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بیولوژی خاک و کودهای زیستیور مقاله: مح  

  ان گرمابیدر استخرهای پرورش ماهی کود زیستیعنوان کننده فسفات بههای حلبکارگیری باکتری
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 چکیده

اسطه تشکیل وبه  دتاًدر استخرهای پرورش ماهیان گرمابی عم ها()فیتوپلانکتون رای تولیدکنندگان اولیهقابلیت دسترسی زیستی فسفر ب

فاده از پایدار، است ل کشاورزییابد. در این راستا، برای افزایش فسفات محلول در آب منطبق بر اصوشدت کاهش میها و مواد آلی بهکمپلکس با کاتیون

ن انجام شد. مازندراتان اسپرورش ماهیان گرمابی  استخرهایبرداری از رسوبات بسیار ضروری است. با این هدف، نمونه تکننده فسفاهای حلباکتری

. به علاوه، تاثیر شناسایی شدند 16S rRNAن یابی ژها با روش توالیانجام و سپس سویه NBRIPمحیط کشت  ها با استفاده ازجداسازی باکتری

ازی سویه در آزادس نموثرتریتوانایی همچنین ها بررسی شد. ( بر رشد سویهیپرورشاستخرهای ی )منطبق با شرایط محیطی شور و  pHتغییرات دما،

 10Persianیه سو سویه جداسازی شد که از میان آن 64در مطالعه حاضر، فسفات از رسوبات در شرایط آکواریوم مورد ارزیابی قرار گرفت. 

(Pseudomonas deceptionensis )ی شتخرهای پرورمطلوبی در شرایط اس قابلیت رشد که فسفر انتخاب شد آزادسازی عنوان موثرترین سویه دربه

از گروه بدون ( بیشتر P<05/0ری )داطور معنیمیزان فسفات محلول آب بهبا تلقیح این سویه به درون اکواریم، به طور کلی نتایج نشان داد که نیز دارد. 

 استخرهایودهای زیستی برای ک عنوانبه کننده فسفاتعنوان باکتری موثر حلتوان بهمی 10Persian نتایج این مطالعه، از سویه بود. بر اساستلقیح 

 .نمودپرورش ماهیان گرمابی استفاده 

 آبزی پروریتولیدکنندگان اولیه، فیتوپلانکتون، رسوبات، فسفر، : کلمات کلیدی
 

 مقدمه
 Hypophthalmichthys) سرگنده(، Hypophthalmichthys molitrix) توفاگیف یماهشامل  یابگرم انیماه دیو تول هیتغذ

nobilis ،)کپور (Cyprinus carpioو ) آمور (Ctenopharyngodon idellaدر ) داتیبه تول میمستقریو غ میبه شکل مستق یخاک یاستخرها 

 استخرهای در( هاو سپس زئوپلانکتون هاتوپلانکتونی)ف یعیطب داتیتول شیافزا نیبنابرا .(2002و همکاران،  Boyd) استخر وابسته است یعیطب

 یماه یدر مزارع پرورشباشد. می هیاول داتیدر کنترل تول یضرور ی. فسفر از مواد مغذباشدمی یضرور اریبس یماه دیتول شیافزا یبرا یخاک یپرورش

-یاستفاده م یو آل ییایمیمختلف ش یاز کودها هیو ثانو هیاول داتیتول شیافزا تاًیفسفر( و نها ژهیومحلول در آب )به یسطح مواد مغذ شیمنظور افزابه

 رودبکار می هر هکتار به ازایتن کودهای حیوانی  12تا  10 و کیلوگرم کودهای شیمیایی 1200تا  800 در طول یک دوره پرورشکلی  طوربهشود. 

 باشد.کیلوگرم می 400تا  200، (ویژه سوپر فسفات تریپلبه)برد کود شیمیایی فسفاته ، که میزان کار(1392و همکاران،  پورغلام)

از دسترس  رسوب کرده و میزینو م میبا کلس بیصورت ترکاز فسفر به یادیز اریدرصد بس ماهیان گرمابی، یاستخرهامحیط  ییایقل طیشرا با توجه

ی مختلف هایآب، آهک یبافر ستمیو س pH میتنظ زا،یماریب هایسمیبردن ارگان نیمنظور از ببهی پرورش یدر استخرها علاوه بر این،. گرددیخارج م

(CaCO3 ،CaO  وCa(OH)2 )یدهاکو رز فسفا یمیمطالعات گزارش کردند که نهمچنین . شودیاستفاده متن(  5تا  3)تقریباً  ادیبه مقدار ز 

 90تا  75ود )حداستخر  از فسفر محلول در آب یادیز اریدرصد بس رونیاز اگردد. یس خارج مکود از دستر نیموجود در خود ا میفسفاته توسط کلس

 . گرددیمها آنو مخرب  هیرویمصرف ب موجب کودهای شیمیایی گردیده که نییپا اریبازده بسگردد و این شرایط سبب یاز دسترس خارج مدرصد( 
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 زین یوان ناخالصعنرب بهسو  کیآرسن وم،یکادمنظیر  یو سم یعناصر فلز یمعادن همواره دارا نیه اک شوندیم دیکودها از معادن سنگ فسفات تول نیا

