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 چکیده

فسفات  های حلباکتری فسفاته    متحملکننده  میکروبی  استفاده در کودهای  برای  مناسبی  کاندید  بالا،  به دماهای 

ناگزیر به تحمل حرارت بالاگرانوله می این کودها،  تهیه  بوده و درصد   (C50  -55°)  باشند. محصول تولیدی در فرآیند 

می دارا  پایینی  بسیار  دررطوبت  اساس،  این  بر  و  انحلال  کارایی  تحقیق  این  باشد.   جدایه    150  گرمایی  تحمل  فسفات 

بانک میکروبی گروه علوم و مهندسی خاک دانشگاه تبریز از    فسفات   انحلال  توانایی.  گرفت  قرار  ارزیابی  مورد  باکتری 

نیمه  هاباکتری فسفات تحت   کلسیمتری  محلولکم  منبع  حضور  مایع در  و   اسپربر جامد  محیط  کمی و کمی دربه روش 

ها  باکتری  بین  داری معنی   تفاوت  که  داد  نشان  نتایج  درجه سلسیوس ارزیابی شد.  55( و دمای  C  28°شرایط دمای عادی )

جدایه( توان انحلال  25درصد باکتریها )  17باکتری، نزدیک به    150در دمای معمولی از   دارد. وجود فسفات انحلال نظر از

. در روش کمی نیز توان متغیر بود  2/1  –  8/2ها بین  ( آنHD/CDنسبت قطر هاله به کلنی )محلول را داشتند و  فسفات کم

باکتری    7تنها  جدایه نیز    25بین    لیتر قرار داشت. از  بر  فسفر  گرم  ی لیم  8/175  -89/292جدایه در محدوده    25کنندگی  حل

و    C1-4O  ،C19-4O  هایساعت بودند، که از میان آنها جدایه16درجه سلسیوس بمدت    55مانی در دمای  قادر به زنده

C8-12M بالاترین نسبت قطر هاله به کلنی را داشتند. میزان آزادسازی فسفر در محیط    2/2و    4/2، 5/2ترتیب با مقادیر  به

گرم بر لیتر بود. نتایج شناسایی مولکولی نشان داد  میلی  14/216و    44/256،  08/244ترتیب  ها بهمایع توسط این باکتری

 باشند.می  Stenotrophomonas و Enterobacterهای لق به جنسکه این باکتریها متع

 کود میکروبی فسفاتهمانی، ، زندهگرمایی  تحملفسفات،  کنندههای حلباکتریهای کلیدی: واژه
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Abstract  

Bacteria with high phosphate solubility and resistance to high temperature are suitable candidates for 

use in granular phosphatic microbial fertilizers (PMF). The prepared product in processing of these fertilizers 

(PMF) is exposed to high temperatures (50-55 ° C) under very low moisture conditions. Accordingly, in this 

research, the efficiency of phosphate dissolution and temperature tolerance of 150 bacterial isolates were 

evaluated. These bacteria were prepared in the soil biology laboratory of University of Tabriz. The phosphate 

solubility of these bacteria was evaluated by semi-quantitative and quantitative methods in solid and liquid 

Sperber medium in the presence of low-soluble tricalcium phosphate (TCP) source at the temperatures of 28 

°C and 55 °C. The results showed that there was a significant difference between bacteria in terms of 

dissolution of phosphate. At a typical temperature among 150 bacteria, 25 bacteria (17%) had no phosphorus 

dissolution capacity, and the HD/CD ratio for these 25 bacteria was 1.2 to 2.8. In the quantitative method, the 

solubility potential of 25 isolates was 175.88- 292.98 mg P/l. Among the 25 isolates, only 7 bacteria were 

able to survive at 55 ° C for 16 hours, witch between them the C1-4O, C19-4O and C8-12M bacteria had the 

highest halo diameters with values of 2.5, 2.4 and 2.2 for the HD/CD ratio, respectively. The amounts of 

phosphorus release by these bacteria in the liquid medium were 244.08, 256.44 and 216.14 mg/l, 

respectively. The molecular identification of these bacteria showed that they were belonged to the genus 

Enterobacter and Stenotrophomonas. 
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 مقدمه

عناصییر ایی ایی پرمصییر  اصییلی فسفر یکییی از  

گرچیییه فیییسفر بیییه   .برای رشیید و نمییو گیاهیییان اسیییت

امییا در مقایسییه   شودها یافت میمقیدار فراوانی در خاک

تحییرک و قابلیییت   مورد نیاز گیاه،  با سایر عناصر ا ایی

 .(2007 )خان و همکاران باشدمیکم  آن در خاکها  ج ب

درصد فسفر اضافه شده بییه خییاک ممکیین   80نزدیک به  

است بر اثیر تثبییت بیه صیورت آلیی و معدنی و یا حتی 

فیزیکی برای گیاهان ایرقابل استفاده گردد )راگوتامییا و 

 عمییدتاً .(2019، خوشییرو و سییاری انی 2005 کارتیکییان

اسییتفاده   یفسییفر  یجبران کمبود فسفر، از کودهییا  یبرا

کودهییا من ییر بییه کییاه    ییینا  یتییوال. کییاربرد مشودیم

و   یکروبیم  هاییتخاک، کاه  تنوع و فعال  یزیحاصل 

شییود )کارپاگییام و یمیی  یزراعیی  یاهییانکییاه  عملکییرد گ

. ضییرورت (b2019، خوشرو و همکییاران 2014 ناقلکشی

یییافتن جییایگزینی مناسییب بییرای انحیییلال و رهاسییازی 
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تییر احسییاس های ت مع یافته در خاک زمانی بی فسفات

