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  چكيده
هوازي اختياري آبكافت كننده سلولز دستگاه هاي بيبه منظور بررسي بوم شناختي باكتري

هاي با فعاليت اندوگلوكنازي از روده كرم گوارش كرم خاكي و جداسازي باكتري يا باكتري
ز، يك سويه  تجزيه كننده سلولباكتري هايگري طي غربال.  نمونه گيري انجام شد،خاكي

داد و دو سويه  غالب باكتريهاي جدا شده را تشكيل مي،سلولوموناس كه به لحاظ تعدادي
تعداد مشابه . دود كه فعاليت اندوگلوكنازي نشان دادند، جدا گرديدندحباسيلوس با تعداد م

شمارش شده در مورد سلولوموناس جدا شده از كرم خاكي با نتايج گزارش شده قبلي در 
نشان باكتري را  n × 104ولوموناس كرم ابريشم قابل توجه است چرا كه هر دو حدود مورد سل
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گرچه زيستگاه و . به عبارتي سلولوموناس سويه مشترك تجزيه كننده دو كرم است. دادند
 سويه غالب و دو سويه ديگر در محيط سلولز مايع حداكثر فعاليت.  متفاوت استآن هاتغذيه 

كشت . نشان دادند را در روز ششم ) U/ml9 /2  و U/ml 1 /2،U/ml  9/0به ترتيب (
هاي معدود جدا شده نه تنها تضاد عملكردي نشان همزمان با سلولوموناس همراه باسيلوس

طور معني داري فعاليتي حداقل معادل مجموع فعاليت ه نداد بلكه با بهينه سازي شرايط، ب
يك باكتري همزيست در اين دو كرم تغذيه لذا سلولوموناس .  نشان دادهاآنكشت جداگانه 

با توجه به مقدار قابل .  باشدهاآنكننده از سلولز است و ممكن است منبعي براي سلولازهاي 
تواند اين سويه  مي،توجه پروتئين سويه سلولوموناس و غالب بودن اين سويه از لحاظ كمي

    . كندعلاوه بر منبع آنزيمي منبع پروتئيني نيز براي كرم ايفاء
  كرم خاكي معمولي، سلولوموناس، اندوگلوكناز، كشت همزمان: كليديواژه هاي 
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 مقدمه

سلولز فراوانترين پليمر طبيعي تجديد پذير قابل دسترس است لذا موجودات زنده زيادي 
خوار همانند كرم ابريشم يا مرتبط با مواد سلولزي ازجمله كرم  گياهيكرم هااز جمله برخي 

ه ليمر طبيعي بآبكافت زيستي اين پ. كنندانرژي استفاده مي عنوان منبع ماده وه ز آن ب ا1خاكي
طور هم افزا ه  نيازمند وجود سه نوع آنزيم است كه بآن،شيميايي خاص واسطه ساختار فيزيكو

اين سه نوع آنزيم . را تا سطح تك واحد تشكيل دهنده آن يعني گلوكز آماده مصرف كنند آن
  ).1( باشندمي 4و بتا گلوكوزيداز 3، اگزو گلوكناز2زاندو گلوكنا
 هاآنرا در  چهار گونه كرم خاكي را از لحاظ فعاليت سلولازي مقايسه و ميزان آن 5 ميشرا

روده كرم  6او بيشينه فعاليت سلولازي و پروتئازي را در ناحيه خلفي. متفاوت گزارش نمود
هاي گرم منفي از لوله تري عبوري از جمله باكتريتاثيرروده بر تعداد كلي باك). 5( گزارش كرد
وهمكاران به   7وين سسلا). 6(  پدرسن گزارش شدلومبريكوس توسطهاي خاكي گوارش كرم

هاي  بافتهاي ديواره قسمت8ايسينيا فتيدا سلولازهاي روده كرم خاكي ءمنظور تعيين منشا
 هاآنداده و فعاليت سلولازي  كشت 9ايمختلف را ضد عفوني كرده و در شرايط درون شيشه

را در دستگاه گوارش كرم مشخص اگزوگلوكناز اندوگلوكناز و  فعاليتآن ها. را بررسي كردند
 شودهاي همزيست توليد مي توسط ميكروارگانيسمست كه اين آنزيم عمدتاً ااين امر مبين اين. كردند

