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 و   Trichoderma reesei ایلاناز در قارچ تاثیر پرتو گاما بر فعالیت آنزیم ز

Trichoderma harzianum 
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، زیست رنگبری خمیر های خوراکی در تغذیه دامه در صنایع مختلف همانند آنزیمهای فراوانی کهای زایلاناز به دلیل کاربردتولید آنزیم چکیده:

 Trichodermaو  Trichoderma reeseiهای قارچی از نظرتولید آنزیم ترین جدایهیکی از فعالاز منابع قارچی و باکتریایی امکان پذیر است. کاغذ و ... 

harzianum فعالیت آنزیم زایلاناز فعالیت این آنزیم در دما و  افزایش به منظور تاسیون مستقیم در ژنوم قارچایجاد موباشد که در این تحقیق با میpH 

سازی سوبسترا و القاء آنزیم گری انجام شد و پس از آماده 251 با دز اپتیمم T.harzianumو  T.reeseiمناسب بررسی شد. در این مطالعه القاء جهش در 

با  17T.rM و 3T.hMگیری شد که در این بررسی دو جدایه موتانت جدایه موتانت حاصل اندازه 41انت فعالیت زایلانازی های موتزایلاناز در جدایه

واحد در  62/1و  59/1با فعالیت ویژه آنزیمی  T. rcو  11T.hMها و جدایه ترین جدایهلیتر فعالواحد در میلی 66/6و  26/21فعالیت ویژه آنزیمی 

 ها ایجاد جهش در اثر پرتوتابی با اشعه گاما منجر به افزایش فعالیت زایلاناز شد.درصد جدایه 5/65در ها بودند. ترین جدایهلیتر ضعیف میلی
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Abstract: Xylanase enzyme production due to numerous applications in various industries 

such as feed enzyme for animals, bio-bleaching of pulp and ... is possible from fungal and 

bacterial sources. 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 enzymewas 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. reeseiand 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 were measured in the two mutant strains  T.r M 17 and T.h M 13 with 

specific activity of the enzyme 6.66 and 20.26 U/ml two most active strains and isolates  

T.rc and T.h M11 by specific activity of the enzyme 0.62 and 0.59 U/ml were weakest 

isolates. In 65.5% of isolates causing mutations by gamma-ray radiation lead to increased 

xylanase activity. 
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  مقدمه:

ت، زیست آنزیم زایلاناز کاربرد و اهمیت اقتصادی فراوانی دارد همانند استفاده به عنوان آنزیم خوراکی در جیره غذایی حیوانا

های ترین جدایهرنگبری خمیر کاغذ، صنعت منسوجات، تولید زایلو اولیگوساکاریدها، تصفیه فاضلاب و... . یکی از فعال

هدف از انجام این .[1]هستند  Trichoderma harzianumو  Trichoderma reeseiقارچی از نظر تولید آنزیم 

 گونه آنزیمی قارچ تریکودرما ایجاد جهش با استفاده از پرتو گاما بود.مطالعه افزایش تولید آنزیم زایلاناز در این دو 

 ها: مواد و روش

به صورت لیوفیلیزه از مرکز کلکسیون قارچ و باکتری سازمان پژوهش های علمی و  Trichoderma reeseiقارچ 

چغندر قند خراسان از اطراف مزارع  Trichoderma harzianumتهیه شد و قارچ  5142صنعتی ایران به شماره 

 منتقل شد.  PDAکشتهای فوق روی محیطقارچ جداسازی شده است.

