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. کوتین گیاهان از دکوتین را داراسترهاي کوچک مانند توانایی هیدرولیز انواع استرها و پلیآنزیم کوتیناز جزء خانوادة آنزیمی سرین هیدرولازها بوده که . چکیده

زاي گیاهی  قادر به تجزیۀ آن هاي بیماريتنها باکتريپوکسی اسید چرب تشکیل شده است که در مقابل آب نفوذناپذیر است و استري هیدروکسی و اترکیبات پلی

 Golden Delicious apple 'Malus) ، سیب زرد('Cucumis sativus-' C. sativus) هاي خیارمیوهمنظور شناسایی این مقاومت، در ابتدا بههستند. 

domestica') ، ) سیب قرمزRed Delicious apple 'Malus domestica'' و گوجه فرنگی ((Solanum lycopersicum Mill. Commun ' S. 

lycopersicum') سپس، با استفاده از محیط کشتی ها مقایسه شد. و میزان آن در این میوهکوتین استخراج روش کلرفرم متانول، ها به تهیه و از پوست این میوه

 PCRاستخراج شد و واکنش  DNAهاي غربال شده، هاي تولیدکنندة آنزیم انجام شد. از نمونهحاوي کوتین و سنجش فعالیت آنزیمی، جداسازي سویهاختصاصی 

ا در ژن بانک انجام هها انجام گرفت. در ادامۀ مطالعات بیوانفورماتیک، شناسایی و ثبت نمونهجهت شناسایی نمونه 16s DNAکمک پرایمرهاي یونیورسال براساس به

تر است. همچنین، شش سویۀ تولیدکنندة ها مقاومشده در سیب بیشتر است و احتمالاً سیب درمقابل آفات و بیماريداد که درصد کوتین استخراجشد. نتایج نشان می

صی حاوي کوتین جداسازي و توالی کدکنندة ناحیۀ کمک بررسی فعالیت آنزیمی و محیط کشت اختصابه Enterobacterو  Klebsiellaآنزیم کوتیناز از جنس  

16s DNA ها در ژن بانک ثبت شد.این باکتري 

 16s DNA، بوتیراتپارا نیتروفنل کوتین، سنجش فعالیت، بیوانفورماتیک،  هاي کلیدي.واژه
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Abstract. Cutinase belongs to the family of serine hydrolases which are capable of hydrolysis of esters and small 
polyester such as cutin. The cutin of plants is composed of hydroxy and epoxy fatty acids and is substantially imperm-
eable to water and only the plant pathogenic bacteria are capable of degrading it. Initially, in order to identify the extent 
of cutin in cucumber (Cucumis sativus' C. sativus'), golden apples (Golden Delicious apple 'Malus domestica'), red ap-
ples (Red Delicious apple 'Malus domestica'') and tomatoes (Solanum lycopersicum Mill. Commun ' S. lycopersicum'), 
their fruits were obtained. Cutin was extracted from the fruit skin of each studied specimen and compared by chloro-
form-methanol method. Then, isolation of enzyme-producing strains was performed by the use of the specific medium 
containing cutin and enzyme activity assay. DNA of the specimens was extracted, and PCR were performed with univ-
ersal primers for 16s DNA. The remainder was devoted to bioinformatic analysis, identification and registration of 
samples in the gene bank. The results showed that the percentage of extracted cutin in red apple was more than other 
samples and as a result, red apple are expected to be more resistant against diseases and pests. Also, six cutinase-prod-
ucer strains of Klebsiella and Enterobacter were isolated with the help of enzyme activity and special culture medium 
containing cutin, and their 16s DNA region coding sequences were recorded in the GenBank. 
Keywords. cutin, activity assay, bioinformatics, PNPB, 16s DNA  

 
 

  مقدمه

استري کوتین در بیشتر گیاهان وجود دارد و داراي ترکیبات پلی

 ,.Carvalho et al( است اسید چربهیدروکسی و اپوکسی 

استر بسیار هیدروفوب غیر محلول در آب کوتین یک پلی. )1998

که در ساختار  است اسید چربا هیدروکسی و از مشتقات گام

کوتین گیاهان . )Heredia, 2003(کوتیکول گیاهان وجود دارد 

 اسید چربسی و اپوکسیاستري هیدروکعالی از ترکیبات پلی

 اندتوسط باندهاي استري پیوند یافته غالباًتشکیل شده که 

)Martin & Juniper, 1970( . اسیدهاي چرب کوتین معمولاn-

c16  وn-c18  ند. دارو یک تا سه گروه هیدروکسیل هستند

تنها منبع مثابۀ ها روي مواد پلیمري بهبسیاري از میکروارگانیسم

. )LIN & Kolattukudy, 1980( کنندکربن خود رشد می

از منابع مختلف و  کندمیکوتین را تجزیه  ،آنزیم کوتیناز

 طور عمده قارچو به )Kolattukudy et al., 1981(باکتریایی 
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)Dantzig et al., 1986( در کوتین . شودتخلیص و جدا می

- ایفا مینقشی کلیدي زا عوامل بیماري دربرابراز گیاهان  حفاظت

یند آلودگی بافت گیاهی اآنزیمی آن اولین گام در فرتجزیۀ کند و 

ها، مقاومت خصوص میوههمیزان بالاي کوتین در گیاهان و باست. 

