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و سازندگي ۵۷پژوهش

                    

سازندگي و پژوهش

طبيعي منابع در
۱۳۸۳ زمستان ،۶۵ شماره

محلولكننده باكتريهاي شناسايي و جداسازي
واز جنگلي هاي خاك از فسفات

چكيده
(بيولوژيك) زيستي اهميت كودهاي افزايش باعث روز به شـيميايي روز مصرف كودهاي دنبال به نامناسـب زيسـت محيطي اثرات
فرآيندهاي طي در را آلي غير فسفات كردن توانايي محلول خاك اتوتروف هتروتروف و ميكروارگانيسمهاي از تعدادي است. شده
اين در ميشوند. ناميده كننده فسفات محلول ميكروارگانيسـمهاي كه دارند مسـتقيم غير يا و مسـتقيم صورت به خود متابوليك
كننده محلول باكتريهاي . قرار گرفت مورد بررسـي واز تحقيقاتي جنگل فسـفات در كننده محلول باكتريهاي پتانسـيل بررسـي
آزمايشهاي آميزي و رنگ روشـهاي با اسـتفاده از و سـازي جدا اختصاصي كشـت روي محيط متوالي بر رقتهاي روش با فسـفات
و بوده متغير خاك گرم هر در سلول ۱/۷ – ۲/ ۸۸*۱۰  ۳ كننده فسفات بين باكتريهاي محلول .تعداد شدند شناسـايي بيوشـيميايي
آزمونهاي و رنگآميزي روشهاي از استفاده با سازي باكتري پس از خالص ۹ ميدهد. تشكيل را خاك باكتريهاي كل ٪ ۱-۲ حدود

از: عبارتند كه شدند شناسايي بيوشيميايي
 Psuodomonas acidovorance، Psuodomonas vesicularis ، Psuodomonas  fluorescence ،Enterobacter agglomerans ، Enterobacter 

aerogenese ،  Bravibacterium ، Alcaligenese sp ، Actinobacillus sp و Xanthobacter sp..

باكتريها بهعلاوه است. بوده شـده جدا باكتريهاي ساير از بيش متفاوت فسـفات منابع در انحلال سـودوموناس گونههاي توانايي
با شده بذور تلقيح از حاصل فسفر دانه رسـتهاي و خشك وزن .ميزان نشـان دادند محيطي سـخت شـرايط به را مقاومت بالايي
خاكهاي بالاي نشان دهنده توانمندي آمده بدست نتايج مجموع در بود. كنترل گياهان از بيش فسـفات كننده محلول باكتريهاي

است. كودهاي زيستي توليد امكان نظر از نقطه واز جنگل

فسفات انحلال ، باكتري فسفر، : كلمات كليدي
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۱۳۸۳ زمستان ،۶۵ شماره

سازندگي و پژوهش ۵۸

... باكتريهاي شناسايي و جداسازي

Pajouhesh & Sazandegi  No:65  pp: 57-64

Isolation and identification of phosphate solubilizing bacteria from Vaz forest soil.
By: Teimouri M, Korori S.A.A., Matinizadeh M. and Khoshnevis M.Member of Scientific Board,. Echophysiology and 
Biotechnology Group. Forest Research Division- Research Institute of Forests and Rangelands.  
The importance of biological fertilizer have been increased because use of chemical fertilizer cause some damages 
in environment. Some soil autotroph and heterotroph microorganisms solubilize inorganic phosphate during their 
metabolic processes directly and indirectly. These microorganisms are called phosphate solubilizing microorganisms 
(PSM).. In this investigation the potential of phosphate solubilizing  bacteria (PSB) was studied in Vaz forest. PSB 
were isolated by serial dilution method and identified by staining and biochemical tests. The population of PSB ranged 
1/7 – 2.88 * 103 cftu/g soil that constitute 1-2% of total bacteria.  Isolated bacteria were identified as: Psuodomonas 
acidovorance, Psuodomonas vesicularis, Psuodomonas florescence, Enterobacter aggluomerance, Enterobacter 
aerogenese, Bravibacterium. sp. Alcaligenese, sp. Actinobacillus and Xanthobacter. sp. Isolated bacteria showed 
different ability in solubilizing of different phosphate sources but the potential of Psuodomonas spp were more than 
others.  In addition PSB showed resistance against undesirable environmental condition. Dry weight and phosphate 
content were higher in inoculated  seedlings than controls. Results indicated the high potential of Vaz forest soil for 
production of biofertilizers, 
Key words: Phosphorous, Bacteria, and Phosphate solubilizing

مقدمه
ــوژي خاك بيول گياه و ــد رش در را ــي مهم موقعيت ــفر فس ــر عنص
گياهان خاك، آلي غير و ــي آل تركيبهاي ــاختمان س در عنصر اين دارد.
تجمع آن فيزيولوژيك و ــي دارد. نقش اصل ــود وج ــمها ميكروارگانيس و
اشكال مختلف ــلولي است(۴). س ــم متابوليس طي در انرژي كردن آزاد و
به شكل آن اعظم قسمت اما ميشود جذب زنده ــلولهاي توسط س فسفر
آلي ــفات غير فس بنابراين ــود. ــلول ميش س جذب H۲PO۴- يا HPO۴

