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  1چكيده
و ها وجود داشته  ها هستند كه در طيف وسيعي از زيستگاه ها گروهي از ميكروارگانيسم اكتينومايست

 ها ها در درك نقش اكولوژيك آن بنابراين بررسي چگونگي توزيع آن. در فرآيندهاي مهمي دخالت دارند
قادرند اشكال ) ها از جمله اكتينومايست(هاي خاك  تعداد زيادي از ميكروارگانيسم . بسياري دارداهميت

هدف از اين . ديل نماينده تبمختلف فسفر آلي و معدني نامحلول را به فرم محلول و قابل استفاده گيا
كنندگي  گري و ارزيابي فعاليت تجزيه جداسازي، غربال ها و ، بررسي فراواني جمعيت اكتينومايستپژوهش

 اسپكتروفتومتري و هاي ها با استفاده از روش وسيله اين گروه از ميكروارگانيسم فيتات سديم به
هاي خاكي  بوم  نمونه خاك از زيست97ظور به اين من. بود) HPLC( بالا فشاركروماتوگرافي مايع با 

، )MGAA(هاي گليسرول آرژينين آگار اصلاح شده  از محيط. آوري گرديد مختلف استان گلستان جمع
 جداسازي براي) MMGA-SE(اصلاح شده  MGA-SEهاي متداول و  براي جداسازي اكتينومايست

 GAAدر محيط  ها نيز ارش اكتينومايستشم. كننده فيتات استفاده شد هاي كمياب تجزيه اكتينومايست
با يكديگر ) >001/0P( داري هاي مختلف تفاوت معني ها در كاربري تعداد اكتينومايست. انجام گرفت

ترين تعداد  بيش. ثر بودؤها م داشتند و اقليم بر برخي خصوصيات خاك و جمعيت اكتينومايست
 درصد از 3/46.  تعداد متعلق به اراضي مرتعي بودترين ها متعلق به اراضي زراعي آبي و كم اكتينومايست

                                                 
  rgnasr@yahoo.com: مسئول مكاتبه* 
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هاي منتخب داراي  جدايه. هاي مورد بررسي توانستند فسفر محلول را در محيط مايع آزاد نمايند جدايه
مقدار نسبي تجزيه . ثر از تركيب محيط كشت بودأشدت مت توانمندي تجزيه فيتات بوده و اين فعاليت به

كه ميزان  طوري هيگر داشتند بداي با يك ملاحظه هاي مختلف تفاوت قابل يهاينوزيتول هگزافسفات در جدا
  . درصد قرار داشت65/1-2/95دوده تجزيه سوبسترا در مح

  

  كننده فيتات، فسفر، كاربري اراضي  اكتينومايست، آنزيم تجزيه: كليديهاي واژه
  

  مقدمه
ها وجود داشته  وسيعي از زيستگاهها هستند كه در طيف  ها گروهي از ميكروارگانيسم اكتينومايست

 از(ها در تجزيه مواد آلي  اين باكتري). 1994، استكبرانتي و امبل( و در فرآيندهاي مهمي دخالت دارند
توانند ضايعات كشاورزي  ثر بوده و ميؤدر خاك م) شونده جمله ليگنين و ساير پليمرهاي سخت تجزيه

 دست آمده بههاي  متابوليت). 1987كارتي و همكاران،  ك؛ م1988، كرافورد(ا تجزيه نمايند و صنعتي ر
 درصد 85هاي بيوتكنولوژيك بوده و حدود  وردهآترين منبع توليد فر ها مهم از اكتينومايست

ها منبع مهمي براي توليد  همچنين اين باكتري. شود ها توليد مي ها توسط اين ميكروارگانيسم بيوتيك آنتي
. )1988؛ گودفيلو، 1992بول و همكاران، ( روند شمار مي ال زيستي ديگر بههاي فع ها و فرآورده آنزيم
ها  رده اكتينوباكتري. باشند ها مي هاي اصلي در دومين باكتري ها يكي از شاخه اكنون اكتينوباكتري هم

  .باشد  گونه مي3000 جنس و 240 خانواده، 55 راسته، 9رده،  زير5شامل 
بسياري  اهميت ها ها در محيط در درك نقش اكولوژيك آن ستبررسي چگونگي توزيع اكتينوماي

 ثيرأت  ساختار جمعيت باكتريايي خاك تحتدر بسياري از مطالعات نشان داده شده كه گرچه. دارد
بوسيو و همكاران، (تري در اين رابطه دارند  پوشش گياهي است اما خصوصيات خاك نقش مهم

بررسي تغييرات جمعيت ميكروبي در اراضي زراعي، مرتعي  نتايج ).2003؛ گيروان و همكاران، 2005
). 2009 لوبر و همكاران،( ترند و جنگلي نشان داد كه اكتينوباكترها در مراتع و اراضي كشاورزي متداول

هاي باكتريايي اراضي جنگلي، مرتعي و نيشكر در هاوايي، برزيل و اكوادور  همچنين با مقايسه جمعيت
تري از جمعيت ميكروبي را   بزرگوهاي اراضي كشاورزي جز خاك ها در ستمشخص شد كه اكتينوماي

هاي انجام گرفته  با توجه به بررسي). 2003برك و همكاران، (دهند  نسبت به اراضي جنگلي تشكيل مي
  pHوسيله خصوصيات خاك مثل رسد پراكنش اكتينوباكترها با جمعيت باكتريايي كل كه به نظر مي به
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شود، متفاوت بوده و مشابه  كنترل مي) 1999جلسومينو و همكاران، (و بافت ) 2009ن، فيرر و همكارا(
؛ 2003برك و همكاران، (يابد  ها است كه با تبديل اراضي جنگلي به كشاورزي افزايش مي قارچ

  ).2000والدراپ و همكاران، 
 تـر   بـيش ،  در اكوسيستم خاك   فسفر عنصري ضروري براي همه موجودات زنده است و اين عنصر          

دليل محدوديت ذخاير قابل استخراج      بهبود مديريت چرخه فسفر به    . باشد كننده رشد گياهان مي   محدود
در بسياري  . تواند به دو فرم آلي و معدني وجود داشته باشد          فسفر خاك مي  . رسد نظر مي  آن ضروري به  

