
 

کننده فسفات مقاوم به دما براي استفاده در کود میکروبی  هاي حل جداسازي و شناسایی باکتري

  فسفاتی

 
  *2یخانیمحمدرضا سار -1روشبهمن خو

  18/07/1396: تاریخ دریافت 

 27/10/1396: تاریخ پذیرش

  

  چکیده 

از جملـه  . شـود  کننـده فسـفات اسـتفاده مـی     هـاي حـل  وند از باکتريش که غالباً به فرم گرانوله تهیه می فسفاتیدر فرمولاسیون کودهاي میکروبی 

بـر ایـن اسـاس در ایـن تحقیـق اقـدام بـه        . باشد ها می ها در فرایند تهیه و خشک نمودن گرانولهاي تولید این نوع کود، از بین رفتن باکتري محدودیت

در ) کلسـیم فسـفات   از منابع سـنگ فسـفات و تـري   (وانایی انحلال فسفات کننده فسفات مقاوم به دما شد و تحمل دمایی و ت هاي حلجداسازي باکتري

با قابلیـت تولیـد   ) RPS9و  RPS4 ،RPS6 ،RPS7 ،RPS8هاي  جدایه(از پنج باکتري . هاي بومی جدا شده از خاك، مورد ارزیابی قرار گرفت باکتري

حـاوي  در محـیط اسـپربر جامـد    . سـاعت بودنـد  16لسیوس بـه مـدت   درجه س 55قادر به تحمل دماي ) RPS9و  RPS7(هاله شفاف تنها دو باکتري 

قدرت بـالایی   ،روز12بعد از گذشت ) HD/CD(براي نسبت  27/2و  60/2 ادیربه ترتیب با دارا بودن مق RPS7و  RPS9فسفات، باکتري  کلسیم   تري

 8/531به ترتیـب   RPS7و  RPS9کمی نیز براي دو باکتري  محلول در روش میزان انحلال فسفات کم. در امر انحلال فسفات معدنی نامحلول داشتند

مـاه و در   6مانی جمعیت میکروبی در حالت بدون تیمـار دمـایی تـا     ها نیز نشان داد که زندهمانی باکتري نتایج زنده. گرم بر لیتر بدست آمد میلی 1/324و 

 Pantoea حـاکی از آن بـود کـه هـر دو جدایـه متعلـق بـه گونـه          RPS9 و  RPS7شناسـایی مولکـولی   . ماه کاهش یافت 4حالت تیمار دمایی به 

agglomerans  هستند.  
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   1مقدمه

ی حیاتی براي گیاهان و یبه عنوان عنصر غذا نیتروژنفسفر بعد از 

 ـ فرم. شود میمحسوب  ریزجانداران ه هاي معدنی این عنصر در خاك ب

کـه   اسـت در حـالی   فلوئـور ترکیب با کلسیم، آهن آلومینیوم و صورت 

و  نوکلئیـک  هاياسـید  ،فسـفولیپیدها  غالباً به شـکل هاي آلی آن  فرم

ها به دو شکل آلـی و معـدنی   فسفر در خاك .)6( شود یافت می فیتین

اما ). 18(وجود دارد  mg/kg1200-400به مقدار فراوان و در محدوده 

غلظت فسفات محلول در خاك معمولاً خیلی پایین بـوده و در سـطح   

mg/kg 1 ها از نظر مقدار کل بنابراین در غالب خاك. باشد یا کمتر می

آن مشکل  فسفر مشکلی وجود ندارد بلکه فراهمی و در دسترس بودن

ترسـی آن  دس ،هـا بودن فسفر کـل خـاك   رغم بالاعلی). 27(باشد می

هـاي  براي گیاه کم است و قسمت عمده فسفر خاك به همراه کاتیون
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شود و به همـین سـبب   فلزي رسوب کرده و از دسترس گیاه خارج می

بـر خـلاف   ). 17(بخـش نیسـت    نیز استفاده از کودهـا چنـدان نتیجـه   

پذیر نیستند و این منابع تا چند نیتروژن، منابع تولیدکننده فسفر تجدید

هـاي روزافـزون    رسند، از طـرف دیگـر آلـودگی    به اتمام میدهه دیگر 

ها به به خصوص آلودگی آن فسفاتیناشی از کاربرد کودهاي شیمیایی 

عنصر سنگین کادمیم، ضرورت یافتن جایگزین مناسب براي رهاسازي 

کنـد، بنـابراین یـافتن    یجاب مـی هاي تجمع یافته در خاك را افسفات

). 12(یـن مشـکلات ضـروري اسـت     هاي مناسب بـراي رفـع ا  حل راه

هـاي تجمـع    اهمیت یافتن جایگزینی مناسب براي رهاسـازي فسـفات  

شـود کـه بـر ایـن امـر واقـف        یافته در خاك زمانی بیشتر احساس می

موجود در خاك قابلیت تـامین فسـفات مـورد     فسفاتیگردیم که منابع 

). 4(شـد  باسـال دارا مـی   100ها را تا نیاز گیاهان براي تولید بهینه آن

بنابراین کافی است که این منبع عظیم فسفر را به صورتی براي گیـاه  

 از دهستفاا ايبر عملی هـاي  یکـی از راه . قابل جـذب و اسـتفاده نمـود   

ــتی يهادکو يگیرربکا ،ضیارا در دهکر اپید تجمع فسفر  فسفاته زیسـ

ریزجانداران ریزوسـفري   ويحا قعوا زیستی در   هايدهنها ینا .باشد می

 دـ ـنناتو یـم اي هژـیو يیندهاآفر طریق از که هستندحرك رشد گیاه م

  )علوم و صنایع کشاورزي( آب و خاك نشریه
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ــحلالی ــترکیب تـ ــفس تاـ  و داده یشافزا را كخا در دهکر بسورفر ـ