۲–

بر آزاد علاوه غير آلي ــفات فس . دارد ــفر فس در چرخه كليدي نقش آزاد
نيز و غير آلي و آلي ــفاته فس آنزيميتركيبهاي تجزيه طريق از دهي كود
دار منابع فسفر و ــفات فس معدن سنگ انواع آنزيمي غير ــدن ش محلول

ــود(۴). مي ش اضافه خاك به آلي غير
فسفاته، كود عنوان به فسفات معدن سنگ از استفاده اخير سالهاي در
افزايش ميكروارگانيسمها و ــيله به وس فسفات معدن ــنگ س شدن محلول

گرفته است. قرار توجه مورد بسيار دسترس فسفر در
استخوان پودر كلسيم، ــفات فس انحلال ــال ۱۹۰۳ س در بار اولين براي
شد. آگاردار گزارش محيط در باكتريها ــط توس ــفات فس معدن ــنگ س و
باكتريهاي بوسيله كلسيم فسفات تري شدن محلول ۱۹۰۸ سال در سپس
عنوان را تحت آنها و ــزارش گ محيط در عصاره خاك و ــير از ش ــده ش جدا
.اين ناميدند (PSM) ــفات۱ فس ــده كنن محلول ــم هاي ميكروارگانيس ــي كل
بر قادرند خاك در ــح ترش و اوليه متابوليتهاي ــمها با توليد ميكروارگانيس
حل و فسفر آزاد شدن موجب اثر گذاشته ــفاته فس معدني آلي و تركيبهاي

شوند (۸) خاك محلول در شدن آن
قارچهاي محلول و ــا باكتريه جمعيت ــورد در م ــده مطالعه انجام ش
كه داد نشان آلبرتا نشده كشت شده و كشت خاكهاي در ــفات كننده فس

ــكيل تش را خاك قارچ هاي و باكتريها ــت جمعي كل از ٪۱-۰/۰۵ PSMs
محلول ميكروارگانيسمهاي جمعيت و خاك كل فسفر ميزان بين ميدهند

.(۱۲) وجود داشت معني داري رابطه فسفات نيز كننده
كه داد ــان نش ــي آل غير ــفات فس ــي ــدن ميكروب ش ــي معدن ــي بررس
ريزوسفر ناحيه خاك از شده كننده فسفات جدا محلول ميكروارگانيسمهاي
ــي بررس .(۱۵) بودند ــت اكتينوميس و قارچ از انواع باكتري ــفر ريزوس و غير
نارگيل باغهاي خاك در ــفات فس كننده محلول قارچهاي فعاليت و ــود وج
بود. ــني خاكهاي ش بيش از ــي رس خاكهاي در آنها تعداد كه ــان داد نش
را كلسيم فسفات تري از ٪۷۴-۲۶ كه بودند قادر شده ــازي جداس قارچهاي

آورند (۱۷). محلول در شكل روز به مدت ۱۵-۵ در
مايع  محيط سيليوم در پني از گونه دو توسط آلي فسفات غير انحلال
با خاك ــت. تلقيح ــتقيم داش مس رابطه محيط ــيديته كاهش اس با خاك و
جذب و ٪۱۶ تا گياه خشك وزن ميزان افزايش باعث سيليوم پني گونه هاي
در فسفات كننده محلول باكتريهاي وجود ــي بررس ۱۲٪ شد(۶). تا ــفر فس
بود. خاك نمونههاي از ٪۹ بيش آنها در دهنده وجود ــان عراق نش خاكهاي
فسفر الكتريكي هدايت خاك مانند برخي خصوصيات و باكتريها تعداد بين
ــيديته اس و آلي خاك مواد رطوبت ,, تبادل كاتيوني ظرفيت ــترس، دس در

. (۲۰) دارد وجود رابطه خاك
شده جدا ميكروارگانيسمهاي ــيله بهوس آلي غير فسفات شدن محلول
سيليوم پني و سودوموناس از يك گونه كه داد ــان نش جنگلي از خاكهاي
مكانيسم داشت. شده جداسازي ميكروارگانيسم ۶۰ بين در بيشتري فعاليت

. (۱۰) است بوده آلي اسيدهاي توليد انحلال احتمالي
Al PO) نشان آلومينيوم (۴ فسفات نامحلول محلول شدن تركيب بسيار
گونه يك و سيليوم گونه از پني دو ــپرژيلوس آس از گونه يك كارايي كه داد
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اسيدهاي توليد انحلال ترين مكانيسم بود. مهم بالا ــيار بس ــودوموناس از س
است ممكن نيز ــم هاي ديگري مكانيس ــد نظر ميرس به اما ــت اس بوده آلي

