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های آنزیمی آن وجود ند تریکودرما با توجه به پایداری بیشتر و تنوع قابل توجهی که در سیستمهای پکتیناز از منابع قارچی همانتولید آنزیم چکیده:

 ترینفعال از یکی های بسیاری است.شود، دارای مزیتهایی که در حال حاضر برای تولید ترکیبات آنزیمی استفاده میدارد در مقایسه با پروکاریوت

ایجاد موتاسیون باشد که در این تحقیق با می Trichoderma harzianum و Trichoderma reesei مآنزی تولید نظر از قارچی هایجدایه

 .T در جهش القای مطالعه این مناسب بررسی شد. در pHفعالیت آنزیم پکتیناز فعالیت این آنزیم در  دما و  افزایش به منظور مستقیم در ژنوم قارچ

reesei  وT.harzianum فعالیت موتانت هایدر جدایه پکتیناز آنزیم القاء سوبسترا و سازیآماده از پس و شد انجام گری 251 اپتیمم دز با 

 11/4و  89/1آنزیمی  ویژه فعالیت با T.r M 13و 4T.h M موتانت جدایه دو بررسی این در که شد گیریاندازه حاصل جدایه موتانت 41 پکتینازی

 هاجدایه ترین ضعیف لیترواحد در میلی 16/1و  72/1آنزیمی  ویژه فعالیت با 7T.r M و T.h M 6جدایه  و هاجدایه ترینلیتر فعالواحد در میلی

  .ها ایجاد جهش با استفاده از پرتوتابی با اشعه گاما منجر به افزایش فعالیت پکتیناز آنها شددرصد از جدایه 5/62در بودند. 

 تابی گاما، القای موتاسیون، آنزیم پکتیناز، پرتو Trichoderma reesei  ،Trichoderma harzianumواژگان کلیدی: 
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Abstract:Pectinase enzyme production from fungal sources due to greater stability and 

diversity significant in eukaryotes compared to prokaryotes enzyme systems that are 

currently used for the production of an enzyme compounds have many advantages. 

Trichoderma reesei and Trichoderma harzianum is one of the most active isolates in 

enzyme production that in this study with direct mutation in the genome of the fungus, the 

activity of this enzyme was investigated in a suitable temperature and pH in order to 

increase the activity of fungal pectinase. In this case, mutation induction was performed in 

T. reesei and T.harzianum with optimum dose of 250 Gy and after substrate preparation 

and induction of pectinase activity in pectinase mutant isolates obtained 41 mutant strains 
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were measured in the two mutant strains T.r M 13 and T.h M 4 with specific activity of 

the enzyme 4.01 and 1.89 U/ml two most active strains and isolates T.r M 7 and T.h M6 

by specific activity of the enzyme 0.16 and 0.72 U/ml were weakest isolates. In 62.5% of 

isolates causing mutations by gamma-ray radiation lead to increased pectinase activity. 

Keywords: Trichoderma reesei, Trichoderma harzianum, gamma Radiation, Induced mutation, 

Pectinase enzyme. 

 

 مقدمه

 که است پکتولیتیک هایآنزیم غذایی صنایع جمله از مختلف صنایع در کاربردی و مهم بسیار میکروبی هایآنزیم جمله از 

 هستند تجزیه کننده پکتین هایآنزیم تولید به قادر مختلفی هایمیکروارگانسیم. دارند فراوانی کاربرد آبمیوه تولید درصنعت

. سیلیومپنی هایگونه و آسپرژیلوس ها،اکتینومیست سودوموناس، یهاباسیلوس،گونه هایگونه از عبارتند آنها مهمترین که

-جدایه ترینفعال از یکی. است نایجر آسپرژیلوس تجزیه کننده پکتین، هایآنزیم تجاری تولید منبع مهمترین حاضر حال در

 .[1] هستندTrichoderma harzianum و Trichoderma  reesei آنزیم پکتیناز تولید نظر از قارچی های

هدف از انجام این مطالعه افزایش تولید آنزیم پکتیناز در این دو گونه آنزیمی قارچ تریکودرما با ایجاد جهش با استفاده از 

 پرتو گاما بود.

 هامواد و روش

های علمی و به صورت لیوفیلیزه از مرکز کلکسیون قارچ و باکتری سازمان پژوهشTrichoderma reesei  قارچ 

از اطراف مزارع چغندر قند خراسان  Trichoderma harzianumتهیه شد و قارچ  5142ان به شمارهصنعتی ایر

 شد. منتقل  PDAکشت های فوق روی محیطقارچ جداسازی شده است.

