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 هاي حفاظت آب و خاك مجله پژوهش

  1392، دوم، شماره بیستمجلد 
http://jwsc.gau.ac.ir  

  

  هاي اکتینومایست و جداسازي ها ارزیابی فراوانی اکتینومایست
  هاي خاکی مختلف کننده فیتات در اکوسیستم تجزیه

  
  5الف گرینرو ر 4باقر یخچالی ،3، جواد حامدي2، حسینعلی علیخانی1نصرآبادي رضا قربانی*

دانشگاه تهران،  گروه علوم خاك، دانشیار2استادیار گروه علوم خاك، دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی گرگان، 1
وژي گروه میکروبیولوژي محیطی و صنعتی، پژوهشگاه ملی بیوتکنول دانشیار4دانشگاه تهران، گروه میکروبیولوژي،  دانشیار3

5و مهندسی ژنتیک، تهران، 
سسه تحقیقات ؤم سسه ماکس روبنر،ؤمآوري مواد غذایی و مهندسی فرآیند زیستی،  فن گروه 

  فدرال تغذیه و مواد غذایی، کارلزروهه، آلمان
  2/6/91: ؛ تاریخ پذیرش 6/2/91: تاریخ دریافت

  1چکیده
و ها وجود داشته  ها هستند که در طیف وسیعی از زیستگاه ها گروهی از میکروارگانیسم اکتینومایست

 ها ها در درك نقش اکولوژیک آن بنابراین بررسی چگونگی توزیع آن. در فرآیندهاي مهمی دخالت دارند
قادرند اشکال ) ها از جمله اکتینومایست(هاي خاك  تعداد زیادي از میکروارگانیسم .بسیاري دارد اهمیت

هدف از این . دیل نماینده تبمختلف فسفر آلی و معدنی نامحلول را به فرم محلول و قابل استفاده گیا
کنندگی  گري و ارزیابی فعالیت تجزیه جداسازي، غربال ها و ، بررسی فراوانی جمعیت اکتینومایستپژوهش

اسپکتروفتومتري و  هاي ها با استفاده از روش وسیله این گروه از میکروارگانیسم فیتات سدیم به
هاي خاکی  بوم نمونه خاك از زیست 97ظور به این من. بود) HPLC(بالا  فشارکروماتوگرافی مایع با 

، )MGAA(هاي گلیسرول آرژینین آگار اصلاح شده  از محیط. آوري گردید مختلف استان گلستان جمع
جداسازي  براي) MMGA-SE(اصلاح شده  MGA-SEهاي متداول و  براي جداسازي اکتینومایست

 GAAدر محیط  ها نیز ارش اکتینومایستشم. کننده فیتات استفاده شد هاي کمیاب تجزیه اکتینومایست
با یکدیگر ) >001/0P( داري هاي مختلف تفاوت معنی ها در کاربري تعداد اکتینومایست. انجام گرفت

ترین تعداد  بیش. ثر بودؤها م داشتند و اقلیم بر برخی خصوصیات خاك و جمعیت اکتینومایست
درصد از  3/46. تعداد متعلق به اراضی مرتعی بود ترین ها متعلق به اراضی زراعی آبی و کم اکتینومایست

                                                
  rgnasr@yahoo.com: مسئول مکاتبه* 
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هاي منتخب داراي  جدایه. هاي مورد بررسی توانستند فسفر محلول را در محیط مایع آزاد نمایند جدایه
مقدار نسبی تجزیه . ثر از ترکیب محیط کشت بودأشدت مت توانمندي تجزیه فیتات بوده و این فعالیت به

که میزان  طوري هیگر داشتند بداي با یک ملاحظه هاي مختلف تفاوت قابل یهاینوزیتول هگزافسفات در جدا
  .درصد قرار داشت 65/1-2/95دوده تجزیه سوبسترا در مح

  

  کننده فیتات، فسفر، کاربري اراضی اکتینومایست، آنزیم تجزیه :کلیدي هاي واژه
  

  مقدمه
ها وجود داشته  وسیعی از زیستگاهها هستند که در طیف  ها گروهی از میکروارگانیسم اکتینومایست

 از(ها در تجزیه مواد آلی  این باکتري). 1994، استکبرانتی و امبل( و در فرآیندهاي مهمی دخالت دارند
توانند ضایعات کشاورزي  ثر بوده و میؤدر خاك م) شونده جمله لیگنین و سایر پلیمرهاي سخت تجزیه

 دست آمده بههاي  متابولیت). 1987کارتی و همکاران،  ک؛ م1988، کرافورد(ا تجزیه نمایند و صنعتی ر
درصد  85هاي بیوتکنولوژیک بوده و حدود  وردهآترین منبع تولید فر ها مهم از اکتینومایست

ها منبع مهمی براي تولید  همچنین این باکتري. شود ها تولید می ها توسط این میکروارگانیسم بیوتیک آنتی
. )1988؛ گودفیلو، 1992بول و همکاران، ( روند شمار می ال زیستی دیگر بههاي فع ها و فرآورده آنزیم

ها  رده اکتینوباکتري. باشند ها می هاي اصلی در دومین باکتري ها یکی از شاخه اکنون اکتینوباکتري هم
  .باشد گونه می 3000جنس و  240خانواده،  55راسته،  9رده، زیر 5شامل 

بسیاري اهمیت  ها ها در محیط در درك نقش اکولوژیک آن ستبررسی چگونگی توزیع اکتینومای
 ثیرأت ساختار جمعیت باکتریایی خاك تحت در بسیاري از مطالعات نشان داده شده که گرچه. دارد

بوسیو و همکاران، (تري در این رابطه دارند  پوشش گیاهی است اما خصوصیات خاك نقش مهم
بررسی تغییرات جمعیت میکروبی در اراضی زراعی، مرتعی نتایج  ).2003؛ گیروان و همکاران، 2005

