
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 



 
 

  
 
 
 
 
 

در صورت . تعلق داردنايسنامه به دانشگاه بوعلي همه امتيازات اين پايان
ها و يا نامه در مجلات، کنفرانساستفاده ازتمام يا بخشي از مطالب پايان

) نامهيا استاد يا اساتيد راهنماي پايان(نا ي سها، بايد نام دانشگاه بوعليسخنراني
ر مأخذ و ضمن کسب مجوز کتبي از دفتر تحصيلات و نام دانشجو با ذک

در غير اين صورت مورد پيگرد قانوني قرار . تکميلي دانشگاه ثبت شود
  .خواهد گرفت

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 

  

  دانشكـده کشاورزي

 بيوتکنولوژيگروه 
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   درجه كارشناسي ارشدبراي دريافت
 در رشته بيوتکنولوژي کشاورزي

 
 
  
  :عنوان

 هايهاي گرمادوست جدا شده از چشمهرسي تنوع ژنتيکي و فيلوژنتيکي باکتريبر

  آنهادرآنزيم سلولاز  توليد  و امکان سنجيSrR�A 16گرم بر اساس توالي ژني  آب
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  :پژوهشگر
  وجزهرا رحم

  

  

 ١٣٨٩تابستان 



  
  ۱۳۸۹ تابستان 

  

  
 
 
 

   کشاورزيۀدانشکد
  

  با نام و ياري خداوند متعال
   يوتکنولوژي ب-پايان نامة کارشناسي ارشد رشتة مهندسي کشاورزي

  تحت عنوان
 از اساتيد و دانشجويان برگزار با حضور جمعي.............................  و در محل  .........................   واحد در تاريخ  ۶به ارزش 
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        ر و قدردانير و قدردانير و قدردانير و قدردانيتشكتشكتشكتشك

ستايش و سپاس، خالق هستي كه علم را مايه مباهات بشر قرار داد و بر اين بنده كمترين، 

اكنون كه به لطف و ياري . منت گذارده، تائيداتش همواره هادي و راهنمايم بوده است

دانم خداوند متعال، مراحل نگارش و تدوين پايان نامه به اتمام رسيده است لازم مي

نان و قدرداني فراوان خويش را تقديم سروراني نمايم كه ارائه اثر حاضر مرهون مراتب امت

  .مساعدت هاي بي شائبه آنان بوده است

قبل از همه از پدر و مادر عزيزم كه در تمامي مراحل زندگي و تحصيل، مشوق من بودند، 

  .نمايمصميمانه تشكر و قدرداني مي

اي دكتر علي دلجو كه زحمت راهنمايي پايان نامه را از اساتيد فرزانه و انديشمند، جناب آق

بر عهده داشتند و با نظرات ارزشمند و مساعدت هاي بي دريغ خودشان، راه گشاي تحقيق 

  .حاضر شدند، نهايت امتنان و تشكر را دارم

از اساتيد مشاور ارجمند آقايان دكتر صالحي و رهايي كه زحمت مشاوره پايان نامه را بر 

ند و با همكاري صادقانه و نظرات سازنده خويش، باعث غني تر شدن هر چه عهده داشت

  .كنمبيشتر پژوهش حاضر گرديدند، تشكر و قدرداني مي

فركه افتخار از جناب آقاي دكتر پيري و سركار خانم دكتر سنبل ناظري و سركار خانم كيهان

  . نمكشاگرديشان را در طول دوران تحصيل داشتم، تشكر و قدرداني مي

هاي بي منتشان باعث تكميل شدن از جناب آفاي دكتر هوشنگ عليزاده كه با همكاري

  . كنمتحقيق حاضر گشتند، تشكر و قدرداني مي

- از سركار خانم استاد احمدي مسئول آزمايشگاه بيوتكنولوژي به خاطر كمك ها و همكاري

  .كنمهاي بدريغ شان، تشكر و قدرداني مي

 بدر حداد، سليماني، ، ،يدونيكنام، فري فلاح، نهاي مهربانم خانم هااز دوستان و همكاسي

 ارشد ي كارشناسي، رفيع پور و رمضاني زاده و دوستانم در وروديحاجيان و آقايان اسكندر

  . نهايت سپاسگزارم كه در طول دوران كارشناسي ارشد ياري گر بنده بودند، بي87

  . عزيزان را از خدواند متعال خواهانمدر نهايت سعادت و موفقيت روز افزون اين
 
 
 
 
 
 
 
 



  

  ناي سيدانشگاه بوعل

  يليان نامه تحصيپا/ مشخصات رساله

 عنوان

گرم بر اساس توالي ژني  هاي آبهاي گرمادوست جدا شده از چشمه بررسي تنوع ژنتيکي و فيلوژنتيکي باکتري:

