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  الملخص

من  FA40و  A39, FA38, FA37  هي وSinorhizobium meliloti عزلات من بكتريا أربععزلت       

 دراسة تشخيصية لهذه العـزلات مـن        تاجري. اربيل ودهوك  مناطق زراعية مختلفة من محافظات نينوى و      

 جزيئات سطح الخلية وقابلية النمو على الوسط         إنتاج الارثرومايسين و  ورامفينيكول و حيث قابلية مقاومة الكل   

 جزيئـات    إنتاج  لها القابلية على مقاومة المضادين المذكورين و       الأربعة العزلات   إن النتائج   أظهرت .الأدنى

بـين العـزلات     دراسة العلاقـة التعايـشية       أظهرت. الأدنىالحلقية والنمو على الوسط     ) β)1←2كلوكانات  

 العلاقة التعايشية بدلالة الجزء الخضري      إقامة نجاحا في    الأكثر هي FA37 المذكورة ونباتات الجت ان العزلة    

 تراكيز مختلفة مـن المبيـد       تأثيربينت نتيجة دراسة    .  لاحقا  وتم اختيار هذه العزلة    ، ملغم 45.7 بلغ   إذالجاف  

 النبات لـم  أنها ذات مقاومة عالية لهذا المبيد، في حين انFA37  على نمو العزلة Glyphosate ـالعشبي ال

  .التي تحملتها عزلات الرايزوبيوم) مل/ مايكروغرام10( التراكيز لأقل اًيكن مقاوم

  

   Glyphosateالمبيد العشبي  ، Sinorhizobium meliloti: الكلمات الدالة

 ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
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Isolation and Identification of Local Isolates of Sinorhizobium meliloti 
  and Studying its Tolerance Towards the Herbicide Glyphosate 

 
Fawz  A. AL-Safar 
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ABSTRACT 

       Four strains (FA37، FA38, FA39, and FA40 ) of Sinorhizobium meliloti were isolated 
from different agricultural areas of Ninaveh, Erbil and Duhok Governorates. Identification 
studies were conducted for these strains for their resistance to chloramphenicol, 
Erythromycin and production of cell surface molecules and their ability to grow in  a 
Minimal Medium. Results showed that the four strains had the ability to resist both 
antibiotics, production of β(1→2) cyclic glucan molecules and growth in Minimal Medium. 
The study of symbiosis relation between the strains and Medicago sativa plant showed that 
the strain FA37 was the most successful isolate in constructing symbiosis relation indicated 
by the dry shoot group, which reached 45.7 mg. The strain was then selected for further 
experiments. Results revealed that the strain FA37 had high resistance against different 
concentrations of the herbicide Glyphosate, whereas the plant showed no resistance against 
the least concentration 10 µg/ml that the Rhizobium strains tolerated. 
 
Keywords: Sinorhizobium meliloti, Glyphosate Herbicide  
 ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

  المقدمة

% 25 خاصة للزراعة طالما أن أكثر مـن         أهميةأن التثبيت الحيوي للنيتروجين بالطريقة التكافلية له               

أن  . المضيفألبقوليعايشية مابين بكتريا الرايزوبيا والنبات من النيتروجين الجوي يثبت عن طريق العلاقة الت

وذلك بسبب ألتأثير المباشر Herbicides  الأعشابالتثبيت الحيوي للنيتروجين يمكن أن يتأثر من قبل مبيدات 

  العمليـات الفـسلجية للنبـات المـضيف        المباشـر علـى      التـأثير  إلـى  بالإضـافة على بكتريا الرايزوبيا    

 )1989 , Moorman( الـ يعملإذ Glyphosate  5 الأنزيمل معلى تثبيط ع-enolpyruvyl shikimate -3- 

phosphate (EPSP) synthase )1980,  Steinruchen and Amrheim  (ــ ــاختزالسببا م ــصنيع ب  ت

 يؤدي الى تراكم كميات كبيرة من كماCinnamic acids   السيناميكوأحماضية  الاروماتية  الامينالأحماض

