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جداسازی و شناسايی Staphylococcus pasteuri تولید كننده 
آنزيم فیتاز از  ريزوسفر گندم

نشمین فیاضی حسینی1 ، جمشید فولادی *2، خديجه كیارستمی3 

چکیده

 فیتازهــا آنزيــم هايــی هســتند كــه قــادر بــه هیدرولیــز اســیدفیتیک به 
مشــتقات میو-اينوزيتول كمتر فســفريله شــده می باشــند. اســیدفیتیک 
شــکل اصلــی ذخیــره فســفات در گیاهــان اســت. حیوانــات تــک معــده 
ماننــد خــوک ، مــرغ و ماهــی قــادر بــه متابولیــزه كــردن اســیدفیتیک 
نیســتند. اضافــه كــردن فیتــاز بــه جیــره غذايــی حیوانــات تــک معــدی 
منجــر افزايــش دسترســی فســفر مــی گــردد. در ايــن پژوهــش، هــدف 
جداســازی و شناســايی باكتــری هــای مولــد فیتــاز از ريزوســفر گنــدم 
بــود. باكتــری هــای مولــد فیتــاز بــا ايجــاد هالــه شــفاف اطــراف كلنــی 
هــا در محیــط حــاوی فیتــات ســديم شناســايی و بهتريــن ســويه مولــد 
فیتــاز از طريــق روش هــای مولکولی شناســايی شــد. همچنیــن توانايی 
ــیم  ــری كلس ــی ت ــفات معدن ــردن فس ــل ك ــده در ح ــت آم ــه بدس جداي
فســفات در محیــط  NBRIP بررســی گرديــد. از میــان 11 ســويه ايــی 
كــه قــادر بــه ايجــاد هالــه شــفاف بــر روی محیــط PSM بودنــد، جدايــه 
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ــم  ــد آنزي ــی در تولی ــی بالاي Staphylococcus pasteuri دارای تواناي
فیتــاز بــود. طبــق نتايــج بدســت آمــده مــی تــوان عنــوان كــرد باكتــری                       
Staphylococcus pasteuri قــادر بــه تولیــد آنزيــم فیتــاز و فســفاتاز 

مــی باشــد.

 Staphylococcus ، واژ هــای  كلیدی: ريزوســفر، فســفاتاز، فیتــاز، گنــدم
pasteuri

مقدمه
ــان را  ــش از 90% محصــولات مناطــق کشــت شــده جه ــی بي ــای روغن ــه ه ــوم و دان غــلات، لگ
تشــکيل مــی دهنــد. ايــن ترکيبــات سرشــار از اســيدفيتيک )ميو-اينوزيتول1،2،3،4،5،6هگــزا کيــس 
 Vohra and Satyanarayana(ــد ــف ش ــال 1872 کش ــار در س ــن ب ــه اولي ــت ک ــفات(1  اس فس
2002(. اســيدفيتيک شــکل اصلــی فســفر در غــلات ، لگــوم و دانــه هــای روغنــی اســت کــه 1 تــا %2 

 .)Graf, et al., Empson 1987( وزن دانــه هــا و  بيــش از 80% فســفر آن هــا را تشــکيل مــی دهــد
ايــن ترکيــب  بــه جهــت حضــور شــش گــروه فســفات کــه دوازده شــارژ منفــی را حمــل مــی کننــد، بــه 
شــکل موثــری مــی توانــد از طريــق تشــکيل باندهــای يگانــه ، دوگانــه و ســه گانــه بــا پروتئيــن هــای 
 .)Reddy, et al., 1989(دارای بــار مثبــت، آمينواســيدها و کاتيون هــا کمپلکس نامحلول تشــکيل دهــد

ايــن مســئله مهــم تريــن دليــل عــدم جــذب مــواد معدنــی در روده اســت. 
اهميــت نقــش فيتيــک اســيد در ايــن زمينــه تــا بــدان جاســت کــه فيتيــک اســيد را يکــی از دلايــل کمبود 
 .)Singh, et al., 2013(هــای تغذيــه ای مــواد معدنــی از جملــه مــس ، روی ، آهــن معرفــی مــی کننــد
ــدم  ــت و ع ــش حلالي ــه کاه ــر ب ــه منج ــيدهای آمين ــا و اس ــن ه ــه پروتئي ــيدفيتيک ب ــال اس اتص
ــم  ــز مــی شــود )Lopez, et al., 2002(. از طــرف ديگــر عملکــرد آنزي ــم هــا ني دسترســی آنزي
هايــی ماننــد تريپســين ، پپســين ، آلفاآميــلاز و بتاگالاکتوزيــداز در روده را نيــز کاهــش مــی دهــد. 
ايــن پژوهــش بــا هــدف جداســازی و شناســايی باکتــری مولــد آنزيــم فيتــاز از ريزوســفر گنــدم 