16 SrR�Aها و امکان سنجي توليد آنزيم سلولاز در آن  
  

  زهرا رحم جو: سندهيون

   دلجويدكتر عل: استاد راهنما

  يي رهاي، مهدي جوزانيغلامرضا صالح: د مشاورياسات

  يوتکنولوژيب: يگروه آموزش  يکشاورز: دانشکده

  سانسيفوق ل: يليمقطع تحص   يکشاورز:يليش تحصيگرا   يتکنولوژيب: يليرشته تحص

  ۸۲: تعداد صفحات  ۱۳/۴/۱۳۸۹:خ دفاعيتار  ۱/۵/۱۳۸۷: بيخ تصويتار

   

  چكيده  

هاي وابسته به آن هاي آب گرم موجب جداسازي جامعه باکتريهاي شيميايي و فيزيکي موجود در چشمهتنش 

هاي گرمادوست هاي باکتريهدف از انجام اين تحقيق جداسازي، شناسايي و آناليز فيلوژنتيکي جدايه. شده است

هاي چنين بررسي بعضي از خصوصيات فنوتيپي و توانايي توليد آنزيمهاي آب گرم ايران و هماز يکي از چشمه

 جدايه باکتري از چشمه آب گرم قينرجه واقع در استان آذربايجان ۳بدين منظور .ها بودآميلاز و سلولاز در آن

 و R۱۴۹(از آغازگرهاي جهاني  16SrR�A ها جداسازي شد و براي تکثير ژن آنD�Aشرقي بدست آمده و 

f۲۷ (محصولات تکثير شده توالي يابي شدند و در پايگاه هاي اطلاعاتي . استفاده شد�CBI با استفاده از نرم 

هايي که بيشترين شباهت را داشتند نمايش داده مورد جستجو قرار گرفتند و نزديکترين توالي BLAST افزار

هاي جدايه.  ترسيم شد BIBIاوسايت درخت فيلوژني به روش نيبرجوينينگ و با استفاده از نرم افزار وگ. شدند

هاي توليد  و دماي مناسب براي فعاليت آنزيم pHهاي آميلاز و سلولاز بررسي شدند وباکتري از نظر توليد آنزيم

 Anoxybacillus و با جنس Bacillus licheniformis دو سويه گونه %۹۹نتايج حاصل شباهت . شده تعيين شد

بهينه .  توليد آلفا آميلاز زيادي داشتندQ و AZ2دو جدايه . وليدي برون سلولي بودندهر دو آنزيم ت. را نشان داد

.  مشخص گرديد۷گراد و بهينه برابر درجه سانتي۶۰-۷۰به ترتيب در محدوده pH ها در دما و فعاليت دمايي آن

 براي آن معادل pHد و گرا درجه سانتي۶۵ نيز توليد سلولاز خوبي داشت و بهينه فعاليت دمايي آن AZ1جدايه 

  . بود۵/۷

   

  .16SrR�A ،�CBI، BLAST  ،Bacillus licheniformis ،Anoxybacillusهاي آب گرم، ژن چشمه: کلمات کليدي
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  :مقدمه 
نايي ابيش از يک قرن از اولين گزارش وجود باکتري گرمادوست، هوازي، داراي اسپور و با تو

 کشف وجود زندگي در دماي بالا و جداسازي). ۱۸۸۸، ١مايکوئل(گذردمي ºC۷۰رشد در دماي 
 شروع يک مرحله بزرگ در ٢ زردگاز پارک ملي سن Thermus aquaticus يباکتر

در شرايط  DNAبه منظور تکثير اختصاصي  PCRپس از آن تکنولوژي . بيوتکنولوژي بود
 آنزيم دانشمندان را به ديتولدر  Thermus aquaticusاستفاده از موفقيت . آزمايشگاهي پديد آمد

پس از . ق نمودتشويزمين هاي ناشناخته از منابع گرمايي جداسازي و شناسايي ميکروارگانيسم
هاي گرمادوست داراي شکل اندوسپور بسياري از منابع زمين گذشت سالها، ميکروارگانيسم

 Clostridium  وBacillus يها متعلق به راستهاند که عموماهگرمايي شناسايي شد

متعلق که  ۵هاي گرما دوست مطالعه شده در گروه بيشتر باکتري). ۱۹۹۶ ،٣گوالگياردي( باشندمي
هاي گرمادوست اين جنس باکتري ).۲۰۰۱، .٤يبرگ( اندبندي شدهدستهاست  Bacillus  راستهبه

