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Background and Objectives: The widespread use of chemical fertilizers 
became common by coming the Haber-Bosch reaction product to the 

market in the second decade of the twentieth century, and thereafter the 

agricultural industry flourished. Nowadays, increasing usage of chemicals 

has caused adverse and harmful consequences against the environment and 

also increased costs of production of crop plants. The use of biofertilizers, 

which potentially solubilizes phosphorus compounds in the agricultural 

soil, is considered as an environmental friendly option and a superior 

alternative to further usage of chemical fertilizers. New collections of 

phosphate-solubilizing bacteria with a vast biodiversity are required to be 

used for greater varieties of crop plants in more different climates. The aim 

of this study was verification and characterization of some active 
phosphate-solubilizing bacteria isolated from several areas of wheat arable 

soils located in Yazd province. 

 

Materials and Methods: In this study, soil microorganisms were screened 

and all the isolates were examined in PVK agar culture medium for halo 

formation and then phosphate solubilization index and efficiency were 

calculated. Phosphate release rate in liquid culture medium was measured 

in µg/ml. Nitrogen fixation test using two carbon sources (glucose and 

sucrose) was evaluated comparatively. All the isolates were examined for 

tolerance to various environmental conditions such as temperature, salinity 

and pH. Finally, the production of several types of organic acids by the 

isolates was examined using thin layer chromatography. 

 

Results: Among the bacteria, 10 isolates created a halo zone in culture 

medium containing calcium phosphate and showed growth and 

discoloration in nitrogen-free medium with bromothymol blue reagent. 

Five isolates out of 10 showed the highest efficiency in phosphate 

solubilization (equal to or more than 200% Z/C) and 5 isolates showed the 

highest phosphate solubility index (between 2-4). The highest index 

belonged to YC isolate (4.1), while statistical analysis showed no 

significant difference between the means of solubility efficiency of 

different isolates. The quantitative study showed that the amount of 

phosphate released for 4 superior isolates was 150.25-203.91 µg/ml. 
Statistical analysis shows that among the 10 strains tested, YS and YG 
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showed the highest efficiency with the release of 203.9 and 194.8 μg/l 

phosphate, respectively. These two strains were not significantly different 

from YK and YC isolates. Isolates YX, YA, YP, YH, YJ and YI also 

showed the least ability at the same statistical level. All the isolates were 

able to fix nitrogen in the presence of glucose and 4 isolates were able to 

fix nitrogen in the presence of sucrose as two different carbon sources. 

Experiments carried out to show the resistance of the isolates to 

environmental factors and indicated that almost all isolates can grow 

adequately in the range of acidic to alkaline pH (5-9) and temperatures of 
25-37 ºC. The isolates were also able to tolerate salinity up to 10% (w/v). 

The use of thin layer chromatography confirmed the excretion of organic 

acids such as citric acid and oxalic acid by the examined bacteria.  

 

Conclusion: The present study indicates that the isolated microorganisms 

with high phosphate solubilizing ability show significant potential as a 

suitable substitute to chemical fertilizers with harmful side effects.  
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  های کلیدی: واژه

  اسید آلی،

 کننده فسفات،  باکتری حل

 تثبیت نیتروژن، 

 کود شیمیایی  

 

دوم قررن بیسرتب برا ورود مح رول      هاستفاده فراوان از کودهای شیمیایی از ده سابقه و هدف:

رایج شد و متعاقب آن صرنعت کشراورزی رونرر گرفرت. امرروزه،       بوش به بازار-واکنش هابر

هرای  های زیانبار زیست محیطی و بالا رفرت  هزینره   پیامدافزایش م رف مواد شیمیایی موجب 

سرازی   تولید مح ولات کشاورزی شده است. استفاده از کودهای زیستی، برا پتانسریل محلرول   

های کشاورزی، به عنوان یک گزینه دوستدار محری  زیسرت و جرایگزی  برترر     فسفر در خاک

های جدیدی از  شود. مجموعه می  هتر کودهای شیمیایی در نظر گرفت چه بیش جای م رف هر هب

عنروان کرود زیسرتی     کننده فسفات با گوناگونی زیستی وسیع بررای اسرتفاده بره    های حل باکتری

های متفاوت مورد نیازند. هدف از  فسفات برای م رف مح ولات زراعی گوناگون و در اقلیب

ت از خراک چنرد   کننرده فسرفا   های چند باکتری فعال حل ای  پژوهش، بررسی و تعیی  ویژگی

 منطقه مختلف زیرکشت گندم در استان یزد بود. 
 

های خاک زمی  کشاورزی غربالگری شرده و  در ای  پژوهش، میکروارگانیسب ها: مواد و روش

آگار از نظر ایجاد هالره مرورد بررسری قررار گرفتنرد و سر          PVKها در محی  کشت جدایه

کنندگی فسفات محاسبه شد. میزان رهایش فسفات در محی  کشت مایع  شاخص و کارایی حل

ها از نظر تحمل شرای  مختلف لیتر اندازه گیری شد. تمامی جدایهبر حسب میکروگرم بر میلی

ند و در پایان تولید انواعی از اسیدهای آلری  مورد بررسی قرار گرفت( pHمحیطی )دما، شوری و 

 ها با کمک روش کروماتوگرافی لایه نازک بررسی شد. توس  جدایه
 

 جدایه در محری  دارای کلسریب فسرفات هالره ایجراد کررده و در        10ها، از میان جدایه ها: یافته

جدایره   5محی  بدون نیتروژن حاوی شناساگر بروموتیمول بلو رشد و تغییر رنگ نشان دادند. 
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جدایه بالاتری  کارایی در  5و ( 4تا  2)بی   (SI)کنندگی فسفات  تری  شاخص حل دارای بیش

را نشران   درصد قطر هاله/ قطرر کلنری(   200تر از  )مساوی یا بیش( PSE) کنندگی فسفات حل

که  بوده است، در حالی 1/4به میزان  YC  کنندگی متعلر به جدایهری  شاخص حلت دادند. بیش

های  کنندگی جدایه های کارایی حل تجزیه و تحلیل آماری، هیچ اختلاف معناداری مابی  میانگی 

تا  25/150جدایه برتر به میزان  4مختلف نشان نداد. میزان رهایش فسفات در بررسی کمی در 

 دهرد کره از    گیری شد. تجزیه و تحلیل آمراری نشران مری   لیتر اندازهبر میلی میکروگرم 91/203

 میکروگرم بر لیتر 8/194و  9/203به ترتیب با رهایش  YGو  YSآزمون شده،   سویه 10میان 

 اختلاف YCو  YKهای تری  کارایی را از خود نشان دادند. ای  دو سویه، با جدایه فسفات، بیش

با قرار گرفت  در یرک   YIو  YX ،YA ،YP ،YH ،YJهای  چنی  جدایه معناداری نداشتند. هب

هرای مربروب بره     تری  توانایی در ای  زمینه را از خرود نشران دادنرد. آزمرایش     سطح آماری، کب

 pHتوانند در دامنره  جدایه می 10تمامی  ها به عوامل محیطی نشان داد که تقریباًمقاومت جدایه

هرا   چنی  جدایه گراد رشد داشته باشند. هب درجه سانتی 25-37( و دمای 9-5تا قلیایی ) اسیدی

درصد تحمل کردند. روش کرومراتوگرافی لایره نرازک در تمرامی      10شوری محی  را تا نمک 

 یید کرد.أها حضور اسیدهای آلی مانند اسید سیتریک و اسید اگزالیک را ت جدایه
 

هرای مرورد بررسری برا دارا برودن      دهد که میکروارگانیسب پژوهش حاضر نشان می گیری: نتیجه

توجهی به عنوان جایگزی  مناسب برای کودهای  کنندگی فسفات، پتانسیل قابل توانایی بالای حل

 شیمیایی دارای اثرات مخرب جانبی داشته باشند.
 