و بررســی ميــزان فعاليــت آنزيمــی آن انجــام گرفــت.
مواد و روش ها

نمونه برداری و جداسازی باكتری ها
ــتاز ،  ــن ، پيش ــران ، زارع ، تج ــيوند، چم ــی ) س ــدم بوم ــف گن ــم مختل ــه 8 رق ــوان نمون ــه عن ب
مرواريــد، اروم، کويــر ( از موسســه بــذر و نهــال واقــع در کــرج انتخــاب شــدند. نمونــه هــا در 

1-myo-inositol -1,2,3,4,5,6hexakisphosphate(IP6)
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محــل نمونــه بــرداری در کيســه هــای پلــی اتيليــن قــرار گرفتــه و در زمانــی کمتــر از 5 ســاعت بــه 
آزمايشــگاه انتقــال داده شــد. بلافاصلــه نمونــه هــا بــه فلاســک هــای حــاوی ســرم فيزيولوژيــک 
کــه از قبــل تهيــه و اســتريل شــده بودنــد بــه ميــزان (v/v( 1%انتقــال و بــه مــدت 20 ســاعت در 
ــا   7- 10 از  دمــای اتــاق بــا ســرعت  rpm150 شــيک زده شــدند. رقــت هــای متوالــی 1-10 ت
  Yeast extract  10نمونــه هــا بــه صــورت کشــت چمنــی بــه محيــط کشــت پايــه آگاردار حــاوی
ــال و  g/l, pepton 10 g/l,  glucose 10 g/l, NaCl 3g/l,  MgCl2 0.1 g/l و آگار g/l 12انتق

بــه مــدت 48 تــا 72 ســاعت در دمــای ˚C 30گرماگــذاری شــدند. جهــت جلوگيــری از رشــد قــارچ، 
آنتــی بيوتيــک ســيکلوهگزاميد )v/w( 0/1 % بــه محيــط هــای کشــت اضافــه گرديــد. کلنــی هــای 
رشــد کــرده براســاس خصوصيــات مورفولوژيکــی متمايــز و هــر کلنــی بــه يــک محيــط جديــد 

.)Collins, et al., 1989 (انتقــال داده شــد
جداسازی باكتری های تولیدكننده آنزيم فیتاز

ــه  ــن مرحل ــاک، اولي ــای خ ــه ه ــود در نمون ــای موج ــم ه ــازی ميکروارگانيس ــال جداس ــه دنب ب
ــه شــفاف در اطــراف  ــی براســاس ايجــاد هال ــده ی فســفر آل ــری هــای حــل کنن شناســايی باکت
ــط اختصاصــی  ــع فســفات در محي ــا منب ــوان تنه ــه عن ــات ســديم ب ــه فيت ــی در نتيجــه تجزي کلن
 )NH4)2SO4  3g, MgSO4.7 H2O  0.5 g, KCl بــود. ترکيبــات ايــن محيــط شــامل )PSM(فيتــاز
  g , CaCL2 0.1 g ,  MnSO4.H2O  7.9 mg .  golucose 10g, sodium phytate 0.5 در 

ــر  ــی ب ــه اي ــورت نقط ــه ص ــده ب ــت آم ــک بدس ــای ت ــی ه ــود. کلن ــر و g/l 15 آگار ب l1 آب مقط
 C˚ ــای ــا  3 روز در دم ــت 1  ت ــد از گذش ــال و بع ــیPSM 1  آگاردار انتق ــط اختصاص روی محي
30 هالــه ناشــی از تجزيــه ی فيتــات ســديم در اطــراف کلنــی هــا مشــاهده و قابــل انــدازه گيــری 

