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  چکیده
استخرهاي پرورش ماهیان، عدم توجه به نوع فسفر در یکی از مهمترین دلایل کارایی ضعیف کودهاي زیستی فسفاته 

یابی در فرآیند جداسازي و ارز) کلسیم فسفاتغالباً تري(نامحلول غالب در محیط پرورشی و استفاده صرفاً از یک منبع 
بخش بزرگی از فسفر نامحلول موجود در استخرهاي پرورش ماهیان گرمابی از . باشدجانداران آزادکننده فسفر میریز

رسد ریز جانداران آزادکننده فسفر جداسازي شده بنابراین، به نظر می. است) درصد 90تا  50(نوع فسفر آلی نامحلول 
 ،مطالعه یناز ا هدف. کود زیستی در استخرهاي پرورشی اثرگذار باشندصرفاً از منبع فسفر معدنی نتوانند در قالب 

حاوي  NBRIPمحیط کشت با استفاده از  از استخرهاي پرورش ماهیان گرمابی آزادکننده فسفر هاييباکتري جداساز
کلسیم تري(ل نامحلو یمعدنهاي حاصل از منبع فسفر عملکرد آنها با باکتري یسهو مقا) فیتات کلسیم( یمنبع فسفر آل

ها جدایهتوانایی  .باشدیم) شرایط نسبتاً مشابه با استخر پرورشی: ارلن حاوي رسوب(در شرایط میکروکازم ) فسفات
در محیط کشت جامد و مایع مورد ارزیابی قرار انحلال فسفر در ) جدایه از منبع معدنی 19جدایه از منبع آلی و  33(

گرم در لیتر و در میلی 40/57- 93/141ت مایع حاوي فیتات کلسیم بین کشمیزان فسفر محلول در محیط. گرفت
در مرحله نهایی، نتایج ارزیابی . گرم در لیتر بودمیلی 16/108-49/219کلسیم فسفات بین کشت حاوي تريمحیط
هاي دایهبهترین ج) 2Pو  3P ،13P(ها در میکروکازم رسوب نشان داد که سه جدایه حاصل از منبع فسفر آلی جدایه

و در مقایسه با ) گرم در لیترمیلی 18/28و  53/12، 86/11به ترتیب با آزادسازي فسفر (آزادکننده فسفر بودند 
ها مشخص کرد که این شناسایی مولکولی این جدایه. هاي حاصل از منبع فسفر معدنی عملکرد بهتري داشتندجدایه
با . باشندمی Acinetobacter johnsonii و Priestia aryabhattai ،Bacillus zanthoxyliها متعلق به سه باکتري سویه

عنوان توان بهرا می Bacillaceae هاي خانوادهبراي ماهی و انسان، سویه A. johnsoniiتوجه به پتانسیل بیماریزایی 
  .در نظر گرفتهاي تکمیلی آینده براي ارزیابیکاندیداي استفاده در کودهاي زیستی 

  
  رسوب میکروکازم ،گرمابیماهیان  ،کود زیستی، فیتات ،آلی فسفر انحلال :کلیدي يهاه واژ
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  مقدمه
تولیدات ماهیان گرمابی بیش از نیمی از 

پروري ایران را به خود اختصاص داده  محصولات آبزي
است و بعنوان یکی از ارکان اساسی رشد صنعت 

محسوب شده  هاي گذشته پروري کشور در سال آبزي
هاي پرورشی ماهیان گرمابی رشد گونه ).2020،ئوفا(است 

، )Hypophthalmichthys molitrix(اي از قبیل کپور نقره
و کپور  )Hypophthalmichthys nobilis( کپور سرگنده

در استخرهاي پرورشی ) Cyprinus carpio(معمولی 
وابستگی زیادي به میزان تولیدات اولیه موجود در 

  .)2007خان و همکاران،  ؛2005 وو و ژو،( استخرها دارد
پرورش  يفسفر در استخرها ازیمطلوب و مورد ن مقدار

 گرفته نظر در گرم در لیترمیلی 1تا  5/0  یگرماب انیماه
دوره پرورش  کیدر طول مین فسفر أبه منظور ت. شودیم
از انواع  لوگرمیک 800-1200 نیانگیبه طور م ،)ماهه 9(

به ازاي هر  يگاو ین کود آلت 10-12و  ییایمیکودهاي ش
 همکاران، و انیشکور( رودیبکار م هااستخرهکتار از 

  .)1392پورغلام و همکاران،  ؛1377
در  اولیه فسفر یکی از مهمترین عوامل تولید

ماهیان  هاي آبی به ویژه استخرهاي پرورشاکوسیستم
باشد اما در عین حال بدلیل عدم دسترسی گرمابی می

به این عنصر حیاتی، ) هافیتوپلانکتون(اولیه کنندگان تولید
کننده تولید در به عنوان یکی از عوامل محدود فسفر

درصد بسیار  .شودها در نظر گرفته میاینگونه اکوسیستم
) ناشی از کودهاي شیمیایی و آلی(معدنی زیادي از فسفر 

در استخرهاي پرورش ماهیان گرمابی به صورت ترکیب 
در رسوبات با (زي مختلف نظیر کلسیم هاي فلبا کاتیون

pH در رسوبات با (، آهن و آلومینیوم )قلیاییpH اسیدي (
همکاران،  و هو(شود رسوب کرده و از دسترس خارج می

بخش از طرف دیگر،  ).2011 همکاران و چن؛ 2010
موجود در استخرهاي پرورش ماهیان  کلبزرگی از فسفر 

 ) درصد 90تا  50( گرمابی از نوع فسفر آلی نامحلول

اشکال مختلفی از ). 2014و همکاران،  خان(باشد می
 هاي آبی وجود دارند که فسفر آلی در رسوبات اکوسیستم

 
 

بیشترین فرم آن از نوع نمک اینوزیتول هگزا فسفات 
درصد از فسفر آلی  50باشد و بیش از می) فیتات(

عنوان این ترکیب به. دهدرسوبات را تشکیل می
- ترین حالت فسفر آلی در اکوسیستمارترین و غالبپاید

فسفر ). 2009و همکاران،  بی(شود هاي آبی شناخته می
آلی به طور مستقیم قابلیت جذب و استفاده براي اغلب 

هاي باشد و تحت فرآیندجوامع فیتوپلانکتونی را دارا نمی
لول و قابل جذب براي باید به شکل محابتدا معدنی شدن 

