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 چکیده
های تراریختی مؤثر در ایجاد تغییرهای ژنتیکی به منظور بهبود عملکرد میکروارگانیسم )ریزجانداران( است امتزاج پروتوپلاست یکی از سیستم

های معمول در روششود. )مهار زیستی( موفق در کنترل علف هرزهای مختلف استفاده می که امروزه در جهت رسیدن به یک عامل بیوکنترل

 Fusariumقارچ  ی. در این پژوهش، پس از جداسازاستپروتوپلاست نخستین گام  ۀهای فوزاریوم، تهی ای مانند گونههای رشتهتراریختی قارچ

oxysporum (آوند یعامل پژمردگ)زیگل جال  اهیاز گ ی Orobanche sp.،  آن انجام  یو مولکول شناسی ریخت ییلازم برای شناسا های یبررس

ی اسپورها، ازنی بیشینهبهترین زمان برای جوانه ،تولید شده مقدار اسپور های مختلف مانند تأثیر نوع محیط کشت در عامل تأثیر . سپسشد

های تولیدشده و نیز نوع و عرض قرارگیری با آنزیم در تعداد پروتوپلاستکنندۀ دیوارۀ سلولی، زمان در م های تجزیههای مختلف آنزیمغلظت

 Speziellerها، محیط آمده از تجزیۀ آماری داده دست ها ارزیابی شد. نتایج بهمانی پروتوپلاستکنندۀ اسمزی در ایجاد و میزان زنده غلظت تثبیت

Nährstoffarmer Agar  زنی اسپورها معرفی کرد. همچنین ترکیب هترین زمان برای ایجاد و جوانهساعت را ب 16بهترین محیط کشت و زمان

داری از دیگر تیمارها بیشترین پروتوپلاست را ( در زمان پنج ساعت با فاصلۀ معنی20 Mm) Driselase ( و15 Mm) Glucanex آنزیمی 

 ه معرفی شد.کنند مولار( نیز به عنوان بهترین تثبیت 6/0) KClکنندۀ  تولید کرده و تثبیت
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ABSTRACT 
Protoplast fusion as a transgenic system is an effective technique improving microorganism performances by making 

genetic changes. Today, exploitation of this technique has been beneficial in biocontrol of weeds. For filamentous 

fungi such as Fusarium species, protoplast preparation is the first step in the common genetic transformation process. 

For this objective, the Fusarium oxysporum isolates were isolated from Bromrape (Orobanche sp.) and were 

identified by morphological and molecular characteristics. Thereafter, the effects of various factors including medium 

and incubation time in spore preparation were evaluated. Furthermore, the effect of some factors on protoplast 

preparation and longevity including enzyme concentrations, type and concentration of osmotic stabilizers and lytic 

incubation times were also assessed. The results of this study demonstrated that Spezieller Nährstoffarmer Agar was 

the best medium to prepare spores and the best incubation time for spore germination was 16 hours. In addition, 

concentrations of 15mM for Glucanex and 20mM for Driselase and 5 hours incubation time were the best lytic 

enzyme complex and incubation time period, respectively. The KCl at the concentration of 0.6M was the best 

osmotic stabilizer in protoplast preparation and longevity. 
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 مقدمه

از  مرکب ۀیک گون F. oxysporumقارچ بیمارگر 

است که  یاگستردهمیزبانی  ۀبا دامنFusarium  جنس

گیاهی را آلوده می کند  ۀگون 100بیش از 

(Michielse & Rep, 2009 هرچند که .)هایی از سویه

سازی یک یا تعداد معدودی از آن، تنها قادر به آلوده

های دارای )سویه( ند. این استرینهستگیاهان 

یا شکل ویژه تخصص یافتگی میزبانی، به عنوان 

forma specialis (f. sp.) بیش از  .شوندمعرفی می

قارچی گزارش  ۀدر این گون افتهی تخصص شکل 120

که  (Agrios, 2005; Ortu et al., 2013اند )شده

ها در سطح برهمکنش تخصص یافتگی میزبانی آن

ه شدبیمارگر و نیز در سطح مولکولی بررسی -میزبان

 ,.Schenk & Bergman, 1969; Lievens et alاست )

2008; Michielse & Rep, 2009میتوان از  (. همچنین

از  علف هرز در  آمده دست به ۀهر جدایشکل ویژة 

 های نشانهجهت کنترل بیولوژیک آن نیز استفاده کرد. 

