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  چکیده
ها در تبدیل مواد آلی به فـرم معـدنی بـا    بسیاري از آن. هاي خاکزي در چرخه عناصر غذایی اهمیت زیادي دارندقارچ

باشد فرم آلی میه ب هاي آلیدر خاك فسفر خاكبخش عمده  که از آنجائی. هاي مختلف نقش مهمی دارندتولید آنزیم
 ـ. ها در معدنی کردن این ترکیبات بسیار با اهمیت استنقش قارچ هـاي اسـید فیتیـک و    ثیر بسـتره أبه منظور مطالعه ت

 هاي قارچی، آزمایشی در قالـب طـرح کـاملاً   هاي فسفاتاز اسیدي و قلیایی جدایهگلیسروفسفات سدیم بر فعالیت آنزیم
جدایـه   4( قـارچی جدایـه   7نخسـتین فـاکتور آزمـایش شـامل     . سه تکرار انجام شـد  در فاکتوریل و صورتب تصادفی

 Trichoderma harzianum )Th( ،Rhizoctonia(هاي  جدایه از قارچ 3و ) spp.  Aspergillus )A7 ،A10 ،A15 ،A19قارچ
solani )R ( وPenicillium spp. )P (( به همراه تیمار شاهد)اسید (ترکیبات آلی فسفردار  ،و دومین فاکتور) ارچفاقد ق

هـاي  جدایهترشح شده توسط اسیدي و قلیایی خارج سلولی  هايفعالیت فسفاتاز. بودند) فیتیک و گلیسرو فسفات سدیم
-روز انـدازه  14و  7درجه سانتیگراد رشد داده شده بودند طی دو زمـان   28در دماي   PDBفوق که در محیط کشت

فعالیت فسفاتاز اسیدي و قلیایی در سطح میزان در ي قارچی هانتایج این تحقیق نشان داد که کلیه جدایه .گیري شدند
 ها، بیشترین فعالیت فسـفاتاز قلیـایی و اسـیدي مربـوط بـه قـارچ      داري داشتند و از میان جدایهدرصد اختلاف معنی 5

Trichoderma harzianum در این آزمایش جدایه. بود A15 بیشترین فعالیت آنزیمی را  آسپرژیلوسهاي جدایه در بین
باشد و نوع ها از فسفاتاز قلیایی بیشتر میها حاکی از این بود که فعالیت فسفاتاز اسیدي در کلیه جدایهبررسی. نشان داد

سفاتاز اسیدي و فعالیت ف. داري داشته استثیر معنیأهاي مورد مطالعه تفسفر آلی بر فعالیت فسفاتاز در بین کلیه جدایه
  .اسید فیتیک بود محیط کشتمحیط کشت گلیسرو فسفات سدیم بیشتر از در قلیایی

  
 اسیدي و قلیایی اسید فیتیک، گلیسرو فسفات سدیم، فسفاتاز، هاي خاکزيقارچ :هاي کلیديواژه

  

                                                        
گروه مهندسی علوم خاك ،کشاورزي دانشگاه فردوسی مشهد، دانشکده مشهد،: نویسنده مسئول، آدرس. ١   
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 ترکیبات آلی   هاي خاکزي در حضور هاي مختلف قارچهاي فسفاتاز اسیدي و قلیایی جدایهبررسی فعالیت آنزیم/  2

  مقدمه
بسیاري از ریزجانداران آزادزي در خاك هستند 

ولی و درون سـلولی  هاي برون سـل که توانایی تولید آنزیم
 ).1993هابـل و بیـک،  (تاز را دارنـد  ـاز و فیـفاتـمانند فس
ــدرولیز کــردن   آنزیمــی فســفاتاز ــق هی اســت کــه از طری

و  یون فسفاتها به منواسترهاي اسیدفسفریک و تبدیل آن
اد، گروه فسفات را آز هیدروکسیلروه ـک گـی مولکولی با

ها بسترهاین آنزیم. سازد خود جدا می) بستره( ماده پیش از 
هاي مختلفی دارند که از لحاظ سـاختمانی بـا هـم فـرق     

فسفاتازها در چرخه بیوژئوشیمی فسفر نقش مهمی . دارند
کـارکرد ایـن   ). 2006ران، گوماریس و همکـا (کنندایفا می

. اسـت  فسـفوریلاز و  کینـاز هـاي   ها برعکس آنـزیم آنزیم
هـاي فسـفات را بـا     هاي کینـاز و فسـفوریلاز گـروه    آنزیم

بـه پـیش مـاده     ATP هاي پر انرژي مثل استفاده از مولکول
  ). 2006همکاران،  گوماریس و( سازند خود متصل می

ــه در واکو  ــلولی ک ــفاتازهاي درون س ــفس ل و ئ
  وزیکول قرار دارند بعـد از تخریـب غشـاي سـلولی آزاد     

هـاي  یابنـد، ایـن آنـزیم   شوند و به خارج سلول راه میمی
هـا و  هـا، قـارچ  خارج سلولی روي دیواره سـلولی ریشـه  

آسري و همکاران، (شوند هاي گرم مثبت جذب میباکتري
هـا در خـاك توسـط گیاهـان و     ترشح این آنـزیم  .)2009

هـاي گیـاه در   اگرچه ریشـه . گیردجانوران نیز صورت می
تولید فسفاتازها نقـش دارنـد امـا فسـفاتازهاي میکروبـی      

در هیـدرولیز ترکیبـات آلـی خـاك     ) هاها و باکتريقارچ(
هـاي حـل   قـارچ ). 1987طرفدار و جانک، (ثرترهستند ؤم

هاي ها براي آزادکردن آنزیماکتريکننده فسفات نسبت به ب
فسفاتاز در خاك و حل کردن فسفر خاك برتـري دارنـد،   

توانند فواصل دورتري از خـاك را  ها میهاي آنزیرا ریسه
). 1983کوسی، (ها طی کنند به آسانی در مقایسه با باکتري

