
 

 

 

 ژنتيک نوين

 0410 نزمستا ،4، شماره هفدهم دوره

 413-404صفحه 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 اندوگلوکاناز

 ژن انیب

 لانیزا 

 یجلبک عصاره 

 CMC کشت طیمح 

 چکیده

 

 

 

 

 ترشح زانیم بر Scenedesmus obliquus سبز جلبک زیر عصاره ریتاث

 قارچ یها گونه یبرخ در Xyln ژن رونوشت سطح و لانازیزا میآنز
Trichoderma 

 
The Effect of Green Microalgae of Scenedesmus obliquus Extract 

on the Level of Xylanase Enzyme Secretion and Transcript level 

of Xyn Gene in Some Trichoderma spp. 

 
 4یاردکان سرافراز رضا محمد و 3یسالار محمد ،3رادمان ناصر ،2*صباغ کاظم دیس ،1نژاد یدریح مسعود ریام

 ، زابل، ایرانزابل دانشگاه ،یاهپزشکیگ گروه ،یاهیگ یشناس یماریب دکترا یدانشنجو -1

 ، یزد، ایرانزدی هدانشگا ،یشناس ستیز گروه ار،یدانش-2

 ، زابل، ایرانزابل دانشگاه ،یاهپزشکیگ گروه ،اریدانش -3

 ، یزد، ایرانزدی دانشگاه ،یشناس ستیز گروه ار،یاستاد -4

 
Amir Masoud Heydari Nezhad , Seyed Kazem Sabbagh, Mohammad salari, 

Mohammad Reza Sarafraz Ardakani 
  

1-Lecturer, Department of Plant Protection, ,University of Zabol, Zabol, Iran  
2-Associate Professor , Department of Biology,  University of Yazd, Yazd, Iran   

3-Associate Professor ,Department of Plant Protection, University of Yazd, Yazd, Iran  
4-Assistant Professor, Department of Biology, University of Zabol, Zabol, Iran  

 

 sksabbagh@yazd.ac.ir :ینویسنده مسئول مکاتبات، پست الکترونیک *

 (1/8/1411تاریخ پذیرش: -1/7/1411)تاریخ دریافت: 

 
 ها آن اغلب که است ینوعمت کيتيل یها ميآنز شامل. Trichoderma spp یقارچ ضد باتيترک

 یسلولز یهم باتيترک از یگروه لانيزا. دارند زا یماريب عوامل کيولوژيب کنترل در یمهم نقش

 یها جلبک و سبز یها جلبک. دارد وجود ها جلبک یبرخ و اهانيگ یسلول وارهيد در که است

 در رهيغ و لانيزانويآراب لان،يزا یسلولز یهم و یسلولز ،ینيپکت باتيترک داشتن با یآب-سبز

 سلولاز، یها ميآنز ديتول یبرا ماده شيپ عنوان به یمناسب یها محرک توانند یم خود ساختار

 یها گونه در Xyn2 و Xyn1 شامل لانازيزا-بتا یها ژن. باشند ها قارچ در نازيپکت و لانازيزا

 نيا در. شوند یم درولازهايه ديکوزيگل 01 شماره خانواده یها ميآنز ديتول باعث کودرما،يتر

 چهار در ميآنز ديتول در Scenedesmus obliquus سبز جلبک زير یآب عصاره يیتوانا قيتحق

 قرار یبررس مورد T. reesei و T. atroviride ، T. virens، T. longibrachiatum قارچ گونه

  جلبک یآب عصاره از تريل یليم در کروگرميم 0111 و 011 غلظت دو اثر منظور نيبد. گرفت

Scenedesmus obliquus یبررس مورد ميآنز ديتول در ماريت از بعد روز 8 و 4 یزمان دوبازه در 

 یواقع زمان در ژن یکم انيب سنجش روش از استفاده با مرتبط Xyln  ژن انيب سطح. گرفت قرار

 در لبکج عصاره از را رييمتغ و مثبت اثر کي قيتحق نيا از حاصل جينتا. گرفت قرار یبررس مورد

 در ميآنز ترشح زانيم نيشتريب. داد نشان کودرمايتر شده ماريت یهاهيجدا تمام در ميآنز ديتول

 ماريت روز 8 از بعد  و T. reseei گونه در جلبک، عصاره از تريل یليم در کروگرميم 0111 غلظت

 .T گونه در ميآنز زانيم نيکمتر غلظت نيهم با و یزمان بازه نيهم در. ديگرد مشاهده

atroviride ژن انيب زانيم نيشتريب که داد نشان ژن انيب زيآنال از حاصل جينتا. ديگرد مشاهده 

Xylan گونه در T. reseei رخ تريل یليم در کروگرميم 0111 غلظت با ماريت از بعد روز 8  و       