 بر اساس نتايج مطالعات فنوتيپي .باشندهوازي اختياري، گرم مثبت، داراي اندوسپورميهوازي يا بي
 يهاجنس توان بهي را م باسيلوسراسته 16s rRNAو فيلوژنتيکي و بررسي توالي ژن 

Amphibacillus)١٩٩٢،ا٥نيمور(، Alicyclobacillus)٦،١٩٩٣ويسوتزکي( Paenibacillus)٧،١٩٩٣اش( 
Aneurinibacillus و Brevibacillus)٨١٩٩٦شيدا(، Halobacillus)٩،١٩٩٦اسپرينگ( ،

Virgibacillus)١٠،١٩٩٨هيندريکس( ،Gracilibacillus  و Salibacillus)١١،١٩٩٩وينو( ،
Anoxybacillus)١٢،٢٠٠٠پيکوتا(، Coprobacillus)١٣،٢٠٠٠کاگياما( ،Thermobacillus)١٤،٢٠٠٠توزل( ،

Filobacillus)١٥،٢٠٠١اسچلسنر( ،Geobacillus)١٦،٢٠٠١نازينا(، Ureibacillus)توانمي ،)١٧،٢٠٠١فورتينا 

  .بندي نمود دسته
در تحقيقات تنوع ميکروبي در کنار  DNA هاي مبتني بربيولوژي مولکولي با استفاده از روش

هاي مولکولي از روش.  بيوشيميايي و فيزيولوژي به سرعت توسعه يافته است،هاي فنوتيپي روش

                                                 
1 - Miquel 
2 - Yellowish stone 
3 - Guagliardi 

Bergy - 4  
5 - Niimura 
6 -Wisotzkey  -  
7  -  Ash 
8 - Shida 
9   - Spring. 
10 - Heyndrickx 
11   - Waino 
12 - Pikuta 
13 - Kageyama 
14 - Touzel 
15 - Schlesner 
16 - Nazina 
17 - Fortina 
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 از 16s rRNA موجود در آب، جداسازي ژن يهاتجزيه و تحليل مجموعه ميکروب  درکارآمد
  ). ٢٠٠٥،ا١ايد(  جداسازي شده استيهاباکتري

 هستند ياديتي داراي کاربرد ز به طور ذاهاي مقاوم به گرما به دليل پايداري بسيارآنزيم
هاي گرمادوست مفيد از پيشرفت در اين حوزه با جداسازي ميکروارگانيسم ).٢٠٠١ ،٢دميرجيان(

مناطق با شرايط سخت بر روي زمين سپس بررسي وجود و استحصال آنزيم از انها امکان پذير 
 ).۱۹۹۸ ،٣بهات و هوندال( است

در صنعت نساجي به عنوان شوينده زيستي، تغذيه دام و سلولاز به عنوان يک آنزيم صنعتي مهم 
هاي طيور ، فرآيند توليد آب ميوه، بازيافت کاغذ و در توليد اتانل زيستي به منظور توليد شربت

در تمامي کاربردهاي سلولاز شرايط . شوند کاربرد دارداليگوساکاريدي که به اتانول تخمير مي
هاي د اندوگلوکانازهاي مقاوم به گرما بدست آمده از باکتريوجو.شوددمايي بالا ترجيح داده مي

  ).۲۰۰۱ ،٤ويلي و زيکوس( گرمادوست بسيار ارزشمند است
ها حدود اين آنزيم. هستنداستفاده در صنعت هاي مهم با طيف وسيع  از جمله آنزيمزي نآميلازها

 ،مقاومت به گرمابه علت . )۲۰۱۰ ،٥قبادي( شوندجهان را شامل مي در يديتولهاي از آنزيم% ۳۰
 مايع به منظور آميلازهاي مقاوم به گرما استفاده از. دا کرده استي پياندهيکاربرد فزاآلفاآميلاز 

ن ياز ا به عنوان شوينده در نساجي و اي بالا در فرآيندهاي شيريني پذيريو سازي نشاسته در دماي
  .باشند ميليقب

باکتري هاي يکي از ي فنوتيپي، بيوشيميايي و مولکولي  اين مطالعه جداسازي و شناسايهدف از
 در مرحله بعد وجود .دبو 16S rRNAبا استفاده از مارکر هاي آب گرم ايران ترين چشمهگرم

ها  مانند آميلاز و سلولاز در اين ميکروارگانيسم بالايها فعال در درجه حرارتهاي مهمآنزيم
  . قرار گرفتبررسيمورد 

                                                 
1 - Iida 
2 - Demirjian 
3 - Behat and Hoondal 
4- Willi and Zicus  

Ghobadi  - 5  
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   منابعيبررس-١
   گرمادوستجوداتمو-١-١ 

