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 چکیده
فسهفر در   كمهي دارد   باشد كهه در خهاک فراهمهي   فسفر یكي از عناصر غذایي مهم براي گياهان مي

ي هها بهاكتري  ،PGPR یها  كننده رشد گياههاي تحریکيشود  باكترآلي و معدني یافت مي شكلخاک به دو 
كننهد  توانهایي   هاي مختلف به رشد گياه كمک ميسازوكارند كه با هست موجود در خاک و ریزوسفر گياهان

ارتوفسفات، ویژگي مهمي در  مانندقابل استفاده  شكلبه  ها به منظور تبدیل فسفر نامحلولریزسازوارهبرخي 
PGPR ههایي از جهن    گونه شود باشد كه باعث افزایش عملكرد گياهان ميميPseudomonas ،Bacillus ،

Pantoea وRhizobium  اصهلي بهراي انحه ل     سهازوكار آیند  كنندگان فسفات به شمار ميترین حلاز قوي
در  را نقهش اصهلي   هافسهفاتاز اسيد است و در انح ل اشكال فسفر آلي فسفات معدني توليد اسيدهاي آلي 

استفاده از منابع فسفاته معدني و آلي  هاباكتريروش مرسوم در جداسازي این دسته از   دنمي كنخاک بازي 
از طریق پایش توليد فسفات آزاد شده  كه ،باشدميجامد مایع یا هاي ر محيط كشتكم محلول یا نامحلول د

بز ، آبهي و  س)هاي رنگي ها و توليد كلنيدر محيط مایع یا مشاهده هاله شفاف در اطراف كلني pHاهش و ك
گر چهه دانهش ژنتيهک      شوددنبال ميدر صورت استفاده از سوبستراهاي رنگزا در محيط كشت جامد زرد( 

و  اندسازي شدهانههمسمشخص گردیده و  چندین ژن رمزكنندة فسفاتازباشد، انح ل فسفات هنوز اندک مي
مولكهولي   شناسهي زیسهت ي هها روش .تعدادي ژن درگير در انح ل فسفات معدني جداسهازي شهده اسهت   

ي هها ژن بيهان   انتقهال و  باشهد مي كاآمد PGPRهاي ص سویهيشخترویكردي مفيد براي به دست آوردن و 
یهک راهكهار جدیهد بهراي بهبهود       ها یا گياههان در باكتريدرگير در انح ل فسفات )فسفات آلي یا معدني( 

 ها به عنوان مایه تلقيح ميكروبي است  ظرفيت ریزسازواره
 ي حل كننده فسفات، فسفاتاز، فيتاز، اسيدهاي آليهاباكتري :های کلیدیواژه
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  مقدمه

تامين غذا به با افزایش روزافزون جمعيت، 

هاي پيش رو عنوان یكي از مهمترین چالش

انسان را توانست  چهز اگرانق ب سب خواهد بود 

در تامين غذاي مورد نيازش یاري دهد وليكن با 

روند رو به رشد جمعيت و نياز به مواد غذایي 

دیگري با  ضرورت نياز به انق ب سبز ،بيشتر

و حفظ  محيطي زیست اصول رعایت تاكيد بر

شود، به بيشتر احساس مي منابع و پایداري آنها

افزایش ادر به تامين سال آینده ق 24كه تا  طوري

 ,.Khan et al) مواد غذایي باشد درصدي 54

كه با معرفي و عرضه سبز    انق ب(2007

در كنار افزایش  ،كودهاي شيميایي شكل گرفت

و بشر به  زیست توليد مخاطراتي را براي محيط

بشر را بر آن داشت كه براي   لذا دنبال داشت

ریزي یهپا بامنابع پایه خود و حفظ حفظ توليد 

ها و با تاكيد بيشتري بر پتانسيلكشاورزي پایدار 

هایي استفاده نماید از روشهاي زیستي خاک توان

زیست بومي تعادل تر باشد و سازگاركه با طبيعت 

 هگذردر این ر  خاک و محيط را حفظ نماید

به كودهاي زیستي به جاي كودهاي  روي آوردن

در نيم  سد ربه نظر ميجایگزیني مناسب شيميایي 

 يهاباكتريبيشترین توجه به  قرن گذشته

اما در دو   كننده ازت معطوف بوده استتثبيت

هاي مفيد دیگر براي دهه اخير استفاده از باكتري

و احياي فلور طبيعي خاک اي رفع نيازهاي تغذیه

ع قه تحت عنوان مهندسي ریزوسفر نيز مورد 

زیستي كودهاي وهشگران این رشته بوده است  ژپ

فسفاته با توجه به اهميت و نقش فسفر در تغذیه 

سعي   گيردن مقاله مورد بررسي قرار ميگياه در ای

هاي جداسازي این دسته از روششود مي

هاي درگير در انح ل سازوكارو  هاباكتري

و در ادامه  مورد توجه قرار گيردبيشتر  فسفات

ل ي درگير در انح هاژنژنتيک انح ل فسفات و 

زیست فناوري مورد بررسي قرار از دید فسفات 

 گيرد مي

 

 سفر در خاک و اهمیت آن برای گیاهف -1

با وجود تركيبات فسفاته فراوان در خاک، 

گياهان فسفر مورد نياز خود را به شكل آنيون 

2-یا  4PO2H-) فسفات
4HPO)  از محلول خاک

كنند  بر خ ف نيتروژن كه اتمسفر یكي جذب مي

فاقد این عنصر  رودميبه شمار بع عمده آن از منا

این   (Ezawa et al., 2002) باشدميچنين منبعي 

عنصر برخ ف عناصر پرمصرف دیگر داراي 

توسعه   استدر خاک و گياه حداقل تحرک 

تشكيل ميوه ریشه، قوام ساقه، تشكيل گل و دانه، 

كيفيت تثبيت ازت در گياهان لگوم، ، آن رسيدگي

مواردي است ها بيماريوم بودن به و مقامحصول 

 ,Fageria)رابطه مستقيم دارند تغذیه فسفر  اكه ب

یكي از اجزاء ضروري متابوليسم  فسفر  (2009

انرژي، بخشي از اسيدهاي نوكلئيک و غشاهاي 

باشد  فرایندهاي اصلي بيوشيميایي از زیستي مي

 قبيل فتوسنتز و تنف  به وسيله فسفات معدني

(Piیا مشتق )شود ات آلي آن فعال مي

(Raghothama and Karthikeyan, 2005 ) 
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در گياهان لگوم تحریک را تثبيت ازت  ،فسفر

باشد كرده و براي توليد قندها ضروري مي

(Saber et al., 2005 )  ميزانتفاوت فاحشي بين 

 ،مولارميلي در حد) ي گياهيهاسلولفسفر درون 

mMدر حد) خاکدر محلول  فسفر ( و 

ميانگين  طوربه  ( وجود دارد μM ،يكرومولارم

در اغلب عناصر معدني موجود در محلول خاک 

كه فسفر در  در حالي ،مولار موجودندمقادیر ميلي

 ( Ozanne, 1980حد ميكرومولار حضور دارد )

ها به دو شكل آلي و معدني البته فسفر در خاک

( و در Khan et al., 2007به مقدار فراوان )

باشد مي mg kg1244-044-1  محدوده

(Rodriguez and Fraga, 1999 غلظت فسفات  )

مقدار محلول در خاک معمولاً خيلي پایين است و 

  (Paul, 2007) باشدیا كمتر مي mg kg 1-1آن 

در  جذبقابل  اتسطوح بسيار پایين فسف

شود كه این عنصر به عنوان ریزوسفر باعث مي

كننده رشد محدودترین فاكتورهاي یكي از اصلي

شناخته شود  تثبيت  هازیست بومدر بسياري از 

و تشكيل فسفات قابل استفاده در خاک معدني 

دلایل اوليه براي فراهمي كم از  هاي آليكمپلك 

 Raghothama andرود )این عنصر به شمار مي

Karthikeyan, 2005  ) در بزرگترین منابع فسفر

ات از قبيل ها و دیگر رسوبصخره، زمين كره

هاي اوليه و دیگر اشكال معدني اوليه آپاتيت

 شناسي استهاي زمينحاصل شده از دوران

(Rodriguez and Fraga, 1999; Paul, 2007 ) 

كلسيم شكل غالب فسفات در شرایط قليایي، تري

از قبيل ي فسفات معدني هاسنگباشد  فسفات مي

از جمله منابع  2و فرانكوليت 1فلوروآپاتيت

در خاک نامحلول  باشند كهفسفات كلسيم مي

كننده نياز گياه نخواهند بود تامينبوده و 

(Goldstein, 2000)  در خاک  اتپویایي فسف

و  3تحت تاثير فرایند فيزیكوشيميایي )جذب

و معدني  5)غيرمتحرک شدن زیستيو  (4واجذب

  (Fageria, 2009Paul, 2007 ;) ( است6شدن

به  كودكه در قالب  فاتفساي از مقادیر عمده

دهد و از شود تشكيل رسوب ميخاک اضافه مي

این موضوع به ، شوددسترس گياه خارج مي

پذیري بسيار بالاي یون ارتوفسفات با واكنش

در شرایط  Fe+3و  Al+3 ي فلزي از قبيلهاكاتيون

ي هاخاکدر  Ca+2با یون ي اسيدي و هاخاک

 Gyaneshwar et) شودمربوط مي خنثي تا آهكي

al., 2002; Hao et al., 2002 ; Norrish and 

Rosser, 1983; Lindsay et al., 1989)   نياز به

جایگزیني مناسب براي كودهاي شيميایي فسفاته 

استفاده زیاد از بدانيم  شود كهزماني احساس مي

 مخاطرات محيطي و خطراتي كودهاي شيميایي

عمل    دربراي س مت انسان به همراه دارد

 14-25كودهاي شيميایي فسفاته بين  بازدهي

 و تقریباً (Isherword, 1998) باشد درصد مي

در خاک در اثر واكنش با درصد آن  94-25

غيرقابل  و رسوب صورتبه ي فلزي هاكاتيون

، (Stevenson, 2005) شودگياه تبدیل مي استفاده

سالانه انرژي لازم براي توليد از طرف دیگر 

                                                 
1- fluoroapatite 

2- francolite 

3- sorption 

4- desorption 

5- immobilization 

6- mineralization 
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 ميليارد 0فسفاته چيزي بالغ بر يميایي شكودهاي 

، كه با (Goldstein et al., 1993) باشددلار مي

ضرورت یافتن   صرف هزینه بالایي همراه است

ي هافسفاتجایگزیني مناسب براي رهاسازي 

شود س مياتجمع یافته در خاک زماني بيشتر احس

منابع فسفاته بر این امر واقف گردیم كه كه 

فسفات مورد نياز قابليت تامين  موجود در خاک

سال دارا  144تا گياهان براي توليد بهينه آنها را 

ست ا كافيو  ،(Goldstein et al., 1993) باشدمي

كه این منبع عظيم فسفر را به صورتي براي گياه 

فسفر  1فراهمي زیستيقابل جذب و استفاده نمود  

سطح در خاک به نوع گياه، شرایط و قابل جذب 

 بستگي داردخاک و فلور ميكروبي اي هتغذی

(Khan et al., 2007)   قسمت اعظم جمعيت

باشد و ميكروبي خاک در ریزوسفر مي

توزیع و نوع كننده فسفات از نظر هاي حلباكتري

كند ي مختلف فرق ميهاجمعيت در شرایط خاک

و جمعيت آن به خصوصيات فيزیكي و شيميایي 

فسفر آن و عمليات  خاک، ميزان ماده آلي و مقدار

 كشاورزي بستگي دارد 

 