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

پس از . [2] رژی اتمی ایران( انجام شدای )سازمان انهارزیانوم، عملیات دزیابی و پرتوتابی در پژوهشکده کشاورزی هسته

 .گیری شداندازهزایلاناز آنزیم ، فعالیت خالص سازی شده جهش یافته هایایجاد جهش و تهیه جدایه

یافته جهش جدایه 21جهت القاء آنزیم زایلاناز تعداد  های جهش یافته قارچ تریکودرما:القاء تولید آنزیم زایلاناز در جدایه

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

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

ا و جهت القاء آنزیم زایلاناز به محیط جد TCMها با استفاده از دستگاه سانتریفوژ از محیط کشت تبدیل شوند بعد مسیلیوم

)وزنی/حجمی( به درصد 5/1زایلان که حاوی  TFM (Trichoderma Fermentation medium)[3]کشت 

های قارچ توسط سانتریفوژ کردن خارج و از مایع فوقانی برای عنوان سوبسترا جهت القاء آنزیم زایلاناز اضافه شد. میسلیوم

)اسید دی نیتروسالیسلیک(  DNSمی استفاده شد. تعیین فعالیت آنزیم زایلاناز با استفاده از معرف گیری فعالیت آنزیاندازه

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

از ها با استفاده و میزان جذب نمونه [4]های جهش یافته انجام شد سنجش آنزیمی جدایهسنجش فعالیت آنزیم زایلاناز: 

  .نانومتر خوانده شد 541دستگاه اسپکتوفتومتر در طول موج

( که در آن 1976بردفورد، ) Bradfordگیری مقدار پروتئین از روش برای اندازه گیری غلظت پروتئین خارج سلولی:اندازه

 595تومتر در طول موج . جذب پروتئین با استفاده از دستگاه اسپکتروف[4]شد  بعنوان استاندارد استفاده 1BSAاز پروتئین 

 

3Bovineserumalbomin 
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و از استون  TFMمایع فوقانی  جهت تعیین وزن مولکولی آنزیم زایلاناز: SDS PAGEقرائت شد.آماده سازی ژل نانومتر 

. وزن مولکولی آنزیم زایلاناز سدیم دو دسیل سولفات پلی آکریل آمید ژل الکتروفورز [4]جهت ترسیب پروتئین استفاده شد 

 .[4]( تعیین شد 1971) Laemmliبا استفاده از روش 

انجام شد و آنالیز آماری با استفاده از نرم افزار در سه تکرار کلیه آزمایشات در قالب طرح کاملاً تصادفی  :هاآنالیز آماری داده

SPSS  و روشANOVA درصد  صورت گرفت. 5ها با استفاده از آزمون دانکن و سطح احتمال و مقایسه میانگین 

 :نتایج

گذاری ساعت گرمخانه 72بعد از  TFMنتایج فعالیت آنزیم زایلاناز در مایع فوقانی تخمیر : زایلاناز تولیدآنزیم میزان بررسی

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

های موتانت قارچ ترکودرما رسئی و هارزیانوم داشت. این عالیت آنزیمی در جدایهاست. نتایج دلالت بر تنوع در مقادیر ف

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

میزان فعالیت ( هایهدرصد از جدا 25) یهجدا 5 های جهش یافته قارچ تریکودرما هارزیانومزایلاناز در جدایه آنزیمفعالیت 

 8T.hMو  3T.hM ،4T.hM ،5T.hM ،7T.hMدر این بین جدایه . اندآنزیم زایلاناز بیشتری نسبت به جدایه شاهد داشته

یه و جدا یمیآنز یتفعال یشترینب لیتریلیواحد در م 26/21با  3T.hMیه . جدا( با شاهد داشتند>15/1Pاختلاف بیشتری )

11T.hM یلیواحد در م 59/1 یمیآنز یتفعال با( 15/1لیتر کمترینP<میزان فعالیت آنزیمی را نشان دادند ) . جدایه  21از بین

میزان فعالیت آنزیم زایلاناز بیشتری نسبت به جدایه ( هایهدرصد از جدا 111) جدایه 21جهش یافته قارچ تریکودرما رسئی، 

بیشتری اختلاف  دارای 21T.rMو  9T.rM ،11T.rM  ،13T.rM ،17T.rMهای هیجدا ینب ین. در ااندشاهد داشته

(15/1P<با نمونه شاهد داشتند )17یه  . جداT.rM  یه و جدا یمیآنز یتفعال یشترینب لیتریلیواحد در م 66/6باT.rc با 

