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Abstract 

Rhizobia represents one of the most important types of beneficial soil bacteria, as it contributes 

to fixing atmospheric nitrogen. In the present study, twenty four isolates of rhizobial bacteria were 

isolated from root nodules of six leguminous plants. These are Medicago sativaو  Trigonella foenum-

graecum, Cicer arietinum, Vicia faba, Lens culinaris and Lupinus spp.  which planted in four regions of 

Ninevah province (wire farm house in the Education College / Mosul University , Ba'shiqah town and 

Sadaa & Bauazh) for the agricultural season 2010-2011. These isolates were put in six groups depending 

on diagnostic tests and type of plant host (alfalfa , fenugreek, chickpeas, bean , lentils and lupine)  from 

which the bacteria isolated from their  root nodules. These groups are RhM , RhT , RhC , RhF , RhL and 

RhLu respectively.  

RAPD – PCR technique with four random primers were used to draw the genetic Dendrogram 

in order to demonstrate the relationships among the species of rhizobial bacteria isolated from the root 

nodules of different host. The results revealed that there are genetic diversity among these species and 

also diversity still exist among the isolates of the same species but at low level. According to the results 

of diagnostic tests, RAPD – PCR technique and specificity of rhizobial bacteria to infect their hosts, we 

can relate the isolates in the suggested groups to their scientific names as follow: Sinorhzobium meliloti 

(RhM) , Sinorhzobium meliloti (RhT) , Rhizobium legumenosarum bv. cecir (RhC) , Rhizobium 

legumenosarum bv. vicia (RhF) , Rhizobium legumenosarum bv. lentil (RhL), Rhizobium lupini (RhLu). 
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 الخلاصة

تمثل بكتريا الرايزوبيا احد اهم أنواع بكتريا التربة المفيدة كونها تساهم في تثبيت النتروجين الجوي ففي الدراسة الحالية تم عزل  
من   لستة  الجذرية  العقد  من  الرايزوبيا  لبكتريا  عزلة  العائاربعة وعشرون  البقولية نباتات   Trigonellaو   sativaMedicagoوهي   لة 

graecum-foenum  وCicer arietinum  وVicia faba  وLens culinaris    و Lupinus spp.     التي زرعت في أربع مناطق من
ومزرعة في منطقة سادة وبعويزة(  كي في كلية التربية/جامعة الموصل ومزرعتان تابعتان لناحية بعشيقة  محافظة نينوى وهي )البيت السل

م. وصنفت عزلات بكتريا الرايزوبيا إلى ستة مجاميع بالاعتماد على الفحوصات التشخيصية ونوع العائل    2011-2010للموسم الزراعي  
و    RhFو    RhCو    RhTو    RhMالنباتي الذي عزلت منه )الجت والحلبة والحمص والباقلاء والعدس والترمس( وهذه المجاميع هي )

RhL    وRhLu   على التوالي. أستخدمت تقانة تفاعلات مؤشرات  التضاعف العشوائي )Random Amplified Polymorphism 

DNA  (RAPD-PCR ( باستخدام أربعةٍ من البادئات العشوائية )RAPDوأظهرت النتائج أن )    هناك تبايناً وراثياً ما بين الانواع البكتيرية
ضائف مختلفة وأن هذا التباين لازال موجوداً بين عزلات بكتريا النوع الواحد والمعزولة من العقد الجذرية من  المدروسة والمعزولة من م 

 النباتات البقولية المزروعة في مناطق مختلفة ولكن بمستوى أدنى. 

لخاص بها فقد سميت  ( وخصوصية اصابة البكتريا للعائل اRAPD – PCRواستناداً إلى نتائج الفحوصات التشخيصية وتقانة الـ)
 Sinorhzobium melilotiو    Sinorhzobium meliloti (RhM)العزلات البكتيرية في المجاميع المذكورة اعلاه بتسمياتها العلمية:  

(RhT)    وRhizobium legumenosarum bv. cecir (RhC)    وRhizobium legumenosarum bv. vicia (RhF)    و
Rhizobium legumenosarum bv.lentil (RhL)  وRhizobium lupini (RhLu) 

  الكلمات المفتاحية: الرايزوبيا ، التفاعل التضاعف العشوائي

 المقدمة .1
عــدد كبيــر مــن النباتــات العشــبية والشــجيرات مــن اربــر العــائلات النباتيــة فهــي تضــم  Leguminaceae البقوليــة تعــد العائلــة

 ، والســنطياتCaesalpiniaceae  يـةلهــي: البقثلاثـة عــائلات وي تحتهـا ضــتنالتـي  Leguminalse رتبــةوالاشـجار إ  وعــعت تحـت 

Mimosaceae  الفراشية ،  Papilionaceae  ايضا باسـموالمعروفةFabaceae  ]1[ . محاصـيل تضـم العائلـة البقوليـة عـددا كبيـرا مـن
ــا ــة التــــي تنتشــــر زراعتهــ ــيل الحقليــ ــا الجــــت الخضــــر والمحاصــ ــة  منهــ ــا الاقتصــــادية وال ذائيــ ــة باهميتهــ ــالم والمعروفــ ــع انحــــاء العــ  فــــي جميــ

Medicago sativa L.  و البرسـيمTrifolium spp.  والحلبـةTrigonella foenum-graeum  والحمـصCicer arietinum L.  و
 . Lupinus spp.والترمس  ens esculentusLو العدس  Vicia fabaالباقلاء 

المتواجدة في المحيط  Rhizobiumالـ افراد هذه العائلة تتميز عن بقية العوائل النباتية الاخرى بتكوين علاقة تكافلية مع البكتريا 
إ  ينتج من هذه العلاقة تكوين عقد جذرية وتثبيت النتروجين الجوي وتحويله إلى امونيا يمكن    Rhizobiaالجذري لها والمعروفة ببكتريا  

