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 وعلاقتها Sinorhizobium meliloti نبات السذب على نمو بكتريا  كالس مستخلصتأثير

  Medicago sativaالتعايشية مع نبات الجت 
  

  السلام الصفار        فوز عبد    الكاتب  أسامه مرا    البرهاوي        إبراهيمنجوى 

  قسم علوم الحياة
  كلية التربية

  جامعة الموصل
  

  )2010 /  8 / 16  ؛  تاريخ القبول 2010 / 6/ 8تاريخ الاستلام (

  
  الملخص

   علــى نمــو.Ruta graveolens L   الخــامتبــاين تــأثير مــستخلص كــالس نبــات الــسذب      

    لوحظ تأثيره التثبيطي على نمـو البكتريـا فـي    إذ في الوسط الغذائي، Sinorhizobium melilotiبكتريا

 ،٪38.6 و 47.5السائل بدلالة انخفاض أعدادها بنـسبة    Manitol Salt Yeast Extract (MSY)وسط 

 Rhizobium Minimal Mediamللطاقة عند إضافته إلى وسط العوز الغـذائي     كمصدر تأثيرهكما تبين

(RMM)             24بعد    ، ٪12.3 و 27.7عوضا عن سكر المانيتول وكان له تأثير ايجابي في زيادة البكتريا بنسبة 

البكتريا الناميـة فـي  الوسـط الغـذائي بـدون إضـافة              (  اعة من التحضين قياسا بعينة المقارنة        س 48و

 ثـبط هـذا     أخـرى  نانوميتر، من ناحيـة      595، بدلالة قياس العكرة طيفياً عند الطول الموجي         )المستخلص

 ـ S. meliloti  بادرات الجت الملقحة ببكتريـا   المستخلص تكوين العقد الجذرية على     وسـط   فـي  ةالنامي

)NF (   Nitrogen Free ،مـع مـوت   وأطوالهاكما قلل من عدد الأفرع الخضرية وعدد أوراقها  الصلب 

قسما من بادراتها وانخفاض محتواها البروتيني لكنه في نفس الوقت أدى إلى رفع مستواه في البادرات غيـر                  

  .الملقحة بالبكتريا قياسا بعينة المقارنة 

    

  .مستخلص كالس السذب ، نبات الجت ،meliloti  Sinorhizobiumبكتريا : الكلمات الدالة

 ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
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ABSTRACT  
        The disparate impact of extract callus plant Ruta graveolens L.( rue) on the growth of 
bacteria Sinorhizobium meliloti in the nutrient medium, as noted its effect inhibitory on the 
growth of bacteria in the medium of Manitol Salt Yeast Extract (MSY) liquid in terms of 
numbers tend to decrease by 47.5 and 38.6%, as shown by its effects as an energy source 
when you add it to the medium of nutritional deficiencies Rhizobium Minimal Mediam 
(RMM) instead of sugar Mannitol and increasing the bacteria by 27.7 and 12.3%, after 24 
and 48 hours of incubation compared to a sample comparison (bacteria developing in the 
nutrient medium without the addition of extract), in terms of measuring the turbidity at the 
spectral wavelength 595 nm,in the other hand, this extract inhibited the formation of root 
nodules on alfalfa seedlings inoculated with the bacterium S. meliloti developing in the 
middle (NF) Nitrogen Free solid, also reduced the number of vegetative branches , and 
leaves, with the death of some of seedlings and low protein content, but at the same time, 
led to a higher level in the inoculated seedlings compared to sample comparison.                                     

  ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

  المقدمـة

       Rhizobiumمن جنس  Rhizobiaceae   العائدة لعائلة     Sinorhizobium  meliloti      تمتاز بكتريا 

)De Lajuide et al., 1994( ،أبعادهال عصوي تتراوح ـــــكـ ذات شبأنها) طولا1.2 عرضا 0.5  (

، تنمو على الأوساط الغذائية )(Graham, 1998ميكرون، سالبة لصبغة كرام هوائية غير مكونة للسبورات 

بهيئة مستعمرات لزجة مستخدمة مستخلص الخميرة كمصدر نتروجيني وسكر المانيتول كمصدر للطاقة 

)Burdass, 2002(. عرفت هذه البكتريا باسم Rhizobium meliloti   )(Arias et al., 1982باسم   ثم  

Sinorhizobium meliloti  )De Lajuide et al., 1994 (باسم وأخيرا  Ensifer meliloti  )Young, 

