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شده از  استخراججدايه هاي استرپتومايسس  خاصيت آنتاگونيستي وتنوع ژنتيكي بررسي
  Sclerotinia sclerotiorum كنترل بيولوژيك قارچ بيمارگرجهت كرمان  استان خاكهاي

 1غلامحسين شهيدي بنجار و *2، امين باقي زاده1فاطمه بني اسدي

 ورزيدانشكده كشا، دانشگاه شهيد باهنر كرمان ،كرمان 1

 گروه بيوتكنولوژي پژوهشگاه علوم و تكنولوژي پيشرفته و علوم محيطي، ،دانشگاه تحصيلات تكميلي صنعتي و فناوري پيشرفتهكرمان،  2

 19/1/96 :تاريخ پذيرش  11/9/94 :تاريخ دريافت

 چكيده

از خاكهاي استان  استخراج شده جدايه 30اگونيستي اثرات آنتبراي تعيين جدايه هاي مناسب استرپتومايسس،  اضرح در تحقيق
 جدايه 10 از مجموع اين جدايه ها ،. مورد بررسي قرار گرفت Sclerotinia sclerotiorum بيمارگر عليه قارچ كرمان

  UKهاسترپتومايسس جداياز خود خاصيت آنتاگونيستي نشان دادند كه بيشترين آن به  Dual Cultureدر روش  استرپتومايسس
از آنها به روش  DNA، استخراج مذكورايه جد 30 به منظور بررسي رابطه فيلوژني و تنوع ژنتيكي آنگاه .مربوط بوده است 363

CTAB  آغازگر  10صورت گرفت و ازRAPD  جهت انجامPCR باند قوي و واضح  128پس از انجام الكتروفورز . استفاده شد
با  UPGMAو به روش  NTSYSآمده توسط نرم افزار  به دستاطلاعات . شدتشخيص داده   bp2800تا  bp250در محدوده 

، در  دو  گروه  درصد 58جدايه استرپتومايسس را در خط برش  30آمده،  به دستدرختچه . ضريب تشابه دايس آناليز شدند
گروه . قرار گرفتند خاصيت فاقد جدايه 20و در گروه دوم  داراي خاصيت آنتاگونيستي جدايه 10در گروه اول  .كلي قرار داد

 بندي جدايه ها با استفاده از روش تجزيه به مؤلفه هاي اصلي نيز انجام شد و پلاتهاي دو بعدي و سه بعدي مربوطه رسم گرديد
  .تقسيم شدند مختلف گروه هشت جدايه ها به و

 RAPD، تنوع ژنتيكي، نشانگر Sclerotinia sclerotiorumاسترپتومايسس،  :كليديواژه هاي 

  amin_4156@yahoo.com :ي، پست الكترونيك 09131414156:تلفن ،نويسنده مسئول* 

  مقدمه
پاتوژن گياهي است  يك Sclerotinia sclerotiorum قارچ 

كه عامل اصلي بيماريهاي مهمي مانند كپك سفيد، پژمردگي 
اقه و طوقه در دامنه وسيعي از اسكلروتينيايي و پوسيدگي س

گونه گياهي از  400كه به بيش از  طوريه گياهان است، ب
مبارزه  .)25(جنس حمله مي كند  225خانواده و  64

شيميايي با عامل مذكور خطر ظهور جدايه هاي مقاوم به 
قارچكشها و در عين حال آلودگي محيط پيراموني را به 

دليل ايمني ه را مي توان ب اما مبارزه بيولوژيك. همراه دارد
اين موارد . و خطرات كمتر مورد توجه قرار دادبيشتر 

محققان را بر آن داشت كه از متابوليتهاي ميكروبي براي 

يافتن داروهاي جديد و به حداقل رساندن اثرات زيان بار 
اكتينوميست ها به . )25(قارچكشهاي سنتزي استفاده كنند
يي استقرار بر سطح ريشه دليل رفتار رشدي خاص، توانا

گياه، اثرات بازدارندگي روي ميكروبها و توليد متابوليتهاي 
ثانويه متنوع از لحاظ شيميايي، به عنوان عوامل مقتدر 
كنترل بيولوژيكي عليه بسياري از عوامل بيماريزاي مهم 

در ميان اكتينوميست ها . گياهي به شمار مي روند
Streptomyces spp. يد كننده اصلي تركيبات به عنوان تول

