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نت های پرتو گاما  قارچ  بررسی خصوصیات کمپلکس های آنزیمی سلولیتیک از موتا
Trichoderma  reesei  
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جدایه  21در این پژوهش کننده آنزیم های تجزیه کننده سلولز در طبیعت است. های مهم تولیدسمیکی از ارگانی Trichoderma reeseiقارچ  خلاصه:

ساعت و سلولز کلوئیدی  72برای مدت rpm 181و سرعت همزدن  C 28°برای تولید آنزیم سلولاز در شرایط دمایی  T. reeseiموتانت پرتو گاما قارچ 

و موتانت های آن با استفاده از روش بردفورد اندازه گیری شد. آویسل،  T. reeseiئین های خارج سلولی به عنوان سوبسترا تولید گردید. غلظت پروت

برای اندازه گیری فعالیت آنزیم سلولاز استفاده شد. همچنین خلوص و ترکیب پروتئین های غنی از  1#کربوکسی متیل سلولز و کاغذ صافی واتمن 

 T. r M17و  T. r M7مورد ارزیابی قرار گرفت. بالاترین میزان تولید پروتئین خارج سلولی در جدایه های  SDS-PAGEآنزیم با استفاده از آزمون 

بالاترین مقادیر فعالیت آنزیمی را در بین  T. r M8مشاهده شد.  فعالیت آنزیم های اندوگلوکاناز، اگزوگلوکاناز و سلولاز کل در جدایه موتانت 

گلوکوزیداز می شود که -لد اولیه نشان داد. سلولاز کل شامل فعالیت آنزیم های اندوگلوکاناز، اگزوگلوکاناز و بتاهای موتانت و جدایه وا جدایه

، EG IV ،Cel 1Aبصورت سینرژیستی باعق هیدرولیز سلولز کریستالی می شوند. اختلاف وزن مولکولی باند های آنزیم های نشان داد که آنزیم های 

Cel 12A ،Cel 45A ،Cel 3A ،Cel 7A ،Cel 6A ،Cel 5A  وCel 61A  سلولز کلوئیدی را بصورت سینرژیستی هیدرولیز می کنند. این نتایج اولیه پیشنهاد

برای جداسازی موتانت های با تولید بالای آنزیم سلولاز قارچ تریکودرما استفاده قابل توجهی در توسعه گونه های  می کند که موتاسیون پرتو گاما

 اری خواهد داشت. سلولیتیک تج

 ، پرتوتابی گاما، موتاسیون.SDS-PAGE، آنزیم سلولیتیک، Trichoderma reeseiواژگان کلیدی: 
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Abstract:Trichoderma reesei is an important organism that produces wide range of 

cellulolytic enzymes in nature. In this study, 21 strains of gamma radiation mutants of 

Trichoderma reesei were used for cellulose production in temperature 28° C and the 

stirring speed 180 rpm for 72 hours by colloidal cellulose as a substrate. The 

extracellular protein concentration of T. reesei and its mutants were determined by the 

dye binding method of Bradford. The Avicel, CMC and Whatman NO.1 filter paper, 

were used to cellulase activity assay. Also, the purity and composition of enzyme-rich 
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protein samples were evaluated under denaturing conditions by SDS-PAGE. The 

highest extracellular protein production was observed in T. r M7 and T. r M17. The 

enzyme activity of endoglucanase, exoglucanase, and total cellulase in mutant strains 

of T. r M8 showed highest levels of enzyme activity. Total cellulase enzymes 

including endoglucanase, exoglucanase and ß-glucosidase that hydrolyzed cellulose 

crystals are a synergistic manner. Different molecular weights of the enzyme bonds 

showed that the enzymes of EG IV, Cel 1A, Cel 12A, Cel 45A, Cel 3A, Cel 7A, Cel 

6A, Cel 5A, and Cel 61A hydrolyzed colloidal celloluse as synergistically. These 

initial results suggest that the gamma radiation mutation for isolating hyper-cellulase-

producing mutants of Trichoderma will be of considerable use in the development of 

commercially useful cellulolytic strains. 

Keywords: Trichoderma reesei, Cellulolytic enzyme, SDS-PAGE, Gamma radiation, Mutation. 

