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چکیده
، Trichoderma harzianumیافتـه قـارچ   هـاي جهـش  هـاي کیتینـاز در جدایـه   منظور بررسی الگوي بیان آنزیماین پژوهش به

.Tهاي گونه ابتدا جدایه. نسبت به جدایه وحشی انجام شد harzianumگـري پرتوگامـا، در معـرض جهـش قـرار      250ز بهینـه وبا د
Sclerotiniaگیـاهی بیمـارگر آزمـون کشـت متقابـل در حضـور     بـا وحشـی و یافتـه جهـش هـاي جدایـه آنتاگونیستیتوان . گرفتند

sclerotiorumافزار تمامی آنالیزهاي آماري با نرم. مورد بررسی قرار گرفتSASدار و آزمون حداقل اختلاف معنی)LSD (  انجـام
همراه ي پروتئوم گونه وحشی بهو الگوSDS-PAGEها با آزمون الکتروفورز شده کلیه جدایههاي تولیدپروفایل پروتئینی آنزیم. شد

ImageMaster 2Dافزار بعدي و نرمبا سوبستراي کیتین کلوئیدي و با استفاده از تکنیک الکتروفورز دوTh M8جدایه جهش یافته 

Platinumهـاي یافته نسـبت بـه جدایـه وحشـی در تولیـد آنـزیم      هاي جهشنتایج نشان داد که اکثر جدایه. مورد بررسی قرار گرفت
همچنین نتایج آزمـون آنتاگونیسـتی   . دار بودندخارج سلولی کیتیناز، از نظر آماري در سطح پنج و یک درصد داراي اختلاف معنی

داري افزایش طور معنیبهS. sclerotiorumیافته نسبت به جدایه وحشی در مقابله با قارچ هاي جهشنشان داد، پتانسیل کنترل جدایه
از . درصد بازدارندگی بود43با Th M3درصد و72با Th M8ترتیب مربوط به جدایه کمترین بازدارندگی بهبیشترین و. یافته است

یافتـه در مقایسـه بـا جدایـه    جهشهاي پروتئینی جدایهطرفی الگوي پروتئوم بر اساس تکنیک الکتروفورز دوبعدي نشان داد که لکه
بیـان  توانـد منجـر بـه تغییـر در الگـوي      دهد که موتاسـیون مـی  موضوع نشان میاین . ی و کیفی متفاوت هستندصورت کمهوحشی ب
هـاي مـؤثر در   توانـد در تولیـد آنـزیم   کلی نتایج این مطالعه نشان داد که تکنیک پرتودهی گاما میطوربه. هاي مترشحه شودپروتئین

.هی مؤثر واقع شودهاي گیامایکوپارازیتیسم و بهبود پتانسیل کنترل بیولوژیک در مدیریت بیماري
تریکودرما، پرتو گاما، الکتروفورز یک بعدي، الکتروفورز دوبعدي، کیتیناز: واژه هاي کلیدي

مقدمه
هـاي گیـاهی جایگـاه    مهار زیستی در مـدیریت بیمـاري  

هاي اخیر توجه زیادي را به خـود  بسیار مهمی دارد و در سال
هــاي نــوینبــا توجــه بــه تأکیــد سیســتم. جلــب کــرده اســت

اسـتفاده از عوامـل مهـار    ،کشاورزي بر کشاورزي ارگانیـک 
هاي پروبیوتیک زیستی سازگار با محیط زیست مانند باکتري

عنـوان گزینـه   بههاي آنتاگونیستها و قارچگیاهی و باکتري
مناســبی بــراي پاســخ بــه بســیاري از عوامــل زیســتی و حتــی  

دید غیرزیستی که توسعه کمی و کیفی تولیدات گیاهی را ته
. )Pal & Gardener, 2006(کنند، مطرح شده است می

Trichoderma harzianumهــاي مهــم یکــی از قــارچ
شـود کـه   مورد استفاده در کنتـرل بیولوژیـک محسـوب مـی    

هـاي بیمـارگر و   سازوکارهاي متعددي براي حملـه بـه قـارچ   
یکی از سازوکارهاي عمده تریکودرما، . تقویت گیاهان دارد

ارازیتیسم است که عبـارت از تهـاجم مسـتقیم    فرآیند مایکوپ
ایــن فرآینــد شــامل رشــد. یــک قــارچ بــه قــارچ دیگراســت
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تریکودرما، شناسایی میزبان و اتصـال بـه آن، سـنتز و ترشـح     
کننـده  هـاي خـارج سـلولی هیدرولیز   ها و آنزیمبیوتیکآنتی

ترکیبات دیواره سلولی، نفـوذ هیـف و تجزیـه کـردن بافـت      
). Howell, 2003(میزبان است 

هـاي  قارچی تریکودرما، ژنبخش مهمی از سیستم ضد
ــزیم ــا،  کدکننـــده آنـ ــامل کیتینازهـ ــاي هیـــدرولیتیک شـ هـ

. پکتینازها هسـتند وگلوکانازها، سلولازها، پروتئازها، لیپازها
مطالعات نشان داده است که ترکیبـات آنزیمـی تریکودرمـا،    

گر در سبب تحلیل رفتن موضعی دیواره سـلولی قـارچ بیمـار   
کننده دیواره هاي تجزیهبرخی از آنزیم. شوندمحل تماس می

هاي آنزیم. ها کلون شده استسلولی، تخلیص شده و ژن آن
.Tکننده دیواره سلولی قارچ تجزیه harzianum  با برخـی از

افزایی صورت همهاي شبه تائوماتین بهها مثل پروتئینپروتئین
هاي طبیعی دفاعی گیـاه،  کنند و در تقویت سازوکارعمل می
Lorito(باشندمؤثر می et al, 1996.(

زاي از طرف دیگر، وقوع جهش توسط عوامـل جهـش  
هاي خارج سـلولی  ، میزان تولید پروتئین)اشعه گاما(تصادفی 
هــاي هیــدرولیتیک ماننــد کیتینازهــا و گلوکانازهــا، و آنــزیم

ــه   ــزان اســپورزایی را در گون هــاي ســرعت رشــد ریســه و می
همـین دلیـل، برخـی    بـه . دهـد تلف تریکودرما افزایش میمخ

هاي بیشتر و قدرت یافته با تولید متابولیتهاي جهشازجدایه
هاي گیـاهی موفـق عمـل    بالا در کنترل بیمارگرآنتاگونیستی

Shahbazi(اند کرده et al., 2014.(
هـا،  بیوتیککننده دیواره سلولی وآنتیهاي تجزیهآنزیم

یافتـه مـورد بررسـی قـرار     ل بیـوکنترل جهـش  در چندین عام
Howell & Stipanovic, 1983; Szekeres(انـد  گرفتـه  et

al., 2004( .ي هــاکننــده آنــزیمهــاي تولیــدمیکروارگانیســم
ایــن .تواننــد در کنتــرل بیولوژیــک مــؤثر باشــندکیتینــاز مــی