قارچی، شامل روشن  ۀپژمردگی ناشی از این گون ۀاولی

که به دنبال  استها برگ روخمشیها و شدن رگبرگ

های ی مانند کوتاهی، زرد شدن برگهای نشانهآن 

ها و ساقه و در نهایت ی تدریجی برگپایینی، پژمردگ

 (. Di Pietro et al., 2003مرگ گیاه، دیده می شود )

ها در طبیعت ضمن تغییر ژنتیکی در قارچ

فرایندهای غیرجنسی مختلف  اتولیدمثل جنسی یا ب

گیرد، جهش و نوترکیبی شبه جنسی صورت می مانند

و های بهبودیافته ولی در آزمایشگاه برای ایجاد سوش

های مختلفی از جمله امتزاج پروتوپلاست کارا روش

(Protoplast fusion) کلی طور بهشود. استفاده می

سازی  امتزاج پروتوپلاست یک ابزار مهم برای بهینه

های ژنتیکی و توسعۀ صورت ایجاد نوترکیبها بهسوش

ای است. رشد های رشتهیافته در قارچ های امتزاجسوش

ها، از های مختلف در قارچیشتر متابولیتتر و تولید بسریع

حاصل  های یافته امتزاج طریق امتزاج پروتوپلاست در

امتزاج  فناوریمشاهده شده است. همچنین از 

های دو )ریسه( توان برای پیوند هیف پروتوپلاست، می

طبیعی  طور بهها که گونه یا حتی دو جنس در قارچ

های میتوسپوریک و توانایی پیوند ندارند، از جمله قارچ

آمیزشی متفاوت های )جور( های ناسازگار و تیپسوش

استفاده کرد. لازمۀ انجام این فناوری برای تولید 

های کارآمدتر، ایجاد پروتوپلاست با کارایی بالا سویه

های درون سلولی شامل همۀ اندامک است. پروتوپلاست

یان ها ماست و یک رابط زنده برای انتقال ریزمولکول

های سیتوپلاسمی است. با توجه به اهمیت اندامک

های عامل بیوکنترل، های بیمارگر و همچنین قارچقارچ

فناوری امتزاج پروتوپلاست فناوری ساده و ارزانی برای 

های جدید و  قارچ و ایجاد استرین های استرینارزیابی 

 .(Scheng-Ming & Li, 1994کارا است )

ز ترکیبات مختلفی تشکیل ها اسلولی قارچ ةدیوار

شده است که ترکیبات پروتئینی یکی از آنهاست. این 

 ترکیبات پروتئینی در اعمال مختلف قارچ مانند تکثیر

 ,.Parry et alغیرجنسی آن دخیل هستند ) )افزونش(

 ةدهند ترین مواد تشکیل(. کیتین نیز یکی از مهم2009

ی مربوط های مختلفی در فرایندهادیواره بوده که نقش

منظور ایجاد  د. بهدارها به رشد و نگهداری میسلیوم

 ةکنند های تجزیهها، استفاده از آنزیم پروتوپلاست قارچ

، استسلولی لازم و ضروری  ةدیوار ةدهند مواد تشکیل

توان به کیتیناز، سلولاز،  ها میاین آنزیم ۀز جملا

 Adams, 2004; Kim لامیناریاز و پروتئاز اشاره کرد )

et al., 2009.) 

شده روی  انجام های بررسینتایج با توجه به 

گل جالیز، با  ةکنند های مختلف قارچی کنترل گونه

های میزبانی جدایه محدود بودن دامنۀتوجه به 

Fusarium oxysporumتواند یکی از ، این قارچ می

این  مهارلوژیکی برای بیو های عاملبهترین نامزدهای 

های مختلف توان از قارچ می چنینهم. باشد علف هرز

 مهارزایی بیشتر و در نتیجه  و برتر که خاصیت بیماری

ند، برای امتزاج پروتوپلاست با داربهتر گل جالیز 

ای یافته فوزاریوم اختصاصی گل جالیز، به امتزاج ۀجدای

زایی بالا، ضمن حفظ اختصاصیت  با توان بیماری

از طریق امتزاج میزبانی دست یافت. نازیما و مانگو 

 F. oxysporumو  F. pallidoroseumهای پروتوپلاست

اتیلن گلیکول توانستند هفت  با استفاده از پلی

وجود آورند هب (F1-F2-F3-F4-F5-F6-F7)یافته  امتزاج

 ۀضمن داشتن دامن F6و  F5 هاییافتهکه امتزاج

آلودگی  ،F. pallidoroseumمیزبانی محدود مشابه 

نسبت به والد  F. oxysporumشابه والد بیشتری را م
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F. pallidoroseum  نشان دادند و در نتیجه

