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 الملخص:
الجلريددة مزةددزم لنمددو النبددات  Citrobacter braakiiبكتيريددا عددز  هدددفه هددله الدراسددة  لدد  

(PGPRمددا المزدديج الجددلرا للنبانددات النجيليددة ) ،)عينددة  12حيددت نددم جمدد   )القمدد ، الشددعير
 عزلة بكتيرية وإجراء  33عز  نم  (.طرطوس-اللاذقية -)دمشق ما عدم مناطق مختلةة

عزلدددة  17حيدددت ندددم ا ددد ةاء ، الجلريدددة المزةدددزم لنمدددو النبدددات يددداللبكتير  المزدددددم الاختبدددارات
نبددددداعا العدددددزلات البكتيريدددددة فدددددي قددددددرنها علددددد  الاسدددددتجابة النتدددددا    أظهدددددرتبكتيريدددددة  يجا يدددددة. 

انتددددا  -نثسدددده اي وت-ةوسددددةاتنزليددددب ال-)نزليددددب السوناسدددديوملاختبددددارات ايساسددددية المزددددددم ل
، ممدا عدد  انتدا  الامونيدا -ل  نزليب كربونات الكالسيومقدرنها عفي و  الخلي(  الإندو حمض  

نتدا   ( أفضدب ال5.2وأع ده العزلدة )عل  ننوع ايندواع البكتيريدة فدي المزديج الجدلرا للقمد . 
 .  في جمي  الاختبارات

 ده ( التدي أع5.2أن العزلدة )   DNAوالجزيئيدة  تزليدب    ة ينه نتا   الاختبارات السيوكيما يد
 لدلل  نددم citrobacter braakii  .ع البكتيدرا الد  الندو  أفضدب موا دةات مزةدزم للنمدو ننتمددي

 .المزةزم النمو ونتب  للبكتيريا Citerobacter. braakii SY-oth5.2 العزلةهله نسمية  
 .PGPR، Citrobacter braakii ،النبات نموالمزةزم ل البكتريا الجلريةالمفتاحية:  الكلمات 
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Abstract:  
This study aims to isolate Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR), 

from rhizosphere roots of cereals samples (wheat, barley), So we collected 

12 samples from many different regions (Damascus- Latakia- Tartous).  

Specific tests for (plant growing promoting rhizobacteria) have been 

achieved for 33 isolates from samples and selected seventeen isolates which 

showed positive in one test at least. The results showeed the variance in the 

results of Plant Growing Promoting Rhizobacteria (PGPR), in the basic tests 

(solation of phosphate (p) , potassium(k), calcium carbonate (CaCo3) and 

fixing of nitrogen(N), and product the Indol Acetic Acid (IAA), and 

production of ammoniac (NH3).  This proves there are diversity of bacteria  

species in the rhizosphere of wheat.  And the isolation (5.2) gave the best 

results in all tests. The results of the biochemical and phylogenetic test by 

DNA sequences show that the isolated (5.2) belonged to the bacterial specie 

(Citrobacter braakii.), so it is named C. braakii SY-oth5.2 under Plant 

Growing Promoting Rizobacterias. 

Key Words: Citrobacter Braakii, Plant Growing Promoting Rhizobacter 

PGPR. 
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 مقدمة والدراسات المرجعية:ال

 اسدتخدامب زا ديب،ملنمدو ا المغلية وأليداتالعنا ر  طرا ق نشج  نمو المزا يب عسر نعزيز  لت ويرالزدعت  عالمي  ال  التوجهيعتمد  
فعاليدة  حيويدة ذاتأسدمدم  الزراعدة ونعتسدرنستخدم كملقزات مةردم أو مختل ة للسلور قسدب  حيت ،الكا نات الزية الدقيقة المتخصصة

 . ((Quddus,2021عالية 
علدد  النمددو مددا خددلا  نثسيدده اي وت الجددوا بشددكب حددر بالإ ددافة الدد  نزليددب  النبدداتالمزدديج الجددلرا  نسدداعد بعددض أنددواع بكتيريددا
هرمددون ل جددلور النبدات بالإ ددافة الد  افرا هددامددا قسدب  اممدا يسددهب امتصا دهم والسوناسدديوم( التربددة )الةوسدةورالعنا در المعدنيددة فدي 

 (.Agustiyan, 2021)يزةز نمو وانتشار المجموع الجلرا  ( اللاIAA)الخلي  الإندو النمو حمض 
اسددتخدام  أن نظهددر التجددار  القمدد ، حيددتالبكتريددا الجلريددة فددي مزصددو   أثددر أُجريدده لدراسددة ايبزدداا التددييمكددا اسددتعراض بعددض 

ارنةداع  –ع الخضدرا و المجمد – ارنةداع مؤردرات النمدو )انتشدار الجدلور عدؤدا الد  القمد  دلور فدي نليدي   (PGPR) البكتريدا الجلريدة
 ,Khalid) المدلكورم   بالبكتيريدامقارندة مد  عددم التليدي والإنتدا ، الغلدةونرافق ذل  بارنةاع وا   فدي  (،للنباتالجاف  الو ن -النبات

مد  ارنةداع غلدة الضدرورية لنمدوه،  (N-P-K)ر الكسدر  المغليدة للعنا دامتصدا  النبدات  فدي يدادم وجدود وأكددت ايبزداا   .(2004
 . (Upadhyay and Singh, 2014) نليي .المزصو  مقارنة م  الشاهد دون 