 مقدمه

-بیوپلیمر حاضر در زیست کره است که قرنها است توسط بشر مورد استفاده قرار می ترینپذیر ترین و تجدیدسلولز فراوان

دهد تن از تولید سالانه بیوماس فتوسنتزی گیاهان را تشکیل می 5/1 × 1211ترین پلیمر ارگانیک حدود گیرد و به عنوان عمده

.(Klemm et al., 2002) که پتانسیل تبدیل شدن  1ه توجه جهانی به سلولز به عنوان یک منبع کربن تجدید شوندهامروز

پذیر،  مندی کارآمد از این منبع تجدیدرا دارد جلب شده است. استراتژی مؤثر برای بهره 2ها و انرژی زیستیبه انواع فرآورده

 Kim et)ها است حاصل برای تولید انواع متابولیت کننده های احیاهیدرولیز میکروبی ضایعات لیگنوسلولزی و تخمیر قند

al., 2003)مندی از تمام پتانسیل آنها در بیوتکنولوژی، ها و نیز به منظور بهره. نظر به تقاضای در حال رشد برای سلولاز

نه بالای های سلولازی و هزیعملکرد کم آنزیم .(Bhat, 2000)ها امری ضروری است مطالعه مستمر بر روی این آنزیم

های متعددی برای ارتقای فعالیت رود. از همین رو، روشتولید آنها، دو چالش اصلی در کاربرد صنعتی آنها به شمار می

ها در جهت افزایش فعالیت سلولاز کل سلولازی، خصوصاٌ در قارچ جنس تریکودرما به کار گرفته شده است. بیشتر این تلاش

های قارچی به علت توانایی ترشح مقادیر زیاد ستم سلولازی است. امروزه بسیاری از سویهگلوکوزیدی سییا فعالیت بخش بتا

شوند. سلولازها توسط قارچ های تجزیه کننده سلولز از های تجزیه کننده سلولز در مطالعات موتاسیون به کار گرفته میآنزیم

تولید می گردند. گونه  Trichodermaو گونه های قارچ  Chaetomium ،Fusarium ،Myrotheciumقبیل 

(. Jun et al, 2011نیز قادر به تولید سلولاز می باشند ) Aspergillusو گونه های  Penicilliumهای دیگر شامل 

 Cel 7A (CBHو  Cel 6A (CBH II)گونه های قارچ تریکودرما حداقل دو اگزوگلوکاناز )سلوبیوهیدرولاز( شامل 

I)  و پنج اندوگلوکاناز شاملCel 5A (EG II) ،Cel 7B (EG I) ،Cel 12A (EG III) ،Cel 45A .EG V 

را تولید می  Cel 3A (BGL I)و  Cel 1A (BGL II)گلوکوزیداز شامل -β، همچنن دو Cel 61A (EG 17و 
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توسط موتاسیون  reesei Trichodermaهای صنعتی تولید شده از قارچ (. سلولازForeman et al., 2003کنند )

های مختلف از آنجا که گونه (Nevalainen et al., 1994).اند ا با تغییرات ژنتیکی هدفمند بهبود یافتهتصادفی ی

های سلولازی باشند، توجه خاصی به تولید آنزیمکننده سلولز میهای تجزیه ترین منابع تولید آنزیمتریکودرما یکی از مفید

از  (Persson et al., 1991). ی برتر از نظر تولید آنزیم شده استهاتوسط این قارچ، از طریق شناسایی و ایجاد گونه

های ای در جهت تغییر ژنتیکی سویههای شایان ملاحظه، تلاششدقارچی گزارش  زیفعالیت سلولاکه  1961آغاز دهه 

های متعددی روش در دهه اخیرو یی تولید سلولاز صورت پذیرفته اسازی شرایط کشت با فرض افزایش کارتریکودرما و بهینه

 کننده سلولاز بیشتر در های تولیدسویه ایجادمهندسی ژنتیک برای  پرتو فرابنفش واستفاده از  های شیمیایی،موتاسیون از جمله

های با توجه به پتانسیل کاربرد آنزیم (Muthuvelayudham and Viruthagiri, 2006). اولویت قرار داشته است

با هدف ایجاد تنوع در  حاضر نیز اهمیت نقش قارچ تریکودرما در تولید این نوع آنزیم، تحقیق سلولازی در صنایع مختلف و

، با استفاده از القای آنزیمی بیشترهای جدید با توان فعالیت ذخیره ژنتیکی قارچ تریکودرمای بومی و نیز دستیابی به ژنوتیپ

