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.نجاز هذا العمل  الله سبحانه و تعالى الذي وفقني لإإن الشكر و الحمد  

على هذا العمل و تابعه  أشرفالذيداود حرزاالله  .د.أ: الأستاذ المشرفلى  بالشكر الجزيل إأتوجه

.على أكمل وجههفي ذلك كل النصح و التوجيه لإتمامانجازه، مقدمباهتمام كبير خلال كل أطوار

:لى السادة الأساتذةمعاني الشكر و التقدير إأن أتوجه بأسمىو يشرفني  
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.على تكرمهم  و تشريفهم بقبول مناقشة  و إثراء هذا العمل

كما أتوجه بجزيل الشكر إلى الأستاذ  الدكتور بغياني عبد الرحمان و الآنسة جرموني مريم و ذلك  

.لما قدماه من مساعدة من أجل إتمام  و إنجاز هذا العمل

الزملاء زروق أمينة و بلحاج هاني و قندوز علي  و  يسعـــــدني أيضا أن أوجه جزيل شكـــري و امتناني إلى  

. لكل ما قدموه من مساعدة و اهتمام لأجل انجاز هذا العملو معماش و ليد  

.و كل الشكر لكل أساتذة كلية علوم الطبيعة و الحياة و كل الزملاء
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إهداء

و  حفظهما االله  أهدي هذا العمل إلى الوالدين الكريمين  
و إلى كل الأحبة و الأصدقـاء  كل الإخوة و الأخوات
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ـــصـــالملخـ

Triticum)كل من الفطريات و البكتيريا الخيطية تم عزلها من القمح الصلب  durum Desf.) صنف
من بين مجموع العزلات المتحصل عليها . 2010محمد بن بشير الذي تم جمعه من ولاية برج بوعريريج في شتاء 

عزلات نشطة بين الفطريات 10لحصول على و التي أخضعت إلى إختبار أولي لنشاطيتها المضادة للجراثيم تم ا
و البكتيريا الخيطية، هذه الأخيرة تم دراسة و اختبار نشاطية مستخلصاēا المضادة للجراثيم و المضادة 
للأكسدة، من جهة أخرى تم إختبار هذه العزلات من حيث قدرēا على إنتاج الإنزيمات الخارج خلوية و تعزيز 

نوع بكتيري ممرض، خميرة واحدة و نوعين 12النشاطية المضادة للجراثيم تم إختبارها على .نمو نبات القمح
من الفطريات الممرضة للنبات و ذلك بإتباع طريقة أقراص الإنتشار على سطح الآقار بعد استخلاص 

المستخلصات كل . )الإيثيل أسيتات و الكلوروفورم(مستقلباēا الثانوية باستعمال مذيبين عضويين مختلفين
شهدت نشاطية مثبطة للنمو على الأقل على كائن حي دقيق ممرض أو أكثر حيث كانت مستخلصات 

Escherichiaملم على كل 25الإيثيل أسيتات أكثر فعالية بأكبر منطقة تثبيط coliوCandida

albicans ملم على كل من 23و 20،  بينما أكبر منطقة تثبيطية سجلت من مستخلصات الكلوروفورم هي
Salmonella typhimuriumوBacillus sp.النشاطية المضادة للأكسدة تم تقديرها عن . على التوالي

من المستخلصات لها نشاطية مضادة  %60، النتائج بينت أن β-carotene/linoleic acidطريق إختبار 
من جهة أخرى اختبار قدرة هذه العزلات على . 78.96%إلى 50.57%للأكسدة بنسبة تثبيط تراوحت بين 

من 90%إنتاج الإنزيمات الخارج خلوية و الذي تم بإتباع طريقة الزرع على أطباق الآقار، النتائج دلت على أنه 
أما تعزيز نمو نبات القمح . إنزيم الليباز90%إستيراز و70%الليباز،50%هذه العزلات تنتج إنزيم الأميلاز،

عزلات مختبرة عزلتين  10ن طرف هذه العزلات اختبر على إنتاش البذور، النتائج بينت أنة من بين الصلب م
من خلال هذه الأعمال يمكن القول أن هذه العزلات يمكن أن .كان لهما تأثير إيجابي على نمو بذور القمح

تكون مصدر للمركبات النشطة بيولوجيا كما يمكن أن تعمل على تعزيز نمو النباتات و التي تتطلب منا دراسة 
. أوسع و أكثر تعمقا

لأكسدة، النشاطية ، النشاطية المضادة لا الخيطية الداخليةيير الفطريات الداخلية، البكت:الكلمات المفتاحية

Triticumالمضادة للميكروبات، النشاطية الإنزيمية، القمح الصلب  durum Desf..
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Summary

     A total of ten endophytic fungi and actinomycetes have been isolated from wheat

(Triticum durum Desf. Mohamed Ben Bachir variety) collected from Bordj Bou -Arreridj

region (Algeria) during winter 2010. Isolates were screened and evaluated for their

Antimicrobial activity, antioxidant activity, enzymatic activity and host growth promotion.

Antimicrobial activity was evaluated for crude, ethyl acetate and chloroform extracts using

an agar diffusion assay against twelve pathogenic bacteria, yeast, and two phytopathogenic

fungi. All extracts showed inhibitory activity on at least one or more  pathogenic

microorganism, with an average zone of inhibition varied between 7 mm to 25 mm. the

more effective activity was observed with  ethyl acetate extracts, a large zone  of 25 mm

against Escherichia coli and Candida albicans, 20 mm and 23 mm against Salmonella

typhimurium and Bacillus sp respectively. The antioxidant capacity of the extracts was

evaluated by β-carotene/linoleic acid assay. Results showed that 60% of these extracts

have antioxidant activity, exhibiting 50, 57% to 78, 96% inhibitions. On other hand, these

endophytic fungi and actinomycetes were assessed for the production of extracellular

enzymes by culture plate method. 90% of them have amylase activity, 50% lipase, 70%

esterase and 90% protease activity. Growth promotion ability of these endophytes was

tested on seed germination. The result indicated that, among ten isolates tested, two

isolates  showed  significant  growth  promotion  effects  on  wheat  seeds.  From  the  present

work we can conclude that these microorganisms could be promising source of bioactive

compounds, growth promotion and warrant further study.

KEY WORDS: Endophytic micro-organisms; antimicrobial activity, antioxidant activity,

enzymatic activity, Triticum durum Desf.
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Resume

     Un total de dix endophytes incluant champignons et actinomycètes ont été isolés a partir

du blé (Triticum durum Desf. Variété Mohamed Ben Bachir) collecté de la région de Bordj

Bou Arreridj(Algérie) au cours de l’hiver 2010. Les dix isolats ayant eu un résultat positif

au dépistage de l’activité antimicrobienne ont étaient examinés et évalués pour leur activité

antimicrobienne, antioxydante, enzymatique et la promotion de la croissance de l’hôte.

L’activité antimicrobienne a été évaluée par les extraits bruts d’éthyle acétate et de

chloroforme en utilisant le test de diffusion sur disques contre douze bactéries et une levure

pathogènes et deux champignons phytopathogènes. Tous les extraits ont montré une

activité inhibitrice sur au moins un ou plusieurs micro-organismes pathogènes, avec une

moyenne des zones d’inhibition variant entre 7 et 25 mm. L’activité la plus efficace a été

observée avec les extraits d’éthyle acétate et la plus grande zone été de 25 mm observé

contre Escherichia coli et Candida albicans, d’autre part les plus grandes zones observé

chez les extraits chloroformiques été de 20 et 23 mm contre Salmonella typhimurium et

Bacillus sp. Respectivement. La capacité antioxydante des extraits a été évaluée pas la

méthode du β-carotène/ acide linoléique. Les résultats ont montré que 60% de ces extraits

ont une activité antioxydante, présentant 50.57% à 78.96% d’inhibitions. D’autre part, ces

champignons endophytes et ces actinomycètes ont été évalués pour leurs production

d’enzymes extracellulaires par la méthode de culture sur boite, 90% d’entre eux ont une

activité amylolitique, 50% une activité lipolytique, 70% estéarasique et 90% proteasique.

La capacité de promotion de la croissance de ces endophytes a été testée sur la germination

des graines. Le résultat a indiqué que parmi les dix isolats testés, deux isolats ont montré

des effets significatifs sur la croissance des semences de blé. Nous pouvons donc conclure

que ces micro-organismes pourraient être une source prometteuse de composés bioactifs, et

permettent la promotion de la croissance, demandant une étude plus large et approfondis.

Mots clé : Micro-organismes endophytes, activité antimicrobienne, activité antioxydante,

activité enzymatique, Triticum durum Desf.
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المختصـــراتقـائمة

Butylated hydroxytolueneBHT:

Cellulos AgarCA:

Cellulolysis basal mediumCBM:

Cellulolysis basal mediumCMB:

Carboxymethyl celluloseCMC:

Czabek yeast extract agarCYA :

Dimethyl sulfoxideDMSO:

Deoxyribonucleic acidDNA:

2,2-diphenyl-1-picrylhydrazylDPPH:

Germination indexGI:

Germination percentageGP:

Glucose yeast extract peptoneGYP:

IodineI2:

Indole acetic acidIAA:

Tyrosine agarIPS7:

Basal mineral salts agarIPS9:

Yeast extract-malt extract agarISP2:

Inorganic salts- starch agarISP4:

Glycerol-asparagine agarISP5:

Internal transcribed spacerITS:

Potassium IodideKI:

Malt extract agarMEA:

Minimum inhibitory concentrationMIC:

Modified Ziehl-Neelsen stainMZH:

Meat liver agar:MLA

Nutrient agarNA:
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Nutrient brothNB:

Potato dextrose agarPDA:

Potato dextrose brothPDB:

PikovskayaPKV:

Plumule lengthPL:

Potato sucrose agarPSA :

Ribosomal deoxyribonucleic acidrDNA:

Radicale LengthRL:

Reactive oxygen speciesROSS:

Starch casein agarSCA:

Vigor indeVI:

Yeast extract-malt extract agarYMA:

Ziehl-Neelson stainZN:

Percentage%:

:µLميكرولتر

غ:غرام
مغ:ملغرام
ح:حجم
مل:مللتر
غمك:مكروغرام
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قــدمةم

زيادةفيهوالذيالسكانيالعددمتطلباتلتلبيةذلكوالزيادةإلىماسةحاجةفيالغذائيالإنتاجإن

النباتيةللأمراضالمسببةالدقيقةالأحياءمنهامشاكلعدةالزراعيةالمحاصيلتواجهذاكمعموازاةمستمرة،

فيالمتبعةالطرقبينمن. )Haggag, 2010(المستدامالغذائيالإنتاجوالأمنēددالتيالفطرياتخصوصا

الفطرياتالحشرات،مبيداتالأسمدة،استعمالعلىتعتمدالتيالكيميائيةالمكافحةالأمراض،هذهمكافحة

ذلكعلىزيادةالإنسانصحةوالبيئةعلىخطراتشكلماغالباالموادهذه. الضارةالأعشابمبيداتو

.(Muhammad et al., 2010; Qin et al., 2011)الفعاليةمحدوديةوالعاليةالتكلفةالمنحصر،الإستعمال

البكتيرياعددزيادةوظهورمثلالبشريةēددالتيالصحيةالمشاكلمنالعديدتوجدأخرىجهةمن

Streptococcus،Mycobacterium(الأجناسأنواعبعضمثلالحيويةللمضاداتالمقاومة

مرضالحاد،الرئويالإلتهابمثلمسبباēاوالظهورحديثةالأمراضعددزيادة،)Staphylococcusو

المرضىمنهايعانيالتيالصحيةالمشاكل،)الطيورإنفلوانزا(للحياةمهددةفيروساتالمكتسبة،المناعةفقدام

فيتتسببقدالتيوالإنتهازيةالفطرياتببعضللإصابةعرضةتجعلهمالذيالأعضاءبزرعيقومونالذين

Candida spp. ،.Cryptococcus(مثلمناعيةمشاكل sppو.Aspergillus spp(Tejesvi et al., 2007 ;

Qin et) al., 2011(.،تسببهاالتيالأمراضمنالمفاصلإلتهاباتوالكبدتليفالأنسجة،موتالسرطان

.)Taechowisan et al., 2009(الأخرىالأوكسيجينيةالتفاعلاتأنواعمختلفوالحرةالجذور

تكونبيولوجيانشطةجديدةلمركباتأخرىمصادرعنالبحثإلىبالباحثيندفعتالمشاكلهذهكل

الدقيقةالأحياءعلىمنصبةالأبحاثضلتمضتلسنوات. البيئةعلىضررأقلوسميةأقلوفعاليةأكثر

فييتناقصبدأعددهاأنيبدواماعلىأنهإلاّ جديدةمركباتعلىالحصولأجلمنالتربةفيتعيشالتي

هيالمصادرهذهبينمنواحد. الدقيقةالأحياءتسكنهاجديدةمواطنعلىالبحثاستلزمماالأخيرةالآونة
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أنيمكنومدروسةغيرنسبياالكائناتهذهالراقية،للنباتات الداخليةالأنسجةتسكنالتيالدقيقةالأحياء

(Tejesvi etالصناعةوالطبالزراعة،فيالمفيدالإستعمالذاتبيولوجياالنشطةللمركباتمصدرتكون

al., 2007(.

بينأوداخلتعيشالتيالدقيقةالكائناتهيEndophytes)(للنباتات الداخليةالدقيقةالأحياء

صحةفيهامدورتلعبالأخيرةهذهمرضية،أعراضفيلهاتتسببأندونمنالراقيةالحيةالنباتاتأنسجة

الممرضةالدقيقةالكائناتضدالحمايةوالإجهادظروفلمختلفالمقاومةونموهاتعزيزخلالمنعوائلها

علىقادرةأĔاحيثبيولوجياالنشطةالجديدةللمركباتهاممصدرأĔاأثبتأخرىجهةمن.الحشراتو

مضاداتالحيوية،المضاداتنشاطيةلهاتكونأنيمكنالتيالثانويةالمستقلباتمنواسعةمجموعةإنتاج

Hasegawa et الزراعياĐالفيواسعةاستعمالاتوللسرطانمضاداتللأكسدة،مضاداتالطفيليات،

al.,) 2006;Gao et al., 2010; Pimentel et al., 2010(.

إلىارتأينابيولوجياالنشطةللمركباتمصدرتكونجديدةعزلاتعنالبحثلغرضوالسياقهذافيو

Triticum)الصلبالقمحلنباتالداخليةالخيطيةالبكتيرياوالفطرياتدراسة durum Desf.) صنف محمد

:خلالمنذلكولهاالبيولوجيةالنشاطاتبعضدراسةوبن بشير

انتقاءوالصلبالقمحأوراقوجذورمنالداخليةالخيطيةالبكتيرياوالفطرياتعزل·

.أوليإختبارطريقعنميكروبيةضدنشاطيةلهاالتيالعزلات

.الأوليالإختبارمنميكروبيةضدنشاطيةأظهرتالتيالعزلاتعلىالتعرف·

.العزلاتلهذهالثانويةالمستقلباتإستخلاص·

.المستخلصاتلهذهميكروبيةالضدالنشاطيةدراسة·

.B-caroten/linoleic acidإختباربإتباعللأكسدةالمضادةالنشاطيةدراسة·

. خلويةالخارجالإنزيميةالأنواعلبعضالعزلاتهذهإنتاجإمكانيةإختبار·

.الصلبالقمحنباتنموعلىالعزلاتهذهتأثيردراسة·
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I.1.تاتاللنبالداخليةالدقيقةالحيةالكائنات(Endophytes)

I.1.1.تاتاللنبالداخليةالدقيقةالحيةالكائناتتعريف
إلىمنهإشارةفي1866سنةDe Baryهو(Endophytes)الأندوفيتمصطلحأطلقمنأولإن

التيالدقيقةالكائناتعنالأخيرةهذهلتمييزللنباتات الداخليةالأنسجةتسكنالتيالدقيقةالحيةالكائنات

PhyteوداخلتعنيEndoشقينمنمكونالمصطلحهذا،(Epiphytes)النباتاتسطحعلىتعيش

الداخليةالفطرياتإكتشافمنذ.)Rodriguez, 1996(النباتتعنيالتيوPhytoاليونانيةالكلمةمنمشتق

قدمواالباحثينمنالعديد، )Tan et Zou, 2001(ألمانيافي1904سنةLolium temulentumنباتفي

فيبماالكائناتكلليشملاستعملماكثيراالأندوفيتمصطلحالأمربدايةففي.للأندوفيتمختلفةتعاريف

)Carroll, 1986(لكن. التكافليةالجذورفطرياتوالنباتيةالهوائيةللأجزاءالممرضةالدقيقةالكائناتذلك

تلكهيوعائلهامعالمنافعفيهاتتبادلحياةتعيشالتيالدقيقةالحيةالكائناتأĔاعلىالأندوفيتعرف

بذلكمستثنيامرضيةأعراضفيتتسببولاالحيةالنباتاتلأنسجةالهوائيالجزءتسكنالتيالفطريات

علىتكونأنيمكنالتيالممرضةالفطرياتاستثنىكماللعائلمرضيةأعرضإحداثعلىالقادرةالفطريات

أĔاعلىعرّفوهاحيثأوسعتعريفاإقترحوا)Pertrini, 1991; Pertrini et, 1986(منكل. أوندوفيتشكل

تغزواأنيمكنهاالأحيانبعضفيالتيوالنباتاتأعضاءأنسجةتسكنالتيالدقيقةالحيةالكائناتجميع

الداخليةالممرضةالكائناتذلكفيبمالعائلهاأضرارفيتتسببأندونمنللنباتات الداخليالنسيج

الداخليةالدقيقةالحيةللكائناتتعريفهفيWilson (2005 ) أشار. اĐموعةهذهإلىتنتميالكامنة

النباتيةالأنسجةداخلحياēادورةكلأوجزءاتقضيالتيالبكتيرياأوالفطرياتهيأĔاعلىللنباتات 

Zhang et). مرضيةأعراضأيفيتتسببلالكنالحية  al., 2006)شموليةأكثروأوسعتعريفاأعطوا

أيفيتتسببأندونمنالحيةللنباتات الداخليةالأنسجةتغزواالتيالمكروباتجميعهيوللأوندوفيت

إستعمالاالأكثروشموليةالأكثرهوالتعريفوهذاعائلها،علىالسلبيةالآثارأوالفوريةالمرضيةالأعراضمن
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هذهماحدإلىتكونقدومحايدةغيربكوĔاتتميزعائلهاوالأندوفيتبينالتفاعلاتأنيعتقد. الآنلحد

معينةدرجةالأقلعلىدائماهناكيوجدإذالعائل،والأندوفيتبينالتضادميزانتحتتنطويالتفاعلات

تكونالنباتمقاومةأنحينفيالفطرياتمثلالنباتغزوعلىالقادرةالدقيقةالكائناتلهذهالإمراضيةمن

أنيعتقدكما. (Schulz et Boyle, 2005)المرضحدةوالداخليةالفطرياتكثافةتطورمنالحدطريقعن

هذهتطوإلىيرجعالداخليةالفطرياتظهورأنحيثالممرضة،الدقيقةبالكائناتعلاقةلهاالأندوفيت

,.White et al(إمراضيتهادرجةمنالحدوالكمونمنطويلةزمنيةفتراتعبرالممرضةالفطرياتمنالأخيرة

1993(.

