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  چكيده

متعلق به قارچ   P450كرم سيتو هاي كد كنندة هفت آنزيمتوالي نوكلئوتيدي و پروتئيني و روابط فيلوژنتيكي بين ژن

موجود در بانك ژن مورد ارزيابي قرار گرفت. براساس  ATCC90517جداية   Beauveria bassianaبيمارگر حشرات 

- ARSEF )84جداية   B. bassianaهاي  ، بيشترين ميزان شباهت هفت توالي مورد بررسي با ژنBLASTNنتايج 

نتايج  مشاهده شد كه مطابق) درصد 76 -89( Isaria fumosoroseaو  Cordyceps militarisهاي  و سپس قارچ) درصد100

BLASTP ها با يكديگر با استفاده از برنامه  محاسبة ميزان درصد شباهت توالي .ودبSIAS آمينه نشان داد كه تنها توالي اسيد  

درصد شباهت نشان دادند كه در يك خانواده  47بالاي   CYP52G11و CYP52X1هاي مربوط به دو ژن  پروتئين

)CYP52هاي فيلوژنتيكي  درصد داشتند. درخت 44ختلف شباهت كمتر از هاي م هاي مرتبط با خانواده) قرار گرفتند توالي

و  CYP53A26بر مبناي نوكلئوتيد و اسيد آمينه نشان دادند كه IQ-tree v.1.6 افزار  رسم شده با استفاده از نرم

CYP617N1 هاي  با بيشترين ميزان شباهت به يكديگر در يك گروه جداگانه قرار گرفتند. ساير ژنP450 ا هم در يك نيز ب

به   B. bassianaدر قارچ  P450هاي پروتئيني و نواحي حفاظت شده در هفت آنزيم سيتوكرم  گروه بودند. تعيين ويژگي

هاي متنوع با خصوصيات مختلف در  ها در اتصال به آهن بسيار مهم و ضروري است. حضور اسيد آمينه دليل نقش آن

 نواحي حفاظت شده توانسته دامنة ميزباني اين قارچ را در كنترل حشرات آفت افزايش دهد. 
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 مقدمه

هاي شيميايي با موفقيت هاي شيميايي، تاكنون كاربرد آفت كشكش دليل توسعة سريع مقاومت حشرات به حشره به

هاي حشرات يا دشمنان طبيعي عليه ساير بيمارگر همراه نبوده است. كنترل بيولوژيك با استفاده از موجودات زنده مانند

هاي دهد. قارچحشرات آفت و ايجاد يك همه گيري است كه به سرعت منتشر شده و آفات زيان آور را هدف قرار مي

هاي با ارزشي هستند و سلاح )IPM )Inglis et al., 2001 هاي استراتژي با بيمارگر كه حشرات را انگلي مي كنند سازگار

 كنند.نقش مهمي در پيشبرد مديريت تلفيقي آفات بازي مي كه

توان به هاي بيمارگر حشرات براي كنترل حشرات آفت استفاده شده است كه ميهاي مختلفي از قارچتا كنون جدايه

Beauveria bassiana ،Metarhizium anisopliae  وNomuraea rileyi ) اشاره نمودVu et al., 2007 هاي قارچ). يكي از

است كه در اين قارچ اسپورها  Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin (Ascomycota, Hypocreales)بيمارگر مهم 

ها تكثير زنند و با تجزية جلد حشرات وارد هموسل شده و در بافتچسبند و در شرايط بهينه جوانه ميبه كوتيكول مي

ها و مسموميت با سموم ترشح شده توسط قارچ ن مواد غذايي بدن، تخريب بافتشود. حشره ميزبان در اثر از دست دادمي

راسته  9گونه از  200با دامنه ميزباني وسيع بيش از  B. bassiana. قارچ بيمارگر )Inglis et al., 2001(رود از بين مي

   ).Feng et al.,1994كند ( حشرات را آلوده مي

هاي ژن بزرگ خانواده و محصول هاي داراي آهن ژناز مونواكسي از متنوع و بزرگ دةبالا خانوا يك P450هاي  سيتوكروم

CYP ها،  توان به آلكان باشند؛ از جمله ميمي هاي داخلي و سنتز شده  ها براي متابوليسم مولكولآنزيم ترينمهم زمرة در و

