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 1فرنگیس امیرلوو  3شیده موجرلو ،2، حامد عسکري*2، سمیرا شهبازي1خدیجه باقري

 28/12/1396 /  چاپ: 10/10/1396پذیرش: / 22/4/1396دریافت: 

  ایران شگاه زنجان، زنجان،کشاورزي، دان ةگروه زراعت و اصلاح نباتات، دانشکد1

   ، ایراناي، سازمان انرژي اتمی ایرانپژوهشگاه علوم و فنون هستهاي، شاورزي هستهک ةپژوهشکد2

   ، شاهرود، ایرانشاهرودصنعتی کشاورزي، دانشگاه  ، دانشکدةباغبانی و گیاهپزشکیگروه 3

  sshahbazi@nrcam.orgمسئول مکاتبات:٭

قــارچ  لازي متنــوع درهــاي ســلوآنــزیمبــا وجــود تولیــد ته شــده هســتند. ز با فعالیت آنزیمی بــالا بســیار شــناخنظرتولید سلولااز Trichoderma سردههاي گونه .چکیده

آمیــز نبــوده مهــاي ســلولازي آنهــا در تبــدیل زیســتی پســماندهاي ســلولزي چنــدان موفقیــتتولید، استفاده از آنــزي زیاد کرد آنزیمی پائین و هزینۀعلت عمل، بهتریکودرما

بــا پرتــو گامــا  جهــشبا توان تولید بیشتر آنزیم سلولاز بــا اســتفاده از القــاي  Trichodera viride گونۀ هاي موتانتی ازجدایهیابی به تحقیق حاضر با هدف دست است.

 بــار واکشــتپــنجمنظــور بررســی پایــداري بــهزده ورهاي جوانهگري تحت پرتوتابی با گاما قرار گرفت. اسپ 250 دوزانجام گرفته است. سوسپانسیون اسپور قارچ در اپتیمم 

یــک،  هاي ســلولزي کاغــذ صــافی واتمــن شــمارةانتخــاب شــدند. فعالیــت ســلولازي بــا اســتفاده از سوبســترا موتانت با قابلیت اسپورزایی بهترهاي جدایهو از بین آنها  شدند

هاي موتانــت بــا جدایــههــاي ســلولازي . پروفایــل پروتئینسنجیده شد IUPACاساس دستورالعمل و بر ديکلوئیکربوکسی متیل سلولز، آویسل، سلولز باکتریایی و سلولز 

 و بیشــترین M21 موتانــت جدایــۀ در U/mg 40/74و  43/92 بــا  ترتیــبو فعالیــت آنــزیم آویســلاز بــه سلولاز کــلبیشترین فعالیت بررسی شد.  SDS-PAGEآزمون 

دار در فعالیــت یافتــه بــه افــزایش معنــیهــاي جهشجدایــهدرصــد از  38گامــا در  کــاربرد اشــعۀ طــور کلــیهبــ مشاهده شد. M18انت موت جدایۀدر  اندوگلوکانازي فعالیت

لاي آنــزیم توانــایی تولیــد مقــادیر بــا توان استفاده کرد کهمی هاي موتانتیجدایهیابی به روشی ساده و کارآمد براي دستمنزلۀ این روش بهاز ، همچنینشد.  منجر سلولازي

  .ته باشندهاي میکروبی را داشو دیگر متابولیت
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Abstract. Trichoderma species have been famous for production of cellulases with relatively high enzymatic activity. 
However, attempts to use their cellulolytic enzymes in the bioconversion of cellulosic wastes have not been successful 
because of high cost of production and low enzymatic yields. This study aimed to obtain gamma-induced mutants of T. 
viride with enhanced extracellular cellulase production. Spore suspensions were exposed to γ-rays at 250 Gy as 
optimum dose. After irradiation, all germinated spores were grown onto PDA plates and mutant strains with better 
sporulation were selected and subcultured five times to test their stability. Cellulase activity was tested using Whatman 
No. 1 filter paper, carboxymethyl cellulose, avicel, bacterial cellulose and walseth cellulose according to the IUPAC 
recommendation. Extracellular proteins profiles of mutant strains were studied via SDS-PAGE. The maximum activity 
of total cellulase and avicelase were observed in the isolate of M21 (92.43 and 74.40 U/mg, respectively) and maximum 
endo-glucanase activity was observed in M18 mutant. The results of this study showed that the application of gamma 
ray led to a significant increase in Cellulose activity of 38 percent of mutant strains. Thus, this method could be used as 
a simple and efficient way to achieve strains with the ability to produce high levels of enzymes and other biological 
metabolites. 
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  مقدمه

