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  نيشكرريزوسفر نزيم لاكاز از باگاس و كننده آجداسازي وشناسايي دو قارچ توليد
  1غلامرضا قزلباش و 2نعيمه عنايتي ضمير ،1محمد رعايايي اردكاني ،*1فاطمه شيخي

  گروه زيست شناسي، بخش ميكروبيولوژي دانشكده علوم، چمران،شهيد  اهواز، دانشگاه 1
  كده كشاورزي، گروه خاكشناسي، بخش بيولوژي خاكدانش چمران،شهيداهواز، دانشگاه  2

 10/11/91 :تاريخ پذيرش  30/2/91 :تاريخ دريافت

  چكيده

ي خاص خود در بين آنزيمهاي لاكاز به علت ويژگيها .نقش دارندها تحت عنوان ليگنيناز اي از آنزيممجموعه ،در تجزيه ليگنين
، تحمل گرمايي بالا، كسيداسيون انواع متعدد سوبستراهاا ،هاي لاكازگيژوياز  .كننده ليگنين از اهميت خاصي برخوردار استتجزيه
ميت هاي جديد با قدرت توليد و ترشح بالاتر اين آنزيم صنعتي از اهميكروارگانسيم شناسايي .ايزوالكتريك اسيدي است pH داشتن

ريزوسفر باگاس و كننده لاكاز از توليدقارچهاي  شناسايي غربالگري و ،ين تحقيق جداسازيالذا در . انكارناپذيري برخوردار است
مول در ميلي 5/0 و ABTSگرم در ليتر  1/0حاوي  MEAهاي مولد لاكاز از محيط كشت به منظور غربالگري سويه. انجام شد نيشكر
قارچ  22در اين تحقيق از بين  .براي سنجش ميزان كمي آنزيم لاكاز از روش نيكو پاولا استفاده شد .استفاده شد گاياكل ليتر

دو جدايه با  .شناسايي شدندبا بيشترين ميزان توليدآنزيم لاكاز  Retroconis sp و Alternaria alternataه دو جداي غربالگري شده،
ميزان توليد  .ريبوزومي و همچنين خصوصيات مورفولوژيك شناسايي شدند ITS، DNAو تعيين توالي ناحيه   PCRاستفاده از تكثير

شرايط هوادهي و سكون اثرات  ها نشان داد كهمطالعه بر روي اين جدايه .در شرايط هوادهي و سكون بررسي شد هالاكاز جدايه
   .ها داشتجدايه ايناز توليد لاكاز ميزان در متفاوتي

  Retroconis sp و Alternaria alternata ريزوسفرنيشكر، باگاس،لاكاز،  :هاي كليديواژه

  fatemehsheikhi87@yahoo.com: يپست الكترونيك ، 09124636142 :تلفن، نويسنده مسئول* 

  قدمهم
باشد كه ليگنوسلولز مي ،يكي از تركيبات عمده زيست توده

نيمي از مواد حاصل از فرآيند فتوسنتز را شامل تقريباً 
ليگنوسلولز از سه نوع پليمر سلولز، همي  ).14(شود مي

سلولز و ليگنين تشكيل شده كه از لحاظ شيميايي توسط 
پيوندهاي غيركووالانسي و اتصالات عرضي كووالانسي به 

ها خصوصاً برخي ميكروارگانيسم). 7(انديكديگر متصل شده
اند تا ها، سيستمهاي آنزيمي خاصي را توسعه دادهانواع قارچ

اين  .)9 و 2( دست آورنده توانايي تخريب ليگنين را ب
پوسيدگي به سه نوع قارچهاي قارچها را بر اساس ريخت

تقسيم  پوسيدگي نرمو  ايپوسيدگي قهوه، پوسيدگي سفيد

واكنشهايي كه توسط قارچها، بالاخص قارچهاي  .كنندمي
غالباً  دهند،بر ليگنين انجام مي تأثيرد براي پوسيدگي سفي

 اي از آنزيمهاي پراكسيداز خارج سلوليتوسط مجموعه
 Lac:EC( كه شامل لاكاز گيردانجام ميتحت عنوان ليگنيناز 

 ،)Lip:EC 1.11.1.14(پراكسيداز ، ليگنين)1.10.3.2
از بين  .باشندمي …و  )Mnp:EC1.11.1.13(منگنزپراكسيداز

و  با نام لاكازاكسيدازها ي ليگنوليتيك، فنلآنزيمها
نقش و منگنزپراكسيداز  پراكسيدازمانند ليگنينپراكسيدازها 