باشند                ها مي بستري براي فعاليت اين آنزيمتركيب اصلي هيدروكربني كوتيكول بسياري از حشرات، اشاره كرد كه 

)Ortiz de Montellano, 2005 .( غير هاباكتري نه و يوكاريوتيك هايگونه ها، درسيتوكروم اين وجود كه رسدمي نظر به 

 اجزاء از كه هااسترول بيوسنتز براي هاباشند. يوكاريوتمي CYPهاي آنزيم فاقد هاباكتري از بعضي زيرا است، اجتناب قابل

نقش مهمي  P450هاي  ). سيتوكرومVrzal et al., 2008دارند ( نياز CYPهاي  آنزيم به هستند، پلاسمايي غشاء دهنده تشكيل

  كنند.  دوست بازي مي در متابوليسم تركيبات مختلف و تغيير كاتاليز دامنة وسيعي از تركيبات چربي

 Triatomasها همانند عصارة مشتق از كوتيكول رويي سن خونخوار  اي از آلكان استفاده از دامنهمطالعات بيان ژن با 

infestans Klug (Hem.: Reduviidae) هاي  نشان داد كه الگوي بيان افتراقي براي ژنP450  مورد آزمايش وجود داشته

هاي حشرات  گيري ليپيد پوشان براي هدف هم ها با تخصص حاوي يك سري از آنزيم B. bassianaاست و قارچ بيمارگر 

ها و  ها نشان داد اين آنزيم بالاترين سطح القاء را روي آلكان باشد. تجزيه و تحليل چند ژني در ترجمة توالي ميزبان مي

ده  ، با سه توالي تعيين شP450باشد و عضوي از يك خانوادة جديد از سيتوكروم  عصارة كوتيكول رويي حشره دارا مي

 تسريع P450 هاي سيتوكرومآنزيم). Pedrini et al., 2010است ( P450هاي جديد  هاي زيرخانواده عنوان اولين عضو به

 آلكالاسيون،                    دي- O آسيلاسيون،دي احيا، و اكسيداسيون مثل هاواكنش انواع كنندة كاتاليز و كننده تسهيل كننده،

S-هستند هيدروكسيلاسيون و اكسيداسيون )Nelson, 2004.( 18در  كاذب  ژن 33نوع ژن مختلف سيتوكروم و  57حداقل 

   ).Nelson, 2004( هاي مختلف اين آنزيم استها مربوط به فرمخانواده تنوع وجود دارد كهخانواده 

ارزيابي  B. bassianaرگر حشرات در قارچ بيما  P450كرم هاي سيتودر اين تحقيق، توالي نوكلئوتيدي و پروتئيني آنزيم

  هاي نوين مورد بررسي قرار گرفت.  هاي فوق الذكر با نرم اقزار ها و پروتئين شد و روابط فيلوژنتيكي بين ژن
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  هامواد و روش

  B. bassianaدر قارچ بيمارگر حشرات   P450كرم  هاي سيتوهاي مختلف كد كنندة آنزيم بررسي ميزان شباهت ژن

در قارچ بيمارگر حشرات              P450سيتوكروم   اي مربوط به هفت ژن كد كنندة آنزيم  توالي نوكلئوتيدي و اسيد آمينه

B. bassiana  جدايةATCC 90517 ) توالي يابي شده توسط پدريني و همكارانPedrini et al., 2010از پايگاه ( NCBI 

يابي پروتئين ها به صورت ترجمه موضوعي  توالي). 1 )(جدولhttps://www.ncbi.nlm.nih.govآوري شد (جمع

)Conceptual translation( توسط نويسنده صورت گرفته است.  