). 2009 لوبر و همکاران،( ترند و جنگلی نشان داد که اکتینوباکترها در مراتع و اراضی کشاورزي متداول
هاي باکتریایی اراضی جنگلی، مرتعی و نیشکر در هاوایی، برزیل و اکوادور  همچنین با مقایسه جمعیت

تري از جمعیت میکروبی را  بزرگ وهاي اراضی کشاورزي جز خاك ها در ستمشخص شد که اکتینومای
هاي انجام گرفته  با توجه به بررسی). 2003برك و همکاران، (دهند  نسبت به اراضی جنگلی تشکیل می

  pHوسیله خصوصیات خاك مثل رسد پراکنش اکتینوباکترها با جمعیت باکتریایی کل که به نظر می به

Archive of SID

www.SID.ir

www.SID.ir


 و همکاران نصرآبادي رضا قربانی

 47

شود، متفاوت بوده و مشابه  کنترل می) 1999جلسومینو و همکاران، (و بافت ) 2009ن، فیرر و همکارا(
؛ 2003برك و همکاران، (یابد  ها است که با تبدیل اراضی جنگلی به کشاورزي افزایش می قارچ

  ).2000والدراپ و همکاران، 
 تـر  بـیش ، در اکوسیستم خاك فسفر عنصري ضروري براي همه موجودات زنده است و این عنصر

دلیل محدودیت ذخایر قابل استخراج  بهبود مدیریت چرخه فسفر به. باشد کننده رشد گیاهان میمحدود
در بسیاري . تواند به دو فرم آلی و معدنی وجود داشته باشد فسفر خاك می. رسد نظر می آن ضروري به

ه بـودن، بـیش از نیـاز    زیادي فسفر وجود دارد که در صـورت قابـل اسـتفاد    نسبت بهها مقدار  از خاك
طـور   بـه صـورتی اسـت کـه     ولی بخش اعظم فسفر خاك به. هاي خاك و گیاهان است میکروارگانیسم

دهـد و   درصد از فسفر کل خاك را تشـکیل مـی   29-65 فسفر آلی معمولاً. مستقیم قابل استفاده نیست
  .)1987هریسون، ( رسد درصد نیز می 90هاي آلی تا  میزان آن در برخی از خاك

ها بر چرخه و  شیمیایی جذب و واجذب و اثرات آندر فاز معدنی، فرآیندهاي فیزیکو اشکال فسفر
طـور کامـل    بینی است ولی اشکال آلی فسفر بـه  خوبی شناخته شده و قابل پیش قابلیت استفاده فسفر به

ر متفاوت و دینامیک فسفر را به مقدا) مثل معدنی شدن و آلی شدن(شناخته نشده و فرآیندهاي زیستی 
خوبی  نیز به همچنین اثرات متقابل دینامیک فسفر با کربن و نیتروژن. سازند ثر میأنامشخص، مت تر بیش

هاي  وسیله خصوصیات انحلال کانی به هعمدطور  بهفراهمی فسفر معدنی در خاك . شناخته نشده است
جـذب و  ( هاي تعـادل محلـول   و نیز واکنش) شود تعیین می pHوسیله  به هعمدطور  بهکه (فسفر  شامل

تحت کنترل  هعمدطور  بهاز فسفر آلی  دست آمده بهکه فراهمی فسفر  در حالی .گردد کنترل می) واجذب
هـا   همانند گیاهان عـالی، میکروارگانیسـم  . باشد می) معدنی شدن و هیدرولیز آنزیمی(فعالیت میکروبی 

ها و  سازي یونخود را از طریق جذب و آزاد نزدیکاین پتانسیل را دارند که محیط شیمیایی پیرامونی 
  .)2011جونز و ابرگر، ( هاي آلی و معدنی اصلاح نمایند مولکول
 ها، فسفولیپیدها و نوکلئیک اسیدها هستند ترین ترکیبات فسفره آلی در خاك اینوزیتول فسفات مهم

هـا در خـاك    فسـفات  لفراوانی اینوزیتـو ). 2002؛ ترنر و همکاران، 2005کوامپویکس و موسین،  کوي(
درصد فسـفر   80با بیش از (شکل غالب فسفر آلی خاك  ها معمولاً چند که آن هر. بسیار متفاوت است

سـترهاي فسـفات، از   این ترکیبات شـامل یـک تـوالی از مونوا   ). 1977دلال، (دهند  را تشکیل می) آلی
سـترئوایزومرهاي مختلـف   صـورت ا  بـوده و بـه   سفات تا اینوزیتول هگزاکیس فسفاتفاینوزیتول مونو

)myo ،scyllo ،neo  وD-chiro (شوند دیده می )2005، زسلی و باربری.(  
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دلیل  به. سنگ فسفات بسیار وابسته است از دست آمده بهزي هنوز به کاربرد کود فسفره تولید کشاور
فات در طی کنونی سنگ فس ذخایر شود که احتمالاً بینی می افزایش تقاضا و کاهش تدریجی منابع، پیش

علاوه، روند رو به رشد کشاورزي منجر به  به). 2009کوردل و همکاران، (سال به پایان برسد  100-50
ها با نیتروژن و فسفر شده است که نتیجـه آن تخریـب منـابع     زمان تعداد زیادي از اکوسیستم اشباع هم

یاز مبرم به درك بهتر از چرخه این نگرانی ن). 2001تیلمن و همکاران، ( باشد خاکی، آبی و دریایی می
مشخص نموده و منجر به  ، کاملاًاتکاء به کودهاي معدنی میکروب را با هدف کاهش -خاك -فسفر گیاه

