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 چکـــیده  نوع مقـاله

از رسوبات مزارع پرورش ماهیان گرمابی و ارزیابی  هدف از این تحقیق جداسازي قارچ هاي آزادکننده فسفر  مقاله پژوهشی اصیل

فات کلسیم فسفات، فسفات آهن، فسعملکرد آنها در آزادسازي فسفر از منابع مختلف نامحلول فسفر )تري

م از چهار ایستگاه در استان مازندران نمونه برداري انجاباشد. براي این منظور آلومینیوم و فیتات کلسیم( می

کشت جدایه از محیط 19جدایه قارچ شامل  49جداسازي گردید ) NBRIPکشت جامد محیط و با استفاده از

ها در انحلال کشت حاوي انواع فسفر معدنی(. سپس، توانایی جدایهجدایه از محیط 30حاوي فسفر آلی و 

 PS3D ،PS3Fهاي جدایه ها،فسفر در محیط کشت جامد و مایع مورد ارزیابی قرار گرفت. در میان جدایه

هاي آزادکننده فسفر آلی داشتند )متوسط آزادسازي فسفر بهترین عملکرد را در بین جدایه PS5Fو 

عنوان بهترین جدایه آزادکننده فسفر معدنی نیز به TS4Eگرم در لیتر(. جدایه میلی 85/179 -08/191

هاي لی شدند که به نامشناسایی مولکو rDNA S18یابی ژن ها با روش توالیانتخاب شد. سپس این جدایه

Talaromyces austrocalifornicus (PS3D ،)Trichoderma harzianum (PS3F ،)

Aspergillus niger (PS5F و )Penicillium oxalicum (TS4E ،ثبت شدند. در مرحله نهایی )

روز 15مدت هاي حاوي آب و رسوب( به ها در انحلال فسفر در شرایط میکروکازم )ارلنتوانایی این جدایه

کشت مایع، مقدار فسفر محلول در شرایط ها در محیطمورد ارزیابی قرارگرفت. برخلاف عملکرد این قارچ

میکروکازم روند کاهشی را نسبت به روز صفر نشان داد. با این وجود، میزان فسفر در تیمارهاي حاوي قارچ 

ر آزادسازي فسف برايده در این مطالعه هاي معرفی شبیشتر از گروه کنترل بود. درمجموع، عملکرد قارچ

 مثبت بوده است. 
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ازم؛ میکروک گرمابی؛ ماهیان پرورش مزارع آلی؛ فسفر نامحلول فسفر؛ آزادکننده هايقارچ ها:کــلید واژه  

 کود زیستی

 مقدمه

 پروريآبزي تولیدات از تقریبا نیمی ایران شیلات سازمان گزارش آخرین براساس .است کشور در کشاورزي هايفعالیت مهم ارکان از آبزیان پرورش

 ترینمهم ازباشند؛ خوار میاي، سرگنده، معمولی و علفکپور نقرهکه شامل  پرورشی کپورماهیان. ]1 [اختصاص دارد گرمابی ماهیان پرورش به کشور

. ]2[برخوردارند  اياهمیت ویژه از کشورها اغلب در مناسب طعم و اقتصادي صرفه علتبه که شوندمی دنیا محسوب شپرور حال در هايگونه

کنند غذیه میها( تها و سپس زئوپلانکتونخاکی )فیتوپلانکتونکپورماهیان در استخرهاي پرورش ماهیان گرمابی از تولیدات طبیعی استخرهاي 
 و بیوشیمیایی فرآیندهاي تمام در باشد. فسفرها میترین عنصر مورد نیاز گیاهان و فیتوپلانکتونترین و پرمصرففسفر بعد از نیتروژن، مهم. ]3[

 اسیدهاي و سلولی غشاي از جزئی عنواناي بهویژه نقش و بوده سلول هايینپروتئ از جزئی فسفر علاوهدارد. به دخالت انرژي هاي انتقالمکانیزم
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 1403، و همکاران توکلی...                                                                                                               هاي آزادکننده فسفرجداسازي قارچ

 

 هانکتونفیتوپلا براي جذب قابل فسفات. دارد وجود محلول و معدنی نامحلول معدنی آلی نامحلول، شکل سه به این عنصر .]4[کند می ایفا نوکلئیک

 .]5[ باشد( می4PO2H-و  24HPO-محلول ) معدنی نوع از عمدتاً هاآب در

ها ونترغم فراوانی فسفر در رسوبات و خاك، مقدار محلول و قابل جذب این عنصر، کمتر از مقدار لازم براي تامین رشد مناسب گیاهان و فیتوپلانکبه

هاي دگیزدهی کم، آلوباشد که علاوه بر بهاي زیاد و بااست. روش متداول براي مقابله با این کمبودها استفاده از کودهاي شیمیایی فسفاته می

 .]6[ محیطی را هم به دنبال داردزیست

(، استفاده یمعدن و یآل ياز فسفر انباشته شده در رسوبات استخرها )کمپلکسها نهیفسفر قابل دسترس و استفاده به شیافزا يروشها نیاز مهمتر

