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 کیدهچ

های وسیله پرتو گاما و سپس بررسی افزایش یا کاهش بیان آنزیمبه  Trichoderma virideاین پژوهش با هدف ایجاد جهش در قارچ 

گری و با استفاده از پرتوگاما  250جهش با دز بهینه  ییافته نسبت به جدایه وحشی صورت گرفت. القاهای جهشسلولاز و کیتیناز در جدایه

مورد بررسی قرار گرفت. در نهایت  SDS-PAGEتروفورز ها با آزمون الکهای تولید شده کلیه جدایهانجام شد. پروفایل پروتئینی آنزیم

افزار با سوبسترای کیتین کلوئیدی با تکنیک الکتروفورز دوبعدی و نرم Tv M21یافته به همراه جدایه جهش T. virideالگوی پروتئوم گونه 

ImageMaster 2D Platinum یافته نسبت به جدایه وحشی در های جهشیههای سلولازی در جداارزیابی شد. بیشترین تنوع در تولید آنزیم

Tv M21 ،Tv M10 ،Tv M16  وTv M14 یافته نسبت به جدایه وحشی های جهشهای کیتینازی در جدایهو بیشترین تنوع در تولید آنزیم

های مقایسه با جدایهیافته در های جهشهای پروتئینی جدایهالگوی پروتئوم نشان داد، لکهمشاهده شد.  Tv M4و  Tv M21 ،Tv M1در 

های خارج سلولی و فعالیت تواند تغییر در میزان تولید آنزیمنتایج نشان داد، اشعه گاما می صورت کمی و کیفی متفاوت هستند. وحشی به

 قرار گیرد. های مورد مطالعه مد نظروری صنعتی از آنزیمگیاهی و بهره هایبیماریتواند در مدیریت این موضوع میشود. ها را سبب آن
 

 .تریکودرماالکتروفورز یک بعدی، پرتوتابی گاما، القای موتاسیون، الکتروفورز دوبعدی،  :های کلیدیواژه
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ABSTRACT 
This study was carried out to create mutations in the fungus Trichoderma viride by gamma radiation (the optimal dose of 
250 Gy) and then to check the increase or decrease in expression of the cellulase and chitinase enzymes in the mutant 
strains with respect to the wild isolates. Protein profiles were analyzed by SDS-PAGE electrophoresis. Finally, proteome 
pattern of mutant strains Tv M21 of T. viride was evaluated by colloidal chitin substrate and two-dimensional 
electrophoresis techniques and software ImageMaster 2D Platinum. Highest variability of cellulase enzyme production 
was observed in the mutant strain wild isolates in the Tv M21, Tv M10, Tv M16 and Tv M14 and the highest diversity in 
the production of chitinase enzyme in the mutant strain in the wild isolates Tv M21, Tv M4 and Tv M1, respectively. 
Proteomic pattern revealed that the protein spots of mutant strains in comparison to wild isolates were both quantitatively 
and qualitatively different. This finding demonstrates that mutations can lead to changes in patterns of secreted proteins, 
so that may improve the control potential of plant disease. 
 
Keywords: 2D electrophoresis, gamma radiation, induction of mutation, SDS-PAGE electrophoresis, Trichoderma. 
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 های تحقیقتازه

 بیان در این پژوهش برای اولین بار الگوی پروتئومی

 هایجدایه وسیلهبه زیستی کنترل در مؤثر هایآنزیم

با  Trichoderma virideیافته قارچ جهش و وحشی

سوبسترای کیتین کلوئیدی و سلولز کلوئیدی توسط 

تکنیک الکتروفورز بعد اول و دوم مورد بررسی قرار 

 گرفت.
 

 مقدمه

هایی که در کنترل بیولوژیک به عنوان عامل یکی از قارچ

 های جنسجدایهشود، آنتاگونیست استفاده می

های مهم قارچ از قارچاین های گونه .تریکودرما است

شوند که رل بیولوژیک محسوب میاستفاده در کنتمورد 

های طور طبیعی در محیط زیست وجود دارند. گونهبه

های خارج سلولی هیدرولیز این قارچ با تولید انواع آنزیم

های تجزیه کننده ترکیبات دیواره سلولی نظیر آنزیم

کننده آمیلوز، پکتین، پروتئین، لیپید، کیتین و سلولز، 

زا شده و در نتیجه در کشاورزی مل بیماریمانع رشد عوا

کنند و مدیریت اکوسیستم نقش مهمی ایفا می

(Ershadfath et al. 2013, Emma et al. 2008 .) 

یکی از عوامل مؤثر در بیوکنترل استفاده از انواع 

های هیدرولازی است که با فروپاشیدن ساختار آنزیم

ابودی آن زای گیاهی باعث نهای بیماریسلولی قارچ

ها به منظور به حداکثر رساندن این آنزیم. گرددمی

های بیمارگر گیاهی دارای قارچ کنترل زیستیکارایی در 

 Delacroix)باشند دیواره سلولی کیتینی، مورد نیاز می

et al. 1999 .) کیتین دومین پلیمر فراوان در طبیعت و

شود ها محسوب میترکیب عمده دیواره سلولی قارچ

(Hello et al. 2006کیتیناز .)- کننده  آنزیم تجزیه

کاربردهای وسیعی در بیوتکنولوژی دارد که از  -کیتین

های تک یاخته، به تولید پروتئین توانها میجمله آن

تولید کیتوالیگوساکاریدها، ایزوله کردن پروتوپلاست، 

 تودهزیستهای زیستی، تخمین کشهدف برای حشره

 Dahiya etکرد )ات و پزشکی اشاره قارچی، کنترل حشر

al. 2006قوی  هایها همچنین بازدارنده(. این آنزیم

زای مهم گیاهی هستند و های بیماریبسیاری از قارچ

های نمودن دیواره سلولی سخت، هیف تجزیهتوانایی 

 Harighi et)دارند ها و کلامیدوسپورها را بالغ، کنیدی

al. 2006). نه وسیعی از بیمارگرها کیتینازها، روی دام

مؤثر بوده و در غلظت بالا برای گیاه غیرسمی هستند. 

بنابراین به عنوان گزینه مناسبی برای کنترل بیولوژیک 

های گیاهی و تقویت دفاع گیاهان در برابر بیماری

های سلولاز روند. آنزیمهای مختلف به شمار میبیماری

یع غذایی و نیز در موارد مختلفی چون صنعت چوب، صنا

 (. Jun et al. 2011)رند سازی کاربرد داکمپوست

زای تصادفی )اشعه وقوع جهش توسط عوامل جهش

های خارج سلولی و گاما(، میزان تولید پروتئین

هیدرولیتیک مانند کیتینازها و گلوکانازها،  های آنزیم

های مختلف سرعت رشد ریسه را در گونهو اسپورزایی 

 (.Shahbazi et al. 2014) دهدمیتریکودرما افزایش 

، هابیوتیکآنتی های تجزیه کننده دیواره سلولی وآنزیم

یافته مورد بررسی قرار چندین عامل بیوکنترل جهش در

 Howell and Stipanovic 1983, Szekeres et)اند گرفته

al. 2004).  ای نشان دادند در مطالعههاول و اسپانوئیک

ویریدین با پرتوتابی روی  بیوتیککه تولید آنتی

Gliocladium virens یابدافزایش می (Howell and 

Stipanovic 1983)های . همچنین در مقایسه جدایه

های ، جدایهT. harzianumیافته و جدایه وحشی جهش

یافته نسبت به جدایه وحشی، توانایی بیشتری جهش

لولی کننده دیواره سهای تجزیهبرای ترشح و تولید آنزیم

، عامل پوسیدگی R. solaniو در نتیجه کنترل قارچ 

 .Montealegre et al) فرنگی، دارا بودندریشه گوجه

2009). 