منه الاستفادة  بكتريا  ]2[للنباتات  عائلة  تضم   .Rhizobiaceae    التاليةالأجناس  :Rhizobium    وAzorhizobium  
النمو  الاولى    مجموعتين  إلى  وقسمتAllorizobium و  Mesorhizobium  وSinorhizobium و  Bradyrhizobiumو بطيئة 
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Slow Growing Rhizobium    ارثر  مدة  التي تتراوح   Fast Growing Rhizobiumسريعة النمووالثانية  نموها بين سبعة أيام أو 
 . ]3[التـي تست رق فترة نموها ثلاثة أيـام 

م  الوراثي  الاختلاف  ودراسة  لتشخيص  الحالية  الدراسة  عزلات وتهدف  النباتات  بكتيري  ابين  جذور  من  المعزولة  الرايزوبيوم  ا 
 .( RAPD-PCRالبقولية المزروعة في بعض مناطق محافظة نينوى باستخدام تقنية مؤشرات التضاعف العشوائي )

 مواد وطرق البحث  

 عزل بكتيريا الرايزوبيوم من العقد الجذرية  1.2

وهي    من محافظة نينوى )  مواقع  اربعة  المتكونة على جذور النباتات البقولية المزروعة فيعزلت بكتيريا الرايزوبيوم من العقد   
( ورمزت  بالاعافة الى منطقة الرشيدية  بعشيقةومنطقة    سادة وبعويزة البيت السلكي التابع لقسم علوم الحياة وكذلك المزرعة الموجودة في  

بالارقام   التي اخذ(  4,3,2,1)المناطق  المناطق  العينات على  وبحسب  منها  )الجت التواليت  البقولية  العائلة  نباتات  انواع من  ، ولستة 
. غمرت بعدها في المقطرغسلت بالماء و العقد المتكونة على جذور النباتات البقولية  تفصل والعدس والحلبة والباقلاء والحمص الترمس(،

% لمدة ثلاث دقائق بعد  لك تم غسلها بالماء المقطر المعقم ثلاث مرات ثم نقلت الى محلول هايبوكلورايت  70الكحول الاثيلي تركيزه  
دقيقة ثم غسلت بالماء المقطر المعقم   15حجم /حجم( ماء/هايبوكلورايت الصوديوم وغمرت فيه لمدة    (3:1تركيزه     NaOClالصوديوم  

ي يحتوي على ورق ترشيح معقم ل رض تجفيف العقد من الماء العالق بها بعد  لك وبمعدل ثلاث مرات وبعد  لك نقلت الى طبق بتر 
عند درجة حرارة  وحضنت    YEMA)  )Yeast Extract Mannitol Agarالعقد الى وسط خلاصة الخميرة والمانيتول الصلب    تنقل
(28±1)º  باستخدام قضيب زجاجي معقم   لعقد المعقمةا  سحقت  تعقيم.العملية  كفاءة  ساعة و لك ل رض التارد من    48الى    24م ولمدة  

   48 الى  24م ولمدة  º(    1±28عند درجة حرارة  )  وحضنت YEMAحتوي على وسطت  معقمة  ق بتري اطباوفرشت بالتخطيط على  
[. كما اجري اختبار التخصص العائلي لكل عزلة  5و  4درست اشكال الخلايا البكتيرية ونوع المستعمرات باتباع الطرق المعتمدة ]  ساعة.

 . [7تكوين العقد الجذرية على المضيف النباتي الخاص بها ] على[ وتم التأرد من مقدرة كل عزلة 6وجماعته ]  Singhحسب طريقة 

 ومتشخيص بكتريا الرايزوبي 2.2

ودرست  عينات من    أخذت النامية  و المستعمرات  المظهرية  اشكالها  كرام  باستخداماشكال خلاياها وصفاتها     Gram stain kitصب ة 
 . [5] ( للمجهر الضوئي المركب(100xفحصت بالعدسة الزيتية  و 

 الاختبارات البايوكيميائية لعزلات بكتيريا الرايزوبيوم  3.2
كل ،  المعزولة من العقد الجذرية لعدد من النباتات البقولية قيد الدراسة  ةبكتيريالسلالات   الالاختبارات البايوكيميائية على    شملت  

نزيم اليوريز  لا   هااختبار انتاج و    Fluorescence Testالفلورة  مقدرة  ،Gelatin liquefaction Test  [7]اختبار تسييل الجيلاتين  من  
Urease Test  [8]،  لانزيم  اختبار فوكس    و  Catalase Testالكاتاليز  انتاجها   ،Voges-Proskuar Test  [9]بروسكر    –اختبار 
الكشف عن مقدرة   ،Indol Production Test  [10]اختبار انتاج الاندول    و  Citrate Utilization Testلسترات  ل  هااختبار استهلار
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 Methyl Redاختبار المثيل الاحمر  ،Cytochrome Oxidase Test  [11]اختبار  من خلال  انتاج انزيم الاوكسيديز  البكتيريا على  
Test [12]، على الحركة وانتاج غاز كبريتيد الهيدروجين البكتريا  قدرة  فضلا عن اختبارS2H  تلقيح وسط عن طريقSIM [13].   