HPO4( رانریز جاندا
H2PO4و  -2

و  کیم( تبدیل شود) -
با توجه به نوع شرایط ). 2007 ،جانا؛ 2003همکاران، 

از  مدیریتی حاکم بر استخرهاي پرورش ماهیان گرمابی
قبیل کوددهی آلی در مقیاس بالا، غذادهی، ورود انواع 
مواد آلی از طریق منبع آب ورودي و همچنین عدم 

پرورش ماهیان گرمابی  لایروبی رسوبات کف استخرهاي
 سوبات کف استخرهابراي مدت طولانی، میزان بار آلی ر

بنابراین بازگردانی فسفر تثبیت شده در اجزاء . باشد بالا می
تواند سبب آلی رسوبات به فرم محلول و قابل جذب، می

کاهش  افزایش میزان فسفر در دسترس تولیدکنندگان اولیه،
یایی و به تبع آن کاهش استفاده از کودهاي آلی و شیم

، دهندگانپرورش اقتصادي سود ها، افزایشآلودگی آب
- سطح و تولید محصولات آبزي واحد از بهینه استفاده

  .تر گرددپروري سالم
هاي افزایش  روش مهمترین یکی ازدر این بین 

فسفر قابل دسترس و استفاده از فسفر انباشته شده در 
 ، استفاده از)آلی هايکمپلکس(رسوبات کف استخرها 

هاي زیستی کننده فسفر در قالب کودآزاد هايباکتري
تاکنون ). 2015و همکاران،  مایترا؛ 2007، جانا(باشد  می

حوزه زیستی در کاربرد کود  رابطه بادر  چندانیمطالعات 
بیشتر این مطالعات . انجام نشده استجهان  پروريآبزي
فسفر در چرخه  آزادکننده ریزجانداراننقش  یبررسبه 

ق عمهاي کمها و دریاچهاکوسیستم رودخانه فسفر
این  نیز نقش )2014(و همکاران  بهرا .اختصاص دارد

. ددادن یستم مانگرو مورد بررسی قراردر اکوسرا  هاباکتري
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نشان داد که ) 2017(و همکاران  یانگنتایج تحقیقات 
اد در ایج فسفر نقش بسیار مهمی آزادکنندههاي باکتري

ر د. دارند هاي آبی رادر اکوسیستم جلبکی پدیده شکوفایی
اقدام به ) 2010(و همکاران  هو حوزه آبزي پروري نیز

 Pantoea stewartii subsp. stewartii باکتريشناسایی 

g6  کردند و  مزرعه کشت توام ماهی و برنجاز رسوبات
زیادي در  توانایی این باکتري در ادامه گزارش دادند

در  .ددار را NBRIP1 فسفر در محیط کشت مایع ادسازيآز
مشخص شد که ) 1397(مطالعه آرمنده و همکاران 

 Pseudomonasاکثراً از جنس(فسفر  آزادکننده هايباکتري

ان رسوبات مزارع پرورش ماهیاز جداسازي شده ) 
کلسیم حاوي تري NBRIPدر محیط کشت  گرمابی

فسفر  باتیترک در انحلال مطلوبی ییتوانافسفات، 
  .دارنددر شرایط آزمایشگاهی  نامحلول

به محققین هاي اخیر در همین راستا، در سال
مختلف ابعاد مشکلات عملکرد کودهاي زیستی و بررسی 

و  باشان مطالعه مروري در. نداهپرداختنیز این موضوع 
اشاره شده  )2015(لیو و همکاران  و )2013(همکاران 

 ،هاي آزادکننده فسفرحوزه باکترياغلب محققین که است 
کلسیم فسفات در فرآیند از ترکیب معدنی تريصرفا 

در صورتی که این ترکیب، یک  نداهکردجداسازي استفاده 
ضعیف و غیر قابل اعتماد براي جداسازي و  منبع نسبتاً

 ،در ادامه این مطالعه .ها استبررسی عملکرد این باکتري
هاي شیمیایی وع در ویژگیبدلیل تن است که هبیان شد

توان را نمی یرسد هیچ ترکیبهاي مختلف به نظر میخاك
نظر  دربه عنوان یک منبع جهانی در فرآیند جداسازي 

از چندین بهتر است این محققین پیشنهاد دادند که  .گرفت
 فیتات کلسیم، فسفات آهن و فسفات(نامحلول منبع فسفر 

براي کلسیم فسفات علاوه بر تري) آلومینیوم و غیره
  . استفاده شودها این باکتريجداسازي 

توجه به این و موارد ذکر شده در نظر گرفتن با 
هاي بخش بزرگی از فسفر موجود در اکوسیستم نکته که

                                                   
1. National Botanical Research Institute’s Phosphate 

growth medium 

ش ماهیان گرمابی از نوع فسفر نظیر استخرهاي پرور آبی
همچون  باشد، انتخاب ترکیبات معدنی نامحلولمی آلی
هاي ، به منظور جداسازي باکترياتکلسیم فسفتري

رسد و جایگزینی آن با آزادکننده فسفر منطقی به نظر نمی
- تواند به عملکرد بهتر باکتريیک ترکیب نامحلول آلی می

. کمک شایانی نماید شرایط واقعیهاي جداسازي شده در 
 ازکه است در این مطالعه هدف گذاري شده بنابراین 

فسفر آلی نامحلول  منبعترین لبغافیتات کلسیم به عنوان 
هاي در فرآیند جداسازي باکتريهاي آبی در اکوسیستم

و سپس توانایی آنها با  آزادکننده فسفر استفاده شود
در کلسیم فسفات هاي جدا شده از ترکیب تريباکتري

ازم محیط میکروک. مقایسه شودمحیط میکروکازم رسوب 
 باشد کهمی حاوي رسوبات استخرهاارلن شامل رسوب 

 پرورش ماهیان گرمابیمشابه با اکوسیستم  اشرایط تقریب
  .کندایجاد می

  هامواد و روش
پرورش ماهیان  استخرهايبرداري از رسوبات نمونه

   گرمابی 
متري  سانتی 0- 10برداري از عمق نمونه

در نواحی  پرورش ماهیان گرمابی استخر 10 رسوبات
 به طول و عرض در وسعتی( مختلف استان مازندران

 -  N  '36°75تا E  '53°60  - '52°11جغرافیایی
 نمونه واحد، یک تهیه براي .انجام شد )36°58'

هاي متعددي از رسوب نقاط مختلف یک  برداري نمونه
 ,Hydro-Bios) 2ونِ گرابون بردار نمونه استخر توسط

