
 

 های سیلیکاتی از ریزوسفرکننده کانیهای حلجداسازی باکتری

 ها در فراهمی پتاسیم خاک( و بررسی کارایی آن.Nicotiana tabacum L) توتون 
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 چکیده

ههای  این مطالعه بهه مظوهور جداسهازی بهاکتری     های حاوی پتاسیم و آزادسازی پتاسیم آن را دارند.برخی از ریزجانداران خاک توانایی انحلال کانی
های خاک از ریزوسهفر  نمونهانجام شد.  ر آزادسازی پتاسیم از خاکثیر آنها بأ( از خاک ریزوسفر توتون و بررسی تKSBsدار )های پتاسیمکظظده کانیحل

سهازی شهدند.   جداسهازی و خهال    KSB جدایه 9کشت جامد الکساندروف، با استفاده از محیط در مرحله گلدهی بوته برداشت شد. 21توتون رقم بارلی
کشت جامد و مایع الکساندروف و بررسی دار( به ترتیب در محیطهای پتاسیمهای کیفی )شاخ  حلالیت( و کمی )آزادسازی پتاسیم از کانیسپس ارزیابی

تکرار صورت گرفت. بیشترین شهاخ  حلالیهت در اثهر     3طرح کاملا تصادفی با  3بر مقدار پتاسیم قابل استفاده خاک در قالب  KSBsهای ثیر جدایهأت
به دست آمد و بیشترین میزان  5/2و  7/2، 8/2امد الکساندروف به ترتیب کشت جدر محیط KSB10و  KSB22 ،KSB42های باکتری فعالیت جدایه
بود که میزان آن نسهتت   KSB10و  KSB42های باکتری گرم بر لیتر مربوط به تلقیح جدایهمیلی 40/9کشت مایع الکساندروف با مقدار پتاسیم محیط

دار و خاک کهاراتر  های پتاسیمدر آزادسازی پتاسیم از کانی KSB10و  KSB42ای هکشت بدون تلقیح(، سه برابر افزایش یافت. جدایهبه شاهد )محیط
درصد افزایش یافت. این تحقیق نشان داد که  29ها در مقایسه با شاهد، حدود بودند به طوری که میزان پتاسیم قابل استفاده خاک در تلقیح با این جدایه

تحرک نمودن مظابع نامحلول پتاسیم خاک استفاده کرده و بخشی از نیاز گیاه توتون را کهه یهگ گیهاه    توان در مهای ریزوسفر توتون میاز برخی باکتری
 مین نمود. أپرنیاز نستت به پتاسیم است، ت

 
 دار، محیط کشتشاخ  حلالیت، کانی پتاسیم :کلیدی هایواژه

 

    1 مقدمه

فراهمی مداوم پتاسهیم بهرای گیهاه بهه دلیهل نقهش آن در انهوا         
(. خهاک نظهی از   3های بیولوژیکی گیاه، اهمیهت زیهادی دارد )  شواکظ

جذب است پتاسیم است اما تظها یگ تا دو درصد آن برای گیاهان قابل
ههای  ( و بقیه به شکل نیرقابل استفاده گیهاه در سهاختمان کهانی   14)

رسهد تتهدیل شهکل نیرتتهادلی و     خاک واقع است. بظابراین به نور می
به شکل قابل دسترس آن اقتصادی باشهد تها   ساختمانی پتاسیم خاک 

(. ریزجانهداران خهاک   16گیاه بتواند از مظتع بومی پتاسیم استفاده کظد )
توانایی برخی از  نقش اصلی را در چرخه عظاصر فسفر و پتاسیم دارند و

دار و آزادسازی پتاسهیم  های سیلیکاتی پتاسیمآنها در حل نمودن کانی
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لکهرد گیاههان پرنیهاز پتاسهیم اسهت.      یگ موضو  مهم در افزایش عم
سهاکاریدها  بسیاری از ریزجانداران خاک با ترشح اسیدهای آلی و پلهی 

دار از جمله میکاهها، ایلایهت و   های پتاسیمستب انحلال مستقیم کانی
آزاد های سهیلیکون، سهتب   شوند و یا با کلاته نمودن یونارتوکلاز می

تیجه، فراهمی آن را بهرای  (. در ن8و  13شوند )شدن پتاسیم خاک می
هههای (. برخههی بههاکتری17 و 25بخشههظد )جههذب گیاهههان بهتههود مههی

هههای قههار  از و جدایههه .Pseudomonas spسههاپروفیتی از جملههه 
توانههایی  Aspergillus terreus و   .Aspergillus sppجملههه

(. این موجودات 16 و 12)های خاک را دارند آزادسازی پتاسیم از کانی
ها و تاثیر بهر رشهد گیهاه،    علاوه بر آزادسازی پتاسیم از کانیمیکروبی 

هههای (. بههاکتری16محیطههی نیههز دارنههد )مزایههای اقتصههادی و زیسههت
دار، عههلاوه بههر آزادسههازی پتاسههیم،  هههای پتاسههیمکظظههده کههانیحههل

ها و برخی مواد محرک رشد گیاه مانظهد ایظهدول   ها، ویتامیناسیدآمیظه
 (.18 و 4کظظد )ید میرا تولها و جیترلین استیگ اسید

هها و  تحقیقات زیادی در مورد نقش ریزجانداران در انحلال کهانی 
ههای  در سهال آزادسازی پتاسیم از آنها انجام شده است به طوری کهه  
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1دار )ههای پتاسهیم  کظظده کانیهای حلاخیر، باکتری
KSB  در تولیهد )

کانهگ، چههار    روند. در تحقیقی، ژانگ وکودهای بیولوژیگ به کار می
کظظهده  بهه عظهوان بهاکتری حهل     XF11و  GL7 ،JM3 ،XF4جدایه 

پتاسیم جداسازی شدند که ماده خشگ و جذب پتاسیم نشاء توتون در 
دار بهه طهور معظهی    XF11ها بخصوص جدایه تلقیح آن با تمام جدایه

( نشهان داد کهه   29، ساباشهیظی ) 2014(. در سهال  34افزایش یافهت ) 
قادر به افزایش کهارایی جهذب    Frateuria aurantiaجدایه باکتری 

 39پتاسیم توسط گیاه توتون بوده و مقدار پتاسیم برگ توتون را حدود 
ای، تلقههیح باکتریههایی خههاک سههتب  در مطالعهههدرصههد افههزایش داد. 