(با كد  Saccharomyces cerevisiaeمربوط به مخمر  CYP51F1ها با نام  در قارچ P450ترين توالي ژني  حفاظت شده

U10555كرم  هاي سيتوهاي نوكلئوتيدي و پروتئيني آنزيم عنوان مرجع مورد استفاده قرار گرفت. براي شناسايي توالي ) به

P450   در قارچ بيمارگر حشراتB. bassiana هاي از برنامهBLASTN  وBLASTP  استفاده شد. توالي نوكلئوتيدي و

).   Katoh et al., 2017سازي شدند ( رديف هم L-INSروش MAFFT v7 د بررسي با برنامه هاي مور اي ژن آمينه اسيد

صورت دستي تصحيح به )Mesquite.v.3.04  )Maddison and Maddison, 2015هاي همرديف سازي شده با برنامه  توالي

ها با يكديگر  زان درصد شباهت توالينمايش داده شدند. مي BOXSHADE.v.3.21و مورد بازبيني قرار گرفتند و با برنامه 

  محاسبه شد.  SIASبا استفاده از برنامه 

 

  B. bassianaدر قارچ بيمارگر حشرات   P450كرم  هاي سيتوبررسي روابط فيلوژنتيكي بين ژني و پروتئيني آنزيم

  IQ-tree v.1.6افزار  هاي مورد بررسي با يكديگر از نرمدر اين مرحله به منظور بررسي روابط فيلوژنتيكي توالي

)Nguyen et al., 2015نمايي ( ) و روش حداكثر احتمال درستMaximum Likelihood استفاده شد. براي ارزيابي ميزان (

  Figtree v.1.4.2و  براي مشاهده و رسم درخت از برنامه 1000اعتماد به درخت فيلوژني از بوت استرپ با تكرار 

)http://tree. bio.ed.ac.uk/software/figtreeاستفاده شد. براي بررسي بيشتر روابط فيلوژنتيكي علاوه بر رسم درخت ( ،

  رسم شد.) SplitTree v4.11.3 )Huson and Bryant, 2006با برنامه   Neigbor-Joiningبه روش   شبكه

  

  نتايج وبحث

  B. bassianaدر قارچ بيمارگر حشرات   P450كرم  هاي سيتوهاي مختلف كد كنندة آنزيم بررسي ميزان شباهت ژن

هاي  ها نه تنها در فعاليت باشد. اين آنزيمژناز و دارندة آهن ميهاي مونواكسي اي از پروتئين مجموعه  P450سيتوكروم

شوند كنند بلكه با تغييرات شيميايي باعث سازگاري موجود با محيط زيست خود ميمتابوليكي مختلف شركت مي

)Guengerich, 2008 .(سيتوكروم   هفت ژن مربوط به آنزيم اي وتيدي و اسيد امينهئدر اين تحقيق توالي نوكلP450  در

ه بودند توسط پدريني و همكاران تعيين توالي شدپيشتر كه مورد بررسي قرار گرفتند  B. bassianaقارچ بيمارگر حشرات 

)Pedrini et al., 2010( . براساس نتايج حاصل ازBLASTN ، هفت توالي نوكلئوتيدي مورد بررسي بيشترين ميزان شباهت

هاي قارچ P450هاي  و سپس ژن) درصد B.bassiana strain ARSEF )84 -100خانواده درقارچ  هاي هم را با ژن

Cordyceps militaris  وIsaria fumosorosea )76 -89 داشتند () درصدZhao et al., 2012(. لي بالاترين ميزان شباهت توا

و  B. bassiana strain ARSEFمربوط به قارچ   BLASTN نيز مانند BLASTPپروتئيني بر اساس نتايج حاصل از برنامه 

 .Iو  C. militarisهاي  هاي پروتئيني مورد بررسي با قارچ ميزان شباهت توالي. درصد مشاهده شد 100- 93 به ميزان

fumosorosea گونة  .درصد بود 91- 60 به ميزان B. bassiana متعلق به خانوادة Clavicipitaceae كه، دو  است. درحالي
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حال،  اين . با)Humber et al., 2012( اند قرار گرفته Cordycipitaceaeدر خانواده   I. fumosoroseaو  C. militarisگونة 

   ).Rehner & Buckley, 2005( ها در مطالعات گذشته نيز ثابت شده است وجود روابط نزديك فيلوژنتيكي اين قارچ

ها با يكديگر با استفاده از  سازي و ميزان شباهت آن رديف  هاي مورد بررسي هم امينه ژن هاي نوكلئوتيدي و اسيد توالي

ها بر اساس توالي پروتئيني و ميزان شباهت و مطالعات فيلوژنتيكي  نامگذاري ژن). 2محاسبه شد (شكل SIASبرنامه 

