
www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

 1391، 3، شماره 25جلد                                                                                    مجله زيست شناسي ايران                               

340 

 

  برنج و گندم تيهاي اندوف لومي فيتاز و سلولاز درآزوسپيريآنزيمهامقايسه فعاليت 
  2و زيور صالحي 1،*، گيتي امتيازي1پور مقدم محمدجواد مهدي

  شناسي اصفهان، دانشكده علوم، گروه زيستدانشگاه اصفهان،   1
  شناسي ، دانشكده علوم، گروه زيستدانشگاه گيلانرشت،   2

  16/9/89: تاريخ پذيرش   21/8/88: تاريخ دريافت

  چكيده

، جداسازي شده بودند زيستياز نوعي كود كه و همچنين يك سويه هاي برنج و گندم  از ريشهكه كننده ازت  باكتري تثبيت شش
شده از جدا Azospirillumهاي  سويهدر بين  .شناسايي شدند Azospirillum به عنوان 16S rDNAبا استفاده از تكثير ژن 

دليل فعاليت بيشتر در ه ب) رقم طارم(برنج ريشه و يك جدايه از ) رقم گلستان(يك جدايه از ريشه گندم هاي برنج و گندم،  ريشه
ي آنزيمها  فعاليتمنظور مقايسه ه بو فيتين،  NBRIPساليسين، پكتين، ، )CMC(ي سلولز، كربوكسي متيل سلولز محيطها
 CMCaseداري داراي فعاليت  معني به طوربرنج  جداسازي شده از Azospirillum .گزينش گرديدند كننده ديواره سلولي تجزيه

در  ) FPase(آنزيم فيلتر غشايي اما فعاليت  ،بود )بيشتر درصد 99/46و  77/31 به ترتيب(گندم  جدايهه و فيتاز بيشتري نسبت ب
بيشتر ممكن است محتواي فيتين  يو فيتاز يشتر سلولازفعاليت بي باطارم  جدايهعلت كلونيزاسيون . هر دو سويه تقريباً مشابه بود

  .گلستان باشداين رقم در مقايسه با رقم  تر و ديواره سلولي سلولزي

  .پكتيناز، فيتاز ،سلولاز، Azospirillum تثبيت ازت، : هاي كليدي واژه

  emtiazi@yahoo.com :پست الكترونيكي ،09113368477: تلفن ،نويسنده مسئول* 

  مقدمه
توجه خود كه  1960- 80هاي برخلاف اكثر مقالات در دهه

 كنندگان تثبيت به عنواني ريزوسفري باكتريهارا روي 
ند، اكثر مطالعات اخير روي ا هنمود معطوفازت  احتمالي
 "هاي اندوفيت ازوتروف دي"ي داخل ريشه يعني باكتريها
در سال . )5( دننماي أكيد ميازت ت ندگانكن تثبيت به عنوان

1998، James  وOlivares )15 (شواهديخلاصه  به طور 
هاي اندوفيت  ازوتروف ها ديآنرا مرور نمودند كه بر اساس 

تركيبات ازت واقعي ازت در گياهان بوده و  كنندگان تثبيت
 زياديمدت . دهند هاي خود انتقال ميميزبانه شده را ب تثبيت

از  αزير رده ( Azospirillumي جنس باكتريهااست كه 
ي محرك رشد گياه باكتريهاريزو به عنوان )باكتريهاپروتئو

)PGPR (اند  شناخته شده)جنس يباكتريها .)29و  23 ،22 
Azospirillum  داراي پتانسيل تحريك رشد و توسعه

گياهان از طريق تثبيت ازت، اثرات هورموني، بهبود توسعه 
 و افزايش خروج پروتون در ريشه )29و  2(ريشه 

از ريشه بسياري از گياهان علفي و  باكتريهااين . باشند مي
هاي گرمسيري و معتدل سراسر جهان ر اقليمغلات د

به   Azospirillum يباكتريها كلي به طور. اند جداسازي شده
، اما شوند ميفري در نظر گرفته ي ريزوسباكتريها عنوان
 نحوهد سويه در ارتباط با صي در حهاي اختصاتفاوت

 در اكثر موارد. گردد مي مشاهدهكلونيزاسيون ريشه در آنها 
تعدادي از اين آنها در سطح ريشه كلونيزه شده و فقط 

برخي از ). 25و  14 ،5(كنند  ها گياهان را آلوده مي سويه
اي اختصاصي ه داراي مكانيسم Azospirillumهاي  سويه