های سیلیکاتی و بهتود رشهد گیهاه ترت شهد    آزادسازی پتاسیم از کانی
نشان دادند که پتاسیم محلول (. اشرفی سعیدلو و رسولی صدقیانی 19)

 KSF3و جدایه ( .Bacillus spباکتری ) KSB1 خاک با تلقیح جدایه
و  3/92کظظهده سهیلیکات بهه ترتیهب     ( حلAspergilus nigerقار  )

ترین های شاهد افزایش یافت و قار  بیشدرصد نستت به نمونه 8/92
( 23و  22(. سهاریخانی و همکهاران )  2داشت ) pHنقش را در کاهش 

متعلق بهه جهظس سهودوموناس     S14-3نشان دادند که جدایه باکتری 
کشهت  ( از محهیط mg g23/3-1ثیر را در آزادسازی پتاسیم )أبیشترین ت

کظظهههده پتاسهههیم )از جملهههه داشهههت. برخهههی از ریزجانهههداران حهههل
Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria 

Bacteroidetes.  (. در 33گیاههان دارنهد )  ( نقش مثتتی در رشد انوا
کظظهده پتاسهیم، دو جدایهه قهار      تحقیقی از بین پهظ  ریزجانهدار حهل   
Fomitopsis meliae RCKF7 وAspergillus tubingensis 

RCKF5  بیشترین توانایی را در انحلال فلدسپار و آزادسازی پتاسهیم ،
ثیر قابل تهوجهی در  أهمچظین اخیرا، تلقیح قارچی خاک ت (.10داشتظد )

های سیلیکاتی و بهتود رشد گیاه ترت داشته زادسازی پتاسیم از کانیآ

عظاصر معهدنی خهاک بخهش     2بظابراین، حل کردن زیستی (.21است )

(. مصرف 1است ) 3کارهای مدیریت تلفیقی عظاصر نذاییمهمی از راه
توان بها تلقهیح زیسهتی ریزجانهداران حهل کظظهده       کود پتاسیمی را می

دار هزیظه بودن دوستکاهش داد که علاوه بر کم دارهای پتاسیمکانی

 (.28نیز است ) 4اکوسیستم
( از محصولات مهم صهظعتی و  .Nicotiana tabacum Lتوتون )

به عظوان گیاه پرنیاز پتاسیم، (. توتون بارلی 30باشد )اقتصادی دنیا می
کیفیت و  (.20کظد )این عظصر را بیش از سایر عظاصر نذایی جذب می

ی برگ توتون در صظعت دخانیات مهمترین فاکتور کیفی اسهت  سوزبه
درصد پتاسیم در وزن خشگ برگ توتون در بهتهود   4تا  5/2که وجود 

آنها نقش مهمی دارد به طوری کهه در کشهورهای تولیدکظظهده عمهده     
مین نیهاز  أتوتون، مقدار زیادی کود پتاسیمی در مزار  توتون با هدف ت

                                                           
1- Potassium solubilizing bacteria (KSB) 
2- Biodissolution 
3- Integrated nutrient management, INM 
4- Eco-friendly 

در  (.32 و 28شود )سطح بالا مصرف می حفظ پتاسیم خاک درگیاه و 
محیطی آنها بالاتر که، هزیظه کودهای شیمیایی و خطرات زیستحالی

باشد. از طرفی، برگ توتهون بهه   بوده و راندمان مصرف آنها پایین می
ها کشعظوان محصول اقتصادی توتون بوده و مصرف بیش از حد آفت

یل صهادرات آن  و کودهای شهیمیایی سهتب کهاهش کیفیهت و پتانسه     
های جهایگزین از جملهه اسهتفاده از    شود که ضرورت استفاده از راهمی

کظد. بها توجهه   دار را ایجاب میهای پتاسیمکظظده کانیریزجانداران حل
کظظهده پتاسهیم در   که اطلاعات کمی در مورد ریزجانهداران حهل  به این

اسهیم در  ریزوسفر توتون و سودمظدی آن در افزایش قابلیت استفاده پت
های زیرکشت توتون وجود دارد. بظابراین، تحقیق حاضر با ههدف  خاک

ها در حل جداسازی ریزجاندارن از ریزوسفر توتون و بررسی توانایی آن
دار و افزایش پتاسیم قابهل اسهتفاده   های سیلیکاتی پتاسیمنمودن کانی

 خاک انجام شد.
 

 هامواد و روش

 یزوسفرسازی خاک ربرداری و آمادهنمونه

خاک از مزار  کشت توتون مظطقهه شهمال نهرب     نمونه 25تعداد 
درجهه عهر     39درجهه تها    5/35محدوده جغرافیهایی  ایران واقع در 

های خاک نمونه درجه طول شرقی تهیه شد. 46درجه تا  45شمالی و 
لیتری مظتقل و سپس، بذور توتون هواخشگ )واریته  20های به گلدان

ان کشت شهد. در مرحلهه گلهدهی گیهاه توتهون،      ( در هر گلد21 بارلی
متری اطراف بوته با اسهتفاده از  میلی 25تا  6های خاک از عمق نمونه

ههای خهاک ههر گلهدان بهه مقهدار لازم جههت        اوگر تهیه شد. نمونهه 
کظظده پتاسیم به آزمایشگاه مظتقل شهد و تها   جداسازی ریزجانداران حل

ی چههار درجهه سلسهیوس در    ها، در دمها زمان اتمام جداسازی باکتری
 یخچال نگهداری شدند.

