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   Bradyrhizobium japonicumو بعض صفات  تأثير الملوحة في نمو 
  

  ادهام علي العسافي  و ياس خضير حمزة  و دينا ثامر حمودي

  كلية الزراعة جامعة الانبار
  

  الخلاصة
تعد العلاقة بين بكتريا العقد الجذرية والعائل البقولي من العلاقات المعقدة ويمكن تحديدها بعوامل 

اجريت محاولة لعزل بكتريا الرايزوبيا من العقد  ،منها على فعالية العزلة بتثبيت النتروجينعدة يؤثر كل 

الجذرية لنبات فول الصويا من حقول مختلفة في محافظتي الانبار وبغداد، فحصت العزلات وشخصت 

ح كلوريد البكتريا وكشف عن العزلات المتحملة للملوحة باستعمال تقنية الطـبق متدرج التركـيز من مل

، واختبرت قدرتها على اذابة . الصوديوم، ثم عرضت لتراكيز ملحية مختلفة ومتدرجة خلال مدة التنمية

مركبات الفوسفات وفحص بعض مكونات الخلية قبل وبعد التطبع للملوحة، كما فحصت قدرة العزلات تكوين 

انتخب منها  B. japonicum  تعود عزلة 15أظهرت النتائج الحصول على .العقد الجذرية لنبات فول الصويا

- 3(بين  NaClبتركيز  عند++ بكثافة  تنماتي   Kr2و Kr3و Kd2اعطيت الرموز المحلية  العزلات التي

افضل تحمل  Kr2و  Kd2اظهرت العزلتان و. مع تغيير لون المستعمرات الى اللون البني المصفر)% 5

 3.08و  4.43الى  2.05يادة التركيز الملحي تتدرج من للتراكيز الملحية المتدرجة وذات قدرة للتطبع مع ز

ادت عملية التطبيع للعزلات الى زيادة نسبة البروتين الخام في خلايا العزلتين  .−1م.ديسي سيمنز 6.71الى 

Kd2A وKr2A  9.9و % 12.4مع انخفاض في وزن الكتلة الحية % 7.84و % 6.9بعد التطبع بنسبة% ،

مع انخفاض المادة النووية )% 3.82-3.35(للعزلتين بنسبة تراوحت  DNAزيادة في نسبة المادة النووية و

تفوق  Kd2اظهرت العزلة و.على التوالى Kr2و Kd2للعزلتين % 42.22و% 27.9للبلازميدات بنسبة 

اظهرت  ،و% 96.8 بة اذابةمعنوي في اذابة مركبات الفوسفات تحت وجود تراكيز من الفوسفور الذائب وبنس

قدرة على تكوين العقد الجذرية مع جذور نبات فول الصويا تحت الظروف الملحية  Kr2Aو Kd2Aالعزلتان 

 .عقدة فعالة للعزلتين على التوالي 13و 14عقدة منها  16و 18بمعدل  −1م.ديسي سيمنز 4.86

  
The effect of salinity on growth and some character of   
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Abstract  
The relationship between root nodulation bacteria and legume host is 

complicated and usually determined by several factors each one effect on isola ability 
to fixate nitrogen , 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 symbiosis with rhizosphere organisms was examined, ability to 
dissolve phosphate compounds,  making nodules on soybean roots and all changes 
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occurred on same cell components before and after adaptation to salinity were 
recorded, 

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 
brawon.Isolates Kd2 and Kr2 showed the highest ability of tolerance to gradual salt 
concentration tendency for adaptation with salt concentration 2.05, 3.24, 6.71 ds/m 
respectively.The process of Isolates adaptation increase crud protein ratio in isolates 
cell by 6.9% and 7.84% , decrease biomass 12.4% and 9.9% , increase DNA ratio by 
(3.82-3.35)% with decries plasmids nuclear by 27.9% and 42.22% for Kd2 and Kr2 
respectively.Isola Kd2 showed significantly in superiority in dissolving phosphate 
compounds in existence of concentration of soluble phosphor by dissolving ratio 
96.8%.Isolates Kd2A and Kr2A showed ability to form root nodules with soybean 
roots under salinity conditions of 4.86 ds/m with rates 18 and 16 nodules among them 
14 and 13 nodules of active nodules for both isolates respectively. 
 

  المقدمة
تعاني اغلب الترب العراقية من ارتفاع الملوحة وقلة المادة العضوية التي تؤدي الـى قلـة الكثافـة    

بعض الاجناس مثل البكتريا المتخصصة على فول الصويا، اذ ان عتبة الملوحة لمحصـول فـول   لالاحيائية 

او اعلـى ان  −1م.ديسي سيمنز 4ف ملحية بمستوى ، ويتوقع تحت ظرو )1(−1م.ديسي سيمنز 4الصويا هي 

ان اللقاح المضاف لا يبقى في التربـة بكثافـة   و ،Bradyrhizobium japonicumتخلو التربة من بكتريا 

وكثافة اللقاح التي يستجاب لها نبات فـول   .مواسم باعتبار ان الظروف ملائمة لبقاءها) 3-2(عالية الا لمدة 

تؤثر الامـلاح فـي تكـوين العقـد     و .)Log cfu/ml )2 5.0واقل استجابة عند  log cfu/ml 9.0صويا ال

الجذرية لانها تثبط فعالية الانزيمات المكونة للمواد المحفزة لاصابة الجذور بالبكتريا، كمـا يـؤثر الاجهـاد    

لاملاح في الاحياء المجهرية قد تعزى كما ان التأثيرات السلبية ل. )3(الملحي في نمو وكفاءة بكتريا الرايزوبيا

