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  المستخلص                                      
، حيث استھدفت دراسة  ومنفذت تجربة مختبرية لدراسة تأثير المولبدنم والبوتاسيوم في نمو بكتريا الرايزوبي

، 50، 25 ،  صفر (ومستويات البوتاسيوم  1-. لتر Moملغم  2.50، 0.25 ،  ويات المولبدنم صفرتأثير مست
والتداخل بينھما في صافي الكثافة الضوئية لنمو المزرعة البكتيرية السائلة العائدة  1-. لتر Kملغم  )100

   م . 28بعد ثلاثة أيام من التحضين بدرجة  Rhizobium leguminosarumللبكتريا 
Abstract 

n experiment was carried out to study the effects of potassium and 
Molybdenum on Rhizobium growth. The objective of the experiment, which 

conducted under laboratory conditions was to investigate the interaction effects 
of using three levels of Molybdenum (0, 0.25, 2.50) mg Mo .L-1 and four levels of 
potassium (0, 25, 50, 100) mg K.L-1 on the optical density of Rhizobium growth in 
the liquid medium (broth media), which is belong to R. leguminosarum after 
three days of incubation at 28°C.   

  المقدمة
] ، إذ إن سماد النتروجين الكيميائي ھو الأكثر كلفة 1تمثل الأسمدة نسبة كبيرة من إجمالي تكاليف إنتاج الغذاء [

ً للبيئة [ ً للطاقة وتلويثا إلى  أ% ، لذا لج 50] ، كما إنھا تتعرض إلى عمليات فقد تصل الى نسبة 2واستھلاكا
ً لتجھيز النتروجين [استعمال أنظمة حيوية صديقة للبيئة مسؤولة  ] ، 3عن عملية تثبيت النتروجين الجوي حيويا

وان التقنيات الجزيئية الحديثة أظھرت إن تثبيت النتروجين حيوياً يلعب دور المحافظ على الحياة في الأرض وان 
ات الجزيئية ير] إن تكامل النظ5] . فقد أكد [4الأنظمة البيئية الأكثر كفاءةً ھي البكتريا من جنس الرايزوبيوم [

بدراسات أساسھا المختبر والحقل والفسلجة والكيمياء الحيوية مطلوبة لتحسين فھم الأھمية البيئية والاقتصادية 
. ويعد البوتاسيوم من العناصر الغذائية الأساسية والضرورية والأكثر أھمية  لاستجابة الرايزوبيا للعناصر المغذية
ً يمكن أن 6الحيوية [ بسبب وظائفه الفسلجية والكيميائية ] . وان تأثير ھذا العنصر على تثبيت النيتروجين حيويا

] ً ] . أما  8، 7،  5] . ذلك أن البوتاسيوم عنصر أساسي وضروري لكل الكائنات الحية [8، 7يكونا حرجا
ً عند تنميتھا عندما أبدت ھذه البكتريا نمواً ضعي 1930المولبدنم فقد ظھرت أھميته البيولوجية للرايزوبيا سنة  فا

. إذ يعد عنصراً غير اعتيادي في تركيبة إنزيم النتروجينيز في بكتريا الرايزوبيا  ]13على بيئة ينقصھا المولبدنم [
ً في المواقع الفعالة للإنزيم [ ً أن ھذا الإنزيم ھو المسؤول عن تثبيت 20،  18إذ أن له أثراً أساسيا ] . علما

   ] .5لبكتريا [النتروجين بشكل أساسي بواسطة ا
وعلى الرغم من الأھمية البيئية والاقتصادية لفھم بيئة واستجابة بكتريا الرايزوبيوم للعناصر المغذية أعلاه إلا انه 
وعلى ما يبدو لا توجد دراسات علمية موثقة حول التأثيرات المتداخلة بين المولبدنم والبوتاسيوم في نمو بكتريا 

ذا المجال أجريت الدراسة الحالية بھدف دراسة استجابة ھذه البكتريا في الوسط الرايزوبيا وكخطوة أولى في ھ
  الغذائي السائل المعقم ليتبعھا لاحقاً دراسة ذلك في بيئتھا الطبيعية .  