 

 های میکاییسازی کانیتهیه و آماده

های خال  میکای ایلایت و فلدسپار از گروه مهظدسی علوم کانی
خاک دانشهگاه ارومیهه تهیهه و آسهیاب شهدند کهه ترکیهب عظصهری         

هها از  آورده شده است. پودر کهانی  1های مورد مطالعه در جدول کانی
مش( عتور داده شهدند. مقهدار پتاسهیم قابهل      230یکرومتر )م 60الگ 

گیهر یهگ مهولار    هها بها اسهتفاده از عصهاره    جذب موجود در پودر کانی
 (. 2مولار استخراج شد ) 01/0کلریدکلسیم و اسیدکلریدریگ 

برای اطمیظان از خروج کامل پتاسهیم قابهل اسهتفاده، پتاسهیم بها      
گیهری شهد و   ج و انهدازه استات آمونیهوم یهگ مهولار مهولار اسهتخرا     

اسیدشویی تا حصول اطمیظان از خهروج پتاسهیم قابهل اسهتفاده ادامهه      
درجهه   50هها بها آب کهاملا شستشهو و در دمهای      یافت. سپس کهانی 

کشت جامد و سلسیوس خشگ شدند و دو گرم از آن به هر لیتر محیط
 (.2مایع الکساندروف اضافه شد )
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 XRFهای مورد مطالعه به روش کیل دهنده کانیدرصد اکسید عناصر اصلی تش –1جدول 

Table 1- The percentage of chemical element oxides in studied clay minerals by XRF 

Total LOI* 2TiO 5O2P MnO CaO MgO 3O2Fe O2Na O2K 3O2Al 2SiO 
 نوع کانی

Mineral name 
99.28 0.42 0.01 - 0.01 0.11 0.01 0.35 2.76 13.67 17.44 64.50 Feldspar 
99.26 4.44 0.06 0.03 0.11 0.09 0.08 1.82 0.62 10.74 34.24 47.32 Ilite 

 (Loss on ignition: کاهش وزن در دمای بالا )*

 

دار از هلای تتاسلی   کننلده کلانی  های حل  جداسازی باکتری

 ریزوسفر

ای هدار از نمونههای پتاسیمکظظده کانیهای حلجداسازی باکتری
کشهت اختصاصهی جامهد    های رقت در محیطخاک پس از تهیه سری

هر لیتر آن حاوی پظ  گرم گلهوکز،   ( که9الکساندروف صورت گرفت )
گهرم کلریهد آههن، دو گهرم      1/0گرم آگار،  10کلسیم، دو گرم کربظات
گرم سولفات مظیهزیم هفهت    005/0های میکا و فلدسپار، مخلوط رس

کشهت  در هر لیتهر محهیط   ات و آب مقطرکلسیم فسفآبه، دو گرم تری

سوسپانسهیون تهیهه    1سازی متوالیها با روش رقتبود. از نمونه خاک
خاک به آب داخل ارلن تهیه شد و داخل یگ  1:10شد. سوسپانسیون 

دور  150درجه سلسیوس با  28انکوباتور دارای شیکر دورانی در دمای 
سهازی در  ا انجام رقهت دقیقه تکان داده شدند. ب 30در دقیقه به مدت 

خاک به آب نیهز   001/0و  01/0های های آزمایش، سوسپانسیونلوله
هها، پهظ    پس از رسهوب ترات ریهز خهاک در سوسپانسهیون    تهیه شد. 

کشت جامد الکساندورف اضافه شد  به محیط میکرولیتر از سوسپانسون
درجهه سلسهیوس در انکوبهاتور     28و به مهدت یهگ هفتهه در دمهای     

کشهت   ها روی محیطهاله شفاف اطراف کلونی باکتری شد. نگهداری
دهظههده توانههایی بههاکتری در حههل نمههودن جامههد الکسههاندروف نشههان

ههای دارای  کشت اسهت. کلهونی  های پتاسیمی موجود در محیط کانی
سهازی، چظهد بهار روی    شهفاف، جداسهازی شهده و بهرای خهال       هاله

ز بدسهت آوردن جدایهه   نوتریظت آگار بصورت خطی کشت داده و بعد ا
کشت الکسهاندروف جامهد بهه     خال ، جدایه مذبور مجدد روی محیط

سهازی، نهه   ای و خطی بازکشت شدند و از طریق خهال  صورت نقطه
دار بدست آمهد و در اسهلظت   های پتاسیمکظظده کانیحل جدایه باکتری

هها جههت بررسهی برخهی     کشت و پهس از انکوباسهیون، ایهن کلهونی    
هها، در دمهای چههار درجهه     ارزیابی کمهی و کیفهی جدایهه   ها و ویژگی

 سلسیوس در یخچال نگهداری شدند.
 

 های باکتریارزیابی کمی و کیفی جدایه

لیتههر از میلههی 25ههها، مظوههور بررسههی کیفههی و کمههی جدایهههبههه

                                                           
1- Serial dilution 

 250مهایر  کشت نوتریظت براث به داخل هر کهدام از نهه ارلهن    محیط
سهازی شهده( ریختهه و    ههای خهال   هلیتری )برابر با تعداد جدایه میلی

ههای  هها بها ههر کهدام از جدایهه     کشت داخل ارلهن استریل شد. محیط
سازی شده باکتریایی تلقیح شد و به مدت یگ شهب در دمهای   خال 

دور در دقیقه شیکر دورانهی تکهان داده    150درجه سلسیوس و در  28
ظظهده  کهای حهل های برتر باکتریشدند. سپس برای نربالگری جدایه

کشت الکساندروف جامهد )ارزیهابی کیفهی( و مهایع     سیلیکات، از محیط
 (.9)ارزیابی کمی( استفاده گردید )
جداسهازی شهده روی    جدایه بهاکتری  9در ارزیابی کیفی، توانایی 

کشت الکساندروف جامد به طور مجزا مورد بررسی قرار گرفهت.  محیط
ف در سه تکرار بهه  کشت استریل الکساندروجدایه باکتری در محیط 9

درجهه   30تها   28ای و مجهزا کشهت شهدند و در دمهای     صورت نقطه
روز انکوباسیون شدند و طی این مدت و پایهان   10سلسیوس به مدت 

دوره انکوباسههیون، قطههر کلههونی و قطههر هالههه شههفاف پیرامههون آن   

ها با استفاده از معادله برای جدایه 2گیری گردید. شاخ  حلالیتاندازه
 (.7سته گردید )( محا1)

(1 )                 .
lub

.

