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 موثرترین عامل بیوکنترل

  
  2، غلامرضا شریفی سیرچی1اعظم بهارلوئی

  

  ، دانشگاه شهید باهنر کرمانکشاورزي بیوتکنولوژي  بخشکارشناسی ارشد دانشجوي 1
  ، دانشگاه شهید باهنر کرمانرزيکشاو بیوتکنولوژي بخش استادیار  2

  30/09/1390: ، تاریخ پذیرش29/08/1389: تاریخ دریافت
  
  

  چکیده
 میزبانی دامنه که داراي استعوامل بیماري زاي خاك زي مهمترین  از یکیRhizoctonia solani  قارچ

خسارت قابل  ،ستهپه روي گیا  پوسیدگی ریشه و ساقه ومرگ گیاهچهبا ایجاد بیماري بسیار وسیعی بوده و 
علیه قارچ با هدف به دست آوردن یک آنتاگونیست مولد کیتیناز  .دوارد می سازاین محصول توجهی به 

 و باغی هاي زراعی خاكبا نمونه برداري ازکیتیناز هاي خاکزي مولد آنزیم غربالگري اکتینومیست  ،مذکور
 توانست 410استرپتومایسس  جدایه ،رد بررسیاز بین جدایه هاي مو . انجام شدچند منطقه در استان کرمان

در . قارچ هم در شرایط آزمایشگاهی و هم در شرایط گلخانه اي جلوگیري کنداین وثري از فعالیت به طور م
جداسازي و پس از  جفت باز 603طول ه  هاي اختصاصی، ژن کد کننده ي کیتیناز بآغازگربا طراحی  ادامه

نتایج نشان داد که این ژن . گردیدو خصوصیت یابی  تعیین توالی pTZ57R/T در وکتور همسانه سازي
تشابه زیادي پروتئین  این. می کند دالتون را کد 9/21636 اسید آمینه با وزن مولکولی 200پروتئینی به طول 

هاي گیاهی نقش اصلی را در ممانعت از رشد پاتوژنکه  گلیکوزیل هیدرولازها 19با کیتینازهاي خانواده را 
   .نشان داد، ارندد

  Rhizoctonia solani ،.Streptomyces کیتیناز،  کنترل بیولوژیک،پسته، : کلیديواژه هاي
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  مقدمه
زاي   مبارزه بیولوژیک با عوامل بیماري

هاي خاکزاد که بیشترین و ویژه پاتوژنه  ب،یگیاه
ي را به محصولات دبالاترین خسارات اقتصا

به عنوان یک  ،سازنددنیا وارد میدر کشاورزي 
هاي شیمیایی براي کنترل روش جایگزین روش

 .هاي مختلف گیاهی مورد توجه استبیماري
مهمترین یکی از Rhizoctonia solani  قارچ

 که داراي استعوامل بیماري زاي خاك زي 
با ایجاد بیماري  میزبانی بسیار وسیعی بوده و دامنه

 هروي گیا  پوسیدگی ریشه و ساقه ومرگ گیاهچه
این محصول وارد خسارت قابل توجهی به  پسته،

کنترل بیولوژیک  .(Elahinia, 1999) می سازد
 محصولات کشاورزي با برخیدر قارچ این 

انجام آنتاگونیست خاك زي عوامل استفاده از 
 & Rothrock et al., 1984; Chi)  استشده

Hanson, 1984; Sabaratnam & Traquir, 
2002; Sadeghi et al., 2006) .  این از جمله ي

که به می باشند ها ستینومیاکت آنتاگونیست ها،
علت دارا بودن ترکیبات بالقوه در ممانعت یا 

ها  به ویژه قارچ،هاي گیاهی متعددحذف پاتوژن
. اندها شناسایی شدههاي بیمارگر ریشهو باکتري

 ها که ين باکتری شاخص ايهایژگیاز جمله و
 يزا از عوامل خسارتبرخیآنها را جهت کنترل 

ناز یتیم کی مناسب نموده است، ترشح آنزیاهیگ
ه ی ها تجزين باکتری که اي به گونه ا؛ باشدیم

ن ی برگرداندن این و عامل اصلیتی کیکننده اصل
 عت هستندیه چرخه طبماده سخت ب

)Deshpande, 1986( .پلى  مرین پلیتیک
 از β-1, 4 با اتصالات ساکاریدى بدون شاخه

ب یترک که ن استیل گلوکز آمی است-N يواحدها
کول یها، کوتقارچ اکثر یواره سلولی دیاصل

