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  مقدمه 1
در  یاست که نقش مهم اهانیرشد گ يبرا یاساس ییاز عناصر غذا یکی فسفر

کشاورزان معمولاً هرساله . دارد کینوکلئ يدهایمانند فتوسنتز و سنتز اس یستیز يندهایفرا
گیاه در خاك مصرف  ازیموردنمقادیر زیادي کودهاي شیمیایی فسفاته جهت تأمین فسفر 

از فسفر موجود در این کودها بعد از ورود به  یتوجه قابلبخش . )1382فلاح، ( کنندمی
دي با آلومینیوم و هاي اسیهاي آهکی با عناصر کلسیم و منیزیم و در خاكخاك، در خاك

از دسترس  و گرددمیتبدیل و به اشکال نامحلول فسفر آهن واکنش داده و رسوب نموده 
درصد فسفر اضافه  30تا  10 تنها باًیتقرو ) 2011ردل و همکاران، ک( شودگیاه خارج می
توصیف با این ). 2012والپولا و یون، ( خواهد بود استفاده قابلها براي گیاه شده به خاك

هاي  میکروب پتانسیلاز  يریگ بهره. رودهاي کشاورزان به هدر میبخش اعظمی از هزینه
 يبه کودها ازیفسفر، کاهش ن یفراهم ستیز شیبه افزا تواند یمها  باکتري ژهیو بهریزوسفر 

. )1386فلاح و همکاران، ( کمک کند یطیمح ستیو کاهش مخاطرات ز ییایمیش
 یمهم در بهبود دسترس یستیز ياز ابزارها یکی عنوان بهکننده فسفات  حل يها يباکتر

نامحلول به  يفسفرها لیتبد ییتوانا ها يباکتر نیا. اند قرار گرفته موردتوجهبه فسفر،  اهانیگ
فسفاته  ییایمیش يبه استفاده از کودها ازین تواند یرا دارند که م جذب قابلاشکال محلول و 

خوشرو و ( دهد شیرا افزا يمحصولات کشاورز يور بهره حال نیرعدو  داده هشرا کا
 ییو شناسا یابیارز ،يساز خالص ،يجداساز ندیفرا، دستورالعمل نیدر ا. )1394همکاران، 

 نیهدف از ا. قرار گرفته است یمورد بررس لیتفص بهکننده فسفات  حل يها يباکتر
 کردن حل رد ییکارا نیبا بالاتر ییایباکتر يها هیانتخاب سوبررسی راهکارهاي ، دستورالعمل

مختلف  طیدر شرا ها يباکتر نیا ییو شناسا یابیارز ياستاندارد برا یفسفات و ارائه روش
 نهیپژوهشگران و متخصصان در زم يبرا یمرجع عنوان به تواند یگزارش م نیا. است

 تیریو مد داریپا يکشاورزکودهاي زیستی در راستاي  دکنندگانیتولمیکروبیولوژي خاك و 
  .ردیقرار گ استفاده موردخاك و آب  نهیبه
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  فسفر 2

. شود ها محسوب می عنصر غذائی حیاتی براي گیاهان و میکروارگانیسم عنوان بهفسفر 
آلومینیوم و فلور  ،ترکیباتی با کلسیم، آهن صورت بههاي معدنی این عنصر در خاك  فرم

از  اصولاًکه  بوده نوکلوئیک هايفسفولیپیدها و اسید شاملهاي آلی آن  فرم که یدرحالاست 
هاي حاوي مواد آلی فراوان از نظر  بنابراین خاك ،شود می نیتأمطریق تجزیه گیاهان سبز 
هاي متفاوت در موجودات  فسفر نقش). 2007خان و همکاران، ( فسفر آلی نیز غنی هستند

در  ژهیو بهبراي موجودات زنده  يا محدودکنندهتواند عامل  زنده بر عهده دارد و کمبود آن می
H2PO4(خود را به شکل آنیون فسفات  ازیموردنگیاهان فسفر . تولیدات کشاورزي باشد

یا  -
HPO4

به دو شکل آلی  ي کشاورزيها در خاك کل فسفر. کننداز محلول خاك جذب می) -2
رودریگز و فراجا، ( داردوجود  mg kg-1 1200-400 و به مقدار فراوان در محدوده و معدنی

 کمتر از  اما غلظت فسفات محلول در خاك معمولاً خیلی پایین بوده و در سطح). 1999
mg kg-1 5 ندارد؛ ها از نظر مقدار کل فسفر مشکلی وجود  در غالب خاك نی؛ بنابراباشد می

رغم علی ؛ لذا)1399فلاح، ( باشدمشکل میبراي گیاهان آن  بودن دردسترسو  یبلکه فراهم
قسمت عمده فسفر خاك به . کم است انها دسترسی آن براي گیاه فسفر کل خاك بالابودن

و به همین دلیل نیز  شود یمو از دسترس گیاه خارج  کرده رسوبهاي فلزي همراه کاتیون
 دارابودنهاي ایران به دلیل  در خاك ).2007پائول، ( نیست بخش جهینتاستفاده از کودها 

pH  فسفر کمتر از مقدار لازم براي تأمین  جذب قابلبالا و یون کلسیم زیاد، مقدار محلول و
روش متداول براي مقابله با این کمبودها استفاده از کودهاي . رشد مناسب گیاه است

را  یطیمح ستیزهاي شیمیایی است که علاوه بر قیمت زیاد و بازدهی کم، احتمال آلودگی
بر خلاف نیتروژن، منابع تولیدکننده فسفر ). 2012ئو و همکاران، جیا( به دنبال دارند

هاي  رسد، از طرف دیگر آلودگی سال دیگر به اتمام می 100پذیر نیست و این منابع تا تجدید
آلودگی آنها به عنصر سنگین  خصوص بهروزافزون ناشی از کاربرد کودهاي شیمیایی فسفاته 

در خاك را  افتهی تجمع يها فسفاتکادمیم، ضرورت یافتن جایگزین مناسب براي رهاسازي 
هاي مناسب براي رفع این حلبنابراین ضروري است که به دنبال راهکند، ایجاب می

  . )2023احمد و همکاران، ( مشکلات بود
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  کودهاي شیمیایی فسفاته 3
دارد و به  يا نهیرید خیتار ییایمیش يبا استفاده از کودها اهیگ ازیموردنفسفات  نیتأم

همگام با تحولات موجود  ز،ین رانیدر ا. گردد یبازم يکودها در کشاورز یانقلاب سبز و معرف
. شروع شد يو استفاده از آنها در بخش کشاورز ییایمیش يواردات کودها نه،یزم نیدر ا
 باز 1324سوپر فسفات ساده به سال  دیتول يبرا ییایمیکود ش کارخانه نیاول سیتأس

   ).2006فائو، ( گردد یم
افزایش سطح تولید مواد غذایی به همراه توسعه بهداشت جهانی منجر به افزایش 

ها  جمعیت بشر شده و در اکثر کشورها تهیه غذاي کافی دوباره به چالش فراروي دولت
در سال  (FAO) کشاورزي ملل متحدبر اساس گزارش سازمان غذا و . تبدیل شده است

 7/9شود به  بینی می ، براي تأمین غذاي جمعیت جهانی که پیش2050، تا سال 2022
با توجه به محدودیت . درصد افزایش یابد 60میلیارد نفر برسد، تولید مواد غذایی باید تا 

اراضی قابل کشت، این افزایش نیاز به تولیدات کشاورزي باید از طریق افزایش تولید در واحد 
سطح پاسخ داده شود، که به نوبه خود منجر به افزایش مصرف کودهاي شیمیایی و فشار 

