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چکیده
بهخرهاي پرورش ماهیان گرمابی عمدتادکنندگان اولیه در استقابلیت دسترسی زیستی فسفر براي تولی

، براي افزایش فسفات در این راستا. یابدکاهش میبه شدت ها و مواد آلی واسطه تشکیل کمپلکس با کاتیون
کننده فسفات که داراي توانایی هاي حل، استفاده از باکتريمنطبق بر اصول کشاورزي پایدارمحلول در آب

برداري از با این هدف، نمونه. بسیار ضروري است،ترکیبات نامحلول معدنی و آلی فسفات هستندانحلال 
ها با استفاده از جداسازي باکتري. مزارع پرورش ماهیان گرمابی در نواحی مرکزي مازندران انجام شدرسوبات

NBRIP)National Botanical Research Institute's Phosphate Growthاختصاصیمحیط کشت 

Medium (یابی ژن توالیها با روش انجام شد و سپس سویهrRNAS16به علاوه، تاثیر . شناسایی شدند
مانیو زندهبر رشد) مزارع پرورش ماهیان گرمابیمنطبق با شرایط محیطی(و شوري pHتغییرات دما، 

شاملسویه11ها آنجداسازي شد که از میانسویه 64در مطالعه حاضر، . بررسی شدهاسویه
Pseudomonas taiwanensis)Persian1 وPersian2( ،P. putida)Persian3( ،P. umsongensis

)Persian4 وPersian5( ،P. kilonensis)Persian6(،P. frederiksbergensis)Persian7 ،Persian8 و
Persian9( ،P. deceptionensis)Persian10(وAcinetobacter lactucae)Persian11 ( به عنوان

ها علاوه بر داشتن نتایج نشان داد که این سویهکلی به طور . هاي موثرتر در انحلال فسفر انتخاب شدندسویه
ان پرورش ماهیاستخرهايقابلیت رشد مطلوبی در شرایط ، ردر انحلال ترکیبات نامحلول فسفتوانایی

.شتندداگرمابی 
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مقدمه
هاي ترین گونهکپورماهیان پرورشی از مهم

شوند که بهدر حال پرورش دنیا محسوب می
سب در اغلب علت صرفه اقتصادي و طعم منا

از جایگاه کشورهاي قاره آسیاویژهبهکشورها 
,Kestemont(هستندبرخوردارايویژه 1995.(
هاي شمالی ایران شامل استاندرماهیاناین

هاياستانازبرخیوگلستانوگیلانمازندران،
شوندمیدادهپرورشخوزستانجملهازجنوبی

)FAO, 2016 .(مواد به منظور افزایش سطح
و ) به ویژه نیتروژن و فسفر(مغذي در آب 

انواع مختلفی از کودهاي،افزایش تولید ماهی
گیرند قرار میاستفادهموردمعدنیوآلی

)Boyd et al., 2002 .(نشانقبلیمطالعات
برايضروريعنصريفسفراند کهداده

هاي آب در اکوسیستمتولیدکنندگان اولیه
محسوب ماهیپرورشمزارع ویژهشیرین به

Bostrom(شودمی et al., 1988; Sugunan,

درصد بسیار زیادي کهبا توجه به این). 2000
از فسفر استفاده شده در مزارع پرورش ماهی 

در (به صورت ترکیب با کلسیم و منیزیم 
در شرایط (و آلومینیوم و آهن ) شرایط قلیایی

و از دسترس خارج کندمیرسوب ) اسیدي
قابلومحلولفسفاتغلظتاغلبد،شومی

ازدرصد10حدود(اندكبسیارآبدرجذب

;Bagyaraj et al., 2000(است) کلفسفر

Hu et al., 2010; Chen et al., 2011 .(
فسفرازمهمینیز منبعآلیمادههمچنین
فسفرازدرصد80تا20کهشودمیمحبوس

دخوها بهرا در بسیاري از اکوسیستمکل
. )Richardson, 1994(دهد میاختصاص

ویژهبه(فسفرهشیمیایی کودهايازاستفاده
نیازموردفسفرمیناتبراي) تریپلسوپرفسفات

قابلطوربه گرمابیماهیانپرورشمزارعدر
علاوه بر . استافزایشحالدرايملاحظه

این نوع کودها پایین،بسیارقیمت بالا و بازده
کادمیوم،می و سنگینی مانندحاوي عناصر س

استکه ممکنهستندسربوآرسنیک
به دنبال خاكکیفیتبرايراجديخطرات
زنجیرهطریقهمچنین ازوباشندداشته 

