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های متعلق به جنس  برخی جدایه های پروتئولیتیک بررسی نقش آنزیم
 زای همونکوس کونتورتوس آرتروبوتریس در کنترل زیستی نوزاد عفونت
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 چکیده 
 ، آرتروبـوتریس الیگوسـپورا    یم پروتئاز در سه جدایه    در بررسی حاضر وجود آنز    

  وآرتروبـوتریس کـلادودس واریتـه ماکروییـدس         و سارماتیکا  واریته الیگوسپورا 
ولی میزان  پروتئاز بر اساس قرائـت         هرسه قارچ واجد پروتئاز بودند     مطالعه شد 

با اسپکتروفتومتر در آرتروبوتریس کـلادودس واریتـه ماکروئیـدس بیـشتر از دو              
در  ).>P 05/0(جدایه دیگر بود وایـن اخـتلاف از نظـر آمـاری معنـی دار بـود       

 فعالیت پروتئاز در دو گونه دیگر اختلاف معنی داری با یکدیگر نداشتند             حالیکه
)05/0P>.(           در مورد اثر مهارکننده ها نشان داده شد مهارکننده اختصاصی قـارچ

 Phenyl Methyl Sulphonil) یــاPMSFهــای مــورد مطالعــه نیــست ولــی 

Fluoride)       ها شناخته   به عنوان مهار کننده اختصاصی آنزیم  پروتئاز در این قارچ
های ذکر شـده     های مختلف مهارکننده   با اضافه کردن غلظت    .)>p 05/0( شود می

به محیط کشت قارچ آرتروبوتریس الیگوسپورا واریته سـارماتیکا در مقایـسه بـا              
 بی حرکت کردن نوزاد نمـاتود هـا مـشاهده           گروه شاهد اختلاف معنی داری در     

تحت مطالعه نشان داد   مقایسه مهار کننده ها در سه جدایه قارچ.)<05/0p( نشد
میلی مولار اختلاف آمـاری معنـی داری بـین نـسبت     یک  PMSF که در حضور

 05/0(لاروهای متحرک و بی حرکت درسه جدایه قارچ مـورد نظروجـود نـدارد             
P> (   میلی مـولار توانـایی مهـار کامـل آنزیمهـای      یکا غلظت و این مهارکننده ب 

 میلی مولار تعـداد لاروهـای   PMSF1/0 اما در حضور .موجود در محیط را دارد
 ـ              ه بی حرکت در ارتروبوتریس کلادودس واریتـه ماکروییـدس بیـشتر از دو گون

یعنی آرتروبوتریس اولیگوسپورا واریتـه الیگوسـپورا    قارچ دیگر دو در .دیگر بود
میلـی مـولار     PMSF 1/0رتروبوتریس الیگوسپورا واریته سارماتیکا در مجاور     وآ

اختلاف آماری معنی داری بین نسبت لاروهای متحرک و بـی حرکـت مـشاهده               
  .)<p  05/0(نشد
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In this study the presence of protease in three isolates 
of fungi  Arthrobotrys including A.oligospora. 
var.oligospora, A.cladodes .var.macroides and 
A.oligospora. var. sarmatica (zare), was investigated. 
Our finding revealed the presence of protease in all 
three local isolates of Arthrobotrys.  Althoug the 
highest activity of the enzyme was observed in 
A.cladodes var macroides (p<0.05).Statistically, No 
difference was observed between the proteolytic 
enzyme activity of two other isolates (p>0.05). 
Proteolitic activity of three isolate was shown in both 
media used, but was higher in Soy peptone. Anti 
protease activity of PMSF at 1mM and 0.1mM in 
phenyl PMSF media were higher than EDTA, for A. 
cladodes var macro ides and A.oligospora var 
oligospor (p<0.05). Although  adding  inhibitors of  
protease  to  A.oligospora var sarmatica media had no 
effect on immobilization of third stage larve of 
H.contortus.  
Key words: Biological control, Nematophagous fungi, 
Photolytic enzyme 
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ها، ابتلا به  و ریه هستند ازمیان این آلودگیگوارش، کبد 
  با   بوده و آلودگی  همه شایع تر گوارش از نماتودهای لوله 

  روی تولید گوشت، شیر، پشم،   بر  انگل ها  از  گروه این
استقرار جنین، دوقلو زایی، وزن بره ها در زمان تولد و بعد 

 شیمیائی به دلیل مشکلات درمان). 1(از آن اثرات منفی دارد
که هنوز بهترین روش مبارزه با آلودگی کرمی نشخوار 
کنندگان است و تا حداقل یک دهه آینده مهم ترین وسیله 
خواهد بود کنترل جامع  نماتودهای لوله گوارش نشخوار 

ها از جمله  ای ازروش کنندگان که استفاده از مجموعه
نترل ، ک)کنترل بیولوژیکی(استفاده از سایر موجودات زنده 

واکسیناسیون مورد توجه قرار گرفته  کنترل ناقلین، ژنتیکی،
انند جایگزین درمان شیمیایی تو این روشها نمی. )8و1( است

شوند ولی می توانند همراه با درمان شیمیائی از اثرات سوء 
از میان . مصرف بیش از حد داروهای شیمیائی بکاهند

های  زماناز روشهای فوق کنترل بیولوژیکی به دلیل آنکه 
طبیعت فعالانه درکنترل بسیاری از آفات  بسیار دور در

اند بیشتر  ازجمله نماتودهای گیاهی و حیوانی دخالت داشته
ازسال های قبل یعنی در سال . مورد توجه قرار گرفته است

های ساپروفیت  برای اولین بار نماتودخواری قارچ 1874
  ).4(موجود درخاک نشان داده شد