ینناد    هاای نناد باای ری  ا      بررسی و تعیین ویژگی(. 1401)طیبه ، فولادی، بهناز میرعلمی،، لیلا ،امینی، صعودی، محمدرضا: استناد

 .53-75(، 4) 12، نشریه مدیریت خاک و تولید پایدار. فسفات از خاک یشاورزی مزرعه گندم واقع در اس ان یزد

                     DOI: 10.22069/EJSMS.2023.19464.2039 
 

                       نویسندگان. ©                        گرگان یعیو منابع طب یعلوم یشاورزدانشگا  ناشر:                   
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 مقدمه
به گفته سازمان جهانی غذا و کشاورزی )فائو(، در 

نیاز به تولید مواد غذایی نسربت بره سرال     2050سال 

درصرد افرزایش خواهرد یافرت.      50، نزدیک به 2012

برای پاسخگویی مستمر به ایر  نیراز، مرواد مغرذی و     

(. پ  1های کشاورزی باید حفظ شوند ) کیفیت خاک

ن، فسفر یک عن رر مغرذی ضرروری بررای     از نیتروژ

گیاهان در فرآیندهایی مانند فتوسرنتز، انتقرال انررژی،    

 باشرد  هرای سرلولی و ترنف  مری    تولید مراکروملکول 

از وزن خشرک گیراه را تشرکیل     8/0تا  2/0 که تقریباً

هرا،  نوکلئیک، آنزیب(. فسفر در اسیدهای 3، 2دهد )  می

چنی  فسفر  نوکلئوتیدها و فسفولی یدها وجود دارد. هب

نقش مهمی در رشد ریشه، تولید گرل و دانره، کیفیرت    

های گیاهران دارد   مح ول و مقاومت در برابر بیماری

(. کمبود فسفر در خراک ترا انردازه چشرمگیری از     4)

درصد از  80تا  20حدود کند. رشد گیاه جلوگیری می

فسفر موجود در خاک به شکل ترکیبات آلی و معدنی 

های فلزی موجود در خاک نامحلول است و با کاتیون

 دهرردپ پرر  تنهررا کمرر لک  غیریررونیزان تشررکیل مرری

درصد از کل فسفر موجود در خاک به شکل محلول  1

دسترس برای گیراه اسرت. بنرابرای  اسرتفاده از      و قابل

 (. 5تواند ای  کمبود را جبران کند )ر میکودهای فسف

هرا تر  کرود    در صنعت کشاورزی سالانه میلیرون 

شرود.  تر گیاهان اسرتفاده مری   شیمیایی برای رشد بیش

ثر، کارا و از نظر ؤاستفاده از انواع کودها در شرایطی م

محی  زیست مناسب است که عناصر موجود در کرود  

ر ریشه گیاه قرار گرفته و توسر  ریشره جرذب    در کنا

سفانه، بخش زیرادی از کودهرای فسرفری    أشود. اما مت

معدنی بلافاصله پ  از افزوده شدن به خاک نامحلول 

(. از سرویی  6شوند ) شده و از دسترس گیاه خارج می

دیگر کاربرد کودهای شیمیایی هزینه تولید مح ولات 

کشرراورزی را افررزایش داده و منجررر برره پیامرردهای    

هرای   محیطی ماننرد فرسرایش خراک    ناخواسته زیست

سطحی و از بی  رفت  حاصلخیزی خاک با بر هب زدن 

دیگرر آن   هقابرل ملاحظر   هشود. نکتتنوع میکروبی می

های فسفات عموماً در ایرران نایراب   است که کانسنگ

 بنرابرای  و  کرافی وجرود نردارد    ههستند و یا به انرداز 

ترکیبات معدنی فسفات وارداتی هستنداستفاده از مواد 

تلقیحی میکروبی )کودهای زیستی( که دارای پتانسیل 

هرای کشراورزی باشرند    سازی فسفر در خراک  محلول

عنوان یک گزینه دوستدار محی  زیست و جایگزی   به

(. 2شررود )کودهررای شرریمیایی در نظررر گرفترره مرری  

کننده فسفات نقش مهمری در   های حلمیکروارگانیسب

هایی با کمبود فسرفر  تولید کودهای زیستی برای خاک

درصد از جمعیرت میکروبری    50تا  1 دارند که تقریباً

های زیادی از  کنون گزارش دهند. تاخاک را تشکیل می

های موجرود در خراک ارائره    شناسایی میکروارگانیسب

ها را در تبدیل فسفر آلی و  ثر آنؤشده است که نقش م

جرذب بررای گیراه نشران      معدنی خاک به شکل قابرل 

 (. 7دهد ) می

کننده فسفات با آزادسازی  های حلمیکروارگانیسب

هرای  تواننرد ملکرول  اسیدهای آلی و آنزیب فسفاتاز می

ها  فسفات کم لک  و ثابت را در خاک آزاد کرده و آن

H2PO4) هررای فسررفات برره صررورت آنیررون را 
 و (1−

(HPO4
خراک در   pHمحلول درآورده و بسته بره   (−2

کننردگان  عرلاوه، حرل   (. بره 8دسترس گیاه قرار دهند )

وری  فسفات با تولید هورمرون رشرد و افرزایش بهرره    

تواننرد باعرر رشرد بیشرتر گیراه و      تثبیت نیتروژن می

هرای گذشرته   مح رول شروند. در دهره   افزایش بازده 

کننرده فسرفات    هرای حرل  ای و باکتری های رشته قارچ

انرد  زیادی از منابع مختلف جداسازی و شناسایی شده

رایزوبیروم،  هرای  توان به گونهها می تری  آن که از مهب
 سررودوموناس وپنیسرریلیوم  ،آسرر رژیلوس، باسرریلوس

 (. 11، 10، 9اشاره کرد )

کننده  های حلمکانیسب استفاده شده توس  باکتری

فسفات شامل آزادسازی اسیدهای آلی با وزن ملکولی 

هرای هیدروکسریل و   پایی  است کره از رریرر گرروه   

های پیوند یافته به فسفات را خنثری  کربوکسیل کاتیون
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کنرد.  در نتیجه آن را به گونه محلول تبدیل می کرده و

 pHتوان ای  مکانیسب را به کراهش  از سوی دیگر می

محی  خاک توس  اسیدهای آلی تولیرد شرده توسر     

ها نسبت داد. نوع و میرزان اسرید آلری    میکروارگانیسب

هرای گونراگون متفراوت    تولید شده در میکروارگانیسب

ک، مالئیررک و هررای گلیکولیرک، تارتاریرر اسرت. اسررید 

تری  اسیدهای تولید شده توسر  ایر     اگزالیک از مهب

(. معدنی کردن فسفر نیز 12ها هستند )میکروارگانیسب

آلری   مکانیسب دیگری است که در نتیجره آن فسرفات  

سازی پروتون بره فسرفات   توس  آنزیب فسفاتاز با آزاد

 . شودمعدنی محلول تبدیل می

های کشت گوناگونی میلادی محی  1900از سال 

 غربرالگری ( برای 13 ،14)( NBRIP)2 و( PVK)1مانند 

کننده فسفات بره کرار گرفتره     های حلمیکروارگانیسب

شده است. منبع فسفات استفاده شرده در ایر  محری     

هرا  چالش اصلی جداسازی میکروارگانیسبها به کشت

هرا فسرفات   تبدیل شده است. در ایر  محری  کشرت   

عنوان منبرع فسرفات در نظرر     ( بهCa3(PO4)2کلسیب )

گرفته شده است و در کنرار آن ایجراد هالره پیرامرون     

کلنی باکتری بر روی محی  آگاردار با عنوان شراخص  

ل هرایی برا توانرایی انحرلا    غربالگری میکروارگانیسرب 

ای از شود. از آنجا که بخش عمدهفسفات مشخص می

باشد کشور ایران جزو منارر خشک و نیمه خشک می

هرای  و مشکل تغذیره فسرفر در گیاهران و نیرز ترنش     

های مهب در تولید بخش محیطی شدید از جمله چالش

شررود، برخرری از عوامررل  کشرراورزی محسرروب مرری 

ی برالا و آهکر   pHغیرزیستی مانند کب آبری، شروری،   

بودن خاک بر رشد و عملکرد گیاهان زراعی از جمله 

هرای محیطری در میرزان    گذارنرد. ترنش  گندم اثرر مری  

فراهمی و جذب فسفر توس  گیاهان و حلالیرت کرب   

سرزایی دارنرد. در ایر  میران      هثیر بر أتر  Ca-Pترکیب 

مقاومت به ای  تغییرات محیطی از عوامل مهب استقرار 

                                                
1- Pikovskaya 

2- Botanical Research Institute Phosphate 

بوده و استفاده از  های خاکو گسترش میکروارگانیسب

هرا در خراک رویکررد مناسربی جهرت       مایه تلقریح آن 

مردیریت و ترامی  عناصرر غرذایی گیراه و در نهایرت       

هرایی  افزایش بازدهی تولید و رشد گیاه است. باکتری

قادر هسرتند فراهمری فسرفر را بررای گیاهران تحرت       

شرای  تنش محیطی افزایش دهند که خودشان مقراوم  

د. بنرابرای  هردف از ایر  مطالعره،     ها باشن به ای  تنش

کننرده فسرفات از    های حلعلاوه بر جداسازی باکتری

خرراک کشرراورزی مررزارع گنرردم، بررسرری مقاومررت   

ها در شرای  سرخت محیطری ماننرد تغییررات      باکتری

 نیز بوده است. pHشوری، دما و 

 

