
نتاج انزيم السليوليز  Trichoderma virideفي فطر مثيل -والتولكلوفوس للكابتانالتأثير التطفيري  وا 
 وبروتين الخلية الواحدة 

 رياض خليل البرهاويو رغد نبهان العزو 
 ، الموصل ، جمهورية العراق جامعة الموصل ،كلية العلوم  ،قسم علوم الحياة  

 ( 7002، تاريخ القبول:   /   /  7002) تاريخ الاستلام:   /    /

 الملخص
 Trichodermaاجرررا البحررد بهررصو الحصررول علرري عكلررة فيريررة كاررومة فرري ايتررار ايرركيم السررليوليك وبررروتيل الحليررة الواحررصة بوسرراية عكلررة محليررة مررل فيررر 

viride  مثيل  -والتولكلوفوس لكابتالاباعل التأثير التيايرا لمبيصا الايريات. 
ولجميرررر تراكيرررك العرررالق البرررو ي المسرررتحصمة ، فررري حررريل لررروح  ال لمبيرررص  هقاترررل بكافرررة تراكيرررك ال هترررأثير  بسرررب  الكابترررالعكلرررة يرررافرة باعرررل مبيرررص ل علررري حصرررلرررم ي

الابويرة تغيررات  ملغرم مراصة فعالرة / مرل وسري قياسري ، والتري ابرصت فير  العكلرة 7.5تأثيراً تيايرياً واضحاً علي عكلة الاير الأبوية وبرالتركيك  مثيل-التولكلوفوس
 .ل الايرية مورفولوجية واضحة شملت تبصلات في كل مل شكل المستعمرة ولويها وقابليتها علي اليمو وايتار الابواغ فضلًا عل التغيرات الصقيقة للغكو 

ا اجررا احتبرار كمري بأسرتحصام الاوسراي السرا لة ، كمركيم السرليوليك فري الاوسراي الصرلبةتم اجرام احتبار يوعي لمعرفة كاامة العكلة الجصيرصة اليرافرة فري ايترار اير
( مررايكرومول / صقيقررة / ملغررم 2.157لتحصيررص كاررامة العكلررة فرري ايتررار ايرركيم السررليوليك وبررروتيل الحليررة الواحررصة الا حققررت فعاليررة يوعيررة لايرركيم السررليوليك قررص رت بررر )

 في الوكل الجاو .بروتيل % 73..92بروتيل ويسبة 
 المقدمة

 Trichoderma  جرريساكثررر ايرروا   Trichoderma virideفيررر يعررص 
ممررا يعييرر  كاررامة القررصرة علرري  Cellulaseاهميررة فرري ايتررار ايرركيم السررليوليك 

تررروفراً  Biopolymersأكثررر البرروليمرات الحيويررة  تحليررل السررليلوك الررلاا يعرررص
 [7،19]وتجصصاً ، وهو مل أهم محكويات الياقرة علري سريل الكررة الأرضرية 

عرررررررل يريررررررررق العمليررررررررات تغلال لهررررررررلاه المركبرررررررات السررررررررليلوكية الاسرررررررال الا ، 
البايولوجيرررة سررريكول ماتاحررراً مهمررراً للقضرررام علررري يقررر  الغرررلاام والوقررروص فررري 

لررلالي يعررص ،  [13،.7]المسررتقبل القريرر  بسررب  الكيرراصة فرري الكثافررة السرركايية 
التحلررررل الأيكيمرررري للسررررليلوك واحررررصاً مررررل أكثررررر التيررررورات المثيرررررة فرررري هيصسررررة 

 .   [.9] الأيكيمات
وقررص كررال هررصو العصيررص مررل البرراحثيل تيرروير زيتررار السررليوليك بوسرراية عرركلات 

  ميرر بررثلاد يرا ررق للحصررول علرري زيتررار عررال ولالرري T.virideمررل الايررر 
وهرررري احتيررررار السررررلالة الجيررررصة ومياراتهررررا وال ررررروو المثلرررري لعمررررل السررررلالة 

حصام بررام  قرص ترم اسرتو  . [91]والسييرة علي  روو التحمر لإيترار الأيركيم 
لكويهرررا اليريررررق  Biotechnologyالتيايرررر الررروراثي فررري التقييررررات الحيويرررة 

الررر يس فرري الحصررول علرري سررلالات لاات زيتاجيررة عاليررة . فقررص حققررت عمليررة 
التيايررر الرروراثي كيرراصة فرري زيتررار الأيكيمررات والمضرراصات الحيويررة والأحمررا  

 Cephalosporiumو Trichodermaالعضرررررررررررروية لأيرررررررررررروا  الأجيرررررررررررراس 
، فضررلًا عررل كيرراصة فرري زيتاجيررة الأحيررام   Penicilliumو Aspergillusو

. لرررررلاا احتلرررررت الياررررررة  [5،11،19]المجهريرررررة الصرررررياعية الحصيثرررررة الأحرررررر  
الوراثيرررة أهميرررة حاصرررة كويهرررا المصرررصر الاساسررري لجميرررر التغيررررات الوراثيرررة 

يتيجرة عوامرل محتلارة مر ثرة فري جكي رة  Genomsوالتي تحصد في الجييرات 
وفررري تترررابر القواعرررص الييتروجيييرررة ، وقرررص تصرررل هرررلاه التغيررررات الررري  DNAر الررر

 . [9،70]ميايق كبيرة مل كروموسوم الاير
حيرررد تأثيرهررررا الاشرررعا  مررررل الميارررررات الكيميا يرررة أكثررررر أهميرررةً مررررل وتكرررول 

زلا تمتلرري بعرر  المررواص  Inherited defect [3، ] الرروراثيواحررصاثها للحلررل 
وليرررص الياررررات ولالررري لقرررصرتها علررري زحرررصاد تغيررررات الكيميا يرررة يكعرررة شرررصيصة لت
حرررلال تااعلهرررا مرررر القواعرررص الييتروجيييرررة ، زلا  DNAصا ميرررة فررري جكي رررة الرررر 

ييصرر  تأثيرهررا علرري تحويررل قاعررصة ييتروجيييررة الرري قاعررصة أحررر  أو تحررروير 

صررراات الارتبررراي التررري تمتاكبهرررا القواعرررص الييروجيييرررة علررري يحرررو يتسرررب  فررري 
لررلاا يهررصو البحررد الرري الحصررول  . [75]لقاعررصة أحررر   تغييررر قررو  الارتبرراي

 مثيررل-لكابترال والتولكلوفروسعلري عكلرة يرافرة باعرل تررأثير مبيرصا الايريرات ا
مرل حيرد قابليتهرا علري اليمرو  T. virideومقارتيها مرر عكلرة الايرر الابويرة 

 وايتار ايكيم السليوليك وبروتيل الحلية الواحصة .
 البحثالمواد وطرائق 

 طر المستخدم الف -1
 Trichodermaأجريررت جميررر التجررار  باسررتحصام عكلررة محليررة مررل فيررر 

viride  والترري تررم الحصررول عليهررا مررل الررصكتور يررصيم احمررص رمضررال فرري قسررم
 علوم الحياة / كلية العلوم / جامعة الموصل .

 الأوساط الزرعية  -2
 Potato Sucrose السطططكروز واركطططارالبطاططططا و مسطططتخلص أ. وسطططط 

Agar 

كررال الغررر  مررل اسررتحصام هررلاا الوسرري حارر  الايررر وتيشرريي  ، وقررص حضررر 
 رررم مرررل 70و سررركروك رررم مرررل ال70 رررم مرررل البيايرررا و700مسرررتحل  مرررل 

الأكار ثم اكمل الحجم الي اللتر بالمام المقير ، وبعص تحضريره ضربي الأس 
مررررل  Autoclave، وعقررررم بوسرررراية جهرررراك المعقررررام 6.0الهيررررصروجييي عيررررص 

وصرجررة حرررارة  2كغررم / سررم 1لإيكليكيررة عيررص الضررغي ا Gallenkampشررركة 
صقيقررررة و رررررروو التعقرررريم هرررررلاه كايررررت هررررري ياسررررها لجميرررررر  15مْ لمررررصة  121

 .   [1]التجار  التي اجريت في هلاا البحد 
 Standard mediumب. الوسط القياسي 

أجريررت جميررر التجررار  باسررتحصام هررلاا الوسرري ، والررلاا تركرر  مررل المكويررات 
مرررام مقيرررر ( : فوسررراات البوتاسررريوم ثيرررا ي الهيرررصروجيل  التاليرررة )  رررم / لترررر

وكبريتررررررررررات  0.9وكلوريررررررررررص الكالسرررررررررريوم  1.1و كبريتررررررررررات الاموييرررررررررروم  7.0
وكبريترررررررات  0.005وكبريترررررررات اليحرررررراس الما يرررررررة  0.9المغييسرررررريوم الما يرررررررة 
وكلوريرررص  .0.001وكبريترررات الميغييرررك الما يرررة  0.0011الحارصرريل الما يرررة 

، وبعررص تحضرريره تررم  0.9ويوريررا  70وأكررار  0.25وببتررول  0.007الكوبلررت 
، وعقم الوسي وبعرص لالري أضريات اليوريرا  5.5ضبي الأس الهيصروجييي عيص 



وكايررت الغايررة مررل اسررتحصام هررلاا الوسرري لأ رررا  التاريررق فضررلا عررل  [79]
 ملاح ة التغيرات المورفولوجية للمستعمرات والاح  المجهرا . 