منظور به حداکثر رساندن کارایی در مهار زیسـتی  ها بهآنزیم
بیمــارگر گیــاهی داراي دیــواره ســلولی کیتینــی، هــاي قــارچ

Delacroix(باشند موردنیاز می et al., 1999.(
تحقیقـــات نشـــان داده اســـت کـــه بـــا پرتوتـــابی روي 

Gliocladium virensبیوتیک ویریدین افـزایش  ، تولید آنتی
یافته و در نتیجـه مهـار زیسـتی مـؤثري از خـود نشـان دادنـد       

(Howell & Stipanovic, 1983).  هـاي  در مقایسـه جدایـه
، نشـان داده شـد   T. harzianumیافته و گونه وحشـی جهش

یافته نسـبت بـه گونـه وحشـی، توانـایی      هاي جهشکه جدایه
کننـده دیـواره   هاي تجزیـه بیشتري براي ترشح و تولید آنزیم

Rhizoctoniaسلولی و در نتیجه کنترل قارچ  solani  عامـل ،
Montealegre(دارند فرنگی، پوسیدگی ریشه گوجه et al.,

ــترده  ). 2009 ــات گس ــین مطالع ــی  همچن ــه بررس اي در زمین
ها با کمـک تکنیـک پروتئـومیکس    هاي مترشحه قارچآنزیم

هاي بیوتکنولوژي در دهـه گذشـته   پیشرفت. انجام شده است
مطالعـات پروتئومیکسـی توســط ژل الکتروفـورز دوبعــدي و    

ــک ــر  تکنی ــش پ ــی، نق ــپکترومتري جرم ــاي اس ــاي وتئینه ه
کننـده دیـواره سـلولی را در    هاي تجزیهمتعددي شامل آنزیم

Tseng(مایکوپارازیتیســم مشــخص نمــوده اســت  et al.,

کیـــتکناســـت کـــه پروتئـــومیکس ثابـــت کـــرده). 2008
ها در پاسـخ بـه   شونده قارچهاي بیانقدرتمندي براي پروتئین

Bhadauria(تغییرات محیطی است  et al., 2007.(
ــارچ در بیشــ ــا ق تر مطالعــات پروتئومیکســی در رابطــه ب

T. harzianumهاي مترشحه تأکید شده ، بر شناسایی پروتئین
هـا در صـنعت نیـز اهمیـت زیـادي دارنـد       این پـروتئین . است

هـاي مـؤثر در تجزیـه    هایی بر مبناي شناسـایی آنـزیم  وتحلیل
هـاي تریکودرمـا، انجـام    ترکیبات لیگنوسلولزي توسط گونه

Monteiro(شده است  et al., 2010( . هـاي  بررسی پـروتئین
.Tدرگیـر در مایکوپارازیتیسـم قــارچ    harzianum و اثبــات

ــت   ــده اسـ ــام شـ ــز انجـ ــتی آن نیـ ــار زیسـ ــیت مهـ خصوصـ
)Grinyer et al., 2004 .(ــزیم ــوم آن هــاي شناســایی پروتئ

.Tلیگنوسلولازي در قارچ reesei   که توانایی تخریـب تـوده
هـاي شـاخه بازیـدومایکوتا و    قـارچ زیستی لیگنوسلولزي در

Adavآسـکومایکوتا را دارنـد نیـز توسـط      et al., (2012)

.مورد بررسی قرار گرفته است
هـاي  با توجه به تأکید مطالعات گذشته در تولید آنـزیم 

.Tوسیله قـارچ  هیدرولیتیک به harzianum   در ایـن مطالعـه ،
ینـاز و ارتقـاء   هـاي کیت بررسی الگوي بیان و افزایش تولید آنـزیم 

.Tاي ازجدایهتوان مهار زیستی در  harzianumعنوان یکـی  به
.باشدنظر میمدهاي بومی ایران، با استفاده از پرتوتابیجدایهاز 
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هامواد و روش
.Tجدایــه:هــاتهیــه جدایــه harzianum از مرکــز

جدایـه آن ایـن  .شداي کرج تهیه تحقیقات کشاورزي هسته
از خاك مزارع چغندرقنـد مزرعـه   1389-90در سال زراعی 

Shahbazi(تحقیقاتی دانشگاه فردوسی مشهد  et al, 2012;

Shahbazi et al., همچنـین قـارچ   . جداسـازي شـد  ) 2013
پزشـکی دانشـگاه   از گـروه گیـاه  S. sclerotiorumبیمـارگر  

از مـزارع کلـزاي   کـه ع طبیعی گرگان بعلوم کشاورزي و منا
Vakili(اسـتان گلســتان   & Rahnama, 2008 ( جداســازي

.، دریافت شدشد
جدایـه ابتـدا : هـا سازي جدایهپرتوتاپی و خالص

سیبمحیطرويبرسلسیوسدرجه28دمايدرتریکودرما
ــی ــتروز-زمین ــار-دکس ــت گرد) PDA(آگ ــدکش ــپس. ی س

سترون )sailine(سیلینمحلولازاستفادهباهاآناسپورهاي
هـا پلیـت سـطح از) مقطـر آبلیتـر یـک درNaClگـرم  نُه(

بـا تـابی، پرتوانجامبراياسپورهايسوسپانسیون. شدشسشو
. گردیـد تنظـیم لیتـر میلـی دراسـپور 1×106یکسـان جمعیت

ــپورها  ــداد اســ ــاتعــ ــتفادهبــ ــوللامازاســ ــمارگلبــ شــ
)hemocytometer(، دراســپورتعــداداسـاس بــروشـمارش

).  1394،همکـاران پـور و يناصـر (گردیـد محاسـبه لیترمیلی
پرتوتابی با استفاده از دستگاه گاماسل مستقر در پژوهشـکده  

ز وبـا د ) سازمان انرژي اتمی ایـران (کرج ايهستهکشاورزي 
Moradi(گري انجام پذیرفت 250بهینه  et al., 2013.(

کیتـین  : هاي کیتینـازي تریکودرمـا  تولید آنزیم
هـاي  تولیـد آنـزیم  عنوان منبع کـربن بـراي القـاء    کلوئیدي به

هـاي جهـش   تمامی جدایـه . کیتیناز مورد استفاده قرار گرفت
-، روي محـیط کشـت مالـت    T. harzianumیافته در گونه 

انکوبـاتور درجـه سلسـیوس در   28آگار کشـت و در دمـاي   
ها با استفاده از روزه جدایههاي هفتسپس پلیت. قرار گرفت

-108با جمعیـت  محلول سیلین شستشو و سوسپانسیون اسپور 
. شمار، تهیه شدلیتر با استفاده از لام گلبولاسپور در میلی107
ــه ــه   ب ــد میســلیومی انبــوه تریکودرمــا کشــت اولی منظــور تولی

TCMسوسپانسیون اسپوري درمحیط کامل رشد تریکودرما 

)Mandelset al., 1971 (انجام گرفت .pH  این محـیط روي

گلـوکز  ) ی حجمـی وزن ـ(درصـد 3/0تنظیم شد و به آن 5/5
یوس بـا سـرعت   درجـه سلس ـ 28سپس در دمـاي  . افزوده شد

