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 چکيده

های اخیر تأمین زیستی آن از طریق پتاسیم یکی از عناصر پرمصرف ضروری برای رشد و توسعه گیاهان است و در سال

های آزادکننده پتاسیم در کانون توجه تحقیقات قرار گرفته است. در این آزمایش توانایی آزادسازی پتاسیم از باکتری

فاکتوریل  صورت بههای ریزوسفری گیاهان گرامینه، های سیلیکاتی، توسط چندین باکتری جداسازی شده از نمونهیکان

های باکتریایی و دو نوع کانی میکا  در قالب طرح کاملاً تصادفی مورد ارزیابی قرار گرفت. فاکتورهای آزمایش شامل جدایه

های ضدعفونی شده گیاهان گرامینه با استفاده از محیط ها از ریشه)بیوتیت و موسکویت( بود. پس از جداسازی باکتری

ها با  جدایه شاخص برای آزمایش نهایی مورد استفاده قرار گرفت. توان رهاسازی پتاسیم جدایه 8، تعداد NFBکشت 

 16/11به میزان  آزادشدهگیری از محیط کشت الکساندروف مایع مورد ارزیابی قرار گرفت. بالاترین میزان پتاسیم  بهره

 8/2ترین مقدار  % نسبت به تیمار شاهد افزایش داشت و پایین20به دست آمد که  Az-8گرم بر لیتر توسط جدایه میلی

% بیشتر از 82متوسط آزادکنندگی پتاسیم از کانی بیوتیت  طور بهمشاهده شد.  Az-15گرم بر لیتر توسط جدایه میلی

توانایی بالایی در  Az-19و  Az-8 ،Az-12های های جداسازی شده جدایهموسکویت مشاهده شد. در بین باکتری

های و میزان رهاسازی پتاسیم توسط جدایه pHآزادسازی پتاسیم نشان دادند. همچنین در این آزمایش بین تغییرات 

یابی آنها نشان  توالی ها و نتایج داری مشاهده نشد. شناسایی مولکولی و بیوشیمیایی این جدایهباکتریایی همبستگی معنی

ای  شیشه ی درونها شیآزماباشند. با توجه به نتایج امیدوارکننده  می سودوموناسها متعلق به جنس داد که این جدایه

 شود. گیری از آنها در تأمین نیاز پتاسیمی گیاهان در کشت گلخانه و مزرعه توصیه می های فوق، بهره سویه

 سودوموناسهای آزادکننده پتاسیم، بیوتیت، موسکویت، الکساندروف، باکتری ی کليدی:ها واژه

 

 *مقدمه
ی و سلامتی انسان و حیوانات در کشاورزاهمیت عنصر پتاسیم 

شناخته شده است. منابع اصلی پتاسیم برای رشد گیاهان در 

)فلدسپارها،  1دار های پتاسیم شرایط طبیعی، هوازدگی کانی

میکاها، ایلایت و غیره( و تجزیه بقایای گیاهی و کمپوست 

(Compostمی ) ( باشد که در این میان میکاهاMicaفراوان )-

 ,Basak and Biswasترین منبع پتاسیم برای گیاهان هستند )

ها نقش کلیدی در چرخه پتاسیم دارند. (. میکروارگانیسم2010

نی برای گیاهان قابل استفاده ها زماعناصر موجود در کانی

ها دچار هوازدگی شوند. در این میان خواهند بود که کانی

ها و ها، باکتریهای خاک شامل قارچمیکروارگانیسم
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1. Feldspars, Mica, Illite  

ها و رهاسازی ها قادر به تخریب ساختار بلوری کانیاکتینومیست

 Sugumaran andپتاسیم محبوس در آنها هستند )

Janarthanam, 2007 با توجه به اینکه شکل غالب پتاسیم در .)

های ساختمانی و موجود در ساختار کانی صورت بهخاک 

ی دچار هوازدگی آرام بهها این کانی که یدرصورتسیلیکاتی است 

( و انحلال شوند پتاسیم Biological weatheringزیستی )

موجود در آنها برای گیاهان قابل جذب خواهد شد. ریزجانداران 

ها و ای دارند. بسیاری از سنگها کارایی ویژههوادیدگی کانیدر 

ویژه پتاسیم و آهن برای رشد مواد کانی دارای عناصر ضروری به

باشند. کارکرد ریزجانداران باعث آزاد ریزجانداران و گیاهان می

 (.Uroz et al., 2009شود )ها میشدن عناصر غذایی از کانی

هایی مانند توانند کانیمیشماری از ریزجانداران خاک 

( را با ساخت Orthoclaseمیکاها )ایلایت( و ارتوکلازها )

کنند و باعث رها اسیدهای آلی و کلات کردن عناصر، هوادیده 
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. ساخت (Barker et al., 1997)شوند شدن پتاسیم 

ساکاریدها ( و پلیCarboxylic acidکربوکسیلیک اسید )

(Polysaccharides در برخی ) از ریزجانداران باعث آزادسازی

 رفته هم یرو(. Sheng et al., 2003گردد )پتاسیم از فلدسپار می

ها ریزجانداران دارای چندین مکانیسم برای هوادیدگی کانی

باشند که آزاد کردن اسیدهای آلی )مانند سیتریک، اگزالیک  می

و تارتاریک( و لیگاندهای دیگر و اکسید یا احیا کردن عناصر 

 ,Dong, 2010; Huang and Songها از آن جمله هستند )کانی

سازی و  های باکتری قادر به متحرک برخی از گونه (.1988

باشند.  ( در خاک میPotassium releaseرهاسازی پتاسیم )

های سیلیکاتی به دلیل رهاسازی پتاسیم، سیلسیوم و باکتری

نام نامگذاری  های نامحلول سیلیکاتی به اینآلومینیم از کانی

های های محرک رشد از قبیل باکتریاند. استفاده از باکتری شده

به  (Potassium solubilizing bacteria) 1کننده پتاسیم حل

های زراعی در کشورهایی  خاطر فراهمی کم پتاسیم در زمین

 ,Han and Leeنظیر چین و کره مورد توجه قرار گرفته است )