 .)23(نمایند  تامین را هگیا زنیا ردمو فسفر از بخشی رتصو بدین

تـرین اجـزاء کشـاورزي آلـی و پایـدار      کودهاي زیستی یکـی از مهـم  

تواند ضمن افـزایش   ها میه صحیح از آنشوند که استفاد محسوب می

عملکرد کمی و کیفی محصولات کشاورزي، کاهش مصرف بعضـی از  

انواع کودهاي شیمیایی و در نتیجه حفظ محیط زیست را نیز به دنبال 

 ناییاتو کهدارد  دجوو ديمتعدهــــاي  ارشگز). 20(داشــــته باشــــد 

 عدنیم يهافسفات لنحلاا ايبررا  باکتریایی مختلف يها سویه

ــنامحل ـــهمچ   لوـ ـــت نوـ ـــکلسيرـ ـــفس یمـ ـــکلسدي ت،فاـ  یمـ

 ناــ ـنش ت،فاــ ـفس كاــ ـخو  تــپاتیآ یــکسروهیددي ت،فاــفس

استفاده از ریزجانداران خاکزي که توانـایی   ).21و  11، 9(د ــهد یــم

فسـفر محلـول را دارنـد، یکـی از     ها و تبـدیل آن بـه    انحلال فسفات

 و 1(هـا اسـت    فزایش قابلیت جذب فسفر در خاكهاي مؤثر براي ا راه

انحلال  ییتوانادر شرایط آزمایشگاهی  یزجانداراناز ر یاديتعداد ز ).5

ــان داده  ــامحلول را نش ــفات ن ــد فس ــته از  ). 22و  14، 2( ان ــن دس ای

گیرند،  ریزجانداران گرچه فسفر را در ساختار سلولی خود به خدمت می

د شـده اسـت در اختیـار گیـاه قـرار      ولی بخشی از آن که در محیط آزا

ي میکروبی که به شکل توده همچنین فسفر موجود در زیست. گیرد می

باشد نیز به صورت بالقوه قابل استفاده بـراي گیاهـان    غیرمتحرك می

    ).3(باشد می

کودهاي میکروبی نوعی از کودهاي زیستی هستند کـه در آن بـر   

. شـود  مفید بهره برده مـی اران ریزجانداز  ،معدنی -بستري از مواد آلی

باشد که بـا   می فسفاتییکی از کودهاي میکروبی مهم، کود میکروبی 

توجه به اهمیت فسفر به عنوان یکی از عناصر غذایی پرمصرف بـراي  

کـود  ). 14(محصولات کشـاورزي، اسـتفاده از آن مـورد توجـه اسـت      

ده ممکن است به صورت پـودري یـا گرانولـه اسـتفا    فسفاتی  میکروبی

دهنـده از   سازي، پس از اختلاط اجزاء تشکیل شود که در فرایند گرانول

جهت خشک نمـودن کـود تولیـدي    ) درجه سلسیوس 40-50(حرارت 

شود، همچنین در این نوع کود به دلیل دارا بـودن رطوبـت   میاستفاده 

چنـین  . شرایط براي بقا باکتري نامناسب اسـت ) درصد 4حدود (اندك 

هاي افزوده شده بـه بسـتر خواهـد    ن رفتن باکتريشرایطی باعث از بی

هـاي   لذا در این پژوهش جداسازي، ارزیـابی و شناسـایی بـاکتري   . شد

کننده فسفات با ماندگاري بالا و مقاوم به دما مد نظر قـرار   کارآمد حل

هاي انحلال فسفات در محـیط اسـپربر    گیري گرفت، تا علاوه بر اندازه

سـنگ فسـفات و   (محلـول   کـم  فسـفات  جامد و مایع در حضور منـابع 

، تحمل دمایی، تراکم جمعیت باکتري و ماندگاري )کلسیم فسفات تري

ضرورت دستیابی بـه یـک گونـه    . سنجیده شود تهیه شده بستر درآن 

 ـ    عنـوان  ه میکروبی کارآمد با زمان ماندگاري بـالا و قابلیـت کـاربرد ب

و  گرانولـه موضـوع ایـن تحقیـق اسـت      فسـفاتی کودهاي میکروبـی  

در حال حاضـر ایـن نـوع از    . شود ضرورت پرداختن به آن احساس می

باشند و تحقیقات اندکی در این زمینـه   ها کمتر در دسترس می باکتري

هـا پرداختـه شـده     صورت گرفته است، لذا در این تحقیق به این جنبه

                                                                                                                                                     .است

  

  ها مواد و روش

  کننده فسفات مقاوم به دما هاي حل جداسازي باکتري

درجـه   55برداري شده تیمار دمـایی   هاي نمونهابتدا بر روي خاك

فرض آزمایش بـر آن اسـت   (ساعت اعمال شد  16مدت   سلسیوس به

در فرایند تولید کود میکروبی چنـین دمـایی در ایـن مـدت زمـانی       که

هـاي رقـت از    و سپس سـري ) باعث ایجاد تنش دمایی و خشکی شود

 2در ) 10-6و  10-7، 10-8، 10-9(از چهار رقت پایـانی   .شدها تهیه آن

میکرولیتــر بـر روي محـیط جامـد اختصاصــی     100تکـرار بـه مقـدار    

Sperber ــ. انتقــال داده شــد د از گســترده نمــودن سوسپانســیون بع

در محیط کشت اسپربر جامد و ظـاهر   نظر موردهاي  میکروبی از رقت

توجـه بـه   . ها انجام شـد ها، غربالگري و جداسازي باکتري شدن کلنی

مقاومت به تیمار دمایی اولیه و در ادامه توانایی رشد در محیط اسـپربر  

، فنوتیـپ و  )افتشـکیل هالـه شـف   (جامد، انحلال فسفات کم محلول 

هـا بـود    ها، موارد مورد توجه در جداسازي باکتري ریخت کلنی باکتري

)7 .( 

  

