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و  Trichoderma atroviride PTCC5220 از جدايه) chit42( 42كيتيناز  ژنكلون كردن 

  آن مطالعه ساختار

  3و محمدجواد حريقي 1، مصطفي مطلبي*1، محمدرضا زماني 1،2 حبيب رضا نژاد

  پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست فناوريتهران،  1

  گروه زيست شناسي علوم، دانشكده دانشگاه تربيت معلم آذربايجان، ،تبريز 2

  گروه بيولوژي ،دانشكده علوم كرمانشاه، دانشگاه رازي، 3

  3/6/87: تاريخ پذيرش   17/11/86 :تاريخ دريافت

  چكيده 

قارچ تريكودرما، به دليل ترشح انواعي از آنزيمهاي كيتينازي، بعنوان عاملي قوي در كنترل بيولوژيك بيماريهاي قارچي مورد 

در . مي پردازند بيماريزا پاشيدن اجزاي ساختاري قارچها، به مبارزه با اين عوامل با فرو اًاين آنزيمها، غالب. گيرد استفاده قرار مي

. قرار مي گيرد يميان اجزاي ساختاري قارچ، ديواره قارچي، نخستين و مهم ترين سدي است كه در برابر اثر آنزيمهاي هيدرولاز

، وظيفه اختصاصي از بين بردن اجزاي تشكيل دهنده ديواره بويژه آنزيمهاي كيتينازي يدرولازاز اين رو، بسياري از آنزيمهاي هي

جدايه مختلف قارچ تريكودرما جمع  30در ميان  Trichoderma atroviride از آنجا كه جدايه .قارچي را بر عهده مي گيرند

اين بنابراين در  مي باشد، ي بيشترين ميزان فعاليت آنزيميآوري شده در اين آزمايشگاه در سنجش فعاليت آنزيمهاي كيتينازي دارا

نسبت به كلون كردن ژن  كنترل بيماري قارچيدر فرآيند  Chit42)كيلو دالتوني  42(با توجه به اهميت آنزيم كيتيناز تحقيق 

chit42 42ن كيتيناز ژجهت شناسايي  .اين جدايه و مطالعه آن اقدام گرديد )chit42( استخراج ،DNA نومي از جدايه قارچ ژT. 

atroviride  روش ه بCTAB ن از دو آغازگر اختصاصي ژبراي تكثير اين . صورت گرفت(CUM1/CDM2)  استفاده گرديد و

جهت بررسي الگوي هضم آنزيمي قطعه تكثير شده مورد  XhoIآنزيم . تكثير گرديد kb 1.6 قطعه مورد انتظار به طول تقريبي 

كلون شده و جهت تعيين  pUC19قطعه تكثير شده در ناقل  .صحت قطعه تكثير شده را مورد تأييد قرار داداستفاده قرار گرفت و 

 chit42ژن كلون شده  ن،ژدست آمده با تواليهاي ثبت شده در بانك ه مقايسه توالي ب. توالي ژن مذكور مورد استفاده قرار گرفت

طول اين ژن  دست آمده نشان داد كهه بررسي توالي ب  .نامگذاري گرديد pMJH1را  مورد تأييد قرار داده و پلاسميد حاصله بنام 

توالي نوكلئوتيدي كامل  مقايسه. مي باشد bp 70و  bp 58 ،bp 62طول ه بوده و داراي سه ناحيه اينتروني ب  bp 1573برابر 

تعداد اسيد آمينه هاي  اًضمن .وداً برابر مي باشدهاي آنها حد نشان داد كه طول اينترون هاقارچ ساير از chit42ژن  توالي اين ژن با

دست آمده در اين تحقيق با توالي گزارش ه ب Chit42سيد آمينه آنزيم مقايسه توالي ا. اسيد آمينه مي باشد 421اين آنزيم برابر

 .Tو   T. aureoviride ،T. viride ،T. harzianum ،T. longibrachiatumاز قارچهاي  Chit42شده مربوط به آنزيم 

koningii باشد درصد مي 96و  97، 98، 98، 100ترتيب برابر ه نشان داد كه ميزان مشابهت آنها ب .  