در  آناز استفاده پتانسیل علت به سلولازآنزیم اهمیت  ،امروزه   

 ،نزدیک ةدر آیند. تکنولوژي اتانول در حال افزایش است ۀتوسع

- تبدیل زیستی بیوماس لیگنو، سلولازهاي مهم یکی ازکاربرد

. (Dillon et al., 2008)سلولزي به سوخت اتانول خواهد بود 

و  تریکودرمایژه سلولاز دو قارچ وهاي سلولازي بهآنزیم

اند. درصد بازار آنزیم دنیا را از آن خود ساخته 20 آسپرژیلوس

تولید آنها، دو  هاي سلولازي و هزینۀ زیادکم آنزیم کردعمل

رو، رود. ازهمینشمار میلش اصلی در کاربرد صنعتی آنها بهچا

ر د اًهاي متعددي براي ارتقاي فعالیت سلولازي، خصوصروش

ها در شود. بیشتر این تلاشکار گرفته میبه تریکودرماسرده قارچ 

گلوکوزیدي جهت افزایش فعالیت سلولاز کل یا فعالیت بخش بتا

  .(Awafo, 1997)سیستم سلولازي است 

ترین منابع یکی از مفید تریکودرماهاي مختلف که گونهازآنجا   

جه خاصی به تولید ، توهستندسلولز  کنندةهاي تجزیهتولید آنزیم

طریق شناسایی و ایجاد هاي سلولازي توسط این قارچ، ازآنزیم

 ,.Persson et al( شده است ،نظر تولید آنزیمهاي برتر ازگونه

قارچی گزارش  زيفعالیت سلولاکه ، 1960 ۀآغاز ده از ).1991

هاي جدایهدر جهت تغییر ژنتیکی  توجهیهاي شایان ، تلاششد

یی تولید افرض افزایش کار کشت با سازينهو بهی تریکودرما

 جملهازهاي متعددي روش ،اخیر ۀدر دهو  رفتگسلولاز صورت 

پرتو فرابنفش ومهندسی ژنتیک استفاده از  هاي شیمیایی،جهش

 سلولاز بیشتر در ةهاي تولیدکنندجدایهآوردن دستبراي به

 & Muthuvelayudham( اولویت قرار داشته است

Viruthagiri, 2006.(  

هاي سلولازي در صنایع مختلف با توجه به پتانسیل کاربرد آنزیم   

 در تولید این نوع آنزیم، تحقیق تریکودرماو نیز اهمیت نقش قارچ 

بومی  تریکودرماژنتیکی قارچ  با هدف ایجاد تنوع در ذخیرة حاضر

، آنزیمی بیشترفعالیت هاي جدید با توان یابی به ژنوتیپو نیز دست

 قارچی ۀگون با پرتو گاما در جهشاستفاده از القاي با 

Trichoderma viride  .انجام گرفته است 

  

  هامواد و روش

  T. virideجداسازي قارچ 

  برداري از خاك اطراف، نمونهتریکودرمابراي جداسازي قارچ    

مزارع کشت محصولات مختلف انجام گرفت و سوسپانسیون  ۀریش

 -دکستروز -سیب زمینی ةعصار کشت هاي خاك به محیطنمونه

- از تهیۀ کشت تک پس ،حاصل هايپرگنهانتقال داده شد.  آگار

- با استفاده از کلید شناسایی قارچ ،سازي)منظور خالصاسپور (به

ها و فیالید شناسیریخت هايویژگیو براساس هاي ناقص 

ي اجراي ها براو جدایه شناساییها نتوژنز کنیدیوموو اها فیالوسپور

  تحقیق انتخاب شدند. 

