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المتخصصة لفول Bradyrhizobium japonicumمتحمل للملوحة منتحضیر لقاح

ةمناسبها على مادة لیمحوتالصویا 

  

  دینا ثامر حموديوجمال صالح الكبیسي، یاس خضیر حمزة،ادهام علي العسافي 

  جامعة الانبار/ كلیة الزراعة-قسم التربة والمیاه

  

  الخلاصة

مهماَ وحیویاَ في تعویض نقص المغذیات والتي تستعمل بفعالیة لدعم تؤدي الاسمدة الحیویة دوراَ 

اجریت محاولة لعزل بكتریا الرایزوبیا من العقد الجذریة لجذور نبات فول الصویا من حقول و الزراعة المستدامة،

مختلفة في محافظتي الانبار وبغداد، ثم فحصت العزلات وشخصت البكتریا وكشف عن العزلات المتحملة 

لملوحة باستعمال تقنیة الطـبق متدرج التركـیز من ملح كلورید الصودیوم، اختبرت قدرتها على اذابة مركبات ل

اضیفت الى خمسة مواد محلیة مختلفة .الفوسفات وقدرتها وانتاج مركب حامض الاندول والمواد الخالبة للحدید

دة المنتخبة، كذلك اختبرت فعالیة اللقاح واستعمل سكر الكلوكوز لتدعیم الما Carriersلاستعمالها حوامل

  .ºم30-25و 4یوم بدرجتي حرارة 30المحمل على تثبیت النتروجین وتحمل الملوحة بعد مدة حفظ 

العزلات اعطیتو من العقد الجذریة B. japonicumعزلة تعود15أظهرت النتائج الحصول على 

الرموز لون المستعمرات الى اللون البني المصفرمع تغییر )% NaCl)3-5بتركیز ++ التي نمت بكثافة 

تفوق معنوي في اذابة مركبات الفوسفات وبمعدل قطر اذابة Kd2اظهرت العزلة و .Kr2وKr3وKd2المحلیة 

و 13.60في الوسط بكمیة ) IAA(من انتاج حامض تمكنتوملم11.6على وسط بیكوفسكایا الصلب 

قدرة في تحمل مادتي Kr2AوKd2Aاظهرت العزلتان كما.قبل وبعد التطبع على التوالي1لتر.ملغم 11.51

مادة مسحوق نوى التمر اعلى معدل اعطت%.0.1التعفیر الدایثین والكیتولایت بعد التطبیع للملوحة بتركیز 

كلوكوز الى زیادة سكر ال% 5، وادت عملیة التدعیم  7.66Logcfu/mlبمعدل Kd2Aلتحمیل خلایا العزلة 

  .غم مادة تحمیل5مللتر لكل 3مع استعمال حجم لقاح 8.86Logcfu/mlالكثافة العددیة بمعدل 

یوم امكانیة بقاء خلایا العزلة نشطة 30لمدة ◦م4اظهرت درجة حرارة الخزن لحفظ لقاح العزلة في 

قدرة على النمو في تركیز ملحي وحافظت العزلة على صفة ال6.96Logcfu/mlواسترجاعها بكثافة بلغت 

3.82تحت مستوى ملوحة 1لتر.Nملغم 2.49و 2.71وتثبیت النتروجین بمعدل 1م.دیسي سیمنز 4.82

  .1م.دیسي سیمنز4.82و

  

  

  

  

  

  

  

  

  الرابعالبحث مستل من رسالة ماجستیر للباحث 
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Abstract
Biofertilizer play avital role offsetting the deficit produced by nutrients loss 

and has great contribution in supporting the continuous agriculture effectively. thus an 
attempt to isolate rhizobium bacteria from soybean plant roots from different field in 
Baghdad and Anbar governorates was carried out and identified as Bradyrhizobium 
japonicum.These isolates were tasted for salinity tolerance, ability to dissolve 
phosphate compounds, producing Indol acetic acid , producing sidrophore, thin 5 
different local materials as a carriers were added to the selected isolates, Glucose 
sugar was also added to support the selected material, Inoculation efficiency for 
nitrogen fixation and salinity tolerance were carried out after 30 days of storage 
period at different temperature .

Results showed the following :15 isolates belong to B. japonicum were 
obtained .Isolates Kd2, Kr3, Kr2 showed there intensive ability of growth (+++) at 
salt concentration of NaCl (3-5)% with change in color of colonies to yellowish 
brawn.Isola Kd2 showed significantly in superiority in dissolving phosphate 
compounds rate diameter of 11.6 mm on solid media.and able to produced indole
acetic acid (IAA) in media by amount of 13.60 and 11.5 mg /L before and after 
salinity adaptation .

Isolates Kd2A and Kr2A showed ability in resisting toxic effect of Dithen and 
Kitolite materials after salinity adaptation with 0.1% concentration of salt. Powdered 
dates nuclear showed highest rate in loading isolates cell Kd2A isola with density 
7.66 Log cfu/ml the process of 5% glucose support resulted in increase in numerical 
density rate 8.86 Log cfu/ml with using 3 ml volume of inocula par 5 gm carrier.4 C 
storage temperature for 30 days period showed the possibility of isola cell remaining 
active and reproducing them back with density of 6.96 Logcfu/ml. the isola kept its 
ability to grow at salinity concentration of rate 4.82 ds/m and nitrogen fixation at rate 
2.71 and 2.49 mg N/L under salinity level of 3.82 and 4.82 ds/m.