 اختبار نقاوة المزرعة  -3
البصم بكل تجربة ، تم احتبار يقاوة المكرعة وحلوها مرل الكا يرات الملوثرة قبل 

جرررام فحرر   الأحررر  بملاح ررة يمررو الايررر علرري الوسرري الكرعرري القياسرري وا 
 مجهرا اعتماصا علي الشكل ال اهرا للاير . 

 ضبط وقياس الأس الهيدروجيني  -4
اسرتحصمت فري ضبي الأس الهيصروجييي لجمير أيروا  الأوسراي الكرعيرة التري 
 Initial pHهلاا البحد عيص تحضير الوسري أا الأس الهيرصروجييي الأولري 
 Final pH، أو قيرررراس الأس الهيررررصروجييي اليهررررا ي فرررري يهايررررة التجربررررة 

 Hannaمرل يرو   pH – meterبوسراية جهراك قيراس الأس الهيرصروجييي 

Instruments, USA  وتم ضبي الجهراك باسرتحصام محلرولي التي ريم لاوا .
، واسررررررررررتحصم محلررررررررررول هيصروكسرررررررررريص  7و  4الأس الهيررررررررررصروجييي القياسرررررررررري 

  لضرررربي الأس الهيررررصروجييي  1   وحررررام  الهيرررصروكلوريي  1الصررروصيوم 
 الميلو  . 

 تحضير العالق البوغي -5
مررررل مررررل المررررام  10بإضررررافة تحررررت  ررررروو معقمررررة حضررررر العررررالق البررررو ي 

حاويررة علرري الوسرري  المقيررر الرري المكرعررة الايريررة الياميررة فرري قيييررة كجاجيررة
الكرعي القياسي ، بعصها تم رر القييية الكجاجية للحصرول علري الابرواغ ، ثرم 

، ثرررم صورق رشرررل العرررالق اليرررات  مرررل حرررلال قيعرررة شرررا  وجمرررر الراشرررل فررري 
4× 7أجرا التحايرو الميلرو  للوصرول الري تركيرك العرالق البرو ي 

بروغ   10
شررررريحة عرررص الحلايررررا / مرررل الرررلاا اسررررتحصم فررري جميررررر التجرررار  بالأسرررتعاية ب

Haemocytometer  ويمثل هلاا الراشرل العرالق البرو ي  يرر المحارو أو .
ومررررل هررررلاا العررررالق تررررم  [95،91] 010مررررا يعبررررر عيرررر  بالعررررالق لاا التركيررررك 

1تحضررير عررصة تراكيررك متسلسررلة ) 
( لتعيرري  510و  110و 910و 710و 10

حسررا   عررصصاً مياسررباً مررل المسررتعمرات بحيررد يمكررل عررصها صول لرربس ، وتررم
عررصص المسررتعمرات الياميررة فرري كررل يبررق وفرري ضرروم لالرري اسررتحرجت اليسرربة 

 الم وية للقتل. 
 Captan   (CAP   )كابتان الالمبيد الفطري  -6

( المجهررك مررل قبررل شررركة  Orthocide)  Captanاسررتحصم المبيررص الايرررا 
 Captanوالحرراوا علري المرراصة الاعالررة  Vapco / Jordanفرابكو الارصييررة 

ولالري للحصررول علرري يررافرات جيييرة اماميررة مقاومررة للايررر  50 %ك وبتركير
T.viride ر محلرررول حررركيل متجرررايس للمبيرررص و لرررو برررورق الالمييررروم حضررر. و
حجرروم محتلاررة  تبعيررصا عررل الضرروم واسررتحصم بييرراً ، بعررصها يقلرر يرر للحاررا  عل

مرررل مرررل الوسررري الكرعررري  20ميررر  الررري أيبررراق بتررررا معقمرررة للحصرررول علررري 
 0.2و 0.1و 0.05و 0.025تررم الحصررول علرري التراكيررك )  القياسرري وبالتررالي

( ملغررم مرراصة  2.5و  2.0و 1.5و 1.25و 1.0و 0.75و 0.5و 0.4و 0.3و
عررصة تراكيررك متصرجررة مرررل  فعالررة/ مررل وسرري قياسررري ، وبعررص تصررلب  تررم عمرررل

2و110)  العررالق البررو ي
4و910و10

( لحرريل الوصررول الرري التركيررك 510و10
عمرات علرري الوسرري الكرعررري القياسرري مرررل الررلاا يعيرري أقرررل عررصص مررل المسرررت

مررل ميرر  وتررم يشررره  0.1صول تررصاحل يموهررا وبوسرراية ماصررة معقمررة تررم أحررلا 
أيباق حاويرة علري لقحت علي سيل الوسي القياسي بصورة متجايسة ، كما 
كمعاملة مقارية وبمعرصل ياس الكمية مل الوسي القياسي عصا حلوه مل المبيص 

 5مْ ولمرصة   28 1بصرجرة حررارةالأيبراق ثلاد مكررات للمعاملة ، حضريت 
 .   [1]ايام للحصول علي مستعمرات ميارصة بحيد يمكل عصها صول لبس 

   Tolclofos-methyl مثيل –المبيد الفطري التولكلوفوس  -7
 (TOL   ) 

( المجهررك مررل  Rizolex) Tolclofos-methylاسررتحصم المبيررص الايرررا 
الحراوا علري المراصة الاعالرة و   Sumitomo Chemical/Japanقبل شرركة 

Tolclofos-methyl  ر محلررول حرركيل للمبيررص وحضرر،  50 %وبتركيررك
و لررو بررورق الالمييرروم ، بعررصها تررم يقررل حجرروم محتلاررة مررل المحلررول الحرركيل 

مل مل الوسري الكرعري القياسري   20الي أيباق بترا معقمة للحصول علي 
(  12.5و  10.0و 7.5و 5.0و  2.5وبالتالي ترم الحصرول علري التراكيرك ) 

 .   سابقاملغم / مل وسي قياسي ، بعصها اتبعت ياس الحيوات الملاكورة 
 أقلمة العزلة الطافرة  -8

ولالرري بيشررر العررالق  T.virideتمررت أقلمررة العكلررة اليررافرة الياتجررة مررل الايررر 
فرري أيبرراق بترررا تحترروا علرري الوسرري الكرعرري القياسرري  العكلررةالبررو ي لهررلاه 

ركيررك المرر ثر مررل المبيررص الررلاا  هررر برر  التررأثير المياررر الحراوا علرري ياررس الت
كرررل مررررة وعيرررص صرجرررة ايرررام ل 5وكررررت العمليرررة حمرررس مررررات وباتررررة تحضرريل 

 المحورة . [ 1]مْ   28 1حرارة 
 استقرارية العزلة الطافرة -9

لغررر  معرفررة مررص  ثبررات الصرراة المسررتحصثة فرري العكلررة اليررافرة الياتجررة مررل 
عكلررررة فرررري الوسرررري الكرعرررري لهررررلاه العررررالق البررررو ي ؛ يشررررر ال T.virideالايررررر

 5القياسرري الحررالي مررل المبيررص وكررررت العمليررة حمررس مرررات وباترررة تحضرريل 
 مْ .   28 1كل مرة وعيص صرجة حرارة ايام ل
 تشخيص التغيرات الحاصلة للعزلة الطافرة-10
التغيرات المورفولوجية التي يررأت علري الايرر جررام اسرتحصام مبيرص  تصشح
 Slide Culture Techniqueولالري باسرتحصام يريقرة  مثيرل-كلوفروسالتول
وأكص التشحي  مرل قبرل الرصكتور يرصيم احمرص رمضرال . وقرص ترم احتسرا   [2]

المررررراحولاة بوسررررراية الكررررراميرا الالكتروييرررررة يرررررو   Resolutionصقرررررة الصرررررور 
Mercury   ولالررررري بمعالجتهرررررا ببريرررررامS–spline  مرررررل شرررررركةShortcut 

