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چکیده

باکتري هاي موجود در ناحیه ریزوسفر با محلول نمودن فسفات و تولید ترکیباتی از قبیل فیتوهورمون ها و ترشح                     :    :سابقه و هدف  

هاي تولید    باسیلوساین مطالعه با هدف جداسازي و شناسایی        .  نمایند  آمیلاز و کیتیناز به رشد گیاهان کمک می       -αآنزیم هایی مانند    

آمیلاز در حضور منابع مختلف کربن و دامنه هاي           -αآمیلاز از ریزوسفر درختان پرتقال و نیز ارزیابی تولید و فعالیت               -αکننده  

.  انجام شدpHمختلف 

آمیلاز از ریزوسفر باغات     -α هاي تولید کننده  باسیلوس  این پژوهش به صورت مقطعی به منظور جداسازي                :مواد و روش ها     

پس از جمع آوري نمونه، به منظور جداسازي باکتري از محیط آگار حاوي نشاسته استفاده                .  پرتقال دلفارد در استان کرمان انجام شد      

به .  براي شناسایی دقیق سویه مورد نظر استفاده شد          16S rRNAهاي بیوشیمیایی و مولکولی تعیین توالی ناحیه            از آزمون .  گردید

همچنین تولید آنزیم در حضور منابع مختلف کربن         .  منظور بررسی فعالیت آمیلازي از تست سریع هیدرولیز نشاسته استفاده گردید           

. شامل گلوکز، فروکتوز و نشاسته مورد بررسی قرار گرفت

با شماره    MR-R3 سویه   باسیلوس سرئوس پس از شناسایی بیوشیمیایی و تعیین توالی سویه برتر تولید کننده آنزیم با عنوان                 :یافته ها 

همچنین نتایج نشان داد که نشاسته و گلوکز بیشترین اثر مثبت بر تولید آنزیم        . در بانک جهانی ژن ثبت گردید KC306945.1دستیابی  

α- باشند  گرم بر لیتر دارا می0/25 گرم بر لیتر و فروکتوز بیشترین اثر را در غلظت 0/5آمیلاز را در غلظت. 

آمیلاز سویه جداشده در شرایط آزمایشگاهی، انجام مطالعات هاي گسترده تر در              -αبا توجه به کفایت مناسب تولید          :نتیجه گیري 

 .حد بالاتر به منظور شناسایی دقیق تر ویژگی هاي آنزیمی آن پیشنهاد می گردد

.، ریزوسفر16S rRNA، باسیلوس سرئوسآمیلاز، -α :واژگان کلیدي

92 فروردین ماه: پذیرش براي چاپ 91 آذر ماه :دریافت مقاله

مقدمه

در سال هاي اخیر، توانایی میکروارگانیـسـم هـا در تـولـیـد                 

α-          آمیلازها، موجب شناسایی میکروارگانیسم هایی با فعـالـیـت

آمیلازها، گروهـی از آنزیم هــاي ). 1-3(آمیلولیتیک شده است 

 درصد از کل آنزیم هاي  تجـاري         25باشند که تقریباً      صنعتی می 

مورد استفاده در فرآیندهاي بیوتکنولوژي مانند تجزیه نشاسـتـه،          

صنعت پاك کننده ها، مواد غذایی، کاغذ و پارچه را تشـکـیـل              

گیاهان، حیوانات و میکروب ها داراي منابـع        ) . 5 و   4( می دهند   

α-امروزه ریزوسفر به دلیل دارا بودن تـعـداد   . باشند آمیلازي می

زیادي از میکروارگانیسم هاي مفید، به عنوان مهم ترین منبع  در
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جداسازي و انتخاب باکتري ها با فعالیت کنترل زیستی شناخته          

