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چکیده 
سابقه و هدف: دریاچه خزر یکی از ارزشمندترین اکوسیستم های جهان و دارای تنوع بالایی از گونه های مختلف قارچی با قابلیت 
تولید آنزیم می باشد. فیتازها با کاربردهای گسترده در صنایع از مهمترین آنزیم ها به شمار می آیند. فیتاز با هیدرولیز فیتیک اسید و 
آزاد کردن فسفات غیر آلی مشکلات عمده ایجاد شده در جیره غذایی حیوانات را از بین می برد. هدف از انجام این مطالعه جدا سازی و 

شناسایی گونه های قارچی تولید کننده فیتاز خارج سلولی از آب های سواحل دریاچه خزر بود. 
بهار سال 90 جمع آوری گردید. نمونه ها روی محیط پوتیتو  از سواحل غرب مازندران در فصل  روش بررسی: نمونه های آب 
دکستروز آگار کشت شد و پس از جداسازی، مجدداً ایزوله ها روی محیط PSM آگار برای شناسایی ایزوله های تولید کننده فیتاز کشت 

شد. پس از استخراج DNA ایزوله های قارچی تولید کننده فیتاز از طریق تکثیر ITS-5.8S rDNA و تعیین توالی شناسایی شد. 
یافته ها: 6 گونه قارچی تولید کننده فیتاز خارج سلولی از آبهای ساحلی دریای خزر شناسایی گردید. از میان آنها سه گونه قارچی 
Aspergillus ochraceus, Aspergillus flavus و Penicillium olsonii فعالیت فیتازی بالاتری را نشان دادند. همچنین دو 

 JF811913  accession number  به ترتیب با Cladosporium gossypiicola و Discostroma tricellulare گونه جدید
و JF811912  در GenBank مورد تائید و ثبت قرار گرفت.

نتیجه گیری: به هرحال تمامی این 6 گونه قارچی جدا شده در حقیقت جزء پاتوژنهای گیاهی هستند که از محیط به دریا راه یافته 
اند و به احتمال زیاد دارای فعالیت فیتازی مناسب بر روی فیتات فسفرهای گیاهی هستند. با توجه به آلودگی دریای خزر به مقادیر 
قابل توجهی از فیتیک اسید و اثر مهاری آنها در زنجیره غذایی حیوانات، می توان با تولید آنزیم فیتاز آلودگی های زیست محیطی را به 

حداقل کاهش داد. 
کلمات کلیدی: قارچ های دریایی، فیتاز، سواحل دریای خزر
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مقدمه
امروزه نقش زیستی آنزیم ها در بهبود کیفیت محصولات غذایی، 
دارویی و بهداشتی بسیار مورد توجه قرار گرفته است. فیتاز از 
جمله آنزیم های پر کاربرد در صنایع می باشد. فیتات یا فیتیک 
اسید که یکی از منابع فسفر گیاهی به شمار می رود در اصل یک 
 فاکتور ضد تغذیه ای است چرا که دارای اثرات منفی بر قابلیت 

هضم پروتئین به خصوص در حیوانات تک معده ای می باشد 
)5(.  فیتات فسفر به مقدار زیاد در حیوانات تک معده ای وجود 
دارد ولی به علت کمبود آنزیم های تجزیه کننده، این ماده به 
عنوان منبع فسفر مورد استفاده قرار نمی گیرد. از سوی دیگر 
فسفر هضم نشده با عبور از دستگاه گوارش حیوانات، مشکلات 
آلودگي محيط زيست و آبهاي سطحي را ايجاد مي کند. از این 
حائز  حیوانات  این  غذایی  جیره  در  فیتاز  آنزیم  از  استفاده  رو 
که  فسفاتازها هستند  از  ای  خانواده  زیر  فیتازها  است.  اهمیت 

