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   گلوكاناز در جدايه هاي مختلف3و1بررسي ميزان توليد و فعاليت آنزيم بتا 

   قارچ تريكودرما
  1مصطفي مطلبي و 1محمدرضا زماني، 2نوشين بهرامسري

  پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست فناوري1
 گروه زيست شناسي، دانشكده علوم، دانشگاه رازي2

 چكيده

اين  . ه اندگليكوزيدي به يكديگر متصل شد بتاگلوكز است كه با پيوند هايدي اي گلوكان هموپليمر خطي از واحد هبتا
همراه تركيباتي همچون كيتين و انواع پروتئينها ده ديواره سلولي قارچها است و بتركيب يكي از اجزاء اصلي تشكيل دهن

 گليكوزيديبتايمر را با شكستن اتصالات گلوكاناز اين پل بتاآنزيمهاي. باعث حفظ استحكام ديواره سلولي قارچها مي شود
 گلوكاناز، 3و1بتا آنزيم  قارچ رشته اي تريكودرما بدليل ترشح . ميان زير واحد ها، به اجزاء سازنده آن تجزيه مي كنند

  در اين تحقيق جهت دستيابي به .بعنوان عاملي قوي در كنترل بيولوژيك بيماريهاي قارچي مورد استفاده قرار مي گيرد
.   جدايه قارچ از گونه هاي مختلف تريكودرما مورد مطالعه قرار گرفت30دايه قارچي با توان توليد آنزيمي مناسب تعداد ج

، دما، طول مدت pH گلوكاناز نقش عوامل مختلف محيطي نظير تغييرات 3و1جهت مطالعه شرايط بهينه توليد آنزيم بتا 
 pHنتايج نشان داد كه شرايط بهينه توليد اين آنزيم عبارت است از .  كشت و شرايط هوادهي مورد بررسي قرار گرفت

شرايط مناسب براي فعاليت اين .   درجه سانتيگراد و در حالت سكون مي باشد22 ساعت، دما 48، مدت كشت 5برابر 
تريكودرما از نظر مقايسه جدايه هاي مختلف قارچ .   درجه سانتيگراد تعيين گرديد50 و دماي 5 برابر pHآنزيم عبارت از 

 .T و جدايه U/mg 07/22 با فعاليت ويژه آنزيمي  T. reesei توليد اين آنزيم در شرايط بهينه نشان داد كه جدايه

viridae1 با فعاليت ويژه آنزيمي U/mg 71/4بترتيب فعالترين و ضعيفترين جدايه ها مي باشد   

  يت آنزيمي             فعال- گلوكاناز3 و1 بتا -تريكودرما: واژه هاي كليدي

 مقدمه

مهمترين عوامل شركت كننده در كنترل بيولوژيك 
محيط اطراف ريشه قارچها و باكتريهاي سازگار با 

(Rhizospher)اين ارگانيسمها به .  گياهان مي باشند
 گياهي عوامل بيماريزايروشهاي گوناگون بر عليه 

ين يكي از مهمتر. فعاليت آنتاگونيستي انجام مي دهند
ي نظير كيتيناز و اين روشها استفاده ازآنزيمهاي هيدرولاز

 كه باعث نابودي و فرو پاشيدن ساختار گلوكاناز است
از آنجا كه . گردد گياهي مي عوامل بيماريزايسلولي 

ديواره سلولي، نخستين و مهمترين سد در برابر 
 است، از بين بردن اجزاي تشكيل يآنزيمهاي هيدرولاز

 وظيفه  از جمله كيتين و گلوكان قارچيدهنده ديواره
   ).7( آنزيمها مي باشد ايناختصاصي بسياري از

مطالعه ساختمان ديواره قارچها نشان مي دهد كه تقريباً، 
شامل ملكولهاي بتا  (الگوي كلي ساختمان ديواره

گلوكان، شبكه اي از گليكوپروتئينها و ميكروفيبريلهاي 
اي مختلف قارچها مشابه  رده هاست كه اكثراً در) كيتين

  . )3 (بوده و تنها نسبت تركيبات تغيير مي كند
گلوكز است كه با منومر دي گلوكان هموپليمري از بتا
 فراوان ترين رده پلي  و از بهم متصل شده بتافرم