 Pseudomonas ،Burkholderia ،Bacillusهای (. باکتری2005

mucilaginosus ،B. edaphicus ،B. circulans  و

Paenibacillus sp.  ی حاوی ها یکانتوانایی رهاسازی پتاسیم از

 (Sheng, 2005).پتاسیم را دارند
(2013) Keshavarz zarjani et al.  اقدام به جداسازی و

های شناسایی شش باکتری آزادکننده پتاسیم از برخی خاک
(، Biotiteها در حضور بیوتیت ) ایران نمودند. توانایی همه ایزوله

و خاک اسیدشویی شده از طریق آنالیز  (Muscoviteموسکویت )
روز انکوباسیون  5مقادیر پتاسیم محلول بعد از گذشت 

(Incubation) درجه سلسیوس مورد آزمایش قرار  28 در دمای
ها حاکی از آن  گرفت. شناسایی مولکولی و بیوشیمیایی ایزوله

و یک گونه به  B. megateriumجدایه به گونه  5بود که 
Arthrobacter sp. .تعلق داردMeana et al. (2015 از ریزوسفر )

ی، نخود، توتون و تنباکو نیزم بیسمحصولات ذرت، موز، نیشکر، 
جدایه باکتری آزادکننده پتاسیم نمودند.  12دام به جداسازی اق

ها در انحلال پتاسیم از جداسازی آنها بر اساس توانایی جدایه
های بیوتیت و موسکویت بود و شناسایی آنها بر اساس کانی

صورت گرفت. نتایج آنها نشان  16S rDNAشناسایی مولکولی 
 Agrobacterium tumefactions OPVCS11 هایداد که جدایه

بالاترین انحلال پتاسیم را  Rhizobium pusense OPVS6و 
داشتند و همچنین نشان دادند که با کاهش قابل ملاحظه در 

pH  محیط، انحلال پتاسیم در حضور هر دو کانی بیوتیت و

                                                                                             
1 .Potassium solubilizing bacteria  

 موسکویت به طور چشمگیری افزایش یافت.
Liu et al. (2006 با انجام آزمایشی در حضور باکتری )B. 

mucilaginosus ساکارید را از  تولید همزمان اسید آلی و پلی
-عوامل انحلال کانی میکا توسط این باکتری دانستند. پلی

توسط باکتری قادر است تا مقدار زیادی از  دشدهیتولساکارید 
ساکارید  اسیدهای آلی را به خود جذب نماید و متصل شدن پلی

ای با غلظت بالای  ها باعث ایجاد ناحیهدر این وضعیت به کانی
اسیدهای آلی در نزدیکی کانی شده و به انحلال آن کمک 

 SiO2ساکاریدها قادر به جذب سطحی  نماید. همچنین پلی می

باشند که این موضوع تعادل بین فاز جامد و محلول را تحت  می
Kو  SiO2قرار داده و منجر به انحلال بیشتر  ریتأث

شود. دو  می +
باکتری  لهیوس بههای سیلیکاتی مکانیسم فوق در تجزیه کانی

Sugumaran and Janarthanam(2007 ) باشند.  فوق مطرح می
های میکروکلین در آزمایشی به بررسی میزان انحلال کانی

(Microclineموسکوویت و اورتوکلاز در حضور باکتری ،)B. 

mucilaginosus MCRCp1  پرداختند و بیشترین میزان انحلال
گرم در لیتر با کانی موسکویت به میلی 29/4پتاسیم به مقدار 

ی منجر به افزایش نیزم بادامدست آمد. تلقیح این باکتری با گیاه 
درصد و میزان روغن به مقدار  125ماده خشک به میزان 

 خاک استفاده قابلدرصد شد. آنها افزایش میزان پتاسیم  41/35
گرم در کیلوگرم خاک گزارش میلی 60/99به  57/86را از 

 نمودند.
Hu et al. (2006 برای ارزیابی انحلال پتاسیم توسط )

های کائولینایت از کانی KNP414و  KNP413های سویه
(Kaolinite( فلدسپار ،)Feldspar)  و مونتموریلونایت
(Montmorillonite) ( در محیط الکساندروفAleksandrov) 

تنها منبع پتاسیم استفاده نمودند. آنها پس از تلقیح  عنوان به
درجه  30میکروبی و انجام انکوباسیون در شرایط دمای 

روز، میزان  5دور در دقیقه به مدت  200سلسیوس و شیک در 
گیری نمودند. آنها برای  در روشناور را اندازه آزادشدهپتاسیم 

گرم از  5/2یق انحلال های فوق ابتدا از طرغربالگری باکتری
لیتر محیط الکساندروف، میلی 25در  موردنظرنمونه خاک 

ساعت  48سوسپانسیون میکروبی تهیه نمودند، سپس به مدت 
 30دور در دقیقه تحت دمای  200در شرایط شیک با سرعت 

درجه سلسیوس انکوبه شدند، در ادامه تهیه سری رقت و انتقال 
مد الکساندروف صورت آن بر روی پلیت حاوی محیط جا

سازی آنها بعد از ها و انجام خالصپذیرفت. مشاهده کلنی
ساعت در دمای فوق انجام  24ها به مدت انکوباسیون پلیت

 (.Hu et al., 2006گرفت )
 منظور بهیابیم که  با نگاهی به تحقیقات فوق درمی

 Silicaغربالگری و جداسازی و شناسایی سیلیکاباکترها )
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bacteria )های انتخابی نظیر محیط الکساندروف یا از محیط
های پتاسیم نظیر پودر فلدسپار، ها با حضور کانیسایر محیط

شده است تنها منبع پتاسیم استفاده  عنوان بهمیکا، موسکویت 
(YiFeng et al., 2009). های جداسازی اولیه آنها در محیط

های مایع و جامد صورت پذیرفته و ارزیابی کارایی آنها در محیط
ای در حضور گیاهان ای یا مزرعههای گلخانههمچنین در کشت

های موجود  رسیده است. بعضاً در مواردی جدایهمختلف به انجام 
مورد های مناسب  های میکروبی با بکارگیری محیط در بانک

اند. بر این اساس در این مطالعه توانایی  سنجش قرار گرفته
هشت جدایه منتخب که در مطالعات قبلی با بکارگیری محیط 

NFB  جداسازی شده بودند برای این آزمایش مورد استفاده قرار
گرفتند تا ضمن مشخص نمودن پتانسیل رهاسازی پتاسیم این 

های  ر نهایت جدایهها در حضور بیوتیت و موسکویت، د جدایه
رو مورد  توانمند شناسایی شده و در کارهای تحقیقاتی پیش

 استفاده قرار گیرند.

