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  چكيده
ي كيتين در دامنه وسـيعي از  كنندههاي تجزيهباشد و كيتينازها به عنوان آنزيمكيتين تركيب غالب ديواره تخم نماتدها از جمله نماتدهاي سيستي مي

 زمينـي سـيب ي قارچ فوزاريوم جدا شده از نماتد سيسـت طلايـي   جدايه 16يتينازي در اين پژوهش ميزان فعاليت ك. ها وجود دارندموجودات از جمله قارچ
Globodera rostochiensis شناسـي و تعيـين تـوالي نـواحي     هاي ريخـت بر اساس ويژگي. مورد بررسي قرار گرفتITS  ازDNA   ،16ريبـوزومي 

بـا   F12هـا، جدايـه   از بين اين جدايه. را شامل شدند F. equisetiو  Fusarium solani ،F. oxysporum ي ي مذكور شناسائي و سه گونهجدايه
ترين جدايه تعيين گرم به عنوان ضعيفواحد بر ميلي 4/0با فعاليت ويژه  F15ترين و جدايه به عنوان فعال) U/mg(گرم واحد بر ميلي 02/1فعاليت ويژه 

زمينـي  عال مورد بررسي در اين مطالعه، در كنترل بيولوژيـك نماتـد سيسـت طلايـي سـيب     هاي فتوان از جدايهبا توجه به نتايج به دست آمده مي. شدند
 96، زمـان  =6pH: مورد مطالعه قرار گرفت كه عبارت بودند از F15و  F12هاي همچنين شرايط بهينه جهت توليد آنزيم كيتيناز در جدايه. استفاده نمود

 . نجام واكنش بين آنزيم و سوبسترا به مدت يك ساعتو زمان مناسب براي ا C25°ساعت كشت قارچ در دماي 
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  *1مقدمه
از عوامل مهم كاهش عملكرد و بروز خسارت در توليدات  هانماتد

شوند و هر ساله مقدار قابل توجهي از محصـولات   گياهي محسوب مي
ها دچار خسـارت و  آلودگي به نماتدن به دليل كشاورزي در سطح جها

  در بـين نماتـدهاي انگـل گيـاهي،     ). 11(شـوند   كاهش محصول مـي 
 Globodera rostochiensis زمينـي نماتـد سيسـت طلايـي سـيب    

(Wollenweber, 1923; Behrens, 1975) ترين و به عنوان مخرب  
زاي ايـن محصـول در دنيـا محسـوب     زاتـرين عامـل بيمـاري   خسارت

تـا چنـد   . )2(درصد باعث خسـارت شـود    100تواند تا گردد كه مي مي
هاي قابـل اطمينـان در   سال اخير كاربرد سموم شيميايي يكي از روش

در حال حاضر بر اساس توافقات ). 16(مديريت اين بيماري بوده است 
هاي شيميايي در بعضي از كشورها بـه  المللي، استفاده از نماتدكشبين

هـا روي انسـان و محـيط زيسـت،     يل اثـرات مخـرب آن  دلايلي از قب
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نيتـروژن در خـاك، مانـدگاري در خـاك و در      به كاهش نسبت كربن
هاي زيرزميني و قيمت بالا، ممنوع شده و همچنـين  نتيجه آلودگي آب

ها ها و كاهش تأثير آندر كشورهاي توسعه يافته عدم دسترسي به آن
منجر به اين تصميم شده است  به سبب استفاده مداوم از اين تركيبات

هاي يابي به راهبه دليل مضرات ذكر شده، محققان به دنبال دست). 5(
  مناســب بــراي مهــار نماتــدها هســتند كــه روش مناســب بــراي ايــن 
  امر، كنترل بـه وسـيله عوامـل آنتاگونيسـتي مطـرح شـده اسـت و از        

  شـود  اين روش بـه عنـوان يـك روش عملـي و اميـدبخش يـاد مـي       
، spp. Acremonium ،spp. Arthrobotrys هــاي قــارچ). 22 و 8(
.Aspergillus spp،spp. Cylindrocarpon ،Dactylella 

spp.، spp.  Fusarium،spp.  Lecanicillium ،spp. 
Pochonia،Monacrosporium spp.، spp. Paecilomyces ،

Penicillium spp. ،spp. Pyrenochaeta،spp  Trichoderma 
ــايع spp. Verticilliumو ــرين ش ــاي جــنس ت ــارچي ه ــرتبط ق ــا م  ب

 روي زيـادي  تحقيقـات ). 25و  7، 3( هسـتند  نماتدها  تخم پارازيتيسم
 طـور  بـه  بيوكنترل، قارچي عوامل توسط سلولي خارج هاي آنزيم توليد

 آلـودگي  و بيمـارگر  رشـد  كـاهش  در را شان اي درگيريكننده متقاعد
 خيلي هيدروليتيك هاي آنزيم جزء نازهاكيتي و پروتئازها. دهد مي نشان
هـاي همـراه نماتـد،    از بـين قـارچ  ). 12(هسـتند   زمينـه  ايـن  در مهم
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هـاي  هاي تريكودرما ظرفيت بيوكنترلي بالايي دارند و توليد آنزيم گونه
تـرين  هيدروليزكننده مانند كيتيناز، گلوكاناز و پروتئاز بـه عنـوان مهـم   

رلي در ايـن قـارچ جهـت كنتـرل     هـاي بيـوكنت  مكانيسم براي فعاليت
 باشـد نماتدهاي انگل گياهي به ويژه نماتدهاي سيسـتي مطـرح مـي   

اثـر متقابـل   ) 21(و شارون و همكـاران  ) 15(اله و توماس سيف). 14(
ــه  ــين گون ــد سيســت طلايــي  harzianum Trichodermaب و نمات

زميني در شرايط آزمايشگاه را بررسي كردند و بيـان داشـتند كـه    سيب
رچ به كمك فعاليت آنزيمي در سيست و تخم داخل آن نفوذ كرده و قا

هاي انجام شده توسـط داكمـن   در بررسي. شودسبب مرگ لاروها مي
نـود   ،Verticillium suchlasporiumيمشاهده شـد كـه گونـه    )4(

را پس از ده روز پارازيتـه كـرد و    G. rostochiensisهاي درصد تخم
هاي پروتئاز و كيتيناز توليد شـده توسـط   زيماين امر ناشي از فعاليت آن

انجام  )24(اي كه توسط تيكونو و همكاران در مطالعه. قارچ مذكور بود
به دست آمـده   CHI43 با كيتيناز  G. pallidaهاي گرفت تيمار تخم

باعث ايجاد حـالتي شـبيه جـاي زخـم       V. suchlasporiumاز قارچ 
سبب گسـترش ايـن    P32از روي تخم شد و اضافه كردن سرين پروتئ

ايشـان نتيجـه گرفتنـد هـر دو     . حالت به سطح بيشتري از تخم گرديد
) 23(اسزابو و همكـاران  . زايي نماتد نقش دارندآنزيم در فرآيند بيماري

را در فرآينـد   T. harzianumقارچ   chi18-12و chi18-5 هايآنزيم
ــد   ــردن تخــم نمات ــه ك ــ Caenorhabditis elegansپارازيت ل دخي