های ای در زمینه بررسی آنزیممطالعات گسترده

ها با کمک تکنیک پروتئومیکس انجام مترشحه قارچ

(. پروتئومیکس ثابت Tseng et al. 2008شده است. )

های قدرتمندی برای پروتئینکرده است که روش 

باشد ها در پاسخ به تغییرات محیطی میشونده قارچ بیان

(Bhadauria et al. 2007.)  در بیشتر مطالعات

تریکودرما، بر  هایگونهپروتئومیکسی در رابطه با 

های مترشحه تأکید شده است. چرا که شناسایی پروتئین

های خارج با تخلیص و بررسی پروفایل پروتئینی آنزیم

تریکودرما، مشخص  پارازیتیسمسلولی در طول فعالیت 

ای از تغییرات ایجاد شده در شده است که بخش عمده

های نتیجه مستقیم عمل آنزیم ،دیواره میزبان

 Artigues and Vavetتریکودرما است )هیدرولازی 
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1984, Elad et al. 1985.) ،در  سیداصل و همکاران

های لید آنزیم کیتیناز در جدایهای با بررسی تومطالعه

ای با توان را گونه T. harzianumمختلف تریکودرما گونه 

های کیتینازی دانسته و استفاده مناسب در تولید آنزیم

های قارچ کنترل زیستیاز این جدایه را در مطالعات 

 .(Sayed-Asl et al. 2004) کردندزا پیشنهاد بیماری

های درگیر پروتئین ایمطالعهنیز در گرینر و همکاران، 

را بررسی و تأثیر  T. harzianumدر پارازیتیسم قارچ 

 .Grinyer et al) اثبات نمودند کنترل زیستیها را در  آن

 .Tدر قارچ  های لیگنوسلولازیپروتئوم آنزیم. (2004

reesei  که توانایی تخریب توده زیستی لیگنوسلولزی در

و آسکومیکوتا را دارند نیز های شاخه بازیدومیکوتا قارچ

 .(Adav et al. 2012) ستمورد بررسی قرار گرفته ا

های مترشحه از قارچ مذکور، با توجه به اهمیت آنزیم

های سلولاز هدف از این مطالعه بررسی تغییر بیان آنزیم

و کیتیناز پس از ایجاد جهش به وسیله اشعه گاما نسبت 

کنترل توان  یقابه تریکودرمای وحشی و در نتیجه ارت

 باشد. می T. virideدر گونه  زیستی

 

 هامواد و روش
 هاتهیه جدایه

از مرکز تحقیقات کشاورزی کرج تهیه  T. virideقارچ 

از  1389-90در سال زراعی  این قارچهای جدایهشد. 

خاک مزارع چغندرقند مزرعه تحقیقاتی دانشگاه 

 Shahbazi et al.. 2012, Shahbazi et)فردوسی مشهد 

al. 2013گردید ( جداسازی . 

 

 هاپرتوتاپی جدایه

گری و با استفاده از  250با دز بهینه  جهش یالقا

 (Gamma-cell Issledovatel PX-30)دستگاه گاماسل 

 (.Moradi et al. 2015انجام پذیرفت )

 

 تولید آنزیم کیتیناز و سلولاز

و سلولز ( Shahbazi et al. 2014)کیتین کلوئیدی 

عنوان منبع کربن به( Fleming et al. 2001)کلوئیدی 

های کیتیناز و سلولاز تولید آنزیم یبرای القابه ترتیب 

یافته، جهش هایمورد استفاده قرار گرفت. کلیه جدایه

آگار کشت شده و در دمای  -روی محیط کشت مالت 

درجه سلسیوس در گرمخانه قرار گرفتند. شستشوی  28

ها با استفاده از محلول سیلین روزه جدایههای هفتپلیت

 107-108انجام و سوسپانسیون اسپوری با جمعیت 

لیتر با استفاده از لام گلبول شمار، تهیه اسپور در میلی

شد. کشت اولیه سوسپانسیون اسپوری درمحیط کامل 

منظور تولید  به (Mandels et al. 1971تریکودرما )رشد 

محیط  pH ریکودرما انجام گرفت.میسلیومی انبوه ت

% )وزنی 3/0تنظیم گردید و  5/5ودرما روی کشت تریک

 24مدت  گلوکز به آن افزوده شد. سپس، به حجمی(

دور  180درجه سلسیوس با سرعت  28ساعت در دمای 

در دستگاه گرمخانه متحرک قرار گرفت.  بر دقیقه

ها بعد از مدت زمان مذکور با استفاده از میسلیوم

 7دور در دقیقه به مدت  4500انتریفوژ با سرعت س

رشد تریکودرما جداسازی شدند.  دقیقه، از محیط کامل

های هیدرولیتیک، منظور القای تولید آنزیم به

به محیط تخمیری  ،های شسته شده با سیلین میسلیوم

کننده محیط کامل تریکودرما + ماده القا) 1تریکودرما

حجمی کیتین -% وزنی5/0آنزیم مورد نظر به غلظت 

این  منتقل گردید.که به صورت مایع بوده کلوئیدی( 

 تنظیم شد. pH 5/5محیط در 

 

های آزمون الکتروفورز و تعیین وزن مولکولی آنزیم

 های مختلف: کیتیناز و سلولاز تولیدی از جدایه

 آزمون الکتروفورز یک بعدی با استفاده از ژل

 Laemmli) %5/12کننده % و ژل تفکیک4کننده  متراکم

یافته و وحشی های جهشبرای تمامی جدایه (1970

سازی نمونه پروتئینی شامل دهانجام شد. آما

لیتر از آنزیمی، با مخلوط نمودن پنج میلی های مجموعه

لیتر میلی 5با مقدار تریکودرما مایع رویی محیط تخمیر 

رفت. رسوب باقیمانده، پس از از استون سرد صورت گ

دور در دقیقه به مدت  4500سانتریفیوژ کردن با سرعت 

ها، دقیقه حاصل گردید. بعد از خروج استون از نمونه 7

ها میکرولیتر آب مقطر دوبار تقطیر به آن 100مقدار

 100اضافه شد و به خوبی مخلوط گردید. سپس 

اضافه شد و به ها میکرولیتر از ترکیب )بافر( نمونه به آن

داده شد. در  حمام آب جوش قرار دقیقه در 5مدت 

ها در هر چاهک میکرولیتر از نمونه 20نهایت مقدار 

                                                                                 
1. Trichoderma fermentation medium 
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 20تزریق شد. سپس الکتروفورز پروتئین در آمپر ثابت 

آمپر انجام شد. برای تعیین وزن مولکولی از میلی

باند در محدوده  12مارکرهای ساخت شرکت سیناژن با 

کیلودالتون  5/10-175و  11-245ولی وزن مولک

 استفاده گردید.