شیود کیه بیدانیم منیابع فیییسفاته موجییود در خییاک ییم

قابلیت تامین فسفات مییورد نیییاز گیاهییان بیییرای تولیییید 

باشیید )گلدسییتین و سیال دارا می  100بهینیه آنهیا را تیا  

و کافی است که این منبع عظیم فسفر را (  1994  همکاران

. جیی ب و اسییتفاده نمییود  به صییورتی بییرای گییییاه قابییل

انحییلال  ییکییه توانییا یخییاکز یزجانییدارانراسییتفاده از 

از  یکیییآن به فسفر محلییول را دارنیید،   یلها و تبدفسفات

جیی ب فسییفر در  یییتقابل ی افییزا یمییرثر بییرا هییایراه

خوشییرو و  ،2019)خوشییرو و سییاری انی    ها استخاک

، حیییدریان و 1998 ، علییی اصییغرزاد2018همکییاران 

با توجییه بییه  (.2017 ، شکیلا و همکاران2012ساری انی 

اهمیت فسفر به عنوان یکی از عناصر ایی ایی پرمصییر  

برای محصولات کشاورزی، اسییتفاده از کییود میکروبییی 

، 2010فسفاته مورد توجییه اسییت )ضیییا یان و همکییاران 

(. در این نییوع کییود از سیین  a2019خوشرو و همکاران  

شود کننده فسفر استفاده میفسفات به عنوان منبع تامین

با توجییه بییه پییایین بییودن میییزان انحییلال آن، فسییفر   اما

موجود بایسییتی از طریییق راهکارهییای زیسییتی بییه فییرم 

 کننده فسفات های حلگیری از باکتریمحلول درآید. بهره

به فراینیید انحییلال و فراهمییی فسییفات بییرای گیییاه کمییک 

فسییفره  ییایمیش یمتعاقباً مصر  کودها  و  خواهد نمود

 یکودهییا  ازحیید یمصییر  ب  بییارانیاثرات ز  نیو همچن

و حفییظ   سییتیزطیرا کاه  داده و به حفظ مح  ییایمیش

حیییدریان و سییاری انی ) منییابع در دسییترس کمییک کنیید

منظر و همکییاران ، خوش2009  ملبوبی و همکاران،  2012

2019). 

 هیبییی  زاینیییی  ،اینیییی د جمعیت ونفزروزا ی افزا با

افزای    یندارد. ا ورتضر ییاا  اتدیتولیییی  ی ازیفییی ا

تولید به نوبه خود تولیییی د بیشیییتر کودهیییا را میطلبییید 

)رضییایی فییر 2008(. اما مشکلاتی در زمینه استفاده از 

کودها  در  مزارع  وجود  دارد  که  مهمترین  آنها  عبارتند  

از:  حمل و نقل بیه علیی یت ح م زیاد، رطوبت، توزیع کود 

در  مزرعه،  گرد  و  ابیار  و انبیی یارداری. راهحلی  که  برای  

رفع  این مشکلات در نظر گرفتیه مییشیود، اسیی یتفاده از 

فشردهسازی مواد پیی یودری هماننیی ید پلیی یت و گرانیی یول 

 کیردن  مییباشید )قاسمی و همکاران 2013(.  

در  ایهییییییی روش مهمتریناز  یکی دنکر لنواگر

صنعت  کودسازی  اسیت.  تیا  قبیل  از  سیال  1950  اکثیی یر  

کودهای شیمیایی به شکل ایر گرانولییه به بازار عرضه 

میشدند. در ایین  حالت  وقتی  مواد  انبار  میشدند  ضمن  

کلوخهای شدن میتوانند مستعد تولییید  گرد  و  ابار  نیییز  

باشییند )هیییکس و همکییاران 1997(.  گرانول شدن یک 

اصطلاح  عمومی  برای  اندازه  بزرگ  شده  از  یک  ذره  به  

شیی یکل کیی یره بیی یا قطر مطلوب است. مزایای گرانیی یول 

کیردن  عبیارت  هسیتند  از:  بهبیی یود  مشکل  جریانپ یری،  

اختلاط  بهتر  ماده  اولیه  با  سایر  مواد  میورد  نظیی یر  که  از  

مواد  م تلف تشکیل  شده،  کاه  گرد  و خاک، رسیدن  به  

ییک  شکل و اندازه  مورد  نظر  از ذرات، آزادسازی  کنترل  

شده  میواد مغی ی مورد نیاز گییی یاه و همچنیی یین امکیی یان 

توزییع  کودهیای  گرانیولی  توسیط  دستگاههای  کودپاش  

و  بی رکارها )ردی و  همکییاران  1997(.  گرانولاتور  دوار  

یکی از متداولترین ابزارهای گرانیی یول کردن در صنعت 

گرانولسازی اسیی یت کیی یه در آن ذرات تحیی یت حرکیی یت 

دورانی استوانه دوار، در بستر مرطیییی یوب بیییی یا هیییی یم 

برخیورد  کیرده  و رشید  میکنند )شرینگتون و همکاران  

1981(.جهت  گرانول  کیردن  کودهیای  پیودری  ارگانییک  

دو  روش  تر  و  خشک  وجود  دارد. در روش  خشک  از  

فشار و حرارت بیییییییی یرای ذوب شدن مواد در همدیگر 

استفاده میشییی یود. گرانولاسییی ییون مرطییی یوب شامل 
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مرطوب  نمودن  م لوطی  از  پودرهای  خشک  اولیه  

توسیی یط میی یایع گرانولاسیون میباشد )پییوزین 1986(. 