  جهشمنظور القاي یابی بهدوزعملیات 

  تریکودرمادر ژنوم قارچ  

- ها (اسپورهاي غیردر ژنوم قارچ، کنیدیوم جهشمنظور القاي به   

اندام هدف براي پرتوتابی انتخاب شدند. سطح مثابۀ جنسی) به

روي محیط کشت  روزة قارچحاوي کشت هفت تشتک پتري

PDA  بهشو داده شد. سپسوشستاستریل  نمکیمحلول با ، -

آوري و تراکم جمعپتري ها از سطح کمک لوپ استریل، اسپور

ها در این سوسپانسیون در زیر میکروسکوپ نوري با استفاده اسپور

 تنظیم شد.لیتر اسپور در میلی 710در غلظت  شمارگلبولاز لام 

 -صفر دوز دامنۀ 9ر اسپورها د عملیات پرتوتابی بر سوسپانسیون

قالب  ی درمگر 450 -400 -350 -300 -250 -200 -150 -50

استفاده از دستگاه گاماسل با چشمۀ کبالت طرح کاملاً تصادفی با 

ی در ثانیه مستقر مگر23/0 دوزکوري و نرخ  2500 ، اکتیویتۀ60

اي کرج تی و پزشکی هستهدر مرکز تحقیقات کشاورزي، صنع

شده براي هر زنی اسپورهاي پرتوتابیوانهرفت. درصد جانجام گ

- در محدودة بزرگزده (هاي جوانهبا شمارش اسپور دوز محدودة

 ,.Moradi et alگیري شد (میکروسکوپ نوري) اندازه 10نمایی

2013.(  

گیري غلظت پروتئین خارج سلولی تولید شده در اندازه

  محیط کشت تخمیري 

روش هاي مختلف آلبومین بهبا استفاده از غلظت ،در ابتدا   

پروتئین محلول  ،سپس .منحنی استاندارد رسم شد ،بردفورد

)1-mg.ml ( در مایع فوقانی محیطTFM گیري شد. اساس اندازه

، استهاي بیوشیمیایی ترین روشاین روش که یکی از دقیق

سنجی است. تغییر رنگ متفاوت کماسی استفاده از تکنیک رنگ

دهد و هاي مختلف پروتئین رخ میپاسخ به غلظت بلو دربریلیانت 

به  نانومتر 365از  حداکثراتصال آن به پروتئین سبب انتقال جذب 

  با قرائت جذب نمونه . (Bradford, 1976)شودمینانومتر  595
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 غلظت پروتئین آنها با منحنی استاندارد، مقایسۀهاي مجهول و 

 Shahbazi( خمیري محاسبه شددر محیط کشت تسلولی خارج

et al., 2016).  

  سنجش فعالیت آنزیم سلولاز  

 ,IUPAC (Ghose  الیت آنزیم سلولاز براساس سیستمفع   

گیري شد و اندازهاستاندارد مثابۀ و با استفاده از گلوگز به (1987

گزارش شد.  Units/mgاساس واحد فعالیت آنزیمی ویژه بر

اساس واحد ت آنزیم برمقدار فعالی صورتفعالیت آنزیمی ویژه به

Unit/ml  که در آن هر)Unit  یک مقدار آنزیمی است که

گلوکز) را در دقیقه از سوبستراي کننده (قند احیامول میکرو

کند) به مقدار کل پروتئین موجود در محیط میسلولزي آزاد 

)(mg/ml شودتعریف می )Shahbazi et al., 2014.(  

  (FPase) گیري فعالیت سلولاز کلاندازه

مایع فوقانی  لیترمیلیگیري فعالیت سلولاز کل از نیمبراي اندازه   

سوبسترا منزلۀ به یک و کاغذ صافی واتمن شمارة TFMمحیط 

 دستگاه ها با استفاده ازجذب نوري نمونه استفاده شد.

قرائت شد و مقادیر جذب  نانومتر 540اسپکتروفتومتر در طول موج 

 ,.Shahbazi et al( شدد آنزیمی تبدیل ها به واحنوري نمونه

2014.(  

  (CMCase)تعیین فعالیت اندوگلوکانازي 

کانازي از کربوکسی متیل گیري فعالیت اندوگلوبراي اندازه   

از مایع فوقانی محیط کشت  لیترمیلی 5/0سوبسترا و منزلۀ سلولز به

TFM شد استفاده )Shahbazi et al., 2016.(  

  (Avicelase) ت اگزوگلوکانازيگیري فعالیاندازه

درصد 5/0الیت اگزوگلوکانازي از محلول گیري فعبراي اندازه   

از مایع فوقانی محیط کشت  لیترمیلی5/0 سوبسترا ومثابۀ آویسل به

TFM شد استفاده )Shahbazi et al., 2016(.  

  SDS- PAGEالکتروفورز

- به SDS-PAGEبراي بررسی الگوي پروتئینی از الکتروفورز    

پیوسته (ژل ردیف نا در سیستم )Laemmli, 1970( لاملی روش

  .شد) استفاده درصد12 کننده،درصد و ژل تفکیک5/4 کننده،

  