 Tv M21یافته در آزمون دوبعدی از جدایه جهش

 استفاده شد. استخراج پروتئین با استفاده از روش

 گردید انجام با تغییرات اندکیویزانت و همکاران 

(Vinzant et al. 2001). های تعیین غلظت پروتئین

 Bradford) برادفورد روشدست آمده با استفاده از هب

گیری از دستگاه با بهرهکیت شرکت بیوراد و و  (1976

گرفت. مقدار  صورت (Jenway, USA)اسپکتروفتومتر 

گرم در هر ژل بود که همراه با پروتئین بهینه یک میلی

لیتر میلی 2D (10ماکرولیتر از ترکیب )بافر( نمونه  340

و  SDS ،HClگرم  4/0گرم تریس باز،  1/6بافر ژل بالا )

 SDS ،5/0گرم  1لیتر گلیسرول، میلی 5آب مقطر(، 

 -2لیتر میلی 1لیتر محلول بروموفنل بلو، میلی

لیتر آب مقطر دوبار تقطیر( میلی 20مرکاپتواتانول، 

دقیقه این محلول روی  30مخلوط شد. بعد از گذشت 

، pH 10-3خطی، متری، غیر سانتی IPG (17نوار 

بارگذاری گردید. هیدراسیون مجدد در شرکت بیوراد( 

 ساعت انجام پذیرفت. 18دمای آزمایشگاه و به مدت 

منظور جلوگیری از تبخیر ترکیب )بافر( و کریستاله به

لیتر روغن معدنی روی نوار شدن اوره به میزان دو میلی

IPG  ریخته شد. در نهایت نوارها برای انجام بعد اول در

طی سه  IEFقرار گرفتند. انجام  IIفور دستگاه مولتی

میلی آمپر، شامل رسیدن به  50مرحله با آمپر ثابت 

 1000ولت )یک ساعت(، رسیدن به ولتاژ  500ولتاژ 

ولت )با  52250ولت )یک ساعت( و رسیدن به ولتاژ 

ولت در ساعت( انجام گرفت. بعد از  8000سرعت ثابت 

 ی شد؛سازطی دو مرحله متعادل IPG، نوار IEFانجام 

گیری داخل بافر بعد از روغن IPGدر مرحله اول نوار 

 DTT) )1( %15تیوتریتول سازی حاوی دیمتعادل

دقیقه( قرار گرفت و در مرحله دوم در محلول 

دقیقه( قرار  15% )3سازی حاوی یدواستامید  متعادل

داده شد. بعد از شستشو با آب مقطر، بعد دوم الکتروفورز 

% با ابعاد 5کننده  % و متراکم5/12روی ژل جداکننده 

آمپر انجام شد. میلی 20متر در آمپر ثابت سانتی 18×18

ها با استفاده از کوماسی آمیزی ژلدر نهایت رنگ

به مدت یک ساعت در دمای اتاق  R-250بلو بریلیانت

 (.Westermeier 2005)صورت پذیرفت 

 

 هاتجزیه و تحلیل داده

ها با های پروتئینی، ژلن لکهبه منظور بررسی الگوی بیا

)ساخت شرکت  ImageScanner IIIدستگاه 

Amersham Pharmacia با فرمت )Tiff  اسکن و با

 Image Master 2D Platinumافزاراستفاده از نرم

ofMelani 6.0   .دار تفاوت معنی، پسسآنالیز شدند

( با ≥05/0Pها )حجم هر لکه نسبت به حجم کل لکه

مشخص شد. فقط  T-testزمون آماری استفاده از آ

های پروتئینی تکرارپذیر مورد آنالیز قرار گرفت. به لکه

های با بیان متفاوت و شناسایی بندی لکهمنظور گروه

افزار بندی از نرمبیان و تحلیل گروههای پروتیئنی هملکه

Permut Matrix-1.9.3 .استفاده گردید 
 

 نتایج
های های کیتیناز در جدایهپروفایل پروتئینی آنزیم

 T. virideیافته گونه وحشی و جهش

شود، کلیه مشاهده می 1طور که در شکل  همان

 دست بههای مورد مطالعه در پروفایل پروتئینی  نمونه

آمده باندهای متعددی را در محدوده وزن مولکولی 

)ب، پ و ت(  5/10-175)الف( و کیلودالتون  245-11

 42پروتئینی با وزن مولکولی دهد. باند نشان می

در کلیه  Chit42کیلودالتون مربوط به اندوکیتیناز 

مشاهده شد. بیان آنزیم  Tv M10جز جدایه  هها بجدایه

 Tv M3 ،Tv M14 ،Tv M15 ،Tvهای مذکور در جدایه

M18  وTv M20  و جدایه وحشیT. viride  به نسبت

گلوکوآمینیداز با استیل  -Nضعیف بود. همچنین آنزیم 

تا  Tv M1های کیلودالتون در جدایه 73وزن مولکولی 

Tv M12 ،Tv M19 ،Tv M20  وTv M21  در پروفایل

پروتئینی مورد مطالعه مشاهده شد. در جدایه 

باند آنزیمی ضعیفی با وزن مولکولی  Tv M2یافته  جهش

کیلودالتون دیده شد که احتمالاً متعلق به خانواده  57

 جز بهیافته های جهشینازهاست. کلیه جدایهاندوکیت

و  Tv M10 ،Tv M14 ،Tv M15 ،Tv M16های جدایه

دارای باند پروتئینی با وزن  T. virideجدایه وحشی 
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کیلودالتون متعلق به خانواده اندوکیتینازها  31مولکولی 

 33با وزن مولکولی دیگری بودند. باند پروتئینی 

، در (ده اندوکیتینازهامربوط به خانوا)کیلودالتون 

 Tv M21و  Tv M9 ،Tv M19تا  Tv M1 های جدایه

 28قابل مشاهده بود. آنزیمی دیگر با وزن مولکولی 

در  (مربوط به خانواده اندوکیتینازها)کیلودالتون 

 و Tv M6 ،Tv M11تا  Tv M1یافته جهش های جدایه

Tv M12  کیلودالتون در  36و با وزن مولکولی

 Tvتا  Tv M6های مذکور به اضافه جدایه های جدایه

M9 یافته های جهشمشاهده شد. همچنین، در جدایه

Tv M2 ،Tv M3 ،Tv M4  وTv M5  باند اگزوکیتیناز با

این باند در  .کیلودالتون مشاهده گردید 39وزن مولکولی 

دارای باند  Tv M1جدایه وحشی نبود. همچنین جدایه 

کیلودالتونی  39مولکولی اگزوکیتینازی ضعیفی با وزن 

 Tv M9و  Tv M6 ،Tv M7 ،Tv M8های است. جدایه

، 31، 29، 27های های آنزیمی متعددی با وزندارای باند

های کیلودالتون هستند. در نهایت در جدایه 36و  33

Tv M14  وTv M15  باند آنزیمی متفاوتی با وزن

استیل  -Nکیلودالتون مربوط به آنزیم  102مولکولی 

 Tvیافته گلوکوآمینیداز، مشاهده گردید. جدایه جهش

M18  102دارای باند پروتئینی ضعیفی با وزن مولکولی 

گلوکوآمینیداز استیل-Nکیلودالتون مربوط به آنزیم 

های مورد باشد. این باند پروتئینی در دیگر جدایهمی

 این پروفایل مشاهده نشد. مطالعه در

 

(a)   (b)  

(c)   (d)  

، T.viride( ،2 :)M1( ،3 :)M2 وحشی (: قارچ1: )T.viride a یافته قارچهای کیتیناز در جدایه وحشی و جهشپروفایل پروتئینی آنزیم .1شکل 

(4 :)M3( ،5:) M4( 6و:) M5،b( :1 :)M6( ،2 :)M7( ،3 :)M8( ،4 :)M9( ،5 )M10)، c( :1:)M11( ،2 :)M12( ،3 :)M13( ،4 :)M14( ،5 )

M15( ،6 :)M16 ) وd( :1 جدایه وحشی :)T. viride، (2)M17( ،3 )M18، (4)M19( ،5)M20( ،6) M21) و M: یمارکرپروتئین 
Figure 1. Profile of chitinase enzymes protein in the wild and mutant strains of T. viride a (1): Wild strain of T. viride, 

(2): M1, (3): M2, (4): M3, (5): M4 and (6): M5 ,b (1): M6, (2): M7, (3): M8, (4) : M9, (5) M10) ,c (1): M11, (2): M12, 

(3): M13, (4): M14, (5) M15, (6): M16) and d (1): wild strains of T. viride, (2): M17, (3): M18 (4): M19 , (5) M20, (6) 

M21) and M: marker protein. 