فیتیک اسید را به اجزا کوچکتر مونو، دی، تترا و پنتا فسفات،
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تجزیه می کنند. همچنین این آنزیم ها با خنثی کردن اثر منفی 
فیتات بر روی پروتئین و مواد مغذی  موجود در جیره حیوانات 
تک معده ای، میزان جذب فسفر را افزایش می دهند )19و20(. 
فیتاز ها دارای کاربردهای بالقوه در زمینه های دیگر نیز می باشد، 
اگرچه ارزش زیاد تجاری آنها به طور عمده در صنایع غذایی و 
تغذیه ای می باشد. گونه های مختلفی از میکروارگانیسم های 
توانایی تولید  باکتری، مخمر و قارچ ها دارای  از جمله  دریایی 
آنزیم فیتاز می باشند  )6و14(.تحقیقات اخیر نشان داده اند که 
اقتصادی بسیار قابل توجه بوده و  از نظر  تولید فیتاز میکروبی 
در صنعت کاربرد بسیاری دارد )10(. امروزه قارچ ها با داشتن 
سیستم آنزیمی کارامد، در تجزیه زیستی ترکیبات نامطلوبی از 
روغن  و  شوینده  مواد  کشاورزی،  و  صنعتی  های  پساب  جمله 
بی  و  استفاده  قابل  محصولات  به  آنها  تبدیل  و  مختلف  های 
از  قارچ های  مختلفی  پر اهمیت جلوه می کنند.  ضرر، بسیار 
جمله   Mucor ،Penicillium ،Aspergillus و Rhizopus از گونه 
های متداول برای تولیدات تجاری فیتاز خارج سلولی به شمار 
اکوسیستم های  مهمترین  از  یکی  دریای خزر   .)15( آیند  می 
آبی جهان می باشد. پساب‌های خانگی، کشاورزی و صنعتی از 
میزان  به طوریکه  باشند،  می  آن  آلوده کننده  منابع  مهم‌ترین 
بوده  افزایش  به  رو  همچنان  دریاچه جهان  بزرگترین  آلودگی‌ 
معدنی  مکمل  است.  رسیده  میکروبی  آلودگی  مرز  به  اکنون  و 
فسفر هنگامی که وارد آب رودخانه ها، دریاچه ها و سایر اجسام 
آبی می شود، مواد مغذی بیشتری در اختیار جلبک ها قرار می 
گیرد که در نتیجه آن جلبک ها به صورت توده ای در سطح 
آبها رشد کرده و با کاهش اکسیژن آب و مرگ حیوانات دریایی، 
با  کنند.  می  ایجاد  را  یوتریفیکاسیون  محیطی  زیست  مشکل 
توجه به این مشکلات، کاربردهای  قابل توجهی در آنزیم های 
می  وسیله  بدین  و  دارد،  وجود  )فیتازها(  فیتات  کننده  تجزیه 
توان توانایی فیتیک اسید را در چلاته کردن یونهای فلزی ، مهار 
آنزیم ها و تشکیل کمپلکس با پروتئینها را از بین می برد. این 
مطالعه با هدف جداسازی و تعیین گونه قارچهای دریایی تولید 
 ITS-PCR به روش  دریای خزر  آبهای ساحلی  از  فیتاز  کننده 
Sequencing برای اولین بار در این منطقه صورت گرفت تا با 

شناسایی این قارچها بتوان برای تولید انبوه فیتاز صنعتی از آنها 
بهره گرفت. 

روش بررسی

جداسازی قارچ ها
از فروردین تا خرداد 1390 جمع آوری نمونه های آب در لوله 
دریای  نقاط مختلف سواحل غربی  از  استریل،  ای  های شیشه 
 30 تقریبی  عمق  از  و  نشتارود(  تنکابن،  شیرود،  )رامسر،  خزر 
سانتی متری انجام گرفت )شکل 1(. پس از تهیه سریال رقت 
محیط  روی  بر  مستقیم  طور  به  رقت  هر  از  میکرولیتر   100 ،
Merck( PDA1( کشت داده شده و نمونه ها به مدت 5 روز در 

دمای C°28 نگهداری شدند )5(. 