 هامواد و روش 

 مورداستفادههای باکتريايی  جدايه

، Az-8 ،Az-12 ،Az-13در این آزمایش هشت جدایه باکتریایی )
Az-15 ،Az-18 ،Az-19 ،Az21  وAz-65 )از بانک  شده هیته

ه علوم و مهندسی خاک دانشکده کشاورزی میکروبی گرو
دانشگاه تبریز استفاده شد. گرچه هدف اصلی تحقیقِ منتج شده 

های آزادکننده پتاسیم نبوده ها، جداسازی باکتری به این جدایه
برداری خاک، است، به همین منظور شرح کوتاهی از نمونه

ش در این آزمای مورداستفادهها سازی باکتریجداسازی و خالص
 شود. داده می

چندین نمونه خاک ریزوسفری و غیرریزوسفری به همراه 
های آذربایجان (، از استانGrassesریشه گیاهان گرامینه )

های مختلف )مرتع و زیر شرقی، اردبیل و گیلان، تحت کاربری
سازی کشت گندم، جو و برنج( تهیه و جهت جداسازی و خالص

گرفتند. یکی از اهداف اولیه که در ها مورد استفاده قرار باکتری
های پژوهش اصلی مورد توجه بوده است، جداسازی باکتری

از ریشه گیاهان گرامینه، با  (Endophytic bacteriaاندوفیت )
تغییر رنگ آبی ناشی  که ییازآنجاقابلیت تثبیت نیتروژن بوده و 

 NFB (Nitrogen freeاز تثبیت نیتروژن در محیط کشت 

bromothymol blue عاری از نیتروژن، روش مناسبی برای )
جداسازی  منظور بههاست، از این شاخصه تشخیص این باکتری

های اندوفیت قادر به تثبیت نیتروژن استفاده شده است باکتری
(Moradi, 2016) توضیح این مطلب ضروری است که هیچ یک .

ای یک گونه های کشت آزمایشگاهی کاملاً اختصاصی بر از محیط
باشد و این امکان وجود دارد که سایر  خاص میکروبی نمی

 ازنظرهای مشابه و نزدیک  نمونه ژهیو بهها  میکروارگانیسم
هایی رشد نموده و  تبارشناسی و فیزیولوژیکی در چنین محیط

جداسازی شوند. به این صورت پتانسیل رهاسازی پتاسیم هشت 
محیط کشت مایع های دیگر در  جدایه از میان جدایه

الکساندروف مورد ارزیابی قرار گرفت. نحوه جداسازی و 
جداسازی  منظور بههای فوق به شرح زیر بود؛  سازی جدایه خالص
ها در زیر جریان آب شسته شدند،  ها از ریشه، ابتدا ریشهباکتری
گرم از قطعات ریشه نازک و ظریف را پس از شستشو  5/0سپس 

% و هیپوکلریت 96استفاده از اتانول با آب مقطر استریل، با 
% ضدعفونی 5/0( )وایتکس( Sodium hypochloriteسدیم )

لیتر آب مقطر استریل میلی 9کرده و در یک لوله آزمایش حاوی 
های متوالی رقت آمده دست بهی له کرده و از سوسپانسیون خوب به

 تریل کرویم 100، شده هیتههای تهیه شد. از رقت 10-4تا رقت 
 48-72جامد افزوده و به مدت نیمه NFBبه محیط کشت 

درجه سلسیوس نگه داشته  28ساعت در انکوباتور در دمای 
هایی که توانایی تشکیل غشای بالارونده شدند. پس از آن، جدایه

(Rising Pellicle را داشتند، در محیط جامد )NFB  کشت
هت های سفید تشکیل شده، جخطی شدند و پس از رشد، کلنی

( انتقال داده شدند Congo Redسازی به محیط کنگورد )خالص
(Tarand and Do bereiner 1979.) 

 محيط کشت و ارزيابی آزادسازی پتاسيم

ها در آزادسازی پتاسیم از محیط برای سنجش توان باکتری
کشت الکساندروف استفاده شد. اجزاء این محیط مطابق جدول 

های بیوتیت و موسکویت سازی کانی آمادهباشد. اما جهت  ( می1)
 Inای ) شیشهاستفاده در سنجش درون منظور به( 1شکل )

vitroها با اسید کلریدریک ( ابتدا پیش تیمار اسیدشویی کانی
خارج نمودن پتاسیم محلول و  منظور بهمولار انجام پذیرفت.  1/0

حیط ها، قبل از افزودن کانی در مالوصول از ساختار کانی سهل
کشت از شستشو با آب و اسید استفاده شد. با انجام این تیمار 

باکتری  بر عهدهآزادسازی پتاسیمی که سخت رهاشونده است 
گرم میلی 60های اسیدشویی شده به میزان خواهد بود. از کانی
لیتر محیط الکساندروف افزوده شد میلی 30به هر ارلن حاوی 

(Sarikhani, 2016.) 
 

