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مقدمه
روش متـداول در  ). ۸(فسفر يکي از عناصر پرمصرف گياه است 

کشور براي تأمين نياز فسفري گياهان زراعي مصـرف کودهـاي   
مصرف کودهـاي شـيميايي از يـک    ). ۲(شيميايي فسفري است 

ــه  ــايي از جمل ــو داراي ايراده ــيميايي،  م: س ــاي ش ــب کوده عاي
مسموميت فسفري ناشي از جذب بـيش از حـد فسـفر معـدني،     

هـاي  کـاهش برخـي کـاتيون   ،خوردن تعادل عناصر غذاييهمبه
خاک، ازدياد بار منفي خـاک، کـاهش عملکـرد و تنـزل کيفيـت      

هاي بالاي توليد آن و صدمات زيسـت محيطـي   هزينه،محصول
د خاکزي به عنوان كودهـاي  كارگيري جانداران مفيبه). ۵(است 

ترين راه حل براي زنـده و فعـال   عنوان مطلوبزيستي امروزه به
نگه داشتن سيستم حياتي خـاك در اراضـي كشـاورزي، مطـرح     

ريزجانـداران ازآمـده دسـت زيسـتي بـه  کودهـاي ). ۲۷(اسـت  
از کودهـاي بخشيجايگزينمحصولافزايشمنظوربهتواندمي

بسـيار وبـوده تـر ارزانهزينـه نظـر ازکودهااين. شودشيميايي
در ريزجانداران حل کنندة فسفات ).۴(باشد ميمحيطباسازگار

هـاي  ولـي تعـداد آنهـا در خـاک    يافت شده استهابيشتر خاک
اقليم و تاريخچه ،مختلف با هم متفاوت بوده و بستگي به خاک

ــت دارد ــدارانير). ۱۹. (کش ــولدرزجان ــازيمحل ــفرس ازفس
يکـوچک بخـش تنهاودارندنقشميکلسفسفاتهايکسکمپل

 ـنيآلومفسـفات وآهـن فسـفات باتيترکازرافسفراز آزادومي
هـاي خـاك درمؤثرترينقشزجاندارانيررونيااز. سازنديم

فسـفات يفراوانريمقادحاويهاخاكگونهنياکهدارنديآهک
دة فسـفات بـا   بيشتر ريزجانداران حل کنن ـ). ۳(باشنديمميکلس

انـد، درحـالي کـه    استفاده از شرايط غير بافري جداسـازي شـده  
هاي قليايي غني از ترکيبات فسفات کلسيم توانـايي بـالاي   خاک

هاي تواند انحلال فسفاتها ميتوانايي بافري خاک. بافري دارند
نامحلول توسط ريزجانداران حل کنندة فسفات را محدود کنـد،  

ها ممکن اسـت  ريزجانداران از اين خاکبنابراين جداسازي اين
هـاي حـل   قارچ). ۳۱(به انتخاب ريزجانداران مؤثرتر منجر شود 

شکل قابـل  قابل دسترس بهبر تبديل فسفر غيرکنندة فسفر علاوه
دسترس، سبب توليد مواد محرک رشد و اثر حفاظـت کننـده در   

درهـا گـام اولينازيكي). ۱۳(زاهاي خاک هستند برابر بيماري
وآنهـا وجـود پتانسيلبررسيزيستيكودهاياستفاده ازوتهيه

جداسـازي ريزجاندارانزيرااستناحيههمانآنها درازاستفاده
وبـوده سـازگارتر خـود محيطـي شـرايط يك ناحيه بـه ازشده

ازگـرفتن بهـره در گام مهم ديگـر . خواهند داشتبهتريكارايي
کنندگيحلتوانبايک ريزجاندارهبرسيدنخاكزيستيتوان

اسـتان  ). ۱۵(اسـت ميکروبيزادمايهتهيهادامهدروبالافسفات
. هـاي بلـوط مسـن اسـت    کهگيلويه و بويراحمـد داراي جنگـل  

محـيط ريشـه   هاي درختان با آزاد کردن ترکيبات آلـي بـه  ريشه
. شوندگياه، سبب رشد و افزايش جامعه ميکروبي خاک شده مي

ــد     در نتي ــراي رش ــب ب ــرايط مناس ــفري ش ــة ريزوس ــه منطق ج
ويژه در مناطق مجاور معـادن  ريزجانداران خاکي را داراست و به

هـاي  سنگ فسفات استان، مناسـب بررسـي و جداسـازي گونـه    
هـاي  با توجه به اهميـت قـارچ  . قارچي حل کنندة فسفات است

ــن     ــازي اي ــزارش جداس ــدم وجــود گ ــدة فســفر و ع حــل کنن
ــداران از ا ــراي جداســازي  ريزجان ــژوهش ب ــن پ يــن منطقــه، اي

هاي جنگلـي اطـراف   هاي حل کنندة خاک فسفات از خاکقارچ
معدن خاک فسفات کوه سپيدلار و ارزيابي توانايي انحلال آنهـا  

هـاي برتـر بـا    و مايع و شناسـايي جدايـه  PVKدر محيط کشت 
.انجام شدPCRاستفاده از 

هامواد و روش
هاي خاکنمونه

هاي جنگلي اطراف معدن خاک فسفات خاک از خاکپنج نمونه 
برداري کوه سپيدلار کهگيلويه و بويراحمد از عمق سطحي نمونه

مقداري از نمونه جهت جداسازي قارچ و مخمر در يخچال . شد
متري عبور داده ميلي۲نگهداري گرديد و باقيماندة خاک از الک 

وصيات خص. شد و براي تعيين خصوصيات خاک استفاده گرديد
روش هيـدرومتر، درصـد مـادة آلـي     خاک شامل بافت خاک بـه 

(OM)روش اکسيداسيون بـا اسـيد کروميـک و سـپس تيتـره      به
کردن با فروس آمونيوم سولفات، درصد کربنات کلسـيم معـادل   

)CCE (روش خنثي سازي با اسيد کلريـدريک،  بهpH  در خميـر
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مورد مطالعههاي برخي خصوصيات فيزيکي و شيميايي خاک. ۱جدول