زصدو  القمدد  مدد  وجددود نسددميد بسددوبر مأثددر وا دد  فددي ( Phosphate solubilizing bacteriaمزللددة للةوسددةور )ال وكدان للبكتريددا
غلدة  ا دادتكمدا  وارنةداع النبدات مسداحة المجمدوع الخضدرا  يدادم و نتشدار الجدلور ال   يادم معنويدة با(، مما أد  P2O5الةوسةات )

 (.Afazal,2008) مقارنة بعدم التليي %  20 الزسو  بزدود
نزليدب  البكتيريدة فديهدله ايجنداس  ، فدي نسدري  نشدكيب الكمسوسده حيدت عتو د  دورCitrobacter.sp عادم ما عتم استخدام أجنداس

 نتدددا  حمدددض ، الةوسدددةور والسوناسددديوم والسددديليكات ذابدددة  النيتدددروجيا،)نثسيددده خدددلا   المغليدددة مددداالمدددواد العضدددوية وإناحدددة العنا دددر 
والتزكم السيولوجي  يا العامب الميكروبي فدي الكومسوسده )السدماد   افة ال  نزةيز النشاط الانزيميالإ، ب(والزدعدوايمونيا    الإندو 
 (Yukihiro Tashiro, 2017)والنبات النان ( 

ما خلا  نشاط انزيم عل  نمو النبات، ية نأثيرها ، وكيف(Citrobacter braakii) نشاط البكتريا الجلرية  لةهم آلية وفي دراسة أُجريه
علد  ذلد  ندم نزدعدد بشدكب دقيدق  اواعتمداد (Kim.w, 2003) نزليدب الةوسدةات وندوفيره للنبداتعل  واللا يساعد  ( (phytaseزتيعالةا
لرفد     اخدر  جلريدةال يندواع البكتريداالدوراثي يسدتخدم فدي التعددعب  اوالدل (Kim. Y, 2006) انزيم الةداعتيزالمسؤو  عا نشاط  لموراا

 Rhizobium و Pseudomonas و Enterobacter وCitrobacter و Pantoea للأجندداسنتبدد  وهددي ، phytaseافددرا  انددزيم 

، ت مختلةددة مددا نشدداط  نددزيم الةدداعتيزمسددتويا نظهددر أن السددلالات البكتريددا الجلريددة المعدلددة وراثيددا  نددم التو ددب الدد   حيددت Ensiferو
 (Patel. 2010)المعدلة( الشاهد )غير  سلالات البكتيريامرم أعل  ما  538أ عاف  ل   10نتراوح ما 

، IAAوإذابددة السوناسدديوم والةوسددةات وإنتددا   اي وتمثددب نثسيدده  PGPRالوظيفيددة لددد  واختبددار الخصددا صفددي مقارنددة  دديا السددلالات 
وايعلدد  فددي  النيتددروجيا،نثسيدده  فددي أع دده قدددرم عاليددةحيددت ، Citrobacterتابعددة لجددن  ال ابكتيريددال عددزلاتنةددوق أظهددرت النتددا   

الكيماويددة سددماد حيددوا جدعدددم ومةيدددم لتعزيددز نمددو النبددات ونقليددب اسددتخدام ايسددمدم ك ونددم التو ددية باسددتخدامها. المُنددت  .IAAنركيددز 
(Denaya.2021). 
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بكتيريددا مددا  دم الإنتاجيددة، هدددفه هددله الدراسددة الدد  عددز الجلريددة المزةددزم للنمددو أهميددة فددي ننشدديج نمددو المزا دديب و يددا ولمددا للبكتيريددا
 .في نعزيز نمو النبات و يادم الإنتاجية ونعريةها للاستةادم ما خصا صها والشعير( القم ات )المزيج الجلرا لنبان

 
 مواد البحث وطرائقه:

 مادة الدراسة:  -1
علد   النجيلدي للزصدو  للنبدات البكتيدرا مدا المزديج الجدلرا  العدز وندم رعير( -جُمعه اثنتا عشرم عينة ما النبانات النجيلية )قم 

 كما عو   الجدو  مكان جم  كب عينة وناريخ العز  م  الملاحظات المرفقة للعينة.البكتريا المترافقة لنمو الجلور. 
 ( مصدر العينات المستخدمة في العزل البكتيري.1جدول ) 

 ملاحظات  ناريخ العز   النبات  مكان الجم   رقم    بالمخسرال م

 سنا ب  04/03/2018 قم  بعب  دمشق  ريف-الزجردعر  1 1
  04/03/2018 قم  مروا  دمشق  جامعة -الزراعةكلية  2 2

  04/03/2018 بعب  قم  دمشق  ريف-الزجردعر  4 3

 1موق   04/03/2018 بعب قم   اللاذقية  –جسلة ريف  5 4

 2موق   04/03/2018 قم  بعب  اللاذقية  –جسلة ريف  6 5
  14/03/2018 رعير بعب  دمشق  ريف -دعر الزجر  12 6

  14/03/2018 رعير طرطوس   –الثانوية الزراعية  17 7

  01/04/2018 بعب قم   دمشق  جامعة -الزراعةكلية  21 8

 فتية  سنا ب  01/04/2018 نبات نجيلي  را  دمشق  –مزم جسب  22 9

  01/04/2018 قم  مروا  دمشق  ريف -من قة يعةور  23 10

 1موق   01/04/2018 قم  مروا  ريف دمشق -عليدعر  24 11
 2موق   01/04/2018 قم  مروا  ريف دمشق -عليدعر  25 12

