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 دانشكده كشاورزي

  گروه مهندسي بيوتكنولوژي كشاورزي
  
  

  پايان نامه تحصيلي جهت دريافت درجه كارشناسي ارشد بيوتكنولوژي كشاورزي
  
  

هــاي مولــد آنــزيم كيتينــاز و هــايي از اكتينوميســتاســازي ايزولــهجد
  در باكتري آنهاكلونينگ ژن كيتيناز 

 

 
  
 

 :اساتيد راهنما 

  ا شريفيدكتر غلامرض
  بنجار غلامحسين شهيدي دكتر

 
 
  

  :مؤلف 
  اعظم بهارلوئي
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 بهاين پايان نامه به عنوان يكي از شرايط احراز درجه كارشناسي ارشد 

 مهندسي بيوتكنولوژي گروه

 دانشكده كشاورزي

 دانشگاه شهيد باهنر كرمان

  .اغت از تحصيل دوره مربوطه شناخته نمي شودتسليم شده است و هيچ گونه مدركي به عنوان فر

  

  امضاء  نام و نام خانوادگي  
    اعظم بهارلوئي  دانشجو

      
    دكتر غلامرضا شريفي  1 اد راهنماتاس

  
    غلامحسين شهيدي كترد  2استاد راهنما 

  
    حسين معصوميدكتر   استاد داور

  
    دكتر محمد حسن فولادي  نماينده تحصيلات تكميلي

  
  .مي باشد به دانشگاه شهيد باهنر كرمان محفوظ و مخصوصحق چاپ 
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ଘ م৤قدৎ:  
   پدر و ماସ భ୍م 

඼ـــــෙय़ ـــــهૡـــــم ھ৤اୀ ودشـــــانओـــــود و وর ـــــج৅ـــــه رૡشـــــان ھীاୀ ـــــودمओو ଒ نฬســـــم و  ؛آୀ یਪฬـــــوا৔ ଘ ห ـــــࢌभشـــــان رিوا৔شـــــانীوड़  ห ࡤـــــتঝ یدൈॣـــــ
   .උپید ৲ما৯د رو৤م

گا঒شـــان ৽ وغ඼່ـــ ଒ نฬـــی ،آਗඟ໋ ی رਣـــতشـــان و روज़شـــانکلاীـــت و॥ی ૼـــن اਛـــد৯ی ز਩ی جـــاودا୓ ଢـــرماໆ؛  భ ـــ࣎مঃ༚ یਠـــণرا ଒ نฬآ
஭ࢌभی یاਚن ূج஡༚ .  

پـــس از پروردگـــار مـــاീ঒ ଢـــਠی ام  واঁـــدਣশی র ଒ودিشـــان หج اभࣇخارীࡣـــت ໆ ୀـــرم و ज़ฬشـــان دॻیൖࣂࡣـــت র ୀـــودৣم چـــඟا ଒ اଌـــن دو وओـــود
  .রوده ا৯د

 ಻ــඖز ୀ ــوی ادبৗࣂشــان زاඖاඟ໋ ــودओو ୀاୀ భ ــک၁শم࢖ــو از ࠙࡭ــقاഊ ــیฮــی زৣــم و بــا دਗ ــی زৣــم، ،نਗ ଖــوর ࢾشــانඋد ୀ ــوع઒आ ࡛ࢴــت وख़ 
  ...ଘ آฬن حال اଌن ୀگ ධසزীࡣت ૑࡛ূه భوীش ৎقد৤م
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ଘ م৤قدৎ :  
  روان پاک ੀय़ندس عඵ෪رضا اधضਚی پور و باৗو ඟ໕༙ه ઺با

  
ଘ م৤قدৎ :  

