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-% از ورمی33و  34، 43، 4های باشد. تیمارهای آزمایش شامل غلظتکمپوست میاکسیدانتی گیاه سیاهدانه تحت سطوح مختلف ورمیتعیین ظرفیت آنتی

اکسیدانتی و قدرت آوری شدند و پتانسیل آنتیبعد از مرحله گلدهی، بذرها و ساقه گیاه جمع .خاک مخلوط شدندکمپوست بود که به نسبت حجمی با 

اندازه گیری شد همچنین میزان حضور ترکیبات فنولیک در بذر و ساقه گیاه اندازه گیری شد. نتایج نشان  DPPHروش سنجش  پاکسازی رادیکال بوسیله
بنابراین آزادسازی کند و تدریجی  کمپوست یافت شد.% ورمی43یبات فنولیک و بالاترین قدرت پاکسازی رادیکال آزاد در تیمار داد که بالاترین میزان ترک

 گردد.اکسیدانتی وترکیبات فنولیک میکمپوست باعث افزایش فعالیت آنتیمواد مغذی از ورمی

 DPPH، اکسیدانتیکمپوست، ظرفیت آنتیورمی سیاهدانه،:واژگان کلیدی

 
 

 Bacillus licheniformis RBA 08 بومی باکتری از استفاده با sclerotiorum Sclerotinia بیولوژیک کنترل

 کشور شمال آب هایچشمه از شده جدا

 4، کامبیز اکبری نوقابی4، رضا بهروزی 3 ، سعید ملک زاده شفارودی3*کوثر رحیم زاده

 گروه مهندسی کشاورزی، بیوتکنولوژی کشاورزی، دانشگاه فردوسی، مشهد، ایران

 موسسه ملی ژنتیک و زیست فناوری، تهران، ایران
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با  .باشدیم یعیوس یزبانیم دامنه در شهیر و ساقه یدگیپوس یماریب عامل که باشدیم یخاکز یهاپاتوژن نیترمهم از Sclerotina sclerotinum قارچ
 غرب شمال در آب یهاچشمه از مولد این آنزیم یهایباکتر انیم در یغربالگرای با تولید بالای آنزیم کیتیناز علیه قارچ مذکور، هدف به دست آوردن سویه

 هیسوو اندازه گیری قطر ناحیه ممانعت از رشد،  نظر مورد قارچ با یباکتر یکشتهم ردید. با استفاده از روشو باکتری مطلوب انتخاب گ گرفت صورت کشور

Bascillus licheniformis RBA 08  یهایررسب. دنک یریجلوگ فعالیت قارچ  ازدرصد  33میزان بازدارندگی  با شگاهیآزما طیدرشراتوانست 

 یالگو از استفاده با در ادامه .شود آن یهافیه رنگ و شکل رییتغ باعث و کند یریجلوگ قارچ یهافیه رشد از است هتوانست یباکتر داد نشان یکروسکوپیم
SDS- page های کیتینازی ها به دلیل ترشح آنزیم. باکتریبود بالا یدماها به ینسب مقاومت یدارا که شد زده نیتخم دالتون لویک 34 میآنز یمولکول وزن

 در کیتین های دارایپاتوژن اکثر گیرند.زا مورد استفاده قرار میهای بیماریها به عنوان عاملی قوی در کنترل بیولوژیک قارچدیواره سلولی قارچ تجزیه کننده

 ندارد. سمی اثرات و محیط زیست، گیاهان برای هاآنزیم این بالای هایغلظت حال عین بوده و در ها حساسکیتینازهای حاصل از باکتری به نسبت دیواره
 ، کیتیناز.، بیوکنترلBascillus licheniformis ، Sclerotina sclerotinum:واژگان کلیدی
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ده زیستی را دارند. سلولز یکی از مهمترین ترکیبات توده زیستی گیاهی است. تعدادی از میکروارگانیسم ها از جمله قارچ ها توانایی تولید سلولاز و تجزیه تو
ولید سلولاز مورد استفاده قرار می گیرد. سیستم تریکودرما یکی از قارچ های آسکومیست مزوفیل است که به طور گسترده در صنعت به عنوان منبع ت

