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 شكر

ثذاٌخ أحمذ الله ػض ًجم ًأشكشه ػهى رٌفٍقو لي  ًإػبَزو لي في إتمبو ػًهً ىزا ًًطٌلي إلى ىزه المشدهةخ  

انتي طبلمب اَزظشتهب، ًكم انشكش ًانزقذٌش نهزٌٍ قذيٌا لي ٌذ انؼٌٌ ًالمغبػذح  نهٌطٌل إلى انغبٌخ المشجةٌح  

 يٍ ىزا انؼًم. 

نزفضهيًب  ً انذكزٌس محًذ فٌاص انؼظًخ   محًٌد أثٌ غشح نهذكزٌس أرقذو ثبنشكش الجضٌم ًالايزنبٌ 

ب الجيذ ًاننظخ ًانزشجٍغ المغزًش نهٌطةٌل إلى  ًب انظبدقخ ًرقذيميًفي الإششاف ػهى ىزا انجذث ًنشػبٌزي

 .نهبٌخ ىزا انؼًم

لأعبرزح أػضبء لجنةخ اككةى لمةب قةذيٌه يةٍ رٌجٍيةبد ػهًٍةخ قًٍةخ أغنةذ انجذةث نٌطةٌنو إلى            ا أشكش 

 لمشجٌ.  شكهو ا

كًب أرقذو بخبنض شكشي ًرقذٌشي  لإداسح الهٍئخ انؼبيخ نهزقبَةخ اكٌٌٍةخ ًأ ةض ثبنشةكش  الأعةزبر      

لمب قذيو يٍ رغةيٍتد لإاةبص ىةزا انجذةث،      اكٌٌٍخ  هزقبَخانؼبيخ  ن ٍئخالهيذٌش ػبو  َضاس ػٍغىانذكزٌس 

نذػًو المغزًش ًإسشبدارو ًخ لمب قذيو لي يٍ َظ ٌَسط الأثشص سئٍظ قغى انزنٌع اكٌٍي انذكزٌس  ً

 . تل فترح رنفٍز انؼًمانقًٍخ 

  سمبػٍم انظبلح، د.ا  ٌح الأػضاء ًالأطذقبء الأًفٍبء:ًلا ٌفٌرني أٌ أرٌجو ثؼًٍق رقذٌشي ًايزنبًَ نلإ

ثٌقزيى ًجيذىى لمغبػذرً في  اانزٌٍ لم ٌجخهٌ و. ثثٍنخ انغتيخ  و. سٌى  هٍف ، و. شبدي حمضح،

 قهً ًالمخريي فبنشكش الجضٌم لهى. إابص انؼًم اك
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 الممخص

امي ػػػػػػػػػػػػػػػػة بيف عػػػػػالييئة العامة لمتقانة الحيويمخابر و ، جامعة دمشؽ-نُفذ البحث في كمية الزراعة

العزلات  وتعريؼ ،يزوبيا مف جذور بعض البقولياتعزؿ بكتريا الر إلى  ىَدَؼَ البحث .2018-2024

 اختبار، و rep-PCR DNA fingerprinting techniqueالقرابة الوراثية بينيا باستخداـ تقنية  كشؼو 

الحمص المسبب لمذبوؿ الوعائي في محمياً المعزوؿ فطر التجاه  تمؾ العزلاتالقدرة التضادية ل

Fusarium oxysporum f sp. Ciceris ، الشروط لإنتاج سماد حيوي بعض  أمثمةكما ىدؼ إلى

)فوؿ، حمص، بازلاء، حندقوؽ، جُمعت عينات النباتات البقولية  باستخداـ عزلة ريزوبية متفوقة.محمي 

ريؼ دمشؽ، حمص، درعا، عدة محافظات )مف  (بيقية، عدس الحمبة، ، فوؿ الصويا،/برسيـفصة، نفؿ

زلت البكتريا مف العقد الجذرية ليذه النباتات عمى وسط آغار ، وعُ (السويداء، اللبذقية، حماة، الرقة

 انتمت بكتيرية، تعزلا 109. نتج عف العزؿ Yeast mannitol agar(YMA) الخميرة والمانيتوؿ 

الاختبارات نتائج اعتماداً عمى  Rhizobacteriaكتريا عزلة لب 19، وإلى مجموعة ريزوبيا نيام 42

وقسمت العزلات الريزوبية تبعاً لنتائج العدوى  ،الجزيئية والعدوى الاصطناعيةالحيوية الكيميائية و 

مع  Rhizobiumالمتعايش مع نبات الحمص، و  Mesorhizobiumالتصالبية إلى أربعة أجناس: 

 والحندقوؽ.  مع الفصة Ensiferمع فوؿ الصويا، و  Bradyrhizobiumالفوؿ والبازلاء، و 

بيف العزلات البكتيرية،  تعددية شكميةأعطت أعمى  REP-PCRتقانة أف البصمة الوراثية  أظيرت نتائج

العزلات و توزّعت ، %83% و38بيف المرجعية بيف العزلات المدروسػػػػػػػػػة والعزلات تشابو البمغت نسبة و 

بالمنطقة اثنتيف منيا توزع ارتبط ، أربع مجموعات ضمف شجرة القرابة الوراثية إلىالبكتيرية لمريزوبيا 

مف  Mesorhizobiumمجنس ل وراثية أنماط 9والمرجعية ت العزلاضمت المجموعة الأولى ؛ الجغرافية

، بالمقابؿ مف الرقة Bradyrhizobiumجنس لم فضمت نمطَيالرابعة والمجموعة  ،محافظة السويداء

المتعايش مع نباتات  Sinorhizobium/Ensiferوراثية لمجنس  أنماط 4الثانية جموعة ضمت الم

 أنماط 4الثالثة المجموعة ، بينما ضمت وحمص محافظتي ريؼ دمشؽمف الحمبة والحندقوؽ والفصة 



 
 

. بينت نتائج التضاد المخبري بيف يؼ دمشؽ وحمص والسويداءمف ر  Rhizobiumمجنس لوراثية 

ذبوؿ لفطريتيف ، وعزلتيف Rhizobacteriaو  Rhizobiaرية التي انتمت لمجموعتي العزلات البكتي

 13النمو الفطري، منيا  بكتيرية ثبطتعزلة  31 ، أف(F63و F51معرفة محمياً )الفوزاريوـ الحمص 

 العزلتافتفوقت ، و (Rhizobacteriaعزلة مف البكتريا الجذرية ) 18وعزلة مف مجموعة الريزوبيا 

134(Rhizobium) 61و (Mesorhizobium عمى بقية العزلات في تثبيط الفطر )بمغت نسبة تثبيط ب

، ضمف الأصصعمى نباتات الحمص  61العزلة عند اختبار  .عمى التوالي %53.70و  68.89%

في  انخفاضزاد تحمؿ النبات لممرض الفطري حيث أدى إلى ببكتريا ريزوبيا أظيرت النتائج أف التمقيح 

أمثمة بعض شروط إنتاج السماد الحيوي باستخداـ العزلة  . كما أظيرت نتائجنسبة الإصابةشدة المرض و 

 أشير بينما بمغت  4وبمغت مدة الحفظ س في حفظ حيوية البكتريا °4 الحرارة درجةتفوّؽ  ، 134

أفضؿ المواد الحاممة التربة المنخولة ومف ناحية أخرى، فقد كانت  س،°25أشير عند درجة حرارة 3

مف التمقيح الشير الثاني  في ا أعمى قيمة لوبكتيريالتركيز قد بمغ البيرلايت ثـ التورب، و  تلبىامبكتيريا ل

  في التجربة.المختبرة  الحرارةدرجات واد الحاممة و عمى اختلبؼ الم

-rep تقانة ،ارايزوبيا، الاختبارات الحيوية الكيميائية، النباتات البقولية، سوري الكممات  المفتاحية:

PCRمادة حاممة.سماد حيوي ،، التضاد، الحمص، فوزاريوـ ، 
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 Definitionsالتعريفات -1-1

 الآزوت تثبيت عمى سالبة غراـ، مف قاطنات التربة، وتعمؿ بكتيريا ىي: Rhizobiaبكتريا العقد الجذرية 

  (.Noel, 2009اختيارياً ) متكافمة وجميعيا. البقولية فز تشكيميا النباتاتتح التي الجذرية العقد داخؿ

ىي بكتيريا مرتبطة بالجذور يمكف أف يكوف ليا تأثير ضار أو محايد أو : Rhizobacteriaالبكتريا الجذرية 

مف العوائؿ ، وعادة يشير ىذا المصطمح إلى البكتريا التي تشكؿ علبقة تكافمية مع أنواع عديدة مفيد لمنبات

Plant Growth Promorting Rhizobacteria (PGPR )النباتية، كما يشار إلى البعض منيا باسـ 

(. تعمؿ ىذه البكتيريا بشكؿ مباشر أو Vessy, 2003; Kloepper,2003البكتريا المعززة لنمو النبات )

 العناصر كمية زيادة ذلؾ في بما الآليات، مف متنوعة مجموعة خلبؿ غير مباشر عمى تعزيز نمو النبات مف

 النباتية، الأمراض مسببات وتثبيط النباتية، اليرمونات مستويات وتنظيـ لمنبات، المتاحة المعدنية الغذائية

(Khoso et al., 2024.) 

: ىو أحد الأمراض الفطرية يحدث نتيجة وجود ونشاط الفطر الممرض Fusarium wiltذبوؿ فوزاريوـ 

وعية الخشبية لمنبات، يصيب بشكؿ أساسي الخضار الحولية ونباتات الأزىار فوزاريوـ في أنسجة الأ

والمحاصيؿ المزروعة وبعض الأشجار، وىو مف قاطنات التربة، ويصيب النبات عف طريؽ الجذور التي 

يخترقيا مباشرة أو عف طريؽ الجروح، وبعد اختراؽ الفطر جذر النبات، فإف الميسيميوـ يصؿ إلى أوعية 

اللبجنسية وىي الأبواغ الكونيدية الصغرى والأبواغ الكونيدية الكبرى  غوينتج ثلبثة أشكاؿ مف الأبوا الخشب،

 (   Agrios,2005والأبواغ الكلبميدية، يتناسب مع الظروؼ البيئية الدافئة )

 بما) الوبائية الكائنات لمكافحة الكائنات الدقيقة النافعة استخداـ ىي :Biological controlالحيوية  المكافحة

 ,.Stenberg et al) بشكؿ مباشر أو غير مباشر (الضارة والأعشاب والآفات الأمراض مسببات ذلؾ في

2021.) 
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: عممية تعتمد عمى استخداـ الكائنات الحية الدقيقة لتحسيف مستويات العناصر Biofertilizerالتسميد الحيوي 

 Carvajal-Muñoz andتو مف العوامؿ الممرضة )الغذائية في المحيط الجذري، وتنشيط النبات وحماي

Carmona-Garcia, 2012) 

تفاعؿ بيف كائنيف ينتج أحدىما مضادات حيوية أو مستقمبات ثانوية بتركيز : Antibiosisالتضاد الحيوي 

 بيذه المضاد الكائف يتأثر لا بينما يقتمو، أو نموه مف منخفض ليؤثر سمباً عمى الكائف الحي الآخر، فيحد

 (.Nehra et al., 2021; Jaggi et al., 2023المواد )

: مجموعة مف المورثات تتميز بيا بكتريا الريزوبيا ينتج عنيا خلبؿ التفاعؿ المبكر بيف البكتريا nodمورثات 

فتنشأ بيف كلب الطرفيف استجابات تكافمية )تعايشية(. تسمى  Nod factorsوالنبات مايسمى بعوامؿ التعقد 

وأنواع الريزوبيا, وبعضيا الآخر والتي توجد عند جميع أجناس  (nod A,B,C) مورثات بالعامةبعض ىذه ال

 (.Wulandari et al., 2022متخصص بكؿ نوع بكتيري وتمعب دوراً في تحديد العائؿ النباتي )

بيت : مورثات مسؤولة عف ترميز أنزيمات نتروجيناز وأنزيـ أوكسيدريدوكتاز المسؤولة عف تثnifمورثات 

 (.Shamseldin, 2013الآزوت )

          Introductionالمقدمة -1-2

ف التفاعؿ بيف البكتريا والنبات في المحيط  تعد بكتريا التربة عنصر ىاماً في الدورات الحيوية الكيميائية، وا 

فقط  الجذري ىو الذي يحدد مدى صحة النبات وخصوبة التربة، وىذه التفاعلبت معقدة ومترابطة لا تعتمد

 Kumar)يعمى طرفػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػي التفاعؿ ولكف أيضػػػػػػػػػػػػػػػػػػاً عمى العوامؿ الحيوية واللبحيوية في المحيط الجػػػػػػػػذر 

and Saraf, 2015)  . 
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المجموعات  أىـ مف ، وىيRhizobacteria الجذرية ترتبط بعض الأجناس البكتيرية بالجذور وتسمى البكتريا

الجذر،  سػػػػػػػػػػػػػػػػػػػطح تستعمر التي Rizospheric رئيسيتيف: مجموعتيف وتضـ الحيوي، التسميد في ستخدمةالم

 (.Salwan et al., 2023) المضيؼ النبات لجذر النباتية الخلبيا بيف تتوضع التي Endophytic و

 مف غراـ سالبة بكتريا لجذر، وىيتعد بكتريا الريزوبيا أحد أىـ تمؾ المجموعات التي تتركز بيف خلبيا ا

 التصاقيابانجذابيا لمفلبفونيدات التي يفرزىا الجذر، و تبدأ علبقتيا التعايشية مع النبات البقولي  التربة، قاطنات

عمى  النباتية الخلبيا لتحرض الجذرية الخمية مركز إلى تدخؿ الجذر وتتجو. ليذا النبات الجذرية بالخلبيا

الجوي  بتحويؿ الآزوت للآزوت، بالتثبيت الحيوي الريزوبيا بعدىا تقوـ. تتشكؿ العقدالانقساـ العشوائي ف

 مف الريزوبيا المقابؿ تتمقى في النبات، وفي الغذائي التمثيؿ عممية لدعـ والنترات الأمونيا إلى( N2) الجزيئي

 . (Checcucci et al., 2019) بالكربوف غنية عضوية مركبات النبات

 خلبؿ مف مباشر غير أو مباشر بشكؿ الأمراض مقاومة عمى قدرتو مف وتزيد النبات نمو مف االريزوبي تعزز

نتاج الآزوت تثبيت ذابة الييدروجيف وسيانيد الحديد وحاملبت النباتية اليرمونات وا   وتحريض الفوسفات وا 

نتاج المحرضة الجيازية المقاومة  الجدر تحمؿ أنزيماتو  للؤكسدة المضادة والأنزيمات الحيوية المضادات وا 

 (. Mir et al., 2021; Nagpal et al., 2021) الخموية

تُعد المحاصيؿ البقولية مف أىـ وأقدـ المحاصيؿ التي زرعيا الإنساف واعتمد عمييا في غذائو نظراً لارتفاع 

في  يواني خاصةمصدراً لمبروتيف النباتي ذو التكمفة الرخيصة وكبديؿ لمبروتيف الح دحيث تع ،قيمتيا الغذائية

الثروة الحيوانية  إلى جانب استخداـ نواتج ىذه المحاصيؿ في صناعة الأعلبؼ اللبزمة لتنمية النامية ،الدوؿ 

تعاني المحاصيؿ البقولية في مراحؿ نموىا (. 2017،  عطية، 2021)صقر وآخروف،  والداجنة والسمكية

وسية والنيماتودا، التي تصيب أجزاء النبات المختمفة مما كافة مف العديد مف الأمراض الفطرية والبكتيرية والفير 

 ,.Nene et al)يؤدي إلى خسائر اقتصادية كبيرة ولعؿ أىـ ىذه الأمراض وأكثرىا انتشاراً ىي الفطرية 

، حيث تصاب البقوليات بالذبوؿ الفوزاريومي، فتظير أعراضو عمى ىيئة اصفرار وذبوؿ وجفاؼ (2012
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 ;Meena and Nain, 2022ير التموف البني عمى الأوعية في الساؽ والجذر)الأوراؽ وتساقطيا، ويظ

Mahmoud, 2016 .)وانتقاليا أبواغو وجود واستمرارية النبات، داخؿ نموه بسبب فوزاريوـ مكافحة تصعب 

 لمضادةا الدقيقة الكائنات الحيوية باستخداـ كالمكافحة المكافحة استراتيجيات مف العديد يوجد لذلؾ. التربة في

 Bobade) البقوليات عمى فوزاريوـ ذبوؿ مرض لمكافحة فعاؿ بشكؿ الريزوبيا استخداـ تـ كالريزوبيا، حيث

et al., 2022; El-Sersawy et al., 2021) .خاؿ   غذاء عمى بالحصوؿ والرغبة الوعي ازدياد ونتيجة 

 حيوية كأسمدة منتجاتيا أو الريزوبيا استخداـ أىمية ظيرت الصحة، عمى وتأثيرىا لممبيدات المتبقي الأثر مف

كما لابد  (.Nagpal et al., 2021) الأمراض مكافحة في وتساىـ إنتاجو، مف وتزيد النبات نمو مف تعزز

مف الإشارة  إلى أف أىـ مرحمة في إنتاج الأسمدة الحيوية في الدوؿ التي تستخدـ الأساليب النظيفة في الإنتاج 

قرابة وراثية لمعزلات الريزوبية المعزولة حديثاً لمتأكد مف قرابتيا لمعزلات المتكيفة الزراعي ىي إجراء توصيؼ و 

 ,.Ondieki et al., 2017; Menna et alمحمياً والمنتخبة سابقاً والتي أثبتت فعاليتيا كأسمدة حيوية )

2009 .) 

      Research problemمشكمة البحث -1-3

 التربة في الدقيقة الأحياء تنوع مجتمع سمدة الكيميائية لمتأثير عمىأدى انتشار استخداـ المبيدات والأ 

الجذري، وظيور سلبلات مقاومة مف الأمراض والآفات الحشرية الزراعية، عدا عف قدرة بعض  والمحيط

الممرضات عمى كسر صفة المقاومة عند النبات، وظيور أمراض وآفات جديدة لـ تكف تعتبر ذات أىمية 

اً، مما جعؿ التخمي عف تمؾ المواد صعباً عمى الرغـ مف أضرارىا، لذلؾ لابد مف المجوء إلى اقتصادية سابق

حموؿ محمية تعتمد عمى عزؿ وتعريؼ الأحياء الدقيقة النافعة كالريزوبيا مف الترب المحمية والعقد الجذرية لكي 

رضة عمى استعمار الجذور تكوف متأقممة مع الظروؼ، وتكوف أكثر قدرة عمى المنافسة مع العوامؿ المم

وحمايتيا والاستفادة مف الموارد المتواجدة في التربة بشكؿ أسرع مف العامؿ الممرض، وتكوف ىي خطوة أولى 
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مف عدة خطوات تالية لمتقميؿ مف استخداـ المواد الكيميائية ومف ثـ الاستغناء عنيا في الإنتاج الزراعي، وحفظ 

غناءىا وحماية   البيئة، وتحقيؽ الاستدامة الزراعية.التربة الزراعية وا 

 Research questionsتساؤلات البحث -1-4

 ما ىي أجناس بكتيريا العقد الجذرية المتعايشة والمعزولة مف العقد الجذرية لمنباتات البقولية المختمفة؟ .1

 ىؿ يوجد قرابة وراثية بيف أجناس الريزوبيا وىؿ ترتبط ىذه القرابة بالتوزع الجغرافي؟ .2

ميع العزلات البكتيرية المعزولة مف العقد الجذرية قادرة عمى تثبيط نمو مشيجة فطر فوزاريوـ ىؿ ج .3

 ؟  in vitroفي الزجاج 

وقدرتيا  in vitroىؿ يوجد ارتباط بيف قدرة الريزوبيا عمى تثبيط نمو مشيجة فطر الذبوؿ في الزجاج  .4

 ف مؤشرات النمو في النبات؟عمى الحد مف إصابة النبات بذبوؿ فوزاريوـ في الأصص، وتحسي

 ماىي أفضؿ مادة حاممة لمقاح الرايزوبي مف حيث فترة الحفظ بيدؼ تحضير السماد الحيوي؟ .5

 ىؿ لاختلبؼ درجة الحرارة تأثير عمى مدة حفظ السماد الحيوي؟ .6

  Research Hypothesisالبحث فرضيات -1-5

 زولة مف عقده الجذرية.يختمؼ جنس أو نوع الريزوبيا باختلبؼ النبات البقولي المع .1

نمو مسبب ذبوؿ فوزاريوـ عمى  لمنباتات البقولية في مف العقد مبكتيريا المعزولةيوجد تأثير تثبيطي ل .2

 في الزجاج. الحمص

لمنباتات البقولية مف نسبة الإصابة وشدة المرض عمى نباتات  مف العقد لبكتيريا المعزولةتقمؿ ا .3

 في الأصص.اريوـ ذبوؿ فوز  الحمص والفوؿ المعداة بفطر

 لمنباتات البقولية مف مؤشرات نمو النباتات البقولية المعداة بفطر مف العقد لبكتيريا المعزولةتحسف ا .4

 في الأصص.ذبوؿ فوزاريوـ 
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 in vitroيوجد علبقة ارتباط بيف قدرة البكتيريا عمى تثبيط نمو مشيجة فطر الذبوؿ في الزجاج  .5

 فوزاريوـ في الأصص. وقدرتيا عمى الحد مف الإصابة بذبوؿ

 .rep-PCRيمكف تحديد القرابة الوراثية بيف العزلات الرايزوبية باستخداـ تقانة  .6

  Research axiomsمسممات البحث -1-6

 تعريؼ البكتيريا يعتمد عمى الطرائؽ الكيميائية الحيوية والجزيئية والعدوى الاصطناعية والتصالبية. .1

ثبات التعريؼ الذي كاف يعتبر الشؽ الجزيئي في تعريؼ البكت .2 يريا ميـ جداً في وقتنا الحالي لتأكيد وا 

 ويعد أكثر الاختبارات دقة. قائما عمى الطرؽ التقميدية

 البقوليات، تصيب التي الأمراض أخطر مف ىي الأمراض الفطرية وخاصة ذبوؿ فوزاريوـ مسببات .3

 .المحصوؿ في كبيرة إلى خسائر وتؤدي

د الجذرية لمنباتات البقولية أثبتت قدرتيا في تثبيط الإصابة بذبوؿ فوزاريوـ البكتيريا المعزولة مف العق .4

 في المخبر والحقؿ.

