
 
 

 
 ي علومدانشکده

 شناسیگروه زیست
  

 گرایش بیوتکنولوژي میکروبی -شناسیي زیستپایان نامه کارشناسی ارشد رشته
 

  :عنوان
هاي از خاك جنگل Trichodermaقارچ  هايگونه جداسازي و شناسایی مولکولی

  ها آن اندوگلوکانازيو بررسی فعالیت  ایرانشمال 
  استادان راهنما

  احمدرضا بهرامیدکتر 
 دکتر منصور مشرقی

  
  استادان مشاور

  مریم مقدم متیندکتر 
  حمید روحانیدکتر 

  
  

  گردآورنده

 الناز باقري ازغدي
 
 
 
  1392 تابستان

 



 
 

ید و ঃ ن ا ଌ ر නව پاس ೯دا را ଒ ୁر ণ ඟ و  ૗ه  شࢁ ॺࡗ ૗ه  ॺࡗ  భ یاور

ی ام  ਛ ॥تز৯د  .ا

ه ૙ী یا، ا৯د ඼ار  ೯دا ້ ی  ਩ وی و روحا ࣨ ਹग़ ری  ඵ ේज़  భ ام را

 భ و را ৔ ودن  با  র زم، و ঁذت   ඵෂ و భآ ৔ م را با  ँ ده، ห رو

૗ه ॺࡗ ૗ه  ی ॺࡗ ਛ م ی ز৯د ল  .ام భیا
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ඟ را دارم พࢁ ় ࢌ  শ ৩ھا ی  ฮ و لࢆ و ड़ ی و  ฮ و   .س࢖

  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 :چکیده

هاي شمال از خاك جنگل Trichodermaقارچ جداسازي و شناسایی مولکولی 
 ها آن اندوگلوکانازيو بررسی فعالیت  ایران

 تجزیه ،طبیعت در. باشدمی گیاهان تمام اصلی ساختار جز که است پذیري تجزیه آلی ماده لیگنوسلولز
 می صورت ها،باکتري و هاقارچ جمله از هاییمیکروارگانیسم يکمپلکس سلولاز  توسط زیستی توده
- می يو بتا گلوکوزیداز ي، اگزوگلوکانازنوع فعالیت آنزیمی اندوگلوکانازي 3کمپلکس شامل  این .گیرد

 به صنعت در گسترده طور به که باشدمی مزوفیل آسکومیست هايقارچ از Trichoderma .باشد
قارچ توسط محیط اختصاصی الاد و چت جداسازي و  این. شودمی استفاده سلولاز تولید منبع عنوان

 مطالعه این هدف .باشدمی يسلولاز هايآنزیم قادر به ترشح سلولز، اختصاصی کشت محیط در
 هايجنگل خاك از Trichoderma مختلف هايگونه مولکولی و شناسیریخت شناسایی و جداسازي

 هايخاك  سوسپانسیون هدف این به دستیابی براي .آنهاست سلولازي فعالیت بررسی و ایران شمال
پس از آن بررسی کیفی  فعالیت . شد داده الاد وچت کشت اختصاصی کشت محیط در مختلف مناطق

و  CDT1 ،CDT2 ،CDT3 جدایه 4به این ترتیب . گرفتسلولاز با معرف قرمز کنگو انجام 
CDT4  یجداسازي و بررسیفعالیت اندوگلوکانازي، اگزوگلوکانازي و  کمFPase  به روشFPA  بر

را به  FPaseو  وگلوکانازيبالاترین فعالیت اندوگلوکانازي و اگز CDT1ي جدایه. روي آنها انجام شد
ها نشان را در مقایسه با سایر جدایه 2197/1و  U/ml7418/0 و  U/ml   6331/3ترتیب به میزان

نشان داد که این جدایه بیشترین شباهت را به جنس  18S rDNAتعیین توالی بخشی از . داد
Hypocera lixii سازي ژن مربوطه جدایه، همسانهبا توجه به فعالیت بالاي اندوگلوکانازي این . دارد

   .باشدحائز اهمیت می

 18S rDNA، سلولاز، سنجش فعالیت آنزیم، Trichoderma :واژگان کلیدي
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 56 .................................................................... هلول هر در موجود گلوکز مقدار و گلوکز مختلف يها رقت: 5 -2 جدول

 PCR ................................................................. 61 واکنش در استفاده موردعمومی  يآغازگرها مشخصات: 6-2 جدول