  .)2017فائو، ( ابع طبیعی خواهد شدبیشتر بر من
 ،2010در سال  P2O5صورت  فسفره به يمصرف کودها زانیم بر اساس گزارش فائو

میلیون تن  8/47به  2021سال این آمار در که  بودزده شده  نیتن تخم ونیلیم 4/30
  .)2022؛ 2006فائو، (رسید 

عملکرد داشت، اما  شیدر افزا ییبسزا ریدر ابتدا تأث ییایمیش ياگرچه کاربرد کودها
 یرا در پ ستیز طیمح بیخاك و تخر يزیکاهش حاصلخ ،ها دهنها نیاز حد ا شیاستفاده ب

به  ياکنون از لحاظ تئور هم ییایمیش يمصرف کودها ییکارا ن،یعلاوه بر ا. داشته است
 ییایمیش ياز کودها شتریکه استفاده ب یمعن نیاست، بد دهیسطح خود رس نیبالاتر

 ). 2021لو و همکاران، ( دهد شیعملکرد را افزا تواند یم یسخت به

رشد  يرا برا تیمحدود نیشتریو فسفر ب تروژنیکمبود دو عنصر ن ،یعناصر معدن نیب از
 4از  شیب انهیسال فسفر ازیپاسخ به ن يبرا، 2008در سال . کنند یم جادیا اهانیو عملکرد گ

به  2020که این آمار براي سال  شد یفسفره در جهان م يدلار صرف مصرف کودها اردیلیم
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 رانیدر کشور ا ).2021؛ راندایو و همکاران، 2008لیو و همکاران، (میلیارد دلار رسید  15

میلیون  2/1(میلیون تن  4/1میزان نیاز کود فسفاته کشور برابر  ،1401- 1402در سال  زین
تخمین زده شده است که بخش ) میلیون تن در بخش باغبانی 2/0تن در بخش زراعت و 

است  یدر حال نیا). 1402مشیري و همکاران، (شود  زیادي از آن از طریق واردات تامین می
بودن اکثر  یآهک لیه به خاك به دلدرصد فسفر اضافه شد 90 یال 75 نیکه هر ساله ب

 یو کمبود مواد آل ياریدر آب آب کربناتیوجود ب ،یبالا، تنش خشک pHها، وجود  خاك
و آهن در خاك  ومینیآلوم م،یکلس يها ونیبا  بیدر اثر ترک نیموجود در خاك و همچن

استیونسون، ( گردد یخارج م اهیگ يو از حالت نفع رساندن برا دیآ یم درصورت رسوب  به
و  بیتخر نه،یفسفره علاوه بر اتلاف هز يمصرف کودها يبرا يروند نیادامه چن ).1986
توانایی تامین این در حالی است که  .دارد یخاك و آب را در پ یعنی هیمنابع پا یآلودگ

وارداتی از طریق تولید کودهاي زیستی فسفاتی در داخل کشور  شیمیاییبخشی از کودهاي 
   .دوجود دار

که  شود یاحساس م یفسفاته زمان ییایمیش يکودها يمناسب برا ینیگزیبه جا ازین
سلامت انسان  يبرا یو خطرات یطیمخاطرات مح ییایمیش ياز کودها ادیاستفاده ز میبدان

 نیا. باشد یدرصد م 10- 25 نیفسفاته ب ییایمیش يکودها یبه همراه دارد و در عمل بازده
 يفلز يها ونیدرصد آن در خاك در اثر واکنش با کات 75-90 باًیاست که تقر یبه آن معن

؛ ابراهیم و 2005استیونسون، ( شود یم لیتبد اهیاستفاده گ رقابلیصورت رسوب و غ به
   ).2022همکاران، 

تا  شود یامروز استخراج م يکه با فناور یفسفات معدن شود یزده م نیتخم ،یطورکل به
 نیگزیفسفات از منابع جا نیتأم يبرا يادیز زهیانگ نی؛ بنابرارسد یبه اتمام م گریدچند دهه 
در  افتهی تجمع يها فسفات يرهاساز يمناسب برا ینیگزیجا افتنیضرورت . شود یاحساس م
که منابع فسفاته موجود در  میامر واقف گرد نیکه بر ا شود یاحساس م شتریب یخاك زمان
سال دارا  100آنها را تا  نهیبه دیتول يبرا اهانیگ ازیموردنفسفات  نیتأم تیخاك قابل

   ).1994گلدستین و همکاران، ( باشد یم
 يکودها يریکارگ به ،یدر اراض افتهی تجمعاستفاده از فسفر  يبرا یعمل يها از راه یکی

 يها نهاده نیا. )1396؛ خوشرو و همکاران، 1385فلاح و آرمنده، ( باشد یفسفاته م یستیز
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 قیهستند که از طر اهیمحرك رشد گ يزوسفریر يها سمیکروارگانیم يدر واقع حاو زیستی
داده و  شیدر خاك را افزا کرده رسوبفسفر  باتیترک تیحلال توانند یم يا ژهیو يندهایفرا
  .ندینما نیرا تأم اهیگ ازیموردناز فسفر  یبخش صورت نیبد

 
  فسفر لنحلاا یشافزدر ا نهاآ نقشو  يخاکز يها گانیسموارمیکر 4

 گریبه خاك د یحضور دارند و از خاک جا همهفسفات در  کنندة حل هاي سمیکروارگانیم
فعال هستند  یکیکه از لحاظ متابول یاهانیگ زوسفریاز ر شتریآنها ب. متفاوت هستند

 يها سمیکروارگانیم). 2022دجونا و همکاران، ؛ 1382و همکاران،  فلاح( اند شده يجداساز
 رییتغدر چرخه فسفر،  ریتأثیکی از آنها نقش و  ودخالت دارند  آن يندهایفرا اکثر خاك در

هان ایگ يآن را برازیستی  یفراهمبر  ریتأث تیفسفر و در نها هاي مختلف شکل بدیلو ت
به  یدر انحلال فسفات معدن يزوسفریر يها سمیکروارگانیبر نقش م یمبن یمدارک .باشد می

کردن  یمعدن قیاز طر ها سمیکروارگانیم. )1995ایلمر و اسکینر، ( گردد یبرم 1903سال 
 شیرا افزا اهانیگ يفسفر برا ی زیستیفراهم افته،یرسوب  يها و انحلال فسفات یفسفر آل

 ها سمیکروارگانیدسته از م نیا. )2023و  2020خوشرو و همکاران،  ؛1396، فلاح( دهند یم
 طیکه در مح آناز  یبخش یول رند،یگ یخود به خدمت م یگرچه فسفر را در ساختار سلول

 یکروبیم توده زیستفسفر موجود در  نیهمچن. ردیگ یقرار م اهیگ اریآزاد شده است در اخت
فراجا، ( است اهانیگ يبرا استفاده قابلبالقوه  صورت به زین باشد، یم رمتحركیکه به شکل غ

2009.(  
  

 تفسفا هکنند حل هاي يباکتر 4-1

را به  ییبالا تیمؤثرترند و جمع اریها در انحلال فسفات بس با قارچ سهیدر مقا ها يباکتر  
 يغربالگر يها بر اساس سنجش). 2002آلام و همکاران، ( دهند یخود اختصاص م

درصد  40از  شیخاك، مشخص شده است که حدود ب يزوسفریر يها از نمونه یشگاهیآزما
کننده فسفات  حل يها سمیکروارگانیبه م طمربو ،و رشد کشت قابل یکروبیم تیجمع

 حدود ها درصد و قارچ 1- 50فسفات حدود  کنندة حل هاي يباکتر ).2009فراجا، ( باشند یم
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چین و همکاران، ( دهند یم لیتشکخاك را  یکروبیم تجمعی کل از درصد 5/0 تا 1/0