Germany) مخلوط  ها با یکدیگرنمونه انجام و سپس
ظروف  درون رسوبات در ونهنم .شدندو همگن 

منتقل  اي استریل در مجاورت یخ به آزمایشگاهشیشه
  .گراد نگهداري شدنددرجه سانتی 4و در دماي 

                                                   
2. Van Veen Grab 
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فسفر در  آزادکننده هايشمارش و جداسازي باکتري
  محیط کشت جامد

در این مطالعه براي جداسازي و انتخاب 
 NBRIPهاي آزادکننده فسفر از محیط کشت جامد باکتري

 MgSO4.7H2O ،2/0گرم  MgCl2 ،25/0گرم  5شامل (
گرم گلوکز در یک  10و  2SO4(NH4)گرم  KCl ،1/0گرم 

  .استفاده شد) 7نهایی  pHلیتر آب مقطر با 

براي  1گرم در لیتر فیتات کلسیم 7/3همچنین از 
گرم در لیتر  5هاي آزادکننده فسفر آلی و جداسازي جدایه

هاي آزادکننده داسازي جدایهبراي ج 2کلسیم فسفاتتري
) به صورت جداگانه(فسفر معدنی در ترکیب محیط کشت 

هاي رقتاز نمونه رسوبات منظور  به همین. ستفاده شدا
میکرولیتر در سه  100تهیه و از هر رقت  10-8متوالی تا 

. گسترش داده شد NBRIPتکرار روي محیط کشت جامد 
اد درون انکوباتور گر درجه سانتی 28-30ها در دماي پلیت
هاي ساعت، کلنی 48داري شدند و پس از گذشت نگه
   ).1999، ناتیال( شدند جداسازيو دار شمارش هاله

شاخص (ها در محیط کشت جامد ارزیابی عملکرد جدایه
  )قطر هاله به قطر کلنی

ها در آزادسازي به منظور مقایسه توانایی جدایه
ر محیط کشت د) Halo Index( شاخص هالهفسفر از 

منبع فسفر آلی (حاوي کلسیم فیتات  NBRIPجامد 
منبع فسفر معدنی (کلسیم فسفات و تري) نامحلول
میکرولیتر از  10 براي این منظور. استفاده شد) نامحلول

-CFU/ml  106×2با تراکم(محیط کشت نوترینت براث 
اي به صورت نقطه NBRIPبروي محیط کشت جامد ) 4

ساعت در  48براي مدت و ) کرارسه ت(کشت داده شد 
 .در انکوباتور نگهداري شد گراد درجه سانتی 28-30دماي 

ها در این مرحله بر اساس ترین جدایهدر نهایت قوي
و  پرمونو(نسبت قطر هاله به قطر کلنی شناسایی شدند 

 .)1996همکاران، 

  
                                                   

1. Phytic Acid Calcium 
2. Tricalcium phosphate 

   ایعمکشت ها در محیطجدایهعملکرد ارزیابی 
با ( ط کشت نوترینت براثمیکرولیتر از محی 100

 50هاي حاوي درون ارلن )CFU/ml  106×2-4تراکم
کلسیم حاوي تري NBRIPلیتر محیط کشت مایع میلی

 تلقیح شد) به صورت جداگانه(لسیم فسفات و فیتات ک
ساعت در  48ها به مدت ارلن .)2001، ناتیالو  مهتا(

 120(گراد درون انکوباتور شیکردار  سانتی 28- 30دماي 
نگهداري و سپس میزان فسفر آزاد شده بر ) دور در دقیقه

توسط دستگاه اسید آسکوربیک اصلاح شده  روش اساس
Plate Reader و همکاران، اویلا سگورا (گیري شد اندازه

هر یک از محیط  pH). 2012؛ رایس و همکاران، 2004
 دیجیتالمتر  pHبا استفاده از دستگاه ها نیز کشت

)Jenway 3510, USA (به .مورد سنجش قرار گرفت -

از نمونه محلول محیط ، هاجدایهشمارش جمعیت منظور 
در محیط نوترینت  و تهیههاي متوالی رقتکشت مایع، 

دماي (ساعت انکوباسیون  48پس از . آگار کشت داده شد
 روش پلیت باها جدایهیت جمع ،)درجه سانتیگراد 30-28

  .گردید گزارش CFU/mlبر حسب و  استاندارد
  رسوب میکروکازمها در محیط جدایهعملکرد ارزیابی 

سازي شده ها در شرایط شبیهجدایه ارزیابی عملکرد جهت
 )ارلن حاوي رسوب( 3محیط طبیعی، از محیط میکروکازم

گرم  25به منظور ایجاد محیط میکروکازم، . استفاده شد
لیتر آب استخر درون میلی 100رسوب تازه به همراه 

لیتري با یکدیگر ترکیب و درون میلی 250هاي ارلن
کشت میکرولیتر از محیط 100سپس . اتوکلاو استریل شد

با (هاي باکتریایی نوترینت براث حاوي جدایه
برداشت و به محیط ) CFU/ml  106×2 -4تراکم

ساعت در دماي  48ها به مدت ارلن. میکروکازم تلقیح شد
تور شیکر دار گراد درون انکوبادرجه سانتی 30-28

و  نگهداري شدند و سپس اقدام به سنجش فسفر محلول
pH 2012رایس و همکاران، ( محیط شد( .  

                                                   
3. Microcosm 
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- توالی هاي برتر با استفاده ازشناسایی مولکولی جدایه

   rRNA S16یابی ژن 
در این تحقیق به منظور شناسایی مولکولی 

 rRNA S16 یابی ژنتوالیاز  با کارایی بهترهاي جدایه
پس از ایجاد توده زیستی از هر یک از . فاده شداست

ها با جدایه) DNA(ها، استخراج ماده ژنتیکی جدایه
از کیت استخراج ژنوم باکتریایی شرکت سیناژن استفاده 

اي با روش واکنش زنجیرهتکثیر ژن مورد نظر . انجام شد
و با استفاده از ) ، ساخت آمریکاBiorad(پلیمراز 

اطمینان  جهتو  نجاما R1492و  F27 آغازگرهاي عمومی
 1به ژل آگاروز  PCR حصولات م از تکثیر باند مورد نظر،

و همکاران،  ویسبرگ( درصد منتقل و الکتروفورز گردید
  یابی جهت توالی تکثیر شده هقطعدر نهایت ). 1991