 61 ...................................................................... قطعه مورد نظر ریتکث يبرا PCR ییدما و یزمان برنامه: 7 -2 جدول

  64 ........................................................ اندوگلوکاناز ژن ریتکث يبرا eg 1R و eg 1F يآغازگرها مشخصات: 8 -2 جدول

 70 ................................................................ هاي شناسایی شده و اندازه قطر هاله شفاف آنهامعرفی جدایه: 1 -3 جدول

 nm  540 ............................................................................. 72وجذب آنها درهاي مختلف گلوکز رقت:  2 -3 جدول

 76 ...................هیجدا هر اندوگلوکاناز 4 و 1 بتا میآنز تیفعال اثر در  /ml) 5/0 (mgشده آزاد گلوکز غلظت نیانگیم: 3 -3 جدول

 77 ............................. هیجدا هر اگزوگلوکاناز میآنز تیفعال اثر در ) /ml)  5/0mgشده آزاد گلوکز غلظت نیانگیم: 4 -3 جدول



 
 

 78 ...................................هیجدا هر FPase میآنز تیفعال اثر در /ml)  5/0(mgشده آزاد گلوکز غلظت نیانگیم: 5 -3 جدول

 79 ............................................ هیجدا هر يبرا (U/ml) آمده دست به ياندوگلوکاناز 4 و1 بتا تیفعال نیانگیم: 6 -3 جدول

 81 ..................................................... .هیجدا هر يبرا (U/ml) آمده دست به ياگزوگلوکاناز تیفعال نیانگیم: 7 -3 جدول

 83 ............................................................ هیجدا هر يبرا (U/ml) آمده دست به FPase تیفعال نیانگیم: 8 -3 جدول

  NCBI ..................................87هاي ثبت شده در ترین قارچها با مشابهجدایه  Blastي نتایج حاصل از خلاصه: 11-3ل جدو

 Trichoderma .................................................................................... 87ویژگی تاکسونومی قارچ : 12 -3 جدول

   94.......................................................................................................................................................شده خلاصه مطالعات انجام: 1-4جدول    

  101.........................................................................حاصل از تلاش سایر محققان FPaseهاي اندو، اگزو و اي از فعالیتنمونه 2-4جدول    

  

  ها فهرست شکل

 

 3 ............................................................................................................. شماتیکی از سلولز  طرح: 1 -1 شکل

 14 ..................................................................................... اي از روند هیدرولیز آنزیم سلولازشکل ساده: 2 -1 شکل

 19 ....................................................سلولوزوم باکتري و الگوي جذب آنها روي پیوند سلولزي ترکیبات ساختار: 3 -1 شکل

 27 ............................................................................................................................. سلوبیوز :4 -1 شکل

 27 ........................................................................................................................... بیوزجنتی: 5 -1 شکل

  27 .............................................................................................................................. سوفورز: 6 -1 شکل

  27 .......................................................................................................................... تیوسلوبیوز :7 -1 شکل

  27 ......................................................................................................................... بیوزتیوجنتی 8 -1 شکل

  31 ........................................................................................... حذف آنزیمی جوهر از ضایعات کاغذي: 1 -1 شکل

شده و تک اسپور شده در ابعاد ماکروسکوپی و میکروسکوپی با  جداسازي Trichoderrmaهاي قارچبرخی از : 1 -3 شکل

 68 .............................................................................................................................. برابر  25بزرگنمایی 

و همچنین جدایه  CDT4و  CDT1، CDT2  ،CDT3هاي اندوگلوکاناز جدایه 4و 1بررسی کیفی فعالیت بتا  :2 -3 شکل

CDT5  مشکوك بهT. reesei 72 .........................................................................................به کمک قرمز کنگو 

  76 ................... هاي ترشحی موجود در محیط کشتکشت اختصاصی در محیط مایع به منظور بدست آوردن پروتئین :3 -3 شکل

  77..............................خی و جوش آب حمام در ونیانکوباس و DNS کردن اضافه از پس شاهد و گلوکز استاندارد يها لوله 4-3شکل 

 78.......................................................................................................................................................................گلوکز استاندارد یمنحن 5-3شکل 

 74 ...................................................... اندوگلوکاناز میآنز تیفعال سنجش روز 10  یط نمونه هر جذب یمنحن: 6 -3 شکل



 
 

 74 ..................................................... .اگزوگلوکاناز میآنز تیفعال سنجش روز 10  یط نمونه هر جذب یمنحن: 7 -3 شکل

