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 چکیده

ي هاباکتريها به منظور تبدیل فسفر نامحلول به شکل قابل استفاده مانند ارتوفسفات، ویژگی مهمی در          توانایی برخی ریزسازواره  
تـرین   از قـوي  Rhizobiumو Pseudomonas ،Bacillus ،Pantoeaهـایی از جـنس    گونـه . باشـد  مـی کننده رشد گیاه  تحریک

ها استفاده از منابع فسفاته معدنی و آلی کم روش مرسوم در جداسازي این دسته از باکتري. آیند کنندگان فسفات به شمار می حل
 در محـیط مـایع یـا    pHد یا مایع از طریق پایش تولید فسفات آزاد شده و کـاهش  هاي جام محلول یا نامحلول در محیط کشت     
در صـورت اسـتفاده از سوبـستراهاي رنگـزا در     ) سبز ، آبی و زرد(هاي رنگی ها و تولید کلنی  مشاهده هاله شفاف در اطراف کلنی     

 آنها همـراه بـا افـزایش رو بـه رشـد      DNAالی هاي ژنوم باکتریایی و افزایش اطلاعات توانجام پروژه. باشدمحیط کشت جامد می   
 کلونینگ، غربالگري کتابخانه ژنومی و PCRهاي رمزکننده فسفاتاز را از طرق مختلف نظیر یابی به ژنهاي مولکولی دست تکنیک

هـاي  سـویه ، تا بعد از دستیابی بـه  سازد از طریق توالی آمینواسیدي را ممکن می      DNAاستخراج پروتئین و دست یابی به توالی        
-راه را براي به خدمت گرفتن هر چه بیشتر این پتانسیلو کننده فسفات اقدام به جداسازي ژنهاي رمزکننده آن نمود     کارامد حل 

   .سازد هاي زیستی براي پیشبرد اهداف هموار 
 هاي مولکولی، روشهاي حل کننده فسفات، فسفاتاز، فیتازباکتري: کلمات کلیدي

   مقدمه

اما در دو دهه اخیر اسـتفاده از    . کننده ازت معطوف بوده است    ي تثبیت هاباکتري بیشترین توجه به     ذشتهدر نیم قرن گ   
اي و احیاي فلور طبیعی خاك تحت عنوان مهندسی ریزوسفر نیز مـورد  هاي مفید دیگر براي رفع نیازهاي تغذیه     باکتري

و کننـده فـسفات   حـل  هـا بـاکتري  جداسـازي    هـاي شـود روش   سـعی مـی    نوشتاردر این   . وهشگران بوده است  علاقه پژ 
ي درگیر در هاژنهاي درگیر در انحلال فسفات بیشتر مورد توجه قرار گیرد و در ادامه ژنتیک انحلال فسفات و     سازوکار

  .بررسی شودانحلال فسفات از دید زیست فناوري 

  کننده فسفات هاي حلباکتري
 Illmer and(گـردد   برمـی 1903ر انحلال فسفات معدنی بـه سـال   هاي ریزوسفري دبر نقش ریزسازوارهمبنی مدارکی 

Schinner 1992.( سـازي فـسفر   ي رسوب یافته فراهمهافسفاتکردن فسفر آلی و انحلال ها از طریق معدنیریزسازواره
 ،گیرنـد  میها گرچه فسفر را در ساختار سلولی خود به خدمت این دسته از ریزسازواره .دهندبراي گیاهان را افزایش می    

 در انحـلال  هـا قارچ در مقایسه با هاباکتري. دگیردر اختیار گیاه قرار می بخشی از آن که در محیط آزاد شده است          ولی  
هاي متفاوتی توانایی گزارش (Khan et al. 2007)دهند فسفات بسیار موثرترند و جمعیت بالایی را به خود اختصاص می

کلـسیم فـسفات،    کلـسیم فـسفات، دي   ل فـسفات معـدنی نـامحلول از قبیـل تـري     هاي مختلف بـاکتري در انحـلا       گونه
، Pseudomonasهـاي   یی با این قابلیـت، جـنس  هاباکتريدر بین  . اند  هیدروکسی آپاتیت و سنگ فسفات را بیان داشته       