   ).12 و 7( است ساكاريدهاي موجود در طبيعت
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 موجودات زنده  بسياري از وجهتويژگيهاي قابل  زيكي ا
قارچها  بوده وگلوكان  بتايد آنزيمهاي تجزيه كنندهتول

گلوكاناز  بتابعنوان مهمترين توليد كننده هاي آنزيمهاي
  بتا گلوكاناز هاي بدست آمده از .مي باشندمورد توجه 

قارچها نه تنها در  گونه هاي مختلف، بلكه در يك 
موجود زنده داراي ويژگيهاي فيزيكو شيميايي متفاوتي 

بعنوان مثال وزن مولكولي آنها بطور معمول .  مي باشند
 pHبهترين    ).12( كيلو دالتون متغير است 80 تا 20بين 

 ، است6 تا 4گزارش شده براي فعاليت اين آنزيمها بين 
. هر چند در اين زمينه نيز استثنا هايي وجود دارد

 و بعضي  در 7 بالاتر از pHبطوريكه بعضي از آنها در 
pHدماي مناسب براي حفظ .  فعالند4ي كمتر از  ها

پايداري اين آنزيمها، بدون در نظر گرفتن استثنا هاي 
 ).  12( درجه سانتيگراد مي باشد 60 تا 50موجود، 

لوكاناز در قارچ تريكودرما  گ3و1مطالعه آنزيمهاي بتا 
 نشان مي دهد كه در اين قارچ انواعي از آنزيمهاي 

Endo-β-1,3-glucanase  طبق .توليد و ترشح مي شود 
مطالعات انجام شده، بيشترين ميزان توليد و ترشح اين 

آنها، لامينارين  آنزيمها در حضور سوبستراي اختصاصي
   نظير و نيز ديواره سلولي قارچهايي ،)گلوكان 3و1بتا (

Rhizoctonia solani، Sclerotium rolfsii و  
Saccharomyces cerevisieaيزان آن در   و كمترين م

  .)21، و 7، 5، 2 (حضور گلوكز قابل مشاهده است

 در گونه هاي Endo-β-1,3-glucanaseبررسي آنزيمهاي 
مختلف قارچ تريكودرما نشان داده است كه تفاوتهاي 
. بسياري در ويژگيهاي مولكولي اين آنزيمها وجود دارد

 .Tبعنوان مثال آنزيم استخراج شده از قارچ 

longibrachiatum  داراي وزن مولكوليkDa70 ،pH 
در حاليكه در گونه  ).22 و 16(مي باشد  5فعاليت بهينه 

T. harzianum  كيلو 36اين آنزيم داراي وزن مولكولي 
 ).11( مي باشد 4/4 بهينه فعاليت pHدالتون و 

  مواد و روشها
: محيط كشت نگهداريجدايه هاي قارچ تريكودرما و 

درما مورد استفاده در اين  جدايه قارچ تريكو30تعداد 
تحقيق كه اكثر آنها از مناطق مختلف ايران جمع آوري و 

 ارائه شده 1در جدول شماره ) 15(شناسايي شده بودند 
  PDA  از محيط كشت جهت نگهداري قارچ.  است

(Potato Dextrose Agar)ده گرديد، كه  براي تهيه  استفا
ر آب حل و  گرم در ليتر د39  ميزان بPDAآن پودر 

  .سترون گرديد

 براي:  گلوكاناز 3و1توليد و سنجش فعاليت آنزيم بتا 
 قارچ  محيط كشتدر گلوكاناز 3و1 بتا  آنزيمالقاء
 Rhizoctonia solaniديواره سلولي قارچ  ، ازكودرمايتر
، بعنوان است گلوكان 3و1 بتا  فراوانيمقادير حاوي كه

 از روش تغيير  تهيه اين سوبسترا.شدسوبسترا استفاده 
و ) 21( و همكاران  Vazquez-Garciduenasيافته 

در محيط را ابتدا قارچ فوق .  شرح ذيل انجام گرديدب
RCM (Rhizoctonia Culture Medium) 20 حاوي 