  نتایج و بحث

 مناسب پرتوتابی تعیین محدودة

ساعت از  24پس از گذشت  ،زنی اسپوردرصد جوانه مقایسۀ  

ترین اسبمنظور تعیین منمختلف به دوز 9در  ،زمان پرتوتابی

محدوده جهت پرتوتابی، تیمارها را در چند گروه مختلف قرار 

 تدریجزنی اسپور به، قدرت جوانهدوزداد. با افزایش در میزان 

زنی ی، جوانهمگر 450 دوز تابی در محدودةکاهش یافت و پرتو

). براساس 1 جدول( کردطور کامل متوقف اسپور قارچ را به

جذبی  دوز)، معیار Safaie )2008 و Ahari Mostafavi مطالعۀ

ها ظهور مناسب براي القاي موتاسیون غیرکشنده در میکروارگانیسم

 زنی اسپور بعد از پرتوتابی استدرصد جوانه 50تا  40تقریباً 

)Moradi et al., 2013.( ی، بهمگر 250 دوزاساس، برهمین -

ریکودرما منظور القاي موتاسیون در ژنوم قارچ تبه بهینه دوزمثابۀ 

  .شدانتخاب 

گیري غلظت پروتئین خارج سلولی در محیط کشت اندازه

  تخمیري 

- هاي جهششده براي جدایهگیرياندازه سلولیخارجپروتئین   

قرار دارد. بیشترین  182/0تا  mg/ml05/0) ( محدودة یافته در

است که مربوط  mg/ml182/0با M2غلظت پروتئین، به جدایۀ 

برابري  5/1، افزایش mg/ml120/0  وحشی بانسبت به جدایۀ 

هاي سرده اي خصوصاً قارچهاي رشتهقارچداده است.  نشان

سلولی دارند زیادي براي تولید پروتئین خارج، ظرفیت تریکودرما

)Durand et al., 1988کمک جهش ) که این ظرفیت، به

 Vu et)(ها افزایش یافته است هاي بهبود جدایهتصادفی در برنامه

al., 2011 .  

  سنجش فعالیت سلولاز

ه بستوا شدهمیزان هیدرولیز سوبسترا به ترکیب منبع کربنی استفاده

هاي مدل هیدرولیز از سوبسترا هاياست  دارد. براي انجام آزمایش

هاي یکسان با چیزي رچه فاقد ویژگیمتفاوتی استفاده شد که گ

ی از خود نشان ت گیاهسلولی ترکیبا هستند که سلولز در دیوارة

دادن منظور نشاناي بهشکل گستردهدهد، در تحقیقات بهمی

هاي معمولی روند. سوبستراکار میکردي آنزیم بههاي عملتفاوت

شامل کاغذ  روندکار میولازي بهکه در تعیین فعالیت سیستم سل

  سلولز هستند.-αصافی، کربوکسی متیل سلولز، آویسل و 

- ز باکتریایی و سلولز آمورف هم بهها، سلولکنار این سوبسترادر  

کار گرفته گیري فعالیت آنزیمی بهسوبستراي مدل در اندازهمثابۀ 

ها ازنظر ازآنجاکه تفاوت جدایه .(Andersen, 2007)شوند می

سلولی، امکان مقایسۀ مستقیم بین میزان غلظت پروتئین خارج

 مقایسۀ فعالیتدهد، بهتر آن است فعالیت آنزیمی آنها را نمی
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  .اشعه گاما دوز 9زنی اسپور قارچ تریکودرما در درصد جوانه میانگین مقایسۀ -1 جدول

Table 1. Mean comparison of Trichoderma spore germination rate in nine doses of gamma ray. 

 
 .T. viride ۀهاي وحشی و موتانت گونجدایه U/mg) (FPaseمیانگین  ۀمقایس -2جدول 

 Table 2. Mean comparison of FPase (U/mg) of wild and mutant strains of T. viride. 
  

  )U/mgفعالیت آنزیمی ویژه (  قارچ ایۀجد  )U/mgفعالیت آنزیمی ویژه (  قارچ جدایۀ

T. viridecontrol 29/75kl* T. virideM11 29/03kl 

T. viride M1 24/62lmn T. viride M12 37/06ghi 

T. viride M2 19/51n T. viride M13 31jk 

T. viride M3 22/73mn T. viride M14 42/34fg 

T. viride M4 28/35kl T. viride M15 49/82de 

T. viride M5 31/44jk T. viride M16 67/03b 

T. viride M6 27/60klm T. viride M17 49/52e 

T. viride M7 36/91hi T. viride M18 52/52de 

T. viride M8 32ijk T. viride M19 54/43cde 

T. viride M9 36/38hij T. viride M20 71/01b 

T. viride M10 30/15kl T. viride M21 92a 

  

در مایع فوقانی ها برمبناي غلظت پروتئین موجود سلولازي جدایه

رو، ). ازهمینMartins et al., 2008محیط تخمیر صورت گیرد (

فعالیت آنزیمی ها براساس در تحقیق حاضر، فعالیت آنزیمی جدایه

به مقدار ) Units/ml(صورت مقدار فعالیت آنزیم ویژة آنها، به

  گزارش شده است. شود،کل پروتئین تعریف می

  سنجش فعالیت سلولاز کل

دة آن (گلوکز)، مستلزم ساکارید سازنتجزیۀ کامل سلولز به مونو   

- افزایی اجزاي مختلف سیستم سلولازي (اندوگلوکانازفعالیت هم

ها) است. فعالیت سلولزي ها و بتاگلوکوزیدازگزوگلوکانازها، ا

کنش این ة برهمدهندشود، نشانهم نامیده می FPaseکه  ،کل

راي ها با سوبستراي سلولزي است و با استفاده از سوبستآنزیم

که در ساختار خود شامل  ،یک ناهمگن کاغذ صافی واتمن شمارة

 Xu)شود گیري میهر دو بخش کریستالی و آمورف است، اندازه

et al., 2011( .بیشترین فعالیت  2جدول  اس نتایجبراسFPase  با       

Unit/mg 43/92  به جدایۀM18  است که نسبت به جدایۀ مربوط

برابر شده  9/1دارد،  Unit/mg 33/48که فعالیتی برابر با  ،وحشی

 است. 