 .   Pixelمحسوبة بر  والحصول علي الصقة
 تسمية العزلة الطافرة -11

سررررميت العكلررررة اليررررافرة ولالرررري بإعيامهررررا رمرررركاً أوليرررراً يتكررررول مررررل الحررررروو 
صل عليهررررا وهرررري تررررالإيكليكيررررة الثلاثررررة الأولرررري الكبيرررررة مررررل اسررررم الصرررراة الترررري 

المقاومررة للمبيررص المسررتحصم ثررم اتبعررت بررالتركيك لاات الترراثير التيايرررا ضررمل 
 لاقة. الجصول لاات الع

 دراسة النشاط الأنزيمي  -12
باسررتحصام أوسرراي الرركر  الصررلبة  Qualitative testأجرررا احتبررار يرروعي 

اليرررررافرة الياتجرررررة مرررررل الايرررررر عكلرررررة الايرررررر كارررررامة لكشرررررو عرررررل لالحاصرررررة 
T.viride  في زيتار أيكيم السليوليكCellulase تيل، وقص تم باعتمراص اليررق 

 :   تيلالآتي
حططامض  –يم السططليوليز باسططتخدام كاشططع يططود .الكشططع عططن جنتططاج أنططز 1

   HCl-Iodinالهيدروكلوريك 
لتحضرير الوسري الكرعري الحرا   [92]اعتمصت اليريقة الموصوفة مل قبل 

بهرررلاا الاحتبرررار ، والرررلاا تكرررول مرررل المرررواص التاليرررة )  رررم / لترررر ( : كبريترررات 



وفوسرررررراات  7.0وفوسرررررراات البوتاسرررررريوم ثيررررررا ي الهيررررررصروجيل  1.1الاموييرررررروم 
وملررررل الصرررروصيوم  0.9وكلوريررررص الكالسرررريوم المررررا ي  0.9لمغييسرررريوم الما يررررة ا

)  Carboxy Methyl Cellulose- Na salt لكاربوكسري مثيرل السرليلوك
CMC-Na  )10  فقررررص تمررررت زلاابررررة  70واكررررار  0.9ويوريررررا  1.0وببتررررول .

مررر  Magnetic stirrerباسررتحصام محررري مغياييسرري  CMC-Naالملررل 
لمررركي  ثرررم اضررريات بقيرررة المكويرررات ترررصريجياً مرررر التحريررري رفرررر صرجرررة حررررارة ا

، وعقررررم الوسرررري وبعررررص لالرررري  6.0المسررررتمر وضرررربي الأس الهيررررصروجييي عيررررص 
وللكشرو عرل زيترار أيركيم ، اضيات اليوريا ثم ص  الوسري فري أيبراق بتررا 

السررررليوليك أحررررلا اللقررررام الايرررررا بحجررررم متسرررراوك مررررل مرررركار  يقيررررة فتيررررة ولالرررري 
ملررم يقررل اللقررام باسررتحصام ابرررة  5بقيررر  Cork borer باسررتحصام ثاقبررة فلرريل

بواقررر ثررلاد مكررررات لكررل معاملررة  الوسرري الكرعرريلأيبرراق  Needleالتلقرريل 
أيرام . يسرتصل علري  5مْ ولمرصة   28 1ثم حضيت الأيباق في صرجة حررارة 
 HCl-Iodinحررام  الهيررصروكلوريي -زيتررار الأيرركيم باسررتحصام الكاشررو يرروص

وكل /  I %1مرل )  HCl  +  500 0.1مرل  100مرل والرلاا ترم تركيبر  
أضررريو محلرررول الكاشرررو الررري اليبرررق  الاوكل / حجرررم (  KI %2حجرررم + 

الحاوا علي المستعمرة الايرية وترري لعشررة صقرا ق ثرم سرك  المحلرول وترري 
 هررررور هالررررة فاتحررررة اللررررول حررررول المسررررتعمرة  ال ملاح ررررةاليبررررق لررررصقا ق ، 

 صرات المعقصة الي سكريات بسيية . الايرية صلالة علي تحول الكاربوهي
 –. الكشطططع عطططن جنتطططاج أنطططزيم السطططليوليز بطططدون اسطططتخدام كاشطططع يطططود 2

 حامض الهيدروكلوريك 
للكشو عل زيترار أيركيم السرليوليك  [17]اعتمصت اليريقة الموصوفة مل قبل 

حرررررام  الهيرررررصروكلوريي باسرررررتحصام وسررررري  -وبرررررصول اسرررررتحصام كاشرررررو يررررروص
،  Carboxy methyl cellulose mediumك الكاربوكسري مثيرل سرليلو 

 7.0وتركرر  الوسرري مررل المكويررات الآتيررة )  ررم / لتررر ( : يترررات الصرروصيوم 
وكبريتررات المغييسرريوم الما يررة  1.0وفوسرراات البوتاسرريوم احاصيررة الهيررصروجيل 

-CMCوملررررل   0.01وكبريتررررات الحصيررررصيي  0.5وكلوريررررص البوتاسرررريوم  0.5

Na 10  لاابرررررة الملرررررل ، فقرررررص تمرررررت ز 70واكرررررارCMC-Na  وضررررربي الأس
الهيرررصروجييي بررررياس اليريقرررة السررررابقة ، وترررم الأسررررتصلال علررري زيتررررار الأيرررركيم 
بملاح رررة  هرررور هالرررة فاتحرررة اللرررول حرررول المسرررتعمرة الايريرررة والتررري أمكرررل 

مْ .   28 1ملاح تهرا بعررص مررور يرروميل مررل التحضريل عيررص صرجررة حررارة 
عمرة الايريررررة تررررصل  علرررري تحررررول كمررررا أل  هررررور الهالررررة الرا قررررة حررررول المسررررت

الكاربوهيرصرات المعقررصة الرري سرركريات بسرريية . واسررتمرت فترررة التحضرريل لمررصة 
ايرررام ، بعرررصها ترررم زحررررار الأيبررراق مرررل الحاضرررية وقررريس قيرررر المسرررتعمرة  5

الايرية اليامية وقير هالة التحلل المتكوية للتاريق بريل قابليرة العكلرة اليرافرة 
ك مقاريرة مرر العكلرة الأبويرة وبيرال العكلرة الأكارأ فري علي زيتار أيركيم السرليولي

 زيتار هلاا الأيكيم وتم لالي باستحصام المعاصلة الآتية: 

 كاامة الاير علي ايتار السليوليك =

 

         

 Quantitativeالوسط الغذائي الخاص لإجراء ارختبار الكمي  -12

test  احدة . لبيان جنتاج أنزيم السليوليز وبروتين الخلية الو 
لتحضرير الوسري الغرلاا ي الحرا   [79]اعتمصت اليريقة الموصوفة مل قبل 

 بهرررررررررررررررررررررررررررررلاا الاحتبرررررررررررررررررررررررررررررار والرررررررررررررررررررررررررررررلاا تكرررررررررررررررررررررررررررررول ممرررررررررررررررررررررررررررررا يرررررررررررررررررررررررررررررأتي 
وفوسرررررراات البوتاسرررررريوم ثيا يرررررررة  1.1)  ررررررم / لتررررررر ( : كبريتررررررات الاموييررررررروم 

وكبريتررات المغييسرريوم  0.9وكلوريررص الكالسرريوم  0.9ويوريررا  7.0الهيررصروجيل 

مرررل وكبريترررات  Tween 20 7و  10وسرررليلوك  1.0وببترررول  0.9الما يرررة 
وكبريتررررات  .0.001وكبريتررررات الميغييرررك الما يرررة  0.005الحصيرررصيي الما يرررة 
، تمررت زلاابررة جميررر  0.007وكلوريررص الكوبلررت  0.0011الحارصرريل الما يررة 

المكويرررات عرررصا السرررليلوك بالمرررام المقيرررر ، وضررربي الأس الهيرررصروجييي عيرررص 
 50مرررل بمقرررصار   250وارق محروييرررة حجرررم بعرررصها وك  الوسررري فررري ص 6.0

 ررررم مررررل السررررليلوك . سررررصت  0.5مررررل لكررررل صورق ، كررررل صورق حرررراوا علرررري 
الرررصوارق باحكرررام بسرررصاصات قيييرررة و لارررت برررورق الالمييررروم ثرررم عقمرررت بجهررراك 
المعقرررام ، بعرررص التعقررريم تركرررت الرررصوارق لتبررررص ثرررم لقحرررت بعرررالق ابرررواغ الايرررر 
 المحضرررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررر بعمرررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررر أسررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررربو  وبتركيرررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررك 