ناسایی و به ش آوردمیبیشتري دربرابر آفات میکروبی فراهم 

 ,.Saladié et al( کندها دربرابر آفات کمک میحساسیت میوه

ها استفاده از پلیمرهاي گیاهی توسط میکروارگانیسم .)2007

ترین آنها ه مهمهاي هیدرولازي است کمستلزم ترشح آنزیم

-میهمچنین کوتیناز کند. که کوتین را تجزیه میکوتیناز است 

که چرا ؛عنوان رابط بین استرازها و لیپازها مطرح شودتواند به

ي امولوسیون را هااسیل گلیسرولو تريمؤثر استرهاي محلول 

-ترین شاخصهاز مهم .)Lopes et al., 2011( دکنمیهیدرولیز 

استرهاي و پلیهاي این آنزیم توانایی هیدرولیز انواع استرها 

پلیمرها، سنتز تواند در براین کوتیناز میعلاوه. استکوچک 

محصولات محافظت شخصی، دارو و مواد  ،هاسورفاکتانت

 Murphy( شیمیایی شامل یک یا چند مرکز کایرال استفاده شود

et al., 1996(. هاها و روغنترانس استریفیکاسیون چربی 

)stereo( بهتوان ها را میهاي انتخابی الکلیا استریفیکاسیون-

آنزیم  .)Shah et al., 2003( ورددست آهبکمک آنزیم کوتیناز 

هاي آبی یا در محیط مؤثریک کاتالیست همچنین کوتیناز 

طیف نقش مهم کوتین در گیاهان و با توجه به  ارگانیک است.

و قابلیت تجزیه و سنتز انواع کوتیناز وسیع عملکردي آنزیم 

هاي شناسایی سویهکوتین گیاهان و مطالعۀ ، استريترکیبات پلی

اهمیت خاصی برخوردار است.  از کوتیناز آنزیم ةبومی تولیدکنند

فرنگی، خیار، گوجههاي کوتین میوه ،در این مطالعه ،منظوربدین

-در ادامه، نمونهشد. استخراج و مقایسه قرمز سیب زرد وسیب

هاي برداري از پوست میوه، خاك باغچه، خاك سطح برگ، میوه

هاي از نمونه .کمپوست انجام گرفتمشکوك به آلودگی و ورمی

کمک محیط کشت اختصاصی حاوي کوتین و شده بهآوريجمع

آنزیم تولیدکنندة باکتریایی  هايسویه ،سنجش فعالیت آنزیمی

با استفاده از  این شش سویه ۀ. شناسایی اولیندشدکوتیناز جدا 

 تحلیل کمکبه و  PCRواکنش ژنومی و انجام  DNAاستخراج 

 تحلیل در انتها .نجام شدا 16sDNA ناحیه یابی ژنتوالی

هاي کمک پایگاهبهآمده دستهاي بهبیوانفورماتیکی توالی نمونه

هاي توالیاي، رسم درخت فیلوژنتیکی و ثبت محاسبه –اطلاعاتی

  انجام شد. در ژن بانک

  

 هامواد و روش

  استخراج کوتین

 ۀآنــزیم کوتینــاز، تهیــکننــدة تولیــدهــاي شناسایی گونه منظوربه 

و نیــاز بــه کوتین دسترس ه در. باتوجه بستا لازم سوبستراي کوتین

-منظــور میــوهایــن. بهشدها تهیه میوهنظر از آن، کوتین موردمطالعۀ 

شــدند.  تهیــه خیــار ســبزفرنگــی و زرد، گوجهقرمز، سیبهاي سیب

و بعد  شدهها جدا پوست میوه .دندششو داده و وزن وها شستمیوه

گــرم اگزالیــک  2الات (هــا، در بــافر اگــزکردن پوست میوهاز وزن

 4لیتــر آب) بــه مــدت میلــی 500گرم آمونیــوم اگــزالات،  8اسید، 

هــا میــوه پوســت .جــدا شــوند ها کــاملاًساعت جوشانده شد تا پالپ

وزن  شــد. ســپس، آنهــا را شــو دادهومقطر شستده و با آبفیلتر ش

. پــودر شــدگراد خشک و آســیاب درجۀ سانتی 40کرده و در آون 

و ریختــه  1بــه  2لول کلرفرم متانول به نســبته را در محآمددستهب

 آمــدهدســتهببه محلول  ،سپس. شدشیک ساعت  24تا  12مدت به

 دقیقه سانتریفیوژ شــد. 15مدت و به 12000با دور و  شد آب اضافه

دور ریختــه  شود که  فازهاي روییسه فاز در این حالت تشکیل می

درجــۀ  80در آون  و شــد پتــري ریختــهفــاز زیــري درون  شــود.مــی

 آمــده همــان کــوتین اســتدســته. پــودر بــشدگراد خشک سانتی

)Gerard et al., 1993(.  