انساننهایتدروماهیانسلامتبهغذایی
طرفاز. )Jiao et al., 2012(د نبرسانآسیب
بافسفاتسنگمنابعجهانی،سطحدردیگر

کمتر براي تهیه آلودگیمیزانلا وباخلوص
کمتر ازطیدراستکودهاي فسفره ممکن

چالشیخودکهبرسداتمامبهآیندهسال100
,Middleton(بود خواهدتولیدمسیردرجدي

تغذیهنوینرویکردهايکهاینمگر. )2003
شیمیاییکودهايکاربردازدوربهفسفري،
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تحتامحلولنفسفات.گیردقرارتوجهمورد
آزادآبدرونبهخاصیمحیطیشرایط

اثراتمورددرايگستردهمطالعات. دشومی
،pHدما،(موثرمحیطیمختلفعوامل

وهیدرولوژیکیشرایطمحلول در آب،اکسیژن
و اثر فیزیکی مانند ) بادازناشیجریانات

Sediment(خراشیدن رسوبات  Raking ( و
) Bioturbation(زیستیهمچنین اثر عوامل 

استشدهانجامرسوباتازفسفرشدنآزادبر
)Chakraborty et al., 2004; Chakrabarty

and Das, 2007; Chen et al., 2011 .(
مصرفکاهشوکاراییبهبودمنظوربهامروزه

فسفاتافزایشهمچنینوفسفرهکودهاي
کشاورزي،هايسیستمدردسترسقابل

Phosphate(فسفاتهحل کنندهاي باکتري

Solubilizing Bacteria: PSB( بسیار مورد
آبادنصرتفلاح(اندگرفتهقراراستفادهومطالعه

آباد و شریعتی، ؛ فلاح نصرت1382و همکاران، 
Liu et؛Bakhshandeh et al., 2015؛1393

al., 2015.(PSBازمتنوعیهايمکانیزمبا
اسیدهايلید، تو)+H(پروتون آزاد کردنجمله

حل باعثهاي مختلفآنزیمساختآلی و
ومحلولشکلبهمحلولغیرفسفاتکردن 

,Bianco and Defez(د شونمیدسترسقابل

فسفاتترکیباتازبالاییغلظتوجود). 2010

از مزارعبسیاريرسوباتدرنامحلول
موضوعPSBتاشدهموجبخاکیپروريآبزي

Hu(شودفسفرخهچردرمطالعهبرايمهمی

et al., 2010 .(جمعیتPSBطبیعیطوربه
ترکیبات انحلال برايپرورشیمحیطدر

). Jana, 2007(نیستندکافیفسفاتنامحلول
آبیمحیطدرتوانندمیکهPSBاضافه کردن

تثبیتوسازگارخوبیبهپرورشیاستخرمانند
,.Song et al(است ضروريبسیار،دنشو

2007; Wu et al., 2009.(بهرو،ایناز
و افزایش فسفرهکودهايکاراییافزایشمنظور

به PSBکارگیري به فسفات محلول در آب، 
بسیار )Bio-fertilizer(زیستیکودعنوان

همچنین با توجه به اهداف .ضروري است
وهاگونهازاستفادهپروري اکولوژیکی،آبزي
محیطزابومی به منظور حفاظتهايسویه

تولیدسهم.استضروريولازمبسیارزیست
کشورپروريآبزيکلازگرمابیماهیان

) استخرهکتار50٫835از(تن201٫097
پروريتولیدات آبزيسهم بالایی ازکهاست 

,FAO(دهد ایران را به خود اختصاص می

بالايپتانسیلبهتوجهبارو،از این. )2016
همچنینوکشوردرگرمابیماهیانتولید

کودهااینازاستفادهزیستی،کودهايمزایاي
پروريآبزياهدافبهرسیدنبرايتواندمی
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ازاستفاده.باشدمفیدبسیارکشوردرپایدار
PSB جایگزینتواندمیبه عنوان کود زیستی

استفادهحداقلیاوشودفسفرهشیمیاییکود
،ینترمهمازیکیودهد آن را کاهشاز

پایداررویکردهايکارآمدترینوترینهزینهکم
ازجلوگیريوفسفرذخایرحفظبراي

رویه کودهاي مصرف بیازناشیهايآلودگی
،بنابراین). Raj et al., 2005(باشد فسفره

جداسازي و شناسایی حاضر با هدف مطالعه 
PSB از مزارع پرورش ماهیان گرمابی در
زندران به عنوان هاي مرکزي استان مابخش

کاندیداي کود زیستی فسفره تحت شرایط 
.انجام شدآزمایشگاهی 

هامواد و روش
کنندهحلهايباکتريجداسازيوبردارينمونه

فسفات
10تا 0برداري از عمق نمونهبراي

مزرعه پرورش 30کف متري رسوباتسانتی
در نواحی مرکزي استان مازندران در ماهی
هاي ها و طولوجه به عرضبا ت1395سال 

وین ب ونگربردارنمونهازمختلفجغرافیایی 
)Hydro-Bios ،1شکل (شد استفاده)آلمان( .

