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Evaluation of Bio-control and Colonization Potential of Molecular Improved  
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 یدهچک

 کودرماتریقارچ . تاس ییایمیکاهش مصرف سموم ش یبرا یعامل و یاهیگ یهایماریمؤثر کنترل ب یاز راهکارها یکی کیولوژیکنترل ب

 توان. دشویمحسوب م یکیولوژیعوامل کنترل ب نیترموفق از یاهیگ یزایماریب یهاقارچ از یاریبس یهعل ضدیتی یتداشتن خاص با

 یمک مهندسبه ک سندگانینو یقبل پروژه. در دارد میمستق ارتباط ،پاتوژن یسلول وارهید یمیآنز هیتجز زانیم با قارچ، نیا یوکنترلیب

حاضر توان  قیدر تحق .افتیانتقال  T. harzianumبه قارچ  حاصل بینوترک نیساخته شد و پروتئ 42 مریکا نازیتیک ن،یروتئپ

 یابیارز ایلوب اهیگ یو گلخانه بر رو شگاهیآزما طیدر شرا R. solaniشده در برابر پاتوژن  یمهندس یهاهیجدا ونیزاسیو کلن یوکنترلیب

توان  یبررس ،ی مهندسی شده بعد از گذشت دو سالهاقارچ سهیشده در ر یقطعات مهندس ثبات و حضور ،یولمولک تأیید از پسشدند. 

 یدرصد بازدارندگ 22/53با  Chit42- ChBD3 هینشان داد که جدا هاافتهیشد.  انجام پاتوژن و کودرمایتردر کشت متقابل  یوکنترلیب

 ماریت اهانیگ یاگلخانه شیدست آمده از آزمابه جی. طبق نتااست هبود In vitro طیدر شرا وکنترلیب نینسبت به کنترل، بهتر تربیش

 یریگمختلف اندازه مراحل یدر تمام Chit42- ChBD15 و Chit42- ChBD3، Chit42- ChBD7شده  یمهندس یهاهی، جداپاتوژن با شده

 یزاسیونکلن را نشان دادند. درصد 40از ترکم یماریب میعلا (و در مرحله برداشت یشیمرحله زا یلاوا یشی،اواسط دوره رو ی،دو برگ)

 یغازگرهابا استفاده از آ یمطالعات مولکول یلهوسبه یالوب یشهر یدرماپ یسلول ینب یقارچ به فضا یسهنفوذ ر ینچنهم و یشهر یسطح

PF1/R3xba1 گرفت قرار یدتائ مورد. 
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 مقدمه

 یفیتو ک یکشاورز یداتبه تول یکنون جامعه یازن یشافزا

 یمیاییش سموم و کودها مصرف یزانم یشافزا باعث محصولات،

 یجد هاییآلودگ یکرد،رو ینا ییجهشده است که نت

 برابر در یوکنترلاست. استفاده از عوامل ب یطیمحیستز

اثرات مخرب  ینکاهش ا یاز راهکارها یکی یاهیگ یهاپاتوژن

 یهاگونه ییتوانا. (Zhang et al., 2016) و همکاران انگژ است

 یهااز قارچ یاریدر کنترل رشد بس یکودرمامختلف جنس تر

از عوامل مؤثر و قدرتمند کنترل  یکیعنوان قارچ را به ینا ی،خاکز

 و همکاران بنداهمن .مطرح کرده است یاهیگ هاییماریب یستیز

(Bendahmane et al., 2012) .ضدیتی یسممکان یبر رو مطالعات 

 همراه هب یدرولیتیکی،ه هاییماز آنز یاریبس ترشح بر یکودرماتر

 ستمیس یکو  یضدقارچ هایبیوتیکیآنت یدکنندگیتشد اثر

 برانر دارد یدتاک یمارگربه دام انداختن قارچ ب یبرا یچیدهپ

(Brunner, 2005.) 

 در کنترل عوامل ینقش اساس یکیتیدرولیه یهامیآنز ترشح    

 گروه نیتریاصل جزء نازهایتیک ها،میآنز نیب در که دارد زایماریب

 باشندیم کودرمایتر قارچ یوکنترلیب تیفعال در لیدخ یمیآنز

 در را نقش نیترمهم 42 نازیتیک میآنز .(Seidl, 2008) دلیس

 T. harzianum قارچ 42 نازیتی. ککندیم فایا ینازیتیک تیفعال

 باعث یندوم ینا .است (ChBD) تینیک به اتصال یندوم فاقد

و امکان اتصال به  شودیم سوبسترا به یماتصال آنز یشافزا

 و همکاران یجسینکا کندیم تربیش نامحلول را یسوبستراها

(Eijsink et al., 2008) .یمولکول سازیینهاز به یراخ یقاتدر تحق 

 که رمایکوداز تر هایییهبه جدا یابیدست یبرا ینپروتئ یو مهندس

 یهاچقار یوارهد یتیناتصال به ک یبرا یتربیش توان و یتقابل

 توسط شده انجام یقتحق درپاتوژن باشد، استفاده شده است. 