 
محتوى    4.2 وتنقية  بكتيريا     DNAالـعزل  عزلات  من  شركة   Rhizobiumـ  الالبلازميدي  قبل  من  المجهزة  المواد  باستخدام 

Promega : 

الخلايا   , ا  رسبت  Promegaالجاهزة المجهزة من قبل شركة    م عدة العمل  البلازميدي باستخدا   DNAعزل محتوى الـ  تم
السائلة  لالبكتيرية   البكتيرية  )ابندورف(  انبوب    باستخدامساعة    48  بعمرلمزرعة  مركزي  الطرد    جهاز  باستخداممل  1.5بحجم  طرد 
 (I)ن محلول  م  µl  100  أعيف   لة.بصورة كام  اشحلمدة دقيقة واحدة وتم التخلص من الر دورة/دقيقة و   13000بسرعة  المبرد  المركزي  

بهدوء عدة   تقليبها  ت الانابيب عن طريقمزج  (،II)من محلول    µl  200  ، ثم أعيف اليهVortexالراسب باستخدام جهاز المزج    وعلق
السابقة، اعيدتومزج بشكل مباشر عدة مرات كما    (III)من محلول    µl  150  اليها  عيفا  مرات. عملية الطرد   موعح في الخطوة 

 مل  1.5بحجم    ةجديد  ة طرد مركزي الى انبوب  شحمن الرا  µl  400نقل  دورة/دقيقة.    13000وبسرعة    دقائق  10لمدة  المبرد  المركزي  
ثم ترك بدرجة حرارة ال رفة لمدة خمسة  ومن  ب  ي باالان   عن طريق تقليب% ومزج  95مل من كحول الايثانول    0.8  وأعيف إلى الراشح

المتكون من    اشحتخلص من الر تم ال  بعدهاو دقائق  10لمدة    ،  دقيقة  دورة/  13000عملية الطرد المركزي وبسرعة قصوى    أجريتدقائق.
دقائق للتخلص من   5لمدة    امركزي  هاطرد  تمومزج بلطف ثم   %70من كحول الايثانول    µl  200غسل الراسب باستخدام  ، و الايثانول
ببعد  لك    الايثانول. الانابيب  ورق    وععهاجففت  على  مقلوبة  الايثانول  ترشيحبصورة  بقايا  من  علقللتخلص  يمثل   ،  الذي  الراسب 

 وحفظ لحين الاستخدام. TEمن محلول   µl 50البلازميدات باستخدام 
   : الجينومي من عزلات بكتريا الرايزوبيا DNAعزل وتنقية الـ 5.2

الـ  عزل  باستخدام    DNAتم  الرايزوبيا  بكتريا  عزلات  من   Wizard Genomic DNA Purification Kitالجينومي 

(Promrga)    ،  مل من وسط    5ا  لقحYEM    28  ±  1السائل بمستعمرة فتية من البكتريا قيد الدراسة ثم حضن الوسط بدرجة حرارةo  م  
وبسرعة    24ولمدة   الهزازة  الحاعنة  في  اخذ    150ساعة  /دقيقة.  الطرد 1دورة  عليها عملية  النامية واجري  البكتيرية  المزرعة  من  مل 

بـمo  4رة  دقائق وبدرجة حرا  5دقيقة ولمدة    \دورة    13000المركزي بسرعة   من    µl  600 حوالي. سكب الراشح وعلق الراسب البكتيري 
  µl 3 ومن ثم برد إلى درجة حرارة المختبر. أعيف إليه  م 80oوبعد المزج حضن لمدة خمس دقائق بدرجة حرارة  Nuclei lysisمحلول 

 دقيقة ثم برد المزيج إلى درجة حرارة المختبر. 60إلى  15ولمدة  م 37oوبعد المزج حضن بدرجة حرارة  RNaseمن محلول إنزيم 

( إلى المزيج وبعد تحريكه حضن بحمام  Protein precipitation solutionمن محلول ترسيب البروتين )  µl  200أعيف  
الراشح إلى  o  4دقائق وبدرجة حرارة    3دورة /دقيقة ولمدة    13000ثلجي لمدة خمس دقائق أعقبه عملية النبذ المركزي بسرعة   م. نقل 

من الكحول الايزوبروبانول وبعد المزج أجريت عملية النبذ المركزي وبنفس الظروف السابقة.   µl  600أنبوبة نظيفة ومعقمة حاوية على  
اليه   وأعيف  الراشح  وبنفس  70من    µl  600سكب  المركزي  الطرد  عملية  أجريت  التحريك  وبعد  المختبر  حرارة  وبدرجة  ايثانول   %

عن   تقل  لا  بمدة  الراسب  جفف  أعلاه.  ا  15إلى    10الظروف  وعلق  بـ  دقيقة  محلول    µl  100لراسب   Rehydrationمن 

(Rehydration solution  وحفظ ) 4درجة حرارة  عند o .م لحين الاستخدام 
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 :الجينومي وتعيين نقاوته طيفيا  DNAتركيز الـ تقديـر  6.2

وقيســـت الكثافـــة   TE-bufferمـــل بـــالمحلول المـــنظم  2الحجــم إلـــى  المحضـــرة وأرمـــل DNAالــــمـــن نمـــا ج  مـــايكروليتر 20اخــذ 
تـــــم حســـــاب تركيـــــز . 260nmالضـــــوئية باســـــتخدام جهـــــاز المطيـــــاف الضـــــوئي ليشـــــعة فـــــوق البنفســـــجية والمرئيـــــة عنـــــد الطـــــول المـــــوجي

DNA[14]الجينومي استناداً إلى  . 

 :الجينومي المحضرةDNAظروف تفاعل التضخيم لنماذج الـ  7.2

الـ   العزلات  حضرالم  DNAاستخدم  وبقيد   من  العشوائي  التضاعف  مؤشرات  تفاعلات  لأجراء    البوادئ استخدام  الدراسة 
(AlphaDNA) ( 1كما في الجدول :) 

 RAPD-PCR( البادئات العشوائية المستخدمة في تفاعل  1جدول)ال

 تسلسل القواعد النتروجينية  البادئ ت
(5'→3' ) 

1 OPF-01 3'GGTGCGGGAA5' 

2 OPR-01 3'GTTTCGCTCC5' 
3 OPR-02 3'CGGCCCCTGT5' 
4 OPR-03 3'AAGAGCCCGT5' 

 

