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  چکیده 

 بر همراه با سطوح مختلف کود شیمیایی فسفرپوتیدا هاي باکتري سودوموناس   برخی از سویهاثر
هاي کامل تصادفی  صورت فاکتوریل با طرح بلوكآزمایشی به  طییم علوفه شبدر برسی و کیفیخصوصیات کم

سطوح  .د شبررسی ،صورت کشت دوم، پس از برداشت برنجدر سه تکرار در منطقه فومن استان گیلان به
هاي باکتري در سویهو )  کیلوگرم سوپرفسفات تریپل در هکتار150و  75، صفر( فسفر سه سطحي شامل کود

نتایج نشان داد که کاربرد کود . ندبود) بدون تلقیح با باکتريو  M5 وM21 ، M168 هاي سویه(چهار سطح 
خاك را  pHهاي باکتري   سویهخاك در طول دوره رشد گیاه شد، در حالی که pHفسفر منجر به افزایش 

تلقیح باکتریایی مقدار پروتئین خام، پروتئین قابل هضم علوفه، فعالیت فسفاتاز  ،همچنین. تعدیل نمودند
مقدار الیاف خام علوفه را ولی تیمار عدم تلقیح افزایش در مقایسه با اسیدي و قلیایی خاك پیرامون ریشه را 

ملکرد پروتئین و مقدار فسفر شاخ و برگ نیز تحت تاثیر برهمکنش عملکرد علوفه تر شبدر، ع. کاهش داد
ترتیب با  علوفه تر و پروتئین بههايبیشترین عملکرد. ندهاي باکتري و کود شمیایی فسفر قرار گرفتسویه

دست  کیلوگرم کود فسفات به150 در سطح M5 کیلوگرم در هکتار از سویه 2746و  16136 هايمیانگین
افزایش درصد  1/8 و 49/16 ترتیب به را و پروتئین علوفههاي عملکرد،ت به تیمار عدم تلقیح که نسبندآمد
با شبدر  تلقیح ومیایی فسفر در هکتار ی کیلوگرم کود ش150 کاربرد ،دست آمدهبا توجه به نتایج به. داد

نظام کشت در آن  یابی به حداکثر عملکرد و کیفیت علوفه براي دستسودوموناس پوتیدا M5سویه باکتري 
   . تواند مؤثر باشدمیفومن دوم در منطقه 
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  مقدمه
 Trifolium alexandrinum (میبدر برسش

L.(  شبدر . باشد می  نوزی لگومای بقولات تیرهاز
اي هاي موجود بر  علوفهنیتر  از با ارزشیکی میبرس
 را می شبدر برسنیدرصد پروتئ. باشد ی دام مهیتغذ
 تن 30 دیاند و چنانچه تول  دادهگزارش% 96/20تا 

 و ردیعلوفه تر در هکتار مبناي محاسبه قرار گ
 هر در  حاصل از آن محاسبه گرددنیفقط پروتئ
 خالص از نی پروتئلوگرمی ک650 حدود دیدوره تول
 دیآ یدست م بهمی هکتار شبدر برسکیکشت 

)Gaafar et al., 2011 .( از عناصر یکیفسفر 
 در مراحل یاهان است که گیتی و با اهميضرور

دارند  یاج مثل خود به آن احتیدرشد و تول
), Ahemad and Khan; 2012, .et al Veneklaas

اهمیت زیادي در رشد گیاهان و  فسفر. )2012
 گیاهی، هاي سلول مهم از ترکیبات تولید بسیاري

غشاء  نوکلئیک، فسفولیپیدهاي اسیدهاي ملهاز ج
 انرژي گیاه متابولیسم در که نوکلئوتیدهایی دارد و

 اغلب). Wang et al., 2009(دارند  شرکت
 کشت شبدر ي برا ایران که دری زراعيها خاك

باشند  ی فسفر می کافیرشوند فاقد مقادیاستفاده م
)Chaichi et al., 2015(.یولوژیکی بي کودها 

 يتوان برایرا م فسفره یمیایی شي و کودهافسفر
. د کرشبدر پیشنهاد یاه گیاز فسفر مورد نینتام

روش معمول تأمین عناصر غذایی استفاده از 
رویه کودهاي  مصرف بی. کودهاي شیمیایی است

هاي تولید،  شیمیایی علاوه بر بالا بردن هزینه
هاي کشاورزي  منجر به آلودگی اکوسیستم

ین نوع مصرف نه تنها منطبق بر پس ا. گردد می
هاي توسعه پایدار نیست بلکه از نظر  سیاست

هاي کشاورزي نیز مصرف انرژي در اکوسیستم
 ,.Viruel et al(گردد باعث هدر رفت انرژي می

مقدار زیادي از فسفر موجود در  ،همچنین). 2011

کود شیمیایی بعد از ورود به خاك نامحلول 
هاي آهکی به   خاك در،کهطوري شود، بهمی

هاي  ترکیبات نامحلول کلسیم و منیزیم و در خاك
اسیدي به فسفات آهن و آلومینیوم تبدیل و از 

 ,.Khan et al(شود دسترس گیاهان خارج می

2013; Sharma et al., 2013.( گروهی از 
هاي خاك قادر به تبدیل فسفر  میکروارگانیسم

 سترسنامحلول به اشکال فسفر محلول و قابل د
هاي حل  باشند که به میکروارگانیسم گیاه می

عنوان بهترین  بهبوده و موسوم 1کننده فسفات
ه ارزان فسفر به گیاه هستند یگزینه براي ارا

)Khan et al., 2013 .(ترین مهم
کننده فسفات شامل  هاي حل میکروارگانیسم

هاي سودوموناس، باسیلوس، ریزوبیوم، جنس
تریوم، میکروکوکوس و آکروموباکتر، آگروباک

 Wani et al., 2007; Kumar(باشند ائروباکتر می

et al., 2015; Poonguzhali et al., 2008.( این 
 فسفر محلول ینعلاوه بر تامها  میکروارگانیسم

 یگر نیز دیسم مکانینچنداز طریق  یاهان گبراي
 ،عنوان مثال بهکنند، یاهان را تسهیل میرشد گ

 ACCناصر غذایی، تولید آنزیم عبهبود جذب مواد 
یاهی  گيها  هورمونی برخید و تولآمیناز دي

)Yadav and Verma, 2012 .( استان گیلان از
جمله مناطقی است که بخش زیادي از مزارع آن 
بعد از برداشت برنج زیر کشت شبدر برسیم قرار 

گیرد و عملکرد شبدر نیز به شدت دستخوش  می
ه و کشاورزان همواره به اي قرار داشت شرایط تغذیه
هایی براي پایداري و افزایش تولید  دنبال راهکار

 تحت شرایط اقلیمی استان ،بنابراین. باشند می
ها از طریق  گیلان استفاده از این باکتري