) 9(ي انجام شده توسط مانزانيلا لـوپز و همكـاران   در مطالعه. دانستند
در كنتـــرل  Pochonia chlamydosporiaروي عملكـــرد قـــارچ 

پروتئاز و  هاي خارج سلولي از جملهنماتدهاي انگل گياهي، نقش آنزيم
همچنـين سـانتوس و   . مهم عنوان شددر آلودگي تخم نماتدها  كيتيناز

لوژي، پارامترهاي رشـد و فعاليـت آنزيمـي چنـدين     بيو) 18(همكاران 
ــه  ــتي    P. chlamydosporiaجداي ــدهاي سيس ــده از نمات ــدا ش ج

زميني و ريشه گرهـي را مـورد بررسـي قـرار داده و پروتئازهـا و       سيب
بنـابراين بـا توجـه بـه     . كيتينازهاي خاصي را از اين قارچ جـدا كردنـد  

باشـد و  ي تخم نماتد ميكه كيتين، تركيب غالب لايه مياني پوسته اين
هاي تجزيـه كننـده كيتـين در    جايي كه كيتينازها به عنوان آنزيماز آن

ها وجود دارند، در اين پژوهش دامنه وسيعي از موجودات از جمله قارچ
ي قـارچ  ها در چندين جدايـه تلاش شده پتانسيل قابل توجه اين آنزيم

ينـي مـورد بررسـي    زمفوزاريوم جدا شده از نماتد سيست طلايي سيب
ي هـاي بـالقوه  تـوان از جدايـه  قرار گيرد و با توجه به نتايج حاصل مي

ــد     ــن نمات ــك اي ــرل بيولوژي ــه در كنت ــن مطالع ــي در اي ــورد بررس   م
  . استفاده نمود

  
  هامواد و روش

  هاي قارچ تهيه جدايه
از نماتـد   Fusariumهاي مختلـف قـارچ   جدايه از گونه 16تعداد 

 1393 تابسـتان  طي )G. rostochiensis(ميني زسيست طلايي سيب
. زميني استان همدان جداسازي و خالص سـازي گرديـد  از مزارع سيب

 بـا  و شستشـو  مقطر آب در بار سه نماتد هاي به اين ترتيب كه سيست
 روي سـپس . شـدند  ضـدعفوني  درصد 5/0 سديم هيپوكلريت محلول
 حـاوي  هـاي  تشـتك  داخـل  در و شـده  گيريآب سترون صافي كاغذ
 حـاوي  هـاي تشـتك . شدند داده كشت) WA( آگار-آب كشت محيط

ــد تخــم و سيســت ــاتور در نمات ــا انكوب ــاي ب ــداري C  º 25دم    نگه
   PDA كشــت هــاي محــيط بــه هــا آن از كــرده رشــد هــاي قــارچ و
)(Potato dextrose agar  وCLA )Clove leaf agar(  و  منتقـل

 نوك و اسپور تك روش از ها جدايه سازي خالص براي. جداسازي شدند
  .شد استفاده هيف

  
  هاي قارچي شناسايي جدايه

ــي ــوژيكيبررسـ ــاي مورفولـ ــكوپي و : هـ ــات ماكروسـ مشخصـ
هاي قارچي با استفاده از هاي جدايهميكروسكوپي براي تشخيص گونه

  .مورد بررسي قرار گرفت) 19(كليد شناسايي سيفرت 
  

  هاي مولكوليبررسي
تـوده   ژنـومي از زيسـت   DNAج استخرا: ژنومي DNAاستخراج 

 Qiagen DNAeasy)تجـاري    ميسيليومي تازه با اسـتفاده از كيـت  

plant mini kit, Hilden, Germany)  مطابق با دستورالعمل سازنده
  بـا اسـتفاده از آغازگرهـاي عمـومي     PCRتنظـيم شـرايط   . انجام شد

ITS4–ITS1)26 ( ميكروليتر شـامل  25در مخلوط واكنشي به حجم :
 Takara EmeraldAmp GT Master Mix ،5/2ميكروليتـر   5/12

ميكروليتر آغـازگز   5/2، )ميكرومولار ITS1 )5ميكروليتر آغازگر رفت 
ميكروليتــر آب ســترون دو بــار  5/6، )ميكرومــولار ITS4 )5برگشــت 

  .الگو صورت گرفت DNAتقطير و يك ميكروليتر 
تعيـين  : كيو تجزيـه و تحليـل فيلـوژنتي    ITSتعيين توالي نواحي 
هاي مـورد نظـر، در   ي جدايهتكثير شده DNAتوالي دوطرفه قطعات 

در . آزمايشگاه منابع ژنومي دانشگاه ماساچوست آمريكـا انجـام گرفـت   
افزار ها و رسم كلادوگرام از نرماين بررسي جهت تجزيه و تحليل داده

Mega 5 به كمـك جسـتجوي بلاسـت و بـا توجـه بـه       . استفاده شد
 Outgroupهاي منتخـب و  دد در زمينه تاكسونومي جدايهمقالات متع

 آمـده،  دسـت  بـه  هـاي  تـوالي  كردن رديفهم از مناسب انتخاب و بعد
  ) Bootstrap(گيـري كـاذب    بـار نمونـه   هـزار  هـا بـا  كلادوگرام جدايه

  .گرديد رسم
 

  ســـــنجش فعاليـــــت آنـــــزيم كيتينـــــاز بـــــه روش 
  )DNS( ساليسيليك اسيدونيتردي

زيلينگـر   به روشپايه جهت توليد آنزيم كيتيناز تهيه محيط كشت 
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ي جدايــه 16ي از كشــت پــنج روزه .گرفــتانجــام  )27(و همكــاران 
مـايع   كشـت  محـيط  درمتـر  هايي به قطـر پـنج ميلـي   قارچي، ديسك

MSM )Minimal synthetic medium ( شـــامل(NH4)2SO4:  
ــرم 8/2 ــرم Urea :6/0، گـ ــرم KH2PO4 :4، گـ   :Cacl2.2H2O، گـ
ــرم 6/0 ــرم MgSO4 :2/0، گــ ــرم FeSO4.7H2O :01/0، گــ ، گــ

ZnSO4.H2O :0028/0 گــرم ،Cocl2.6H2O :0032/0 و يــك  گــرم
، يـدي ئكلو كيتـين براي تهيه  .گرم در ليتر كيتين كلوئيدي استفاده شد

درصـد بـه ده گـرم پـودر كيتـين       85ليتر اسـيد فسـفريك   ميلي 100
)Sigma ( ت در دمـاي  سـاع  24مـدت  افزوده شد و مخلوط حاصل بـه

به مخلـوط فـوق، آب اضـافه    . گراد نگهداري گرديدچهار درجه سانتي
بـراي حـذف كامـل اسـيد، مراحـل       .شده و با پارچه پنير صاف گرديد

ي خميـري  مـاده  .افزودن آب و صاف كردن آن، چندين بار تكرار شـد 
عنـوان  شكل حاصل، در هواي آزاد خشك و پـودر گرديـد و از آن بـه   

 از ليتـر ميلي 100سپس ). 20(يط كشت استفاده شد منبع كربن در مح
روي و  يختـه ي ررليت ـميلـي  250 هـاي ارلن در رار مذكو كشت محيط