الحاوية على  علااالتف  تأجري انبوبا من الانابيب  إثنا عشر  باستخدام  مقسمة على ست     PCR PreMix (Bioneer) Kitت 
الجينومي المحضر من العزلات DNAالـ  من    ng   100مجاميع اعتماداً على مجاميع بكتريا الرايزوبيا المستخدمة.أعيف الى كل انبوب

إلى  عل  افي كل تفحجم  الأرمل  .  DNAأما انبوب السيطرة فحاوي على نفس هذه المكونات ماعدا الـ  من البادئ    pmol 20والبكتيرية  
50  µl  الحراري     المبلمروععت الانابيب في جهاز  إ     باستخدام الماء المقطر المعقمThermocycler   (Techne TC3000)   وتم
الجهاز حسب طريقة  بر  و ]51[مجة  البرنامج  ،  في  الـ  )   دورة  35استخدم  واحدة،  م ولمدة   94oبدرجة حرارة     DNAمسخ  ارتباط  دقيقة 
العينات على    ثم رحلت  ،قتين(م ولمدة دقي o  72الاستطالة بدرجة حرارة    واحدة،  م ولمدة دقيقة o  35بدرجة حرارة    DNAدئات بقطعة  باال

بتركيز   الاراروز  جهد    %1.2هلام  فرق  تحت  ساعات  ثلاث  جهاز    60ولمدة  باستخدام  التفاعلات  نتائج  عن  وكشف   UVفولت 

Transilluminator .وأخذت الصور لهلام الاراروز باستخدام الكاميرا الرقمية 

 : DNA(RAPD-PCR)تحليل نتائج التضاعف العشوائي للـ  8.2

(  1النتائج الظاهرة على هلام الاراروز وكتبت بشكل جدول توصيفي لبيان العلاقة ما بين العزلات حيث يمثل الرقم )اخذت   
عين المجموع الكلي للحزم مع حجمها والمتولدة من قبل كل بادئ ولكل عزلة ابتداء من الحزم   .( لعدم وجودها0وجود الحزمة بينما الرقم )

 ودة في أسفل الهلام وصولًا إلى الأعلى حيث الحزم الأربر حجماً.  ات الأحجام الص يرة والموج
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تم حساب قيمة كفاءة كل بادئ والقوة التميزية له حيث يستفاد منها في تحديد التسلسلات المتممة للبادئ في المادة الوراثية لكل 
رياعية   صيغ  باستخدام  و لك  التوصيف   ،[16]  معتمدةعزلة  بيانات  بتحويل  المنتخبة  البكتيرية  العزلات  بين  الوراثية  العلاقة  وجدت 

(Characterization data( إلى قيم المسافة )Distance باستخدام الحاسوب عمن برنامج )Similarity for Qualitative Data 

(SIMQUL)  [15]الذي يعتمد على معادلة  . 

الذي يوعح العلاقة الوراثية بين بكتريا الرايزوبيا المعزولة من العقد الجذرية للنباتات    Dendrogramمخطط الشجري الرسم  
المدر  البرنامج  البقولية  استخدام  طريق  عن  و لك  السابقة  الخطوة  من  عليها  الحصول  تم  التي  الوراثية  الأبعاد  قيم  يعتمد  والذي  وسة 
إ  تم إدخال هذه القيم عن طريق  Un weighted Pair-Group Method with Arithmetic Averages (UPGMA)الإحصائي  

في تحليل النتائج التي تم الحصول عليها من    Jaccard's Coefficient  واستخدم تحليل  3.22النسخة    MVSPالحاسوب عمن برنامج  
 خلال استخدام البرنامج المذكور أعلاه.

 : لترحيـل الكهربائـي ا 9.2

في تحضـير هـلام الارـاروز وترحيلـه كهربائيـأ. حملـت العينـات باسـتخدام صـب ة التحميـل إلـى Liu [17 ]و   Kado  طريقة  داعتم
µl20  عينات الـمن DNAالبلازميدي وعينـة مـنDNA  المقطوعـة بـالإنزيم القـاطعEcoRI  كعليمـة قياسـية لتقـدير حجـم الحـزم فـي هـلام

 70دقيقــة بعـد  لــك تـم زيــادة الفولتيـة إلــى  15فولــت لمـدة  45د الارـاروز. حملــت هـذه العينــات فـي حفــر هـلام الارــاروز اسـتخدم فــرق جهـ
ثـم دقيقـة  30إلـى  15ولمـدة   1µg/mlوبتركيـز  Ethidium bromideبروميد الاثيديومفولت ولمدة ثلاث ساعات. صبغ الهلام بصب ة 

 DNA الــ حـزم عــن للكشـف   UV Transilluminatorفــي جهـاز(  254nmعـرض ليشـعة فـوق البنفســجية عنـد الطـول المـوجي )
 .في العينات قيد الاختبار البلازميدي

 :النتائج والمناقشة .3
 :لتخصص العائلي لبكتريا الرايزوبيا المعزولةااختبار  1.3

مكونة اشكال ملتوية أو ملتفة تعرف  من التحضين لوحظ بدء تشوه الشعيرات الجذرية للنباتات البقولية بعد ثلاثة إلى خمسة ايام  
 يوم من الاصابة.  21إلى  10)بعصا الراعي( ومن ثم تكوين العقد الاولية والناعجة بعد مرور 

لكل نبات موزعة على المحور الرئيس والتفرعات    3عدد العقد  الجت والحلبة  ات شكل متطاول إ  بلغ معدل  نباتي  في  ظهرت  
بينما كان معدل عدد العقد الناتجة    RhTو    RhMالثانوية والملقحة ببكتريا   عقد  ات شكل منتظم )رروي( والمتكونة    4على التوالي. 