حتي كلونيزاسيون در داخل ها و  جهت برهمكنش با ريشه
هاي برخي ديگر در لايه مخاطي يا سلولو  هستندريشه 
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استفاده از . شوند ميكلونيزه  آسيب ديده ناحيه پوست
شده با فلورسنت براي هاي اليگونوكلئوتيدي نشاندارروبپ

rRNA   همراه باscanning confocal microscopy ييد تأ
ي سلولها احيه اي ازن واردA. brasilense Sp245  نمود كه

 سالمكه ظاهراً داراي ديواره سلولي  شدهمويي ريشه 
منطقه مويي ريشه ه اساساً ب Sp7، در حالي كه سويه اند بوده
شود  در همان رقم گندم برزيلي محدود ميريزوسفر، در 

مشخص  Sp245مبناي فيزيولوژيك هجوم سويه  ).1(
ممكن است  Azospirillumهاي  گونه از طرفي ديگر .نيست

ريشه و شده  زخمي و تخريباز طريق تارهاي مويي 
 نشعاباتامحل هاي قشري آسيب ديده در همچنين بافت

 - همياري ريشه گياه. شوند ريشهجانبي ريشه، وارد 
Azospirillum آميز باشد كه  تواند موفقيت تنها زماني مي

جمعيت قابل توجهي ه تري بتواند در خاك بقا يافته و بباك
  . يستم ريشه ميزبان برسدروي س

ره سلولي ديوادهنده  تشكيلپكتين جز اصلي از آنجا كه 
و  يتيكيفعاليت كم سلول و استاوليه و تيغه مياني 

 مشاهده شده Azospirillumهاي وليتيكي در كشتپكتين
از طريق تجزيه آنزيمي تيغه ممكن است  باكتريها، است

قشر ريشه وارد فضاي بين سلولي مياني ديواره سلولي 
هيچ ، Azospirillum irakens جزه ب). 31و  30 ،24(شوند 

به توانند روي پكتين  نمي Azospirillumهاي  كدام از گونه
، 2001در سال ، اماتنها منبع كربن رشد كنند عنوان

Elbeltagi  نشان دادند كه ) 6(و همكارانAzospirillum 

lipoferum باشد ناز ميجدا شده از برنج داراي فعاليت پكتي 
)3،8.(   

و ) اينوزيتول هگزافسفات - نمك ميو(اسيدها  فيتيك
ها خاكآلي درصد از كل فسفر  50ها ممكن است آن اتمشتق

اسيد ذخيره  همچنين فيتيك. )33و  4( را تشكيل دهند
تشكيل  ها اري از بذور و گردهيبساصلي فسفر را در 

اجزاي  نبه عنواشده  هاي اكسيده اينوزيتول). 18(دهد  مي
). 16( شوند ميمحسوب لي ديواره سلوغيرسلولزي 

شده  هاي متيله نشان داده شده است كه اينوزيتول همچنين
دوست  اسمزي در گياهان نمكاز فشار در محافظت 

گياهان از طريق هيدروليز باندهاي  ).13(دارند دخالت 
ها ي فسفاتاز كه يكي از آنآنزيمهاكمك ه ب C-O-Pاستري

 آنزيمهااين  .نمايند اسيد استفاده مي از فيتيك ،اشدب فيتاز مي
نها آ أمعمول در خاك وجود داشته و منش به طور

ها اساساً فيتاز. ندباش گياهان مي ها و ريشه ميكروارگانيسم
در ارتباط با ديواره سلول گياهي و همچنين موسيلاژ مناطق 

فيتاز يك آنزيم مهم جهت ). 33و  7(باشند  أسي ريشه مير
هاي در  ه نمودن ذخاير فسفري براي گياهچهابل استفادق

رسد  نظر ميه ب). 32( باشد ميو تندش گرده حال رشد 
ي ريشه از سلولهاه توانند ب مي Azospirillumي باكتريها
كننده ديواره سلولي شامل كمپلكس  ي تجزيهآنزيمهاطريق 

هدف از مطالعه . سلولاز، پكتيناز و فيتاز هجوم بياورند
از  Azospirillum يباكتريها جداسازي و شناسايي حاضر
  فعاليتاي  مقايسههاي ارقام برنج و گندم و بررسي  ريشه

كننده ديواره سلولي نظير كمپلكس سلولاز،  ي تجزيهآنزيمها
  .باشد مي هاي جدا شده سويهدر  پكتيناز و فيتاز