کودهای میکروبی فسییفاته بیشییتر بییه صییورت گرانولییه 

مورد استفاده قرار میگیرند و استفاده از تیمار  گرمایی  

نسبتاً بالا یکی از فرایندهای تهیه آنها به شمار میرود. 

همانطور کییه در بییالا ذکییر شیید فرآینیید تولییید کودهییای  

گرانوله  در صیینعت مسییتلزم خشییککردن آن در درجییه 

حییرارت )40-50 درجییه سلسیییوس( میباشیید )قنبییری 

2008(.  ل ا  استفاده از باکتریهایی که متحمل به حرارت 

بوده برای تهیه کودهای میکروبی حییا ز اهمیییت اسییت.   

گرچییییه تییییاکنون آزمیای هییییای زییییادی در میییورد 

باکتریهای حلکننده فسفات در سرتاسر جهان ان یییام  

گرفتیییه اسیییت )چییابوت و همکییاران 1996، افضییل و 

همکییاران 2005، سییاری انی و همکییاران 2016( ولییی 

بررسییییی تییییوان تحمییییل گرمییییایی اییییین دسییییته از 

میکروارگانیسمها  کمتییر ان ییام شییده و  نیییاز بییه ان ییام  

آزمای هیای بییشتیری دارد.  در حال حاضر این نوع از  

باکتریها کمتر در دسترس میباشند و تحقیقات انییدکی  

در این زمینه صورت گرفته است، بنابراین در این تحقیق  

به جنبه تحمییل  دمییای  بییالا روی باکتریهییای حلکننییده  

 فسفات پرداخته شده است.

 
 هامواد و روش

 باکتریها 

جدایییه بییاکتری از بانییک  150در اییین پیی وه  

میکروبی گروه علییوم و مهندسییی خییاک دانشییگاه تبریییز 

بییرای بررسییی مییورد اسییتفاده و ارزیییابی قییرار گرفییت. 

 هییاباکتریابتدا کشییت  محلول،  توانایی انحلال فسفات کم

2OD شییده و پییس از قرا ییت  یهته  1NB یعموم یطدر مح

 
1 Nutrient Broth 

(600nm)   ی، از مایییه تلقییی  باکتر  یتجمع  یسازیکسانو

 Sperberای در محیییط جامیید اولیییه بییرای کشییت نقطییه

 استفاده شد.  (  1958اسپربر  )

 گرماییاعمال تیمار 

در انحلال فسفر   گرمابه منظور بررسی اثر تیمار  

هییا در محیییط مانی باکتریها، پس از کشت باکتریو زنده

Sperber    فسییفات جامد و مییایع، بییرای بررسییی انحییلال

ها بییه دو صییورت جدایه  و تشکیل هاله توسط  محلولکم

 درجییه 28دمییای انکوباسیییون در  -اقییدام شیید: الییف

درجیییه  55 یدمیییاانکوباسییییون در  -و ب سلسییییوس

 ساعت.   16به مدت   سلسیوس

 

کننوودگی فاووماد م وودمی کمی توووان   آزمووون میمووه

 محلولکم

برای ان ام این آزمون از محیییط کشییت اسییپربر 

محلییول کم شد که در این محیییط از منبییع فسییفره  استفاد

کلسیم فسفات به عنوان تنها منبع فسفر استفاده شد. تری

برای هر سه باکتری یک ظییر  پتییری در نظییر گرفتییه و 

شد، مرکز هر قسمت مساوی تقسیم   6سط  هر پتری به  

-میکرولیتر از سوسپانسیون باکتری تلقییی     5قسمت با  

 28  شده در دو دمای متفییاوت  گردید، ظرو  پتری تلقی

هییای داخییل سلسیوس قرار داده شدند. پلیتدرجه    55و  

 16درجه سلسیییوس بمییدت    55آون بعد از تیمار دمایی  

درجییه  28سییاعت، دوبییاره بییه انکوبییاتور بییا دمییای 

، 5،  3ها در سه نوبت  سلسیوس انتقال یافتند. تمامی پلیت

ج شییده و روز پییس از تلقییی ، از انکوبییاتور خییار 12و  8

( و نیییز قطییر هالییه شییفا  3CDقطر کلنییی رشیید یافتییه )

 
2 Optical Density 
3 Colony diameter 
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گیری شد، ( به دقت اندازه1HDحاصل از انحلال فسفات )

( در روز HD/CDمتوسط نسبت قطر هاله به قطر کلنی )

ت میییین گردییید. دوازدهییم بییرای هییر جدایییه محاسییبه 

کمیییییی توانیییییایی انحیییییلال فسییییفات توسییییط نیمیه

ها به روش اربالگری در تشیییتک پتییری میکروارگانیسم

که هاله شیفا  اطیرا  کلنیییی بیییاکتری در   ردیدان ام گ

محیط حاوی فسفات معدنی، نمایانگر این توانایی اسیییت 

 .(2006سان و همکاران  )

