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  چکیده

اسرتفاده کننرده فسرفا  از باکتريهرای ل شروند غالباً به فرر  ررانولره تهیره میکه کودهای میکروبی فسفاته در فرمولاسیون 

باشد. برر ها میررانول فرايند تهیه و خشک نمودن، از بین رفتن باکتريها در اين نوع کودهای تولید محدوديتجمله از  .شودمی

تحم  دمرايی و توانرايی انحر ل کننده فسفا  مقاو  به دما شد، و اقدا  به جداسازی باکتريهای ل اين اساس در اين تحقیق، 

 پنج از های بومی مورد ارزيابی قرار ررفت. باکتری جدا شده از خاک 3در  کلسیم فسفا (فسفا  و تری )از منابع سنگفسفا  

در ( قراRPS9و  RPS7با قابلیت تولید هاله شفاف تنها دو باکتری ) (RPS9و  RPS4 ،RPS6 ،RPS7 ،RPS8 هایجدايه)باکتری 

به ترتیب برا  RPS9و  RPS4باکتری محلول انح ل فسفا  کم . دربودند ساعت66بمد   درجه سانتی رراد 55 دمایبه تحم  

مانی نیز نشان نتايج زنده. کنندری را از خود نشان دادندرر  بر لیتر بیشترين میزان ل میلی 8/596و  7/553دارا بودن مقدار 

 شناسايی .کاهش يافتماه  4 بهيی ماه و در لالت تیمار دما 6تا بدون تیمار دمايی مانی جمعیت میکروبی در لالت داد که زنده

  .هستند Pantoea agglomerans رونهمتعلق به جدايه که هر دو لاکی از آن بود  RPS9 و  RPS7مولکولی 

 دما به مقاو فسفا ،  کنندهکود میکروبی فسفاته، باکتريهای ل های کلیدی: واژه
 

  مقدمه

که شود ده میستفای فسفره اهادکومورد نیاز از تأمین فسفر ای رست. بن اریاهاای بروری ضرو عناصر مهم از فسفر يکی 

های اصلی تولید بیشتر محصولا  از چالششود. رج میخاه ریاس سترل درآمده و از دنامحلوصور  ک، بهخادر شرايط 

 ا ررثا ر،ورکش جرارخ از دورک درخري ایررب افرز ارزی یهاهزينه از رذشته ،فسفاته یهادکو يهروبی فمصر کشاورزی است.

 ربو تجمع ل،محصو دعملکر کاهش ،يیاغذ عناصر دلتعا ردنخوبهم به انتومی ا ثرا ينا جمله از. دارد لنباد به نیز ریيانباز

 دنکر مخت  ،يشهر توسط هنآ بجذ از ممانعت ک،خا در هنآ نشد کغیرمتحر ،مس بجذ کاهش ،سمیت درل در هارری در

 یرمنف ربا دياازد ل،محصو کیفیت لتنز  ،میودکا به کخا ریدلوآ ،يشهر نشد يیايزرمیکو کاهش ه،اری درون روی مرمتابولیس

به همین دلی  امروزه  .(6981 ملکوتی و وازی)خا دنمو رهشاا نفیکاسیووترا هپديد وزبر و فسفر به هاآب ریدورلآ و کارخ

 .(Leach and Mumford, 2008است )يست سوق پیداکرده زیطمح با سازرارهای پايدارتر و عملیا  کشاورزی به سمت روش

 بسیار جالب ذاتی هایقابلیتبه  و نیز توجه شیمیايی کودهای رويهبی از مصرف ناشی محیطیزيست و اقتصادی بروز مشک  

 یقاتیتحق هایزمینه ترينو کاربردی نيتراز مهم يکی که ررديده ها موجبمیکرواررانیسم ويژهو به خاکزی موجودا  و متنوع

 باشد.  زيستیتولید کودهای  برای روز، ت ش علمی در مطالعا 

تواند ضمن شوند که استفاده صحیح از آنها میکودهای زيستی يکی از مهمترين اجزاء کشاورزی آلی و پايدار محسوب می

صرف بعضی از انواع کودهای شیمیايی و در نتیجه لفظ محیط افزايش عملکرد کمی و کیفی محصولا  کشاورزی، کاهش م

. کودهای میکروبی نیز نوعی از کودهای زيستی هستند که در (2161)سلیم پور و همکاران  زيست را نیز به دنبال داشته باشد

