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 چکیده

جدایه  21در این پژوهش سلولز در طبیعت است.  کنندهتجزیه هایآنزیممهم تولیدکننده  هایگونه یکی از Trichoderma reeseiقارچ 

 هاینتئیپرو. غلظت شد گریغربالسلولز کلوئیدی روی محیط محتوی برای تولید آنزیم سلولاز  T. reeseiقارچ  از پرتو گاما یافتهجهش

شد. آویسل، کربوکسی متیل سلولز و کاغذ صافی  گیریاندازهبا استفاده از روش بردفورد  یافتهجهشهای وحشی و جدایه خارج سلولی

نی از آنزیم با استفاده از آزمون الکتروفورز ژل غ هایپروتئینچنین خلوص و ترکیب استفاده شد. هم یفعالیت سلولاز گیریاندازهبرای 

مشاهده شد.  T. r M17و  T. r M7های مورد ارزیابی قرار گرفت. بالاترین میزان تولید پروتئین خارج سلولی در جدایهآمید کریلآپلی

بالاترین مقادیر فعالیت آنزیمی را در بین  T. r M8 یافتهجهشاندوگلوکاناز، اگزوگلوکاناز و سلولاز کل در جدایه  هایآنزیمفعالیت 

، EG IV ،Cel 1A ،Cel 12A هایآنزیمنشان داد که  یآنزیم باندهایاختلاف وزن مولکولی نشان داد.  وحشیو  فتهیاجهشهای جدایه

Cel 45A، Cel 3A ،Cel 7A ،Cel 6A ،Cel 5A  وCel 61A  نشان . این نتایج کنندمیهیدرولیز  افزاییهم صورتبهسلولز کلوئیدی را

  .پذیر استامکانبا تولید بالای آنزیم سلولاز  تریکودرما هاییافتهجهش دستیابی بهبرای  پرتو گامابا  زاییجهشکه  دهدمی
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 مقدمه

کره حاضر در  پلیمر زیستی ترینپذیر ترین و تجدیدسلولز فراوان

 تودهزیستتن از تولید سالانه  5/1 × 1214است که حدود  زمین

 Klemm) و همکارانکِلم  دهدمیفتوسنتزی گیاهان را تشکیل 

et al., 2002 .) یک منبع  عنوانبهامروزه توجه جهانی به سلولز

نرژی ها و اتبدیل به انواع فرآورده ظرفیتکه  تجدیدشوندهکربن 

مندی مؤثر برای بهره تدبیرست. زیستی را دارد جلب شده ا

کارآمد از این منبع تجدیدپذیر، هیدرولیز میکروبی ضایعات 

نواع حاصل برای تولید ا احیاکنندههای لیگنوسلولزی و تخمیر قند

با توجه  .(Kim et al., 2003) و همکارانکیم  ها استمتابولیت

دی منبهره منظوربهتقاضای در حال رشد برای سلولازها و نیز  به

ها در بیوتکنولوژی، مطالعه مستمر بر روی این آن ظرفیتاز تمام 

عملکرد کم  .(Bhat, 2000) بهات ها امری ضروری استآنزیم

ها، دو چالش اصلی های سلولازی و هزینه بالای تولید آنآنزیم

های ، روشرواین از. رودمیشمار ها بهدر کاربرد صنعتی آن

 هایقارچدر  لیت سلولازی، خصوصاًمتعددی برای ارتقای فعا

 تر. بیششده استکار گرفته به Trichodermaجنس متعلق به 

در جهت افزایش فعالیت سلولاز کل یا فعالیت بخش ها تلاشاین 

-امروزه بسیاری از سویهگلوکوزیدی سیستم سلولازی است. بتا

های های قارچی به علت توانایی ترشح مقادیر زیاد آنزیم

وند. شکار گرفته میسلولز در مطالعات موتاسیون به نندهکتجزیه

 هایجنس سلولز از قبیل کنندهتجزیه هایقارچسلولازها توسط 

Chaetomium ،Fusarium ،Myrothecium ،Penicillium ،
Aspergillus  هایگونهو Trichoderma ساجید  گردندمیید تول

تریکودرما حداقل دو  هایگونه .(Sajith et al., 2016) و همکاران

 Celو  Cel 6A (CBH II)اگزوگلوکاناز )سلوبیوهیدرولاز( شامل 

7A (CBH I)  و پنج اندوگلوکاناز شاملCel 5A (EG II) ،Cel 

7B (EG I) ،Cel 12A (EG III) ،Cel 45A .EG V  وCel 61A 

(EG 17)ن دو یچن، همβ- گلوکوزیداز شاملCel 1A (BGL II) 

 و همکاران فورِمن کنندمیا تولید ر Cel 3A (BGL I)و 

(Foreman et al., 2003.)  سلولازهای صنعتی تولید شده از قارچ

reesei Trichoderma  توسط موتاسیون تصادفی یا با تغییرات

و همکاران نوالینین  اندژنتیکی هدفمند بهبود یافته

(Nevalainen et al., 1994) . قارچTrichoderma reesei  مرحله

)خانواده  Hypocrea jecorinaقارچ آسکومیست  سیغیرجن

Hypocreaceae رده ،Sordariomycetes راسته ،

Pezizomycotina) و همکاران کوهلز باشدمی (Kuhls et al., 

 یهاقارچ) هاقارچ غیرجنسیاز نظر تاکسونومیکی مرحله  .(1996

ر د وصـخصهـبو  باشدمیادی ـزی ایـهیچیدگیـپص( دارای ناق

 هایمشابهتاین پیچیدگی به دلیل  T. reesei گونهاین

مورفولوژیک داخل گونه دشوارتر است. لذا شناسایی و تفکیک 

 .Tو  T. virideنزدیک مانند  هایگونهاز  T. reeseiگونه 

longibrachiatum  مورفولوژیک دشوار  هایدادهتنها براساس

 گونهاینخصوصیاتی که باعث تفکیک سریع  ترینمهماست و 

 باشدمی گونهاینانایی بالای تولید آنزیم سلولاز در تو شودمی

  T. reesei . ژنوم(Peciulyte et al., 2014) و همکارانپسیولیت 

(Mbp 1041 )و همکاران  مارتینز است ژن 4101 شامل

(Martinez et al., 2008)، هایسکومیستآ اکثر به نسبت که 

 Trichoderma تریگودرما مانند هایگونهدیگر و حتی بسیاری از 

virens (12511 )و ژنTrichoderma atroviride  (11105  )ژن

 و (Schuster et al., 2012) و همکارانشوستر  است ترکوتاه

 در ،(RIP) تکرار از ناشی اینقطه موتاسیون دلیلبه احتمالاً

 گونهاینویژگی  ترینبرجسته .باشدمی جنسی تولیدمثل مرحله

می تنها تعداد کسلولیتیک در آن است.  هایآنزیمد یوانایی تولت

 عنوانبهقادر به تولید هر سه کلاس آنزیم سلولاز بوده و  هاقارچاز 

 ترینمهم. یکی از گردندمیسلولولیتیک کارآمد معرفی  هایقارچ

است که  Trichoderma reesei سلولولیتیک قارچ هایقارچ

زی در سلولا کمپلکس تولیدکنندگانیکی از برترین  عنوانبه

اولیق  و تمونتنکوور تتحقیقات مختلف شناخته شده اس
(Montenecourt and Eveligh, 1997.) های گونه ازآنجاکه

