کربن، منبع بعنوان CMC) تولید آنزیم بهینه شرایط در تریکودرما قارچ مختلف هاي جد ایه بتاگلوکوزیداز آنزیم تولید میزان 5): مقایسه شکل
ها error bar و بود ه تکرار سه میانگین آنزیمی، ویژه (مقادیر فعالیت کشت).  زمان طول روز 7 و کننده القاء عامل بعنوان لاکتوز حضور

میباشد. U/mg x 10-2 Specific براساس activity میباشند). (SD) معیار میزان انحراف دهند ه نشان

با فعالیت تریکودرما مختلف قارچ هاي جدایه ژن بتاگلوکوزیداز شد ه تکثیر 6): قطعه شـکل
بالا آنزیمی

T. reesei =1 DNA (GeneRuler 100)، ردیفهـاي bp DNA ladder plus مارکـر =M

(PTCC5142)، 2=T. longibrachiatum (6) 3= T. longibrachiatum (5)، 4= T. viride

(2)، 5= T. virens (9)، 6= T. viride (10)، 7= T. harzianum (7)، 8= T. parceramosum

(3)، 9= T. tansarum (PTCC5220)، 10= Trichoderma sp. (PTCC5138)، 11=
Trichodema sp. (T7)، 12= Trichodema sp. (T12)، 13= Trichodema sp. (T13)،
bp حدود) انتظار مورد قطعه نشان دهند ه منفی. فلشها کنترل =14= Trichodema (T2)، C

میباشند. (566

... تولید بهینه شرایط بررسی
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با .(7 ــکل میدهد (ش قرار تایید مورد را مذکور ــت قطعات صح  ،PCR

آنزیم عمل ــتفاده از اس آنزیمی با الگوي هضم از حاصل نتایج به ــه توج
نمود نتیجهگیري ــوان میت ــده ش تکثیر توالی قطعه تعیین نیز و ــوق ف

حدود  به طول که قطعهاي CP12 و CP11 ــی اختصاص ــه آغازگرهاي ک
ژن بتا قطعه مورد انتظار از ــان هم نموده اند،  تکثیر را ــت باز جف  566
پروب تهیه براي میتوان ــده ش تکثیر قطعه این از ــد. میباش گلوکوزیداز
در بتاگلوکوزیداز کننده آنزیم کد ژن کامل جداسازي و شناسایی جهت
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