اک و خ یو آلودگ یمسع عناصر فسفره اغلب منجر به تجم یکودها نیا ادیاست. لذا کاربرد مداوم و ز رممکنیغ باًیتقر هایناخالص نیو حذف ا باشندیم

و  Luo؛ Loeppert ،1997و  Raven؛ 1996و همکاران،  McLaughlin)نجیره غذایی به انسان برسدگردد و ممکن است از طریق زیآب م

عنوان یک هه خود بکگردد تن فسفوژیپسوم به عنوان محصول جانبی تولید می 5برای تولید هر تن کود شیمیایی فسفاته، حدود  (.2009همکاران، 

ز صرف کودها نیسیلی( و مفعلاوه انتشار گازهای گلخانه متاثر از تولید )ناشی از مصرف سوخت هبباشد. چالش محیط زیستی بزرگ در صنعت فسفات می

که خود  اشدبمی ندهیسال آ 50ی منابع سنگ فسفات طباشد. گزارشات جهانی نیز حاکی کاهش شدید عنوان یک معضل مهم جهانی مطرح میهب

درصد از  90از  دهد که بیشها نشان می. از طرف دیگر، گزارش(Middleton ،2003 و Nichols) خواهد بود هاآن دیتول ریدر مس یجد یچالش

 . گرددکودهای شیمیایی فسفاته مصرفی در ایران، وارداتی بوده که این مساله موجب وابستگی بیشتر و خروج ارز از کشور می

قلیایی و  pHکسیژنی، رسوب و ارتفاع زیاد آب روی رسوب، نوسانات ا)وجود حجم زیاد حاکم بر استخرها  ی خاصطیمح طیبا توجه به شرا نیبنابرا

 قابل ، فسفرتدار محیط زیستدوس هایو روش هاکیتکن یرکارگیلازم است با به داریپا یکشاورز نیقوان تیو لزوم رعاها آن ژهیو یتیریو مدغیره( 

 .ابدی شیدر استخرها افزا سترسد

از  (، استفادهینو معد یآل یهااز فسفر انباشته شده در رسوبات استخرها )کمپلکس نهیقابل دسترس و استفاده بهفسفر  شیافزا یهاروش نیتراز مهم

 شدنآزاد باعث ها،آنزیم آلی و سنتز اسیدهای تولید ملهج از متنوعی هایمکانیزم با هاسمیکروارگانیم. این باشدیکننده فسفات محل یهاسمیکروارگانیم

کننده حل یهاسمیکروارگانیم نیب در. (Defez ،2010و  Bianco) گردندمی دسترس قابل و محلول شکل به ول )آلی و معدنی نامحلول(محلغیر فسفر

 (.2015و همکاران،  Maitra؛ Jana ،2007)دارند فسفات قابل دسترس  شیدر افزا یینقش بسزا هایفسفات، باکتر

ر گرفته قرا توجهرد مو اریبس یباغ و یزراع اهانیفسفر به منظور بهبود رشد گ کنندهلح یهایفاده از باکترو است یجداساز ،، در جهانریاخ یهادر سال

 یهایباکتراستفاده از اما  (.2017 کاران،و هم Fallah Nosratabad؛ 1393 ،یعتیشر و آبادنصرت فلاح؛ 1382 آباد و همکاران،فلاح نصرت) است

 اهی قرار دارد. پروری در ابتدای مسیر خود قرار دارد و بیشتر در فاز تحقیقاتی و آزمایشگدر حوزه آبزیکننده فسفات حل

اغی و زراعی و همچنین رابطه از گیاهان ب بدون ریشه و معلق در آب((عنوان گونه هدف، با ساختار متفاوت پروری بهحضور فیتوپلانکتون در حوزه آبزی

ت انجام شده ی مطالعاهای کشاورزی کاملاً متمایز باشد. بررساین تحقیق نسبت به تحقیقات سایر حوزه تر بین آب و رسوب سبب شده است کهقوی

 یستی در حوزهوان کود زعنهای آبی بهکننده فسفات جداسازی شده از اکوسیستمحل یهانشان داده است که پژوهشی در ارتباط با استفاده از گونه

 باشد.عنوان اولین دستآورد پژوهشی در ایران میو از این حیث، این مطالعه بهآبزی پروری ایران انجام نشده است 

زیستی قرار گیرند. کودهای  کشاورزی تحت پوشش مصرفی کودهای از درصد 35 حداقل تا پایان برنامه باید )برنامه پنجم توسعه( مطابق اسناد بالادستی

میلیون  7/43د ، حدو2014زی ارگانیک و موسسه تحقیقات کشاورزی ارگانیک در سال بر اساس گزارش اخیر فدراسیون بین المللی جنبش کشاور

قیانوسیه و ن در اآترین مقدار هکتار اراضی کشاورزی ارگانیک در جهان وجود داشته است )حدود یک درصد از کل اراضی کشاورزی جهان( که بیش

ران زیر کشت محصولات درصد از کل اراضی کشاورزی ای 08/0بین المللی، تنها حدود باشد. بر اساس گزارش این دو نهاد ترین آن در آفریقا میکم

ایران در  از این حیث، ها به این محصولات اختصاص دارد.درصد سطح زیر کشت آن 3تا  2های پیشرو باشد، این در حالی است که در کشورارگانیک می

الادستی بق اهداف برنامه پروری در تحقن کاربرد مکمل زیستی باکتری فسفاتی در مزارع آبزیرا دارد. بنابرای 84کشور مورد مطالعه رتبه  172بین 

 کشور نیز ضروری است. 

