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  1383، پاييز 3، شماره 17له زيست شناسي ايران                                                                              جلد مج

 مطالعه توليد آنزيم كيتيناز در قارچ تريكودرما
  1و محمدجواد حريقي  2مصطفي مطلبي،  2محمدرضا زماني، 1نيسانا سيداصلي

  گروه زيست شناسي، دانشكده علوم، دانشگاه رازي1
  پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست فناوري2

 
  چكيده

چهاي بيماريزا به گياهان همواره بعنوان مهمترين در طول كشت گياهان زراعي كاهش محصول ناشي از حمله قار
عنوان قارچ تريكودرما، بدليل ترشح بعضي از انواع آنزيمهاي كيتينازي، ب. محسوب ميشودعامل زيانهاي اقتصادي 

 . هاي قارچي مورد استفاده قرار مي گيردلي قوي در كنترل بيولوژيك بيماريعام

مورد مطالعه قرار در جدايه هاي مختلف قارچ تريكودرما نزيم كيتيناز در اين تحقيق، شرايط بهينه جهت توليد آ
هوادهي  درجه سانتي گراد و 25 ساعت كشت در دماي pH , 48=5 ,شرايط بهينه بدست آمده عبارتند از .  گرفت

نزيم پس از بهينه سازي شرايط توليد آنزيم كيتيناز در سه جدايه انتخابي قارچ تريكودرما، فعاليت آ.  مناسب
با  Trichoderma harzianum8جدايه  جدايه اين قارچ در شرايط بهينه بدست آمده بررسي و 30كيتينازي در 

 U/ml با فعاليت Trichoderma sp. T.26جدايه فعال ترين و  بعنوان U/mg 35 و فعاليت ويژه U/ml 97فعاليت 
هاي اندوكيتيناز براي بررسي بيان ژن.   شدندضعيف ترين جدايه انتخاب بعنوان U/mg 5 و فعاليت ويژه 44

chit31 ،chit33 و chit42   در جدايه Trichoderma harzianum8،  كه فعال ترين جدايه از نظر توليد آنزيم 
  در محيط هاي حاوي منابع كربني متفاوت مقايسه شد و محل تقريبي SDS-PAGEالگوي , كيتيناز ميباشد

ها فت آغازگر اختصاصي بر اساس تواليهاي موجود از اين ژنضمنا، سه ج. رديدباندهاي سه اندوكيتيناز تعيين گ
هاي  توسط هضم با آنزيمPCR اختصاصي، محصولات PCR طراحي شد و پس از انجام NCBIدر 

Restriction Endonucleaseدست آمده از اين بخش، حضور هر سه ژن اندوكيتيناز را بررسي نتايج ب. ييد شدأ ت
، T. harzianum8ين ترتيب، با توجه به مطالعات انجام شده بر روي جدايهدب. ييد مي كندأ قارچي تر اين جدايهد
  .هاي قارچي استفاده نمود مربوط به كنترل بيولوژيك بيماريتوان از اين جدايه در مطالعاتي م

 
    نزيم، تكثير ژن كيتينازشرايط بهينه توليد آنزيم، سنجش فعاليت آ, آنزيم كيتيناز, تريكودرما:  كليديواژه هاي
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  مقدمه

گاه , ورزي به قارچهاي بيماريزاآلودگي زمينهاي كشا
رسد كه رشد گياهان زراعي را در آنها غير  حدي ميب

يكي از راههاي كنترل بيماريهاي .  سازد ممكن مي
 قارچي استفاده از قارچ كشها در سطح وسيع مي

 شود، كه باشد كه اين امر باعث هزينه هاي سنگين مي
گاه بخش عظيمي از درآمد محصول صرف خريد و 

براي بسياري اً ضمن.  گردد استفاده از قارچ كش مي
از قارچها قارچ كش مناسب و موثر وجود ندارد و يا 

ي بوده لذا از قارچ كشها بايد عده اي از قارچها خاكز
از جمله مشكلات عمده و . مقدار زياد استفاده شودب

,  قارچ كشها، آلودگي محيط زيستاساسي استفاده از
 . باشد منابع آب زيرزميني و محصولات كشاورزي مي

ي ناشي  يكي از راههاي مناسب جهت كنترل بيماريها
ثيرات نامطلوب فوق را نيز أاز قارچهاي بيماريزا كه ت

نداشته باشد استفاده از روشهاي كنترل بيولوژيك 
وامل كنترل يكي از قارچهاي مهم كه بالقوه از ع.  است

گردد  بيولوژيك عليه قارچهاي بيماريزا محسوب مي
از طرفي ).  13 و 6( باشد مي    Trichodermaقارچ 

) 4(نتايج تحقيقات انجام شده بر روي برخي از گياهان 
 در Trichodermaنشان مي دهد كه با حضور قارچ 

. افزايش مي يابدنحو چشم گيري خاك، رشد گياه ب
دهد كه قارچ تريكودرما با كنترل ها نشان مي بررسي

فلور ميكروبي خاك در ناحيه ريزوسفر گياهان، به اين 
توانايي گونه هاي ). 2 (افزايش رشد كمك  مي كند

 رشد بسياري از  تريكودرما در كنترلسردهمختلف 

هاي خاكزي، اين قارچ را به عاملي قارچها و باكتري
ديل كرده هاي گياهي تب كنترل بيولوژيك بيماريقوي در

