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  1چکیده
 می تقس تنفس،مانندگیاه  ي ضروريندهای از فرآياریو در بس  استپرمصرفصر ا از عنیکیفسفر  :سابقه و هدف

 کی از یکی ژنتاتی انتقال خصوصاه،ی در داخل گي مغذاد قند، نقل و انتقال موهی فتوسنتز، تجزشه،ی توسعه ر،یسلول
 تر  کم1/0% فسفر در خاك از يکه محتوا یهنگام. ساز دخالت داردو  سوختيرهای مسمی و تنظگرینسل به نسل د

 مثل یاهی گي مغذمتیق  ارزانیعی استفاده از منابع طب،داریتوسعه پاامروزه جهت دستیابی به . دهد ی کمبود رخ مگردد،
کننده فسفات جهت انحلال سنگ  هاي حل هاي اخیر استفاده از میکروارگانیسم در سال. ضرورت داردت سنگ فسفا

ات  فسفداراي توانایی انحلال ی بومهاي  قارچي مطالعه، جداسازنی از اهدف. مورد مطالعه قرار گرفته استفسفات 
  . در سطح گونه بودهی جدانیثرترؤ متی هونیی و تعنامحلول

پس از تهیه . برداري انجام شد نمونه) مازندران( از خاك اطراف معدن فسفات دلیر واقع در چالوس، :اه مواد و روش
کننده  هاي قارچی حل  کلنیPVK و NBRIP-BPBهاي  ها از سوسپانسیون خاك و انجام کشت در محیط سري رقت

.  نیز بررسی گردیدNBRIPایع هاي جدا شده در محیط کشت م توانایی انحلال فسفات قارچ. فسفات جداسازي شدند
 محیط را pHاي که   جدایه. شدگیري اندازه  مترpH دستگاه از استفاده با ها  نمونهpH و یع مایطفسفر آزاد شده در مح

عنوان جدایه  این جدایه به بود، تري بزرگ انحلال تري آزاد کرد و داراي شاخص میزان زیادي کاهش داد، فسفر بیش به
 مورد بررسی قرار گرفت و سپس شناسایی دقیق گونه با استفاده از ITSیابی ناحیه  بر اساس توالیمنتخب در ابتدا 

  . یابی ژن کالمودولین انجام شد دست آمده از توالی هاي مولکولی به تفاوت
 ي جداسازي براPVK محیط کشت  نسبت بهNBRIP-BPB  کشتطیاستفاده از مح آن است که بیانگر جینتا :ها یافته

ها انجام گردید و  هیجداغربالگري در محیط جامد و مایع براي هر یک از . است تر سب منااتکننده فسف رچ حلقا
 ژن ی توالسهی حاصل از مقاجینتا. ثرترین جدایه در انحلال فسفات نامحلول انتخاب شدؤعنوان م  بهSANRUجدایه 

ITSهی موجود در بانک ژن نشان داد، سويها ی با توال SANRU% 100ياه ه با گون A. niger و A. tubingensis 
 از ی بخشری تکثد،ی گردیابی ی و توالری تکثنیلو از ژن کالمودی بخشنان،ی عدم اطمنیمنظور غلبه بر ا مشابهت دارد، به

با شده  نمونه تعیین توالی  و استtubingensis متعلق به سکشن SANRU هیسونشان داد  نی ژن کالمودولیتوال
   . در بانک جهانی ژن ثبت گردیدKT222864رسی شماره دست

                                                
  bahi_jalilis@yahoo.com:  مسئول مکاتبه*
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براي تعیین توان انحلال  عی جامد و ماطی در محزمان ي هم غربالگربررسی نی احاصل از  با توجه به نتایج:گیري نتیجه
 اری از دقت بسITS با سهی در مقانی کالمودولژن ی توالنیی روش تعاین مطالعه جی نتاهبنا ب .گردد ی مشنهادیپفسفات، 

ها در حد گونه لوسیآسپرژ قی دقیی شناساي برابنابراینبرخوردار است،  لوسیآسپرژ يها  گونهزی تماي برايبالاتر
  .شود ی مهیتوص

  
  NBRIP-BPB کشت طی مح،نی کالمودول،آسپرژیلوس توبینجنسیس :يدی کلهاي واژه

  
  مقدمه

 است اهانی گيمصرف برا  از عناصر پریکیفسفر 
نقش . )25( قرار دارد تروژنید از ن دوم بعگاهیو در جا

 و ي قند و انرژدی شامل فتوسنتز، تولاهانیفسفر در گ
 توسط باکتري همزیست  نیتروژنتی تثبتی تقونیهمچن
 عنصر نقش نیا). 11 (است لگوم اهانیدر گ

 بزرگ ی، سلولیم در تنفس، تقسمهمی یولوژیکیب
. دارد زنده یاه در گیگر دیند فراینشدن سلول و چند
 ي آن برا1/0%، فقط )5/0%( کل در خاك از فسفر

 ی زراعاهانیاکثر گ). 11( قابل دسترس است اهانیگ
 فسفر در ماده خشک 5/0% تا 2/0 به یعی رشد طبيبرا