شـوند کـه در   هـا تولیـد مـی   هاي زیادي توسط قارچآنزیم
  . کنندنقش مهمی ایفا می چرخه عناصر غذایی خاك

هاي مختلف کاربردهـاي  علاوه بر آن در صنعت
در میان تعداد زیـادي از ریـز  . بیوتکنولوژي فراوانی دارند
بـدلیل کشـت    فیلامنتوسهاي جانداران غیر پاتوژن، قارچ

هاي خارج سـلولی، بسـیار مـورد    آسان، تولید بالاي آنزیم
). 2006ن، گومــاریس و همکــارا(گیرنـد  توجـه قــرار مــی 

هـاي حـل کننـده فسـفات در     از جمله قـارچ  آسپرژیلوس
ریزوسفر است که توانایی معدنی کردن فسفرآلی به معدنی 

فیتـرتین و همکـاران،   (را از طریق فراینـد هیـدرولیز دارد   
میـزان معــدنی شــدن فســفر بســتگی بــه فعالیــت  ). 2008

). 2003ســاپاراتکا، (میکروبـی و فعالیــت فســفاتازها دارد  
هـایی کـه   ین نوع فسفاتاز در خاك وجـود دارد و آن چند

انــد شــامل فسفومنواســترازها و فســفودي بیشــتر معمــول

ــر روي . اســترازها و فیتازهــا هســتند ــترازها ب فسفومنواس
 pH کنند و بر اساس اپتـیمم منواسترهاي فسفات عمل می

محیط به دو صورت فسفومنواسترازهاي اسیدي و قلیـایی  
هـاي  منواسترازهاي اسیدي در خاكفسفو. شوندتقسیم می

هاي بـازي و  اسیدي و فسفومنواسترازهاي قلیایی در خاك
فیلیپ  ).2003ساپاراتکا، ( خنثی بیشترین فعالیت را دارند

گزارش کردند که پروسه معدنی شدن  )2008(ن و همکارا
هـا بخصـوص   فسفر از ترکیبات فسفر آلـی توسـط آنـزیم   

هـا در  ایـن مکـانیزم   گیـرد، فسفاتاز و فیتـاز صـورت مـی   
مدیریت حاصلخیزي خـاك و تغذیـه گیـاه نقـش مهمـی      

و مشتقات ) فیتات(ها هگزا فسفات -اینوزیتول پنتا  .دارند
و همچنین گلیسرو فسفات ) دارفیتات کلسیم و منیزیم(آن 

  ســدیم از جملــه ترکیبــات فســفر آلــی خــاك محســوب  
  ).2005تورنر و همکاران، (شوند می

یـا  ) منـو و هگـزا فسـفات   (ها تاینوزیتول فسفا
در طبیعت فراوان یافت شده و بخش عظیمی  (IP6)فیتات 

-هاي یوکاریوت را شـامل مـی  از اینوزیتول فسفات سلول
اي ابتـدایی فسـفر   اسید فیتیک یا فیتات، فرم ذخیره. شوند

پدرسـین و همکـاران،    برینچ(باشد هاي گیاهان میدر دانه
و مرتبط به بخش فیبـري   )2004بانرجی،  و واتس ؛2002

و  هـاروس ( بعضی از غذاها مانند سبوس و غلات اسـت 
ها یک سوم فسفر بـه صـورت   در علوفه. )2005همکاران، 

به فسفر معدنی قابل هضم و دو سوم به صورت فسفر آلی 
هـاي کلسـیم و منیـزیم    باشند که بـا نمـک  شکل فیتین می

مخلوط شده و به نام اسید اینوزیتول هگـزا فسـفریک یـا    
). 2004واتس و بانرجی، (همان اسید فیتیک معروف است 

هـا را تشـکیل   درصد فسفر آلی خـاك  60فیتاتها، بیش از 
هاي مختلف هایی با یوندهند و اغلب به صورت نمکمی

  ).1995، جنینگ(د حضور دارن
این ترکیب علاوه بر گیاه در حیوانـات و حتـی   

گلیسرو  ).1987، زدریچار(شوند جانداران نیز یافت میریز
فسفات سدیم یک ترکیـب منـو فسـفاته آلـی اسـت و در      

ت خاك نیز وجود دارد و از گلیسرول و یک گـروه فسـفا  
 .تشکیل شده است این ترکیـب در آب قابـل حـل اسـت    

نشان داد کـه   )2002(تسکووا و همکاران نتایج تحقیقات 
بیشترین میزان تولید فسفاتاز اسـیدي در طـول فـاز رشـد     
تصاعدي و کمترین میزان تولید این آنـزیم در فـاز ثابـت    

 )1999( اما پاپاجیانی و همکاران. دهدرشد قارچ روي می
آن دادند که بیشترین میزان تولیـد فسـفاتاز    نظري مخالف

در ایـن رابطـه   . دهـد اسیدي در فاز ثابـت قـارچ رخ مـی   
که شیمی سلولی  نداشاره کرد )2003(الکسیوا و همکاران 

. فسفاتاز وابسته به فسفر معدنی موجـود در محـیط اسـت   
 )2006( دانیـل نتایج بدست آمده از مطالعات یـان هـان و   
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آنـزیم فسـفاتاز    Aspergillus Ficcumنشان داد که قـارچ  
بیشتري نسبت به آنزیم فیتاز در مجاورت فیتین تولید مـی 

   .کند
در طی تحقیقات صورت گرفته در رابطه بـا دو  

  نوع آنزیم فیتاز و فسفاتاز حاصل از یک نوع کپک به نام
Aspergillus Oryzae    نتایج نشان داد که سه نوع فسـفاتاز

ــیدي ــت  (ACP-I، ACP-II، ACP-III) اس ــیط کش در مح
به عنوان تنها منبع (مایع قارچ فوق که حاوي اسید فیتیک 

 هـا آنـزیم آنـالیز ایـن   . باشد، مشاهده شده استمی) فسفر
 اسید فسفاتاز هستند وACP-III   وACP-I   که نشان داد
ACP-II طی دوره هاآنزیمهمچنین این . باشدیک فیتاز می