2- PGPR2  کننده فسفاتی حلهاباکتریو 

جامعه ميكروبي خاک حاصلخيزي آن را از 

سازي و طرق تجزیه، معدني كردن، ذخيره

د  ندهرهاسازي عناصر غذایي تحت تاثير قرار مي

درصد از مواد  04با توجه به آزادسازي حدود 

ه، این محيط شرایط فتوسنتزي در ریزوسفر گيا

مساعدي را براي حضور جمعيت ميكروبي فراهم 

                                                 
1- bioavailibility 

2- Plant Growth Promoting Rhizobacteria 

ي تحریک كننده رشد گياه هاباكترينموده است، 

كنندة ي احاطههاباكتريها شامل PGPRیا 

شوند  كه باعث افزایش رشد گياه مي اندریشه

ميكروبي به  3ها به عنوان زاد مایهPGPRامروزه 

اي زیستي گرهشكل كودهاي زیستي و یا كنترل

 .(Ping and Boland, 2004) شونداستفاده مي

ها بر رشد PGPRهایي كه به وسيله آن سازوكار

اثرات مستقيم و غير گذارند به گياه تاثير مي

شود  اثر غيرمستقيم بيشتر از تقسيم ميمستقيم 

یي ميكروبي است كه اثر هامتابوليتطریق توليد 

بيل دارند از قعوامل بيماریزا منفي بر 

با و  HCNیا  4ها، سایدروفورهابيوتيکآنتي

باعث بيماریزا هاي ممانعت از رشد ریزسازواره

 Rodriguez andشوند )رشد گياه ميافزایش 

Fraga, 1999 Ramesh kumar et al., 2002; 
Timmusk and Wagner, 1999; ) اثر مستقيم  اما

، 5ي گياهيهاهورموني سنتز هاراهتواند از آنها مي

تسهيل جذب عناصر غذایي، تثبيت ازت، كاهش 

یي )از هاآنزیمسنتز برخي ها، ریشه 6پتانسيل غشاء

ي هاهورمون( كه سطح ACC deaminaseقبيل 

 Rodriguez andكنند )گياهي را تعدیل مي

Fraga, 1999 و همچنين انح ل فسفات معدني )

به شكل قابل استفاده و معدني كردن فسفات آلي 

 ,Rodriguez and Fraga)باشد اهان براي گي

1999 Timmusk and Wagner, 1999;  )

هاي ریزوسفري بر نقش ریزسازوارهمبني مداركي 

ارائه  1943سال  دردر انح ل فسفات معدني 

                                                 
3- inoculant 

4- siderophore 

5- phytohormones 

6- membrane potential 
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 ( Illmer and Schinner, 1992) شده است

ها از طریق معدني كردن فسفر آلي و ریزسازواره

سازي فراهم ،هاي رسوب یافتهانح ل فسفات

 Chen et) دهندفسفر براي گياهان را افزایش مي

al., 2006; Kang et al., 2002; Pradhan and 

Sukla, 2005)ها گرچه   این دسته از ریزسازواره

فسفر را در ساختار سلولي خود به خدمت 

بخشي از آن كه در محيط آزاد ولي  ،گيرندمي

ها   باكتريدگيردر اختيار گياه قرار مي شده است

ها در انح ل فسفات بسيار قارچدر مقایسه با 

موثرترند و جمعيت بالایي را به خود اختصاص 

 طوريبه  ،(Alam et al., 2002)دهند مي

كننده هاي حلجمعيت باكتري Fallah  (2006)كه

درصد جامعه ميكروبي در  77فسفات را 

هاي گزارش  ي شمال ایران گزارش كردهاخاک

هاي مختلف باكتري در ي توانایي گونهمتفاوت

انح ل فسفات معدني نامحلول از قبيل 

كلسيم فسفات، كلسيم فسفات، ديتري

 عنوانهيدروكسي آپاتيت و سنگ فسفات را 

یي با این قابليت، هاباكتري  در بين كردند

، Pseudomonasهاي جن 

Bacillus،Rhizobium  ،Burkholderia ،

Agrobacterium ،Pantoea ،Achromobacter 

شود  مشاهده مي Flavobacteriumو 

كننده ي حلهاباكتريهاي قابل توجهي از جمعيت

فسفات در خاک و در ریزوسفر گياه وجود دارد 

هوازي با غالبيت هاي هوازي و بيكه شامل گونه

هاي هوازي است، همچنين جمعيت آنها در گونه

ري به ریزوسفر در مقایسه با خاک غيرریزوسف

 ,Rodriguez and Fragaمراتب بيشتر بوده است )

1999; Whitelaw, 2000 )  باكتریهايB. 

megaterium ،B. circulans ،B. subtilis ،B. 

polymixa ،B. sircalmous ،P. striata  و

Enterobacter توانند به عنوان مهمترین مي

 Subba) معرفي شوند هاي شناخته شدهگونه

Rao, 1988; Kucey et al., 1989). ي هاباكتري

از سال  1كننده فسفات به عنوان كود زیستيحل

 ,Kudashev) اندگرفتهمورد استفاده قرار  1954

1956; Krasilinikov, 1957  ) رابطه بين گياهان

به عنوان یک  كننده فسفاتحل يهاباكتري و

طبيعت در  2تشدید شوندهافزایي یا همرابطه 

باكتري فسفات  از یک سورا زی  شودشناخته مي

از سوي و كند محلول را براي گياه فراهم مي

گياه از طریق ترشحات ریشه خود تركيبات دیگر، 

براي رشد كربنه مورد نياز )عمدتاً قندها( را 

استفاده   (Pérez et al., 2007) كندباكتري آزاد مي

كننده فسفات با سایر ي حلهاباكتريهمزمان 

ي هاقارچيد ریزوسفري از قبيل ميكروفلور مف

رشد كننده ازت ي تثبيتهاباكتريميكوریز و 

ني كه آنها به تنهایي در مقایسه با زماگياهان را 

 Zaidi et) كندبيشتر تحریک مي شونداستفاده مي

al., 2003; Perveen et al., 2002; Belimov et 

al., 1995)   هاي موجود در ریزسازوارههمكاري

بهبود جذب موجب  تواند گياهان مي ریزوسفر

فراهم ساختن و همچنين  در دسترسي هافسفات

ميزان  براي گياه شود  تثبيت شدهمنابع فسفات 

كننده ي حلهاباكتريتوسط  اتسازي فسففراهم

فسفات از منابع معدني و آلي فسفات به ترتيب 

                                                 
1- biofertilizer 

2- synergistic 
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 ml gμ 17-7-1و  ml gμ 02-25-1در محدوده 

 Ghaderi  (Tao et al., 2008)متغير بوده است 

et al  (2008 ) كنندگي و اثر حلدر بررسي

 .P. putida ،Pرهاسازي فسفات در سه باكتري 

fluorescens Chao وTabriz P. fluorescens 

از هيدروكسيد آهن را مقادیر آزاد شده فسفر 

(III )51 ،29  درصد گزارش دادند و  22و

 ml gμ 7/10-1 بيشترین مقدار فسفر آزاد شده

 .B و P. striataاین در حالي است كه  بود 

polymixa 1 به ترتيب-ml gμ 152 فسفر  112 و

  (Rodríguez and Fraga, 1999) را آزاد ساختند

fluorescens P. كلسيم فسفات، از منابع تري

ب مقادیر يفسفات آلومنيم و فسفات آهن به ترت
1-ml gμ 144 ،92  آزاد ساخت 51و ( et Khan

9200., al)   اخيراً انح ل فسفات به ميزان gμ

1-ml 124  براي دو باكتري  154وP. 

agglomerans P5 و P.putida P13  گزارش نيز

چه گر  (Malboobi et al., 2009a)شده است 

توان از آزمایشات مقایسه كميّ درستي نمي

اما صورت گرفته در منابع مختلف انجام داد، 

، باسيلوسهاي د كه گونهدهاط عات نشان مي

كنندگان قویترین حل ریزوبيومو  سودوموناس

كلسيم فسفات و تريو فسفات هستند 

هيدروكسي آپاتيت در مقایسه با سنگ فسفات 

 ,Rodriguez and Fragaد )نباشميپذیرتر تجزیه

1999 ) 

 

ی هاباکتریجداسازی  روش شناسایی و -3

 کننده فسفاتحل

توان به را مي فسفات كنندهي حلهاباكتري

هاي یا روش 1هاي رقتطریق تهيه سري

هاي خاک از نمونه 2شده ي غنيهاكشت

مناطق ز اهمچنين و ریزوسفري  ریزوسفري، غير

 دنموجداسازي ي فسفاته هاسنگ رسوبات

(Khan et al., 2009)   به خاطر عدم پایداري

 ،هاباكتريبرخي از كنندگي فسفات ویژگي حل

ي هاكشتكنندگي آنها با توان حلیداري و پادوام 

 Illmer and) گيردمجدد مورد آزمایش قرار مي

Schinner, 1992)   معمولاً جداسازي اوليه در

توانایي آن در انح ل محيط جامد انجام گرفته و 

از  بعدفسفات در محيط مایع آزمایش شده و 

زادمایه  ،مدآكننده فسفات كارانتخاب باكتري حل

و  ايخانهدر شرایط آزمایش گلشود و ه ميآن تهي

در آن  روي رهاي تكميلي باي آزمایشمزرعه

این مراحل  گيرد انجام ميحضور گياهان مختلف 

  اندآورده شده 1شكل  به صورت خ صه در 

                                                 
1- serial dilution 

2- enrichment culture techniques 
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یلی های تکمآزمایش ه همراهکننده فسفات بهای حلبرداری و غربالگری باکتریمراحل نمونه -1شکل 

 .)از بالا به پایین( های کارآمدجهت انتخاب سویه
Figure 1- The steps of sampling and screening of PSB in order to determine the high 

efficeint strains.  

 
  

 

 

 

 

 

کننده فسففات در محفیط غربفالگری. در    های حلتولید هاله شفاف و کلنی آبی توسط باکتری -2شکل

و تولید هاله شفاف و کلنی رنگی )آبی( در  E. coli راست تولید هاله شفاف توسط باکتری شکل سمت

شود. در شکل سمت چف  غربفالگری کتابخانفه    های مثبت در همین میزبان مشاهده مییکی از همسانه

( به منظور پایش در حضور سوبسترای رنگفی  P. putida P13ای با فعالیت فسفاتازی بالا )ژنومی سویه

BCIP شود، این کتابخانه در سویه میزبان مشاهده می E. coli DH5αشده است ) ساختهSarikhani et 

al., 2011.) 
Figure 2- Production of clear zone and blue colony by PSB in the screening medium. 