I.2.1.للنباتات الداخليةالدقيقةالحيةالكائناتدراسةعنتاريخيةلمحة

بينالتفاعلاتمنأنواععدةهناكوالبيئينظامنامنيتجزألاجزءاالميكروباتوالنباتاتبينالتفاعل

إكتشاقأقدم. )Saffo, 2001; Wu et al., 2009(التكافلوالتعايشعلاقةشيوعاأكثرهاالأخيرينهذين

Amyelon radiciansالمتحجرةالشجرةجذورفيكانالميكروباتوالنباتاتبينالتكافليةالتعايشلعلاقة

تكافليأصلذاتهيالأندوفيتأننظروجهةمنفقطليسمهمهذاوالقديمة،الحياةحقبةإلىتعودالتي

(,Hyde et Soytong مبكرجدوقتفيظهرالنباتاتوالفطرياتارتباطأنإلىأيضابلالنباتاتمع

الوعائيةالنباتاتظهورإلىظهورهاتاريخيعودالأندوفيتبينالتكافلعلاقةأنالأرجحعلىو. 2008)

)Strobel, 2003; Zhang et al., 2006(.

بذورمنVolطرفمن1898سنةإلىالمرضيةللأعراضمسببةالغيرللأوندوفيتعزلأولتاريخيرجع

Lolium temulentum(Wilson, 1996)،طرفمنالدراساتمنبسلسلةبعدهاعززالإكتشافهذا

مسببةغيروداخليةدقيقةحيةكائناتعدةبعزلذلكومماثلةنتائجإلىتوصلواالذينوباحثينعدة

(,.Clay et Leuchtmann, 1989; Latch et alالعشبيةالنباتاتمنواسعةمجموعةمنمرضيةلأعراض

(1985; Saha et al., 1987; Sampson, 1938.
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سيماالصنوبريةالأشجارعلىمكثفةبأبحاثتميزتالأندوفيتاكتشافتلتالتيسنةالمائةغضونفي

تركزتكما. )Carroll et al., 1977; Carroll et Petrini, 1983; Sieber et al., 1991(المعتدلةالمناطقفي

; Rodriguez, 1996; Rodriguez et Samuels, 1990أعمالمثلالنخيلأشجارعلالأبحاث Taylor et)

al., 1999( .بعنوانالداخليةالفطرياتموضوعيتناولكتاببصدورأيضاتميزتEndophytic fungi in

grasses and woody plantsطرفمن1996سنةRedlin وCarris .

الكافيبالإهتمامتحضلمدراستهاأنإلاّ للنباتات  الداخليةالحيةللكائناتالمبكرالإكتشافمنالرغمعلى

الدقيقةالحيةالكائناتمعرفةفيالكبيرةالمساهمةلهاكانأعمالعدةبرزتإذالأخيرة،سنةالعشرينفيسوى

تتناولمنشوراتظهرتكما،)Arnold et al., 2000; Arnold, 2007(أعمالغرارعلىللنباتات الداخلية

النباتاتإصابةأنماطالعزل،طرقالعائل،اتجاهالتخصصالتعريف،مثلبالأندوفيتالمتعلقةالمواضيعمختلف

,.Ghimire et Hyde, 2004; Rodriguez et al(البيولوجيالتنوعوالإستيطان الدقيقة،الكائناتđذه

200; Schulz et Boyle, 2005(.هذهأهميةودورعلىالفترةهذهفيالأبحاثتركزتأخرىجهةمن

خلالمنلهاالعائلةالنباتاتنموتعزيزفيدورهاإثباتبعدخاصةعائلهامستوىعلىالدقيقةالكائنات

(,.Azevedo et al., 2000; Ownley et alالحشراتوللنباتات  الممرضةالدقيقةالحيةالكائناتمقاومة

الأبحاثتركزتكما.(Dai et al., 2008; Nadeem et al., 2010)النباتيةالنموهرموناتإنتاجو2010)

(El-Shatoury etميكروبيةضدمختلفة،بيولوجيةنشاطاتذاتجديدةثانويةمستقلباتعنالبحثعلى

al., 2006; He et al., 2009; Zhao et al., 2010; Zhao et al., 2011(،مضادةنشاطيةذاتمستقلبات

(Chaeprasert et al., 2010; Gangadevi et al., 2008; Igarashi et al., 2007; Suthep etللسرطان

al., 2004(،أعمالمثلللإلتهابمضادةنشاطيةذاتمستقلبات)Deshmukh et al., 2009;
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Thongchai et al., 2009; Weber et al., 2004(،للأكسدةمضادةنشاطيةذاتمستقلباتإلىإضافة

(Fernandes et al., 2009; Srinivasan et al., 2010; Taechowisan et Lumyong, 2003).

I.2.للنباتات الداخليةالدقيقةالحيةللكائناتالبيولوجيالتنوع
I.1.2.الداخليةالدقيقةالحيةللكائناتالعائلةالنباتيةالمجموعات

أĔاعلىإليهاأشيرالخيطيةالبكتيرياوالفطرياتبينهامنالدقيقةالحيةللكائناتالمختلفةاĐموعات

Lee et(عائلهامعبالتكافلتعيشوعدائيةغيرتكونالأخيرةهذهللنباتات داخليةدقيقةحيةكائنات

al., 2008; Saithong et al., 2010; Tian et al., 2004(.فيتنمواالتيالنباتاتمنعزلتالأندوفيت

,Ebel(البحارأعماقوالحارةالمناطقالباردة،المناطقإستوائية،شبهالإستوائية،المعتدلة،البيئاتمختلف

2006; Larsen et  al., 2005; Zhang et al., 2006( .دراسةأجلمنالمختبرةالنباتاتجميعالآنلحد

,Tan et Zou(الراقيةالنباتاتأنواعجميعلدىتقريباوجودهايعتقدولهاعائلأĔاعلىوجدتالأندوفيت

2001; Ulrich et al., 2008(.اعلىوجدتالآنلحدالمختبرةالوعائيةالنباتاتأغلبأنهإذĔعلىتحتويأ

البحريةالطحالبمنأيضاعزلتالأندوفيت.)Hasegawa et al., 2006; Zhang et al., 2006(الأندوفيت

)Fang et al., 2011(،الأشنات)Arnold et al., 2009(البحريةالأعشابو)Alva et al., 2002( .

بالتاليوالأندوفيتعائلايكونأنيمكنهالأرضوجهعلىنباتينوع300000حواليأنهبالذكرجذير

حولالحاليفي القرندراساتحيث،)Qin et al., 2009b(البيولوجيللتنوعحقيقيمصدرتشكلفهي

منالأنواعمئاتإلىالأجناسعشراتمنعزليمكنإذوضوحاأكثرأصبحتللأندوفيتالبيولوجيالتنوع

المعزولالكبيرالعددهذا.)Hasegawa et al., 2006; Qin et al., 2011; Tan et Zou, 2001(واحدةنبتة

التنوعفيكبيرةأهميةودورتلعبالتيوالدقيقةالحيةالكائناتمنجديدةأنواععلىالحصولفرصةمنيعزز

.)Clay, 1992(البيولوجي
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I.2.2.للنباتات الداخليةالخيطيةالبكتيرياوللفطرياتالمشكلةالمجموعاتأهم
أنحينفي،)Strobel et Daisy, 2003(عزلاوالأكثردراسةالأكثرهيالداخليةالفطرياتتعد

تنوعتملكالفطريات. )Qin et al., 2009b(جيدامدروسةغيرنسبياللنباتات الداخليةالخيطيةالبكتيريا

أنيمكنأنهعلى1991سنةHawkswoقدرحيثالجديدةللأنواعجيدمصدروتشكلهائلبيولوجي

معوفطري،نوع100000حواليسوىتشخيصيتملمأنهإلاّ فطرينوعمليون1.5حواليهناكيكون

مليون1حواليهناكيكونأنيمكنأنهقدّرحيثمستمرارتفاعفيللفطرياتالبيولوجيالتنوعتقديرذلك

.)Strobel et Daisy, 2003(لوحدهاللنباتات الداخليةالفطرياتمنفطرينوع

اللاجنسيةأشكالهاوascomycotaالزقيةالفطرياتشعبةإلىتنتميالمعزولةالداخليةالفطرياتأغلب

صفمنكلعلىتشملأنيمكنالتيو،)Guo et al., 2000; Saithong et al., 2010(الأخرى

Pyrenomycetes ،Loculoascomycetes ،Discomycetes ،Hyphomycetesصفوcoelomycetes

)Gehlot et al., 2008; Tomita, 2003( .الشعبأنواعمنبعضتكونأنيمكنأيضاالداخليةالفطريات

Oomycota)Arnold, 2007; Gehlot et al., 2008; Guo etوZygomycota ،Basidiomycotaالفطرية

al., 2001(.المنتشرةالعشبيةالنباتاتمنواسعةمجموعةتصيبأنيمكنالداخليةالفطرياتأخرىجهةمن

بفطرياتالفطرياتهذهتعرف. )Schulz et Boyle, 2005(تكافليةحياةعوائلهامعتعيشوالعالمعبر

EpichloëوBalansiaمثلالأجناسأهمبعضتشملأنيمكنوClavicipitaceousالعشبيةالنباتات

Claviceps)Moon etالجنسكذلكوالتواليعلىNeotyphodiumوEphelisاللاجنسيينمثيلاهماو

al., 2007; Rodriguez et al., 2008(.
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عموماأخرى،إلىمنطقةمنالغزارةوالتنوعحيثمنالداخليةالخيطيةالبكتيرياوالفطرياتتختلف

للنباتات  الداخليةالخيطيةالبكتيرباوللفطرياتالبيولوجيالتنوعفيغناأكثرأĔاأظهرتالاستوائيةالمناطق

Azevedo et(الباردةوالمعتدلةبالمناطقمقارنة  al., 2000; Zabalgogeazcoa, 2008( .أنواعغالباتنتمي

،Acremoniumمثلالشائعةالفطريةالأجناسإلىالمعتدلةالمناطقمنالمعزولةالداخليةالفطريات

Alternaria،Cladosporium،Coniothyrium،Epicoccum،Fusarium،Geniculosporium،

Phoma،PleosporaوPenicilium)Márquez et al., 2007; Schulz et Boyle, 2005( .أنحينفي

،Colletotrichum،Xylariaأجناسإلىتنتميالإستوائيةالمناطقنباتاتمنالمعزولةالأنواعأهم

Pestalotiopsis،Phomopsis،Phyllosticta)Cannon et Simmons, 2002; Kumar et Hyde,

2004; Suryanarayanan et  al., 2003( .أجناسمنكلأنواعبعضبينماFusarium،Phoma

المعتدلةوالإستوائيةالمناطقنباتاتمنكلبينمشتركةتكونأنيمكنأĔاعلىوجدتPhompsisو

)Schulz et Boyle, 2005( .أنواععلىتركزتللنباتات الداخليةالخيطيةبالبكتيرياالمتعلقةالدراساتمعظم

الخيطيةالبكتيرياأجناس.)Qin et al., 2011; Ulrich et al., 2008(البستانيةوالزراعيةالمحاصيلنباتات

أنواعبعضهيعزلاالأكثروضيقةمجوعةتحدأĔاعلىوجدتللزرعالقابلةوللنباتات الداخلية

Micromonospora،Microbispora،Nocardia،Nocardioids،Actinomaduraجنسأنواعو

StreptomycesسيادةالأكثرهيAraújo et al., 2000; Hasegawa et  al., 2006; Qin et al.,)

2009b(.

I.3.الأندوفيتإيكولوجية
I.1.3.العائلتخصص

تخصصبنباتيةعوائلعدةأوواحدللنباتات بعائلالداخليةالدقيقةالحيةالكائناتعلاقةصفويمكن

علاقة.(Cohen, 2006; Zhou et Hyde, 2001)العائلتفضيلأوالعائلإنتقاءالعائل،ترردالعائل،
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منأخرىمجموعةأوواحدعائلعلىمنحصرالدقيقالحيالكائنفيهايكونالتيالعلاقةهيالتخصص

تظهرالتيولهوراثيةقرابةتملكلاالتيالأنواعبقيةعندلاتظهرولكنالعائللهذاوراثيةقرابةلهاالتيالأنواع

السائدالظهورأوالتكرارفهيالعائلترددأوتكرارعلاقةأما. )Huang et al., 2008(الموطننفسفي

يظهرأنيمكنالكائنهذالكنالنباتيةالأنواعمنمحددةمجموعةأوواحدعائلعندالداخليالحيللكائن

. )Zhou et Hyde, 2001(مختلفبترددلكنالموطننفسفيتنمواالتيالأخرىالعائلةالنباتاتبقيةلدى

عائلإلىيميلأنهإثباتمعبينهماراثيةوقرابةلهمانباتييننوعينمععلاقةيشكلالذيالدقيقالحيالكائن

مصطلح.)Cohen, 2004; Cohen, 2006(العائلإختيارأوإنتقاءتدعىالظاهرةفهذهالآخرعلىمعين

لفطرالمنحصرأوالسائدالظهورعلىللدلالةالفطرياتعلماءطرفمنإستعمالاالأكثرهوالعائلتفضيل

المعزولةوترددهاوللفطرياتالمكونةاĐموعاتبينالفروقاتعنللتعبيريستعملكمامحدد،عائلعلىما

.Bettucci et al., 2004; Suryanarayanan et Kumaresan, 2000)(مختلفةنباتيةعوائلمن

علىتكونأنيمكنكما) الجنس(اĐموعةمستوىعلىيكونأنيمكنالعائلتخصصأثبت أن 

;Cannon et Simmons, 2002)المحيطةالبيئيةبالظروفالتخصصهذاتأثرإمكانيةمعالنوعالمستوى

Cohen, 2004).العيشعلىالقدرةوالعائلالنباتمعالتأقلممننوعوجوديعنيالتخصصهذاظهور

النباتيةالأمراضمسبباتمنعائلهاحمايةفيالمساهمةدرجةإلىيتطورالذيالتأقلمهذاأنسجته،داخل

Sekar(العائلتخصصبالتاليوعائلهوالداخليالدقيقالحيالكائنبينالتعايشمننوعيخلقالذيهذاو

et Kandavel, 2010(.

يصيبالذيNeotyphodiumفطرهوعائلهااتجاهبتخصصهاالمعروفةالفطريةالأنواعأهمبينمن

فيفقط،نباتيتيننوعينأونوععلىوجودهينحصرإذالعوائلمنضيقةمجموعةلهوالذيالعشبيةالنباتات
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أوأجناسعدةتشملالعوائلمنواسعةمجموعةفلهاعامةتكونالشائعةالأخرىالفطرياتبعضأنحين

.(Zabalgogeazcoa, 2008)مختلفةنباتيةعائلات

أنإلىالأبحاثبعضإشارةمنبالرغمبدقةمفهومةغيرالتفضيللهذاالرئيسيةالأسبابوالطرقتبقى

الكيمائيةبالإختلافاتعلاقةلهللنباتات الداخليةالدقيقةالحيةللكائناتالمشكلةاĐموعاتبينالإختلاف

الأنزيميةالطرقسيماالإختراقطرقوالتعرفآلياتتعدكما،(Paulus et al., 2006)النباتيةالعوائللدى

.Arnold, 2005; Tan et Zou, 2001)(العائلبتخصصعلاقةلهاأيضاالمكانيالإختلافو

I.2.3.النسيجتخصص
الأوراق،السيقان،الثمار،(المختلفةالنباتاتأعضاءأنسجةمنالداخليةالدقيقةالحيةعزل الكائناتتم

. )Kumar et Hyde, 2004; Qin et al., 2011; Zhang et al., 2006()البذوروالخشباللحاء،الأزهار،

عضونسيجعلىوجودهاينحصرومحددةمناطقفيعوائلهاالداخليةالدقيقةالحيةالكائناتهذهتصيب

العائلأنسجةمختلفمنعزلهايمكنحيثمنتظمبشكلعوائلهاالأخرىالأنواعبعضتصيبكما.  محدد

الأوراق،منلكلخلويبينالفراغفيبانتظامينتشراناللذانEpichloëوNeotyphodiumالفطرينمثل

الحيةالكائناتمجموعاتفيالإختلاف. )Zabalgogeazcoa, 2008(عائلهابذوروالبرعميةالسويقات

يدلالنباتلدىمعينعضونسيجعلىبعضهاوجودانحصاروالنباتاتأنسجةمنالمعزولةالداخليةالدقيقة

.(Photita et al., 2001)النسيجتخصصميزةتملكاĐموعاتهذهأنعلى

هذهتقدمهاالتيالأفضلياتإلىالعائلأنسجةمختلففيالدقيقةالحيةالمختلف للكائناتالتجمعيعزى

المتخصصالكائنقدرةمدىوالعائلأنسخةلمختلفالغذائيةالمركباتفيالإختلافما،لكائنالأنسجة

أفضلبشكلينموالمتخصصالكائنأنوجدحيث. النسيجذلكفيمحددةمادةاستعمالوالعيشعلى

,.Arnold et al., 2003a; Liu et al(منهعزلهتمالذيالنسيجمستخلصاتعلىتحتويالتيالأوساطعلى

2010; Photita et al., 2001(.الحالةوالأشعةنسبةالنسيج،عمرمثلأخرىعواملإلىبالإضافة
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Bussaban et)الكائناتهذهتخصصمدىفيمهمدوراتلعبالنباتلأنسجةالكيميائيةوالفيزيولوجية

al., 2001; Naik et al., 2009; Photita et al., 2001).