 مواد برچرخه مستقیمی تاثیر که باشندپروري میآبزي هاياکوسیستم ناپذیربخش جدایی ریزجانداران .]7[ باشدیم رفسف آزادکننده ریزجانداران از

 رسوبات در قارچی اجتماعات از زیادي شمار هستند. هاقارچ ریزجانداران این از یکی .]8[ دارند تولید نهایت در آب و کیفیت آبزیان، تغذیه مغذي،

 به خاك فسفر ساختن محرك براي را سه استراتژي ي فسفرهاي آزادکنندهقارچشوند؛ که در بین آنها می یافت گرمابی ماهیان پرورش استخرهاي

 آلی )مانند اسید هايآنیون آزادسازي خاك، شدن اسیدي فیتازها، و قلیایی و اسیدي فسفاتازهاي هایی نظیرآنزیم شامل: آزادسازي برند؛ کهمی کار

   .]9[باشد گلوکونات( می اگزالات، سیترات،

هاي ارچقها توانایی بیشتري براي انجام این عمل دارند. کننده فسفر بیشتر است ولی قارچآزادهاي هاي آزادکننده فسفر از قارچباکتري اگرچه تعداد

ز دهند؛ درحالیکه این اتفاق در برخی اهاي مکرر در شرایط آزمایشگاهی از دست نمیکننده فسفر فعالیت آزادکنندگی خود را حتی در کشتآزاد

د و در نتیجه کننها تولید میهاي آزادکننده فسفر اسیدهاي بیشتري نسبت به باکتري. به طورکلی، قارچ]10[دهد کننده فسفر رخ میهاي آزادکتريبا

نی کردن هاي فسفاتاز و معدها جهت تولید آنزیمکننده فسفر نسبت به باکتريهاي آزادقارچ. ]11[دهند تري نشان میکنندگی قويفعالیت آزاد

 .]12[ها طی کنند توانند فواصل دورتري از خاك را به آسانی در مقایسه با باکتريهاي آنها میفسفرآلی خاك برتري دارند، زیرا هیف

از  لیآ ادمو اعنوورود ا ،هیادغذ ،بالا سمقیادر  لیآ هیددکو قبیلاز  گرمابی نماهیا ورشپر يستخرهاا بر حاکم مدیریتی یطاشر عنو به توجه با

 کف تسوبار لیآ ربا انمیز ،طولانی تمد ايبر گرمابی نماهیا ورشپر يستخرهاا کف تسوبار بیولایر معد همچنینآب ورودي و  منبع طریق

 فسفر انمیز یشافزا سبب ندامیتو ب،جذ قابلو  لمحلو مفر به تسوبار لیآ اءجزدر ا هشد تثبیت فسفر نیداگرزبا یناباشد. بنابر می بالا ستخرهاا

محسوب  رسوباتفسفر آلی بزرگترین منبع فسفر در اغلب . ]13[ ددگر شیمیاییو  لیآ يهادکواز  دهستفاا کاهش ولیه او نتولیدکنندگا سستردر د

 ییایمیش ياز کودها یاز فسفر )ناش يادیز اریدرصد بسهمچنین . ]14[دهد درصد از فسفر کل را تشکیل می 50طور میانگین بیش از شود و بهمی

قلیایی(،  pHهاي فلزي مختلف نظیر کلسیم و منیزیم )در رسوبات با با کاتیون بیبه صورت ترکی گرماب انیپرورش ماه ي( در استخرهایو آل

این ترتیب ترکیبات مختلف فسفرآلی و فسفر معدنی  به شود.اسیدي( رسوب کرده و از دسترس خارج می pHآهن و آلومینیوم )در رسوبات با 

 دهند.سفر نامحلول رسوبات را تشکیل میهاي مختلف فبخش

 هايچتلاش شد که قار مطالعه حاضر ها و وجود منابع مختلف فسفر نامحلول در استخرهاي ماهیان گرمابی، دربا توجه به اهمیت اکولوژیکی قارچ

سازي ها در آزادسپس توانایی این قارچ هاي آلی و معدنی از رسوبات استخرهاي گرمابی مازندران جداسازي گردند.از کمپلکس فسفر آزادکننده

تاکنون  ،ها در انحلال فسفر نامحلولقارچ يبالقوه ییتوانارغم فسفر در محیط کشت جامد و مایع و شرایط میکروکازم رسوب ارزیابی شود. علی

 نگرفتند. مورد مطالعه قراري پروريدر حوزه آبزاین ریزجانداران بعنوان کود زیستی )جایگزین کود شیمیایی( 
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  1403، بهار 2 شماره ،13 دوره                                                 مجله علوم و فنون شیلات                                   

 

 هامواد و روش

 فسفر  آزادکننده هایو جداسازی قارچ رسوبات مزارع  از بردارینمونه

-)شامل: مناطق نور مازندران استان گرمابی در پرورش ماهیان چهار مزرعه متري رسوباتسانتی 10تا  0برداري از عمق در این تحقیق نمونه

برداري در نمونه نقاط انجام شد. 1398(( در اردیبهشت سال S5امام ده )-( و بهشهرS4سید محله )-ساري ؛(S3فرم )-فریونکنار ؛(S2ایزدشهر )