  (CMCase)سنجش فعالیت اندوگلوکانازي 

شکل هاي گلیکوزیدي داخلی را بهها پیونداندوگلوکاناز   

کنند و سبب کاهش سریع در طول پلیمر و تصادفی هیدرولیز می

 شوندهاي احیاکننده میافزایش تدریجی در تراکم قند

)Vlasenko et al., 2010.( میانگین فعالیت  مقایسۀ 3 جدول

CMCase  جدایۀ د.دههاي وحشی و موتانت را نشان میجدایهدر 

 مادري جدایۀدر مقایسه با  آن CMCaseکه میزان ، M21موتانت 

بیشینه فعالیت  U/mg 92با  ،رابر افزایش داشته استب 1/3

هاي موتانت این گونه جدایهاندوگلوکانازي را در مقایسه با دیگر 

  به خود اختصاص داده است.

 (Avicelase)سنجش فعالیت اگزوگلوکانازي 

ها آن است که هاي مهم تمامی سلوبیوهیدرولازیکی از ویژگی   

- بهاي میکروکریستالی هستند. روي سوبستر کردنقادر به عمل

گلوکانازي در این تحقیق از سلولز منظور تعیین فعالیت اگزو

هاي آنزیم استفاده شد که براي حملۀ کریستالی آویسلمیکرو

سوبستراي مناسبی  اندوگلوکانازي نسبتاً غیرقابل دسترس است و

 & Zhang( رودشمار میاي سنجش فعالیت اگزوگلوکانازي بهبر

Lind, 2004(. هاي وحشی جدایهمیانگین فعالیت آویسلاز  مقایسۀ

بیشینۀ فعالیت اگزوگلوکانازي به ) نشان داد که 4و موتانت (جدول 

  

  )Gyپرتوتابی ( دوز  

  0  50  150  200  250  300 350  400  450  
  a5/85  b1/81  c9/73  d7/59  e4/43  f5/15  g9/11  g7/9  h0  (%)قدرت جوانه زنی 
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  .T. viride گونۀهاي وحشی و موتانت جدایه U/mg (CMCaseمقایسۀ میانگین ( - 3جدول 

Table 3. Mean comparison of CMCase (U/mg) of wild and mutant strains of T. viride. 
 

  )U/mgفعالیت آنزیمی ویژه (  جدایۀ قارچ  )U/mgفعالیت آنزیمی ویژه (  جدایۀ قارچ

T. viride control 48/33ghi* T. viride M11 39/84hi 

T. viride M1 41/97hi T. viride M12 46/37hi 

T. viride M2 36/87i T. viride M13 50ghi 

T. viride M3 40/91hi T. viride M14 65/32ed 

T. viride M4 48/27ghi T. viride M15 92/37a 

T. viride M5 53/20efgh T. viride M16 88/79ab 

T. viride M6 43/97hi T. viride M17 87/98ab 

T. viride M7 51fghi T. viride M18 92/43a 

T. viride M8 48/75ghi T. viride M19 64/89def 

T. viride M9 38/29i T. viride M20 75/80bcd 

T. viride M10 66/94cde T. viride M21  44/20hi 

  .T. virideهاي وحشی و موتانت گونۀ جدایه U/mg (Avicelaseمقایسۀ میانگین ( - 4جدول 

Table 4. Mean comparison of Avicelase (U/mg) of wild and mutant strains of T. viride. 
 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  )U/mgفعالیت آنزیمی ویژه (  جدایۀ قارچ  )U/mgفعالیت آنزیمی ویژه (  جدایۀ قارچ

T. viride control 32/58fg* T. viride M11 20/97ij 

T. viride M1 21/73ij T. viride M12 33/73efg 

T. viride M2 18/96ij T. viride M13 32/69fg 

T. viride M3 20/65ij T. viride M14 29/93g 

T. viride M4 24/21hi T. viride M15 39/39def 

T. viride M5 24hi T. viride M16 49/01c 

T. viride M6 22/48ij T. viride M17 39/42def 

T. viride M7 19/36ij T. viride M18 51/96c 

T. viride M8 30/25gh T. viride M19 47/84c 

T. viride M9 15/81j T. viride M20 59/71b 

T. viride M10 15/22j T. viride M21 74/40a 
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 2( T.v( T. v control) 1( مارکر M)(، و نمودار غلظت سنجی باندهاي مربوط به هر آنزیم T. virideهاي خارج سلولی در الگوي پروتئین - 1شکل 

M21)3(T. v M18 )4 (T. v M2  

Fig. 1. Extracellular protein profile of T. viride and its densitometry of related enzymes bands. (M); marker, (1); T. v. 
control, (2); T.v.M21, (3); T. v M18 , (4); T. v M2. 