  هامواد و روش
م گندم هاي ريشه تازه از سه رق نمونه: باكتريهاجداسازي 

طارم، (و از سه رقم برنج ) محليگلستان، شيرازي، سفيد(
هاي  نمونه. استان گيلان فراهم شدنددر ) خزر، هاشمي

سطح ريشه ه كردن ذرات خاك متصل بمنظور جداه ريشه ب
هاي  ريشه. دقيقه با آب شير شستشو شدند 20مدت ه ب

 به مدت درصد 5/0سديم  شسته شده با محلول هيپوكلريت
بار با  3ها حداقل  ريشه. يقه استريل سطحي شدنددق 30

 8تا  5قطعات ه سپس ب آب مقطر استريل آبكشي و
پنس ا شدن ب قطعات بعد از فشرده .شدند متري بريده ميلي

اجزاي . انتقال داده شدند NFbجامد  محيط نيمهه استريل، ب
، فسفات هيدروژن گرم 5 ماليك اسيد: عبارتند از اين محيط
، كلريد سديم گرم2/0، سولفات منيزيم گرم5/0 دي پتاسيم

 2گرم، محلول عناصر كمياب 02/0، كلريد كلسيم گرم1/0
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 5(ميلي ليتر 2ميلي ليتر، محلول الكلي بروموتيمول بلو 
ميلي ليتر، محلول  4، اتيلن دي آمين تترا استات )درصد

 75/1ار گرم، آگ 4كسيد پتاسيم رو، هيدميلي ليتر 1ويتامين 
محلول سود براي تنظيم ( ليتر ميلي 1000ب مقطر گرم و آ

pH  عبارتند ازاجزاي محلول عناصر كمياب  .)8/6تا :
اسيد  گرم،235/0، سولفات منگنز گرم 2/0موليبدات سديم 

سولفات روي  گرم،008/0سولفات مس  گرم،28/0بوريك 
محلول ويتامين  .ليتر ميلي 200گرم و آب مقطر  024/0
و آب  گرم 02/0رم، پيرودوكسين گ 01/0بيوتين: شامل

 يباكتريها وقتي ).11(باشد  مي ليتر  ميلي 100مقطر 
Azospirillum  در محيط نيمه جامد تكثير شوند، يك

كه با گذشت زمان تا گردد  ميديسك رشدي تشكيل 
و در اصطلاح به د مي نماي مهاجرتمحيط نزديك سطح 

  .شود آن پليكل گفته مي

با استفاده از  16S rDNAن كثير ژتو  DNAاستخراج 
PCR :DNA هاي خالص با استفاده از ژنومي از كشت
كمك ه ب )SDS(و سديم دودسيل سولفات  Kيناز ئپروت

منظور سپس ب). 10(تخراج گرديد كلروفرم اس - روش فنل
  ، از پرايمر رفتPCRبا استفاده از  16S rDNA ژن تكثير

5'-AGA GGG GCC CGC GTC CGA TTA GGT 

AGT T-3' 5  و پرايمر برگشتي'-CCC GAC AGT ATC 

AAA TGC AGT TCC CAG GTT-3' طول . ستفاده شدا
ماكروليتر  25هر . باشد باز مي جفت PCR  400محصول 

ليتر روماك 2كدام  پرايمرها هرشامل  PCRمحلول واكنش 
 dNTPsماكروليتر،  2الگو  DNA، )ماكرو مولار 10(
)dATP ،dCTP ،dGTP  وdTTP( 5/0  ماكروليتر)ميلي  10

 واحد 25/0(ليتر ماكرو DNA Taq Pol 5/0 ، )مولار
 PCRبافر ، )آورن، ايران از ژن فن( )ميلي ليتر آنزيمي در هر

10X 5/2 50(ماكروليتر  5/0كلريد منيزيم ليتر، ماكرو 
مراحل  .بود ليترماكرو 15آب مقطر استريل و ) مولار ميلي

PCR سايكلر در دستگاه ترمو)Bio Rad, USA(  انجام
درجه  95شدن اوليه در  برنامه شامل واسرشت. گرفت
درجه  94 شامل سيكل 30دقيقه،  4 به مدتگراد  سانتي

 به مدتگراد  درجه سانتي 55دقيقه،  1 به مدتگراد  سانتي
و يك سيكل  دقيقه 1 به مدتگراد  درجه سانتي 72دقيقه، 1

هر . بود قهدقي 1 به مدتگراد  درجه سانتي 72نهايي سنتز 
روي  ماكروليتر 5مقدار ه ب PCRيك از محصول واكنش 

اندازه قطعات . انتقال داده شد درصد 6ژل پلي آكريل آميد 
DNA  جفت باز  100در مقايسه با ماركر استاندارد)DNA 

ladder (تخمين زده شد .   