The production of clear zone in E. coli and blue phenotype of this bacterium which 

contatining a phosphatase gene (the right picture). Genomic library screening of a strain 

with high phosphatase activity (P. putida P13) was shown in presence of chromogenic 

substarte (BCIP). The library has been constructed in E. coli DH5α (the left picture) 

(Sarikhani et al., 2011).  
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انح ل فسهفات   سازوكار كه با توجه به این

ههاي  ریق توليد اسيدهاي آلي و توليهد آنهزیم  طاز 

   محهيط اختصاصهي  باشدفيتاز( مي )مانندفسفاتاز 

با استفاده از  هاباكترياین  براي غربالگري فنوتيپي

بها   كهه  يصهورت اند بهه  طراحي شده سازوكاراین 

حذف ههر گونهه منبهع فسهفات قابهل اسهتفاده و       

هاي مناسهب  محلول در محيط كشت از جایگزین

)از آلهي  معهدني یها   تركيبات فسهفات  و نامحلول 

كلسيم فسفات یا فيتات سدیم و فيتهات  قبيل تري

  در این رابطه بهه محهيط   انداستفاده كردهكلسيم( 

 Pikovskayaو   Sperberحههداقل ماننههدكشههت 

    (Pikovskaya, 1948) ن اشاره داشتتوامي

و حتي برآورد نيمه كمي  1تشخيص چشمي

هها بهه وسهيله    توانایي انح ل فسفات ریزسازواره

پهذیر اسهت كهه در آن    امكان 2غربالگري در پليت

 هاي ميكروبياطراف كلنيدر  3منطقه شفافتوليد 

تركيبههات در محههيط كشههت حههاوي   (2)شههكل 

مهورد   (تنها منبع فسفربه عنوان )نامحلول فسفات 

نيز  4  این روش به روش هالوگيردميقرار بررسي 

اي بها  معروف است  همچنهين روش بهبهود یافتهه   

ارائه شهده   5استفاده از محيط حاوي بروموفنل بلو

در اطهراف  آبهي   نهگ ر ،است كهه در ایهن محهيط   

در نتيجهه آزادسهازي    pHها به دليل كهاهش  كلني

 Rodriguez and) دشوميرنگ بي ،هاي آلياسيد

Fraga, 1999; Nautiyal 1999; Mehta and 

Nautiyal 2001; Oliveira et al., 2009 )  بهها

                                                 
1- visual detection 

2- plate screening method 

3- clear zone 

4- halo method 

5- bromophenol blue 

منطقهه   هتوجه به ایراداتي كه بهراي روش مشهاهد  

 Pikovskaya شفاف در اطراف كلنهي در محهيط  

(PKV) به عنوان نمونه برخهي از   شودگرفته مي(

نهدگان  كنباكتریهاي فاقد هاله شهفاف بعضهاً حهل   

، باشهند( ههاي مهایع مهي   فسفات خوبي در محهيط 

Nautiyal (1999)   بههه نههام  را محههيط جدیههدي

(NBRIP) ایههن ه كههوي معتقههد اسههت  ،ه دادئههارا

مههدتر آكار PKVسههه برابههر در مقایسههه بهها روش 

  است 

از آن جهت كهه فسهفاتازها و فيتازهها بهه عنهوان      

هاي درگير در معهدني كهردن فسهفات آلهي     آنزیم

هههاي جداسههازي شههوند، یكهي از راه يشهناخته مهه 

هها و  كننهده فسهفات ارایهه روش   هاي حلباكتري

ههایي بها   راهكارهایي براي دست یافتن به باكتري

فعاليههت فسههفاتازي و فيتههازي بالاسههت اسههت    

(Gargova et al., 1997; Shieh and Ware, 

1968; Chen, 1998; Bae et al., 1999; Senn 

and Wolosiuk, 2005هههاي فاده از روش(  اسههت

ههاي تلفيقهي از قبيهل كشهت     فوق یا حتهي روش 

باكتري در محيط جامد در حضور فسفات معدني 

یا آلي نامحلول یا كم محلول و پایش توليد هالهه  

شههفاف در اطههراف كلنههي و همچنههين اسههتفاده از 

برومهو   -BCIP (5از قبيهل   6سوبستراهاي رنگهزا 

يهد  اینهدوليل فسهفات( و پهایش تول    -3كلرو  -0

( به دليل فعاليت فسفاتازي 2هاي آبي )شكل كلني

(Malboobi et al., 2009a; Gibson et al., 

( و در نهایت بررسي تهوان حهل كننهدگي     1988

فسفات و ميزان آزادسازي فسفات توسط بهاكتري  

                                                 
6- chromogenic 
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 Mehta and Nautiyalهههاي مههایع )در محههيط

2001; Malbooi et al, 2009a; Ghaderi et al, 

بها گيهاه در    هاي تكميلهي انجام آزمایش( و 2008

اي منجر به جداسهازي  اي و مزرعهشرایط گلخانه

هها شهده   مدي از این قبيل بهاكتري آهاي كارنمونه

 Richardson (  Malbooi et al, 2009bاسهت ) 

and Hadobas (1997)    در یک مطالعه اقهدام بهه

كه نمودند هاي موجود در خاک جداسازي باكتري

 (IHP)1 تفاده از اینوزیتول هگزافسهفات قادر به اس

به عنوان یک منبع فسهفات آلهي بودنهد      یا فيتات

ِ تصهادفي نشهان داد كهه    نمونه انتخابي 244آناليز 

درصههد جمعيههت كشههت شههده از   5/4كمتههر از 

بهه عنهوان منبهع     IHPها قادر به استفاده از باكتري

كربن و فسفر هستند  در ادامه مطالعه آنهها منجهر   

ههاي  ریزسهازواره از سهودوموناس   0اسایي به شن

 P. putidaو P. putida CCAR53فلورسهنت ) 

CCAR59   ( یا غيهر فلورسهنت )P. mendocina 

CCAR60  وP. mendocina CCAR31  شههد )

هاي فلورسنت فعاليت فيتهازي قابهل   سودوموناس

درصد  71توجهي از خود نشان دادند و بيشتر از 

عههدم حضههور در حضههور یهها  IHPفسههفات را از 

آرابينوز به عنوان منبع كربنِ اضافي آزاد سهاختند   

ههاي غيهر فلورسهنت    این در حالي است كه سویه

تنها در حضور آرابينوز قادر به آزادسازي فسفر از 

IHP  بودند 

كننهدگي فسهفات   حهل بایستي در نظر داشت كهه  

به عوامل مختلفي وابسهته اسهت    هاباكتريتوسط 

كه  زمانيو  ارتباط داردروژني نوع منبع نيتبه مث ً 

 به دليهل شود در محيط از نمک آمونيم استفاده مي

                                                 
1- inositol hexaphosphate 

محيط در مقایسهه بها    pHكاهش  و تبادل پروتون

 شودفسفر بيشتري آزاد مي ،استفاده از نمک نيتراته

(Roos and Luckner, 1984)،    در برخهي مهوارد

 Reyes et ) هم خ ف این امر گزارش شده است

al., 1999) مطالعههات جداسههازي بههاكتري     رد

مشهاهده شهده كهه بهاكتري در      ،فسفات كنندهحل

 ،شهود كهه از آن تهيهه مهي    2ههاي مجهددي  كشت

 ،دههد كنندگي فسفات را از دست مهي فعاليت حل

هههاي بههر همههين اسههاس در جداسههازي بههاكتري 

كننده فسفات تاكيد زیادي بر تكرار آزمایش و حل

  شود مي كنندگي آنرفتار حل مشاهده پایداري

 

 های انحلال فسفاتسازوکار -4

 معدنی انحلال فسفات -4-1 

بهه توانهایي   معهدني  فعاليت انح ل فسفات 

هایي از قبيل متابوليتها در آزاد كردن ریزسازواره

اسهيدهاي  ( و H+ترشح یون هيدروژن یا پروتون )

 ;Surange et al., 1995) شهود مربهوط مهي  آلهي  

Nahas, 1996; Dutton and Evans, 1996)  

 بها  برخي معتقدنهد كهه اسهيدهاي آلهي و معهدني      

ي كربوكسههيل و هيدروكسههيل خههود   هههاگههروه

Fe3+Al ,+3 ,ي همهراه آنيهون فسهفات )   هاكاتيون

2+Ca بهه  نيهز  و بهه ایهن طریهق     نموده( را ك ت

 Kpomblekou) نهد نكمهي انح ل فسفات كمک 

and Tabatabai, 1994; Stevenson, 2005; 

Omar, 1998 ) برخي اعتقهاد دارنهد كهه    همچنين

3-انح ل فسفات نتيجه تبادل آنيوني 
4PO  با آنيون

  (Omar, 1998باشد )اسيد آلي مي

                                                 
2- sub-culture 
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مطالعه بهر روي توليهد اسهيدهاي آلهي اغلهب در      

هایي از هاي مایع صورت پذیرفته و با روشمحيط

یهها لایههه نههازک   1قبيههل كرومههاتوگرافي كاغههذي 

و برخههي  2HPLCكرومههاتوگرافي یهها بههه وسههيله 

ي آنزیمي مشخص صورت گرفتهه اسهت   هاروش

(Gyaneshwar et al., 1998  )   در بهين اسهيدهاي

رسهد اسهيد گلوكونيهک    آلي مختلف به نظهر مهي  

مهمتهههرین اسهههيد توليهههدي در تهههرین و غالهههب

 ,.Goldstein et alي گرم منفي باشهد ) هاباكتري

1993; Kim et al., 1998 )  آلهي  این اسهيد توليد 

، .Pseudomonas spیي نظيهر  هها اكتريبه توسهط  

Erwinia herbicola ،P. 

cepacia،Azospirillum spp ، R. 

leguminosarum ،R. meliloti ،B. firmus و 

Burkholderia cepacia   گههزارش شههده اسههت

(Rodriguez et al., 2004; Rodriguez and 

Fraga, 1999ههایي از  (  سویهB. liqueniformis 

انههد كههه یافههت شههده B. amyloliquefaciensو 

مخلهههوطي از اسهههيدهاي اسهههتيک، لاكتيهههک،    

كنند  دیگر توليد ميرا ایزووالریک و ایزوبوتيریک 

اسيدهاي آلي از قبيل اسيد سوكسينيک، مالونيهک،  

كوليهههک همچنهههين در بهههين اكسهههاليک و گلهههي

كننههدگان فسههفات مشههخص شههده اسههت   حههل

(Rodriguez and Fraga, 1999).  