مازندراناستانمرکزينواحیدراز مزارع پرورش ماهیان گرمابیبردارينمونهمناطق: 1شکل
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هايبردارينمونهواحد،نمونهیکتهیهبراي
سپسوانجاماستخرمختلفنقاطازمتعددي

رسوب در درون هاينمونه.مخلوط شدندبا هم
بخش به یخدر مجاورت یکیپلاستهايیسهک

)کرج(بیولوژي موسسه تحقیقات خاك و آب 
، PSBبراي جداسازي و شمارش . منتقل شد

از رسوب تهیه و از هر رقت دهی دههاي رقت
میکرولیتر در سه تکرار روي محیط کشت100

NBRIP)National Botanicalختصاصیا

Research Institute's Phosphate Growth

Medium ( باpH7ترکیبات . پخش شد
آمده 1تشکیل دهنده محیط کشت در جدول 

.است

محیط کشت تشکیل دهنده ترکیبات : 1جدول 
NBRIP

)g.L-1(مقدار ماده شیمیایی
MgCl25

MgSO4.7H2O25/0
KCl2/0

(NH4)2SO42/0
Ca3(PO4)25

10گلوکز
15آگار

هاي کشت شده در هاي حاوي نمونهپلیت
گراد درون انکوباتور درجه سانتی28دماي 

)JTIL200 ،نگهداري شدند) ، ایرانژال تجهیز .

از ویژگی PSBبه منظور جداسازي و شمارش 
تشکیل هاله در اطراف کلنی استفاده شد 

)Nautiyal, 1999 .(ن ترتیب که پس ازبه ای
هایی ساعت از کشت باکتري، کلنی48گذشت 

که تشکیل هاله داده بودند شمارش و براي 
اما براي اطمینان . سازي برداشت شدندخالص

ها در طول مدت ، پلیتPSBاز شمارش کامل 
سازيخالصمنظوربه.شدندشمارشهفتهیک

محیط کشت ازهاي تشکیل دهنده هاله،کلنی
.شداستفاده) ، هندHiMedia(آگار نوترینت

هاي بررسی توانایی انحلال فسفات در باکتري
حل کننده فسفات

هاي ارزیابی توانایی باکتريمنظوربه
ها در سویهفسفات، انحلالجداسازي شده در

حاوي منبع NBRIPمحیط کشت جامد 
، Merck(کلسیم فسفات فسفات نامحلول تري

به این منظور، . ر گرفتمورد آزمایش قرا) آلمان
باکتریایی در محیط هاي ابتدا هر یک از سویه

سازي براي یکسان(نوترینت آگار کشت مایع 
ساعت کشت 48به مدت ) هاجمعیت باکتري

میکرولیتر از 10سپس با برداشت . داده شدند
ها در محیط کشت سویهساعته 48کشت 
با (کلسیم فسفات حاوي تريNBRIPجامد 

قطر کلنی و . اي داده شدکشت نقطه) رسه تکرا
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120هاله تشکیل شده در اطراف آن بعد از 
گرادسانتی28- 30ساعت انکوباسیون در دماي 

,Nautiyal(گیري قرار گرفت مورد اندازه

میزان این آزمایش سه بار تکرار شد و). 1999
به دست آمد1کنندگی از رابطه کارایی حل

)Nguyen et al., 1992( .