 پوشش خارجى نماتدها و تخم و حشرات،
 ، سخت پوستانیز اسکلت خارجی و نآنهاکیست 

 دهد  تشکیل مىمیگو و فلس ماهی ها را
)Synowiecki & Al-Khateeb, 2003(. تعدادي 

 گونه هاي مختلف متعلق به کیتیناز هاياز ژن
Streptomyces،مانند  S. coelicolor )Saito et 

al., 1999( ،S. griseus) Ohno et al., 1996(و  
S. olivaceoviridis)  Blaak et al., 1993( 

هدف از .  اند و خصوصیت یابی شدهجداسازي
استفاده از اکتینومیست هاي  ،انجام این تحقیق

اي کرمان در هجدا شده از خاكکیتینولایتیک 
جدا شده از ، R. solani  قارچکنترل بیولوژیک

اهی و گلخانه اي بر در شرایط آزمایشگپسته 
و نیز جداسازي، ) Pistacia vera(پسته روي گیاه 

ژن کیتیناز از  و توالی یابی همسانه سازي
  .  می باشدموثرترین عامل بیوکنترل

  
  هامواد و روش

 و باغی هاي زراعینمونه برداري از خاك
. استان کرمان انجام شدسیرچ و ماهان مناطق 
 10- 5، 10-4، 10-3 متوالیهاي رقتبا تهیه سپس 

ها اکتینومیست  و کشت نمونه خاك،10-6و 
 .)Lee and Hwang, 2002(جداسازي شدند 

–محیط سنتزي کازئین ،هابراي رشد اکتینومیست

 Saadoun) استفاده شد) CGA( آگار –گلیسرول

& Gharaibeh, 2001)   . پس از تهیه کیتین
به منظور تعیین فعالیت ها اکتینومیستکلوئیدال، 
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 غربالگري محیط حداقل کیتین آگاردر کیتینازي 
خالص کشت . )Baharlouei et al., 2011 (شدند

هاي دانشکده کشاورزي قارچ از بخش بیماري
دانشگاه صنعتی اصفهان تهیه و روي محیط 

PDA1ه منظور تعیین توانایی ب . رشد داده شد
دست آمده در تولید ه جدایه هاي اکتینومیست ب

آزمون آنتی ماده ضد قارچی علیه قارچ مذکور، 
 انجام و بر اساس  Dual Cultureبه روشبیوگرام 

 جدایه هاي فعال 2قطر ناحیه ممانعت از رشد
 ,Shahidi Bonjar & karimi(ند شدانتخاب 

اده موثره در سپس جهت بررسی ماهیت م .)2004
 انجام آزمایش حساسیت به کلروفرمکنترل قارچ، 

- کشت جدایهو با ) Davelos et al., 2004(شد 

 و Casein Glycerin (CG)هاي فعال در محیط 
انجام آزمون زیستی در سه تکرار روي کشت 

 et(د شرسم چمنی قارچ، منحنی تولید ماده موثر 

al., 1991 Konishi.(  محیطعصاره گیري از با -

  و تهیه ماده خام ناخالصCGهاي کشت مایع 
)Baharlouei et al., 2011(،  حداقل غلظت

شرایط پایداري ماده مؤثر در ،  از رشدبازدارنده
دماي غیر فعال کننده ماده مؤثر  و آزمایشگاهی
 ,Shahidi Bonjar & karimi( بررسی شد

جهت تشخیص میزان قطبیت ماده مؤثر،  .)2004
متانول، (هاي آلی ه خام در حلالحلالیت عصار

طبق روش ) کلروفرم، استون، هگزان و آب مقطر
Mansouri et al ) 2001 ( تعیین. شدانجام 

 جدایه 4 و یا قارچ ایستایی3کشیفعالیت قارچ
                                                

1 Potato Dextrose Agar 
2 Inhibition Zone 
3 Fungicide 
4 Fungistatic 

 Shahidiاکتینومیستی در کنترل قارچ، طبق روش 

Bonjar & Karimi) 2004(بررسی گردید . 
از ا استفاده بها مورفولوژي سطح اسپور

 Lutz مدل 5میکروسکوپ الکترونی نوع اسکنینگ

100A با ولتاژ  KV20 انجام شد .  
در قالب طرح کاملاً  1388آزمایش در سال 

در گلخانه آزمایشی  ، تکرار8  و تیمار4تصادفی با 
 دانشکده کشاورزي دانشگاه شهید باهنر کرمان