. (۱۱) باشد داشته نقش
خاكهاي ) در PSB ) ۲ فسفات كننده محلول وجود باكتريهاي بررسي
A افق در باكتري ها اين تعداد كه داد نشان هيماليا شمال و جنوب مناطق
PSBتعداد كشت شده خاك هاي نمونههاي بيشتر در بوده است. B از بيش
خاك هاي آنها در تعداد ديگر طرف از شد. گزارش باكتريها ۱۰٪ كل از كمتر
تعداد علاوه به بوده است. زراعي زمينهاي خاك بيشتر از مرتعي جنگلي و
و خشك گرم بيش از نواحي مرطوب و معتدل هواي با آب و نواحي آنها در

. (۹) است بوده
در فسفات كننده محلول ــمهاي ميكروارگانيس ۲۰۰۰ وجود ــال س در
اين شد. در گزارش مكزيك ــك خش نيمه نواحي مانگرو درختان ــفر ريزوس
استفاده نامحلول ــفات فس منبع عنوان به ــيم كلس ــفات فس تري مطالعه از
ويبريو، ، ــيلوس جنسهاي باس متعلق به ــده ش ــازي جداس ــد.باكتريهاي ش
گونه يك و ــاس ريزومون ــودوموناس، س ، ــر، كليورا انتروباكت ــر، گزانتوباكت

. (۱۸ ) بودند ناشناخته

روشها  و  مواد
در جنگل تحقيقاتي نمونه برداري مربعي براي پلات ۲۵۰۰ متر ــار چه
انتخاب ( مازندران (استان ــتان چمستان شهرس متري كيلو در ۳۰ واقع واز

شد.
عموميپلاتها مشخصات

داشته قرار دريا ــطح س از متري ۱۶۴۰ ارتفاع در ۱ ــماره ش پلات الف:
پلات اين غالب ــمالي بود گونه درجه ش ۵۰ جهت و ٪۲۸ عموميآن ــيب ش
بيشتر پايه هاي كه ــت اس يافتهاي تغيير ــتان راشس واقع ولي در ممرز بوده
كف معرف گونههاي و راش ــاي پايهه ــد. تك ميدهن ــكيل تش ممرز را آن
منطقه خاك ــتند وجود داش پلات اين در فراواني به ــتان هاي خالص راشس
متر از ۲ آن بيش عمق و يش ــا فرس فاقد جنگلي ، قهوه اي از نوع خاكهاي

است. سانتيمتر ۱ حدود آن عمق و تيره قهوهاي هوموس است.
ــت. داش ــطح دريا قرار س از متري ۱۶۸۰ ارتفاع ۲ در ــماره ش پلات ب:
گونه قرار داشته است. درجه شمالي جهت ۵۰ در و ٪ ۱۱ عمومي آن شيب
، قهوهاي جنگلي ــوع خاكهاي ن از منطقه خاك ممرز بود. پلات اين ــب غال

. است سانتيمتر حدود ۱ آن عمق هوموس و فرسايش فاقد
ــت. داش ــطح دريا قرار س از متري ۱۳۸۰ ارتفاع ۳ در ــماره ش پلات ج:
ــت. اس بوده غربي جنوب آن ۲۳۰ درجه جهت و ٪ ۲۶ آن عمومي ــيب ش
اغلب كه است راشستان خالصي پلات اين است. راش پلات اين غالب گونه
به توده در ــز ني مادري قطور ــاي تك پايهه ــوده و ب دار ــه مرحل در ــا پايهه
گياهي پوشش و وليك ازگيل، گونههاي حضور به توجه با مي خورد. ــم چش
در زياد ــيار احتمال بس به موجود هاي راش ــال بودن هم س ضعيف و كف
ــت. اس گرفته انجام ــره يكس قطع حاضر توده دور در چندان نه ــتهاي گذش
شده تجزيه هوموس كاملاً جنگلي، قهوه اي خاك از نوع منطقه جنس خاك

است. حدود ۴ سانتيمتر آن عمق و
شيب داشت. دريا قرار سطح از متري ۱۱۰۰ ارتفاع ۴ در شماره پلات د:
اين غالب گونه ــت. اس ۲۸۰ درجه غربي بوده آن جهت و ٪ ۸۷ ــيآن عموم
اي است تخريب شده ممرزستان جامعه اصلي هستند. ممرز پلات انجيلي و

مختص جنگلي هاي پيشرو در توالي اكوسيستم هاي گونه آن پايين مرز كه
در فواصل آنها و اند شده مستقر ازگيل و وليك از اعم مناطق تخريب شده
بوده متر ۱ از بيش ــم ميخورد. عمق خاك چش به ــاد انبوه شمش زادآوري
رويه ، بخش بي قطع اثر در است. متغير قهوهاي تا كرم بين آن بوده و رنگ
و خاك شديد موجب فرسا يش امر همين و شده تاج پوشش باز از عمدهاي

است. شده برخي مناطق در سنگ مادري زدگي بيرون

خاك  نمونه برداري از  
پس نمونه تهيه و ۴ ــاك خ ــانتيمتري س ۳۰-۱۰ عمق از پلات ــر در ه
در شد. نمونهها نامگذاري منطقه شاخص نمونه عنوان ــدن به ش از مخلوط
شدند منتقل آزمايشگاه به سانتيگراد درجه ۴ دماي در و ظروف پلاستيكي
در بخش اول شدند. تقسيم بخش دو به ــگاه آزمايش نمونهها در از هر كدام
براي از آن ميليمتري ۲ الك از گذراندن از پس و ــده ش ــك خش معرض هوا
در دماي دوم بخش . شد استفاده خاك فيزيكوشيميايي بررسي خصوصيات
باكتريهاي شناسايي و جداسازي براي آن از و نگهداري ــانتيگراد س درجه ۴

شد(۲۰ ). استفاده فسفات كننده محلول

خاك شيميايي و فيزيكي آزمايشهاي
خاك، بافت از جمله ــاك ــيميايي خ ش فيزيكي و خصوصيات برخي از
آلي كربن و محلول ــفر ، فس كل فسفر الكتريكي، ميزان هدايت ــيديته، اس

اندازه گيري شدند (۱و۳).