 

 
 در آزمايش مورداستفادههای بيوتيت و موسکويت انی. ک1شکل 

http://www.cabdirect.org/search.html?q=au%3A%22Zhou+YiFeng%22
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( و پيکوفسکايا Aleksandrov. اجزای محيط کشت الکساندروف )1جدول 

(Pikovskaya) 

 پیکوفسکایا الکساندروف  اجزای محیط کشت

مقدار مورد نیاز  

 )گرم بر لیتر(

مقدار مورد نیاز 

 )گرم بر لیتر(

 10 5  گلوکز

 5 2  فسفاتکلسیمتری

 - 2  میکا )بیوتیت یا موسکویت(

 5/0 -  عصاره مخمر

 5/0 -  سولفات آمونیوم

 2/0 -  کلرید پتاسیم

 0001/0 -  سولفات منگنز

 0001/0 -  سولفات آهن

 1/0 5/0  سولفات منیزیم

 - 005/0  کلرید آهن

 - 1/0  کلرید کلسیم

 

ها، باکتریگیری میزان پتاسیم آزادشده توسط برای اندازه

فاکتوریل در قالب طرح کاملاً تصادفی با سه  صورت بهآزمایش 

تکرار صورت گرفت. فاکتورهای آزمایش شامل تیمارهای باکتری 

های میکا )بیوتیت و موسکویت( بود. بدین منظور از و کانی

( در محیط Overnightهای مورد آزمایش، کشت شبانه )باکتری

لیتر به هر میلی 2هیه شد و از آن ( تNutrient broth)NB مایع 

جدول لیتر محیط کشت الکساندروف مایع )میلی 30ارلن حاوی 

 عنوان بههای بیوتیت یا موسکویت مجزا شامل کانی طور به( که 1

منبع پتاسیم بودند، افزوده شد. برای نمونه شاهد بدون تلقیح 

به  هااستریل استفاده شد. ارلن NBلیتر  میلی 2میکروبی، از 

دور در دقیقه و دمای  120مدت یک هفته در شیکر انکوباتور با 

داری شدند. پس از گذشت مدت زمان درجه سلسیوس نگه 26

ها از شیکر خارج شده و با استفاده از انکوباسیون، ارلن

رسوب داده شدند.  قهیدق 10به مدت  5000سانتریفیوژ با دور 

تمیز انتقال داده  هایمحلول زلال رویی جدا شده و به لوله

 pHمحلول روشناور با استفاده از  pHگیری شدند. پس از اندازه

در محیط الکساندروف توسط  آزادشدهمتر، میزان پتاسیم 

فتومتر  های باکتریایی با استفاده از دستگاه فلیمجدایه

ها از گیری شد. در پایان میزان آزادکنندگی پتاسیم جدایه اندازه

محاسبه  KClتوسط  شده هیتهنحنی استاندارد طریق مقایسه با م

 (.Jones, 2001شد )

 گيری توان انحلال فسفات اندازه

-ها از منبع تریارزیابی توان انحلال فسفات جدایه منظور به

( و محیط کشت Tricalcium phosphateکلسیم فسفات )

طرح  صورت به( استفاده شد. این آزمایش 1جدول پیکوفسکایا )

ها فی با در نظر گرفتن سه تکرار انجام شد. از جدایهکاملاً تصاد

تهیه شد و از سوسپانسیون  NBکشت شبانه در محیط مایع 

لیتر میلی 30به هر ارلن حاوی  تریل کرویم 500باکتریایی 

(. در SobbaRao, 1999محیط کشت پیکوفسکایا افزوده شد )

میکرو لیتر محیط  500تیمار شاهد بدون تلقیح میکروبی نیز 

NB روز در شیکر  6ها به مدت استریل استفاده شد. ارلن

دور در  120درجه سلسیوس و شیک  26انکوباتور با دمای 

ها از شیکر خارج دقیقه نگهداری شدند. پس از انکوباسیون، ارلن

ا استفاده از دقیقه ب 10به مدت  5000شدند و در دور 

لیتر از محلول زلال میلی 2سانتریفیوژ رسوب داده شدند. سپس 

 6ای تمیز انتقال داده شد و به هر کدام های شیشهرویی به لوله

-Nitro-vanadoلیتر معرف زرد )میلی 2لیتر آب مقطر و میلی

molybdate دقیقه با  20-30( افزوده شد. پس از گذشت

نانومتر،  430روفتومتر در طول موج استفاده از دستگاه اسپکت

ها قرائت شد. در پایان میزان حلالیت فسفر  میزان جذب نمونه

شده توسط ها از طریق مقایسه با منحنی استاندارد تهیهجدایه

KH2PO4 ( محاسبه شدOlsen and Sommers, 1982.) 

 شناسايی مولکولی

بالاتر  هایی که توان آزادکنندگی پتاسیم آنهاشناسایی جدایه 

بود مورد توجه قرار گرفت و بدین منظور اقدام به شناسایی 

شد و از آغازگرهای  16S rDNAمولکولی مبتنی بر تکثیر ژن 

24F  1525وR ( برنامه 2جدول استفاده شد .)PCR 

(Polymerase Chain Reaction )چرخه  30دارای  کاررفته به

 Felexigene( Thermocyclerبود که در دستگاه ترموسایکلر )

درجه  95ها شامل یک چرخه نخستین با دمای این چرخه

درجه سلسیوس برای  94دقیقه، در پی آن  4سلسیوس برای 

درجه سلسیوس )دمای پیوند آغازگر( برای  53یک دقیقه، دمای 

 10درجه سلسیوس برای  72یک دقیقه و دمای فراوان شدن 

از تک  PCRنجام شود که برای ادقیقه نیز انجام شد. یادآور می

 DNAگیری شد و بدین گونه از استخراج  ها بهرهکلنی باکتری

آب دیونیزه  تریل کرویم 30پوشی شد. ابتدا ژنومی باکتری چشم

لیتری ریخته، سپس لوپ میلی 2/0استریل را داخل تیوب 

مستقیم استریل شده در شعله را به کلنی تماس داده و به داخل 

دقیقه در آب جوشانده تا  5-10مدت آب انتقال داده، آنگاه 

DNA  باکتری در محلول آزاد شود. با فراهم نمودن سایر اجزاء

PCR  از سوسپانسیون حاوی  تریل کرویم 10تنهاDNA  به آن

جفت باز(  1500انتقال داده شد. نوارهای پدیدار شده )نزدیک 

 Agaroseبر روی ژل آگاروز ) PCRپس از ران شدن محصول 

gel بقیه  موردنظر( و اطمینان از تکثیر باندDNA از  رشدهیتکث
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یابی مورد استفاده قرار جهت توالی 16S rRNAقطعه رمزکننده 