 محلولکنندگی فاماد م دمی کمآزمون کمی توان   

دقیق  بررسی  برای  مرحله  این  میزان  در  تر 

محیط  حل در  تکرار  سه  با  باکتری  هر  فسفات  کنندگی 

ارلن شد.  کشت  مایع  اسپربر  محیط کشت  حاوی  های 

  28در دو دمای متفاوت  مایع تلقی  شده و نمونه شاهد  

در شیکر انکوباتور در تاریکی و  سلسیوس  درجه    55و  

دقیقه   120شیک   در  ارلن  دور  گرفتند.  داخل  قرار  های 

  16درجه سلسیوس بمدت    55  گرماییآون بعد از تیمار  

دمای   با  انکوباتور  به  دوباره  درجه    28ساعت، 

ارلن همه  و  یافتند  انتقال  مدت  ها  سلسیوس    144به 

سلول مرحله  این  در  شدند.  شیک  باکتری،  ساعت  های 

محلول به کمک سانتریفوژ )در  ذرات معلق و فسفات کم

مدت    rpm5000دور   به  از سوسپانسیون    10و  دقیقه( 

آوری و مقدار فسفر محلول در مایع صا  رویی به  جمع

وانادات اندازه-روش  و  شد  گیری  مولیبدات  )ساری انی 

 (. 2016همکاران 

 گرما متحم باکتریهای  شناسایی

  و  شناسیشکل  ویی گییهای   از   برخی

  و   گِرم  آمیزیرن   کمک  بیه  هاجدایه  بیوشیمیایی

میورد   هایتست گرفتند   قیرار    بیررسیی  بیوشیمیایی 

 
1 -Halo diameter 

)خوشرو و همکاران  b  2015(.  برای شناسایی مولکولی  

کمک   ژن  16S rRNA  به  توالییابی  باکتریها  از 

از   آاازگرهای عمومی  27F  و  1492R  )خریداری شده 

   PCR  شرکت ژن فناوران(  ان ام  شد )جدول  1(. برنامه

دستگاه   در  که  بود  دارای  30  چرخه  رفته  کار  به 

چرخهها   گرفت.  این  ترموسایکلر  Flexigene  صورت 

شامل، یک چرخه ن ستین با دمای  95  درجه سلسیوس  

برای  4  دقیقه، در ادامه دمای  94  درجه سلسیوس برای  

1  دقیقه، دمای  53  درجه سلسیوس )دمای پیوند آاازگر(  

شدن  در  72  درجه   فراوان  دمای  و  برای  1  دقیقه 

چرخه   یک  پایان  در  که  بود  برای  1  دقیقه  سلسیوس 

نیز   برای  10  دقیقه  سلسیوس  دمای  72  درجه  اضافی 

ان ام شد. یادآور میشود که برای ان ام  PCR  از تک  

کلنی باکتریها بهرهگیری شد و بدین گونه از است راج  

شد.   ابتدا  30   چشمپوشی  باکتری  DNA  ژنومی 

تیوب  0/2   داخل  را  استریل  دیونیزه  آب  میکرولیتر 

میلیلیتری ری ته، سپس لوپ مستقیم استریل شده در  

شعله را به کلنی تماس داده و به  داخل آب انتقال داده،  

تا   آب جوشانده  شد  در  مدت  5  تا  10  دقیقه  به  سپس 

نمودن   فراهم  شود.  با  آزاد  محلول  در  DNA  باکتری 

سایر اجزاء  PCR  تنها  10  میکرولیتر از سوسپانسیون  

ران شدن   از  پس  داده شد.  انتقال  آن  حاوی  DNA  به 

محصول  PCR  بر روی ژل آگاروز و اطمینان از تکثیر  

باند مورد نظر و مشاهده نوارهای پدیدارشده )نزدیک  

قطعه   از  شده  بقیه  DNA  تکثیر  باز(،  1500  جفت 

استفاده   مورد  توالییابی  رمزکننده  16S rRNA  جهت 

از   پس  همکاران  2018(.  و  گرفت  )ساری انی  قرار 

پایگاه   نظر  در  مورد  توالیهای  نمونهها،  توالییابی 
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بررسی    1NCBI    ،2n-BLASTاطلاعاتی   به  و  شدند 

 یافتههای آنها پرداخته شد.

 16S rDNAآغازگرهای عمومی برای تکثیر بخش  -1جدول 

 ها. باکتری

 
 هاآمالیز داده

آزمای    دو  این  اعمال  با  تصادفی  کاملاً  با طرح 

تکرار برای هر تیمار )باکتری( اجرا شد. آنالیز واریانس  

و   Excelرسم نمودارها با نرم افزار  ،  SPSSبا نرم افزار  

دامنه چند  آزمون  با  نیز  میانگین  در  مقایسات  دانکن  ای 

   درصد ان ام گردید.  5سط  احتمال 

 متایج و بحث 

بانییک میکروبییی مییورد ارزیییابی، باکتری    150از  

( قییادر بییه انحییلال فسییفات %17بییاکتری )حییدود    25تنها  

محلییول و تشییکیل هالییه در محیییط اسییپربر جامیید در کم

 7باکتری نیییز تنهییا    25دمای انکوباتور بودند. که از بین  

درجییه  55( در شییرایط دمییای %5بییاکتری )نزدیییک بییه 

یل ساعت زنییده مانییده و هالییه تشییک  16سلسیوس بمدت  

 دادند.