Corona diameter
So ility index

Colony diameter
  

باشهد. در ارزیهابی   متر میقطر کلونی و هاله شفاف بر حسب میلی
کیفی، هشت جدایه باکتری از بین نه جدایه که توانایی انحلال بالایی 
در محیط جامد نشان داده بودند برای ارزیابی کمهی انتخهاب شهدند و    

به دلیهل داشهتن کمتهرین شهاخ  حلالیهت       KSB70ری جدایه باکت
ها، یگ (، مورد ارزیابی کمی قرار نگرفت. در ارزیابی کمی باکتری3/1)

کشت نوتریظت براث حاوی جدایهه بهاکتری )کشهت    لیتر از محیطمیلی
کشهت مهایع الکسهاندروف حهاوی     لیتر محیطمیلی 50شتانه( به داخل 

ههای رسهی میکها و    تر مخلوط کانیدار )دو گرم بر لیهای پتاسیمکانی
زمهان یهگ   فلدسپار( در سه تکرار و به طور مجزا کشت شهدند و ههم  

کشهت  لیتر محیطنمونه شاهد نیز در نور گرفته شد و در آن یگ میلی
دور در دقیقهه   150هها در  نوتریظت براث استریل اسهتفاده شهد. نمونهه   

وس تکهان  درجهه سلسهی   28روز و در دمای  10شیکر دورانی به مدت 
کشهت  لیتهر از محهیط  میلی 10روز،  10داده شدند. پس از پایان مدت 

                                                           
2- Solubility index 
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برداشته شد و پس از سانتریفیوژ و صهاف کهردن، میهزان پتاسهیم آزاد     
گیهری  فتومتر اندازهکشت مایع با استفاده از دستگاه فلیمشده در محیط

ازی های با شاخ  انحلال بالا و توانایی بالا در آزادس(. جدایه31شد )
 (.9های کارا انتخاب شدند )کشت به عظوان جدایهپتاسیم محیط

 

 های باکتریارزیابی بیوشیمیایی جدایه

کشت نوتریظت برای این کار محیط تست هیدرولیز نشاسته:
درصد نشاسهته محلهول در آب تهیهه و اسهتریل شهد.       2/0آگار حاوی 

ای نقطه ها به صورتداخل پلیت کشتمحیطهای باکتری روی جدایه
ساعت انکوباسهیون، محلهول لوگهول جههت      72کشت گردید. پس از 

ها، اضافه گردید کهه  کشت داخل پلیتنمایان نمودن نشاسته در محیط
وجود هاله زرد در زمیظه آبی نشان دهظهده فعالیهت آنهزیم آلفها آمهیلاز      

 (.11و  24باکتری است )
مایع کشت مجزا از دو محیطتست قندها )گلوکز و ساکارز(: 

ساکارز  %1گلوکز و دیگری حاوی  %1پپتون تهیه شد که یکی حاوی 
ههای آزمهایش پهس از اسهتریل بها      کشت پپتون داخل لولهبود. محیط

جدایه باکتری معهین تلقهیح گردیهد و پهس سهه روز انکوباسهیون، در       
صورت مصرف قظد مورد نور توسط بهاکتری، محهیط کشهت اسهیدی     

 (. 11و  24شود )ایان میشده و در نتیجه به رنگ زرد نم

اسهتریل شهده داخهل     King Bکشت محیطتست فلورسنتی: 
ای کشت گردید. پهس از  های باکتری به صورت نقطهها با جدایهپلیت
هها در زیهر نهور فهرابظفش بها      ساعت، خاصیت فلورسهظتی بهاکتری   72

 (. 11و  24) آبی مشخ  گردید -مشاهده نور رنگ ستز

مظاستی از باکتری روی لام ایجهاد  گسترده  آمیزی:تست رنگ
و تثتیت گردید. لام دارای باکتری ابتدا با محلهول کریسهتال ویولهه و    
سپس با محلول ید به مدت یگ دقیقه پوشانده شد. گسهترده بهاکتری   
روی لام به آرامی با الکل شستشو داده شد و سپس بها سهافرانین بهه    

آب شستشو گردیهد.   ثانیه پوشانده شده و پس از هر مرحله با 45مدت 
 6ها بعد از هواخشگ شدن، برای بررسی میکروسکوپی آماده شد )لام
 (.   11و 

 

هلای  آزمایش انکوباسیون بلرای ارزیلابی توانلایی جدایله    

 باکتری در افزایش تتاسی  قاب  استفاده خاک

ههای کارآمهد بهاکتری در    برای ارزیابی توانهایی و کهارایی جدایهه   
تفاده خاک، هشهت جدایهه بهاکتری همهراه بها      افزایش پتاسیم قابل اس

( مورد مقایسه قرار گرفتظد. برای این مظوور، KSBشاهد )بدون تلقیح 
با مقهدار پتاسهیم قابهل جهذب      درصد( 39یگ نمونه خاک رسی )رس 

گرم بر کیلوگرم انتخاب شد. مایه تلقیح هر جدایهه بهاکتری   میلی 158

یح در جذب نهور بها طهول    لیتر مایه تلقسلول در یگ میلی 810)حاوی 
نانومتر( به طور مجزا تهیه گردید. مقدار آب مورد نیاز بهرای   600موج 
گرمی خاک محاسته شهده و   30درصد رطوبت زراعی نمونه 75تامین 

لیتر از مایه تلقیح جدایه باکتری به آب اضافه گردید و همراه یگ میلی
ایهن کهار بها     با آب به نمونه خاک استریل اضافه شد و در شهاهد نیهز  

در ها براث انجام شد. نمونهلیتر محیط کشت نوتریظتمصرف یگ میلی
درصد ظرفیهت زراعهی    75درجه سلسیوس، رطوبت  25شرایط دمایی 

