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 کیتیناز با فعالیت ضد قارچی علیه ژن شناساییجداسازي و 
Fusarium solani f. sp. melongenae ایرانی  استرینیک  ازStreptomyces  

  
Isolation and Characterization of a Chitinase Gene Exhibiting Antifungal Activity 

Against Fusarium solani f. sp. melongenae from an Iranian Streptomyces strain 
  

  3حسین شهیدي بنجارغلامو 2*شریفی سیرچیرضا غلام، 1بهارلوئیاعظم 
  
  

  چکیده
میزبانی بسـیار   دامنهکه داراي  استزي زاي خاكعوامل بیماريترین مهماز  یکی Fusarium solani f. sp. melongenae  قارچ

موجب کاهش معنی داري در عملکرد ایـن   (Solanum melongena) بادمجانه گیا روي پژمردگی آونديبا ایجاد بیماري وسیعی بوده و 
 110هاي زراعی چند منطقه در اسـتان کرمـان، تعـداد    از خاكموثر علیه قارچ مذکور در جستجوي یک آنتاگونیست  .شودمحصول می

از بـین   .از خـود نشـان دادنـد   کیتینـازي قـوي   فعالیت  ،استرین 18ها تعداد زي به دست آمد که از بین آنخاكاکتینومیست  استرین
قارچ هم در شرایط آزمایشـگاهی و هـم در   این وثري از فعالیت طور متوانست به 401استرپتومایسس  استرینهاي مورد بررسی استرین

منظـور  بـه ، چنـین هـم . بررسـی شـد   استرینهاي بیولوژیکی و فیزیولوژیکی این برخی ویژگی در ادامه. اي جلوگیري کندشرایط گلخانه
 کیتینـاز ي تکثیر ژن کد کننـده . صورت گرفت CTABژنومی از این جدایه به روش  DNAاستخراج  ي کیتیناز،جداسازي ژن کد کننده

 19جفت باز و مشابهت بالا با کیتینازهاي خانواده  876داد که طول این ژن یابی آن نشانو توالی CH1RBو  CH1FBپرایمرهاي با 
  .داردStreptomycec griseus از باکتري  ChiCماندد 

  
  Fusarium solani، کیتیناز ، Streptomyces،کنترل بیولوژیک :کلمات کلیدي

 

                                                 
  .کرمان ،انشگاه شهید باهنردانشکده کشاورزي، د، بخش مهندسی بیوتکنولوژي کشاورزي استادیار وکارشناسی ارشد ترتیب دانشجوي به. 2و  1
  .کرمان، ، دانشکده کشاورزي، دانشگاه شهید باهنربخش مهندسی گیاهپزشکی استاد. 3

   نویسنده مسئول*: 
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  مقدمه
عنـوان یـک   در کشاورزي پایدار، کنترل بیولوژیک بـه 

هاي هاي شیمیایی براي کنترل بیماريگزین روشروش جاي
ي مـورد  ززاي خـاك هـاي بیمـاري  ویژه قارچمختلف گیاهی به

عامل بیمـاري پژمردگـی    Fusarium solani قارچ .توجه است
که  استزي زاي خاكعوامل بیماريترین مهماز  کیی ،آوندي
  روي میزبــــانی بســــیار وســــیعی بــــوده و  دامنــــهداراي 

 جـدي گیاهانی مانند گوجه فرنگی، نخود و بادمجان خسارات 
ــی ــازدوارد مـ ــی   .سـ ــک پژمردگـ ــرل بیولوژیـ ــايکنتـ    هـ

  ز فوزاریوم در انـواع محصـولات کشـاورزي بـا اسـتفاده      ناشی ا
ــا و بـــاکترياز قـــارچ   زي در هـــاي آنتاگونیســـت خـــاكهـ
ــال ــس ــان   ه ــر جه ــر در سراس ــده اي اخی ــام ش ــت انج   اس

(Lakrin et al. 1996; Leeman et al. 1996; Lemanceau et 
al. 1992; Raaijmakers et al. 1995(.   ــن ــان ای در می

د ی ـن منـابع تول یتـر هـا از عمـده  سـت ینومیاکت ها،آنتاگونیست
 ياز نظر تجار ياارزش فوق العادهو واجد  یستیز يهافرآورده
ها را ها که آنين باکتریشاخص ا يهایژگیاز جمله و. هستند

مناسـب   یاهی ـگ يزااز عوامـل خسـارت   ياجهت کنترل پاره
ن ی ـکه ا يابه گونه ؛باشدیناز میتیم کینموده است، ترشح آنز

برگرداندن  ین و عامل اصلیتیک یه کننده اصلیها تجزيکتربا
  عـــت هســـتند یه چرخـــه طبن مـــاده ســـخت بــ ـ یـــا