 میآنز یتینازیک یتفعال یشافزا یراستا در همکارانو  یکوثر

 یلولس یوارهد دهندهیلتشک یتینک یتارهاساخ یرو بر 42 یتینازک

 و همکاران کوثرید کار گرفته شبه یاصل کار راه سهها قارچ

(Kowsari et al., 2013; Kowsari et al., 2014 .)اول روش 

بود. در روش  T. harzianumدر قارچ  42 یتینازک ژن تعداد یشافزا

 یجداساز T. atroviride از قارچ 10-18 یتینازک یمآنز ChBDدوم 

 یهناح از بعد 42 یتینازک ینیآم یانتها به ینکرشد و توسط ل

 .T قارچحاصل به  یمرکا یتینازاضافه شد و ک یدپپت یگنالس

harzianum  در روش سوم یافتانتقال .ChBD یتینازک یمآنز chi1  از

 یانتها به دهندهاتصال با و شد گرفته R. oligosporus قارچ

 T. harzianum قارچافزوده شد و سپس به  42 یتینازک یلیکربوکس

 تینازیک یهاژن یاننشان داد که ب یقتحق آن هاییافته. یافتانتقال 

 آن یوکنترلیب توان یشسبب افزا T. harzianumدر قارچ  یمرکا

 لیوکنترعنوان ببه توانندیحاصل م یکودرماتر هاییهشده و جدا

 جهت .یرندگ قرار ستفادهموردا یکشاورز مهم یمارگرهایب برابر در

در  ازیسینهبه هاییهجدا یزاسیونو کلن یوکنترلیتوان ب یبررس

 یاهعنوان گبه یالوب یاهشد. گ یطراح یراخ یقتحق گلخانه، یطشرا

از منابع مهم  یکی یالوب حبوبات، ینب در .شد انتخاب یزبانم

 25تا  20 یحاو یا. لوبباشدیانسان م یبرا یانرژ یدتول و ینپروتئ

 ینروتئپ یبرا یمناسب یگزینجا تواندیم که است یندرصد پروتئ

 Bitocchi et) و همکاران یتوچیب باشد ییغذا یرهدر زنج یوانیح

al., 2012). 

 از یاوبل یپوکوتیلو ه یشهر یزوکتونیاییرا یدگیپوس یماریب    

شناخته شده در سراسر جهان  یخاکز هاییماریب ترینیعشا

درصد گزارش  15 از یشب یماریب ینا خسارت یزان. مباشدیم

 ,.Navarrete-Maya et al) و همکاران یاما ناوارت شده است

 واردش یاربودن بس یخاکز یلدلبه یماریب ینا کنترل .(2006

ها ز قارچبا استفاده ا یستیز کنترلکه  یافتنددر ین. محققباشدیم

 خاطر هب یاهگ خود یتتقو ینچنهم و یعتبا طب یسازگار یلدلهب

 اریبس زایماریو کنترل عوامل ب ییغذا مواد جذب یزانم یشافزا

 Harman et) و همکاران یوما ؛کارانو هم هارمنباشند یمؤثر م

al., 2008; Mayo et al., 2015). 

ردار برخو اییژهو یتاز اهم یزاسیونکلن یولوژیککنترل ب در    

در  یکیاکولوژ یگاهجا یعسر یزاسیونکلن با یوکنترلاست. عامل ب

 ،ها رقابت کرده، با آنزایماریب عوامل یلهوسبه یمحل آغاز آلودگ

 و همکاران سالاسدهد یکاهش م یاها را حذف کرده آن یتجمع

(Salas et al., 2011). ازین ینهعملکرد به یبرا یوکنترلعوامل ب 

 واملع کاربرد به توجه با. دارد یاهگ سطح در خود یهاول استقرار به

 یتاهم از یزاسیون، کلنخاک درون یابذر  یرو بر یوکنترلب

محافظت  منظوربه یوکنترلبرخوردار است. عوامل ب اییژهو

 در ار خود بتوانند یدبا ،هادر مقابل حمله پاتوژن یشهر از مناسب

 (.Cai et al., 2015) و همکاران کایکنند  مستقر یزوسفرر

 کهشده  سازیینههب یکودرمایتر یهجدا 6 تعداد یقتحق ینا در    

 T. atroviride از قارچ E18-10 یتینازک یمآنز ChBD آن در

 42 ازنـیتیک ینیآم یانتها به نکرـیوسط لـد و تـش یازـداسـج

T. harzianum یطشرا درو جدایه وحشی  بود شده متصل 

 .Rیقارچ علیه پاتوژن و یالوب یاهگ یرو بر گلخانه و یشگاهآزما

solani  یزاسیونکلن توان ینچنگرفت. هم رقرا یبررسمورد 

 مطالعات با یشهر درون و سطح بر یکودرماتر یهایهجدا

 داد شانن یجنتا. گرفت ارقر یبررس دمور یو مولکول یکروسکوپیم

 یوکنترلیو توان ب یشده از سرعت رشد یمهندس هاییهجدا که

 زاسیونیبرخوردار بودند و توان کلن یوحش یهنسبت به جدا یبالاتر

 .گرفت قرار تأیید مورد سطح دو هر درها آن
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 روش و مواد

 قارچ هاییهجدا یهته

 از یقتحق ینمورد استفاده در ا T. harzianumقارچ  هاییهجدا

کرج  یکشاورز یوتکنولوژیپژوهشکده ب یکروبیم یونکلکس

(ABRIIته )قارچ  زاییماریب یهسو و شدند یهR. solani (AG-

 هایهجداین . اشد یهاصفهان ته یکشاورز یقاتاز مرکز تحق (4

کشت شده  PDA (Potato Dextrose Agar) کشتیطمح یبررو

 شدند. ینگهدار گرادیدرجه سانت 21 یو در انکوباتور در دما

 