  
 وش کار رمواد و 

  کشت قارچ )1
برای کشت جدایه های آرتروبوتریس اولیگوسپورا  واریته 

و آرتروبوتریس کلادودس )IRAN 678C( اولیگوسپورا
 Arthrobotrys cladodes) واریته ماکروئیدس

machroides) )IRAN 677 ( جدا شده از خاکهای
و آرتروبوتریس اولیگوسپورا واریته ) 9(و ) 2(مازندران 

 (Arthrobotrys oligospora sarmatica)ا کسارماتی
)608C  IRAN(   جدا شده  از خاک پرورش قارچ 

 فات وآخوراکی در کرج نمونه ها از موسسه تحقیقات 

پس از ساخت محیط کشت  .های  نباتی تهیه شد بیماری
های ذکر شده بالا  ، کشت قارچ)CMA(کورن میل آگار 

 25 کشت ها در درمحیط های کشت انجام گرفت و دوهفته
  .درجه سانتی گراد قرار گرفتند

 1-2های  تهیه سوسپانسیون کنیدیوم قارچ ازکشت )2
  هفته   

به کشت ها )  درصد1/0 (80آب مقطراستریل حاوی توین 
ای استریل  افزوده شد وسپس با استفاده از یک میله شیشه

  سطح محیط کشت هموژن گردید 
  ورشمارش حجم توتال سوسپانسیون اسپ )3

های جامد مورب مربوط به یک قارچ با روش  تمامی محیط
فوق آماده شد و از گاز استریل قرار گرفته روی قیف که در 
دهانه یک ارلن استریل قرار دارد عبور داده شد تا قطعات 

سپس ازسوسپانسیون . میسلیوم و محیط کشت حذف شود
اسپور جمع شده داخل ارلن برداشته و شمارش گردید و 

 اسپوربه ازاء هرسی سی محیط کشت مایع اضافه 105 – 106
  .شد

  تهیه محیط مایع  )4
  :دونوع محیط مایع در این بررسی مورد استفاده قرار گرفت

و فنیل % 01/0  محیط مایع حاوی سویاپپتون خنثی -1
 pH به همراه یک لیتر آب مقطر که  گرم بر لیتر05/0آلانین 

 بعد این محیط تحت  باشد ازاین به 5/7-7/7نهایی آن 
  .شود  نامبرده میSPعنوان 

و عصاره )  گرم10( پپتون ز محیط مایع حاوی پروتئو-2
 گرم و سولفات آمونیوم و 1مخمر بدون آگار به میزان 

 گرم و سولفات آهن 5/0سولفات منیزیم هر یک به میزان 
 با گرم که در یک لیتر فسفات بافر سورنسون 01/0به میزان 

pH طول بررسی تحت  این محیط در.  حل شد 5/6 نهایی
  .گردد  میمعرفی PPنام 

  تلقیح سوسپانسیون اسپور قارچ درمحیط های کشت مایع) 5



  زای همونکوس کونتورتوس بوتریس در کنترل زیستی نوزاد عفونتتروهای متعلق به جنس آر  برخی جدایهتئولیتیکهای پرو بررسی نقش آنزیم

 169

 محیط مایع CC 50اسپور درهر ارلن که حاوی  5 ×106
   سه یک نوع محیط  هر قارچ در برای. است اضافه می شود

یط  ارلن درنظر گرفته شد و پس از افزودن اسپورها به مح
 روز دردمای 10 ، کشت ها به مدت PP و SPهای مایع 

 درجه و درشرایط متحرک نگهداری شدند و به منظور 28
اطمینان ازعدم آلودگی درحین کار، یک ارلن تلقیح شده از 
نوع محیط درکنارارلن های تحت آزمون قرارداده 

درمرحله بعدی جداسازی مسیلیوم های قارچی از .شد
 انجام 2ستفاده ازکاغذ واتمن شماره محیط های کشت با ا

  .شد
بررسی وجودپروتئازها درمحیط های کشت با استفاده ) 6

 وسنجش SIGMA-A4341-1Gازسوبسترای آزوکل 
  فعالیت پروتئاز

برای  نشان دادن وجود پروتئاز در جدایه های هر قارچ  از 
محیط های کشت حاوی آنزیم پروتئاز میسلیوم ها را جدا 

سی سی محیط مایع کشت  2 ر لوله آزمایش به ه کرده  و
 میلی گرم  آزوکل به آن اضافه شددر  10اضافه کرده سپس 

 سی سی  محیط  کشت مایع 2لوله های آزمایش کنترل  
ه شدوجهت غیر فعال کردن آنزیم پروتئاز لوله ها به فاضا

 10 دقیقه در بن ماری جوش قرار گرفتند سپس 30مدت 
اضافه شد و به عنوان کنترل مورد میلی گرم آزوکل به آن 

سپس در دستگاه اسپکتروفتومتری . استفاده قرار گرفت
 نانومتر برای لوله ها انجام 520جذب نوری در طول موج 

 درجه سانتی 37 ساعت در دمای 6گرفت، و لوله ها بمدت 
  . گراد نگهداری شدند

در مرحله بعد فیلتراسیون مخلوط واکنش وقرائت جذب 
 نانومتر درمقابل کنترل انجام گرفت 520طول موج فیلترا در

  )5و7(و فعالیت آنزیمی سه  جدایه تحت مطالعه مقایسه شد
های  بررسی تأثیر مهارکننده های پروتئاز برحدت قارچ )7

  نماتود خوار
تعداد سه رأس گوسفند ماده یکساله نژاد زل که قبلاً با 

 فوعداروهای ضد کرمی درمان شده اند و درآزمایش مد

تعداد سه رأس گوسفند ماده یکساله نژاد زل که قبلاً با 
داروهای ضد کرمی درمان شده اند و درآزمایش مدفوع 