 .)Lambrechts, et al., 1992(بــود
مرحلــه دوم غربالگــری بــه منظــور تاييــد نتايــج حاصــل از غربالگــری کيفــی اوليــه و بــرای حذف 
نتايــج مثبــت کاذب ناشــی از توليــد اســيد توســط برخــی از باکتــری هــا اســتفاده گرديــد. بعــد از 
رشــد باکتــری هــا و ايجــاد هالــه شــفاف در اطــراف کلنــی هــا بــر روی محيــط )PSM( در مرحلــه 
ــه  پوشــانيده  ــدت 10 دقيق ــه م ــتw/v) 2(% ب ــی کلريدکبال ــول آب ــا محل ــا ب ــت ه اول، ســطح پلي
 %6/)w/v) 925شــد. محلــول دوم کــه حــاوی حجــم مســاوی از محلــول آبــی موليبــدات آمونيــوم
ــی کــردن  ــه شــده بــود، بعــد از خال ــازه تهي ــادات آمونيــوم )w/v( 0/42% ت ــول آبــی وان و محل
محلــول اول،اضافــه و در نهايــت پــس از 10 دقيقــه گرمــا گــذاری در دمــای اتــاق از ســطح پليــت 
هــا برداشــته شــد. پــس از آن، پليــت هــا از نظــر مانــدگاری هالــه مــورد بررســی قــرار گرفتنــد. 
در طــی ايــن مرحلــه هالــه هــای کاذب ناشــی از توليــد اســيد از بيــن رفتــه و مانــدگاری هالــه بــه 
1-Phytase sepecific medium
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معنــای توليــد آنزيــم فيتــاز تلقــی شــد(Bae, Yanke et al., 1999( . همچنيــن بــر اســاس قطــر 
هالــه و قطــر کلنــی و طبــق فرمــول  Z-C/C هيدروليــز موثــر هــر کــدام محاســبه گرديــد. ســويه 
ــدی  ــات بع ــرای مطالع ــازی و ب ــود، جداس ــر از 50% ب ــا بالات ــر آنه ــز موث ــه هيدرولي ــی ک هاي

 .)Sreedevi and Reddy, 2012( ــره شــدند ذخي
   عــلاوه بــر غربالگــری کيفــی، غربالگــری کمــی براســاس انــدازه گيــری ميــزان فســفر آزاد شــده 
در محيــط کشــت PSM مايــع نيــز انجــام گرفــت. بــرای ســنجش ميــزان فســفر، ml 1 از محيــط 
کشــت بــا ســرعت rpm10000 در دمــای ˚4C بــه مــدت 10 دقيقــه ســانتريفوژ و ســوپرناتانت 
ــح  ــدون تلقي ــه ب ــرار گرفــت. نمون ــزان فســفر مــورد اســتفاده ق ــری مي ــدازه گي ــرای ان حاصــل ب
ــفر  ــزان فس ــد )Singh, et al., 2013(. مي ــه ش ــر گرفت ــی در نظ ــاهد منف ــوان ش ــه عن ــری ب باکت
آزاد شــده در محيــط کشــت بــا کمــک معــرف بارتــون انــدازه گيــری گرديــد. معــرف بارتــون بــا 
حــل کــردن  25g آمونيــوم موليبــدات در ml 400 آب مقطــر ، و حــل کــردن  g 1/25 آمونيــوم 
 250 ml ــدن ــرد ش ــد از س ــن ml  1000. بع ــک ارل ــوش در ي ــه ml  300 آب ج ــادات ب متاوان
ــه  ــا آب مقطــر ب ــه ايــن ترکيــب اضافــه، در نهايــت ب ــا وزن مخصــوص 1/42 ب اســيد نيتريــک ب
ــول  ــه محل ــته ب ــور آهس ــه ط ــکان دادن ب ــن ت ــول ضم ــن محل ــد. اي ــانيده ش ــم ml 600 رس حج
ــای  ــره و در ج ــای تي ــه ه ــد در شيش ــرف باي ــن مع ــود. اي ــی ش ــه م ــدات اضاف ــوم موليب آموني

 .)Mehlich, 1953)ــردد ــداری گ ــک نگه تاري
ــش  ــای آزماي ــه ه ــوپرناتانت را در لول ــفرمحلول  µl 400 از س ــزان فس ــری مي ــدازه گي ــرای ان ب
ريختــه و µl 600 معــرف بارتــون و ml1 آب مقطــر بــه آن اضافــه شــد. بعــد از 10 دقيقــه ميــزان 
جــذب نــوری در طــول مــوج nm450 بــا دســتگاه اســپکتروفتومتر انــدازه گيــری و در نهايــت بــا 
کمــک منحنــی اســتاندارد تهيــه شــده بــا  KH2PO4در آب مقطــر )شــکل1( ميــزان فســفر آزاد شــده 