کربنات کلسيم %شن% سيلت% رس% نمونه
مادة آلي% معادل

فسفر 
اولسن 

)mg/kg(

فسفر آلي 
بيکربنات 

)mg/kg(
pH

۱۰/۳۹۲/۳۵۸/۲۵۲/۳۶۷۹/۵۶/۱۴۲۷/۹۶۰/۷
۲۵/۳۳۲/۵۹۳۰/۷۲/۴۶۹۸/۹۹/۱۷۵۶/۱۳۵۹/۷
۳۵/۵۵۷/۳۸۸۰/۵۴/۶۴۳۴/۰۷۵/۶۸۰/۷۷۱/۷
۴۴/۴۳۲/۲۹۴/۲۷۶/۵۵۷۲/۲۷/۱۰۳/۲۱۶۷/۷
۵۵/۴۳۲/۳۱۳/۲۵۴/۱۴۳۶/۱۳۰/۷۴۰/۸۴۶/۷

ها روش جانشيني کاتيونبه(CEC)اشباع، ظرفيت تبادل کاتيوني 
روش اولسـن و فسـفر آلـي    با استات سديم و مقادير فسـفر بـه  

انجام شد۵/۸برابر pHمولار با ۵/۰محلول در بيکربنات سديم 
هاي مـورد مطالعـه   يات فيزيکي و شيميايي خاکخصوص) . ۲۲(

.آمده است۱در جدول 

ها و بررسـي حـل فسـفر در محـيط کشـت      جداسازي قارچ
پيکوواسکاي

۲۵۰براي جداسازي ريزجانداران حل کنندة فسفر در پنج ارلـن  
ليتر سرم فيزيولوژي ريختـه شـده و پـس از    ميلي۹۰ليتري ميلي

دمـاي  ) ( رايپـا، اسـپانيا  (لاو سترون نمودن توسط دسـتگاه اتـوک  
متـر مربـع،   کيلوگرم بر سانتي۵/۱گراد و فشار درجه سانتي۱۲۱

. گـرم خـاک در هـر ارلـن اضـافه گرديـد      ۱۰) دقيقـه ۲۰مدت 
۲۰مـدت  هـا بـه  منظور تهية يک سوسپانسيون يکنواخت ارلنبه

هاي سـريالي از  دور در دقيقه تکان داده شد رقت۲۰۰دقيقه در 
ليتر تهيه گرديد و در سه تکـرار  ميلي۱ر حجم نهايي هر نمونه د

ميکروليتر برداشـت شـده و بـه محـيط     ۱۰۰از هر لولة آزمايش 
اي داده انتقال و کشـت سـفره  ) PVK) (۲۳(کشت پيکوواسکاي 

ترکيبات محيط کشت پيکواسکاي در يـک ليتـر آب مقطـر    . شد
گرم ۲/۰گرم  کلريد پتاسيم، ۲/۰گرم دکستروز آگار، ۱۰شامل 

گـرم  سـولفات   ۵/۰گرم تري کلسيم فسـفات،  ۵کلريد سديم، 
گـرم  ۰۰۰۱/۰هفـت آب،  . گرم سـولفات منيـزيم  ۱/۰آمونيوم، 

گرم آگـار در  ۱۸گرم عصاره مخمر و ۵/۰آب، . سولفات منگنز

گـراد  درجه سـانتي ۲۵ها در دماي نمونه. يک ليتر آب مقطر بود
) ور بينـدر، آلمـان  انکوبـات (گـذاري  مدت يک هفته گرم خانـه به

هايي که اطراف خود تشکيل هاله روشن دادند انتخاب قارچ.شد
سـازي و اطمينـان از توانـايي در توليـد     منظور خالصشدند و به

.هاله کشت متوالي بر روي محيط کشت پيکوواسکاي انجام شد
يافته روي محيط کشت پيکواسکاي از نظر توليد هاي رشدپرگنه

 ـ  بـراي  . صـورت کيفـي بررسـي شـدند    ههاله در اطراف خـود ب
+ ۱براي حالتي كه قطر هاله بزرگ بـود و و  + ۳يا + ۲منظور اين

. تـر در نظـر گرفتـه شـد    هاي بـا قطـر هالـه كوچـك    براي قارچ
تـر در ارزيـابي مرحلـه بعـد محـيط      هاي داراي هاله بزرگقارچ

ارزيابي انحلال فسفر در محيط کشت . کشت مايع انتخاب شدند
رت طرح پايه کاملاً تصـادفي بـا شـش سـطح قـارچ      صومايع به

شاهد، چهار قارچ انتخاب شده براساس قطر هالة روي محـيط  (
. در سه تکرار انجام شد) آسپرژيلوس نيجرکشت پيکواسکاي و

در يـک  Basal medium (BM(ترکيبات محيط کشت مايع پايه 
گـرم ۷۸/۰، ومي ـد آموني ـکلرگـرم ۴/۰: ليتر آب مقطر عبارت از

م دو يد کلس ـيکلرمگر۱/۰، ميد سديکلرگرم۱/۰، ميترات پتاسين
سـولفات  گـرم يليم۵/۰، م هفت آبهيزيسولفات منگرم۵/۰، آبه

۴/۱،ک آبـه يسولفات منگنز گرميليم۵۶/۱، هفت آبه) II(آهن 
منبع ). ۲۵(گلوکز بود گرم۳۰،هفت آبهيسولفات روگرميليم

به عنـوان  )Ca(PO)(تفسفاميکلسيترفسفر در اين محيط 
يک محيط کشت .بودتريلدرگرم۴زانيمبهمنبع نامحلول فسفر

تمـامي  . عنوان شاهد در نظر گرفته شدنيز بدون افزودن فسفر به
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۱۰۰۰هـاي  ، وزن شدند و در ارلـن ۱۲Bويتامينمواد به استثناء 
داخـل  هـا بـه  ارلـن . ريختـه شـدند  همراه آب مقطر ليتري بهميلي
گـراد و فشـار   درجه سانتي۱۲۱لاو انتقال يافتند و در دماي اتوک

. دقيقه سترون شـدند ۲۰مدت متر مربع بهکيلوگرم بر سانتي۵/۱
به محـيط کشـت   ۱۲Bويتامينها، پس از پايين آمدن دماي ارلن

ليتـر از محـيط كشـت سـاخته شـده در      صد ميلي. اضافه گرديد
سـاس پـژوهش ريـس و    بر ا. ريخته شدليترميلي۲۵۰ي هاارلن