 FPase .......................................................... 75 میآنز تیفعال سنجش روز 10  یط نمونه هر جذب یمنحن: 8 -3 شکل

 76 ................................هیجدا هر در اندوگلوکاناز 4 و 1 بتا میآنز تیفعال ي جهینت در شده آزاد گلوکز مقدار یمنحن: 9 -3 شکل

 77 ........................................ هیجدا هر در اگزوگلوکاناز میآنز تیفعال ي جهینت در شده آزاد گلوکز مقدار یمنحن :10 -3 شکل

 78 ............................................. هیجدا هر در FPase میآنز تیفعال ي جهینت در شده آزاد گلوکز مقدار یمنحن: 11 -3 شکل

  80 ............................................................................ هیجدا چهار ياندوگلوکاناز 4 و 1 بتا تیفعال زانیم: 12 -3 شکل

  80................................جدایه ونمونه استاندارد 4اندوگلوکانازي  4و1شده میانگین و انحراف معیار فعالیت بتا اعداد داده  13-3شکل 

  81 ...................................................................................... هیجدا چهار ياگزوگلوکاناز تیفعال زانیم: 14 -3 شکل

  82..............................................جدایه ونمونه استاندارد 4 اگزوگلوکانازياعداد داده شده میانگین و انحراف معیار فعالیت  15-3شکل 

  82 ............................................................................................. هیجدا چهار ،FPase تیفعال زانیم: 16 -3 شکل

  84.......................................................جدایه و نمونه استاندارد FPase 4اعداد داده شده میانگین و انحراف معیار فعالیت  17-3شکل 

  85 .................... هابا آغازگرهاي عمومی قارچ CDT1مربوط به جدایه 18S rDNA  ژن مرازیپل يا رهیزنج واکنش: 18 -3 شکل

  85..........................هابا آغازگرهاي عمومی قارچ CDT1مربوط به جدایه S rDNA 18  ژن مرازیپل يا رهیزنج واکنش 19-3شکل 

-با آغازگرهاي عمومی قارچ CDT1مربوط به جدایه 18S rDNA  ژن مرازیپل يا رهیزنج واکنش 20-3شکل 

 86....................................ها

 CDT4 .......................................... 88 و CDT1، CDT2، CDT3 ي هیجدا چهار به مربوط یلوژنیف درخت: 21 -3 شکل

 eg 2R..................................... 89 و eg 1F يآغازگرها با CDT1 هیجدا سلولاز ژن مرازیپل يا رهیزنج واکنش: 22 -3 شکل
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کلیات: فصل اول  
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  ساختار لیگنوسلولز 1-1
لیگنوسلولز بزرگترین توده زیستی قابل تجدید روي زمین است که با فتوسنتز گیاهان به طور مستقیم از 

CO2لیگنوسلولز . از مهمترین ترکیبات ساختاري در تمام گیاهان است شود و، در سراسر جهان تولید می

از مواد  کمیاین مقادیر از سه ترکیب مهم شامل سلولز، همی سلولز و لیگنین تشکیل شده است، علاوه بر 

هاي قارچی بسیاري از گونه .شودهاي لیگنوسلولزي یافت میپکتین در باقیمانده دیگر از جمله پروتئین و

هاي اکسیداسیون و هیدرولیتیکی قطعه قطعه کنند و ها را با استفاده از آنزیمتوانند این ماکرومولکولمی

  .)Sanchez, 2009(. به عنوان منبع کربن استفاده کنند

  سلولز 1-1-1
ترکیبات شیمیایی . هاي آلی در روي زمین استترین مولکولسلولز از مهمترین اجزاي گیاهان و از فراوان 

سلولز از بیش از  1زنجیره بسپار. سلولز ساده هستند، اما ساختار فیزیکی آن پیچیده و ناهمگن است

. شوندگلیکوزیدي به هم متصل می 4به  1تشکیل شده است که با پیوند بتا گلوکز Dواحد  10000

یابی موازي با انتهاي احیا کننده در یک سو و کریستال انفرادي سلولز شامل زنجیره گلوکزي با جهت

هاي سلولز مجاور از طریق باندهاي هیدروژنی، زنجیره. انتهاي غیر احیا کننده در طرف دیگر آن است

شوند که منجر به ایجاد ساختار کریستالی سلولز هاي هیدروفوبی و واندروالسی به هم متصل میمیانکنش

ها در کنار هم فیبریلاز ترکیب میکروفیبریل .)Zhang et al, 2006( شودمعروف به میکروفیبریل می