متحـرك انکوبـاتور ساعت در 24مدت دور بر دقیقه به180
الـذکر بـا اســتفاده از   بعــد از مـدت زمـان فــوق  . قـرار گرفـت  

دقیقـه  7مـدت  دور در دقیقـه بـه  4500وژ با سـرعت  یسانتریف
. سازي شدندها، از محیط کامل رشد تریکودرما جدامیسلیوم

هـاي  هـاي هیـدرولیتیک، میسـلیوم   جهت القاي تولیـد آنـزیم  
محـیط  (تریکودرمـا  شده با سـیلین بـه محـیط تخمیـري    شسته

غلظـت  کننده آنزیم موردنظر بـه ماده القاء+ کامل تریکودرما 
ایـن  . منتقـل شـد  ) يدی ـکلوئنیتیکیحجم-یوزندرصد5/0

.تنظیم شدpH5/5محیط در 
ــل ج  ــت متقاب ــون کش ــهآزم ــارچ دای ــاي ق ه

گیري فعالیـت آزمون اندازه:بیمارگرتریکودرما با قارچ
)یافتـه وحشـی و جهـش  (هاي تریکودرمـا  بازدارندگی جدایه

بــا اســتفاده از روشS. sclerotiorumعلیــه قــارچ بیمــارگر 
پـنج  قطـر بـه  (یهاي میسـلیوم پلاك. کشت متقابل انجام شد

و قـارچ  سـت یآنتاگونهاي هاي تازه جدایهاز کشت) مترمیلی
حاوي محیط پتريظرفمتر از لبهمیلی10فاصله بیمارگر به

ــاي  PDAکشــت ــل یکــدیگر، تحــت دم ــه 28در مقاب درج
ــاتورسلســیوس در  ــد و بعــد از انکوب ــرار گرفتن ســاعت 72ق

Vasebi(بررسـی شـدند    et al., 2012 .(   درصـد ممانعـت از
.شدرشد قارچ بیمارگر بر اساس فرمول زیر محاسبه
IG %= (1-Cn/Co)×100

هـاي بیمـارگر در   میانگین قطر پرگنـه Cnدر این فرمول 
هــاي قــارچ میــانگین قطــر پرگنــهCoو ســمیآنتاگونحضــور 

.کنترل بیمارگر است
هـاي  الکتروفورز و تعیین وزن مولکولی آنزیم

.Tهاي مختلـف  کیتیناز تولیدي جدایه harzianum :
Laemmliسـاس روش  آزمون الکتروفورز یـک بعـدي بـر ا   

-و ژل تفکیــک% 4کننـده  بـا اسـتفاده از ژل متــراکم  (1970)

هاي جهش یافته و وحشی با براي تمامی جدایه% 5/12کننده 
سـازي  جهـت آمـاده  . سوبستراي کیتین کلوئیـدي انجـام شـد   

هاي آنزیمی، ابتدا مقدار پـنج  نمونه پروتئینی شامل کمپلکس
از هـر یـک از   TFMلیتر از مـایع رویـی محـیط تخمیـر    میلی
بـا  ) کیتینـاز (هـاي تولیـد آنـزیم    هاي حاصـل از تخمیـر  نمونه
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سپس رسـوب  . لیتر از استون سرد مخلوط شدمقدار پنج میلی
4500دن با سـرعت  پروتئینی آن، با استفاده از سانتریفیوژ کر

بعـد از  . آوري شـد دقیقـه جمـع  هفـت مـدت  دور در دقیقه به
میکرولیتر آب مقطـر دو  100رها، مقداخروج استون از نمونه

سـپس  . ها اضافه شد و به خوبی مخلـوط شـد  بار تقطیر به آن
پنجها اضافه شد و به مدت میکرولیتر از بافر نمونه به آن100

ــدار    ــه مق ــرارداده شــد و ب ــام آب جــوش ق ــه درحم 20دقیق
. ها در هر چاهک تزریق شدمیکرولیتر از نمونه

انجام شـد و  ) میلی آمپر20(آزمون الکتروفورز در آمپر ثابت
ــو   ــت بلــ ــی بریلیانــ ــتفاده از کوماســ ــا اســ ــورز بــ ژل الکتروفــ

R-250) (مولکـــولی از بـــراي تعیـــین وزن. آمیـــزي شـــدرنـــگ
بانـد در محـدوده وزن   12مارکرهاي سـاخت شـرکت سـیناژن بـا     

.دالتون استفاده شدکیلو5/10–175و 11- 245مولکولی 
و تنــوع بانــدهاي یتســیآنتاگونبراســاس نتــایج آزمــون 

منتخـب  عد اول، جدایه جهش یافتـه  آنزیمی در الکتروفورز ب
براي استخراج پـروتئین از  . براي آزمون دوبعدي کاندید شد

Vinzantروش  et al . با تغییرات اندك استفاده شد(2001)
دست آمده بـا اسـتفاده از روش   هتعیین غلظت پروتئین هاي ب

Bradford (1976)گیري از دستگاه اسـپکتروفتومتر  و با بهره
بدین منظور از کیـت خریـداري شـده از شـرکت     . انجام شد

مقدار پروتئین بهینه براي این مرحله یـک  . بیوراد استفاده شد
340ایـن مقـدار پـروتئین همـراه بـا      .گرم در هر ژل بودمیلی

لیتر بافر ژل بالا میلی10(2Dنمونه ) بافر(ماکرولیتراز ترکیب 
، )و آب مقطـر SDS ،HClگـرم  4/0م تـریس بـاز،   گر1/6(

لیتر محلول میلیSDS ،5/0گرم یکلیتر گلیسرول، میلیپنج
لیتـر  میلـی 20مرکاپتواتـانول،  -2لیتر میلییکبروموفنل بلو، 

30مخلـوط شـد و بعـد از گذشـت     ) آب مقطر دوبـار تقطیـر  
، pH10-3خطی، متري، غیرسانتیIPG)17دقیقه روي نوار 

IPGساعت به نوار 18مدت . بارگذاري شد) ت بیورادشرک

فرصت داده شد تا هیدراسـیون مجـدد در دمـاي آزمایشـگاه     
جهـت  . شـوند IPGهـا جـذب نـوار    انجام پـذیرد و پـروتئین  

و کریستاله شـدن اوره بـه   ) بافر(جلوگیري از تبخیر  ترکیب 
. ریختـه شـد  IPGلیتر روغن معدنی روي نـوار  میزان دو میلی

قرار IIفور عد اول در دستگاه مولتیوارها براي انجام بسپس ن
) میلی آمپر50(در سه مرحله با آمپر ثابت IEFانجام . گرفتند

مـدت یـک   ولـت بـه  500رسیدن به ولتاژ : شامل مرحله یک
مـدت یـک   ولت بـه 1000ساعت، مرحله دو رسیدن به ولتاژ 