  .)et al., Becerril 1989(  النباتوأزهار أوراقفي  Hydroxybenzoic  وحامض  Shikimat مض حا

ير الفسيولوجي والبيئـي    ي التغ الأول :ني قد يسبب تأثير   Glyphosate ير ألايض الفينولي بواسطة   ي تغ إن

ن النباتات البقوليـة     عن التداخلات التعايشية مابي    مسؤولةالتي تكون    المركبات من نوع الفلافونويد       أن بسبب

 الفينولية التي قد تتداخل مع عملية تثبيت النيتروجين داخل العقدة           الأحماضالثاني تراكم   وبكتريا الرايزوبيوم و  
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  الجانبيـة التـأثيرات  )1999( وآخرونHernandez  درس الباحث .) et al. Moorman ,  1992( الجذرية

على الايض الفينولي ونباتات فول الصويا الحاويـة   Glyphosate  الـوالمصاحبة للتراكيز تحت القاتلة لمبيد

على العقد الجذرية والملقحة بعدة عزلات  رايزوبية مختلفة والتي تتباين بدرجة تحملها للمبيد العـشبي فـي                  

 Shikimat    والعقد الجذرية راكمت كميـات كبيـرة مـن حـامض    الأوراق كلا أن إلى اتوصلوالحقل وقد 

العـشبي   واستنتج من هذه الدراسة ان المبيـد  Protocatechuic  حامض أساسيولية وبشكل  الفينوالأحماض

  .أنتقل الى العقد الجذرية وأعاق الايض الفنولي

 Glyphosate الــ   منتوجين تجاريين من مبيـد  تأثير  )2005( آخرون و dos Santos قارن الباحث

على نمو أربعة عزلات من  القياسية  N-(phosphonomethyl) معZappqi   و  Roundup Transorp وهما

Bradyrhizobium   وتم تلقيح   مل/ مايكروغرام43.2  تم استخدامها بالتركيز إذتحت الظروف المختبريةو

  Ethylamineيبدو بسبب وجـود    أكبر على ماتأثير النتائج وأظهرترية يالسائل للعزلات البكت  YEMوسط

 الأحمـاض  إضـافة عنـد  Bradyrhizobium   اقل على عزلاتتأثيراته  النقي لGlyphosate  أنفي حين

 ـاالسائل واستنتج هذا الباحث وجماعتـه ان اضـافة    YEMالامينية الاروماتية الى وسط   Glyphosate ـل

قد يؤثر على تحفيز تكوين العقـد الجذريـة مـن قبـل بكتريـا       Roundup Transport   وبالشكل التجاري

Bradyrhizobium.   انالباحثدرس Zabaloy و Gόmez )2005(  عشرين عزلة رايزوبية مختلفة من حيث

 الى ان هذه العزلات اختلفت في قابلية تحملها لهذا المبيد في الوسط الصلب            وتوصلا Glyphosateلـ  تحملها  

ـــأذ ان ــى أدى Glyphosate  ال ــين ان     إل ــي ح ــزلات ف ــذه الع ــو ه ــيط نم ــ تثب   ا البكتري

sp. Bradyrhizobium عزلةال SJ140  الـإليهنمت جيدا في الوسط السائل والمضاف Glyphosate   بوصفه

   . والطاقةللكربون اً  وحيداًمصدر

 meliloti   Sinorhizobium بكتريا  نموعلى Glyphosate الـ  تأثيرهذا البحث هو دراسة أن هدف       
زي يـستخدم لمكافحـة العديـد مـن      والمعروف عن هذا المبيد انه  مبيد عشبي جها   .تحت ظروف مختبرية  

 الحولية وثنائيـة الحـول والمعمـرة         ونبات السعد والشجيرات الخشبية    الأوراق الرفيعة والعريضة    الأعشاب

 الجـذور والرايزومـات   هي السفلى في النبات و الأجزاءويمتص عن طريق المجموع الخضري وينتقل الى        ،