 Research Objectivesأىداف البحث -1-7

 .جذور بعض البقوليات المجموعة مف عدة مناطؽ سوريةعزؿ بكتريا الريزوبيا مف  -1
 ةالجزيئية المعتمدة عمى الكشؼ عف مورثو ة الحيوية تعريؼ البكتريا المعزولة بواسطة الاختبارات الكيميائي -2

nodA العامة. 

 . rep-pcrدراسة التبايف الوراثي بيف العزلات باستخداـ تقانات  -3

 تقييـ قدرة العزلات البكتيرية عمى تشكيؿ العقد الآزوتية. -4

ضمف برياً و مخ لمبقوليات ةممرضالفطور البعض تطور العزلات عمى الحد مف بعض تقييـ قدرة  -5
 .الأصص

 .أمثمة شروط الاكثار الكمي لعزلات منتخبة مف الريزوبيا -6
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      Research importanceأىمية البحث -1-8

إلى أىمية بكتريا الريزوبيا في حماية النبات مف الممرضات النباتية، أو تقميؿ أىمية ىذا البحث  عودت - أ

توفير بدائؿ ساف والحيواف والبيئة، وبالتالي أعراضيا بدوف أف تسبب أي أثر متبقي أو سمية للئن

 .الكيميائيةعف مواد الإنتاج  طبيعية ومستدامة

دراسة كيفية السيطرة أو الحد مف ذبوؿ فوزاريوـ خاصة أف ىذا المرض كما يسيـ ىذا البحث في  - ب

 منتشر في معظـ الترب المحمية السورية.

نتاجية  ىذا البحث في تعزيز نمومخرجات سيـ مف الممكف أف ت - ت النباتات البقولية وغيرىا لتحقيؽ وا 

وتقميؿ  بالوصوؿ إلى تركيبة مناسبة لمسماد الحيوي القائـ عمى بكتريا الريزوبيا، ،الأمف الغذائي

عبئاً مادياً عمى المزارع نظراً لغلبء أسعارىا واختلبؼ الكيميائية التي تشكؿ والمواد استخداـ المبيدات 

 .الدوليةىذه الأسعار تبعاً لمسوؽ 

 Research justificationsالبحث  مسوغات-1-9

مف أىـ المحاصيؿ عمى المستوى العالمي والمحمي نظراً لأىميتيا الاقتصادية والغذائية  قولياتتعد الب .1

 خاصة لذوي الدخؿ المحدود.

.ا .2  نخفاض إنتاج البقوليات عند إصابتيا بذبوؿ فوزاريوـ

 .الضار عمى الصحة والبيئة وأثرىاالمكافحة الكيميائية التسميد و تكاليؼ  .3

 .كمخصبات لمتربة تياأىميو  ،المكافحة الحيويةالريزوبيا كأحد عوامؿ الاتجاه العالمي نحو استخداـ  .4

  Research Limitationsالبحث محدوديات -1-10

الحدود المكانية: جمعت العينات النباتية مف عدة محافظات سورية، ونفذت التجارب ضمف الأصص  .أ 

 ت التجارب المخبريةنُفّذو وزارة التعميـ العالي، -الييئة العامة لمتقانة الحيوية بيت الزجاجي فيفي ال
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جامعة دمشؽ، ومخابر الييئة العامة  -كمية اليندسة الزراعية -مخبر أمراض النبات البكتيريةفي 

 وزارة التعميـ العالي. -دمشؽ -لمتقانة الحيوية

مف النباتات البقولية لعزؿ البكتريا مف عقدىا الجذرية في الفترة الحدود الزمانية: تـ جمع عينات  .ب 

، أجريت الاختبارات الكيميائية الحيوية والجزيئية والعدوى الاصطناعية في الفترة 2019-2020

، ودرست البصمة الوراثية 2022-2021، بينما أجريت العدوى التصالبية في الفترة 2020-2021

، وتـ أمثمة 2023-2022البكتيرية ضد العزلتيف الفطريتيف في الفترة  و التأثير التضادي لمعزلات

 .2024-2023بعض شروط إنتاج السماد الحيوي في الفترة 

استخدمت الأصناؼ البمدية لمنباتات البقولية في كؿ التجارب نصؼ الحقمية،  ج. الحدود الزراعية والحيوية:

 42(، و 2018)عموش،  Fusarium oxysporum f sp. ciceriستخدمت عزلتيف فطريتيف مف بينما ا

 .Rhizobacteriaعزلة مف البكتيريا الجذرية  19عزلة مف بكتريا الريزوبيا، و 

دُرس في ىذا البحث تعريؼ البكتريا المعزولة مف العقد الجذرية لمنباتات البقولية  د. الحدود الموضوعية:

عزلات عمى تثبيط نمو الفطر المسبب لذبوؿ الفوزاريوـ عمى والقرابة الوراثية بينيا، كما اختبرت قدرة ىذه ال

 الحمص، وأمثمة شروط إنتاج سماد حيوي يعتمد عمى إحدى تمؾ العزلات المحمية. 
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 الصالحة الترب مف الكثير أف كما الغذاء، مف مزيد ضرورة ممحة لإنتاج  العالـ سكاف نمو تزايد معدؿ يشكؿ

 وزيادةفقداف خصوبة التربة وتغير العوامؿ المناخية  مثؿ مثالية زراعية بظروؼ تتمتع لا العالـ في لمزراعة

 باستخداـ الزراعي الإنتاج زيادة إلى حاجة وبالتالي فيناؾ. الغذاء إنتاج تواجو تحديات الآفات والأمراض وىي

الأسمدة والمبيدات الحيوية وتدوير مخمفات والبيئية مثؿ  الاقتصادية حيةالنا مف استدامة أكثر أساليب

 إنتاج أقصى اقتصادياً لتحقيؽ وبديمة بيئياً  وآمنة عممياً  فعالة وسيمة الريزوبية الممقحات وتمثؿ المحاصيؿ،

 . (Kebede, 2021; Gopalakrishnan et al., 2015) البيئي التموث زراعي وخفض

 :Rhizobacteriaلجذرية البكتيريا ا-2-1

 Plantتحوي التربة عدد ىائؿ مف الأجناس والأنواع البكتيرية, ويطمؽ اسـ البكتريا المعززة لنمو النبات 

Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR عمى المجموعة البكتيرية القادرة عمى التأثير إيجابياً في )

ظيار خصائص تنافسية مع ا لمجتمعات البكتيرية الأخرى في المحيط الجذري نمو النبات ومناعتو وا 

(Nagpal et al., 2021.) 

 ,Kumar and Sarafنمو النبات ومجموعو الجذري بشكؿ مباشر أو غير مباشر ) PGPRتعزز بكتريا 

 مف خلبؿ العديد مف العمميات الحيوية كتثبيت الغذائية العناصر المباشرة: توفير الآليات (. تشمؿ2015

ذابة البيولوجي، النيتروجيف نتاج الحديد، متطمبات عمى والحفاظ لمذوباف القابؿ غير الفوسفات وا   اليرمونات وا 

 الجيازية المقاومة وتحريض ، والسيتوكينيف،GA الجبريميؾ حمض ،IAA الخمي الإندوؿ كحمض النباتية

 أنشطة مباشرة: ال غير الآليات أما .النباتات فيInducing systemic resistance (ISR ) المحرضة

 التي تنتجيا كسيانيد المستقمبات بوساطة لمممرضات، الحيوي تثبيطالوالتي ينتج عنيا  PGPRبكتريا 

نتاج ،Siderophoreالحديد  حاملبت طريؽ عف الحديد واكتساب ،(NH3) والأمونيا( HCN) الييدروجيف  وا 

نتاج ،(والبروتياز الميباز، السيميولاز،) الخموية لمعامؿ الممرض لمجدر المحممة الإنزيمات  الحيوية، المضادات وا 
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نتاجو  الخارجية، السكريات وعديدات  البيروكسيداز الكاتلبز، ، ديسموتاز مثؿ للؤكسدة المضادة الإنزيمات ا 

 .( Nagpal et al., 2021; Khalifa et al., 2022والفينولات )

 ( منيا:Kumar and Saraf 2015 ,تضـ ىذه البكتريا العديد مف الأجناس )

Acetobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, 

Rhizobium, Burkholderia, Derxia, Enterobacter, Gluconacetobacter,  Klebsiella,  

Pantoae, Pseudomonas, Rhodococcus, Serratia. 

كالتثبيت دورات الحيوية لمعديد مف العناصر المعدنية في التربة تساىـ ىذه المجموعة البكتيرية بالعديد مف ال

 PGPRطريقة التفاعؿ بيف بكتريا و نوع العلبقة  ، وحسب(Sharma et al., 2023)الحيوي للآزوت 

التكافمية  غير أو( Bacillus و Pseudomonas و Rhizobium) تكافمية تكوف أف فيي إما ،والنبات

(Azotobactor وAzospirillum( )Nagpal et al., 2021).  مف أىـ مجموعاتPGPR  التكافمية

التي تشكؿ علبقة تعايشية مع جذور النباتات  (Rhizobia)المثبتة للآزوت ىي بكتريا العقد الجذرية الريزوبيا و 

 (.Kingkaew et al., 2023البقولية )

 (:Rhizobia-بكتريا العقد الجذرية )الريزوبيا-2-2
 Pisumبكتريا الريزوبيا مف العقد الجذرية لنبات البازلاء  عزؿ استطاع مف أوؿ Beijerinck العالـ يعد

sativum وسماىا 1888 عاـ Bacillus radicicola (Wang et al., 2019) . ًصنؼ لاحقا Bergy 

 الجػػػػػػػػنس ليذا ينتمي نوع أوؿ Frank عرّؼ 1889 عاـ وفي ،Rhizobium جنس تحت البكتريا ىذه

Rhizobium leguminosarum (Liu et al., 2014 ) ومنذ ذلؾ الحيف أطمؽ اسـ ريزوبيا ،Rhizobia 

 . إلى الآف تـ(Velàzquez et al., 2017)عمى البكتريا التي تشكؿ العقد الجذرية وتثبت الآزوت تكافمياً 

 (.Wang et al., 2019)مف الريزوبيا نػػػػػػػػػػػػػػوع 100 مف وأكثر بكتيرياً  جنساً  21 تحديد
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 . الأجناس الأكثر شيرة التابعة لمجموعة الريزوبيا1جدول

(De lajudie et al., 2019; Velàzquez et al., 2017.) 

 αProteobacteri الشعبة 

 الجنس الفصيلة

 Bradyrhizobiaceae Bradyrhizobiumعائلة -1

 Phyllobacteriaceae Mesorhizobium- Phyllobacterium-Aminobacterعائلة -2

 Hyphomicrobiaceae  Devosiaعائلة -3

 Methylobacteriaceae Methylobacterium - Microvirgaعائلة -4

 Xanthobacteriaceae  Azorhizobiumعائلة -5

-Rhizobiaceae Rhizobium-Shinella- Sinorhizobium/Ensifer عائلة-6
Allorhizobium-Pararhizobium-Neorhizobium- 

 Brucellaceae Ochrobactrum عائلة 7-
 Proteobacterißالشعبة 

 Burkholderiaceae Paraburkholderia, Cupriavidus, Trinickiaعائلة -1

سالبة ميكروناً,  0.9-0.5× 3-1.2أبعادىا عصوية, بكتريا  أما بالنسبة لمصفات المزرعية لمريزوبيا فيي

 ,سياط محيطية 6-2ما تكوف فتية بينما تممؾ الخلبيا المعمرة بواسطة سوط قطبي وحيد عند غراـ, متحركة

 4-2إلى  المستعمرة قطر تراوحوي ,القواـ , مخاطيةبموف أبيض كريميمستعمراتيا دائرية محدبة , غير متبوغة

 ,.yeast mannitol mineral salt agar  (Hossain et alأياـ مف الزرع عمى وسط  5-3مـ بعد 

2019; Holt et al., 1994.)  

 تبادل الإشارات وتكوين العقد :و التعايش -2-1-3
عمى  nodالآزوتية  تتميز الأنواع التي تنتمي لمجموعة ريزوبيا بأنيا تحمؿ مورثات مسؤولة عف تشكيؿ العقد

 (. Velàzquez et al., 2017وتحديد المدى العوائمي ) ،nifتكافمياً  الآزوت جذور النباتات البقولية وتثبيت

 (:Hungria and Nogueira, 2023)ـ مورثات التعايش إلى تقس

 رئيسي وىي بشكؿ الأخرى، التعقد مورثات نسخ عف المسؤولة :Gene regulationالتنظيمية  المورثات-1

nodD ( التي تشفر بروتيف يعمؿ كمستقبؿ لمفلبفونيد الذي يفرزه جذر النباتGöttfert, 1993،) بالإضافة 
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 في nodVWو nolAو Ensifer meliloti في nolR مثؿ الأخرى، اتالمورث مف قميؿ لعدد

Bradyrhizobium japonicum  وB. diazoefficiens  وnrcR في Rhizobium tropici. 

تشابو كبير مف  تُظير) لمتعقد وىي ضرورية( nodA، nodB، nodC) المشتركة أو العامة: المورثات-2

 لمبنية الحيوي التخميؽ في وتشارؾ( الريزوبية الأنواع بيف يفيالوظ والتماثؿ حيث التسمسؿ النكميوتيدي

 (.nodللئشارات البكتيرية المتبادلة مع النبات )عوامؿ  الأساسية

 فقط محددة وراثية أنماط تكويف عقد مع عمى القدرة في تتحكـ والتي الوراثي بالنمط الخاصة التعقد مورثات-3

 في nolAو Rhizobium Leguminosarum sv. Viceaeفي  nodX مثؿ البقولية الأنواع داخؿ

Bradyrhizobium japonicum . 

المسؤولة عف تشفير أنزيمات نتروجيناز وأنزيـ اوكسيدريدوكتاز  nifمورثات تثبيت الآزوت -4

(Shamseldin, 2013.) 

 chromids الكروميدات أو  plasmids البلبسميدات في الأساسية الآزوت وتثبيت التعقد تتواجد مورثات

 Azorhizobiumو  Bradyrhizobiumأما الريزوبيا بطيئة النمو مثؿ . النمو وذلؾ في الريزوبيا سريعة

 باستثناء  ،chromosomeالصبغي  عمى symbiotic island تكافمية جزر فتتواجد ىذه المورثات في

Mesorhizobium ة الصبغي ضمف جزر تكافمي عمى فيي تتوضع إما عمى البلبسميد أو(Hungria and 

Nogueira, 2023; Shamseldin, 2013). 

 (:1تتـ عممية العدوى وتكويف العقد وفؽ المراحؿ التالية )الشكؿ

بذور النباتات البقولية تفرز أغمفتيا  إنبات ، وبعدبصورة حرة في التربةالريزوبيا تعيش بكتيريا   -1

ا عمى الاقتراب مف جذور النبات وجذورىا أنواع مختمفة مف الفلبفونيدات  التي تحث البكتري

 ,.Via et al)البكتيرية  nodD(. تتحرض مورثات Kumar et al., 2023ومحاولة اختراقو )

 باسـ تعرؼ جميعيا nol و ، noeو ،nod), وتحرض بدورىا بقية مورثات التعقد (2016

شارات بكتيرية عمى إنتاج بروتيناتيا المسؤولة عف تشكيؿ العقد، وىي عبارة عف إ (nodمورثات 
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  factorيطمؽ عمييا اسـ Lipo Oligosaccharidesذات طبيعة سكريات متعددة دىنية 

nod. 

جذرية ويطمؽ عمى آلية الشعيرات الض تشكؿ يتحر وتؤدي لىذه الإشارات  يستقبؿ النبات العائؿ -2

وفي ىذه الحالة تدخؿ  ((infection threadالعدوى  عبر خيطداخؿ الخموية بالعدوى ىذه 

 Andrews and) البكتريا عبر الشعيرة الجذرية المشوىة بطريقة مشابية لمتحوصؿ

Andrews, 2017) الدخوؿ , أما الآلية الأخرى لمعدوى تسمى بصدع(crack entry وفي )

ىذه الحالة لا يلبحظ أي تشوه لمشعيرات الجذرية بؿ تخترؽ البكتريا الجذر ما بيف الخلبيا مف 

 .(Bianco, 2014)ف انبثاؽ الشعيرات الجانبية خلبؿ الشقوؽ الناتجة ع

ناتج مف الغشاء السيتوبلبسمي لمخمية النباتية تحاط بغشاء و تدخؿ البكتيريا داخؿ الخلبيا النباتية  -3

 الأحرؼ أشكاؿ فيو تأخذ   Bacteroidيسمى  ماتتحوؿ بعد ذلؾ الخمية البكتيرية إلى ف

T,Y,L,X,V   (Hawkins and Oresink, 2021)  الطور الذي تستطيع البكتيريا مف  وىو

النيتروجيناز  إنزيـ بواسطة محفز تفاعؿ في أمونيا إلى الآزوت الجوي وتحويموخلبلو تثبيت 

Nitroginase العقد الجذرية  فتتشكؿتحدث انقسامات لخلبيا قشرة الجذر ، و(Jaiswal et al., 

2021) 

 النمو محدودة أو محدودة غير أنيا عمى البقولية العقد الجذرية في النباتات تصنيؼ يمكف -4

(Sprent et al., 2013حيث تحتفظ ،) حيف في المرستيمي، بالنسيج محدودة النمو غير العقد 

 النبػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػات عمى العقد نوع يعتمد. مرستيمي مؤقت نسػػػػػػػيج النمو ليا العقد محدودة أف

معاً نادرة  محددة وغير محددة عقيدات تنتج أف كفيم التي البقولية المػػػػػػػضيؼ، والأنواع

(Andrews and Andrews, 2017.) 
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في عممية التعقد والتثبيت الحيوي للآزوت  nifو  nod. التفاعل بين النبات وبكتريا الريزوبيا، ودور مورثات 1الشكل

(Laranjo et al., 2013.) 

 المدى العوائمي :-2-1-4

 واسعة مجموعة باستخداـ لقدرة البكتريا عمى تشكيؿ العقد )التعقد( اختبارات أجريت لعشريف،ا القرف أوائؿ في

. التكافمية ونوع البكتريا المضيفة النباتات بيف تخصصية وجود ولوحظ المختمفة، والبكتريا المضيفة النباتات مف

 الريزوبيا بيف التخصصية إلى يشير يالتصالبي )التمقيح المتبادؿ( الذ التعقد مفيوـ  اقترح ذلؾ، عمى وبناءً 

 (. Baldwin and Fredi, 1929; Helene et al., 2022)المضيؼ  والنبات

 ضمف ىذا الآزوت تثبيت عمى قادرة الريزوبيا تكوف ما وعادةً  جذرية، عقد تكويف عمى قادرة البقوليات معظـ

 عدد مع لاتشكؿ علبقة تعايشية فعالة إلا تالبقوليا أنواع مف العديد فإف ذلؾ، ومع. التكافمي فقط الارتباط

النبات  يستيمؾ .(Walker et al., 2020) صحيح والعكس الفردية، الريزوبية السلبلات أو الأنواع مف قميؿ

 البكتيريا مع التعايش في يتشارؾ فقط فإف الخيار الأفضؿ لمنبات ىو أف  وبالتالي كبيرة طاقة العقد لتكويف

 فائدة أكثر يكوف التطفؿ قد إلى العلبقة الأقرب أسموب المقابؿ فإف عالية وفي اءةبكف الآزوت تثبت التي

 (. (Denison and Kiers, 2004بالنسبة لمبكتريا 
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 ىناك مجموعة من العوامل التي تمعب دوراً في تحديد المدى العوائمي لمريزوبيا وىي :

 :محدد  فلبفونيدي نوع  بقولي ينتج ؿ نباتك  المركبات الفلافونيدية التي ينتجيا جذر النبات المضيف

(Glyceollin, Phaseolin, Genistein, lueolin،) رايزوبية سلبلة بوساطة فقط عميو التعرؼ يتـ 

 أولى كآلية الفلبفونيد مركبات تعمؿ وبالتالي. متوافؽ مضيؼ مع فقط التعايش إشارات تبادؿ عمى قادرة

 (.Walker et al., 2020)المفضميف ركائيـش عمى لمعثور والريزوبيا المضيؼ مف لكؿ

  عواملnod  الناتجة عن مورثاتnod :عوامؿ تشترؾ nod لسمسمة الأساسية البنية نفس في 

chitooligosaccharide إلا أف البكتريا تستطيع تعديميا بشكؿ كبير وتشكيميا  دىني، بحمض المرتبطة

(. Long, 1996) الريزوبية المختمفة لأنواعا بيف nod عوامؿ تنوع إلى ىذا أدى وقد بعدة أشكاؿ،

الآخر لتخصص نبات معيف  المحدد المختمفة ىي nod عوامؿ عمى التعرؼ عمى القدرة بالتالي فإف

 .(Walker et al., 2020) بالتعايش مع نوع رايزوبي معيف

  مستقبلات عواملnod : وجود مستقبلبت متخصصة في المضيؼ متوافقة مع عوامؿnod  تفرزىا

 Radutoiu et al., 2007) .)سلبلة معينة يسمح بحدوث التعايش بيف ىذيف الطرفيف دوف غيرىما 

 الريزوبيا الخارجية بيف أنواع السكريات بنية لتنوع نظراً الريزوبيا: التي تفرزىا  السكريات عمى التعرف 

العوائمي  لتحديد المدى إضافيًا جانبًا EPS عمى التعرؼ في التخصصية تمثؿ أف الممكف فمف

(Downie, 2010). 

