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 و نقش Trichoderma harzianum  1103 -قارچعصاره خام خواص ضد ميكروبي 
  آنبيوكنترلي 

  1مجتبي ممرآبادي ،4ابوالفضل سرپله، 2علوي ، سيد مهدي2زادهسعيد امين ،*3، ناصر فرخّي2و1زادهسارا كاظم
  دانشكده كشاورزي شاهرود،صنعتي دانشگاه شاهرود،  1
 نتيك و زيست فناوريتهران، پژوهشگاه ملي مهندسي ژ 2

 هاي نو، گروه مهندسي بيوتكنولوژيدانشگاه شهيد بهشتي، دانشكده مهندسي انرژي و فناوريتهران،  3

  مؤسسه تحقيقات گياهپزشكي كشورتهران،  4

  4/8/93 :تاريخ پذيرش  29/9/91 :تاريخ دريافت
  چكيده

طيفي از  زدارندگي آن برشد و اثر با تهيه Trichoderma harzianum -1103 قارچ عصاره خامدر اين مطالعه، 
كنترل باكتريهاي سبب  عصاره. د آزمايش قرار گرفتهاي قارچ مورو تعدادي از گونههاي گرم مثبت، گرم منفي باكتري

، Escherichia coli ،Bacillus subtilis ،Pseudomonas fluorescens ،Salmonella typhi پاتوژن شامل
Staphylococcus aureus  وXanthomonas citri (NIGEB-88 , NIGEB-9322)  و قارچهاي پاتوژن

Macrophomina phaseolina  وRhizoctonia solani پكتوباكتر اما اثري بر  شدErwinia amylovora اثر . نداشت
كاهش يافت كه  SDSدر تيمار با تريپسين از بين رفت و در حضور  تركيب ضد ميكروبي موجود در عصارهبيوكنترلي 

درجه  100 دمايبه مدت نيم ساعت  توانست اين پروتئين ضد ميكروبي. تئيني بودن طبيعت آن داردنشان از پرو
بدين ترتيب، . پايدار بماند) 4- 9(هاي اسيدي و قليايي pHاز  يطيفدر همچنين  و كند را تحمل گرادسانتي

دارد كه  برابر حرارت رامقاوم در  ضد ميكروبي قارچي پروتئينيك نشان از جداسازي  اين تحقيقدستاوردهاي 
  .تواند در آينده به عنوان عامل بيوكنترل مورد استفاده قرار بگيرد مي

  باكتريال، آنتاگونيست، پاتوژنوتئين آنتيقارچ تريكودرما، پر: كليديواژه هاي 

  nfarrokh@nigeb.ac.ir: ي، پست الكترونيك09124405840:تلفن ،نويسنده مسئول *

  مقدمه
كنترل بيولوژيك آفات و بيماريهاي گياهي شاخص مهمي 

با توجه به . باشددر توليد محصولات كشاورزي سالم مي
اهميت بهداشت محيط زيست و سلامت انسان تحقيقات 
زيادي در جهت كاهش استفاده از سموم و افزايش مبارزه 

علت محدوديتهاي بيولوژيك انجام شده است، البته به 
تحقيقاتي، اقتصادي و اجتماعي در جهان سوم و كشور 

). 4و  3، 1(اين روش توسعه زيادي نداشته است  ايران

گزارشها در خصوص كنترل بيولوژيك بيماريها توسط 
 گرددمي بازميلادي  20قارچهاي آنتاگونيست به اوايل قرن 

براي  زادي راقارچ آنتاگونيست خاك) 1921(هارتلي . )8(
 .)21( هاي كاج معرفي كردكنترل بوته ميري در گياهچه

-سيب اسكب) 1927(و ميلارد و تايلور ) 1926(سنفورد 

ايجاد   Streptomyces scabiesوسيله زميني را كه به
 كنترل كردند Actinomyces praecox با استفاده از ،شد مي