.)Mehlich, 1953( محاســبه گرديــد
سنجش فعالیت آنزيم فیتاز

فعاليــت آنزيــم فيتــاز طبــق روش کــووان و همــکاران انــدازه گيــری شــد)Quan,  et al., 2001(. بــرای 
  pH 5/5 0/2 بــا  M 800 بافراســتات µl 200 از محلــول آنزيمــی  بــه  µl ســنجش فعاليــت آنزيــم
کــه حــاوی mM1 فيتــات ســديم اســت اضافــه و بــه مــدت 30 دقيقــه در بــن مــاری  C˚  37 گرمــا 
گــذاری شــد. ســپس ml 1 تری-کلرواســتيک اســيد 10% جهــت متوقــف کــردن فعاليــت آنزيــم 
بــه محلــول اضافــه گرديــد. در نهايــت براســاس جــذب نــوری بدســت آمــده حاصــل از اضافــه 
کــردن معــرف بارتــون مقــدار فســفر آزاد شــده طبــق منحنــی اســتاندارد  KH2PO4 رســم شــده 
ــبه  ــم محاس ــنجش آنزي ــق روش س ــان طب ــرايط يکس ــاد ش ــت ايج ــتات M 0/2 جه ــر اس در باف
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ــر  ــه منج ــی ک ــدار آنزيم ــوان مق ــه عن ــم ب ــت آنزي ــر يوني ــد)Olstorpe et al., 2009(. ه گردي
بــه آزاد شــدن  µg1 فســفر در دمــای  C˚ 37 در مــدت 1 دقيقــه مــی شــود ، تعريــف 

.)Quan et al.,  2001(گرديــد
ــرعت  ــا س ــری ب ــت باکت ــط کش ــم ml1 از محي ــودن آنزي ــلولی ب ــارج س ــی خ ــرای بررس     ب
rpm 10000 بــه مــدت 10 دقيقــه ســانتريفوژ و از محلــول صــاف رويــی بــرای ســنجش فعاليــت 

آنزيــم اســتفاده شــد)Quan et al., 2001(. بــرای بررســی داخــل ســلولی بــودن آنزيــم فيتــاز 
 ،10000 rpm( ــا کمــک ســانتريفوژ ســلول هــای جمــع آوری شــده از ml 100 محيــط کشــت ب
10 دقيقــه ، C˚ 4( دوبــار بــا NaCL 0/9 % شستشــو داده شــد، ســپس بــه نســبت 1:1 در بافــر 
اســتات 0/1 مــولار بــا pH = 5/5  حــل شــدند. نمونــه کــه در داخــل بافــر بــه صــورت تعليقــی 
يکنواخــت بــود بــه وســيله 6 ســيکل 30 ثانيــه يــی بــا فاصلــه 10 ثانيــه بــا80-90% قــدرت ليــز 
شــد )Sümengen et al., 2012(، ســپس ml 1 محلــول حاصــل از ســونيکه کــردن بــا ســرعت 
ــرای  ــل ب ــوپرناتانت حاص ــد. از س ــانتريفوژ ش ــه س ــرای 10 دقيق ــای ˚4C ب rpm 10000 در دم

 .)Sümengen et al., 2012(ــد ــم اســتفاده گردي ــت آنزي بررســی فعالي
شناسايی مولکولی سويه برتر

ــی  ــدا DNA ژنوم ــی ژن 16S rDNA ، ابت ــاس توال ــر اس ــر ب ــويه برت ــايی س ــور شناس ــه منظ ب
ــی  ــس از بررس ــد)Anna et al., 2012(، پ ــتخراج گردي ــه روش Set buffer اس ــر ب ــويه برت س
ــتفاده  ــا اس ــر ژن 16S rDNA ب ــودراپ، تکثي ــتگاه نان ــا دس ــوص DNA ب ــزان خل ــت و مي غلظ
 ›5  1492R و   ›3  AGAAGTTTGATCCTGGCTCAG  ›5  F عمومــی27  پرايمرهــای  از 
GGCTACCTTGTTACGACTT 3‹، بــا حجــم نهايــی µl 25 شــامل µl 20 آب مقطــر، µl 2/5 بافــر 

X10، µl 0/25 از هــر يــک از پرايمرهــا )غلظــت 20پيکومــول(، 0dNTP Mix/5 µl ) غلظت  10 ميلی 