  اعمال تیمار دمایی

بـه مـدت   سلسـیوس  درجه  55 يدما تیمار(ارزیابی تحمل دمایی 

تیمـار دمـایی   : ها در سه مرحله انجام گرفت، الـف  باکتري) ساعت 16

ر غربــالگري بــرداري شــده بــه منظــو هــاي نمونــهاولیــه روي خــاك

در ایـن حالـت از   (کشت خالص باکتري : هاي مقاوم به دما، ب باکتري

اي از آن در  هر جدایه کشت خالصی تهیه شد و سـپس کشـت نقطـه   

: و ج) محیط اسپربر جامد تهیه شد و در شرایط فوق گرماگـذاري شـد  

 ـیم تی ـجمع نیپس از تـام (باکتري افزوده شده به بستر   ـاول یکروب  هی

گـذاري   در بستر میکروبی در شرایط فوق گرما )CFU/g 107(  مناسب

 ). 7) (مانی ارزیابی شد شد و در ادامه شمارش جمعیت میکروبی و زنده

  

   فسفاتیتهیه کود میکروبی 

پودري بـراي آزمـایش، بـه    فسفاتی  به منظور تهیه کود میکروبی

براي تهیه بستر اولیه جهـت افـزودن مایـه تلقـیح     . شرح زیر اقدام شد

، : 5/36P2O5%1: بـا آنـالیز  (ریایی از بستر پایه سـنگ فسـفات   باکت

1%7/3Fe2O3 : ،4%50CaO:  ،1%5/3SiO2 : ،

5/0%1MgO: ،05/0 %SO3:، 1%3 F:، 03/0%18/0CL:  ، 

ppm510Cd:(این اجزاء به ترتیب به . ، باگاس و گوگرد استفاده شد

 90فوق، به  پس از اختلاط ترکیب. مخلوط شدند 15:  30: 45نسبت 

شد تا رطوبـت اولیـه    لیتر آب مقطر افزوده  میلی 10گرم از این ترکیب 
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هـاي مـورد اسـتفاده در آزمـایش،     تامین شود، سپس از کشت باکتري

) CFU/ml 108تقریبـاً  (لیتـر از سوسپانسـیون بـاکتري     میلـی  1مقدار 

 10ر اسـتریل بـه مقـدار    ط ـسازي آن با آب مق برداشته و پس از رقیق

، بـه ایـن صـورت    ر، باکتري به بستر مرطوب افزوده و مخلوط شدبراب

 شـد  )CFU/g 107(جمعیت اولیه در بستر کود میکروبی تقریباً برابر با 

)8.(  

  

  مانی باکتري ي و بررسی زندهشمارش تعداد باکتر

با توجه به اینکه برآورد و شمارش میکروبـی بـه عنـوان یکـی از     

گیـرد، لـذا    ی مورد بررسی قرار میپارامترهاي مهم در کودهاي میکروب

کود میکروبی تهیه شده به دو صورت مورد شـمارش میکروبـی قـرار    

نیمی از کود میکروبی تهیه شده، با حفظ شرایط اولیـه در  : الف: گرفت

 55نیم دیگر پس از تحمـل دمـاي   : دماي معمولی نگهداري شد و ب

شخص براي م. ساعت، تعیین جمعیت شد 16به مدت سلسیوس درجه 

هاي  هاي رقت تهیه شد و از رقتنمودن جمعیت میکروبی، ابتدا سري

ــانی  ــدار   2در ) 10-3و  10-4، 10-5، 10-6(پایـ ــه مقـ ــرار بـ  100تکـ

براي تهیه ). 13(میکرولیتر بر روي محیط اسپربر جامد انتقال داده شد 

 90گرم از کودهـاي میکروبـی تهیـه شـده بـه       10) 10-1(اولین رقت 

در  10-6ها تا رقـت   مقطر استریل افزوده شد و سایر رقتلیتر آب میلی

لیتـر از   میلـی  1لیتر آب مقطر استریل با انتقال  میلی 9لوله هاي حاوي 

شـمارش جمعیـت در زمـان شـروع     . شـد  سوسپانسیون میکروبی تهیه 

هـا انجـام    ماه بعد از تلقـیح بـر روي نمونـه    6و  4، 2، )صفر(آزمایش 

  .گرفت

  

  کنندگی فسفات معدنی نامحلول وان حلکمی ت آزمون نیمه

) Sperber )26نـوع محـیط کشـت     2براي انجام این آزمـون از  

شــد کــه در آنهــا از منــابع فســفر نــامحلول متفــاوت یعنــی  اســتفاده 

کلسیم فسفات و سنگ فسفات بـه عنـوان تنهـا منبـع فسـفر بـه        تري

ر براي دو باکتري یک ظرف پتري د. صورت جداگانه استفاده شده بود

نظر گرفته و سطح هر پتري به شش قسمت مساوي تقسیم شد، مرکز 

گردیـد،   میکرولیتـر از سوسپانسـیون بـاکتري تلقـیح      5هر قسمت بـا  

درجـه سلسـیوس    28ظروف پتري تلقیح شده درون انکوباتور با دماي 

روز پـس از   12و  7، 5، 3ها در سه نوبت تمامی پلیت. قرار داده شدند

و نیز قطر ) CD( 1خارج شده و قطر کلنی رشد یافته تلقیح از انکوباتور

گیري شد،  حاصل از انحلال فسفات به دقت اندازه) HD( 2هاله شفاف

در روز دوازدهـم  ) HD/CD(متوسط نسبت قطر هاله بـه قطـر کلنـی    

   ).24(براي هر جدایه محاسبه گردید 

 

