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بررسي توان ماندگاري باكتريهاي تيوباسيلوس بر روي چند نوع حامل مختلف

����1 عليزادههللاحسين بشارتي، ناهيد صالح راستين، محمدجعفر ملكوتي و عزيز

چكيده
استفاده از گوگرد به عنوان ماده اسيدزا جهت افزايش قابليت جذب برخـي از عناصـر غـذايي در خاكهـاي آهكـي و                        

خاكهاي سديمي و كنترل و مبارزه با برخي از عوامل بيماريزاي گياهي متـداول بـوده و سـابقه ديرينـه                     قليائي، اصلاح   

گيـري از تـوان بـالقوه     به دليل اهميت اكسايش بيولوژيك گوگرد در مقايسه با اكسايش شيميايي آن، شرط بهـره              . دارد

اثـرات سـودمند    . باشـد  گوگرد، در خاك مي    گوگرد حضور باكتريهاي تيوباسيلوس، به عنوان مهمترين اكسيد كنندگان        

اي متعددي به اثبات رسـيده كـه   اي و مزرعهاستفاده از گوگرد همراه با باكتريهاي تيوباسيلوس ضمن آزمايشات گلخانه 

همچنـين  . در آنها از سوسپانسيون كشت خالص يا خاك حاوي تيوباسيلوس به عنوان مايه تلقيح اسـتفاده شـده اسـت                 

به توليد اسيد در طي دوره تكثير يا نگهداري بلند مدت آنها            ها منجر احياء گوگرد توسط تيوباسيلوس   اكسايش تركيبات   

اين تحقيق بر مبناي ضرورت تهيه يـك        . شودشود كه عامل محدود كننده رشد بوده و سبب كاهش جمعيت آنها مي            مي

 آن به عنـوان مايـه تلقـيح در آزمايـشات     حامل مناسب جهت نگهداري بلند مدت باكتريهاي تيوباسيلوس و استفاده از          

شـد توانـايي نگهـداري باكتريهـاي        الوصول كـه تـصور مـي      چند ماده ارزان و سهل    . اي انجام شد  اي و مزرعه  گلخانه

تركيبـي از آنهـا بـه    . گيري شـد باشند انتخاب و برخي از خواص فيزيكي و شيميايي آنها اندازه  تيوباسيلوس را دارا مي   

 ميلـي ليتـر سوسپانـسيون     100پس از استريل آنها ميزان      .  تهيه و شش تركيب از آنها انتخاب گرديد        هاي متفاوت نسبت

آزمايش توان ماندگاري باكتري در قالـب طـرح كـاملاً تـصادفي بـصورت               . باكتري تيوباسيلوس به آنها اضافه گرديد     

 پاكت مايه تلقيح تهيه و نيمـي        36تعداد  با احتساب سه تكرار براي هر تيمار        . آزمايشات كرتهاي خرد شده اجرا گرديد     

، 30، 14، 0هـاي  سپس در زمان. قرار داده شدند) oC25(و نيمي ديگر در دماي معمولي اتاق       ) oC4(از آنها در يخچال     

 آنهـا  pHبـرداري و تعـداد باكتريهـا و همچنـين      روز پس از شروع آزمايش از آنها نمونـه         180 و   150،  120،  90،  60

% 1 و جمعيـت باكتريهـا در سـطح          pHنتايج نشان داد كه اثر اصلي و اثرات متقابل تمام تيمارها بـر              . گيري شد اندازه

حامـل  . داري بيشتر بود   بطور معني  oC25 و جمعيت باكتريها نسبت به حرارت        oC4  ،pHدر حرارت   . باشددار مي معني

قـرار گرفتـه بيـشترين      -oC25در حـرارت     و زماني كـه      pH قرار گرفته بيشترين     oC4 هنگامي كه در حرارت      3شماره  

 به  6 و   1داري دارد در حالي كه حاملهاي       جمعيت باكتري را به خود اختصاص داده است و با بقيه حاملها تفاوت معني             

 زمان شمارش در حاملهاي مختلف نشان داد كـه در           8مقايسه  . باشند و جمعيت باكتريها را دارا مي      pHترتيب كمترين   

3 روز و در حامـل  30 پس از 4 روز، در حامل 90 پس از 5 و 2هاي س از شروع آزمايش، در حامل    پ 6 و   1حاملهاي  

ضمناً روند كاهش جمعيت با گذشت . دار جمعيت نسبت به شروع آزمايش آغاز شده است       روز كاهش معني   50پس از   

. بوده استoC4تر از حرارت  سريعoC25زمان، در حرارت 

 مايه تلقيحيلوس، حامل، گوگرد،تيوباس: واژه هاي كليدي

دانشيارگروه خاكشناسي دانشگاه تهران و اساتيد دانشكده كشاورزي دانشگاه ،استاديار پژوهش موسسه تحقيقات خاك و آب به ترتيب -1

.تربيت مدرس
22/5/83:  و تصويب9/2/81:  وصول-�

مقدمه
خاكهاي آهكـي و قليـايي بـا غلظـت زيـاد يـون             

 بالا عناصر غذايي چون فـسفر، آهـن، روي را       pHكلسيم و   

 در تثبيت كرده و به رغم وجود مقادير فـراوان ايـن عناصـر       
 كمبود مقدار قابل جذب آنها كاهش رشـد گياهـان را            خاك

 و Modaihsh؛ 1993،  و همكـاران  Tisdale(شـود   سبب مي 
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جهـت رفـع    ). Orman  ،1998 و   Kaplan؛  1989همكاران،  
اين مشكل، استفاده از گوگرد بعنـوان مـاده اسـيدزا سـابقه              