تولیدکنندة هاي گري و جداسازي گونهبرداري، غربالنمونه

  آنزیم کوتیناز 

هــا برداري در شهر کرمان و ماهان انجام گرفت. ایــن نمونــهنمونه

هــاي در حــال از پوست میوه و خــاك باغچــه (مرطــوب و از بــرگ

هــاي مشــکوك بــه معمولی خاك سطح برگ یا میوهنمونۀ تجزیه) 

آوري شــدند. بعــد از کمپوست جمعمیباکتري و ورتودة آلودگی 

گــري منظور غربالبه برداري اولیه، از محیط کشت اختصاصینمونه

آنزیم کوتینــاز اســتفاده شــد. در  ةهاي تولیدکنندو جداسازي نمونه

اســـتفادة ایـــن محـــیط کشـــت کـــوتین تنهـــا منبـــع کـــربن بـــراي 

 هــایی در ایــن محــیطمیکروارگانیسمو تنها  استها میکروارگانیسم

کــوتین باشــند. ایــن محــیط کشــت تجزیۀ کنند که قادر به رشد می

گــرم آهــن 03/0کلرید، گرم سدیم 03/0: بود ذیلحاوي ترکیبات 

 01/0کلریــد، گــرم آمونیــوم 5/0کلریــد، گرم پتاســیم03/0نیترات، 

 02/0هیــدروژن فســفات، ديگرم پتاســیم 06/0سولفات، گرم آهن
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 شــدندلیتــرآب حــل میلــی 100ســولفات. ایــن مــواد در گرم منیزیم

گرم کوتین اضــافه و  4/0رسانده و به آن  2/7محیط  به  pH ،سپس

فالکون در هرکدام  9در  ،سپس. )Liu et al., 2009( اتوکلاو شد

از خــاك  و شــد لیتــر از محــیط کشــت اختصاصــی ریختــهمیلی 10

 ۀناحیــ )،درخت تــوت (پايخاك باغچه  خاك کمپوست، باغچه،

زرد، پوســت پوســت ســیب ةآلــودناحیۀ قرمز، از سیب پوستآلودة 

 ةپوســت آلــود زرد ووده، پوست آلوده به میکروب ســیبآلگوجۀ 

 ۀهــم نمونــ داده شــد. یــک محــیط کشــت در آنها کشــت زردسیب

انکوبــاتور  روز در شــیکر 5تــا  3هــا نمونه ،شاهد قرار گرفت. سپس

 ,.Gerard et al)قــرار داده شــدند rpm  150ودرجه  30با دماي 

1993; Trail & Köller, 1993).  نمونــهاولیــۀ بعد از رشدکردن

هاي محیط کشت جامد اختصاصــی گري آنها روي پلیتها، غربال

گــرم  5/3(حــاوي ترکیبــات محــیط کشــت اختصاصــی بــه همــراه  

هــاي دلیل رشــد نمونــه. بهدرجه انجام شد 30آگار) و در انکوباتور 

هــاي محــیط روي پلیتهاي رشدکرده کلنیثانویۀ کشت مختلف، 

هــاي رشــدکرده انجام گرفت. از این نمونــهکشت جامد اختصاصی 

  . در مراحل بعد استفاده شد

  سنجش فعالیت آنزیمی

کشــت داده  ي جــدا شــدههــابراي سنجش فعالیت آنــزیم، نمونــه

 1دو بــافر  ســپس،. شــدندفیوژ و بعــد از رشــد کــردن ســانتری ندشــد

میلی  5در  X100 تریتونمیکرولیتر 5/2و   4PO2KHگرم   017/0(

ـــافر  ـــر آب)  و ب ـــر 5/2و    4PO2KHگـــرم  017/0( 2لیت میکرولیت

تهیــه  لیتــر آب)میلــی 5در PNPB میکرولیتــر   8و   X100تریتون 

و  2میکرولیتــر بــافر  100، 1 میکرولیتــر بــافر 700. در یک ویال شد

موجــود در محــیط مــایع ســانتریفیوژ شــده نمونــۀ میکرولیتر از  200

میــزان  تــأخیر،ســاعت نمونــه، نــیمتهیۀ . بعد از ریخته شدقبل مرحلۀ 

 ةدهنــدهــاي داراي جــذب، نشــان. نمونــهها خوانده شدجذب نمونه

آنزیمــی از طریــق معــادلات  ،درنهایــت. استکوتیناز آنزیم وجود 

. ضریب خاموشی پــارا نیتروفنــل شد محاسبه میزان فعالیت هر آنزیم

جهــت  A=Ɛbcبــود و فرمــول  cm1-18000 M= 405 ε-1 برابر بــا

 Calado et( آنزیم مورد استفاده قرار گرفت میزان فعالیتمحاسبۀ 

al., 2002(.   

