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ژن بيان بر ميزان ترشح آنزيم پكتيناز و سطح  .Spirogyra spتاثير عصاره جلبك سبز 
PgaA  در قارچAspergillus niger  

 2و محمدرضا سرافراز اردكاني 1، محمد سالاري*2، سيد كاظم صباغ1، ناصر پنجه كه1امير مسعود حيدري نژاد

  زابل، دانشگاه زابل، دانشكده كشاورزي، گروه گياهپزشكي 1
  يزد، دانشگاه يزد، دانشكده علوم، گروه زيست شناسي 2

 25/10/97 :تاريخ پذيرش  21/7/97 :تاريخ دريافت

  چكيده

در اين قارچ ژن . است كه آنزيم هاي گروه پكتيناز را در سطوح بالايي توليد مي كند ميكروارگانيسمي Aspergillus nigerقارچ 
جلبك . گليكوزيد هيدروزلازها كه آنزيم هاي پلي گالاكتوروناز ترشح مي كنند را كد مي كنند 28خانواده شماره  PgaAهاي 

آبي با داشتن تركيبات پكتيني، سلولزي و همي سلولزي زايلان، آرابينوزايلان و غيره در ساختار -و جلبك هاي سبز هاي سبز
در اين پژوهش تاثير . عمل نمايندان پيش ماده براي توليد آنزيم هاي سلولاز، زايلاناز و پكتيناز در قارچ ها خود مي توانند به عنو

بر ميزان ترشح آنزيم پكتيناز و همچنين  .Spirogyra spميكروگرم در ميلي ليتر عصاره جلبك سبز  1000و  500غلظت هاي 
كشت، با استفاده ازتكنيك افزودن عصاره جلبك به محيط روز پس از در بازه هاي زماني چهار و هشت  PgaAسطح بيان ژن 

Quantitative Real-time PCR بيشترين ميزان ترشح آنزيم در روز هشتم پس از اضافه كردن عصاره جلبك با . گرديد ارزيابي
نشان داد كه  PgaAآناليز بيان ژن ). واحد بر ميلي ليتر 28/4( ميلي گرم در ميلي ليتر به محيط كشت مشاهده شد 100غلظت 

ميكرو گرم  1000روز بعد از افزودن عصاره جلبك به محيط كشت با غلظت  4بيشترين ميزان سطح بيان ژن مربوط به بازه زماني 
مز كننده آنزيم هاي پكتيناز و افزايش با توجه به تاثير مثبت تركيبات جلبك اسپيژوژير بر ميزان بيان ژن ر. ميلي ليتر بوده استدر 

هاي مستعد  توانند منابع بسيار مناسبي جهت توليد آنزيم از قارچ ها مي  جلبكريزچنين نتيجه گيري مي شود كه  ،آنزيم ترشح
   .باشند و در صنايع بيوتكنولوژي مورد استفاده قرار گيرند

 .، جلبك سبزReal-time PCRاسپيروژير، آنزيم پلي گالاكتوروناز، بيان ژن، تكنيك : كليدي هاي هواژ

 sksabbagh@yazd.ac.ir: پست الكترونيكي 03531232257: نويسنده مسئول، تلفن *

  مقدمه

آنزيم پكتيناز يك آنزيم پكتوليتيكي است كه ماده پكتين را 
ديواره  تشكيل دهندهكه يك سوبستراي پلي ساكاريدي 

پكتينازها از مهمترين گروه . مي شكند ان استسلول گياه
هاي آنزيمي هستند كه به طور گسترده اي در باكتري ها و 
قارچ ها توزيع شده و سه گروه مهم آن ها شامل پلي 

و پكتين ليازها ) PE(، پكتين استرازها )PG(كتورونازها گالا
)PL ( مي باشند)يكي از اولين موارد استفاده از آنزيم . )1

مربوط به  ،در صنايع غذايي) ز قارچ هااجدا شده (پكتيناز 

 .)2( مي باشد كيفيت آبميوه ها ف سازي و بالا بردنشفا
از آنزيم هاي تجاري پكتين ليازي در صنعت آبميوه 

پكتيناز كاربردهاي بسيار . تقاضاي بالايي برخوردار هستند
زيادي در صنايع استخراج آبميوه، استخراج روغن، تيمار 
كردن ضايعات آبي، غذاي دام، خالص سازي ويروس هاي 
گياهي استفاده در صنعت كاغذ سازي، تخمير چاي و قهوه 

  قارچ). 2(و نرم كردن فيبر هاي گياهي دارد 
Aspergillus niger يسم هايي است كه نيكي از ميكروارگا
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 سطح بالايي از آنزيم هاي گروه پكتيناز را توليد مي كند
با كشت قارچ ها در محيط كشت مناسب و اضافه ). 3(

توليد اين آنزيم ها القاء  ،كردن مواد حاوي پكتين به محيط
سپس با انجام فيلتراسيون اين آنزيم ها را . مي شود