گردد که  ریزوسفر به قسمتی از خاك اطلاق می) .   6( شده است   

مطالعه میکروارگـانـیـسـم     .  در تماس مستقیم با ریشه قرار دارد 

هاي مرتبط با گیاهان، اهمیت زیادي در توسعه کشـاورزي و             

این میکروارگانیسم ها با تولـیـد   .   کاربردهاي بیوتکنولوژي دارد  

آنتی بیوتیک، محلول کردن فسفات و تولید آنزیم هاي تجزیـه           

کننده از قبیل پروتئاز، آمیلاز و سلولاز نقش مهمـی در رشـد        

با توجه به قیمت پایـیـن و دسـت        ) .   7( نمایند    گیاهان ایفا می  

هـا در      ها، استفاده از آن     ورزي ژنتیکی آسان تر میکروارگانیسم    

مطالعات نشـان داده     .   باشد  آمیلازها بسیار مناسب می   -αتولید  

است که بیشتر باکتري ها و قارچ هاي رشته اي به دلیل تولیـد              

α-      امـروزه  ) .   2( باشند    آمیلاز قادر به تجزیه گسترده نشاسته می

باسـیـلـوس   ترین آمیلازهاي تجزیه کننده نشاسته از جنس          مهم

 )Bacillus   ( استخراج شده است )هدف از ایـن پـژوهـش      ) .   8

آمیـلاز از    -α تولید کننده    هاي  باسیلوسجداسازي و شناسایی    

ریزوسفر درختان پرتقال و نیز ارزیابی تولـیـد و فـعـالـیـت                

α-         هاي مختلـف     آمیلاز در حضور منابع مختلف کربن و دامنه

pH بود .

