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  الملخص

 Gliocladiumو  Trichoderma, Trichoderma pseudokoningiiدرست قابليـة الفطريـات   

rosum  المحللة للجـدر الخلويـة    الأنزيمات إنتاجعلىPolygalacturonase transeliminase (PGT), 

Polygalacturonase (PG)  وCarboxy methyl cellulose (CMCase) وأنزيم Protease  في رواشح

  .الزرعية ومستخلصات حصائرها أوساطها

في راشح الوسط الزرعي لكل فطـر يتميـز    (PG) الأنزيمان  الإحصائيتبين من نتائج التحليل 

مما هي عليه في حصيرته الفطرية بينما لم تكن هناك فروقات معنوية في فعاليته بين راشح  أعلىبفعالية 

وجود فروقات معنويـة فـي    إلىالنتائج  وأشارت. طريات الثلاثالوسط الزرعي والحصيرة الفطرية للف

 الآخرينعن فعاليته في الفطرين  T. harizianumفي راشح الوسط الزرعي للفطر  (PGT)فعالية الانزيم 

بوجود فروقات معنوية بين راشح الوسط الزرعي والحصيرة  G.roseumكما تميز هذا الانزيم في الفطر 

  .T.pseudokoningiiفي الفطر  الفطرية والعكس يبدو

بين راشح الوسـط   (CMCase)عدم وجود فروقات معنوية في فعالية الانزيم  إلىالنتائج  أشارت

  .ايضاً T.harizianumو  T.pseudokoningiiالزرعي للفطرين 

لم تظهر فروقات معنوية في فعالية هذا الانزيم في مسـتخلص الحصـائر الفطريـة للفطريـات      

ممـا   G.roseumلوسط الزرعي للفطـر  افعالية في راشح  بأعلىفقد تميز  Proteaseالانزيم  أما. الثلاث

  .T.harizianumوالفطر  T.pseudokoningiiعليه في الفطر 

  ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
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ABSTRACT 
The ability of the fungi Trichoderma pseudokomngii, Trichoderma 

harizianum and Gliocladium roseum to produce Polygalacturonase (PG), 
Polygalacturonase transeliminase (PGT), Carboxy methyl cellulase (CMCase) and 
protease were studied in culture medium filtrates as well as mycelial mats. The study 
revealed that (PG) in the culture medium filtrate of each fungus had higher activity than 
in that in the mycelial mat. While there is no significant difference in it's activity between 
the culture medium filtrate and mycelial mat in the three fungi (PGT) activity of 
T. harizianum culture medium filtrate had significant difference from that of the other 
fungi wheares (PGT) had significant difference between G. roseum culture medium 
filtrate and it's mycelial mat. While T. pseudokomngii had the reverse. The results 
revealed that there is no significant difference in the (CMCase) activity of the culture 
medium filtrate for T. pseudokomngii and T. harizianum. Also no significant difference 
has been found in the enzyme activity of the mycelial mat for the three fungi. The 
enzymeprotease had higher activity in the G. roseum culture medium than of 
T. pseudokomngii and T. harizianum . 

  ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
  المقدمة

من الفطريات المستخدمة في السيطرة الحيوية على   Gliocladiumو Trichodermaيعد الفطران 

السيطرة الحيوية مـن   لآلياتعبر امتلاكهما  (Papavizas, 1985)النباتية على النطاق التجاري  الأمراض

بعض الدراسـات حـول    أجريتوقد  (Papavizas and Lumsden,1980)طفل تضاد وتحلل وتنافس وت

 أن إلى) 1990(ديكن  أشاربعض الانزيمات المحللة للجدر الخلوية حيث  إنتاجقابلية هذه الفطريات على 

وينتج منه بصـورة تجاريـة وان    سليوليزله فعالية انزيمية عالية لانزيم ال Trichoderma virideالفطر 

فيمـا   (Kawamori et al., 1986)نزيم الكاربوكسي ميثايل سليوليز ينتج ا Trichoderma resseiالفطر 

            فعاليـة عاليـة لانـزيم البروتيـز      Trichoderma ressei مـن الفطـر   QM9414للعزلـة   أنوجد 

(Hagspiel et al., 1989)    ــات ــة الفطري ــدى قابلي ــمل م ــة لتش ــذه الدراس ــاءت ه ــد ج                    وق

Trichoderma pseudokoningii ،Trichoderma harizianum  والفطرGliocladium rosum   علـى

  الانزيمـــات المحللـــة للجـــدر الخلويـــة ومنهـــا المحللـــة للبكتـــين       إنتـــاج