تعیین فعالیت فیتازی قارچها

    PSM2 برای تعیین فعالیت فیتازی قارچ ها از محیط
 (0.2%) 2%) glucose, (0.4%) Calcium phytate, (0.05%) CaCl2( 

  KCl, (0.001%) MnSO4H2O, (

 Agar, (0.05%) MgSO4.7H2O, (0.5%) NH4NO3, (0.001%)

,FeSO4.7H2O (1.5%) (w/v ) ( استفاده گردید )7(. بطوریکه ابتدا 

ایزوله های قارچی بر روی محیط PSM کشت داده شده و به 
مدت 72 ساعت در دمای C°30 انکوبه گردید، سپس قارچ های 
های  کلنی  اطراف  در  شفاف  هاله  تولید  با  فیتاز  کننده  تولید 
قارچی شناسایی شدند.  نسبت هاله شفاف به قطر کلنی قارچی 
هاله  اندازه  بیانگر    H/C گردید.  تعیین  ایزوله  هر  برای   )H/C(
به سایز کلنی  H( PSM(، نسبت  بر روی  ایجاد شده  هیدرولیز 
)C( می باشد به طوریکه افزایش نسبت H/C نشان دهنده میزان 

تراوش لیپاز است)12(.  
شناسایی میکروسکوپی قارچ ها

مستقیم  مشاهده  از  قارچی،  های  نمونه  اولیه  تشخیص  برای 
رنگ  از  میکروسکوپی، پس  آزمایش  در  استفاده شد.  ها  نمونه 
زیر  اسلایدها  بلو3، مشاهده  کاتن  با لاکتوفنل  ها  نمونه  آمیزی 

میکروسکوپ انجام شد )3(.  

استخراج DNA قارچی

 استخراج DNA ژنومی با استفاده از روش  Lian و همکارانش 

1	  Potato-dextrose-agar

2	  Phytase specific medium agar

3	  Lactophenol Cotton Blue

شــکل 1- محــل هــای موردمطالعــه بــرای جمــع آوری نمونــه هــای آب از 
ســواحل دریــای خــزر                                                                                     

تازه های بیو تکنولوژی سلولی - مولکولی دوره چهارم، شماره چهاردهم، بهار 1393،  جداسازی و...
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روش بررسی

جداسازی قارچ ها
از فروردین تا خرداد 1390 جمع آوری نمونه های آب در لوله 
دریای  نقاط مختلف سواحل غربی  از  استریل،  ای  های شیشه 
 30 تقریبی  عمق  از  و  نشتارود(  تنکابن،  شیرود،  )رامسر،  خزر 
سانتی متری انجام گرفت )شکل 1(. پس از تهیه سریال رقت 
محیط  روی  بر  مستقیم  طور  به  رقت  هر  از  میکرولیتر   100 ،
Merck( PDA1( کشت داده شده و نمونه ها به مدت 5 روز در 

دمای C°28 نگهداری شدند )5(. 

تعیین فعالیت فیتازی قارچها

    PSM2 برای تعیین فعالیت فیتازی قارچ ها از محیط
 (0.2%) 2%) glucose, (0.4%) Calcium phytate, (0.05%) CaCl2( 

  KCl, (0.001%) MnSO4H2O, (

 Agar, (0.05%) MgSO4.7H2O, (0.5%) NH4NO3, (0.001%)

,FeSO4.7H2O (1.5%) (w/v ) ( استفاده گردید )7(. بطوریکه ابتدا 

ایزوله های قارچی بر روی محیط PSM کشت داده شده و به 
مدت 72 ساعت در دمای C°30 انکوبه گردید، سپس قارچ های 
های  کلنی  اطراف  در  شفاف  هاله  تولید  با  فیتاز  کننده  تولید 
قارچی شناسایی شدند.  نسبت هاله شفاف به قطر کلنی قارچی 
هاله  اندازه  بیانگر    H/C گردید.  تعیین  ایزوله  هر  برای   )H/C(
به سایز کلنی  H( PSM(، نسبت  بر روی  ایجاد شده  هیدرولیز 
)C( می باشد به طوریکه افزایش نسبت H/C نشان دهنده میزان 

تراوش لیپاز است)12(.  
شناسایی میکروسکوپی قارچ ها

مستقیم  مشاهده  از  قارچی،  های  نمونه  اولیه  تشخیص  برای 
رنگ  از  میکروسکوپی، پس  آزمایش  در  استفاده شد.  ها  نمونه 
زیر  اسلایدها  بلو3، مشاهده  کاتن  با لاکتوفنل  ها  نمونه  آمیزی 

میکروسکوپ انجام شد )3(.  