 ییتوانا يمتعدددر مطالعات  ).2020؛ لیانگ و همکاران، 2009؛ خان و همکاران، 1996
 میکلس ينامحلول همچون تر یمعدن يها انحلال فسفات ها در از باکتريمختلف  يها هیسو

 گزارش شده استو خاك فسفات  تیآپات یدروکسیه يفسفات، د میکلس يفسفات، د
که توان  يانواع باکتر انیم در ).1399؛ فلاح، 2014لاري و همکاران، - مالتیس(

، سودوموناس ،ومیباکترووفلا يها جنس توان یفسفات آنها ثابت شده است، م کنندگی حل
 يها يمختلف باکتر يها جنس نیو همچن انتروباکتر ،کروکوکوسیم ،ومیاگروباکتر ،لوسیباس
  . )1397؛ خوشرو و همکاران، 1399فلاح، ( را نام برد یومیزوبیر

  
  هاي انحلال فسفات مکانیسم 4-2

منابع  عنوان بهخاك  یدر طول استفاده از مواد آل) PSB1(کننده فسفات  حل يها يباکتر
 یآل يدهایاس نیا). 2013شارما و همکاران، ( کنند یم دیتول یآل يدهایاس ،يکربن و انرژ

را در  هاو آن) 2013شارما و همکاران، ( کنند یم کلات را) +Ca2 و +Al3⁺ ،Fe3( ها ونیکات
شده توسط  دیتول کیلیکربوکس يدهایاس. کنند یم) خلع سلاح( رفعالیغمقابل فسفات، 

PSB يبرا ییبالا یبیترک لیم Ca2+ ممکن است فسفر را  دیاس کیلیکربوکس ،نی؛ بنابرادارند
از فسفر متصل به  نیو همچن) RP2(سنگ فسفات کانی حاوي فسفات نامحلول مانند از 

 pH ،یآل يدهااسی و) +H(پروتون ). 2017و پادول،  نگلیا(حل کند جدا کرده و  میکلس
خاك با فسفات  يجذب رو يها مکان يبرا یآل دیاس يها ونیو آن دهند یخاك را کاهش م

فسفر را کاهش داده و  تیتثب ،نی؛ بنابرا)2018و همکاران،  واستاوایشر( کنند یرقابت م
از  افسفر ر توانند یم یآل دیاس يها ونیآن ن،یهمچن. دهند یم شیآن را افزا یدسترس تیقابل
  ).2020و همکاران،  سوماري( کنند حل -PO₄3 یونیتبادل آن قیطر

از آنها  )Al(آلومینیم  کردن تیلیرا با ک کاتیلیس یمواد معدن توانند یم یآل يدهایاس
 يها ونیبا  توانند یم کاتیلیس يها ونی نیا. کنند دیتول کاتیلیس يها ونیو  هوازده کرده
و  يدیز(فسفر را کاهش دهند  تیجذب، رقابت کنند و تثب يها مکان يفسفات برا

                                                
1 Phosphate solubilizing bacteria 
2 Rock phosphate 



  7            تکننده فسفا هاي حل باکتريیی و شناسا یابیارز ،يساز خالص ،يجداساز دستورالعمل 
  

 
 

اقدام به ترشح پروتون کرده  PSBتعادل بار،  يبرا ون،یدر طول جذب کات). 2009همکاران، 
 ن،یبنابرا). 2020مونار و همکاران، ( کنند یم يدیخود را اس يها یاطراف کلن طیو مح

H2PO4غلظت 
HPO4 به نسبت را -

  ).2000 تلاو،یوا( دهند یم شافزای -2
واکنش داده و  H2Oبا  تواند یم یکروبیشده توسط تنفس م دیتول) CO2( دکربنیاکس يد

CO3(کربنات ). 2009خان و همکاران، (دهد  لیتشک کیکربن يدهایاس
 کربنات بی و) -2

)HCO3
با فسفات  ونیممکن است در واکنش تبادل آن کیکربن يدهایشده از اس لتشکی) -

متصل شده و  یآهک طرف به یخنث يها در خاك میبه کلس تواند یکربنات م. شرکت کنند
PO4(فسفات  نیگزیجا

 نیگزیجا) اي فرم ورقه( که کربنات هنگامی. شود فسفات سنگ از) -3
 داریسنگ فسفات ناپا یستالیساختار کر شود، یدر سنگ فسفات م )یچهاروجهفرم (فسفات 

  ). 2008و فوقات،  يکومار( کند یم کمکشده و به انحلال فسفر از آن 
 ها کروبیم یاطراف کلن یموضع یدر نواح O2ممکن است باعث کمبود  PSB تنفس

 فریک آهن فسفات و داده کاهش) +Fe2( فرو آهن فرم به را) +Fe3( کیآهن فرکه  شده
)FePO4 (فرو را به فسفات آهن ]Fe3(PO4)2 [انحلال فسفر را  جهیکند و در نت لیتبد

  ). 2009احمد و همکاران، (دهد  شیافزا
به  توانند یم ،یمواد آل یکروبیم هیتجز یشده در ط دیتول دروژنیه دیسولفو  اكیآمون

 یمعدن يدهایاس نیشوند و ا دیدر خاك اکس) HNO3 ،H2SO4مانند ( يقو يدهایاس
 تواند یم .Pseudomonas spمانند  PSB یک .فسفات نامحلول خاك را حل کنند توانند یم
آهن و فسفر را کاهش دهد و فسفر  نیکند، واکنش ب دیآهن تول نندهکلات ک يدروفورهایس

  ).2017و همکاران،  يپاهار(قرار دهد  اهانیدر دسترس گ شتریرا ب
و  Fe ،Al(فلزات  يو جداساز PSBتوسط ) EPS1( یخارج سلول يدهایساکار یپل دیتول

Ca ( توسطEPS ) ،فسفر  شدن حل گرید سمیممکن است مکان) 2015تاقوت و همکاران
فسفر محلول خاك را جذب کرده و غلظت فسفر را  تواند یم PSB همچنین .نامحلول باشد

فسفر نامحلول را  میرمستقیغلظت به طور غ بیش جادیدر مجاورت خود کاهش دهد و با ا
 PSB). 2021ژانگ و همکاران، (حل کند ) فسفر در محلول خاك یحفظ غلظت تعادل يبرا(

                                                
1 Exopolysaccharide 
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را در خاك  یفسفر متصل به مواد آل بیترت نیکرده و بد هیخاك را تجز یهتروتروف مواد آل

فسفر خاك را به  توانند یم ها کروبیم نیا ن،یهمچن). 2009و همکاران،  يدیز( کند یآزاد م
فسفر را توسط خاك  تیتثب نیکنند، بنابرا یآل) MBP1( یکروبیم توده ستیشکل فسفر ز
کند، اما پس از مرگ و  رمتحركیفسفر را غ یبه مدت کوتاه تواند یم MBP. کاهش دهند

 کاران،خان و هم(قرار خواهد گرفت  اهانیدر دسترس گ MBP ها، کروبیم يبعد هیتجز
2009 .(  

دودور و (اند  شده دیتول PSB يها تیتوسط جمع یفسفاتاز خارج سلول يها میآنز اکثر
 زیدرولیه قیرا از طر یفسفر آل ،ییایو قل يدیفسفاتاز اس يها میآنز). 2003 ،ییطباطبا

 ،نی؛ بنابرا)2021و همکاران،  یل( کنند یجدا م یآل يایرا از بقا یکرده و فسفر معدن یمعدن
PSB فسفر را از خاك و سنگ فسفات محلول کرده و  م،یرمستقیغ ای میبه طور مستق
هاي  برخی از مکانیسم .کند یم يریجلوگ زیفسفر محلول در خاك ن تیاز تثب حال نیدرع