I.3.3.للنباتات الداخليةالدقيقةالحيةالكائناتوكثافةتوزيععلىالمؤثرةالعوامل

للنباتات الوراثيالنمطمنهاعواملبعدةللنباتات الداخليةالدقيقةالحيةالكائناتكثافةوتوزيعيتأثر

Rosenblueth et(المحيطةالبيئيةالظروفوالجغرافيالمكانتباين،)الفصلية(للعائلالتنمويةالمرحلةالعائلة،

Martinez-Romero, 2006; Su et al., 2010( .الذيوالعواملأهمبينمنالجغرافيالمكانإختلافيعد

أنواعوعددإختلافإلىيؤديماهذاوالنباتاتتحتهاتعيشالتيالبيئيةالشروطإختلافأيضايعني

نفسلدىالنوعوالعددفيتختلفأنالكائناتلهذهيمكنإذالنباتات،بينالداخليةالدقيقةالحيةالكائنات

نوعفيالفرق. )Slippers et Wingfield, 2007; Zabalgogeazcoa, 2008(أخرىإلىمنطقةمنالعائل

تأثيرعلىدليلأحسنالمعتدلةوالإستوائيةالمناطقبينللنباتات  الداخليةالدقيقةالحيةالكائناتعددو

الحيةبالكائناتغناأكثرالإستوائيةالمناطقنباتاتتظهرإذالكائنات،هذهكثافةوتنوععلىالمكانيالتباين

الرطوبة،هيالإختلافلهذاالرئيسةالأسباببينمنلعلو،)Zabalgogeazcoa, 2008(الداخليةالدقيقة

Naik et al., 2009; Suryanarayanan et(الفصليةوالتساقط  al., 1998; Suryanarayanan et al.,

ماهذاوالرطوبةوالتساقطنسبةبارتفاعكبيرةعلاقةلهاللنباتات المرتفعةالإصابةأنوجدإذ. )2005

الحرارةتتميزالتيالإستوائيةبالمناطقمقارنةالتساقطقلةوبالفصليةتتميزالتيالمعتدلةالمناطقفيقلتهايفسر

الأحياءđذهللإصابةعرضةأكثرالمناطقهذهنباتاتيجعلماالكثيفالتساقطوالفصليةإنعدامالدافئة،

.)Suryanarayanan et al., 2005; Zamora et al., 2008(الدقيقة

الداخليةالدقيقةالحيةالكائناتكثافةوتنوعمنتحدأĔاعلىجدتوالجافةالبيئاتذاتالمناطق

لهذهالبيئيةالظروفبحكموذلكإلىإضافةالتساقط،والرطوبةقلةوالفصليبالطابعلتميزهاالنباتاتلدى

الشمعيةالطبقاتتشكيلمثلبيئاēامعالتأقلمđدفخاصةبنياتتطويرعلىتعملنباتاēافإنالمناطق



2011الدراسة النظریة                                                          

12

الخاصةالبنياتهذهكلالمتبخرة،الماءكميةمنالتقليللأجل(Stomata)الثغورعددمنالتقليلوالثخينة

نباتاتلدىالداخليةالدقيقةالحيةالكائناتكثافةوتنوعمنالحدوالتقليلأجلمنإضافيعاملتشكل

.)Suryanarayanan et al., 2005(الجافةالبيئات

لدىعضوكلسنتقدممعتزيدالداخليةالدقيقةالحيةالكائناتكثافةوتنوعمنكلأخرىجهةمن

Hata et al., 1998; Persoh et(النباتات  al., 2010; Sieber, 2007( .تتعرضالزمنمرورمعوحيث

بأعدادالنباتيةالأنسجةغزوإمكانيةإرتفاعبالتالي،الدقيقةالحيةالكائناتمنكثافةأكبرلقاحإلىالنباتات

مقارنةمنهاأكبرلعددملجأالنباتاتلدىالمسنةالأجزاءيجعلماهذاوالكائناتهذهمنأكبرأنواعو

.)Arnold et al., 2003(سنابالأصغر

I.4.للنباتات الداخليةالدقيقةالحيةالكائناتدور

I.1.4.النباتاتنموتعزيز

للأسمدة،المباشرغيرأوالمباشرالإستعمالعنالناتجةالبيئيةعلىالمخلفةالأضراروالأخطاردفعت

لهذهجديدةبدائلعنالبحثإلىالضارةالأعشابمبيداتوالفطريةالمبيداتالحشرية،المبيدات

Muhammad et(الغابيةالزراعاتوالبستنةالزراعة،مجالفيالنباتاتنمولتعزيزالكيميائيةالإستراتيجيات

al., 2010; Qin et al., 2011( .

أنيمكنالتيالمميزاتمنتملكهلماذلكوخاصباهتمامالداخليةالبكتيرياوالفطرياتمنكلتحضى

أنيمكنالتيوالنباتيةالأنواعمختلفنموتحسينفيتساهمأنيمكنهاحيثعوائلها،نموعلىبالفائدةتعود

إماوللنباتات الممرضةالحيةالكائناتضدالمقاومةعواملإنتاجفيتتمثلالتيومباشرةغيربطريقةإماتتم

auxins،cytokinins(مثللنموهاالمنظمةالنباتيةالهرموناتإنتاجتشملالتيومباشرةبطريقة

توفيروالغذائيةالعناصرإمتصاصتحسينفيالمساهمةإلىبالإضافة.Sidrofireإنتاجأو)gibberllinsو



2011الدراسة النظریة                                                          

13

إنتاجعنالمترتبالإجهادمنالتخفيفأو) المعدنيةالعناصرمنغيرهاوالفوسفاتالنيتروجين،(منهابعض

aminocyclopropane-1- carboxylate deaminase (ACC))Compant et-1نشاطيةبواسطةالإيثيلان

al., 2005; Kannan et Sureendar, 2009; Nimoni et al., 2010; Sun et al., 2009(.

الأوكسينات هيالدراساتعليهاتركزتالتيوالنباتاتنموتعزيزفيدورلهاالتيالهرموناتأهمبينمن

(auxins)الجيبيرليناتو(gibberllins)،نموفيفيزيولوجيووظيفيدورلهاالتيالأوكسينات بينومن

الناشئة،الخلايافيتمايزهاوإنقسامهاوالخلاياإستطالةتحفيزعلىيعملالذي)IAA(الهرمونهوالنبات

نمووالنباتطرفمنللأغذيةأكبربامتصاصيسمحمماللجذورالجانبيةالتفرعاتزيادةعلىيعملكما

فيتشاركأĔاعلىفتظهرالجيبيرليناتأما. )Shrivastava et al., 2008; Soltani et al., 2010(لهجيد

تطورونموتعزيزفيالتدخلهيلهاالرئيسيةالميزاتلكنتطورها،والنباتاتنموجوانبمنجانبكل

. )Nadeem et al., 2010(الشيخوخةسنتأخيروالبذورنضجوالسويقات

النمولهورموناتمنتجةللنباتات الداخليةالخيطيةالبكتيرياوالفطرياتأنالدراساتمنالعديدبينت

للنباتات ،لنمومحفزةأĔاAspergillusوPeniciliumفطريإلىالمنتميةالعزلاتأن بعضأشير. النباتية

وجد. )gibberllin)Muhammad et al., 2010; Nadeem et al., 2010لهورمونو يرجع ذلك لانتاجها

من خلال Euphorbia pekinensisعائله نموزيادةعلىيعمل.Fusarium SPPالداخليأن الفطر

للهرمونالمنتجةالداخليةالخيطيةالبكتيريامنعدد.)IAA)Dai et al., 2008وgibberllinمنلكلإنتاجه

IAAمنالمعزولة(winter rye)هذهبذورمعاملةللبادرات عندكثيفنمووالإنتاشقدرةتعمل على زيادة

أحماضمننوعين. (Merzaeva et Shirokikh, 2010)البكتيرياهذهطرفمنالمنتجالأوكسينđذاالأخيرة

-Streptomyces hygroscopicus TPالخيطيةالبكتيرياالمعزولة من)(BPteridic acidsوAالبيريديك

A045منالمعزولةPteridium aquilinumللهورمونمماثلتأثيرلهماIAAطولزيادةعلىيعملانإذ

. )Igarashi, 2004(العرضية الجذورتشكلو
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I.2.4.للنباتات الممرضةالدقيقةالحيةالكائناتضدالمقاومةتعزيز
ظهرتالدقيقةالحيةالكائناتباستعمالللنباتات الممرضةالدقيقةالكائناتضدالبيولوجيةالمكافحة

التكاليفبارتفاعقورنتماإذاأكبرإقتصاديجدوىلهاأنأظهرتالتيوالكيمائيةللمكافحةكبديل

الإنسانصحةعلىالخطروالبيئةتلوثذلكعنفضلاالكيميائيةللمكافحةالمنحصرالإستعمالو

)Rocha et al., 2009(.

أنسجةضمنتعيشالتيبينهامنالدقيقةالحيةالكائناتإستعمالعلىالبيولوجيةالمكافحةتعتمد

تشملآلياتبعدةللنباتات الممرضةالدقيقةالكائناتنشاطمنالحدعلىتعملالكائناتهذهالنباتات،

.)Zabalgogeazcoa, 2008(التطفلأوالمنافسةالتضاد،

المركباتأوالحالةالإنزيماتأوالحيويةالمضاداتإنتاجالتضادطريقعنالبيولوجيةالمكافحةآليةتشمل

،acids،alcohols،alkyl pyrones،ammonia،esters(مثلالبيولوجيالنشاطذاتالطيارةالعضوية

hydrogen cyanide،keonesوlipids ()Ownley et al., 2010( .الفطرعندالحالعليههومامثل

ضدنشاطيةلهأنتبينوالذيالطيارةالعضويةالمركباتمنمزيجينتجالذيMuscodor albusالداخلي

يحتويأنهوجدالمزيجهذاتحليلبعد. الإنسانوللنباتات الممرضةالبكتيرياوالفطرياتمنواسعةمجموعة

,lipids ()Strobelوacids،alcohols،esters،keones(الطيارةالعضويةالمركباتمنمجموعةعلى

الحيويةللمضاداتمنتجةأĔاعلىإليهاأشيرالخيطيةالبكتيرياوالفطريةالأنواعمنالعديد.)2006

(El-Gendy et El-Bondkly, 2010; Wang et  al., 2007).الفطريةالأنواعمنعددمستخلصات

Liu et(للنباتات الممرضةالفطرياتمنعددضدنشاطيةلهاأنأثبتللنباتات الداخليةالخيطيةالبكتيرياو

al., 2010; Taechowisan et al., 2005(.أوالداخليةالدقيقةالكائناتببعضالنباتاتتلقيحيؤدي

مركباتلإنتاجالكائناتقدرة هذهعلىيؤكدمماالأمراضالى خفض حدةالتخمريةبرشاحتهامعالجتها

بالفطريات القمحنباتتلقيحأدى.النباتلدىالدفاعآلياتتحفيزعلىأوالممرضةللفطرياتمضادة
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ChaetomiumوPhomaالفطرطرفمنالمسببةالإمراضيةحدةخفضالىبرشاحتهماأوPuccinia و

Pyrenophora.الفطر spp.)Dingle et McGee, 2003; Istifadah et McGee, 2006(.

خلالمنالممرضةالدقيقةالكائناتضدعوائلهاحمايةفيالداخليةالدقيقةالحيةالكائناتتساهم

الإصابةمنععلىتعملحيث. )Gao et al., 2010(الغذائيةالمصادرومعيشتهاموطنعلىمنافستها

ضروريةتكونالتيالمتاحةالغذائيةالمواداستنفاذولعوائلهاالسريعالغزوخلالمنذلكوالممرضةبالكائنات

الداخليالفطرلدىالحالهومامثل،(Pal et Gardener, 2006)الممرضةالدقيقةالكائناتلنمو

الفطرمكافحةعلىيعملأنهماحدإلىيعتقدالذيBeauveria bassiana 11-98القطنوللطماطم

Ownley et(المعيشةموطنعلىالمنافسةطريقعنالأخرىالفطرياتبعضوRhizoctonia solanالممرض

al., 2008(.

chitinasمنكلوchitinوglucanمنأساساتتكونللنباتات الممرضةللفطرياتالخلويالجدار

الفطرياتلهذهالخلويالجدارتحليلوهدمعلىتعملالتيالرئيسيةالإنزيماتمنβ-1,3-glucanasو

خلالمنالممرضةالفطرياتهذهتثبيطوقتلعلىالمتطفلةالدقيقةالحيةالكائناتتعملحيثالممرضة،

واخترقهاعمليةيسهلممامستواهاعلىثغوربذلكمشكلةالخلويلجدارهاالمحللةالإنزيماتلهذهإنتاجها

Anitha et Rabeeth, 2010; Cao et al., 2009; Dababat et(لنموهااللازمةالغذائيةالمركباتاستخلاص

Sikora, 2007( .المحللةالإنزيماتلبعضمنتجةأيضاللنباتات الداخليةالخيطيةالبكتيرياوالفطرياتبعض

الإنزيماتهذهبإنتاجعلاقةلهالفطرياتهذهلنموالمثبطةنشاطيتهاوالممرضةللفطرياتالخلويللجدار

.)β-1,3-glucanas)Cao et al., 2009; Quecine et al., 2008وchitinasمثلالخلويةلجدرهاالمحللة

I.3.4.الحشراتوالعاشبةالكائناتضدالمقاومةتعزيز
عوائلهاحمايةفيتساهمأنللنباتات الداخليةالدقيقةالحيةللكائناتيمكنأنهإلىأبحاثعدةأشارت

Clay et Schardl, 2002; Roberts et Andrae, 2004; Spiering(الحشراتكذاوالعاشبةالحيواناتضد
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et al., 2005(.عوائلمنهاتجعلالتيوعوائلهامستوىعلىالسامةالمركباتبعضإنتاجخلالمنذلكو

العديد. )Azevedo et al., 2000(الحشراتوالعاشبةالحيواناتهذهطرفمنعليهاللتغذيمناسبةغير

العاشبةالحيواناتوالحشراتعلىللنباتات الداخليةالدقيقةالحيةالكائناتتأثيرعلىأجريتالأبحاثمن

علاقةهناكأنهإلاحشرةإلىحشرةمنونبتةإلىنبتةمنتختلفأĔاظهرتالنتائجأنمنالرغمعلىو

المصابةغيرالنباتيةالأنواععلىالتغذيتفضلالعشبيةالنباتاتعلىتتغذيالتيالكائناتأنإلىتشيرقوية

عليهابالتغذيللحشراتتسمحالميكروباتđذهالمصابةغيرالنباتاتأنحيثالداخلية،بالميكروبات

المصابة(Ryegrass)الأعشابعلىتتغذيالتيالصراصيرأنواعبعضالمثالسبيلفعلىحياēا،مواصلةو

غيرأخرىنباتاتعلىتغذتإذاحياēامواصلةيمكنهابينماساعة48غضونفيتموتالداخليةبالميكروبات

التيالمواشيوالأحصنةمثلالعاشبةالحيواناتبعض. )Ahmed et al., 1985(الداخليةبالميكروباتمصابة

منتعانيأĔاوجدتالداخليةبالميكروباتالمصابةFestuca arundinaceaالعشبيالنباتعلىتتغذى

أينبعدهادراسةفي.  )Tall fescue toxicosis)Roberts et Andrae, 2004مرضمنهاالأمراضبعض

alkaloids،lysergic acid amides(السامةالمركباتبعضبسببيظهرأنهوجدالمرضهذاشخص

العشبيالنباتهذابذوروأوراقفيوجدتalkaloidsمنعاليةنسبةذلكمعموازاةو) ergopeptinesو

. )Roberts et al., 2005(لهاالداخليةالميكروباتطرفمنالمنتجةو

المركباتإنتاجمنرفععلىتعملوتحفّزأĔاللنباتات الداخليةالدقيقةالحيةللكائناتالرئيسيةالميزةإن

منالحشراتضدالمقاومةأنلوحظحيثالحشرات،طرفمنالمسببةللأضرارعوائلهاتعرضبعدالسامة

طرفمنللغزوعوائلهاتعرضبعدوإذalkaloidsإنتاجإلىراجعالداخليةالدقيقةالحيةالكائناتطرف

Azevedo et(منهاترفعوتحفّزالإنتاجيةهذهالحشرات  al., 2000( .الحيةالكائناتالعموموجهعلىو

مختلفةأنواعإنتاجعلىتعملالحشراتوالعاشبةالحيواناتمنعوائلهاحمايةفيالمساهمةعلىالقادرةالدقيقة
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وalkaloids،indole diterpenes،lolitrems،Paxilline،peramine(مثلالسامةالمركباتمن

tetraenone steroids(مثلالعاشبةالحيواناتتسميموردععلىتعملالتيو)،والماعزالغزلان،الأبقار

.)Goggin, 2007(الحشراتمختلفو) الخيول

I.5.البيولوجيالنشاطذاتالطبيعيةللمركباتمصدرالدقيقةالحيةالكائنات
يكونأنيمكنالنباتيةالأنواعهذهمنفردكلونباتينوع300000حواليالبيئيةمنظومتناعلىيوجد

منجديدةعزلاتوأنواععلىالحصولفرصةيرفعويعززماهذاوأكثرأوداخليدقيقحيلكائنعائلا

منالعديد. )Strobel et al., 2004(البيئاتمختلففيتنمواالتيالنباتيةالأنواعمختلفمنالمكروبات

والخيطيةالبكتيرياضمنهامنالمكروباتمنجديدةعزلاتوأنواععلىالحصوليمكنأنهبينتالأبحاث

مركباتعلىالحصولإمكانيةبالتالييعنيالجديدةالأنواعهذهعلىالحصولوللنباتات ،الداخليةالفطريات

المعزولةالدقيقةالحيةالكائناتأغلب. )Mohanta et al., 20110(أكبرتكونبيولوجينشاطذاتجديدة

يرتفععددهابدأالتيوالخيطيةالبكتيرياأنواعمنعددإلىبالإضافةالفطرياتإلىتنتميالنباتاتمختلفمن

عليهاالمتحصلالثانويةالمستقلباتعددأخرىجهةمن. )Mohanta et al., 20110(الأخيرةالسنواتفي

. )Zhang et al., 2006(آخرداخليمكروبأيمنأكبرالداخليةالفطرياتمن

مصدرتشكلأنيمكنهاللنباتات الداخليةالخيطيةالبكتيرياوالفطرياتأنالأبحاثمنالعديدبينت

Zhao et(ميكروبيةضدمختلقة،بيولوجيةنشاطياتلهاالتيالجديدةالطبيعيةالمركباتلمختلف  al., 2010;

Zhao et al., 2011(،للسرطانمضادةنشاطيةذاتمستقلبات)Chaeprasert et al., 2010; Igarashi

et al., 2007b(،للإلتهاباتمضادةنشاطيةذاتمستقلبات)Deshmukh et al., 2009; Thongchai et

al., 2009(،للأكسدةمضادةنشاطيةذاتمستقلباتذلكإلىإضافة)Srinivasan et  al., 2010;

Taechowisan et  al., 2009(.مختلفإلىالعلميةالمنشوراتوالتقاريرمنالعديدتطرقتأخرىجهةمن
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الخيطيةالبكتيرياوالفطرياتمنمؤخراالمعزولةبيولوجياالنشطةالثانويةالمستقلباتإليهاتنتميالتياĐموعات

أهموالمستقلباتهذهأنواعبعضإلىأشار)Qin)2011حيث . مختلفةنباتاتعدةمنالمعزولةالداخلية

بصورةيظهرإذمختلفة،عوائلمنالمعزولةالخيطيةالبكتيريامنعليهاالمتحصلإليهاتنتميالتياĐموعات

الثانويةالمستقلباتإنتاجعلىرئيسيةبصفةالمسؤولةهيStreptomycesلجنسالمختلفةالأنواعأنواضحة

الجديدةالثانويةللمستقلباتالمشكلةاĐوعاتمختلفإلىأشاروا(2009)و آخرونYuأما . بيولوجياالنشطة

ومنالعموموجهوعلى. مختلفةعوائلمنالمعزولةالداخليةالفطرياتمنعليهاالمتحصلوبيولوجياالنشطة

توفيرعلىقادرةللنباتات الداخليةالخيطيةالبكتيرياوالفطرياتأنيظهرأخرىوالتقاريرهذهخلال

تنتميأĔاعلىوجدتالأحيانأغلبفيالتيوبيولوجياالنشطةالثانويةالمستقلباتمنواسعةمجموعات

،Alkaloids،Aliphatic compounds،Peptides،Phenols،Quinones،Steroids،Terpenoids(إلى

Macrolides ،Macrotetrolide،Coumarins ،Ansamycins ،Arylcoumarins، Anthraquinones

. Flavonoids((Qin et al., 2011; Yu et al., 2009)و

I.1.5.النشاطذاتالثانويةللمستقلباتمصدرللنباتات الداخليةالخيطيةالبكتيرياوالفطريات
للميكروباتالمضاد

الطبيعيةالعضويةالموادأĔاعلىتعرّفالحيويةالمضاداتنشاطيةلهاأوتسلكالتيالثانويةالمستقلبات

لأحياءمضادةنشاطيةلهاالتيوالدقيقةالأحياءطرفمنتنتجالمركباتهذهالمنخفضة،الجزيئيةالأوزانذات

Guo et(المنخفضةالتراكيزعندأخرىدقيقة  al., 2008(.الداخليةالدقيقةالحيةالكائناتأنيعتقدو

إنتاجخلالمنذلكوالممرضةالدقيقةالحيةالكائناتعلىللتغلبالفعالةالآلياتمنلهاللنباتات 

الدراساتمنالعديدالآنحتىو.)Tan et Zou, 2001(ميكروبيالضدالنشاطذاتالثانويةالمستقلبات

المضادةالمركباتمنواسععددإنتاجعلىالقدرةلهاللنباتات الداخليةالدقيقةالحيةالكائناتأنبينت
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،Alkaloids،Peptides،Phenols،Quinones،Steroids(أهمهاأقسامعدةإلىتنميالتيوللميكروبات

TerpenoidsوFlavonoids()Yu et al., 2009(.