  ژنومی 16sDNA ها براساسشناسایی نمونه

 DNAبــا اســتفاده از کیــت اســتخراج ، 16sDNA تحلیلجهت    

 ةهــاي تولیدکننــداز ســویهو  جنــوبیکــرة کشــور  Bioneerشرکت 

عــدد بــا دو  PCR فرایند استخراج شد. عمل DNA ،کوتیناز آنزیم

  8F(AGAGTTTGATCCTGGCTCAG)پرایمــــــــــــــــر

انجــام   1541R- (AAGGAGGTGATCCAGCCGGA)و

کار رفــت و هعنوان الگو ببه ng/µl 50 ژنومی با غلظت DNAشد. 

-رشته: دماي مرحلۀ تکانجام گرفتبه این صورت  PCRواکنش 

 35دقیقــه و بــراي یــک چرخــه،  5درجه به مــدت  94شدن اولیه اي

دقیقــه، دمــاي  1درجه به مدت  94چرخه بعدي دماي دناتوره شدن 

 2درجه به مــدت  72دقیقه و دماي سنتز  1درجه به مدت  54اتصال 

بانــد مــورد نظــر بــر روي ژل در محصــولات دقیقه بود. در نهایــت، 

PCR یــابی ارســال شــده و جهــت تــوالیدر دستگاه ژل داك بریده

  شد.

  هاتحلیل و ثبت توالی

هــاي حاصــل از هــا، تــوالیمنظور تحلیل بیوانفورمــاتیکی نمونــهبه   

ــــه در  ــــوالی شــــش نمون اي داده-پایگــــاه محاســــباتیتعیــــین ت

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi  بلاست شد و نــام

هــاي تولیدکننــدة آنــزیم کوتینــاز مشــخص شــد. علمی جنس نمونه

افزار کمک نرمها، ابتدا نتایج تعیین توالی بهسپس، جهت ثبت نمونه

FinchTV 1.4.3  تحت آنالیز قرار گرفتنــد. نــواحی داراي طیــف

ــاه  ــده و در پایگ ــاب ش ــاس مناســب انتخ ــانی  NCBIکروم ــه نش ب

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi ـــه ـــل تجزی وتحلی

در ژن  sequinافــزار کمــک نــرمهاي نهایی بــهشدند. سپس، توالی

 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/home/su  بانک به نشــانی

bmit.shtml  ــوالی در پایگــاه ــۀ ایــن شــش ت ثبــت شــدند. در ادام

 http://www.genome.jp/tools-bin/clustalwاي محاســـــبه

ــالیز قــرار گرفتنــد کــه میــز ــه Scoreان تحــت آن هــا درمقابــل نمون

ایــن شــش  شــود. همچنــین، تــوالیهمدیگر و طول توالی تعیین مــی

 /http://www.ebi.ac.uk/Toolsاي  نمونــه در پایگــاه محاســبه

msa/mview/  تحلیل شده و میزانIdentities   بــا طــول بلاســت

   ها تعیین شد.توالی نمونه consensusن شده و همچنی

  نتایج

  هاي مختلفبررسی میزان کوتین در میوه

-هــا، میــوهمنظور تهیۀ کوتین و بررسی فعالیت کوتینازي نمونــهبه   

زرد تهیــه قرمــز، ســیبهاي سیبفرنگی، خیارسبز و میوهگوجه هاي

 ندنجوشــاشد و میزان کوتین آنها تحت مطالعه قرار گرفت. بعد از 

  -شکل بهخمیري ايها در بافر اگزالات مادههاي این میوهپوست
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متانول -شده و با روش کلروفرمو آسیابکه خشک آید دست می

-، میزان وزن میوه1. در جدول م کوتین شداستخراج کوتین انجا

از جوشاندن، وزن هاي اولیه، وزن پوست میوه، وزن پوست پس

نهایی، بازده و در نهایت رنگ  پوست آسیاب شده، وزن کوتین

زرد و قرمز گزارش فرنگی، خیار، سیبترتیب در گوجهکوتین به

هاي مختلف، بازده و رنگ ، میانگین وزن2در جدول شده است. 

جدول تجزیۀ  کوتین نهایی این چهار میوه گزارش شده است.