کننودگی فاوماد م ودمی کمی تووان  و آزمون میموه

 درجه سلایوس 28در دمای   محلولکم

مشاهده هاله شفا  در محیط کشت جامد حاوی 

های ارزیابی انحلال محلول یکی از روشفسفر معدنی کم

(. 1باشد )شییکل  کننده فسفات میهای حلفسفات باکتری

 از  باکتریهییا  ینبیی کییه    دادهییا نشییان  داده  یانسوار  یهت ز

محلییول تفییاوت کم یفسفات معدن کنندگیلحاظ قدرت حل

گیییری اندازه.  وجود دارد  %1در سط  احتمال    دارییمعن

 
1 National center for biotechnological information 
2 Basic local alignment search tool (for Nucleotide) 

قطر کلنی رشد یافته و قطر هاله شفا  حاصل از انحلال 

محلول و محاسبه متوسط نسبت قطییر فسفات معدنی کم

( مشیی ک کییرد کییه HD/CDهالییه بییه قطییر کلییونی )

، C18-1M ،C14-1M ،C15-1M، C17-4Oباکتریهیییییای 

C19-5O    وC6-2M    8/2به ترتیب با دارا بییودن مقییادیر ،

روز قییدرت 12بعد از گ شت    3/2و    35/2،  4/2،  5/2،  6/2

محلییول داشییتند. انحلال فسفات معییدنی کم  از نظربالایی  

 -8/2باکتری بییین    25برای این    HD/CDمحدوده نسبت  

 (.2)شکل  بود    2/1
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 درجه سلایوس. 28ها در دمای : تشکی  هاله شماف توسط باکتری1شک  

 
 کننده فاماد. های   کمی توسط باکتریکنندگی فاماد م دمی به روش میمهتوان    :2 شک 

 

 
 . کننده فامادهای   کمی توسط باکتریکنندگی فاماد م دمی به روش میمهتوان    :2 شک  ادامه 

هییای توجه به قطر هاله شییفا  در مییورد باکتری

کننده فسفات در گزین  این باکتریها در االب منییابع حل

نامه ثبییت مییواد در شیوهکه  آورده شده است به صورتی

(، در 2015نییام  کودی موسسه تحقیقات خییاک و آب )بی

محلول در محیییط های فسفات کمکنندهبررسی کیفیت حل

اسپربر، حداقل نسبت قطییر هالییه شییفا  بییه قطییر کلنییی، 
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جدایییه از  12شده است و با توجه به آن   ذکر  5/1معادل  

جدایه باکتری مورد ارزیییابی دارای نسییبت بییالاتر از   25

( گییزارش کردنیید 1394خوشرو و همکییاران )  بودند.  5/1

 8بییاکتری ایزولییه شییده از کودهییای زیسییتی،  13کییه از 

در محیییط اسییپربر جدایه قادر بییه تشییکیل هالییه شییفا   

 8رای اییین بیی  HD/CDمحییدوده نسییبت جامیید بودنیید و 

( 2006علی انی و همکییاران ) بود. 1/1 – 2/3باکتری بین  

هیییای اییییران باکتری جییدا شییده از خیاک  446با مطالعه  

هییای بییا های کشور باکتریگیزارش کردنید کیه در خاک

کردن فسییفر پتانسیل زییاد وجیود دارنید کیه قابلیت حل

از منابع آلی و معیدنی را دارا هسیتند و توانایی آنهییا در 

حل کیردن فسیفر و تیأمین نییاز فسیفر گیاهیان زراعییی 

کییه تییوان های بییاکتریدر میان جنسباید بررسی گردد.  

هییای توان جنسانحلال فسفات آنها اثبات شده است، می

Flavobacterium  ،Pseudomonas  ،Bacillus  ،

Agrobacterium  ،Enterobacter  هییای و همچنین جیینس

را نام بییرد )تیومرونیی  و همکییاران   Rhizobiumم تلف  

کشییت  یطدر محیی   یهاله اطرا  کلنی باکتر  ی ادا  (.2010

 یمکلسیی ی)عمییدتاً تر یمحلییول معییدنفسییفات کم یحییاو

 ر،عنوان تنها منبییع فسییف( بهیتآپات  یدروکسیفسفات و ه

 یمعییدن  یبییاتدر انحییلال ترک  یزجاندارانر  ییتوانا  یانگرب

   .(1972باشد )اوستوال و همکاران یفسفر م

کننودگی فاوماد م ودمی کمی تووان  و آزمون میموه

 درجه سلایوس 55در دمای   محلولکم

جدایه با تییوان ای ییاد هالییه شییفا  در   25از بین  

مانی و تولییید جدایه قادر به زنییده  7محیط اسپربر جامد،  

 16درجییه سلسیییوس بمییدت    55تیمار دمییایی  هاله تحت  

 دادها نشان  داده  یانسوار  یهت ز(.  3  ساعت بودند )شکل

بین محلول کم یفسفات معدن  کنندگیقدرت حل  نظر  از  که

وجییود   %1در سییط  احتمییال    دارییتفاوت معنباکتریها  

گیییری قطییر کلنییی رشیید یافتییه و قطییر هالییه انییدازه دارد.

