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ها در  معادن فسفاتی و بررسی پتانسیل آن فسفات کننده حل هايباکتري شناسایی و  جداسازي

 خاک انحلال فسفات
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 چکیده 

انحلال    یی توانا  یبررس  و  یفسفات   معدن  دو   از  فسفات  كننده   حل   یهایباكتر  شناسایی   و  یجداساز  ، مطالعه  ن یا  از  هدف 

سازی در محیط  خاک اسفوردی و سری رقتفسفاتشده با  كارگیری محیط اسپربر مایع غنیبا به  .بود  آنهاتوسط    خاکفسفات

از    چهار جدایه  سازی شدند. خالص  جداسازی ومتفاوت،    هایمورفولوژی   با   كلنی  85خاک،  فسفاتشده با این  جامد غنیاسپربر  

شده در محیط كشت  جیرود( با بالاترین مقدار فسفر حل معدن : ازGgd/4و  Tkd/4 ،Rpd/4اسفوردی،  معدن از :Rpy) جدایه 85

  Rpy  ،Tkd/4  ،Rpd/4  هایجدایه  16S rRNA  یابی ژن  با استفاده از توالی  .های برتر انتخاب گردیدندعنوان جدایهاسپربر مایع به

بهبا شماره دسترسیدرصد مشابهت    99با    Ggd/4و    MW646607و    MW646604  ،MW646605  ،MW646606  ترتیبهای 

 Pantoaea aglomeransو    Bacillus pumilus،  Curtobacterium flaccumfaciens  ،Sphingobium yanoikuyaeترتیب،  به

برابری فس  تشخیص داده شدند.  بهاین جدایهتوسط  فر  آزاد سازی چندین  نسبت  منبع فسفاتی )تری كلسیم    ، شاهدها  از سه 
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 مقدمه 
از آن  كوچکی بخش تنها  است و كرم خاکگرم بر كیلومیلی 1200 تا 400 حدود در  خاک عموماًكل ( P) فسفر مقدار

  یهاخاک  شکل  بهقرار دارد. بخش بسیار بزرگتری از فسفر نیز    دسترس  گیاه، در  رشد  برای(  كمتر  گرم و یا گرم بر كیلومیلی  1)

  ویژه خوشبختانه ریزجانداران خاک به  .(Goldstein, 1994)  ندستین  جذب  قابل   اهانیگ  توسط  كه  است  رسوبات  ریسا  و  فسفات

 آزاد  این تركیبات  از  را  فسفر  مؤثر  طوربه  داده و   تأثیر قرار  را تحت  فسفر  محلولاین تركیبات غیر  كننده فسفات،ریزجانداران حل

(Rodriguez & Fraga, 1999  )این فرآیند   در  های موجود،ارشبر اساس گز  .دهندمی  قرار  گیاهان  در اختیار  به اشکال محلول  و 

 . (Babana & Antoun, 2006هستند ) فردیبه منحصر  و ویژه نقش دارای ها قارچ  و ها باكتری از برخی

 و  (Singh & Reddy, 2011)  ردیگیم  قرار  یشتری ب  توجه  مورد  فسفر  یکروبیمانحلال    دار،یپا  یكشاورز  ستمیس  در

، كود  عنوانبهكننده فسفات  های حلكارگیری مستقیم باكتریبا به  خاکفسفات  ییكارآ  شیافزا  كه  است  شده  مشخص  ن،یهمچن

و    جداسازی مورد در  های متعددیگزارش . نماید كمک توسعه حال در  یكشورها  در فسفری ی كودها ی تقاضاكاهش بهتواند می

(، ;Liu, 2019  Mendoza-Arroyo et al., 2020)  های مختلف همچون خاکاز زیستگاه  كننده فسفاتهای حلشناسایی باكتری

)رایزوسفر(ریشه (، Zhang et al., 2019;  Pérez-Rodriguez et al., 2020;  Teng et al., 2018;et al., 2017  Babu)  سپهر 

  در   جهان  نقاط سایر  در  (Azaroual et al., 2020;Yadav et al., 2015 خاک )فسفات  ( و معادنHaouas et al., 2020كمپوست )

 باشند. می دسترس

از معدن فسفاتی  جداسازی  YC  (Stenotrophomonas maltophilia)  آزمایشی در چین، جدایه   ج ینتا  اساس  بر شده 

توانست تری  NBRIP  (National Botanical Research  كشت  طیمح  در   را  محلول  فسفر  و  حل  را  فسفاتكلسیمهوبی چین 

Institute's phosphate  )كند  آزاد   (et al., 2009  Xiao).    نتایج مطالعاتی در اندونزی نشان داد كه باكتریSerratia  زولهیا  QC3.a.2  

 110(. از  Mursyida et al., 2015دارد )  پیکوواسکایا را  عیما  طیمح  در  فسفر  حل   ییتوانا  نیبالاترسازی شده از یک معدن،  جدا

دو باكتری از   ،اكسیدهای آهن و آلومینیوم هندوستان  از  یغن  خاکفسفات  معادن  حل كننده فسفات جداسازی شده از  باكتری