العددعلىللتغلبمهمبديليعدللميكروباتالمضادةالثانويةالمستقلباتمنجديدةمركباتإكتشاف

للمضاداتالقليلوالحاليالوجودلعلوالنبات،وللإنسانالممرضةوللأدويةالمقاومةللميكروباتالمتزايد

نسبيايعودللميكروباتالمضادةالجديدةللعواملالقليلالعددوالبكتيريةالأنواعمختلفضدالفعالةالحيوية

منالمنتجةالميكروباتمضادات).Song, 2008; Yu et al., 2009(اĐالهذافيالإستثماريالمردودقلةإلى

أيضايمكنبلللبشرعلاجيةكأدويةفقطاستعمالهايمكنلاللنباتات الداخليةالدقيقةالأحياءطرف

Liu et(الأغذيةهذهتنقلهاأنيمكنالتيالأمراضمراقبةوالسيطرةوالتلفمنالأغذيةحفظفياستعمالها

al., 2008( .

I.1.1.5. للنباتات  مصدر للمستقلبات الثانوية المضادة للبكتيرياالفطريات و البكتيريا الخيطية الداخلية
حدēامنالتقليليمكنالأمراضهذهثلثمنأقلومشخصسريريمرض30000منأكثريوجد

أدتالتيومستمرةزيادةفيالمقاومةمتعددةالبكتيرياعددأنكمامنه،الشفاءيمكنذلكمنأقلعددو

عواملإلىماسةحاجةهناكبالتاليوالبكتيرياة،الأنواعهذهضدالتقليديةالمعاجلةفعاليةمنالحدإلى

.)Larsen et al., 2005; Strobel et Daisy, 2003(الأمراضهذهلمكافحةجديدةعلاجية

Cyclo(Pro-Thr) (3)بينهامنللنباتاتالداخليةالفطرياتمنعليهاالحصولتمحيويةمضاداتعدة

بكتيرية،ضدنشاطيةلهماالبيبتيديةالحيويةالمضاداتمنجديديننوعينهماوcyclo (Pro-Tyr) (4) و

Acrostichumمنالمعزول.Penicilium spالداخليالفطرمنعليهماالحصولتمالأخيرينهذين

aureurm)Cui et al., 2008(.الفينوليةالأحماضمنمجموعة(phenolic acids) الفطرمنالمتحصل علیھا

البكتيرياضدبكتيريةضدنشاطيةأظهرتSaurauia scaberrinaeمنالمعزول.Phoma spالداخلي

Hoffman et(الغرامموجبة  al., 2008(.3المركبينمنكل-O-methylalaterninوaltersolanol A
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الطبيةالنبتةمنالمعزولAmpelomyces sp.الداخليالفطرطرفمنإنتاجهماتم) )5،6(1الشكل(

Urospermum picroidesالغرامموجبةللبكتيريامضادةنشاطيةأظهرتالتيوStaphylococcus

aureus،S.epidermidisوEnterococcus faecalis)Aly et al., 2008(.البكتيرياأخرىجهةمن

العزلةالحيوية،المضاداتمنمختلفةأنواعإنتاجعلىقادرةأĔاأظهرتStreptomycesجنسخصوصاالخيطية

Streptomyces sp .الأستراليةالنبتةمنالمعزولةGrevillea pteridifoliaاعلىصفتوĔلنوعينمنتجةأ

نشاطيةلهأنوجدkakadumycin Aحيث،echinomycinوkakadumycin Aالحيويةالمضاداتمن

Castillo et al., 2003(.)Castillo(الغرامموجبةللبكتيريامضادة et al., 2006(المضاداتمننوعينعزلوا

،Streptomyces NRRL 30562العزلةمنmunumbicins E-5وmunumbicins E-4البيبتيديةالحيوية

نشاطيةلهاالمركباتهذهكلوmunumbicins A-Dالحيويةالمضاداتمنمجموعةتنتجأيضاالأخيرةهذه

.)Yu et al., 2009(الغرامسابلةوموجبةللبكتيريامضادة

I.2.1.5. الفطريات و البكتيريا الخيطية الداخلية للنباتات مصدر للمستقلبات الثانوية المضادة
للفطريات

إليهتؤديأنيمكنلماذلكومتزايدصحيخطرايشكلأصبحللإنسانالممرضةبالفطرياتالإصابة

الأعضاء،بزرعيقومونالذينالمرضىعندسيماالمناعيالجهازإضعافإلىتؤديكماخطيرةأمراضمن

.)Strobel, 2002(الأمراضهذهمنتحدجديدةحيويةمضاداتإلىماسةحاجةهناكبالتاليو

Chaetoglobosins CوChaetoglobosins Aالألكالويداتإلىتنتميالحيويةالمضاداتمننوعين

MucorللفطرمضادةنشاطيةلهماChaetomium globosumالداخليالفطرمن))2 ،1(: 1الشكل(

miehei(Qin et al., 2009a).الحيويةالمضاداتمننوعينpestalachloride Aوpestalachloride B

منمجموعةضدعاليةنشاطيةلهماأنتبينالذيوPestalotiopsis adustaالفطرمن)))8 ،7(:1الشكل(

Fusarium culmorum،Giberella(للنباتاتالممرضةالفطريات zeaeوVercillium aiboatrum()Li
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et al., 2008( .مثل المركبانالأليفاتيةالمركباتإلىتنتميالحيويةالمضاداتبعضCytosporone B

لهاالمركباتهذه،Phompsis sp.الداخليالفطرمنعزلهماتم))9،10(:1الشكل(Cytosporone Cو

FusariumوCandida albicansالفطرضدنشاطية oxysporium)Li et al., 2008( .أخرىجهةمن

منهاStreptomycesجنسخصوصاالخيطيةالبكتيريامنعزلهاتمللفطرياتالمضادةالمركباتمنالعديد

لهالذيوStreptomyces sp. TP-A0595العزلةمنعزلهتمالذيprenylindole-6البسيطالمركب

آخرينمركبان. Fusarium oxysporium (Igarashi, 2004)للنباتات الممرضللفطرمضادةنشاطية

المعزولةStreptomyces sp. TP-A0456العزلةمنعزلهماتمcedarmycins Bوcedarmycins Aجديدان

(MIC)للتثبيطأدنىبتركيزCandida glabarataالفطرضدنشاطيةشهدcedarmycins Aالأرز،من

AlpiniaجذورمنالمعزولةStreptomyces sp. Tc022الداخليةالعزلة.)Igarashi, 2004(مل/مكغ0.4

galangaالفطربقوةتثبطCollectotrichum musaeوCandida albicansمنتجةالعزلةهذهأنتبينو

العزلةمنsaadamycinجديدحيويمضادعزلتممؤخرا. actinomycin Dالحيويللمضاد

Streptomyces sp. Hedaya48بعضوالجلديةالممرضةالفطرياتضدعاليةجدنشاطيةأظهرالذيو

.)El-Gendy et El-Bondkly, 2010(للإنسانالممرضةالأخرىالفطريات



2011الدراسة النظریة                                                          

22

.ميكروبيالضدالنشاطذاتللنبتاتالداخليةالفطرياتمنالمعزولةالطبيعيةالمركباتبعضبنية:01الشكل
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I.2.5.للأكسدةالمضادةالثانويةللمستقلباتمصدرللنباتات الداخليةالخيطيةالبكتيرياوالفطريات
تتسببالتيالأضرارضدفعالةتكونأنعلىقادرةأĔاكونفيللأكسدةالمضادةالمركباتأهميةتكمن

فيتساهمالتيوالأوكسجينمنالمشتقةالحرةالجذورو(ROSS)الأوكسيجينيةالتفاعلاتأنواعمختلففيها

التحللوالسرطان،(DNA)النوويالحمضتصيبالتيالأضرارمثلالأمراض،منمختلفةمجموعةوجود

.)Huang et al., 2007; Seifried et al., 2007(الخلوي

ذلكمعالفواكه،والخضرواتمثلالنباتاتلدىشائعةللأكسدةالمضادةالنشاطيةذاتالمركباتتعد

النشاطيةذاتللمركباتمصدرتكونأنيمكنأĔاعلىإليهاأشيرللنباتات الداخليةالدقيقةالحيةالكائنات

هذهعلاقةوداخليةفطرياتلعدةللأكسدةالمضادةالنشاطيةقدرHuang (2007). للأكسدةالمضادة

فعاليةوالمحتوىهذاكميةبينكبيرةعلاقةوجودإلىأشارحيثللفينولاتالإجماليبالمحتوىالنشاطية

منعليهالحصولتمGraphislactone Aالفينوليالمستقلب. الفطرياتهذهعندللأكسدةالمضادةالنشاطية

Cephalosporiumالفطريةالعزلة sp. IFB-E001النبتةمنالمعزولةTrachelospermum jasminoides

Song et((BHT)و)(ascorbic acidالمستعملةالشواهدمنأعلىللأكسدةمضادةنشاطيةلهأنأثبت

al., 2005( .الداخليالفطرمنعليهماالحصولتمللأكسدةالمضادةالمركباتمنعيننوPestalotiopsis

microsporaمنالمعزولTerminalia morobensisهماPestacinالطبيعة                        ذو

(1,3-Dihydroisopestacin)وisopestacinكل،)2الشكل(الفلافونويداتالهيكليةبنيتهفييشبهالذي

Harper et al., 2003; Strobel(للأكسدةمضادةوميكروبيةضدنشاطيةلهماأنأثبتالمركبينهذينمن

et al., 2002( .البكتيريةالعزلةStreptomyces sp. Tc052جذورمنالمعزولةAlpinia galangalجدتو

،kaempferol (1)هيللأكسدةمضادةنشاطيةلهافلافونويديةمركباتلأربعةمنتجةأĔاعلى

isoscutellarin (2)،umbelliferone أظهرا(2)و(1)المركبمنكل. )2الشكل(cichoriin (4) و(3)

لوحظكمامتوسطة،إزاحيةقدرةأظهرا(2)و(1)المركبينمنكلحينفيDPPHلجذرعاليةإزاحيةقدرة
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DPPHجذرإزاحةعلىالعاليةالقدرةو(2)و(1)المركبينفيالفينوليةاĐموعةوجودبينعلاقةوجود

)Taechowisan et al., 2009(.

الداخليةالخيطيةالبكتيرياوالفطرياتبعضمنالمعزولةللأكسدةالمضادةالمركباتبعضبنية:20الشكل
.النباتات
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II.1.المواد

II.1.1.النباتيةالعينات

Triticum)الصلبالقمحجذور لنباتوأوراقالنباتية منالعيناتعلىالحصولتم durum Desf.)

برجولايةباليشير شرقالنجيليةالزراعيةالأراضيأحدمنبشيربنمحمدالجزائريالمحليالصنفإلىالمنتمية

تمالصنفنفسإلىالمنتميةالقمحبذورعينات. الزرععمليةمنأشهر3بعد2010شتاءفيبوعريريج

.المزارعنفسمنعليهاالحصول

II.2.1.الفطريةوالبكتيريةالأنواع

Stenotrophomonas:هيوالغرامسالبةأنواع9منهاممرضابكيريانوعا12الدراسةهذهفياستعمل

maltophilia،Citrobacter freundii ،Salmonella typhimurium ،Escherichia coli ،Serratia

marcescens،Enterobacter agglomerans،Pseudomonas aeruginosa ،.Pseudomonas sp

،Klebsiella pneumoniae،هيوالغرامموجبةبكتيريةأنواعثلاثو :Bacillus sp . ،Staphylococcus

aureus وEnterococcus faecalis .مستوىعلىعليهاالتعرفوالمرضىمنسريرياعزلهاتمالأخيرةهذه

Candida albicansالخميرةإلىبالإضافة،سطيفلولايةالجامعيبالمستشفىوالطفيلياتالبكتيرياعلممخبر

جامعةالدقيقةالأحياءبمخبرعليةالتعرفوعزلهتمأولهماللنباتات  ممرضينفطريناستعمالتمكما

العلميالمعهدمنعليةالحصولتمالثانيأما.Phytophtora infestans spوهوبسطيفعباسفرحات

.Fusarium oxysporium f.sp .albidinis (FOA)هو) INRA(الزراعيةللبحوث

II.1.4.والأجهزةالكيميائيةالمواد

SIGMA ،Biokar(شركات مصنعة مختلفة منالكيميائيةالمركباتمن الأوساط و العديداستعملت

diagnostics ،Institut pasteur production ،MERCK ،Panreac ،Prolabo  وCheminova.(
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II.2.الطرق

II.2.1 .النباتيةالعيناتجمع

عنالجذورفصلتمأينمن نفس المنطقة،مختلفةمناطقخمسةمنعشوائياوبحذرالقمحنباتاقتلاعتم

الأخيرةهذهوضعت. المرضيةيراعى في أخذ العينات خلوها من الاعراضمنها،لكلعيناتأخذوالأوراق

عزل الكائنات البكتريا يتموم4ºالعينات بدرجة حرارةتحضن. معقمةأكياسفيبعضهاعنمنفصلة

,.Larran et al., 2007; Verma et al(الجمععمليةبعدسا24تتعدىلاو الفطريات منها خلال مدة

2009; Zin et al., 2007(.

II.2.2.القمحلنباتالداخليةالخيطيةالبكتيرياوالفطرياتعزل

تعرضثمđا،العالقةالبقايانزعđدفالحنفيةماءتحتالمستمرالغسللعمليةالنباتيةالعيناتتعرض

حيثالسطح،علىتعيشالتيالحيةالكائناتعلىالقضاءđدفالمتعاقبالثلاثيالسطحتعقيملعملية

%2(الصوديومهيبوكلوريتواحدة،دقيقةلمدة%96الإيثانولفيتسلسلياتغمروصغيرةأجزاءإلىتقطع

بعدومرتينالمعقمالمقطربالماءتغسلأخيراثانية،30 لمدة% 96إيثانولفيثمدقائق3لمدة) ح/حالكلورمن

الورقعلىتجفلتترك) ملمx5ملم5(حواليصغيرةقطعإلىومعقمةحادةبأداةالعيناتتقطعالمرحلةهذه

وسطالحاويةبتريأطباقعلىمنهالكلمكرراتبخمسةوعينةكلمنقطعخمسةتزرع. المعقمالترشيح

Starchالوسطوchloramphénicolمن)ل/مغ250(إليهمضافPotato Sucrose Agar (PSA)الزرع

Casein Agar (SCA)دفđجميعتحضن. التواليعلىالداخليةالخيطيةالبكتيرياوالفطرياتمنكلعزل

الطرفمنمنجزءاقتطاعتمالحضنعمليةبعدويومياالأطباقتراقب، م28ºحرارةدرجةفيالأطباق

,.Larran et al., 2007; Zin et al(المناسب من أجل تنقيتهاالعزلوسطعلىزرعهاأعيدوالنامي للعزلات

.)03الشكل()2007
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Naik et(:لـوفقاطريقتينعلىالدراسةهذهفيالسطحتعقيمعمليةفعاليةمنللتحققبالاعتمادتم

al., 2009; Verma et al., 2009( .فيعليةالمتحصلالمعقمالمقطرالماءمنمل0.5الأولىالطريقةفيأخذ

القطعبعضأخذفيتمالثانيةالطريقةأما في ، SCAوPSAأطباقمنكلعلىنشرعملية الغسل وآخر 

أيغياب،يومياتراقبوم28ºحرارةدرجةفيالأطباقتحضنالمذكورة،العزلأوساطعلىو تمسحالمعقمة

معدلاتوالاستيطانمعدلاتحسابتمكما.العيناتسطحتعقيمطريقةفعاليةعلىيدلميكروبينمو

: التاليةالعلاقاتعلىبالاعتماد)Yuan et al., 2010(حسبالعزل

Total number of samples yielding ≥ isolate
Colonization rate =

Total number of samples in that trial

Total number of isolates yielding in a given trial
Isolation rate =

Total number of samples in that trial
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)أوراق،جذور(النباتيةالعيناتجمع

الحنفيةبماءالغسل

)ح/حالكلورمن% 2(الصوديومهيبوكلوريت

دقيقة1مدةالغمر

العالقةالبقايامنالتخلص

% 96الإيثانول

المتعاقبالثلاثيالسطحتعقيمعملية

دقائق3مدةالغمر

ثانية30مدةالغمر

الإيثانولبقايامنالتخلص

معقمةحادةبآداةالعيناتقص

المعقمالمقطربالماءالغسل المعقمالمقطربالماءالغسل

التجفيف

المناسبةالأوساطعلىالزرع

% 96الإيثانول

دقيقة1مدةالغمر

دقيقة1مدةالغمر

النقيةالعزلات

نمتالتيالخيطيةالبكتيرياوالفطرياتتنقية

م28ºحرارةدرجتفيالأطباقحضن

المتكررالزرع

تعقيم السطح، عزل و تنقية  الفطريات و البكتيريا مخطط يوضح : 03الشكل
)Larran et al., 2007; Zin et al., 2007(حسبالخيطية الداخلية 
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,.Ghadin et al., 2008; Paul et al(لـطريقةوفقاتمعليهاالمتحصلالبكتيريةوالفطريةالعزلاتحفض

وPotato Dextrose Agar (PDA) المعقمةالزرعأوساطمنكلعلىالأخيرةهذهتنميةتمحيث. )2007

)(NANutrient Agarا،منللتأكدأخيرةكمرحلةالتواليعلىēفيالأوساطنفسعلىتزرعبعدهانقاو

للحفظبالنسبةأما. المدىقصيرللحفظبالنسبةهذا، م4ºحرارة درجةفيتحفظنموهاوبعدالاختبارأنابيب

الغليسيرولمن% 15بهمعقممائيمحلولباستعمالبوغيةمعلقاتشكلفيحفضهافتمالمدىطويل

.منخفضةجدحرارةدرجةفيلتحفظ

II.2 .3.العزلاتطرفمنالممرضةالفطرياتوللبكتيرياالمضادالأوليالنشاطإختبار

التعرفليتمتنتقىالأخيرةهذهميكروبي،ضدنشاطتملكالتيالعزلاتإظهارإلىالاختبارهذايهدف

اختبارتم. العزلاتهذهعلىاختبارهاالمرادالبيولوجيةالنشاطاتباقيفيعليهاالعملمواصلةوعليها

أخرىأنواع3والغرامسالبةممرضةبكتيريةأنواع4علىالمعزولةالخيطيةللبكتيرياميكروبيالضدالنشاط

البكتيريازرعتالعمودي،الخططريقةعلىالاختبارهذافيالاعتمادتمحيث. الذكرسالفةالغرامموجبة

أربعةلمدةالحضنثمGN طبقعلعموديخطبشكلمعقمةإبرةبواسطةالبوغيالمعلقمنإنطلاقاالخيطية

بواسطةوNutrient Broth (NB) علىالمنماةوسا24بعمرالفتيةالبكتيريةالمزارعمنوانطلاقابعدهاأيام،

ساعة،24لمدةم30ºحرارةدرجةفيالحضنثمالخيطيةالبكتيرياعلىعموديخطبشكلتزرعمعقمةإبرة

.  )Pandey et al., 2004() ملم(بالمليمترعليهاالمعبروالتثبيطمسافةحسابتمالحضنعمليةبعد

سالفةللنباتاتالممرضةالفطرياتعلىالمعزولةالخيطيةوالبكتيرياالفطرياتمنكلإختبارحالةفيأما

Nuangmek et(المزدوجةالمزارعطريقةعلىالاعتمادفتمالذكر  al., 2008; Prapagdee et  al., 2008(.