کشی بالا با دامنۀ  هایی با خاصیت علف یافته امتزاج

 (.Naseema & Manju, 2010میزبانی کمتر حاصل شد )

 امتزاج پروتوپلاست مابین  فناوریاستفاده از 

A. alternate ینزا روی سیب که مولد توکس بیماری 

زا روی  بیماری A. alternateو  است AM )زهرابه(

کند، با  را تولید می AALفرنگی که توکسین  گوجه

اتیلن گلیکول، منتج  های امتزاج الکتریکی و پلیروش

هایی شد که هر دو توکسین را  یافته به تولید امتزاج

زا  فرنگی بیماری کردند و روی سیب و گوجهتولید می

 .(Salamiah et al., 2001) بودند

امتزاج  فناوریبا استفاده از  42 تولید کیتیناز

 Trichoderma harzianumپروتوپلاست در قارچ 

ی این قارچ کنترلافزایش یافت و بدین ترتیب قدرت بیو

را  Fusarium graminearumدر مقابل قارچ بیمارگر 

 (. Kowsari et al., 2016بالا بردند )

های تولیدشده وتوپلاستبا توجه به اینکه تعداد پر

های مهم در روند  ها همواره از عاملمانی آن و زنده

سازی شرایط مربوطه  تولید پروتوپلاست است، بهینه

رو در این تحقیق سعی شده  بسیار اهمیت دارد. از این

است که بتوان با استفاده از امکانات ساده به روشی 

 کارآمد و سریع در تهیۀ پروتوپلاست از قارچ 

F. oxysporum سازی دست یافت و پس از بهینه

شرایط دخیل در این امر، بتوان از این روش در امتزاج 

هایی با  یافته پروتوپلاست و رسیدن به امتزاج

 های برتر استفاده کرد. ویژگی

 

 اهمواد و روش

از گیاهان جالیز دارای   Fusarium oxysporumقارچ

پس از  شده و علائم پژمردگی آوندی جداسازی

شناسی با استفاده از  سازی مورد شناسایی ریخت خالص

 Leslieکلیدهای شناسایی معتبر این جنس قارچی )

& Summerell, 2006 و نیز شناسایی مولکولی با )

گونه )آغازگر مستقیم  ایناختصاصی  آغازگراستفاده از 

FOF1 :CCCGCCTGGCTGCGTCCGACT C  و

 FOR1 :CAAGCATATGACTACآغازگر معکوس 

TGGCبرای کار رفته  به گرمایی ۀ(، قرار گرفت. برنام

 ه است. شد آورده 1جدول  در PCR واکنش

با  DNAتکثیر قطعات  برای PCR گرمایی ۀبرنام .1جدول 

 F. oxysporum ۀاختصاصی گونآغازگرهای 

Table 1- Polymerase chain reaction temperature 

program for amplification of DNA fragment by FO 

primers.  
 PCR program Step 
 95 Cº for 3 min First denaturation 

35 cycle 

 

95 Cº for 1 min Denaturation 
58 Cº for 30 sec Annealing 
72 Cº for 1 min Extension 

 72 Cº for 7 min Final extension 
 

ورد استفاده در تهیۀ سوسپانسیون های م محیط کشت

 اسپور

 طیمح سه تأثیر نظر مورد چاسپور از قار ۀهیت برای

 Potato Dextrose Agarشامل:  مختلف کشت

(PDA ،)(CLA) Carnation Leaf Agar  و(SNA) 

SpeziellerNährstoffarmer Agar  تکرار سهدر 

پس از سپری شدن یک هفته از کشت  .شد یبررس

تشتک ا با استفاده از شستشوی سطح قارچ، اسپوره

 گرد، )سترون( مقطر استریل لیتر آبمیلی 1پتری با 

کشت مناسب برای  طیمح ییشناسا برایند. شدآوری 

تهیۀ سوسپانسیون )دروایۀ( اسپور مورد نیاز برای تهیۀ 

 طیمحشده در  تعداد اسپورهای تهیهپروتوپلاست، 

تومتر با استفاده از لام هموسی مختلف یهاکشت

  .دبا هم مقایسه شدن شمارش و

 

 YEPDزنی اسپورها در محیط کشت  جوانه

 تریلیلیم 50به  اسپور 1×107 ها،اسپور یزنجوانه برای

 Yeastگرم  3 ی)حاو YEPD مایع کشت طیمح

extract، 10  گرمPeptone  گرم  20وDextrose) 