  ، كلونينگ، جداسازي ژنchit42ژن ، 42 كيتيناز آنزيم ،Trichoderma atroviride  :واژه هاي كليدي

   zamani@nigeb.ac.ir :، پست الكترونيك44580363 :ن تماستلف نويسنده مسئول،* 

  مقدمه

كه خسارت زيادي  يكي از راههاي كنترل بيماريهاي قارچي

استفاده از قارچ كشها در  وارد مي سازد گياهان زراعيرا به 

باشد كه اين امر باعث هزينه هاي سنگين  سطح وسيع مي

ب و كش مناسبراي بسياري از قارچها قارچ  .گردد مي
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و يا عده اي از قارچها خاكزي بوده  شتهوجود ندا يثرؤم

  كه باعث شودلذا از قارچ كشها بايد به مقدار زياد استفاده 

آلودگي منابع آبهاي زيرزميني و  ،آلودگي محيط زيست

  .مي شود محصولات كشاورزي

يكي از راههاي مناسب جهت كنترل بيماريهاي ناشي از 

ير نامطلوب فوق را نيز نداشته ثأقارچهاي بيماريزا كه ت

قارچ .  باشد استفاده از روشهاي كنترل بيولوژيكي مي ،باشد

كه بالقوه از عوامل  بوده يكي از قارچهاي مهمتريكودرما 

 گردد كنترل بيولوژيك عليه قارچهاي بيماريزا محسوب مي

قارچ با كنترل  اين بررسيها نشان مي دهد كه. )10و  5(

در ناحيه ريزوسفر گياهان، به افزايش فلور ميكروبي خاك 

توانايي گونه هاي . )1( كمك  مي كند گياه رشدميزان 

مختلف جنس تريكودرما در كنترل رشد بسياري از قارچها 

و باكتريهاي خاكزي، اين قارچ را به عاملي قوي در كنترل 

  . بيولوژيك بيماريهاي گياهي تبديل كرده است

بيولوژيكي  عاليت كنترلدر ف يحضور آنزيمهاي كيتيناز

در گونه هاي مختلف قارچ .  باشد ثر ميؤبسيار م قارچ

با ي وجود دارند كه كيتينازآنزيمهاي تريكودرما، انواعي از 

خود به تجزيه اجزاي سازنده ديواره  افزايشيفعاليت 

كمك  قارچ ميزبان، و در نهايت، به فروپاشي ساختار ديواره

  .)20و  12( كنند مي

هاي مختلف بر روي ديواره قارچ ميزبان ثر كيتينازه امطالع

نشان مي دهد كه هر يك از اين آنزيمها، به نحو ويژه اي  

مطالعه اثر مستقيم  . بر ديواره ميزبان اثر مي گذارند

، بر قارچ  CHIT31و  CHIT42 ،CHIT33آنزيمهاي 

Botrytis cinerae  تنها  ،نشان داده است كه از اين آنزيمها

تجزيه مي تواند بر ديواره ميزبان اثر  CHIT42آنزيم 

هر چند در همراهي   داشته باشد و دو آنزيم ديگر، كنندگي

كننده اين آنزيم را افزايش مي  تجزيه ، اثر CHIT42با 

دهند،  اما در نبود اين آنزيم و به تنهايي، هيچ گونه 

. )8و  7( خسارتي را به ديواره ميزبان وارد نمي كنند

، CHIT42دهد كه با به كار بردن آنزيم  شان ميبررسيها ن

، اسپورها و ميسليوم (Germ tubes)هاي زايا  جدار لوله

هاي  تخريب رشتهشده و باعث قارچ هدف تجزيه 

ميسليوم، واكوئوله شدن شديد سيتوپلاسم و در نهايت 

  .)22( مي شودتورم و از هم پاشيدن ساختمان قارچ 

 .Tاز جدايه  chit42ژن  ردنتكثير و كلون كدر اين تحقيق 

atroviride اين ژن از نظر وجود  و ساختار انجام گرفته

مورد  ها و نيز طول پلي پپتيد كد شدهآن ها و طول  اينترون

  .گرفتبررسي قرار خواهد 

  مواد و روشها

تهيه شده از  Trichoderma atroviride PTCC5220 جدايه

ن پژوهشهاي كلكسيون قارچها و باكتريهاي عفوني سازما

در طول اين تحقيق مورد استفاده علمي و صنعتي ايران 

  PDA از محيط كشت  جهت نگهداري قارچ.  قرار گرفت

(Potato Dextrose Agar) براي تهيه اين .  ده گرديداستفا

 مقطر گرم در ليتر در آب 39  به ميزان PDAمحيط پودر 

  .فتو پس از سترون كردن مورد استفاده قرار گر شده حل

قارچ، ارلن  ميسليوم براي تهيه  : DNAروش استخراج 

ميلي ليتر محيط   100ميلي ليتري كه حاوي  250هاي 

 MY )Yeast extract 0.2%, Malt extractكشت مايع 

سترون شده بودند توسط اسپور تلقيح شده و در ) 2%

گراد همراه با هوادهي انكوبه  درجه سانتي 25 - 30 دماي

محيط كشت  از ها مع آوري ميسليومپس از ج.  شدند

آنها را با آب مقطر سترون ) يك هفته پس از تلقيح(

 يكشستشو داده، سپس با كاغذ صافي واتمن شماره 

گراد نگهداري  درجه سانتي - 20آبگيري و در  سترون

ميسليوم منجمد شده قارچ توسط ازت مايع   .شدند

روش ه ب ژنومي آن DNAبصورت پودر درآمده و استخراج 

CTAB 9( انجام شد( .DNA 50دست آمده در ه ب 

درجه  - 20و در  شده ميكروليتر آب مقطر سترون حل

  .گراد براي استفاده بعدي نگهداري گرديد سانتي
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60 GGATGAAAATTCCATCCAGCAGCAGCAACTTGGAGAGCTCTTTTCAGCAGCAACTTCTTC 

  