ای همختلف تریکودرما یکی از مفیدترین منابع تولید آنزیم

ای هباشند، توجه خاصی به تولید آنزیمسلولز می کنندهتجزیه

 هایاسایی و ایجاد گونهسلولازی توسط این قارچ، از طریق شن

 Persson) و همکارانپرسون  برتر از نظر تولید آنزیم شده است

et al., 1991).  قارچی  زیفعالیت سلولاکه  1404از آغاز دهه

ای در جهت تغییر ژنتیکی های شایان ملاحظه، تلاششدگزارش 

سازی شرایط کشت با فرض افزایش تریکودرما و بهینه هایگونه

های در دهه اخیر روشو لید سلولاز صورت پذیرفته تویی آکار

پرتو استفاده از  های شیمیایی،موتاسیون ازجملهمتعددی 

 دهتولیدکننهای سویه ایجادمهندسی ژنتیک برای  فرابنفش و

 و ودامیثوولامُ اولویت قرار داشته است تر درسلولاز بیش
با . (Muthuvelayudham and Viruthagiri, 2006) یریروتاگیو

های سلولازی در صنایع مختلف و توجه به پتانسیل کاربرد آنزیم

تریکودرما در تولید این نوع آنزیم،  هایگونهنیز اهمیت نقش 

 هایگونهبا هدف ایجاد تنوع در ذخیره ژنتیکی  حاضر تحقیق

ان های جدید با توتریکودرمای بومی و نیز دستیابی به ژنوتیپ

ا در با پرتو گام زاییجهشاستفاده از ، با ترآنزیمی بیشفعالیت 

 انجام گرفته است.  Trichoderma reeseiگونه قارچی 

 

https://www.uniprot.org/taxonomy/5129
https://www.uniprot.org/taxonomy/147550
https://www.uniprot.org/taxonomy/147538
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2886115/#CR72
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 هاروشمواد و 

 T. reeseiقارچ وحشی و موتانت  سازیآمادهتهیه و 

از مرکز کلکسیون  انجمادی شدهخشک صورتبه T. reeseiقارچ 

علمی و صنعتی ایران به  یهاپژوهشقارچ و باکتری سازمان 

به  سترونتهیه گردید. قارچ فوق تحت شرایط  5102ماره ش

انتقال داده  Potato Dextrose Broth (PDB)کشت محیطداخل 

 114زدن سرعت همو  C21˚ساعت در دمای  72مدت بهشد و 

بر روی توده میسیلیومی سپس  قرار داده شد. دور بر دقیقه 

و در انتقال داده شد  Potato Dextrose Agar (PDA)محیط 

روز  7مدت بهکشت  هایتشتک. قرار گرفت ییدما همان شرایط

گذاری گردید و اسپورهای تولید شده با استفاده از گرمخانه

 1×014 غلظت گردید و جمعیت آن در آوریجمعمحلول سیلین 

. معیار دوز جذبی مناسب برای تنظیم گردیدلیتر اسپور در میلی

 درصد 04-54ور تقریباً غیرکشنده در اسپورها، ظه زاییجهش

اید . از طرفی میزان دز نبباشدمیاسپور پس از پرتوتابی  زنیجوانه

موجب کاهش سرعت رشد قارچ در مقایسه با تیپ مادری شود. 

تقریباً نیمی از  Gy 254نتایج مطالعات قبلی نشان داد که در دز 

 دز مناسب پرتوتابی عنوانبهداشته و این دز  زنیجوانهاسپورها 

عملیات پرتوتابی با  (.1144)مرادی و همکاران، انتخاب گردید 

 2544اکتیویته  – 04استفاده از دستگاه گاماسل با چشمه کبالت 

گری در ثانیه مستقر در مرکز تحقیقات  21/4کوری و نرخ دز 

ای کرج )سازمان انرژی اتمی ایران( کشاورزی و پزشکی هسته

 ر سریال رقت تهیه گردید وانجام پذیرفت. از سوسپانسیون اسپو

 C25˚کشت داده شدند و در دمای PDAکشت محیطبر روی 

 اسپورهای جوانه زده شدهساعت قرار داده شد.  20برای مدت 

کشت تازه انتقال داده شد و تعداد محیطبه  جداسازی و دقتبه

 یهاتفاوتبر اساس جدایه،  124از بین  یافتهجهشجدایه  21

غربالگری داخل ظروف برای  یهانآزموو شناسی ریخت

نتخاب انشده است(  ارائه هاداده) برتر آنزیم سلولاز دکنندگانیتول

شدند و برای سنجش توانایی تولید آنزیم سلولاز مورد آزمایش 

 قرار گرفت. 

 

 تولید آنزیم سلولاز

بر روی  T. reeseiو وحشی گونه  یافتهجهشهای جدایه

حاوی  Malt Yeast Glucose Agar (MYG agar)کشت محیط

 14عصاره مخمر، گرم در لیتر  5/2الت، ـعصاره مگرم در لیتر  5

آگار کشت داده شدند و گرم در لیتر  24ز و ـگلوکگرم در لیتر 

گذاری گردیدند. با استفاده از محلول گرمخانه C21˚در دمای 

های هفت روزه حاوی اسپور، سوسپانسیون سیلین از پلیت

تهیه گردید.  لیتراسپور در میلی 714-114اسپوری با جمعیت 

 Trichodermaکشت اولیه سوسپانسیون اسپوری در محیط 

Complete Medium (TCMحاوی ) باکتوپپتون،  گرم در لیتر 1

 گرم در لیتر 4PO2KH ،0/1 گرم در لیتر 2اوره، گرم در لیتر  1/4

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

O2.6H2CaCl ،445/4 گرم در لیتر O2.7H4FeSO ،442/4  گرم

گرم در  442/4و  4ZnSO گرم در لیتر 4MnSO ،442/4 در لیتر

توئین انجام گرفت. لیتر در لیتر میلی 2و  O2.7H4SOOCلیتر 

pH کشت محیطTCM  درصد1/4تنظیم گردید و با  1/0بر روی 

(w/v گلوکز ترکیب گردید. انجام عمل تخمیر در )ت کشیطمح

TCM  محیط  لیترمیلی 54حاوی  لیتریمیلی 254در ارلن مایر

TCM  در دمای˚C21 ساعت و  20مدت بهrpm114  انجام گرفت

و بعد از مدت زمان فوق اسپورها تبدیل به حالت رویشی میسلیوم 

مدت به rpm0544وژ کردن در یگردیدند. با استفاده از سانتریف

جداسازی شدند و جهت  TCM ها از محیطمیسلیومدقیقه  7

ا های شسته شده بمیسلیومسلولیتیک  هایآنزیمالقای تولید 

محیط لیتر میلی 54حاوی  لیتریمیلی 544سیلین به ارلن مایر 

Trichoderma Fermentation Medium (TFM حاوی )1/4 

گرم در لیتر  4PO2KH ،0/1 گرم در لیتر 2اوره، گرم در لیتر 

4SO2)4(NH ،1/4 م در لیترگر O2.7H4MgSO، 1/4 گرم در لیتر 

O2.6H2CaCl، 445/4 گرم در لیتر O2.7H4FeSO ،442/4  گرم

گرم در  442/4و  4ZnSO گرم در لیتر 4MnSO ،442/4 در لیتر

. توئین انتقال داده شدلیتر در لیتر میلی 2و  O2H.74SOOCلیتر 

 درصد 5/4تنظیم شده بود و حاوی  =pH 1/0این محیط در 

سلولز کلوئیدی بود. شرایط رشد مشابه شرایط  )وزنی به حجمی(

ساعت انجام شد.  72مدت به C21˚و دمای  rpm114قبل در 

های قارچ توسط سانتریفیوژ میسلیومبعد از مدت زمان فوق 

دقیقه خارج گردید و مایع فوقانی  7مدت به rpm0544کردن در 

 پروتئین خارج سلولی و فعالیت آنزیمی گیریاندازهبرای 

  (.Wen et al., 2005) و همکارانون  قرار گرفت مورداستفاده

 