 در یساختار یزسلول باتيترک که شودیم یريگ جهينت نيچن ق،يتحق نيا جينتا به توجه با. دهدیم

 داشته قارچ یميآنز ترشح یرو بر یاملاحظه قابل اثر کي تواندیم سندموس جلبک زير وارهيد

 استفاده مورد بالا سطح و یصنعت یهاپروژه در ميآنز ديتول یبرا قارچ کيتحر در نيبنابرا. باشد

 .رديگ قرار
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 آب هایمحیط اغلب در غالب اولیه تولیدکنندگانها  ریزجلبک

 غذایی های از شبکه بسیاری برای را انرژی عمده و هستند شیرین

 تک موجودات نای (Guasch et al. 1998). نند کمی فراهم آبی

 انرژی به خورشیدی انرژی تبدیل به قادر میکروسکوپی و سلولی

 ترکیبات حاوی ها ریزجلبک هستند. فتوسنتز یقاز طر شیمیایی

 تجاری مصارف برای تواند می که هستند متعددی زیستی فعال

 از ایگسترده طیف تولید برای هاکریزجلب .استفاده شود

کاروتنوئیدها  ها، کربوهیدرات ها، چربی ،هاپروتئین مانند ها متابولیت

 و آرایشی مواد ی،افزودن مواد و غذا سلامت، برای هانویتامی و

گیرند  قرار استفاده مورد وانندتمی انرژی تولید برای

(Priyadarshani and  Rath  2012). ژنتیکی  نظر ها از  جلبک

 از ایگسترده طیف با زنده موجودات از متنوعی بسیار گروه

 طوربه بنابراین هستند، بیوشیمیایی و فیزیولوژیکی های یویژگ

 ترکیبات قندها، معمول، غیر و متفاوت های چربی از بسیاری طبیعی

در . (Avagyan  2008)کنند  تولید توانند می را غیره و زیستی فعال

 یاتیبه عنوان منبع سوخت ح یسلول تک یها حال حاضر، جلبک

(Biofuelو حت )یزن ها بیوتیک یو استخراج انواع آنت یدمنبع تول ی 

 ین. با ا(Mutanda et al. 2011اند ) یافته یفراوان یکاربردها

خصوصاً  یی،ارزش غذا یبررس ینهدر زم یقاتوجود، تحق

 ها هنوز هم ناقص است جلبک ینچرب، در ا یدهایاس

(Pratoomyot et al. 2005 .) خانوادهScenedesmaceae  از

تیره  Scenedesmusمتعلق به جنس  یمهم تک سلول یها جلبک

Acenedesmaceae  راستهChlorochocales های سبز  لبکاز ج

Chlorophyta باش می( دKiani et al. 2013)های سبز  . جلبک

(Chlorophyceaeو جلبک ) های سبز-( آبیMyxophyceae با )

داشتن ترکیبات پکتینی، سلولزی و همی سلولزی زایلان، 

های خوبی  توانند محرک آرابینوزایلان و غیره در ساختار خود می

های سلولاز، زایلاناز و  آنزیمبه عنوان پیش ماده برای تولید 

(. Sahoo and Seckbach 2015ها باشند ) پکتیناز در قارچ

متداول  یستیشاخص ز یکسندسموس های جنس  جلبک

  هستند یمحیط یستز یطدر شرا ییو شیمیا یکیتغییرات فیز

(Mandal and Mallick 2009)برای  لاجنس معمو ین. ا

به  ینتج از منابع انسانسموم م ی یاحضور مواد مغذ یآشکارساز

 11-11مناسب رشد آن  یشود. دمایاستفاده م یآب یهاسیستم

میکرومول  4-11گراد و شدت نور مناسب برای آن  یسانت هدرج

(. شبیه همه Kiani et al. 2013) فوتون بر مترمربع بر ثانیه است

ها سندسموس دارای دیواره سلولی حاوی سلولز  کلروفیت

ها  هستند که به آن bو  aهای  دها حاوی کلروفیلباشد و پلاستی می

 . (Andersen,  2005)دهند  یک رنگ سبز روشن می

های همه جازی می باشد که در  قارچ Trichodermaای هگونه

خاک، مواد آلی و چوب های در حال تجزیه و همچنین در ارتباط 

 Kumar et)شوند با ساختارهای ریشه گیاهی به فراوانی یافت می

al. 2012) ترکیبات ضد قارچی .Trichoderma spp.  شامل

ها نقش زیادی در  های لیتیک متنوعی است که اغلب آن آنزیم

 (. Khan et al. 1986بیوکنترل دارند )