 إلا ،)Casida, 1982( بصفات وراثية وتصنيفية واحدة  .Ensifer spp    ، وذلك لاشتراكها مع بكتريا )2003

من خلال  علاقتها التعايشية ) Stougaard, 2000(مونيا الاتثبت النتروجين الجوي إلى ب  تتخصصأنها

   Trigonella ونبات الحلبة Melitusوالبرسيم الحلو Medicago sativa  من نبات الجت المتخصصة مع كل

)Hirsch  et al., 2001( .   
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، )2000الكاتب،  (Rutaceae العائلة السذبية اتنبات فهو من L. Ruta graveolensالسذب  نبات أما      

 Acridoneومنها قلويد  ،(Bowen et al., 1988)يستخدم كنبات طبي لاحتوائه على القلويدات بنسبة كبيرة 

 وجود مركبات إلى، وخاصة أن العديد من الدراسات أشارت (Staba, 1982)في الزروعات النسيجية للساق 

 المعزول من كالس الأفرع Dictamnineعديدة في الكالس غير موجودة في النبات الأصلي ومنها قلويد 

  ).2006الكاتب، (ة أعلى مما هو عليه في النبات الطبيعي الخضرية الناتجة عنه وبدرجة نقاو

 استخدام مستخلص كالس الأفرع الخضرية لنبات السذب، تأثير دراسة إلىتهدف الدراسة الحالية        

 وكمصدر نيتروجيني على S. meliloti، كمصدر كاربوني على نمو بكتريا Dictamnineلاحتوائه على قلويد 

  .   المتخصصة بإصابتهS. melilotiتريا ـــــ وبكMedicago sativaبين نبات الجت  العلاقة التعايشية 

  

  المواد  وطرائق العمل

   Sinorhizobium melilotiبكتريا 

كليـة  /من مختبرات البحوث قسم علـوم الحيـاة   ، FA8 العزلة S. melilotiتم الحصول على بكتريا        

  ).2005 الصفار، ( التربية

   S. meliloti, FA8ية بكتريا    تنمأوساط

    Mannitol   Salt   Yeast   Extract   (MSY)  medium  وسـط  استخـــــــــدم        

(Khanuja and Kumer, 1989)ط الــــــعوز الغـذائي  ـوس  في تنمـية البكتريا، وRhizobium 

Minimal Medium (RMM)  (Singh et al., 1984) على وسط الرايزوبيوم الأدنى،  في اختبار نموها .  

   Medicago sativaبذور الجت 

  .تم الحصول على بذور نبات الجت من السوق المحلية      

  التعقيم السطحي للبذور

 ,Burdass)من الكحول الاثيلي % 70 لمدة دقيقة واحدة في تركيز M. sativa    غمرت بذور نبات الجت  

 وغسلت بعد المعاملتين ثـلاث مـرات        NaOClن القاصر التجاري    م% 3 دقائق في    10كما تركت   ،  (2002

  معقـم   آثار الكحول والمادة المعقمة على التوالي، ووضع على ورق ترشـيح           لإزالةمتتالية في الماء المعقم     

  . لغرض تخليصها من الماء العالق بها

   البادرات المعقمة إنتاج

 بتـري   أطبـاق  الصلب في    NF من وسط    3سم 50المعقمة سطحيا بوضعها على سطح       زرعت البذور       

 New Brunswick) طبـق، وحـضنت فـي حاضـنة النمـو        / بذرة 100بمعدل )  سم15قطر (معقمة 

Scientific, Co. Inc. Edison, N.J., USA)،  م، في ظروف ظلام تامة لمدة يـوم  °  2± 25بدرجة حرارة
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          / ضـوء  سـاعة  16 والظلام المتعـاقبين     الإضاءةم   ظروف نظا  إلى نقلت لمدة يوم واحد      إنباتهاواحد، وبعد   

  . لوكس3000 ساعه ظلام،8

  Ruta graveolens الخضرية لنبات السذب الأفرعمستخلص كالس 

 ـ  ،كليـة التربيـة  / تم الحصول عليه من مختبرات قسم علوم الحياة        وسـط فـي   إدامتـه  تحيـث تم

meduim)MS  Murashige & Skoog ()1962 and Skoog, Murashige (  الـــصلب المـــدعم

2.0Naphthalene acetic Acid (NAA):0.5 Benzyladenine (BA) 2006 الكاتب،(لتر /ملغم.(  

  S. meliloti المستخلص على نمو البكتريا تأثير
 0.1 له   وأضيفقنينة،  / 3سم 9.9، بمعدل    3سم 25لسائل في قناني زجاجية حجمها      ا ،MSYوزع وسط        