 ادند.( میزان فعالیت آنزیم را نشان د>15/1Pلیتر کمترین )یلیواحد در م 62/1 یمیآنز لیتفعا

 

 

 

 

 

 

 

های موتانت آنها در مایع فوقانی تریکودرما رسئی و هارزیانوم و جدایهزایلاناز قارج  آنزیمفعالیت  -1نمودار

 دور در دقیقه 181گراد و درجه سانتی 28گذاری در ساعت گرمخانه 72محیط تخمیر بعد از 
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ین در جدایه های جهش یافته قارچ تریکودرما رسئی روتئپ غلظت: های جهش یافته قارچ تریکودرماغلظت پروتئین در جدایه 

با  7T.rMیه مربو  به جدا ینپروتئ یمحتوا بالاترین .لیتر متغیر بودگرم در میلیمیلی 263/25تا  126/313از مقدار  به ترتیب

غلظت  ینترین. پائبودکرده  یدتول ینپروتئ( >15/1Pیشتر )برابر ب 31/3که نسبت به شاهد  لیترگرم بر میلییلیم 126/313مقدار 

 12T.rMیه جدا یرتخم یطمح یفوقان یعبوده که در ما یترلیلیگرم بر میلیم 263/25شده فقط  یدتول یخارج سلول ینپروتئ
 389/31تا  926/161از مقدار  جدایه جهش یافته قارچ تریکودرما هارزیانوم ترتیب 21ین در بین پروتئ غلظت .محاسبه شد

که  لیترگرم بر میلییلیم 926/161با مقدار  9T.hMیه مربو  به جدا ینپروتئ یمحتو ینبود. بالاتر یرمتغ لیترر میلیگرم دیلیم

، یهجداتوسط  شده یدتول یخارج سلول ینغلظت پروتئ ترینیینکرده است. پا یدتول ینپروتئ یشتربرابر ب 12/1نسبت به شاهد 

6T.hM 389/31 یر بودتخم یطمح یفوقان یعر ماد لیترگرم بر میلییلیم. 

 

های موتانت آنها جدایهلیتر( قارچ تریکودرما هارزیانوم و رسئی و گرم در میلیمحتوای پروتئین خارج سلولی )میلی -2نمودار

 دور در دقیقه 181گراد و سانتیدرجه  28گذاری در ساعت گرمخانه 72در مایع فوقانی محیط تخمیر بعد از 

با استفاده از آزمون  TFMپروفایل پروتئینی آنزیم زایلاناز در مایع فوقانی محیط تخمیر  لکولی آنزیم زایلاناز:تعیین وزن مو

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

 1طور که در شکل گزارش شده است. همانبو  به آنزیم زایلاناز کیلو دالتون مر 84[5]مشاهده گردیده است. طبق مطالعات 

کیلو دالتون طبق گزارشات بدست آمده مربو   111 و 84 ،66، 58 ،43، 36 نشان داده شده است به خوبی باند مربو  باندهای

و تریکودرما رسئی نشان  های مختلف قارچ تریکودرما هارزیانومدر جدایه [5]های کدکننده آنزیم زایلانازاست به پروتئین

 باشد.های موتانت میدهند که دلالت بر تولید این آنزیم در این جدایهمی
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 21MT.h-1و  21MT.r-1مارکر پروتئینی و   TFM.Mپروفیل پروتئینی از مایع فوقانی  SDS-PAGE -1شکل 

 بحث

ام داده اند، میزان فعالیت آنزیم زایلاناز را در هشت گونه های منتشر نشده قبلی که نویسندگان همین مقاله انجطبق بررسی

واحد در میلی لیتر و تریکودرما ویریده، تریکودرما  62/6مختلف قارچ تریکودرما بررسی شد وگونه تریکودرما هارزیانوم، 

، 82/1، 58/1، 52/1 به ترتیب 6122و تریکودرما آتروویریده  3-1رسئی، تریکودرما لونجیبراچیوم، تریکودرما آتروویریده

در این آزمایش از سوبسترای پسلیوم استفاده شد لیتر توانایی تولید آنزیم زایلاناز را داشتند. واحد در میلی 91/1و  39/1