روبی مهم، کود میکروبی شود. يکی از کودهای میکهای مفید بهره برده میمعدنی از میکرواررانیسم -آن بر بستری از مواد آلی

آن با توجه به اهمیت فسفر به عنوان يکی از عناصر غذايی پرمصرف برای محصولا  کشاورزی، استفاده از که باشد فسفاته می

. کود میکروبی فسفاته ممکن است به صور  پودری يا ررانوله استفاده شود که در (2161)ناظری و همکاران  مورد توجه است

جهت خشک نمودن کود تولیدی لرار  م يم از ممکن است دهنده سازی، بايستی پس از اخت ط اجزاء تشکی فرايند ررانول
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چنین  ( شرايط برای بقا باکتری نامناسب است.%4، همچنین اين نوع کود به دلی  دارا بودن رطوبت اندک )لدود استفاده شود

های متنوع و ابتکاری برای رذر از اين خواهد شد. بدين خاطر روش باعث از بین رفتن باکتريهای افزوده شده به بسترشرايطی 

 ع وه بر، تا مد نظر قرار ررفتارزيابی چندين باکتری مختلف ضمن جداسازی، ریرد. در اين پژوهش مرلله مد نظر قرار می

کلسیم فسفا  و تری سنگ) های انح ل فسفا  در محیط اسپربر جامد و مايع در لضور منابع مختلف فسفرریریاندازه

ضرور  دستیابی به يک رونه میکروبی کارآمد با زمان ، تراکم جمعیت باکتری و ماندراری آن بر بستر سنجیده شود. فسفا (

موضوع اين تحقیق است و ضرور  پرداختن به آن ررانوله ماندراری بالا و قابلیت کاربرد بعنوان کودهای میکروبی فسفاته 

باشند و تحقیقا  اندکی در اين زمینه صور  ررفته ها کمتر در دسترس میل لاضر اين نوع از باکتریشود. در لاالساس می

 .ها پرداخته شده استلذا در اين تحقیق به اين جنبه ،است

 

 ها مواد و روش

 کننده فسفات مقاوم به دماهای حلباکتریجداسازی 

 سپس ساعت( و  66رراد بمد  درجه سانتی 55برداری شده تیمار دمايی اعمال شد )دمای ابتدا بر روی خاکهای نمونه

میکرولیتر بر  611تکرار به میزان  2( در 61-6و  61-7، 61-8، 61-3تهیه شد و از چهار رقت پايانی )رقت  آنها های رقتسری

در  موردنظرهای بعد از رسترده نمودن سوسپانسیون میکروبی از رقت انتقال داده شد. Sperberروی محیط جامد اختصاصی 

رشد  توانايیها و در ادامه مقاومت به تیمار دمايی اولیه خاک بر اساسغربالگری  ،هاو ظاهر شدن کلنی اسپربر محیط کشت جامد

ها اقدا  به جداسازی فنوتیپ و ريخت کلنی باکتری اف(،انح ل فسفا  کم محلول )تشکی  هاله شف، در محیط اسپربر جامد

  .ها شدباکتری

 اعمال تیمار دمایی

 الف: .نجا  ررفتا در سه مرللهها باکتریساعت(  66به مد   ررادسانتیدرجه  55 یدما )تیمارارزيابی تحم  دمايی 

در اين لالت از هر جدايه کشت خالصی تهیه شد کشت خالص باکتری،  برداری شده، ب:تیمار دمايی اولیه روی خاکهای نمونه

 یکروبیم تیجمع نیپس از تام: باکتری افزوده شده به بستر، ج و تهیه شد ای از آن در محیط اسپربر جامدکشت نقطه و سپس

، ((رر 91( + باراس )رر 65) درورر( +  رر 45)  فسفا کخا هيبر پابستر میکروبی تهیه شده )در  (761) مناسب هیاول

  مانی ارزيابی شد.جمعیت میکروبی و زنده ششمار

 مانی باکتریی و بررسی زندهشمارش تعداد باکتر

بر استانداردهای لاکم بر  با توجه به اينکه تعداد جمعیت میکروبی فعال و زنده در مايه تلقیح میکروبی بايستی منطبق

محصولا  زيستی باشد، بدين منظور برآورد و شمارش میکروبی به عنوان يکی از پارامترهای مهم در کودهای میکروبی مورد 

ررفت. کود میکروبی تهیه شده به دو صور  مورد شمارش میکروبی قرار ررفت )الف: نیمی از کود نمونه، با لفظ بررسی قرار 