در غلظت پروتئین خارج سلولی تولیدی  گیریاندازه

 و تعیین فعالیت آنزیمیمحیط تخمیر 

با استفاده از  TFMپروتئین در مایع فوقانی محیط  گیریاندازه

سرم  پروتئین خالص ازانجام گرفت.  (1976)بردفورد  روش

 عنوانبه( Bovine Serum Albumin, BSA) ویآلبومین گا

رم در گمیلیمقدار پروتئین ) استاندارد پروتئین استفاده شد و

محاسبه گردید.  TFM( در مایع فوقانی محیط تخمیر لیترمیلی

 (FPaseسلولاز کل )و  Avicelase ،CMCase هایآنزیمفعالیت 

ستراهای مقدار گلوکز آزاد شده از سوب گیریاندازه لهیوسبه

با استفاده  1آویسل، کربوکسی متیل سلولز و کاغذ صافی واتمن 
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اندارد است عنوانبهو گلوکز  نیتروسالیسیلیک اسیددیمعرف از 

مخلوط  .(Gama and Mota, 1998) گاما و موتا شد گیریاندازه

)وزنی به  درصد 5/4از محلول  لیترمیلی 5/4واکنش حاوی 

مولار سیترات  45/4ر ـفتراها در باـاز هر یک از سوبس حجمی(

از مایع فوقانی محیط تخمیر  لیترمیلی 5/4( و  =1/0pHدیم )ـس

TFM  .دقیقه در حمام آب گرم  04مدت به هانمونهبود°C54 

از محلول  لیترمیلی 1قرار گرفتند و واکنش آنزیمی با افزودن 

خلوط م یخوببه هانمونهنیتروسالیسیلیک اسید متوقف شد. دی

دقیقه در حمام آب جوش قرار داده  5پس برای مدت شدند و س

جذب  یسازقیرقشدند و فوراً خنک گردیدند. سپس بعد از 

قرائت نانومتر  504با استفاده از اسپکتروفتومتر در  هانمونه

 مقدار آنزیمی که توانایی عنوانبهگردید. هر واحد فعالیت آنزیمی 

ساعت دارد، تعریف  گلوکز را به ازای هرمیکرومول  1آزاد کردن 

)سلولاز کل( از نوارهای  FPaseچنین برای تعیین فعالیت شد. هم

سوبسترا  عنوانبه 1 یکاغذ صافی واتمن شمارهمتر سانتی 1×0

 استفاده شد. 
 

 هاآنزیمالکتروفورز و تعیین وزن مولکولی 

-SDS) الکتروفورز آزمون برای بررسی الگوی پروتئینی از

PAGE) در سیستم ناپیوسته )ژل  (1970) یلامل روش به

درصد( استفاده  5/12، کنندهتفکیکدرصد و ژل  0کننده، ردیف

انجام شد و ژل  آمپرمیلی 24آزمون الکتروفورز در آمپر ثابت شد. 

آمیزی رنگ R-250 بلوالکتروفورز با استفاده از کوماسی بریلیانت 

 آب - استیک اسید - بر حاوی متانولگردید و با استفاده از رنگ

تعیین وزن بری گردید. رنگ به حجمی( حجمی) 1:1:1 به نسبت

 Gel-Proدانسیتومتری  افزارنرمبا استفاده از  هاآنزیممولکولی 

Analyzer 6.0  با استفاده از نشانگر پروتئینی متعلق به شرکت

Vivantis محدوده وزن مولکولیKDa 175-5/14 انجام گرفت 

 .(Laemmli, 1970) لاملی

 

 آماری آنالیز

( و ANOVAکلیه نتایج آزمایشات با استفاده از آنالیز واریانس )

انجام  P<45/4ی ربه روش دانکن در سطح آما هامیانگینمقایسه 

( 10)ویرایش  SPSS افزارنرمگرفت. آنالیز آماری با استفاده از 

 انجام گرفت و کلیه آزمایشات در سه تکرار انجام شد.

 

 

 

 

 
 

 نتایج و بحث

های غلظت پروتئین خارج سلولی در جدایهتعیین 

 یافتهجهش

قایسه میانگین غلظت پروتئین خارج نتایج تجزیه واریانس و م

ط ( تولید شده در مایع فوقانی محیلیترگرم در میلیمیلیسلولی )

نشان  یافتهجهشهای جدایهو  T. reeseiقارچ  TFMتخمیر 

رای اختلاف دا 45/4در سطح آماری  هادادهکلیه  دادند که

مقادیر پروتئین  یافتهجهشهای جدایهو  هآماری بود دارمعنی

 تری را نسبت به نمونه وحشی تولید کرده استخارج سلولی بیش

. بالاترین مقادیر پروتئین خارج سلولی تولید شده (a1)شکل 

مشاهده  T. r M17و  T. r M7 یافتهجهشهای جدایهترتیب در به

 444/4الی  410/4پروتئین خارج سلولی از گردید. میزان تولید 

ئین ترین میزان تولید پروتمتغیر بود. کم لیترگرم در میلیمیلی

نتایج بود.  T. reeseiخارج سلولی مربوط به نمونه وحشی 

تلف مخ هاینمونهپروتئین خارج سلولی نشان داد که  گیریاندازه

 45/4آماری در سطح  دارمعنیمورد آزمون داری اختلاف 

تر مواقع تعیین غلظت پروتئین خارج سلولی . در بیشباشندمی

 یوبر رمختلفی ممکن است  عواملکه  ، چراباشدمین ایسادهکار 

 و همکاران،زیا  و همکاران؛آدنی  باشد تأثیرگذارنتایج نهایی 

(Adney et al., 1995; Zaia et al., 1998.)  سه فاکتور اصلی

 رتأثیغلظت پروتئین  گیریاندازهر وجود دارد که ممکن است د

: )الف( هر روش تعیین شوندمیبگذارند که شامل موارد زیر 

میزان پروتئین بر پایه اختلاف و اصول کمی استوار است؛ )ب( 

حضور ترکیبات غیرپروتئینی در محلول آنزیمی و یا محیط 

 توانندمیی کمی دخالت کنند هاروشواکنش اگر در نتایج 

غیرسلولازی در  هایپروتئینطا باشند و )ج( حضور منبعی از خ

ه فعالیت آنزیمی ویژ هایدادهدر تفسیر  تواندمیآنزیم  سازیآماده

چنین ناشی از این ایجاد مشکل نماید. چنین اختلافاتی هم

آنزیمی مختلف ساختارهای اولیه  هایایزولهحقیقت است که 

زیلاسیون نیز متفاوتی دارند، گذشته از این در درجه گلیکو

از  هانپروتئی. بنابراین این فاکتورها در پاسخ باشندمیمتفاوت 

 .  شوندمیمختلف قارچ تریکودرما منعکس  هایگونه

 