نددم عدددز  مجموعددة مدددا العددزلات البكتيريدددة فددي كدددب عينددة، والتدددي نختلددن مدددا حيددت الشدددكب والزجددم واللدددون بزيددت كدددان معظددم المسدددتعمرات  
البكتيرية ذات لون أ يض كريمي، وبعضها أع   لدون أ دةر، بالإ دافة الد  الاخدتلاف بزجدم النمدو للمسدتعمرم البكتيريدة، هدله الاختلافدات  

 وا زة  تباعا اينواع البكتيرية مما أثر أيضا باستجابة كب منها للاختبارات المزدد للبكتيرية الجلرية المزةزم للنمو.   كانه 
 :  والخطوات مكان التجربة

جامعددة دمشددق. حيدت نددزا  عدددم جددلور مدا نبددات القمدد ، ونغسددب -كليدة الزراعددة-أجدرا العددز  البكتيددرا فددي مخدا ر قسددم وقايددة النبددات
ميلتددر مدداء مق ددر معقددم، ونددُر  رجددا   10بالمدداء المق ددر عدددم مددرات لإ الددة التربددة الملتصددقة  هددا، ثددم نو دد  فددي أنسددو  اختبددار يزتددوا 

 خفيةا  للزصو  عل  معلق بكتيرا. 
رجددا خفيةددا ليزصددب  مددب ونددر 10  مددب مددا المعلددق ويضدد  فددي مدداء مق ددر يكمددب الدد  حجددم   1عؤخددل بزيددت  البكتيددرا  يمدددد المعلددق
1نراكيددز ) الدد  ثددلاالنصددب  مددرات التمدعددد ثددلاانكددرر عمليددة  البكتيددرا،التجددان  

10
 - 1

100
 -1

1000
للعينددة  عؤخددل مددا كددب نمدعددد (، ثددم
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غ 7–غلكددو  غ 7 –أغدار غ  15ثددم )، (YPGA)  يئددة مغليدة  دلبةوا سد   طسددق  تدرا يزتدميكرولتدر، وينشددر علد   50الواحددم 
 أسسوع.سْ لمدم 28ايطباق عل  درجة  أطباق نُزضالكب لتر مجهز للصب في  خميرم(غ مستخلص  7 –   ستون 

عدتم نقدب كدب مسدتعمرم منتخبدة  والشدكب.عتم اختيدار مسدتعمرات مختلةدة الزجدم واللدون ايطباق اعتبارا  ما اليوم الثالت، حيت   هزصفُ 
غ كربونددددات  40-غ آغدددار  15 –غ مسدددتخلص خميدددرم  3 –غ غلكدددو   5 –غ  ستددددون  3) ،(PYDAC)الددد  وسدددج ما دددب  دددلب 

 (.Grigorova,1990)الاستخدام ونزةظ في الثلاجة ال  حيا المعقم  ا زيه البارافيمغ   كالسيوم( لكب لتر 
كب مستعمرم رقما يميزها بالمخسر حيت الرقم ايو  عد  عل  الرقم التسلسلي للعينات للمزيج الجدلرا فدي المخسدر، واخدتلاف   أعُ ه

التسلسب نتيجة وجدود بزدت فدي المخسدر يقدوم بدالعز  البكتيدرا مدا المزديج الجدلرا للنبدات أيضدا ، والدرقم الثداني عدد  علد  المسدتعمرم 
أو البكتيرية ما طسق العز  البكتيرا لكب عينة بزيت مدا الممكدا أن نزتدوا العيندات علد  عددم مسدتعمرات بكتيريدة مختلةدة بدالزجم 

 ولتتميز فيما  ينهما نم  ع اء رقم ثاني بعد الةا لة.  ن أو اللو  بالشك
 

 (:(PGPRاختبارات محددة لصفات البكتريا الجذرية -2
 :(P)  الفوسفاتاختبار قدرة البكتيريا على تحليل   .1

غ /    NBRIP) )(10تليي  البكتيرا في اطباق  ترا نزتوا عل  وسج مغلا النم  لمعرفة قدرم البكتيريا عل  نزليب الةوسةات،
أغار(  غ/   2SO4 ،15(NH4غ/  )  MgSo4.7H2o   ،0.1غ/  Mgcl2.6H2O ،0.25غ/  Ca3(Po4)  ،5غ/   25 غلكو ،

 (PH=7  وسج

 
 .( تحليل الفوسفات 1الشكل ) 

التزضدديا  نددمو و ددعه فدي ال سددق الستدرا، و زء مددا النمدو البكتيددرا جد ا ددرم الددزرع البكتيدرا بأخددل باسدتخدامالدزرع البكتيددرا  حيدت أُجددرا 
نزليدب  البكتيريدة دليدب المزرعدةب ردةافة مزي دة وجدود هالدة ن   .(Deoraa.2007سداعة ) 96 – 48لمددم  سْ 32عل  درجدة حدرارم 

لبكتيريددا والوسددج غيددر خددلا  قيدداس عددرض الهالددة )المسددافة  دديا حدددود ا الةوسددةات مدداتزليددب  العددزلات نقدددعر كةدداءم ونددم الةوسددةات، 
م نددم اع دداءه علامددة مد 2كددب  يدادم عددا هددلا الزددد   و ، ( مددم5واحدددم عنددد قيداس حتدد  ))+(  بإع داء علامددةنددم التمييددز الشدةاف(. و 

 نأخل ثلاا علامات )+++(. ذل  ما أكسرعند نزلب مساحة لتصب  )++(، و أخر  
 :(K)البوتاسيومالبكتريا على تحليل    اختبار قدرة .2

غ كربونددات 0.1و Mg SO4غ كسريتددات المغنيزيددوم  0.5 و غ غلوكددو (15وسددج آلكسدداندورف  نزتددوا  أطبدداقفددي  ا رع البكتيريدد نددم
غ فلدسدبار السوندداس  2+ غ أغدار 20و Ca3PO4غ فوسددةات الكالسديوم 2و FeCl3غ كلوريدد الزدعدد  0.006و CaCO3الكالسديوم 
  نة  ال ريقة المتبعة في اختبار الةوسةات. (.Manib.1986)( السوناسيومأو ميكا  
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 المتبعدة فدي، ونم استخدام نة  اليدة العمدب نزليب السوناس ما الوسج ند  عل رةافة  نتجل   يجا ية التزليب عا طريق ظهور هالة
 الاختبار السابقة  تزدعد ردم نزليب السوناس.