جایگزین بهه غيهر از اسهيدهاي    هاي احتمال

آلي به منظور انح ل فسفات معدني بها توجهه بهه    

و مقدار انح ل فسهفر   pHفقدان رابطه خطي بين 

                                                 
1- paper chromatography 

2- High Performance Liquid Chromatography 

 

توانهایي    (Subba Rao, 1982) پيشنهاد شده است

ه ك چنان ،باشدمهم مياسيدهاي آلي كنندگي ك ت

بههه محههيط منجههر بههه   0.05M EDTAافههزودن 

  (Kucey, 1988) شهد آزادسازي فسفر در محهيط  

قبيههل توليههد مههواد    ازي هههاي دیگههر سههازوكار

ها، همچنين توليد ریزسازوارهكننده به وسيله ك ت

اسيدهاي معدني از قبيل اسيد سولفيدریک، اسهيد  

ارائه  نيز و اسيد كربنيک ، اسيد كلریدریکنيتریک

  به هر حال، تاثير ایهن فراینهدها جهاي    ه استدش

رسهد كهه سههم آنهها در     سوال است و به نظر مي

نظر كردن باشد  آزادسازي فسفرِ خاک قابل صرف

(Rodriguez and Fraga, 1999 )  اسهههيدهاي

در مقایسه بها اسهيد   معدني مانند اسيد كلریدریک 

یكسان كارایي كمتري در انح ل  pHهاي آلي در 

 ,.Kim et al) فسفات از خهود نشهان مهي دهنهد    

پایين آوردن  ،از این سازوكارها یكي دیگر ( 1998

pH  زیسهتي باشهد كهه از راه توليهد    ریزوسفر مهي 

تبهادل گهازي    دررهاسهازي بيكربنهات    و3پروتون

)2/CO2(O دهد رخ مي 

انح ل فسفات معدني نتيجه اثرات تركيبهي  

 اسهيدهاي آلهي اسهت   خهاک و توليهد    pHكاهش 

(Fankem et al., 2006 )  هههاي  ریزسههازواره

آلهي  اسهيدهاي  كننده فسفات از طریهق توليهد   حل

 Deubel) 4متفاوت همانند اسيدهاي كربوكسيليک

and Merbach, 2005 و سههازوكارهاي كههاهش )

pH ( ریزوسفرHe and Zhu, 1988 )ي هها فسفات

 د نه كنموجود در مواد فسفردار مختلف را آزاد مي

                                                 
3- biotical production of proton  

4- carboxylic acid  
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كههارایي خههاک  1ظرفيههت بههافريوجههود بهها ایههن 

كنندگان فسهفات را در رهاسهازي فسهفات از    حل

 Stephen and) دههد ت كلسيم كهاهش مهي  فسفا

Jisha, 2009 )   ًاسههيدهاي كربوكسههيليک اساسهها

و  Al-Pنيم )يفسفات پيوند یافتهه بها آههن و آلهوم    

P-Fe یهون فسهفات بها     2از طریق تبادل آنيوني( را

 3سهازند یها از طریهق كه ت    آنيون اسيدي رها مي

 همهراه فسهفات   مينيآلهوم هاي آههن و  یوننمودن 

(Omar, 1998)  كاهش یاpH  رقابهت آنيهون   و یا

اسيد آلي بها آنيهون فسهفات در جهذب شهدن در      

بهه انحه ل    (Nahas, 1996)جذبي خهاک  سطوح 

 كنند فسفات كمک مي

قدرت اسهيدهاي آلهي در كه ت كننهدگي     

به سهاختار مولكهولي بهه    شدیداً ي فلزي هاكاتيون

ي كربوكسيل و هيدروكسيل هاگروه ویژه به تعداد 

عه وه بهر    4نوع و موقعيت ليگانهد  د گردآن برمي

فراینهد  یي آن را در آتوانهایي و كهار   5قدرت اسهيد 

 Kpomblekou and) كندانح ل فسفات تعيين مي

Tabatabai, 1994 )  پتانسههيل رهاشههدن فسههفر از

هاي كربوكسيليک با كهاهش ثابهت پایهداري    آنيون

بهه   Fe -یها آنيهون آلهي     Al-كمپلك  آنيون آلهي 

  (Ryan et al., 2001) شودميكم  ترتيب زیر
citrate > oxalate > malonate / malate > 

tartrate >lactate > gluconate > acetate > 

formiate  

 

كه در انح ل فسفات ع وه  با توجه به این

هاي فسهفاتاز و فيتهاز نيهز    بر اسيدهاي آلي، آنزیم

                                                 
1- buffering capacity 

2- anion exchange 

3- chelation 
4- ligand 

5- acid strength 

مشخص نمودن عامل انحه ل   يبرا ،الت دارنددخ

تيمههار بهها پپسههين )یههک نههوع پروتئههاز  فسههفات از

یا آنزیم( و باز  باشد( یا استون ) حذف پروتئينمي

NaOH   شهود  در  )خنثي كننده اسيد( اسهتفاده مهي

صورت تيمار با عوامل از بين برنهده آنهزیم  اگهر    

دههد كهه   آزادسازي فسفر تغييري نيابد، نشان مهي 

فرایند درگير در انح ل فسفات غيرآنزیمي بوده و 

شهود   مربوط مهي یا معدني به توليد اسيدهاي آلي 

اگر انح ل فسفات در صورت تيمار با باز متوقف 

شود، نشهان دهنهده آن اسهت كهه عامهل انحه ل       

 Rodriguez andباشهد ) فسفات، اسهيد آلهي مهي   

Fraga, 1999 )   هههها براسهههاس ایهههن یافتهههه

انحه ل فسهفات    مرتبط بها  هايژن 6سازيهمسانه

Goldstein (1994, 1995 )  معههدني دنبههال شههد 

پيشههنهاد كههرده اسههت كههه اكسههایش گلههوگز بههه  

كتوگلوكونيک پایه -2اسيدگلوكونيک و اغلب اسيد

كننده فسفات معدني در هاي حلمتابوليكي فنوتيپ

 باشد هاي گِرم منفي ميبرخي از باكتري
 

 معدنی شدن فسفر آلی -4-2

تركيبههات فسههفر آلههي از قبيههل اسههيدفيتيک  

فسهفر خهاک را بهه     درصهد  24-74 استممكن 

 Raghothama andخههود اختصههاص دهههد )  

Karthikeyan, 2005 ،) آن محهدوده تغييهر   گرچه

تقریبهاً    نيز گزارش شده اسهت  درصد 0-94بين 

موجود در خاک و ریشهه  هاي نيمي از ریزسازواره

آلهي را   با فعاليت فسهفاتازي خهود فسهفر   گياهان 

 Cosgrove, 1967; Tarafdar) نماینهد ميني معد

                                                 
6 - cloning 
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et al., 1988 )   فسههفاتازهاي اسههيدي و قليههایي

فسفات آلي را به عنوان یهک سوبسهترا بهه شهكل     

   (Beech et al., 2001)نماینهد معدني تبدیل مهي 

معدني شدن فسفات آلي سازوكار اصلي در گرچه 

 Rodriguez etخاک توليد اسيد فسفاتازهاسهت ) 

al., 2000a)  و  آليسازي آنيون رها، ع وه بر آن

 ,Yadaf and Tarafdar) توليههد سههایدروفورها

هيهدروليز  فسهفر آلهي خهاک را     توانندمي (2001

پههذیري فسههفر آلههي اساسههاً بههه   تجزیههه نماینههد 

خصوصهههيات بيوشهههيميایي و فيزیكوشهههيميایي  

 ،بههه عنههوان نمونههه  وابسههته اسههت ههها مولكههول

اسيدهاي نوكلئيک، فسفوليپيدها و قندهاي فسفاته 

كهه اسهيد    در حهالي  ،شهوند یه مهي به راحتي تجز

شهوند  به آرامي  تجزیهه مهي   هافسفاتفيتيک، پلي

(Rodriguez and Fraga, 1999 ) توانهد  فسفر مي

گروه  3از تركيبات آلي موجود در خاک به وسيله 

فسهههفاتازهاي غيهههر   -1آنزیمهههي آزاد شهههود   

 -، كه دفِسفری سيون پيونهدهاي فسهفو  اختصاصي

كنند ر مواد آلي را دنبال مياستر یا فسفوانيدرید د

فيتازها كه باعث فسفاتازهاي اختصاصي مانند  -2

 1فسفوناتاز -3شوند آزاد شدن فسفر از فيتات مي

  گرچه از نظر توالي ژني و پروتئيني هالياز C-Pو 

باشهد، امها در عمهل    بندي صحيح نمهي این تقسيم

توان گفت كه فعاليت اصلي معدني شدن فسفر مي

 Rodriguezباشهد ) ده دو گروه اول ميآلي بر عه

et al., 2006 ) هاي دِفسفریله شدن شهامل  واكنش

هيدروليز پيونهدهاي فسفواسهتر یها فسهفوانيدرید     

  فسفوهيدرولازها به اسهيدي و  (3 )شكل باشدمي

                                                 
1- 3-phosphonatase 

شهوند  فسهفوهيدرولازهاي   بندي ميقليایي تقسيم

ههاي  pHاسيدي بر خ ف فسفاتازهاي قليایي، در 

هاي كاتاليتيكي بهينه نشان خنثي فعاليت اسيدي تا

د  بع وه، آنها بها توجهه بهه اثرگهذاري بهر      ندهمي

تواننهههد بهههه  روي سوبسهههتراي خهههاص مهههي  

بنههدي اسيدفسههفاتازهاي ویههژه و غيرویههژه تقسههيم

ههاي  شوند  فسفوهيدرولازهاي ویهژه بها فعاليهت   

-53نوكلئوتيههههدازها و -33متفههههاوت شههههامل  

زها و فيتازهههها نوكلئوتيهههدازها، هگزوزفسهههفاتا 

هاي آزادكننهده  باشد  یک گروه خاص از آنزیممي

اي هستند كه قهادر بهه شكسهتن    فسفات آن دسته

ها هستند  عه وه  از ارگانوفسفات C-Pپيوندهاي 

، برخهههي از سهههلولي بهههر فسهههفاتازهاي داخهههل

فسفوهيدرولازها به خارج از غشاء سهلول ترشهح   

شهوند و برخهي ههم متصهل بهه غشهاء بهاقي        مي

مانند  این موقعيت قرارگيهري بهه آنهها اجهازه     مي

هههاي پذیرنههدة دهههد كههه بههه عنههوان آنههزیم مههي

وزن  دارايفسفواسترهاي آلهي عمهل نماینهد كهه     

قادر بهه   ( وRNAو DNA)مثل بودهمولكولي بالا 

  این مواد ابتدا باشندز غشاء سيتوپ سم نميعبور ا

شوند و به تركيبات با وزن مولكولي كم تبدیل مي

به  RNAو DNAن فرایند ممكن است با تبدیل ای

 DNaseنوكلئوزیهههد مونوفسهههفاتها بهههه واسهههطه 

همهههراه بههها آزاد سهههاختن فسهههفر و    RNaseو

محصولات جانبي آلي از طریق فسهفوهيدرولازها  

هر دو نهوع   ( Rodriguez & Fraga, 1999باشد )

بهراي   0-5/2بهينهه   pHآنزیم فسفاتاز اسيدي )با 

 9-14بهينهه   pHليهایي )بها   فعاليت( و فسهفاتاز ق 

براساس  اند براي فعاليت( در خاک شناسایي شده



 (1313 بهار، 1، شماره 1مجله بیوتکنولوژی کشاورزی )دوره 

79 

 

ي اسهيدي و  هها خهاک ها فسفاتاز اسهيدي در  یافته

لهب اسهت    ي قليایي غاهاخاکفسفاتاز قليایي در 

 سلسهيوس درجه  04-24 دماي بهينه در محدودة

هها  گيهري اندازهاغلب اگرچه  ،مشخص شده است

 Alefرفته اسهت ) درجه صورت پذی 32در دماي 

et al., 1995 ) 

 myo-inositol hexaphosphateفيتازههها )

phosphohydrolase خاصهي از  گهروه  ( متعلق به

فسفومونواسترازها هستند كه قهادر بهه رهاسهازي    

 ,Lei and Poressباشهند ) فسهفر از فيتهات مهي   

2003; Greiner et al., 2002ک اولين ي(  اسيد فيت

ههاي آن بهه   و نمک كشف شد 1943بار در سال 

 Mullaney andباشهد ) نهام فيتهات مشههور مهي    

Ullah, 2005; Vohra and Satyanarayana, 

ههها از جملههه اشههكال فسههفر آلههي (، فيتههات2003

فسهفر   درصهد  54-74 حهدود باشهند كهه در   مي

موجود در بقایاي گيهاهي را بهه خهود اختصهاص     

 ;Vohra and Satyanarayana, 2003دهنهد ) مهي 

Haefner et al., 2005  رهاسهازي   0(  در شهكل

فسههفات از مولكههول فيتههات توسههط آنههزیم فيتههاز 

سهازوكارهاي درگيهر در    نمایش داده شده اسهت  

انح ل فسفات معدني و معدني نمهودن فسهفات   

 خ صه شده است   5آلي در شكل 

 

 

 
 هیدرولیز سوبسترای فسفردار در حضور آنزیم فسفاتاز. -3شکل 

Figure 3- Hydrolysis of phosphorylated substrate in presence of phosphatase enzyme. 