هاي داغ کف اقيانوس داراي شرايطي مانند آغاز حيات بر گرم و جريانهاي آبچشمه    
هاي نابودگر به در ابتداي پيدايش حيات قبل از تشکيل لايه اوزون اشعه. روي کره زمين هستند

ن و کف تر از سطح زميهاي ابتدايي احتمالا در پايين ميکروارگانيسم،تابيدندسطح زمين مي
در نتيجه . هاي انفجاري سازگار شدندکردند و با دماي بالا و فعاليتها رشد مياقيانوس

اين . انددهگرم اولين موجودات زنده سياره زمين بوهاي آبهاي موجود در چشمهگرمادوست
برتولدو و (شوند  به سه دسته تقسيم مي دارند رشد مطلوب که در آنييموجودات بر اساس دماها

  ):٢٠٠٢ ،١اترانيکيان
-ي سانت درجه٧٠ الي ٣٥ که محدوده دماي رشد بهينه آنها ٢هاي متوسطگرمادوست .١

  . استگراد

- ي درجه سانت٨٥ الي ٥٥داراي دماي رشد بهينه در محدوده   كه٣بسيار گرمادوست ها .٢
 . هستندگراد

شد را بهينه رگراد يدرجه سانت ١١٣ الي ٧٥  كه در طيف دمايي٤مافوق گرمادوست ها .٣
 .دارند

 :ها به صورت زير وجود داردبندي ديگري از گرمادوستدسته

- يدرجه سانت ٧٥ الي ٦٥ داراي دماي رشد بهينه در محدوده ٥هاي ضروريگرما دوست .١
  .کنندرشد نميگراد يدرجه سانت ٤٠ تر ازباشند و در دماي پايينميگراد 

 داراي رشد گراديدرجه سانت ٦٠ الي ٥٠ که در طيف دمايي ٦هاي اختياريگرمادوست .٢
 .باشندنيز ميگراد يدرجه سانت ٣٧باشندو داراي توانايي رشد در دماي مي مطلوب

 درجه ٥٠  الي٤٥هاي مقاوم به گرما كه داراي رشد بهينه در محدوده دمايي گرمادوست 

 ،٧ ويليامزهوقس و(نيز رشد کنند گراد يدرجه سانت ٣٠توانند در زير هستند و ميگراد ي سانت
١٩٧٧.(  

                                                 
1- Bertoldo and Antranikian  
2- Moderate thermophiles 
3  - Extreme thermophiles  
4- Hyperthermophiles 
5- Obligate thermophiles 
6- Facultative thermophiles 
7-Hughes and Williams 
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 هاي گرمادوست ازمناطق مختلفي از کره خاکي شامل نواحي آتشفشاني و ميکروارگانيسم

هاي گرم و درنواحي مختلف هاي آب چشمه١هاي گرم آفتابي مانند خاک و خاک برگمحيط
 ).٨٦امتيازي (اند  جدا شده٢اعماق زمين

  
 هاي گرمادوست انواع ميکروارگانيسم-۱-۲

ها، هاي پروکاريوتي ميکروارگانيسمهاي گرمادوست از بين بسياري از گروهارگانيسمميکرو
  هاي اسپورزا،ها، کلستريديومهاي فتوسنتز کننده، باسيلوسها، باکتريشامل سيانو باکتري

ها و احيا هاي متان،اکسيد کنندههاي متان، مصرف کنندههاي اسيد لاکتيک، توليد کننده باکتري
هاي هوازي ها و گرم منفي آکتينومايست،هاهاي گوگرد، مايکوپلاسماها، پسودوموناسکننده

 .)٨٦امتيازي (اندشناسايي شده

  
  هاي گرمادوست باسيل-١- ٢-١

دوست از جنس دوست و نمکايدوست، قلموفيل، سرمادوست، اسيدهاي ترسياري از گونهب
   دماي رشدۀه جنس باسيل محدودهاي گرمادوست متعلق بباکتري. باشند ميهاباسيل

ºC هاي هاي باسيلوس گرمادوست را از محيطجدايه). ١٩٩٥ و همکاران ٣ريني( دارند ٧٠-٤٥
 به عنوان يک Bacillus thermophilus از فيتوصاولين . توان بدست آوردگرمايي و معتدل مي

هاي رايج دقيق نبود  روشها به وسيلهجدايه شناسايي اين. استاي گرمادوست باکتري هوازي ميله
هاي گرمادوست به دليل ارزش بيولوژيکي آنها به عنوان منبع اهميت باسيل). ٢٠٠١ ،٤فلينت(