 1394، 1، شماره 28جلد                                                                       )      مجله زيست شناسي ايران( سلولي و مولكوليمجله پژوهشهاي 

108 

بيوتيكي خاص به نام آنتي) 1928(فلمينگ . )34و  31(
بيماريهاي ) 1931(هنري ). 9و  2(سيلين را كشف كرد يپن

 هاي خاك كنترل كردوسيله ميكروارگانيزمريشه غلات را به
استرپتومايسين را از  1943در سال واكسمن . )20(

Streptomyces با گذشت زمان به علتّ . به دست آورد
آنتي بيوتيكها روز به روز  تأثيرپيدايش مقاومت در باكتريها 

 بيوتيكيدر نتيجه دانشمندان تلاش كردند تا آنتي. ر شدكمت
در راستاي تحقق اين هدف از . كشف كنند جديد

Corylophilumdierckx penicillium جدا  بيوتيكي آنتي
 Microcococcus leutausو   Staauveusعليه  شد كه

-مقاله )1963( ريشبت). 33(خاصيت ضد ميكروبي داشت 

به وسيله  Fomes annosusاي را درمورد كنترل 
Peniophora gigantea البته بيشتر . )33( منتشر كرد

هاي مختلف سويه توليدات تجاري در اين زمان بر پايه
ترند به بازار كه براي كنترل بيماريها متداولقارچ تريكودرما 

براي  بيوتيك تتراسايكلينآنتي 1967در سال . عرضه شد
 موجودات شبه باكتري زناشي ابيماريهاي گياهي  كنترل

(mollicutes)  1972(بردي و بنديكت ). 5( كار رفته ب (
انتخابي را روي  خوراكي هايقارچفعاليت متابوليتهاي 

تعدادي از باكتريها امتحان كردند و گزارش دادند كه 
عليه باكتريهاي گرم مثبت و  آن بهترين پاسخ بازدارندگي

را در مورد اين كشف اطلاّعاتي . )10( مخمرهاست
فراهم  ي خوراكيهاقارچ فعاليتهاي ضدميكروبي تعدادي از

نام پلكتاسين از قارچ باكتريال بهيك پپتيد آنتي .كرد
 عليه باكتري  Pseudoplectania nigrellaساپروفيت

Streptococcus pneumoniae  و  فاگاد). 29(جدا شد
هاي گونهر د باكتريالي راخاصيت آنتي )2009( همكارانش

عليه  Pleeurotus floridaو fulvus  Panus قارچ
Escherichia coli ،Streptococcus pyogenes ،

Streptococcus sp. ،Staphylococus aureus ،Klebsiella 

pneumonia و Flavobacterium sp. 19( كشف كردند( .
باكتريال به پروتئين آنتي) 2010(سويوژنگ و همكارانش 

 44به وزن مولكولي  Clitocybe sinopiceجديدي از قارچ 

-در همين سال پپتيد آنتي. )42( كيلو دالتون دست يافتند

به وزن   Aspergillus clavatusاز قارچ  يباكتريال ديگر
كه داراي اثرات  AcAMPكيلو دالتون به نام  6مولكولي 

منفي بود و ضد باكتريايي عليه چندين باكتري گرم مثبت 
ي باكتريالآنتي فعاليت حاضر مطالعهدر  ).19(شد  جدا

 هرزيانومقارچ تريكودرما عصاره خامپروتئينهاي موجود در 
بر عليه  هافعاليت اين پروتئين. مورد بررسي قرار گرفت

را  آنهابرخي از پاتوژنهاي مهم عملكرد ضد ميكروبي 
پروتئين ضد  چهارمينا اين هيافتهبراساس  .مشخص نمود

داراي خاصيت ضد ميكروبي  قارچي است كه ميكروبي
   .)aps.unmc.edu-May 2011( عليه باكتريهاست