استخراج DNA قارچی

 استخراج DNA ژنومی با استفاده از روش  Lian و همکارانش 

1	  Potato-dextrose-agar

2	  Phytase specific medium agar

3	  Lactophenol Cotton Blue

شــکل 1- محــل هــای موردمطالعــه بــرای جمــع آوری نمونــه هــای آب از 
ســواحل دریــای خــزر                                                                                     

انجام شد )11(.  به طور خلاصه ابتدا 400 میکرولیتر بافر لیز 
 100 mM NaCl, 25 mM EDTA, 200mM Tris-HCl)     کننده
,SDS %0.5 )  با 50 میلی گرم میسلیوم قارچی مخلوط شد. پس 

از انکوباسیون در C°65 به مدت 1 ساعت، 350 میکرولیتر بافر 
 CTAB

 ([w/v] 5% CTAB, 100 mM Tris-HCl pH 8.0, 1.4 M NaCl)

شد.  انکوبه    65°C ماری  بن  در  دقیقه   10 مدت  به  و  اضافه 
الکل  ایزوآمیل  کلروفرم/  فنل/  مخلوط  میکرولیتر   700 سپس 
)v/v ،25:24:1( را به میکروتیوب اضافه و به مدت 10 دقیقه 
در دور  rpm12000 سانتریفوژ شد. سپس هم حجم فاز رویی 
مخلوط کلروفرم/ ایزوآمیل الکل )v/v ،1:24( اضافه و سانتریفوژ 

شد. 

انتقال فاز رویی به میکروتیوب جدید، حجم مساوی از  پس از 
ایزوپروپانول اضافه و در حداکثر دور 10 دقیقه سانتریفوژ گردید. 
از خشک  پس  و  داده  70٪ شستشو  الکل  با  را   DNA رسوب 
شدن 50 میکرولیتر بافر TE به رسوب DNA  اضافه و تا انجام 

PCR در فریزر 20- ذخیره گردید.

) PCR ( واکنش زنجیره ای پلیمراز

پرایمرهای   از  شده  جداسازی  های  قارچ  گونه  شناسایی  برای 
 (TCC ITS4 و )TCC GTA GGT GAA CCT GCG G (ITS1

(TCC GCT TAT TGA TAT GC استفاده گردید )6(. واکنش  

PCRدر حجم 50 میکرولیتر شامل 50 نانوگرم DNA ، 3 میلی 

 ،dNTPs 200 میکرو مول ،x10 5 میکرولیتر بافر ، MgCl2 مولار
   Taq DNA polymerase25 پیکو مول از هر پرایمر و 2/5 واحد
(Cinagen, Tehran, Iran) انجام شد. برنامه عبارتند از 5 دقیقه 

دمای دناتوراسیون اولیه در C°95 و 35 چرخه که  هر چرخه 
شامل 30 ثانیه در  C°95 ، 1 دقیقه در C°55 و 1 دقیقه در 

C°72 و سپس 6 دقیقه تکثیر نهایی در C°72 انجام شد. سپس 

محصولات PCR بر روی ژل آگارز %1 الکتروفورز شدند.

 بررسی توالی ژنی

 550 bp برای شناسایی گونه های قارچی قطعه تکثیری به طول
تعیین توالی)Macrogen, Korea( شدند. توالی به دست آمده با 
استفاده ازBLAST 4 با سایر توالی های ژنی موجود در بانک ژن5 

NCBI   مورد بررسی و ردیف سازی قرار گرفت )1(.

نتایج
غربالگری قارچ های تولید کننده فیتاز خارج سلولی

از مجموع نمونه های جمع آوری شده از آبهای سواحل دریاچه 
با  قارچی  تنها 6 گونه  نشتارود(،  تنکابن،  )رامسر، شیرود،  خزر 
قابلیت تولید فیتاز خارج سلولی جداسازی شدند. از آنجایی که 
تولید  قارچی  این مطالعه جداسازی گونه های  اصلی در  هدف 
کننده فیتاز خارج سلولی می باشد، لذا شناسایی میکروسکوپی 
سایر گونه های قارچی که فاقد توانایی تولید فیتاز بودند صورت 

نگرفت. 