ه بـودن، بـيش از نيـاز     زيادي فسفر وجود دارد كـه در صـورت قابـل اسـتفاد    نسبت بهها مقدار   از خاك 
طـور   بـه صـورتي اسـت كـه     ولي بخش اعظم فسفر خاك بـه  . هاي خاك و گياهان است     ميكروارگانيسم

دهـد و     درصد از فسفر كل خاك را تـشكيل مـي          29-65 فسفر آلي معمولاً  . مستقيم قابل استفاده نيست   
  .)1987هريسون، ( رسد  درصد نيز مي90هاي آلي تا  ميزان آن در برخي از خاك

ها بر چرخه و     شيميايي جذب و واجذب و اثرات آن       در فاز معدني، فرآيندهاي فيزيكو     اشكال فسفر 
طـور كامـل     بيني است ولي اشكال آلي فسفر بـه        خوبي شناخته شده و قابل پيش      قابليت استفاده فسفر به   

ر متفاوت و   ديناميك فسفر را به مقدا    ) مثل معدني شدن و آلي شدن     (شناخته نشده و فرآيندهاي زيستي      
خوبي  نيز به همچنين اثرات متقابل ديناميك فسفر با كربن و نيتروژن. سازند ثر ميأ نامشخص، متتر بيش

هاي  وسيله خصوصيات انحلال كاني     به هعمدطور    بهفراهمي فسفر معدني در خاك      . شناخته نشده است  
جـذب و   ( هاي تعـادل محلـول     و نيز واكنش  ) شود  تعيين مي  pHوسيله    به هعمدطور    بهكه  ( فسفر   شامل

 تحت كنترل هعمدطور  به از فسفر آلي دست آمده بهكه فراهمي فسفر  در حالي .گردد كنترل مي) واجذب
هـا   همانند گياهان عـالي، ميكروارگانيـسم     . باشد مي) معدني شدن و هيدروليز آنزيمي    (فعاليت ميكروبي   

هـا و    سازي يون  خود را از طريق جذب و آزاد       نزديكاين پتانسيل را دارند كه محيط شيميايي پيراموني         
  .)2011جونز و ابرگر، ( هاي آلي و معدني اصلاح نمايند مولكول
 ها، فسفوليپيدها و نوكلئيك اسيدها هـستند  ترين تركيبات فسفره آلي در خاك اينوزيتول فسفات   مهم

هـا در خـاك      فـسفات  لفراواني اينوزيتـو  ). 2002؛ ترنر و همكاران،     2005كوامپويكس و موسين،     كوي(
 درصد فـسفر    80با بيش از    (شكل غالب فسفر آلي خاك       ها معمولاً  چند كه آن   هر. بسيار متفاوت است  

سـترهاي فـسفات، از     اين تركيبات شـامل يـك تـوالي از مونوا         ). 1977دلال،  (دهند   را تشكيل مي  ) آلي
سـترئوايزومرهاي مختلـف    صـورت ا    بـوده و بـه     سفات تا اينوزيتول هگزاكيس فسفات    فاينوزيتول مونو 

)myo ،scyllo ،neo و D-chiro (شوند ديده مي )2005، زسلي و باربري.(  
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دليـل   به.  سنگ فسفات بسيار وابسته است      از دست آمده   بهزي هنوز به كاربرد كود فسفره       توليد كشاور 
فات در طـي  كنوني سـنگ فـس    ذخايرشود كه احتمالاً بيني مي افزايش تقاضا و كاهش تدريجي منابع، پيش    

علاوه، روند رو به رشد كـشاورزي منجـر بـه     به). 2009كوردل و همكاران، ( سال به پايان برسد     100-50
ها با نيتروژن و فسفر شـده اسـت كـه نتيجـه آن تخريـب منـابع                   زمان تعداد زيادي از اكوسيستم     اشباع هم 

ياز مبـرم بـه درك بهتـر از چرخـه           اين نگراني ن  ). 2001تيلمن و همكاران،    ( باشد خاكي، آبي و دريايي مي    
 مشخص نموده و منجر بـه       ، كاملاً  اتكاء به كودهاي معدني    ميكروب را با هدف كاهش     - خاك -فسفر گياه 

هـاي    بهبـود چرخـه فـسفر در اكوسيـستم         بـراي هـا    كـارگيري ميكروارگانيـسم     به ،افزايش توجه نسبت به   
توجه چرخه فسفر آلي و معدني        افزايش قابل  ها در  پتانسيل برخي از ميكروارگانيسم   . كشاورزي شده است  

  .خوبي شناخته شده است به) براي مثال از طريق انحلال منابع فسفره آلي و معدني نامحلول(
هـا   باشد، نقش ميكروارگانيسم   توجهي از فسفر كل خاك به فرم آلي مي         كه بخش قابل   با توجه به آن   

طـور فعـال يـا       ها هماننـد گياهـان بـه       علاوه، ميكروب  هب.  فراموش نمود  دتبديل فسفر را نباي    در تغيير و  
هـاي اسـيد آلـي،       مثـل قنـدها، آنيـون     (هاي آلـي ثانويـه       كربن و متابوليت  اكسيد ها، دي  غيرفعال پروتون 

ها در انحلال فسفر از مواد معدني        كنند كه ممكن است همه آن      را آزاد مي  ) ها ها، فنل  اسيدهاي آلي،آنزيم 
هـاي   هـا در سـال     وسيله اكتينومايـست   در اين ميان توانايي انحلال فسفر به       .دخاك مشاركت داشته باشن   

همكـاران،   ترابيلـي و   -؛ ال 2008بارتو و همكاران،    (اخير توجه زيادي را به خود معطوف نموده است          
هاي معدني نامحلول معطوف      بر روي توانايي انحلال فسفات     ياد شده هاي   ، هر چند كه پژوهش    )2008

هـايي  هـاي داراي شـرايط ن      هـا نـه تنهـا قادرنـد در محـيط           زيرا اين گروه از ميكروارگانيسم    بوده است،   
هـا و    بيوتيـك  از جملـه توليـد آنتـي      (  بالقوه ديگـري   هاي  برتريزنده بمانند بلكه    ) ...وخشكي، شوري   (