.  (4) ة الخلية والمسارات الايضـية فيـه  الى تأثير ايونات الاملاح والضغط الازموزي مما يؤثر على فسلج

عن تأثيرالملوحة على تكون العقد الجذرية وتثبيت النتروجين تبين ان الملوحـة لا   ) (5واشارة لدراسة قام به

يا داخل الجذور التي نمت مبكرا في ظروف غير ملحية ثم نقلت الى ظـروف  تؤثر على مستعمرات الرايزوب

ولاهمية محصـول  . ملحية ولكنها قللت من كفاءة العقد الموجودة ومنعت تكون عقد جديدة على جذور النبات

%   45وبروتين بحدود )% 24-18(فول الصويا اقتصاديا كمحصول زيتي تصل نسبة الزيت في بذوره الى 

المتخصصة عليه ضـمن ظـروف    B. japonicumاجة للبحث عن اساليب جديدة لادخال بكتريا جاءت الح

لذا جاءت دراستنا بهدف عزل وتشخيص البكتريا المتخصصة .محيطه الجذري وبكثافة كافية لاحداث الاصابة

من ترب سـبق ان زرع فيهـا نبـات فـول الصـويا        Bradyrhizobium japonicumعلى فول الصويا

وتنمية العزلات وتطبيعها على اوساط ملحية واختبار العزلـة الكفـؤة فـي    . فيها اللقاحات الحيوية واستعملت

  .تحمل الملوحة العالية وفحص قدرتها على اقامة علاقة تعايشية مع النبات
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  المواد وطرائق العمل
  جمع العينات 

ظة الانبار وهي الكرمة مناطق مزروعة بمحصول فول الصويا ستة منها ضمن محاف ثمانيةاختيرت 

والصقلاوية والرمادي والعامرية والخالدية والجزيرة، واثنان ضمن محافظة بغداد، ابو غريـب والرضـوانية   

وذلك لعزل البكتريا العقدية المتخصصة على نبات فول الصويا، تم اختيار عشر نباتات لفول الصـويا ناميـة   

،  رطبت التربة حول النباتات قبل قلعها )عينة 80لعينات عدد ا( كل منطقةليوم ) 50-35(بشكل جيد وبعمر 

لتقليل التاثيرات الميكانيكية على الجذور بعدها ازيلت التربة المحيطة بالمجموع الجذري، بتعريضها لتيار ماء 

معتدل لتسهيل عملية فصل العقد الجذرية ونقلت العينات من الجذور الحاوية على العقد الجذرية الى المختبـر  

في عزل البكتريا مـن العقـد الجذريـة     )6(واتبعت الطريقة الموصوفة من  .غرض عزل بكتريا الرايزوبيال

عزلـة   15وحفظت المزارع البكتيرية في الثلاجة لحين استعمالها في التجارب اللاحقة، وتم الحصول علـى  

  Rt2و  Rt3وKr1 و Kr2 و Kr3 و Am2 و Sg1و Kd2 وKd1 و Ra2 و Ra1و Ga1اعطيت الرموز 

 Rhizobiumاجريت بعض الاختبارات للتاكد من ان العزلات تعود الى الجـنس  . Ab1وAb2  و Rt1  و 

  .فحص دليل البروموثايمول الازرقو وتضمنت الاختبارات  اختبار ملون كرام) 6(وحسب ما ورد في 

  اختبار قدرة بكتريا الرايزوبيا على تحمل الملوحة 

وصـب   7وضبط الرقم الهيدروجيني للوسـط علـى    NaCl% 10بتركيز  YEMAحضر وسط 

ملليتـر مـن    24وترك ليتصلب بشكل مائل، ثم اكمل حجم الوسط في الطبق الـى   ¹ֿطبق.ملليتر 12بمعدل 

بعدها نقلت البكتريا بوساطة ابرة  )7(الاعتيادي لتحضير طبق متدرج التركيز وترك ليتصلب YEMAالوسط 

±  28ت بطريقة التخطيط وحضنت الاطباق على درجة حـرارة  الصلب، وزرع YEMAالزرع الى اطباق 

اذ عدت مستعمرات البكتريا النامية في  ايام، بعدها اجري الكشف عن نمو بكتريا الرايزوبيا،) 5-3(م لمدة  2

  . )8(التراكيز الملحية العالية بانها متحملة للملوحة
 
  تطبيع العزلات على تحمل التركيز الملحي المتدرج  

في تحضير الوسط متـدرج التركيـز    م \دي سيمنز 7.33الرملية مزيجية  عمل مستخلص التربةاست

 هـي في التجربة السابقة و  NaCl)% 5-3(كيزبتر++ واستعملت العزلات التي تمكنت من النمو    الملحي

Kd1 وKd2 وKr2 وKr3 وAb1.  فـي دوارق  ) 1جدول(وزعت الاوساط المحضرة بتراكيز ملحية مختلفة

 مْ  121وعقمت بالموصدة على درجة حـرارة   ¹ֿدورق .مل  150مل وبمعدل  250روطية الشكل سعة مخ

  .دقيقة 15ولمدة 

  تحضير معاملات بتراكيز ملحية مختلفة ومتدرجة اثناء الحضن)  4( جدول 

  المعاملة
حجم مستخلص التربة 

حجم وسط   ساعة/ المضاف للوسط 
YEM/مل  

EC للوسط  1−م . ديسي سيمنز /
  ساعة

24   48   24   48   72   
T1  0.0  0.0  150  1.05  1.15  1.26  
T2  38.0  0.0  112  4.05  4.21  4.22  
T3  19.0  19.0  112  2.05  4.40  4.43  
T4  70.0  0.0  80  6.85  6.87  6.89  