خانواده گليكوزيد هيدرولازها  ).4(جداسازي مي كنند 
گروه گسترده اي از آنزيم ها هستند كه پيوند گليكوزيدي 
بين دو يا تعداد بيشتري از كربوهيدرات ها را تجزيه مي 

قادر خواهد بود در  Aspergillus nigerقارچ ). 5(كنند 
roteasePlkaline A  ژن هاي محرك، با افزايش بيان  محيط

 )APga(  منجر به توليد و افزايش آنزيم پلي گالاكتوروناز
)EC 3.2.1.15 ( گليكوزيد  28خانواده شماره از

بهينه سازي شرايط تخمير و تركيب ). 6( شود هيدروزلازها
نشان  Aspergillus oryzaeمواد غذايي محيط كشت قارچ 

تركيباتي نظير سويا، قند، اوره، آب و سولفات داده است كه 
و % 67درجه سانتي گراد، رطوبت  33م در دماي وزييمن

قادر به تحريك قارچ در افزايش ميزان آنزيم  9/5اسيديته 
استفاده از تفاله ). 7( هاي سلولاز و پكتيناز شده است

توليد  در Aspergillus awamoriانگور در تحريك قارچ 
نشان داده است كه  زايلاز و پلي گالاكتوناز هاي آنزيم

توليد آنزيم  محيط جامد و اندازه ذرات در مراحل تخمير و
جلبك هاي سبز  ).8( خللي ايجاد نمي كند

)Chlorophyta (آبي -و جلبك هاي سبز)Cyanophyta ( با
زايلان، داشتن تركيبات پكتيني، سلولزي و همي سلولزي 

آرابينوزايلان و غيره در ساختار خود مي توانند محرك هاي 
خوبي به عنوان پيش ماده براي تحريك بيان ژن رمز كننده 
و توليد آنزيم هاي سلولاز، زايلاناز و پكتيناز در قارچ ها 

 .Spirogyra spجلبك سبز رشته ).9(باشند 

)Zygnematophyceae(  سبز رنگ، غير ريسه هاي داراي
 16تا  1منشعب و مركب از رديفي از سلول هاي داراي 

شناور  و آزادكلروپلاست مارپيچي مي باشند كه به صورت 
 .)10(رشد مي كنند روي سطح آب هاي شيرين در 

مطالعات ثابت كرده است كه استفاده از زيست توده جلبك 
Spirogyra  و قارچAspergillus niger عنوان جاذب ب

در جذب رنگ هاي باقي مانده در ) Biosorption( زيستي
ديواره سلولي اين . )11(پسĤب هاي نساجي موثر است 

لايه بيرون پكتيني و لايه دروني  كه لايه است جلبك دو
پكتين در خارجي ترين مي باشد غني از تركيبات سلولزي 

لايه ديواره سلولي حل مي شود و به ريسه ها حالت لغزنده 
با توجه به وضعيت ساختاري ديواره  ).12(مي دهد و لزج 

در  Aspergillus nigerاين جلبك و پتانسيل بالاي قارچ 
 اين تحقيق اثر عصاره آبي جلبكدر .، توليد آنزيم پكتيناز

بيوشيميايي و  اسپيروژير بر روي برخي از خصوصيات
 PgaAژن بياندر سطح  Aspergillus nigerمولكولي قارچ 

 توليددر  تغييرات ميزان و واقعيزمان بيان ژن در  روشبا 
 .قرار گرفت بررسيمورد  پكتيناز آنزيم

  مواد و روشها
مجموعه جدايه مورد مطالعه از : انتخاب و شناسايي قارچ

 .قارچي گروه گياهپزشكي دانشگاه فردوسي مشهد تهيه شد
شناسايي قارچ مورد نظر به كمك مشاهده هاي 

اندامي ميكروسكوپي و مطالعه ويژگي هاي ريخت شناسي 
انجام  ، انشعابات اوليه و ثانويه هاگبرهاهاگ بر، هاگ نظير
همچنين بمنظور شناسايي مولكولي قارچ، . )2شكل ( شد

روزه قارچ در  5كل از توده ميسليومي  DNAاستخراج 
از  ).14(انجام شد  CTABبه روش  PDBمحيط كشت 

) 1جدول ( ITS1-ITS4جفت آغازگر رفت و برگشت 
براي تاييد ريبوزومي  DNAناحيه بين ژني مربوط به 

روش واكنش زنجيره پليمراز مولكولي جدايه قارچ با 
پس از بهينه سازي باند حاصل از تكثير  .استفاده گرديد

، نمونه جهت تعيين درصد 1قطعه هدف بر روي ژل آگارز 
  . كره ارسال شد Bioneerتوالي به شركت 

نمونه جلبك : Spirogyraنمونه گيري و شناسايي جلبك 
سبز رشته اي از آب چشمه هاي شيرين شهر طبس جمع 