   است با  شده داده عاری بودن آنها از آلودگی کرمی نشان 
 نوزادمرحله سوم عفونت زای همونکوس 20000 

برای بدست آوردن . کونتورتوس به طورتجربی آلوده شدند
مورد نیاز درمراحل مختلف آزمایش ، مقدار نوزادهای 

زیادی مدفوع کشت داده شد و پس از یک هفته قرار دادن 
 درجه سانتیگراد نوزادهای تولید شده توسط دستگاه 27در

 درجه 4برمن جدا شده و درسرم فیزیولوژی و دریخچال 
برای بررسی تأثیر مهار کننده  ).6و7(سانتیگراد نگهداری شد

برخاصیت نماتودخواری قارچ ها فنیل متیل های پروتئازی 
 ،Phenyl methyl sulphonil floride  سولفونیل فلوراید

 میلی 1 مرک EDTA و میلی مولار 1/0 میلی مولار و 1
برای مطالعه تأثیر هرکدام ازمهارکننده ها سه . مولار تهیه شد

  هر سه پلیت ءپلیت حاوی هر قارچ نماتودخوار و به ازا
در نظر گرفته ) دون اضافه کردن مهار کنندهب(یک شاهد 

پس از اضافه کردن مهار کننده ها به سه پلیت تیمار، . شد
 لارو مرحله سوم همونکوس کونتورتوس 60 دقیقه بعد، 15

 ساعت بعد 20 ساعت بعد و 4به پلیت ها اضافه شد و 
تعداد لاروهای بی حرکت شده با کمک میکروسکوپ نوری 

یت های شاهد مهار کننده ای اضافه به پل( شمارش شدند 
در این مدت ) نشد و فقط لارو مرحله سوم اضافه گردید

.  درجه سانتیگراد  نگهداری شدند25محیط ها در دمای 
پس از شمارش لاروهای متحرک و بی حرکت شده 

پلیت های تیمار وشاهد با استفاده از آزمون آماری مربع .در
ه ها در هر سه جدایه قارچ  میزان تاثیر مهار کنند)✗ 2(کای 

لازم به ذکر است که تمام ). 6و7(مورد ارزیابی قرار گرفت
پس از بدست . نمونه ها با سه تکرار مورد آزمون قرارگرفتند

 آنالیز SPSSآوردن نتایج، برای ارزیابی نتایج از نرم افزار 
  .استفاده شدمربع کای آزمون  و Anova طرفهواریانس یک 
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  نتایج 
ها نشان داد کـه      فعالیت آنزیمی پروتئازهای این قارچ    مقایسه  

بـا توجـه بـه نتـایج      هر سه گونـه وجـود دارد و   پروتئاز در
) Anova( تست آماری آنالیز واریانس یـک طرفـه        آزمون و 

مشخص گردیـد کـه میـزان آنـزیم در قـارچ آرتروبـوتریس         
  PPمحـیط جـذب نـوری در   (کلادودس واریته ماکروئیـدس 

 بــه طــور )SP = 883/1محــیطدر وجــذب نــوری 979/0=
 )>p 05/0( داری بیـــشتر ازدوگونـــه دیگـــر اســـت معنـــی

ولـی بـین دوگونـه دیگـر یعنـی آرتروبـوتریس             ).1جدول(
  PPمحـیط جذب نوری در ( اولیگوسپورا واریته اولیگوسپورا

ــیط  502/0= ــوری در محـ ــذب نـ  و )SP  874/0=وجـ
 جـذب نـوری   (آرتروبوتریس اولیگوسپورا واریته سارماتیکا     

ــوری در PP = 304/0محــیطدر  =  SPمحــیط و  جــذب ن
 )<05/0p( داری وجـــود نـــدارد اخـــتلاف معنـــی )709/0

فعالیت قارچ آرتروبوتریس کلادودس واریتـه       .)3و2جدول(
 PP  وSPمحیط مورد اسـتفاده یعنـی    ماکروئیدس در هر دو

 فعالیت آنـزیم پروتئـاز ایـن جدایـه درهـر دو            یکسان بود و  
 SPبین دو محـیط      ارچ دیگر بود اما در    ق محیط بیشتر از دو   

 یعنی محـیط    SP  میزان ترشح آنزیم پروتئاز درمحیط        PPو  
حاوی سویا پپتون فنیل آلانـین و والـین بیـشتر بـود و ایـن                

اخـتلاف   .)1جـدول    (باشـد  محیط محرک ترشح آنزیم مـی     
داری بـین فعالیـت آنـزیم پروتئـاز در دو قـارچ              آماری معنی 

ــوتریس اول ــه اولیگوســپورا و دیگــر آرتروب یگوســپورا واریت
 SPآرتروبوتریس اولیگوسپورا واریته سارماتیکا در دومحیط       

  .)3و2جدول ()<05/0p( وجود نداشت PPو 
 قارچ آرتروبوتریس کلادودس واریته ماکروئیدس در

لاروها را % 23غلظت یک میلی مولار،   باPMSFمجاورت 
ر مجاورت حرکت شدن لاروها د غیرمتحرک نمود که این بی

 بود و% 38 میلی مولار 1/0  با غلظتPMSFمهارکننده 
لاروها غیر % 83 به میزان یک میلی مولار EDTAمجاور 

 مربع آزمونمتحرک شدند که از لحاظ آماری پس از انجام 
 مهار کننده اختصاصی آنزیم PMSFکای مشخص شد که 

از لحاظ آماری اثر این ) p>05/0(پروتئاز است و با 
ولی ) 4جدول(باشد  دار می نده برآنزیم پروتئازمعنیمهارکن