های قارچی است که به صورت  تریکودرما یکی از مهمترین جنس

     تجاری در آماده است و سهم بالایی از بازار مربوط به 

 Kuhad et) .های بیولوژیک تجاری به آن اختصاص دارد فرآورده

al. 2011) های مختلف تریکودرما می توانند طیف وسیعی جدایه

 .Mukherjee et alاز بیمارگرهای خاکزاد و هوازاد را کنترل کنند )

های تریکودرما به عنوان عوامل کنترل  موفقیت گونه .(2012

نتاگونیستی شامل رقابت های مختلف آ بیولوژیک مرهون مکانیسم

ها و آنتی  بیوز با تولید آنزیم با پاتوژن بر سر غذا و زیستگاه، آنتی

باشد ها، پارازیتیسم و ایجاد مقاومت القایی در گیاهان می بیوتیک

(Schuster et al. 2010 همچنین .)های مختلف قارچ  گونه

با ایجاد مقاومت القایی در گیاهان به صورت غیر  تریکودرما

 Mukherjeeگردند )مستقیم باعث کنترل بیماری های گیاهی می

et al. 2012 .) 

های تریکودرما، تحقیقات بسیاری  های بالای جدایه به دلیل قابلیت

های گیاهی، با استفاده از  در زمینه کنترل بیولوژیکی بیماری

این جنس قارچی صورت گرفته است  های مختلف جدایه

(Benitez et al. 2004).  کیتینازها، سلولازها، پروتئازها از جمله

باشد که در ای این آنتاگونیست می های برون یاختهمهمترین آنزیم

ای  های هیپرپارازیتیسم قادر به تجزیه دیواره یاخته مکانیسم

ای عوامل  ها، نابودی و فروپاشی ساختار یاخته بسیاری از قارچ

 (.Zavari et al. 2012)بیماری زای گیاهی هستند 

  مقدمه
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زایلان گروهی از ترکیبات همی سلولزی است که در دیواره 

 ;Jun et al. 2009ها وجود دارد )سلولی گیاهان و برخی جلبک

Holdt and Karan 2011 .) قند زایلان دومین و مهمترین پلی

ساکارید دیواره سلولی گیاهان است و از ترکیب واحدهای زایلوز 

 . (Royer and Nakas 1989) ساخته شده است

بتازایلاناز است که  4-1مهمترین آنزیم برای تجزیه زایلان ها اندو 

می تواند به طور تصادفی سبب کاهش پلیمر شدن و تاثیر قوی 

 Rennie andروی ساختار آرابینوزایلان و عملکرد آن داشته باشد )

Scheller 2014 .) گونه هایی از تریکودرما نظیرT. harizianum  و 

T. virens زایلاناز ترشح می کنند  یها قابل توجهی آنزیم ه میزانب

(Mohamed et al. 2013 .) 

ها هستند  ای از آنزیمخانواده گلیکوزید هیدرولازها گروه گسترده

ها را که پیوند گلیکوزیدی بین دو یا تعداد بیشتری از کربوهیدرات

مل زایلاناز شا-های بتا(. ژنHeinze et al. 2017کنند )تجزیه می

Xyn1  وXyn2 11های تریکودرما، خانواده شماره در گونه 

های اندوگالوکاناز گلیکوزید هیدرولازها که مسئول ترشح آنزیم

(Ec 3.2.1.4( سلوبیوهیدرولاز ،)EC 3.2.1.91( و زایلاناز )EC 

  (.Zheng et al. 2016)کند ( هستند، را تولید می3.2.1.8

 Scenedesmusه آبی ریز جلبک عصار توانایی و اثراین تحقیق در 

obliquus چهار گونه قارچ  در تولید آنزیم زایلاز درT. 

atroviride  ،T. virens ،T. longibrachiatum  وT. reesei   و

با روش ناز زایلا مسئول تولید آنزیم  Xyln ژن همچنین میزان بیان

 قرار گرفت. بررسیمورد  یژن در زمان واقع یکم یانسنجش ب

 Tهای مورد آزمایش شامل چهار گونه قارچ تریکودرما ) جدایه

. atroviride  ،T. virens ،T. longibrachiatum و T. reesei از )

کلکسیون قارچی گروه گیاهپزشکی دانشگاه فردوسی مشهد و 

شد. به منظور نگهداری  گروه زیست شناسی دانشگاه یزد تهیه

کاغذ صافی سترون و لوله آزمایش حاوی  ها از دو روشجدایه

استفاده شد. جهت شناسایی مولکولی  PDAمحیط کشت 

 Topazبه کمک کیت استخراج شرکت  DNA  ، استخراجهاجدایه

Gene  و همچنین روشCTAB شد  انجام(Gawel and Jarret 

 2/1استخراجی توسط الکتروفورز ژل آگارز  DNA. کیفیت (1991

پلیمراز با استفاده از  ای ش زنجیرهدرصد بررسی و واکن

و آغازگرهای ناحیه بین ژنی  (PeQlab, Germany)ترموسایکلر 

ITS (Internal transcribed spacer)  (.1انجام شد )جدول 

بر اساس روش  Scenedesmus obliquusنمونه ریزجلبک سبز 

در محیط غنی  (.Shevchenko et al. 2009)شوچنکو و همکاران 

مایع و روی شیکر در شرایط  Bold's Basal Mediumغذایی 

دمایی و تناوب نوری مناسب کشت داده و پس از رشد، نمونه ها 

 از گرم 11 مقداراز محیط کشت تخلیص و در آون خشک شدند. 