ساعت، تعیین  66درجه سانتیگراد به مد   55در دمای معمولی نگهداری شد ب: نیم ديگر پس از تحم  دمای شرايط اولیه 

-4، 61-5، 61-6های پايانی )رقت جمعیت شد(. برای مشخص نمودن جمعیت میکروبی، ابتدا سريهای رقت تهیه شد و از رقت

(. برای y 2008Motsara and Roاسپربر جامد انتقال داده شد ) میکرولیتر بر روی محیط 611تکرار به میزان  2( در 61-9و  61

ها تا لیتر آب مقطر استري  افزوده شد و ساير رقتمیلی 31رر  از کودهای میکروبی تهیه شده به  61( 61-6تهیه اولین رقت )

شد. شمارش یون میکروبی تهیه لیتر از سوسپانسمیلی 6لیتر آب مقطر استري  با انتقال میلی 3در لوله های لاوی  61-6رقت 

 ها انجا  ررفت.ماه بعد از تلقیح بر روی نمونه 6و  4، 2جمعیت در زمان شروع آزمايش )صفر(، 

 کنندگی فسفات معدنی نامحلولکمی توان حلآزمون نیمه

که در اين محیط شد ( استفاده Sperber 1958 ; Motsara and Roy 2008) Sperberبرای انجا  اين آزمون از محیط کشت 

کلسیم فسفا  و سنگ فسفا  به عنوان تنها منبع فسفر استفاده شد. برای هر به ترتیب از منابع فسفر نامحلول يعنی تری

میکرولیتر از  5شد، مرکز هر قسمت با باکتری يک ظرف پتری در نظر ررفته و سطح هر پتری به سه قسمت مساوی تقسیم 

ها درجه قرار داده شدند. تمامی پلیت 28يد، ظروف پتری تلقیح شده درون انکوباتور با دمای رردسوسپانسیون باکتری تلقیح 
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( و نیز قطر Colony Diameterروز پس از تلقیح از انکوباتور خارج شده و قطر کلنی رشد يافته ) 62و  7، 5، 9در سه نوبت 

( در روز HD/CDتوسط نسبت قطر هاله به قطر کلنی )ریری شد، م( به دقت اندازهHDهاله شفاف لاص  از انح ل فسفا  )

ای قاب  تشخیص نبود بدين خاطر نتايج آن ررديد. در استفاده از سنگ فسفا  هیچ هالهدوازدهم برای هر جدايه محاسبه 

 آورده نشده است.

 کنندگی فسفات معدنی نامحلولآزمون کمی توان حل

کنندری فسفا  هر باکتری با سه تکرار در محیط کشت اسپربر مايع کشت تر میزان ل در اين مرلله برای بررسی دقیق

دور در  621با شیک  28های لاوی محیط مايع تلقیح شده و نمونه شاهد در شیکر انکوباتور در تاريکی و با دمای شد. ارلن

سازی با آب بار رقیق 5و پس از لیتر برداشته میلی 2های لاص  مقدار ساعت قرار ررفتند. از سوسپانسیون 644دقیق به مد  

های باکتری، ررديد. در اين مرلله سلولدقیقه سانتريفیوژ  61و به مد   rpm5111لیتر( در دور میلی 61مقطر )لجم نهايی 

آوری و مقدار فسفر محلول در مايع صاف رويی به روش ذرا  معلق و فسفا  نامحلول به کمک سانتريفوژ از سوسپانسیون جمع

کلسیم (. آزمون انح ل فسفا  در لضور هر دو منبع فسفر )تریAnonymous 1980شد )ریری مولیبدا  اندازه-ا واناد

 فسفا  و سنگ فسفا ( به صور  جدارانه بررسی شد.

 شناسایی

 Sarikhani) اسرتفاده شرد 1492Rو  27Fاز آغازررهای عمومی  16S rRNAها به روش مولکولی برای شناسايی باکتری

et al., 2013). 