 ها مواد و روش

ررور    نمونه مرورد آزمرایش بره   برداری از خاک:  نمونه

ت ادفی از چند نقطه از خاک زمی  کشراورزی تحرت   

کشررت گنرردم در ارررراف شررهر یررزد، بررا مخت ررات   

 10از عمر  23º54'6/35"و  º31 54'3/24"جغرافیایی 

ها در ظرروف  آوری شد. نمونه متری خاک جمع سانتی

پلاستیکی به آزمایشگاه میکروبیولوژی صنعتی دانشگاه 

گرراد   درجره سرانتی   4الزهرا، تهران منتقل و در دمای 

هرای  نگهداری شدند تا جداسازی و بررسری ویژگری  

 کننده فسفات بر روی آن انجام شود.  های حل باکتری

کننده فسفاات   های حلجداسازی و غربالگری سویه

 pHابتدا نمونه خاک از نظرر بافرت و   بر روی پلیت: 

مورد بررسی قرار گرفت. س   بعد از خشرک شردن   

متری عبور داده شرد.  میلی 2لک در مجاورت هوا، از ا

گرم  9/0) های سریالی از خاک در محلول نمکیرقت

نمک سدیب کلراید/ لیتر( تهیه شرد و بره مردت یرک     

دور در دقیقه  150ساعت روی شیکر انکوباتور با دور 

هرای تهیره شرده، مقردار     هب زده شدند. س   از رقت

 های حاوی محی  کشت میکرولیتر بر روی پلیت 100

صورت  ها بهسازی نمونه ( جهت خالص3نوترینت آگار

های خالص شده توسر   متوالی کشت داده شد. جدایه

                                                
3- Nutrient Agar 
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آمیزی گرم بررسری و ت راویر میکروسرکوپی از     رنگ

ترر بره دو روش    ها تهیه شد و برای مطالعات بریش  آن

فعال و غیرفعال نگهداری شدند. در نهایت، به منظرور  

هررا،  برراکتری کننررده فسررفات در بررسرری ویژگرری حررل

آگار به صرورت  PVK ها بر روی محی  کشت  جدایه

(. ترکیبررات محرری  15، 11چمنرری کشررت داده شررد )

آگار بر حسب گرم بر لیتر شامل گلروکز   PVKکشت 

(، سررولفات آمونیرروم 5(، تررری کلسرریب فسررفات )10)

(، 2/0، سرولفات منیرزیب )  (2/0(، کلرید کلسیب )5/0)

(، سرولفات  5/0(، ع راره مخمرر )  2/0کلرید پتاسیب )

( 15( و آگرار ) 002/0(، سولفات آه  )002/0منگنز )

درجه  28روز در دمای  5-3ها به مدت  باشد. پلیت می

کننرده   هرای حرل   گراد گرماگذاری شدند. باکتریسانتی

فسفات با ایجاد هاله در پیرامرون کلنری جداسرازی و    

 نتخاب شدند. ا
 

کننفده فسفاات بفه     های حلبررسی مقاومت جدایه

 شرایط سخت محیطی

های انتخاب شده کشرت  ابتدا از جدایه: pHتغییرات 

تازه بر روی محی  نوترینرت آگرار تهیره شرد. از هرر      

جدایه، غلظت استاندارد مطابر با استاندارد )نریب مرک   

میزان فارلند( در محی  کشت نوترینت براث تهیه و به 

هرای آزمرایش حراوی محری  کشرت      درصد به لوله 1

تلقیح شد. پ  از  9و  7، 5های pHنوترینت براث با 

درجره   28سراعت در دمرای    48گرماگذاری به مدت 

گراد جذب نوری محی  حاوی باکتری در رول  سانتی

 (. 16نانومتر اندازه گرفته شد ) 600موج 

به منظور بررسی اثرات تغییرات دمرایی،   تغییرات دما:

های مورد نظر با غلظت استاندارد )نریب مرک   از جدایه

فارلند( به محی  کشت نوترینت براث تلقیح صرورت  

سرراعت در  48هررا در مردت زمرران   گرفتره و رشررد آن 

گراد با جذب نوری درجه سانتی 45و  37، 25دماهای 

 (.17نانومتر بررسی شد ) 600

ها برا غلظرت   از سوس انسیون جدایه تغییرات شوری:

درصرد بره    1استاندارد )نریب مرک فارلنرد( بره میرزان      

های آزمایش حاوی محی  کشت نوترینت براث با  لوله

 15 -10 -5 -0های مختلف نمک کلرید سدیب )غلظت

 28ساعت در دمای  48درصد( تلقیح کرده و به مدت 

گررذاری شررد. میررزان رشررد  گررراد گرمررادرجرره سررانتی

هرا در ررول    گیری جذب نروری آن  ها با اندازه باکتری

 نانومتر بررسی شد.  600موج 

و کففارایی  (SI)1 کننففدگی تعیففیش شففاخ  حففل 
2(PSEحل ) های منتخب:کنندگی فساات در جدایه 

تخراب  نهرای ا به منظور تعیی  توانایی و کارایی جدایه

به روش زیر تعیی   PSEو راندمان  SIشده، شاخص 

از سوس انسیون میکروبی غلظرت اسرتاندارد    گردد. می

 10مطررابر نرریب مررک فارلنررد تهیرره شررد و برره مقرردار 

دار  ای در محی  کشت آگرار میکرولیتر به صورت نقطه

PVK روز در  5-3ها بره مردت    کشت داده شد. پلیت

گراد گرماگذاری شردند. سر     درجه سانتی 28دمای 

قطر کلنی و قطر هاله شفاف ایجراد شرده در پیرامرون    

 رابطهکش اندازه گیری شد و با استفاده از کلنی با خ 

 زیر: 
 

 = (SI) شاخص
C+Z

C
(1)                                    

 

 =  )%( )PSE( بازده
Z

C
 × 100 (2)                         

 

، آن کنندگی فسفات محاسبه شد کره در  یزان حلم

C مترر( و  )میلری  برای قطر کلنی Z     بررای قطرر هالره

 (.19، 18) متر( تعریف شده است )میلی

های  ارزیابی کمی تولید فساات معدنی توسط جدایه

هرای  هرایی کره برر روی پلیرت    تمامی جدایهمنتخب: 

، کرانی فسرفات را   PVKحاوی محی  کشت آگاردار 

حل کرده و هاله ایجاد کررده بودنرد، در ایر  مرحلره     

منظور بررسی کمی توانایی آزادسازی فسفر با استفاده  به

                                                
1- Phosphate Solubilization Index   

2- Phosphate Solubilizing Efficiency 
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سنجی آسکوربیک اسید آزمایش شردند.   از روش رنگ

 در ایرر  ارزیررابی غلظررت اسررتاندارد از سوس انسرریون 

ها )نریب مرک   های خالص تمامی جدایهمیکروبی کلنی

درصد از حجب محی  کشت اصلی  1میزان  فارلند( به

(PVK  براث کهpH  2/7آن روی   )تنظیب شده اسرت

گرراد  درجه سانتی 28روز در  5تلقیح شده و به مدت 

دار دور بررر دقیقرره در انکوبرراتور شرریکر  150بررا دور 

در  pHگرماگذاری شد. جهت بررسی روند تغییررات  

روزهررای دوم و پررنجب گرماگررذاری از هررر یررک از   

لیتر از محری   میلی 5های مورد آزمایش مقدار فلاسک

آن برا کمرک    pHکشت در شرای  استریل برداشته و 

گیرری شررد. در آخررری  روز  متررر انرردازه pHدسرتگاه  

لیتر نمونه از هرر فلاسرک   میلی 10گرماگذاری، مقدار 

دقیقه دور بر  11000ر دقیقه با دو 5برداشته و به مدت 

سانتریفیوژ کرده )به جهت جداسازی بخش نرامحلول( و  

 1از مایع رویی برای انجام آزمایش اسرتفاده شرد. مقردار    

 5/2مقطرر و   لیترر آب  میلری  9لیتر از مایع رویی برا   میلی

لیترر محلرول پتاسریب     میلری  50لیتر معرف رنگی ) میلی

در  (K2Sb2C8H4O12 3H2O) آنتری مرونی تارترارات   

 5/12نرمررال بررا  5لیتررر اسررید سرولفوریک   میلری  125

( N6H24Mo7O24) لیتر محلول آمونیوم مولیبردات  میلی

گرم  264/0مخلوب شد. محلول تهیه شده به آرامی با 

لیتر اسید آسکوربیک مخلوب شد. رنرگ آبری    در میلی

دقیقه قابل مشاهده بوده کره   15ملایب پ  از گذشت 

گیری  نانومتر اندازه 880رول موج  جذب نوری آن در

گرم برر  شد. مقدار فسفات تولید شده بر اساس میکرو

لیتر با استفاده از منحنی اسرتاندارد تهیره شرده برا     میلی

KH2PO4  گررزارش شررد. در نمونرره شرراهد برره جررای

سوس انسیون باکتری، آب مقطر اسرتفاده شرد. شردت    

تواند به عنوان شاخ ی از میزان فعالیرت   رنگ آبی می

 (. 20، 18تازی باشد )فسفا

هفای   کنندگی نیتروژن توسط سویه بررسی قابلیت تثبیت

هرا برا    کنندگی نیترروژن در جدایره   توانایی تثبیتمنتخب: 