T5  35.0  35.0  80  3.08  6.68  6.71  
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) Log cfu/ml 6(مـل لكـل دورق    2لة بمعـدل  لقحت الاوساط الزرعية بالعزلات البكتيرية المستعم

مكررات لكـل   3وحضرت المعاملات بواقع   Log cfu/ml 3.03ليصل العدد البكتيري الاولي في الوسط 

ساعة، تم خلالها  72لمدة  م 2 ± 28على درجة ) ¹ֿدقيقة. دورة  100(معاملة وحضنت في حاضنة هزازة 

  ).6(الكثافة الضوئيةقياس كثافة النمو يوميا باستعمال طريقة 
  

  العزلات قبل وبعد التطبيع وبعض مكونات خلايا لاحماض النووية تقدير ا

  : اجريت التجربة في مختبرات معهد الهندسة الوراثية في جامعة بغداد حيث

 )Luria-Bertani medium )9 د التطبيع في وســط لوريا السائلقبل وبع Kr2و Kd2نميت العزلتين 

تم تحييد البلازميدات في الخلايا للعزلات البكتيرية المنتخبة و )10(  النووية حسب طريقةوقدرت الاحماض 

 DNAوعد الفـرق فـي المـادة النوويـة هـو       )11(قبل وبعد التطبيع باستعمال حامــض السالسليك 

  .لتقدير البروتين الخام في الكتلة الحيوية المجففة )12(طريقة تكما استعمل. البلازميدي
  

  ر قدرة العزلات على تحمل تراكيز ايونية للفوسفات اختبا

مللتر جهز بكميـة   100مللتر في دوارق مخروطية حجم  30وسط بيكوفسكايا السائل بمعدل  وزع

بتراكيز  KH2PO4مع تجهيز الدوارق بكميات مختلفة من )  ¹ֿلتر.  Pملغرام  40تحتوي ( Ca3(PO4)2من 

ثم لقح مـن عزلتـي    7قم الوسط وضبط الرقم الهيدروجيني على ، ع¹ֿلتر.  P، ملغم 32و 24و 16و 8و 0

مع ترك معاملة سيطرة وبثلاثة مكررات  Log cfu/ml 6.0قبل وبعد التطبيع بمعدل  Kr2و  Kd2الاختبار  

يوم بعد ذلك رسب المتبقـي   4لمدة  م 2 ± 28حضنت جميع المعاملات في درجة حرارة . )13( لكل معاملة

دقيقة جفـف   15لمدة ) ¹ֿدقيقة.دورة 300(غير الذائب في الوسط بالطرد المركزي  Ca3(PO4)2 من مركب

سـاعة   18لمدة  H2SO4دقيقة، ثم اذيب الراسب بحامض الكبريتيك  20لمدة  م 105الراسب بدرجة حرارة 

مل ماء مقطر وقدر فيه الفسفور باسـتعمال طريقـة    100مل من الراشح ونقل الى  2ورشح المحلول واخذ 

وقدر نشاط العزلات باذابة الفسفور من احتساب الفرق في كميـة   ، )14(مطياف الضوئي الموصوفة من قبلال

 .Ca3(PO4)2  الفسفور غير الذائب المتبقي في

  مستخلص التربةاختبار قابلية العزلات على التعايش مع احياء 

قـدرة العـزلات   م ، بهدف اختبار \دي سيمنز 7.33حضر وسط من مستخلص تربة رملية مزيجة 

غم  5المنتخبة من التجربة السابقة في النمو في منطقة الرايزوسفير والتعايش مع احياءها، جهز الوسط بمقدار 

مل في انابيب اختبار، عقمت بالموصدة ثم لقحت الانابيب من لقاح العزلتين  15ثم وزع بمعدل  ¹ֿلتر.كلوكوز

Kr2 وKd2  3لميكروبية الوسط ا كثافةقبل وبعد التطبيع لتصل Log cfu/ml   كما لقحت انابيـب اخـرى ،

 Log cfu/ml 3كثافـة  قبل وبعد التطبيع ب Kd2و Kr2تحتوي نفس الوسط بلقاح مزدوج من لقاح العزلتين 

وبسرعة  م 2 ± 28للوسط، وحضنت في درجة حرارة  Log cfu/ml 3مع لقاح من مستخلص التربة بكثافة 

ة ثم حسبت الكثافة المكروبية الكلية بدلالة الكثافـة الضـوئية، وكثافـة    ساع 72لمدة  ¹ֿدقيقة.درجة 100رج 

اذ عدت المسـتعمرات الناميـة علـى وسـط      YEMAعزلات الرايزوبيا المثبتة للنتروجين باستعمال وسط 

YEMA  والتي لم تأخذ الصبغة الحمراء او التي ظهرت بلون باهت بأنها مستعمرات رايزوبيا والمستعمرات

 .بكتريا مثبتة للنتروجين بصورة حرة بطريقة التخفيف وصب الاطباقالاخرى هي 

  تحت ظروف ملحيةنبات فول الصويا ل يةجذر تكوين عقدقابلية العزلات على 
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كغم مـن تربـة رمليـة     1.0نفذت تجربة مختبرية باستعمال اصص بلاستيكية وضع في كل منها 

 EC 3.65 على ايصالية كهربائيـة   غسلت التربة بالماء المقطر للحصول −1م. ديسي سيمنز  7.33مزيجة 

و لثلاثة ايام متتالية، ثم  دقيقة 30لمدة  م 121عقمت التربة بالموصدة على درجة −1م. ديسي سيمنز  4.86و