فسفات كننده محلول باكتريهاي شناسايي و جداسازي
محيط روي كشت بر و متوالي رقتهاي روش از جداسازي باكتريها براي
وزن گرم خاك ۱ از نمونهها كدام هر از ــد. ش ــتفاده اس Seperb اختصاصي
ارلن ــد. ش اضافه ٪ ۰ /۲ ــديم س كلريد ليتر ۹۹ ميلي محتوي و در ارلنهاي
مدت به گرفته و قرار در دقيقه ۱۵۰ ــا دور ب ــي مغناطيس همزن روي ها بر
رقت تا متوالي رقتهاي ،( ۱۰ -۲ ) اين رقت از سپس شد. مخلوط ــاعت س ۲
تري حاوي ۷ /۲ نهايي pH با Seperb ــت كش محيط روي بر ۱۰ تهيه و  -۷

تشكيل اجزاي شد. نامحلول كشت ــفات فس منبع به عنوان كلسيم ــفات فس
جلوگيري براي است. جدول شماره ۱ آورده شده در ــت محيط كش دهنده

تركيب استفادهنام مورد مقدار
گرمگلوكز ۱۰

مخمر گرمعصاره ۰ /۵
كلسيم گرمكلريد ۰ /۱

كلسيم فسفات گرمتري ۲ /۵
منيزيوم گرمسولفات ۰/۲۵

گرمآگار ۱۵
مقطر ۱۰۰۰ ميلي ليترآب

Seperb كشت محيط تركيب -۱ شماره جدل
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۱۳۸۳ زمستان ،۶۵ شماره

سازندگي و پژوهش ۶۰

در گرم ميلي مقدار ۵۰۰ به سيكلوهگزيميد۴ از آنتيبيوتيك قارچها رشد از
حل خالص استون در سيكلوهگزيميد شد. استفاده كشت محيط از ليتر هر
۱ ميلي .(۲) شد اضافه آن به ــت كش كردن محيط استريل از پس و ــده ش
شيشه از ميله ــتفاده اس با و اضافه ــت كش محيط به رقتها از كدام هر ليتر از
كشتها محيط پخش شد به شكل يكنواخت كشت روي محيط بر سركج اي
ــدند. ش گذاري گرمخانه روز ۱۰ مدت ــه ب ــانتيگراد س درجه ۲۵ دماي در
فسفات محلول كننده باكتريهاي شده و بازبيني روز كشت هر محيطهاي
جداسازي و ميشوند ــخص مش اطراف كلني در ــفاف ش هاله ــتن داش با كه
آگار نوترينت كشت محيط ــازي باكتريها در س شدند. خالص سازي خالص
رنگ گرم روش به و لام تهيه باكتريها از ابتدا مرك) صورت گرفت. (محصول
داشتند. تعلق منفي گرم باكتريهاي گروه به باكتريها همه ــدند. ش آميزي
گلوكز (فرمانتاتيو نحوه تجزيه پراكسيداز، كاتلاز، آزمونهاي از بعد مرحله در
محيط در ــد رش ــد، رش براي اختصاصي محيطهاي به نياز ، ــيداتيو) اكس يا
حركت آزمون ، ــيداتيو) اكس يا (فرمانتاتيو لاكتوز تجزيه نحوه ، كانگي مك
در ژلاتين تجزيه ، نيترات ــاي احي ــيد، توليد اس و مختلف قندهاي تجزيه ،
منبع عنوان به سيترات ــيمون س استفاده از گراد، ــانتي س درجه دماي ۲۲
، ( ليزين و آرژينين (اورنيتين˛ آمينه ــيدهاي اس دكربوكسيلهكردن كربن،

.(۱۳) شد استفاده شناسايي باكتريها نشاسته براي تجزيه و اندول توليد

فسفات ديگر منابع بررسي انحلال
كه  آپاتيت هيدروكسي در انحلال ــازي شده جداس باكتريهاي عملكرد
در منظور اين براي شد. بررسي ــت خاك اس در ــفاته فس تركيب فراوانترين
فسفات به جاي تري آپاتيت ــي هيدروكس از Seperb ــت محيط كش تركيب

شد. استفاده كلسيم
محيطي سخت شرايط به باكتريها مقاومت بررسي

 ۵ ، غلظت هاي ۲/۵ ۵-۱۱ و ــاي ه pH Seperb با پايه ــت كش محيط
اين شده در ــازي جداس باكتري هاي عملكرد و تهيه ــديم كلريد س ٪ ۷/۵ و