                                                           
1- Colony Diameter 
2- Halo Diameter 

  کنندگی فسفات معدنی نامحلول آزمون کمی توان حل

کنندگی فسفات هـر   تر مقدار حلراي بررسی دقیقدر این مرحله ب

هـاي   ارلن. باکتري با سه تکرار در محیط کشت اسپربر مایع کشت شد

حاوي محیط مایع تلقیح شده و نمونـه شـاهد در شـیکر انکوبـاتور در     

دور در دقیقه بـه   120درجه سلسیوس با شیک  28تاریکی و با دماي 

و به  rpm5000در دور  ها نسوسپانسیو. ساعت قرار گرفتند 144مدت 

هـاي بـاکتري،    در این مرحله سـلول . دقیقه سانتریفیوژ شدند 10مدت 

ذرات معلق و فسفات نامحلول به کمـک سـانتریفوژ از سوسپانسـیون    

آوري و مقــدار فســفر محلــول در مــایع صــاف رویــی بــه روش جمــع

آزمـون انحـلال فسـفات در    ). 21(گیري شد مولیبدات اندازه -وانادات

بـه  ) کلسـیم فسـفات و سـنگ فسـفات     تري(ضور هر دو منبع فسفر ح

  . صورت جداگانه بررسی شد

  

  کننده فسفات مقاوم به دما هاي حلشناسایی باکتري

  هـ ـب هـا  جدایـه  بیوشیمیایی و شناسی شکل يیهاـژگـیو از برخی

ز کاتالا از وکسیدا ي بیوشـــــیمیاییها تست و مگِر يمیزآ نگر کمک

هـا بـه    براي شناسایی مولکولی بـاکتري . گرفتند ر ارـق یـسررـب ردوـم

خریـداري   1492Rو  27Fاز آغازگرهاي عمـومی   16S rRNAروش 

به کار  PCRبرنامه ). 1جدول (شده از شرکت ژن فناوران استفاده شد 

انجام  Flexigeneچرخه بود که در دستگاه ترموسایکلر  30رفته داراي 

درجـه   95سـتین بـا دمـاي    ها شامل، یک چرخه نخ این چرخه .گرفـت 

 1درجه سلسـیوس بـراي    94دقیقه، در ادامه دماي  4سلسیوس براي 

دقیقه و  1براي ) دماي پیوند آغازگر(درجه سلسیوس  53دقیقه، دماي 

دقیقه بود که در پایان  1درجه سلسیوس براي  72دماي فراوان شدن 

 لاعمادقیقه نیز  10درجه سلسیوس براي  72یک چرخه اضافی دماي 

هـا   از تـک کلنـی بـاکتري    PCRشود که بـراي انجـام    یادآور می. شد

ژنومی بـاکتري چشـم    DNAگیري شد و بدین گونه از استخراج  بهره

 2/0میکرولیتر آب دیونیزه استریل را داخل تیـوب   30ابتدا . پوشی شد

لیتري ریخته، سپس لوپ مستقیم اسـتریل شـده در شـعله را بـه     میلی

 10تـا   5داخل آب انتقال داده، سپس به مـدت   هکلنی تماس داده و ب

بـا   .باکتري در محلـول آزاد شـود   DNAشد تا  دقیقه در آب جوشانده 

میکرولیتـر از سوسپانسـیون    10تنهـا   PCRفراهم نمودن سایر اجـزاء  

نزدیـک  (شـده   نوارهـاي پدیـدار  . به آن انتقال داده شـد  DNAحاوي 

ر روي ژل آگـاروز  ب PCRپس از ران شدن محصول ) جفت باز 1500

تکثیـر شـده از قطعـه     DNAو اطمینان از تکثیر باند مورد نظر، بقیـه  

پس . یابی مورد استفاده قرار گرفت جهت توالی 16S rRNAرمزکننده 

هـاي مـورد نظـر در پایگـاه اطلاعـاتی       هـا، تـوالی  یابی نمونـه  از توالی

NCBI3 ،BLAST-n4 د ها پرداخته ش هاي آن شدند و به بررسی یافته

                                                           
3- National center for biotechnological information 
4- Basic local alignment search tool (for Nucleotide) 
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)10.(    

  ها باکتري 16S rRNAآغازگرهاي عمومی براي تکثیر  -1جدول 

Table 1- General primers for amplification of bacterial 16S rRNA  

  دماي پیوند

Annealing  temperature  

  توالی آغازگر

Primer sequence  

  هانام آغازگر

Primers name 
Tm:53  5' AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3'  27F 

 5' AAGGAGGTGATCCAGCCGCA 3' 1492R   

  

  نتایج و بحث

  غربالگري دمایی و انحلال فسفات کم محلول

کلنـی بـاکتري بـا فنوتیـپ      9هاي مورد بررسـی،  از نمونه خاك

مختلف بر روي محیط جامد اسپربر قادر به رشد بودنـد کـه از میـان    

، RPS4ي هـا  جدایه(باکتري قادر به تشکیل هاله شفاف  5ها تنها آن

RPS6 ،RPS7 ،RPS8  وRPS9 ( بودند)  5از بـین ایـن   ). 1شـکل 

گذاري در محیط اسپربر جامد و  جدایه نیز بعد از کشت به روش نقطه

قادر به رشـد و   RPS7و  RPS9اعمال تیمار دمایی، تنها دو باکتري 

   .ساعت بودند 16درجه سلسیوس بمدت  55مانی تحت دماي  زنده

  

  
  کننده فسفات با توجه به ایجاد هاله شفاف در اسپربر جامد هاي حلز غربالگري باکتريتصویري ا - 1شکل 

Figure 1- Screening of phosphate solubilizing bacteria which produced halo zone in solid Sperber medium   
 

هـاي بکاررفتـه   کنندگی فسفات نـامحلول بـاکتري  توان حل

  درکودهاي میکروبی

  کنندگی فسفات معدنی نامحلول کمی توان حل ن نیمهآزمو

گیري قطر هاله شفاف حاصل از انحـلال فسـفات معـدنی    اندازه

فسـفات و سـنگ    کلسیم تري(محلول  نامحلول از دو منبع فسفات کم

و محاســبه متوســط نســبت قطــر هالــه بــه قطــر کلــونی  ) فســفات

)HD/CD (ه تفاوت ها از نظر تشکیل هال  مشخص کرد که بین جدایه

  ). 2جدول (داري وجود دارد  معنی

  

   یکروبیم يبکار رفته در کودها يهايفسفات نامحلول توسط باکتر انحلالتوان تجزیه واریانس  - 2جدول
Table 2- Analysis of variance of insoluble phosphate dissolution capacity by bacteria used in microbial fertilizers 