، سلولزمايع حيط مه ها ب سويه: سنجش كمپلكس سلولاز
CMC ،FP مايع  اجزاي محيط. دال يافتنقانت و ساليسين
 III، كلريد آهن 10سلولز : عبارتند ازبر حسب گرم  سلولز
، فسفات 6/0، كلريد سديم 1، سولفات آمونيوم 004/0

، فسفات دي 5/0، سولفات منيزيم 5/0هيدروژن دي پتاسيم 
ب مقطر و آ 0002/0، كلريد كلسيم 5/0هيدروژن پتاسيم 

، CMCمايع  يمحيطها). 7ي ال 5برابر  pH(ليتر  ميلي 1000
FP  در ، اما هستند سلولز مايع مشابه محيطو ساليسين

 به ترتيب ،گرم سلولز 10جاي ه بو ساليسين  CMCمحيط 
 FP ،10و در محيط  گرم ساليسين 10و  CMCگرم  10

) سانتيمتر 1*6تكه هاي(گرم كاغذ واتمن شماره يك 
در نظر يه محيط پا به عنوانمحيط سلولز  .مي شوداستفاده 

كمپلكس آنزيمي فعاليت  ،منابع كربنتغيير با گرفته شد و 
منابع آن در  و سلوبياز CMCase ،FPaseشامل  سلولاز

جذب (هاي باكتريايي   ليتر از جدايه ميلي يك. بررسي گرديد
 100حاوي يليتر ميلي 250فلاسكهاي ه ب) 5/0نوري برابر 

و  سين تلقيحو سالي CMC ،FPسلولز،  يمحيطها ليتر ميلي
  .)17( روز سنجش گرديد 6الي  5 به مدت هافعاليت آنزيم

و  CMCي سلولز، محيطهاليتر از مايع رويي از  يك ميلي
FP گرم  05/0هاي آزمايش حاوي  به لولهCMC ) براي

گرم كاغذ واتمن شماره يك  05/0يا  )CMCaseسنجش 
 05/0و يا ) FPaseبراي سنجش ( )متر سانتي 1*6تكه هاي(
ليتر بافر  ميلي 1 و) براي سنجش سلوبياز(رم ساليسين گ

و داده شد انتقال  8/4برابر  pHمولار با  05/0 سيترات
 اينكوبهگراد  درجه سانتي 50ساعت در 1 به مدتها  لوله
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ليتر محلول دي نيترو ساليسيليك اسيد  ميلي 2سپس . شدند
)DNS (دقيقه در  15 به مدتآزمايش اضافه و  هاي به لوله

ليتر  ميلي 1در نهايت . شدند اينكوبهگراد  درجه سانتي 100

ليتر آب  ميلي 5و ) نمك راشل(سديم پتاسيم تارتارات 
جذب  اضافه و گلوكز آزاد شده از طريقها  به لولهمقطر 

  ).17(گيري شد  نانومتر اندازه 575نوري در 
 

  يهاي جداشده از ارقام گندم و برنجآزمونهاي بيوشيميايي مورد استفاده براي شناسايي باكتر -1جدول
A8 A7 A6 A5 A4 A3 A2 A1* Characteristic 
- - - - - + - - Growth with NaCl 

3% 
-  - - - - - - Pink Pigment in BMS 
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+ + +++++ + NO3

- reduction 
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Sole carbon 
sources:  
Citrate 

+ + + - + + + - Glucose 
+ + + - + + + - Mannitol 
+ + +-++- - Sucrose 
 +   + + - + Myo-inositol 
+ + + + + + + - D-sorbitol 
+ + + + + + + + L-Rhamnnose 
+ + + + + + + - Maltose 
- + + + + + - - Lactose 
+ + +-+++ - D-Mannose 
- - - - - - - - Starch hydrolysis  
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SIM medium: 
Sulfide 

+ + + + + + + + Indole 
a b b b a - - - Motility 
+ + + + + + + - Alkalization in  

Nfb medium 
+ + + + + + + - ُAcidification in 

Peptone-Glucose 
+ + + + + + + + Catalase 

BMS agar :PDA +Malic acid agar ،a : ،تشكيل لايه سطحيb : انتشار+ تشكيل لايه سطحي  
A1* :A. brasilense SP7 (ATCC) ،A2 :A. Lipoferum )از كود زيستي( ،A3 : ،جدايه رقم هاشميA4 : ،جدايه خزرA5 :  ،جدايـه طـارم A6 :