 Bold's Basal آوري شد و در محيط كشت مايع

MediumBBM, Merck)  كشت، خالص سازي و نگهداري
با استفاده از مطالعات ميكروسكوپي و بررسي . شد
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) كلروپلاست نواري و مارپيچي(خصوصيات كلروپلاستي 
تشخيص داده  .Spirogyra sp نمونه جلبك مورد بررسي

  ). 2شكل (شد 

، نمونه  به منظور تهيه عصاره جلبك: تهيه عصاره جلبكي
در ) 15(و همكاران جلبك سبز بر اساس روش شوچنكو 

و روي شيكر در شرايط  BBMمايع محيط غني غذايي 
دمايي و تناوب نوري مناسب كشت داده شد و پس از 
رشد، نمونه ها از محيط كشت تخليص و در آون خشك 

گرم از بافت خشك جلبك جهت  50مقدار . ندشد
مورد استفاده دستگاه سوكسله  بوسيله ياستخراج عصاره آب

/. 1مقدار  ،از پايان عصاره گيري پس). 16( قرار گرفت
ميلي ليتر آب  100جلبك در  عصاره استحصال شدهگرم از 

عصاره پايه جلبكي با غلظت  از رقيق سازي حل شده و

تا زمان استفاده در  وتهيه  ميكرو گرم در ميلي ليتر 1000
  . درجه سانتي گراد نگهداري شد 4يخچال در دماي 

به منظور طراحي : PgaAطراحي آغازگر در ناحيه ژن 
توالي هاي مربوط به آغازگر مناسب در ناحيه ژن هدف 

كد كننده آنزيم هاي اندوپلي  PgaAرونوشت ژن 
دريافت  NCBI وبگاهاز  A .nigerگالاكتوروناز از گونه 

هم رديفي توالي ها و انتخاب نواحي محافظت شده با . شد
به ) Consensus sequence( توافقساخت توالي مورد 

درنهايت طراحي . صورت گرفت Bioeditكمك نرم افزار 
 Exon-exon( آغازگر مناسب در نواحي بين دو اگزون

junction( )جفت  53ناحيه اينتروني به طول  يك داراي
، به كمك نرم افزارهاي PgaAدر رونوشت ژن ) باز

و ) Oligo7 )17(، Primer premier 5 )18 بيوانفورماتيكي
  . انجام شد Primer 3وبگاه آنلاين 

  مشخصات آغازگرهاي مورد استفاده در اين مطالعه -1جدول 

دماي اتصال 
 آغازگر

طول
   PCRمحصول

  توالي رفت  توالي برگشت
نام 
  آغازگر

58  269***-322** TCCATCCCACTCCTCGTAC TGCCAAGCCTTTGTTCTG PgaA* 

56  600  TCCTCCGCTTATTGATATGC TCCGTAGGTGAACCTGCGG ITS1-4 

59  170  GAAGAAGGAGCAAGAGCAGT GGTCTGGAGAGCGGTGGTAT Actin 

* Designed in this study- ** For DNA- *** For mRNA 

به منظور سنجش : القاي ترشح و سنجش آنزيم پكتيناز
محيط كشت مايع حاوي  ،آنزيم پكتينازميزان ترشح 

(NH4)2SO4 ،KH2PO4 ،K2HPO4  )6 گرم ( وMgSO4 )1 
ميلي ليتر تهيه و سپس در ظروف  1000در حجم ) گرم

عصاره جلبكي . ميلي ليتر تقسيم شد 50شيشه اي به ميزان 
درصد به عنوان پيش ماده و منبع كربن به محيط اضافه و  1

 80(انكوباتور شيكردار نمونه هاي قارچي كشت و در 

rpm ( قرار درجه سانتي گراد  25روز در دماي  8به مدت
 8و  4 زمان هايبازه هاي گذشت  طياز  بعد. داده شدند

قارچ در محيط القاء كننده حاوي عصاره  پس از كشتروز 
 بوسيله فيلتر ميكروپور صاف و، محيط كشت جلبك

در  آنزيميعنوان عصاره از مايع آبي به . گرديدتخليص 
استخراج  براي هيف قارچياز و سنجش فعاليت آنزيمي 

RNA روش  سنجش آنزيم پكتيناز به. استفاده گرديد
 كلوريمتريك ميلر و معرف دي نيتروساليسيليك اسيد

گرم پودر  1مولار،  NaOH 2ميلي ليتر  20حاوي
گرم سديم پتاسيم  30، (DNS)نيتروساليسيليك اسيد 

ميكروليتر  30 مقدار .ليتر انجام شد ميلي 100در تارتارات 
ميلي ليتر بافر سديم استات  3آنزيمي در عصاره نمونه 

)pH: 6 ( در دماي  يرنگهدا دقيقه 10رقيق شد و پس از
به نمونه ها  DNSميلي ليتر معرف  1درجه ساتيگراد،  40