های  کلنی  آنزیمی،  فعالیت  سنجش  و  اولیه  شناسایی  برای 
 PSM بر روی محیط ، PDA قارچی رشد یافته بر روی محیط
انتقال داده شدند. سپس گونه های قارچی که پس از طی مدت 
ها  اطراف کلنی  دارای هاله شفاف و عدم رشد در  انکوباسیون 
اندازه قطر هاله  انتخاب شدند.  بودند، برای آزمایشات مولکولی 
ها بر اساس H/C )نسبت قطر هاله به کلنی(، در شرایط بهینه 

4	  Basic Local Alignment Search Tool

5	  National Centre for Biotechnology Information

قارچی  های  گونه   1-3 های  ردیف   .550  bp  PCR محصول   -2 شکل 
 (Fermentas) bp ) نشانگر اندازه :M . کنترل منفی :NC .جداسازی شده

.)100-3000
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)pH=7  و دمای C° 30( از 2/5 تا 5/5 میلی متر ارزیابی شد. 
استفاده  با  نیز  ها  گونه  این  میکروسکوپی  شناسایی  همچنین 
که  قارچی  های  گونه  گرفت.  لاکتوفنل صورت  آمیزی  رنگ  از 
شامل  شدند  شناسایی   Sequensing و   PCR انجام  از  پس 
 Penicillium ، Aspergillus ochraceus ، Aspergillus flavus

 Discostroma tricellulare ، Penicillium digitatum ، olsonii

 6 میان  از   .)2 )شکل  بودند    Cladosporium gossypiicolaو

 ، Aspergillus ochraceus  گونه قارچی جدا شده ،  گونه های
Aspergillus flavus و Penicillium olsonii  با قطر هاله 5/5، 

5/5 و 4/5  میلی متر به ترتیب دارای میزان تولید فیتاز بیشتری 
نسبت به سایر گونه ها بودند )شکل 3(. 

های  گونه  سایر  در  شده  ایجاد  هاله  به  مربوط  های  اندازه 
قارچی نیز در جدول شماره 1 آمده است. در این مطالعه نتایج

 BLAST  نشان داد که دو گونه  Discostroma tricellulare  و 
Cladosporium gossypiicola نسبت به سایر گونه های مشابه 

جداسازی شده دارای  %99  شباهت در توالی های نوکلئوتیدی 
   accession number می باشند. این 2 گونه قارچی به ترتیب با
JF811913 و JF811912  در GenBank  مورد تائید و ثبت قرار 

گرفت. 

قطر هاله بر 
H/C اساس

گونه های قارچی جداسازی شده از 
سواحل دریای خزر

2/5 mmDiscostroma tricellulare
2/5 mm  Cladosporium gossypiicola
3/5 mmPenicillium digitatum
4/5 mm  Penicillium olsonii
5/5 mmAspergillus flavus
5/5 mmAspergillus ochraceus

بحث
آب  از  شده  جدا  های  گونه  اغلب  مطالعه  این  نتایج  براساس 

و  بوده   Penicillium  و  Aspergillus خزر  سواحل  های 
 ،Ascomycota می باشند. سلسله Ascomycota از سلسله
شامل متنوع ترین و فراوان ترین قارچ های دریایی اجباری و 
اختیاری  های  قارچ  از  ها  گونه  این   .)17( باشد  می  اختیاری 
ساکن در آبهای ساحلی هستند که احتمالاً توسط عوامل مختلف 
و   Salvo مطالعات طبق  اند.  کرده  پیدا  راه  دریا  به  محیطی 
و   Aspergillus  ،Penicilium های  جنس   Damare

Cladosporium از فراوان ترین گونه های قارچی در محیط 

های آبی هستند )16و2(.  با اینکه زیستگاه اصلی این قارچ ها 
به طور معمول در خاک است، آنها پس از سازگاری با شرایط و 
فشار هیدرواستاتیک بالای موجود در آب دریا توانایی رشد و بقا 
را در محیط های آبی پیدا می کنند )3(. در اکوسیستم بسته ای 
با ویژگی غلظت نمک وکمبود مواد مغذی،  مانند دریاچه خزر 
قارچ های دریایی می توانند با توانایی ایجاد تغییر و تبدیل در 
تولید  و  جداسازی  برای  مناسبی  منابع  پروتئین  اولیه  ساختار 
آنزیم فیتاز باشند. آنزيم فيتاز، قابليت هضم و دسترسي فسفر را 
از منابع گياهي، براي طيور فراهم مي کند به همين دليل منابع 
معدني فسفر که بايد به جيره غذايي اضافه شود کاهش مي يابد.