فيـد باشـد    زمان براي رشد گياه م     طور هم  توانند به  را دارند كه مي   ) ...هاي گياهي و   هورمون تركيبات شبه 
ــشور فعاليــت  در ســال). 2008همــدالي و همكــاران، ( ــر در ك ــ هــاي اخي ــايي در م ورد جداســازي ه

، Streptomyces iranensis هـاي جديـد ماننـد    هاي بـومي ايـران انجـام شـده و گونـه      اكتينومايست
Nocardiopsis sinupersici و N. arvandica حامـدي و  (هـاي كـشور جـدا شـده اسـت       از خاك

هـا از    ها توانمندي اين بـاكتري      در همه اين پژوهش    ولي). 2011 حامدي و همكاران،  ؛  2010همكاران،  
هاي مفيـد در     نظر بوده و تاكنون پژوهشي در مورد نقش اكتينومايست        بيوتيك مد  نظر فعاليت توليد آنتي   

، همچنين بنا بـه اطلاعـات مـا تـا زمـان انتـشار ايـن مقالـه                 . چرخه فسفر در ايران گزارش نشده است      
نظـر  . كننده فيتات انجام نشده اسـت      هاي تجزيه  گري اكتينومايست  پژوهشي با هدف جداسازي و غربال     
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بـر   هاي بـومي در كاربردهـاي كـشاورزي، در ايـن پـژوهش، عـلاوه               به لزوم استفاده از ميكروارگانيسم    
ن و  هاي خاكي مختلـف اسـتان گلـستا        بوم گيري خصوصيات فيزيكي و شيميايي خاك در زيست        اندازه

خـاك  ( از توده خاك     كننده فيتات  هاي تجزيه  ها، جداسازي اكتينومايست   شمارش جمعيت اكتينومايست  
  .نيز انجام شده است) غيرريزوسفري

  
  ها مواد و روش

هاي مختلف اسـتان     بوم متري زيست   سانتي 0-15عمق    نمونه خاك از   97 :هاي خاك  نهآوري نمو  جمع
ي ديـم و آبـي بـا رعايـت اصـول            مرتعـي، اراضـي كـشاورز     هاي جنگلي، اراضـي      گلستان شامل خاك  

 .آوري گرديد برداري ميكروبي، جمع نمونه
 72 مدت به ها نمونه ههم شگاه،يآزما به خاكي  ها نمونه انتقال از پس: خاكيي  ايميش وي  كيزيف هيتجز

 روش به خاك بافت. شدند داده عبوري  متر يليم 2 الك از دنيكوب از پس و دهيگرد خشك هوا ساعت
 pH دسـتگاه  از اسـتفاده  بـا  و اشباع گل در خاك تهيدياس. ديگرد نييتع) 1962 كوس،يبو(ي  درومتريه

 شـد ي  ري ـگ انـدازه  اشـباع  عصاره دري  كيالكتر سنج تيهدا از استفاده باي  كيالكتر تيهدا تيقابل و متر
 نلـسون  (شدي  ريگ زهاندا ميپتاس كرومات يد توسط ونيداسياكس باي  آل كربن). 1987 همكاران، و جيپ(

  ).1982 ،و سامرز
 كننده فيتات، از هاي حل براي جداسازي اكتينومايست: كننده فيتات هاي حل جداسازي اكتينومايست

هاي خاكي مختلف سري رقت تهيه گرديد و بر روي  آوري شده از اكوسيستم هاي خاك جمع نمونه
كروويو و ) (گري فيتاز ط غربالمحي (PSM، )1963 نكيب و لچه والير، -ال (MGAAهاي  محيط

براي . تلقيح گرديد) MISP2(اصلاح شده ) 1957پريدهام و همكاران،  (ISP2و ) 1998همكاران، 
نانومورا و اوهارا، (MMGA-SE كننده فيتات نيز از محيط  هاي كمياب حل جداسازي اكتينومايست

 72( متداول از تيمار هواخشك هاي براي جداسازي اكتينومايست). 1جدول (استفاده گرديد ) 1971
) 1982ويليامز و ولينگتون، ) ( ساعت16مدت  گراد به  درجه سانتي40دماي (و حرارت خشك ) ساعت

مدت  گراد به  درجه سانتي120دماي ( از تيمار هوا خشك و حرارت خشك هاي كمياب و اكتينومايست
مدت  گراد و به  درجه سانتي28ها در دماي  پليت). 1971نانومورا و اوهارا، (استفاده گرديد )  دقيقه30
. گرماگذاري شد) هاي كمياب براي اكتينومايست( روز 30و ) هاي متداول براي اكتينومايست( روز 14

اطراف كلني بودند  داراي هاله شفاف در ها و  مورفولوژيكي مشابه اكتينومايستنظرهايي كه از  كلني
 . نگهداري شدندISP2سازي بر محيط  ه و پس از خالصكنندگان فيتات در نظر گرفت عنوان حل به
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  .)گرم بر ليتر(كننده فيتات در اين پژوهش  هاي تجزيه هاي جداسازي اكتينومايست  محيط-1 جدول
  MGA-SE    MISP2   MGAA   PSM  
2  Glucose  10  Malt extract  1  Arginine-HCl  4  Phytate Sodium  

200  Soil extract  4  Yeast extract  5/12  Glycerol  20  Glucose  
1  L-Asparagine  2  Sodium Phytate  4  Sodium Phytate  2  2CaCl  
4  Sodium Phytate  4  Glucose  1  2CaCl  5  3NO4NH  
5/0  O2H7  . 4MgSO  2  3CaCO  1  NaCl  5/0  KCl  
01/0  O2H7  . 4FeSO  15  Agar  5/0  O2H7  . 4MgSO  5/0  O2H7  . 4MgSO  
001/0  O2H5  . 4CuSO  4/7  pH  01/0  O2H6  . 4FeSO  01/0  O2H7  . 4FeSO  
001/0  O2H7  . 4MgSO      001/0  O2H5  . 4CuSO  01/0  O2H  . 4MgSO  
001/0  O2H7  . 4ZnSO      001/0  O2H  . 4MgSO  15  Agar  
20  Agar     001/0  O2H7  . 4ZnSO  7  pH 