شد. بررسي متفاوت شرايط
در رشد گياهان فسفات كننده محلول بررسي اثر باكتريهاي

محلول  باكتريهاي ــايي شناس و ــازي جداس اهداف مهمترين ــي از  يك

در است. زيستي كود عنوان به باكتريها اين از استفاده امكان فسفات كننده
هيدروپونيك استفاده محيط در Lipidium spp گياه ــت كش از بخش ين ا
استفاده شد. گويهاي Seperb مايع كشت محيط از براي اين منظور ــد. ش
مقطر آب در دو بار و سپس ــده ش ۱۰٪ شسته نيتريك ــهاي در اسيد شيش
از كدام هر در شود. حذف كاملاً نيتريك ــيد اس ــوند تا بقاياي ميش شسته
ــهاي شيش گوي عدد ۱۰۰ ــت پايه و كش از محيط ميلي ليتر ۱۰۰ ارلن ها
استريل دقيقه ۱۰ مدت ــانتيگراد به س درجه ۱۲۱ دماي در ــده و ش ريخته

باكتريهاي ۱۸ ساعته كشت از با ميليليتر۵ ارلن سه شدند.
 Pseudomonas acidovorance، Enterobacter aerogenosa،  
بالائي جامد قدرت محلول كنندگي ــت كش محيط در كه E.agglomerans
ــتاندارد اس ۳ (معادل *۱۰۶ cell/ml باكتريها ــدند. غلظت ش تلقيح ــتند، داش
ــده ش گرفته نظر در كنترل عنوان به ارلن يك بود. فارلند) مك ۱ ــماره ش
و شده سانتيگراد گرمخانه گذاري درجه ۲۵ دماي ــد. ارلنها در نش تلفيح و
هر به شد ملاحظه باكتريها از مناسبي ماكروسكوپي ــد رش كه ۴ روز از پس
مجددا ها ارلن ــدند. اضافه ش Lipidium spp عدد بذر ها۲۰۰ ارلن از كدام
روز گياهان ۱۴ از پس و شده گذاري گرمخانه سانتيگراد درجه دماي ۲۵ در
گياهان كنترل با و اندازهگيري آنها ــفات فس و وزن خشك ــده، ش برداشت
آبي موليبدات سنجي رنگ روش از ــتفاده با اس ميزان فسفات شد ــه مقايس
گرمخانهگذاري ۲۴ ساعت از پس نمونهها نيز وزن خشك ميزان شد. تعيين

شد (۳،۱). تعيين سانتيگراد ۱۰۵ درجه در

نتايج
خاك فيزيكوشيميايي تجزيه از حاصل نتايج

پلاتهاي  ــاك خ ــيميايي فيزيكوش ــخصات مش ۲ ــماره ش جدول در
پلاتها از كدام هر سطحي خاك تجزيه است شده آورده شده نمونهبرداري
، كل فسفر الكتريكي، ميزان هدايت ــيديته، اس خاك، بافت ــان مي دهد نش

بود. پلاتها متفاوت از هريك در آلي كربن و فسفر محلول
نشان  ــفات فس كننده محلول باكتريهاي ــازي جداس از حاصل نتايج
باكتريهاي محلول داراي ــده ش آزمايش خاك نمونههاي تمام كه مي دهد
هاله شفاف ايجاد با كه اين باكتريها شماره ۱ شكل در بودند. كننده فسفات

EC
ds/m

PH
در فسفر
دسترس

ppm

كل فسفر
ppm

مواد ٪
آلي

بافت شن ٪ سيلت ٪ رس ٪
عمق
Cm

پلات

۰/۲۲۹ ۷/۱ ۲۲/۵ ۶۲۰ ۱/۸ رسي ۲۴/۷۶ ۳۰/۶۴ ۲۴/۶ ۱۰-۳۰ ۱ شماره

۰/۴۴ ۵/۸۴ ۴/۷ ۵۹۵ ۰/۸ رسي ۸/۱۴ ۳۶/۵۲ ۵۵/۳۴ ۱۰-۳۰ ۲ شماره

۰/۴۴ ۶/۵۹ ۱۴/۸ ۶۱۰ ۱/۲۵ رسي ۱۲/۳۳ ۳۱/۳۴ ۵۶/۲۴ ۱۰-۳۰ ۳ شماره

۰/۲۲۵ ۷/۳۷ ۶/۵ ۶۰۰ ۱/۶۵ رسي ۲۸/۷ ۲۸/۲۵ ۴۶/۰۲ ۱۰-۳۰ ۴ شماره

پلاتها خاك شناسي مشخصات – ۲ شماره جدول

... باكتريهاي شناسايي و جداسازي
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۱۳۸۳ زمستان ،۶۵ شماره

و سازندگي ۶۱پژوهش

اين تعداد ند. ا ــده ش داده ــوند نشان داده ميش ــخيص تش كلني اطراف در
تعداد دارد. بستگي فيزيكوشيميايي خاك شرايط و به بوده متغير باكتري ها
هر در ــلول س ۱/۷ – ۲/ بين ۳ ۱۰*۸۸ ــفات فس كننده باكتريهاي محلول
ــكيل تش را خاك باكتريهاي ۲-۱ ٪ كل حدود و ــوده متغير ب خاك ــرم گ