ولـت بـا   52250ساعت و مرحلـه سـه کـه رسـیدن بـه ولتـاژ       
بعـد از  . ولـت در سـاعت انجـام گرفـت    8000سرعت ثابـت  

گیـري در  بعـد از روغـن  IPGدر مرحله اول نـوار  IEFانجام 
% DTT) (1داخل بافر متعـادل سـازي حـاوي دي تیوتریتـول     

سـازي  دقیقه قرار گرفت و در مرحله دوم متعـادل 15مدت به
سـازي حـاوي   دقیقه در محلول متعـادل 15مدت بهIPGنوار 

پـــس از تکمیـــل مرحلـــه . قـــرار داده شـــد% 3تامید یدواســـ
5/12آمید آکریلژل پلی(عد دوم الکتروفورز ازي، بسمتعادل

بعـد از اتمـام   . میلی آمپـر انجـام گرفـت   20در آمپر ثابت %) 
ــارج و رنــگ   الکت ــورز، ژل از دســتگاه خ ــزي شــد روف آمی

)Westermeier, 2005.(
و کیفی یبراي بررسی کم: هاتجزیه و تحلیل داده

افزار هاي دو بعدي اسکن شده از نرمهاي پروتئینی در ژللکه
ImageMaster 2D Platinumبــا اســتفاده از . اســتفاده شــد

ــانگین T-testآزمــون آمــاري  ــین درصــد می هــاي ، تفــاوت ب
انحـراف معیـار بـا    . هد مشـخص شـد  حجمی بین تیمار و شـا 

افـزایش  منظورهمچنین به. تعیین شدSPSS Ver.16افزار نرم
هـا در شـرایط جهـش و شـاهد،     یا کاهش میزان بیان پروتئین

میانگین درصد حجمی هر لکه در مرحله جهش بـه میـانگین   
عنـوان  ان لکه در مرحله شاهد تقسـیم و بـه  درصد حجمی هم

در تعیــین ) fold change(شــاخص تغییــرات بیــان پــروتئین 
قـرار  اسـتفاده میزان کاهش یا افزایش هر لکه پروتئینی مورد 

هـاي بـا بیـان متفـاوت و     بنـدي لکـه  منظـور گـروه  بـه . گرفت
بنـدي از  بیـان و تحلیـل گـروه   هاي پروتیئنی هـم شناسایی لکه

.استفاده شدPermutMatrix-1.9.3افزار نرم

نتایج
یـه جدا20یده،تریکودرماي پرتودیهصدها جدایانماز

اسـپور تولیـد توانـایی تنوع در ظاهر پرگنـه و  یشترینبيدارا
دریافتـه جهـش هـاي جدایـه سـایر ووحشیجدایهبهنسبت
.بودندمذکورگونه 

.Tو وحشی یافتهجهشهاي نتایج آزمون بازدارندگی جدایه

harzianumعلیهS. sclerotiorum ن و بیشـتری ، )1شکل (نشان داد
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72بـا  Th M8ترتیـب مربـوط بـه جدایـه     کمترین بازدارنـدگی بـه  
بـین  .)1جـدول  (درصد بازدارندگی بود 43با Th M3درصد و

و جدایه شاهد، ) Th M3و Th M11جز جدایه هب(هاهمه جدایه

بیشـترین  .داري در سطح پنج درصد وجـود داشـت  اختلاف معنی
و کمتـرین اخـتلاف   Th M8دار مربوط به جدایه اختلاف معنی

.)1جدول (بود ThM19دار مربوط به جدایه معنی

Trichodermaیافته هاي وحشی و جهشمتقابل جدایهکشت -1شکل  harzianum در مقابلSclerotinia sclerotiorum.
Fig. 1. Dual cultures of wild and mutant strains of Trichoderma harzianum against Sclerotinia sclerotiorum.
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S. sclerotiorumدر مقابل T. harzianumیافته وحشی و جهشهايجدایهبازدارندگیدرصد مقایسه و تفاضل میانگین-1جدول

Table 1. Mean comparision and difference in inhibition of wild type (WT) and mutant strains of T. harzianum

against S. sclerotiorum

Confidence interval 95% of
means differenceMean difference

to T. harzianum
WT

Growth inhibition(%)
± SEStrains

End of rangeThe beginning
of range

26.72*17.9622.3467.48 ± 0.54 abcdTh 1
25.94*17.1821.5666.71 ± 1.58 abcdeTh 2
2.60*- 6.162.6043.37 ± 2.63 gTh 3
26.51*17.7622.1367.28 ± 0.99 abcdeTh 4
26.12*17.3621.7466.89 ± 1.55 abcdeTh 5
29.71*20.9525.3370.48 ± 1.50 abTh 6
25.23*16.4720.8565.70 ± 1.81 abcdeTh 7
30.48*21.7226.1071.25 ± 1.45 aTh 8
28.30*19.5423.9269.07 ± 1.50 abcTh 9
24.26*15.5019.8865.03 ± 3.24 bcdeTh 10
7.60*- 1.163.2248.37 ± 2.13 gTh 11
24.30*15.5419.9265.07 ± 1.76 bcdeTh 12
23.48*14.7219.1064.24 ± 1.68 cdeTh 13
23.27*14.5118.8964.04 ± 2.56 cdeTh 14
24.86*16.1020.4865.63 ± 1.41 bcdeTh 15
22.66*13.9018.2863.43 ± 2.01 deTh 16
29.28*20.5224.9070.05 ± 1.52 abTh 17
21.06*12.3016.6861.82 ± 0.59 eTh 18
14.405.6410.0255.17 ± 1.03 fTh 19
14.635.8710.2555.40 ± 1.44 fTh 20

---45.15 ± 1.67 gTh WT
.اندمشخص شده* دارند با علامت یکدیگربا يداریاختلاف معن05/0سطح که در ییهاگروه

هــاي وحشــی و هــاي کیتینــاز در جدایــهالگــوي بیــان آنــزیم
با تکنیک الکتروفورز یک بعدي T. harzianumیافته جهش

SDS-PAGEيهـا لشـک (دسـت آمـده   هپروفایل پروتئینی ب
ــف، ب، ج و د-2 ــدها)الـ ــددي را در  ، بانـ ــی متعـ ي آنزیمـ

کیلودالتــون بــه نمــایش 5/10-175محــدوده وزن مولکــولی 
ها داراي باند پروتئینی با وزن مولکـولی  همه جدایه. گذاشت

) دازاستیل گلوکوآمینی ـ-Nبیانگر آنزیم (کیلودالتون 68-67
هاي جهش یافته ترتیب در جدایهبیان آنزیم مذکور به. بودند

Th M1 ،Th M4 ،Th M2 ،Th M3 وTh M5) 2شـکل-
Th، )الـف  M8وTh M7) هــاي ، کلیــه جدایـه )ب-2شـکل

، Th M16 ،Th M17هـاي و جدایه) ج-2شکل(جهش یافته 
Th M19 وTh M20)نسبت بـه جدایـه وحشـی    ) د-2لشک