همچنين كاربرد اين مـاده در اصـلاح خاكهـاي      . ديرينه دارد 
سديمي و نيز كنترل و مبارزه بـا برخـي عوامـل بيمـاريزاي              

ول اســتگيــاهي بــه علــت صــرفه اقتــصادي بــسيار متــدا
)Rupela و Tauro ،1973 ؛Tisdale ،1993 و همكـــاران .(

اثرات مفيد گوگرد از جنبه تغذيه گياهي به فرآيند اكسايش          
 و افزايش انحلال عناصر غذايي      pHآن، توليد اسيد، كاهش     

گيري لذا شرط بهره  . شوددر محيط اطراف ريشه مربوط مي     
لوس در  باكتريهـاي تيوباسـي   حـضور از توان بالقوه گـوگرد    

ــي  ــاك م ــط    خ ــوگرد توس ــم گ ــسمت اعظ ــرا ق ــد زي باش
تيوباســيلوس ميكروارگانيــسم هــاي خــاك كــه باكتريهــاي

شـود باشند، به اسيد سولفوريك تبديل مي     مهمترين آنها مي  
)Nor و Tabatabai ،1977 ؛Kilham ،1994.(

بطور معمول تعداد و تنوع اين باكتريها در 
ي احياء شده گوگرد هاخاكهاي زراعي به دليل كمبود فرم

به عنوان منبع غذايي مورد نياز آنها و نيز عدم توانايي اين 
باكتريها در توليد اسپور و شرايط نامساعد اكثر خاكهاي 
كشاورزي بسيار محدود است، گرچه افزايش جمعيت 

بدنبال مصرف ) بويژه انواع خنثي دوست(ها تيوباسيلوس
 وSholeh(گوگرد در خاك گزارش شده است 

 اما اين افزايش ضمن .)Chapman ،1990؛ 1997همكاران،
نياز به شرايط محيطي مساعد، زمان نسبتاً طولاني را 

به علاوه اين احتمال وجود دارد كه انواع بومي . طلبدمي
خاكهاي زراعي از لحاظ توان اكسايش گوگرد ضعيف 

هاي فعال آنها همراه با گوگرد لذا استفاده از سويه. باشند
ثري براي سرعت بخشيدن به اكسايش گوگرد و ؤ مكمك
يابي به اثرات مفيد آن خواهد بود كه اين امر ضمن دست

هاي متعددي كه متعاقباً به چند نمونه از آنها اشاره آزمايش
.خواهد شد، به اثبات رسيده است

استفاده از گوگرد همراه با باكتريهاي تيوباسيلوس       
 ـ    در كشت گلخانه   ه انـدازه كـود سـوپر       اي ذرت توانـست ب

فسفات تريپل در جذب فسفر و افزايش عملكرد موثر واقع          
cfu.ml-1(خاك در تيمارهاي شاهد، تيوباسيلوس    pH. شود
تيوباسيلوس و سـوپر    + ، گوگرد   )درصد5/0(، گوگرد   )106

بـه ترتيـب   ) گرم فسفر در كيلوگرم    ميلي 20(فسفات تريپل   
سفر قابـل جـذب   ، ميزان ف ـ9/7 و  49/6 ،   86/6،  87/7،  9/7

 و آهــن 2/7 و 65/14، 53/7، 03/5، 8/4خــاك بــه ترتيــب 
گرم  ميلي19/2 و  2/4،  71/2،  05/2،  13/2قابل جذب خاك    
افزايش مقدار قابل جذب اين دو عنـصر   . در كيلوگرم بودند  

فـسفر  . غذايي باعث افزايش جذب آنها توسط گياه گرديـد        
جذب شده توسط ذرت در تيمارهـاي مـذكور بـه ترتيـب            

 و آهن جذب شده     89/10 و   39/35،  83/18،  8/10،  16/10

ــي53/0 و 665/0، 49/0، 41/0، 38/0 ــدان  ميل ــرم در گل گ
وزن خشك ذرت در تيمارهاي يـاد شـده بـه           . تعيين شدند 

 گرم در گلـدان  17/16 و 31/20، 7/11، 1/11،  3/10ترتيب  
تلقيح باكتريهاي تيوباسيلوس بدون مـصرف      . گزارش شدند 

گيـري شـده    هاي انـدازه  داري بر شاخص   معني گوگرد تأثير 
نداشت، در حالي كه مصرف گوگرد و اكـسايش آن توسـط    

هـاي بـومي اكـسيد كننـده گـوگرد، ضـمن            ميكروارگانيسم
 خاك، مقدار آهن و فسفر قابل جـذب         pHدار  كاهش معني 

خاك و همچنين فسفر و آهن جذب شـده توسـط ذرت را             
در افزايش وزن خشك    در مقايسه با شاهد افزايش داد ولي        

كـاربرد مايـه تلقـيح باكتريهـاي        . دار ايجاد نكـرد   تأثير معني 
تيوباسيلوس همراه با گوگرد بـا تـشديد اكـسايش گـوگرد،            

گيـري شـده در     هاي انـدازه  دار شاخص ضمن افزايش معني  
ها را به طـور     مقايسه با شاهد، نسبت به گوگرد نيز شاخص       

). 1378 راســتين، بــشارتي و صــالح(دار افــزايش داد معنــي
ميزان اكسايش گوگرد به علـت اخـتلاف در تعـداد و نـوع              
باكتريهاي تيوباسيلوس، در خاكهاي تلقيح شده يـازده برابـر     