  
 ( تثبيت الأزوت الحر3الشكل )  ( تحليل البوتاس.                    2الشكل ) 

 

  : الأزوت الحرالبكتريا على تثبيت    اختبار قدرة .3

  –غ   سدكرو     5)   يزتدوا علد  وسدج مغدلا    ندم  رع البكتريدا فدي اطبداق  تدرا   حدر، لمعرفة قدرم البكتيريا عل  نثسيه اي وت الجدوا بشدكب  
  Bromthymolمددب    Cacl2.2H2O  –  2غ  MgSO4.7H2O  -     0.02غ    KH2PO4    -  0.2غ    K2HPO4    -  0.6غ    0.2

حيدت    . ( غ أغدار   D-  15  مدب مزلدو  فيتداميا   Fe (III) EDTA (1.64%)   -  2ب مزلدو  الزدعددا  مد  4  -  ( 0.2N KoH) مزلدو  أ رق  
اللددون السرنقددالي فددي  ظهددور  أن  حيددت  بكددب جددزء نددم و دد  عزلددة بكتيريددة وكددان الوسددج مغددلا ا رق اللددون،    أربعددة أجددزاء نددم نقسدديم ال سددق الدد   

 (. 3) اي وت الجوا وفقا ما هو مو   في الشكب    عل  نثسيه قدرم البكتريا    عل    اي رق هو دليب الوسج المغلا 
 الخلي. الإندولاختبار قدرة البكتريا على انتاج حمض  .4

مددب نريستوفددان  1، يزتددوا علدد  NBRIPمددب مددا سددا ب مغددلا معقددم  100سدداعة لتليددي   48-24أُخددل جددزء مددا بكتيريددا فتيددة بعمددر 
مد  و د  عيندة غيدر  ،مْ 30عل  درجة حدرارم ، هزم بالدقيقة( 100 )ساعة م  اهتزا  خفيف 24لمدم  حضنهثم  %،    0.2 تركيز  

ل  خدؤ ، عُ  rpm 12000دقدا ق بسدرعة دوران  10المركدزا لمددم  دبال دار  نثةدب ، و  مدب مدا كدب دورق  5كميدة ، ونؤخدل  ملقزة كشاهد
 تركيددز  HCIO4مددب حمددض  يركلوريدد   50مددب مددا  كارددن سالكولسددكي ) 4 يضدداف لددهمددا السددا ب ال ددافي مددا المعلددق و   مللل 1
دقيقدة. نزدو   30 دمس لمد ْ 37، عو   الخليج في مكان معدتم علد   درجدة حدرارم  (Fecl3مب ما مزلو  كلوريد الزدعد 1،  35%

 (.Gutierrez. 2009، )يالخل الإندو اللون ال  الوردا دليب وجود انتا  لزمض 
واحددم علامدة الخلدي، فدي حدا  كدان أ دةر أع دي  الإنددو نم اعتماد التدر  اللوني  ديا اي دةر والدوردا لييداس رددم انتدا  حمدض 

 . علاماتوعند اللون الوردا أع ي )+++( ثلاا  (،+)
 :  CaCO3اختبار قدرة البكتريا على تحليل كربونات الكالسيوم .5
 K2HPO4غ  0.5 –غ مدانيتو   10 -غ مسدتخلص خميدرم1) أطبداق  تدرا كربونات الكالسيوم فدي  مغلا يزتوا وسج استخدام  نم  
نددم  رع البكتيريددا فددي ايطبددداق و  أغددار(غ  15-غ كربونددات الكالسددديوم  2 –كلوريددد الصددودعوم  0.1 –غ سددلةات المغنيزيددوم  0.2-

لمددم أسدسوع  لد   والتزضديا بأخل جزء ما مزرعة بكتيرية وو عها عل  الوسج المغلا، حيت نم و   أرب  عدزلات فدي كدب طسدق.
ندم و ، هالة رةاف في الوسج اي يض الكدريم عدد  علد  قددرم هدله البكتيريدا علد  نزليدب كربوندات الكالسديوم  أن ظهور  حيتأسسوعيا.  