محلول و نامحلول بوده و  یبرهایاز ف یشده است که منبع خوب یهاسفرزه از خانواده بارهنگ ته یاهاز پوسته بذر گ پسلیوم،)

یه جداجدایه مختلف تریکودرما هارزیانوم مربو  به  21که بیشترین میزان فعالیت آنزیم زایلاناز در  شود(میلعاب  یجادباعق ا

3T.h M  11یه و جدا یمیآنز یتفعال یشترینب لیتریلیواحد در م 26/21باT.h M یلیواحد در م 59/1 یمیآنز یتفعال با-

 جدایه 21جدایه جهش یافته قارچ تریکودرما رسئی،  21از بین . ان دادند( میزان فعالیت آنزیم را نش>15/1Pلیترکمترین )

واحد  66/6با  17T.r Mیه جدااند. میزان فعالیت آنزیم زایلاناز بیشتری نسبت به جدایه شاهد داشته( هایهدرصد از جدا 111)

( میزان فعالیت >15/1Pلیترکمترین )یلیدر مواحد  62/1 یمیآنز لیتفعا با T.rcیه و جدا یمیآنز یتفعال یشترینب لیتریلیدر م

 [2]کیلودالتون گزارش شده است 111 و 84 ،66، 58 ،43اند. طبق مطالعات وزن مولکولی آنزیم زایلاناز، آنزیم را نشان داده

زیم زایلاناز به در نتیجه مشاهدات و تجزیه پروفیل پروتئینی  تریکودرما رسئی و تریکودرما هارزیانوم در شرایط القاء تولید آن

ها ایجاد جهش در اثر پرتوتابی با اشعه گاما منجر به افزایش فعالیت درصد جدایه 5/65خوبی نشان داده شده است. در 

زایلانازی آنها شده است والقاء جهش فیزیکی در ژنوم تریکودرما رسئی و تریکودرما هارزیانوم برای بهبود کیفیت و کمیت 

آمیز بوده که شانس موفقیت بالایی در افزایش توانایی تولید یافته موفقیتهای جهشدرصد جدایه 5/65آنزیم زایلاناز در 

های فراوانی که آنزیم زایلاناز در کشور دارد باتوجه به کاربردرود. آنزیم زایلاناز با استفاده از القاء جهش تصادفی به شمار می



 

 لاتمجموعه مقا
 ای در علوم کشاورزی و منابع طبیعی چهارمین همایش ملی کاربرد فناوری هسته

 ، پژوهشکده کشاورزی هسته ای(4021اردیبهشت،  92-03)
National Congress on Nuclear Technology Application in Agricultural &  thThe 4

Natural Resource Sciences (19-20 May, 2015, Nuclear Agriculture Research School) 
 

 

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

نتایج حاصل از این مطالعه نشان داد که از در داخل کشور عملی نشده است و به دلیل مشکلات فراوان تولید انبوه این آنزیم 

قابل پیشنهاد برای بهینه سازی شرایط تولید آنزیم زایلاناز در  4T.h M و 3T.h Mهای مورد بررسی دو جدایه بین موتانت

های زایلانازی با یری تولید داخلی آنزیمپذتوانند در ارتقای راندمان تولید این آنزیم و رقابتمقیاس نیمه صنعتی هستند و می

های جدید و دستیابی به جدایهتریکودرما رسئی و هارزیانوم ایجاد تنوع در ذخیره ژنتیکی قارچ واردات آنها نقش داشته باشند. 

 زایی توسط پرتو گاما برای نخستین بار در کشور انجام شد.با استفاده از جهش

 تشکروقدردانی

در گروه پژوهشی  "ای ومولکولیهای هستههای خاکزاد گیاهی با استفاده از فناورینترل بیماریک "ازهمکاران طرح

اند تشکر و ای پژوهشکده تحقیقات کشاورزی سازمان انرژی اتمی که در انجام این مطالعه ما را یاری دادهکشاورزی هسته

 نماییم.قدردانی می
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