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 حامل چند کارایی بررسی و روی کنندهحل هایباکتری شناسایی و جداسازی

 برتر جدایه مانیزندهبر 

 
 4، یوبرت قوستا3، مریم خضری*2، محسن برین1فاطمه هاشم نژاد

 

 (26/03/1401 :رشیپذ خیتار  01/07/1400:افتیدر خی)تار

  

 چکیده

محلولی وجود داشته که برای گیاه قابل های کمهای آهکی عمدتا به شکلخاکمصرف است که در روی یکی از عناصر کم

ها در قالب کود زیستی روی مورد نیاز گیاه در این شرایط، استفاده از میکروارگانیسم تأمینهای باشد. یکی از راهاستفاده نمی

های مختلفی برای عرضه این کودها نیاز به حامل شوند.موجب افزایش حلالیت ترکیبات نامحلول روی در خاک میاست که 

های حل کننده ترکیبات باکتری تأثیرارزیابی  هدف با تحقیق لذا، اینها است. مانی و ماندگاری میکروارگانیسمجهت زنده

در قالب های مختلف به مدت نه ماه مانی سویه برتر در حاملزنده های شور و بررسینامحلول روی جداسازی شده از خاک

خاک ، ماس تیپ، تیپرلشامل  جامد، هایحامل با سه تکرار اجرا گردید. طرح پایه کاملا تصادفی دو فاکتوره )حامل و زمان(

های ، زادمایهتحقیقدر این  .بودند سبوس و تالک(، بیس)آزولا و  وچاریب، آزولا، کمپوستیورمی، کود دام، رقنددتفاله چغن، اره

قرار  مانی باکتری مورد مقایسهایی تهیه شده با جمعیت اولیه یکسان پس از نگهداری در دمای اتاق از نظر توان زندهییباکتر

 MPNشمارش  های رقت از روشبعد از تهیه سری هر ماهدر  های میکروبی،های زنده در حاملشمارش باکتریبرای گرفتند. 

سازی کننده روی جداسازی و خالصحل سویه باکتری 15نمونه خاک ریزوسفری، تعداد  24از نتایج نشان داد که  .استفاده شد

ی برتر از لحاظ انحلال ترکیب نامحلول روی انتخاب شده و جهت شناسایی مولکولی مورد بررسی قرار گرفتند. جدایه پنجشد. 

های از بین باکتری تعلق داشتند. انتروباکترو دو جدایه به  سودوموناسبه جنس  جدایه، سه 16S rRNAبر اساس توالی ژن 

( بالایی 28/2( و توان کیفی )16/75( توان کمی )Pseudomonas fluorescens) سودوموناس فلورسنسشناسایی شده باکتری 

نشان داد که از میان  هادر حامل هارش باکترینتایج حاصل از شماداشت که قادر به انحلال تمام ترکیبات نامحلول روی بود. 

( cfu g 07/5-1بیوچار سیب )در حامل  نه ماه شمارش شده بعد از گذشت جمعیت لگاریتم بیشترین ،شهای مورد آزمایحامل

می  بطور کلی . به دست آمد ( cfu g 11/2-1حامل تالک )و کمترین جمعیت شمارش شده در ( cfu g 07/5-1و بیوجار آزولا )

 صرفه بودن از نظر اقتصادیمقرون بههای خوب و های مورد آزمایش، بیوچار بعلت ویژگیتوان بیان داشت که از بین حامل

 .شودتوصیه می
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 مقدمه

 مشکلات از یکی ویژه رویبه مصرفکم عناصر کمبود

 در اغلب که است جهان سرتاسر در کشاورزی بخش عمده

 30 از بیش هاخاک این و دهدمی رخ آهکی هایخاک

 مناطق هایخاک اغلب .است پوشانده را زمین سطح درصد

 منجر آهک که است آهکی نیز ایران خشک نیمه و خشک

-Vahedi & Rasoiliد )شومی غذایی عناصر کمبود به

Sadaghiani, 2020های (. از آنجایی که روی نقش

 ها، کوفاکتورمختلفی شامل؛ جزء ساختاری پروتئین

 Broadley et al., 2007; Andreini) هاآنزیم از بسیاری

et al., 2009)عملکرد نمو و و ها، رشدسلول ، متابولیسم 

(. معمولا کمبود Shaikh & Saraf, 2017گیاهان دارد )

های روی در گیاهان در هر دو شرایط اسیدی و خاک

های آهکی با آبشویی یافته با مقدار روی پایین یا در خاک

 سوءتغذیه شود. لذاروی غیرقابل جذب گیاهی مشاهده می

 در ایتغذیه مهم عارضه یک روی کمبود از اشین انسان

. علاوه بر این مشکلات (Myers et al., 2015) است دنیا

رویه و ناشی از مصرف بی محیطی زیست و اقتصادی

نامتعادل کودهای شیمایی سبب شده که ضرورت حرکت 

کشاورزی پایدار به سمت استفاده از کودهای زیستی 

 از(. بنابراین Leach & Mumford, 2008مطرح گردد )