 مناعة المضيف طريق عن محددة سلالة تقييد Effector-Triggered Immunity (ETI) :مناعة 

 تنتجيا التي البروتينات ضد موجية الطبيعية في النبات المناعة مف مرحمة ىي( ETI) المضيؼ

. ( Cui et al., 2015)ؼالمضي مناعة عمى التحايؿ أو لزيادة شدة المرض الدقيقة الحية الكائنات

لسلبلات غير متوافقة  ريزوبية بروتينات خاصة تكتشؼ بروتينات طورت قد تكوف ربما البقوليات بعض

 في لمتحكـ أخرى آلية بمثابة تكوف وبالتالي لمنعيا مف دخوؿ الجذر، الدفاعية الاستجابات تعايشياً فتنشط

 .(Walker et al., 2020المدى العوائمي )
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 النيتروجين:  بتثبيت كفاءتيا أساس ات بالظروف المعيشية المناسبة لمسلالة الرايزوبية عمىتحكم النب

يطبؽ النبات العديد مف الضغوط عمى السلبلات غير المتوافقة مثؿ توجيو نواتج التمثيؿ الضوئي لمعقد 

لتنخفض أعداد  غاز الآزوت، والتقميؿ مف نفاذية الأوكسجيف في العقد غير المنتجة إزالةالمنتجة، أو 

 .Oono et al., 2011)الخلبيا البكتيرية غير المتوافقة وينخفض عدد العقد التي تشكميا)

 ( معدل.Andrews and Andrews, 2017. بعض العوائل البقولية المزروعة والبرية لمريزوبيا )2جدول

 الجنس الرايزوبي المتعايش النبات البقولي العائل
Cicer arietinum الحمص Mesorhizobium 
Lens culinaris العدس Rhizobium 
Pisum sativum البازلاء Rhizobium 

Vicia faba الفوؿ Rhizobium 
Medicago sativa البرسيـ الحجازي Ensifer, Neorhizobium, Rhizobium 

Medicago truncatula البرميمية الفصة Ensifer 
Lupinus albus الترمس Bradyrhizobium 
Arachis hypogaea السوداني الفوؿ Bradyrhizobium, Rhizobium 
Arachis duranensis السوداني الفوؿ Bradyrhizobium 

Glycine max الصويا فوؿ Bradyrhizobium, Ensifer, Rhizobium 

Phaseolus vulgaris الفاصولياء Bradyrhizobium, Burkholderia, Ensifer, 
Pararhizobium, Rhizobium 

Phaseolus lunatus الفاصولياء Bradyrhizobium, Rhizobium 
Sesbania sericea سيسباف Mesorhizobium, Rhizobium 
Sesbania aculeate سيسباف Ensifer 

Trifolium pretense النفؿ Phyllobacterium 
Trifolium repens النفؿ Bradyrhizobium, Ensifer, Rhizobium 

Astragalus mongholicus القتاد Mesorhizobium 
Astragalus complanatus القتاد Ensifer, Mesorhizobium, Rhizobium 

 أىمية بكتريا الريزوبيا :-2-1-5

 تثبيت الآزوت:  -أ

 حيث الجو مف احتياجاتيا معظـ عمى وتحصؿ  +NH4و NO3 شكؿ عمى الآزوت النباتات جميع تستخدـ

اليابسة،  أو الماء مف ىكتار كؿ فوؽ منو كغ 6400 ويوجد زات الغلبؼ الجويغا مف %80 الآزوت يشكؿ
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 وأملبح نترات صورة عمى التربة في العنصر ىذا يوجد ما فنادراً  الجو في الوفرة ىذه مف الرغـ عمى ولكف

 كما يعد الآزوت مف أىـ(. Leghari et al., 2018) الخضراء النباتات احتياجات تفي بكمية الأمونيوـ

بالبروتينات والأحماض  النباتات في الحيوية العمميات جميع العناصر الغذائية اللبزمة لمنبات حيث ترتبط

 وبالتالي. فييا أساسيًا مكونًا الآزوت يعد النووية اليخضور والأنزيمات واليرمونات والأحماض الأمينية التي

 ,.Leghari et al) عنو غنى لا أمر الآزوت استخداـ فإف المحاصيؿ، إنتاج مف المزيد عمى لمحصوؿ

2018.) 

يعد استخداـ البكتريا المثبتة للآزوت مف أىـ الحموؿ الحديثة لتحسيف انتاجية المحاصيؿ والتقميؿ مف التموث 

المثبت لبناء خلبياىا والباقي  زوت% فقط مف الآ10البيئي بالأسمدة الكيميائية حيث تستخدـ الريزوبيا حوالي 

تعتبر الريزوبيا المتعايشة مع جذور البقوليات  سكر مستيمؾ. غ/  آزوت غم 270ثبت حوالي يفرز خارجيا, وت

البرية أكثر نشاطاً في تثبيت الآزوت وأكثر تحملًب للئجياد الممحي ودرجات الحرارة المرتفعة و الجفاؼ مف تمؾ 

 (.Zahran, 1999المتعايشة مع البقوليات المزروعة )

( Wang et al., 2019)عضوية الحماض العضوية وغير صدر الكربوف والطاقة والأمبكتيريا مل النبات قدـي

عممية إلى أمونيا وىو الشكؿ الذي يستفيد منو النبات وذلؾ مف خلبؿ   N2 زوت الجويالآالبكتريا  تحوؿفيما 

 مف دةواح يجعميا (، ومما2)الشكؿ Biological nitrogen fixation  (BNF)التثبيت الحيوي للآزوت تسمى

مف  كغ 109×46-33 بػ مساىمتيا العالـ مستوى الأرض وعمى سطح عمى الحيوية العمميات أىـ

 (. Herridge, 2008) والريزوبيا البقوليات التفاعؿ والتعايش بيف خلبؿ مف /سنةالآزوت

 
 ,.Mmbaga et alزوت الجوي )المسار الحيوي لاختزال الأزوت وتكوين الأمونيا بواسطة الأحياء الدقيقة المثبتة للآ 2.الشكل

2014 .) 

 



كفاءتيا في تثبيط بعض الفطور ( وتقييم Rhizobiaالدوس، التوصيف والبصمة الوراثية لعزلات محمية من بكتريــــــــــا العقد الجذرية )
    22                                                                                                     الممرضة لمبقوليات

 
 

 
 

  إفراز الأحماض العضوية والأنزيمات: -ب

وحبيبات الطيف، ليشكؿ مركبات  Al+3و Fe+3و  Mg+2و Ca+2في التربة بارتباطو مع  يتـ ترسيب الفوسفات

( FePO4.2H2O)و   Ca3(PO4)2الكالسيوـ ثلبثي فوسفات معقدة غير قابمة لمذوباف مثؿ

 Jones and)المحاصيؿ  نقص إنتاج نقص ىذا العنصر وبالتالي إلى مما يؤدي ،(AlPO4.2H2O)و

Oburger, 2011.) الحية الكائنات استخداـ ىو الأمثؿ لتعويض فقر التربة بالفوسفات البديؿ فإف لذلؾ 

 مما اتات،لمنب متاحة أشكاؿ إلى لمذوباف القابمة غير الأشكاؿ تحوؿ والتي الجذور كالريزوبيا، منطقة في الدقيقة

نتاجيا التربة خصوبة مف يزيد  Sindhu et al., 2014; Posso) والاقتصادية البيئية الأضرار مف ويقمؿ وا 

et al., 2017). 

 أنزيمات إنتاج المعقدة ىي الفوسفات مركبات لإذابة الدقيقة الحية الكائنات ىذه تستخدميا التي الرئيسية الآلية

(Phosphatases )والمالونيؾ، والماليؾ، والستريؾ، الغموكونيؾ، كحمض  العضوية اضالأحم مف والعديد 

 Jones)المحيط الجذري  pHوالطرطريؾ، تؤدي ىذه الأحماض لخفض  واللبكتيؾ، والسكسينيؾ، والأكساليؾ،

and Oburger, 2011) معقد, وىذا يعد نوعاً مف  ضمف المقيد أو المترسب الفوسفور إطلبؽ وبالتالي

 .(Mardad et al., 2013) لمترب بعنصر الفوسفور التخصيب الحيوي

 إنتاج اليرمونات النباتية: -ت
 Klebsiellaو Pseudomonasو Azospirillum مثؿ الجذور بكتيريا مف٪ 80 مف أكثر تنتج

 Sinorhizobium و Paenibacillusو Bradyrhizobiumو Mesorhizobiumو Rhizobiumو

 ;Malik, 2021سيتوكينيف والجبرلينات والأبسيسيؾ والايثيميف )وال ىرمونات الأوكسينات Bacillusو

Jeyanthi and Kanimozhi, 2018; Tatsukami and Ueda, 2016; Fahde et al., 2023 .) 

 :Siderophoreإنتاج حاملات الحديد  -ث
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 عمى لمتغمب ىاخلبيا خارج Siderophore سيديروفور البكتريا الجذرية بمافييا الريزوبيا جزيئات معظـ تطمؽ

 ليتحوؿ الخلبيا سيتوبلبسما إلى المعقد ويدخؿ Fe+3 بالحديد الثلبثي فترتبط ىذه الجزيئة المخمبية الحديد نقص

نموىا  في منو وتستفيد( Fe+2) إلى بإرجاعو المتاح الشكؿ إلى( Fe+3) للئفادة القابؿ غير الشكؿ مف

 (. Kumar and Saraf, 2015النبات ) تعزز نمو مف استفادة النبات مف الحديد وبالتالي تعزز وكذلؾ

 الأمراض مسببات تطور تثبيط في مباشر غير يشارؾ بشكؿ حيث الحيوية كما أنو عامؿ فعاؿ في المكافحة

 للؤمراض لمعوامؿ البكتيرية والفطرية الأخرى المسببة الحديد توافر مف يحد مما ⁺Fe3ارتباطو مع  خلبؿ مف

 (.Hamid et al., 2021) نموىا يمنع وبالتالي النباتية

مثؿ:  Soil borne pathogensلممسببات المرضية الموجودة في التربة  زيادة مقاومة النبات -ج

Fusarium ,Rhizobium ,Sclerotium ,Macrophomina  ،أو زيادة قدرة النبات عمى تحمؿ الإصابة  

(Das et al., 2017.) 

 الآليات تشمؿ. المباشرة وغير مف الآليات المباشرة متنوعة موعةيعزى النشاط التضادي لمريزوبيا إلى مج

ذابة حيوياً، الآزوت تثبيت)الغذائية  العناصر المباشرة: اكتساب رجاع  لمذوباف القابؿ غير الفوسفات وا  وا 

نتاج ،(الحديد ( والسيتوكينيف GA الجبريميؾ حمض ،IAA أسيتيؾ الإندوؿ حمض) النباتية اليرمونات وا 

فيي مرتبطة بماتنتجو  المباشرة غير أما الآليات. النباتات في( ISR) المستحثة الجيازية المقاومة وتحريض

نتاج ،(NH3) والأمونيا( HCN) الييدروجيف الثانوية كسيانيد الريزوبيا مف المستقمبات الذي  Siderophore وا 

نتاج يحرـ العامؿ الممرض مف الاستفادة مف الحديد، الميباز،  السيميولاز،) الخموية لمجدر ةالمحمم الإنزيمات وا 

نتاج ،(البروتياز  ;Deshwal et al., 2003) (trifolitoxin ،rhizobiotoxin) الحيوية المضادات وا 

Fahde et al., 2023) ، وزيادة تعبير المورثات المرتبطة بالدفاعات النباتية التي تحصف النبات ضد

تراكـ المركبات الفينولية و فيتوألكسينات والفلبفونيدات ، و (Gopalakrishnan et al., 2015)الممرضات 

 Chalconeو  L-phenylalanine ammonia lyase (PAL)مثؿ  للؤكسدة المضادةوتنشيط الأنزيمات 



كفاءتيا في تثبيط بعض الفطور ( وتقييم Rhizobiaالدوس، التوصيف والبصمة الوراثية لعزلات محمية من بكتريــــــــــا العقد الجذرية )
    22                                                                                                     الممرضة لمبقوليات

 
 

 
 

synthase (CHS)  وPeroxidase (POX) ( ,و 2016الدّوس ) Polyphenol oxidase (PPO)  و

Superdesmotase (Das et al., 2017) (Nagpal et al., 2021). 

 تثبيط نمو إلى أدى ريزوبيا بعزلات البمدي الفوؿ تمقيح أف إلىTamiru and Muleta (2018 ) حيث أشار

 عند تطبيؽ مزيج مف سلبلات شدة المرض انخفاض متوسط وكاف الزجاج، في Fusarium solani فطر

 (.Kebede, 2021الفردية ) لمسلبلات% 29.2 بػ مقارنة% 45.1 الريزوبيا

 Bradyrhizobium japonicum بػ التمقيح أف أيضًا( 2015) وآخروف  Gopalakrishnan أثبت كما

 البامية تصيب التي يكافح الفطريات أف يمكف Rhizobium melilotiو Rizobium Leguminosarumو

 . Fusarium solaniو Rhizoctonia solaniو Macrophomina phaseolina مثؿ الشمس وعباد

الشائعة  البكتيرية الفاصولياء بالمفحة تمقيح أف إلى( 2011) وآخروف Osdaghi ذلؾ أشارك

 phaseoli pv. axonopodis Xanthomonas (CBB )مع . bv  Leguminosarum Rhizobium

phaseoli الحقمية. أوضح والتجارب البيت الزجاجي تجارب مف كؿ في المرض شدة مف كبير بشكؿ قمؿ 

Díaz-Valle  باستخداـ الفاصولياء تمقيح أف( 2019) آخروفو Rhizobium etli المفحة البكتيرية شدة يثبط 

 . بكتيريابال الممقحة غير بالنباتات مقارنة

كاف نتيجة لتمقيح  الحمص في الجذور تعقد نيماتودا أعداد أف انخفاض( 2016) وآخروف Noreenذكر 

 يقمؿ أف يمكف Rhizobium  التمقيح بػ أف( 2019) خروفوآ  Volpiano بالريزوبيا، بينما كشؼ النباتات

 المصاب بػ( Solanum melongena) الباذنجاف جذور عمى الأوراـ النيماتودية مف% 96 حوالي

Meloidogyne incognita. 

 -Fusarium – Ascomycota- Sordariomycetes)فوزاريوم  ذبول مرض-2-2

Hypocreales- Nectriaceae): 
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 اليامة النباتية الأمراض العديد مف مسببات تضـ التي ،الزقية الخيطية الفطريات مف جنس ىو الفوزاريوـ

 والمفحة الذبوؿ يعد. (Sampaio et al., 2020) والحيواف الإنساف أغذية في الفطرية لمسموـ وكذلؾ المنتجة

 جميع و واسع الانتشار فيعمى النبات وى الجنس ىذا يسببيا التي الأعراض بيف مف والتقرحات الجذور وتعفف

 F. graminearumو  F. solani مختمفػػػػػػػػػػة منػػػػػػػػػػػػػيا أنػػػػػػػػػػػػػػػواع فوزاريوـ جنس كما يضػػػػػػػػػػػػػػػػـ العالـ، أنحػػػػػػػػػػػاء

 F. oxysporum (Ma et al., 2013.)و 
 :لمفطر وىي تعريفية صفة أىـ عتبرت اللبجنسيّة الأبواغ مف أنواع ثلبثة ينتج فطر فوزاريوـ

 تنشأ الحواجز متعددة اسطوانية أو Fusiform الشكؿ مغزلية Macroconidia الكبرى الكونيدية الأبواغ-

 . Conidiophores كونيدي حامؿ عمى

 . الكمية يشبو الذي أو البيضوي بشكميا وتتميز Microconidia الصغرى الكونيدية الأبواغ-

 بينياً  أو طرفياً  تتكوف والتي السميؾ وجدارىا الدائري بشكميا وتتميز Chlamydospores ديةالكلبمي الأبواغ-

  Ismail et al., 2015) .) الييفات في

 مكاف التربة إلى كؿ طريؽ عف تنتقؿ التي الأمراض مسببات أحد Fusarium oxysporum (Fo) يعتبر

 ,Agriosشيوعًا) أنواع فوزاريوـ أكثر وىو نباتية،ال الأنواع مف واسعة لمجموعة الوعائي الذبوؿ ويسبب

 النباتية العائمة بالأنواع التخصص عمى اعتماداً  حددت( .f. sp) نمط شكمي 120 مف يضـ أكثر. (2005

(Michielse, 2009،)  الأمراض مسببات أكثر قائمة في 10ونظراً للؤضرار التي يسببيا فقد احتؿ المرتبة 

  (.Dean et al., 2012) لعممية والاقتصاديةا الأىمية ذات النباتية

 يكوف أف يمكف .Fo f. sp بعض الأنماط الشكمية أف التخصص العوائمي، إلا مف عالية بدرجة فوزاريوـ يتميز

  Fo f. sp. pisi( مثؿ Sampaio et al., 2020واحد ) نوع مف أكثر واسع، وتصيب مدى عوائمي ليا

 .Fo f. sp (. بعضDe Curtis et al., 2014صيب الحمص أيضاً )الذي يصيب البازلاء ويستطيع أف ي

المرض عمى  تباينًا كبيراً لتسبب تظير تزاؿ لا ولكنيا الأصؿ، وحيدة العائؿ في تعتبر f. sp. ciceris مثؿ
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 عمى بناءً  المرضية الأنماط مف نوعيف بيف التمييز تـ. (Demers et al., 2014مف العوائؿ ) نطاؽ واسع

 ( إلى النمط1B/C, 0السلبلات ) الذبوؿ، حيث تنتمي أو المرضية عمى النبات وىي الاصفرار الأعراض

-Jiménez)الذبوؿ( ) المرضي النمط إلى (1A،2،3،4،5،6بينما تنتمي السلبلات ) )الاصفرار( المرضي

Díaz et al., 2015 .) 

جراء العدوى التصالبية عمى المحتممة لفطر ال العوائؿ مف المزيد اختبار تـ إذا أنو المحتمؿ مف فوزاريوـ وا 

 يكوف وقد البقوليات، مف واحد بنوع فقط ترتبط لف .Fo f. sp مف المزيد ىناؾ فسيكوف المزيد مف البقوليات،

 الجذور باستعمار تسمح أف يمكف الأعراض، عمييا تظير لا عندما حتى التي الأنواع مف العديد ىناؾ

 الممرض لمعامؿ نواقؿ بمثابة وتكوف الممرض المقاح تراكـ عمى باشرم تأثير لو يكوف قد مما والساؽ،

(Jiménez-Díaz et al., 2015) . 

Fusarium oxysporum Schltdl. (Fo)المكافحة الحيوية لفطر ذبول فوزاريوم  -2-3

 باستخدام الريزوبيا: 
 الرئيسية الأمراض وتضـ ،(Nair et al., 2019) الحيوية وغير الحيوية الضغوط مف تعاني البقوليات العديد

 الأسكوكيتا، ولفحة الجذور، وعفف الرمادي، بوتريتيس وعفف والزغبي، الدقيقي البياض البقوليات تصيب التي

 الديداف إلى بالإضافة. الموزاييؾ الفيروسية وأمراض البكتيرية، والآفات والذبوؿ، والصدأ، والانتراكنوز،

 (.Kaur et al., 2023)الثاقبة الماصة  شراتوالح الطفيمية، والأعشاب الخيطية،

 طريؽ عف ينتقؿ الذي الممرض العامؿ عف الناجـ الفوزاريوـ ذبوؿ البقوليات تصيب التي الأمراض بيف مف

العالـ  مستوى عمى الإنتاج مف تحد التي الرئيسية العوامؿ أحد ، والذي يعد Fusarium oxysporum التربة

(Sampaio et al., 2020 .)عتبر يFo f. sp. pisi  ًلمبازلاء مدمرًا مرضا Pisum sativum L. كؿ في 

 (،Haglund and Kraft, 2001) البازلاء وتتوفر فييا الظروؼ المناسبة ليذا الفطر تزرع البمداف التي

 (، كماAlves-Santos et al., 2002بخسائر كبيرة ) الفاصوليا Fo f. sp. phaseoliوكذلؾ يصيب 

 بفطر  عالمياً  المحاصيؿ البقولية أىـ الذي يعتبر ثاني .Cicer arietinum L حمصيصاب نبات ال
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ciceris  Fo f. sp.100 إلى المناسبة البيئية الظروؼ ظؿ السنوية في وقد تصؿ الخسائر ٪(Navas-

Cortés et al., 2000ويصاب العدس ،) Lens culinaris Medik الفطر عف الناجـ الوعائي بالذبوؿ 

Fo f. sp. lentis (Taylor et al., 2007كما تصاب الفصة أو البرسيـ ،) الحجازي Medicago 

sativa L. والفصة البرميمية M. truncatula L.  بمسبب الذبوؿFo f. sp. medicaginis (Ramírez-

Suero et al., 2010) . 

تمقيح ببكتريا ( ازدياد نسبة إنبات بذور نبات الحمص ونموه بعد ال2017وآخروف ) Dasلاحظ 

Mesorhizobium ciceri  نتيجة لزيادة إنتاج الأمونيا وىرموف حمض الإندوؿ الخمي كما ازدادت نسبة

 .Fالأنزيمات الدفاعية مثؿ البيروكسيداز وفينيؿ ألانيف أمونيالياز وكذلؾ النشاط المضاد لمفطر 

oxysporum f sp. ciceri. 

 .Fو  Aspergillus nigerعمى فطر  Rhizobiumكتريا ( تأثير ب2014وآخروف ) Pawarوعندما درس 

oxysporium  لـ تسبب البكتريا أي تأثير عمى بكتريا المحيط الجذري، ولكنيا ثبطت نمو الفطريات الممرضة

 وىذا يدؿ عمى إنتاج الرايزوبيوـ لمركبات مضادة لمفطريات.

بات الحمص واختبرت تجاه فطر عزلة بكتيرية مف جذور ن Khanna (2014 )40و  Kumariبينما عزؿ 

F. oxysporum f. sp. ciceri  14.8-18.2عزلة منيا نشاطاً تضادياً تراوح بيف  28فأظيرت  %

 .HCNبالمقارنة مع الشاىد كما لوحظ زياد في انتاج المركبات المضادة لمفطريات مثؿ كاتيكوؿ وسيديروفور و

يؿ بقولية كالعدس والفاصولياء والحمص والموبياء المعزولة مف عدة محاص Rhizobiumكما أظيرت بكتريا 

قدرتيا عمى تثبيط نمو عدة سلبلات مف فوزاريوـ وكانت السلبلة البكتيرية المعزولة مف نبات الفاصولياء أكثرىا 

 (.kucuk and Cevheri, 2015فعالية )

 rep-PCR DNA التباين الوراثي في بكتريا الريزوبيا وتقانة البصمة الوراثية -2-5

Fingerprinting technique : 
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 repetitive DNAالمكررة  النووي الحمض تسمسلبت مف متنوعة مجموعة عمى البكتيرية الجينومات تحتوي

sequences ، الجينوـ مف٪ 5 إلى يصؿ ما وتمثؿ (Ussery et al., 2004)الحديثة البيانات ، وتشير 

و الحمض  RNA الريبي النووي الحمض تحطيـ أو ميؽتخ في تشارؾ قد المتكررة العناصر ىذه بعض أف إلى

 في تطور وسيط تكوف أو قد ،DNA ( (Tobes and Ramos, 2005الريبي النووي منقوص الأكسجيف 

 .(Schmidt and Anderson, 2006) الجينوـ

 راتتكرا) أساس 15 مف المتكررة العناصر أحجاـ مكررة، وتختمؼ مورثات مف المتكررة العناصر ىذه تتكوف

 Versalovic and) (RLEP عنصر)مف الأسس  الأزواج مئات إلى( مرات لخمس النوكميوتيدات ثلبثية

Lupski, 1998.) التسمسلبت مف العديد وجود عف البكتيرية الأنواع مف لمعديد الجينوـ تسمسؿ تحميؿ كشؼ 

 في repetitive extragenic palindromic (REP)مثؿ  المتكررة في نطاؽ واسع مف الأنواع البكتيرية

 Tobes) البكتيريا مف فقط محدودة مجموعة في موجودة( RLEP مثؿ) المتكررة العناصر بعض أف حيف

and Ramos, 2005.) 