:1رابطه 
کنندگیکارایی حل=هاله قطر/قطر کلنی

فسفات حلگیري کمیبه منظور اندازه
کشتمحیطازباکتریاییهايسویهتوسطشده

Nautiyalو Mehtaبه روش NBRIPمایع 

100خلاصه،طوربه. استفاده شد) 2001(
هاي سویهساعته 48میکرولیتر از کشت 

لیتر میلی25ي هاي حاوباکتریایی از ارلن
250هاي ، به ارلنNBRIPمحیط کشت مایع 

لیتر محیط کشتمیلی80لیتري حاوي میلی
کلسیم فسفات تريگرم 5داراي NBRIPمایع

انکوباسیونروز7زمانمدتازپس.شدمنتقل
انکوباتور درگرادسانتیدرجه28در دماي

، ژال JTIL200(تکان دهنده رفت و برگشت 
2دقیقه،دردور100سرعتبا)یرانتجهیز، ا

با دقیقه10به مدتاز محیط کشتلیتر میلی
. شدسانتریفوژدور در دقیقه 10٫000سرعت 

مولیبدنروشباروییمحلولسپس فسفات
Murphy(شد گیرياندازهآبی and Riley,

1962.(

حل کننده باکتریایی هاي سویهتوانایی بررسی 
فسفات یر ترکیبات فسفات در انحلال سا

معدنی و آلی نامحلول
در انحلال ها سویهارزیابی توانایی منظورهب

دیگر ترکیبات فسفات نامحلول، از محیط 
گرم 5اصلاح شده حاوي NBRIPکشت 

به عنوان ) ، آلمانMerck(هیدروکسی آپاتیت 
منبع فسفات معدنی نامحلول و ترکیب آلی 

به ) انیا، اسپSigma-Aldrich(فیتات کلسیم 
. استفاده شدنامحلول عنوان منبع فسفات آلی 

باکتریایی در هاي سویههر یک از با این هدف 
با سه NBRIPحاوي محیط کشت یک پلیت 

قطر . اي کشت داده شدندتکرار به صورت نقطه
بعدآناطرافدرشدهتشکیلهالهوکلنی

28- 30ساعت انکوباسیون در دماي 120از 
گرفتقرارگیرياندازهردموگرادسانتی

)Nautiyal, 1999 .( آزمایش سه بار تکرار شد
کنندگی آن به صورت کارایی حلنتایجو
).Nguyen et al., 1992(بیان شد ) 1رابطه (
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هايسویهجمعیتبرشوريو pH،دماثیرات
برتر حل کننده فسفات

درشوريوpHدما،کهاینبهتوجهبا
طولدرگرمابیماهیانرشپرواستخرمحیط

مختلفمناطقدرهمچنینوفصولروز،
فسفاتکنندهحلهايسویهاست،متفاوت

حداکثربتوانندکهاینبرايشدهجداسازي
هايشاخصدامنهدبایباشندداشتهراکارآیی

تحملرادوره پرورش ماهیان گرمابیمحیطی
،دماهايآزمونآزمایشگاهدرروایناز. کنند
pHآزمون. شدانجامهاآنرويبرشوريو
درجه34و 26، 4،18سطوحدردما

، 3، 5/1، 0سطوحدرشوريآزمون،گرادسانتی
آزمونو) کلرید سدیم(گرم در لیتر10و 5

pHانجام4/9و 4/8، 4/7، 4/6سطوحدر
ازساعته48کشتبه طور خلاصه، از. گرفت
ارلنبه)درصد1تنسببا(نظرموردهايسویه
لیترمیلی125حاويلیتريمیلی250مایر

، Liochem(نوترینت براث کشتمحیط
ها با روش جمعیت باکتري. تلقیح شد)ایتالیا

نانومتر 600کدورت سنجی در طول موج 
)OD600 ( ساعت تخمین زده شد 24پس از
)Koch, 1970.(

کننده حلبرتر هاي سویهشناسایی مولکولی 
rRNAS16ژنیابیتوالیازاستفادهباسفاتف

از ) DNA(استخراج ماده ژنتیکی منظور به
سیناپیور،(باکتریاییژنوماستخراجکیت

تکثیر ژن براي. شداستفاده) سیناژن، ایران
یکرولیتر ازمrRNAS16(،1(مورد نظر

تبا غلظ(R1492و F27آغازگرهاي عمومی 
dNTPولیتر از هر میکر4، )یکرومولارم10

میکرولیتر منیزیم کلرید 5) مولارمیلی10(
تکDNAمیکرولیتر1،)مولارمیلی50(

میکرولیتر 2و ) واحد بر میکرولیتر5(پلیمراز 
در PCR. شداستفاده استخراج شده DNAاز 

Weisburg et(میکرولیتر انجام شد 50حجم 

al., 1991( . برنامهPCR)Bioradآمریکا ، (
چرخه به صورت چرخه نخستین با 30اراي د

واسرشت شدن (گرادسانتیدرجه 95دماي 
دماي آن دقیقه، در پی4به مدت )ابتدایی

دقیقه، 1درجه به مدت 94واسرشت شدن 
دماي براي دقیقه 1درجه به مدت 53دماي 

درجه به 72طویل شدن و دماي جفت شدن
خه در پایان یک چرانجام شد ودقیقه 1مدت 
درجه 72با دماي )طویل شدن نهایی(اضافی