ــام  ــد( انج ــت 5 واح ــم Taq DNA Polymerase) غلظ ــو و µl 0/25آنزي ــولار(، DNA 1 µl الگ م
ــت  ــه واسرش ــورت 5 دقيق ــه ص ــم  µl25 ب ــش PCR در حج ــت)Anna et al., 2012( . واکن گرف
 ،94 ˚C  94 ، ســپس 35 چرخــه حرارتــی بصــورت 30 ثانيــه در دمــای ˚C شــدن ابتدايــی در دمــای
30 ثانيــه در دمــای    C˚ 60 ، 30 ثانيــه در دمــای C˚ 72 و در نهايــت يــک ســيکل پايانــی بــه مــدت 
10 دقيقــه در دمــایC˚ 72 صــورت گرفــت. ويــال هــای دارای محلــول واکنــش بــدون DNA الگــو 
بــه عنــوان کنتــرل منفــی در دســتگاه قــرار گرفــت تــا آلودگــی هــای احتمالــی مشــخص شــود. 
ــل و  ــد منتق ــوم بروماي ــر (TEB )X5/0 واجــد اتيدي ــه ژل آگاروز 1% در باف محصــولات PCR  ب

.)Anna et al., 2012(ــد ــی گردي ــن توال ــا محصــول PCR تعيي ــورز شــد. در انته الکتروف
آنالیز فیلوژنی و رسم درخت فیلوژنتیک

ــه  ــا ب ــک از پرايمره ــر ي ــی از ه ــن توال ــج حاصــل از تعيي ــک، نتاي ــرای رســم درخــت فيلوژنتي ب
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ــا هــم ادغــام1  ، ســپس توالــی بدســت آمــده در بانــک اطلاعاتــی  وســيله نــرم افــزار Bioedit ب
NCBI2   )برنامــه BLASTn( و EzTaxon مــورد همتــرازی قــرار گرفــت و ميــزان شــباهت تــرادف 

ــزار   ــرم اف ــا ن ــا ب ــی ه ــی و توال ــی بررس ــک ژن ــده در بان ــت ش ــای ثب ــويه ه ــا س ــدی ب نوکلوئي
 Neighbour-همرديــف شــدند. آناليــز فيلوژنــی و رســم درخــت فيلوژنتيــک بــه روش MEGA5

joining انجــام شــد )Tamura, et al., 2007( ) شــکل 4(. عــلاوه بــر شناســايی مولکولــی ســويه 

ــتماتيک  ــای سيس ــاب راهنم ــاس کت ــر اس ــدی ب ــيميايی تايي ــای بيوش ــت ه ــده تس ــازی ش جداس
باکتــری شناســی Bergeys انجــام شــدندو نتايــچ حاصــل بــا نتايــج مولکولــی مطابقــت داده شــد. 
ــا و  ــر قنده ــون تخمي ــالاز و اکســيداز، آزم ــون کات ــای بيوشــيميايی آزم ــن تســت ه ــه اي از جمل

.)Holt et al., 1994) ــود ــز اوره ب ــد اســيد و آزمــون هيدرولي تولي
بررسی توانايی سويه جدا شده در حل كردن فسفر معدنی

توانايــی حــل کــردن فســفر معدنــی توســط باکتــری هــا بــر اســاس ايجــاد هالــه شــفاف اطــراف 
کلنــی  در نتيجــه  تجزيــه تــری کلســيم فســفات بــه عنوان تنهــا منبع فســفات در محيــط اختصاصی 
  NBRIP )National Botanical Research Institutes phosphate growth آگاردار 
 glucose   10 g, Ca)PO4)2 5g, MgCl2.6H2O 5g , MgSO4.7H2O کــه حــاویmedium) 

 g,  KCl 0.2 g , )NH4)2SO4 0.1 g 0.25 در l1 آب مقطــر بــه همــراه 1/5 % آگار، صــورت 

گرفــت. پــس از انتقــال باکتــری بــر روی محيــط اختصاصــی NBRIP   و گرماگــذاری در دمــای 
ــا  ــی ه ــی در اطــراف کلن ــه ی فســفات معدن ــه ناشــی از تجزي ــا 4 روز ، هال ــه مــدت 1 ت C 30  ب
 Kapri,(محيــط کشــت قبــل از اتــوکلاو بــر روی 7 تنظيــم شــد pH .مشــاهده و انــدازه گيــری شــد
2010(. غربالگــری کمــی براســاس اندازه-گيــری ميــزان فســفر آزاد شــده از ســوپرناتانت حاصل 