های های سلولاز در جدایهپروفایل پروتئینی آنزیم

 T. virideیافته گونه وحشی و جهش

، دارای 2آمده در شکل  دست بهپروفایل پروتئینی 

 باندهای پروتئینی متفاوتی در محدوده وزن مولکولی

باشد. باند شارپ ایجادشده  کیلودالتون می 175-5/10

در چاهک شماره یک )جدایه وحشی( مربوط به دو باند 
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 5/66 و 5/64پروتئینی با وزن مولکولی نزدیک به هم )

 Cel 6Aهای باشد، که بیانگر آنزیمکیلودالتون( می

(CBH II) وCel 7A (CBH I) ها نوعی است. این آنزیم

باشند. همچنین ام سلوبیوهیدرولاز مین هاگزوسلولاز ب

 54و  48، 41 باندهای آنزیمی ضعیفی با وزن مولکولی

کیلودالتون مشاهده شد که به ترتیب مربوط به آنزیم 

 Cel 7B (EG I)و  Cel 5A (EG II)اندوگلوکاناز، 

 باشد.  می

)شکل  T. virideدر پروفایل پروتئینی جدایه وحشی 

a-2های سلوبیوهیدرولاز آنزیم ( تنها حضور قابل توجه

تا  Tv M1یافته های جهشمشهود است، اما در جدایه

Tv M5 های باندهای پروتئینی متعددی شامل آنزیم

گلوکوزیدازها نیز -βسلوبیوهیدرولاز، اندوگلوکاناز و 

 94مشاهده گردید. باند پروتئینی با وزن مولکولی 

در  Cel 3B (BGL)کیلودالتون مربوط به آنزیم 

دارای بیان  Tv M2و  Tv M1یافته های جهش جدایه

کیلودالتون( با 77ضعیفی بودند. همچنین باند آنزیمی )

، تنها در Cel 3A (BGL I)بیان بالا مربوط به آنزیم 

مشاهده  Tv M2یافته پروفایل پروتئینی جدایه جهش

گردید. لازم به ذکر است در پروفایل پروتئینی جدایه 

آنزیمی ضعیفی با وزن مولکولی  ندبا T. virideوحشی 

کیلودالتون )احتمالاً مربوط به آنزیم اندوگلوکاناز(  5/18

الی  Tv M1یافته های جهشمشاهده شد که در جدایه

Tv M5 های این باند پروتئینی حضور نداشت. باند

مشاهده شده با  Cel 61B (EG)آنزیمی مربوط به آنزیم 

های کیلودالتون تنها در جدایه27وزن مولکولی 

ظاهر شد. همچنین،  Tv M5الی  Tv M1یافته  جهش

 39با وزن مولکولی  Cel 7A (CBH I)بیان آنزیمی 

یافته های جهشکیلودالتون به شکل ضعیفی در جدایه

 (.a-2مشاهده گردید )شکل 

اند ( سه بb-2)شکل  Tv M6یافته در جدایه جهش

کیلودالتون( و در جدایه  66و  62، 55پروتئینی شارپ )

 76یک باند پروتئینی شارپ ) Tv M8یافته جهش

های کیلودالتون( مشاهده شد که به ترتیب بیانگر آنزیم

Cel 7B (EG I) ،Cel 6A (CBH II) ،Cel 7A (CBH I) 

 76باشند. باند پروتئینی با وزن می Cel 3A (BGL I)و 

 ،مشاهده نشد Tv M9یافته در جدایه جهشکیلودالتون 

کیلودالتون مربوط  102مولکولی  اما باند آنزیمی با وزن

در این جدایه مشاهده گردید.  EG VIبه آنزیم 

دارای باند آنزیمی با  Tv M10یافته های جهش جدایه

کیلودالتون مربوط به آنزیم  48و  18وزن مولکولی 

هده گردید و در مشا Cel 5A (EG II)اندوگلوکاناز 

 Tv M6و  Tv M8 ،Tv M7یافته های جهشجدایه

کیلودالتون مربوط  27دارای باند آنزیمی با وزن مولکولی 

مشاهده شد که در سایر  Cel 61B (EG)به آنزیم 

 (. b-1 ها مشاهده نشد )شکلجدایه

، دارای باندهای آنزیمی Tv M12یافته جدایه جهش

کیلودالتون، مربوط به  65 و 59، 56های مولکولی با وزن

 Celو  Cel 7B (EG I) ،Cel 6A (CBH II)های آنزیم

7A (CBH I) باشد. آنزیم میCel 7B (EG I)  با وزن

 Tvیافته های جهشدر جدایه کیلودالتون56مولکولی 

M15 ،Tv M17  وTv M13  .بیان بالایی را نشان داد 

ی باند پروتئین Tv M16تا  Tv M12های در جدایه 

کیلودالتون مشاهده گردید  102شارپی با وزن مولکولی 

یافته بود. اما جدایه جهش EG VIکه مربوط به آنزیم 

Tv M17 های فاقد این باند آنزیمی بود. جدایه

دارای بیان مشابهی از  Tv M17و  Tv M13یافته  جهش

کیلودالتون  27با وزن مولکولی  Cel 61B (EG)آنزیم 

یافته در این پروفایل های جهشهستند. دیگر جدایه

های باشند. در جدایه پروتئینی فاقد این باند آنزیمی می

باند پروتئینی  Tv M14،Tv M15،Tv M16یافته جهش

کیلودالتون )آنزیم اندوگلوکاناز( 17با وزن مولکولی 

 Tvتا  Tv M13یافته های جهشمشاهده شد. در جدایه

M17 باند پروتئینی مربوط به آنزیم Cel 5B (EG)  با

کیلودالتون مشاهده شد که بالاترین  45وزن مولکولی 

 Tv M13یافته بیان آنزیم مربوط به جدایه جهش

 (.c-2باشد )شکل  می

باندهای پروتئینی با وزن  T. virideدر جدایه وحشی 

کیلودالتون به ترتیب مربوط به  64و  58، 49مولکولی 

 Celو  Cel 5A (EG II) ،Cel 6A (CBH II)های آنزیم

7A (CBH I)  مشاهده گردید. همچنین در جدایه

 42باند ضعیفی با وزن مولکولی  T. virideوحشی 

کیلودالتون نیز مشاهده شد که مربوط به آنزیم 

و  Tv M18 ،Tv M19های اندوگلوکاناز بوده و در جدایه

Tv M20  بیان بالایی داشت. باند آنزیمی دیگری نیز در

مشاهده گردید که وزن مولکولی نزدیک کیلودالتون  39
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 Cel 61A (EG IV)به وزن مولکولی آنزیم 

ربوط به یک آنزیم که احتمالاً م کیلودالتون( داشت34)