هـاي   بهبـود چرخـه فسـفر در اکوسیسـتم     بـراي ها  کارگیري میکروارگانیسم به ،افزایش توجه نسبت به
توجه چرخه فسفر آلی و معدنی  افزایش قابل ها در پتانسیل برخی از میکروارگانیسم. کشاورزي شده است

  .خوبی شناخته شده است به) براي مثال از طریق انحلال منابع فسفره آلی و معدنی نامحلول(
هـا   باشد، نقش میکروارگانیسم توجهی از فسفر کل خاك به فرم آلی می که بخش قابل با توجه به آن

طـور فعـال یـا     ها هماننـد گیاهـان بـه    علاوه، میکروب هب. فراموش نمود دتبدیل فسفر را نبای در تغییر و
هـاي اسـید آلـی،     مثـل قنـدها، آنیـون   (هاي آلـی ثانویـه    کربن و متابولیتاکسید ها، دي غیرفعال پروتون

ها در انحلال فسفر از مواد معدنی  کنند که ممکن است همه آن را آزاد می) ها ها، فنل اسیدهاي آلی،آنزیم
هـاي   هـا در سـال   وسیله اکتینومایست در این میان توانایی انحلال فسفر به .دخاك مشارکت داشته باشن

همکـاران،   ترابیلـی و  -؛ ال2008بارتو و همکاران، (اخیر توجه زیادي را به خود معطوف نموده است 
هاي معدنی نامحلول معطوف  بر روي توانایی انحلال فسفات یاد شدههاي  ، هر چند که پژوهش)2008

هـایی  هـاي داراي شـرایط ن   ها نـه تنهـا قادرنـد در محـیط     زیرا این گروه از میکروارگانیسمبوده است، 
هـا و   بیوتیـک  از جملـه تولیـد آنتـی   ( بالقوه دیگري هاي برتريزنده بمانند بلکه ) ...وخشکی، شوري (

فیـد باشـد   زمان براي رشد گیاه م طور هم توانند به را دارند که می) ...هاي گیاهی و هورمون ترکیبات شبه
ــاران، ( ــدالی و همک ــال). 2008هم ــت  در س ــر در کشــور فعالی ــاي اخی ــ ه ــایی در م ــازي ه ورد جداس

، Streptomyces iranensis هـاي جدیـد ماننـد    هاي بـومی ایـران انجـام شـده و گونـه      اکتینومایست
Nocardiopsis sinupersici  وN. arvandica حامـدي و  (هاي کشـور جـدا شـده اسـت      از خاك

هـا از   ها توانمندي این بـاکتري  در همه این پژوهش ولی). 2011 حامدي و همکاران،؛ 2010همکاران، 
هاي مفیـد در   نظر بوده و تاکنون پژوهشی در مورد نقش اکتینومایستبیوتیک مد نظر فعالیت تولید آنتی

، همچنین بنا به اطلاعـات مـا تـا زمـان انتشـار ایـن مقالـه       . چرخه فسفر در ایران گزارش نشده است
نظـر  . کننده فیتات انجام نشده است هاي تجزیه گري اکتینومایست پژوهشی با هدف جداسازي و غربال
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بـر   هاي بـومی در کاربردهـاي کشـاورزي، در ایـن پـژوهش، عـلاوه       به لزوم استفاده از میکروارگانیسم
ن و هاي خاکی مختلـف اسـتان گلسـتا    بوم گیري خصوصیات فیزیکی و شیمیایی خاك در زیست اندازه

خـاك  (از توده خاك  کننده فیتات هاي تجزیه ها، جداسازي اکتینومایست شمارش جمعیت اکتینومایست
  .نیز انجام شده است) غیرریزوسفري

  
  ها مواد و روش

هاي مختلف اسـتان   بوم متري زیست سانتی 0-15عمق  نمونه خاك از 97 :هاي خاك نهآوري نمو جمع
ي دیـم و آبـی بـا رعایـت اصـول      مرتعـی، اراضـی کشـاورز   هاي جنگلی، اراضی  گلستان شامل خاك

 .آوري گردید برداري میکروبی، جمع نمونه

 72 مدت به ها نمونه ههم شگاه،یآزما به خاكي ها نمونه انتقال از پس: خاكیی ایمیش وی کیزیف هیتجز
 روش به خاك بافت. شدند داده عبوري متر یلیم 2 الک از دنیکوب از پس و دهیگرد خشک هوا ساعت

 pH دسـتگاه  از اسـتفاده  بـا  و اشباع گل در خاك تهیدیاس. دیگرد نییتع) 1962 کوس،یبو(ي درومتریه
 ـگ انـدازه  اشـباع  عصاره دری کیالکتر سنج تیهدا از استفاده بای کیالکتر تیهدا تیقابل و متر  شـد ي ری

 نلسـون ( شدي ریگ زهاندا میپتاس کرومات يد توسط ونیداسیاکس بای آل کربن). 1987 همکاران، و جیپ(
  ).1982 ،و سامرز

 کننده فیتات، از هاي حل براي جداسازي اکتینومایست: کننده فیتات هاي حل جداسازي اکتینومایست
هاي خاکی مختلف سري رقت تهیه گردید و بر روي  آوري شده از اکوسیستم هاي خاك جمع نمونه
کروویو و ) (گري فیتاز ط غربالمحی( PSM، )1963نکیب و لچه والیر،  -ال( MGAAهاي  محیط

براي . تلقیح گردید) MISP2(اصلاح شده ) 1957پریدهام و همکاران، ( ISP2و ) 1998همکاران، 
نانومورا و اوهارا، (MMGA-SE کننده فیتات نیز از محیط  هاي کمیاب حل جداسازي اکتینومایست