گـراد بـه   درجـه سـانتي   25دور بر دقيقه و دماي  120شيكر با سرعت 
  . مدت پنج روز قرار داده شدند

به شرح ) 10(مونرال و ريس  روش به كيتيناز آنزيم فعاليت بررسي
 5/0ميكروليتر محلول  200شامل  واكنش تركيب .پذيرفتت صورزير 

مـولار   05/0 سـيترات فسـفات   بـافر  در شـده  درصـد كيتـين تهيـه   
)6/6pH= ( براي حاصل مخلوط .بود آنزيم يعصاره ميكروليتر 200و 

پس از . شد نگهداري گراد سانتي درجه 37 آب حمام در دقيقه 60مدت 
 ـ و اضافهDNS  معرفليتر يك ميلي واكنش آن، به مخلوط  مـدت  هب

پـنج   مدت سپس براي .گرفت قرار جوشيدن حال در آب در دقيقه پنج

محلـول  (سانتريفيوژ گرديد و بخش رويي  بر دقيقه 6000دقيقه با دور 
 با استفاده هاآن نوري جذب وشد ها برداشته بميكروتيو) رويي شناور

 24ر دو زمـان  د نـانومتر  540 مـوج  طول در اسپكتروفتومتردستگاه از 
براي رسم منحني اسـتاندارد از  . گرديدگيري اندازهساعت  96ساعت و 

 جهــت. گلــوكزآمين بــه عنــوان اســتاندارد اســتفاده شــددياســتيلان
گـرم  ميلـي  بـه  آنـزيم  فعاليت تعميم و آنزيم ي ويژه فعاليت يمحاسبه
 بـه  هـا نمونـه  در موجود كل پروتئين ميزان عصاره، در موجود پروتئين
 بـراي  (BSA)گـاوي   آلبـومين  سـرم  ازو تعيـين  ) 1(برادفـورد   روش
نهايتـاً دو جدايـه بـه    . گرديد استفاده پروتئين استاندارد منحني ي هتهي

هـاي بيشـتر و   ها جهت بررسـي ترين جدايهترين و ضعيفعنوان فعال
  .تعيين شرايط بهينه توليد آنزيم انتخاب شدند

  
  استفاده از كيت  ي منتخب باسنجش آنزيمي دو جدايه
كه بر اساس سـنجش   F15و  F12هاي فعاليت آنزيمي در جدايه

سـاعت و   24در دو زمان  DNSي آنزيم كيتيناز به روش  فعاليت ويژه
تـرين  تـرين و ضـعيف  ساعت رشد قارچي به ترتيب به عنوان فعال 96

 ,Chitinase assayها شناخته شده بودند، با اسـتفاده از كيـت   جدايه

fluorimetric (CS1030)   تهيه شده از شـركتSigma    بـر اسـاس
سه سوبستراي اختصاصي جهـت بررسـي فعاليـت سـه نـوع ايـزوزايم       

و ) طول موج تحريـك ( nm360در دو طول موج ) 1جدول (كيتينازي 
nm450 )گيـري  در پنج روز متوالي از رشد قارچ اندازه) طول موج نشر
ن كنتـرل مثبـت در ايـن    به عنوا Trichoderma virideاز قارچ . شد

  .آزمايش استفاده گرديد

  
 سوبستراهاي مورد استفاده جهت بررسي فعاليت سه نوع ايزوزايم كيتينازي -1جدول 

Table 1‐ The substrates used to assessment of three chitinase isozymes 
 سوبسترا
Substrate 

 ايزوزايم
Isozyme 

4-Methylumbelliferyl N,N′- diacetyl-β-D-chitobioside Chitobiosidase (Exochitinase) 
4-Methylumbelliferyl N-acetyl-β-D-glucosaminide β-N-acetylglucosaminidase (Exochitinase) 

4-Methylumbelliferyl β-D-N,N′,N′′-triacetylchitotriose Endochitinase 

  
  ي منتخببررسي شرايط بهينه توليد آنزيم در دو جدايه

ي به منظور بررسي شرايط بهينه توليد آنزيم كيتيناز در دو جدايـه 
، دما و زمان مورد نياز جهـت  pH، نقش تغييرات F15و   F12منتخب

مورد بررسي قـرار   DNSانجام واكنش بين آنزيم و سوبسترا به روش 
گيري فعاليت آنـزيم بـا اسـتفاده از كيـت     چون بر اساس اندازه. گرفت

بيشترين فعاليت ) ساعت 96(هاي مذكور در روز چهارم ايهسنجش، جد
را نشان دادند، روز چهارم به عنوان زمان مناسب جهت بررسي شرايط 

بدين منظور از . بهينه توليد آنزيم براي هر دو جدايه در نظر گرفته شد
، 9و  8، 7، 6، 5، 4، 3هـاي  pHهـايي در  ي منتخب، كشـت دو جدايه
گراد و زمان واكنش بين آنزيم درجه سانتي 31 و 28، 25، 22دماهاي 

  . ساعت تهيه گرديد 24و سوبسترا به مدت يك، شش و 
 

  ها  تجزيه آماري داده
چهـارم  در روز اول و كيتيناز آنزيم  يتجزيه واريانس فعاليت ويژه
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قارچي در سه تكرار بـه صـورت طـرح پايـه كـاملاً       يجدايه 16براي 
چنـد  بـا آزمـون    هـا داده  مقايسه ميـانگين  و SASافزار تصادفي با نرم

  . درصد انجام شد پنجدر سطح احتمال  اي دانكن دامنه
با اسـتفاده از كيـت    3و  2، 1هاي ت ايزوزايميتجزيه واريانس فعال

هاي  ي منتخب به صورت طرح پايه بلوكدر دو جدايه سنجش كيتيناز
ن تغييـرات  به منظـور بيـا  علاوه بر اين، . كامل تصادفي صورت گرفت

) 1معادلـه  (پيـك   -از معادلـه لجسـتيك   زمان،نسبت به  فعاليت آنزيم
  . استفاده گرديد

Y= a+ b×4×(exp(-(x-c)/d))/(1+exp(-(x-c)/d))2       (1) 

توليـد  زمان رسيدن به حداكثر  :bعرض از مبداء،  :aدر اين معادله 
 ليد آنـزيم تونقطه عطف منحني كه در آن  :dو آنزيم حداكثر  :c، آنزيم

  .است روزبر حسب  ،زمان :xشود و خطي مي يوارد مرحله
، دما و زمان انجام واكنش در توليد آنـزيم در  pHبررسي تغييرات 

به صورت آزمـايش فاكتوريـل در قالـب طـرح      F15و  F12دو جدايه 
قبـل از انجـام تجزيـه    . كاملاً تصادفي و با سـه تكـرار انجـام گرفـت    

با اسـتفاده از   SASافزار  ها توسط نرم زيع دادهواريانس، نرمال بودن تو
اسميرنوف مورد بررسي قـرار  -والك و كولموگراف-هاي شاپيرو آزمون
، رسم نمودارهـا  SASافزار  ها با نرم تجزيه واريانس آماري داده. گرفت

هـا بـا آزمـون چنـد     داده  و مقايسه ميـانگين  Excelافزار به كمك نرم
 .اي دانكن انجام شدامنهد