های جدایهسلولیتیک در  هایآنزیمتعیین فعالیت 

 یافتهجهش

-لواگزوگ هایمآنزییت ـسه میانگین فعالمقای (dو  b ،c) 1کل ـش
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سلولاز کل را در مایع فوقانی محیط تخمیر  کاناز، اندوگلوکاناز و

TFM  در قارچ وحشیT. reesei  آن را  یافتهجهشهای جدایهو

دارای اختلاف  45/4در سطح آماری  هانمونه. کلیه دهدمینشان 

 آماری بودند. دارمعنی

 افتهیجهشهای بالاترین فعالیت آنزیم اگزوگلوکاناز در جدایه    

T. r M21 ،T. r M11  وT. r M7  مشاهده گردید. میزان تغییرات

( متغیر لیترواحد در میلی) 22/7الی  11/1فعالیت اگزوگلوکاناز از 

 تهیافهشـجدایه ـمیزان فعالیت آنزیمی در ج نـتریپایینبود. 

T. r M9  مشاهده گردید. بالاترین فعالیت آنزیم اندوگلوکاناز

(CMCaseبه ) یافتهجهشهای جدایهترتیب در T. r M21 ،T. r 

M4  وT. r M18  مشاهده گردید. میزان فعالیت آنزیم اندوگلوکاناز

 رینتپایینمتغیر بود.  لیترواحد در میلی 44/0الی  75/1از مقدار 

 T. r M2 یافتهجهشمیزان فعالیت آنزیم اندوگلوکاناز در جدایه 

، نازاندوگلوکا هایآنزیممشاهده گردید. سلولاز کل شامل فعالیت 

یستی سینرژ صورتبهکه  شودمیگلوکوزیداز -اگزوگلوکاناز و بتا

ن فعالیت تعیی منظوربه. شوندمیباعث هیدرولیز سلولز کریستالی 

که در  1ی سلولاز کل از بستر ناهمگن کاغذ صافی واتمن شماره

است،  نظمبیساختار خود شامل هر دو بخش کریستالی و 

واحد در برحسب  (FPase)استفاده شد و فعالیت آنزیمی 

در  FPaseبیان گردید. بالاترین میزان فعالیت آنزیم  لیترمیلی

 T. r M8 ،T. r M11 ،T. r M16 ،T. r یافتهجهشهای یهجدا

M21 ،T. r M7  مشاهده گردید. میزان فعالیت آنزیم سلولاز کل

 لیترواحد در میلی 44/14الی  لیترواحد در میلی 11/0از مقدار 

 یافتهجهشترین میزان فعالیت آنزیمی در جدایه کم د.متغیر بو

T. r M2  مشاهده گردید. در این مطالعه نیز بالاترین فعالیت آنزیم

مشاهده شد که نسبت  T. r M8 یافتهجهشسلولاز کل در جدایه 

فعالیت سلولاز  گیریاندازهبرابر شده است.  70/1به سویه شاهد 

های نامحلول شامل سوبستراها کل همیشه با استفاده از سوبسترا

، کرک 1 یشمارهسلولزی خالص از قبیل کاغذ صافی واتمن 

پنبه، سلولز میکروکریستال، سلولز باکتریایی، سلولز باکتریایی، 

 یاسلولزهسلولز جلبکی و سوبستراهای حاوی سلولز از قبیل 

. شودمیتیمار شده انجام لیگنوسلولز پیش سلولز و -αرنگدار، 

های محلول اوی برخی نواحی آمورف و سلودکسترینآویسل ح

سوبسترا برای هم اگزو و هم  عنوانبه تواندمیکه  باشدمی

اندوگلوکانازها عمل کند. هیچ سوبسترای ویژه خیلی عالی برای 

سلولازی وجود  هایمخلوطآزمایش فعالیت اگزوگلوکانازها در 

این  حالنای با. (Wood and Bhat, 1988) بهات ووود  ندارد

 .Tدر قارچ  CBH IIبرای تعیین فعالیت  تواندمیسوبسترا ن

reesei که دارای یک فعالیت اگزوگلوکانازی  مناسب باشد، چرا

 van) و همکارانون تیلبورگ  باشدمیبرای این سوبسترا ن مؤثر

Tilbeurgh et al., 1982; 1985).  آویسل بالاترین نسبت

داخلی  گلوکوزیدی-بتای انتهایی به باندها هایزنجیره

سوبستراهای سلولزی دارد.  هایمدلرا در میان  دسترسیقابل

متعددی را  باندهای توانندمی CBH IIو  CBH I هایآنزیم

دنبال جذب حتی قبل از تفکیک کمپلکس سوبسترا و آنزیم، به

بنابراین  (.Valjamae et al., 1998) و همکاران والژامه بشکنند

منجر به کاهش تدریجی در درجه  CBH IIو  CBH Iعملکرد 

 و همکاران سودسوکیسر شودمیپلیمریزاسیون سلولز 

(Srisodsuk et al., 1998).  که  اندکردهمطالعات قبلی گزارش

 CBH Iتقریباً دو برابر فعالیت آنزیم  CBH IIفعالیت ویژه آنزیم 

 Nidetzky et) و همکارانمدوِ  و همکاران؛ی دتسکین باشدمی

al., 1994; Medve et al., 1994.)  بالا بودن فعالیت آویسلاز در

علت بالا بودن توانایی این قارچ به احتمالاً T. r M21قارچ موتانت 

 . فعالیت اندوگلوکانازها اغلبباشدمیدر تجزیه نواحی کریستالی 

براساس هیدرولیز مشتقات محلول سلولز از قبیل کربوکسی متیل 

. گزارشی مبنی بر ارتباط ضعیف شودمی یگیراندازهسلولز 

با توانایی هیدرولیز سلولز نامحلول حتی برای  CMCaseفعالیت 

 ,Klyosov) کلیوسواندوگلوکانازهای خالص شده وجود ندارد 

 سازیخالص T. virideاز میان سه اندوگلوکاناز  (.1988 ;1990

رعت ین سها که بالاتر، یکی از آنبرون وشواِمیکر  وسیلهبهشده 

ترین میزان فعالیت هیدرولیز آویسل را نشان داد، دارای کم

CMCase برون وشواِمیکر  بود (Shoemaker and Brown, 

با اشاره به فعالیت  وضوحبه وسویکل در تحقیقی (.1978

ده بر ش گیریاندازه هایمیکروارگانیسماندوگلوکاناز از بسیاری از 

بر علیه  هایفعالیتی با نشان داد که هیچ ارتباط CMCروی 

. سرعت تولید (1990 ،وسویکل) وجود ندارد نامحلولسلولز 

برای  CBH Iنسبت به  EG I وسیلهبهمحلول  احیاکنندهقندهای 

( و ≤1تر از یک )(، برای آویسل کم≥1) 1سلولز آمورف بالاتر از 

تر ( و کتان نیز کمBMCCبرای سلولز باکتریایی میکروکریستال )

