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  چکیده
 بیوسفر و  پلیمرهاي فراوانترین سلولز و پکتین .قارچها نیز شامل آن هستند ا تشکیل میدهند کهبخش مهمی از فلور خاك رمیکروارگانیسمها 

براساس جداسازي قارچها از خاکهاي . موثراند  تجزیه مواد گیاهی خاكدرقارچهاي تجزیه کننده سلولز و پکتین  ، میباشندگیاهیبیومس 
 لهایزو ،گردید اندازه گیري و پکتینCMC ترتیب در محیطب  پکتینازي،یت سلولازي فعالوشناسایی گونه متفاوت 16 ایزوله از 22 ،زراعی

longibrachiatum115 Trichoderma  فعالیت سلولازي و ایزولهبیشترینTrichoderma harzianumAS12-2  بیشترین فعالیت
 رسدمیبنظر .  شدردیابیدر ایزوله فعال ) سلولاز(زاگلوکان- β-D-4-1 آنزیممولد اندوگلوکاناز 4و1ژن بتاهمچنین  .پکتینازي را دارا بودند

  . میباشدT. Longibrachiatum دراندوگلوکاناز 4و1 بتان ژنبیاقادر به القاي CMC محیط 
  

  ، قارچ هاي خاکزي، سلولازاندوگلوکاناز، پکتیناز :کلمات کلیدي
  مقدمه

لید ناخالص مواد حیاتی توسط فتوسنتز گیاهان را تشکیل می سلولز به عنوان فراوان ترین ماده الی قابل تجزیه حدود نیمی از تو
 که خاك در سلولز بیولوژیک تجزیه .پکتین به طور فراوان در ناحیه خارجی دیواره میانی و در دیواره سلولی اولیه وجود دارند. دهد
 کربن جریان در را مهمى نقش پذیرد، مى اصورت ه میکروارگانیسم از شمارى توسط شده تولید هاى سلولوزم و ها سلولاز وسیله به
 هاى سوخت براى جایگزینى منظور به بیوانرژى و پایدار بیولوژیک محصولات تولید چنین هم ، CO2شده به تثبیت تغییر کربن و

 هب خاك زنده موجودات .است غیرزنده و زنده اجزا از تشکیل شده و فعال اکوسیستم یک خاكet al, 2006). (Zangh .دارد فسیلى
 غیر باچشم عمدتا که هاست ارگانیسم میکرواز متنوعى گروه میکروفلورشامل.شوند مى تقسیم فون و میکروفلور مجزاشامل گروه دو

 Franzluebbers A. J, 2004 ).(دمیباشن ها اکتینومایست و ها جلبک ها، ها،قارچ باکترى شامل و نیستند رویت قابل مسلح
 . و پکتین میباشندسلولز تجزیه به قادر ها پروتوزوئر و ها ها،اکتینومایست باکترى ها، قارچ جمله از ها میکروارگانیسم از تعدادزیادى

 باشند و مشخص شد که بالغ بر صدها گونه و پکتینازي قارچهاي ساپروفیتی میتوانند یکی از مفید ترین منابع انزیم هاي سلولازي
ی آنزیم سیستم بودن دارا دلیل به ها قارچ که رسد مى نظر  به،ن رشد می کنند به عنوان تنها منبع کرب و پکتینقارچی روي سلولز

 و سلولازهاي  آنزیم(Gow et al,1999)دارند عهده بر خاك در  و پکتینیسلولزى ترکیبات تجزیه در را نقش ترین مهم تر قوى
ت لیگنوسلولزي، در صنایع غذایی براي کاهش  جمله آنزیم هاي مهم صنعتی می باشد که در کشاورزي براي تجزیه ضایعاازپکتیناز 
 و در مصارف مختلف دیگر ، در صنعت آبمیوه سازي مواد اولیه غذایی در صنایع کاغذ سازي براي نرم کردن چوب و پکتینسلولز
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براي قارچ هاي داراي توانایی بالاي پکتینازي و سلولازي  (Kutateladze et al, 2009 and Baht M. K, 2000)داردکاربرد 