درجه سانتي گراد قرار داده  90دقيقه در دماي  5اضافه و 
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استفاده از با محلول واكنش  نوريسپس جذب  .شدند
در  (AnalytikaJena, Germany) نوريطيف سنج دستگاه 

آزمون محاسبه . اندازه گيري شدنانومتر  540موج طول
هر واحد فعاليت . سطوح آنزيمي در سه تكرار انجام شد

ماكرومول گلوكوز در  1پكتيناز به عنوان مقدار آنزيمي كه 
  .مي شودهر دقيقه آزاد مي كند، تعيين 

و بررسي سطح بيان ژن  cDNA، ساخت RNAاستخراج 
PgaA  : استخراجRNA  توده هاي قارچي حاصل براي از

 و )RNX-Plus  )19با استفاده از بافر تهيه عصاره آنزيمي
Triozol  شد انجام مطابق با روش سيمس و همكاران

وسيله ب RNA  هاي احتمالي به منظور حذف آلودگي). 20(
DNA كيتز ا RNase-free( Fermentase) استفاده گرديد .

حذف  براي DNaseI (SinaClon, Iran)از آنزيم 
 .يددر محلول استفاده گرد يمادهباق DNAيمولكولها

 ت تجارييك با استفاده از cDNAسنتز 
AccuPowerRCycleScript RT PreMix (dN6) kit نجام ا

 بيان و ميزان تغييرات ژن سطح بررسي منظور هب .شد
PgaA آناليز بيان ژن در  تكنيك زا ،در تيمارهاي بكار رفته

از  ستفادهبا ا Quantitative Real-time  PCR)( زمان واقعي
-Applied Biosystems® StepOnePlus™ Realدستگاه 

Time PCR   50اجزاي واكنش شامل  .)21( شداستفاده 
ليتر از آغازگرهاي رفت و ميكرو cDNA ،5/0نانوگرم 
بود  RealQ Plus 2x Master Mixميكروليتر  5/7برگشت، 

محلول واكنش به  حجم نهايي كه با آب مقطر دوبار تقطير
 از توالي آغازگر ژن بتا اكتين .تنظيم گرديد ميكروليتر 15

)Beta-Actin(  شد مرجع استفاده به عنوان ژن) 1جدول( .  

و ترسيم  مكمل DNAتكثير پس از اتمام : ها آناليز داده
توسط نرم  )Melting curve analysis( منحني ذوب نمونه

با  Real Time- PCR افزاز، آناليز نتايج حاصل از واكنش
 Ct تغييرات). 22(محاسبه شد  2 –(ΔΔCT)  فرمولاستفاده از 

(Cycle threshold; Ct)  هر نمونه در هر بازه زماني با
 .نمونه كنترل و ژن مرجع طبق فرمول زير به دست آمد

∆Ct target = Ct control – Ct treatment 

∆C reference= Ct control -Ct treatment 

∆∆Ct= ∆Ct reference - ∆Ct target 

Ratio=2-∆∆Ct 

 Graphpad Prism 7ترسيم نمودارها با استفاده از نرم افزار
 IBM SPSSها به وسيله نرم افزار  و تحليل آماري داده

Statistics 22 نجام شدا. 

  نتايج
ژنومي قارچ با  DNAتدا اب A. nigerجهت شناسايي قارچ 

كيفيت استخراج با . استفاده از كيت مربوطه استخراج شد
درصد با  1استفاده از رديابي باند حاصل بر روي ژل آگارز 

-1شكل (تاييد شد  Gel Docعكس برداري توسط دستگاه 
جهت  ريبوزومي RNAناحيه بين ژني رمز كننده ). الف

 .گرديد استفاده شناسايي مولكولي قارچ آسپرژيلوس نيجر
مشاهده باند حاصل از قطعه تكثيري در واكنش زنجيره اي 

 نشان از تكثير صحيح و درصد، 1روي ژل آگارز  پليمراز
). ب - 1شكل (عاري از خطاي قطعه مورد نظر مي باشد 

پس از دريافت نتايج حاصل از تعيين توالي، خروجي 
حاصل از بلاست آرايش نوكلئوتيدي دريافتي، شباهت 

توالي بين ژني . نشان داد A. nigerرا به قارچ  درصدي100
 National Center for(مطالعه شده در بانك ژن 

Biotechnology Information-NCBI ( ثبت شده است
(MH635417).  