هاي هاي سلولي و ميكروارگانيسمو به نوعي براي آبكافت سلولز وجود هم افزايي را بين آنزيم
را  ايسينيا فتيداتاثير كرم خاكي  10ايريا . )10(تجزيه كننده سلولز به صورت فرضيه ارايه نمودند

اي در مطالعه. هاي خاك اثبات كردروي خصوصيات بيوشيميايي خاك همچنين فعاليت آنزيم
                                                 
1 Lumbricus terrestris 
2 ß 1,4-Endoglucanase (E. C 3.2. 1.4)  or CMCase   
3 ß 1,4-EXoglucanase (E.C 3.2. 1.91)    
4 1,4-Glucosidase (E.C 3.2. 1.21) or Cellobiase   
5 1,4-Glucosidase (E.C 3.2. 1.21) or Cellobiase   
6 posterior 
7 Vincesla-Akpa 

8 Eisenia fetida 
9 In vitro 
10 Aira 
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ريك رشد قارچ و افزايش ميزان ديگر او و همكارانش تاثير كرم خاكي ايسينيا فتيدا را در تح
 ،در حضور اين كرم.  را بررسي نمودند1تجزيه سلولز طي فرايند كمپوستي شدن بوسيله كرم

طور معني دار افزايش نشان داده است اما دخالت و مشاركت مستقيم معني دار نبوده ه سلولز بتجزيه 
سلولازي و بتا (نزيمي گر چه حضورش باعث افزايش توده زيستي ميكروبي و فعاليت آ. است

كه چون قارچ ممكن است بخشي از رژيم غذايي كرم خاكي  جالب آن. گرددمي) گلوكوزيدازي 
اند كه  پيشنهاد كردهآن ها. گيردكمپوست كرمي نشانه مي باشد، فعاليت كرم، رشد قارچي را طي توليد

  ). 2و 3( گرددعات آلي منجر مياين فعاليت يك فرايند كليدي است كه به تجزيه كاراتر و شديدتر ضاي
 جدا شده از دستگاه گوارش ابريشم گزارش و خواص سلولوموناسقبلا يك گونه 

در اين پژوهش جهت بررسي بوم ). 1( را بررسي شده است اندوگلوكنازي و اگزو گلوكنازي آن
) هاي(ري  تجزيه كننده سلولز دستگاه گوارش يك نوع كرم خاكي ايران و باكتباكتري هايشناختي 

مولد آنزيم نسبت ) هاي(دخيل احتمالي در فرايند آبكافت تر كيبات سلولزي و معرفي باكتري
  . تجزيه كننده سلولز  اقدام گرديدباكتري هايبه جداسازي و مطالعه 

  مواد و روشها
  جداسازي، خالص سازي و شمارش سويه ها

سبز شهر يزد برداشت و فضاي  ي خاكي معمولي از خاك مناطق باغات كشاورزي وكرم ها
 درآب استريل شده شسته كرم هابراي اين منظور، .  استفاده گرديدباكتري هاجهت جداسازي 
پس از استريل سطحي بدن . استريل واجد رطوبت كافي قرارداده شدندديششده و در پتري

. رديدگ جدا آن هاو روده مياني  به طريق استريل دستگاه گوارش كرم ها خارج گرديد هاآن
توالي . ها به سرم فيزيولوژيك استريل منتقل و در آن همگن سازي قطعات انجام گرديدروده

- 10 تا 10- 3رقت 
 آن پس از تهيه l25 از مايع يكنواخت شده دستگاه گوارش تهيه شد و10

 ,yeast extract (w/v) %0.25محيط كشت واجد . رقت در محيط سلولز آگار كشت داده شد

0.5% K2HPO4, 0.1% NaCl, 0.02% MgSO4.7H2O 0.06% (NH4)2 SO4 1.0% 
carboxymethyl cellulose (CMC) خانه ها در گرمنمونه. بودoC30 درجه سانت گراد به 

                                                 
1 Vermicomposting 
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 هاآني زها نسبت به شمارش و خالص سامدت چهار روز نگهداري و و پس از ظهور پرگنه
  .اقدام گرديد

  شناسايي سويه ها
  ). 9( انجام شد1 برگيباكتري هاشناسايي سويه ها باكتري طبق كتاب مرجع شناسايي و طبقه بندي 

  هابررسي خصوصيات اندوگلوكنازي سويه
ه  ب2هاي محتوي محيط كشت داراي كربوكسي متيل سلولزهاي خالص شده به ارلنپرگنه 