 مهارکننده خوبی EDTAتوان گفت که   میEDTAدرمورد 
دار  لحاظ آماری معنی برای آنزیم پروتئاز نیست و نتایج  از

 .)5جدول()p<0/ 05(نبود 
درمورد قارچ آرتروبوتریس اولیگوسپورا واریته اولیگوسپورا 

درصد  شود  مشاهده می2رو نمودا 5  همانطورکه درجدول
 1 با غلظت PMSFدرمجاور% 5/13لاروهای غیرمتحرک 

 با PMSFلاروها درمجاورت% 28مولارتعیین گردید و  میلی
مورد در .)p >05/0( مولارغیرمتحرک شدند  میلی1/0غلظت 
EDTAحرکت  بی لاروها% 67مولار   با غلظت یک میلی
دند که این حرکت بو لاروهابی% 66گروه شاهد  در بودند و

درمورد قارچ p). <05/0( باشد دار نمی اختلاف معنی
 6اولیگوسپورا واریته سارماتیکا مطابق جدول  آرتروبوتریس

 تفاوت EDTA و PMSFهای مختلف  غلظت 5 نمودار و
داری درتعداد لاروهای غیر متحرک ایجاد نکرد و این  معنی

 دیگر های قارچ یافته با فعالیت آنزیمی قارچ که کمتر از
مطالعه بود وهمچنین عدم نماتودخواری آن مطابقت  مورد
  .دارد

های آنزیمی بر فعالیت   تاثیر مهارکننده6 درجدول
 سارماتیکا الیگوسپورا واریته نماتودخواری قارچ آرتروبوتریس

 درحضور شاهد EDTA  وPMSFهای مختلف  در غلظت
کرد با استفاده از تست آماری اختلاف عمل مقایسه گردید و

های  در غلظت. های آنزیمی محاسبه گردید مهارکننده
داری درتعداد   تفاوت معنیEDTA و PMSFمختلف 

همانطور که در  .لاروهای غیر متحرک مشاهده نگردید
ها در شود قدرت غیر متحرک کردن لارو  دیده می 4نمودار

عدم حضور مهارکننده آنزیمی در قارچ آرتروبوتریس 
  دیگر بیشتر استچوئیدس از دو قارکلادودس واریته ماکر

)05/0<p ( و همچنین قدرت غیر متحرک کردن لاروها در
عدم حضور مهارکننده آنزیمی در قارچ آرتروبوتریس 

 واریته الیگوسپورا از آرتروبوتریس الیگوسپورا  االیگوسپور
  ).p>05/0( بیشتر است واریته سارماتیکا
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 Arthrobotrys cladodes machroides نزیمی  تغییرات جذب به دلیل فعالیت آ-1جدول 

  nm 520جذب در   spمحیط   ppمحیط  
269/1  62/1  082/1  194/0  209/0  187/0   بلانک 

689/2  683/2  244/2  253/2  239/2  106/2  بدون شوک Azocollمحیطهای محتوی  
  حرارتی

613/1  751/1  313/1  326/0  317/0  305/0   رتی و شوک حراAzocollمحیطهای محتوی  

076/1  932/0  931/0  927/1  922/1  801/1   اختلاف جذب به دلیل فعالیت آنزیم 

  
  Arthrobotrys oligospora oligospora تغییرات جذب به دلیل فعالیت آنزیمی -2جدول

  nm 520جذب در   spمحیط   ppمحیط 
  بلانک 106/0 149/0 129/0 956/1 886/1 876/1
 بدون شوک Azocollمحیطهای محتوی  101/1 046/1 329/1 376/2 466/2 286/2

  حرارتی
   و شوک حرارتیAzocollمحیطهای محتوی  23/0 323/0 301/0 874/1 907/1 841/1
  اختلاف جذب به دلیل فعالیت آنزیم 871/0 723/0 028/1 502/0 559/0 445/0

  
  Arthrobotrys oligospora sarmatica تغییرات جذب به دلیل فعالیت آنزیمی -3جدول

  nm 520جذب در   spمحیط   ppمحیط 
  بلانک 228/0 239/0 185/0  بلانک 114/2 065/2
 بدون شوک Azocollمحیطهای محتوی  186/1 006/1 126/1 528/2 318/2 487/2

  حرارتی
   و شوک حرارتیAzocollمحیطهای محتوی  406/0 441/0 342/0 214/2 098/2 107/2
  اختلاف جذب به دلیل فعالیت آنزیم 78/0 565/0 784/0 314/0 22/0 38/0

 
 
 
 
 
 
 
  
  
  
  

 
  مقایسه فعالیت پروتئاز در سه گونه قارچی نماتود خوار-1نمودار 

 
 

نمودار 1- مقايسه فعاليت آنزيم پروتئاز سه گونه قارچ نماتود خوار تحت مطالعه
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 Arthrobotrys cladodes machroides  اثر عوامل ممانعت کننده فعالیت آنزیم بر فعالیت نماتود خواری -4جدول 

درصد لاروهای غیر   
  متحرک

ودلارو غیر متحرک نمات لارو متحرک  
 نماتود

 ممانعت کننده  (mM) غلظت

05 /0 < P 23 14  47  1  PMSF  

05 /0 < P 38 21  34  1/0  PMSF  

05 /0 > P 83 49  10  1  EDTA  

  کنترل  -  8  56  5/87  

 
  Arthrobotrys oligospora oligospora  اثر عوامل ممانعت کننده فعالیت آنزیم بر فعالیت نماتود خواری -5جدول 