ــاران  ــاوي   )۲۵(همک ــه ح ــه ک ــر گون ــان از ه ــت يکس ، جمعي
محـيط  به بايست ليتر کنيدي قارچ باشد، ميدر ميلي۵-۱×۱۰۷

متـر  ميلي۶هايي با قطر همين منظور، ديسکبه. انتقال يابدکشت 
۱۰۷حـاوي  از محيط کشت آگار دکستروز سيب زميني) عدد۵(

مايع پايـه در ظـروف ارلـن مـاير     محيط کشتکنيدي به ۵-۱×
دور در دقيقـه  ۱۵۰گـراد و  درجه سانتي۲۸زني و در دماي مايه

تـا در  ) (بينـدر، آلمـان  (روز در انکوباتور شـيکردار  ۲۰مدت به
) دهي کافي براي فعاليت قـارچ تـأمين شـود   طول اين مدت هوا

روز، ۲۰و ۵،۱۰،۱۵در فواصل زمـاني  . گذاري گرديدگرم خانه
ليتر از محتويات هر ارلن در زير هود و در کنـار شـعله   يليم۱۰

۱۰مـدت  بهg۵۰۰۰برداشته شد و در لولة آزمايش ريخته و در 
گشت و با کاغذ صـافي واتمـن   ) سيگما، ژاپن(دقيقه سانتريفيوژ 

موليبـدات  روش وانـادو مقدار فسـفر محلـول بـه   . صاف شد۴۲
. رديدگيري گمتر اندازهpHبا pHو ) روش آبي(

قارچشناسايي
هاي جداسازي شده از محيط اوليه دو قارچ که بيشترين از قارچ

نشـان داد بـراي   آسـپرژيلوس نيجـر   توانايي را در  مقايسـه بـا    
ــت  ــده گش ــايي برگزي ــه  . شناس ــامل جداي ــه ش ــن دو جداي ۱اي

جداسـازي شـده   (۲و جدايه) ۱جداسازي شده از خاک شماره (
.بودند) ۴از خاک شماره 

هاقارچميکروسکوپيناساييش
اوليـه تشـخيص بـراي : هـا و رنـگ آميـزي آن   شناسـايي قـارچ  

در.شـد اسـتفاده هـا مستقيم نمونهمشاهدهازقارچي،هاينمونه

ــايش ــر   آزم ــلايدها در زي ــاهده اس ــراي مش ــکوپي، ب ميکروس
آميزي با رنگ لاکتو فنل کـاتن بلـو   ميکروسکوپ از روش رنگ

.استفاده شد

ITS-PCRروشارچ بهشناسايي ق

قطعـاتي بـه قطـر    : DNAآماده سازي قارچ بـراي اسـتخراج   
هـا را هـاي جدايـه  متر از حاشـية جـوان پرگنـه   تقريبي پنج ميلي

ليتـر  ميلـي ۵۰ليتـري شـامل   ميلي۲۵۰هاي انتخاب و به فلاسك
مدت ده ها بهفلاسك. زميني منتقل شدسترون شدة سيبعصارة

پـس از ده روز  . گـراد نگهـداري شـدند   سانتيدرجة ۲۵روز در 
هـاي پتـري سـترون خـالي و     محتويات هر فلاسـك در تشـتك  

هـا  ميسـليوم . ها با استفاده از آب مقطر سترون شسته شدندپرگنه
هاي سترون از قطعات محيط كشت آگـاردار  با استفاده از سوزن

ليتري قرار گرفته و ميلي۵/۱هاي اپندورف جدا شده، داخل لوله
مـدت  هاي اپنـدورف بـه  كمك ازت مايع، لولهاز يخ زدن بهپس 

.ساعت سرما خشك شدند۲۴
سـرما خشـك   (گـرم از ميسـليوم   به پنج ميلـي :تهية عصاره ياخته

۵۰۰ميکروليتــر از بـافر اسـتخراج شــامل   ۱۸۰هـر جدايـه،   ) شـده 
گـرم  ۰۷۴/۰گرم تريس، CTAB) (۱۲۱/۰(تب ميکروليتر بافر سي

تـب، آب گـرم سـي  ۲/۰طعام، گرم نمک۸۱۸/۰آ، -تي-دي-اي
مرکاپتواتـانول و  -۲درصـد  ۲/۰شامل )ليترميلي۱۰مقطر تا حجم 

هـا  افزوده شده، ميسـليوم ) فرمنتاز، بريتانيا(درصد پروتئينازِكي ۲/۰
خـوبي سـاييده   با استفاده از هموژنايزر و چند دانه ماسة سترون بـه 

درجـة  ۶۵سـاعت در  مـدت يـك  دست آمـده بـه  عصاره به. شدند
دور ۱۳۰۰۰مـدت ده دقيقـه در   سپس بـه . گراد قرار داده شدسانتي

).۲۰(سانترفيوژ گرديد و مايع رويي برداشته شد 

قارچيDNAاستخراج
دست آمده، با ميكروليتر عصارة ياخته به۱۰۰از DNAاستخراج

. انجـام گرفـت  ) ايرانسيناژن،(DNA™-PLUSاستفاده از كيت 
درجه ۳۷دقيقه در انکوباتور ۳۰مدت استفاده، کيت را بهقبل از
ميکروليتر از آن را به عصـارة  ۴۰۰گراد قرار داده و سپس سانتي
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)۳۰؛ ۱۰(ي عمومآغازگرهايباشدهسازيبهينهپليمرازايزنجيرهواكنششرايط. ۲جدول 

طول قطعه تركيب آغازگرها
تكثيري

واسرشتگي 
)ثانيه(ابتدايي 

د تعدا
گسترش نهاييگسترشجوشيهمواسرشتگيچرخه

ITS4,1
۷۲) ۶۰۰(۷۲) ۶۰(۵۰) ۳۰(۹۵) ۳۰(۹۴۳۳۰) ۴۱۸۰(۴۲۰و ۱۷۵۰۲

)ثانيه(زمان -۴و)گراددرجه سانتي(دما -۳، بازجفت-ITS4,1، .۲ترکيب - ۱

۳۰۰ثانيه ورتکس کرده و سـپس  ۲۰تا ۱۵ياخته اضافه کرده و 
مـدت  مجدداً محلول به. وپروپانول الکل اضافه شدميكروليتر ايز