). Nelson, 2006گيرند ( درصد در يك خانواده قرار مي 44هاي پروتئيني با شباهت بالاي حدود  توالي. شود مي  انجام

كه در يك خانواده (خانواده  CYP52G11و  CYP52X1گونه كه در تحقيق حاضر مشاهده شد تنها توالي اسيد آمينه  همان

درصد  44هاي مختلف شباهت كمتر از ي مرتبط با خانوادههادرصد شباهت نشان دادند. توالي 44) قرار دارشتند بالاي 52

رديف  درصد مي باشد. نتايج حاصل از هم 20اي كمتر از  دارند. در برخي موارد ميزان درصد شباهت بين توالي اسيد آمينه

نشان  1 در شكل B. bassianaدر قارچ بيمارگر حشرات  P450سازي چندگانه توالي اسيد آمينه  هفت آنزيم سيتوكروم 

  داده شده است. 

ناحية حفاظت شده دو  ،در قارچ بيمارگر  P450رديف سازي چندگانه توالي اسيد آمينه هفت آنزيم سيتوكروم   همبا

نين ياسيد گلوتاميك و آرژ) و نشان داد كه 1مشاهده شد (شكل ها در بين توالي FXXGXRXCXGCXGو  EXXRشامل 

آمينة غالب در  عنوان دو اسيد همچنين، ترتونين و لوسين بهه مي شوند. به صورت حفظ شده ديد EXXRناحية در 

هاي دوم و سوم نواحي حفاظت شده قرار دارند. اين نواحي حفاظت شده در ايجاد خمش و تشكيل ساختار سه  موقعيت

ين باعث ايجاد هاي حفاظت شدة گلوتاميك و آرژين بعدي از اهميت زيادي برخوردار هستند. هر گونه جهش در توالي

  ).Rupasinghe et al., 2006; Li et al., 2013; Syed & Mashele, 2014اشكال غير فعال خواهد شد (

 ،كه حالي  در ؛داراي يك سيستئين  كاملا حفظ شده است CXG تحقيق حاضر نشان داد كه ناحية حفاظت شدة

عنوان پنجمين  و به داردقرار  برآمدگي بتاد متغير باشند. سيستئين در ناحيه نتوانهاي موجود مي سين و فنيل آلانينيگلا

مينه قبل از سيستئين به تشكيل يك آاسيد چهاركند. گلايسين قرار گرفته در فاصله  به يون آهن فعاليت ميمتصل ليگاند 

از سيستئين باعث تشكيل يك پيچ مينه بعد آكند و گلايسين قرار گرفته در فاصله دو اسيد سنجاق سري كمك مي شپيچ

هاي مورد در توالي) Syed and Mashele, 2014( سيد و ماشلنتايج  مطابق. شودتند در ساختار سه بعدي پروتئين مي

 ،ها بسيار متغير است و گلايسين مانند ساير قارچه B. bassiana بيمارگردر قارچ  CXG ي، ناحية حفاظت شدةبررس

است. غالب  ةمينآ سپاراژين اسيدهمچنين، در موقعيت دوم، آ. ناحية حفاظت شده استوقعيت سوم غالب در م ةمينآ اسيد

  قرار دارد.در موقعيت دوم  عمده طوربهپرولين  ةمينآ سيداكه ) نشان دادند Syed and Mashele, 2014( اما، سيد و ماشل

  

  B. bassianaدر قارچ بيمارگر حشرات   P450كرم  هاي سيتوبررسي روابط فيلوژنتيكي بين ژني و پروتئيني آنزيم

هاي عنوان بهترين مدلبه LG+F+R4و  GTR+I+G4هاي مدل v.1.6 IQ-treeدر بررسي درخت فيلوژني با نرم افزار 

هده گونه كه مشا شدند. همانترتيب بر اساس توالي نوكلئوتيدي و پروتئيني تعيينجايگزين براي رسم درخت فيلوژني به

عنوان مرجع) (متعلق به مخمر به CYP51F1از  ATCC90517جداية  B. bassianaمربوط به قارچ  P450هاي شد ژن

 CYP52G11و  CYP52X1آمينه،   هاي فيلوژنتيكي رسم شده بر مبناي نوكلئوتيد و اسيد ). در درخت2  اند (شكل مشتق شده