تمفطريةالضدالنشاطيةأيام،7إلى5منلمدةPDAأطباقعلىالممرضةوالمعزولةالفطرياتمنكلنميت

طبقجهتيإحدىعلىالداخليللفطرياتالناميةالهيفامنمنزوعملم4بقطرPDA قرصبزرعإظهارها

PDAمنقرصالمقابلةالأخرىالجهةعلىو PDAنشاطيتهاالخيطيةالبكتيرياحالةفيبينماالمختبر،للفطر
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PDA أطباقحوافمنبالقربل20µصبتمحيثسابقا،المحضرالبوغيالمعلقباستعمالتمفطريةالضد

بثلاثوالعزلاتجميعمعالعمليةأجريت. الطبقمركزفييلقحالمختبرالفطرمنملم4بقطرقرصثم

درجةفيالأطباقكلحضنت.كشاهدلوحدهالمختبربالفطرPDA أطباقتلقيحمعتجربةلكلمكررات

الشاهدمنكلفيالمختبرةالفطرياتقطرنصفقياستمالحضنمنيومآخرفيأيام،7لمدةم30ºحرارة

:التاليةالعلاقةباستعمالحسبتالتثبيطنسبةوالمزدوجةالمزارعو

.    هو نصف قطر الفطر المختبر في الطبق الشاهدB: حيث

Aالمزدوجةالمزرعةطبقفيالمختبرالفطرقطرنصفهو.

II.2 .4.المعزولةالبكتيرياوالفطرياتتشخيص

II.2 .1.4.تشخيص الفطريات المعزولة

زرعأوساطباستعمالالمورفولوجيةالخصائصعلىبالاعتمادالمعزولةالفطريةالأجناسعلىالتعرفتم

اĐهرباستعمالالميكروسكوبيةالخصائصوczapek yeast agar (CYA)وPDA ،MEAمختلفة

(Pitt J. I. and Hockingمنلكلالتشخيصبمفاتيحالفطريةالاجناستحديدفيالإستعانةتمالضوئي،إذ

1985 ; Botton  et al., 1990 ; Champion., 1997(التاليةالصفاتتحديدخلالمنذلكو:

.معتدلأوبطيء،سريع،: النمومعدل- 

.متذبذبأوللونمنتظمتوزع: اللونفيالحاصلةالتغيراتوالمستعمراتلون- 

.المستعمرةخلفيةلون- 

.الزرعلوسطالملونةالصباغإفراز- 

.الوسطسطحعلىمرتفعةأومسطحةملساء،أوحبيبيةقطنية،أوقطيفيه: المستعمرةسطحبنية- 

X 100A - BInhibition percentage (%) = A
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.المسليومسطحعلى)exsuda(مائيةقطراتوجود-

.مقسمةغيرأومقسمةاللون،: الهيفاتخصائص- 

،fruiting bodies :(sporonia ،perithecia ،pycnidia،sporodochia(الثمريةالأجسامإنتاج-

corenia.

.الثمريةالأجسامشكلوحجمولون-

II.2 .2.4 .تشخيص البكتيريا الخيطية المعزولة

(;Breed et al 1957التشخيصبمفاتيحبالاستعانةالجنسمستوىعلىالخيطيةالبكتيرياعلىالتعرفتم

(Holt et al, 1924البيوكيميائيةوبعض الخصائصوالمزرعةالمورفولوجيةالخصائصعلىبالاعتمادذلكو

الخصائصإلىبالإضافةInternational Streptomyces Project (ISP): لـوفقاأوساطعدةباستعمال

Muliani, 2008; Shirling et Gottlied, 1966; Silva et(الميكروسكوبية  al., 2009; Verma et  al.,

: التاليةالصفاتتحديدتمحيث.)2009

الزرعوسطعلىلوĔاوالأبواغتشكيللا،أممقسمالمسليوممادةلونالهوائي،المسليوملونووجود-

Inorganic salts-starch agar (ISP 4)الوسطوYeast Extract Malt Extract (IPS2)منيوم21بعد

.م27ºحرارةدرجةفيالحضن

.حلزونيةأولولبيةخيط،شكلفيسلاسلقصيرة،أوطويلة: البوغيةالسلاسلترتيبومورفولوجية-

.غباريةأوحبيبيةجيلاتينية،: المستعمرةسطحبنية-

درجةفيالحضنمنيوم14بعدGlycérol-asparagine agar (IPS5) الوسطعلىتمالمنتشرةالصباغإنتاج-

.م27ºحرارة



2011المواد و الطرق                                                    

32

الحضنمنيامأ4 بعدTyrosine agar (IPS7) الوسطعلىتم)سوداءإلىداكنةبنية(الميلانينصبغةإنتاج-

.م27ºحرارةدرجةفي

باĐهرتفحصالتلوينمراحلبعدومثبتةبكتيريةمسحةبتحضيرالكلاسيكيةللطريقوفقاتمغرامتلوين-

.)100×(تكبيرتحتالضوئي

-acid-fastتلوينبواسطةتمالكحولاتوبالأحماضالتلوينمقاومةأو  Ziehl-Neelsen Stainحسب

(Larpent and Larpent-Gourgaud, 1985)فيالأحمرباللونتتلونوالتيالميكوبكتيرياجنسلتمييزذلكو

حسبتمModified Ziehl-neelsen Stainتلوين.الأزرقباللونتتلونالأخريالأجناسبقيةحين

)Gorden et Smith, 1954(مثلجزئياالكحولاتوللأحماضمقاومةتكونالتيالأجناسلتحديدذلكو

Nocardiaالورديباللونتتلونالتيو.

2H2O2 → O2: التاليللتفاعلوفقامركبينإلىالأوكسيجينيالماءتحلليحفزالكتالازإنزيم- + 2H2O.

منقطرةإضافةثممعقمةزجاجيةصفيحةعلىالبكتيريةالمستعمرمنجزءبوضعتمالإنزيمهذاوجودإختبار

وجودوالأوكسيجينيالماءتحللعلىدليلغازيةفقاعاتظهوردورانية،بحركاتالخلطوالأوكسجينيالماء

.الكتالازإنزيم

أنابيبعلىالموزعMeat Liver Agarالوسطباستعمال(Guiraud ; 1998)حسبتمالتنفسنمطمعرفة-

ماصةبواسطةالزرعثمم45ºحرارةدرجةحتىليبرديتركثمدقيقة30لمدةمائيحمامفيالوسطيجددإختبار،

بعد. للوسطالمتجانسالزرعđدفحلزونيةحركاتبواسطةوتخرجالوسطعمقإلىتدخلالتيباستور

.يوم21لمدةم45ºحرارةدرجةفيالأنابيبتحضنالوسطتصلب
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عنالزرعتمحيث،Mannitol mobilityالوسطباستعمال(Guiraud ; 1998)حسبتمالبكتيرياحركة-

عندالبكتيرياحركةعنيعبر،م30ºحرارةدرجةفيالحضنمنأيام7بعدوللوسطالعموديالثقبطريق

. العموديةالزرعمنطقةمنإنطلاقاالوسطعلىنموهاإنتشار

II.2 .5.الثانويةالمستقلباتإستخلاص

والبكتيريةالفطريةللعزلاتبالنسبةميكروبيالضدالبيولوجيالنشاطذاتالثانويةالمستقلباتعزلđدف

,.Arasu et al., 2009; Kwon et al(منكلطريقةعلىالاعتمادتمأوليمكروبيضدنشاطأظهرتالتي

2007; Zin et al., 2007( .امل250بسعةحواجلتحضيرتمحيثđ100المعقمةالأوساطمنملPDBو

NBدفđالتواليعلىالمعزولةالخيطيةالبكتيرياوالفطريةالعزلاتمنلكلالثانويةالمستقلباتاستخلاص .

الناميةالهيفاعلىالحاويةالآجار منأقراص4بعدهاأيام،5لمدةPDAالوسطعلىالفطرياتنميت

SCAالصلبالوسطعلىأولافتنمىالخيطيةالبكتيرياأما،PDBالسائلالوسطعلىتزرعالفطريللمسليوم

3لمدةPDB السائلالوسطمل15علىتزرعالبكتيريةالمستعمراتعلىالحاويالآجار منأقراص4بعدها

تمتالتجربةمراحل. NBالسائلالوسطمنمل100إلىالثالثاليومĔايةفيالحجمهذاإضافةيتمأيام،

تحتم27ºحرارةدرجةفيحضنهاتمالحواجلكل.عينةلكلبمكررينوالعيناتكلمعمعقمةشروطفي

:التاليةللمراحلوفقاالاستخلاصعمليةتمتالحضنفترةإنتهاءبعد. يوم21لمدة)دقيقة/دورة150(الرج

حيثالرشاحةعنالمسليومعزلđدفالقطنيالشاشمنطبقتينعبرحدةعلىكلعينةكلأوساطتمرير-

.نضيفبيشرفيالأخيرةهذهاستقباليتم

منالتخلصđدفدقيقة15لمدة)دقيقة/دورة8000(مركزيلطردتعرضعينةلكلعليهاالمحصلالرشاحة-

.الأبواغوالمسليومبقايا

يسترجعالثانيوالأولالمكررمنلكلالمركزيالطردعمليةبعدعليهالمتحصلالرشاحةمنالعلويالجزء-

ساعاتلعدةتتركثمجيداالعيناتترجالتوالي،علىالكلوروفورموأسيتاتالإيثيلمنالحجمبنفسليمزح
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تسترجعالعضويةالطبقةعنالعضويةالطبقةانفصالبعد. المائيةالطبقةعنالعضويةالطبقةانفصالđدف

.الطريقةبنفساستخلاصهافيعادالمائيةالطبقةأماالأخيرةهذه

درجةتحت)Rotavapor(التبخيربجهازتركيزهاليتمالعينةنفسمنمذيبلكلالعضويةالطبقاتتمزج-

فيمل/مغ20بتركيزيذابخاممستخلصعنعبارةناتجعلىالنهايةفينحصل، م45ºحرارة

. استعمالهغايةإلىم4ºحرارةدرجةفيليحفظ)9: 1(بنسبةماء:dimethylsulfoxide (DMSO)المزيج

.الاستخلاصمراحليلخص)04الشكل(

II.2 .6.للميكروباتالمضادةالخامةالمستخلصاتنشاطيةدراسة

طريقةعلىبالاعتمادعليهاالمتحصلالخامةللمستخلصاتميكروبيةالضدالنشاطيةدراسةتمت

Baras et(: لـوفقاالأقراصباستعمالالصلبالوسطعلىالإنتشار  al., 2006(.البوغيةالمعلقاتحضرت

ثمالتبوغعمليةتتمحتىيوم15إلى10لمدةPDAالصلبالوسطعلىبتنميتهاالمختبرةالفطريةللعينات

بعدهالتسترجعمعقمةبملعقةبلطفالأبواغتكشطتم،مل10المعقمالقطرالماءمنبـحجمالأطباقتغطى

الأنواعباقيوCandida albicansالخميرةأمامل،/بوغة410عندكثافتهاتثبتومعقمةإختبارأنابيبفي

مل/خلية810، 610اكثافتهاوتحدد،NBوPDB السائلةالأوساطعلىساعة18لمدةفتنمىالمختبرةالبكتيرية

علىNB وPDA الصلبةالأوساطعلىالبكتيريةوالفطريةالمعلقاتمنل100µيصب . الترتيبعلى

سابقاوالمعقمةالمحضرة)1رقموتمان(ورقيةأقراصتوضع. لتجفتتركومعقمزجاجيبناشرتنشرثمالترتيب

علىكل)مل/مغ1(بتركيزالمذيبينمنلكلالخامالمستخلصمنل25µبـحجمتبللثمالآجار سطحعلى

المستخلصاتلإذابةالمستعملالمزيجسالبكشاهداستعملوعينةكلمعمراتثلاثالعمليةتكرر،حدة

فيالأطباقكلحضنتمعقمة،شروطفيتمتالتجربةمراحلكل، )9: 1(بنسبةماء:(DMSO)الخامة

.التثبيطقطرمعدلقياسطريقعنقدرتالبكتيريةوفطريةالضدالنشاطية. م37ºحرارةدرجة
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م27ºيوم في درجة حرارة  21الحضن لمدة 

/دورة8000(طرد مركزي

حسب طريقةالعينات الفطرية و البكتيرية من المستقلبات الثانويةمخطط يوضح استخلاص : 04الشكل
)Arasu et al., 2009; Kwon et al., 2007; Zin et al., 2007(

الاستخلاص بالكلوروفورم  أسيتاتثيليستخلاص بالإالإ

الاستخلاص بالكلوروفورم أسيتاتثيليستخلاص بالإالإ

على الترتيب  BNو PDBزرع الفطريات والبكتيريا على أوساط 

المسليوم

رشاحةال

الراسب

المائيلجزءا

عضويجزءالمائيالجزء

عضويجزء

عضويجزء

المائيالجزء

المائيالجزء

المائيالجزء عضويجزء

Ĕائي عضويجزءĔائي عضويجزء

المستخلصات الخامةم45ºتبخير في درجة حرارة 

ترشيح عبر طبقتين من الشاش القطني
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II.2 .7.للأكسدةالمضادةالنشاطيةدراسة

II.2 .7.. 1إختبارβ-carotène

يعبر هذا الاختبار عن القدرة المضادة للأكسدة بقياس تثبيط المركبات العضوية الدهنية 

والتي تظهر خلال )conjugated hydroperoxi dediene(و الهيدروبيروكسيدات التي تملك روابط ثنائية 

.)Dapkevicius et al., 1998(أكسدة حمض اللينولييك 

من حمض اللينولييك ل25µمل من الكلوروفورم، يضاف له 1تذوب في β-carotèneمغ من 0.5نأخذ 

م، ونضيف 40ºيخلط هذا المزيج ثم يبخر الكلوروفورم كليا في جهاز التبخير في 40tweenغ من 200و 

مل من الخليط السابق في أنبوبة إختبار ونضيف له 2.5نضع . مل من الماء المقطر المشبع بالأكسجين100

مل،/غمل2مكرولتر من المستخلصات المتحصل عليها في عملية الاستخلاص و المحضرة بتركيز ثابت 350

كشاهد موجب والماء والميثانول كشواهد سالبة يحضن المزيج في BHTتكرر العملية مع الشواهد والمتمثلة في 

سا، 0وذلك في أزمنة متتالية . نانومتر490درجة حرارة الغرفة بعيدا عن الضوء، بعدها تقاس الامتصاصية في 

لتثبيطية للمستخلصات المضادة للأكسدة ويتم حساب النسبة ا. سا48سا، 24سا، 6سا، 4سا، 3سا، 2سا، 1

(RAA)حسب المعادلة التالية:

RAA% =Aالعينة/ABHT× 100

Aامتصاصية العينة،  : Aالعينة:حيث BHT : امتصاصيةBHT.