 

 
 

 هیدرولیز فیتات در حضور آنزیم فیتاز. -4شکل 
Figure 4- Hydrolysis of phytate in presence of phytase enzyme. 
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اج از اسفتنت ) سازوکارهای درگیر در انحلال فسفات معفدنی و معفدنی شفدن فسففات آلفی      -5شکل 

Roderiquez and Fraga, 1999). 
Figure 5- Different mechanisms in solubilizing inorganic phosphate and mineralization 

of organic phosphate (Roderiquez and Fraga, 1999). 
 

 

 کننده فسفاتی حلهاباکتریژنتیک  -5

 ژنتیک انحلال فسفات معدنی -5-1

به عبارت  ل فسفات معدنيپایه ژنتيک انح 

بهه خهوبي مشهخص     1(PSM+هاي )دیگر فنوتيپ

 سهازوكار توليهد اسهيدهاي آلهي     زیرانشده است  

اصلي براي انح ل فسفات معدني در نظر گرفتهه  

توان فرض نمود هر ژنهي كهه در   شود، ولي ميمي

سنتز اسيدهاي آلي درگير است در این رفتار نقش 

ههاي  درگير در گونههاي برخي از ژن داشته باشد 

آورده  1اند كهه در جهدول   مختلف شناسایي شده

ژنههي از  1972 اولههين بههار در سههال شههده اسههت 

Erwinia herbicola    كههه در انحهه ل فسههفات

نوتركيهب  معدني درگير است به كمک غربالگري 

                                                 
1- Mineral phosphate solubilization 

در  3بيوتيک از كتابخانه ژنوميمقاوم به آنتي 2يها

ن تنهها  محيطي حاوي هيدروكسي آپاتيت به عنهوا 

د  بيان این ژن منجهر  ش همسانه سازيمنبع فسفر، 

بههه توليههد اسههيد گلوكونيههک و فعاليههت انحهه ل  

شهههد   E. coli HB101فسهههفات معهههدني در 

یابي این ژن دخيل بهودن احتمهالي آن را در   توالي

كهه یهک فهاكتور     مشخص سهاخت  PQQ 4 سنتز

گلههوكز   5ضههروري بههراي تشههكيل هههالوآنزیم   

 GDH-PQQباشد  آنزیم ( ميGDH) دهيدروژناز

تشكيل اسهيد گلوكونيهک از مسهير اكسيداسهيون     

قادر بهه  E. coli   مي كندمستقيم گلوكز را كاتاليز 

را  PQQتوانهد  د ولهي نمهي  باشه مهي  GDH توليد

                                                 
2- recombinants 

3- Genomic library 

4- Pyrroloquinoline quinine 
5- holoenzyme 
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شهود  توليهد نمهي  اسيد گلوكونيک بسازد، بنابراین 

(Rodriguez and Fraga, 1999; Rodriguez et 

al., 2006 )   

یكهردي مشهابه، ژن دیگهري در    با اتخاذ رو

 P. cepaciaارتباط با انح ل فسهفات معهدني از   

كهه منجهر بهه     gabYجداسازي شد  ابراز این ژن 

كننهده فسهفات معهدني از    ایجاد یک فنوتيپ حهل 

 E. coliطریق توليد اسهيدگلوكونيک در بهاكتري   

JM109 گونهه مشهابهت ظهاهري بها ژن     شد، هيچ

 gabYداشت  ژن ن PQQهمسانه شدة سنتز كنندة 

توانست یک نقش جایگزین در بيان و یها تنظهيم   

بهازي   P. cepacia مسير اكسيداسيون مستقيم در 

(  بهه نظهر   Rodriguez and Fraga, 1999كنهد ) 

هاي جداسازي شهدة مهرتبط بها    رسد سایر ژنمي

و  pqqDNAتنهها محهدود بهه     MPSهاي فنوتيپ

نومي ژ DNAنباشد  قطعه  gabكننده هاي سنتزژن

فعاليهت   Enterobacter agglomeransاز باكتري 

MPS  درE. coli JM109   نشان داد، اگر چههpH 

دههد كهه   محيط تغيير نيافت  این نتایج نشهان مهي  

توليد اسيد روش مهمي است امها تنهها سهازوكار    

هها  درگير در انح ل فسهفات بهه وسهيله بهاكتري    

باشهد  جداسهازي ژن رمهز كننهده فسهفوانول      نمي

موجهههههود در  pccكربوكسهههههي ز وواتپيهههههر

Synechococcus PCC7942دههد كهه   ، نشان مي

 ,.Rodriguez et alدخالههت دارد ) MPSدر 

2006 )   

 Rodriguez etدر مطالعه دیگري كه توسط 

al.  كننههده انجههام شههد، ژن سههنتز 2444در سههال

PQQ   را كهه در انحهه ل فسههفات معههدني درگيههر

به دو گونه  Erwinia herbicolaاست، از باكتري 

و  Burkholderia cepacia IS-16بههههاكتري 

Pseudomonas sp. PSS    انتقال یافهت  در ادامهه

بيان و ابراز این ژن را در دو باكتري مذكور كه به 

 مههورد كوبههازیسههتي در كشههور  هههايعنههوان كود

گيرند، مطالعه كرده و ارتباط آنهها  استفاده قرار مي

نمودنههد  بررسههي MPSرا بهها افههزایش قابليههت  

(Rodriguez et al., 2000b ) 

Yong Kim et al.  (1998 )در پژوهشهي 

سههازي ژن درگيههر در انحهه ل موفههق بههه همسههانه

 Rahnella aquatilisفسهفات معهدني از بهاكتري    

هاي گِرم منفي شدند  این باكتري از جمله باكتري

باشهد و عه وه بهر آن    كنندة ازت ميبوده و تثبيت

باشد  آنها  ل فسفات معدني ميداراي توانایي انح

بهاكتري مهذكور    1از طریق تشكيل كتابخانه ژنومي

سازي اقدام به همسانه E. coli HB101در باكتري 

ژن درگيههر در انحهه ل فسههفات معههدني نمودنههد  

هاي دریافهت كننهدة قطعهه مهذكور داراي     باكتري

قابليت انح ل فسفات معدني بالاتري )بهه ميهزان   

ریق توليد اسيد گلوكونيک بودنهد و  دو برابر( از ط

دليل این تفاوت را به سطوح بيان این ژن نسهبت  

در پ سهميدي بها    mpsدادند، چرا كهه ژن ههاي   

 سازي شده بود  تعداد نسخه بالا همسانه

 

 

                                                 
1- cosmid library 
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 et al., 2006 هفای مختلف) )بفه نقفل از    های درگیر در انحلال فسفات معدنی در باکتریژن -1جدول 

Rodrıguez.) 
Table 1- Inorganic phosphate solubilizing genes from different bacteria (Rodrıguez et 

al., 2006). 

 

 ریزسازواره
Microorganism 

 ژن یا پ سميد
Gene or 

plasmid 

هامشخصات و ویژگي  
Characteristics 

Erwinia herbicola Mps  درE. coli HB101   توليههد اسههيدگلوكونيک كههرده و

 PQQفر معهدني را حهل نمهوده، احتمهالاً در سهنتز      فس

 درگير باشد
Pseudomonas 

cepacia. 
gab Y  درE. coli JM109  توليد اسيدگلوكونيک كرده و فسفر

 ندارد PQQهاي  تشابهي با ژن معدني را حل نموده،
Enterobacter 

agglomerans  
pKKY  درE. coli JM109  ،بهدون پهایين    فسفر را حل نمهوده

 pHوردن آ

Ralnella aquatillis KIM10 درαE. coli DH5    توليد اسيدگلوكونيک كهرده و فسهفر

درگيهر   PQQمعدني را حل نمهوده، احتمهالاً در سهنتز    

 باشد
Serratia marcoscens pKG3791       اسيد گلوكونيک توليهد كهرده و فسهفر معهدني را حهل

 كندمي
Synechococcus 

PCC7942 
Pcc gene كند بوكسي ز توليد ميفسفواینول كر 
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ههایي اسهت   بر روي ریزوبيوم اتمطالعاین 

نيستند ولي قادر بهه توليهد    PQQكه قادر به سنتز 

هدف آن اسهت   ،باشندمي( GDH)یعني  1آپوانزیم

بههه  (PQQازطریههق انتقههال ك سههتر ژنههي ) كههه 

هها  ریزوبيهوم هاي ریزوبيوم، این قابليت را به گونه

توانههایي توليههد اسههيد   بههاكتري و انتقههال دهنههد 

  گلوكونيک را بيابد

بهها  ER2 Serratia marcescensبههاكتري 

توجه به فعاليت سطح بالایش در انح ل فسهفات  

معدني از طریق اكسيداسيون مستقيم و توليد اسيد 

 Krishnaraj and Goldstein گلوكونيهک توسهط  

مورد مطالعه و بررسي قرار گرفهت  آنهها    (2001)

ابخانهه ژنهومي ایهن بهاكتري در     بعد از ساخت كت

اقدام به غربهالگري   DH5αسویه  E. coliباكتري 

 DH5αیهابي    تهوالي مثبهت نمودنهد  هاي همسانه

(pKG3791)   نشان داد كه قطعههDNA   همسهانه

ي شهناخته شهدة   هها ژنبها   تشابهيگونه شده هيچ

PQQ  یههاPQQGDH شههناخت در واقههع،  ارد نههد

ر ویژگهي  خيلي كمي از تنظهيم ژنتيكهي حهاكم به    

انح ل فسفات معدني وجهود دارد  اط عهات در   

مورد ژنتيهک و سهازوكار بيوشهيميایي درگيهر در     

باشد و مين املنيز ك GDH-PQQسنتز هالوآنزیم 

هاي دائمي و القایي در بهين  ها بين فنوتيپتفاوت

شهود  گلهوكز،   چندین گونه باكتریایي مشاهده مي

ه گلوكونهههات، مهههانيتول و گليسهههرول از جملههه 

باشهند  القاگرهاي احتمالي فعاليت ههالوآنزیم مهي  

(Rodriguez and Fraga, 1999 ) 

  

                                                 
1- apoenzyme 

 ژنتیک معدنی شدن فسفات آلی -5-2

 فسفاتازها -5-2-1

الگوهههاي متفههاوتي از فعاليههت فسههفاتاز در 

 هها آنهزیم توليهد ایهن     اسهت  دیده شده هاباكتري

ههاي تنظيمهي پيچيهده    سهازوكار اغلب به واسهطه  

د، بنابراین فعاليت آنزیم تنهها تحهت   شوكنترل مي

شود  در واقع، شرایط محيطي خاص مشخص مي

، بيهان و  هنوز آگاهي كاملي از خصوصيات، تنظيم

 .Eحتي در مهورد    وجود ندارد هاآنزیمنقش این 

coli  وSalmonella typhimurim  كهههه بيشهههتر

مطالعات بر روي آنها صورت گرفته است، تعهداد  

و سههازي همسههانه فسههفاتازي هههاژندودي از عههم

اند و مطالعات بر روي تنظيم آنهها  یابي شدهتوالي

 ,Rodriguez and Fragaصورت پذیرفته اسهت ) 