بنزوديول (لاكاز  .)11( اساسي در تجزيه ليگنين دارند
گروهي از آنزيمها  )EC:1.10.3.2اكسيژن اكسيدوردكتاز :
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لاكاز . )19( شوندهستند كه اكسيدازهاي مس آبي ناميده مي
اكسيژن به عنوان پذيرنده الكترون استفاده كرده و كوينون  از

-مي فنل اكسيدازه خانواد ءبه اين دليل جز كند وتوليد مي

اين آنزيم طيف وسيعي از سوبستراهاي آلي شامل  .)16(باشد
اسيدهاي  آمينهاي آروماتيك، ،هافنلپلي دي و مونو،

را اكسيد غيرآلي  سوبستراهاي غيرفنلي و نيز كربوكسيليك و
فنول بيشتر البته تمايل آن به اكسيدكردن پارا دي .كندمي

علت قدرت اكسيدكنندگي تركيبات فنلي ه اين آنزيم ب .است
تواند تركيبات مشابه كه در و غيرفنلي تركيبات ليگنين مي

پذير هستند را نيز تجزيه و در طبيعت بسيار سخت تجزيه
ز درطبيعت به طور لاكا .ها نقش داشته باشدحذف آلاينده

كه در بسياري از گياهان  طوريه ب مي باشدوسيع پراكنده 
قارچها، باكتريها و حتي در بعضي از حشرات ديده شده  ،آلي

ها، لاكازها درانواع قارچها از جمله آسكوميست. )4(است
ها تحت ويژه در تعدادي از بازديوميسته ها و بدتروميست

از . مي گردده وفور يافت ب عنوان قارچهاي پوسيدگي سفيد
توان به مي قارچهاي آسكوميكوتاتوليدكنندگان لاكاز از 

 Gaeumannomyces graminis Melanocarpsقارچهاي 

albomyces, Monocillium ,Neurospora crassa, 
Podospora anserina , Aspergillus, Curvularia  

آنزيم  ي كهاهميت با توجه به .)4(اشاره كرد Penicilliumو
در صنعت آن  راوانلاكاز در بيوتكنولوژي و كاربردهاي ف

ايي در حال حاضر در سراسر تحقيقات بسيار گسترده. دارد
 هاي توليد كنندهميكروارگانيسمانواع دنيا براي جداسازي 

 .شوداين آنزيم و استفاده از آنها در صنعت انجام مي خوب
در ايي سي مقايسهبرر) 2006(صفري و همكاران در ايران نيز 

توليد لاكاز خارج سلولي تحت شرايط مختلف  رابطه با
لاكاز از انواع قارچهاي  مطالعه توليد در اين داشتند،

بازديوميست و دتروميست در شرايط مختلف محيط كشت 
ني بر باما تاكنون هيچ تحقيقي م ،)15(سي گرديده استربر

 .داشته استد نوي مولد لاكاز از ايران وجقارچهاجداسازي 
ي مولد لاكاز از قارچهالذا اين پژوهش در راستاي جداسازي 

انجام  نآ ويه توليد كنندهرين سزيست بوم ايران و تعيين بهت

بر ميزان توليد لاكاز همچنين در اين تحقيق اثر هوادهي . شد
  .از جدايه هاي برتر مورد بررسي قرار گرفت

  مواد و روشها
زي قارچهاي توليد كننده براي جداسا :جداسازي قارچها

. هدفمند از مناطق مستعد صورت گرفتبرداري نمونه ،لاكاز
مزارع نيشكر واقع در استان خوزستان،  اين مناطق شامل

 ،هاي كاغذسازيهايي از باگاس، فاضلاب كارخانهنمونه
خاك مناطق جنگلي، قطعات چوب و درختان در حال 

به اطق مختلف از مننمونه  90تعداد .بودند پوسيده شدن
نمونه برداري خاك ازعمق . انتخاب شدندتصادفي  صورت

نام اوگر صورت ه اي بمتري توسط وسيلهسانتي 20-15
 ،فاضلاب از سه قسمت ابتداي فاضلاب هاينمونه. گرفت

گرم يك  .قسمت مياني و خروجي نهايي فاضلاب تهيه شدند
 10به  عهاي مايليتر از نمونههاي جامد و يك ميلياز نمونه

ليتر آب مقطر استريل اضافه و در انكوباتور شيكردار به ميلي
دور در دقيقه  130 ،درجه 30در دماي ساعت 2مدت 

از مايع  ،دقيقه 30 به مدتون هوادهي شدند و بعد از سك
كننده تلقيح به محيط كشت غني 10به  1به نسبت  رويي