 وىي: PCR لتفاعؿ تمييدية ثلبث مناطؽ مكررة كمواقع fingerprinting  rep-pcrدراسات معظـ تستخدـ

)التكرارات المتماثمة الواقعة خارج منطقة  Repetitive extragenic palindromic (REP) سمسمة

 (ERIC) ، وسمسمةbp 40-35 وزنيا الجزيئي 5(GTG)النوكميوتيدات ثلبثية المورثات( وىي سمسمة قصيرة

enterobacterial repetitive intergenic consensus   )التكرارات الواقعة داخؿ منطقة المورثات(

 مف تتكوف فسيفسائية متكررة عناصر وىي bp 154 نيا الجزيئيوز  BOX وعناصر  ،bp 124-127وزنيا 

 boxCو boxBو boxA ىي الثلبث الفرعية التسمسلبت ىذه فرعية، تسمسلبت ثلبث مف مختمفة مجموعات

 Versalovic et al., 1994; Rademaker et)التوالي  عمى نوكميوتيدًا 50و 45و 59 طوليا يبمغ والتي

al. 2008, Bilung et al., 2018.) 

نظراً لأف كؿ سلبلة أو عزلة بكتيرية ليا تسمسلبت متكررة تقع في مناطؽ مختمفة مف الجينوـ الخاص بيا فإف 

يولد أمبميكونات متعددة تختمؼ rep-PCR  repetitive extragenic palindromic PCRاستخداـ تقانة 
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المكررة، وبعد ترحيؿ نواتج  السلبسؿ بيف المتوضعة المشفرة المسافات في الحجـ بما يتناسب بشكؿ مباشر مع

PCR النووي لمحمض بصمة يعتبر لمباركود مشابو معيف نمط إلى اليلبمة عمى الحزـ توزع يشير DNA 

 .(Rademaker et al., 2008)بكتيرية  عزلة أو سلبلة لكؿ خاصة

 داخؿ الاختبار بتكرار ئجالنتا نفس عمى الحصوؿ أىميا عديدة ميزات rep-PCR لػ الوراثية البصمة لتحميؿ

 وصمت حيث ،(Louws et al., 1994) الوراثي  التنوع ولدراسة السلبلات لتمييز جداً  وبسيطة المخابر وبيف

 التوزع في دراسة (، وتفيد أيضاً Rademaker et al., 2005) والسلبلة النوع تحت حتى التنميط في فعاليتيا

كذلؾ  (.Adhikari et al., 2012) التنوع مف العالي المستوى سوقيا الحقوؿ في بكتيريةال لمطرز الجغرافي

 حيث( سكاريد والبولي البروتيف مف خالي) مطمؽ بشكؿ عالية نوعية ذي DNA عمى التقانات ىذه تعتمد لا

 Louws et) سائمة مزارع مف أو أطباؽ مف مفردة مستعمرات أو نقي DNA لػ أكانت سواء متماثمة النتائج أف

al., 1994). 

 ضمف الأنواع ذلؾ في بما للآزوت، المثبتة البكتيريا بيف الوراثي التنوع لفحص rep-PCR تقنية استخداـ تـ

 في مفيدة أنيا ثبت وقدBradyrhizobium ( (Sadowsky and Hur, 1998و  Rhizobium الجنس

 Vanparys et) ولوجياً وفيزي وبيئياً  جغرافياً  مختمفة مصادر مف والمعزولة للآزوت المثبتة السلبلات فحص

al., 2007.) 

الصيف  في .Caragana sppعزلة مف الريزوبيا المتعايشة مع نبات  112( 2007وآخروف ) Yanعزؿ 

 .Mesorhizobiumنوع مف بكتريا  11إلى  BOX-PCRووصفيا باستخداـ تقانة 

 Acaciaالجذرية  عزلة ريزوبيا عزلت مف العقد 51( القرابة الوراثية بيف1999وآخروف ) Nickدرس 

Senegal  وProsopis chileirsis  عدة تقنيات نوع رايزوبي مرجعي باستخداـ  15في السوداف وكينيا مع

 . Sinorhizobiumعزلة معزولة مف السوداف إلى بكتريا  17واتبعت   rep-pcrتقنية منيا 
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نت ىذه التقنية فعالة , وكاpcr Box-عزلة مف الريزوبيا باستخداـ  68( 2009وآخروف ) Mennaصنفت 

في التوصيؼ الأولي لمجموعات الريزوبيا و التحكـ في جودة المقاح المنتج, وأعمى نسبة تشابو بيف سلبلات 

 .%70الأنواع المختمفة كانت 

 Rhizobium( دراسة لتحديد الاختلبفات الشكمية والوراثية لبكتريا 2009وآخروف ) Ogutcuأجرى 

leguminosarum subsp. ciceri  المعزولة مف جذور الحمص البري في تركيا باستخداـ تقاناتrep-

PCR (Rep-Eric-Box.فأظيرت النتائج تنوع عالي ضمف النوع ) 

بيدؼ توصيؼ التنوع الظاىري والوراثي لمبكتريا  rep-pcr( تقانات 2010وآخروف ) Loriteاستخدمت 

عزلة أظيرت النتائج ارتباطيا  180, حيث عزلت .Lotus spالمتحممة لممموحة والمتعايشة مع النبات العمفي 

 .Mesorhizobium  :M. tarimense ,M. tianshanese ,Mمع أنواع مختمفة مف أجناس 

chacoense/M. albiziae ,M. alhagi. 

 المقاح الرايزوبي: -2-6

 أف ويمكف التكافمية، تالعمميا كفاءة مف يزيد أف يمكف كممقح الريزوبيا استخداـ أف الدراسات مف العديد أكدت

نتاجيتيا وتطورىا المحاصيؿ، نمو كبير بشكؿ يعزز  ,.Uddin et al) مختمفة عمؿ آليات خلبؿ مف وا 

2014; Singh and Singh, 2018)، خصوبة مشكلبت لحؿ الريزوبية الممقحات استخداـ يمكف ولذلؾ 

 ;Wolde-meskel et al., 2018) لبيئيا التموث لخفض الصناعية الآزوتية الأسمدة استخداـ وتقميؿ التربة

Matse et al., 2020) ،المدخلبت تكمفة إجمالي مف% 1 يتجاوز لا المقاح بالإضافة إلى أف سعر 

 تشكيميا يتـ ساكنة أو حية نشطة خلبيا عمى عادة الريزوبية المقاحات تحتوي (.Lindeque, 2007) الزراعية

 (.Ahemad and Kibret, 2014; Kihara, 2019) بتحميميا عمى مادة حاممة مناسبة كمقاحات

أشارت الدراسات إلى أف تحضير المقاح البكتيري واحتفاظ ىذا المقاح بحيويتو، يعتمد عمى اختيار السلبلة 

مختمفة(، والمادة الحاممة )التي  بيئية ظروؼ في النمو عمى متفاوتة قدرة لدييا المختمفة المناسبة )السلبلات
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 Mawar et)عمى حيوية المقاح(، وتأميف شروط تخزيف مناسبة مف درجة حرارة ورطوبة تؤثر بشكؿ مباشر 

al., 2021; Rojas-Sánchez et al., 2022). 

 Khan et al., 2023; Bethke and):وفر فييا عدة شروطتفيما يتعمؽ بالمادة الحاممة فلببد أف ت

Cullinan, 2023)  

 والنبات الحية لمكائنات سامة غير. 

 التكمفة وحجـ جزيئاتيا صغير. ومنخفضة كافية بكميات ومتوفرة التعقيـ سيمة 

  البكتيريا الممقحة عمى البذور والمحافظة عمى حيوية جيد التصاؽ توفر. 

 الحموضة المناسبة. وبدرجة بالرطوبة الاحتفاظ عمى جيدة، و قدرة مؤقت تخزيف قدرة 

 في لمسماد الحيوي التجاري الإنتاج لمقاح البكتيري في مةكمادة حام 1896 عاـ الجيلبتيف في البداية استُخدـ

 . (Khan et al., 2023التسعينيات ) بالتورب حتى استبدؿ لاحقاً  الأمريكية، المتحدة الولايات

النيائي لمسماد الحيوي  الشكؿ حسب المستخدمة المواد الحاممة مختمفة مف أنواع ىناؾ الحاضر الوقت في

 والفحـ، التربة، والتورب، مثؿ: شبيية بالتربة مواد عمى الصمبة المواد الحاممة تعتمد. )صمب، سائؿ، حبيبات(

 الخشب، نشارة) العضويػػػػػػػػة المواد عمى يعتمد (، وبعضياHartley et al., 2004والحجر الكمسي ) والطيف،

 أو ،(Bashan et al., 2002; Power et al., 2011)والكيتػػػػوزاف  النباتي، والفحـ العضوي، والسماد

 Smith, 1992; Mishra) والسيميكا، والكاوليف، والبيرلايت والفيرميكوليت، التالؾ، مثؿ العضوية غير المواد

and Arora, 2016) أما المواد الحاممة السائمة فتعتمد عمى أوساط الزرع المغذية، والزيوت المعدنية ،

(. كما يجب ألا تقؿ فترة التخزيف المثمى Allouzi et al., 2022والعضوية، وخميط الزيت والماء، والمعمقات )

(، مع احتفاظ Khan et al., 2023أشير كحد أدنى ) 3-2لمقاح البكتيري عمى المادة الحاممة المناسبة عف 

 ,.Arora et al., 2014; Sohaib et al) 7قريبة مف  PHالمادة الحاممة برطوبة عالية ودرجة حموضة 

 .(Wong et al., 2019)رجة حرارة منخفضة أثناء التخزيف ، وتوفير د(2020
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 )البيرلايت، وخميط ومتاحة مكمفة مختمفة غير حاممة مواد لتقييـ تجارب (2007وآخروف ) Khavaziأجرى 

 السلبلة حيوية مراقبة وتمت الأرز(, وقشر والفحـ، السكر، قصب وتفؿ والشعير، البيرلايت بقايا مف

Bradyrhizobium japonicum CB1809 تمكنت. س°4 عند تخزينيا عند أشير 6 عمى تمؾ المواد لمدة 

فترة  خلبؿ المقاح مف غراـ لكؿ 9 10 ×1 مف بتركيز أعمى البكتريا عمى الحفاظ مف المواد الحاممة معظـ

 الشعير. بقايا أو السكر قصب تفؿ مع البيرلايت وكانت أفضؿ مادة ىي خميط الحفظ،

( USDA110و  532C) .Bradyrhizobium spp( حيوية سلبلتيف مف  2019) Kiharaكذلؾ اختبر 

 وسط مستخمص ، Manihot esculentaنبات الكسافا  قشور المولاس، عمى عدة مواد حاممة )التورب،

 40و  30و  25و  4و  20-أشير عند درجات حرارة مختمفة ) 6( لمدة YMالسائؿ الخميرة والمانيتوؿ

  4لتعداد البكتيري مع مرور الزمف، فكػػػػػػػانت أفضػػػػػػػػػػػػػػػػػػؿ درجة حػػػػػػػػػػرارة لمحفظ ىي س(، فلبحظ انخفاض في ا°

س خلبؿ كامؿ فترة الدراسة، و ترتيب المواد الحاممة حسب أييا أكثر قدرة عمى الاحتفاظ بالبكتريا ° 20-و 

 ي(.، المولاس، قشور نبات الكسافا، التورب عمى التوال YMىو )وسط 

 قصب وتفؿ والتربة الخشب ونشارة ( عمى الفحـTFR3و MPR8 ) Rhizobiumكما لقحت عزلتيف مف 

يوـ مف بدء التجربة  240بعد  103السكر، فكانت الأخيرة أقميا قدرة عمى الحفاظ عمى تعداد جيد لمبكتريا 

(Paudyal et al., 2021.) 

 المواد الحاممة عدـ توافر بسبب محدود النامية البمداف مف العديد في الريزوبية المقاحات وجودة إنتاج يعد

(، وبالتالي لابد مف العمؿ Khavazi et al., 2007القيود الاقتصادية عمى مستمزمات إنتاجيا ) أو المناسبة

لإنتاج ىذه المقاحات محمياً بأعمى جودة وبأقؿ التكاليؼ والمستمزمات.
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اليندسػػػػػػػػة  كمية في البكتيرية النبػػػػػػػػػػػات أمراض مخبر في 2023 -2018خػػػػػػػػػػػػلبؿ الفترة   البحػػػػػػػػػػػػث تنفيذ تـ

ػػػػػػػػػػػػا )مختبر التنوع الحيوي، مختبر البيولوجيػ الحيوية لمتقانة العامة الييئة ومخابر دمشؽ، جامعة-الزراعيػػػػػػػػػة

 .الجزيئية(

 :النباتية العينات جمع -3-1

 في مناطؽ عدة مف 2020و  2019 لعاـ أسابيع 8-6بعمر البقولية النباتات مف عشوائية عينات جمعت

 ومنطقة العينة رقـ عمى تحتوي بطاقة مع بلبستيكية أكياس في العينات وضعت, السورية العربية الجميورية

 .(3، الشكؿ 8 )جدوؿ المختبر إلى نقميا وتـ ينةالع أخذ وتاريخ الجمع
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 . العينات النباتية لممحاصيل البقولية المزروعة والبرية المجموعة حيث:3الشكل 

A حمص :Cicer arietinum ،B فول : Vicia faba ،C بازلاء :Pisum sativum ،D عدس :Lens culinaris 

E الفصة :Medicago sativa ،Fالصويا  : فولGlycine max،G  حمبة :Trigonella foenumgraecum 

H حندقوق :Melilotus officinalis ،I قتاد :Astragalus sp. ،J بيقية :Vicia sp. ،K نفل :Trifolium sp.. 
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 عزل البكتريا:-3-2

ياً سطح ، وعُقمتالجذور مف التراب تحت الماء الجاري تسمغُ و  الخضري،فصؿ الجذر عف المجموع تـ 

دقائؽ، وأخيراً  5لمدة % 1.5ىيبو كموريت الصوديوـ لمدة دقيقتيف، ثـ % 70الكحوؿ الإيتيمي باستخداـ 

 .معقـالمقطر الماء الالغسؿ ب

تركت بماء ت، و مؿ مف الماء المقطر المعقـ وطحن2 وأضيؼ  ضمف جفنة معقمة، الجذور المعقمةوضعت 

 25ونشر ،1/1000، 1/100، 1/10التخفيفات التالية  ، وحضرتميكروليتر 100ثـ أخذ  ،دقائؽ 5الطحف 

مضافاً لو أحمر  توؿػػػػػػػػعمى طبؽ يحوي وسط الخميرة والماني 1/1000 مف التخفيؼ ميكروليتر

  .Yeast Manitol Agar (YMA( )Islam, 1984) (%1الكونػػػػػػػػػػػػغو)

مستعمرات المنفردة إلى أطباؽ جديدة ، ونقمت الساعة 48دة لم س 28οدرجة حرارة  عندحُضنت الأطباؽ 

 .ممستعمرات البكتيرية الناميةالمورفولوجية لصفات الدراسة  توتم ورُمزت وحضنت بنفس الشروط السابقة،

 بالطرائق الكيميائية الحيوية:تعريف البكتريا -3-3

 وىي: كيميائية حيويةعدة اختبارات  باستخداـ تـ تعريؼ البكتيريا

  GRAM reaction :(Hossain et al., 2019)غرام  اختبار-3-3-1

 .ىَدَؼَ ىذا الاختبار لمتمييز بيف البكتريا سالبة وموجبة غراـ

 Catalase Test: (Hossain et al., 2019) اختبار الكاتالاز-3-3-2

إلى ماء  H2O2بيروكسيد الييدروجيف  الذي يفكؾ Catalaseنزيـ عَرّؼ ىذا الاختبار البكتريا المنتجة لأ

 فتظير فقاعات الأوكسجيف.  كسجيفأو و 

 Oxidase Test: (Hossain et al., 2019) اختبار الأوكسيداز-3-3-3
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 10بعد  أو الأزرؽ ظيور الموف البنفسجيب Oxidaseنزيـ عُرّفت باستخداـ ىذا الاختبار البكتريا المنتجة لأ

  مف مزج الكاشؼ مع المستعمرة البكتيرية.ثواني 

 Gelatin hydrolysis: (Hossain et al., 2019)الجيلاتين  اختبار تحمّل-3-3-4

 تـ إجراء ىذا الاختبار لمتأكد مف قدرة البكتريا عمى إنتػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػاج أنزيـ الجيلبتيناز المحمؿ لمجيلبتيف. 

 Starch hydrolysis: (Hossain et al., 2019)اختبار تحمّل النشاء -3-3-5

ار عمى وسط نشاء آغار لمتأكد مف قدرة البكتريا عمى إنتاج أنزيـ الأميلبز المحمؿ لمنشاء أجري ىذا الاختب 

 واستخدامو كمصدر لمكربوف.

 Methyl red Test: (McDevitt, 2009) (MR)حمر الميتيل أاختبار -3-3-6

ثناء تخمير أ ؾالبكتريا للؤحماض مثؿ حمض اللبكتيؾ أو الأسيتيؾ أو الفورمينتاج إكشؼ ىذا الاختبار عف 

  .pH= 4.5الغموكوز مع الحفاظ عمى رقـ ىيدروجيني 

 Oxidation -Fermentation Test: (Hanson, 2008)التنفس  اختبار-3-3-7

 ىَدَؼَ ىذا الاختبار لتحديد طبيعة تنفس البكتيريا )ىوائية إجبارياً، لاىوائية اختيارياً(.

-Alhayali and Al) ببتون آغار(:مالتوز  -وزلاكت -غموكوزاستقلاب السكريات )اختبار -3-3-8

shakarchi, 2021) 

كؿ عمى  أو اللبكتوز أو المالتوز تـ إجراء ىذا الاختبار لمتأكد مف قدرة ىذه البكتريا عمى استخداـ الغموكوز 

 .في نموىا كمصدر وحيد لمكربوفحدة 
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 وتقييم كفاءة العزلات في تشكيل العقد: ناعيةطصالعدوى الا-3-4

ة وتـ تعقيميا في الأوتوكلبؼ مرتيف لمدة يالزراعاليندسة جرش في كمية  يعت تربة زراعية مف مزارع أبجم

أصص  فيوزعت التربة يوـ لتستعيد تجانسيا ثـ  15س, وتركت لمدة  ο 121دقيقة عند درجة حرارة  30

والغسؿ بالماء المقطر  % لمدة دقيقة95بالكحوؿ الإيتيمي  , تـ تعقيـ بذور البقوليات(سـ16)قطر  معقمة

 بذور في كؿ أصيص. 3 المعقـ ثـ زرعت ضمف الأصص، بمعدؿ خمسة مكررات لكؿ نبات و

بتركػػػػػػػػػيز سػػػػػػػػػػػاعة  48وحضرت معمقات بكتيرية مف كػػػػػػػػػؿ منيا بعد  ،بعد الإنبات، جُددت العزلات البكتيرية

(CFU/ml 2×108)،  مؿ مف وسط مستخمص الخميرة  50ارؽ تحوي مؿ مف كؿ معمؽ ضمف دو 1ولقح

 ساعة, 48دة ػػػػػػػدورة/ دقيقة لم100 س مع الرج  ο 28التحضيف عند درجة حرارة  , وتـYMوالمانيتوؿ السائؿ 

 (.CFU/ml 2×108) مؿ مف المعمؽ البكتيري لمعزلة الواحدة 12كؿ أصيص بػ  لُقحثـ 

ب نوع النبات البقولي وسُجِؿَ وجود أو غياب العقد عمى أسابيع مف الزراعة حس 9-6قُمعت النباتات بعد 

 جذورىا.