  
 نتايج و بحث

  شناسايي مورفولوژي و مولكولي 
شناسـي  ريخت هايويژگي اساس قارچي بر ي جدايه 16 شناسايي

 از حاصـل  بلاسـت . شد انجام 1996بر اساس كليد شناسايي سيفرت، 
 مورد هايجدايه بالاي به% 99 شباهت دهنده نشان ITS نواحي توالي

 بـر  .بـود  ژن انـك ب در موجـود  هـاي جدايه به پژوهش اين در بررسي
 يجدايـه  16، شـده  انجـام  مورفولوژي و مولكـولي  هايبررسي اساس
  F. equisetiو F. solani ،F. oxysporumي در سـه گونـه   مذكور

  ). 2و  1 هاي شكل(قرار گرفتند 
  

Fusarium equiseti  
از اين گونـه قـارچي تعـداد چهـار جدايـه جداسـازي و شناسـايي        

هـاي   كلكسيون قـارچ در  IRAN 2832C با كد F5گرديدند و جدايه 
ميـزان  . شودزنده در مؤسسه تحقيقات گياهپزشكي ايران نگهداري مي

پـس از ده روز در دمـاي    PDAرشد پرگنه قارچ روي محـيط كشـت   
°C25 متر بوده و رنگ سـطح زيـرين پرگنـه زرد تـا     برابر هفت سانتي
اي رشد پنبه هاي هوايي به فراواني و به صورتريسه. باشداي ميقهوه

هـاي  فقط توليد سلول. شونداي ديده ميكرده و به رنگ سفيد تا قهوه
هـاي  ابتدا مونوفياليدها روي ريسه. كنندزاي مونوفياليديك ميكنيديوم

هوايي به صورت جانبي توليد شده و زماني كه اسپوردوخيوم توليد شد، 
ــلول ــي  در آن س ــد م ــراكم تولي ــاه و مت ــد كوت ــاي مونوفيالي ــه . وندش
هاي ضخيم و ها در اين گونه خميده بوده و داراي ديوارهماكروكنيديوم

معمولاً سلول انتهايي باريك و بلند اسـت و  . انددر دو انتها باريك شده
دار اي شـكل و سـاقه  طـور بسـيار مشخصـي پاشـنه    اي بـه سلول پايه

يوم ميكروكنيد. اي هستندديواره 4-7ها معمولاً ماكروكنيديوم. باشد مي
كلاميدوسپورها در اين گونه فراوان، بـه  . شوددر اين گونه تشكيل نمي

ــا خوشــهصــورت زنجيــره ــا در اي روي ريســهاي ي هــاي هــوايي و ي
  . گردندكشت تشكيل مي محيط
 

Fusarium oxysporum  
از اين گونـه قـارچي تعـداد هفـت جدايـه جداسـازي و شناسـايي        

هـاي    كلكسيون قارچدر  IRAN 2830Cبا كد  F16گرديدند و جدايه 
ميـزان  . شودمؤسسه تحقيقات گياهپزشكي ايران نگهداري ميزنده در 

پـس از ده روز در دمـاي    PDAكشـت  رشد پرگنه قـارچ روي محـيط  
°C25  هـاي  رنگ پرگنه اين قارچ در جدايه. رسدمتر ميسانتي 5/8به

كشـت  مختلف بسيار متنوع بوده و رنگ پرگنه در سطح زيرين محـيط 
PDA     از سفيد، بنفش متمايل به ارغواني تا بـنفش تيـره متغيـر بـود .
اي و ابتدا سفيد هاي هوايي روي محيط كشت نسبتاً فراوان، پنبهريسه

در . يابنـد رنگ تغيير ميرنگ بوده، سپس به رنگ صورتي تا بنفش كم
. هاي هوايي به مقدار بسيار كمي تشـكيل شـد  ها ريسهبعضي از جدايه
زاي مونوفياليـدي منشـعب و   هـاي كنيـديوم  اراي سـلول كنيديفورها د

صورت جانبي و كوتاه روي كنيديفورهاي اوليه به. باشندغيرمنشعب مي
ابتدا غيرمنشعب بـوده و بعـداً ممكـن    . شوندهوايي توليد مي يهاريسه

زاي مونوفياليـد در مقايسـه بـا    هاي كنيديومسلول. است منشعب شوند
هـا بـه فراوانـي و    ميكروكنيـديوم . هسـتند كوتـاه   F. solaniي گونـه 

. انـد صورت سرهاي دروغين تشكيل شده و تك سلولي و دو سـلولي  به
شوند ولـي  شكل ديده ميمرغي تا تقريباً چماقيبه شكل بيضوي، تخم
ها كمـي باريـك شـده،    دو انتهاي ماكروكنيديوم. غالبا بيضوي هستند
ها نسبتاً اي آنسلول پايهباشد و تيز ميها كمي نوكسلول انتهايي آن

طـور مشـخص   ها بهاي در بعضي جدايهالبته سلول پايه. دار استساق
. اي شـكل نبودنـد  اي شكل بوده و در بعضي ديگر كاملاً پاشـنه پاشنه

اي اي هستند، اما گاهي چهـار ديـواره  ها سه ديوارهاغلب ماكروكنيديوم
روز  5-7مولاً پس از رنگ معهاي نارنجياسپوردوخيوم. هم وجود دارد

اي و كنيديومي به فراواني و به كلاميدوسپورهاي ريسه. شوندتوليد مي
شـوند كـه اغلـب سـطحي صـاف      صورت مياني و انتهايي تشكيل مي

به شـكل  . شونددارند، ولي در برخي هم با سطحي ناصاف مشاهده مي
اي تشـكيل  صـورت تـوده  كروي و به صورت منفرد، جفتي و گاهي به

صـورت سـرهاي   هـا بـه  به طور كلـي توليـد ميكروكنيـديوم   . وندشمي
دروغين و روي فياليدهاي كوتاه، توليدكلاميدوسپور و شـكل ظـاهري   

  قـارچ  .باشـد ي ايـن گونـه مـي   ها از مشخصـات عمـده  ماكروكنيديوم
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F. solani هــاي نزديــك بــه عنــوان يكــي از گونــهتــوان بــهرا مــي
Fusarium oxysporum هاي فياليد. نام بردF. oxysporum  نسبت

  هـا نسـبت بـه   ماكروكنيـديوم . تر استتر و ضخيمكوتاه F. solaniبه 
F. solani ترنـــد و خميـــدگي بيشـــتري دارنـــد و كمـــي باريـــك
  . تر استهاي آن نيز كوچك ميكروكنيديوم

  
Fusarium solani  

. از اين گونه قارچي، تعداد پنج جدايه جداسازي و شناسايي گرديـد 
پـس از ده روز در   PDAكشـت  د پرگنه قـارچ روي محـيط  ميزان رش

رنگ پرگنه در سـطح زيـرين،   . متر بودبرابر هشت سانتي C25°دماي 
كشـت كـم و   هاي هوايي روي محيطريسه. رنگ بودكرم تا بنفش كم