ن )غالباً ارزا یستیز یکودها یایمزا نیو همچن (کشور یپروریآبز تولیدات درصد از 50)حدود  در کشور یگرماب انیماه دیتول یبالا لیبا توجه به پتانس

همچنین به  باشد. دیمف رایور بسدر کش داریپا یپروریبه اهداف آبز دنیرس یبرا تواندینوع کودها م نیا طبیعت و پایدار(، استفاده از اب گامقیمت، هم

در د و فروش کودهای زیستی هکتار( بازار مناسبی برای تولی 50835رسد با توجه به مساحت بالای زیر کشت ماهیان گرمابی در کشور )تقریباً نظر می

 حوزه آبزی پرورش وجود داشته باشد. 
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تلاش  مطالعه حاضر در ایی استخرها،در استخرهای ماهیان گرمابی و شرایط قلی( Ca-Pترکیبات کلسیم فسفات ) لذا با توجه به وجود ترکیبات نامحلول

سازی و شناسایی شوند. سپس ی مازندران جدا( از رسوبات استخرهاTCPکلسیم فسفات )موثر بر انحلال تری فسفات کنندهحل هایشد که باکتری

( ارزیابی گردد. در pHدر محیط کشت جامد و مایع و مقاومت به شرایط محیطی )دما، شوری و  TCPها در آزادسازی فسفر از توانایی این باکتری

ده شرایط کنترلاریوم )شمحیطی( در شرایط آکوترین سویه )توانایی بالای انحلال فسفر و رشد در دامنه وسیعی از پارامترهای نهایت تأثیر موثر

  .بررسی شد آزمایشگاهی( بر سطح فسفات محلول آب

 

 هامواد و روش

 های حل کننده فسفاتبرداری و جداسازی باکترینمونه
با  1395ر سال ستان مازندران ددر نواحی مرکزی ا مزرعه پرورش ماهی 30کف  متری رسوباتسانتی 10تا  0برداری از عمق نمونه برای

 .(1شد )شکل  استفاده ، آلمان(Hydro-Biosوین )گرب ون بردارنمونه های جغرافیایی یکنواخت ازها و طولتوجه به عرض

 

 

 
 برداری در استان مازندران. نقاط نمونه1شکل 

 

 هایکیسه درون در رسوب هاینمونه. دشدن مخلوط هم با سپس و انجام استخر مختلف نقاط از متعددی هایبردارینمونه واحد، نمونه یک تهیه برای

 ت خاک و آب کشورکننده فسفر در موسسه تحقیقاهای حلفرآیند جداسازی و شمارش باکتری. شد منتقل آزمایشگاه به یخ مجاورت در پلاستیکی

عنوان لسیم فسفات به، ترکیبات کpHط قلیایی انجام شد. با توجه به شرایط مدیریتی استخر )آهک پاشی، کوددهی آلی و معدنی و غذادهی( و شرای

ت از محیط کش فاتفسکننده لحهای رو، در این مطالعه برای جداسازی و انتخاب باکتریباشد. از اینترین ترکیبات معدنی نامحلول فسفر مطرح میمهم

NBRIP حاوی تری( کلسیم فسفات استفاده شدHu  ،به2010و همکاران .) گرم از  10ابتدا  کننده فسفرهای حلو شمارش باکتریمنظور جداسازی

و برگشت قرار داده شد.  دقیقه بر روی تکان دهنده رفت 15درصد اضافه و به مدت  85/0لیتر آب نمک استریل میلی 90شده به نمونه رسوبات هموژن

( و 1)جدول  ( پخش شد7=pH) NBRIPیط کشت جامد میکرولیتر در سه تکرار روی مح 100تهیه و از هر رقت  10-8های متوالی تا سپس رقت

از ویژگی  اتکننده فسفهای حلداسازی و شمارش باکتریمنظور جطور کلی به. بهداری شدندگراد درون انکوباتور نگهدرجه سانتی 28ها در دمای پلیت

-های تشکیلها، کلنیهای مورفولوژیکی کلنیات و تفاوت(. همچنین با توجه به خصوصیNautiyal ،1999تشکیل هاله در اطراف کلنی استفاده شد )

 سازی شدند.ر خالصدر محیط کشت عمومی نوترینت آگا با استفاده از لوپ آزمایشگاهی استریل برداشت و NBRIPدهنده هاله در محیط کشت جامد 
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 NBRIPمحیط کشت ترکیبات تشکیل دهنده  .1جدول 