به منظور مطالعه بيوشيميايي  نتايج آزمون طيف سنجي
ميزان تغييرات آنزيم پكتيناز در اثر كاربرد عصاره جلبك با 

مختلف در دو بازه زماني نشان داد كه بيشترين  هاي غلظت
 1000سطح ترشح آنزيمي در محيط كشت مايع در تيمار 

 بازه زمانياز عصاره جلبك در  ميكرو گرم در ميلي ليتر
به ميزان  جلبك عصاره به وسيله روز بعد از القا هشت

باشد كه در مقايسه با نمونه  ليتر مي واحد بر ميلي 28/4
واحد بر ميلي ليتر در سطح يك درصد  3ميزان شاهد به 

همچنين ترشح آنزيم پكتيناز در  .تفاوت معني داري داشت
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ميكروگرم در ميلي  1000روز چهارم پس ازكشت در تيمار 
واحد بود كه نسبت به  94/2عصاره جلبكي به ميزان  ليتر

واحد در سطح يك درصد تفاوت  6/0نمونه شاهد به ميزان 
 A. nigerترشح آنزيم پكتيناز توسط قارچ . معني دار داشت

ميكروگرم در ميلي  500محيط كشت حاوي عصاره  در
در روز چهارم به  .Spirogyra spاز عصاره جلبك  ليتر

بر ميلي ليتر، با نمونه شاهد در سطح يك  واحد 56/1ميزان 
واحد بر ميلي ليتر با  29/3درصد و روز هشتم به ميزان 

نمونه شاهد فقط در سطح پنج درصد تفاوت معني دار 
  ). 3شكل ( .داشت

استخراج شده توسط ژل  RNAپس از بررسي كيفيت 
مكمل،  DNAو ساخت ) پ - 1شكل (درصد  1آگارز 

نتايج . واكنش زنجيره پليمراز در زمان واقعي انجام شد
بررسي تغييرات بيان رونوشت شاهد در روز چهارم پس از 

 1000كشت در نمونه كشت شده حاوي عصاره با غلظت 
  .بوده است  Spirogyraميكروگرم در ميلي ليترجلبك سبز 

  

 

. A. nigerژنومي قارچ  DNAباند حاصل از قطعات ) الف. (درصد 1نتايج بررسي كيفيت قطعات استحراج و تكثير شده روي ژل آگارز  -1شكل 
استخراجي از  RNAبررسي كيفيت ). پ(جفت باز  600در محدود نزديك به ) ITS1-ITS4( rDNAباند حاصل از تكثير ناحيه بين ژني ). ب(

  .دارد RNAنشان از كيفيت مناسب استخراج  rRNAچهار قطعه باند از نواحي  وجود. نمونه هاي قارچي

  

  
تصوير درشت نمايي شده ميكروسكوپ نوري از ريسه جلبك  .)b(. .Spirogyra spتصوير ماكروسكوپي توده رشته اي جلبك ) a( -2شكل 

Spirogyra  همراه با كلروپلاست مارپيچي)c .( تصوير ماكروسكوپي از هيف و اسپورهاي قارچA. niger  روي محيط كشتPDA) .d(.  تصوير
  .A. nigerدرشت نمايي شده ميكروسكوپ نوري قارچ 
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در روز هاي  A. nigerميزان فعاليت آنزيم پكتيازي قارچ  -3شكل 

چهارم و هشتم در محيط كشت حاوي دو غلظت مختلف عصاره 
. معني دار در سطح پنج درصد(*)  ..Spirogyra spجلبك سبز 

 .معني دار در سطح يك درصد(**) 

 

تغييرات بيان ژن رمز كننده آنزيم پلي گالاكتوروناز در قارچ  -4شكل 
Aspergillus niger تفاوت در محيط كشت حاوي دو غلطت م

روز پس  8و  4در بازه هاي زماني  .Spirogyra spعصاره جلبكي 
 از كشت نسبت به نمونه شاهد

با استفاده  PgaA)(ژن رمز كننده آنزيم پلي گالاكتوروناز 
نشان داد كه افزايش بيان اين  روش بيان ژن در زمان واقعي

هد در محيط كشت پايه برابر بيشتر از نمونه شا 142/10ژن 
همچنين در روز چهارم افزايش بيان ژن  .)2جدول (بود 

 500هدف در نمونه حاوي عصاره جلبكي با غلظت 
برابر  295/2نسبت به نمونه شاهد  ميكروگرم در ميلي ليتر

بررسي نتايج بيان نسبي ژن هدف در . افزايش يافته است
روز هشتم پس از كشت نيز نشان داد كه در نمونه قارچي 

 1000و ميكروگرم در ميلي ليتر 500حاوي عصاره
سطح رونوشت اين  ،عصاره جلبكي ميكروگرم در ميلي ليتر
مونه برابر بيشتراز ن 957/4و  012/2ژن به ترتيب به ميزان 

طور كلي ميزان تغييرات بيان ب). 2جدول (شاهد بوده است 

در روز چهارم نسبت به روز هشتم پس از  PgaAژن 
 ).4شكل (تر بوده است بيش كشت به ميزان قابل توجهي

مقايسه نتايج حاصل از سنجش سطح آنزيمي گروه پكتياز 
و تغييرات بيان ژن رمز كننده آنزيم پلي گالاكتوروناز 

در روز . ارتباط و همبستگي نزديكي را با هم نشان داد
چهارم پس از كشت نمونه هاي تيمار شده با پيش ماده 