اطباق، ثم اضيف  ،وزرعت البذور على)6(عقم السطح الخارجي لكمية من بذور فول الصويا حسب طريقة 

مـع اضـافة    Logcfu/ml 6.0قبل وبعد التطبيع بمعدل  Kr2و Kd2ساعة من العزلتين  48لها لقاح بعمر 

لزيادة لزوجة الخلايا البكتيرية على سطح البذور، ورجت البذور جيدا لتمتزج مع اللقاح % 20محلول سكري 

معاملة سيطرة بدون لقاح، رطبت التربـة  مع ترك  ¹ֿاصيص.بذرة 8ثم نقلت الى التربة في الاصص بمعدل 

من السعة الحقلية ووضعت الاصص في ظلة خشـبية، تـم ري النباتـات    % 50بالماء المعقم للحصول على 

من الماء الجاهز وحسبت نسبة وسرعة الانبات ثم خفـت  % 50بالماء المعقم بالطريقة الوزنية عند استهلاك 

يوم، ثم رطبت التربة وقلعت النباتات  35استمرت التجربة لمدة . ¹ֿاصيص.بادرة 1يوم الى  10النباتات بعد 

  .مع مجموعها الجذري وحسبت عدد العقد الجذرية الكلية والفعالة

  التحليلات الكيميائية و القياسات  

 النسـبة المئويـة لحجـوم دقـائق التربـة     :وشملت ) 14(قدرت الصفات الاتية حسب ما ورد في 

اجري التحليل الاحصائي ، الفسفور الجاهز والذائبو النتروجين الكليوتربة والاوساط الايصالية الكهربائية للو

باسـتعمال برنـامج    0.05عند مسـتوى معنويـة    L.S.Dباستعمال قيمة اقل فرق معنوي بين المتوسطات 

Genstat 332. 
  

 النتائج والمناقشة 
  عينات التواجد وانتشار بكتريا الرايزوبيا في 

التي جمعت من ثمان مناطق تقع اثنان منها في محافظة بغداد وستة في  العينات فحصاظهرت نتائج 

اصـابت  تواجدت و ان بكتريا الرايزوبيا،نبات فول الصويا من جذور لعزل بكتريا الرايزوبيا  محافظة الانبار

  من العينات وتباينت نسب الاصابة حسب المنـاطق  عزلة 15حيث حصل على% 18.61جذور النبات بنسبة 

في كل مـن  %   20في حقول منطقتي الرضوانية والكرمة تلتها نسبة اصابة %  30 نسبةالاصابة  بلغتاذ 

وقد اوضحت ). 2جدول(الحقـول الاخـرى  لكل %   10حقول ابو غريب والخالدية والرمادي بينما بلغت 

قل قبل سنتين او ثلاثة او مـع  النتائج ان تواجد وانتشار العزلات ارتبط مع استعمال اللقاح الرايزوبي في الح

البكتيرية ذات تأثير على  ان عملية استعمال اللقاحات). 1جدول(زراعة الحقل بمحصول فول الصويا قبل عام 

الى  بالنبات العائل لسنوات سابقة ادت في جذور النباتات، كذلك ادت زراعة الحقل تواجدها واحداث الاصابة

، وتؤكد هـذه  %10التي سببت اصابة للمحصول في السنة اللاحقة بنسبة و تواجد بكتريا الرايزوبيا في التربة

النتائج على ضرورة استعمال اللقاح الرايزوبي عند زراعة محصول فول الصويا في الحقـل بعـد دورتـين    

 عقـد زراعية على الاقل لضمان تواجد البكتريا بكثافة تمكنها من اصابة جذور المحصول الجديد وتكـوين ال 

  .)1( في وهذا يتفق مع ما ذكرالجذرية 
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  الصفات الكيميائية و الفيزيائية و الدورة الزراعية لمناطق جمع العينات )2(ول جد
 

  عدد العزلات  الرمز  المنطقة

EC 
ديسي 

  −1م.سيمنز
  النسجة

  

  الدورة الزراعية

  فول الصويا -بصل-بور  طينية مزيجة  Ab 2  3.15  ابو غريب

  فول الصويا -بطاطا-بور  مزيجية  Rt 3  3.65  رضوانيةال

  فول الصويا –بور  –ذرة   مزيجية  Kr 3  3.61  الكرمة

  فول الصويا –بور  –فول الصويا   مزيجية رملية  Am 1  3.82  العامرية

  فول الصويا  –بور  –فول الصويا   رملية مزيجية  Sg 1  3.68  الصقلاوية

  فول الصويا  –جت   –جت   طينية مزيجية  Kd 2 3.25  الخالدية

  فول الصويا  –بور  –خضر   مزيجية  Rm 2 3.81  الرمادي

  فول الصويا  –خس –فول الصويا   طينية  Ga 1  3.61  الجزيرة

  

اظهرت الفحوصات الميكروبية التي اجريت  ان جميع العزلات سالبة لملون كرام وغيـرت لـون   و

خضر الى اللون الاصفر جـدول ، وتـراوح لـون    من الازرق الممع دليل البروموثايمول  YEMAالوسط 

المستعمرات بين الحليبي والحليبي المصفر والتبني، وقد يعود هذا التباين في اللون الى الصفات التي تمتلكهـا  

العزلات، كما وجدت المستعمرات بمظهر شفاف وبعض الخلايا كانت بلون وردي باهت وهذا دليلا علـى ان  

