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جداسازی و شناسایی Staphylococcus pasteuri تولید کننده 
آنزیم فیتاز از  ریزوسفر گندم

نشمین فیاضی حسینی1 ، جمشید فولادی *2، خدیجه کیارستمی3 

چکیده

 فیتازهــا آنزیــم هایــی هســتند کــه قــادر بــه هیدرولیــز اســیدفیتیک به 
مشــتقات میو-اینوزیتول کمتر فســفریله شــده می باشــند. اســیدفیتیک 
شــکل اصلــی ذخیــره فســفات در گیاهــان اســت. حیوانــات تــک معــده 
ماننــد خــوک ، مــرغ و ماهــی قــادر بــه متابولیــزه کــردن اســیدفیتیک 
نیســتند. اضافــه کــردن فیتــاز بــه جیــره غذایــی حیوانــات تــک معــدی 
منجــر افزایــش دسترســی فســفر مــی گــردد. در ایــن پژوهــش، هــدف 
جداســازی و شناســایی باکتــری هــای مولــد فیتــاز از ریزوســفر گنــدم 
بــود. باکتــری هــای مولــد فیتــاز بــا ایجــاد هالــه شــفاف اطــراف کلنــی 
هــا در محیــط حــاوی فیتــات ســدیم شناســایی و بهتریــن ســویه مولــد 
فیتــاز از طریــق روش هــای مولکولی شناســایی شــد. همچنیــن توانایی 
ــیم  ــری کلس ــی ت ــفات معدن ــردن فس ــل ک ــده در ح ــت آم ــه بدس جدای
فســفات در محیــط  NBRIP بررســی گردیــد. از میــان 11 ســویه ایــی 
کــه قــادر بــه ایجــاد هالــه شــفاف بــر روی محیــط PSM بودنــد، جدایــه 
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ــم  ــد آنزی ــی در تولی ــی بالای Staphylococcus pasteuri دارای توانای
فیتــاز بــود. طبــق نتایــج بدســت آمــده مــی تــوان عنــوان کــرد باکتــری                       
Staphylococcus pasteuri قــادر بــه تولیــد آنزیــم فیتــاز و فســفاتاز 

مــی باشــد.

 Staphylococcus ، واژ هــای  کلیدی: ریزوســفر، فســفاتاز، فیتــاز، گنــدم
pasteuri

مقدمه
ــان را  ــش از 90% محصــولات مناطــق کشــت شــده جه ــی بی ــای روغن ــه ه ــوم و دان غــات، لگ
تشــکیل مــی دهنــد. ایــن ترکیبــات سرشــار از اســیدفیتیک )میو-اینوزیتول1،2،3،4،5،6هگــزا کیــس 
 Vohra and Satyanarayana(ــد ــف ش ــال 1872 کش ــار در س ــن ب ــه اولی ــت ک ــفات(1  اس فس
2002(. اســیدفیتیک شــکل اصلــی فســفر در غــات ، لگــوم و دانــه هــای روغنــی اســت کــه 1 تــا %2 

 .)Graf, et al., Empson 1987( وزن دانــه هــا و  بیــش از 80% فســفر آن هــا را تشــکیل مــی دهــد
ایــن ترکیــب  بــه جهــت حضــور شــش گــروه فســفات کــه دوازده شــارژ منفــی را حمــل مــی کننــد، بــه 
شــکل موثــری مــی توانــد از طریــق تشــکیل باندهــای یگانــه ، دوگانــه و ســه گانــه بــا پروتئیــن هــای 
 .)Reddy, et al., 1989(دارای بــار مثبــت، آمینواســیدها و کاتیون هــا کمپلکس نامحلول تشــکیل دهــد