భ ଒ اଌـن  ໆرشـار و ඟ໋مـای اঃیـدমࡑش وओـودش س عا૑੎ـهଘ پـا ؛ী୓ـشاণتاد ୁرদوارم পناب آ༚ی دන඿ـر ໇ـرਊ৒ی ଘ پـاس ৳مـاਗی ऒـوਟی
  .ଽ ଒໋ــــــــــــــــච ່ــــــــــــــــ඼وইش ਖ৶ــــــــــــــــی ঍نــــــــــــــــد و ଘ پــــــــــــــــاس ख़࡛ࢴــــــــــــــــت ୓ی ਟــــــــــــــــی ৒భࡂــــــــــــــــش রــــــــــــــــودໆــــــــــــــــردଌୃن روزگــــــــــــــــاران න෤঳ــــــــــــــــرଌن پشتیبان 

  
ଘ م৤قدৎ:  

ଽواऒانభاୀ د ان وඟ໊ ثارمষ را ୓ ࡛ࢴتख़ نଌୃی ریاਟ ه حالૡھ భ ه و૙ࣂൕھ ଒ باৣم඼ෙय़د৯.  
  .ਗـــــــــــــــــی ඟ໋ایـــــــــــــــــد س ا॥ـــــــــــــــــت و ໆـــــــــــــــــرඟ໋دا਩ی و ୃس భ پنا঒شـــــــــــــــــان ९ ଘـــــــــــــــــجاࠥتଘ پـــــــــــــــــاس ق࢑ـــــــــــــــــࢋ ୁرঝشـــــــــــــــــان ඼່ ଒یـــــــــــــــــاد ر
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  :سپاس گزاري
  

پروردگارا، تو را سپاس كه مرا در اين مسير قرار دادي و در هيچ زمـان تنهـايم نگذاشـتي و بـه مـن      
  .آموختي كه همانا پس از هر سختي آسايشي است

  
پنـدار، گفتـار و كـردار    . مي نمايمريفي شجناب آقاي دكتر  برترين سپاس را تقديم استاد ارجمندم

بـي گمـان شـاگردي ايـن     . نيك ايشان در وصول به اين مقصود پيوسته چون چراغـي فـرارويم بـود   
  .استاد فرزانه براي هميشه مايه فخر و مباهات من خواهد بود

  
كـه در طـول ايـن مـدت مـرا      پروفسـور غلامحسـين شـهيدي بنجـار     بزرگوارم جناب آقاي تاد از اس
  .سپاسگزارم از صميم قلب و همراهي نمودند،راهنمايي  ،ريهمفك

  
كه زحمت داوري پايـان نامـه را بـه     عصوميم جناب آقاي دكتراستاد ارجمندم از صميمانه با تشكر 

  . و در دوران تحصيل نيز همواره از علم و دانش بزرگوارانه ايشان بهره بردم عهده گرفتند
 
دكتـر  ، صـفاري ، دكتـر  دكتـر حيـدر نـژاد   دكتر مقصـودي،  يان اساتيد محترم دوران تحصيلم آقا از

دكتـر حسـيني پـور،    دكتر درهكـردي،  دكتر فرحبخش، ، فولاديدكتر دكتر آروين، محمدي نژاد، 
  .سپاسگزارم صادقيمهندس مهندس شعبانيان، مهندس عقيقي و مهندس پورتبريزي، 

  
را كـه لحظـه اي در ايـن مسـير     ادقيان مهديه صثريا پورتبريزي و همدلي دو خواهر مهربانم خانم ها 

  .، ارج مي نهمهمراهي مهربانانه شان را از من دريغ نداشتند ،صعب
  

كمال تشـكر   در راستاي انجام اين پروژهصفايي  و مهينشريفي پروانه از زحمات صميمانه خانم ها 
  .سپاسگزاري را دارم و
  

ام اين پروژه همواره ياريگرم بودنـد  از همكلاسي هاي خوب و كليه دوستان عزيزم كه در طول انج
  .صميمانه تشكر مي نمايم شمشيري، شهدايي و شجاعيتكلوزاده، ها خانمو نيز 
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  : چكيده

اسـتيل   -Nهـاي  از واحـد  β(1     4)كيتين، پليمر پلى ساكاريدى بـدون شـاخه بـا اتصـالات     

