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با استفاده از  Trichodrma harzianumافزایش فعالیت آنزیم های کیتیناز در جدایه های موتانت قارچ  

 با پرتو گاما  القای موتاسیون
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گری پرتو گاما برای القای موتاسیون پرتوتابی شهد.   251از خاک ایزوله گردید و سوسپانسیون اسپور آن در دز  T. harzianumجدایه قارچ چکیده:

سهلولی بها اسهتفاده از روش تخمیهر      و جداسازی جدایه های موتانت آن، برای تولید آنزیم های کیتینولیتیک خارج T. harzianumموتانت های قارچ 

ت غوطه وری مورد استفاده قرار گرفت.  کیتین کلوئیدی به عنوان سوبسترای تولید آنهزیم و سهنجش فعالیهت آنزیمهی مهورد اسهتفاده قهرار گرفهت. جهه         

ز آنزیم کیتیناز با اسهتفاده از آزمهون   سنجش پروتئین خارج سلولی از روش بردفورد استفاده گردید. همچنین خلوص و ترکیب نمونه های پروتئینی غنی ا

SDS-PAGE     ههای موتانهت    مورد مطالعه قرار گرفت. بالاترین میزان غلظت پروتئین خارج سهلولی بهه ترتیهب در نمونههT. h M11  وT. h M15 

ز را به خود اختصهاص دادنهد.   بالاترین میزان فعالیت آنزیم کیتینا T. h M6و  T. h M15 ،T. h M11 ،T. h M8جدایه های موتانت مشاهده شد. 

در جدایهه   acetyl glucosaminaseو  β-1,4-N acethyl glucoseaminidaseدلالت بهر حضهور آنهزیم ههای      SDS-PAGEنتایج آزمون 

 KDaو  26، 5/24بالاترین مقادیر آنزیم های اندوکیتینازی )مشاهده شد که دارای  T. h M15بالاترین فعالیت آنزیمی در جدایه  های مختلف داشت.

 در( بود. نتایج این مطالعه به روشنی نشان می دهد که القای موتاسیون بها پرتوگامها   KDa 68) β-(1,4)-N-acetyl glucoaminidase( و آنزیم 42

 می شود.   منجر به بهبود تولید آنزیم های کیتیناز برای کنترل بیولوژیک بیماری های گیاهی در آن تریکودرما قارچ

 .SDS-PAGE، کیتیناز، Trichoderma harzianumی: فعالیت آنزیمی،  واژگان کلید
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Abstract:The Trichoderma harzianum was isolated from soil and its spore suspensions 

were irradiated in dose of γ-radiation 250 Gy for induced mutation. The T. harzianum 

mutants were used for chitinolytic enzyme production. Colloidal chitin was used to 

chitinase production and enzyme activity assay. The extracellular protein concentration of 

T. viride and its mutants were determined by the dye binding method of Bradford. Also, 

the purity and composition of enzyme-rich protein samples were evaluated under 

denaturing conditions by SDS-PAGE. The highest extracellular protein production was 

observed in T. h M15 and T. h M11. Trichoderma mutants of T. h M15, T. h M11, T. h M8 

and T. h M6 maintained higher ability to chitinase enzyme activity, respectively. SDS-

Page analysis of the crud protein indicared the presence of different strain comparison 
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comprise β-1,4-N acethyl glucoseaminidase, acetyl glucosaminase. The highest chitinase 

enzyme production was observed in T. h M15, that containing of large amount of Endo 

chitinase (24.5, 26 and 42 KDa) and β-1,4-N acethyl glucoseaminidase (68 KDa). The 

study clearly showed the possibility of improving the chitinase production of Trichoderma 

for biological control of plant diseases through mutation with γ-radiation. 

Keyword: Enzyme activity, Trichoderma harzianum, Chitinase, SDS-PAGE 

 

 مقدمه

 دیواره میگو، پوستان مانند سخت خارجی اسکلت در که باشد می درطبیعت ساکارید پلی سلولز فراوانترین از پس کیتین

-β1-4 N( این پلیمرخطی از واحدهای پیوندی Kapat et al., 1996شود ) می یافت قارچ های واقعی و حشرات سلولی

acetylglucosamine ( پلیمر کیتین را به اجرای 1،1تشکیل شده است. آنزیم های کیتیناز پیوندهای گلیکوزیدی بتا )

 و باکتریها بیماریزایی و درتغذیه مهمی نقش آنزیمها (. اینCohen-Kupiec & Chet, 1998سازنده اش تجزیه می کنند )