T. harzianumپروفایل جدایه . بالاتر بودTh M6) ب- 2لشـک (
بانـدهاي  . دبوT. harzianumمشابه با پروفایل جدایه وحشی 

مولکولی بـالاتر  هاي استیل گلوکوآمینیداز با وزن-Nآنزیمی 
کیلودالتون نیز در 102و85کیلودالتون شامل باندآنزیمی 73از 

همچنین شـدت بانـد آنزیمـی    . قابل مشاهده است) ب- 2(شکل 
هـاي  در جدایـه ) کیلودالتون42با وزن مولکولی (42اندوکیتیناز

Th، )الـف - 2شـکل (ThM1وTh M4جهـش یافتـه    M10

، Th M17) ج- 2شـکل (Th M15و Th M11، )ب- 2شـکل (
Th M20 ،Th M19 وTh M16هـا و  سـبت بـه دیگـر جدایـه    ن

هـاي جهـش یافتـه و    در سـایر جدایـه  . جدایه وحشی بـالاتر بـود  
بیان ضعیفی از آنـزیم انـدوکیتیناز   T. harzianumجدایه وحشی 

Thدر جدایـه  . مشـاهده شـد  )کیلودالتـون 42با وزن مولکولی (

M4)31با وزن مولکـولی  یواضحباند پروتئینی ) الف- 2شکل
31کیلودالتون مشاهده شد که ناشی از حضور آنزیم اندوکیتیناز 

همچنـین بانـد آنزیمـی بـا     . بود) کیلودالتون31با وزن مولکولی (
ــن  36وزن مولکــولی  ــدوکیتیناز، در ای ــه ان ــوط ب ــون مرب کیلودالت

بالاترین بیـان آنـزیم انـدوکیتیناز    . یافته مشاهده شدجدایه جهش
Th M8و Th M9یافتـه  هـاي جهـش  کیلودالتـون در جدایـه  33

ــک( ــد ) ب- 2لش ــاهده ش ــا وزن   . مش ــري ب ــی دیگ ــد پروتئین بان
یافتـه  هاي جهشدر جدایه) اندوکیتیناز(کیلودالتون 36مولکولی 
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Th M8 ،Th M10 ،Th M9 وTh M7) مشـاهده  ) ب- 2شـکل
فاقـد ایـن بانـد    ) ب- 2لشک(Th M6یافتهاما جدایه جهششد،

دو ) ب- 2شـکل (Th M10در جدایه جهش یافتـه  . آنزیمی بود
بیانگر آنـزیم  (کیلودالتون 31باند آنزیمی دیگر با وزن مولکولی 

یافتـه  دو جدایه جهـش . کیلودالتون مشاهده شد17و ) اندوکیتیناز
Th M13 وTh M14)یواضحآنزیمی داراي باند) ج- 2لشک

کیلودالتون بودند که احتمالاً متعلـق  26و 5/24با وزن مولکولی 
ایــن بانــدهاي آنزیمــی در . باشــندبــه خــانواده انــدوکیتینازها مــی

دیگـــر وT. harzianumپروفایـــل پروتئینـــی قـــارچ وحشـــی 
هاي مـورد  همچنین کلیه نمونه. یافته مشاهده نشدهاي جهشجدایه

اســـتیل - Nروتئینـــی داراي بانـــد آنزیمـــی مطالعــه در پروفایـــل پ 
ــداز  ــولی (گلوکوآمینیـ ــا وزن مولکـ ــون67بـ ــد) کیلودالتـ . بودنـ

ThوTh M16 ،Th M17 ،Th M19یافتـه  هـاي جهـش  جدایـه 

M20)داراي بیان آنزیمی بالاتري نسبت به جدایه ) د- 2شکلTh

M18از طرف دیگر، آنـزیم انـدوکیتیناز بـا وزن مولکـولی     . بودند
شـکل (Th M17یافتـه  کیلودالتون در جدایه جهـش 36و 33، 31
بـا وزن مولکـولی   یواضـح در این جدایـه بانـد   . مشاهده شد) د- 2

Thکیلودالتون مشاهده شـد کـه ایـن بانـد آنزیمـی در جدایـه       14

M19 وTh M20)احتمـالاً  نیز قابل مشاهده است کـه ) د- 2لشک
.نوعی از آنزیم بتاگلوکاناز باشد

.T): 1(ترتیـب  بـه : الـف  (T. harzianumگونـه  جهش یافتـه هاي وحشی و هاي کیتیناز در جدایهپروفایل پروتئینی آنزیم-2شکل

harzianum WT)2 :(Th M1)3 :(Th M2)4 :(Th M3)5 (Th M4)6 (Th M5وM :ترتیب به: ب (، )مارکر پروتئین)1 :(
T. harzianum)2 :(Th M6)3 :(Th M7)4 :(Th M8)5 (Th M9)6(Th M10 وM :به ترتیب : ج(، )مارکر پروتئین)1 :(T.

harzianum ،)2 :(Th M11 ،)3 :(Th M12 ،)4 :(Th M13 ،)5 (Th M14 ،)6 (Th M15 وM :بـه ترتیـب   : د(و ) مارکر پروتئین)1 :(
T. harzianum ،)2 :(Th M16 ،)3 :(Th M17 ،)4 :(Th M18 ،)5 (Th M19 ،)6 (Th M20 وM :مارکر پروتئین.(

Fig 2. Profile of chitinase enzyme protein in the wild and mutant strains of T. harzianum (a: (1): T. harzianum

WT (2): Th M1 (3): Th M2 (4): Th M3 (5) Th M4 (6) Th M5 and M: protein marker, respectively), (b: (1):
T. harzianum (2): Th M6 (3): Th M7 (4): Th M8 (5) Th M9 (6 ) Th M10 and M: protein marker,
respectively), (c: (1): T. harzianum, (2): Th M11, (3): Th M12, (4): Th M13, (5) Th M14, (6) Th M15 and
M: marker protein, respectively and D: (1): T. harzianum, (2): Th M16, (3): Th M17, (4): Th M18, (5) Th
M19, (6) Th M20 and M: marker protein, respectively).
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و جدایـــه T. harzianumالگـــوي پروتئـــوم گونـــه 
هـاي جدایـه   پـس از جفـت نمـودن ژل   Th M8یافتـه  جهـش 

یافتـه و اطمینـان از بـالا بـودن میـزان      وحشی و جدایه جهـش 
تکرارپذیري و عدم وجود خطاي ناشی از تفاوت غلظـت در  

صـورت تکرارپـذیر   لکه بـه 256هاي مورد بررسی، تعدادژل
بـر ایـن   . )الـف و ب -3کلش ـ(رفـت  مورد شناسـایی قـرار گ  

هـاي متنـاظر داراي   اساس مقدار کمـی درصـد حجمـی لکـه    
آزمـون آمـاري   . )2جـدول  (ها مشخص شد تغییر بیان در ژل