د لاروهای غیر درص  
  متحرک

لارو متحرک  لارو غیر متحرک نماتود
 نماتود

 ممانعت کننده  (mM) غلظت

05 /0 < P 5/13  8  51  1  PMSF  

05 /0 < P 8/28  13 44  1/0  PMSF  
05 /0 > P 67  43  21  1  EDTA  

  کنترل  -  19  37  66  
 

  Arthrobotrys oligospora sarmatica   اثر عوامل ممانعت کننده فعالیت آنزیم بر فعالیت نماتود خواری-6 جدول
درصد لاروهای غیر  

 متحرک
لارو غیر متحرک 

 نماتود
 ممانعت کننده  (mM) غلظت لارو متحرک نماتود

05 /0 > P 20 10 50 1 PMSF 

05 /0 > P 19 11 47 1/0  PMSF 
05 /0 > P 17 9 54 1 EDTA 

- 5/13  کنترل - 52 7 
  

 
 
  
  

  
  

  
 
 
 
  

 اثر عوامل ممانعت کننده فعالیت آنزیم بر فعالیت نماتود خواری  -2نمودار   

Arthrobotrys oligospora oligospora 

  اثر عوامل ممانعت کننده فعالیت آنزیم بر فعالیت نماتود خواری -3نمودار

Arthrobotrys cladodes machroides 
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 مشاهده می شود که در حضور 7 با توجه به نمودار
 مولار اختلاف آماری 1 با غلظت PMSFآنزیمیمهارکننده 

معنی داری بین نسبت لاروهای متحرک و غیر متحرک سه 
 که ممکن )P <05/0(نوع قارچ تحت مطالعه وجود نداشت

 های محیط است این موضوع بعلت مهار شدت تمام آنزیم
  رفته  بکار  غلظت   در    اختصاصی کننده  این مهار توسط

مقایسه قدرت غیر متحرک کردن لارو ها در سه گونه  .باشد
 میلی 1/0ت با غلظ PMSFقارچی تحت مطالعه در حضور 

دهد که میزان لارو های  نشان می) 6نمودار (مولار 
س  کلادودس واریته ماکروئیدسغیرمتحرک درآرتروبوتری

     است داری بیشتر ازدوگونه قارچی دیگر بطورمعنی
)05/0< P(واریته ا اما بین دو گونه آرتروبوتریس الیگوسپور 

اثر عوامل ممانعت کننده فعالیت آنزیم بر فعالیت نماتود  -5نمودار
 Arthrobotrys oligospora sarmatica خواری 

 غیر متحرک کردن لارو سه گونه قارچی تحت مطالعه در  مقایسه قدرت-4نمودار
 محیط فاقد مهار کننده آنزیمی

نمودار  6-مقايسه قدرت غير متحرک کردن سه گونه قارچی تحت مطالعه در حضور   
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ا واریته سارماتیکا از  الیگوسپورسالیگوسپورا و آرتروبوتری
  ).P <05/0( مشاهده نشدداریاین نظر اختلاف آماری معنی 

  
  بحث 

دها مقاله علمی در مورد خاصیت نماتودخواری قارچ ها ص
هی در مجلات مختلف منتشر شده است و تعداد قابل توج

اند ولی مکانیسم دقیق قارچ نماتودخوار معرفی گردیده 
اگر چه بنظر می رسد . نماتود خواری شرح داده نشده است

مکانیسم اثر آنها مانند قارچ های آنتوموپاتوژن باشد و آنزیم 
ارچ در کوتیکول های هیدرولتیک نقش اساس برای نفوذ ق

 در میان جنس ها و گونه های قارچ های .)11(نماتود دارند 
. تریس از همه مهمتر هستندونماتودخوار گونه های آرتروب

تریس گزارش شده و و گونه آرتروب32در دنیا تاکنون 
 در ایران .)15( گونه نشان داده شده است 27نماتودخواری 

رچ ها در بوم سازون بررسی های اولیه حاکی از وفور این قا
 نمونه خاک جدا شده 100در یک بررسی از . ایران می باشد

 قارچ ، نمونه11از نقاط مختلف استان مازندران در 
نماتودخوار جدا گردید که خالص سازی قارچ در سه نمونه 

انجام شد و آرتروبوتریس اولیگوسپورا واریته اولیگوسپورا  
 ماکروئیدس  از آنها جدا و آرتروبرتریس اولیگوسپورا واریته

در بررسی های بعدی خاصیت نماتودخواری . )9و2(گردید
این گونه ها و عبور موفقیت آمیز کونیدی ها از لوله گوارش 

استفاده . )2(و سایر جنبه های آن مورد بررسی قرار گرفت
عملی از این قارچ ها در کنترل نماتودهای لوله گوارش با 

د کونیدی در مرتع  و یا پخش تعداد فوق العاده زیا
خورانیدن کونیدی ها همراه با مواد غذایی مورد بررسی قرار 

مطالعات تکمیلی بعد حاکی از آن ). 19و16، 13(گرفته است
است که در نماتودخواری قارچ ها آنزیم ها نقش اساسی را 

آنزیم ). 20و11(در نفوذ به کوتیکول نوزاد نماتود دارند 
های پروتئاز بویژه خانواده سابتیلیزین از سرین پروتنازها 
جزء عوامل مهم تشدید کننده فعالیت نماتودخواری قارچ ها 

شناخته شده است و وجود آنها درقارچ های آرتروبوتریس 
اولیگوسپورا، ورتیسیلیوم سوکلاسپوریوم و ورتیسیلیوم 

ه تأیید رسیده کلامیدوسپوریوم، پسیلومایسس لیناسینوس، ب
ها در محل اثر برسوبسترا   این آنزیم.)21و17،18( است

دارای سه اسید آمینه سرین، هیستیدین و اسید اسپارتیک 
هستند و سوبسترای آنها نیز دارای سرین است و به فسفات 

 یک محقق 1988در سال . )10(فلوراید معدنی حساس است
یوم پروتئاز خارج سلولی قارچ ورتیسیلاسپانیایی 