سه  در لیتری میلی 250های ارلن مایر  درون فلاسک

 150و  سلسیوس ۀدرج 28 یو در دما حیلقتتکرار 

 درصد یبررس برای. شدند ینگهدار قهیدور در دق

، 8،10 یهازمان در مختلف، هایتساع در یزنجوانه

سه تکرار،  هر از ساعت 20 و 18 ،16، 14، 12

شمارش و  کروسکوپیم زیر و انجام یبردار نمونه

 (.Black et al., 2005) شدمحاسبه 

 

 ستپروتوپلا ۀتهی

زنی اسپورها، پس از تعیین بهترین زمان برای جوانه

 .Lee et alمراحل تهیۀ پروتوپلاست با استفاده از روش 
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ها با استفاده از کاغذصافی و میسلیوم انجام شد (2011)

آوری شده و برای هضم آنزیمی، در شش ترکیب گرد

 Driselaseهای مختلفی از دو آنزیم آنزیمی شامل غلظت

from Basidiomycetes (D9515; Sigma و )Glucanex 

(Lysing enzyme from Trichoderma harzianum; 

L1412; Sigma)  (. سپس میزان 2قرار گرفتند )جدول

، 4، 3، 2های تولیدشده در هر تیمار پس از پروتوپلاست

ساعت، با استفاده از لام هموسایتومتر شمارش و  6و  5

 .بهترین ترکیب آنزیمی مشخص شد

 
های متفاوتی از دو آنزیم . ترکیب غلظت2جدول 

 کنندة دیوارة سلولی تجزیه
Table 2. The combination of different concentrations 

of two cell wall lytic enzymes 
Driselase 
(mg/ml) 

Glucanex 
(mg/ml) 

   Enzyme 
Treatment  

15 10 Treatment 1 
20 10 Treatment 2 
15 15 Treatment 3 
20 15 Treatment 4 
15 20 Treatment 5 
20 20 Treatment 6 

 

 های اسمزی کننده تثبیت تأثیربررسی 

پس از مشخص شدن بهترین ترکیب آنزیم و بهترین 

زمان در معرض قرارگیری آنزیم، کارایی ایجاد 

 ةکنند مانی آن در سه تثبیتپروتوپلاست و نیز زنده

(KCl ،Sucrose  وSorbitol و هرکدام با سه غلظت )

ند. در این بررسی شدمولار( بررسی  8/0و  6/0، 4/0)

برای هر تیمار سه تکرار در نظر گرفته شد و برای 

های زنده در میان مشخص شدن درصد پروتوپلاست

 Trypan blueآمیزی های تولیدی، از رنگپروتوپلاست

، بدین ترتیب که یک قطره از محلول استفاده شد

درصد تریپان بلو روی لام قرار داده شد و مقدار  06/0

میکرولیتر سوسپانسیون حاوی پروتوپلاست به آن  10

هایی که تغییر  افزوده شد، سپس تعداد پروتوپلاست

پروتوپلاست شمارش و  100رنگ داده بودند در تعداد 

با توجه  (.Feron et al., 2002)درصد آنها محاسبه شد 

گیرند بنابراین  های زنده رنگ نمی تبه اینکه پروتوپلاس

 Begumeدرصد پروتوپلاست زنده با استفاده از فرمول 

et al. (2010) کار برده شد. هب 

100 × 
 تعداد پروتوپلاست زنده

پروتوپلاست  %= 
 زنده

های تعدادکل پروتوپلاست
 شمارش شده

 آماریمحاسبات 

ر ها در قالب طرح کامل تصادفی با سه تکرا آزمایش

 ۀنسخ SPSSافزار  نرم از هاداده ۀتجزی برای انجام شد و

 برای استفاده شد. از مقدار خطای استاندارد 16

برآورد  و شدخطا استفاده  ةمحدود نکردمشخص 

 احتمال در سطح توکیها با روش اختلاف میانگین

 .انجام گرفت درصد1

 

 نتایج
 F. oxysporumشناسی و مولکولی  شناسایی ریخت

های ، ویژگیقارچسازی کشت و خالص پس از

ماکروسکوپی و میکروسکوپی آن از جمله شکل و ظاهر 

، نوع و تعداد سلول ماکروکنیدی، شکل ظاهری پرگنه

تشکیل  ةمیکروکنیدی و فیالید آن و نیز نحو

کلامیدوسپور با استفاده از کلیدهای معتبر بررسی و 

ایجاد  برایپس از شناسایی  fox3-1 ۀجدای

. همچنین به منظور تأیید شدپلاست انتخاب پروتو

شناسی این جدایه، پس از استخراج  تشخیص ریخت

DNA  و انجامPCR های )آغازگر( با استفاده از پرایمر

تکثیرشده شناسایی صحیح گونه  )نوار( اختصاصی، باند

دسترسی توالی در بانک ژن  ةیید کرد. )شمارأرا ت

(NCBI :)MF611755) (Rostami et al., 2017.) 