 روی مورد نیاز گیاه، مقدار تأمین راهکارهای جمله

ها ها از جمله باکتریاز پتانسیل میکروارگانیسم استفاده

در قالب کود زیستی است که موجب افزایش حلالیت 

به موادی که محلول روی در خاک شوند. ترکیبات کم

به حاوی یک یا چند میکروارگانیسم با جمعیت مناسب، 

ها، کود های تولیدی آنیا متابولیت همراه مواد نگهدارنده

 (.Egamberdiyeva et al., 2004شود )زیستی اطلاق می

-سلول یحاو ،مولفه مهم کیبه عنوان  یستیز یکودها

عناصر  لیتبد یی( که تواناVessey, 2003بوده ) زنده یها

به فرم قابل  دسترس قابل ریرا از فرم غ یاصل ییغذا

 ,Vesseyداشته ) یکیولوژیب یندهایفرا ی، طسدستر

 یزن جوانه و یا شهیر ستمیس توسعه به منجر و( 2003

موفقیت در تولید  (.Chen, 2006) گردندیم بذور بهتر

علاوه بر انتخاب بهترین سویه،  زیستیصنعتی یک کود 

مستلزم داشتن حامل مناسب، امکان تولید انبوه، 

فرمولاسیون مناسب همراه با بسته بندی و بازاریابی 

مشکلی که در زمینه استفاده  همچنین د.باشمناسب می

ها وجود دارد، فقدان باکتری اکثرتجارتی و صنعتی از 

های تولیدی این اسپور و عدم وجود ماندگاری مایه تلقیح

برای اینکه این گروه از  .باشدمیزیستی گروه از کودهای 

باشند بتوانند با موفقیت در ها که فاقد اسپور میباکتری

استفاده قرار گیرند لازم است که  کشاورزی مورد

ها تهیه گردد که قدرت فرمولاسیون مناسبی از آن

 & Xavierماه را داشته باشند ) 6-24ماندگاری حداقل 

Holloway Leggett, 2004ترین ویژگی یک حامل (. مهم

توانایی حفظ جمعیت مناسبی از باکتری در فاصله زمانی 

یک حامل میکروبی باشد. تولید تا مصرف آن در مزرعه می

های لازم برای حمایت از مناسب باید دارای ویژگی

های زنده در شرایط فیزیولوژیکی مطلوب در یک سلول

ی مناسب باشد و همچنین اثرات جانبی منفی بر بازه زمان

یک (. Stephens & Rask, 2000) ها نداشته باشدباکتری

حامل خوب باید دارای خصوصیاتی مانند ظرفیت 

نگهداری رطوبت مناسب، سهولت آزادسازی باکتری در 

خاک، سطح تماس یا چسبندگی کافی و استاندارد با بذر، 

حالت خمیری، عدم سمیت ای مناسب، فاقد شرایط تهویه

صرفه بودن از برای سویه باکتری، گیاه و خاک، مقرون به

خنثی   pHنظر اقتصادی، تخلخل مناسب، سطح ویژه بالا،

یا قابل تنظیم، یکنواختی خصوصیات فیزیکی و شیمیایی، 

صورت پودر و شدن آن به امکان تولید انبوه و فرموله

 ,.Somasegaran, 1994; Motsara et al) گرانوله باشد

باشد میصورت جامد یا مایع به های باکتری حامل(. 1995

اینکه  به توجه هستند. باکه هر یک دارای مزایا و معایبی 

 شکل به شده تکثیر هایباکتری از استفاده و نقل و حمل

 حامل جامد سری یک روی را هاباکتری است، دشوار مایع

های مایع از حاملهای جامد بهتر دهند. حاملمی قرار

های گی دارد. به بیان دیگر حاملنقش محافظت کننده

یح بذر و قپس از تلها جامد قادر به نگهداری بهتر باکتری

 های مایع درهمچنین حامل .است. در خاک هاکاشت آن

به فاصله زیرا  .برسند مصرف به باید ممکن زمان ترینکوتاه

 و جمعیت ، تراکمهااین نوع حامل کوتاهی از زمان تولید

این در  یابد.کاهش می به مرور زمان های زندهباکتری

تر قابل طولانید به مدت مهای جاتحالی است که کش

آلی و معدنی مختلفی طیف وسیعی از مواد  .نگهداری است

های جامد مورد حاملعنوان ها بهدر ایران و سایر کشور

د. در بسیاری از کشورهای پیشرفته انارزیابی قرار گرفته

مانند آمریکا، کانادا، روسیه و استرالیا از پیت به عنوان 

شود که متأسفانه در ایران معادن قابل حامل استفاده می
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 چند (. هرKhavarzi & Rajali, 2000برداری ندارد )بهره

 دست به آمیزنتایج موفقیت دلیل به اول، درجه در پیت

 اما داشت محبوبیت بسیاری ریتجا کشت از آمده

 وابسته که در کیفیت تنوع جمله از داشت. نیز مشکلاتی

 کردن استریل در فرآیند بود. همچنین آن تهیه منبع به

 باکتری برای سمی که برخی ترکیبات (اتوکلاو) آب بخار با

 دیگر، طرف .  از(Chao & Alexander, 1984) شدمی آزاد

 برخی. است محدود کشورها از در بسیاری آن دسترسی

دهند  کاهش را گیاه رشد حتی توانندها میپیت انواع از

(Huber et al., 1989همچنین .) مستعد اغلب هاآن 

کاهش  را باکتری مفید عمر توانندمی که آلودگی هستند

 دارند پایین pH پیت،  ذخایر . بیشتر(Fages, 1992)دهند 

 استفاده 5/6-7 به pH به رسیدن برای آهک از باید که

 در زیاد (. تنوعGhasemi Piranloo et al., 2019شود)

 زیادی حد تا پیت با های مختلفحامل ترکیب و کیفیت

 قرار تأثیر تحت را تولیدی نهایی زادمایه محصول کیفیت

 شرایط و باکتری جمعیت در باعث مشکلاتی و دهدمی

 ( وVan Elsas & Heijnen, 1990سازی گردیده )ذخیره

است  شده مشاهده هاآن اثربخشی از های گوناگونیپاسخ

(Bashan, 1998لذا پیت تنها .) برای مناسب ترکیب 

 مختلف هایآزمایش بنابر و نیست هاباکتری نگهداری

 استفاده آن جای به دیگری ترکیبات و منابع از توانمی

شلتوک برنج  ،کولیت، خاک اره، پرلیتورمی نمود.