أيضددا حيددت أن السددلم المتبدد  فددي الاختبددارات نددم  اعتمدداد نةدد  اليددة قيدداس ردددم نزليددب كددب مددا الةوسددةات والسوندداس فددي هددلا الاختبددار
 .انصا  رخصي(-)أ و غرمكةاءم العزلة واختلاف استجابة كب منها  اعتماده لتييم
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  :اختبار قدرة البكتريا على انتاج الأمونيا .6
 وبعدد التزضديا ،) الصودعوغ كلوريد  5 -غ  يستون  10)عل  اللا يزتوا  السا ب المغلا وسجال مب ما 5في نم الزرع البكتيرا 

 نقوم بإ افة المشعر ساعة، 24لمدم 
 Nessler reagent 0.5 ml) )  نزدعدد أعلد  كةداءم  ، ندمقددرم البكتيريدا علد  انتدا  الامونيدا  ظهدور اللدون اي دةر دليدب ، 2:1بمعدد

 (Cappuccino and Sherman, 1992) لإنتا  ايمونيا هو ظهور اللون اي ةر بشكب وا   واللون السرنقالي أقب كةاءم
  التعريفية: الاختبارات البيوكيمائية -3

وفقدا  البكتيريدا سدالبة غدرام نظهدر  لدون وردا أو أحمدر داكدا، نةسدجي   لدون بظهلور البكتيريلا الموجبلة  (Gram testاختبار غرام )
عدد  علد   نغيدر لدون الوسدج مدا ايحمدر  لد  اي دةر التلنف  تخميلر السلكري )الولكلوز( : واختبلار .(Grigorova,1990)  ل ريقة

 (.Harrigan,1998)وفق ال ريقة المتبعة ما قسب  الموجبلة  يجا ية العز 
 ظهددور اللددون  ،حيددت ننقددب المسددتعمرم بزلقددة التليددي   لدد  القددر  Bio Merieux أقددرا  مددا رددركة منسددتخد :اختبللار الأوكسلليداز

 (.Harrigan.1998) السنةسجي الاختبار موجب
 
 (.Harrigan,1998الأبواغ(. )اختبار قدرة البكتريا على التبوغ )تشكيل تم 
 وتحديد التتابع النكليوتيدي PCRالل   وتفاعل DNA استخلاص الل -4

  DNA wizard isolation and purification kit   ساعة باستخدام  24البكتيرا ما مستعمرات بكتيرية بعمر     DNA الدنم عز   

، Wizard ® Genomic DNA Purification Kit- Technical Manualالصدانعة نعليمدات الشدركة  وفدق Promega مدا ردركة  
 . نانومتر A260/A230أموا  عل  أطوا  جها  الم ياف الضو ي  البكتيريا باستخدامDNAالد نركيز ونقاوم حددت  ثم 
 يفد DNAعلد  الددد  المعتمددم  PCRندانوغرام/ميكرولتر لاسدتخدامها فدي اختبدارات الدد  10 تركيدز نهدا ي  DNAالدد ضرت نمدعدات حُ 

 اي اليا.-مركز البزوا الإي الية في مدعنة ميلانو  
Macrogen-Europe (Milan Genome Center DNA sequencing laboratory).  

باد دات  و   بداد  مدالتدر لكدب  ميكدرو2و  DNA ميكرولتدر مدا الدد  5ميكرولتر، يزتدوا  50زجم نها ي ب   PCRالد أُجرا نةاعب 
-′ تسلسدددددددددددب نكليونيددددددددددددا  For ((8-27 fالمباردددددددددددر حيدددددددددددت البددددددددددداد   ،poml/ µl 10 تركيدددددددددددز  المسدددددددددددتخدم

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG -′35  غيدددددددددددددددر المباردددددددددددددددر  البددددددددددددددداد وRev (r1492-1510 )5′- 

GGCTACCTTGTTACGACTT - ′3 مورثات عامة يضخم جزء ما  وهي باد اتSr RNA 16(Lane .1991). 
، (Promegaالشدركة )وفدق نعليمدات  (Hot Start Green Master Mix-Biocompare GoTap G2) مار ميكدرو لتد 25ستخدم واُ 

 ميكرولتر ما الماء المق ر المعقم. 21الزجم بإ افة  وأكمب
دقدا ق  التدالي: خمسدةوفدق السرندام  (، BIORADالمصدن  مدا قسدب ردركة ) المددور الزدرارا جهدا   باسدتخدام PCR الدد عدبأُجدرا نةا
عل  درجة ارنباط الباد ات  وما ثم مرحلة (،س لمدم دقيقة ْ 95)دورم   35ونلته  ،  DNAلةصب سلسلتي الد  س   ْ 95درجة حرارم  عل   
س  ْ 72حددرارم درجددة  وعلدد لمدددم دقيقددة ونصددن،  س ْ 72علدد  درجددة حددرارم  DNAاسددت الة الددد بعدددها  ثانيددة، 45س لمدددم  ْ 65حددرارم 

 .  كمرحلة أخيرم لاستكما  الاست الة لمدم خمسة عشر دقيقة
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           (، واسددتخدام  (TBE  1Xوباسددتخدام مزلددو  مددنظم للددرحلان(، %1)نركيزهددا  Agaroseهلامددة علدد   PCR نةاعددب الدددرُحلدده نددوان  
( Agrobacterium.vitis )1بالمقارندة مد   سدالب،والمداء المق در المعقدم كشداهد  كشداهد موجدبKb Plus DNA Ladder المؤردر 

 .حزمة الو ن الجزيئيللو و  ال   وفق الاررادات المتبعةالجزيئي 
 فدي DNA الددلتزدعدد الشدركة المصدنعة  نبعا  لإرردادات، (QIAquick ,Hilden,Germany)باستخدام    PCRنم ننيية نوان  نةاعب 

النكليونيدددا ونزدعددد التتدداب  ، ((r 1510-1492 Macrogen Koreaو f 27-8 ةعامددال مددا الباد ددات و  كددلا الانجدداهيا باسددتخدام 
 السن  الوراثي. NCBI عل  موق  BLAST قاعدم  يانات باستخدامنزدعد نوع البكتيريا  وعليه نم ،(ab1) ملن بصيغة