 انجام گرفته است.  Trichoderma reeseiموتاسیون با پرتو گاما در گونه قارچی 

 مواد و روش ها

 T.reeseiتهیه و آماده سازی قارچ وحشی و موتانت 

به صورت لیوفیلیزه از مرکز کلکسیون قارچ و باکتری سازمان پژوهش های علمی و صنعتی ایران به  T. reeseiقارچ 

انتقال  Potato dextrose brothتهیه گردید. قارچ فوق تحت شرایط اسپتیک به داخل محیط کشت مایع  5142شماره 

قرار داده شد. بعد از مدت زمان فوق، اسپورها به شکل رویشی درآمده و سپس  C 28˚ساعت در دمای  72داده شد و به مدت 

روز  7انتقال داده شد و در همان شرایط قبل گرمخانه گذاری گردید. پلیت های کشت به مدت  PDAبر روی محیط 

 spore/mlورهای تولید شده با استفاده از محلول سیلین جمع آوری گردید و جمعیت آن در گرمخانه گذاری گردید و اسپ
( مورد استفاده قرار گرفت. 1391گری )مرادی و همکاران  251با دز   تنظیم گردید و به منظور اعمال موتاسیون 1×611

ه موتانت بر اساس تفاوت های مورفولوژیک و جدای 21اسپورهای جوانه زده شده به محیط کشت تازه انتقال داده شد و تعداد 

 آزمون مندل انتخاب شدند و برای سنجش توانایی تولید آنزیم سلولاز مورد آزمایش قرار گرفت. 

 تولید آنزیم سلولاز

عصاره  5گرم در لیترحاوی  MYG agarبر روی محیط کشت  T. reeseiجدایه های قارچ موتانت و وحشی قارچ 

آگار کشت و با استفاده از روش ون و  گرم در لیتر 21گلوکز و   گرم در لیتر11عصاره مخمر،  5/2 گرم در لیترمالت، 

 (. Wen et al., 2005همکاران به تولید و ترشح  آنزیم های سلولیتیک القا شدند . )

 و تعیین فعالیت آنزیمی TFMاندازه گیری غلظت پروتئین خارج سلولی تولیدی در محیط 

با استفاده از روش بردفورد انجام گرفت. فعالیت آنزیم های آویسلاز،  TFMوتئین در مایع فوقانی محیط اندازه گیری پر

کربوکسی متیل سلولاز، سلوبیاز و سلولاز کل بوسیله اندازه گیری مقدار گلوکز آزاد شده از سوبستراهای آویسل، کربوکسی 
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و گلوکز به عنوان استاندارد اندازه گیری شد  DNSز روش با استفاده ا 1متیل سلولز، سلوبیوز و کاغذ صافی واتمن 

(Nidetzky and Steiner, 1993 .) 

 الکتروفورز و تعیین وزن مولکولی آنزیم ها

درصد و ژل تفکیک کننده  4( با استفاده از ژل متراکم کننده 1997) Laemmliآزمون الکتروفورز با استفاده از روش 

میلی آمپر انجام شد و ژل الکتروفورز با استفاده از کوماسی  21تروفورز در آمپر ثابت درصد انجام شد. آزمون الک 5/12

 8:1:1رنگ آمیزی گردید و با استفاده از رنگبر حاوی متانول : اسید استیک : آب به نسبت های  R-250بریلیانت گرین 

 رنگبری گردید. 

 آنالیز آماری

( و مقایسه میانگین ها به روش دانکن در سطح آماری ANOVAاریانس )کلیه نتایج آزمایشات با استفاده از آنالیز و

15/1 >P  انجام گرفت. آنالیز آماری با استفاده از نرم افزارSPSS  ( انجام گرفت و کلیه آزمایشات در سه تکرار 16)ویرایش

 انجام شد.