 72(متداول از تیمار هواخشک  هاي براي جداسازي اکتینومایست). 1جدول (استفاده گردید ) 1971
) 1982ویلیامز و ولینگتون، ) (ساعت 16مدت  گراد به درجه سانتی 40دماي (و حرارت خشک ) ساعت

مدت  گراد به درجه سانتی 120دماي (از تیمار هوا خشک و حرارت خشک  هاي کمیاب و اکتینومایست
مدت  گراد و به درجه سانتی 28ها در دماي  پلیت). 1971نانومورا و اوهارا، (استفاده گردید ) دقیقه 30
. گرماگذاري شد) هاي کمیاب براي اکتینومایست(روز  30و ) هاي متداول براي اکتینومایست(روز  14

اطراف کلنی بودند  داراي هاله شفاف در ها و مورفولوژیکی مشابه اکتینومایست نظرهایی که از  کلنی
 .نگهداري شدند ISP2سازي بر محیط  ه و پس از خالصکنندگان فیتات در نظر گرفت عنوان حل به
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  .)گرم بر لیتر(کننده فیتات در این پژوهش  هاي تجزیه هاي جداسازي اکتینومایست محیط -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 اکتینومایست براي :هاي متداول شمارش جمعیت اکتینومایست

محیط، نوترینت آگار، گلیسرول آرژینین آگار  3ها در  تیمار دمایی ذکر شده در بالا، نمونه انجام پیش
)GAA) (1963والیر،  نکیب و لچه - ال ( وISP2 ) ،کرومات  به همراه دي) 1957پریدهام و همکاران

میکروگرم بر ( 100 میزان سیکلوهگزیمید به یا) v/v( درصد 2/0میزان  به( )w/v( درصد 1پتاسیم 
  .کشت داده شد) لیتر میلی

گراد  درجه سانتی 28هفته در دماي  2مدت  ، بهGAAسوسپانسیون خاك بر روي محیط 
عنوان بازدارنده  به) ساعت 16مدت  گراد به درجه سانتی 40دماي (تیمار دمایی  پیش. گرماگذاري شد

با ظاهر خشک، شکننده و پودري  هاي کلنی. ها مورد استفاده قرار گرفت رشد سایر میکروارگانیسم
  .ها شمارش گردید عنوان اکتینومایست در نظر گرفته شد و تعداد آن به

دماي  گرماگذاري در روز 5پس از : سنجش میزان فسفر آزاد شده در محیط گلیسرول آرژینین مایع
لیتـر از مـایع    میلـی  5و ) دقیقـه  10مدت  بهگرم  7000(ها سانتریفیوژشدند  گراد، کشت درجه سانتی 28

هـا   فسفر محلول در نمونه. گیري فسفر استفاده شد اندازه براي 42ور داده شده از کاغذ واتمن رویی عب
 ـ سنجی اندازه و به روش رنگ) 1962مرفی و رایلی، (با استفاده از روش  ر ایـن روش  د. ري گردیـد گی

لیتـر محلـول مولیبـدات     میلـی  15مولار،  5/2سولفوریک  لیتر اسید میلی 50 شاملابتدا معرف مخلوط، 

Archive of SID

www.SID.ir

www.SID.ir


 و همکاران نصرآبادي رضا قربانی

 51

لیتر محلول پتاسـیم   میلی 5و ) مولار 1/0(لیتر محلول اسید اسکوربیک  میلی 30، )مولار 032/0(آمونیوم 
لیتـر از   میلـی  8لیتر از مایع رویی و نیز  میلی 5 سپس. تهیه گردید) مولار میلی 47/4(آنتیموان تارتارات 

مقدار فسـفر حـل   . لیتر رسانیده شد میلی 50معرف مخلوط داخل بالن ریخته و با آب دیونیزه به حجم 
و ) بدون تلقیح(ها و شاهد  هاي تلقیح شده با جدایه شده از طریق محاسبه مقدار فسفر محلول در نمونه

  .دست آمد ر بهتفریق این دو مقدار از یکدیگ
دو روش  کننده فیتـات از  براي سنجش فعالیت آنزیم تجزیه :کننده فیتات سنجش فعالیت آنزیم تجزیه

  :مختلف استفاده شد
لیتـر از کشـت سـلولی     میلـی  10در ایـن روش   :)1981(روش اصلاح شده هینونن و لاهتـی   -الف

شده و سـپس مـایع رویـی    ) دقیقه 30مدت  گراد و به درجه سانتی 4در دماي  rpm13000(سانتریفیوژ 
  .کننده فیتات مورد استفاده قرار گرفت گیري فعالیت آنزیم تجزیه براي اندازه

دقیقـه و   30مدت  گراد به درجه سانتی 37لیتر و در دماي  میلی 2ارزیابی اسپکتروفتومتري در حجم 
مولار  میلی 10یتات سدیم ف شامل) pH 5( و استات سدیم Tris-HCl) pH 4/7( با استفاده از بافرهاي

نرمـال و آمونیـوم    5لیتـر از معـرف اسـتن، اسـید سـولفوریک       میلـی  5/1واکنش با افزودن . انجام شد
میکرولیتر اسید سـیتریک بـه    100سپس . متوقف شد) حجمی /حجمی 2:1:1(مولار  میلی 10مولیبدات 

منظـور   به. شد يگیر نانومتر اندازه 355کننده فیتات در طول موج  فعالیت آنزیم تجزیه. آن اضافه گردید
مـولار فسـفات تهیـه     میلـی  5-600شده، منحنی استاندارد با استفاده از غلظت  گیري فسفات آزاد اندازه
، مقدار آنزیمی اسـت کـه موجـب آزادسـازي یـک      کننده فیتات یک واحد فعالیت آنزیم تجزیه. گردید