7×4
مْ   28 1وضرعت فري الحاضرية عيرص صرجرة حررارة  ثم وغ / مل ، ب 10

ولمررررصة أسرررربو  ، بعررررصها سررررحبت الررررصوارق مررررل الحاضررررية وتررررم تسررررجيل الأس 
سرررليوليك مق رررصراً ال وفعاليرررة ايررركيمالهيرررصروجييي اليهرررا ي وقرررصرت الكتلرررة الحيويرررة 

 بالاعالية اليوعية للايكيم كما قصرت كمية البروتيل . 
  طرائق التحليل -13

 أ. تقدير الوزن الجاع 
بعررص ايتهررام فترررة التحضرريل المحررصصة سررحبت الررصوارق مررل الحاضررية ثررم أجريررت 
عملية الترشيل للوسي الغلاا ي باسرتحصام ورقرة ترشريل مجاارة وموكويرة مسربقا 

 Bukhner funnel( مثبترة علري قمرر بحيررWhatman No. 1مرل يرو  )
( ثرم جاارت فري   Cedarburg Wl. USAالمجهك بمارغ هوا ي كهربرا ي )

سرررراعة بعرررصها تررررم قيررراس الكتلررررة  24مْ ولمرررصة  70فررررل كهربررررا ي عيرررص صرجررررة 
 الحيويرررررررررررة بارررررررررررارق الررررررررررروكل بررررررررررريل الكتلتررررررررررريل باسرررررررررررتحصام ميررررررررررركال حسررررررررررراس 

 (Shimadzu AW 320 . ) 
 ب. قياس فعالية أنزيم السليوليز 

و ترم قيراس فعاليررة أيركيم السرليوليك اعتمرراصاً علري قيراس أحررص يروات  التااعرل وهرر
المتحررررر مرررل ورقرررة الترشررريل حسررر  اليريقرررة  D-glucoseسررركر الكلوكررروك 

، وقرص أسرتحصمت  Filter paper assayيريقرة   [79] الموصروفة مرل قبرل
وحررصة مررايكرومول / صقيقررة / ملغررم بررروتيل لتقررصير الاعاليررة اليوعيررة للايرركيم ، 

مررررل  18مررررل مررررل الراشررررل فرررري ايبوبررررة احتبررررار حجررررم  0.5بأحررررلا العمررررل وتررررم 
(  Na-citrate bufferمررررل مررررل المحلررررول المرررري م )  1و اليهررررا وأضرررري

pH4.8  مررل  750 ررم مررل سررترات الصرروصيوم فرري  75والررلاا حضررر بالاابررة
 Whatman No. 1مام مقير ، و مر بالمكي  شريي مرل ورقرة الترشريل ) 

ملغرررم تقريبررراً ، ثررم حضررريت لمررصة سررراعة واحرررصة  50سرررم كيررة  6×  1( بيررول 
 5 , 3مرل مرل كاشرو  3و لكرل أيبوبرة احتبرار مْ ، بعرصها أضري 50بصرجرة 

Dinitrosalicylic acid  (DNS)  / واللاا ترك  مرل المرواص الآتيرة )  رم
وحرررررام   150مرررررل مرررررام مقيرررررر ( : ترتررررررات الصررررروصيوم والبوتاسررررريوم 500

Dinitrosalicylic acid 5.0  مرررل .  100  7وهيصروكسررريص الصررروصيوم
صقررا ق ثررم قررصرت  5ي لمررصة بعررص لالرري وضررعت الأيابيرر  فرري حمررام مررا ي مغلرر

 كمعاملررررة مقاريررررةكميررررة سرررركر الكلوكرررروك المتحرررررر. حضرررررت أيبوبررررة احتبررررار 
Blank  ير حاوية علي ورقة الترشيل ، بعص اكتمرال التااعرل قيسرت الكثافرة 

يررررايوميتر باسررررتحصام جهرررراك المييرررراو  550الضررررو ية عيررررص اليررررول المرررروجي 
 Spectronic 20مرررررل يرررررراك  Spect1rophotometerالضرررررو ي 

Bauchan lamb  مررل شررركةGallenkamp  وتررم حسررا  تركيررك سرركر ،

 قير هالة التحلل

 لايريةقير المستعمرة ا



الكلوكرررروك المتحرررررر بالاعتمرررراص علرررري الميحيرررري القياسرررري المحضررررر باسررررتحصام 
 سكر الكلوكوك بوصا  سكراً قياسياً . 

 ج. استخلاص وتقدير البروتين
وتضرررميت  [12]قرررصرت كميرررة البرررروتيل فررري الررروكل الجررراو باسرررتحصام يريقرررة 

 - Folinالبروتيل مر الكاشو المستحصم وهو كاشرو الارولل  اليريقة تااعل

ciocalteu's reagent  الميشري بعيصرر البرروم وتركر  الكاشرو مرل المرواص
وصرروصيوم مولبررصيت  100مررل ( : تيكسررتات الصرروصيوم  200)  ررم /  التاليررة
مرررررررررل وحرررررررررام   50وحرررررررررام  الاسررررررررراوريي  150وسرررررررررلاات الليثيررررررررروم  75

مل، وتكول هلاا الكاشرو أساسرا مرل  9البروم مل ومام  100الهيصروكلوريي 
مرررركي  مررررل محلررررول حررررام  الاوساوتيكسررررتي أو الاوسرررراومولبيصيي المحترررركل 

يم ، فقررررص تررررم قياسرررر  لوييرررراً يالرررري أكرق المولبررررص الاحمررررا  الاميييررررةبوسرررراية 
يرايوميتر  750باستحصام جهاك الميياو الضو ي ولالي عيرص اليرول المروجي 

لكاشررو  الاحمررا  الاميييررةليررات  مررل احترركال ، وتحتلررو شررصة اللررول الأكرق ا
التري الاحما  وبالاح  التايروسريل والتربتوفرال هلاه كمية الاولل باحتلاو 

 .توجص في الراشل الايكيمي 
 . استخلاص البروتين 1

والتري تعتمرص فري الأسراس علرري  [12] اسرتحصمت اليريقرة الموصروفة مرل قبررل
 Trichloroلرد كلوريرص الحليريترسري  البروتييرات مرل اليمرولار باسرتحصام ثا

acetic acid (TCA  ومررل ثررم اسررتحلا  البروتييررات بوسرراية محلررول )
ترررررم تقرررررصير المحترررررو  البروتييررررري   . الا  NaOH 1هيصروكسررررريص الصررررروصيوم 

مرل  5 رم مير  واضريو زلير   0.1الكلي في الوكل الجاو بأحلا مقرصار معريل 
مررل  100فرري  TCA ررم مررل  5.0والررلاا حضررر بالاابررة  TCAمررل محلررول 

مام مقير ، وسحقت بشكل جيرص باسرتحصام هراول حكفري ، وضرر المركي  فري 
ايبوبرررة احتبرررار لليررررص المركررركا وفصرررل الراسررر  عرررل الراشرررل برررإجرام عمليرررة 

 MSEمرل شرركة  Centrifugeالترسري  باسرتحصام جهراك اليررص المركركا 

LTD  صورة / صقيقرة لمرصة حمررس صقرا ق واعيرصت عمليرة  سررل  3000بسررعة
   1ثررم اضرريو محلررول هيصروكسرريص الصرروصيوم TCA 5%بمحلررول الراسرر  

سراعة لإلاابرة البروتييرات  24مْ لمرصة  4الي الراس  ومركر جيرصا وترري بصرجرة 
بشرركل كامررل . وبعررص اكتمررال عمليررة الررلاوبال فصررل الراشررل عررل الراسرر  وأحررلا 

   .  1الراشل وأكمل الي حجم قياسي بمحلول هيصروكسيص الصوصيوم  
 البروتين  . تقدير كمية2
 

مررل مررل الراشررل  0.1لأجررل تقررصير كميررة البررروتيل فرري الراشررل الأيكيمرري أحررلا 
 0.5مررل مررل المررام المقيررر و  0.4ووضررر فرري أيبوبررة احتبررار وأضرريو زليرر  
مررل مررل  5  ، وبعررص لالرري اضرريو  1مررل مررل محلررول هيصروكسرريص الصرروصيوم 

ابقا مرررر الررري أيبوبرررة الاحتبرررار الحاويرررة علررري المحاليرررل المرررلاكورة سررر Cكاشرررو 
مْ ثرم اضريو  25صقرا ق بصرجرة حررارة  10مراعاة المكر الجيرص ثرم تركرت لمرصة 

صقيقررة بصرجررة حرررارة   45مرل مررل كاشررو الارولل ومرركر جيررصاً وتررري لمرصة  0.5
أيبوبررة احتبررار قياسررية  بررياس اليريقررة السررابقة مررر  تر حضررالغرفررة . للمقاريررة 

ة الضررو ية عيررص اليررول اسررتبصال كميررة الراشررل بالمررام المقيررر ، قيسررت الكثافرر
 يايوميتر باستحصام جهاك الميياو الضو ي .  750الموجي 

دامتها  -14  حفظ العزلة الطافرة  وا 
 الحفظ لمدة قصيرة ) أسبوع الى ثلاثة أسابيع (

) والاكررار  والسرركروكالبيايررا مسررتحل  يميررت العكلررة اليررافرة علرري وسرري  .أ
PSA مْ  4لثلاجرة عيرص صرجرة ( الما ل لمرصة أسربو  ، بعرصها حا رت فري ا

 .  وتم تجصيص المكار  كل اسبوعيل
يميت العكلة اليافرة علري الوسري الحراوا علري يارس التركيرك المر ثر مرل  . 