خـوبي مخلـوط   ثانيه ورتکس شد تا کيت با ايزوپروپـانول بـه  ۵
درجـه  -۲۰هاي اپندورف را در دمـاي  در اين مرحله لوله. شود

هـا  در مرحله بعـد محتويـات ريزلولـه   . گراد قرار داده شدسانتي
و مايع رويـي  دور سانترفيوژ گرديد ۱۲۰۰۰مدت ده دقيقه در به

هـا  هـاي اپنـدورف خشـک گرديـد و ريزلولـه     خالي و سر لولـه 
. ثانيه با درب باز روي دستمال کاغذي قرار داده شد۱۰مدت به

درصـد اضـافه   ۷۵ميکروليتـر اتـانول   ۱۰۰۰سپس به هر نمونـه  
در مرحلـه بعـد محتويـات    . ثانيه تکـان داده شـد  ۳-۲گرديد و 

دور سـانترفيوژ  ۱۲۰۰۰قه در مدت پنج دقيهاي اپندورف بهلوله
هـاي اپنـدورف خشـک    گرديد و مايع رويي خـالي و سـر لولـه   

دقيقه بـا درب بـاز روي   ۲۰مدت هاي اپندورف بهگرديد و لوله
. گراد قرار داده شددرجة سانتي۳۷دستمال کاغذي در انکوباتور 

ــر آب مقطــر ســترون حــل و  ۵۰در DNAرســوب  ميكروليت
اي -ان-دي. قــرار داده شــدC۳۷°مــدت يــك ســاعت در بــه

.گراد نگهداري گرديدي سانتيدرجه-۲۰حاصل در 
پــس از : اســتخراج شــدهDNAتعيــين كيفيــت و كميــت 

اسـتخراج  DNAها، كيفيت و كميـت  از نمونهDNAاستخراج 
نـانودراپ تكنولـوژي،  (شـده بـا اسـتفاده از دسـتگاه نـانودراپ      

.ررسي گرديدنانومتر ب۲۶۰در طول موج ) آمريكا

)PCR(اي پليمراز واكنش زنجيره
ــرا ــارچييشناســايب ــه ق براســاسشــده يجداســازيهــاگون
مواد مـورد  ) ۳۰(دياستفاده گرد۲ي موجود در جدول مرهايپرا

قالــب، يــک DNAنــانوگرم از ۵۰حــاوييمخلــوطاســتفاده 

ــازگر،   ــر آغـ ــول از هـ ــول ۱۰۰ميکرومـ dNTPs ،۴/۰ميکرومـ
ــول  ــا(Taq DNA polymeraseميکروم ــاز، بريتاني ۵/۱، )فرمنت
اي پليمراز ميکروليتر بافر واکنش زنجيره۱MgC ،۵/۲ميکرومول 

و ) ۱KCمـول  ميلي۵۰۰و =۸pHبا ۱HC-Trisمول ميلي۲۰۰(
ــراي ) BSA)bovine serum albomineميکرومـــول ۱۰۰ بـ

در ايـن آزمـون بـراي    . ميکروليتـري تهيـه شـد   ۲۵هـاي  واکنش
هـا، در هـر دور   آلودگي مواد مصرفي و واکـنش اطمينان از عدم

واکـنش  . بـه کـار بـرده شـد    DNAآزمايش نمونة شـاهد فاقـد   
. اي پليمراز با استفاده از آغازگرهاي عمـومي انجـام شـد   زنجيره
هاي دمايي و ميزان دما طبق گزارش طراحان آغازگرهـاي  چرخه

). ۱۰،۳۰(تنظيم گرديد ) ۳و ۲جدول (عمومي 
ــور ــهژل الکتروف ــورت ز ب ــافر ۱ص ــد در ب TAE)۶۰درص

سپس . قرار داده شدTAEتهيه شده و در تانک حاوي) ليترميلي
هـاي بعـدي   و در چاهـک ) ۱۰۰bp(در اولين چاهک از مـارکر  

ــه شــد   ــه و کنتــرل منفــي و شــاهد ريخت ــر از ۹(نمون ميکروليت
مخلــوط Loading dyeميکروليتــر از ۲بــا PCRمحصــولات 

دقيقـه جهـت حرکـت    ۶۰مـدت  بـه ۸۰ژ سـپس ولتـا  ). شـد مي
و جداســازي آنهــا اعمــال و در دســتگاه DNAهــاي مولکــول

.ترانسلوميناتور مورد بررسي قرار گرفت

يژنيتواليبررس
bpتقريبـي  طـول بـه يري ـقطعه تکث۱گونه قارچييشناسايبرا

,Macrogen(يتـوال نيـي تعbp۴۲۰طول به۲و گونه قارچ۷۵۰

Korea(ازاسـتفاده دسـت آمـده بـا   بـه يلتـوا . شدندBLAST

)Basic Local Alignment Search Tool ( يهـا يتـوال ريبا سـا
ــ ــک ژنيژن ــود در بان NCBI)National Centre forموج
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Biotechnology Information ( يسـاز في ـو رديمـورد بررس ـ
ITS4و ITS1رديـف بازهـاي آلـي آغـازگر بـراي      . قرار گرفت

و TCCGTAGGTGAACCTGCGGترتيـــــــــب بـــــــــه
TCCTCCGCTTATTGATATGCبود.