 موردنظرهای ها توالییابی نمونه(. پس از توالی2گرفت )شکل 

-شدند و به بررسی یافته NCBI ،BLAST-nدر پایگاه اطلاعاتی 

 (.Sarikhani, 2014های آنها پرداخته شد )
 

 هاباکتری 16S rDNA. آغازگرهای عمومی برای تکثير بخش 2جدول 

 نام آغازگر توالی آغازگر دمای پیوند

Tm:53 5’ AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3’ 24F 
 5’ AAGGAGGTGATCCAGCCGCA 3’ 1525R 

 

 
 16Sاز تکثير ژن  آمده دست به. تصوير ژل آگاروز مربوط به باند 2شکل 

rDNA های باکتريايی جدايه 

 شناسايی بيوشيميايی

ها پس از انجام شناسایی تکمیل شناسایی باکتری منظور به

مولکولی و مشخص شدن جنس هر جدایه اقدام به شناسایی 

ساده های ها با انجام برخی آزمونبیوشیمیایی باکتری

آز، بیوشیمیایی نظیر تست اکسیداز، نیترات، سیترات، اوره

نشاسته، قندها، ژلاتیناز، ایندول، تریپتوفان و تولید سولفید 

های بیوشیمیایی منطبق با روش بکار رفته  هیدروژن شد. تست

( انجام شد. به دلیل شرح کامل Khoshrou et al., 2014توسط )

نظر  دن توضیحات اضافی صرفها در منبع فوق از آوراین روش

 شده است.

 طرح آزمايشی

ها، گیری میزان پتاسیم آزادشده توسط باکتریبرای اندازه

فاکتوریل در قالب طرح کاملاً تصادفی با سه  صورت بهآزمایش 

تکرار صورت گرفت. همچنین آزمایش ارزیابی توان انحلال 

ح کاملاً طر صورت بهکلسیم فسفات ها از منبع تریفسفات جدایه

 تصادفی با در نظر گرفتن سه تکرار انجام شد.

 نتايج و بحث
جدایه  24در این آزمایش از میان  مورداستفادههشت جدایه 

نتایج قبلی و ارزیابی توان  دیتائ منظور بهانتخاب شدند. 

های بیوتیت های برتر در حضور کانیآزادکنندگی پتاسیم جدایه

 گرفت.و موسکویت، آزمایش حاضر صورت 

 ارزيابی رهاسازی پتاسيم
های آزمایش نشان داد که اثر فاکتورهای تجزیه واریانس داده

های باکتریایی و کانی میکا )بیوتیت و مورد آزمایش شامل جدایه

موسکویت( و همچنین اثر متقابل این دو فاکتور در میزان 

 (.3دار بود )جدول % معنی1آزادسازی پتاسیم، در سطح احتمال 
 

 ها. تجزيه واريانس آزادسازی پتاسيم توسط جدايه3ول جد

درجه   منابع تغییر

 آزادی

میانگین 

 مربعات

 015/57** 8  باکتری

 793/240** 1  منبع پتاسیم

 488/10** 8  منبع پتاسیم ×باکتری 

 306/0 36  خطای آزمایشی

   %65/7 ضریب تغییرات

 درصد 1دار در سطح  **: معنی

مشاهده شد  آمده دست بههای میانگین دادهپس از مقایسه 

با شاهد در یک گروه  Az-65و  Az-12 ،Az-19های که جدایه

-Azو  Az-13 ،Az-15های (. جدایه3آماری قرار گرفتند )شکل 

مقادیر بسیار پایینی به خود اختصاص دادند به صورتی که  18

% نسبت به شاهد کاهش نشان دادند. بالاترین میزان 69-53

% نسبت به شاهد افزایش داشت، 20ادسازی پتاسیم که آز

مشاهده شد که  Az-8گرم بر لیتر بود که در جدایه میلی 16/11

های نیز در این جدایه به دست آمد. جدایه pHترین مقدار پایین

Az-12  وAz-19  نیز افزایش نشان دادند اما با شاهد در یک

 4و  11به شاهد گروه آماری قرار گرفتند و به ترتیب نسبت 

 8/2ترین میزان آزادسازی پتاسیم، درصد افزایش داشتند. پایین

مشاهده شد و  Az-15گرم بر لیتر بود که در جدایه میلی

%( را در مقایسه با شاهد نشان داد. به نظر 69بیشترین کاهش )

ها پتاسیم محلول در محیط کشت را در بیوماس  این جدایه

همین دلیلی بر کاهش میزان میکروبی خود جذب نموده و 

های  باشد. اما در مورد برخی از جدایه می شده قرائتپتاسیم 

کننده  آزادکننده پتاسیم تولید اسیدهای آلی، عوامل کلات
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(Chelating agentsتولید پلی ،)  عنوان بهساکاریدها و غیره 

 ,Dongدر رهاسازی پتاسیم گزارش شده است ) مؤثرعواملی 

2010 Sheng et al., 2003; نتایج آزمایش نشان داد که بین .)

pH های گیری شده و رهاسازی پتاسیم توسط جدایهاندازه

داری مشاهده رغم انتظار، همبستگی منفی معنی باکتریایی، علی

بالاترین  Az-8(. تنها در جدایه r = 0.12و  P> 0.05 نشد )

به دست آمد که  pHترین میزان میزان رهاسازی پتاسیم و پایین

-های احتمالی برای تجزیه کانیتوان گفت یکی از مکانیسممی

های بیوتیت و موسکویت و انحلال بیشتر پتاسیم توسط این 

Hجدایه باکتری، اسیدی کردن محیط و تولید یون 
بوده است.  +

در سایر تیمارهای باکتری این رابطه معکوس مشاهده  که یدرحال

 pHتغییری در  گونه چیهشابه نیز نشد. در برخی مطالعات م

تلقیح شده در طی مدت انکوباسیون مشاهده  های کشت محیط

( گزارش کردند که Keshavarz zarjani et al., 2013نکردند. )

روز انکوباسیون هیچ  5در محیط کشت حاوی بیوتیت در طول 

مشاهده نشد. آنها احتمال دادند که این امر  pHتغییری در 

های اکسید کلسیم، اکسید خاطر وجود ناخالصی احتمالاً به

منیزیم و سدیم در این کانی بوده است که در اثر هوازدگی، این 

است و در نتیجه موجب ترکیبات آزاد و وارد محیط کشت شده 

و مانع از  OHقلیایی شدن محیط کشت در اثر تولید یون 

اسیدی شدن محیط کشت شده است. در تحقیقی دیگر 

(Sugumaran and Janarthanam, (2007  گزارش کردند که در

pH  محیط کشت حاوی موسکویت، میکروکلین و یا ارتوکلاز

هیچ تغییری در طول مدت  B. mucilaginosusشده با تلقیح

ها انکوباسیون رخ نداد. تحقیقات نشان دادند که توانایی باکتری

پروتون، تواند به علت تولید و ترشح ها میدر تجزیه کانی

ساکاریدهای خارج سلولی باشد اسیدهای آلی، سیدروفورها و پلی

(Rogers and Bennett, 2004; Liermann et al., 2000 لذا در .)