 (g.L-1مقدار ) ماده شیمیایی

2MgCl 5 

O27H4.MgSO 25/0 

KCl 2/0 

4SO2)4(NH 2/0 

2)4(PO3Ca 5 

 10 گلوکز

 15 آگار

 

-تری حاوی امدج NBRIP کشت محیط در کنندگیحل شاخص از جداشده هایسویه فسفر انحلال توانایی مقایسه برای هاسویه سازیخالص از پس

 این درد. ش استفاده مایع NBRIP کشت محیط کشت محیط در فسفات زیرهاسا میزان همچنین و( نامحلول معدنی فسفات منبع) فسفات کلسیم

 در باکتریایی هایسویه از یک هر هاسویه جمعیت سازییکسان منظوربه ابتدا جامد کشت محیط در هاسویه کنندگیحل توانایی مقایسه برای راستا

 به جامد شتک محیط در( مایع) کشت محیط این از میکرولیتر 10 سپس. شدند داده کشت ساعت 48 مدت به( مایع)  براث نوترینت کشت محیط

 به هاله قطر نسبت اساس بر اهسویه موثرترین نهایت در(. تکرار سه) شد داده کشت اینقطه صورتبه گرادسانتی 30تا  28 دمای در ساعت 120 مدت

 کلنی قطر به هاله قطر بتنس که ایجدایه شاخص این اساس بر (.Nautiyal, 1999) شد شناسایی( 1 رابطه) کنندگیحل شاخص عنوان به کلنی قطر

 .داشت خواهد بالاتری کنندگیحل قدرت باشد، داشته بیشتری

 کنندگیحل شاخص=  هاله قطر /کلنی قطر  1 رابطه

 استفادهNautiyal (2001 )و  Mehta روش به NBRIP مایع کشت محیط از باکتریایی هایسویه توسط شدهحل فسفات کمی گیریاندازه منظوربه

 به ،NBRIP مایع کشت محیط لیترلیمی 25 حاوی هایارلن از( 1-2×108 جمعیت) باکتریایی هایسویه ساعته 48 کشت از میکرولیتر 100 ابتدا. شد

 درجه 28 دمای در وزر 7 مدت به( کشت محیط حاوی) هاارلن. شد منتقل NBRIP کشت محیط لیترمیلی 80 حاوی لیتریمیلی 250 هایارلن

 با دقیقه 10 مدت به شتک محیط از لیترمیلی 2 سپس. شدند دارینگه( شیکردار انکوباتور) برگشت و رفت دهنده-تکان انکوباتور درون گرادسانتی

(. Mehta and Nautiyal, 2001) گردید گیریاندازه آبی مولیبدات روش با روییمحلول فسفات و شد سانتریفوژ دقیقه در دور 10000 سرعت

 کشت، هایمحیط در لولمح هایفسفات مقادیر بر اتوکلاو اثر بررسی منظوربه. شد شمارش پلیت درون شمارش روش از استفاده با هاباکتری جمعیت

 .  شد گیریاندازه( کنترل گروه) باکتری بدون کشت محیط در محلول فسفات مقدار

 

 ده فسفاتکننشناسایی مولکولی موثرترین سویه حل

( از کیت استخراج DNAابتدا برای استخراج ماده ژنتیکی ) rRNA S16یابی ژن های موثر با استفاده از روش توالیمنظور شناسایی مولکولی سویهبه

 F27 رفت آغازگرهای عمومی منظور تکثیر ژن مورد نظر ازژنوم باکتریایی )سیناپیور، سیناژن، ایران( استفاده شد. به

(AGAGTTTGATCMTGGCTCAG) و برگشت  R1492 (GGTTACCTTGTTACGACTT ،)نوکلئوتیدهای سه ریبوکسی ئود

مراز ای پلی(. واکنش زنجیره4-3گردید )جدول استفاده استخراج شده  DNAتک پلیمراز و  DNA(، MgCl2(، منیزیم کلراید )DNTPs) فسفاته

(PCR در حجم نهایی )50 ( میکرولیتر انجام شدWeisburg  1991همکاران، و .) برنامهPCR  95صورت چرخه نخستین با دمای چرخه به 30دارای 

 درجه 53دقیقه، دمای  1به مدت  گرادسانتیدرجه  94شدن دمای واسرشتآن  دقیقه، در پی 4به مدت  شدن ابتدایی(گراد )واسرشتسانتیدرجه 

شدن )طویل یک چرخه اضافینیز در پایان  انجام شد ودقیقه  1درجه به مدت  72شدن طویل( و دمای شدنجفتدقیقه )دمای  1به مدت  گرادسانتی
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درصد واجد  1به ژل آگاروز PCR حصولات م اطمینان از تکثیر باند مورد نظر، جهت. شددقیقه انجام  7به مدت  گرادسانتیدرجه  72دمای  در نهایی(

SimplySafe به یابی جهت توالی تکثیر شده هقطع .منتقل و الکتروفورز گردیدند یدهای نوکلئیک(آمیزی اس)جایگزین اتیدیوم بروماید برای رنگ