 فسفر با کاهش میزان ادی و به احتمال ز دارندازیبافت ن
له کمبود أمس ).7 (دهد ی کمبود رخ م1/0%تر از  به کم
مکرر کود فسفردار تا حصول د از طریق کاربرفسفر 

  استفادهی ولگردد، ی برطرف م معمولاًاهیحداکثر بازده گ
 منجر  فسفردارییایمی شي و نامعقول از کودهاهروی یب

 کاهش تنوع قی خاك از طريزی حاصلخلیبه تقل
 را ی محصولات زراعده بازجهی شده و در نتیکروبیم

 پایدار توسعه امروزه دستیابی به). 11 (دهد کاهش می
 اساس بر جایگزین سازوکارهاي از استفاده شامل

 مثل گیاهی مغذي قیمت ارزان طبیعی منابع از استفاده
ماده را  این فسفات سنگ مفید  اثر.فسفات است سنگ

 بخش در مدیریت براي مناسب هاي مؤلفه از به یکی
 سنگ سفانه،أ مت.)22(است  کشاورزي تبدیل کرده

راحتی  به 5/5-6 از تر بیش pH با هاي خاك در فسفات
  .)9( براي گیاهان قابل استفاده نیست

هاي  میکروارگانیسم وسیله هب فسفات سنگ انحلال
 که است ثريؤم رویکرد آلی کننده اسیدهاي تولید

گرفته  قرار مورد مطالعه گذشته دهه در فعال طور به
 ،)5) (1948(جرستن  اولیه کار  پس از.)19(است 
 و هاباکتري عمدتاً (خاکزي هايیسممیکروارگان وجود
 توسط معدنی فسفات انحلال با توانایی) ها قارچ

 و 3، 2، 1(است  شده گزارش پژوهشگران از بسیاري
ها ترکیبات نامحلول فسفات این میکروارگانیسم). 23

صورت محلول درآورده و آن را  موجود در خاك را به
  ).10(کنند براي گیاهان قابل دسترس می

 يها يها و باکتر  قارچوسیله هبحلال فسفات ان
 مختلف از يهاسمی مکانقی از طراتکننده فسف حل

 صورت pH کاهش ی و آليدهای اسدیجمله تول
 اتکننده فسف  حلهاي چ قارانی منیدر ا. )26( ردیگ یم
 و تحمل به فلزات یتی ساپروفی قدرت رقابتلیدل به

، داراي اهمیت دما و ها کش  قارچ،ییایمی مواد شن،یسنگ
کننده   حليها از جمله قارچ. )11( ي هستندتر شبی

کننده   حلاهی سيهالوسیتوان به آسپرژی ماتفسف
 لوسیآسپرژ، سینجنسیوبت لوسیآسپرژفسفات از جمله 

 ولتوسی آکلوسی آسپرژ وي آوامورلوسیآسپرژ، جرینا
 ي مطالعه، جداسازنیهدف از ا. )1 (اشاره داشت

 اتکننده فسفات از معدن فسف  حلی بوميها قارچ
 در سطح هی جدانیثرترؤ متی هونیی چالوس و تعریدل

   .گونه بود
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  ها مواد و روش
سنگ فسفات خاك و  يها نمونه :يبردار مکان نمونه

 ي جداسازيبرامتري سطح خاك  سانتی0-10از لایه 
 ری از اطراف معدن فسفات دلاتکننده فسفقارچ حل

آوري  جمعوس مازندران  چالریواقع در دهکده دل
ها با   نقطه انتخاب و نمونه25 از شیب. شدند

  .دی گرديآور  جمعلی استريها کیتکن
منظور  به :کننده فسفات  حلهاي  قارچيجداساز
 از g 10کننده فسفات، مقدار   حليها قارچيجداساز

 لهیوس ه آب مقطر افزوده شد و بmL 95هر نمونه به 
 rpm 120سرعت در ) Edmund Buhler (کریش

طور   حاصله بهونیسپس سوسپانس. تکان داده شدند
 ي حاوتی شده و هر پلقی رق10-6 ی تا رقتمتوال
 Potato Dextrose Agar( PDA ( کشتطیمح

 حی تلق10-6با رقت  ونی از سوسپانسmL 1/0 لهیوس هب
 C° 2 ± 28 ي در انکوباتور در دماها تیپل. دیگرد
 هاي  روز، قارچ7پس از گذشت .  شدندداري نگه

 یمنظور بررس  شدند، سپس بهيساز  خالصیافتهرشد
   هاي تی پليروبشان در انحلال فسفات  ییتوانا
ي امنتقل و در دم اختصاصی  کشتهاي طی محيحاو

C° 2 ± 28در این بررسی از دو محیط . انکوبه شدند 
، g L-1 10گلوکز ( Pikoveskaya (PVK)کشت 

Ca3(PO4)2 g L-1 5 ،MgSO4.7H2O g L-1 1/0 ،
MnSO4.H2O g L-1 002/0 ،FeSO4.7H2O gr 

002/0 ،KCl g L-1 2/0 ،(NH4)2SO4 g L-1 5/0 ،
NaCl g L-1 2/0 عصاره مخمر ،g L-1 5/0 و آگار   
g L-1 15) (21 ( و محیط کشت(NBRIP-BPB) 

National Botanical Research Institute’s 
Phosphate-Bromo Phenol Blue ) گلوکزg L-1 

10 ،Ca3(PO4)2 g L-1 5 ،MgSO4.7H2O g L-1 
25/0 ،MgCl2.6H2O g L-1 5 ،KCl g L-1 2/0 ،

(NH4)2SO4 g L-1 1/0 ،BPB g L-1 025/0 و آگار 
g L-1 15) (18 (استفاده شد.   