های مولکولی بالاتر عمدتاً حضور اندوگلوکاناز باشد. وزن

 T. virideهای بتاگلوکوزیداز در پروفایل پروتئینی آنزیم

باند آنزیمی با وزن  دهد.( نشان می1)چاهک شماره 

به  Cel 3B (BGL)کیلودالتون، بیانگر آنزیم  94مولکولی 

 Tvیافته ترتیب با بیان نسبتاً بالا و ضعیف در جدایه جهش

M19  وTv M20  مشاهده گردید. همچنین آنزیمCel 3A 

(BGL I)  کیلودالتون در پروفایل  75نیز با وزن مولکولی

و با  Tv M20و  Tv M19 هایو جدایه T. virideپروتئینی 

  مشاهده گردید. Tv M18تر در جدایه بیان ضعیف

دارای مقادیر قابل  Tv M18یافته جدایه جهش

با وزن مولکولی  Cel 6A (CBH II)ای از آنزیم ملاحظه

کیلودالتون بود. جدایه مذکور به همراه جدایه  5/59

به ترتیب دارای بیان ضعیف و قوی  Tv M20یافته جهش

 65با وزن مولکولی  Cel 7A (CBH I)آنزیم از 

کیلودالتون بودند. این دو آنزیم با بیان بالایی در جدایه 

 نیز مشاهده شد. قارچ وحشی  Tv M19یافته جهش

T. viride  فاقد این باند آنزیمی در پروفایل پروتئینی

 48با وزن مولکولی  Cel 5A (EG II)خود بود. آنزیم 

 Tvو  Tv M19یافته های جهشکیلودالتون در جدایه

M20  و قارچ وحشیT. viride  مشاهده گردید. آنزیم

کیلودالتون در جدایه  5/45دیگری با وزن مولکولی 

 Celمشاهده شد که احتمالاً آنزیم  Tv M18یافته جهش

5B (EG) یافته باشد. در جدایه جهشمیTv M18  وTv 

M20  مربوط به کیلودالتون  5/27باندی با وزن مولکولی

یافته مشاهده گردید، که جهش Cel 61B (EG)آنزیم 

Tv M19  و قارچ وحشیT. viride  فاقد بیان این آنزیم

در پروفایل پروتئینی خود بودند. همچنین باندی با وزن 

 Cel 45A (EGV))کیلودالتون )احتمالاً 5/18مولکولی 

یه و با بیان بالاتر در جدا T. virideدر پروفایل پروتئینی 

 (. d-2مشاهده گردید )شکل  Tv M19یافته جهش
 

(a)  (b)  

(c)  (d)  (e)  
T. viride :(a)( :1 :)T. viride( ،2 :)M1( ،3 :)یافته قارچ های وحشی و جهشهای سلولاز در جدایهپروفایل پروتئینی آنزیم .2شکل 

M2( ،4 :)M3( ،5 :)M4( ،6 :)M5 )(b)( :1 :)M6( ،2 :)M7( ،3 :)M8( ،4 :)M9( ،5 :)M10( ،6 :)M11 )(c)( :1 :)M12(،2 :)M13 ،
(3 :)M14، (4 :)M15( ،5 :)M16( ،6 :)M17 )(d)( :1 قارچ وحشی :)T. viride( ،2 :)M18( ،3 :)M19( ،4 :)M20 )€( :1 :)M21( ،2 :)

T. viride و )Mمارکر پروتئینی : 
Figure 2. Comparison of protein profiles of cellulase enzymes in the wild and mutant strains of T. viride: (b (1): T. viride, 

(2): M1, (3): M2, (4): M3, (5): M4, (6): M5) (b: (1): M6, (2): M7, (3): M8, ( 4): M9, (5): M10, (6): M11) (c: (1): M12, 
(2): M13, (3): M14, (4): M15, (5): M16, (6): M17) (d: (1): wild T. viride, (2): M18, (3): M19, (4): M20) (e (1): M21, (2): 

T. viride  ( and M: protein marker. 
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)چاهک  T. virideپروفایل پروتئینی قارچ وحشی 

های قبل با پروفایل پروتئین آن در ژل ( مشابه2شماره 

دارای  Tv M21یافته جدایه جهش ی که،طور بهباشد. می

باندهای پروتئینی متفاوتی در مقایسه با جدایه وحشی 

باشد. بالاترین بیان باند آنزیمی در پروفایل پروتئینی می

در محدوده وزن مولکولی  Tv M21یافته جدایه جهش

 Celگردید که مربوط به آنزیم  کیلودالتون مشاهده 64

6A (CBH II) باشد. باند آنزیمی دیگری با وزن می

 Celکیلودالتون مشاهده شد که مربوط به  56مولکولی 

7B (EG I) باشد. این جدایه همچنین باند پروتئینی می

 EG VIکیلودالتون مربوط به آنزیم  102با وزن مولکولی 

کیلودالتون، مربوط به  18و باند شارپی در وزن مولکولی 

 های خانواده اندوگلوکاناز ظاهر ساخت.  آنزیم

 

و جدایه  T. virideپروتئوم گونه بررسی الگوی

 ماده کیتین کلوئیدیبا پیشTv M21یافته  جهش

 ا توجه به ارزیابی ژل دو بعدی و شناسایی نمودنبب

لکه  221الف و ب(، تعداد  3های پروتئینی )شکل  لکه

ر الگوی پروتئومی مشاهده گردید. بر این تکرارپذیر د

های متناظر دارای مقدار کمی درصد حجمی لکهاساس 

کلی،  طور به(. 1ها مشخص گردید )جدول تغییر بیان در ژل

%( 65/36لکه ) 81%( کاهش بیان، 82/39لکه ) 88تعداد 

 ( افزایش بیان نشان دادند.53/23لکه ) 52بدون تغییر و 

قریباً در تمامی سطح ژل با نقاط های پروتئینی تلکه

اند. مقایسه الگوی مختلف ایزوالکتریک پراکنده شده

 نشان T. virideیافته پروتئومی جدایه وحشی و جهش

 

اختصاصی در هر کدام از  صورت بهها داد که برخی از لکه

در  11اند. به عنوان نمونه لکه شماره ها بیان شدهجدایه

یافته  که در جدایه جهشدر حالی ،فرم وحشی وجود دارد

رسد این اتفاق ناشی از کاهش شود. به نظر میدیده نمی

طور نیز همان 26بیان باشد. در رابطه با لکه شماره 

نیز  هایی لکهکاهش بیان مشهود است. با این وجود، 

اند، یافته بیان شدهاختصاصی در جدایه جهش صورت به

صورت اختصاصی  ، به5 و 4های شماره به عنوان نمونه لکه

باشد. مقایسه بیشتر رویت می یافته قابلدر جدایه جهش

صورت  یافته و وحشی بهالگوی پروتئومی دو جدایه جهش

تر صورت افتراقی مشخص ها را بهآشکارتر بیان پروتئین

نیز  31، 38، 37های شماره ، در مورد لکهسازد می

  یان شده است.یافته بصورت اختصاصی در جدایه جهش به

شود، آنالیز مشاهده می 4همانطور که در شکل 

دار در دو جدایه وحشی های با بیان معنیبندی لکهگروه

های هم بیان نشان داد که یافته برای تعیین لکهو جهش

های های با بیان متفاوت سه گروه با تعداد لکهلکه

 متفاوت را تشکیل دادند.