ه و درج 30(در انكوباتور شيكردار روز 1شدند، سپس مدت 
ميزان  بعد از آنها به گرماگذاري شدند و)دور در دقيقه 130
-حاوي دو آنتي (MEA)كشت  ميكروليتر به محيط 100

تلقيح ) آلمان Sigma(تتراسيكلين و كلرآمفنيكل وبيوتيك كلر
 28- 33ها در دماي بعد از يك هفته انكوباسيون پليت. شد

يت ؤر رشد كرده قابلهاي قارچي ، پرگنهسانتي گراددرجه 
به شدند، سپس با كشت متوالي، كشت خالص هر قارچ 

، از نده لاكازبه منظور غربالگري قارچهاي توليد كن .آمد دست
گرم در ليتر  1/0همراه نشانگر ه ب )MEA(كشت محيط 
ABTS  ياكل گا درصد 02/0 يا)Sigma استفاده ) آلمان

 8( گرديدتنظيم  5/4برابر هاي كشتمحيط pH. )1شكل(شد
به عنوان كنترل مثبت و  Trametes pubecensقارچ  .)15 و
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كنترل منفي  به عنوان Phanerochyte crysosporiumاز قارچ 
  .استفاده شد

تركيبات محيط كرك مورد استفاده براي سنجش ميزان كمي  -1جدول
  آنزيم لاكاز

مقدار مورد استفاده در يك 
  ليتر

 مواد

 گلوكز  گرم 10
 تارتارات آمونيوم  گرم 2
 پتاسيم دي هيدروژن فسفات  گرم 1
 سولفات منيزيم آبدار  گرم 5/0

 كلريد پتاسيم  گرم 5/0

 عصاره مخمر  گرم 1
 سولفات مس آبدار  ميكرومول150

ml/l 10  گرم در ليتر2/0محلول مينرال حاوي
گرم در ليتر  01/0سولفات آهن،

گرم در  001/0سولفات روي آبدار 
گرم در 003/0ليتر كلريد كبالت آبدار،

  ليتر پرمنگنات سديم

به  :هاي غربالگري شدهجدايه كمي آنزيم لاكاز  ررسيب
توليد و سنجش فعاليت آنزيم لاكاز از محيط كرك  منظور

 5/4برابر كشت كرك محيط  pH .)1جدول ( استفاده شد
ان فعاليت آنزيم لاكاز در هر براي تعيين ميز .)15(تنظيم شد

 يه توليدكننده آنزيم لاكاز، هر كداماو تعيين بهترين جدايزوله 
 ml30حاوي  ml250شده در فلاسك هاي خالصاز ايزوله

بدين منظور چهار قرص . شد داده محيط كشت كرك كشت
هاي هفت تا ده روزه جدايه متري از حاشيه پرگنهپنج ميلي

مولد لاكاز به فلاسكهاي ارلن حاوي محيط كشت كرك 
درجه 28-33روز در دماي 15 دتبه مها انتقال داده و فلاسك

دور در  110بر روي شيكر دوراني با سرعت  سانتي گراد
ميزان فعاليت آنزيم هريك از همچنين . دقيقه قرار داده شدند

لازم به ذكر است  .بررسي شدنيز ها در حالت سكون جدايه
مقايسه بين دو حالت سكون و هوادهي در شرايط كاملاً 

زدن  حالت هوادهي هم در فقط ،يكسان صورت گرفت
محيط كشت با شيكر دوراني براي تحريك توليد لاكاز انجام 
گرفت و در حالت سكون اين فاكتور حذف شد و فلاسكهاي 
محيط كشت در همان دما بدون حركت قرار گرفتند تا اثر 

براي سنجش  .هوادهي بر توليد لاكاز مشخص شود فاكتور
يلي ليتر از مايع هر روز يك ماز روز سوم كشت، فعاليت، 

پس سو شد رويي محيط كشت در شرايط آسپتيك برداشته 
 10000 گراد با درجه سانتي 4دقيقه در  10ها به مدت نمونه

نشيني اسپور ته شدند و بعد از سانتريفيوژ دور در دقيقه
واحد آنزيم كاتالاز افزوده و  1000به محلول رويي  ،قارچها

به هنگام  .)6(انكوبه شددقيقه در دماي اتاق  30 به مدت
ها آنزيم كاتالاز ها به نمونهسنجش آنزيمي هريك از جدايه