نتايج وبحث
هـر پـنج   .نشان داده شده اسـت ۱ها در جدول خصوصيات خاک

نمونه خاک مورد مطالعه داراي بافت سنگين بودند و مقـدار رس  
درصـد رس،  ۳۹داراي ۱خاک . درصد متغير بود۵۵تا ۳۳آنها از 

ت لوم رسـي  درصد شن در کلاس باف۸/۲۵درصد سيلت و ۲/۳۵
درصـد سـيلت   ۳۲/۵۹درصد رس، ۴/۳۳با ۲قرار گرفت و خاک 

هـر سـه   . درصد شن در کلاس بافت لوم رسي سيلت بود۲۸/۷و 
، ۴/۵۵ترتيـب بـا درصـد رس    به۵و ۴، ۳هاي شماره نمونه خاک

و درصد شـن  ۳/۳۱و ۳/۲۹، ۷۶/۳۸، درصد سيلت ۴/۴۳و ۴/۴۳
مقـدار  . اي گرفتنـد در کلاس بافت رسي ج ـ۳/۲۵و ۳/۲۷، ۸۴/۵

تـا  ) ۳خاک شـماره  (۳۴/۰هاي مورد مطالعه از آلي در خاکمادة
) ۳۴/۰(۳ماده آلي خاک . درصد متغير بود) ۲خاک شماره (۹۸/۹
ــاک <  ــاک < ) ۳۶/۱(۵خ ــاک < ) ۷۲/۲(۴خ < ) ۷۹/۵(۱خ

خصوصـيات ازيكـي عنوانبهخاكآليماده. بود) ۹۸/۹(۲خاک 
خصوصياتگياهي،پوششجملهازوامليعتحت تأثيرخاكمهم

۲ازخـاك درآنميـزان كهصورتيدرومنطقه بودهاقليموخاك
رفتارتعييندرغالبعامليكعنوانبهتواندميباشدبيشتردرصد
درصـد  ۶۰مقـدار مـاده آلـي در بيشـتر از     . باشدمؤثرخاكطيفي
قابـل  هاي زير کشت ايران کمتر از يک درصـد و در بخـش   خاک

هـاي  بنـابراين خـاک  . درصـد اسـت  ۵/۰توجهي از آنها کمتـر از  
هاي غني از ماده آلي هستند زيـرا کـه   از جمله خاک۲و ۱شماره 

هـاي منـاطق خشـک و نيمـه     در مقايسه با ميزان ماده آلـي خـاک  
برابر و ۱۲تا ۵/۵طور تقريبي در حدود به۱خشک، خاک شماره 

آلـي  برابـر مـاده  ۲۰تـا  ۱۰قريباً نيز ت۲در مقايسه با خاک شماره 
هـاي  ميـزان کـم بـر ويژگـي    وجود ماده آلي حتي بـه . بيشتر است

مـاده آلـي،   . فيزيکي، شيميايي و بيولوژيک خاک تأثير زيادي دارد
کمتـرين ميـزان   . منبع غذا و انرژي براي ريزجانداران خاک اسـت 

۳ر خـاک شـماره   و بيشـترين د ۵کربنات کلسيم در خاک شماره 
). ۴۶/۷-۷۱/۷(خاک بسـيار کـم بـود    pHتغييرات . مشاهده شد

۳و ۵ترتيب مربـوط بـه خـاک شـماره     بهpHبيشترين و کمترين
۷/۶هاي مورد مطالعه از روش اولسن در خاکمقدار فسفر به. بود
گرم بر کيلوگرم خاک متغير بود و مقدار فسفر آلـي در  ميلي۱۸تا 

. گرم بر کيلوگرم خاک بـود ميلي۲۱تا ۸/۷يز از بيکربنات سديم ن
هاي مـورد مطالعـه داراي مقـدار    دهد که خاکاين نتيجه نشان مي

زيادي فسفر قابل جـذب گيـاه هسـتند و مجمـوع فسـفر آلـي و       
گـرم بـر   ميلـي ۳۰معدني محلول در بيکربنات سـديم تـا حـدود    

معمـولا مقـدار فســفر   . کيلـوگرم خـاک در برخـي از آنهــا رسـيد    
). ۱۶(باشد هاي کود نخورده بسيار کم ميروش اولسن در خاکبه

ــان   ــط خ ــه توس ــي ک ــاران  در پژوهش ــي و همک در ) ۱۶(ميرزاي
روش اولسـن  هاي گربايگان فسا انجام شده، مقدار فسفر بهجنگل

گـرم  ميلي۵گيري شده با بيكربنات را كمتر از و فسفر آلي عصاره
دست آمده در آزمـايش  ر بهمقادي. بر كيلوگرم خاك گزارش کردند

هاي مورد مطالعه از ترکيبات فسـفر  حاضر، بيانگر غني بودن خاک
.ها بودمحلول و فعال بودن سازوکارهاي حل فسفر در اين خاك

ها از خاکجداسازي قارچ
هاي مورد مطالعه در محـيط کشـت پيکوواسـکاي پـس از     قارچ

د کـه در  روز در اطراف خود تشکيل هاله روشن دادن۵گذشت 
هــا گيــري توانـايي قــارچ انـدازه . قابــل مشـاهده اســت ۱شـکل  

صــورت صــورت كيفــي و براســاس قطــر هالــه ايجــادي بــهبــه
۲+++جدايـه  =۱+++ها تعيين شد که جدايـه  اي بين قارچمقايسه

هـاي جداسـازي شـده در    قارچ. شد۳++جدايه = ۴++جدايه > 
.محيط کشت پيکوواسکاي در شکل زير قابل مشاهده است

روز هالـه  ۵هاي مورد استفاده در مطالعه حاضر پس از قارچ
دهـد  روشن را در اطراف خود نشان دادند که احتمالاً نشان مـي 

هاي جداسازي شده در مطالعه حاضر توانايي بالايي بـراي  قارچ
ايلمـر و شـينر نيـز در   . معـدني نـامحلول دارنـد   انحلال فسـفر  

پژوهشــي دو گونــه از ريزجانــداران حــل کننــده فســفات را از  
وسيليوم آرانتيگـوريزوم پنيهاي جنگلي جداسازي کردند خاک



...هاي جنگلياز خاکفسفرهاي قارچ حل کننده جداسازي و شناسايي گونه

۲۲۵

ها پس از پنج روزتشکيل هاله روشن در اطراف قارچ. ۱شکل 

گونـه در حـل  ۲هـاي بـالاي ايـن    داشتن توانـايي سودوموناس
فسفات معدني سبب گرديد که براي بررسي مکانيزم انحلال نيز 

).۱۴(مورد استفاده قرار گيرند 
۳۶در پژوهشي که توسط عمر انجـام گرديـد، در مجمـوع    

گونه قارچ از خاک جدا شد که براي توانايي حل خاک فسـفات  
(RP) بسـياري از ايـن   . در پليت آگار مورد بررسي قرار گرفـت
خـاک فسـفات نبودنـد، لـيکن دو نمونـه،      هـا حـل کننـده   قارچ

توانايي بالايي داشـتند  سيليوم سيترينيومپنيو آسپرژيلوس نيجر 
اين دو گونه قارچ در محـيط کشـت پيکواسـکاي بعـد از     ). ۲۱(