  المواد وطرائق العمل
  الأوسط والمحاليل الغذائية الصناعية المستعملة لتنمية البكتريا: .1

A
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: أذيبت ھــــذه YMB (Yeast Mannitol Brothائل (مانيتول الس - وسط مستخلص الخميرة  - أ
ثم أكمل الحجم إلى لتر وعقم  7.0مـــل ماء مقطر وعـدل الرقـم الھيدروجيني إلى  900المكونات فـــي 

  ] .21،  11دقيقة [ 15ولمدة  2باوند / أنج 15وتحــت ضغط مقداره   م 121بالموصدة بدرجة حرارة 
 أ: نفس الإجراء في الفقرة  YMA (agar Yeast Mannitolأكار ( مانيتول - وسط مستخلص الخميرة  -  ب

 .  
   ) . (YMA+ Congo red Aمانيتول أكار+ صبغة الكونغو الحمراء - وسط مستخلص الخميرة   -ج

، تم الحصول عليھما من مركز   Rhizobium leguminosarumتتبع   اسُتعملت السلالة البكتيرية  السُلالة : .2
  قاً وقد أجُريت عليھا عمليات التنشيط والفحص للتأكد من خواصھا الحيوية .إباء للأبحاث ساب

  برية والعملية تالفحوصات المخ .3
ً ، إذ  الفحص بالمجھر الضوئي :  - أ وصف شكـل الخلايا بعـد أن صبغت بصبغة كرام وفحصت مجھريا

  ] .9رام المحضرة وفقاً لما ذكره [كاستعملت صبغة 
كل لوحده على الوسط ألزرعي الصلب المضاف له صبغة احمر  أعيد زرع السلالات التنشيط :  -  ب

  كونغو الموجود في أطباق زجاجية معقمة بطريقة التخطيط لملاحظة المستعمرات وتشخيصھا .
، فقد  Bradyrhizobiumأو  Rhizobiumللتأكد عملياً من جنس البكتريا فيما إذا كانت : BTB دليل   -  ت

) الذي أضيف إليه صبغة YMAالمانيتول الصلب ( -يرةزرعت البكتريا على وسط مستخلص الخم
Bromothymol Blue  0.016% لھذا الدليل في  0.5(بتحضير محلول ستوك N  ھيدروكسيد

لتر من الوسط قبل التعقيم بالموصدة)  1مل منه ويضاف إلى  5ليؤخذ منه  pH=6.8الصوديوم عند 
خضر إلى الأصفر، أما البكتريا تحول لون الوسط من الأ Rhizobium] . فالبكتريا 11[

Bradyrhizobium . فتحوله إلى الأزرق  
شھر لاستعمالھا أثناء فترة  2-3إن ھذه العملية ھي لأجل توفير مزارع ساندة بانتظام لمدة  الحفظ النظامي :. 4

 (YEMA)ط إجراء التجارب، وذلــك بتلقيـــح قناني زجاجية خاصة لھا فوھة وغطاء لولبي حاويــــة على وســ
ساعــة  24م مـــدة  28المائل بالبكتريــا من مستعمرات مثالية بطريقة التــخطيط وحضـنھا بدرجــة حـــرارة 

  م في الثلاجة وتستمر ھذه العملية دورياً . 4ويحكم إغلاقھا لمنع التلوث ثم تحفظ بدرجة حرارة 
في ظروف التعقيم بعد تنشيط السلالات حُضر اللقاح السائل  : Broth cultureتحضير مزارع سائلة . 5

البكتيرية ، بأخُذ جزء متساوي من المستعمرات النقية المثالية النامية في أطباق التنشيط باستعمال انشوطة التلقيح 
ً في الدوارق YMBالمعقمة وزرعھا في بيئة وسط مستخلص الخميرة السائل ( ) المعقم السائل المُحضر سابقا

المغلقة فوھتھا بالقطن الطبي والورق المعدني ، ثم وضعت المزارع السائلة في الحاضنة  المخروطية الزجاجية
] ، بعدھا توضع في البراد 10م  لمدة ثلاثة أيام [ 28دقيقة عند درجة حرارة  \دورة 100الھزازة وضُبطت عند 

  م لتصبح مزارع سائلة جاھزة .  4عند درجة حرارة 
  المكروبيالعد .6

يجب أولا تحضير أنابيب اختبار زجاجية كافية يوضع  بطريقة التخفيف والعد بالأطباق:العد المباشر   - أ
مل ماء مقطر تغلق فوھتھا بالقطن الطبي وتعقم بالموصدة وتبرد لأجراء حساب الخلايا الحية  9فيھا 

ية مل من المزرعة السائلة حيث حُضرت سلسلة من التخفيف المضاعفة للمزرعة البكتير1البكتيرية في 
مل من المزرعة  1التي يراد اخذ اللقاح السائل منھا ، وذلك لاستخراج معدل عدد الخلايا الحية في 