  

  المقدمة

دیثة على اضافة اللقاحـات الحیویة الى وسط نمو النبات، تعتمد تقانات الاسمدة الحیویة في الزراعة الح

ان احد المشاكل المهمة التي تواجه .لاستفادة النبات من فعالیتها ونشاطها وبالتالي زیادة الحاصل بجودة عالیة

.Rوتعد التربه البیئة الطبیعیة الجیدة لبكتریا زراعة نبات فول الصویا تتمثل في عدم تكوین العقد الجذریة

japonicum وتبقى بحالة جیدة لمدة خمـس سنوات عـلى اخر مـوسم لزراعـة نبات فول الصـویا، ثم یفرض على ،

، وعلیه تكون عملیة تلقیح التربة )1(المزارع اضافة لقاح حاوي على هذه البكتریا لضمان نجاح المحصول 

المقومات المهمة في انجاح زراعته وزیادة بسلالة او خلیط من السلالات الكفوءة في تثبیت النتروجین من احدى 

ولاجل المحافظة على اللقاح المنتج تستعمل كثیر من المواد المتوفرة محلیا كمواد حاملة للقاحات . وتحسین انتاجه

لتسهیل حفظها واستعمالها في الحقل منها  البذور والفحم اذ تهیأ لتكون حاملا مناسبا حسب نوع الاحیاء 

ة ما بین تحضیر حملها، وتكمن اهمیة هذه المواد باعتبارها مصدراً مغذیاً للرایزوبیا اثناء المدالمجهریة التي سی
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مواد تحمیل مختلفة شملت النشارة ومحلول سكري والرمل والفحم المنشط لتحمیل )  2(واستعمل، اللقاح واستعماله

النشارة تفوقت على بقیة المواد المستعملة وقد وجـدوا ان R. legaminosarumاللقاح الحیوي لبكتریا الرایزوبیا 

في تحمیل اللقاح من ناحیة حفاظها على كثافة مایكروبیة عالیة وتوفیر البیئة الملائمة لاستمرار فعالیة الـرایزوبیا 

ویجب ان تزود خلایا الرایزوبیا بمصدر طاقة وكاربون عضوي  وأن السكروز .اشهر6حتى بعد تخـزینها لمدة 

اربون للمجموعة سریعة النمو ، كما یفضل بعض المنتجین المانتول والكلیسرول اما البكتریا بطیئة لكاهو مصدر 

  ).3(النمو فتفضل خماسي البنتوز والسكریات السداسیة 

یحضر لقاح الرایزوبیا بشكل نشط وبشكل ملائم لاضافته مع البذور او التربة لیُضمن تكوین العقد 

نتاجیة، لذلك یجب ان تكون عملیة اضافته سهلة وممكنة، وهذا یتأتى من طریقة وتجهیز النتروجین للعملیة الا

ان عملیة عزل الاحیاء المجهریة التي تستعمل كلقاحات ).4(التحضیر والمواد المستعملة في اعداد اللقاح وحفظه

زراعي یفترض ان مكلفة وتأخذ وقت طویل ولاسیما اذا تمت عملیة العزل بشكل عشوائي، وان عملیات الانتاج ال

تكون مستمرة وتحتاج الى اعداد لقاحات بشكل حیوي یحوي اكبر عدد من الخلایا الحیة وخالى من التلوث، لذلك 

یتطلب ایجاد افضل الوسائل لحفظ اللقاحات ومزارع الرایزوبیا لتجنب عملیات العزل المتكرر التي تكون مكلفة، 

ولاهمیة محصول فول الصویا اقتصادیا  جاءت ).5(لة عزلوقد لا تضمن الحصول على نفس النوعیة لكل حا

.Bالحاجة للبحث عن اسالیب جدیدة لادخال بكتریا  japonicum المتخصصة علیه ضمن ظروف محیطه

لذلك جاءت دراستنا بهدف عزل وتشخیص البكتریا المتخصصة على الجذري وبكثافة كافیة لاحداث الاصابة

Bradyrhizobiumفول الصویا japonicum من ترب سبق وان زرع فیها نبات فول الصویا ، وتنمیة العزلات

وتطبیعها على اوساط ملحیة من كلورید الصودیوم واختبار العزلة الكفؤة في تحمل الملوحة العالیة ثم انتخاب 

  .مادة تحمیل لقاح العزلة المنتخبة واختبارها

  

  المواد وطرائق العمل

  للعزلاتوالعزل والتشخیصجمع العینات

مناطق مزروعة بمحصول فول الصویا ستة منها ضمن محافظة الانبار وهي الكرمة ثمانیةاختیرت 

والصقلاویة والرمادي والعامریة والخالدیة والجزیرة، واثنان ضمن محافظة بغداد، ابو غریب والرضوانیة وذلك 

شر نباتات لفول الصویا نامیة بشكل جید لعزل البكتریا العقدیة المتخصصة على نبات فول الصویا، تم اختیار ع

،  رطبت التربة حول النباتات قبل قلعها لتقلیل )عینة80عدد العینات (یوم لكل منطقة ) 50-35(وبعمر 

التاثیرات المیكانیكیة على الجذور بعدها ازیلت التربة المحیطة بالمجموع الجذري، بتعریضها لتیار ماء معتدل 

الجذریة ونقلت العینات من الجذور الحاویة على العقد الجذریة الى المختبر لغرض لتسهیل عملیة فصل العقد 

في عزل البكتریا من العقد الجذریة وحفظت المزارع ) 6(واتبعت الطریقة الموصوفة من . عزل بكتریا الرایزوبیا

Ga1عطیت الرموز عزلة ا15البكتیریة في الثلاجة لحین استعمالها في التجارب اللاحقة، وتم الحصول على 

  و Rt1  و  Rt2و Rt3وKr1و Kr2و Kr3و Am2وSg1و Kd2وKd1و Ra2وRa1و

Ab2وAb1 . اجریت بعض الاختبارات للتاكد من ان العزلات تعود الى الجنسRhizobium وتضمنت