(Bonnier, 1960)  و سنگ معدن فسفات مخلوط با

بقایای   (Date, 1988)کمپوست بقایای گیاهی قهوه 

(، لجن بیوگاز Ferreira, 2005) صنایع چوب پنبه

(Mukhtar et al., 2017( و ورمی کمپوست )Shariati et 

al., 2013 )قاسمی پیرانلو و  .استمورد مطالعه قرار گرفته

 با بررسی( Ghasemi Piranlo et al., 2019همکاران )

 حامل چند در Enterobacter cloacae باکتری مانیزنده

 (، باگاس، بیوچار، خاک اره، پرلیت وهیدروچارپیتجامد )

 گندم رشد و زنیجوانه بر شده تهیه هایزادمایه اثر و

 از بعد شده جمعیت شمارش گزارش نمودند که بیشترین

( بدست gcfu  910-1باگاس ) حامل در سال یک گذشت

 Mashhadiآمد. مشهدی اصغری و علی اصغرزاده )

Asghari & Ali Asgharzadeh, 2003جهت مقایسه ) 

 ملیلوتی باکتری سینوریزوبیوم نگهدارنده ماده چند کارایی

 مورد هایحامل از بین یونجه، تلقیح مایه تولید برای

 بیولوژیک لجن کمپوست،ورمی پیت، شامل که آزمایش

 ،(1:1) کمپوستورمی+ ورمیکولایت پتروشیمی،

بود،  (1:1)پتروشیمی  بیولوژیک لجن+ ورمیکولیت

 بیولوژیک لجن+ ورمیکولیت ،(گزارش کردند که

 (1:1) کمپوستورمی+ ورمیکولایت و (1:1)پتروشیمی 

 سه و ماه چهار مدت به ترتیب به باکتری ضمن نگهداری

تولید مایه های نسبتاً مناسب برای به عنوان حاملماه، 

رشد و لذا با توجه به نقش روی بر  .باشندیونجه می تلقیح

سازگار با  یهااستفاده از روش اهان،یگ نهیعملکرد به

از  یناش یطیمحستیکمتر ز یندگیو آلا ستیزطیمح

 ییهدف شناسابا  قیتحق نیا ،ییایمیش یمصرف کودها

 هینامحلول و ته یرو یکنندگحل ییبا توانای هایباکتر

کود  یمناسب برا ونیفرمولاسحامل مناسب جهت 

 .انجام شد یشگاهیآزما طیدر شرا یکروبیم

 

 هاروش و مواد
 کنندهحل هاییزوباکتریر سااازیو خالص یجداساااز

  ینامحلول رو ترکیبات

از مزارع ذرت و گندم  یزوسفففرینمونه خاک ر 24تعداد  

ها به شد. بعد از انتقال نمونه آوریجمع یهشهرستان اروم

 هاییباکتر یبلافاصفففله مراحل جداسفففاز یشفففگاهآزما

شد. پس از ته یکننده روحل - 4 رقت تا یالسر یهانجام 

  یکرولیترم 100خاک،  از هر رقت مقدار  یهااز نمونه  10

  Tris-minimal salt mediumکشففففت  محیط  یرو

 هایتشفففتک (.Fasim, 2002) ید( پخش گرد1جدول )

قرار داده شففدند.   یوسدرجه سففلسفف 28 یدر دما یپتر

 یکه در اطراف کلن هایییساعت، باکتر 96تا  72پس از 

شانه انحلال رو شفاف که ن ست، ا یآنها هاله  شده  یجادا

 ینامحلول رو ترکیبات کنندهحل یهبود به عنوان سفففو

 هایبا کشففت هایکلن سففازیشففدند. خالص یجداسففاز

 آگار انجام شد. ینتکشت نوتر یطمح  یرو یمتوال
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حل کننده )سالت  ینیمالم یسکشت تر یطمح -1جدول 

ی(رو  
Table 1. Tris-minimal salt medium (Zn 

solubilizing) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 روینامحلول  ترکیباتانحلال  توانایی کیفیآزمون 

سط  سی کیفی توان انحلال ترکیبات نامحلول روی تو برر

یه با قرار دادن پنج میکرولیتر سفففو عه  طال های مورد م

سففلول در  810سففوسففپانسففیون فعال باکتری با غلظت 

 جامد  روی محیط کشففت ،سففویه باکتریلیتر هر میلی

Tris-minimal salt medium  و حاوی ترکیبات نامحلول

 28های پتری در دمای روی اسففت، انجام شففد. تشففتک

سیوس نگهدرجه  شدند. پس از هفت روز قطر سل داری 

( اطراف پرگنه باکتری Halo zone diameterهاله شفاف )

گیری شد. سپس دهنده انحلال روی است، اندازهکه نشان

محاسففبه  کننده رویهای حلباکتری تیشففاخص حلال

جمع قطر گردید. شفففاخص حلالیت به صفففورت حاصفففل

پرگنه و قطر هاله شفاف تقسیم بر قطر پرگنه بدست آمد 

(Tallapragada & Seshachala, 2012, Gandhi et al., 

ای که بیشففترین شففاخص حلالیت را بخود (. جدایه2014

به مل اختصففففاد داده  حا یه مورد نظر در  جدا عنوان 

 میکروبی مورد استفاده قرار گرفت. 

 توانایی انحلال ترکیبات نامحلول رویآزمون  کمی 

هایی که شاخص حلالیت برای این منظور تمامی جدایه

بالایی در محیط جامد نشان داده بودند انتخاب شدند 

لیتر از سوسپانسیون فعال جدایه(. سپس یک میلی15)

-میلی 50لیتر به سلول در میلی 810ها با غلظت یباکتر

 Tris-minimal salt medium  عیمالیتر محیط کشت 

اضافه شدند. نامحلول  یرو باتیترک درصد 1/0حاوی 

روز روی شیکر انکوباتور با سرعت  10مجموعه به مدت 

درجه سلسیوس قرار داده  28 یدما در دقیقه و دور  120

سپس شد و  در نظر گرفتهسه تکرار برای هر سویه شد. 

 8000با سرعت  حاصل یهاونیاز سوسپانس تریلیلیم 14

دقیقه سانتریفیوژ گردید. پس  10دور در دقیقه به مدت 

از عبور سوسپانسیون از کاغذ صافی، میزان روی محلول 

 ,.Mumtaz et alگیری شد )ی اندازهدستگاه جذب اتم با

2017.) 

 هافنوتیپی و بیوشیمیایی باکتریهای شناسایی آزمون

 هاشففناسففایی فنوتیپی و بیوشففیمیایی سففویه هایآزمون

مل نگ شفففا  یا یداسفففیوناکسففف گرم، تحرک، یزیمآر

شاسته، کاتالاز،  یدرولیزه یترات،(، سO/F) گلوکزیرتخم ن

یز آز، اوره تولیففد رنگففدانففه  مون زآ و ن،یژلاتهیففدرول

مورد  King’Bها روی محیط فلورسففنت توسففط سففویه

 Lelliot & Stead, 1987; Schaad)بررسففی قرار گرفت 

et al., 2001; Brenner et al., 2005.)  