 دستگاه لهیوس به یآب عصاره استخراج جهت جلبک خشک بافت

ز روش با استفاده ا ی. حلال آبگرفت قرار استفاده مورد سوکسله

Boiling extract  شد ریتبخ (Ramluckan et al. 2014) .از پس 

 شده استحصال عصاره از گرم 1/1 مقدار یریگ عصاره انیپا

 یساز قیرق ازبعد  و شده حل آب تریل یلیم 111 در جلبک

 و هیته تریل یلیم در کروگرمیم 1111 غلظت با یجلبک هیپا عصاره

 ینگهدار گراد یسانت درجه 4 یدما در خچالی در استفاده زمان تا

.شد

 های قارچی بود کهدر این آزمایش نیاز به تهیه و نگهداری جدایه

 

 Trichodermaدر برخی گونه های قارچ  Xylnمشخصات آغازگرهای مورد استفاده بر میزان ترشح آنزیم زایلاناز و سطح رونوشت ژن  -1جدول 

  

        هامواد و روش

 آغازگر نام توالی رفت توالی برگشت طول قطعه دمای اتصال

18 211 CAACATCCCAAGCGTAAAGC ACTTTGCTGGCGCAGACTAC Xyln 

11 111 TCCTCCGCTTATTGATATGC TCCGTAGGTGAACCTGCGG ITS1-4 

15 171 GAAGAAGGAGCAAGAGCAGT GGTCTGGAGAGCGGTGGTAT Actin 
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برررای بررسرری ترراثیر عصرراره جلبررک بررر روی فعالیررت آنزیمرری   

لیتر محیط کشرت پایره    یک و نیمبتدا ا های قارچ تریکودرما،گونه

(NH4H2PO4 0.5gr, KCl 0.1gr MgSO4. 7H2O 0.5gr, Yeat 

extract 0.5gr،)  گررم از مراده    3/1آماده شد. سپس  مقدارCMC 

(Carboxymethyl Cellulose)       .بره محریط کشرت اضرافه گردیرد

هرای   لیتر از محیط کشت آماده شده به داخل ارلنمیلی 211مقدار 

لیتری منتقل گردید. به هر ارلن یک دیسک از قارچ تازه رشرد   نیم

و  111کرده اضافه گردید. از دو غلظت عصاره جلبرک بره میرزان    

بررای القراق قرارچ بره تولیرد آنرزیم        لیترمیلی درمیکروگرم  1111

با انکوباتور شیکردار ها برای رشد قارچ به داخل استفاده شد. ارلن

دمرای   و درروز  هشرت به مدت یقه دور در دق 81سرعت دورانی 

. برای انجرام فعالیرت آنرزیم    درجه سانتی گراد نگهداری شدند 21

سنجی، در ابتدا مقداری از محریط کشرت رشرد کررده قرارچی از      

 211میکرون عبور داده و تخلیص گردیرد. بره    41با قطر  41فیلتر 

مرولار  11/1از بافر سریترات )  8/1میکرولیتر عصاره آنزیمی، مقدار 

( اضافه شد. محلول واکنش به مدت پرنج دقیقره در   3/1و اسیدیته 

 DNSمحلرول   لیترر دمای اتاق نگهداری شرد و سرپس سره میلری    

(NaOH 2M, 20ml, DNS 1gr, Potassium sodium tartrate 

30gr, Distilled water, 100mlشرده و محتروای مخلروط     ( اضافه

رجه سلسریوس  د 54به مدت سه دقیقه در حمام آب داغ در دمای 

جذب نوری نمونه  مخلوط فوق، پس از خنک شدنقرار داده شد. 

نررانومتر توسررط دسررتگاه اسررپکتروفتومتر  141 طررول مرروج هررا در

(AnalytiKJena Speko1500, Germany)   در سه تکرار قرائرت و

 یک هر واحد فعالیت زایلاناز به عنوان مقدار آنزیمی که ثبت شد. 

شرود  قره آزاد مری کنرد، تعیرین مری     دقی میکرومول گلروکز در هرر  

(Bailey et al. 1991). 