 بيههان اصههلي تنظههيم  سههازوكاراحتمههالاً  ( 1999

فسهفات معهدني    ميهزان  اسطهبه والقاء فسفاتازها، 

(Pi )   در  سهازوكار ایهن   موجود در محهيط اسهت

مطالعهه   E. coli( pho A) مهورد فسهفاتاز قليهایي   

 mM 12/4بهه   Piكهه غلظهت    زماني  شده است

ایهن  شهود   القهاء مهي  بيان این ژن یابد، كاهش مي

بهه عنهوان    Pi2شامل یک اپهرون انتقهال    سازوكار

حسهگر و فعهال    گهر، بعه وه اپهرون   عنصر تنظيم

اسهت    كننهده كننهده و فعهال  به عنوان حهل  3كننده

، دنشهو نترل مهي ك  Pi ميزان به وسيلهیي كه هاژن

شود كه بخهش  فعال مي PhoBبه وسيله  بيان آنها

دهههد را تشههكيل مههي  PHO 4اصههلي رگولههون 

                                                 
2- Pi transport operon 
3- sensor-activator operon 

4 - regulon 
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(Rodriguez and Fraga, 1999 ) بنههدي گههروه

فسههفاتازهاي باكتریههایي بههر اسههاس خصوصههيات 

 بهينهه  pHبيوشيميایي و بيوفيزیكي آنزیم از قبيل 

پروفيهل سوبسهترایي    ،)اسيدي، خنثهي یها بهازي(   

بههراي یههک   اختصاصههيیهها غيههر   صاصههياخت)

وزن مولكهههولي )وزن  و سوبسهههتراي خهههاص( 

مولكولي بالا در مقابل پایين( انجام شده است  بها  

توجه بهه در دسهت بهودن اط عهات تهوالي ایهن       

ههاي  هها بهه گهروه   ها، همانند بقيهه پهروتئين  آنزیم

مولكولي مختلف بر اساس تشابه ساختار اوليهه و  

حفظ شهده بهراي ههر    ي هاتواليالگوهاي خاص 

 Rossoliniانهد ) قابل تفكيک و شناسایي ،خانواده

., 1998et al )  فسهههههفاتازهاي اسهههههيدي

در سه خانواده باكتریایي ( NSAP) 1اختصاصيغير

قههرار داده  Cو  A ،Bمولكههولي گههروه بههه نههام  

 Thaller et al., 1998; Rossolini et) شهوند مي

al., 1998   ) گروه توجه بهA   هها بهه   ایهن آنهزیم

منظور زیست پالایي فلزات سنگين در دهه اخيهر  

هها بهه   NSAPزیاد شده است  همچنين توجه بهه  

ههاي  بهاكتري هها در  ایهن ژن  بيهان منظور انتقال و 

PGPR    كننهده  ههاي حهل  سهویه براي رسهيدن بهه

 DNAفنهاوري  فسفات بهبود یافته بها اسهتفاده از   

 ,.Rodriguez et al) قابل م حظه استنوتركيب 

آنههزیم  2هههاي اسههيدآمينه مقایسههه تههوالي ( 2006

هاي حفاظهت  حضور دومين Aشناخته شده گروه 

 3نگههاره دهههد و وجههود  را نشههان مههي  2شههده

GSYPSGH[TA] باشد مشخصه این خانواده مي

                                                 
1- nonspecific acid phosphatase 

2- conserved domain 

3- motif 

(Rossolini et al., 1998 )   ههاي  مقایسهه تهوالي

اي شهدیداً  هبخش، حضور Bاسيد آمينه در گروه 

 نگهاره دههد   ها نشهان مهي  آن شده را در حفاظت

 4به عنوان توالي امضاء FDIDDTVLFSSPتوالي 

)بههه نقههل از  ه اسههتدشههدر ایههن گههروه پيشههنهاد 

Rossolini et al.,1998 )    گرچهه گهروهC  از دو

گهروه  بها  گروه دیگر مجزاست اما در سطح توالي 

B  اسيدفسفاتازها و برخي اسيدفسفاتازهاي گياهي

سهایي شهده ایهن      اولهين عضهو شنا  ت داردمشابه

باشههد كههه ژن  مههي OlpA-Cmگههروه پههروتئين  

 Chryseobacteriumرمزكننههده آن از بههاكتري  

meningosepticum  جداسازي شده است  مقایسه

هها  اي این گروه با سایر پهروتئين اسيد آمينهتوالي 

شهده و   تظه ااین اجازه را داده است تا مناطق حف

هها  هها مشخص گردد  یافته مشترک بين این توالي

 Cو گهههروه  Bدههههد كهههه گهههروه نشهههان مهههي

اسيدفسفاتازها به اتفاق برخي از اسيدفسفاتازهاي 

به خهاطر وجهود چههار اسهيد     را مي توان گياهي 

 در( در مناطق حفاظهت شهده   Dآمينه آسپارتات )

زیرخهههانواده "یهههک زیهههر خهههانواده بهههه نهههام  

)بههه نقههل از جههاي داد  "DDDDفسههفوهيدرولاز 

Rossolini et al., 1998 )    چنهدین ژن فسهفاتاز

ي گِهرم منفهي جداسهازي و    هها بهاكتري اسيدي از 

 acp A   بهراي نمونهه ژن  نهد اشهده تعيين ویژگي 

 Francisella tularensisجداسهههازي شهههده از 

 :2pHفسفاتاز اسيدي با بهينه فعاليت در  رمزكننده

با یک محدوده وسيع از نظر عمل بر سوبستراهاي 

فسهفاتاز   كننهده رمزي هاژن  همچنين استخاص 

                                                 
4- signature sequence pattern 
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B (Nap A )( و كه س Pho C) Aاسيدي ك س 

  ندجداسههازي شههد  Morganella morganiiاز 

یها غيهر    از نوع سهركش  هاآنزیمع وه بر آن، این 

و در دمهاي   pH:2 بوده و فعاليت بالا در 1القاپذیر

و عمههل بههر سوبسههتراي   سلسههيوسدرجههه  34

 ,.Rodriguez et al) دهنهد مهي مختلف را نشهان  

در ميهههههان ریزوباكترهههههها ژنهههههي از   ( 2006

Burkholderia cepacia  كه جداسازي شده است

ایههن ژن   كنههدمههيفعاليههت فسههفاتاز را تسهههيل  

یک پروتئين متصل بهه غشهاء خهارجي     رمزكننده

بهالا مهي   آن بيان است كه در غياب فسفر محلول 

توانههد در انتقههال فسههفر دخيههل باشههد  د و مههيرو

(Rodriguez et al., 2000a )  ،عهه وه بههر ایههن

دو ژن فسههههفاتاز اسههههيدي  سههههازيهمسههههانه

( از nap Dو nap Eپ سهميکِ غيهر ویهژه )   پهري 

Sinorhizobium melilloti   به انجام رسيده است

 napژن فسفاتاز همسانه سازي و انتقال همچنين 

A  از باكتريMorganella morganii   به بهاكتري

Burkholderia cepacia IS-16   از بهها اسههتفاده

 هانجام شهد  2با دامنه ميزباني بالا pRK293وكتور 

و افزایش در فعاليت فسفاتاز خارج سلولي سهویه  

 ,.Rodriguez et al)گزارش شده است نوتركيب 

از  استرو بيان ژن فسفوتري سازيهمسانه ( 2006

(hoc A  از بهاكتري )Pseudomonas montiellii 

C11  توسهههطHorn et al. (2002 ) صهههورت

گذاري آن بهه خهاطر هيهدروليز      دليل نامفتپذیر

  باشدبه عنوان یک منبع فسفات آلي مي 3كراكسن

                                                 
1- P-irrepressible 

2- broad-host range vector 
3- hydrolysis of coroxon 

  kDو یهک پهروتئين  بهوده   bp  541طول این ژن

و بهاكتري مهورد نظهر را قهادر      كندميرمز را  19

سازد تا از این منبع فسفات آلي به عنوان تنهها  مي

  منبع فسفر موجود در محيط استفاده نماید

 

 فیتازها -5-2-2

 1970مطالعات ژنتيكهي فيتازهها در سهال    

شروع شد و اولين فيتاز تجهاري توليهد شهده بهه     

شهده در اواسهط   مهندسي هاي ریزسازوارهوسيله 

وارد بههازار شههد   Natuphosبهها نههام  1994سهال  

اغلب مطالعات مهندسي ژنتيک بر تحقيقات فيتاز 

اي به منظهور بهبهود تغذیهه حيوانهات تهک معهده      

ز شده اسهت  كهاربرد دیگهر آن در انحه ل     متمرك

با توليد  تلقيح هايمایهزیرا  باشد،ميخاک فيتات 

فيتاز بالا از موارد مورد ع قه براي بهبهود تغذیهه   

باشهد   گياهان و كاهش آلودگي فسفر در خاک مي

 هاباكتريي فيتاز از قارچ، گياهان و هاژنهمچنين 

ار در برابر گرما ي پایدهاژن  اندسازي شدههمسانه

(phy از )Bacillus sp. DS11 و ازB.subtilis 

VTT E-68013  انههدسههازي شههده همسههانه 

(Rodriguez et al., 2006; Konietzny and 

Greiner, 2004 وPandy et al., 2001 )   تا كنهون

هها و منهاطق   بر اساس توالي ژنمجزا گروه چهار 

حفاظههت شههده آنههها، سههاختمان سههه بعههدي،     

بهراي   هاي آنزیمهي هاي واكنش و ویژگيارسازوك

فيتازها گزارش شده است كه آنها را بهه اختصهار   

HAP4 ، PAP5 ،CP6 وBPP7 كننهد نامگذاري مي 

                                                 
4- Histidine acid phosphatase 

5- Purple acid phosphatase 
6- Cysteine phosphates 
7- β-Propeller phytase 
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(Mullaney and Ullah, 2005; Tang et al., 