دست آمده براي رسم درخت فيلوژنتيكي با نتايج پدريني نتايج به در كنار يكديگر قرار گرفتند.  CYP52متعلق به خانوادة 

دليل استفاده از  ) مطابقت داشت. اما، بوت استرپ درخت فيلوژنتيكي در اين پژوهش بهPedrini et al., 2010و همكارن (

) Pedrini et al., 2010ه توسط پدريتي و همكاران () بالاتر از بوت استرپ محاسبه شدPhyML(به جاي  IQ-treeبرنامه 
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) است كه سرعت Maximum likelihoodنمايي ( يك برنامه مبني بر روش حدكثر احتمال درست IQ-treeبود. برنامه 

گونه  ). همانNguyen et al., 2015) دارد (RaXMLو  PhyMLو كارايي بالاتري نسبت به ساير نرم افزارهاي مشابه (

ها در درخت رسم شده بر اساس توالي اسيد آمينه و نوكلئوتيدي با  بندي تواليمشاهده شد، نحوة گروه 2شكل كه در 

استرپ درخت رسم شده بر مبناي توالي نوكلئوتيدي بيشتر از درخت رسم شده بر مبناي  يكديگر مطابقت دارد و بوت

 توالي پروتئيني است. 

هاي متناقض  دهنده حضور سيگنالبا رسم شبكه نشان SplitTree v4.11.3نامه تجزيه و تحليل روابط فيلوژنتيكي در بر

) كه براي اولين بار در پژوهش حاضر انجام شده است. وجود نوتركيبي، 3يا تاريخچه فيلوژنتيكي جايگزين بود (شكل 

ي نيست و ساختار شبكه، بيشتر چنين با استفاده از يك ساختار درختي قابل مدلساز هيبريداسيون و انتقال ژن و وقايع اين

 ). نتايج حاصل تاييد كنندة نتايج درخت فيلوژنتيكي بود.  Fitch, 1997به واقعيت نزديك است (

در ژنوم  P450شناخته شده در گياهان بسيار بيشتر از ساير موجودات است. عليرغم تعداد محدود ژن  P450تعداد ژن 

ژن مورد بررسي  2784خانواده در بين  399ي اين موجودات ثبت شده است. تاكنون ها ها، بيشترين ميزان تنوع در ژن قارچ

 & Nelson, 2011; Syedخانواده گزارش شده است ( 129ژن تنها  4262كه، در گياهان از بين  حالي گزارش شده است. در

Mashele, 2014 .(  

در قارچ بيمارگر حشرات                P450رم هاي پروتئيني و نواحي حفاظت شده در هفت آنزيم سيتوك تعيين ويژگي

B. bassiana  هاي متنوع با خصوصيات  ها در اتصال به آهن بسيار مهم و ضروري است. حضور اسيد آمينه به دليل نقش آن

ارزيابي  مختلف در نواحي حفاظت شده توانسته دامنة ميزباني اين قارچ را در كنترل حشرات آفت افزايش دهد. اهميت

و بررسي روابط  B. bassianaدر قارچ بيمارگر حشرات   P450كرم  هاي سيتوتوالي نوكلئوتيدي و پروتئيني آنزيم

 در قارچ بيمارگر، امكان P450سيتوكروم آنزيم اين هفت مهندسي  ها در اين است كه بافيلوژنتيكي بين ژني و پروتئيني آن

 ارگري قارچ بيمارگر حشرات وجود خواهد داشت. همچنين، اين نتايج،و افزايش قدرت بيم واكنش كاتاليز افزايش ميزان

              اثرات فنوتيپيكي فهمبا اجزاي ديگر و  هاآن برهمكنش، ها آنزيممنبع مهم اطلاعاتي براي درك بهتر عملكرد 

است. همچنين،  هدر توسعه عوامل درماني جديد شناخته شد CYPهاي اهميت آنزيماز سوي ديگر،  .خواهد بودها جهش

كنترل  و كاربرد در صنعت و اليگوساكاريدها توليد و در نتيجه كيتيني پسماندهاي تجزيه در كنندة كيتين تجزيه هاي آنزيم

   دارند. نقش در كشاورزي بيولوژيك آفات

  