ها    مواد و روش          

هاي مورد بررسی در این مطالعه        نمونه  :جمع آوري نمونه )  الف

از خاك باغات پرتقال دلفارد از توابع شهرستان جیرفت در              

به منظور جمع آوري نمونه از      .  استان کرمان جمع آوري گردید    

.  سانتی متر از سطح خاك کنار زده شد        5ناحیه ریزوسفر، ابتدا    

 سانتی متري اطراف    15هاي خاك مربوط به عمق        سپس نمونه 

ریشه درون ظروف پلاستیکی قرار داده شدند و تا زمان                 

گراد    درجه سانتی   18-20رسیدن به آزمایشگاه در دماي          

.نگهداري شدند

در ابتدا یک گرم از خاك جمع         :  جداسازي باسیلوس ها  )  ب

. لیتر آب استریل اضافه و مخلوط شد          میلی 10آوري شده به    

 دقیقه در   15 به مدت    rpm  5000سوسپانسیون حاصل با دور     

سپس محلول  .   درجه سانتی گراد سانتریفیوژ گردید       4دماي  

 درجه سانتی گراد به مدت       80رویی جمع آوري و در دماي        

پس از تهیه رقت تا         .   دقیقه قرار داده شد      15
2-  

10  ،100 

میکرولیتر از محلول بر روي محیط کشت آگار حاوي نشاسته           

 گرم  10 گرم عصاره مخمر و          15 گرم نوترینت آگار،        8(

گراد به     درجه سانتی  37سپس در دماي    .  کشت داده شد  )  نشاسته

. ساعت گرماگذاري گردید48مدت 

به منظور سنجش سریع تولید     : آمیلاز-αسنجش تولید آنزیم )  ج

α-             آمیلاز به واسطه هیدرولیز نشاسته، محلول لوگل بر روي

حاوي نشاسته ریخته     کلنی هاي موجود در محیط کشت آگار        

هایی که هاله بیشتري را تشکیل دادند           سپس کلنی   ).  9(شد  

. هاي بعدي قرار گرفتند انتخاب و مورد ارزیابی

پس از کشت باکتري بر روي محیط            :ترسیم منحنی رشد   )  د

 درجه سانتی گراد، با اندازه گیري        30نوترینت براث در دماي      

 نانومتر توسط دستگاه       600جذب نوري در طول موج            

در هر  )  استرالیا  Cary 50، مدل     UV-Visible(اسپکتروفوتومتر  

 ساعت یک بار بعد از کشت اندازه گیري و منحنی رشد سویه            4

.جداسازي شده رسم گردید

به منظور     :شناسایی مولکولی باکتري جداسازي شده         )  ه

 باکتري، ابتدا چند کلنی از آن در محیط                  DNAاستخراج

 درجه سانتی   37 ساعت در دماي      24نوترینت براث به مدت      

 با استفاده از     DNAسپس استخراج کامل  .  گراد کشت داده شد   

و بر اساس      )  Vivantisشرکت     ( DNAکیت استخراج  

.دستورالعمل شرکت سازنده انجام گرفت

براي این منظور از پرایمرهاي پیـشرو    : 16S rRNAتکثیر ژن )  و

5 ´ -A G T T G A T C C T G G C T C A G -3 و   ´

 اســـتفاده    -´GGCTTACCTTGTTACGAC-3´   5معکـــوس

 5 در دستگاه ترموسایکلر با شرایط دمایی          PCRواکنش.   گردید

گـراد و       درجه سانتی  95دقیقه واسرشت شدن ابتدایی در دماي       

 درجـه    95 چرخه شامل واسرشت شدن در دماي         30در ادامه   

 درجـه    55 دقیقـه، اتـصال در دمـاي             1گراد به مدت      سانتی

 درجـه    72 دقیقه، طویل شدن در دمـاي         1گراد به مدت      سانتی

 دقیقه و در نهایت طویل سازي نهایی در          2گراد به مدت      سانتی

محصول .    دقیقه انجام شد   2گراد به مدت      درجه سانتی  72 دماي

PCR     منتقـل و      درصد واجد اتیـدیوم برمایـد       1 به ژل آگاروز
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 . الکتروفورز گردید

تعیین توالی  :  16S rRNAتعیین توالی و آنالیز فیلوژنیک         )  ز

 Bioneerتوسط شرکت     16S rRNAقطعه حاصل از تکثیر ژن      

هاي به دست آمده با کل ژنوم           توالی.  کره جنوبی انجام شد    

هم   NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov(باکتري ها در       

، TV Finchآنالیز فیلوژنتیک به وسیله برنامه         .  ردیف گردید 

Gene runner                و درخت فیلوژنتیک با استفاد از نرم افزار

MEGA5   توالی حاصله در بانک جهانی ژن           . ترسیم شد 

)Gene Bank (ثبت گردید.

خصوصیات   :تعیین خصوصیات فنوتیپی سویه باسیلوس      )  ح

جداسازي شده بر اساس       مورفولوژیک و بیوشیمیایی باکتري    

هاي معرفی شده در کتاب باکتري شناسی سیستماتیک             روش

شکل و رنگ کلنی ها      ).  10(برگی مورد بررسی قرار گرفت       

 درجه سانتی گراد،    37 ساعت گرماگذاري در دماي      24پس از   

همچنین .  بر روي محیط کشت نوترینت آگار مشخص گردید        

به منظور ارزیابی ویژگی هاي بیوشیمیایی این سویه، کلنی ها            

، Egg Yolk Agarبر روي محیط هاي اختصاصی از جمله             

سپس .  نوترینت نیمه جامد و بلاد آگار کشت داده شدند              

 37 ساعت گرماگذاري در دماي        24تغییرات حاصله پس از      

.گراد مورد بررسی قرار گرفت درجه سانتی

 بهینه رشد باکتري      pHبه منظور تعیین    : بهینه رشد   pH)  ط

جداسازي شده، از محیط کشت نوترینت براث با دامنه هاي             

پس از گذشت   .  استفاده گردید )  8 و   pH)  4/5  ،6  ،7مختلف  

 نانومتر با    600 ساعت، کدورت سنجی در طول موج             24

.استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر انجام گرفت

براي این منظور از روش       :آمیلاز-αسنجش فعالیت آنزیم    )  ي

دي نیتروسالیسیلیک اسید، بر مبناي اندازه گیري مقدار قند              

تشکیل شده پس از هیدرولیز آنزیمی نشاسته استفاده گردید           

)11.(
  

 ساعته باکتري با دور     24لیتر از محیط کشت        میلی 2ابتدا  

rpm 7000 دقیقه سانتریفیوژ شد15 به مدت  .