دارای ( NFB)1 استفاده از محی  کشرت بردون نیترروژن   

بررا انرردکی  (pH=2/6) در 2معرررف برومررو تیمررول بلررو 

تغییرات مورد بررسی قررار گرفرت. ترکیبرات محری      

(، 20لیترر شرامل: سروکروز )     کشت بر حسب گرم بر

(، مونررو پتاسرریب فسررفات  05/0پتاسرریب فسررفات ) دی

(، 01/0(، کلریرد آهر  )  2/0(، سولفات منیرزم ) 15/0)

باشرد. محری    ( و معرف بروموتیمول آبی می15آگار )

ستفاده از دو منبع کرب  ای با اکشت به صورت مقایسه

گلوکز و ساکارز تهیه شد. بدی  منظور ازکشرت ترازه   

هر سویه، سوس انسیون میکروبی استاندارد مطابر )نیب 

هرای حراوی   مک فارلند( تهیه شده و برر روی پلیرت  

ها  محی  کشت به صورت چمنی کشت داده شد. پلیت

گرراد  درجره سرانتی   30ساعت در دمرای   48به مدت 

شرردند. تغییررر رنررگ محرری  برره زرد    گرماگررذاری 

دهنده تثبیت نیتروژن توس  باکتری و تولید اسید  نشان

باشد که نتایج به صورت مثبت یرا منفری گرزارش    می

 (. 22، 21شوند ) می

بررسی اسیدهای آلی تولید شده در محفیط کتفت   

کننفدگی   هفای دارای توانفایی حفل   براث در جدایه

به منظور بررسی اسیدهای آلی تولید شده در فساات: 

های انتخرابی،  براث، توس  جدایه PVKمحی  کشت 

3از روش
 (TLC ) یا کروماتوگرافی لایه نازک استفاده

و مالئیرک برا    شد. اسیدهای آلی سریتریک، تارتاریرک  

اسرتاندارد  لیتر بره عنروان   گرم در میلیمیلی 20غلظت 

فاز متحرک شامل متانول و هیدروکسید  استفاده شدند.

پر  از   در نظرگرفتره شرد.   4بره   1آمونیوم به نسبت 

، از معررف آشکارسراز کره     TLCخشک شدن پلیرت 

قطرره   8بره همرراه    1:4شامل آب و متانول با نسربت  

درصد معرف رنگری   3/0محلول هیدروکسید سدیب و 

شرد. در صرورت    اسرت اسرتفاده   4بروموکروزول سبز

                                                
1- Nitrogen free blue 

2- Thymol blue (C27H30O5S) 

3- Thin Layer Chromatography  

4- Bromocresol green  
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وجود اسید آلی در نمونه لکه زرد بر روی زمینه سربز  

 (. 21آشکار خواهد شد )

هرا بره    و تحلیرل داده   تجزیره تجزیه و تحلیل آماری: 

ها نیرز   میانگی   و مقایسه SPSSافزار آماری  کمک نرم

( ANOVAبا استفاده از روش آماری تحلیل واریان  )

چنری    انجرام شرد. هرب    05/0آزمون توکی در سطح و 

 .رسب شدند Excelافزار  نمودارها با استفاده از نرم

 

 نتایج و بحث

کننفده   هفای حفل   جداسازی و غربفالگری بفاکتری  

های مورد آزمایش کره از  در ای  مطالعه نمونهفساات: 

هرای تحرت کشرت گنردم      چند نقطه مختلف از خاک

شده بودنرد، بره منظرور    واقع در ارراف شهر یزد جدا 

کننرده فسرفات ارزیرابی    هرای حرل  دستیابی به باکتری

های خاک از نظرر خ وصریات فیزیکری    شدند. نمونه

( برود.  pH=1/7دارای بافت ظراهری لرومی شرنی برا     

گیرری مسرتقیب،   چنی  رروبت خاک به روش اندازه هب

سرازی   گیری شد. بعد از خالص اندازه% 5/32به میزان 

جدایره   10نمونه جدا شده تعداد  28یان ها، از م جدایه

کردن فسفات را با تشکیل هاله شرفاف   که توانایی حل

آگار حراوی فسرفات    PVKارراف کلنی بر روی محی  

کلسیب نشان دادند، انتخاب شدند. تشکیل هاله شفاف برای 

 ,YK, YC, YG, YS, YP, YX, YI, YAهای ) نمونه

YH, YJکننرده   ی حرل هرا  ( اولی  مرحله شناسایی سویه

کره   ,B23 B8, YKفسفات بود. سه جدایره باکتریرایی   

آگار کلنری بردون    PVKتوانسته بودند بر روی محی  

های دارای پتانسیل هاله ایجاد کنند نیز به عنوان جدایه

ثر ؤهای مکنندگی فسفات به جهت بررسی ویژگیحل

(. 1احتمالی برای مرحله دوم انتخراب شردند )شرکل    

 های نشان داده شده است، سویه 1شکل  رور که در همان

YS, YC, YG  وYX تری  هاله شفاف را ایجاد  بیش

 اند.کرده

 

 
 کننده فساات. های حل تتکیل هاله توسط سویه -1شکل 

Figure 1. Halo zone formation by phosphate solubilizing isolates. 

 

کننفدگی   حفل  PSEو کفارایی   SIتعییش شفاخ   

واریران     های جدول تجزیه دادهها: فساات در سویه

ها بر کارایی  دار جدایه اثر معنی  ییدکنندهأ(، ت1)جدول 

 کنندگی فسرفات در سرطح    کنندگی و شاخص حل حل

 درصد بود. 5
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 (.SIکنندگی فساات ) ( و نیز شاخ  حلPSEها بر کارایی ) ثیر جدایهأواریانس ت  تجزیه -1جدول 

Table 1. Analysis of variance of Phosphate Solubilizing Efficiency (PSE) and the Phosphate Solubilization 

Index (SI) in isolates. 

 منابع
Sources 

 آزادی  درجه
DF 

 میانگی  مربعات
Mean square 

 کنندگی شاخص حل

Phosphate Solubilization Index 
 کنندگی کارایی حل

Phosphate Solubilizing Efficiency (PSE) (%Z/C) 

 ها جدایه
Isolates 

9 *0.381 *417.6 

 خطا
Error 

10 0.016 561.8 

 درصد 5دار در سطح احتمال  معنی *
* Significant at 5% probability levels 

 

کنندگی فسفات بر اساس اندازه کلنی  شاخص حل

هرای   و اندازه هاله ایجاد شده برای هرکردام از جدایره  

نشان داده شده است. بر اسراس   2منتخب، در جدول 

کرردن   ها قادر به حرل  تمام جدایه دست آمده، نتایج به

  تری  شاخص متعلرر بره جدایره    فسفات بودند و بیش

YC  بود که با جدایه 1/4به میزان  YI    در یرک سرطح

ترری  میرزان ایر      چنری  کرب   آماری قرار گرفرت. هرب  

( مشراهده  66/2) YHو  YSهرای   شاخص در جدایره 

در  YAو  YG ،YK ،YP ،YXهرای   شد که با جدایه

در پرارامتر   YC  آماری قرار داشتند. جدایره ک سطح ی

کره   رروری  کنندگی نیز موفر ظاهر شرد بره   کارایی حل

 ( را به خود اخت اص داد.320بالاتری  میزان )
 

 ها. ( در جدایهPSEکنندگی فساات ) ( و کارایی حلSIکنندگی ) مقایسه شاخ  حل -2جدول 
Table 2. Comparison of the Phosphate Solubilization Index (SI) and Phosphate Solubilizing Efficiency (PSE) 

in the isolates. 