 .T وTrichoderma harzianumدو گونه . است

virens بيش از ساير گونه ها در كنترل بيولوژيك ،
 .Tگونه ).  24 و 5(مورد استفاده قرار گرفته اند

harzianum به تنهايي يا همراه گونه هاي ديگر ،
تريكودرما، در كنترل برخي از بيماريهاي گياهي ناشي 

).  28 و 27  و23 و 17و  12(از قارچها نقش دارد 
كار بردن علاوه بر اين، بررسيها نشان داده است كه ب

 همراه با قارچ كشهاي شيميايي، اثر  T. virensقارچ 
  ).  18(نحو چشم گيري افزايش مي دهد اين مواد را ب

 T. harzianum مطالعه ميكروسكوپي ميان كنش قارچ

ثر نشان مي دهد كه در ا  Rhizoctonia solaniو  
،  ساختار ديواره T. harzianumفعاليت قارچ مهاجم 

ها نشان بررسي. زبان دستخوش تغيير مي شودقارچ مي
مي دهد كه در ابتداي فعاليت مايكوپارازايتيك 

(Mycoparasitic) قارچ، رشته هاي ميسليوم 
به دور ميسليوم ميزبان حلقه مي زند و  تريكودرما

ر در ساختمان سپس، با نفوذ به داخل آن، به تغيي
ديواره، بر هم زدن تعادل اسمزي ، جدايي غشاي 
پلاسمايي از ديواره و در نهايت، به بر هم ريختن 

  . ساختار سيتوپلاسم مي انجامد
هاي خارج سلولي در طول با تخليص و بررسي آنزيم

 ، مشخص T. harzianumفعاليت مايكوپارازايتيك 
د شده در شده است كه بخش عمده اي از تغييرات ايجا

ديواره ميزبان، نتيجه مستقيم عمل آنزيم هاي 
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كه شامل ) 11 و 1(درما است هيدرولازي تريكو
) 25(باشند  هاي گلوكاناز، پروتئاز و كيتيناز ميآنزيم

و با فعاليت سينرژيك خود به تجزيه اجزاي سازنده 
 به فروپاشي ساختار ديواره ميزبان، و در نهايت،

  ).21 و 14 و 10(كنند ي ديواره كمك م
هاي كيتيناز در فعاليت در اين ميان حضور آنزيم
در گونه هاي .  اشندي ببيوكنترلي بسيار موثر م

مختلف قارچ تريكودرما، انواعي از اگزو و اندو كيتيناز 
ها مشخص شده اند كه با شكستن پيوند هاي 
گليكوزيدي موجود در پليمر خطي كيتين، ساختمان اين 

  . )14( شكنند تركيب را در هم مي
  T. harzianumهاي كيتينازي در گونه مطالعه آنزيم
كه در اين قارچ، انواعي از اين آنزيمها  نشان مي دهد
مطالعات انجام شده، حضور چهار اندو . يافت مي شود

ترتيب در اين گونه مشخص كرده است كه بكيتيناز را 
CHIT52 ،CHIT42 ،CHIT33 و CHIT31   ناميده
ها نشان مي دهد كه آنزيم اين بررسي).  15(شده اند 

CHIT52 با وزن مولكولي kDa  52 در مقابل ، 
هاي مطالعه آنزيم).  15(ار حساس است حرارت بسي

 T. harzianum Strain CECTكيتيناز در گونه 

 ساعت رشد قارچ 48 نشان مي دهد كه پس از 2413
ن  بيشتريCHIT42در محيط حاوي كيتين، آنزيم 

هاي هيدروليز كننده ا در ميان ساير آنزيمفراواني ر
دماي بهينه ).  15(كيتين به خود اختصاص مي دهد 

 گزارش 0/4 بهينه آن pH  و C  40°فعاليت آنزيمي
فعاليت آنزيمي هاي فلزي بر مطالعه اثر يون. شده است

طور كلي  فلزات نقش چندان تعيين نشان مي دهد كه ب
عبارت يم ندارند و باليت كيتينازي آنزكننده اي در فع

، نيازي به CHIT42 براي فعاليت آنزيم  ديگر
  . )29 و 16(كوفاكتور  نيست 

  CHIT33وزن مولكولي به دست آمده براي پروتئين  
بررسي ).  15(باشد   ميT. harzianum ، kDa33در 

 T. harzianum Strain در CHIT31پروتئين 

CECT 2413 ن دهد كه اين آنزيم، همچو نشان مي
، تك واحدي و CHIT33 و CHIT42هاي پروتئين

در بررسي ديگري بر روي اين ). 7(مونومر است 
 تعيين kDa 31آنزيم،  وزن مولكولي اين پروتئين 

شده است در اين بررسي مشخص شده است كه  هر 
، نسبت به حرارت CHIT31 و CHIT33دو آنزيم 

 مطالعه اثر كيتيناز هاي  ).15(بسيار مقاوم هستند 
ان مي دهد كه مختلف بر روي ديواره قارچ ميزبان نش

نحو ويژه اي  بر ديواره هر يك از اين آنزيمها، ب
در يكي از بررسيها، مطالعه اثر .  اثر مي گذارندميزبان

 ، CHIT31 و CHIT42 ،CHIT33هاي مستقيم آنزيم
 نشان داده است  Botrytis cineraeبر ديواره قارچ 