.)Kapri, 2010( از محيــط کشــت باکتــری انجــام گرفــت
نتايج

جداسازی و شناسايی باكتری تولید كننده فیتاز
11 عــدد جدايــه کــه قــادر بــه ايجــاد هالــه شــفاف در اطــراف کلنــی خــود در محيــط اختصاصــی 
فيتــاز آگاردار بودنــد در غربالگــری کيفــی بدســت آمــد )شــکل 2(. پــس از بررســی قطــر هالــه هــا 
، غربالگــری کمــی و فعاليــت آنزيــم فيتــاز در نهايــت يــک باکتــری بــه عنــوان بهتريــن مولــد فيتــاز 
انتخــاب گرديــد. قطــر هالــه و کلنــی آن mm27، هيدروليــز موثــر آن 350% ، ميــزان فســفر آزاد 
محلــول µg/ml 180 و فعاليــت آنزيــم فيتــاز آن U/ml04/1 بدســت آمــد. ايــن باکتــری کوکوســی 
ــی،  ــيداز منف ــت، اکس ــالاز مثب ــت، کات ــد حرک ــاری، فاق ــوازی اختي ــی ه ــوازی و ب ــت، ه ــرم مثب گ

1-Overlap

2-National center for Biotechnology Information
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فاقــد آنزيــم اوره آز و قــادر بــه اســتفاده از قندهــای ترهالــوز، گلوکــز، ســاکارز، مانــوز، ريبــوز، 
مالتــوز، مانيتــول بــود.

سنجش فعالیت آنزيمی
 نتايــج بدســت آمــده از ســنجش فعاليــت فيتــاز جدايــه بدســت آمــده نشــان داد کــه آنزيــم فيتــاز 
ايــن باکتــری، برون ســلولی اســت. پــس از گرماگــذاری 24 ســاعته فعاليــت آنزيم در ســوپرناتانت 
حــدود 64% در حاليکــه ميــزان فعاليــت بعــد از ســونيکه کــردن ســلول هــا 36% بــود. همچنيــن 
ايجــاد هالــه بــر روی محيــط آگاردار، بــرون ســلولی بــودن آنزيــم فيتــاز توليــدی ايــن باکتــری 
را تاييــد کــرد. در طــی رشــد باکتــری ميــزان فعاليــت آنزيــم فيتــاز افزايــش پيــدا کــرد. بيشــترين 
ميــزان توليــد آنزيــم در اواخــر فــاز لگاريتمــی و ابتــدای فــاز ســکون بدســت آمــد کــه برابــر بــا 

شکل 1: منحنی استاندارد فسفر

PSM شکل 2: مشاهده هاله شفاف اطراف کلنی های توليد کننده فيتاز در محيط
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 /ml µg 1/04 بــود )شــکل 3(. ميــزان فســفر محلــول در طــی رشــد باکتــری بــه انــدازه ی U/ml

180 افزايــش يافــت )شــکل 4( . 

بررسی توانايی باكتری در حل كردن فسفرمعدنی 
نتايــج حاصــل از بررســی توانايــی ايــن باکتــری در قابليــت حــل فســفات معدنــی  بــر روی محيــط 
NBRIP  بصــورت کيفــی بــا ايجــاد هالــه شــفاف )شــکل 5( و بصــورت کمــی بــا انــدازه گيــری 

ميــزان فســفر آزاد محلــول پــس از 24 ســاعت )شــکل 6( بيانگــر توانايــی ايــن باکتــری در حــل 

   PSM و فعاليت آنزيم فيتاز در محيط S. pasteuri شکل 3: بررسی همزمان رشد باکتری

PSM و ميزان فسفر آزاد شده در محيط S. pasteuri شکل 4: بررسی همزمان رشد باکتری
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نتايج PCR، تعیین توالی ژن  16S rDNA و رسم درخت فیلوژنتیک 
PCR  ژن 16S rDNA نشــان داد کــه انــدازه ای ژن مــورد نظــر حــدود bp1500 اســت )شــکل 7(. 

همچنيــن تطابــق توالــی 16S rDNA باکتــری مــورد نظــر بــا ســاير توالــی هــای موجــود در بانــک 
ژنــی NCBI تشــابه 99% باکتــری مــورد نظــر را بــا  S. pasteuri  نشــان داد.

تــری کلســيم فســفات بــود. تــری کلســيم فســفات يــک ترکيــب معدنــی فســفات اســت کــه توســط 
آنزيــم فســفاتاز تجزيــه مــی شــود)Kapri and Tewari, 2010(. بنابرايــن جدايــه بدســت آمــده 
ــی مــی باشــد. بعــلاوه  ــی و معدن ــه حــل فســفات آل ــادر ب ــاز و فســفاتاز ق ــم فيت ــد آنزي ــا تولي ب
مقايســه قطــر هالــه هــا و فســفر آزاد شــده بيانگــر توانايــی بيشــتر ايــن باکتــری در حــل کــردن 

فســفات معدنــی نســبت بــه فســفات آلــی بــود. 