ها در ها نشان داد که بین میوهواریانس وزن کوتین نهایی بین میوه

داري از لحاظ صفت وزن درصد اختلاف معنی 1سطح احتمال 

دار شدن تیمارها در بنابراین، با معنی کوتین نهایی وجود دارد،

درصد براي صفت وزن کوتین نهایی مقایسۀ  1سطح احتمال 

درصد انجام  1ها به روش دانکن در سطح احتمال میانگین داده

) که 3نشان داد (جدول  روش دانکنها بهشد. مقایسۀ میانگین داده

فرنگی داراي کمترین میزان کوتین به ترتیب خیارسبز و گوجه

قرمز داراي بیشترین میانگین کوتین هستند. سیب 12/0و  27/0

ها داشت، سیب داري با دیگر میوه) است که اختلاف معنی94/0(

نتایج نشان داد که در هر  بود. 5/0زرد نیز داراي میانگین کوتین 

فرنگی به زرد، خیارسبز و گوجهقرمز، سیبوست سیبگرم پ

گرم کوتین وجود دارد که میلی75/1و  29/1، 28/4،  7/8ترتیب 

 زردزرد و سیبقرمز بیشتر از سیبدر نتیجه درصد کوتین سیب

طور بیشتر از خیارسبز و خیارسبز بیشتر از گوجه فرنگی است و به

زرد، گوجه و ل سیبقرمز درمقابخلاصه، درصد کوتین در سیب

 خیارسبز بیشتر است. 

  ها و سنجش فعالیت آنزیمیجداسازي سویه

هــاي داراي فعالیــت بعد از تهیۀ کوتین، مرحلۀ بعد مطالعــۀ ســویه   

بــرداري انجــام منظور از نواحی مختلف نمونهاینکوتینازي است. به

تمــام  هاي اولیه جدا شــد.سویه از نمونه 6شد و بعد از مطالعۀ اولیه، 

خوبی رشــد کردنــد و هاي جداشده روي محیط اختصاصی بهسویه

ها نشان داد کــه شــکل تشکیل کلنی دادند. مطالعۀ اولیۀ شکل کلنی

بــراي ســنجش هــا اســت. شده مشــابۀ کلنــی بــاکتريهاي جداکلنی

ها در محیط کشتی کــه کــوتین تنهــا منبــع فعالیت آنزیم، ابتدا نمونه

ها است کشــت داده شــدند. روارگانیسمکربن آن براي استفادة میک

کنــیم. از را تهیــه مــی Blankدر یک ویال نمونــه و در یــک ویــال 

بــه  PNPBلحظۀ صفر افزایش جذب بــه دلیــل  تجزیــۀ سوبســتراي 

بار میزان فعالیت آنزیم بررســی شــد. ساعت، هر دقیقه یکمدت نیم

درنهایت، از طریق معــادلات آنزیمــی میــزان فعالیــت هــر آنــزیم 

کمک ضــریب خاموشــی پــارا نیتروفنــل و از فرمــول اسبه شد. بهمح

A=Ɛbc  4جهت محاسبۀ میزان فعالیت آنزیم استفاده شد (جدول.( 

 ۀداراي بیشترین فعالیت کوتینازي و نمون 4نتایج نشان داد که نمونۀ 

  داراي کمترین میزان فعالیت کوتینازي است.  3

ا استفاده از تحلیل ها بجداسازي شناسایی و توالی یابی سویه

   16S rDNAیابی ژن  توالی

-سویه DNAکمک مطالعات ژنتیکی، منظور شناسایی گونه بهبه   

با دو   PCRاستخراج شد. عمل  DNAها با استفاده از روش کیت 

منظــور تأییــد تکثیــر بانــد انجام شد. سپس، به 1541Rو   8Fپرایمر 

صــد بــرده شــد در 1روي ژل آگــارز  PCRمورد نظر، محصولات 

ســپس، بانــد مــورد نظــر از روي ژل اســتخراج و جهــت  .)1(شکل 

 16s rDNAها با اســتفاده از روش یابی ارسال شد. همۀ سویهتوالی

شناسایی شدند و با توجه به تحلیل مولکــولی، پــنج ســویه از جــنس 

Klebsiella  و یــک ســویه از جــنس Enterobacter  شناســایی

، KT692943هــاي دسترســی ا  و شــمارههها با نامشدند. این سویه

KT795107 ، KT795108 ،KT795109  وKP893565  در

-همچنــین، بــه ).5به ثبت رسیدند (جدول  NCBIپایگاه اطلاعاتی 

 http://www.genomeاي کمـــک پایگـــاه اطلاعـــاتی محاســـبه

.jp/tools-bin/clustalw  شدند کــه نتــایج این شش توالی تحلیل

ــدول  ــل در ج ــت. 6آن تحلی ــده اس ــزارش ش ــط  گ ــین، رواب همچن

فیلوژنتیکی این شش توالی براساس این پایگاه نیز تحلیل شد که در 

همچنــین در پایگــاه  هــاایــن تــوالینشــان داده شــده اســت.  2شکل 

 http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/mviewمحاســــــــباتی 

دلیل زیادبودن حجم تحلیل در اینجا هدف تحلیل قرار گرفت که به

ها گزارش شده است (شکل ها بخش انتهایی توالیتنها نتایج تحلیل

3 .(  

 