پس از گذشت سه روز از  :ها  قارچيساز خالص
هاي متعددي  کلنیPVKکشت برروي محیط کشت 

اي   روز نشانه14د ولی در طی ها رشد کردنروي پلیت
ها مشاهده نشد، اما پس از انحلال فسفات توسط کلنی

هاي حاوي محیط از سپري شدن سه روز روي پلیت
کننده فسفات با  هاي حل ، گونهNBRIP-BPBکشت 

 نی و همچنزرد به آبی کشت از طی رنگ محرییتغ
 .شان شناسایی شدند ایجاد هاله روشن اطراف کلنی

 ، کرده بودندجادی ای که هاله روشن واضحهایی یکلن
 کشت PDA يطور مکرر بر رو  بهيساز الصجهت خ

  .  شدندداري  نگهC° 2 ± 28ي داده و در دما
 کشت طی انحلال فسفات توسط قارچ در محیبررس
شده  جداهاي  انحلال فسفات، قارچی بررسجهت :جامد

شده و پس از   کشتNBRIP-BPB کشت طی محيرو
 Solubilization (وز شاخص انحلال رهفتگذشت 

index( دی محاسبه گردری زرابطه توسط) 13:(  
  

  هاله روشنقطر 
  قطر کلنی

  شاخص انحلال= 

  
  در محیط انحلال فسفات توسط قارچ بررسی 

  منظور بررسی توانایی انحلال  به :کشت مایع
  هاي منتخب در محیط کشت مایع،  فسفات قارچ

  شت در محیط پس از گذشت یک هفته از ک
Potato Dextrose Broth (PDB)سپورهاي قارچی  ا

 برداشت 80Tween  %2/0 (w/v)توسط محلول استریل
استریل حاوي آب مقطر استریل  اي یشهشو به ظرف 

شده  سوسپانسیون سلولی قارچ ایزوله. منتقل گردیدند
 توسط )Hemocytometer( لام هموسیتومتر وسیله به

 . شمارش گردید40رگنمایی میکروسکوپ نوري با بز
مایرهاي  فسفات در ارلن  انحلال سنگهاي آزمایش

 محیط کشت مایع mL 100لیتري حاوي   میلی250
NBRIP) عبور داده  فسفات  سنگ2%و ) بدون آگار



 1397) 2(، شماره )8(نشریه مدیریت خاك و تولید پایدار جلد 
  

 180

عنوان تنها منبع فسفات   میکرومتري، به60شده از الک 
 سلول از هر 107میزان . در سه تکرار انجام گرفت

مدت شش روز  مایرها اضافه گردید و به  ارلنایزوله به
 rpm 120وسیله شیکر با سرعت  هدر دماي اتاق ب
میزان زیادي   را بهpHاي که  جدایه. تکان داده شدند

تري آزاد کرده و داراي  پایین آورده، فسفر بیش
تر  مطالعات بیش براي بود تري بزرگ انحلال شاخص

  .انتخاب شد
فسفر  :در محیط مایعگیري فسفر موجود  اندازه

توسط ) 17(شده به روش مورفی و رایلی آزاد
 PG instruments, T90+ UV/VIS(اسپکتوفتومتر 

spectrophotometer (گیري شد اندازه.  
pH: pHها با استفاده از دستگاه  نمونهpH متر 

)Jenway, 3520 (گیري شد، دستگاه اندازهpH متر 
 pH 01/4افر با هاي باي توسط محلولصورت دوره به
  . کالیبر شد00/7و 

سنگ فسفات استفاده  :خصوصیات سنگ فسفات
، از مجتمع P2O5 13/9%شده در این آزمایش با عیار 

 35در صنعتی و معدنی فسفات اسفوردي واقع 
تهیه شرق شهرستان بافق در استان یزد  کیلومتري شمال

  .گردید
 بر ی قارچهیجدا :ی قارچهی جدای مولکولییشناسا

 هفته در کیمدت   و بهحی تلقPDA کشت طی محيرو
 به ی از کلنیبخش.  شديدار نگه C° 2 ± 28ي دما

   منتقل PDB کشت طی محmL 100 ي حاوریما ارلن
   ي در دماrpm 250 هفته با سرعت کیمدت  و به

C° 2 ± 28 توسط ومیسلیسپس م. تکان داده شد 
 قهی دق30مدت  به rpm 4000 با سرعت فوژیسانتر