محلییول و معییدنی کم شییفا  حاصییل از انحییلال فسییفات

(  HD/CD)محاسبه متوسط نسبت قطر هاله به قطر کلنی  

-C8و   C1-4O  ،C19-4Oهای مشیی ک کییرد کییه جدایییه

12M    15/2و    45/2،  5/2به ترتیب بییا دارا بییودن نسییبت 

انحلال فسفات   از نظرروز قدرت بالایی  12بعد از گ شت  

بییرای   HD/CDمحلول داشتند. محدوده نسبت  معدنی کم

(. بایسییتی 4  بییود )شییکل  15/1  –  1/2باکتری بییین    7این  

بییا وجییود   C6-2M  و  C18-1Mذکر شود که باکتریهییای  

سلسیییوس درجه  28داشتن هاله قوی در شییرایط دمییای  

مانی در متییر(، قییادر بییه زنییدهمیلی 3/2و  8/2ترتیب )بییه

رسد که تییوان نظر میدرجه نبودند. همچنین به  55دمای  

و  C14-1M ،C15-1Mهییای ای ییاد هالییه توسییط باکتری

C19-5O    قییرار گرفتییه اسییت.   گرمییابه شدت تحت تییاثیر

برای این سییه بییاکتری در حالییت   HD/CDچراکه نسبت  

و  55/2، 6/2درجییه سلسیییوس( بترتیییب  28معمییولی )

درجه   55ایی  بوده که این نسبت در حالت تیمار دم  35/2

کنیید و لیی ا کییاه  پیییدا می 15/1و   2/1،  3/1به ترتیب به  

گییردد هییا مشیی ک میاثر منفی دمای بالا بر این باکتری

 گرماهای حساس به  کنندهها در گروه حلل ا این باکتری

 گیرند.قرار می
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 درجه سلایوس. 55ها در دمای باکتری: تشکی  هاله شماف توسط  3 شک 

 
 . درجه سلایوس  55 کننده فاماد تحت تیمار دمای های   کمی توسط باکتریکنندگی فاماد م دمی به روش میمهتوان    :4 شک 

( گزارش کردند کییه از 1396خوشرو و همکاران )

باکتری جدا شده از خاکهای بومی که بییر روی محیییط   9

باکتری قادر بییه   5جامد اسپربر قادر به رشد بودند تنها  

، RPS4 ،RPS6 ،RPS7های تشییکیل هالییه شییفا  )جدایییه

RPS8    وRPS9  جدایییه نیییز بعیید از   5( بودند و از بین این

ی در محیییط اسییپربر جامیید و گیی ارکشت به روش نقطه

قادر   RPS7و    RPS9، تنها دو باکتری  گرماییاعمال تیمار  

درجییه سلسیییوس   55مانی تحییت دمییای  به رشد و زنییده

نسبت قطر هاله بییه قطییر کلییونی   ساعت بودند.  16بمدت  

(HD/CD( ایییین دو ایزولیییه )RPS9  وRPS7 در محییییط )

د. بییو  27/2و    60/2فسفات بییه ترتیییب  کلسیماسپربر تری

( در یک آزمای  بییه بررسییی 1396خوشرو و همکاران )

هییای نام بییه باکتری  هفت  گرمایی  فسفات و تحمل  انحلال

Pantoea  agglomerans P5، P. fluorescens Tabriz، P. 

putida Tabriz، Pseudomnas sp. C16-2O، Enterobacter 

sp. S16-3، B. megaterium JK6 و B. firmus  .پرداختنیید

، P. agglomeransبییییاکتری نتییییایج نشییییان داد کییییه 

Pseudomonas sp. C16-2O  وP. putida Tabriz  به ترتیییب

 13/2و    34/2،  1/3  برابییر بییا  HD/CDبا دارا بودن نسبت  

انحلال فسفات   از نظرروز قدرت بالایی  12بعد از گ شت  

 .Enterobacter spمحلول داشتند و دو باکتری معدنی کم

S16-3  وP. fluorescens Tabriz  بییه ترتیییب بییا دارا بییودن

 های بعدی قرار گرفتنیید.در رتبه  84/1و    87/1های  نسبت

 .Bهای یعنی گونییه باسیلوسدو باکتری متعلق به جنس 

firmus  وB. megaterium ای تولید نکردنیید. هیییچ هیچ هاله

 55تیمییار دمییایی    های فوق قادر به تحملکدام از باکتری

 ساعت نبودند.  16مدت درجه سلسیوس به

 محلوولکنندگی فاماد م دمی کمآزمون کمی توان   

 درجه سلایوس 28در دمای  

ها ها نشان داد که بین جدایهت زیه واریانس داده

محلییول کننییدگی فسییفات معییدنی کمقییدرت حییل ازلحییاظ

-نیفسفات( در محیط اسپربر مایع تفاوت معکلسیم)تری

 C19-4Oوجییود دارد. جدایییه   %1دار در سییط  احتمییال 



 1399سال  /1شماره  30نشریه دانش آب و خاک / جلد                                                                          ساریخانی، خوشرو                   10