120 CTTTCAAAGCATTTCTTGACAACCTTTGCTGAATCTCAAACACTTCACCATGTTGGGTTT 

                                                  M  L  G  F 

180 CCTCGGAAAGTCCGTGGCCCTGCTTGCTGCGCTGCAGGCCACTCTCACCTCTGCATCTCC 

  L  G  K  S  V  A  L  L  A  A  L  Q  A  T  L  T  S  A  S  P 

240 TGTGTCTACAAACGACGTCTCAGTTGAGAAGAGAGCCAGCGGATACGCAAACGCTGTCTA 

  V  S  T  N  D  V  S  V  E  K  R  A  S  G  Y  A  N  A  V  Y 

300 CTTCACCAACTGgtgagtgaagctaactcgtggtcatgaatttcagggctaactatgggc 

  F  T  N  W 

360 gattaaagGGGTATCTATGGCCGCAACTTTCAACCCCAGGACCTGGTTGCGTCGGACATC 

          G  I  Y  G  R  N  F  Q  P  Q  D  L  V  A  S  D  I 

420 ACTCATGTCATCTACTCTTTCATGAACTTCCAAGCAGACGGCACTGTgtaagtttcgaag 

 T  H  V  I  Y  S  F  M  N  F  Q  A  D  G  T  V 

480 ccaagagttttccatctctattcagtcgctgaccttttcaactatagTGTCTCTGGAGAT 

                                                 V  S  G  D 

540 GCCTACGCCGATTATCAGAAGCACTATTCTGACGATTgtatgacagctctttccccttag 

 A  Y  A  D  Y  Q  K  H  Y  S  D  D  S   

600 tactccaactttgagccaatccatataaactaacatctataatagCCTGGAATGATGTCG 

                                                W  N  D  V  G 

660 GCAACAACGCATACGGTTGTGTGAAGCAGTTGTTCAAGTTGAAGAAGGCCAACCGCAACT 

   N  N  A  Y  G  C  V  K  Q  L  F  K  L  K  K  A  N  R  N  L 

720 TGAAGGTTATGCTCTCTATCGGTGGCTGGACCTGGTCCACCAACTTCCCTTCTGCAGCAA 

   K  V  M  L  S  I  G  G  W  T  W  S  T  N  F  P  S  A  A  S  

780 GCACCGATGCCAACCGCAAGAACTTTGCCAAGACGGCCATCACCTTCATGAAGGACTGGG 

   T  D  A  N  R  K  N  F  A  K  T  A  I  T  F  M  K  D  W  G  

840 GTTTTGATGGTATTGACGTCGACTGGGAGTACCCTGCCGATGACACCCAGGCCACCAACA 

   F  D  G  I  D  V  D  W  E  Y  P  A  D  D  T  Q  A  T  N  M 

900 TGATTCTTCTGCTCAAGGAGATCCGATCTCAACTAGATGCCTATGCTGCGCAATACGCTC 

   I  L  L  L  K  E  I  R  S  Q  L  D  A  Y  A  A  Q  Y  A  P 

960 CAGGCTACCACTTCCTGCTCTCCATCGCTGCCCCCGCTGGACCAGAGCACTACTCTGCGC 

   G  Y  H  F  L  L  S  I  A  A  P  A  G  P  E  H  Y  S  A  L 

1020 TGCACATGGCCGACCTTGGTCAAGTTCTCGACTATGTCAACCTTATGGCCTATGACTATG 