 .)6(العقدية كما جاء في Rhizobium بكتريا لجنس العزلات تعود
  

  تحمل عزلات الرايزوبيا للملوحة  

) 2-1(في الوسط عند تركيز تراوح بـين  )  +++(اظهرت جميع عزلات الرايزوبيا قدرتهاعلى النموَ

 %NaCl ) حافظـت العـزلات   ) % 3-2(، اما عند تركيز ) 3جدولAb1 وAb2 وKr2 وKr3 وKd1 

كان نموهـا اقـل     Am2و Kr1و Rt3و Rt1، اما العزلات NaCl(+++)  على مستوى نمو بكثافة Kd2و

. (+)قليلـة  بكثافـة  كان  نموها  Ga1و  Sg1 Ra1و Ra2 و  Rt2الا ان العزلات  ،++)(بمستوى  وكثافة 

مما تجـدر  و .(++) تنموالملحي  ) %5-3(اكثر تحملا لزيادة التركيز Kd1و Kr3و Kr2العزلات  وابدت

بعد زيادة التركيز الملحي اظهـرت  (++) لمستعمرات التي حافظت على كثافة نمو متوسطة الاشارة اليه ان ا

مـن  Kr1 و Ab2و  Ab1تغيراَ في لون مستعمراتها وقوامها اصبح اكثر لزوجة وتغير لون المسـتعمرات  

 ـ هوهذ ،اللون الحليبي الى اللون التبني المصفر  تكـون  االتغيرات التي تطرأ على الصفات المظهرية للبكتري

نتيجة للتغيرات في الغشاء الخلوي وانتاجها للصبغات وزيادة البروتين الخام والمواد التي تقوم الخلية بافرازها 

والاليات التي تعمل من خلالها البكتريا على حماية خلاياها تحت الظروف المتطرفة، وبرهن ذلك من خـلال  

  والمادة النووية بعد تطبيعها للنمو في التراكيز الملحية  من زيادة نسبة البروتين الخامالخلايا نتائج فحوصات 

)15(.  
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 قدرة تحمل عزلات الرايزوبيا للملوحة)  3( جدول 

NaCl% حالة النمو  
  عالي+++   متوسط++   قليل+    لا يوجد -

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)  --  

 
  على الكثافة الميكروبية  تأثير التركيز الملحي المتدرج 

 عدد الخلايـا قل و   NaClتركيز  مع زيادة  للعزلات انخفاض عدد الخلايا 4  الجدوليتضح من 

 T1في المعاملـة   Log cfu/ml  5.05 - 5.03معدلات للنمو أفضل حققتوت، NaClجدا مع زيادة تركيز 

 - 6.05(بنسـبة  سـاعة    48وازدادت كثافة الخلايا بعد  ،ساعة  24بعد  )−1م .ديسي سيمنز 1.05-1.26(

6.45Log cfu/ml      7.20 - 6.88 الكثافـة في حـين بلغـتLog cfu/ml    تميـزت  وسـاعة   72بعـد

على التوالي ، وعنـد تعـريض     Log cfu/ml) 7.08 و 7.2(بأعلى معدلات للنمو   Kr2و  Ab1عزلتينال

 24وصلت كثافة الخلايا للعزلات في الوسـط بعـد   ) −1م .ديسي سيمنز T2 )4.05-4.22لمعاملة لالعزلات 

اعلى معدلات نمـو معنويـة    Kd2و Kdالعزلتين  حققت إذ  4.36Log cfu/ml - 3.65ساعة حضن الى 

 −1م .ديسي سيمنز )T3  )2.05 -4.43الا ان الامر  تغير في المعاملة  .Log cfu/ml 4.22و 4.36بلغت 

 72وازداد بعد   Log cfu/ml 4.19 – 4.04ساعة حضن ليصل  24وسط بعد الحيث ازداد عدد الخلايا في 

) −1م .ديسي سيمنز T4 )6.85-8.82 المعاملة عند استعمال أما   Log cfu/ml 5.94و  5.10ساعة ليصل 

  . Log cfu/ml 3.42و 3.26ساعة حضن  24لها ليصل بعد  معدل كثافة فقد سجلت جميع العزلات ادنى
  

  Log cfu/mlالكثافة البكتيرية للعزلات النامية في التراكيز الملحية المتدرجة ) 4(جدول 

  المعاملة
EC  

  2م/ديسي سيمنز
  مدة الحضن

 Ab1  Kr2  Kr3  Kd1 Kd2 ساعة  

T1 
1.05 24  5.03  5.05  5.05  5.05  5.03  
1.15 48  6.43  6.45  6.13  6.05  6.10  
1.26 72  7.20  7.08  6.89  6.88  6.92  

T2 
4.05  24  3.65  3.81  3.70  4.36  4.22  
4.04  48  4.15  4.36  4.60  5.10  4.96  
4.22  72  4.91  4.96  4.65  5.13  5.01  

T3 
2.05  24  4.04  4.05  4.19  4.16  4.12  
4.40  48  4.53  5.05  4.95  5.03  5.09  
4.43  72  5.10  5.89  5.18  5.90  5.94  

T4 
6.85  24  3.26  3.31  3.16  3.41  3.42  
6.87  48  3.85  3.86  3.66  3.91  3.95  
6.89  72  3.96  3.99  3.98  4.21  4.20  

T5 
3.08  24  3.44  3.34  3.59  3.64  3.64  
6.68  48  4.02  3.98  4.66  4.70  4.75  
6.71  72  4.81  5.03  4.91  4.98  5.03  

0.260   =Is    ،0.420  =time    ،0.310  =T     ،)0.05  >P  (L.S.D  
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 T5 ) 3.08العزلات استجابة في قدرتها على زيادة اعدادها في الوسط عند المعاملة  أظهرتكذلك 