افزوده شد تا احتمال وجود پراكسيدهيدروژن در نمونه مورد 
با روش هر سويه  ميزان فعاليت آنزيمي .آزمايش از بين برود

 به عنوان =5/4pHبا استفاده از بافر سوكسينات با سينيتيك و 
استفاده از با  سوبسترا به عنوان ABTSبافر واكنش، 
 436در طول موج  )آلمان Spocol 2000 ( اسپكتروفتومتر

يك واحد  قابل ذكر است كه .)1شكل( نانومترسنجيده شد
فعاليت آنزيم لاكاز برابر است با اكسيد شدن يك ميكرومول 

ABTS  به صورتدر هر دقيقه كه U/L 13( شودبيان مي(. 
بار تكرار  3هرنمونه قارچي بيش از براي  يسنجش آنزيم

 .شد

 ضريب رقت Abs./t 1/( d) =(U/L) فعاليت آنزيم

= 48000 mol-1 cm-1 (ضريب خاموشي) 

d=1 cm (قطر كوت) 

) 1500/1150= ضريب رقت حجم / حجم نمونه رقيق شده
 (نهايي

(U/L)= Abs./3 min 1/(48000 mol-1 cm-1 1 cm) 

1500/1150 106 mol/mol زان فعاليت آنزيممي( ) (13) 
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به  خصوصيات مورفولوژيكي تمام قارچها.:شناسايي قارچها
و  انجام شد روش كشت معمول قارچ بر روي پليت

طور روزانه ه يك هفته ب به مدتخصوصيات كلني قارچها 
همچنين خصوصيات ميكروسكوپي نيز در اين . بررسي شد
 يات ازو براي بررسي دقيق اين خصوص گرديد دوره بررسي

براي شناسايي مولكولي،  .شدروش كشت روي لام استفاده 
هاي ارلن ماير حاوي مورد بررسي در فلاسك هايجدايه
درجه سانتي گراد  25كشت و در شرايط دمايي  MEBمحيط 

در دقيقه دور  100روز با سرعت  14- 10 به مدت
طبق روش ويلند انجام  DNAاستخراج . شدندگرماگذاري 

عد بميسليوم قارچ گرم  5/0 - 1 ين روش حدوددر ا .)17(شد
به خوبي  چيني با استفاده از هاون ازت مايع، ازقرارگرفتن در

هاي ك گرم پودر حاصل را به ميكروتيوبحدود ي. پودر شد
ميكروليتر بافر استخراج  500ميلي ليتري منتقل كرده و  5/1
)SDS 5  ميلي مولار  500ميلي ليتر،  20درصدNaCl ،100 

با  EDTAميلي مولار  pH=، 50 8با   Tris-HClي مولارميل
8 pH=  به آن ) ميلي ليتر آب دو بار تقطير استريل 40و

 به مدتسپس . سوسپانسيون درآيد به صورتتا شد افزوده 
نگهداري شدند و بعد از اين دقيقه در حمام آب گرم  30

دقيقه روي يخ قرار گرفته و هم حجم  5 به مدتها نمونه
-كلروفرم- اشباع بافري فنل مخلوطها ميكروتيوب محتوي

ه بو پس از  گرديد اضافه) 1:24:25به نسبت (ايزوآميل الكل 
دور در دقيقه  10000دقيقه با سرعت  10 به مدت هم زدن

هاي جديد منتقل و دو فاز رويي به ميكروتيوب. شد سانتريفيوژ
به نسبت (ايزوآميل الكل -تا سه برابر حجم آن كلروفرم

 5 به مدتها پس از هم زدن يكروتيوبم. اضافه گرديد) 1:24
فاز . شدند سانتريفيوژدور در دقيقه  10000دقيقه با سرعت 

حجم آن،  4/3هاي جديد وارد و رويي به ميكروتيوب
يك ساعت در  به مدتسرد اضافه گرديد و  ايزوپروپانول

 10 به مدتسپس . قرار گرفتند درجه سانتي گراد - 20دماي 
پس از . شدند سانتريفيوژر دقيقه دور د 6000با سرعت  دقيقه

شستشو  درصد 70با اتانول  DNAحذف فاز رويي، رسوب 

پس از خشك . و در دماي اتاق نگهداري شد تا خشك شود
 ميلي مولار TE )10ميكروليتر بافر  80تا  50كامل،  شدن

Tris-HCl  8با pH=،  يك ميلي مولارEDTA  8با pH= ( به
درجه  4در دماي  DNAبافر حاوي . )12(گرديد آن اضافه