T-test  238هـاي تکرارپـذیر   نشان داد که از تعداد کـل لکـه
کاهش بیـان  %) 13/3(لکه 8بدون تغییر بوده، %) 97/92(لکه 

طـور کـه در   همـان . ان داشـتند افزایش بی ـ%) 91/3(لکه 10و 
بـا وزن مولکـولی   (46شود، لکه شماره مشاهده می2جدول

اي دچـار افـزایش بیـان    طور قابل ملاحظـه به) کیلودالتون42
، 57، 38، 37هـاي شـماره   لکـه ). برابر4984/106(شده است 

ــه 254و 227، 199، 186، 184، 107 ــایر لک ــز س ــا  نی ــاي ب ه
نسـبت  Th M8یافتـه  جدایه جهشافزایش بیان هستند که در

علاوه بـر ایـن، در   . اندبه مرحله شاهد دچار افزایش بیان شده
ــروتئین   ــان برخــی پ ــزان بی هــا در ایــن مطالعــه کــاهش در می

هـاي بـا   کـه شـامل لکـه   مورد بررسی دیـده شـد  PIمحدوده 
البتــه . باشــدمــی150و 99، 96، 73، 65، 64، 62، 52شــماره 

هـاي  میـزان کـاهش در بیـان لکـه    شایان ذکر اسـت کـه ایـن   
نسـبت بـه مرحلـه    Th M8یافتـه  پروتئینـی در جدایـه جهـش   

که طوريبسیار ناچیز بوده است؛ بهIFشاهد، بر اساس میزان 
گیرتـر از میـزان   ها بسیار چشـم میزان افزایش در بیان پروتئین

. هاستکاهش آن
دسـت آمـده از آنـالیز    ههمچنین بـر اسـاس اطلاعـات ب ـ   

بیانی شناسایی شد که سه گروه بزرگ هم) 4شکل(ايشجره
.تري بودنددوگروه، واجد قرابت نزدیک

جدایـه  )الـف (کیلودالتـون  11-245و بـا وزن مولکـولی   3pH-10ماده کیتین کلوئیدي درمحدوده پروتئوم با پیشالگوي-3شکل
.Th M8یافتهجدایه جهش) ب(،T. harzianumوحشی 

Fig. 3. Proteomics pattern with colloidal chitin precursor, 10-3 pH and molecular weight in the range of 11-245

kDa (a) wild type isolate of T. harzianum, (b) mutant strain Th M8.

لفا

ب



139723سال،دوةشمار،ششمجلدپزشکی،گیاهدرزیستیمهار

.Th M8یافتهشو جدایه جهT. harzianumجدایه وحشیدار درهاي پروتئینی داراي تغییر بیانی معنیلکه-2جدول 
Table 2. The protein spots with significant expression changes in mutant strains and WT isolate T. harzianum Th M8.

Increase or
Decrease of
expressionFo

ld
ch

an
ge

(I
F)

%Vol. value for each protein spot ± SE

Sp
ot

N
um

be
r

MutantControl

Increase1.5480.339 ± 0.0006 bc0.216 ± 0.003 de37
Increase3.4160.415 ± o.022 b0.122 ± 0.002 f38
Increase106.4980.279 ± 0.017 c0.003 ± 0.00004 h46
Increase0.0120.003 ± 0.0005 g0.196 ± 0.013 e52
Increase2.0060.379 ± 0.013 bc0.189 ± 0.009 e57
Decrease0.000710.004 ± 0.002 g0.500 ± 0.033 c62
Decrease0.6020.374 ± 0.021 bc0.621 ± 0.006 bc64
Decrease0.4130.156 ± 0.011 de0.378 ± 0.003 cd65
Decrease0.3390.0946 ± 0.003 f0.279 ± 0.015 de73
Decrease0.1710.183 ± 0.016 d1.0068 ± 0.061a96
Decrease0.2090.156± 0.024 de0.742 ± 0.014 b99
Increase3.0170.645 ± 0.019 ab0.213 ± 0.018 de107
Increase0.0090.004 ± 0.0003g0.338 ± 0.003 cd150
Increase21.6410.229 ± 0.017 cd0.011± 0.008 g184
Increase40.080.125 ± 0.00008 e0.004 ± 0.0003 h186
Increase7.6880.652 ± 0.044 a0.085± 0.015 fg199
Increase4.8130.119 ± 0.006 ef0.025 ± 0.006 g227
Increase74.070.249 ± 0.016 cd0.004 ± 0.0002 h254

Th M8و جدایه جهش یافته T. harzianumدر الگوي پروتئوم آنالیز شجره-4شکل

Fig 4. Phylogenetic analysis of proteomics pattern of spots with significant expression of the mutant isolate T.
harzianum Th M8
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بحث
هـاي  هـاي کیتینـاز در جدایـه   پروفایل پروتئینـی آنـزیم  

-SDSبا استفاده از آزمون T. harzianumجهش یافته قارچ 

PAGE   دلیـل حجـم یکسـان   بـه . مورد بررسـی قـرار گرفـت
پروتئین تزریق شده به هر چاهک، بالاتربودن غلظت هر باند 

دهنده اختلاف بیان آنـزیم در  در این پروفایل پروتئینی، نشان
ورد م ـجدایـه . باشـد هاي مختلف مورد مطالعه مـی بین جدایه

) کیتیناز(کننده کیتین هاي تجزیهمطالعه در این تحقیق، آنزیم
ــلولی  ترشـــح مـــی ــه دیـــواره سـ کنـــد کـــه توانـــایی تجزیـ
Mach(هـا را دارد  هـا و بازیدیومیسـت  آسکومیسـت  et al.,

هــاي هــاي کیتینــاز تولیــد شــده توســط گونــهآنــزیم). 1999
اند؛ زیرا کیتین یکـی  تریکودرما بسیار مورد توجه قرار گرفته

هـا  از ترکیبات اصلی ساختار دیواره سلولی بسـیاري از قـارچ  
ــت  Viswanathan(اس et al., 2006 .(ــه ــل،  ب ــین دلی هم

ــاري   ــل بیم ــادي از عوام ــداد زی ــرل تع ــا در کنت زاي کیتینازه
Harman. گیاهی نقش مهمی دارنـد  et al گـزارش  (1998)

هاي تینولیتیک جدایهاند که با توجه به گونه، سیستم کیکرده
در . باشدآنزیم منفرد میهفتتا پنجقارچ تریکودرما، شامل 

مشخص شد، ایـن سیسـتم   T. harzianumمطالعه دقیق گونه 
بـا وزن  (گلوکوآمینیـداز  اسـتیل N)1،4(شامل دو آنـزیم بتـا   

، چهـار آنـزیم   )کیلودالتـون 73کیلودالتـون و  102مولکولی 
ــدوکیتیناز  ــون31و 42،33، 52(انـــ ــک ) کیلودالتـــ و یـــ

Lorito(اسـت  ) کیلودالتـون 40(اگزوکیتیناز  et al., 1993 .(
Harman et al بـا  (استیل گلوکوآمینیـداز  -Nآنزیم (1995)