  بحث

دهد. کوتین جزء ساختاري کوتیکول گیاهان عالی را تشکیل می   

کنــد. جــاد مــیهــا ســدهایی ایها و قارچکوتین دربرابر نفوذ باکتري

کننــد، ماننــد چمــن حتی گیاهان عالی که در زیر آب زنــدگی مــی

ــوع  ــان ن ــه از هم ــتند ک ــوتین هس ــا داراي ک ــترا مارین ــا، زئوس دری

 انــدشود تشــکیل شــدهمونومرهایی که در گیاهان خشکی یافت می

)Kolattukudy, 2005(.  
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فرنگی، خیار، گوجههاي در میوه و رنگ کوتین میزان میوه، وزن پوست میوه، وزن پوست پس از جوشاندن، وزن پوست آسیاب شده، وزن کوتین نهایی - 1جدول 

 سیب زرد و قرمز.

Table 1.  The amount of fruits, peel weight, peel weight after boiling, peel powder weight, the weight of the final 
cutin and color of cutin in tomato, cucumber, yellow and red apple fruits. 

 
وزن   

  میوه

وزن پوست 

 میوه (گرم)

وزن پوست پس از 

 جوشاندن (گرم)

وزن پوست 

 آسیابی (گرم)

وزن کوتین 

 نهایی (گرم)

رنگ  بازده 

  کوتین 

  سبز تیره  29/1  27/0  4/2  57/42  208  1 خیار سبز

  زرد  7/8  94/0  95/1  3/83  107  1  سیب قرمز

  زرد  28/4  5/0  2/2  3/43 115  1  سیب زرد

  قرمز  71/0  12/0  5/1  34/14  170  1  فرنگیگوجه

 
  

 .باشدبین تیمارها می %1. **بیانگر اختلاف معنی دار در سطح احتمال هاتجزیه واریانس وزن کوتین نهایی بین میوه - 2جدول 

Table 2. Variance analysis between the weights of the final cutin of fruits. ** Represents the difference between 
treatments is statistically significant at 1%. 

 
میانگین   درجه آزادي  منابع تغییرات

  مربعات

F  

  **59/27  38/0  3 تیمار

    006/0  8  خطا

      11  کل

. 

 .براي صفت وزن کوتین نهایی %1به روش دانکن در سطح احتمال  هادادهمقایسه میانگین  - 3 جدول

Table 3. Comparison of the data average by Duncan method at probability level of 1% for the final cutin weight. 

 

  میانگین  تیمار

 0/12c  فرنگیگوجه

 0/27c  خیارسبز

 0/5b  سیب زرد

 0/94a  سیب قرمز

  

  
 هاي غربالگري شده.فعالیت کوتینازي نمونه - 4جدول 

Table 4. Cutinase activity of screened samples. 
 

  میزان فعالیت نمونه

)µmol/min/mL(  

1  2  

2  4/3  

3  1  

4  8/3  

5  6/3  

6  6/1  

42/42 
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 16S rDNA.ژل الکتروفورز با پرایمرهاي  - 1شکل 

Fig. 1. Gel electrophoresis with 16S rDNA primers. 

   