 :ترکیب تیمارها به صورت زیر بود. انجام گرفت

 که طبق 410 استرپتومایسسی جدایه -1
آزمایشات آنتی بیوگرام، داراي بیشترین اثر 

  .آنتاگونیستی روي قارچ بود
   R. solani  قارچ-2
   410استرپتومایسسی  جدایه و R. solani  قارچ-3
  .شاهد که هیچ تیماري دریافت نکرد -4

 Muslim et alقارچ بر پایه ي روش تلقیح 
  .  انجام شد)2003(

  باCTAB به روش DNAتخراج اس
 ,Rogers & Bendich( اندکی تغییرات انجام شد

 باکتري ین نحو که ابتدا ه ا ب).1994
 تلقیح CGمحیط کشت  ml 30ر استرپتومایسس د

دماي (و به مدت یک هفته در شیکر انکوباتور 
Cº28،rpm  125( بعد از رشد . قرار داده شد

هاي ن، پرگنهباکتري و اطمینان از آلوده نبودن آ
 دقیقه رسوب 10به مدت  rpm  6000باکتري در

   به علاوه TE25S از بافرµl500ر  مقدا. داده شد
µl15 پس از  اضافه و رسوب آنزیم لیزوزیم به

به مدت یک  دقیقه، 2-3ورتکس شدید به مدت 

                                                
5 Scanning 



 1390، بهارلویی و شریفی

 

 ١٨

 سسپ. داده شد قرار Cº55ساعت در دماي 
µl50 از SDS )10 و ) درصدµl10  پروتئینازاز K 
)mg ml -1 200 ( دقیقه در دماي 10اضافه و براي 

Cº65 مقدار. انکوبه شد µl200  ازNaCl پنج 
ورتکس به مدت پس از  و به تیوب افزودهمولار 

 اضافه CTAB/NaClبافر  µl150، مقدار  ثانیه30
 قرار Cº65 دقیقه در دماي 10به مدت و کرده 

 با اسیدهاي نوکلئیک ترکیب CTAB. داده شد
. کند محلولی ایجاد کرده و رسوب میغیر

ها در مایع پروتئین، کربوهیدرات و سایر ناخالصی
-نوکلئیکاسید ترکیب . ماندرویی باقی می

CTAB ایجاد شده توسط NaClشود شکسته می .
، هم Cº37پس از سرد شدن محلول تا دماي 

) 24:1(ایزوآمیل الکل /حجم محلول فوق کلروفرم
 دقیقه با سر و ته کردن 2 تا 15اضافه کرده و 

 10تیوب، محلول را مخلوط و سپس به مدت 
 Cº4  دماي و درrpm 14000در دقیقه 

 این عمل باعث جداسازي .سانتریفیوژ شد
- هاي پروتئینی از عصاره استخراج میمولکول

 8/0یی به یک تیوب جدید منتقل و روفاز  .گردد
ه و با سر و ت افزوده سرد ایزوپروپانول ،حجم آن

 تشکیل DNAکردن تیوب، کلاف سفید رنگ 
کلاف تشکیل شده توسط تیپ دهان . شودمی

% 70گشاد استریل به تیوب جدید حاوي اتانول 
در  دقیقه 10به مدت منتقل و پس از شستشو، 

rpm 14000 دماي و Cº4پس .  سانتریفیوژ شد
از حذف مایع رویی و هوا خشک شدن نمونه 

بافر از  µl200دار براي خروج کامل اتانول، مق
TE  رسوب خشک شده بهیا آب دو بار تقطیر 

 از پسي ژنومی DNAرسوب . افزوده شد
 دقیقه در دماي آزمایشگاه به 5گذشت حدود 

در نهایت نمونه . حل شد آرامی و به طور کامل
DNA فریزر تا زمان استفاده در Cº20- 

 با بررسی نواحی حفاظت سپس .نگهداري شد
آغازگرهاي اختصاصی طراحی ، شده ژن کیتیناز

مدت ه  بC º94 شامل دمايPCRواکنش  .گردید
مدت ه  بC º72 ثانیه،45مدت ه  بC º55 دقیقه،5
 5مدت ه  بC º72 دور و سپس 30 دقیقه،براي 1