 

 پروتوپلاست ۀتهی
 تهیۀ اسپور از قارچ

های محیط کشت ۀآمده از مقایس دست نتایج به

نوع محیط  تأثیرداری در مختلف، نشان از تفاوت معنی

(. 1شکل کشت در میزان اسپورزایی قارچ داشت )

105با میانگین  SNAمحیط کشت 
اسپور در  14/2×

را ایجاد کرده لیتر بیشترین میزان اسپورزایی هر میلی

های . همچنین محیطشدو برای مراحل بعدی استفاده 

PDA  وCLA  هرکدام به ترتیب با میانگین اسپور

لیتر، با تفاوت در میلی 8/0×105 و 5/1×105

 بعدی قرار گرفتند. هایرتبهداری در معنی

 
 زنی اسپورهاالگوی جوانه

در این مرحله، هدف رسیدن به زمان مناسبی است که 

رغم زنی پروتوپلاست را بهر آن بیشترین درصد جوانهد



 159 1397بهار و تابستان  ،1 ة، شمار49 ةایران، دوردانش گیاهپزشکی  

 

ها را داشته باشیم. بر اساس نبود انشعاب میسلیوم

های میکروسکوپی در هفت زمان مختلف و سه مشاهده

تکرار در هر زمان، بهترین زمان نگهداری سوسپانسیون 

ساعت  16اسپور در محیط کشت تهیۀ پروتوپلاست، 

در این زمان نزدیک به همۀ  که طوریارزیابی شد. به

 14تا  8های اسپورها جوانه زده، در حالی که در زمان

(. با وجود 2ساعت این درصد به مراتب کمتر بود )شکل

ساعت به بعد،  16های درصد در زمان 100زنی جوانه

ها علت ورود به مرحلۀ رویشی و منشعب شدن میسلیوم به

ا قابل ترجیح ه و ضخیم شدن دیوارة سلولی، این زمان

عنوان زمان بهینه برای تهیۀ  ساعت به 16نبود و زمان 

 پروتوپلاست در نظر گرفته شد.

 
کنندۀ دیواره و  های تجزیه های مختلف آنزیمتأثیر غلظت

 ها در تهیۀ پروتوپلاستزمان در معرض قرار گرفتن با آنزیم

میکروسکوپی و  هایهبا توجه به نتایج حاصل از مشاهد

های ایجادشده، ترکیب آنزیمی با وتوپلاستشمارش پر

و  Glucanexمولار برای آنزیم میلی 15غلظت نهایی 

 با ایجاد Driselaseمولار برای آنزیم میلی 20

لیتر بیشترین تعداد پروتوپلاست در هر میلی 2/4×107

داری از پروتوپلاست را ایجاد کرده و با تفاوت معنی

(. 4و  3های د )شکلگیرترکیب پیش از خود قرار می

 15و  Glucanexمولار آنزیم میلی 10ترکیب آنزیمی 

نیز کمترین تعداد  Driselaseمولار آنزیم میلی

پروتوپلاست را ایجاد کرده است. زمان در معرض 

طور همزمان  قرارگیری با آنزیم نیز در این آزمون به

ساعت بیشترین تعداد  5بررسی شد که زمان 

های آنزیمی به دست آمد. همۀ ترکیب پروتوپلاست را در

ساعت محصول پروتوپلاست  6و  4، 3، 2های زمان

ساعت داشتند. در نهایت،  5کمتری نسبت به زمان 

میلی مولار برای آنزیم  15ترکیب آنزیمی با غلظت نهایی 

Glucanex  مولار برای آنزیم میلی 20وDriselase  و

ای ایجاد عنوان شرایط بهینه بر ساعت به 5زمان 

 در نظر گرفته شد. F. oxysporumپروتوپلاست قارچ 

 