 نتایج و بحث

 تعیین غلظت پروتئین خارج سلولی در جدایه های موتانت

 .Tقارچ  TFM( تولید شده در مایع فوقانی محیط تخمیر μg/mlسه میانگین غلظت پروتئین خارج سلولی )مقای 1شکل 

reesei  دارای اختلاف معنی دار آماری بودند  15/1و جدایه های موتانت آن را نشان می دهد. کلیه داده ها در سطح آماری

نسبت به نمونه وحشی تولید کرده است. بالاترین مقادیر پروتئین های موتانت مقادیر پروتئین خارج سلولی بیشتری را  و جدایه

مشاهده گردید. میزان تولید  Tr M17و  Tr M7خارج سلولی تولید شده به ترتیب در جدایه های موتانت قارچ های 

  به نمونه متغیر بود. کمترین میزان تولید پروتئین خارج سلولی مربو μg/ml 43/91الی  11/24پروتئین خارج سلولی از 

 بود.  T. reeseiوحشی 

 

 

 

 

 

 

 
 

 حاوی سلولز کلوئیدی TFMبا والد اولیه آن در مایع فوقانی محیط تخمیر  T. reesei( جدایه های موتانت قارچ  μg/ml. مقایسه غلظت پروتئین )1 شکل
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 تعیین فعالیت آنزیم های سلولیتیک در جدایه های موتانت

 TFMنزیم های اگزوگلوکاناز، اندوگلوکاناز و سلولاز کل را در مایع فوقانی محیط تخمیهر  مقایسه میانگین فعالیت آ 2شکل 

دارای اخهتلاف   15/1و جدایه های موتانت آن را نشان می دهد. کلیه نمونه ها در سطح آمهاری   T. reeseiدر قارچ وحشی 

    معنی دار آماری بودند.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

با والد اولیه آن در مایع فوقانی محیط  T. reesei( جدایه های موتانت قارچ  U/mlلاز ). مقایسه فعالیت آنزیم های سلو2 شکل

 حاوی سلولز کلوئیدی TFMتخمیر 

مشاهده گردید. میزان  Tr M7و  Tr M21 ،Tr M11بالاترین فعالیت آنزیم اگزوگلوکاناز در جدایه های موتانت 

 Th M9یر بود. پایین ترین میزان فعالیت آنزیمی در جدایه موتانت متغ 22/7الی  31/3تغییرات فعالیت اگزوگلوکاناز از 

 Tr M21 ،Tr M11( به ترتیب در جدایه های موتانت CMCaseمشاهده گردید. بالاترین فعالیت آنزیم اندوگلوکاناز )

یزان فعالیت آنزیم متغیر بود. پایین ترین م U/ml 22/7الی  31/3مشاهده گردید. میزان فعالیت آنزیمی از مقدار  Tr M7و 

ها و ها، اگزوگلوکانازمشاهده گردید. سیستم سلولازی کامل شامل اندوگلوکاناز Tr M2اندوگلوکاناز در جدایه موتانت 

ی یک که در ساختار هاست. به منظور تعیین فعالیت سلولاز کل از سوبسترای ناهمگن کاغذ صافی واتمن شمارهبتاگلوکوزیداز

بیان گردید.  U/mlبرحسب  (FPase)کریستالی و آمورف است، استفاده شد و فعالیت آنزیمی خود شامل هر دو بخش 

 Tr M8 ،Tr M11 ،Tr M16 ،Tr M7 ،Tr M21 ،Trدر جدا های موتانت  FPaseبالاترین میزان فعالیت آنزیم 

M13 ،Tr M6  وTr M5  مشاهده گردید. میزان فعالیت آنزیم سلولاز کل از مقدارU/ml 81/4 ی الU/ml 11/11 

مشاهده گردید. در این مطالعه نیز بالاترین فعالیت آنزیم  Tr M2متغیر بود. کمترین میزان فعالیت آنزیمی در جدایه موتانت 

 برابر شده است.  73/1مشاهده شد که نسبت به سویه شاهد  Tr M8سلولاز کل در جدایه موتانت 
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 و جدایه های موتانت آن  T. reeseiرچ بررسی پروفایل پروتئینی آنزیم های سلولاز در قا

 Tr M1 ،Tr M2 ،Trو جدایه های موتانت  T.reesei( پروفایل پروتئین آنزیم های سلولاز قارچ وحشی a) -3شکل 

M3  را نشان می دهد. در کلیه نمونه های مورد مطالعه در این پروفایل پروتئینی باند های آنزیمی متفاوتی در محدوده وزن

در این پروفایل پروتئینی باند های آنزیمی تولید شده توسط  1مشاهده گردید. چاهک شماره  KDa 175-5/11مولکولی 

