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بیولوژی خاک و کودهای زیستی محور مقاله:  

در دمای ثابت و متغیر در محیط جامد و مایع کننده فسفات در انحلال فسفات نامحلولهای حلبررسی تاثیر باکتری  

 *2آزاده صداقت، 1علیرضا فلاح نصرت آباد
 .ایران کرج، کشاورزي، ترویج و وزشآم تحقیقات، سازمان آب، و خاك تحقیقات موسسه خاك، بیولوژي بخش تحقیقات دانشیار 1

 ، رشت، ایراندانشگاه گیلان ،گروه علوم خاك دانشکده کشاورزي دانشجوي دکتراي 2

 چکیده
آزاد نمایند. این  هاي معدنی نامحلول را در محیط جامد و مایع حل کرده و مقادیري فسفرکننده فسفات قادرند فسفاتهاي حلباکتري

ها در محیط جامد و اکتريکنندگی فسفات توسط بتوانایی حلبررسی هدف از انجام این تحقیق  .در دماهاي مختلف دارند ها توانایی متفاوتیباکتري

، P43-1  ،P39 ،P9 ،P56-2، P60-2، P21-1، P3 ،P72-2 ،P55-2باکتري ) 11در این تحقیق تیمارها شامل  .باشدمیدر دماهاي مختلف مایع 

P55-1  وP5هاله و  طر کلنی، قطرقز در تمام خصوصیات اثر ساده باکتري، روز و اثرات متقابل باکتري و رو ج تجزیه واریانس نشان دادباشند. نتای( می

 60و  40ست. در دماي دار اگراد )در سطح احتمال یک درصد( معنیدرجه سانتی 28نسبت قطر هاله به قطر کلنی در محیط جامد و مایع و در دماي 

ساس هستند و زایش دما حکننده فسفات نسبت به افهاي حلد رشدي مشاهده نشد، بنابراین نتایج این تحقیق نشان داد که باکتريگراي سانتیدرجه

یش و کلنی افزا اله شفافهگذشت زمان مقدار آزادسازي فسفر از محیط بیشتر و عملکرد باکترها در تولید با  در دماي بالاتر رشدي نخواهند داشت و

 یابد.می

 جامد، براث، منطقه هالهمحیطکننده فسفات، هاي حلباکتري لمات کلیدی:ک

 

 مقدمه
نسبت قطر  شفاف و یا هاله ایجاددر بررسی کیفی،  وجود دارد.کنندگی فسفات ریزجانداران دو روش کیفی و کمی براي بررسی توانایی حل 

رکشت آبی و درون در بررسی کمی که د (.2015و همکاران،  Liuهاست )يهاله شفاف به قطر کلنی در کشت جامد شاخص توانایی حل فسفات باکتر

 .(and Paul Sinha ،2013)شود عنوان توانایی در حل فسفات معدنی گزارش میگیري و میزان آن بهفسفر محلول ، اندازه مقدارشود، شیشه انجام می

 و همکارانRashid  (.2017و همکاران،  Spagnolettiرا گزارش کردند )کننده فسفات حل گران نیز کاهش اسیدیته کشت مایع باکتريپژوهش

ی با یون کلسیم در آلسیدهايدهد و این به کلاته شدن اهاي فسفري رخ می( بیان کردند که گاهی در زیستگاه داراي اسیدیته زیاد نیز حل کانی2004)

عداد زیادي از تگی مثبتی میان حل شدن فسفات و اسیدیته گزارش کردند. بست( هم2017و همکاران ) Beheraتري کلسیم فسفات وابسته است. 

 توانندکه میهاي خاکی که کتريبا  .ها قابلیت حل و معدنی کردن فسفر دارندها و جلبکها، اکتینومیستها، قارچهایی از جمله باکتريمیکروارگانیسم

، Pseudomonas sppکنند، شامل رت قابل دسترس گیاه تبدیل میصوفسفر غیرقابل حل را از طریق حلالیت و معدنی کردن به

AgrobacteriumsppوBacillus circulans (Babalola and Glick, 2012b) ،Azotobacter (Kumar  ،2014و همکاران) ،

Burkholderia (Istina  ،2015و همکاران) ها فسفات توسط باکتري کنندگیی حلتوانایبررسی هدف از انجام این تحقیق باشد. بنابراین و غیره می

 باشد.در محیط جامد و مایع می
 

 مواد و روش
 ت در آزمایشگاه بیولوژي موسسه تحقیقات خاك و آب رويسفاـف هدـکننحل يباکتر گونه 11 رحضو با فسفات کنندگیحل فعالیت آزمون