4/7  pH     15  Agar    

       7  pH    

  
هاي متداول، پس از   شمارش تعداد اكتينومايستبراي :هاي متداول شمارش جمعيت اكتينومايست

 محيط، نوترينت آگار، گليسرول آرژينين آگار 3ها در  تيمار دمايي ذكر شده در بالا، نمونه انجام پيش
)GAA) (1963والير،   نكيب و لچه-ال ( وISP2)  ،كرومات  به همراه دي) 1957پريدهام و همكاران

ميكروگرم بر  (100 ميزان سيكلوهگزيميد به يا) v/v(  درصد2/0ميزان  به( )w/v(  درصد1پتاسيم 
  .كشت داده شد) ليتر ميلي

گراد   درجه سانتي28 هفته در دماي 2مدت  ، بهGAAسوسپانسيون خاك بر روي محيط 
عنوان بازدارنده  به)  ساعت16مدت  گراد به  درجه سانتي40دماي (تيمار دمايي  پيش. گرماگذاري شد

 با ظاهر خشك، شكننده و پودري هاي كلني. ها مورد استفاده قرار گرفت رشد ساير ميكروارگانيسم
  .ها شمارش گرديد عنوان اكتينومايست در نظر گرفته شد و تعداد آن به

دمـاي    گرماگذاري در   روز 5پس از   : سنجش ميزان فسفر آزاد شده در محيط گليسرول آرژينين مايع         
ليتـر از مـايع       ميلـي  5و  )  دقيقـه  10مدت   بهگرم   7000(ها سانتريفيوژشدند    گراد، كشت   درجه سانتي  28

هـا   فسفر محلول در نمونه   . گيري فسفر استفاده شد     اندازه براي 42ور داده شده از كاغذ واتمن       رويي عب 
ر ايـن روش  د. ري گرديـد گي ـ سنجي انـدازه  و به روش رنگ) 1962مرفي و رايلي،    (با استفاده از روش     

ليتـر محلـول موليبـدات      ميلـي 15 مـولار،  5/2سولفوريك   ليتر اسيد   ميلي 50 شاملابتدا معرف مخلوط،    



  و همكاراننصرآبادي رضا قرباني

 51

ليتر محلول پتاسـيم    ميلي 5و  )  مولار 1/0(ليتر محلول اسيد اسكوربيك       ميلي 30،  ) مولار 032/0(آمونيوم  
ليتـر از     ميلـي  8ليتر از مايع رويي و نيـز          ميلي 5 سپس. تهيه گرديد ) مولار  ميلي 47/4(آنتيموان تارتارات   

مقدار فـسفر حـل     . ليتر رسانيده شد    ميلي 50معرف مخلوط داخل بالن ريخته و با آب ديونيزه به حجم            
و ) بدون تلقيح (ها و شاهد     هاي تلقيح شده با جدايه     شده از طريق محاسبه مقدار فسفر محلول در نمونه        

  .دست آمد ر بهتفريق اين دو مقدار از يكديگ
دو روش  كننـده فيتـات از   براي سنجش فعاليت آنزيم تجزيه :كننده فيتات سنجش فعاليت آنزيم تجزيه  

  :مختلف استفاده شد
ليتـر از كـشت سـلولي         ميلـي  10در ايـن روش      :)1981( روش اصلاح شده هينونن و لاهتـي         -الف

شده و سـپس مـايع رويـي        )  دقيقه 30مدت   گراد و به    درجه سانتي  4 در دماي    rpm13000(سانتريفيوژ  
  .كننده فيتات مورد استفاده قرار گرفت گيري فعاليت آنزيم تجزيه براي اندازه

 دقيقـه و    30مدت   گراد به   درجه سانتي  37ليتر و در دماي       ميلي 2ارزيابي اسپكتروفتومتري در حجم     
مولار   ميلي 10يتات سديم    ف شامل) pH 5 (و استات سديم   Tris-HCl) pH 4/7 (با استفاده از بافرهاي   

 نرمـال و آمونيـوم      5ليتـر از معـرف اسـتن، اسـيد سـولفوريك              ميلـي  5/1واكنش با افـزودن     . انجام شد 
 ميكروليتر اسيد سـيتريك بـه       100سپس  . متوقف شد ) حجمي / حجمي 2:1:1(مولار    ميلي 10موليبدات  

منظـور   بـه .  شديگير  نانومتر اندازه 355كننده فيتات در طول موج       فعاليت آنزيم تجزيه  . آن اضافه گرديد  
مـولار فـسفات تهيـه        ميلـي  5-600شده، منحني استاندارد با استفاده از غلظت         گيري فسفات آزاد   اندازه
، مقدار آنزيمـي اسـت كـه موجـب آزادسـازي يـك            كننده فيتات  يك واحد فعاليت آنزيم تجزيه    . گرديد

  . گرددفسفات معدني در دقيقه تحت شرايط آزمايشيميكرومول 
اين  :)HPLC(  بالا فشاروسيله روش كروماتوگرافي مايع با       فسفات به  آناليز تجزيه اينوزيتول هگزا    -ب

 Association of Official Analytical Chemists 1990 Method No. 986.11 اساس روشارزيابي بر
)AOAC(  فـسفات،  اگزبراي كمي كردن مقادير مشتقات مختلـف تجزيـه اينوزيتـول ه           .  صورت گرفت

سندبرگ و آدريـن،   ()متر ي ميلUltrasep ES 100 RP18) 250×2 كروماتوگرافي زوج يون با استفاده از
ليتر از محيط رقيق شده   ميلي2. اسيد كلريدريك استفاده شد منظور اسيدي نمودن محيط از انجام و به) 1986