  .(Yadav et al., 2015بودند )  Bacillus و  Brevibacillus جنس

قطر هاله و یا  شود. در روش كیفی در بررسی توانایی انحلال فسفات ریزجانداران، از دو روش كیفی و كمیّ استفاده می

شده در بخش  ( و در روش كمیّ، مقدار فسفر رهاLiu et al., 2015قطر كلنی در محیط كشت جامد )ی شفاف بهنسبت قطر هاله

  ی قبل یهاگزارش(. Paul & Sinha, 2013است )  فسفات در ریزجانداران انحلال توانایی مایع محیط كشت، معیاری برای سنجش

  د یتولبه  قادر  اما  هستند،  مؤثر   اریبسفسفات  كلسیمانحلال تری  در  اگرچه  شده،سازی  جدا  ییا یباكتر  یاههیسو  كه  اندداده  نشان

خاک  فسفات، و  (Perez et al., 2007  ;et al., 2004  Puente)های حاوی فسفات آهن و یا فسفات آلومنیوم  آگار  پلیت  در  هاله
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(Yadav et al., 2015نیستند ) .جامد  طیمح در  هاله گونهچ یه دادننشان  به قادر  كه هایی ایهجد كه  است شده گزارش همچنین  

 (. Gupta et al., 1994)  بودند ع یما كشت در فسفر مختلف اشکال انحلال به قادر ستند،ین آگار

  ریزجانداران  ی ازادیزتعداد  برای ایناشناخته هایگاهستیزفسفاتی ایران نیز  معادنبر اساس سوابق ذكر شده احتمالاٌ  

های فسفات نامحلول هستند كه به جداسازی آنها از این معادن كمتر توجه شده است. از طرفی در ایران در  كننده حل  ژه یوه  ب

عنوان یکی از منابع فسفری نامحلول با خلوص بالا بکار رفته است )حیاتی و  خاک معدن اسفوردی یزد بهفسفاتاغلب تحقیقات، 

هزار تن   70كه با تولید سالانه حدود  استترین معدن فسفات آذرین كشور مهم اسفوردی یزد ی فسفاتن  (. معد1390همکاران، 

د كه  نالبته معادن دیگری نیز وجود دار  شود.ترین تولیدكننده فسفات در منطقه محسوب میعنوان باكیفیتبه  ،كنستانتره فسفات

هستند. با  جمله  آن  ، لار و چادرملو از  جیرود شمشکمعادن فسفات    پایینی از فسفات را دارا هستند كه   خلوصرسوبی بوده و  

خاک  فسفاتكننده فسفات از دو معدن  حل  هایموارد ذكر شده، هدف از انجام این پژوهش جداسازی و شناسایی باكتری  توجه به

خاک اسفوردی یزد و فسفاتبا  مایع و جامد اصلاح شده    (Sperberجیرود شمشک و آسفوردی یزد با استفاده از محیط اسپربر )

فسفات، فیتات  كلسیممحلول و نامحلول فسفاتی شامل تریكارگیری سه منبع مختلف كم ها با بهارزیابی توان انحلال فسفات آن

 خاک در محیط اسپربر مایع بود.  فسفاتكلسیم و  

 هامواد و روش 

 برداري محل و روش نمونه

از   البرز كیلومتری شمال تهران در بخش مركزی رشته كوه  45توابع شمشک در  معدن فسفات منطقه جیرود  های 

افق فسفاتی معدن منطقه36˚  00′و عرض جغرافیایی    51˚  30′)طول جغرافیایی ی جیرود شمشک شامل  ( واقع شده است. 

های اصلی و  وارتز كانیخاكی است كه در یک واحد شیلی متورق سیاه جای گرفته است. آپاتیت و كفسفاتچندین لایه ماسه  

 (.1395های فرعی این سازند هستند )مقدسی، های رسی كانیكلسیت، پیریت، اكسیدهای آهن و كانی

  55˚  35′در طــول جغرافیــایییزد  كیلومتری شمال شـرق شــهر بــافق    26در  یزد نیز    سفوردیا  خاکفسفاتمعدن  

های آهن و  هایی از كانی این معدن نیز شامل مجموعه واقع شده است. افق اصلیشمالی  31˚ 48′ جغرافیایی  عــرض   و  شــرقی

 (.1370آپاتیت و همچنین ترمولیت و اكتینولیت است )پاكنژاد، 

 Glaucium oxylobum, Rumex scutatus) های خاک چهار نمونه از خاک اطراف و رایزوسفر دو گیاه  نمونه  برای تهیه

L.  )  یزد در سه تکرار برداشته شد.    سفوردیا  خاکفسفاتمعدن    جیرود و یک نمونه از خاک اطرافخاک منطقه  فسفاتمعدن

 ی دیگر( بود.بردار نمونه متری از منطقه 10 با فاصله منطقه  در متر 25×  متر 25برداری در هر تکرار )مساحت مناطق نمونه
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متر  سانتی   4ی  برداری( با دهانهسمپلر )رینگ نمونهمتری سطح خاک توسط كوور  سانتی  0  - 15های خاک از عمق  نمونه 

ی گیاهان )با جداسازی خاک  های رایزوسفری از محل رایزوسفر ریشهبالا و نمونه  متریسانت  3  یسطح  یایبقا   كنار زدن  از  پس