آزاد شـدن  . تولیـد شـدند  هـا  هاي مختلف رشد میسـیلیوم 
فیتیک به دلیل همکاري ایـن سـه آنـزیم در     فسفر از اسید
در رابطـه  . )2002فوجیتا و همکـاران،  ( باشندهیدرولیز می

 یــاداو و طرفـــدار  rugulosa Emmericella  چبــا قــار  
عنوان کردند کـه ایـن قـارچ باعـث افـزایش       ،)2003(

فـراهم   شود، دلیـل آن را تولید و عملکرد گیاه ارزن می
لیـت فسـفاتاز و فیتـاز عنـوان     شدن فسفر از طریـق فعا 

گـزارش کردنـد کـه    ، )2004( و بـانرجی  سوات. کردند
تولید فسـفاتاز هـم در محـیط کشـت جامـد و هـم در       

  .گیردمحیط کشت مایع صورت می
همچنین این محققین یکـی از کاربردهـاي ایـن    

ز آنزیم را اینطور بیان کردند کـه بـا اضـافه کـردن فسـفاتا     
تـوان  اي مـی اسیدي به جیره غذایی حیوانات تـک معـده  

هـاي گیاهـان موجـود    فسفر موجود در فیتات که در دانـه 
است را قابل حل کرد و به این ترتیب قابلیـت دسترسـی   
فسفر را در حیوان بهبـود داد و از طرفـی دفـع فسـفر بـه      

ي فسـفاتاز کـاربرد صـنعتی    هـا آنزیم. محیط را کاهش داد
 امـا فیتـاز کـه یـک نـوع اسـید فسـفاتاز       محدودي دارنـد  

)3.1.3.8EC.(    است، در خوراك دام بسیار حـائز اهمیـت
آنچه که از  بر پایه). 2006گوماریس و همکاران، (باشد می

آیـد، فعالیـت فسـفاتازها در     مـی   هاي گوناگون بر پژوهش
ها که حاوي ترکیبات آلی فسفره بودنـد  محیط کشت قارچ
طبـق تحقیقـات    .باشـد مـی اران جانـد  بیشتر از سایر ریـز 

 حـائز در این رابطـه بسـیار    هاآسپرژیلوسصورت گرفته، 
بر این اساس، هدف این پژوهش بررسـی  . اهمیت هستند

ــه    ــایی جدای ــیدي و قلی ــفاتازهاي اس ــت فس ــاي فعالی ه
آسپرژیلوس استان خراسان رضوي و مقایسه با سه جدایه 

در  هارزیانوم تریکودرماو  سولانی رایزوکتونیاو  پنیسیلیوم
حضور اسید فیتیک و گلیسرو فسـفات سـدیم در شـرایط    

 .آزمایشگاهی بوده است
  
  

  هامواد و روش
جهـت مطالعـه فعالیـت فسـفاتازهاي اســیدي و     

 هاي قارچ، آزمایشـی در قالـب طـرح کـاملاً    قلیایی جدایه
. سه تکرار انجـام گرفـت   و درفاکتوریل بصورت تصادفی 

چهار ( قارچیجدایه  فتهنخستین فاکتور آزمایش، شامل 
و سه ) spp.  Aspergillus )A7 ،A10 ،A15 ،A19جدایه قارچ

، )Trichoderma harzianum )Th( هـاي  جدایـه از قـارچ  
Rhizoctonia solani )R ( وPenicillium spp. )P (( ــه ب
هــاي جدایــه. بودنــد) فاقــد قــارچ(همــراه تیمــار شــاهد 

خراسـان  اسـتان  مختلـف   مزارع هاياز خاك آسپرژیلوس
ش رقیق سازي به رو  ،)بجنورد و مشهد، قوچان، فریمان(

پـس از   و )2009آسري و همکـاران،  (با پلیت جداسازي 
سـه نـوع   . شـدند  شناسـایی مشاهده در زیر میکروسکوپ 

 Trichoderma harzianum، Rhizoctonia solani  قـارچ 
ــکی     .Penicillium sppو ــروه گیاهپزش ــیون گ از کلکس

دومــین فــاکتور . گردیــدی مشــهد تهیــه دانشــگاه فردوســ
اسـید فیتیـک و گلیسـرو فسـفات     (ترکیبات آلـی فسـفره   

گـرم   55/1گلیسرو فسفات سدیم به میـزان   .بودند) سدیم
، خالص شده از گیـاه ذرت اسـت  (در لیتر و فیتات سدیم 

ــولی آن ــرم مولکــ ــولی آن 8/923جــ ــرم مولکــ  و فــ
C6H6Na12O24P6 تر بعـد  در لیگرم  77/0به میزان ) باشدمی

بـه صـورت   هـر کـدام   از استریل شدن محیط کشت مایع 
مجزا اضافه شدند، با توجه به درصد فسفر در هر ترکیـب  
آلی، سعی شد تـا میـزان فسـفر در هـر دو ترکیـب برابـر       

  . انتخاب شود
روز  5 به مدتPDA 1 ها در محیط کشتجدایه

متـري  میلی 8هایی با قطر رشد داده شدند و سپس دیسک
کـه  PDB 2 لیتر محیط کشـت مـایع  میلی 50 قیح بهبراي تل

ظـروف  . حاوي ترکیبات آلی فسـفر بودنـد، اسـتفاده شـد    
ها داخل انکوباتور حاوي محیط کشت مایع به همراه قارچ

آسري ( درجه سانتیگراد قرار داده شدند 30تا  28در دماي 
ــاران ــس از  . )2009 ،و همک ــاردهم پ ــتم و چه در روز هف

تاز اسیدي و قلیایی خارج سلولی قارچفعالیت فسفا ،تلقیح
  .گیري شدها اندازه

ــدازه  ــراي ان ــفاتاز از روش  ب ــزیم فس ــري آن گی
لیتر عصاره میلی 1. شداستفاده  )1969طباطبایی و بریمنر،(

