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 ٢٣٧

 Chitinase الكایتینیز انزیم انتاج على  Trichoderma harzianum الفطر قدرة
  ابراھیم یحیى بسام         محمد یونس نضال            طھ حسن خالد

  والغابات الزراعة كلیة/  النبات وقایة قسم
  

   الخلاصة
 Chitinase یتینیزالكا  إنزیم  من مستوى اعلى لإنتاج المثلى الحرارة درجة ان  النتائج ببنت

 الاس دالة درجة وكانت دقیقة/مایكرومول/ وحدة ٢.٧٤ الانزیم فاعلیة بلغت إذ سیلیزیة °٢٥ كانت
 وفاعلیة   ٥pH عند Chitinase الكایتینیز  إنزیم  من مستوى أعلى  لإنتاج الملائمة الھیدروجیني

 في Chitinase الكایتینیز نزیملإ تحلیلیة مقدرة أعلى وسجلت دقیقة/مایكرومول/ وحدة ٢.٢٥ الانزیم
 سكر كمیة  بلغت إذ الرطب الفطري الغزل استخدام عند T. harzianum للفطر الخام المزرعة راشح

N-acetylglucosamin الفطرین عن معنوي وباختلاف مل/مایكروغرام ٢٨٠ المتحرر R.solani 
-N سكر كمیةل مستوى ىأدن بلغ كما والجاف الرطب الفطري الغزل استخدام عند F.solaniو

acetylglucosamin سكر ومستوى.  مل/مایكروغرام ٢٠٠ المتحرر N-acetylglucosamin 
 التأثیر مستوى اعلى وبلغ . للكاربون كمصدر chitine استخدام عند مل/ مایكروغرام ٤٠ المتحرر

 الثلاث الممرضة یاتللفطر الامونیوم كبریتات باستخدام المنقى Chitinase الكایتینیز لإنزیم المثبط
  للفطر%  ٤٧.٠٣

M. phaseolina  الفطرین عن معنوي وباختلاف  R.solani  و F.solani   نسب بلغت والتي 
  .  التوالي على%  ٣٣.٣٣ و ٣٥.١٨ فیھما التثبیط

  

  المقدمة
 سلسلة تتضمن معقدة عملیة تعد .Trichoderma sp الفطر قبل من المباشر التطفل عملیة أن  

 ھذه في وتشترك  قتلھ ثم والاختراق الھجوم ثم ومن العائل الفطر على بالتعرف تبدأ التي داثالأح من
 ومن .Trichoderma sp علیھا یتطفل التي الفطریات جدران تحلل على تعمل إنزیمات عدة  الآلیة
 و ١٩٩٣ واخرون Lorito و ١٩٩٣وآخرون Chitinases )Aziz كایتینیز  الانزیمات تلك

Harman الفطر یتعرف إذ). ١٩٩٦خرونوآ Trichoderma sp. في لھ العائلة الفطریات وجود على 
 إنزیمات مجموعة عمل نتیجة الخلویة الجدر تحلیل  نواتج تحسس بوساطة بعد عن الحیوي محیطھ

Enzymes Degrading  Cell-Wall-  CWDEs ومنھا Chitinases,  وGlucanases   
 وعندما الحیوي محیطھ إلى Exochitinases الإنزیم من قلیلة میاتك مبدئیا یفرز إذ  Proteasesو

 في تعمل التي Oligomers  منھا مواد عدة  تحللھا ناتج  وتطلق الأخرى الفطریات  جدران تتحطم
  Trichoderma sp. الفطر یبدأ ثم ومن اكبر بكمیات Exochitinases إنزیمات إنتاج استحثاث

 المقاومة  تنشیط فان  ذلك عن وفضلا). ٢٠٠٤وآخرون Harman( عائلھ على المباشر التطفلب
 ھذه ومن  Defense-Relatedبالدفاع المتعلقة البروتینات مع مرتبط النباتات في  الجھازیة المستحثة

 الفطر ویعد ) .٢٠٠٧، وآخرون  Chitinases )Dyakov الكایتینیز انزیم البروتینات
Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid  للتربة المستوطنة المرضیة المسببات اھم احد 