T. harzianum، از قــارچ )کیلودالتــون102وزن مولکــولی 

TM   ــین ــد روي کیت ــان رش ــربن (در زم ــع ک ــزارش ) منب گ
آنـزیم مطـرح شـده    مطالعات نشان داد، ایـن همـان  . اندکرده

اخـتلاف در تخمـین وزن   اسـت و  Peberdy (1990)توسـط  
آنزیم . باشدعلت اختلاف در روش آزمایش میمولکولی، به

N-  استیل گلوکوآمینیداز دیگري، از قـارچT. harzianum

P1ــولی آن  خــالص ــازي شــد، وزن مولک ــون 72س کیلودالت
Lorito(تخمین زده شد  et al.,1998 .(حقیقـی  همچنین در ت

Firminoتوســـط   et al اســــتیل -Nآنــــزیم (2002)
ــا وزن مولکــولی   ــداز ب ــارچ68گلوکوآمینی ــون از ق کیلودالت

T. harzianumتخلیص شد .

اسـتیل گلوکوآمینیـداز   -Nهاي در این پژوهش، آنزیم
کیلودالتـون  67، با وزن مولکولی T. harzianumبراي قارچ 

اکثـر  . مشـاهده شـد  کیلودالتون75تري با وزن و باند ضعیف
گیـري  هاي کیتیناز اغلب به اندازهمطالعات روي تولید آنزیم
اند و مطالعات کمی در رابطـه بـا   فعالیت آنزیمی اکتفا نموده

. اندهاي آنزیمی مختلف تولید شده، پرداختهکمپلکس
چهـار انـدوکیتیناز بیــان شـده اسـت کــه توسـط قــارچ     

T. harzianum ،شودتولید می .Harman et al یک (1998)
ــا وزن مول  ــدوکیتیناز ب ــولی ان ــزارش  52ک ــون را گ کیلودالت

کیلودالتـون  42اندوکیتیناز دیگري با وزن مولکـولی  . ندکرد
Harmanتوسط  et al و مطالعات تحقیقـاتی متعـدد   (1998)

ــت   ــده اسـ ــزارش شـ ــر گـ Peberdy. دیگـ ــبه (1990) شـ
.Tقـارچ  کیلودالتون را از40اندوکیتینازي با وزن مولکولی 

harzianumهمچنــین زمــانی کــه قــارچ . گــزارش کــردT.

harzianum CECT 2413عنوان منبـع کـربن   روي کیتین به
ــا وزن مولکــولی   ــدوکیتیناز ب 37و 33رشــد داده شــد، دو ان

Harman. کیلودالتــــون تولیــــد شــــد et al (1998)

کیلودالتـون و  33اندوکیتینازهاي مشـابهی بـا وزن مولکـولی    
ــارچ کیلود31 ــون را از ق T. harzianumالت TM ــزارش گ

. اندکرده
42هاي اندوکیتیناز هاي آنزیمطبق گزارشات قبلی، ژن

ech(کیلودالتونی  Chit(کیلودالتـونی  33، انـدوکیتیناز  )42

ــداز ديßاســتیل-Nو ) 33 nag(گلوکوآمینی ــواره )1 ــا دی ب
Peterbauer(هـا یـا کیتـین کلوئیـدي     سـلولی قـارچ   et al.,

Limon(و گرسنگی کـربن  ) 1996 et al., 1995 (  تحریـک
ــه . شــودمــی ــا وزن  T. harzianumدرگون ــی ب ــد پروتئین بان

گردد کـه مشـابه آن در   کیلودالتون مشاهده می28مولکولی 
ــه  ــا وزن مولکـــولی   T. atrovirideگونـ ــوزان بـ 28کیتـ

. کیلودالتون گزارش شده است
نشـان  T. harzianumهـاي قـارچ   آنالیز زیستی جدایـه 

پذیري متـابولیکی ایـن قـارچ، منجـر بـه تولیـد       داد که تطبیق
. شــودهــاي هیــدرولیتیک مــیهــاي مختلفــی از آنــزیمســري

هـاي  هـاي تریکودرمـا بـه قـارچ    همچنین حمله مستقیم گونـه 
ــات   ــح ترکیب ــر ترش ــی ب ــاهی مبتن ــارگر گی ــدهبیم ز اي اپیچی

هـاي  ه سـلول کننـده در دیـوار  کننده و نفوذهایی تجزیهآنزیم
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هـاي  قارچ است کـه عمـده عملکـرد ایـن فرآینـد بـه آنـزیم       
ــه ــین و گلوکــان نســبت داده مــی تجزی ــده کیت شــود کــه کنن

ــرآن ــده    اکثـ ــی شـ ــین ویژگـ ــازي و تعیـ ــا، جداسـ انـــدهـ
)Benitez et al., 2004(.

رشد گونه مذکورهاي در آزمون کشت متقابل، جدایه
ــد  ــل بیمــارگر را محــدود کردن ــن کــاهش .عوام رشــد را ای

تــوان مربــوط بــه تسـخیر ســریع سوبســترا توســط عوامــل  مـی 
هاي خارج سلولی این عوامل به مهارزیستی و نشت متابولیت

سمت پرگنه بیمارگر نسبت داد، زیرا رشد سریع این عوامـل  
) سطح محیط کشـت (شرایط مناسبی را براي تصاحب مکان 

یـن  هاي خارج سلولی اکند و نشت متابولیتو غذا فراهم می
) خیري و بعد از رشد را داردأکه تولید ت(عوامل مهار زیستی 

Schirmbockتحقیقـات . کنندثیر را تکمیل میأاین ت et al.

(1994) ،Kucuk & Kvanc (2004)ــایج را ت ــن نت ــد أای یی
Hermosaهمچنـین  . کنـد مـی  et al. بـا قـرار دادن   (2004)

Roselliniaبیمـارگر  necatrix ،Phoma beta ،Fusarium

oxysporum f.sp dianthi وBotrytis cinerea در مقابــل
هاي مختلف به این چند جدایه تریکودرما روي محیط کشت

ــاجمی    ــدرت ته ــپورزایی و ق ــه اس ــیدند ک ــه رس ــد (نتیج رش
بــه نــوع قــارچ عامــل ) تریکودرمــا در مقابــل قــارچ بیمــارگر

.بیماري و ترکیب محیط کشت بستگی دارد
ر رابطـه بـا سیسـتم پروتئـومی     اطلاعات بسـیار کمـی د  

. تریکودرما وجـود دارد هاي جنسجدایهترشح شده بوسیله 
هـا  رغم این موضوع، مشخص شده است که این پروتئینعلی

نقش اساسی را در توانـایی کنتـرل زیسـتی برعهـده داشـته و      
که با استفاده از پرتـودهی بـا   T. harzianumهاي یافتهجهش

ــدند   ــاد ش ــرابنفش ایج ــعه ف ــیاش ــتی ، ویژگ ــاي آنتاگونیس ه
هاي مترشـحه را  اي به همراه نرخ بالایی از پروتئینیافتهبهبود