وسيله ه ها بنمونه DNAكيفيت . نگهداري شد سانتي گراد
حضور تك . بررسي شد درصد 1الكتروفورز روي ژل آگارز 

سالم و بدون  DNAباند شفاف با وزن مولكولي بالا، نشانه 
 DNAبررسي ميزان و غلظت . شكستگي تلقي گرديد

. انجام گرفتنانودراپ ن از طريق استخراج شده و خلوص آ
هايي كه نسبت جذب آنها در در نمونه DNAميزان خلوص 

نانومتر مناسب در نظر گرفته شد كه  280به  260طول موج 
جهت انجام آزمايشات . قرار داشت 2تا  8/1در محدوده 
تنظيم  ng/µl 25ها در حد كليه نمونه DNAت ظمولكولي، غل

با واكنش زنجيره اي پلي مراز  استخراج شده DNA. گرديد
)PCR (آغازگرهاي مورد استفاده در اين تحقيق. تكثير شد 

در  DNAتكثير  ).2جدول ()18(بودند ITS5&4 دو آغازگر 
 ،PCR 10Xميكروليتر بافر  5/2 ميكروليتري شامل 25واكنش 

 mM 15/0(  ،5/2 غلظت نهايي( MgCl2 ميكروليتر 5/1
ميكروليتر از هر  mM25/0( ،1يغلظت نهاي( dNTP ميكروليتر

 ng 50( ،2غلظت نهايي(كدام از آغازگرهاي رفت و برگشت
 3/0و ) ng 5غلظت نهايي( ژنومي DNAميكروليتر 

با استفاده بود و واكنش )Unit1( ميكروليتر آنزيم تك پليمراز
 ).3جدول(انجام شد  )آمريكا Biorad(دستگاه ترموسايكلر  از

 :شامل مراحل اي پليمرازش زنجيرهبراي واكن برنامه حرارتي
 دقيقه در 1سيكل با  30،  درجه سانتي گراد 94 دقيقه در 1

 1،  درجه سانتي گراد 55دقيقه در  1،  درجه سانتي گراد 94
و مرحله گسترش نهايي با  درجه سانتي گراد 72  دقيقه در

به  PCRمحصول . )3(بود درجه سانتي گراد 72دقيقه در  10
 و .ترادف به شركت ژن فن آوران ارسال گرديد تعيين منظور

درسايت  Blastسپس نتايج حاصل با استفاده از نرم افزار 
GeneBank مورد بررسي قرار گرفت.  
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زنجيره اي پلي مراز براي  مواد مورد استفاده در هر واكنش - 3جدول
  تكثير جدايه ها

ميزان مورد  محتواي ميكروتيوب 
  استفاده

 ميكروليتر 14 آب
ميلي25/0غلظت(نوكلئوتيدهاي تري فسفات 

  )مولار
 ميكروليتر5/2

 ميكروليتر1 )نانوگرم 50غلظت (پرايمر رفت
 ميكروليتر1 )نانوگرم 50غلظت (پرايمر برگشت 

 ميكروليترX10( 5(اي پليمراز بافر واكنش زنجيره
 ميكروليتر5/1  )ميلي مولار15/0(كلريد منيزيم 

 ميكروليتر2  )منانوگر5( ژنوم
 ميكروليترU1(  3/0(آنزيم تك پليمراز 

 ميكروليتر25 حجم كلي

 نتايج

جدايه  22قارچي جداسازي شده،  مختلف هاياز بين جدايه
كشت در محيط با توليد هاله در اطراف كلوني قارچ  قارچي

جدايه توانايي تغيير  20 .غربالگري شدندحاوي نشانگرها 
گوياكل را از خود نشان دادند و رنگ در محيط كشت حاوي 

ارچ ايجاد شد و اي در اطراف كلني قايي به رنگ قهوههاله
 ABTSرنگ در محيط كشت حاوي سبز  جدايه هاله 18

  . ايجاد كردند

جدايه هاي غربالگري شده براساس بيشترين دو جدايه از بين 
انتخاب  كمي آنزيم از سنجش ميزان فعاليت آنزيمي بعد

در شرايط برتر فعاليت آنزيمي دو جدايه  ميزان. شدند
ورده آ 2و  1 هايروز در نمودار 12طي هوادهي و سكون 

 Retroconis بيشترين ميزان فعاليت لاكاز جدايه .شده است

sp  در شرايط هوادهيU/L 59/24  كه بيشترين  در حاليبود
در شرايط  Alternaria alternataميزان فعاليت لاكاز جدايه 