فعالیت آن در  U/mg 40/74اختصاص دارد که با  M21جدایۀ 

 برابر شده است.  3/2قیاس با جدایۀ مادري 

  T. virideهاي موتانت ایهپروفایل پروتیئنی برخی از جد

هاي موتانت سلولی در برخی سویههاي خارجپروفایل پروتئین  

T.viride  آمده است. جدایۀ  1در شکلT. viride M21 که ،

براساس نتایج سنجش فعالیت آنزیمی، بیشترین میزان فعالیت 

اگزوگلوکانازي (آویسلازي) را به خود اختصاص داده است،  در 

هاي ئینی خود در محدودة مربوط به آنزیمپروفایل پروت

و  KDa( 64هایی با وزن مولکولی (ترتیب، باندسلوبیوهیدرولاز، به

نشان داد. با مقایسۀ الگوي پروتئینی  CBH IIو CBH I براي  56

که باند مربوط به آنزیم ، T. virid این جدایه با جدایۀ وحشی 

CBH II یش در میزان شود که افزاآن ضعیف است، آشکار می

 هیدرولیز آویسل در این جدایه نسبت به جدایۀ وحشی به حضور

هاي یمپذیري زیاد متعلق به آنزدو باند با شدت رنگ

اگزو آنها با یکدیگر -افزایندة اگزوکرد هماگزوگلوکاناز و عمل

 T. virideجدایۀ  بررسی الگوي باندهاي پروتئینیمربوط است. 

M21  والد  گونۀمقایسه با  را در وگلوکانازيفعالیت اند بیشینۀکه

T. viride هاي هایی با وزناز خود نشان داده، حضور باند

هاي کیلو دالتون به ترتیب براي آنزیم 38و  45، 49، 25مولکولی 

EG III ،EG I ،EG II  وEG IV سازد. را مشخص می

 .Tهاي ترشحی براي جدایۀ پروتئین SDS-PAGEالکتروفورز 

viride M18 گیري فعالیت آنزیم نتایج اندازه، که براساس

هایی با وزن را به خود اختصاص داده، باند FPaseبیشترین میزان 

 CBH Iهاي مربوط به آنزیم KDa  60و KDa 68مولکولی 

وحشی، که در در مقایسه با جدایۀ دهد. نشان میرا   CBH IIو

 هايآنزیمشده براي پروفایل خود در محدودة گزارش

قابل  EG IIو  EG Iتنها باندهاي ضعیف آنزیم   ،اندوگلوکانازي

قوي  باند T. viride M18در الگوي پروتئینی جدایۀ  مشاهده بود،

 EGو  EG IIترتیب مربوط به به KDa 41و  52 با وزن مولکولی

IV گونه که پیش از این ذکر شد، هیدرولیز حضور داشت. همان

- هاي تشکیلهر سه گروه آنزیم کارآمد سلولاز نیازمند حضور

است. میزان  (CBHs, EGs, BGLs)دهندة سیستم سلولازي 

به ترشح یک کمپلکس  T. viride M21در جدایۀ  FPase زیاد

افزایی اجزاي منفرد زي کامل در این جدایه و رفتار همسلولا

حاضر در این سیستم براي تجزیۀ سوبستراي سلولزي ناهمگن کاغذ 

 T. virideوط است. در پروفایل پروتئینی جدایۀ صافی واتمن مرب

M2 ،گونۀترین جدایۀ موتانت در که ضعیف T. viride لحاظ از

نظر فعالیت است و از FPaseو  CMCaseفعالیت 
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کمترین فعالیت  هایی است کهاگزوگلوکانازي نیز یکی از جدایه

هاي سلوبیو مربوط به آنزیم آویسلازي را داشته است، در محدودة

مربوط به آنزیم  KDa 62 هیدرولاز تنها باندي با وزن مولکولی

CBH I هاي مربوط به آنزیم تشکیل شده است و در محدودة

  اندوگلوکانازي نیز باند واضحی قابل تشخیص نبود.