 میکرولیتر  500 میکرولیتر از محلول رویی به            500سپس  

 مولار بافر   0/1محلول نشاسته یک درصد حل شده در محلول          

  اضافه   pH  7با  )  مولار کلرید کلسیم     میلی 20حاوي  (فسفات  

 درجه  37 دقیقه در دماي      30مخلوط حاصل به مدت      .  گردید

به منظور پایان یافتن واکنش، یک      .  سانتی گراد گرماگذاري شد   

 دي نیترو سالسیلیک اسید به مخلوط یاد شده         5 و   3لیتر از     میلی

پس از سرد   .   دقیقه در آب جوش قرار داده شد         15افزوده و   

 نانومتر توسط    540شدن، تغییر رنگ محیط در طول موج            

منحنی استاندارد  .  گیري گردید   دستگاه اسپکتروفوتومتر اندازه   

بر .  مالتوز بر اساس غلظت هاي مختلف مالتوز ترسیم شد             

از فعالیت )  U(یک واحد    )  Brenfled(اساس روش برنفلید     

α-           آمیلاز به عنوان تعداد میکرو مول هاي مالتوز تجزیه شده به

میلی لیتر از محلول آنزیم در یک دقیقه تعریف              وسیله یک 

).12(گردید 

 :آمیلاز-α بر تولید آنزیم      pHاثر منابع مختلف کربن و        )  ك

منابع مختلف کربن شامل گلوکز، فروکتوز و         براي این منظور از   

 0/25،  0/125،  )  به عنوان شاهد  (نشاسته در غلظت هاي صفر      

همچنین به منظور بررسی     .   گرم بر لیتر استفاده گردید      0/5و  

آمیلاز، از محیط نوترینت براث حاوي نشاسته       -αتولید آنزیم   

در دامنه هاي مختلف    )   گرم نشاسته  10 گرم نوترینت آگار و   8(

pH) 4/5 ،6 ،7 استفاده شد) 8 و.

تمامی آزمایشات با سه تکرار مستقل انجام و          :آنالیز داده ها  )  ل

و ضریب  )  Duncan(آنالیز داده ها با استفاده از آزمون دانکن           

 SPSSبا استفاده از نسخه نوزدهم نرم افزار            درصد 5اطمینان  

 .مورد تجزیه یک عاملی قرار گرفتند

یافته ها

 :آمیلازي-αجداسازي و شناسایی باکتري داراي فعالیت      )  الف

پس از اضافه نمودن لوگل به محیط کشت جامد باکتري                  

مشاهده هاله اي به قطر سه میلی متر به عنوان سنجش کمی               

پس از تعیین    ).  1شکل  (آمیلاز در نظر گرفته شد        -αتولید  

و آنالیز داده ها،       16S rRNAتوالی قطعه حاصل از تکثیر ژن        

 با   Bacillus cereus MR-R3سویه جداسازي شده به عنوان     

.در بانک جهانی ژن ثبت گردید KC306945.1شماره 

به منـظـور     : باسیلوس آنالیز توالی و رسم درخت فیلوژنیک)   ب

بـه صـورت       16S rRNAهاي     شناسایی دقیق تر جدایه، توالی    
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مربوط به این    درخت فیلوژنتیک .   محدود تعیین توالی گردیدند   