با وجود توسعه جهانی صنعت تولیــد و تهیه آنزیم، این صنـــعت درکشور ما هنوز همچنین میکروفلور خاك مهم میباشند، 
نکته قابل توجه  . شود طریق واردات تامین می از جایــگاهی ندارد و همچـــــنان آنزیمهاي پر مصرف مورد استفاده درصنایع

ی که تولید مقادیر بالاي آنزیم می کنند در تمام دنیا از آنها به عنوان منابع سري و محرمانه دیگر این است که جدایه هاي قارچ
در  .)1388لطفی و همکاران، (تنها راه خروج از این وضع بدست آوردن دانش و منابع تولید بومی و داخلی است. حفاظت می شود

محیط با استفاده از ایزوله هاي موجود،  جداسازي وشناسایی مناطق شمال کشور واین تحقیق با بررسی بر روي خاکهاي زراعی 
  و پکتینتوانایی آنها را براي تجزیه سلولز ،کربوکسی متیل سلولز و پکتین به عنوان تنها منبع کربن قابل دسترس قارچهاي کشت 

 تا بتوان ل ترین ایزوله ردیابی شد، و سپس اولین ژن در پروسه تجزیه سلولاز در فعادر شرایط آزمایشگاهی مورد بررسی قرار داده
ی در جهت تعیین گونه برتر براي مطالعات سنجش توانایی مولکولی و میزان بیان ژنهاي تولید کننده آنزیم تبستر اولیه و مقدما

 .سلولاز فراهم و در نهایت آنها را به عرصه صنعت معرفی نمود
  

  مواد و روشها
  جدایه هاي قارچی و خالص سازي آنها

،  شدثبتبا روش تصادفی انجام و روي هر نمونه محل جمع آوري  سانتیمتري خاکهاي مناطق زراعی 10ونه برداري از عمق  نم
  به محیط کشت میلیمتري از نمونه6یک قرص ، پس از رشد قارچ ها گردیدسپس سوسپانسیون خاك در محیط آب آگار کشت 

PDAخصوصیات مورفولوژیکی قارچ مانند رنگ کلونی، شکل و ساختمان  اهدهو مشجدایه با ساخت اسلاید از هر.  انتقال یافت
 بعد از حصول اطمینان .(Samuels .G.J , 1998)ندایزوله ها شناسایی شد ،کلید شناساییبه کمک ... و هیف، اندازه و شکل اسپور

   . در محیط هاي اختصاصی دو آنزیم کشت داده شدنمونه ها ، از خلوص
   و پکتیناز ی سلولازکشت در محیط اختصاص

  ارزیابی تجزیه سلولز در شرایط آزمایشگاهی با تهیه محیط کمینه حاوي منابع ازت و میکرو المنت ها و کربوکـسی متیـل سـلولز    
(CMC)      میلی گرم سولفات آهن5 لیتر محیط کشت، 1براي تهیه . به عنوان تنها منبع کربن انجام شد )O2H . 4(FeSO ،25%  گـرم

گـرم سـولفات   Zn SO ،25%) 4(گـرم سـولفات روي   25%، )2CoCl(گـرم کلریـد کبالـت   MnSO ،25%)O2H . 4(سـولفات منگنـز  
گرم کلریـد  /. O2H 7 .4(MgSO ،4(گرم سولفات منیزیم 25%، (KH2Po4)گرم فسفات هیدروژن پتاسیم    2،)) 4SO2)4NH(آمونیوم
.  گرم پپتـون اسـتفاده مـی شـود       1 و Tween 80گرم  /. 2گرم اوره،    /. 3،  (CMC) گرم کربوکسی متیل سلولز      2CaCl(،10(کلسیم

. )Red and Yazdanparast., 1998) دقیقـه اسـتریل شـد   20 درجه به مـدت  120سپس محیط کشت هاي آماده شده، در دماي 
 Cruick Shank).(هاي مورد بررسی به ترشح پکتیناز، از محیط کشت اختصاصی تولیـد آنـزیم اسـتفاده شـد     جهت تحریک ایزوله

and Wade, 1980 .4( گرم سولفات آمونیوم 64/2 گرم پکتین، و 10 لیتر محیط کشت، 1ي براي تهیهSO2)4NH ( ( ،34/0  گـرم 
هاي آمـاده شـده،   سپس محیط کشت. ، استفاده شد)4MgSO( گرم سولفات منیزیم 14/0، و )4PO2KH(فسفات هیدروژن پتاسیم    