بانک  در های موجودبا توالی مورد نظر توالی مقایسه) 2های بدست آمده با استفاده از ابزار بلاستتعلق توالی کره جنوبی ارسال شد. 1شرکت بایونیر

از  منظور انجام عمل بلاست. بهها پرداخته شدهای آنو به بررسی یافته( انجام مورد نظر دارد که بیشترین شباهت را با توالی( NCBIجهانی ژن )

 ContigExpressافزار شده توسط نرمشود( ساختهمی ساخته 5برگشت و 4رفت هایتوالی گذاریهم از کنار که DNA از ایپیوسته )توالی 3کانتیگ

و از طریق پایگاه الکترونیک ها دریافت شد و شماره دسترسی سویهثبت ( NCBIجهانی ژن )در بانک شده یشناسای توالی سویه استفاده شد. 11.5.3

 .دنباشاین بانک قابل دستیابی می

 

شده( بر اساس توانایی انحلال در محیط کشت مایع و توانایی رشد و تکثیر در شرایط ی شناساییسویه 11ترین سویه )از بین نتخاب موثرا

  و شوری( pH )دما، مختلف محیطی

ایع و مر محیط کشت شده به روش مولکولی( از معیار میزان فسفات محلول دهای شناساییترین سویه )بین سویهمنظور انتخاب موثربه

 و شوری استفاده شد.  pHتوانایی رشد و تکثیر در شرایط محیطی مختلف از جمله تغییرات دما، 

 هایسویه است، تفاوتم مختلف مناطق در همچنین و فصول روز، طول در گرمابی ماهیان پرورش مزارع در شوری همچنین و pH دما، اینکه به توجه با

 از. شندت رشد و تکثیر داشته باقابلی محیطی پارامترهای از وسیعی یدر دامنه باید باشند، داشته را کارآیی حداکثر بتوانند اینکه برای شدهجداسازی

-زنده توانایی رشد و تکثیر و رب شوری )متناسب با دوره پرورش ماهیان گرمابی در استان مازندران( و pH دما، تاثیر سطوح مختلف یشگاهآزما در رو،این

 گراد بررسی شد. سانتی درجه 34و  26، 18 ،4سطوح  در ارزیابی اثر دما ارزیابی شد. های مختلفمانی سویه

سنج چشمی(. ه توسط شوریشدگرم بر لیتر متغیر بود )سنجش 6تا  0برداری در مناطق مختلف بین  طی نمونه با توجه به اینکه شوری آب در استخرها

 ها انجام شد. مانی سویه)کلرید سدیم( بر رشد و زنده گرم در لیتر 10و  5، 3، 5/1، 0 سطوح در شوری رو، تستاز این

 ز وجود دارد. بنابراین تستمحسوسی در طول شبانه رو pHر استخر )فتوسنتز و تنفس( تغییرات های عمده بیولوژیکی موجود ددلیل فعالیتعلاوه بهبه

pH 1 نسبت با) نظر مورد ایهسویه ساعته 48 کشت شده، از برای ارزیابی اثر پارامترهای محیطی ذکر. گرفت انجام 4/9و  4/8، 4/7، 4/6سطوح  در 

ها با استفاده شد. سپس جمعیت باکتری راثبنوترینت  کشت محیط لیترمیلی 125 حاوی لیترییلیم 250 مایرارلن ( به1-2×107)جمعیت  (درصد

سنجی، ورتطور کلی، در روش کد(. بهKoch ،1970ساعت تخمین زده شد ) 24( پس از OD600نانومتر ) 600روش کدورت سنجی در طول موج 

 تکثیر و در نتیجه تراکم وگردد. در واقع هر چه کدورت محیط بیشتر باشد، رشد تعیین می( ODها با استفاده از کدورت محیط )رشد و تراکم باکتری

 بیشتر است.

 

 فسفر در شرایط آکواریوم کنندهحل ترین سویهموثر عملکرد ارزیابی

 پرتودهی رسوبات و تعیین دوز بهینه استریل
از پرتو  سیون رسوباتاستریلا تدا رسوبات استریل شد. در این مطالعه برایسازی فسفات در شرایط آکواریوم اببرای بررسی اثر باکتری در آزاد

ها ر روشبت به سایهای فیزیکوشیمیایی خاک نسهای خاک و همچنین اثرات کمتر بر ویژگیتر بر حذف میکروارگانیسمگاما به دلیل اثرات قوی

 (.2003و همکاران،  McNamaraد ))اتوکلاو، گرمادهی خشک، مواد و گازهای شیمیایی و غیره( استفاده ش

                                                           
1 Bioneer 
2 Blast 
3 Contig 
4 Forward 
5 Reverse 
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 مخلوط فیزیکی صورتبه مخزنی در و آوریجمع گرمابی ماهیان پرورش استخر بستر رسوبات از هاییبرای تعیین دز بهینه استریل پرتو گاما، نمونه