 بییر  گییرمیلیم  8/292کنندگی با مقدار  بیشترین میزان حل

 C5-3.1O  ،C14-5O  ،C8-1.1Mهای  لیتر فسفر و جدایییه

 ،86/177،    2/175کننییدگی )میزان حییل  نیکمتر  C1-4Oو  

کننییدگی لیتر( داشییتند. حلگرم بر  یلیم  91/181و    1/181

لیتییر گییرم بییر  یلیم  8/292-2/175جدایه در محدوده    25

 (. 5  قرار داشت )شکل

 
 کننده فاماد.  های   کنندگی فاماد م دمی به روش کمی توسط باکتریتوان    :5 شک 

نمونییه خییاک  90( بییا بررسییی 2008ی )سییلطان

 44و    Pseudomonasجدایییه    25ریزوسفری گندم، تعداد  

را جداسازی و خالک نمود. بنا   Flavobacteriumجدایه  

هییا کنندگی فسفات این جدایییهبه گزارش وی، توانایی حل

کلسیییم در محیط کشت اسپربر، با اسییتفاده از منبییع تری

 1/386تییا  9/129از   سییاعت 120فسییفات و بعیید از 

چهییار   پ وهشیییلیتر متغیییر بییود. در  میکروگرم در میلی

، 2بییارورنییوع کییود زیسییتی رایییج در کشییور شییامل 

مییورد   نیتروکسیی یو ن  تروپلاسیسوپرن  وسوپرفسفات،یب

های مییورد اسییتفاده در جدایییه بررسییی قییرار گرفییت و

و  Bio1 ،Bio2 ،Bio3، 2بیییاروراز   Ba2و   Ba1آنهیییا

Bio4  فسییییییییییییییییییفات،بیوسوپراز SN1  وSN2  از

از  N5و  N1 ،N2 ، N3 ،N4 و سیییییییوپرنیتروپلاس

انحییلال در شییرایط آزمایشییگاهی از نظییر  نیتروکسییین

 در  فسفات معدنی به روش کیفی و کمی ارزیییابی شییدند.

کلسیم فسییفات معدنی از منبع تریانحلال فسفات    وی گی

بییا ای ییاد بیشییترین  Ba1به دو روش کیفی و کمی، جدایه

( و انحییلال 2/3نسبت قطر هالییه شییفا  بییه قطییر کلنییی )

لیتر دارای بیشترین گرم بر  میلی  4/606فسفات به میزان  

کننییدگی فسییفات تییوان حل .انحییلال فسییفر بییودتییوان 

-15/77های ذکر شده به روش کمییی در محییدوده جدایه

میلییی گییرم بییر لیتییر بییود )خوشییرو و همکییاران،  4/606

در یک مطالعییه کییه بییرای جداسییازی باکتریهییای   (.1394

هییای کشییاورزی هنیید )منطقییه کننده فسفات در زمینحل

د کییرده در ایزولییه رشیی  8اوتاراکنیید( صییورت گرفییت. از 

 3فسییفات،  کلسیمحییاوی تری  Pikovskayaمحیط جامیید  

بودنیید و بییالاترین   4بییالای    HD/CDجدایه دارای نسبت  

کنندگی فسفر در روش کمی نیییز در بییین اییین میزان حل

 (.2017بود )پانده و همکاران  μg/ml  49/305 ها جدایه
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 محلوولکنندگی فاماد م دمی کمآزمون کمی توان   

 درجه سلایوس 55در دمای  

جدول ت زیه واریییانس تییوان انحییلال فسییفات از 

فسفات در روش کمی و تحت کلسیممنبع کم محلول تری

 متحمییلباکتری  7درجه سلسیوس برای  55تیمار دمایی 

دار در سییط  احتمییال نشان داد که تفاوت معنییی  گرمابه  

(. 5ها از اییین نظییر وجییود دارد )جییدول بییین جدایییه 1%

ترتیب بییا بییه C1-4Oو  C19-4O ،C14-1Mهییای کتریبا

گییرم بییر لیتییر، میلی 08/244و  12/247، 44/256مقییادیر 

درجییه  55بیشترین انحییلال را در شییرایط تیمییار دمییایی 

محلییول سلسیییوس داشییتند. مقییادیر انحییلال فسییفات کم

ترتیب ها در شرایط دمییای عییادی بییهتوسط همین جدایه

گییرم بییر لیتییر بییود. یلیم 91/181و  52/230، 89/292

ای تییوان انحییلال فسییفات کییم محلییول بییه نمودار مقایسه

آورده   6  و معمولی در شکل  گرماروش کمی تحت تیمار  

 شده است.

 
 . درجه سلایوس 55و  28کننده فاماد در دمای های   کنندگی فاماد م دمی به روش کمی توسط باکتریمقایاه توان     :6 شک 

توان پی برد کییه از می  6  با توجه به نمودار شکل

در محیط مییایع، هماننیید   گرمابه    متحملهای  بین باکتری

دارای C1-4O و C19-4Oکمی دو بییاکتری روش نیمییه

کییه در    C8-12Mتوان انحلال بالایی بوده ولییی بییاکتری  

-C14محیط جامد دارای انحلال بالایی نسبت بییه جدایییه  

1M  شییود کییه  در محیییط مییایع اییین رونیید بود، دیده می

شییود. برعکس شده و جایگاه این دو بییاکتری عییو  می

تواند به سییرعت رشیید متفییاوت اییین دو دلیل این امر می

بییاکتری نسییبت بییه زمییان در دو محیییط جامیید و مییایع 

قابل توجه اسییت اثییر   7مربوط باشد. چیزی که در شکل  

 C1-4Oفسفات بییاکتری  بر قابلیت انحلال    گرما  افزایشی

هییای مییرتبط بییا انحییلال رسیید کییه ژنهست. به نظییر می

قییرار   گرمییافسفات در این جدایه کاملاً تحت تاثیر مثبییت  

، RPS4های  باکتری )جدایه  5در یک بررسی روی  دارند.  