Soil borne pathogen نباتات بینھا من نباتي عائل ٥٠٠ من لاكثر الفحمي التعفن مرض یسبب إذ 
 یصعب التي الفطریات من یعد كما) ٢٠٠١ وآخرون، Su( والفلقتین الواحدة الفلقة ذات من اقتصادیة
 لھا Microsclerotia  سوداء حجریة أجسام بھیئة التربة في  لةالطوی بقاءه فترة بسبب علیھا السیطرة
 الأولیة للإصابة مصدر فتكون سنوات اربع إلى تصل لمدة الجاف ظروف تحت البقاء في المقدرة
 Olaya وAbawi  ( الرطبة الترب في اسابیع ٨-٧ عن تزید لا مدة خلال حیویتھا تفقد انھا إلا للجذور

 الكایتینیز إنزیم إنتاج على توثر  التي الظروف لتحدید ھو الدراسة ذهھ من الھدف إن) .١٩٩٦ ،
Chitinases للفطر  والتضادیة التطفلیة المقدرة في الإنزیم ھذا ودور مختبریا  T.harzianum. مع 

  . الإنزیم لھذا التحلیلة القدرة الإشارة
  

  وطرائقھ البحث مواد
 الفطر من مطفرة عزلة وھي Th(k20)N22 العزلة استخدمت: الحیوي المقاوم عزلة   

Trichoderma harzianum  )٢٠٠٩، وإبراھیم ١٩٩١والبھادلي، طھ( .  
  

  ٨/١٢/٢٠١٠ وقبولھ  ١٧/١٠/٢٠١٠  البحث تسلم تاریخ
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  Macrophomina phaseolina   ،Fusarium  الفطریSSات اسSSتخدمت:   الممرضNNة الفطریNNات
solani   Rhizoctonia solani    مSت Sا ولالحصSن علیھSم مSة قسSات وقایSة/  النبSة كلیSات الزراعSوالغاب  /

 مSن المكSون)  (Broth  Potato Dextrose PDB السSائل الغSذائي الوسSط  عل تنمیتھا تمت.  الموصل جامعة
 فSSي الوسSSط  توزیSSع وتSSم مقطSSر مSSاء لتSSر/   Dextrose دكسSSتروز غSSم٢٠ و البطاطSSا مSSن غSSم٢٠٠ مسSSتخلص

  فSSي المؤصSSدة بجھSSاز الغSSذائي الوسSSط عقSSم. دورق/مSSل١٠٠ وبمعSSدل مSSل٢٥٠ سSSعة الشSSكل مخروطیSSة دوارق
  سSSم ٠.٥ قطSSر بقSSرص منھSSا كSSل ولقSSح الSSدوارق بSSردت.دقیقSSة ٢٠ لمSSدة  جSSو ١.٥ وضSSغط مْ ١٢١ حSSرارة درجSSة
° ٢° ±٢٥ حSرارة درجSة فSي الSدوارق حضSنت ثSم  أیSام خمسSة بعمSر  PDA الغSذائي  الوسط على تنمیتھا سبق
 علSى للحصSول وذلSك No.1 Whatman   نSوع ترشSیح ورق خSلال  السSائلة المزارع رشحت.  أیام ١٠ لمدة

 فSSي اسSSتخدامھا لحSSین  سSSیلیزیة°٤ حSSرارة درجSSة فSSي حفظSSت ثSSم   الممرضSSة للفطریSSات الحیویSSة الكتلSSة
  .  اللاحقة التجارب

 على  Th(K20)N22 العزلة تنمیة تم: :   Chitinase الكایتینیز إنتاج على الحرارة درجات تاثیر   
 درجات وفي ٦ عند  الھیدروجیني الاس دالة وضبطت  chitine% ٠.٥بـ المدعم MSM وسط

   نوع ترشیح ورق خلال السابقة المزارع رشحت أیام ٥ لمدة° ٢±  ٣٥، ٣٠، ٢٥، ٢٠ ، ١٥ الحرارة
No.1 Whatman حرارة درجة في الراشح  حفظ ثم الفطر مزرعة راشح  على للحصول وذلك  -

  . الانزیم فاعلیة تقدیر لحین ةسیلیزی°١٠
 العزلة تنمیة تم :  Chitinase الكایتینیز إنتاج على  الھیدروجیني الاس دالة تاثیر  

Th(K20)N22 وسط على MSM ٠.٥بـ المدعم %chitine  الاس لدالة  التالیة  المستویات في 
 المزارع رشحت .أیام ٥ لمدة °٢± °٢٥ حرارة درجة عند أیام ٥ لمدة  ٨، ٧، ٦، ٥ ، ٤ ،٣ الھیدروجیني