  . فحص دلیل البروموثایمول الازرقو الاختبارات  اختبار ملون كرام

  

  

  لرایزوبیا على تحمل الملوحة اختبار قدرة بكتریا ا
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وصب بمعدل 7وضبط الرقم الهیدروجیني للوسط على NaCl% 10بتركیز YEMAحضر وسط 

مللیتر من الوسط 24طبق وترك لیتصلب بشكل مائل، ثم اكمل حجم الوسط في الطبق الى .مللیتر12

YEMA البكتریا بوساطة ابرة الزرع بعدها نقلت ) 7(الاعتیادي لتحضیر طبق متدرج التركیز وترك لیتصلب

مْ لمدة 2± 28الصلب، وزرعت بطریقة التخطیط وحضنت الاطباق على درجة حرارة YEMAالى اطباق 

اذ عدت مستعمرات البكتریا النامیة في التراكیز ایام، بعدها اجري الكشف عن نمو بكتریا الرایزوبیا،) 5- 3(

  .)8(الملحیة العالیة بانها متحملة للملوحة 

  و حامض الاندول واذابة مركبات الفوسفاتاختبار قدرة العزلات على انتاج المركبات الخالبة للحدید

اجریت هذه التجربة لمعرفة قدرة العزلات على انتاج المـركبات المرتبطة بالحدید واتبعـت الطـریقة 

 IDCMت بوسطوذلك بزرع العــزلاChrome Azurel Sulfonate (CAS)بطریقة) 9(الموصـوفة من 

(Iron deficient culture medium) عند تغیر لون الكاشف من الازرق الداكن الى اللون الوردي خلال مدة

. وان العـزلة منتجة للمركبات الخالبة للحدید(++) دقائق )  10-6(+++) (دقائق عد اختبار موجب ) 5- 2(

حضر وسط بیكوفسكایا).10(ریقة المبینة من قبلفحصت قابلیة العزلات على انتاج حامض الاندول باتباع الط

بعد وقبل التطبیع واستدل على قدرة العزلات باذابة مركبات Kr2و Kd2في اطباق بتري ولقح بعزلات )11(

واعتمد قطر الهالة في التمییز بین قابلیة . الفوسفات من الهالة الشفافة المحیطة بمنطقة التلقیح في الوسط

  .ة مركبات الفوسفاتالعزلات على اذاب

  تاثیر مادتي التعفیر الدایثین وكیتولایت في العزلتین 

قبل وبعد التطبیع في مقاومة التأثیر الضار لهذه المادتین Kr2و Kd2لغرض دراسة قابلیة العزلتین 

و Kd2ولقح بطریقة التخطیط من العزلات YEMAحضر وسط . عند اضافة اللقاح مع البذور في التربة

Kr2و % 0.2و % 0.1بل وبعد التطبیع ، ثم نقعت اقراص ورقیة معقمة وشبعت بمحلول محضر بنسب ق

ساعة من التلقیح في مواقع من الطبق لكل تركیز 2لكل من مادتي الدایثین وكیتولایت وثبتت بعد % 0.3

  .ساعة ثم سجلت اقطار التثبیط للمادتین24مْ لمدة 2± 28وحضنت في درجة حرارة 

– B.japonicumالمطبعةمادة التحمیل الملائمة للعزلةانتخاب  Kd2A  

– B.japonicumلغرض تحمیل لقاح العزلة  Kd2A على مواد یمكن ان تزید من سهولة حفظ

واستعمال اللقاح، اختبرت بعض المواد المحلیة شملت نشارة الخشب والفحم المنشط ومسحوق طین البنتونایت 

ملم واستعملت المواد المتجمعة 4و2طحنها ونخلها بمنخلین بوحضرت ، لتمرونخالة الحنطة ومسحوق نوى ا

مل من الماء المقطر وعقمت 2غم من كل مادة في حاویات زجاجیة، رطبت باضافة 5ضعتبین المنخلین، و 

– B.japonicumبالموصدة ثم لقحت من العزلة  Kd2A6.0بمعدلLogcfu/ml ثم بعد تخفیف اللقاح

وخلطت بشكل جید ثم حضنت في ،الماء المعقم لسهولة مزجه مع مواد التحمیل المستعملة في التجربةبكمیة من 

  .فة المكروبیة للرایزوبیا في موادساعة، ثم حسبت الكثا72لمدة �م2± 28درجة حرارة 

– B. japonicumتأثیر التدعیم بالكلوكوز في مدة حفظ لقاح العزلة Kd2A في حامل نوى التمر  

مل لاختبار قابلیتها في الاحتفاظ باعلى 50رت مادة مسحوق نوى التمر في قناني زجاجیة حجم حض

– B.japonicumكثافة میكروبیة للعزلة Kd2A 2.5مل من محلول سكر الكلوكوز بتركیز 5بعد اضافة %

ت واضیف لها مل من الماء المقطر، عقمت المادة بالموصدة ثم برد5مع ترك معاملة سیطرة باضافة % 5و

حیث حضرت ) 5.305Log cfu/ml(مل 3او ) 4.305Log cfu/mlبمحتوى( مل 2لقاح العزلة بمقدار 

ثم ،ساعة، ثم حسبت الكثافة المكروبیة للرایزوبیا 72لمدة �م2± 28المعاملات بستة مكررات وحضنت في 
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اما المجموعة �م) 30-25(رارة الغرفة اذ حفظت المجموعة الاولى بدرجة ح،قسمت كل معاملة الى معاملتین 

 B.japonicumیوم ثم حسبت الكثافة المكروبیة 30ولمدة �م) 4-1(الثانیة فحفظت في الثلاجة بدرجة حرارة 

– Kd2A.  