با استفاده  PCRمحصول  دقیقه انجام شد و
 ,AccuPrep® PCR Purification Kitزا

Bioneer, Korea  سانه هم .خالص سازي گردید
 Ins T/A Clone ™ PCRاستفاده از سازي با

Product Cloning Kit, Fermentas, 
Lithuania) باکتري .  انجام شدXL1Blue با 

میلی مولار به حالت  100استفاده از کلرید کلسیم 
-  باکتري،ترانسفورماسیونو پس از  مستعد در آمد

 حاوي آمپی سیلین LB هاي پتري دیشها روي 
 Colony PCR زمونسپس آ. درشد داده شدن

استخراج . انجام شدهاي سفید پرگنهروي 
پلاسمید نوترکیب با استفاده از کیت 
AccuPrep®Plasmid extraction Kit, 

Bioneer, Koreaسپس هضم آنزیمی .  انجام شد
 EcoRI و Pst1هاي برشی پلاسمید توسط آنزیم

پلاسمید هاي نوترکیب جهت  .صورت گرفت
 کره Microgeneتوسط شرکت (تعیین توالی 

به منظور تعیین . مورد استفاده قرار گرفت) جنوبی
توالی دقیق قطعه کلون شده، این عمل در دو 

 M13-Forwardجهت و با استفاده از آغازگرهاي 

/ Reverseوالیتعیین ت نتایج حاصل از . انجام شد 
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 با استفاده ازنرم Chromas فرمت الکتروگرام با
  مورد بررسی قرارChromas Version 1.41 افزار

موجود در بانک ژن هاي والیبا ت و سپس گرفتند
 NCBI شبکه در
)BLAST/gov.nih.nlm.ncbi://http(  مقایسه

نرم  ها با استفاده ازآنالیز توالیدر ضمن . دشدن
 DNAMAN Version 4.02 (Lynnonافزار

Biosoft. 1994-98)  نیز صورت گرفت و 
با استفاده   نیزماتریس شباهت، درصد همولوژي

  .به دست آمداز این نرم افزار 
  
  ج و بحثینتا

هاي داراي فعالیت جداسازي اکتینومیست
 کشت خاك، 10- 6 -10-3هاي از رقت: کیتینازي
 جدایه مربوط به منطقه 46( جدایه 110تعداد 

) به منطقه ماهان جدایه مربوط 64سیرچ و 
اساس  براکتینومیست خاکزي به دست آمد که 

خصوصیات مورفولوژیکی از یکدیگر متمایز 
 جدایه با 18 جدایه موجود، تعداد 110از . بودند

  . )1شکل  (فعالیت کیتینازي جداسازي شد
  

منحنی تولید ماده و فعالیت ضد قارچی تعیین 
  مؤثر 

ازه هـا بـا انـد   فعالیـت آنتاگونیـستی جدایـه   
از . گیري قطر هاله ممانعت از رشـد ارزیـابی شـد    

هـاي داراي فعالیـت کیتینـازي، جدایـه         بین جدایه 
 .R قـارچ  بیشترین اثر آنتاگونیـستی را علیـه   410

solani  یافتـه هـاي حاصـل، بـا نتـایج          . نشان داد
Sabaratnam & Traguair )2002(، کــه کنتــرل 

  را روي گیاه گوجـه فرنگـی  R. solaniبیولوژیک 
 .Streptomyces sp از Di-844به وسـیله جدایـه   

منحنی تولیـد مـاده      .شت مطابقت دا  بررسی کردند 
ــه  ــوثر جدای ــسس م ــعیت در 410استرپتومای  وض

 نشان 2 در شکل R. solani قارچ مایع علیهکشت 
 ایـن   بیشترین فعالیت آنتاگونیستی  . داده شده است  

منحنی رشد . جدایه در روز هفتم بعد از تلقیح بود       
مـشابه  ، منحنـی رشـد      پژوهشجدایه برتر در این     

ــی  ــزارش شــده از منحن  El-Mansi & Bryceگ
ــود )1999( ــت    ب ــشترین فعالی ــز بی ــا نی ــه آنه  ک

هـاي استرپتومایسـسی را بـین       آنتاگونیستی جدایه 
 در . بعد از مایه زنی عنـوان کردنـد   7-11روزهاي  
هاي غیر استرپتومایسسی   در مورد جدایه   ،حالی که 

 توســط آنهــا، منحنــی رشــد، روال بررســی شــده
هـاي  میانگین قطر هالـه   .  متفاوتی را داشت   "کاملا