). Olson  ،1966 و Attoe(بود  بيشتر از خاكهاي تلقيح نشده    
ــوپر   ــود بيوس ــر ك ــت (اث ــوگرد+ آپاتي ــاوي  + گ ــاك ح خ

ده اسـت معادل كود سوپر فسفات ارزيابي ش ـ     ) تيوباسيلوس
)Pathirathna ،ــاران بـــا ) 1975 (Swaby). 1989 و همكـ

2، بيوســوپر)گــوگرد+ آپاتيــت  (1بررســي تــاثير ســولفافس

و كــود ســوپر ) خــاك حــاوي تيوباســيلوس+ ســولفافس (
فسفات بر روي شبدر در شرايط گلخانه و مزرعه دريافـت            
كه اگر عملكرد و مقدار فسفر و سولفات جذب شده ناشي           

100 و   100،  100وپر فسفات بـه ترتيـب       از مصرف كود س   
 و  72،  81در نظر گرفته شوند، اين ارقام در مورد بيوسـوپر           

.باشند مي- و31، 26 و در مورد سولفافس 135
اي كـه در مـورد   در مقايسه با تحقيقـات گـسترده    

كاربرد گـوگرد انجـام شـده، مـوارد اسـتفاده از باكتريهـاي              
ن مـوارد معـدود نيـز        در اي  .تيوباسيلوس چندان زياد نيست   

عمــدتاً از سوسپانــسيون كــشت خــالص يــا خــاك حــاوي 
 كه كاربرد آن در سطح وسيع بـه         ،تيوباسيلوس استفاده شده  

 عمـلاً  ،علت نياز بـه تجهيـزات خـاص و اقتـصادي نبـودن      
هـا نيـز بـا    توليد انبوه مايه تلقيح تيوباسيلوس  . مقدور نيست 

 دليـل   هـا بـه   مشكل مواجه بـوده اسـت زيـرا ايـن بـاكتري           
شيميوليتوتروف بودن، ضـمن اكـسايش تركيبـات گـوگرد،          

كنند كه افزايش اين حالـت اسـيدي        مقداري اسيد توليد مي   
در طي دوره تكثير يا نگهداري بلند مدت آنها بصورت يك           
عامل محدود كننده رشد، افت شديد جمعيت آنها را سـبب           

لذا ايـن تحقيـق بـر       ). Santer  ،1957 و   Vishniac(شود  مي

1 - Sulphaphos
2 - Biosuper
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نــاي ضــرورت تهيــه يــك مــاده حامــل مناســب جهــت  مب
هـا و اسـتفاده از آن بـه    نگهداري بلنـد مـدت تيوباسـيلوس    

اي اي و مزرعـه   هـاي گلخانـه   عنوان مايه تلقيح در آزمـايش     
ــت  ــده اس ــام ش ــك    . انج ــراي ي ــل ب ــاده حام ــه م در تهي

عـلاوه  ) هاي تيوباسـيلوس  از جمله باكتري  (ميكروارگانيسم  
ارگانيـسم  ويك و فيزيولوژيك ميكر   مين نيازهاي اكولوژ  أبر ت 

مورد نظر، به خصوصيات ديگري از مـاده حامـل نيـز بايـد            
يـك حامـل مناسـب بايـد بتوانـد جمعيـت            . توجه داشـت  

ميكروارگانيسم مورد نظر را از زمان توليد تا هنگام مصرف          
لذا بايد  . هاي تعيين شده در خود نگه دارد      در حد استاندارد  

 زيــــاد رطوبــــتداراي تــــوان جــــذب و نگهــــداري
)Somasegaran   و Hoben  ،1994  ؛Smith  ،1992(  ظرفيت ،

تبادل كاتيوني و ظرفيـت بـافري بـالا، قـدرت آزاد سـازي              
هــا در خــاك، خــواص فيزيكــي و  ســريع ميكروارگانيــسم

 پـائين   ECاي مناسـب،    شيميايي يكنواخت، شـرايط تهويـه     
ــوده  ، Beena و Motsara؛ Deschodt ،1976 و Strijdom(ب
 و فاقـــد مـــواد ســـمي، گرمـــاي خـــيس شـــدن  )1995

)Heat of wetting (   و حالت خميـري و چـسبندگي باشـد .
 خنثي بوده يا به سهولت   pHهمچنين ماده حامل بايد داراي      

قابل تنظيم باشد و داراي سهولت استريل سـازي و فرآينـد            
ساخت و حمل و نقل آسان بوده و به راحتي به سطح بذور             

 و از لحـاظ     ،ي همـراه آن بچـسبد     هاي سـاير كودهـا    يا دانه 
 و Roughley(زيــست محيطــي بــه ســهولت تجزيــه شــود 

Vincent  ،1967  ؛Rennie   و Hyness  ،1993  ؛Motsara  و 
Beena  ،1995 .(        به علاوه از جنبه اقتصادي بايد بهاي ارزان

).Beena ،1995و Motsara (داشته و فراوان باشد 
هـاي ريزوبيـوم كـه تحقيقـات       بر خلاف بـاكتري   

زيادي در مورد تهيه ماده حامل مناسـب بـراي آنهـا انجـام              
هـاي تيوباسـيلوس تحقيقـي در ايـن         شده، در مورد باكتري   

در كشورهاي مختلـف از مـواد       . زمينه صورت نگرفته است   
شود كه  ها استفاده مي  متفاوتي به عنوان ماده حامل ريزوبيوم     