             .ق الجذور يعمل عن طريلأنه بشكل نهائي الأعشابويقضي على 

  

  مواد وطرائق العمل

   وتنقيتهاالعزلات البكتيرية

ت تـا على جـذور نبا   المحفزة  من العقد الجذرية     .meliloti Sبكتريا    عزلات مختلفة من    عزل   ب مالقياتم  

وتم  اربيل ودهوك  لثلاث محافظات هي نينوى و مختلفة ترب زراعيةالنامية في  Medicago sativaالجت 

   عنـد  الأطبـاق حـضنت   . الـصلب ) MSY( العزلات من خلال زرعها بطريقة التخطيط على وسط            تنقية
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وذلك من خلال   S. meliloti عزلات أنها على التأكيدي الاختبار إجراءوقد تم . أيام 4-2ولمدة  ° م28±2 

 مـن   التأكـد تي تم    الدراسات اللاحقة  على هذه العزلات النقية وال        وأجريت.  تلقيح نباتات الجت   إجراءاعادة  

     ).S. meliloti ), 1970 Vincent كونها عزلات 

  مصدر البذور

  .من السوق المحلية  Medicago sativaنبات  الجت  تم الحصول على بذور      

   الزرعيةالأوساط

  : زرعية مختلفة وكما يأتيأوساطتم استخدام       

  ) :MSY(وسط مستخلص الخميرة والملح والمانيتول  

 كمـا  ). Vincent 1970 , (لتنمية العزلات البكتيرية وذلك بعد تنقيتها حسب  طريقة هذا الوسط استخدم      

  )  (Khanuja  and Kumar , 1988في اختبار جزيئات سطح الخلية واختبار المـضادات الحيويـة  استخدم 

  ).Glyphosate ) dos Santos, 2005الـ  الأعشابتبار تحمل البكتريا لمبيد واخ

  : )RMM (الأدنى  وسط الرايزوبيوم

  )Singh, 1948( .الأدنىالنمو على وسط الرايزوبيوم  استخدم في اختبار     

  ) :NF(الوسط الخالي من النيتروجين 

ــا        ــين عــزلات بكتري ــشية ب ــة التعاي ــار العلاق ــي اختب ــات الجــت S.melilotiاســتخدم ف    و نب

)Engelke  et al., 1987  .( المبيد العشبي الـ تأثير اختبار  في تخدامهاس كما تم Glyphosate. وبالتراكيز 

 . الطريقة ذاتهاوبإتباعمل على العلاقة التعايشية /  مايكرو غرام 100 و70 و 50

   :الأوساط إلىالمضافات 

  :المضادات الحيوية 

 الوسط الزرعي من    إلىء   سامرا أدوية المضادات الحيوية و التي تم الحصول عليها من معمل           إضافةتم        

الكلورامفينيكول   الارثرومايسين و  هياجل دراسة قابلية العزلات على مقاومة المضادات الحيوية المدروسة و         

 تثبط عملية تصنيع البروتينات     أنها إذعلامة وراثية في التجارب الوراثية      بوصفها   هذه المضادات مهمة     دوتع

 400 و300 و200 و100 هـي  تراكيـز و بأربعـة  ضـافة الإوتمـت   ) (Freifelder, 1983في الخليـة  

  .)Hussein 2000 ,  ( طريقةمن كل مضاد على التوالي و حسب مل/مايكروغرام

  

  :الصبغات 

 كلوكانـات  إنتـاج  تـم اختبـار   S. meliloti  لعزلات البكتريا جزيئات سطح الخليةإنتاجلدراسة قابلية      

β)1←3 ( لانيلين  صبغة ازرق ابإضافة وذلكالحلقيةAniline blue في حين كـان تركيـز   % 0.02 بنسبة
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  لييفـات الـسليلوز  إنتـاج لدراسة  مل/ ملغمMSY (0.1( المضافة لوسط  Congo redصبغة احمر الكونكو 

β)1←2 (هذه الصبغات للوسط قبل التعقيم أضيفت.  الحلقية ), 1995 Singh  Swamynathan  and(.  