 حفظ ثم الفطر مزرعة راشح على للحصول وذلك No.1 Whatman نوع ترشیح ورق خلال السابقة
  . الانزیم فاعلیة تقدیر لحین سیلیزیة°١٠- حرارة درجة في الراشح
 تقدیر في) ٢٠٠٦( وآخرون  Wang طریقة اتبعت:   Chitinase الكایتینیز إنزیم فاعلیة تقدیر
 تحلل عن الناتجة  N-acetylglucosamin كمیة تقدیر تم أذ Chitinase  الكایتینیز إنزیم یةفاعل

 DNS) 3,5 –dinitrosalicylic كاشف مع ملون معقد تكون التي Colloidal chitin الاساس المادة
acid .(ىعل تعمل التي الانزیم كمیة ھي الانزیمیة والوحدة.  نانومیتیر ٥٤٠ الموجي الطول عند 

-N الناتجة المادة الى Colloidal chitin  الاساس المادة من مایكرومول تحویل
acetylglucosamin الدقیقة في  .  

 MSM وسط على Th(K20)N22 العزلة تنمیة تم:   Chitinaseالكایتینیز لإنزیم التحلیلیة القدرة
 التحضین فترة انتھاء عندو. أیام ٥ لمدة° ٢± °٢٥ حرارة درجة عند كاربوني كمصر Chitine المدعم
 تلقیح جرى ثم. دورق/مل١٠ وبمعدل مل١٠٠ سعة الشكل مخروطیة دوارق في الفطر مزرعة راشح وزع

 .F و  Rhizoctonia solani و  M. phaseolina للفطریات الفطري بالغزل المخروطیة الدوراق
solani  درجة عند لدوراقا حضنت  رطب وزن مل/ ملغم ١٠ او جاف وزن مل/  ملغم ١ بواقع 
-N كمیة بتقدیر المتحر السكر كمیة تقدیر ذلك بعد جرى ساعة ٢٤ لمدة° ٢± ٣٧ حرارة

acetylglucosamin  راشح على أشتملت فقد المقارنة معاملة أما.   الاساس المادة تحلل عن الناتجة 
  .  الانزیم لتثبیط حراریا المعامل Th(K20)N22 العزلة
 عزلةال مزرعة راشح من البروتین بترسیب الانزیم عزل تم:  Chitinaseتینیزالكای إنزیم وتنقیة عزل

Th(K20)N22  الفطر تنمیةTrichoderma sp وسط على MSM كمصر بالكایتین المدعم 
 كبریتات إضافة تمت إذ  الامونیوم كبریتات باستخدام.  أیام ٥ لمدة° ٢° ±٢٥ حرارة درجة عند كاربوني
  ).١٩٨٧(  Whiteو  Robyt طریقة وحسب%)  ٧٥-٠( وبتشبع لبةالص بحالتھا الامونیوم

 لانزیم الحیویة الفاعلیة تقدیر تم: المنقى Chitinase الكایتینیز لانزیم الحیویة الفاعلیة تقدیر
   R.solani F. solani و  M. phaseolina الفطریات باستخدام  المنقى Chitinase الكایتینیز
 الى المنقى الانزیم من%  ١٠ نسبة باضافة وذلك المحورة) ٢٠٠٦( وآخرون  Wang طریقة وحسب
 ٠.٥ منھا كل قطر بأقراص ولقحت سم ٩ قطر معقمة بتري أطباق في الوسط صبت  PDA الغذائي الوسط

 حضنت.  F.solani و  R.solani و  M. phaseolina  للفطریات حدیثة مزرعة من مأخوذة سم
 قطرین متوسط بقیاس الفطریة المستعمرات أقطار متوسط حساب وتم .° ٢±  °٢٥ حرارة درجة في الأطباق

 إلى  PDA الوسط على احتوت التي المقارنة معاملة في الفطر نمو وصول بعد الطبق بمركز یمران متعامدین
  : المعادلة من للتثبیط المئویة النسبة استخرجت. الطبق حافة

 ١٠٠× المعاملة مستعمرة قطر -  المقارنة املةمع في المستعمرة قطر = للتثبیط المئویة النسبة
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   المقارنة معاملة في المستعرة قطر
  