 نتایج و بحث

 غربالگری دمایی و انحلال فسفات کم محلول

 5کلنی باکتری با فنوتیپ مختلف بر روی محیط جامد اسپربر قادر به رشد بودند که از میان آنها تنها  3از نمونه خاکها 

نیز بعد از  جدايه 5بین اين بودند. از  (RPS9و  RPS4 ،RPS6 ،RPS7 ،RPS8های جدايهتشکی  هاله شفاف )به باکتری قادر 

قادر به رشد و  RPS7و  RPS9رذاری در محیط اسپربر جامد و اعمال تیمار دمايی، تنها دو باکتری کشت به روش نقطه

فرض آزمايش بر آن است که در فرايند تولید کود میکروبی  .بودندساعت  66رراد بمد  درجه سانتی 55دمای مانی تحت زنده

 ی در اين مد  زمانی باعث ايجاد تنش دمايی و خشکی شود. به اين خاطر اين تیمار دمايی در آزمايش لحاظ شد.چنین دماي

 

 کنندگی فسفات نامحلول باکتریهای بکاررفته درکودهای میکروبیتوان حل

 کنندگی فسفات معدنی نامحلول کمی توان حلآزمون نیمه

فسرفا  و کلسیممحلرول )تریاز دو منبع فسفا  کرمفسفا  معدنی نامحلول  ریری قطر هاله شفاف لاص  از انح لاندازه

در محرریط اسررپربر ( مشررخص کرررد کرره HD/CDو محاسرربه متوسررط نسرربت قطررر هالرره برره قطررر کلررونی )سررنگ فسررفا ( 

( HD/CDبررای نسربت ) 27/2و  61/2، 78/2به ترتیب با دارا بودن مقدار  RPS7و  RPS4  ،RPS9باکتری فسفا ، کلسیمتری

بره ترتیرب برا   RPS6و   RPS8روز قدر  بالايی در امر انح ل فسفا  معدنی نامحلول داشتند و دو باکتری 62بعد از رذشت 

ای مشاهده در محیط کشت اسپربر سنگ فسفا  هیچ هاله. های بعدی قرار ررفتند، در رتبه57/6و  34/6های دارا بودن نسبت

  .(6)شک  نشد 
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 در اسپر جامد باکتریایی هایجدایهکنندگی فسفات معدنی نامحلول توسط توان حل -1شکل 

 
 

 کنندگی فسفات معدنی نامحلولآزمون کمی قدرت حل

فسفا  تفاو  نظر انح ل از  باکتريهابین  محلول و ثانیاًبین دو منبع فسفا  کم که اولاًها نشان داد تجزيه واريانس داده

به ترتیب با دارا  RPS9و  RPS4باکتری فسفا  مايع، کلسیمدر محیط اسپربر تری. وجود دارد %6دار در سطح التمال یمعن

و  RPS8های کنندری را از خود نشان دادند و باکتریبیشترين میزان ل میلی رر  بر لیتر  8/596و  7/553بودن مقدار 

RPS7 تری . باک(2)شک   ه بعدی قرار داشتندبدر رتRPS6  کنندری فسفا  نامحلول بود )دارای کمترين مقدار لmg/l 

ررچه سنگ فسفا  به عنوان منبع فسفر مورد استفاده در  .سنگ فسفا  هم ديده شدلضور همین روند در  .(6/636

ر به انح ل فسفر از باشد اما نتايج آزمايش نشان داد که باکتريها به میزان بالاتری قادفرمولاسیون کود میکروبی فسفاته می

های های مختلف باکتريايی را برای انح ل فسفا رزارشا  متعددی وجود دارد که توانايی سويهکلسیم فسفا  هستند. تری

 دهدکلسیم فسفا ، دی هیدروکسی آپاتیت و خاک فسفا  نشان میکلسیم فسفا ، دیمعدنی نامحلول همچون تری

(Goldstein 1986.) 

 
 در محیط اسپربر مایع کنندگی فسفات معدنی نامحلولمقایسات میانگین قدرت حل -2شکل 

 

 باکتریها در کود میکروبیمانی بررسی زنده

اينکه کود میکروبی تهیه شده به دو صور  مورد شمارش میکروبی قرار ررفت )الف: نیمی از کود نمونه، با لفظ با توجه به 

سراعت، تعیرین  66درجه سانتیگراد به مد   55در دمای معمولی نگهداری شد ب: نیم ديگر پس از تحم  دمای  شرايط اولیه

لذا نتايج بخش تیمار دمايی کودهای میکروبی فسفاته نشران داد کره از میران باکتريهرای مرورد آزمرايش، فقرط  .جمعیت شد(

در بخش دمرای معمرولی جردول تجزيره واريرانس بررسری تعرداد  ند.دماندر اثر تیمار دمايی زنده  RPS7و  RPS9های باکتری
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های صفر، دو ماه، چهار ماه و شش ماه پس از تلقیح، در محریط اسرپربر  جمعیت میکروبی فعال و نیز زندمانی باکتريها در زمان