– B.japonicumقدرة العزلة  Kd2A بعد الحفظعلى تحمل الملوحة  

5دعم بمقدار و 1:1ة مزیجة رملیاجریت تجربة مختبریة باستعمال وسط محضر من مستخلص تربة

، باستعمال الماء المقطر1م.دیسي سیمنز4.82و3.86الى مستخلص التربةت ملوحة غم كلوكوز، ثم عدل

 B .japonicumمللیتر وعقم بالموصدة ثم لقح باستعمال لقاح العزلة 10وزع الوسط في انابیب اختبار بمعدل 

– Kd2Aوالذي تمیز باعلى محتوى میكروبي بعد % 5ى مسحوق نوى التمر المدعم بمحلول سكري المحمل عل

مل من التخفیف الخامس لغرام واحد من مادة 1وذلك باستعمال ° م) 30-25(و 4مدة الحفظ بدرجة حرارة 

) 30-25(مل من التخفیف الثاني من مادة التحمیل المحفوظة بدرجة 1و  �م4التحمیل المحفوظة بدرجة 

باستعمال 1م.دیسي سیمنز4.82و3.86و1.05ذو الملوحة YEM، كما لقحت انابیب من وسط �م

NaCl 100ساعة و بسرعة رج 72لمدة �م2± 28حضنت بثلاثة مكررات لكل معاملة في درجة حرارة

  . لعزلة بدلالة الكثافة الضوئیةثم حسبت الكثافة لخلایا ا1دقیقة. دورة 

النسبة المئویة لحجوم دقائق التربة الایصالیة الكهربائیة :وشملت ).12(درت الصفات الاتیة حسبق

فياجري التحلیل الاحصائي حسب ما ورد،الفسفور الجاهز والذائب و النتروجین الكلي و للتربة والاوساط 

Statistical analysis Sec. Edt. قیمة اقل فرق معنوي بین المتوسطات وباستعمالL.S.D عند مستوى

.Genstat 332باستعمال برنامج 0.05معنویة 

  

  النتائج والمناقشة

  تواجد وانتشار بكتریا الرایزوبیا في العینات 

اظهرت نتائج فحص العینات التي جمعت من ثمان مناطق تقع اثنان منها في محافظة بغداد وستة في 

عزل بكتریا الرایزوبیا من جذور نبات فول الصویا ،ان بكتریا الرایزوبیا تواجدت واصابت جذور محافظة الانبار ل

عزلة من العینات وتباینت نسب الاصابة حسب المناطق  اذ بلغت 15حیث حصل على% 18.61النبات بنسبة 

ل من حقول ابو في ك%  20في حقول منطقتي الرضوانیة والكرمة تلتها نسبة اصابة % 30الاصابة نسبة 

وقد اوضحت النتائج ان تواجد ). 1جدول(لكل  الحقـول الاخـرى %  10غریب والخالدیة والرمادي بینما بلغت 

وانتشار العزلات ارتبط مع استعمال اللقاح الرایزوبي في الحقل قبل سنتین او ثلاثة او مع زراعة الحقل بمحصول 

ال اللقاحات البكتیریة ذات تأثیر على تواجدها واحداث الاصابة ان عملیة استعم)1جدول(فول الصویا قبل عام 

في جذور النباتات، كذلك ادت زراعة الحقل بالنبات العائل لسنوات سابقة ادت الى تواجد بكتریا الرایزوبیا في 

، وتؤكد هذه النتائج على ضرورة استعمال%10التربة والتي سببت اصابة للمحصول في السنة اللاحقة بنسبة 

اللقاح الرایزوبي عند زراعة محصول فول الصویا في الحقل بعد دورتین زراعیة على الاقل لضمان تواجد البكتریا 

ذلك ویعود )1(  وجدتهاقل ممابكثافة تمكنها من اصابة جذور المحصول الجدید وتكوین العقد الجذریة وهذا 

جریت  ان جمیع العزلات سالبة لملون كرام ظهرت الفحوصات المیكروبیة التي اوا.لاختلاف ظروف التربة 

من الازرق المخضر الى اللون الاصفر ، وتراوح لون مع دلیل البروموثایمول YEMAوغیرت لون الوسط 

المستعمرات بین الحلیبي والحلیبي المصفر والتبني، وقد یعود هذا التباین في اللون الى الصفات التي تمتلكها 
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رات بمظهر شفاف وبعض الخلایا كانت بلون وردي باهت وهذا دلیلا ان العزلات العزلات، كما وجدت المستعم

  ).Rhizobium)6بكتریا لجنستعود

  

  الصفات الكیمیائیة و الفیزیائیة و الدورة الزراعیة لمناطق جمع العینات) 1(جدول

  الرمز  المنطقة
عدد العزلات

  ونسب تواجدها

EC دیسي

  1م.سیمنز
  الدورة الزراعیة  النسجة

  فول الصویا-بصل- بور  طینیة مزیجة  Ab2(20%)3.15  ابو غریب

  فول الصویا-بطاطا- بور  مزیجیة  Rt3(30%)  3.65  الرضوانیة

  فول الصویا–بور –ذرة   مزیجیة  Kr3(30%)  3.61  الكرمة

  صویافول ال–بور - فول الصویا   مزیجیة رملیة  Am1(10%)  3.82  العامریة

  فول الصویا  –بور –فول الصویا   رملیة مزیجیة  Sg1(10%)  3.68  الصقلاویة

  فول الصویا  –جت   –جت   طینیة مزیجیة  Kd2(20%)3.25  الخالدیة

  فول الصویا  –بور –خضر   مزیجیة  Rm2(20%)3.81  الرمادي

  فول الصویا  –خس - فول الصویا   طینیة  Ga1(10%)  3.61  الجزیرة

  