، KH2PO4 گرم 2SO4 ،10(NH4) گرم 10گرم گلوكز، 
 در حجم MgSO4.7H2O گرم NaCl ،5/0 گرم 10

شش پس از داده و  كشت  =pH 5/6 ميلي ليتر با 1000
 جمع آوري كشت، ميسليوم قارچ با صافي از محيط روز
 براي اطمينان از عدم وجود گلوكز در توده  .ديگرد

حاصل، آنرا چند بار با آب مقطر شستشه، سپس با 
  =pH 7با ميلي مولار   20 پتاسيم  افزودن بافر فسفات

.  آمد بحالت سوسپانسيون در (v/w) 1 به 5و به نسبت 
جهت تخريب ديواره سلولي قارچ و جدا شدن سيتوزول 

 دقيقه با هموژنايزر يكنواخت 30مخلوط حاصل بمدت 
.ديگرد
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 .ليست جدايه هاي قارچ تريكودرماي مورد استفاده در اين تحقيق) 1جدول 

  

 كردن سوسپانسيون فوق، آنرا بمدت يكنواختپس از 
 سانتريفيوژ درجه سانتيگراد 10 دقيقه در دماي 20

)×g2500(و رسوب حاصل دوباره با بافر فسفات  

ديواره  تا بدست آوردن اين فرايند.  مخلوط شدپتاسيم
 رسوب نهايي ليوفيليزه شد و .  ادامه يافتسلولي قارچ
    .يداستفاده گرد گلوكاناز 3و1بتا   آنزيم توليدبراي القاي

 محل جمع آوري شماره جدايه نام جنس و گونه
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 Paris Historic Natural 

Museum 
Trichoderma koningii PTCC 5139 CBS 124.79 )هلند (  
Trichoderma Sp. PTCC 5138 سويه بومي ايران 

Trichoderma sp. T1 كرمان 
Trichoderma sp. T2 كرمان 
Trichoderma sp. T3 كرمان 
Trichoderma sp. T6 كرمان 
Trichoderma sp. T7 كرمان 
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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گلوكاناز در قارچ  3و1 بتا براي سنجش فعاليت آنزيم
 ، SMتريكودرما، ابتدا اين قارچ در محيط مايع و معدني 

  كشت داده )لامينارين ( سوبسترا گرم در ليتر2 حاوي
  پس از طي مدت زمان لازم براي رشد قارچ).  23 (شد

و با استفاده از كاغذ صافي  ،) ساعت120 و 72، 48، 24(
از محيط كشت صاف شده . ند كشتها صاف شد، سترون

  .گرديدهاي ترشحي استفاده نبعنوان محلول حاوي پروتئي
 گلوكوناز 3و1به محلول بدست آمده كه حاوي آنزيم بتا 

  در دمايوافزوده  را 1:1ميباشد، استن سرد به نسبت 
لوط حاصل پس  مخ.داده شد قرار  درجه سانتيگراد-20
 20 بمدت درجه سانتيگراد4  در دماي ساعت12از 

 رسوب حاصل،  .گرديد )g12000× (دقيقه سانتريفيوژ
  pH =5  با ميلي مولار50 بافر استاتيك ميلي ليتر در 
براي بهينه   .دآن بعنوان منبع آنزيم استفاده ش و از حل

 هاي pHواكنش آنزيمي در ابتدا سازي شرايط واكنش، 
درجه  60و  55، 50، 45، 40 و دماي 8،7,6،5،4،3

 هادر اين آزمايش.. سانتيگراد مورد بررسي قرار گرفت
 ميلي 50 از بافر استات 5و 4، 3 هاي pHبراي تنظيم 

 از بافر 9 و 8، 7، 6 هاي pH و جهت تنظيم مولار
  .گرديد استفاده  ميلي مولار20فسفات 

حلول مميكروليتر  250 شامل  آنزيميمخلوط واكنش
 5/0  محلول ميكروليتر250 و  حاوي آنزيمپروتئيني
اين مخلوط بمدت يك  . باشد  سوبسترا ميدرصد

 3و1بتا  براي فعاليت آنزيم بهينه ساعت در دماي 
 يك دقيقه سانتريفيوژ بمدت و هقرار داده شدگلوكاناز 

)×g6000 (ديگرد .  