  سپاسگزاري 

پيشرفته، كرمان و به شماره طرح  تكميلي صنعتي و فناورياين پژوهش با حمايت مالي دانشگاه تحصيلات 
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  .B. bassianaدر قارچ  P450هاي هفت آنزيم سيتوكروم  ژن مشخصات  -1جدول 
Table 1. Gene characteristics of seven cytochrom P450 enzymes of the fungus B. bassiana 

 كد ژن اندازة نوكلئوتيد (جفت باز) كد پروتئين اندازة پروتئين (جفت باز)

٥٣٩ ADK36666 ٣٨٨٢ CYP584Q1 GU566080 

٥١٥ ADK36663 ٣٨٨١ CYP539B5 GU566077 

٥٢٨ ADK36660 ٣٨٢٣ CYP52X1 GU566074 

٥٣٤ ADK36661 ٤٩٣٠ CYP5337A1 GU566075 

٥٢٨ ADK36662 ٥٦٤٠ CYP52G11 GU566076 

٥٤٩ ADK36664 ٥٤٥٩ CYP617N1 GU566078 

٥١٣ ADK36665 ٢٢٢٥ CYP53A26 GU566079 

 

 

  B. bassianaدر قارچ  P450اي هفت آنزيم سيتوكروم  رديف سازي چندگانه توالي اسيد آمينههم -1شكل 
Fig. 1. Amino acid multiple sequence alignments of seven cytochrome P450 enzymes for the fungus B. bassiana 
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  B. bassianaدر قارچ   P450) در هفت آنزيم سيتوكروم Bاي ( ه) و اسيد آمينAدرخت فيلوژنتيكي بر اساس توالي نوكلئوتيدي ( -2شكل 
Fig. 2. Phylogenetic trees based on nucleotide (A) and amino acid sequence (B) in seven cytochrome P450 enzymes in the fungus 

B. bassiana 
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  B. bassianaدر قارچ  P450) در هفت آنزيم سيتوكروم Bاي ( ) و اسيد امينه Aبر اساس توالي نوكلئوتيدي ( NJ-Network  -3شكل 
Fig. 3. NJ-Network based on nucleotide (A) and amino acid sequence (B) in seven cytochrome P450 enzymes in the fungus B. 

bassiana 
 

 

 

 

 



  ...كرم  هاي سيتوارزيابي توالي نوكلئوتيدي و پروتييني آنزيم :راشكي و مرتضوي

228 

 

 

 

 

 

Evaluation of the nucleotide and protein sequences of Cytochrome P450 

enzymes of the entomopathogenic fungus, Beauveria bassiana 

 

Rashki M
1*

, Mortezavi M
2
 

 

1- Department of Biodiversity, Institute of Science and High Technology and Environmental Sciences, Graduate 

University of Advanced Technology, Kerman, Iran 

2- Department of Biotechnology, Institute of Science and High Technology and Environmental Sciences, Graduate 

University of Advanced Technology, Kerman, Iran 

 

Abstract 
The nucleotide and protein sequences and phylogenetic relationships between the genes 

encoding seven cytochrome P450 enzymes for the entomopathogenic fungus Beauveria bassiana 

strain ATCC90517 existed in the gene bank were assessed. Based on BLASTN results, the highest 

identity of the seven sequences was observed with the genes of B. bassiana strain ARSEF (84-

100%) and then the fungi Cordyceps militaris and Isaria fumosorosea (76-89%), which was 

according to the BLASTP results. Calculating the percentage of sequence identity with each other 

using the SIAS program showed that only the amino acid sequences related to CYP52X1 and 

CYP52G11 genes had more than 47% identity and put in the same family (CYP52). Sequences 

associated with different families had identity less than 44%. The phylogenetic trees plotted using 

software IQ-tree v.1.6 based on the nucleotide and amino acid showed that CYP53A26 and 

CYP617N1 were most closely matched to each otherand put in a separate group. Other P450 genes 

were also in the same group. Determination of the protein characteristics and motifs of seven 

enzymes of cytochrome P450 in the fungus B. bassiana is very important and necessary due to their 

role in iron binding. The presence of various amino acids with different properties in the motifs has 

been able to increase the host range of this fungus in controlling pest insects. 
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