(Deshpande 1986). پلـى سـاکاریدى بـدون     يمریپل ،نیتیک
ن یل گلوکز آم ـیاست -N ياز واحدها β-1, 4با اتصالات  شاخه
کـول  یهـا، کوت قـارچ  اکثر یواره سلولید یب اصلیترککه  است

ز ی ـو ن هاآنارجى نماتدها و تخم و کیست پوشش خ حشرات،
 هـا را میگـو و فلـس مـاهی    ،پوسـتان سـخت  یاسکلت خـارج 
ــى ــد تشــکیل م  .)(Synowiecki & Al-Khateeb 2003 ده

هــاي مختلــف گونــه متعلــق بــهکیتینــاز  هــاياز ژن تعــدادي
Streptomyces ــد   ،S. coelicolor (Saito et al. 199) مانن

S. griseus )Ohno et al. 1996( و S. olivaceoviridis 
(Blaak et al. 1993) هـا تعیـین   هـاي آن ویژگـی و  جداسازي

هـاي  هـاي خـاك  لور اکتینومیستجا که میکروفاز آن .اندشده
ــران ــه ای ــازي و   ب ــه جداس ــده و در زمین ــی نش ــوبی بررس خ

هاي ایرانی مولـد آنـزیم کیتینـاز    یابی اکتینومیستخصوصیت
ت، این مطالعه روي این گـروه  تحقیق کافی صورت نگرفته اس

 ،پـژوهش هـدف از انجـام ایـن     .هاي مفید انجـام شـد  باکتري
جــدا شــده از هــاي کیتینولایتیــک اســتفاده از اکتینومیســت

   قــــارچ کنتــــرل بیولوژیــــکهــــاي کرمــــان در خــــاك
f. sp. melongenae  F. solani اهی و در شــرایط آزمایشــگ

و  )Solanum melongena( بادمجـان اي بر روي گیـاه  گلخانه

ژن کیتینـاز از  یـابی  و تـوالی  همسـانه سـازي  نیز جداسـازي،  
  . باشدمی موثرترین عامل بیوکنترل

  
  هامواد و روش

 و بـاغی  هـاي زراعـی  از خـاك  قطـري  نمونـه بـرداري  
با تهیـه  سپس . استان کرمان انجام شدسیرچ و ماهان مناطق 
هــا اکتینومیســت و کشــت نمونــه خــاك، متــوالیهــاي رقــت
ــدند  جدا ــازي ش ــد   .)Lee & Hwang 2002(س ــراي رش ب

آگـار   –گلیسـرول   –محیط سنتزي کازئین  ،هااکتینومیست
)CGA(  استفاده شـد (Saadoun & Gharaibeh 2001).   پـس

منظـور تعیـین   بـه هـا  اکتینومیسـت از تهیه کیتین کلوئیدال، 
گـري  غربـال  محیط حداقل کیتین آگـار در فعالیت کیتینازي 

  . )Baharloui et al., 2010( شدند
از  f. sp. melongenae  F. solani خالص قـارچ کشت 
هــاي دانشــکده کشــاورزي دانشــگاه صــنعتی بخــش بیمــاري

 PDA )(Potato Dextrose Agarاصفهان تهیه و روي محـیط  
   .رشد داده شد

 ـ  منظور تعیین توانایی جدایهبه ههـاي اکتینومیسـت ب
ــه       ــارچی علی ــد ق ــاده ض ــد م ــده در تولی ــت آم ــارچدس   ق

f. sp. melongenae  F. solani  ،به روشبیوگرام آزمون آنتی 
Dual Culture   رشـد   بازدارنـده قطـر ناحیـه   انجام و بر اساس

(Inhibition Zone) ندشـــدهـــاي فعـــال انتخـــاب جدایـــه 
)Shahidi Bonjar & karimi 2004(.     جهـت بررسـی ماهیـت

ــارچ    ــرل قـــــــ ــوثره در کنتـــــــ ــاده مـــــــ   مـــــــ
f. sp. melongenae  F. solani ،  ــه ــایش حساســیت ب آزم

-کشـت جدایـه  بـا   .(davelos et al. 2004) انجام شد کلروفرم
ــیط   ــال در محـــ ــاي فعـــ ــرین هـــ ــازئین-گلیســـ  کـــ

(Casein Glycerin (CG)) تی در سه تکرار سانجام آزمون زی و
 دش ـرسـم  روي کشت چمنی قارچ، منحنی تولید مـاده مـوثر   

)et al. 1991 Konishi(.   
-گلیسـرین  هاي کشـت مـایع  یطگیري از محعصاره با

 و تهیـــــه مـــــاده خـــــام ناخـــــالص    CG کـــــازئین
)Baharloui et al., 2009(،  از رشـد  حداقل غلظت بازدارنـده ،