عدی و شناسایی نمودن با توجه به ارزیابی ژل دو ب

لکه  221(، تعداد a, b-3های پروتئینی )شکل لکه

تکرارپذیر در الگوی پروتئومی مشاهده گردید. بر این 

های متناظر دارای درصد حجمی لکه کمیاساس مقدار 

طور  (. به1ها مشخص گردید )جدول تغییر بیان در ژل

لکه  81%( کاهش بیان، 82/39لکه ) 88تعداد کلی، 

( افزایش بیان 53/23لکه ) 52بدون تغییر و  %(65/36)

 نشان دادند.

(a)              (b)  
 

 .کیلودالتون 11-245و وزن مولکولی  pH 10-3 الگوی پروتئوم با سوبسترای کیتین کلوئیدی در محدوده . 3 شکل
(a):  جدایه وحشیT. viride ؛(b) یافته جهش: جدایهTv M21. 

Figure 3. Proteome pattern with colloidal chitin substrate 3-10 pH and molecular weight in the range of 11-245 kDa (a) 
wild strains of T. viride (b) mutant Tv M21. 
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 Tv M21یافته و جدایه جهش T. virideپروتئوم دار در الگوی های با بیان معنیای لکهآنالیز شجره. 4 شکل

Figure 4. Phylogenetic analysis of spots with significant expression of the proteome pattern T. viride and mutant strains Tv M21 

 
 Tv M21و جدایه  T. virideدار در قارچ های پروتئینی بیان شده با تغییرات معنیلکه .1جدول 

Table 1. Expressed protein spots with significant changes in the T. viride isolate Tv M21 

Increase or Decrease  

of expression 

Mean of Vol %±Estandard Error 

S
p

o
t 

N
u

m
b
er

 

Increase or Decrease  

of expression 

Mean of Vol %±Standard Error 

S
p

o
t 

N
u

m
b
er

  

Treatment Control Treatment Control 

Decrease 0±0.0001 0.003±0.19 84 Decrease 0.061±1.13 0.11±6.45 1 

Decrease 0±0.0001 0.007±0.39 86 Decrease 0.146±0.360 0.09±5.11 2 

Decrease 0±0.0001 0.011±0.62 87 Increase 0.199±2.79 0.008±0.47 3 

Decrease 0±0.0001 0.008±0.46 88 Decrease 0±0.0001 0.014±0.81 4 

Decrease 0±0.0001 0.005±0.29 89 Decrease 0±0.0001 0.011±0.63 5 

Decrease 0±0.0001 0.004±0.27 91 Decrease 0±0.0001 0.015±0.87 6 

Decrease 0±0.0001 0.003±0.21 93 Decrease 0±0.0001 0.007±0.39 7 

Decrease 0±0.0001 0.024±1.36 94 Decrease 0±0.0001 0.005±0.54 8 

Decrease 0±0.0001 0.008±0.46 95 Decrease 0.154±0.35 0.063±3.44 9 

Decrease 0±0.0001 0.004±0.26 96 Decrease 0.031±0.86 0.044±2.39 11 

Decrease 0±0.0001 0.011±0.61 97 Increase 0.002±0.76 0.009±0.59 12 

Increase 0.067±1.27 0.005±0.29 99 Decrease 0.011±0.28 0.025±1.41 13 

Increase 0.007±0.41 0.003±0.17 100 Decrease 0.012±0.28 0.023±1.28 16 

Decrease 0.006±0.05 0.026±1.43 103 Decrease 0±0.0001 0.039±2.14 18 

Decrease 0±0.0001 0.002±0.09 104 Decrease 0.031±0.96 0.025±1.38 20 

Decrease 0±0.0001 0.007±0.43 105 Increase 0.003±0.63 0.005±0.83 21 

Decrease 0±0.0001 0.014±0.79 106 Decrease 0±0.0001 0.016±1.51 23 

Decrease 0±0.0001 0.015±0.83 107 Decrease 0±0.0001 0.017±0.91 24 

Decrease 0±0.0001 0.011±0.58 110 Decrease 0±0.0001 0.011±0.61 25 

Decrease 0±0.0001 0.008±0.48 112 Increase 0±0.0001 0.002±0.16 26 

Decrease 0±0.0001 0.002±0.08 113 Increase 0.008±0.68 0.006±0.29 27 

Decrease 0±0.0001 0.004±0.26 116 Decrease 0±0.0001 0.006±0.16 28 

Decrease 0±0.0001 0.015±0.83 117 Decrease 0±0.0001 0.006±0.23 29 

Decrease 0±0.0001 0.009±0.53 118 Decrease 0±0.0001 0.006±0.24 30 

Decrease 0±0.0001 0.005±0.23 119 Increase 0.017±0.42 0.002±0.11 31 

Decrease 0±0.0001 0.006±0.37 121 Decrease 0±0.0001 0.002±0.07 33 

Decrease 0±0.0001 0.025±0.51 125 Decrease 0±0.0001 0.006±0.37 34 

Decrease 0±0.0001 0.056±1.91 126 Increase 0.009±0.23 0.003±0.13 35 

Increase 0.016±0.39 0±0.0001 129 Decrease 0±0.0001 0.005±0.18 37 

Increase 0.231±2.33 0±0.0001 130 Increase 0.0007±0.44 0.007±0.36 38 

Increase 0.067±1.27 0±0.0001 131 Decrease 0±0.0001 0.003±0.12 39 

Increase 0.045±1.19 0±0.0001 133 Decrease 0±0.0001 0.005±0.27 40 

Increase 0.009±0.68 0±0.0001 137 Decrease 0±0.0001 0.0009±0.06 44 

Increase 0.115±1.25 0±0.0001 138 Decrease 0±0.0001 0.005±0.31 45 

Increase 0.005±0.49 0±0.0001 140 Decrease 0±0.0001 0.004±0.18 46 

Increase 0.016±0.29 0±0.0001 141 Decrease 0±0.0001 0.005±0.16 48 

Increase 0.006±0.17 0±0.0001 142 Decrease 0±0.0001 0.011±0.66 50 
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 Tv M21و جدایه  T. virideدار در قارچ های پروتئینی بیان شده با تغییرات معنیلکه .1ادامه جدول 

Continued table 1. Expressed protein spots with significant changes in the T. viride isolate Tv M21 

Increase or Decrease  

of expression 

Mean of Vol %±Estandard Error 

S
p
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t 
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er

 

Increase or Decrease  

of expression 

Mean of Vol %±Standard Error 

S
p

o
t 

N
u

m
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Treatment Control Treatment Control 