سوکلاسپوریوم را که قارچ انگل داخلی و تخم نماتودها را 
دو سال بعد اولین سرین . )14(آلوده می کند شناسایی کرد

 در جدایه ورتیسیلیوم سوکلاسپوریوم خالص (P32)پروتئاز 
سازی شد و تأثیر آن بر پروتئین های تخم نماتودها تعیین 

ودخواری با  در روند نماتP32گردید، دیری نپائید که اثر 
کمک آزمایش های ایمنوسیتوشیمیایی مورد تأیید قرار 
گرفت و نتیجه گرفته شد که این پروتئاز در نفوذ به تخم 

 نوع سرین 5تاکنون . )14(نماتودها نقش بسیار مهمی دارد
پروتئاز در قارچ های نماتودخوار مختلف شناسایی شده 

چ ها است و نقش آنها درتشدید خاصیت نماتودخواری قار
قارچ آرتروبوتریس یکی از . مورد بررسی قرار گرفته است

 گونه آن نماتودخوار 27مهمترین قارچ هایی است که 
قارچ آرتروبوتریس اولیگوسپورا یکی از ). 15(هستند

شناخته شده ترین گونه های این جنس از نظر نماتودخواری 
است و مکانیسم نماتودخواری آن با صید نماتود، ایجاد 

 های سه تایی و توانایی نفوذ و بی حرکت کردن شبکه
نماتودها در عرض چند ساعت می باشد و نقش آنزیم های 
پروتئاز خارج سلولی در روند نفوذ این قارچ کاملاً تأیید 

سنجش فعالیت پروتئاز خارج سلولی در کشت . شده است
مایع انجام می گیرد و با کمک مهار کننده های آنزیمی می 

ین آنزیم ها را در روند نماتودخواری تأیید نمود توان نقش ا
انجام شد  2002   سال دره دیگری که مطالع). 12و11(

   آرتروبوتریس  سلولی را در  خارج نقش آنزیم های پروتئاز
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 اولیگوسپورا به عنوان عامل تشدید نماتودخواری تأیید 
 این محقق با ایجاد موتاسیون در محقق این مطالعه). 3(نمود

 آزمایش خود را انجام داد و مشخص شد در موتان PΠن ژ
نماتودخواری قارچ محدود می شود و در   PΠهای فاقد ژن 

 آنها تقویت شده است توانایی صید PΠموتان هایی که ژن 
ضمناً نشان داده . نماتودها در آنها افزایش زیادی یافته است

 شد عامل مهم تشدید نماتودخواری در قارچ آرتروبوتریس
 می باشد که در صید PΠاولیگوسپورا سرین پروتئاز 

نماتودها و انهدام آنها در میزبان نقش دارد و مطالعات انجام 
گرفته در سرین پروتئازهای قارچ های مختلف نشان داد که 
از نظر ساختمانی و مکانیسم اثر تشابه زیادی با هم 

بر این اساس جستجوی آنزیم های موجود در سه ). 3(دارند
گونه قارچ گزارش شده از ایران یعنی آرتروبوتریس 

 (IRAN 678C)اولیگوسپورا واریته اولیگوسپورا 
 IRAN)وآرتروبوتریس کلادودس واریته ماکروئیدس 

677C) و آرتروبوتریس اولیگوسپورا واریته سارماتیکا 
(IRAN 808C) و اثر آنها در کنترل نماتودها مورد بررسی 

ی قبلی که بر روی دو گونه قارچ در بررسی ها. قرار گرفت
آرتروبوتریس اولیگوسپورا واریته اولیگوسپورا 
وآرتروبوتریس کلادودس واریته ماکروئیدس انجام شد 
نشان داده شد که میزان نماتودخواری آرتروبوتریس 

 ).9(کلادودس واریته ماکروئیدس بیش از گونه دیگر است 
ورا واریته اما گونه دیگر یعنی آرتروبوتریس اولیگوسپ

سارماتیکا که از خاک محل پرورش قارچ خوراکی جدا شده 
شاید . بود در چند بررسی خاصیت نماتودخواری نشان نداد

دلیل عمده آن وجود این قارچ در محیط کشت قارچ 
خوراکی باشد که در معرض آلودگی با نوزاد نماتودها نمی 
ی باشد و در این قارچ زندگی ساپروفیتی بر زندگی انگل

پیشی گرفته است و مواد غذایی مورد نیاز قارچ به صورت 
در این بررسی متناسب با . زندگی ساپروفیتی تأمین می شود

اثر نماتودخواری دو قارچ نماتودخوار گزارش شده از ایران 
فعالیت آنزیم پروتئاز در آرتروبوتریس کلادودس واریته 

ته ماکروئیدس بیش از آرتروبرتریس اولیگوسپورا واری
اولیگوسپورا و آرتروبوتریس اولیگوسپورا واریته سارماتیکا 

 .>p) 05/0 (این اختلاف از نظر آماری نیز معنی دار بود. بود
اما علیرغم نماتودخوار بودن آرتروبوتریس اولیگوسپورا 
واریته اولیگوسپورا و عدم نماتودخوار بودن آرتروبوتریس 

یت پروتئاز هر دو اولیگوسپورا واریته سارماتیکا نیز فعال
قارچ تقریباً مشابه هم بود و از نظر آماری اختلاف معنی 

تاکنون درباره فعالیت آنزیم  . <p)05/0 (داری را نشان نداد
پروتئاز در قارچ آرتروبرتریس کلادودس واریته ماکروئیدس 
مطالعه ای در دنیا صورت نگرفته است و برای اولین بار در 