  غییراتمنابع ت
Sources of variation 

  درجه آزادي
Degree of freedom 

  میانگین مربعات
Mean of squares 

  باکتري
Bacteria 

4  
**0.589  

  زمان
Time 

3  
**3.189  

  زمان* باکتري 
Bacteria * Time 

12  
**0.162  

  خطا
Error 

40 0.008 

  (%)ضریب تغییرات 
Coefficient of variation (%)  

8.16  

  )>P 0 /01(درصد  1دار در سطح  یعنم **
** Significant at 1% level (P <0.01)  
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  اسپربر جامدمحیط هاي باکتریایی در  تشکیل هاله توسط جدایه - 2شکل 

Figure 2- Formation of halo by bacterial isolates in solid Sperber medium 
  

 
  اسپربر جامد محیط هاي باکتریایی در سط جدایهکنندگی فسفات معدنی نامحلول توتوان حل - 3شکل 

Figure 3- Insoluble phosphate dissolution capacity by bacterial isolates in solid Sperber medium  
 

، RPS4فسـفات، بـاکتري    کلسـیم  در محیط اسـپربر حـاوي تـري   

RPS9  وRPS7    و  60/2، 78/2به ترتیب با دارا بودن مقـدار نسـبت

روز، قـدرت بـالایی در امـر انحـلال فسـفات      12عد از گذشـت  ب 27/2

به ترتیب با دارا  RPS6و  RPS8معدنی نامحلول داشتند و دو باکتري 

شکل (هاي بعدي قرار گرفتند  ، در رتبه57/1و  94/1هاي بودن نسبت

. دهد توان تشکیل هاله در محیط اسپربر جامد را نشان می 2شکل ). 3

 .اي مشاهده نشد هیچ هاله در محیط کشت سنگ فسفات

کننده فسـفات   هاي حلدر یک مطالعه که براي جداسازي باکتري

 8از . صـورت گرفـت  ) منطقـه اوتاراکنـد  (هاي کشاورزي هند  در زمین

  کلسـیم  حـاوي تـري   Pikovskayaایزوله رشد کرده در محیط جامـد  

بودنـد و بـالاترین    4بـالاي   HD/CDجدایه داراي نسبت  3فسفات، 

 هـا   کنندگی فسفر در روش کمی نیـز در بـین ایـن جدایـه     حل مقدار

μg/ml49/305  16(بود.(   

  

  کنندگی فسفات معدنی نامحلولآزمون کمی قدرت حل

ها نشان داد کـه اولاً بـین دو منبـع فسـفات      تجزیه واریانس داده

دار  ها از نظر انحلال فسفات تفاوت معنیمحلول و ثانیاً بین باکتري کم

در محـیط اسـپربر   ). 3جـدول  (وجـود دارد   درصـد  1مال در سطح احت

بـه ترتیـب بـا دارا     RPS9و  RPS4فسفات مایع، باکتري  کلسیم  تري

گــرم بــر لیتــر بیشــترین مقــدار  میلــی 8/531و  7/559بــودن مقــدار 

در  RPS7و  RPS8هـاي   کنندگی را از خود نشان دادند و باکتري حل

داراي کمترین مقدار  RPS6ي باکتر). 4شکل (رتبه بعدي قرار داشتند 

همـین رونـد در   ). mg/l 6/196(کننـدگی فسـفات نـامحلول بـود      حل

گرچه سنگ فسفات به عنوان منبع . حضور سنگ فسفات هم دیده شد

باشد اما  میفسفاتی  فسفر مورد استفاده در فرمولاسیون کود میکروبی

بـه   هـا بـه میـزان بـالاتري قـادر     نتایج آزمایش نشان داد که بـاکتري 

  . کلسیم فسفات هستند انحلال فسفر از تري
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   یکروبیم يبکار رفته در کودها يهايفسفات نامحلول توسط باکتر کنندگی توان حلتجزیه واریانس  - 3جدول

Table 3- Analysis of variance of insoluble phosphate dissolution capacity by bacteria used in microbial fertilizers 

  منابع تغییرات

Sources of variation 

  درجه آزادي

Degree of freedom 

  میانگین مربعات

Mean of squares 
  باکتري

Bacteria 

5 **162964.153  

  منبع فسفات

Source of phosphate 
1 **2647199.702  

  منبع فسفات* باکتري 

Bacteria * Phosphate 
5 **59049.316 

  خطا

Error 
24 469.802 

  (%)ریب تغییرات ض

Coefficient of variation (%)  
18.50 

 

  )>P 0 /01(درصد  1دار در سطح  یمعن **
** Significant at 1% level (P <0.01)  

  

  
   در محیط اسپربر مایع ها جدایه مقایسات میانگین توان انحلال فسفات معدنی نامحلول - 4شکل 

Figure 4- Mean comparisons of insoluble inorganic phosphate dissolution capacity of isolates in liquid Sperber medium 
  

، 2بـارور در پژوهشی چهار نوع کود زیستی رایج در کشـور شـامل   

مورد بررسی قرار گرفت  نیتروکسیو ن تروپلاسیسوپرن وسوپرفسفات،یب

هـا در شـرایط آزمایشـگاهی از نظـر     هاي مورد اسـتفاده در آن  و جدایه

  ویژگی در. انحلال فسفات معدنی به روش کیفی و کمی ارزیابی شدند

کلسیم فسفات به دو روش کیفی و  معدنی از منبع تريانحلال فسفات 

با ایجاد بیشترین نسبت قطر هاله شـفاف   2ر بارواز  Ba1کمی، جدایه 

گـرم بـر   میلـی  4/606و انحلال فسفات به مقدار ) 2/3(به قطر کلنی 

کنندگی فسـفات   توان حل. شترین توان انحلال فسفر بودلیتر داراي بی

میلـی   4/606-15/77هاي ذکر شده به روش کمی در محدوده  جدایه

نمونـه   90بـا بررسـی   ) 25(ی و همکـاران  سلطان ).9(گرم بر لیتر بود 

جدایه  44و  Pseudomonasجدایه  25خاك ریزوسفري گندم، تعداد 

Flavobacterium  ها، بنا به گزارش آن. نمودندرا جداسازي و خالص

ها در محیط کشـت اسـپربر، بـا    کنندگی فسفات این جدایه توانایی حل

تـا   9/129از   ساعت 120کلسیم فسفات و بعد از  استفاده از منبع تري
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  .لیتر متغیر بودمیکروگرم در میلی 1/386