ثلاث عقد   تكونتفي حين  ،  على التوالي  RhLو    RhFو    RhCعلى جذور نباتات الحمص والباقلاء والعدس والملقحة ببكتريا الرايزوبيا  
-1الاشكال )، كما هو واعح قي    RhLuة ببكتريا الرايزوبيا لمجموعة  جذرية  ات اشكال متطاولة على جذور نباتات الترمس والملقح

5.) 
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 ( مراحل تكون العقد الجذرية في نبات الحلبة 2شكل )

Aالشعيرات الجذرية : ( 100غير المشوهةX .) 

B( 100: الشعيرات الجذرية المشوهةX .) 

C( 40: بادرات الحلبة بعمر اسبوعX .) 

D : على الجذر الرئيس لنبات الحلبة. العقد الجذرية 

E :لعقد الجذرية المتكونة على الجذر الرئيس لنبات الحلبة ا 
 

 

 

 

 

 

 

 ( مراحل تكون العقد الجذرية في نبات الجت1شكل )

A 40: الشعيرات الجذرية  غير المشوهةX) .) 

Bالشعيرات الجذرية المشوهة : (100X .) 

C  بادرات الجت بعمر اسبوعين وتظهر فيها العقد الجذرية : 

D:المتكونة على الجذر الرئيس لنبات.لعقد الجذرية ا 

E 40: عقدة جذرية بعمر اسبوعX) .) 

F( 40: عقدة جذرية ناضجةX.) 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 نبات الحمص ( مراحل تكون العقد الجذرية في 3شكل )

A . الشعيرات الجذرية  غير المشوهة : 

B( 100): الشعيرات الجذرية المشوهةX 

C :لعقد الجذرية المتكونة على الجذر الرئيس لنبات الحمص. ا 

D  لنبات الرئيسي  الجذر  على  المتكونة  الجذرية  للعقد  مكبرة  : صورة 

 .(40Xحمص )

 

 
 

 

 

 

 ( مراحل تكون العقد الجذرية في نبات الباقلاء  4شكل )

A  وB.جذر نبات الباقلاء وتظهر فيه العقد الجذرية : 

C( 100): الشعيرات الجذرية غير المشوهةX. 

D( 100): الشعيرات الجذرية المشوهةX. 

E ( 40العقد الجذرية المتكونة على الجذر لنبات الباقلاءX.) 

F( 40: عقدة جذرية صغيرة الحجمX .)منظر جانبي( ) 
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 : الصفات المورفولوجية والزرعية لبكتريا الرايزوبيا المعزولة 2.3

وسط     على  الحاوية  الاطباق  على  العزلات  لجميع  النامية  البكتيرية  المستعمرات  أن  النتائج  الوان   YEMأظهرت  كانت  ات  الصلب 
كما بينت نتائج صبغ العزلات   ية القوام.متباينة )مابين العاجي والكريمي( ودائرية الشكل سطوحها مرتفعة و ات حافات ملساء ومخاط

  RhTو    RhMبصب ة كرام بأنها بكتريا سالبة و ات اشكال مجهرية. هذه الصفات التي تمت ملاحظتها لمجموعتي بكتريا الرايزوبيوم  
و    RhLو    RhFو    RhCأما مجاميع بكتريا الرايزوبيوم    ،[9]قبل الباحثين  تشابه تلك التي عزلت من العقد الجذرية لنبات الجت من  

RhLu  الباحثين    فظهرت التي وجدها  تلك  تتوافق مع  النتائج  السابقتين . هذه  المجموعتين  لزوجة من  عند دراستهم لعشرة   [15]ارثر 
عزلة من بكتريا   85ـحوالي رنتهم لعند مقا[18] وآخرون  Gauriاصناف من بكتريا الرايزوبيوم المعزولة من نبات العدس، وكذلك ما وجده 

 .Rhizobium trifolii (MTCC905)جذرية على نباتات البرسيم مع العزلة القياسية  اعقد  تالرايزوبيا التي كون

 

 

 ( مراحل تكون العقد الجذرية في نبات العدس 5شكل )

AوBبادرات العدس بعمر اسبوعين وتظهر فيها العقد الجذرية : 

C الشعيرات الجذرية غير :( 40المشوهةX.) 

D( 100: الشعيرات الجذرية المشوهةX.) 

E بداية تكون العقد الجذرية المتكونة على الجذر لنبات العدس :    

(40X.)منظر جانبي( ) 

F( 40: عقدة جذرية ناضجةX.)منظر عمودي( ) 
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 :Biochemical Testsالاختبارات البايوكيميائية   3.3

رقدرتها   ،(3الجدول)بينت نتائج الاختبارات البايوكيميائية لعزلات الرايزوبيا المعزولة انها امتازت ببعض الصفات المشتركة مع بعضها  
باللون البنفسجي والدال على قدرة هذه البكتريا لإنتاج انزيم  على الحركة كذلك تلون ورقة الترشيح المشبعة بمحلول كاشف الاوكسيديز 

نتيجة سالبة فيما    اظهرتيز. وقدرة البكتريا على إنتاج إنزيم الكاتاليز من خلال تكوين فقاعات ال از على شريحة الفحص، بينماالاوكسيد
غاز كبريتيد الهيدروجين وأنزيمي اليوريز عدم قدرتها لى انتاج  يخص اختبارات الاندول والفوكس بروسكر واستهلاك سترات الصوديوم و 

تحليل   ،[19]والجيلاتينيز   خلال  من  موجبة  والسيليلوز  والكلوكوز  المانوز  السكريات  من  الحامض  إنتاج  اختبارات  كانت  حين  في 
الحامضي   إلى  الوسط  وتحويل  ت ير  السكريات  الأخضربدلالة  إلى  الأصفر  من  الوسط  الرامنوز    ،لون  السكريات  لبقية  بالنسبة  أما 
النتائج   هذه  سالبة.  كانت  فقد  مع  توالمالتوز  بكتريا  [20]  واخرون   Shahzadما  كره  تفق  من  عزلة  لخمسين  دراستهم   .S  عند 

meliloti  التي عزلت من العقد الجذرية لنباتات الجت في خمسة مواقع من بارستان فيما عداRht1 كانت محلل لسكر الكلوكوز. 