رسد میان عوامل مختلف موثر در رهاسازی پتاسیم، به نظر می

کننده ساکاریدها و یا ترکیبات آلی کمپلکسکه تولید پلی

ای باکتریایی مورد استفاده در این ه)سیدروفورها( توسط جدایه

 های میکایی شده است.آزمایش منجر به تجزیه کانی

در تمامی تیمارهای آزمایش، آزادکنندگی پتاسیم از کانی 

%( مشاهده شد و 82متوسط  طور بهبیوتیت بیشتر از موسکویت )

تقریباً یکسان  Az-15و  Az-18های  البته در این میان در جدایه

. آزادسازی بیشتر پتاسیم از بیوتیت نسبت به (4شکل بود )

ی پیشین نیز گزارش شده است و دلیل ها شیآزماموسکویت در 

( کانی Trioctahedralاکتاهدرال ) آن را باید در ساختار تری

 ( کانی موسکویت Dioctahedralاکتاهدرال ) نسبت به ساختار دی

پتاسیم در مورد آزادشدن  شده انجامهای جستجو نمود. پژوهش

است که پتاسیم بین  های خالص نشان دادهای در کانیبین لایه

-تر از میکاهای دیاکتاهدرال آسانای در میکاهای تریلایه

(. کانی بیوتیت Shu-Xinet al., 2007شود )اکتاهدرال آزاد می

نسبت به موسکویت بیشتر مستعد تغییرات زیستی یا هوادیدگی 

کننده های حلهاست. کارایی باکتریبیولوژیکی از جانب باکتری

های حاوی پتاسیم پتاسیم با توجه به نوع باکتری و طبیعت کانی

باشد. همچنین میزان رهاسازی پتاسیم از این منابع متفاوت می

و شرایط تهویه و حضور اکسیژن مرتبط  pHبه شرایطی نظیر 

 ها بهای رهاسازی پتاسیم از کانیاست. برای مثال در مطالعه

موسکویت و میزان پتاسیم  <فلدسپار <ترتیب زیر بود: ایلایت

ها در گرم در لیتر به دست آمد. تفاوتمیلی 2/35 آزادشده

های ناشی از متفاوت بودن شرایط آزمایش آمده دست بهمقادیر 

 باشد.مختلف می

Hu et al. (2006 برای ارزیابی انحلال پتاسیم توسط )

های کائولینایت، از کانی KNP414و  KNP413های سویه

تنها  عنوان بهموریلونایت در محیط الکساندروف فلدسپار و مونت

 منبع پتاسیم استفاده نمودند. نتایج آنها حاکی از آن بود که

 Huافزایش یافت ) KNP414ی انحلال پتاسیم در حضور جدایه

et al., 2006 .)Parmar and Sindhu (2013 آزادسازی پتاسیم )

ای و محیطی های ریزوسفری را در شرایط تغذیهاکتریتوسط ب

سویه باکتری باعث آزادسازی مقدار  20بررسی کردند. تلقیح 

توسط  آزادشدهچشمگیری پتاسیم از میکا شد. مقدار پتاسیم 

 گرم بر لیتر بود.میلی 49تا  15های گوناگون باکتری از سویه

Meana et al. (2015در مطالعه خود موفق به ج ) داسازی

های های آزادکننده پتاسیم به نامو شناسایی باکتری

Agrobacterium tumefaciens OPVS11 و Rhizobium 

pusense OPVS6 ی دیگر دارای ها یباکترشدند که در میان

بالاترین انحلال پتاسیم بودند. همچنین آنها نشان دادند که با 

محیط، انحلال پتاسیم هم در حضور  pHدر  ملاحظه قابلکاهش 

ی افزایش ا ملاحظه قابل طور بهبیوتیت و هم در حضور موسکویت 

های ارزیابی آزادسازی پتاسیم توسط باکتری یافت و در

های بیوتیت و موسکویت استفاده نمودند غربالگری شده از کانی

 88/8-73/49و محدوده رهاسازی پتاسیم از کانی بیوتیت 

گرم بر میلی 86/2-86/12ر لیتر و از موسکویت را گرم بمیلی

 لیتر گزارش کردند.

 ارزيابی انحلال فسفات

های مورد آزمایش ها نشان داد که اثر جدایهتجزیه واریانس داده

 (.4جدول دار بود )% معنی1بر انحلال فسفات در سطح احتمال 
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 های باکتریپتاسيم توسط جدايه. آزادسازی 3شکل 

 
 های باکتری در حضور بيوتيت و موسکويت )اثر متقابل باکتری در کانی ميکا(. آزادسازی پتاسيم توسط جدايه4شکل 

 
 های باکتری. انحلال فسفر توسط جدايه5شکل 
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 هاتجزيه واريانس انحلال فسفات توسط جدايه .4جدول 