چندین گـونـه       16S rRNAسویه بر اساس مقایسه توالی هاي    

 Neighbor-joining بر مبناي روش      باسیلوسو سویه مختلف    

نتایج نشان داد که سویه جداسازي شـده  ) .   2شکل  ( ترسیم شد   

 )Bacillus cereus( باسیلوس سرئوس در این مطالعه با باکتري     

 بار تکـرار بـا       1000 در یک شاخه قرار دارد و از         KH2سویه  

 بار این دو سـویـه در یـک شـاخـه             Bootstrap ،41ارزش  

.قرار گرفتند

هـاي     پس از ارزیـابـی آزمـون         :   آزمون هاي بیوشیمیایی  )   ج 

بیوشیمیایی مشخص گردید که سویه جـداسـازي شـده گـرم              

. مثبت، متحرك، کاتالاز، لستیناز و همولیز مثـبـت مـی بـاشـد          

همچنین باکتري ها در زیر میکروسکوپ به شکل میلـه اي و              

.داراي کلنی هایی به شکل دندانه نامنظم بودند

 مشاهده مـی شـود،       3همان طور که در شکل        : منحنی رشد )   د

 جداسازي شده در ساعت هاي ابتدایی رشد و          باسیلوسسویه  

سـویـه   .    ساعت پس از کشت به فاز لگاریتمی رسـیـد          4حدود  

 ساعت با پایان  فاز لگاریتمی وارد فـاز         24مورد بررسی پس از     

. سکون گردید

باسیـلـوس   نتایج به دست آمده نشان داد که          :  بهینه رشد  pH)   ه

 بیشترین میزان رشد را دارد      8pHدر   MR-R3 سویه  سرئوس

).4شکل (، رشد آن نیز کاهش یافت pHاما با کاهش 

با افزایش    :آمیلاز-αاثر منابع مختلف کربن بر تولید آنزیم         )  و

آمیلاز نسبت به    -αغلظت گلوکز در محیط، فعالیت آنزیم           

به طوري که بیشترین میزان فعالیت      .  نمونه شاهد افزایش یافت   

. آنزیم، در بالاترین غلظت گلوکز مورد استفاده مشاهده گردید         

آمیلاز در حضور پایین ترین غلظت       -αهمچنین فعالیت آنزیم    

 باسیلوس سرئوسآمیلاز از -αسنجش سریع تولید آنزیم : 1شکل 

. شفافیت اطراف هاله نشان دهنده تست مثبت است، MR-R3سویه 

 اعداد روي هر شاخه نشان دهنده ارزش         .Neighbor-joinin رسم شده با روش     MR-R3  سویه باسیلوس سرئوس درخت فیلوژنتیک باکتري    :  2شکل  

Bootstrap        درصد می باشند   0/5 بار تکرار با سطح زیر نمودار         1000 و تعیین شده از هر .Yersinia mollaretii ATCC43969      به عنوان گروه خارجی

)Outgroup( در نظر گرفته شد .
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اما با  .  مشابه نمونه شاهد بود    )   گرم بر لیتر    0/125(فروکتوز  

افزایش غلظت این قند در محیط، فعالیت آنزیم به طور معنی              

داري نسبت به نمونه شاهد افزایش داشت و بیشترین میزان               

 گرم بر لیتر این ماده مشاهده          0/25فعالیت آنزیم در غلظت       

با این وجود، با افزایش غلظت فروکتوز در محیط،              .  گردید  

.  گرم بر لیتر کاهش یافت      0/25فعالیت آنزیم نسبت به غلظت       

آمیلاز نسبت به    -αهمچنین افزایش معنی دار فعالیت آنزیم          

نمونه شاهد، هماهنگ با افزایش غلظت نشاسته در محیط                

).5شکل (مشاهده گردید 

، تولید آنزیم   pHبا افزایش     :آمیلاز-α بر تولید آنزیم     pHاثر  )  ز

α-          8آمیلاز افزایش یافت به طوري که در  pH   بیشترین تولید 

).6شکل (آنزیم مشاهده شد 

بحث   

 موجود در   هاي  باسیلوسدر پژوهش هاي مختلف اثرات مفید         

ناحیه ریزوسفر در افزایش رشد گیاهان به اثبات رسیده است            

 جنس و   30داراي بیش از    )  Bacillacea  (باسیلاسهخانواده  ).  3(

باکتري هاي موجود در این جنس به دلیل ترشح         .  گونه می باشد  

آنزیم هاي مختلف و تشکیل اسپور در خاك و مواد غذایی، از              

در مطالعه حاضر،    ).  10(اهمیت بالایی برخوردار می باشند         

 جداسازي شده از ناحیه ریزوسفر          باسیلوسشناسایی سویه    

باغات پرتقال بر اساس تست هاي میکروبی، بیوشیمیایی و              
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گلوکز نشاسته فروکتوز 

. MR-R3 سویه باسیلوس سرئوسآمیلاز باکتري -αاثر غلظت هاي مختلف گلوکز، فروکتوز و نشاسته بر فعالیت آنزیم : 5شکل 



مهناز رمضانی و همکاران.  ریزوسفر درختان پرتقالآمیلاز از  -αتولید کننده باسیلوس سرئوس  جداسازي .1392ها، سال ششم، شماره دوم تابستان  دنیاي میکروب

173

پس از ارزیابی تست هاي بیوشیمیایی و       .  مولکولی انجام گرفت  

مقایسه نتایج با کتاب باکتریولوژي سیستماتیک برگی، سویه            

مطابقت باسیلوس سرئوس    جداسازي شده با خصوصیات        

پس از شناسایی و رسم درخت فیلوژنتیک،            ).  10(داشت  

باسیلوس به همراه باکتري        MR-R3مشخص گردید که سویه    

این جدایه با   .  در یک شاخه قرار می گیرد        KH2 سویه   سرئوس

با شماره دسترسی       MR-R3 سویه باسیلوس سرئوس عنوان  

KC306945.1  در بانک جهانی ژن ثبت گردید .