ــا  ــر روی محيــط NBRIP  آگاردار ب ــی باکتــری ب ــه شــفاف اطــراف کلن شــکل 5: مشــاهده هال

منبــع فســفر تــری کلســيم فســفات

شــکل 6 : بررســی همزمــان رشــد باکتــری  S. pasteuri همــراه فســفر آزاد شــده در محيــط 

.NBRIP
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ــاز  ــد فيت ــويه مول ــول PCR  ژن  16S rDNA س ــورز محص ــج ژل الکتروف ــکل 7: نتاي ش
ــا  . ســتون شــماره 1 نشــانگرمولکولی ladder . ســتون شــماره 2، 3 محصــول PCR ب

. 1500 bp  ــدازه ان

شــکل 8: درخــت فيلوژنتيکــی ســويه مــورد آزمايــش  )AH2(و نزديکتريــن ســويه هــای 

 Bootstrap 16 . مقاديــرS rDNA اســتاندارد موجــود در بانــک هــای ژنــی بر اســاس توالــی ژن

کــه ميــزان اطمينــان از صحــت هــر شــاخه را نشــان مــی دهــد، بــر اســاس 1000 بــار تکــرار 

ــوان  ــه عن محاســبه و بصــورت درصــد در محــل گــره هــا نشــان داده شــده اســت. E.coli ب

Outgroup  در نظــر گرفتــه شــد. ) Bar 0/02 : مقياســی بــرای طــول شــاخه و نشــان دهنــده 

ــگاه نوکلئوتيدهــا اســت(. ــی در جاي 2% جابجاي

بحث
  Sasirekha .ــدم جداســازی شــد ــاز از ريزوســفر گن ــد فيت ــه مول در پژوهــش حاضــر 11 جداي
از ريزوســفر مناطــق کشــاورزی مخصوصــا مناطــق کشــت غــلات و دانــه هــای روغنــی بــرای 
ــوع  ــوان کــرد کــه تعــداد و تن ــاز اســتفاده نمــود و عن ــده فيت ــری هــای توليدکنن جداســازی باکت
ــت  ــات اس ــولات حيوان ــتر از فض ــلات بيش ــفر غ ــاز در ريزوس ــده فيت ــای توليدکنن ــری ه باکت
)Sasirekha et al.,  2012(. نتايــج تعييــن توالــی و همتــرازی ژن 16S rDNA شــباهت )99%( بــا 
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 S. pasteuri را نشــان داد. تاکنــون باکتــری هــای مختلفــی بــه عنــوان توليــد کننــده فيتــاز معرفی 
  Bacillus sp.، Pseudomonas sp. ،  Escherichia coli، شــده انــد، از جملــه آن هــا مــی تــوان

.)Hussin, et al., 2007(  ــرد ــام ب Enterobacter، Klebsiella SP را ن
باکتــری S.pasteuri جداســازی شــده قــادر بــه توليــد هالــه ای  به قطــر mm 27 بــر روی محيط 
PSM بــود.  مشــابه بــا ايــن نتايج ،حســين خانــی در ســال 2009 باکتــری  Pseudomonas   مولد 

ــا قطــر mm23 بــر روی محيــط PSM بــود از فضــولات  ــه ای ب ــاز کــه قــادر بــه ايجــاد هال فيت
ــتثنای  ــه اس ــه ب ــزارش داد ک ــردHosseinkhani,  et al., 2009). Hussin ( گ ــدا ک ــدگان ج پرن
 Bacillus subtilis , Lactobacillus  و  Bacillus , Staphylococcus , Brevibacterium ,

 psedomomas و  Kocuria کــه آنزيــم خــارج ســلولی تجريــه کننــده فيتــات را توليــد مــی کننــد، 

ــت  ــه بدس ــد(Hussin et al., 2007(. جداي ــی کنن ــد م ــلولی تولي ــل س ــاز داخ ــا فيت ــری ه باکت
ــد. Hussin و  ــی نمايي ــد م ــت U/ml 1/04 تولي ــا فعالي ــلولی ب ــارج س ــاز خ ــم فيت ــده آنزي آم
ــری Staphylococcus lentus Strains ASUIA 279 از  ــازی باکت ــه جداس ــق ب ــکاران موف هم
کشــت زار ذرت در مالــزی شــد کــه  دارای فعاليــت فيتــازی خــارج ســلولی U/ml 1/913 بــود 