. نموديم اضافه AG1-X8, 100-200 mesh  رزينشامل )متر  سانتي7/0×15(به ستون ) 1:25به نسبت (را 
سـپس  . شـد  مولار شـسته    ميلي 25ليتر اسيد كلريدريك      ميلي 25ليتر آب و      ميلي 25در مرحله بعد، ستون با      
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دست  منظور تغليظ محلول به    به. ق گرديد ي مولار رق  2ليتر اسيد كلريدريك      ميلي 20اينوزيتول فسفات با    ميو
  بـراي   تقطيـر    بـار  2ليتـر آب مقطـر        ميلـي  1. ردن آن استفاده شد    خشك ك  برايآمده، از تبخيركننده خلاء     

 Ultrasep ES 100 RP18  بـا اسـتفاده از  دسـت آمـده   به ميكروليتر از نمونه 20افه و حل كردن بقايا اض
ليتـر    ميلي 2/0گراد و با استفاده از        درجه سانتي  45ستون در دماي    . كروماتوگرافي شد  )متر  ي ميل 2×250(

 5/44:56:5:1(تترابوتيـل آمونيـوم هيدروكـسيد       : آب: متـانول :  فورميـك اسـيد    شـامل نده  در دقيقه شوي  
مخلـوطي از اسـترهاي     . زي گرديـد  انـدا  راه) 1986سـندبرگ و آدريـن،      ( pH 25/4 ،)حجمي /حجمي

  .عنوان استاندارد استفاده شد به) IP3-IP6( اينوزيتول فسفاتميو
هـا و محـيط    ثر بر جمعيت اكتينومايست   ؤهاي اصلي م   لفهؤن م عنوا كاربري اراضي و اقليم به    : تجزيه آماري 

ها، خـصوصيات خـاك، كـاربري اراضـي و         براي بررسي روابط بين تعداد اكتينومايست     . در نظر گرفته شد   
  . مورد استفاده قرار گرفتSASافزاز  اقليم و نيز مقايسه ميانگين با استفاده از آزمون دانكن، نرم

  
  نتايج و بحث
نتايج  :ها ضي، خصوصيات خاك و رابطه بين خصوصيات خاك و تعداد اكتينومايستكاربري ارا

، pHهاي خاك نشان داد كه كربن آلي،  ، شيميايي و شمارش تعداد اكتينومايستيهاي فيزيك سنجش
EC هاي  هاي متداول خاك در كاربري و جمعيت اكتينومايست) درصد رس و شن(، بافت خاك

 بالاهاي مختلف در همه فاكتورهاي  همچنين، در اقليم.  داشتند)>01/0P (داري مختلف تفاوت معني
. داري وجود داشت  تفاوت معني)<01/0P ( درصد1 در سطح )>05/0P(ها  جز تعداد اكتينومايست به

 برابر اراضي زراعي آبي، ديم و 11 و 5، 4ترين مقدار كربن آلي خاك در اراضي جنگلي و بيش از  بيش
ترتيب   بهECترين مقدار  بيش ترين و  خاك مربوط به اراضي جنگلي، كمpHرين مقدار ت كم. مرتعي بود

هاي زراعي  هاي متداول در خاك تعداد اكتينومايست. گيري شد در اراضي زراعي ديم و مرتعي اندازه
هاي متداول  ترين تعداد اكتينومايست ها شمارش گرديد و همچنين بيش آبي بيش از ساير كاربري

خشك و   در اقليم نيمهECترين   در اقليم خشك، بيشpHترين  خشك، بيش به اقليم نيمهمربوط 
  .ن آلي در اقليم مرطوب قرار داشتترين مقدار كرب بيش

 مثبـت   هـا همبـستگي    در اين پژوهش فقط در اراضي مرتعي بين كربن آلي و تعـداد اكتينومايـست              
)53/0r= ،15n= 01/0 وP< ( ــت ــود داش ــين . وج  pHو ) >001/0P و =EC )60/0- r= ،15nهمچن
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)59/0- r=  ،15n=   001/0 وP< (     ها بودنـد ولـي در سـاير         داراي همبستگي منفي با تعداد اكتينومايست
  نداشـتن  همبـستگي .ها مشاهده نشد  و تعداد اكتينومايستياد شدهها همبستگي بين فاكتورهاي      كاربري

  .مطابقت داشت) 1983(تونكيا و كيست هاي  ها با يافته بين فاكتورهاي خاك و تعداد اكتينومايست
هاي مختلف نشان داد  بررسي خاك كاربري :هاي مختلف مقايسه ميانگين واكنش خاك در اكوسيستم

ميانگين . ها بود تر از ساير كاربري كم) >01/0P( داري  خاك در كاربري جنگل با اختلاف معنيpHكه 
pH1شكل ( راضي زراعي آبي افزايش يافته است در ا86/7 در كاربري جنگل به 92/6  خاك از .(

هاي جنگلي  رسد در خاك نظر مي به. مطابقت دارد) 2000(هاي اسلام و ويل   با يافتهدست آمده بهنتايج 
 مانندفرآيندهاي طبيعي . است تر از ساير نقاط  خاك كمpHهاي بازي شسته شده و بنابراين  يون
عنوان عوامل  توان به يشه گياهان و تنفس ميكروبي خاك را ميبر اثر تنفس ر كربن آزاد شدهكسيدا دي

 ممكن است pHتفاوت در ) 2008(بنا به نظر لوبر و همكاران .  خاك در نظر گرفتpHكننده  كنترل
 pHناشي از چندين فاكتور از جمله نوع پوشش گياهي، نوع خاك و نوع مديريت بوده و بنابراين 

همچنين . ي يك خاك باشداسب، بيانگر خصوصيات فيزيكوشيميايعنوان يك متغير من ممكن است به
ها همبستگي   نشان داد كه بين واكنش خاك و تعداد اكتينومايستپژوهش از اين دست آمده بهنتايج 

 .وجود ندارد
  

    

  باشند دار نمي  درصد معني5شكل حروف مشابه در سطح  در* 
  . مختلفهاي  در كاربريpH مقايسه ميانگين مقادير -1شكل 
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ميانگين كربن آلي خاك در  مقادير: هاي مختلف مقايسه ميانگين كربن آلي خاك در اكوسيستم
گونه كه مشاهده  همان.  نشان داده شده است2هاي مختلف در شكل   از كاربريدست آمده بههاي  نمونه
ر اراضي  درصد د17/1 درصد در اراضي جنگلي به 17/5ميانگين  شود ميزان كربن آلي خاك از مي