كنيـديفورهاي اوليـه داراي   . رنـگ بـود  اي كمپراكنده و به رنگ قهوه
  باشـند و بعـد از  يرمنشـعب مـي  زاي مونوفياليـد غ هاي كنيـديوم سلول

. يابــدروز، كنيــديفورهاي منشــعب هــم تعدادشــان افــزايش مــي 4-3
هـاي هـوايي توليـد    صـورت جـانبي و بلنـد روي ريسـه    بهكنيديفورها 

  يزاي مونوفياليـد در مقايسـه بـا گونـه    هاي كنيـديوم  سلول. شوند مي
F. oxysporum شـكل  ها تقريباً سيلندري ماكروكنيديوم. بلند هستند

ها كمـي خميـده هسـتند و    ماكروكنيديوم. ها زياد استبوده و قطر آن
هـا تقريبـاً كوتـاه و    سلول انتهايي آن. هاي ضخيمي دارندعمدتاً ديواره
هـا سـه   اغلب ماكروكنيـديوم . ها كمي فرورفتگي دارداي آنسلول پايه
ــواره ــاهي   دي ــا گ ــتند، ام ــواره 4-5اي هس ــود دارد دي ــم وج . اي ه

صـورت سـرهاي دروغـين روي    صورت فراوان و بهها بهيومميكروكنيد

  هـا يـك يـا دو سـلولي     آن. شـوند فياليدهاي منفرد طويل تشكيل مـي 
  . باشـند اي شـكل مـي  مرغـي، بيضـوي يـا قلـوه    هاي تخـم و به شكل

  شـوند و در بعضـي   هـا توليـد نمـي   هـا اسـپوردوخيوم  در بعضي جدايـه 
خصـوص  بـه (دي از پرگنه رنگ بخش زياهاي كرمديگر اسپوردوخيوم

. گيرنـد را فـرا مـي  ) CLAكشـت  هاي ميخك در محـيط اطراف برگ
كلاميدوسپورها به فراواني و به صورت ميـاني يـا انتهـايي، منفـرد يـا      

شوند و معمولاً داراي سـطحي  اي تشكيل مياي يا تودهجفتي، زنجيره
ها، طويـل بـودن فياليـدها و وجـود     شكل ماكروكنيديوم. صاف هستند

ايـن گونـه بـا توليـد     . كلاميدوسپور از مشخصات بارز اين گونه اسـت 
كــه فياليــدهاي كوتــاه توليــد  F. oxysporumفياليــدهاي طويــل از 

  .گرددكند، متمايز مي مي
  

 فعاليت آنزيمي

 گـرم صورت ميليه ب ي مذكور،جدايه 16براي  آنزيم ويژه فعاليت

گـرم  ميلـي  يـك  زايا بـه  دقيقـه  در شـده  آزاد گلوكزآميندياستيلان
در  سـاعت  96ساعت و  24در دو زمان  عصاره در موجود كل پروتئين

هـا داراي فعاليـت كيتينـازي يـوده و     تمام جدايـه  .تعيين شدسه تكرار 
ها در روز چهـارم نسـبت بـه روز اول    فعاليت ويژه آنزيم در تمام جدايه

د كـه  هـا نشـان دا   نتايج تجزيه واريـانس داده . داراي سير صعودي بود
هـاي مختلـف   ي آنزيم در روز اول و چهـارم، بـين جدايـه   فعاليت ويژه

  ).2جدول (دار بود درصد معني 1/0فوزاريوم در سطح احتمال 

 
  

  رشد  چهارمدر روز اول و به روش دي نيتروساليسيليك اسيد آنزيميفعاليت ويژه)ميانگين مربعات(تجزيه واريانس -2 جدول
 فوزاريوماز قارچ  مختلف يجدايه 16در 

Table 2- Analysis of variance (mean square) of the chitinase specific activity by DNS method in 24 h and 96 h  
after fungal growth among 16 isolates of Fusarium spp 

  )ساعت 96( فعاليت ويژه
Specific activity (96 h) 

  )ساعت 24( فعاليت ويژه
Specific activity (24 h)  

 درجه آزادي
Degree of 
freedom 

 منابع تغييرات
Sources of variance 

0.085646*** 0.009409*** 15 
  جدايه

Isolate 

  خطا  32  0.000099  0.013514
rrorE 

17.84 4.96 - 
  )درصد(ضريب تغييرات 
CV% 

 درصد 1/0دار در سطح احتمال معني: ***
***: Significant at 0.1% level
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: D ،كنيديوم اشكال :F. solani، Cي قارچي گونه. پرگنه رويي سطح :B كنيديوم و كلاميدوسپور، اشكال :F. equiseti، Aي قارچي گونه –1 شكل
  دروغين سرهاي: H ميدوسپور،كلا: G پرگنه، رويي سطح: F كنيديوم، اشكال: F. oxysporum، E ي قارچيگونه .پرگنه رويي سطح

Figure 1- Fungal species, F. equiseti, A: Conidia and chlamydospores, B: Mycelium. F. solani, C: Conidia, D: Mycelium. F. 
oxysporum, E: Conidia, F: Mycelium, G: Chlamydospore, H: False heads 



 469     ...ي قارچ فوزاريوم جدا شده ازبررسي توليد آنزيم كيتيناز در چندين جدايه 

  
  جدايه از قارچ فوزاريوم با استفاده  16در  ITSنواحي  كلادوگرام به دست آمده از توالي - 2شكل 

  Neighbour-Joiningو روش  Mega 5افزار از نرم
Figure 2- Cladogram obtaiend from ITS sequences of 16 isolates of Fusarium by Mega 5 software  

using Neighbour-Joining method 
  
 

آنزيم در روز اول به ترتيـب در  ي بيشترين و كمترين فعاليت ويژه
واحـد بـر    15/0( F8و ) گـرم واحـد بـر ميلـي    F12 )37/0هاي جدايه
در روز چهارم نيز، بيشترين فعاليـت  ). 3شكل (به دست آمد ) گرم ميلي
و كمتـرين   F12در جدايـه  ) گـرم واحد بـر ميلـي  ( 02/1ي آنزيم ويژه

مشاهده  F15دايه در ج) گرمواحد بر ميلي( 45/0ي آنزيم فعاليت ويژه
و  F12 هـاي نهايتاً براساس نتايج روز چهارم، جدايـه ). 4شكل (گرديد 

F15 تـرين  و ضعيف) داراي بيشترين فعاليت ويژه(ترين به عنوان فعال
ــژه( ــرين فعاليــت وي ــه) داراي كمت ــدي  جداي ــات بع ــا جهــت مطالع   ه

  .انتخاب شدند
وزايم گيـري فعاليـت سـه ايـز    هـاي مربـوط بـه انـدازه    در بررسـي 

، F15و  F12كيتينازي با استفاده از كيت سنجش كيتيناز در دو جدايه 
روز اول، دوم، سوم، چهـارم  (نتايج نشان داد كه اثرات زمان رشد قارچ 

ــنجم ــزوزايم  ) و پ ــت اي ــر فعالي ــزوزايم )Chitobiosidase( 1ب    2، اي
)β-N-acetylglucosaminidase ( ــزوزايم  )Endochitinase( 3و اي