 با توجه به فعالیت شدیدتر .این بررسی گزارش می شود
نماتودخواری این قارچ  و متناسب با آن فعالیت شدیدتر 
آنزیم های پروتئاز استفاده از این قارچ و آنزیم های آن در 

 .)9 (کنترل نماتودها باید مورد توجه بیشتری قرار گیرد
بررسی اخیر نشان داد که برای مطالعه اثر آنزیم پروتئاز در 

ی قارچ های نماتودخوار استفاده از روند نماتودخوار
 بهتر است زیرا در EDTA از مهارکننده PMSFمهارکننده 

 آنزیم پروتئاز مهار می شود و نماتودهای PMSFحضور 
موجود در محیط کشت نمی توانند توسط قارچ صید شوند 

 خاصیت نماتودخواری قارچ های EDTAاما در حضور 
ه فاقد مهار کننده بود مورد مطالعه تفاوتی با گروه شاهد ک

 مهار کننده اختصاصی آنزیم پروتئاز EDTAنشان نداد و 
 به عنوان مهار کننده اختصاصی آنزیم PMSFنمی باشد اما 

نتایج حاصل از بررسی دیگری . پروتئاز شناخته شده است
بر روی مهار کننده های مختلف آنزیم پروتئاز انجام که 

  این تحقیق مطابقت داردگرفته است با نتایج بدست آمده از
در ایران اثر نماتودخواری آرتروبوتریس اولیگوسپورا . )18(

واریته سارماتیکا مورد بررسی قرار گرفت و نماتودخواری 
در دنیا سنجش فعالیت آنزیمی آرتروبوتریس . مشاهده نشد

، اما به صورت مقایسه )17(اولیگوسپورا انجام گرفته است 
سی حاضر سنجش فعالیت آنزیم ای کار نشده است در برر

پروتئاز این سه قارچ با هم مقایسه و نتایج به دست آمده 
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نشان داد که در جدایه بومی آرتروبوتریس کلادودس واریته 
ماکروئیدس میزان فعالیت آنزیم پروتئاز نسبت به دو قارچ 
دیگر یعنی آرتروبوتریس اولیگوسپورا اولیگوسپورا و 

 سارماتیکا بیشتر است و چون آرتروبوتریس اولیگوسپورا
قارچ آرتروبوتریس اولیگوسپورا سارماتیکا فعالیت 

 می توان نتیجه گرفت که در این قارچ ،نماتودخواری ندارد
زندگی ساپروفیتی بر زندگی انگلی غلبه دارد و آنزیم های 
پروتئاز این قارچ به حدی نیست که بتواند آسیب جدی به 

اگر چه . و آن را نابود نمایدکوتیکول نماتودها وارد کند 
ایجاد تله و سایر مکانیسم های مکانیکی نماتودخواری نیز 

بر اساس نتایج بدست آمده از این . در این قارچ دیده نشد
فعالیت آنزیمی پروتئاز قارچ . تحقیق مشخص گردید

آرتروبوتریس کلادودس واریته ماکروئیدس اختلاف آماری 
بوتریس اولیگوسپورا واریته معنی داری با گونه های آرترو

اولیگوسپورا و آرتروبوتریس اولیگوسپورا واریته سارماتیکا 
 اما فعالیت آنزیم پروتئاز قارچ های .>p)05/0 (دارد

آرتروبوتریس اولیگوسپورا واریته اولیگوسپورا و 
آرتروبوتریس اولیگوسپورا واریته سارماتیکا اختلاف آماری 

 مربع آزمونبا توجه به  .<p)05/0 (معنی داری با هم ندارند
کای انجام شده روی نتایج حاصل از روش های مهار کردن 

 در قارچ PMSF میلی مولار 1 و 1/0مشاهده شد غلظت 
آرتروبوتریس کلادودس واریته ماکروئیدس بصورت معنی 

 . >p)05/0(داری از بی حرکت شدن لاروها جلوگیری نمود
دن لاروها در و بین قدرت مهارکنندگی و بی حرکت ش

 این قارچ اختلاف PMSF میلی مولار 1 و 1/0غلظت های 
 میلی مولار 1اما غلظت  ،>P)05/0(معنی داری وجود داشت

EDTA نتوانست بصورت معنی داری از  بی حرکت شدن 
در گونه آرتروبوتریس . )<05/0p (لاروها جلوگیری نماید

 میلی 1 و 1/0اولیگوسپورا واریته اولیگوسپورا غلظت های 
 توانست بصورت معنی داری از بی حرکت PMSFمولار 

 اما >p)05/0(شدن لاروهای تحت آزمایش جلوگیری نماید
EDTA میلی مولار در این گونه هم نتوانست 1 در غلظت 

از بی حرکت شدن لاروها بصورت معنی داری جلوگیری 
در این قارچ نیز بین میزان بیحرکت شدن . )<05/0p(نماید

 اختلاف معنی 1/0و 1 با غلظت PMSFرحضور لاروها د
در گونه آرتروبوتریس  .)>05/0p (داری وجود داشت

اولیگوسپورا واریته سارماتیکا هیچکدام از روشهای مهار 
کردن آنزیم مورد استفاده، تأثیر آماری معنی داری بر بی 

و در مورد این گونه )<05/0p(حرکت کردن لاروها نداشت
 بی حرکت در محیط کشت شاهد قارچی تعداد لاروهای

بسیار کمتر از دو گونه فوق بود که می تواند دلیل بر عدم 
توانایی این قارچ برای به دام انداختن لاروها و غیر فعال 

 با PMSFآنزیمیدر حضور مهارکننده . کردن لاروها باشد
 نسبت بینمیلی مولار اختلاف آماری معنی داری  1غلظت

حرک سه نوع قارچ تحت مطالعه لاروهای متحرک و غیر مت
که ممکن است این موضوع بعلت ) p <0,05(وجود نداشت