-Colony-Polymerase chaine reaction (Colony باستخدام تقانة الاختبارات الجزيئية-3-5

PCR:) 

 nodAالمورثات العامة لدى كؿ أجناس الريزوبيا وىي مورثة  ىحدإعف لمكشؼ ىذا الاختبار أجري 

(Haukka et al., 1998; Zhang et al., 2000)  بادئات  شفعوذلؾ باستخداـnodA (3جدوؿ ال) 

 .Green master mix ( (KAPAو

 الريزوبيا. عند بكتريا nodAتتابع النكميوتيدات في البادئ المستخدم لمكشف عن مورثة  .3جدول 

 التسلسل النكليوتيدي للبادئات المورثة

درجة 

الحرارة 

Tm 

حجم 

المنتج 

bp 

 المرجع

nodA* 
For 5'-TGCRGTGGAARNTRNNCTGGGAAA-3' 

Rev 5'- GGNCCGTCRTCRAAWGTCARGTA-3' 
55 666 

(Haukka et 

al., 1998) 

 .R :G/Aو  W :T/Aو N : C/G/T/A*حيث 
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وفؽ الشروط المحددة ( Bio-Gener technology)باستخداـ جياز المدور الحراري  PCRأجري تفاعؿ 

الكشؼ عف نواتج التفاعؿ بالرحلبف تـ  دورة( 40) لدوراتور الحراري مدو تماـ الػإبعد  (.4لمبادئ )الجدوؿ 

ضمف محموؿ  Red safeمصبوغة بمحموؿ % 1ىلبمة أغاروز  فولط عمى 100بتطبيؽ تيار الكيربائي 

TBE 1x100 , بالمقارنة مع سمـ جزيئي bp وتـ إظيار الحزـ بالتصوير تحت الأشعة فوؽ البنفسجية ،

 .Gel- documentation system( Cleaver scientific Ltdاليلبمات )باستخداـ جياز توثيؽ 

 .nodAتاصرخذاو انثادئ  PCR. مراحم ذفاعم انـ  4جذول

 المرحمة
تكسير 
الجدر 
 الخموية

فصل 
سمسمتي 

 الدنا

ارتباط 
البادئات 

Tm 

استطالة 
 السمسمة

استكمال 
 الاستطالة

 درجة الحرارة
 (°س)

94 94 55 72 72 

 10 1 1 1 5 قةالزمف بالدقي
 

 العدوى المتصالبة: -3-6

أجريت العدوى التصالبية لممحاصيؿ البقولية الرئيسية )فوؿ، حمص، بازلاء، فوؿ الصويا، فصة( لمتأكد مف  

تخصص كؿ عزلة بكتيرية بمحصوؿ بقولي معيف، وذلؾ بنفس طريقة العدوى الاصطناعية، وخصص لبذور 

 370عزلة(، فكاف المجموع النيائي لمتجربة 37ف لكؿ عزلة )أصيص بمعدؿ مكرري 74كؿ نبات بقولي  

 أصص شاىد. 10أصيص و

جددت العزلات التي انتمت لمجموعة الريزوبيا اعتماداً عمى الاختبارات السابقة، وحضر مف كؿ منيا معمؽ 

أسابيع  8-6مؿ مف المعمؽ. قمعت النباتات بعد 12و روي كؿ أصيص  CFU/ml 108بكتيري بتركيز 

 حظ عمى الجذر ووجود أو غياب العقد.ولو 
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 البصمة الوراثية: -3-7

عزلة  25( عمى ERIC-, REP-, BOX-PCRبأنواعو الثلبث )  rep-PCRاختبار البصمة الوراثية  أجري

، R35 ،R36 ،R42 ،R45،R46  ،R47 ،R61 ،R62 ،R75  ،R76 ،R79 ،R88 ،R100)بكتيرية 

R102،R106  ،R113 ،R114 ،R118،R126 ، R127 ،R134 ،R200 ،R300 ،RJ23 ،RK30) 

حيوية والجزيئية ئية البوساطة الاختبارات الكيميا مجموعة الريزوبيا إلى ضميا تصنيفياً تـ (، والتي 5)جدوؿ 

. اعتبرت د تباينيا الوراثي ودرجة قرابتيا مف بعضيا البعضيبيدؼ تحدوالعدوى الاصطناعية والتصالبية، 

)معزولة مف  RJ23السويداء( و -كفر المحؼ-ف العقد الجذرية لنبات الحمص)معزولة م RK30العزلتاف 

 .(2016درعا( عزلتاف مرجعيتاف )الدوس، -جباب-العقد الجذرية لنبات الحمص

 . العزلات البكتيرية المستخدمة في اختبار البصمة الوراثية وعوائميا النباتية ومناطق جمعيا.5جدول 

 مكان الجمع النبات البقولي رمز العزلة ان الجمعمك النبات البقولي رمز العزلة
R45 السويداء-ولغا الحمص R35 ريؼ دمشؽ-عدرا الفوؿ 
R46 السويداء-ولغا الحمص R36 ريؼ دمشؽ-عدرا الفوؿ 
R47 السويداء-ولغا الحمص R42 ريؼ دمشؽ-قدسيا الفوؿ 
R61 السويداء-كفر المحؼ الحمص R106 ريؼ دمشؽ-عدرا الفوؿ 
R62 السويداء-كفر المحؼ حمصال R100 ريؼ دمشؽ-الكسوة الفوؿ 
R79 السويداء-قنوات الحمص R134 ريؼ دمشؽ-أبوجرش الفوؿ 
R88 السويداء-ديمة المحؼ الحمص R200 الرقة-السحؿ فوؿ الصويا 

R102 السويداء-ديمة المحؼ الحمص R300 الرقة-السحؿ فوؿ الصويا 
RJ23 درعا-جباب الحمص R75 ريؼ دمشؽ-نبؾال الفصة 
RK30 السويداء-كفر المحؼ الحمص R76 ريؼ دمشؽ-النبؾ الفصة 
R113 حمص-مركز بحوث حمص البازلاء    
R114 حمص-مركز بحوث حمص البازلاء    
R118 حمص-مركز بحوث حمص حندقوؽ    
R126 ريؼ دمشؽ-النبؾ الحمبة    
R127 السويداء-صمخد النفؿ    
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 :من العزلات البكتيرية DNA نااستخلاص الد -3-7-1

 DNA wizard isolation andساعة( باستخداـ كيت عزؿ  48مف مستعمرات فتية ) DNAاستُخمص 

purification kit  مف شركةPromega .وفؽ تعميمات الشركة الصانعة 

ليا المُضاؼ  1%بالترحيؿ الكيربائي لنواتج الاستخلبص عمى ىلبمة الآغاروز DNA حُددت سلبمة الػ

Redsafe   5بمعدؿ lµ/100 ml    ضمف محموؿ منظـ لمرحلبفTBE 1X (10x TBE =108  غTris 

base، 55 غboric acid، 9.3 1غmM EDTA/ 1 .)ؿ ماء مقطر 

  Gel ( بوساطة جياز توثيؽ اليلبماتUVفُحصت اليلبمة تحت الأشعة فوؽ البنفسجية )

documentation system  (Cleaver scientific Ltd اُعتبرت عينات الحمض النووي.)DNA  ذات

 (.Smearجودة جيدة عند عدـ وجود تفكؾ فييا )

عند طوؿ الموجات  Spectrophotometerباستخداـ جياز المطياؼ الضوئي ونقاوتو  DNAحُدد تركيز الػ 

 مف المعادلة التالية: DNAحيث يعطى تركيز  (nmنانومتر) 230و  280و 260

A260nm*50*التخفيؼ =[DNA] µg/ml  

مف حساب  بالسكريات المتعددة، والتموث  A260nm / A280nm حسابالتموث بالبروتينات مف  ستدؿ عمىيو 

A260nm/ A230nm 2-1.8، وتكوف العينة جيدة إذا كانت النسبة بيف  . 

-rep تفاعلبتنانوغراـ / ميكروليتر لاستخدامو في  10بتركيز نيائي   DNAػتمديدات مف عزلات ال تحضر 

PCR. 

  :Repetitive element palindromic ((rep-PCRتفاعل البصمة الوراثية  2--3-7

( المعتمدة عمى السلبسؿ التكرارية الموجودة  REP-PCR،ERIC-PCR ،BOX-PCRأُجريت تفاعلبت)

 lµ 12.5، الذي يتكوف مف  PCRضمف الجينوـ البكتيري لمعزلات البكتيرية المدروسة، وذلؾ بتنفيذ تفاعؿ الػ 

(promega )hot start gotaq Master Mix 2x  1.25و lµ  مف البادئ المباشرFor (pmol 10 )
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 أما في تقانة الػ Eric و  Rep( وذلؾ في تقانتي الػ pmol 10) Revمف البادئ غير المباشر  lµ 1.25و

Box  5 .2تـ استخداـ lµ 25) pmol)  مف البادئBox1AR  عمى كلب سمسمتي الذي يتميز بوجود متمـ لو

 .lµ 25ماء مقطر معقـ لإكماؿ حجـ التفاعؿ النيائي إلى  lµ 5و DNAمف محموؿ  lµ 5و (، 6الدنا)جدوؿ

وفؽ  (Bio-Gener technologyلمتقانات الثلبث باستخداـ جياز المدور الحراري ) PCR أُجري تفاعؿ الػ

دقائؽ لدورة واحدة تمييا مرحمة  7ولمدة زمنية DNA المراحؿ التالية : مرحمة تنشيط الأنزيـ وفصؿ سمسمتي الػ

لمدة  (6كؿ شفع بادئات )جدوؿ  Tmحسب  alignmentدقيقة، 1لمدة  denaturation)  35 مكررة لػ

لدورة واحدة ومدة  final extentionدقائؽ ثـ مرحمة استطالة  4لمدة  polymerizationدقيقة وبممرة 1

 دقيقة. 10زمنية 

  .PCR (-Rep-, ERIC-, BOX)تادئاخ انثصمح انىراثٍح فً ٍىذٍذاخ . ذراتع انىكه 6جذول

 انغاٌح
انجزء 

 انهذف
 انرضهضم انىكهٍىذٍذي نهثادئاخ

درجح 

انحرارج 

Tm   س 

 انمرجع

تادئاخ 

انثصمح 

 انىراثٍح

REP REP1R-I 5'-

IIIICGICGICATCIGGC-3' 

 REP2-I 5'-

ICGICTTATCIGGCCTAC-3' 

55 

(Wieser et 

al., 2000) 

ERIC ERIC1R 5'-

ATGTAAGCTCCTGGGGAT

TCAC-3' 

ERIC2  5'-

AAGTAAGTGACTGGGGTG

AGCG-3' 

52 

BOX BOXA1R 5'-

CTACGGCAAGGCGACGCT

GACG-3' 53 

بصبغة % صبغت 1.5لدوراتو تـ الكشؼ عف نواتج التفاعؿ عمى ىلبمة أغاروز   PCRبعد إتماـ الػ

Redsafe  وضمف محموؿTBE 1يئي ، بالمقارنة مع مؤشر جزkb (Thermo scientific #SM0314 )

فولط لمدة  90( وتطبيؽ تيار كيريائي Thermo scientific #SM0314)pb  100ومؤشر جزيئي 
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 systemساعتيف، ثـ إظيار الحزـ بالتصوير تحت الأشعة فوؽ البنفسجية باستخداـ جياز توثيؽ اليلبمات 

Gel documentation (Bio-Gener technology)  نتائج الرحلبف بتحديد الأوزاف الجزيئية لمحزـ سُجمت

 مف خلبؿ مقارنتيا مع المؤشرات الجزيئية المستخدمة. rep- PCRالناتجة مف التضخيـ بتقانة ػ

( وحُددت مصفوفة التشابو والتباعد الوراثي بيف العزلات 0.1حُدد وجود أو غياب الحزـ وفؽ النظاـ الثنائي )

 population genetic( باستخداـ برنامج 1978)  Neiحسب  rep- PCRالمدروسة بكؿ تقانات 

analysis POPGEN version 1.32 بطريقة ، ورسمت شجرة القرابة الوراثيةUPEGMA  بالاعتماد عمى

 iterationعمى أفرع الشجرة )  Bootstrap( في حساب معامؿ التباعد وأظيرت الػ1979) Liو  Neiمعادلة 

 مرة(. 1000

 الحمص:درة البكتيريا المعزولة عمى تثبيط نمو مسبب ذبول فوزاريوم عمى اختبار ق -3-8

 العزلات الفطرية-3-8-1

معزولتيف متوسطة الشراسة عمى التوالي(  -)شرسة ( F51 - F63تـ الحصوؿ عمى عزلتيف فطريتيف )

امعة ج-مف قبؿ د. ميساء عموش Fusarium oxysporum f.sp. cicerisومعرفتيف محمياً عمى أنيما 

أصص بكؿ عزلة، وذلؾ بتمويث التربة المعقمة بقطع مف  3(. جددت العزلتيف وعديت 2018البعث )عموش، 

أسابيع مف إنبات البذور قمعت النباتات 8 بذور مف الحمص في كؿ أصيص، بعد  3مشيجة الفطر ثـ زراعة 

لعزلات الفطرية عمى التي ظيرت عمييا أعراض المرض وأعيد عزؿ الفطر الممرض منيا لضماف حفاظ ا

 شراستيا.

 العزلات البكتيرية-3-8-2

)فوؿ، حمص، بازلاء، حندقوؽ، فصة، عزلة بكتيرية معزولة مف العقد الجذرية لمنباتات البقولية  61استخدمت 

المجموعة مف عدة محافظات سورية )ريؼ دمشؽ، درعا، السويداء، حمص،  نفؿ، فوؿ الصويا، بيقية، عدس(
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 Mesorhizobiumعزلة معرفة عمى أنيا تنتمي لمجموعة الريزوبيا ) 42الرقة(، منيا  حماة، اللبذقية،

 عزلة مف البكتريا الجذرية غير معرفة. 19( ، وEnsiferو  Bradyrhizobiumو  Rhizobiumو

 اختبار قدرة العزلات البكتيرية عمى تثبيط نمو الفطر الممرض مخبرياً باستخدام طريقة القطاعات:-3-8-3

وحضنت عند درجة  ،Potato Dextrose Agar (PDA)وسط  عمى (F51 ،F63ت العزلات الفطرية )نمي
 لمدة سبعة أياـ لغاية مؿء الطبؽ بالنمو الفطري.س  ᵒ 25حرارة  

( عمى شكؿ YMA) Yeast Manitol Agarعزلة( عمى أطباؽ مف وسط  61نشرت العزلات البكتيرية )
 ساعة. 48لمدة  سᵒ 28رة مستعمرات مفردة وحضنت عند درجة حرا

 حجماً  1:1بنسبة  PDAو  YMAحضر وسط مغذي يسمح بنمو الفطر والبكتريا المدروسيف معاً مكوف مف 

سـ.  9أطباؽ بتري بقياس  ضمفثـ وزع  ،دقيقة 20لمدة   س ° 121 عند درجة حرارة وعقـ في الأوتوكلبؼ

عزلات  4و وزعت عمى محيطو  ، سـ 1وضع في مركز كؿ طبؽ بتري قرص مف المشيجة الفطرية بقطر 

 ،ررات لكؿ عزلة بكتيريةػػػػػػمك 3دؿ ػػػػػػػػة الطبؽ وبمعػػػػػسـ مف حاف 1بكتيرية مختمفة بشكؿ خط مستقيـ عمى بعد 

س ° 28 حرارة أطباؽ كشاىد لكؿ عزلة فطرية بدوف تمقيح بالبكتريا. حضنت الأطباؽ عند درجة ةوتركت ثلبث

قطر نمو فطر المعاممة،  نصؼقطر نمو الفطر الشاىد و نصؼ سجؿ  حضيفمف التساعة  96 وبعد 

 وحسبت نسبة التثبيط لمنمو الفطري باستخداـ المعادلة:

قطر مستعمرة الفطر نصؼ  –قطر مستعمرة الفطر الشاىد نصؼ )[)%( =  Inhibitionنسبة التثبيط 

 100×  ]قطر مستعمرة الفطر الشاىدنصؼ المعاممة( / 

، مف حيث قدرتيا عمى تثبيط نمو الفطر في الزجاج لاختبار قدرتيا في تثبيط عزلة بكتيريةؿ اُنتخبت أفض

 .في تجربة ضمف الأصصالممرض  الفطر
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وتحسين نمو النبات  بذبول فوزاريوم الحد من الإصابة عمىاختبار قدرة العزلات البكتيرية -3-8-4

 :باستخدام العدوى الاصطناعية ضمن الأصص

يوـ لتستعيد خواصيا  15وتركت س ° 121راعية لمدة ساعة في الاتوكلبؼ عند درجة حرارة عقمت تربة ز 

 .(سـ16 )قطرأصيص  75الأساسية، ثـ وزعت التربة عمى 

التي أظيرت أعمى قدرة تضادية مخبرياً)عزلة عمى نبات إحدى أفضؿ العزلات البكتيرية الريزوبية انتخبت 

، أعديت التربة في أصص CFU/ml  108ية كؿ عمى حدة بتركيز( وحضرت منيا معمقات بكتير 61 الحمص

ة كؿ عمى حدة وسقيت بعضيا بمعمقات بكتيرية لمعزل F51و  F63المعاملبت بالمشيجة الفطرية لمعزلتيف 

وأبقيت أصص بدوف معاممة كشاىد وبعضيا معاممة بالفطر فقط والبعض الآخر معاممة بالبكتريا المنتخبة، 

بذور في الأصيص تبعا لمتصميـ  4الحمص )صنؼ بمدي( ووزعت في الأصص بمعدؿ  فقط. ثـ عقمت بذور

 (.7ؿ جدو ) Complete Randomized Design (CRD)العشوائي الكامؿ 

 .عمى نبات الحمص ضمن الأصص * (F63) ،F51والعزلتين الفطريتين  (61). التضاد بين العزلة البكتيرية 7 جدول

 شاىد فطر ×بكتريا ممقح بالبكتريا معدى بالفطر 

 F63بالفطر  ىمعد 
 F51بالفطر  ىمعد

 F63×61 61ممقح بالعزلة      
61×F51 

 بالفطر  ىغير معد
 وغير ممقح بالبكتيريا

 مكررات لكؿ معاممة 3*. 

وأخذت النباتات  ثـ قمعتالإصابة ونسبة وفؽ السمـ المعتمد المرض شدة حُسبت مف الزراعة  أسابيع 9بعد 

اعتماداً النسبة  4-0تـ تقييـ المرض عمى مقياس شدة الجذري والمجموع الخضري وأوزانيا.  أطواؿ المجموع

 .Abdel-Monaim et al., 2018; Liu et al)المئوية لمنسيج الورقي المصاب بالاصفرار أو الذبوؿ 

1995): 

 



كفاءتيا في تثبيط بعض الفطور ( وتقييم Rhizobiaالدوس، التوصيف والبصمة الوراثية لعزلات محمية من بكتريــــــــــا العقد الجذرية )
    44                                                                                                     الممرضة لمبقوليات

 
 

 
 

0 -  0% 

1 – 1-33% 

2 -  34-66% 

3 -67 -100% 

 و.موتجفاؼ النبات و  -4

 Disease= شدة المرض Σd/(d max × n) ×100 المئوية لشدة المرض بالمعادلة: حُسبت النسبة 

Severity Index )%( 

ىو عدد النباتات  n و، ىو أعمى درجة عمى سمـ الإصابة d max وىو درجة الإصابة لكؿ نبات،  dحيث 

 .في كؿ معاممة

 (2015وش وآخروف، كما حسبت النسبة المئوية للئصابة عمى النباتات وفقاً لممعادلة )عم

 100×= عدد النباتات المصابة/عدد النباتات في التجربة  )%(  Infection Rateنسبة الإصابة 

 ، وباستخداـ برنامجANOVA التحميؿ الاحصائي: حممت النتائج الدراسة إحصائياً بطريقة تحميؿ التبايف

Genstat  رؽ معنويثـ قورنت المتوسطات باستخداـ اختبار أقؿ ف. 12 الإصدار Least Significant 

Difference LSD)) لمتجارب المخبرية، واختبار  %1و ضمف الأصصلمتجارب    %5مستوى معنوية عند

 .Duncan's Multiple Range Test (DMRT)  حدوددنكف متعدد ال

 

 

 



كفاءتيا في تثبيط بعض الفطور ( وتقييم Rhizobiaالدوس، التوصيف والبصمة الوراثية لعزلات محمية من بكتريــــــــــا العقد الجذرية )
    45                                                                                                     الممرضة لمبقوليات

 
 

 
 

 أمثمة شروط إنتاج السماد الحيوي: -3-9

 العزلة البكتيرية: -3-9-1

. جددت (R134تعريؼ والتضاد المخبري تـ انتخاب إحدى أفضؿ العزلات الريزوبية )بالاعتماد عمى نتائج ال

 .CFU/ml 108العزلة وحضر منيا معمؽ بكتيري بتركيز 

دوارؽ  4وصب في  Yeast Mannitol ((YMحضر وسط مغذي سائؿ مف مستخمص الخميرة والمانيتوؿ 

مف المعمؽ البكتيري  200µlس. لقح °121ة ليتر، عقمت الدوارؽ في الأوتوغلبؼ عند درجة حرار 1 بسعة 

دوارؽ وترؾ دورؽ بدوف تمقيح كشاىد، وحُضنت الدوارؽ لمدة  3ضمف  CFU/ml 108المحضر سابقاً بتركيز 

 دورة/دقيقة. 100ضمف الحاضنة اليزازة عند سرعة   س° 28ساعة عند درجة  48

 المواد الحاممة: -3-9-2

ممة وىي التربة المنخولة، والبيرلايت، والتورب لدراسة أييا أفضؿ كمادة استخدمت ثلبثة أنواع مف المواد الحا

أشير لتقييـ  5س( واستمرت التجربة لمدة ° 4  و 25حاممة لمقاح البكتيري وتـ التحضيف عند درجتي حرارة )

خضعت  أي حرارة أفضؿ لتخزيف المقاح وأي زمف مف فترة التخزيف ىو الأفضؿ لاستخداـ ىذا المقاح حقمياً. أ

 المواد الحاممة لممراحؿ التالية:

 (:Pal, 2006المواد الحاممة )pH قياس درجة حموضة -أ

مف كؿ منيا ووضعيا في بيشر   غ 10تـ قياس درجة حموضة المواد الحاممة المستخدمة في التجربة بوزف 

ضافة  باستخداـ  pHيس ثواني باستخداـ قضيب زجاجي وق 10مؿ مف الماء المقطر، خمط المزيج لمدة  25وا 

 pH (HANNA:HI2211.)جياز قياس الػ 

 (:Craze, 1990; Black, 1965قياس رطوبة المواد الحاممة )-ب
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غ مف التربة  30تـ قياس الرطوبة بوضع ورقة قصدير عمى الميزاف الرقمي وتصفير الجياز ثـ إضافة حوالي 

 24س لمدة ° 105ف لتجؼ عند درجة ، توضع عينة التربة في الفر w1ووزنيا وتسجيؿ الرقـ تحت مسمى 

. طبقت المعادلة التالية لحساب النسبة  w2ساعة، ثـ تركت لتبرد ووزنت بنفس الطريقة السابقة وسجؿ الرقـ 

 المئوية لمرطوبة:

  

 : الوزف الرطب لمعينةW2الوزف الرطب لمعينة و  W1حيث: 

 تجييز المادة الحاممة:-ج

أوعية زجاجية  8سـ، ونخمت وعبئت في  30-0أبو جرش عمى عمؽ  جمعت تربة زراعية مف منطقة مزارع

أوعية بالتورب. أُغمقت  8أوعية أخرى بمادة البيرلايت و   8متحممة لمحرارة ومحكمة الإغلبؽ، كما تـ تعبئة

 لمدة ساعة.  س° 121الأوعية بإحكاـ وعقمت في الأوتوغلبؼ عند درجة حرارة 

مؿ مف 100أوعية مف كؿ معاممة بػ  6أياـ ومف ثـ لقح  5بيا الفيزيائي لمدة تركت الأوعية لتستعيد المواد تركي

( وترؾ مرطبانيف كشاىد لقحا فقط بوسط مغذي سائؿ مف مستخمص الخميرة CFU/ml 107المعمؽ البكتيري )

. خمطت محتويات كؿ مرطباف لضماف توزع المقاح بشكؿ جيد باستخداـ قضيب زجاجي YMو المانيتوؿ 

 ـ إغلبقيا.معقـ وأحك

 4والنصؼ الآخر )  س° 25أوعية( عند درجة حرارة المختبر  4حضف نصؼ عدد الأوعية لكؿ معاممة )

 1/10تخفيفات ) 4غ مف كؿ معاممة بعد ساعة مف التمقيح وحضرت 1. أخذ  س° 4أوعية( عند درجة حرارة 

، YMAوسط  أطباؽ مف 3مف آخر تركيز عمى  lµ 30( ثـ زرع 1/10000،  1/1000، 1/100، 

ساعة تـ عد المستعمرات النامية عمى الطبؽ وحسب  48وبعد   س° 28حضنت الأطباؽ عند درجة حرارة 

مؿ مف المستحضر. كما أخذت عينات بنفس الطريقة السابقة مف كؿ معاممة بعدة  1التركيز البكتيري في 

WC%=
𝑊1−𝑊2

𝑊2
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، 15سا، 96سا، 72سا، 48ساعة،  24أزمنة مف بدء التمقيح ) ، 30يوـ ، ي60يوـ ، 90وـ ، 120يوـ يوـ

150.)  يوـ

، ANOVA حممػػػػػػػػػػػػػػت النتػػػػػػػػػػػػػػائج الدراسػػػػػػػػػػػػػػة إحصػػػػػػػػػػػػػػائياً بطريقػػػػػػػػػػػػػػة تحميػػػػػػػػػػػػػػؿ التبػػػػػػػػػػػػػػايفسػػػػػػػػػػػػػػجمت القػػػػػػػػػػػػػػراءات و 

وقورنػػػػػػػػػػػػػت المتوسػػػػػػػػػػػػػطات باسػػػػػػػػػػػػػتخداـ اختبػػػػػػػػػػػػػار أقػػػػػػػػػػػػػؿ . 12 الإصػػػػػػػػػػػػػدار  Genstat وباسػػػػػػػػػػػػػتخداـ برنػػػػػػػػػػػػػامج

،  %1 مسػػػػػػػػتوى معنويػػػػػػػػة عنػػػػػػػػد Least Significant Difference (LSD) فػػػػػػػػرؽ معنػػػػػػػػوي

. Duncan's Multiple Range Test (DMRT) متعػػػػػػػػدد الحػػػػػػػػدودواختبػػػػػػػػار دنكػػػػػػػػف 



 

  

 

 

 

 

 

 

 

 الفصل الرابع

 المناقشةو  النتائج

Results and Discussion 
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 عزل البكتريا وتعريفيا:-4-1

( 8( مف العقد الجذرية لأحد عشر نبات بقولي موضحة في الجدوؿ )4عزلات بكتيرية )الشكؿ 109تـ عزؿ 

 حسب منطقة الجمع.