 یمرکا یتینازژن ک یداریپا و حضور اثبات

 ینو دم (SP=105bp) یدپپت یگنالس قسمت دو از 42 یتینازک ژن

 در کهشده است  یلتشک (Chit42=1170bp) یتینازک یاصل

 ChBDبخش  (1طبق شکل )شده  یمهندس یهاقارچ

(237bp) یتینازک ژن E18.10  قارچT. atroviride با 

 شده است افزوده 42 یتینازک ینیآم یانتها به اتصال دهنده

 و حضور اثبات یبرا یشآزما ینا در. (2014) و همکاران کوثری

بعد از  شده یمهندس هاییهجدا در یمر،کا یتینازک ژن یداریپا

قارچ با استفاده از  هاییسهاز ر DNA استخراج گذشت دو سال،

 با همراه (Kullnig et al., 2000) و همکاران ینگکالروش 

 ChBD قطعه یداریپا و حضور ییدتأ یانجام شد. برا ییراتیتغ

(237bpمهندس ) از (2014)ی شده توسط کوثری و همکاران 

 فتج دواستفاده از  با کهشد  استفاده یمرازپل اییرهواکنش زنج

 حضور (chit423R-1Xba PF1) ( و1xba3R -1Xba PF1) آغازگر

 با یمرازپل اییرهزنج واکنش یدر ط ChBD یحاو ژن یداریو پا

 قرار گرفت: یبررسمورد یرز یطشرا

 

 PCRانجام  یطشرا :1 جدول
Table1: PCR Condition 

 گراد(دما )درجه سانتی

Temperature (°C) 

 زمان )دقیقه(

Time (min) 

 مراحل
Steps 

 تعداد چرخه
Cycle number 

94 10 
 سرشت اولیهوا

Initial denaturation 
1 

94 1 
 واسرشت

Denaturation 

 اتصال 1 62 40
Annealing 

 گسترش 1 72
Extention 

 گسترش نهایی 10 72
Final extention 

1 

 

 تکشدر  یکودرماتر هاییهجدا یوکنترلیتوان ب یابیارز

 متقابل

شده و  یمهندس یکودرمایتر هاییهجدا ییتوانا یسهمقا یبرا

 R. solani گریماراز رشد قارچ ب یدر بازدارندگ یوحش یهجدا

در  یتصادف به روش کشت متقابل در قالب بلوک کاملاً یشیآزما

 طرف یک درصورت که  ینبد شد انجام یشگاهسه تکرار در آزما

 نجپ یسکد یک یتپل لبه از متریسانت یکبه فاصله  یتپل

گذاشته شد و در  یزوکتونیاروزه قارچ را 3از کشت  مترییلیم

 روزه 3 کشت یهاز حاش مترییلیم پنج یسکد یکطرف مقابل 

 یریگاندازه .شد داده کشت یکودرما،تر هاییهجدا از هرکدام از

پس از کشت  روز 4از گذشت  پس یزوکتونیاقارچ را یرشد شعاع

ارچ ق یسیلومیرشد م یبازدارندگ یزانم یشآزما ینانجام شد. در ا

مختلف  هاییهجدا مقابل در یرز فرمول از استفاده با یمارگرب

 قارچ ینا یسیلیومم یرو هایهجدا ینا یشرویپ و یکودرمارت

 .(Sunder et al., 1995)و همکاران  ساندری شد بررس

= X – Y/X ×100  ٬یبازدارندگدرصد X یاب غ= رشد پاتوژن در

 یکودرماتر= رشد پاتوژن در حضور Y ٬ یکودرما )کنترل(تر

 

در  شده یمهندس یکودرماهایتر یوکنترلیتوان ب یبررس

 گلخانه

 کاملاًدر قالب بلوک  یلفاکتور یشیآزما درطرح یشآزما ینا

( ضورح عدم و)حضور  یزوکتونیادو فاکتور پاتوژن را یبرا یتصادف

. شد تکرار انجام 5 در( حضور عدم و)حضور  یکودرماتر یهجدا 1 و

و  زیپاگلی به روش قارچ ینوکولوما یهما یسازآماده از بعد

 نسبت با شده اتوکلاو خاک ،(Pugliese et al., 2008)همکاران 

های جدایهمایه اینوکولوم با (W/W %1)  یک درصد یوزن

روز قبل از آلودگی  14تریکودرما یک هفته قبل از کاشت بذور و 

خاک با پاتوژن، تلقیح شد و زمان کافی برای رشد و تکثیر 

لریت هیپوکبا شده  ضدعفونی بذور. بیوکنترل داده شدهای جدایه

 یاسپورها یونسوسپانس در ساعت یکمدت بهیک درصد  سدیم

https://en.wikipedia.org/wiki/Denaturation_(biochemistry)#Nucleic_acid_denaturation
https://en.wikipedia.org/wiki/Denaturation_(biochemistry)#Nucleic_acid_denaturation
http://www.tehranacid.com/%D9%87%DB%8C%D9%BE%D9%88%DA%A9%D9%84%D8%B1%DB%8C%D8%AA-%D8%B3%D8%AF%DB%8C%D9%85
http://www.tehranacid.com/%D9%87%DB%8C%D9%BE%D9%88%DA%A9%D9%84%D8%B1%DB%8C%D8%AA-%D8%B3%D8%AF%DB%8C%D9%85
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( لیتریلی)اسپور در م 1×610با غلظت  یکودرماقارچ تر هاییهجدا

شت با گذ کاشته شدندها نگلداور شدند بلافاصله بذور در غوطه

ن آلوده پاتوژ یک هفته از کاشت بذور لوبیا، خاک با مایه اینوکولوم

 هیشده و جدا یمهندس یکودرماهایتر قارچ یرتأث یبررس در شد.