براي سنجش ميزان گلوكز آزاد شده در اثر فعاليت آنزيم، 
از  و) 18 و 10( بكار رفت Nelson-Somogyiروش 

واحد فعاليت آنزيم   .استفاده شد استاندارد گلوكز بعنوان
، برابر با مقدار آنزيمي است كه مي (U)گلوكاناز  3و1بتا 

 pH در دما و تواند در مدت يك دقيقه واكنش، 

  يك ميلي ليتر  گلوكز را درمشخص يك ميكرومول
   . يدمخلوط واكنش آزاد نما

 )Bradford  )1   روش بااندازه گيري مقدار پروتئين
 Bovine serum (BSA) پروتئين  كه وشدنجام ا

albomin براي تهيه منحني استاندارد استفاده گرديد  . 
فعاليت ويژه آنزيمي ، بصورت مقدار فعاليت 

 موجود در (µg/ml) بمقدار كل پروتئين (U/ml)آنزيم
     .محيط، تعريف مي شود

 هاي ترشحينبراي بدست آوردن پروتئي ،اين تحقيقدر 
 ها جدايه مورد نياز  گلوكاناز3 و 1از جمله آنزيم بتا 

 100 ميلي ليتري حاوي 250هاي ندر ارلانتخاب شده 
 گرم در ليتر 20  حاوي SM  مايعمحيط كشتميلي ليتر 
 بدست .Rhizoctonia spديواره سلولي قارچ (سوبسترا 

پس محيط كشتها به انكوباتور منتقل تلقيح و س )آمده
 نقش   براي بررسي شرايط بهينه توليد آنزيم.شدند

، دما، طول زمان كشت و در نهايت شرايط pHتغييرات 
بدين منظور، از سه .  هوا دهي مورد بررسي قرار گرفت
، 6، 5، 4، 3 هاي pHايزوله انتخاب شده، كشتهايي در 

 درجه سانتيگراد، و 31 و28،25،22 ،20  دماي، 9 و 8، 7
ساعت در حالت 120 و 72، 48 ،24 طول مدت كشت

  سكونو ) دور در دقيقه100 و Shaking(تكان خوردن 
)non-shaking ( در حالت سكون كشت  .تهيه گرديد 

  . سانتيمتر انجام شد9در پتري كم عمق با قطري 

 30 توليد و فعاليت آنزيم، بهينهپس از تعيين شرايط 
ه شد دست آمده كشت داددرما در شرايط ب تريكوجدايه

 واكنش بهينه در شرايط  آنهافعاليت آنزيميو ميزان 
  .  گرديدتعيين

  نتايج و بحث
در اين تحقيق جهت دستيابي به جدايه قارچي كه از 

 30توان توليد آنزيمي مناسبي برخوردار باشد تعداد 
جدايه قارچ از گونه هاي مختلف تريكودرما مورد 
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با توجه به اينكه شرايط توليد و   . قرار گرفتمطالعه
گونه هاي مختلف در   گلوكاناز3و1فعاليت آنزيم بتا 

، 6، 4 ( است گزارش شدهجنس تريكودرما متفاوت
آنزيم اين  فعاليت بهينه توليد و، براي تعيين شرايط )21
، نقش مهمترين فاكتورهاي مورد مطالعه هاي جدايهدر 

 .T.harzianum7 ،T( مختلف يجدايه قارچمؤثر در سه 

longibrachiatum5 و T. viridae1(   كه بصورت
مورد بررسي و مطالعه قرار تصادفي انتخاب شده بودند 

  . گرفت

:  گلوكاناز3و1 بتا فعاليت آنزيمسنجش بهينه   شرايط 
، گلوكاناز 3و1بتا در بررسي شرايط بهينه فعاليت آنزيم 

يت اين آنزيم جهت سنجش فعال pHدو عامل دما و 
  هايpHدر گزارشات موجود   .مورد مطالعه قرار گرفت

هاي مناسب براي فعاليت  pH بعنوان 5/5 و0/5، 4/4
   ).19 و 5، 4 ( ذكر شده است گلوكاناز3و1آنزيم بتا 
  و7، 6، 5، 4، 3 هاي pH آنزيم در  اينفعاليتبنابراين 