روز انکوباسیون،  90روز انکوباسیون شدند. پس از  90خاک و به مدت 
آمونیهوم یهگ مهولار در    مقدار پتاسیم قابل استفاده خهاک بها اسهتات    

pH=7 (14عصاره )(.2گیری شد )گیری و اندازه 
 

 هاآنالیز داده

های حاوی پتاسهیم  تجزیه واریانس مقدار پتاسیم آزاد شده از کانی
کشت مایع و جامد الکسهاندروف و مقهدار   و شاخ  حلالیت در محیط

 9پتاسیم آزاد شده از خاک در قالب طرح کاملا تصادفی با سه تکرار و 
انجام یافت و برای مقایسه  SPSSنرم افزار آماری تیمار، با استفاده از 

 Student-Newman-Keulsهها از تسهت مقایسهه میهانگین    میانگین

(SNK)  در نرم افزارSPSS 16.0 .استفاده شد  
 

 و بحث  نتایج

 هللای بللاکتریکمللی و کیفللی جدایلله جداسللازی و ارزیللابی

 کننده تتاسی ح 

ریزوسفر  نمونه خاک 12 های مختلف سوسپانسیون ازبا تهیه رقت
ههها روی سوسپانسههیون سههازی متههوالی، تلقههیحتوتههون بهها روش رقههت

هها در  سازی جدایهه کشت جامد الکساندورف، جداسازی و خال محیط
ای بههر محههیط کشههت محههیط نوتریظههت آگههار و بهها بازکشههت نقطههه 

دار )ایلایهت  های پتاسیمکظظده کانیحل الکساندروف، نه جدایه باکتری
، KSB70 ،KSB20 ،KSB22 ،KSB30 ،KSB40سپار( شامل و فلد

KSB42 ،KSB90 ،KSB92  وKSB10   سهازی  جداسازی و خهال
 شدند. 
 

 دارهای تتاسی کننده کانیهای باکتری ح مشخصات جدایه

های باکتری از نور مورفولوژی و واکظش گرم مورد بررسهی  جدایه
بسههیاری از نشههان داده شههده اسههت.  2قههرار گرفتظههد کههه در جههدول 

 بوده و کلونی سفید رنگ داشتظد.  های باکتری گرم مثتتجدایه
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 دارهای پتاسیمکننده کانیهای باکتری حلخصوصیات کشت جدایه -2جدول 
Table 2- The cultural properties of potassium-bearing mineral dissolving bacteria isolates 

 KSB1جدایه 

KSB isolate 

 وژی کلونیمورفول
Colony morphology 

 واکنش گرم
Gram reaction 

 قطر کلونی
Colony 

diameter (mm) 

 قطر هاله شفاف
Clearance zone 

diameter (mm) 

KSB20 
 سفید، حاشیه مظوم، لزج

(White, regular margin, slimy surface) 
w 5.1 11.1 

KSB22 
 سفید، حاشیه مظوم، لزج

(White, regular margin, slimy surface) 
+ 5.0 13.3 

KSB30 
 کرمی، حاشیه مظوم، لزج

(Creamish, regular margin, slimy surface) 

+ 5.3 9.9 

KSB40 
 کرمی سفید، حاشیه نامظوم

(Creamish white, irregular margin) 

+ 5.4 9.9 

KSB42 
 سفید، حاشیه مظوم، لزج

(White, regular margin, slimy surface) 

+ 3.7 10.2 

KSB90 
 سفید، حاشیه نامظوم، لزج

(White, irregular margin, slimy surface) 

+ 4.3 9.7 

KSB92 
 کرمی، حاشیه مظوم

(Creamish, regular margin) 
+ 6.2 12.3 

KSB10 
 روشن، حاشیه مظوم

(Bright, regular margin) 
- 4.3 10.7 

1- KSBحل کظظده پتاسیم : باکتری 
1- KSB: potassium solubilizing bacterium 

 
     

 
 کشت الکساندروف جامدراف آن در محیطدار همراه با ناحیه شفاف اطهای پتاسیمکننده کانیهای باکتری حلجدایه -1شکل 

Figure 1- Potassium-bearing mineral dissolving isolates with well-demarcated clearing zones in Aleksanderov agar media 

 
ساعت پس از انکوباسیون ظهاهر شهد. هالهه     72هاله شفاف طی 

های پتاسهیمی  کظظده کانیهای باکتری حلشفاف اطراف کلونی جدایه
 نشان داده شده است.  1در شکل 

مورد  KSB70های باکتری به نیر از پس از ارزیابی کیفی، جدایه
ورفولههوژی و هههای مارزیههابی کمههی قههرار گرفتظههد و برخههی ویژگههی  

 بیوشیمیایی آنها تعیین گردید.
 

 های باکتریخصوصیات بیوشیمیایی جدایه

، KSB2و  KSB4و  KSB22هههای بههاکتری بههه نیههر از جدایههه
کشهت  توانایی ترشح آنزیم آلفا آمیلاز و هیدرولیز نشاسته را در محهیط 

درصهد نشاسهته محلهول در آب( داشهتظد.      2/0نوتریظت آگهار )حهاوی   
به مقهدار   KSB10و  KSB2 ،KSB3 ،KSB42باکتری های  جدایه

بیشههتر توانههایی هاههم سههاکارز و گلههوکز و ایجههاد رنههگ زرد را در    
 KSB10کشت مایع پپتون داشتظد. علاوه بر آن، جدایه باکتری محیط

 (.3بود )جدول  King Bکشت دارای خصوصیت فلورسظتی در محیط 
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 دارهای پتاسیمکننده کانیهای حلباکتری برخی از خصوصیات بیوشیمیایی جدایه -3جدول 
Table 3- Some of biochemical properties of potassium-bearing dissolving bacteria isolates 