 Cel 6Aمربو  به آنزیم  KDa 54را نشان می دهد. باند شارپ ایجاد شده در وزن مولکولی  T. reeseiقارچ وحشی 

(CBH II)  .می باشد 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
پروتئین های خارج سلولی مایع فوقانی  SDS-PAGEوتئین )الگوی الکتروفورزیس( بدست آمده از آزمون . مقایسه پروفایل پر3 شکل

 و جدایه های موتانت آن T. reeseiحاوی آنزیم های سلولاز در قارچ وحشی  TFMمحیط تخمیر 
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(a) ( 1: به ترتیب :)T. reesei ( ،)(2)تکرار اول تخمیر T. reesei (،)(: 3)تکرار دوم  تخمیرTr M1( ،4 :)Tr M2( ،5 :)Tr M3 

 : مارکر پروتئین.Mو 

(b) ( 1: به ترتیب :)Tr M4( ،2 :)Tr M5( ،3 :)Tr M6( ،4 :)Tr M7( ،5 :)Tr M8  وM.مارکر پروتئین : 

(c) ( 1: به ترتیب :)Tr M9( ،2 :)Tr M10( ،3 :)Tr M11( ،4 :)Tr M12( ،5 :)Tr M13  وM.مارکر پروتئین : 

(d) ( 1: به ترتیب :)T. reesei( ،2 :)Tr M14( ،3 :)Tr M15( ،4 :)Tr M16  وM.مارکر پروتئین : 

(e) ( 1: به ترتیب :)Tr M18( ،2 :)Tr M19( ،3 :)Tr M20( ،4 :)Tr M21  وM.مارکر پروتئین : 

 Cel 7Aایجاد شده است که در محدوده وزن مولکولی آنزیم  KDa 62همچنین باند آنزیمی دیگری در وزن مولکولی 

(CBH I)  دارد. باند شارپ دیگری در وزن مولکولی قرارKDa 4/24  ایجاد شده است که مربو  به آنزیمCel 12A 

(EG III)  می باشد که از دسته خانواده اندوگلوکانازها می باشد. این باند آنزیمی در دیگر جدایه های موتانت )شامل

Tr M2  وTr M3 نیز مشاهده گردید، اما جدایه موتانت )Tr M1 ن باند آنزیمی بود و آنزیم اندوگلوکاناز در فاقد ای

و با وزن مولکولی کمی بالاتر نسبت به دیگر جدایه های موتانت  KDa 27دارای وزن مولکولی  Tr M1جدایه موتانت 

بود. در این پروفایل پروتئینی بالاترین  Cel 61B (EG)ایجاد شد که این باند آنزیمی مربو  به  T. reeseiقارچ وحشی 

 Celمشاهده گردید. همچنین بالاترین بیان آنزیم  Tr M2در جدایه موتانت  Cel 6A (CBH II)آنزیم مربو  به  بیان

7A (CBH I)  در جدایه موتانتTr M3  مشاهده گردید. بیان آنزیمCel 7A (CBH I)  نسبت به آنزیمCel 6A 

(CBH II)  در جدایه موتانتTr M3  باند پروتئینی شارپی در وزن مولکولی ضعیفتر بود. کلیه جدایه ها دارایKDa 

بودند که نوعی از آنزیم های خانواده اندوگلوکاناز می باشند. همچنین کلیه جدایه های موتانت و قارچ وحشی  3/17

T.reesei  در این پروفایل پروتئینی دارای باند پروتئینی قابل توجهی در وزن مولکولیKDa 112  بودند که بیانگر آنزیم

EG VI  می باشد. بالاترین بیان این آنزیم در جدایه های موتانتTr M2  وTr M3  3مشاهده گردید. شکل- (b )

را نشان می دهد. کلیه نمونه های  Tr M8الی  Tr M4مقایسه پروفایل پروتئین آنزیم های سلولاز در جدایه های موتانت 

بودند. در  KDa 175-5/11می متفاوتی در محدوده وزن مولکولی مورد مطالعه در این پروفایل پروتئینی دارای باند های آنزی

مشاهده گردید که  KDa 112جدایه های موتانت مورد مطالعه در این پروفایل پروتئینی باند آنزیمی شارپی در وزن مولکولی 

 Cel 7Aبود. آنزیم  بود. در هر پنج جدایه موتانت فوق بیان این آنزیم به یک میزان صورت گرفته EG VIمربو  به آنزیم 