  جدايه سفيد محلي: A8جدايه شيرازي و : A7جدايه گلستان، 
منظور شناسايي ه ب: )پلي گالاكتوروناز(سنجش پكتيناز 

گرم  10محيط حاوياز ، جدايه هاي توليد كننده پكتيناز
، سولفات آمونيم )متيلاسيون درصد 67با (پكتين مركبات 

 سولفات گرم، 2فسفات هيدروژن دي پتاسيم  ،گرم 4/1
سولفات آهن ( درصد 1/0محلول مغذي گرم،   2/0منيزيم 

II 005/0  گرم، سولفات روي  0016/0گرم، سولفات منگنز
 1000آب مقطر  گرم، 002/0كلريد كبالت  گرم،0014/0
 pH(ليتر  ميلي 1000و آب مقطر  گرم 20آگار  ،)ليتر ميلي

ه ها ب مقدار مشخص از سويه ).28( استفاده گرديد )6برابر 
و ) puncture(آگار فرو برده شد  -خل محيط پكتيندا

 اينكوبهگراد  درجه سانتي 30ساعت در  48 به مدتكشتها 
متر رسيدند،  ميلي 3قطر ه بعد از اين كه كلنيها ب. شدند

 5پتاسيم  ، يديدگرم 1 يدين(يدين  - محلول يديد پتاسيم
براي آشكار ساختن منطقه ) ليتر ميلي 330گرم و آب مقطر

فعاليت پكتيناز براي سنجش . اضافه گرديدليز شده هيدرو
و شد استفاده  )بدون آگار(صورت مايع ه مذكور ب محيط از

كننده آزاد ءگيري گروههاي احيا با اندازه فعاليت پكتيناز
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. مورد سنجش قرار گرفت  DNSشده با استفاده از معرف 
پكتين  درصد 1محلول ليتر  ميلي 8/0مخلوط واكنش شامل 

سيترات  - در بافر فسفات) متيلاسيون درصد 67با (ت مركبا
مايع رويي كشت، ليتر  ميلي 2/0و  6برابر  pHمولار با  2/0

. شدند اينكوبهدقيقه  10 به مدتگراد  درجه سانتي 40در 
ماكرومول پلي  1صورت ه يك واحد فعاليت آنزيمي ب

  .شود آزاد شده در هر دقيقه تعريف ميگالاكتورونيك اسيد 

با (يايي هاي باكتر ليتر از جدايه يك ميلي: فيتاز سنجش
حاوي  يليتر ميلي 250به فلاسكهاي ) 5/0جذب نوري 

تلقيح و  نيو فيت NBRIPي مايع محيطهاليتر  ميلي 100
. گيري شد روز اندازه 7الي  6 به مدتآنزيم فعاليت 

ر فسفات معدني آزاد شده گيري مقدا هسنجش فيتاز با انداز
ليتر بافر  ميلي 8/0مخلوط واكنش شامل  .دگير انجام مي

 1حاوي فيتات سديم ) 5/5برابر pHمولار با  2/0(استات 
ليتر از مايع رويي هر دو  ميلي 2/0لار و همچنين ميلي مو

 37در دقيقه  30 به مدت شدن اينكوبهبعد از . محيط است
ليتر تري  ميلي 1اد، واكنش با اضافه نمودن گر درجه سانتي

ليتر از  يك ميلي .متوقف گرديد درصد 10ك اسيد كلرواستي
مورد سنجش  منظور آزاد شدن فسفات معدنيه هر نمونه ب
صورت مقدار آنزيم ه يك واحد آنزيمي ب .)26( قرار گرفت
تعريف  دقيقه  1نانومول فسفات معدني طي  1آزاد كننده 

تر در يك لي بر حسب گرم NBRIP اجزاي محيط .شود مي
، كلريد 5، فسفات كلسيم 10گلوكز : د ازعبارتن آب مقطر
، 2/0، كلريد پتاسيم 25/0سولفات منيزيوم ، 5منيزيم 

محيط فيتين حاوي ). 7برابر  pH( 1/0سولفات آمونيوم 
ه ، با اين تفاوت كه باست NBRIPمشابه محيط  ياجزاي

  .جاي فسفات كلسيم همان مقدار فيتين وجود دارد

رشد : با سنجش فيتازارزيابي رشد باكتريايي همزمان 
 به مدت NBRIPمحيط ه ب باكتريهااز زمان تلقيح  باكتريها