ایــن مســئله مهــم تریــن دلیــل عــدم جــذب مــواد معدنــی در روده اســت. 
اهمیــت نقــش فیتیــک اســید در ایــن زمینــه تــا بــدان جاســت کــه فیتیــک اســید را یکــی از دلایــل کمبود 
 .)Singh, et al., 2013(هــای تغذیــه ای مــواد معدنــی از جملــه مــس ، روی ، آهــن معرفــی مــی کننــد
ــدم  ــت و ع ــش حلالی ــه کاه ــر ب ــه منج ــیدهای آمین ــا و اس ــن ه ــه پروتئی ــیدفیتیک ب ــال اس اتص
ــم  ــز مــی شــود )Lopez, et al., 2002(. از طــرف دیگــر عملکــرد آنزی ــم هــا نی دسترســی آنزی
هایــی ماننــد تریپســین ، پپســین ، آلفاآمیــاز و بتاگالاکتوزیــداز در روده را نیــز کاهــش مــی دهــد. 
ایــن پژوهــش بــا هــدف جداســازی و شناســایی باکتــری مولــد آنزیــم فیتــاز از ریزوســفر گنــدم 

و بررســی میــزان فعالیــت آنزیمــی آن انجــام گرفــت.
مواد و روش ها

نمونه برداری و جداسازی باکتری ها
ــتاز ،  ــن ، پیش ــران ، زارع ، تج ــیوند، چم ــی ) س ــدم بوم ــف گن ــم مختل ــه 8 رق ــوان نمون ــه عن ب
مرواریــد، اروم، کویــر ( 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 کیســه هــای پلــی اتیلیــن قــرار گرفتــه و در زمانــی کمتــر از 5 ســاعت بــه 
آزمایشــگاه انتقــال داده شــد. بلافاصلــه نمونــه هــا بــه فلاســک هــای حــاوی ســرم فیزیولوژیــک 
کــه از قبــل تهیــه و اســتریل شــده بودنــد بــه میــزان )v/v( 1%انتقــال و بــه مــدت 20 ســاعت در 
ــا   7- 10 از  دمــای اتــاق بــا ســرعت  rpm150 شــیک زده شــدند. رقــت هــای متوالــی 1-10 ت
  Yeast extract  10نمونــه هــا بــه صــورت کشــت چمنــی بــه محیــط کشــت پایــه 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 جلوگیــری از رشــد قــارچ، 
آنتــی بیوتیــک ســیکلوهگزامید )v/w( 0/1 % بــه محیــط هــای کشــت اضافــه گردیــد. کلنــی هــای 
رشــد کــرده براســاس خصوصیــات مورفولوژیکــی متمایــز و هــر کلنــی بــه یــک محیــط جدیــد 

.)Collins, et al., 1989 (انتقــال داده شــد
جداسازی باکتری های تولیدکننده آنزیم فیتاز

ــه  ــن مرحل ــاک، اولی ــای خ ــه ه ــود در نمون ــای موج ــم ه ــازی میکروارگانیس ــال جداس ــه دنب ب
ــه شــفاف در اطــراف  ــی براســاس ایجــاد هال ــده ی فســفر آل ــری هــای حــل کنن شناســایی باکت
ــط اختصاصــی  ــع فســفات در محی ــا منب ــوان تنه ــه عن ــات ســدیم ب ــه فیت ــی در نتیجــه تجزی کلن
 (NH4)2SO4  3g, MgSO4.7 H2O  0.5 g, KCl بــود. ترکیبــات ایــن محیــط شــامل )PSM(فیتــاز
  g , CaCL2 0.1 g ,  MnSO4.H2O  7.9 mg .  golucose 10g, sodium phytate 0.5 در 

ــر  ــی ب ــه ای 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 محی
30 هالــه ناشــی از تجزیــه ی فیتــات ســدیم در اطــراف کلنــی هــا مشــاهده و قابــل انــدازه گیــری 