های س از اختلاط نمونهها چون در سه تکرار برداشته شده بودند پ (. نمونهet al., 2012  Hamdaliاطراف ریشه با برس( تهیه شد )

ها در ظروف پلاستیکی استریل مشابه، چهار نمونه از معدن جیرود شمشک و یک نمونه از معدن اسفوردی یزد تهیه شد. نمونه

 نگهداری شدند.  سلسیوس درجه  4قرار داده شدند و با یک باكس خنک فوراً به آزمایشگاه منتقل و در دمای 

 سفاتکننده فهاي حلجداسازي باکتري

طور شد. یک گرم از خاک هر نمونه بهمتری عبور دادهخوبی مخلوط و از الک دو میلیطور جداگانه بههر نمونه خاک به

از   )تركیبی  مایع  اسپربر  به محیط  )  0/ 5گرم گلوكز،    10جداگانه  گرم كلرید كلسیم    Yeast extract  ،)1/0گرم عصاره مخمر 

(2CaCl  ،)25/0    گرم سولفات( منیزیومO2.7H4MgSO)    فسفات كلسیمگرم تری  5/2جای  خاک اسفوردی یزد به فسفاتگرم    7/2و

سلسیوس تکان داده    درجه  27خانه با دمای  ساعت در گرم  48مدت  ها بهنمونه   .(Sperber, 1958در یک لیتر( اضافه گردید )

 شدند. 

تهیه میلیكلنی  برای  یک  بهها  نمونه،  هر  از  سر لیتر  پتریصورت  در  رقت  اسپربر  دیشی  محیط  حاوی  جامد  های 

پتری  15همراه  )محتویات ذكر شده در فوق به پلیت شدند.  لیتر(  آگار در یک    27روز در دمای  شبانه  7مدت  ها بهدیشگرم 

  جداگانه   صورتبه  دادند،   نشان  را  متفاوتی  های مورفولوژی   كه  مختلف  كلنی   85خانه نگهداری شدند.  ی سلسیوس در گرمدرجه

   سازی شدند. خالص و برداشته

 ها توسط جدایه  خاکفسفات  کمی انحلال   ارزیابی

جدایه    85ی  ها از محیط اسپربر مایع استفاده شد. بدین منظور ابتدا همهگیری توانایی كمی انحلال جدایهبرای اندازه

  200تکان داده شدند. سپس،    rpm    120خانه شیکردار با  ساعت در گرم  48مدت  كشت و به  LB  (Luria-Bertoni)در محیط  

  50لیتری حاویمیلی  100های  نانومتر( به ارلن  600در طول موج    8/0ها )با چگالی نوری  حاوی جدایه  LBمیکرولیتر از هر محیط  

 درجه   27و دمای    rpm  120خانه شیکردار با  گرم  روز به  7زنی شد و برای  طور جداگانه مایهلیتر محیط اسپربر مایع بهمیلی

منتقل گردید. سپس،   بهمیلی  2سلسیوس  و  برداشته  اسپربر  از هر محیط  در    10مدت  لیتر  ، سانتریفیوژ rpm  13000دقیقه 

(UniCen, 15 DR, Herolab GmbH, Germany)  گیری شود. شده اندازهشد، تا از محلول شفاف بدست آمده غلظت فسفر حل

و    Tkd/4  ،  Rpd/4  ،Ggd/4انجام شد. چهار جدایه )  (Paul & Sinha 2013با روش مولیبدات وانادات ) گیری غلظت فسفر  اندازه

Rpy های برتر انتخاب گردیدند. عنوان جدایهشده به( با بالاترین مقدار فسفر حل 
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 کارگیري سه منبع مختلف فسفاتی صورت کمی با بههاي برتر بهجدایه  فسفات  و مقایسه توانایی انحلال  ارزیابی

  اساس  تنها بر  فسفر،  از  گیاهان  مستقیم  سهم  گرفتن  نظر  در  برای  هاآزمایش   و  هابر اساس گزارشات موجود جداسازی

و   (Rengel, 1999فسفر آلی است )  كشاورزی،  هایخاک  فسفر  كل  از  درصد  70  تا  30اقل  غیر واقعی است، زیرا حد  یک كانی

های آهن و آلومینیم كلسیم فسفات، فسفاتفسفات، دیكلسیم  فسفات، اكتا كلسیمسایر اشکال معدنی فسفر مانند تریعلاوه بر آن  

ها در انحلال فسفر سه منبع مختلف فسفاتی نیز بر این اساس با انجام آزمایشی توانایی جدایه.  و غیره نیز در خاک وجود دارند

،  Rpy  ،Tkd/4تصادفی با دو فاكتور جدایه:    آماری كاملاً   طرح  چارچوب  فاكتوریل در  صورتبهمورد ارزیابی قرار گرفت. این آزمایش  

Rpd/4  ،Ggd/4   كشت  محیط  خاک، درفسفات  كلسیم و   فسفات، فیتاتكلسیمتری  :و شاهد )بدون باكتری( و فاكتور منبع فسفاتی  