 های باکتریشناسایی مولکولی سویه

سایی مولکولی سویه باکتری که  شنا  تیتوان حلالشش 

، با اسفففتفاده از داشفففتندتری بالاترکیبات نامحلول روی 

  هایژنومی سففویهآ انآغازگرهای عمومی انجام شففد. دی

کاران و لوپ روش به باکتری ( Llop et al., 1999) هم

 یبا اسففتفاده از آغازگرها PCRواکنش  اسففتخراش شففد.

 16S rRNAژن  مربوط به( 2)جدول   fD1/rP2 عمومی 

(Weisburg et al., 1991سایکلر ستگاه ترمو  انجام ( در د

  شد.
 

 
 16S rRNA (Weisburg et al., 1991.)های مورد استفاده برای تکثیر ژن آغازگر -2جدول 

Table 2. The universal primers used based on the gene 16S rRNA, used in this study (Weisburg et al., 1991) 

Primer Primer sequence 

fD1 5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' 

rP2 5'-ACGGCTACCTTGTTACGACTT-3' 

1-Lg.  

10 D-Glocose 
15 Agar 

0.03 O2.2H2CaCl 

0.2 O2.6H2MgCl 
0.43 4SO2Na 
1.07 Cl4NH 
1.49 KCl 
4.68 NaCl 

1.99 2)4(PO3Zn 
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 25ترکیب و مقادیر مواد مورد استفاده در واکنش 

 PCR Master Mixمیکرولیتر 12میکرولیتری شامل 

(Ampliqon) 50-180301 2Mgcl -Red  یک میکرولیتر ،

نانوگرم(  50آ الگو )انپیکومول( و دی 10از هر آغازگر )

مه حرارتی مورد استفاده شامل سیکل  واسرشت بود. برنا

دقیقه  5درجه سلسیوس  94( Initial denaturingاولیه )

درجه  94( Denaturingسازی )واسرشتسیکل  35و 

درجه  57( Annealingاتصال )دقیقه،  1سلسیوس 

درجه  72 (Extensionبسط )دقیقه،  1سلسیوس 

 Finalبسط نهایی )دقیقه و سیکل  1سلسیوس 

extension )72 دقیقه بود. بررسی 10درجه سلسیوس 

 یکبا استفاده از الکتروفورز در ژل آگارز  PCRمحصول 

ترادف محصول  تعیین انجام شد.آمیزی ژل رنگ ودرصد 

PCR استفاده  یبا ارسال قطعه تکثیر شده و آغازگرها

 و استخراش .شد انجام جنوبیبه شرکت بایونیر کره شده

 هایافزارنرم از استفاده با یدینوکلئوت یهایتوال اصلاح

Chromase  وBioEdit های نهایی انجام شد و توالی

شدند. دو توالی  رهیذخ (FASTA) فستا فرمت بصورت

 CLC افزارنرم از استفادهبا  هیسواز یک  پسروپیشرو و 

Main Workbench8 شدندو تنظیم  یسازفیهمرد .

 هایهیسو با مطالعه مورد هایهیسو قرابت میزان سهیمقا

 NCBI (National یاطلاعات گاهیپا در هاآن به نزدیک

Center for Biotechnology Information) یبا جستجو 

انجام  BLAST (Basic Local Alignment)برنامه در

  . گرفت

 

 بررسی جمعیت زنده باکتری در تیمارهای حامل مختلف 

 تیپ، تیپرلهای جامد )شامل حاملدر این آزمایش از 

-یورمی، کود دام، رقنددتفاله چغن، خاک اره، ماس

( سبوس و تالک(، بیس)آزولا و  وچاریب، آزولا، کمپوست

های جامد پس از هوا (. حامل2استفاده شد )جدول 

میکرون عبور  106خشک شدن، آسیاب شده و از غربال 

داده شدند. سپس برخی خصوصیات فیزیکی و شیمیایی 

(، Arora et al., 2014یت نگهداری آب )ها نظیر ظرفآن

pH   وEC ( 1:10در نسبت) شد ) یریگاندازهPage et 

al., 1982.) برای هاتمامی حامل که است ذکر به لازم 

 دیو اس میتوسط کربنات کلس خنثی، pH داشتن

 ECهمچنین   (.3)جدول شدند  pH تعدیل کیسولفور

ها )کود دامی و ورمی کمپوست( بالا بود که برخی حامل

( رسانده شد. dS m1-1 )به کمتر از با شستشو با آب مقطر 

پلی اتیلن ها سهیدر داخل ک جامدهای از حاملده گرم 

اتمسفر و  2/1در اتوکلاو در فشار  هاریخته و سپس حامل

استریل دقیقه  20درجه سلسیوس به مدت  121دمای 

به میزان یکسان )با کمترین ظرفیت شدند. برای تلقیح 

های بدست آمده( از یک سویه نگهداری برای حامل

( کشت سودوموناس فلورسنسکننده روی )ی حلباکتر

در نهایت همه  شد قیتزر 810شبانه با جمعیت حدود 

نگهداری  تیظرف به ها با مقدار آب محاسبه شدهحامل

مناسب  هیبا تهو ییهاجعبه درها آب رسانده شدند. حامل

از  )بصورت حذفی( و هر ماه ندقرار گرفت ی اتاقدر دما

جمعیت باکتری شده و  یسه تکرار نمونه بردار باها حامل

در هر حامل احتمالی(  تعداد )بیشترین MPNبه روش  

 . (Aleksander,1982) شد یبررس
 

 هاحامل  pHو  آب نگهداریت یظرفدرصد رطوبت  -3جدول 

Table 3. Moisture of water holding capacity (%) and pH of carriers  
Carrier Moisture of water 

holding capacity )%( adjusted pH Initially pH 

Talk 106 6.9 7.7 
Azula biochar 57 7.1 8.3 
Azula 92 6.8 8.3 
Apple biochar 71 7.1 7.5 
Perlite 85 6.8 7.5 
Manure 94 7 8.5 
Vermicompost 101 7.1 8.2 
Peat moss 69 6.9 7.9 
Bran 280 7 5.9 
Sawdust 109 6.9 5.9 
Beet pulp 120 6.9 7.9 
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  یآمار هاییهو تجز یشیطرح آزما