دار معنری  ًد نظرر کرامهرای مرورمانی باکتريهای بکاررفته در کودهای میکروبری برین زماننشان داد که اثر زمان بر روی زنده

رفتره در بسرترهای میکروبری در شمارش جمعیت میکروبی اولیه )زمان صفر( در دمای معمولی، همه باکتريهرای بکار باشد.می

و  RPS4 ،RPS6 ،RPS7 ،RPS8دارای جمعیت قاب  قبولی بودند و در بررسی تعداد جمعیت میکروبی در بستر اولیه، باکتريهای 

9RPS نترايج نشران داد کره همره مورد شمارش قرار ررفتند× ( 661)  5/9و  7/9، 5/9، 6/9، 5/9، 6/9های معیتبترتیب با ج .

رسد بودند که بنظر می 461و در ماه ششم دارای جمعیت  561های مورد آزمايش بعد از چهارماه دارای جمعیتی معادل باکتری

در شمارش جمعیرت فعرال کودهرای میکروبری تحرت تیمرار  باشد. های مورد آزمايش مطلوبمانی برای باکتریاين مد  زنده

برابری نسبت به بستر بدون تیمار بدون دمايی  61دمايی، نتايج نشان داد که جمعیت اولیه بستر میکروبی )در زمان صفر( افت 

و  5/4ترتیب ر بره)تیمارهای مقاو  به دما( در زمران صرف 7RPSو  9RPSداشته و بطوريکه جمعیت فعال در کودهای میکروبی 

باشند مانی میماه قادر به زنده 6در تیمارهای غیردمايی  7RPSو  9RPSبوده و علی رغم اينکه جمعیت میکروبی × ( 561)  9/4

ی باکتريهرابايستی توجه شود کره لذا  .ابديماه کاهش می 4به  مانی عم ًولی مشاهده ررديد که در تیمار های دمايی اين زنده

)در  در اثرر تیمرار دمرايیجمعیت آنها باشند ولی مانی قاب  قبولی میبا وجود اينکه در تیمار غیردمايی دارای زنده مامقاو  به د

 رسد. ماه( به زير لالت استاندارد می 4بعد از چند ماه ) های کود میکروبی(مرلله خشک کردن ررانول

( متعلق به RPS9و RPS7)هر دو باکتری مقاو  به دما  اد کهنشان د 16S rRNAبه روش ها شناسايی مولکولی باکترینتايج 

تفاده از اين باکتريهرا در صوص اثربخشی اين فرمولاسیون با اسآزمايشاتی بیشتری در خ .هستند  Pantoea agglomeransرونه

 ررفت.تا بتوان در مورد بکارریری اين باکتريها در کود میکروبی تصمیم  های ریاهی بايستی انجا  ریردکشت
 

 
در کودهای جمعیت میکروبی یا شمار  مانیزنده - 4شکل 

 های مختلفدر زمان (تیمار دمایی میکروبی )با اعمال

 
در کودهای یا شمار جمعیت باکتری مانی زنده -3شکل 

  های مختلفدر زمانمیکروبی  )بدون اعمال تیمار دمایی( 
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Abstract 

Phosphatic microbial fertilizers (PMF) which formulated using phosphate solubilizing bacteria (PSB) are being 

used in granular or powder forms. One of major limitation of these kinds of biofertilizers is decline or loss of 

PSB viable cell in the granule preparation process. Accordingly, in this study temperature tolerance and the 

phosphate solubility ability of nine isolated bacteria were evaluated. Five (RPS4, RPS6, RPS7, RPS8, RPS9) out 

of nine isolated bacteria were able to solubilize mineral phosphate (TCP and RP) but only two isolates (RPS7 

and RPS9) were resistant to temperature (55 °C for 16 h). The highest P solubility was recorded in the assay 

medium in presence of TCP which inoculated by RPS4 and RPS9 isolates (559.7 and 531.8 mg/l, respectively). 

Also results displayed that the survival of viable cell in formulated PMFs was up to 6 and 4 months in the case 

they treated without or with above mentioned temperature treatment, respectively. Molecular identification of the 

isolates RPS7 and RPS9 revealed that they belonged to Pantoea agglomerans. It seems that these isolated and 

identified bacteria are good candidate to be used in formulation of PMF. However, their interaction with plant 

under greenhouse culture and its effectiveness should be examined in other studies. 
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