 ..... الانزيمات المحللة للسليلوز والبكتين والبروتين في الفطريات

 Polygalacturonase transeliminase (PGT), Polygalacturonase (PG)  ــليلوز ــة للس والمحلل

Carboxy methyl cellulose (CMCase)  والمحللة للبروتينProtease  وقياس فعالية هذه الانزيمـات ،

، لان هذه الفطريات من الفطريات المترممة في التربة والتي تساهم ي الوسط الزرعي والحصيرة الفطريةف

في تحليل المواد العضوية النباتية فيها وربما قد تفيدنا في المفاضلة في اختيار الفطر المستخدم في برامج 

تركيب جدر خلايا الفطريات الممرضة والتي يحتوي قسم منها على السليلوز  إلىلمكافحة الحيوية استناداً ا

  ).1990 ،ديكن( أخرىالبروتين ومركبات  إلى بالإضافة

  

  المواد وطرائق العمل

ــثلاث    ــات ال ــة الفطري ــذه التجرب ــي ه ــتخدمت ف     ،Trichoderma pseudokoningii  اس

Trichoderma harizianum   وGliocladium rosum ا بصورة نقية من قسـم  والتي تم الحصول عليه

للانزيمات المحللة للجدر  إنتاجهادرست قابلية هذه الفطريات في . جامعة تكريت، كلية العلوم، علوم الحياة

  .وقياس فعالية هذه الانزيمات في راشح الوسط الزرعي ومستخلص الحصيرة الفطرية

  

  :لفطرية وفصل رواشحهاتنمية المزارع ا. أ

) 250(تمت تنمية الفطريات الثلاث في الوسط الزرعي جابكس السائل حيث اسـتخدمت دوارق    

دقيقة قسمت ) 15(لمدة  2انج/باوند) 15(مل من الوسط الذي عقم بعدها تحت ضغط ) 30(مل وضع فيها 

          والثانيـة بـالفطر   T. pseudokoningiiبـالفطر  الأولـى  لقحت المجموعة . ثلاثة مجاميع إلىالدوارق 

T. harizianum  والمجموعة الثالثة بالفطرG. rosum  من المزارع النقية  أقراصحيث استخدم في التلقيح

ملم وبثلاث مكررات لكل فطر، وضعت بعدها في الحاضـنة بدرجـة   ) 10(وبقطر  أسبوعالسابقة بعمر 

طبقـات مـن الشـاش     أربعةلى حدة ورشحت خلال ، جمعت رواشح كل فطر عأسبوعينم ولمدة ) 25ْ(

م لمدة عشرون دقيقة ) 4ْ(دقيقة بدرجة /دورة ) 4000(وضعت بعدها في جهاز الطرد المركزي بسرعة 

  .، لحين قياس فعالية الانزيماتمن الخلايا، تم حفظه تحت التجميدللحصول على راشح خالي 

  

  :استخلاص الانزيم الخام من الحصيرة الفطرية. ب

عملية الترشيح تم الحصول على الحصائر الفطرية الثلاث حيث وزنت كل منها علـى   إجراءبعد   

مل من الماء المقطر المعقم هرست بعدها بالخلاط ) 1(غرام من الحصيرة الفطرية ) 1(لكل  وأضيفحدة 

الطرد  بعدها عملية أجريتطبقات من الشاش  أربعةدقائق ورشحت من خلال ) 5(الكهربائي لتحطيم مدة 

م لمدة عشرون دقيقة وحفظت رواشح كل فطر على ) 4ْ(دقيقة بدرجة /دورة ) 4000(المركزي بسرعة 

  .(Bander, 1983)حدة تحت التجميد 
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  :قياس فعلية الانزيمات. جـ

باستخدام طريقـة تحـرر المجـاميع     (CMCase)و (PG) ،  (PGT)تم قياس فعالية الانزيمات   

 ـ     والتــي اســتخدمت فيهــا مــادة    ) Somogy )1952ل المختزلــة والمســتخدمة مــن قبـ

Sodium polypectate  واسـتخدمت مـادة   الأولـين فـي اختبـار فعاليـة الانـزيمين      أسـاس كمادة ،  

Carboxy methyl cellulose  فعالية انـزيم   أما، في اختبار فعالية الانزيم الثالث أساسكمادةProtease 

والمعدلــة مــن قبــل  (Dingle, et al.,1953)ه وجماعتــ Dingleفــتم قياســها باســتخدام طريقــة 

(Mankarios,1978) Mankarios  وهي طريقة الكأس الطبقيCupplate   واستخدم فيها الجيلاتين كمـادة