 دو جدايه برتر. آمد به دست U/L 52/22ميزانبه  سكون و
نيشكر مزارع نيشكر  ريشه با توليد لاكاز بالا از خاك اطراف

آوري شده از كشت و صنعت جمعهفت تپه و نمونه باگاس 
  . جداسازي شدنددعبل خزاعي 

                              C                                            B                                               A          

  
تصوير غربالگري قارچها بر روي : B تصوير  .نمونه بعد از اضافه كردن سوبسترا) bنمونه شاهد ) a قارچيسنجش آنزيمي نمونه  :  Aتصوير -1شكل 

  ايي هاله قهوهبا توليد ياكل اگ محيط كشت حاوي ارچها بر رويتصوير غربالگري ق: Cتصوير رنگ  .هاله سبزبا توليد  ABTSمحيط كشت حاوي 

 آغازگرهاي مورد استفاده در واكنش زنجيره اي پلي مراز براي تكثير جدايه ها -2جدول

  ITS5&4 توالي جفت آغازگر

ITS5: 5-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3

ITS4: 5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3
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در دو حالت سكون و  B4eنمودار فعاليت آنزيمي جدايه : 2، نمودار)A(در دو حالت سكون و هوادهي   Ht2qيت آنزيمي جدايه نمودار فعال -1نمودار

  )B(هوادهي
 

                             C                                                        B                                                         A                                     

  

 بر روي پليت Ht2qتصوير تصوير جدايه : Cبر روي پليت، تصوير  B4eتصوير جدايه : B، تصوير B4eتصوير ميكروسكوپي جدايه : Aتصوير  -2شكل
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اي پليمراز حاصل از تكثير الكترفورز محصولات واكنش زنجيره -3شكل
جدايه : Bماركر يك كيلوباز، :Lسمت چپ نوار  از: ITS5&4 ژنوم

B4e)bp560 ( ،H : جدايه)bp560(Ht2q  

خصوصيات مورفولوژيكي ازجمله خصوصيات نتايج بررسي 
نشان داد ماكروسكوپي و ميكروسكوپي اين دو جدايه برتر 

ايي داراي كلني تيره كه سطح آن حالت پنبه ،B4eجدايه كه 
ه، شكل كنيدي بيضوي و يا با كنيديفور و كنيدي تير روشن

ه ب كلني تخم مرغي شكل، انتهاي كنديفور برآمده و ظاهر
 ،Htq2جدايه ، )2شكل (دليل وجود كنيدي شبكه مانند بود 

و فرو رفته  مضرساي با حاشيه كلني كرم رنگ توده داراي
 .در محيط كشت و كنيدي زير ميكروسكوپ نامشخص بود

به استخراج ژنوم قارچها  براي شناسايي مولكولي جدايه ها،
وم الكتروفورز ژن اصل باو نتايج ح انجام شد دستي صورت

رفت كل طور كه انتظار مي همان .ييد شدأت اين جدايه ها
ژنوم يوكاريوتي سنگين بوده و در بالاي ژل قرار گرفت و 

كيلوباز  10باندهاي حاصل از استخراج ژنوم بالاتر از باند 
 قارچهاژنوم استخراج شده از ذب ميزان ج. ماركر قرارگرفت

محصول  .بود  2تا  8/1بين  280/260در طول موجهاي 
بر روي ژل آگارز الكتروفورز گرديد كه نتايج  PCRواكنش 
تعيين توالي نتايج حاصل از  .شودمشاهده مي) 3شكل(آن در 

جدايه هاي منتخب پس از بررسي با  PCRمحصول واكنش 
 ثير يافته دو جدايه با بانك ژنيو توالي تك Blastافزار نرم

- ژنوم جدايه ITS1.5/8S.ITS 2 توالي قطعهسپس  .مقايسه شد

Ht2q در بانك ژني باaccession number JQ414022   و 
  .ندثبت شد accession number JQ414021با B4e جدايه

  بحث
هاي قارچي با توجه سازي جدايهبراي جداسازي وخالص 

محيط مالت اكستركت آگار استفاده شد از  منابع مورد استفاده
و با توجه به شرايط اسيدي آن، اين محيط براي جداسازي 

دو تركيب  از بين ).1(باشدقارچهاي مولد لاكاز مناسب مي
، روشي كه قارچها استفاده شد غربالگريآروماتيك كه براي 

 به عنوانبود،  ABTS گرم 1/0حاوي  )MEA(محيط در آن 
سوبستراي  ABTS، گرديد گري انتخابلبهترين محيط غربا