 المتعدد دنكن اختبار باستخدام المتوسطات وقورنت CRD الكامل العشوائي التصمیم باستخدام التجارب نفذت
  % .٥ احتمال وبمستوى المدى

  
   المناقشة

  إنزیم من مستوى اعلى لإنتاج المثلى الحرارة رجةد ان) ١( الشكل في الموضحة النتائج تبین    
 وحدة ٢.٧٤ الانزیم فاعلیة بلغت إذ )°٢±( سیلیزیة° ٢٥ كانت Chitinase الكایتینیز

 الموضحة النتائج أما الأخرى التحضین حرارة درجات بقیة معنویاعًن اختلفت والتي دقیقة/مایكرومول/
  إنزیم  من مستوى أعلى  لإنتاج الملائمة یدروجینيالھ الاس دالة درجة ان فتوضح) ٢( الشكل في

 ومن  دقیقة/مایكرومول/ وحدة ٢.٢٥ الانزیم فاعلیة وكانت   ٥pH عند كانت Chitinase الكایتینیز
 وحدة٠.٧٩  الى لتصل الھیدروجیني الأس دالة مستوى بزیادة الفاعلیة تلك انخفضت ثم
  .pH ٨ عند دقیقة/مایكرومول/
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
 من كمیة أقصى لإنتاج المثالي الھیدروجیني الاس دالة مستوى ان الدراسات من العدید وأشارت    

 من یعد الھیدروجیني الاس دالة مستوى وان pH ٥.٥-٦ مابین تقع Chitinase الكایتینیز إنزیم
 الاس بدالة یتاثر زیمالان انتاج مستوى وان Chitinase الكایتینیز انزیم انتاج لمستوى المحددة العوامل

  ) .٢٠٠١  وآخرون و ٢٠٠٠  وآخرون El-Katatny(           الھیدروجیني
 مزرعة راشح في Chitinase الكایتینیز لإنزیم التحلیلیة المقدرة اختلاف)٣( الشكل ویوضح

 والجاف الرطب الفطر الغزل وطبیعة الممرض الفطر نوع باختلاف  الخام Th(K20)N22 العزلة
 للفطر الخام المزرعة راشح في Chitinase الكایتینیز لإنزیم تحلیلیة مقدرة أعلى وسجلت

M. phaseolina سكر كمیة بلغت إذ الرطب الفطري الغزل استخدام عند N-acetylglucosamin   
 عند  F.solani و  R.solani الفطرین عن معنوي وباختلاف مل/ مایكروغرام ٢٨٠ المتحرر
   N-acetylglucosamin سكر كمیة مستوى أدنى وبلغ والجاف الرطب يالفطر الغزل استخدام
  . مل/ مایكروغرام ٢٠٠ المتحرر

  

 Chitinase الكایتینیز إنتاج على الحرارة درجات تأثیر) ١(الشكل 
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  Chitinase الكایتینیز إنتاج على  الھیدروجیني الأس دالة تأثیر : )٢(الشكل 

 pHدرجة الـ 
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 chitine استخدام عند مل/ مایكروغرام ٤٠ المتحرر N-acetylglucosamin سكر مستوى وبلغ
 للفطر الخام المزرعة راشح ویحتوي) ٢٠٠٠ وآخرون El-Katatny( للكاربون كمصدر

Trichod
erma 

sp.  على 
 انزیم
 الكایتینیز
Chitina

se الذي 
 على یعمل

 اطلاق
-N سكر

acetylgl
ucosam

in  من  
 و R.solani و Sclerotium rolfsii الفطریات ومنھا الممرضة للفطریات الفطري الغزل  مكونات

Botrytis cinerea  تقترن المقدرة ھذه وان الإنزیم لھذا العالیة التحلیلیة المقدرة الى یشیر وھذا 
 انزیم إنتاج مستوى ویتأثر.  حیوي كمقاوم وفعالیتھ ونشاطھ Trichoderma sp للفطر التطفلیة بالقدرة

 تتم الذي الوسط في الممرضة لفطریات الفطري الغزل بوجود معنوي وبشكل   Chitinase الكایتینیز
 Chitinase  )De la الكایتینیز انزیم إنتاج مستوى ویزداد علیھ .Trichoderma sp الفطر تنمیة

Cruz  و ١٩٩٢وآخرون El-Katatny وخاصة التحلل نواتج ان )٢٠٠٣، وآخرون N-
acetylglucosamin الفطري بالغزل المدعمة الأوساط وفي الانزیم تخلیق لمستوى تنظیمیة قدرة لھا 