Bacillus،Rhizobium  ،Burkholderia ،Agrobacterium ،Pantoea ،Achromobacter و Flavobacteriumــ شاهده  م
 مـورد  1950کننده فسفات بـه عنـوان کـود زیـستی از سـال      ي حلهاباکتري). Rodriguez and Fraga 1999(شود  می

  ). Kudashev 1956(گیرند استفاده قرار می
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 هاي حل کننده فسفاتروش شناسایی و جداسازي باکتري 

ي غنی شده از هاکشتهاي اي رقت یا روشدر محیط جامد به طریق تهیه سریه   1مطابق شکل   معمولاً جداسازي اولیه    
توانایی آن در انحلال فسفات در محیط مایع آزمایش شده و بعد از انتخاب باکتري سپس هاي خاك انجام گرفته و نمونه
هاي تکمیلـی بـر   اي آزمایش و مزرعهايخانهشود و در شرایط آزمایش گل زادمایه آن تهیه می    ،مدآکننده فسفات کار  حل

-به خاطر عدم پایـداري ویژگـی حـل   همچنین ). Khan et al. 2007( گیرددر حضور گیاهان مختلف انجام میروي آن 
-ي مجدد مورد آزمایش قـرار مـی  هاکشتکنندگی آنها با  دوام و پایداري توان حل    ،هاباکتريکنندگی فسفات برخی از     

لال فسفات از طریق تولید اسیدهاي آلـی و تولیـد   که سازوکار انح با توجه به این. )Illmer and Schinner 1992 (گیرد
 با استفاده از هاباکتري این  براي غربالگري فنوتیپیمحیط اختصاصی. )2شکل (باشد  می)  فیتاز مانند(فسفاتاز  هاي  آنزیم
ز اي که با حذف هر گونه منبع فسفات قابل اسـتفاده و محلـول در محـیط کـشت ا      اند به گونه طراحی شدهسازوکار این  

کلسیم فسفات یا فیتات سـدیم و فیتـات       تريقبیل  از  (ترکیبات فسفات معدنی یا آلی      هاي مناسب و نامحلول       جایگزین
تـوان اشـاره داشـت      مـی Pikovskaya و  Sperberحداقل ماننددر این رابطه به محیط کشت . اند هنموداستفاده  )کلسیم

)Pikovskaya 1948.(  
  
  
  
  
  
  
  
  

تولیـد   .)سمت راست (رداري و غربالگري باکتریهاي حل کننده فسفات جهت انتخاب سویه هاي کارآمد مراحل نمونه ب  -1شکل  
  ).Sarikhani et al. 2010) (سمت چپ (کننده فسفات در محیط غربالگريهاي حلهاله شفاف و کلنی آبی توسط باکتري

  

  
  

 Roderiquezاسـتنتاج از   ()سمت راست (ات آلی سازوکارهاي درگیر در انحلال فسفات معدنی و معدنی شدن فسف-2شکل 
and Fraga, 1999(هاي مرتبط با انحلال فسفات معدنی و آلی ژن و)   اسـتنتاج از  ) (سـمت چـپSarikhani et al. 2010; 

Roderiquez and Fraga, 1999; Thaller et al. 1998(.  
پذیر  امکان ها به وسیله غربالگري در پلیت     وارهکمی توانایی انحلال فسفات ریزساز    تشخیص چشمی و حتی برآورد نیمه      

نامحلول فسفات بـه  ترکیبات  در محیط کشت حاوي )1 شکل (هاي میکروبی اطراف کلنی است که در آن منطقه شفاف  
اي با استفاده از محیط حاوي بروموفنل بلو ارائه شده  همچنین روش بهبود یافته . شود   تنها منبع فسفر بررسی می     عنوان
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رنـگ  هـاي آلـی بـی     در نتیجه آزادسـازي اسـید  pHها به دلیل کاهش  ه در این محیط رنگ آبی در اطراف کلنی است ک 
با توجه به ایراداتی که براي روش مشاهد منطقـه شـفاف در   ). Rodriguez and Fraga 1999; Nautiyal 1999(شود  می