  .ارائه شده است 1درگیر در انحلال فسفات نامحلول در شکل 
  

  
  کننده فسفات حل يها يانحلال فسفات توسط باکتر يها سمیمکان  - 1شکل 

  
                                                
1 Microbial biomass phosphorus 
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  کننده فسفات هاي حل جداسازي باکتري  4-3
  برداري نمونه  4-3-1

کننده فسفات  حل يها يباکتر يجداساز يبرا اهانیگ زوسفریر ایاز خاك  يبردار نمونه
 ينقاط مناسب برا دیابتدا با. مناسب است يو استفاده از ابزارها قیدق يزیر برنامه ازمندین

 کیبر اساس  ای یتصادف صورت بهنقاط ممکن است  نیا. در مزرعه انتخاب شوند يبردار نمونه
داده  پوشش خاكمانند سطح فسفات در  یطیمح يها شوند تا تفاوت خابطرح مشخص انت

و برداشت نمونه  يحفار يبرا 1یمته دست ای لچهیمانند ب ییکار، ابزارها نیانجام ا يبرا. شود
 ای یکیپلاست يها سهیک. است ازیموردن) متر یسانت 20تا  0معمولاً (خاك از عمق مشخص 

از  يریجلوگ يو برا شوند یها استفاده م نمونه يو نگهدار يآور جمع يبرا لیاستر يها شهیش
 نیهمچن. است يهر برداشت نمونه ضرور نیکردن ابزارها ب لیاستر يالکل برا ي، اسپریآلودگ

 خ،یها و ثبت اطلاعات مانند شماره نمونه، مکان، تار نمونه يگذار علامت يبرا کیبرچسب و ماژ
در صورت . است ازیموردن يبردار خاك در زمان نمونه يدما يریگ اندازه يو دماسنج خاك برا

پس از برداشت . شود يآور جمع دیبا ها شهیبه ر دهیخاك چسب زوسفر،یاز ر يبردار نمونه
که شامل  ییها قرار داده شده و با برچسب لیتراس يها سهیدر ک دقت به دیها با ها، آن نمونه

در  دیها با نمونه ت،ینها در .شوند يگذار محل و زمان برداشت هستند، علامت قیاطلاعات دق
به  ،)حاوي یخمثلاً درون یک جعبه ( گراد یدرجه سانت 4 يمناسب، معمولاً در دما طیشرا
پس از انتقال، . شود يریجلوگ یکروبیدر جامعه م راتییمنتقل شوند تا از تغ شگاهیآزما

در  یکشت انتخاب يها طیکننده فسفات با استفاده از مح حل يها يو کشت باکتر يجداساز
حاصل از  جیتا دقت و صحت نتا ردیصورت گ بادقت دیاقدامات با نیا. شود یانجام م شگاهیآزما
  ).2011ریچاردسون و سیمپسون، ( شود نیتضم یکیولوژیکروبیم يها لیتحل

  

  ها سریال رقت هیته 4-3-2
 هیرقت اول يبرا. شود یاستفاده م 2یالیسر هاي رقت کیاز تکن ها تهیه رقت منظور به

با فرض ی و غیره، ستیز يکودهاخاك، آب، (نمونه گرم از  10 ای تریل یلیم 10، )101(

                                                
1 Auger 
2 Serial dilution technique 
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 کیولوژیزیسرم ف تریل یلیم 90به ) جامد ترکیبات يمکعب برا متر یگرم بر سانت 1 یچگال
که  ییها در لوله 109تا رقت  يعدب يها رقت. شود یاضافه م) 3- 5مطابق با بند ( لیاستر
 ونیاز سوسپانس تریل یلیم 1هستند، با انتقال  لیاستر کیولوژیزیسرم ف تریل یلیم 9 يحاو

  ).2005بلوجت، ( شوند یم هیته یکروبیم
  

  کشت  طیانتقال به مح 4-3-3
 یکشت مختلف يها طیکننده فسفات، از مح حل يها يباکتر يمطالعه و جداساز يبرا

 کردن حلدر  ها يباکتر نیا ییتوانا یابیو ارز ییشناسا منظور به کیکه هر  شود یاستفاده م
 Sperber، Pikovskaya شامل جیرا يها طیمح. اند شده ینامحلول طراح يها فسفات

(PVK) ،NBRIP1 و Alexandrov منابع مختلف  يحاو ها طیمح نیهر کدام از ا. هستند
 ییکه توانا ییها يهستند و باکتر ومینیآلوم ایآهن  م،یفسفات نامحلول مانند فسفات کلس

. کنند یم جادیا ودخ يها یدر اطراف کلن یشفاف یها را دارند، نواح فسفات نیا کردن حل
در  ینقش مهم ،یطیمح طیکشت بر اساس نوع فسفات و شرا طیمح حیانتخاب صح

هاي ذکر شده، محیط  در میان محیط .دارد ها يباکتر نیو مطالعه ا يجداساز ندیفرا تیموفق
  ).1999نوتیال، (تر است  داراي اهمیت زیادي بوده و رایج Sperberکشت 
پایانی از چهار رقت  تریکرولیم 100موجود در نمونه،  PSB يها هیسو يجداساز يبرا

اسپربر، ( Sperberکشت جامد  طیمح يرو در سه تکرار )10- 6و  10-7، 10- 8، 10-9رقت (
 ونیپس از انتقال سوسپانس. شود یشکل منتقل م L يا شهیش لهیبا استفاده از م) 1958

مناسب به  يدر دما ها تیکشت جامد، پل طیمح يشده رو خصمش يها از رقت یکروبیم
روز  3-2پس از  دیکشت با طیدر مح ییایرشد باکتر. شوند یم گرماگذاريروز  7- 14مدت 

  ).2014نصرتی و همکاران، ( شود شیپا هیاز کشت اول
  

  کننده فسفات حل يباکتر تیشمارش جمع 4-3-4
شمارش  دیباشفاف اطراف خود هستند   هالهداراي که  ییها یشمارش، تنها کلن يبرا
 3موجود در شکل  يها را مطابق با دستورالعمل موردنظر يها يتعداد باکتر). 2شکل (شوند 

                                                
1 National Botanical Research Institute's Phosphate 
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 يبرا) cfu/g(در هر گرم  یکلن دهنده لیتشک يواحدها صورت بهرا  جیمحاسبه کرده و نتا
بلوجت، ( دیگزارش کن عیمحصولات ما يبرا) cfu/mL( تریل یلیدر هر م ایمحصولات جامد 

2005.(  
  

  
 يها يباکتر کیو تفک یالیسر هاي رقت روشکننده فسفات با  هاي حل شمارش باکتري - 2 شکل

  .انحلال هاله يدارا
  

  
و نحوه تعیین جمعیت  یالیسر يها نمونه با استفاده از روش رقت يآماده ساز - 3شکل 

  ).2005بلوجت، (کننده فسفات  هاي حل باکتري



 تکننده فسفا هاي حل باکتريیی و شناسا یابیارز ،يساز خالص ،يجداساز دستورالعمل      12 

 
  کننده فسفات هاي حل ي باکتريساز و خالص يجداساز 4-3-5

و  پیبراساس فنوت ، همچنینکشت طیدر مح ي داراي هالهها يباکتر زیمتما يها یکلن
 یکشت معمول طیبه مح ها يباکتر نیا. شوند یم يساز و خالص يجداساز آنها يمورفولوژ

ها  باکتري ییکارا يها شیشامل انجام آزما يمراحل بعد. شوند یمنتقل م NAمانند  يباکتر
. است Sperber عیجامد و ما يها طیدر مح یآل ي معدنی وها فسفات کنندگی حل يبرا