   .تکرار انجام شد سه مایع در اسپربر

خانه  در گرم  LBساعت در محیط    48مدت  خاک بهفسفاتحاصل از ارزیابی كمی انحلال  برتر    بدین منظور چهار جدایه

نانومتر( به ارلن   600در طول موج    8/0ها )با چگالی نوری  حاوی جدایه  LBمیکرولیتر از هر محیط    200رشد داده شدند. سپس  

خاک یزد، فیتات كلسیم و تری فسفاتفسفاتی )لیتر محیط اسپربر كه در آن سه منبع  میلی  50لیتری حاوی  میلی  100های  

ی درجه  27و دمای    rpm  120ی شیکردار با  خانهروز به گرم  7زنی و برای  طور جداگانه استفاده شده بود مایهفسفات( بهكلسیم

انتریفیوژ شد،  س  rpm  13000دقیقه در    10مدت  لیتر از هر محیط اسپربر را برداشته و بهمیلی  2سلسیوس منتقل گردید. سپس،  

به از محلول شفاف  فسفر حلتا  غلظت  آمده  اندازهدست  اندازهشده  وانادات  گیری شود.  مولیبدات  روش  با  غلظت فسفر  گیری 

(Paul, & Sinha, 2013)  .انجام شدpH  وEC ترتیب با استفاده از دستگاه هر نمونه نیز بهpH   متر (Metrohm  691مدل)  وEC  

 قرائت شد.  (4510مدل   JENWAY) متر

 16S rRNA  ژن  یابی  توالی  از  استفاده با  فسفات  کنندهحل  برتر  هايجدایه  مولکولی  شناسایی

از كیت استخراج  ژنومی باكتری   DNAمنظور استخراج  به ( استفاده شد. برای  CinnaGen Co., Ltd. Iran)  DNAها 

ژنی   ناحیه  عمومی   16S rDNAتکثیر  آغازگرهای  و  27F  (5′-AGAGTTTGGATCMTGGCTCAG-3′  از   )1492R  (5′ -

CGGTTACCTTGTTACGACTT-3′.27  از آغازگرهای  میکرولیترمورد نظر یک    ژن  تکثیر  برای  ( استفاده گردیدF    1492  وR  

  50با غلظت  كلرید  منیزیممیکرولیتر    5میکرومول بر لیتر،    10با غلظت    dNTPمیکرولیتر    4میکرومول بر لیتر،    10با غلظت  

استخراج شده استفاده شد.    DNAو دو میکرولیتر از    واحد بر میکرولیتر(  5مراز )پلی  تک   DNA  مول بر لیتر، یک میکرولیتر  میلی

 صورت زیر تنظیم گردید: به PCRنجام (. شرایط اTuran et al., 2006میکرولیتر بود )  PCR (Biorad USA )50مخلوط واكنش 
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 94چرخه واسرشست در    30دقیقه و سپس    4سلسیوس برای    درجه  94( در  Initial  denaturationواسرشست اولیه )

 درجه   72( در  Extensionدقیقه و گسترش )  1سلسیوس برای    درجه  53( در  Annealingدقیقه، اتصال )  1سلسیوس برای    درجه

 دقیقه.   7سلسیوس برای  درجه 72یقه و در نهایت گسترش نهایی در دق 1سلسیوس برای 

 TBEدر بافر    v/vوسیله الکترفورز در ژل آگاروز یک درصد  به  16S rDNAحاصل از تکثیر ناحیه ژنی    PCRمحصول  

1X    سپس ژل تحت نور    ساعت عبور داده شد.   1مدت  به  100با ولتاژUV  تصویر ژل   دستگاه ژل داک   و با استفاده از  نمایان شده

 جفت باز تکثیر بخش موردنظر ژنوم را نشان داد. 1500به اندازه  DNAمقایسه باند تکثیرشده با یک نشانگر  . گردید ثبت

 ها و آنالیز فیلوژنی باکتري  16S rRNA  ژنیابی  توالی

منظور سازی خالص شده و بهده از كیت خالصها با استفااین جدایه  16S rRNAحاصل از تکثیر ژن    PCRمحصول  

 Vectorافزار  ها توسط نرمجدایه  نوكلئوتیدی  كره جنوبی ارسال گردید. پس از دریافت نتایج، توالی  Bioneerشركت  تعیین توالی به

NTI  های كانتیگ در پایگاهسپس این توالی  دست آمد.اصلاح شده و یک توالی كانتیگ برای هر جدایه به  NCBI    با استفاده از

Blastn  16های ژن  های موجود مقایسه شدند. تعداد مناسبی از توالیبا توالیS rRNA  های باكتری از طریق  برای هر كدام از سویه

دیفی انجام شد. با  رجدایه باكتری هم  4های  ها و توالیبین این توالی  MEGA 5.1افزار  كمک نرماین پایگاه انتخاب و سپس به

تعیین    bootstrapروش  ا  ب  آنمیزان صحت  ترسیم و      neighbor joining  وسیله روشبهدرخت فیلوژنتیکی  افزار،  استفاده از این نرم

از شناسایی سویهStocklin, 1968شد ) و پس  پایان  توالی ژن  (. در  باكتریایی جداسازی شده،  آنها در    همه  16S rRNAهای 