براي تعيين منحني رشد . يدروز بررسي گرد 7الي  6
در محيط . گيري شد باكتريها، كدورت محيط اندازه

NBRIPصورت پودر نامحلول ه ، تري كلسيم فسفات ب

. دشو جر به اشتباه هنگام قرائت جذب ميوجود داشته و من
يك  HClليتر  ميلي 1ليتر محيط،  ميلي 1از اين رو براي 
ن فسفر منظور حل كرده هاي مختلف بنرمال در زمان

ناشي كدورت باقيمانده  .گردد نامحلول در محيط اضافه مي
   ).27(شود  گيري مي نانومتر اندازه 600در  باكتريهارشد  از

  نتايج
شش : تاندوفيهاي  Azospirillumجداسازي و شناسايي 

هاي برنج و گندم و  مختلف از ريشه Azospirillum سويه
. يك سويه ديگر از نوعي كود زيستي جداسازي گرديد

و ) 1جدول (هاي بيوشيميايي ها با استفاده از آزمون سويه
شناسايي ) 1شكل ( PCRوسيله ه ب 16S rDNA تكثير ژن

است،  نشان داده شده 1 كه در جدول ريطو همان. شدند
نموده و داراي  ءا احياتوانند نيترات ر جدايه مي 8تمام 

ها تحت شرايط  همه جدايه .باشند كاتالاز مي
به رامنوز  -  Lميكروآئروفيليك وقتي كه مالات، سيترات و 

. ازت را تثبيت نمودند ،نداستفاده شد تنها منبع كربن عنوان
 جامد سطح در محيط نيمهه منطقه نزديك بها در  همه جدايه

NFb ،400ولكولي، باند در شناسايي م. ليكل تشكيل دادندپ 
نتايج . براي تمام جدايه مشاهده گرديدجفت باز مشابه 

شده در اين مطالعه  جداسازي يباكتريهاكرد كه تمام ييد أت
  .باشند مي 16S rDNA، Azospirillum بر طبق الگوي

آنزيمهايي كه در اين تحقيق مورد : فعاليتهاي آنزيمي
، سلوبياز، CMCase ،FPaseبررسي قرار گرفتند شامل 

ها براي فعاليتهاي  در ابتدا تمام سويه. پكتيناز و فيتاز بودند
سلولاز، پكتيناز و فيتاز به ترتيب روي محيطهاي سلولز، 

CMC ،ساليسين، پكتين ،NBRIP  و فيتين مورد آزمايش
جدا شده از  Azospirillumهاي  سويه در بين. قرار گرفتند

رقم (هاي برنج و گندم، يك جدايه از ريشه گندم  ريشه
به دليل ) رقم طارم(و يك جدايه از ريشه برنج ) گلستان

، ساليسين، پكتين، CMCفعاليت بيشتر در محيطهاي سلولز، 
NBRIP آنزيمهاي   و فيتين، به منظور مقايسه فعاليت
به طور جالب . لي گزينش گرديدندكننده ديواره سلو تجزيه
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ها داراي فعاليت پكتيناز نبودند،   توجهي هيچ كدام از سويه
و فيتاز بيشتري روي  CMCase اما جدايه برنج فعاليت 

  .داشت CMCمحيط 

               DNA Ladder        A1               A2                 A3             A4               A5                   A6               A7            

  
 
 
 

 
 
           400 bp  

           300 bp                                                

 

           200 bp 

                        

         

           100 bp 

 
 

جفـت   400بانـد  . مربرط به ارقام برنج و گندم Azospirillumاز جدايه هاي  16S rDNAيرشده آميد قطعه تكث الكتروفورز ژل پلي اكريل -1شكل 
  .A1)(كنترل مثبت استفاده شده است  به عنوان A. brasilense Sp7 (ATCC) از سويه. دهد تكثير شده را نشان مي DNAباز، قطعه 

 
 

  
  
  
  
  
  
  
  
  

و ساليسين به  CMC ،FPسه سوبسترا شامل . جدا شده از گندم رقم گلستان Azospirillumفعاليت كمپلكس آنزيمي سلولاز در سويه  -2شكل 
  .روز اينكوبه شدند 6 به مدتگراد  درجه سانتي 30ي مختلف اضافه و در دماي محيطهاعصاره فيلتر شده 
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و ساليسين به  CMC ،FPسه سوبسترا شامل . جدا شده از برنج رقم طارم Azospirillumفعاليت كمپلكس آنزيمي سلولاز در سويه  -3شكل 

 .روز اينكوبه شدند 6 گراد به مدت درجه سانتي 30و در دماي  ي مختلف  اضافهمحيطهاعصاره فيلتر شده 