  عزلات الرایزوبیا للملوحة تحمل

NaCl) % 2- 1(في الوسط عند تركیز تراوح بین +++اظهرت جمیع عزلات الرایزوبیا قدرتهاعلى النموَ 

على Kd2وKd1وKr3وKr2وAb2وAb1حافظت العزلات ) % 3-2(، اما عند تركیز )2جدول (

كان نموها اقل كثافة وبمستوى    Am2وKr1وRt3وRt1، اما العزلات NaCl(+++) مستوى نمو بكثافة 

  (+).قلیلة بكثافة كان  نموها Ga1و Sg1 Ra1و Ra2و Rt2الا ان العزلات ، ++)(

  (++). الملحي ونمت ) % 5-3(اكثر تحملا لزیادة التركیزKd1وKr3وKr2وابدت العزلات 

بعد زیادة التركیز (++) ومما تجدر الاشارة الیه ان المستعمرات التي حافظت على كثافة نمو متوسطة 

وAb2و Ab1الملحي اظهرت تغیراَ في لون مستعمراتها وقوامها اصبح اكثر لزوجة وتغیر لون المستعمرات 

Kr1 من اللون الحلیبي الى اللون التبني المصفر، وهذه التغیرات التي تطرأ على الصفات المظهریة للبكتریا تكون

تاجها للصبغات وزیادة البروتین الخام والمواد التي تقوم الخلیة بافرازها نتیجة للتغیرات في الغشاء الخلوي وان

والالیات التي تعمل من خلالها البكتریا على حمایة خلایاها تحت الظروف المتطرفة، وبرهن ذلك من خلال نتائج 

  ).8(اكیز الملحیة فحوصات الخلایا من زیادة نسبة البروتین الخام والمادة النوویة بعد تطبیعها للنمو في التر 

  

قدرة تحمل عزلات الرایزوبیا للملوحة) 2(جدول 

NaCl%
  حالة النمو

  عالي+++   متوسط++   قلیل+    لا یوجد- 

2-3--  
Rt2, Sg1, Ra1, 
Ra2, Ga1 (5)  

Rt1, Rt3, Kr1, 
Am2, (4)  

Ab1, Ab2, Kr2, 
Kr3, Kd1, Kd2(6)  

3-5
Rt2,Rt3, Am2, 
Sg1, Ra1, Ra2, 

Ga1(6)  

Ab1,Ab2, Rt1, 
Kr1, Kd1(5)  

Kr2, Kr3, Kd2(3)  --  

  Kr2AوKd2Aتأثیر مادتي التعفیر دایثین وكیتولایت على نمو العزلتین 
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المستعملة لتعفیر البذور تؤدي ان مادتي دایثین وكیتولایت) 3(یتبین من النتائج الموضحة في الجدول 

ط مع زیادة التركیز المستعمل من المادتین في الوسط، مع الى تثبیط نمو بكتریا الرایزوبیا ویزداد معدل قطر التثبی

وجود تأثیر اكبر لمادة الكیتولایت على معدل قطر التثبیط، وقد اظهرت العزلتان بعد التطبیع قدرة على النمو في 

قدرة على النمو Kd2Aملم كذلك اظهرت العزلة 0.0لمادة الدایثین وبمعدل قطر تثبیط بلغ  % 0.1التركیز 

وبشكل عام استطاعت العزلتان المطبعتان مقاومة تأثیر المادتین بشكل اكبر .كیتولایت وبدون تثبیط% 0.1في 

للمادتین المستعملتین % 0.2مع تركیز % 50من العزلتین قبل التطبیع اذ انخفض معدل قطر التثبیط اكثر من 

6.12و5.21مقارنة بمعدل قطر % 0.2كب الدایثین لمر Kr2AوKd2Aملم للعزلتین 3.16و2.15اذ بلغ 

سبب طفرة قد ملم قبل التطبیع ، وقد تعزى هذه الاسباب الى التحویرات التي اجریت في العزلتین بعد التطبیع ب

حیث وجد ان الرایزوبیا تستجیب للجهد وتجمع عدد من المواد (14)وهذا ما اكد علیه.حدثت اثناء التطبیع

  . tetrahydropyrimidine , sorbitol ectioneعلى الضغط الناتج حولها، ومن هذه المواد الاخرى للتغلب

  

  )ملم(Kr2و Kd2تأثیر تركیز مادتي الدایثین وكیتولایت على قطر تثبیط نمو العزلتین ) 3(جدول 

  العزلات
  %كیتولایت  %الدایثین

0.1  0.2  0.3  0.1  0.2  0.3  
Kd23.00  5.21  8.32  3.1  6.21  9.25  
Kr2  3.10  6.12  10.05  4.21  8.31  10.31  

Kd2A  0.0  2.15  5.21  0.0  4.22  7.14  
Kr2A  0.0  3.16  7.17  2.13  6.31  8.26  

L.S.D P >0.05 P = 1.05 tSC = 1.36       tS,P = 1.03     C =1.95  tS,P,C =2.15   ts = 0.530   PC =1.46  

  

  وانتاج الاندول ومركبات السایدوفورلفوسفاتقدرة العزلات المنتخبة على اذابة مركبات ا

 Kd2مركبات الفوسفات في الوسط الصلب تمیز العزلةاظهرت نتائج اختبار العزلتین على اذابة

جدول (ملم10.70بمعدل قطر اذابة بلغ Kr2ملم، تلتها العزلة 11.60بتحقیق اعلى معدل لقطر الاذابة بلغ 