نمونه شاهد عصاره جلبكي در هر دو غلظت، نسبت به 
  ).3شكل (افزايش معناداري نشان داد 

  بحث
ها و مواد ژلاتيني بوده  جلبكها منشا سرشاري از هيدروكربن

كه در صنايع مختلف نظير پزشكي، داروسازي و كشاورزي 
ها در مهندسي  ز اهميت بوده و استفاده از ريز جلبكئحا

از استفاده . ژنتيك و بيوتكنولوژي در حال افزايش مي باشد
هاي زيستي  به عنوان عوامل مفيد در توليد سوخت جلبكها

ها  و بيوديزل ها ، و توليد انواع الكل)25( نظير گاز هيدروژن
 هاي گونه.است قرارگرفته آزمايش و تاييد وردم) 7،1، 25(

 تركيبات هيدروليز توانايي Aspergillus جنس به متعلق
 طريق از ها آن سازنده اوليه مواداز  را پكتيني و سلولزي
 مواد از دهااستف. باشند مي دارا مختلف هاي آنزيم ترشح
 ترشح در ها ميوه انواع هاي تفاله نظير قارچ محرك
 ادهنشان د سلولاز همي و پكتيناز سلولاز، مانند هايي آنزيم
 قابل مقادير ارچق رشدي شرايط سازي بهينه باكه  است

 توجه با). 36( گردد مي توليد شده ياد هاي آنزيم از توجهي
 ارتباط در كافي اطلاعات شده انجام كتابشناسي مطالعات به
 هاي هيدرات از سرشاري منابع عنوان به ها جلبك نقش با

 شده ياد هاي آنزيم توليد به ها قارچ تحريك در كربن
 تشكيل تركيبات موجود در غناي به توجه با. ندارد وجود
 و مينهآ اسيدهاي ها، وكربنرهيد شامل، عصاره دهنده

 ميكرو، و ماكرو عناصر و ترپنوئيدي تركيبات ها، پروتئين
 بر محرك ماده يك عنوان به تواند مي ها جلبك عصاره
 قارچ نياز مورد هاي آنزيم توليد آن بالطبع و قارچ رشد
مطالعات ). 5(د آور فراهم تركيبات اين هيدروليز جهت
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طبيعي پكتين پيشين تاثير نوع منبع كربني و محرك هاي 
نظير سبوس گندم، ميوه سيب، توت فرنگي و پرتقال و در 

 ).24، 23(آنزيم هاي قارچي اثبات كرده است  ميزان ترشح
 Aspergillus قارچهمچنين بهينه سازي شرايط رشدي 

giganteus وري هر بيشتر در توليد حداكثري  براي بهره
 30دماي و در  5/4آنزيم نشان داده است كه در اسيديته 

روز  5گراد بيشترين مقدار توليد آنزيم بعد از  يدرجه سانت
 شرايطي چنين تنظيم با مطالعه اين در ).26( به ثبت رسيد

 تاثير همچنين و آنزيم بيان ميزان دمايي شرايط ويژه به
 در ژن بيان سطح در ژنتيكي تغييرات ايجاد در عصاره
همراه دما بر اثر غلظت به  .يافت افزايش قبولي قابل سطح

 و .FP flavipes A‐500 ميزان توليد آنزيم توسط دو گونه

370‐FP terreus A. غلظت منبع  زانيم شيزافداد كه ا نشان
نقش  ميآنز ديتول شيقارچ در اقزا يكربن قابل دسترس برا

 قيتحق نيا جينتا با كه )22(دارد  يدار يو اثر معن ميمستق
با دو  يدو بازه زمان در PgaAژن  آناليز بيان .دارد مطابقت

 نيب ميمستق ارتباط از نشان زيعصاره ن اوتغلظت متف
در  كهيطورب داردژن  انيب شيو افزا ريو زمان تاث غلظت

ماده اضافه شده اند،  شيكه دو غلظت مختلف پ يينمونه ها
دو  زانيم شيافزا با .داشت شينسبت به نمونه كنترل افزا

 در كروگرميم 1000به  500 غلظت عصاره از يبرابر
 يپل ميسطح رونوشت ژن رمز كننده آنز ،تريل يليم

برابر افزايش  5- 2در روز هشتم تقريبا بين گالاكتوروزناز 
  ).2جدول ( داشت

  ت به نمونه شاهدسبن PgaAهر نمونه و مقايسه نسبي ميانگين بيان ژن  ميانگين ctمحاسبه  -2جدول
Genes Sample Mean C(t) Expression 

PgaA* Control+Day 4 32.158 1 
PgaA 500PPM+Day 4 31.19 2.595 
PgaA 1000PPM+Day 4 29.906 10.142 
PgaA Control+Day 8 29.674 1 
PgaA 500PPM+Day 8 28.566 2.012 
PgaA 1000PPM+Day 8 26.856 4.957 
*Target Gene 