هاي یاد شده ممکن است باعث افزایش  فعالیت

                                                
- 1 phosphate-solubilizing microorganisms (PSM) 
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جذب فسفر شده و در نهایت ضمن افزایش 
به . یز ارتقاء دهندعملکرد علوفه، کیفیت علوفه را ن

همین منظور آزمایش حاضر براي ارزیابی تاثیر 
کننده فسفر و سطوح مختلف کود  باکترهاي حل

ی و کیفی شبدر شیمیایی فسفر بر خصوصیات کم
  .برسیم تحت شرایط کشت دوم انجام گردید

  هامواد و روش
 در اراضی   1394آزمایش در سال زراعی     این  

 و 48˚ 20′غرافیـایی  پیرامون شهر فومن با طول ج   
 متر از سطح دریا     151 ،38˚ 19′عرض جغرافیایی   

 از خـاك مزرعـه      یشقبل از شـروع آزمـا     . جرا شد 
ــ تعیـــینجهـــت  خـــاك یات از خـــصوصی برخـ
در نتایج آزمون خـاك   که    آمد عملبرداري به  نمونه

صـورت  آزمایش به این  .  شده است  یه ارا 1جدول  
ــا فاکتوریــل  ــه بلــوكب هــاي کامــل طــرح پای

 تیمارهـاي  . سه تکـرار انجـام گردیـد      باادفی  تص
شـیمیایی   کـاربرد کـود  عبارت بودنـد از   آزمایشی
ــسفر  ــسفات 150و  75، صــفر(ف ــوگرم سوپرف  کیل
 کیلـوگرم فـسفات     69 و   5/34ترتیـب   که به تریپل  
 هاي باکتري سـودموناس    سویهو  ) در هکتار خالص  

بـــاکتري M168  وM21،  M5 هـــاي ســـویه(
Pseudomonas putida  بدون تلقیح با باکتريو.( 

هــاي بــاکتري ســودموناس خــصوصیات ســویه
 بعـد از    .ه شـده اسـت    ی ـ ارا 2پوتیدا در جـدول     

برداشت برنج، عملیات شخم با روتاري انجام و بعد         
از تسطیح زمین، کاشت در اواسط مهر مـاه انجـام           

هـایی  سازي زمین، کـرت   بعد از عملیات آماده   . شد
یـف کاشـت بـه       رد 6ایجاد شد که هر کرت شامل       

متـر   سـانتی  40 متر و فاصله ردیف کـشت        5طول  
رقـم   مـورد اسـتفاده      شبدر برسـیم  بذر  . گرفته شد 

اي  بـود کـه از بخـش گیاهـان علوفـه      ساکرومونت
اصلاح و تهیه نهال و بـذر کـرج           تحقیقات موسسه

 ـ   . تهیه گردید  هجهت تلقیح بـذرها، ابتـدا بـذرها ب

د نظـر   هاي مور  وسیله صمغ عربی آغشته و باکتري     
هـا   همگـی ایـن بـاکتري   . به توده بذر اضافه گردید 

ــوده و توســط بخــش   بــومی خــاك هــاي کــشور ب
تحقیقات بیولوژي خاك موسسه تحقیقات خـاك و     
آب جدا و خالص سازي شـده و مایـه تلقـیح آنهـا              

براي تلقـیح بـذرها میـزان هفـت         . تهیه شده است  
 عدد باکتري 107گرم مایه تلقیح که در هرگرم آن      

.  مورد استفاده قرار گرفـت     ،و فعال وجود دارد   زنده  
ــسه    ــتورالعمل موس ــاس دس ــصرف براس ــزان م می

پـس از تلقـیح بـذور و        . تحقیقات آب و خاك بـود     
ــا ـ عملیــ،ایهــــخــشک کــردن در س ات کاشــت ب

بـه  کـشت   . هاي صورت گرفتـه انجـام شـد       توصیه
کاشته  نقطه بذر در هر 2با کشت  صورت دستی و

یـز زیـر بـذر قـرار داده         میایی فسفر ن  یکود ش (شد  
هاي  علف کنترلمنظور  در طول دوره رشد به    ). شد

 پس از سبز شـدن  .دیهرز وجین دستی اعمال گرد  
از پیرامون محیط خاك ریشه یک محلول هر هفته       

محلول خاك بعـد از کالیبراسـیون        pHتهیه شد و    
pH   متـر)JENCO pH meter, 671 P model (

اي،  اثـرات حاشـیه    براي پرهیـز از   . گیري شد اندازه
 ردیـف  4از  هـا بـرداري ها و نمونهیادداشت برداري

 ردیــف کاشـت کنــاري بــه  6 ردیــف از 2( داخلـی 
و نیز با حـذف     ) عنوان حاشیه در نظر گرفته شدند     

حدود نیم متر از ابتدا و انتهـاي هـر ردیـف انجـام           
جهت تعیین عملکرد علوفه از دو خط وسط با  .شد

زمـانی   انتهاي خطـوط در  متر از ابتدا و     5/0حذف  
متـر رسـید، چـین         سـانتی  50ها به     که ارتفاع بوته  

شـد کـه بلافاصـله علوفـه برداشـتی          انجام  برداري  
جهـت  . توزین و عملکرد علوفه تـر تعیـین گردیـد         

 ـ      مـورد نظـر در      هتعیین عملکرد علوفه خشک نمون
سلسیوس به مـدت     درجه   75آزمایشگاه در دماي    

 ـ       ساعت 72 ه دنبـال آن     خشک و سپس توزین و ب
عملکرد علوفه خشک هر واحد آزمایـشی محاسـبه         
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که مقدار رطوبت موجود در گیاهـان         ، ضمن آن  شد
   .برداشتی نیز تعیین گردید

 از  علوفه، کیفیخصوصیاتبراي تعیین 
  گرمی انتخاب و پودر200نمونه  یک علوفه خشک

و سپس در آزمایشگاه غلظت نیتروژن به روش 
استفاده از روش کجلدال و غلظت فسفر با 

خاکستر خشک و با دستگاه غلظت اتمی مدل 
GBC932  براي  .گیري شد اندازهساخت استرالیا

دست آوردن محاسبه درصد پروتئین، بعد از به
روش (درصد نیتروژن موجود در برگ و ساقه 

 ضرب و درصد 25/6به عدد ثابت ) کجلدال
 ,Linn and Martin( دست آمده ب خامپروتئین

ضریب  در را خام پروتئین میزان ادامه در ).1999
 کم 48/3 ضرب و حاصل آن را از عدد 93/0

 Jafari(دست آمد بهنموده و پروتئین قابل هضم 

et al., 2003(، که مقادیر در عملکرد علوفه خشک 
 .دست آمد هآنها در هکتار ب ضرب و مقدار وزنی

 گرم از نمونه خشک هر واحد آزمایشی 100مقدار 
هاي جداگانه ریخته شد و به  خل پاکتدر دا

 نهال و بذر کرج یه اصلاح و تهیقاتموسسه تحق
 1ارسال گرددید و در آنجا با استفاده از دستگاه نیر