    جهرررت اسررررتخراج   RNX-Plusفر و بررررا Triozolاز محلرررول  

های قارچی رشرد کررده تحرت تیمرار      از هیف RNA هایمولکول

  (.Simms et al. 1993) ستفاده شدعصار جلبک استفاده شد برای ا

 یحراو  در محلرول  مانرده یباق DNA یهرا حرذف مولکرول   جهت

RNA  میآنزاز DNase I (SinaClon, Iran)  سرنتز   .دیاستفاده گرد

cDNA    2 برا اسرتفاده ازX Hyperscript™ One-Step RT-PCR 

Premix .ژن راتییر تغ نسربی سرطو    یبررسر  انجام شد  Xyln  در

         یژن در زمران واقعرر  انیررب زیآنرال روش  بره بکرار رفترره   یمارهرا یت

( (Quantitative Real-time PCR  از دسرتگاه   اسرتفاده  براReal-

Time PCR (Applied Biosystems® StepOne™ )   در سرره

 دو میکرولیترر  جزای واکرنش شرامل  ا. شد تکرار بیولوژیکی انجام

cDNA (111 نانوگرم) ،از  نرانومولار(  111)غلظت  میکرولیتر یک

میکرولیترررر   1/7 و   Xylnآغازگرهرررای رفرررت و برگشرررت ژن  

استفاده شرد.   Master Mix  (RealQ Plus 2x, Ampliqon)محلول

واکنش  حجم نهایی از آب مقطر دوبار تقطیر و استریل برای تنظیم

ژن بتا اکتین به عنوان ژن از  .استفاده گردید تریکرولیم 11 به میزان

 (.  1)جدول استفاده شد  داریخانه

و ترسیم منحنی ذوب  cDNAتکثیر ناحیه هدف در پس از اتمام 

( توسط نرم افزاز اصلی Melting curve analysisنمونه )

 به روش  Real Time- PCRترموسایکلر، نتایج حاصل از واکنش 

(ΔΔCT)– 2  محاسبه و همسان سازی شد(Yuan et al. 2006.) 

هر نمونه در هر بازه زمانی با  Ct (cycle threshold)تغییرات 

 نمونه کنترل و ژن مرجع طبق فرمول زیر به دست آمد:

 
∆Ct target = Ct treatment – Ct control 
∆C reference= Ct treatment – Ct control 

 
∆∆Ct= ∆Ct target – ∆Ct reference 

 
Ratio=2

-∆∆Ct 
 

  Graphpad Prism 7 ترسیم نمودارها با استفاده از نرم افزار 

 IBM SPSS  Statisticsها به وسیله نرم افزار  تحلیل آماری داده

ها به وسیله نرم افزار بیان سطح بیان ژن Heatmapسیم ترو   22

RStudio  انجام شد (Allaire 2012).  

 

ای  مشاهده تک باند حاصل از قطعه تکثیری در واکنش زنجیره 

درصد، حاکی از تکثیر صحیح وعاری  2/1پلیمراز روی ژل آگارز 

ج حاصل از از خطای قطعه مورد نظر بود. پس از دریافت نتای

تعیین توالی، خروجی حاصل از بلاست آرایش نوکلئوتیدی 

های ثبت شده در درصدی را به گونه 111تا  55دریافتی، شباهت 

شان داد. توالی بین ژنی مطالعه شده در بانک ژن نجدول 

(National Center for Biotechnology Information-NCBI )

  نتایج و بحث
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نه استاندارد برای مطالعات های ثبت شده به عنوان نمو ثبت و گونه

 این آزمایش استفاده شدند. 

 
 ریتاث مشخصات جدایه های قارچ تریکودرما استفاده شده در مطالعه  -2جدول 

 میترشح آنز زانیم بر Scenedesmus obliquusجلبک سبز  زیعصاره ر

قارچ  یگونه ها یبرخ در Xylnو سطح رونوشت ژن  لانازیزا

Trichoderma  
 

 قارچ گونه صیتشخ درصد یترسدس شماره

MH635413 111 T. atroviride 

MH635414 14/55 T. virens 

MH635415111 T. longibrachiatum 

MH635416 83/55 T. reesei 

 