 
 ومناقشتها:لنتائج ا

 :(PGPR) الجذرية المحفزة للنمو  ةللبكتيريختبارات المحددة الانتائج 
ندم اخددل ات النجيليدة، نبانددلاسددتجابة العدزلات البكتيريدة، ممددا عؤكدد التندوع الميكروبددي للمزديج الجدلرا ل وا د  فدي نتدا   نبدداعاالنو د  

وهددي ، ونددم اسدتبعاد العددزلات التددي كانده نتا جهددا سددلسية فدي جميدد  الاختبددارات التددي ندم جمعهددامدا العينددات عزلدة بكتيريددة مختلةددة  33
وا  ةاء العزلات التدي (  1.1-2.1-2.2-2.3-2.4-2.5-4.1-4.2-5.1-6.1-6.2-6.3-12.1-24.1-24.2-24.3)

نسديا النتدا   وجدود  .( 2) نمتل  عل  ايقب خا ية واحدم ما خصدا ص البكتيريدة الجلريدة المزةدزم للنمدو كمدا هدو مو د  بالجددو 
نبددداعا بدددالعزلات البكتيريدددة فدددي كدددب مدددا الاختبدددارات المزدددددم للبكتيريدددة الجلريدددة المزةدددزم للنمدددو، ونختلدددن كدددب عزلدددة باسدددتجا تها لهدددله 

 ينما امتلاك البعض عدم  ةات مجتمعة حيدت ندم اعتمداد كةداءم  المدروسة،ما يمتل   ةة واحدم ما الخصا ص الاختبارات منها  
 الاختبار وعدد الصةات التي نتمت   ها العينة لاختيار انسب عزلة بكتيرية.

متةوقدددة علدد  جميددد   24.4حيددت أظهددرت سددده عددزلات فقدددج القدددرم علدد  نزليدددب الةوسددةات مخسريدددا ، بةعاليددة متباعنددة، وكانددده العزلددة 
 العزلات بالقدرم عل  نزليب الةوسةات )++++( في السلم اللا نم و عه عند الييام  تجربة نزليب الةوسةات.

وبالنسبة ال  اختبار نزليب السوناسيوم أيضدا لدم نملد  جميد  العدزلات القددرم علد  نزليدب السوناسديوم، حيدت نمكنده سدبعة عدزلات فقدج 
كةددداءم فدددي نزليدددب السونددداس  أكثدددر 23.1.1حيدددت كانددده العزلدددة وأربعددة منهدددا كدددان لددددعها أيضدددا القددددرم علددد  نزليدددب الةوسدددةات ايضدددا . 

 بالإ افة ال  نزليلها للةوسةات، ولكا كانه ذات نتا   سلسية  بيية الاختبارات.
فددي أربدد  عددزلات فقددج، واخددتلاف فددي اسددتجابة  نكددا موجددودم  لا الجددوا لددم نثسيدده اي وت البكتيريددة علدد  أن قدددرموأظهددرت النتددا   

، وهلا عد  عل  اختلاف العزلات فيما  ينهدا ولكدب منهدا اليدة في بيية الاختبارات العزلات حيت ثلاا منها لم نكا ذات نتا    يجا ية
بالقددرم علد  نزليدب السونداس والةوسدةات   دافة الد  نثسيده اي وت، كمدا نسديا النتدا   أيضدا قددرنها   5.2معينة،  ينمدا نمتعده العزلدة  

 4.3علدد  انتددا  حمددض الإندددو  الخلددي  نسددب جيدددم )+++( مقارنددة مدد  سددب  عددزلات نمكندده مددا ذلدد  ويسدديا الجدددو  نةددوق العزلددة 
 بإنتا  الزمض الإندو  الخلي.
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 .( نتائج الاختبارات المحددة للبكتيرية الجذرية المحفزة للنمو 2) جدول 
 P K N IAA caco3 NH3 العزلة  رقم    بالمخبر ال

2 2.6 - + - ++ - - 

4 4.3 - + - +++ - ++ 

4 4.4 - - - - - ++ 

5 5.2 ++ +++ ++ +++ +++ +++ 

6 6.4 - - - - ++ +++ 

6 6.5 - + - - + - 

17 17.1 - - ++ - - - 

17 17.2 - - - - - + 

21 21.1 - - - + - + 

22 22.1.2 + - - - - + 

22 22.1.1 +++ + - ++ - ++ 

23 23.1 + - +++ - + +++ 

23 23.1.1 ++ +++ - - - - 

23 23.2 - - - - - ++ 

24 24.4 +++ ++ - - + +++ 

25 25.1 - - - ++ - - 

25 25.2 - - +++ + + - 

  يجا ية بكةاءم ممتا م( +++ يجا ية بكةاءم جيدم،  ++ الاختبار، يجا ية  +سلسية الاختبار،  -)
 أكثدرنتدا    يجا يدة باختبدار او  مدا أع دهومنهدا  الكالسديوم كربوندات نو   نتا   العدزلات  وجدود سده عدزلات مختلةدة نقدوم  تزليدب

حيددت نبدداعا  وا ددزة بةعالددة كددب منهدداالاختبددار، باختلافددات  اسددتجابة لهددلا أكثددرفكاندده العددزلات اختبددار الامونيددا مددا الاختبددارات، أمددا 
( مدا  ديا 24.4-23.1 – 6.4-5.2يدب الامونيدا حيدت كانده أكثدر كةداءم )نشاط أحد عشر عزلة ما العزلات في قدرنها علد  نزل

 . العزلات المدروسة
هي أفضدب العدزلات البكتيريدة المدأخوذم مدا المزديج الجدلرا للقمد ، حيدت أع ده  ،5.2 ناء  عل  هله النتا   عتسيا لدعنا بأن العزلة 