 یماریشدت ب یزوکتونیا،را یماریب کنترل یزانم یرو یوحش

مرحله ) یالوب یاهگ یمختلف رشد یهازمان در یپوکوتیله و یشهر

 و یشیرو دوره اواخر(، برگی شش) یشیرو دوره اواسط ،یرگب 2

براساس  و هنگام برداشت( دهییوهپس از م یشیزا مرحلهشروع 

شد  ییابارز ییراتیتغ باو همکاران  میکتا پنج روش  یک یاسمق

(Kim et al., 1997.) 

 

 کودرمایتر ونیزاسیکلن یکروسکوپیم دییتأ

 شد انجام هایشهر یسطح یلاستر یش،آزما ینا انجاممنظور به

در  یدرصد KOH، 10 در ساعت یممدت نبه هایشهر سپس

. گرفتند قرار گرادیدرجه سانت 90 یحمام آب گرم در دما

 یقهدق 3 یال 2 و شده شو و شست مقطر آب با بار چند هایشهر

 5/0درصد قرارگرفتند، سپس در محلول  یک یدکلریکاس در

 شدند داده قرار ساعت چندمدت و بهبل یلنمت یابلو  یپاندرصد تر

قرار  یبررسمورد ینور یکروسکوپم یرز شو و شست از بعد

 .گرفتند
 

 یهاسهیر یسطح ونیزاسیکلن یمولکول یبررس

 کودرمایتر

 هایهیشر یکودرما،تر هاییسهر یسطح یزاسیوناثبات کلن یبرا

 شهیر و بودند شده یحتلق یکودرماتر هاییهکه فقط با جدا یاهانیگ

 یونیزاسکلن یمولکول ییدتأ ی( برایح)بدون تلق شاهد یاهانگ

 در هایشهشست و شو داده شدند و ر یصورت سطحبه ی،سطح

 هایشهاز ر DNAپودر شده و استخراج  یعما ازت با سترون هاون

 xba3(PF1/R(1 آغازگر با یمرازپل اییرهزنج واکنش. شد انجام

 .شد انجام یمرکا یتینازاثبات حضور ژن ک یبرا

 

 هشیر درون به کودرمایتر سهیر نفوذ یمولکول یبررس

فوذ ن ییتوانا یکودرماقارچ تر هاییهاز جدا یبرخباتوجه به اینکه 

 ایهیشهر یید نفوذ ریسه،تأجهت  دارند، را یشهر داخل به یسهر

 اهدش یاهانگ یشهرچنین هم و یاهان تلقیح شده با تریکودرماگ

 و آب با هایشهر ابتدا. گرفتند قرار یشاآزم مورد( یح)بدون تلق

 از یناناطم ی. براشدند یلاستر درصد 5 هیپوکلریک سدیم

 لوپ یروجود نداشته باشد ز اییسهر یچه یشهر یرو کهینا

از  DNAاستخراج  .ی شدبررس یینمو هاییشهاز ر ییهاقسمت

 و حضور ییدتأ یبرادر نهایت . شد انجام یاهگ های مویینیشهر

 یمرکا یتینازک ژن وجود یا،لوب یاهگ یشهر در یکودرماذ قارچ ترنفو

 قرار گرفت. یبررس مورد 1xba3PF1/R یاستفاده آغازگرها با

 

 یآمار یزهایآنال

و  یشگاهیاز مرحله آزما دست آمدهی بههادادهیانس وار یهتجز

 شد. جهتانجام  21نسخه  SPSSافزار نرماستفاده از با  یاگلخانه

 احتمال دانکن در سطح یاچنددامنه آزمون از هایانگینم یسهمقا

 Excel 2007افزار حاصل با نرم نتایج استفاده شد. درصد 5

 .شد گزارش نمودارصورت به

 

 یجنتا

 یمرکا یتینازک ژن حضور ییدتأ

PF1 ) یآغازگرهابا  یمر،کا یتینازک ژنپایداری  ییدتأ یبرا

1xba3R -1Xba) یانتها و یدپپت یگنالس یابتدا یهکه به ناح 

chit42 گرفت انجام مرازیپل یارهیزنج واکنش شوندیمتصل م 

 یهاطول با باند دومورد انتظار بود  آنچهطبق  (.a2)شکل 

شده باند  یمهندس هاییهجدا درکه  یدمتفاوت مشاهده گرد

 همراه یتینازدهنده ژن کجفت باز نشان 1512تر با اندازه بزرگ

 ChBDنبدو یتینازدهنده ژن کتر نشانو باند کوچک ChBD با

)قارچ  یوحش یهجدا در .جفت باز است 1215حدود  یاقطعه که

 مشاهده باز جفت 1215 طول به قطعه یک( تنها یرتراریختغ

 (.b2 شکل) شد

1Xba PF1-) یآغازگرها با استفاده مجدد ییدتأ یبرا    

chit423R) از ژن  یقسمتhit42C  وChBD  گنالیس همراهبه 

 1021با اندازه  شده یرتکث قطعه. (a3)شکل شد  ریتکث دیپپت

)ژن  42 یمرکا یتینازژن ک ،شده یمهندس هاییهجدا درجفت باز 

 ژن یانگرتر بکوچک قطعهو  دادرا نشان  (ChBD با همراه یتینازک

 یهجدا در .بودجفت باز  244اندازه  با ChBD))بدون  یتینازک

جفت باز  244اندازه  باباند  یک تنها( یرتراریخت)قارچ غ یوحش

 (.b3شد )شکل  مشاهده
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 یدپپت یگنالس یهناح از بعد 42 یتینازک ینیآم یبه انتها اتصال و T. atroviride از قارچ E18-10 یتینازک یمآنز ChBD: 1شکل 

Fig. 1: ChBD Chitinase Enzyme E18-10 from the T. atroviride fungus and binding to the amino end of chitinase 42 

after the peptide signal region 
 

 
 (PF1/R3xba1) آغازگر با 42 یمرکا یتینازک ژن یکشمات شکل: a2شکل 

Fig. 2a: Schematic diagram of the chitinase gene of Cimmer 42 with primer (PF1/R3xba1) 

 

 
DNA، M :mix 100bp ladder، 1: -Chit42: نمونه بدون C-.(1xbaPF1/R3) یآغازگرها با 42 یمرکا یتینازک ژن یید: تأb2شکل 

ChBD 3، 2 :Chit42- ChBD6، 3 :Chit42- ChBD7، 4 :Chit42- ChBD11، 5 :Chit42- ChBD13، 6 :Chit42- ChBD15، wt :T. 