سلولز دومين بيوپليمر فـراوان در  اين ماده فراوانترين آمينوپلي ساكاريد و بعد از . گلوكز آمين است

هـا، كوتيكـول حشـرات، پوشـش     اين ماده تركيـب اصـلي ديـواره سـلولي اكثرقـارچ     . طبيعت است

داران يافـت   دهد ولي در گياهـان عـالى و مهـره    ها و تخم و كيست آنها را تشكيل مىخارجى نماتد

هـاي گياهـان، هـدف    با بيمـاري  هاى كاربردي در مبارزه بيولوژيك لذا يكي از استراتژى. شود نمى

به اين ترتيب، آنزيم كيتيناز بـه عنـوان آفـت كـش محسـوب      . باشد ها مىقراردادن كيتين در پاتوژن

بر اين اساس بـا هـدف بـه دسـت     . شود شده و كيتيناز يكى از تركيبات كنترل بيولوژيك قلمداد مى

سـيرچ و ماهـان اسـتان كرمـان،     هاي زراعـي منـاطق   آوردن يك آنتاگونيست مولد كيتيناز از خاك

به دست آمـده از   هاي اكتينوميستجدايه، پس از آن. جدايه اكتينوميست غربالگري شد 110تعداد 

جدايه با فعاليت كيتينازي  32جدايه موجود، تعداد  110از نظر فعاليت كيتينازي ارزيابي گرديدند و 

بـه  سـپس  . يشـتري از خـود نشـان دادنـد    جدايه فعاليت كيتينـازي ب  18كه از بين آنها  جداسازي شد

آزمون در توليد ماده ضد قارچي، فعاليت كيتينازي هاي اكتينوميست داراي منظور غربالگري جدايه

، 403، 401، 400هاي كه از ميان آنها، جدايهزيستي عليه تعدادي قارچ بيماريزاي خاكزي انجام شد

ــدداراي بيشــترين فعاليــت آنتاگو 423و  422، 420، 410 ســپس برخــي خصوصــيات  . نيســتي بودن

با انجـام  . ها در شرايط آزمايشگاهي ارزيابي شدمورفولوژيكي، بيولوژيكي و بيوشيميايي اين جدايه

هـاي  اي نيز قادر به كنترل قـارچ ها در شرايط گلخانهاي مشخص شد كه اين جدايهمطالعات گلخانه

  . مورد بررسي هستند
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هـا  كـل از ايـن جدايـه    RNAكد كننده ي كيتيناز، استخراج در ادامه به منظور جداسازي ژن 

هـا  هاي اختصاصي، نمونـه و تكثير قطعات توسط آغازگر cDNAصورت گرفت و پس از ساخت 

  . كلون و سپس تعيين توالي شدند pTZ57R/Tدر وكتور 

ــه   ــيد آمين ــوالي اس ــه ت ــزار     اي ژنمقايس ــرم اف ــتفاده از ن ــا اس ــده ب ــازي ش ــاز جداس ــاي كيتين ه

DNAMAN هـاي مـورد بررسـي بـا هـم كـاملا      هاي كيتيناز جدايهنشان داد كه هيچ يك از ژن" 

هـاي كيتينـاز   درخـت فيلـوژنتيكي رسـم شـده بـا اسـتفاده از تـرادف نوكلئوتيـدي ژن        . مشابه نيستند

، 403هـاي  هـاي جدايـه  در يك گـروه، ژن  400جداسازي شده نشان داد كه دو ژن متعلق به جدايه 

گيرنـد و ژن  در گروهي ديگر قرار مـي  423و  422هاي هاي جدايهك گروه و ژندر ي 423و  410

  .گيردقرار ميجداگانه گروه يك زير در  S. plicatusكيتيناز جداسازي شده از 

هاي داراي فعاليت كيتينازي در اين تحقيـق،  هاي كيتيناز بدست آمده از جدايهبه طور كلي ژن