در . مقدار الیاف خام هر نمونه محاسبه گردید
اطراف  هنگام برداشت به مقدار لازم از خاك

اي برداشته شد و حدود یک گرم از  سیستم ریشه
هاي گیري فعالیت آنزیم براي اندازهخاك  آن

. اسیدي مورد استفاده قرار گرفت فسفاتاز قلیایی و
اسیدي و قلیایی پس از اضافه  فعالیت فسفاتازهاي

پارا نیترو فنیل سدیم  لیتر محلولکردن یک میلی
  MUB تامپونعنوان سوبسترا در حضورفسفات به

گیري  هجهت انداز pH =5/6بافر اسیدي با (
جهت  pH =5/10تاز اسیدي و بافر قلیایی با فسفا

                                                
1 -Near Infrared Reflectance Spectroscopy 
(NIR)  

با استفاده از روش ) گیري فسفاتاز قلیایی هزاندا
 ,Eivazi and Tabatabai(عیوضی و طباطبایی 

  .گیري شد اندازه) 1977
افزار ستفاده از نرمابا  ها تجزیه و تحلیل داده

SAS9.2  افزار ها با استفاده از نرمشکلو رسم
Excelهاي اثرات  ایسه میانگینمق.  انجام شد

دهی معمولی و  متقابل با استفاده از روش برش
در  LSDو با استفاده از آزمون  L.S.Meansروش 

  .  درصد انجام گرفتپنجسطح احتمال 
 نتایج و بحث

نتایج حاصل از تجزیه  :عملکرد علوفه تر
 ي و کوداثر متقابل باکترواریانس نشان داد 

وفه تر در سطح  بر عملکرد علشیمیایی فسفر
). 3جدول (دار بود  معنی درصد یکاحتمال 

ات  فسفي و کود باکترمتقابل اثر یانگین میسهمقا
هاي باکتري در سطوح مختلف  دهی سویهبرش(

در سطح عدم نشان داد ) کود شیمیایی فسفر
 عملکرد علوفه تر یشترینمصرف کود فسفر ب

 یلوگرم ک12424 یانگین با مM5 یهمربوط به سو
 در هکتار کود یلوگرم ک75در سطح .  هکتار بوددر

 یحیتلقیر غیمار نسبت به تیه هر سه سویزفسفر ن
 یانگین با مM168 یه داشتند و سودار ی معنيبرتر

 علوفه تر را یشترین در هکتار بیلوگرم ک14916
اما .  برتر بودیگر دیه کرد و نسبت به دو سویدتول

بین  فاتکود فس تار در هکیلوگرم ک150در سطح 
 ،با تیمار عدم تلقیح M21و  M168هاي  سویه

 با M5دار وجود نداشت و فقط سویه  اختلاف معنی
نسبت به  در هکتار یلوگرم ک16136 یانگینم

.  بوددار برخوردار تیمار عدم تلقیح از برتري معنی
 150سطح  عملکرد علوفه از یشتریندر مجموع ب

دست هب M5 کیلوگرم کود شیمیایی فسفر و سویه
 چنین ،با توجه به این نتایج). 7  و6 جدول (آمد
توان استنباط کرد که در سطوح بالاي کود  می
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جز هاي باکتري به یی سویهآ کار،شیمیایی فسفر
چایچی و همکاران . کاهش یافت M5سویه 

)Chaichi et al., 2015 (یی برخی از آکاهش کار
هاي باکتري در سطوح بالاتر مصرف کود  سویه
یایی را ناشی از کاهش فغالیت باکتري براي شیم

فسفر اغلب به  .جذب و انتقال عناصر گزارش کرد
 یا و محلول کم ی معدنيها صورت فسفات

  در خاك وجودی به صورت فسفر آلیانامحلول و 
 قابل استفاده یاهان گي که به سهولت برادارد

هاي   کمبود غلظت فسفاتیگربه عبارت د. یستندن
هاي زراعی باعث شده است که از  ك خاقابل جذب

 تاکنون براي رفع کمبود فسفر مورد  پیشها سال
صورت کودهاي  را به عنصرنیاز گیاهان، این

 Pant and(شود شیمیایی فسفردار به خاك اضافه 

Reddy, 2003 .(یت آنچه اهمیز نی سلولسطح 
  مانندي انرژيها  ناقلدهد یفسفر را نشان م

  فسفاتيست که حاو فسفات اي ترینآدنوز
 است که با آزاد کردن هر فسفات، مقدار لکولیوم

 ی سلوليها تی و فعال کند ی آزاد می انرژيمشخص
 یعیرشد و نمو طب. یدنماین می تاميرا از نظر انرژ

 یاز ن مورد و کامل فسفری به منبع کافشبدردر 
 به). Kumar et al., 2015( است یازمندسلول ن

 ها خاك از بسیاري در کل فسفر مقدار رغم فراوانی
 کافی زراعی گیاهان براي جذب اما فسفر قابل

 شیمیایی کودهاي از به غیر ،بنابراین .نیست
 در واقع که کییبیولوژ کودهاي از توان می

 نیز ،هستند ها میکروارگانیسم اي از مجموعه
 ,.Yu-guo et al(یوگائو و همکاران  .استفاده کرد

 مقادیر مختلف کود کاربرد اثرات بررسی در) 2006
گزارش نمودند اثر علوفه شبدر عملکرد   برفسفر
 و هدار بودتر معنی  بر عملکرد علوفهفسفرکود 

 تن در 5/43 مقدار بیشترین عملکرد علوفه تر به
 کیلوگرم فسفر در هکتار 160هکتار از مصرف 

 . که با نتایج این آزمایش مطابقت دارددست آمد هب
هاي سودوموناس در افزایش  باکتريتاثیر کاربرد 

 در نتایج شاهوردي وعملکرد علوفه تر شبدر 
و جوادي و ) Shahverdi et al., 2014(همکاران 
نیز گزارش شده ) Javadi et al., 2010(همکاران 

  .است
 حاصـل از    یج نتـا  :عملکرد علوفـه خـشک    

سطوح مختلـف   ساده  اثر  یانس نشان داد     وار یهتجز
 حـل کننـده     هـاي   ي بـاکتر   و شیمیایی فـسفر  کود  
در سـطح  خـشک شـبدر       بر عملکرد علوفـه   ات  فسف

). 3جــدول (بــود  دار ی درصــد معنــاحتمــال یــک
کود شـیمیایی    اثر سطوح مختلف     یانگین م مقایسه
 خشک شبدر نـشان داد بـا         بر عملکرد علوفه  فسفر  

 یلـوگرم، ک 75 مصرف کود از سطح صفر به       یشافزا
 در هکتـار    یلوگرم ک 2425عملکرد علوفه خشک از     

 یـن  اما ا،یافت یش در هکتار افزایلوگرم ک2603به  
 150 بـه    75امـا از سـطح      .  نبـود  دار  ی معن یشافزا
گرم فسفر در هکتار عملکرد علوفه خـشک بـه    یلوک