Increase 0.024±0.37 0±0.0001 143 Decrease 0±0.0001 0.009±0.51 51 

Increase 0.045±0.98 0±0.0001 145 Decrease 0±0.0001 0.011±0.57 52 

Increase 0.059±0.61 0±0.0001 146 Decrease 0±0.0001 0.011±0.56 53 

Increase 0.017±0.42 0±0.0001 147 Decrease 0±0.0001 0.024±1.35 54 

Increase 0.021±0.24 0±0.0001 149 Decrease 0±0.0001 0.021±1.12 55 

Increase 0.0007±0.18 0±0.0001 150 Decrease 0±0.0001 0.012±0.68 56 

Increase 0.045±0.48 0±0.0001 153 Decrease 0±0.0001 0.016±0.88 57 

Increase 0.009±0.23 0±0.0001 154 Decrease 0±0.0001 0.009±0.51 58 

Increase 0.004±0.16 0±0.0001 158 Decrease 0±0.0001 0.004±0.15 59 

Increase 0.007±0.43 0±0.0001 159 Decrease 0±0.0001 0.011±0.61 60 

Increase 0.041±0.89 0±0.0001 160 Decrease 0±0.0001 0.006±0.32 61 

Increase 0.048±0.64 0±0.0001 162 Decrease 0±0.0001 0.004±0.21 62 

Increase 0.029±0.58 0±0.0001 164 Decrease 0±0.0001 0.002±0.09 63 

Increase 0.003±0.22 0±0.0001 166 Decrease 0±0.0001 0.004±0.26 64 

Increase 0.034±0.38 0±0.0001 168 Decrease 0±0.0001 0.002±0.09 65 

Increase 0.004±0.21 0±0.0001 170 Decrease 0±0.0001 0.001±0.07 66 

Increase 0.011±0.18 0±0.0001 172 Decrease 0±0.0001 0.011±0.64 67 

Increase 0.014±0.39 0±0.0001 175 Decrease 0±0.0001 0.006±0.32 68 

Increase 0.008±0.44 0±0.0001 176 Decrease 0±0.0001 0.009±0.54 69 

Increase 0.014±0.39 0±0.0001 177 Decrease 0±0.0001 0.013±0.72 70 

Increase 0.007±0.18 0±0.0001 179 Decrease 0±0.0001 0.024±1.36 71 

Increase 0.0001±0.15 0±0.0001 180 Decrease 0±0.0001 0.007±0.39 72 

Increase 0.011±0.22 0±0.0001 184 Decrease 0±0.0001 0.017±0.94 73 

Increase 0.032±0.54 0±0.0001 185 Decrease 0±0.0001 0.005±0.26 74 

Increase 0.014±0.58 0±0.0001 186 Decrease 0±0.0001 0.011±0.61 75 

Increase 0.053±0.76 0±0.0001 188 Decrease 0±0.0001 0.014±0.81 76 

Increase 0.038±046 0±0.0001 189 Decrease 0±0.0001 0.015±0.79 77 

Increase 0.005±0.18 0±0.0001 190 Decrease 0±0.0001 0.008±0.48 78 

Increase 0.051±0.59 0±0.0001 199 Decrease 0±0.0001 0.009±0.47 79 

Increase 0.048±0.52 0±0.0001 201 Decrease 0±0.0001 0.015±0.83 80 

Increase 0.014±0.21 0±0.0001 206 Decrease 0±0.0001 0.008±0.48 81 

Increase 0.003±0.38 0±0.0001 210 Decrease 0±0.0001 0.007±0.36 82 

Increase 0.031±0.34 0±0.0001 212 Decrease 0±0.0001 0.013±0.72 83 

 

 بحث

ها برای کارگیری تکنیک جهش به منظور بهبود جدایه هب

است  عنوان روشی موفق شناخته شده تولید آنزیمی، به

(Bailey and Tahtiharju 2003, Villena and 

Gutierrez-Correa 2006.) های شیمیایی، تاکنون روش

زا برای جهشپرتو فرابنفش و نیز ترکیب عوامل 

های با توان بالای تولید آنزیمی، به جدایه یابی دست

(. Kotchoni and Shonukan 2000استفاده شده است )

در این پژوهش پس از القای جهش توسط پرتو گاما، 

ها مورد بررسی میزان بیان آنزیمی در هر یک از جدایه

ها در تحقیق حاضر نشان قرار گرفت. سنجش بیان آنزیم

که جهش سبب ایجاد تغییرات در تولید یا ترشح داد 

یافته در مقایسه با جدایه های جهشپروتئین در جدایه

آبواستیت  ها شده است. این موضوع با گزارشمادری آن

و  و همکاران، پراباواسی و همکاران، زو و همکاران

 ,Abo-State et al. 2004) بسیاری دیگر مطابقت دارد

Prabavathy et al. 2006, Abo-State et al. 2011, Xu .

et al. 2011). 
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های های مختلف جنس تریکودرما، آنزیمگونه

کنند که توانایی تجزیه کننده کیتین ترشح میتجزیه

ها را دارند دیومیستیها و بازسلولی آسکومیست دیواره

(Mach et al. 1999آنزیم .) های کیتیناز تولید شده

 ورد توجه زیادی قرارم های تریکودرما،توسط گونه

اند؛ زیرا کیتین یکی از ترکیبات اصلی ساختار گرفته

 Viswanathanباشد )میها دیواره سلولی بسیاری از قارچ

et al. 2006دلیل، کیتینازها در کنترل تعداد  همین (. به

مهمی دارند.  زای گیاهی نقشزیادی از عوامل بیماری

های ر جدایهپروفایل پروتئینی آنزیم کیتیناز د

با استفاده از آزمون  T. virideهای قارچ یافته جهش

SDS-PAGE دلیل یکسان  مورد بررسی قرار گرفت. به

میزان پروتئین تزریق شده به هر چاهک، بودن 

بالاتربودن غلظت هر باند در این پروفایل پروتئینی، 

های دهنده اختلاف بیان پروتئین در بین جدایهنشان

باشد. این اختلاف در بیشتر مطالعه میمختلف مورد 

یافته نسبت به جدایه وحشی قابل های جهشجدایه

آمده نشان داد که در بین  دست بهنتایج ملاحظه بود. 

های ، جدایهT. virideهای مورد مطالعه قارچ جدایه

 Tvو  Tv M1،Tv M4 ،Tv M5 ،Tv M6 یافتهجهش

M19 شان دادند. بالاترین میزان آنزیمی کیتیناز را ن

استیل گلوکوآمینیداز با -Nآنزیم هارمان و همکاران، 

 T. harzianumکیلودالتون، از قارچ  102مولکولی  وزن

TM  در زمان رشد روی کیتین )منبع کربن( گزارش

. همچنین در تحقیقی (Harman et al. 2008) اندکرده

 استیل گلوکوآمینیداز با وزن-Nتوسط آنزیم دیگر، 

تخلیص  T. harzianumکیلودالتون از قارچ  68مولکولی 

های . در این پژوهش، آنزیم(Firmino et al. 2002) شد

N- استیل گلوکوآمینیداز برای قارچT. viride با وزن 

کیلودالتون مشاهده گردید. اکثر مطالعات  69مولکولی 

گیری فعالیت روی تولید آنزیم کیتیناز اغلب به اندازه

های اند و مطالعات کمی به کمپلکسکتفا نمودهآنزیمی ا

هارمان و اند. آنزیمی مختلف تولید شده، پرداخته

 52مولکولی  یک اندوکیتیناز با وزنهمکاران، 

. (Harman et al. 1998) اندکیلودالتون را گزارش کرده

 T. harzianum CECT 2413که قارچ  همچنین زمانی

شد، دو  شد دادهروی کیتین به عنوان منبع کربن ر

کیلودالتون تولید  37و  33مولکولی  اندوکیتیناز با وزن

اندوکیتینازهای مشابهی با  ،هارمان و همکاران گردید.

کیلودالتون را از قارچ  31کیلودالتون و  33مولکولی  وزن

T. harzianum TM اندگزارش کرده (Harman et al. 

های آنزیم. در این مطالعه، پروفایل پروتئینی (1998

 32مولکولی  با وزن T. virideاندوکیتیناز در قارچ 

 کیلودالتون مشاهده شد. 