ملم مع العزلة9.8یصل لوانخفض قطرالاذابة Kd2Aملم للعزلة 10.2ة في حین بلغ معدل قطر الاذاب)4

Kr2A 12.06، وبلغ انخفاض قدرة العزلتین المطبعتین على اذابة مركبات الفوسفات في الوسط نسبة %

ان البكتریا المذیبة للفوسفات قد اذابت كمیات من الذي اكد) 15(عن قدرتهما قبل التطبیع على التوالي% 8.4و

من الصخر الفوسفاتي وسماد السوبر فوسفات الذي كان یعاني تثبیتا 1لتر. ملغم 185فسفور الذائب وبواقع ال

ان قدرة البكتریا على اذابة الفوسفات في الوسط تعود الى قدرتها .بواسطة كاربونات الكالسیوم في الترب القاعدیة

ل احماض اللاكتیك والستریك والاوكزالیك والسكسنیك والاحماض غیر على انتاج بعض الاحماض العضویة مث

العضویة مثل الكبریتیك والنتریك كذلك انتاجها لغاز ثاني اوكسید الكاربون الذي یذوب في الماء مكونا حامض 

ان) 16(الكاربونیك فضلا عن انتاج بعض الانزیمات التي تحرر الفسفور من بعض مركباته العضویة، اذ وجد 

هناك تباین واضح بین قدرة العزلات على الاذابة، وعزى ذلك الى مدى قدرة العزلات على انتاج الاحماض 

  .العضویة وطبیعة ونوع الحامض المنتج

  

  

  

  )ملم(معدل قطر الاذابة لمركبات الفوسفات ) 4(جدول 

SidrophoresلترIAA/ملغم   )ملم(قطر الاذابة   العزلات
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Kd211.60  13.60  + + +  

Kr2  10.70  12.50  + + +  

Kd2A  10.20  11.51  + +  

Kr2A  09.80  8.52  + +  

0.05>PL.S.D1,052.15
، ) + + 5- 10(دقیقة 

)5-2+ + +(

  

الاندول وتفوقت العزلة (IAA)على انتاج حامض Kr2وKd2قدرة العزلتین ) 4(یوضح الجدول و 

Kd2 على العزلةKr2بیع، اما كمیة الاندول المنتجة فقد قلت بعد التطبیع مع في انتاج الاندول قبل وبعد التط

IAA/ملغم 11.51و13.6في كمیة الاندول المنتج وبلغت Kr2على العزلة Kd2الحفاظ على تقدم العزلة 

باینفي وان الت. قبل وبعد التطبیع على التواليKr2للعزلة 1لتر.IAAملغم 8.52و12.5وKd2لترللعزلة 

  ).17(كمیة الاندول بین عزلات الرایزوبیا قد یعود الى اسباب وراثیة تتعلق بالمادة النوویة المخصصة لانتاجه 

قدرة العزلات على انتاج المركبات الخالبة للحدید اذ تغیر لون الدلیل ) 4(كما اظهرت النتائج في جدول 

CAS دقیقة مع العزلتین ) 5-2(الازرق خلال مدةKd2وKr2 قبل التطبیع، وتعد سرعة عالیة ناتجة عن

) 10-5(اما بعد التطبیع فقد استغرق تغیر لون الدلیل مدة (+++) زیادة تركیز مركبات السایدرفور في الوسط 

، وتتفق نتائج هذه التجربة (++)دقائق وتعد سرعة متوسطة ناتجة عن انخفاض مركبات السایدروفور في الوسط 

، والتي تمثل Sidrophoresقدرة عزلات الرایزوبیا على إنتاج مركبات خالبة یطلق علیها مع دراسات أكدت على 

جزیئات ذات اوزان جزیئیة قلیلة تنتجها البكتریا لتساعدها على خلب الحدید عند اذابته من الاملاح المرتبط بها، 

نصر الحدید الذي یعد ضروریا وتمثل اهمیة هذه المركبات في مساعدتها لبكتریا الرایزوبیا في الحصول على ع

لعملیة تثبیت النتروجین، فهو یدخل في تكوین البروتین الثاني لمعقد إنزیم النتروجینیز المسؤول عن عملیة تثبیت 

  ).18(النتروجین من الهواء الجوي 

  الكثافة المیكروبیة في مواد التحمیل

النمو على مواد التحمیل المستعملة، اذ المنتخبة في قابلیتها على Kd2Aقدرة العزلة ) 1(یبین الشكل 

 7.66Logاظهرت مادة مسحوق نوى التمر اعلى محتوى معنوي من الكثافة المیكروبیة لخلایا العزلة بلغ 

cfu/ml ساعة حضن تلاه معدل الكثافة لكلا معاملتي نشارة الخشب ونخالة الحنطة بمعدل كثافة خلایا 72بعد

بینما وجد ان اقل محتوى للخلایا في ،)1شكل (ساعة حضن 72لال خ 6.96Log cfu/mlو7.01بلغت 

ویمكن . على التوالي6.05Log cfu/mlو6.21مادتي مسحوق طین البنتونایت والفحم المنشط بمعدل كثافة 

على تحقیق اعلى معدل نمو في وسط مسحوق نوى التمر لمحتوى هذه المادة من Kd2Aان تعزى قابلیة العزلة 

  .التي یحتاجها الكائن المجهريالعناصر 
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   Kd2Aتاثیر حجم اللقاح وتدعیم مادة التحمیل بالكلوكوز على الكثافة المایكروبیة للعزلة

مللتر كما دعم الوسط   3للخلایا في الوسط تم زیادة حجم اللقاح الى عددیةلغرض زیادة الكثافة ال