 المدعمة الاوساط في انتاجھ ستوىم عن  Chitinase الكایتینیز انزیم إنتاج مستوى یزداد  الرطب
 كرد الممرض الفطر ینتجھا التي الایضیة المواد بعض وجود إلى ذلك یعود وقد الجاف الفطري بالغزل

 باستخدام المنقى Chitinase الكایتینیز لإنزیم المثبط التأثیر) ٤( الشكل ویوضح. التطفل على فعل
 .M للفطر%  ٤٧.٠٣ للتثبیط مستوى اعلى لغوب الثلاث الممرضة للفطریات الامونیوم كبریتات

phaseolina   الفطرین عن معنوي وباختلاف  R.solani  و F.solani   التثبیط نسب بلغت والتي 
) . ١٩٩٩وآخرون ، Limonو ١٩٩٠وآخرون ، Baek( التوالي على%  ٣٣.٣٣ و ٣٥.١٨ فیھما

  الفطري للغزل Chitinase الكایتینیز  لانزیم التثبیطیة المقدرة الى) ١٩٩٩( واخرون  Joans واشار
 ومنھا  Chitinase الكایتینیز انزیم بفعل الخلویة الجدر تحلل نواتج ان عن ◌ً  فضلا R.solani للفطر

 الفطر فاعلیة یعز  وھذا النبات دفاعات لاستحثاث وإشارات كمستحثات تعد  Oligomers مركبات
Trichoderma sp. الكایتینیز  یمانز یعد إذ . إحیائي كمقاوم Chitinase الفعالة التطفل أدوات احد 

 دوره عن فضلاً . الفطریات لجدر الأساس المكون یشكل الكایتین  لان الخلوي الجدار تحطیمھ خلال من
 الفطر علیھا یتطفل التي الممرضة للفطریات الفطري الغزل نمو بتثبیطھ أخر دوراً  لھ فان التطفل في

Trichoderma sp. .الكایتینیز إنزیم إنتاج ویستحث Chitinase تنمیة تتم عندما معنوي وبشكل 
 الفطر علیھا یتطفل التي للفطریات الفطري بالغزل مدعمة أوساط في .Trichoderma sp الفطر

Trichoderma sp. ) .Brunner ،٢٠٠٣  Howell , ،و     ٢٠٠٣Harman وChet  ،١٩٩٦ (  
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ABSTRACT 

     The result showed that optimum temperature for maximum  activity of 
Chitinase was 25 Cº with 2.74 unit/µm/min. while optimum pH for maximum 
activity Chitinase was 5 with 2.25 unit/µm/min . Significant activities of 
chitinase was produced by T. harzianum in culture media amended with  fresh 
mycelium of  M. phaseolina ,  where the  releasing of reducing sugar N-
acetylglucosamin was 280 µg/ml  which Significantly  differ  from T. 
harzianum culture media amended with  fresh and dry mycelium of  R.solani  
and  F.solani where the  releasing of reducing sugar N-acetylglucosamin was 
200  µg/ml.  Production of chitinase using a medium containing chitin reached  
40 µg/ml . Maximium  chitinase inhibition activity, purified by ammonium 
sulphate, was recorded for M. phaseolina  mycelium growth 47.03% ,  which 
Significantly  differ   with of R.solani and F.solani where the inhibition activity  
was 35.18 and 33.33% respectively  

 
 المصادر

 كفاءتھا لتحسین .Trichoderma spp الفطر من إحیائیة طرز استحداث). ٢٠٠٩(یحیى بسام،  إبراھیم
 جامعة،  والغابات الزراعة ،كلیة دكتوراه أطروحة . لنباتل نمو وتحفیز الإحیائیة للمكافحة كعوامل
  . الموصل

   Chitinase الكایتینیزالقدرة التحلیلیة لانزیم  : )٣(الشكل 

 المنقى Chitinase الكایتینیز لإنزیم الحیویة لیةعالفا :)٤(الشكل 
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 عن كبدیل جدیدة طرز على حاویة مساحیق تحضیر). ١٩٩٣( البھادلي حسین علي و حسن خالد ، طھ
 للتقییس المركزي الجھاز ، الصناعیة الملكیة قسم من اختراع براءة.  كاما أشعة باستخدام المبیدات
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