های تواند مستقیماً ژنجهش القایی نه تنها می

سلولازی را متأثر کند، بلکه قادر است در سنتز و ترشح 

. در (Gulya et al. 1997) های سلولازی هم اثر کندآنزیم

برای افزایش فعالیت سلولاز پژوهشی در پی یافتن علتی 

در مقایسه  T. citrinovirideیافته های جهشدر جدایه

ها مورد مقایسه قرار با تیمار جدایه والد، الگوی باندی آن

یافته گزارش گرفت و ایجاد تغییراتی در توالی ژن جهش

. در این مطالعه، پروفایل (Chandra et al. 2009) شد

 یافته قارچهای جهشجدایهپروتئینی آنزیم سلولاز در 

T. viride  با استفاده از آزمونSDS-PAGE  مورد بررسی

به دلیل یکسان بودن میزان پروتئین تزریق  قرار گرفت.

شده به هر چاهک، بالاتر بودن غلظت هر باند در این 

دهنده اختلاف بیان پروتئین در پروفایل پروتئینی نشان

 Celآنزیم . باشدمیمختلف مورد مطالعه  هایجدایهبین 

5A(EG II)  کیلودالتون یک  42وزن مولکولی با

سلوبیوهیدرولازها  پنجاندوگلوکاناز متعلق به خانواده 

اما به علت گلیکوزیلاسیون دارای وزن مولکولی ، باشدمی

 باشدمی SDS-PAGEکیلودالتون روی ژل  48ظاهری 

(Shoemaker and Brown 1978) . در پروفایل پروتئینی

باند مربوط به این آنزیم  T. virideیافته های جهشجدایه

را گلیکوزیدی  4 ,1-باندهای بتا Cel 5Aشود. دیده می

آنزیم  (.Henrissat 1991)کند در سلولز هیدرولیز می

Cel 6A(CBH II)  هیدرولاز متعلق به خانواده گلیکویک

 47سلوبیوهیدرولازها با وزن مولکولی تخمینی  6

 SDS-PAGEکیلودالتون روی ژل  53و  کیلودالتون

این آنزیم در  (.Fägerstam et al. 1977باشد ) می

یافته مشاهده شد. های جهشپروفایل پروتئینی جدایه

یک گلیکوهیدرولاز متعلق به  Cel 7A(CBH I) آنزیم

باشد، اولین آنزیم خانواده هفت سلوبیوهیدرولازها می

های سلولاز است که گلیکوهیدرولاز خانواده هفت آنزیم

 .Wey et alشده است )کشف  T. reeeseiدر قارچ 

1994 .)Cel 7A 52مولکولی تخمینی  دارای وزن 
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 66وزن مولکولی،  کیلودالتون است و روی ژل دارای

این  (.Shoemaker et al. 1983باشد )کیلودالتون می

آنزیم نیز در پروفایل پروتئینی قارچ وجود داشت و 

آنزیم کلیدی برای هیدرولیز سلولز احتمالاً یک 

 Cel 7B آنزیم (.Divne et al. 1998باشد )کریستالی می 

(EG I) هفت  یک گلیکوهیدرولاز متعلق به خانواده

 48دارای وزن مولکولی  Cel7B باشد.اندوگلوکانازها می

 50-55 ژل کیلودالتون بوده و وزن مولکولی آن روی

 .Shoemaker et alاست )برآورد شده  کیلودالتون

نیز در پروفایل پروتئینی  Cel 7Bباند آنزیمی  (.1983

 EG IVمشاهده گردید. آنزیم  T. virideبه قارچ  مربوط

یک آنزیم گلیکوهیدرولاز متعلق به خانواده  Cel61Aیا 

کیلودالتون  5/35اندوگلوکانازها با وزن مولکولی  61

یا  EG V آنزیم (.Karlsson et al. 2002) باشد می

Cel45A  23یک آنزیم گلیکوهیدرولاز با وزن مولکولی 

کیلودالتون است که علاوه بر اندوگلوکاناز یک 

 .Karlsson et alشود )مینیز محسوب  گلوکومانانز

 شونده به سلولز این دو آنزیم دارای محل متصل (.2002

 مشاهده گردید. T.virideبوده و پروفایل پروتئینی گونه 

های سلولازی، بتاگلوکوزیدازها بیشترین در بین آنزیم

دهند. در لحاظ ساختار و موقعیت نشان میاز تنوع را 

 BGL Iبتاگلوکوزیداز  T. virideپروفایل پروتئینی قارچ 

(Cel3A مشاهده گردید. با این حال مطالعه روی )

نشان داده است که این  های مختلف تریکودرما گونه

های مترشحه محیط نآنزیم تنها یک درصد از پروتئی

دهد و بخش بزرگی از آن متصل به کشت را تشکیل می

 (.Andersen 2007ماند )میدیواره قارچ باقی 

ها، اطلاعات بسیار کمی در مقایسه فعالیت این آنزیم

در رابطه با سیستم پروتئومی ترشح شده بوسیله 

رغم این موضوع، تریکودرما وجود دارد. علی های قارچ

ها در توانایی کنترل که این پروتئینمشخص است 

های تریکودرما نقش اساسی برعهده زیستی بوسیله قارچ

 هاییافتهدارند. مشخص شده است که جهش

T. harzianum دهی نور فرابنفش، با استفاده از اشعه

ای را نشان دادند که یافتهستیزی بهبودهای همویژگی

 Szekeres) شتندهای مترشحه دانرخ بالایی از پروتئین

et al. 2004.) در گونه T. Viride یافته های جهشجدایه

های وحشی، الگوی پروتئومی متفاوت را نسبت به جدایه

نشان داد که تایید کننده آزمایش قبلی ما در آنالیزهای 

SDS-PAGE های متفاوت و در زمینه تولید میزان بیان

تعدادی  سلولاز بود.های کیتیناز و الگوهای متفاوت آنزیم

یافته نسبت به های جهشهای پروتئینی در جدایهاز لکه

جدایه وحشی دچار تغییر شدند که بیشتر به صورت 

ها و دامنه نسبتاً بالای بیان پروتئیناختصاصی بود. 

دار در حجم بیان همچنین دامنه بالای اختلاف معنی

لکولی و ها، در گونه مورد مطالعه از نظر وزن موپروتئین

نقطه ایزوالکتریک، حاکی از وجود سازوکارها و 

ای از این قارچ در تولید مسیرهای بیولوژیکی گسترده

های طیف گسترده لکه. به عبارت دیگر، باشدها میآنزیم

القای جهش  دهد کهبا بیان افتراقی نشان می

ای را تحت تأثیر قرار داده و باعث سازوکارهای گسترده

ها شده است؛ این تغییرات حداقل در آنتغییراتی در 

هر چند این شرایط  دهد.سطح پروتئین خود را نشان می

دقیق شرایط درون زیستی را فراهم  صورت بهآزمایشی 

کننده  های تجزیهکند، اما امکان شناسایی آنزیمنمی

دیواره سلولی تولید شده بوسیله تریکودرما را مهیا 

یابی این البته توالی .(Suarez et al. 2004) سازد می

های پروتئینی برای صحه گذاشتن این ادعا لازم  لکه

 Kucuk and Kvancباشد ولی نتایج مشابهی را،  می

های جهش یافته و وحشی  کنش جدایهاز برهم ،(2003)

کلی، نتایج  طور بهآوردند.  دست به T. harzianumقارچ 

تواند گاما میدست آمده از این مطالعه نشان داد، اشعه  به

های خارج سلولی و فعالیت تغییر در میزان تولید آنزیم

این  ها را سبب شده و این امکان را فراهم نماید.آن

گیاهی و  هایبیماریتواند در مدیریت  موضوع می

های مورد مطالعه مد نظر قرار وری صنعتی از آنزیم بهره

 گیرد.
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