و  2اثـرات جدايـه بـر فعاليـت ايـزوزايم      . دار بودو جدايه معنيدر هر د
  ).3جدول (دار گرديد نيز معني 3ايزوزايم 
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  پنج روز متوالي رشد در سه نوع ايزوزايم كيتينازي با استفاده از كيت سنجش فعاليت ) ميانگين مربعات(تجزيه واريانس  -3 جدول
 F15و  F12بين دو جدايه 

Table 3- Variance analysis (mean squares) of the chitinase activity of three isozymes in isolates F12 and F15 in 5 days 
  

  3ايزوزايم 
Isozyme 3 

  2ايزوزايم 
Isozyme 2 

  1ايزوزايم 
Isozyme 1 

 درجه آزادي
Degree of 
freedom 

 منابع تغييرات
Sources of variance  

2.377* 14.089*** 6.708** 4 
  )زمان(بلوك 

Block (time) 

2.330*  1.822***  0.588 ns  1 
  جدايه

Isolate  
  خطا  4  0.366  0.015  0.229

Error 

27.03  4.20  40.18  - 
  )درصد(ضريب تغييرات 
CV% 

  درصد 1/0و  1، 5دار در سطح احتمال به ترتيب معني:  ***و **،*
*, **, ***: Significant at 5 %, 1 % and 0.1 % probability levels, respectively  
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 جدايه از قارچ فوزاريوم 16ساعت رشد در  24در به روش دي نيتروساليسيليك اسيد ي آنزيم كيتيناز فعاليت ويژه –3شكل 

Figure 3- Chitinase specific activity by DNS method in 24 h after fungal growth among 16 isolates of Fusarium spp 
  

 پنج روز متواليدر سه نوع ايزوزايم كيتينازي با استفاده از كيت سنجشفعاليتميانگين مقايسه -4جدول 
Table 4- Mean comparison of the chitinase activity of three isozymes in 5 days 

  )روز(زمان 
Time (day)  

  )واحد بر ميلي ليتر( 1ايزوزايم 
 )U/ml( Isozyme 1   

  )واحد بر ميلي ليتر( 2ايزوزايم 
 )U/ml( Isozyme 2  

  )واحد بر ميلي ليتر( 3ايزوزايم 
 )U/ml ( Isozyme 3 

1  0.22 b 0.7 c 0.049 b  
2 0.15 b 2.1 b 3.559 a  
3 b00.18 3.4 b 10.585 a  
4 58.64 a 344.5 a 13.614 a  
5 25.45 a 384 a 17.207 a  

Means followed by the same letters in each column are not significantly different according to Duncan,s multiple range test (p≤0.01) 
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  جدايه از قارچ فوزاريوم 16ساعت رشد در  96در به روش دي نيتروساليسيليك اسيد ي آنزيم كيتيناز فعاليت ويژه –4شكل 

Figure 4- Chitinase specific activity by DNS method in 96 h after fungal growth among 16 isolates of Fusarium spp 
  
 

در روزهـاي چهـارم و پـنجم و كمتـرين      1بيشترين فعاليت آنزيم 
بيشترين فعاليت . مقدار آن در روزهاي اول، دوم و سوم مشاهده گرديد

قـدار آن در روز اول  در روزهاي چهـارم و پـنجم و كمتـرين م    2آنزيم 
اختلاف  3هاي دوم تا پنجم از نظر فعاليت آنزيم زمان. مشاهده گرديد

داري با هم نداشتند و كمترين مقدار در روز اول مشـاهده گرديـد   معني
بـا   1از نظر فعاليت آنزيم  F15و  F12ي در بين دو جدايه). 4جدول (

در  3و  2آنـزيم  بيشترين فعاليت . داري وجود نداشتهم اختلاف معني
 ). 5جدول (به دست آمد  F12ي جدايه

پنج روز (هاي مختلف در زمان 3و  2، 1هاي روند فعاليت ايزوزايم
بررسـي فعاليـت   . نيز بررسي شد F15و  F12ي بين دو جدايه) متوالي

نشان داد كه توليد آنزيم در هر دو جدايه بعـد از سـه روز از    1ايزوزايم 
و در روز چهارم به حداكثر مقدار خود رسـيد و بـا   انكوباسيون ديده شد 

 2ايـزوزايم  ). 5شـكل  (انكوباسيون بيشتر فعاليت آنزيم كاهش يافـت  
امـا  ) 6شـكل  (را در هر دو جدايـه نشـان داد    1روند مشابه با ايزوزايم 

در يك روز بعد از انكوباسيون آغاز و در روز چهـارم   3فعاليت ايزوزايم 
  سـيد و سـپس رونـد نزولـي در پـيش گرفـت       به حداكثر مقدار خـود ر 

روز (بر اساس نتايج به دست آمده از اثرات زمان رشد قـارچ  ). 7شكل (
و  2، ايـزوزايم  1بر فعاليـت ايـزوزايم   ) اول، دوم، سوم، چهارم و پنجم

بيشترين فعاليت آنزيم بـراي هـر دو جدايـه در روز چهـارم      3ايزوزايم 
   .مشاهده گرديد

  
 F15و  F12بين دو جدايه سه نوع آنزيم كيتينازي با استفاده از كيت سنجش فعاليتيانگينم مقايسه -5جدول 

Table 5- Mean comparison of the chitinase activity of three isozymes in isolates F12 and F15  
  جدايه

Isolate  
  )واحد بر ميلي ليتر( 1ايزوزايم 

 )U/ml( Isozyme 1  

  )بر ميلي ليتر واحد( 2ايزوزايم 
 )U/ml ( Isozyme 2 

  )واحد بر ميلي ليتر( 3ايزوزايم 
 )U/ml( Isozyme 3  

F12 26.32 a 213.44 a 14.359 a  
F15 7.54 a  80.45 b 3.646 b  

Means followed by the same letters in each column are not significantly different according  
to Duncan,s multiple range test (p≤0.01)
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  پنج روز متوالي رشد قارچ بر اساس سوبسترادر  F15و  F12 يبين دو جدايه )Chitobiosidase(آنزيم كيتيناز فعاليت روند  –5شكل 

)4-Methylumbelliferyl N,N′-diacetyl-β-D-chitobioside( 
Figure 5- The activity of the isozyme 1 (Chitobiosidase) in isolates F12 and F15 in five successive days based on substrate 

(4-Methylumbelliferyl N, N'-diacetyl-β-D-chitobioside) 

 

  
پنج روز متوالي رشد قارچ بر اساس سوبسترا در  F15و  F12 يبين دو جدايه )β-N-acetylglucosaminidase(آنزيم كيتيناز فعاليت روند  - 6شكل 

)4-Methylumbelliferyl N-acetyl-β-D-glucosaminide( 
Figure 6- The activity of the isozyme 2 (β-N-acetylglucosaminidase) in isolates F12 and F15 in five successive days based on 

substrate (4-Methylumbelliferyl N-acetyl-β-D-glucosaminide) 
 

  
  زيمشرايط بهينه توليد آن

ي آنـزيم در  نتايج نشان داد كه تأثير جدايه و دما بر فعاليـت ويـژه  
همچنـين اثـرات متقابـل    . دار گرديـد درصـد معنـي   1/0سطح احتمال 