ها، آميلازها، پولولاناز، گلوکوز ايزومرازها، ليپازها، زايلانازها، پروتئاز(هاي مقاوم به گرما آنزيم
 ).١٩٩٣ ،٥مائوگري(باشد مي )هاي برشيسلولازها و اندونوکلئاز

  
   معرفي جنس باسيلوس-۱-۳

، هم زمان با روبرت کخ نوعي از باکتري را شناسايي کرده و آن را ٦ کوهن١٨٩٢در سال 
  امروزه اين جاندار يکي از اعضاي جنس متنوع و گسترده . باسيلوس سوبتليس ناميد

  مثبتاي شكل، گرم هاي ميلهمجموعه بزرگي از باكتري. باکتري به نام باسيلاسه است

                                                 
  1-Ground litter 

2 - Geothermal 
3 - Rainey 
4 - Flint  
5 - Maugeri  
6 - Cohn 
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  هوازي اختياري رشدباشد كه عموما شكل اندوسپرمي داشته و به صورت هوازي و يا بي مي
  هاي هوازي وجنس باسيل به عنوان يک مجموعه غيرهمسان بزرگ از باکتري. كنند مي
ويپاد و (اي شکل گرم مثبت، داراي شکل اندوسپرم تعريف شده است هوازي اختياري ميله بي

هاي مقاوم هاي گوناگون، توليد اندوسپرمتنوع بسيار بالا، حضور در اکوسيستم). ١٩٩٩ ،١هاردوود
که براي بيشتر (هاي کريستاله ها، پروتئينبه تنش فيزيکي و شيمايي، قابليت توليد آنتي بيوتيک

 در اين جنس سبب ٢و پيدايش گونه پاتوژن باسيلوس آنتراسيس) حشرات حالت سميت دارد
هادر شرايط بسيار متفاوت حضور اين باكتري.گران به اين جنس شده استمندي پژوهشعلاقه

ها شده است كه توانايي تجزيه و استفاده زيستي منجر به پيداش و تكامل انواع مختلفي از باكتري
ها و ها، آگار، هيدروکربنتركيبات مختلف و بقاياي زيستي مانند سلولز، نشاسته، پکتين، پروتئين

اي هاي چند کارهبه طور کلي، اغلب اعضاي اين جنس کموهتروتروف. اندت آوردهغيره را به دس
هستند که قادر به استفاده از ترکيبات آلي ساده در تنفس براي تامين انرژي و فرايند تنفس 

اي تخمير كرده و ها را در واکنش پيچيدهدر برخي موارد آنها کربوهيدرات. باشندخودمي
ها مانند باسيلوس مگاتريوم هم به هيچ برخي از گونه. کنندوال توليد ميگليسرول وبوتان دي ا

هاي ها در اين جنس نيازمند آمينواسيدها، ويتامينساير گونه. فاکتور رشدي آلي احتياج ندارند
برخي اعضاي اين جنس قادر به تثبيت نيتروژن، آزاد سازي نيتروژن، . باشند يا هر دو ميBگروه 

يشتر اعضا اين ببا اينكه . باشند و زندگي در شرايط بسيار سخت مي٤، اتوتروفي٣ياريليتوتروفي اخت
کنند، گروهي گرمادوست بوده و دماي  رشد مي٣٠ -٤٥ ºCجنس مزوفيل هستند و در دماي بهينه 

 بوده وقادر به رشد و توليد اسپور در صفر ٥تعدادي نيز سرمادوست.  استºC٦٥ها ه بالاي بهينه آن
در شرايط .  توانايي رشد دارند٢- ١١ در حدود pHهاي اين جنس در دامنه گونه. باشندميدرجه 

 دقيقه دارند ٢٥هاي باسيلوس زمان بازآوري در حدود بهينه رشد درآزمايشگاه گونه
)http://www.textbookofbacteriology.net/Bacillus.html.(  

ها پيشنهاد شده است كه بر اساس يک سري از صفات فنوتيپي وجود انواعي از طبقه بندي
در ). ١٩٨٨ و همکاران ٦پريست(کند  دسته تقسيم مي٧٩ جدايه از باسيلوس را به ٣٦٨دارد که 

 Sr 16ريبوزومي بخصوص تکنيک توالي يابي   RNAهايهمين محدوده زماني، پيدايش توالي

RNA موجب شد كه اساس اين ٨٠ به عنوان يک وسيله سنجش مولکولي مفيد در اواخر دهه 

                                                 
1 - Wipat and Hardwood 
2 - Bacillus anthracis 

3 - Lithotrophy  
4 - Autotrophy  
5 - Psychrophil 
1 - Priest  