نتایج آزمون طیف سنجی به منظور مطالعه بیوشیمیایی میزان 

 های تغییرات آنزیم زایلاناز در اثر تیمار با عصاره جلبک در غلظت

روز  مختلف در دو بازه زمانی نشان داد که سطح ترشح آنزیم در

های مورد مطالعه نسبت به روز هشتم پس از کشت در همه گونه

چهارم افزایش داشته است. میزان ترشح آنزیم در تمامی سطو  

ها بیشتر بوده است. به  نسبت به سایر گونه T. reeseiدر گونه 

گونه در روز چهارم پس از طوری که در نمونه کنترل در این 

واحد بر میلی لیتر و در روز  3/1ناز کشت سطح ترشح آنزیم زایلا

 1111هشتم پس از کشت برای نمونه تیمار شده با عصاره 

واحد بر میلی لیتر  13/1میکروگرم بر میلی لیتر جلبکی به میزان 

 T. atroviride(. کمترین سطح ترشح آنزیم در گونه 1بود )شکل 

 شد، به طوری که در نمونه کنترل در روز هشتم سطح مشاهده

لیتر و در نمونه تیمار با عصاره واحد بر میلی 74/1ترشح آنزیم 

به میزان  سندسموسمیکرو گرم بر میلی لیتر عصاره جلبک  1111

واحد بر میلی لیتر بود که نسبت به نمونه شاهد فقط در  13/2

آنزیم زایلاناز در درصد معنی دار بود. سطو  ترشح  پنجسطح 

 .Tدر هر دو بازه زمانی برای دوگونه  CMCمحیط کشت 

longibrachitaum  وT. atroviride  میکرو گرم بر  111از نمونه

 (. 1میلی لیتر عصاره جلبک بیشتر بود )شکل 

نشران داد کره افرزایش     Xylnنتایج حاصل از آنالیز سطو  بیان ژن 

تیمرار شرده برا سره      T. reseeiدر گونره   Xylnژن سطح رونوشت 

فاکتور مورد بررسی در هر دوبازه زمانی بیشترین میزان افرزایش را  

(. به طوری کره در روز  2نسبت به نمونه شاهد داشته است )شکل 

سرطح بیران ایرن ژن در نمونره حراوی       تیمراردهی، هشتم پرس از  

CMC  میکررو گررم برر میلری لیترر       1111و  111، و غلظت هرای

برابرر بروده اسرت     11/8و  133/1، 17/3یب عصاره جلبکی به ترت

(. همچنین با توجه به دندروگرام به دست آمرده، میرزان   3)جدول 

 .Tو   T. longiberachiatumتغییرات بیان ژن هدف در دو گونره  

virens نظر فاکتورهای زمانی و القایی رابطه نزدیکترری داشرت    از

 (. 2)شکل 

د بررسی مربوط به گونه کمترین میزان تغییرات سطح بیان ژن مور

T. atroviride باشد. که این میزان در روز چهارم پس از کشت می

میکروگرم بر  1111و  111، و غلظت CMCبرای نمونه حاوی 

، 21/1میلی لیتر عصاره جلبکی در محیط کشت پایه به ترتیب 

 .Tبرابر نسبت به نمونه شاهد بود. برای گونه  85/1و   131/1

virens  نژ سطو Xyln  در بازه زمانی روز هشتم پس از

و برای  77/4، 41/3، 18/2برای سه تیمار به ترتیب  تیماردهی

 بود 21/1و  87/2، 82/3به ترتیب  T. longibrachiatumگونه  

 (.3)جدول 

با توجه به نتایج به دست آمده مشخص شد که برای هر چهار 

 از نمونه گونه مورد مورد مطالعه افزایش غلظت عصاره جلبکی

، در محیط لیترمیکرو گرم در میلی 1111و  111شاهد تا غلظت 

کشت باعث روند مثبت در میزان ترشح آنزیم زایلاناز شده است. 

های در گونه CMCنتایج تیمار با محیط کشت حاوی 

T.longibrachiatum  وT. atroviride نشان داد که ترشح آنزیم 

 میلی گرم 111مار شده با عصاره در هر دو بازه زمانی از نمونه تی
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 مختلف یزمان یها شده با عصاره جلبک در بازه ماریت کودرمایقارچ تر یها هیدر جدا Xylnژن  انیحاصل از ب یداده ها نیانگیم سهی. مقا3 جدول

 ژن یکم انیب نیانگیم ماریت یماردهیت یزمان بازه گونه

T. reesei 4 days Control 30.82 1 
0.5 µg/mL  28.968 4.389 

1 µg/mL 28.233 6.717 
CMC  29.036 3.855 

8 days Control 29.965 1 
0.5 µg/mL 27.842 5.133 

1 µg/mL 26.95 8.05 
CMC  28.151 3.67 

T. longibrachiatum 4 days Control 31.82 1 
0.5 µg/mL 30.42 2.95 

1 µg/mL 29.1 5.1 
CMC  29.52 4.03 

8 days Control 31.15 1 
0.5 µg/mL 29.741 2.87 

1 µg/mL 28.86 5.21 
CMC 29.1 3.82 

T. Virens 

 