 

 

A       B 
تنها  به عنوان (B)و فيتين  (A)كلسيم فسفات  جدا شده از گندم رقم گلستان در حضور تري Azospirillumفعاليت آنزيم فيتاز در سويه  -4شكل 

  .منبع فسفات
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A       B 

تنها منبع  به عنوان (B)و فيتين  (A)كلسيم فسفات  جدا شده از برنج رقم طارم در حضور تري Azospirillumفعاليت آنزيم فيتاز در سويه  -5شكل 
  .فسفات

كه ) گندم(ز رقم گلستان جدا شده ا Azospirillumسويه 
، آگار رشد نمود -ساليسين ، سلولز وCMCي محيطهاروي 

كننده ديواره سلولي مورد  ي تجزيهآنزيمهابراي بررسي 
، نشان داده شد 2ه در شكل كطور همان. مطالعه قرار گرفت

محيط مايع  درروز رشد  5طي  CMCaseحداكثر فعاليت 
CMC، 32/1 محيط مايع  در، اما وقتي بودليتر  واحد بر ميلي

ليتر  واحد بر ميلي 88/1ه ، فعاليت آن بسلولز رشد نمود
براي هر دو سويه  محيطهافعاليت سلوبياز در تمام . رسيد

 FPaseفعاليت . جدا شده از ارقام طارم و گلستان پايين بود
 FPaseبا اين وجود تقريباً . كم بود CMCدر محيط مايع 

ي مايع سلولز و محيطهاليتر را در  واحد بر ميلي 8/0فعاليت 
FP سويه يت سلولازفعال. نشان داد Azospirillum  جدا

در مقايسه . نشان داده شده است 3شده از طارم در شكل 
فعاليت درصد  77/31طارم داراي  جدايهگلستان، جدايه با 

CMCase  ي مايع محيطهادر بيشترFP ،CMC  و سلولز
يك  هيچبالايي در  FPaseبود، اما داراي فعاليت سلوبياز و 

   .ي مذكور نبودمحيطهااز 

نشان  4جدا شده از گلستان در شكل  سويهفعاليت فيتاز در 
فعاليت فيتاز در جدايه گلستان طي سه روز . داده شده است

روز از زمان تلقيح  5ليتر بوده و بعد از  واحد بر ميلي 884

ات نامحلول آزاد كلسيم فسف مقدار تريصفر رسيد، اما ه ب
جدايه . دبو ppm  64/127 نكوباسيونروز اي 7شده طي  

 6/1667(بيشتر  يفيتازدرصد فعاليت  77/31طارم داراي 
  .)5شكل ( بود) ليتر واحد بر ميلي

  بحث
ديواره سلولي گياهان اساساً شامل سلولز بوده كه در يك 

ها، پكتين و  سلولز شكل از همي ساكاريدي بي بستر پلي
). 21(ها و همچنين پروتئينها فرورفته است  برخي گليكول

 (Oryza sativa)ست كه ثابت شده است گياه برنج مدتها ا
فعال  به طوركننده سيليكات بوده و  يك گياه تجمع

مونوسيليسيك اسيد را از طريق ريشه جذب نموده و 
شكل هيدراته ذخيره ه اكسيد سيليكون ب بصورت دي

كند  مريزه مي و در ساقه، برگ و پوسته بذر پلي نمايد مي
اجزاي  به عنواناي اكسيد شده ه زيتولهمچنين اينو. )12(

از آنجايي  .شوند كار گرفته ميه زي ديواره سلولي بغيرسلول
 وپكتين جز اصلي ديواره سلولي اوليه و تيغه مياني بوده كه 

هاي وليتيكي در كشتو پكتين يتيكيفعاليت كم سلول
Azospirillum ممكن است  باكتريها ، لذامشاهده شده است

وارد تيغه مياني ديواره سلولي، از طريق تجزيه آنزيمي 
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در  ).31و  30 ،24( شوند فضاي بين سلولي قشر ريشه
 جزه بنشان دادند كه  )3(و همكاران  Bekri، 1999 سال

Azospirillum irakens هاي  ، هيچ كدام از گونه
Azospirillum تنها منبع  به عنوانتوانند روي پكتين  نمي

و همكاران  Elbeltagi ،2001، اما در سالكربن رشد كنند
از جدا شده  Azospirillum lipoferumنشان دادند كه ) 6(

هيچ مدرك بديهي از  .باشد برنج داراي فعاليت پكتيناز مي
وجود ندارد و همچنين  Azospirillumتوليد سلولاز توسط 