 المبيص .
 أشهر (  2 – 6الحفظ لمدة طويلة ) 

الما رل لمرصة  PSAيميت العكلرة اليرافرة فري قيرالك كجاجيرة حاويرة علري وسري 
 1بسررمي  Mineral oilيررت معررصيي أسرربو  وبعررص لالرري  ييررت بيبقررة مررل ك 

 .   [1]مْ لحيل الاستحصام  4سم وحا ت بالثلاجة عيص صرجة 
 الحفظ لسنوات طويلة 

 Silica gel culturesمزارع السليكاجيل  .أ

 Skimmed milkتم تحضير عرالق برو ي للعكلرة اليرافرة فري حلير  الاررك 
ثرم تركرت  Anhydrous silica gel، ثرم اضريو الير  سرليكا جيرل لا ما يرة 

يررروم فرررري القيرررايي الماتوحرررة ، وبعررررص جاافهرررا  لقرررت القيررررايي  14لتجرررو لمرررصة 
 .   [1]بإحكام ، وحا ت بصرجة حرارة الغرفة 

 Soil culturesمزارع التربة  .ب

تررم تحضررير عررالق بررو ي للعكلررة اليررافرة ومررل ثررم اضرريو الرري قيررالك كجاجيررة 
مْ ولمرصة   28 1ة حاوية علي تربة معقمة لثلاد مرات وحا ت بصرجة حررار 

 .   [1]ايام   5
 التحليل الإحصائي  -15

 Completeأجريرررت تجربرررة عامليرررة باسرررتحصام التصرررميم العشررروا ي الكامرررل

Random Design  (C.R.D.  وحللرررت اليترررا   زحصرررا ياً واحتبررررت )
لمعرفرة مرا الاا كرال هيالري  Duncan method [73] باستحصام يريقة صيكل

للتجرررار  الترري ترررم  0.05ت عيرررص مسررتو  احتمررال فرررق معيرروا بررريل المعرراملا
 زجرا ها. 

 النتائج والمناقشة
عكلة أبوية في جميرر الاحتبرارات التري  T.virideعصت عكلة الاير المحلية 

4اجريرررت زلا اسرررتحصمت بتركيرررك
10 x 7  بررروغ / مرررل ، ومرررل حرررلال تيبيرررق

ترررم التوصرررل زلررري اعرررصاص الابرررواغ المتوقعرررة  7ت×  7= م 1ت×  1م المعاصلرررة
( . وقرص ترم  1لكل تركيك مرل تراكيرك العرالق البرو ي لهرلاه العكلرة ، الجرصول ) 

مرل مرل العرالق البرو ي  0.1حسا  العرصص الحري لوبرواغ الياميرة ولالري بيشرر 
لهرررلاه العكلرررة فررري أيبررراق حاويرررة علررري الوسررري الكرعررري القياسررري وفررري جميرررر 

ي وهررو التراكيررك لحرريل الوصررول زلرري التركيررك الررلاا اعيرري مسررتعمرة واحررصة فقرر
( ، فررررري حرررريل اعيرررررت التراكيررررك الأحرررررر  مسررررتعمرات كثيارررررة 510التركيررررك ) 

ومتصاحلررة لا يمكررل حصرررها ، وقررص تميرركت هررلاه المسررتعمرات برراللول الاحضررر 
والاحضررر الاررراتل علررري الوسررري القياسررري ، أمررا برررالاح  المجهررررا فقرررص تبررريل 
،   ايهررا قررص يمررت بشرركل أبررواغ اعتياصيررة موكعررة علرري الحامررل البررو ي المتاررر 

 ( .   1الشكل ) 
  T.viride( : أعداد اربواغ المتوقعة للعزلة الأبوية  1الجدول ) 

 اعداد اربواغ المتوقعة تراكيز العالق البوغي
110 2222.200 
710 7.1.130 
910 3..071 



110 10...0 
510 1.175 

 

 الأثر الطفري للمبيدات 
 الكابتررررررراليريرررررررات ترررررررم احتبرررررررار ترررررررأثير تراكيرررررررك متصررررررراعصة مرررررررل مبيرررررررصا الا

مررررل ) العكلررررة الأبويررررة (   T.virideفرررري عكلررررة الايررررر  مثيررررل-التولكلوفررروسو 
التغيرررات المورفولوجيررة المصرراحبة  فضررلا عررلبررواغ ويتاجهررا لا  حيررد يموهررا و 

لتأثير المبيص . وقص كايرت لكرل واحرص مرل هرلايل المبيرصيل التراكيرك الحاصرة بر  
فررري حرررال تااعلهرررا مرررر المررراصة  ، زلا ربمرررا يكرررول لهرررلاه التراكيرررك ترررأثير تيايررررا

 مر توافر ال روو الملا مة لحصول اليارة . المستحصم الوراثية للكا ل
 تحرت ياررس ال رروو فرري هرلاا الاحتبررار مرل حيررد الأبويررةعكلرة الوقرص حضررعت 

بمبيرص  العكلرة الأبويرة وصرجة حرارة التحضيل وفترت  ما عصا معاملرة سي اليموو 
لأييرررا لرررم  أيرررام 10يررراصة فتررررة التحضررريل زلررري والتررري أرتأييرررا ك  Captan الكابترررال

ايرام  5يلاح  أا يمو حلال فترة التحضيل المحصصة التي اعتمصيا عليهرا وهري 
 Neurospora crassaال  بررررأل ياررررراتAl-Saqur (132. )أكررررص زلا ؛ 

لكرري  تسرتغرق فتررة كمييرة معييرة UVcو   يرةالمسرتحثة باعرل المياررات الكيميا
 . جيصاً  يمواً  تستقر وتثبت اليارة وت هر

ا فررري ر ثرررر الياررلأوتشررير الصراسررات زلررري ال المبيررصات وبشررركل عررام ضررعياة ا
. وقص صريات المبيرصات زلري ثلاثرة أصرياو  [77]ي مة الاحتبارية لامحتلو ا

ي هررر أثرهررا اليارررا عيررص وصررولها زلرري الررر أا :  يررر ميارررة وميارررة مباشرررة 
DNA ر زلري تيشريي أيضري في الحلية وميارة  ير مباشررة أو متحايرة تحترا

 . [10،71]ا ر حر  كي ي هر أثرها اليااأو تااعل مر ماصة كيميا ية 
 

 
 
 

 
 

 T.viride( : العزلة الأبوية  1الشكل ) 
A  المسرررررتعمرة الابويرررررة للايرررررر :T.viride  الياميرررررة علررررري الوسررررري الكرعررررري

 القياسي .
Bعتياصية .: صورة بالمجهر توضل الأبواغ الا 

 بكسل / اي  . 27صقة الصورة 
 مثيطل-التولكلوفطوسو  الكابتطانتأثير تراكيطز مختلفطة مطن مبيطدي الفطريطات  

   T.virideفي عزلة محلية من فطر 
 مثيررل-التولكلوفرروسو  الكابترالمبيررصا  تررأثير تراكيرك محتلاررة مرل لقرص تررم احتبرار
 110مررل مررل التراكيررك )  0.1بويررة قيررص الصراسررة ولالرري بيشررر لأعلرري العكلررة ا

يبرراق فرري أ( العا ررصة للعررالق البررو ي لهررلاه العكلررة  510و 110و 910و 710و
والمضاو الي  تراكيك متصاعصة مرل كرل  القياسي حاوية علي الوسي الكرعي

فاي هلاه اليريقرة تترري الأبرواغ لكري تيبرت وييمرو الغركل الايررا علري  ، مبيص
يمرررررو الحررررراوا علررررري المبيرررررص ، وبرررررلالي سررررروو يتررررروفر الوقرررررت الكرررررافي وسررررري ال

يترار مركبرات ا  تاعرل فعلهرا فري ترأيي  المبيرص و  كريلأيكيمات اليمو الحضررا 
كثررر أوقررص تكررول هررلاه المركبررات ميارررة أا ايهررا تكررول  وسرريية أو يها يررة ميرر 