GenBank  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank( ثبت و شماره دسترسی )Accession number  آنها از  برای هر یک   )

 دست آمد. به

 تجزیه و تحلیل آماري 

ها با استفاده از آزمون تجزیه و تحلیل آماری شد و میانگین  SASافزار آماری  دست آمده با استفاده از نرماطلاعات به

 درصد مقایسه شدند.  5دانکن در سطح 

 و بحث  نتایج 

خاک  فسفاتجدایه كه قادر به رشد در محیط جامد اسپربر غنی شده با    85ها نشان داد همه  سازی جدایهمرحله خالص

  هاله  دیتولبه قادر ،شدهسازی جدا ییایباكتر یهاهیسو ات موجود،گزارشاسفوردی یزد بودند در این محیط هاله ندادند. بر اساس 

  به  قادر   كه  هایی ایهجد  است  شده   گزارش  از طرفی .  ( نیستندYadav et al., 2015خاک )فسفاتهای حاوی  آگار  پلیت  در  شفاف
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 Gupta)  بودند   ع یما  كشت  در  فسفر  مختلف  اشکال  انحلال  به  قادر  ستند،ین  آگار   جامد   طیمح  در  مشاهده   قابل   هاله  گونهچیه  ایجاد

et al., 1994فسفاتخاک در محیط مایع اسپربر غنی شده با  فسفاتهای برتر بر اساس توانایی انحلال (. بر همین اساس جدایه-

اک اسفوردی یزد انتخاب و پس از آن این توانایی با استفاده از سه منبع فسفاتی با انجام یک آزمایش آماری مورد ارزیابی قرار خ

 نمایش داده شده است. 1سیم در شکل اسپربر با منبع فیتات كل  روی پلیت Rpyگرفت. هاله شفاف جدایه 

 

 در محیط اسپربر جامد اصلاح شده با فیتات کلسیم  Rpy(توسط جدایه ایجاد هاله: توانایی انحلال فسفات )1شکل 

(  1مایع )جدول    اسپربر  كشت  محیط  در  فسفاتی   منبع  ها بر انحلال فسفات در سهنتایج تجزیه واریانس تاثیر جدایه

دادند، بر  باكتری،  سویه  ساده  اثر  نشان  و  آنمنبع فسفاتی  برهمکنش  فسفر حلویژگی   ها  بود  عنیم   EC  و  pHشده،  های   دار 

(P≤0.01.)   

ترتیب از منابع فسفاتی  ها به( بیشترین انحلال فسفر توسط جدایه2شده )جدول  فسفر حل  میانگین  بر اساس مقایسه

فسفات  كلسیمشده از كانی تریطوریکه بیشترین مقدار فسفر حلخاک اتفاق افتاد. بهفسفاتفسفات، فیتات كلسیم و  كلسیمتری

 Rpd/4و    Ggd/4  دست آمد. پس از آن دو جدایهگرم بر لیتر بهمیلی  365و    372  مقدارترتیب بهبه  Tkd/4و    Rpy  توسط دو جدایه

گرم بر لیتر آزاد نمودند. بدین ترتیب  میلی 315و  330مقدار ترتیب بهشده را بهفسفر حلاز منبع فیتات كلسیم بیشترین مقدار 

 Rpy  خاک جدایهفسفاتو    Ggd/4  ، فیتات كلسیم جدایهTkd/4و    Rpy  فسفات دو جدایهكلسیمدر انحلال تری  تواناترین جدایه

های آهن و  اكسید   از  یغن  خاکفسفات  معادن  ک جداسازی ازشده بودند. نتایج یگرم در لیتر فسفر حلمیلی  67/82با مقدار  

  Brevibacillusاین معادن دو باكتری    كننده فسفات جداسازی شده ازحل  جدایه  110آلومینیوم در هندوستان نشان داد كه از  

آزمایشی    ج ینتا  اساس  بر  . (Yadav et al., 2015كار برده شده داشتند )بیشترین توانایی را در انحلال منابع فسفاتی به  Bacillus  و

  و  حل را فسفاتكلسیمجداسازی شده از معدن فسفاتی هوبی چین تری YC Stenotrophomonas maltophiliaدر چین جدایه 

  نیز  ( 1396) ساریخانی و خوشرو های بررسی نتایج .(Weisburg et al., 1991شد )  NBRIP رشد طیمح در باعث رهاسازی فسفر

كه از معدن اسفوردی یزد    Rpy  سویه  .بود  بیشتر  خاکفسفات  با  مقایسه  در  فسفات،كلسیمتری  منبع  از  فسفر  لانحلا  داد  نشان

خاک اسفوردی یزد(، توانایی بیشتری در انحلال  فسفاترفته در محیط كشت )كارخاک بهفسفاتنوع  شده بود با توجه بهجداسازی

ی جیرود شمشک نشان داد و این فرض را ایجاد نمود كه ممکن است از نظر اكولوژیکی  های منطقهخاک نسبت به جدایهفسفات