   H  M  A  D  L  G  Q  V  L  D  Y  V  N  L  M  A  Y  D  Y  A 

1080 CTGGTTCTTGGAGCAGCTACTCTGGACACGATGCCAACTTGTTTGCCAACCCGTCCAACC 

   G  S  W  S  S  Y  S  G  H  D  A  N  L  F  A  N  P  S  N  P 

1140 CCAACTCTTCACCATACAACACCGATCAGGCTATCAAGGCTTATATCAACGGAGGCGTTC 

   N  S  S  P  Y  N  T  D  Q  A  I  K  A  Y  I  N  G  G  V  P 

1200 CCGCAAGCAAGATCGTTCTTGGCATGCCTATCTATGGACGATCTTTCGAGAGCACTAACG 

   A  S  K  I  V  L  G  M  P  I  Y  G  R  S  F  E  S  T  N  G 

1260 GCATTGGCCAAACCTACAGTGGAATTGGATCTGGAAGCTGGGAGAACGGTATCTGGGACT 

   I  G  Q  T  Y  S  G  I  G  S  G  S  W  E  N  G  I  W  D  Y 

1320 ACAAGGTTCTTCCCAAGGCCGGCGCTACAGTCCAGTACGACTCTGTCGCACAGGCGTACT 

   K  V  L  P  K  A  G  A  T  V  Q  Y  D  S  V  A  Q  A  Y  Y 

1380 ACAGCTATGATTCTAGCAGCAAGGAGCTCATCTCTTTCGATACCCCTGACATGGTCAGCA 

   S  Y  D  S  S  S  K  E  L  I  S  F  D  T  P  D  M  V  S  K 

1440 AAAAGGTCTCTTACCTCAAGAATCTCGGCCTGGGAGGCAGCATGTTCTGGGAGGCTTCTG 

   K  V  S  Y  L  K  N  L  G  L  G  G  S  M  F  W  E  A  S  A 

1500 CTGACAAGACTGGCTCCGACTCCTTGATCGGAACAAGCCACAGAGCGCTGGGAAGCCTGG 

   D  K  T  G  S  D  S  L  I  G  T  S  H  R  A  L  G  S  L  D 

1560 ACTCAACTCAGAACTTGCTGAGCTACCCCAACTCCCAGTATGATAACATCCGAAGCGG 

   S  T  Q  N  L  L  S  Y  P  N  S  Q  Y  D  N  I  R  S  G* 

1573 TCTCAACTAG 

  L  N  * 

مشخص شده  underlineبصورت  UTR'5 توالي :آمينه اي  پروتئين مربوطه و توالي اسيد  T. atrovirideاز گونه  chit42ژن  توالي -4شكل 

  .توالي اگزوني با حروف بزرگ و توالي اينتروني با حروف كوچك نشان داده شده است. است

طراحي  مشخصات آغازگرهاي  :زگرهاي مورد استفادهآغا

كه از توالي گزارش شده  chit42 تكثير ژنشده جهت 

توسط   NCBIدر سايت  T. harzianumمربوط به قارچ 

Carsolio باشماره ثبت  )1999( و همكارانX79381  

  .باشد ، بشرح زير مي)3(استفاده شده است

CUM1 - ′A3GGATGAAAATTCCATCCGTCGACGCAG′5 
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CDM2 - ′GTTGAGACCGCTTCGGATGT3GAATTCGG′5 

Bf- 5′ACCTCATGGCCTACGACTAT3' 

Br- 5′ATTATGCAGGGAGCGTTATT3' 

M13f- 5' GCTAGTTATTGCTCAGCGG3' 

M13r- 5'GTAAAACGACGGCCAGT3' 