  .کره جنوبی ارسال گردید 1به شرکت بایونیر 
ها، به کمک نرم سویهتوالی ژنی یابی، پس از فرآیند توالی 

 NCBIدر پایگاه اطلاعاتی  BLASTافزار 
)https://www.ncbi.nlm.nih.gov ( مورد بررسی قرار

هاي جداسازي  گرفت و در نهایت، درخت فیلوژنی سویه
-Neighbor روشو  MEGA 6افزار شده با استفاده از نرم

joining 2013و همکاران،  تامورا(رسیم شد ت .( 

  هاداده آماري تحلیل و تجزیه
تحلیل آماري  به منظور آنالیز توصیفی و

 SPSSو ) 2016نسخه (  Excelها از نرم افزارهاي داده
منظور مقایسه همچنین به. استفاده گردید) 23نسخه (

شاهد و  گروهها نسبت به عملکرد هر یک جدایه
- از آزمون ،حل مختلفاها در مریهبرترین جدا انتخاب

و آنالیز ) Kruscal-wallis(والیس - هاي کروسکال
در سطح  )One Way Anova(طرفه واریانس یک

 .شد استفادهدرصد  95اطمینان 
 
 
 
  

                                                   
1. Bioneer 

  و بحث نتایج
  هاي آزادکننده فسفر آلی و معدنیجداسازي باکتري

جدایه باکتریایی  52طور کلی در این مطالعه، به
 استخرهايده فسفر معدنی و آلی از نمونه رسوبات آزادکنن

جدایه از  33 ماهیان گرمابی جداسازي گردید که پرورش
منبع فسفر آلی ( کلسیممحیط کشت حاوي ماده فیتات 

جدایه نیز از محیط کشت حاوي ماده  19و ) نامحلول
جداسازي ) منبع فسفر معدنی نامحلول(کلسیم فسفات تری
 .شد

 و مایع ها در محیط کشت جامدهجدای عملکردنتایج 
NBRIP  

- جدایه(هاي آزادکننده فسفر آلی جدایهدر بین 

، 15P ،10P ،31P ،33Pهاي جدایه) P کد هاي داراي
5P،12P ،26P ،27P  2وPترتیب با میانگین شاخص، به 

و  8/1، 8/1، 8/1، 8/1، 8/1، 8/1، 2/2، 6/2 هاله به کلنی
دامنه نوسانات میزان  .داراي بهترین عملکرد بودند 8/1

کشت مایع حاوي ترکیب فیتات فسفر محلول در محیط
 40/57- 93/141ساعت بین  48پس از گذشت نیز کلسیم 

، 22P ،18Pهاي گرم در لیتر مشاهده شد و جدایهمیلی
33P ،31P ،26P ،28P ،27P ،24P  32وP،  بهترین

عملکرد را در آزادسازي فسفر از ترکیب آلی فیتات کلسیم 
  ). 1جدول (دارا بودند 
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 هاي آزادکننده فسفر معدنیدر بین جدایه

 10Tو  8T ،20Tهاي جدایهنیز  )Tکد داراي هاي جدایه(
 8/1و  2، 25/2هاله به کلنی ترتیب با میانگین شاخص به

همچنین دامنه  .را از خود نشان دادندبهترین عملکرد 
حاوي مایع کشت نوسانات میزان فسفر محلول در محیط

گرم میلی 16/108-49/219کلسیم فسفات بین ترکیب تري
، 13T هايجدایه در لیتر متغیر بود و بهترین عملکرد در

17T ،18T ،9T 10وT  2جدول (مشاهده شد.(   
بر  بطورکلی، مشخص شده است که تکیه مطلق

شاخص هاله به کلنی در محیط کشت جامد به منظور 
ها در آزادسازي فسفر چندان تعیین میزان کارایی سویه

باشان و همکاران، (در تحقیقات زیادي . قابل اعتماد نیست
) 2018، سائو و همکاران، 2015، لیو و همکاران 2013

اي هایی که هیچ گونه هالهنشان داده شده است که جدایه

اند، رهاسازي فسفر بالایی در یط جامد تشکیل ندادهدر مح
از جمله دلایل این . محیط کشت مایع داشتند و بالعکس

توان به نرخ متفاوت انتشار اسیدهاي آلی عدم انطباق را می
در محیط کشت جامد ) ترشح شده توسط سویه(مختلف 

؛ لی و همکاران، 2014بهرا و همکاران، (نسبت داد 
دست آمده از این مطالعه نیز موید این نتایج ب). 2019

 29Pو  1P ،21Pها نظیر موضوع بود که برخی جدایه
اي در محیط کشت جامد رغم اینکه هیچگونه هالهعلی

تشکیل نداده بودند اما در محیط کشت مایع قادر به 
هایی که آزادسازي فسفر شدند و یا در برخی موارد جدایه

شاخص هاله به (جامد کشت تري در محیط عملکرد قوي
کشت از خود نشان داده بودند در محیط ) کلنی بزرگتر

). 8Tو  15P ،10Pنظیر (مایع عملکرد ضعیفی نشان دادند 
بنابراین استفاده از محیط کشت مایع به عنوان آزمون 

  ها در محیط کشت مایع حاوي فیتات کلسیمو میزان فسفر آزاد شده توسط جدایه pH جمعیت، - 1جدول 

 جدایه
  آزادسازي فسفر

(mg/l) pH  
 جمعیت

)CFU/ml(  آزادسازي فسفر  جدایه  
(mg/l) pH  

جمعیت 
)CFU/ml(  

P1 75/0 ± 54/61  31/5  105×3/1  P18 *99/0 ± 16/125  05/5  106×4/2  
P2 75/0 ± 46/82  23/5  105×2  P19  *3/1 ± 84/96  08/5  106×5/2  
P3 32/1 ± 95/68  15/5  105×2/1  P21 37/0 ± 24/82  41/5  106×5/2  
P4 *13/1 ± 28/102  22/5  106×2/1  P22 *36/1 ± 93/141  91/4  106×3/1  
P5 3/1 ± 99/66  97/4  106×8/1  P23 *37/0 ± 76/83  46/5  106×5/2  
P6 99/0 ± 61/74  27/5  105×2/2  P24 *75/0 ± 29/107  24/5  106×5/2  
P7 3/1 ± 1/78  98/4  106×9/1  P26 *37/0 ± 27/114  18/5  106×5/1  
P8 36/1 ± 72  28/5  105×8/1  P27 *75/0 ± 73/113  21/5  106×3/2  