 داده کشت ايلکه صورتبه اسپربر کشت محیط حاوي پتري روي اکتريب هر (.1958 )اسپربر،شد  انجام (Sperber agar) جامد اسپربر کشت محیط

 و روز 14گراد به مدت چهارده روز در گرمخانه قرار داده شد و قطر کلنی و قطر هاله ظاهر شده در اطراف کلنی در طی یدرجه سانت28 يدر دما و شد

ي درجه 60، 40، 28باکتري فعال در سه دماي  11ي بعدي قدرت ایجاد هاله لهدر مرح شد. يگیرسوم، پنجم، هفتم، دهم و چهاردهم اندازه هايدر روز
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هم  (Sperber agar)مایع اسپربر  کشت محیط روي هاجدایه تمامی معدنی فسفات کنندگیحل فعالیت گراد مورد بررسی قرار گرفت. آزمونسانتی

 در طیف سنجی روش از استفاده با ،هاي اول، سوم، دهم و چهاردهمت وانادات( در روز)روش زرد مولیبدا و فسفر محلول pH (.1958 )اسپربر،شد  انجام

محاسبات آماري  (.1958 )اسپربر، شد محاسبه استاندارد منحنی با مقایسه در کشت محیط در محلول فسفر مقدار شد. قرائت نانومتر 430 موج طول

 در دانکن ايدامنه دانکن ايدامنه چند آزمون از هامیانگین مقایسه براي و انجام SAS  (SAS Institute, 2000)آماري  افزارنرم وسیله  بهها داده

 (.1960گردید )استل،  استفاده درصد 5 احتمال سطح

 

 بحث و نتایج

 ها از نظر توان حل فسفات معدنی در محیط جامد مقایسه باکتری -الف
ر تمام دکتري و روز ثر ساده باانتایج تجزیه واریانس نشان داد که  اي( بودند.اسیل )میلههاي استفاده شده گرم منفی و به شکل بتمام باکتري

ر سطح قطر هاله )د وز فقط براثر دوگانه باکتري و ر ودار یک درصد( معنی احتمالصفات قطر کلنی، قطر هاله و نسبت قطر هاله به قطر کلنی )در سطح 

 ایج نشان داده نشده است(.دار بوده است )نتاحتمال یک درصد( معنی

اله به قطر کلنیمقایسه اثر باکتری و روز بر قطر هاله، قطر کلنی و قطر ه-1-الف  

-لف ، مشاهده میا-1شکل  )الف و ب( نشان داده شده است. در 1مقایسه میانگین اثر اصلی باکتري و اثر اصلی روز را بر قطر کلنی در شکل 

و مشابه بر روي قطر  اثر یکسان p72-2و  p39 ،p21-1هايمشابه و باکتري اثر یکسان و p55-2و  p43-1 ،p56-2،p60-1 ، p55-2شود باکتري 

ب( -1طر کلنی نشان داد. شکل )قداري بر بیشترین اثر معنی 3pها، باکتري داري باهم ندارند. در بین این باکتريکلنی اثر گذاشتند، ولی اختلاف معنی

 1ه در شکل ا بر قطر هالري، روز باشد. مقایسه میانگین اثر اصلی باکتردهد که حداکثر قطر کلنی در روز چهاردهم میشان میمیانگین اثر اصلی روز را ن

ث، -1بزرگترین قطر هاله را دارد. شکل  21P-1(، نشان داد که باکتري ت-1شود. نمودار مقایسه اثر باکتري بر قطر هاله )شکل مشاهده می )ت و ث(

 روز را بر نسبت قطر هاله به وترتیب مقایسه میانگین اثر باکتري ج و د، به 1شود که در روز چهاردهم بزرگترین قطر هاله را داشتند. شکلمشاهده می

ین صفت ابیشترین تاثیر را بر نسبت قطر هاله به قطر کلنی داشته و در مورد اثر روز بر  21P-1ج، تیمار -1دهند. با توجه به شکل قطر کلنی نشان می

 ترین قطر هاله نسبت به قطر کلنی در روز چهاردهم مشاهده شد. بیش

   

  
 

ی روز بر قطر قایسه اثر اصلاثر اصلی باکتري بر قطر کلنی ب( مقایسه اثر اصلی روز بر قطر کلنی ت( مقایسه اثر اصلی باکتري بر قطر هاله ث( م الف( مقایسه -1کل ش