شود و تمامي براي لاكاز محسوب مي يبسيار حساس
با اين روش هاله سبز ايجاد  ايي كهقارچهاي غربالگري شده

 100زيرا  ،لاكاز بودند واقعي كردند، جزء توليدكنندگان
 به هنگام سنجش ABTSدرصد قارچهاي غربالگري شده با 

عاليت ف ،افزودن آنزيم كاتالازعلي رغم آنزيم،  كمي ميزان
كه با  قارچهايي از درصد 22 كه در حالي .لاكازي داشتند

بعد از  ياكل غربالگري شدند در زمان سنجش كمي آنزيم،گا
افزودن آنزيم كاتالاز توانايي اكسيد كردن سوبسترا را از دست 

 .درصد باقيمانده اين توانايي را حفظ كردند 78 تنها و دادند
 به مخلوط واكنش قبل از سنجشحقيق آنزيم كاتالاز ت ايندر 
حتي با (در صورت توليد آب اكسيژنه  اضافه شد تا كمي

كيب از مخلوط اين تر ،قارچها توسط )ميزان بسيار اندك
 به عنوانيكي از امتيازات آنزيم لاكاز  .شود واكنش حذف

و ديگر نزيم منگنز پراكسيداز آنسبت به يك آنزيم اكسيداز 
سيژن اك ز اين آنزيم بهعدم نيااكسيدكننده ليگنين، هاي آنزيم

اين  در .باشدتركيبات فنلي ميجهت اكسيداسيون نوزاد 
 ،هاي كه مولد ديگر اكسيد كنندهيقارچها تحقيق براي حذف

آنزيم كاتالاز به محلول  منگنزپراكسيداز بودندجمله  از
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ي قارچهادرصد از 22 فزوده شد كه در نتيجه آنسنجش ا
  .ندشدحذف ربالگري شده با گاياكل غ

در محيط  ي آروماتيكدر اين تحقيق تعيين ميزان سوبسترا
ابتكاري انجام شد و تاكنون هيچ گزارشي  به صورتكشت 

اندك براي غربالگري توليدكنندگان لاكاز با اين ميزان 
با ميزان ) 2005(لو و همكاران . سوبسترا وجود نداشته است

سويه  23موفق به جداسازي  ABTSدر ليتر گرم  55/0
دهيوب و . )12(قارچي توليد كننده لاكاز از دريا شدند

موفق به  ABTS در ليتر گرم 35/0با ميزان ) 2005(همكاران 
سويه توليد كننده لاكاز از مناطق جنگلي تانزانيا  6جداسازي 

از اين  ليتردر  گرم 1/0اما در اين تحقيق با ميزان  ،) 6( شدند
كه   هغربالگري شد سويه 22سويه قارچي از  18 سوبسترا،
 به دستنتايج  .جداسازي شد بودند توليد كننده لاكازهمگي 

دهد كه قارچهاي غربالگري شده آمده از اين تحقيق نشان مي
داشتند  توانايي توليد ميزان قابل توجهي از آنزيم لاكاز را

وده بالا ب نيز همچنين توان ترشح لاكاز توسط اين قارچها
- است كه اين موضوع براي صنعتي شدن اين ميكروارگانيسم

  .باشدها حائز اهميت مي

حساسيت بالاي آن در ايجاد هاله و  ABTSمزاياي استفاده از 
روش  .باشدل غربالگري در پليتها ميتغيير رنگ در هفته او

ياكل بود كه يكي از انشانگر گ ستفاده ازغربالگري اديگر 
اين  باشد،الگري توليدكنندگان لاكاز ميروشهاي متداول غرب
يكي از سوبستراهاي  به عنوانياكل اگ تحقيق نشان داد كه

لاكاز آنزيمي  .دارد ABTSلاكاز حساسيت كمتري نسبت به 
 .)15(شودهوادهي توليد آن تحريك مياست كه در اثر 

نتايج  حاكي از اين بود كه علي رغم در اين تحقيقمشاهدات 
گاهي قارچهاي  ،در سراسر دنيا عمل آمدهه بتحقيقات  ديگر

توليد كننده لاكاز با توجه به خصوصيات فيزيولوژيك خود 
توليد اين  و در نتيجه در اثر هوادهي رشد كندتري داشته

و هميشه هوادهي باعث افزايش  آيدپايين ميدر آنها آنزيم 
به عنوان يك قارچ  Ht2qجدايه . شودتوليد لاكاز نمي

در شرايط هوادهي ميزان بيشتري آنزيم لاكاز  آسكوميست
در اما . مثبت بر توليد آنزيم داشت تأثيرتوليد كرد و هوادهي 