ــه عــلاوه . باشــدمهمتــرين آنهــا پيــت مــي غــال ســنگ ذب
)Crawford و Berryhill ،1983(  كمپوســــت باگــــاس ،
)Philpotts ،1976(  ــرنج ــبوس ب ــاران، Khatri(، س  و همك

ــت )1973 ــت، ) Ham ،1983و Sparrow (، ورميكولي پرلي
از جملـه مـواد     ) 1999 و همكـاران،     Daza(سنگ فـسفات    

.شوندديگري هستند كه بدين منظور استفاده مي
ــاكتري    ــشترك ب ــصوصيات م ــرغم خ ــاي علي ه

اي، گــرم منفــي، متحــرك، ميلــه(وباســيلوس و ريزوبيــوم تي
، روش تغذيه و فرآينـد كـسب        )هوازي و عدم توليد اسپور    

هـا همـراه بـا      انرژي آنها كاملاً متفـاوت و در تيوباسـيلوس        
بنـابراين بـراي تهيـه مـاده        . زايـي قـوي اسـت     حالت اسـيد  

ها بايد ضمن استفاده از     نگهدارنده مناسب براي اين باكتري    

يات كارهاي انجام شـده در مـورد ريزوبيـوم و لحـاظ             تجرب
هاي ماده حامل كه در بالا به آنهـا اشـاره           كردن كليه ويژگي  

شد، دو خصوصيت اساسي يعني وجود تركيبات احياء شده         
گوگرد و داشتن خاصيت بافري بالا نيز در نظر گرفته شوند           
كه اين پژوهش با توجه به تمامي نكـات يـاد شـده، انجـام               

. استگرفته

مواد و روشها
اندازه گيري خصوصيات مواد حامل

ــاس و    ــت، باگ ــت، آپاتي ــق از پرلي ــن تحقي در اي
ــد   ــتفاده ش ــت اس ــت و   . بنتوني ــات ارزان قيم ــن تركيب اي

الوصول بوده و بر اساس اطلاعـات موجـود در زمينـه            سهل
هاي تيوباسـيلوس و مشخـصات      نيازهاي اكولوژيك باكتري  

ــه نظــر مــي  ــده، ب ــواد نگهدارن ــايي نگهــداري م رســد توان
اين مواد در تركيبات    . هاي تيوباسيلوس را دارا باشند    باكتري

 لذا انتظـار    .شوندهاي ريزوبيوم نيز استفاده مي    حامل باكتري 
هـا نيـز    رفت كه در نگهداري بلنـد مـدت تيوباسـيلوس         مي

مواد مذكور كه بصورت پودر نـرم       . بتوانند موثر واقع شوند   
oC50 مش درآون در دماي      100لك  بودند پس از عبور از ا     

برخي از خواص فيزيكي    .  ساعت خشك شدند   24به مدت   
ــشگاهي   و شــيميايي آنهــا مطــابق روشــهاي معمــول آزماي

بـه عـلاوه    ). 1982 و همكـاران،     Page(گيري شـدند    اندازه
ظرفيـت نگهـداري آب و ظرفيـت بـافري كـه از مهمتــرين      

حـسوب  هـاي تيوباسـيلوس م    ويژگيهاي ماده حامل بـاكتري    
).1جدول (گيري شدند شوند نيز اندازهمي

به منظـور تعيـين ظرفيـت نگهـداري آب، مقـدار       
مشخصي از مواد مذكور در گلدان پلاسـتيكي كوچـك كـه            

 ريختـه شـد و بـا آب         ،كاغذ صافي در ته آن تعبيه شده بود       
سطح گلدانها جهت جلوگيري از تبخير      . مقطر اشباع گرديد  

 آب ثقلـي و ثابـت شـدن         پس از خـروج   . آب پوشانده شد  
هـا تعيـين و بـه عنـوان       وزن گلدانها، درصد رطوبت نمونـه     

 و Somasegaran(ظرفيــت نگهــداري آب منظــور شـــد    
Hoben ،1994.(

جهت رسم نمـودار تيتراسـيون مـواد كـه بيـانگر            
 گرمـي   5باشد از هر ماده ده نمونـه        خاصيت بافري آنها مي   

 كـه   HClمحلـول    ميلي ليتر    10 و به هر نمونه      ،برداشته شد 
اكي والان   ميلي 6 و   4،  5/3،  3،  5/2،  2،  5/1،  1،  5/0حاوي،  

ها در هشت روز متـوالي       نمونه pH. يدداسيد بود، اضافه گر   
نمودار تيتراسيون آنها از روز چهارم بـه        . گيري گرديد اندازه

 لـذا نمـودار روز    .اي نداشـت  بعد تغيير محل قابل ملاحظـه     
فري مـورد اسـتفاده قـرار       چهارم براي محاسـبه ظرفيـت بـا       

).1شكل (گرفت 
آماده سازي حامل ها و تكثير باكتري
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مقــدار كــافي از چهــار مــاده مــذكور در دســتگاه 
1 و فـشار  oC121اتوكلاو به مدت نـيم سـاعت، در دمـاي         

 ساعت اسـتريل و سـپس در        24اتمسفر چهار بار به فاصله      
از آنجا كه هـيچ يـك از        .  در آون خشك شدند    oC50دماي  

نها به تنهايي خصوصيات يك مـاده حامـل مناسـب را دارا       آ
هـاي   لذا در شرايط استريل تركيبي از آنها به نـسبت          نبودند،