 مي تواند بر CHIT42ها آنزيم تن, آنزيمها كه از اين
ديواره ميزبان اثر هيدرولايتيك داشته باشد و دو 

 ، اثر CHIT42 هر چند در همراهي با  آنزيم ديگر،
هيدروليز كننده اين آنزيم را افزايش مي دهند،  اما در 

تنهايي، هيچ گونه خسارتي را به بنبود اين آنزيم و 
ود آن كه با وج  ).8 و 7(ديواره ميزبان وارد نمي كنند 

ي كيتينازي در گونه هاي هاتاكنون انواعي از آنزيم
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 تريكودرما تخليص و بررسي شده اند، سردهمختلف 
 DNA در سطح هابررسي خصوصيات اين آنزيماما 

 CHIT31 ،CHIT33 به سه اندو كيتيناز  مربوطعمدتاً
بررسي ژن  ). 30 و 20( بوده است CHIT42و 

chit42 تلف قارچ تريكودرما نشان  در گونه هاي مخ
مي دهد كه اين ژن در اكثر گونه هاي اين قارچ حضور 
دارد و نمي تواند تنها به فعاليت مايكوپارازايتيك 

 ).20(تريكودرما مربوط باشد 

در اين تحقيق شرايط توليد آنزيمهاي كيتينازي و 
گيرد  عوامل موثر بر بيان آنها مورد بررسي قرار مي

 مشابهت ژنهاي كيتينازي با ضمن اينكه حضور و
  .ژنهاي گزارش شده مورد مطالعه قرار خواهد گرفت

  مواد و روشها
  :جدايه هاي قارچ تريكودرما

 كه در طول اين Trichoderma جدايه قارچ 30تعداد 
 از تحقيق مورد بررسي و مطالعه قرار گرفته اند عمدتاً

مناطق مختلف ايران بوده و از موسسه تحقيقات آفات 
بيماريهاي گياهي وزارت جهاد كشاورزي، سازمان و 

پژوهشهاي علمي و صنعتي ايران و دانشكده 
كشاورزي دانشگاه بوعلي سينا همدان تهيه گرديده اند 

  ).  1جدول (
  : قارچ محيط كشت نگهداري

 PDA  (Potato  از محيط كشت جهت نگهداري قارچ

Dextrose Agar)براي تهيه اين .  ده گرديد استفا
 گرم در ليتر در آب 39   به ميزانPDAيط پودر مح

  . حل و پس از سترون كردن مورد استفاده قرار گرفت

  :بررسي فعاليت آنزيم كيتيناز

  :آماده سازي سوبسترا

ي كيتينازي در محيط كشت و نيز هابراي القاء آنزيم
عنوان سوبسترا در سنجش فعاليت كيتينازي، از  ب

براي تهيه سوبستراي .  كيتين كلوئيدي استفاده گرديد
 ميلي ليتر اسيد 100 گرم پودر كيتين، 10مورد نظر، به 

 24مدت افزوده شد و مخلوط حاصل ب% 85ك فسفري
براي ايجاد .   نگهداري گرديدC°4ساعت در دماي 

Polysaccharide swelling به مخلوط فوق، آب ، 
براي حذف . اضافه شده و با پارچه پنير صاف گرديد

د مراحل افزودن آب و صاف كردن آن،  كامل اسي
صل، ماده خميري شكل حا. چندين بار تكرار شد

عنوان منبع كربن در خشك و پودر گرديد و از آن ب
محيط كشت و نيز سوبسترا در واكنش آنزيمي 

  ).   26(استفاده شد 
  از Rhizoctonia solaniبراي تهيه ديواره قارچ 

پس . فاده گرديداست) 30(و همكاران   Zeilingerروش
از گذشت  مدت زمان كافي براي رشد قارچ، 
ميسليومهاي قارچ جدا شد پس از چندين بار شستشو 

 80 ميسليومها در دماي  ,براي حذف گلوكز محيط
 به   خشك و پس از پودر كردن،گراد درجه سانتي

 . عنوان منبع كربن مورد استفاده قرار گرفت

  :ازسنجش فعاليت آنزيم كيتينتوليد و 
براي سنجش فعاليت آنزيمهاي كيتينازي، از روش 

استفاده )  30(و همكاران   Zeilingerتغيير يافته  
ها،  در محيط مايع حاوي يك گرم در قارچ.    گرديد
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پس از گذشت .  ليتر كيتين كلوئيدي كشت داده شدند
 24 روز و با فواصل 5مدت ب(زمانهاي مورد نظر

محلولي شامل , تن محيط كش، با صاف كرد)ساعت
عنوان منبع پروتئينهاي ترشحي  حاصل شد كه از آن ب

مخلوط واكنش آنزيمي شامل .  آنزيمي استفاده گرديد
 ميكروليتر 200 ميكروليتر محلول آنزيمي و 200

پس از گذشت يك .  سوبسترا بود درصد5/0محلول 
 يك درصد و NaOH ميلي ليتر از 1ساعت، با افزودن 
 دور در دقيقه به 6000 حاصل در سانتريفيوژ محلول

براي .   دقيقه، واكنش آنزيمي متوقف شد5مدت 
 آزاد شده در N-acetylglucosamineسنجش ميزان 

 ميكروليتر بافر 100طول واكنش، پس از افزودن 
 دقيقه 3پتاسيم تترا بورات ، مخلوط حاصل، به مدت 