ات أيكيمرثرر أ، وقرص لروح   DNAالرر  مرل المبيرص ياسر  فري التااعرل مرر كارامةً 
و الحضررررررررا فررررررري كيررررررراصة فعاليرررررررة المياررررررررات الكيميا يرررررررة فررررررري الايرررررررر اليمررررررر

Neurospora crassa [90]  العررررصص الحرررري  متوسرررري ، وقررررص تررررم حسررررا
للمسرررتعمرات الياميرررة وميررر  ترررم اسرررتحرار اليسررر  الم ويرررة للقترررل لتحصيرررص مرررص  

 حتكال في عصص الأبواغ يتيجة سمية المواص الكيميا ية المستحصمة .لاا
لاه الاحتبررارات أل عكلررة الايررر الأبويررة كايررت حساسررة وقررص وجررص مررل حررلال هرر

 0.075بكافررررة التراكيررررك المسررررتحصمة للمبيررررص)  Captan الكابتررررالللمبيررررص  جررررصاً 
 1.5و 1.75و 1.0و 0.25و 0.5و 0.1و 0.9و 0.7و 0.1و 0.05و
( ملغرررم / مررررل ، بحيرررد لررررم يلاحررر  أا يمررررو فررري جميررررر تراكيررررك 7.5و 7.0و

ولاتررة تحضريل اسرتغرقت  510ولغايرة  110يركمرل الترك العالق البو ي ابترصامً 
وقررص تررم  ،ايررام ، وكايررت اليتيجررة متيابقررة عيررص تكرررار التجربررة عررصة مرررات  10

ولررريس لررر  أا ترررأثير  للعكلرررة الأبويرررة قررراتلاً  سررراماً  ترررأثيراً  ال لهرررلاا المبيرررص زثبرررات
   .تيايرا 

هرو  Captan، فالمبيرص الايررا  زلي يبيعرة عملر  ويعك  التأثير السام للمبيص
ررررول مرررراصة الثايوفوسررررجيل  مررررل مركبررررات الكبريررررت الحلقيررررة العضرررروية الترررري تك 

Thiophosgen  والتي يكول لها ترأثير سرام عرل يريرق ارتبايهرا بالمركبرات
فرري الحليررة الايريررة ممررا ترر صا  SH-Groupالحاويررة علرري مجموعررة الثررايول 

A 

B 



معهرا  زلي توقو يشاي عصص كبير مل الأيكيمات الحيوية يتيجرة لتااعرل المبيرص
فضرلا عررل ترأثير المبيررص فرري الصرياعة الحيويررة للمركبرات الاساسررية فرري  [17]

والبرروتيل بحيرد ير صا زلري  RNA الرو  DNA الرالحلية مثل الحام  اليووي
ا يحررر  هرررلاا المبيرررص مررر، واليتيجرررة التررري ترررم الحصرررول عليهرررا في [.1]تثبييهرررا 

مبيرررص برررال Vyse (1370 )و  Vigfussonجرررامت  يرررر متوافقرررة لمرررا لاكرررره 
Captan  فرررررري اييبيبررررررات المغرررررركل مررررررل العوامررررررل الميارررررررة القويررررررة والمرررررر ثرة

Microtubules في الايقسرام الميروكا ايتيجة لتأثيره Meoisis والمرايتوكا 
Mitosis  الررري كرررولفررري الحليرررة الايريرررة ، وقرررص تعرررك  اليتيجرررة المستحصرررلة 

يررد اصت لاات تررأثيرات سررامة مررل المرراصة بحو  جررصاً  التراكيررك المسررتحصمة عاليررة
زلرري تررصمير جهرراك الاصررلام ياسرر  أو قررص ترر صا زلرري احررصاد اعررصاص كبيرررة مررل 

بحيررد ال جهرراك الاصررلام يعجررك عررل  DNAعيررا  فرري المرراصة الوراثيررة لأا
 اصلام هلاه الاعيا  كلها .

بويررة قيررص الصراسررة لأ( قررصرة العكلررة ا 7تشررير اليتررا   الموضررحة فرري الجررصول ) 
( ملغررررررم مررررررل  17.5و 10.0و 2.5و 5.0و 7.5علرررررري مقاومررررررة التراكيررررررك ) 

ومررل ،  القياسرريلكررل مررل مررل الوسرري  Tolclofos-methyl المبيررص الايرررا
حرررلال المشررراهصة العياييرررة للمسرررتعمرات الياميرررة علررري محتلرررو تراكيرررك المبيرررص 
لرروح  حصررول تبررصلات مورفولوجيررة مصرراحبة لصرراة المقاومررة للمبيررص شررملت 

مقاريرة  وقابليتهرا علري اليمرو يهرافي كل مل شركل المسرتعمرة الياميرة ولو  تغيراً 
( . ولكرل مرا  العكلرة الأبويرةبيموها علي الوسي الكرعري الحرالي مرل المبيرص ) 

ملغررم  7.5بتركيرك  Tolclofos-methyl تبريل ملاح تر  ال اسررتحصام المبيرص
قويررة  تلكررل مررل مررل وسرري اليمررو قررص اعيرري مسررتعمرات واضررحة ولاات هاياررا

  اي  بكياصة تراكيرك المبيرص ترم الحصرول ، في حيل لوح ( 7الشكل ) ومحصصة 
وعلرررررري هررررررلاا الاسرررررراس احررررررلات  . علرررررري مسررررررتعمرات لاات هاياررررررات ضررررررعياة

ملغرم / مرل والتري اعتبررت مسرتعمرات  7.5المستعمرات اليامية علي التركيك 
تيميتهررا تمررت لالرري ، وبعررص سررابقاالترري لاكرررت  وباليريقررةوتمررت اقلمتهررا يررافرة 

مبيرررص ولالرري للتأكررص مررل أل الياررررة مررل ال عررصة مرررات علرري وسررري كرعرري حررالك 
  فررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررري الوراثيرررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررة قرررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررص حرررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررصثت

فتبريل شحصرت بعرص لالري فري الحليرة ، ثرم  اً فسريولوجي اً تغيرر  توليسر DNAالر 
أبررواغ كلاميصيررة  لمررل حيررد يموهررا بشررك الأبويررةقررص احتلاررت عررل العكلررة بايهررا 
، وقرررررص رمرررررك لهرررررا برررررالرمك وبعرررررصص ها رررررل صا ريرررررة الشررررركل وصرررررولجايية  يرفيرررررة

TOL2.5 واعتبرت هلاه العكلة يافرة واجريت عليهرا صراسرة ( .  7شكل ) ، ال
فررري وبرررروتيل الحليرررة الواحرررصة السرررليوليك  أيررركيميترررار زمرررل حيرررد قابليتهرررا علررري 

 . اوساي كرعية صلبة وسا لة وكما سيوضل لاحقاً 
وقرررررص لررررروح  ال متوسررررري اعرررررصاص المسرررررتعمرات الياميرررررة قرررررص أحرررررلات بالتيررررراق  

يرك المبيرص ، كمرا اكصاصت اليسربة الم ويرة لوبرواغ التصريجي باستمرار كيراصة تراك
 ( .   7المقتولة باكصياص هلاه التراكيك ، الجصول ) 

( و 1332) Tomlin وقرررررررص جرررررررامت اليترررررررا    يرررررررر متاقرررررررة مرررررررر مرررررررا لاكرررررررره
Schmiedeknecht ( 1337واحررررررررررررررررول ) ال المبيرررررررررررررررص الايررررررررررررررررا مرررررررررررررررل

Tolclofos-methyl  مثرررررل الايريرررررات الياقصرررررة فررررري يررررر ثر بشررررركل ر ررررريس

Rhizoctonia solani وFusarium  مررا توصررل اليرر  مررر ، كمررا لا تتاررق
ضررعياة عيررص  تمررل الحصررول علرري مسررتعمرات لاات هاياررا (7005الحيررالي )

 Aspergillusمرل الايرر  AZG131و   A76برويتيل لأمعاملرة السرلالتيل ا

amstelodami  مررررررل مررررررل المبيررررررص رام ايكرو م 60بررررررالتركيك/Tolclofos-

methyl  (Rizolex  )قررص ثرربي يمررو  ايكرو راممرر 90حرريل ال التركيررك  فرري
 السلالتيل وبشكل كامل . 