براي  ). 18و17( زيستي شناخته شده اند متنوع فعال
استفاده بهينه از اين باكتريها به عنوان عوامل بيوكنترل، 
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  ها توسعه روشهاي مولكولي براي تشخيص اين گونه
نشانگرهاي مولكولي ابزارهاي بسيار  .اهميت فراواني دارد

دي ژنتيكي، انتخاب مهم و قوي در ارزيابي روابط خويشاون
وت بين نمونه هاي گونه هاي برتر و بررسي شباهت  و تفا

اين نشانگرها از نظر درجه چند شكلي، . مختلف مي باشند
غالب يا همبارز بودن، توزيع در سطح كروموزوم، 

و غيره  DNAتكرارپذيري، نياز يا عدم نياز به توالي يابي 
نشانگري به  انتخاب بهترين سيستم. با هم تفاوت دارند

هدف تحقيق و سطح پلوئيدي موجود مورد مطالعه بستگي 
تا كنون مطالعات اندكي براي مطالعه ). 26(دارد 

استرپتومايسس ها با استفاده از نشانگرهاي مولكولي 
 RAPD نشانگردر يك مطالعه از . صورت گرفته است

جدايه استرپتومايسس توليد  73جهت تعيين تنوع ژنتيكي 
ه ي بيوتيك جدا شده از خاكهاي اردن استفاده شدكننده آنت

در  را ، جدايه هاUPGMA روش هب كلاستر بندي كه است
بررسي نتايج همچنين . داددو گروه اصلي بزرگ قرار 

فنوتيپي جدايه ها همخواني با تفاوتهاي ظاهري و  ژنتيكي
جهت بررسي تنوع ژنتيكي و حذف جدايه ). 7(داشت 

ه در برنامه غربالگري ميكروبي در هاي استرپتومايسس مشاب
در سال  اوشي ).2(استفاده شد RAPDژاپن از نشانگر 

جهت  AFLP نشانگراز  2008در سال كينگ چاو و  2004
 تنوع ژنتيكي اكتينوميست ها استفاده كردند بررسي

جهت شناسايي و طبقه بندي  RAPD نشانگراز  .)16و15(
 نتايج نشان دادو  تومايسس ها در فرانسه استفاده شداسترپ
مؤثر و كارا در تعيين تنوع ژنتيكي  نشانگريك  RAPD كه

در ايران نيز  ).14(جدايه هاي استرپتومايسس مي باشد
مطالعات اندكي در اين زمينه صورت گرفته است از جمله 

اثرات آنتاگونيستي  2011در سال  ي و همكاراندجرجن
بيمارگر  آكتنوميست هاي خاكزي استان كرمان عليه قارچ

Butrytis alli    ، عامل پوسيدگي خاكستري پياز و تنوع
وسيله نشانگر ه ژنتيكي جدايه هاي استرپتومايسس ب

رامورد بررسي قرار دادند و نتايج نشان   RAPDمولكولي 
مي توان جدايه هاي  RAPD داد كه با استفاده از نشانگر

از را  Butrytis alliثر بر قارچ بيمارگر ؤثر و غيرمؤم
 2011بهارلويي و همكاران در سال  ).9(يكديگر تميز داد 
آكتنوميست خاكزي استان  جدايه 110اثرات آنتاگونيستي

را  Sclerotinia sclerotiorum كرمان عليه قارچ بيمارگر
استرپتومايسس  نتايج نشان داد .مورد بررسي قراردادند

را دارا مي  خاصيت آنتاگونيستي بيشترين  422هجداي
هدف از تحقيق حاضر بررسي تنوع ژنتيكي  ).3(دباش

جدايه هاي استرپتومايسس بومي خاكهاي استان كرمان با 
تعريف شد، تا بتوان از  RAPDاستفاده از نشانگر مولكولي 

نتايج آن در اهداف آتي كنترل بيولوژيك قارچهاي بيمارگر 
  . بهره برد

  مواد و روشها
ازي اكتينوميست به منظور جدا س: تهيه نمونه هاي خاك

 متفاوت هاي خاكزي، از خاك نواحي و زمينهاي كشاورزي
در شهرستانهاي كرمان ، زرند، رفسنجان، راور، بافت، 

در استان كرمان  جيرفت ، بم ، سيرجان، بردسير و انار
از هر شهرستان سه نمونه تهيه . نمونه برداري به عمل آمد