 بـالأس  Citrate phosphate bufferواسـتخدمت المحاليـل المنظمـة    . في اختبار فعالية الانزيم أساس

 (PGT)بالنسـبة للانـزيم   ) 8(الهيدروجيني  والأس، (CMCase)و  (PG)للانزيمين ) 5(الهيدروجيني 

) 4,5(الهيدروجيني  بالأس Potasium phosphate bufferوالمحلول المنظم  Tris-HClبالمحلول المنظم 

ــدة الطيـــف النســـبية   Proteaseللانـــزيم  ــاس شـ ــتخدم جهـــاز قيـ   ) المطيـــاف(واسـ

(Bander, 1983) Spectrophotometer (Spectromic 20 BASUH&LOMB)  ــة ــاس فعالي لقي

حيث تم تعيـين شـدة الطيـف النسـبية الممتصـة للمحاليـل        (CMCase)و  (PG),(PGT)الانزيمات 

حيث تتناسب شدة الطيـف النسـبية مـع    ) 500(مقابل محاليل المقارنة عند الطول الموجي ) بالنانوميتر(

  .المجاميع المختزلة المتحررة

ما بين فعالية كـل انـزيم لراشـح    ) 1978الراوي، ( Tار تم تحليل النتائج احصائياً بطريقة اختب  

المقارنة بـين   أجريتكذلك . الوسط الزرعي وفعاليته في مستخلص الحصيرة الفطرية لكل فطر على حدة

ولكل فطر من الفطريات الثلاث في مستخلص الحصيرة الفطريـة   الأربعةفعالية كل انزيم من الانزيمات 

  .وراشح الوسط الزرعي

  

  ج والمناقشةالنتائ

ــكلين    ــن الشـ ــظ مـ ــثلاث  أن) 2(و) 1(يلاحـ ــات الـ   ، T. pseudokoningiiللفطريـ

T. harizianum  وG. rosum ــة ل ــاج الانزيمــات المحلل ــى انت ــة عل ــة القابلي   ،PGلجــدر الخلوي

 PGT،CMCase   والبروتيز في راشح الوسط الزرعي ومستخلص الحصيرة الفطرية وتتفق هذه النتيجـة

 الآخـرين بالنسبة للانزيمين ) 1986( وآخرون Kawamoriو ) 1989(واخرون  Hagspielمع ما وجده 

مـع البيـاتي    أيضاوتتفق هذه . في الوسط الزرعي إنتاجهماعلى  Trichoderma resseiفي قابلية الفطر 

تلك فـي   الأربعةالانزيمات  إنتاجعلى  Rhizoctonia solaniالذي لاحظ قابلية الفطر ) 1987( وآخرون

  .راشح الوسط الزرعي ومستخلص الحصيرة الفطرية
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للفطريات الثلاث والموضـحة فـي    الأربعةعالية الانزيمات الإحصائي لفوقد اظهر نتائج التحليل   

  :التالي) 2(و ) 1(الشكلين 

  

  :(PG)فعالية انزيم البوليكلاكتيرونيز . 1

ما بين راشح الوسـط  % 5و % 1ى احتمال ، عند مستواك فروقات في الفعالية الانزيميةكانت هن  

من مستخلص الحصـيرة   أعلىالزرعي لكل فطر ومستخلص حصيرته حيث تميز الراشح بفعالية انزيمية 

لدى مقارنته بالفعاليـة الانزيميـة   ) 1988( وآخرون، وهذا ما يتفق مع البياتي لفطريات الثلاثالفطرية ول

وحصيرته الفطرية، فيما لـم تكـن المقارنـة ذات      Rhizoctonia solaniلراشح الوسط الزرعي للفطر 

 ـ   ذلك فـي  فروقات معنوية ما بين الفطريات الثلاث في فعالية هذا الانزيم لراشح الوسـط الزرعـي وك

  .مستخلص الحصيرة الفطرية

  

  :(PGT)ترانس اليمنيز -فعالية انزيم البوليكلاكتيورونيز. 2

لزرعي للفطريات الثلاث عن وجود فروقات معنوية لراشح الوسط ا الإحصائيدلت نتائج التحليل   

عن فعالية انزيميـة ذات دلالـة    T. harizianumبالنسبة لفعالية الانزيم للفطر % 1عند مستوى احتمال 

  .G. rosumعن الفطر % 5احصائية عند مستوى احتمال 

تخلص حصـيرة  بالنسبة لفعالية هذا الانزيم في مستخلص الحصيرة الفطرية فقد لوحظ ان مس أما  