دماي غیـر فعـال   و  شرایط آزمایشگاهیثر در وپایداري ماده م
 Shahidi Bonjar & karimi( بررسـی شـد   ثروکننده ماده م ـ

حلالیـت  ثر، وجهت تشخیص میزان قطبیـت مـاده م ـ   .)2004
متـانول، کلروفـرم، اسـتون،    (هـاي آلـی   عصاره خام در حـلال 
 (2001) و همکـاران  منصـوري طبق روش ) هگزان و آب مقطر

   .شدانجام 

www.SID.ir

www.SID.ir


Arc
hive

 of
 S

ID

 89 زمستان/ دوشماره / نهمجلد / آوري زیستی در کشاورزيفن

41  

 استرین 2و یا قارچ ایستایی 1کشیفعالیت قارچ تعیین
ــارچ   ــرل قـــــــــ ــتی در کنتـــــــــ   اکتینومیســـــــــ

f. sp. melongenae  F. solaniشهیدي بنجار و   ، طبق روش
  .گردید بررسی (2004)کریمی 

از میکروسکوپ با استفاده ها مورفولوژي سطح اسپور  
در  kv20 با ولتـاژ   Lutz 100Aمدل  3الکترونی نوع اسکنینگ

  . انجام شد دانشکده فنی دانشگاه شهید باهنر کرمان
 

  ايگلخانه بررسی
در قالب طرح کـاملاً تصـادفی    1388آزمایش در سال 

خانه آزمایشی دانشکده کشـاورزي  در گل ،تکرار 8 و تیمار 4با 
ترکیب تیمارهـا  . انجام گرفت فجر دانشگاه شهید باهنر کرمان

 :به صورت زیر بود
 هــايکــه طبــق آزمــایش 401استرپتومایسســی  اسـترین  -1

 .بیوگرام، داراي بیشترین اثر آنتاگونیستی روي قارچ بـود آنتی
ــارچ -2 ــارچ -f. sp. melongenae  F. solani 3قـ   قـ

f. sp. melongenae  F. solani استرپتومایسـس   اسـترین  و
  .شاهد که هیچ تیماري دریافت نکرد -4و  401

هـاي حـاوي پرلیـت اسـتریل     بذر گیاهـان در گلـدان  
-گلدان دو برگی،پس از رسیدن گیاهان به مرحله . کاشته شد

بـا   سـه و  یـک هاي حاوي خـاك اسـتریل مربـوط بـه تیمـار      
بـا غلظـت    401مایسـس  سوسپانسیون اسپور جدایـه استرپتو 

ــراســپور در هــر میلــی 108 ــه   لیت ــر پای ــارلوئی و  ب روش به
احتیـاط از   سپس گیاهـان بـا  . تلقیح شدند) 1388(همکاران 

دقیقـه در   3-5پرلیت خارج شده و پس از قرار دادن به مدت 
اسـپور   106با غلظـت   وي سوسپانسیون اسپور قارچمحلول حا
نیز  دودر مورد تیمار  .ند، در گلدان کشت شدلیتردر هر میلی

اوي سوسپانسـیون  گیاهان پس از قرار گـرفتن در محلـول ح ـ  
هـاي حـاوي خـاك اسـتریل کـه فاقـد       در گلدان اسپور قارچ،

سوسپانسیون اسـپور جدایـه استرپتومایسـس بودنـد، کشـت      
  . شدند

  
  مطالعات مولکولی

  انجـــام شـــد  CTABبـــه روش  DNAاســـتخراج 
 (Rogers & Bendich 1994).   توجـه بـه تنـوع بـالاي ژن     بـا

هـاي استرپتومایسـس، طراحـی آغـازگر از     کیتیناز در باکتري
نواحی حفاظت شده این ژن، بـا در نظـر گـرفتن قوائـد کلـی      

توسـط نـرم   ، )Sambrook & Russel 2001( طراحـی آغـازگر  

                                                 
1. Fungicide 
2. Fungistatic 
3. Scanning 

، 4تعیین دماي بهینـه اتصـال  . صورت گرفت DNAMAN افزار
، تشـکیل دایمـر   سازگار بودن جفت آغازگرهاي طراحی شـده 

  پرایمر و عدم حضور لـوپ در آغازگرهـا بـه کمـک نـرم افـزار      
Fast-PCR و آغازگرهـاي   مورد بررسی قرار گرفتCH1FB  با

 CH1RBو  'CCTTGACAGGTCCAGACCA-3-'5تـــوالی 
 . تعیین گردیدنـد  TCAGCAGCTCAGGTT-3- '5َ  با توالی
 ـ C °55دقیقه، 5مدت ه ب C °94شامل دماي PCRواکنش  ه ب