P9 99/0 ± 72  08/5  106×2/1  P28 *1/2 ± 83/113  29/5  106×1/2  
P10 64/1 ± 62/79  91/3  105×2/2  P29 65/0 ± 79/76  00/6  105×5/2  
P11 65/1 ± 40/57  21/5  104×7/1  P30 *6/2 ± 96/112  25/5  106×1/3  
P12 13/1 ± 56/71  16/5  104×1/2  P31 *29/2 ± 19/118  34/5  106×5/3  
P13 *96/1 ± 52/90  4/5  106×6/2  P32 *99/0 ± 08/107  22/5  106×9/2  
P14 65/0 ± 76/61  36/5  105×8/2  P33 *37/0 ± 72/124  2/5  106×5/3  
P15 72/1 ± 10/78  04/4  105×2  P34 *35/0 ± 95/90  26/5  105×8/1  
P16 *96/1 ± 01/99  24/5  106×5/2  P35 *35/0 ± 12/88  28/5  106×3  
P17 *36/1 ± 30/90  11/5  106×5/2 93/41 ± 3/0 شاهد   22/6   --- 

  است 05/0شاهد در سطح  گروهدهنده تفاوت معنادار تیمار مورد نظر با نشان *
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ها تر عملکرد اینگونه باکتريمکمل براي بررسی دقیق
  .رسدضروري به نظر می
هاي باکتریایی مامی جدایهکشت مایع تدر محیط

قادر به آزادسازي فسفر از منابع فسفر نامحلول بودند، 
تا  22/0بین  pHها در کاهش همچنین دامنه توانایی جدایه

قادر ) آلی و معدنی(ها واحد متغیر بود و اکثر جدایه 31/2
اسیدي . نسبت به تیمار کنترل شدند pHبه کاهش معنادار 

ح اسیدهاي آلی و تولید پروتون کردن محیط از طریق ترش
ها براي آزادسازي فسفر هاي عمده باکتريیکی از سازوکار

همچنین با توجه . از ترکیبات فسفر معدنی نامحلول است
در آزاد سازي ها هاي مرتبط با آنزیمبه نقش سازوکار

ثیري در محیط آنیز ت pHفسفات از فیتات کلسیم، کاهش 
  . کشت مایع حاوي فیتات ندارد

 
 
 

بین میزان نوسانات  يهمبستگی معنادار علاوه،به
pH در محیط حاوي منبع فسفر  و میزان فسفر آزادشده

مشاهده نشد که این موضوع با نتایج تحقیقات تائو معدنی 
رسد که به نظر می. نیز مطابقت داشت) 2008(مکاران و ه

- کلاتکنندگی اسیدهاي آلی براي تفاوت در توان کلات

که چرا برخی  باشدترین دلیلی مهم هاي کلسیمکردن یون
، بر pHبا اثر کمتر بر کاهش فسفر  آزادکنندههاي از سویه

، شینرو  ایلمر( ي بالاتري دارنداثرگذار حلالیت فسفر
بنابراین رهاسازي فسفر نتیجه وجود هر دو اثر . )1992

کنندگی و کلات محیط pHکاهش  اسیدهاي آلی شامل
 ).2012، آنتون(باشد می

 
 

  ها در محیط میکروکازمعملکرد جدایه
شده به هاي معرفیجدایههد که دنتایج نشان می

بخوبی خود ساعت  48پس از محیط میکروکازم توانستند 
  CFU/mlیت کرده و به میانگین جمعیترا در رسوبات تثب

از  در این مرحلهدامنه آزادسازي فسفر . برسند 6/1×106
از گروه . گرم در لیتر متغیر بودمیلی 18/28تا  03/0

، 2P ،13P ،3P ،21Pهاي سویه ،هاي فسفر آلیآزادکننده
1P ،6P ،34P  33وP  در آزادسازي عملکرد را بهترین

 ).3جدول ( داشتندفسفر 

هاي فسفر معدنی نیز مچنین از گروه آزادکنندهه
به ترتیب با مقادیر فسفر  3Tو  2T ،19T ،4Tهاي سویه

 
  کلسیم فسفاتها در محیط کشت مایع حاوي تريو میزان فسفر آزاد شده توسط جدایه pHجمعیت،  - 2جدول 

 جدایه
  آزادسازي فسفر

)mg/l( 
pH  

جمعیت 
)CFU/ml(  آزادسازي فسفر  جدایه  

)mg/l(  pH  
جمعیت 

)CFU/ml(  
T1 37/0 ± 91/148  24/5  104×2/2  T12 *72/2 ± 77/188  28/5  106×3  
T2 75/0 ± 23/160  53/5  106×2  T13 *29/2 ± 49/219  17/5  106×5  
T3 72/1 ± 37/164  19/5  105×9/1  T14 13/1 ± 60/169  16/5  105×1/2  
T4 65/0 ± 96/151  48/5  105×5/3  T15 1/0 ± 16/108  08/5  106×9/2  
T5 75/0 ± 23/160  22/5  106×9/2  T16 7/2 ± 30/168 51/5  106×4  
T6 7/1 ± 22/155  23/5  106×6/2  T17 *9/2 ± 88/216  31/5  106×3/3  
T8 75/0 ± 82/169  48/4  106×9/2 T18 *26/2 ± 74/212  27/5  106×6  
T  9  *3/0 ± 73/207  29/5  106×9/1  T19 *6/2 ± 67/182  34/5  106×5  
T10 *88/1 ± 11/205  17/5  106×4  T20 *26/2 ± 98/183  44/4  106×7/3  
T11 75/0 ± 69/170 25/5  106×2  01/6  85/123 ± 13/1  شاهد   --- 

  است 05/0شاهد در سطح  گروهدهنده تفاوت معنادار تیمار مورد نظر با نشان "*  "
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  ).4جدول (عملکرد را داشتند  بهترینگرم در لیتر میلی 2/5و  39/6، 05/9، 24/10محلول 

 

 است 05/0دهنده تفاوت معنادار تیمار مورد نظر با گروه شاهد در سطح نشان "*  "
 

  ط میکروکازمدر محیآزادکننده فسفر آلی  هايو میزان فسفر آزاد شده توسط جدایه pHجمعیت،  - 3جدول 