.(۳ شماره ميدهند(جدول
باكتريهاي  از ــياري بس كه ــان داد ــايي باكتريها نش شناس ــد  فرآين
شناسايي مختلف باكتري نوع ۹ مجموع در و بوده هم شبيه شده جداسازي
در بود . پلاتها ــه از بقي بيش ۱ ــماره پلات ش در باكتريها ــد كه تنوع ش
كدام هر در فراواني آنها و شده شناسايي نوع باكتريهاي ۴ ــماره ش جدول
باكتريهاي ميشود كه ملاحظه همان طور ــت . اس ــده ش آورده از پلاتها
منفي ــرم گ به باكتريهاي ــق همگي متعل ــده ش ــايي شناس ــازي و جدا س

۲ گونه انترو باكتر ، ــودوموناس س گونه ــامل۳ ش بوده و
، باكتريوم بروي ، ژنز ــي جنسهاي آلكال از ــك گونه ي و

است. بوده باسيلوس اكتينو و گزانتوباكتر
تري ) ــفات فس منبع دو ــلال انح از حاصل ــج نتاي
شماره جدول در آپاتيت) هيدروكسي و فسفات ــيم كلس
ــتر بيش ميدهد كه ــان نش نتايج ــت. اس ــده ش آورده ۵
آپاتيت هيدروكسي قادرند ــده ش ــازي جداس باكتريهاي
را است محيط در آلي غير ــفات فس منبع كه فراوانترين
استفاده قابل شكل به را ــفر فس در نتيجه كرده و محلول
از بيش ــودوموناس س گونههاي توانايي ــد. نماين تبديل

بود. گونهها ساير
سمت به مجموع در ــور كش خاكهاي از آنجايي كه
فعاليت ــي بررس مي روند. پيش ــدن ش قليايي و ــور ش
ــازي جداس ــاي باكتريه در ــفات فس ــي محلولكنندگ
مختلف هاي اسيديته ) محيطي سخت شريط در ــده، ش
باكتريهاي بيشتر داد كه بالا) نشان هاي نمك غلظت و
خاكهاي قليايي نيز عملكرد ــازي شده قادرند در جداس
باكتريها به ــت مقاوم .( ۶ جدول ) كنند ــظ حف را خود
بود. بيشتر قليايي شرايط با ــه در مقايس اسيدي شرايط
ــازي باكتريهاي جداس ٪۷۵ تقريباً كه داد ــان نش نتايج
فقط اما تحمل نمايند را غلظت نمك ۵/ ٪۲ قادرند شده
ــتند(جدول هس فعال ٪۷/۵ نمك غلظت در ــا آنه ٪۲۵
سخت به شرايط باكتريها كه بالايي ــبتاً مقاومت نس .(۷
ــيل پتانس دهنده ــان دادند نش ــان نش خود از ــي محيط
با هايي زمين در ــتي از آنها به عنوان كود زيس ــتفاده اس

شرايط نامناسب است.
ــفات فس ميزان و ــك خش ماده مقدار ۸ ــدول ج در
ــده آورده ش ــك ماده خش در گرم ميكروگرم ــب حس بر
با ــده ش ــان ميدهد كه گياهان تلقيح نش ــت. نتايج اس
ــك خش ــفات داراي وزن فس كننده محلول باكتريهاي
گياه مورد در ــط ميزان فق ــه اين ج اگر بودند ــري بالات
دو از بيش ــيار بس P. acidovovance ــا ب ــده ش ــح تلقي
نيز فسفر ميزان ديگر از طرف ــت. اس باكتري ديگر بوده
دو از بيش PSB همين با ــده ش تلقيح گياهان ــورد م در

است. بوده ديگر باكتري
بحث

كاربرد كه شيميايي كودهاي جاي به زيستي كودهاي از استفاده امروزه
و روز ميشود توصيه مي شود فراواني محيطي زيست آسيبهاي آنها موجب
استفاده و تهيه در اولين گامها از يكي پيدا ميكند. بيشتري اهميت روز به
آنها از استفاده و ناحيه يك در آنها وجود پتانسيل بررسي زيستي كودهاي از
ناحيه يك از شده جداسازي ميكروارگانيسمهاي زيرا ــت اس ناحيه در همان
خواهند بهتري ــي كاراي و بوده ــازگارتر س ناحيه همان محيطي ــرايط ش به
ميكروارگانيسمهاي پتانسيل بررسي جهت در حال به تا ــفانه متأس داشت.
باكتري هاي بررسي اين در است. نگرفته صورت گستردهاي تحقيقات مفيد
نامحلول تركيبهاي ــول نامحل ــفات فس قادرند كه ــفات فس كننده محلول

در شفاف داشتن هاله با كه فسفات كننده محلول تصوير باكتريهاي -۱ شكل

ميشوند داده تشخيص ها كلني اطراف
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۱۳۸۳ زمستان ،۶۵ شماره