 دار  ی اختلاف معن ـ  ید در هکتار رس   یلوگرم ک 3031
 یاهـان  گ اصولاً). 5جدول   ( داشت یگربا دو سطح د   

ل را جــذب  محلــویآلــیرند فــسفات غ هــستقــادر
 آن در خـاك بـه       یـزان طـور عـادي م     که به  یندنما

کمبـود فـسفر بـه      .  اسـت  یاه گ یازمراتب کمتر از ن   
 گذارد  ی م ی اثر منف  یاهان رشد گ  یزانشدت روي م  

 تحت  یز آنها را ن   یفیت بذر و ک   یوه، گل، م  یلو تشک 
 یش سبب افـزا   یوفسفر،مصرف ب . دهد  ی قرار م  یرتأث

 مثل  یطی مح هاي  تنش یط در شرا  یاهانمقاومت گ 
et al Veneklaas., ( شـود  ی م ـیشـوري و خـشک  

 بـر   هاي بـاکتري    سویه اثر   یانگین م مقایسه). 2012
 یه خشک شبدر نـشان داد کـه سـو          عملکرد علوفه 

M5 و M168 2937 و 3073 یـانگین  بـا م یبترتبه 
 بـا   یحعـدم تلق ـ  یمار   در هکتار نسبت به ت     یلوگرمک
 دار  یمعن ي در هکتار برتر   یلوگرم ک 2326 یانگینم
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 در یلوگرم ک2409 یانگینبا م M21  یهداشتند و سو
نـشان   عـدم تلقـیح   یمار با تدار یهکتار تفاوت معن

افـزایش جـذب فـسفر، بهبـود        ). 5جـدول    (ندادند
گسترش بیـشتر ریـشه در       ي گیاه و احتمالاً    تغذیه

شـبدر برسـیم     خاك، دلیل تولید بیـشتر سـاقه در       
 )Anglade et al., 2015( آنگلاد و همکـاران  .است

 نتــایج مــشابهی را بــراي گیاهــان زراعــی مختلــف
 Vassileva(و همکـاران  واسیلوا . اند گزارش نموده

et al., 2010 (      نیـز افـزایش مـاده خـشک توسـط
باکتري سودوموناس فلورسنت و قارچ میکرریـزا را        
نسبت به گیاهان تلقـیح نـشده را ناشـی از تـامین      

هــا اکتريعناصــر غــذایی توســط ایــن دســته از بــ
  .گزارش کردند

نتایج حاصل از تجزیه  :پروتئین خام
هاي حل کننده  واریانس نشان داد اثر باکتري

فسفات بر پروتئین خام در سطح احتمال یک 
مقایسه میانگین ). 3جدول (دار بود  درصد معنی
هاي حل کننده فسفر بر پروتئین خام  اثر باکتري

نگین با میا M5و  M168شبدر نشان داد سویه 
 تیمار عدم در مقایسه با درصد 43/19 و 42/20

 برتري درصد 20/16تلقیح با باکتري با میانگین 
 53/16با میانگین  M21  دار داشتند و سویه معنی

دار با تیمار عدم تلقیح نشان ندادند  تفاوت معنی
ده با ــاهان تلقیح شـعموماً گی). 5جدول (

حتواي داراي م) PGPR( هاي محرك رشدباکتري
نیتروژن بالاتري نسبت به گیاهان غیرتلقیحی 

 است گزارش شده). Viruel et al., 2011(هستند 
PO4 تلقیح با سودوموناس جذب که

NH4و  3-
 را +

وسیله گیاه شبدر بالا برده و مقدار پروتئین در هب
، )Maougal et al., 2014(دهد  گیاه را افزایش می

ین آزمایش دست آمده در اکه مبین نتایج به
 ,.Harvas et al(هارواز و همکاران . باشد می

گزارش کردند سودوموناس پوتیدا سویه ) 2008

NtrCتواند نیتروژن خاك را براي ریشه تنظیم   می
کرده و ترکیبات آمینواسیدي در اختیار ریشه قرار 

نیز ) et al Bona. ,2017(بونا و همکاران . دهد
اس فلورسنت گزارش کردند که باکتري سودومون

تواند نیترات را جذب و تبدیل به آمونیوم کند  می
 شده گزارش نتایج بنابر. طور فعال انتقال دهدو به

 داراي برسیم  شبدر (Clark, 2007)کلارك توسط
  .باشد خام می  درصد پروتئین24-14

ها  تجزیه واریانس داده :عملکرد پروتئین
باکتري نشان داد اثر متقابل کود شیمیایی فسفر و 

بر عملکرد پروتئین در سطح احتمال پنج درصد 
مقایسه میانگین اثر ). 4جدول (دار بود  معنی

بر عملکرد  ي باکترو شیمیایی فسفرکود متقابل 
 یلوگرم ک75در دو سطح صفر و پروتئین نشان داد 
 ي باکترهاي یه سور فسفیمیاییدر هکتار کود ش

دم  عیمار نسبت به تیشتري بینعملکرد پروتئ
 در سطح صفر و M168 یه نشان دادند و سویحتلق

M5  با یبترت در هکتار بهیلوگرم ک75در سطح 
 در هکتار نسبت یلورم ک2730 و 2498 یانگینم

.  برخوردار بودنددار معنی ي برترز اها یه سویربه سا
 در هکتار کود یلوگرم ک150 در سطح ،اما
 میلوگر ک2746 یدبا تول M5 یهسور  فسفیمیاییش

 کرد ید را تولین عملکرد پروتئیشتریندر هکتار ب
 یه با سودار ی اختلاف معنيظ آمارا به لحیول

M168 )ی در حالیننداشت، ا) 2586 یانگینبا م 
 اختلاف تلقیح عدم یمارو ت M5 یه سویناست که ب

عملکرد ). 7  و6 جدول( وجود نداشت دار یمعن
وفه پروتئین که تابع درصد پروتئین و عملکرد عل

دهنده میزان پروتئین خام  باشد، نشان تر می
هارواز و . برداشتی از علوفه برداشت شده است

نشان دادند کل ) Harvas et al., 2008(همکاران 
و  CO2نیتروژن برگ با شدت آسیمیلاسیون 

 - 5 و 1هاي سوخت و سازي ریبولوز فعالیت آنزیم
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و ) روبیسکو(اکسیژناز  / فسفات کربوکسیلازسبی
در ارتباط ) PEP(سفوانول پیرووات کربوکسیلاز ف

 ,.Coombs et al( و همکاران کومبس. است

 درصد نیتروژن 50-40بیان داشتند ) 2017
توان در  را می C4هاي گیاهان محلول در برگ

ساختار این دو آنزیم به علاوه پیرووات 
 فسفرجایی که از آن. کیناز یافتاورتوفسفات دي

هاي گیاهی از قبیل یبات سلولدر بسیاري از ترک
 و اسیدهاي آمینه و اسیدهاي نوکلئیک

رسد   وجود دارد، بنابراین به نظر میفسفولیپیدها
یکی از علایم کمبود آن در گیاه، کند شدن رشد و 