 ی با کاغذ صافونیلتراسی ف ازپس.  شديداسازج
 برداشت و با آب مقطر اتوکلاو شده ها میسلیومواتمن،

 زده خی ومیسلیم. دی گردزی فرعی ماتروژنیشسته و در ن

   به پودر عی ماتروژنی هاون در نکیبا استفاده از 
 تی با استفاده از کDNAبلافاصله، .  شدلیتبد

DNeasy Plant Mini (69104; QIAGEN) با 
. دیتوجه به دستورالعمل کارخانه سازنده استخراج گرد

  شده در  پودرومیسلی از مmg 100طور خلاصه،  به
µL 45کننده زی بافر ل)AP1 ( وRNase Aصورت   به
 10مدت   مخلوط بهنیا.  درآمده و هضم شدقیتعل
 AP2 بافر µL 130 انکوبه و سپس C° 65  درقهیدق

   قهی دقپنجمدت  شد و بهبه آن افزوده و مخلوط 
 ی سلولزیمحصولات ل. دی انکوبه گردخی يبر رو

 جدا شده و rpm 14000 با سرعت قهی دق پنجمدت به
 اضافه QIAshredder Mini Spin سپس به ستون

 فوژی در همان سرعت سانترقهی دق دومدت شده و به
 مخلوط شده، AP3 بافر 5/1پس از آن با حجم . شد

 یکمدت   و بهرد واDNeasy Mini Spinبه ستون 
ستون .  شدفوژی سانترrpm 8000 با سرعت قهیدق

DNeasy Mini Spin با µL 500 بافر AW شسته 
 rpm 14000 با سرعت قهی دقدومدت  شد و به

 میکردن مستق  با اضافهی ژنومDNA. دی گردوژیفیسانتر
µL 100 از بافر AEممبرني بر رو  DNeasy جدا 
کننده،   محدودهاي می با آنزgDNAمنظور هضم  به. شد
ng 500 از gDNA ،µL 1 محدود هاي میاز آنز 

)BamHI, EcoRI, or HindIII; life technologies( 
   در حجم FastDigest Green از بافر µL 1و 

ي شده و در دما ي فرآورمی به همراه آنزµL 10کل 
C° 37سپس . دی انکوبه گردقهی دق30مدت   بهDNA 

 TBE بافر يحاو w/v %1ل آگارز شده به ژ هضم
 200 ساعت در ولتاژ  یکمدت  بهDNA و قیتزر

 شده در ژل لی تشکي باندهاي گروه. الکتروفورز شد
  ).1شکل ( شدند يزیآم  رنگدی برومومیدیبا ات
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 gDNA بیترت  به4، و 3، 2 يها  نشده و ستوندهی برgDNA 1ستون . ومیسلی شده از مهی تهی قارچDNA هضم ي الگو-1شکل 

  . نشان داده شده است5 در ستون ینشانگر وزن مولکول. دهد ی را نشان مHindIII و BamHI ،EcoRIشده با  دهیبر
Figure 1. Restriction digestion pattern of fungal DNA prepared from mycelium. Lane 1 shows uncut gDNA 
and lanes 2, 3, and 4 were cut with BamHI, EcoRI and HindIII, respectively. Molecular weight marker is 
shown in lane 5. 

  
 ng 250 شامل مرازی پلاي هری واکنش زنجمخلوط

 ي از هر کدام از آغازگرهاµM 5/0 ،ی ژنومDNAاز 
 1X بافر µL 20و ) 1جدول (رفت و برگشت 

Phusion® High-Fidelity PCR Master Mix 
به ) (HF M0531; NEB با بافر ییبود و حجم نها

µL 50کلریواکنش با استفاده از ترمو سا.  رسانده شد 
T100 (Bio-Rad)ی حرارتيها انجام گرفته و چرخه 

 در هی اوليساز  واکنش واسرشتکیشده شامل  اعمال
 شامل ری چرخه تکث35 قه،ی دق دومدت  بهC 98° يدما

)°C 98ه،ی ثان10مدت   به °C 47 ،55 ،مدت  ه ب60 ای
 کیو بالاخره ) هی ثان25مدت   بهC 72°  وهی ثان30

 قهی دق10مدت  به C° 72  درییچرخه گسترش نها
منظور یافتن بهترین باند چرخه گسترش نهایی  به. بود

 درجه سیلسیوس نیز تکرار شد، 60 و 55در دماهاي 
محصولات .  نداشتPCRثیري در نتایج أکه البته دما ت

 µg/mg ي درصد حاوکی  ژل آگاروزيواکنش رو
 توسط دستگاه TAE در بافر دی بروماومیدی ات1/0

طول (بنفش  ي از ژل تحت نور ماورايبردار عکس
محصول واکنش .  شدندیبررس) nm 312موج 

 استخراج تیمراز با استفاده از ک ی پليا رهیزنج
QIAquick gelکارخانه سازنده ستورالعمل مطابق د 

شده با استفاده از  يساز  خالصDNAاستخراج و 
 در مرکز ITS4 و ITS1 ،ITS2 ،ITS3 يمرهایپرا