نام جدایه 
Isolate 

 قطر کلنی
Colony diameter 

(mm) 

 قطر هاله
Halo zone 

(mm) 

 کنندگی شاخص حل
Phosphate Solubilization Index  

(SI) 

 کنندگی کارایی حل
Phosphate Solubilizing Efficiency 

(PSE) (%Z/C) 

YC 8 24 4.1d 320b 

YG 9 18 2.88ab 200a 

YK 11 21 2.9ab 190a 

YS 9 15 2.66a 166.6a 

YP 9 17 2.88ab 188.8a 
YX 9 18 3ab 200a 
YI 8 20 3.5cd 250a 

YA 10 18 2.8a 180a 
YH 12 20 2.66a 166.6a 
YJ 7 16 3.28bc 228.5a 

Z قطر هاله 
C قطر کلنی 

 (05/0داری  ون توکی، در سطح معنیدار هستند )آزم کب یک حرف مشابه داشته باشند، فاقد تفاوت معنی هایی که دست در هر ستون، میانگی 
In each column, the means with at least one similar letter have no significant difference (Tukey test, at the 
significance level of 0.05 
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  PSEو کارایی  SIهای مختلف برای تعییش شاخ   مقایسه هاله تولید شده توسط جدایه -2شکل 

 روز(. 3-5گراد و زمان گرماگذاری  درجه سانتی 28آگار، دمای PVK )محیط 
Figure 2. Comparison of the halo zone production by different isolates for Phosphate Solubilization Index (SI) 

and Phosphate Solubilizing Efficiency (PSE) determination (PVK agar, 28 ºC, 3-5 days of incubation). 

 

دهد که در مطالعره حاضرر،    نتایج حاصل نشان می

ها به صورت چشمگیری دارای کارایی و  تر جدایه بیش

دست  گی فسفات در مقایسه با نتایج بهکنند شاخص حل

باشد. به رور مثال، معتمردی و   آمده از مطالعات مشابه می

 ،,.Aeromonas spسویه باکتریایی:  3(، 2016همکاران )

Proteus mirabilis و Raoultella terrigena  را

از رایزوسفر مزرعه کلرب جداسرازی و از نظرر میرزان     

کنندگی فسفات ارزیابی کردنرد. محردوده    فعالیت حل

و  6/366ترا   3/33کننردگی فسرفات بری      کارایی حل

 7/4ترا   3/1کنندگی فسفات در محردوده   شاخص حل

(. در همری   10سویه گرزارش شرده اسرت )    4برای ای  

 Pseudomonas aeruginosaسویه مختلرف از  3ا راست

جدا شده از رایزوسرفر کشرت    subtilis Bacillus و

کنندگی فسرفات   منطقه جامو در هند، کارایی حل برنج

نشران دادنرد. بره عرلاوه، ایر        را 9/50ترا   4/35بی  

آگار در حضور  PVKها با کشت بر روی محی   سویه

کلسیب فسفات توانستند هاله شفاف در ارراف کلنی با 

 (.23متر ایجاد کنند ) میلی 2/3تا  1/2قطر بی  

هفا:   کنندگی فساات جدایفه  بررسی کمی میزان حل

برراث   PVKهای انتخاب شده در محی   تمامی جدایه

گراد به خوبی رشرد کررده و    درجه سانتی 28در دمای 

، 91/203بره ترتیرب برا     YC, YG, YS هرای  جدایره 

لیترر برالاتری     گرم برر میلری   میکرو 59/151و  8/194

تیرب برا   بره تر  YAو  YPهرای   میزان فسفات و سویه

لیتررر  میکروگررم در میلری   24/66و  83/61مقردارهای  

تری  میزان فسفات رها شرده در محری  را داشرتند     کب

واریران     رور که در جردول تجزیره   (. همان3)شکل 

ها برر رهرایش فسرفات مشرهود      ثیر جدایهأمربوب به ت

هرا برر رهرایش فسرفات در      (، جدایره 3است )جدول 

رند. تجزیره و تحلیرل   ثیر معناداری داأدرصد ت 5سطح 

آزمون شرده،    سویه 10دهد که از میان آماری نشان می

YS  وYG   8/194و  9/203برره ترتیررب بررا رهررایش 

خود  تری  کارایی را از میکروگرم بر لیتر فسفات، بیش

 YCو  YKهرای   نشان دادند. ای  دو سویه، با جدایره 

، YXهرای   چنی  جدایه اختلاف معناداری نداشتند. هب

YA ،YP ،YH ،YJ  وYI   بررا قرررار گرررفت  در یررک

تری  توانایی را در ای  زمینه از خرود   سطح آماری، کب

 (.3نشان دادند )شکل 

رور  ت بهکننده فسفا های حل رشد باکتریایی جدایه

( و 4مرتب  است )شرکل   pHمستقیب با کاهش میزان 

غلظت فسفات آزاد شده در محی  کشرت، برا کراهش    

نشان  4رور که در شکل  همان همراه است. pHمیزان 

 pHداده شده است، در روز دوم از گرماگذاری مقدار 

در مقایسه برا نمونره کنتررل )فاقرد      2/4-4به محدوده 

  ش یافته است. جدول تجزیهبوده کاه 2/7باکتری( که 

هرا برر    ثیر جدایره أ(، معنراداری تر  3واریان  )جردول  

https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/bacillus
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. کنررد ییررد مرریأروز را ت 5و  2پرر  از  pHتغییرررات 

هرا   روز از گرماگذاری سرویه  2چه پ  از گذشت اگر

هرا   آن pHداری مرا بری    معنا (، هیچ اختلاف 4)شکل 

ف ها اختلا کنترل و جدایه  نمونه pHدیده نشد اما بی  

دسرت آمرده پر  از     های بره  داده  وجود داشت. تجزیه

های  روز از گرماگذاری نشان دادند که سویه 5گذشت 

YK  وYS  معنادار با یکدیگر هستند اما فاقد اختلاف

و  YP ،YJ ،YG ،YI ،YA ،YH ،YXهرای   با جدایه

YC .اختلاف معنادار دارند 

های زیادی مبنی بر رهاسازی فسفر  کنون گزارشتا

و  Bacillusهررای متررداول خرراک ماننررد    از برراکتری

Pseudomonas دهد ای   ارائه شده است که نشان می

ها به علت تولید و ترشح اسرید آلری، آنرزیب و     باکتری

هرای ایر  اسریدهای آلری برا       سیدروفورها، بی  آنیرون 

هایی مانند فسفات تبادل برقررار کررده و باعرر     آنیون

انحلال و آزادسازی ترکیبات نامحلول ماننرد فسرفات   

( برا  2020(. بلانکرو و همکراران )  24شود ) کلسیب می

کننرردگی فسررفات در   مطالعرره بررر روی میررزان حررل  

های جدا شرده از خراک مزرعره کشرت گیراه       باکتری

Allium cepa  تری   در کشور کلمبیا دریافتند که بیش

های سودوموناس  میزان فعالیت متعلر به ترکیب سویه

آزاد  و سراشیا بوده است که به ترتیب با مقردار فسرفر  

ساعت اول فعالیت و  8گرم بر لیتر در  میلی 1/58شده 

سرراعت میررزان  12گرررم بررر لیتررر پرر  از  میلرری 1/88

 68درصد و وزن خشرک را ترا    90دهی گیاه را تا  دانه

چنرری  بهررارا و  (. هررب25گرررم افررزایش دادنررد ) میلرری

فسرفات را در  کننردگی   ( فعالیت حل2017همکاران )

های جدا شده از خاک کنرار رودخانره دلترا در     باکتری

تری  میرزان   کشور هند مورد سنجش قرار دادند و بیش

لیترر   میکروگررم برر میلری    84/44فعالیت را در حدود 

گرزارش کردنرد کره در ایر       Serratiaبرای براکتری  

کراهش پیردا    15/3بره   7محری  از   pHبررسی میزان 

( بررا 2021(. چرر  و همکرراران ) 26کرررده اسررت ) 

هرای انردوفیت از خراک درخترران     جداسرازی براکتری  

هررای  صررنوبر در کشررور چرری  دریافتنررد کرره برراکتری 

کننده فسفات توانایی افرزایش میرزان فسرفات در     حل

گرم درهر کیلوگرم بره   میلی 31/5دسترس خاک را از 

به علاوه، ایر    گرم در هر کیلوگرم دارند. میلی 56/20

 26/1ها توانستند میزان رشد قردی گیراه را ترا     باکتری

درصد افزایش دهنرد   40برابر و قطر ساقه را تا حدود 

(27.) 

 
 روز. 5و  2اچ پس از   ها بر رهایش فساات و تغییر پی ثیر جدایهأواریانس ت  تجزیه -3جدول 

Table 3. Analysis of variance of phosphate release and pH changes after 2 and 5 days. 