  

  Glyphosate  الـلمبيد العشبي ا

 GLYPHOSATE I.P.A بالاسـم التجـاري  Glyphosate تم الحصول على المبيد العـشبي الــ          

 480 وكل لتر من هذا المبيد يحتوي علـى  ،الصين /Lizz agro-chemicals co., Ltdوالمصنع من شركة 

   Glyphosate.غرام من الـ

  

  ايشيةعلى نمو الرايزوبيا والعلاقة التعGlyphosate  الـ تأثيردراسة 

 بإضافةالوسط الزرعي الحاوي على المبيد العشبي وذلك          في   على النمو    زلاتعال  دراسة قابلية    تتم       

 .ركيز  ومن ثم التلقيح بالبكتريا     ت مكررات لكل    ةالسائل وبثلاث ) MSY( الى وسط    Glyphosateالمبيد العشبي   

 مـن   تراكيز مختلفة وب) MSY(سط التنمية   و  تم تحضير  .مل/ ملغم 10 بتركيز  للمبيد حضر المحلول الخزين  

 ـإلـى  بالإضافة  مل/ مايكرو غرام  100 و 90 و80 و70 و60 و 50:   وكالاتيالمبيد  الـسيطرة  ة معامل

لعزلات المختلفة من الرايزوبيا تم التحضين لمدة يوم واحد ومن ابعد تلقيح . و الخالية من المبيد  Controlالـ

 الـضوئي    الطيـف   بجهـاز   الكثافـة الـضوئية لـسائل المزرعـة        أساسى  النمو البكتيري عل  تم قياس   ثم  

Spectrophotometer 2005 ,(  وبعد يوم واحد نانوميتر560 بطول موجي dos Santos .(  

  

  النتائج والمناقشة

 من العقد الجذرية لنباتات الجت وبعد تنقيـة هـذه   S. melilotiلقد تم عزل عزلات مختلفة من بكتريا        

وتم الحصول عليها مـن  FA38  وFA37 :وكالاتي  S. melilotبكتريا  من كونها عزلات التأكد تم تالعزلا

 FA39اربيل والعزلة  المزروع في ترب زراعية في محافظة  Medicago sativaالعقد الجذرية لنبات الجت 

 ـ              تـم  فلقـد    FA40ة  تم الحصول عليها من العقد الجذرية لنبات الجت المزروع في محافظة نينوى اما العزل

  .الحصول عليها من العقد الجذرية لنبات الجت المزروع في محافظة دهوك

المضادين الحيويين كلورامفينيكول    لأحد العزلات المدروسة في قابلية تحملها للتراكيز المختلفة         تفاوتت      

ية على النمو وبشكل جيـد       المدروسة كان لها القابل    الأربعة العزلات   إنيظهر   )1(جدول  . الارثرومايسين وا

 فقـط كـان   FA38 و FA37 العـزلتين  إنفي الوسط الحاوي على المضاد الحيوي الارثرومايسين في حين    

لـم تـتمكن العـزلات      الصلب الحاوي على المضاد الحيوي كلورامفينيكـول، MSY في وسط    اًنموهما جيد 

مل من المضاد الحيوي    / مايكروغرام 400 المدروسة من النمو على الوسط المدروس والمضاف اليه          الأربعة

 تصنيع البـروتين  إيقاف إلى  S. meliloti وتفسير ذلك يرجع لقيام بكتريا .الارثرومايسين او الكلورامفينيكول
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مة بقـاء بكتريـا الرايزوبيـوم     وقد تفسر هذه المقاو)Talaro, 1996  and   Talaro(داخل الخلية البكتيرية 

هذه  مثل إنكذلك   ). Tate, 2000( العلاقات التعايشية حقليا إنشاءيترتب عنه من  المستوطنة للتربة حية وما

  الكلورامفينيكول تعد عزلات    أو الارثرومايسين   إليه على الوسط المضاف     العزلات التي تظهر قابلية نمو جيد     

 ة الوراثي ب في التجار   وراثية ي تعد علامة   قابلية مقاومة المضاد الحيو    أن إذة   الدراسة الوراثي  نافعة في مجال  

) , 2000 Hussein(.   