  .گردد فسفات معدنی در دقیقه تحت شرایط آزمایشیمیکرومول 
ایـن   :)HPLC( بالا فشاروسیله روش کروماتوگرافی مایع با  فسفات بهآنالیز تجزیه اینوزیتول هگزا - ب

 Association of Official Analytical Chemists 1990 Method No. 986.11 اساس روشارزیابی بر
)AOAC( فسـفات،  اگزبراي کمی کردن مقادیر مشتقات مختلـف تجزیـه اینوزیتـول ه   . صورت گرفت

سندبرگ و آدرین، ( )متر یمیل Ultrasep ES 100 RP18 )250×2 کروماتوگرافی زوج یون با استفاده از
لیتر از محیط رقیق شـده   میلی 2. اسید کلریدریک استفاده شد منظور اسیدي نمودن محیط از انجام و به) 1986

. نمـودیم  اضافه AG1-X8, 100-200 mesh رزین شامل )متر سانتی 7/0×15(به ستون ) 1:25به نسبت (را 
سـپس  . شـد  مـولار شسـته   میلی 25لیتر اسید کلریدریک  میلی 25لیتر آب و  میلی 25در مرحله بعد، ستون با 
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دست  منظور تغلیظ محلول به به. ق گردیدیمولار رق 2لیتر اسید کلریدریک  میلی 20اینوزیتول فسفات با میو
  بـراي  تقطیـر   بـار  2لیتر آب مقطر  میلی 1. ردن آن استفاده شدخشک ک برايآمده، از تبخیرکننده خلاء 

 Ultrasep ES 100 RP18 با اسـتفاده از  دست آمده بهمیکرولیتر از نمونه  20افه و حل کردن بقایا اض
لیتر  میلی 2/0گراد و با استفاده از  درجه سانتی 45ستون در دماي . کروماتوگرافی شد )متر یمیل 2×250(

 5/44:56:5:1(تترابوتیـل آمونیـوم هیدروکسـید    : آب: متـانول : فورمیـک اسـید   شـامل نده در دقیقه شوی
مخلـوطی از اسـترهاي   . زي گردیـد انـدا  راه) 1986سـندبرگ و آدریـن،   ( pH 25/4 ،)حجمی /حجمی

  .عنوان استاندارد استفاده شد به) IP3-IP6( اینوزیتول فسفاتمیو
ها و محیط  ثر بر جمعیت اکتینومایستؤهاي اصلی م لفهؤن معنوا کاربري اراضی و اقلیم به: تجزیه آماري

ها، خصوصیات خاك، کاربري اراضی و  براي بررسی روابط بین تعداد اکتینومایست. در نظر گرفته شد
  .مورد استفاده قرار گرفت SASافزاز  اقلیم و نیز مقایسه میانگین با استفاده از آزمون دانکن، نرم

  
  نتایج و بحث

نتایج  :ها ضی، خصوصیات خاك و رابطه بین خصوصیات خاك و تعداد اکتینومایستکاربري ارا
، pHهاي خاك نشان داد که کربن آلی،  ، شیمیایی و شمارش تعداد اکتینومایستیهاي فیزیک سنجش

EC هاي  هاي متداول خاك در کاربري و جمعیت اکتینومایست) درصد رس و شن(، بافت خاك
 بالاهاي مختلف در همه فاکتورهاي  همچنین، در اقلیم. داشتند )>01/0P( داري مختلف تفاوت معنی

. داري وجود داشت تفاوت معنی )<01/0P( درصد 1در سطح  )>05/0P(ها  جز تعداد اکتینومایست به
برابر اراضی زراعی آبی، دیم و  11و  5، 4ترین مقدار کربن آلی خاك در اراضی جنگلی و بیش از  بیش

ترتیب  به ECترین مقدار  بیش ترین و خاك مربوط به اراضی جنگلی، کم pHرین مقدار ت کم. مرتعی بود
هاي زراعی  هاي متداول در خاك تعداد اکتینومایست. گیري شد در اراضی زراعی دیم و مرتعی اندازه

هاي متداول  ترین تعداد اکتینومایست ها شمارش گردید و همچنین بیش آبی بیش از سایر کاربري
خشک و  در اقلیم نیمه ECترین  در اقلیم خشک، بیش pHترین  خشک، بیش به اقلیم نیمهمربوط 

  .ن آلی در اقلیم مرطوب قرار داشتترین مقدار کرب بیش
مثبـت   هـا همبسـتگی   در این پژوهش فقط در اراضی مرتعی بین کربن آلی و تعـداد اکتینومایسـت  

)53/0r= ،15n=  01/0وP< ( ــت ــود داش ــین . وج  pHو ) >001/0Pو  =EC )60/0- r= ،15nهمچن
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)59/0- r= ،15n=  001/0وP< (ها بودنـد ولـی در سـایر     داراي همبستگی منفی با تعداد اکتینومایست
 نداشـتن  همبستگی .ها مشاهده نشد و تعداد اکتینومایست یاد شدهها همبستگی بین فاکتورهاي  کاربري

  .مطابقت داشت) 1983(تونکیا و کیست هاي  ها با یافته بین فاکتورهاي خاك و تعداد اکتینومایست
هاي مختلف نشان داد  بررسی خاك کاربري :هاي مختلف مقایسه میانگین واکنش خاك در اکوسیستم

میانگین . ها بود تر از سایر کاربري کم) >01/0P( داري خاك در کاربري جنگل با اختلاف معنی pHکه 
pH 1شکل ( راضی زراعی آبی افزایش یافته استدر ا 86/7در کاربري جنگل به  92/6 خاك از .(