اطمینانبراي.شدانجامنیزدقیقه7مدتبه
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با PCRاز تکثیر باند مورد نظر، محصول 
الکتروفورز درصد1ژل آگارزاستفاده از 

)Dena Gene Tajhizقطعه .شد) ، ایران
به شرکت بایونیر یابی توالیبرايتکثیر شده

)Bioneer (پس از . ی ارسال شدکره جنوب
هاي مورد نظر در ها، توالییابی نمونهتوالی

//:NCBI،BLAST-n)httpپایگاه اطلاعاتی

www.ncbi.lm.nih.gov/BLAST/(ستجوج
ها پرداخته شد هاي آنو به بررسی یافتهشدند

)Hu et al., 2010.(

هادادهآماريتحلیلوتجزیه
افزار نرمو)20نسخه(SPSSافزار از نرم

Microsoft Excel ترتیب برايبه2013
.استفاده شدو رسم نمودارهاتوصیفیتحلیل

افزاراز نرمنیزدرخت فیلوژنیبراي رسم
MEGAاستفاده شد6نسخه.

نتایج
هاي حل کننده فسفاتباکتريجمعیت

)PSB( مزرعه 30رسوبات به دست آمده از
رکزي پرورش ماهیان گرمابی در نواحی م

CFU/g104×1/3از صفر تا ،استان مازندران
پنج نمونه از . متغیر بود) در هر گرم رسوب(

در مجموع .بودندPSBنمونه فاقد 30مجموع 

از مزارع کننده فسفاتحلسویه 64تعداد 
سازيخالصوجداسازيگرمابیماهیانپرورش

11شده،سویه جداسازي 64میاناز. شد
بالاتري داشتندکنندگی لحکه کارایی سویه

). 2جدول (شدند به عنوان سویه برتر انتخاب
نتایج شناسایی مولکولی نشان داد جنس غالب 

Pseudomonasجنسبهمربوطبرترهايسویه

بود Acinetobacterجنس و یک سویه از 
شده هاي شناساییسویه).3، جدول 2شکل (

هايدرصد متعلق به گونه99با درصد تشابه 
.هستند3شده در جدولذکر

داراي هاله مشخص و بزرگی ي برترهاسویه
با منابع فسفات NBRIPهاي پلیتبر روي 

کلسیم فسفات، هیدروکسی نامحلول تري
).3شکل (بودندآپاتیت و فیتات کلسیم 
ها هاي محیطی بر سویهآزمایش اثر شاخص

هاي برتر در محدوده مورد نشان داد سویه
و شوري را تحمل pHاي از دما، منهمطالعه دا

شکل (کردند و رشد و تکثیر مطلوبی داشتند 
همچنین بر اساس نتایج مطالعه ). 6، 5، 4

هاي مشخص شد که سویه) 2جدول (حاضر 
برتر شناسایی شده قابلیت بالایی در انحلال 

.فیتات کلسیم داشتند
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120ه از مزارع پرورش ماهیان گرمابی پس از هاي برتر جداسازي شدکنندگی سویهکارایی حل: 2جدول 
)=3nانحراف از معیار؛ ±میانگین (ساعات انکوباسیون 

هاسویه
حاوي ترکیبات مختلف فسفات نامحلولNBRIPکنندگی در محیط کشت کارایی حل

فیتات کلسیمهیدروکسی آپاتیتکلسیم فسفاتتري
Persian1±10/2 05/025/2 ± 02/050/3 ± 02/0
Persian286/1 ± 04/063/2 ± 01/018/4 ± 02/0
Persian364/1 ± 03/005/2 ± 01/000/7 ± 01/0
Persian487/2 ± 03/082/2 ± 06/066/4 ± 07/0
Persian560/3 ± 01/050/3 ± 01/066/5 ± 04/0
Persian675/2 ± 02/050/2 ± 01/057/4 ± 02/0
Persian780/2 ± 01/000/2 ± 01/057/6 ± 07/0
Persian866/4 ± 08/075/2 ± 07/085/6 ± 02/0
Persian900/4 ± 01/042/3 ± 04/033/8 ± 04/0
Persian1051/3 ± 01/033/5 ± 08/000/4 ± 02/0
Persian1187/2 ± 05/071/3 ± 07/067/5 ± 08/0

Azospirillumگونه . مورد مطالعههايسویهدرخت فیلوژنی : 2شکل  oryzae به عنوان گروه خارجی در
.نظر گرفته شد
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هاي برتر بر اساس بالاترین درصد تشابه در بانک جهانی ژن نتایج شناسایی مولکولی سویه: 3جدول 
)NCBI(