  گیرينتیجه

هاي گیري فعالیت سلولازي با استفاده از سوبسترانتایج اندازه

هاي آنزیمی، در تمامی جدایه حداکثر فعالیتمختلف نشان داد که 

که طی انجام مراحل  ،تحت بررسی در حضور سلولز کلوئیدي

فریک تولید شد، حاصل شده فسآزمایش از تیمار آویسل با اسید

پلیمر سلولز، چالشی ساختار کریستالی و منظم بیوکه است. ازآنجا

زدایی تبلورشود، در هیدرولیز شیمیایی و آنزیمی آن محسوب می

با  ،فسفریکلیگنوسلولزي طی تیمار آن با اسیداس بیوم

- بودن این اسید، میخورندگی و غیرسمیظرگرفتن ویژگی غیردرن

منظور ي بهکاري مؤثر در بهبود فرآیند تجزیۀ مواد سلولزراهتواند 

هاي که کاربرد شمار آیدبه هاي قابل تخمیرتسهیل در تولید قند

  .دصنعتی دارنمتعددي در مصارف مختلف 

این تحقیق نشان داد که امکان ایجاد تغییر در طورکلی، نتایج به

سلولی و فعالیت سلولازي در اثر کاربرد میزان تولید پروتئین خارج

تولید هاي قارچی با توان ایجاد جدایهپرتو گاما وجود دارد و 

هاي بالاتري در کاربرد که پتانسیل ،ي سلولازي بیشترهاآنزیم

در مدیریت ضایعات و بقایاي گیاهی، تخمیر و  ویژهصنعتی به

هاي زیستی بازیافت سلولز، تولید زیست انرژي و دیگر فرآورده

- داشته باشند، توسط القاي جهش با پرتو گاما میسر است. جدایه

که بیشترین ، M2 حاصل از این تحقیق مانند یافتۀهاي جهش

 40/74و  43/92 فعالیت سلولاز کل و فعالیت آنزیم آویسلاز (با 

U/mg ترتیب) را نشان داد و بهM18  که بیشترین فعالیت

ات هاي مناسبی براي تحقیقجدایهندوگلوکانازي را داراست، ا

ها با مصارف گوناگون هستند. تولید این آنزیم کاربردي در زمینۀ

که کاربرد روش القاي جهش با  کردنتایج این مطالعه اثبات 

 .T گونۀ یافتۀهاي جهشاز جدایهدرصد  38پرتودهی گاما در 

viride این شود. میمنجر دار در فعالیت سلولازي به افزایش معنی

کردن هرچه بیشتر این روش القاي کاربرديدستاورد راه را براي 

- هاي (سردهجهش و ایجاد تنوع ژنتیکی در قارچ

هاي کنندة آنزیم) تولید Trichoderma, Aspergillusهاي

ند انواع سلولازها، کیتینازها، پروتئازها، پکتیناز و ارزشمندي مان

هاي قابل استفاده در تولید انبوه و یابی به جدایهفیتازها و دست

  سازد.صنعتی آنزیم هموار می

    

 سپاسگزاري

به منظور  کیولوژیمواد ب دیتول"مقاله از اعتبارات پروژه  نیا  

انجام  "A88A099 -خاکزاد یاهیگ يزا يماریکنترل عوامل ب

اي و کشاورزي هسته ةپژوهشکد ياز همکار سندگانیشده و نو

  .ندینمایدانشگاه زنجان تشکر م يکشاورز ةدانشکد

  

 
REFERENCES 
Ahari Mostafavi, H. and Safaie, N. 2008. Application of 

nuclear technology in plant protection. – Zolal Kosar 
Publisher. Tehran. 122 pp.  

Andersen, N. 2007. Enzymatic hydrolysis of cellulose: 
experimental and modeling studies. – Ph.D. Thesis. 
University of Technical, Denmark.  

Awafo, V.A. 1997. Biosynthesis of cellulase system from 
Trichoderma reesei and its characteristics. – Ph.D. 
Thesis. University of McGill, Montreal, Canada. 

Bradford, M.M. 1976. A rapid and sensitive method for 
the quantitation of microgram quantities of protein 
utilizing the principle of protein dye binding. – Anal. 
Biochem.72: 248-54. 

Dillon, A.J.P., Camassola, M., Henriques, J.A.P., 
Fungaro, M.H.P., Azevedo, A.C.S., Velho, T.A.F. and 
Laguna, S.E. 2008. Generation of recombinants 
strains to cellulases production by protoplast fusion 
between Penicillium echinulatum and Trichoderm-
aharzianum. – Enzyme Microb. Technol. 43: 403-
409. 

Durand, H., Clanet, M. and Tiraby, G. 1988. Genetic 
improvement of Trichoderma reesei for large scale 
cellulase production. – Enzyme Microbiol. Technol. 
10: 341-346. 