7)-(T8 harzianum، +Cید: پلاسم PEJT 
Fig. 2b: Confirmation of the chitinase chimer42 with primers (PF1/R3xba1) .C-: Sample without DNA M, ladder mix 

100bp, 1: Chit42-ChBD 3, 2: Chit42-ChBD6, 3: Chit42-ChBD7, 4: Chit42-ChBD11, 5: Chit42-ChBD13, 6: Chit42-

ChBD15, wt: T. harzianum (T8-7), C+: PEJT plasmid 

 

 
 (PF1/R3Chit42) آغازگر با 42 یمرکا یتینازک ژن یک: شماتa3 شکل

Fig. 3a: Schematic of Chitinase Chimer 42 with Primer (PF1/R3chit42) 
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: DNA، M :ladder mix 100bp، 1: نمونه بدون hit42)C(PF1/R3. -C قطعه یآغازگرها با 42 یمرکا یتینازک ژن یید: تأb3شکل 

Chit42- ChBD3، 2 :Chit42- ChBD6، 3 :Chit42- ChBD7، 4 :Chit42- ChBD11، 5 :Chit42- ChBD13، 6 :Chit42- ChBD15، 

wt :7)-(T8 T. harzianum، +Cید: پلاسم PEJT 
Fig. 3b: Confirmation of Chimeric 42 gene with primers (PF1/R3Chit42). ) .C-: Sample without DNA, M: ladder mix 

100bp, 1: Chit42-ChBD3, 2: Chit42-ChBD6, 3: Chit42-ChBD7, 4: Chit42-ChBD11, 5: Chit42-ChBD13, 6: Chit42-

ChBD15, Wt: T. harzianum (T8-7), C+: plasmid PEJT 

 

 در کشت متقابل یوکنترلیتوان ب یبررس

در کشت  R. solaniقارچ پاتوژن  یرشد شعاع یزانم کاهش

 یهندسم هاییهجدا یوکنترلیعنوان توان ببه ودرمایکمتقابل با تر

 یمهندس یه. جداشد گرفته نظر دربعد از کشت  روز 4شده در 

 یشو افزا یکل یدرصد بازدارندگ 20با  Chit42- ChBD 3شده 

 ینرا در ب یوکنترلیب توان یزانم ینتربیش ،یدرصد 22/53

. (4ل )شک است داده اختصاص خود بهشده  یمهندس هاییهجدا

 Chit42- ChBD 6، wild type، Chit42- ChBD 11 هاییهجدا

 .(5 شکل) قرار گرفتند یوکنترلیب یبعد رتبه در

 

در  شده یمهندس یکودرماهایتر یوکنترلیتوان ب یبررس

 گلخانه

 یشهر گییدپوس یماریدر برابر ب بیوکنترل ارزیابی بهترین یبرا

)دو  یاحل مختلف رشددر مر یماریب یمعلا یا،لوب یزوکتونیاییرا

و در مرحله  یشیمرحله زا یلاوا یشی،اواسط دوره رو ی،برگ

 رد داد نشان هایافته یزشدند. آنال یبررس گلخانه در برداشت(

 -Chit42- ChBD15، Chit42 هاییهجدا یبرگ دو مرحله

ChBD3،Chit42- ChBD13 و Chit42- ChBD7  60حدود 

به  Chit42- ChBD11و Chit42- ChBD6 یهایهو جدا درصد

 یشیرا کاهش داده است. اواسط دوره رو یماریب درصد 50 یزانم

 60-10 بازه در یکودرماتر هاییهجدا یوکنترلیب توان یزانم

توان  یشیزا مرحله یلو اوا یشیبود. در اواخر دوره رو درصد

 در یوکنترلیب قدرت یزانم ینا و بود درصد 60-15 یوکنترلیب

 هایهجدا ینب در یزهنگام برداشت ن و دهییوهمرحله پس از م

نشان داد که  هایافته یکل ی. بررس(1)جدول  شد مشاهده

در کنترل بیماری پوسیدگی شده  سازیینهبه هاییهجدا

 ثر بوده است. ؤرایزوکتونیای ریشه م

 

 
 -wild type)،Chit42- ChBD7،Chit42 چپ به راست از بالا سمت (روز چهار از بعد) یکودرماتر و یزوکتونیارا متقابل کشت: 4شکل 

ChBD6، Chit42- ChBD3 یینپا سمت R. solani (AG-4)، ChBD15، Chit42- ChBD13، Chit42- ChBD11 یکودرماتر قارچ T=، 

 =R یزوکتونیاقارچ را

Fig. 4: Dual culture of Rhizoctonia and Trichoderma (after four days) from the upper right to left wild type, Chit42-

ChBD7, Chit42-ChBD6, Chit42-ChBD3, downstream of R. solani (AG-4), ChBD15, Chit42- ChBD13, Chit42-