وجود زیادة معنویة في معدل عدد ) 5( كلوكوز، ویبین الجـدول %5.0و2.5بمحلول سكر الكلوكوز بتركیز 

، كذلك  8.34Log cfu/gو8.08مل اذ بلغت 3مل الى 2الخلایا في مادة التحمیل عند زیادة حجم اللقاح من 

8.64و8.15معدل الكثافة العددیة للخلایا معنویا في الوسط لیصل  منوجد ان تدعیم الوسط بالكلوكوز قد زاد

Log cfu/g وجد ان افضل معاملة من على التوالي، كما%)5.0و2.5(عند مستویات التدعیم بالكلوكوز

مللیتر 3التداخل المتحقق بین حجم اللقاح وتركیز التدعیم بالكلوكوز في الوسط كانت مع استعمال حجم لقاح 

حیث اشار ) 2(، وهذا یتفق ما جاء به8.86Log cfu/gكلوكوز اذ بلغت الكثافة لعدد الخلایا % 5.0وتدعیم 

الى ان اضافة سكر الكلوكوز الى اللقاح بعد مدة الخزن یؤدي لتنشیط خلایا الرایزوبیا وفعالیتها وبقائها لمدة 

  .اطول

  

B. japonicumالكلوكوز على كثافة العزلة بتأثیر حجم اللقـاح والتدعیم ) 5(جدول  Kd2A   في مسحوق

  نوى التمر

  قاح مللترحجم الل
  لمادة نوى التمر% نسبة التدعیم بسكر الكلوكوز 

  المعدل  5%  2.5  0.00

2  7.65  7.93  8.42  8.08  
3  7.87  8.31  8.86  8.34  

    8.64  8.15  7.76  المعدل
L.S.D P >0.05 V= 0.38  C = 0.18    CV = 0.81

  

  ستخلص التربة في مKd2Aللعزلة اتأثیر درجة الحرارة ومدة الخزن على كثافة خلایا

% 5.0المحملة على مادة مسحوق نوى التمر المدعمة Kd2Aلغرض معرفة قدرة خلایا العزلة 

3.82یوم على النمو تحت ظروف ملحیة 30لمدة ºم) 30- 25(م و4كلوكوز والمحفوظة بدرجتي حرارة 

ه التجربة وبینت نتائجها الموضحة في ، حیث اجریت هذYEMو ESMفي وسطي1م.دیسي سیمنز4.82و

6.64بمعدلات كثافة عددیة بلغت YEMاذ احتفضت خلایا العزلة بقدرتها على النمو في وسط ) 6(جدول 

كذلك . على التوالي1م.دیسي سیمنز4.82و3.82و1.05تحت ملوحة وسط 5.14Log cfu/mlو6.15و

بمعدل 1م.دیسي سیمنز4.82و3.82ذو الملوحة ) ESM(مستخلص التربة   تمكنت من النمو في وسط

Kd2Aمن لقاح العزلة YEMكما وجد ان تلقیح وسط .على التوالي 5.05Log cfu/mlو6.07كثافة بلغت 

الطاقة المیكروبیة في مواد التحمیل) 1(شكل 
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( وºم4حرارة یوم بدرجتي 30كلوكوز ومحفوظة لمدة % 5المحمل على مادة  مسحوق نوى التمر المدعمة 

بینما بلغت كثافة نموها في وسط . على التوالي5.48Log cfu/mlو5.81قد بلغ معدل كثافتها ºم) 25-30

  .على التوالي 5.37Log cfu/mlو5.74لنفس الظروف معدل كثافة ESMمستخلص التربة 

  

في مستخلص التربة تحت Kd2Aتأثیر درجة الحرارة و مدة الخزن على كثافة الخلایا للعزلة ) 6(جدول 

  Logcfu/mlظروف ملحیة

  درجة الحرارة

    ESMملوحة وسط 

  المعدل  1م.دیسي سیمنز

دیسي سیمنزYEMملوحة وسط 

  المعدل  1م .

3.82  4.82  1.05  3.82  4.82  

  5.81  5.35  6.28  6.96  5.74  5.21  6.28  م4

  5.48  4.94  6.03  6.32  5.37  4.89  5.86  م25-30

    5.14  6.15  6.64    5.05  6.07  المعدل
L.S.D P>0.05 Tem=0.20  M=0.341  EC=0.301  Tem-M=0.22 Tem-EC=0.212  EC-M=0.231 Tem-EC-M=0.246

  

ذو YEMفي الوسط  Kd2A6.96Log cfu/mlبینما تحققت افضل كثافة لنمو خلایا العزلة 

م كذلك وصلت كثافة خلایا العزلة 4الملقح من المادة المحفوظة بدرجة حرارة 1م.دیسي سیمنز1.05الملوحة 

Kd2A6.28Log cfu/mlفي وسطيESM وYEM 1م.دیسي سیمنز3.82ذو الملوحة الملقح من

دیسي 3.82و1.05ذو ملوحة YEMا للخلایا في الوسط  المعاملة نفسها وكذلك حصل على نفس العدد تقریب

عند زیادة تركیز الملوحة YEMوESMقول ان نسبة انخفاض عدد الخلایا في وسطي الویمكن . 1م.سیمنز

  .علـى التوالى% 16.8و % 16.4هي 1م.دیسي سیمنز4.82الى 3.82للوسطین من 

من YEMوESMعند تلقیح الوسطین % 7.52و % 6.44ینما بلغت نسبة انخفاض كثافة الخلایا ب

وهذا یتفق مع ما جاء یوم على التوالى30بعد مدة خزن ºم) 30-25(و4لقاح العزلة المحفوظ بدرجتي حرارة 