و  ییایمیوشیب يها شیگرم، آزما يزیآم با استفاده از رنگ ییشناسا يندهایفرا ن،یعلاوه بر ا
  .شوند یانجام م کننده د حلنتوانم يها يباکتر شناسایی يبرا یمولکول يها کیتکن

  
  فسفات یکنندگ حل ارزیابی توان  4-4

  کنندگی فسفات معدنی نامحلول ارزیابی کیفی توان حل  4-4-1
منابع نامحلول فسفات مانند  يکه حاو Sperberکشت  طیاز مح ،انجام این آزمون يبرا

سه  ،ییایباکتر هیهر جدا يبرا. شود یاستفاده م )تنها منبع فسفر عنوان به(فسفات  میکلس يتر
از کشت  تریکرولیم 5- 10با  شید يهر پتر يمرکز هیناح. شود یداده م صیتخص شید يپتر

 حیتلق يها شید يپس از آن، پتر. شود یم حیتلق) NB طیکشت شده در مح( ییایباکترشبانه 
از دوره  پس ).Sperber, 1985( شوند یمناسب انکوبه م يروز در دما 7شده به مدت 

با ) B( ییایباکتر یبه قطر کلن شود یمشخص م) A( عنوان بهنسبت قطر هاله که  ون،یانکوباس
  .دیمحاسبه کن 5و  4 يها نسبت آنها را طبق شکل. شود یم يریگ مناسب اندازه ابزاراستفاده از 

  
  
  

  ییایباکتر يها یهاله در اطراف کلن لیتشک ییتوانا -  4شکل 

  
با  ییایباکتر يها یهاله در اطراف کلن لیتشکتوان  )کمی مهین(گیري کیفی  اندازه – 4شکل 

  .قطر کلنی) Bو  قطر هاله) A/B( ،A(نسبت محاسبه 
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  نامحلول معدنیکنندگی فسفات  توان حل کمیارزیابی  4-4-2
با سه تکرار در  هیهر جدا ،ییایفسفات باکتر تیحلال یکم یابیارز يمرحله، برا نیا در

از  تریکرولیم 500کار،  نیا يبرا. شود یم حیتلق) بدون آگار( Sperber عیکشت ما طیمح
کشت  طیمح تریل یلیم 30 يحاو ارلنبه  )NA طیدر مح افتهیرشد( ییایباکترشبانه کشت 

 يدر دما) حیبدون تلق(شده و نمونه کنترل  حیتلق هاي ارلن. شود یاضافه م Sperber عیما
  .رندیگ یروز قرار م 7به مدت  کریدر انکوباتور ش یکیتار طیمناسب و در شرا

آمده برداشته  دست به يها ونیاز سوسپانس تریل یلیم 2 ون،یاز اتمام زمان انکوباس پس
، )باشد تریل یلیم 10 ییحجم نها(با آب مقطر  سازي رقیقبار  5شده و پس از انجام 

 1محلول شفاف روییاز  تریل یلیم 2سپس . شود یانجام م قهیدور در دق 5000در  فوژیسانتر
 زیتم يا شهیش يها به لوله) VMR2( بداتیمول- از محلول معرف وانادات تریل یلیم 2و 
آب مقطر افزوده شده و مخلوط  تریل یلیم 5 پس از آن. شود یاضافه م) اسیدواش شده(

آماده  يها کمپلکس زردرنگ، جذب محلول لیپس از تشک. شود یطور کامل تکان داده م به
 اب ت،یدر نها. شود یم نیینانومتر تع 430شده با استفاده از اسپکتروفتومتر در طول موج 

شده است،  هیمختلف استاندارد فسفر ته يها که با غلظت ونیبراسیکال یاستفاده از منحن
 لیها به غلظت استاندارد معادل تبد نمونه ياسپکتروفتومتر برا )خوانش(قرائت مقدار 

  ).1953گی و دیتز، ( شود یم
  

  کنندگی فسفات آلی نامحلول ارزیابی کیفی توان حل  4-4-3
 دیکه در آن اس شود یاستفاده م Sperberکشت  طیاز محآزمایش نیز  نیا ياجرا يبرا

از  ن،یعلاوه بر ا. رود یتنها منبع فسفر به کار م عنوان به) IHP3( کیهگزافسفر تولینوزیا
هر . شود یکشت استفاده م طیفسفاتاز در مح تینشانگر فعال عنوان به BCIP4 سوبستراي

به سه قسمت  شید يو سطح هر پتر شود یگرفته م ردر نظ شید يپتر کی يبر رو هیجدا
 حیشده تلق زولهیا يها ياز باکتر تریکرولیم 10- 5مرکز هر قسمت با . شود یم میتقس يمساو

                                                
1 Supernatant 
2 Vanadate-molybdate reagent 
3 Inositol hexaphosphoric acid 
4 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate 
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روز در انکوباتور قرار  7مناسب به مدت  يشده در دما حیتلق يها شید يپتر. شود یم
 شود یم یابیارز یفیک طور به یو شدت رنگ آب ها یتوسط کلن یآب پیفنوت دیتول. رندیگ یم
 یآب پیفنوت دهنده شینما 6شکل . )2007؛ لورنز و همکاران، 1988گیبسون و همکاران، (

  .است Sperber طیدر مح
 

 
  .یانحلال فسفات آل یابیارز يبرا BCIPو  IHP ياسپربر حاو طیمح - 5شکل 

 
  کنندگی فسفات آلی نامحلول ارزیابی کمی توان حل  4-4-4

با  هیهر جدا ها، يتوسط باکتر یشدن فسفات آل حل تر قیدق یبررس يمرحله، برا نیا در
کشت داده  کیهگزافسفر تولینوزیا دیاس يحاو Sperber عیکشت ما طیسه تکرار در مح

 30 يحاو هاي ارلنبه  ياز کشت شبانه باکتر تریکرولیم 500منظور،  نیبه ا. شود یم
 يها شده و نمونه حیتلق هاي ارلن. شود یاضافه م Sperber عیکشت ما طیمح تریل یلیم

انکوباتور قرار  کریدر ش یکیو در تار مناسب يروز در دما 7به مدت ) حیبدون تلق(کنترل 
  .رندیگ یم

برداشته شده و پس از  محیط مایعاز  تریل یلیم 2 ون،یدوره انکوباس انیاز پا پس
با سرعت  قهیدق 10، به مدت )تریل یلیم 10 ییحجم نها(با آب مقطر  يبرابر 5 يساز قیرق

از  تریل یلیم 2و  ییرو عیاز ما تریل یلیم 2سپس . شود یم وژیفیسانتر قهیدور در دق 5000
در . شود یمنتقل م زیتم يا شهیش يها به لوله) VMR( بداتیمول-تداگر وانا محلول واکنش

 لیپس از تشک. شود یتکان داده م یخوب آب مقطر اضافه شده و مخلوط به تریل یلیم 5ادامه 
آماده شده با استفاده از اسپکتروفتومتر در طول موج  يها کمپلکس زرد رنگ، جذب محلول

که با  ونیبراسیکال یبا استفاده از منحن ت،یهادر ن. شود یم يریگ نانومتر اندازه 430
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ها به  نمونه ياسپکتروفتومتر برا يها شده است، قرائت هیاستاندارد مختلف ته يها غلظت
  ).1953یتز، گی و د( شود یم لیاستاندارد مربوطه تبد يها غلظت
  

  مواد و استانداردهاهاي کشت،  محیط 4-5
  محیط کشت اسپربر 4-5-1

  
  اجزاي محیط کشت اسپربر - 1 جدول

 )گرم( مقدار اجزاء
 10 1گلوکز
 5/0 2مخمر عصاره

 23/0 3دراتیهپتاه میزیمن سولفات
 14/0 4دراتیه يد میکلس دیکلر
 5/2 *تاتیف ای فسفاتکلسیم  تري
 15 آگار