سازندگي و پژوهش ۶۲

كل باكتريهاپلات فسفاتتعداد كننده محلول باكتريهاي
۱ ۱۰* ۴/ ۲پلات ۵۲ /۸۸ *۱۰ ۳

*۶۵/ ۱پلات۲ ۱۰ ۵۱ /۷ * ۱۰ ۳

۱/۸۷پلات۳ *۱۰۵۳ /۰۸۵ *۱۰ ۳

* ۴/ ۱۰۵۲*۲پلات۴ ۱۰ ۳

۱ ۲پلات ۳پلات ۴پلات باكتريپلات سويه

++++Pseudomonas acidovorance

++_+Pseudomonas vesicularis

Pseudomonasـ+++ fluorescence

Enterobacter agglomeransـ+ـ+

.Alcaligenese sppــ++

Bravibacteriumـ++ـ spp.

Enterobacterـــ+ aerogenes

Actinobacillus+ــ+ spp.

Xanthobacterـ+ـ+ spp.

آپاتيت كلسيمهيدروكسي فسفات باكتريتري سويه

++Pseudomonas acidovorance

++Pseudomonas vesicularis

++Pseudomonas fluorescence

++Enterobacter agglomerans

Alcaligenese+ـ spp.

Bravibacterium+ـ spp.

Enterobacter aerogenes+ـ

Actinobacillus+ـ spp.

++Xanthobacter spp.

براي گياهان درآورند ــتفاده اس قابل و محلول ــكل ش به را معدني
است. و شناسايي شده جداسازي

مطالعه ــاك خ در تمام نمونه هاي ــه ك ميدهد ــان نش نتايج
اگرچه ــتند داش ــفات وجود فس كننده محلول باكتري هاي ــده ش
) را ــاك (۲ -٪۱ ــاي خ باكتريه ــت جمعي ــي از كوچك ــش بخ
PSB ممكن جمعيت بودن ــم ك از دلايل يكي ميدهند. ــكيل تش
الككردن۵) ) جداسازي در ــتفاده اس مورد روش محدويت ــت اس
روش اين از ــتفاده اس ــد. باش ــفات فس باكتري هاي محلولكننده
استفاده به قادر كه دارد كاربرد باكتريهايي ــازي جداس در فقط
محلول شكل به ــيم را كلس ــفات تريفس و بوده كربوهيدراتها از
از منبع كه ــمهايي ميكروارگانيس روش اين در ميكنند. ــل تبدي
نيز باكتري هايي و كربوهيدرات استفاده ميكنند غير از به ديگري
آلومينيوم و ــن آه نند ما ديگر ــفاته فس هاي تركيب قادرند ــه ك
با البته ــوند. نميش ــايي شناس و ــازي جداس ميكنند ــول محل را
استفاده خاك ــمهاي ميكروارگانيس وسيع ــيار بس طيف توجه به
براي تمام را ــد رش ــرايط ش كه بتواند ــت كش محيط نوع ــك ي از

.(۱۶) نيست ممكن آورد فراهم خاك ميكروارگانيسمهاي
در را خوبي توانايي ــازي جداس ابتداي در ها ــويه برخي از س
ــت بار كش چند از پس ــان دادند اما خود نش ــفات از انحلال فس
از خود را شناسايي توانايي سازي و مراحل خالص طي متوالي در
البته .(۱۶،۱۲) است شده گزارش مشابهي مشاهدات دادند. دست
ــان ميدهد نش كه يافت افزايش ــويهها س فعاليت موارد برخي در
از شدهاند. باكتريها سازگار ــفر فس به كمبود سويهها اين احتمالاً
كه جداسازي شدند متفاوت فيزيكوشيميايي شرايط خاك هايي با
توجه با . (۱۹) ــاي محققين ديگر مطابقت دارد امر با يافتهه اين
نظر است به رسي و يكسان هر چهار پلات خاك در بافت اينكه به
فراواني در موثر عوامل از يكي دسترس در ــفر فس ميزان مي رسد
فسفر مقدار نسبي بودن يكسان وجود با زيرا ــد. باش باكتريها اين
قابل تفاوت ــلات چهار پ در ــترس دس در ــفر فس ميزان بين كل
محلول باكتريها اين كه نقش از آنجايي ــت. داش وجود ملاحظهاي
كمتري تعداد وجود نتيجه در ــت اس ــفر كردن منابع طبيعي فس
كمتر دسترس در ــفر فس ميزان با محيطهايي در باكتريها از اين
بالاتري از ميزان وجود ديگر ــارت عب به ــت (۴) نيس دور از انتظار
در باكتريها اين ــتر نشان دهنده فراواني بيش ــترس فسفر در دس
كل تعداد ميتواند محدود كننده ديگري كه عامل . ــت اس محيط
بيشتر زيرا است خاك مواد آلي ــد ميزان باش PSB نيز باكتريها و
بوده از نوع هتروترف فسفات كننده ــم هاي محلول ميكروارگانيس
طوري دارند.به نياز كربن منبع عنوان به آلي مواد به رشد براي و
(٪۱/۸) ــي آل مواد صد در ــترين بيش با ۱ ــماره ش ــلات پ در ــه ك
آلي مواد از با درصد كمتري پلات شماره۳ در و تعداد ــترين بيش
جمعيت بر ــر موث عوامل از دارند. ــود كمتري وج ــاي باكتريه ،
خاك شوري ميزان هرچه است. خاك ــوري ش خاك باكتري هاي
آن در ــدن ش ــاكن س به ــتري قادر بيش ــد باكتري هاي باش كمتر
فراواني ــه بر ك ــت اس ديگرعواملي از خاك واكنش بود. ــد خواهن
قليايي تا خنثي pH در طرف باكتريها يك از دارد. تاثير ــا باكتريه