اختصاصي پس از   PCR  :اختصاصي PCRشرايط انجام

ميكروليتر،  25بهينه سازي در مخلوط واكنشي به حجم 

 DNA  ،3/0نانوگرم MgSO4   ،30ميلي مولار 2ل شام

واحد  5/2،  و dNTPميلي مولار  2/0آغازگر،  ميكرومولار

 (10X)ميكروليتر بافر  5/2و  pfu-polymeraseآنزيم 

ميلي مولار  Tris-HCl، 8/8 pH= ،100ميلي مولار  200(

KCl  ،100  ميلي مولار(NH4)2SO4  ،1  درصد تريتون

100 X  گرم در ميلي ليتر از و يك ميليBSA ( صورت

 94شامل دماي  دور،  30سپس واكنش براي   .گرفت

 درجه سانتي 54ثانيه، دماي  60گراد بمدت  درجه سانتي

 درجه سانتي 72ثانيه و در نهايت، دماي  60گراد بمدت 

دور،  30بعد از اتمام .  ثانيه انجام گرديد 100گراد بمدت 

دقيقه قرار  10 بمدت گراد درجه سانتي 72واكنش در 

درصد يك روي ژل آگارز  PCRمحصول .  گرفت

ييد الگوي هضم آنزيمي قطعه أجهت ت . الكتروفورز گرديد

 .استفاده گرديد XhoI از آنزيم PCRبدست آمده توسط 

استخراج : DNAروش استخراج پلاسميد و كلون كردن 

.  )24( صورت گرفت Alkaline lysisروش ه پلاسميد ب

استفاده   pUC18ون كردن ژن تكثير شده از وكتور براي كل

با  PCRوكتور مذكور و قطعه تكثير شده توسط .  شد

كه در دو طرف قطعه ( EcoRIو  SalI آنزيمهاي اختصاصي

.  هضم گرديد) تكثير شده داراي جايگاه مي باشند

Ligation  توسط آنزيمT4 DNA ligase انجام شد  .

 100ستفاده از كلريد كلسيم با ا E. coli (DH5α)باكتري 

مدت ه ميلي مولار به حالت مستعد شده درآمده و ب

 transformationمربوطه جهت  DNAيكساعت همراه با 

مدت دو ساعت در ه روي يخ انكوبه گرديده و سپس ب

باكتريها پس از .  گراد انكوبه گرديد درجه سانتي 37دماي 

ثانيه در  90گراد به مدت  درجه سانتي 42شوك حرارتي 

 SOB )2% Bacto tryptone, 0.5% Bacto-yeastمحيط 

extract, 10mM NaCl, 2.5mM KCl, 10mM MgCl2, 

10mM MgSO4  ( ميكروگرم در هر ميلي ليتر  100حاوي

در اين مرحله كلونيهاي .  آمپي سيلين گسترش داده شدند

سفيد رنگ حاصله بعنوان كلونهاي حاوي قطعات مورد 

ييد أقطعات كلون شده پس از ت.  يدندنظر انتخاب گرد

توسط (توسط الگوي هضم آنزيمي جهت تعيين توالي 

مورد استفاده )  SeqLab Gottingen, Germanyشركت 

بمنظور تعيين توالي دقيق قطعات كلون شده، .  قرار گرفت

-M13تعيين توالي در دو جهت با استفاده از آغازگرهاي 

forward/reverse انجام گرديد.  

بررسي مشابهت توالي ژن  :جزيه و تحليل بيوانفورماتيكت

chit42 بروش با اطلاعات موجود در بانك ژن BLAST 

مقايسه توالي نوكلئوتيدي و اسيد آمينه اي ژن .  انجام شد

توسط برنامه نرم  ر بانك ژنمذكور با تواليهاي ثبت شده د

  انجام گرفت  CLUSTAL Wافزاري 

  نتايج 

براي تكثير و   :  T. atrovirideقارچ   chit42 مطالعه ژن

 T. atrovirideجدايه  ،ژنومي chit42 ،DNA بررسي ژن

 آغازگرهاي اختصاصي.  مورد استفاده قرار گرفت

(CUM1/CDM2) براي  تكثير ژن كامل chit42  راحي و ط

داراي ( pfu-polymeraseبا استفاده از آنزيم  PCRواكنش 

  DNAطول . انجام گرفت) مي باشد proofreadingتوانايي 

با احتساب توالي مربوط به  تكثير شده توسط اين آغازگرها

ها براساس توالي مربوط به ژن آغازگرجايگاههاي آنزيمي 

chit42  قارچT. harzianum )3( bp 1573  مورد انتظار

كثير شده فوق در شرايط بسيار قطعه تبررسي .   مي باشد

، نشان مي دهد كه )ممكناتصال  بالاترين دماي( اختصاصي

 با طول مورد انتظار را تكثير مي  DNAاين آغازگرها، 

  ).  1 شكل( نمايند
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اختصاصي، احتمال  PCRبا توجه به اينكه حتي در شرايط 