II.2 .8.الإنزيميةالنشاطيةدراسة

أنيمكنالذيوالمستعملللوسطوفقاتتعددالخليةخارجالمفرزةللإنزيماتالإنزيميةالنشاطيةدراسةطرق

الأكثرالصلبةالآجار أوساطباستعمالالأنزيميةالنشاطيةعنالكشفيعدوسائلا،أوصلبايكون

البكتيرياوالفطرياتلديخلويةالخارجالإنزيماتلمختلفالسريعوالتقديربالكشفتسمححيثاستعمالا

)El-kady et al., 1984; Taskin et al., 2008(.
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، Amylase ،Dextrinase ،Protéase(إنزيممنكلإفرازعلىقدرēاحيثمنالعيناتدراسةتم

Lipase ،Esterase ،Cellulase(تلقحبعدها، القاعديةالأوساطفيإنزيمكلتفاعلمادةبإذابةذلكو

الوسطعلىنميتقدتكونالتيوللفطرياتالناميةالهيفاعلىالحاوية)ملم5(الآجاربأقراص

المعلقمنإنطلاقافتزرعالخيطيةالبكتيرياأما،glucose yeast extract peptone (GYP) agarالصلب

علىالبكتيرياوالفطرياتمنلكلأيام7إلى5لمدةتنموبعدهالتترك،)مل/بوغة610(سابقاالمحضرالبوغي

منكلحسابتموالأطباقإلىإنزيمينشاطكلكواشفتضافبعدهام،30ºحرارةدرجةفيالترتيب

قدرتالإنزيميالإنتاجنسبةومختبرةمادةكلعلىعزلةلكلالإنزيميةالنشاطيةلتقديرالمستعمرةوالهالةقطر

:التاليةالعلاقةحسب)Taskin et al., 2008(لطريقةوفقا

قطر المستعمرةمعدل /قطر الهالةمعدل = نسبة الإنتاج الإنزيمي

II.2.1.8.الفطريةالإنزيميةالنشاطيةدراسة

II.1.1.8.2.الأميلاز

glucoseالوسطعلى)ملم5(الفطريةالآجار أقراصبزرعالفطرياتلديالأميلازإنزيمنشاطيةاختبرت

yeast extract peptone (GYP) agarللذوبانالقابلالنشاءمن% 2إليهمضاف)Soluble Starch(أو

%2وiodine%1(منالمتكونIKI) (الكاشفبمحلولالأطباقغمرتالحضنمدةبعد، الدكسترين

potassium iodine( ،باقيأماالأميلازإنزيملنشاطيةموجةنتيجةتعتبرالفطريةبالمستعمرةالمحيطةالهالة

.)Maria et al., 2005(أزرقبلونفيظهرالوسط

II.2.1.8.2.البروتياز

: جيلاتين(الجيلاتينمن0.4%إليهمضافGYP الوسطباستعمالتمتالبروتيازإنزيمنشاطية

الأطباقتغمرالحضنعمليةبعدالمعقم،GYPالوسطإلىيضافثملوحدهيعقموالذي)مل100/غ8

تظهرالمحللالجيلاتينمنطقةحيثالجيلاتين،معيترسبالذيAmmonium sulfateالمشبعالمائيبالمحلول
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المحللةغيرالمنطقةأماالبروتيازإنزيمنشاطوجودعلىدلالةالفطريةالمستعمرةحولشفافةهالةبشكل

ammonium sulfate.(Maria et al., 2005)محلولمعهافيترسب

II.3.1.8.2.الإستيرازوالليباز

TweenإليهمضافPeptone Agarالوسطعلىالعزلاتتنميةطريقعنالليبازإنزيمنشاطيةحددت

لكلمل1بنسبةيضافحيثPeptone Agarالوسطعنبمعزليعقموالذيالكربونوحيدكمصدر20

المستعمرةحولهالةبظهورالليبازلإنزيمالموجبةالنشاطيةعنيعبرالحضنعمليةبعدالوسط،منمل100

Maria et(بلوريةترسباتبشكلالفطرية  al., 2005(.فيالمتبعةالطريقةنفساعتمدتللإستيرازبالنسبة

وTween 80 إليةمضافالوسطنفساستعملحيثالإستيراز،نشاطيةلتحديدالليبازنشاطيةتحديد

ترسباتبشكلهالةظهورالمستعمل،الوسطمنمل100لكلمل1بنسبةيضافولوحدهيعقمالذي

.)Carrim et al., 2006(الإستيرازنشاطيةوجودعلىيدلالفطريةالمستعمرةحول

II.4.1.8.2.السيليلاز

;Abdel-raheem et Shearer, 2002(حسبتمالفطرياتلدىالسيليلازإنزيمنشاطيةإختبار

Pointing, 1999( .القاعديالوسطعلىالفطرياتزرعتCellulolysis basal medium (CBM)مضاف

درجةفيأيم5لمدةحضنتثمCarboxymethyl Cellulose) (CMCالسيليلوزمن) حجم/وزن(% 2إلية

بعدهادقيقة15لمدة) حجم/وزن(% 2الكونغولأحمرالمائيبالمحلولالأطباقغمرتبعدهام،25ºحرارة

وجوددقيقة،15لمدةNacl (1M)الصوديومكلوريدبمحلولجديدمنتغمروالمقطربالماءالأطباقغسلت

.السيليلازإنزيمنشطوجودعلىيدلالفطريةالمستعمرةحولالمصفرةالهالة

II.2.2.8.البكتيريةالإنزيميةالنشاطيةدراسة

الليبازمنكلأما)Faucher et al., 1995(حسبتمتالبروتيازوللأميلازالإنزيميةالنشاطيةمنكل

.)Carrim et al., 2006; Sousa et al., 2008(حسبفتمالإستيرازو
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II.1.2.8.2.الأميلاز

القابلالنشاءمن ) حجم/وزن(% 1علىيحتوي)(YMAالوسطعلىالخيطيةالبكتيرياأجناسزرعتم

7مدةم30ºحرارةدرجةفيالأطباقحضنتمل،/بوغة610البوغيالمعلقمنإنطلاقاخطبشكلللذوبان

حولالشفافةالهالةظهور،I2من%1وKIمن%2منالمتكونالليقولبمحلولمعاملتهابعدهاليتمأيام

.الأميلازإنزيمنشاطيةعلىيدلالمستعمرة

II.2.2.8.2.البروتياز

% 5علىيحتوي)(YMAالوسطإستعمالتمالمعزولةالخيطيةالبكتيريالديالبروتيازأنزيمنشاطيةلدراسة

زرعتمحيثلوحدة،المعقمو)Skimed Milk(الدهونمنزوعالجافالحليبمسحوقمن) حجم/وزن(

الأطباقمعاملةالأخيرفيليتمأيام7لمدةم30ºحرارةدرجةفيالحضنثمسابقاوصفكماالبوغيالمعلق

وجودعلىيدلالبكتيريةالمستعمرةحولالشفافةالهالةظهورل،/مول0.1بتركيزHClالكلورحمضبمحلول

.البروتيازإنزيمنشاطية

II.3.2.8.2.الإستيرازوالليباز

Tween 80وTween 20 من) ح/ح(% 1إضافةتمالإستيرازوالليبازإنزيميمنكلنشاطيةلإختبار

قبللوحدهماتعقيمهماتمTween 80وTween 20منكل،Peptone Agarالوسطإلىالترتيبعلى

حرارةدرجةفيحضنتثمالمحضرةالأوساطعلىالخيطيةللبكتيرياالبوغيالمعلقزرعالوسط،إلىإضافتهما

30ºايةبعدأيام،7لمدةمĔعلىدليلالبلوريةالترسباتذاتالهالةوجودوالأطباقمعاينةتمالحضنمدة

.الإستيرازوالليبازإنزيمينشاطيةوجود

II.4.2.8.2.السيليلاز

الوسطإستعمالتمحيث.)Arunachalam et al., 2010(حسبالسيليلازإنزيمنشاطيةإختبارتم

Cellulose Agarحجم/وزن(% 1علىيحتوي (السيليلوزمنCMC)(،تحضنالوسطعلىالبكتيريازرعبعد
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الحضنمنساعةنصفبعد. %0.1بتركيزالكونغوأحمرالأطباقفييصبم30ºحرارةدرجةفيأيام7لمدة

الهالةوجود،Nacl (0.5M) الصوديومكلوريدلهاأضيفثمالأطباقوغسلتالكونغوأحمرمنالتخلصتم

.السيليلازإنزيمنشاطوجودعلىدليلالمستعمرةحولالشفافة

II.2.9.القمحبذورنمووإنتاشعلىالداخليةالبكتيرياوالفطرياتتأثيردراسة

II.2.1.9.المعزولةوالبكتيريابالفطرياتالقمحبذورمعالجة

تمبشيربنمحمدالمحليالصنفقمحبذورونموإنتاشعلىالدقيقةالأحياءهذهتأثردراسةđدف

المعلقاتتحضيرتمالتجربةمراحلأولفيحيث.)Mukhtar, 2008(طرفمنالمتبعةالطريقةعلىالاعتماد

بعدهاالجيد،التبوغدرجةحتىم30ºحرارةدرجةفيMEA الوسطعلىمنهاكلبتنميةالبكتيريةوالفطرية

أنابيبفيتسترجعالأبواغهذهأينمعقمةملعقةبواسطةبلطفالأبواغوتكشطالمعقمالمقطربالماءتغمر

كملزجيستعملالذيالنشاءمن) حجم/وزن(% 2لهاويضافمل/بوغة810عندتركيزهاويثبتإختبار

أيدونمنسليمةبذورإختيارفتمالبذوريخصفيما. البذورسطحعلىالأبواغتثبيتعمليةلتسهيل

هيبوكلوريتمحلولفيدقيقة15لمدةبغمرهاالسطحتعقيملعمليةتعرضهاتمالأخيرةهذهشقوقأوصدوع

حدةعلىكلالمحضرةالمعلقاتفيالبذورغمرت. المعقمالمقطربالماءمراتثلاثةتغسلثم% 1الصوديوم

المقطرالماءفيمغمورةالثانيوالنشاءمعلقفيمغمورةبذورالأولشاهديناستعملكمادقيقة2-1مدة

الترشيحورقمنطبقتينđابتريأطباقعلىحبات10بمعدلتزرعبعدهالتجفالعيناتتتركالمعقم،

حرارةدرجةفيالأطباقحضنتثممعاملةلكلمكررات3الإعتباربعينأخذمعبالماءالمشبعوالمعقمواتمان

25ºالمنتشةالبذورعدديوميايراقبأينأيام8لمدةالظلامفيم.

II.2.2.9.القمحبذورنمووإنتاشعلىالداخليةالخيطيةالبكتيرياوالفطرياتتأثير

.التالةللعلاقةوفقا(Mukhtar, 2008)حسبالإنتاشنسبةحسابتمالحضنمرحلةآخرفي

Germination
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السوقياتطولمعدلاتحسابوالناتجةوالجذورالسوقياتمنلكلالرطبالوزنحسابتمكما

للعلاقةوفقاVigor Index (VI) (Taskin et al., 2008) البادرات نموقوةمؤشرحسابđدفالجذورو

:التالية

VI = (PL + RL) × GPحيث:

VI :Vigor Indexالبادراتنمومؤشر.

PL :  Plumule Lengthالناشئةالسوقياتطول.

RL :Roots Lengthالجذورطول.

GP :Germination Percentageالإنتاشنسبة.

II.2.3.9.الأستيكحمضأندولإنتاجإمكانيةإختبار(Indole acetic acid (IAA))

الشاهدإلىبالنسبةمقارنةالقمحنباتنموعلتأثيرهايخصفيماإيجابيةنتيجةشهدتالتيالعزلات

Khamna et(حسبIAAللهرمونإنتاجهاإمكانيةحيثمناختبرت  al., 2010( .علىالعزلاتنميت

السائلالوسطمل5علىإنفرادعلىتزرععينةكلمنملم8بقطرقرصبعدهاYMA الصلبالوسط

Yeast Malt Extract Broth (YMB)إليهمضافL-tryptophanفيتحضنالمزارعهذهمل،/مغ2بتركيز

دقيقة،/دورة8000المركزيالطردبعمليةالرشاحاتعنالمسليومفصلبعدهاأيام7لمدةم30ºحرارةدرجة

Salkowskiكاشفمنملم2مععينةلكلالرشاحةمنمل1مزجتمIAAوجودمنالكشفلغرضو

دقيقة30- 25بعدالوردياللونظهور،H2SO4منمل30وFeCl3 (0.5M)محلولمل15منالمتكون

.الرشاحةفيIAAوجودعلىدليل

II.2.4.9.الفوسفاتإذابةإمكانيةإختبار)Phosphate Solubilization(

طريقةعلىبالاعتمادالبكتيريةالعزلاتطرفمنللذوبانقابلالغيرالفوسفاتإذابةإمكانيةإختبارتم

)Soltani et  al., 2010( .علىالحاويةبتريأطباقمركزسطحعلىالبكتيرياوالفطرياتمنكلزرعت
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الشفافةالمنطقةأيام،8مدةم30ºحرارةدرجةفيالحضنثمPikovskaya (PKV) المعقمالصلبالوسط

.أبيضبلونيبقىالوسطباقيحينفيالفوسفاتإذابةعلىدليلالمستعمراتحول

II.2.5.9.الأمونياإنتاج)Ammonia Production (NH3)(

Ahmad et(طريقةحسبتمالعزلاتلدىالأمونياإنتاج  al., 2008(.أنابيبفيالعزلاتنميتإذ

كاشفمنمل0.5 إضافةيتمبعدها، م30ºحرارةدرجةفيساعة48مدةالبيبتونيالماءعلىتحتوياختبار

Nesslerالأصفراللونإلىالسائلللوسطالبنياللونبتحولعليةيستدلالأمونياوجودإختبار،أنبوبةلكل.

II.2.10.الإحصائيةالتحليلات

إحصائياالنتائجحللت،(SD)المعياريالانحراف±(M)الحسابيبالمتوسطعليهاالمحصلعن القيميعبر

-StudentباختبارالمتبوعSAS/STAT® 9.2باستعمال(two-way ANOVA)اختبارطريقعن

Newman-keuls multip-rang testالعزلاتمستخلصاتبينالتثبيطمناطقمتوسطاتلمقارنة.

 (one-way ANOVA)باختبارالمتبوعStudent-Newman-keuls multip-rang testبينللمقارنة    :

üللأكسدةالمضادةللنشاطيةبالنسبةالشواهدوالمستخلصات.

üالعزلاتطرفمنالإنزيميةالنشاطيةعنالناتجةهالاتبينللمقارنة.

üالمعاملةللبذوربالنسبة) الإنتاشنسبةوالسويقاتوالجذورمنكلوزنوطول(بينللمقارنة

.الشواهدوبالعزلات

.(P < 0.05)التحديدمعاملأنأي%5الدلالةعندمعنىذوإحصائياالفرقاعتبرحيث
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III.1.الخيطيةالبكتيرياوالفطرياتعزل

تعقيمعمليةالزرع دلالة على فعاليةأوساطعلىللبكتيريالاوللفطرياتنموحالةأيتسجيليتملم

المراحلاعتباريمكنالنتائجهذهخلالمن. المراقبةوالحضنبعدوالمذكورتينبالطريقتينتمتأنبعدالسطح

منالمنتجةالأبواغكذاو)(Epiphytesالسطحيةالميكروباتمنللتخلصكافيةالتعقيمعمليةفيالمتبعة

دقيقةحيةكائناتاعتبارهايمكنعليهاالمتحصلالعزلاتوأنالسطحيةالخيطيةالبكتيرياوالفطرياتطرف

.)Coombs et Franco, 2003a(القمحلنبات)Endophytes(داخلية

18وبكتيريةعزلة23منهاعزلة43علىالجذوروالأوراقبينمقسمةقطعة100إجماليمنالحصولتم

.)1الجدول(فطرية

.*القمحنباتأوراقوجذورعيناتفيالإستيطانمعدلوالعزلمعدلالعزلات وعدد:01الجدول
Organs of Wheat plant

Endophytes
RootsLeaves

Colonization
rate (%)

Isolation
rate

Number
of

isolates

Colonization
rate (%)

Isolation
rate

Number
of

isolates

320.4812240.328Endophytic
fungi

480.6416200.287Endophytic
actinomycetes

.الجذورمنقطع5والأوراقمنقطع5أخذتنبتةكلمننبتاتخمسة*

كانتالعزلوالإستيطان و معدلاتالمعزولةالبكتيريةوالفطريةالعزلاتكل من عددأنالنتائجتظهر

%48إستيطان بمعدلالجذورمنبكتيريةعزلة16علىالحصولتمحيثالأوراق،معمقارنةالجذورفيأكبر

و % 20وعزلإستيطان بمعدلبكتيريةعزلات7علالحصولفتممن الأوراقأما0.64عزلمعدلو

و%32وعزلإستيطان بمعدلالجذورمنفطرا12علىالحصولتمأخريجهةمن. الترتيبعلى0.28

.0.32عزلمعدلو%24إستيطان بمعدلعزلات8عزلفتمالأوراقأماالترتيب،عل0.48
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النتائج.الخيطيةالبكتيرياوأكدت هذه الدراسة احتواء نبات القمح على العديد من   الفطريات

المحاصيلنباتاتمختلفمنالخيطيةالبكتيرياوالفطرياتعزلتمإذأبحاثعدةمعتتوافقعليهاالمتحصل

Naik et al., 2009; Tian et(الأرزمثلالزراعية  al., 2004(الصويافولو)Pimentel et  al., 2006(

,Coombs et Franco, 2003a; Coombs et Franco(سيقان نبات القمحوأوراقوجذوروبذورو 

2003b; Larran et al., 2007; Sieber et al., 1988(.

الجذورفيأكبركانتحيثمختلفةكانتعليهاالمتحصلالعزلوالإستيطان ومعدلاتالعزلاتعدد

العزلأوساطوالمدروسالنباتيبالنوعتتأثرالمعاييرهذهفإن) Gong)2009حسبوالذيبالأوراقمقارنة

نباتسيقانوأوراقوجذورفيأبحاثعدةالاختلافهذاأشارت إلى. المستعملةالقطععددكذاو

Naik et al., 2009; Tian(الأرزأوراقوجذور،)Larran et al., 2007; Sieber et al., 1988(القمح

et al., 2004(.الطبيةالنباتات منأنواععدةأزهاروسيقانوأوراقوجذورو كذا)Gong et al.,

2009; Lv et al., 2010( .التخصصأوالتفضيلمننوعالأجناسبعضإبداءإلىيعزى هذا الإختلاف

محددة في تلك مادةالنمو علىإستهلاك وعلىالأجناسهذهما بسبب قدرةنباتيعضونسيجاتجاه

Huang et(الأنسجة  al., 2008; Photita et  al., 2001(،الفيزيولوجيةالشروطمعالتأقلمبالتاليو

الطبيعةإلىيعزىقدأخرىجهةمن. )Larran et al., 2007(المعطىالعضونسيجداخلالإيكولوجيةو

فحسباختراقها،علىالدقيقةالأحياءهذهوقدرةالنباتلنسيجالخارجيةللطبقاتالمكونةالكيميائية

Petrini)1992(الإختراقعلىيعتمدالدقيقةالأحياءهذهطرفمنللعائلالداخليةالأنسجةإستيطان فإن

الإنزيميالهدمأوميكانيكيطريقعنيكونأنيمكنو الذيللنباتات  الواقيةالقشرةلطبقاتالناجح

بكوĔاعلاقةلهيكونأنيمكنالجذورفيأكبربنسبةالخيطيةالبكتيرياتواجدأنكما. الطبقاتهذهلمركبات
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الفرعيةالجذوروشقوقنتوءاتعبرالعائلجذورعدوىعمليةيسهلمماالتربةفلورامنكبيرقسمتمثل

.(Coombs et Franco, 2003b; Hasegawa et al., 2006)الجذريةالعقيداتكذاو

III.2.العزلاتطرفمنالممرضةالفطرياتوللبكتيرياالمضادالأوليالنشاطإختبار

المعزولة

المتحصلالإجماليةالعزلاتبينمنمكروبيالضدالنشاطذاتالعزلاتانتقاءإلىالإختبارهذايهدف

.)2الجدول(المزدوجةالمزارعطريقعنتمالذيوعليها

.المزدوجةالمزارعبطريقةالخيطيةالبكتيريابواسطةالممرضةالبكتيريةالأنواعنموتثبيطمناطق:20الجدول
Inhibition Zones (mm)

Pathogenic Bacteria Actinomycetes Isolates

Isolate 17BIsolate 3BIsolate 16N
14154Bacillus sp.
766Staphylococcus aureus

13137Enterococcus faecalis
688Salmonella typhimurium

152322Escherichia coli
12714Pseudomonas aeruginosa
0078klebsiella pneumoniae

.الممرضةالبكتيرياوالمعزولةالخيطيةالبكتيريابينالنموتثبيطمسافةتمثل  :Inhibition Zones (mm)

لهاعزلات3علىالحصولتمخيطيةبكتيريةعزلة23بينمنأنهعلىعليهاالمتحصلالنتائجتشير

نشاطيةشهدت16Nالعزلةحيثالمستعملة،البكتيريةالأنواعمنواسعةمجموعةعلىبكتيريضدنشاط

علىكانأكبرهاملم22إلى4منالتثبيطمناطقتراوحتوالبكتيريةالأنواعجميععلىمكروبيهضد

البكتيرياعلىأكبرهاملم23إلى7بينتثبيطمناطقفسجلت3BالعزلةأماEscherichia coliالبكتيريا

Escherichia coli،17العزلةبينماأيضاBالبكتيرياوكانتملم15إلى6منفسجلتEscherichia coli

klebsiellaعلىتثبيطينشاطأيتسجللمحينفيملم15تثبيطيةبمنطقةحساسيةالأكثرهي

pneumoniae.