 الأبويرررة كلرررة الايررررعوعلررري الرررر م مرررل عرررصم معرفرررة السرررب  الحقيقررري لقرررصرة 
مقاريرررة برررالايوا   Tolclofos-methylلمقاومررة التراكيرررك العاليرررة مرررل المبيرررص 
محتلارررة يررروا  اللأهيررراي فروقررات بررريل ا الالايريررة الاحرررر  فايررر  يمكررل القرررول 

Different species . في قصرتها علي التعامل مر المواص السامة للحلايا 
باستخدام كاشع  Cellulaseكفاءة العزلة الطافرة لإنتاج أنزيم السليوليز 

 أو بدونه  HCl - Iodinحامض الهيدروكلوريك  –يود 
لغررر  التعررررو علررري كاررامة العكلرررة اليرررافرة لايتررار ايررركيم السرررليوليك اسرررتحصم 
الوسرررري الكرعرررري الصررررل  المحترررروا علرررري مرررراصة الكاربوكسرررري مثيررررل السررررليلوك 

CMC  ويعتبرررر  هرررور هالرررة فاتحرررة اللرررول حرررول المسرررتعمرة الايريرررة صلررريلًا ،
علي تحلل هرلاه المراصة بوسراية أيركيم السرليوليك الماررك مرل قبرل عكلرة الايرر 

ا [ . ولقررص كشررو عررل كاررامة عرركلات الايررر لإيتررار أيرركيم السررليوليك وكمرر70]
مرر العكلرة  TOL2.5( ، زلا لوح  أل العكلة اليرافرة  9موضل في الجصول ) 

قرررص أعيرررت كشرررااً موجبررراً بقرررصرتها علررري زيترررار الأيررركيم مرررر  T.virideالأبويرررة 
وجوص احتلافات واضرحة بييهرا فري هرلاه الكارامة الا ال العكلرة اليرافرة قرص اكصاص 

يشررايا ايكيميرا متميرركا يشرايها الايكيمرري مقاريرة مررر العكلرة الابويررة الا ا هررت 
( . وكرال لالري فري اليريقرة الاولري وبشركل عرام ، امررا  9) ++ ( ، الشركل ) 

في اليريقة الثايية فقص لوح  حصود احتلاو في اليس  المتحققرة وكمرا يرأتي 
: 

وعلررري التررروالي وباسرررتحصام كلتررررا اليرررريقتيل للكشرررو عررررل  5.972و  2.251
و  Hankinويريقرة  (1375ل )واحررو  Yeohزيتار أيكيم السرليوليك يريقرة 

Anagnostakis (1322)  . زلا كايت اليتا   متماثلة في كلتا اليريقتيل 
وبصررورة عامرررة يلاحرر  وجررروص علاقررة يرصيرررة برريل قيرررر هالررة التحلرررل وكارررامة 
العكلة في زيتار الأيكيم فكلما اكصاصت قرصرة العكلرة علري زيترار أيركيم السرليوليك 

اً مررا تسررتحصم يريقررة الوسرري الصررل  الحرراوا اكصاص قيررر هالررة التحلررل . و البرر
وهرري المرراصة السررليلوكية اللاا بررة فرري المررام فرري الكشررو  CMCعلرري مرراصة الررر 

 [ .  77،11اليوعي عل أيكيم السليوليك ]
وعلرررري ضرررروم اليتررررا   السررررابقة اتضررررل ال العكلررررة اليررررافرة كايررررت متميرررركة فرررري 

-ص التولكلوفروسايتاجيتها للايكيم ويعوص لالي لكول الضررر المتسرب  عرل مبير
كبيررراً جررصاً وايعكرررس لالرري علرري زيتاجيتهرررا لويرركيم . فقرررص  DNAمثيررل فرري الرررر 

ال المرررررواص الكيميا يرررررة التررررري تسرررررلي سرررررلوي  De Serries (1377)لاكررررر 
الميارات قص تكول اكثر اهميرة واحرصاثا للحلرل الروراثي والتغيررات الصا ميرة فري 

 مل الاشعا  . DNAجكي ة الر 

 

في متوسط اعداد المستعمرات  Tolclofos-methyl( تاثير تراكيز مختلفة من المبيد الفطري  2الجدول ) 
 T.virideللعزلة اربوية 



 

 
 

 Tolclofos-methyl  (TOL2.5  )( : العزلة الناتجة من المبيد الفطري  2الشكل ) 
A  (7.5: يمو المستعمرات المقاومة للمبيص علي الوسي القياسي الحاوا علي تركيك المبيص . ) ملغم / مل 
B ملغم / مل ( . 10.0) لقياسي الحاوا علي تركيك المبيص رات لاات هاياات ضعياة علي الوسي ا: يمو مستعم 
C . بكسل / اي  . 130صقة الصورة  : صورة بالمجهر توضل يبيعة الأبواغ الكلاميصية 
 

 
 بةباستخدام طريقة اروساط الصل Cellulase( : كفاءة عزرت الفطر لإنتاج أنزيم السليوليز  3الجدول ) 

 

 الكشو عل زيتار أيكيم السليوليك* عكلات الاير

 
تراكيز 
 المبيد

 )ملغم/مل(

متوسط اعداد 
المستعمرات 
النامية في 

تركيز العالق 
 البوغي 

2
بوغ /  01

 مل

لأبواغ %ل
 المقتولة

متوسط أعداد 
المستعمرات 
النامية في 

تركيز العالق 
البوغي 

3
01 
 بوغ / مل

%للأبواغ 
 المقتولة

متوسط اعداد 
المستعمرات 
النامية في 

تركيز العالق 
البوغي 

4
01 
 بوغ / مل

%للأبواغ 
 المقتولة

متوسط اعداد 
المستعمرات 
النامية في 

تركيز العالق 
البوغي 

5
01 
 بوغ / مل

بواغ %للأ
 المقتولة

TOL2.5 2.5 
02.111 

(2.50) 
43.534 

1.333 
(2.13) 

43.414 
5.111 

(1.50) 
41.343 

*1 
 

011 

 5.1 
01.1 

(2.1) 
43.342 

5.1 
(2.0) 

44.042 
4.111 

(0.52) 
51.223 

1 
 

011 

 0.5 
4.333 

(1.50) 
43.421 

4.111 
(0.52) 

45.041 
3.111 

(0.52) 
15.114 

1 
 

011 

 01.1 
3.111 

(2.13) 
43.440 

4.333 
(1.50) 

45.430 
3.333 

(0.52) 
13.033 

1 
 

011 

 02.5 
1.111 

(0.52) 
44.223 

2.333 
(1.50) 

40.501 
0.111 

(0.05) 
34.300 

1 
 

011 

 

A B 

C 

( : كاامة عكلات الاير لإيتار أيكيم  9الجصول ) 
باستحصام يريقة الاوساي  Cellulaseالسليوليك 

 الصلبة

 عكلات الاير

 يكيم السليوليك*الكشو عل زيتار أ

باستحصام كاشو 
 الايوصيل **

بصول استحصام 
كاشو الايوصيل 

*** 

 .Tالعكلة الأبوية 

viride  
+ 5.972 (0.011) 

TOL2.5 ++ 2.251 (0.070) 
 

كل قيمة تمثل معصلًا لثلاد مكررات ، والقيم بريل الأقرواس تمثرل الايحرراو  -
 ( . ±SDالمعيارا ) 



باستحصام كاشو 
 الايوصيل **

بصول استحصام 
كاشو الايوصيل 

*** 

 .Tالعكلة الأبوية 

viride  
+ 5.972 

(0.011) 

TOL2.5 ++ 2.251 
(0.070) 

 

 ( . ±SD) كل قيمة تمثل معصلًا لثلاد مكررات ، والقيم بيل الأقواس تمثل الايحراو المعيارا  -
 ( ملم . 1.0-7.5+ يمثل كاامة العكلة لإيتار أيكيم السليوليك ، وتكول هالة را قة حول المستعمرة الايرية بقير ) 

 ( ملم . 1.0++ يمثل كاامة العكلة لإيتار أيكيم السليوليك ، وتكول هالة را قة حول المستعمرة الايرية بقير اكثر مل ) 
 ( .  1375وبحرول )  Yeoh** يريقة 
 Anagnostakis  (1322 . )و  Hankin*** يريقة 

 
 

 

 
 T. viride( : جنتاج أنزيم السليوليز من قبل عزرت الفطر   3الشكل ) 

A  الرعركلررة الابرويررة :T.viride 
 B العكلة اليافرة :TOL2.5  الياتجة مل المبيص الايراTolclofos-methyl (7.5 )ملغم / مل 

لة الطافرة لإنتاج أنزيم السليوليز وبروتين الخلية الواحدة كفاءة العز  
 باستخدام الوسط السائل 

أ هرررت يتررا   صراسررة كاررامة عكلررة الايررر اليررافرة الياتجررة بعررص معاملتهررا بمبيررص 
فرررري  ةأل هيرررراي تباييرررراً معيويرررراً واضررررحاً برررريل هررررلاه العكلرررر مثيررررل-التولكلوفرررروس