 میانگین مربعات درجه آزادی منابع تغییر

 201/0** 8 باکتری

 003/0 18 خطای آزمایشی

  %25/2 ضریب تغییرات
 درصد 1دار در سطح  **: معنی

گرم بر لیتر بود میلی 3/551بالاترین میزان انحلال فسفر، 

مشاهده شد و توانست نسبت به شاهد  Az-65که در جدایه 

نیز  Az-19برابر افزایش نشان دهد. همچنین جدایه  5بیش از 

برابر نسبت به شاهد  6/4گرم بر لیتر، میلی 7/492با انحلال 

در یک گروه آماری قرار  Az-65افزایش نشان داد و با جدایه 

کمترین انحلال فسفات مشاهده شد  Az-13گرفتند. در جدایه 

گرم بر لیتر بود و با شاهد در یک گروه آماری میلی 33/95که 

در یک گروه  Az-18و  Az-12 ،Az-15های قرار گرفت. جدایه

% فسفر بیشتری را نسبت 82-89آماری قرار گرفتند و توانستند 

در یک گروه  Az-21با جدایه  Az-8به شاهد حل کنند. جدایه 

برابر نسبت به شاهد  4/2و  7/2آماری قرار گرفتند و به ترتیب 

کننده های حلافزایش نشان دادند. با افزایش جمعیت باکتری

توان گفت یابد که میواحد کاهش می pH 4-2/3فسفات، مقدار 

ای از اثر ترکیبی های نامحلول معدنی نتیجهانحلال فسفات

اسید گلوکونیک  ژهیو بهو تولید اسیدهای آلی  pHکاهش 

(Gluconic acid( است )Krishnaveni, 2010; Perez et al., 

ها (. در بررسی توان انحلال فسفات توسط میکروارگانیسم2007

فسفات، سنگ کلسیمتری ازجملهاز منابع معدنی مختلفی 

( و هیدروکسی آپاتیت Fluorapatiteفسفات، فلوئورآپاتیت )

(Hydroxyapatite استفاده شده است. اغلب )حاکی از  ها گزارش

 ازجملههای باکتریایی انحلال فسفر توسط جدایهآن است که 

و  Pseudomonas ،Bacillusکنندگان قوی فسفر مانند حل

Rhizobiumفسفات بیش از سایر منابع است کلسیم، از منبع تری

پذیری بالاتری نسبت با سایر منابع نظیر سنگ  زیرا دارای انحلال

(. در مطالعات Rodriguez and Fraga, 1999فسفات هست )

یکی از خصوصیات محرک  عنوان بهزیادی به انحلال فسفات 

های باکتریایی از منابع مختلف فسفر توجه ویژه رشدی جدایه

 .Saghafi et alشده است و نتایج مختلفی را گزارش نمودند. 

-فسفات را برای جدایهکلسیم( انحلال فسفر از منبع تری2014)

( Sperberاز محیط کشت اسپربر ) های ریزوبیومی با استفاده

مایع بررسی کردند و میزان انحلال فسفر را با روش زرد محاسبه 

-6/158ها کرده و نشان دادند که توان انحلال فسفات باکتری

 .Rگرم بر لیتر متغیر بود و بالاترین میزان متعلق به میلی 2/3

legominosarum SMR111  .بود Khan et al. (2009 نشان )

کلسیم از منابع تری Pseudomonas fluorescensدند که دا

( و فسفات Aluminum phosphateفسفات، فسفات آلومینیوم )

میکروگرم بر  51و  92، 100( به ترتیب Iron phosphateآهن )

( در 2009).Malboobi et al لیتر فسفر آزاد ساخت. میلی

میکروگرم  P. putida ،150تحقیق خود انحلال فسفات را توسط 

 لیتر گزارش کردند.بر میلی

Moradi and Sarikhani (2016در مطالعه )  ای به مقایسه

فسفات کلسیمانحلال فسفات از منابع سنگ فسفات و تری

 Phosphateکننده فسفات )های حلتوسط برخی از باکتری

solubilizing bacteria ) پرداختند. آنها میزان انحلال فسفات از

( )سنگ فسفات Rock Phosphateگ فسفات )دو منبع سن

-فسفات توسط باکتریکلسیمجنوب و سنگ فسفات یزد( و تری

 S16-3 ،S16-3w ،Bacillus firmus ،Bacillusهای 

megaterium ،Pseudomonas sp. C16-2O  وP. fluorescens 
را مورد ارزیابی قرار دادند. نتایج نشان داد که بالاترین میزان 

به  Pseudomonas sp. C16-2Oانحلال فسفات متعلق به جدایه 

گرم در لیتر بود. اگرچه جدایه میلی 3/533میزان 

Pseudomonas sp. C16-2O  بیشترین انحلال فسفات از

ت فسفات را نشان داد اما در حضور سنگ فسفاکلسیم تری

بود. قابل ذکر  S16-3بیشترین انحلال فسفات مربوط به جدایه 

انحلال فسفات از  ازنظرهای مورد آزمایش، است که بین جدایه

داری دیده نشد ولی در دو منبع سنگ فسفات اختلاف معنی

کلسیم  ها بین انحلال فسفر از سنگ فسفات و تریتمامی جدایه

، مورداستفادههای اکتریدار مشاهده شد. بفسفات، اختلاف معنی

کلسیم فسفات در مقایسه با سنگ  فسفات بیشتری از تری

 برابر بود. 67/1متوسط  طور بهفسفات حل کردند و این میزان 

 هاشناسايی باکتری

ها، اقدام به پس از بررسی توان آزادسازی پتاسیم جدایه

، Az-8های جدایه 16S rDNAشناسایی مولکولی مبتنی بر ژن 

Az-12  وAz-19  شد که توانایی مطلوبی از خود نشان دادند. در

نوکلئوتید از کل  700-900صرفاً ها شناسایی مولکولی باکتری

یابی استفاده شد که با مراجعه برای توالی 16S rDNAطول ژن 

( با 5جدول ) آمده دست بههای تشابه توالی NCBIبه سایت 

-توالی Blast-nتایج های باکتریایی ارزیابی شد و نجنس و گونه

نشان داد که  16S rDNAهای حاصل از تکثیر ژن رمزکننده 

 Pseudomonasجنس متعلق به  Az-19و  Az-8های جدایه
فراهم نگردید و  Az-12هستند. امکان شناسایی مولکولی جدایه 
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تنها به شناسایی بیوشیمیایی آن بسنده شد که نتایج آن نشان 