  . شدیابی یکانادا توال) 1TCAG (ي کاربردکیژنوم
 در سطح گونهجدایه مورد مطالعه  ییمنظور شناسا به

 DNA از ng 100 با استفاده از مرازی پليا رهیواکنش زنج
 رفت و ي از هر کدام از آغازگرهاµM 5/0 ،یژنوم

 ®1X Phusion بافر µL 20و ) 2دول ج(برگشت 

High-Fidelity PCR Master Mixانجام شد  .
 T100 (Bio-Rad) کلریواکنش با استفاده از ترمو سا

 کیشده شامل   اعمالی حرارتيها انجام گرفته و چرخه
 C° 98ي  در در دماهی اوليساز واکنش واسرشت

 C 98°( شامل ری چرخه تکث35 قه،ی دق2مدت  به
  وهی ثان30مدت   به60 ای، C 47 ،55° ه،ی ثان10مدت  به

°C 72چرخه گسترش کیو بالاخره ) هی ثان25مدت   به 
  . بودقهی دق10 مدت  بهC 72°  دریینها

                                                
1- The Centre for Applied Genomics 
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   . مطالعهنی استفاده شده در ايمرهای پرا-1جدول 
Table 1. Primers used in this study.  

  ناحیه
Region  

  نام
Name  

  )3˂′-5′(توالی 
Sequence (5’->3’)  

SSU  ITS1) رفت ((Forward)  TCCGTAGGTGAACCTGCGG  

5.8S  ITS2) برگشت ((Reverse)  GCTGCGTTCTTCATCGATGC  

5.8S  ITS3) رفت ((Forward)  GCATCGATGAAGAACGCAGC  

LSU  ITS4) برگشت ((Reverse)  TCCTCCGCTTATTGATATGC  
  

  . A. Tubingensis ای A. Niger  درنی ژن کالمودولی از توالی بخشری تکثي مختص به گونه براPCR يمرهای پرا-2 جدول
Table 2. Species-specific PCR primers for amplification of partial sequence of the calmodulin gene in A. niger 
or A. tubingensis.  

  ناحیه
Region  

  نام
Name  

  )3˂′-5′(توالی 
Sequence (5’->3’)  

  TCCGTAGGTGAACCTGCGG  (Forward)) رفت (Calmodulin  NIG1کالمودلین 
  GCTGCGTTCTTCATCGATGC  (Reverse)) برگشت (Calmodulin  NIG2کالمودلین 
  GCATCGATGAAGAACGCAGC  (Forward)) رفت (Calmodulin  TUB1کالمودلین 
  TCCTCCGCTTATTGATATGC  (Reverse)) برگشت (Calmodulin  TUB2کالمودلین 

  
   مختص به گونه PCR يمرهایپرا 2جدول 

 يها  در گونهنی ژن کالمودلی از توالی بخشری تکثيبرا
A. niger و A. tubingensis دهد یرا نشان م .

 DNA ری تکثي منحصراً براN1G1/N1G2 يمرهایپرا
 TUB1/TUB2 يمرهای و پراA. niger يهاهیسو
 استفاده A. tubingensis يها هی سوDNA ری تکثيبرا
  .دشون یم

افزار  آنالیز آماري با استفاده از نرم :آنالیز آماري
Statistix 8.0ها با استفاده از   و مقایسه میانگین

  . انجام شد5% در سطح Tukeyآزمون 
  

  نتایج و بحث
هاله روشن تشکیل شده اطراف  :محیط کشت مناسب

 بسیار کوچک بود، PVKکلنی بر روي محیط کشت 
براي رفع این . دکه تشخیص آن سخت بو طوري به

 NBRIP-BPBمشکل آزمایش بر روي محیط کشت 
 از استفاده که دریافت) 1999(نوتیال . تکرار شد

رشد   مانعPVKکشت  محیط در مخمر عصاره
 .)18(شود کننده فسفات می هاي حل میکروارگانیسم

کننده  هاي حلنتایج این آزمایش نشان داد که قارچ
 نسبت به NBRIP-BPBفسفات روي محیط کشت 

تري تشکیل   هاله روشن واضحPVKمحیط کشت 
) 16) (2013(دهند که با نتایج موه و همکاران  می

تواند در شناسایی  این خاصیت می. تطابق دارد
هاي با توانایی انحلال فسفات نامحلول مفید باشد  قارچ

 NBRIP-BPB محیط کشت هاي برتري از یکی و
   . استPVK به محیط کشت نسبت
 در اتکننده فسف  حلقارچ يغربالگر و بانتخا

 :انحلال شاخص يریگ  کشت جامد و اندازهطیمح
 از اي نشانه میکروارگانیسم کلنی اطراف در هاله تولید
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است  فسفات کننده حل هاي میکروارگانیسم حضور
گیري شاخص   در این مطالعه براي اندازه.)2شکل (