مورد نظر تهيه و شش تركيـب متفـاوت از آنهـا بـه عنـوان                
 عـلاوه بـر پرليـت       5 تا   1حاملهاي  . حامل انتخاب گرديدند  

ــوگرد  ــب حــاوي گ ــه ترتي ــسفات)درصــد1(ب ، خــاك ف
ــد60( ــوگرد،)درص ــد1( گ ــسفات )+ درص ــاك ف 60(خ

) درصـد 50(و بنتونيت ) درصد7(، كربنات كلسيم  )درصد
 از باگاس و گوگرد عنصري     6بودند، در حالي كه در حامل       

استفاده شد، به نحوي كه ظرفيت جذب آب در         ) درصد1(
هـاي  سپس هر يك از آنهـا در كيـسه        . همه آنها يكسان بود   

. ه و درب آنهـا دوختـه شـد        ريخت ـ) cm50×16(اتيلني  پلي
باكتري استفاده شده در اين تحقيق از جنس تيوباسـيلوس و   

. بـود (Thiobacillus neapolitanus)از گروه خنثي دوست
 با  1اين باكتري به مقدار مورد نياز در محيط كشت پستگيت         

 و چـرخش    oC28استفاده از انكوباتور شـيكردار در دمـاي         
ا توجه به منحني رشـد ايـن        ب.  دور در دقيقه تكثير شد     160

باكتري كه قبلاً بدسـت آمـده بـود، پـس از رشـد كـافي و                 
محـيط  pH)  روز4حـدود  (2رسيدن به مرحله رشـد ثابـت        

 سلول در هر    8×107 و جمعيت باكتري     91/5كشت برابر با    
از سوسپانـسيون كـشت تـازه       . گيـري شـد   ليتـر انـدازه   ميلي

ه اضافه گرديـد و      ميلي ليتر به هر بست     100باكتري به ميزان    
ها تا توزيع يكنواخت باكتري در ماده حامل و رسـيدن           بسته

.به حالت فيزيكي مناسب با دست بهم زده شدند
طرح آزمايش

هــاي آزمــايش تــوان مانــدگاري بــاكتري روي حامــل
 تصادفي بـصورت آزمايـشهاي     مختلف در قالب طرح كاملاً    

ارهـاي   تيم. اجـرا گرديـد  (Split Plots)شـده  كرتهاي خـرد 
 شـامل دو    :درجـه حـرارت   -1: آزمايش عبارت بودنـد از    

زمـان  -2،  )كـرت اصـلي   (گراد   درجه سانتي  25 و   4سطح  
 و 150، 120، 90، 60، 30، 14 شــامل زمانهــاي، :شـمارش 

 شـامل  :نوع ماده حامل-3، و  )كرت فرعـي   ( روز بود  180
كـرت فرعـي    (شش تركيـب متفـاوت از مـواد نگهدارنـده           

36 سه تكـرار بـراي هـر تيمـار، تعـداد         با احتساب ). فرعي
 در  oC4پاكت مايه تلقيح تهيه شد كه نيمي از آنها در دماي            

قـرار  ) oC25(يخچال و نيمي ديگر در دماي معمولي اتـاق          
 زمان ياد شده از هر بسته دو نمونـه          8سپس در   . داده شدند 

از نمونه يك گرمي سـريهاي      . يك و پنج گرمي برداشته شد     

1 - Postgate
2 - Stationary phase

هـاي حاصـل روي محـيط       سوسپانـسيون رقت تهيه شـد و      
ــدند    ــشت ش ــار ك ــاوي آگ ــستگيت ح ــس از ده روز . پ پ

هــا روي ، بــا شــمارش كلنــيoC28انكوباســيون در دمــاي 
 كلني بودند تعداد باكتري در      30-300هايي كه حاوي    پليت

1:1 سوسپانـسيون    pHهمچنـين   . هر مايه تلقيح بدست آمد    
گيـري  زه سـاعت انـدا    20 گرمي پس از حدود      5هاي  نمونه
pHگيـري   نتايج حاصل از شمارش باكتري و اندازه      . گرديد

 مـورد تجزيـه و تحليـل        MSTATCبا نرم افزار كامپيوتري     
قرار گرفت و ميانگين تيمارها بـا اسـتفاده از روش دانكـن             

.مقايسه شدند

نتايج و بحث
اگر ظرفيت بالاي نگهداري رطوبت و داشتن 

ي يك ماده حامل خاصيت بافري را از مهمترين ويژگيها
ها بدانيم، با توجه به هاي تيوباسيلوسمناسب براي باكتري

گيري برخي از خواص فيزيكي و شيميايي نتايج اندازه
و همچنين ) 1جدول (آپاتيت، پرليت، باگاس و بنتونيت 

مشخص شد كه پرليت و ) 1شكل (نمودار تيتراسيون آنها 
 به دليل باگاس به علت نداشتن خاصيت بافري و آپاتيت

توانند به تنهايي به عنوان ظرفيت كم نگهداري رطوبت نمي
بنتونيت عليرغم داشتن خاصيت . ماده حامل استفاده شوند

بافري و ظرفيت بالاي نگهداري آب، پس از جذب آب 
اي حالت خميري و چسبندگي پيدا كرده و شرايط تهويه

هاي هوازي تيوباسيلوس ايجاد مناسبي براي باكتري
 لذا استفاده از آن به تنهايي به عنوان ماده حامل .كندنمي

لذا تركيبي از آنها در قالب شش نوع . نيز، منتفي است
.حامل انتخاب شدند

 نتـايج تجزيـه واريـانس اثـر تيمارهـاي           2جدول  
 نوع  6 و جمعيت باكتريهاي ماندگار بر روي        pHمختلف بر   