، ثم لقـح    ) دقيقة 20 جو، 1م،121(، ثم عقم الوسط بالموصدة      )3سم/  ملغم   200بتركيز  (من المستخلص    3سم

 ، وحضنت القناني فـي الحاضـنة   S. melilotiببكتريا ) الخالي من المستخلص(الوسط مع وسـط المقارنة 

م °2 ± 30ارة ، بدرجة حر(New Brunswick Scientific, Co.Inc. Edison, N.J., USA)الهزازة  نوع  

طـول  ال عنـــــــد    Spectrophotometer  ساعة، وتم قياس عكرة الوسط باستخدام جهاز       18ولمدة  

  ).2005،الصفار(  نانوميتر595موجي ال

 ونبات الجـت  S. meliloti الصلب مع دلائل العلاقة التعايشية بين البكتريا NF المستخلص في وسط تأثير
M. sativa   

) طبق/ بادرات 6بمعدل ( الصلب المدعم والخالي من المستخلص NF وسط إلىالسليمة نقلت البادرات       

 في أفقي، ووضعت بشكل )3سم 15 -10(بمعدل  S. meliloti مجموعها الجذري لقاح بكتريا إلى أضيفثم 

، ثم وضعت أيام 3-2 ولمدة الحاضنة لضمان تلامس البكتريا مع الشعيرات الجذرية، وتشرب الوسط بها

  .أعلاهعند الظروف المذكورة  كل مائل لمدة شهر في غرفة النموبش

  المحتوى البروتيني

 الملقحة وغير الملقحة بالبكتريا الناميـة فـي   M. sativaتم تقدير المحتوى البروتيني لبادرات الجت   

          ..Lowry et  al) , 1951  (طريقة  الصلب المدعم وغير المدعم بالمستخلص،NFوسط 

  

  ائج و المناقشةالنت
  

  S. meliloti على نمو بكتريا MSYتأثير إضافة مستخلص كالس نبات السذب في وسط 

 في انخفـاض أعـداد الطـول    R. graveolensتأثير مستخلص كالس نبات السذب ) 1( يبين الجدول      

علـى    % 38.6 و 47.5 ساعة مــن التحضين بنسبة مئويـة بلغـت          48 و 24 بعد    نانوميتر 595الموجي  

  ).البكتريا النامية في الوسط غير المدعم بالمستخلص( التوالي، قياسا بعينة المقارنة 
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  النامية فـي   S. meliloti على نمو بكتريا R. graveolens مستخلص كالس نبات السذب تأثير: 1الجدول 

عة  سـا  48 و 24 بعد    نانوميتر 595الطول الموجي    قياس التعكر عند   السائل بدلالة    MSYوسط  

  .مــن التحضين

  

  ) نانوميتر595(مقدار التعكر 

  فترة التحضين

 )ساعة(

الوسط غير المدعم 

 بالمستخلص

الوسط المدعم 

 بالمستخلص

لانخفاض اعداد % 

 البكتريا

الوسط المضاف 

 المستخلص إليه

 دون البكتريا
24 1.69 1.53 47.5 0.52 
48 1.81 1.14 38.6 0.59 

  

S. melilotiمو بكتريا ـ، بالمستخلص على نRMMز في وسط العوز الغذائي تأثير استبدال سكر الكلوكو

، بمـستخلص كـالس     RMMأدى استبدال سكر الكلوكوز الموجود ضمن مكونات وسط العوز الغذائي             

قياسا بالوسط غيـر   % 21.3 و 27.7بنسبة زيادة بلغت    S. melilotiنبات السذب إلى زيادة أعداد بكتريا 

 % 94.6 و   75.3لص إلا أنها كانت اقل من النسبة المئوية للزيادة الحاصلة في عينة المقارنة              المدعم بالمستخ 

 Spectrophotometer ساعة من التحضين على التوالي، عند قياس امتصاصية الوسط بجهـاز             48 و 24بعد  

  ).2 الجدول( نانوميتر،595  عند الطول الموجي 

  

  الناميـة فـي    S. meliloti على نمو بكتريا R. graveolensب  مستخلص كالس نبات السذتأثير: 2لجدول ا