تریکودرمای  سلولیتیک تریکودرما از دو نوع سلوبیوهیدرولاز و حداقل پنج نوع اندوگلوکاناز تشکیل شده است. برای جدا کردن وشناسایی گونه های مختلف

، (Elad and chet)روی محیط کشت اختصاصی الاد و چت  ایران ، از هفت منطقه متفاوت از خاک جنگل های شمال نمونه گیری صورت گرفت. سپس

سازی کشت انجام شد. پس از مشاهده کلنی ها، خالص سازی  و تک اسپور کردن آنها صورت گرفت. در مرحله بعد شناسایی مورفولوژیکی قارچ های جدا 
 گردید. نتایج در این گزارش آورده خواهد شد. بررسی  FPase  (filter paper assay)شده انجام شده و فعالیت سلولازی آنها به کمک 

 ، سلولازfilter paper assay، اندوگلوکاناز، محیط کشت اختصاصی الاد و چت، تریکودرما:واژگان کلیدی

 آنها سلولازی فعالیت بررسی و حیوانی کود از سلولولیتیک گرمادوست هایقارچ ملکولی شناسایی و جداسازی

 ازغدی ، الناز باقری، حمید روحانی، احمدرضا بهرامی، منصور مشرقیتینشبنم شمعریز، مریم مقدم م

 نشگاه فردوسی مشهددانشجوی کارشناسی ارشد بیوتکنولوژی میکروبی، دانشکده علوم، دا
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هایی زیستی لیگنوسلولزی توسط میکروارگانیسمدر طبیعت تجزیه توده باشد.پذیری است که جزء ساختاری اصلی تمام گیاهان میلیگنوسلولز ماده آلی تجزیه
های لیگنوسلولولیتیک مختلف نقش بسیار مهمی در ها با تولید آنزیمگیرد. قارچصورت میها که قادر به تجزیه این ترکیبات هستند کتریها و بامانند قارچ

آنها مورد اند، اما تنها تعداد کمی از گونه قارچی مختلف قادر به تجزیه سلولز جداسازی شده 33444تجزیه بقایای سلولزی در طبیعت دارند. تاکنون بیش از 

های گرمادوست سلولولیتیک از کود حیوانی و بررسی فعالیت سلولازی آنها اند. هدف این مطالعه جداسازی و شناسایی ملکولی قارچمطالعه دقیق قرار گرفته
ر تهیه و بر روی محیط کشت های مختلف از نمونه کود مورد نظگیری انجام شد. رقتدرجه سانتی گراد نمونه 34است. از کود حیوانی مرطوب در دمای 

ها ظاهر گردیدند که روی محیط هایی روی پلیتدرجه سانتی گراد نگهداری شدند. پس از حدود یک هفته کلنی 34اختصاصی سلولز کشت و در دمای 

صل از یک اسپور به هایی خالص و حاسازی شده صورت گرفت تا قارچهای خالصواکشت داده شدند. سپس تک اسپور کردن کلنی PDAکشت عمومی 

 Filter Paper Activityهای جداسازی شده بررسی مورفولوژیکی صورت گرفت. در آخر فعالیت سلولازی به روش دست آیند. به منظور شناسایی قارچ

(FPase) Assay .مورد بررسی قرار گرفت که نتایج در این گزارش آورده خواهد شد 

 ، سلولازFilter Paper Activity (FPase) Assay، محیط اختصاصی سلولز، یتیکهای گرمادوست سلولولقارچ:واژگان کلیدی

 



هاي جنگلي بومي وكانازي در خاكمعرفي گونه هاي تريكودرما با قابليت آنزيم اندوگل
 ايران
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. توليد سلولاز و تجزيه توده زيستي را دارندتعدادي از ميكروارگانيسم ها از جمله قارچ ها توانايي . سلولز يكي از مهمترين تركيبات توده زيستي گياهي است