(CBH I)  باند آنزیمی شارپی در جدایه های موتانتTr M4 ،Tr M6 ،Tr M7  وTr M8  در وزن مولکولیKDa 

بود. بیان  Tr M8ایجاد نمود. این آنزیم دارای بیان پروتئینی شدیدتری نسبت به دیگر جدایه ها در جدایه موتانت   64

صورت نگرفته بود. باند آنزیمی شارپ دیگری با وزن مولکولی  Tr M5در جدایه موتانت  Cel 7A (CBH I)آنزیم

KDa 54  در پروفایل پروتئینی در کلیه جدایه های موتانت ایجاد گردید که مربو  به آنزیمCel 6A (CBH II)  .بود

ن ، دارای باند پروتئینی ضعیفی در وزTr M4و به میزان کمتری  Tr M5 ،Tr M6 ،Tr M7جدایه های موتانت 

فاقد این باند آنزیمی بود. باند  Tr M8بودند. جدایه موتانت  Cel 61B (EG)مربو  به آنزیم  KDa 27مولکولی 

ایجاد گردید. در کلیه جدایه های  Cel 12A (EG III)مربو  به آنزیم  KDa 25آنزیمی دیگری با وزن مولکولی 
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 Tr M4جود بود، با این حال بصورت جزئی جدایه موتانت موتانت در این پروفایل پروتئینی این آنزیم اندوگلوکاناز مو

 KDaکمتری بود. باند شارپ دیگری با وزن مولکولی  EG IIIنسبت به دیگر جدایه های مورد مقایسه دارای بیان آنزیم 

وکاناز بود. در کلیه جدایه های موتانت در این پروفایل پروتئینی مشاهده گردید که مربو  به آنزیم های خانواده اندوگل 17

 Tr)جدایه های موتانت  T. reesei( پروفایل پروتئین آنزیم های سلولاز در جدایه های موتانت قارچ وحشی c) -3شکل 

M9  الیTr M13 را نشان می دهد. کلیه نمونه های مورد مطالعه در این پروفایل پروتئینی دارای باندهای پروتئینی متفاوتی )

در کلیه نمونه ها قابل  KDa 112بودند. باند پروتئینی شارپی در وزن مولکولی  KDa 175-5/11در محدوده وزن مولکولی 

می باشد. بالاترین بیان این آنزیم در این پروفایل پروتئینی به ترتیب در جدایه های  EG VIمشاهده بود که نمایانگر آنزیم 

 Cel 6A (CBHو  Cel 7A (CBH I)مشاهده گردید. آنزیم های  Tr M13و  Tr M12 ،Tr M11موتانت 

II)  به ترتیب در وزن های مولکولیKDa 64  قابل مشاهده بودند. جدایه های موتانت  54وTr M10  وTr M9  بالاترین

 Cel 7Aاز لحاظ تولید آنزیم  Tr M12را به خود اختصاص دادند. جدایه موتانت  Cel 7A (CBH I)بیان آنزیم 

(CBH I) باند پروتئینی ضعیفی را در وزن مولکولی  عملکرد خیلی ضعیفی داشت وKDa 64  ایجاد نمود. همچنین

 Trدر این پروفایل پروتئینی در جدایه موتانت  KDa 54با وزن مولکولی  Cel 6A (CBH II)بالاترین بیان آنزیم 

M10 این آنزیم نداشتند.  مشاهده شد. دیگر جدایه های مورد آزمون در این پروفایل پروتئینی تفاوت چندانی از لحاظ بیان

و  48که دارای بالاترین بیان آنزیم اندوگلوکاناز بود، دو باند آنزیمی دیگر با وزن های مولکولی  Tr M12جدایه موتانت 

KDa 45  ایجاد نمود که به ترتیب مربو  به آنزیم هایCel 5A (EG II)  وCel 5B (EG)  بودند. بالاترین بیان این

 Celمشاهده گردید. همچنین باند آنزیم های اندوگلوکاناز دیگری شامل  Tr M12های موتانت  آنزیم ها تنها در جدایه

45A (EG V)  با وزن مولکولیKDa 23 آنزیم ،Cel 12A (EG III)  با وزن مولکولیKDa 25  وCel 61B 

(EG)  با وزن مولکولیKDa 27  نیز در این جدایه قابل مشاهده بود. بالاترین بیان آنزیمCel 61B (EG)  با وزن

با وزن مولکولی  Cel 61A (EG IV)مشاهده گردید. همچنین آنزیم  Tr M12در جدایه موتانت  KDa 27مولکولی 

KDa 34  در جدایه موتانتTr M12  مشاهده گردید. دیگر جدایه های موتانت در این پروفایل پروتئینی نیز حاوی این باند

ضعیفتری نسبت به دیگر جدایه های موتانت مورد  Cel 61A (EG IV)نزیمی دارای باند آ Tr M13پروتئینی بودند. 