 KSB1جدایه  Test تست

KSB isolate  تست هیدرولیز نشاسته 

Starch Hydrolysis Test 
 تست گلوکز

Glucose Test 
 تست ساکارز

Sucrose Test 
 ست فلورسنتیت

Florescent Test 
 تست گرم

Gram Test 
 KSB20 (Positive ,+مثتت ) (Negative ,-مظفی ) (Positive ,+مثتت ) (Positive ,+مثتت ) (Negative ,-مظفی )

 KSB22 (Positive ,+مثتت ) (Negative ,-مظفی ) (Positive ,+مثتت ) (Negative ,-مظفی ) (Negative ,-مظفی )

 KSB30 (Positive ,+مثتت ) (Negative ,-مظفی ) (Positive ,+مثتت ) (Positive ,+مثتت ) (Positive ,+) مثتت

 KSB40 (Positive ,+مثتت ) (Negative ,-مظفی ) (Negative ,-مظفی ) (Negative ,-مظفی ) (Negative ,-مظفی )

 KSB42 (Positive ,+مثتت ) (Negative ,-مظفی ) (Positive ,+مثتت ) (Positive ,+مثتت ) (Positive ,+مثتت )

 KSB90 (Positive ,+مثتت ) (Negative ,-مظفی ) (Positive ,+مثتت ) (Negative ,-مظفی ) (Positive ,+مثتت )

 KSB92 (Positive ,+مثتت ) (Negative ,-مظفی ) (Negative ,-مظفی ) (Negative ,-مظفی ) (Positive ,+مثتت )

 KSB10 (Negative ,-مظفی ) (Positive ,+مثتت ) (Positive ,+مثتت ) (Positive ,+مثتت ) (Positive ,+مثتت )

1- KSBحل کظظده پتاسیم : باکتری 
1- KSB: potassium solubilizing bacterium 

 
 9های حاصهل از ارزیهابی کیفهی    طتق نتای  تجزیه واریانس داده
 های بهاکتری از لحهات تهوان حهل    هجدایه باکتری مورد تحقیق، جدای

کشت جامهد  های پتاسیمی و ایجاد هاله شفاف روی محیطکردن کانی
( بها ههم   P≤ 0.01داری )الکساندروف )شاخ  حلالیت( تفاوت معظی

 (.4داشتظد )جدول 

نتای  مقایسه میهانگین شهاخ  حلالیهت حاصهل از حهل شهدن       
کشت جامد الکساندروف های پتاسیمی )میکا و فلدسپار( در محیطکانی

نشهان داده شهده    2حقیهق در شهکل   مورد ت های باکتریتوسط جدایه
، KSB22ههای  است. شاخ  حلالیت در اثر فعالیت جدایهه بهاکتری  

KSB42  وKSB10 کشت الکساندروف جامهد حهداکثر )بهه    در محیط
 KSB70( و در اثههر فعالیههت جدایههه بههاکتری 5/2و  7/2، 8/2ترتیههب 
و   KSB30،KSB40( بههود. مقههدار شههاخ  حلالیههت 3/1حههداقل )

KSB92  ( بود. 9/1و  8/1، 8/1نیز کمتر از دو )به ترتیب 
جدایهه   8های حاصل از ارزیهابی کمهی   نتای  تجزیه واریانس داده

های باکتری از لحات توانهایی  داد که جدایه باکتری مورد تحقیق نشان
ههای  های پتاسیمی و مقدار آزادسازی پتاسیم از کهانی کردن کانی حل

 Pداری )ت مایع الکساندروف تفاوت معظیکشمیکا و فلدسپار در محیط

(. نتای  مقایسه میانگین مقهدار پتاسهیم   4( با هم دارند )جدول 0.01 ≥
ههای  های پتاسیمی )میکا و فلدسهپار( توسهط جدایهه   آزاد شده از کانی

نشهان داده شهده    3دار در شهکل  های پتاسهیم کظظده کانیحل باکتری
های توانایی حل نمودن کانی جدایه باکتری مورد تحقیق 8همه  است.
برابهری   7/2دار و حهداقل  دار را داشتظد و ستب افهزایش معظهی  پتاسیم

کشت کشت مایع الکساندروف نستت به محیطنلوت پتاسیم در محیط
 بدون تلقیح باکتریایی )شاهد( شدند.

 
 از تلقیح باکتریایی استفاده خاک بعدکشت و پتاسیم قابلتجزیه واریانس شاخص حلالیت، پتاسیم آزاد شده در محیط -4جدول 

Table 4- Variance analysis of solubility index, released potassium in medium and soil available potassium after bacterial 

inoculation 

  میانگین مربعات

Mean of squares درجه آزادی 

Freedom degree 

 منبع تغییر
Source of variation 

 کشت مایعشده به محیطپتاسیم آزاد 
Released K into liquid medium 

 روز بعد از تلقیح 90پتاسیم قابل استفاده خاک 
Soil available potassium after 

90days of inoculation 
***12.356 **620.98 8 

 تلقیح باکتری
Bacteria inoculation 

0.139 13.96 18 
 خطای آزمایشی
Error 

 درصد است. 1/0دار در سطح احتمال وجود اختلاف معظی نشان دهظده ***
*** indicate significant differences at 0.1% probability level.  
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 کشت جامد الکساندروفت در محیطهای پتاسیم دار بر شاخص حلالیکننده کانیهای باکتری حلثیر جدایهأت -2شکل 

Figure 2- Effect of potassium-bearing minerals dissolving isolates on the mean of solubility index on solid Aleksandrov 

medium 
 

کشت بدون تلقیح باکتریایی که، نلوت پتاسیم در محیطبه طوری
کههه، نلوههت آن در گههرم در لیتههر بههود در حههالیمیلههی 96/2)شههاهد( 
به  KSB10و  KSB42های باکتری کشت تلقیح شده با جدایهمحیط

(. ریزجانداران بها ترشهح   3 گرم بر لیتر افزایش یافت )شکلمیلی 40/9
هها  اسیدهای آلی ستب رهاسازی پتاسیم و سایر عظاصر نذایی از کانی

و  ، اکسهیژن و نه  pHها به شوند که مقدار پتاسیم رها شده از کانیمی
دار بسهتگی دارد  جدایه باکتری حل کظظده کانی و نهو  کهانی پتاسهیم   

(26.) 
 