 هاي قارچی از محیط کشت جامد انحلال جدایه
NBRIP-BPB استفاده شد، حضور BPB در محیط 

محیط  pH افت با که بخشد می آبی به آن رنگ کشت
 استفاده از .دهد روشن تغییر رنگ می زرد به کشت

، مشاهده هاله NBRIP-BPB محیط کشت جامد

تري را در مقایسه با محیط کشت  روشن و واضح
PVKنتایج حاصل از آزمون شاخص .  ممکن ساخت

ثرترین جدایه در ؤعنوان م  را به1یه انحلال، جدا
ترین  انحلال فسفات معرفی نمود، زیرا داراي بیش

 و 4، 2، 5هاي  پس از آن جدایه. شاخص انحلال بود
  ).3جدول (ترتیب روند کاهشی را نشان دادند   به3

  

  
   .NBRIP-BPB کشت یط در محکلنی قارچی وسیله هبهاله روشن تشکیل  -2شکل 

Figure 2. Halo zone formation by colony in NBRIP-BPB culture medium. 
  

  . NBRIP-BPB کشت طی محي روهاي قارچی بر وسیله جدایه ه بشاخص انحلالتخمین  -3جدول 
Table 3. Estimation of solubilization index by fungal isolates on NBRIP-BPB medium. 

 شاخص انحلال
Solubilization index 

 (cm)ه روشن هال
Halo zone 

 (cm) قطر کلنی
Colony diameter 

 جدایه قارچی
Fungal isolate 

a  0.14±1.46 0.1 ±0.7  0.3±1.5  1جدایه) isolate 1( 

b  0.11±1.14 0.2 ±0.5  1.1±3.5  2جدایه) isolate 2( 

b  0.07±1.08 0.1±0.2  0.2±2.3  3جدایه) isolate 3( 

b  0.11±1.13 0.2±0.3  0.1±2.3  4جدایه) isolate 4( 

b  0.16±1.25 0.3±0.7  0.7 ±2.8  5جدایه) isolate 5( 

 خطاي ± نتایج، میانگین سه تکرار .هستند ی بر اساس آزمون توک5%دار در سطح  ی حرف مشابه فاقد اختلاف معنیک حداقل ي دارايها یانگینم
 .باشند استاندارد می

Averages with at least one letter have no significant difference at the 5% level based on the Tukey test. Results are means of 
three repetitions ± standard errors. 

  
کننده فسفات روي محیط کشت  بررسی قارچ حل

 دهنده نشان انحلالگیري شاخص  جامد و اندازه
با توانایی آن در انحلال فسفات نیست زیرا همیشه 
. آزمون کمی در محیط کشت مایع همسو نیست

 روشی کیفی و آغازین براي انحلالبررسی شاخص 

. کننده فسفات است هاي حل انتخاب میکروارگانیسم
محیط  انحلال فسفات در آزمون چنان هم بنابراین

 محیط کشت در که چرا است، نیاز کشت مایع مورد
 منعکس صورت کمی فسفات به انحلال قدرت جامد
  ).6 و 4(است  نشده
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 در فسفات کننده حل قارچ غربالگري و انتخاب
هاله روشن اطراف کلنی معمولاً  :مایع محیط کشت

اي براي انحلال فسفات در محیط  عنوان مشخصه به
 پژوهشگران). 15(شود  می کشت مایع در نظر گرفته

 بررسی براي کشت مختلفی هاي از محیط مختلف
 .اند کرده استفاده مایع کشت محیط در فسفات انحلال

 که NBRIPدر این بررسی از محیط کشت مایع 
بود،  فسفات  سنگ2%جاي فسفات کلسیم حاوي  به

یافته   و میزان فسفر انحلالpHتغییرات . استفاده شد
 روز در 6هاي قارچی پس از گذشت  وسیله جدایه هب

  . آمده است4جدول 

  
 روز 6 وزنی سنگ فسفات در طی 2% در محیط کشت مایع حاوي pHي قارچی و تغییرات ها جدایه وسیله ه انحلال فسفات ب-4جدول 

   .انکوباسیون
Table 4. Phosphate solubilization by fungal isolates and pH changes in culture medium containing 2% (w/v) of 
rock phosphate during 6 days of incubation. 

P (mg L-1) pH 
  یه قارچیجدا

Fungal isolate 
a  4.4±112.2 b  0.44±3.23  جدایهSANRU) SANRU isolate(  

b  1.6±27.2 a  0.17±4.24  2جدایه) isolate 2( 

b  2.0±29.9 a  0.05±4.44  3جدایه) isolate 3( 

b  3.7±24.6 a  0.14±4.33  4جدایه) isolate 4( 

b  2.20±41.6 a  0.24±4.83  5جدایه) isolate 5( 

 خطاي ± نتایج میانگین سه تکرار .هستند ی بر اساس آزمون توک5%دار در سطح  ی حرف مشابه فاقد اختلاف معنیک حداقل ي دارايها یانگینم
  .باشند استاندارد می

Averages with at least one letter have no significant difference at the 5% level based on the Tukey test. Results are means of 
three repetitions ± standard errors. 