  . السائلRMMوسط العوز الغذائي 

  

 ) نانوميتر595( مقدار التعكر

  فترة التحضين

 )ساعة(

الوسط غير 

المدعم 

 بالمستخلص

الوسط المدعم 

 بالمستخلص
 للزيادة% 

الوسط المضاف 

 المستخلص أليه

 دون البكتريا
24 0.13 

(0.73) 
0.47 

(0.97) 
27.7 

(75.3) 
0.51 

(0.53) 
48 0.13 

(0.88) 
0.61 

(0.93) 
21.3  

)94.6( 
0.55 

(0.58) 

  . معاملة/ RMM تمثل عينه المقارنة باستخدام وسط الأقواسالقيم بين      
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  M. sativa الصلب على نمو بادرات الجت NFتأثير إضافة المستخلص في وسط 

 التأثير السلبي لمستخلص كالس نبات السذب على نمو )BوA ،1 والشكل(، )3(     يلاحظ من الجدول 

وتكوين تراكيب  S. meliloti بإصابتها الملقحة ببكتريا الرايزوبيوم المتخصصة M. sativaبادرات الجت 

 أفرعها أعدادتشبه العقد على مجموعها الجذري فضلاً عن تغلظ جذورها الثانوية وعدم تفرعها وقلة 

 امتازت بلونها الأخضر مع أنها إلااد أوراقها المتكونة على هذه الأفرع وصغر حجمها الخضرية وقلة أعد

 )D و  C ،1الشكل (تقزمها عند قياس أطوال هذه الأفرع وقلة محتواها البروتيني قياسا بعينة المقارنة الملقحة

 لتنمية بادرات الجت  الوسط المستخدمإلى إضافته أدىفي الوقت الذي . غم، على التوالي/ ملغم3.5 و 3.0

مجموعها الجذري   عدم تحسن في نمو البادرات عن المعاملة الـسابقة وتغلظإلىغير الملقحة بهذه البكتريا، 

غم ونسبة زيادة مئوية بلغت / ملغم3.6 محتواها البروتيني ، على الرغم من ارتفاع قيمة)Fو  E  ، 1الشكل ( 

  . عينة المقارنةعن  % 72.2عن المعاملة السابقة و  % 83.3

  

  M. sativa  علـى نمـو بـادرات الجـت    Ruta graveolens مستخلص كالس نبات السذب تأثير: 3الجدول 
 والأوراق الخـضرية  والأفـرع  العقد الجذرية وأعداد S. meliloti  الملقحة وغير الملقحة ببكتريا

  .  ومحتواها البروتينيوأطوالها

  

  بادرات الجت
M. sativa 

 %

 للإصابة

د العقد عد

 لكل نبات

  أعدادمعدل 

 الأفرع

 نبات/الخضرية

معدل عدد 

 نبات/الأوراق

معدل طول 

 الأفرع

 نبات/الخضرية

المحتوى 

  البروتيني

 غم/ملغم

  0.0 0.0 0.0 ملقحةال
 

2.2  5.4 2.95)3.0( 

       
  82 +المقارنة

 
3.0  
  
 

2.0  
 

6.5 15.9 3.52)3.5( 

  0.0 0.0 ملقحةالغير 
 

1.0 3.3 4.9 3.58)3.6(  
 

       
  )2.6(2.55 17.3 3.3 1.0 0.0 0.0 -المقارنة

 
  . الخال من المستخلص NF بادرات الجت الملقحة بالبكتريا والنامية في وسط  : +المقارنة    

  .الخال من المستخلص NF بادرات الجت غير الملقحة بالبكتريا والنامية في وسط  : -المقارنة     

  . بين القوسين تمثل التقدير التقريبي للمحتوى البروتينيلأرقاما                

  . من تأثير المستخلص على شكل ونمو بادرات  الجتأعلاهما ورد ذكره ) 1(كما يلاحظ من الشكل       
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    تخلص على نمو بادرات الجت، وعلى تكوين العقد الجذرية في البادرات الملقحة  المستأثير: 1الشكل   

  ..meliloti  Sببكتريا 
A-      بادرات الجت الملقحة ببكترياmeliloti. S والنامية في وسط NF الصلب المدعم بمستخلص السذب . 

B-      مقطع مكبر للعينة فيAجموع الجذري وعدم تكوين العقد الجذرية عليه يلاحظ فيه تراكيب تشبه العقد على الم. 