). 6جدول (دار بود تيمارها بر فعاليت در سطح احتمال يك درصد معني

در  F15و  F12 يي آنزيم براي در هر دو جدايهبيشترين فعاليت ويژه
دمـاي بهينـه جهـت     Cº25بنابراين دماي . به دست آمد Cº25دماي 

   ).8شكل (باشد توليد آنزيم در هر دو جدايه مي
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  پنج روز متوالي رشد قارچ بر اساس سوبسترا در  F15و  F12 يجدايهدر بين دو ) Endochitinase(آنزيم كيتيناز فعاليت روند  –7شكل 

)4-Methylumbelliferyl β-D-N,N′,N′′-triacetylchitotriose( 
Figure 7- The activity of the isozyme  (Endochitinase) in isolates F12 and F15 in five successive days based on substrate 

 (4-Methylumbelliferyl β-D-N,N′,N′′-triacetylchitotriose) 

  
 .مختلف دماهايدر  F15و  F12 يجدايهبين دو  يمي آنزويژه فعاليت) ميانگين مربعات(تجزيه واريانس  -6 جدول

Table 6- Variance analysis (mean squares) of effect of temperature on chitinase specific activity in 
2 fungal isolates, F12 and F15

  )ساعت 96(فعاليت ويژه 
Specific activity(96 h) 

  درجه آزادي
Degree of freedom 

 بع تغييراتمنا

Sources of variance  

  جدايه  1 ***1.2143
Isolate  

0.0705*** 3 
  دما

Temperature  
0.0240** 3  Temperature ×Isolate  

 جدايه ×دما 

  خطا  16  0.0038
Error 

10.18  - 
  )درصد(ضريب تغييرات 
CV% 

 درصد 1/0و  1دار در سطح احتمالبه ترتيب معني:***و**

**, ***: Significant at 1 % and 0.1 % probability levels, respectively  
 

درصد  1/0ي آنزيم در سطح تأثير جدايه و اسيديته بر فعاليت ويژه
ي آنزيم نيـز  ها بر فعاليت ويژههمچنين اثرات متقابل آن. دار بودمعني

 F12 يدر جدايــه). 7جــدول (دار شــد در ســطح يــك درصــد معنــي
ي و كمتـرين فعاليـت ويـژه    =6pHي آنـزيم در  يژهبيشترين فعاليت و

 يهمچنـين در جدايـه  . به دسـت آمـد   =3pHآنزيم در اين جدايه در 
F15  6ي آنـزيم در  بيشترين فعاليت ويـژهpH=    و كمتـرين مقـدار در

3pH=  4وpH=  9شكل (حاصل گرديد.( 

ي ها نشان داد كه فعاليت ويژههمچنين نتايج تجزيه واريانس داده
تحت تأثير جدايه، زمان واكـنش بـين آنـزيم و سوبسـترا و اثـر       آنزيم

در هر دو جدايه، بيشترين فعاليـت  ). 8جدول (ها قرار گرفت متقابل آن
 يي آنزيم در زمان واكنش يك ساعت به دست آمد و در جدايـه ويژه
F15    داري سـاعت اخـتلاف معنـي    24بين دو زمان واكـنش شـش و

ــت    ــرين فعالي ــد و كمت ــاهده نش ــژه مش ــد وي ــزيم را دارا بودن    ي آن
 ).10شكل (
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 F15و  F12هاي ي آنزيم كيتينازدر جدايهفعاليت ويژهبر اثر دما  - 8شكل 

Figure 8- Effect of temperature on chitinase specific activity in two isolates, F12 and F15  
  

 .مختلفهاي pHدر  F15و  F12 يجدايهبين دو  آنزيم ي ويژهفعاليت ) ميانگين مربعات(تجزيه واريانس  -7 جدول
Table 7- Variance analysis (mean squares) of effect of pH on chitinase specific activity in 2 isolates F12 and F15

  )ساعت 96(فعاليت ويژه 
Specific activity(96 h)

  درجه آزادي
Degree of freedom 

 منابع تغييرات
Sources of variations  

1.7101*** 1 
  جدايه

Isolate 

0.1162*** 6 
  اسيديته

Ph  
0.0202** 6 

  جدايه ×اسيديته 
pH× Isolate 

0.0059 28 
  خطا

Error 

14.42 - 
  )درصد(ضريب تغييرات 
CV% 

 درصد 1/0و 1دار در سطح احتمالبه ترتيب معني:***و**

**, ***: Significant at 1 % and 0.1 % probability levels, respectively  
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 F15و  F12هاي ي آنزيم كيتيناز در جدايهبر فعاليت ويژه pHاثر-9شكل
Figure 9- Effect of pH on chitinase specific activity in 2 isolates F12 and F15  

  
   مختلفهاي زماندر  F16و  F12 يجدايهو بين د ي آنزيمويژه فعاليت) ميانگين مربعات(تجزيه واريانس  -8 جدول

  واكنش بين آنزيم و سوبسترا
Table 8- Variance analysis (mean squares) of effect of reaction time between enzyme and substrate on  

chitinase specific activity in 2 isolates, F12 and F15
Specific activity(96 h) 

 )ساعت 96(ژه فعاليت وي
  درجه آزادي

Degree of freedom 

 منابع تغييرات

Sources of variance  

0.7758*** 1 
  جدايه

Isolate 

0.2634*** 2 
  زمان واكنش

Reaction time  
  جدايه ×زمان واكنش   2 **0.0443

Reaction time×Isolate  
0.0070  12 

  خطا
Error 

15.43  - 
  )درصد(ضريب تغييرات 
CV% 

 درصد 1/0و  1دار در سطح احتمال به ترتيب معني: ***و  **

**, ***: Significant at 1 % and 0.1 % probability levels, respectively 
  

دهد كـه قـارچ فوزاريـوم    نتايج حاصل از پژوهش حاضر نشان مي
تواند به عنوان يك عامـل بيـوكنترلي قـوي جهـت كنتـرل نماتـد       مي

دد كه نتايج محققيني كـه در ادامـه بـه    زميني معرفي گرسيستي سيب
سـانكانارايانان و  . باشـد ها اشاره خواهد شـد مؤيـد ايـن مهـم مـي     آن

، F. oxysporum ،F. sporotrichioides هـاي  قارچ) 17(همكاران 
Paecilomyces lilacinus، Phoma glomerata و T. viride  را

 .انـد مـوده جداسـازي ن  M. incognitaهاي نماتد ريشه گرهي  از تخم

 .M لارو نماتـد چنـدين قـارچ از تخـم و    نيـز  ) 6(ابراهيم و همكاران 

incognita هاي نمودند كه شامل قارچ فرنگي جداسازيگوجه بيمارگر
F. oxysporum ،.Aspergillus spp ،Rhizoctonia solani،  

P. lilacinus  وVerticillium chlamydosporium ـ   ـ. دبودن ثير أت
هـا شـده بـه طـوري كـه      بب كاهش قابل توجه گالها سكنترلي قارچ

سبب كاهش درصد  F. oxysporumي گوجه فرنگي با هشيزني رهماي
اهان شاهد بدون قارچ شـده  يدرصد نسبت به گ 92/7ها به ميزان گال
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هـاي  روي قارچ) 13(رونپانون و همكاران در بررسي ديگري كه . است
 يجدايــه 67انــد، از هانجــام داد M. incognitaجــدا شــده از نماتــد 