 .المعزولة: الاختبارات البايوكيميائية لعزلات بكتريا الرايزوبيا (2)لجدولا

 

 

 

 

 

 

 

 

 

تبايناً في لون المستعمرات عند زراعة بكتريا الرايزوبيا على وسط  2رذلك يظهر من الجدول )  )YEM    الصلب الحاوي على
الـ  0.0025 العقد   RhMحيث ظهرت مستعمرات مجموعة    Congo Red (CR)% من صب ة  والمعزولة من  الفاتح  الوردي  باللون 

والتي عزلت من العقد الجذرية لنباتات الحلبة والترمس   RhLuو     RhTالجذرية لنباتات الجت في حين كان اللون احمراً مميزاً لمجاميع  
بالمجاميع   والمتمثلة  البرتقالي  اللون  الرايزوبيا  ات  بكتريا  مجاميع  بقية  أما  التوالي  العقد   RhLو     RhFو  RhCعلى  من  والمعزولة 

 (. 6والباقلاء و العدس على الشكل ) الجذرية لنباتات الحمص
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هذه ،  هذه الصب ة من الوسط وبدرجات مختلفة  إن ظهور المستعمرات بهذه الألوان يدل على قابلية هذه البكتريا على التقاط
ومن المحتمل ان ترتبط هذه الصب ة مع السكريات المتعددة الموجودة  D-glucanوتتداخل مع   Celluloseو   amyloidالصب ة تلون 

بكتريا  من  سلالة  وعشرون  لخمس  دراسة  مع  تتفق  الدراسة  وهذه  البكتريا  هذه  كبسولة   في 
R. leguminosarum  وأمكن اعتبار خاصية امتصاص    حيث أظهرت مستعمراتها الألوان البرتقالي والوردي والأحمر ال امق والأبيض

 R. meliloti و    R. trifoli. هذا التباين بدا مشابهاً في سلالات بكتريا  R. leguminosarumالصب ة كعليمة للسلالة  في تشخيص  
 . ]22,21[ م o 28-24وبدرجة حرارة  (CR)الحاوية على صب ة  YMAالتي نميت على اوساط 

 

 

 

 

 

  Congo red( اختبار قابلية بكتريا الرايزوبيا والمعزولة من العقد الجذرية للنباتات البقولية قيد الدراسة على التقاط صبغة  6شكل )ال
( مجموعة بكتريا  Dو   )  RhC( مجموعة بكتريا  Cو )  RhT( مجموعة بكتريا  Bو )  RhM( مجموعة بكتريا  Aحيث أن )

RhF ( وE مجموعة بكتريا)RhL ( وF مجموعة بكتريا)RhLu . 

أن   النتائج  أظهرت  )تتحمل  المجاميع  هذه  رذلك  الصوديوم  كلوريد  من  لتراريز  متبايناً  في    ،(NaClتحملًا  العزلات  أظهرت  ا  
البكتيرية   نمواً جيداً عند زراعتها على وسط    RhTو    RhMالمجاميع  التوالي  والحلبة على  الجت  لنباتات  الجذرية  العقد  والمعزولة من 

YEM    منه. اما البكتريا المعزولة   %  8% من كلوريد الصوديوم في حين فشلت في النمو عند تركيز   6و  4و    2الحاوي على التراريز
على التوالي فقد تفاوتت في نموها إ  كان جيداً للبكتريا   RhFو    RhCمجموعتين  من العقد الجذرية لنباتات الحمص والباقلاء عمن ال

المجموعة   التركيز    RhCعمن  المجموعة    %2عند  البكتريا عمن  كانت  كلا    RhFبينما  وفشلت  التركيز  نفس  عند  النمو  ععيفة 
للتراريز   تحملها  في  بكتريا    8و    6و    4المجموعتين  مجموعة  اما  الصوديوم.  كلوريد  من   %RhL    وRhLu   العقد من  والمعزولتين 

% وفشلت بكتريا المجموعة الاولى من    4و   2الجذرية لنباتات العدس والترمس على التوالي فقد أظهرت كلاهما نمواً جيد عند التركيزين 
بينما لم تظهر كلا المجموعتين اي تحمل لكلوريد   %  6عند التركيز  %  بينما كان النمو للمجموعة الثانية ععيفاً  6النمو عند التركيز

سبب  لك عندما تصادف البكتريا بيئة مختلفة مثل ارتفاع درجة الحرارة ووجود المعادن الثقيلة قد يعزى  و   .%8الصوديوم عند التركيز  
و  من والاملاح  محدد  الجين  البكتيريا  تبدأعندئذ  الت ذية    مستوى  التعبير  من  ببرنامج  عالي  تركيز  بواسطة  الازموزي  للجهد  كاستجابة  ي 

الجهد هذا  إلى  استجابة  متزايدة  بكميات  تنتج  البروتينات  من  مجموعة  يظهر  والذي  كما    الاملاح  من  ،  للملوحة  المقاومة  وتعد صفة 
 .  [20,19]منها البكتريا المناطق المعزولة  باختلافالصفات التشخيص المهمة و قد تختلف صفة التحمل لأملاح كلوريد الصوديوم 

A B C 

D E F 
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بكتريا   وتم   R. etli EBRI26في  للهلام  الكهربائي  الترحيل  بواسطة  فصلت  والتي  منها  والمعزولة  المذابة  البروتينات  فان 
ملاحظتها بعد صبغ الهلام بصب ة كومزي تبين ان هناك تعبيراً لستة من البروتينات على الاقل باوزان جزيئية مختلفة قد تم ملاحظتها  