 منابع
Sources 

 آزادی  درجه
DF 

 میانگی  مربعات
Mean square 

 رهایش فسفات
Phosphate release 

pH  روز 2پ  از 
pH after 2 days 

pH  روز 5پ  از 

pH after 5 days 

 ها جدایه
Isolates 

10 *
5667.3 *

1.8
 *

0.2664 

 خطا
Error 

11 296.7 0.0017 0.0249 

 درصد 5دار در سطح احتمال  معنی *
* Significant at 5% probability levels 
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µg mlمیزان رهایش فساات در هر جدایه ) -3شکل 

 150گراد و درجه سانتی 28براث )PVK روز گرماگذاری در محیط کتت  5( پس از 1-

 (.05/0داری  دار هستند )آزمون توکی، در سطح معنی کم یک حرف متابه داشته باشند، فاقد تااوت معنی هایی که دست میانگیش .دور در دقیقه(
Figure 3. Phosphate solubilization abilities of the bacterial isolates (µgml

-1
), after 5 days incubation in PVK 

Broth, 28 ºC, 150 rpm. In each column, the means with at least one similar letter have no significant difference 

(Tukey test, at the significance level of 0.05). 

 

 
 براث در روزهای دوم و پنجم گرماگذاری  PVKهای مورد بررسی در محیط کتت  جدایه pHنمودار تغییرات میزان  -4شکل 

دار هستند  کم یک حرف متابه داشته باشند، فاقد تااوت معنی هایی که دست دور بر دقیقه(. میانگیش 150درجه سانتی گراد و  28)

 .(05/0داری  ون توکی، در سطح معنی)آزم
Figure 4. The rate of pH changes after 2 and 5 days of incubation in PVK Broth, 28 ºC, 150 rpm.  

In each column, the means with at least one similar letter have no significant difference  

(Tukey test, at the significance level of 0.05). 
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هفای   ثیر عوامل مختلف محیطی بر رشفد بفاکتری  أت

 کننده فساات حل

از های مختلف نمفک:   و غلظت pHمقاومت به دما، 

های کشاورزی کشور به سرمت   که اغلب خاک آنجایی

رونرد، بررسری فعالیرت     شور و قلیایی شدن پیش مری 
های جداسازی شده  کنندگی فسفات در باکتری محلول

هرای   و غلظرت  pHدر شرای  سخت محیطری )دمرا،   
اهمیت است. نتایج حاصل  دارایمختلف نمک( بسیار 

هرای جردا    تر براکتری  از ای  بررسی نشان داد که بیش

های قلیرایی و اسریدی مقاومرت     شده قادرند در خاک
 تروجهی داشرته باشرند )شرکل      نشان داده و رشد قابل

ییدی بر ایر  ماجراسرت. در   أ، حکب ت4. جدول (5-1
میرانگی  رشرد       مطالعه، بر اسراس نترایج مقایسره   ای

 01/1رشرد    با بیشرینه  YG  ، سویهpH=5ا در ه جدایه
 YIهای  چنی  جدایه بهتری  کارکرد را داشته است. هب

های بعدی و در یک سطح آماری قررار   در رتبه YAو 

 pH=7هرا در   گیرند. با بررسی نتایج رشرد جدایره   می
بهتری  بازده را  3/1با رشد  YS  مشخص شد که سویه

، pH=9ها در  بررسی چنی  است. هب  به نمایش گذاشته
را  YAو  YGهرای   ، جدایره pH=5همانند آنالیزهرای  

برود   816/0و  03/1ها بره ترتیرب    که جذب نوری آن
 کند. تری  رشد مطرح می هایی با بیش عنوان جدایه به

ترر از   های اسیدی بیش به رورکلی فسفر، در خاک

هرای   های قلیایی در دسترس اسرت زیررا محری     خاک

سرازی   های بیشرتری بررای آزاد   اسیدی حاوی پروتون

فسفات و کند کردن تشکیل کم لک  فسفر با عناصرر  

هرای اسریدی    فلزی است. بنابرای  ممک  است خراک 

برای آزادسرازی فسرفر نیرازی بره اجتماعرات برزر        

اشته باشند. در کننده فسفات ند های حل ارگانیسب میکرو

ها به  خاک قلیایی مقدار انبوهی از فسفر توس  کاتیون

 تری برای آزادسازی دام افتاده و به جامعه میکروبی بیش

( نشان دادند 2014(. ژائو و همکاران )28آن نیاز است )

لیتر  میکروگرم بر میلی 452(، حدود pH=  2/3که در )

 Burkholderia فعالیررت میکروارگانیسرربفسررفر از 

cepacia که با افرزایش   شود در حالی آزاد میpH   ترا

لیتر کاهش  میکروگرم بر میلی 154ای  مقدار به  95/4

بره عنروان بهترری      6ترا   4بری    pHیابد. اگرچره   می

کننده فسفات گزارش  های حل محدوده فعالیت باکتری

های مورد بررسری در ایر     (، اما جدایه29شده است )

 pHخوبی را در محدوده  اند رشد نسبتاً توانستهمطالعه 

 تر مطالعات چه در بیش داشته باشند. بر خلاف آن 9تا  5

( ثابت کردند 2010شود، هیو و همکاران ) گزارش می

، Pantoea stewartiiکننرده فسرفات    که باکتری حل

کننردگی را دارد.   ی  فعالیرت حرل  خنثی برالاتر  pHدر 

 35تا  15تواند محدوده دمایی  علاوه، ای  باکتری می به

در صرد را تحمرل کنرد     5-35درجه و مقدار شروری  

های  (. در مطالعه دیگری نشان داده شد که باکتری30)

اسریدی   pHکننده فسفات در رایزوسفر بررنج در   حل

 (. 31هیچ گونه فعالیتی ندارند )

 

 (.9( و قلیایی )7(، خنثی )5اسیدی ) pHها در  واریانس میزان رشد جدایه  تجزیه -4جدول 
Table 4. Analysis of variance of isolations growth at acidic (5), neutral (7) and basic (9) pH. 

 منابع
Sources 

 آزادی  درجه
DF 

 میانگی  مربعات
Mean square 

 pH 5رشد در 
Culture at pH 5 

 pH 7رشد در 
Culture at pH 7 

 pH 9رشد در 
Culture at pH 9 

 ها جدایه
Isolates 

9 *
0.1140 *

0.1667 *
0.1172 

 خطا
Error 

10 0.0013 0.0007 0.0005 

 درصد 5دار در سطح احتمال  معنی *
* Significant at 5% probability levels 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/burkholderia-cepacia
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/burkholderia-cepacia
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/burkholderia-cepacia
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ثیر دما بر روند حلالیرت فسرفر توسر     أدر مورد ت

های خاک ارلاعات بسیار متفاوتی در دسترس  باکتری

گراد را دمرای   درجه سانتی 25-30است. برخی، دمای 

دانند  کننده فسفات می های حل بهینه برای رشد باکتری

درجه  30-28که برخی دیگر در دمای  (پ در حالی32)

انرد   تری  میزان فسفات آزاد شده را مشاهده کرده بیش

 45( دمررای 1999(. نائوتیررال و همکرراران ) 34، 33)

هرای   برای حداکثر فعالیت باکتریگراد را  درجه سانتی

 (. 14های بیابانی در نظر گرفتند ) جدا شده از خاک

ها در دمرای     رشد جدایههای آماری میانگی تجزیه

بودن رشد جدایره    بیشینه بیانگرگراد،  سانتی  درجه 25

YP  نرانومتر   600در رول مروج   17/1با جذب نوری

در دمرای   YAو  YH ،YPهای  نی ، سویهچ است. هب

درجه بالاتری  رشرد را داشرتند. در ایر  مطالعره،      37

)ب( نشان داده شرده اسرت،    5رور که در شکل  همان

درجره   37هرا   اگرچه دمای بهینره بررای رشرد جدایره    

ها دارای توانایی بقا  گراد است، اما تمامی جدایه سانتی

باشرند. در   د میگرا درجه سانتی 45در شرای  دمایی تا 

گرراد در   درجره سرانتی   45شرای  سخت مانند دمرای  

ترر   رشد باکتری بر اسراس میرزان کردورت، در بریش    

ررور   هها کاهش چشمگیری مشاهده شده است ب سویه

و  YG ،YJ ،YIهای مثال در میزان جذب نوری سویه

YH درصررد  1/42و  2/58، 7/61، 1/59ترتیررب  برره

گرراد مشراهده    انتیدرجه س 37کاهش نسبت به دمای 

ری  تر  درجه بریش  45در دمای  YA  شده است. سویه

نیرز کره    YPو  YH  رشد را داشته اسرت و دو سرویه  

بعردی قررار     اختلاف معناداری هسرتند در مرتبره  فاقد 

رسرد کره تمرامی     )ب((. به نظر می 5گیرند )شکل  می

اند با شررای  سرخت دمرای     ها به خوبی توانسته جدایه

اند )زمی  کشاورزی منطقه  ای که از آن جدا شده منطقه

هایی با تحمرل   بیابانی شهر یزد( سازگار باشند. جدایه

هرای منرارر خشرک کره در تثبیرت       دمای بالای خاک

توجه  توانند بسیار قابل مشکل هستند می نیتروژن دچار

 (.  35باشند )