ــارچهــاي غالــب جدايــه ،قــارچي     Penicilliumهــايمتعلــق بــه ق

ي مربـوط  هـا جدايه. بودند) درصد 8/32( Fusariumو ) درصد 3/37(
و  تفريخ تخم نماتد بودنـد  وير ثيرأبيشترين تداراي فوزاريوم  به قارچ

  .شدند لاروهادرصد مرگ و مير  70جب بيش از وم
  

  
  F15و  F12هاي ي آنزيم كيتيناز در جدايهفعاليت ويژهبر زمان واكنش بين آنزيم و سوبسترا اثر  -10شكل 

Figure 10- Effect of reaction time between enzyme and substrate on chitinase specific activity in 2 isolates, F12 and F15  
  
  
  گيري نتيجه

جدايه قـارچ فوزاريـوم    16ي در اين پژوهش ميزان فعاليت كيتيناز
مورد بررسي قرار گرفـت   زمينيسيبجدا شده از نماتد سيست طلايي 

و شرايط بهينه جهت توليد آنزيم در دو جدايه بـا بيشـترين و كمتـرين    
زمان مناسب واكنش بـين آنـزيم و   ، =6pHفعاليت آنزيمي به صورت 

ي دمـا ساعت كشت قارچ در  96زمان  و ساعتسوبسترا به مدت يك 

°C25 به دست آمد.  
هـاي فعـال مـورد    تـوان از جدايـه  با توجه به مطالب ذكر شده مي

بررسي در اين مطالعه، در كنتـرل بيولوژيـك نماتـد سيسـت طلايـي      
زميني استفاده نمود و كاربرد قارچ فوزاريوم به عنوان يك عامـل  سيب

  .زميني مدنظر قرار گيردبالقوه جهت كنترل نماتد سيستي سيب
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Introduction: The plant parasitic nematodes are among the most important agents causing losses in agricultural 
crops (Nicol et al. 2013). The golden cyst nematode, Globodera rostochiensis (Wollenweber, 1923; Behrens, 1975) is 
the most destructive nematode of potato in the world (Brodie, 1984). Chitin is the most abundant polymer in structure of 
nematode eggshell. Chitinases are widely distributed in fungi and play important roles in degradation of chitin. The aim 
of this study was to assay chitinase activity in 16 isolates of various species of Fusarium obtained from golden potato 
cyst nematode, Globodera rostochiensis.  

Materials and Methods: In the current study, 16 Fusarium isolates were recovered from infected eggs of the 
golden potato cyst nematode, G. rostochiensis. These isolates were identified based on morphological (Seifert, 1996) 
and molecular features including internal transcribed spacer (ITS) regions (ITS1, ITS2 and 5.8S gene) of ribosomal 
DNA. Total genomic DNA was extracted from lyophilized mycelia with a QIAGEN DNeasy Plant Mini Kit 
(Germany). ITS regions of ribosomal DNA were amplified with the ITS1 (forward primer) and ITS4 (reverse primer) 
primers. PCR amplifications were performed with total reaction volume of 25 µl using a Takara EmeraldAmp GT PCR 
Master Mix. PCR products were separated by electrophoresis technique using 1% agarose gel in 1X Tris-Borate-EDTA 
(TBE) buffer by adding 12 μl SYBR-safe 10,000X concentrate DNA stain to melted agarose before running the gel and 
finally visualized under ultraviolet illuminator. The ITS1, ITS2 and 5.8S sequences were obtained by sequencing both 
strands in opposite directions using the PCR amplification primers, ITS1 and ITS4 in genomics resource laboratory at 
Massachusetts University, USA. Colloidal chitin was prepared using the procedure of Tikhonov et al. (2002). For 
enzyme assay in liquid media, the 16 isolates were grown in minimal synthetic medium (MSM) containing colloidal 
chitin (1 g l-1) based on the method described by Zeilinger et al. (1999). The culture medium was filtered through 
Whatman paper No. 3 filter followed by filtration through 0.2-mm Millipore polydifluoropropilene membranes. The 
filtrate obtained was analyzed for chitinolytic activity. Chitinase activity was determined by measuring the release of 
reducing saccharides from colloidal chitin by the N-acetyl-glucosamine-dinitrosalicylate method according to the 
method described by Monreal and Reese (1969). Protein concentration was determined according to Bradford (1976) 
with bovine serum albumin (Sigma) as the standard. Chitinase specific activity was obtained by dividing the enzyme 
activity rate by total protein mass. Enzyme assay was done to determine the most promising isolates for biological 
control of G. rostochiensis in 24 and 96 h after fungal growth. The chitinase specific activity data was subjected to 
analysis of variance (ANOVA) using software SAS, version 9.0 (Statistical Analysis System Institute Inc., USA) in a 
CRD (completely randomized design) with three replicates.  

Two selected isolates were assayed using a chitinase assay, fluorimetric kit-CS1030 (Sigma). The assay included 
three substrates, 4-Methylumbelliferyl N,N′-diacetyl-β-D-chitobioside, 4-Methylumbelliferyl N-acetyl-β-D-
glucosaminide and 4-Methylumbelliferyl β-D-N,N′,N′′-triacetylchitotriose for the detection of the chitinolytic isozymes 
Chitobiosidase, β-N-acetylglucosaminidase and Endochitinase. The experiment was a randomized complete block 
design (RCB) with three replicates. Chitinase activity was subjected to analysis of variance using software SAS, version 
9.0. Enzyme activity was expressed over time using the Logistic-Peak, software Slide Write, version 2.0. Two isolates 
(the strongest and weakest ones) were selected to determine the optimum conditions for chitinase production. The 
measured conditions were pH, temperature and reaction time between enzyme and substrate in a N-acetyl-glucosamine-
dinitrosalicylate method. According to measurements taken by an enzyme activity assay kit, the fourth day (96 h) 
showed the highest activity for the two selected isolates. We then tested our two isolates at pHs of 3, 4, 5, 6, 7, 8 and 9, 
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temperatures of 22°C, 25°C, 28°C, 31°C for differing periods of time (1 h, 6 h, and 24 h). The experiment was based on 
factorial experiment in a completely randomized design with three replicates. Analysis of variance chitinase activity 
was performed using SAS 9.0 software. 

Results and Discussion: Among 16 isolates, F12 (1/02 U/mg) and F15 (0/04 U/mg) had the maximum and 
minimum amount of specific activity, respectively. According to morphological features and sequencing of ITS 
regions (ITS1, ITS2 and 5.8S gene) of ribosomal DNA, these 16 isolates were classified in three species i.e. F. solani, 
F. oxysporum and F. equiseti. The optimum conditions to produce chitinase in isolates of F12 and F15 were pH=6, 96 
hours after fungal growth in 25°C and the reaction between the enzyme and substrate during one hour achieved by the 
N-acetyl-glucosamine-dinitrosalicylate method. As a producer of various chitinase enzymes, the filamentous fungus, 
Fusarium spp. seems to be recommendable to biologically control Globodera rostochiensis.  

Keywords: Biological control, Enzymatic reaction, Isozyme, Substrate 
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