  مواد و روشها
هاي تمامي گونه: باكتريايي و قارچي هايتهيه گونه

سسه مؤ كه در اين مطالعه غربالگري شدند، ازقارچي 
شامل  ها گونهاين  .ندشد تهيه گياهپزشكي كشور

Trichoderma atraviridae ،T. virens ،T. harzianum-

p(T22) ،T. virens-1101 ،T. harzianum-1482 ،T. 

harzianum -1103 ،Rhizoctonia solani  و
Macrophomina  phaseolina هر يك در محيط  بودند كه

PDA )ت و به مد) 3( شده كشت )شامل پپتون و گلوكز
تمامي  .گراد قرار گرفتنددرجه سانتي 30يك هفته در دماي 

شگاه ملي مهندسي ژنتيك و ي نيز از پژوهيايرباكت هايگونه
 Escherichiaشامل  هاگونهاين . وري تهيه شدزيست فنا

coli، Bacillus subtilis،Pseudomonas 

fluorescens،Salmonella typhi،Staphylococcus 

aureus ،Erwinia amylovora دو سويه از باكتري  و
نماينده  )Xanthomonas citri )NIGEB-88 زانتوموناس

در بودند كه A نماينده تيپ ) NIGEB-9322(و  A* تيپ
كشت ) گرم پپتون 5گرم عصاره مخمر و  YP )3محيط 

  .داده شدند

بدين منظور، از : از قارچ تريكودرما تهيه عصاره خام
 قارچهاي سويههر يك از حاشيه كشت هفت روزه 
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، دو قطعه از محيط كشت قارچ حاوي ژلوز تريكودرما
در جدا و ) cm)1× cm1شت، به ابعاد تقريبي محيط ك

شامل ( PDBليتر محيط ميلي 100فلاسك ارلن ماير شامل 
 20ريخته شد و به مدت ) گرم گلوكز 20گرم پپتون و  4

درجه  30و دماي  rpm 180باتور با دور وروز در شيكر انك
سپس محيط كشت حاوي . نگهداري شد سانتي گراد

و مايع عبوري  بور از صافي فيلترقارچي، با عهاي ميسليوم
. گيري شدعصاره از صافي با حجم برابري از اتيل استات

 سانتريفيوژ g11627× به مدت نيم ساعت در  سپس عصاره
دماي  غليظ و در ،در نهايت با استفاده از تبخير چرخشيو 
  .)35و  32 ،30( نگهداري شد سانتي گراددرجه  4

عصاره : عصاره قارچي ميكروبيالآنتي سنجش فعاليت
در  براي سنجش فعاّليت ضدميكروبيقارچ تريكودرما 

  citri ssp. citri Xanthomonasمقابل دو سويه از باكتري 
بدين  .با استفاده از روش ديسك مورد بررسي قرار گرفت

روليتر از عصاره قارچي روي سطح ميك 15منظور مقدار 
 غشته بهآ رار گرفت و ديسكها روي سطح پليتديسك ق

، )1cfu.ml-1023  ×4( سوسپانسيون باكتريميكروليتر  100
به  سانتي گراددرجه  30سپس در دماي . قرار داده شد

 باكتريالي بهفعاليت آنتي. ساعت انكوبه شد 24مدت 
متر دارنده بر حسب ميليگيري قطر ناحيه بازصورت اندازه

   .)35و  30، 17( مورد ارزيابي قرار گرفت

دارندگي تركيب ضدميكروبي بر عليه باكتريهاي طيف باز
 Bacillusگرم مثبت و گرم منفي ديگر از جمله باكتري 

subtilis ،Erwinia amylovora ،Pseudomonas 

fluorescens ،Staphylococcus aureus ،Salmonella 

typhi  وEscherichia coli  طور سويه و همين NIGEB-

. نيز بررسي شد  citri  Xanthomonasباكتري 9322
قارچ  عصاره ضد قارچيهمچنين براي بررسي اثر 