Accession Numberگونه مشابهنام سویهردیف
درصد تشابه 

یکیژنت
1Persian1Pseudomonas taiwanensisMH25980099
2Persian2Pseudomonas taiwanensisMH25494099
3Persian3Pseudomonas putidaMH25980399
4Persian4Pseudomonas umsongensisMH25979899
5Persian5Pseudomonas umsongensisMH25980299
6Persian6Pseudomonas kilonensisMH21334399
7Persian7Pseudomonas frederiksbergensisMH25980699
8Persian8Pseudomonas frederiksbergensisMH25980599
9Persian9Pseudomonas frederiksbergensisMH25979999
10Persian10Pseudomonas deceptionensisMH25980199
11Persian11Acinetobacter lactucaeMH25980499

اصلاح شده NBRIPکننده فسفات در محیط کشت تولید هاله شفاف در سویه باکتري حل: 3شکل 
)فیتات به عنوان منبع فسفات نامحلول(
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دماهاي مختلف در محیط کشت نوترینت براثها درمیزان رشد سویه: 4شکل 

هاي مختلف در محیط کشت نوترینت براثpHها در رشد سویهمیزان : 5شکل 

هاي مختلف در محیط کشت نوترینت براثشوريها درمیزان رشد سویه: 6شکل 
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دامنه فسفر آزاد شده در محیط کشت 
NBRIPکلسیم فسفات در حاوي تريمایع

20/142تا94/21هفتهیکزمانمدت
میزانبیشترینوکمترین.بودلیتردرگرممیلی

به ترتیب در محیطpHفسفات محلول و 
و 84/3گرم در لیتر و میلی20/142و 94/21

Persian7هاي بود که به ترتیب در سویه37/4

pHمیانگین . دست آمده بPersian11و 

. بود07/4هاي شناسایی شده محیط در سویه
بیشترین و کمترین جمعیت پس از یک هفته 

Persian11هاي انکوباسیون به ترتیب در سویه

).4ولجد(آمددستبهPersian7و

مایع NBRIPکلسیم فسفات در محیط کشت ها در انحلال تريسویهتوانایی : 4جدول 

در محیط فسفات محلولهاسویه
NBRIPمایع*(mg/L)

جمعیت 
تلقیح شده

پس جمعیت
از یک هفته

pHمحیط
*)بدون تلقیح(

pHپس (محیط تلقیح شده
*)از یک هفته انکوباسیون

Persian125/2±98/21107×2-1106×683/6 ± 02/005/0±05/4

Persian279/1±79/86107×2-1107×35/105/0±77/607/0±28/4

Persian394/0±75/81107×2-1-83/6 ± 02/002/0±01/4

Persian404/1±07/22107×2-1103×35/106/0±68/603/0±94/3

Persian592/0±11/92107×2-1105×105/0±77/601/0±23/4

Persian631/1±26/79107×2-1105×7/102/0±83/606/0±05/4

Persian708/4±27/90107×2-1-05/0±77/603/0±14/4

Persian868/4±87/25107×2-1104×5/102/0±83/603/0±91/3

Persian922/2±94/21107×2-1103×2/106/0±68/601/0±84/3

Persian1093/0±52/80107×2-1106×1/205/0±77/617/0±02/4

Persian1132/2±20/142107×2-1107×85/206/0±68/608/0±37/4

. انحراف معیار براي سه تکرار هستند±ها به صورت میانگین داده:*
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بحث
در منتشر شدهمقالاتبررسی بسیاري از 

کننده فسفات هاي حلحوزه کاربرد باکتري
)PSB (نشان پروري در کشاورزي و آبزي

بر صرفاهاباکترياین انتخاب که دهدمی
ها در اساس ارزیابی میزان انحلال فسفات آن

)TCP(فسفاتمیکلسيترمحیط کشت حاوي 
,.Hu et al., 2010; Xiang et al(بوده است 

2011; Maitra et al., 2015 .( بسیاري از
در انتخاب شده با این رویکرد معمولاهاي سویه

اند محیط طبیعی کارایی مطلوبی نداشته
)Gyaneshwar et al., 2002; Rengel and

Marschner, 2005 .(بنابراین جداسازي
PSB افزایش تولیدکنندگان يبرابا این فرآیند

و فینسبتا ضعاولیه در مزارع پرورش ماهی 
نوع ترکیبات در حالی که . استقابل اعتمادریغ