سرعت  (.Zhang and Lynd, 2004) ژانگ و لیند ( بود≤1از )

بر روی سلولز  EG I وسیلهبهنسبتاً پایین آزاد شدن قندهای احیا 

کریستالی سازگار با اکثر انتهاهای احیا تولید شده توسط فعالیت 

و لزوماً حاکی از سرعت  باشدمیاندوگلوکانازها در فاز جامد 

درولیز . هیباشدمین وزیدیگلوک-بتاشکستن باندهای  ترپایین

سلولاز نیازمند به عملکرد  وسیلهبهکارآمد سلولز کریستالی 

که  باشدمیسینرژیستکی اندوگلوکانازها و سلوبیوهیدرولازها 

 Teeri and) است مرور شده (1995) تری و کویوولا توسط

Koivula, 1995) رچ در قا خوبیبه. این عملکرد سینرژیستیکی

بود. ماکزیمم سینرژی  مشاهدهقابل خوبیبه T. r M8موتانت 

ها و مقادیر اندکی از معمولاً با مقادیر بالایی از اگزوآنزیم
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 (.Reinikainen, 1994)رینیکینن  دیآیم دستبه هاآنزیماندو

چنین مشخص شده است که درجه سینرژی بستگی به هم

 و همکاراننیدتزیکی نیز دارد  مورداستفادهسوبسترای 

(Nidetzky et al., 1993.)  هتروژن بودن سلولز نامحلول و

سلولازی سبب مشکلات دشواری در  هایسیستمپیچیدگی 

. نتایج آزمایشات نشان شودمیفعالیت سلولاز کل  گیریاندازه

داده است که ساختار هتروژنی سلولز )کاغذ صافی( کاهش شدید 

ساعت(  تر از یکدر سرعت هیدرولیز را در یک زمان کوتاه )کم

 شود غیرفعالاثرات سلولاز  کهزمانیرا افزایش خواهد داد، حتی 

و والژامه  کننده شروع به تجمع بکنندممانعتو محصولات 

در . (Zhang et al., 1999) و همکارانژانگ  ؛1998 ،همکاران

تلاش برای روشن شدن این وضعیت، یک مدل مبتنی بر عملکرد، 

وگلوکانازها و اگزوگلوکانازها برای نشان دادن سینرژی بین اند

توسعه داده شد و نشان داد که درجه سینرژی بین اندوگلوکانازها 

خصوصیات سوبسترا، شرایط  تأثیرو اگزوگلوکانازها تحت 

ند لی وژانگ ) باشدمیآزمایش، مقدار آنزیم و نسبت ترکیبات 

(Zhang and Lynd, 2006).  وسیعی برای  طوربهتئوری که

پذیرفته شده است، مدل  EGو  CBHژیستیکی بین عملکرد سینر

. در ابتدا، اندوگلوکاناز باندهای شودمینامیده  "اگزو-اندو"

 هازنجیرهتصادفی در  صورتبهداخلی را  0 و 1 بتاگلیکوزیدی 

آن  موجببهو  کندمیدر سطوح فیبرهای سلولزی هیدرولیز 

نازها یه اندوگلوکا. حمله اولکندمیی انتهایی آزاد هایزنجیرهتولید 

اضافی را برای هیدرولیز  هایسایتدر نواحی آمورف(  ویژهبه)

تا الیگوساکاریدهای کوچک )عمدتاً  کندمیتولید  CBHتوسط 

در  FPaseسلوبیوز( تولید شود. بنابراین، مقادیر بالای فعالیت 

 EGو  CBH هایآنزیمبه علت حضور  T. r M8جدایه موتانت 

 هایمآنزیبا یکدیگر یا به عبارتی سینرژی  و عملکرد باشدمی

CBH  وEG  موجب هیدرولیز کامل سلولز به گلوکز  افتدمیاتفاق

 طورهبگلوکوزیداز -بتاچنین نشان داده شده است که . همشودمی

حصول اطمینان از  وسیلهبهوسیعی سرعت و وسعت هیدرولیز را 

ننده کممانعتهیدرولیز کارآمد سلوبیوز که یک محصول انتهایی 

 . دهدمیرا افزایش  باشدمی مؤثر

 
 هایجدایه (لیترمیلیواحد در ) سلولاز هایآنزیمفعالیت  و (لیترمیلیگرم در میلی) پروتئین خارج سلولی غلظت مقایسه :1 شکل

گذاری ساعت گرمخانه 72بعد از  حاوی سلولز کلوئیدی TFMبا والد اولیه آن در مایع فوقانی محیط تخمیر  T. reeseiقارچ  یافتهجهش

 باشدمی درصد 5آماری در سطح  دارمعنیاختلاف  دهندهنشانحروف متفاوت . rpm114و  C21˚در 

Fig. 1: Comparison of extracellular protein concentration (mg.ml-1) and enzymes cellulase activity (U.ml-1) of the 

mutant and wildtype isolates of T. reesei in supernatant of Trichoderma fermentation medium (TFM) containing 

colloidal cellulos after 72h incubation at 28°C and 180rpm. Different letters indicate a statistically significant difference 

of 5% 
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 یهاخارج سلولی استرین هایبررسی پروفایل پروتئین

   T. reesei یافتهجهشوحشی و 

 هایپروتئین( SDS-PAGEیسه پروفایل پروتئینی ) ، مقا2 شکل

 هایآنزیمحاوی  TFMخارج سلولی مایع فوقانی محیط تخمیر 

 های وحشی واکریل آمید مربوط به استرینسلولاز روی ژل پلی

. جدایه فوق دارای باندهای دهدمیرا نشان  T. reesei یافتهجهش

که مربوط به  مولکولی مختلف بود هایوزنآنزیمی متعددی در 

 EG IV ،Cel 3C ،Cel 3D ،Cel 3A ،Cel 7A ،Cel هایآنزیم

6A ،Cel 5A  وCel 61A  سینژیستی باعث  صورتبهبودند که

یک اندوگلوکاناز متعلق به  Cel5A. شدندمیهیدرولیز سلولز 

. وزن مولکولی این آنزیم باشدمیگلوکوهیدرولازها  5خانواده 

KDa02  .دارای وزن مولکولی  وجوداین ابتخمین زده شده است

 نقطه. باشدمی SDS-PAGEبر روی ژل  KDa01ظاهری 

 برون، وشواِمیکر ) باشدمی 5/5-0/5زوالکتریک این آنزیم ای

تخمین زده  T. reeseiبیان شده در  هایآنزیمدر میان  (.1978

از بیان سلولاز کل مربوط به  درصد 14تا  5شده است که بین 

 Ståhlberg) و همکارانایلمن  ؛استالبرگ باشدیم Cel5Aآنزیم 

1991; Ilmen et al., 1997.)Cel6A   یک سلوبیوهیدرولاز متعلق

. این آنزیم دارای وزن باشدمیگلوکوهیدرولازها  0به خانواده 

دارای وزن  SDS-PAGEو بر روی ژل  KDa07مولکولی 

KDa51  وام فاگرست باشدمی 4/5زوالکتریک آن ای نقطهاست و 
 ;Fägerstam and Pettersson 1980)بهیخابهی  ؛پترسون

Bhikhabhai et al., 1984).  البته گزارشاتی نیز وجود دارد که

گزارش کرده  KDa51-54 محدوده وزن مولکولی این آنزیم را

آنزیمی است که باعث شکستن  CBH IIیا  Cel6Aآنزیم  است.