 Macrophomina آن بر روي دو قارچ فعاليت تريكودرما

phaseolina و Rhizoctonia solani ورد ارزيابي قرار م
  .گرفت

جهت تعيين : پروتئازها بر فعاليت عصاره قارچي تأثير
، ماهيت مولكولي تركيب ضدميكروبي قارچ تريكودرما

حساسيت عوامل بازدارنده عصاره قارچي بر رشد باكتري 
، در حضور آنزيم پپسين -NIGEB 88 زانتوموناس، سويه

براي اين . رفتمورد بررسي قرار گ  kو پروتئيناز تريپسين
   kتريپسين، پپسين و پروتئينازكار عصاره قارچ با سه آنزيم 

ور مجا 1:1به نسبت ليتر ميلي درگرم ميلي 1با غلظت 
گرديد و پس از گذشت يك ساعت فعاليت عصاره به 

  ). 36و  13(گيري شد روش ديسك اندازه

 :عصاره قارچيها بر فعاليت و دترژنتحرارت ، pH تأثير
سري  ،بافر سديم فسفات از با استفاده  pHجهت بررسي اثر

pH از تهيه شد و عصاره قارچي با هر يك  4-9هاي
pHدقيقه مجاور 30به مدت  1:1با نسبت  هاي ساخته شده 
صاره در حرارت عگيري مقاومت به گرما جهت اندازه. شد

قرار  ساعت نيم گراد به مدتدرجه سانتي 50 - 100
عصاره قارچي با  ،همچنين براي بررسي اثر دترژنتها. گرفت

EDTA  وSDS  يك درصد مجاور گرديد و فعاليت
يسك با استفاده از روش ددر تمامي موارد آنتاگونيستي 
  .)13و  12، 6( بررسي شد

اقل حدتعيين : )MIC(تعيين حداقل غلظت بازدارنده 
 Trichoderma -1103عصاره قارچ غلظت بازدارنده 

harzianum  با استفاده از روشBroth microdilution 
 .شداين آزمايش در ميكروپليت الايزا انجام . صورت گرفت
از ليتر در ميلي ميكروگرم 2048تا  4غلظتهاي  براي اين كار

بدين ترتيب . تهيه شد ميكروبيالآنتي تركيبعصاره حاوي 
از گرم ميلي 048/2ابتدا  ،براي ساختن غلظتهاي ذكر شده

 شدحل  محيط كشت ليترميلي 1در ليوفيليزه شده، عصاره 
. آيد به دست μg/ml2048  تا محلول استوك با غلظت

رقت سازي  2ه ب 1براي رسيدن به غلظتهاي كمتر به نسبت 
 88سويه ( كدورت باكتري زانتوموناس .صورت گرفت

NIGEB-( 1به كمك دستگاه اسپكتروفتومتر در نيز  

cfu.ml-105 ×5 100در زير هود حجم  .تنظيم شد 
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ساخته  ميكروبيالآنتي از هر كدام از غلظتهايميكروليتر 
 از نمونه باكتري .چاهكهاي ميكروپليت اضافه شدبه شده 
ضد  تركيبميكروليتر به دامنه غلظتهاي  1ميزان به  نيز

 30در نهايت ميكروپليت در دماي . ميكروبي اضافه گرديد
پس از . ساعت قرار گرفت 24به مدت گراد سانتي درجه

ساعت ميزان كدورت هر يك از چاهكهاي  24گذشت 
  .)15( ارزيابي شدميكروپليت به صورت چشمي 

  نتايج و بحث
باكتريال ارزش اقتصادي زيادي ي آنتيپروتئينها و پپتيدها

گياهان و توانند مي اين تركيباتند به اين علتّ كه ردا
... قارچي، ويروسي و  ،آلودگيهاي باكترياييرا از جانوران 
امروزه پروتئينهاي مختلفي با فعاليتهاي . كنند محافظت

اند كه بيشتر آنها از باكتريال و ضدقارچي گزارش شده آنتي
گياهان ، )39و  37 ،34، 28، 26 ،24 ،23، 14(حيوانات 