 ـ 4محیط کشت مایع را برداشته و به آن   MUB رمیلی لیت
گیـري فسـفاتاز   جهـت انـدازه    =5/6pHبافر اسـیدي بـا   (

گیـري  جهـت انـدازه    =5/10pHقلیـایی بـا   اسیدي و بافر 
میلی لیتر محلول پارانیتروفنیل فسفات 1و ) فسفاتاز قلیایی

                                                        
1  . Potato Dextrose Agar 
2  . Potato Dextrose Broth 
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سپس ظروف حاوي این مواد در انکوباتور در . اضافه شد
. ساعت قرار گرفتنـد  1درجه سانتیگراد به مدت  37دماي 

لیتـر محلـول   میلـی  1بعد از یک ساعت به محلـول فـوق   
لیتر سود نیم مولار اضافه میلی 4و  کلرید کلسیم نیم مولار

ــدیل  . شــد ــزیم، تب ــت آن ــت در نتیجــه فعالی ــن حال در ای
پارانیتروفنیل به پارانیتروفنل که زرد رنـگ اسـت صـورت    
گرفــت و بــا تعیــین شــدت رنــگ توســط دســتگاه       

نانومتر، فعالیت فسـفاتاز   410اسپکتروفتومتر در طول موج 
توانایی کـه یـک   فعالیت آنزیم بر اساس . گیري شداندازه

آنزیم براي آزاد کردن یک میکروگرم پارانیتروفنل در یـک  
. شوددرجه سانتیگراد دارد، تعریف می 37ساعت در دماي 

میزان فعالیت آنزیم فسـفاتاز از طریـق منحنـی اسـتاندارد     
هاي به دست آمـده در پایـان آزمـایش بـا      داده .تعیین شد

زیـه و  مـورد تج Excel و MSTATC کمک نـرم افزارهـاي  
ها بـا   هاي آماري قرار گرفتند و مقایسه میانگین دادهتحلیل

درصـد   5اي دانکـن در سـطح احتمـال     آزمون چند دامنـه 
  .انجام شد

  نتایج و بحث
هاي قارچ در دو فعالیت فسفاتاز اسیدي جدایه

محیط کشت حاوي گلیسرو فسفات سدیم و اسید فیتیک، 
 در این شکل. نشان داده شده است 1در شکل 

و اسیدفیتیک به  SGگلیسروفسفات سدیم به صورت 
-ها جدایه xدر محور . نمایش داده شده است PAصورت 

هاي قارچی هر کدام به صورت علامت اختصاري 
، A7 ،A10 ،A15(ها به ترتیب آسپرژیلوساند، مشخص شده

A19 ( ،Trichoderma harzianum )Th( ، Rhizoctonia 
solani )R ( وPenicillium spp. )P (اندنمایش داده شده.  

در محیط حاوي گلیسرو فسفات سدیم، بین 
ها از لحاظ فسفاتاز اسیدي اختلاف معنیاکثریت جدایه

هاي در میان جدایه .)>05/0P(داري مشاهده شد 
کمترین و در مقایسه  A10 بیشترین و A15 ، آسپرژیلوس

 کمترین فعالیت  A10و  بیشترین 1Th ،هاکلی بین جدایه
در محیط حاوي اسید . فسفاتاز اسیدي را به همراه داشتند

 A19 و A15 ،آسپرژیلوسهاي فیتیک، در میان قارچ
 Th ،کمترین و در مقایسه کلی A7 و A10 بیشترین و

فعالیت  .بیشترین فعالیت فسفاتاز اسیدي را نشان دادند
بسیار کم ) بدون قارچ(فسفاتاز اسیدي در تیمار شاهد 

ري و آس. بود که از آن صرفنظر شد) رنزدیک به صف(
هاي در طی بررسی که بر روي قارچ )2009( همکاران

 ،Aspergillus هاي مختلفمختلف از جمله گونه

                                                        
1. Trichoderma harzianum 

Penicillium، Pseudeurotium zonatum و 
Trichoderma  از لحاظ فعالیت فسفاتاز اسیدي انجام

ا هدادند، دریافتند که بین فعالیت فسفاتاز اسیدي قارچ
 Trichodermaداري وجود دارد، قارچ اختلاف معنی

harzianum  بیشترین فعالیت فسفاتاز اسیدي را در میان ،
هاي همچنین در میان قارچ. هاي مورد بررسی داشتقارچ

 بیشترین فعالیت آنزیمی مربوط به گونه آسپرژیلوس
Aspergillus parasiticus  هاي مختلف بود که در زمان

الکسیوا و . لیت فسفاتاز اسیدي را دارا بودبیشترین فعا
میزان فعالیت فسفاتاز دریافتند که ) 2002(همکاران 

هاي ها در محیط کشت مایع بیشتر از محیطاسیدي قارچ
باشد و بیشترین دیگر و حتی از عصاره میسیلیومی می

، آسپرژیلوسهاي فعالیت فسفاتاز اسیدي در قارچ
دلیل . مشاهده شده است پورانروسو  فوزاریوم، پنیسیلیوم

ها از لحاظ ویژگیآن ممکن است، تفاوت داشتن جدایه
ها موجوداتی قارچ. هاي ژنتیکی و مورفولوژیکی باشد

ها وجه مشترك آن. اند و با هم اختلاف زیادي دارندمتنوع
  . ها هتروتروف هستندهاست که همه آنآن نحوه تغذیه

م غذا، به هاي هضها پس از ترشح آنزیمقارچ
ها مواد غذایی محیط خود را شکسته و به کمک آن

آورند که صورت مواد ساده و محلول در آب در می
ها در قارچ. شودها میهاي آنمقداري از آن جذب سلول

هاي هضم کننده را آزاد هاي آلی، آنزیمتماس با مولکول
که از این لحاظ  شودها میکنند که سبب هیدرولیز آنمی
یکی دیگر از ). 1372مهرآوران، (هم اختلاف دارند با 