سلولز در آب نامحلول است  .باشندبلورین میو غیر هاي بزرگتري تشکیل می شود که داراي نواحی بلورین

تر و قدرت کشش بسیار بالایی دارد و در مقایسه با سایر بسپارهاي گلوکز نسبت به تجزیه بسیار مقاوم

   .)Vries and visser., 2011( هاي سلولز استحکام دیواره سلول گیاهی استنقش اصلی بسپار. است

                                                   
1 polymer 



کلیات: فصل اول  
 

٣ 
 

  
  ) (Ophardt, 2003سلولزطرح شماتیکی از  :1- 1 شکل

  همی سلولز 1-1-2
هاي ترین ترکیبات توده زیستی لیگنوسلولزي است، که از بسپارسلولز در مرتبه دوم از فراوانهمی 

- و اسید) از گلوکز و گالاکتوز کمیاساسا مانوز و مقادیر (، هگزوز )شامل زایلوز و آرابینوز(ناهمگن پنتوز 

سلولز در طبیعت بسیار متنوع و وابسته به منابع گیاهی ترکیبات همی. هاي قندي تشکیل شده است

  .) ;Saha, 2000 Himmel et al, 2007( هستند

  لیگنین  1-1-3
هاي لیگنوسلولزي است، که به طور ماندهلیگنین در مرتبه سوم از مهمترین بسپارهاي ناهمگن در باقی

لیگنین به عنوان . کوماریل تشکیل شده استpعمومی از سه الکل آروماتیک شامل کنیفریل، سیناپیل و 

کند و از سوراخ شدن ساختار سلولز عمل میمانعی براي اتصال هر آنزیم یا محلول به سلولز و همی

ترین لیگنین از سخت. کندي به آن جلوگیري میهاي لیگنوسلولزلیگنوسلولزي هنگام اتصال آنزیم

  .) ;Sanchez, 2009 Kim and Dale, 2004( ترکیبات لیگنوسلولزي است
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  سلولز کریستالی شده  1-2
هاي آنزیم. آشکار کرد که سلولز از چندین فرم کریستالی تشکیل شده است xآنالیز انکسار اشعه 

که مناطق آب دوست سلولز ها در تجزیه فرم کریستالی سلولز ناتوان هستند، در حالی میکروارگانیسم

هاي سلولازي را به سلولز سلولز دسترسی آنزیمحضور لیگنین و همی. شوندبسیار سریع هیدرولیز می

هاي بر اساس نوع ماده خام انتخاب شده روش. کند، بنابراین بازده هیدرولیز پایین خواهد آمدمشکل می

   .)Paul and Verma., 1990( تیمار متنوعی براي تجزیه زیستی وجود دارد

    هاتیمار مواد لیگنوسلولزي به منظور تجزیه بهتر توسط آنزیم 3-١
 تیمار فیزیکی  1-3-1

 دهدها را براي حمله آنزیمی افزایش میسایز ذرات دسترسی میکروارگانیسم کوچک کردن و کاهش

)Hartree et al., 1987(.  

  مکانیسم خرد شدن 1-3-1-1
هاي آسیابگر گوي. باعث کاهش میزان کریستالیسیته سلولز می شود ضایعاتآسیاب کردن و خردکردن 

نیروي مورد نیاز به منظور خرد کردن مواد زائد کشاورزي  . شودمتحرك باعث خرد شدن بیشتر ذرات می

  .Cadoche and opez., 1989)(باشدمی ضایعاتوابسته به اندازه ذرات و خصوصیات توده زیستی 

  تجزیه حرارتی 1-3-1-2
براي این منظور مواد در دماي بالاتر از . شودتجزیه حرارتی نیز براي تیمار مواد لیگنوسلولزي استفاده می

 شود وتجزیه می) بخار(شوند، سلولز به سرعت به محصولات گازي درجه سانتیگراد تیمار می 300

شود و بخار محصولات به تر انجام میتر تجزیه آهستهدر دماي پایین. شوندها تبدیل به زغال میباقیمانده

درجه سانتیگراد، H2So4 ،97نرمال1(هیدرولیز اسیدي ملایم . شودمیزان کمتري حاصل می

از آنها را گلوکز  %50شوند که بیشتر از از سلولز به قندهاي کاهش یافته تبدیل می% 85تا % 80)ساعت2.5

هنگامی که . یابددر حضور اکسیژن افزایش می فراینداین  .)Fan et al., 1987(دهند تشکیل می