تحقيقـات نشـان داده كـه    . گليكوزيـل هيـدرولازها داشـتند    19اده تشابه زيادي با كيتينازهاي خـانو 

  .هاي گياهي دارندكيتينازهاي متعلق به اين خانواده، نقش اصلي را در ممانعت از رشد پاتوژن

هـاي  جدايـه با توجه به قدرت تجزيـه كننـدگي قـوي كيتـين و اثبـات اثـرات آنتاگونيسـتي        لذا 

اي،  بايد آنها بـه را بـه   گلخانهق در شرايط آزمايشگاهي و بررسي شده در اين تحقياسترپتومايسسي 

همچنـين بـا   . عنوان يك عامل مؤثر در كنترل بيولوژيـك، مـورد مطالعـه فراتـر مزرعـه اي قـرارداد      

توان از آن به طور مستقيم به عنوان يك عامل بيوكنترل موثر سازي شده، ميتشديد بيان ژن همسانه

هاي داراي فعاليـت  امكان استفاده از جدايه از سوي ديگر،. ستفاده كردهاي كيتين دار اعليه پاتوژن

يكـي از مسـائل مهـم    كـه   مديريت ضايعات كيتينـي سازي شده از آنها در كيتينازي و يا ژن همسانه

  .نيز وجود داردامروزي است، 
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  13  علائم و چرخه بيماري -2-2-2-1

3-2-2-1-Fusarium solani :  14  

  14  علائم و چرخه بيماري  -4-2-2-1

  Verticillium  15جنس  -3-2-1
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Abstract:   
 
   Chitin, a β- 1,4- linked polymer of N-acetyl-D-glucosamine, is the second 

most abundant biopolymer in natur after cellulose which constitutes the 
most fungi cell walls, cyst, egg and shell of nematodes and insects cuticule, 
but there isn't in higher plants and vertebrates. Therefore one of the applied 
strategies in biological control of plant pathogens is to point of chitin. In 
this maner, chitinase is a pesticide and one of the biocontrol agents. With 
the goal of finding a productive chitinase antagonist, 110 isolates of 
Actinomycetes were isolated from agricultural soils of Sirch and Mahan, 
Kerman province, Iran. Then, chitinase activity of isolates were evaluated 
from which 18 isolates showed highest chitinase activity. For screening of 
Actinomycetes with chitinase activity in production of antifungal agent, 
antagonistic activity against 12 soil-borne fungal plant pathogens were 
performed that among them, isolates No. 400, 401, 403, 410, 420, 422 and 
423 showed highest antagonistic activity. In vitro studies of some biological 
morphological and biochemical effects of these isolates are being reported 
here. Greenhouse tests has already confirm that these isolates can control 

mentioned pathogens.  
    To isolation the chitinas gene, total RNA extraction from better isolates 
were performed and after cDNA synthesis, genes were cloned in pTZ54R/T 

vector  and then sequenced. 
    Amino acid analysis of isolated chitinase genes by the DNAMAN 

software showed that none of them are similar to each other.  
    Phylogenetic trees and homology matrixes of nucleotide acids and amino 
acids sequences were drawn. Result showed that two chitinase genes from 
isolate No. 400 classified in similar qroup, the isolated genes from isolates 
No. 403, 410 and 423 are in simalar group and the genes from isolates No. 

422 and 423 are in the other group. 
    All of the isolated chitinase genes in this research have high similarity 
with the chitinase genes from family 19 glycosyl hydrolase. Researches had 
been shown that chitinases of this family play the main role in control of 

plant pathogens activity. 
    Since based on laboratory and studies the antagonistic effect of isolates 
has been proven and greenhouse tests has already confirm this results, one 
should consider it as efficient factor on the biological control of the crops. 
Also by the overexpression of cloned genes, can use them directly as a 
effective biocontrol agent against pathogens. On the other hands, the 
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chitinolytic isolates and cloned genes can be used to wastage management 
of chitin which is is a very important topic in today's society. 
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