اساس  بر  است  گرفته  صورت  تاکنون  که  مطالعاتی  بیشتر   
مناطق  های  خاک  از  فیتاز  تولیدکننده  های  قارچ  جداسازی 
بیش  که   Ware و   Shieh مطلعه  از جمله  باشد  می  مختلف 
از 2000 میکروارگانیسم تولید کننده فیتاز از خاک جداسازی 
کردند که اکثریت آنها قادر به تولید فیتاز داخل سلولی بودند و 
تنها گروه تولید کننده فیتاز خارج سلولی قارچ های متعلق به 
جنس Penicillum, Aspergillus و Mucor  بودند )18(. 
Lee و همکارانش در سال 2005 با استفاده از محیط PSM و 

ایجاد هاله شفاف بر روی آن، موفق به جداسازی سویه جدیدی 
از Aspergillus  به نام Aspergillus sp. L117   از خاک 
توانایی تولید  بیشترین   30°C pH و دمای  شدند که در 5= 
محیط  از  استفاده    .)9( بود  دارا  را  سلولی  خارج  فیتاز  میزان 
کشت های غنی نیز در جداسازی و رشد بهینه قارچ های تولید 
کننده فیتاز نقش بسزایی دارد. در مطالعه ای که Kumari و 
و  فیتاز  تولید کننده  قارچ های  عنوان جداسازی  با  همکارانش 
بهینه کردن پارامترهای تولید انجام دادند، از سه محیط کشت 
مختلف برای جداسازی و غربالگری قارچ ها استفاده کردند. 17 

 Aspergillus ochraceusگونه توسط  شفاف  هاله  تولید   -  a  .3 شکل 
  Aspergillus شناسایی میکروسکوپی گونه - b . PSM بر روی محیط

.)400 x( بر اساس شکل مورفولوژیکochraceus
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تولید  میزان  بیشترین  مطالعه  این  در  شده  جدا  قارچی  گونه 
آنزیم را در محیط کشت حاوی فیتات کلسیم )%0/5( به عنوان 
منبع  عنوان  به    )  0/1%  (       (  NH4)2 SO4 کربن،  منبع 
)0v/v/5%( به عنوان سورفکتانت در   Tween-80 نیتروژن و
pH =6 و دمای C°30 نشان دادند )8(. لازم به ذکر است که 
در تحقیق حاضر نیز از فیتات کلسیم به عنوان منبع کربن در 
تهیه محیط PSM استفاده گردید. در مطالعه مشابهی در سال 
Marlida   2010 و همکارانش  34 گونه قارچی را از برگها و 
ریشه گیاه سویا جداسازی کردند. سنجش تجزیه فیتیک اسید 
در این قارچ ها بر اساس سایز هاله شفاف مشخص گردید. از بین 
34 گونه، تنها 2 گونه قارچی (Phy2 و Phy4)  هاله شفاف 
عدم رشد را به ترتیب با قطر 3-4 و 5 ˃ میلی متر نشان دادند 
)13(. همچنین نتایج حاصل از این تحقیق و مطالعه حاضر نشان

می دهد که گونه های مختلف قارچی، در تجزیه فیتیک اسید 
و تولید آنزیم فیتاز توانایی متفاوتی دارند )13(. به طوریکه در 
 Aspergillus  مطالعه حاضر دیده می شود قطر هاله در دو گونه
ochraceus  و Aspergillus flavu ، 5/5 میلی متر و در  

با  اندازه گیری شد.  Penicillium olsonii  4/5 میلی متر 

انجام شده دمای بهینه برای تولید  این حال در اکثر مطالعات 
بیشترین میزان آنزیم فیتاز ، C°30  و pH بهینه بین 5 تا 7 

متغیر می باشد.
با توجه به نقش آنزیم فیتاز در بهبود جیره غذایی حیوانات و 
رفع آلودگی های زیست محیطی ناشی از تجمع فسفر، مطالعات 
گسترده در جهت شناسایی و غربالگری قارچ های تجزیه کننده 

فیتیک اسید ضروری می باشد.

تشکر و قدردانی
از زحمات جناب آقای دکتر قانع )مدیر پژوهش واحد تنکابن( 
و جناب آقای دکتر حشمتی پور ) معاون دانشکده علوم زیستی 

واحد تنکابن ( کمال تشکر و قدردانی را داریم.
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