 جدایه
  آزادسازي فسفر

(mg/l) pH 
جمعیت 

)CFU/ml( 
  آزادسازي فسفر  جدایه

(mg/l) pH  
  جمعیت

)CFU/ml(  
P  1  *17/0 ± 29/10  98/7  106×4/2  P18 23/0 ± 88/0  41/8  106×8/2  
P  2  *47/0 ± 18/28  99/7  106×3  P19 *27/0 ± 4/6  78/8  106×3/2  
P3 *52/0 ± 86/11  08/8  107×1  P21 *24/0 ± 8/11  11/8  106×1/6  
P4 19/0 ± 29/0  04/8  106×2/1  P22 2/0 ± 25/0  14/8  106×2/2  
P5 *06/0 ± 47/4  10/8  106×2/2  P23 06/0 ± 71/0  40/8  106×2/2  
P6 *53/0 ± 97/9  98/7  106×3/3  P24 03/0 ± 2/0  93/7  106×2/7  
P7 *63/0 ± 83/4  04/8  105×2/4  P26 *76/0 ± 02/1  12/8  105×2/3  
P8 11/0 ± 18/0  11/8  106×8/3  P27 13/0 ± 77/0  09/8  106×1/2  

P9 03/0 ± 88/0  23/8  106×6/2  P28 03/0 ± 33/0  98/7  106×8/6  
P10 15/0 ± 27/0  28/8  106×9/5  P29 *33/0 ± 91/0  45/8  106×2/1  
P11 03/0 ± 14/0  05/8  105×8/1  P30 *06/0 ± 5/1  07/8  105×9/3  
P12 *07/0 ± 06/1  06/8  105×1/7  P31 03/0 ± 8/0  99/7  106×9/7  
P13 *37/0 ± 53/12  03/8  106×6/2  P32 1/0 ± 73/0  45/8  106×5/3  
P14 06/0 ± 44/0  36/8  105×9/2  P33 *23/0 ± 02/8  68/8  105×2/4  
P15 03/0 ± 03/0  12/8  106×2  P34 *23/0 ± 93/9  22/8  106×2/5  
P16 *37/0 ± 08/1  92/7  106×6/1  35P 75/0 ± 29/0  05/8  106×8/1  
P17 03/0 ± 2/0  18/8  106×5/2 07/0 ± 03/0 شاهد   50/8   --- 

  است 05/0دهنده تفاوت معنادار تیمار مورد نظر با گروه شاهد در سطح نشان "*  "

  هاي آزادکننده فسفر معدنی در محیط میکروکازمو میزان فسفر آزاد شده توسط جدایه pHجمعیت،  - 4جدول 

 جدایه
 آزادسازي فسفر

(mg/l) pH  جمعیت
)CFU/ml( 

 ي فسفرآزادساز  جدایه
(mg/l) pH   جمعیت

)CFU/ml(  
T1 06/0 ± 51/0  15/8  106×4/6  T12 1/0 ± 36/0  04/8  106×5/3  
T2  *42/0 ± 24/10  08/8  105×5  T13 *26/0 ± 5/1  22/8  106×1  
T3 *11/0 ± 2/5  07/8  107×2  T14 *07/0 ± 82/0  35/8  107×1  
T4  *17/0 ± 39/6  2/8  106×2/3  T15 03/0 ± 33/0  07/8  106×2/2  
T5 07/0 ± 6/0  29/8  106×2/2  T16 1/0 ± 18/0  20/8  106×1/6  
T6 03/0 ± 42/0  01/8  106×3  T17 *03/0 ± 8/0  12/8  106×5/3  
T8  *42/0 ± 45/2  42/8  105×2/6  T18 03/0 ± 14/0  06/8  106×2/2  
T9 2/0 ± 42/0  98/7  106×2  T19 *23/0 ± 05/9  62/8  106×5/1  

T10 *13/0 ± 71/0  39/8  106×6/1  T20 *13/0 ± 7/3  47/8  106×6/3  

T11 07/0 ± 66/0  15/8  106×9/1 07/0 ± 03/0 شاهد   50/8   --- 
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، آزمایشات تردر این مطالعه براي ارزیابی دقیق
ات استخرهاي پرورش محیط مشابه با رسوبارزیابی در 

از . نیز انجام گرفت )میکروکازم رسوب( ماهیان گرمابی
تر از دهیچیپ اریبس ستخر پرورشی،ادر  طیشراکه  ییآنجا
 طیها در شراجدایه یابیاست، ارز یشگاهیآزما طیشرا

اکثر  ،در این راستا. مهم است اریبس یعیطب طیمشابه با مح
) 2019؛ لی و همکاران، 2015لیو و همکاران، ( محققین

انحلال فسفر  ییتوانا یابیارز ندیکه فرآ اندکرده هیتوص
در شرایط مشابه با محیط  دیبا فسفر آزادکننده هايباکتر

در مطالعه  .رسوب همراه شود/خاك طبیعی در میکروکازم
هاي انتخاب شد با استفاده حاضر مشاهده شد که باکتري

، 22P ،18P نظیر) جامد و مایع( NBRIPکشت از محیط
13T  17وT  محیط (هنگامی که در شرایط میکروکازم

خود قرار گرفتند، قادر به تکرار عملکرد خوب ) رسوبات
نشدند و با افت محسوس  رسوب میکروکازم در محیط

توان به از دلایل این موضوع می. عملکرد مواجه شدند
ها به سایر اتصال سریع فسفر آزادشده توسط جدایه

در رسوبات اشاره  هاي فلزي نظیر کلسیم موجودکاتیون
کرد که با توجه به ماهیت قلیایی استخر پرورش ماهیان 

گاتر و (اي محتمل و شناخته شده است گرمابی، پدیده
  ). 2015؛ مایترا و همکاران، 1993میر، 

هاي بیشتر در البته در این خصوص، بررسی
هاي آبی مورد دینامیک و پویایی فسفر در محیط

) نشینی و آزادسازي فسفرته درگیر، شدت هايسازوکار(
ها از دیگر دلایل کاهش عملکرد جدایه. گرددپیشنهاد می

توان به عدم تطابق مواد مغذي در میکروکازم رسوب می
هاي کشت معمول آزمایشگاهی با مواد موجود در محیط

علیرغم تثبیت مناسب (مغذي موجود رسوبات آبی 
بن، فسفر، نوع و میزان منابع کر. اشاره کرد) جمعیتی

ها در نیتروژن و غیره تاثیري مهمی بر میزان توانایی جدایه
  ها در نهایت سبب این تفاوت. آزادسازي فسفر دارد