اوگر از عمق با  خاك برداشت ،براي تهيه هرنمونه .گرديد
به ميزان  براي هر نمونهانجام گرديد،  سانتيمتري خاك 10

نمونه ها در كيسه هاي پلي . دو اوگر، خاك برداشته شد
اتيلن تميز قرار داده شدند و سپس كاملاً مخلوط شده و از 

متر عبور داده شدند و تا زمان  غربال با مش دو ميلي
گام استفاده، به هن .استفاده درون يخچال نگهداري شدند

ميلي ليتر آب مقطر  100در  ،گرم نمونه خاك مورد نظر 10
و روي شيكر  ه شدآورداستريل به صورت سوسپانسيون در 

 دور در دقيقه 130 سرعتدقيقه و با    30دوار به مدت 
رقتهاي اوليه،  10 - 1 غلظتپس از آن، از . قرار داده شد

گرديد  تهيه 10- 6و  10- 5، 10- 4، 10- 10،3- 2متوالي 
، 10- 4 ،10- 3  از رقتهاي متوالي ميلي ليتر 1 سپس ).19و11(
و مقدار  پليت ريخته در  را آمده به دست  10- 6و  10- 5

را با آن مخلوط  CGAميلي ليتر از محيط كشت  20- 25
و بر روي ميز كار آزمايشگاه به صورت عدد هشت  كرده
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ماي آنگاه نمونه ها در د. انگليسي به حركت در آورده شد
  ).21و20( ندنگهداري شددرجه سانتي گراد   28

روز انكوباسيون،  7-10پس از : خالص سازي نمونه ها
پرگنه هاي اكتينوميست ها و همچنين برخي قارچها و 

از هر پرگنه اكتينوميست، كشت خطي  .باكتريها ظاهر شدند
 تهيه شد و نمونه هاي خالص CGAبر روي محيط كشت 

، فيزيكي و صيات مورفولوژيكيانتخابي بر اساس خصو
انكوبه درجه سانتي گراد  28در دماي  )نمونه 30(شيميايي
 ).22(شدند

قارچ بيماريزاي گياهي : تهيه گونه خالص قارچ
Sclerotinia sclerotiorum ، دانشكده كشاورزي كرجاز- 

محيط . دانشگاه تهران، به صورت كشت خالص تهيه گرديد
 PDA (Potato كشت مناسب جهت رشد اين قارچ

Dextrose Agar) بود . 

تعيين به منظور  سترپتومايسسا هاي غربالگري جدايه
به منظور تعيين توانايي جدايه هاي : فعاليت ضد قارچي

آمده در توليد ماده ضد قارچي  به دست سترپتومايسسا
 7- 10قطعه اي از پرگنه هاي هر جدايه  عليه قارچ مذكور، 

 ميلي 6محيط كشت به قطر در كشت خطي همراه با هروز
كن جدا نموده و بر روي متر توسط چوب پنبه سوراخ 

سپس پليتها به مدت . شدتازه قارچ قرار داده  كشت چمني
بر و  قرار گرفتنددرجه سانتي گراد   28 در دماي روز 5

 ، جدايه هاياساس قطر ناحيه ممانعت از رشد
   ).24و23(فعال  انتخاب گرديدند  استرپتومايسس

با  PCRو انجام   استرپتومايسس ها DNAستخراج ا
پس از غربالگري جدايه هاي :  RAPDنشانگر 

 CTABهر جدايه با روش  ژنومي DNA ،استرپتومايسس
 10با  و واكنش زنجيره اي پليمراز  )10(استخراج گرديد
مواد واكنش . انجام پذيرفت  RAPD آغازگر تصادفي

از  µl1 شامل ، PCR ميكروليتري 25مخلوط  دهنده در
DNA تهيه شده با غلظت الگوي ng/µl50، µl2  MgCl2 با

 mM5/2، µl3/0غلظت  اب mM50 ،µl5/2 dNTPغلظت 
Taq DNA polymerase  غلظتباunit/µl  5 ،µl 2  پرايمر

داراي غلظت  µM 2،µl  5/2 PCR Bufferبا غلظت 
و  )]Tris-HCl )4/8=pHو  mM 500 KCl[ برابر10
µl7/14 مورد  ترموسايكلر. ار تقطير استريل بودآب دو ب