.)Hussin, Farouk et al., 2007(
ــی  ــده  فســفر آل ــری هــای حــل کنن ــکاران در ســال 2004 ، در غربالگــری باکت  Mukesh و هم
جنــس Staphylococcus ،بــا متوســط قطــر هالــه cm 3/8 ، بــه عنــوان بهترين ســويه مولــد فيتاز 
 Staphylococcus بــا وجــود آن کــه باکتری-های جنــس . )Mukesh et al., 2004)معرفــی کــرد
ــر  ــی ب ــون گزارشــی مبن ــد وليکــن  تاکن ــاز گــزارش شــده ان ــوی فيت ــده ق ــد کنن ــوان تولي ــه عن ب
ــاز داده نشــده اســت. بعــلاوه نتايــج بدســت آمــده  ــد فيت توانايــی باکتــری S. pasteuri در تولي
ــری کلســيم  ــی ت ــه حــل فســفات معدن ــادر ب ــن ق نشــان داد کــه ســويه جداســازی شــده همچني
فســفات بــا نســبت قطر)هاله+کلنــی( بــه قطــر کلنــی cm 4/75در محيــط NBRIP بــود. مشــابه بــا 
نتايــج بدســت آمــده  Rashid  و همــکاران در ســال 2004 در مطالعــه ايــی، ده باکتــری و ســه 
قــارچ جداشــده از ريزوســفر برنــج را بررســی کردنــد کــه توانايــی بالايــی در حــل کــردن فســفات 
معدنــی داشــته و نســبت قطر)هالــه+ کلنــی( بــه قطــر کلنــی آن هــا بيــن cm16/2 و 6/23 متغيــر 

.)Rashid et al., 2004) ــود ب
Mudryk در ســال 2004 چنديــن ســويه باکتــری را از رســوبات درياچــه جداســازی و توانايــی 

ــی  ــفات معدن ــردن فس ــل ک ــپس در ح ــن و س ــی فيتي ــفر آل ــودن فس ــل نم ــدا در ح ــا را ابت آن ه
ــرار داد و در  ــی ق ــورد بررس ــفات م ــوم فس ــفات و آلوميني ــم فس ــفات ، منيزي ــيم فس ــری کلس ت
نهايــت عنــوان کــرد کــه باکتــری هــای حــل کننــده فيتيــن مــی تواننــد فســفر معدنــی را نيــز حــل 
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.)Mudryk, 2004(کننــد
نتيجه گيری کلی

تــلاش هــای زيــادی در زمينــه امــکان جايگزيــن کــردن فســفر معدنــی اضافــه شــده بــه غــذای 
شــکمبه داران تــک معــده ی بــا فيتــاز ميکروبــی در جريــان اســت. اســتفاده از ايــن منبــع عــلاوه 
بــر کاهــش آلودگــی زيســت محيطــی مربــوط بــه فســفر دفــع شــده توســط حيوانــات، منجــر بــه 
کاهــش هزينــه هــا نيــز مــی شــود. تاکنــون باکتــری S. pasteuri  بــه عنــوان توليــد کننــده فيتــاز 
 Staphylococcus گــزارش نشــده اســت. امــا گزارشــاتی در مــورد توانايــی باکتــری هــای جنــس
 S.lentus Strains ــری ــه آن باکت ــک نمون ــود دارد . ي ــلولی وج ــارج س ــاز خ ــد فيت ــرای تولي ب
ASUIA 279اســت کــه بــه عنــوان يــک توليــد کننــده فيتــاز خــارج ســلولی بســيار فعــال معرفــی 

شــده اســت. جدايــه بدســت آمــده نيــز قــادر بــه توليــد فيتــاز فعالــی اســت و از آنجايــی کــه قــادر 
بــه توليــد فيتــاز خــارج ســلولی اســت، اســتفاده از آن بــرای توليــد صنعتــی فيتــاز مناســب تــر 
مــی باشــد چراکــه راحــت تــر مــی تــوان از آنزيــم آن بهــره گرفــت و نيــازی بــه شکســتن ســلول 
و جداســازی آنزيــم نيســت. همچنيــن ايــن باکتــری دارای فعاليــت فســفاتازی بالايــی اســت و مــی 

تــوان از آن در تجزيــه زيســتی فســفات معدنــی نيــز بهــره گرفــت. 
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