از  یتاز نظر شفففاخص حلال یهسفففو ینبرآورد بهتر جهت

بدسفففت آوردن  یبرا ینو همچن یطرح کاملا تصفففادف

پا ینبهتر مل از طرح  لب  یکاملا تصفففادف یهحا قا در 

ر با دو فاکتور )زمان و نوع حامل( و سفففه تکرا یلفاکتور

 افزارمنر از استفاده با هاداده یلو تحل یهاستفاده شد. تجز

SPSS  آزمون از فادهاسففت با هاداده یانگینم یسففهو مقا 

درصفففد انجام  5دانکن در سفففطح احتمال  ایچنددامنه

 .یدگرد

 

 و بحث نتایج

 هایهسو یوشیمیاییو ب یپیفنوت ییو شناسا جداسازی

 یباکتر یهسو 15تعداد  یزوسفری،نمونه خاک ر 24 از

 ی. غربالگریدگرد سازیو خالص یجداساز یکننده روحل

 یطبا استفاده از مح یکننده روحل هایباکتر یو جداساز

 یبو ترک Tris-minimal salt medium یاختصاص

هاله شفاف در اطراف  یجادو ا ینامحلول فسفات رو

 هایآزمون  یج(. نتا1کلها صورت گرفت )شپرگنه

 یو هواز یگرم منف هایهنشان داد، همه سو یوشیمیاییب

کاتالاز و اوره آز مثبت  یترات،س هایبودند و آزمون یاجبار

 هایهبود. واکنش سو ینشاسته منف یدرولیزآزمون ه یول

-ینگک یطمح یرنگدانه فلورسنت رو یدتول هایدر آزمون

از  یدرژنه یدسولف یدو تول Sim یناز،ژلات یداز،اکس بی،

، 40 یبکه واکنش به ترت یبودند به طور یرمتغ یستئینس

-در آزمون هایهسو درصد از 7/26و  3/13، 7/66، 3/53

بود  یمنف هایهسو یذکر شده مثبت و واکنش مابق های

  (.4)جدول 

 

 
کلنی باکتری و هاله شفاف اطراف آن -1شکل   

Figure 1. Bacterial colony and halo zone around it 

ها در انحلال ترکیبات روی توانایی کیفی سویهبررسی 

 نامحلول

ها، براساس ایجاد هاله شفاف ارزیابی توانایی کیفی جدایه

ها )شاخص حلالیت( صورت گرفت. در اطراف کلنی

روی شاخص حلالیت پنج سویه شناسایی شده فسفات

مورد ارزیابی قرار گرفت. نتایج نشان داد که شاخص 

دار باکتریایی بر فسفات روی معنی هایحلالیت بین سویه

 Urشد مقایسه میانگین بیانگر آن است که دو باکتری )

از شاخص    Ur 22 )Pseudomonas fluorescenceو   21

(. 2 حلالیت بالاتری نسبت به بقیه برخوردار بودند )شکل

های مختلف در انحلال تفاوت باکتری ممکن است

اسیدهای آلی متفاوت باشد ترکیبات نامحلول روی تولید 

ها کارایی بیشتری در انحلال نشان دادند. که برخی جدایه

( بیان داشتند که Zaheer et al., 2019و همکاران )  ضهیر

علت انحلال ترکیبات نامحلول روی تولید اسیدهای آلی 

مانند اسید استیک، اسید اگزالیک و گلوکونیک توسط 

ک، اسید لاکتیک، و اسید سیتری سودوموناسهای جنس

های اسید مالیک و اسید سوکسینیک بیشتر توسط جنس

ممکن است هم به علت سازگاری با آن  بود.  باسیلوس

ترکیب نامحلول خاد باشد بدین مفهوم که این باکتری 

از محلی جداسازی شده که آن ترکیب نامحلول بیشتر 
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بوده و جدایه مورد نظر قبلا با آن سازگار شده است. 

( گزارش Saravanan et al., 2003انن و همکاران )سراو

های که از معدن اسفالریت جداسازی کردند که باکتری

از این ترکیب  شدند قادر بودند مقدار بیشتری روی

نامحلول )اسفالریت( در مقایسه با اکسید و کربنات روی 

آزاد کنند و شاخص انحلال نیز در این ترکیب بالاتر بود. 

هایی که از مناطق دیگر جداسازی ایر جدایهکه سدر حالی

شده بودند مقدار روی کمتر از اسفالریت در مقایسه با دو 

 ترکیب دیگر آزاد کردند.

 

 کننده ترکیب نامحلول رویهای حلهای فنوتیپی و بیوشیمیایی باکتریآزمون -4جدول
Table 4. The phenotypic and biochemical assays on insoluble Zn compounds-solubilizing bacteria 

Isolate 

code 

Gram O/F Oxidase Gelatinase SIM* Catalase H2S Citrate Urease King’B Starch 

Ur2 - Obligate aerobes + + - + + + + + - 

Ur3 - Obligate aerobes + - - + - + + - - 

Ur4 - Obligate aerobes - - - + + + + - - 

Ur5 - Obligate aerobes - + - + - + + - - 

Ur7 - Obligate aerobes - + - + - + + - - 

Ur10 - Obligate aerobes + + - + - + + + - 

Ur11 -  Facultative 

anaerobes 

- - - + - + + - - 

Ur13 -  Facultative 

anaerobes 

- + - + - + + - - 

Ur18 - Obligate aerobes - + - + - + + + - 

Ur19 - Obligate aerobes + + - + - + + - - 

Ur21 - Obligate aerobes + - - + - + + + - 

Ur22 - Obligate aerobes + - - + - + + + - 

Ur23 - Obligate aerobes + + - + - + + - - 

Ur75 - Obligate aerobes - + + + + + + + - 

Ur80 - Obligate aerobes + + + + + + + - - 
* SIM = sulfide indole motility 

 