  ] . 11السائلة كما في [
الغاية من ھذه العملية  العد غير المباشر بطريقة قياس الامتصاصية لمعلقات المزرعة البكتيرية النقية :  -  ب

، حيث يتم إيجاد علاقة بين  السائلة النقية (كثافة اللقاح) ھو لتقدير عدد الخلايا البكتيرية في المزرعة
مل من المزرعة السائلة المحسوبة بطريقة التخفيف والعد بالأطباق لكل  1أعداد البكتريا الحية في 

تخفيف وقراءة امتصاصيتھا (كثافة المزرعة البكتيرية مقابل كل تخفيف) باستعمال جھاز الطيف 
،  ترسم ھذه العلاقة بشكل منحنى Excelنانوميتر وباستعمال برنامج  580الضوئي عند طول موجي 

، ويجب غسل  لكي يستعمل ھذا المنحنى لاحقاً في تقدير أعداد البكتريا في مزارعھا السائلة في أي وقت
 الخاصة بالجھاز جيداً بالماء المقطر بين كل قراءة وأخرى .  Cuvettesأنابيب القراءة الزجاجية  
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  جربة المختبرية :الت. 7
      6 Mo7O24 . 4 H2O(NH4)استھدفت ھذه التجربة معرفة تأثير مستويات المولبدنم بھيئة مولبدات الامونيوم 

)Mo  54 %(  والبوتاسيوم بھيئة كبريتات البوتاسيومK2SO4 )K   41.5 والتداخل بينھما في نمو بكتريا (%
، حيث بلغت عدد الدوارق CRD ستعمال التصميم التام التعشية الرايزوبيا في المزرعة البكتيرية السائلة با

 Mo) ملغم  2.50 ،  0.25دورق وھذا العدد ناتج من تدخل ثلاث مستويات من المولبدنم (صفر،  36المستخدمة 
، إذ  لتر وثلاثة مكررات لكل معاملة \ K) ملغم 100،  50 ،  25لتر وأربع مستويات من البوتاسيوم (صفر،  \

المانيتول السائلة الحاوية على تراكيز المستويات المكافئة  -مل من بيئة مستخلص الخميرة 100ضع تم و
 15م  وضغط  121، عقمت الدوارق بالموصدة على درجة حرارة  مل 300المستعملة في دوراق حجم 

رعة بكتيرية سائلة مل من مز 1، بردت بعد ذلك ولقحت ھذه البيئة السائلة بإضافة  دقيقة 20لمدة  2باوند/انج
)(Broth culture  إذ  خلية . مل 810×  1.5بعمر ثلاثة أيام ليعطي كثافة عددية في الزمن صفر مقدارھا .

مل من كل مكرر وتم قياس  1وبعد مرور ثلاثة أيام اخذ م  28وضعت الدوارق في الحاضنة على درجة حرارة 
عند طول موجي  Spectrophotometerطيف الضوئي باستعمال جھاز ال Optical Densityالكثافة الضوئية 

نانوميتر وُطرحَ البلانك (الوسط الغذائي مع المعاملة بدون تلقيح) من قراءة كل معاملة، حيث يتم تصفير  580
) المعقم غير الملقح والذي قراءته تمثل نقطة الصفر YMBقراءة الجھاز باستعمال نفس الوسط الغذائي السائل (

  في المنحنى .
  التصاميم الإحصائية  .8
، وتم تحليل  CRD (Complete Randomization Desgin)أتبع في التجربة التصميم تام التعشيــة  

ً على وفق طريقة تحليل التباين  وقورنت المتوسطات حسب اختبار اقل فرق  ANOVAالتجارب إحصائيا
 SASباستعمال البرنامج  0.01ي عند المستوى المعنو Significant Difference( LSD) Leastمعنوي 

)2005 . (  
  النتائج والمناقشة

  الفحوصات المختبرية  .1
   Rhizobiumالوصف المجھري لبكتريا   - أ

 Serialأظھرت نتائج الفحص المجھري للسلالات البكتيرية بعد تنشيطھا باستعمال طريقة التخافيف المتسلسلة 
dilution  وطريقة التخطيط على الأطباقStreaking  غرض الحصول على مستعمرات نقية ، أنھا سالبة ل

ً عصوية مفردة الشكل، منفردة مكونة  لصبغة كرام وتترتب بشكل أزواج عصوية ثنائية وقسم منھا أحيانا
  ومتحركة .  Yالشكل 