تقابـل  اثر اصـلي و اثـرات م      . دهدحامل مختلف را نشان مي    
% 1هـا در سـطح    و جمعيـت بـاكتري     pHتمام تيمارهـا بـر      

.دار شدمعني
ــاي  ــور  oC4 ،pHدر دم ــا بط ــت باكتريه  و جمعي

oC 25 و جمعيت باكتريها در دمايpHداري نسبت به معني
 بـه  oC4لگاريتم جمعيت باكتريهـا در دمـاي    pH .بيشتر بود

.ودند ب05/6 و oC 25 ،56/4  و در دماي31/6 و 81/5ترتيب 
 و جمعيــت باكتريهــا را در pH مقايــسه ميــانگين 3جــدول 

شش حامل مورد بررسي، در مجموع دو درجـه حـرارت و            
اثـر اصـلي نـوع مـاده        (دهد  هشت زمان شمارش، نشان مي    

3مقايسه شش حامل نـشان داد كـه حامـل شـماره             ). حامل
ايـن حامـل    . باشد و جمعيت باكتري مي    pHداراي بيشترين   

2 و از لحاظ جمعيت با حامل هاي         6 حامل    با pHاز لحاظ   
.دار نشان نداد تفاوت معني5و 
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1

3.9

6.8

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9

Bentonit

Apatite

Bagas

Perlite

HCl  meq g-1

pH

 HClباگاس بابنتونيت وپرليت، نمودارتيتراسيون آپاتيت،-1شكل

 برخي خصوصيات فيزيكي و شيميايي مواد حامل باكتري-1جدول 

ماده حامل

باگاس بنتونيت تآپاتي پرليت
ويژگي

42/1 0 042/0 026/0 (%)ازت 

14/0 021/0 39 007/0 (%)فسفر 

46/0 17/0 003/0 053/0 (%)پتاسيم 

53 0 42/0 11/0 (%)كربن آلي 

75/0 9/5 8 1/0 (%) مواد خنثي شونده 

235 286 36 350 (%)ظرفيت جذب آب  

1000 800 8/0 190 mgkg-1آهن 

119 23 9/3 2 mgkg-1روي 

5/7 5 7/2 1 mgkg-1مس 

65 55 31 9 mgkg-1منگنز 

7/6 67/8 9/7 72/5 pH*

5/1 03/4 35/0 37/0 EC*dS m-1 

42/0 99/0 52/1 05/0-17/0 -g cmوزن مخصوص ظاهري 

3

*pHو ECتعيين شدند 5/1:2درسوسپانسيون و بقيه1:10 پرليت درسوسپانسيون.
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 و جمعيت تيوباسيلوس pH بر  تجزيه واريانس اثر تيمارها-2جدول 
pH لگاريتم جمعيت باكتري 

منبع تغييرات  درجه آزادي  ميانگين مربعات  ميانگين مربعات 

درجه حرارت  1 **150/112 **583/4

ماده حامل 5 **977/35 **495/243

زمان  7 **46/14 **997/43

حامل× حرارت  5 **06/11 **807/8

زمان× رارت ح 7 **84/3 **167/2

حامل× زمان  35 **671/0 **027/8

زمان× حامل × حرارت  35 **627/0 **049/2
C.V (%) 98/2 82/3

 درصد1 معني دار در سطح **
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 و جمعيت باكتري تيوباسيلوس pH مقايسه ميانگين سطوح مختلف حرارت و حامل بر -3جدول 

pH لگاريتم جمعيت

مل حا1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6

7/3 15/

5

12/6 08/5 08/

5

99/5 01/5 53/7 84/7 15/7 47/7 084/2

c b a b b a C ab a b ab d*

.اختلاف معني دار ندارند% 5در سطح ) روش دانكن(هايي كه داراي حروف مشترك هستند از نظر آماري ميانگين*

 و جمعيت باكتري تيوباسيلوسpH درجه حرارت و حامل بر  مقايسه ميانگين اثرات متقابل-4جدول 

   pH     لگاريتم جمعيت باكتري

oC     4          شماره حامل oC25 oC4 oC25

1

2

3

4

5

6

g(d) 83/3

b (b) 33/6

a (a) 59/6

b (b) 24/6

de (c) 77/5

bc (b) 08/6

h (d) 57/3

g (c) 96/3

e (a) 63/5

g (c )92/3

f (b) 39/4

cd(a)81/5

d (b) 61/5

b (a) 45/7

b (a) 36/7

b (a) 35/7

b (a) 39/7

f (c) 68/2

e (d)*39/4

b (b) 62/7

a (a) 32/8

c (c ) 95/6

b (b) 55/7

g (e) 49/1

. ر ندارندبا هم تفاوت معني دا) روش دانكن(ميانگين هايي كه حداقل داراي يك حرف يكسان هستند از نظر آماري *

قايسه ميانگين اثرات متقابل حرارت و حامل بر م
pH با .  آمده است4 و جمعيت باكتري در جدول شماره

 هنگامي كه در 3 حامل شماره توجه به نتايج حاصل،
 و زماني كه در دماي pH قرار گرفته بيشترين oC4حرارت 

oC25 قرار گرفته بيشترين جمعيت باكتريها را به خود ،
6 و 1هاي شماره در حالي كه حامل. اص داده استاختص

اند، به ترتيب  قرار گرفتهoC25هنگامي كه در حرارت 
بهترين . باشند و جمعيت باكتري را دارا ميpHكمترين 