BCIP5* mg50 
 ml1000 آب
Ph 2/7 -8/6 
 C° 25  دما

  .در ارزیابی توان انحلال فسفات نامحلول آلی کاربرد دارد: *
  

  روش تهیه 1- 4-5-1
محیط . ترکیبات را در آب حل کرده و در صورت لزوم، حرارت دهید تا کاملاً حل شود

در اتوکلاو با دماي  min 30کرده و به مدت تقسیم  ها ارلنر مناسب د ریدامق کشت را در
C˚ 121 پس از استریل شدن، محیط کشت را به مقدار مناسب در . استریل کنید

  .تقسیم کنید cm9 به قطرهاي  پلیت

                                                
1 C₆H₁₂O₆ 
2 Yeast extract 
3 MgSO4.7H2O 
4 Cacl2.2H2O 
5 5-bromo-4-choloro-3-indolyl phosphate 



 تکننده فسفا هاي حل باکتريیی و شناسا یابیارز ،يساز خالص ،يجداساز دستورالعمل      16 

 
  هاي کشت اجزاي سایر محیط
 کننده فسفات هاي حل براي مطالعه باکتري مورداستفادهکشت  هايطیمواد مختلف مح

  .ارائه شده است 2در جدول ها  آن يها ها و شباهت تفاوت همراهبه 
  

  .کننده فسفات هاي حل هاي رایج در مطالعه باکتري محیط کشت - 2جدول
 Sperber Pikovskaya اجزا

(PVK) NBRIP Alexandrov 
 گرم 5 گرم 10 گرم 10 گرم 10 گلوکز

 گرم 2 -  گرم 5 گرم 5/2 (Ca₃(PO₄)₂)  فسفات میکلس
MgCl₂.6H₂O  -  - 5 گرم  - 

MgSO₄.7H₂O 23/0 گرم 5/0 گرم 25/0 گرم 1/0 گرم 
CaCl2.2H2O 14/0   -  -  - 

KCl  - 2/0 گرم 2/0 گرم  - 
CaCO3  -  -  - 6/0 گرم  

(NH₄)₂SO₄  - 5/0 گرم 1/0 گرم  - 
FeSO₄.7H₂O  - 001/0 گرم 006/0 -  گرم 

MnSO₄  - 001/0 گرم  -  - 
 -  -  گرم 5/0 گرم 5/0 مخمر عصاره

 گرم 20-15 - گرم 20-15 گرم 20-15 آگار
 تریل 1 تریل 1 تریل 1 تریل 1 مقطر آب

 
  سرم فیزیولوژیک 4-5-2

  درصد 85/0اجزاي سرم فیزیولوژیک  - 3جدول 
  مقدار  نام مواد

  g 5/8  سدیم کلراید
  ml 1000  آب
1/0 ± 5/6 =pH  درC˚ 25   

 

  روش تهیه 4-5-2-1
استریل  C˚ 121در اتوکلاو با دماي min 15سدیم کلراید را در آب حل کرده و به مدت 

  .پس از استریل شدن، در حجم مناسب تقسیم کنید. کنید
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  (NA)  محیط کشت نوترینت آگار 4-5-3
  

  NAکشت  طیمح بیترک - 4جدول 
 مقدار هیمواد اول

 گرم 3 گوشت عصاره

 گرم 5 پپتون

 گرم 5 میسد دیکلر

 گرم 15 آگار

 تریل یلیم 1000 مقطر آب

  
  روش تهیه 1- 4-5-3
آب مقطر  تریل یلیم 1000در را  2مواد ذکر شده در جدول کشت،  طیمحاین  هیته يبرا
طور  تا پودر به دیبه جوش آور قهیدق 1 يو برا دیمخلوط را با حرکات مکرر هم بزن د،یحل کن

 15- 20به مدت  گراد یسانت رجهد 121 يکشت را با اتوکلاو در دما طیمح. کامل حل شود
کشت  طیمح. دیکن میتقس ها شید يکشت را در داخل پتر طیمح. دیکن لیاستر قهیدق

  .دیکن ينگهدار کیخنک و تار یآماده شده را در مکان
  

  )VMR( بداتیمول-واناداتمعرف  4-5-4
  

  ).VMR( بداتیمول- معرف وانادات بیترک - 5جدول 
 مقدار دهنده لیمواد تشک

 گرم 67/1 بداتیمول ومیآمون

 گرم 083/0 وانادات ومیآمون

 تریل یلیم 11/11 کیترین دیاس

 تریل یلیم 100 مقطر آب
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  هیروش ته 1- 4-5-4
گرم  083/0 بدات،یمول ومیگرم آمون 67/1گر، به  واکنش نیاز ا تریل یلیم 100 هیته يبرا

 ومیمحلول آمون هیته يبرا. است ازین ظیغل کیترین دیاس تریل یلیم 11/11وانادات و  ومیآمون
و محلول  ظیغل کیترین دیاسبایستی سپس  ،باشد میجوش  يتا دمانیاز به حرارت وانادات، 

 رسانید تریل یلیم 100محلول را به  ییو حجم نها کردرا به آن اضافه  بداتیمول ومیآمون
  ).1982اولسن و سامرز، (

  
  گیري فسفر به روش زرد و اندازه استاندارد فسفر يها محلول هیته 4-5-5

 نمک گرم 439/0فسفر،  تریدر ل گرم یلیم 100 يمحلول استاندارد حاو هیته يبرا
KH2PO4 1به دقت وزن شده و در ) گراد یدرجه سانت 40 يدر دما(شده در آون  خشک 

و  4، 3، 2، 1، 0 يها استاندارد با غلظت يها محلول هیته يبرا. شود یآب مقطر حل م تریل
از محلول ) تریل یلیم 10و  8، 6، 4، 2، 0( ینیمع يها فسفر، حجم تریدر ل گرم یلیم 5

 يتریل یلیم 50 یحجم يها به دقت به بالن) فسفر تریدر ل گرم یلیم 100( هیاستاندارد اول
استاندارد اضافه  يها از نمونه کیبه هر  معرفاز  تریل یلیم 2سپس . شود یانتقال داده م

اولسن و سامرز، ( شود یرسانده م تریل یلیم 9با آب مقطر به  ییو حجم نها شود یم
استاندارد در طول موج  يها کمپلکس زرد مشخص، جذب محلول لیپس از تشک ).1982
دستگاه  ونیبراسیکال یمنحن. شود یم يریگ نانومتر با استفاده از اسپکتروفتومتر اندازه 430

 يها يریگ ازهاند د،یآ یدست م به یمنحن نیکه از ا يا معادله قیشده و از طر هیته
  .شود یم لیارد فسفر تبدها به غلظت استاند نمونه ياسپکتروفتومتر برا

  
  ازیموردني ها دستگاه 4-6

 - pH واحد 0.1 ±کمتر از  ونیبراسیکال يخطا با( متر pH درجه 1 ± 20 يدر دما 
  ).گراد سانتی

  )گرم 001/0 بادقت( ترازو - 
  اتوکلاو - 
  انکوباتور - 
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  آون - 
  خچالی - 
  )گراد یدرجه سانت -20 يدر دما میتنظ قابل( زریفر - 
  )ورتکس(دهنده  تکان - 
و  تریل یلیم 500 تر،یل یلیم 250 تر،یل یلیم 100(مختلف  يها حجم در ریارلن ما - 