بنا به . مطابقت دارد) 2005(ل هاي پوگت و لا  با يافتهدست آمده بهايج نت .زراعي آبي تنزل يافته است
دليل عمليات شخم  هاي درشت در مناطق تحت كشت به دانه خاك) 1996(ناردي و همكاران  نظر

له أد اين مسرس نظر مي به. تري برخوردارند شكسته شده و مواد آلي خاك از حفاظت فيزيكي كم
نتايج اين . تر مواد آلي و كاهش مقدار آن در اراضي تحت كشت شده باشد موجب اكسيداسيون سريع

ها فقط در اراضي مرتعي همبستگي  پژوهش نشان داد كه بين كربن آلي خاك و تعداد اكتينومايست
  .وجود داشت) <1/0P و =r= ،15n 53/0(داري  مثبت ولي غيرمعني

  

  
  

  باشند دار نمي  درصد معني5ف مشابه در سطح شكل حرو در* 
  .هاي مختلف كربن آلي در كاربري  مقايسه ميانگين مقادير-2شكل 

  
 ميانگين مقادير شوري خاك در 3در شكل : هاي مختلف مقايسه ميانگين شوري خاك در اكوسيستم

شوري خاك در اراضي ترين  شود بيش گونه كه مشاهده مي همان. هاي مختلف نشان داده شده است كاربري
با يكديگر ) >001/0P(داري  ترين آن در اراضي زراعي آبي و جنگلي بوده كه تفاوت معني مرتعي و كم

  .ها فقط در اراضي مرتعي همبستگي منفي مشاهده شد بين شوري خاك و تعداد اكتينومايست. داشتند
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خصوصيات فيزيكي و ها منجر به طيفي از اثرات نامطلوب بر روي  مقادير بيش از حد نمك
تخريب ناشي از ) 2003؛ ليانگ و همكاران، 2000كرن، (گردد  شيميايي و فرآيندهاي بيولوژيك مي

 دست آمده بهنتايج . شود هاي اقليم خشك با مقادير اندك كربن آلي خاك مشخص مي شوري در خاك
 در هعمدطور  بهوده كه ترين مقادير كربن آلي در اراضي مرتعي ب كه كمدهد   نشان ميپژوهشاز اين 

هاي خاك  اي بر ميكروارگانيسم ملاحظه شوري زياد اثر منفي قابل). 2 شكل(اقليم خشك قرار داشتند 
ها در  ترين تعداد اكتينومايست دهد كه كم نتايج كنوني نيز نشان مي). 2007 يوان و همكاران،( دارد

  .تلف استهاي مخ  بين كاربريترين شوري در اراضي مرتعي بوده كه اين اراضي داراي بيش
  

  
  

  باشند دار نمي  درصد معني5شكل حروف مشابه در سطح  در* 
  .هاي مختلف شوري خاك در كاربري  مقايسه ميانگين مقادير-3شكل 

  
هـاي   ها در خـاك كـاربري      تعداد اكتينومايست  :هاي مختلف  ها در كاربري   تغيير جمعيت اكتينومايست  

ترين تعداد  هاي مطالعه شده كم در بين خاك.  نشان داده شده است4  در شكلGAAمختلف در محيط 
تـرين آن در     و بـيش  ) 7×105(ها در هر گرم خـاك خـشك اراضـي مرتعـي              انواع متداول اكتينومايست  

ــانگين تعــداد  . شــمارش گرديــد) 86/2×106(اراضــي زراعــي آبــي  همچنــين در اراضــي جنگلــي مي
  ).5 شكل(با يكديگر داشتند ) >05/0P(داري  ها تفاوت معني اكتينومايست
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ها در اقليم مرطوب شمارش  ترين تعداد آن خشك و كم  ها دراقليم نيمه   ترين تعداد اكتينومايست   بيش
گيرند و سـطوح     خشك قرار نمي   ثير شرايط نيمه  أت ها تحت  ها به اندازه ساير باكتري     اكتينومايست. گرديد

دهنـده   كلي با خشك شدن خـاك، واحـدهاي تـشكيل         طور به. دهند  پايين رطوبتي را ترجيح مي     نسبت به
 تحمـل بـه     نبـود دليـل    ها به  كه ميزان نسبي ساير باكتري     مانند در حالي   ها بالا باقي مي    كلني اكتينومايست 
ها در   ميزان بالاي اكتينومايست  ). 1977الكساندر،  ( گيرند ثير قرار مي  أت طور منفي تحت   شرايط خشكي به  

تواند مرگ  دليل توان اسپورزايي تحت اين شرايط باشد كه مي مكن است بههاي خشك همچنين م   خاك
دهنده كلني   ها را جبران نموده و سبب حفظ تعداد واحدهاي تشكيل          هاي ميسليومي اين باكتري    جمعيت

  .)2006 ترابيلي و سيواسيتامپارام، -ال( هاي جداسازي شود ها بر روي محيط اكتينومايست
دست آمده محيط گليسرول آرژينين آگار براي  با مقايسه نتايج به: ننده فيتاتك هاي حل اكتينومايست

كننـده فيتـات    هـاي تجزيـه   مايست - علاوه بر آنكه ميزان جداسازي اكتينو . بررسي نهايي انتخاب شد   
ميـزان    بـه  ISP2 پـايين بـود، محـيط        ISP2 و   PSMدر محيط   ) براساس شاخص ايجاد هاله شفاف    (

تيمارهـاي دمـايي     هاي فيتـات از پـيش      كننده براي جداسازي تجزيه  . ارچي شد زيادي دچار آلودگي ق   
هاي   از رشد باكتري   جلوگيريها، لزوم    از جمله مشكلات اصلي جداسازي اكتينومايست      .استفاده شد 

هاي متـداول مـورد اسـتفاده        خوبي بر روي محيط    ها به  اين ميكروارگانيسم . ها است  تند رشد و قارچ   
بيـوتيكي   هاي مختلف از تيمارهـاي آنتـي     در پژوهش . نمايند ها رشد مي   تينومايستبراي جداسازي اك  