.)03الجدول(فيالتثبيطبنسبموضحةالمعزولةالفطرياتوللبكتيريافطريالضدالنشاطإختبارنتائج
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.المزدوجةالمزارعبطريقةالمعزولةالفطريات و البكتيريا الداخليةبواسطةالفطرياتنموتثبيطنسبة:03الجدول
Inhibition percentage (%)

Isolates Fusarium oxysporium F.sp .albidinisPhytophtora infestans spp.
11,118,11C3B
44,445,41C4B
63,8921,6224
16,6745,9539
52,7829,7338
16,675,4217N
58,330,00C1B
45,0042,9616N
43,3351,853B
7,5054,0717B

:Inhibition percentage (%)الشاهدالطبقفيالفطرنفسقطر\المزدوجةالمزرعةفيالمختبرالفطرقطرنسبةتمثل.

عزلات3وفطريةعزلات7بينهامنعزلة43بينمنفطريةضدنشاطيةلهاعزلات10تسجيلتم

الفطرينمنكلعلىمختلفةتثبيطنسبشهدتالأخيرةهذهالعزلات،إجماليمن%23بنسبةأيبكتيرية

%54.07إلى%5.42بين. .Phytophtora infestans sppالفطرعلىالتثبيطنسبتراوحتأينالممرضين

16Nالعزلاتتليها17Nو3Bالبكتيريةالعزلاتمنكللدى%50تفوقتثبيطنسبسجّلتحيث

Fusarium oxysporium F.spالفطرعلىالمسجلةالتثبيطنسبحينفي. %40منبأكبر39و

.albidinis17العزلةطرفمنتثبيطنسبةكأقل%7بينفتراوحتBتثبيطيةنسبةكأعلى%63.89إلى

.24العزلةطرفمن

بينوثيقةعلاقةوجودإلىيوحيالسليمةالنباتات أنسجةداخلالخيطيةالبكتيرياوالفطرياتوجودإن

منوحمايتةالنباتلنموالمنظمةالمستقلباتإنتاجفيأهميتهاتكمنإذعائلها،أنسجةوالدقيقةالأحياءهذه

أخرىجهةومن،)Araújo et al., 2000; Inderiati et Muliani, 2008(الممرضةالدقيقةالحيةالكائنات

النشطةالثانويةللمستقلباتمصدرأĔاعلىللنباتات الداخليةالبكتيرياوالفطرياتأنجدامعروف

Gong et al., 2009; Inderiati et Muliani, 2008; Kwon(الصيدلانيةوالزراعيةالأهميةذاتوبيولوجيا
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et al., 2007 (للنباتات الممرضةالفطرياتضدبيولوجيةمقاومةعواملوميكروبيهالضدنشاطيتهاو

)Ghadin et al., 2008; Nedialkova et Naidenova, 2005; Quecine et al., 2008(.

ضدنشاطيةتملكالمعزولةالبكتيريةوالفطريةالعزلاتمنعددفإنعليهاالمتحصلالنتائجخلالمن

المزارعبطريقةسابقةدراساتعدةفيإثباتهتمماوهذاواحدممرضفطرأوبكتيرياعلىالأقلعلىميكروبيه

تملكالطبيةالنباتاتبعضمنالمعزولةالخيطيةالبكتيرياوالفطرياتبعضمنكلأنوجدحيث. المزدوجة

النتائجيوافقما)Ghadin et al., 2008; Jalgaonwala et al., 2010(بكتيريةوفطريةضدنشاطية

ضدنشاطيةلهاالأرزمنالمعزولةالخيطيةوالبكتيرياالفطرياتبعضمنكل.)3و2الجدول(عليهاالمتحصل

Naik et(للنباتات الممرضةالفطرياتضدفطرية  al., 2009; Tian et al., 2004( .بعضأنحينفي

Taraxacum coreanumنبتةجذوروأوراقمنالمعزولةالفطريات Nakaiو جدت الطبيالاستعمالذات

منأيضاالمعزولةالخيطيةالبكتيرياعزلاتمن%52أما. )Paul et al., 2006(فطرية ضدنشاطيةأĔا تملك

بينهامنمختبرةممرضةبكتيرياعلىالأقلعلىبكتيريةضدنشاطيةتملكالطبيةالماطرةالغاباتنبتاتبعض

النتائجيوافقماوهذا)Qin et al., 2009b(عليها تثبيطينشاطلهاالتيالبكتيريامنواسعمجاللهاعزلتين

الفطرياتكانتلماو. )2الجدول(17Bو16N،3Bالثلاثالخيطيةالبكتيريةعليها عند العزلاتالمتحصل

Naik et al., 2009; Paul(المضاد للميكروباتالبيولوجيالنشاطذاتالمركباتوللمستقلباتمصدرتمثل

et al., 2007(.علىالمعزولةالداخليةالفطرياتوالبكتيرياطرفمنالمثبط للنموالنشاطوجوديعزي

ذاتلمركباتالعزلاتهذهإنتاجإمكانيةإلىالمزدوجةالمزارعبواسطةالمختبرةالممرضةالبكتيرياوالفطريات

.)Naik et al., 2009(الزرعأوساطفيالممرضةالكائناتلنمومثبطبيولوجينشاط
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III.3.المعزولةالخيطيةالبكتيرياوالفطرياتتشخيص

النتائجعلىالحصولتمالنشطةالفطرياتمنلكلالميكروسكوبيةوالمورفولوجيةالخصائصدراسةبعد

.)5الشكلو 4الجدول(التالية 

سبعةلمدةمختلفةأوساطعلىالحضنبعدالفطريةللعزلاتوالميكروسكوبيةالمورفولوجيةالخصائص:40الجدول
.م26ºحرارةدرجةفيأيام

الخصائص
الميكروسكوبيةالخصائصللمستعمرةالمورفولوجيةالخصائصالعزلات

(17N)

فيأبيضلونذاتقطنية،سريع،نمو-
تكونالرمادي،اللونإلىيتحولثمالبداية

.MEAالوسطعلىكثافةأقل

ثمريةأجسامإنتاجمقسمة،الهيفا-
Perithiciaالحجمكبيرةيوم،11بعد

سوداءسميكةđيفاتمحاطةوسوداءدائرية
الحاويةبوغيةأكياسمنهاتحررفتحةđا

إلىبنيةالشكلدائريةكيسيةأبواغعلى
.اللونزيتية

(C3B)

منكلعلىملم50إلى40منسريعنمو-
MEAوCYA .ذاترماديةبنيةإلىبيضاء
علىزيتيةخضراء. صوفيةفاتحة،حواف
PDAصوفيةو.

حاملذاتاللون،بنيةمقسمةالهيفا-
بنيةلكونيديامشكلةبني،مقسمكونيدي

وطوليامقسمةوالشكلإيجاصيةاللون
.منفردةأوسلاسلشكلفيعرضيا

(38)

كلعلىملم50إلى35منسريعنمو-
سطحيةمجعدةبيضاء. MEA CYAمن

المركزسوداء. الأطرافشعاعيهCYAعلى
الوسطعلىغباريةمسطحةوالحوافبيضاء

MEA.

منهاينشأشفافةإلىبنيةمقسمةالهيفا-
ينتهيومتفرعغيرطويلأبواغحامل

منبصفكليامحاطكرويبانتفاخ
MutulaeعليهاتحملالتيPhialides

سلاسلبدورهاتحملالتيوالشكلقارورية
.الشكلدائريةاللونسوداءالكونيديامن
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(24)

منكلعلىملم44إلى34منسريعنمو-
CYAوMEA .رماديةوالمركزبيضاء

علىمسطحةمخمليةالحواف،علىمزرقة
CYA.حوافمعالمركزفيبنيةبرتقالية

.MEAعلىمسطحةغباريةمزرقة،خضراء

إلىفاتحأخضرلونذاتمقسمةالهيفا-
وجودمتفرع،غيرالكونيدياشفافة،حامل

قاروريةPhialidesوMutulaeمنكل
منالطولمتوسطةسلاسلتحملالشكل

الشكلدائريةوحيدةالكونيديا. الكونيديا
.فاتحةخضراءإلىشفافة

(39)

منكلعلى32إلى18منمعتدلنمو-
CYAوMEA .كثيفةمزرقة،بيضاء،

بيضاء.CYAالوسطعلىمسطحةومخملية
.MEAالوسطعلىمسطحةمخمليةمسمرة

الكونيدياحاملشفافة،مقسمةالهيفا-
،Mutulaeمنكلوجودمتفرع،غير

Phialidesسلاسلتحملالشكلقارورية
وحيدةالكونيديا. الكونيديامنطويلة
.فاتحةخضراءإلىشفافةالشكلدائرية

(C4B)

منكلعلى25و28بينمتوسطالنمو-
CYAوMEA.إليالمركزفيفاتحةبنية
سمراء. CYAعلىالحوافعلىبيضاء

غبارية. أبيضمسليومآثاروجودمعمخضرة
.الوسطينمنكلعلىكثيفةومجعدة

الكونديالحاملزيتية،بنيةمقسمةالهيفا-
. الالتواءوالتفرعقليلمقسمقائم

سلالشكلفيإنتاجهايتمالكونيديا
واضحة،اختناقاتđاطرفيةمتفرعة

بيضاويةمنفردةخلاياإلىالكونيدياتنفصل
.اللونزيتيةبنيةوالشكل

(C1B)

فىمنغرسةناعمة،مسطحة،سريع،نمو-
.اللونزيتيةإلىرماديةالآجار ،

الجسمإنتاجمخضرة،سمراءمقسمةالهيفا-
دائريةالحجمكبيرةPycnidiaالثمري
الكونيدياعبرهاتطرحفتحةđاسوداء
للكلاميدوسبورمشكلةالشكل،أسطوانية

أوسلسلةشكلفيPDAالوسطعلى
.الشكلمنتظمةغيرفردية
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Al
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 sp

.
.

الميسليوم مقسم الترتيبعلىCYAو MEAالمستعمرة علىA،Bفي شكل سلسلةأوكونيديا منفردة 

As
pe

rg
ill

us
 sp

.
.

A،Bالمستعمرة علىMEA وCYAالترتيبعلى الكونيديوفور وحيدة الخليةكونيديا

Pe
ni

ci
liu

m
 sp

. 1

A،Bالمستعمرة علىMEA وCYAالترتيبعلى الكونيديوفور وحيدة الخليةكونيديا

Pe
ni

ci
liu

m
 sp

. 2

A،Bالمستعمرة علىMEA وCYAالترتيبعلى الكونيديوفور كونيدياسلاسل طويلة من ال

C
la

do
sp

or
iu

m
 sp

.

A،Bالمستعمرة علىMEA وCYAالترتيبعلى الكونيديوفور وحيدة الخليةكونيديا

Ph
om

a 
sp

.
.

MEAالمستعمرة على Pycnidiaجسم ثمري بيكنيديا الكلاميدوسبورتشكيل

.المورفولوجية والميكروسكوبية للعزلات الفطريةالخصائص :50الشكل

BA

A B

BA

BA

BA
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الحصولتمالخيطيةالبكتيريالعزلاتالبيوكيميائيةوالميكروسكوبيةوالمزرعيةالخصائصعلىبالاعتماد

).   6و5الجدول(التاليةالنتائجعلى

.النشطةالبكتيريا الخيطيةلعزلاتالمورفولوجيالمظهر:05الجدول

العزلات
الأوساط

ISP2ISP4
المسليوممادةهوائيمسليوممظهرالمستعمرةالمسليوممادةهوائيمسليومالمستعمرةمظهر

16Nفاتحبنيأبيضغباريةفاتحأصفرأبيضغبارية
3Bداكنبنيأبيضغباريةأسمررماديغبارية
17Bمخضربنيمخضررماديغباريةفاتحبنيمخضررماديغبارية

International Streptomyces Project :ISP.

.الخيطية النشطةالبكتيريالعزلاتالبيوكيميائيةوالميكروسكوبيةالخصائص:06الجدول

العزلاتالخصائص
16N3B17B

مقسمغيرمقسمغيرمقسمغيرالمسليوممادة

طويلةلولبيةالطولمتوسطةحلزونيةالطولمتوسطةحلزونيةالأبواغسلاسلطبيعة

-+-المنتشرةالصباغإنتاج

---الميلانويدصبغةإنتاج

+++غرامتلوين

+++الكتالاز

ZH---
MZH---

ساكنةساكنةساكنةالحركة

هوائيةهوائيةهوائيةالتنفسنمط
Ziehl-Neelson stain :ZH،MZH:) . Modified Ziehl-neelsen stain -(موجبإختبار(+)سالب،إختبار.
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الحضنمنأيام3إلى2بعدتظهرالثلاثةالعزلاتكلأنوجدناعليهاالمتحصلالنتائجخلالمن

أورماديأبيض،( مختلفةألوانذاتغباريةدائريةمستعمراتتعطيالحضنمنيوم14بعدشمعية،وتكون

أسمر،( النهائيلوĔاالمسليوممادةتأخذالحضنمنيوم21وبعد. الهوائيالمسليومتشكيلمع) مخضررمادي

بدرجةلكن3Bالعزلةعندإلاتسجلفلمالمنتشرةللصباغبالنسبة). مخضربنيأوفاتحأصفرفاتح،بنيبني،

أنبينّ الضوئيباĐهرللعزلاتاĐهريةالمعاينة. لهامنتجةغيرالعزلاتكلفكانتالميلانويدصبغةأماقليلة،

العزلةلدىأقلبدرجةلكنالتفرعغزيركلاهماوهوائيمسليومومجزأغيرمسليوممادةلهاالعزلاتكل

17B3العزلةلديالطولمتوسطةوحلزونيةتكونللأبواغحاملةسلاسلوجودمعB16وNالعزلةأما

17Bتلوينسالبةوالكتالازوغرامتلوينموجبةالعزلاتكلأخرىجهةمن. طويلةلولبيةفكانتZiehl-

Neelson StainوModified Ziehl-neelsen Stainمتحركةغيرهوائيةو.

ضدنشاطأظهرتالتيالفطريةالعزلاتمنلكلالميكروسكوبيةوالمورفولوجيةالخصائصمنكلدراسة

(; Pitt J. I. and Hocking A. D. 1995التشخيصمفاتيحإلىعليهاالمحصلالنتائجمقارنةوأوليمكروبي

Botton  B et al, 1990 ; Champion R, 1997( ّمنهاخمسةالمشخصةفطرياتالسبعمجملمنأنهتبين

Aspergillus sp.،(C3B)Alterernaria sp.،Penicilium(38)هيhyphomycetesإلىتنتمي

sp.1(24)،Penicilium sp.2(39)و(C4B)Cladosporium sp.إلىينتميواحدفطروAscomycetes

Chaetomium(17N)هو sp.إلىينتميواحدفطروCoelomycetesهو(C1B)Phoma sp..

وجودلوĔا،ولاأممقسمةالمسليوممادة( الميكروسكوبيةوالمظهريةوالمورفولوجيةالخصائصدراسة

الكتالازوغرامتلوينإلىإضافة) الأصبغةإنتاجوالأبواغسلاسلمورفولوجيةولونه،الهوائيالمسليوم

الخيطيةالبكتيرياأجناسعلىللتعرفالإنتشارواسعةخصائصهيالكحولاتوالأحماضمقاومةو

)Taddei et al., 2006( .الخصائصمنإنطلاقاالخيطيةالبكتيرياأجناسعلىالتعرفمنتمكنواباحثينفعدة
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يخصفيماالحالهوكذلك،)Zaitlin et al., 2003(الضوئيباĐهربسيطةبملاحظةالمورفولوجية

Balagurunathanالأبواغسلاسلملاحظةخلالمنعليهاالتعرفإلىتوصلواالذين)1996(و آخرون

.الضوئيباĐهر

فيمغمسةالشكلدائريةبمستعمرةتتميزالعزلاتكانتالميكروسكوبيوالمورفولوجيالمظهرخلالفمن

باختلافتختلفألوانذاتمتفرع،هوائيمسليومومقسمغيرمتفرعمسليوممادةلهاغبارية،الآجار و

جنسخصائصمنهيهذه الصفات . لولبيةأوحلزونيةطويلةأبواغلسلاسلمشكلةوالزرعوسط

Streptomyces)Arifuzzaman etالستربتومايس  al., 2010; Myadoh et  al., 2002; Saurav et

Kannabiran, 2010( .موجبةومتحركةغيروهوائيةالغرام،موجبةالعزلاتكلكانتأخرىجهةمن

Streptomycesجنسخصائصمنأيضاتعدالميزاتهذهالكحولات،وللأحماضمقاومةغيروالكتالاز

Dharmaraj et) Dhevendaran, 2010; Lee et al., 2005; Saurav et Kannabiran, 2010( .إلىإضافة

Arasu et(الميلانويدأصبغةوالملونةللأصبغةمنتجغيرأومنتجيكونأنالجنسهذاأنواعلبعضيمكنذلك

al., 2009; Dharmaraj et Dhevendaran, 2010; Li, 1997; Vijayakuman et al., 2010(هذاعلىو

.spStreptomyces.جنسإلىتنتميأĔاعلىالثلاثالعزلاتاعتيارتمالأساس

النباتاتمنالعديدمنالعزلشائعةهي أجناس داخليةعليهاالبكتيرية المتحصلوالفطريةالأجناس

)Márquez et al., 2007; Schulz et Boyle, 2005(،كل من أجناسعزلتمإذAspergillus،

Alterernaria ،Penicilium،Cladosporium،ChaetomiumوPhomaاللينالقمحمنTriticum

aestivum Lطرفمن)Arifuzzaman et al., 2010; Larran et al., 2002; Larran et al., 2007( .فول

Glycine max(الصويا L. Merril()Pimentel et al., 2006( .منالمعزولالخيطيةللبكتيرياجنسأهم

تمحينفي.)Streptomyces)Conn et Franco, 2004; Coombs et Franco, 2003aهواللينالقمح
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Oryza sativaالأرزمنالبكتيريةوالفطريةالأجناسهذهمنكلعزل L. )Naik et al., 2009; Tian et

(al., 2004.