هو مثـبط   −1م .ديسي سيمنز 4.0 يمكن اعتبار زيادة ملوحة الوسط عن المستوى) −1م.ديسي سيمنز 6.71 –

ة لمدة زمني −1م .ديسي سيمنز 4.0لنمو الخلايا بسبب عدم قدرتها على تحمل المستوى الملحي الذي زاد عند 

بشكل تـدريجي  زيادة ملوحة الوسط  للنمو عندمعدلات  أفضل Kr2و Kd2العزلات  أظهرتوقد     .اطول

ان هذا التفاوت بين العزلات في قابليتها على النمو والتطبع تحت مستويات ملوحـة   .T5و T3 في المعاملات

وان سبب انخفـاض   ،ة بالملوحةالعزلات على النمو والتكاثر في ترب متأثر تأقلم تباين الى ىمختلفة قد يعز

 في سلبيا والتي اثرت ،في الوسط ةايونات الصوديوم والكلور الموجود قد يعود لتأثيراعداد الخلايا في الوسط 

 ،عن عملية الانقسـام المسؤولة  والإنزيماتالمادة النووية  لتكوين النيوكلويتايد الداخل في  الأساسالمادة  انتاج

عملية الانقسام والتكاثر عند زيادة التركيز الملحي فوق الحد الحرج لتحملهـا مـن   مما يؤدي الى عدم نجاح 

بحيويتها عند حساب اعـدادها   احتفظتبدليل ان الخلايا لم تصل الى حالات الانفجار في الوسط و،  الملوحة

  .)16( الجديدة الملحية حسب قدرة الخلية وامكانية تكييفها للظروف وتباين ذلك. ساعة 72بعد 

  

  بعض مكونات الخلية للملوحة في Kr2و  Kd2تأثير تطبيع العزلتين  

للعزلتين بعـد  في الوسط حصول انخفاض في وزن الكتلة الحية  5 النتائج المبينة في جدول أظهرت

و  1.95صـل  يل انخفـض  التطبيع وبعد ¹ֿلتر. غم 2.21و  2.22 معدل وزنهما قبل التطبيع اذ بلغ ،التطبيع

بعد التطبيع %  7.84و % 6.9بينما وجد زيادة في نسبة البروتين الخام بلغت ، على التوالي ¹ֿلتر.غم  1.99

كذلك حصلت زيادة في نسبة المادة النوويـة الكليـة للعـزلتين    .جدول العزلتين للظروف الملحية على التوالي

Kd2A  وKr2A  تسـاب نسـبة   وعند اح مقارنة مع نسبتها قبل التطبيع )%3.35 -3.65( بنسبة تراوحت

و  Kr2Aللعـزلتين  %  1.17و%  1.96 الـى بعد التطبيع وصـلت   فيها تبين وجود زيادة DNAحامض 

Kd2A ، بينما بلغت الزيادة في نسبة حـامض RNA 4.51 للعـزلتين  % 5.95وKr2A  وKd2A   علـى

والتـي   ،التطبيـع  بعد في الخلايا ، بينما وجد انخفاض في نسبة المادة النووية للبلازميدات) 5جدول ( التوالي

العـزلتين لـم    خلايا وتدل هذه النتائج ان، Kr2Aو Kd2Aللعزلتين  %42.25و% 27.90انخفضت بنسبة 

% 12.16و %9.9تتمكن من النمو بشكل جيد عند تعرضها للشد الملحي في الوسط وانخفض نموها بنسـبة  

  .على التوالي Kr2Aو Kd2A  للعزلتين
  

  للاحماض النووية و البروتين للعزلات قبل و بعد التطبيعبعض الصفات المقدرة )  5( جدول 

 Kr2  Kd2 Kr2A  Kd2A  L.S.D  الصفة
p>0.05  

  0.23  1.99  1.95  2.21  2.22  لتر/وزن الكتله غم
  2.4  63.20  64.14  58.60  60.00  %البروتين الخام 

DNA  0.36  6.90  6.81  6.82  6.62  %الكلي  
RNA %  5.68  5.71  6.25  6.05  0.45  

  0.41  12.95  13.06  12.53  12.60  %اض النووية الكلية الأحم
DNA  %0.16  0.62  0.41  0.86  0.71  البلازميدي  

  

، الامـر الـذي   الشد الملحي  تأثير ن من تكوين البروتين الخام في مكوناتها لتقاوماوقد زادت العزلت

وجنيز المسؤول عن عملية تثبيـت  ادى الى خفض المادة النووية البلازميدية المسؤولة عن انتاج انزيم النايتر

فـي العزلـة   % 27.90و Kr2Aفي العزلـة  % 42.25نسبة بالذي انخفض  ،النتروجين من الهواء الجوي 
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Kd2A17(، وهذا يتفق مع ما جاء به( Miller )1972( و)18()Campbell ، 1983( ان عملية  ااكد انلذلا

  .خلية نتيجة لتعرضها لظروف مغايرة لبيئاتها الطبيعيةالتكيف البكتيري للملوحة اثرت على مكونات الخلية الدا

  

  تأثير تراكيزمختلفة من الفوسفور الذائب في قدرة العزلتين في اذابة مركبات الفسفور  

تفوقاً معنوياً في قدرتها على اذابة مركبات الفوسفور في الوسط تحت وجـود   Kd2اظهرت العزلة 

بنسـبة    Ca3(PO4(2 سط وتمكنت من اذابة مركبـات الفوسـفات  تراكيز مختلفة من الفسفورالذائب في الو