 ميلي ليتر 3در آب جوش حرارت داده شد و با افزودن 
 Di- metylده گرم پودر [، DMABنش گر واك

amino benzaldehyde(DMAB) ميلي ليتر 100 در 
 10يال و اسيد كلريدريك مخلوط اسيد استيك گلاس

 محلول ] درصد5/87 و 5/12ترتيب به نسبت نرمال ب
 قرار C°38-36 دقيقه در دماي 20مدت حاصل ب

 جذب نوري محلول، بلافاصله در طول  گرفته و سپس
براي بررسي شرايط   . نانومتر خوانده شد544موج 

، دما، طول زمان pH نقش تغييرات بهينه توليد آنزيم
كشت و در نهايت شرايط هوا دهي مورد بررسي قرار 

 منظور، از سه ايزوله انتخاب شده، دينب.  گرفت
   دماي، 9 و 8، 7، 6، 5، 4، 3 هاي pHهايي در كشت

 طول مدت كشتگراد، و   درجه سانتي31 و28،25،22

 Shaking  )150ساعت در شرايط 120 و 72، 48 ،24
  .تهيه گرديد non-shakingو  )دور در دقيقه

 بعنوان N-acetylglucosamineدر اين آزمايش از 
 (U)هر واحد فعاليت آنزيمي . استاندارد استفاده گرديد

، عبارت از مقدار آنزيمي است كه مي تواند در طول 
 مشخص، يك ميكرو pHدما و يك ساعت واكنش، در 

 يا اليگومر هايي از N-acetylglucosamineمول از 
 براي اندازه گيري مقدار پروتئين  ). 29(آن را آزاد كند

  كه در آن ازشد استفاده   Bradford)3 ( روشاز
عنوان ب Bovine serum albomin (BSA)پروتئين 

به فعاليت ويژه آنزيمي ،  . استاندارد استفاده گرديد
مقدار كل پروتئين  ب(U/ml)صورت مقدارفعاليت آنزيم

(µg/ml)براي   . موجود در محيط، تعريف مي شود
  روش به SDS-PAGE از بررسي الگوي پروتئيني

)19(Laemmlli  الكتروفورز در .استفاده گرديد 
  )Resolving،12%و % Stacking،5 (سيستم ناپيوسته

  .انجام شد
   :DNAروش استخراج 

وم منجمد شده قارچ توسط ازت مايع بصورت ميسلي
روش ب  ژنومي آنDNAپودر درآمده و استخراج 

CTAB  9( انجام شد . (DNA 50 بدست آمده در 
 براي 20ºC-ميكروليتر آب مقطر سترون حل و در 

  .استفاده بعدي نگهداري گرديد

  :آغازگرهاي مورد استفاده
نهاي آغازگرهاي مورد استفاده جهت تكثير بخشي از ژ

chit31 ,chit33 و chit42باشند كه  شرح زير مي ب
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  . باشد  ميreverse )برگشتي( آغازگر R و )به جلوور( forward آغازگر Fدر آن 
  

  ترادف      نام آغازگر              NCBI        شماره دسترسي در 

  AJ251419                        chit31    F: 5'GATACGCTTCTTGAGCCTTT3'  
              R: 5'GGGGGAAACATATACCAAGA3'  

  

  AF525753      chit33    F: 5'CAAAATGGCTACAACGTGAT3'  
              R: 5'TGTAGGGAACCTTGATTGTG3'  

  

  X79331      chit42    F: 5'ACCTCATGGCCTACGACTAT3'  
              R: 5'AATAACGCTCCCTGCATAAT3'  

  
  : اختصاصيPCRشرايط انجام 

PCR  25به حجم  اختصاصي در مخلوط واكنشي 
 MgCl2   ،40 ميلي مولار2ميكروليتر، شامل 

 ميلي مولار 4/0,  نانوگرم آغازگرDNA  ،60نانوگرم
dNTP واحد آنزيم 5/2،  و Taq polymerase 5/2 و 

 ,Tris-HCl ميلي مولار 200 ((10X)ميكروليتر بافر 

pH=8.4 ,500 ميلي مولار KCl ميلي مولار 50 و 
MgCl2 (ز انتقال نمونه ها به   قبل ا.صورت گرفت

دستگاه ترموسايكلر هر كدام با يك قطره از روغن 
 ,  دور34سپس واكنش براي .  پارافين پوشش داده شد

  C°56 ثانيه، دماي 90مدت  بC°94شامل دماي 
 45مدت  بC°72 ثانيه و در نهايت، دماي 30مدت ب

 72واكنش در ,  دور34مام بعد از ات.  ثانيه انجام گرديد

 روي PCRمحصول .   دقيقه قرار گرفت4مدت بدرجه 
 .  درصد الكتروفورز گرديد2ژل آگارز 

  نتايج و بحث
  :بررسي ميزان توليد آنزيم كيتينازي

 ايزوله جمع 30توجه به تنوع گونه اي موجود در با 
براي بدست آوردن  قارچ تريكودرما،  ازآوري شده

 هاي هجداي كيتينازي از آنزيمجهت توليد شرايط بهينه 
سه جدايه قارچي از سه گونه متفاوت ابتدا , فوق

 .Tو  T. viridae1 ،T.  harzianum7جدايه هاي (

longibrachiatum5 (و طور تصادفي انتخاب، ب 
در بررسي شرايط بهينه   .ندمورد استفاده قرار گرفت