 .)Lambrechts, et al., 1992(بــود
مرحلــه دوم غربالگــری بــه منظــور تاییــد نتایــج حاصــل از غربالگــری کیفــی اولیــه و بــرای حذف 
نتایــج مثبــت کاذب ناشــی از تولیــد اســید توســط برخــی از باکتــری هــا اســتفاده گردیــد. بعــد از 
رشــد باکتــری هــا و ایجــاد هالــه شــفاف در اطــراف کلنــی هــا بــر روی محیــط )PSM( در مرحلــه 
ــه  پوشــانیده  ــدت 10 دقیق ــه م ــت2 (w/v)% ب ــی کلریدکبال ــول آب ــا محل ــا ب ــت ه اول، ســطح پلی
 %6/(w/v) 925شــد. محلــول دوم کــه حــاوی حجــم مســاوی از محلــول آبــی مولیبــدات آمونیــوم
ــی کــردن  ــه شــده بــود، بعــد از خال ــازه تهی ــادات آمونیــوم )w/v( 0/42% ت ــول آبــی وان و محل
محلــول اول،اضافــه و در نهایــت پــس از 10 دقیقــه گرمــا گــذاری در دمــای اتــاق از ســطح پلیــت 
هــا برداشــته شــد. پــس از آن، پلیــت هــا از نظــر مانــدگاری هالــه مــورد بررســی قــرار گرفتنــد. 
در طــی ایــن مرحلــه هالــه هــای کاذب ناشــی از تولیــد اســید از بیــن رفتــه و مانــدگاری هالــه بــه 
1-Phytase sepecific medium
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معنــای تولیــد آنزیــم فیتــاز تلقــی شــد(Bae, Yanke et al., 1999) . همچنیــن بــر اســاس قطــر 
هالــه و قطــر کلنــی و طبــق فرمــول  Z-C/C هیدرولیــز موثــر هــر کــدام محاســبه گردیــد. ســویه 
ــدی  ــات بع ــرای مطالع ــازی و ب ــود، جداس ــر از 50% ب ــا بالات ــر آنه ــز موث ــه هیدرولی ــی ک های

 .)Sreedevi and Reddy, 2012( ــره شــدند ذخی
   عــاوه بــر غربالگــری کیفــی، غربالگــری کمــی براســاس انــدازه گیــری میــزان فســفر آزاد شــده 
در محیــط کشــت PSM مایــع نیــز انجــام گرفــت. بــرای ســنجش میــزان فســفر، ml 1 از محیــط 
کشــت بــا ســرعت rpm10000 در دمــای ˚4C بــه مــدت 10 دقیقــه ســانتریفوژ و ســوپرناتانت 
ــح  ــدون تلقی ــه ب ــرار گرفــت. نمون ــزان فســفر مــورد اســتفاده ق ــری می ــدازه گی ــرای ان حاصــل ب
ــفر  ــزان فس ــد )Singh, et al., 2013(. می ــه ش ــر گرفت ــی در نظ ــاهد منف ــوان ش ــه عن ــری ب باکت
آزاد شــده در محیــط کشــت بــا کمــک معــرف بارتــون انــدازه گیــری گردیــد. معــرف بارتــون بــا 
حــل کــردن  25g آمونیــوم مولیبــدات در ml 400 آب مقطــر ، و حــل کــردن  g 1/25 آمونیــوم 
 250 ml ــدن ــرد ش ــد از س ــن ml  1000, بع ــک ارل ــوش در ی ــه ml  300 آب ج ــادات ب متاوان
ــه  ــا آب مقطــر ب ــه ایــن ترکیــب اضافــه، در نهایــت ب ــا وزن مخصــوص 1/42 ب اســید نیتریــک ب
ــول  ــه محل ــته ب ــور آهس ــه ط ــکان دادن ب ــن ت ــول ضم ــن محل ــد. ای ــانیده ش ــم ml 600 رس حج
ــای  ــره و در ج ــای تی ــه ه ــد در شیش ــرف بای ــن مع ــود. ای ــی ش ــه م ــدات اضاف ــوم مولیب آمونی

 .(Mehlich, 1953)ــردد ــداری گ ــک نگه تاری
ــش  ــای آزمای ــه ه ــوپرناتانت را در لول ــفرمحلول  µl 400 از س ــزان فس ــری می ــدازه گی ــرای ان ب
ریختــه و µl 600 معــرف بارتــون و ml1 آب مقطــر بــه آن اضافــه شــد. بعــد از 10 دقیقــه میــزان 
جــذب نــوری در طــول مــوج nm450 بــا دســتگاه اســپکتروفتومتر انــدازه گیــری و در نهایــت بــا 
کمــک منحنــی اســتاندارد تهیــه شــده بــا  KH2PO4در آب مقطــر )شــکل1( میــزان فســفر آزاد شــده 