 1400 پاییز ، 69پیاپی  ،3، شماره 35دوره   -یكاربرد یشناسستیز  یفصلنامه علم                                                                              
 

89    

 ;Xiao et al., 2015خاک غیر زیستگاه خود باشد )فسفاتگاه خود بیشتر از  خاک زیستفسفاتسازگاری سویه ها در انحلال  

Xiao et al., 2020  .ها و  در گزارشی به اختلاف منشاٌ جداسازی سویه(، هرچند این ادعا نیاز به بررسی و تحقیقات بیشتری دارد

 Gupta(، ضمن اینکه گوپتا و همکاران )Yadav et al., 2015تاٌثیر آن بر بروز تفاوت در انحلال منبع فسفاتی اشاره شده است )

et al., 2007ها، بر تحمل ریزجاندار  ها در انحلال منابع فسفاتی با توجه به منشاء جداسازی سویهن تاٌكید بر تفاوت سویه( نیز ضم

 اند.  جداسازی شده از هر منشاء به نوع عناصر )فلز( موجود در زیستگاه خود اشاره كرده

 فسفاتیها و منبع  هاي کشت تحت تأثیر جدایهر محیطد EC و   pHشده، : تجزیه واریانس فسفر حل1جدول 

 درصد.  1و  5دار در سطح احتمال ترتیب وجود تفاوت معنی * و **: به

 در روز هفتم  هازنی جدایهفسفاتی پس از مایه   منبع  از سه (گرم بر لیترمیلی ) شدهحل هاي فسفر: مقایسه میانگین2جدول 

 

 . (P ≤0.05) داری ندارندمعنی اختلاف دانکن ایدامنه چند آزمون پایه بر مشترک  حروف دارای هایمیانگین

 

از   Tkd/4  واحد توسط جدایه  30/3مقداربه  pH( نشان داد كه بیشترین كاهش  3)جدول    pHهای  های دادهمیانگین

ز منبع فیتات كلسیم اتفاق افتاد. در آزمایشی  ا  Ggd/4    واحد توسط جدایه  96/6مقدار  به  pHخاک و كمترین كاهش  فسفاتمنبع  

 Kennedyواحد گزارش گردید )  0/3مقدار  استفاده به  های موردخاک توسط سویهفسفاتاز    pHكاهش    میزان  مشابه بیشترین

& Smith, 1995  تواناترین جدایه در كاهش .)pH  فسفات، جدایهكلسیمخاک و تریفسفات  Tkd/4  و فیتات كلسیم جدایه  Rpy  

شاهد  منبع نسبت بهواحد نتوانست فسفر زیادی از این    3/3مقدار  خاک بهفسفات  pHبا وجود كاهش    Tkd/4  بود. هرچند جدایه

  Rpyی برابر شاهد فسفر آزاد نمود و یا هرچند تأثیر جدایه 5/3آزاد نماید، اما همین جدایه از منبع فسفاتی تری كلسیم فسفات 

درصد بیش  Ggd/4 30شده توسط جدایه بود اما مقدار فسفر آزاد Ggd/4ی از منبع فیتات كلسیم بیشتر از جدایه pHبر كاهش 

  و  فسفاتی  منبع  ماهیت و  انحلال  رسد شاید بتوان این موارد را به تفاوت سازوكارهاینظر میاز این منبع بود. به Rpy یاز جدایه

EC pH  شده فسفر حل  منابع تغییر  درجه آزادی  

68543** 04/8  باكتری   جدایه 4 **43316 **

115405** 42/0  منبع فسفاتی 2 **177974 **

40566** 96/1  منبع فسفاتی  باكتری*  یجدایه 8 **22320 ** 

96 01/0  خطا  28 18 

35/1  37/1  34/2  ضریب تغییرات   

  منابع فسفات 

 جدایه 
 

خاک فسفات  ردیف  یم كلس تاتیف  فسفات  میكلس یتر   

67/41 i 67/61 h 67/109 f  1 شاهد 

33/64 h 330b 252e Ggd/4 2 

33/65 h 33/315 c 67/262 e Rpd/4 3 

67/82 g 67/293 d 372a Rpy 4 

33/56 h 82g 365a Tkd/4 5 
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(،  Cao et al., 2018عقیده كائو و همکاران  )به.  (et al., 2009  Oliveiraنسبت داد )  فرآیند انحلال  در  درگیر  توانایی موجودات

ها نیز بستگی  تفاوت مقدار مصرف فسفر این باكتریها ممکن است بهمحلول سویهتوان انحلال فسفر نااین تفاوت علاوه بر تفاوت  

  ها از محیط نسبت دادند و نتیجه گرفتند، مصرف تفاوت پتانسیل جذب فسفر باكتریداشته باشد. ایشان همچنین این تفاوت را به

(  4)جدول    ECهای  میانگین  مقایسه  .شد  خواهد  مایع  محیط  در  لمحلو  باعث كاهش فسفر  آن،  بیولوژیکی  سنتز  فسفر و  زیاد

  4/1تولید شد كه    Rpyزیمنس بر متر توسط جدایه  دسی  973/0مقدار  فسفات بهكلسیماز كانی تری  ECنشان داد كه بیشترین  