ها هاي جداسازي شده در این محیط کشتشود باکتريمی
قرار ) محیط حاوي رسوب(هنگامی که در شرایط طبیعی 

ابراین بن. از خود بروز دهند ی راگیرند عملکرد متفاوتمی

ها، طراحی و ساخت در هنگام فرآیند جداسازي باکتري
از نظر ( هاهاي کشت متناسب با شرایط اکوسیستممحیط

باید مورد توجه قرار گیرد ) منابع کربن، فسفر و نیتروژن
مطالعه حاضر نتایج  ).2016؛ لی و همکاران 1999ناتیال،(

لیو و  ؛2010کولاوینو و همکاران، ( با نتایج برخی محققین
مدترین منطبق است که بیان داشتند کارآ )2015همکاران، 

جامد  طیحمکننده فسفر جداسازي شده از آزادهاي سویه
 .نبودندخاك شرایط فسفر در  آزادسازيقادر به  عیو ما

سازي شده نظیر هاي شبیهبنابراین، استفاده از محیط
- ثر در راه جداسازي باکتريؤتواند گامی ممیکروکازم می

نتایج حاصل از ارزیابی عملکرد . هاي کارآمدتر تلقی گردد
هاي ها در محیط میکروکازم نشان داد که جدایهجدایه

- آزادکننده فسفر آلی میزان فسفر بیشتري نسبت به جدایه

 3جداول (اند ههاي آزادکننده فسفر معدنی رهاسازي کرد
ه آزاد کنند يها يثابت شده است که باکتر یبه خوب). 4و 

آزاد کننده فسفر از  يها يباکتر با فسفر از ترکیبات آلی
 سازوکارهاياز نظر استفاده از منابع فسفر و  منابع معدنی

   ).2008تائو همکاران، ( هستند زیمتما ،ی به فسفردسترس
ر از طریق فسفآزادکننده هاي برخی از باکتري
اسید (لی با وزن مولکولی پایین سازوکار ترشح اسیدهاي آ

اثر قویتري بر انحلال منابع ) یتریک، اگزالیک و تارتاریکس
؛ 2013شارما و همکاران، ( دارندنامحلول فسفر معدنی 

علاوه، برخی دیگر از این به .)2014بهرا و همکاران، 
اثر ) فسفاتاز و فیتاز(ها ها با رهاسازي آنزیمباکتري

و  بهرا(آلی نامحلول دارند قویتري بر انحلال منابع فسفر 
با توجه به مطالعات آرمنده و همکاران . )2014همکاران، 

موجود در  کلدرصد از فسفر  85، بیش از )1397(
رسوبات استخرهاي پرورش ماهیان گرمابی استان 

با در نظر گرفتن  .دهدسفر آلی تشکیل میفرا مازندران 
هاي آزادکننده فسفر آلی رود باکترياین شرایط، انتظار می

هاي آزادکننده فسفر معدنی در رسوبات باکتري تر ازفعال
از این رو . استخرهاي پرورش ماهیان گرمابی باشند

هاي آزادکننده فسفر جداسازي و بررسی عملکرد باکتري
فسفر معدنی (کلسیم فسفات صرفا بر مبناي ماده تري
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تواند امري منطقی و مطلوب به نظر رسد که نمی) نامحلول
یید أر نیز این موضوع به وضوح تدر نتایج مطالعه حاض

بیان داشتند ) 2008(در همین راستا، تائو و همکاران  .شد
هاي جدا شده از منابع معدنی اثر بهتري در که باکتري

هاي جداشده از آزادسازي فسفر از منابع معدنی و باکتري
منابع آلی اثر قویتري در آزادسازي فسفر از منابع آلی 

نیز بیان ) 2013(ي باشان و همکاران در مقاله مرور. دارند
 کلسیم فسفاتتريکه با استفاده از  ییها هیاکثر سو شد که

 بر ینییپا انحلال ییتوانا ایبودند  اثر یب ایاند  انتخاب شده
 يدیاس يها خاك در ژهیو فسفر نامحلول به باتیترک ریسا

  . ی داشتندفسفر آلاز  یغن يو خاك ها

ها به منظور شناسایی مولکولی یهانتخاب نهایی بهترین جدا
  هاو آنالیز فیلوژنی جدایه

 کید بر نتایج بدست آمده در مرحلهأتبا 
که  2Pو  13P ،3P، در نهایت سه جدایه میکروکازم

اده ها از خود نشان دجدایهبهترین عملکرد را در بین سایر 
نتایج  .منظور شناسایی مولکولی انتخاب شدندبه بودند

جدایه مورد مورد نظر و مقایسه سه یابی یتوالحاصل از 
) NCBI(در بانک جهانی ژن  موجود هايبا سایر توالیآن 

   .ارائه شده است 1در شکل 

  

  rRNA S16 ژن یابیبر اساس توالیمورد مطالعه  هايی جدایهدرخت فیلوژن - 1شکل 
  

ي منتخب، نتایج نشان داد از مجموع سه جدایه
جدایه متعلق به  ، یکPriestia ق به جنسعلیک جدایه مت

و یک جدایه متعلق به جنس  Bacillusجنس 

Acinetobacter 3هاي جدایه توالی .باشدمیP به باکتري  
Priestia aryabhattai strain SB.P3)GenBank: 

MT757933(  13و توالی جدایهP به باکتريstrain 
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SA.P13  Bacillus zanthoxyli )GenBank: 

MT757932 (2توالی جدایه . لق داشتندتعP  نیز متعلق به
 strain SC.P2  Acinetobacter johnsoniiباکتري

)GenBank: MT757934( مروي بر منابع. بود ) آستین و
ترین مهم ن است کهآحاکی از  )2017؛ فائو، 2012آستین، 

پروري شامل هاي بیماریزا در حوزه آبزيباکتري هايگروه
Vibrio،Enterobacteria  ،Aeromonas ،Edwardsiella ،

Flavobacterium ،Streptococcus ،Mycobacterium و 
Pseudomonas هايهمچنین باکتري .باشندمی 

Aeromonas hydrophila ،Pseudomonas fluorescens  و
P. aeruginosa هاي بیماریزا در ياز مهمترین باکتر

اهیان آب شیرین مخصوصاً در استخرهاي م هاياکوسیستم
؛ فائو 2003لیوپو و لیم، (شوند محسوب میگرمابی 