تواند موجب كـاهش تعـداد       كار مي  ولي اين . ضدقارچ و ضدباكتري به اين منظور استفاده شده است        
هـا و     بـاكتري  تـر   بـيش ها شود به همين دليل با توجه به حساسيت           هاي اكتينومايست از نمونه    جدايه
  ايـن  . گـري و جداسـازي اسـتفاده شـد         تيمار حرارتي در فرآيند غربـال      دماي بالا، از پيش   ها به    قارچ

 در  .نيز مورد استفاده قرار گرفته اسـت      ) 1994( ها از جمله ولينگتون و توت      روش در ساير پژوهش   
هاي كمياب هيچ جدايه داراي توانايي ايجاد هالـه بـر روي محـيط اصـلاح شـده                   مورد اكتينومايست 

MGA-SE هاي كمياب بر روي  به همين دليل ابتدا اكتينومايست. داراي فيتات سديم جداسازي نشد
 GAAها بـر روي      كنندگي فيتات در آن     جداسازي و سپس بررسي فعاليت تجزيه      MGA-SEمحيط  

 جدايـه   90هاي خاك، تعـداد      اصلاح شده داراي فيتات سديم انجام گرفت و به اين ترتيب از نمونه            
  .سازي شد صداراي هاله خال
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  باشند دار نمي  درصد معني5شكل حروف مشابه در سطح  در* 
  .هاي مختلف ها در كاربري  مقايسه ميانگين فراواني اكتينومايست-4شكل 

  

    

  باشند دار نمي  درصد معني5شكل حروف مشابه در سطح  در* 
  .اربري جنگلهاي مختلف ك ها در اقليم  مقايسه ميانگين فراواني اكتينومايست-5شكل 

  
ر روي محيط گليسرول  اكتينومايست داراي توانايي ايجاد هاله ب   90 هاي خاكي مختلف   از اكوسيستم 

 از يـك خـاك داراي       دسـت آمـده     بههاي   كه برخي از جدايه    دليل آن  به. ، جداسازي گرديد  آرژينين آگار 
تري بود   ه به قطر كلني بيش    اي كه داراي نسبت قطر هال      ها جدايه  بين آن  شباهت مورفولوژيك بودند، از   
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.  جدايه در محيط مايع انجام شـد       67بنابراين در نهايت توانايي حل فسفر آلي در مورد          . انتخاب گرديد 
ترتيب به اراضي آبي، ديـم و         درصد به  35 و   36،  29تخب براي بررسي در محيط مايع،       هاي من  از جدايه 

پـراكنش  . هـاي مختلفـي قـرار داشـتند         اقلـيم  آوري شده در   هاي خاك جمع   نمونه. جنگلي تعلق داشتند  
 ـ            هاي حل  جدايه  و  3/1،  3/25،  25/46،  17كـه    طـوري  هكننده فيتات در محيط جامد نيـز متفـاوت بـود ب

اي  خـشك، خـشك و مديترانـه       مرطـوب، نيمـه    ترتيب از اقليم مرطوب، نيمـه      ها به  درصد جدايه  15/10
  .جداسازي گرديد

 جدايه  3 جدايه منتخب،    67از بين    :هاي مختلف  وسيله جدايه  ع به ميزان فسفر آزاد شده در محيط ماي      
 جدايه متعلـق بـه      1 جدايه متعلق به اراضي جنگلي و        2 ( رشد در محيط پيش كشت را نداشتند       توانايي

نيز در محيط   )  جدايه از اراضي زراعي آبي     1 جدايه از اراضي ديم و       3( جدايه   4همچنين  ). اراضي ديم 
. نيـز رشـد مناسـبي نداشـتند        ت كمي داشته و پس از انتقـال بـه محـيط تخميـر             نسب بهكشت رشد    پيش
 از اراضـي جنگلـي      دست آمده   بههاي   وسيله جدايه  ترين مقدار فسفر محلول آزاد شده به       ترين و كم   بيش
 0312/0 و 542256/0 و در اراضي آبي 0137828/0 و 901338/1، اراضي ديم 1/0 و 437/2ترتيب  به

بين مقـادير فـسفر آزاد شـده در         ) >01/0P( داري نتايج نشان داد كه تفاوت معني      .تر بود گرم در لي   ميلي
جداسازي شده از  (73ترين مقدار فسفر محلول آزاد شده مربوط به جدايه          بيش. محيط مايع وجود دارد   

كـه  نتـايج نـشان داد      . بـود ) جدا شده از اراضي ديم     (31ترين آن متعلق به جدايه       و كم ) اراضي جنگلي 
نتـايج  . هاي مورد بررسي توانستند فـسفر محلـول در محـيط مـايع آزاد نماينـد                 درصد از جدايه   27/46

  . نشان داده شده است2يع در جدول مربوط به ميزان فسفر آزاد شده در محيط ما
هـاي   در بررسـي  : HPLCهاي اسپكتروفتومتري و     بررسي توانايي توليد آنزيم فيتاز با استفاده از روش        

 )1981( هينـونن و لاهتـي    بـا روش MGAA صورت گرفته با روش اسـپكتروفتومتري در محـيط   اوليه
هـا   كه همه جدايه رغم آن بهآنزيم را از خود نشان ندادند،      هاي مورد بررسي توانايي توليد       يك از جدايه   هيچ
. يط وجود داشت  عنوان تنها منبع فسفر در اين مح        نموده و فيتات سديم به      رشد ياد شده خوبي در محيط     به

 HPLC از   دست آمده   بهنتايج  . ها از نظر توان تجزيه فيتات مورد بررسي قرار گرفتند          بنابراين تمامي جدايه  
جدايه مورد آزمايش داراي توان تجزيه اينوزيتول هگزا فسفات بوده ولي مقدار تجزيه آن               12نشان داد كه    