و  دریا آب تصفیه بیولوژیک همچنین و مختلف رصنایعد کیتینازها کنند. از می ایفا قارچها اتولیز و زایی و شکل قارچها

کیتینی متنوعی  تولید مشتقات موجب کیتین آنزیمی تجزیه. کلینیکی استفاده می شود کاربردهای داروسازی و سایر صنایع

کاربردهای  پتانسیل با و اقتصادی ارزش با دی ساکارید یک که شود می کتوبیوز استیل دی و گلوکزآمین استیل مثل

این آنزیم از آنزیم های کلیدی در لیز دیواره سلولی در خلال  (. در واقعDeleon et al., 2004باشد ) می بیوتکنولوژیکی

 مبارزه در یادیز تیاهم از ستیآنتاگون یها یباکتر اگرچهمایکوپارازیتیسم در مقابل فیتوپاتوژن های قارچی می باشد. 

 (.Weller et al., 2002) اند شده شناخته کیولوژیب مبارزه عوامل عنوان به زین ها چقار از یتعداد اما ،برخوردارند کیولوژیب

 میتقس( یاهیگ مارگریب بر وکنترلیب عامل) میمستق ریغ و میمستق ریتاث نوع دو به یکیولوژیب کنترل در یعموم سمیمکان

 یها میآنز کردن فغال ریغ و ها میآنز و ها کیوتیب یآنت دیتول مکان و غذا یبرا رقابت شامل میمستق اثرات. شود یم

 ییایمیوشیب و یکیفولوژرمو راتییتغ سبب تواند یم که ییها تیفعال یتمام شامل زین میمستق ریغ اثرات. باشد یم مارگریب

 Viterbo( شود )کیستمیس مقاومت یالقا نیچن هم و یآل ریغ باتیترک تیحلال ،مختلف یها تنش رینظ) زبانیم اهیگ در

et al. , 2002.)  جنس Trichoderma sppنموده و به عنوان  از جمله قارچ های آزادزی هستند که عمدتاً در خاک فعالیت

)اعم از  های بیمارگر شامل قارچ های بیمارگر گیاهی عوامل کنترل بیولوژیک مؤثر علیه دامنه بسیار وسیعی از ارگانیسم

(. گونه های Howell,  2003شوند )ها شناخته میها و حتی ویروسدپروتوزوآها، نمات ،خاکزاد و هوا زاد( باکتری ها

تریکودرما به چند شیوه علیه موجودات هدف عمل می کنند. سویه های پارازیت کننده قارچ میزبان، اثر خود را از طریق 

ن است آنتی بیوتیک نفوذ مستقیم در هیف میزبان ویا تولید آنزیم های خارج سلولی اعمال می کنند. علاوه بر آن، ممک

های ضد قارچی تولید نموده و نیز آنزیم های هیدرولیز کننده القاکننده بیماری زایی را در پاتوژن مهار نمایند. همچنین 

ممکن است تجزیه کننده های مواد آلی بوده و به ویژه وقتی که عناصر غذایی، عامل محدود کننده به شمار می آیند، به 

ی قارچی در فازهای ساپروبیک عمل کنند. گزارش شده است که برخی از سویه ها، فعالیت باکتری عنوان رقیب پاتوژن ها
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را افزایش می دهند و بعضی هم به عنوان محرک های رشد گیاهی مطرح بوده و  1های ساپروبیک و قارچ های مایکوریزا

نسبت به پاتوژن های گیاهی می گردند. نقش سبب افزایش در اندازه گیاه، سطح و وزن برگ و نیز القای مقاومت در گیاه 

دوگانه فعالیت آنتاگونیستی علیه بیمارگرهای گیاهی و بهبود حاصلخیزی خاک، باعث می شود سویه های تریکودرما 

جانشین خوبی برای قارچ کش ها و مواد ضدعفونی کننده تدخینی باشند. بسیاری از سویه های تریکودرما که دارای 

با مشخص شدن عوامل ژنتیکی دخیل در القای  (.Monte, 2001یماری ها هستند، معرفی شده اند )پتانسیل کنترل ب

مقاومت، امکان ایجاد موتان های جدید با قابلیت های برتر برای اجرای کنترل بیولوژیکی مورد بررسی قرار گرفته است. 