 وبارر ) شودمیره گلیکوزیدی از انتهای غیراحیا زنجی باندهای

مترشحه از  هایآنزیممیان  درو  (Barr et al., 1996) همکاران

T. reesei  سلولاز بیان شده  هایآنزیماز کل  درصد 17-24بین

و همکاران، ایلمن  ؛1991، استالبرگ) بوده است Cel6Aمربوط به 

1997 .)Cel7A  یاCBH I  یک سلوبیوهیدرولاز متعلق به خانواده

 T. reeseiو اولین آنزیم سلولاز  باشدمییدرولازها گلوکوه 7

دارای وزن مولکولی  Cel7Aکه شناسایی شده است.  باشدمی

دارای وزن مولکولی  SDS-PAGEو بر روی ژل  KDa52ظاهری 

KDa00  و همکاران؛شواِمیکر ) باشدمی 1/0زوالکتریک اینقطهبا 
 Shoemaker et al., 1983; Fägerstam et) و همکارانفاگرستام 

al., 1977.)   

 

 
مربوط به  (SDS-PAGE) آمیداکریلروی ژل پلیمایع فوقانی محیط تخمیر در خارج سلولی  هایپروتئین مقایسه پروفایل :2 شکل

  T. r M21 الی T. r M1: (21الی ) (1)و  T. reesei(: C2و  C1ترتیب )به: T. reesei .(a) یافتهجهشو  وحشیهای استرین
Fig. 2: Compare extracellular protein profiles in TFM supernatant of T. reesei (Lane C1 and C2) and its mutants (Lane 

1-21) by polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 

(
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Cel7A ترین سلولاز بیان شده توسط بیشT. reesei باشدمی 

 شودمیولاز بیان شده را شامل از کل سل درصد 54-04و مقدار 

در این  حالبااین (.1997و همکاران، ایلمن  ؛1991، استالبرگ)

یات سوبسترای تخمیر این آنزیم بیان خصوصبهتحقیق با توجه 

از خود نشان داده است.  CBH IIیا  Cel6Aتری نسبت به کم

این آنزیم نقشی کلیدی در هیدرولیز سلولز کریستالی را  احتمالاً

یک آنزیم کارآمد در هیدرولیز پیوندهای  Cel7A. کندمیازی ب

گلیکوزیدی در سلولز بوده و ترجیحاً هیدرولیز را از انتهای احیای 

 و همکاران،دیون ؛ 1996، و همکارانبار ) دهدمیزنجیره انجام 
(Divne et al., 1998.)Cel7B   یک اندوگلوکاناز متعلق به خانواده

که دارای وزن مولکولی تخمینی  باشدمیگلوکوهیدرولازها  7

KDa01  بوده و بر روی ژلSDS-PAGE کولی ـوزن مول

KDa55-54  5/0زوالکتریک ای نقطهو دارای  دهدمیرا نشان 

آنزیم (. 1984، بهیخابهی ؛1983و همکاران، شواِمیکر ) باشدمی

Cel7B گلیکوزیدی در سلولز را با مکانیسم مشخصی  هایزنجیره

 0-14بین  Cel7Bبیان  T. reesei. در قارچ کندمیهیدرولیز 

 ؛1991، استالبرگ) شودمیاز بیان سلولاز کل را شامل  درصد
بتاگلوکوزیدازها با هیدرولیز  (.1997و همکاران، ایلمن 