ان نتيجه اين بررسيها نش  . قرار گرفت بررسي  مورد 8
 صورت pH = 5 مي دهد كه بيشترين فعاليت آنزيم در

  ). 1 شكل(مي گيرد 

0

4

8

12

16

3 4 5 6 7 8
pH

(U
/m

l) ي
زيم

آنــ
ــت 

عالي
ف

T. viridae T. longibrachiatum T. harzianum

 قارچهاي گلوكاناز 3و1 بتا  براي فعاليت آنزيمبهينه pH  ) 1 شكل
 هاي مختلف اندازه گيري pHفعاليت آنزيمي در .  انتخابي فوق

 .شده است

بعنوان گلوكاناز  3و1در گزارشهاي مختلف، آنزيم بتا 
م به حرارت نسبتاً بالا معرفي شده است يك آنزيم مقاو

 55 تا  45و شرايط مطلوب براي فعاليت اين آنزيم بين 
بدين ).   21 و 12 (تدرجه سانتيگراد ذكر شده اس

ه انتخابي، در جداي آنزيم در سه  اينفعاليتمنظور 
 درجه سانتيگراد اندازه 60  و55، 50، 45، 40دماهاي 

هر سه جدايه  كه ن دادنتايج حاصله نشا . گيري گرديد
بيشترين  درجه سانتيگراد 50 در دماي مورد مطالعه 

  .)2 شكل(از خود نشان مي دهند را  آنزيميفعاليت
بنابراين در اين تحقيق جهت سنجش ميزان فعاليت 

  و =pH 5 گلوكاناز در قارچ تريكودرما از 3و1آنزيم بتا 
ه  درجه سانتيگراد در واكنش آنزيمي استفاد50دماي 
   .گرديد
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T. viridae T. longibrachiatum T. harzianum

  
قارچهاي  گلوكاناز 3و1 بتا  براي فعاليت آنزيمبهينه دماي   )2 شكل

فعاليت آنزيمي در دماهاي مختلف اندازه گيري شده .  انتخابي فوق
  .است

در بررسي :  گلوكاناز3و1 بتا  بهينه توليد آنزيم  شرايط
گلوكاناز، نقش  3و1 بتا  توليد آنزيمبهينهشرايط 

، دما، طول زمان كشت و در نهايت pHفاكتورهاي 
قرار  بررسي جدايه انتخاب شده موردهوادهي، در سه 

 شرايط  آنزيمي درميزان فعاليتدر اين بررسي  . گرفت
  .بهينه بدست آمده اندازه گيري شد

 براي توليد pHبا توجه به اينكه طيف نسبتا وسيعي از 
    ).12 و 2( گلوكاناز گزارش شده است 3و1آنزيم بتا 

، 4، 3 هاي pHدر مطالعه در اين تحقيق  مورد جدايهسه 
 و توليد آنزيم در آنها  شد كشت داده9 و 8، 7، 6، 5

كه داد  نشان ه نتايج حاصل.مورد بررسي قرار گرفت
 گلوكاناز توليد شده در 3و1 بتا  آنزيمميزانبيشترين 

5=pH   حداكثر مقدار توليد آنزيم در ). 3 شكل(است 
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 .T و T. viridae ،T. longibrachiatumسه جدايه 

harzianum و 17، 5/13  بترتيب برابر U/mg 18 مي  
  .باشد
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T. viridae T. longibrachiatum T. harzianum

 ترشحي از گلوكاناز 3و1 بتا  براي توليد آنزيمبهينه pH ) 3شكل 
فعاليت ويژه آنزيمي در  .قارچهاي انتخابي فوق در محيط كشت

pHهاي مختلف اندازه گيري شده است . 