خانه  درجه سانتي گراد گرم30دماي   تلقيح و تا شش روز در7معادل   pHعنوان منبع كربن با
 مشابه ODجهت مقايسه كمي فعاليت مايه تلقيح با .  شدrpm175گذاري و با سر عت 

در پايان پس از تهيه مايع رويي محيط كشت ميزان فعاليت بر اساس ميزان قند . استفاده شد
واحد ). 2و1( سنجش شد  (DNS)اسيدنيتروساليسيكدي احياي آزاد شده و به روش

در دماي  min15قند احيائ را طي mol1معادل مقدار آنزيمي است كه   (U/ml)ميآنزي
oC50 از سوبسترا آزاد مي كند.  

  هابررسي روند توليد اندوگلوكناز سويه
جهت روند توليدآنزيمي سويه هاي جداشده براي هرسويه طي شش روز، توليد آنزيم 

شرايط كشت و سنجش . خانه هوادهي و بررسي گرديدماندوگلوكناز در محيط مايع در گر
  . فعاليت همانند مورد فوق بود

  كشت همزمان دو سويه جداشده
ها در روده كرم  احتمالي سويه حالت هم افزاييِجهت بررسي و شبيه سازي همزيستيِ

خاكي، فعاليت سويه هاي جدا شده به همراه هم در محيط كشت مايع سلولز همچنين كشت 
به نسبت ew1 و  w2براي اين هدف دو سويه.  طي پنج روز مقايسه گرديدآن هاانه جداگ

حجمي و شرايط رشدي يكسان به تنهايي و همراه هم به محيط كشت سلولز مايع تلقيح و 

                                                 
1 .Bergay 
2 . CMC; Carboxy Methyl Cellulose  
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همين . و روز پنجم ميزان فعاليت اندوگلوكنازي محيط سنجش شد. خانه گذاري شدندگرم
  . عمال گرديداew1 و ew3 رويه نسبت به دو سويه

  و بحثنتايج 
بررسي كلني هاي ظاهر شده در روي محيط كشت سلولز آگار و خالص سازي  مشاهده و

سه باكتري تجزيه كننده سلولز منجر شد كه يكي غالب هاي مختلف به شناسايي  از كرمآن ها
)ew1 (و بقيه )ew2 و ew3 (سويه غالب . شدندتعداد معدودي را شامل ميew1  
در واحد حجم ميلي ليتر  مايع همگن ) CFU( واحد زنده تشكيل دهنده پرگنه 25/6* 104 

 واحد زنده تشكيل دهنده 1-  3 *102گيري شده قابل جدا سازي بود و بقيه بين شده نمونه
  .پرگنه متغيير بودند

  شناسايي سويه ها 
و كتاب مرجع باكتري شناسي برگي ولوژيك يبراساس خصوصيات ريخت شناسي و فيز

تشخيص داده ( 2هاي ديگر باسيلوس پوميليس فيمي و سويه1كلني غالب سويه سلولوموناس
   ).9( ندشد

  توليد اندوگلوكناز در رابطه با زمان
 نيز مورد آن هاهاي جدا شده داراي فعاليت اندوگلوكنازي بودند الگوي توليد كه تمام سويه از آنجايي

 ن نبودند اما طي شش روز مقايسه شده از الگوي تقريباًگر چه به لحاظ كمي يكسا. بررسي قرار گرفت
  ).1شكل(ششم حداكثر فعاليت اندوگلوكنازي را نشان دادند  يكساني تبعيت مي كردند و بين روز پنجم و

                                                 
1 Envonuclease 
2 Bacillus pumilus & Bacillus sp. 
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 سلولوموناس.  هاي جدا شده از كرم خاكي طي شش روزبررسي و مقايسه فعاليت اندوگلوكنازي سويه). 1(شكل 

  .) Bac ew3و ( Bac ew2  جدا شدهباسيلوس و دو (Cel ew1)جدا شده 

  اي فعاليت اندوگلوكنازيسنجش مقايسه
تمام سويه هاي جدا شده داراي فعاليت اندوگلوكنازي بودند گر چه به لحاظ كمي يكسان 

عنوان معيار مقايسه اوليه سنجش فعاليت ه نبودند اما بر اساس نتايج قبلي روز چهارم و ششم ب
كمترين Bac ew3 و بيشترين فعاليت و Bac ew2 براين اساس. زي انتخاب شداندو گلوكنا