 در فسفردر واقع با کمبود . باشد پروتئین کاهش
هاي  دلیل اختلال در فتوسنتز، رشد اندامگیاه به

هچنین، .  مواجه خواهد شدرویشی با مشکل
 نیز منجر به بروز برخی مسایل مانند فسفربود زیاد

ها در گیاه عدم تناسب رشدي بین ساقه و برگ
 وجود فسفر قابل دسترس ،بنابراین. شود می

مناسب منجر به افزایش رشد و افزایش پروتئین و 
 ,.Wang et al(شود  در نهایت عملکرد پروتئین می

 ,.Chaudhry et al(مکاران چادري و ه). 2006

دست آوردن نتایج مشابه گزارش  ضمن به)2016
هاي محرك رشد گیاه مانند  کردند باکتري

سودوموناس از طریق افزایش تعداد گره ریشه 
تواند به نحو مطلوبی نیتروژن گیاه  شبدر برسیم می

را افزایش داده و از این طریق پروتئین علوفه را 
ب با برنج، بخشی از نیتروژن افزایش دهد و در تناو

  . مورد نیاز گیاه برنج را نیز تأمین نماید
نتایج تجزیه واریانس  :پروتئین قابل هضم

نشان داد اثر باکتري بر پروتئین قابل هضم در 
مقایسه ). 4جدول (دار بود  معنی% 1سطح احتمال 

هاي حل کننده فسفر بر  میانگین اثر باکتري
 M5و  M168اد که سویه پروتئین قابل هضم نشان د

نسبت به تیمار عدم % 59/14 و 51/15با میانگین 

برتري % 58/11تلقیح با باکتري با میانگین 
% 89/11با میانگین  M21  دار داشتند و سویه معنی

دار با تیمار عدم تلقیح نشان ندادند  تفاوت معنی
پروتئین قابل هضم که بیشتر تابع ). 5 جدول(

 است، به شدت تحت تاثیر مقدار پروتئین گیاه
ویژه نیتروژن و فسفر است هاي ب شرایط تغذیه

)Gaafar et al., 2011 .( ابراهیم و همکاران
)Ibrahim et al., 2010 ( ضمن اشاره به نقش

هاي محرك رشد گیاه بر افزایش  مثبت باکتري
پروتئین قابل هضم در گیاه شبدر برسیم، کودهاي 

را در افزایش عملکرد شیمیایی فسفاته و نیتروژنه 
علوفه مفیدتر گزارش کردند، هر چند در آزمایش 

یی تلقیح باکتریایی در سطوح بالاي آآنها کار
. مصرف کود شیمیایی به شدت کاهش یافت

نیز ) Chaichi et al., 2015(چایچی و همکاران 
افزایش پروتئین قابل هضم شبدر برسیم توسط 

 را ناشی از هاي باکتري سودوموناس برخی از سویه
بهبود شرایط براي فعالیت تثبیت بیولوژیک 
نیتروژن توسط شبدر از طریق فراهم کردن 

ها و سیدروفورها در محیط ریشه  هیدروکربن
هاي محرك رشد در  تاثیر باکتري. گزارش کردند

 وارگاس و افزایش پروتئین قابل هضم توسط
مائوگال و و  )Vargas et al., 2009(همکاران 
گزارش شده  و) Maougal et al., 2014 (همکاران

  .است
نتایج حاصل از تجزیه : مقدار الیاف خام

واریانس نشان داد اثر ساده کود شیمیایی فسفر و 
ترتیب در سطح باکتري بر مقدار الیاف خام به

دار بود  احتمال پنج درصد و یک درصد معنی
مقایسه میانگین تاثیر کود فسفر بر ). 4جدول (

اف خام شبدر نشان داد هر دو سطح کود مقدار الی
فسفر نسبت به عدم مصرف کود فسفر الیاف خام 

 150 و 75بیشتري نشان دادند، اما بین سطح 
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کیلوگرم کود فسفر به لحاظ آماري تفاوت 
مقایسه میانگین اثر . دار وجود نداشت معنی
هاي باکتري بر مقدار الیاف خام نشان داد که  سویه

% 04/25با میانگین  M21و سویه تیمار عدم تلقیح 
دار نداشت اما نسبت به  تفاوت معنی% 45/24و 

ترتیب با میانگین به M5و  M168هاي  سویه
جدول (دار داشتند  برتري معنی% 70/21و 43/21
) Coombs et al., 2017(کومبس و همکاران ). 5

 دیواره سلولی با کمبود فسفر گزارش کردند
و  )فیبر افزایش( فیبر شده ساختن به تحریک
. یابدمی کاهش گیاه هضم قابلیت و پروتئین تولید

ها را در تامین به موقع  در ادامه آنها نقش باکتري
هاي  فسفر و افزایش پروتئین و کاهش فیبر برگ

 گزارش اساس بر. شبدر برسیم مفید دانستند
 مقدار) et alBakhoum . ,2016(و همکاران  باخوم

 22متوسط  طوربه  مصريشبدر در خام پروتئین
  .باشدمیدرصد  24آن  فیبر میزان ودرصد 

) Chaichi et al., 2015(چایچی و همکاران 
ها با نقشی که در تعدیل  گزارش کردند باکتري

مصرف عناصر غذایی دارند مقدار الیاف خام را 
Aronsson (آرونسون و همکاران  .دهند کاهش می

et al., 2016(ف خام را با  افزایش مقدار الیا
و تعویق در  فسفر یمیاییشافزایش مصرف کود 

در این آزمایش نیز . برداشت را مشاهده کردند
 تیمار عدم در مقایسه با M5و  M168هاي  سویه

  . تلقیح مقدار فیبر خام علوفه را کاهش دادند
نتایج نشان داد اثر  :مقدار فسفر علوفه

فر  و باکتري بر مقدار فس فسفریمیاییشمتقابل 
نتایج نشان داد در ). 4جدول (دار بود  دانه معنی

بین  فسفر یمیاییشسطح عدم مصرف کود 
دار وجود نداشت اما نسبت  ها اختلاف معنی سویه

. دار نشان دادند به تیمار عدم تلقیح برتري معنی
 نیز  فسفریمیاییش کیلوگرم کود 75در سطح 

ر هاي باکتري نسبت به تیمار عدم تلقیح مقدا سویه
در مقایسه  M5فسفر بیشتري جذب کردند و سویه 

اما در . دار داشت  دو سویه دیگر برتري معنیبا
 سویه  فسفریمیاییش کیلوگرم کود 150سطح 

M21  وM5 ترتیب نسبت به تیمار عدم تلقیح به
جذب فسفر را افزایش دادند درصد  27/9 و 31/4

دست آمده از این طبق نتایج به). 7  و6 جدول(
رسد با افزایش فسفر در بستر یق  به نظر میتحق

هاي خاك و همچنین استفاده از میکروارگانیسم
کننده فسفات، این ریزجانداران با ترشح حل