  ).تریل یلیم 1000
  )متر یلیم 250×30تا  متر یلیم 125×15اندازه  از( شیآزما يها لوله - 
  سمپلر  ای پتیپ - 
  ).کیپلاست ای شهیجنس ش از( لیاستر دیش يپتر - 
  ).همراه لام و لامل به( کروسکوپیم - 
  شکلال  يا شهیش لهیم - 
   ناریهود لام - 
  کرداریانکوباتور ش - 
  1زریوناید - 
  کشت طیمح سپنسرید - 
  شمار یکلن - 
 )PCR2( کلریسا وترم - 

 اسپکتروفتومتر - 
  

 فسفات کننده حلهاي  مربوط به باکتري يها شیآزما یکیگراف دهیچک 4-7

فسفات در  کننده حلهاي  مربوط به باکتري مختلف يها شیآزمااز  یکیگراف دهیچک
  .شده استارائه  6شکل 

                                                
1 Deionizer 
2 Polymerase chain reaction 
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کننده فسفات و ارزیابی توان  هاي حل سازي باکتري شماتیک جداسازي و خالص - 6شکل

  .کنندگی آنها حل
  

  ییایباکتر يها هیجدا ییشناسا 4-8
تا  کیکلاس يها مرحله است که از روش نیشامل چند ییایباکتر يها هیجدا ییشناسا

گرم، انجام  يزیآم شامل رنگ ندیفرا نیا. ردیگ یرا در بر م یمولکول شرفتهیپ يها کیتکن
شرح داده  لیتفص بهاست که در ادامه  یمولکول ییشناسا ت،یو در نها ،ییایمیوشیب يها تست

  .شود یم
  

  1گرم يزیآم رنگ 4-8-1
 وارهید يها یژگیاست که بر اساس و ها يباکتر ییگام در شناسا نیگرم اول يزیآم رنگ

 ولهیو ستالیابتدا با کر ییایباکتر يها هیروش، جدا نیدر ا. شود یها انجام م آن یسلول
)Crystal Violet (دیسپس محلول . شوند یم يزیآم رنگ )Iodine (که با  شود یاضافه م

در مرحله بعد، . کند یم جادیرا در داخل سلول ا یو کمپلکس ادهواکنش د ولهیو ستالیکر

                                                
1 Gram Staining 
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گرم مثبت  يها يمرحله، باکتر نیدر ا شوند؛ یاستون شسته م ایبا الکل  ها يباکتر
)Gram-positive (ها مانع از  آن میضخ یسلول وارهید رایز کنند، یرنگ بنفش خود را حفظ م

) Gram-negative( یگرم منف يها يباکتراما . شود یم دی- ولهیو ستالیخروج کمپلکس کر
قرمز  نیفوش ای) Safranin( نیبا سافران يزیآم با استفاده از رنگ تیو در نها داده ازدسترنگ را 

)Fuchsin (را درباره ساختار  يا هیاطلاعات اول ندیفرا نیا. ندیآ یقرمز در م ای یبه رنگ صورت
  .)1973براون و هاپس، ( دهد یدست م بهها  آن يبند و طبقه ها يباکتر یسلول وارهید

  
  ییایمیوشیب يها تست  4-8-2

 ییشناسا ییایمیوشیب يها تست لهیوس به ییایباکتر يها هیگرم، جدا يزیآم از رنگ پس
و بر اساس  کنند یم فایا ها يباکتر ییدر شناسا ینقش مهم ییایمیوشیب يها تست. شوند یم
 يها ییتوانا یها به بررس تست نیا. اند شده یطراح ها يباکتر یمیو آنز یکیمتابول يها یژگیو

 طیمح يها یژگیو رییتغ ای ژه،یو باتیترک دیمواد خاص، تول هیدر تجز ها يمختلف باکتر
 دیکاتالاز تول میکه آنز ییها يباکتر ییشناسا يمثال، تست کاتالاز برا يبرا. پردازند یکشت م

تست . شود یاستفاده م کنند، یم هیتجز ژنیرا به آب و اکس دیپراکس دروژنیو ه کنند یم
رنگ  دیرا دارند که به تول دازیاکس توکرومیس میآنز ها يباکتر ایکه آ کند یم یبررس دازیاکس

 هیاست که قادر به تجز ییها يباکتر ییشناسا يآز برا تست اوره. شود یبنفش منجر م ای یآب
 ریتست تخم. دهد یرا نشان م یبه صورت طیرنگ مح رییهستند و تغ اكیاوره به آمون

به زرد  طیرنگ مح رییرا با تغ دیاس دیقندها و تول ریدر تخم ها يباکتر ییتوانا ها دراتیکربوه
و  یکیمتابول يها یژگیدر مورد و قیاطلاعات دق کردن فراهمها با  تست نیا. کند یمشخص م

برنر و ( کنند یکمک م ها يانواع باکتر قیدق يبند و طبقه ییبه شناسا ها، يباکتر یمیآنز
  .)2005همکاران، 

  
  یمولکول ییشناسا   4-8-3

 تیبا استفاده از ک ییایباکتر يها هیاز جدا یژنوم DNA ،یمولکول ییشناسا ندیفرادر 
ي ها خاص، مانند ژن یکیژنت يسپس مارکرها. شود یاستخراج م يتجار DNA تخراجاس

16S rRNAمرازیپل يا رهیواکنش زنج قیاز طر تیتقو ي، برا )PCR (شوند یم يگذار هدف. 
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 يها یتوال نییتع يبرا 1سانگر یسنج یتوال يحاصل از آن تحت فناور PCRمحصولات 

DNA رندیگ یقرار م یکیوانفورماتیب يها لیآمده تحت تحل دست به يها یتوال. رندیگ یقرار م 
 يها گونه قیدق ییداده، شناسا يها گاهیبا پا سهیو مقا یتخصص يو با استفاده از ابزارها

 ،یکروبیکشت م يها کیتکن ادغام .)2006جیانگ و همکاران، ( شود یانجام م ییایباکتر
 يها هیجدا اعتماد قابلو  قیدق فیو توص ییشناسا کرد،یرو نیدر ا ییایمیوشیو ب یمولکول
  .کند یم نیرا تضم ها آمده از نمونه دست به ییایباکتر
  

  فسفات کننده حلهاي  تعاریف مربوط به باکتري 4-9
  )PSB2( فسفات کننده حل هاي باکتري 4-9-1

شود که  فسفات نامحلول گفته می کننده حلهاي  از میکروارگانیسمبه گروهی غالب 
، 3کتوگلوکونیک- 2مانند ( آلی معدنی و با دو مکانیسم عمده ترشح اسیدهايقادرند 

ترکیبات  و انحلال و تولید آنزیم فسفاتاز )اسید 7و سوکسینیک 6، مالیک5، آزلایک4سیتریک
فسفري  مقداري از نیاز ، یا افزایش حلالیت این ترکیبات،مختلف معدنی و آلی فسفاته

  .مین کنندأگیاهان را ت
 

 8کشت اسپربر طیمح 4-9-2

  . فسفات است کننده حلهاي  محیط کشت اختصاصی براي میکروارگانیسم
  

 9تیشاخص حلال  4-9-3

 زمان مدتنسبت قطر هاله به قطر کلنی در محیط کشت جامد اسپربر است که بعد از 
  . است مشاهده قابلمشخصی 

                                                
1 Sanger sequencing technology 
2 Phosphate solubilizing bacteria 
3 2- ketogluconic acid  
4 Citric acid  
5 Azelaic acid 
6 Malic acid  
7 Succinic acid  
8 Sperber culture medium 
9 Solubility index 



  23            تکننده فسفا هاي حل باکتريیی و شناسا یابیارز ،يساز خالص ،يجداساز دستورالعمل 
  

 
 