  

 
 Yeast Mannitol Agar (YMA.)عمى وسط  Rhizobacteriaو  Rhizobia. المستعمرات البكتيرية لبكتريا 4كل الش
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 . التوزع الجغرافي لمعزلات البكتيرية والعائل النباتي.8جدول 

 المحافظة منطقة الجمع رمز العزلة النبات البقولي

 فوؿ

Vicia faba 

R39-R40-R41-R42-R43-R44 قدسيا 

 مشؽريؼ د

R35-R36-R37-R38-R106-R107-R108-R109-R110-R111 عدرا 

R64-R65-R66 النشابية 

R100-R101 الكسوة 

R133-R134B –R134 أبوجرش 

R83-R84-R85-R86 كفربطنا 

 فصة

Medicago sativa 

R72-R73-R74-R75-R76  النبؾ 

R93-R94-R95-R96 ابوجرش 

 أبوجرش Pisum sativum R135-R136ء بازلا

 أبوجرش Lens culinaris R129-R130 عدس

 Trigonellaحمبة 
foenum-graecum 

R119-R120-R121-R126 النبؾ 

 Melilotus حندقوؽ
indicus 

R52-R53-R54-R55-R56-R57-R58-R59-R60 أبوجرش 

 درعا جباب Cicer arietinum R48-R49-R50-R51حمص 

 Cicer arietinumحمص 

R45-R45'-R46-R47  ولغا 

 السويداء

R61-R62-R63 كفرالمحؼ 

R77-R78-R79-R80-R81 القنوات 

R87-R88-R89-R90-R91-R92 صمخد 

R102-R103-R104-R105 ديمة المحؼ 

 كفرالمحؼ Vicia faba R67-R68-R69-R70-R71فوؿ 

 كفر المحؼ Medicago sativa R98-R99فصة 

 رمافع Vicia sp. R150بيقية 



كفاءتيا في تثبيط بعض الفطور ( وتقييم Rhizobiaالدوس، التوصيف والبصمة الوراثية لعزلات محمية من بكتريــــــــــا العقد الجذرية )
    51                                                                                                     الممرضة لمبقوليات

 
 

 
 

R131-R132 صمخد 

 صمخد Astragalus mollis R122-R123-R124-R125 قتاد

 Trifolium النفؿ/برسيـ
pratense 

R127-R128 صمخد 

 Vicia fabaفوؿ 
R97 بتمانا 

 اللبذقية
R138-R139 زغريف 

 Cicer arietinum R117حمص 
-مركز بحوث حمص

 الدوير

 حمص

 Lens culinaris R115-R116 عدس
-مركز بحوث حمص

 الدوير

 Pisum sativum  R112-R113-R114 بازلاء 
-مركز بحوث حمص

 الدوير

  حندقوؽ

Melilotus indicus 
R118 

-مركز بحوث حمص
 الدوير

 حماة ريؼ السممية Vicia faba R141  فوؿ

  فوؿ الصويا

Glycine max 
R200-R300 الرقة السحؿ 

 
 الطرائق الكيميائية الحيوية: تعريف البكتريا باستخدام-4-1-1
 

ساعة مف التحضيف،  48مع أحمر الكونغو بعد  YMAأظيرت نتائج العزؿ عمى الوسط الانتخابي 

 5مستعمرات بكتيرية ذات لوف كريمي وردي باىت، ودائرية الشكؿ، وتامة الحواؼ، ومخاطية، باستثناء 

وسط الزرع واستبعدت مف الدراسة نظراً ( ظيرت بموف أحمر باىت عمى 78، 60، 52، 139، 138عزلات )

لأف البكتريا التي لاتنتمي لجنس الريزوبيا تمتص صبغة الكونغو مف الوسط وتظير مستعمراتيا بموف أحمر أو 

 .(Astuti and Mulyono, 2021) وردي غامؽ أو أحمر باىت
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% KOH 3رة مف محموؿ وعند إجراء اختبار غراـ المعتمد عمى مزج جزء مف المستعمرة البكتيرية مع قط

عزلة موجبة الغراـ وتـ استبعادىا مف بقية الاختبارات باعتبار  43عزلة سالبة الغراـ بينما كانت  61لوحظ أف 

 .(Astuti and Mulyono, 2021)بكتريا الريزوبيا سالبة الغراـ 

Bromothymol Blue(BTB ) تميزت جميع العزلات بأنيا موجبة لاختبار الكاتالاز والأكسيداز و 

-54)باستثناء العزلات ،  Methyl Redواستقلبب السكريات )غموكوز، لاكتوز، مالتوز(، وسمبية لاختبار 

فقد كانت  (77-81-86-90-91-92-93-95-97-108-116-117-119-131-133-136-141-150

ا تباينت نتائجيا وسالبة لاختبار الأوكسيداز. وكاف معظـ العزلات ىوائية لاىوائية بينم MRموجبة لاختبار 

بالنسبة لاختبار تحمؿ النشاء والجيلبتيف وىذا يتوافؽ مع الدراسات المرجعية التي أظيرت تباينات كبيرة في 

عمى ريزوبيا Adal (2021 ) و Wubieنتائج الاختبارات الكيميائية الحيوية حيث أظيرت دراسة لمباحثيف 

% حممت الاكتوز والسكروز 91ممت النشاء و % ح78% مف العزلات حممت الجيلبتيف و 91الحمص أف 

أف عزلات  Irfan (2020) و Oryakhil سكريات المالتوز والغموكوز، بينما ذكروجميع العزلات حممت 

أما الريزوبيا الريزوبيا المعزولة مف الحمص لـ تحمؿ الجيلبتيف وتباينت في قدرتيا عمى استقلبب النشاء. 

 Deshwal and) % فقط مف العزلات الجيلبتيف12زلاء  فقد حممت نسبة المعزولة مف العقد الجذرية لمبا

Chaubey, 2014). 

عمى الرغـ مف تبايف النتائج السابقة ولكف يعد التوصيؼ الكيميائي الحيوي لمسلبلات الجديدة أمر ميـ لأنو 

ة ىذه يوفر معمومات عف ىذه السلبلات ويساعد في تحديدىا السريع والصحيح، وبغض النظر عف دق

الاختبارات لكنيا تساعد في اختبار العزلة المثالية والأفضؿ اقتصادياً وزراعياً عند استخداميا كمخصب حيوي 

نظراً لأف ىذه الاختبارات تعطي أيضاً معمومات عف درجات الحرارة والأس الييدروجيني المناسب لنمو كؿ 

 .(Nakei et al., 2022) سلبلة وبالتالي اختيار السلبلة الأمثؿ لمتربة والمناخ

-95-93-92-91-90-86-81-77-54)تشير نتائج الاختبارات الكيميائية الحيوية إلى أف العزلات 

مف الممكف ألا تنتمي لمريزوبيا نظراً  (97-108-116-117-119-131-133-136-141-150
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لاختلبؼ نتائج اختباراتيا مع الصفات المرجعية ليذه البكتيريا التي تؤكد أف بكتريا الريزوبيا إيجابية لاختبار 

 .MR (Hossain et al., 2019)الأوكسيداز وسمبية لاختبار 

 . الخصائص الكيميائية الحيوية لمعزلات البكتيرية.9جدول 

 أوكسيداز تحلل الجيلاتين Methyl red تحلل النشاء زلةرمز الع

 التنفس

 لاهوائي هوائي

35 + - + + + - 

36 + - - + + - 

38 - - + + + - 

40 - - + + + + 

42 - - - + + + 

43 - - - + + - 

44 - - + + + + 

45 + - + + + - 

45' - - + + + + 

46 - - + + + + 

47 + - + + + + 

54 - + - - + - 

61 - - + + + + 

62 + - - + + + 

69 + - - + + - 

72 - - + + + - 

73 - - + + + + 

74 + - + + + + 

75 + - + + + - 

76 - - + + + + 

77 + + + - + - 

79 + - + + + + 

81 + - + + + + 

83 - - + + + + 

84 - - + + + - 

86 + + + - + + 

88 - - + + + - 

90 - + + - + + 

91 + + - - + + 

92 + + + - + + 

93 + + + - + + 

94 + - + + + + 

95 + + + - + + 

97 + + + - + + 

98 - - + + + + 

99 + - + + + + 

100 + - + + + + 

102 - - + + + + 



كفاءتيا في تثبيط بعض الفطور ( وتقييم Rhizobiaالدوس، التوصيف والبصمة الوراثية لعزلات محمية من بكتريــــــــــا العقد الجذرية )
    54                                                                                                     الممرضة لمبقوليات

 
 

 
 

103 + - + + + + 

108 + + + - + + 

109 + - + + + + 

110 + - + + + + 

113 - - + + + - 

114 - - + + + - 

116 + + + - + + 

117 + + + - + + 

118 + - + + + + 

119 + + - - + + 

126 + - + + + - 

127 - - + + + - 

128 - - + + + + 

131 + - + - + - 

132 + - + + + + 

133 + + + - + + 

134 + - + + + + 

135 + - + + + + 

136 + + + - + + 

141 + + - - + + 

150 + + - - + + 

200 + - + + + + 

300 + - + + + + 
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 .الاختبارات الكيميائية الحيوية لمعزلات البكتيرية.5الشكل 

 وتقييم كفاءة العزلات في تشكيل العقد: ناعيةطصالعدوى الا -4-1-2
( عمى نباتات الفوؿ، والحمص، 9ؿ )باستخداـ العزلات المدرجة في الجدو العدوى الاصطناعية  أظيرت نتيجة

عمى جذرية  اً شكمت عقدعزلة  42أف والبازلاء، والحندقوؽ، والفصة، والنفؿ، وفوؿ الصويا، والبيقية، والعدس، 

-91-90-86-81-77-54)النباتات البقولية، كؿ عزلة حسب النبات الذي عزلت منو باستثناء العزلات 
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( لـ تشكؿ أي عقد جذرية 92-93-95-97-108-116-117-119-131-133-150-141-136

وىذا يضيؼ سبباً آخر لاعتبار ىذه العزلات ليست مف بكتريا الريزوبيا لعدـ قدرتيا عمى تشكيؿ العقد عمى 

 Alshakarchi(2021.) و  Alhayaliجذور النباتات التي عزلت منيا وىذا يتوافؽ مع 

 :Colony-pcrالتعريف باستخدام تقانة -4-1-3

-77-54العزلات ) (، فأظيرت النتائج أف 9) عزلة المدرجة في الجدوؿ 61لػ  colony-pcrبار أجري اخت

التي  (81-86-90-91-92-93-95-97-108-116-117-119-131-133-150-141-136

، وىذا يدعـ  bp 666لـ تشكؿ عقد جذرية لـ تعط أي حزمة أيضاً بينما أظيرت بقية العزلات حزمة بحجـ 

( عامة وموجودة لدى كؿ nodAالتي أعطت الحزمة عمى أنيا ريزوبيا باعتبار ىذه المورثة )تصنيؼ العزلات 

 (.2019وآخروف ) Igolkina( وكذلؾ 2000وآخروف ) Zhangوىذا ما أشار إليو أجناس الريزوبيا 

     

      

 . nodAدئات باستخدام زوج البا %1عمى ىلامة الأغاروز PCRالرحلان الكيربائي لنواتج . 6الشكل 
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توافقت نتائج الاختبارات الكيميائية الحيوية مع العدوى الاصطناعية والاختبارات الجزيئية، وبينت الدراسة أف 

عزلات مف العقد الجذرية  10، وعزلة مف جذور نبات الفوؿ 15 :عزلة تنتمي لأجناس الريزوبيا 42

مف العقد  تافعزلو  ،العقد الجذرية لفوؿ الصويا مف تافعزلو  ،عزلات مف العقد الجذرية لمفصة8 ، وصػػػػلمحم

مف واحدة  ةعزلو  ة،لمبيقيمف العقد الجذرية واحدة  ةعزل، و مف العقد الجذرية لمبازلاء عزلتاف، و الجذرية لمنفؿ

عزلة عزلت مف العقد الجذرية  19بينما ، مف العقد الجذرية لمحندقوؽ وعزلة واحدة ،العقد الجذرية لمحمبة

 لاتنتمي لمريزوبيا.لمبقوليات و 

 العدوى المتصالبية: -4-2

أدى تمقيح العزلات المعزولة مف كؿ نبات عمى النباتات الأخرى إلى ظيور العقد الجذرية عمى النبات الذي 

 Chenعزلت منو العزلة فقط دوف النباتات الأخرى، وبالمقارنة مع الدراسات المتعمقة بكؿ نوع بقولي، ذكر 

معزولة مف جذور نبات الفوؿ في الصيف انتمت لجنس  65عزلة مف إجمالي  41( أف 2018وآخروف )

Rhizobium  و النوعR. anhuiens بينما أشار ،Rahi ( إلى أف عزلات الريزوبيا 2020وآخروف )

وآخروف  Gunnabo، كما لاحظ Rhizobium المعزولة مف جذور نبات البازلاء تقاربت وراثياً مف الجنس 

ت الرايزوبية المعزولة مف عقد نبات الحمص في إثيوبيا انقسمت إلى عدة أنواع جميعيا ( أف العزلا2021)

( التنوع الوراثي 2023) Ludidiو  Badri، وعندما درس الباحثاف Mesorhizobiumينتمي إلى الجنس 

 .E. medicaeو  Ensifer melilotiلبكتريا الريزوبيا المرافقة لنبات الفصة لاحظا أنيا تتبع النوعيف 

( حديثاً إلى أف البكتريا المتعايشة مع جذور فوؿ الصويا تتبع عدة أجناس 2022وآخروف ) Nakeiأشار 

 Rhizobiumو  Sinorhizobiumوبعضيا سريع النمو  Bradyrhizobiumبعضيا بطيء النمو مثؿ 

 .Bوع ( ىو الن2012وآخروف ) Van Berkumإلا أف أكثر الأنواع انتشاراً حسب  Mesorhizobiumو

japonicum  وB. elkanii. 

معزولة   Mesorhizobiumنتيجة لماسبؽ يمكف تقسيـ العزلات في ىذا البحث إلى: عزلات تنتمي إلى جنس 

معزولة مف العقد الجذرية لنبات  Rhizobiumمف العقد الجذرية لنبات الحمص، عزلات تنتمي إلى جنس 
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المعزولة مف العقد الجذرية لنبات الفصة، وعزلات تنتمي  Ensiferالفوؿ والبازلاء، وعزلات تنتمي إلى جنس 

المعزولة مف العقد الجذرية لنبات فوؿ الصويا، وذلؾ بالاعتماد عمى أف كؿ  Bradyrhizobiumإلى جنس 

نوع أو سلبلة بكتيرية مف الريزوبيا تصيب نبات بقولي معيف، وأحياناً يتعايش النوع الريزوبي مع محصوليف 

(، وعُزز ىذا التصنيؼ بالاعتماد عمى et al., 2019; Walker et al., 2020 Checcucci بقولييف )

 (.8نتائج البصمة الوراثية وتوزع العزلات ضمف شجرة القرابة الوراثية )الشكؿ 

 

  :التباين الوراثي لعزلات الريزوبيا -4-3

، استبعدت ست عزلات (ERIC-, REP-, BOX-PCRاختبار البصمة الوراثية بأنواعيا الثلبث ) بعد إجراء

(R35 ،R36 ،R42 ،R46 ،R100 ،R106 لعدـ ظيور نتيجة عمى اليلبمة، بسبب تحمؿ الدنا خلبؿ فترة )

 الحفظ.

( 70، 47، 49حزمة مميزة توزعت لػ ) 167 وجود rep-PCRتقانات لنواتج أظيرت نتائج الرحلبف الكيربائي 

( عمى C.7الشكؿ ) REP-PCRو (،B.7كؿ الش) ERIC-PCRو ،(A.7الشكؿ ) BOX-PCRلتقانات 

 .التوالي

 polymorphic الحزـ الناتجة حيث كانت BOX-PCRتقانة الػأظيرت العزلات تنوع وراثي عند استخداـ 

( 0وغابت في عزلات أخرى وأخذت الرمز 1)وىي الحزـ التي كانت موجودة لدى بعض العزلات وأخذت الرمز 

 b6، والحزـ R62لمعزلة  b32و   b5، والحزـ R127مميزة لمعزلة  b48و  b33و  b17و b2وكانت الحزـ 

لمعزلة  b20، والحزـ R118لمعزلة  b47و  b19، والحزـ R126لمعزلة  b22و  b16، والحزـ R79لمعزلة 

R88 ، والحزـb28  وb30  وb40  لمعزلةRK30 والحزـ ،b36  لمعزلةRJ23 والحزـ ،b39  لمعزلة

R134 مة لمعزلة . بينما لـ تظير أي حزR200 وتراوحت الأوزاف الجزيئية التقريبية لمحزـ   في ىذا الاختبار

 .(A.7الشكؿ ( ) b49)الحزمة  bp 2000( وb1)الحزمة bp 150حسب المؤشر الجزيئي تقريباً بيف 
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 E13و  E1وكانت الحزمة   polymorphic 47كانت جميع الحزـ الناتجة  ERIC-PCRبالنسبة لتقانة 

، والحزمة R88لمعزلة  E2والحزـ ، R127مميزة لمعزلة  E40و  E34و  E31و  E22 و E18و  E17و

E4  وE25  لمعزلةR45 و الحزـ ،E5  وE43  وE44  لمعزلةR126 و الحزـ ،E8  لمعزلةRK30 ،

، RJ23لمعزلة  E24، والحزمة R61لمعزلة  E39و  E35و  E19، والحزـ R62لمعزلة  E15والحزـ 

 E47، والحزمة R47لمعزلة  E42و  E41، والحزـ R118لمعزلة  E36، والحزمة R45لمعزلة  E25والحزمة 

حُددت الأوزاف الجزيئية التقريبية ليا . R300و  R200، وغابت الحزـ في ىذا الاختبار لمعزلتيف R79لمعزلة 

 .(B.7الشكؿ )( E46)الحزمة  bp 2200 ( وE1)الحزمة   bp 250بيف 

مميزة لمعزلة  A4وكانت الحزمة  polymorphic 70جميع الحزـ كانت  PCR REP-أما في تقانة 

R300 ،  والحزمتافA5  وA26  لمعزلةR88 والحزمتاف ،A6  وA69  لمعزلةR118 والحزمتاف ،A15  و

A20  لمعزلةR45 والحزمة ،A24  لمعزلةRK30 والحزمة ،A25  لمعزلةR126 والحزمة ،A30  لمعزلة

R79 والحزـ ،A31  وA58  وA61  وA66  لمعزلةRJ23،  والحزمةA45  لمعزلةR61 والحزمة ،A48 

وتراوحت الأوزاف الجزيئية التقريبية ، R62لمعزلة  A60، والحزمة R47لمعزلة  A57، والحزمة R127لمعزلة 

 .(C.7الشكؿ ( )A70) bp 2300( و A1)  bp 100ليا بيف 

 وجدهالمحمية  وىذا يتوافؽ مع ما  ريزوبيافي ىذا البحث أعمى تعددية شكمية لعزلات  REP-pcrأعطت تقانة 

Tajima ( بأف تقانة 2000وآخروف )REP-pcr  عند دراستو  الأشكال متعددة النطاقات من عدد أكبرأعطت

 Rhizobiumو   Shinorhizobium melilotiو  Bradyrhizobium japonicumلعزلات مف 

leguminosarum  في الياباف وتايلبند، في حيف وجدOgutcu ( عند إتباعو تقانات 2009وآخروف )rep-

PCR  أف تقانةEric-PCR  ىي التقانة الأكثر قدرة عمى الكشؼ عف التعدد الشكمي بيف عزلات رايزوبيوـ

 .R. Leguminosarum sub sp. ciceriالحمص 
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نىىاذج ذفاعم ذقاواخ %  Agarose 1.5حزو انرعذدٌح انشكهٍح انرً ظهرخ تانرحلان انكهرتائً عهى هلامح  . A.7انشكم