های تریکودرما رسئی و به منظور ایجاد جهش در قارچ: دزیابی و پرتوتابی به منظور القای موتاسیون در قارچ تریکودرما

ای کرج )سازمان انرژی اتمی ایران( انجام انوم، عملیات دزیابی و پرتوتابی در مرکز تحقیقات کشاورزی و پزشکی هستههارزی

 .گیری شداندازه پکتینازآنزیم فعالیت  خالص سازی شده جهش یافته هایپس از ایجاد جهش و تهیه جدایه. [2] شد

یافته جهش جدایه 21جهت القاء آنزیم پکتیناز تعداد  ه قارچ تریکودرما:های جهش یافتالقاء تولید آنزیم پکتیناز در جدایه

برای انجام سنجش  کشت داده شد. MYGجدایه جهش یافته تریکودرما هارزیانوم در محیط  21و  قارچ تریکودرما رسئی

مسلیوم تا اسپورها به  TCM (Trichoderma complete medium) [3],آنزیمی از سوسپانسیون به محیط کشت 

جدا و جهت القای آنزیم پکتیناز و به  TCMها با استفاده از دستگاه سانتریفوژ از محیط کشت تبدیل شوند بعد مسیلیوم

)وزنی/حجمی( به  %5/1پکتین که حاوی  TFM (Trichoderma Fermentation medium) [3]محیط کشت 

های قارچ توسط سانتریفوژ کردن خارج و از مایع فوقانی برای عنوان سوبسترا جهت القای آنزیم پکتیناز اضافه شد. میسلیوم
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)اسید دی  DNSگیری فعالیت آنزیمی مورد استفاده قرار گرفت. تعیین فعالیت آنزیم پکتیناز با استفاده از معرف اندازه

 نیتروسالیسلیک( برحسب میزان قند احیا آزاد شده در حین فعالیت آنزیمی انجام شد.

ها با استفاده از و میزان جذب نمونه [4]های جهش یافته انجام شد سنجش آنزیمی جدایه یم پکتیناز:سنجش فعالیت آنز

 آزاد توانایی که آنزیمی مقدار عنوان به آنزیمی فعالیت واحد هر .نانومتر خوانده شد 541دستگاه اسپکتوفتومتر در طول موج

 گیری غلظت پروتئین خارج سلولی:شد.اندازه تعریف دارد تساع هر ازای به را میکرومول گالاکتورونیک اسید 1کردن 

بعنوان  1BSA( که در آن از پروتئین   1976Bradford) Bradfordروش  پروتئین از مقدار گیریاندازه برای

اده قرائت شد.آم نانومتر 595 . جذب پروتئین با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر در طول موج[4]شد  استاندارد استفاده

و از استون جهت ترسیب پروتئین  TFMمایع فوقانی  جهت تعیین وزن مولکولی آنزیم پکتیناز: SDS PAGEسازی ژل 

. وزن مولکولی آنزیم پکتیناز سدیم دو دسیل سولفات پلی آکریل آمید ژل الکتروفورز با استفاده از روش   [4]استفاده شد 

Laemmli (1971 تعیین شد )[4]انجام  در سه تکرارکلیه آزمایشات در قالب طرح کاملاً تصادفی : هااده.آنالیز آماری د

ها با استفاده از آزمون دانکن و و مقایسه میانگین ANOVAو روش  SPSSشد و آنالیز آماری با استفاده از نرم افزار 

  درصد  صورت گرفت. 5سطح احتمال 

 نتایج 

گذاری ساعت گرمخانه 72بعد از  TFMآنزیم پکتیناز در مایع فوقانی تخمیر نتایج فعالیت  پکتیناز: تولیدآنزیم میزان بررسی

نشان داده شده  1های جهش یافته تریکودرما رسئی و تریکودرما هارزیانوم در نمودار با سوبسترای پکتین حاصل از جدایه

درما رسئی و هارزیانوم داشت. این های موتانت قارچ  ترکواست. نتایج دلالت بر تنوع در مقادیر فعالیت آنزیمی در جدایه

 نظر از که دهدمی مطالعه نشان مورد هایجدایه فعالیت بررسیبودند.  15/1دار آماری در سطح مقادیر دارای اختلاف معنی

لیتر واحد در میلی 65/2و  11/4آنزیمی به ترتیب  فعالیت با  15T.r Mو  13T.r Mموتانت  جدایهپکتیناز دو  آنزیمفعالیت 

اند. این در حالی اند که تا میزان سه تا چهار برابر فعالیت بالاتری از جدایه شاهد )غیر موتانت( داشتهها بودهجدایه ترینفعال