 1هاله 4-9-4

   .شود باکتري که در اثر انحلال فسفات نامحلول ایجاد میناحیه شفاف شده اطراف کلنی 
 

  2نیسیاسترپتوما 4-9-5
. رود ها در محیط کشت بکار می باکتري بردن نیازبکشی است که براي  ماده باکتري

هاي  شود تا قارچ اضافه می 4به محیط کشت اسپربر 3استرپتومایسین همراه با رزبنگال
  .گردند شمارش قابلفسفات  کننده حل

  

 رزبنگال 6- 9- 4

اضافه  5ها به محیط کشت اسپربر باکتري بردن نیازب منظور بهکشی است که  ماده باکتري
  .گردند شمارش قابلفسفات  کننده حلهاي  شود، تا قارچ می

  

 6دیمایکلوهگزیس 4-9-7

شود تا  ها به محیط کشت اضافه می قارچ بردن نیازبکشی است که براي  ماده قارچ
  . گردند شمارش قابلفسفات  کننده حلهاي  باکتري
  

 7کننده فسفات مایه تلقیح حل 4-9-8

به (کننده و اکسیدکننده  هاي آزادکننده، حل مایه تلقیح میکروبی حاوي میکروارگانیسم
) هاي نامحلول و گوگرد عنصري اضافه شده به خاك ترتیب از اشکال تثبیت شده و فرم

قرار  مورداستفادهبه این عناصر تأمین بخشی از نیازهاي گیاه  منظور بهعناصر غذایی است که 
  .گیرد می

                                                
1 Halo zone 
2 Streptomycin 
3 Rose Bengal  
4 Sperber culture medium   
5 Sperber  
6 Cycloheximide 
7 Phosphate solubilizing inoculant 
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 1کود میکروبی فسفاته  4-9-9

کننده فسفات  هاي حل کود بیولوژیک جامد و به شکل گرانوله، حاوي میکروارگانیسم
   .شود گیاهان استفاده می ازیموردنتأمین فسفر  منظور بهاست که 

  

 2خاك فسفات 4-9-10

تولید کودهاي شیمیایی و در منبع اصلی فسفر ماده و   ،3آپاتیتیا  خاك فسفات
 از شود و سازي و فراوري سنگ معدن حاصل می این خاك، از غنی. بیولوژیک فسفاته است

  .زیادي داردنظر ارزش اقتصادي اهمیت 
  

 4فسفاتاز 4-9-11

شود که باعث هیدرولیز فسفر آلی به معدنی  ها گفته می گروه وسیعی از آنزیم به
این . گردند فسفر می يآزادسازته و باعث را شکس C-O-Pشوند، یعنی پیوند استري  می

  . شوند ها به دو گروه فسفاتاز اسیدي و قلیایی تقسیم می آنزیم
  

 پیوست  4-10

 )دهنده آگاهی(

  فسفات کننده حلهاي  باکتري  4-10-1
فسفات  کننده حلهاي  هایی از باکتري این فهرست جامع نبوده و شامل مثال - یادآوري

  .باشد که صرفاً براي کسب اطلاع ارائه شده است می
Alcaligenes sp.,  
Aerobactor aerogenes,  
Achromobacter sp.,  
Actinomadura oligospora,  
Agrobacterium sp.,  

                                                
1 Microbial phosphatic biofertilizer 
2 Rock phosphate 
3 Apatite  
4 Phosphatase 
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Azospirillum brasilense,  
Bacillus sp.,  
Bacillus circulans,  
B.cereus,  
B.fusiformis,  
B. pumils,  
B. megaterium,  
B. mycoides,  
B. polymyxa,  
B. coagulans  
B,.chitinolyticus,  
B. subtilis,  
Bradyrhizobium sp.,  
Brevibacterium sp.,  
Citrobacter sp.,  
Pseudomonas sp.,  
P putida,  
P. striata,  
P. fluorescens,  
P. calcis,  
Flavobacterium sp.,  
Nitrosomonas sp.,  
Erwinia sp.,  
Micrococcus sp.,  
Escherichia intermedia,  
Enterobacter asburiae,  
Serratia phosphoticum,  
Nitrobacter sp.,  
Thiobacillus ferroxidans,  
T. thioxidans,  
Rhizobium meliloti,  
Xanthomonas sp.  
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  منابع 5

کننده فسفات مقاوم به  حل هاي يباکتر ییو شناسا يجداساز. 1397. ساریخانی م رو  .خوشرو ب
  .155 - 167، 1، شماره 32جلد . مجله آب و خاك. فسفاته یکروبیاستفاده در کود م يدما برا
و  ییانحلال فسفات، تحمل دما یبررس. 1396. اصغرزاد ن یعل و .، ساریخانی م ر.خوشرو ب

  .دانش آب و خاك. فسفاته یکروبیکننده فسفات در کود م حل هاي يباکتر یمان زنده
هاي مهم افزایندگی  ارزیابی ویژگی. 1394. زارع پ و .اصغرزاد ن یعل، .، ساریخانی م ر.خوشرو ب

، بیوسوپرفسفات، سوپرنیتروپلاس و 2هاي جدا شده از کودهاي زیستی بارور رشد گیاه در باکتري
  .39- 52، 1، شماره3جلد. كتحقیقات کاربردي خا. نیتروکسین

هاي کننده فسفات در خاكهاي حلبررسی پراکنش میکروارگانیسم. 1382. ر. آباد، عفلاح نصرت
دانشگاه . نامه دکتريپایان. ها در عملکرد گندم و برنج استان گیلان و مقایسه اثربخشی آن

 .ایران. مدرس یتترب
کننده هاي حلمنابع گوناگون بر جمعیت میکروارگانیسماثر مواد آلی از . 1398. ر .آباد، عفلاح نصرت
مؤسسه تحقیقات خاك و آب، . 51633نشریه شماره . گزارش نهایی پروژه تحقیقاتی. فسفات

  .ایران. کرج
 کننده حل میکروارگانیسمهاي و فسفات سنگ از استفاده ضرورت. 1399. ر .آباد، عفلاح نصرت
  ایران. گرگان. 52- 62صفحه. 2شماره . 2جلد ، روغنیدانه هاي  نشریه. کلزا درکشت فسفات
کننده فسفات در مدیریت فسفر در نقش ریزجانداران حل. 1385. م، آرمنده، .ر .آباد، عفلاح نصرت

 ).ص 401. (ایران. کرج. موسسه تحقیقات خاك و آبانتشارات . )تالیف(کشاورزي، 

فسفات،  سنگتأثیر کاربرد . 1386. و شهبازي، ك .ف، پور ی، نور قل.، بشارتی، ح.ر .آباد، عفلاح نصرت
. کننده فسفات بر عملکرد کمی و کیفی ذرتهاي حلهاي تیوباسیلوس و میکروارگانیسمباکتري

 .ایران. 36- 25): 3(17مجله دانش کشاورزي، 
 تفسفا کنندهحل هايحاوي باکتري هايتلقیح مایه- بیولوژیک کودهاي. 1396. ر.آباد، عفلاح نصرت

نشریه شماره . گزارش نهایی پروژه تحقیقاتی). استانداردها(آزمون  هايروش و هاویژگی–
  .ایران. مؤسسه تحقیقات خاك و آب، کرج. 22301

 ،.ف یرجال ،.ه ی،هادي اسدي رحمان ،.م .م ی،طهران ،.م ،رتیبص ،.ش ی،قیصفرپورحق ،.ف ،ريیمش
برآورد کود مورد نیاز محصولات زراعی و باغی  گزارش فنی .1402،  .بازرگان ك و .ر. م یبلال

  .، انتشارات موسسه تحقیقات خاك و آب کشور، کرج ایران1402 -  1399 زراعی هاي براي سال
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