ChBD11, T = Trichoderma R =Rhizoctonia 
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 یحاو ی: پترControl ساعت بعداز کشت. 12. یکودرماتر هاییهبا جدا یزوکتونیاکشت متقابل را یماکروسکوپ یبررس :5شکل 

 دانکن( یابا آزمون چنددامنه (P≤0.05) در سطح احتمال یآمار داریاختلاف معن باشد.یتکرار م 3 یانگین. هر عدد میزوکتونیارا

Fig. 5: Macroscopic examination of dual culture of Trichoderma and Rhizoctonia. 72 hours after planting. Control: Petri 

contain Rhizoctonia. Each number has an average of 3 replays. Significant statistical difference at probability level 

(P≤0.05) with Duncan multiple test 

 

 ی(رشدیط گلخانه )مراحل مختلف شرایا در لوبیاه گیشه ریدگی پوسیماری بی شدت بررس: 2جدول 
Table 2: Root disease in greenhouse conditions (different growth stages) 

 برداشت
Harvesting 

 یشیزا شروع
Beginning of the 

reproductive stage 

 یشیرو اواسط
Mid-vegetative 

 یبرگ دو
Double leaf 

 با شده یمارت یهاگلدان
Pots treated with… 

40-35c 25cd 35bcd 40bc Chit42- ChBD 3 

42c 30bc ≥30d 45-50b Chit42- ChBD 6 

40-35c 20d ≥30ed 40bc Chit42- ChBD 7 

70-60b 30bc 38bc 45-50b Chit42- ChBD 11 

40-35c 40b 40b 40bc Chit42- ChBD 13 

40-35c 25cd 30cd 40bc Chit42- ChBD 15 

60b 40b 40b 50 b T. harzianum (T8-7) 
0d 0e 0e 0c Control (without treatment) 

100a 100a 100a 100a Control (with pathogen) 

 سطح در یآمار داریمعن اختلاف یدارا ستون هر در یرمشابهغ حروفتکرار است.  پنج یانگینصورت درصد نشان داده شده است. هر عدد مبه یماریب شدت

 دانکن یادامنهچند آزمون با( P≤0.05) احتمال
The severity of the disease is shown as percentages. Each number is five repetitions. Non-similar letters in each column have a 

statistically significant difference at probability level (P≤0.05) with Duncan's multiple test 

 

 یزاسیونکلون یکروسکوپیمیید تأ

ی ندسمهیکودرماهای تریزاسیون کلنیکروسکوپی میید تأی برا

وپ یکروسکمیر زیپان بلو تریزی با آمرنگها بعد از یشهرشده، 

 م شکلیدراپی سلولین بی فضایسه به ری شد. نفوذ بررسی نور

6 (A: 1, 2 و )6 یشه شکلری سطحیزه شدن کلنین چنهم (B: 

 ( قابل مشاهده است.2 ,1

 

 ونیزاسیکلن یمولکول دییتأ

پس از شست ی داخلی و سطح یزاسیونکلنی مولکولیید تأی برا

یشه( و ری سطحیزاسیون کلنیشه )اثبات ری سطحی شوو 

از  DNAیشه( استخراج ریسه به ری )نفوذ سطحیل استر

ا ب یمرازپلای یرهزنجیج واکنش نتا های مویین انجام شد.یشهر

یکودرما تریه جدانشان داد که  1xba3PF1/Rی آغازگرها

Chit42- ChBD3  ی را انجام دهد سطحیزاسیون لنکقادر است

 1 یفتاده است شکلنیشه اتفاق ری داخلی هابافتاما نفوذ به 

(3a-b .)یکودرما تریه جداChit42- ChBD6 ی مشابهیز رفتار ن

ی اتفاق افتاده است سطحیزاسیون کلننشان داده است و فقط 

 -Chit42- ChBD7 ،Chit42های یهجدادر مورد  (.6a-b) 1 شکل

ChBD11 ،Chit42- ChBD13، Chit42- ChBD15 یزاسیون کلن

 1 شکل ی صورت گرفته استداخلی و هم سطحصورت ههم ب

(7a-15b.)  جفت باز بود که در  1512طول قطعه مورد انتظار

 ی مورد نظر مشاهده شد.هانمونه
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 یسطح یزاسیونکلن ییدتأ :Bیشه ر داخل به یسهر نفوذ ییدتأ :Aیزاسیون کلنیکروسکوپی میید تأ: 6 شکل

Fig. 6: Microscopic confirmation of colonization A: confirmation of the penetration of the hypha into the root B: 

confirmation of surface colonization 

 

 
 ،Chit42- ChBD 3، Chit42- ChBD 6، Chit42- ChBD 7، Chit42- ChBD 11های یهجدا یزاسیونکلنی مولکولی بررس :1شکل 

Chit42- ChBD 13، Chit42- ChBD 15 یکودرما.تر:a  یشهری سطحیل استر ،:b یشهری سطح یشستشو، C: مثبت کنترل، M: 

ladder mix 
Fig. 7: Molecular analysis of colonization of Trichoderma isolates: Chit42-ChBD 3, Chit42-ChBD 6, Chit42-ChBD 7, 