طــور کــه همــانکنــد. مــی ضخامت کوتین با تغییر محیط نیــز تغییــر

هــا بــه تهیــۀ نمونــهکوتینــازي  فعالیــت منظــور بررســیاشاره شد، بــه

سوبستراي کوتین نیاز است. براي بررسی ایــن ســویه هــا بــه محــیط 

کشــتی نیــاز اســت کــه کــوتین تنهــا منبــع کــربن آن بــراي اســتفادة 

-فرنگــی، ســیبهاي گوجهمنظور میوهاینها باشد. بهمیکروارگانیزم

کــه درصــد دهد . نتایج نشان میزرد و خیارسبز تهیه شدقرمز، سیب

بیشتر از خیارسبز و  زردزرد و سیبکوتین سیب قرمز بیشتر از سیب

  فرنگی است.خیارسبز بیشتر از گوجه

زرد، قرمز درمقابل سیبطور خلاصه، درصد کوتین در سیببه   

طور که قبلاً نیز در منابع گوجه و خیارسبز بیشتر است. همان

ا در هر گرم پوست سیب قرمز بالاترین بازده رگزارش شده است، 

اي دیگر نیز که دربارة لعه. در مطا)Fett et al., 1992(میوه دارد 

اي، خیار و پرتقال انجام شد بیشترین میزان سب فوجی، انبۀ قهوه

 ,Macedo & Pio(استخراج کوتین در سیب مشاهده شد 

ها و قرمز درمقابل بیماريرسد که سیبنظر میدرنتیجه به.  )2005

زرد است. میزان  تر از خیارسبز و گوجه و سیبآفات بسیار مقاوم

دهندة حساسیت زیاد آن دربرابر فرنگی نشانپایین کوتین در گوجه

رسد نظر میهاي باکتریایی و نیاز به مراقبت بیشتر است. بهآلودگی

 فرنگیژنتیکی و افزایش میزان کوتین در گوجه کمک تغییراتبه

هاي باکتریایی و توان میزان پایداري آن را دربرابر عفونتمی

قارچی افزایش داد. بعد از استخراج، کوتین سیب یک پودرخشک 

صورت امولسیون بود و هاي دیگر بهکه کوتین میوهبود، درحالی

. در بقیۀ موارد، شود که استفاده از آنها سخت شوداین باعث می

شده با کوتین احتمالاً موجب تشکیل امولسیون چربی استخراج

شود؛ بنابراین، کوتین سیب به دلیل بیشترین بازده و پودر می

   .حاصل بهترین گزینه براي مطالعات است

-محیطی در جوامع امروزي، تجزیۀ زبالهیکی از مشکلات زیست   

یست است. از کوتیناز استري و پلاستیک در محیط زهاي پلی

-هاي پلیتوان براي از بین بردن زبالههمچون یک آنزیم سبز می

 & Leja(شدنی در طبیعت استفاده کرد استرهاي تجزیه

Lewandowicz, 2010(هاي بومی . امروزه، شناسایی سویه

اي در مباحث علمی و هاي صنعتی از اهمیت ویژهتولیدکنندة آنزیم

خودکفایی ملی برخوردار است و آنزیم کوتیناز از جملۀ این 

کنندة آنزیم هاي تولیدهاي صنعتی است. در بررسی نمونهآنزیم

 ن تنها منبع کربن آنکوتیناز از محیط کشتی استفاده شد که کوتی

شده در آوريهاي جمعها بود. نمونهبراي استفادة میکروارگانیزم

این محیط کشت اختصاصی کشت داده شدند و سپس، در محیط 

کشت مایع درون تلقیح داده شدند. سنجش فعالیت آنزیم کوتیناز 

وسیلۀ سوبستراي اختصاصی کمک دستگاه اسپکتوفوتومتري و بهبه

ول بوتیرات انجام شد. نتایج این سنجش نشان داد که پارانیتروفن

شش نمونه داراي فعالیت کوتینازي و قادر به تجزیۀ سوبستراي 

هایی اختصاصی کوتیناز هستند. البته، میزان این فعالیت تفاوت

تواند به سطح بیان آنزیم، پایداري آنزیم داشت که دلیل آن می

 هاي محیطی مربوط باشد.هاي ساختاري و فاکتورشده، تفاوتبیان

هاي همچنین، در مقایسه با دیگر مطالعات و درمقابل باکتري

  هايمونهن میزان فعالیت ،Fusarium oxysporumجداشده از 
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  .16sDNAرسم درخت فیلوژنیکی بر اساس توالی  - 2شکل 

Fig. 2. The phylogenetic tree based on the sequences of 16sDNA. 
Reference sequence (1): 1 
Identities normalised by aligned length. 
Colored by: identity + property. 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  .EBI اي آنالیز شش توالی در پایگاه محاسباتی داده - 3شکل 

Fig. 3. Sequence analysis in the EBI data-base. 

  

  

  

 .ژن بانکهاي ثبت شده در مشخصات توالی - 5جدول 

Table 5. Details of registered sequences in the GenBank. 

  

تعداد 

 نوکلئوتیدها

    گونه شناسایی شده  کد ثبت شده  بخش توالی شده  توضیحات

1440 No.8 .partial 

sequence 

16S ribosomal 
RNA gene, 

KP893565.1 Klebsiella sp.  1نمونه  

1372 MM3. partial 
sequence 

16S ribosomal 
RNA gene, 

KT795107.1 Klebsiella sp.  2نمونه  

1407 MM1. partial 
sequence 

16S ribosomal 
RNA gene,  

KT795108.1  Klebsiella sp.  3نمونه  

1430 No.1. partial 
sequence 

16S ribosomal 
RNA gene, 

KT692943.1  Enterobacter sp.  4نمونه  

1409  MM2. partial 
sequence 

16S ribosomal 
RNA gene, 

KT795109.1  Klebsiella sp.  5نمونه  

  6نمونه  .Klebsiella sp  در حال ثبت  در حال ثبت  در حال ثبت  
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  .نتایج آنالیز بیوانفورماتیکی شش توالی - 6جدول 

Table 6. Results of bioinformatics analysis of six sequences. 
 