Szekeres(خـود نشـان دادنـد    از  et al., 2004.( هـاي  پـروتئین
فعـال سـاختن   مترشحه عمدتاً در شکستن دیواره سلولی و یا غیـر 

ســازي هــاي دخیــل در بیمــارگري کــه در فرآینــد آلــودهآنــزیم
. )Elad & Kapat, 1999(باشند ارند، دخیل میگیاهی نقش د

ــه    ــومی در جدای ــوي پروتئ ــه، الگ ــن مطالع ــاي در ای ه
.Tیافتـه و وحشـی گونـه    جهش harzianum   در واکـنش بـه

ــت   ــرار گرف ــابی ق ــورد ارزی ــدي م ــین کلوئی . سوبســتراي کیت

هـاي وحشـی، الگـوي    یافته نسبت به جدایههاي جهشجدایه
د که تأییدکننده نتایج آزمـایش  پروتئومی متفاوتی نشان دادن

در زمینه تولید میزان بیان SDS-PAGEقبلی ما در آنالیزهاي 
. هـاي کیتینـاز بـود   متفاوت و الگوهـاي بیـان متفـاوت آنـزیم    

یـابی  هاي پروتئینـی بـراي تـوالی   چند در این آزمایش لکههر
ارسال نشد، ولی براساس میزان وزن مولکولی و با استفاده از 

دسـت آوردن تعـدادي   هبExpasyسرور TagIdentافزار نرم
یـــابی اســـت  هـــاي پروتئینـــی قابـــل دســـت    از کـــلاس 

)Nasiri et al., 2011 .(هـا بـا بیـان    دامنه نسبتاً بالاي پروتئین
متفاوت از نظر وزن مولکولی، حاکی از وجود سازوکارها و 

ــترده  ــوژیکی گس ــیرهاي بیول ــد  مس ــارچ در تولی ــن ق اي از ای
هاي با بیان افتراقی نشـان  طیف گسترده لکه. شدباها میآنزیم
ــی ــترده  م ــازوکارهاي گس ــه س ــد ک ــش  ده ــین جه اي در ح

رات حـداقل در سـطح   ی ـشـوند و ایـن تغی  دستخوش تغییر می
ــروتئین خــود را نشــان مــی  ــروتئین. دهــدپ ــن پ هــا عمــدتاً ای

بـا وزن  (46لکـه شـماره   هاي کیتینازي بودند؛ چرا که آنزیم
اي دچــار طــور قابــل ملاحظــهبــه) تــونکیلودال42مولکــولی 

کـــه آزمـــایش قبلـــی را تأییـــد اســـت افـــزایش بیـــان شـــده 
Grinyer.دکن ـمـی  et al هـاي بیـان کردنـد کـه جدایـه    (2004)

هـاي  گیـاهی، آنـزیم  هـاي بیمـارگر  تریکودرما در مقابله با قـارچ 
ایـن  . کننـد پروتئاز را همزمان بـا کیتینـاز و گلوکونـاز تولیـد مـی     

، pHتوانند در شرایط سخت محیطی از نظر دمایی و یها مآنزیم
.زنده بمانند

گیري کلینتیجه
دهـد  از این تحقیق نشـان مـی  کلی، نتایج حاصلطوربه

تواند در تقویت فعالیت که القاي جهش توسط پرتو گاما می
عوامـل مختلفـی   . هاي کیتینـاز تریکودرمـا مـؤثر باشـد    آنزیم

فعالیت آنزیم تولید شده از یک تواند با ایجاد تغییرات درمی
هـاي آنزیمـی   ت فعالیتتقوی. جدایه جهش یافته مرتبط باشد

کننده یا هاي تنظیملت افزایش سطح پروتئینعممکن است به
هـاي آنزیمـی باشـد    ي فعالیـت کننـده هاي تقویـت کوفاکتور

)Chandra et al., 2009.(
ایجاد دست آمده از این تحقیق نشان داد امکان نتایج به

ــت      ــلولی و فعالی ــارج س ــروتئین خ ــزان پ ــد می ــر در تولی تغیی
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هاي کیتیناز، با کمک پرتـو گامـا وجـود دارد و بـدین     میآنز
یافتـه بـا تـوان    هاي قارچی پرتو دیـده و جهـش  ترتیب جدایه

هاي کیتیناز، پتانسیل بیشـتري در مـدیریت   بالاي تولید آنزیم
هـاي  رآوردهبقایاي گیاهی و تولید زیست انـرژي و دیگـر ف ـ  

درك تغییرات محتـوي پروتئینـی در   . زیستی خواهند داشت
هاي جهش یافته و وحشی، مقابله با عوامل بیمارگر در جدایه

کننده در یکی از مهمترین مراحل براي شناسایی عوامل تعیین
تـر، یعنـی   ایـن امـر در ابعـاد گسـترده    . باشدکنترل زیستی می

ــروتئین هــايثر در جدایــههــاي مــؤجداســازي و شناســایی پ

توانـد، محققـان را در   اي مانند تریکودرما میهاي رشتهقارچ
.طراحی استراتژي مهار زیستی یاري کند

سپاسگزاري
ــماره     ــروژه ش ــتفاده از پ ــا اس ــه ب ــن مقال A88A099ای

ــته  ــون هس ــوم و فن ــگاه عل ــی اي، پژوهش ــرژي اتم ــازمان ان س
اجــرا و نگارنــدگان از همکــاري آن پژوهشــگاه و گــروه    

شناسی دانشکده کشاورزي گرگان تشکر و قـدردانی  بیماري
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Abstract:

This study was conducted to investigate the expression pattern of chitinase in mutant strains of the fungus

Trichoderma harizanum, to the wildisolate. For this purpose, the strains of T. harizanum were subjected to

mutation with optimum doses of 250 Gy of gamma radiation. Both the anti-mutant and wild strains were

studiedwith the dual culture on the plant pathogen Sclerotinia sclerotiorum. All statistical analyzes were

performed with SAS software and test least significant difference (LSD). The profile protein of produced

enzymes by all strains using SDS-PAGE electrophoresis and proteome pattern of wildisolate with Th M8 mutant

strains by colloidal chitin substrate was investigated using two-dimensional electrophoresis techniques and

software ImageMaster 2D Platinum.The results showed that the majority of mutant strains compared to wild

strains in the production of extracellular enzyme chitinase, were significantly different in the 1% and 5%. The

results of the test antagonist showed that the potential control mutant strains compared to wild strains of the

fungus S. sclerotiorum cope with significantly increased. The highest and lowest inhibition is related to strain

ThM8 to 72% and ThM3 to 43%, respectively. On the other hand,the proteome pattern based on, two-

dimensional electrophoresis technique showed that the protein spots of mutant strains compared to wild type

isolates different both quantitatively and qualitatively. This suggests that mutations can lead to a change in the

pattern of expression of the protein is secreted. The results of this study showed that gamma irradiation

techniques can be effective in the production of enzymes in maycoparasitism and improvement biological

control potential of plant diseases to be effective in management.
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