 
 های مختلف در میزان اسپورهای تولیدشده. مقایسۀ نتایج حاصل از تأثیر محیط کشت1تصویر 

Figure 1. Comparison between the effects of different media on spore production 

 

 
 ساعت  20و  18، 16، 14، 12، 10، 8های در زمان YEPDرها در محیط کشت زنی اسپو. میزان درصد جوانه2شکل 

 بعد از شروع نگهداری
Figure 2. Percentage of germinated spores in YPDE medium at 8, 10, 12, 14, 16, 18 and 20 h after incubation 
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زده پیش از اضافه  ( اسپورهای جوانهaهای مختلف: در زمان F. oxysporumزده  . تولید پروتوپلاست از اسپورهای جوانه3شکل 

ساعت.  3های ایجادشده در زمان ( پروتوپلاستcساعت.  2های ایجادشده در زمان ( پروتوپلاستbکننده.  های تجزیهکردن آنزیم

dساعت. 5های ایجادشده در زمان ( پروتوپلاست 
Figure 3. Protoplast produced from F. oxysporum germinated spores at different times after adding lytic enzyme 

complex: a) germinated spores before adding lytic enzymes, b) created protoplast at 2 h, c) created protoplast at 3 

hours, d) created protoplast at 5 h 
 

 
 کننده های تجزیهزمان مختلف در معرض قرارگیری با شش غلظت مختلف از آنزیم 5ای تولیدی در ه. مقایسۀ تعداد پروتوپلاست4شکل 

Figure 4. Comparison between six different concentrations of lytic enzymes in production of protoplasts at 5 different times 

 
مانی در ایجاد و زنده های اسمزیکننده تأثیر تثبیت

 .پروتوپلاست

های اسمزی کننده های متفاوت از تثبیتانواع و غلظت

نتایج متفاوتی در دستیابی به پروتوپلاست نشان دادند، 

کننده  که بهترین غلظت برای همۀ انواع تثبیت طوری به

طور  در این غلظت، به KClکننده  مولار بود و تثبیت 6/0

عنوان  پروتوپلاست، به 12/5×107میانگین با ایجاد 

کننده در ایجاد پروتوپلاست شناخته  ترین تثبیتمناسب

مولار با میانگین  6/0کنندة سوکروز در غلظت  شد. تثبیت

های کننده و تثبیت 94/3×107تعداد پروتوپلاست تولیدی 

با  8/0و سوکروز در غلظت  4/0کلرید پتاسیم در غلظت 

عنوان نیز به 3/3×107میانگین تعداد پروتوپلاست 

 (.5های مفید بعدی ارزیابی شدند )شکل  کننده تثبیت

های کننده در تعداد پروتوپلاست افزون بر تأثیر تثبیت

های مختلف آن در زنده و غلظت ایجادشده، تأثیر ترکیب

ماندن پروتوپلاست نیز امری ضروری است که پس از 

نی ما آمیزی، نتایج بررسی شد. از نظر زنده رنگ

در  Sucroseو  KClهای کننده ها، تثبیتپروتوپلاست

مولار بهترین عملکرد را داشته و با تفاوت  6/0غلظت 

ها قرار کننده ها و تثبیتداری نسبت به دیگر غلظتمعنی

دار بین این دو گرفتند. با توجه به نبود تفاوت معنی

مولار و با توجه به عملکرد بالاتر  6/0ترکیب در غلظت 

KCl  در ایجاد پروتوپلاست نسبت بهSucrose ترکیب ،

KCl  کننده در  عنوان بهترین تثبیت مولار به 6/0با غلظت

شناخته شد  F. oxysporumایجاد پروپلاست قارچ 

 (.6و  5 های )شکل
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 ست تولیدشدهکنندة اسمزی مختلف با سه غلظت متفاوت در تعداد پروتوپلا . مقایسۀ تأثیر سه ترکیب تثبیت5شکل 

Figure 5. Comparison between the effects of three different osmotic stabilizing compounds with three different 

concentrations on the number of produced protoplasts 
 

 
 هامانی پروتوپلاستد زندهدر درصکنندة اسمزی مختلف با سه غلظت متفاوت  . مقایسۀ تأثیر سه ترکیب تثبیت6شکل 

Figure 6. Comparison between the effects of three different osmotic stabilizing compounds with three different 

concentrations on protoplasts aliveness percentage 

 

 بحث

قارچ  ةمیزبانی گسترد ۀبا توجه به پراکندگی و دامن 

F. oxysporum، آن از نواحی مختلف قابل  جداسازی

از گیاه گل  این قارچجداسازی  است. لذابینی پیش

منظور ایجاد  جالیز و همچنین تراریخت کردن آن به

بیولوژیک  مهارای با کارآمدی بیشتر در جهت جدایه

 اقتصادی مهارتواند امیدی در ، میانگل این علف هرز

تراریخت  زا ایجاد کند. در مسیراین گیاه خسارت

ین گام نخستپروتوپلاست  ۀها، تهیکردن این قارچ

های مختلف از  تولید پروتوپلاست برای گونهاست. 