به  KDa 23با وزن مولکولی  Cel 45A (EG V)مطالعه در این پروفایل پروتئینی بود. همچنین بالاترین بیان آنزیم 

 Tr و  Tr M11و به میزان کمتری در جدایه های  Tr M9و  Tr M12 ،Tr M13ترتیب در جدایه های موتانت 

M10  مشاهده گردید. باند آنزیمی شارپ دیگری با وزن مولکولیKDa 17  .در کلیه جدایه های موتانت قابل مشاهده بود

 Trاین باند آنزیمی مربو  به نوعی آنزیم اندوگلوکاناز می باشد. بالاترین بیان این آنزیم به ترتیب در جدایه های موتانت 

M12 ،Tr M11 ،Tr M13 ،Tr M10  وTr M9  مشاهده گردید. جدایه موتانتTr M9  فاقد باند آنزیمیCel 

12A (EG III)  با وزن مولکولیKDa 25  وCel 61B (EG)  با وزن مولکولیKDa 27  بود. جدایه موتانتTr 

M10  دارای باند آنزیمی شارپی در وزن مولکولیKDa 39 د بود که احتمالاً نوعی آنزیم اندوگلوکاناز می باشد. این بان
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( مقایسه پروفایل  پروتئینی آنزیم های سلولاز در d) – 3نیز قابل مشاهده بود. شکل  Tr M12آنزیمی در جدایه موتانت 

را نشان میدهد. کلیه نمونه ها دارای  Tr.M14 ،TrM15 ،TrM16و جدایه های موتانت   T.rerseiقارچ وحشی 

بودند. باند آنزیمی شارپی در وزن مولکولی  KDa 175-1115باندهای پروتئینی متفاوت در محدوده وزن مولکولی 

KDa112  در کلیه نمونه ها قابل مشاهده بود که مربو  به آنزیمEG VI  می باشد. جدایه موتانتTr M14  وTr 

M15  دارای بیان آنزیمی بالاتری نسبت به قارچ وحشیT. reesei  و جدایه موتانتTr M16  در این پروفایل پروتئینی

در کلیه نمونه   KDa 54و  64با وزن های مولکولی  Cel 6A (CBH II)و  Cel 7A (CBH I)آنزیم های  بودند.

مشاهده گردید.  Tr M15و  Tr M14های مورد آزمون قابل مشاهده بودند. بالاترین بیان این آنزیم در جدایه های موتانت 

دارای بیان پروتئینی کمتری  Tr M16وتانت و جدایه م T. reeseiدر قارچ وحشی  Cel 7A (CBH I)بیان آنزیم 

و همچنین جدایه وحشی این قارچ دارای  T. reeseiبودند. کلیه جدایه های قارچ  Cel 6A (CBH II)نسبت به آنزیم 

همچنین  Tr M15و  Tr M14بودند. جدایه های موتانت  KDa 25با وزن مولکولی  Cel 12A (EG III)آنزیم 

 Trبودند. جدایه موتانت  Cel 61B (EG)مربو  به آنزیم  KDa 27در وزن مولکولی  دارای باند آنزیمی دیگری

M16  دارای باند آنزیمی ضعیفی در وزن مولکولیKDa 23  مربو  به آنزیمCel 45A (EG V)  بود. جدایه های

 KDa 62 الی 42همچنین دارای باند های آنزیمی متعددی در محدوده وزن مولکولی  Tr M15و  Tr M14موتانت 

 KDaبا وزن مولکولی  Cel 5A (EG II)همچنین آنزیم بودند که مربو  به آنزیم های خانواده اندوگلوکاناز می باشند. 