فسفات كننده محلول باكتريهاي تعداد و كل تعداد -۳ شماره جدول

پلاتها از هريك در وجود آنها و شده شناسايي فسفات كننده باكتريهاي محلول شماره۴- جدول

جدولشماره۵-عملكردباكتريهايمحلولكننده فسفات درانحلالتريفسفاتكلسيموهيدروكسيآپاتيت
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۱۳۸۳ زمستان ،۶۵ شماره

و سازندگي ۶۳پژوهش

باكتري سويه pH= ۵ pH= ۶ pH= ۷ pH= ۸ pH= ۹ pH= ۱۰

Pseudomonas acidovorance + + + + + +
Pseudomonas vesicularis _ + + + + +

Pseudomonas fluorescence + + + + + +
Enterobacter agglomerans + + + + + _

Alcaligenese spp. _ _ + + + +
Bravibacterium spp. _ _ + + + _

Enterobacter aerogenes _ + + + _ _
Actinobacillus spp. + + + + + +
Xanthobacter spp. + + + + + _

باكتري سويه NaCl ۲/۵٪ NaCl ۵٪ NaCl ۷/۵٪

Pseudomonas acidovorance + + +
Pseudomonas vesicularis + + _

Pseudomonas fluorescence + + +
Enterobacter agglomerans _ _ _

Alcaligenese spp. + + _
Bravibacterium spp. _ _ _

Enterobacter aerogenes + _ _
Actinobacillus spp. + + _
Xanthobacter spp. + + _

باكتري سويه ميزان فسفات وزن خشك

Pseudomonas acidovorance  ۹۲۳µg P /g dry wt ۰/۵۶۲ 
Enterobacter agglomerans ۶۵۷µg P  /g dry wt ۰/۲۲۵

Enterobacter aerogenes ۷۱۱µg P  /g dry wt ۰/۳۹۷

Control ۶۷۴µg P  /g dry wt ۰/۳۸۹ 

مورد ــت كش pH محيط ديگر ــرف و از ط ميكنند ــد رش ــر بهت
باكتريهاي تعداد نتيجه ۷/۲ است در ــازي جداس براي استفاده
pH به آن شبيه pH ۱ كه شماره پلات در فسفات محلول كننده

بود. ساير پلات ها از است بيش محيط كشت
هيدروپونيك نشان محيط در گياهان ــد رش به مربوط نتايج
بيش از PSB شده با تلقيح گياهان فسفر ــك و خش وزن كه داد
دهنده امكان نشدهاند. كه نشان ــت كه تلفيح اس كنترلي گياهان
است. محققان ــتي زيس عنوان كود اين باكتريها به از ــتفاده اس
ــفر فس غلظت توليد بيومس و بر PSB ــرات زمينه اث در ــادي زي
موارد بسياري از در ــده ش ارائه نتايج اما كرده اند كار در گياهان
ملاحظه قابل افزايش ــكاران (۵) هم Asea و ــت. بوده اس متضاد
PSM با شده گياهان تلقيح بيومس توليد فسفر و جذب در را اي
به را مثبتي ــج نتاي ديگر محققان كه ــي حال در كردند ــزارش گ
نتايج ميرسد بهنظر .(۱۳) نكردند مشاهده گياهان تلقيح دنبال
قرار ــياري بس زنده و غير زنده تاثير عوامل تحت آزمايشها اين
گياهان تلقيح نتايج بيني پيش ميشود باعث آنها مجموع و دارد

.(۷،۵) باشد ممكن سختي به PSM با
بالاي دهنده توانمندي نشان آمده ــت بدس نتايج مجموع در
ــتي زيس كودهاي توليد امكان نظر نقطه از واز جنگل هاي خاك
شده جداسازي باكتريهاي توانايي هاي بيشتر شناخت اما است
زيست جنبههاي ويژه ــتر دارد. به بيش مطالعه و ــي بررس نياز به
توجه مورد ــتر بيش بايد ــلول س متابوليك و فرآيندهاي مولكولي
ميتواند فسفات ــمهاي انحلال مكانيس گيرد. شناخت بهتر قرار
فسفر نظر از كه خاكهايي حاصلخيزي براي آنها از ــتفاده در اس

باشد. موثر بسيار هستند فقير

ها پاورقي
۱-Phosphate solubilizing Microorganisms
2-Phosphate solubilizing bacteria
3-Serial dilution
4-Cyclohexemide
5-Screening 
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