های مختلف انجام  های مختلف قارچی به روش گروه

شده است و همواره سعی بر این است که بتوان برای 

هر گونۀ قارچی به روشی با بیشترین کارایی دست 

 ,.Van Heeswijck, 1984; Yabuki et alپیدا کرد )

1984; Crowe et al., 1987; Hebraud & Fevre, .

1988; Balasubramanian & Lalithakumari, 2008; .

Moradi et al., 2012; Kari-Dolatabad, 2016 .) با

ها،  سلولی قارچ ةتوجه به تنوع موجود در ساختار دیوار

 پروتوپلاست ۀتوان یک روش عمومی را برای تهی نمی

های قارچی توصیه کرد. از این رو  گونه ۀبرای هم

گذار روی کمیت و کیفیت تأثیرشرایط 

قارچی  ۀتولیدشده، باید برای هر گون های پروتوپلاست

 سازی شود. جداگانه بررسی و بهینه طور به

های مولکولی  با توجه به اینکه گام نخست در بررسی

ازی، س با استفاده از پروتوپلاست از جمله تراریخت

گیری( و دیگر موارد، تولید تعداد هیبریداسیون )دورگ
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مانی بالا است. به همین  زیادی پروتوپلاست با قابلیت زنده

دلیل، در این تحقیق تلاش شد روی تولید پروتوپلاست و 

سازی همۀ شرایط مربوط به آن در گونۀ قارچی  بهینه

 بررسی شود. F. oxysporumمهم 

را های جوان قارچ میسلیوم بدین منظور ابتدا باید

 ةبا تیمارهای آنزیمی دیوار آنگاهبه دست آورد و 

ترکیب کردن ژنوم سلولی را از بین برده تا بتوان 

، به )ژنگان( و پروتوپلاست دو جدایۀ مورد بررسی

ترین محیط ای تراریخت دست یافت. از معمولجدایه

های مورد استفاده در تولید اسپور قارچ کشت

Fusarium کشت  یهاطیمحتوان به  میSNA ،CLA ،

PDA وYEPD  کرد اشاره (Moradi et al., 2012.)  در

از  PDAو  SNA ،CLAکشت سه محیط این پژوهش، 

با  SNAنظر تولید اسپور با یکدیگر مقایسه شدند که 

ای که در ایجاد اسپور توجه به نتایج قابل ملاحظه

 .شد مراحل نیز استفاده دیگرحاصل کرد برای 

کننده در  تعیین عاملسن میسلیوم به عنوان یک 

د و در صورت استفاده از دارپروتوپلاست اهمیت  ۀتهی

به های جوان، تعداد پروتوپلاست بیشتری میسیلیوم

آمده در این  دست بر اساس نتایج به د.آمخواهد  دست

سوسپانسیون اسپور در نگهداری بهترین زمان  تحقیق،

ساعت ارزیابی  16پلاست، پروتو ۀمحیط کشت تهی

ن مختلف با بررسی است که محقق این در حالی شد.

ها در آزادسازی پروتوپلاست به سن میسلیوم تأثیر

که در قارچ  یطور بهنتایج مختلفی رسیدند، 

Trichoderma reesei   وConidiobolus lampaugs 

 20هایی با سن بیشترین پروتوپلاست در میسلیوم

 & Picataggio et al., 1983; Ishikawaساعت )

Oishi, 1985 و در قارچ )Penicillium crysogenum 

 مدندآساعت، به دست  15هایی با سن مدر میسلیو

(Anne et al., 1974.) آمده روی  عمل طبق تحقیقات به

هایی با سن ها، استفاده از میسلیومبسیاری از قارچ

 ةساعت، به علت ضخامت بیشتر دیوار 20بیش از 

های سلولی و در نتیجه مقامت بالاتر در برابر آنزیم

لیزکننده، کاهش چشمگیری در ایجاد پروتوپلاست 

  (.Peberdy, 1987خواهد داشت )