  
 هاي کشتمحیط در pH کاهش با فسفات انحلال

ترین   که بیش1 جدایه .بود همراه نمونه پنج هر
 ترین انحلال سنگ را دارا بود، بیش انحلالشاخص 

 را نیز نشان داد و pHترین کاهش در  و بیش فسفات
 SANRUدر جدایه . ه شد نامیدSANRUجدایه 

انحلال  کیفی و کمی سنجش بین مثبتی همبستگی
 که حالی در) 2001(نوتیال  و  مهتا.فسفات وجود داشت

 هاي باکتري کیفی غربالگري براي کارآمد روشی
 هاي کردند، یافته فسفات را بررسی می کننده حل

 جهت، در هر به). 14(کردند  گزارش را مشابهی
و  روشن هاله بین ضد و نقیضی نتایج موارد، برخی

 گزارش شده مایع محیط کشت در انحلال فسفات

هاي  در بررسی) 1984( ملا و همکاران .)12(است 
 شده آزاد فسفات خود به این نتیجه رسیدند که میزان

 هاي مختلف، جدایه هاي فسفات میانکننده حل توسط
 تغییرات تواند و علت این پدیده می متفاوت است

 ینهمچنکشت مایع و  محیط pH د آمده دروجو به
   .)15(باشد  انحلال فسفات هاي یسم مکانیرسا

با توجه به  حاضر، مطالعه در حال، این با
غیرعادي  رفتار 5 و 4، 3هاي   جدایه4 و 3 هاي جدول

 کیفی روش از حاصل نتایج آن در که دادند، را نشان
 احتمالی  دلایل.نداشت مطابقت کمی هاي روش با
 بودن دسترس اختلاف در تواندمی اختلال این رايب

محیط  با مقایسه در. باشد مغذي مواد و عرضه آب
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 جامد هايمحیط کشت در مغذي مواد مایع، کشت
 میزان. هستند محدود کمتر دسترسی حلالیت و دلیل به

 ترشح مختلف آلی و انتشار متفاوت اسیدهاي نفوذ
 براي دیگري دلیل تواندمی ارگانیسم یک توسط شده

 رشد هايایزوله بنابراین،). 8(انحلال باشد  کم فعالیت
 از مسیر است ممکن جامد هايمحیط کشت در کرده

 کشت در محیط که زمانی متفاوتی نسبت به متابولیکی
 انحلال قابلیت اگرچه استفاده کنند، اند، کرده رشد مایع

ثابت  هاي بعديکشت در هاایزوله تمام در فسفات
  . ماندباقی
شده،  گیري اساس شاخص انحلال و نتایج کمی اندازهرب

  . جهت شناسایی مولکولی انتخاب شدSANRUجدایه 
مشخصات  :جدایه منتخب مولکولی شناسایی
 لوسیآسپرژ در سکشن را SANRU جدایه يمورفولوژ

 کی شباهت مورفولوژدلیل رو به داد، از این قرار يجرینا
 لازم بود تا از  سکشن،نی موجود در ايها گونه
   آن کمک گرفته یی شناساي برای مولکوليها داده
 با ITS ژن ی توالسهی حاصل از مقاجینتا. شود
 جدایه موجود در بانک ژن نشان داد، يها یتوال

SANRU يها  با گونه100% مشابهت A. niger و 

A. tubingensisکه از نظر يا  دارد، دو گونه 
ها با شماره یتوال. د مشابه هستنداًی شدکیمورفولوژ

 ژن ثبت ی در بانک جهانKT222864 یدسترس
 از ی بخشنان،ی عدم اطمنیمنظور غلبه بر ا به. دیگرد

 قبلاً رای زد،ی گردیابی یتوال  وری تکثنیژن کالمودل
 دو گونه زی شکل قادر به تمانیثابت شده بود به بهتر

 مختص به یصی تشخي رفتارهایاست و شامل برخ
 ژن ی از توالی بخشریپس از تکث. )24 (گونه است

الذکر، جفت   فوقيمرهای با کمک پرانیکالمودول
 ری را تکثbp 505 بخش کی TUB1/TUB2 مریپرا

 را يا هی ناحچی هN1G1/N1G2 که ینمود، در حال
 هیکند سو ی مانی باًی، که قو)3شکل ( ننمود ریتکث

SANRU متعلق به سکشن tubingensisاست . 
   PCR روش )24 و 20(ی لعات قبلمطابق با مطا

 تی از اختصاصیی درجه بالانیبر اساس کالمودول
.  در سطح گونه داردلوسی آسپرژتی هونیی تعيبرا

 تی از اختصاصینیی درجه پاITS یدر مقابل، نواح
ها را   گونهنی انی مختلف بدی سه نوکلئوترییشامل تغ

  . دهد ینشان م

  

 
  ، ITS1 (ITS1-ITS2) ناحیه) 1( در تکثیر ي براومیسلیدست آمده از م  بهDNAژنوم . ITSه ناحی PCR حاصل از جی نتا-3شکل 