 لی باکتري بر نسبت قطر هاله به قطر کلنی د( مقایسه اثر اصلی روز بر نسبت قطر هاله به قطر کلنی هاله ج( مقایسه اثر اص
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 های مختلفر توان حل فسفات معدنی در محیط جامد در درجه حرارتها از نظمقایسه باکتری -2-الف
طر قام خصوصیات در تم وزروز و اثرات متقابل باکتري و رنتایج تجزیه واریانس نشان داد )نتایج نشان داده نشده است( اثر ساده باکتري، 

ي درجه 60و  40ر دماي دار است. دیک درصد( معنی احتمال گراد )در سطحدرجه سانتی 28کلنی، قطر هاله و نسبت قطر هاله به قطر کلنی در دماي 

کننده ي حلهاوارگانیسمدهنده وجود میکرها در پلیت نشانسمارگانیمیکرووجود آمدن منطقه روشن اطراف کلنی به. گراد رشدي مشاهده نشدسانتی

 وم مشاهده مترین در روز سکشود در مورد تاثیر روز، بالاترین قطر کلنی در روز چهاردهم بود و طور که مشاهده میهمان (.1382فسفات است )فلاح، 

-وانایی معدنی کردن و حل کردن را بهتهاي باکتریایی ب(. بعضی گونه-2تر شدن قطر کلنی داشته است )شکل شد و گذشت زمان اثر مثبتی بر بزرگ

هم و کمترین تاثیر را باکتري در روز چهارد 21P-1بیشترین تاثیر را باکتري  (. ,2005Khiari and Parent آلی دارند )ترتیب براي فسفرآلی و غیر

1-55P  اثیر را تدهند. بیشترین یب مقایسه میانگین اثر باکتري و روز بر قطر هاله نشان میترتو ث، به ت -2در روز سوم بر قطر هاله داشته است. شکل

 یشترین مقدارر هاله در روز چهاردهم ببر قطر هاله داشته است. و مشابه اثر روز بر قطر کلنی در اینجا هم قط 55P-1وکمترین تاثیر را باکتري  9Pباکتري 

اله هقایسه اثر روز بر قطر مکلنی و  )ج و د( به ترتیب اثر باکتري بر قطر هاله نسبت به قطر 2ه است. شکل و در روز سوم کمترین مقدار را نشان داد

یشترین و کمترین تاثیر را بترتیب ج به-2دهند. با توجه به شکل درجه سانتی گراد را نشان می 28نسبت به قطر کلنی در محیط جامد و در دماي 

طور کلی لنی مشاهده شد بهدادند. در روز چهاردهم بیشترین و روز سوم کمترین تاثیر بر نسبت قطر هاله به قطر کنشان  3Pو  55P-1هاي باکتري

هاي اتد انحلال فسفر فرایندها و اثرات متقابل جوامع میکروبی باعث افزایش تعداد و تنوع اسیدهاي آلی موثر افزایش تعداد و تنوع میکروارگانیسم

 (. Sharma, 2002) شودنامحلول می

ها از نظر توان آزادسازی فسفر در محیط مایعمقایسه باکتری -ب  

در سطح )دار عنیم pHو  نتایج تجزیه واریانس )نتایج نشان داده نشده است( اثر باکتري، روز و اثر متقابل باکتري و روز بر غلظت فسفر

 شدند.احتمال یک درصد( 

 

 
  

  
 

ج( مقایسه اثر  ،هوز بر قطر هالث( مقایسه اثر اصلی ر ،ایسه اثر باکتري بر قطر هالهت(مق ،ب( مقایسه اثر اصلی روز بر قطر کلنی ،ر اصلی باکتري بر قطر کلنیالف( مقایسه اث -2شکل 

 د( مقایسه اثر روز بر قطر هاله نسبت به قطر کلنی  ،باکتري بر قطر هاله نسبت به قطر کلنی
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ترین تاثیر را بر غلظت فسفر بیش 9Pدهند. باکتري ترتیب مقایسه میانگین اثر اصلی باکتري و روز را بر غلظت فسفر نشان میبه (الف و ب) 3شکل 

سوم نشان داد. در مورد زمان روز چهاردهم بالاترین اثر و روز اول کمترین اثر را داشته است. در واقع از روز  sp(NB)داشت و کمترین تاثیر را باکتري 

کننده فسفات )باسیلوس، استرپتومایسس، هاي حلهاي مخلوط میکروارگانیسمتا روز چهاردهم غلظت فسفر به آرامی افزایش یافته است. کشت