قابل مشاهده بود. باند  Tr M16و  Tr M14  ،Tr M15و جدایه های موتانت  T. reeseiدر گونه وحشی قارچ  48

ر این پروفایل پروتئینی قابل مشاهده بود که مربو  به نوعی آنزیم نیز د KDa 17آنزیمی شارپ دیگری با وزن مولکولی 

مشاهده شد. باند  Tr M14و  Tr M15اندوگلوکاناز می باشد. بالاترین بیان این آنزیم به ترتیب در جدایه های موتانت 

هده مشا Tr M15و  Tr M14تنها در جدایه های موتانت   KDa 94با وزن مولکولی  Cel 3B (BGL)آنزیمی 

مقایسه  (e) -3نیز قابل مشاهده بود. شکل  Tr M16گردید. این باند آنزیمی بصورت خیلی ضعیفی در جدایه موتانت 

را نشان می دهد. کلیه جدایه های  Tr M21الی  Tr M 18پروفایل پروتئین آنزیم های سلولاز در جدایه های موتانت 

 KDa 175-5/11ندهای پروتئینی متفاوتی در محدوده وزن مولکولی موتانت مورد مطالعه در پروفایل پروتئینی دارای با

 KDaو   64به ترتیب با وزن های مولکولی  Cel 6A (CBH II)و  Cel 7A (CBH I)مشاهده گردید. آنزیم های 

 بصورت باند شارپ تنها در جدایه موتانت Cel 7A (CBH I)در نمونه های مورد آزمون قابل مشاهده بودند. آنزیم  54

Tr M19  .آنزیم مشاهده گردید و در دیگر جدایه های موتانت تنها باند ضعیفی از این آنزیم قابل مشاهده بودCel 6A 

(CBH II)  در کلیه جدایه ها دارای باند پروتئینی قابل توجهی بود. آنزیمEG VI  با وزن مولکولیKDa 112  در کلیه

دارای یک باند پروتئینی با وزن  Tr M19ی قابل مشاهده بود. جدایه موتانت نمونه های مورد مطالعه در این پروفایل پروتئین

بود که در دیگر جدایه های موتانت این باند پروتئینی قابل  Cel 5A (EG II)مربو  به آنزیم  KDa 48مولکولی 

اهده بود که بیان این آنزیم قابل مش KDa 17مشاهده نبود. همچنین در این جدایه باند آنزیم اندوگلوکانازی با وزن مولکولی 



 

 لاتمجموعه مقا
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 111 صفحه کاربرد فناوری هسته ای در اصلاح گیاهان زراعی، باغی، زینتی و دارویی و زیست فناوری کشاورزی محور همایش:

های موتاژنز کنون بسیاری از تکنیکتا نسبت به دو جدایه موتانت دیگر بیشتر بود. Tr M21و  Tr M18در چدایه های 

های مختلف میکروبی مورد استفاده قرار گرفته است. به طور کلی، کلاسیک جهت ارتقای تولید و فعالیت آنزیم سلولاز سویه

مده از این تحقیق نشان داد امکان ایجاد تغییر در تولید میزان پروتئین خارج سلولی و فعالیت سلولازی و تغییر نتایج به دست آ

های قارچی در پروفایل پروتئینی آنزیم های تولیدی در جهت بهبود عملکرد، در اثر کاربرد پرتو گاما وجود دارد و ایجاد سویه

ی زیستی ترکیبات سلولزی، مدیریت های صنعتی به ویژه در تجزیهیشتری در کاربردبا توان بیشتر تولید آنزیم که پتانسیل ب

های زیستی را داشته باشند، توسط موتاسیون بقایای گیاهی، تخمیر و بازیافت سلولز و تولید زیست انرژی و دیگر فرآورده

 و انتخاب، تنوع شامل تکامل قسمتی دو فرآیند از بخشی در بیشتر، ژنتیکی تنوع ایجاد با کلاسیک ممکن است. موتاسیون

 موتاژنی اثرات با کننده گاما هم یونیزه پرتو .است اهمیت حائز موجودات تکامل و اصلاح در ترتیب بدین و دارد نقش

 ساده و کارآمد در ابزاری عنوان تواند بهدر ایجاد تنوع در ذخیره ژنتیکی قارچ تریکودرمای بومی کشور مؤثر بوده و می خود

 شود. گرفته کارهای مختلف بهمیکروبی به منظور افزایش تولید یا فعالیت متابولیت هایاصلاح سویه هایرنامهب
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