ا کیفیت عمل آنها را به عنوان عوامل کنترل دانشمندان با ایجاد تغییرات ژنتیکی در آنتاگونیست ها سعی می کنند ت

بیولوژیکی ارتقا دهند. یکی از روشهای بکار گرفته شده برای افزایش توانایی آنتاگونیست، القای موتاسیون تصادفی با 

یل ، گاما و یا استفاده از موتاژن های شیمیایی مانند اتUV ،Xبکارگیری موتاژن های فیزیکی نظیر امواج الکترومغناطیس 

از خاک جداسازی  Trichoderma harzianum(. در این پژوهش قارچ Gohel et al., 2004متان سولفانات می باشد )

گردیده و با استفاده از پرتوتابی گاما القای موتاسیون در آن صورت گرفته است و جدایه های موتانت آن از نظر میزان تولید 

 آن و تغییرات فعالیت آنزیم کیتیناز مورد مطالعه قرار گرفته است. پروتئین خارج سلولی و الگوی الکتروفورتیک 

 

 مواد و روش ها

 تولید کیتین کلوئیدی

کیتین کلوئیدی به عنوان منبع کربن برای تولید آنزیم های کیتیناز و سنجش فعالیت آنزیم کیتیناز مورد استفاده قرار 

یتین کلوئیدی بوسیله پیش تیمار کیتین پوست میگو در اسید می گیرد، چراکه القا کننده آنزیم کیتیناز می باشد. ک

انجام گرفت تا خاصیت کلوئیدی در کیتین افزایش پیدا کند به  C 1˚ساعت در  11( برای مدت w/v) % 11ارتوفسفریک 

از یک فیلتر نحوی که به آسانی توسط آنزیم مورد استفاده قرار گیرد. بعد از پیش تیمار با اسید، مواد جامد با استفاده 

برسد. سپس کیتین کلوئیدی  1ماده جامد به حدود  pHپارچه ای صاف شد و چندین مرتبه با آب مقطر شستشو گردید تا 

ساعت خشک  11ساعت منجمد گردید و با استفاده از خشک کن انجمادی برای مدت  11برای مدت  -C 12˚در دمای 

  میکرون آسیاب شد.  11-111گردید و تا اندازه مش 

 تولید آنزیم کیتیناز

کلکسیون گروه پژوهشی گیاه پزشکی و نگهداری مواد غذایی  -)موتانت و وحشی  T. harzianumجدایه های قارچ 

عصاره مخمر،  g.L 1/1-1عصاره مالت،  g.L 1-1حاوی  MYG agarپژوهشکده کشاورزی هسته ای( بر روی محیط کشت 
1-g.L  12  1گلوکز و-g.L 12 ه شدند و در دمای آگار کشت داد˚C 11  گرمخانه گذاری گردیدند. با استفاده از محلول

تهیه گردید. کشت  spore.ml 112-112-1سیلین از پلیت های هفت روزه حاوی اسپور، سوسپانسیون اسپوری با جمعیت 

 1/2پپتون، باکتو گرم در لیتر1( حاوی TCM) Trichoderma complete mediumاولیه سوسپانسیون اسپوری در محیط 

گرم در  O2.7H4MgSO ،1/2 گرم در لیتر 4SO2)4(NH ،1/2 گرم در لیتر 4PO2KH ،1/1 گرم در لیتر 1اوره،  گرم در لیتر

 

1 Mychorhiza 
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و  4ZnSO گرم در لیتر 4MnSO ،221/2 گرم در لیتر O2.7H4FeSO ،221/2 گرم در لیتر O2.6H2CaCl ،221/2 لیتر

تنظیم  1/1بر روی  TCMمحیط کشت  pHر در لیتر توئین انجام گرفت. میلی لیت 1و  O2.7H4CoSO گرم در لیتر 221/2

 mlحاوی  ml 112در ارلن مایر  TCM( گلوکز افزوده شد. انجام عمل تخمیر در محیط کشت w/v) % 1/2گردید و به آن 

تبدیل به انجام گرفت و بعد از مدت زمان فوق اسپورها  rpm 112ساعت و  11به مدت  C 11˚در دمای  TCMمحیط  12

دقیقه میسلیوم ها از محیط  1به مدت  rpm 1122حالت رویشی میسلیوم گردیدند. با استفاده از سانتریفوژ کردن در 

TCM  جداسازی شدند و جهت القای تولید آنزیم های هیدرولیتیک میسلیوم های شسته شده با سیلین به ارلن مایرml 

، اما بدون TCM()مشابه ترکیبات محیط Trichoderma fermentation medium (TFMمحیط  ml 12حاوی  122