   Congo red Agarفحص احمر كونغو   -  ب
 ولمدة ثلاث أيامم   28  رةظھرت خلايا البكتريا في أطباق التنمية التي حضنت بصورة مقلوبة عند درجة حرا
المضاف له صبغة  YMA، بشكل مستعمرات بيضاء اللون ذات قوام مخاطي على سطح الوسط ألزرعي 

) ، مع العلم إن ھذه الصبغة تذوب بالماء 1احمر الكونغو، إذ لم تمتص مستعمرات البكتريا ھذه الصبغة شكل (
  لوسط وظروف عملية التحضير والزرع .، وان امدصاصھا يتأثر بطبيعة ا وفي الكحول الاثيلي

  
    Congo red Agar) : نمو بكتريا الرايزوبيوم على وسط 1شكل (

   BTB( Bromothymole blueفحص ( -ج
إذ استطاعت تحويل لون الوسط ألزرعي  Rhizobium) إن البكتريا تعود إلى الجنس BTBأظھر فحص (

  ) .2من اللون الأخضر إلى الأصفر شكل (
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 BTB : نمو بكتريا الرايزوبيا على وسط  (2) شكل

  منحنى النمو القياسي .د
حدد منحنى النمو القياسي وكان طور النمو اللوغارتمي يبدأ قبل الساعة السادسة ويمتد إلى حدود الساعة 

حدود من الساعة السادسة والثلاثون إلى  stationary phaseالسادسة والثلاثون تقريباً ثم يعقبه طور الثبوت 
) ، أن الطور اللوغارتمي يبدأ عندما تكون سرعة النمو ثابتة وخلاله تكون 4،  3الساعة خمسون تقريباً شكل (

ً وتنقسم عند أقصى معدلاتھا ويكون نمو بكتريا الرايزوبيا حساساً  جميع الخلايا حية وحجمھا ثابت تقريبا
ً وميلھا الشديد إلى التجمع  ً غنيا ] . إن 12إلى أسفل الوسط وھذا ما أشار إليه [ (aggregates)ويحتاج وسطا

سريعة النمو   Bergey`s Manualھذه النتائج تؤكد كون البكتريا أعلاه وحسب نظام التصنيف 
)Rhizobiumساعات في الوسط السائل وتظھر مستعمرات في الوسط ) 4-2 ( ) إي إن زمن الجيل من

بوھيدرات بينما تنتج مواد أيضية حامضية وھي ليست م وتستعمل مدى واسع من الكروي 5)- (3الصلب في 
م وي ) 8-5(مع نمو مستعمري مرئي بعد  ةساع )8-6() زمن الجيل Bradyrhizobiumبطيئة النمو ((

  ] .11) كمصدر للكاربون وتنتج مواد أيضية قاعدية [Pentoseتستعمل سكريات البنتوز (
  

  
  كتريا) : الكثافة الضوئية لمنحنى النمو الب3شكل (
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 لبكترياالمنحنى نمو  عدديةالكثافة ال : )4( شكل

  
  التجربة المختبرية   .2

  تأثير المولبدنم والبوتاسيوم والتداخل بينھما في صافي الكثافة الضوئية للمزرعة البكتيرية السائلة 
ثافة الضوئية ) أن للمولبدنم تأثير معنوي واضح في الك5) وشكل (1بينت نتائج التحليل الإحصائي في جدول (

. حيث  . إذ لوحظ زيادة في قراءة كثافتھا مع زيادة تركيز المولبدنم في الوسط الغذائي السائل لنمو البكتريا
وبفارق معنوي عن  0.336فكانت  1-. لتر Moملغم  2.50وصلت الكثافة الضوئية ذروتھا عند مستوى المولبدنم 

،  0.245إذ سجلت  1-. لترMoملغم  0.25تھا معاملة المولبدنم ثم تل 0.01باقي معاملات المولبدنم وعلى مستوى 
] على نتائج مشابھة . 17وحصل [  . 0.179في حين اقل كثافة ضوئية كانت عند معاملة المقارنة التي بلغت 

ً في تنشيط عمل إنزيم النتروجينيز في البكتريا المعتمدة 20،  18وذكر كل من [ ] أن المولبدنم يلعب دوراً ھاما
  على تثبيت النتروجين الجوي للحصول على النتروجين كالرايزوبيوم .