است. برای  Pseudomonasجنس داد که این جدایه متعلق به 

ها پس از انجام شناسایی مولکولی و تکمیل شناسایی باکتری

مشخص شدن جنس هر جدایه اقدام به شناسایی بیوشیمیایی 

ای از نتایج آزمون ( خلاصه7و  6ها شد که در جدول )باکتری

های کارآمد در آزادسازی بیوشیمیایی گزارش شده است. باکتری

 Pseudomonasجنس پتاسیم در این تحقیق همگی متعلق به 

های آزادکننده پتاسیم از بودند. در مطالعات پیشین به باکتری

هایی های متنوع اشاره شده است چنانکه جنس ها و گونه جنس

 Bacillus (Diep and Hieu, 2013; Hu et al., 2006نظیر 

Keshavarzzarjani et al., 2013; ،)Pseudomonas 
(Sarikhani, 2016،)Rhizobium  (Meana et al., 2015 ،)

Klebsiella (Zhang and Cong, 2014 ،)Agrobacterium 

(Zhang and Cong, 2014 ؛Meana et al., 2015 ،)

Enterobacter  وPantoea (Zhang and Cong, 2014 ) و

Flavobacterium (Meana et al., 2015 )های باکتری عنوان به

Zhang and Kong (2014 )خورد.  آزادکننده پتاسیم به چشم می

سویه  27از خاک ریزوسفری توتون اقدام به جداسازی 

های آزادکننده پتاسیم نمودند، هدف آنها بررسی تلقیح باکتری

های توتون بود. شناسایی  پتاسیم گیاهچه نیتأممنتخب در 

هایی از نشان داد که باکتری 16S rDNAمولکولی مبتنی بر 

، Enterobacter ،Klebsiella ،Pantoeaجنس 

Microbacterium ،Burkholderia ،Agrobacterium  و

Myroides شود. آنها نشان دادند که تلقیح  در بین آنها یافت می

به همراه  Klebsiellaمتعلق به جنس  XF11گیاهان با سویه 

 شد و تغذیه پتاسیمی گیاه دارد.داری بر ر پودر فلدسپار اثر معنی
 

 . نتايج شناسايی مولکولی و بيوشيميايی باکتريها5جدول 

 های منتخبجدایه 16S rDNAاز  آمده دست بههای توالی Blast-nنتایج 
Pseudomonas sp./ P. brassicacearum/ P. fluorescens/ P. thivervalensis Az-8 

NS Az-12 

Rhizobium sp./ Agrobacterium sp. Az-18 
Pseudomonas sp./P. putida/ P. montelii/ P. plecoglossicida Az-19 

 های منتخبجدایه هانتایج شناسایی بیوشیمیایی باکتری

Pseudomonas fluorescens Az-8 
Pseudomonas alcaligenes Az-12 

Pseudomonas mendocina/ Pseudomonas borbori Az-19 
NS        :یابی خوب، تشابه مطلوبی با بانک ژنی مشاهده نشد در مورد این جدایه به دلیل عدم توالی (Non significant similarity was found) 

 

 های بيوشيميايی. نتايج آزمون6جدول 

 جدایه آزاوره نیترات اکسیداز کاتالاز نشاسته سولفید سیترات ایندول
- + - - + + + - Az-8 

- + - - + + + - Az-12 

- - - - + - + - Az-13 
- - - - + - + + Az-15 
- - - - + + - - Az-18 

- + - - + + -+/ - Az-19 
- + - - + - + - Az-21 
- + - - + + - - Az-65 

 
 های بيوشيميايی )ادامه جدول(. نتايج آزمون7جدول 

 جدایه گلوکز لاکتوز ساکارز گلیسرول ژلاتین تریپتوفان پرولین مانیتول
- + -+/ + - - + + Az-8 

- + + - - - - - Az-12 

- + + - - - - +/- Az-13 
- + + - - - - +/- Az-15 
- + + - - /+- - - Az-18 

- + + - - - - + Az-19 
+ + + - + + -+/ + Az-21 
- + - - - - - +/- Az-65 



 (385-395 ص) 1396 تابستان، 2 ۀشمار ،48ۀ ر، دوآب و خاک ايران حقيقاتت

 

 گيرینتيجه
ها رهاسازی پتاسیم در نتایج حاکی از آن بود که در اغلب جدایه

 Az-8حضور کانی بیوتیت نسبت به موسکویت بیشتر بود. جدایه 

های باکتریایی توانایی بهتری توانست در مقایسه با سایر جدایه

، Az-13های جدایه در رهاسازی پتاسیم نشان دهد. در این میان

Az-15 ،Az-18،Az-21  وAz-65 تری نسبت به مقادیر پایین

رسد مکانیسم جذب پتاسیم از شاهد نشان دادند که به نظر می

های باکتری رخ داده و محیط و آلی شدن آن در سلول

ها تنها پتاسیم موجود در دادن نمونهپس از رسوب که ییازآنجا

گیرد این بخش از گیری قرار میهمحلول زلال رویی مورد انداز

های بیوتیت و موسکویت مورد محاسبه پتاسیم آزادشده از کانی

-قرار نگرفته است. در ارزیابی توان انحلال فسفات از منبع تری

در  Az-65و  Az-19های فسفات مشاهده شد که جدایهکلسیم

شده، های آزمایشانحلال فسفات توانمند هستند. در بین جدایه

Az-8 ،Az12  وAz-19 های کارآمدتر در جدایه عنوان به

 16S rDNAرهاسازی پتاسیم برای شناسایی مولکولی مبتنی بر 

-کاندید شدند و به منظور تکمیل شناسایی مولکولی برخی تست

های بیوشیمیایی نیز مورد استفاده قرار گرفت. نتایج حاصل از 

 Az-19و  Az-8های ها نشان داد که جدایهیابی جدایهتوالی

به  Az-8هایی نظیر بودند. جدایه سودوموناسمتعلق به جنس 

دلیل قابلیت خوبی که در رهاسازی پتاسیم و انحلال فسفات از 

تر و تواند برای انجام آزمایشات بیشتر و دقیقخود نشان داد، می

 های مطلوب آن در حضور گیاه پیشنهاد شود.سنجش توانایی
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