 و زمان pHدما، ,  عامل هوادهي4توليد آنزيم، نقش 
 نتايج حاصله نشان  .كشت مورد مطالعه قرار گرفت

ها pH, داد كه ميزان فعاليت كيتينازي در دماها
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در صورت هوا دهي محيط كشت ,  مختلف زمانهايو
طور محسوسي ب) غير هوا دهي( به شرايط ثابت نسبت

بطوريكه ميزان توليد آنزيم در قارچ .  بدافزايش مي يا
T. harzianum  در شرايط هوادهي حدود دو برابر
اين نتايج با .  باشد ط ثابت ميبيشتر از شراي

گزارشهاي موجود مبني بر موثر بودن نقش هوا دهي 
     ).30 و 8 (در ميزان توليد آنزيم كيتينازي مطابقت دارد

در گزارشهاي موجود در مورد دماي مناسب جهت 
، دو دماي T. harzianumتوليد آنزيم كيتيناز در گونه 

C°25 و C°28وليد آنزيم،  ، به عنوان دماي بهينه ت
در اين تحقيق جهت .  )29 و 25 و 8(ذكر شده است 

, 22بررسي نقش دما، سه جدايه قارچي در دماهاي 
 درجه سانتي گراد كشت داده شد و 31 و 28, 25

نتايج   .گرديدها مقايسه  كيتينازي در آن ويژهفعاليت
دست آمده نشان داد كه بيشترين فعاليت ويژه ب

 U/mg 5/19 ،U/mgترتيب ب كيتينازي هر سه جدايه
  درجه سانتي گراد25، در دماي U/mg 5/14 و 5/19

  .)1شكل  (صورت مي گيرد
 محيط كشت pHطبق گزارشهاي موجود در خصوص 

 اپتيمم كشت در اين T. harzianum  ،pHدر گونه 
 .  )30 و 8( را در بر مي گيرد 7 تا pH 4گونه، محدوده 

كشت، ميزان  محيط pHدر بررسي نقش بنابر اين 
 هاي  pHتوليد آنزيم كيتيناز سه جدايه مورد نظر، در 

.   مورد مطالعه قرار گرفت 9 و 8، 7، 6، 5، 4، 3
بررسي ميزان توليد آنزيم در جدايه هاي قارچي نشان 

  .T. viridae1  ،T هاي مي دهد كه  جدايه

harzianum7  وT. longibrachiatum5 ترتيب به ب
بيشترين  U/mg 22 و U/mg 29 ،U/mg 25ميزان 

از  ). 2شكل( نشان مي دهند =pH 5فعاليت ويژه را در 
آنجا كه قدم بعدي در بررسي فعاليت آنزيمي، مقايسه 

 جدايه است، رسيدن به شرايط بهينه يكسان 30فعاليت 
از اين رو، با . در مرحله بهينه سازي ضرورت مي يابد
  =pH 5ر  د هاتوجه به بالا بودن فعاليت ويژه جدايه

 .    بهينه در نظر گرفته شدpHعنوان  ، بpHاين 

 .Tگزارشهاي موجود در مورد زمان كشت گونه 

harzianum ساعت را ذكر 48- 120، محدوده زماني 
مان بنابراين در بررسي اثر ز). 29 و 25 و 8(كنند  مي

 120 و 72، 48هاي كشت، فعاليت آنزيم پس از كشت
 . د بررسي قرار گرفته قارچي مورجداي 3ساعته در

ه مورد جدايدست آمده، هر سه با توجه بنتايج ب
 .Tو  T. viridae1 ،T.  harzianum7 (بررسي

longibrachiatum5(  ساعت به 48، پس از زمان 
 U/mgترتيب به ميزان ب (فعاليت ويژه ماكزيمم خود

22 ،U/mg 25 و U/mg 18(رسند  مي ) 3شكل.(  
 شرايط فوق نشان ميبررسي نتايج بدست آمده از 

 بهترين شرايط براي كشت جدايه ها و دهد كه احتمالاً
عبارت از , توليد آنزيم كيتينازي در محيط كشت

5=pH , 48 درجه سانتي 25 ساعت كشت در دماي 
  براي بررسي و  .باشد  ميهوادهي مناسبگراد و 

 جدايه جمع 30مقايسه توليد و فعاليت آنزيمي در 
 هاي قارچي در جدايه تريكودرما، آوري شده از قارچ

 به دست آمده جهت توليد آنزيم، كشت بهينهشرايط 
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عامل عنوان  ب T. harzianumاستفاده از گونه 
و نيز، تمركز مطالعه ) 23و  17(كنترل بيولوژيك 

 گونه فوق، نشان مي هاي كيتيناز بر رويآنزيمها و ژن
در  T. harzianumهاي كيتيناز گونه دهد كه آنزيم

در اين .  ، شاخص اندسردهميان ساير گونه هاي اين 
 جدايه 30مطالعه فعاليت ويژه آنزيم كيتيناز در , تحقيق

 .Tدهد كه قارچ  ا نشان ميقارچ تريكودرم

harzianum 8  ويژه آنزيمي را  بيشترين فعاليت
ين ترتيب، در مراحل بعدي تحقيق از دب. نشان مي دهد

 .اين جدايه  استفاده شده است

ها مقايسه ده و فعاليت ويژه كيتينازي در آنداده ش
 هاي مورد مطالعه جدايهبررسي فعاليت ويژه . گرديد