.)Mehlich, 1953( محاســبه گردیــد
سنجش فعالیت آنزیم فیتاز

فعالیــت آنزیــم فیتــاز طبــق روش کــووان و همــکاران انــدازه گیــری شــد)Quan,  et al., 2001(. بــرای 
  pH 5/5 0/2 بــا  M 800 بافراســتات µl 200 از محلــول آنزیمــی  بــه  µl ســنجش فعالیــت آنزیــم
کــه حــاوی mM1 فیتــات ســدیم اســت اضافــه و بــه مــدت 30 دقیقــه در بــن مــاری  C˚  37 گرمــا 
گــذاری شــد. ســپس ml 1 تری-کلرواســتیک اســید 10% جهــت متوقــف کــردن فعالیــت آنزیــم 
بــه محلــول اضافــه گردیــد. در نهایــت 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 آنزی ــق روش س ــان طب ــرایط یکس ــاد ش ــت ایج ــتات M 0/2 جه ــر اس در باف
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ــر  ــه منج ــی ک ــدار آنزیم ــوان مق ــه عن ــم ب ــت آنزی ــر یونی ــد)Olstorpe et al., 2009(. ه گردی
بــه آزاد شــدن  µg1 فســفر در دمــای  C˚ 37 در مــدت 1 دقیقــه مــی شــود ، تعریــف 

.)Quan et al.,  2001(گردیــد
ــرعت  ــا س ــری ب ــت باکت ــط کش ــم ml1 از محی ــودن آنزی ــلولی ب ــارج س ــی خ ــرای بررس     ب
rpm 10000 بــه مــدت 10 دقیقــه ســانتریفوژ و از محلــول صــاف رویــی بــرای ســنجش فعالیــت 

آنزیــم اســتفاده شــد)Quan et al., 2001(. بــرای بررســی داخــل ســلولی بــودن آنزیــم فیتــاز 
 ،10000 rpm( ــا کمــک ســانتریفوژ ســلول هــای جمــع آوری شــده از ml 100 محیــط کشــت ب
10 دقیقــه ، 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 تعلیقــی 
یکنواخــت بــود بــه وســیله 6 ســیکل 30 ثانیــه یــی بــا فاصلــه 10 ثانیــه بــا80-90% قــدرت لیــز 
شــد )Sümengen et al., 2012(، ســپس ml 1 محلــول حاصــل از ســونیکه کــردن بــا ســرعت 
ــرای  ــل ب ــوپرناتانت حاص ــد. از س ــانتریفوژ ش ــه س ــرای 10 دقیق ــای ˚4C ب rpm 10000 در دم

 .)Sümengen et al., 2012(ــد ــم اســتفاده گردی ــت آنزی بررســی فعالی
شناسایی مولکولی سویه برتر

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

X10، µl 0/25 از هــر یــک از پرایمرهــا )غلظــت 20پیکومــول(، 0dNTP Mix/5 µl ) غلظت  10 میلی 

ــام  ــد( انج ــت 5 واح ــم Taq DNA Polymerase) غلظ ــو و µl 0/25آنزی ــولار(، DNA 1 µl الگ م
ــت  ــه واسرش ــورت 5 دقیق 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 ثانیــه در دمــای ˚C شــدن ابتدایــی در دمــای
30 ثانیــه در دمــای    C˚ 60 ، 30 ثانیــه در دمــای C˚ 72 و در نهایــت یــک ســیکل پایانــی بــه مــدت 
10 دقیقــه در دمــایC˚ 72 صــورت گرفــت. ویــال 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 برومای ــر TEB (X5/0) واجــد اتیدی ــه ژل آگاروز 1% در باف محصــولات PCR  ب