Ghose, T.K. 1987. Measurement of cellulase activities. – 
Pure Appl. Chem. 59: 257-68. 

Laemmli, U.K. 1970. Cleavage of structural proteins 
during the assembly of the head of bacteriophage T4. 
– Nature 227: 680-685. 

Martins, L.F., Kolling, D., Camassola, M., Dillon, A.J.P. 
and Ramos, L.P. 2008. Comparison of Penicillium 
echinulatum and Trichoderma reesei cellulases in 
relation to their activity against various cellulosic 
substrates. – Bioresource Technol. 99: 1417-1424.  

Moradi, R., Shahbazi, S., Ahari mostafavi, H., Ebrahimi, 
M.A., Askari, H. and Mirmajlesi, M. 2013. Inve-
stigation of gamma radiation effects on morph-
ological and antagonistic characteristics of Trichoder-
ma harzianum. – Crop Biotech. 4: 109-117. 

Muthuvelayudham, R. and Viruthagiri. T. 2006. Ferme-
ntative production and kinetics of cellulose protein on

335/335 

 [
 D

O
I:

 1
0.

29
25

2/
nb

r.
4.

4.
32

9 
] 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

42
36

33
0.

13
96

.4
.4

.6
.3

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 n

br
.k

hu
.a

c.
ir

 o
n 

20
25

-1
1-

13
 ]

 

                               7 / 8

http://dx.doi.org/10.29252/nbr.4.4.329
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.24236330.1396.4.4.6.3
https://nbr.khu.ac.ir/article-1-3052-fa.html


                         Bagheri et al. Enhancement of Cellulase activity by Gamma ray mutation پرتو گاما افزایش فعالیت سلولاز با جهشو همکاران.  باقري

 
Trichoderma reesei using sugarcane bagasse and rice 
straw. – Afr. J. Biotechnol. 5: 1873-1881. 

Persson, I., Tjerneld, F. and Hahn-Hagerdahl, B. 1991. 
Fungal cellulytic enzyme production: a review. – 
Process Biochem. 26: 65-74. 

Shahbazi, S., Askari, H. and Mojerlou, S. 2016. The 
impact of different physicochemical parameters 
fermentation on extracellular cellulolytic enzyme 
production by Trichoderma harzianum. – J. Crop 
Protec. 5: 397-412. 

Shahbazi, S., Ispareh, Kh., Karimi, M., Askari, H. and 
Ebrahimi, M.A. 2014. Gamma and UV radiation 
induced mutagenesis in Trichoderma reesei to 
enhance cellulases enzyme activity. – Intl. J. Farm. 
Alli. Sci. 3: 543-554. 

Vlasenko, E., Schülein, M., Cherry, J. and Xu, F. 2010. 
Substrate specificity of family 5, 6, 7, 9, 12, and 45 
endoglucanases. – Bioresour. Technol. 101: 2405-
2411. 

Vu, V.H., Pham, T.A. and Kim, K. 2011. Improvement of 
fungal cellulase production by mutation and optimi-
zation of solid State Fermentation. – Mycobiol. 39: 
20-25. 

Xu, F., Jin, H., Li, H., Tao, L., Wang, J. and Chen, S. 
2011. Genome shuffling of Trichoderma viride for 
enhanced cellulase production. – Ann. Microbiol. 5: 
176-191. 

Zhang, Y.H.P. and Lynd, L.R. 2004. Toward an 
aggregated understanding of enzymatic hydrolysis of 
cellulose: noncomplexed cellulase systems. – Biote-
chnol. Bioeng. 88: 797-824.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
***** 

How to cite this article: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  

  

  

  

  

  

Bagheri, Kh, Shahbazi, S., Askari, H., Mojerlou, Sh. And 
Amirlou, F. 2018. Cellulase enzyme production enhance-
ement in Trichoderma viride by Gamma ray induced 
mutation. – Nova Biologica Rep. 4: 329-336. 

 .1396 ، ف.رلویو ام ، ش.موجرلوح.،  عسکري، ، س.،شهبازي خ.، ،يباقر
. جهش با پرتو گاما يبا القا دهیریو کودرمایترسلولاز در قارچ  میآنز تیفعال شیافزا

 .329-336 هاي نوین در علوم زیستییافته –

 

336/336 

 [
 D

O
I:

 1
0.

29
25

2/
nb

r.
4.

4.
32

9 
] 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

42
36

33
0.

13
96

.4
.4

.6
.3

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 n

br
.k

hu
.a

c.
ir

 o
n 

20
25

-1
1-

13
 ]

 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                               8 / 8

http://dx.doi.org/10.29252/nbr.4.4.329
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.24236330.1396.4.4.6.3
https://nbr.khu.ac.ir/article-1-3052-fa.html
http://www.tcpdf.org