ها شده عواملی که سبب تغییر فعالیت آنزیمی بیشتر جدایه
ها از لحاظ این باشد که جدایه ه علتاست ممکن است ب

تولید میزان اسیدهاي آلی متفاوتند در نتیجه در محیط آن
شود که خود این عامل نیز بر متفاوتی ایجاد می pH ها

ثیر گذاشته و سبب اختلاف در این أها تت فسفاتاز آنفعالی
شود، مشاهده می 1همانطور که در شکل . شودزمینه می

ثیر نوع ترکیب آلی بر فعالیت فسفاتاز أدر رابطه با ت
ها در محیط گلیسرو فسفات سدیم نسبت اسیدي، جدایه

به اسید فیتیک فعالیت فسفاتاز اسیدي بیشتري داشتند، به 
داري در میزان که اختلاف معنی R 2و A10 دایهغیر از ج

فعالیت فسفاتاز اسیدي در دو محیط کشت حاوي دو 
نوع و غلظت بستره آلی از عواملی . بستره آلی نشان ندادند

جانداران اثر دارد و است که بر خصوصیات متابولیکی ریز
ها از جمله باعث ایجاد اختلاف در فعالیت متابولیکی آن

  ). 2008فیترتین و همکاران، (شود ها میآنزیم

                                                        
2. Rhizoctonia solani 
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 5/  1393/  1شماره /  2جلد / شناسی خاك زیست نشریه

 

در محیط حاوي گلیسرو فسفات سدیم رشد 
ها با سرعت بیشتري نسبت به زمان صورت گرفت و قارچ

نتایج حاصل از . ها نیز سریعتر بودحتی اسپوردهی قارچ
حاکی از این بود که ) 2008(مطالعه فیترتین و همکاران 

 Bacillusجانداران، فعالیت فسفاتاز اسیدي ریز
subtilis،mallei  Pseudomonas  ،renig Aspergillus ،

Penicillium  در محیط کشت حاوي اسید فیتیک در
مقایسه با گلیسرو فسفات سدیم، فنیل فسفات، دي 
گلوکوز فسفات بیشتر است که این با نتایج مطالعه حاضر 

علت این تناقض شاید به دلیل نوع اسید . تناقض دارد

د فیتیک که فیترتین در تحقیق خود اسی. فیتیک است
استفاده کرد یک اسید فیتیک خالص شده از دانه برنج با 

 C6H6Na2O24P6 و فرمول مولکولی 4/660جرم مولکولی 
اما در تحقیق حاضر، اسید فیتیک که استفاده شد . است

خالص شده از گیاه ذرت است که جرم مولکولی 
در . باشدمی C6H6Na12O24P6 و فرم مولکولی آن 8/923آن

تا سدیم وجود دارد که ممکن  12 این نوع اسید فیتیک،
در محیط کشت، مانع  EC است سبب شوري و بالارفتن

ها فعالیت بیشتر فسفاتاز اسیدي شود و یا در رشد قارچ
   .ثیر گذار باشدأت

  

  
  ديفسفاتاز اسیآنزیم هاي قارچ بر فعالیت ثیر ترکیبات آلی فسفر و جدایهأت - 1 شکل

  
هاي ثیر زمان بر فعالیت فسفاتاز اسیدي جدایهأت

در محور عمـودي   .نشان داده شده است 2قارچ در شکل 
شود و در محـور  فعالیت آنزیم فسفاتاز اسیدي مشاهده می

باشـند در ایـن شـکل فعالیـت     هاي قارچی میافقی جدایه
روز بعـد از تلقـیح نشـان داده     14و  7آنزیم در دو زمـان  

فعالیـت فسـفاتاز   هـا از لحـاظ   بین اکثر جدایه. شده است
داري وجـود  روز اختلاف معنی14و  7 اسیدي در دو زمان

ــه  .)>05/0P(دارد ــان جدایـ ــتم در میـ ــاي در روز هفـ هـ
کمترین فعالیت آنزیمی  A10 بیشترین و A15  ،آسپرژیلوس

 A10 بیشـترین و Th ، هـا و در مقایسـه کلـی بـین جدایـه    
در روز . انـد کشت نشـان داده  کمترین فعالیت را در محیط

 بیشترین و A15 ،آسپرژیلوسهاي چهاردهم در میان جدایه
A10  هـا کمترین فعالیت و در مقایسه کلی بین جدایـه،Th  

  . کمترین فعالیت آنزیمی را به همراه داشتند R بیشترین و
مشاهده شد، با گذشـت   2همانطور که در شکل 

اسیدي اکثریت جدایهروز فعالیت فسفاتاز 14تا  7زمان از 
در طی بررسی تغییرات فعالیت فسـفاتاز  . ها افزایش یافت

کـه افـزایش فعالیـت     روز مشاهده شـد 14تا  7اسیدي از 
بـه یـک نسـبت اسـت      ها تقریباًآنزیمی در اکثریت جدایه

ها افزایش بیشتري نسبت به بقیه جدایه  A19البته در جدایه
زمان مشاهده شد  در فعالیت فسفاتاز اسیدي آن با گذشت

 ـ    R و جدایه ثیر زیـادي بـر فعالیـت    أنیـز گذشـت زمـان ت
زمان یکی از پارامترهایی است . فسفاتاز اسیدي آن نداشت

در . هـا اثـر دارد  که بر فعالیت فسفاتاز محیط کشت قـارچ 
هـا بـا گذشـت زمـان افـزایش      مطالعه حاضر بیشتر جدایه
علـت آن ممکـن اسـت رشـد      .فعالیت فسفاتاز را داشـتند 

گـردد  ها در محیط کشت باشد که سـبب مـی  بیشتر جدایه
هـاي  نیاز به مواد غذایی افزایش یابـد و در نتیجـه آنـزیم   

یکـی دیگـر از دلایـل    . ها آزاد شـوند بیشتري توسط قارچ
افزایش فعالیت آنزیمی در طی زمان ذکر شده ممکن است 