با افزايش غلظت در بازه  روند افزايش بيان ژن كاهش
نشان از تاثير اوليه عصاره در  پس كشتروز  8زماني 

و احتمال اينكه بعد از  داردتحريك قارچ به توليد آنزيم 
عصاره اثر سميت بر روي قارچ  بگذشت زمان تركي

با بررسي ميزان بيان اين ژن در  .داشته باشند زياد مي باشد
بازه هاي زماني بيشتر مي توان اين مورد را اثبات نمود ولي 

تعيين اثر پذيري قارچ از عصاره  هدفدر اين تحقيق 
 .ده از نشانگر مولكولي بود كه به تائيد رسيداجلبك با استف

با تلقيح عصاره جلبك ) 2004(مطالعه كلوزت و همكاران 
گياه يونجه به عنوان القاگر و مشاهده به  .Ulva spسبز 

نتايج آزمون نوردرن بلات نشان داد، پاسخ هاي دفاعي گياه 
بدون بروز پاسخ نكروتيك  PR10ژن بيان باعث افزايش 

افزايش ميزان مقاومت گياه به  ).28(در گياه شده است 
تواند نتيجه تحريك قارچ به توليد آنزيم پكتيناز  بيماري مي

باشد كه باعث خودكشي قارچ در گياه و در نتيجه مقاومت 

كاربرد اين . شود ميگياه در اثر كاهش جمعيت بيمارگر 
هاي بيمارگر مي  اثر تحريك به سلولاز در قارچ باتركيبات 

تواند منجر به افزايش بيماري در گياه شود زيرا توانايي 
  .رچ را در هيدروليز ديواره سلولزي گياه بيشتر مي نمايدقا

در مطالعه حاضر نتايج سنجش آنزيمي در محيط كشت 
قارچ پس از هشت روز نيز نشان داد كه سطح پايه ترشح 

واحد بر  3آنزيم در نمونه شاهد در اين بازه زماني تا ميزان 
واحد  4/2ميلي ليتر رسيد كه در مقايسه با روز چهارم 

اين افزايش مي تواند به دليل تكامل ريسه . بيشتر بوده است
هاي قارچي در اين بازه و تحريك بيشتر جهت توليد 

در محيط هاي كشت تيمار شده . متابوليت هاي ثانويه باشد
با هر دو غلظت عصاره جلبكي در هر روز چهارم ميزان 
. سطوح آنزيمي به طور معناداري بيشتر از نمونه پايه بود

اگرچه اين افزايش توليد آنزيم توسط قارچ در روز هشتم 
اهده شد، اما در اين بازه زماني به دليل افزايش نيز مش
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شح آنزيم در نمونه شاهد، اين ميزان افزايش، رطبيعي در ت
ميكروگرم در ميلي  500در محيط كشت حاوي عصاره 

جلبكي در سطح يك درصد معني دار نبود  عصاره ليتر
با تيمار گياه هويج ) 2008(جاياراج و همكاران  ).3شكل (

و  Ascophyllum nodosumك قهوه اي توسط عصاره جلب
و  Alternaria radicianaآلوده سازي گياه با قارچ 

Botrytis cinerea  نشان دادند كه گياهان تيمار شده پس از
روز مقاومت بيشتري در برابر پاتوژن هاي بيماري زا  10

 نسبت به نمونه شاهد و گياه تيمار شده با سالسيليك اسيد
رشح آنزيم هاي پراكسيداز، پلي فنل داشته است و ميزان ت

اكسيداز، فنيل آلانين آمونيالياز، كيتيناز و بتاگلوكاناز در 
نمونه تيمار شده با جلبك قهوه اي نسبت به نمونه شاهد 

همچنين سطح بيان ژن هاي مرتبط با . بيشتر بوده است
نسبت به نمونه هاي  NPR1، و PR1 ،PR5بيماري زايي 

 كنترل منفي و تيمار شده با ساليسيليك اسيد افزايش يافت

با پرورش گياه فلفل ) 2004(و همكاران  گويكوچا). 29(
شامل  COA Hبا استفاده از محيط كشت تقويت شده با 

ساليسيليك اسيد، نمك هاي آمونيومي محلول و عصاره 
اهان تيمار نشان دادند، گي) جلبك قهوه اي(علف دريايي 

شده نسبت به نمونه هاي شاهد پس از تلقيح با قارچ 
dahliae Verticillium  با افزايش سطح تركيبات فنلي در

روز هفتم با كاهش شاخص توسعه بيماري، افزايش تحمل 
 كه تايج اين پژوهش نشان دادن. )30( و مقاومت را داشتند

سبز  يبات پكتيني و سلولزي ساختاري در ديواره جلبككتر
اسپيروژير در صورتي كه در دسترس قارچ آسپرژيلوس 
قرار گيرند، با فعال سازي سيستم سيگنال دهي بيان ژن 
هاي رمز كننده تجزيه كننده اين مواد، ترشح اين آنزيم ها 