تنظیم شده بود و برای القای قارچ به تولید آنزیم های کیتیناز  pH 1/1باکتوپپتون و گلوکز( انتقال داده شد. این محیط در 

به  C 11˚دمای و  rpm 112( کیتین کلوئیدی اضافه شده بود. شرایط رشد مشابه شرایط قبل در w/v) 1/2 به آن مقدار  %

 1به مدت  rpm 1122ساعت انجام شد. بعد از مدت زمان فوق میسلیوم های قارچ توسط سانتریفیوژ کردن در  11مدت 

 دقیقه خارج گردید و مایع فوقانی برای اندازه گیری پروتئین خارج سلولی و فعالیت آنزیمی مورد استفاده قرار گرفت. 

  TFMلی تولیدی در محیط اندازه گیری غلظت پروتئین خارج سلو

از معرف  میلی لیتر 1با استفاده از روش بردفورد انجام گرفت. مقدار  TFMاندازه گیری پروتئین در مایع فوقانی محیط 

تخمیر شده اضافه شد. ازمایع  TFMمایکرولیتر از مایع فوقانی  112بردفورد در داخل لوله آزمایش ریخته شد و به آن 

نانومتر با استفاده از  111ه عنوان نمونه شاهد استفاده گردید. جذب نمونه ها در طول موج استریل ب TFMفوقانی 

 Bovine serum albuminاسپکتروفتومتر قرائت گردید و با استفاده از نمودار استاندارد ترسیم شده با پروتئین خالص 

(BSA( مقدار پروتئین بر حسب میلی گرم در میلی لیتر ،)1-mg.mlدر مای ) ع فوقانی محیط تخمیرTFM .محاسبه گردید 

 تعیین فعالیت آنزیم های کیتیناز

میکرولیتر 122حاوی آنزیم کیتیناز ،  TFMمیکرولیتر مایع فوقانی محیط تخمیر  122مخلوط واکنش آنزیمی شامل 

تهیه و در حمام آبگرم گرم در لیتر کیتین کلوئیدی می باشد،  1/2( که حاوی  1/1pHمیلی مولار ) 11بافر استات پتاسیم 

یک  NaOHسانتی گراد به مدت یک ساعت انکوبه شدند. برای توقف واکنش آنزیمی از افزودن یک میلی لیتر  11دمای 

 1( افزوده و به مدت PH 1/1مولار با ) 1/2میکرولیتر بافر پتاسیم تترابورات  122درصد و سانتریفیوژ متعاقب انجام شد. 

اسید استیک  ٪1/11میلی لیتر مخلوط  122گرم در  DMAB (12میلی لیتر معرف  1فت. دقیقه در آب جوش قرار گر

دقیقه قرار داده و سپس  1نرمال( به محلول فوق افزوده شد و در آب جوش به مدت  12اسیدکلریدریک  ٪1/11گلاسیال و

ده از دستگاه اسپکتوفتومتر قرائت نانومتر با استفا 111در آب سرد قرار دادیم و بلافاصله جذب نوری محلول در طول موج 

 شد.

 الکتروفورز و تعیین وزن مولکولی آنزیم های تولیدی در جدایه های موتانت  

 1/11و ژل تفکیک کننده  % 1( با استفاده از ژل متراکم کننده 1112) Laemmliآزمون الکتروفورز با استفاده از روش 

از مایع فوقانی محیط  ml 1ی کمپلکس های آنزیمی، ابتدا مقدار انجام شد. جهت آماده سازی نمونه پروتئینی حاو %
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از استون  ml 1از هر یک از نمونه های حاصل از تخمیر های تولید آنزیم )سلولاز، کیتیناز و گلوکاناز( با مقدار  TFMتخمیر 

دقیقه جمع  1ه مدت ب rpm 1122( مخلوط شد و رسوب پروتئینی آن با استفاده از سانتریفیوژ کردن در -C 12°سرد )

آب مقطر دوبار تقطیر به آنها اضافه شد و به خوبی مخلوط  µl 122آوری شد. بعد از خروج استون از نمونه ها، مقدار 

 µlدقیقه در حمام آب جوش قرار داده شد و به مقدار  1از بافر نمونه به آنها اضافه شد و به مدت  µl 122گردید. سپس 

انجام شد و ژل الکتروفورز با استفاده از  mA 12ک تزریق شد. آزمون الکتروفورز در آمپر ثابت از نمونه ها در هر چاه 12

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

 رنگبری گردید.  1:1:1

 آنالیز آماری
( و مقایسه میانگین ها به روش دانکن در سطح آمای ANOVAز آنالیز واریانس )کلیه نتایج آزمایشات با استفاده ا

21/2 >P  انجام گرفت. آنالیز آماری با استفاده از نرم افزارSPPS  ( انجام گرفت و کلیه آزمایشات در سه تکرار 11)ویرایش

 انجام شد.