هاي جنگلی  رسد در خاك نظر می به. مطابقت دارد) 2000(هاي اسلام و ویل  با یافته دست آمده بهنتایج 
 مانندفرآیندهاي طبیعی . است تر از سایر نقاط خاك کم pHهاي بازي شسته شده و بنابراین  یون
عنوان عوامل  توان به یشه گیاهان و تنفس میکروبی خاك را میبر اثر تنفس ر کربن آزاد شدهکسیدا دي

ممکن است  pHتفاوت در ) 2008(بنا به نظر لوبر و همکاران . خاك در نظر گرفت pHکننده  کنترل
 pHناشی از چندین فاکتور از جمله نوع پوشش گیاهی، نوع خاك و نوع مدیریت بوده و بنابراین 

همچنین . ی یک خاك باشداسب، بیانگر خصوصیات فیزیکوشیمیایعنوان یک متغیر من ممکن است به
ها همبستگی  نشان داد که بین واکنش خاك و تعداد اکتینومایست پژوهشاز این  دست آمده بهنتایج 

 .وجود ندارد
  

    

  باشند دار نمی درصد معنی 5شکل حروف مشابه در سطح  در* 
  .مختلف هاي در کاربري pHمقایسه میانگین مقادیر  -1شکل 
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میانگین کربن آلی خاك در  مقادیر: هاي مختلف مقایسه میانگین کربن آلی خاك در اکوسیستم
گونه که مشاهده  همان. نشان داده شده است 2هاي مختلف در شکل  از کاربري دست آمده بههاي  نمونه

ر اراضی درصد د 17/1درصد در اراضی جنگلی به  17/5میانگین  شود میزان کربن آلی خاك از می
بنا به . مطابقت دارد) 2005(ل هاي پوگت و لا با یافته دست آمده بهایج نت .زراعی آبی تنزل یافته است

دلیل عملیات شخم  هاي درشت در مناطق تحت کشت به دانه خاك) 1996(ناردي و همکاران  نظر
له أد این مسرس نظر می به. تري برخوردارند شکسته شده و مواد آلی خاك از حفاظت فیزیکی کم

نتایج این . تر مواد آلی و کاهش مقدار آن در اراضی تحت کشت شده باشد موجب اکسیداسیون سریع
ها فقط در اراضی مرتعی همبستگی  پژوهش نشان داد که بین کربن آلی خاك و تعداد اکتینومایست

  .وجود داشت) <1/0Pو  =r= ،15n 53/0(داري  مثبت ولی غیرمعنی
  

  
  

  باشند دار نمی درصد معنی 5ف مشابه در سطح شکل حرو در* 
  .هاي مختلف کربن آلی در کاربري مقایسه میانگین مقادیر -2شکل 

  
میانگین مقادیر شوري خاك در  3در شکل : هاي مختلف مقایسه میانگین شوري خاك در اکوسیستم

شوري خاك در اراضی ترین  شود بیش گونه که مشاهده می همان. هاي مختلف نشان داده شده است کاربري
با یکدیگر ) >001/0P(داري  ترین آن در اراضی زراعی آبی و جنگلی بوده که تفاوت معنی مرتعی و کم

  .ها فقط در اراضی مرتعی همبستگی منفی مشاهده شد بین شوري خاك و تعداد اکتینومایست. داشتند
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خصوصیات فیزیکی و ها منجر به طیفی از اثرات نامطلوب بر روي  مقادیر بیش از حد نمک
تخریب ناشی از ) 2003؛ لیانگ و همکاران، 2000کرن، (گردد  شیمیایی و فرآیندهاي بیولوژیک می

 دست آمده بهنتایج . شود هاي اقلیم خشک با مقادیر اندك کربن آلی خاك مشخص می شوري در خاك
در  هعمدطور  بهوده که ترین مقادیر کربن آلی در اراضی مرتعی ب که کمدهد  نشان می پژوهشاز این 

هاي خاك  اي بر میکروارگانیسم ملاحظه شوري زیاد اثر منفی قابل). 2 شکل(اقلیم خشک قرار داشتند 
ها در  ترین تعداد اکتینومایست دهد که کم نتایج کنونی نیز نشان می). 2007 یوان و همکاران،( دارد

  .تلف استهاي مخ بین کاربري ترین شوري در اراضی مرتعی بوده که این اراضی داراي بیش
  

    

  باشند دار نمی درصد معنی 5شکل حروف مشابه در سطح  در* 
  .هاي مختلف شوري خاك در کاربري مقایسه میانگین مقادیر -3شکل 

  
هـاي   ها در خاك کـاربري  تعداد اکتینومایست :هاي مختلف ها در کاربري تغییر جمعیت اکتینومایست

ترین تعداد  هاي مطالعه شده کم در بین خاك. نشان داده شده است 4 در شکل GAAمختلف در محیط 
تـرین آن در   و بـیش ) 7×105(ها در هر گرم خـاك خشـک اراضـی مرتعـی      انواع متداول اکتینومایست

ــانگین تعــداد . شــمارش گردیــد) 86/2×106(اراضــی زراعــی آبــی  همچنــین در اراضــی جنگلــی می
  ).5 شکل(با یکدیگر داشتند ) >05/0P(داري  ها تفاوت معنی اکتینومایست
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ها در اقلیم مرطوب شمارش  ترین تعداد آن خشک و کم ها دراقلیم نیمه ترین تعداد اکتینومایست بیش
گیرند و سـطوح   خشک قرار نمی ثیر شرایط نیمهأت ها تحت ها به اندازه سایر باکتري اکتینومایست. گردید

دهنـده   کلی با خشک شدن خاك، واحـدهاي تشـکیل  طور به. دهند پایین رطوبتی را ترجیح می نسبت به
تحمـل بـه    نبـود دلیل  ها به که میزان نسبی سایر باکتري مانند در حالی ها بالا باقی می کلنی اکتینومایست
ها در  میزان بالاي اکتینومایست). 1977الکساندر، ( گیرند ثیر قرار میأت طور منفی تحت شرایط خشکی به