را ارائـه  ) NBRIP(محیط جدیدي به نام ) 1999(شود، نوتی یال گرفته می) Pikovskaya )PKV اطراف کلنی در محیط
از آن جهت که فـسفاتازها و فیتازهـا بـه    . مدتر استآ کارPKVداد وي معتقد است که این روش سه برابر در مقایسه با         

کننده ي حلهاباکتريي جداسازي اهراهشوند، یکی از ي درگیر در معدنی کردن فسفات آلی شناخته می   هاآنزیمعنوان  
 .سـت هـایی بـا فعالیـت فـسفاتازي و فیتـازي بالاسـت ا      باکتريها و راهکارهایی براي دست یافتن به       روش ائهفسفات ار 

هاي تلفیقی از قبیل کشت باکتري در محیط جامد در حضور فسفات معدنی یـا         ي فوق یا حتی روش    هاروشاستفاده از   
 همچنین استفاده از سوبستراهاي رنگزا از قبیـل  آلی نامحلول یا کم محلول و پایش تولید هاله شفاف در اطراف کلنی و     

BCIP) 5-   بـه دلیـل فعالیـت فـسفاتازي       ) 1 شـکل (هاي آبی   و پایش تولید کلنی   )  ایندولیل فسفات  -3 کلرو   -4 برومو 
)Malboobi et al. 2009; Sarikhani et al. 2010 (     و در نهایت بررسی توان حل کننـدگی فـسفات و میـزان آزادسـازي

اي منجر اي و مزرعههاي تکمیلی تر با گیاه در شرایط گلخانهو انجام آزمایشفسفات توسط باکتري در محیط هاي مایع 
   .)Malbooi et al 2009(  شده استهاباکتري قبیلهاي کارامدي از این به جداسازي نمونه

 کننده فسفاتهاي حلهاي فسفاتاز و فیتاز از باکتريداسازي ژنهاي جروش

به طوري . شوندها رمز می، توسط گروه متنوعی از ژنباشندمیها اي از آنهاي فسفاتاز که فیتازها نیز زیر مجموعهآنزیم
 3د در تـوالی آنهـا در   فسفاتازهاي پروکاریوتی را بر اساس نگاره توالی حفاظت شده موجـو          ) 1998(که تالر و همکاران     

ها بـه کـار   سازي این قبیل از ژنهاي مختلفی تا کنون براي همسانه   روش. )2 شکل(  قرار دادند  C و   A  ،Bگروه مجزاي   
سـازي  ترین روش براي جداسـازي و همـسانه     به ترتیب ساده   RT-PCR و   PCRبراي نمونه   . )3 شکل (گرفته شده است  

. باشـد سـازي شـده در گذشـته مـی    هاي همـسانه یک موجود بر اساس اطلاعات ژن هاي رونوشتها از ژنوم یا نسخه ژن
، فقـدان سـاختار اینترونـی و عـدم وجـود      mRNAها به دلیل طول عمر پایین  در مورد پروکاریوت  RT-PCRاستفاده از   

 مشکلات .باشده میگرچه استفاده از این روش در مورد فسفاتازهاي یوکاریوتی قابل استفاد استفاده نشده است Aدنباله 
یکـی  . شود که اطلاعات ژنوم موجودي در دست نباشد و با یک ژن جدید روبـرو باشـیم  هاي فوق زمانی بیشتر می   روش

ها با استفاده ها تهیه کتابخانه ژنومی و  غربالگري همسانه    دیگر از روش هاي قابل استفاده در جداسازي این گروه از ژن           
تواند ناشی از رهاسازي آنزیم البته باید در نظر داشت که تولید هاله شفاف می. باشده میاز هاله شفاف در اطراف همسان