  
 فسفات روی های باکتریایی برشاخص انحلال جدایه -2شکل 

Figure 2. The solubilization index of bacterial isolates on Zn3(PO4)2 
 

ها در انحلال ترکیبات روی بررسی توانایی کمی سویه

 نامحلول

های باکتری بر تجزیه واریانس، نشان داد که سویه

 دارآزادسازی روی نامحلول در هر سه ترکیب معنی

(01/0p < .شدند ) های باکتری بر مقایسه میانگین سویه

آزادسازی روی نامحلول از فسفات روی بیانگر آن است که 

گرم در میلی7/17سازی شده  )بالاترین مقدار روی آزاد

لیتر(، پس از ده روز انکوباسیون، مربوط به سویه 

(Pseudomonas fluorescence) بوده که با بقیه باکتری-

-میلی 2/3داری داشت و کمترین مقدار )ها اختلاف معنی

 (.5لیتر( نیز مربوط به شاهد بود )جدول گرم در 
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 یدهایاز اس یتوجهقابل ریقادرند مقاد های،سمیکروارگانیم

 تیاز فعال یناش یآل یدهای. اسندینما دیرا تول یآل

شده و از  pHمنجر به کاهش  هاسمیکروارگانیم یکیمتابول

 هاییونیکات یآزادساز تیکل، ظرف تهیدیاس شیافزا قیطر

بر اساس (. ..(Badr, 2006) دهندیم شیرا افزا روی رینظ

های چندین محقق که گزارش نمودند، اسیدهای آلی یافته

نظیر گلوکونیک، استیک، اگزالیک، فوماریک، تارتاریک و 

شوند و از این ها تولید میسیتریک توسط میکروارگانیسم

و  انحلال ترکیب نامحلول   pHطریق منجر به کاهش 

 (.Girgis et al., 2008; Meena et al., 2014گردند )می

 

 مقدار انحلال روی روی  بر فسفات های باکتریایی  ومقایسه میانگین اثر متقابل جدایه -5جدول 
on the amount ) 4Table 5. Comparison of the mean interaction of bacterial isolates and zinc phosphate (ZnPO

of zinc solubilization 
Isolate code )1-L(mg 4 ZnPO 
Control k16.16 
Ur10 69.16b 
Ur13 e41.66 
Ur11 f38.66 
Ur21 d55.83 
Ur22 a75.16 
Ur23 d56.16 

 

 

 های برترشناسایی مولکولی سویه

کننده روی، شش حلهای جدایه باکتری 15از بین  

ی برتر از لحاظ انحلال روی انتخاب و جهت جدایه

شناسایی مولکولی مورد بررسی قرار گرفتند مقایسه 

 Ur 10 ،Urهای ها بیانگر آن است که جدایهمیانگین داده

11 ،Ur 13 ،Ur 21  وUr 22  دارای بیشترین شاخص

 ها بر اساس توالی ژن(.  این سویه2حلالیت بودند )شکل 

16S rRNA های به آرایهPseudomonas putida، 
Enterobacter cloacae، Enterobacter sp.  و 

Pseudomonas fluorescens  ( و به 3تعلق داشتند )شکل

و دو جدایه   سودوموناسبه جنس  عبارت دیگر سه جدایه

(. تامبولی 6تعلق داشتند )جدول  انتروباکتربه 

(Tamboli, 2019 از ده نمونه ) خاک ریزوسفری گندم ده

جدایه باکتری جداسازی و مورد شناسایی براساس 

 30خصوصیات مورفولوژیکی قرار داد و بیان داشت که 

درصد بقیه  70درصد جدایه ها از جنس سودوموناس و 

های به جنس باسیلوس تعلق داشتند. همه سویه

های بیوشیمیایی کاتالاز و سودوموناس از نظر تست

درصد  66و از نظر تست سیترات فقط  اکسیداز مثبت

 Costerousseپاسخ مثبت دادند.  کاستروس و همکاران)

et al., 2018 )115  جدایه از میکروارگانیسم حل کننده

 28ترکیب نامحلول روی )اکسید روی( را جداسازی و 

جدایه را مورد شناسایی قرار دادند و گزارش کردند که 

درصد از  32و    Pseudomonasدرصد از جنس 32حدود 

  Bacillusدر از جنس  18و   Microbacteriumجنس 

بودند. از بین این باکتریها بیشترین کارایی انحلال روی 

 تعلق داشت.  Pseudomonasای از ( به گونه9/12)

تامبولی در مطالعه خود نشان داد که از ده جدایه باکتری 

)اکسید  مورد ارزیابی جهت انحلال ترکیبات نامحلول روی

و   Bacillus cereusبه ترتیب روی و کربنات روی(، 
Bacillus thuringenesis ( میلی 34دارای بیشترین )متر

و متر( قطر هاله بودند میلی 17و کمترین) 
Pseudomonas fluroscence  میلی  26دارای قطر هاله

 متر بود. 

 16S rRNAهای با بالاترین شاخص انحلال روی نامحلول، بر اساس توالی یابی شناسایی باکتری -6جدول 

Table 6. Identification of the bacteria with highest insoluble Zn-solubilizing index, based on 16S rRNA 

sequencing 

Isolate code Species Accession number 

Ur10 Pseudomonas putida MW281046 

Ur11 Enterobacter cloacae MW281052 

Ur13 Enterobacter sp.  MW281053 

Ur21 Pseudomonas fluorescens MW281054 

Ur22 Pseudomonas fluorescens MW281075 
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 (16S rRNAیایی منتخب )بر اساس توالی یابی درخت فیلوژنتیک پنج سویه باکتری -3شکل 

Figure 3. Phylogenetic tree of 16SrDNA partial sequences from selected five bacterial strains 
 