 نتایج و بحث
به عنوان دز مناسب  Gy 112(، دز پرتوتابی Mohamadi et al., 2014با توجه به نتایج بدست آمده در مطالعات قبلی )

در قدرت جوانه زنی  % 12برای القای موتاسیون در اسپورهای قارچ تریکودرما تشخیص داده شد، زیرا باعث کاهش حدود 

دید و در تهیه گر spore/ml 112×1با جمعیت  .harzianum Tاسپور شده بود. بر این اساس سوسپانسیون اسپور از قارچ  

، جداسازی تک اسپورها PDAپرتوتابی شد و بعد از تهیه سریال رقت و کشت آنها بر روی محیط کشت  Gy 112دز 

ساعت در  11صورت گرفت و به محیط کشت تازه انتقال داده شدند و جهت کامل شدن رشد قارچ، کلیه پلیت ها به مدت 

لی از هر پلیت در طول فواصل زمانی مختلف گرفته شده تا قرار داده شدند و کشت های متوا C 11°داخل گرمخانه 

تهیه  PDAخصوصیات جدایه های موتانت تثبیت گردد.  از کلیه جدایه های قارچ مورد آزمون کشت تازه بر روی محیط 

لول روزه آنها با استفاده از مح 1-1کشت داده شدند. از محیط های  MYG agarگردید و جهت تولید اسپور بر روی محیط 

تنظیم گردید. بعد از تلقیح اسپورها در محیط  spore.ml 112-1سیلین سوسپانسیون اسپور تهیه گردید و جمعیت آنها در 

TCM  و گرمخانه گذاری آنها در°C 11  ساعت در  11برای مدتrpm 112 میسلیوم های تولید شده بعد از سانتریفیوژ ،

از آنها با استفاده از محلول سیلین شستشو داده شدند و  TCMمحیط دقیقه و جداسازی  1به مدت  rpm 1122کردن در 

ساعت در همان شرایط قبل گرمخانه گذاری شدند. سپس نمونه ها بعد  11منتقل شدند و به مدت  TFMبه محیط تخمیر 

زه گیری فعالیت از زمان فوق سانتریفیوژ شدند و مایع فوقانی آنها برای اندازه گیری غلظت پروتئین خارج سلولی و اندا

 آنزیم های کیتیناز مورد استفاده قرار گرفتند.

 مقایسه تولید پروتئین خارج سلولی و تعیین فعالیت آنزیمی

( در مایع فوقانی محیط تخمیر U/ml( و فعالیت آنزیم کیتیناز )mg/ml، مقایسه میانگین غلظت پروتئین )1شکل  

TFM  حاوی کیتین کلوئیدی برای قارچ وحشیT. harzianum  و جدایه های موتانت آنرا نشان می دهد. کلیه نتایج در

دار آماری بودند. نتایج نشان داد که بالاترین میزان غلظت پروتئین خارج سلولی به  دارای اختلاف معنی 21/2سطح آماری 

ولید پروتئین مشاهده می شود. میزان ت Th M4و  Th M11 ،Th M15 ،Th M10 ،Th M12های موتانت  ترتیب در نمونه
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متغیر بود. پایین ترین میزان تولید پروتئین خارج سلولی در جدایه  mg/ml 122/2الی  212/2خارج سلولی از مقدار  

 Th M15 ،Th M11 ،Thمشاهده گردید. بالاترین فعالیت آنزیم کیتیناز به ترتیب در جدایه های موتانت  Th M19موتانت 

M8  وTh M6 عالیت آنزیم کیتیناز در قارچ وحشی مشاهده گردید. میزان فT. harzianum  و جدایه های موتانت آن از

 مشاهده گردید.  Tv M7متغیر بود. پایین ترین میزان فعالیت آنزیم کیتیناز در جدایه موتانت  U/ml 11/1الی  21/2

 

 

 

 

 

 

 

 

 