   

 الصلب الحـاوي علـى   MSYعلى وسط Sinorhizobium meliloti بكتريا عزلات القابلية نمو  : 1جدولال

  .المضاد الحيوي الارثرومايسين او الكلورامفينيكول

  

المضاد  العزلات

 الحيوي
  التركيز
µg/ml FA37 FA38 FA39 FA40 
100 ++ ++ ++ ++ 

200 + ++ + + 

300 + + - - 
  ارثرومايسين

 

400 - - - - 

100 ++ ++ + + 

200 + - - - 

300 - - - - 
كلورامفينيكول

400 - - - - 

       نمو ضعيف- ،نمو متوسط   +  ،نمو جيد  ++           

  

 إنتـاج اسة انتاج جزيئات سطح الخلية البكتيرية ان هذه العزلات لـم تـتمكن مـن                 نتيجة در  أوضحت      

فـي حـين ان    .  لم يتم ارتباط سطح خلية الرايزوبيوم بصبغة ازرق الانيلـين          إذالحلقية  ) β)1←3كلوكانات  

 جزيئات كلوكانات   إنتاجسطح خلايا هذه العزلات استطاعت امتصاص صبغة احمر الكونكو وهذه دلالة على             

β)1←2 ( الحلقية  Swamynathan and Singh , 1995  ).(  عدم قابلية انتاج العـزلات المستحـصل   ان

 رايزوبيـوم   هيعليها   البكتريا المستحصل    أنعلى   تأكيدية نتيجة    تعد كلوكان الحلقي  ) ß) 1 ← 3عليها لـ   

الحلقي دلالة على ) 1 ← 2(βفي حين ان انتاج . الحلقي ) β)1 ← 3تنتج    لاS. melilotiوان بكتريا  الـ 

  ).D´Antuono 2005 ,(نبات المضيف وبالتالي نجاح العلاقة التعايشية ل اوإصابةقدرة البكتريا على الغزو 
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كانت النتيجة ان جميع العزلات قيـد  ) RMM (الأدنىعند دراسة قابلية العزلات على النمو على الوسط          

 بصورة مناظرة لنموها علـى الوسـط الغـذائي المتكامـل            الأدنى الدراسة كان لها قابلية النمو على الوسط      

)MSY .(        طفـرة   أيـة  لم تعاني مـن      أنها من النوع البري حيث      هيتدل هذه النتيجة على ان هذه العزلات 

  ).Prasad 2000 ,(تغذوية 

 كانـت   أنها إذكفاءة   الأكثر كانت   FA37ان العزلة     ) 2جدول  (نتائج دراسة العلاقة التعايشية      أظهرت      

 ملغم وعلى هذا    45.7حيث بلغ    ،الجزء الخضري الجاف  ناتج   العلاقة التعايشية بدلالة     إقامة نجاحا في  الأكثر

   . )1شكل  (الاساس تم اختيار هذه العزلة للتجارب اللاحقة

  

  . الصلبNFفي وسط   Sinorhizobium meliloti صفات نباتات الجت الملقحة بعزلات بكتريا :2 جدولال

  

  العزلة

معدل طول الجزء 

  الخضري

  )سم(

  نبات/ معدل عدد العقد

معدل الوزن الجاف 

  للجزء الخضري

  )ملغم(

FA37  0.6* ±  22.1¤ 7.9 ± 1.3  45.7 ± 1.3  

FA38 16.8± 1.1  6.5 ± 1.9  40.1 ± 2.9  

FA39 17.3± 0.9 7.0 ± 1.4  40.0 ± 0.8  

FA40  17.6± 1.2  7.5 ± 1.7  40.4 ± 1.1  

Control 5.9± 1.5  ―  8.7 ± 0.5  

  SD    تمثل الانحراف المعياري الـ* قيمة ست مكررات          ¤       
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  . وغير الملقحة Sinorhizobium melilotiنباتات الجت الملقحة بعزلات مختلفة من بكتريا  :1شكلال