  

  ها در کود میکروبیمانی باکتري بررسی زنده

کروبی تهیه شـده بـه دو صـورت مـورد     که کود میبا توجه به این

شمارش میکروبی قرار گرفت لذا نتایج بخش تیمـار دمـایی کودهـاي    

هـاي مـورد آزمـایش،    نشان داد که از میان بـاکتري فسفاتی  میکروبی

در . ماندنـد  در اثر تیمار دمایی زنده  RPS7و  RPS9هاي  فقط باکتري

جمعیـت   بخش دماي معمولی جدول تجزیـه واریـانس بررسـی تعـداد    

هـاي صـفر، دو مـاه،     ها در زمـان میکروبی فعال و نیز زندمانی باکتري

چهار ماه و شش ماه پس از تلقیح، در محیط اسپربر نشان داد کـه اثـر   

هاي بکاررفتـه در کودهـاي میکروبـی    مانی باکتري زمان بر روي زنده

در ). 4جـدول  (باشـد   دار مـی  هاي مـورد نظـر کـاملاً معنـی     بین زمان

در دماي معمـولی، همـه   ) زمان صفر(جمعیت میکروبی اولیه شمارش 

رفته در بسترهاي میکروبی داراي جمعیت قابل قبولی  هاي بکارباکتري

، در بررسی تعداد جمعیـت میکروبـی در بسـتر اولیـه،     )5شکل (بودند 

به ترتیـب بـا    RPS9و  RPS4 ،RPS6 ،RPS7 ،RPS8هاي باکتري

، بعد از چهار )×CFU/g 106( 5/3 و 7/3، 5/3، 5/3، 6/3 هاي جمعیت

و ) ×105( 6/8و  4/7، 6/9، 3/6، 6/4 هاي به ترتیب داراي جمعیتماه 

و  4/7، 3/12، 8/3، 9/3 هـاي بـه ترتیـب    داراي جمعیـت در ماه ششم 

مـانی بـراي    رسـد ایـن مـدت زنـده     بودند که به نظر مـی ) ×104( 2/9

در شمارش جمعیت ). 6شکل (هاي مورد آزمایش مطلوب باشد  باکتري

فعال کودهاي میکروبی تحت تیمار دمایی، نتایج نشان داد که جمعیت 

برابري نسـبت بـه بسـتر     10افت ) در زمان صفر(اولیه بستر میکروبی 

کـه جمعیـت فعـال در کودهـاي     وريط ـ بدون تیمار دمایی داشـته، بـه  

در زمـان صـفر   ) قاوم بـه دمـا  تیمارهاي م( RPS7و  RPS9کروبی می

ترتیــب داراي  بـوده، در مــاه چهـارم بــه  ) ×105( 3/4و  5/4ترتیــب  بـه 

ترتیـب دراراي جمعیـت    و در ماه ششم به) ×104( 3/8و  2/12جمعیت 

 RPS9 یکروبیکه جمعیت مبودند و علی رغم این) ×103( 3/4و  5/6

باشند ولی  مانی می ماه قادر به زنده 6رهاي غیردمایی در تیما RPS7و 

مـاه   4مانی عمـلاً بـه    مشاهده گردید که در تیمارهاي دمایی این زنده

  ). 7شکل (یابد  کاهش می

  
  ، چهار ماه و شش ماه پس از تلقیحهاي صفر، دو ماه ها در زمانمانی باکتري جدول تجزیه واریانس تعداد جمعیت میکروبی فعال و زنده - 4جدول

Table 4- Analysis of variance of active microbial populations and bacterial survival at zero, two, 4 and 6 months after 
inoculation 

  منابع تغییرات

Sources of variation 

  درجه آزادي

Degree of freedom 

  میانگین مربعات

Mean of squares 
  باکتري

Bacteria 

4 **719.007  

  زمان
Time 

3 **232400.097  

  زمان* باکتري 
Bacteria * Time 

12 **280.450  

  خطا
Error 

20 3.835 

  (%)ضریب تغییرات 

Coefficient of variation (%)  
11.59 

 

  )>P 0 /01(درصد  1دار در سطح  یمعن **
** Significant at 1% level (P <0.01)  

  

  
  جمعیت میکروبی مورد شمارش در کودهاي میکروبی - 5ل شک

Figure 5- Counting of microbial population in microbial fertilizers  
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  هاي مختلف در زمان) بدون اعمال تیمار دمایی(مانی و شمارش جمعیت باکتري در کودهاي میکروبی  زنده - 6شکل 

Figure 6 - Viability and population counting of bacteria in microbial fertilizers (stored at room temperature, without 
temperature treatment) at different times  

  

  
  هاي مختلف در زمان) با اعمال تیمار دمایی(مانی و شمارش جمعیت میکروبی در کودهاي میکروبی  زنده - 7شکل 

Figure 7 - Viability and population counting of bacteria in microbial fertilizers (by applying temperature treatment) at 
different times  
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که هاي مقاوم به دما با وجود اینلذا بایستی توجه شود که باکتري