استفاده در اين تحقيق از نوع اپندورف در نوع ساده 
ابتدا دماي اتصال بهينه هر آغازگر با استفاده . وگراديان بود

برنامه . آمد به دست) شيب دمايي(از ترموسايكلر گراديان 
و بخش  براي همه آغازگر ها مانند هم بود PCRدمايي 

. تك رشته بود DNAي اتصال آغازگر به متغير آن دما
 آغازينواسرشت  -1: تكثير بدين صورت انجام گرفت

DNA يك ( دقيقه 4به مدت درجه سانتي گراد  94 در
در  DNAتك رشته اي شدن : سيكل شامل 35 - 2، )سيكل
ثانيه، اتصال  50به مدت درجه سانتي گراد  94دماي 

ل بهينه مربوط تك رشته اي در دماي اتصا DNAآغازگر به 
ثانيه،  40به مدت  )درجه سانتي گراد 47- 55(به هر آغازگر

 2به مدت درجه سانتي گراد  72بسط آغازگر در دماي 
دقيقه  8به مدت  C  ْ72 تكميل بسط در دماي -3دقيقه، 

، نمونه PCR برنامه در دستگاه انجامپس از ). يك سيكل(
در ، روفورزانجام الكتها بلافاصله خارج شده و تا زمان 

حداكثر به مدت يك ماه گراد  درجه سانتي -20دماي 
  .نگهداري شدند

جهت بررسي : آناليز باندهاي حاصل از الكتروفورز
 1ژل آگارز  از فرآورده هاي واكنش زنجيره اي پليمراز

مشاهده  انجام الكتروفورز وپس از. استفاده شد درصد
ي مختلف عكس ، از ژل با فرمتهادر دستگاه ژل نگار باندها

منتقل  Gene toolsبه نرم افزار ها سپس عكس. تهيه گرديد
هاي مشاهده باندحضور يا عدم حضور هر كدام از . گرديد

 0و  1آغازگر به ترتيب با اعداد  10شده براي هر يك از 
يك ماتريس  Excelامتيازدهي شدند و سپس در نرم افزار 

. ده تهيه شدبراي آغازگرهاي مورد استفا 0و  1از اعداد 
تعيين تشابه بين نمونه ها با استفاده از شاخص دايس و 

در نرم افزار  UPGMAتجزيه خوشه اي با استفاده از روش 
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NTSYS  براي كاهش حجم داده ها و .صورت گرفت
تفسير راحت تر مشاهدات، با استفاده از تجزيه به مؤلفه 

  .هاي اصلي پلاتهاي دو بعدي و سه بعدي نيز رسم شد

  ايج و بحث نت
جهت تعيين  سترپتومايسسغربالگري جدايه هاي ا

پس از انجام آزمايش آنتي بيوگرام به : عاليت ضد قارچيف
روش ديسك گذاري، منطقه ممانعت از رشد به صورت 

 S. sclerotiorum عليه يك هاله شفاف نزديك جدايه ها

جدايه  30از مجموع  .)4( )1شكل( گرديد ايجاد
انايي جلوگيري از رشد قارچ جدايه تو 10 استرپتومايسس

  .جدايه ديگر غير فعال بودند 20و  شتندرا دا

 
جدايه ايجاد هاله هاي ممانعت از رشد در اطراف ديسكهاي  -1شكل 

 عليه قارچ بيمارگر) چپ و راست( UK363 استرپتومايسس
Sclerotinia sclerotiorum به روش Disc-Agar  در محيط

  )4نقل از( .PDA كشت
  وشبراساس ر ي استرپتومايسسسپس جدايه ها

 El- Trabily  به چهار دسته تقسيم ) 5(و همكارانش
قطر هاله ممانعت از رشد  - 1سه دسته فعال شامل . شدند

ميلي  5–10ضعيف  استرپتومايسس براي جدايه هاي
(++) ميلي متر 10-30براي جدايه هاي متوسط  -2 ،(+)متر
و  (+++)ميلي متر 30الاترازب  براي جدايه هاي قوي - 3

ايجاد نمي  هاله ممانعت از رشد يك دسته غير فعال كه
فعال  استرپتومايسس نحوه تمايز جدايه هاي 1جدول . كنند