دارد پرايمرها قطعاتي خارج از محدوده ژن مورد نظر را 

، الگوي هضم PCRييد محصولات أتكثير كنند، بمنظور ت

 مناسب برشيشده با آنزيمهاي تكثير  DNAآنزيمي 

(XhoI)قطعات حاصل از هضم .  ، مورد مطالعه قرار گرفت

درصد الكتروفورز  2، روي ژل آگارز PCRمحصول 

بررسي الگوي به دست آمده نشان مي ).  1شكل (شدند

روي  XhoI  آنزيمدهد كه مطابق پيش بيني، در نتيجه عمل 

به طولهاي   ، سه قطعه chit42 حاصل از ژن PCRمحصول 

 bp 800  و bp 600 و  bp 173 نتايج   .شود حاصل مي

تكثير شده با  DNAدست آمده از الگوي هضم آنزيمي ه ب

PCRدهد  ييد قرار ميأمذكور را مورد ت ، صحت قطعه

الگوي هضم   با توجه به نتايج حاصل از ). 1شكل (

توان نتيجه گيري  آنزيمي با استفاده از عمل آنزيم فوق مي

اي كه به  قطعه  CDM2و  CUM1د كه آغازگرهاي نمو

اند، همان قطعه مورد  را تكثير نموده bp 1573حدود  طول

اين  . باشد مي T. atrovirideدر قارچ   chit42 انتظار از ژن

مذكور  ژن  ORF (Open Reading Frame)قطعه تمامي 

  . را دارا مي باشد UTR 5ًجفت باز از ناحيه   110همراه با 

و  CUM1مورد استفاده  آغازگرتوجه به اينكه در دو  با

CDM2  به ترتيب جايگاههاي هضم آنزيميSalI  و 

EcoRI  براي كلون كردن در وكتور pUC19  طراحي شده

اند،  لذا قطعه تكثير شده همراه با وكتور مربوطه با 

صورت   ligationهضم و  SalI و   EcoRIآنزيمهاي 

تكثير شده از كلونيهاي  DNAپلاسميد حاوي .  گرفت

دست آمده در محيط كشت انتخابي، ه سفيد رنگ ب

.  نامگذاري گرديد  pMJH1استخراج و پس از تأييد بنام 

و هضم ) 2شكل ( PCRصحت قطعه كلون شده توسط 

تأييد شده و پس از خالص سازي براي ) 3شكل (نزيمي آ

اطلاعات بدست .  تعيين توالي مورد استفاده قرار گرفت

مده از تعيين توالي نشان داد كه طول قطعه تكثير شده آ

 bpدر جدايه مورد بررسي برابر  chit42مربوط به ژن 

 درصد  02/53برابر  GCو با محتواي  )4شكل ( 1573

 .T)مربوط به اين قارچ   chit42توالي ژن .  باشد مي

atroviride)  كدبا DQ022674  ثبت گرديد در بانك ژن.  

 

 

  

  

  

  

  

  

  

  

 :PCRتكثير شده بوسيله  chit42الگوي هضم آنزيمي ژن  )1 شكل

ژن تكثير ) XhoI ،2هضم آنزيمي قطعه تكثير شده با آنزيم  )1

chit42 هاي آغازگر با استفاده ازCUM1  وCDM2 ، M (ماركر  

 

 

 

  

  

  

  

  

  

  

  