حاوی کیتین کلوئیدی در  TFMوقانی محیط تخمیر مقایسه غلظت پروتئین خارج سلولی و فعالیت آنزیم کیتیناز در مایع ف . 1شکل

 و جدایه های موتانت آن T. harzianumقارچ وحشی 

 و جدایه های موتانت آن T. harzainumبررسی پروفایل پروتئینی آنزیم های کیتیناز در قارچ 

 Thالی  Th M1ت آن ) و جدایه های موتان T. harzianum(، پروفایل پروتئین آنزیم های کیتیناز در قارچ a) -1شکل 

M5 را نشان می دهد. کلیه نمونه های مورد مطالعه در این پروفایل پروتئینی باند های متعددی را در محدوده وزن )

بودند  KDa 11را نشان می دهند. کلیه نمونه ها دارای باند پروتئینی شارپی در وزن مولکولی KDa 111-1/12مولکولی 

 Th M1 ،Th M4 ،Thکوآمینیداز می باشد. بیان این آنزیم به ترتیب در جدایه های موتانت استیل گلو-Nکه بیانگر آنزیم 

M2 ،Th M3  وTh M5  نسبت به نمونه قارچ وحشیT. harzianum  بالاتر بود. باند آنزیمی شارپ دیگری در وزن مولکولی

KDa 11 ( مشاهده گردید که بیانگر حضور آنزیم اندوکیتینازChit 42می باشد ) بیان این آنزیم در این پروفایل پروتئینی .

نسبت به دیگر جدایه ها بالاتر بود. همچنین باند ضعیفی از این آنزیم در جدایه  Th M1و  Th M4در جدایه های موتانت 

 Th M5و جدایه موتانت  T. harzianumمشاهده گردید. با این حال گونه وحشی قارچ  Th M3و  Th M2های موتانت 

باند پروتئینی شارپی در وزن مولکولی  Th M4ند آنزیمی ضعیفی از این پروتئینی در پروفایل خود بود. در جدایه دارای با

KDa 11 ( مشاهده شد که ناشی از حضور آنزیم اندوکیتینازChit 31 بود. همچنین باند آنزیمی با وزن مولکولی )KDa 11 

قابل مشاهده بود. این باند آنزیمی در دیگر جدایه های موتانت و قارچ مربوط به آنزیم اندوکیتیناز در این جدایه موتانت 

 .T( پروفایل پروتئینی آنزیم های کیتیناز در قارچ وحشی b) -1دارای بیان ضعیفی بود. شکل T. harzianumوحشی 
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harzianum ( و جدایه های موتانت آنTh M6  الیTh M10را نشان می دهد. کلیه نمونه های مورد آزم ) ون دارای باندهای

بودند. کلیه نمونه های مورد آزمون دارای باند های پروتئینی  KDa 111-1/12پروتئینی متفاوتی در محدوده وزن مولکولی 

بودند  KDa 11بودند و دارای باند پروتئینی شارپی در وزن مولکولی  KDa 111-1/12متفاوتی در محدوده وزن مولکولی 

 گلوکوآمینیداز می باشد.  استیل-Nکه مربوط به آنزیم 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 و جدایه های موتانت آن  T. harzainum. مقایسه پروفایل پروتئینی آنزیم های کیتیناز در قارچ وحشی 1 شکل

(a( به ترتیب :)قارچ وحشی 1 :)T. harzianum( ،1 :)Th M1( ،1 :)Th M2( ،1 :)Th M3( ،1 )Th M4( ،1 )Th M5  وMین(: مارکر پروتئ 

 (b( به ترتیب :)قارچ وحشی 1 :)T. harzianum( ،1 :)Th M6( ،1 :)Th M7( ،1 :)Th M8( ،1 )Th M9( ،1 )Th M10  وM)مارکر پروتئین : 

(c( به ترتیب :)قارچ وحشی 1 :)T. harzianum( ،1 :)Th M11( ،1 :)Th M12( ،1 :)Th M13( ،1 )Th M14( ،1 )Th M15  وM مارکر :

 پروتئین(

(d :)( قارچ وحشی 1به ترتیب :)T. harzianum( ،1 :)Th M16( ،1 :)Th M17( ،1 :)Th M18( ،1 )Th M19( ،1 )Th M20  وM مارکر :

 پروتئین(

(a) (b) 

(d) (c) 
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نسبت به دیگر جدایه ها بالاترین مقدار را داشت و کمترین میزان بیان این آنزیم در  Th M10بیان این آنزیم در جدایه 