 مختلف نقاط از متعددي هايبردارينمونه واحد، نمونه یک تهیه براي شرقی قرار دارد. 52° 11′تا  53° 60′شمالی و  36° 75′تا  36° 58′گستره 

 گیرينمونهظروف  درون به هاي رسوبنمونه. گردیدند مخلوط هم با سپس و انجام وین ساخت آلمانونگرب بردارنمونه با استفاده از مزرعه

 گرادسانتی درجه چهار دماي در هاآزمایشگاه نمونه در. شدند نگهداري یخ جعبه درون آزمایشگاه به انتقال براي و شده منتقل و استریل مخصوص

 .]15[شدند  نگهداري یخچال در

)فیتات کلسیم( که داراي ترکیبات آلی فسفر  NBRIPکشت ، از محیطهاي رسوبهاي قارچی آزادکننده فسفر آلی از نمونهبراي جداسازي جدایه

حاوي )تري کلسیم فسفات،  NBRIPکشت معدنی از محیط هاي قارچی آزادکننده فسفرمنظور جداسازي جدایهبه(؛ و 1بود، استفاده شد )جدول 

اسم گذاري قراردادي جدایه به شرح زیر بود حرف اول منبع فسفات، حرف دوم نام ایستگاه (. 1فسفات آهن، فسفات آلومینیوم( استفاده شد )جدول 

 و حرف سوم اسم گونه.

لیتر آب استریل اضافه و به مدت میلی 90شده به ن گرم از نمونه رسوبات هموژ 10ابتدا هاي آزادکننده فسفر، منظور جداسازي و شمارش قارچبه

 100، به میزان تهیه و از هر رقت 10-5هاي متوالی تا است. سپس رقتقرار داده شده )شیکردهنده رفت و برگشت )دقیقه بر روي تکان 60

ي کشت هادیشتکرار، انتقال داده شد. پتريبیوتیک استرپتومایسین در سه آنتیو  NBRIPکشت هاي حاوي محیطدیشمیکرولیتر به داخل پتري

ها به صورت مرتب و روزانه دیشگراد منتقل شده و به مدت هفت روز در آن نگهداري شدند. پتريدرجه سانتی 28شده به درون انکوباتور با دماي 

ه و توسط طور جداگانبه، هاشناسی کلنیي ریختهاخصوصیات و تفاوتبراساس اند، هایی که رشد نموده و تشکیل هاله دادهبازبینی شده و قارچ

بیوتیک ( محتوي آنتیPotato dextrose agar) PDAکشت هاي جدید حاوي محیطدیشلوپ استریل برداشته شده و به داخل پتري

 .]17و  16[سازي شدند استرپتومایسین خالص

 
 (pH:  8/6-7) حاوی ترکیبات معدنی و آلی فسفر NBRIPکشت محیط -1جدول                                     

 میزان ماده شیمیایی )گرم در لیتر( ماده شیمیایی

2MgCl 5 

O27H.4MgSO 25/0 

KCl 2/0 

4SO2)4(NH 2/0 

2, )4(PO3Ca ،4FePO  ،4AlPO 5 ،8/4 ،9/3 

6P24CaO16H6C 7/3 

Glucose 10 

Agar 15 

 

 های قارچی جدایه توسط آزادشده فسفر میزانو  کلنی به هاله شاخص گیریاندازه

 کنندگی )هاله به کلنی( درهاي کارامدتر، از شاخص حلبراي مقایسه توانایی جدایه هاي قارچی در انحلال فسفر آلی و معدنی و انتخاب جدایه

انجام گرفته و بعد از  PDAکشت محیطسازي شده در هاي خالصاستفاده شد. در این راستا، یک کشت تازه از قارچ NBRIPکشت جامد محیط
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امد کشت جهاي حاوي محیطدیشمتري از قارچ برداشته شد و در مرکز پتريها در کشت جدید، یک قرص میسیلیومی شش میلیرشد جدایه

NBRIPشاخص  یابیارز يبراند. درجه سانتی گراد در انکوباتور قرار داشت 28تا  25به مدت هفت روز، در دماي  ، با سه تکرار قرار داده شد و

بر اساس د. ش و محاسبه ريگیاندازه کلنی نسبت قطر هاله به قطر .شد در برابر نور گرفتهدیش پتري ،هاي مورد نظری فسفر در جدایهکنندگحل

 .]17[کنندگی بالاتري خواهد داشت اي که نسبت قطر هاله به قطر کلنی بیشتري داشته باشد، قدرت حلاین شاخص جدایه

در  1-5 × 710، جمعیت یکسان از هر جدایه که حاوي ]18[و همکاران  Reyes، براساس پژوهش براي سنجش فسفر آزاد شده در محیط مایع

کشت یطمتر )پنج عدد( از محهاي میسیلیومی با قطر شش میلیکشت انتقال یافت. در همین راستا، قرصباشد، به محیطقارچ می 1لیتر کنیديمیلی

PDA  کشت مایع کنیدي قارچ به ظروف ارلن حاوي محیط 1-5 × 710حاويNBRIP دور  150گراد و درجه سانتی 25-28زنی و در دماي مایه