 اما انداستخراج شده) 25 و 22، 7(و باكتريها ) 38 و 20(
كه اند جدا شده) 27 و 20(تعداد كمي از آنها از قارچها 

- تر ميبرجسته روي قارچها را بررسييت اهم اين موضوع

  .نمايد

 - 1103قارچاثر كنترل كنندگي  ،بررسياين در 
Trichoderma harzianum تري زانتوموناس، سويه بر باك

NIGEB-88 هاي عدم مشاهده شد كه به صورت بروز هاله
  . باكتري كشت داده شده در اطراف ديسكها بودرشد 

ماهيت عصاره ضدميكروبي قارچ جهت تعيين 
Trichoderma harzianumازهاي گوناگون بر ، اثر پروتئ

 .ايش قرار گرفتمورد آزم عصارهميكروبي اين فعاليت ضد
كنندگي اثر كنترل ،1بر اساس نتايج ارائه شده در جدول 

به طور كامل از  تريپسين در حضور آنزيمعصاره قارچي 
 kناز يو پروتئ و در حضور آنزيمهاي پپسين بين رفت

توان آن را به كه مي باكتريالي كاهش يافتفعاليت آنتي
و  16 ،11 ،10( بودن تركيب بازدارنده نسبت داد پروتئيني

 K91ميكروبيال تحت عنوان اين پروتئين آنتي. )36
  .نامگذاري شد

K91  علاوه بر سويهNIGEB-88  باكتري زانتوموناس
 E.coli ،Bacillus فعاليت بازدارندگي برعليه باكتري

subtilis ،Pseudomonas fluorescense ،Salmonella 

typhi ،Staphylococcus aureus و Xanthomonas citri 

(NIGEB-9322)  بر اما فاقد اثر كنترل كنندگينشان داد 
عصاره . )2جدول ( بودErwinia amylovora باكتري 

   .)1شكل (فعاليت ضد قارچي نيز بود مذكور واجد 

ميكروگرم  K91265 حداقل غلظت بازدارنده براي پروتئين 
تغييري را در  EDTAبا  K91 تركيب .ليتر تعيين شدبر ميلي
اين عدم بازدارندگي حاكي از اين . د آن ايجاد نكردعملكر

فلزي نقشي در فعاليت اين پروتئين ضد است كه كاتيونهاي 
 ست كه در مجاورت با ا اين در حالي. ميكروبي ندارند

SDS تواند اين مشاهده مي كهعملكرد آن كاهش يافت
، به اين )41(بنمايد  K91تأكيدي بر ماهيت پلي پپتيدي 

سيم زير واحدهاي بزرگ پلي پپتيدي توسط تقصورت كه 
تواند منجر به كاهش دترژنتها به زير واحد كوچكتر مي

 .فعاليت ضد ميكروبي و يا توقف آن شود

سانتي درجه  100پايداري در دماي  K91خاصيت مهم 
ساعت است كه احتمالاً ناشي از ساختار  نيمبه مدت  گراد

لكتروستاتيك آن و نقش نيروهاي ضعيف ا ويژه سه بعدي
گزارشات . و هيدروژني در شكل گيري اين پروتئين است

در  ميكروبيالمقاومت پروتئينهاي آنتيبسياري پيرامون 
   .)40و  16( دماهاي بالا وجود دارد

نيز  pH ميكروبيال نسبت به يحساسيت پروتئينهاي آنت
بسيار متفاوت بوده و تعداد زيادي از آنها در محدوده 

نيز همين  K91. )40و  16( باشندفعال ميا هpHوسيعي از 
 تهيه شدههاي  pHي متما ردخصوصيت را نشان داده و 

  .فعاليت خود را به خوبي حفظ كرد
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  Trichoderma harzianumعوامل بازدارنده فيزيكي و شيميايي بر عامل بازدارنده توليد شده توسط قارچ  تأثير -1جدول 
  اثر آنتاگونيستي  تيمار  عامل