ههای  کظظهده کهانی  ههای بهاکتری حهل   پس از ارزیابی کمی جدایه

جدایه بهاکتری  چهار کشت، در افزایش نلوت پتاسیم محیط دارپتاسیم
KSB20 ،KSB22 ،KSB42  وKSB10  هههای بههه عظههوان جدایههه
دار انتخهاب شهدند.   سهیم ههای پتا باکتری در حل نمودن کهانی  کارآمد
ها ممکن است مواد اسیدی و قلیهایی باکتریهایی و یها کهلات     باکتری

دار در خهاک  ههای پتاسهیم  تولید کظظد که آزادسازی پتاسیم را از کهانی 
 (. 31دهظد )افزایش می

ههای تلقهیح شهده    کشت توسط جدایهه محیط درآزادسازی پتاسیم 
هها در بهتهود   ایهن بهاکتری   باکتری دلیل لازم برای امکان اسهتفاده از 

در تحقیهق سهیظگ و همکهاران   پتاسهیم اسهت.   بهه  قابلیت دسترسهی  

 

 
 کشت مایع الکساندروفهای پتاسیم دار بر غلظت پتاسیم در محیطکننده کانیهای باکتری حلثیر جدایهأت -3 شکل

Figure 3- Effect of potassium-bearing minerals dissolving isolates on the mean of potassium concentration in liquid 

Aleksandrov medium 
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 مورد مطالعه خصوصیات فیزیکوشیمیایی خاک -5جدول 

Table 5- The physico-chemical properties of studied soil 
pH  کربنات کلسیم 

 معادل

)%(CCE 

 ظرفیت تبادل کاتیونی

CEC 

(meq/100g) 

 کربن آلی

)%(Organic carbon 

 پتاسیم

K 

(mg/Kg) 

%  

 شن
Sand 

 سیلت
Silt 

 سر
Clay 

6.79 0.25 19.2 0.52 158 23.4 37.4 39.2 
 
 

 
 های پتاسیم دار بر میانگین پتاسیم قابل استفاده خاککننده کانیهای باکتری حلثیر جدایهأت -4 شکل

Figure 4- Effect of K-bearing minerals dissolving bacteria isolates on the mean of soil available potassium 

 
کظظده تلقیح گیاهان ترت و گظدم با انوا  ریزجاندارن حل(، 2010)

این  نربالگری(. لذا 27) پتاسیم ستب تحرک زیاد پتاسیم در خاک شد
در تلقهیح  هها را  و بومی، امکان استفاده از این باکتری ثرؤمهای جدایه

زیستی توتون به تظهایی یا همراه با مقدار کمی کود پتاسهیمی فهراهم   
 کظد.می

 

بر مقدار تتاسلی    کننده تتاسی های باکتری ح ثیر جدایهأت

 قاب  استفاده خاک

خصوصیات خاک مورد مطالعه در این بخش از آزمایش در جهدول  
ههای مهورد   یآمده است. طتق نتای  تجزیه واریهانس، تهاثیر بهاکتر    5

بود و ( P ˂ 0.01)دار مطالعه بر مقدار پتاسیم قابل استفاده خاک معظی
دار از های پتاسهیم کظظده کانیهای حلهای مورد مطالعه باکتریجدایه

روز بعهد از تلقهیح    90لحات تاثیر بر مقدار پتاسیم قابل استفاده خاک )
 (. 4د )جدول داری داشتظباکتریایی خاک و انکوباسیون( تفاوت معظی

 
های جدایهه شهده در افهزایش مقهدار     نتای  بررسی توانایی باکتری

نشان داد که میزان پتاسیم قابل  4پتاسیم قابل استفاده خاک در شکل 
حداکثر )بهه   KSB10و  KSB42های استفاده خاک در تلقیح با جدایه

کیلوگرم( بود که در مقایسه بها شهاهد    گرم برمیلی 202و  200ترتیب 
گهرم بهر   میلی 46و  44(، به ترتیب به مقدار KSB)خاک بدون تلقیح 

و  KSB30تههاثیر جدایههه بههاکتری  کیلههوگرم خههاک افههزایش یافههت. 
KSB40  وKSB20 ( 20در افزایش پتاسیم قابل استفاده خاک کمتر 

 گرم در کیلوگرم خاک نستت به شاهد( بود.میلی 25تا 

، KSB30های جدایهه شهده   مقدار پتاسیم آزاد شده توسط باکتری
KSB20 ،KSB42  وKSB10  کشهت الکسهاندورف مهایع    به محهیط

رنهم  علهی  KSB30و  KSB20ههای بهاکتری   حداکثر بود ولی جدایه
کشهت مهایع،   دار در محیطهای پتاسیمبالا در حل نمودن کانی اییتوان
 اند. ه خاک داشتهدکمتری در افزایش پتاسیم قابل استفا اییتوان

  

 گیری  نتیجه

، سازی شده از ریزوسهفر توتهون  های باکتری خال در بین جدایه
دار و افزایش مقدار پتاسیم قابهل اسهتفاده   های پتاسیمحل نمودن کانی
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هها  در مقایسه با سایر جدایه KSB10و  KSB42های خاک در جدایه
ها نلوت پتاسهیم  دار بیشتر بود به طوری که این باکتریبه طور معظی

بیش از سه برابر و مقدار پتاسیم قابل کشت مایع الکساندروف را محیط
در  درصد در مقایسه با شاهد افهزایش دادنهد.   30جذب خاک را حدود 

( به عظهوان یهگ   KSB10و  KSB42ها )توان از این جدایهنتیجه می
کود زیستی در راستای کاهش مصرف کودههای پتاسهیمی و افهزایش    