 تا 25درجه حرارت براي اكسايش بيولوژيك گوگرد دماي 
 از .)Wainwright ،1984(باشد گراد مي درجه سانتي30

ري استفاده شده مزوفيل بوده و حرارت طرفي چون باكت
 لذا ،دهد را براي حداكثر فعاليت ترجيح ميoC30حدود 

 به  قرار گرفته است،oC4 وقتي كه در دماي 3حامل شماره 
 اسيد oC25علت كاهش فعاليت باكتري نسبت به حرارت 

 در حالي .باشد آن كم ميpHدر حامل توليد نشده و افت 
 قرار گرفته، در oC25 در حرارت كه همين حامل وقتي كه

pHاثر فعاليت باكتريها و توليد اسيد كاهش معني دار 
 همچنين به .شود در آن ديده ميoC4نسبت به حرارت 

علت مناسب بودن حرارت براي فعاليت باكتري، تكثير 
 بيشتر oC25باكتري در حامل صورت گرفته و جمعيت در 

د و فعاليت افزايش اكسايش گوگر. باشد ميoC4از 

هاي اكسيد كننده در اثر افزايش درجه ارگانيسموميكر
Tabatabai و Chapman) 1989( ، Norحرارت توسط

.نيز گزارش شده است) 1977(
 و جمعيت pHبه منظور بررسي اثر نوع ماده حامل بر روي 

 پس 4باكتري در هر يك از دو درجه حرارت، در جدول 
مقايسه اثرات (ش دانكن  ميانگين به رو12از مقايسه 

، بار ديگر شش ميانگين موجود در هر ستون به )متقابل
روش دانكن با هم مقايسه شدند و نتيجه اين مقايسه با 

اين . حروف داخل پرانتز در جدول مشخص شده است
 در هر دو حرارت 3مقايسه نشان داد كه حامل شماره 

ده و  و جمعيت باكتري را به خود اختصاص داpHبيشترين 
 در هر دو حرارت، و از لحاظ جمعيت باكتري pHاز لحاظ 

اين . دار دارد با بقيه تفاوت معنيoC25فقط در حرارت 
، 2 از نظر جمعيت با حاملهاي شماره oC4حامل در دماي 

7 تا 2هاي شكل. دهددار نشان نمي تفاوت معني5 و 4
روند تغييرات جمعيت باكتري را در طي شش ماه در دو 

در حامل . دهندگراد نشان مي درجه سانتي25 و 4رارت ح
 در هر دو درجه حرارت با گذشت زمان جمعيت 1شماره 

oC4اين كاهش در حرارت . يابدداري كاهش ميبطور معني
كندتر بوده و همواره در زمانهاي مختلف جمعيت در اين 

تفاوت جمعيت . باشد ميoC25حرارت بيشتر از حرارت 
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 بطوري كه در حرارت دار است،رارت معنيدر اين دو ح
oC4حرارتماه ششم با ميزان جمعيت در جمعيت درoC25

در ). 2شكل(و ماه چهارم در يك سطح آماري قرار دارند 
 تغييرات جمعيت از شروع تا oC4حامل دوم در حرارت 

 در ،دار نيستپايان آزمايش ناچيز است و تغييرات آن معني
دار  تا ماه چهارم كاهش معنيoC25ت حالي كه در حرار

تفاوت . باشدبوده و از آن پس تغييرات جمعيت ناچيز مي
دار است بطوري كه در جمعيت در اين دو حرارت معني

 و در سه ماهه دوم جمعيت oC25سه ماهه اول جمعيت در 
 اگرچه روند 3در حامل ). 3شكل (باشد  بالاتر ميoC4در 

رت مشابه بوده ولي تفاوت تغييرات جمعيت در دو حرا
 تغييرات جمعيت oC4در حرارت . دار استبين آنها معني

 سه oC25دار نيست ولي در حرارت در طي شش ماه معني
ماهه اول نسبت به سه ماهه دوم از لحاظ آماري در سطح 

در حامل چهارم تفاوت بين ). 4شكل (بالاتري قرار دارد 
 بوده و در حرارت دارجمعيت باكتري در دو حرارت معني

oC25 در سه ماهه اول و در حرارت oC4 در سه ماهه دوم 
جمعيت بالاتر است ضمناً تغييرات جمعيت در حرارت

oC4در حالي ،دهددار نشان مي پس از يك ماه كاهش معني 
 تغييرات آن در كل دوره نگهداري oC25كه در حرارت 

ت در  تغييرات جمعي5در حامل ). 5شكل (دار است معني
هر دو حرارت يكسان و از لحاظ آماري تفاوتي بين آنها 

در هر دو حرارت تغييرات جمعيت در سه ماه اول . نيست
در حامل ). 6شكل (دار باشد نسبت به سه ماهه دوم معني

 در هر دو حرارت جمعيت بشدت كاهش يافته و اين 6
 بطوري كه در اين حرارت ، شديدتر استoC25كاهش در 

در در حالي كه.رسدماه جمعيت به صفر ميپس از يك 
oC47شكل (افتاده استاتفاقاين پس از سه ماه.(

 در هر يك از pH روند تغييرات 9 و 8شكلهاي 
 درجه 25 و 4حاملها در طي شش ماه در دو حرارت 

مقايسه اين دو نمودار با. دهندگراد را نشان ميسانتي
 به خوبي نشان نمودارهاي مربوط به جمعيت باكتريها

 و جمعيت در هر حامل بسيار pHدهد كه روند تغييرات مي
مشابه و تفاوت ماندگاري باكتريها در حاملهاي مختلف به 