إلى   البكتريا  تعرض  فان من    %4بعد  تجربة اخرى  والمنماة في وسط خالي من الاملاح. في  السلالة  بنفس  مقارنة  الصوديوم  كلوريد 
المذابة   للسلالة  في  البروتينات  بالاملاح  المحفزة  وغير  المحفزة  البكتيرية  بصب ات    R. etli EBRI26المزارع  منفصلةً  تاشيرها  تم  قد 
قب التألقية  هناك  السيانو  أن  لوحظ  وقد  الكهربائي  الترحيل  عملية  كلوريد   49ل  اعافة  بعد  مميزة  بصورة  عنها  التعبير  تم  قد  بروتيناً 

 . [23]منها بتعبير واطئ  35بروتيناً منها كان بمستوى عالي من التعبير و  14الصوديوم وان 

لنباتات قيد الدراسة على لوالمعزولة من العقد الجذرية    RhLuو    RhLو    RhCو    RhTو    RhMإن مجاميع بكتريا الرايزوبيا  
انها غيرت لون الوسط من اللون الازرق إلى تبين     Bromothymol blueمن صب ة    %   0.0025الصلب والحاوي على    YEMوسط  

لت من العقد الجذرية التي عز   RhFالاصفر و لك بسبب ت ييرها لقيمة الاس الهيدروجيني إلى الحامضي باستثناء بكتريا من مجموعة  
فانها اظهرت   King mediaباللون الازرق. عند زراعة بكتريا الرايزوبيوم المعزولة على وسط    محتفظا  لنباتات الباقلاء فإنّ الوسط بقي

  UV light Transilluminatorتبايناً في تفلورها إ  لوحظ التفلور لكل من البكتريا المعزولة من نباتات الجت والحلبة عند فحصها بجهاز
نتائج التي تم الحصول عليها عند  بينما كانت بكتريا المعزولة من عقد نباتات الحمص والباقلاء والعدس والترمس عديمة التفلور. وتتفق ال

الفول من منطقة    ةدراس لنباتات  الجذرية  العقد  بكتيرية معزولة من  إلى ثلاث  Ṣanliurfaعشرين عزلة  تمكنوا من تصنيفها  ا     التركية 
تمكنت المجموعة الاولى من النمو على الاوساط ال ذائية الحاوية على    ،مجاميع على اساس تحملها لتراريز مختلفة من كلوريد الصوديوم

منه في حين كانت المجموعة الاخيرة ععيفة    %4من كلوريد الصوديوم بينما المجموعة الثانية لم تنمو على التركيز    %  4و  3و    2او
 . [24]%من كلوريد الصوديوم 2و  1النمو ا  استطاعت النمو على التركيزين 

 :DNA (RAPD – PCR)التضاعفي متعدد الاشكال لسلسلة الـتفاعل تقانة ال 4.3
الـ  تراريز  قيم  قياس  ا  DNAتم  عزلة  3)  لجدولونقاوته  كل  من  المحضرة  فوق  (  ليشعة  الضوئي  المطياف  جهاز  باستخدام 

 . RAPD-PCR [15]في إجراء تفاعلات  nm( 280  ,260البنفسجية والمرئية عند الطول الموجي )

 .RAPD – PCRالمنقاة من عزلات بكتريا الرايزوبيا والمستخدمة في تفاعل  DNA( تراكيز ونقاوة الـ3جدول )ال

 النقاوة  ( µg/ml)  تركيزال العزلة البكتيرية  ت

1 M1 0.169 1.657 

2 M2 0.170 1.712 

3 T1 0.261 1.612 

4 T2 0.254 1.625 

5 C1 0.138 1.715 

6 C2 0.140 1.604 

7 F1 0.210 1.620 

8 F2 0.190 1.548 

9 L1 0.167 1.524 

10 L2 0.241 1.584 

11 Lu1 0.295 1.658 

12 Lu2 0.275 1.724 
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 :RAPD-PCRالبادئات المستخدمة في تفاعلات الـ  5.3

البادئ   نتروجينية  اتالتسلسل     F1استخدم  قواعد  عشر  على  أظهرت    'GGTGCGGGAA3'5والحاوي  التفاعل  وتحت ظروف 
عزلة من بكتريا الرايزوبيا    12المتباينة في الحجم والمتولدة من التفاعل والتي توزعت على    DNAمجموعة من حزم الـ  23النتائج ظهور  

لنبات    تسع حزم،  المتولدة من التفاعل    DNAاعلى عدد من حزم الـبلغ  .  (  7الجدول)( زوج  2000إلى    100وتراوحت احجامها مابين )
بكتريا الرايزوبيوم المعزولة من العقد الجذرية لنبات الحمص وربما يعود البسبب إلى  ل DNAالعدس، بينما لم يتم الحصول على حزم من الـ

الـ   في  النتروجينية  القواعد  من  تسلسلات  وجود  البادئ    DNAعدم  مع  بها   يرتبط  ان  يمكن  والتي  البادئ    ،F1الجينومي  كفاءة  بل ت 
 . (4الجدول ) 31.08بينما كانت القوة التمييزية لهذا البادئ  30.62م المستخد

  RAPD-PCRفي تفاعلات    R3و    R2و    R1و    F1الكلية والمتباينة المتولدة من استخدام البوادئ    DNA( أعداد حزم الـ  4جدول )ال
 وكذلك الكفاءة والقوة التمييزية لكل منها. 