 ـ C °72ثانیـه،  45ت مـد  دور و  30بـراي   دقیقـه،  1مـدت  ه ب
پلیمراز  taqبا استفاده از آنزیم دقیقه  5مدت ه ب C °72سپس

 AccuPrep® PCRزبـا اسـتفاده ا   PCRمحصول  انجام شد و

Purification Kit, Bioneer, Korea     خـالص سـازي گردیـد. 
 Ins T/A Clone ™ PCR Product)سازي بااستفاده ازهمسانه

Cloning Kit, Fermentas, Lithuania)    بـاکتري  . انجـام شـد
E. coli  استرینXL1Blue    100با استفاده از کلریـد کلسـیم 
 ،ترانسفورماسیونو پس از حالت مستعد در آمده مولار بهمیلی

سـیلین رشـد   حاوي آمپی LBهاي پتري دیشها روي باکتري
ي هــاپرگنــهروي  Colony PCR زمــونســپس آ. داده شــدند

استخراج پلاسـمید نوترکیـب بـا اسـتفاده از     . انجام شدسفید 
ــت  ,AccuPrep®Plasmid extraction Kit, Bioneerکی
Korea سپس هضم آنزیمی پلاسمید توسط آنزیم. انجام شد-

هــاي پلاســمید .صــورت گرفــت EcoRIو  Pst1هــاي برشــی 
کـره   Microgeneتوسط شرکت (نوترکیب جهت تعیین توالی 

منظور تعیین توالی دقیق به. استفاده قرار گرفتمورد ) جنوبی
قطعه کلـون شـده، ایـن عمـل در دو جهـت و بـا اسـتفاده از        

  .انجام شد M13-Forward / Reverseآغازگرهاي 
 فرمـت الکتروگـرام   بـا  والیتعیـین ت ـ  نتایج حاصـل از 

Chromas     بـا اسـتفاده ازنـرم افـزار Chromas Version 1.41 
موجـود در  هـاي  والیبـا ت ـ و سـپس   گرفتند مورد بررسی قرار

بانــــــــــــــــــــــک ژن درشــــــــــــــــــــــبکه  
NCBIhttp://ncbi.nlm.nih.gov/BLAST)(  ــه ــدنمقایس . دش

 DNAMANها بـا اسـتفاده ازنـرم افـزار    آنالیز توالیدر ضمن 

Version 4.02 (Lynnon Biosoft. 1994-98)     نیـز صـورت
بـا اسـتفاده از    نیـز  باهت، درصد همولوژيماتریس شگرفت و 

  .دست آمدبهاین نرم افزار 
  
  
  
  
  

                                                 
4. Annealing Temperature    
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  نتایج و بحث
 هاي داراي فعالیت کیتینازيجداسازي اکتینومیست

 110کشـت خـاك، تعـداد     10-6 -10-3هـاي  از رقت 
 اسـترین  64مربوط بـه منطقـه سـیرچ و     استرین 46(جدایه 

زي به دست آمـد  اکتینومیست خاك) مربوط به منطقه ماهان
دیگـر متمـایز   اساس خصوصـیات مورفولـوژیکی از یـک    برکه 
جدایـه بـا فعالیـت     18جدایـه موجـود، تعـداد     110از . بودند

  .)1شکل ( کیتینازي جداسازي شد
  

   ثرومنحنی تولید ماده مو فعالیت ضد قارچی تعیین 
گیـري قطـر   ها بـا انـدازه  فعالیت آنتاگونیستی استرین

هـاي داراي  از بـین اسـترین  . رشد ارزیـابی شـد  هاله بازدارنده 
بیشترین اثر آنتاگونیسـتی را   401فعالیت کیتینازي، استرین 

-یافتـه . نشان داد  F. solani f. sp. melongenae قارچ علیه 
  هــــاي حاصــــل، بــــا نتــــایج چــــاکرابورتی و چــــاترجی

(Chakraborty & Chatterjee 2008)     کـه کنتـرل بیولوژیـک
ــو  ــی فوزاری ــیله    پژمردگ ــه وس ــان ب ــاه بادمج می را روي گی
Trichoderma spp. بررسی کردند، مطابقت دارد.  