BOX-PCR   نعزلاخ محهٍح مهRhizobia  ومقارورها مع عزلاخ ومىرجٍح  ذاتعح نهجىشMesorhizobium  راجع(

 انمىاد وانطرائق (
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% نىىاذج ذفاعم ذقاوح  Agarose 1.5حزو انرعذدٌح انشــــكهٍح انرً ظهرخ تانرحــــلان انكهرتـــــائً عهى هلامح  .B.7 انشكم

ERIC-PCR   نعزلاخ محهٍح مهRhizobia  ومقارورها مع عزلاخ ومىرجٍح  ذاتعح نهجىشMesorhizobium  راجع(

 انمىاد وانطرائق (.
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ح % نىىاذج ذفاعم ذقاو Agarose 1.5حزو انرعذدٌح انشكهٍح انرً ظهرخ تانرحـــــــلان انكهرتـــــائً عهى هلامح  .C .7انشكم

REP-PCR   نعزلاخ محهٍح مهRhizobia  ومقارورها مع عزلاخ ومىرجٍح  ذاتعح نهجىشMesorhizobium  راجع انمىاد(

 .وانطرائق (



كفاءتيا في تثبيط بعض الفطور ( وتقييم Rhizobiaالدوس، التوصيف والبصمة الوراثية لعزلات محمية من بكتريــــــــــا العقد الجذرية )
    63                                                                                                     الممرضة لمبقوليات

 
 

 
 

 ورسم شجرة القرابة الوراثية: rep-PCRتحميل البصمة الوراثية  -4-3-1

( تعبيراً عف ) الحزمة موجودة، أو غير موجودة( حسب التباعد  1،0تـ كتابة نتائج الصور بالنظاـ الثنائي )

 population genetic analysis POPGENE version 1.32لات البكتيرية عف طريؽ برنامج بيف العز 

 كاممة. rep-PCR( وذلؾ لتقانات 1978) Neiحسب معامؿ 

%، بينما تراوحت نسبة التشابو 80( RK30 ،RJ23)بمغت نسبة التشابو بيف العزلتيف البكتيريتيف المرجعيتيف 

% في حيف تراوحت نسبة التشابو بيف العزلات البكتيرية المرجعية 100% و 37بيف العزلات المدروسة بيف 

المعزولة مف العقد الجذرية لنبات الحمص  R102% حيث كانت العزلة 83% و38عزلات المدروسة الو 

في  %83مف بنسبة تشابو  RK30السويداء ىي الأقرب لمعزلة المرجعية -المجموع مف منطقة ديمة المحؼ

المعزولة مف عقد الحمص مف منطقة  R45ىي العزلة  RJ23لمعزلة المرجعية لأقرب حيف كانت العزلة ا

-المعزولة مف عقد نبات الحمص أيضاً والمجموعة مف منطقة كفر المحؼ  R62السويداء والعزلة  -ولغا

 (.10% )جدوؿ 79السويداء بنسبة تشابو 

عزلة  77يث تراوحت نسبة التشابو لػ ( ح2009وآخروف ) Estrellaتتوافؽ ىذه النتائج مع ماتوصؿ إليو 

%، في حيف 80-55 بيف Lotus tenuis ( معزولة مف Rhizobiumو  Mesorhizobium) بكتيرية

في كينيا  .Vigna unguiculata Lمعزولة مف الموبيا   عزلة 13% بيف 95-100كانت نسبة التشابو 

 22عمى  BOX-PCRتطبيؽ  (، بينما أدىOndieki et al., 2017) -PCR BOX باستخداـ شخصت

  100%-48في البرازيؿ إلى نػػػػػػسبة تشابػػػػػػػػو  .Arachis hypogaea Lعزلة مف نبات الفوؿ السوداني 

(De Lyra et al., 2013). 

-ERIC-, REP-, BOX)  رُسمت شجرة القرابة الوراثية ذات الجذر وبالاعتماد عمى تحميؿ التبايف لاختبارات

PCR) يؽ طريقة مجتمعة بتطبUPEGMA بالاعتماد عمى معادلة Nei  وLi (1979 )وأظيرت 

Bootstrap  عمى أفرع الشجرة ( iteration1111 مرة )باستخداـ برنامج POPGENE. 
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لى عنقوديف إ (8المستخدمة)الشكؿ البصمة الوراثية اختبارات انقسمت شجرة القرابة الوراثية اعتماداً عمى نتائج 

خر ( والآR300 ،R200)  الرقة-تيريتيف مف العقد الجذرية لفوؿ الصويا منطقة السحؿتيف بكأحدىما ضـ عزل

ة وحيدة معزولة مف النفؿ منطقة انقسـ إلى تحت عنقوديف منفصميف حيث ضـ تحت العنقود الأوؿ عزل

الثانية إلى مجموعتيف حيث ضمت المجموعة  الثاني بينما انقسـ تحت العنقود R127السويداء -صمخد

(، وعزلة مف العقد الجذرية R113 ،R114حمص )-يف معزولتيف مف البازلاء منطقة مركز بحوث حمصعزلت

ضـ الفرع إلى فرعيف حيث فقد انقسمت  الأولىالمجموعة  (،  أماR134ريؼ دمشؽ )-لمفوؿ منطقة أبو جرش

لة معزولة مف ( وعز  R75،R76)ريؼ دمشؽ -بكتيرية مف العقد الجذرية لمفصة منطقة النبؾعزلات الثاني 

الفرع الأوؿ  انقسـبينما  (R126ريؼ دمشؽ)-النبؾ-( وعزلة مف الحمبةR118مركز بحوث حمص)-حندقوؽ

مف عقد نبات الحمص  ( RK30 ،R45  ،RJ23  ، R47،R102عزلات )الإلى تحت فرعيف ضـ أحدىما 

السويداء( عمى التوالي -السويداء، ديمة المحؼ-درعا، ولغا-السويداء، جباب-السويداء، ولغا-)كفر المحؼ

( المعزولة مف العقد الجذرية لمحمص )كفر R61،R62 ،R88 ، R79)وضـ تحت الفرع الثاني العزلات 

 السويداء( عمى التوالي.-السويداء، قنوات-السويداء، ديمة المحؼ-السويداء، كفر المحؼ-المحؼ

لات البكتيرية لمريزوبيا المتعايشة مع جذور وبناءً عمى ماسبؽ نلبحظ أف تقانات البصمة الوراثية قد وزعت العز 

 (:8البقوليات إلى أربع مجموعات )الشكؿ 

المتعايش مع جذور نبات الحمص  Mesorhizobiumأنماط وراثية تابعة لمجنس  9المجموعة الأولى تضـ 

 ا. محافظة درع-مف منطقة جباب RJ30وموزعة عمى مناطؽ محافظة السويداء باستثناء العزلة المرجعية 

المتعايش مع نباتات  Sinorhizobium/Ensiferأنماط وراثية تابعة لمجنس  4المجموعة الثانية: تضـ 

 الحمبة والحندقوؽ و الفصة موزعة عمى محافظتي ريؼ دمشؽ)النبؾ( وحمص)مركز بحوث حمص( 

البازلاء والفوؿ  المتعايش مع جذور نباتات Rhizobiumأنماط وراثية تابعة لمجنس  4المجموعة الثالثة: تضـ 

 والنفؿ، موزعة عمى محافظات ريؼ دمشؽ)أبوجرش( و حمص )مركز بحوث حمص( والسويداء )صمخد(.
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 Bradyrhizobiumالرقة تابعة لمجنس -المجموعة الرابعة: تضـ نمطيف وراثييف مف منطقة واحدة السحؿ

 المتعايش مع جذور نبات الصويا.

ى والرابعة كاف مرتبط بالمنطقة الجغرافية عمى عكس المجموعة الثانية أظيرت النتائج أف توزع المجموعة الأول

( 2022وآخروف ) Koziełالدراسات حيث لاحظ  العديد مف (، وقد توافقت ىذه النتيجة مع8والثالثة )الشكؿ 

 لنبات الجذرية العقد مف المعزولة لمبكتيريا الوراثي التنوع لمقارنة BOXو ERICعند إجراء اختبار 

Trifolium pratense قطبية شبو) مختمفة مناخية مناطؽ في تقعاف جغرافيتيف منطقتيف في المزروعة 

 في بولندا، أف العزلات المعزولة مف المنطقة القطبية أقؿ تنوع وراثي مف العزلات المعزولة مف (ومعتدلة

 الفردية. يةالمناخ المعتدلة، وأف السلبلات توضعت في مجموعات مميزة تبعاً لممناطؽ المنطقة

في  .Bradyrhizobium spp( عند دراسة التوزع والتنوع الوراثي لأنواع 2022وآخروف ) Kimكما وجد 

 .Bأصناؼ( أف  9 -عينة مف فوؿ الصويا 97مف  Bradyrhizobiumسلبلة مف سلبلات  254كوريا )

elkanii النوع  تواجد عمى المناطؽ الجنوبية، بينما سيطر تواجدىا سيطرB. diazoefficiens  عمى معظـ

 الصويا فوؿ وأصناؼ السنوية الحرارة درجة متوسط مثؿ البيئية العوامؿ ، وأثرتالمناطؽ الوسطى والشمالية

 بشكؿ الكورية تتوزع .Bradyrhizobium sppوبالتالي فإف سلبلات  .Bradyrhizobiumتوزع  عمى

 ويمكف .الجغرافي الموقع إلى سلبلة لكؿ العالي الجيني التنوع ويعود الجغرافية لممنطقة، السمة حسب مختمؼ

 مع التكيؼ أجؿ مف حدث الذي .Bradyrhizobium spp بيف الأفقي لممورثات بحدوث النقؿ ذلؾ تفسير

 البيئية. الظروؼ

 REP تعدد الأشكاؿ العالي الناتج عف تطبيؽ تقانات  أف( 1994) وآخروف Versalovicكذلؾ يعتقد 

 مع الدقيقة الحية الكائنات تفاعؿ في يساعد مما التكيفي، التطور بعممية رتبطم يكوف قد BOXو ERICو

، نسبة وارتفاع الحرارة، درجة ارتفاع مثؿ المختمفة الظروؼ القاسية في البيئات والمموحة وغيرىا.  الألومنيوـ
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ثي لمسلبلات ( أف لارتفاع المنطقة وجغرافيتيا تأثير عمى التنوع الورا2021وآخروف )  Gunnabo وأضاؼ

 الرايزوبية.

 الوراثي التنوع يساعدنا في فيـ rep- PCRتقانات  عمى المعتمدة الوراثية البصمات وبذلؾ نجد أف استخداـ

 الأنواع مف والعديد (،Judd et al., 1993; Zribi et al., 2004سلبلاتيا ) العالي بيف لمريزوبيا والتمييز

 Rademaker etالتطورية ) العلبقة تحديد أو/و الوثيقة الصمة ذات الأخرى السلبلات أو( الأنواع) الفرعية

al., 1997; Pinto et al., 2007لمتكرار وقابمة سريعة، سيمة، لأنيا مناسبة ( كما أنيا تقنية (Healy et 

al., 2005.) باستخداـ تقانة الناتجة البصمة الوراثية مع الأخذ بعيف الاعتبار أف نتيجة rep-pcr تتأثر 

 تحميؿ عند يحصؿ الذي الخطأ أف اليلبمة، كما عمى النتائج لتحميؿ المستخدمة والطريقة نفسو PCR تفاعؿب

 الوراثية القرابة ذات السلبلات بيف التمييز في الطريقة ىذه فعالية عمى يؤثر المختمفة البرامج باستخداـ اليلبمة

  (.Johnson et al., 2004) وراثيًا المتطابقة شبو أو
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حيث  rep-PCRالمدروسة والمرجعية الناتجة عن البصمة الوراثية  Rhizobia. شجرة القرابة الوراثية لعزلات 8الشكل 

   POPGENE (1000 iteration.)( باستخدام برنامج 1979) Liو Neiرسمت باستخدام معادلة 
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و  Ensiferو Mesorhizobium و Rhizobiumمه الأجىاس  Rhizobiaنعزلاخ  وانرثاعذ مصفىفح انرشاته.  10جدول

Bradyrhizobium  حٍث حضثد حضة معاممNei  (1978تاصرخذاو تروامج )  . POPGENE 
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عمى الوسط ذبول فوزاريوم  فطراختبار قدرة البكتيريا المعزولة عمى تثبيط نمو  -4-4
 المغذي والحد من أعراضو ضمن الأصص:

( قد أثرت في نمو العزلتيف 61عزلة مف العزلات البكتيرية المدروسة ) 31أظيرت نتائج التضاد المخبري أف 

 13 انتمت. (10، الشكؿ 11)جدوؿ  فروؽ معنوية بيف معظـ العزلات، وكانت الF51و  F63الفطريتيف 

 معزولة محمياً ال Rhizobacteriaعزلة إلى البكتيريا الجذرية  18، و Rhizobiaعزلة منيا إلى مجموعة 

عمى  Rhizobacteriaو  Rhizobiaمجموعتي بعض أنواع رفة. أشار عدة باحثيف إلى قدرة وغير المع

عزلات مف البكتيريا الجذرية قدرة  (2022)آخروفو  Khalifa تحيث درستثبيط الممرضات الفطرية النباتية، 

(Pseudomonas )تثبيط عمى F.oxysporum f. sp. cicerisنتجيا ، والمواد المضادة لمفطريات التي ت

%  52.77و  45.38البكتريا، فلبحظوا أف العزلات البكتيرية المتفوقة قد ثبطت نمو الفطر بنسبة تراوحت 

وتسببت في تغيرات لممشيجة الفطرية تمثمت في تحبب وتكثؼ السيتوبلبسـ، وتفتت وتشوه الخيوط الفطرية، 

 الييدروجيف، والأمونيا، وسيانيد كالسميولاز، كما أنتجت العزلات البكتيرية العديد مف المواد المضادة لمفطريات

( أف المواد التي تنتجيا البكتريا 2014) Khannaو  Kumariوالبروتياز، وأكدت  والميباز، والسيدروفور،

والتطاير لتثبط نمو المشيجة الفطرية  للبنتشار قابمة الجذرية المعزولة مف جذور نباتات الحمص ىي مستقمبات

( 2011وآخروف ) Kumarكما أشار  .وسيانيد الييدروجيف والسيدروفور، والأمونيا،  يكوؿالكات مخبرياً مثؿ

 Ensifer meliloti ،Rhizobiumإلى تأثيرات مشابية لمبكتريا المعزولة مف العقد الجذرية لنبات الحمبة )

leguminosarum عمى الخيوط الفطرية لفطر فوزاريوـ )Fusarium oxysporum . 

عزلة  20المذاف اختبرا تأثير  Cevheri (2015)و  Kucukالتضاد في الزجاج مع  تتوافؽ نتائج

Rhizobium  معزولة مف عدة محاصيؿ بقولية في تركيا )العدس والحمص والفاصولياء والنفؿ( تجاه أربع

 (F. solani, F. oxysporum, F. moniliforme, F. culnorum)أنواع مف الفطور الممرضة لمنبات 

ذه العزلات البكتيرية قدرة عمى تثبيط النمو الفطري وترافقت ىذه القدرة مع إنتاج البكتريا لحمض فأبدت ى
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 R. phaseoliالإندوؿ الخمي و السيديروفور كما كانت قادرة عمى إذابة الفوسفور، وكانت أفضؿ عزلة ىي 

حيث (، 61( والحمص )133، 134أما العزلات الثلبث المتفوقة في ىذه الدراسة فقد عزلت مف نباتي الفوؿ )

بنسبة تثبيط  133وتمتيا العزلة  68.89وبمغت % F63أعمى نسبة تثبيط تجاه الفطر  134أعطت العزلة 

و  %53.70وكانت  F51أعمى نسبة تثبيط تجاه الفطر  134و  61 تاف، بينما أعطت العزل%65.93

الدراسة التي أجريت في تونس عمى  ، ولوحظ أف نسب التثبيط ىذه أفضؿ مما ىي فيعمى التوالي 52.22%

حيث أثرت  F.oxysporum  f. sp. cicerisلاختبار قدرتيا عمى تثبيط نمو فطر  Rhizobiumعزلة  21

 Rh16و Rh11و Rh8، بينما أدت أكثر العزلات فعالية %30 بنسبةعزلة منيا عمى نمو مشيجة الفطر  14

 (.Arfaoui et al., 2006) %50إلى تثبيط بنسبة  PchSOMو

مف حيث عدد العزلات التي ثبطت نمو فطر  Rhizobiaعمى عزلات  Rhizobacteriaتفوقت عزلات 

%(، بينما تفوقت الأخيرة مف حيث نسبة التثبيط 30.9%،  94.7فوزاريوـ الحمص عمى الوسط المغذي )

 Mahmood عمى التوالي(، ولقد ذكر 53.70و  %68.89بأفضؿ نسبة تثبيط  61و  134المئوية )العزلة 

وأقؿ  Bacillus subtilisكانت أفضؿ مف البكتريا الجذرية  .Rhizobium spp( أف بكتريا 2015وآخروف )

 %57.68و  %60.79بنسػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػبة تثبيط  Pseudomonas fluorescensفعالية مف البكتريػػػػػػػا الجذرية 

( في دراستو لتأثير إحدى أنواع البكتريا 2023خروف )وآ Reddyعمى التوالي، بينما أشار  %70.94و 

عمى نمو مشيجة فطر فوزاريوـ  .Rhizobium sppوبكتريا  Pseudomonas fluorescensالجذرية 

 %60.29الحمص، أف تمؾ البكتريا الجذرية أعمى تػػػػػػػػػػػػػػػػأثيراً عمى الفطر مف بكتريا الريزوبيا بنػػػػػػػػػػػػػػػػسبة تثبيط 

 عمى التوالي.  %23.13و 

، 56، 77عزلات ) 4عزلة بكتيرية قدرتيا عمى تثبيط كلب العزلتيف الفطريتيف بينما لوحظ قدرة  21أبدت 

، 99، 96، 81، 108عزلات ) 5، وثبطت F51دوف العزلة  F63( عمى تثبيط العزلة الفطرية 103، 118

وآخروف  Khalifaوىذا يخالؼ نتائج  ،(9شكؿ )ال (11)جدوؿ  F63دوف العزلة  F51العزلة الفطرية  (119

( التي أشارت إلى تأثير جميع عزلات البكتريا الجذرية المختبرة عمى نمو كلب عزلتي فطر ذبوؿ 2022)
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 الأكثر E1PP7 و E1FP4 و E1FP13( ولكف كانت السلبلات Foc-S1 ،Foc-S2فوزاريوـ الحمص )

 و E1PP6 كانت بينما التوالي، عمى٪ 47.97 و٪ 48.37 و٪ 52.77 بنسب ،Foc-S1 ضد فعالية

E1FP13 و E1PP15 ضد فعالية الأكثر Foc-S2 عمى٪ 45.38 و٪ 52.09 و٪ 52.20 بنسب 

  .التوالي

قد يعود سبب اختلبؼ العزلات البكتيرية عمى تثبيط النمو الفطري والاختلبؼ بيف مجموعتي الريزوبيا والبكتريا 

تنوع الأجناس والأنواع البكتيرية المدروسة في ىذا البحث واختلبؼ المواد الجذرية في قدرتيا عمى التضاد إلى 

 عزلة 27 بيف ( إلى أنو مف2018) Muleta و  Tamiruالمضادة لمفطريات التي تنتجيا، حيث أشار

 و٪ 26.1 فقد كانت نسبة المحممة، للؤنزيمات اختبار إنتاجيا تـ التي ريزوبية معزولة مف جذور نبات الفوؿ

 تثبيطًا تمؾ العزلات وأظيرت التوالي، عمى والميباز والبروتياز الكيتيناز لإنتاج إيجابية٪ 14.8 و٪ 44.4

 24الييدروجيف، و  سيانيد لإنتاج إيجابية٪( 29.6) ثمانية عزلات منيا بينما كانت. الفطريات لنمو عالياً 

 الفوسفات. مف العزلات أذابت  ٪ 50 مف وأكثر IAA لإنتاج إيجابية٪( 88.8) عزلة
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 .* F51و  F63. تأثير العزلات البكتيرية عمى العزلتين الفطريتين 11جدول 

 F51الفطر % لمتثبيط تجاه  F63% لمتثبيط تجاه الفطر  العائل البقولي المجموعة رمز العزلة البكتيرية
134 Rhizobia 68.89 فول

a 
52.22

A  

61 Rhizobia 48.93 حمص
h 

53.70
A

 

133 Rhizobacteria 65.93 فول
b 

49.26
B  

117 Rhizobacteria 61.85 حمص
c 

25.56
I

 

92 Rhizobacteria 61.85 حمص
c 33.70

H
 

94 Rhizobia 59.26 فصة
d 

31.48
I

 

95 Rhizobacteria 58.89 فصة
de 

39.63
E

 

77 Rhizobacteria 58.52 حمص
de 

- 

91 Rhizobacteria 57.41 حمص
ef 

42.22
D

 

109 Rhizobia 56.67 فول
f 

37.41
F

 

126 Rhizobia 52.96 حلبة
g 

35.19
GH

 

134B Rhizobia 48.89 فول
h 

46.67
C

 

93 Rhizobacteria 47.78 فصة
hi 

18.15
L

 

136 Rhizobacteria 47.41 بازلاء
hi 

38.15
EF

 

56 Rhizobia 47.04 حندقوق
i 

- 

131 Rhizobacteria 43.70 بيقية
j 

24.07
JK

 

86 Rhizobacteria 43.33 ولف
jk 

34.07
H

 

98 Rhizobia 41.85 فصة
kl 

24.44
JK

 

200 Rhizobia 40.74 فول الصويا
l 

18.15
L

 

132 Rhizobia 35.19 بيقية
m 

11.85
N

 

54 Rhizobacteria 33.70 حندقوق
m 

36.67
FG

 

90 Rhizobacteria 27.04 حمص
n 

47.41
C

 

103 Rhizobia 24.81 حمص
o 

- 

116 Rhizobacteria 19.63 عدس
p 

13.70
M

 

300 Rhizobia 19.26 فول الصويا
p 

10.74
N

 

118 Rhizobia 17.04 حندقوق
q 

- 

108 Rhizobacteria 50.37 - فول
B

 

81 Rhizobacteria 30.37 - حمص
I

 

96 Rhizobia 30.37 - فصة
I

 

99 Rhizobia 23.33 - فصة
K

 

119 Rhizobacteria 22.96 - حلبة
K

 

 مكررات لكؿ معاممة،  3*: باستخداـ طريقة القطاعات، و 

والاحرؼ الكبيرة المختمفة تدؿ  F63العزلة  العزلات البكتيرية في تثبيط حيث أف: الاحرؼ الصغيرة المختمفة تدؿ عمى وجود فروؽ معنوية بيفو 
 .F51العزلة العزلات البكتيرية في تثبيط  بيفعمى وجود فروؽ معنوية 

 ة والعزلة الفطرية.: غياب التضاد بيف العزلة البكتيري -      

 



كفاءتيا في تثبيط بعض الفطور ( وتقييم Rhizobiaالدوس، التوصيف والبصمة الوراثية لعزلات محمية من بكتريــــــــــا العقد الجذرية )
    73                                                                                                     الممرضة لمبقوليات

 
 

 
 

          

                                                        

( التي أثرت عمى إحدى العزلات الفطرية دون الأخرى 56، 108،  119، 118. أمثمة عن بعض العزلات البكتيرية )9الشكل 
(F51 ،F63 بعد )أيام من التمقيح. 7 

   

   
وبعض العزلات البكتيرية المعزولة من جذور البقوليات  F51 ،F63ضمن الأطباق بين العزلتين الفطريتين  . التضاد10الشكل 

 .Rhizobacteria، وRhizobiaوالتابعة لمجموعتي 
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المتفوقة في نسبة التثبيط لفطر الريزوبية بالاستناد إلى نتائج التضاد في المختبر انتخبت إحدى العزلات 

فأظيرت النتائج وجود فروؽ  ،(، واختبرت ضمف الأصص عمى نباتات الحمص61زلة فوزاريوـ الحمص )الع

و  F63×61معنوية بالمقارنة مع الشاىد السميـ مف حيث طوؿ المجموع الجذري، وبالمقارنة بيف المعاممة 

F63  بيف لوحظ فروؽ معنوية بينيما بكؿ القراءات باستثناء طوؿ المجموع الخضري والجذري، أما بالمقارنة

طوؿ المجموع الخضري  فكاف ىناؾ فرؽ معنوي بينيما بالقراءات باستثناء F51و  F51×61المعاممتيف 

 F63×61ووزنو الجاؼ ووزف المجموع الجذري الرطب. وبالنتيجة فقد كاف ىناؾ فرؽ معنوي بيف المعاممتيف )

ات النمو )الوزف الرطب ( وزادت المعاممة البكتيرية مف بعض مؤشر F51و  (F63( والشاىديف F51×61و 

 المجموع الخضري والجذري والوزف الجاؼ لمجذر( وخفضت مف نسبة الإصابة وشدة المرض.