  
  

  پروتئاز
  

  
  پپسين
  تريپسين
  kپروتئيناز 

  
 -  
 -  
 -  

  
  دترژنت

  شلات كننده

  
 SDS1% 

 EDTA1% 

  
 -  
+  

  
  

  حرارت
 )درجه سانتي گراد(

  
50   
70  
90  
100  

  
+  
+  
+  
+  

  
  
  

pH 
  

  
4  
5  
6  
7  
8  
9 

  
+  
+  
+  
+  
+  
+  

  .طور كامل از بين رفته و يا كم شده استهاثر آنتاگونيستي ب  -         .خود را حفظ كرده استآنتاگونيستي همچنان اثر +           
  هاهاي گرم مثبت، گرم منفي و قارچبر عليه باكتري K91طيف بازدارندگي  -2جدول 
  فعاليت بازدارندگي  باكتري  رديف

1  Bacillus subtilis +  
2  Erwinia amylovora _  

3  Pseudomonas fluorescens +  
4  Escherichia coli +  
5   Staphylococcus aureus+  
6   iSalmonella typh +  
7  Xanthomonas citri 88 +  
8  Xanthomonas citri 9322 +  
9  Rhizoctonia solani +  
10  Macrophomina  phaseolina +  

  داراي اثر آنتاگونيستي +                          
  اثر آنتاگونيستي فاقد  -                         

طالعه، نتايج بررسيها در شرايط آزمايشگاهي ثابت در اين م
توان از پروتئينهاي ضد ميكروبي موجود در كرد كه مي

به عنوان عاملي  T. harzianum 1103 عصاره خام قارچ
  .براي بيوكنترل باكتريها و قارچهاي پاتوژن استفاده نمود

ها اين چهارمين پروتئين ضد ميكروبي قارچي براساس يافته
از . ه داراي خاصيت ضد ميكروبي عليه باكتريهاستاست ك

آنجا كه اين پپتيدها و پروتئينهاي ضد ميكروبي طيف اثر 
شود، لذا اي دارند و بر عليه آنها مقاومت ايجاد نميگسترده

  .سرمايه گذاري بر روي آنها ارزشمند خواهد بود
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  ب                                                                الف                                                     
 بر قارچK91 اثر ضد قارچي: ب،  citri Xanthomonasباكتري  -NIGEB  88بر سويهK91 اثر ضد باكتريايي : الف - 1شكل

Macrophomina  phaseolina   
  

  تشكر و قدرداني

يت محور هزينه اجراي اين پژوهش از طريق طرح اولو
مهندسي  ، پژوهشگاه ملي)م 406( با شماره شانكر مركبات

كه بدين وسيله يك و زيست فناوري تأمين شده است ژنت
  .گرددتشكر و قدرداني مي
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Abstract 

Trichoderma harzianum crude extract was prepared and its controlling effects on a wide 
range of Gram positive and negative bacteria and a few fungal species were evaluated 
via disk assay techniques. The extract was able to control pathogenic bacteria including 
Escherichia coli, Bacillus subtilis, Pseudomonas fluorescens, Salmonella typhi, 
Staphylococcus aureus, two Xanthomonas citri pathovars (NIGEB-88 and NIGEB-
9322), and also two fungal pathogens: Macrophomina phaseolina and Rhizoctonia 
solani. However, it failed to control a pectobacter, Erwinia amylovora. The biocontrol 
efficacy of crude extract was lost once treated with trypsin and reduced in the presence 
of SDS, indicating the protein nature of the effective materials in the fungal extract. The 
antimicrobial protein was resisted 100 °C for 30 min and was active in a wide range of 
pH (4-9). Our data is indicative of an efficient isolation of novel fungal thermostable 
antimicrobial proteins with the potential to be used as a biocontrol agent in the future. 
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