 )PCR :1واكنش با استفاده از   chit42تأييد كلونينگ ژن  )2شكل 

هاي درون ژني آغازگربا استفاده از  bp 650 تكثير قطعه حدود

Bf/Br ،2 (  1800تكثير قطعه حدود bp  هاي آغازگرباM13f/r ،

و   CUM1هايآغازگربا  bp  1600تكثير قطعه حدود ) 3

CDM2 ،) در واكنشهايPCR  انجام شده قطعات مورد انتظار

با استفاده از   PCRمحصول واكنش  200bpباند ) 4) مشاهده گرديد

pUC18   و پرايمرهايM13f/r اين پرايمرها تنها بخشي معادل ،

210bp  را از پلاسميدpUC18  تكثير مي كنند .M (ماركر  

ژنومي بدست آمده در اين تحقيق با  DNAمقايسه توالي 

نشان مي دهد  )14( از اين قارچ chit42ژن  cDNAتوالي 

و  bp58 ،bp 62 طولهاي ه كه اين ژن داراي سه اينترون ب

 1            2           M 

 1        2        3         4        M 
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bp 70   بوده وOpen Reading Frame  موجود در اين ژن

با وزن  )4شكل ( اسيد آمينه 421طول ه يك پلي پپتيد ب

مقايسه توالي .  را كد مي نمايد كيلو دالتون 1/46ملكولي 

 Multipleاز روش  Chit42اسيد آمينه اي آنزيم 

Alignment  با استفاده از برنامهCLUSTAL W  انجام

 .Tاز قارچ  Chit42لي اسيد آمينه مقايسه توا. گرفت

atroviride  با تواليهاي اسيد بدست آمده در اين تحقيق

 .T آمينه اي مرتبط در بانك ژن گزارش شده از قارچهاي 

aureoviride (AAW31956) ،T. viride (AAG09447) ،

T. harzianum (AAZ95175) ،T. longibrachiatum 

(ABD42921)  وT. koningii (AAF19612)  نشان داد كه

اكثر اسيد آمينه هاي اين آنزيم در اين گونه ها بصورت 

مقايسه توالي اسيد آمينه اي آنزيم . حفاظت شده مي باشند

Chit42  مورد بررسي در اين تحقيق با استفاده از روش

Pairwise Alignment  با توالي اسيد آمينه اي  آنزيم

Chit42  از گونه هايT. aureoviride ، T. viride ،T. 

harzianum ،T. longibrachiatum   وT. koningii ه ب

درصد مشابهت  95و  97 ،98 ،98، 100ترتيب بميزان 

    ).  5شكل (نشان مي دهد 

  

  

  

  

  

  

  

  

الگوي هضم  با استفاده از chit42تأييد كلونينگ ژن )) 3شكل 

 هضم آنزيمي )SalI ،2آنريم  با pMJH1 هضم آنزيمي) 1:آنزيمي

pUC18  با آنزيم SalI، 3تكرار مرحله قبل با آنزيم ) 4وEcoRI  ،

در واكنشهاي هضم ( HincIIتكرار مرحله قبل با آنزيم  ) 6و 5

  ماركر) Mو )  آنزيمي قطعات مورد انتظار مشاهده گرديد

 

A  
  

 
  

 .T. aureoviride �T. harzianum �T. viride �Tدندروگرام حاصل از آناليز تواليهاي اسيد آمينه اي قارچهاي ) A  -5شكل 

longibrachiatum  �T. koningii.   

B ( 42درصد مشابهت توالي اسيد آمينه اي آنزيم كيتيناز (Chit42)  از قارچT. atroviride با توالي اسيد آمينه اي ژنهاي مشابه در بانك ژن. 

 