وليك وبررررروتيل الحليررررة الواحررررصة معررررصلات يموهررررا وكاامتهررررا لإيتررررار أيرررركيم السررررلي
، فقررص تباييررت عرركلات الايررر فرري مقررصار  T.virideمقاريررة مررر العكلررة الأبويررة 

الروكل الجراو وهرو تعبيررر عرل الكتلرة الحيويرة للعكلررة + بقايرا السرليلوك معيويرراً 
مرررررل  100(  رررررم /  27..0وبشررررركل عرررررام ، الا تحقرررررق اعلررررري وكل جررررراو ) 

(  رم /  0.127رية مرر العكلرة الابويرة ) مقا TOL2.5باليسبة للعكلة اليافرة 
 مل . 100

أمررا باليسرربة لرروس الهيررصروجييي اليهررا ي للوسرري الغررلاا ي فقررص لرروح  فروقررات 
، الجرصول )  6.0معيوية في عكلات الاير عل الأس الهيصروجييي الابترصا ي 

( . بصورة عامة فقص لوح  ال قيم الاس الهيرصروجييي اليهرا ي قرص ارتاعرت  4
الهيرررررررصروجييي الابترررررررصا ي ، الا ال اعلرررررري قيمرررررررة معيويرررررررة لرررررررلاس عررررررل الاس 

مقاريررة  اليررافرة( ولالرري مررر العكلررة  2.139الهيررصروجييي اليهررا ي قررص بلغررت ) 
 .  T.viride (2.097)الابوية مر العكلة 

أمرررا فيمرررا يتعلرررق بإيترررار العكلرررة لبرررروتيل الحليرررة الواحرررصة فمرررل الواضرررل وجررروص 
تها علرري زيتررار البررروتيل ، زلا بلرر  أعلرري فروقررات معيويررة فيمررا بييهررا فرري قررصر 

% TOL2.5  (37.689  . )يسبة للبروتيل في الوكل الجاو للعكلرة اليرافرة 

فكايرررت تحررروا أقرررل يسررربة برررروتيل فررري وكيهرررا  T.virideأمرررا العكلرررة الأبويرررة 
 % ( .   23.774الجاو ) 

ص لروح  أما باليسبة لليشاي الأيكيمي لعكلة الاير في زيتار أيكيم السليوليك فقر
وجوص فروقات بييها في زيتار الأيكيم بالمقارية مر العكلرة الأبويرة ، الجرصول ) 

( ولقرررص جررررامت اليتررررا   الترررري تررررم الحصرررول عليهررررا ميابقررررة ليتررررا   الوسرررري  4
الصرررل  لكارررامة هرررلاه العررركلات فررري زيترررار أيررركيم السرررليوليك ، الا حققرررت العكلرررة 

اعاليرة اليوعيرة للايركيم بلغرت ) اقصي ايتار لايركيم السرليوليك مقرصرا بال اليافرة
، امرررا العكلرررة الابويرررة كايرررت ( مرررايكرومول / صقيقرررة / ملغرررم برررروتيل  2.157

 5.011حيررد كايررت قيمررة الاعاليررة اليوعيررة للايرركيم ) لاات يشرراي ايكيمرري اقررل 
 ( مايكرومول / صقيقة / ملغم بروتيل .

لررة علرري وتعررك  اليتررا   المستحصررلة الرري وجرروص احررتلاو برريل قررصرة هررلاه العك 
اسررتغلال الوسرري الكرعرري ومررص  ملا مررة الأس الهيررصروجييي للوسرري الغررلاا ي 
لهلاه العكلة وهلاا مما أثر فري كاامتهرا لإيترار أيركيم السرليوليك وبرروتيل الحليرة 
الواحرررصة ، لرررلالي فرررال عمليرررة زيترررار أيررركيم السرررليوليك تحتلرررو بررراحتلاو العكلرررة 

كلررة الأبويررة وهررلاا مررا أكرررصه الايريررة اليررافرة الترري تررم الحصررول عليهررا مررل الع
Mandelsكمرررا أل  رررروو الوسررري الكرعررري وعوامرررل  (.132) و احررررول ،

اليمو المحتلاة تحتلو مل عكلة الي أحرر  فرالأس الهيرصروجييي الابترصا ي لر  
ل الأس الهيررصروجييي الررلاا  صور فعررال فرري عمليررة زيتررار أيرركيم السررليوليك ، وا 

لا ررم لعكلررة أحررر  . كمررا أل فترررة يكررول ملا مرراً لعكلررة معييررة قررص يكررول  يررر م
التحضررريل اللاكمرررة لإيترررار أيررركيم السرررليوليك تحتلرررو أيضرررا بررراحتلاو عررركلات 

B A 



الايررر واحررتلاو  ررروو التحمررر ترر صا الرري تبررايل عرركلات الايررر فرري كاررامة 
. الا أل ال رررررروو الملا مرررررة لعكلرررررة معييرررررة لرفرررررر كارررررامة  [97،15]زيتاجهرررررا 

 ر ملا مة لعكلة أحر  . زيتاجها مل أيكيم السليوليك قص تكول  ي

 ( : كفاءة عزرت  الفطر لإنتاج أنزيم السليوليز وبروتين الخلية الواحدة باستخدام الوسط السائل  4الجدول ) 

 عكلات الاير
 الوكل الجاو

 مل( 100)  م / 
 الاس الهيصروجييي اليها ي

 % للبروتيل في
 الوكل الجاو 

 الاعالية اليوعية لويكيم
 قيقة / ملغم روتيل () مايكرومول/ص

 العكلة الابوية
T. viride  

0.178 

 b(0.018)  

7.038 
b(0.042) 

23.774 
b(0.191) 

5.014 
b(0.011) 

TOL2.5 0.672 
a (0.012)  

7.493 
a (0.011) 

37.689 
a (0.224) 

7.158 

a (0.015) 
 
القيم المتبوعة بأحرو محتلاة عموصياً تصل علي وجوص فروقات معيوية  -

حس  احتبار صيكل متعصص المص  ،  0.05ا عيص مستو  احتمال بييه
وكل قيمة هي معصل لثلاد مكررات ، والقيم بيل الاقواس تمثل 

 ( . ±SDالايحراو المعيارا ) 

 رررررررم / لترررررررر ، والأس  10ايرررررررام ، تركيرررررررك السرررررررليلوك  2فتررررررررة التحضررررررريل  -
م ، 1ْ±  77، وصرجررررة حرررررارة التحضرررريل  0..الهيررررصروجييي الابتررررصا ي 

صقيقرررررة ، وحجرررررم المسرررررتحل   0.ومرررررصة التحضررررريل لليشررررراي الأيكيمررررري 
 مل . 0.5الايرا 

 
 المصادر 

(. الايريررررات 1999أحمرررص ، محمررررص علرررري ومحمررررص عبرررص الررررركاق اليررررواوا )-1
الصرررياعية. اليبعرررة الأولررري ، الرررصار العربيرررة لليشرررر والتوكيرررر ، القررراهرة ، 

 صاحة. 624مصر. 
(. وراثرة المقاومرة لربع  المبيرصات 2005الحيالي ، فاصية موفرق محمرص ) -7

 الايريررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررة فرررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررري الايررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررر 
Aspergillus amstelodami  ، رسرررالة ماجسرررتير ، كليرررة العلررروم .

 جامعة الموصل ، العراق.
الكبيرررر ، ماررراحر عبرررص السرررلام وفرررا ك عكيرررك العرررايي وباسرررل كامرررل صلالررري  -9

(. ترررأثير التيايرررر الررروراثي وبعررر  ال رررروو الكرعيرررة فررري زيترررار 1991)
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Abstract 
This study was conducted aiming to obtain an efficient fungal isolate in cellulase and single cell protein production 

from a local isolate Trichoderma  viride by the mutation effect of Captan and Tolclofos-methyl.  

It was found that Captan has a lethal effect on the isolate at all concentrations of the fungicide and spores suspension 

used, at the same time it was found that Tolclofos-methyl has an obvious mutational effect on the parental isolate at the 

concentration 2.5 mg active material/ml of standard medium, the parental isolate showed clear morphological changes 

in colony shapes, colors, ability for growth in addition to the profound changes in fungal mycelia which was confirmed 

by the application of slide culture technique. 

A qualitative and quantitative tests have been carried out to explore the efficiency of  the new mutant for cellulase and 

single cell protein production in solid and liquid media, it achieved cellulase specific activity and single cell protein 

(7.158 micromole/min/mgm protein and 37.689 % protein in dry weight) respectively. 

 