سیتریک و اسید اسیدهاي آلی مانند اگزالیک 
هاي کمپلکس کردن و تشکیل اسید، از طریق کلاته

هاي آهن و آلومنیوم و کلسیم پایدار با کاتیون
زاد شدن فسفات به داخل محلول خاك سبب آ

- 2اسید  واسید شوند و همچنین گلوکونیک می
 pHکتواگزالیک با آزادسازي پروتون سبب کاهش 

هاي نامحلول خاك  فسفاتــلالط و انحـمحی
، در نتیجه )Salimpour et al., 2010(گردند می

آزاد شدن فسفر در خاك قابلیت دسترسی ریشه 
ه و راندمان جذب فسفر در به این عنصر زیاد شد

البته نوع و مقدار اسیدهاي . رودبرگ هم بالا می
 هاي تولیدآلی در هر محیط به نوع میکروارگانیسم

 ,.Ghaderi et al(باشد کننده آنها مربوط می

این نتایج با نتایج تحقیقات چایچی و ). 2008
بر روي شبدر ) Chaichi et al., 2015(همکاران 

همچنین جوادي و همکاران . مطابقت دارد
)Javadi et al., 2010 ( افزایش عملکرد علوفه و

کننده هاي حل فسفر برگ شبدر را توسط باکتري
دلدار و امین. گزارش کردند) PGPB(فسفر 

بیشترین ) Amin deldar et al., 2012(همکاران 
میزان فسفر گیاه برنج را در رابطه با تلقیح ریشه با 

حققان افزایش جذب فسفر توسط م. باکتري یافتند
کننده فسفات را گیاهان همیار با ریزجانداران حل
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وسیله این ریزجانداران و واسطه تولید کربن بهبه
اثر آن بر افزایش قابلیت جذب فسفر گزارش 

 ).Khan et al., 2013(کردند 
برخی از  :فسفاتاز اسیدي و قلیایی

ب  سـبسودوموناس پوتیداي باکتري هـا سـویه
افـزایش مقـدار عناصر نیتروژن و فسفر و انتقال 

 شوند آنها از ریشه بـه بخـش هـوایی گیاه می
)Afzal et al., 2010( . تواند  می از دلایـل آنیکی

فـسفاتاز ، )+H (پتانسیل توانایی تولیـد اسـید
کنندگی فـسفات  قلیایی و اثر حل اسـیدي و

 ,.Alikhani et al( معـدنی توسـط بـاکتري باشد

 اي مزرعهصـورت   که در ایـن تحقیـق به،)2017
نتایج نشان داد که فعالیت آنزیم . ارزیـابی شدند

فسفاتاز اسیدي و قلیایی تحت تاثیر مصرف کود 
هاي باکتري  اثر سویه). 4جدول (قرار نگرفت 

سودوموناس پوتیدا بر آنزیم فسفاتاز اسیدي و 
ها   بین سویهداري قلیایی نشان داد که تفاوت معنی

در  M5با تیمار عدم تلقیح وجود داشت و سویه 
 يدار  دو سویه دیگر از برتري معنیمقایسه با

 يهاي اولیه رو آزمایش). 5جدول (برخوردار بود 
 یش آزماین به کار برده شده در اي باکترهاي یهسو

ها قادر به انحلال  نشان داده است که این باکتري
بوده و  pHریق کاهش فسفر معدنی نامحلول از ط

هاي فسفاتاز  نیز قادر به تولید و ترشح آنزیم
اسیدي و قلیایی و کسب فسفر از منابع آلی 

 طبق گزارش رحیمی و همکاران .باشند می
)Rahimi et al., 2012 ( کودهاي معدنی فاقد

فسفر نظیر اوره، نتیرات آمونیوم با پتاسیم یا بدون 
از طرفی با . کند  فعالیت فسفاتاز را زیاد می آن،

هاي فسفاتاز اسیدي توسط  توجه به اینکه آنزیم
شود، لذا  گیاه و نیز باکتري تولید و ترشح می
ها وجود   توزیع مطلوبی از این آنزیم در خاك کرت

ها براي تفسیر  یکی دیگر از نظریه. داشته است

تجمع فسفر به دنبال تلقیح گیاه با باکتري، 
این تئوري . اکتریایی استفعالیت نیترات فسفاتاز ب

تا حدودي افزایش تجمع فسفر در برگ و ساقه را 
بر مبناي ازدیاد سرعت تحول و احیاي فسفر به 

et al Lazali. ,(نماید  کمک باکتري توجیه می

ثر براي این امر به توسعه ؤمکانیسم م. )2016
اي در اثر تولید هورمون توسط این  سیستم ریشه

ها نسبت داده شده است که منجر به  باکتري
et Pereg (شود  افزایش جذب ترکیبات فسفره می

al., 2016( .هاي  هاي اولیه بر سویه آزمایش
باکتري به کار برده شده در این آزمایش نشان 

ادر به انحلال فسفات ها ق داده است این باکتري
بوده و نیز  pHمعدنی نامحلول از طریق کاهش 

هاي فسفاتاز اسیدي و  قادر به تولید و ترشح آنزیم
  . باشند قلیایی و کسب فسفر از منابع آلی می

در مقایسه با دو سویه  M5یی سویه آکار
 ،بنابراین. باشد ها بالاتر می دیگر در این ویژگی

و انتقال فسفر در بدیهی است که مقدار جذب 
شده  باشد و تیمارهاي تلقیح بالاترM5 سویه 

. نسبت به شاهد مقدار فسفر بالاتري داشته باشند
 بیشترین عملکرد علوفه تر و خشک نیز ،همچنین

برخی معتقدند که . توسط همین سویه تولید شد
این افزایش محتواي یونی مربوط به توسعه 

 جذب اي و افزایش عمومی سطح سیستم ریشه
 خاصی همراه نیست  ها بوده و با مکانسیم یون

)Singh and Sharma, 2016 .( اما داولاتزاي و
نشان دادند  )Dawlatzai et al., 2015(همکاران 

 و پمپ ATPase کردکه تلقیح باکتریایی بر عمل
هاي ریشه اثر کرده و  الکتروژنیک در غشاي سلول

 ي محرکهبا ازدیاد تراوش پروتون از ریشه، نیروي
ها براي گیاه را فراهم  لازم براي جذب سایر یون

  . نماید می
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pHگیري  نتایج اندازه : خاكpH  خاك در
طول دوره رشد گیاه نشان داد در تیمارهایی که 

اند با  دریافت کرده فسفر یمیاییشفقط کود 
در حال افزایش است که بعد از  pHگذشت زمان 

ی تلقیحی بدون در تیمارهای. شود  روز ثابت می60
خاك با گذشت زمان کاهش  pHکاربرد کود نیز، 

اما .  روز ثابت شد40 یافت تا اینکه بعد از تقریباً
زمانی که به تیمارهاي کودي، باکتري نیز اضافه 