و سپس درون دستگاه  1بندیور کامل بستهطهای رسوبات قبل از پرتودهی، بهمنظور جلوگیری از آلوده شدن رسوبات پس از پرتودهی، نمونهشدند. به

شده بر حسب ژول  یک گری عبارت است از مقدار انرژی جذب)  3کیلوگری 90و  75، 65، 55، 45، 35تحت پرتو گاما با دوزهای  602گاما سل کبالت

ه بخش تحقیقات بیولوژی خاک موسسه تحقیقات خاک ایران منتقل و سپس جمعیت ها ب( قرار داده شد. پس از پرتودهی، نمونهدر یک کیلوگرم ماده

 .هفته انکوباسیون مورد شمارش قرار گرفت 2در طول ها میکروارگانیسم

یاز مورد ن سوباتت، حجم ردر نهای شده با دوزهای مختلف، دوز بهینه استریل رسوبات تعیین شد.ها در رسوبات پرتودهیپس از شمارش میکروارگانیسم

 جام شد. سیون انبه مرکز تحقیقات پرتو گاما سازمان انرژی اتمی ایران منتقل و فرآیند استریلا برای انجام آزمایش در شرایط آکواریوم

 

 در آزادسازی فسفات از رسوبات فسفاتکننده ترین سویه حلارزیابی عملکرد موثر 

 امانج مدرس تربیت دانشگاه ور،ن دریایی علوم و طبیعی منابع دانشکده پروریبخش آبزی در فسفر کنندهسویه حل ترینعملکرد موثر ارزیابی

یلوگری پرتو گاما استریل ک 55گردید. در شروع آزمایش ابتدا رسوبات به مرکز تحقیقات پرتو گاما سازمان انرژی اتمی ایران منتقل شد تا تحت دوز 

ای هر محیط کشتیکروبی دمپروری مجدداً رسوبات مورد ارزیابی ها به بخش آبزیات طی انتقال آنشود. برای اطمینان از عدم آلودگی احتمالی رسوب

-آکواریوم لیتر( به 10) مترسانتی 14تقریبی  ارتفاع به آب نیز هاینمونه و مخازن کف در مترسانتی 3 ارتفاع به شدهاستریل مختلف قرار گرفت. رسوبات

 شد. در سه تکرار اضافه مترسانتی 30×30×25هایی به ابعاد 

 درجه 30تا  28 ماید در ساعت 48 مدت به براث نوترینت کشت محیط مذکور در سویه کننده فسفر،سویه حل ترینموثر ارزیابی عملکرد منظوربه

سوبات استخرهای پرورش در ر 102شد و سپس برای ایجاد تراکم  داده کشت دهنده رفت و برگشت )شیکر انکوباتور(تکان انکوباتور درون گرادسانتی

ز اها تلقیح شد. واریومروز متوالی )یکبار در روز در ساعتی مشخص( در سه تکرار به درون آک 5شده تحت پرتو گاما( طی ماهیان گرمابی )استریل

ستی امل زیشیمیایی از ع-عوامل فیزیکو منظور جداکردن اثرباشد. بهیمیایی میش-که انحلال فسفر تحت تاثیر همزمان عوامل زیستی و فیزیکوآنجایی

تراکم  وهفته انجام شد  4یمیایی( استفاده شد. این آزمایش به مدت ش-عنوان گروه کنترل )بررسی اثر عوامل فیزیکوبدون تلقیح به )باکتری( از گروه

عد از آخرین تلقیح سنجش بروز  23، 16، 9، 2لقیح(، های مختلف فسفر در روزهای صفر )قبل از تباکتری، فسفات محلول، آنزیم فسفاتاز و غلظت فرم

ده در رسوبات سفات ذخیره شنابع فشدند. در این تحقیق با توجه به میزان بالای فسفر انباشته شده در رسوبات، تنها اثر باکتری بر آزادسازی فسفات از م

 حفظ شد.گراد درجه سانتی 26±1ایش بررسی شد و مواد دیگری نظیر کود و غیره افزوده نشد. دما در طول دوره آزم

  

 هاداده آماری تحلیل و تجزیه

های مکرر گیریاندازه یانسکننده فسفر بر میزان فسفات محلول آب در روزهای مختلف از تحلیل وارسویه حل ترینمنظور مقایسه اثر موثربه

(Repeated measure ANOVA )ز آزمون اآب در روزهای مختلف در دو گروه تیمار و شاهد شد. برای مقایسه سطح فسفات محلول  استفادهt 

ای ترتیب بربه (2013 نسخه) Excelافزار نرم و (16 نسخه) SPSSفزار ا( استفاده گردید. از نرمIndependent sample t-TESTغیرجفتی )

 استفاده شد. تحلیل آماری و آنالیز توصیفی

 

 

 

                                                           
1 Sealed 
2 Gamma cell Co60 
3 Kilo gray 
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 و بحثنتایج 
 حاوی NBRIP اتکننده فسفهای حلحیط کشت اختصاصی جداسازی باکتریده فسفر با استفاده از مکننسویه باکتری حل 64در مجموع، 