ممانعت از رشد، بعد از رسیدن به روز حداکثر، به       
تدریج کاهش یافت تا جایی که دیگر جدایه قـادر       

 تحقیـق انجـام شـده توسـط    . به کنترل قارچ نبود

Sabaratnam & Traguair )2002( روي خواص 
 Di-844 جدایـه  .Streptomyces spآنتاگونیـستی  

ــر    ــه اث ــشان داد ک ــه، ن ــاي گوج ــه رایزوکتونی علی
هاي آنتاگونیست باگذشت زمان کـاهش      پروپاگول

یابد که با نتایج حاصل از این بررسی مطابقـت          می
  .کندمی
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هاي جدا شده از کشت خاك روي محیط حـداقل کیتـین آگـار              اکتینومیستفعالیت کیتینازي    -1 شکل
، 401، 400هاي استرپتومایـسس  ؛ الف، ب، ج، د، ه به ترتیب جدایه        C○ 28انکوباسیون در ده روز   پس از   

  . قرار داردتري دیشبه عنوان کنترل منفی که در مرکز پ0 379 و جدایه 410، 403، 506
Figure 1- Chitinase activity of some Streptomyces isolates on minimal chitin agar 
(MCA) medium, 8–10 d after incubation at 28°C. 

 
  

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  .R. solaniپاتوژن  علیه قارچ 410 جدایه قارچی ضد ماده فعالیت منحنی -2شکل 
Figure 2- Diagram of antifungal activity of Streptomyces isolate 410 against R. solani in 
in vitro condition. 

  
تعیین حلالیت ماده   وحساسیت به کلروفرم

  هاي آلی مؤثر ضد قارچی در حلال
ــه  ــؤثر جدای ــاده م ــسس م  410 استرپتومای

نسبت به کلروفرم حساس    داراي فعالیت کیتینازي    

توانست ن ماده مؤثر آن      تحت تأثیر کلروفرم،   بود و 
این موضوع مویـد    . جلوگیري نماید قارچ  از رشد   

 )Davelos et al.) 2004مطالعه انجام شده توسط 
 ـ تولیــد شـده  مـاده مـوثر  روي بررسـی   وســیله ه ب
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در این مطالعه آنها نـشان      . ها است استرپتومایسس
 از  آنـزیم هاي فعالی که بـا ترشـح        دادند که جدایه  

کردند، پس از قرار گیري     رشد قارچ جلوگیري می   
از دسـت داده  در معرض کلروفرم، ماهیت خود را   

 از  قادر به کنترل قـارچ و ایجـاد هالـه ممانعـت            و

 قـارچی  ضد مؤثر ماده حلالیت نتایج .رشد نبودند 
کـه ماهیـت مـاده    نشان داد  قارچ  علیه 410جدایه  
-بـوده و در حـلال      قطبی   "جدایه شدیدا این  موثر  

  .)1جدول (هاي غیرقطبی غیر قابل حل می باشد 

  
 . R. Solani  قارچ  علیه410جدایه  قارچی ضد مؤثر ماده حلالیت نتایج - 1جدول 

Table 1- Bioassay results of solubility tests of the antifungal principle (s) of 
Streptomyces isolate No. 410 against R. solani in fractions of different solvents indicated 
by well diffusion-method at 20 mg mL-1 of dry crude. 
 

  تفعالی
Activity 

 فاز
Phase  

 حلال
Solvent  

+  
+  

S 
P آب مقطر  

+ 

- 
S 
P متانول  

-  
- 

S 
P کلروفرم 

+  
- 

S 
P استون  

-  
+ 

S 
P هگزان  

  
S: supernatant, P: pellet, +: Soluble, -: Insoluble. 

  
دماي غیر  ،حداقل غلظت بازدارنده از رشد

شرایط پایداري ماده مؤثر در و فعال کننده 
  آزمایشگاهی

عصاره خام د حداقل غلظت بازدارنده از رش
 mg ml-1مقدار  R. solani قارچعلیه  410 جدایه

طی مطالعه انجام شده . آمدبه دست  625/0
حداقل غلظت ، Zakir et al. (2002)توسط 

 یک متابولیت فعال جدا شده از بازدارنده از رشد
استرپتومایسس علیه چهار باکتري گرم هاي گونه

دست  به mg ml-164-32 مثبت و گرم منفی بین 
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 بررسی شده در  استرپتومایسساز آنجائی که. آمد
تر نیز قادر هاي بسیار پایین در رقت،پژوهشاین 