سودوموناس های مختلف بر جمعیت باکتری اثر حامل
 در مدت نه ماه فلورسنس

 جمعیت بر ،و حامل زمان فاکتور اثر واریانس تجزیه نتایج

 اثر. (7 دهد )جدولمی نشان مانی( را)زنده هاباکتری

 یک  سطح در باکتری تعداد بر تیمارها متقابل اثر و اصلی

-نی باکتری بر روی حاملمانتایج زنده. شد دارمعنی درصد

ماه اول تا ماه نهم در  دهد که ازنشان می 8جدول ها در 

ها جمعیت کاهش یافته ولی این کاهش در همه حامل

ماه سوم با بقیه حامل تالک چشمگیر بود بطوری که از 

با گذشت ها اختلاف معنی داری داشت. احتمالا حامل

زمان عوامل مختلفی از قبیل کمبود عناصر غذایی، تجمع 

ها به فاز توقف و های بازدارنده، ورود باکتریمتابولیت

ها و غیره باعث کاهش مرگ رشد، رقابت بین باکتری

تالک های ها، حاملمیان حامل از گردید. جمعیت باکتری 

جمعیت زنده  کمترین 11/2جمعیت  با  نه ماهدر مدت 

ها اختلاف معنی داری و با بقیه حامل دارا بود باکتری را 

کمپوست، پرلیت، های بیوچار آزولا، ورمیحامل. داشتند

توانستند تعداد باکتری سبوس و پیت ماس و بیوچار سیب 

)مقدار   g CFU 710-1زا ماه، بالاترپنجم را به مدت 

 .(Khavazi et al., 2013) حفظ کنند جمعیت قابل قبول(

هایی که جمعیت زنده باکتری را لازم به ذکر است، حامل

کنند، برای مصرف سریع و برای مدت کوتاهی حفظ می

فوری و در مواقعی که فاصله محل تولید و مصرف کوتاه 

 Ghasemi) توانند مورد استفاده قرار گیرندباشد، می

Piranloo et al., 2019).  ماه  در پایان آزمایشهمچنین(

ها نشان داد که در بین ، مقایسه میانگین بین حاملنهم(

دارای بیشترین  بیوچار سیب و بیوچار ازولاحامل،  11این 

تعداد باکتری در واحد جرم زادمایه در مقایسه با پیت 

نیز دارای کمترین تعداد باکتری در  تالکاند. بودهماس 

واحد جرم زادمایه بود. دلیل این کاهش را در خواد 

ها فیزیکی و شیمیایی آن بایستی جستجو کرد. بقیه حامل

یکسانی بودند. پیت به دلیل داشتن تقریباً دارای روند 

خصوصیات فیزیکی و شیمیایی مناسب )ظرفیت نگهداری 

یت الکتریکی پایین و ...(، اغلب آب بالا، سطح ویژه بالا، هدا
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به  برای تولید زادمایه ریزوبیوم در جهان برای چند دهه

عنوان یک حامل مناسب مورد تأیید بوده و در بسیاری از 

کشورهای پیشرفته مانند کانادا، آمریکا، روسیه و استرالیا 

به همین جهت از پیت . شوداستفاده می به عنوان حامل

و مطلوب یاد شده و از آن برای  نداردبه عنوان حامل استا

 & Khavarziها با آن استفاده شد )مقایسه سایر حامل

Rajali, 2000 ) ،به عنوان  بیوچار سیبدر این تحقیق

زیرا . تعیین شد سودوموناس فلورسنسبهترین ماده حامل 

)مانند علاوه بر آنکه کلیه مشخصات یک حامل مطلوب 

سطح تماس کافی و ظرفیت نگهداری رطوبت مناسب، 

ای مناسب، عدم استاندارد بذر با چسبندگی، شرایط تهویه

صرفه سمیت برای سویه باکتری، گیاه و خاک، مقرون به

بودن از نظر اقتصادی، تخلخل مناسب، سطح ویژه بالا، 

pH   )از یک ویژگی بسیار  داردرا خنثی یا نزدیک به خنثی

ویژگی عدم  . اینباشدمیبرخوردار  نسبت به پیتخوب 

باشد، چون در مورد پیت یمpH های کننده نیاز به تنظیم

شود ز کربنات کلسیم استفاده میاpH برای تعدیل 

(Khavarzi & Rajali, 2000; Ghasemi Piranloo et 

al.,, 2019) .مانی باکتری را اثرات مثبت بیوچار بر زنده

ای از های مطلوب بیوچار مانند بهبود شرایط تغذیهویژگی

، جذاب مواد سمی و pHجمله ارائه دهنده کربن اضافی، 

 (. Castaldi et al., 2011دهند )غیره نسبت می
 

 های جامد بر جمعیت باکتریتجزیه واریانس اثر زمان و حامل -7جدول 
Table 7. Variance analysis of the effect of time and solid carriers on bacterial population 

  Source of variation df MS 
Carrier 10 ***13.5 
Time 8 ***82.2 
C*T 80 ***0.338 
Error 198 ***0.040 
CV (%) 2.91 

 

 جامد مختلف در طول نه ماه هایمقایسه میانگین لگاریتم جمعیت باکتری در حامل - 8جدول 
Table 8. Comparison of the mean of the bacterial population (log) in different solid carriers in nine months 

    Time (month)     

carriers 1 2 3 4 5 6 7 8 9 

Talk 8.39b 8.15bcd 4.89k 4.89k 4.48 l 3.39 m 3.1 mn 3.05 n 2.11 o 

Biochar Azula 8.89 a 8.89 a 8.11 bcd 7.89 d 7.07 ef 6.39 gh 6.07 hi 5.39 j 5.07 jk 

Azula 8.89 a 8.89 a 8.89 a 7.89 d 6.74 fg 6.41 h 6. 1 hi 5.11 jk 5.04 jk 

Vermicompost 8.99a 8.89a 7.99d 7.94d 7.39 e 6.4 gh 6.07 hi 5.39 j 5.04 jk 

Perlite 8.89a 8.89a 8.39 b 7.89 d 7.07 ef 6.1 hi 6.11 hi 5.15 jk 4.99 k 

Manure 8.94 a 8.89 a 7.89  d 7.89 d 6.99 f 6.07 hi 5.99 i 5.07 jk 4.94 k 

Bran 8.89 a 8.89 a 8.11 bcd 7.94 d 7.11 ef 6.07 hi 5.99 i 5.11 jk 4.99 k 

Sawdust 8.99a 8.94 a 8.39 b 7.89 d 6.99 f 6.07 hi 5.99 i 5.11 jk 4.99 k 

Peat moss 8.99 a 8.89 a 8.39 b 7.99 d 7.39 e 5.94 i 5.94 i 5.07 jk 4.99 k 

biochar Apple  8.99 a 8.89 a 8.36 bc 7.94 d 7.11 ef 6.39 h 6.07 hi 5.17 jk 5.07 jk 

Beet pulp 8.89 a 8.89 a 8.39 b 7.9 cd 6.94 f 6.07 hi 5.99 i 5.11 jk 4.94 k 

LSD0.05 0.3220 
 .ندارند یداریمعن یآمار اختلاف درصد 5 احتمال درسطح دانکن آزمون اساس بر مشترک حروف یدار یهانیانگیم

Means with similar letters are not significantly different at 5% probability level according to Duncan tests. 