ºم4ر عند درجة حرارة اشه6حیث اشار الى ان الرایزوبیا ضلت محتفظة بكثافة عالیة  بعد مدة حفظ ) 2(به 

  .والمحملة على نشارة الخشب

  تأثیر درجة حرارة ومدة الخزن على الكثافة المایكروبیة في الحامل 

 6.56Logهو الافضل اذ بلغ معدل الكثافة المیكروبیة ºم4ان الحفظ بدرجة حرارة ) 7(یبین الجدول 

cfu/ml م) 30-25( ة ، بینما انخفض معدل الكثافة عند الحفظ بدرجة حرارº 4.34لتصلLog cfu/ml اما

30مللتر فلم یؤدِ الى التأثیر معنویاً على كثافة الخلایا في مسحوق نوى التمر بعد 3و2حجم اللقاح المستعمل 

 6.18Logو5.61الا ان عملیة التدعیم بسكر الكلوكوز قد ادت الى زیادة كثافة الخلایا بالوسط لتصل .یوم

cfu/mlمن سكر الكلوكوز، واظهر التداخل بین المعاملات ان افضل معاملة احتفظ 5.0و2.5عیم عند التد

والتدعیم ºم4یوم حفظ عند درجة حرارة 30بعد 7.43Log cfu/mlفیها الوسط بافضل عدد من الخلایا بلغ 

لیصل عدد مل تحت نفس الظروف2مللیتر، تلته معاملة استعمال 3واستعمال حجم لقاح % 5بالكلوكوز 

هي باستعمال ºم) 30-25(، بینما كانت افضل معاملة عند الحفظ بدرجة حرارة  7.16Log cfu/mlالخلایا 

تلتها المعاملة باستعمال 5.11Log cfu/mlكلوكوزلتعطي كثافة مایكروبیة % 5مللتر والتدعیم 2حجم لقاح 

وتبین النتائج المتحصل .5.04Log cfu/mlها مللتر تحت نفس الظروف بمعدل كثافة للخلایا قدر 3حجم لقاح 

علیها من هذه التجربة ان درجة حرارة الحفظ ذات تأثیر كبیر على حیویة الخلایا وبقائها في مادة التحمیل اذ 
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وتدل هذه النتائج ان ºم4مقارنة بدرجة ºم) 30-25(مع استعمال درجة حرارة للحفظ % 33.8انخفضت بنسبة 

انخفض لیصل بمعدل كثافة ) 5(جدول 8.08Log cfu/mlفي بدایة الحفظ بلغت معدل نمو الخلایا بكثافة

6.56Log cfu/ml 30- 25(، وقد یعزى ذلك الى ان الحفظ بدرجة حرارة %18.2اي بنسبة انخفاض بلغت (

یل خلال مدة یؤدي الى استمرار في نمو الخلایا ونشاطها، مما یؤدي الى نفاذ المواد الغذائیة في مادة التحمºم

یوم مما ینعكس ذلك في انخفاض عدد الخلایا في 30الحفظ،  وهذا یسبب موت بعض الخلایا خلال مدة الحفظ 

  .المادة الحاملة

  

تأثیر درجة حرارة الحفظ ومدة الخزن على الكثافة المایكروبیة في الحامل حسب حجم اللقاح ونسبة ) 7(جدول 

  Log cfu/mlالتدعیم بالكلوكوز

حرارة درجة

  ºالحفظ م

  %نسبة التدعیم بالكلوكوز
معدل الكثافة 

  المیكروبیة

معدل درجة 

  ºالحرارة م
حجم اللقاح 

  مل
0.0  2.5  5.0  

4  
2  5.43  6.82  7.16  6.47  

6.56  
3  5.60  6.95  7.43  6.66  

25-30  
2  3.61  4.31  5.11  4.34  

4.34  
3  3.63  4.36  5.04  4.34  

      6.18  5.61  4.56  معدل الكثافة المیكروبیة
L.S.DP>0.05 Tem=1.21  Glu=0.85 Vl=1.12 Tem-Glu=1.15 Tem-Vl=1.22 Glu-Vl=1.165 Glu-Tem=1.350

  

مل لمدة 2وحجم لقاح ° م4عند الحفظ بدرجة حرارة % 14.96بلغت نسبة الانخفاض في عدد الخلایا 

روف، ویعزى هذا الى دور الكلوكوز ساعة حضن تحت نفس الظ72یوم عن كثافة الخلایا المتحققة بعد 30

لمادة التحمیل في تجهیز الخلایا باحتیاجاتها الغذائیة وقدرة الخلایا على بناء مكونات الخلایا % 5.0المضاف 

بشكل جید، وقد یوفر الحمایة الافضل للخلایا مع انخفاض درجة الحرارة، وبناءً على نتائج هذه التجربة یفضل 

یوم على درجة حرارة 30كلوكوز لمدة % 5.0لمحملة على مادة نوى التمر المدعم اKd2Aحفظ لقاح العزلة 

  .ºم4

نستنتج من هذه الدراسة یمكن تطبیع عزلات الرایزوبیا لمحصول فول الصویا على تحمل الظروف 

%5استعمال مادة مسحوق نوى التمر المدعم ویمكن NaCl)% 5- 2(الملحیة باستعمال تراكیز ملحیة متدرجة 

والمحملة على مادة Kd2Aحفظ اللقاح المنتج للعزلة وی.للقاح المنتجCarrierسكر الكلوكوز كمادة حاملة 

أحتفظ اللقاح المنتج و .لمدة شهر بعد انتاجه◦م4سكر الكلوكوز بدرجة حرارة % 5مسحوق نوى التمر مدعم 

Kd2A 1م.دیسي سیمنز4.82على مقاومة الملوحة.
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