توان نتیجه د، میباش بیمارگر میبه کنترل قارچ
گرفت که از نظر آنتاگونیستی اثر بسیار خوبی در 

متوسط دماي  .ددارکنترل بیمارگر مورد مطالعه 
عصاره خام قارچی  فعال کننده ماده ضد غیر

 به دست ºC90دماي ، 410استرپتومایسس جدایه 
آزمایشگاه  ماندگاري عصاره خام در شرایط. آمد

 روز 210مدت ) ºC28 -26(و در دماي محیط 
، نیز) Sabaratnam & Traguair )2002  .بود

 Diماندگاري عصاره خام جدایه استرپتومایسسی 

و   روز گزارش کردند که کم180با برابر  را 944-
 حاضر مطابقت پژوهشبیش با نتایج حاصل از 

  .کندمی
کشی یا نتایج حاصل از ارزیابی فعالیت قارچ

 F. solaniعلیه قارچ  410 جدایهقارچ ایستایی 
 کشیاین جدایه داراي فعالیت قارچ نشان داد که 

  . می باشد
  تعیین مورفولوژي سطح اسپور 

مورفولوژي میسلیوم و اسپور جدایه 
زیر میکروسکوپ الکترونی  410سس استرپتومای
همان طور که  . نشان داده شده است3در شکل 

شود، شکل زنجیره اسپور به در شکل دیده می
همچنین . است پذیرراست تا انعطافصورت 

  شکللیمستطیو  به صورت صاف سپورسطح ا
ی که به منظور شناسایی و پژوهشدر  .می باشد

 Streptomycesهاي مختلف رده بندي گونه
میکروسکوپ با استفاده از  Locci (1989)توسط 

سطوح انجام شد، الکترونی نوع اسکنینگ 

 به صورت صاف ، S. niveusگونهها در سپورا
شکل زنجیره اسپور با همچنین . گزارش شد
 1میکروسکوپ الکترونی نوع اسکنینگاستفاده از 

 و S. hygroscopicus ،S. vinaceusهاي در گونه
S. griseusو 3، حلقوي2فنريترتیب به شکل ه  ب 

  .  گزارش شد4پذیرراست تا انعطاف
  

  ايمطالعات گلخانه
،  R. solaniبـا قـارچ  تلقـیح شـده   هـاي  نهال

علائم نکروتیک روي بـرگ، زخـم روي ریـشه و           
طوقــه، شــروع پژمردگــی بــرگ و در نهایــت     

در .  پـسته را نـشان دادنـد       نهـال خشکیدگی کامل   
 و  410  استرپتومایـسس  هجدای ـگیاهانی که تیمـار     

قــارچ بیمــاریزا را دریافــت کــرده بودنــد، علائــم  
هایی که فقط    و در مورد نهال    بیماري کاهش یافت  

 تلقیح شده بودند، وضعیت رشـدي       410با جدایه   
شـکل  (بهتري نسبت به سایر تیمارها مشاهده شد       

4 .(  
سـتفاده از  ا Chan et al. (2003)در پژوهشی 

  Bacillus subtilisبـاکتري خـواص آنتاگونیـستی   
 .F علیـه قـارچ   هـاي زراعـی  جدا شـده از خـاك  

solani   نتایج نشان داد کـه ایـن       .  را بررسی کردند
به طور موثري قادر به کنتـرل        باکتري آنتاگونیست 

قارچ مذکور از طریق جلوگیري از رشد میـسلیوم         
  . باشد می

  

                                                
1 Scanning 
2 Spirales 
3 Rectinaculiaperti 
4 Rectiflexibles 
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 زیر میکروسکوپ 410پتومایسس جدایه  مورفولوژي میسلیوم و زنجیره اسپور استر-3شکل 
  .Lutz 100Aمدل  Scanningالکترونی 

Figure 3- Scanning electron micrograph of mycelia of Streptomyces isolates No. 410. 
  