تواند مرگ  دلیل توان اسپورزایی تحت این شرایط باشد که می مکن است بههاي خشک همچنین م خاك
دهنده کلنی  ها را جبران نموده و سبب حفظ تعداد واحدهاي تشکیل هاي میسلیومی این باکتري جمعیت

  .)2006ترابیلی و سیواسیتامپارام،  -ال( هاي جداسازي شود ها بر روي محیط اکتینومایست
دست آمده محیط گلیسرول آرژینین آگار بـراي   با مقایسه نتایج به: ننده فیتاتک هاي حل اکتینومایست

کننـده فیتـات    هـاي تجزیـه   مایسـت  -علاوه بر آنکه میزان جداسازي اکتینـو . بررسی نهایی انتخاب شد
میـزان   بـه  ISP2پـایین بـود، محـیط     ISP2و  PSMدر محـیط  ) براساس شاخص ایجاد هاله شـفاف (

تیمارهـاي دمـایی    هـاي فیتـات از پـیش    کننـده  براي جداسازي تجزیه. ارچی شدزیادي دچار آلودگی ق
هـاي   از رشد بـاکتري  جلوگیريها، لزوم  از جمله مشکلات اصلی جداسازي اکتینومایست .استفاده شد

هـاي متـداول مـورد اسـتفاده      خوبی بـر روي محـیط   ها به این میکروارگانیسم. ها است تند رشد و قارچ
بیـوتیکی   هـاي مختلـف از تیمارهـاي آنتـی     در پژوهش. نمایند ها رشد می تینومایستبراي جداسازي اک

توانـد موجـب کـاهش تعـداد      کار می ولی این. ضدقارچ و ضدباکتري به این منظور استفاده شده است
هـا و   بـاکتري  تـر  بـیش ها شود به همین دلیل با توجه بـه حساسـیت    هاي اکتینومایست از نمونه جدایه
  ایـن  . گـري و جداسـازي اسـتفاده شـد     تیمار حرارتـی در فرآینـد غربـال    دماي بالا، از پیشها به  قارچ

در  .نیز مورد اسـتفاده قـرار گرفتـه اسـت    ) 1994( ها از جمله ولینگتون و توت روش در سایر پژوهش
هاي کمیاب هیچ جدایه داراي توانـایی ایجـاد هالـه بـر روي محـیط اصـلاح شـده         مورد اکتینومایست

MGA-SE هاي کمیـاب بـر روي    به همین دلیل ابتدا اکتینومایست. داراي فیتات سدیم جداسازي نشد
 GAAهـا بـر روي    کنندگی فیتـات در آن  جداسازي و سپس بررسی فعالیت تجزیه MGA-SEمحیط 

جدایـه   90هـاي خـاك، تعـداد     اصلاح شده داراي فیتات سدیم انجام گرفت و به این ترتیب از نمونه
  .سازي شد صداراي هاله خال
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  باشند دار نمی درصد معنی 5شکل حروف مشابه در سطح  در* 
  .هاي مختلف ها در کاربري مقایسه میانگین فراوانی اکتینومایست -4شکل 

  

    

  باشند دار نمی درصد معنی 5شکل حروف مشابه در سطح  در* 
  .اربري جنگلهاي مختلف ک ها در اقلیم مقایسه میانگین فراوانی اکتینومایست -5شکل 

  
ر روي محیط گلیسرول اکتینومایست داراي توانایی ایجاد هاله ب 90 هاي خاکی مختلف از اکوسیستم

از یـک خـاك داراي    دسـت آمـده   بههاي  که برخی از جدایه دلیل آن به. ، جداسازي گردیدآرژینین آگار
تري بود  ه به قطر کلنی بیشاي که داراي نسبت قطر هال ها جدایه بین آن شباهت مورفولوژیک بودند، از
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. جدایه در محیط مایع انجام شد 67بنابراین در نهایت توانایی حل فسفر آلی در مورد . انتخاب گردید
ترتیب به اراضی آبی، دیم و  درصد به 35و  36، 29تخب براي بررسی در محیط مایع، هاي من از جدایه

پـراکنش  . هـاي مختلفـی قـرار داشـتند     اقلیم آوري شده در هاي خاك جمع نمونه. جنگلی تعلق داشتند
 ـ    هاي حل جدایه و  3/1، 3/25، 25/46، 17کـه   طـوري  هکننده فیتات در محیط جامد نیـز متفـاوت بـود ب

اي  خشـک، خشـک و مدیترانـه    مرطـوب، نیمـه   ترتیب از اقلیم مرطوب، نیمـه  ها به درصد جدایه 15/10
  .جداسازي گردید

جدایه  3جدایه منتخب،  67از بین  :هاي مختلف وسیله جدایه ع بهمیزان فسفر آزاد شده در محیط مای
جدایه متعلق بـه   1جدایه متعلق به اراضی جنگلی و  2( رشد در محیط پیش کشت را نداشتند توانایی

نیز در محیط ) جدایه از اراضی زراعی آبی 1جدایه از اراضی دیم و  3(جدایه  4همچنین ). اراضی دیم
. نیـز رشـد مناسـبی نداشـتند     ت کمی داشته و پس از انتقـال بـه محـیط تخمیـر    نسب بهکشت رشد  پیش
از اراضی جنگلـی   دست آمده بههاي  وسیله جدایه ترین مقدار فسفر محلول آزاد شده به ترین و کم بیش

 0312/0 و 542256/0و در اراضی آبـی   0137828/0و  901338/1، اراضی دیم 1/0و  437/2ترتیب  به
بین مقـادیر فسـفر آزاد شـده در    ) >01/0P( داري نتایج نشان داد که تفاوت معنی .تر بودگرم در لی میلی