مهار شدید تمام آنزیم های محیط توسط این مهارکننده 
از یافته های بالا می .اختصاصی در غلظت بکار رفته باشد

توان نتیجه گرفت که آنزیم های پروتئاز فاکتور تشدید کننده 
ر محسوب می شوند و میزان فعالیت قارچ های نماتودخوا

فعالیت آنها با میزان اثر نماتودخواری قارچ رابطه مستقیم 
دارد و هرچه فعالیت آنزیم های پروتئاز در یک قارچ 
نماتودخوار بیشتر باشد این قارچ توانایی بیشتری برای صید 

  . نماتودها و نفوذ به کوتیکول آنها خواهد داشت
  
  منابعهرست ف
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نماتودهای مهم لوله گوارش نشخوارکنندگان کوچک ایران 

توسط قارچ های نماتود خوار با ) همونکوس کونتورتوس(
رگونه های آرتروبوتریس اولیگوسپورا و دادینگتونیا تأکید ب



  زای همونکوس کونتورتوس بوتریس در کنترل زیستی نوزاد عفونتتروهای متعلق به جنس آر  برخی جدایهتئولیتیکهای پرو بررسی نقش آنزیم

 177

برای دریافت درجه دکتری تخصصی   پایان نامه،فلگرانس
 شماره ،انگل شناسی ، دانشکده دامپزشکی دانشگاه تهران

155.  
3.Ahman, J., Johansson, T., Olsson, M., Punt, 
P.J., Vanden Hondel, C.A. and Tunlid, 
A.(2002): Improving the pathogenicity of a 
nematod-trapping fungus by genetic engineering 
of a subtilisin with nematotoxic activity. APPL. 
Environ. Microbiol. 68:3408-3415. 
4.Barron, G.L.(1977):The  nematode destroying  
fungi.Topics in  Mycology No.1, Guelph, 
Ontario, Canada. 
5.Bonants, P.J.M., Fitters, P.F.L., Thijs, H.den 
Belder,E., Walwijk, C. and Henfling, J.W.D.M. 
(1995). A basic serine protease from 
paecilomyces lilacinus with biological 141: 775-
784. 
6.Bradford, M.M. (1976): A rapid and sensitive 
method for the quantification of microgram 
quantities of protein utilizing the principle of 
protein-dye binding. Anal. Biochem.72:248-254. 
7.Chavira, R., Jr., Burnett, T.J., and Hageman, 
J.H. (1984): Assaying proteases with Azocol. 
Ann. Biochem. B6: 446-450. 
8.Eslami, A. and Nabavi, L. (1976): Species of 
gastrointestinal nematodes of sheep from Iran. 
Bull. Soc. Pathol. Exot.96:92-95. 
9.Eslami, A., Ranjbar-bahadori, S., Zare, R. and 
Razzaghi-Abyaneh, M. (2005): The predatory 
capability of Arthrobotrys cladodes 
var.macroides in the control of Haemunchus 
contortus infective larvae. vet.parasitol Bo 263-
266. 
10.Gams, W., Zare, R. (2001): A revision of 
Verticillium section prostrata. III Generic 
classification. Nova Hedwigia 72: 329-337. 
11.Huang, X., Zhao, N. and Zhang, k.. (2004): 
Extra cellular enzymes serving as virulence 
factors in nematophagous fungi involved in 
infection of the host. Res. Microbiol. 115: 811-
816. 
12.Huang, X., Tian, B., et al. (2005): An extra 
cellular protease from Brevibacillus laterosporus 

G4 without parasporal crystals can serve as a 
phathogenic factor in infection of nematodes. 
Res.Microbiol. 156:719-727. 
13.Larsen, M., Wolstrup, J., Henriksen, S.A., 
Dackman, C., Gronvold, J. and Nansen, P. 
(1991): In vitro stress selection of 
nematophagous fungi for bio control of parasitic 
nematodes in ruminants. J. Helminthol. 65, 193-
200. 
14. Lopez-Lorca, L.V. (1990): Purification and 
properties of extra cellular proteases produced 
by the nematophagous fungus Verticillium 
suchlasporium.can.J.Microbiol.36: 530-537. 
15.Oorschot, C.A.N. (1985): Taxonomy of the 
Dactrylaria complex, V. Areview of 
Arthrobotrys and allied genera, studies in 
Mycol. NO 26: 61-96. 
16.Nordbring-Hertz, B. (1977): Nematode 
induced. Morphogenesis in the predacious 
fungus Arthrobotrys oligospora.Physiol.Plant, 
29:223-233 
17.Schenk, S.T., Chase, J.R., Rosenzweig, W.D. 
and Pramer, D. (1980): Collagenase production 
by nematode-trapping fungi. Appl. 
Environ.Microbiol.40: 567-570. 
18.Tunlid, A. and Sansson, S. (1991): Proteases 
and their involvement in the infection and 
immobilization of nematodes by nematophagous 
fungus Arthrobotrys oligospora, Appl. Environ. 
Microbiol. 57: 2868-2872. 
19.Waller, P.J, and Faedo M.A., (1993): The 
potential of nematophagous fungi to control the 
free living stages of nematode parasites of 
sheep,vet.parasitol.49,285-293. 
20.Yang, J., Huang, X.,Tian, B.,Wang, M. and et 
al. (2005): Isolation and characterization of a 
serine protease from the nematophagous fungus, 
Lecanicillium psalliotae, displaying nematocidal 
activity.Biotechnol. let.27: 1123-1128. 
21.Zare, R.,Gams, W. and Culham A., (2000): A 
revision of Verticillium section 
prostrata.I.phylogenetic studies using ITS 
sequences. Nova Hedwigia 71: 465-480. 
 

  