  .را نشان مي دهد

 -El وشفعال بر اساس راسترپتومايسس تنظيم جدايه هاي  -1جدول

tarabily 5( و همكاران( 

 جدايه هاي
 استرپتومايسس

  فعال

 منطقه
ممانعت 
  از رشد

 جدايه هاي
 استرپتومايسس

  فعال

منطقه 
ممانعت 
  از رشد

UK363  
UK360  
UK361  
UK344  
UK246  

+++  
++  
++  
++  
++  

UK370  
UK139  
UK273  
UK364  
UK262  

++  
++  
+  
+  
+  

: تايج حاصل از امتياز دهي ژل ها و تجزيه وتحليل آنهان
ل باندها وعكس برداري از ژلها با دستگاه ژپس از مشاهده 

آغازگر  10باند قوي و واضح توسط  128 ، مجموعاً نگار
تعداد . تشخيص داده شد bp2800تا  bp250در محدوده 

 6باندهاي ايجاد شده براي هر پرايمر متفاوت بوده و بين 
متغير  54باند براي آغازگر  20تا   391باند براي آغازگر 

ثير باند را تك 8/12به طور متوسط هر آغازگر . )2شكل (بود
 6/11ميانگين تعداد باند چند شكل براي هر آغازگر  .نمود
 ).2جدول (بود 

درختچه حاصل از تجزيه خوشه اي با ضريب تشابه دايس 
برش در فاصله خط اگر . نشان داده شده است 3شكلدر 

در درختچه حاصل از تشابه دايس زده  درصد 58تشابه 
تقسيم شود، جدايه هاي استرپتومايسس به دو گروه كلي 

گروه اول شامل جدايه هايي است كه توانايي . مي شوند
جلوگيري از رشد قارچ و ايجاد هاله ممانعت را داشتند، 

 ،UK363، UK361 استرپتومايسس يعني جدايه هاي
UK344،UK370،UK364،UK273،UK262،UK360،UK

جدايه اين ،  درصد 61در فاصله تشابه كه  UK246 و139
 ).3جدول (تقسيم مي شوند زيرگروه  سهبه  خود ها

 ،UK353 گروه دوم شامل جدايه هاي استرپتومايسس
UK431 ،UK367، UK359، UK211، UK145، UK126، 
UK157، UK425، UK98، UK302، UK335، UK365، 
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UK331، UK371، UK412، UK304، UK432، UK321 
 . مي باشد UK366 و

. اشتنداين جدايه ها توانايي جلوگيري از رشد قارچ را ند
، اين جدايه ها را در درصد 61خط برش در فاصله تشابه 
  ).4جدول (پنج زيرگروه قرار مي دهد 

  مورد استفادهRAPD  آغازگرهاي چندشكلي ميزان و هاباند تعداد -2جدول

  باندها تعداد كل  توالي آغازگر  نام آغازگر  آغازگرشماره 
باندهاي چندتعداد 

  شكل
چند  درصد

  شكلي
1  ٣٩١ 5 ́ GCG-AAC-CTC-<G>  3́ 6  5  83  
2  ٣٩٦ 5 ́ GAA-TGC-GAG-<G> 3́ 11  11  100  
3  ٣٧٩ 5 ́ GGG-CTA-GGG-<T>  3́ 15  13  87  
4  ٣٩٢ 5 ́ CCT-GGT-GGT- <T>   3́ 12  11  92  
5  54  5 ́ GTC-CCA-GAG-<C>  3́ 20  17  85  
6  62 5 ́ TTC-CCC-GTC-<G>  3 ́ 13  12  92  
7  69 5 ́ GAG-GGC-AAG-<A> 3 ́ 14  13  93  
8  63  5 ́ TTC-CCC-GCC- <C>  3 ́ 11  11  100  
9  66  5 ́ GAA-TGC-GAG-<G> 3 ́ 18  16  89  

10  53  5 ́ CTC-CCT-GAG- <C>  3́ 8  7  87  
  

 
  پس از الكتروفورز درتعدادي از جدايه هاي استرپتومايسس 66باندهاي چند شكلي مشاهده شده با نشانگر  -2شكل 
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  با ضريب تشابه دايس جدايه استرپتومايسس مورد بررسي 30 درختچه حاصل از تجزيه خوشه اي -3شكل

  زير گروههاي مربوط به گروه اول درختچه حاصل بر اساس ضريب تشابه دايس -3جدول 
  جدايه هاي استرپتومايسس زيرگروه