ده و گزارش ش نمایندمیالیگوساکاریدهای محلول تولید گلوکز 

 .T است که در هیدرولیز سلولز، افزودن بتاگلوکوزیداز قارچ

reesei  و این زسبب عملکرد بهتر ساکاریفیکاسیون گردیده است

بتاگلوکوزیداز باعث هیدرولیز  .Xin et al.,1993)) همکاران

کننده از فعالیت آنزیم سلولاز است، ممانعتسلوبیوز که یک 

 . شودمی

های خارج سلولی حاوی ( پروفایل پروتئینa2) شکل    

 یافتهجهشهای جدایهو  T. reeseiسلولاز قارچ وحشی  هایآنزیم

T. r M1 ،T. r M2 ،T. r M3  چاهک دهدمیرا نشان .C1  وC2 

در این پروفایل پروتئینی باندهای آنزیمی تولید شده توسط قارچ 

. باند پرواضح ایجاد شده در دهدمیرا نشان  T. reeseiوحشی 

 Cel 6A (CBH II)مربوط به آنزیم  KDa50وزن مولکولی 

 KDa02چنین باند آنزیمی دیگری در وزن مولکولی . همدباشمی

 Cel 7Aایجاد شده است که در محدوده وزن مولکولی آنزیم 

(CBH I)  قرار دارد و باند با وزن مولکولیKDa0/20  ایجاد شده

که از دسته  باشدمی Cel 12A (EG III)است که مربوط به آنزیم 

ند آنزیمی در دیگر . این باباشدمیخانواده اندوگلوکانازها 

( نیز مشاهده T. r M3و  T. r M2)شامل  یافتهجهشهای جدایه

فاقد این باند آنزیمی بود  T. r M1 یافتهجهشگردید، اما جدایه 

دارای وزن  T. r M1 یافتهجهشو آنزیم اندوگلوکاناز در جدایه 

و با وزن مولکولی کمی بالاتر نسبت به دیگر  KDa27مولکولی 

ایجاد شد که این  T. reeseiقارچ وحشی  یافتهجهش هایجدایه

در این پروفایل بود.  Cel 61B (EG)باند آنزیمی مربوط به 

در  Cel 6A (CBH II)پروتئینی بالاترین بیان آنزیم مربوط به 

چنین بالاترین مشاهده گردید. هم T. r M2 یافتهجهشجدایه 

 T. r M3 هیافتجهشدر جدایه  Cel 7A (CBH I)بیان آنزیم 

نسبت به آنزیم  Cel 7A (CBH I)مشاهده گردید. بیان آنزیم 

Cel 6A (CBH II)  یافتهجهشدر جدایه T. r M3 بود.  ترضعیف

ها دارای باند پروتئینی شارپی در وزن مولکولی جدایهکلیه 

KDa1/17  خانواده اندوگلوکاناز  هایآنزیمبودند که نوعی از

و قارچ وحشی  یافتهجهشهای ایهچنین کلیه جد. همباشندمی

T. reesei  در این پروفایل پروتئینی دارای باند پروتئینی

بودند که بیانگر آنزیم  KDa142در وزن مولکولی  توجهیقابل

EG VI های . بالاترین بیان این آنزیم در جدایهباشدمی

( b2) شکلمشاهده گردید.  T. r M3و  T. r M2 یافتهجهش

های جدایهسلولاز در  هایآنزیمپروتئین  مقایسه پروفایل

. کلیه دهدمیرا نشان  T. r M8الی  T. r M4 یافتهجهش

 باندهایدر این پروفایل پروتئینی دارای  موردمطالعه هاینمونه

 KDa175-5/14آنزیمی متفاوتی در محدوده وزن مولکولی 

در این پروفایل  موردمطالعه یافتهجهشهای جدایهبودند. در 

مشاهده  KDa142وتئینی باند آنزیمی شارپی در وزن مولکولی پر

بود. در هر پنج جدایه  EG VIگردید که مربوط به آنزیم 

فوق بیان این آنزیم به یک میزان صورت گرفته بود.  یافتهجهش

های جدایهباند آنزیمی شارپی در  Cel 7A (CBH I)آنزیم 

در وزن  T. r M8و  T. r M4 ،T. r M6 ،T. r M7 یافتهجهش

ایجاد نمود. این آنزیم دارای بیان پروتئینی  KDa00مولکولی 

 T. r یافتهجهشها در جدایه جدایهشدیدتری نسبت به دیگر 

M8 بود. بیان آنزیم Cel 7A (CBH I)  یافتهجهشدر جدایه T. 

r M5  .باند آنزیمی شارپ دیگری با وزن صورت نگرفته بود

های جدایهوتئینی در کلیه در پروفایل پر KDa50مولکولی 

 Cel 6A (CBH II)ایجاد گردید که مربوط به آنزیم  یافتهجهش

و به  T. r M5 ،T. r M6 ،T. r M7 یافتهجهشهای جدایهبود. 

، دارای باند پروتئینی ضعیفی در وزن T. r M4تری میزان کم

بودند. جدایه  Cel 61B (EG)مربوط به آنزیم  KDa27مولکولی 

فاقد این باند آنزیمی بود. باند آنزیمی  T. r M8 یافتهجهش

 Cel 12A (EGمربوط به آنزیم  KDa25دیگری با وزن مولکولی 

III ) در این پروفایل  یافتهجهشهای جدایهایجاد گردید. در کلیه

 صورتهب حالاین باپروتئینی این آنزیم اندوگلوکاناز موجود بود، 

های مورد جدایهبه دیگر  نسبت T. r M4 یافتهجهشجزئی جدایه 

تری بود. باند شارپ دیگری کم EG IIIمقایسه دارای بیان آنزیم 

در این  یافتهجهشهای جدایهدر کلیه  KDa17با وزن مولکولی 

انواده خ هایآنزیمپروفایل پروتئینی مشاهده گردید که مربوط به 
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ز سلولا هایآنزیم( پروفایل پروتئین c2) اندوگلوکاناز بود. شکل

های )جدایه T. reeseiقارچ وحشی  یافتهجهشهای جدایهدر 

. کلیه دهدمی( را نشان T. r M13الی  T. r M9 یافتهجهش

در این پروفایل پروتئینی دارای باندهای  موردمطالعه هاینمونه

 KDa175-5/14پروتئینی متفاوتی در محدوده وزن مولکولی 

در کلیه  KDa142ولکولی بودند. باند پروتئینی شارپی در وزن م

. باشدمی EG VIبود که نمایانگر آنزیم  مشاهدهقابل هانمونه

رتیب در تبالاترین بیان این آنزیم در این پروفایل پروتئینی به

 T. r M13و  T. r M12 ،T. r M11 یافتهجهشهای جدایه

 Cel 6A (CBHو  Cel 7A (CBH I) هایآنزیممشاهده گردید. 

II )مولکولی  هایوزندر  ترتیببهKDa00  مشاهدهقابل 50و 

بالاترین بیان  T. r M9و  T. r M10 یافتهجهشهای جدایهبودند. 

را به خود اختصاص دادند. جدایه  Cel 7A (CBH I)آنزیم 

 Cel 7A (CBH I)از لحاظ تولید آنزیم  T. r M12 یافتهجهش

ر وزن د عملکرد خیلی ضعیفی داشت و باند پروتئینی ضعیفی را

 Celچنین بالاترین بیان آنزیم ایجاد نمود. هم KDa00مولکولی 

6A (CBH II)  با وزن مولکولیKDa50  در این پروفایل پروتئینی

های جدایهمشاهده شد. دیگر  T. r M10 یافتهجهشدر جدایه 

مورد آزمون در این پروفایل پروتئینی تفاوت چندانی از لحاظ 

که دارای  T. r M12 یافتهجهشجدایه  بیان این آنزیم نداشتند.

بالاترین بیان آنزیم اندوگلوکاناز بود، دو باند آنزیمی دیگر با 

ترتیب بهایجاد نمود که  KDa05و  KDa01مولکولی  هایوزن

بودند.  Cel 5B (EG)و  Cel 5A (EG II) هایآنزیممربوط به 

 T. r فتهیاجهشهای تنها در جدایه هاآنزیمبالاترین بیان این 

M12 اندوگلوکاناز  هایآنزیمچنین باند مشاهده گردید. هم

، آنزیم KDa21با وزن مولکولی  Cel 45A (EG V)دیگری شامل 

Cel 12A (EG III)  با وزن مولکولیKDa25  وCel 61B (EG) 