 401استرپتومایسس منحنی تولید ماده موثر استرین 
ــت   در ــعیت کشــــ ــه وضــــ ــایع علیــــ ــارچ مــــ  قــــ

F. solani f. sp. melongenae     در شکل دو نشـان داده شـده
در روز نهـم   401جدایـه   بیشترین فعالیت آنتاگونیستی. است

، پـژوهش منحنی رشد جدایـه برتـر در ایـن    . عد از تلقیح بودب
ــده ازال  ــزارش ش ــی رشــد گ ــریس-مشــابه منحن   مانســی وب

(El-Mansi & Bryce 1999)   هـا نیـز بیشـترین    اسـت کـه آن
هــاي استرپتومایسســی را بــین فعالیــت آنتاگونیســتی جدایــه

کـه در  زنی عنوان کردنـد در حـالی  بعد از مایه 7-11روزهاي 

-هاي غیر استرپتومایسسی بررسی شده توسط آنیهمورد جدا
میانگین قطـر  . متفاوتی را داشت ها، منحنی رشد، روال کاملاً

هاي ممانعت از رشد، بعد از رسیدن بـه روز حـداکثر، بـه    هاله
تدریج کاهش یافت تا جایی که دیگر جدایه قـادر بـه کنتـرل    

یر انجـام شـده توسـط سـاباراتنام و تراگـو      پژوهش. قارچ نبود
(Sabaratnam & Traguair 2002)   بـــر روي خـــواص

علیـــه  Di-844اســـترین  .Streptomyces spآنتاگونیســتی  
ــاگول    ــر پروپ ــه اث ــان داد ک ــه، نش ــاي گوج ــاي رایزوکتونی ه

یابد که با نتایج حاصـل  آنتاگونیست باگذشت زمان کاهش می
   .کنداز این بررسی مطابقت می

  
ماده مؤثر ضد قارچی تعیین حلالیت و  حساسیت به کلروفرم

  هاي آلی در حلال
داراي فعالیت  401استرپتومایسس  ماده مؤثر استرین

ثیر اتحــت تــ نســبت بــه کلروفــرم حســاس بــود وکیتینــازي 
. جلوگیري نمایدقارچ توانست از رشد ثر آن نوکلروفرم، ماده م

و  بررسـی انجـام شـده توسـط دولـوس     گـر  این موضوع بیـان 
روي ماده موثر تولیـد شـده    (Davelos et al. 2004)همکاران 

هـا نشـان   در این مطالعه آن. ها استبه وسیله استرپتومایسس
هاي فعالی که با ترشح آنـزیم از رشـد قـارچ    دادند که استرین

کردند، پـس از قرارگیـري در معـرض کلروفـرم،     جلوگیري می
ماهیت خود را از دست داده و قادر بـه کنتـرل قـارچ و ایجـاد     

 ضـد  ثروم ـ مـاده  حلالیـت  نتـایج . از رشد نبودند هاله ممانعت
کـه ماهیـت مـاده    نشـان داد   قـارچ  علیه 401استرین  قارچی

ــوثر اســترین  ــوده و در حــلال  شــدیداً 401م ــی ب ــاي قطب ه
  ).1جدول (باشد غیرقطبی غیر قابل حل می

  

    
 Bب   Aالف  

-پرگنه. C○ 28پس از هفت روز انکوباسیون در  CGAنمونه خاك در محیط کشت  10-4دیش حاوي رقت پتري: الف: 1شکل
هاي جدا شده فعالیت کیتینازي اکتینومیست: ب. باشدها مشخص میها و باکتريهاي قارچهاي اکتینومیست و برخی پرگنه

  C○ 28انکوباسیون در از کشت خاك روي محیط حداقل کیتین آگار پس از ده روز 
Figure 1: A. Soil sample culture (10-4 dilution) on CGA Medium, 7 days after incubation at 28°C. .Chitinase 

activity of some Streptomyces isolates on minimal chitin agar (MCA) medium, 8–10 d after incubation at 28°C 
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در شرایط  F. solani f. sp. melongenaeپاتوژن  علیه قارچ 401 استرین یسساسترپتوما قارچی ضد ماده فعالیت منحنی :2شکل 
  آزمایشگاه

Figure 2: Diagram of antifungal activity of Streptomyces isolate 401 against F. solani f. sp. melongenae in in vitro 
condition 

  
 .F. solani f. sp قارچ علیه 401استرین  یسساسترپتوما قارچی ضد ثروم ماده حلالیت نتایج: 1جدول 

melongenae   
Table 1: Bioassay results of solubility tests of the antifungal principle (s) of Streptomyces isolate No. 

4٠١ against F. solani f. sp. melongenae in fractions of different solvents indicated by well diffusion-
method at 20 mg mL-1 of dry crude.  