جهت القاء قارچ به تولیـد آنـزیم یـک تکـه از محـیط           . دقیقه استریل شد   20 درجه سانتیگراد به مدت    120ها در دماي  محیط کشت 
 سـی  100 جدا و به ارلنهـاي حـاوي   PDA میلی متر از روي محیط کشت 6 تازه رشد کرده قارچ به قطر تقریبی   هیفکشت حاوي   
  .جام شد درجه سانتیگراد نگهداري ان25 دماي  انجام ودرآزمایش در سه تکرار.  منتقل شدهاي کشتسی محیط 

  قند سنجی 
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 و ) کربوکـسی متیـل سـلولاز     (CMC کـشت    هـاي  روي محیطه ترتیب بر در شرایط آزمایشگاهی ب و پکتینارزیابی تجزیه سلولز 
بـا نمونـه   . تا یک ماه، سه روز یک بار انجـام گرفـت   قند سنجی چهار روز بعد از تلقیح و.  کربن انجام شدابعبه عنوان تنها منپکتین 

 توسط معرف آرسنات مولیبـدات اشـکار سـازي و توسـط اسـپکتروفوتومتر در      اد شده از دو محیطمحیط میزان گلوکز ایج  برداري از   
گـرم درلیتـر   / 01تـا  /  1 غلظت هاي مختلـف گلـوکزاز   ازبراي استفاده از استاندارد جهت   .  قرائت شد  ، نانومتر جذب  575طول موج   
 .(Kossem and, Nannpieri, 1995).استفاده شد

   اندوگلوکاناز4و1 ژن بتا  و تکثیر قطعه مورد نظرRNAستخراج ا
 یـک ف قـارچ تحر ی ـاز ه . کـشت داده شـد     ) سـلولز  متیـل   کربوکـسی    (CMC کشت اختـصاصی   محیطفعالترین جدایه سلولازي در     

 Reverseتکنیـک سپس با .  صورت گرفتRochبا استفاده از محلول استخراج  RNAج استخرا) شاهد( نشدهیکو تحر) تیمار(شده
Transcriptase ) ژنکیا کیتOminiscrip (به یلهاي استخراج شده تبدانار، ام cDNA ر ی ـاز جهـت تکث ی ـ مورد نیمرپرا.  شدند

cDNAــ ژن ب ــزار ی ــرم اف ــا اســتفاده از ن ــزون دوم و ســوم  ژن  Vector ان شــده ب ــن ژن  EGاز اگ ــوالی ای ــا اســتفاده از ت    ب
 که جفـت آغـازگر مـستقیم و معکـوس      طراحی گردیدGenBank: GU144298.1ره  با شما  T.longibrachiatum FU05قارچ

F:5 :بدین شرح میباشد aacggcaccctcaacacgagc 3) و (R:5 atcacccgcaagtaccggcag 3     و قطعه تولیدي توسط این جفـت
  .میباشد bp 275 آغازگر

  
  نتایج بحث
 فعالیت است و شده پرداخته ها قارچ رشد براى مناسب ولولیتیکسل محیط تهیه و ها قارچ جداسازى به شده انجام مطالعات

  .است شده واقعی بررس مورد خاك از شده ایزوله هاى قارچ سلولازي و پکتینازي
 Trichoderma, Fusarium ,Aspergilluse, penicillium  گونه هاي مختلف جنس هاياز  ایزوله هاي جدا شده از محیط 

میزان قند آزاد شده در دو محیط کربوکسی متیل سلولز و پکتین  و موجود در خاكیزوله هاي قارچی ا،1 بوده است که در جدول
  .براي هر جدایه در زمان حداکثر حضور گلوکز در محیط ثبت شده است

  ایی شده و پکتین توسط ایزوله هاي متفاوت شناس CMC میزان قندهاي آزاذ شده در دو محیط-1جدول                             
قندسنجی 