ترتیب مقایسه میانگین اثر اصلی )ج و د( به 3. شکل (1984و همکاران،  Molla) پسودوموناس و غیره( در معدنی کردن فسفات آلی بسیار موثر هستند

در روز  pHنشان دادند. در مورد اثرات روز بالاترین  60p-2و  spهاي ترتیب باکتريرا به pHدهند. بالاترین و کمترین نشان می pHاکتري و روز را بر ب

 گیري فات اندازهفسکلسیمها در محیط حاوي تريروز از کشت باکتري 14آن در طی  pHمقدار فسفر محلول و  باشد.روز دهم میدر ترین پاییناول و 

ارتباط مشخصی بین  (.Taha et al, 1969کاهش یافت) pHروز، افزایش و سپس کاهش داشت و با افزایش فسفر  10شد که فسفات محلول در طی 

. با (2013و همکاران،  Schoebitz)دسترس در محیط کشت مایع پیکووسکایا وجود دارد ، افزایش فعالیت فسفاتاز و فسفر قابلpHکاهش در مقدار 

کیوسی اند. در روز سوم در یک سطح قرار گرفته pHدر روز دهم کاهش و در روز چهاردهم دوباره افزایش یافته است و با  pHد -3توجه به شکل 

لول حاوي داشتند توانایی بسیار کمتري در مح PDYA( در پژوهش خود دریافت که چهار جدایه باکتریایی که توانایی حل کردن فسفات را در 1983)

 و افزایش فسفر آزاد شده وجود نداشت pHاي بین کاهش محیط در تمام موارد کاهش داشته ولی هیچ رابطه pHسنگ فسفات از خود نشان دادند. 

کاهش  محیط بیشتر pHمیزان انحلال،  (، به طوري که با افزایش 2r=82/0) محیط همبستگی منفی وجود دارد pHبین میزان فسفر انحلال یافته و .

  (.1390)مراد خانلو و همکاران،  یابدمی

 

  

  
  pHر مقدار بد( مقایسه اثر روز  pHلف( مقایسه اثر باکتري بر غلظت فسفر ب( مقایسه اثر روز بر غلظت فسفر ج( مقایسه اثر باکتري هاي حل کننده فسفات بر ا -3شکل 

 

 نتیجه گیری
ات در محیط جامد مشخص شد که در روز چهاردهم قطر کلنی، قطر هاله و نسبت قطر هاله به قطر ها درانحلال فسفدر بررسی قدرت باکتري

گراد نیز درجه سانتی 60و  40و  28هاي حل کننده فسفات در محیط جامد در دماهاي کلنی بالاتر است. بررسی توانایی انحلال فسفات توسط باکتري

ها در درجه دلیل از بین رفتن این باکتريگراد هیچ رشدي مشاهده نگردید و این ممکن است بهدرجه سانتی 60و  40بررسی شد که در دماهاي 

 در محیط مایع مشخص شد که در روز چهاردهم بیشترین غلظت فسفر را داشتیم و در محیط مایع شاهد یعنی محیط مایع هاي بالاتر باشد.حرارت
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در روز چهاردهم  56P-2مشاهده شد. تیمار  pH محیط مایع نوترینت براث بدون تلقیح باکتري بالاترین اسپربر بدون باکتري و محیط مایع اسپربر همراه با

 را نشان داده است. pHدر روز اول بیشترین  21P-1تاثیر زیادي بر غلظت فسفر در محیط مایع داشته و تیمار 
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Abstract 

Due to the high pH of soils in Iran, the absorption of nutrients by plants, especially the absorption of phosphorus 

is difficult. The purpose of this study was to investigate the solubility of phosphate by bacteria in solid and liquid 

Culture media at different temperatures. In this research, the treatments included 11 bacteria (P43-1, P39, P9, 

P56-2, P60-2, P21-1, P3, P72-2, P55-2, P55-1 and P5). The results of analysis of variance showed the simple 

effect of bacteria, day and the interaction between bacteria and day on all characteristics of colony diameter, halo 

diameter and halo diameter to colony diameter in solid and liquid medium at 28 ° C (at a probability level of 1%) 

is significant. Growth was not observed at 40 ° C and 60 ° C. Therefore, the results of this study showed that 

phosphate solubilizing bacteria are sensitive to temperature increase and do not grow at higher temperatures and 

the results of this study showed that the amount of phosphorus release from the medium increased over time and 

the bacterial function increased in the production of transparent halo and colony 
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