  حلال        
Solvent  

        

  آب مقطر
Distilled water 

  متانول
Metanol 

  کلروفروم
Chloroform 

  استون
Acetone 

  هگزان
Hexane 

P S P S P S P S P S 
+  +  -  +  -  -  -  +  +  +  

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

و دماي غیر فعال کننده  ،ل غلظت بازدارنده از رشدحداق
  شرایط آزمایشگاهی پایداري ماده مؤثر در 

 اسـترین عصـاره خـام    حداقل غلظت بازدارنده از رشد
-mg mlمقدار  F. solani f. sp. melongenae قارچعلیه  401

ذاکیر و  طی مطالعه انجام شده توسط. آمدبه دست   25/1 1
حـداقل غلظـت بازدارنـده از     ،(Zakir et al. 2002)همکـاران  

هــاي  یــک متابولیــت فعــال جــدا شــده از گونــه      رشــد
استرپتومایسس علیه چهار باکتري گرم مثبـت و گـرم منفـی    

ــین  ــد  mg ml-164-32 ب ــت آم ــه دس ــااز آن. ب ــهیج  ی ک
هـاي  در رقـت  ،پـژوهش بررسی شده در ایـن   استرپتومایسس

-د، مـی باشبیمارگر می تر نیز قادر به کنترل قارچبسیار پایین
توان نتیجه گرفت که از نظر آنتاگونیستی اثر بسیار خـوبی در  

فعـال   متوسـط دمـاي غیـر    .ددارکنترل بیمارگر مورد مطالعه 
استرپتومایسـس   اسـترین قارچی عصاره خـام   کننده ماده ضد

مانـدگاري عصـاره خـام در    . دسـت آمـد  به ºC90دماي ، 401
 124مـدت  ) ºC28-26(ط آزمایشگاه و در دماي محـی  شرایط
، مانـدگاري  2002نیـز در سـال    ساباراتنام و تراگـویر  .روز بود

 180بـا  برابر را  Di -944استرپتومایسسی  استرینعصاره خام 
  .روز گزارش کردند

کشی یا قارچ نتایج حاصل از ارزیابی فعالیت قارچ
این داد که نشان F. solaniعلیه قارچ  401 استرینایستایی 
  . باشدداراي فعالیت قارچ ایستایی می استرین
  

  تعیین مورفولوژي سطح اسپور 
 اسـترین  مورفولوژي میسلیوم و اسـپور استرپتومایسـس  

نشـان داده شـده    3زیر میکروسکوپ الکترونی در شکل  401
شـود، شـکل زنجیـره    طور که در شکل دیـده مـی  همان .است
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  .می باشد بیضی شکلو صورت صاف به سپوراطح س ـچنـین  هـم . است پذیرراست تا انعطافصورت اسپور به
  

  

 Lutzمدل  Scanningبا میکروسکوپ الکترونی  401بررسی مورفولوژي میسلیوم و زنجیره اسپور استرپتومایسس استرین  :3شکل 
100A  

Figure 3: Scanning electron micrograph of mycelia of Streptomyces isolate No. 401 
  

  
هاي بندي گونهکه به منظور شناسایی و رده پژوهشیدر 
ــف  ــی  توســط Streptomycesمختل ــا  (Locci 1989)لوس ب

انجـام شـد،   میکروسکوپ الکترونی نوع اسـکنینگ  استفاده از 
گـزارش  صـورت صـاف   بـه  ، S. niveusگونهها در سپوراسطوح 

میکروسـکوپ   شکل زنجیره اسپور با استفاده ازچنین هم. شد
 .S. hygroscopicus، Sهاي در گونه 1الکترونی نوع اسکنینگ

vinaceus  وS. griseus  و  3، حلقـوي 2فنريترتیب به شکل هب
  . گزارش شد 4پذیرراست تا انعطاف

  
  ايمطالعات گلخانه

در نتیجه تلقیح قارچ روي گیاهچـه بادمجـان، علائـم    
دگی آونـدي،  آسـیب دی ـ  ،هاي گیـاه زردي برگ، نکروزه شدن

در تیمــار . پژمردگــی و در نهایــت مــرگ گیاهچــه دیــده شــد
و  401استرپتومایسـس اسـترین   زمان با طور همها بهگیاهچه

هـایی  چنـین گیاهچـه  هم. پاتوژن، علائم بیماري مشاهده نشد
تلقیح شده بودند، از وضعیت  جدایه استرپتومایسسکه تنها با 

شـکل  (خوردار بودنـد  رشدي بهتري نسبت به سایر تیمارها بر
اسـتفاده از   نیـز  (Chan et al. 2003)و همکـاران  چـان  ). 4

جـدا شـده از     Bacillus subtilisبـاکتري خواص آنتاگونیستی 

                                                 
1. Scanning 
2. Spirales 
3. Rectinaculiaperti 
4. Rectiflexibles 

نتـایج  . را بررسی کردند F. solaniعلیه قارچ  هاي زراعیخاك
اي نشـان داد کـه ایـن بـاکتري     گلخانه هايحاصل از آزمایش