سيستم . تريكودرما يكي از قارچ هاي آسكوميست مزوفيل است كه به طور گسترده در صنعت به عنوان منبع توليد سلولاز مورد استفاده قرار مي گيرد
براي جدا كردن وشناسايي گونه هاي مختلف تريكودرماي ايران . استسلوليتيك تريكودرما از دو نوع سلوبيوهيدرولاز و حداقل پنج نوع اندوگلوكاناز تشكيل شده 

، كشت )Elad and chet(سپس روي محيط كشت اختصاصي الاد و چت . ، از هفت منطقه متفاوت از خاك جنگل هاي شمال نمونه گيري صورت گرفت
در مرحله بعد شناسايي مورفولوژيكي قارچ هاي جدا سازي شده انجام . پس از مشاهده كلني ها، خالص سازي  و تك اسپور كردن آنها صورت گرفت. انجام شد

 .نتايج در اين گزارش آورده خواهد شد. بررسي گرديد  )FPase  )filter paper assayشده و فعاليت سلولازي آنها به كمك 

  
 ، سلولازfilter paper assayتريكودرما، اندوگلوكاناز، محيط كشت اختصاصي الاد و چت،  :يديواژگان كل

  
  مقدمه

اره سلولي گياهان، سلولز در زمينه اي از پلي ساكاريدهاي ديگر از جمله همي سلولز، در ديو. قسمت اعظم ديواره سلولي گياهان عالي از سلولز تشكيل ميشود
ليگنين يك تركيب مقاوم براي حمله  (Beguin,1990).ليگنين و پكتين قرار دارد كه موجب دسترسي كمتر آنزيم هاي تجزيه كننده به آن مي شود

سلولز علاوه بر ديواره سلول گياهان ، در جلبكها، .)Cullen, 1997(كند  را به سلولز محدود مي ها هاست، بنابراين دسترسي ميكروارگانيسم ميكروارگانيسم
  .برخي از پروتوزئرها نيز وجود دارد

هيدروليز شيميايي  .مي باشد كه هيدروليز آن به دو روش شيميايي و آنزيمي صورت مي گيرد 4به  1سلولز پليمري خطي از واحد هاي گلوكز با پيوندهاي بتا 
با توجه به مشكلات هيدروليز اسيدي سلولز، محققان توجه بيشتري به هيدروليز  .هيدروليز آنزيمي توسط آنزيم هاي سلولازي انجام مي شود توسط اسيدها و

ليز مزيت هيدروليز آنزيمي سلولز نسبت به روش هاي هيدرو.گلوكز مي باشدمحصولات هيدروليز سلولز معمولا قندهاي احيايي به شكل .آنزيمي  نموده اند
 .درجه سانتيگراد انجام مي شود 50و دماي  pH ،4.8هيدروليز آنزيمي در شرايط ملايم يعني  اسيدي، پايين بودن هزينه هاي آن مي باشد زيرا

(Bhat,2000)  
ــدرولازهايي هســتند كــه مــي  ــل هي ــا  ســلولازها، گليكوزي ــد بت ــد پيون ــه  . ســلولزي را بشــكنند 4-1توانن ــزيم ب ــن آن ــروه مهــم 3كمــپلكس اي كــه شــامل  گ

ــلوبيوهيدرولازها و   ــدوگلوكانازها، سـ ــي  - βانـ ــيم مـ ــتند تقسـ ــدازها هسـ ــود  گليكوزيـ ــيون   .)Romero, 1999(شـ ــال گليكوزيلاسـ ــال  Nاتصـ و اتصـ
هــاي گليكوزيلــه شــده تقريبــاً نيمــي از تــوالي ســلولاز را  دومــين. شــود باعــث افــزايش تمايــل ســلولاز بــه ســلولز و پايــداري ســلولاز مــي Oگليكوزيلاســيون 

  .)Zhou and Ying, 2002(املاً تصادفي گليكوزيله مي شوند دهند كه ك تشكيل مي
ها  ها و بعضي از قارچ اين در حالي است كه باكتري. كنند هاي سلوليتيك خارج سلولي ترشح مي مقادير بالايي از آنزيم ند تريكودرما و آسپارژيلوسهايي مان قارچ 