نیز از  pHخاك کاهش یافت و کمترین  pHشد 
خاك را تا  pH ،کهطوريمشاهده شد به M5سویه 
   ).1 شکل(را کاهش داد درصد  29/6

وسیله ههاي مختلف فسفر در خاك ب شکل
هاي ،کاتیون pHخصوصیات طبیعی خاك شامل 

، نوع ذرات )Mg+2, Ca+2, Fe+2 (محلول و تبادلی
مقدار زیادي از . شودخاك و سطح آنها کنترل می

فسفر موجود در کودهاي شیمیایی بعد از ورود به 
هاي که در خاكطوريشود، بهخاك نامحلول می

ی به ترکیبات نامحلول کلسیم و منیزیم و در آهک
هاي اسیدي به فسفات آهن و آلومینیوم خاك

. شودتبدیل شده و از دسترس گیاهان خارج می
اشکال مختلف فسفر در یک محلول ساده عبارتند 

Po4از 
3-, Hpo4

2-, H2po4
-2, H3Po4  و توزیع

اگر . دارد pHها بستگی به فراوانی این گونه
 کلسیم و منیزیم در ،مینیومون، آلهاي آه یون

محیط واکنش وجود داشته باشند، در شرایط 
مینیوم و وهاي نامحلول آهن و آلدي فسفاتـاسی
هاي نامحلول کلسیم و منیزیم  بالا فسفات pHدر 

   ایدـنم وب میــرس) فات کلسیمـوص فسـبه خص(

) Rashid et al., 2004( . بالا رفتن مقدار کود
خود نیز یکی از عوامل بالا بردن فسفر در خاك 

pH باشد  در شرایط نرمال خاك می
)Bhattacharyya and Jha, 2012(.  

  گیري کلینتیجه
نتایج نشان داد کاربرد کود شیمیایی فسفر 

دلیل داشتن خاصیت  خاك بهpHمنجر به افزایش 
قلیایی در طول دوره رشد گیاه شد، در حالی که 

 خاك شده و pHعدیل تلقیح باکتریایی منجر به ت
زمانی که همراه با کود شیمیایی استفاده شد نیز 

pHعملکرد علوفه تر شبدر، .  خاك را کاهش داد
عملکرد پروتئین و مقدار فسفر شاخ و برگ نیز 

هاي باکتري و کود سویهتحت تاثیر برهمکنش 
  . شیمیایی فسفر افزایش یافت

 بیشترین عملکرد علوفه تر و ،کهطوريبه
و  16136رد پروتئین به ترتیب با میانگین عملک

 در سطح M5 کیلوگرم در هکتار از سویه 2746
دست آمد که  کیلوگرم کود شیمیایی فسفر به150

 تیمار عدم تلقیح عملکرد علوفه را در مقایسه با
عملکرد پروتئین را افزایش درصد  1/8 و 49/16

 150 کاربرد ،با توجه به نتایج به دست آمده. داد
در هکتار تحت  فسفر یمیاییشیلوگرم کود ک

 M5تلقیح با باکتري سودوموناس پوتیدا سویه 
یی جذب کود مصرفی، براي آضمن بالا بردن کار

یابی به حداکثر عملکرد و کیفیت علوفه دست
فومن نظام کشت دوم در منطقه شبدر برسیم در 

  .تواند باشدمورد توجه می
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  سودموناس پوتیدا ي باکترهاي یه سوهاي یژگی و- 1جدول 
Table 1- Characteristics of Pseudomonas putida strains  

هاي سودوموناس سویه
 پوتیدا

Pseudomonas putida 
strains 

 ACC دیتول
 نازیآم يد

ACCdeaminase 
production 

قابلیت حل 
  کنندگی فسفات
P-solubilizing 

ability  

 ندولیا دیتول
  دیاس کیاست

IAA 
production 

)mg/lit( 

 تولید سیدروفور
Siderophore 
production 

(halo diameter/colony 
diameter) 

P. putida strain M168  + + 5.8 0.50 
P. putida strain M21 + + 8.9 0.66 
P. putida strain M5 + + 9.6 0.73 

 
محل آزمایش خاك یمیایی و شیزیکی خواص ف- 2جدول   

Table 2- Selected physical and chemical characteristics of the at the research location 

فسفر 
قابل 
 جذب

P 

پتاسیم 
قابل 
 جذب

K 
  آهن
Fe 

  روي
Zn 

  منگنز
Mn  

  )سانتی متر(عمق 
Depth (cm) 

بافت 
 خاك

texture  

هدایت 
 الکتریکی

Ec (ds/m) 

 اسیدیته
pH 

 کربن
 آلی
OC 
(%) 

نیتروژن 
 کل

Total 
N (%)     )mg/kg(      

0-30  clay-
loam 1.23 7.7 2.28 0.21 7.1 193 1.16 2.04 1.88 

  
  

 علوفهعملکرد ،  خامینپروتئ بر عملکرد پروتئین،  سودوموناسي فسفر و باکتریمیایی اثر کود شیانس واریهتجز - 3جدول 
  تر و خشک

Table 3- Analysis of variance of phosphor fertilizer and Pseudomonas strains on protein 
yield, crude protein, dry and fresh forage yield 

 

   )Mean Square ( مربعاتیانگینم
(S.O.V) 

 منابع تغییرات
درجه 
 يآزاد
df 

 علوفه ترعملکرد 
Fresh forage  

yield 

علوفه عملکرد 
 خشک

Dry forage  
yield 

 پروتئین خام
Crude 
protein 

عملکرد 
 پروتئین
Protein 
yield 

     Repeat 322618 2 تکرارns 1176778** 2.841ns 20201ns 
     Bacteria (B)  1231892 **39.73 **1257322 **22695596 3 باکتري** 
    Phosphor (P)    0.211 **.1164141 **24875182 2 فسفرکودns 501008** 

B×P 6 8911741** 39633ns 2.514ns 174953* 
       Error 58295  1.386 182840 696064 22 خطا 

     CV (%)  10.72 6.48 15.91 6.72 -  تغییراتضریب 
ns ، * دار در سطح احتمال پنج و یک درصددار، وجود اختلاف معنیترتیب عدم وجود اختلاف معنیبه** و 

ns,* and **: not significant, significant at 1% and 5% probability levels, respectively. 
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، الیاف خاممقدار ،  قابل هضمینپروتئ بر دوموناس سويو  باکترشیمیایی فسفر  اثر کود یانس واریهتجز -4جدول 
  هاي هوایی، فسفاتاز اسیدي و قلیایی فسفر اندام، عملکرد پروتئین

Table 4- Analysis of variance of phosphor fertilizer and Pseudomonas strains on 
digestible protein, crude fiber, shoot P, acid and alkaline phosphatase 

 

 Mean Square             میانگین مربعات 

(S.O.V) 
 منابع تغییرات

 يآزاد درجه
df 

  الیاف خام
Crude 
fiber 

قابل پروتئین 
 هضم

Digestible 
protein 

 یديفسفاتاز اس
Acid 

phosphatase 

 یاییفسفاتاز قل
Alkaline 

phosphatase 

فسفر اندام 
ییهوا  

Shoot P 

     Repeat 2.502 2 تکرارns 2.457ns 1.47** 30.78ns 0.0514ns 
     Bacteria (B)  0.131 *141.3 **9.11 **34.36 **31.00 3 باکتري** 

    Phosphor (P)    کود
 فسفر

2 6.29* 0.182ns 0.015ns 21.34ns 0.123** 

B×P 6 1.972ns 2.17ns 0.08ns 43.64ns 0.243** 
       Error 0.025 23.65 0.042 1.198 1.83 22 خطا 

     CV (%)  2.76 28.17 21.73 8.17 5.84 - ضریب تغییرات 
ns ، * دار در سطح احتمال پنج و یک درصددار، وجود اختلاف معنیترتیب عدم وجود اختلاف معنیبه** و 

ns,* and **: not significant, significant at 1% and 5% probability levels, respectively. 
 