با توجه به كاهش بيماريزايي  ).30(را تحت تاثير قرار دهد 
ره هاي بيمارگر در گياهان در هنگام افزودن عصا قارچ

كه افزودن  پرورانده مي شوداين ايده به ذهن  ،جلبكي
باعث تحريك قارچ در گياه به توليد جلبك صاره ع

هاي غير ضروري براي بيماريزايي شده و اين امر  آنزيم
تمركز قارچ براي توليد آنزيم خاص در بيماريزايي بهم مي 

زند و باعث بهبود گياه مي شود در حاليكه هيچ مقاومتي 
دريافت مواد گرفته و فقط توانايي قارچ بر اثر صورت ن
هاي  آنزيمافزايش  البته. خارجي كاهش يافته است محرك

هاي فوق حساسيت گياهان  آنتي اكسيدانتي كه در واكنش
نقش دارند مي تواند اين فرضيه  به بيمارگرهاي اختصاصي

را حداقل براي گياهان نسبتا متحمل به بيماري تضعيف 
تركيبات پكتينازي توليد شده توسط قارچ هاي . نمايد

آسپرژيلوس به شكل گسترده اي در صنايع غذايي و 
از طرفي مشخص شده . كاغذي مورد استفاده قرار مي گيرد

است كه ديواره سلولي جلبك رشته اي اسپيروژير از دولايه 
تشكيل شده كه بخش دروني را عمدتا تركيبات سلولزي و 

با  ).31(دهند  بات پكتيني تشكيل ميلايه بيروني را تركي
توجه به خاصيت بالاي اين جلبك در تحريك قارچ بعنوان 
يك ميكروارگانيسم زنده و با توجه به مطالعات جديد در 

مطالعه بيشتر  ،)40(نقش آنتي اكسيدانتي جلبكها ارتباط با 
در تعيين اثر بخشي اين جلبك در مهار رشد سلولهاي 

استفاده از تكنيكهاي . ب باشدسرطاني مي تواند جال
نظير استفاده از جهش يافته هاي برتر در مهندسي ژنتيك 

ان داده است كه اين تكنيك شن Trichoderma resseiقارچ 
باعث توليد جدايه هاي كارآمد قارچ در توليد آنزيم پكتيناز 

كه استفاده از اين جلبك نيز مي تواند در ) 41(شده است 
يافته ها كارايي قارچ آسپرژيلوس را در كنار توليد جهش 

  .توليد آنزيم افزايش دهد

  گيري نتيجه

 سطوح ترشح آنزيم هاي قارچي به طور طبيعي با افزايش
زمان تا رشد كامل اندام هاي رويشي افزايش مي يابد، 
نتايج حاصل از اين پژوهش نشان داد كه تركيبات پكتيني 
جلبك سبز اسپيروژير مي تواند ميزان ترشح آنزيم هاي 
گروه پلي گالاكتوروناز را به ويژه در روزهاي ابتدايي رشد 

 اميد است بتوان از. قارچ، به طور معني داري افزايش دهد
تركيبات تجاري جلبك هاي سبز به عنوان يك پيش ماده 
فعال در صنعت، جهت بهره وري بيشتر توليد اين گروه از 



 1399، 2، شماره 33جلد                                                                    )          مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي

177 

و ساير  Aspergillus niger يم ها در قارچزآن
ميكروارگانيسم هاي توليد كننده اين دسته از آنزيم ها 
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Abstract 

Aspergillusniger is one of the microorganisms that produce the pectinase enzymes 
group at thehigh levels. In this fungus, PgaA genes code Glycoside hydrolase family 28 
that secrete polygalacturonase enzymes. Green algae (Chlorophyceae) and blue-green 
algae (Myxophyceae) having pectin, cellulose and hemicellulose compounds such as 
xylan, arabinoxylan in their structure could act as a precursor to the production of 
cellulase, xylanase and pectinase enzymes in fungi. In this work, the effect of green 
algae extract; Spirogyra sp. at 500 and 1000 mg/mL concentration on the rate of 
pectinase enzyme secretion and the relative expression of PgaA gene at 4 and 8 day 
after adding algae extract to culture medium was evaluated using qRT-PCR analysis. 
The highest level of enzyme secretion was observed at 8th days after algae extract 
adding to culture medium at 1000 mg/mL concentration ( 4.28 U/ml). Gene expression 
analysis of PgaA gene showed that the highest expression level was related to 4th day 
time interval after adding algae extract at 1000 mg.mL (10/142). According to positive 
effect of spirogyra algae compounds on expression level of PgaA gene responsible to 
pectinase production and increase of enzyme secretion, it is concluded that microalgaes 
could be used as important sources of enzyme production from favorable fungi and 
could be useful in biotechnological industry  

Key words: Gene expression, Green algae, Pectinase, PgaA gene, Real-time PCR. 