مارکر وزن .  الکتروفورز شد0/2%قرار گرفت و در ژل آگارز  ITS  (ITS1-ITS4)ناحیهکل ) 3(و ITS2   (ITS3-ITS4)ناحیه )2(
   . نشان داده شده است4 در خط یمولکول

Figure 3. PCR amplification of the ITS regions. Genomic DNA obtained from mycelium was subjected to 
amplification of the (1) ITS1 region (ITS1_ITS2), (2) ITS2 region (ITS3_ITS4), and (3) the entire ITS region 
(ITS1_ITS4) and was electrophoresed on a 2.0% agarose gel. Molecular weight marker is shown in lane 4. 
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 در ومیلیسی حاصل از می ژنومDNA، 2 در ستون یجر نایلوسآسپرژ DNA ری مختص به گونه حاصل از تکثPCR محصول -4شکل 
 و 3، ستون TUB3 و TUB1 ای 2، ستون NIG2 و NIG1 يمرهای با استفاده از پرانی ژن کالمودولی از توالی بخشPCR ریمعرض تکث

  .اند  نشان داده شده4 و 1 يها  مارکرها در ستونیوزن مولکول.  الکتروفورز شدند2% ژل آگاروز يبر رو
Figure 4. Species-specific PCR product obtained amplifying A. niger DNA (245 bp) in lane 2. Genomic DNA 
obtained from mycelium was subjected to PCR amplification of a partial sequence of calmodulin gene using 
NIG1 and NIG2, lane 2, or TUB1 and TUB2, lane 3, primers and was electrophoresed on a 2.0% agarose gel. 
Molecular weight markers are shown in lanes 1 and 4. 

  
  گیري کلی نتیجه

 طیحاستفاده از مداد که  نشان عه مطالنی اجینتا
 ي براPVK  نسبت بهNBRIP-BPB کشت

 .بودتر   مناسباتکننده فسف حلهاي قارچيجداساز
 نی بی مثبتی همبستگSANRUیه اگرچه جدا

 از نظر انحلال عی جامد و ماطی در محيغربالگر
 ضد و جیها نتایه از جدای اما برخ، نشان دادفسفات

 و انحلال  در محیط جامد هاله روشننی بیضینق

ي رو غربالگر نی از ا. نشان دادندعی ماطیدر مح فاتفس
 هبنا ب .گرددی مشنهادی پعی جامد و ماطی در محزمان هم
 در نی کالمودولهی ناحی توالنیی تعاین بررسی، جینتا
 زی تماي براي بالاتراری از دقت بسITS با سهیمقا

 ي برابنابراینبرخوردار است،  لوسیآسپرژ يها گونه
 هیها در حد گونه توص لوسیآسپرژ قی دقییشناسا

  . شود یم
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Abstract1 
Background and Objectives: Phosphate is one of the macronutrients and involved in many 
essential plant processes such as respiration, cell division, root development, photosynthesis, 
sugar decomposition, nutrient transfer inside the plant, the transfer of genetic characteristics 
from one generation to the next and the regulation of metabolic pathways. Deficiency occurs 
when phosphorus content in the soil reaches less than 0.1%. Today, in order to achieve 
sustainable development, the use of low-cost natural nutrients such as rock phosphate is 
necessary. In recent years, the use of phosphate solubilizing microorganisms has been studied 
for dissolution of rock phosphate. The aim of this study was to isolate indigenous phosphate 
solubilizing fungi and identify the most effective isolate at the species level.  
Materials and Methods: Samples were taken from the soil around the Dalir phosphate mine 
located in Chalous, (Mazandaran). After preparation of the dilution series from soil suspension 
and culture in NBRIP-BPB and PVK, phosphate-solublilizing fungal colonies were isolated. 
The ability of phosphate solubilization of fungal isolates was also studied in NBRIP liquid 
medium. The phosphate solubilized was measured in the liquid medium and the pH of the 
samples was measured using pH meter. An isolate (named by SANRU) that significantly 
reduced the pH of the environment, released more phosphorus and had a higher solubility index, 
was selected. The selected isolate was identified by ITS polymerase chain reaction and then 
calmodulin-based PCR methods.  
Results: The results indicate that the use of the NBRIP-BPB medium is more efficient than 
PVK medium for P solubilizing fungi isolation. Screening was carried out in solid and liquid 
media for each isolate and SANRU isolate was more prominent phosphate solubilizers compare 
to the other isolates. The results of comparing the sequence of the ITS gene with the sequences 
in the gene bank showed that SANRU strain had a similarity of 100% with A. niger and 
A.tubingensis species. In order to overcome this uncertainty, a calmodulin-based PCR method 
was carried out. The replication of a part of the Calmodulin gene sequence revealed that the 
SANRU strain belongs to the tubingensis section and the sequencing sample was registered with 
the access number KT222864 at the World Gene Bank.  
Conclusion: According to the results of this study, simultaneous screening in solid and liquid 
medium is recommended to determine phosphate solubilizing ability. According to the results of 
this study, the method of sequencing of calmodulin in comparison with ITS has a much higher 
accuracy for differentiation of Aspergillus species, therefore, it is recommended for accurate 
identification of Aspergillus species.  
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