این فاز جدایه در طی. ها باشدمربوط به فاز رشدي جدایه
ها رشد سریعتري دارند و فعالیت آنزیمی نیز بیشتر اسـت  

طـی   )2009( آسري و همکـاران ). 2003یاداو و طرفدار، (
هـا انجـام دادنـد،    بررسی که بر تاثیر زمان بر فعالیت آنزیم

ها در روز چهاردهم نسبت به روز هفتم، دریافتند که قارچ
ید کردنـد کـه دلیـل    تولفسفاتاز اسیدي و قلیایی بیشتري 

هـا  آن را فراهم بودن عناصر غذایی مکفی بـراي قـارچ  
هـا  هـا ادامـه دادنـد کـه قـارچ     بیان کردند، همچنین آن
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باشـند کـه   داراي مراحل یا فازهاي مختلف رشدي مـی 
  . شرایط تولید آنزیم در این فازها متفاوت است

 21 ،کـه فسـفاتاز اسـیدي   از طرفی آنها دریافتند 
روز بعـد از تلقـیح    14لقیح و فسفاتاز قلیایی روز بعد از ت

این باشد که قارچ ه علتیابد که ممکن است بکاهش می
همچنـین فیتـرتین و   . اندها به مرحله ثابتی از رشد رسیده

جانداران دریافتند که فسفاتاز اسیدي ریز )2008(همکاران 
ــارچ( ــاکتري ق ــان تغییــر    ) هــاهــا و ب ــا گذشــت زم   ب

) و پنیسـیلیوم  آسـپرژیلوس (هـا  قـارچ کنـد، در مـورد   مـی 
امـا ایـن   . فعالیت آنزیمی با گذشت زمان افزایش پیدا کرد

هـا انجـام داد،   محقق طی تحقیقی که بر فسـفاتاز بـاکتري  

گزارش کرد که هرچـه از زمـان تلقـیح در محـیط کشـت      
یابد گذرد فعالیت فسفاتاز کاهش میحاوي اسید فیتیک می

عصـاره  (ره ماده آلی طبیعـی  اما در محیط کشتی که از بست
ثیر زمان بر فعالیـت  أاستفاده کرد در رابطه با ت) کود گاوي

هـا  فسفاتاز نتایج متنوعی بدست آمد، در بعضی از جدایـه 
هـا فعالیـت   فعالیت آنزیم بالا رفته و در بعضـی از جدایـه  

ویس و ). 2011فیترتین و همکاران، (آنزیم کم شده است 
ن کردند که فعالیت آنزیمـی ریـز  نیز بیا ،)1999(همکاران 

هاي آلی فسفر با گذشـت  جانداران در محیط حاوي بستره
  .زمان متفاوت است

  

  
  فسفاتاز اسیديآنزیم هاي قارچ بر فعالیت ثیر زمان و جدایهأت - 2شکل 

  
هـاي قـارچ در دو   فعالیت فسفاتاز قلیایی جدایه

محیط کشت حاوي گلیسرو فسفات سدیم و اسید فیتیک، 
در ایــن شــکل  . نشــان داده شــده اســت   3در شــکل 

و اسـیدفیتیک بـه    SGنیزگلیسروفسفات سدیم به صورت 
در محـور عمـودي   .نمـایش داده شـده اسـت    PAصورت 

هـاي  فعالیت فسـفاتاز اسـیدي و در محـور افقـی جدایـه     
قارچی هر کدام به صورت علامـت اختصـاري مشـخص    

، )A7 ،A10 ،A15 ،A19(ها بـه ترتیـب   آسپرژیلوساند، شده
Trichoderma harzianum )Th(، Rhizoctonia solani 

)R ( وPenicillium spp. )P (ــد در .نمــایش داده شــده ان
محیط حـاوي گلیسـرو فسـفات سـدیم، بـین اکثریـت       

داري ها از لحاظ فسفاتاز قلیـایی اخـتلاف معنـی   جدایه
ــد ــاهده شـ ــه. )>05/0P( مشـ ــان جدایـ ــاي در میـ هـ

کمتـرین و در    A10ترین وبیش A19 و A15 ،آسپرژیلوس
کمترین فعالیـت   A10 بیشترین و Th ،هابین کلیه جدایه

 . فسفاتاز قلیایی را نشان دادند
هاي در محیط حاوي اسید فیتیک، در میان جدایه

کمترین و در A7 و  A10بیشترین و A19 و  A15،آسپرژیلوس
بیشترین فعالیت فسفاتاز قلیـایی   Th ،هامقایسه کلی جدایه

ــه همــراه داشــتندرا  طــی  )2009( آســري و همکــاران. ب
 Aspergillus Penicillium ،هـاي اي که بین گونـه مقایسه

Pseudeurotium zonatum و Trichoderma sp   در رابطـه
 با فعالیت فسفاتاز قلیایی انجام دادند، بیان کردند که قارچ

Trichoderma Sp       بیشـترین فعالیـت فسـفاتاز قلیـایی را
بیشـترین فعالیـت    آسـپرژیلوس هـاي  میان گونـه در . دارد

طـی   .بـود  Aspergillus parasiticus  مربـوط بـه گونـه   
هـاي  بر گونـه ، )2003(تحقیقی که توسط یاداو و طرفدار 

از لحاظ فعالیـت   امرسیلا، پنیسیلیوم، آسپرژیلوسمختلف 
هـاي  کـه جدایـه   نشان دادفسفاتاز قلیایی صورت گرفت، 

  Aspergillus niger هـا گونـه  نو از میـان آ  آسـپرژیلوس 
اما ماکزیمم فعالیت . کمترین فعالیت فسفاتاز قلیایی را دارد

 ها گونهو از میان آن امرسیلاهاي فسفاتاز قلیایی در جدایه
Emmericella rugulosa  هــاي  جدایــه. دارد وجــود