 نزليب وراثي لتعريةها بشكب دقيق.  بإجراءنتا   ممتا م في جمي  الاختبارات المزددم للبكتيرية الجلرية المزةزم للنمو وعليه قمنا 
نسيا لدعنا بأنها ما المزيج الجلرا لنبدات القمد  بمن قدة بعليدة فدي مزافظدة  (،1وبالرجوع ال  مكان عزلة هله العينة وفق الجدو  )

 ريف جسلة. من قة-اللاذقية
 (:5.2التعريف الجزيئي للعزلة )

 التسددوغ،لددي  لدددعها القدددرم علدد   الشددكب،سددالبة غددرام، عصددوية بأنهددا ( 5.2) نتددا   الاختبددارات السيوكيما يددة التعريفيددة للعزلددةأظهددرت 
لتعريةهدا علد   نكةديا ، وهدله الاختبدارات لدم ايوكسديد، وسدالبة فدي اختبدار H2sوأع ده نتدا    يجا يدة فدي اختبدار  التدنة ،اختيارية  

 .Sr DNA 16مستو  النوع للل  نم نعريةها عل  المستو  الجزيئي  تزدعد نتاب  النكليونيدات في مورثة 
 نقريبدا وفدق bp 1400الززمدة المرغوبدة  دو ن جزيئدي  %( وجدود Agarrose  1)علد  هلامدة  نتدا   الدرحلان الكهربدا ي  يندهحيدت 
 . بقليبالمدروسة سليمة ونق  أسةب الشاهد الموجب  لبكتيرا  DNAلد أن او  ،1kb plus DNA Ladderميياس  
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 _SY)  5.2( للعزلة) PCR( صورة للرحلان الكهربائي )4الشكل ) 

  أ وني: أساس 1291حجم  ذو 5.2عند العز   16Sr DNAنزدعد التتاب  النكليونيدا للمورثة  (5)ظهر الشكب يُ 

 
 (5.2التتابع النكليوتيدي للعزلة ) (5الشكل ) 

 جددن  Enterobacteria الدد  عا لددة البكتيريددة ننتمدديأظهددر التزليددب أن العزلددة  ،NCBIموقدد   علدد  Blastباسددتخدام قاعدددم السيانددات 
citerobacter   ال  النوع  ونتبc.braakii  وراثيا  ال  وأقر Citrobacter braakii OS-2،  بالمئة 96.51ونسبة نشابه .    

  وهي: NCBIاستخرا  نتالي النكليونيدات لعدد ما العزلات ما السن   نم
1. KY404158.1:26-1024 Citrobacter braakii strain OS-2 
2. CP118774.1:456931-457929 Citrobacter braakii strain ASE1  

M: 1kb plus DNA Ladder 

4:  SY-5.2 

WC:  )شاهد سالب )الماء 

PC:  (A.VITIS)  شاهد موجب 

E: empty 

 غير معرفة   : 5– 2-3– 1
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3. ON557391.1:36-1034 Citrobacter braakii strain LZH-C2 
4. CP045771.1:3852-4850 Citrobacter braakii strain MiY-A 
5. CP069788.1:534836-535834 Citrobacter braakii strain 

6. CP046348.1:1541672-1542670 Citrobacter portucalensis  

 .Neighbor-Joining method))  ريقدةالاسدتخدام ب (،5.2)جزيئيدا  للعزلدة المدروسدةالتي استخدمه في رسم رجرم القرابة الوراثية 
البكتيريدة   ديا االعدزلات (Maximum Composite Likelihood)الإحصدا ية  ةحسا  مسدافات التقدار  الدوراثي باسدتخدام طريقد ونم

 .  ((MEGA11 Tamura, 2021     رنام باستخدام  بالتزليب الداخلة
 Secuences Identites)وبزسدابات  حصدا ية للعدزلات الداخلدة فدي التزليدب الدوراثي، نلاحدظ مدا مصدةوفة التشدابه النانجدة بموقد  )

And Similarities( للملدن الندان  بصديغة ،(Fast   مد  العزلدة  96.06لددعنا بدأن أقدر  سدلالة  المسدتخدم، عتو د مدا السرندام %
 نشدددابه مددد مددد  بعضدددهما  نسدددبة  %99.9 (  نسدددبةASE1و LZH-C2فدددي حددديا نت دددا ق السدددلالتيا ) ،OS-2المدروسدددة وهدددي سدددلالة 

  .%95.9العزلة نصب ال  
في حيا نستعد السلالات الثلاثة المتبيية وراثيا كما هدو مو د  بالشدجرم الوراثيدة، وانخاذهدا فدرع اخدر بزيدت لدم نتجداو  نسدبة التشدابه 

 %. 99.9م  ن ابقها فيما  ينها  نسبة مئوية و له ال   %، 37ال  م  العزلة المدروسة 

 
 .( 5.2للعزلة البكتيرية)   ( شجرة القرابة الوراثية6الشكل ) 

فددرعيا  انقسدمه الد فددي ردجرم القرابدة الوراثيدة التددي  C. braakii SY-oth 5.2( أن 6)الشدكب حيدت نُظهدر ردجرم القرابددة الوراثيدة 
، ممددددا عؤكددددد   (OS-2 ،ASE1، LZH-C2وهددددم ) C.braakiiثددددلاا سددددلالات بكتيريددددة مددددا النددددوع ( مدددد  5.2العزلددددة )ر يسدددديا، نقدددد  