  

 FA37 على نمو العزلة  Glyphosateمن المبيد العشبي الـأظهرت نتائج دراسة تأثير تراكيز مختلفة       

مع زيادة تركيز المبيد العشبي حيث ان الانخفاض         (.O.D)  بدلالة الكثافة الضوئية    في معدلات النمو   اًانخفاض

 مقارنة بمجموعة السيطرة مل/  مايكروغرام50عند التركيز  % )48.63( في النمو وصل الى النصف تقريبا

   مايكروغرام90 عند التركيز أقصاها ازدادت معدلات الانخفاض حيث وصل .مل بالمبيد العشبيالتي لم تعا

FA38 
 
FA37 FA39 FA40 Control 
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  كما في الشكل    تثبيط نمو عزلة الرايزوبيوم بالكامل     إلى أدىمل  / مايكروغرام 100مل، في حين ان التركيز      /

)2.(  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

    ة عند التراكيز المختلفSinorhizobium meliloti لبكتريا  FA37الكثافة الضوئية لناتج نمو العزلة:  2شكل ال

  .Glyphosateلـ  

  

 من  إليهتم التوصل     للمبيد العشبي بالمقارنة مع ما     اً عالي تحملاًفي هذا البحث     العزلة المدروسة    أظهرت      

 اختـزل  لتر من المبيد العشبي قد/ ملغرام43.2 التركيز كان إذ )2005( وآخرون  dos santosنتائج للباحث 

 أيـام  5بعـد  المدروسة الى النصف  SEMIA5087 و  A508A Bradyrhizobiumنمو عزلات الرايزوبيا 

يكون سببه    المبيد العشبي على نمو الرايزوبيا قد لا       تأثير أن إلى  ذلك  الباحث القد عز  .ونصف من التحضين  

المادة الفعالة للمبيد التجـاري والتـي        كذلك بسبب المضافات مع      إنما الوحيد من قبل الماد ة الفعالة للمبيد و       

وفي هذا البحث تـم      . في تسهيل دخول او اختراق المادة الفعالة للمبيد للخلايا الحية          الإسراعتضاف من اجل    

  غرام170 غرام في حين ان  المادة المضافة كانت 480 العشبي والمكون من المادة الفعالة  استخدام المبيد

 ); Jaworski et al.,  1972 Kishinevsk et al., 1988   Pedrinoho et al., 2002  ;(.  

 مـايكروغرام   10 نتيجة دراسة العلاقة التعايشية مابين بكتريا الرايزوبيا ونبات الجت وجود            أوضحت      

ان النبات غيـر متحمـل لهـذا        ) NF(مل من المبيد العشبي في وسط تنمية النبات الخالي من النايتروجين            /

ان هذه   لة بكتريا الرايزوبيوم،  بالرغم من ان التركيز المذكور لم يؤثر على نمو عز         المبيد العشبي   التركيز من   

  مل  / مايكروغرامGlyphosate    الـ ترآيز  

O
 . 

D
.  

56
0 

nm
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لها القابلية على تحمل تراكيز عاليـة مـن المبيـد    S. meliloti  لبكتريا FA37دل على ان العزلة تالنتيجة  

ان وجود مثـل     إذوى الجزيئي    في الدراسات على المست    أهمية وان مثل هذه العزلة لها       Glyphosateالعشبي  

لة عن إعطاء صفة المقاومة والتي يمكـن ان تفـتح بـاب             ومسؤ) جينات(هذه الصفة دلالة على وجود جين       

  .لإمكانية نقل هذه الصفة الى النباتات التي لا تستطيع مقاومة المبيد العشبي بمثل هذه التراكيز
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