ادر بـه کنتـرل قـارچ مـذکور از     طور مـوثري ق ـ به آنتاگونیست
  .باشدطریق جلوگیري از رشد میسلیوم می

  
  مطالعات مولکولی

از بـا اسـتفاده   استخراج شـده   DNAغلظت و کیفیت 
روي ژل آگـارز   DNAالکتروفـورز    و دستگاه اسـپکتروفتومتر 

اسـتفاده از  بـا  جهت تکثیر ژن کیتیناز،  .درصد انجام شد یک
اي به طول تقریبـی  قطعه )CH1RBو  CH1FB(ر آغازگجفت 
   ).الف -5شکل ( .جفت باز به دست آمد 900

 E. coli  بـاکتري  ناقـل بـه  پـس از ترانسفورماسـیون   
ــام و  XL1Blue اســترین ــهاز ، Colony PCRانج ــاي پرگن ه

هضـم  . استخراج پلاسمید انجام شدحاوي پلاسمید نوترکیب، 
 EcoRI و Pst1هــاي برشــی آنزیمــی پلاســمید توســط آنــزیم

  ).ب -5شکل . (صحت قطعه کلون شده را تائید کرد

  میسلیوم
Mycelium 

  زنجیراسپور
Spore chain 

 
www.SID.ir

www.SID.ir


Arc
hive

 of
 S

ID

 89 زمستان/ دوشماره / نهمجلد / آوري زیستی در کشاورزيفن

45  

  

: 401استرپتومایسس  استرینو  F. solaniقارچ تیمار شده با  بادمجانهاي گیاهچه هاي هواییتعلائم ایجاد شده روي قسم :4شکل 
A : دهند، می استرپتومایسس؛ این گیاهان رشد بهتري را نسبت به سایر تیمارها نشان استرینگیاهان تلقیح شده با:A+P  گیاهان

گیاهان شاهد؛ بدون علائم، : C، باشنداسترپتومایسس و پاتوژن؛ گیاهان در این تیمار فاقد علائم بیماري می استرینم با اتلقیح شده تو
P :گیاهان تلقیح شده با پاتوژن که علائم بیماري قابل مشاهده است.  

Figure 4: In vivo greenhouse results in eggplant seedlings (P): In plants inoculated with the pathogene (F. solani) alone 
and (A+P): Plants inoculated with both F. solani and the antagonist Streptomyces isolate 401, (C): Untreated control 

plants. (A): Plants inoculated with Streptomyces isolate 401alone 
 
 

  

قطعه تکثیر شده به طول : 1؛ )kb 1(مارکر مولکولی : M؛ )CH1RBو  CH1FB(ژن کیتیناز تکثیر شده با جفت آغازگر : الف :5شکل 
هاي نتایج حاصل از بررسی حضور ژن کیتیناز در پرگنه: : ب .)CH1RBو CH1FB (با جفت آغازگر  401 استرینجفت باز از  900

جفت  ~900که در آنها وجود ژن کیتیناز با حضور باند ) CH1RBو  CH1FB(و جفت آغازگر  Colony PCRسفید با استفاد از تکنیک 
  .401 استریناسترپتومایسس  ازسفید بررسی شده  پرگنه: 1؛ )kb 1(مارکر مولکولی : M. بازي به اثبات رسیده است

Figure 5: A. Electrophoretic mobility pattern of PCR amplified fragment (900 bp) of partial chitinase gene from 
Streptomyces isolate 401 (line 1) and pattern of DNA ladder mix (100–10000 bp) (line M). B. Electrophoretic mobility 

pattern of colony PCR fragment (900 bp) of  white colony. 

  
  ه و تحلیل بیوانفورماتیکتجزی

داد که دست آمده از تعیین توالی نشانهاطلاعات ب
 استرین طول ژن کیتیناز جداسازي شده از استرپتومایسس

 292طول ه جفت باز است که پروتئینی ب 876برابر با  401
  .کندرا کد می آمینه اسید

ماتریس همولوژي اي، توالی نوکلئوتیدي و اسیدآمینه
دست آمده از این ژن اي بهبهت توالی اسید آمینهدرصد مشاو 
در  NCBI شبکه موجود در بانک ژن در کیتیناز هايتوالیبا 

  .آمده است 6- 8شکل 

  ب الف
A B 
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  .401 استرین  Streptomycesاي ژن کیتیناز جدا شده از توالی نوکلئوتیدي و اسیدآمینه :6شکل 
Figure 6: Nucleotide sequence of the partial chitinase gene and the predicted amino acid 

 
  

  

  