 اسم البادئ ت
تسلسل القواعد 
 النتروجينية لهم 

 عدد الحزم 
عدد الحزم  

 المتباينة 
 كفاءة البادئ 

قوة التمييز  
 للبادئ

1 OPF-01 3'GGTGCGGGAA5' 65 19 30.10 32.20 

2 OPR-01 3'GTTTCGCTCC5' 48 18 22.86 30.50 

3 OPR-02 3'CGGCCCCTGT5' 73 16 34.76 27.12 

4 OPR-03 3'AAGAGCCCGT5' 24 6 11.43 10.17 

  59 210  العدد الكلي 

 

 التحليل الاحصائي 

الاراروز   في هلام  الكهربائية  الهجرة  نتائج  تحويل  الـ1.2بتركيز    (7الشكل  )تم  العشوائي  التضاعف  تفاعلات  لنواتج   %DNA 
لمسافة الوراثية عن طريق ت االجينومي حيث وجدت علاقة معدلا DNAالجينومي المنقاة من بكتريا الرايزوبيا إلى جدول توصيفي لحزم الـ

 .  (6الجدول )  Average Distanceباستخدام تحليل  Distance matrixتكوين مصفوفة 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Primer F1 
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والتي تفصل ما بين انواع من بكتيريا الرايزوبيا والمعزولة من العقد   0.791أن اطول مسافة وراثية هي اعلاه  من المصفوفة  يتبين  
لحلبة والترمس والحمص والمزروعة في ناحية بعشيقة والحلبة والعدس في منطقتي الدراسة. بينما  الجذرية لنباتات الجت والباقلاء وكذلك ا

وتشمل تلك المعزولة من العقد الجذرية لنباتات الجت والحلبة والمزروعة   0.408رانت اقصر مسافة وراثية ما بين الانواع البكتيرية هي  
بقية المسافات الوراثية فكانت ما بين قيم المسافات المذكورة اعلاه. من الملاحظ فان   في البيت السلكي و الجت في منطقتي الدراسة. اما

الانواع من بكتيريا الرايزويا المعزولة من العقد الجذرية لنفس المضيف تنفصل عن بعضها البعض بمسافات أقصر من تلك المسافات 
الجذرية لمضايف مخت العقد  المعزولة من  البكتيرية  البكتيرية   من، و لفةبين الانواع  العزلات  مابين  تباينا وراثيا  ايضاً ان هناك  الملاحظ 

 عمن النوع الواحد والمعزولة من العقد الجذرية للنباتات البقولية المزروعة في مناطق مختلفة. 

 

 

 

 

 

)ال )(  7شكل  الاكاروز  هلام  في  الكهربائي  للـ1.2الترحيل  العشوائي  التضاعف  تفاعلات  لنواتج   )%DNA    بكتريا من  المنقى  الجينومي 
و   C1( و الحمص )T2و  T1( و الحلبة )M2و  M1الاعمدة الجت ) :لنباتات البقوليةلالمعزولة من العقد الجذرية الرايزوبيوم 

C2 و )( الباقلاءF1  وF2و ال )عد( سL1   وL2( و الترمس )Lu1   وLu2)   البادئات باستخدامF1  وR1   وR2  وR3 . 
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)ال الوراثية6جدول  المسافات  مصفوفة  قيم  من    (  والمعزولة  الرايزوبيوم  بكتريا  أنواع  بين  كما  ما  البقولية  للنباتات  الجذرية  العقد 
 استخرجت من مؤشرات تفاعلات التضاعف العشوائي لها.

 

 

 

 

 

 

 

 

لتحليل ثلاثون بادئاً عشوائياً  و  RAPD – PCRفي امكانية استخدام تفاعلات مؤشرات التضاعف العشوائي  Sajjadأشار الباحث   
والمزروعة في عدة مناطق    ا الرايزوبيا المعزولة من العقد الجذرية لنبات العدس ما بين إثنا عشر سلالة من بكترينتائج التباين الوراثي  

و    Aعمن مجموعتين متميزتين  وانها تقع  هذه السلالات  هناك تبايناً وراثياً ما بين  اوعحت النتائج ان تابعة لأقليم البنجاب في بارستان.  
B    مما يدل على أن التباين الوراثي يمكن ان يوجد ما بين سلالات النوع الواحد وهذا يتفق مع النتائج التي تم الحصول عليها.استخدمت

 UPGMA clusterوفق طريقة    Dendrogramالمسافات الوراثية ما بين عزلات النوع الواحد والانواع المختلفة لرسم مخطط الشجري 

analysis ( 8الشكل  )يث تم ادخال قيم مصفوفة المسافات الوراثية في الحاسوب الالي عمن برنامج حMVSP  [15] 3.22النسخة  . 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

لأثنى عشر عزلة تعود لستة انواع من بكتريا الرايزوبيا وذلك باستخدام تفاعلات   ( مخطط الشجري 8شكل )ال
 مؤشرات التضاعف العشوائي. 
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التجميعي يمكن استخراج النتائج التالية والتي تتضمن وجود احد عشر عقدة تنضوي فيها عزلات من بكتريا الرايزوبيا  من مخطط التحليل  
مختلفة الاعداد وتملك قيم متباينة من الاختلاف الوراثي. يمكن وعع هذه العزلات البكتيرية قيد الدراسة عمن مجموعتين الاولى تضم  

تنضوي فيها تلك المعزولة من العقد الجذرية لنباتات    العقد الجذرية لنباتات الجت والحلبة والترمس والثانية  بكتريا الرايزوبيا المعزولة من
 . (5الجدول )الحمص والباقلاء والعدس 

 ( عدد العقد والمجاميع البكتيرية التي تضمها وقيم الاختلاف الوراثي لها. 5جدول )ال

 العقدة 
المجموعة  

 الاولى 
المجموعة  

 الثانية 

قيم 
الاختلاف  
 الوراثي 

عدد العزلات  
البكتيرية في  

 العقدة 

1 M1 M2 0.408 2 

 T1 0.454 3 1العقدة  2

3 C1 C2 0.456 2 

4 F1 F2 0.456 2 

5 Lu1 Lu2 0.500 2 

6 L1 L2 0.540 2 

 4 0.593 4العقدة  3العقدة  7

 T2 0.600 4 2العقدة  8

 6 0.657 5العقدة  8العقدة  9

 6 0.657 6العقدة  7العقدة  10

11 
 

 12 0.698 10العقدة  9العقدة 
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