نشاسته، پلی مري از گلوکز می باشد که به وسیله گیاهان تولید            

گیاهان بخش کمی از نشاسته ترشح شده را از طریق          .  می گردد 

این ترکیب  .  نمایند  ریشه و بافت مرده به درون خاك منتقل می         

به وسیله آنزیم آمیلاز تولید شده توسط باکتري هاي خاك،              

ترین جنس هاي ترشح       یکی از مهم   ).  13(تجزیه می گردد     

مطالعات نشان  ).  14( می باشند    باسیلوس ها کننده آنزیم آمیلاز    

داده است که مقدار و ماهیت منبع کربن، نقش مهمی در رشد              

در مطالعه  . )15(نماید    و تولید آنزیم هاي خارج سلولی ایفا می       

حاضر، تأثیر سه منبع کربن شامل گلوکز، نشاسته و فروکتوز بر            

آمیلاز توسط سویه جداسازي شده، مورد          -αتولید آنزیم    

جایی که این ترکیبات بر تولید آنزیم         از آن .  بررسی قرار گرفت  

α–  رو تغییر در فعالیت این آنزیم         گذارند، از این    آمیلاز اثر می

می تواند بیانگر تولید آنزیم در تیمار با این ترکیبات باشد               

نتایج این پژوهش نشان داد که با افزایش غلظت گلوکز           ).  16(

آمیلاز افزایش می یابد و        –αو نشاسته در محیط، تولید          

بیشترین میزان تولید در بالاترین غلظت مورد استفاده مشاهده           

آمیلاز در حضور گلوکز در بالاترین غلظت         –α تولید.  گردید

 برابر افزایش یافت، اما در این شرایط تیمار با               14بیش از    

تأثیر .  نشاسته  موجب افزایش  سه برابري فعالیتآنزیم گردید           

آمیلاز به عنوان یک محرك و      -αغلظت گلوکز بر تولید آنزیم      

همچنین یک مهار کننده در مطالعات مختلف گزارش شده              

 اثبات  1996و همکاران در سال      )  Heseltine(هسلتین  .  است

کردند که غلظت کم گلوکز در محیط کشت باکتري، اثر                  

در مقابل، نتایج به     ).  17(آمیلاز دارد    -αافزایشی بر فعالیت     

دهد که با افزایش غلظت       دست آمده از مطالعات دیگر نشان می      

). 18-20(گلوکز در محیط، تولید این آنزیم مهار می گردد              

رسد که غلظت هاي گلوکز مورد استفاده در          بنابراین به نظر می   

این پژوهش، که اثر تحریکی بر تولید این آنزیم نداشته اند،               

همچنین  به نظر می رسد که          .  تر از نیاز باکتري باشند        کم

هاي مورد استفاده این قند موجب مصرف سریع آن ها              غلظت

به طوري که باکتري به منظور به        .  توسط این سویه شده است     

. دست آوردن قند بیشتر، مقدار بیشتري آنزیم تولید کرده است          

 2000در سال   )  Patil(و پاتیل   )  Mulimani(هاي مولیمانی     یافته

دهد که میزان نشاسته محیط به عنوان یک محرك در             نشان می 

از طرفی مطالعات   ).  21(نماید    آمیلاز دخالت می  -αبیان ژن   

 است که نشاسته محلول، می تواند به عنوان یک                نشان داده 

 آمیلاز در باکتري  -αسوبستراي مناسب موجب افزایش فعالیت      

شود)  B. stearothermophilus(باسیلوس استئاروترموفیلوس    

تر   بنابراین به نظر می رسد در پژوهش حاضر، تأثیر کم           ).  22(

نشاسته بر تولید این آنزیم در مقایسه با تأثیر گلوکز، به دلیل               

کاهش ورود آن به داخل باکتري به دلیل ماهیت پلیمري و                

. کاهش حلالیت آن باشد

در مطالعه جاري، پایین ترین غلظت مورد استفاده فـروکـتـوز             

 0/25اما در حضور غلـظـت        .   آمیلاز نداشت -αاثري بر تولید    

 برابر افزایش یافت 18گرم بر لیتر فروکتوز، تولید آنزیم بیش از        

نتایـج  .   باشد می)   Elictors( که بیش از سایر محرك هاي زیستی      

) Dharani( هاي دهارانی      به دست آمده در این پژوهش با یافته       

 مبنی بر اثر مثبت فروکتوز بـر روي      2005و همکاران در سال  

 Bacillus licheniformis SPT 27آمیلاز در باکتري – αفعالیت 
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 سـویـه  باسیلوس سرئوسآمیلاز توسط -αبر تولید آنزیم   pHاثر : 6شکل  

MR-R3 .
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آمیلاز، به پایداري و رشد باکتري در آن           -αرسد که تولید      می

pHبستگی دارد .