 28 تا 24وليد آنزيم مورد بحث، بين دماي بهينه براي ت
لذا  ). 20 و 13، 2 ( شده استدرجه سانتيگراد گزارش

ه، در جدايگلوكاناز در اين سه  3و1 بتا توليد آنزيم
  درجه سانتيگراد مورد31 و 28، 25، 22 ،20 دماهاي
نشان مي  نتايج بدست آمده   مقايسه.قرار گرفتبررسي 

 22ن آنزيم در دماي  كه بيشترين ميزان توليد ايدهد
 .Tو در قارچهاي  گيردمي درجه سانتيگراد صورت 

viridae ،T. longibrachiatum و T. harzianum  
  ). 4 شكل(  مي باشدU/mg 11 و 5/13، 13بترتيب برابر 
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T. viridae T. longibrachiatum T. harzianum

 ترشحي از گلوكاناز 3و1 بتا  براي توليد آنزيمبهينه دماي ) 4 شكل
ليت ويژه آنزيمي در  فعا.قارچهاي انتخابي فوق در محيط كشت

  .دماهاي مختلف اندازه گيري شده است

اطلاعات موجود در خصوص مناسبترين زمان براي 
 گلوكاناز در كشت قارچ تريكودرما 3و1توليد آنزيم بتا 

 مي شود   ساعت را شامل48-96محدوده زماني بين 
 بدين منظور اثر زمان كشت بر توليد  ).21 و 14، 8، 2(

در   سه گونه مورد مطالعهلوكاناز درگ 3و1آنزيم بتا 
مورد بررسي قرار  ساعت 120 و 72، 48، 24زمانهاي 
 نتايج حاصل از مطالعه فوق نشان داد كه  .گرفت

 ساعت 48بيشترين ميزان فعاليت ويژه آنزيم، بعد از 
 ساعت زمان 48بنابراين دوره كشت .  بدست مي آيد

 در نظر گرفته گلوكاناز 3و1بهينه براي توليد آنزيم بتا 
 گلوكاناز پس از 3و1مقدار توليد آنزيم بتا .   مي شود

 .T. viridae ،T ساعت در سه جدايه 48

longibrachiatum و T. harzianum  12 بترتيب برابر ،
  ). 5شكل ( مي باشد U/mg 14 و 10
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T. viridae T. longibrachiatum T. harzianum

  

 ترشحي از گلوكاناز 3و1 بتا  براي توليد آنزيمبهينهزمان )   5شكل 
فعاليت ويژه آنزيمي در  .خابي فوق در محيط كشتقارچهاي انت

  .زمانهاي مختلف اندازه گيري شده است

 3و1بتا جهت بررسي نقش هوادهي در توليد آنزيم 
 انتخابي تريكودرما، قارچها در گلوكاناز سه جدايه

و پس از شد  كشت داده  تكان خوردن و سكوندوحالت
  . گرديده  در آنها مقايسآنزيمي، فعاليت ويژه  ساعت48

 نشان مي دهد  نتايج بدست آمده از اين آزمايشمقايسه
در قارچهاي  سكون ميزان توليد اين آنزيم در حالت كه

T. viridae،T. longibrachiatum و T. harzianum  
 بيشتر از حالت برابر 3/1 و 5/1، 9/2بترتيب بمقدار 
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 بايد توجه داشت .)6شكل (آنها مي باشد  تكان خوردن
ر حالت سكون قارچ در سطح محيط كشت مايع در كه د

 سانتيمتري با عمق كم، مي تواند بسرعت 9پليتهاي 
بصورت هوازي رشد نمايد لذا توليد آنزيم در كوتاه 

.  در اين حالت قابل توجه مي باشد)  ساعت48(مدت 
در صورتيكه در حالت تكان خوردن قارچ بيشتر 

مايد لذا بصورت غوطه ور در محيط مايع رشد مي ن
فرصت كافي جهت توليد مقدار قابل ملاحظه آنزيم در 

   .اين مدت براي قارچ فراهم نخواهد بود
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همزن ساكن 

ه

  

 در توليد آنزيم Shaking/ non-shaking بررسي اثر)  6شكل 
.   ترشحي از قارچهاي انتخابي فوق در محيط كشتگلوكاناز 3و1بتا 

 اندازه non-shaking و shakingفعاليت ويژه آنزيمي در شرايط 
  .گيري شده است

با توجه به بررسيهاي انجام شده بنظر مي رسد شرايط 
 در محيط كشت گلوكاناز 3و1بهينه توليد آنزيم بتا 