مف الريزوبيا ( Rh1,Rh2,Rh3) متحقؽ مف قدرة ثلبث عزلاتلمع دراسة أجريت في اليند  تائجنالتوافقت 

العزلات فعالية مخبرياً بنسبة  أكثر Rh2 عمى تثبيط مرض الذبوؿ الفوزاريومي عمى الحمص، فكانت العزلة

% 63.64 و نسبة تثبيط المرض% 25.23 أما حقمياً فكانت نسبة الذبوؿ%، 46.66 تثبيط لمنمو الفطري

(Bobade et al., 2022 .) كما دعـRomdhane ( ىذه النتيجة بتسجيؿ ثلبث عزلات 2022وآخروف )

(M. ciceri  وS. maliloti  وM. mediterranumمعزولة مف ) في تونس  العقد الجذرية لنبات الحمص

( تجربة في البيت 2004) Singhو Siddiqui، وعندمػػا أجػػرى F. oxysporumكانت مثبطة لنمو 

( عمى نمو نبات .Rhizobium spالزجاجػػػػػػػػػػػػػػػي في اليند لدراسػػػػػػػػػػػػة تأثير بعض ممقحات التربة مثؿ )

لاحظ زيادة في نمو النبات وانخفاض في مؤشر  F. oxysporum f sp. cicerisالحمص و تثبيط فطر 

إيجابياً عمى نمو النباتات و سمبياً عمى العوامؿ الممرضة مف خلبؿ   Rhizobiaبكتريا يعزى تأثير الذبوؿ. 

 إنتاجيا لمسيديروفور و المضادات الحيوية واليرمونات النباتية وتحفيز آليات الدفاع عند النبات كالأنزيمات

(Tamiru and Muleta, 2018; Arfaoui et al., 2006.) 

 



كفاءتيا في تثبيط بعض الفطور ( وتقييم Rhizobiaالدوس، التوصيف والبصمة الوراثية لعزلات محمية من بكتريــــــــــا العقد الجذرية )
    75                                                                                                     الممرضة لمبقوليات

 
 

 
 

نبات  وفي مؤشرات نمو  F. oxysporum f sp. cicerisر في تثبيط الفط 61المعاممة بالعزلة البكتيرية تأثير  .12جدول 

 الحمص.

طول  المعاملة
المجموع 
 الخضري

 )سم(

الوزن 
 الرطب

للمجموع 
الخضري 

 )غ(

الوزن 
الجاف 

للمجموع 
 الخضري

 )غ(

طول 
المجموع 
 الجذري
 )سم(

الوزن 
 الرطب

للمجموع 
 جذريال

 )غ(

الوزن 
الجاف 

للمجموع 
 الجذري

 )غ(

شدة 
المرض 

)%( 

نسبة 
الإصابة 

)%( 

26.00 سليمشاهد 
ab 

3.29
ab

 
 

1.12
a 

25.67
b

 2.26
a

 0.80
ab

 0.00
d 

0.00
c

 

30.33 61شاهذ
a 

4.83
a
 

 
0.83

a 
31.00

a
 3.06

a
 0.59

bc
 0.00

d 
0.00

c
 

F63 18.33شاهذ
c

 1.29
c

 0.30
b 

18.33
c

 1.09
c

 0.22
c

 56.25
a

 27.78
a

 

F51 17.33شاهذ
c

 1.77
bc

 1.00
a 

12.33
d

 1.22
bc

 0.22
c

 37.50
b 

22.22
a

 

F63×61 23.00
bc 

4.14
a
 

 
1.06

a 
20.00

c
 2.55

a
 1.0

a
 16.67

c 
13.89

b
 

F51×61 24.00
abc 

4.19
a 

1.12
a 

21.67
bc

 2.15
ab

 0.89
ab

 10.42
cd 

11.11
b

 

LSD0.05 6.78 1.99 0.44 5.28 1.0 0.39 13.72 6.19 

 

   

   

 F. oxysporum f sp. cicerisر الفط الحد من أعراض في 61المعاممة بالعزلة البكتيرية الريزوبية تأثير  .11الشكل 

 .عمى نباتات الحمص ضمن الأصص، بالمقارنة مع الشاىد السميم
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 أمثمة شروط انتاج السماد الحيوي:-4-5

 %30ثـ التربة  %70قياس الرطوبة لكؿ مف المواد الحاممة أف التورب أكثرىا رطوبة بنسبة  أظيرت نتائج

يمييا البيرلايت  Ph=8فكانت أعمى في التربة )قموي(  pH، أما درجة الػ  %3المنخولة وأخيراً البيرلايت 

( عندما 2019) Kiharaتتوافؽ ىذه النتائج مع  pH=3.32وأخيراً التورب )حامضي(  pH=7.3)معتدؿ( 

درس بعض الخواص الفيزيائية والكيميائية لعدة مواد حاممة مف بينيا التورب )الخث( فكانت الرطوبة تساوي 

( فقد ذكروا 2020وآخروف ) Pálková( و 2015وآخروف ) Pennisi، أما 3.63ودرجة الحموضة  70.5

%. أما فيما  5-2ومحتواىا المائي  7.5-7أف البيرلايت الخاـ ىو مادة خاممة حيوياً تبمغ درجة حموضتيا 

يخص التربة المنخولة فقد ذكرت الدراسات أف درجة حموضة التربة ورطوبتيا تختمؼ حسب تركيب التربة 

(Vogel et al., 2023( والموقع الجغرافي وما يرافقو مف ظروؼ مناخية )Xie et al., 2015.) 

،   810×2.2تركيز لمبكتريا بعد شيريف مف التمقيح )س وصؿ أفضؿ ° 4أظيرت النتائج أنو عند درجة حرارة 

2×810  CFU/ml ،)( 810×1.9،  810×2يمييا حفظ البكتيريا لمدة شير CFU/ml ثـ )يوـ 15 

(1.9×810  ،1.7×810  CFU/ml بالنسبة لمتربة المنخولة والبيرلايت أما التورب فمـ يكف ىناؾ فروؽ )

بالمقارنة بيف المواد الحاممة كانت أفضؿ مادة ىي التربة المنخولة تمييا  معنوية في التركيز طواؿ فترة التجربة.

كما كاف تركيز البكتيريا يزداد خلبؿ فترة التخزيف، وبعد شيريف . س° 4عند درجة حفظ  ثـ التورب البيرلايت

مبكتريا بعد س فكاف أفضؿ تركيز ل° 25أما عند درجة حرارة  وصؿ الى اعمى تركيز ثـ بدأ بالتناقص تدريجياً.

 ،810×9.6شيريف مف التمقيح بالنسبة لكؿ المواد الحاممة المختبرة )تربة منخولة، بيرلايت، تورب(، )

9.6×810 ،9.5×810 CFU ولـ يكف ىناؾ فرؽ معنوي بيف المواد الحاممة في مدى / مؿ عمى التوالي )

. أما أفضؿ بعد شيريف مف التخزيف وذلؾ قدرتيا عمى حفظ حيوية البكتريا حيث كانت جميعيا بنفس الكفاءة

المواد في حفظ حيوية البكتيريا طواؿ فترة التجربة فكانت التربة المنخولة تلبىا البيرلايت ثـ التورب. كما كاف 

 عمى تركيز ثـ بدأ بالتناقص تدريجياً.ألى إتركيز البكتيريا يزداد خلبؿ فترة التخزيف، وبعد شيريف وصؿ 
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 س.° 4مقاح البكتيري مع مرور الزمن عند درجة حرارة . تغير تركيز ال13جدول 

 انمادج انحامهح

 

 انزمه

 ذىرب تٍرلاٌد ذرتح مىخىنح

Mean 

1h 10
7
×2.7 pqr 10

7
×1.9qrs 10

7
×1.8qrst 10

7
×2.2H 

24h 107 ×6mn  10
7
×5no 10

7
×3pq 10

7
×4.7G 

48h 10
7
×7kl 10

7
×7.6kl 10

7
×4op 10

7
×6.5F 

72h 10
8
×1.2hi  10

8
×1j 10

7
×5.9mn 10

7
×9.5E 

96h 10
8
×1.5e  10

8
×1.4ef 

 
10

8
×1.1ij 

 
10

7
×1.3I 

15d 10
8
×1.9c 

 
10

8
×1.7d  10

8
×1.2hi 10

8
×1.6C 

1m 10
8
×2b 

 
10

8
×1.9bc 

 
10

8
×1.3gh 

 
10

8
×1.7B  

2m 10
8
×2.2a 10

8
×2b 

10
8
×1.4fg 

 
10

8
×1.8 A 

 

3m 10
7
×8.8k 10

7
×7.3lm 

10
7
×4.7no 10

8
×1.4D 

4m 10
7
×1.6rstu  10

7
×1.4rstu 

10
6
×7.8stu 

10
7
×6.9F 

5m 10
6
×5tu 

10
6
×3.6u 

10
6
×2.2u 

10
6
×3.6J 

Mean 10
8
×1A 

 
10

7
×9.6B 10

7
×6.4C  

LSD0.01
 10

7
×1.4=Treatment  10

6
×4.2= Substance 10

6
×8=Time 

ل ، أما الاحرف الكبيرة تدحيث أن: الاحرف الصغيرة المختلفة تدل على وجود فروق معنوية بين متوسطات التفاعل

 %99على الفروق المعنوية بين متوسطات المعاملات، عند مستوى ثقة 

 س.°25. تغير تركيز المقاح البكتيري مع مرور الزمن عند درجة حرارة 14جدول 

 انمادج انحامهح

 

 انزمه

 Mean ذىرب تٍرلاٌد ذرتح مىخىنح

1h 10
7
×1.4 m  10

7
×1.2m 

10
7
×1.5m 10

7
×1.4HI 

24h 10
7
×4.7m  10

7
×4.7m 10

7
×2.4m 10

7
×4GH 

48h 10
8
×1.8j  10

8
×1.8j 10

8
×1.2k 10

8
×1.6F 

72h 10
8
×2.5i 

 
10

8
×2.6i 10

8
×1.6jk 

10
8
×2.2E 

96h 10
8
×5.5f 10

8
×4.4g 10

8
×3.6h 10

8
×4.5D 

15d 10
8
×7.9d  10

8
×7.7d 10

8
×7e 10

8
×7.5C  

1m 10
8
×9ab 10

8
×8.5bc 

10
8
×8cd 10

8
×8.6B  

2m 10
8
×9.6a 10

8
×9.6a 10

8
×9.5a 

10
8
×9.5A 

3m 10
8
×1.1kl  10

7
×5.9ml 10

7
×3.7m 

10
7
×6.8G 

4m 10
6
×4m 10

6
×5.7m 10

6
×3m 

10
6
×4.3I 

Mean 10
8
×3.8A  10

8
×3.5B 10

8
×3.2C   

LSD0.01= 10
7
×5.4 =Treatment  10

6
×1.8= Substance 10

6
×3.3=Time 

، أما الاحرف الكبيرة تدل اعلحيث أن: الاحرف الصغيرة المختلفة تدل على وجود فروق معنوية بين متوسطات التف

 %99على الفروق المعنوية بين متوسطات المعاملات، عند مستوى ثقة 
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س بشير واحد فقط وكاف °25تفوقت عمى الدرجة  س°4أظيرت النتائج بالنسبة لدرجة حرارة الحفظ أف درجة 

واستمر بالتركيز  س°4 ارتفاع تركيز البكتريا أبطأ، حيث ارتفع التركيز البكتيري ببطء عند درجة حرارة

كاف تزايد حتى الشير الرابع ثـ انخفض دوف المستوى الموصى بو في الشير الخامس بينما  107الموصى بو 

س سريعاً ولكنو انخفض دوف المستوى الموصى بو في الشير الرابع مف °25عند درجة حرارة التركيز 

س ° 40 عند التعداد البكتيري أعمى في فاضالانخ كافحيث  Kihara (2019)وىذا يوافؽ دراسة ، التجربة

( التي ذكرت أف احتفاظ المقاح بحيويتو كاف عند 2022وآخروف ) Alooوكذلؾ تتوافؽ مع  س،° 4 عند وأدنى

قد يعود سبب ىذه النتيجة لاختلبؼ الطبيعة  س.° 25س أفضؿ مماىو عميو عند درجة حرارة ° 8درجة 

العالية تسرع مف نمو الخلبيا البكتيرية وأنشطتيا الاستقلببية التي تؤدي إلى  لمقاح، فإف درجات الحرارة البيولوجية

 (.Bharti et al., 2017تغيرات في درجة الحموضة وفقداف الحيوية وموت الخلبيا )

، س عمى التوالي(°25،  4أشير عند درجتي حرارة حفظ ) 4و 3بمغت في ىذه التجربة فقد مدة الحفظ أما 

 Alooأشير حسب درجة حرارة الحفظ وفي تجربة  6-4( بيف 2019) Kiharaبحث بينما تراوحت في 

 أشير وىذه النتائج تخالؼ نتيجة دراستنا. 8( كانت 2022وآخروف)

وىذا يتوافؽ مع نتائج التجربة التي أجراىا كانت أفضؿ مادة حاممة ىي التربة المنخولة ثـ البيرلايت ثـ التورب 

Kihara (2019) ولاس وقشر نبات الكسافا حيث تفوؽ المManihot esculenta  عمى التورب كمادة

أفضؿ مادة حفظ ىي تفؿ قصب السكر عند حفظو في الغرفة ( فقد لاحظ أف 2022وآخروف ) Alooأما  حاممة.

( أف البيرلايت  و 2007وآخروف ) Khavazi. كما ذكر والبراد بينما جاء بعده نخالة القمح في درجة حرارة الغرفة

ئطو )بيرلايت +تفؿ قصب السكر أو بيرلايت +مخمفات الشعير( حافظت عمى أعمى تركيز لمبكتريا ولأطوؿ خلب

أفضؿ حيوية ( 2021وآخروف ) Paudyalبينما سجؿ  أشير( بالمقارنة مع غيرىا مف المواد الحاممة.6 مدة )

قدرة المواد الحاممة عمى الاحتفاظ  يمكف إرجاع اختلبؼ. ونشارة الخشب الحديقة وتربة الفحـ لمقاح البكتيري عمى

 ;Aloo et al., 2022بحيوية البكتريا إلى اختلبؼ تركيب ىذه المواد وخواصيا الفيزيائية والكيميائية )

Sohaib et al., 2020 .) 
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 Conclusionsالاستنتاجات 

، وعزلات مرافقة تنتمي لمجموعة Rhizobiaلعزؿ مف جذور النباتات البقولية عزلات ريزوبية تنتج عممية ا-1

 .Rhizobacteriaالبكتريا الجذرية 

 .Fusarium oxysporum fتتميز بكتريا الريزوبيا والبكتريا الجذرية بقدرة متباينة عمى تثبيط نمو فطر  -2

sp. ciceri .ًمخبريا 

حمص ببكتريا الريزوبيا مع وجود مسبب ذبوؿ فوزاريوـ إيجابياً عمى مؤشرات نمو يؤثر تمقيح نباتات ال -3

 النبات، ويقمؿ مف الأعراض المرضية.

 تفيد تقانات البصمة الوراثية في فرز العزلات البكتيرية حسب الجنس والنبات المعزولة منو. -4

وبي تتميز بأنيا رخيصة ومتوفرة  لتشكيؿ مف الممكف استخداـ التربة المنخولة كمادة حاممة لمقاح الرايز  -5

 مخصب حيوي تجاري.

يمكف الاحتفاظ بحيوية بكتريا الريزوبيا الممقحة عمى التربة المنخولة أو البيرلايت أو التورب عند درجة -5

 أشير.  4-3لمدة تراوحت  س° 25أو  4حرارة 
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 Recommendationsالتوصيات 

 ستفادة منيا في بحوث وتطبيقات لاحقة.حفظ السلبلات المتفوقة للب -1

  إجراء تسمسؿ نكميوتيدي لمعزلات المتفوقة في ىذا البحث وحفظيا في البنؾ الوراثي. -2

إجراء تجارب حقمية لاحقة لتقييـ كفاءة العزلات البكتيرية في حماية النبات مف فطر فوزاريوـ في الظروؼ  -3

 الطبيعية، وتأثير ذلؾ عمى الإنتاجية.

اختبار تأثير التمقيح المزدوج لبكتريا الريزوبيا وأجناس بكتيرية أخرى غير مثبتة للآزوت كالبكتريا المحممة  -4

نتاجية النبات.  لمفوسفات والبوتاسيوـ عمى نمو وا 
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Abstract 

 

The research was carried out during 2018-2024 in Faculty of Agriculture-

Damascus University and the National Commission for Biotechnology. The 

research aimed to isolate rhizobia bacteria from the roots of some legumes, 

identify the isolates and detect their phylogenetic relationship using rep-PCR 

DNA fingerprinting technique, and test their antagonistic ability against the 

locally isolated fungus causing vascular wilt to chickpea Fusarium 

oxysporum f sp. Ciceris. It also aimed to optimize some conditions for 

producing a local biofertilizer using the best rhizobia isolate. The Legum 

plants (Faba bean, chickpea, pea, sweet yellow clover, alfalfa, clover, 

soybean, fenugreek, vetch, lentil) were collected from the governorates of 

Damascus Countryside, Homs, Daraa, Al-Sweida, Lattakia, Hama and 

Raqqa, to isolate the bacteria from the root nodules of these plants on Yeast 

mannitol agar medium. Out of 109 resulted isolates, The results of all 

biochemical, molecular and artificial infection tests showed that 42 isolates 

belonged to the Rhizobia group, and 19 isolates  belonged to the 

Rhizobacteria group. Based on the cross-infection, the Rhizobia isolates 

were divided into four genera: Mesorhizobium, which is symbiotic with 

chickpea, Rhizobium with faba bean and pea, Bradyrhizobium with soybean, 

and Ensifer with alfalfa and sweet yellow clover. The results of the rep-pcr 

DNA fingerprinting technique showed that the REP-PCR technique had the 

highest polymorphism among the isolates, and the similarity ratio with the 

reference isolates ranged from 38% to 83%. The rhizobia isolates were 

distributed by the phylogenetic tree into four groups, two of which were 

clustered according to the geographical region; The first group included 

reference isolates and 9 genotypes of the genus Mesorhizobium from Al-

Sweida, and the fourth group included 2 genotypes of Bradyrhizobium from 

Raqqa. In contrast, the second group included 4 genotypes of the genus 

Sinorhizobium/Ensifer that symbiont with fenugreek, sweet yellow clover, 



    
 

 

 

and alfalfa plants from Damascus Countryside and Homs, while the third 

group had 4 genotypes of Rhizobium from Damascus Countryside, Homs, 

and Sweida. The results of laboratory antagonism of the 61 isolates (42 

Rhizobia, 19 Rhizobacteria) against the two local identified fungal isolates 

of chickpea Fusarium wilt (F51 and F63) showed that 31 bacterial isolates 

inhibited fungal growth, including 13 ones from rhizobia group and 18 from 

rhizobacteria. The two isolates; 134 (Rhizobium) and 61 (Mesorhizobium), 

achieved the highest inhibition rate of fungal growth, 68.89% and 53.70%, 

respectively. The isolate 61 was tested on chickpea plants in pots, the results 

showed that inoculation with Rhizobia bacteria increased the plant's ability 

to tolerate the fungal infection; causing a decrease of disease severity index 

and infection rate. Also, the optimization results to produce a biofertilizer 

using isolate 134 showed that 4°C was the best in preserving the vitality of 

bacteria for 4 months, while it did not exceed 3 months at 25°C. On the other 

hand, sifted soil was the best carrier material of bacteria, followed by perlite 

and then tourb. The bacteria achieved its highest concentration in the second 

month of inoculation, regardless of the carrier materials and temperatures 

tested. 

Keywords: Rhizobia, Biochemical tests, Legume plants, Syria, rep-PCR 

fingerprinting technique, Fusarium, Chickpea, Antibiosis, Biofertilizer, 

Carrier material.
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