Chit42-ChBD 11, Chit42-ChBD 13, Chit42-ChBD 15. a: Root surface sterilization, b: Washing the root, C: Positive 

control, M: Ladder mix 
 

 بحث

 یفیتو ک یکشاورز یداتبه تول یکنون جامعه یازن یشافزا

 یمیاییش سموم و کودها مصرف یزانم یشباعث افزا ،محصولات

 یستز یجد هاییآلودگ ،یکردرو ینا ییجهشده است که نت

 یبرا راهکار یک یوکنترلاست. استفاده از عوامل ب یطیمح

 ییژگو با یمریکا یتینازک ساخت اثرات مخرب است. ینکاهش ا

 با T. harzianum قارچ 42 یتینازک یبرا یتینبه ک یاتصال قو

 Celloluse Binding ینچنهم و یاهیاز منشأ گ ChBDاتصال 

Domain (CBD) یوهیدرولازاز ژن سلوب II،  مربوط به

Trichoderma reesei، و همکاران یمونلاست  شده حاصل 

(Limon et al., 2001). حاصل در  یمریکا یتینازهایک

 نیتیاز ک یقارچ غن یسلول یوارهد یرو یب،نوترک هاییباکتر

 یالاترب یدرولیتیکیه یتفعال یعیطب یتینازهایک به نسبت

 نندکیم یانرا ب یمریکا یتینازهایکه ک هایییختداشتند. ترار

 یتالفع نشده یختترار یهاو قارچ یعیطب یتینازهایک به نسبت

و  یمونلنشان دادند  یتربیش یقارچضد و یژهو یتینازیک

 .(Limon et al., 2004) همکاران

 قمتعل یندوم یم،آنز توان یشمنظور افزاو همکاران به یکوثر    

 ینیآم یانتها به را T. atrovirideقارچ  E18-10 یتینازک ژن به

 تدسبه یج. نتاکردند یانب یقارچ یزبانم در و افزوده 42 یتینازک

 فاقد یمنسبت به آنز 42 یمریکا یتینازک یمآمده نشان داد که آنز

 یخصوصاً در حضور سوبسترا یبالاتر یتفعال یدارا یندوم ینا

 تینازیک به ،سوبسترا به متصل ین. دومباشدیم یرکلوئیدیغ

 لنامحلو و یستالیکر یسوبستراها به ییبالا اتصال یژگیو

 یتینک وجود. دهدیم یشافزا راها آن یتفعال یجهنت در و دهدیم

 ،ها(قارچ یسلول یوارهد یباتترک ینترعمده از یکی) نامحلول

در  .(2014، همکارانو  کوثری)باشد یم یتفعال یشافزا ینا یاصل یلدل

شده در ژنوم  یمهندس 42 یمرکا یتینازک ژن حضور یقتحق ینا
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ه دهندکه نشان شد یمولکول ییدبار واکشت تأ 20قارچ پس از 

 یتینازک هاییمآنز مطالعه .بوددر ژنوم قارچ  یبژن نوترک یداریپا

 انواع قارچ ینا در که دهدینشان م T. harzianumدر گونه 

وجود  Chit31, 33, 42ازجمله  یتینازیک هاییماز آنز یمختلف

 باشدیم Chit42 یدارا یزن شده ساخته یبنوترک قطعه. دارند

 (.1)شکل 

( b2)شکل ها یهجدادر همه  یباز جفت 1215 قطعه حضور    

 موضوع ینا یانگر( بb2)شکل  یباز جفت 1512 قطعه بر علاوه

قطعه منتقل شده و ژنوم قارچ  ینب یهمولوگ یبینوترک که است

 بی. ستا یفتادهمنتقل شده با ژنوم قارچ اتفاق ن یتوال شباهت به

 یلدل ینهم. به (Bae and Knudsen, 2000) کندسنو 

و  ی)وحش یمآنز دو هر توان از توانندیحاصل م هاییهجدا

 بسب خود ینا که کنند استفاده توأمصورت شده( به یمهندس

 .شد خواهد هایهجدا یوکنترلیب توان یشافزا

شده در  یمهندس هاییهجدا یوکنترلیب توان یسهمقا    

 ،Chit42- ChBD3 هاییهجدا که داد نشان یجنتا یشگاهآزما

Chit42- ChBD6  وChit42- ChBD11 در  یخوب اثرات

 یهجدا 12حدود  یقیتحق دراند. رشد پاتوژن داشته یبازدارندگ

شد  یسبرر متقابل کشت در یزوکتونیارا یهعل یکودرماتر مختلف

حدود  یدرصد بازدارندگ ینتربیش T. harzianum AD6که 

 هایهدرصد جدا 23مختلف دارا بود.  هاییهجدا ینرا در ب 12/65

 62 نیب یناز رشد پاتوژن را داشتند که در ا یبازدارندگ ییتوانا

 درصد رغمیبودند. عل T. harzianumها متعلق به قارچ درصد

 ینب یاهاله یشآزما ینبالا در کشت متقابل ا یبازدارندگ

 Naeimi) و همکاران یمینعبود  نشده یجادا پاتوژن و یوکنترلب

et al., 2010.) شده از  یمهندس هاییهجدا حاضر یقما در تحقا

 و درمایکوتر ینب یاکرده و هاله یریجلوگ یزوکتونیارا یشرویپ

 ییشده توانا یمهندس هاییهجدا و شد یجادا یزوکتونیارا

 یکی(. 4 شکلداشتند ) یوحش یهجدا به نسبت یعسر ییاسپورزا

 برسر قابتر یمارگرب یهعل بر یکودرماتر یوکنترلیب هاییسماز مکان

 هاییهدست آمده از گلخانه، جدابه یجنتا طبق .است ییغذا مواد

Chit42- ChBD3، Chit42- ChBD7،Chit42-ChBD15  و

شت با گذ یرا داشتند ول یماریب یمعلا کاهش ینتربیش یوحش

ا خود ر یوکنترلیتوان ب یوحش یهزمان و در مرحله برداشت جدا

 رییپذکاهش قدرت رقابت یللد به تواندیم یناز دست داد که ا

. اشدب یطاز مح ییکسب مواد غذا یبرا یزوکتونیادر برابر قارچ را

در  یکروسکوپیم مطالعات با( Lu et al., 2004و همکاران ) لو

 قارچ هک دادند نشان یمارگرب قارچ و یکودرماکشت متقابل قارچ تر

 اخلد به و کرده رشد یمارگربقارچ  یلیوممس سطح در یکودرماتر

 متقابل کشت روش از استفاده با یزها ن. آنکندیم نفوذ آن

 یختیترار از یکودرما را پسقارچ تر یوکنترلیتوان ب یشگاهیآزما

 گزارش کردند.