هاي کیتیناز خانواده و سایر ژن 401 استرین  Streptomycesجدا شده از اي ژن کیتیناز ماتریس همولوژي ترادف اسیدآمینه :7شکل 
  .DNAMANبا استفاده از نرم افزار  NCBIموجود در  19و  18

Figure 7: Homology matrix of chitinase gene amino acid isolated from Streptomyces isolate 401 and other existed 
chitinase genes from 18 and 19 family of chitinase in NCBI by using DNAMAN software 

  
  

ها با توالی نوکلئوتیـدي و  ها و مقایسه آنبررسی توالی
 ک ژن درموجــود در بانـ ـهــاي اي ســایر ژناســید آمینــه 

مشخص کرد کـه ایـن ژن کامـل بـوده و داراي       NCBIشبکه
یک دومن متصل شونده و یـک دومـن کاتالیتیـک اسـت کـه      

 .Sاز  ChiCمانند 19هاي خانواده مشابهت بالایی را با کیتیناز

griseus ژن کد کننده کیتیناز . هاي آمینه دارددر سطح اسید
و  اتسوشــیروک توســط Streptomyces sp (strainJ-13-3(از 

نتایج . سازي شدهمسانه (Katsuichiro et al. 2004)همکاران 

اسـید آمینـه    298داد که این قطعـه ژن از  تعیین توالی نشان
دالتـون را   31081تشکیل شده و پروتئینی بـا وزن مولکـولی   

 29طــول کنــد کــه شــامل یــک تــوالی ســیگنال بــهکــد مــی
. مینه اسـت اسـیدآ  269طـول  اسیدآمینه و یـک پـروتئین بـه   

هـاي آمینـه قطعـه ژن مـذکور بـا سـایر       مقایسه تـوالی اسـید  
هـاي  متعلق به کیتیناز J-13-3داد که کیتیناز ها نشانکتییناز
  .باشدمی 19خانواده 
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دادنـد کـه بیـان ژن    نشـان ) 1989(و همکاران  شاپیرا
باعث کنتـرل بیمـاري    E. coli درشده کیتیناز  همسانه سازي

اي در مطالعـه . شـود  در لوبیا مـی  Sclerotium rolfsiiناشی از 
را در  ChiCکیتینازي بـه نـام   ) 2003(و همکاران  ایتودیگر، 

S. griseus HUT6037   کشـف کردنــد کــه ایــن کیتینــاز در
 Trichoderma reeseiشرایط آزمایشـگاهی توانسـت از رشـد    

بـه بـرنج    CaMV 35Sتحت پرومـوتر   chiCژن . ممانعت کند
ــرنج  ــد و ب ــل ش ــد   منتق ــتند از رش ــژنیک توانس ــاي ترانس ه

Magnaporthe grisea   ــرگ ــت، در ب ــاري بلاس ــل بیم ، عام
 .جلوگیري کنند

اثرات منفی سموم شیمیایی مورد استفاده بـر محـیط   
زیست و خطر آلودگی مجدد خاك، ایجاد مقاومت در پـاتوژن 

هاي ها، عدم موفقیت پایدار دیگر روشکشها، محدودیت آفت
زي بـا  هـاي خـاك  دشوار بودن کنترل بیماريویژه هکنترل و ب

هاي کنتـرل  هاي اختصاصی، اهمیت استفاده از روشکشآفت
هــاي  اســترین. بیولــوژیکی را روز افــزون گردانــده اســت   

تواننـد نقـش   اکتینومیستی فعال از نظرفعالیت کیتینازي مـی 
ویـژه  بـه هـا  اي در کنتـرل بیولوژیـک پـاتوژن   بسیار برجسـته 

امکـان   از سـوي دیگـر،  . داشـته باشـند  زي هاي خـاك پاتوژن
جهـت   شـده در  همسانه سازيیا ژن  استریناستفاده از خود 
 ـ    )Bioremediation(زیست پالایشی  همـاده سـخت کیتـین ب

هاي محـیط زیسـت در خشـکی و دریـا      عنوان یکی از آلاینده
   .نیز وجود دارد

  

  

  

  

  

  

  

  

-آمینه هاي اسیدبا سایر توالی 401 استرین  Streptomycesیناز جداسازي شده از اي ژن کیتدرصد مشابهت توالی اسید آمینه :8شکل 
  .DNAMANبا استفاده از نرم افزار  NCBIموجود در اي ژن کیتیناز 

Figure 8: Alignment of the amino acid sequence of partial chitinase gene from Streptomyces isolate 401 with other 
existed amino acid sequences of families of 18 and 19 chitinases in NCBI by using DNAMAN software. 

  
  :منابع

 .متن انگلیسی مراجعه شود 10- 9هاي جهت ملاحظه منابع به صفحه
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