 درجه 22 ساعت كشت، دماي pH= ،48 5   :عبارت از
  . مي باشد سكونسانتيگراد و در حالت

 گلوكاناز در جدايه هاي 3و1مقايسه فعاليت آنزيم بتا 
  براي بررسي و مقايسه توليد و :  ريكودرمامختلف ت

 جدايه قارچ 30 در  گلوكاناز3و1 بتا فعاليت آنزيم
 هاي قارچي در شرايط جدايه، ي مورد مطالعهتريكودرما

 بدست آمده جهت توليد آنزيم، كشت داده شده و بهينه
بررسي . گرديد در آنها مقايسه آنزيميفعاليت ويژه 
 هاي مورد مطالعه نشان مي جدايه  آنزيميفعاليت ويژه

آنزيم، تنوع اين  ها، از نظر توليد جدايهدهد كه اين 
، ضمن )7شكل  ( زيادي را از خود نشان مي دهندنسبتاً

   با فعاليت ويژهT. reesei (PTCC5142) جدايهاينكه، 
 فعاليت با  T. viridae1ه جدايو  U/mg 07/22 آنزيمي
نوان فعالترين و  ، بترتيب، بعU/mg 71/4  آنزيميويژه

 ه از نظر توليد آنزيم مشخص شدندجدايضعيفترين 
  . )7شكل (

مطالعات انجام شده در اين تحقيق نشان مي دهد كه 
  نسبت به جدايه هاي ساير گونه هاي T. reeseiجدايه 

 گلوكانازي 3و 1تريكودرما از پتانسيل فعاليت آنزيم بتا 
در تحقيقات بيشتري برخوردار مي باشد، لذا مي تواند 

بعدي بعنوان يك عامل بيوكنترل مناسب جهت مبارزه 
با قارچهاي بيماريزا،  مورد مطالعه و بررسيهاي ديگر 

 .نظير مطالعات گلخانه اي قرار گيرد

هزينه اجراي اين پژوهش از طريق طرح :  سپاسگزاري
مطالعات و تحقيقات بين دانشگاهي در راستاي اهداف 

 تأمين شده 31303395اره برنامه سوم توسعه با شم
است كه بدين وسيله از سازمان مديريت و برنامه ريزي 
كشور و پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست 

  .سپاسگزاري مي شود) 171طرح (فناوري 

 

 

 

 

 

 

 

Archive of SID

www.SID.ir



  1384 پاييز، 3، شماره 18جلد                             مجله زيست شناسي ايران                                                                  

  268

 

  

 يكودرما ايزوله قارچ تر30گلوكاناز در  3و 1 بتا  ويژه آنزيمميزان فعاليت )  7شكل 
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β-1,3-glucanase production in Trichoderma isolates 
Bahramsari  N.2, Zamani M.R.1 , and  Motallebi  M.1  

1National Research Center for Genetic Engineering & Biotechnology (NRCGEB), Tehran, Iran 
2Biology Dept., Faculty of Science, Razi Univ., Kermanshah, Iran. 

 

Abstract 

β-glucan is a homopolymer of D-glucose residues which are linked through β-1,3 

glycosidic bonds in the main chain. This polysaccharide, comprising the highest 

percentage of the fungal cell walls, has a major role  in providing the cell wall with 

rigidity and protection. This is generally achieved through the assistance of other cell 

wall components, such as chitin and different proteins. β-glucanase enzymes degrade 

the polymer into its component residues by breaking the β-glycosidic bonds. As a 

producer of a variety of β-1,3 glucanase enzymes, the filamentous fungus Trichoderma, 

has become an important means of biological control for fungal diseases.  

In this study, after optimizing the glucanolytic conditions at both enzyme production 

and reaction stages for three randomly selected isolates, the glucanolytic activities of 30 

Trichoderma isolates were assayed, leading to selection of the most and least active 

ones, T reesei with 22.07 U/mg and T. viridae 1 with 4.71 U/mg specific activity, 

respectively. In this regard, the T. reesei isolate, having the strongest β-1,3 glucanolytic 

activity among all isolates assayed, can be a nominee for further use as a biological 

control agent to protect against the fungal pathogens. 

Key words: Trichoderma ressei – β-1,3 glucanase – enzyme activity  
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