  UK361،UK344، UK370، UK363  الف

 UK273 وUK364،UK262 ب

 UK246وUK360، UK139 ج

  زير گروههاي مربوط به گروه دوم درختچه حاصل بر اساس ضريب تشابه دايس -4جدول 
  جدايه هاي استرپتومايسس  زيرگروه
 UK353   الف

  
  UK367 وUK431  ب

  
  UK335 وUK359 ،UK211،UK145،UK126، UK157،UK425  ج

  
  UK 302 وUK412، UK371، UK331 ، UK365،UK98  د

  
  UK366، UK321، UK432 ،UK304  ه
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 ، UK359، UK360 ،UK361 جدايه هاي استرپتومايسس
UK363 ، UK364، UK365 و UK366  از يك مكان جمع

آوري شده بودند، نتايج  نشان داد كه اين جدايه هاي جمع 
آوري شده از يك ناحيه جغرافيايي لزوماً داراي قرابت 

 ،UK359 كه سه جدايه ژنتيكي نمي باشند، به طوري

UK365 و UK366  برخلاف چهار جدايه ديگر كه متعلق
به همان مكان بودند و توانايي جلوگيري از رشد قارچ را 

داشتند، نتوانستند از رشد قارچ جلوگيري نمايند و اين 
   .هاي مختلفي قرار گرفتندهجدايه ها در گروهها و زير گرو

از تجزيه به مؤلفه هاي اصلي : تجزيه به مؤلفه هاي اصلي
يك پلات دو بعدي  RAPDر روي داده هاي حاصل از ب
سه . حاصل شد) 5شكل(و يك پلات سه بعدي ) 4شكل (

مؤلفه اصلي كه بيشترين سهم را در ايجاد تنوع داشته اند به 
در صد از ميزان كل تنوع را  64/9 و18/16 ،68/27ترتيب 

  .كنترل كرده اند

 
  پلات دو بعدي حاصل از تجزيه به مؤلفه هاي اصلي -4شكل

  

نتايج حاصل از پلات دو بعدي و سه بعدي اگرچه 
اطلاعات خلاصه شده و مناسبي از وضعيت جدايه هاي 

اطلاعات  استرپتومايسس را نشان داد، اما نتايج كلي و
كل حاصله نشان مي دهد كه كلاستر بندي حاصل از 

تر و جامع تري را حاصل كرده است  دقيق نتايجاطلاعات ، 
ضمن . كه نشان از انتخاب مناسب نسبي پرايمرها مي باشد

تري  مي توان اطلاعات دقيق آغازگرهاآنكه با افزايش تعداد
عنوان  باكتريها به براي استفاده بهينه از. آورد به دست

عوامل بيوكنترل، توسعه روشهاي مولكولي براي تشخيص 
استفاده از انگشت نگاري . اين گونه ها اهميت فراواني دارد

DNA  يك روش ايده آل است كه به طور وسيع در
 6(كار رفته است ه شناسايي موجودات از جمله باكتريها ب

يكي از روشهاي  RAPDاستفاده از نشانگر مولكولي ). 12و
فق است كه مي تواند جهت توليد الگوهاي تكثيري مو

  ).8و1(كار رود ه متفاوت براي گونه هاي مختلف ب
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  پلات سه بعدي حاصل از تجزيه به مؤلفه هاي اصلي -5شكل

  اساس پلات سه بعديگروه بندي جدايه هاي استرپتومايسس بر  -5جدول
  جدايه هاي استرپتومايسس  گروه

1  UK361 ،UK370  
2  UK246 ،UK344 ،UK363 ،UK273  
3 UK211،UK145،UK139،UK262،UK364  
4  UK359 ،UK360 ،UK 425 ،UK157 ،UK335  
5  UK126 ،UK366 ،UK304  
6  UK371  
7  UK331 ،UK365 ،UK98 ،UK431 ،UK353 ،UK 367 ،UK 412 ،UK321 ،UK432  
8  UK302  

  
چند شكلي تكثير شده، مي توانند به عنوان  DNAقطعات 

نشانگر جهت تشخيص حضور گونه هاي استرپتومايسس 
در علوم  كاربردهاي بيشماري ها استرپتومايسس .بكار روند

 ، ميكروبيولوژيكشاورزي پزشكي، مختلف از جمله
استفاده از آنها بسيار گسترده  ميزاندارند و  وبيوتكنولوژي