روز در اطــراف خــود هالــه توليــد کردنــد ردي و  ۱۰گذشــت 
هاي جداسازي شـده را بـراي بررسـي    ، نيز قارچ)۲۴(همکاران 

سيم فسـفات در محـيط کشـت پيکواسـکاي مـورد      حل تري کل
۵آزمايش قرار دادند که از اين ميان بيشـترين حـل مربـوط بـه     

.بودآسپرژيلوسجدايه قارچ 

ارزيابي حل فسفر در محيط کشت مايع
در پژوهش حاضر در محيط کشت مايع از تري کلسيم فسـفات  

اصل از نتايج ح. عنوان منبع فسفر استفاده شدبه) تريلدرگرم۴(
هاي حل کننده فسفر نشان داد کـه دو نمونـه از   جداسازي قارچ

هاي حل کننده فسـفر بـا قـدرت حـل زيـاد      ها داراي قارچخاک
اي بـا  قـارچ ريسـه  ۲هر کـدام  ۴و ۱هاي از نمونه خاك. بودند

بسياري از مطالعات در مـورد  . هاله روشن بزرگ جداسازي شد
، فلوئور آپاتيت )۲۴(فات هاي فسفر از تري کلسيم فسحل کننده

ــت   ــي آپاتي ــفات و   )۲۵(و هيدروکس ــدروژن فس ــيم هي ، کلس
هيدروکسي آپاتيت تـازه رسـوب کـرده بـراي بررسـي توانـايي       

). ۶(ريزجانداران براي حل نمـودن فسـفر اسـتفاده شـده اسـت     
مقادير حاصل از بررسي کمي حل شدن تري کلسيم فسـفات در  

نـوع قـارچ   ۵ه بـراي  گيـري شـد  اندازهpHمحيط کشت مايع و 
. آمده است۳تلقيح شده و نمونه شاهد، در جدول
ترتيب شامل تيمار جدايه به۵بيشترين انحلال فسفر در روز 

> ۳جدايـه  > ۴جدايه > ۲جدايه > آسپرژيلوس نيجر > ۱
، جدايـه  ۱۰اين ترتيب انحلال مقادير فسـفر، در روز  . شاهد بود

جدايه > ۴جدايه > ) ۳۵۶(۲جدايه > آسپرژيلوس نيجر > ۱
آسپرژيلوس نيجـر  > ۱، جدايه ۱۵، در روز )۳/۱۵(شاهد > ۳

، ۲۰شــاهد و در روز > ۴جدايــه > ۳جدايــه > ۲جدايــه > 
جدايه > ۳جدايه > ۲جدايه > ۱جدايه > آسپرژيلوس نيجر 

ميـزان حـل شـدن فسـفر توسـط      ). ۳جـدول (شاهد  بـود  > ۴
افــزايش قابــل ،دهــاي جداســازي شــده نســبت بــه شــاهقــارچ

،روز۲۰روز بـه  ۵اي را نشان داد و با افزايش زمـان از  ملاحظه
طـوري کـه ميـانگين    ، بـه )۳جـدول (انحلال فسفر افزايش يافت 

، ۵در روزهـاي  ) بدون قارچ(فسفر انحلال يافته در تيمار شاهد 
بــود لــيکن ۹/۲۸و ۱/۱۷، ۳/۱۵، ۵۹/۸ترتيــب بــه۲۰و ۱۵، ۱۰

، ۴۸۲، ۲۵۹ترين انحـلال فسـفر را داشـت    که بيش۱براي جدايه 
محدوده انحلال فسفر در تيمـار فاقـد   . دست آمدبه۵۷۶و ۸۹۲

آسـپرژيلوس  در قـارچ  ،۹/۲۸تا ۵۹/۸در محدوده ) شاهد(قارچ 
از ۲در جدايـه  ،۸۹۲تا ۲۵۹از ۱در قارچ ،۷۲۲تا ۲۲۲از نيجر 
ــا ۱۱۶ ــه ،۴۸۳ت ــا ۸/۱۴از ۳در جداي ــه ۱۶۶ت از۴و در جداي

بيشترين مقدار انحلال فسفر . گرم بر ليتر بودميلي۹/۵۹تا ۹/۲۶
ايـن قـارچ   . گرم بر ليتر بـود ميلي۸۹۲انجام شد که ۱در جدايه 

، بيشـتر از  ۲۰جز روز توانايي انحلال فسفر را در تمام مراحل به
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اب شدههاي انتخهاي مختلف توسط قارچمحيط کشت و مقدار فسفر حل شده در زمانpH. ۳جدول

تيمار قارچ
pH گرم بر ليترميلي(فسفر محلول(

)روز(زمان )روز(زمان 
۵۱۰۱۵۲۰۵۱۰۱۵۲۰

شاهد
آسپرژيلوس

۴۰/۶
۳۴/۴

۵۲/۵
۷۶/۳

۰۸/۶
۱۸/۵

۹۴/۵
۸۸/۴

۵۹/۸
۲۲۲

۳/۱۵
۴۲۹

۱/۱۷
۴۱۶

۹/۲۸
۷۲۲

۱۴۶/۴۲۱/۴۲۵/۴۳۶/۴۲۵۹۴۸۲۸۹۲۵۷۶
۲۹۰/۴۲۳/۴۲۴/۴۱۶/۴۱۱۶۳۵۶۳۴۸۴۸۳
۳۶۱/۵۶۷/۵۷۷/۵۴۲/۵۸/۱۴۱/۲۵۰/۸۳۱۶۶
۴۸۶/۵۶۱/۵۵۰/۵۱۷/۵۹/۲۶۵/۳۵۸/۴۲۹/۵۹

وآسپرژيلوس نيجر ، ۱جدايه . نشان دادآسپرژيلوس نيجر قارچ 
داري در تمـامي روزهـا نسـبت بـه سـاير      تفاوت معني۲جدايه 

که توانايي حل فسفات توان نتيجه گرفت ها داشتند، که ميقارچ
حل شـدن انـواع خـاک    . هاي قارچ بسيار بالاتر بوددر اين گونه

قـبلاً توسـط محققـان زيـادي     آسپرژيلوس نيجـر  فسفات توسط 
خصوص وسيله قارچ، بهانحلال فسفر به). ۷(گزارش شده است 