C-      بادرات الجت الملقحة ببكترياmeliloti. S والنامية في وسط NF المدعم بمستخلص السذب  الصلب  غير. 

D-      مقطع مكبر للجزء المؤشر فيCيلاحظ فيه تكوين العقد الجذرية . 

E-      بادرات الجت غير الملقحة ببكترياmeliloti. S والنامية في وسط NF الصلب المدعم بمستخلص السذب. 

-F       مقطع مكبر للعينة في E يلاحظ فيه تغلظ الجذور .  
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  meliloti   بينت هذه الدراسة نجاح العلاقة التعايشية المتخصصة بين بادرات نبات الجت وبكتريا      

Sinorhizobium نتيجة  ،)2002 حبش،(مونيا  بصورة اجين الجويفي تكوينها للعقد الجذرية المثبتة للنيترو

لارتباط هذه البكتريا بواسطة مجموعة الكبريت ضمن عديد سكرياتها الدهنية وبشكل متخصص بمستقبلات 

 ).Denarie et al., 1994(لاكتين الواقعة على قمم الشعيرات الجذرية لبادرات الجت لالتمايز المعروفة باسم ا

) Odebiyi and Sofowora, 1979(  القلويدات والفينولات في بعض النباتات وجودأدى أخرىمن ناحية 

 ،محمد(المعروفة بفعاليتها المضادة للجراثيم  ،)2006 محمد،(  Ruta graveolensومنها نبات السذب 

المدعم بمستخلص نبات السذب من خلال YEM   النامية في وسط.meliloti S تثبيط نمو البكتريا إلى) 2006

  الخلاياأعدادويعزى زيادة  .)Sota and Fujiwaw 1996 ,( الامينية والنووية الأحماض في تركيب رهاتأثي

 )CH-CH2(  استخدام البكتريا لتركيبإلى ، RMMفي وسط العوز الغذائي  مع زيادة فترة التحضين 

اربوني عند كمصدر ك) 2006 الكاتب،( نبات السذبالمشخص وجوده في  Dictamnine الموجود في قلويد

  احتواء هذا القلويد على التركيبأدىكما  .استبدال مستخلص هذا النبات بالسكروز الموجود في هذا الوسط

)C=N ( ريا ـحة ببكتــالملق ت غيرــ الج  استخدامه كمصدر نيتروجيني من قبل بادراتإلى meliloti 

 S.  والنامية في وسطNFثم زيادة المحتوى البروتيني لهذه  الصلب المدعم بمستخلص نبات السذب ومن 

 إلىمن خلال جدرانها الخلوية meliloti.  S  اختراق مستخلص نبات السذب لبكتريا أدىبالمقابل  .البادرات

 لبادرات الجت إصابتهاومن ثم قلل من  ،) 2006 محمد،( في السايتوبلازم والتسبب في موتها أضرار إحداث

  .ومن تكوين العقد الجذرية عليها

  

   العربيةالمصادر

 Rhizobiumو meliloti  Sinorhizobiumانتخاب عزلات من  بكتريا . )2005(فوز عبد السلام  الصفار،

leguminosarum bv. Trifoliiكلية التربية ،رسالة ماجستير . المتحملة للملوحة والحامضية، 

 .جامعة الموصل

 ومقارنة وجود قلويد .Ruta graveolens Lلسذب الزراعة النسيجية لنبات ا . )2006( أسامهمرا  الكاتب،

Dictamnine81-68،  )10(17. مجلة علوم الرافدين  . في مستخلصاته. 

 .جامعة بغداد .التعليم العالي والبحث العلمي .2ط .تصنيف النباتات البذرية .)2000( منصور يوسف الكاتب،

 .جامعة الموصل .دار الكتب للطباعة والنشر

 Agrobacteriumالتحفيز الكهربائي والتحول الوراثي بوساطة بكتريا  .)2002( ب يوسفاثيل نجي حبش،

rhizogenes R1601كلية ، قسم علوم الحياة ، رسالة ماجستير . في تحسين نباتات الجت والبرسيم

  .جامعة الموصل، التربية 
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 Ruta المفصولة من نبات السذب  البايولوجي للقلويدات والفينولاتالتأثيردراسة  .)2006( مثنى جاسم محمد،

graveolens L.مجلة تكريت للعلوم  . في نمو عدد من الجراثيم السالبة والموجبة لصبغة كرام
  .1، 11 .كلية العلوم، الصرفة
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