   ).2شكل( فعاليت اندو گلوكنازي نشان داد آن ها در حد واسط Cel ew1و سلولوموناس 
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. هاي جدا شده از كرم خاكي در روز هاي چهارم و ششمبررسي و مقايسه فعاليت اندوگلوكنازي سويه) 2(شكل 

  ). Bac ew3و ( Bac ew2  و دو باسيلوس جدا شده(Cel ew1)شده سلولوموناس جدا 
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  زمان دو سويهكشت هم
 در پايان روز پنجم به Bac ew2و باسيلوس  Cel ew1 كشت جداگانه سويه سلولوموناس

زمان كه كشت هم در حالي.  واحد آنزيمي در واحد حجم نشان داند2,9 و 1,7ترتيب فعاليتي معادل 
كه  بنابراين ضمن اين. نزيمي نشان دادآ واحد 4,42 و برابر آن هاقريبا معادل مجموع  فعاليتي تآن ها

دهند دو سويه تضادي از نظر عملكرد ي نشان ندادند هم افزايي آنزيمي را در آبكافت سلولز نشان مي
 0,9و .1,7به ترتيب   ( Bac ew3 و Cel ew1در مورد كشت جداگانه و كشت مخلوط). 3شكل(

گرچه مقدار كل فعاليت آنزيمي كمتر از حالت قبل بود ولي تضاد عملكردي مشاهده   )1/3 و مجموع
  ). 4شكل (بود  ew2 و  ew1نشد و شدت هم افزايي اندكي بيشتر از مورد
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ew2

  نوع كشت
كرم خاكي در روز پنجم در كشت جدا  هاي جدا شده ازبررسي و مقايسه فعاليت اندوگلوكنازي سويه). 3( شكل

  ). (Bac ew2و باسيلوس جدا شده  (Cel ew1) سلولوموناس جدا شده .گانه و همزمان
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ميزان فعاليت  
اندوگلوكنازي  

(U/ml)

cel ew1 Bac ew3 Cel  ew1 +
Bac ew3

  نوع كشت
بررسي و مقايسه فعاليت اندو گلوكنازي سويه هاي جدا شده از كرم خاكي در روز پنجم در كشت جدا ) 4( شكل

  ). Bac ew3( و باسيلوس جدا شده (Cel ew1)سلولوموناس جدا شده . گانه و همزمان
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  . اين تحقيق مي توان دستاوردهاي كاربردي بدست آوردبا توجه به نتايج حاصل از
سلولز فروانترين ماده آلي موجود در طبيعت به عنوان منبع كربن و انرژي مطمئن و هميشه 

و ها رو ميكروارگانيسم از اين. هست در دسترس و اولويت اول زنجيره غذايي مصرف كننده بوده و
امل با ايجاد و توسعه توان زيستي خود شرايط اند طي تكهاي متعددي تلاش كردهارگانيسم

گاه كه بخواهد مورد  سلولز به واسطه ماهيت ساختاري خود آن. مندي از آن را فراهم كنندبهره
بنابراين استفاده از سلولاز توسط . هاي سلولاز استمصرف قرار گيرد مستلزم همكاري آنزيم

 نيازمند وجود هاكرم آن توسط حشرات و در سطوح پايين جانوران از جمله نشخواركنندگان و
گرچه بيشترين اطلاعات ما از اكولوژي شكمبه نشخواركنندگان است اما در . ست اهااين آنزيم

 بايست استفاده از هاكرمتر زنجيره غذايي ازجمله هاي پايينواقع به لحاظ تكاملي رده
. خود قرار داده باشند كار  در دستورهاي مولد آنزيمهاي هيدروليزكننده سلولز راميكروارگانيسم

تر جانوري كشف گرديده است هاي عاليرده چه دربر اين اساس پيدا كردن روابطي مشابه آن
  . تر نيز مورد توجه قرارگرفته استهاي ابتداييدر رده
هاي دخيل در فرآيند  بودن شرايط، ميكروارگانيسمبي هوازي بسته به هوازي يا تبعاً

 و در هاباكتريها و ها، اكتينوميستدر شرايط هوازي قارچ. لولز تفاوت دارندهيدروليز س
دست آوردن ه ب). 4(فرآيند هضم سلولز نقش دارند در  باكتري مولد سلولازبي هوازيشرايط 