نیز  Th M6و  Th M8 ،Th M7یگر جدایه های موتانت در این پروفایل پروتئینی شامل مشاهده گردید. د Th M9جدایه 

مشابه با پروفایل پروتئین  Th M6بودند. پروفایل پروتئین آنزیم  T. harzianumدارای بیان بالاتری نسبت به قارچ وحشی 

شامل  KDa 11زن های مولکولی بالاتر از استیل گلوکوآمینیداز با و-Nبود و باند های آنزیمی  T. harzianumقارچ وحشی 

در  KDa 11در آن قابل مشاهده بود. بالاترین بیان آنزیم اندوکیتیناز با وزن مولکولی  KDa 121و   KDa 11باند آنزیمی 

به  T. harzianumمشاهده گردید. بیان این آنزیم در دیگر جدایه های موتانت و قارچ وحشی  Th M10جدایه موتانت 

مشاهده  Th M8و  Th M9در جدایه های موتانت  KDa 11ئی قابل مشاهده بود. بالاترین بیان آنزیم اندوکیتیناز صورت جز

گردید. دیگر جدایه های موتانت در این پروفایل پروتئینی دارای باند پروتئینی ضعیفی از این آنزیم بودند. باند پروتئینی 

( در جدایه های Chit 36که بالاترین بیان این آنزیم اندوکیتینازی ) قابل مشاهده بود KDa 11دیگری در وزن مولکولی 

فاقد این باند آنزیمی بود. در جدایه  Th M6مشاهده گردید. جدایه موتانت  Th M7و  Th M8 ،Th M10 ،Th M9موتانت 

بیانگر آنزیم  که KDa 11دو باند آنزیمی شارپ دیگر نیز قابل مشاهده بود. یکی با وزن مولکولی  Th M10موتانت 

( بود و همچنین احتمال دارد نوعی آلکالین پروتئاز باشد و همچنین آنزیم دیگری با وزن مولکولی Chit 31اندوکیتیناز )

KDa 11  در جدایه موتانتTh M10  مشاهده شد که احتمالاً به دلیل تولید بالای آنزیم کیتیناز در این جدایه موتانت و

( پروفایل c) -1 شکلاندوگلوکاناز شده باشد. -β-(1-1)منجر به تحریک این جدایه به تولید آنزیم اتولیز دیواره سلولی قارچ 

( را نشان می Th M15الی  Th M11و جدایه های موتانت آن ) T. harzianumپروتئین آنزیم های کیتیناز در قارچ وحشی 

بودند. آنزیم  KDa 111-1/12ر محدوده وزن مولکولی دهد. کلیه نمونه های مورد آزمون دارای باند های آنزیمی متفاوتی د

N- استیل گلوکوآمینیداز با وزن مولکولیKDa 11  در کلیه نمونه های مورد مطالعه در این پروفایل پروتئینی قابل مشاهده

های موتانت مشاهده گردید. با این حال کلیه جدایه  Th M14و  Th M13بودند. بالاترین بیان این آنزیم در جدایه موتانت 

باند  KDa 11بودند. آنزیم اندوکیتیناز با وزن مولکولی  T. harzianumدارای بیان آنزیمی بالاتری نسبت به قارچ وحشی 

ایجاد نمود. دیگر جدایه های موتانت دارای باند آنزیمی ضعیف تری نسبت  Th M15و  Th M11پروتئینی شارپی در جدایه 

که بیانگر  KDa 11باند آنزیمی ضعیفی در وزن مولکولی  T. harzianumقارچ وحشی به این دو جدایه بودند. همچنین 

دارای باند آنزیمی شارپی در وزن مولکولی  Th M14و  Th M13آنزیم اندوکیتیناز می باشد را ایجاد نمود. دو جدایه موتانت 

KDa 1/11  وKDa 11  باشند. این باند های آنزیمی در پروفایل بودند که احتمالاً متعلق به خانواده اندوکیتیناز ها می

( پروفایل پروتئینی آنزیم d) -1و دیگر جدایه های موتانت مشاهده نگردید. شکل  T. harzianumپروتئینی قارچ وحشی 

( و جدایه های موتانت آن را نشان می دهد. کلیه نمونه های 1)چاهک شماره  T. harzianumهای کیتیناز در قارچ وحشی 

بودند. کلیه نمونه های مورد مطالعه  KDa 111-1/12مون دارای باند پروتئینی متفاوتی در محدوده وزن مولکولی مورد آز