نتیجه گیري          

جایی که سویه جداسازي شده از خاك باغـات درخـتـان              از آن 

باشد و هـمـچـنـیـن         آمیلاز می-αپرتقال، قادر به ترشح آنزیم      

نتایج آورده نشـده      ( قابلیت محلول نمودن فسفات را نیز دارد        

تـوانـد در       توان چنین نتیجه گرفت که این سویه می         ، می ) است

.صنعت و کشاورزي اهمیت قابل توجهی داشته باشد

تشکر و قدردانی              

پژوهشگاه علوم و تکنولوژي پیشرفته و      نویسندگان این مقاله از     

علوم محیطی، دانشگاه تحصیلات تکمیلی صنعتی و فناوري           

به دلیل حمایت هاي مالی و همکاري صمیمانه        پیشرفته، کرمان   

.در اجراي این پژوهش کمال امتنان را دارند

 گرم بر لیتر در 0/5با افزایش غلظت قند تا ) .   23( مطابقت دارد    

آمیلاز  –αبا این حال تولید     .   محیط، تولید آنزیم کاهش می یابد     

در حضور این غلظت نیز بیش از پنچ برابـر حـالـت شـاهـد                 

گردد که    در ارتباط با کاهش فعالیت آنزیم پیشنهاد می       .   می باشد 

آمـیـلاز     -αافزایش غلظت فروکتوز اثر منفی بر تولید آنـزیـم            

این یافته با نتایج به دست آمده در مطالعه بونـوکـو        .   داشته باشد 

 )Buonocove   ( آن هـا  .    مطابقت دارد1976و همکاران در سال

نشان دادند که تجمع قندها به صورت فیدبک منفـی مـوجـب              

). 24(آمیلاز می گردد  -αسرکوب فعالیت آنزیم 

 مناسب براي    pHهمچنین نتایج تحقیق حاضر نشان داد که           

 بهینه رشد باکتري        pHیعنی  )  pH  8(آمیلاز    -αتولید آنزیم   

این مشاهده با گزارش هاي منتشر شده توسط             .  می باشد 

. خوانی دارد    هم 2006همکاران در سال      و)  Utong(یوتونگ  

قادر به   Bacillus sphericusها نشان داد که باکتري          نتایج آن 

بنابراین به نظر   ).  26( باشد   می 9 تا   pH  6تولید آمیلاز در دامنه     
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Abstract

Background and Objectives: Rhizosphere bacteria assist growth of plants via dissolving 

phosphate, production of special compounds such as phytohormones and release of hydrolytic 

enzymes such as a-amylase and kitinase. This study aimed to isolate and to identify a a-amylase

producing bacillus in rhizosphere of orange orchards and to investigate microbial activity to 

enzyme production in presence of different source of carbon ranges. 

Materials and Methods: This study was conducted in order to isolation of a-amylase bacilli from 

rhizosphere of orange orchards located at Kerman province, Iran. After sample collection, bacteria 

were isolated by growing on starch agar. Several molecular (based on 16SrRNA) and biochemical 

methods were used to identify bacterial species. The starch rapid hydrolysis test was used to 

investigate amylase activity of the isolates. Additionally, the enzyme production level was studied 

in the presence of several carbon sources include glucose, fructose and starch ranges. 

Results: Molecular and biochemical analysis showed that isolated bacterium is a strain of Bacillus 

cereus named as Bacillus cereus MR-R3 and recorded in GeneBank under accession number of 

KC306945.1. Moreover, results showed that starch and glucose have the highest positive effects 

on alpha amylase production in the presence of 0.5 g/l and fructose have the highest effect in the 

presence of 0.25 g/l. 

Conclusion: Isolation and identification of orange orchards rhizospher-derived bacillus species 

considering their ability to produce a-amylase and phosphate solvation showed that the presence 

of this species in this region is very important. Moreover, increase in production of the enzyme 

after treatment with different carbon sources can be related to their gene expression induction 

effects.
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