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

ــه  ــا ب ــک از پرایمره ــر ی ــی از ه ــن توال ــج حاصــل از تعیی ــک، نتای ــرای رســم درخــت فیلوژنتی ب
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ــا هــم ادغــام1  ، ســپس توالــی بدســت آمــده در بانــک اطلاعاتــی  وســیله نــرم افــزار Bioedit ب
NCBI2   )برنامــه BLASTn( و EzTaxon مــورد همتــرازی قــرار گرفــت و میــزان 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 ــویه ه ــا س ــدی ب نوکلوئی
 Neighbour-همردیــف شــدند. آنالیــز فیلوژنــی و رســم درخــت فیلوژنتیــک بــه روش MEGA5

joining انجــام شــد )Tamura, et al., 2007( ) شــکل 4(. عــاوه بــر شناســایی مولکولــی ســویه 

ــتماتیک  ــای سیس ــاب راهنم ــاس کت ــر اس ــدی ب ــیمیایی تایی ــای بیوش ــت ه ــده تس ــازی ش جداس
باکتــری شناســی Bergeys انجــام شــدندو نتایــچ حاصــل بــا نتایــج مولکولــی مطابقــت داده شــد. 
ــا و  ــر قنده ــون تخمی ــالاز و اکســیداز، آزم ــون کات ــای بیوشــیمیایی آزم ــن تســت ه ــه ای از جمل

.)Holt et al., 1994) ــود ــز اوره ب ــد اســید و آزمــون هیدرولی تولی
بررسی توانایی سویه جدا شده در حل کردن فسفر معدنی

توانایــی حــل کــردن فســفر معدنــی توســط باکتــری هــا بــر اســاس ایجــاد هالــه شــفاف اطــراف 
کلنــی  در نتیجــه  تجزیــه تــری کلســیم فســفات بــه عنوان تنهــا منبع فســفات در محیــط 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 محیــط اختصاصــی NBRIP   و گرماگــذاری در دمــای 
ــا  ــی ه ــی در اطــراف کلن ــه ی فســفات معدن ــه ناشــی از تجزی ــا 4 روز ، هال ــه مــدت 1 ت C 30  ب
 Kapri,(محیــط کشــت قبــل از اتــوکلاو بــر روی 7 تنظیــم شــد pH .مشــاهده و انــدازه گیــری شــد
2010(. غربالگــری کمــی براســاس اندازه-گیــری میــزان فســفر آزاد شــده از ســوپرناتانت حاصل 

.)Kapri, 2010( از محیــط کشــت باکتــری انجــام گرفــت
نتایج

جداسازی و شناسایی باکتری تولید کننده فیتاز
11 عــدد جدایــه کــه قــادر بــه ایجــاد هالــه شــفاف در اطــراف کلنــی خــود در محیــط اختصاصــی 
فیتــاز آگاردار بودنــد در غربالگــری کیفــی بدســت آمــد )شــکل 2(. پــس از بررســی قطــر هالــه هــا 
، غربالگــری کمــی و فعالیــت آنزیــم فیتــاز در نهایــت یــک باکتــری بــه عنــوان بهتریــن مولــد فیتــاز 
انتخــاب گردیــد. قطــر هالــه و کلنــی آن mm27، هیدرولیــز موثــر آن 350% ، میــزان فســفر آزاد 
محلــول µg/ml 180 و فعالیــت آنزیــم فیتــاز آن U/ml04/1 بدســت آمــد. ایــن باکتــری کوکوســی 
ــی،  ــیداز منف ــت، اکس ــالاز مثب ــت، کات ــد حرک ــاری، فاق ــوازی اختی ــی ه ــوازی و ب ــت، ه ــرم مثب گ

1-Overlap

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

سنجش فعالیت آنزیمی
 نتایــج بدســت آمــده از ســنجش فعالیــت فیتــاز جدایــه بدســت آمــده نشــان داد کــه آنزیــم فیتــاز 
ایــن باکتــری، برون ســلولی اســت. پــس از گرماگــذاری 24 ســاعته فعالیــت آنزیم در ســوپرناتانت 
حــدود 64% در حالیکــه میــزان فعالیــت بعــد از ســونیکه کــردن ســلول هــا 36% بــود. همچنیــن 
ایجــاد هالــه بــر روی محیــط آگاردار، بــرون ســلولی بــودن آنزیــم فیتــاز تولیــدی ایــن باکتــری 
را تاییــد کــرد. در طــی رشــد باکتــری میــزان فعالیــت آنزیــم فیتــاز افزایــش پیــدا کــرد. بیشــترین 
میــزان تولیــد آنزیــم در اواخــر فــاز لگاریتمــی و ابتــدای فــاز ســکون بدســت آمــد کــه برابــر بــا 

شکل 1: منحنی استاندارد فسفر

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

180 افزایــش یافــت )شــکل 4( . 