روز در انکوباتور شیکردار قرار داده شد. در فواصل زمانی دو، چهار، شش و هشت روز، مقدار فسفر محلول به روش مولیبدات  10در دقیقه به مدت 

 .]19 [ه گیري شدانداز  آبی

 های قارچیشناسایی مولکولی جدایه

و با استفاده از تکثیر ناحیه ژنی  PCRشناسی و نهایتا مولکولی شناسایی شدند. جهت شناسایی مولکولی از روش هاي قارچی از لحاظ ریختجدایه

S rDNA18 شت کها طی هفت روز در محیطجداسازي شده، ابتدا کلیه جدایههاي هاي مربوط به کلنی قارچ. به منظور مطالعه ویژگیاستفاده گردید

PDA  ها شامل رنگ سطح و پشت کلنی، نوع بافت هاي مربوط به کلنی قارچگراد رشد داده شدند. پس از آن ویژگیسانتیدرجه  25-28در دماي

ژنومی  DNAاستخراج  ها،جدایه از هر یک هیه کشت تازه ازت از پس. براي شناسایی مولکولی، ]20[کلنی قارچی وغیره مورد بررسی قرار گرفتند 

'ITS1  ( -5اي پلیمراز با استفاده از آغازگرهاي عمومی سپس واکنش زنجیره. ]21[کلروفورم انجام شد -به روش فنل

TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3' )  وITS4  (5' – TCCTCCGCTTATTGATATGC-3' ) .شده تکثیر قطعه صورت پذیرفت 

 ها با استفاده از سامانه جستجويهاي نوکلئوتیدي، هر یک از توالیپس از دریافت توالیگردید.  ارسال جنوبی بایونیر کره شرکت به توالی یابی جهت

BLASTبا توالی ،( هاي موجود در بانک ژنNCBIمقایسه ) ها در بانک ژن ثبت شدند.شدند. و پس از شناسایی جدایه 

 ای برتر در شرایط میکروکازمهارزیابی عملکرد جدایه

 درون و ترکیب یکدیگر با لیتريمیلی 250 هايدرون ارلن استخر آب لیترمیلی 125 همراه به تازه رسوب گرم 25 میکروکازم، محیط ایجاد منظوربه

 متر )پنجمیسیلیومی با قطر شش میلیهاي کنیدي قارچ بوده است )قرص 1-5× 710جمعیت یکسان از هر جدایه که حاوي  .شد استریل اتوکلاو

روز 15و آزمایش به مدت  شد گرفته نظر در گروه شاهد عنوانبه تلقیح بدون گروه(، به محیط میکروکازم انتقال یافت. PDAکشت عدد( از محیط

 و محلول فسفر سنجش به اقدام سپس شدند و نگهداري شیکردار انکوباتور درون گرادسانتی درجه 28-25دماي  در به هاارلن .به طول انجامید

pH 23و  22[ گیري شدمولیبدات آبی اندازه روش اساس بر مرحله قبل همانند شده آزاد فسفر شد. میزان محیط[. 

 هاتجزیه و تحلیل آماری داده

 عملکرد مقایسه گردید. براي استفاده) 23نسخه(SPSS و  ( 2016نسخه(Excel افزارهاي نرم از هاداده آماري تحلیل و توصیفی منظور آنالیزبه

 سطح ( درOne Way Anovaواریانس یکطرفه ) آنالیز مختلف، از مراحل در هاجدایه انتخاب برترین و شاهد گروه به نسبت هاجدایه یک از هر

 .شد استفاده درصد 95 اطمینان
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 و بحث جینتا
 های آزادکننده فسفرآلی و معدنی جمعیت قارچ

هاي جداسازي ده است. همچنین جمعیت قارچمتغیر بو 1 × 410تا  5/2 × 310هاي آزادکننده فسفر آلی )فیتات کلسیم(، از قارچشمارش جمعیت 

 × 310تا  4/1 × 510کشت حاوي فسفات آهن از حیطو م 1/1 × 310تا  5/1 × 410حاوي تري کلسیم فسفات از  NBRIPکشت شده از محیط

 هايتفاوت به جدایه قارچ باتوجه 49مطالعه، مجموعا  این متغیر بود. در 3 × 310تا  1/1 × 410آلومینیوم از کشت حاوي فسفات حیطو م 6/2

قارچ  30آلی و فسفر قارچ آزادکننده 19است که شامل سازي شدهخالص جداسازي و نهایتا گرمابی ماهیان پرورش رسوبات مزارع ریخت شناسی از

 باشد.  آهن و چهار جدایه قارچ از فسفات آلومینیوم( میجدایه قارچ از فسفات 14فسفات، کلسیمجدایه قارچ از تري 12آزادکننده فسفر معدنی )

دهد داشتند. حضور ریزجانداران آزادکننده فسفرنشان می فسفر آلی و معدنی حضور آزادکننده هايرسوبات، قارچ هاينمونه در مطالعه حاضر در اکثر

 نیا دییتأ رد .و محدویت فسفر قابل دسترس براي تولید کنندگان وجود داردکمبود  ي فسفره،استفاده از کودها رغمیعل یاکخ که در استخرهاي