ها جدایه ترینلیتر ضعیفواحد در میلی 18/1و  16/1آنزیمی به ترتیب فعالیت با   T.r M 1 و T.r M 7 است که جدایه

ها ایجاد جهش در اثر پرتوتابی با اشعه گاما منجر به افزایش درصد از جدایه 51دهد که در نشان می(. نتایج 1اند )نمودار بوده

درصد جمعیت موتانت حاصل فعالیت پکتیناز کاهش یافته که جهش نامطلوب به شمار  51فعالیت پکتیناز آنها شده است و در 

 ینازپکت یمآنز یتفعال یزان( مهایهدرصد از جدا 75) یهجدا 15وم جدایه جهش یافته قارچ تریکودرما هارزیان 21از بین  رود.می

 T.h M 15 و  T.h M ، 4 T.h M ،11 T.h M ،11T.h M 1یه جدا ینب ین. در اداشتندشاهد  یهنسبت به جدا یشتریب

 6 یهو جدا یمیآنز یتفعال یشترینب لیتریلیواحد در م T.hM4 89/1 یه. جدابودند ( فعالیت پکتیناز>15/1Pی بیشترین )دارا

 

3Bovine serum albomin 
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T.h M 21 و T.hM  از مقایسه بین . دادندرا نشان  یمآنز یتفعال مقدار ینکمتر لیتریلیواحد در م 72/1 یمیآنز یتبا فعا

( فعالیت آنزیمی >15/1P) دارای بیشترین 13T.r Mهای جهش یافته قارچ تریکودرما رسئی و تریکودرما هارزیانوم، جدایه

 ای جهش یافته بود.هنسبت به بقیه جدایه

                   

های موتانت آنها در مایع فوقانی محیط تخمیر بعد و جدایه تریکودرما رسئی و هارزیانومقارچ   پکتیناز آنزیمفعالیت  -1نمودار

 دور در دقیقه 181گراد و درجه سانتی 28گذاری در ساعت گرمخانه 72از 

از  T.r M 19و  21T.r M  ،18T.r Mهای موتانت جدایه تریکودرما: قارچ یافتهجهش  هایجدایه در روتئینپ غلظت 

داری آماری با قارچ دارای بیشترین اختلاف معنی TFMنظر تولید پروتئین خارج سلولی در مایع فوقانی محیط تخمیر 

تا  15/13از مقدار رچ تریکودرما هارزیانوم ترتیب های جهش یافته قاجدایه ینپروتئ (. غلظت>15/1Pوحشی بودند )

 بر گرمیلیم 52/179 با مقدار 9T.h M  یهمربو  به جدا ینپروتئ یمحتو ینبود. بالاتر یرمتغ لیترمیلی در گرممیلی 52/179

 یخارج سلول ینغلظت پروتئ کمترین. بودکرده  یدتول (>15/1Pپروتئین بیشتری ) برابر  65/1که نسبت به شاهد  لیترمیلی

 یمحتو بالاترین .شد محاسبه 5T.h M یهجدا یرتخم یطمح یفوقان یعبوده که در ما لیترمیلی بر گرمیلیم 15/13شده  یدتول

( >15/1P) یشتربرابر ب 62/6که نسبت به شاهد  لیترمیلی بر گرممیلی162/183با مقدار  18T.r M یهمربو  به جدا ینپروتئ

  ست.کرده ا یدتول ینپروتئ

 
های موتانت آنها در مایع جدایهقارچ تریکودرما و دو گونه لیتر( گرم در میلیمحتوای پروتئین خارج سلولی )میلی -2نمودار

 دور در دقیقه 181گراد و سانتیدرجه  28گذاری در ساعت گرمخانه 72فوقانی محیط تخمیر بعد از 
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با استفاده از آزمون  TFMپروفایل پروتئینی آنزیم پکتیناز در مایع فوقانی محیط تخمیر  آنزیم پکتیناز:تعیین وزن مولکولی 

SDS PAGE  های مولکولی متعددی در پروفایل پروتئینی نشان داده شده است. باند 1بررسی شد و نتایج آن در شکل

کیلو دالتون و  12کیلو دالتون، آنزیم پکتین لیاز  32ز وزن مولکولی آنزیم پکتینا [5]مشاهده گردیده است. طبق مطالعات 

طور که در کیلو دالتون گزارش شده است. همان 61-35و  [6]کیلو دالتون  37کیلو دالتون  131و  72آنزیم پلی گالاکتروناز 

های ون است در جدایهکیلو دالت 32-37به خوبی باند مربو  به آنزیم پکتیناز را  که در محدوده  نشان داده شده است 1شکل 