( نشرران دادنررد کرره 2014کارپاگررام و همکرراران )

Pseudomonas  وBacillus    جرردا شررده از خرراک

کشراورزی در ابترردا بررا افررزایش دمررا، میررزان فعالیررت  

گراد به حداکثر  درجه سانتی 40بالاتری را داشته و در 

درجره   45رسد اما برا افرزایش دمرا ترا      مقدار خود می

(. برخری از  9یابد ) ها کاهش می گراد فعالیت آن سانتی

 Kosakonia radicincitansهرای براکتری    فنوتیر  

 توانند تراکب بودن ویژگی نمک دوستی می علت دارا به

برابرر افرزایش داده و اثررات     3ریشه گیاه تربچه را تا 

کننده چشمگیری را در ایر  گیراه نشران دهرد.      تقویت

استرس نمک در محی  کشت ای  گیاه باعر فعالیرت  

گررم   واحد برر میلری   34/3به  24/1ها از  اسید فسفاتاز

سررازی فسرفر نیررز  کره متعاقررب آن فعالیرت آزاد  شرده  

 کنرد. بنرابرای  ترنش نمکری و امرلاح       افزایش پیدا می

هررای  یرر توانررد فنوت دیگررر بررا برراکتری انرردوفیت مرری

ها در بهبود عملکرد شرای  اکولوژیکی  سازگاری از آن

 .(36و فیزیولوژیکی خاک ایجاد کند )
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 گراد. سانتی  درجه 45و  37، 25در دمای ها  واریانس میزان رشد جدایه   تجزیه -5جدول 
Table 5. Analysis of variance of isolations’ growth at 25, 37, and 45 °C.  

 منابع
Sources 

  درجه

 آزادی
DF 

 میانگی  مربعات
Mean square 

 گراد سانتی  درجه 25رشد در دمای 
Culture at 25 °C 

 گراد سانتی  درجه 37رشد در دمای 
Culture at 37 °C 

 گراد سانتی  درجه 45رشد در دمای 
Culture at 45 °C 

 ها جدایه
Isolates 

9 *
0.1166 

*
0.2179 

*
0.1477 

 خطا
Error 

10 0.0016 0.0048 0.0021 

 درصد 5دار در سطح احتمال  معنی *
* Significant at 5% probability levels 

 

هررا در  برره منظررور تعیرری  تحمررل و رشررد جدایرره 
 نوترینرت برراث   هرای نمکری از محری  کشرت     محی 

واریران  رشرد     )تجزیره  6استفاده شد. ربرر جردول   
های مختلف نمک کلریرد سردیب(،    ها در غلظت جدایه

%، رشرد  15های آزمون شرده بره جرز     در تمام غلظت
( نشرانگر  5-3-ت. شرکل )الرف  ها معنرادار اسر   جدایه
در غلظرت   YHو  YA ،YIهرای   رشرد سرویه    بیشینه

در  YPکره سرویه    صفر سدیب کلرید اسرت در حرالی  
درصد نمک بهتری  رشرد را از خرود نشران     5غلظت 

درصد نیرز   10بار دیگر در غلظت  YP  داد. نام جدایه
را  YPجدایه  .تکرار شده است  به عنوان برتری  سویه

توان به عنوان جدایه پذیرنده شرای  استرس نمکی  می
در نظر گرفت زیرا با اندکی کراهش در رشرد، محری     

کنرد.   درصرد را تحمرل مری    10و نیرز   5کشت نمکی 
هرا را بره ررور     % نمک، رشد جدایه15اگرچه شرای  

دهد به روری که میزان جرذب   توجهی کاهش می قابل

رسرید   5/0ترر از   ساعت به کرب  48ها در  نوری جدایه
توسر    2020ای کره در سرال    (. در مطالعه5-3-)الف

ماهاجان و همکاران انجام شد، مشخص شد که سویه 
stutzeri Pseudomonas  یک باکتری مقاوم به نمک

است که افزایش غلظت نمک باعر کموتاکسی منفری  
شرود.   و افزایش سلول به دلیل مهار تشکیل س توم مری 

توانرد برا تحمرل     ها نشان دادند که ای  باکتری مری  آن
برای رشد و نمو  pHای از نمک، دما و  ریف گسترده

جرا کره    از آن گیاهان کشاورزی بسریار کارآمرد باشرد.   
هرای پرژوهش حاضرر،     شرای  بهینه رشد برای جدایه

تروان نرام    محی  بدون نمک یا کب نمرک اسرت نمری   
(. تحمرل  37ها انتخاب کررد )  دوست را برای آن نمک

شرای  استرس نمکی برای رشد گیاهران منرارقی برا    
 هرای  چنی  احیای ای  نروع از خراک   خاک شور و هب

 (. 38شود ) کشاورزی مزیت چشمگیری محسوب می

 

 %.15و  10، 5، 0ها در غلظت نمک  واریانس میزان رشد جدایه   تجزیه -6جدول 
Table 6. Analysis of variance of isolations’ growth at 0, 5, 10, and 15% NaCl.  

 منابع
Sources 

  درجه

 آزادی
DF 

 میانگی  مربعات
Mean square 

 % نمک0رشد در غلظت 
Culture at 0% NaCl 

 % نمک5 رشد در غلظت
Culture at 5% NaCl 

 % نمک10رشد در غلظت 
Culture at 10% NaCl 

 % نمک15رشد در غلظت 
Culture at 15% NaCl 

 ها جدایه
Isolates 

9 *
0.0906 

*
0.0475 

*
0.0170 0.0011

 

 خطا
Error 

10 0.0025 0.0022 0.0009 0.0002 

 درصد 5دار در سطح احتمال  معنی *
* Significant at 5% probability levels 
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ثیر دما: أت-ج(-1ب، -1الف، -1( به ترتیب )9و  5 ،7) pH :pHثیر أهای منتخب. ت ثیر شرایط مختلف محیطی بر رشد جدایهأت -5شکل 

درصد  15و  10، 5، 0ثیر غلظت نمک کلرید سدیم: نمک أت -ج(-2ب، -2الف، -2گراد به ترتیب )درجه سانتی 45و  37، 25دمای 

کم یک  هایی که دست گراد. میانگیش درجه سانتی 28ساعت در  48د(. محیط کتت نوترینت براث، -3ج ، -3ب، -3الف، -3ترتیب ) به

 (.05/0داری  دار هستند )آزمون توکی، در سطح معنی حرف متابه داشته باشند، فاقد تااوت معنی
Figure 5. Effect of different environmental conditions on the selected isolates growth, pH effect (5 (1a), 7 (1b), 

9(1c) - temperatures effect (25 ºC (2a), 37 ºC (2b), 45 ºC (2c)- NaCl concentration effect (0% (3a), 5% (3b), 

10% (3c), 15% (3c). Nutrient broth medium, 48h, 28 ºC. In each column, the means with at least one similar 

letter have no significant difference (Tukey test, at the significance level of 0.05. 