باشند ولی جمعیـت   مانی قابل قبولی می در تیمار غیردمایی داراي زنده

هـاي کـود    در مرحله خشک کـردن گرانـول  ( ها در اثر تیمار دماییآن

 .رسد به زیر حالت استاندارد می) ماه 4(بعد از چند ماه ) میکروبی

 
  نتایج شناسایی

نشـان   16S rRNAها بـه روش   نتایج شناسایی مولکولی باکتري

متعلـق بـه   ) RPS9و  RPS7(داد که هر دو بـاکتري مقـاوم بـه دمـا     

هـا از رنـگ   ه این باکتريبراي شناسایی گون. هستند  Pantoeaجنس

). 6و  5جـدول  (هاي بیوشیمیایی اسـتفاده گردیـد   آمیزي گرم و تست

کمپوسـت کـه تـوان     نتیجه شناسایی یک باکتري جدا شـده از ورمـی  

کلسـیم فسـفات را داشـت     محلول از منبع تري کنندگی فسفات کم حل

باشـد   مـی  Bacillus flexus مشخص کرد که این باکتري متعلق بـه 

)19.(  

  

  ها رنگ امیزي گرم جدایه -5جدول 

Table 5- Gram stain of isolates  
  ایزوله

Isolate  

  نوع گرم

Gram type 
  شکل و اندازه

Shape and size 
RPS7 اي ریز کوکسی تا میله گرم منفی  

RPS9 اي ریز کوکسی تا میله گرم منفی  

  

  یکروبیم ير رفته در کودهابکا یکروبیمهاي  ایزوله بیوشیمیایی ییشناسا یجنتا -6جدول 

Table 6- Results of biochemical identification of microbial isolates used in microbial fertilizers  

  ایزوله

Isolate  

 اکسیداز

Oxidase 

  کاتالاز

Catalase 

  رداکتاز تراتین

Nitrate reductase  

RPS7 - + + 

RPS9 - + + 

  .آورده شده است 7ها در جدول  ی و بیوشیمیایی باکترينتیجه نهایی شناسایی مولکول

  

  یکروبیم يبکار رفته در کودها یکروبیمهاي  ایزولهنتایج شناسایی نهایی  -7جدول 

Table 7 - Final results of identification of microbial isolates used in microbial fertilizers  

  ایزوله

Isolate  

  نتیجه شناسایی

Identification result 
RPS7 Pantoea agglomerans RPS7 
RPS9 Pantoea agglomerans RPS9 

  

  گیري  نتیجه

هـاي بکاررفتـه در   این آزمایش با هدف بررسـی توانـایی بـاکتري   

کمی  بصورت نیمه(کودهاي میکروبی از نظر انحلال فسفر کم محلول 

معیـت  در دو محیط کشت با منابع مختلف فسفر، شـمارش ج ) و کمی

مـاه،   ها در مدت زمـان صـفر، دو  مانی باکتري میکروبی و بررسی زنده

ها در بسـترهاي تولیـد شـده    چهار ماه و شش ماه بعد از تلقیح باکتري

محلـول در   هاي آزمایش انحلال فسفر کـم  نتایج بررسی. انجام گرفت

کمی و کمی و در محیط اسپربر نشان داد کـه اولاً تفـاوت    شرایط نیمه

هـاي حـل کننـده    ري بین منابع مختلف فسفر توسـط بـاکتري  دا معنی

کلسـیم فسـفات در    وجود دارد و انحـلال بیشـتر فسـفر از منبـع تـري     

ثانیاً دو روش انجام گرفته براي . به دست آمدسنگ فسفات  مقایسه با

) روش کمـی و نیمـه کمـی   (محلـول   کمبررسی توانایی انحلال فسفر 

هـاي   که در هر دو آزمایش باکتريبطوري. داراي نتایج مشابهی بودند

RPS4  وRPS9   از نظر انحلال فسفر داراي مقادیر بالایی نسبت بـه

جمعیـت   در شـمارش . بودنـد ) شـاهد (ها و تیمار کنتـرل   سایر باکتري

هـا، نتـایج بخـش تیمـار دمـایی      مانی باکتري میکروبی و بررسی زنده

هـاي مـورد   نشان داد که از میـان بـاکتري  فسفاتی  کودهاي میکروبی

قـادر بـه تحمـل تیمـار      RPS7و  RPS9هـاي   آزمایش، فقط باکتري

در شـمارش  . زنـده ماندنـد  دمایی اعمال شده بودند و در ایـن شـرایط   

ــه   ــی اولی ــت میکروب ــان صــفر(جمعی ــه  ) زم ــولی، هم ــاي معم در دم

رفتـه در بسـترهاي میکروبـی داراي جمعیـت قابـل        هاي بکار باکتري

هاي مورد آزمایش بعـد   داد که همه باکتريقبولی بودند و نتایج نشان 

و در مـاه ششـم داراي جمعیـت     105از چهارماه داراي جمعیتی معادل 
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هاي مورد  مانی براي باکتري رسد این مدت زنده بودند که بنظر می 104

در شمارش جمعیت میکروبی فعال کودهاي . باشد آزمایش مطلوب می

د که جمعیـت اولیـه بسـتر    میکروبی تحت تیمار دمایی، نتایج نشان دا

تیمار برابري نسبت به بستر بدون  10کاهش ) در زمان صفر(میکروبی 

در  RPS7و  RPS9که جمعیت میکروبی رغم ایندمایی داشته و علی

باشـند   مانی می ماه قادر به زنده 6 ،دمایی بدون اعمال تیمارتیمارهاي 

 4انی عمـلاً بـه   م هاي دمایی این زنده ولی مشاهده گردید که در تیمار

کـه  ایـن  با وجود RPS7و  RPS9هاي لذا باکتري. یابد ماه کاهش می

باشند ولی در اثر تیمار  مانی قابل قبولی می در شرایط عادي داراي زنده

رسـد کـه در    ماه به زیر حالت استاندارد مـی  4دمایی جمعیتشان بعد از 

. ته توجه کردمرحله دمایی گرانوله کردن کود میکروبی باید به این نک

کنندگی بود ولی  داراي بالاترین قدرت حل RPS4با وجود اینکه تیمار 

ــدارد ــن   ،چــون تحمــل دمــایی ن ــاکتري در ای ــذا اســتفاده از ایــن ب ل

فرمولاسیون مناسب نیست زیرا مانـدگاري و بقـاء بـاکتري نامناسـب     

کننـده   هاي این تحقیق استفاده از بـاکتري حـل   با توجه به یافته. است

بـه   کـه  Pantoea agglomerans RPS9 ت و مقـاوم بـه دمـا   فسفا

تازگی جداسازي و شناسایی شـده اسـت بـراي تولیـد کـود میکروبـی       

البته ناگفته نماند کـه  . تواند مورد توجه قرار گیرد گرانوله در صنعت می

هاي بیشـتري در خصـوص اثربخشـی ایـن فرمولاسـیون بـا       آزمایش

اي گیاهی بایستی انجام گیـرد تـا   ه ها در کشتاستفاده از این باکتري

هـا در کـود میکروبـی تصـمیم     بتوان در مورد بکارگیري این بـاکتري 

  .گرفت
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Introduction: Application of chemical and organic carrier and its integration with useful microorganisms 