4 days Control 31.56 1 
0.5 µg/mL 30.42 2 

1 µg/mL 29.47 4.233 
CMC  31.11 1.957 

8 days Control 31.05 1 
0.5 µg/mL 29.939 3.41 

1 µg/mL  29.1 4.77 
CMC 30.392 2.08 

T. atroviride  4 days Control 31.92 1 
0.5 µg/mL 31.03 1.261 

1 µg/mL 30.755 1.89 
CMC  31.45 1.56 

8 days Control 31.45 1 
0.5 µg/mL 30.508 1.598 

1 µg/mL 29.69 3.358 
CMC  30.163 2.388 

بیشتر بوده است  Scenedesmus obliquusبر میلی لیتر جلبک 

 .Tو  T. virensاین در حالی است که پاسخ دو گونه  ،( 1)شکل

reseei  به هر دو غلظت عصاره جلبکی نسبت به محرکCMC  به

منظور ترشح آنزیم زایلاناز بیشتر بوده است. بر اساس مطالعه 

و  T. harizianum( که بر روی دو گونه 2113محمد و همکاران )

،T. virens  به انجام رسیده است، مشخص شده است که تکثیر

باعث  این دو گونه بر روی محیط طبیعی پوسته هنداونه و طالبی 

  افزایش ترشح آنزیم های گلاکتوروناز و زایلاناز نسبت به نمونه

               سطح ترشح آنزیم زایلاناز روزمیزان شاهد شده است. بیشترین 

-وده است. همچنین استفاده منابع قندیپنجم پس از کشت ب

ثیر پایین تری نسبت به عصاره طبیعی أکربنی به عنوان القاگر ت

بستر کشت در افزایش سطح ترشح آنزیم زایلاناز داشته است 

(Mohamed et al. 2013).  رشدی در  بیشترین سطو  فاکتورهای

و تحت تیمارهای روز پس از کشت  7تا  1بین بازه زمانی 

 .Shojaosadati and Asadollahi) ک کننده اتفاق می افتدتحری

2016).  

 .Tبر اساس نتایج مطالعه پیش رو سطح ترشح پایه آنزیم در گونه 

longibrachiatum  در هر دو بازه زمانی در مقایسه با ترشح پایه

بسیار به هم نزدیک است و این میزان با  T.reesiآنزیم در گونه 
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افزایش  T. longibrachiatumگونه افزایش زمان کشت در 

یابد، نکته قابل توجه افزایش بیشتر سطو  ترشح  بیشتری نیز می

آنزیمی با اعمال هریک از تیمارهای سه گانه به عنوان القاگر در 

(. بررسی ها 1می باشد )شکل  T.reseeiمحیط کشت، برای گونه 

ه نشان می دهد که استفاده از پوسته پرتقال و همچنین عضار

 Aspergullusدر شرایط محیطی قارچ  .Spyrogira spجلبک سبز 

niger های پلی گالاکتوروناز، زایلاناز  به افزایش میزان تولید آنزیم

 Rodríguez et al. 2011; Heydariشود ) و پکتیناز منجر می

nezhad et al. 2020 مطالعات .)Botella دهد  و همکاران نشان می

 Aspergillus% به منابع کربنی در محیط کشت 1که افزودن گلوکز 

awamori های گالاکتوروناز و  باعث افزایش معنی دار ترشح آنزیم

زایلاناز می شود، این در حالی است که افزودن گلوکوز تا میزان 

 Botella etدهد ) های مذکور را کاهش می سطح ترشح آنزیم 8%

al. 2005 مطالعه .)Salazar  و همکاران حاکی از آن است که

سطو  ترشح آنزیم کتیناز بر اساس روش اسپکتروفتومتری و 

ی ها پروتئومیکس روی محیط کشت غذایی حاوی پودر قارچ

 .Tو  T. harizianumچتری به عنوان منبع کربن برای دو گونه 

atroviride  به ترتیبب در روزهای ششم و هشتم پس از کشت به

واحد در لیتر به بیشترین سطح خود رسیده و  3/1 و 1/1میزان 

 .Salazar et alپس از آن روند ترشح آنزیم کاهشی بوده است )