در  Novozyme (Glucanex)کمپلکس آنزیمی 

های مختلفی شامل تهیۀ پروتوپلاست قارچ

Zygomycotina ،Ascomycota  وBasidiomycota  و

 ,.Kitamoto et alتفاده شده است )های ناقص اسقارچ

(. در مورد تأثیر زمان در معرض آنزیم قرار 1987

های جوان در میزان آزادسازی گرفتن میسلیوم

هایی صورت گرفته است  پروتوپلاست نیز بررسی

 Phytophthoraکه این زمان برای قارچ  طوری به

parasitica های  یک ساعت، در قارچAspergilus 

nidulans ،Penicillium chrysogenum  و

Acremonium chrysogenum  دو تا سه ساعت، در

پنج ساعت و در قارچ  Mycrosporum gypseumقارچ 

Phialophora cinerescens  شش ساعت است

(Hamlyn et al., 1981; Hebraud & Fevre, 1988; 

Chadegani et al., 1989 ساعت  5(. در این تحقیق زمان

معرض قرارگیری آنزیم در ایجاد بهترین زمان در 

 تعیین شد. F. oxysporumپروتوپلاست برای قارچ 

زنی اسپور استفاده  برای جوانه  YEPDمحیط همچنین

های کشت پیشنهادی دیگر نظیر محیط شد که از

Littman Oxgall تر بود ساده (Watson et al., 2008). 

به  قادر ی زندههاتنها پروتوپلاستبا توجه به اینکه 

 ، تعداداز آن هستند پسو رشد   DNAدریافت

 های زنده نیز عامل بسیار مهمی درپروتوپلاست

بر سن میسلیوم،  افزون موفقیت تراریختی قارچ است.

کننده نیز عامل مهی در ایجاد و  نوع و غلظت تثبیت

. نوع و غلظت استهای قارچی مانی پروتوپلاستزنده

اشد که غشا پروتوپلاست ای بکننده باید به گونه تثبیت

های اسمزی حفظ کرده و به زنده )تکانه( را از شوک

(. Scheng-Ming & Li, 1994) ماندن آن کمک کند

های مختلفی برای تولید پروتوپلاست از کننده تثبیت

 تأثیرولی لازم است  ،های قارچی وجود دارندسلول

قارچی بررسی شود و  ۀها برای هر گونهریک از آن

کننده مشخص شود. در  ن نوع و غلطت تثبیتبهتری

نمکی  ةکنند تحقیق از سه گروه تثبیتاین 

های قندی استفاده شد. غیرارگانیک، قندی و الکل

نمکی، ساکارز  ةکنند عنوان تثبیتبه KClبدین منظور 

عنوان یک قندی و سوربیتول به  ةکنند به عنوان تثبیت

تحقیق کلرید  الکل قندی انتخاب شد. بنا بر نتایج این

کنندة اسمزی برای این  عنوان بهترین تثبیت پتاسیم به

های شود که با نتایج بررسیگونۀ قارچی معرفی می
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های قارچی تطابق دیگر محققان روی بسیاری از گونه

 ;Balasubramanian & Lalithakumari, 2008دارد )

Kari-dolatabad, 2016.)  طبق نتایج تحقیقات قبلی

های نمکی برای کننده تثبیت دهد،یکه نشان م

تحقیق نیز این  ، نتایجترندای مناسبهای ریسهقارچ

عنوان بهترین به KClکند. یید میأاین امر را ت

های قارچ کننده در تولید و باززایی پروتوپلاست تثبیت

P. chrysrrgenum  وM. gypesum  معرفی شده است

(Peberdy et al., 1976; Smith et al., 1985 .) با

های مرده کاملاً رنگ آمیزی تریپان بلو، پروتوپلاست رنگ

های زنده  که رنگ به داخل پروتوپلاست حالی در ،گیرند می

کند. با بررسی نتایج مشخص شد که نمی نفوذ

ساعت بیشترین مقدار  16عمر  هایی با میسلیوم

 درصد 90کنند که از این تعداد، را تولید می پروتوپلاست

  است. بالایی مانیزنده ه هستند که مقدارزند

مختلف  های بررسیدر  آمده دست بهنتایج متفاوت 

روی میزان  مؤثرمختلف  های عاملشده روی  انجام

تولید پروتوپلاست، خود بیانگر اهمیت در دسترس 

تولید پروتوپلاست به  ۀو روش بهین  بودن یک شرایط

 .  استصورت جداگانه برای هر قارچ 
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