 32و 24عند وجود تركيـز % 91.17و% 95.8وبلغت نسبة الاذابة ، ¹ֿلتر. Pملغم  16لحد تركيز % 100

، بينما وجد ان كفائتها قلت بعد التطبيع على اذابة مركبات الفسفور في الوسط بنسبة اذابة ¹ֿلتر. ذائب Pملغم 

، الا انها اذابت اكثر من نصف الكمية لمركبات الفوسفات ¹ֿلتر. ذائب Pملغم  32د تركيز عن% 64.22بلغت 

  ).6جدول (  ¹ֿلتر. ذائب Pملغم  16عند تركيز % 78.37في الوسط، وبلغت قدرتها على اذابة 

قبـل وبعـد التطبيـع باذابـة      Kd2قدرة على الاذابة اقل مقارنة بالعزلة  Kr2بينما اعطت العزلة 

. ذائـب  Pملغـم   32و  16عند تركيـز  % 59.62و% 81.87ت الفوسفات، اذ بلغت نسبة الاذابة لها مركبا

 Pملغـم   32و 16عنـد تركيـز    %49.509و% 69.62 لتصل، في حين انخفظت قدرتها بعد التطبيع ¹ֿلتر

فعاليـة   وهذا التغير في كفاءة العزلات بعد التطبيع قد يعود الى بعض التغيرات الحاصـلة فـي   ¹ֿلتر. ذائب

( الخلايا البكتيرية الرايزوبية بعد التطبيع بسبب تغيرات طرأت داخل الخلايا من زيادة تركيز البروتين الخام 

حيث توصلا الـى ان    )13( او تغير في النشاط الانزيمي لمواجهة الظروف المتطرفة وهذا ما اكده) 5جدول

واذابة اكثر مـن   ¹ֿلتر.ذائب Pملغم 25ات بوجود اذابة مركبات الفوسف لها القدرة على Rhizobiumبكتريا 

   .¹ֿلتر. ذائب Pملغم  63من الفوسفور غير الذائب والنمو في تركيز % 95.37
  

في الوسط تحت ظروف التراكيز المختلفة من   Ca3(PO4(2كمية الفسفور غير الذائب من ) 6(جدول

  والعزلات المنتخبة KH2PO4الفسفور الذائب 

  ¹ֿلتر.لغم ذائبم Pتركيز   العزلات
0  8  16  24  32  

Kd2 0.0  0.0  0.0  1.65  3.53  
Kr2  1.79  6.35  7.25  12.61  16.15  

Kd2A  1.60  5.32  8.65  12.25  14.31  
Kr2A  2.15  8.65  12.15  16.21  20.20  

Control 40.0  40.0 40.0  40.0 40.0  
C = 2. 64     ، IC = 3.86    ،I = 1.95     50.0  >P  L.S.D    

  

  مستخلص التربة  مع احياء على النمو Kr2و Kd2ة العزلتين درق

ا على النمو فـي وسـط مسـتخلص    مللعزلتين قبل وبعد التطبيع قدرته العدديةلكثافة ااظهرت نتائج 

 6.82و 6.99وبلغ  مع عددها قبل التطبيع ان معدل عدد الخلايا للعزلتين بعد التطبع اقل كثافة معنويا والتربة 

وقـد بينـت   ، )7جدول"( التواليقبل وبعد التطبيع على  Kr2و Kd2للعزلتين  Log cfu/ml 6.38و 6.40و

قبل وبعد التطبيـع زيـادة فـي      Kr2و Kd2 النتائج عند اضافة لقاح من مستخلص التربة مع لقاح العزلتين

  . ml/ .على التوالي Log cfu/ml 7.63و 7.85و 8.26و 8.33افة المايكروبية الكلية والتي بلغت ثالك
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  Log cfu/mlالكثافة المكروبية للعزلات في وسط مستخلص التربة ) 7(جدول 

  ESAالكثافة في وسط  العزلات  المعاملات
  بدلالة الكثافة الضوئية

 YEMA  الكثافة في وسط
Rhizobia others 

  لقاح العزلتين

Kd2 6.99  7.18  -  
Kr2  6.82  7.02  -  

Kd2A 6.40  6.81  -  
Kr2A 6.38  6.51  -  

لقاح العزلتين مع لقاح 
  من مستخلص التربة

Kd2 8.33  6.31  3.16  
Kr2  8.26  6.15  3.23  

Kd2A  7.85  5.98  3.16  
Kd2A  7.63  5.25  3.20  

  N fix =N ،  Inoculation = 0.561  ،   Adaptation = 0.261     ،   IS = 0.153)0.05  >P  (L.S.D عزلات مثبتة
 

 ـ     Kr2و Kd2اعداد العزلتين  واظهرت النتائج انخفاض ب ـالمحسـوبة بطريقـة التخفيـف وص

 ،قبل وبعـد التطبيـع    5.25Log cfu/mlو 5.98و 6.15و 6.31اذ بلغت  YEMAط ـباق على وسـالاط

 ـــالرايزوبي غيركما اظهرت النتائج تواجد خلايا بعض العزلات المثبتة للنتروجين  ثافة مايكروبيـة  ـا وبك

كان تأثيره ايجابيا  مع لقاح العزلتين وان اضافة  مستخلص التربة، Log cfu )3.23- 3.16(  تراوحت بين

وهذا قد يعود  ،ادى الى زيادة كثافة الرايزوبيا ولجميع العزلات في وسط مستخلص التربة اذ ،على الرايزوبيا

يـا فـي الوسـط    الى ان بعض احياء منطقة الرايزوسفير لها القدرة على افراز بعض المواد المفيدة للرايزوب