تواننـد از طریـق طراحـی    هـاي مـورد نظـر مـی    همچنین ژن. )Sarikhani et al. 2010به نقل از (یا اسیدهاي آلی باشد 
اي یابی قسمتی از توالی اسیدآمینهالیسازي آنزیم و توآغازگرهاي مختلط بر اساس مناطق حفاظت شده یا بعد از خالص

  . )Cho et al. 2005( آنها براي رسیدن به ژن رمزکننده در ژنوم موجود هدف باشد
هـا بـراي پـایش فعالیـت     کننده فـسفات و برخـی روش  هاي حلها براي جداسازي باکتري   در طول زمان برخی از روش     

 را در مـورد  BCIPبراي نمونه استفاده از . اده قرار گرفته استاي خاص یا حتی جداسازي ژن مورد استف  فسفاتازي سویه 
دیگـران نیـز بـراي     . شده اسـت  قارچ آسپرژیلوس و سوسپانسیون کشت سویا و تشخیص فعالیت فسفاتازي آن گزارش             

 pNPPهاي حاصل از تشکیل کتابخانه ژنومی استفاده از سوبستراهاي رنگزا از قبیل  غربالگري فعالیت فسفاتازي همسانه   
هاي با فعالیـت فـسفاتازي   که به ترتیب موجب تشکیل رنگ زرد و سبز همسانه متیل گرین/ و فنل فتالئین دي فسفات  

   .)Sarikhani et al. 2010به نقل از  ( استفاده نموده و گزارش کردند را،شودبالا می
 بـا  P. putida باکتري P13نومی سویه با ارایه روشی براي غربالگري عملکردي کتابخانه ژ) 2010(ساریخانی و همکاران 

هـا در  آن.  ، جداسازي دو ژن جدید فسفاتازقندي و فیتازي را گزارش دادندSperber در محیط حداقل BCIPاستفاده از  
هاي فوق نمودنـد  سازي ژن اقدام به همسانهBCIP بعلاوه Sperberکار خود با مشاهده رفتار فسفاتازي القایی در محیط   
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فیتاز و یا ژنهاي درگیر در انحـلال  / هاي رمزکننده فسفاتازهاي مرسوم براي دستیابی به ژن   روش 3ر شکل   د). 1 شکل(
  .باشدفسفات معدنی به شکلی کلی و خلاصه مشخص می

  
  
  
  
  
  
  

  .)Cho et al. 2005, Sarikhani et al. 2010استنتاج از  (هاي فسفاتاز و فیتازهاي مرسوم در جداسازي ژن روش-3شکل 
  

  گیرينتیجه

هاي میکروبی فعال در زمینـه تولیـد     بر گونه پژوهشگران   توجه بیشتر   به فسفر  هاي زنده سلولبا توجه به نیاز ضروري      
یابی به یک گونـه مناسـب بتـوان از آن     اسیدهاي آلی، تولید کننده فسفاتازها و فیتازها  معطوف بوده است که با دست    

ي هاباکتريدر این میان    . استفاده نمود  دام وطیور پروبیوتیک براي   و  اي گیاهان   برهایی چون کودهاي زیستی       درحیطه
براي افزایش فراهمی فسفر مورد نیاز گیاه و همچنـین   Enterobacter وPseudomonas ، Bacillusکننده از جنس حل

کنندگی فسفات بـالا   ن حلدر مرحله نخست رسیدن به یک ریزسازواره با توا. رسند به نظر میترمدآرشد و عملکرد کار  
 راه را براي به خدمت گرفتن هر چه بیشتر این توانهاي زیستی بـراي پیـشبرد   آن،و در ادامه دستیابی به ژن رمزکننده      

اي روشن را  ي مولکولی نوین، آیندهروش هاگذشته و استفاده از کلاسیک اي ه  نگاهی به پژوهش. سازد اهداف هموار می
زیـست فنـاوران   ، خاکـشناسان و  شناسـان  براي رسیدن به این مهم  تلاش میکـروب  کهماید ن پیش روي ما ترسیم می    
  .ضروري به نظر می رسد
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