گونه هاي  ،شرايط اقليمي ايران با توجه به تنوع  .است
اما علي  ،ايران وجود دارددر  نيز بسياري از استرپتومايسس

متاسفانه هنوز براي پيدا نمودن  ،رغم اين گستردگي و تنوع
در . كار چنداني انجام نشده استها  تنوع استرپتومايسس
 30شد كه فيلوژني و تنوع ژنتيكي  تحقيق حاضر سعي

كرمان  استان جدايه استرپتومايسس جدا شده از خاكهاي
 .مورد بررسي قرار گيرد RAPDآغازگر تصادفي  10توسط 

اثرات آنتاگونيستي جدايه هاي مذكور عليه ضمن آنكه 
نتايج . يش قرار گرفتمورد آزما S. Sclerotiorumقارچ 
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مربوط  حاصل از آزمايشهاي مولكولي با نتايج آزمايشهاي
يعني جدايه هايي كه . بيولوژيك همخواني داشتبه كنترل 

، از لحاظ داراي فعاليت بازدارندگي رشد قارچ بودند
و جدايه هاي غير فعال  ژنتيكي نيز به هم شباهت داشتند

وه جداگانه قرار يك گركلاستر بندي مولكولي نيز در در 
، از 1999در سال و همكارانش در اردن  Malkawi . گرفتند

براي تعيين تنوع ژنتيكي جدايه هاي  RAPDتكنيك 
تجزيه خوشه اي  كه داسترپتومايسس خاكزي استفاده كردن

دو  وحضور پلي مورفيسم را ميان جدايه ها مشخص كرد
 يجنتا. گروه با تنوع زياد در ميان جدايه ها مشخص شد

يك روش مؤثر و كارا در  RAPD تكنيكنشان داد  آنها
 و تعيين تنوع ژنتيكي جدايه هاي استرپتومايسس مي باشد

جهت  RAPDكه مي توان از  داددندروگرام حاصل نشان 
اين مورد . )13(طبقه بندي استرپتومايسس ها استفاده كرد

) 2000(و همكارانش كه در فرانسه  Martinدر تحقيقات 
جهت  RAPD تكنيكآنها از. د، نيز ديده شده استانجام ش

 شناسايي و طبقه بندي استرپتومايسس ها استفاده كردند
)14(.  

  سپاسگزاري
پژوهشگاه علوم و تكنولوژي پيشرفته و علوم بدينوسيله از 

محيطي ، دانشگاه تحصيلات تكميلي صنعتي و فناوري 
يار به دليل تأمين هزينه هاي پژوهشي و در اخت پيشرفته
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Evaluation of antagonistic effect and genetic diversity of 
Streptomyces strains isolated from soils of the  kerman province 

as biological control of Sclerotinia sclerotiorum 
Baniasadi F.1, Baghizadeh A.2  and Shahidi Bonjar Gh.H.1 

1 College of Agriculture, Shahid Bahonar University of Kerman, Kerman, I.R. of Iran 
2 Biotechnology Dept., Institute of Science and High Technology and  Environmental Sciences, Graduate 

University of Advanced Technology, Kerman, I.R. of Iran 

Abstract 

At the present research, 30 isolates of Actinomycetes have been isolated from 
agricultural soils of Kerman Province of Iran and assayed for antagonistic activity 
against Sclerotinia sclerotiorum. 10 isolates showed antagonistic effect of In Disc-Agar 
method, Among selected isolates, Streptomyces isolate 363 UK showed high 
antagonistic activity. Also, in order to determine genetic diversity of 30 isolates of 
Streptomyces, the DNA was extracted using CTAB method in laboratory. To do 
molecular investigation 10 RAPD primers were used for PCR. After doing 
electrophoresis, 128 sharp bands between 250 and 2800 base pair were recognized. The 
experiment results were analyzed using NTSYS software and UPGMA method with 
Dice coefficient. The analyzed cluster found from Dice coefficient divided the 30 
Streptomyces isolates in two major groups. In the first group, 10 isolates were 
antagonistic properties,and in the second group of 20 isolates were no antagonistic 
effect. Grouping isolates using principal components analysis was performed and two-
dimensional and three-dimensional plots respective was drawn. The isolates were 
divided into eight groups. 

Key words: Streptomyces, Sclerotinia sclerotiorum, Genetics Diversity, RAPD 
Molecular Marker 
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