اما عند مقارنـة معاملـة   ، ، كالاستفادة من نواتج تحلل المواد الغذائية المستعملة من انواع اخرى من الاحياء

نجـد ان   YEMAوسـط   المحتـوي  المستخلص مع معاملة اللقاح بدون مستخلص من العزلتين ولقاح اللقاح

وهذا قد يعود الـى تنـافس    ،بل وبعد التطبيعالكثافة الرايزوبية قد انخفضت بشكل معنوي ولجميع العزلات ق

على المواد الغذائيـة   )YEMAالتي ظهرت في الوسط   ( الرايزوبيا مع العزلات الاخرى المثبتة للنتروجين

التنافس المايكروبي يكون بالاساس في الحصول ان الى  ايث اشارح  )16( وهذا ماكده ، والعناصر الظرورية

   .عندما تكون بكميات محددة على المواد الغذائية خصوصا

  

  نباتات فول الصويا تحت ظروف ملحية ل ريةجذ تكوين عقدقدرة العزلتين على  

التربة المنفذة في معاملات لل الإنباتفي نسبة وسرعة  تميز)  8( ظهرت النتائج المبينة في الجدول أ

ايام عدى معاملة السيطرة  6او  5خلال % 87و% 88 تراوحت بينو −1م .ديسي سيمنز 3.65ذات الملوحة 

معاملـة   عـن % 15.78 قدرهاالى تحسين نسبة الانبات بنسبة  تالعزلتين قد اد وهذا يؤكد ان . ايام 8خلال 

الجذور لنبات  قدرتهما في إصابةنشاط العزلتين قبل وبعد التطبيع انعكس على  تباين فيكذلك وجد ، السيطرة

الفعالـة منهـا بـين    العقد عقدة وبلغت عدد ) 23-19(التي تراوحت بين  ،العقد الجذرية فول الصويا وتكوين

عند مستوى ملحي ) 8جدول ( والتي اختفت في جذور نباتات معاملة السيطرة غير الملقحة ، عقدة) 15-18(

قد اثر سلبا  −1م .ديسي سيمنز 4.86ة الملحي للترب محتوىبينما نجد ان ال.في التربة −1م .ديسي سيمنز 3.65

ان  ، إلاKr2و Kd2ايام للعزلتين  9و 8خلال  )%54 -% 61(على نسبة وسرعة الانبات الذي تراوح بين 

ايـام علـى التـوالي     6و 7خلال  %70و %76حققت نسبة وسرعة انبات بلغت  Kr2Aو Kd2Aالعزلتين 

عقـدة   15التي بلغت و ،على عملية تكوين العقد الجذرية على جذور النباتات الامر الذي انعكس ،)8جدول (

عقدة منها  16و 18عقد فعالة على التوالي بينما بلغ عدد العقد المتكونة  8و 9منها  Kr2و Kd2العزلتين  مع
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ح في حين لم تتكون العقد في غياب اضـافة اللقـا  ، Kr2Aو Kd2Aعقدة فعالة مع لقاح العزلتين  13و 14

  . معاملة السيطرةل

الامر  ووجد انتؤكد هذه النتائج التأثير السلبي للملوحة على  اصابة الجذور وتكوين العقد الجذرية و

و  Kd2اذ اتضح ان عدد العقد الفعالة للعـزلتين  ، م ليس تكوين العقد الجذرية فحسب بل فعالية هذه العقدهاال

Kr2  بينما كانت نسـبة الانخفـاض    1−م .ديسي سيمنز 4.86 مستوى الملحيتحت ال% 50قد انخفض بنسبة

% 12.9بنسـبة   1−م .ديسي سيمنز 4.86تحت الظروف  Kr2Aو Kd2Aالعزلتين  معوين العقد الفعالة كبت

% 35.7ة بنسـبة  بتكوين العقد الفعالة على العزلتين غير المطبعمعنوي على التوالي واعطت تفوق % 13.3و

وتحضـير   طبـع وتؤكد هذه النتائج ان عمليـة ت ، 1−م .ديسي سيمنز 4.86 مستوى الملحيتحت ال% 38.4و

لخلايا وجعلها قـادرة علـى   لتطبيع  لإجراء ضروريةالعزلات المستعملة كلقاحات للظرف البيئي في المختبر 

حيـث وجـد ان   )20(و )19(ما اكد عليـه وهذا ، ملائمة ونجاح تحمل الظروف البيئية في الحقل لتكون اكثر

الرايزوبيا تستجيب للجهد الملحي وتقوم بتراكم وتجمع عدد من المواد الاخرى للتغلب على الضغط الازموزي 

  .الناتج من الاملاح
  

  اقدرة العزلات قبل وبعد التطبيع على اقامة علاقة تعايشية مع جذور نبات فول الصوي)  8( جدول 
  المعاملات
نسبة الانبات بعد   العزلات  −1م .دي سيمنز

  %يوم  15
سرعة 
  يوم/الانبات

عدد العقد 
  الجذرية

العقد 
  عقدة/الفعالة

3.65 

Control 76  8  -  -  
Kd2  88  5  23  18  
Kr2  88  6  22  17  

Kd2A  86  6  20  16  
Kr2A  83  6  19  15  

4.86  

Kd2  61  8  15  9  
Kr2  54  9  15  8  

Kd2A  76  6  18  14  
Kr2A  76  7  16  13  

Control  58  10  -  -  
L.S.D p>-0.05 1.21  2.01  0.95  3.65  ملوحة  

  1.31  2.23  1.25  2.69  عزلات
  2.61  3.45  2.15  4.15  تداخل
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