  .LZH-C2السلالة التقار  الوراثي م  هله السلالات بكتيرية م  ن ا ق كسير م  
وراثيددددا مدددد  نددددوع  نقدددداربهمو  (MiY-A،  Strainوهمددددا ) C.braakiiالنددددوع الةددددرع الثدددداني مددددا الشددددجرم الوراثيددددة سددددلالتيا مددددا  ويضددددم

C.portucalensis .ونباعدهما وراثيا م  الةرع اللا يزوا العزلة المدروسة ، 
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 المناقشة: 
 citrobacter braakiiأفضب الخصا ص للنوع البكتيرا المدروس   أحدعل  نزليب الةوسةات اللا يعد العزلة  هله قدرم نؤكد النتا   

( (phytaseانددزيم الددوراثي مددا اجددب  يددادم انتددا   البكتيريددة للتعدددعبوكيفيددة اسددتخدام هددله  السددابقة،وهددو مددا نددم نو دديزه بالدراسددات  ،
دا مسدؤو  عدا ،  وجدود جدزء مدا التسلسدب النكليونيد(Kim. 2006)حددده عا قدرم البكتيريا عل  نزليب الةوسدةات وفدق مدا  المسؤو 

مجدا  نزليدب الةوسدةات مدا  للنمدو فدي، اللا استخدم لتزسديا ونعددعب بداقي أندواع البكتيريدة الجلريدة المزةدزم   ((phytaseانتا  انزيم  
  (Patel.2010)قسب.

مدا أكدنده الدراسدات المقامدة مدا  السونداس، وهدلاالسلالة المدروسة لها القدرم عل  نثسيه الا وت الجوا ونزليدب  كما نؤكد النتا   بأن
 زة علد  كانه كب السلالات ذات قدرم وا حيت  citrobacterعل  عدم سلالات نابعة لجن   2021و ملاؤه عام  Denayaقسب 

 الجوا.ونثسيه الا وت  نزليب السوناس والةوسةات
 الإنددو حيدت انتدا  حمدض علد  أجنداس البكتيريدة الجلريدة المزةدزم للنمدو مدا  citrobacter braakii  سلالات نةوق  بالإ افة  ل 

 الخلي، وهو ما عتشابه م  نتا   الاختبارات بالسلالة المدروسة.
فدي نزةيدز نمدو النبدات، ندم دراسدة عددم خصدا ص أيضدا لتزدعدد مدد   citrobacterبالإ افة لما ذكر ما خصا ص مهمة للجدن   

فعالية السلالة المدروسة، حيت عؤكد الجدو  قدرم السلالة المدروسة علد  نزليدب أيضدا كربوندات الكالسديوم وإناحدة الامونيدا ولا عوجدد 
مرجعية وا زة ندعم قدرم سلالات الجن  المدروس عل  هانيا الخا يتيا، حيدت لدم عدتم الت درق بالاختبدارات المقامدة سدابقا علد  

 هله الميزنيا، حيت نم اختيار كربونات الكالسيوم لما له انتشار كسير في التر  السورية. 
 

 الاستنتاجات:
 الجلرية المزةزم للنمو في المزيج الجلرا لنبات القم . دراسة وجود طيف واس  ما البكتيرياأظهرت ال .1

نزليدددب -المزةدددزم للنمدددو فدددي الاختبدددارات ايساسدددية المزدددددم لهدددا )نزليدددب السوناسددديوم الجلريدددة دت نبددداعا نتدددا   البكتيريددداكمدددا أكددد .2
 الخلي( الإندو انتا  حمض -نثسه اي وت-الةوسةات

 .نزليب الامونيا-الجلرية المزةزم للنمو وقدرنها عل  نزليب كربونات الكالسيوم راسة استجابة بعض أنواع البكتيريانُظهر الد .3
والتدي  citrobacter braakiiأظهرت رجرم القرابة الوراثية أن أفضب العزلة المدروسدة وفدق المجتمد  المددروس عتبد  الد  الندوع  .4

 الخلي. الإندو نعد ما أفضب أنواع البكتيرية الجلرية المزةزم النمو ما حيت نزليب الةوسةات وإنتا  حمض 

للبكتيريدة  الملكور التداب ما النوع البكتيرا  بكتيرية،كسلالة  Citrobacter braakii SY-oth5.2البكتيرية ة العزلة ياقتراح نسم .5
 ، ونسجيلها في السن  الوراثي.المزةزم النموالجلرية 
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 التوصيات:
كبكتيريا جلرية مزةزم للنمو، في الدراسات المخسرية والزقلية للو و  الد   Citrobacter braakii SY-oth5.2استخدام السلالة  .1

 . كمخصب حيوا الغاية المرجوم منها 

العمب عل   يجاد مجموعة ما السلالات ما البكتيرية الجلريدة المزةدزم للنمدو المميدزم فدي المخدا ر المزليدة مزدددم ومعرفدة وراثيدا  .2
 بشكب دقيق لاستخدامها في التجار  الزراعية، بما عتناسب م  نو يات كب نوع بكتيرا منها.

اسددتخدام البكتيريددة الجلريددة المزةددزم للنمددو كأسددمدم حيويددة نظيةددة نعزيددز نمددو النبددات، وفددق التوجدده العددالمي لهددله الزراعددات وفددق  .3
التدي  ةدراسات علمية ليتم نعميمها عل  ن داق أوسد  لرفدد الق داع الزراعدي عسدر  يدادم الانتدا  وبدايخص المزا ديب الاسدترانيجي

 نزرع عل  مساحات واسعة.

 
 (.501100020595هلا البزت ممو  ما جامعة دمشق وفق رقم التمويب )التمويل: 
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