کـه شـامل   بلـک هـاي گـروه   ويژه گونهو بهآسپرژيلوسدربارة 
ــپرژيلوس نيجـــر ــپرژيل، آسـ ــپرژيلوس ، وس آوامـــريآسـ آسـ

ــيس ــالاتوسو توبينجنس ــپرژيلوس آک ــيآس ــي م ــد و برخ باش
، )۲۱(عمـر  ). ۱۱(گـزارش شـده اسـت    سـيليوم پنـي هـاي  گونه
يعکشـت مـا  يطانحلال خاک فسفات در محيقارچ براييتوانا
در انحـلال خـاک   شـان ييتوانـا يقـارچ بـرا  يغربالگري در ط

ــده،   ــدا ش ــارچ ج ــفات، دو ق ــيفس ــپرژييعن ــر آس و لوس نيج
خاک فسفات کنندهحلبهترينعنوانرا بهسيترينيومسيليومپني

گزارش نمود کـه در  ) ۱(جوريزي . قارچ معرفي کرد۳۶در بين 
تـري  (، گونه نيجر در هر سه نوع منبع فسـفر  آسپرژيلوسجنس 

باعـث افـزايش   ) کلسيم فسفات، خاک فسـفات خـام و خـالص   
. سـه گونـه ديگـر گرديـد    دار در انحلال فسفر نسـبت بـه   معني

بـراي مقايسـه توانـايي    آسپرژيلوس نيجـر  همين دليل از قارچ به
pHمحـدوده  . هاي جداسازي شده استفاده گرديـد انحلال قارچ

۱۸/۵تـا  ۷۶/۳، آسپرژيلوس نيجرترتيب در محيط رشد قارچ به

تـا  ۲۱/۴ترتيب  هاي يك تا چهار بهاين محدوده در جدايه. بود
دسـت  بـه ۸۶/۵تا ۱۷/۵و ۷۷/۵تا ۴۲/۵، ۹۰/۴تا۱۶/۴، ۴۶/۴
ترتيب جدايه براي تيمارها بهpHکمترين تغييرات محدوده . آمد

آسپرژيلوس < شاهد < ۲جدايه < ۴جدايه < ۳جدايه < ۱
و pHداراي کمتـرين ميـانگين   pH۳۲/۴بـا  ۱جدايه . بودنيجر 

بـا  ۲در حـالي کـه جدايـه    . بيشترين توانايي انحلال فسفر شـد 
، توانـايي انحـلال فسـفر    آسپرژيلوس نيجرکمتر از pHميانگين 

محـيط رشـد   pHدهد کاهش اين نتيجه نشان مي. کمتري داشت
. باشـد تنهايي مسئول حل شدن فسفر در محيط رشد قارچ نميبه

و pHاي بـين کـاهش   نيز گزارش نمود کـه رابطـه  ) ۱۷(کيوسي 
حـل کننـده   ايه ـقـارچ . افزايش حل شدن فسفر  مشاهده نشـد 

بـراي انحـلال ترکيبـات فسـفر     راهاي متفاوتيسازوکارفسفات 
و کلاتـه  کردنتوان از اسيدي کنند که براي نمونه مياستفاده مي

هـايي مثـل اسـيد اينـدول اسـتيک      و يا توليد فيتو هورمونکردن
(IAA) در بين سازوکارهاي انحلال فسفات، توليد ). ۱۸(نام برد

وان مکانيسم اصلي انحلال، مورد قبـول اکثـر   عناسيدهاي آلي به
، گزارش نمود که )۲۸(سورنگ ). ۲۷(محققين قرار گرفته است 

هاي جداسـازي  ميزان تري کلسيم فسفات حل شده توسط قارچ
ليتـر  گرم بر ميليميلي۹۰/۰تا ۲۱/۰هاي جنگلي از شده از خاک

جدايـه جداسـازي شـده از    ۱۸گزارش کرد کـه  ) ۱۲(داس . بود
KH2PO4 ،AlPO4 ،FePO4اک در محيط کشت تأمين شده بـا  خ
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)سيليوممشکوک به ايوپني(۲جدايه . ۳شکل )مشکوک به کلادوسپوريوم(۱جدايه . ۲شکل 

ليتـر و  گرم بر ميليميلي۱۴ميزان فسفر از صفر تا Ca(PO)يا 
) ۹(چونکـار و سـوبارائو،   . بـود ۸/۷تـا  ۵/۲هاش نهايي از -پ

هـاي حاصـل از   وسـيله قـارچ  ل تـري کلسـيم فسـفات بـه    انحلا
درصد از فسفر موجـود در  ۳۹هاي ريشة لگوم را از صفر تا غده

محيط گزارش نمودند 
وسيلة قارچ ممکن اسـت بـا توجـه    افزايش فراهمي فسفر به

و همکـاران  ويـاس . به نوع فسفر و جدايه قارچ متفـاوت باشـد  
ــرخ فســفات حــل  )۲۹( ــه ن ــد ک شــده توســط ، گــزارش کردن

گـرم بـر   ميکـرو ۸/۱۲۰-۷/۲۱۳در محـدودة  ايوپنسيليوم پـاروم 
درصد بيشتر از شـاهد قـرار   ۱۲۱-۲۱۴طور متوسط ليتر، بهميلي

هـاي حـل کننـدة فسـفر     دهد که قارچمطالعات نشان مي.داشت
جايگزيني مناسب براي بـه حـداکثر رسـاندن اسـتفاده از فسـفر      

مقــادير انحــلال فســفر ۱۰پــس از ايــن دوره، تــا روز .هســتند
توانـد فسـفر مـي  کـاهش در دسـترس بـودن    يـن ا. کاهش يافت

جـذب  يشافـزا ي باشـد كـه سـبب   توسعه قارچيشافزادليلبه
مرحلـه  هر دودر رشد خود يتوسط قارچ براشدهحلفسفات 

حـداکثر انحـلال در روز هفـتم    . شـود يم ـ،مثليدو توليشيرو
، )۱۹(يتـال و همکـاران   پس از تلقيح، در پژوهشي که توسـط م 

تأييد شد، که افزايش انحلال فسـفر از تـري کلسـيم فسـفات و     
) ليتـر گرم بر ميليميکرو۲۴۸و ۷/۴ترتيب به(هند خاک فسفات