 11 یط کشت جامد،کنندگی )نسبت قطر هاله به قطر کلنی( در مح( جداسازی گردید. در مطالعه حاضر بر اساس شاخص حلTCPکلسیم فسفات )تری

 11ترین سویه از بین رمنظور انتخاب موثبهشناسایی مولکولی شدند.  rRNA S16یابی ژن یکننده فسفر انتخاب و سپس با روش توالسویه موثر حل

و  pHحیطی شامل دما، مپارامترهای  یها در دامنهدر محیط کشت مایع و همچنین قابلیت رشد و تکثیر آن TCPها در انحلال توانایی آن، سویه

وه بر داشتن توانایی بالا در علا Persian10 ران مورد ارزیابی قرار گرفت. نتایج نشان داد که سویهاستان مازند شوری استخرهای پرورش ماهیان گرمابی

 تکثیر مطلوبی در شرایط ، دارای توانایی رشد ودر محیط مایع گرم در لیترمیلی 52/80در محیط کشت جامد و  51/3با کارایی انحلال  TCPانحلال 

 باشد.پرورشی استان مازندران نیز میاستخرهای  و شوری( pH)دما،  محیطی

ب مربوط آر فسفات محلول در نتایج نشان داد که بیشترین مقدا در آزادسازی فسفات از رسوبات در شرایط آکواریوم Persian10توانایی سویه علاوه به

عد از تلقیح بول آب در روزهای تیمار میزان فسفات محلکه در گروه  های مکرر نشان دادگیرینتایج تحلیل واریانس اندازهبود.  23و  16، 9به روزهای 

  (.2و شکل  2جدول هده نشد )داری در بین روزها مشا( بیشتر از زمان قبل از تلقیح بود. اما در گروه کنترل تفاوت معنیP<05/0داری )طور معنیبه

 
 (های مکررگیریواریانس اندازهتحلیل   (در روزهای مختلف در گروه تیمارفسفات محلول آب . نتایج مقایسه سطح 2جدول 

 F P valueآزمون  مجموع مربعات درجه آزادی منبع تغییرات

 >05/0 84/11681 917/1 507/1 گروه تیمار

 824/6 007/0 859/1 گروه شاهد <05/0
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تعداد روزها

میزان فسفات محلول در آب در گروه تیمار و کنترل

گروه کنترل  گروه تیمار

a

a a

b

c

 
ا در هنگین دادهدهنده اختلاف بین میار روزهای مختلف )حروف کوچک نشانمقایسه سطح فسفات محلول آب در دو گروه تیمار و کنترل د. 2شکل 

 ها اضافه شد(.روز متوالی به اکواریوم 5در  10Persianی باشد )سویهروزهای مختلف در گروه تیمار می

 

وجود  لقیحتبعد از  روزهای در ات محلول در آبفسف داری بین گروه تیمار و کنترل در میزانغیرجفتی نشان داد که تفاوت معنی tعلاوه نتایج آزمون به

 (. 3( )جدول P<05/0دارد )
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 غیرجفتی  tمقایسه میانگین فسفات محلول آب بین گروه تیمار و کنترل در روزهای مختلف با استفاده از آزمون  .3جدول 

 زمان متغیر
 کنترل تیمار

P value 
SD± x̅ SD± x̅ 

 فسفر محلول

 0روز 

 2روز 

 9روز 

 16وز ر

 23روز 

0193/0 ± 005/0  

104/0 ± 009/0  

176/0 ± 009/0  

171/0 ± 01/0  

197/0 ± 012/0  

026/0 ± 012/0  
056/0 ± 017/0  

088/0 ± 009/0  
075/0 ± 012/0  
052/0 ± 019/0  

43/0* 

01/0** 

00/0** 

00/0** 

00/0** 
 دار بین دو گروهدار بین دو گروه،  ** تفاوت معنی* عدم تفاوت معنی

 بحث 

در محیط  باکتری ررشد و تکثی تاثیرگذار بر ترین عواملاز جمله مهم و شوری pHحرارت،  درجه آب، مختلف کیفیت هایشاخصه میان در

نشان داد  (1999) همکاران و Johri اند. در این راستا، مطالعهکشاورزی توجه بسیار زیادی به این موضوع داشته بخش در محققان از بسیاری باشند.می

و  pHسیعی از درجه حرارت، وها توانایی رشد و تکثیر و انحلال مطلوب فسفر در محدوده مورد از آن 18کننده فسفر صرفاً ه حلجدای 857که از میان 

ا بسیار حائز اهمیت نیز این موضوع ر (2009و همکاران ) Malboobi( و 2006و همکاران ) Sonعلاوه مطالعات دیگری از جمله شوری داشتند. به

 طی مازندران گرمابی نماهیا پرورش مزارع و شوری در pH حرارت، درجه ن اساس نتایج این مطالعه نشان داد که شرایط محیطی نظیردانستند. بر ای

کنندگی رو در مطالعه حاضر پس از ارزیابی قدرت حلرم بر لیتر در نوسان بود. از اینگ 0-6و  2/7-7/8گراد، سانتی درجه 18-34 ترتیببه دوره پرورش