جداسازي شده از ( 73ترین مقدار فسفر محلول آزاد شده مربوط به جدایه  بیش. محیط مایع وجود دارد
کـه  نتـایج نشـان داد   . بود) جدا شده از اراضی دیم( 31ترین آن متعلق به جدایه  و کم) اراضی جنگلی

نتـایج  . هاي مورد بررسی توانستند فسفر محلـول در محـیط مـایع آزاد نماینـد     درصد از جدایه 27/46
  .نشان داده شده است 2یع در جدول مربوط به میزان فسفر آزاد شده در محیط ما

هاي  در بررسی: HPLCهاي اسپکتروفتومتري و  بررسی توانایی تولید آنزیم فیتاز با استفاده از روش
 )1981( هینـونن و لاهتـی   بـا روش  MGAAصورت گرفته با روش اسپکتروفتومتري در محیط  اولیه
ها  که همه جدایه رغم آن بهآنزیم را از خود نشان ندادند، هاي مورد بررسی توانایی تولید  یک از جدایه هیچ

. یط وجود داشتعنوان تنها منبع فسفر در این مح نموده و فیتات سدیم به رشد یاد شدهخوبی در محیط  به
 HPLCاز  دست آمده بهنتایج . ها از نظر توان تجزیه فیتات مورد بررسی قرار گرفتند بنابراین تمامی جدایه

جدایه مورد آزمایش داراي توان تجزیه اینوزیتول هگزا فسفات بوده ولی مقدار تجزیه آن  12نشان داد که 
هاي مختلف در هیدرولیز  توانایی جدایه. داشت اي با یکدیگر ملاحظه هاي مختلف تفاوت قابل در جدایه

در طی ) فسفات اینوزیتول پنتا تا اینوزیتول تري(اینوزیتول هگزافسفات و تولید سایر مشتقات دفسفریله 
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مقـدار نسـبی تجزیـه اینوزیتـول     . گیري شد اندازه HPLCبا استفاده از  MGAروز رشد در محیط  10
 65/1-2/95اي با یکدیگر داشتند و در محدوده  ملاحظه ت قابلهاي مختلف تفاو هگزافسفات در جدایه

هایی که  گروه اول، جدایه. بندي شدند گروه متفاوت تقسیم 3ها به  درصد قرار داشت بر این اساس جدایه
گـروه  . 63و  45، 43، 39هـاي   درصد اینوزیتول هگزافسفات را تجزیه نمودند شامل جدایه 60بیش از 

درصد اینوزیتول هگرافسفات را تجزیـه نمودنـد    38درصد و بیش از  50تر از  کم هایی که دوم، جدایه
و گروه سوم که مقادیر بسیار ناچیزي از اینوزیتول هگزافسفات را . 51و  50، 48، 47هاي  شامل جدایه

  .72و  68، 46، 44تجزیه نمودند شامل 
  

  .هاي مختلف وسیله جدایه محیط مایع بهدر ) گرم پاسکال بر لیتر میلی( میزان فسفر آزاد شده -2 جدول
  گرم میلی

 پاسکال بر لیتر
  شماره جدایه

  گرم میلی
 پاسکال بر لیتر

  شماره جدایه
  گرم میلی

 پاسکال بر لیتر
 شماره جدایه

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 می) >05/0P( دار تفاوت معنی نبوده دهند حروف مشابه نشان

  
  گیري نتیجه

اي را براي رشـد نیـاز ندارنـد در     که شرایط سخت و ویژه دلیل آن هاي اکتینومایست به گونه تر بیش
 مهمی از اکوسیستم خاك بوده که سازگاري هاي مورفولوژیـک و  وجز طبیعت گسترش زیادي دارند و

ویلیـامز و ولینگتـون،   (اند که قادرند در محیط خاك رشد نماینـد   ردهاي را ایجاد ک فیزیولوژیک پیچیده
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از جمله پکتین، لیگنین، کیتـین،  (توانند تعداد بسیار متنوعی از ترکیبات آلی  ها می اکتینومایست). 1982
چنـدانی در مـورد    هـاي  پژوهشبا این وجود . تجزیه کنند را...) ن، لاتکس، ترکیبات آروماتیک وکراتی

اصلی از فسفر آلـی   وها که یک جز ها در تجزیه اینوزیتول فسفات این گروه از میکروارگانیسم پتانسیل
هاي توانمند در تجزیه فیتـات   گرچه انواع مختلفی از میکروارگانیسم. خاك است صورت نگرفته است

اسازي هاي متنوع خاکی و آبی جد هاي گرم منفی و گرم مثبت از محیط ها، باکتري شامل مخمرها، قارچ
نمایند نشـان   کننده فیتات و فیتازهایی که تولید می هاي تجزیه اند ولی تنوع ذاتی در میکروارگانیسم شده
  .اند ها و فیتازها هنوز شناسایی نشده دهد که انواع دیگري از میکروارگانیسم می

اینوزیتـول  هاي خاك در تجزیـه   مندي اکتینومایست بنابر اطلاعات ما تاکنون گزارشی در مورد توان
بیوتیک و تعدادي گزارش نیز در مـورد   توان تولید آنتی هعمدطور  بهها به چاپ نرسیده است و  فسفات

عنوان گروهی  ها به به همین دلیل اکتینومایست. ها وجود دارد هاي معدنی در آن توانایی انحلال فسفات
ت براي انجـام ایـن پـژوهش برگزیـده     کننده فیتا هاي تجزیه مندي در تولید آنزیم ناشناخته از نظر توان

  .باشند ها توان تولید آنزیم فیتاز را دارا می نتایج ما نشان داد که این گروه از میکروارگانیسم. 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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