اطلاعات دقيق از ميكروفلور تجزيه كننده سلولز كرم خاكي ضمن افزايش آگاهي ما از اكولوژي 
  ).8( تواند باشدكمپوست ميساز توسعه فرآيند تهيه ورمي زمينه،حيطحاكم بر اين ميكروم

باكتري غالب در واحد حجم ميلي ليتر نمونه همگن شده روده كرم  25/6 ×104وجود 
يافته قبلي گزارش شده ما در . تواند از جنبه هاي گوناگون مورد توجه قرار گيردخاكي مي

 باكتري سلولوموناس شمارش شده بود جنبه ديگر  عدد1,5 ×104مورد كرم ابريشم كه طي آن 
تواند كند كه در دستگاه گوارش كرم خاكي همانند كرم ابريشم يك نوع باكتري مييافته را تقويت مي

پس سلولوموناس . كه جنس باكتري جدا شده يكي استضمن آن. تعداد غالب را تشكيل دهد
توان ديگر در حالت متمم مي. باشدم مييك باكتري تجزيه كننده سلولز مشترك در هر دو كر

تر و اثبات هر يك از حالات جهت بررسي دقيق. ها را همزيست و يا گذرا در نظر گرفتسويه
  . باشدفوق مطالعات در جا نياز مي
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 نزديك به هم باكتري دو كرم ابريشم و كرم خاكي از لحاظ تر به تعداد تقريباًنگاهي عمقي
 شمارش شده در كرم تعداد سلولوموناس. بل توجه و تامل بيشتر است قا104مبناي لگاريتمي 

ابريشم كه از برگ درخت توت جمع آوري از محيط تغذيه شده بود با كرم خاكي كه به لحاظ 
در حاليكه در مورد . دهدباشد تفاوت در حد انتظار نشان نميايي با خاك در تماس ميتغذيه

رود چرا كه در واحد حجم غذاي مصرفي آن تعداد و كرم خاكي انتظار تفاوت چشمگيري مي
 هاباكتريبه عبارتي عليرغم ميزان ورودي متفاوت .  به مراتب از برگ بيشتر استهاباكتريتنوع 

به لحاظ تنوع و تعداد، نوع نهايي باكتري غالب يكسان وحتي تعداد تفاوتي بيش از نسبت يك 
 هايباكتريين تراكم يرا در تعن كننده جايگاه ي وتعياين مهم نقش كليدي. دهدبه چهار نشان نمي

 تواند ريشه در انتخاب طبيعي داشته و برلذا اين تشابهات مي. كندغالب و گذرا تاكيد مي
  .  مشابه قابل توجيه باشداساس نياز مشابه و تغذيه نسبتاً

 هاآنكه تضادي بين هاي جدا شده ضمن آناز طرف ديگر بررسي كشت همزمان سويه
اين . نشان نداد حالت هم افزايي فعاليت اندوگلوكناز و همكاري دو سويه را به خوبي نشان داد

 تر باعث توليد افزونآن هاتواند در روده كرم نيز اتفاق بيفتد و همكاري و هم افزايي بين امر مي
ي مختلف هاوين سسلا و همكاران با مطالعه قسمت. هاي سلولاز و بهبود عملكرد گرددآنزيم
اين نتيجه رسيدند كه سلولاز موجود در روده كرم ه گوارش كرم خاكي گونه فتيدا به دستگا
شود و به نوعي براي آبكافت سلولز وجود هم  توسط ريزوارهاي همزيست توليد ميعمدتاً

هاي تجزيه كننده سلولز به صورت فرضيه ارايه هاي سلولي و ريزوارهافزايي را بين آنزيم
  .  يافته ما مويد اين نظريه است.نمودند

 تواند از جنبه توليد پروتئين تك ياختههاي مورد بحث ميناس در كرمونكته ديگر وجود سلولوم
طور كه در فرآيند تكنولوژي به عبارتي همان.  نيزمورد توجه قرار گيردآن هابراي ميزبان 

 قابليت توليد پروتئين تك هاي مهم ديگر باكتري سلولوموناس ويژگيميكروبي يكي از جنبه
بعيد نيست كرم خاكي و ابريشم نيز علاوه بر استفاده از آنزيم سلولاز توليدي . ياخته آن است

توسط سويه سلولوموناس از جسم و محتوي پروتئيني آن به عنوان منبع پروتئين نيز استفاده 
  ). 6( كنند موردي كه در مورد استفاده از قارچها گزارش گرديده است
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