با توجه به اطلاعات  و )2020؛ لی و همکاران 2017

خانواده هاي باکتري، )2020لوردزي و همکاران، (موجود
عنوان هب باسیلاسه شناسایی شده در مطالعه حاضر عمدتاً

پروبیوتیک مطرح هستند و داراي اثرات بسیار مثبتی بر 
بررسی مطالعات گذشته نیز نشان  .باشندمیآب کیفیت 

براي  Acinetobacter johnsoniiباکتري  داده است که
علاوه هب ).2014کوزینکا، ( بیماریزا نیستماهیان گرمابی 

کند این باکتري به ندرت در انسان بیماري ایجاد می
با توجه به عدم مطالعه  ،با این وجود .)2016 مونتانا،(

در آبزیان و  بیماریزایی این باکترينسیل پتادقیق روي 
این سویه به عنوان کاندیداي کودهاي کارگیري به، انسان

بیماریزایی این سویه روي دقیق  ارزیابیتا زمان  زیستی
خصوصیات . شودتوصیه نمیهاي ماهیان گرمابی گونه

ها نیز در هر یک از جدایه ریخت شناسیمیکروسکوپی و 
  .آمده است 5جدول 

 
  هاي جداسازي شدهباکتري ریخت شناسیخصوصیات میکروسکوپی و  - 5جدول 

  Bacillus zanthoxyli Bacillus aryabhattai Acinetobacter johnsonii 

  گرم منفی  گرم مثبت  گرم مثبت  رنگ آمیزي گرم
  وکو باسیلک باسیل باسیل شکل 

  فاقد اسپور  داراي اسپور  اسپور فاقد  قابلیت اسپور زایی
  هوازي  هوازي  هوازي  نفست

 غیر متحرك  متحرك  متحرك  وضعیت حرکتی
  شیري متمایل به زرد  متمایل به زرد  متمایل به زرد  رنگ کلنی
  محدب  صاف  صاف  سطح کلنی
  مترمیلی 2تا  1  مترمیلی 5تا  3  مترمیلی 4تا  2  اندازه کلنی
  لزج ايکره  ايکره  بافت کلنی

  
  گیري کلینتیجه

رد استفاده در فرآیند جداسازي منبع مونوع 
باید بر اساس نوع ترکیبات  فسفر آزادکنندهي هاجدایه

بنابراین با توجه . باشد موجود در اکوسیستم مورد مطالعه
- موجود در اکوسیستمکل به اینکه بخش بزرگی از فسفر 

 باشد، می) درصد 90الی  50(هاي آبی ما از نوع فسفر آلی 

فیتات کلسیم به عنوان  در این مطالعه از ترکیب
یکی از ترکیبات غالب فسفر آلی نامحلول استخرهاي 

 فسفر آزادکنندهداسازي باکتري ـبراي جان ـاهیـپرورش م

 حیط میکروکازم رسوب نشان دادمنتایج . شد استفاده
 کلسیم فیتاتهایی که با استفاده از ترکیب جدایه

فر در آزادسازي فس بهترياند توانایی جداسازي شده
کلسیم هاي جداسازي شده با ترکیب ترينسبت به جدایه

میکروکازم مبین این شرایط در ارزیابی  .داشتندفسفات 
هنگام قرارگیري در شرایط ها بهموضوع بود که جدایه

) میکروکازم(استخرهاي پرورش ماهیان گرمابی مشابه 
هاي کشت معمول عملکرد متفاوتی را نسبت به محیط

استفاده از  بنابراین، .دهنداز خود نشان می )جامد و مایع(
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تواند گامی سازي شده نظیر میکروکازم میهاي شبیهمحیط
  . هاي کارآمدتر تلقی گرددجداسازي باکتريثر در راه ؤم

 Priestiaسه باکتري آزادکننده فسفر 

aryabhattai ،Bacillus zanthoxyli  وAcinetobacter 

johnsonii ي ارزیابی، عملکرد مطلوبی هادر طول فرآیند
  با توجه به پتانسیل بیماریزایی. را از خود نشان دادند

 A. johnsonii هاي خانوادهبراي ماهی و انسان، سویه 

Bacillaceae  عنوان کاندیداي استفاده در توان بهرا می

هاي تکمیلی آینده در شرایط براي ارزیابیکودهاي زیستی 
  .گرمابی در نظر گرفت پرورش ماهیانواقعی استخر 
  سپاسگزاري 

صمیمانه کارشناسان محترم از همکاري 
- ایی و منابع طبیعی دانشگاه تربیتدریآزمایشگاه علوم

بخش محترم  شناسانمدرس و همچنین رئیس و کار
موسسه تحقیقات خاك و آب کشور تشکر و بیولوژي 

 .گردد قدردانی می
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Abstract 

One of the main reasons for the low yield of biofertilizers in fish ponds is the 
use of insoluble mineral phosphorus sources (often tri-calcium phosphate) 
during the process of isolation and evaluation of phosphorus-releasing 
microorganisms. A large part of insoluble phosphorus (50 to 90%) in warm 
water fish ponds is insoluble organic phosphorus. Therefore, it seems 
phosphorus-releasing microorganisms isolated solely from mineral phosphorus 
sources can not be effective as biofertilizers in warm water fish ponds. The aim 
of this study was to isolate phosphorus-releasing bacteria from warm water fish 
ponds using NBRIP medium containing organic phosphorus source (calcium 
phytate) and compare their performance with bacteria derived from insoluble 
mineral phosphorus source (tri-calcium phosphate) in microcosm conditions 
(Erlenmeyer contains sediment: conditions similar to a fish pond). The 
phosphorus release ability of isolates (33 organic isolates and 19 inorganic 
isolates) was evaluated in NBRIP solid and liquid medium. The range of 
soluble phosphorus in the liquid medium containing calcium phytate varied 
between 57.40 - 141.93 and 108.16 - 219.49 mg/l in the medium containing 
tricalcium phosphate. In the final step, evaluation of isolates in sediment 
microcosm showed that three isolates from organic phosphorus source (3P, 
13P, and 2P) were the best phosphorus release isolates (with 11.86, 12.53, and 
28.18 mg / l respectively) and had better performance compared to isolates 
from mineral phosphorus source. Molecular identification showed these isolates 
belonged to priestia aryabhattai, Bacillus zanthoxyli, and Acinetobacter 
johnsonii. Due to the pathogenic potential of A. johnsonii for fish and humans, 
the Bacillaceae family strains can be considered candidates for use in 
biofertilizers for further evaluation. 
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