اما در . شودظرفيت تامپوني متفاوت حاملها مربوط مي
 به دليل اثرات  افت شديد جمعيت باكتريها احتمالا6ًحامل 

باشد ميسوء ماده آلي بر باكتريهاي تيوباسيلوس
)Borichewski ،1967.(

روند ماندگاري باكتري در دو- 2شكلروند ماندگاري باكتري در دو- 3شكل

1درجه حرارت طي شش ماه در حامل 2درجه حرارت طي شش ماه در حامل 

روند ماندگاري باكتري در دو-4شكل روند ماندگاري باكتري در دو-5شكل
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3درجه حرارت طي شش ماه در حامل4ه در حامل درجه حرارت طي شش ما

 روند ماندگاري باكتري در دو-6شكل روند ماندگاري باكتري در دو-7شكل

5درجه حرارت طي شش ماه در حامل 6درجه حرارت طي شش ماه در حامل 

درحاملها طيpHروندتغييرات-8شكلدر حاملها در طيpH روندتغييرات -9شكل

درجه سانتي گراد25شش ماه درحرارت درجه سانتي گراد4شش ماه در حرارت 

 ماه دوره نگهداري6هاي متفاوت در طي  لگاريتم جمعيت باكتريهاي تيوباسيلوس روي حامل-5جدول 

)روز(زمان 

شماره حامل 0 14 30 60 90 120 150 180

1 a90/7 b85/6 c08/6 d35/5 e 35/4 f63/3 f27/3 g*59/2

2 b71/7 a21/8 ab86/7 ab02/8 b63/7 c96/6 c96/6 c93/6

3 b60/7 a34/8 a35/8 a27/8 a12/8 b42/7 b62/7 c03/7
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4 b88/7 a49/8 ab22/8 c49/7 d37/6 d33/6 d47/6 e93/5

5 a80/7 a86/7 a02/8 a76/7 a66/7 b85/6 b73/6 b07/7

6 a80/7 b45/5 c92/1 d5/1 e00/0 e00/0 e00/0 e00/0

.تفاوت معني دار ندارند%  5در سطح ) روش دانكن(در هر رديف ميانگين هايي كه حداقل داراي يك حرف يكسان هستند از نظر آماري *

 روند ماندگاري باكتريهـا درطـول دوره        5دول  ج
هـاي  در حامل . دهدنگهداري روي شش حامل را نشان مي      

5 و 2 در حامـل هـاي   يك و شش پس از شروع آزمـايش،   
4 روز و در حامل      150 پس از    3 روز، در حامل     90پس از   

دار جمعيت نـسبت بـه زمـان         روز كاهش معني   30پس ا ز    
.آغاز شده است) شروع آزمايش(صفر 

بطوركلي نتايج اين بررسي نشان داد كه اثر درجه 
 و جمعيت باكتريها pHحرارت، زمان و نوع ماده حامل بر 

حاملها و oC4 pHدر دماي. باشددار مينيمع% 1در سطح 
.  بودoC25جمعيت باكتريها بيشتر از مقدار آنها در دماي 

 و جمعيت باكتريها و  pH بيشترين3ماده حامل شماره 
 كمترين جمعيت را به خود اختصاص 6 و 1حاملهاي 

 در مقايسه با ساير حاملها توانست 3حامل شماره . دادند
تريهاي تيوباسيلوس را در فاصله جمعيت بالايي از باك

 به طوريكه در اين حامل .تر در خود نگه داردزماني طولاني
 روز تعداد باكتريها نسبت به زمان 150پس از گذشت 

 و بر خلاف ساير ،داري نداشتشروع آزمايش تغيير معني
 در آن در طي شش ماه آزمايش تعداد باكتريها در ،حاملها
 لذا اين . بودoC4اد آنها در دماي بيشتر از تعدoC25دماي

. حامل به عنوان بهترين حامل انتخاب و معرفي گرديد

زمينه تهيه ماده حامل براي دراشاره شدهمانطوريكه قبلاً
تحقيقي صورت معدود،بسيارمواردتيوباسيلوسها بجز

با افزودن باكتريهاي )Swaby) 1975.نگرفته است
هوا خشك كردن وبيوسوپرتيوباسيلوس به گرانولهاي كود

اثردرتيوباسيلوسها درصد99پي بردكه بيش از گرانولها،
 افزودن مواد او.روندبين ميازخشك كردن گرانولهاهوا

جذب كننده رطوبت مثل رس، پيت، موسين، فسفات 
آمونيوم، آلبومين و اتيلن گليكول به بيوسوپر را براي 

همكاران  وDaza.ش كردثير گزارأتها بيماندگاري باكتري
با بررسي ماندگاري باكتريهاي همزيست لوبيا،)1999(

باكتري باسيلوس مگاتريم برروي دو حامل پيت ووسويا
گراد دريافتند كه  درجه سانتي28 و 4پرليت در دو حرارت 

در دو حامل يكسان بوده ولي روند تغييرات همه باكتريها
.باشدميoC 2ازبيشتربه مراتب oC4درماندگاري آنها

McInroyبا نگهداري ريزوبيومهاي )1999(همكاران و
4-70ق گرمسيري در سه حرارت طهمزيست درختان منا

 ماه مشاهده كردند كه 24در طي گراددرجه سانتي25و 
گراد  درجه سانتي25 و –70ها در ماندگاري اكثر سويه

.د استگراسانتيدرجه4از بيشترمشابه بوده و
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