2006; Cheng and Lim, 2006; Sarikhani, 

نيهز   بهينه فعاليت pHفيتازها را بر اساس   (2012

لههي فيتازهههاي اسههيدي و قليههایي بههه دو گههروه ك

تهوان بهه   كنند كه از گروه اول مهي بندي ميتقسيم

ههاي گِهر م منفهي    فيتازهاي قارچي و گروه باكتري

از گروه  Bacillusهاي جن  اشاره كرد و باكتري

 ,Vohra and Satyanaryanaاند )فيتازهاي قليایي

2003; Oh et al., 2004 )   بنهدي  در یهک تقسهيم

زها را براساس ایهن كهه كهدام گهروه از     دیگر، فيتا

فسههفات ابتههدا توسههط آنههزیم از فيتههات برداشههته  

فيتهاز   -3كنند  به طور مثال شود نامگذاري ميمي

كهه بهه ترتيهب بيهانگر آن اسهت كهه        فيتاز -2یا 

اولههين  2و فسههفات شههماره  3فسههفات شههماره 

هههاي برداشههته شههده از مولكههول فيتههات فسههفات

فيتهاز بهوده در   -2از نهوع   E. coliباشند  فيتاز مي

هها از نهوع   حالي كه فيتازهاي قارچي و باسيلوس

 ,Vohra and Satyanaryanaباشهند ) فيتاز مي-3

2003; Oh et al., 2004; Vats and Banerjee, 

بيان بهه  الگوي (  فيتازهاي طبيعي را از نظر 2004

كننههد تفكيههک مههي 2و القههایي 1فيتازهههاي دایمههي

(Vohra and Satyanaryana, 2003  )Shieh 

and Ware  (1968) فيتاز  كردند كه توليد مشاهده

هاي پایين فسهفات  برون سلولي قارچي در غلظت

 خ فشهود، بهر  در محيط رشد القاء مهي  3معدني

در حضهور فيتهات    B. subtilisفيتاز  ،فيتاز قارچي

شود همچنين این آنزیم در حضور عصاره القاء مي

القها   ،باشهد فيتهات مهي   آرد گندم نيهز كهه حهاوي   

                                                 
1- constitutive 

2- inducible 

3- Pi starvation 

و  هههابههاكتري ( Kerovuo, 2000گههردد )مههي

اي ي توليد كننده فيتهاز بهه طهور گسهترده    هاقارچ

ي هاباكترياند و از جمله قرار گرفته همورد مطالع

 E. coli ،Pseudomonas تهوان بهه  گرم منفي مي

sp. ،Klebsiella sp. ي گرم مثبهت  هاباكترياز  و

 ;Oh et al.,2004) ه داشتاشار .Bacillus spبه 

Haefner et al., 2005; Konietzny and 

Greiner, 2004; Pandy et al., 2001; Vats and 

Banerjee, 2004)   همچنههينRodriguez and 

Fraga (1999 ) یابي ، تواليهمسانه سازياقدام به

 app A2/ appو بيان ژن فسفاتاز اسيدي/ فيتهاز ) 

Aاي بودن ایهن  وظيفه ( از بدن خوک نمودند  دو

ها را بهراي انحه ل فسهفر آلهي خهاک      آن هاآنزیم

ي هاژنجذاب نموده است  گرچه قب ً جداسازي 

 Aspergillus niger ،Emericella فيتهههاز از

nidulans     و چند گونه دیگر گهزارش شهده بهود 

 .Bي هاباكترياز نيز قليایي تا خنثي ي فيتازِ هاژن

subtilis وB. licheniformis  سههازي همسههانه

با توجهه بهه اهميهت     ( Kerovuo, 2000) اندشده

آنزیم فيتاز در انح ل فسفات آلي و نياز حيوانات 

اي براي اسهتفاده از ایهن منهابع غهذایي     تک معده

توليد فيتاز و افزودن آن به عنوان یک ماده غذایي 

باشهد  مورد توجه مهي  4اضافه شده به جيره غذایي

(Konietzny and Greiner, 2004 Pandy et al., 

 .Zinin et al(  بها توجهه بهه ایهن مسهاله      ;2001

را  phyAیههابي ژن جداسههازي و تههوالي  (2004)

 Obesumbacterium proteusازكتابخانه ژنهومي  

و بيان ایهن   سازيهمسانهگزارش كرده و اقدام به 

نمودند و در ادامه مطالعات  E. coliژن در باكتري 

                                                 
4- feed additive 



 (1313 بهار، 1، شماره 1مجله بیوتکنولوژی کشاورزی )دوره 

92 

 

وصيات و ویژگي آنزیم فيتاز خود را بر روي خص

Malboobi et al. (2012 ) توليدي تكميل كردند 

موفق به جداسازي دو ژن مرتبط با معدني نمودن 

  شهدند  PPP2و  PPP1ههاي  بهه نهام  فسفات آلي 

 P13سهویه  ها بعد از تشكيل كتابخانهه ژنهومي   آن

سههویه  E.coliدر بههاكتري  P. putida بههاكتري 

DH5α در محههيط حههداقل  اقههدام بههه غربههالگري

Sperber  در حضهههورBCIP  نمودنهههد  بررسهههي

برده نشان داد كهه   هاي نامهاي آنزیمي ژنویژگي

PPP1 باشههد در داراي ویژگههي بههارز فيتههازي مههي

بيشتر خاصيت فسهفاتاز قنهدي از    PPP2كه  حالي

 ;Sarikhani et al., 2011) دههد يخود نشهان مه  

Sarikhani et al., 2012 )  

بحهث  يري از طولاني شدن به منظور جلوگ

و ههاي درگيهر در انحه ل فسهفات معهدني      آنزیم

مهروري  كهه   2جهدول  به  ،هاهاي مرتبط با آنژن

فيتازههاي  مطالعات انجام یافتهه بهر روي    است بر

در  2فيتازههاي نوتركيهب  بيهان  و  1یا بهومي  طبيعي

اكتفها   ،(E. coli)اغلهب   هاي ميزبان دیگر باكتري

 Sarikhani and  مطالعههه منبههع )  شههود مههي

Malboobi, 1389خوانندگان پيشهنهاد   ي( نيز برا

  شودمي

بنهدي از   صه مي توان تقسيمبه صورت خ

هاي مرتبط در انح ل فسفات معدني و معدني ژن

قابهل   2كردن فسفات آلي ارائه نمود كه در شكل 

  مشاهده است 

هفای فسففاتاز و   های جداسفازی ژن روش -1

 کننده فسفاتحلهای فیتاز از باکتری

                                                 
1- native phytase 

2- recombinant phytase 

ههاي فسهفاتاز و فيتهاز در    با توجه به اهميهت ژن 

انح ل منابع فسفات آلي و در نظر گهرفتن تنهوع   

ههاي  هها، مهروري بهر روش   بسيار بالاي توالي آن

هها ضهروري بهه نظهر     مختلف جداسازي ایهن ژن 

 رسد مي

هههاي فسههفاتاز كههه فيتازههها نيههز     آنههزیم

هند، توسط دها را تشكيل مياي از آنزیرمجموعه

شوند  به طوري كهه  ها رمز ميگروه متنوعي از ژن

Thaller et al. (1998  فسفاتازهاي پروكهاریوتي )

موجود در  3را بر اساس نگاره توالي حفاظت شده

قهرار   Cو  A ،Bگهروه مجهزاي    3توالي آنهها در  

دادند  تنوع در بين فسفاتازهاي یوكهاریوتي بهيش   

ي و ملبهوبي  باشد بهه طهوري كهه فيضه    از این مي

)اط عات منتشر نشده( فسفاتازهاي یوكاریوتي را 

گههروه مجههزا   5بههر اسههاس تشههابه تههوالي در    

هاي مختلفي تها كنهون   بندي نمودند  روشتقسيم

هها بهه كهار    سهازي ایهن قبيهل از ژن   براي همسانه

 RT-PCRو  PCRگرفته شده است  براي نمونهه  

تهرین روش بهراي جداسهازي و    به ترتيهب سهاده  

هههاي یهها نسههخه 4ههها از ژنههومسههازي ژننههمسهها

هاي یک موجود بر اساس اط عات ژن 5رونوشت

باشد  اسهتفاده از  سازي شده در گذشته ميهمسانه

RT-PCR ها به دليهل طهول   در مورد پروكاریوت

، فقهدان سهاختار اینترونهي و    mRNAعمر پهایين  

Saleh-استفاده نشده است ) A6عدم وجود دنباله 

Lakha et al., 2005 گرچه استفاده از این روش )

در مورد فسهفاتازهاي یوكهاریوتي قابهل اسهتفاده     

                                                 
3- conserved sequence motif 
4- genome 

5- transcriptomes 

6- poly(A) tail 
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-Celler et al., 1998; Bei and Xiangباشد )مي

Ning, 2008   ) 

هههاي فههوق زمههاني بيشههتر مشههك ت روش

شود كه اط عهات ژنهوم موجهودي در دسهت     مي

نباشد و با یک ژن جدید روبرو باشيم  یكي دیگر 

بل استفاده در جداسازي این گروه هاي قااز روش

 1تهيههه كتابخانههه ژنههومي و غربههالگري  ،هههااز ژن

ها با اسهتفاده از هالهه شهفاف در اطهراف     همسانه

باشد  البته باید در نظر داشت كه توليد همسانه مي

تواند ناشي از رهاسازي آنهزیم یها   هاله شفاف مي

 ;Gargova et al., 1997اسهيدهاي آلهي باشهد )   

Malboobi et al., 2009a; Mehta and 

Nautiyal, 2001; Bae et al., 1999)   

ههاي مهورد نظهر    یابي به ژنهمچنين دست

بهر   2تواند از طریق طراحي آغازگرهاي مختلطمي

 ;Cho et al., 2005اساس مناطق حفاظت شهده ) 

Huang et al., 2006   سهازي  ( یا بعهد از خهالص

اي سهيد آمينهه  یابي قسمتي از توالي اآنزیم و توالي

آن براي رسيدن به ژن رمزكننده در ژنوم موجهود  

 ,.Kerovuo et al., 1998; Cho et al)ههدف  

پذیر باشد  به هر حال رسيدن به ژن ( امكان2005

سازي آنهزیم و طراحهي   رمزكننده از طریق خالص

آغازگر براي آن نياز بهه داشهتن اط عهات لازم و    

تلهف دارد كهه   كافي از رفتار آنزیم در شهرایط مخ 

اي سههازي آن كههار سههاده  تشههخيص و خههالص 

 باشد نمي

ههها بههراي در طههول زمههان برخههي از روش 

 Mehtaكننده فسفات )هاي حلجداسازي باكتري

and Nautiyal, 2001; Van Ommen Kloeke 

                                                 
1- screening 
2- degenerate primers 

et al., 1999ههها بههراي پههایش ( و برخههي روش

اي خههاص یهها حتههي  فعاليههت فسههفاتازي سههویه 

شهده اسهت  بهراي نمونهه      جداسازي ژن اسهتفاده 

Gibson et al. (1988 اسههتفاده از )BCIP  را در

مورد قارچ آسهپرژیلوس و سوسپانسهيون كشهت    

سویا و تشخيص فعاليهت فسهفاتازي آن گهزارش    

داد  دیگران نيز براي غربالگري فعاليت فسفاتازي 

هاي حاصل از تشكيل كتابخانه ژنهومي از  همسانه

 pNPP (Pradel andسوبستراهاي رنگزا از قبيهل  

Boquet, 1988)   و فنل فتالئين دي فسفات/ متيهل

كههه بههه ترتيههب  )et al Riccio.1997 ,( 3گههرین

ههاي بها   موجب تشكيل رنگ زرد و سبز همسهانه 

 اند شود، استفاده كردهفعاليت فسفاتازي بالا مي

هاي مختلف بها توجهه   ع وه بر آن در زمان

ارآمهدتر  هاي كبه اهميت موضوع كار، ارائه روش

تر در برنامه تحقيقاتي پژوهشهگران بهوده   و سریع

اسهتفاده از رسهوب رنهگ    است  بهه طهور مثهال،    

بهراي تشههخيص فعاليهت فسههفاتازي    4فلئورسهنت 

 Van Ommen) گزارش شده اسهت  كلني باكتري

Kloeke et al., 1999)  همچنههينSenn and 

Wolosiuk  (2005    روشي شهيميایي بهر اسهاس )

عنههوان محصههول ناشههي از آزاد شههدن فسههفر بههه 

ههاي حاصهل از كتابخانهه    فعاليت فيتازي همسانه

  ژنومي براي غربالگري عرضه كردند 

  

  

  

                                                 
3- phenolphthalein diphosphate/methyl green 

4- precipitating fluorescent dye 
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 ;Sarikhani et al. 2010های مفرتبط بفا انحفلال فسففات معفدنی و آلفی )اسفتنتاج از        ژن -1شکل 

Roderiquez and Fraga, 1999; Thaller et al. 1998.) 
Figure 6- Genes related to soilubilization of organic and inorganic phophsate (Sarikhani 

et al. 2010; Roderiquez and Fraga, 1999; Thaller et al. 1998). 
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 Sarikhani) های مهم آنزیمی آنهفا فیتازهای باکتریایی مختل) شناخته شده به همراه ویژگی -2جدول 

and Malboobi, 1389 ) 
Table 2- The known bacterial phyatses and their biochemical characteristics (Sarikhani and 

Malboobi, 1389). 