اولين . )Dashtban et al., 2009(كنند  توليد مي ،شود و به ديواره سلولي متصل است  هاي سلوليتيكي را به صورت كمپلكسي كه سلولوزوم ناميده مي آنزيم
 .)Gilbert, 2007(مشاهده شد  كلسترديوم ترموسلوم بار كمپلكس سلولوزوم در باكتري

هاي گليكوزيله شده تقريباً نيمي از  دومين. شود باعث افزايش تمايل سلولاز به سلولز و پايداري سلولاز مي Oو اتصال گليكوزيلاسيون  Nاتصال گليكوزيلاسيون  
  .)Zhou and Ying, 2002(دهند كه كاملاً تصادفي گليكوزيله مي شوند  توالي سلولاز را تشكيل مي

سلولاز براي  هاي آسكوميست مزوفيل با خاصيت پوسيدگي نرم است كه به طور گسترده در صنعت به عنوان منبع توليد سلولاز و همي تريكودرما يكي از قارچ
 Diego(نوسلولزي است هاي صنعتي و مدل مهم براي مطالعات تجزيه ليگ مناسب براي توليد آنزيم  اين قارچ. شود هيدروليز ديواره سلول گياهان استفاده مي

and Los, 2006(.  نوع سلوبيوهيدرولاز  2از  تريكودرماسيستم سلوليتيكCBHI ،CBHII  نوع  5و حداقلEGI ،EGII ،EGIII،EGIV وEGV 
باعث  EGI، در حاليكه از دست دادن 55%باعث كاهش فعاليت اندوگلوكانازي تا  EGIIIاز دست دادن  .(Saloheimo et al., 1997) تشكيل شده است  

. باشد مي T.reesieاز مهمترين توليدكنندگان اندوگلوكاناز در  EGIIIبنابراين .)Suominen et al., 1993(شود  مي 25%كاهش فعاليت اندوگلوكانازي تا 
EGI  حاصل ازT.reesei %5  شود هاي ترشحي را شامل مي از پروتئين 10%تا.EGII  سلولاز خالص شده حاصل ازT.ressei  باعث از بين بردن رنگ از



 βگلوكان موجود در مواد غذايي مؤثر است، تجزيه  βاندوگلوكاناز همچنين در تجزيه . شود مي شويي موثر بدون آسيب به سطح پارچه هاي كتاني و سنگ پارچه
  .)Miettinen-Oinonen et al., 2002(شود  اي و بهبود كيفيت غذا مي گلوكان باعث كاهش ويسكوزيته محتواي روده

زيسـتي گياهـان بـه عنـوان منبـع كـربن مـورد         ز تـوده به دليل افزايش قيمت نفت خـام، كـاهش ذخـاير نفتـي آلـودگي هـوا و گـرم شـدن زمـين، اسـتفاده ا           
هـا و سـاير زائـدات جامـد سـلولزي منـابع قابـل تجديـدي هسـتند كـه بـه طـور قابـل               هـا، چـوب   زائـدات كشـاورزي، علـف   . توجه زيـادي قـرار گرفتـه اسـت    

ــد  ــد ســوخت زيســتي نقــش دارن ــوجهي در تولي ــانول ســلوليتيكي بجــاي گازوئيــل باعــث كــاهش  .ت ــه گرچــه جــايگزيني ات اي در اتمســفر و  گازهــاي گلخان
ــرم شــدن جهــان مــي  ــي  كــاهش گ ــدروليز پل ــه هي ــا هزين ــابراين قبــل از     شــود ام ــالا ا ســت و بن ــر ب ــل تخمي ــدهاي قاب ــه قن ــوده زيســتي ب ســاكاريدهاي ت

ــ يكــي از راههــاي غلبــه بــر ايــن مشــكل فــراهم آوردن منــابع ارزان . ســازي توليــد اتــانول بايــد بــر ايــن مشــكل غلبــه كــرد  تجــاري  ري از انــرژي اســت ت