  ها نیز بررسی شد.و شوری( روی آن pHترین سویه، اثر پارامترهای محیطی )دما، ر در محیط مایع، برای انتخاب موثرفسف

 Persian10ویه تلف، سدر مطالعه حاضر با در نظرگرفتن برآیند معیارهای مختلف از جمله قدرت انحلال فسفر و توانایی رشد در شرایط محیطی مخ

(P. deceptionenesis )نایی مطلوب در انحلال فسفر، سویه موثر انتخاب شد. عواملی از قبیل توا 11کننده فسفر از بین ترین سویه حلعنوان موثربه

، در 8های بالاتر از  pHه در ویژهای مختلف به pHگراد، رشد و تکثیر مطلوب در سانتی درجه 4ویژه در دمای رشد و تکثیر بهینه در دماهای مختلف به

تواند در توانایی گراد میرجه سانتید 4تا  18تر از مانی و رشد این سویه در دمای پایینترین سویه تاثیرگذار بود. زندهعنوان موثرب این سویه بهانتخا

ی در استخرهاه ین سویاتثبیت این سویه در رسوبات استخرهای ماهیان گرمابی مفید باشد. این خصوصیت موجب بالابردن اطمینان از عملکرد مطلوب 

  کند.ضمین میال نیز تسعلاوه استفاده از این سویه ماندگاری و اثر بخشی کود زیستی را در استخر در طول گردد. بهنزدیک مناطق کوهستانی می

 

 در شرایط آکواریوم 10Persian سویه عملکرد

های بعد از ماندر میزان فسفات محلول آب در ز داری( موجب افزایش معنیP.deceptionensis) Persian10طور کلی تلقیح سویه به

روه کنترل شیمیایی( و گ-تیهای زیسعلاوه میزان فسفات محلول در آب بین گروه تیمار )تغییرات بر اساس واکنش( شده است. به23و  16، 9، 2تلقیح )

 جود داشت. با توجه به نتایجداری وز تلقیح( نیز اختلاف معنیروز بعد ا 23و  16، 9، 2های مختلف )های شیمیایی( در زمان)تغییرات بر اساس واکنش

-لکسا بر روی کمپهباکتری رسد بخش زیادی از تغییرات میزان فسفات محلول در روزهای مختلف ناشی از اثرنظر میاین تحقیق در شرایط آکواریوم به

 باشد. های معدنی و آلی فسفر 

 زادشدن فسفاتو به تبع آن آ هاتواند ناشی از اثر اسیدهای آلی ترشح شده توسط باکترید از آخرین تلقیح میروز بع 2افزایش میزان فسفات محلول آب 

( و مونوکلسیم Ca9(PO4)6.nH2Oاست( ) فرمو جامد غیرکریستالی که بدون شکل  نظیر کلسیم فسفات آمورفوس )جسم Ca-Pاز ترکیباتی 

 (. 2004و همکاران،  Alvarezباشند )می Ca-Pسبت به سایر ترکیبات که دارای حلالیت بالاتری ن (CaHPO4فسفات )
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زت( تلف کربن و انابع مخهای مختلف و همچنین در شرایط مختلف )مدر مجموع در زمینه عوامل موثر بر نوع و میزان اسیدهای آلی آزادشده در سویه

ها و نزیمها و آمپلکسکرخ تولید ها، نرخ تولید اسیدهای آلی و ننرخ اثر باکتری باشد. همچنین در نظرگرفتن پویایی وتری مینیاز به مطالعات گسترده

  ز اهمیت است.یار حائهای شیمیایی در یک محیط پرورشی برای تحلیل هر چه بهتر فرآیند رسوب و انحلال فسفات محلول بسهمچنین نرخ اثر واکنش
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 استخرهای پرورش ماهیان گرمابی مورد استفاده قرار گیرد.
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Abstract 
The bio-availability of phosphorus for primary producers is reduced mainly due to the formation of complex with cations 

and organic matter in warm-water fish ponds. Therefore, the most important new approaches for increasing water- soluble 

phosphate that are consistent with the principles of sustainable agriculture are the use of phosphate solubilizing bacteria 

(PSB). For this purpose, sampling of the sediment of warm-water fish ponds in Mazandaran province was carried out. 

Isolation and identification of bacteria were performed using by National Botanical Research Institute (NBRIP) medium and 

16s rRNA gene sequence. The ability of strains to grow in the range of environmental parameters of warm-water fish ponds 

was also evaluated. In the present study, a total of 64 PSB strains were isolated, among these, one strongest PSB was 

including Pseudomonas deceptionensis (Persian10) had the best performance in solubilizing insoluble phosphates. The 

results showed that these strains have a high ability to dissolve insoluble phosphate compounds and grow well under the 

environmental parameter of warm-water fish ponds. The results showed that the amount of water soluble phosphate was 

significantly (P <0.05) higher than that of the non-inoculated group. Based on the results of this study, Persian10 strain can 

be used as an effective phosphate solubilizing bacterium as a biofertilizer for warm-water fish ponds. 
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