كه اين سويه نيز قارچ آسكوميست بود،  B4eمورد جدايه 
به  U/L 22بيشترين توليد لاكاز در شرايط سكون با ميزان 

 ميزان توليد آنزيم به نتايج آزمايشات نشان داد،. آمد دست
در شرايط سكون و تمام  B4eجدايه اندازه دليل رشد بيش از 

البته توليد  ايي مورد نياز، دوام چنداني نداشت،ذشدن مواد غ
آنزيم در شرايط هوادهي روند رو به رشدي داشت اما توليد 
نهايي در اين شرايط كمتر از شرايط سكون بود و هوادهي 

آنزيم در ديگر  توليد. چنداني بر توليد آنزيم نداشت تأثير
نتخب كمتر هاي مقارچهاي غربالگري شده، نسبت به سويه

روز  12توليد آنزيم حتي كمتر از ها بعضي از جدايه بود و در
لوژيكي، اكثر رفوبا استفاده از خصوصيات مو. داشتدوام 

-اي دست كم تا حد جنس قابل شناسايي ميقارچهاي رشته

زيست، قارچها به فازي  باشند اما گاهي به دليل تغيير شرايط
شوند كه شناسايي از مراحل زيست خود وارد مي

لذا براي شناسايي قارچها  ،باشدپذير نمي مورفولوژيك امكان
در اين شرايط و همچنين براي شناسايي قارچهاي تا حد 

در اين تحقيق با توجه . شودگونه از ابزار مولكولي استفاده مي
 B4eجدايه ر مولكولي به خصوصيات مورفولوژيك و ابزا

 اما درداشت  Alternaria alternateبيشترين شباهت به گونه 
  Retroconis بيشترين شباهت را به جنسكه   Ht2qجدايه
هر  .تنها از ابزار مولكولي براي شناسايي استفاده شد داشت

  .Alternaria alternate , Retroconis. spدو جدايه قارچي 
 Alternaria alternate ده و جدايهها بوآسكوميست شاخه از

با توجه ). 11و 10( شوديك قارچ پوسيدگي نرم محسوب مي
به منابع محيطي استفاده شده در اين تحقيق امكان جداسازي 

تابنده و همكاران  .قارچهاي پوسيدگي نرم دور از انتظار نبود
قارچهاي تجزيه كننده باگاس را جداسازي كردند كه ) 1388(

 ا مولد مجموعه آنزيمي قادر به تجزيه باگاسرچهاين قا
در تحقيق مذكور جداسازي قارچهاي مولد آنزيمهاي . بودند

تجزيه كننده ليگنين با تاكيد بر منگنز پراكسيداز و ليگنين 
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هر دو قارچ با تحقيق  اين اما در ).2(پراكسيداز انجام گرفت
قارچ  .باشنداز تجزيه كنندگان ليگنين مي داشتن آنزيم لاكاز

Alternaria alternate از نمونه باگاس و Retroconis sp  از
 .نيشكر مزارع نيشكر هفت تپه جداسازي شد ريزوسفر

 تاكنون هيچ گزارشي مبني بر توليد آنزيم لاكاز توسط قارچ

Retroconis sp و 4( مشاهده نشده است در منابع اطلاعاتي 
5.(   

  منابع
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Abstract 

Complex of enzymes in the name of Ligninase are involved in lignin degradation. Special 
properties of Laccase among the lignin degradation enzymes make them more important. 
Oxidation of wide range of substrates, high heat tolerance and acidic isoelectric pH are 
main properties of laccase. Identification of new microorganism with higher production 
and secretion laccase is very valuable. In this research, laccase producing fungi was 
isolated, screened and identified from Bagasse and sugarcane rhizosphere. In order to 
screen laccase producing strains malt extract agar medium containing 0.1gl-1 ABTS or 
0.5mMl-1 Guaiacol was used. Laccase activity was determined as described by Niku-
Paavola et al. In this study, among 22 fungi screened, Alternaria alternata and Retroconis 
sp isolates were identified with the highest laccase production. Two species were identified 
using PCR amplification and sequencing of the internal transcribed spacer ‘ITS’regions of 
the ribosomal DNA and by basic morphology. In this research laccase activity has been 
determined in agitation and stationary state. These results showed that agitation and 
stationary conditions had different effects on laccase production rate of these isolates.  

Key words: Laccase, Bagasse, Sugarcane rhizosphere, Alternaria alternate, Retroconis sp 

  
 

 