(Demain et al., 2005). توليـد الكـل و گلـوكز    از مـوارد عمـده اسـتفاده از مـواد سـلولزي     .فـراوان تـرين مـاده آلـي قابـل قابـل تجزيـه مـي باشـد          سلولز ،
رويـي و بهداشـتي مـورد    الكـل بـه عنـوان منبـع انـرژي و مـاده اوليـه در تهيـه برخـي از مـوارد آلـي بـا مصـارف دا             .با استفاده از آنزيم هاي سلولازي مي باشد

 (Schulein,2000) .استفاده قرار مي گيرد

  
   ها روش و مواد

دقيقه  30ميلي ليتر آب ريخته شد و به مدت   70 هر خاك درگرم از نمونه  30 .از هفت منطقه متفاوت از خاك جنگل هااي شمال نمونه گيري صورت گرفت
 15كشت و در دماي  ) (Elad&Chetپس از صاف كردن نمونه ها با كاغذ صافي،آنها را بر روي محيط اختصاصي تريكودرما  .تكان داده شد rpm  150با دور

-خالص potato dextrose agarها روي محيط كشت عمومي تهاي ظاهر شده روي پليپس از حدود يك هفته كلني.درجه سانتيگراد نگهداري شدند 30و 

قارچ هاي تك اسپور .هايي خالص و حاصل از يك اسپور به دست آيندسازي شده صورت گرفت تا قارچهاي خالصسپس تك اسپور كردن كلني. سازي شدند
  .درجه سانتيگراد نگهداري شدند 30كشت داده شدند و در دماي  (Epping & pugh 1986)روي محيط اختصاصي جامد سلولز شده 

ميلي ليتر محيط كشت مايع  100ميلي ليتري حاوي  250هاي هاي جداسازي شده در ارلنهاي ترشحي حاوي آنزيم سلولاز قارچبراي بدست آوردن پروتئين 
(Epping & Pugh 1962) درجه سانتي گراد  30ل و در حالت همزن و دماي ها به انكوباتور منتقواجد سلولز بعنوان منبع كربن تلقيح و سپس محيط كشت

محلول صاف شده بعنوان . انجام و با استفاده از كاغذ صافي استريل، محيط كشت از صافي عبور داده شد ساعت 48 برداري در فواصل منظمنمونه. تنظيم گرديد
ميكروليتر نمونه آنزيمي  500درصد سلولز  7/0يك ميلي ليتر محلول  به براي سنجش فعاليت آنزيمي. ترشحي استفاده گرديد آنزيم هاي سلولازمحلول حاوي 

ميلي ليتر معرف  2درجه سانتي گراد انكوبه و براي توقف واكنش آنزيمي  50مخلوط يك ساعت در دماي . مولار اضافه شد 05/0ميكروليتر بافر سيترات  500و 
، تغيير )گلوكز(دقيقه در آب جوش قرار داده شدند تا در اثر احيا معرف توسط قند احيا شده  10ا هسپس نمونه.دي نيترو ساليسيليك اسيد به آن اضافه گرديد

در صد به آن اضافه و جذب نوري آنها  40براي پايداري رنگ معرف يك ميلي ليتر محلول تارتارات مضاعف سديم پتاسيم . رنگ معرف از زرد به قرمزانجام پذيرد
 در اين آزمايش از گلوكز بعنوان استاندارد استفاده گرديد. ده شدنانومترخوان 550در طول موج 

  
  بحث و نتايج

در طول  T.harizanumو  T.viridae , T.virens , T .longibrachatum , T.reeseiگونه قارچ تريكودرما شامل  5از نمونه خاك جنگل هاي شمال 
  .اين تحقيق جدا سازي و شناسايي شد

  .و مايع سلولز را داشتند ،بنابراين قارچ هاي فوق داراي فعاليت سلولازي بهينه هستندقارچ هاي شناسايي شده توانايي رشد روي محيط كشت اختصاصي جامد 
  .ميزان فعاليت سلولازي متعاقبا اعلام خواهد شد
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