 

بعرد  : هفا  کنندگی نیتروژن توسط جدایه قابلیت تثبیت

( و NFBها در محی  فاقرد نیترروژن )   از کشت جدایه

ای با استفاده از دو منبع کررب  جداگانره    رور مقایسه به

 48هرا بره مردت     گلوکز و ساکارز، هر کدام از پلیرت 

گرراد گرماگرذاری    درجره سرانتی   28ساعت در دمای 

جدایره قرادر بره     10هرا، تمرامی    شدند. از میان جدایه

تثبیت نیتروژن در محی  کشت حاوی گلروکز بروده و   

داده شرده اسرت رنرگ    نشان  5که در شکل  رور همان

محی  کشت دارای معرف بروموتیمول بلو از سبز تیره 

  YXهای به زرد تغییر کرده است. علاوه بر ای ، جدایه
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توانند رنگ محی  کشت حاوی سراکارز را   می YCو 

تر از محری  کشرت حراوی     نیز تغییر داده و اندکی کب

(. 2، جردول  6گلوکز، نیتروژن را تثبیت کننرد )شرکل   

ی  مطالعه با نترایج حاصرل از تثبیرت نیترروژن     نتایج ا

کننرده فسرفات گرزارش شرده      های حل توس  باکتری

محلول (. حل شدن فسفات غیر39، 10دارد )مطابقت 

هرا بره ویژگری تولیرد و ترشرح       توس  میکروارگانیسب

شرود و در نهایرت    مری ها نسبت داده  های آلی آن اسید

شرود. ایر  ویژگری از رریرر      باعرر بهبرود گیراه مری    

سرازی سوبسرتراهای    های متنوعی ماننرد آزاد  مکانیسب

هرای غرذایی    رشد گیاه، در دسترس قرار دادن مولکول

شرود.   کوچک در خاک و البته تثبیت نیتروژن انجام می

 هرای   هرا بررای خراک    بنابرای  استفاده از ای  میکروب

که بخش عمده نیتروژن خرارج   نیتروژن، جاییفقیر از 

از دسرترس گیرراه اسررت، برره کشرراورزان برررای تولیررد  

کنرد.   تر کمک شایانی مری  تر با هزینه کب مح ول بیش

 شروندگی فسرفات و تثبیرت نیترروژن      ارتباب بی  حرل 

 ترر مشرخص    ری یرک آزمرایش بریش    1995در سال 

 کننرده نیترروژن   شد. ترکیب یک میکروارگانیسب تثبیت

(Azospirillum lipoferum)  و یررررک برررراکتری

 (Agrobacterium radiobacter) کننده فسفات حل

 رور چشمگیری میرزان نیترروژن خراک را افرزایش      به

اثررر  گررران پررژوهشنیررز  2007(. در سررال 40داد )

  Bacillusکننرده فسرفات )   های حل سینرژیک باکتری

کننررده  هررای تثبیررت  برراکتری ( وPseudomonasو 

 Azotobacterو  Mesorhizobium ciceroنیتروژن 

chroococcum  ( بنرابرای  ایر    41را تایید کردنرد .)

زمان با افزایش در دسترس بودن مواد  اثرات مثبت، هب

مغررذی ماننررد فسررفر و نیتررروژن و جررذب بررالا در    

 (. 42ص شد )های بدون کود شیمیایی مشخ خاک

 

 
نه کربش )گلوکز و ساکارز( های حاوی دو منبع جداگا ها در تثبیت نیتروژن در محیط کتت مقایسه میزان توانایی جدایه -6شکل 

درجه سانتی گراد  28، دمای NFB)محیط  نیتروژن را تثبیت کنند می توانندهایی که با استااده از هر دو نوع منبع کربنی  ، جدایه)راست(

 روز(. 5-3و زمان گرماگذاری 
Figure 6. Comparison of the isolate's ability in nitrogen fixation using two different carbon sources  

(glucose and sucrose) (Right), Isolates that can stabilize nitrogen using both types of carbon sources (Left). 

NFB medium, 28 ºC, 3-5 days incubation. 
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 . NFBها بر روی محیط کتت  مقایسه کیای تغییر رنگ ایجاد شده در اثر تثبیت نیتروژن توسط جدایه -7جدول 
Table 7. Qualitative comparison of the color change caused by nitrogen fixing isolates on NFB medium.  

 نام جدایه
Isolates 

 شدت رنگ ایجاد شده
Color intensity 

 بدون تغییر رنگ
No color change 

 تغییر رنگ کب
Low color change 

 تغییر رنگ متوس 
Medium color change 

 تغییر رنگ زیاد
High color change 

YC     

YG     

YK     

YS     

YP     

YX     

YI     

YA     

YH     

YJ     

YC     

YG     

 

کننفده   هفای حفل   های آلی توسط جدایفه  تولید اسید

تراکنون تولیررد اسرریدهای آلرری ماننررد اسررید  : فسففاات

لاکتیک، اسید سیتریک، اسید اگزالیک، اسید فوماریک، 

گلیکولیررک و اسررید تارتاریررک  سرریداسررید مالئیررک، ا

کننرده فسرفات در خراک و     های حرل  وسیله باکتری به

انرد   هایی که از رایزوسفر جدا شده خ وص باکتری به

(. در ایرر  مطالعرره 42، 41، 39گررزارش شررده اسررت )

ها، ابتردا   لید اسید آلی توس  جدایهمنظور بررسی تو به

بررراث حرراوی رنررگ معرررف  PVKاز محری  کشررت  

راسرت(   7رور که در شکل ) استفاده شده است. همان

ها قرادر بره تغییرر رنرگ      نشان داده شده، تمامی جدایه

دهنده توانرایی   محی  به زرد تیره بوده که ای  امر نشان

به منظور باشد.  ها می های آلی توس  جدایه تولید اسید

یید ای  نتایج از تکنیک کرومراتوگرافی لایره نرازک    أت

استفاده شده است که بر اساس نتایج بره دسرت آمرده    

 های وجود اسید سیتریک و اسید اگزالیک برای جدایه

YJ ،YX ،YC  وYS چر (.  7یید شده است )شکل أت 

تنگ  های به دست آمده با نتایج گزارش شده توس  یافته

( برای تشخیص تولید اسید اگزالیرک،  2019و همکاران )

 هررای اسررید مالئیررک و اسررید سرریتریک توسرر  سررویه  

Leclercia adecarboxylata و Pseudomonas 

putida ( 2020(. وانگ و همکاران )43مطابقت دارد )

تولید اسید سیتریک و اسید اگزالیک را در دو سویه از 

Penicillium oxalicum چنی   (. هب11یید کردند )أت

به کمک روش کروماتوگرافی لایره نرازک وجرود اسرید     

 کننده های حل اگزالیک به عنوان اسید آلی غالب در جدایه

و  Aeromonas sp. ،Proteus mirabilis فسرفات 

Raoultella terrigena ( 10تشررخیص داده شررد .)

علاوه بر نوع اسید های آلی، برای دستیابی بره مقردار   

توان از روش کروماتوگرافی مرایع   اسید تولید شده می

با کارایی بالا استفاده کرد. اسید آلی بره منظرور ایجراد    

محلرول را آزاد کنرد و    فسرفات نرا  توانرد   پروترون مری  

هررای اصررلی در فرآینررد  عنرروان یکرری از مکانیسررب برره

 داشته باشد.   کنندگی نقش حل



 1401، 4، شماره 12نشریه مدیریت خاک و تولید پایدار، دوره 

 

72 

 
درجه  28روز گرماگذاری در  4براث حاوی معرف پس از  PVKها در محیط کتت  های آلی توسط جدایه توانایی تولید اسید -7شکل 

 در کنار دو استاندارد اسید آلی سیتریک و اگزالیک )چپ(. TLCگراد )راست(. تتخی  اسیدهای آلی توسط  سانتی
Figure 7. Organic acid production ability of the selected isolates in PVK medium containing reagent,  

after 4 days incubation at 28ºC (Right). Organic acid determination by TLC compare with citric acid and 

oxalic acid as standard (Left). 
 

 گیری کلی نتیجه

با توجه به نیاز ضروری موجودات زنده بره فسفر، 

کننده فسرفات اعرب  های حل ارگانیسب استفاده از میکرو

ها به عنوان یک راهکرار   ها، مخمرها و قارچ از باکتری

غلبره برر کمبررود آن در    مناسب برای تامی  فسرفر و  

شرود. بره ررور کلری،      چرخه حیات در نظر گرفته می

هرای میکروبری فعال در زمینره   گران به گونره پژوهش

چنری    تولید اسیدهای آلری، فسفاتازها و فیتازها و هرب 

انرد   های نیتروژن توجه به خ وصی داشرته  کننده تثبیت

اسررب  های بومی من کره بتوانند برا دسرتیرابی به گونره

ها درکاربردهایی چرون کودهرای زیسرتی بررای      از آن

ریررور اسررتفاده    هرا بررای دام و   گیاهان و پروبیوتیک

کننررده  نماینرد. در ایرررر  مطالعره، چنررد براکتری حررل   

فسفات جدا شده از خاک مزرعه گندم واقع در ارراف 

قبولی فسفات را آزاد  اند به میزان قابل شهر یزد توانسته

چنی  باعرر تولیرد    را تثبیت کنند و هبکرده، نیتروژن 

چون اسید اگزالیک و اسید سریتریک   اسیدهای آلی هب

های بومی فعرال نسربت بره     شوند. به علاوه، ای  سویه

و  pHبرخرری از تغییرررات محیطرری از جملرره دمررا،    

های مختلفی از نمک کلرید سدیب مقاوم بوده و  غلظت

  توانستند رشد و فعالیت خود را حفظ می کنند.
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