گزارشات متناقضي در ارتباط با فعاليت 
بسياري . وجود دارد   Azospirillum brasilenseيپكتيناز

و قارچها آنزيم فيتاز توليد مي نمايند، ولي  باكتريهااز 
گزارشي مبني بر توليد اين آنزيم توسط آزوسپيريلوم وجود 

 Azospirillumكه  اگر چه اين احتمال وجود دارد .ندارد
آلودگي را توليد مجموعه آنزيمي كامل مورد نياز براي 

از  احتمالاً يمهاآنزبراي توليد اين كند، اما گياهان را  نمي
 ،1986در سال  .ندك طريق اثرات هورموني تحريك مي

Gafny  گزارش كردند كه اتصال) 9(و همكاران 
Azospirillum brasilense و  ارزن هاي ريشهه ب به ترتيب

توسط مواد شبه لكتيني كه در اگزوداي ريشه آنها ذرت 
پيشنهاد شده است كه لكتين . شود ، تحريك ميد داردووج
و  Azospirillum brasilenseشه در اتصال ير

Azospirillum lipoferum  نقش به آگلوتينين جوانه گندم
نشان ) 19(و همكاران  Mostajeran ،2007در سال . دارد

ديواره سلول گياهي در برهمكنش بين  دادند كه

Azospirillum  آنها همچنين نقش . استگياه مهم و
 آلودگيد ينآدر فررا ريد ساكا ي تجزيه كننده پليآنزيمها

  . محتمل دانستند Azospirillumريشه توسط 

ها داراي فعاليت پكتينازي  در اين مطالعه هيچ يك از سويه
بار نشان داده شد كه براي اولين و همچنين  نبودند

در بين  .هستند ها داراي فعاليت فيتازي آزوسپيريلوم
ندم، هاي برنج و گ از ريشه Azospirillumهاي  جدايه
رقم (و برنج ) رقم گلستان(هاي جدا شده از گندم  سويه
، CMCي سلولز، محيطهادليل فعاليت بيشتر در ه ب) طارم

 فعاليتمنظور مقايسه ه بو فيتين،  NBRIPساليسين، پكتين، 
 .گزينش گرديدند ي تجزيه كننده ديواره سلوليآنزيمها
ري دا معني به طور برنج جدا شده از Azospirillum سويه

سويه ه و فيتاز بيشتري نسبت ب CMCaseداراي فعاليت 
اما  ،بود) بيشتر درصد 99/46و  77/31 به ترتيب(گندم 

علت . در هر دو سويه تقريباً مشابه بود  FPaseفعاليت 
و  يطارم با فعاليت بيشتر سلولاز جدايهكلونيزاسيون 

و ديواره سلولي بيشتر محتواي فيتين  ،ممكن است يفيتاز
از اين  .اين رقم در مقايسه با رقم گلستان باشد تر زيسلول

ي تجزيه كننده آنزيمهابرخي از  رو اين سويه كه داراي
تواند كلونيزاسيون خود را روي  باشد مي ديواره سلولي مي

ي آو سبب تثبيت كارديواره سلول ميزبان تسهيل نموده 
ز توليد شده توسط هر دو جدايه همچنين فيتا. ازت شود

هم ميزان فسفر محلول را افزايش داده و هم در  دوانت مي
   .ثر باشدؤمرحله ورود م
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A comparison of phytase and cellulase activity in wheat and rice 

endophytic Azospirilla 
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Abstract 

Six nitrogen-fixing bacteria which were isolated from root of cultivated rice and wheat 
and also one strain from a kind of biofertilizer, identified as Azospirillum with PCR 
amplification of 16S rDNA gene. Among the Azospirillum isolates from rice and wheat 
roots, one isolate from wheat (Golestan cultivar) and another from rice (Tarom cultivar) 
were selected for comparison of their cell wall degrading enzymes activities, because of 
more enzyme activity in cellulose, CMC (Carboxymethylcellulose), salicin, pectin, 
NBRIP and phytin media. Azospirillum strain was isolated from rice had CMCase and 
phytase activities significantly more than one isolated from wheat, 31.77% and 46.99% 
respectively, but the FPase activity of both strains were nearly similar. The reason for 
Tarom colonization by the strain with higher activity of cellulase and phytase may be 
related to more celluletic cell wall and phytin content of this cultivar in comparison with 
Golestan.  

Keywords: Nitrogen fixation, CMCase, Azospirillum, Pectinase, Phytase 
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