ً في زيادة 5) وشكل (1أظھرت النتائج من جدول ( ً ومعنويا ) والتحليل الإحصائي أن للبوتاسيوم دوراً إيجابيا
- لتر  . K ملغم 50الكثافة الضوئية لنمو البكتريا ، إذ أن نمو البكتريا وتكاثرھا كان بصورة أفضل تحت المستوى 

وبفارق معنوي عن متوسطات جميع المعاملات وعلى مستوى  0.320حيث بلغ متوسط قراءة كثافة مزرعتھا  1
  Kملغم  100ثم المعاملة  0.297إذ بلغ متوسط قراءة كثافتھا  1-لتر  . Kملغم  25تلتھا معاملة البوتاسيوم  0.01

، أما اقل معدل للكثافة الضوئية  1-. لتر Kملغم  25ملة وبدون فرق معنوي مع المعا 0.288التي سجلت  1-لتر . 
.  0.01وأيضاً بفارق معنوي بين المعاملات على مستوى  0.106فقد كان عند معاملة المقارنة التي بلغ متوسطھا 
وتكون استجابتھا واضحة لإضافة ھذا العنصر والسبب قد يعزى  Kوكما يبدو أن بكتريا الرايزوبيا حساسة لنقص 

] , ذلك انه من المعروف أن 22،  5في تنشيط إنزيمات الروابط الببتيدية أثناء تمثيل جزيئة البروتين [ Kدور  إلى
] . وھو من المغذيات الضرورية لنمو بكتريا الرايزوبيوم الحرة المعيشة 5البوتاسيوم ضروري لنمو البكتريا [

] ً  .R و  R. trifoliiراسته لبكتريا الرايزوبيوم ] على نتائج مشابھة عند د13] ، وحصل [14،  13،  5أيضا
Meliloti ] في دراستھم التي أجروھا لمقارنة امتصاص المغذيات 15في المزرعة البكتيرية السائلة ، وكذلك [

 ـ] في دراستھم على ال16باستعمال النظائر المعلمة في ثلاث سلالات رايزوبيا سريعة وثلاث أخرى بطيئة ، و[
Bradyrhizobium .  ملغم  100وان سبب انخفاض متوسط النمو عند المعاملةK بالمقارنة مع باقي  1-.لتر

الملحي المناسب للنمو في الوسط وتأثير زيادة  - معاملات البوتاسيوم ربما يكون بسبب اختلال التوازن الغذائي
  . ]23،  19تركيز البوتاسيوم على امتصاص العناصر الغذائية المھمة الأخرى [

) إن ھناك تأثير ايجابي معنوي للتداخل بين 5) وشكل (1نتائج التحليل الإحصائي المبينة في جدول (أوضحت 
. إذ أدت إضافة البوتاسيوم  البوتاسيوم والمولبدنم في الكثافة الضوئية لنمو البكتريا في الوسط الغذائي السائل

 2.50+  1-. لتر Kملغم   50ذ سجلت معاملة التداخل والمولبدنم معاً إلى زيادة قراءة كثافة نمو البكتريا الضوئية إ
حيث سجلا  0.01أعلى معدل كثافة ضوئية وبفارق معنوي عن جميع المعاملات على مستوى  1-. لتر Moملغم 

. أن أسباب زيادة  0.061. أما اقل كثافة ضوئية سجلت لنمو البكتريا فكانت عند معاملة المقارنة إذ بلغت  0.437
ربما يعود إلى تأثير ھذين  1-.لتر Moملغم  2.50+ 1-.لتر Kملغم  50فة عند معاملة التداخل قراءة الكثا
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العنصرين المھمين لنمو البكتريا ، إذ أن التداخل قد زاد على ما يبدو ھذا التأثير وبالتالي اثر إيجاباً في قراءة كثافة 
  .  نمو البكتريا الضوئية

  سيوم والتداخل بينھما في صافي الكثافة الضوئية لمزرعة بكتيرية سائلة بعمر ثلاثة أيام .): تأثيرالموليبدنم والبوتا1جدول (

  1-مستويات المولبدنم ملغم . لتر
  1-مستويات البوتاسيوم ملغم . لتر

  المتوسط
 100 50 25  صفر

 c0.178 0.245 0.214 0.190 0.061  صفر
0.25 0.103 0.285 0.310 0.280 b0.245 
2.50 0.155 0.415 0.437 0.338 a0.336 
  c 0.106 b0.297 a0.320 b0.288  المتوسط

  
LSD 0.01 K=0.0021  Mo=0.0018  K*Mo=0.0036  

  0.245* معدل قراءة كثافة البلانك (الوسط الغذائي بدون تلقيح) = 
  

  
 كتيرية سائلة بعمر ثلاثة أيام .) : تأثير التداخل بين الموليبدنم والبوتاسيوم في صافي الكثافة الضوئية لمزرعة ب5شكل (
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