را از این كانی تولید نمودند.   ECین  فیتات كلسیم را به یک اندازه بالا بردند و بالاتر Rpd/4  ،ECو   Rpyبرابر شاهد بود. دو جدایه 

و فیتات كلسیم شدند، اما هیچکدام    فسفات كلسیماز منابع تری  ECدار  شاهدهای خود باعث افزایش معنی  ها نسبت بهجدایه  همه

  ECمقدار    pHطوركلی با كاهش  داری با شاهد نشان ندادند. بهخاک، تفاوت معنیفسفاتتولیدی از كانی    ECها از نظر  از جدایه

توان  از روند خاصی تبعیت ننمود كه می  گرچه این افزایش در مواردی  .ی انحلال بیشتر فسفر بودافزایش یافت، كه نشان دهنده

 et)كار گرفته شده در انحلال فسفات، نسبت داد  های بهماهیت انحلال پذیری منبع فسفاتی و سازوكار متفاوت باكتریرا به  آن

al., 2009 Oliveira) .كاهش  فسفات باعث كنندههای حلو قارچ  هادر آزمایشی، تلقیح با باكتری pH  و مقدار  محلول، فسفرEC  

  ی عدنفسفر م یسازدر آزاد  شدهشناخته ی هاسمیمکان از  یکی  محیط،  شدن یدیساگرچه ا .(Tomer et al., 2017شد ) محیط در

 .Gothwal et al)  است  شده  دیده  ها،قارچ  و  هایباكتر  جمله  از  ریزموجودات  انواع  شده با  انجام  مطالعات  از  یاریبس   در  كه  است

2006; Singh & Reddy, 2011كاهش   وجود،   ن(، اما با ایPH    ستیفسفر ن  حل  یبرا  بیشتر  یی توانا   یمعنابهحتما  (li et al., 

 محیط كشت  pH  نیب  یداریمعن  ارتباط(  et al., 2000  Qimeiهمکاران )مطالعات كیمی و    كه  یحال در(. در همین رابطه  2019

  و   pH  نیب  فیضع  ارتباط  کی   فقط  ا ی  یهمبستگ  فقدان(  et al., 1988  Aseaو همکاران )  آسا  داد،  نشان  را  P  شدن  حل  یی توانا  و

 . ندكرد گزارش را انحلال فسفات

 در روز هفتم  هازنی جدایههاي کشت پس از مایه( محیطpH: مقایسه میانگین تغییرات اسیدیته )3جدول 

 

 

 . (P ≤0.05) داری ندارندمعنی اختلاف دانکن ایدامنه چند آزمون پایه بر مشترک  حروف دارای هایمیانگین

 

  منابع فسفات 

 جدایه 
 

خاک فسفات  ردیف  یم كلس تاتیف  فسفات  میكلس یتر   

13/6 cd 69/6 b 71/5 e  1 شاهد 

26/6 c 95/6 a 95/5 d Ggd/4 2 

27/6 c 31/4 hi 59/5 ef Rpd/4 3 

12/4 i 29/4 i 72/4 g Rpy 4 

30/3 j 44/5 f 52/4 gh Tkd/4 5 
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زیمنس بر متر پس از هاي کشت بر حسب دسی( محیطEC: مقایسه میانگین تغییرات هدایت الکتریکی )4جدول  

 در روز هفتم   هازنی جدایهمایه

 . (P ≤0.05) ندارندداری معنی اختلاف دانکن ایدامنه چند آزمون پایه بر مشترک  حروف دارای هایمیانگین

 فیلوژنتیک   تحلیل  و   تجزیه  و  نوکلئوتید  توالی

  ین. در اشودمی  یایی تر جوامع باكتریقدق  ییشناسامنجر به  16S rRNA  یابیمولکولی مانند توالی  یهااستفاده از روش

برای مقایسه   شد.   فسفات استفادهدر انحلال  برتر    یباكترچهار جدایه    یی شناسا  یبرا  16S rRNAژن    یابییتوال  از روش،  پژوهش

( برای ≥99استفاده شد و سطح بالایی از همانندی ) NCBIپایگاه   Blastnهای موجود، از ها با توالیسویه 16S rRNAهای توالی

بهتعریف همه جدایه پژوهشها  از  بسیاری  آمد. در  از روش  دست  باكتری  16S rRNAها  تعریف  كننده فسفات  های حلبرای 

)استفا است  توالیWeisburg et al., 1991ده شده  از  فیلوژنتیکی حاصل  داد كه  جدایه  16S rRNAهای  (. درخت  نشان    4ها 

و   Rpy ،Tkd/4  ،Rpd/4 هایجدایه (. بر این اساس2بندی شدند )شکل جنس دسته 4گونه متفاوت متعلق به  4باكتری برتر در 

Ggd/4    از بیش  به  99با  مشابهت   Bacillus pumilus ،  Curtobacterium flaccumfaciens  ،Sphingobiumترتیب،  درصد 

yanoikuyae    وPantoaea aglomerans  دسترسی شماره  بهبا  و    MW646604  ،MW646605  ،MW646606ترتیب  های 

MW646607  .معرفی شدند 

 

 

 

 

 

 

 