  

 
 
 
 
 
 
  

و  R. solaniقارچ تیمار شده با  پسته هاي نهال هاي هوایی  تعلائم ایجاد شده روي قسم -4شکل 
گیاهان تلقیح شده با جدایه استرپتومایسس؛ این گیاهان رشد بهتري را : A: 410پتومایسس جدایه استر

 گیاهان تلقیح شده توأم با جدایه استرپتومایسس و پاتوژن؛ A+P:دهند، نسبت به سایر تیمارها نشان می
اهان تلقیح شده گی: Pگیاهان شاهد؛ بدون علائم، : C، باشندگیاهان در این تیمار فاقد علائم بیماري می

 .با پاتوژن که علائم بیماري قابل مشاهده است

  
Figure 4- In vivo greenhouse results in pistachio seedlings (P): In plants inoculated with 
the pathogene (R. solani) alone and (A+P): Plants inoculated with both R. solani and the 
antagonist Streptomyces isolate 410, (C): Untreated control plants. (A): Plants 
inoculated with Streptomyces isolate 410 alone 
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  مطالعات مولکولی
 DNAجهت بررسی غلظت و کیفیت 

استخراج شده از دستگاه اسپکتروفتومتر استفاده 
 روي ژل آگارز DNAعلاوه، الکتروفورز ه ب. شد

 از DNAنتایج نشان داد که .  درصد انجام شد1
جهت . غلظت و کیفیت مطلوبی برخوردار است

ر آغازگاستفاده از جفت با تکثیر ژن کیتیناز، 
)C3HFB  وC3HRB(  قطعه اي به طول تقریبی

   ).5شکل (   جفت باز به دست آمد600
 XL1Blueپس از ترانسفورماسیون با باکتري 

 هاي حاوي پرگنهاز ، Clony PCRانجام و 
. استخراج پلاسمید انجام شدپلاسمید نوترکیب، 

هاي برشی هضم آنزیمی پلاسمید توسط آنزیم
Pst1 و EcoRI صحت قطعه کلون شده را تائید 
  . کرد

  
  تجزیه و تحلیل بیوانفورماتیک

اطلاعات به دست آمده از تعیین توالی نشان 
داد که طول ژن کیتیناز جداسازي شده از 

 جفت باز 603 برابر با 410استرپتومایسس جدایه 
 را کد آمینه اسید 200است که پروتئینی به طول 

  .کندمی

ماتریس اي، توالی نوکلئوتیدي و اسیدآمینه
اي درصد مشابهت توالی اسید آمینههمولوژي و 

  کیتینازهايتوالیبا به دست آمده از این ژن 
 6در شکل NCBI  شبکه موجود در بانک ژن در

  .آمد
ا و مقایسه آنها با توالی هبررسی توالی

موجود هاي اي سایر ژننوکلئوتیدي و اسید آمینه
  NCBIشبکه در بانک ژن در

)BLAST/gov.nih.nlm.ncbi://http ( مشخص
هاي کرد که این ژن مشابهت بالایی را با کیتیناز

در سطح  S. griseus  از ChiC مانند19خانواده 
ژن کد کننده کیتیناز از . هاي آمینه دارداسید

)Streptomyces sp (strainJ-13-3 توسط 
Katsuichiro et al.  (2004) سازي شدهمسانه .

 298نتایج تعیین توالی نشان داد که این ژن از 
اسید آمینه تشکیل شده و پروتئینی با وزن 

امل کند که ش دالتون را کد می31081مولکولی 
 اسیدآمینه و یک 29یک توالی سیگنال به طول 

مقایسه .  اسیدآمینه است269پروتئین به طول 
ها هاي آمینه ژن مذکور با سایر کتیینازتوالی اسید

هاي  متعلق به کیتینازJ-13-3نشان داد که کیتیناز 
  . باشد می19خانواده 

  
  



 )1390 بهار و تابستان، 1، شماره 3دوره (مجله بیوتکنولوژي کشاورزي 

 

 ٢٥

  
  

مارکر مولکولی :  M ؛)C3HRBو C3HFB (ناز تکثیر شده با جفت آغازگر ژن کیتی :الف -5شکل 
)kb 1(آغازگر جفت با 410جدایه ي  از باز جفت 600  شده به طولریقطعه تکث: 1 ؛ ) C3HFB و

C3HRB(تکنیک  از استفاد با سفید هاي در پرگنهنازیتی حضور ژن کی حاصل از بررسجینتا: ب ؛
Colony PCRآغازگر  و جفت)  C3HFB وC3HRB (باند حضور با کیتیناز ژن وجود آنها در که 

 از شده بررسی سفید پرگنه :1؛)kb 1 (مولکولی مارکر: M. است رسیده اثبات به بازي  جفت600

   .410ي   جدایهاسترپتومایسس
Figure 5- A. Electrophoretic mobility pattern of PCR amplified fragment (600 bp) of 
partial chitinase gene from Streptomyces isolate 410 (line 1) and pattern of DNA ladder 
mix (100–10000 bp) (line M). B. Electrophoretic mobility pattern of colony PCR 
fragment (600 bp) of white colony. 
 