 ای استفاده کرد.کیفیت توتون پس از آزمایشات مزرعه
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Introduction: Potassium (K) is one of the major essential macronutrients for plant growth. Soil has rich 
reserves of K, among which only 1–2% can be directly absorbed by plants. It may be more economically viable 
to transform the fixed slow-release K into available K that can be absorbed by plants. The ability of some 
microorganisms to dissolve soil K-bearing minerals, such as micas is an important feature for increasing the 
yield of high-K-demand crops such as tobacco. Also, these microorganisms have both economic and 
environmental advantage. A large number of saprophytic bacteria such as Bacillus mucilaginosus and fungal 
strains such as Aspergillus spp. are known for their potential in releasing insoluble native K-source in soil into a 
plant available nutrient pool. Tobacco (Nicotiana spp.) is one of the most important industrial crops. K plays a 
vital role in increasing the tobacco yield and controlling quality parameters such as leaf combustibility that is one 
of the key criteria taken into account by the tobacco industry for assessing quality. Thus, high ranges of K 
fertilizers are applied in tobacco fields based on plant K requirement to build up soil K in tobacco producing 
countries. Increasing cost of the fertilizers and environmental risks necessitates alternate means to fertilizers such 
as application of microorganisms. The use of chemical K fertilizers can be reduced by exploiting the potential of 
bio-inoculants which are inexpensive and eco-friendly. Information related to K-solubilizing microorganisms in 
tobacco rhizosphere and their suitability in increasing the available K in tobacco-cultivated soils is not well-
documented. Hence, the present study was conducted to screen the KSB isolates from tobacco-cultivated soils 
and evaluate their potential in dissolving K bearing silicate minerals and increasing soil available potassium.  

Materials and Methods: Soil samples were randomly collected from the rhizosphere of tobacco from 25 
different locations in northwest of Iran. The serial dilutions of the soil samples were made up to 10-4 and 5 µl of 
diluted soil suspension plated on Aleksandrov medium plates (on the agar-based culture medium). Aleksandrov 
medium contained 5.0 g Glucose, 0.5 g MgSO4.7H2O, 0.1g CaCO3, 0.006 g FeCl3, 2.0 g Ca3PO4, 2.0 g 
insoluble mica powder as potassium source and 20.0 g agar in 1 liter of deionized water. The plates were 
incubated at 28±2°C in incubator for 10 days. Finally, nine isolates of potassium silicate solubilizing bacteria 
were isolated and purified. Solid and liquid Aleksandrov media were applied for qualitative (Solubility Index = 
Diameter of zone of clearance/ Diameter of growth) and quantitative (K content) evaluation, respectively, based 
on the completely randomized design (CRD) with three replication. Liquid Aleksandrov medium containing 2 g 
L-1 of mica and feldspar mixture, was inoculated with bacterial isolates. Bacterial isolates creating high solubility 
index and releasing more K from K-bearing minerals into liquid medium, were selected as effective isolates. In 
order to evaluate the efficiency of the potent bacterial isolates for increasing soil available K, an experiment was 
conducted with three replication and eight potent bacterial isolates along with a control (non-inoculated soil). 
Sterilized soil samples were inoculated with bacterial isolates separately and incubated at 25°C, with 75% field 
capacity moisture levels for 90 days. After incubation, available K in soil samples were extracted with 
Ammonium Acetate 1M. Variance of solubility index, K concentration into liquid Aleksandrov medium and soil 
available K were analyzed using SPSS (Statistical Package for the Social Sciences). Student-Newman-Keuls 
(SNK) test comparisons were also used to compare available soil K using SPSS 16.0. 

Results and Discussion: Eight KSBs isolates, including KSB20, KSB30, KSB40, KSB22, KSB42, KSB90, 
KSB92 and KSB10, were isolated and purified as effective isolates for dissolving mica and feldspar minerals. 
Most isolates were gram-positive, rod-shaped, and white in appearance. The studied isolates, except KSB22, 
KSB40 and KSB20, had α-amylase enzyme activity. Bacterial isolates, including KSB20, KSB30, KSB42 and 
KSB10, were significantly superior in sucrose and glucose hydrolysis. The isolate of KSB10 also had 
fluorescence properties. The highest solubility index (2.8, 2.7 and 2.5) was obtained from the activity of KSB22, 

                                                           
1, 2, 3, 4, 5 and 6- Ph.D. Student, Associate Professor, Professors and Assistant Professors Department of Soil Science, 
Agricultural Faculty, Urmia University, respectively. 
(*- Corresponding Author Email: ranjbarrahim14@gmail.com) 
 

 )علوم و صنایع كشاورزي( آب و خاكنشریه 

 489-500 .ص ،1398شهریور  –مرداد ، 3شماره ، 33جلد 

Journal of Water and Soil 

Vol. 33, No. 3, Jul-Aug. 2019, p. 489-500 

mailto:ranjbarrahim14@gmail.com


 1398شهریور  -، مرداد 3، شماره 33آب و خاك، جلد نشریه      500

KSB42 and KSB10 isolates in solid Aleksandrov medium, respectively. The highest concentration of potassium 
into liquid Aleksandrov medium was found for the KSB42 and KSB10 isolates (9.40 mg L-1). The KSB42 and 
KSB10 isolates increased medium K concentration approximately three times more than non-inoculated 
medium. In addition, KSB42 and KSB10 isolates were more effective in releasing potassium from soil 
potassium-bearing minerals. The amount of available potassium in soil incubated with KSB42 and KSB10 
isolates increased by 44 and 46 mg kg-1 compared to the control, respectively. 

Conclusion: Among bacterial isolates purified from the tobacco rhizosphere, the KSB42 and KSB10 isolates  
increased more significantly the solubility of potassium minerals and potassium availability in soil compared to 
other isolates. These bacteria isolates increased potassium concentration into Aleksandrov liquid medium by 
more than three times and also increased soil available potassium by about 44 to 46 mg kg-1 compared with the 
control. As a result, these isolates (KSB42 and KSB10) can be used as a bio-fertilizer to reduce potassium 
fertilizer application and increase the quality of tobacco after field experiments. 

 
Keywords: Potassium, Potassium solubilizing bacterium, Silicates minerals, Tobacco rhizosphere  
 