بررسی توانایی باکتری در حل کردن فسفرمعدنی 
نتایــج حاصــل از بررســی توانایــی ایــن باکتــری در قابلیــت حــل فســفات معدنــی  بــر روی محیــط 
NBRIP  بصــورت کیفــی بــا ایجــاد هالــه شــفاف )شــکل 5( و بصــورت کمــی بــا انــدازه گیــری 

میــزان فســفر آزاد محلــول پــس از 24 ســاعت )شــکل 6( بیانگــر توانایــی ایــن باکتــری در حــل 

   PSM و فعالیت آنزیم فیتاز در محیط S. pasteuri شکل 3: بررسی همزمان رشد باکتری

PSM و میزان فسفر آزاد شده در محیط S. pasteuri شکل 4: بررسی همزمان رشد باکتری
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نتایج 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(. 

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

تــری کلســیم فســفات بــود. تــری کلســیم فســفات یــک ترکیــب معدنــی فســفات اســت کــه توســط 
آنزیــم فســفاتاز تجزیــه مــی شــود)Kapri and Tewari, 2010(. بنابرایــن جدایــه بدســت آمــده 
ــی مــی باشــد. بعــاوه  ــی و معدن ــه حــل فســفات آل ــادر ب ــاز و فســفاتاز ق ــم فیت ــد آنزی ــا تولی ب
مقایســه قطــر هالــه هــا و فســفر آزاد شــده بیانگــر توانایــی بیشــتر ایــن باکتــری در حــل کــردن 

فســفات معدنــی نســبت بــه فســفات آلــی بــود. 

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

منبــع فســفر تــری کلســیم فســفات

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

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

. 1500 bp  ــدازه ان

شــکل 8: درخــت فیلوژنتیکــی ســویه مــورد آزمایــش  )AH2(و نزدیکتریــن ســویه هــای 

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

کــه میــزان اطمینــان 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 : مقیاســی بــرای طــول شــاخه و نشــان دهنــده 

ــگاه نوکلئوتیدهــا اســت(. ــی در جای 2% جابجای

بحث
  Sasirekha .ــدم جداســازی شــد ــاز از ریزوســفر گن ــد فیت ــه مول در پژوهــش حاضــر 11 جدای
از ریزوســفر مناطــق کشــاورزی مخصوصــا مناطــق کشــت غــات و دانــه هــای روغنــی بــرای 
ــوع  ــوان کــرد کــه تعــداد و تن ــاز اســتفاده نمــود و عن ــده فیت ــری هــای تولیدکنن جداســازی باکت
ــت  ــات اس ــولات حیوان ــتر از فض ــات بیش ــفر غ ــاز در ریزوس ــده فیت ــای تولیدکنن ــری ه باکت
)Sasirekha et al.,  2012(. نتایــج تعییــن توالــی و همتــرازی ژن 16S rDNA شــباهت )99%( بــا 
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 S. pasteuri را نشــان داد. تاکنــون باکتــری هــای مختلفــی بــه عنــوان تولیــد کننــده فیتــاز 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 تولیــد هالــه ای  به قطــر mm 27 بــر روی محیط 
PSM بــود.  مشــابه بــا ایــن نتایج ،حســین خانــی در ســال 2009 باکتــری  Pseudomonas   مولد 

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

 psedomomas و  Kocuria کــه آنزیــم خــارج ســلولی تجریــه کننــده فیتــات را تولیــد مــی کننــد، 