بودند. جدایه های موتانت  KDa 11استیل گلوکوآمینیداز با وزن مولکولی -Nدر این پروفایل پروتئینی دارای باند آنزیمی 

Th M16 ،Th M17 ،Th M19  وTh M20 زیمی بالاتری نسبت به جدایه دارای بیان آنTh M18  بودند. باند آنزمی شارپ

مربوط به آنزیم اندوکیتیناز مشاهده گردید که بالاترین بیان این آنزیم در جدایه موتانت  KDa 11دیگری در وزن مولکولی 

Th M17  و بعد از آن در جدایه های موتانتTh M20 ،Th M19  وTh M16  موتانت دارای صورت گرفت. این جدایه های

بودند. همچنین آنزیم اندوکیتیناز با وزن مولکولی  T. harzianumبیان آنزیمی اندوکیتیناز بالاتری نسبت به قارچ وحشی 

 KDa 11قابل مشاهده بود. در این جدایه باند شارپی با وزن مولکولی  Th M17در جدایه موتانت  KDa 11و  11، 11
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-β-(1نیز قابل مشاهده بود که احتمالاً نوعی از آنزیم  Th M20و  Th M19در جدایه  مشاهده گردید که این باند آنزیمی

 اندوگلوکاناز می باشد. -(1

 نتیجه گیری 

های مختلف جنس تریکودرما آنزیم های تجزیه کننده کیتین )کیتیناز( ترشح می کنند که می توانند دیواره  گونه

آنزیم های کیتیناز تولید شده توسط گونه های تریکودرما، مورد  .ه کنندسلولی آسکومیست ها و بازدیومیست ها را تجزی

توجه زیادی قرار گرفته اند، زیرا کیتین یکی از ترکیبات اصلی ساختار دیواره سلولی بسیاری از قارچ های پاتوژن خاکزاد 

گیاهی نقش مهمی دارند. با توجه  گیاهی می باشد و به همین دلیل، کیتینازها در کنترل تعداد زیادی از عوامل بیماریزای

، جدایه های موتانت T. harzianumدر میان جدایه های قارچ به نتایج بدست آمده از اندازه گیری فعالیت آنزیم کیتیناز، 

Th M15 ،Th M11 ،Th M8  وTh M6  دارای بالاترین میزان فعالیت آنزیمی نسبت به نمونه قارچ وحشی و دیگر جدایه

دارای بالاترین شدت باند  Th M15نشان داده شده است جدایه موتانت  1دند. همانطور که در جدول های موتانت بو

 β-(1,4)-N-acetylو همچنین آنزیم  KDa 11و  1/11و  KDa 11های مولکولی  آنزیمی اندوکیتیناز با وزن

glucoaminidase  با وزن مولکولیKDa 11 .وبسترای کیتین کلوئیدی و تولید اثرات سینرژیستی این آنزیم ها بر س است

شده است.  T. harzianumبیشتر این آنزیم ها در این جدایه موتانت موجب برتری آن در بین جدایه های موتانت قارچ 

بود و تفاوت عمده این دو  Th M11مشابه با پروفایل پروتئین جدایه موتانت  Th M15پروفایل پروتئینی جدایه موتانت 

نیز دارای  Th M8بود. جدایه موتانت  KDa 11و  1/11یه ها در داشتن باند های آنزیمی با وزن مولکولی قارچ با دیگر جدا

 β-(1,4)-N-acetylبود. غلظت باند آنزیمی  KDa 11و   11، 11باندهای آنزیمی شاپی در وزن های مولکولی 

glucoaminidase  با وزن مولکولیKDa 11 چنین جدایه در این جدایه قابل توجه بود. همTh M6  دارای پروفایل پروتئینی

در  KDa 11و  11بود و تنها تفاوت آن، عدم حضور آنزیم های اندوکیتیناز  T. harzianumمشابه ای با نمونه قارچ وحشی 

 از حاصل یها باند یالگوفعالیت آنزیم کیتیناز و  در ییها تفاوت آمده بدست جینتا اساس بربود.  Th M6جدایه موتانت 

 از استفاده. دیگرد مشاهده( یوحش) والد یها هیجدا با سهیمقا در افتهی جهش یها هیجدا در پروتئین های خارج سلولی

 را به تریکودرما قارچ در بیولوژیکی کنترل تولید آنزیم های کیتیناز و متعاقباً توانایی گاما یتاب پرتو با موتاسیون القای روش

 دهد.  می افزایش داری معنی کاملا صورت
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