به طور  Xyln(. در مطالعه حاضر نتایج بررسی سطح بیان ژن 2019

نسبی همبستگی مثبت با نتایج سطو  آنزیمی ترشح شده نشان 

که یکی از  Xylnداد. باتوجه به این که میزان سطح رو نوشت ژن 

فاکتورهای اصلی در سنتز و ترشح آنزیم های گروه زایلاناز می 

بیان ژن  میزان بیشترین  باشد. باشد، این رابطه قابل توجیه می

که در روز هشتم به  مشاهده شد  T. reseeiمذکور در گونه 

لیتر عصاره جلبکی بیش از میکروگرم بر میلی 1111واسطه دوز 

نترل بود. بیان ژن هدف در تیمار مربوط به هشت برابر نمونه ک

ها سطح بیان کمتری در  نیز در تمام آزمایش CMCمنبع کربنی 

میکرو گرم بر میلی لیتر عصاره جلبکی داشت،  1111برابر عصاره 

اما در برخی نتایج افزایش بیشتر سطو  رونوشت ژن از عصاره 

آنچه . است میکروگرم بر میلی لیتر عصاره جلبکی بیشتر بوده 111

 1)الاتر ز بمشخص است عصاره جلبک سبز سندسموس در دو

تاثیر بیشتری نسبت به منبع کربنی لیتر( گرم در میلیمیلی

در تحریک و سنتز  CMCشیمیایی موجود در محیط کشت 

ها منشاق  های مرتبط با گروه زایلاناز داشته است. جلبک آنزیم

بوده که در صنایع  ها و مواد ژلاتینی سرشاری از هیدروکربن

مختلف نظیر پزشکی، داروسازی و کشاورزی حائز اهمیت بوده و 

ها در مهندسی ژنتیک و بیوتکنولوژی در  استفاده از ریز جلبک

ها  استفاده از جلبک (.Maity et al. 2014)باشد  حال افزایش می

های زیستی نظیر گاز  به عنوان عوامل مفید در تولید سوخت

 قرار استفاده موردها،  و بیودیزل ها انواع الکل هیدروژن و تولید

یکی از  .(Demirbas, 2010; Gorgich et al. 2020) اند گرفته

اهداف مهم بیوتکنولوژی صنعتی در جهت تولید در مقیاس وسیع، 

های قابل مصرف یک میکروارگانیسم می  گسترش طیف پیش ماده

ش داده و فرایند باشد. این موضوع انعطاف پذیری فرایند را افزای

. (Wijffels et al. 2013)نماید را از نظر اقتصادی توجیه پذیر می

در مسیرهای منتهی به تولید انبوه قیمت پیش ماده سهم زیادی در 

قیمت تمام شده محصول دارد. امروز تحقیقات گسترده ای در 

ها برای مصرف پیش  جهت توانمند ساختن میکروارگانیسم

یلوز، لاکتوز، سلولز و نشاسته شده است هایی مانند زا ماده

(Shojaosadati and Asadollahi. 2016). 

 وارهیدر د یساختاری سلولز باتیکپژوهش نشان داد تر نیا جینتا 

های  گونهکه در دسترس  یدر صورت میکروجلبک سبز سندموس

 انیب ی،ده گنالیس ستمیس یبا فعال ساز رند،یقرار گتریکودرما 

از جمله خانواده گروه  مواد نیکننده ا هیده تجزرمز کنن یژن ها

 قرار ریها را تحت تاث میآنز نی، ترشح اگلیکوزید هیدرولازها 11

های  این آنزیم ها در مکانیسم (.Wubben et al. 2010) دهد می

های تریکودرما در های آنتی بیوزی قارچ مرتبط با واکنش

ای بسیاری  ه یاختهمسیرهای کنترل بیولوژیک قادر به تجزیه دیوار

ای عوامل بیماری  ها، نابودی و فروپاشی ساختار یاخته از قارچ

 (.Zavari et al. 2012زای گیاهی هستند )
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شده با  ماریشامل، نمونه شاهد، ت یشیآزما یها . نمونهTrichodermaچهار و هشت روز در چهار گونه  یدر دو بازه زمان لانازیزا میسطو  ترشح آنز سهیمقا -1شکل 

نشان  یدهد. محور عرض یروز را نشان م 8و  4 یبازه زمان ی. محور طولCMC یکشت حاو طیو مح Scendesmusجلبک  تریل یلیبر م کروگرمیم 1111 و 111عصاره 

 .درصد نجپ سطح در دار یمعن :* .درصد کی سطح در دار یمعن :**. است( تریل یلیها )واحد بر م نمونه یلانازیزا تیدهنده فعال
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کشت  طیبا سه فاکتور القاگر شامل مح ماریتحت ت Trichodermaژن را در چهار گونه قارچ  انی. نقشه ارتباط بXylnژن  انیسطح ب یینقشه گرما شینما -2 کلش

 ریی. تغدهد یرا نشان م تریل یلیم بر گرمکرویم 1111 یجلبک عصاره یحاو کشت طیمح و تریل یلیبر م کروگرمیم 111 یعصاره جلبک یکشت حاو طیمح  ،CMC یحاو

 انیب سطح قرمز رنگ به لیما یهاتر و خانهنییپا ژن انیب سطح یآب رنگ به لیما یها. خانهاست داشته یشتریمرتبط تشابه ب یهادندروگرام یدارا یهاگونه در ژن انیب

 .دارند یبالاتر ژن
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