ــت  ــه بدس ــد(Hussin et al., 2007). جدای ــی کنن ــد م ــلولی تولی ــل س ــاز داخ ــا فیت ــری ه باکت
ــد. Hussin و  ــی نمایی ــد م ــت U/ml 1/04 تولی ــا فعالی ــلولی ب ــارج س ــاز خ ــم فیت ــده آنزی 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 فعالیــت فیتــازی 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 بهترین ســویه مولــد فیتاز 
 Staphylococcus بــا وجــود آن کــه باکتری-های جنــس . (Mukesh et al., 2004)معرفــی کــرد
ــر  ــی ب ــون گزارشــی مبن ــد ولیکــن  تاکن ــاز گــزارش شــده ان ــوی فیت ــده ق ــد کنن ــوان تولی ــه عن ب
ــاز داده نشــده اســت. بعــاوه نتایــج بدســت آمــده  ــد فیت توانایــی باکتــری S. pasteuri در تولی
ــری کلســیم  ــی ت ــه حــل فســفات معدن ــادر ب ــن ق نشــان داد کــه ســویه جداســازی شــده همچنی
فســفات بــا نســبت قطر)هاله+کلنــی( بــه قطــر کلنــی cm 4/75در محیــط NBRIP بــود. مشــابه بــا 
نتایــج بدســت آمــده  Rashid  و همــکاران در ســال 2004 در مطالعــه ایــی، ده باکتــری و ســه 
قــارچ جداشــده از ریزوســفر برنــج را بررســی کردنــد کــه توانایــی بالایــی در حــل کــردن فســفات 
معدنــی داشــته و نســبت قطر)هالــه+ کلنــی( بــه قطــر کلنــی آن هــا بیــن cm16/2 و 6/23 متغیــر 

.(Rashid et al., 2004) ــود ب
Mudryk در ســال 2004 چندیــن ســویه باکتــری را از رســوبات دریاچــه جداســازی و توانایــی 

ــی  ــفات معدن ــردن فس ــل ک ــپس در ح ــن و س ــی فیتی 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 آلومینی ــم فس ــفات ، منیزی ــیم فس ــری کلس ت
نهایــت عنــوان کــرد کــه باکتــری هــای حــل کننــده فیتیــن مــی تواننــد فســفر معدنــی را نیــز حــل 
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.)Mudryk, 2004(کننــد
نتیجه گیری کلی

تــاش هــای زیــادی در زمینــه امــکان جایگزیــن کــردن فســفر معدنــی اضافــه شــده بــه غــذای 
شــکمبه داران تــک معــده ی بــا فیتــاز میکروبــی در جریــان اســت. اســتفاده از ایــن منبــع عــاوه 
بــر کاهــش آلودگــی زیســت محیطــی مربــوط بــه فســفر دفــع شــده توســط حیوانــات، منجــر بــه 
کاهــش هزینــه هــا نیــز مــی شــود. تاکنــون باکتــری S. pasteuri  بــه عنــوان تولیــد کننــده فیتــاز 
 Staphylococcus گــزارش نشــده اســت. امــا گزارشــاتی در مــورد توانایــی باکتــری هــای جنــس
 S.lentus Strains ــری ــه آن باکت ــک نمون ــود دارد . ی ــلولی وج ــارج س ــاز خ ــد فیت ــرای تولی ب
ASUIA 279اســت کــه بــه عنــوان یــک تولیــد کننــده فیتــاز خــارج ســلولی بســیار فعــال معرفــی 

شــده اســت. جدایــه بدســت آمــده نیــز قــادر بــه تولیــد فیتــاز فعالــی اســت و از آنجایــی کــه قــادر 
بــه تولیــد فیتــاز خــارج ســلولی اســت، اســتفاده از آن بــرای تولیــد صنعتــی فیتــاز مناســب تــر 
مــی باشــد چراکــه راحــت تــر مــی تــوان از آنزیــم آن بهــره گرفــت و نیــازی بــه شکســتن ســلول 
و جداســازی آنزیــم نیســت. همچنیــن ایــن باکتــری دارای فعالیــت فســفاتازی بالایــی اســت و مــی 

تــوان از آن در تجزیــه زیســتی فســفات معدنــی نیــز بهــره گرفــت. 
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