  منابع فسفاتی 

 جدایه 
 

خاک فسفات  ردیف  یم كلس تاتیف  فسفات  میكلس یتر   

64/0 g 42/0 h 7/0 f  1 شاهد 

64/0 g 78/0 d 75/0 de Ggd/4 2 

62/0 g 88/0 bc 74/0 e Rpd/4 3 

64/0 g 86/0 c 97/0 a Rpy 4 

65/0 g 65/0 g 90/0 b Tkd/4 5 
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 Bacillus pumilus (MW646604)

 Bacillus pumilus (MT102723)

 Bacillus pumilus (MT197380)

 Curtobacterium flaccumfaciens (MH156217)

 Curtobacterium flaccumfaciens (MW646605)

 Curtobacterium flaccumfaciens (MK398100)

 Sphingobium yanoikuyae (MW646606)

 Sphingobium yanoikuyae (LT899948)

 Sphingobium yanoikuyae (MH179331)

 Pantoea agglomerans (MW646607)

 Pantoea agglomerans (MK125305)

 Pantoea agglomerans (MT184865)
100

99

99

95

99

2

 

 

 

 

 

 

 

 

  وسیله روشبه درخت فیلوژنتیکی  16S rRNA  ژن یابییتوال اساس  بر شده  ییشناسا هاييباکتر  یکی لوژنتیف  درخت :2 شکل

neighbor joining  ها مقادیر  ترسیم شده است. اعداد روي شاخهbootstrap تکرار   1000دهند که بر اساس )درصد( را نشان می

دهنده  علامت دایره تیره نشان پرانتز آورده شده است. داخل در  يهر باکتر يبرا  GenBank دسترسیشماره است. 

 هاي باکتریایی شناسایی شده، در این مطالعه است. جدایه

 گیري کلی نتیجه

كار رفته، چندین برابر شاهد فسفر آزاد نمودند.  بر اساس نتایج این تحقیق چهار جدایه انتخاب شده از منابع فسفاتی به

به، جداسازیRpy  Bacillus pumilusجدایه   نسبت  یزد،  اسفوردی  از معدن  توانایی  های منطقهجدایهشده  ی جیرود شمشک 

خاک اسفوردی یزد نشان داد و این فرض را ایجاد نمود كه از نظر اكولوژیکی ممکن است سازگاری فسفاتبیشتری در انحلال  

یر زیستگاه خود باشد. هرچند این ادعا نیاز به بررسی و  خاک غ فسفاتخاک زیستگاه خود بیشتر از  فسفاتها در انحلال  سویه

به دارد.  بیشتری  دادند  تحقیقات  نشان  پژوهش  این  نتایج  كلی  زیستگاه  معادنطور  ایران  برایفسفاتی  خوبی  جداسازی   های 

انحلال  های حلباكتری توانایی  بر  انحلال فسفاتفسفاتكننده فسفات هستند كه علاوه  توانایی  نظیر فیتات  های د خاک،  یگر 

 فسفات را نیز دارند.  كلسیمكلسیم و تری

 منابع

و منابع مختلف سنگ فسفات    coagulans Bacillus  تأثیر باكتری.  1390زاده، ع.، فلاح نصرت آباد، ع و رضوانی، م.  حیاتی، م.، قلی

 . 136 -127: 21، مجله دانش آب و خاک . (.(Brassica napus L بر گیاه كلزا

كننده فسفات مقاوم به دما برای استفاده در كود های حلجداسازی و شناسایی باكتری(.   1396خوشرو، ب و ساریخانی، م )

 . 167-155: 32(. نشریه آب و خاک )علوم و صنایع كشاورزی.  میکروبی فسفاتی
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. در دره شمشک، شمال تهران  شیمی عناصر خاكی كمیاب نهشته فسفات جیرودشناسی و زمینكانی( .  1395مقدسی، س.ج. )

 .324-313: 26فصلنامه علمی علوم زمین. 
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Abstract 

This study aimed to isolate and characterize phosphate-solubilizing bacteria from two phosphate mines 

and to investigate their soil phosphate solubility ability. Eighty-five colonies with different morphologies were 

isolated and purified using the liquid Sperber culture medium enriched with Yazd’ Esphordi soil phosphate (YESP) 

and a form of diluents series in the Sparber solid culture medium enriched with YESP. Four out of 85 isolates 

(Rpy: from Esfordi mine and Tkd/4, Ggd/4  &  Rpd/4 from Jiroud mine) with the highest amount of dissolved 

phosphorus in the Sperber liquid medium enriched with YESP as superior isolates were selected. With using 16S 

rRNA gene sequencing the isolates Tkd/4, Rpd/4, Rpy and Ggd/4 were recognized very closely (more than 99%) 

to Curtobacterium flaccumfaciens, Sphingobium yanoikuyae, Bacillus pumilus, and Pantoaea aglomerans genera 

with access numbers MW646604  ،MW646605  ،MW646606  and  MW646607 respectively. The multifold release 

of phosphorus by these isolates compared to the control from three phosphate sources showed that these bacteria 

can dissolve other phosphate sources. 

 

Keywords: Calcium phytate, Jiroud phosphate mine, Phosphate soil, Tricalcium phosphate, Yazd Esfordi 

phosphate mine 
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