نامحلول فسفات موجود در محیط بسیار متنوع 
Jiang and(هستند  Gu, 1989 .(رو، از این

هاسویهترینقويانتخاببرايحاضرمطالعهدر
حاوي NBRIPپس از استفاده از محیط کشت 

مانندکلسیم فسفات از منابع دیگر فسفر تري
ترکیبات نامحلول هیدروکسی آپاتیت و فیتات 

. نیز استفاده شد) منبع فسفات آلی(سیم کل
شده توانایی هاي شناسایینتایج نشان داد سویه

مختلف فسفات بالایی در انحلال ترکیبات

در رسوبات PSBجمعیت . داشتندنامحلول 
مزارع پرورش ماهیان گرمابی مورد بررسی از 

) در هر گرم رسوب(CFU/g104×1/3صفر تا 
لف گزارش کردند مختپژوهشگران. متغیر بود

به شدت با نوع و میزان PSBکه جمعیت 
و نسبت کربن به )آلی و معدنی(کوددهی 

ارتباط است نیتروژن در مزارع پرورش ماهی در 
)Jana et al., 2001 .( در این راستاZheng و

گزارش کردند استفاده) 2017(همکاران 
بعضیدرنیتروژنیکودهايازمدتطولانی

pHکاهشموجبماهیشپروراز مزارع

و همچنین معدنیفسفاتانحلالرسوبات،
همچنین.شودمیPSBجمعیتکاهش

استفاده بیش از حد از کودهاي آلی باعث ایجاد
اینکهشودمیرسوباتدرهوازيیبشرایط

شدهموجبماهیپرورشمزارعبعضیدرامر
وحذفهوازي هستندکه اکثراPSBتااست 

و Janaنتایج مطالعه.یابندشکاهبسیاریا
افزایش نسبت داد نشاننیز ) 2001(همکاران 

PSBکربن به نیتروژن موجب کاهش فراوانی 

هاي جداسازي شده نتایج ارزیابی سویه.شودمی
کشت کلسیم فسفات در محیط در انحلال تري

آزادفسفاتنشان داد دامنهNBRIPمایع
هاشده در مدت زمان یک هفته در سویه

یانگینم(لیتردرگرممیلی38/140تا09/20
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مشابهکه تقریبابود) لیتردرگرممیلی31/67
و دیگر ) 2015(همکاران و Maitraبا نتایج 

شیرینآبومحیط دریاییازشدهگزارشنتایج
De Souza et al., 2000; Qian(بود et al.,

2010; Ramkumar and Kannapiran,

محیط pHبسیار محسوس کاهش ). 2011
NBRIP ها قابلیت دهد سویهنشان میمایع

با این . بالایی در ترشح اسیدهاي آلی دارند
میزان فسفات محلول در محیط نسبتاوجود 

شدهسازيجداPSBبنابراین، احتمالا. بودکم 
هاي آبی کارایی کمی در انحلال از محیط

کلسیم فسفات تريترکیبات معدنی نامحلول 
. داردبا این وجود استثناهایی نیز وجود . نددار