فسفر  باتیفسفر از ترک يکه قادر به آزادساز ریزجاندارانی، فسفرکمبود  يدارا يهاستمیگزارش داد که در اکوس زین ]Goldstein ]24 موضوع،

جمعیت ریزجانداران آزادکننده فسفر به نوع و میزان کوددهی  که کردند گزارش زمینه این مختلفی در محققین .ابندیینامحلول هستند، توسعه م

 ارتباط در هوادهی میزان نظیر عواملی رسوبات و فیزیکی ، ویژگی]25[پاشی  آهک ، میزان]27[آب  در محلول فسفات ، سطح]26و  25[)آلی و معدنی( 

 تواندمی جمعیت میزان بروي فسفر هاي آزادکنندهقارچ جداسازي و شمارش منظور به شده گرفته کاربه کشتمحیط نوع . همچنین]15[ باشدمی

 جداسازي و شمارش منظور به NBRIPو Pikovskaya (PVK) ،Sperber (SP )مانند  هاي متنوعیکشتمحیط به امروز اثرگذار باشد. تا

 دهندهتشکیل ترکیبات در مخمر عصاره وجود عدم همچون هاییمزیت تحقیق بدلیل این اند. درقرار گرفته استفاده مورد فسفر هاي آزادکنندهقارچ

 است. استفاده شده فسفر آزادکننده هايقارچ عملکرد بررسی و جداسازي فرآیندهاي طول در کشتمحیط ، از اینNBRIPکشت محیط

 ها در محیط کشت جامد و مایعارزیابی توانایی قارچغربالگری و 

هاله به  این اندازه که نسبت گرددمی تشکیل کلنی اطراف در ي شفافی، هالهکشت جامددر محیط در طی فرآیندهاي انحلال فسفر آلی و معدنی

جدایه آزادکننده فسفر آلی  19داد که از میان  نشانشاخص هاله به کلنی  نتایج است. فسفر در آزادسازي سویه آن دهنده قدرتاندازه کلنی نشان

 داراي هاله بزرگتري نسبت به بقیه بودند. دامنه P.S5F ،P.S3F ،P.S3D ،P.S2J ،P.S2O ،P.S2E ،P.S3Kجدایه هفت کلسیم(، )فیتات

جدایه آزادکننده فسفر معدنی،  30همچنین از بین (. 1کل متغیر بوده است )ش 13/3تا  1آلی بین  آزادکننده فسفر هايجدایه بین در شاخص این

، Fe.S2D ،Fe.S4A ،Fe.S3S ،Fe.S4Iفسفات، هفت جدایه کلسیمکشت حاوي ترياز محیط T.S4E ،T.S3H ،T.S3D ،T.S2Jچهار جدایه 

Fe.S5I ،Fe.S4B ،Fe.S5Z بین در شاخص این ند. دامنهاها بودهفسفات آهن داراي هاله بزرگتري نسبت به سایر جدایهحاوي کشت از محیط 

 41/2تا  1فسفات آهن، بین  از ترکیب آزادکننده فسفر هايجدایه بین درو  29/1تا  1کلسیم فسفات، بین تري آزادکننده فسفر از ترکیب هايجدایه

 هاجدایه شاخص هاله به کلنی نتایج 2شکل اند. کشت حاوي فسفات آلومینیوم فاقد هاله مشخص بودههاي محیطجدایههمچنین متغیر بوده است. 

حاوي NBRIP جامد کشتمحیط در هاجدایه کلنی به شاخص هاله نتایج 3شکل فسفات و کلسیمتري حاوي NBRIP کشت جامد محیط در

 دهد. فسفات آهن را نشان می
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)اسم گذاري جدایه: حرف اول  کلسیم.کشت حاوی فیتاتمحیط در قارچی هایجدایه کلنی به هاله شاخص نتایج -1شکل  

 منبع فسفات، حرف دوم نام ایستگاه و حرف سوم اسم گونه(.

 

 
)اسم گذاري جدایه:  .فسفاتکلسیمحاوی تریکشت محیط در قارچی هایجدایه کلنی به هاله شاخص نتایج -2شکل 

 حرف اول منبع فسفات، حرف دوم نام ایستگاه و حرف سوم اسم گونه(.
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)اسم گذاري جدایه: حرف اول . فسفات آهنکشت حاوی محیط در قارچی هایجدایه کلنی به هاله شاخص نتایج -3شکل 

 منبع فسفات، حرف دوم نام ایستگاه و حرف سوم اسم گونه(.