 -Chit42- ChBD3، Chit42 هاییهنشان داد که جدا هایافته    

ChBD6  وChit42- ChBD11 توان یشگاهدر سطح آزما 

 Chit42- ChBD6 گلخانه یطداشتند اما در شرا یخوب یوکنترلیب

 یننبودند که ا مؤثرهای بیوکنترل جزء Chit42- ChBD11و 

 طیشرا که داشت مطابقت ینمحققسایر  هاییافتهبا مسئله 

 یشگاهیآزما یجممکن است با نتا یواقع یطمح در یشآزما

 یبررس در .(Harman, 2011)هارمن د نداشته باش یخوانهم

 هایهیجدا یاگلخانه یطشرا در یکودرماقارچ تر یوکنترلیب یزانم

 -Chit42- ChBD3، Chit42- ChBD7، Chit42شده  یمهندس

ChBD15 یماریب یمعلا یریگمراحل مختلف اندازه یتمام در 

 یهجدا با شده یحتلق یهارا نشان دادند. در گلدان %30از  ترکم

 یماریب یمدرصد علا 60در مرحله برداشت حدود  یوحش

 و از دست رلییوکنتکاهش توان ب یدهندهمشاهده شد که نشان

شده  یمهندس هاییهجدا با یسهدادن قدرت رقابت در مقا

Chit42- ChBD3، Chit42- ChBD7، Chit42- ChBD15 

 شیافزا باعث مزرعه یطشرا در یوکنترلب عوامل. حضور باشدیم

 هایتیمتابول ترشح یلدلبه تواندیم ینا که گرددیم یاهگ رشد

یی موادغذا جذب ییآکار یشافزا و یاهگ رشد کنندهیمتنظ

 ;Saharan et al., 2011) و همکاران کنتراس ؛و همکاران ساهاران

Contreras et al., 2009) محدود کردن رشد پاتوژن و کاهش  و

 ,.Ordookhani et alهمکاران )و  اردوخانید باش یماریب یمعلا

 کنترل عاملعنوان به یکودرماتر هاییهسو یتموفق .(2011

 یطحت شرابالا، بقا ت ییاسپورزا و یرتکث ییلت توانابه ع یولوژیکیب

 ر،یزوسفر یطمح ییرتغ ین،و عناصر سنگ یشور تحمل نامساعد،

 هاییمارگربالا در تقابل با ب یو قدرت تهاجم یقو اییهتغذ رقابت

با  ییستهمز و یشهر یزوسفرر یزاسیونکلن یبالا توان و یزوسفررا

. (Chirino-Valle et al., 2016)و همکاران  یرینووالچاست آن 

ار قر یبررسها نیز موردجدایه یزاسیونکلن توان یقتحق یندر ا

تنها  Chit42- ChBD3و  Chit42- ChBD6 یهگرفت دو جدا

 ارتباط برقرار کردند. یاهگ هاییشهر یبر رو یصورت سطحبه

، اکخ درون یابذر  یرو بر یوکنترلب عوامل کاربرد به توجه با    

 یوکنترلبرخوردار است. عوامل ب یایژهو یتاهم از یزاسیونکلن

 یداب ،هادر مقابل حمله پاتوژن یشهر از مناسب محافظتمنظور به

 ایک ؛و همکاران بروتمنکنند مستقر  یزوسفربتوانند خود را در ر

 ییدات(. تاCai et al., 2015; Brotman et al., 2013) و همکاران

رتر ب یوکنترلیب یتفعال با هینشان داد که از سه جدا یمولکول

Chit42- ChBD3، Chit42- ChBD7، Chit42- ChBD15 

صورت به هم Chit42- ChBD7، Chit42- ChBD15 یهدوجدا
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ارتباط برقرار  یاهگ یشهر با یتو هم به شکل اندوفا یسطح

 یر روب یلیتکم یقاتتحق یهجدا ینانتخاب بهتر ی. براکنندیم

 و یاهگ ینیو زم ییهوا یهانداما یو هورمون یرشد هاییژگیو

نشان داده  یج)نتا گرفت صورت یاهگ محصول یزانم ینچنهم

دو سطح از  یبرقرار توان با هایهنشان داد جدا هایافتهنشده(. 

 هستند. یکارآمدتر هاییهجدا ،یزاسیونکلن

 یاه،گ کردن یزهرابطه و کلن ینشان داد توان برقرا یکل یجنتا    

 ازیسیخنث یامختلف، قدرت تحمل  یمیاییش یباتترشح ترک

 یجادا ها،یکروارگانیسمم یگرد یا یاهانگ توسط شده یدتول یباتترک

 هایمیسفعال کردن مکان ینچنهم و یاهگ یکتحر با مقاومت القاء و

 یکودرماتر هاییهجدا انتخاب و یتاز عوامل مؤثر در موفق یرشد

 .است
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