 ها، از نظر توليد آنزيم جدايهدهد كه اين  نشان مي
نشان مي دهند، را از خود  زيادي كيتينازي، تنوع نسبتاً

 U/ml با فعاليت T. harzianum8 جدايهكه، ضمن اين
 با فعاليت T26ه جدايو  U/mg 35 و فعاليت ويژه 97

U/ml 44 و فعاليت ويژه U/mg 5عنوان ، بترتيب، ب
ه از نظر توليد آنزيم جدايفعال ترين و ضعيف ترين 

  . )4شكل ( مشخص شدند
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  بررسي تاثير دما بر توليد آنزيم كيتيناز) 1شكل 

 233 www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

 
  1383، پاييز 3، شماره 17له زيست شناسي ايران                                                                              جلد مج

0

5

10

15

20

25

30

35

3 4 5 6 7 8 9

pH

S
pe

ci
fic

 A
ct

iv
ity

 (U
/m

g)

T. viridae T. longibrachiatum T. harzianum

  
   اپتيمم براي توليد آنزيم كيتينازpH بررسي )  2شكل 
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Trichoderma sp.(T9)

Trichoderma sp.(T10)

Trichoderma sp.(T11)

Trichoderma sp.(T12)

Trichoderma sp.(T13)

Trichoderma sp.(T24)

Trichoderma sp.(T26)

T. tansarum (PTCC5220)

T. reesei (PTCC5142)

T. viridae (PTCC5157)

T. koningii (PTCC5139)

T. sp. (PTCC5238)

T.lebgibrachiatum (PTCC4140)

T.longibrachiatum (5)
T. viridae (1)

T. harzianum (7)
T. viridae (2)

T. hamatum (12)
T. virens (9)

T. koningii (11)

T.longibrachiatum (6)

T. parceramosum (4)

T. parceramosum (4)

T. harzianum (8)
T. virens (10)

Specific Activity (U/mg)

  
   جدايه تريكودرما مورد مطالعه30ميزان فعاليت ويژه آنزيم كيتيناز در ) 4شكل 
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اي اندوكيتيناز در الگوي همطالعه بيان ژن
  :هاي ترشحيپروتئين

 .Tهاي كيتيناز موجود در گونه از ميان آنزيم

harzianum  سه آنزيم اندوكيتيناز ،CHIT31 ،
CHIT33 و CHIT42ها   بيشتر  از  ساير  آنزيم

 طبق). 14(مورد مطالعه و بررسي قرار  گرفته است 
گزارشهاي موجود، آنزيمهاي اندوكيتيناز مورد نظر كه 

 و kDa31 ،kDa33ترتيب، وزنهاي مولكولي شان ب
kDa42از . ردند است، توسط مواد كيتيني القاء مي گ

 و سوي ديگر، قندهايي چون گلوكز، گالاكتوز، مالتوز
ها اثر بازدارندگي سوكروز، در بيان ژن اين آنزيم

  ). 22 و 14 و 7(دارند 
با توجه به مطالعه توليد , همانگونه كه ذكر گرديد
 ، T.26و   T. harzianum8آنزيم كيتينازي، دو جدايه 

 يد كننده هايعنوان بيشترين و كمترين تولبترتيب، ب
وجه به ين ترتيب، با تدب. آنزيم كيتيناز شناخته شدند
هاي ترشحي دو جدايه در مطالب فوق، الگوي پروتئين

ها مورد مطالعه قرار  القاء و بازدارندگي ژنشرايط
 باندهاي پروتئيني در محدوده مقايسه شدت. گرفت
 در الگوي kDa42  تا kDa  31هاي مولكوليوزن

 تواند جهت تشخيص حضور ي، ميهاي ترشحپروتئين
در .  هاي مربوطه مورد استفاده قرار گيردو بيان ژن

، در محيط هاي  T. harzianum8تهيه اين الگو، قارچ 
، ديواره قارچ )سوبستراي اختصاصي(حاوي كيتين

Rhizoctonia solani) و قند هاي ) بعنوان منبع كربن
گلوكز، گالاكتوز، مالتوز و سوكروز كشت و 

بررسي .  ئينهاي ترشحي آن جمع آوري گرديدپروت
 در اين محيط ها نشان مي دهد SDS-PAGEالگوي 

كه در محيط كيتين دار، در محدوده مورد ) 5شكل (
شكيل انتظار سه باند قوي مربوط به اندوكيتينازها ت

هاي كيتينازي در محيط افزايش بيان آنزيم. شده است
 تواند دال بر ، مي)كربنبه عنوان منبع (حاوي كيتين 

شدت باند هاي موجود در . هاي كيتيناز باشدالقاء ژن
اين سه ناحيه، در محيط داراي ديواره قارچ 

Rhizoctonia solani، اي كيتين ر نسبت به محيط دا
دليل كاهش ميزان اين امر مي تواند ب. هش مي يابدكا

رچ، نسبت به محيط قبلي، و نيز كيتين در دسترس قا
بع كربني ديگر براي استفاده قارچ دليل وجود مناب

در محيط داراي قندهاي جايگزين كيتين، باند . باشد
هاي ناحيه مورد نظر بسيار ضعيف اند و در بيشتر 

 با  اين مشاهدات،).  5شكل (موارد ناپديد مي شوند 
، Catabolite Repressionپديده ممانعت قندي و 