 

     ب        الف                    
B                              A    
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  .410 جدایه  Streptomycesه از اي ژن کیتیناز جدا شد توالی نوکلئوتیدي و اسیدآمینه-6شکل 
Figure 6- Nucleotide sequence of the partial chitinase gene and the predicted amino acid. 
 
 

  
 جدایه  Streptomycesجدا شده از اي ژن کیتیناز ماتریس همولوژي ترادف اسیدآمینه -7شکل 

با استفاده از نرم افزار  NCBIموجود در  19 و 18ناز خانواده هاي کیتی و سایر ژن410
DNAMAN .  

Figure 7- Homology matrix of chitinase gene amino acid isolated from Streptomyces 
isolate 410 and other existed chitinase genes from 18 and 19 family of chitinase in NCBI 
by using DNAMAN software. 
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 410 جدایه  Streptomycesاي ژن کیتیناز جداسازي شده از  درصد مشابهت توالی اسید آمینه-8شکل 

  . DNAMANبا استفاده از نرم افزار  NCBIموجود در اي ژن کیتیناز هاي اسیدآمینهبا سایر توالی
Figure 8- Alignment of the amino acid sequence of partial chitinase gene from 
Streptomyces isolate 410 with other existed amino acid sequences of families of 18 and 
19 chitinases in NCBI by using DNAMAN software. 

 
کیتینازي به  )Itoh et al.) 2003در پژوهشی 

 کـشف  S. griseus HUT6037 را در ChiCنـام  
ردنـد کـه ایـن کیتینـاز در شـرایط آزمایــشگاهی      ک

ممانعـت   Trichoderma reeseiتوانست از رشـد  
 بـه  CaMV 35S تحـت پرومـوتر   chiCژن . کنـد 

برنج منتقل شد و برنج هاي ترانسژنیک توانـستند         
اري ، عامــل بیمــMagnaporthe griseaاز رشــد 

 .بلاست، در برگ جلوگیري کنند

 ـ         ایـن   410 هژن کیتیناز بدسـت آمـده از جدای
 19، تشابه زیادي با کیتینازهـاي خـانواده         پژوهش

 نـشان   پژوهش هـاي  . درگلیکوزیل هیدرولازها دا  
داده که کیتینازهاي متعلق به ایـن خـانواده، نقـش           

هـاي گیـاهی   اصلی را در ممانعت از رشد پـاتوژن      

با توجه به قدرت تجزیه کنندگی قـوي         ،لذا .دارند
در  جدایـه ایـن   یستی   و اثبات اثرات آنتاگون    ازکیتین

 را بـه    اي، بایـد آن   گلخانـه شرایط آزمایشگاهی و    
عنوان یک عامل مؤثر در کنترل بیولوژیـک، مـورد       

همچنین با تشدید   . مطالعه فراتر مزرعه اي قرارداد    
توان از آن به طور     سازي شده، می  بیان ژن همسانه  

مستقیم به عنوان یک عامل بیـوکنترل مـوثر علیـه           
از سوي دیگـر،  . ن دار استفاده کرد  هاي کیتی پاتوژن

 داراي فعالیت کیتینـازي و      امکان استفاده از جدایه   
ــا ــسانهی ــده از آن ژن هم ــازي ش ــدیریت  در س م

یکی از مـسائل مهـم امـروزي         که   ضایعات کیتینی 
  .نیز وجود دارداست، 
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Abstract 
Rhizoctonia solani, the causal agent of damping-off, root rot and stem rot, is one of the 

most important phytopathogenes with a wide host range which causes significant reduction in 
yield of pistachio (Pistacia vera). In search for finding chitinolytic biocontrol agents, 
actinomycetes producing chitinase enzyme were isolated from agricultural soils of Sirch, 
Kerman province . From tested isolates, Streptomyces isolate 410 significantly reduced the 
incidence of disease. Chitinase gene (603 bp) was cloned, sequenced and characterized from 
this isolate. The results showed that nucleotides encoding 200 amino acids and molecular 
weight of 21636.9 Da. This protein had the high homology with the family 19 chitinases 
glycosyl hydrolases which have the major role in the defense response against 
phytopathogens.  
Keywords: Biological control, Streptomyces, Chitinase, Rhizoctonia solani, Pistachio. 
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