RPS6 ،RPS7 ،RPS8  وRPS9کننییده فسییفات جییدا ( حل

شده از خاکهای بییومی مشیی ک شیید کییه تییوان انحییلال 

 144فسفات بعیید از  کلسیممحلول از منبع تریکمفسفات  

 7/559-6/196ها در محییدوده  ساعت توسط اییین جدایییه

بییاکتری   دو  بییاکتری،  5گرم بر لیتر بود کییه از بییین  میلی

 55( توان تحمل دمییای  RPS9و    RPS7کننده فسفات )حل

ساعت را داشتند )خوشییرو و   16درجه سلسیوس بمدت  

 . (1397 ساری انی

 گرما متحم های برتر جدایهشناسایی 
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بییا توجییه بییه هیید  آزمییای  کییه شناسییایی 

کننییدگی بییالای بییا تییوان حل گرمییاهییای متحمییل باکتری

 متحمییلهای  باشد ل ا از بین جدایییهمحلول میفسفات کم

جدایه کل( و باتوجییه بییه نتییایج   25جدایه از بین    7)  گرما

هییای انحییلال فسییفات کمییی و بدسییت آمییده از آزمون

و دمییای عییادی،  دمییای بییالاکمی  تحییت تیمییار نیمییه

 C17-1Mو  C19-4O  ،C1-4O  ،C8-12Mهایجداییییه

انت اب و مورد شناسایی قرار گرفتند. نتی ییه شناسییایی 

آورده   3و    2جییدول    مولکولی و بیوشیمیایی باکتریها در

 شده است.

باکتریهای منتخب  مولکولی های بیوشیمیایی و شناسایی: متایج تات2 جدول

 

 
 همراه با کد دسترسی درخت فیلوژمتیکی باکتریها :7 شک 

 گیری کلیمتیجه

توانییایی انحییلال این آزمییای  بییا هیید  بررسییی  

جدایه باکتری بانک میکروبییی گییروه علییوم و   150فسفر  

 28دمییایی    هایمهندسی خاک دانشگاه تبریز، تحت تیمار

هییای درجییه سلسیییوس ان ییام گرفییت تییا باکتری 55و 

گزین  شوند. نتایج نشان   گرما  متحملکننده فسفات  حل

جدایه باکتری قادر به تشکیل هاله شفا    25داد که تنها  

جدایه نیییز   25محلول بودند. از میان  نحلال فسفات کمو ا

 16درجه سلسیییوس بمییدت    55جدایه تحت دمای    7تنها  

نسییبت قطییر هالییه بییه قطییر کلییونی  ساعت زنییده ماندنیید.

(HD/CDاییین باکتری ) 7هییا مشیی ک کییرد کییه از بییین 

بییه  C8-12Mو  C1-4O ،C19-4Oبییاکتری، باکتریهییای 

دارای  17/2و  45/2، 5/2ترتیییب بییا دارا بییودن مقییادیر 

محلییول انحییلال فسییفات معییدنی کم  از نظییرقدرت بالایی  

درجه دارای نسییبت  28در تیمار  C17-1Mجدایه  بودند.  

HD/CD  55بییود و بعیید از تیمییار دمییایی  8/1بییا مقییدار 

حاصل   75/1ساعت، این نسبت با مقدار    16درجه بمدت  

سد که توان انحلال فسفات اییین بییاکتری رشد و بنظر می

بطور ناچیزی تحت اثر دمای بالا قرار گرفتییه اسییت. لیی ا 

را بعنوان یک ایزولییه متحمییل   C17-1Mتوان باکتری  می

درجه سلسیوس قلمداد کرد. در ادامه رونیید   55به دمای  

عکسییی نیییز در آزمییای  دیییده شیید بییه اینصییورت کییه 

کییه در دمییای  C8-12Mو  C19-4O ،C1-4Oباکتریهییای 

بییرای   55/1و    8/1،  9/1درجه بترتیییب دارای مقییادیر    28

 گرمییاییبودند ولی بعد از اعمییال تیمییار    HD/CDنسبت  

سییاعت(، توانییایی اییین  16درجییه سلسیییوس بمییدت  55)

،  45/2ها رو به فزونی گ اشته و بترتیییب مقییادیر  باکتری

حاصل گردید. اینطییور  HD/CDبرای نسبت    15/2و    5/2

نیستند بلکییه   گرماها متحمل  گفت که این باکتریتوان  می
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بییر روی   گرمییا  افزایشیییگرمادوست هستند چراکه اثییر  

ها در این آزمییای  مشیی ک گردییید. توانایی این باکتری

در پایان بایستی عنوان نمود هر چند در این آزمای  مییا 

بییرای اسییتفاده در تولییید   گرمییا  متحملبدنبال باکتریهای  

اته گرانوله بودیم و مش ک شیید کودهای میکروبی فسف

بییرای اینکییار مناسییب اسییت ولییی   C17-1Mکه بییاکتری  

های گرمادوست دستاورد این آزمای  شناسایی باکتری

بود که بییرای تولییید  C8-12Mو    C19-4O  ،C1-4Oمانند  

بییوده و  مناسییب کودهییای میکروبییی فسییفاته گرانولییه

ها نشان داد که متعلق بییه شناسایی مولکولی این باکتری

 Stenotrophomonasو  Enterobacterهیییییییییای جنس
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