اللذان لم تظهر بينهما فروقات معنوية اعطى فروقات معنوية عن  G. rosumو  T.harizianumالفطرين 

وقد تميز الانزيم فـي  % 5عند مستوى احتمال  T. pseudokoningiiمستخلص الحصيرة الفطرية للفطر 

وقد لـوحظ  . G. rosumر باعلى فعالية له يليه الفط T. harizianumمستخلص الحصيرة الفطرية للفطر 

لدى مقارنة فعالية هذا الانزيم في راشح الوسط الزرعـي  % 5وجود فروقات معنوية عند مستوى احتمال 

حيث تميز مستخلص الحصيرة الفطرية بفعاليـة   G. rosumللفطر ومستخلص الحصيرة الفطرية للفطر  

ما لا يتفق مـع مـا وجـده     وهذا% 5مما في راشح الوسط الزرعي وعند مستوى احتمال  أعلىانزيمية 

من فعاليته في  أعلىفعالية هذا الانزيم في راشح الوسط الزرعي  أنالذي لاحظ ) 1987 ،بندر و البياتي(

ــد   ــا نجـ ــة فيمـ ــيرة الفطريـ ــتخلص الحصـ ــر   أنمسـ ــى الفطـ ــق علـ ــذا ينطبـ   هـ

T. harizianum ليتـه فـي   مـن فعا  أعلـى فعالية هذا الانزيم في راشح الوسط الزرعي  أن الذي لوحظ

فيما نجد عدم وجود فروقات معنوية فـي  % 5او % 1مستخلص الحصيرة الفطرية وعند مستوى احتمال 

          فعالية هـذا الانـزيم بالنسـبة لراشـح الوسـط الزرعـي ومسـتخلص الحصـيرة الفطريـة للفطـر          

T. pseudokoningii.  
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  :(CMCase)فعالية انزيم الكاربوكسي ميثايل سليوليز . 3

ما بين فعالية هذا الانزيم فر راشح  إحصائيةعن عدم وجود فروقات  الإحصائيدلت نتائج التحليل   

اللذان تمتعا بفروقات معنوية عن فعاليـة   T. harizianum و T. pseudokoningiiالوسط الزرعي للفطر 

فيمـا كانـت فعاليـة    % 1وعند مستوى احتمال  G. rosumهذا الانزيم في راشح الوسط الزرعي للفطر 

وقد لوحظ وجود فروقـات  . الانزيم لمستخلص الحصيرة الفطرية ذات فروقات معنوية وللفطريات الثلاث

لدى مقارنة فعالية هذا الانزيم فـي راشـح الوسـط الزرعـي للفطـر      % 5معنوية عند مستوى احتمال 

وهذا  T. pseudokoningii روكذلك بالنسبة للفط G. rosumومستخلص حصيرته الفطرية بالنسبة للفطر 

  Rhizoctonia solaniفي ان راشح الوسط الزرعي للفطـر  ) 1988(يتفق مع ما وجده البياتي وجماعته 

من فعاليته في مستخلص حصيرته الفطرية فما لا يتفق هذا مع ما لـوحظ مـن عـدم     أعلىيتمتع بفعالية 

ومستخلص  T. harizianumط الزرعي للفطر وجود فروقات معنوية في فعالية الانزيم ما بين راشح الوس

  .حصيرته الفطرية

  

  :Proteaseفعالية انزيم البروتيز . 4

فعالية انزيمية فر راشـح   بأعلىيتمتع  G. rosumان الفطر  إلى الإحصائينتائج التحليل  أشارت  

زرعـي  عن فعاليته في راشح الوسط ال% 1وسطه الزراعي وهناك فروقات معنوية عند مستوى احتمال 

 الأمـر ، وكذلك إحصائياًاللذين لا يختلفان فيما بينهما  T. pseudokoningiiو  T. harizianumللفطرين 

  .بالنسبة لمستخلص الحصيرة الفطرية

الزرعية للفطريات الثلاث لم  الأوساطفعالية الانزيم في رواشح  أن الإحصائيةالنتائج  أشارتوقد   

الفطرية وهذا لايتفق مع مـا  على حدة مع مستخلصات حصائرها  تعط فروقات معنوية لدى مقارنتها كل

عن تلك التي في  أعلىفي تمتع راشح الوسط الزرعي للفطر بفعالية انزيمية ) 1987( بندر والبياتي وجده 

  . Rhizoctonia solaniمستخلص الحصيرة الفطرية للفطر 
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