هاي يب، در حضور قند اين ترتدب. توجيه پذير است
هاي كيتيناز به كمترين حد بيان خود مي ساده تر، ژن

  .رسند
ييد بيشتر موقعيت باند هاي كيتيناز، الگوي أبراي ت
عنوان يز كه در بررسي كلي ايزوله ها ب نT.26جدايه 

ضعيف ترين ايزوله معرفي شده است، مورد توجه 
بررسي اين الگو و مقايسه آن با الگوي .  قرار گرفت
 نشان مي دهد كه باند T. harzianum 8پروتئيني 

هاي ناحيه مورد نظر، در ايزوله ضعيف بسيار ناچيز 
  ).5شكل (است 
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تر نتايج فوق، فعاليت ويژه منظور مطالعه بيشب
شده هاي كيتينازي نمونه هاي مذكور، مقايسه آنزيم
دست آمده نشان مي بررسي نتايج ب). 6شكل (است 

  U/mg35ي برابر  دهد كه بيشترين فعاليت ويژه آنزيم
  T. harzianum8و مربوط به پروتئين ترشحي قارچ 
كه، در محيط حاوي در محيط كيتين دار است، در حالي

،  فعاليت ويژه  Rhizoctonia solaniديواره قارچ 
). 6شكل ( كاهش مي يابد U/mg 24كيتينازي تا 

بررسي فعاليت ويژه آنزيمي در محيط هاي قندي، 
ر اين محيط ها، فعاليت كيتينازي نشان مي دهد كه د

دست آمده فعاليت ب.  كند كاهش چشم گيري پيدا مي
، در محيط U/mg 12در محيط واجدگلوكز، 

يط هاي داراي  و در محU/mg  3/10واجدگالاكتوز، 
 مي  U/mg 9  وU/mg 14ترتيب، مالتوز و سوكروز ب

ها، فعاليت ويژه جدايه در اين بررسي. باشد
دست آمده است كه در  بT.26  ،U/µg05/0ضعيف

، كاهش T. harzianum8 مقايسه با فعاليت ويژه 
 تطبيقي با بررسي). 6شكل (دهد  چشمگيري نشان مي

هاي ويژه كيتينازي، مشخص الگوي پروتئيني و فعاليت
مي شود كه شدت و ضعف باند هاي احتمالي 

اهش كيتينازي، در تمامي نمونه ها، با افزايش و ك
ين ترتيب، احتمال حضور دب. مطابقت داردفعاليت ويژه 

باند هاي كيتيناز در محدوده مورد بررسي افزايش مي 
  .يابد
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فلش ها نواحي احتمالي سه اندوكيتيناز مورد (  :T.26و  T. harzianum8 الگوي پروتئيني ايزوله ) 5شكل
در  T. harzianum8 قارچ Cدر محيط واجد كيتين؛  T. harzianum8  قارچ BوA) بررسي را نشان مي دهند

 .T  قارچ  E در محيط واجد كيتين؛T.26قارچ  D ؛Rhizoctonia solaniمحيط حاوي ديواره قارچ 

 228 www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

 
  1383، پاييز 3، شماره 17له زيست شناسي ايران                                                                              جلد مج

harzianum8  در محيط واجد گلوكز؛F قارچ T. harzianum8 در محيط واجدگالاكتوز ؛G قارچ T. 

harzianum8  در محيط واجد مالتوز؛Hقارچ    T. harzianum8  در محيط واجد سوكروز؛M ماركر پروتئيني 
(kDa)  1= CHIT42 ،2= CHIT33 ،3= CHIT31  
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، الگوي پروتئيني آنها ارائه شده 5- 3هاي كيتيناز در نمونه هايي كه در شكل  فعاليت ويژه آنزيم)  6شكل

  است

T.h.8 (Chitin): T. harzianum8 in chitin medium 

T.h.8 (C.W.): T. harzianum8 in R. solani cell wall 
T.26:ايزوله ضعيف  

T.h.8 (Glc): T. harzianum8 in glucose medium 

T.h.8 (Gal): T. harzianum8 in galactose medium 

T.h.8 (Mal): T. harzianum8 in maltose medium 

T.h.8 (Suc): T. harzianum8 in sucrose medium  
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هاي كيتيناز توسط مطالعه و بررسي ژن
PCR :  

 ژنومي DNA، ي هاي كيتينازژنوجود براي بررسي 
اده  مورد استف(T. harzianum8) فعال انتخابي جدايه

 ، NCBIعمل آمده در  بررسيهاي بطي.  قرار گرفت
مشخص شده است كه برخي از نواحي سه ژن مورد 

 ، در گونه هاي chit42) و chit31) ،chit33بررسي 
ين ترتيب، سه دب. ختلف تريكودرما حفظ شده اندم

جفت آغازگر اختصاصي براي نواحي حفظ شده 
 طول قطعات .گرفت انجام PCRطراحي و واكنش 

، bp630   ترتيب، جفت آغازگر بتكثير شده توسط سه
bp640 و bp 666مورد انتظار مي باشد ) AJ251419 
 ،AF525753 و X79331( .  بررسي قطعات تكثير

شده فوق، در شرايط بسيار اختصاصي، نشان مي 
دهد كه هر سه جفت آغازگر، قطعاتي با طول مورد 