ــراي  ــز ) ۲۶(ســابر و همکــاران . را نشــان دادآســپرژيلوسب ني
گزارش نمودند کـه حـداکثر حلاليـت فسـفر از خـاک فسـفات       

ليتر و بـراي  ميکروگرم در ميلي۶۷آسپرژيلوس نيجر مصر براي 
از ليتـر در روز هفـتم پـس   ميکروگرم در ميلـي ۲/۴۶سيليومپني

آسـپرژيلوس  ، ۱حداکثر انحلال در جدايـه  . آزمايش حاصل شد
گـرم بـر ليتـر    ميلـي ۴۸۳و ۷۲۲، ۸۹۲ترتيب به۲و جدايه نيجر 

هـاي محققـان ذکـر شـده     دست آمد که در مقايسه با پـژوهش به
هـا  بر توانـايي انحـلال جدايـه   بنابراين علاوه. بيشتر بودمراتببه

در دو محيط کشت جامـد پيکوواسـکاي و محـيط کشـت مايـه      
پايه که ايـن دو جدايـه قابـل ارزش شناسـايي و اسـتفاده بـراي       

حتــي ۱تحقيقــات بعــدي دربــاره فســفر پيشــنهاد شــد، جدايــه 
کـه در بيشـتر   (توانايي بـالاتري نسـبت بـه قـارچ آسـپرزيلوس      

عنوان قارچي با قدرت بالاي انحـلال فسـفر معرفـي    تحقيقات به
نشان داد از اين رو بـا شناسـايي و شـناخت خصوصـيات     ) شده

هـاي حـل کننـده    عنـوان قـارچ  توان آنها را بـه اين دو جدايه مي
معرفـي  آسپرژيلوس نيجر فسفر و جايگزيني مناسب براي قارچ 

.نمود

هاشناسايي جدايه
ها با استفاده از رنگ آميـزي بـا   ي اين گونهشناسايي ميکروسکوپ

لاکتوفنل صورت گرفت که با توجه بـه تصـاوير ميکروسـکوپي   
ســيليومايــوپنيو کلادوســپوريومبــه دو جــنس )۳و ۲شــکل (

هـا  رنـگ پرگنـه  سـيليوم  ايوپنيدر قارچ مشکوک به . نزديک بود
کنيـديوفورها منشـعب بـوده و حبـاب     . سفيد برفي مشاهده شد

همچنـين  . مشـخص روي کنيـديوفورها وجـود نداشـت    انتهايي
ــود    ــخيم ب ــکوکارپ ض ــوارة آس ــه   . دي ــکوک ب ــارچ مش در ق

هـا رويشـي   ها زيتوني تيره، ميسـليوم رنگ پرگنهکلادوسپوريوم 
کنيديوفورها مستقيم و کشيده . منشعب و داراي تيغة مياني بودند
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۲باند مربوط به جدايه ۴شکل 
اسـت کـه   هاي نمونـه رقت۴تا ۲ماره ، مارکر و چاهک ش۱چاهک (

هاي رقت۷تا ۵چاهک شماره . غلظت پاييني داشته و باند نداده است
چاهـک  . است که غلظت مطلوبي داشته و باند داده اسـت ۲ي جدايه

هـا بانـد داده اسـت و    کنترل مثبت است که يکـي از آن ۹و ۸شماره 
).چاهک آخر هم کنترل منفي است

۱وط به جدايه باند مرب. ۵شکل 
و PCRپـس از انجـام   ) باند مربوط به جدايه۲و ۱چاهک شماره (

بـا  کلادوسـپوريوم کلادوسـپوريودس  ، گونـة  ۱يابي، جدايـه  رديف
گـزارش بـا شـماره رديـابي     ۹۰۴درصد و در مجموع ۱۰۰احتمال 

KM246242.1 با احتمال سيليوم روبيدوروم ايوپني، گونة ۲و جدايه
مـورد  HQ608058با شماره رديـابي  ۱۰۵۷وع درصد و در مجم۹۹

.شناسايي شد

اي شبيه درخـت  و تيغة مياني کاملا سياه بود و در مجموع منظره
هـا بيضـي شـکل بودنـد و در رأس     کنـدي . وجود آوردنـد را به

اي منشـعب  ها حالت زنجيـره کنديوم. شدندکنديوفورها ديده مي
.خود گرفته بودندرا به

اي حاصل از الکتروفورز-ان-باندهاي دي
در مرحلـه الکتروفـورز بانـدهاي شـفاف و     ۲و ۱هر دو جدايه 

مناسب DNAروشني را نشان دادند و براي بررسي تعيين توالي 
.)۵و ۴يشکلها(بودند

گيرينتيجه
هاي حل کننده فسـفر نشـان داد   نتايج حاصل از جداسازي قارچ

حـل کننـده فسـفر بـا     هـاي ها داراي قـارچ که دو نمونه از خاک
۲هـر کـدام   ۴و ۱هـاي  از نمونه خـاك . قدرت حل زياد بودند

در محـيط  . اي با هاله روشن بـزرگ جداسـازي شـد   قارچ ريسه
هـاي جداسـازي   کشت مايع ميزان حل شدن فسفر توسط قـارچ 

اي را نشـان داد و بـا   افزايش قابل ملاحظه،شده نسبت به شاهد
. انحلال فسفر افزايش يافـت ،وزر۲۰روز به ۵افزايش زمان از 

هاي مورد نتايج نشان داد که ترتيب مقدار فسفر محلول در قارچ
ــه ــارچ <۳قــارچ <۴قــارچ < صــورت شــاهدمطالعــه ب <  ۲ق

۲و ۱هــاي برتــر جدايــه.  بــود۱قــارچ <آســپرجيلوس نيجــر
وميلسـي يوپنياو ودسيکلادوسپوروميکلادوسپورقارچ ترتيب به

اين اولـين گـزارش از توانـايي ايـن     . يي شدندشناسادوروميروب
پيشـنهاد  . هـا در سـطح گونـه بـراي انحـلال فسـفر اسـت       قارچ

هـاي  گـردد ارزيـابي توانـايي انحـلال سـنگ فسـفات قـارچ       مي
جداسازي شده در محيط کشت طبيعي از بقاياي آلي نيز بررسي 

.گردد
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