های فیزیکی تواند از نظر ویژگیمی بیوچار سیبهمچنین 

مانی باکتری فراهم نماید. شرایط مطلوبی را برای زنده

 دتوانمی بیوچار سیب با تخلخل مناسب و سطح ویژه بالا

مانی بر زنده بیوچار تأثیر باشد.موثر  هادر نگهداری باکتری

فرآیند ها بستگی به مواد اولیه و شرایط میکروارگانیسم

 ,.Salem et al., 2013; Muhammad et alتولید دارد )

2014; Vahedi et al., 2021 چسبندگی باکتریایی به .)

 Rivera‐Utrillaبیوچار نیز به اندازه منافذ بستگی دارد )

et al., 2001 اندازه منافذ برای چسبندگی مطلوب باید .)

 (.Samonin & Elikova, 2004میکرومتر باشد. ) 5-2

ها به احتمال دارد که توانایی بیوچارها برای حفظ باکتری

 ,.Araujo et alشدت متفاوت باشد. آروجو و همکاران )

 هایحامل در را ریزوبیومبرادی باکتری مانی( زنده2020

 و طیور بستر کاش، پوست بیوچار فاضلاب، لجن) مختلف
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 و کردند بررسی یکسال مدت به( شاهد عنوان به) پرلیت

 بالاترین دارای پرلیت و کاش پوست ارچبیو که داشتند بیان

 باکتری این حامل بعنوان و بوده ریزوبیوم باکتری زندمانی

 .  شدند انتخاب ایمزرعه آزمایش برای

 

 کلی گیرینتیجه

کننده جدایه باکتریایی حل 15نمونه خاک،  24از 

جدایه  6ها ترکیبات نامحلول روی جداسازی و از بین آن

یابی مورد بررسی قرار برتر، برای شناسایی مولکولی و توالی

ها خاصیت درصد باکتری 40جدایه  15گرفتند. از بین 

ها گرم منفی و  از درصد باکتری 100فلورسنس داشته، 

درصد کاتالاز  46نظر هیدرولیز نشاسته منفی بودند، 

درصد دارای تحرک بودند. شناسایی  13مثبت بوده و 

های جداسازی ها نشان داد که باکتریدایهمولکولی ج

سودوموناس پوتیدا، انتروباکتر کلوآسه، های شده از جنس

انتروباکتر، سودوموناس فلورسنس، سودوموناس 
بودند. در بررسی فلورسنس و استنوتروفوموناس مالتوفیلی 

های های مختلف، باکتریتوانایی کیفی جدایه

( توان کمی Ur 22و  Ur 21سودوموناس فلورسنس )

اند. در بالایی در انحلال ترکیبات نامحلول روی داشته

 مانی باکتری سودوموناسبررسی حامل مناسب جهت زنده

فلورسنس بعد از نه ماه انکوباسیون در دمای اتاق، نشان 

حامل، بیوچار آزولا و بیوچار سیب دارای  11داد که از بین 

و حامل ادمایه در واحد جرم زمانی بیشترین جمعیت زنده

کمترین تعداد باکتری در واحد جرم زادمایه معدنی تالک 

است. هر چند بین بیوچارها و را به خود اختصاد داده

داری وجود نداشت ولی با توجه پیت ماس اختلاف معنی

به وارداتی بودن بیشترین مقدار پیت ماس )خروش ارز از 

فاده از نسبتا پایین آن، در این پژوهش است pHکشور( و 

 گردد.بیوچار به عنوان حامل میکروبی پیشنهاد می
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 Abstract 
Zinc (Zn) is one of the micronutrients that is in calcareous soils in low solubility forms that is not 

usable for the plant. One of the ways of supplying Zn of the plant in these conditions is the use of 

microorganisms that increase the solubility of zinc-insoluble compounds in the soil. Biofertilizers 

play significant role in sustainable agriculture. Therefore, to provide them, different carriers are used 

to increase the longevity and survival of the bacteria. This study aimed to evaluate the effect of Zn 

solubilizing bacteria isolated from saline soils and to evaluate the survival of the superior strain in 

various solid carriers during nine months in a completely randomized two-factor basis design (carrier 

and Time) performed with three repetitions. Solid carriers included perlite, peat moss, sawdust, sugar 

beet waste, manure, vermicompost, azolla, biochar (azolla and apple), bran, and talc. In this study, 

bacterial inoculants prepared with the same initial population after storage at room temperature were 

compared for the survival of the bacteria. For counting the bacteria in microbial carriers, after dilution 

series preparation, the MPN counting method was used each month. The results showed that out of 

24 samples of the rhizosphere soil, 15 strains of Zn-solubilizing bacteria were isolated and purified. 

Five isolates found to be the most efficient solubilizing insoluble Zn compounds were examined for 

molecular identification. Based on gene 16S rRNA sequencing, three isolates belonged to the genus 

of Pseudomonas, and two to Enterobacter. The highest solubility index (2.28) was related to 

Pseudomonas fluorescens strains which were used for inoculation of microbial carriers by the Ur 22 

strain. The results of bacterial count in the carriers showed that among the tested carriers, the highest 

population counted after nine months in carriers of apple biochar (5.07 cfu g-1) and azolla biochar 

(5.07 cfu g-1), and the lowest population was obtained in talc carrier (2.11 cfu g-1). In general, it can 

be said that among the tested carriers, biochar is recommended due to its good properties and cost-

effectiveness. 
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