شت مایع کر در محیطهایی که در این بخش عملکرد بهتري از خود نشان دادند براي ارزیابی و غربالگري نهایی توانایی آزادکنندگی فسفسویه

NBRIP کلسیم(فسفر آلی )فیتات کشت حاويمحیط در محلول فسفر میزان نوسانات حاوي فسفر آلی و معدنی مورد بررسی قرار گرفتند. دامنه 

 گرممیلی 85/179 و 57/186، 08/191با  ترتیب به P.S3Fو  P.S5F ،P.S3Dهاي قرائت شد. جدایه لیتر در گرممیلی 08/191و  48/114بین 

گرفته  قرار سنجش موردنیز ها کشتمحیط pHبودند.  دارا کلسیم فیتات آلی ترکیب از آزادسازي فسفر در را عملکرد بهترین محلول، فسفر لیتر در

 (.2متغیر بوده است )جدول  4/5تا  6/2است؛ که دامنه نوسانات آن از 

 های قارچیکلسیم حاصل از جدایهفیتات حاوی مایع کشتمحیط در pH و شده آزاد فسفر میزان -2جدول 

 

 )اسم گذاري جدایه: حرف اول منبع فسفات، حرف دوم نام ایستگاه و حرف سوم اسم گونه(      

قرائت شد.  لیتر در گرممیلی 26/227و  10/164بین  فسفات(کلسیمفسفر معدنی )تري کشت حاويمحیط در محلول فسفر میزان نوسانات دامنه

 pHبود.  دارا فسفاتکلسیمتري معدنی ترکیب از آزادسازي فسفر در را عملکرد بهترین محلول، فسفر لیتر در گرممیلی 26/227با  T.S4E جدایه

 (. 3متغیر بوده است )جدول  9/4تا  2/2گرفته است؛ که دامنه نوسانات آن از  قرار سنجش موردنیز ها کشتمحیط

 

 

 

 گرم در لیتر(فسفر آزاد شده )میلی pH جدایه

P.S2E 6/4 128/80d,e ± 9/96 

P.S2J 4/5 156/61b,c ± 1/88 

P.S2O 5/4 143/17c,d ± 12/62 

P.S3D 7/2 186/57a ± 13/63 

P.S3F 6/3 179/85a,b ± 4/95 

P.S3K 4/5 114/48e ± 3/84 

P.S5F 6/2 191/08a ± 8/73 

 62/43f ± 0/56 9/6 شاهد
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 های قارچیفسفات حاصل از جدایهکلسیمتری حاوی مایع کشتمحیط در pH و شده آزاد فسفر میزان -3جدول 

 گرم در لیتر(فسفر آزاد شده )میلی pH جدایه

T.S2J 9/4 164/10b ± 10/03 

T.S3D 4 164/77b ± 0/02 

T.S3H 4 173/99b ± 6/20 

T.S4E 2/2 227/26a ± 21/55 

 103/75c ± 3/75 7 شاهد

 (جدایه: حرف اول منبع فسفات، حرف دوم نام ایستگاه و حرف سوم اسم گونه)اسم گذاري 

 دهد. حاوي فسفر معدنی )فسفات آهن( نشان می NBRIPکشت مایع هاي قارچی را در محیطنتایج میزان فسفر آزاد شده جدایه 4جدول 

 
 های قارچیاز جدایهفسفات آهن حاصل  حاوی مایع کشتمحیط در pH و شده آزاد فسفر میزان -4جدول 

 گرم در لیتر(فسفر آزاد شده )میلی pH جدایه

Fe.S2D 7/4  150/30b ± 24/19 

Fe.S3S 3/6  31/14d,e ± 34/23 

Fe.S4A 3/6  211/40a ± 12/88 

Fe.S4B 2/5  204/33a ± 9/87 

Fe.S4I 6/6  216/05a ± 6/24 

Fe.S5I 7/2 1/06e ± 0/72 

Fe.S5Z 1/4 51/13d ± 20/57 

 114/77c ± 0/65 6/6 شاهد

 )اسم گذاري جدایه: حرف اول منبع فسفات، حرف دوم نام ایستگاه و حرف سوم اسم گونه(

 در این مطالعه استفاده از منابع مختلف فسفر آلی و معدنی )فیتات کلسیم، تري کلسیم فسفات، فسفات آهن و فسفات آلومینیوم( سبب جداسازي

اشاره شده است که استفاده  ]28[و همکاران   Bashanاستفاده از صرفا یک منبع نامحلول فسفر شده است. در مقالهتري نسبت به هاي متنوعقارچ

 نیبنابرااشد. باز تنها یک منبع تري کلسیم فسفات براي جداسازي و بررسی ریزجانداران آزادکننده فسفر یک انتخاب ضعیف و غیرقابل اعتماد می

انداران آزادکننده عملکرد ریزج استفاده شود.جداسازي و غربالگري ریزجانداران آزادکننده فسفر  يفسفر نامحلول برا باتیترک سایرشود از یم هیتوص

هاي خودشان در آزادسازي فسفر کارآمد ها باتوجه به مکانیزمهاي جامد و مایع حاکی از این بوده است که هر کدام از جدایهکشتفسفر در محیط

آلی نظیر سیترات براي حل کردن فسفر معدنی  اسید فسفاتازها براي حل کردن فسفر آلی نامحلول و آزادسازي هایی نظیرآنزیم ازيآزادساند )بوده

و  یآل يدهایتفاوت در نوع و مقدار اس لیبه دل ترکیبات معدنی فسفرو ترکیبات آلی فسفر  نیکارآمدتر ب هايجدایه یتفاوت در معرف(. نامحلول

 شدند.  دیتول هاهیسو نیکه توسط ا باشدمی ییهامیآنز

 برترهای قارچی جدایه مولکولی شناسایی

هاي عنوان جدایهبه T.S4Eو  P.S3D ،P.S3F ،P.S5Fکشت جامد و مایع، چهار جدایه هاي قارچی در محیطعملکرد جدایه نتایج بررسی از پس