  ).  7شكل (كنند  انتظار را تكثير مي
 اختصاصي، PCR در شرايط با توجه به اينكه، حتي

احتمال دارد پرايمرها قطعاتي خارج از محدوده ژن 
ييد محصولات أا تكثير كنند، بمنظور تمورد نظر ر

PCR، هاي  الگوي هضم آنزيمي آنها با آنزيم
Restriction Endonuclease مناسب، مورد مطالعه 

، PCRقطعات حاصل از هضم محصولات .  قرار گرفت
).  7شكل (الكتروفورز شدند% 2 بر روي ژل آگارز

بررسي الگوي به دست آمده نشان مي دهد كه مطابق 
 Hinf1، در نتيجه عمل آنزيم  )AJ251419 (پيش بيني

، سه chit31 حاصل از ژن   PCRبر روي محصول 

 bp151 و bp280 ،bp199 به طولهاي حدود  قطعه
 chit33شود و هضم قطعه حاصل از ژن  حاصل مي

 ، دو قطعه به طولهاي حدود Sal1توسط آنزيم 
bp168 و bp472كند  ايجاد مي) AF525753(  . در

 بر روي اين محصول، دو BamH1اثر عمل آنزيم 
در .  گردد  حاصل ميbp430 و bp 210قطعه حدود 

 chit42 ژن bp666نهايت، از هضم محصول حدود 
 bp ، دو قطعه به طولهاي حدود  Bgl1توسط آنزيم 

نتايج .  )X79331 (شود يجاد مي اbp415 و 251
 ذكر PCRبدست آمده از الگوي هضم آنزيمي قطعات 

دهد  ييد قرار ميأصحت قطعات مذكور را مورد ت, شده
 .Tدهد جدايه ي اين امر نشان م).  7شكل (

harzianum8  باشد نيز داراي  كه بومي ايران مي
نواحي حفاظت شده ژنهاي اندوكيتينازي برخي از 

  .باشد  ميTrichodermaگونه هاي 
نتايج مطالعات انجام شده در اين در مجموع با توجه ب

براي   T. harzianum8تحقيق و توان مناسب جدايه 
رود كه بتوان از  توليد آنزيمهاي كيتينازي انتظار مي
ه كنترل بيولوژيك اين جدايه در مطالعات مربوط ب

  .زا استفاده نمودقارچهاي بيماري
بدينوسيله از جناب آقاي دكتر : تشكر و قدرداني

روحاني عضو هيات علمي دانشكده كشاورزي 
دانشگاه بوعلي سينا همدان براي اهداء تعدادي از 
جدايه هاي قارچ تريكودرماي مورد استفاده در اين 

  .گردد تحقيق تشكر و قدرداني مي
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 PCRمحصولات الگوي هضم آنزيمي ) 7 شكل

  Hinf1 با 31 ژن كيتيناز PCR هضم آنزيمي محصول - 2، 31 ژن كيتيناز PCRمحصول  - 1
 Sal1 با 33 ژن كيتيناز PCR هضم آنزيمي محصول - 4، 33 ژن كيتيناز PCRمحصول  - 2

  BamH1 با 33 ژن كيتيناز PCR هضم آنزيمي محصول - 5
 Bgl1 با 42 ژن كيتيناز PCR هضم آنزيمي محصول -7، 42 ژن كيتيناز PCR محصول - 6

8 - M ماركر (bp) 

 

 

 

 228 www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

 
  1383، پاييز 3، شماره 17له زيست شناسي ايران                                                                              جلد مج

 .ليست جدايه هاي قارچ تريكودرماي مورد استفاده در اين تحقيق) 1جدول 

 محل جمع آوري شماره جدايه  و گونه)جنس(سردهنام 

Trichoderma longibrachiatum 5  گيلان(تلاسر(  

   Trichoderma viridae 1  گيلان(رزوان شهر(  

Trichoderma harzianum 7  گيلان(پرش كوه(  

Trichoderma viridae 2  گيلان(فتالم(  

Trichoderma hamatum 12  گيلان(رشت(  

  Trichoderma virens 9 گيلان (رشت(  

Trichoderma koningii 11 اروميه  

Trichoderma longibrachiatum 6  گيلان(خاك سر(  

Trichoderma parceramosum 4  گيلان(خاك سر(  

  Trichoderma parceramosum 3  گيلان(فجر(  

Trichoderma harzianum 8  گيلان(زاله پر(  

Trichoderma virens 10 دانشكده كشاورزي همدان  

Trichoderma tansarum PTCC 5220 سويه بومي ايران  

Trichoderma  reesei PTCC 5142 CBS 383.78) هلند(  

Trichoderma viridae PTCC 5157 36268 Pris Historic Natural 

Museum 

Trichoderma koningii PTCC 5139 CBS 124.79) هلند(  

Trichoderma Sp. PTCC 5138 سويه بومي ايران 

Trichoderma lebgibrachiatum PTCC 5140 CBS) هلند(  

Trichoderma sp. T1 كرمان 

Trichoderma sp. T2 كرمان  

Trichoderma sp. T3 كرمان  

Trichoderma sp. T6 كرمان  

Trichoderma sp. T7  كرمان  
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Trichoderma sp. T9 كرمان  

Trichoderma sp. T10   كرمان  

Trichoderma sp. T11 كرمان  

Trichoderma sp. T12 كرمان  

Trichoderma sp. T13 كرمان  

Trichoderma sp. T24  كرمان  

Trichoderma sp. T26 كرمان  
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