طـی  . پنیسیلیوم در بین این دو گـروه قـارچ قـرار گرفتنـد    
کیب آلـی فسـفر، فعالیـت فسـفاتاز     مقایسه بین دو نوع تر

هـا در محـیط کشـت حـاوي گلیسـرو      قلیایی اکثر جدایـه 
فسفات سدیم نسبت به محیط حاوي اسید فیتیـک بیشـتر   
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داري که اختلاف معنی R و A10 هايبه غیر از جدایه. است
 .شت نداشتنددر فعالیت فسفاتاز قلیایی در دو محیط ک

قلیـایی   پس نوع ترکیب آلی بر فعالیت فسـفاتاز 
هاي محیط حاوي گلیسـرو  رشد قارچ. ها نیز اثر داردقارچ

فسفات سدیم بهتر از محیط حـاوي اسـید فیتیـک بـود و     
شاید دلیل دیگـر  . ها نیز سریعتر بودحتی اسپوردهی قارچ

تري بود که در محـیط حـاوي اسـید فیتیـک     پایین pH آن
نسبت به گلیسرو فسفات سدیم ایجاد شد و ایـن عوامـل   

کاهش فعالیت فسفاتاز قلیایی محـیط حـاوي اسـید     باعث
یاداو و (فیتیک نسبت به گلیسرو فسفات سدیم شده است 

عنوان کردند  )2003(الکسیوا و همکاران ). 2003طرفدار، 
 که عوامل مختلفی در آزاد سازي آنزیم اثر دارد از جملـه 

pH  ،کـه اگـر   (مایه تلقیح  حجممحیط کشت، دماي تلقیح
باشد بر رشد و بیـومس اثـر دارد و ممکـن    این عامل کم 

ها از جمله آزاد سازي است باعث کاهش فعالیت متابولیک
، همچنین نـوع منبـع کـربن محـیط کشـت      )فسفاتاز شود

هاسـت و زمـانی کـه منبـع     کربن که ترکیب اصلی سلول(
کند اغلب بر تولید متابولیـک کربن سوخت و ساز پیدا می

ذارد که این بسـته بـه نـوع و    گها اثر میها از جمله آنزیم
  . )غلظت بستره دارد

  

  
  فسفاتاز قلیاییآنزیم هاي قارچ بر فعالیت ثیر ترکیبات آلی فسفر و جدایهأت - 3شکل 

  
ثیر زمـان بـر فعالیـت فسـفاتاز قلیـایی      أت 4 در شکل       

داري اخـتلاف معنـی  . مشاهده شده است هاي قارچجدایه
ها طی دو زمان مشـاهده  جدایه بین فعالیت فسفاتاز قلیایی

 A15،آسپرژیلوسهاي در روز هفتم، در بین جدایه. شودمی
 کمتـرین و در مقایسـه کلـی بـین     A10 بیشترین و A19 و 

کمترین فعالیت آنزیمی را در  A10 بیشترین و Th ،هاجدایه
در روز چهـاردهم، بـین   . محیط کشـت نشـان داده اسـت   

 A10و A7 بیشـترین و  A15 و A19 ،آسپرژیلوسهاي جدایه
 A10 بیشـترین و  Th ،هـا کمترین و در مقایسه کلی جدایه

بـا  . کمترین فعالیت فسفاتاز قلیـایی را بـه همـراه داشـتند    
هـا در روز چهـاردهم   گذشت زمان مشاهده شد که جدایه

. نسبت به روز هفتم فعالیت فسفاتاز قلیایی بیشتري دارنـد 
سفاتاز اسیدي بیان شـد  که براي آنزیم ف دلیل آن همانطور

کـه   هـا باشـد  مین عناصر مکفی براي قارچأممکن است ت
سبب توانایی بیشتر جهت تولید این آنزیم نیز شده اسـت  
از طرفی در طی روزهاي نخستین فاز سازگاري قـارچ بـا   

شـود کـه در ایـن زمـان فعالیـت      محیط رشد مطـرح مـی  
رشـد   ها نیز کم شده و بعـد از آن بـدلیل  متابولیکی جدایه

در رابطـه بـا   . یابـد مساعدتر فعالیت آنزیمی افـزایش مـی  
در اکثـر   تغییرات فسفاتاز قلیایی در طی دو زمـان، تقریبـاً  

کـه   Th ها افزایش یکسانی مشاهده شد البته به جـز جدایه
فعالیت آنزیمی آن در هفته دوم نسبت به هفته اول از بقیه 

دوم در هفتـه   Th شاید شرایط محـیط کشـت  . بیشتر است
هـا،  در میان جدایه. ها بهتر بوده استنسبت به بقیه جدایه

Trichoderma harzianum    در دو زمــان مطــرح شــده
بیشترین فعالیت آنزیمی را داشته است و در میـان جدایـه  

بیشـترین فعالیـت    A15 و A19 ، جدایـه آسـپرژیلوس هـاي  
 pH ها، میـزان میزان رشد متفاوت قارچ. آنزیمی را داشتند

هـاي  ها، جـنس قـارچ، حتـی گونـه    ت محیط کشتمتفاو
مختلف یک قارچ نیز از لحاظ فعالیت فسفاتاز قلیـایی بـا   
هم تفاوت دارند که ایـن بـه مورفولـوژي و خصوصـیات     

   .گرددها بر میساختاري و متابولیکی قارچ
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  فسفاتازقلیاییآنزیم هاي قارچ بر فعالیت ثیر زمان و جدایهأت - 4شکل 

  
فعالیت آنـزیم فسـفاتاز اسـیدي     6و  5در شکل 

)acid(  و قلیایی)alk(     در دو محیط کشـت مقایسـه شـده
در محیط حاوي گلیسـرو فسـفات سـدیم و اسـید     . است

فیتیک، فعالیت فسفاتاز اسیدي بیشـتر از قلیـایی مشـاهده    
ها با گذشـت  شاید دلیل آن این است که قارچ. شده است