 1    2      3    4   M    5      6  

B 
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  بحث

بيوتيك و رقابت  ترشح آنزيمهاي كيتينازي، توليد آنتي

ارچ تريكودرما باعث شده تا اين ريزوسفري ق

ميكروارگانيسم در كنترل بيماريهاي گياهي ناشي از 

قارچهاي بيماريزا داراي پتانسيل كنترل بيولوژيكي مناسبي 

بعنوان عامل مهم  تريكودرما هاي پتانسيل گونه. )17( باشد

براي اولين بار در اوايل  ،كنترل بيولوژيك بيماريهاي گياهي

شد و در سالهاي بعد كنترل بسياري از  شناخته 1930دهه 

نتايج تحقيقات . بيماريها توسط اين قارچ مشخص گرديد

 )6( ، تنباكو)19( انجام شده بر روي گياهان گوجه فرنگي

دهد كه با حضور  و انواع مختلف گياهان زراعي نشان مي

قارچ تريكودرما در خاك، رشد گياه به نحو چشمگيري 

دهد كه قارچ  رسيها نشان ميبر. )4( يابد افزايش مي

تريكودرما با كنترل فلور ميكروبي خاك در ناحيه ريزوسفر 

 .)1( كند مي گياهان به اين افزايش رشد كمك

 تجزيهاز قارچهاي تريكودرما با ترشح آنزيمهاي برخي 

كننده باعث تجزيه ديواره سلولي غني از كيتين قارچهاي 

آنزيمهاي   ناز جمله مهمتري .)2( بيماريزا مي گردد

هيدرولازي كه توسط قارچهاي تريكودرما توليد مي شوند 

كيتينازها . )16و  15( مي باشندآنزيمهاي كيتينازي 

آنزيمهاي هيدرولازي هستند كه بيوپليمر كيتين را با 

هاي  به زير واحد  β-1,4شكستن پيوندهاي گليكوزيدي 

استيل گلوكز آمين تجزيه - Nتشكيل دهنده آن يعني 

اين آنزيمها با تجزيه اجزاي سازنده ديواره  .مايندن مي

از آنجا كه در  .قارچها باعث كنترل عوامل بيماريزا مي شوند

 T. atroviride تحقيقات قبلي نشان داده شده است كه جدايه

جدايه مختلف قارچ تريكودرما در سنجش  30در ميان 

فعاليت آنزيمهاي كيتينازي داراي بيشترين ميزان فعاليت 

گزارشات و نيز با توجه به اينكه  ،)13( آنزيمي بوده است

در كيلو دالتوني  42 كيتينازد كه آنزيم نموجود نشان مي ده

در ثرتري ؤمنقش  تريكودرما كيتينازي قارچميان آنزيمهاي 

، )21و  18( تجزيه كيتين موجود در ديواره قارچها دارد

مطالعه و با توجه به اهميت اين آنزيم نسبت به  بنابراين

اقدام  T. atrovirideاز جدايه  Chit42كلون كردن ژن 

مقايسه توالي نوكلئوتيدي كامل اين ژن كه داراي    .گرديد

مي  bp 70و  bp 58 ،bp 62طول ه سه ناحيه اينتروني ب

نهاي آنها حدوداً برابر مي باشد وباشد و تعداد و طول اينتر

تعداد اسيد آمينه  تعداد اسيد آمينه هاي اين آنزيم با اًضمن

 .T و T. aureovirideهاي در قارچ CHIT42هاي آنزيم 

koningii  كه اين  در صورتي) اسيد آمينه 421(برابر بوده

 .T و T. viride،   T. harzianumآنزيم در قارچهاي 

lingibrachiatum 11( سه اسيد آمينه بيشتر دارد تعداد ،

در اين تحقيق  مورد مطالعه  chit42 ژن  .)26و  25، 23

بيشترين ميزان فعاليت با  T. atroviride جدايهكه از 

شناسايي و كلون شده است مي تواند با آنزيمهاي كيتينازي 

استفاده از ناقلهاي مناسب، جهت انتقال به گياهان زراعي 

كه در معرض بيماريهاي قارچي مي باشند مورد بهره 
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Abstract 

Filamentous fungi such as Trichoderma spp. Produce a variety of chitinase enzymes 

that degrade chitin and play an important role in biological control of fungal diseases. 

Chitinases are hydrolysis enzymes which degrade chitin, a linear biopolymer of  N-

acetylglucosamine, into its component residues by breaking the β-1,4 glycosidic bonds.  

In this research Trichoderma atroviride PTCC5220 an over producer of chitinase 

enzyme among 30 Trichoderma sp. isolates used for study of chit42 gene. Two  specific 

primers (CUM1/CDM2) and genomic DNA from T. atroviride were used for chit42 

amplification.  The amplified DNA fragment (about 1.6 kb) was analyzed and 

confirmed by restriction pattern using XhoI enzyme.The chit42 DNA fragment was 

cloned into pUC19 and designated as pMJH1. Comparison of the cloned fragment with 

the cDNA sequence indicated that this gene contains three short introns (58bp, 62bp and 

70 bp long) and also an open reading frame coding for a protein of 421 amino acids.  

Alignment of  the amino acid sequence with other reported Chit42 sequence from 

Trichoderma sp. (T. aureoviride, T. viride, T. harzianum, T. longibrachiatum and T. 

koningii ) showed 100%, 98%, 98%, 97% and 96% identity, respectively. 
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