Pantoea stewartiiبراي مثال، گونه باکتري

subsp. stewartiiاز مزارع شده سازيجدا
در انحلال راپرورش ماهی توانایی بالایی

) گرم در لیترمیلی543(کلسیم فسفات تري
و توانایی انحلال ) Hu et al., 2010(داشت

در مطالعه شده سازيجدافسفات در سویه 
Seshadriگرممیلی1700)2002(همکارانو

فسفات همچنین میزان . در لیتر گزارش شد
قابل دسترس در محیط بر میزان بیان ژن و 

حل هاي میکروارگانیسمکنندگی حلفعالیت 
Goldstein(فسفات بسیار تاثیر دارد کننده 

and Liu, 1987; Mikanova and

Novakova, 2002.( افزایش سطح فسفات
کنندگی حلقابل دسترس باعث کاهش فعالیت 

بنابراین میزان اندك . دشومیPSBبعضی 
دهد میزان فسفات محلول محیط نشان می

باعثاحتمالامحیطدرمحلولفسفات
شده استهاسویهکنندگیحلکاهش فعالیت 

)Feedback Regulation( .ا این وجود، ب
نسبت به Persian2سویهکنندگی حلفعالیت 

Persian1 وPersian5 نسبت بهPersian4 که
سطوح بالاتري از ر دمتعلق به یک گونه هستند

یافتفسفات محلول و قابل دسترس کاهش 
با ترشح اسیدهاي آلی PSB). 4جدول (

گلوکونیک اسید، مالیک اسید، مانندفمختل
باعث غیرهسیتریک اسید، اگزالیک اسید و 

یبات معدنی فسفات نامحلول انحلال ترک
.)Bianco and Defez, 2010(شوندمی

در سویه pHبیشترین میزان فسفات محلول و 
Persian11دهد این دست آمد که نشان میهب

سویه اسیدهاي آلی موثرتري براي انحلال 
نتایج شمارش . داشتفسفات ترکیبات معدنی

پس مایعNBRIPها در محیط جمعیت سویه
هاي شناسایی شده سویهدادفته نشان از یک ه

توانایی رشد و انحلال ترکیبات معدنی فسفات 
طور همان. هاي کم نیز دارندpHرا حتی در 

هاي سویه،مشخص است2که در جدول 
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شناسایی شده توانایی بالایی در انحلال فیتات 
فسفات آلی دهد احتمالاکه نشان میداشتند

در مزارع منبع مهمی از فسفر محبوس شده
هایی در بنابراین سویه. پرورش ماهی است

اند که هاي پرورش ماهی غالب شدهاکوسیستم
بر ترشح اسیدهاي آلی براي انحلال علاوه 

در تولید نیز ترکیبات معدنی، توانایی بالایی 
فسفاتازها و مانندهاي خارج سلولی آنزیم

براي ) Bianco and Defez, 2010(فیتازها 
.دارندیبات آلی داراي فسفر انحلال ترک
محصولاتتولیدبهدستیابیبرايامروزه

سطح،واحدازبهینهاستفادهسالم،پروريآبزي
سودافزایشوزیستمحیطتخریبکاهش

درشیمیاییکودهايکمترمصرفاقتصادي،
به . )Crab et al., 2012(دارد قرارکاردستور

به PSBمانندهاییمیکروارگانیسمکارگیري
زیستی در مزارع پرورش ماهی کودعنوان

زیاديحدتاو یاشود تواند جایگزینمی
کاهشرافسفرهشیمیاییکودهايازاستفاده

هستندسنگینوسمیدهد که داراي عناصر
سلامتی بهغذاییزنجیرهطریقازتواندمیکه

برايدیگر،سوياز.اندآسیب برسانسان

اینازاستفادهدرکیاکولوژیخطراتکاهش
فسفاتحل کننده هايسویهها،میکروارگانیسم

توانندمیکههاي آبیاز محیطشدهجداسازي
دهند،انطباقمحیطهماندرخوبیبه راخود

هاي PSBرو،ایناز.استضروريبسیار
شناسایی شده از مزارع پرورش ماهیان گرمابی 

تواندمیعنوان کاندیداي کود زیستی فسفره، به 
درپایدارپروريآبزيبراي دستیابی به اهداف

. دنمفید باشکشور

تشکر و قدردانی
نویسندگان این مقاله از ریاست محترم 

جناب کشور موسسه تحقیقات خاك و آب 
کارشناسان ،رحمانیآقاي دکتر هادي اسدي

بیولوژي خاك موسسه خاك و محترم بخش 
واربابیمهندس علیزاده، خانمآب سرکار 

پور و پرنسل محترم آزمایشگاه علوم شمشیري
دریایی دانشگاه تربیت مدرس جناب آقایان 

نورانی و حسینی به دلیل مهندس کمالی، دکتر
همکاري صمیمانه در اجراي این پژوهش کمال 

.امتنان را دارند
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Abstract
The bio-availability of phosphorus for primary producers is reduced mainly

due to the formation of complex with cations and organic matter in warm-water
fish ponds. Therefore, the most important new approaches for increasing water-
soluble phosphate that are consistent with the principles of sustainable
agriculture are the use of phosphate solubilizing and mineralizing bacteria (PSB).
For this purpose, sampling of the sediment of warm-water fish ponds in central
regions of Mazandaran province was carried out. Isolation and identification of
bacteria were performed using by National Botanical Research Institute
(NBRIP) medium and 16s rRNA gene sequence. The ability of strains to grow
in the range of environmental parameters of warm-water fish ponds was also
evaluated. In the present study, a total of 64 PSB strains were isolated, among
these, 11 stronger PSBs were including Pseudomonas taiwanensis (Persian1 and
Persian2), P. putida (Persian3), P. umsongensis (Persian4 and Persian5), P.
kilonensis (Persian6), P. frederiksbergensis (Persian7, Persian8 and Persian9), P.
deceptionensis (Persian10) and Acinetobacter lactucae (Persian11) had the best
performance in solubilizing insoluble phosphates. The results showed that these
strains have a high ability to dissolve insoluble phosphate compounds and grow
well under the environmental parameter of warm-water fish ponds.

Key words: Phosphorus, Phosphate Solubilizing Bacteria, Biofertilizer, Warm-
water Fishes.
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