 سایر با مطالعه مورد هايجدایه S rDNA18براي شناسایی مولکولی انتخاب شدند. نتایج بلاست توالی آلی و معدنی، برتر در آزادکنندگی فسفر 

، P.S3Dهاي داد که توالی مربوط به جدایه مرحله نشان این نتایج .استشده ( ارائهNCBIژن ) جهانی بانک در موجود S rDNA18هاي توالی

P.S3F ،T.S4E  وP.S5F هايبه ترتیب به قارچ Talaromyces austrocalifornicus  :کد دسترسی(MW897776 ،)

Trichoderma harzianum  :کد دسترسی(MW897777 ،)Penicillium oxalicum  :کد دسترسی(MW897778 و )
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Aspergillus niger  :کد دسترسی(MW897780 تعلق داشت. ویژگی ظاهري )به تصویر کشیده  4در شکل  هاي شناسایی شدهکلنی قارچ

 شد.

    ب   الف 

   د    ج  

 (.)د P. oxalicum  (،)ج A. niger (، )ب T. harzianum  )الف(، T. austrocalifornicus: های شناسایی شدهکلنی قارچ -4شکل 

 میکروکازم محیط های کارآمدتر درقارچ عملکرد بررسی

کاهش یافته  15فسفر محلول در تمام تیمارها از روز صفر تا روز  داد نشان میکروکازم محیط در هاقارچتوسط  شده آزاد فسفر میزان سنجش نتایج

از خود نشان داد که تفاوت معناداري با سایر تیمارها داشته است  15 است؛ اما گروه شاهد نسبت به تیمارهاي تلقیح شده کاهش بیشتري تا روز

 (.5)جدول 

 محیط میکروکازم در هاتوسط قارچ (گرم در لیترمیلیشده ) آزاد فسفر میزان و pH -5جدول 

 15روز  5روز  0روز  قارچ

 pH فسفر pH فسفر pH فسفر

Control a071/0 1/8 04/0± b021/0 8/7 05/0± b018/0 8/7 

T. austrocalifornicus a071/0 9/7 06/0± b054/0 8 07/0± b051/0 9/7 

T. harzianum a071/0 8 06/0± b058/0 9/7 03/0± c052/0 8 

P. oxalicum a071/0 7/7 07/0± b059/0 6/7 03/0± b058/0 9/7 

A. niger a071/0 8 07/0± b060/0 8/7 05/0± c048/0 9/7 
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 است، آزمایشگاهی کنترل شده شرایط از ترپیچیده بسیار گرمابی ماهیان پرورش استخرهاي بر حاکم مدیریتی و محیطی شرایط که آنجایی از

 ارزیابی باشد. عدم کارا زیستی کودهاي به دستیابی مسیر در مهم بسیار امري میتواند طبیعی محیط به نزدیک و مشابه شرایط در هاجدایه ارزیابی

 ،)زیستی کود کاندیداي عنوان به معرفی از مزوکازم وغیره )پیش میکروکازم، نظیر طبیعی محیط شده سازيشبیه شرایط در هاجدایه عملکرد

 نیز ]29[همکاران  و  Liuنظیر محققین برخی موضوع این تایید در .باشد طبیعی شرایط در زیستی کودهاي ناکارآمدي مهم دلایل از یکی تواندمی

 در هاجدایه کارآمدي میزان از را اطمینانی قابل نتایج تواندنمی مایع و جامد هايکشتمحیط در تنها هاجدایه عملکرد ارزیابی که اندکرده عنوان

 هايمحیط از جامد، و مایع هايکشتمحیط ها درجدایه ارزیابی بر علاوه اندکرده پیشنهاد محققین این رو همین از دهد، ارائه طبیعی شرایط

 .شود استفاده هاجدایه این تر عملکرددقیق ارزیابی منظوربه نیز طبیعی شده سازيشبیه

کشت مایع، مقدار فسفر محلول در شرایط میکروکازم روند کاهشی را نسبت به روز صفر نشان داد. با این ها در محیطاین قارچ برخلاف عملکرد

 روزهاي در محلول فسفات میزان از تغییرات زیادي بخش رسدمی به نظر وجود، میزان فسفر در تیمارهاي حاوي قارچ بیشتر از گروه کنترل بود و

عملکرد  کاهش دلایل مورد در .باشد فسفر و آلی معدنی هايکمپلکس روي بر هاقارچ اثر از ، ناشیشاهدمعنادار بین گروه تیمار و  مختلف و اختلاف

 تمامی تقریبا کرد. دراین راستا، آبی اشاره رسوبات ویژه شرایط با تطابق در هاجدایه این توانایی عدم موضوع به توانمی مرحله این در هاجدایه

 و نوع در هاتفاوت اند و ممکن استشده طراحی خشکی محیط براي فسفر ریزجانداران آزادکننده جداسازي براي استفاده مورد هايکشتمحیط

 و دلیل، طراحی همین به .]30[فسفرداشته باشد  آزادسازي منظوربه هاتوانایی جدایه میزان در مهمی تاثیري نیتروژن و فسفر کربن، منابع میزان