بود.  مشاهدهقابلنیز در این جدایه  KDa27با وزن مولکولی 

در  KDa27با وزن مولکولی  Cel 61B (EG)بالاترین بیان آنزیم 

 Celچنین آنزیم مشاهده گردید. هم T. r M12 یافتهجهشجدایه 

61A (EG IV)  با وزن مولکولیKDa10  یافتهجهشدر جدایه 

T. r M12  در این  یافتهجهشهای جدایهمشاهده گردید. دیگر

 T. r M13پروفایل پروتئینی نیز حاوی این باند پروتئینی بودند. 

نسبت به دیگر  تریضعیف Cel 61A (EG IV)ارای باند آنزیمی د

در این پروفایل پروتئینی بود.  موردمطالعه یافتهجهشهای جدایه

با وزن مولکولی  Cel 45A (EG V)چنین بالاترین بیان آنزیم هم

KDa21 یافتهجهشهای ترتیب در جدایهبه T. r M12 ،T. r 

M13  وT. r M9 های ی در جدایهترو به میزان کمT. r M11  و

T. r M10  مشاهده گردید. باند آنزیمی شارپ دیگری با وزن

 مشاهدهقابل یافتهجهشهای جدایهدر کلیه  KDa17مولکولی 

. باشدمیآنزیم اندوگلوکاناز  نوعیبهبود. این باند آنزیمی مربوط 

 T. r یافتهجهشهای ترتیب در جدایهبالاترین بیان این آنزیم به

M12 ،T. r M11 ،T. r M13 ،T. r M10  وT. r M9  مشاهده

 Cel 12Aفاقد باند آنزیمی  T. r M9 یافتهجهشگردید. جدایه 

(EG III)  با وزن مولکولیKDa25  وCel 61B (EG)  با وزن

دارای باند  T. r M10 یافتهجهشبود. جدایه  KDa27مولکولی 

نوعی  احتمالاًکه بود  KDa14آنزیمی شارپی در وزن مولکولی 

 یافتهجهش. این باند آنزیمی در جدایه باشدمیآنزیم اندوگلوکاناز 

T. r M12  شکلبود.  مشاهدهقابلنیز (d2 مقایسه پروفایل )

و   T. rerseiسلولاز در قارچ وحشی  هایآنزیمپروتئینی 

را نشان  T. r M14 ،T. r M15 ،T. r M16 یافتهجهشهای جدایه

دارای باندهای پروتئینی متفاوت در  هانمونه. کلیه دهدمی

بودند. باند آنزیمی  KDa175-5/14محدوده وزن مولکولی 

 مشاهدهقابل هانمونهدر کلیه  KDa142شارپی در وزن مولکولی 

 T. r یافتهجهش. جدایه باشدمی EG VIبود که مربوط به آنزیم 

M14  وT. r M15 قارچ  دارای بیان آنزیمی بالاتری نسبت به

در این پروفایل  T. r M16 یافتهجهشو جدایه  T. reeseiوحشی 

 Cel 6A (CBHو  Cel 7A (CBH I) هایآنزیمپروتئینی بودند. 

II ) مولکولی هایوزنبا KDa00  وKDa50  هاینمونهدر کلیه 

بودند. بالاترین بیان این آنزیم در  مشاهدهقابلمورد آزمون 

مشاهده گردید.  T. r M15و  T. r M14 یافتهجهشهای جدایه

و جدایه  T. reeseiدر قارچ وحشی  Cel 7A (CBH I)بیان آنزیم 

تری نسبت به دارای بیان پروتئینی کم T. r M16 یافتهجهش

 T. reeseiهای قارچ جدایهبودند. کلیه  Cel 6A (CBH II)آنزیم 

 Cel 12A (EGچنین جدایه وحشی این قارچ دارای آنزیم و هم

(III  با وزن مولکولیKDa25 یافتهجهشهای بودند. جدایه T. r 

M14  وT. r M15 چنین دارای باند آنزیمی دیگری در وزن هم

بودند. جدایه  Cel 61B (EG)مربوط به آنزیم  KDa27مولکولی 

دارای باند آنزیمی ضعیفی در وزن مولکولی  T. r M16 یافتهجهش

KDa21  مربوط به آنزیمCel 45A (EG V) های بود. جدایه

 باندهایچنین دارای هم T. r M15و  T. r M14 یافتهجهش

 KDa02الی  KDa02آنزیمی متعددی در محدوده وزن مولکولی 

 .باشندمیخانواده اندوگلوکاناز  هایآنزیمبودند که مربوط به 

در  KDa01با وزن مولکولی  Cel 5A (EG II)چنین آنزیم هم

، T. r M14 یافتهجهشهای جدایهو  T. reeseiگونه وحشی قارچ 

T. r M15  وT. r M16 بود. باند آنزیمی شارپ  مشاهدهقابل

نیز در این پروفایل پروتئینی  KDa17دیگری با وزن مولکولی 

. اشدبمیآنزیم اندوگلوکاناز  نوعیبهبود که مربوط  مشاهدهقابل

 T. r هتیافجهشهای ترتیب در جدایهبالاترین بیان این آنزیم به

M15  وT. r M14  مشاهده شد. باند آنزیمیCel 3B (BGL)  با
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 T. r M14 یافتهجهشهای تنها در جدایه KDa40وزن مولکولی 

خیلی  صورتبهمشاهده گردید. این باند آنزیمی  T. r M15و 

بود.  مشاهدهقابلنیز  T. r M16 یافتهجهشضعیفی در جدایه 

سلولاز در  هایآنزیمن مقایسه پروفایل پروتئی (e2) شکل

. دهدمیرا نشان  T. r M21الی  T. r M 18 یافتهجهشهای جدایه

در پروفایل پروتئینی  موردمطالعه یافتهجهشهای جدایهکلیه 

دارای باندهای پروتئینی متفاوتی در محدوده وزن مولکولی 

KDa175-5/14  .هایآنزیممشاهده گردید Cel 7A (CBH I)  و

Cel 6A (CBH II) مولکولی هایوزنترتیب با به KDa00  و

KDa50  بودند. آنزیم  مشاهدهقابلمورد آزمون  هاینمونهدرCel 

7A (CBH I) یافتهجهشباند شارپ تنها در جدایه  صورتبه T. 

r M19  تنها باند یافتهجهشهای جدایهمشاهده گردید و در دیگر 

 Cel 6A (CBH II)آنزیم بود.  مشاهدهقابلضعیفی از این آنزیم 

 EG بود. آنزیم توجهیقابلها دارای باند پروتئینی جدایهدر کلیه 

VI  با وزن مولکولیKDa142  در  موردمطالعه هاینمونهدر کلیه

 T. r یافتهجهشبود. جدایه  مشاهدهقابلاین پروفایل پروتئینی 

M19  دارای یک باند پروتئینی با وزن مولکولیKDa01  مربوط

 یافتهجهشهای بود که در دیگر جدایه Cel 5A (EG II)به آنزیم 

د چنین در این جدایه باننبود. هم مشاهدهقابلاین باند پروتئینی 

بود  مشاهدهقابل KDa17آنزیم اندوگلوکانازی با وزن مولکولی 

نسبت  T. r M21و  T. r M18های دایهجکه بیان این آنزیم در 

تاکنون بسیاری از  تر بود.دیگر بیش یافتهجهشبه دو جدایه 

کلاسیک جهت ارتقای تولید و فعالیت  زاییجهشهای تکنیک

رفته قرار گ مورداستفادههای مختلف میکروبی آنزیم سلولاز سویه

 ;Ike et al., 2010) نوالاینن وپترسون  و همکاران؛ایک ) است

Peterson and Nevalainen, 2012.) نتایج یطورکلبه ،

این تحقیق نشان داد امکان ایجاد تغییر در تولید  از آمدهدستبه

میزان پروتئین خارج سلولی و فعالیت سلولازی و تغییر در 

تولیدی در جهت بهبود عملکرد، در  هایآنزیمپروفایل پروتئینی 

های قارچی با توان اثر کاربرد پرتو گاما وجود دارد و ایجاد سویه

زیستی  یی در تجزیهترتر تولید آنزیم که پتانسیل بیشبیش

ترکیبات سلولزی، مدیریت بقایای گیاهی، تخمیر و بازیافت سلولز 

های زیستی را داشته باشند، و تولید زیست انرژی و دیگر فرآورده

 تنوع ایجاد با توسط موتاسیون کلاسیک ممکن است. موتاسیون

 تنوع شامل تکامل قسمتی دو فرآیند از بخشی در تر،بیش ژنتیکی

 موجودات تکامل و اصلاح در ترتیب بدین و دارد نقش اب،و انتخ

 موتاژنی اثرات با کننده گاما همیونیزه پرتو .است اهمیت حائز

در ایجاد تنوع در ذخیره ژنتیکی قارچ تریکودرمای بومی  خود

 ساده و کارآمد در ابزاری عنوانبهتواند کشور مؤثر بوده و می

افزایش تولید یا  منظوربهی میکروب هایاصلاح سویه هایبرنامه

 شود. گرفته کارهای مختلف بهفعالیت متابولیت
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