هاي مختلـف در هيـدروليز       توانايي جدايه .  داشت اي با يكديگر   ملاحظه هاي مختلف تفاوت قابل    در جدايه 
در طـي   ) فـسفات  اينوزيتول پنتا تا اينوزيتول تري    (اينوزيتول هگزافسفات و توليد ساير مشتقات دفسفريله        
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مقـدار نـسبي تجزيـه اينوزيتـول        . گيـري شـد    انـدازه  HPLC با استفاده از     MGA روز رشد در محيط      10
 65/1-2/95اي با يكديگر داشـتند و در محـدوده           ملاحظه ت قابل هاي مختلف تفاو   هگزافسفات در جدايه  

هايي كـه   گروه اول، جدايه  . بندي شدند   گروه متفاوت تقسيم   3ها به    درصد قرار داشت بر اين اساس جدايه      
گـروه  . 63 و 45، 43، 39هـاي    درصد اينوزيتول هگزافسفات را تجزيه نمودنـد شـامل جدايـه          60بيش از   

 درصـد اينوزيتـول هگرافـسفات را تجزيـه نمودنـد            38 درصد و بيش از      50تر از     كم هايي كه  دوم، جدايه 
و گروه سوم كه مقادير بسيار نـاچيزي از اينوزيتـول هگزافـسفات را              . 51 و   50،  48،  47هاي   شامل جدايه 

  .72 و 68، 46، 44تجزيه نمودند شامل 
  

  .هاي مختلف وسيله جدايه محيط مايع بهدر ) گرم پاسكال بر ليتر ميلي ( ميزان فسفر آزاد شده-2 جدول
  گرم ميلي

 پاسكال بر ليتر
  شماره جدايه

  گرم ميلي
 پاسكال بر ليتر

  شماره جدايه
  گرم ميلي

 پاسكال بر ليتر
 شماره جدايه

453/1 c 51 0137/0 m 31 296/0 ijk 4 
112/0 lm 61 1312/0 m 36 901/1 b 5 
074/0 lm 62 411/0 hi 39 124/0 lm 12 

435/0 hi 63 045/1 ef 42 54/0 h 14 
934/0 f 66 116/1 de 43 164/0 lm 15 
94/1 b 67 0007/1 ef 44 211/0 jkl 16 

168/0 klm 68 474/1 c 45 212/0 jkl 20 
366/1 c 72 106/1 de 46 37/0 ij 23 
437/2 a 73 984/0 ef 47 769/0 g 24 
  093/1 def 48 14/0 lm 26 

  209/1 d 50 299/0 ijk 30 
  .باشد مي) >05/0P( دار  تفاوت معنينبوده دهند حروف مشابه نشان

  
  گيري نتيجه

اي را براي رشـد نيـاز ندارنـد در           كه شرايط سخت و ويژه     دليل آن  هاي اكتينومايست به    گونه تر  بيش
  مهمي از اكوسيستم خاك بوده كه سازگاري هاي مورفولوژيـك و        وجز طبيعت گسترش زيادي دارند و    

ويليـامز و ولينگتـون،   (اند كه قادرند در محيط خاك رشـد نماينـد    ردهاي را ايجاد ك  فيزيولوژيك پيچيده 
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از جمله پكتين، ليگنـين، كيتـين،    (توانند تعداد بسيار متنوعي از تركيبات آلي         ها مي  اكتينومايست). 1982
 چنـداني در مـورد      هـاي   پژوهشبا اين وجود    .  تجزيه كنند  را...) ن، لاتكس، تركيبات آروماتيك و    كراتي

 اصلي از فـسفر آلـي      وها كه يك جز    ها در تجزيه اينوزيتول فسفات      اين گروه از ميكروارگانيسم    پتانسيل
هاي توانمند در تجزيـه فيتـات    گرچه انواع مختلفي از ميكروارگانيسم    . خاك است صورت نگرفته است    

اسازي هاي متنوع خاكي و آبي جد      هاي گرم منفي و گرم مثبت از محيط        ها، باكتري  شامل مخمرها، قارچ  
نمايند نـشان    كننده فيتات و فيتازهايي كه توليد مي       هاي تجزيه  اند ولي تنوع ذاتي در ميكروارگانيسم      شده
  .اند ها و فيتازها هنوز شناسايي نشده دهد كه انواع ديگري از ميكروارگانيسم مي

اينوزيتـول  هاي خاك در تجزيـه       مندي اكتينومايست  بنابر اطلاعات ما تاكنون گزارشي در مورد توان       
بيوتيك و تعدادي گزارش نيز در مـورد          توان توليد آنتي   هعمدطور    بهها به چاپ نرسيده است و        فسفات

عنوان گروهـي    ها به  به همين دليل اكتينومايست   . ها وجود دارد   هاي معدني در آن    توانايي انحلال فسفات  
ت بـراي انجـام ايـن پـژوهش برگزيـده           كننده فيتا  هاي تجزيه  مندي در توليد آنزيم    ناشناخته از نظر توان   

  .باشند ها توان توليد آنزيم فيتاز را دارا مي نتايج ما نشان داد كه اين گروه از ميكروارگانيسم. شدند
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Abstract1 

Actinomycetes are widely distributed in different habitats and involved in 
important processes. Therefore, evaluation of their distribution is important in 
understanding their ecological role. Many soil microorganisms (including 
actinomycetes) are able to transform different forms of insoluble organic and 
inorganic phosphorus into a soluble form suitable for plant uptake. The objective of 
this study was enumeration of common actinomycetes and determination of their 
phytate degradation by spectrophotometry and High Performance Liquid 
Chromatography (HPLC) methods. Ninty seven soil samples were collected from 
different soil ecosystems from the province of Golestan, Iran. The initial screening 
was made on modified glycerol arginin agar (MGAA) to isolate common 
actinomycetes and modified MGA-SE (MMGA-SE) for rare actinomycetes. The 
enumeration of common actinomycetes was achieved on GAA. Actinomycetes 
colony formed on GAA in different land use was significantly different (P<0.001) 
and climate variation affected some soil factors and actinomycetes number. Irrigated 
cultivated and pasture soils had maximum and minimum number of actinomycetes, 
respectively. The phosphate release was confirmed in liquid culture for 46.3% of the 
isolates. The selected isolates showed phytate-degrading activity and their 
capabilities was strongly dependent on media composition. A huge variation in the 
capacity to degrade phytate (1.65-95.2%) among different isolates was observed. 
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