 (◦Cبهينه ) دماي
Optimum 

temperature 

pH  بهينه 
Optimum 

pH 

وزن مولكولي 

(kDa) 
Molecular 

Weight 

 مكان آنزیم
Local of 

enzyme 

 ریزسازواره
Bacteria 

60 4.5 42 Periplasmic Pantoea agglomerans 

70 4-5 nd nd Aerobacter aerogenes 

55 7 42 Extracellular Bacillus subtilis 
55 7 36.5 nd Bacillus subtilis 

60 6.5 38 Extracellular Bacillus subtilis  (natto) 

 nd B.laevolacticus 45و  41 7 70

70 7.5 44 nd B.amyloliquefaciens 

55 6-5.5 44 Extracellular B.subtilis 168 

65 5-7 47 Extracellular B.licheniformis 
65 6 30 Extracellular Bacillus sp. PH01 

50 5 42 Bind to the cell 

wall 
Kelbsiella sp. 

58 5 40 Intracellular K.terrigena 

 Bind to the cell 40 5و 6 55

wall K.oxytoca 

60 5.2-4.5 700 nd K.aerogenes 

40 5.5 45 Intracellular Pseudomonas syringae 
40 5 nd Extracellular Pseudomonas sp. 
nd nd nd nd Pseudomonas sp 
55 4.5 45 nd Yersinia intermedia 

45 4.9 45 nd Obesambacterium 

proteus 
50 4 47 nd Citrobacter brakii 

45 4 50 nd Lactobacillus 

sanfrancesis 
55 4.5 42 Periplasmic Escherichia coli 
55 4-5.5 46 nd Selemonas ruminantium 
60 5 27 nd P.putida P13 (PPP1)* 
60 4.5-5 50 nd P.putida P13 (PPP2)* 
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( بها  2010) .Sarikhani et alدر پژوهشهي  

كتابخانهه   1ارایه روشي براي غربالگري عملكردي

با استفاده از  P. putidaباكتري  P13ي سویه ژنوم

BCIP  در محيط حداقلSperber ،  جداسهازي دو

را گههزارش  ژن جدیههد فسههفاتازقندي و فيتههازي 

ههها در كههار خههود بهها مشههاهده رفتههار  آن دادنههد 

 حههاوي Sperberدر محههيط  یيفسههفاتازي القهها 

BCIP ي فوق نمودندهاژنسازي اقدام به همسانه 

ههاي مرسهوم بهراي    روش 2در شكل   (2)شكل 

هاي رمزكننده فسفاتاز/ فيتاز و یا یابي به ژندست

هاي درگير در انح ل فسفات معدني به شكلي ژن

 باشد كلي و خ صه مشخص مي

 

 گام آخر -0

بعههد از كسههب آگههاهي نسههبت بههه نقههش   

كننده فسفات، نگاهي بهه اسهتفاده   هاي حلباكتري

بهود  توليهد    از آنها در دنيا صحبت پایاني خواههد 

كننده فسهفات  هاي حلكود زیستي حاوي باكتري

باشهد  اولهين گهام: انتخهاب و     مرحله مي 3شامل 

كننده فسفات، دومين گهام:  هاي حلآزمایش سویه

تهيه زادمایه كه خود شامل انتخاب حامل مناسهب  

باشهد و  كننده فسفات ميو توليد انبوه باكتري حل

و توزیع كهود   هاي كنترل كيفيسومين گام: روش

زیستي  در هندوستان كود زیستي فسهفاته بها نهام    

IARI microphos هاي كه داري دو باكتري به نام

P. striata  وB. polymyxa    و سه گونهه قهارچي

 Aspergillus ههاي  كننهده فسهفات بهه نهام    حهل 

awamori ،A. niger  وPenicillium digitatum 
                                                 
1- functional screening 

 Khan et) گيهرد باشد، مورد استفاده قهرار مهي  مي

al., 2007 در اتحههاد جمههاهير شههوروي سههابق  )

اولهههين كهههود زیسهههتي فسهههفاته بهههه نهههام      

Phosphobacterin    مورد استفاده قرار گرفهت كهه

به ترتيب بعداً در كشورهاي اروپاي شرقي و هند 

نيز مورد استفاده قرار گرفت، در این كود زیسهتي  

 .Bاز بههاكتري حههل كننههده فسههفات بههه نههام    

megaterium var. phosphaticum    بههره گرفتهه

(  دو گونهه بهاكتري   Khan et al., 2007شهد ) مي

Burkholderia cepacia IS-16  و

Pseudomonas sp. PSS   بههه عنههوان كودهههاي

كننده فسهفات در كشهور كوبها مهورد     زیستي حل

 ,.Rodriguez et alگيرنههد )اسههتفاده قههرار مههي

2000bري كه شامل دو باكت 2(  كود زیستي بارور

P.putida   وPantoea agglomerans  باشهد  مهي

نيههز در ایههران مههورد اسههتفاده قههرار گرفتههه اسههت 

(Malboobi et al., 2009a,b   ) 

تواند بهه  كننده فسفات ميهاي حلزادمایه باكتري

هها و  یها همهراه بها سهایر زادمایهه      2تنهایي و مجزا

استفاده شهود كهه در ایهن حالهت بهه آن       3مختلط

شهود  اسهتفاده بهه    هم اط ق مهي  4تلقيح همزمان

صورت بذرمال، استفاده مسهتقيم در خهاک یها در    

رو براي استفاده این هاي پيشآب آبياري از روش

دسته از كودهاي زیستي اسهت كهه ههر كهدام بها      

محاسن و معایبي همراه است و تصميم گيهري در  

مورد نحوه به كهارگيري آنهها بهه شهرایط حهاكم      

نمونه زماني كه بهذر مهورد    بستگي دارد، به عنوان

                                                 
2- single  

3- mixed 
4- co-inoculation 
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تيمار یک آفت كش قهرار گرفتهه كهه بها بهاكتري      

سهههازگاري نهههدارد بایسهههتي از روش بهههذرمال  

 Khan et al., 2007; Khan etنظهر كهرد )  صرف

al., 2009 ) 

رقابههت بههاكتري تلقههيح شههده بهها سههایر     

هاي بومي خاک، بقا و تكثير آن در محيط، باكتري

جدیههد را  موفقيههت بههاكتري در شههرایط محيطههي

كند  معمولاً جمعيت و تهراكم بهاكتري   تضمين مي

یابهد  تلقيح شده با گياه یا خاک سریعاً كاهش مهي 

(Ho and Ko, 1985     بقهاء بهاكتري بهه عوامهل  )

 pHمختلفي از قبيل تركيب خاک، دمها، رطوبهت،   

و عوامل زیستي  (Van Elsas et al., 1991)خاک 

شهحات  از قبيل رقابهت، شهكار و نهوع گيهاه و تر    

 ریشه بستگي دارد 

 

 گیرینتیجه

هاي زنده بهه  با توجه به نياز ضروري سلول

كننده فسهفات اعهم از   هاي حلفسفر، ریزسازواره

ها به عنوان یک راهكار ها، مخمرها و قارچباكتري

براي تامين و فراهمي آن و غلبه بر كمبهود آن در  

انهد  در ایهن ميهان،    چرخه حيات نقش ایفا كهرده 

ههاي ميكروبهي   يشتر پژوهشگران به گونهه توجه ب

فعال در زمينه توليد اسيدهاي آلهي، توليهد كننهده    

فسفاتازها و فيتازها معطهوف بهوده اسهت كهه بها      

یههابي بههه یههک گونههه مناسههب بتههوان از آن دسههت

هایي چون كودهاي زیستي براي گياهان و درحيطه

ها براي دام وطيهور اسهتفاده نمهود  در    پروبيوتيک

كننههده از جههن  هههاي حههلبههاكتريایههن ميههان 

Pseudomonas ، Bacillusو Enterobacter براي

افزایش فراهمي فسفر مورد نياز گيهاه و همچنهين   

رسهند  در  رشد و عملكرد، كارآمدتر بهه نظهر مهي   

مرحله نخست رسيدن به یک ریزسازواره با تهوان  

كنندگي فسفات بالا و در ادامه دستيابي به ژن حل

ه را براي به خدمت گرفتن هر چه رمزكننده آن، را

بيشتر این توانهاي زیسهتي بهراي پيشهبرد اههداف     

اي ك سهيک  هه سازد  نگاهي به پژوهشهموار مي

ههاي مولكهولي نهوین،    گذشته و استفاده از روش

نماید تا اي روشن را پيش روي ما ترسيم ميآینده

بتوان با در كنهار ههم قهرار دادن ایهن دو، روشهي      

غلبه بر مشكل كمبود فسفات محلول كارآمد براي 

در خههاک و یهها مههواد مغههذي از یههک سههو و      

ههاي زیسهت محيطهي حاصهل از كهاربرد      آلودگي

كودهاي فسفاته شيميایي از سهوي دیگهر یافهت     

براي رسيدن به این مهم ت ش ميكروب شناسان، 

فنهاوران ضهروري بهه نظهر     خاكشناسان و زیسهت 

 رسد مي
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 ,Cho et al. 2005های فسفاتاز و فیتاز )استنتاج از ر جداسازی ژنهای مرسوم دروش -0شکل 

Sarikhani et al. 2010.) 
Figure 7- Conventional methods in isolation of phosphatase and phytase genes 

(Sarikhani et al., 2010; Cho et al., 2005). 
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 Abstract:   
Phosphorus is one of the major plant nutrients that is least available in the soil. There 

are two components of P in soil, organic and inorganic phosphate. Plant growth-promoting 

bacteria (PGPR) are soil and rhizosphere bacteria that can benefit plant growth by different 

mechanisms. The ability of some microorganisms to convert insoluble P to an accessible 

form, like orthophosphate, is an important trait in a PGPR for increasing plant yields. The use 

of phosphate solubilizing bacteria as inoculants simultaneously increases P uptake by the 

plant and crop yield. Strains from the genera Pseudomonas, Bacillus, Pantoea and Rhizobium 

are among the most powerful phosphate solubilizers. The principal mechanism for mineral 

phosphate solubilization is the production of organic acids, and acid phosphatases play a 

major role in the mineralization of organic phosphorous in soil. The main method for isolation 

PSB is carrying out by using insoluble organic and inorganic phosphate source in solid or 

liquid media with monitoring of production of free orthophosphate and decreasing pH in 

liquid media or production halo zone around colonies or production green, blue and yellow 

colonies in presence of chromogenic substrates in solid media. Although knowledge of the 

genetics of phosphate solubilization is still scanty, several phosphatase-encoding genes have 

been cloned and characterized and a few genes involved in mineral phosphate solubilization 

have been isolated. Molecular biology methods are a benefit approach to access and 

characterization of improved PGPR. Transfer and expression of phosphate (organic and 

inorganic phosphate) solvent encoding genes in bacteria or plants, is a new way for improving 

of microorganism capacitance as an inoculant. 
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