There are 5 groups 
Start of Multiple Alignment 
 
Aligning... 
Group 1: Sequences:   2      
Score:26733 
Group 2: Sequences:   3      
Score:26686 
Group 3: Sequences:   4      
Score:25968 
Group 4: Sequences:   5      
Score:26525 
Group 5: Sequences:   6      
Score:26636 
Alignment Score 150303 
 
CLUSTAL-Alignment file created  
[clustalw.aln] 

 

Sequences (1:2) Aligned. Score: 99.344 
Sequences (1:3) Aligned. Score: 100 
Sequences (1:4) Aligned. Score: 98.951 
Sequences (1:5) Aligned. Score: 99.5032 
Sequences (1:6) Aligned. Score: 98.6806 
Sequences (2:3) Aligned. Score: 99.344 
Sequences (2:4) Aligned. Score: 98.7609 
Sequences (2:5) Aligned. Score: 99.1254 
Sequences (2:6) Aligned. Score: 98.688 
Sequences (3:4) Aligned. Score: 98.9339 
Sequences (3:5) Aligned. Score: 99.4314 
Sequences (3:6) Aligned. Score: 98.6496 
Sequences (4:5) Aligned. Score: 98.7225 
Sequences (4:6) Aligned. Score: 98.5315 
Sequences (5:6) Aligned. Score: 98.4386 
Guide tree file created:   [clustalw.dnd] 

CLUSTAL 2.1 Multiple 
Sequence Alignments 
 
 
Sequence type explicitly 
set to DNA 
Sequence format is 
Pearson 
Sequence 1: 1           1440 
bp 
Sequence 2: 2           1372 
bp 
Sequence 3: 3           1407 
bp 
Sequence 4: 4           1430 
bp 
Sequence 5: 5           1409 
bp 
Sequence 6: 6           1451 
bp 
Start of Pairwise 
alignments 
Aligning... 

  

 
جداشده در این پژوهش چندبرابر بوده است که این ویژگی در 

 مطالعات بعدي بسیار حائز اهمیت استگري و فرایند غربال

)Macedo & Pio, 2005(. منظور فهم دقیق این موضوع به

   .  است لازم آنمطالعۀ دن ژن آنزیم کوتیناز و کرکلون

هاي مختلفی استفاده شــد کــه از روش DNAمنظور استخراج به 

بهتر با کیت حاصل  DNA کیفیت و کمیتدرنهایت مشخص شد 

اســت و از نظــر فیزیکــی  CTABتر از روش جوشــاندن و ومطلوب

مــواد  ،بــراینشــود. عــلاوهمــی DNA کمتــر باعــث فرســودگی نیز

ن کــار بــا و در زمــان کوتــاه امکــااست مصرفی در این روش کمتر 

و آلــودگی در آزمایشــگاه نیــز کمتــر  ردهــاي انبــوه وجــود دانمونه

دهد که نشان می NCBIدر  16s rDNAتوالی  تحلیلخواهد بود. 

 و گونــه ها با باکتري از جــنسبیشترین میزان شباهت پنج تا از نمونه

Klebsiella oxytoca  و گونـــه یــک نمونـــه هــم از جــنسو 

Enterobacter cloacae  هــاي هرچنــد تــاکنون فعالیــت. اســت

عــات مــا لبرطبــق مطا ،گزارش شده است هازیادي براي این باکتري

گــزارش  هــاباکتريگونه از تاکنون وجود فعالیت کوتینازي در این 

را در کوتینــازي بــار وجــود فعالیــت نشــده اســت و مــا بــراي اولــین

  Enterobacter cloacaeو Klebsiella oxytoca هايباکتري

هــا این از آن جهت حائز اهمیت است که این باکتريایم. دادهنشان 

 آیند. هــر چنــدبومی بوده و جزء ذخایر ژنتیکی ایران به حساب می

هاي باکتريها با ، بیشترین شباهت نمونه16s rDNA تحلیلبرطبق 

Klebsiella oxytoca   وEnterobacter cloacae  اســت ،

 ضروري میکروبیولوژياي هآزمایش جهت تعیین نهایی جنس آنها

  . است

حاصــل  16s rDNAشــش تــوالی بررســی  ،این مطالعهادامۀ در 

متعلــق بــه  یلــوژنتیکی پــنج ســویهکه با رسم درخــت فدهد نشان می

ســویه متعلــق بــه  تنهــا یــکدر یــک دســته و   Kelebsiellaجنس 

 تحلیلاین . گیرندمیقرار  اي دیگردستهدر  Enterobacterجنس 

از یــک جــنس دیگــر  4نمونــۀ شــمارة ه دهد کنشان میخوبی نیز به

  است.

  

  اريزسپاسگ

از پژوهشگاه علوم و تکنولــوژي پیشــرفته و دانشــگاه تحصــیلات 

دن کــردلیــل فــراهم کرمــان بــه ۀتکمیلی صــنعتی و فنــاوري پیشــرفت

امکانات و حمایت مالی از این پژوهش کمال تشکر را داریــم. ایــن 

 6886/1هشی به شماره قــرارداد پژوهش از محل اعتبارات طرح پژو

 ه است.شدانجام 
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