 ایـن کـاهش  اند که در محیط شده pH زمان سبب کاهش
pH   هـا  به دلیل تولید اسیدهاي آلی مختلف توسـط قـارچ  
گیـري در دو  در زمان عصـاره  pHگیري با اندازه( باشدمی

ــان  ــول   14و  7زم ــاهش آن در ط ــیح، ک ــد از تلق روز بع
، در شرایط اسـیدي، تولیـد فسـفاتاز    )آزمایش مشاهده شد

 )2009(آسـري و همکـاران   . اسیدي بیشتر از قلیایی است
رابطه با فسفاتاز اسیدي و قلیایی گـزارش کردنـد کـه     در

ها فسـفاتاز اسـیدي را بیشـتر از فسـفاتاز قلیـایی در      قارچ
کنند که این بـا نتـایج پـژوهش    محیط کشت خود آزاد می

در بررسی دیگـر جهـت مقایسـه    . حاضر همخوانی داشت
 فیلامنتـوس هاي توسط قارچ قلیاییو  ياسید يفسفاتازها

هـا،  اسکومیسیت(یع و عصاره میسیلیوم در محیط کشت ما
، فعالیـت بـالاتري از   )هـا ها و زیگومیسـیت باسیدومیسیت

فسفاتازهاي اسیدي خارج سلولی در عصاره میسیلیومی و 
ها در اسکومیسیتي قلیایی تري از فسفاتازهافعالیت پایین

هـا  در باسیدومیسـیت  ياسـید ي مشاهده شـد، فسـفاتازها  
هـا فقـط در عصـاره    ومیسـیت حضور داشـتند امـا در زیگ  
رییـز و  (مشـاهده شـد   قلیـایی  میسیلیوم، فعالیت فسـفاتاز  

ــاران،  ــدي و  ). 2008همک ــط پان ــه توس ــی ک ــی تحقیق ط
هاي پنیبر حلالیت فسفات توسط گونه )2007( همکاران

سیلیوم صورت گرفت، گزارش کردند که فعالیت فسـفاتاز  
تا  5/1به اسیدي بیشتر از فسفاتاز قلیایی است و نسبت آن 

نیـز همـین    )2003(یاداو و طرفـدار  . برابر رسیده است 2
نتیجه را دریافت کردند کـه فعالیـت فسـفاتاز اسـیدي بـه      

هاي مورد بررسی آنفسفاتاز قلیایی در محیط کشت قارچ
  .برابر نیز رسیده است 3ها تا 

  

  
  حیط کشت گلیسرو فسفاتها در مفسفاتاز اسیدي و قلیایی جدایهآنزیم مقایسه فعالیت  - 5 شکل
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  ها در محیط کشت اسید فیتیکفسفاتاز اسیدي و قلیایی جدایهآنزیم مقایسه فعالیت  - 6شکل 

  
  گیري کلینتیجه

هـاي  هاي این پـژوهش نشـان داد، جدایـه   یافته
قارچ از لحاظ فعالیت فسـفاتاز اسـیدي و قلیـایی خـارج     

میـان  در . داري بـا همـدیگر داشـتند   سلولی اختلاف معنی
، بیشترین فعالیت فسفاتاز اسیدي و آسپرژیلوسهاي جدایه

مشاهده  Aspergillus niger  (A15)قلیایی در محیط کشت 
ــد ــه . شـ ــه جدایـ ــین کلیـ ــه بـ ــیط در مقایسـ ــا، محـ هـ
بیشترین فعالیـت  ) Trichoderma harzianum  )Thکشت

نـوع ترکیبـات آلـی    . فسفاتاز اسیدي و قلیایی را نشان داد
هاي بر فعالیت فسفاتاز اسیدي و قلیایی جدایهفسفردار نیز 

ثیرگذاشته است، فعالیت فسفاتاز اسیدي و قلیـایی  أقارچ ت
هاي محیط کشت گلیسرو فسـفات سـدیم بیشـتراز    جدایه

همچنـین بـا گذشـت زمـان فعالیـت      . اسید فیتیک بودنـد 
. هاي قارچ افـزایش یافـت  فسفاتاز اسیدي و قلیایی جدایه

شان داد که فعالیـت فسـفاتاز اسـیدي    علاوه بر آن، نتایج ن
   .ها بیشتر از فعالیت فسفاتاز قلیایی استمحیط کشت قارچ

  
 جدول آنالیز واریانس فسفاتاز اسیدي

   
K Value      Source       Degrees of  Freedom    Sum ofSquares       Mean Square             F Value                 
Prob 
  2       Factor A        6                    10483.283               1747.214                 474.1844         
0.0000 
  4       Factor B        1                          235.679                 235.679                    63.9621        
0.0000 
  6       AB                 6                              36.897                     6.150                      1.6690        
0.1457 
  8       Factor C        1          1381.474               1381.474                   374.9245        
0.0000 
 10       AC               6          1716.257                  286.043                    77.6305        
0.0000 
 12       BC                 1                                4.048                      4.048                      1.0986        
0.2991 
 14       ABC             6               97.103                    16.184                      4.3922        
0.0011 
-15       Error             56              206.342                      3.685 
----------------------------------------------------------------------------- 
              Total                      83                                    14161.083 

  جدول آنالیز واریانس فسفاتاز قلیایی
 
K Value      Source        Degrees of  Freedom      Sum of  Squares         Mean Square          F Value              Prob 
  2               Factor A             6                                  2652.747                     442.125         142.8166            0.0000 
  4               Factor B             1                                   429.703                       429.703         138.8041           0.0000 
  6              AB                      6                                   110.574                          18.429            5.9530           0.0001 
  8              Factor C              1                                   476.148                       476.148         153.8068           0.0000 
 10             AC                      6                                   311.153                          51.859          16.7516            0.0000 
 12             BC                      1                                   50.101                            50.101           16.1839           0.0002 
 14             ABC                   6                                   125.222                          20.870              6.7416          0.0000 
-15            Error                   56                                 173.362                             3.096 
----------------------------------------------------------------------------- 
                 Total                   83                                    4329.010 
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