 
  گیري شده شبدر  سودوموناس بر صفات اندازه و باکتري فسفر یمیاییش مقایسه میانگین اثر اصلی کود -5جدول 

Table 4- Mean comparison of Phosphate fertilizer and Pseudomonas strains main effect 
on Berseem clover traits 

 

عملکرد 
علوفه 
 خشک
dry 

forage  
yield  

مقدار 
 یافال

 خام
Crude 
fiber 

 ینپروتئ
 خام

Crude 
protein 

 قابل ینپروتئ
 هضم

Digestible 
protein 

یديفسفاتاز اس   
Acid 

phosphatase 

یاییفسفاتاز قل   
Alkaline 

phosphatase 

Pseudomonas putida strains 
کیلوکرم در 

نیتروفنل آزاد شده از یک -میکروگرم پارا درصد هکتار
عتگرم خاك در مدت یک سا  

 2326b 25.04a 16.20b 11.58b 0.332d 12.09b عدم تلقیح
M21 2409b 24.45a 16.53b 11.89b 0.684c 18.54ab 
M168 2937a 21.43b 20.42a 15.51a 1.135b 16.85ab 

M5 3073a 21.70b 19.43a 14.59a 1.624a 21.57a 
  فسفریمیاییشسطوح مختلف کود 

Phosphate fertilizer (kg/ha) 
      

P0 2425b 22.32b 18.22a 13.46a 0.823a 17.05a 
P1 2603b 23.48a 18.22a 13.47a 0.943a 17.26a 
P2 3031.a 23.66a 17.99a 13.25a 1.064a 17.48a 

 .اشندب می LSD آزمون روش به درصد 5 احتمال سطح در دارمعنی اختلاف فاقد باشندمی مشترك حروف داراي ستون هر در که هایی میانگین
In each column, means with similar letter(s) are not significantly different at 5% probability level according to 
LSD tests (P0= control, P1= 75 kg P ha-1

 and P2= 150 kg P ha-1
) 
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  فسفریمیاییش هاي باکتري سودموناس در سطوح مختلف کود دهی سویه تجزیه واریانس برش– 6جدول
Table 6- Slice analysis of variance of Pseudomonas strains in Phosphate fertilizer different 

levels 
  

   فسفریمیاییشکود 
Phosphate fertilizer  

 يدرجه آزاد
df  

   تر عملکرد علوفه
Fresh forage  yield 

 عملکرد پروتئین
Protein yield  

  اندام هواییفسفر
Shoot P 

P0 3 12433290** 230302** 0.184* 
P1 3 17233668** 1003484** 0.206* 
P2 3 5192134* 56570* 0.236* 

ns ، * دار در سطح احتمال پنج و یک درصددار، وجود اختلاف معنیترتیب عدم وجود اختلاف معنیبه** و 
ns,* and **: not significant, significant at 1% and 5% probability levels, respectively. 

 
  فسفرییمیایش هاي باکتري سودموناس در سطوح مختلف کود مقایسه میانگین اثر سویه – 7جدول

Table 7- Mean comparison of Pseudomonas strains in Phosphate fertilizer different levels 
 

   فسفریمیاییشکود 
Phosphate fertilizer  

 هاي باکتري سودوموناس سویه
Pseudomonas strains  

   تر عملکرد علوفه
Fresh forage  yield 

(kg/ha) 

 عملکرد پروتئین
Protein yield 

(kg/ha)  

  اندام هواییفسفر
Shoot P 
(mg/kg) 

 8161b 1839c 5.39b عدم تلقیح 
P0 M21 10630ab 2034b 5.80a 

 M168 11550ab 2498a 5.84a 
 M5 12424a 2162ab 5.96a 
یحعدم تلق   9305c 1334d 5.45c 

P1 M21 11797b 1945c 5.79b 
 M168 14916a 2182b 5.82b 
 M5 13163b 2730a 6.09a 
یحعدم تلق   13391b 2526b 5.48c 

P2 M21 13315b 2417b 5.84b 
 M168 14095b 2586a 5.47c 
 M5 16136a 2746a 6.04a 

  باشند می LSD آزمون روش به درصد 5 احتمال سطح در دار معنی اختلاف فاقد باشند می مشترك حروف داراي ستون هر در که هایی میانگین
In each column, means with similar letter(s) are not significantly different at 5% probability level according to 
LSD tests. (P0= control, P1= 75 kg P ha-1

 and P2= 150 kg P ha-1
) 

  

    
  خاك در تیمارهاي مختلف در طول دوره رشد گیاه pHمقدار  - 1شکل 

Figure 1- Soil pH value in different treatments during growth period  
(P1= 75 kg P ha-1

 and P2= 150 kg P ha-1
) 
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Abstract 
 
Effects of phosphate fertilizer and pseudomonas putida strains on the quantity and 

quality of forage of berseem clover as a second crop was studied in a factorial field 
experiment using randomized complete block design with three replications at Fooman, 
Guilan province, Iran. Treatments consisted of phosphate fertilizer with three levels (0, 
75 and 150 kg/ha as triple super phosphate) and Pseudomonas putida strains with four 
levels (M21, M5, M168 and control). The results showed that use of phosphate 
fertilizers increased the soil pH during growing season while bacterial inoculation 
adjusted soil pH. The bacterial inoculation increased amount of crude protein, digestible 
protein, acidic and alkaline phosphatase activity compared to non-inoculated treatment, 
but it decreased crude fiber of the forage. Clover forage yield, protein yield and 
phosphorus content of foliage also were influenced by the interaction of bacterial strains 
and phosphate fertilizer. The highest forage and protein yield were obtained by using 
strain M5+150 kg P ha-1. Significant increases in forage and protein yield were found to 
be 16.49% and 8.01%, respectively, as compared with non-inoculated treatment. Based 
on the result of this experiment, application of 150 kg P ha-1 and Pseudomonas putida 
strain M5 inoculation can be used to obtain highest forage yield and quality of berseem 
clover as second crop in the experimental site.   
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