هاي نیتروژن( براي جدسازي سویه و فسفر منابع کربن، نظر از)آبی  هاياکوسیستم رسوبات خاص شرایط با متناسب هايکشتمحیط ساخت

 کلسیم نظیر فلزي هايکاتیون سایر به هاجدایه توسط آزادشده سریع فسفر اتصال به توانمی موجود هايفرضیه دیگر شود. ازکارامدتر توصیه می

علاوه مصرف فسفر توسط خود . به]31[است  شده شناخته و محتمل ايپدیده رسوبات، قلیایی ماهیت به توجه که با کرد اشاره رسوبات در موجود

 سرعت و آنزیم و آلی اسیدهاي تولید نرخ ریزجانداران، متابولیسم زمینه در ها هم موضوعی است که باید مورد بررسی قرار گیرد. اطلاعاتقارچ

 شدت و زمان و آنزیم و آلی اسیدهاي اثرات درك براي تکمیلی مطالعات و است محدود آنزیم( بسیار و آلی اسید)فرآیندها  این از کدام هر اثرگذاري

 .گرددمی پیشنهاد معدنی و آلی هايکمپلکس بر هاآن اثرگذاري

 

 گیری نهایینتیجه

کننده آزادمی هاي بوکاربرد قارچ. پروري کشور باشدتواند صنعتی نویدبخش در آبزيپروري میآبزيکننده فسفر در استخرهاي آزادهاي قارچ مطالعه

تواند با آزادسازي فسفر ذخیره شده در رسوبات موجب کاهش مصرف کودهاي شیمیایی زیستی در استخر ماهیان گرمابی می عنوان کودبه فسفر

زادکننده هاي آدر مطالعه حاضر، قارچ اهش تخریب محیط زیست و تولید محصول سالم گردد.فسفاته و کودهاي آلی، صرفه اقتصادي بیشتر، ک

، بعنوان قارچ آزادکننده فسفر معدنی، با P. oxalicumقارچ  در کنار A. nigerو  T. austrocalifornicus ،T. harzianumفسفر آلی 

نوان مکمل زیستی آزادکننده فسفر آلی و معدنی به مزارع پرورش ماهیان گرمابی توان بعتوجه به عملکرد نسبتا خوبی که از خود نشان دادند می

 ردد.گها در شرایط میکروکازم و حتی شرایط واقعی پرورش ماهیان گرمابی توصیه میتر براي بهبود کارایی قارچمعرفی نمود. مطالعات گسترده

 

 انجام براي لازم امکانات نمودن فراهم در مدرس و موسسه خاك و آب کشور پرسنل محترم دانشگاه تربیت از نویسندگان :تشکر و قدردانی 

 نمایند. می حاضر قدردانی مطالعه

 موردي توسط نویسندگان ذکر نشده است. :های اخلاقیتاییدیه 

 بین نویسندگان وجود ندارد. منافع تعارض گونههیچ  :تعارض منافع 
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  این تحقیق با حمایت مالی دانشگاه تربیت مدرس و موسسه خاك و آب کشور انجام شده است. :منابع مالی 

نجام ا برداري و انجام کارهاي آزمایشگاهی توسط توکلیآباد؛ نمونهطراحی و ارائه تحقیق توسط محمودي و کاري دولت :سندگانیسهم نو

 مقاله همکاري داشتند.و نگارش ها داده لیو تحل هیتجزدر  سندگانیهمه نو. شد
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A B S T R A C T  ARTICLE TYPE 

This research aims to isolate phosphorus-solubilizing fungi from the sediments of warm-

water fish farms and evaluate their performance in phosphorus solubilizing from 

various insoluble sources of phosphorus (tricalcium phosphate, iron phosphate, 

aluminum phosphate, and calcium phytate). For this purpose, four stations in 

Mazandaran province were sampled and isolated using NBRIP solid culture medium (49 

mushroom isolates, including 19 isolates from organic phosphorus-containing culture 

medium and 30 isolates from inorganic phosphorus-containing culture medium). Then, 

the ability of isolates to dissolve phosphorus in solid and liquid culture medium was 

evaluated. Among the isolates, isolates PS3D, PS3F, and PS5F had the best performance 

among isolates solubilizing organic phosphorus (average phosphorus release 179.85-

191.08 mg/liter). TS4E isolate was also selected as the best inorganic phosphorus 

solubilizing isolate. Then these isolates were molecularly identified by S18 rDNA gene 

sequencing and were registered as Talaromyces austrocalifornicus (PS3D), Trichoderma 

harzianum (PS3F), Aspergillus niger (PS5F) and Penicillium oxalicum (TS4E). In the final 

stage, the ability of these isolates to dissolve phosphorus in microcosm conditions 

(water and sediment-containing jars) was evaluated for 15 days. Contrary to the 

performance of these fungi in a liquid culture medium, the amount of soluble 

phosphorus in microcosm conditions showed a decreasing trend compared to day zero. 

However, the amount of phosphorus in the treatments containing mushrooms was 

higher than the control group. In general, the performance of the fungi introduced in this 

study has been positive in phosphorus release. 
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