میلی (پکتیناز
  )گرم بر لیتر

قندسنجی 
میلی (سلولاز

  )گرم بر لیتر

قند سنجی   ایزوله قارچی
میلی (پکتیناز

  )گرم بر لیتر

قند سنجی 
میلی (سلولاز

  )گرم بر لیتر

  ایزوله قارچی

0,036  0,045  Trichoderma citrinoviride  0,054  0,074  Trichoderma harzianum15-6  
0,061  0,065  Trichoderma koningiopsis  0,067  0,069  Trichoderma virns1-3  
0,092  0,065  Trichoderma harzianumAS12-2  0,063  0,053  Trichoderma tometosporium3  
0,043  0,045  Fusarium solani 0,071  ٠٫٠٨٩  Trichoderma  longibrachiatum 115  
0,054  0,067  Fusarium moniliforme  0,073  0,076  Trichoderma harzianum3-5  
0,045  0,049  Fusarium oxyspoium  0,071  0,065  Aspergillus terreus  
0,072  0,056  Trichoderma reesie H2  0,054  0,058  Aspergillus niger1  
0,048  0,049  Trichoderma harzianum12-6  0,059  0,071  Aspergillus niger113  
0,058  0,066  Trichoderma harzianum 115  0,058  0,054  Aspergillus carbonarium  
0,079  0,082  Trichoderma reesie H1  0,069  0,073  Trichoderma harzianum11-1  
0,087  0,075  Trichoderma viride11-12  0,075  0,069  Trichoderma  hamatum12-4  
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 گلوکز در محیط کربوکسی متیل سلولز و ایزوله میلیگرم برلیتر0,089با تولید  T.longibrachiatum115بر اساس نتایج ایزوله 
Trichoderma harzianumAS12-2 میلی گرم بر لیتر گلوکز در محیط پکتین فعال ترین ایزوله هاي موجود در 0,092 با تولید 
که پیوندهاي EC 3.2.1.4)(زگلوکانا-β-D-4-1 آنزیممولد اندوگلوکاناز 4و1ژن بتاسپس  .بین قارچ هاي جداسازي شده میباشند

پرایمر ، ، در ایزوله فعال ردیابی ودر ژل آگارز مشاهده شد ترشح میشودیهو در مرحله اول تجزداخلی بلورهاي سلولز را هیدرولیز 
  .Tدر در قارچ bp275طول  بهقطعه مورد نظرقادربه تکثیر  T.longibrachiatum قارچ EGطراحی شده ازتوالی ژن

Longibrachiatum 115  محیط کربوکسی متیل سلولز  قادر به القائ بیان ژنبر اساس نتایج . )1شکل (میباشدEG  در قارچ 
Trichoderma longibrachiatum 115 به وسیله )2004(سان و همکاران .می باشد ،HPLC در محیط کربوکسی متیل سلولز 

 . تولید شده بود شناسایی کردند Trichoderma harzianum بوسیله قارچ  کیلو دالتون که51 را با وزن ملکولی  EGآنزیم وجود 
  .که این محیط باعث فعالیت آنزیم و بیان آن می شودمیتوان بیان داشت 

  
  
  
 
  
  
  
  
  
  
 
  
  

  )Lader:1 وقارچ القائ نشده:6، تکرار 5باندهاي قارچ در: bp  275)2،3،4،5  تکثیر شده از ژن اندوگلوکاناز با طولcDNAباندهاي  – 1شکل      
 

 بیشترین فعالیت سلولازي را در  Trichodermaگونهبیان داشتند   کهگونه قارچی 50، با بررسی بر روي )1386(لطفی و همکاران
، تولید آنزیم )2005(ن و همکارانجورجسو. انی داردو همخ که با نتایج مادارا بود) CMC(محیط کشت کربوکسی متیل سلولاز 

موجود در  P. brasilianum  و P. pinophilum  را بر اساس قند موجود در محیط کشت در دو گونه پنی سلیوم و پکتینازسلولاز
 وجود قند هاي آزاد احیا شونده حاکی از. آنها میزان قند در محیط را با دي نیترو سالسیلیک اسید سنجیدند.  نشان دادندخاك

بر اساس نتایج ملکولی و بیوشیمیایی حاصل میتوان بیان داشت بعضی از قارچ هاي جداسازي شده از   .وجود آنزیم در محیط بود
  .خاك داراي توان بالایی آنزیمی می باشند و تمام ایزوله ها قادر به تجزیه سلولز و پکتین در اکوسیستم خاك هستند
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