including phosphate solubilizing bacteria (PSB) has facilitatedproduction of phosphate microbial fertilizers 
(PMFs), which are used in granular or powder form. One of the major limitation of thesebiofertilizers is decline 
or loss of PSB viable cell in the granule preparation process. Accordingly, in this study, isolation of temperature 
resistant phosphate solubilizing bacteria was performed and temperature tolerance and ability to dissolve 

phosphate from rock phosphate (RP) and tricalcium phosphate (TCP) sources were evaluated. 

Materials and Methods: Firstly, each soil samples incubated for 16 hours at 55 °C, then dilution series were 
prepared and 100 μl of four final dilutions (10-6, 10-7, 10-8, and 10-9) were used to spread on Sperber solid 
medium. After spreading the microbial suspensions from the dilutions in the Sperber solid culture medium and 
the appearance of colonies, screening based on the resistance to soil temperature treatment and, subsequently, the 
ability to grow in a solid Sperber solid medium and dissolution of low solubility phosphate (formation of 
transparent halo), was done to isolate PSB. In order toprepare PMF, each of screened PSB were cultured in NB, 
andthen 1 ml of overnight culture wasmixed with 9 ml sterile distilled water and added to the basal formulation 
of rock phosphate (45 g), bagasse (30 g) and sulfur (15 g) with initial temperature of20°C.Temperature 
treatments (55 °C for 16 hours) of bacteria were performed in three steps: a) on sampled soils, b) pure-culture of 
bacteria and c) bacteria added to the carrier. Microbial population in provided microbial fertilizer was countedin 
two ways a) half of the microbial fertilizer was kept at normal temperature by maintaining the initial conditions, 
b) another half after the temperature applied (55 ° C for 16 hours). The semi-quantitative and quantitative test of 
insoluble inorganic phosphate solubility was performed by isolates in solid and liquid Sperber medium. The 16S 

rRNA molecular method was used to identify the isolated bacteria by general primers 27F and 1492R. 

Results and Discussion: Five bacteria (RPS4, RPS6, RPS7, RPS8, RPS9) out of nine isolated bacteria were 
able to solubilize mineral phosphate (TCP and RP) but only two isolates (RPS7 and RPS9) were resistant to 
temperature (55 °C for 16 h). In tricalcium phosphate medium, the RPS9 and RPS7 bacteria had a high ability to 
solubilize insoluble inorganic phosphate with average of 2.60 and 2.27 for a ratio of (HD / CD) after 12 days, 
respectively. There was no halo in Sperber medium containing rock phosphate. The amount of solution in the 
quantitative methods was also obtained to be 563.8 and 324.1 mg / l for RPS9 and RPS7 bacteria, respectively. 
The prepared microbial fertilizer was counted in two ways (a): half of the sample fertilizer was kept at normal 
temperature by maintaining the initial conditions; (b):after the maintaining temperature at 55 °C for 16 hours, the 
population of other half was determined. During counting the initial microbial population (zero time) at normal 
temperature, all bacteria used in microbial carrier had an acceptable population. During examining the 
populationsof microbial in the initial carrier, RPS4, RPS6, RPS7, RPS8 and RPS9 bacteria were 3.6, 3.5, 3.6, 
3.5, 3.6 and 3.5 (×106 CFU/g), respectively. After 4 months the populations were 4.6, 6.3, 9.6, 7.4 and 8.6 
(×105) and in the 6th month, the populations were 3.9, 3.8, 12.3, 4. 7 and 9.2 (×104) seeming to be favorable for 
the tested bacteria. It seems that this survival time for the tested bacteria is desirable. During countingactive 
population of temperature treated microbial fertilizers, the initial population of the microbial carrier (at zero 
time) decreased 10 times with respect to the non-treated carrier. Active population ofRPS9 and RPS7 
(temperature-resistant treatments) in the zero time was 4.5 and 4.3 (×105), respectively. Although the RPS9 and 
RPS7 microbial populations were able to survive in non- temperature treatments for 6 months, it was observed 
that in the treatment, this viability practically reduced to 4 months. Molecular identification of the isolates RPS7 

and RPS9 revealed that they belonged to Pantoeaagglomerans . 

                                                           
1 and 2- PhD Student and Associate Professor of Soil Biology and Biotechnology, Faculty of Agriculture, University of 
Tabriz, Iran 
(*-Corresponding Author Email: rsarikhani@yahoo.com) 

  )علوم و صنایع کشاورزي( آب و خاك نشریه

 155-167 .ص ،1397اردیبهشت  –فروردین ، 1شماره ، 32جلد 

Journal of Water and Soil 
Vol. 32, No. 1, Mar.-Apr. 2018, p. 155-167 



  167     ...کننده فسفات مقاوم به دما هاي حل جداسازي و شناسایی باکتري

Conclusions: According to the findings of this research, using phosphate solubilizing bacteria and 
temperature resistant Pantoea agglomerans RPS9, recently isolated and identified, can be considered to 
industrially produce granular microbial fertilizers. It is worth mentioning that further studies are required to be 

carried out on the effectiveness of this formulation with these bacteria in farms. 
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