 ها بود.دهند که تأیید کننده تولید این آنزیم در این جدایهمختلف قارچ تریکودرما هارزیانوم و تریکودرما رسئی نشان می

 21M T.h-1و  21M T.r-1مارکر پروتئینی و   TFM. Mپروفیل پروتئینی از مایع فوقانی   SDS -PAGE -1شکل

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 بحث

برحسب میزان قند احیا  (1)اسید دی نیتروسالیسلیک( ) DNSتعیین فعالیت آنزیم پکتیناز با استفاده از معرف  در این مطالعه

 3/2با  [7]های طبق بررسیاستفاده شد که  های موتانت قارچ تریکودرماآزاد شده در حین فعالیت آنزیمی با استفاده از جدایه

 حاصل شده است.لیتر توسط قارچ آسپرژیلوس واحد در میلی 5/1با  [8] لوس ولیتر فعالیت توسط قارچ آسپرژیواحد در میلی

  لیترواحد در میلی 11/4تا  16/1  میزان فعالیت آنزیم پکتیناز بین از سوبسترای خالص پکتین استفاده شد و در این آزمایش

را نشان داد. طبق  لیتر نسبت به نمونه شاهدواحد در میلی 97/2به میزان بالاترین راندمان تجزیه پکتین   13T.r Mبوده که 

کیلودالتون و آنزیم  12لیاز کیلودالتون، آنزیم پکتین 32( وزن مولکولی آنزیم پکتیناز 2113و همکاران ) tyaiaeمطالعات 

یل کیلو دالتون گزارش شده است در نتیجه  مشاهدات و تجزیه پروف 61-35 [6]کیلو دالتون  131و  72گالاکتروناز پلی

کیلو دلتون که مربو  به  37پروتئینی  تریکودرما رسئی و تریکودرما هارزیانوم در شرایط القای تولید آنزیم  پکتیناز، باند 

 M y.T ،4  My.T ،5 M .rT، 6  My.T ،7T.r M، 8T.r M،  9T.r 3های موتانت ، آنزیم پکتیناز است در جدایه

M، 11 T.r M موتانت جدایه دو یافته تریکودرما رسئیهای جهشا سنجش آنزیم  پکتینازبه خوبی نشان داده شده است. ب 
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 111 صفحه کاربرد فناوری هسته ای در اصلاح گیاهان زراعی، باغی، زینتی و دارویی و زیست فناوری کشاورزی محور همایش:

13T.r M 15 و T.r M 4جدایه  و هاجدایه ترینلیتر فعالواحد در میلی 65/2و  11/4آنزیمی  فعالیت با T.h M فعالیت با 

ها ایجاد جهش در اثر درصد جدایه 5/62در  .انداز نظر تولید آنزیم بوده هاجدایه ترینلیتر قویواحد در میلی 89/1آنزیمی 

القاء جهش فیزیکی در ژنوم تریکودرما رسئی و  پرتوتابی با اشعه گاما منجر به افزایش فعالیت پکتیناز آنها شده است و

که آمیز بوده یافته موفقیتهای جهشدرصد جدایه 5/62برای بهبود کیفیت و کمیت آنزیم پکتیناز در  تریکودرما هارزیانوم

 به توجه بارود. شانس موفقیت بالایی در افزایش توانایی تولید آنزیم پکتیناز با استفاده از القاء جهش تصادفی به شمار می

 درصد 25 پکتیناز آنزیم) صنعتی هایآنزیم واردات میزان که آنجایی از و دارد کشور در پکتیناز آنزیم که فراوانی هایکاربرد

 آنزیم این انبوه تولید فراوان دلیل مشکلات به است و دلار 21141133 ،1391سال در کشور به( شودیم شامل را هاآنزیم این

 13T.rهای مورد بررسی دو جدایه نتایج حاصل از این مطالعه نشان داد که از بین موتانت. است نشده عملی کشور داخل در

M 15 و T.r M توانند در ارتقای زیم پکتیناز در مقیاس نیمه صنعتی هستند و میسازی شرایط تولید آنقابل پیشنهاد برای بهینه

ایجاد تنوع در های پکتینولیتیک با واردات آنها نقش داشته باشند. پذیری تولید داخلی آنزیمراندمان تولید این آنزیم و رقابت

زایی توسط پرتو گاما تفاده از جهشهای جدید با اسو دستیابی به جدایهتریکودرما رسئی و هارزیانوم  ذخیره ژنتیکی قارچ

 برای نخستین بار در کشور انجام شده است.
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