يستمدقدالعائلبأنيوحيالقمحلنباتالسليمةالأنسجةمنالخيطيةالبكتيرياوالفطرياتهذهعزل

ذاتالثانويةالمستقلباتبإنتاجخاصةالأمريتعلقويأويها،التيالبكتيرياوالفطرياتمنالفوائدبعض

,Coombs et Franco(النباتنموتعزيزفيدورلهاالتيالمستقلباتوالفطريوبكتيريالضدالنشاط

2003a(.

III.4.العزلاتلمستخلصاتميكروبيهالضدالنشاطيةدراسة

أقراصطريقة(الكلوروفورموأسيتاتالإيثيلمستخلصاتمنلكلمكروبيهالضدالنشاطيةإختباربعد

أنسجلناأوليمكروبيضدنشاطأظهرتالتيالبكتيريةوالفطريةللعزلات)الآجار سطحعلىالانتشار

اختلفتإذأكثرأوواحدممرضحيكائنعلىالأقلعلىمكروبيهضدنشاطيةلهاالمستخلصاتكل

أوالفطريةالداخليةالعزلات( المستخلصمصدروالممرضالدقيقالحيالكائنباختلافالتثبيطمناطق

مناطقتراوحتحيث. الثانويةالمستقلباتاستخلاصفيالمستعملالمذيبنوعكذاو) المعزولةالبكتيرية

على) ملم24.5- 25(أسيتاتالإيثيلمستخلصاتمنسجلتتثبيطمنطقةأكبرملم،25إلى7منالتثبيط

Escherichia coliطرفمنPenicilium sp. SerratiaتليهاالتواليعلىStreptomyces sp.1و1

marcescens)17طرفمن)ملمStreptomyces sp.1،الخميرةعلىعاليةتثبيطمنطقةتسجيلتمكما

Candida albicans)25طرفمن)ملمStreptomyces sp.2.طرفمنتثبيطيةنشاطيةأكبرحينفي

) ملمSalmonella typhmurium)23-20و.Bacillus spالبكتيرياعلىكانتالكلوروفورممستخلصات

مستخلصاتمنلكلميكروبيهالضدالنشاطيةنتائج. Chaetomium sp.الفطرطرفمنالترتيبعلى

.)8الشكل(و)3الملحق16الشكل(،)7و6الشكل(فيموضحةالكلوروفورموأسيتاتالإيثيل
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الفطرياتوالبكتيرياعلىأسيتات للفطريات و البكتيريا الداخليةالإيثيلمستخلصاتتأثيرنتائج:06الشكل
.الممرضة
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والبكتيرياللفطريات و البكتيريا الداخلية علىأسيتاتالإيثيلمستخلصاتتأثيرنتائج):تابع(06الشكل
. الممرضةالفطريات

Bcillus sp.،Staphylococcus aureus، Enterococcus faecalis،Salmonella typhimurium،
Escherichia coli،Serratia marcescens،Enterobacter agglomerans،Pseudomonas aeruginosa،

klebsiella pneumoniae،Stenotrophomonas maltophilia،Citrobacter freundii،pseudomonas sp.،
Candida albicans، Fusarium oxysporium F.sp .albidinis،Phytophtora infestans spp. قيم. .

.(M±SD)المعياريالإنحراف±مكرراتلثلاثالحسابيبالمتوسطممثلةالأعمدة
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الفطرياتوالبكتيرياللفطريات و البكتيريا الداخلية علىالكلوروفورممستخلصاتتأثيرنتائج:07الشكل
.الممرضة
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والبكتيرياللفطريات و البكتيريا الداخلية علىالكلوروفورممستخلصاتتأثيرنتائج):تابع(07الشكل
. الممرضةالفطريات

Bcillus sp.،Staphylococcus aureus، Enterococcus faecalis،Salmonella typhimurium،Escherichia coli،
Serratia marcescens،Enterobacter agglomerans،Pseudomonas aeruginosa،klebsiella

pneumoniae،Stenotrophomonas maltophilia،Citrobacter freundii،pseudomonas sp..،Candida albicans،
Fusarium oxysporium F.sp .albidinis،Phytophtora infestans spp. .لثلاثالحسابيبالمتوسطممثلةالأعمدةقيم

.(M±SD)المعياريالإنحراف±مكررات
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للفطريات و البكتيريا الداخلية )B(الكلوروفورمو)A(أسيتاتالإيثيلمستخلصاتتأثيرنتائج:08الشكل

.الممرضةالبكتيريةالأنواعبعضعلى
P. aeruginosa)Pseudomonas aerugenosa(،S. maltophilia)Stenotrophomonas maltophilia(،

S typhimurium)Salmonella typhimirium(.

.

.
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بإجراءقمناحساسيةأكثرالممرضةالكائناتأيوالواسعالنشاطذاتالمستخلصاتأيمعرفةđدف

.الكلوروفورموأسيتاتالإيثيللمستخلصاتالتثبيطمناطقتغيرتحليل

الفطريةالعزلاتلمختلفأسيتاتالإيثيللمستخلصاتالنموتثبيطمناطقتغيرتحليلإجراءبعد

بينمعنويفرقوجودسجلناالممرضةالفطرياتوالبكتيريانموعلىتأثيرهافعاليةمدىوالبكتيريةو

غرامأوسالبةغرامبكتيريا(الممرضةاĐموعةنفسنموعلىتأثيرهامدىفي(P<0.05)عندالمستخلصات

كلعلىتأثيرهامدىفيبينهافيمامعنويفرقوجودأخرىجهةمنوجهة،من)فطرياتأوموجبة

).07الجدول(فيموضحةالتثبيطمناطقمتوسطاتمقارنة. معاالممرضةاĐموعات

للفطريات و البكتيريا الداخلية أسيتاتالإيثيللمستخلصاتالتثبيطمناطقمتوسطاتمقارنة:07الجدول
.المختبرةالبكتيرياوالفطرياتعلىتأثيرهاو

Ethyl acetate
extacts

Inhibition Zones (mm) (mean)
Test micro-organisms

G- Bacteria G+ Bacteria Fungi All
Alternaria sp. 8.704 a 11.778a 11.889 cb 9.956 ab

Cladosporium sp. 9.075 a 10.556a 8.333 c 9.223 cab

Penicilium sp. 1 10.741 a 13.111a 18.667 a 12.800 a

Penicilium sp. 2 9.223 a 11.889a 16.00 ab 11.112 ab

Aspergillus sp. 10.241 a 11.556a 15.333 ab 11.523 ab

Chaetomium sp. 7.408 a 11.111a 11.667 cb 9.000 cb

Phoma sp. 9.593 a 4.333b 9.667 c 8.556 cb

Streptomyces sp.1 7.611a 4.000b 15.667 ab 8.500 cb

Streptomyces sp.2 4.000 b 0.000c 18.000 a 6.000 c

Streptomyces sp.3 8.481 a 5.333b 10.444 cb 8.244 c

(mean):البكتيريةالانواعمجموعةعلىعزلةلكلالتثبيطمناطقمتوسطG-،G+المختبرةالفطريةأو.
All: G-وG+وFungi.

.)P<0.05(عندمعنويفرقيوجدلامشتركةبحروفمتبوعةالجدولمنقيمةكل

حيثالغرامسالبةالبكتيرياعلىالتأثيرنفستقريبالهاأسيتاتالإيثيلمستخلصاتكلأنالنتائجتبين

.Penicilium spطرفمنتثبيطفعاليةأكبرسجّلت ) ملم10.241وملم10.741(تثبيطبمتوسطو1

.Penicilium spمنكلأنحينفي. الترتيبعلى .Penicilium spو1 البكتيرياعلىفعاليةالأكثرهي2
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لهاالتيالعزلاتعددأخرىجهةمن. الترتيبعلى) ملم11.889و ملم13.111(تثبيطبمتوسطالغرامموجبة

.Penicilium spمنكلتسجيلتمفقدأكبركانالفطرياتعلىكبيرتأثير Streptomyces sp.1و1

AspergillusوStreptomyces sp.2منكليليهما) ملم18(إلىوصلإذعندهماالتثبيطمتوسطكان

sp.منكلأنوجدأخرىجهةمن،)ملم15(منأكبرتثبيطبمتوسطPenicilium sp. 1

.Streptomyces spو  البكتيريامنكلعلىأوسعتثبيطيمجالكان لهاالتيهيAspergillus sp.و2

عزلاتأنلوحظبينما) ملم11(الإجماليتثبيطهامتوسطفاقإذالفطرياتوالغرامموجبةوسالبة

Streptomycesالغرامموجبةوسالبةالبكتيريامنكلأما علىالفطرياتعلىأكثرنشطةكانتالثلاث

. أقلكانت

تثبيطمتوسطاتبمقارنةقمناأسيتاتالإيثيللمستخلصاتحساسيةالأكثرالممرضةالأنواعمعرفةلغرض

).   8الجدول(المستخلصاتđذهتأثرهامدىوالنمو

وحساسيةتأثرمدىفي(P<0.05)عندمعنويفرقيوجدأنهعليهاالمتحصلالنتائجتحليلمنتبينّ 

حساسيةالأكثرهيEscherichia coliالغرامسالبةالبكتيريافي مجموعة.بالمستخلصاتالمختبرةالأنواع

كانتاCitrobacter freundiiوPseudomonas aeruginosaبينما) ملم19.093(إجماليتثبيطبمتوسط

تأثراالأكثرهيBacillus sp.البكتيرياأنسجّلالغرامموجبةاĐموعةفيأما. مقاومةأكثر

بينالمقارنة). ملم18.067(حساسيةالأكثرهيCandida albicansفكانتأما الفطريات). ملم10.0667(

أقل البكتيريتيناĐموعتينأندلت) الفطرياتوالغرامموجبةوالغرامسالبةبكتيريا( الممرضةاĐموعات

).ملم13.5667(الإجماليالتي كان متوسط تثبيطهابالفطرياتحساسية مقارنة
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الإيثيلبمستخلصاتتأثرهاوالمختبرةالبكتيرياوالفطرياتنموتثبيطمناطقمتوسطاتمقارنة:08الجدول
.المعزولةللعيناتأسيتات

Inhibition Zones (mm) (mean)Test microorganisms AllFungiG+ BacteriaG- Bacteria

8.5079 b

9.093 cSalmonella typhimurium
19.204 aEscherichia coli
12.444 bSerratia marcescens
6.407 cEnterobacter agglomeran
1.981 dPseudomonas aeruginosa
9.444 cklebsiella pneumoniae
6.593 cStenotrophomonas maltophilia
2.114 dCitrobacter freundii
8.706 cpseudomonas sp.

8.3667 b
10.0667 aBacillus sp.
6.7667 bStaphylococcus aureus
8.2667 abEnterococcus faecalis

13.5667 a
18.067 aCandida albicans
10.600 bFusarium oxysporium F.sp .albidinis
12.033 bPhytophtora infestans spp.

(mean):المعزولةالعزلاتمستخلصاتجميعبواسطةمختبرةبكتيرياأوفطرينوعكلتثبطمناطقمتوسط.
:All G-وG+وFungi.عندمعنويفرقيوجدلامشتركةبحروفمتبوعةالجدولمنقيمةكل)P<0.05(.

عندبينهافيمامعنويفرقبوجودالكلوروفورملمستخلصاتالتثبيطمناطقمتوسطاتمقارنةتميزت

(P<0.05)الغرام،موجبةالبكتيرياعلىالطريقةبنفستؤثربينماالفطرياتوالغرامسالبةالبكتيرياعلى

الجدول(معاالممرضةاĐموعاتكلعلىتأثيرهامدىفيبينهافيمامعنويفرقوجودأخرىجهةمنو

9.(

منكلعلىللنموتثبيطيتأثيرلهاالتيالكلوروفورممستخلصاتأنعلىعليهاالمتحصلالنتائجتشير

بفعاليةوStreptomycesلجنسالثلاثةالعزلاتمستخلصاتهيالفطرياتوالغرامموجبةوسالبةالبكتيريا

.Streptomyces spالعزلةطرفمنأكبر ) ملم12.556(إجماليتثبيطبمتوسطالغرامسالبةالبكتيرياعلى2

علىStreptomyces sp.1و) ملم14.333(الفطرياتوالغرامموجبةالبكتيرياعلىStreptomyces sp.1و
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البكتيريامنكلعلىمتوسطتأثيرهاكانالتيStreptomyces sp.3العزلةتليها) ملم14.000(الفطريات

أقلمستخلصاēافكانتالعزلاتبقيةبينماملم10منأكبرإجماليتثبيطبمتوسطالغرامموجبةوسالبة

.حدة

البكتيرياوالفطرياتعلىتأثيرهاوالكلوروفورملمستخلصاتالتثبيطمناطقمتوسطاتمقارنة:90الجدول
.المختبرة

Chloroform
extacts

Inhibition Zones (mm) (mean)
Test micro-organisms

G- Bacteria G+ Bacteria Fungi All
Alternaria sp. 6.926 b 8.000 a 5.000 cd 6.756 c

Cladosporium sp. 6.407 b 9.889 a 3.500 d 6.522 c

Penicilium sp. 1 10.778 a 10.833 a 8.333 cb 10.300 ab

Penicilium sp. 2 7.500 b 11.833 a 8.000 bcd 8.467 bc

Aspergillus sp. 5.556 b 8.000 a 8.000 bcd 6.533 c

Chaetomium sp. 4.667 b 9.667 a 5.833 cd 5.900 c

Phoma sp. 7.444 b 8.333 a 4.667 cd 7.067 c

Streptomyces sp.1 11.537 a 14.333 a 12.500 a 12.289 a

Streptomyces sp.2 12.556 a 10.500 a 14.000 a 12.433 a

Streptomyces sp.3 11.056 a 12.333 a 10.333 ab 11.167 ab

(mean):موعةأنواعجميععلىعزلةلكلالتثبيطمناطقمتوسطĐالبكتيريةاG-،G+المختبرةالواحدةالفطريةأو.
All:G -وG+وFungi.

).P<0.05(عندمعنويفرقيوجدلامشتركةبحروفمتبوعةالجدولمنقيمةكل

أوموجبةغرامأوسالبةغرامبكتيريا(اĐموعاتوالممرضةللأنواعالنتائجتحليلودراسةمنتبينّ 

التأثّرمدىفي(P<0.05)عندمعنويفرقوجودأنهالكلوروفورملمستخلصاتحساسيةأكثر)فطريات

يوجدولاالدرجةبنفستتأثرالفطريةالأنواعأنحينفيالغرامسالبةوموجبةالبكتيرياأنواعبينوالحساسية

). 10الجدول(بينهامعنويفرق

Pseudomonasهيحساسيةالأكثرالبكتيريةالأنواعأنالغرامسالبةالبكتيريامجموعةفيسجلحيث

aeruginosaوSalmonella typhimiriumفيالتوالي،على) ملم12.583و14.222(إجماليتثبيطبمتوسط

منكلفكانتالغرامموجبةالبكتيريامجموعةأمامقاومة،أكثركانتالأخرىالأنواعحين أن بقية
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Bacillus sp.وStaphylococcus aureusأماالتوالي،على) ملم12.567و13.900(حساسيةالأكثرهي

8.7500( التثبيطمتوسطيتعد إجماليلمإذالكلوروفورملمستخلصاتحساسيةأقلكلهافكانتالفطريات

بمتوسطحساسيةالأكثرهيعامةبصفةالغرامموجبةالبكتيرياأنالثلاثاĐوعاتبينالمقارنةبينت). ملم

التثبيطمتوسطيتجاوزلمإذالدرجةبنفستتأثرالفطرياتوالغرامسالبةبينما) ملم10.3722(عامتثبيط

).ملم8(

بمستخلصاتتأثرهاوالمختبرةالبكتيرياوالفطرياتنموتثبيطمناطقمتوسطاتمقارنة:10الجدول
.   المعزولةللعيناتالكلوروفورم

Inhibition Zones (mm) (mean)Test microorganisms AllFungiG+ BacteriaG- Bacteria
8.4426 b12.583 aSalmonella typhimurium

5.778 cdEscherichia coli
9.500 bSerratia marcescens
6.000 cdEnterobacter agglomeran
14.222 aPseudomonas aeruginosa
6.741 cklebsiella pneumoniae
3.852 dStenotrophomonas maltophilia
3.611 dCitrobacter freundii
9.556 bpseudomonas sp.

10.3722
a

13.900 aBacillus sp.
12.567 aStaphylococcus aureus
4.650 bEnterococcus faecalis

8.0167 b8.7500 aCandida albicans
8.5000 aFusarium oxysporiumF.sp .albidinis
6.8000 aPhytophtora infestans spp.

(mean):المعزولةالعزلاتمستخلصاتجميعبواسطةمختبرةبكتيرياأوفطرينوعكلتثبطمناطقمتوسط .
All:G -وG+وFungi.

.(P<0.05)عندمعنويفرقيوجدلامشتركةبحروفمتبوعةالجدولمنقيمةكل

مدىوالمعزولةللعيناتالكلوروفورموأسيتاتالإيثيللمستخلصاتالتثبيطمناطقمتوسطاتبينمقارنة

علىتأثيرهافي)P<0.05(بينها عندمعنويفرقعدم وجودعلىممرضة دلتمجموعةكلعلىتأثيرها

البكتيريامجموعةبينمعنويفرقوجودعلىدلتبينما،)ملم8(حدودفيتثبيطبمتوسطالغرامسالبةاĐموعة
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الغرامموجبةالبكتيرياعلىأكبرتأثيرلهاالكلوروفورممستخلصاتأنوجدإذالفطريات،والغرامموجبة

)10.3722lملم (موعةنفسعلىأسيتاتالإيثيلبمستخلصاتمقارنةĐا)فيماذلكعكسو)ملم8.3667

معمقارنة)ملم13.5667(تأثيراالأكثرهيأسيتاتالإيثيلمستخلصاتكانتالفطرياتيخص

.)11الجدول (الكلوروفورم مستخلصات

علىتأثيرهاوالكلوروفورموأسيتاتالإيثيللمستخلصاتالتثبيطمناطقمتوسطاتمقارنة:11الجدول
.المختبرةالبكتيرياوالفطريات

Zones Inhibition (mm) (mean)
Extracts FungiG+ BacteriaG- Bacteria

13.5667 a
8.3667 b8.5079 aEthyl acetate extacts

8.0167 b
10.3722 a8.4426 aChlorform extacts

:(mean)موعةأنواعجميععلىالعيناتلجميعالتثبيطمناطقمتوسطĐالبكتيريةاG-،G+المختبرةالواحدةالفطريةأو.
.)P<0.05(عندمعنويفرقيوجدلامشتركةبحروفمتبوعةالجدولمنقيمةكل

تعيش الكائنات الحية الدقيقة الداخلية أنسجة النباتات السليمة من دون أن تتسبب في أعراض مرضية

)Madki et al., 2010( وهي قادرة علي تخليق العديد من المركبات الكيميائية داخل أنسجة هذه النباتات ،

Gayathri et(ذات نشاط بيولوجي التي يمكن أن تساهم في الدفاع ضد الكائنات الممرضة للنباتات   al.,

مختلقة ضد من جهة أخرى تمثل مصدر هام للمستقلبات الثانوية الجديدة التي تملك نشاطات بيولوجية.)2010

. )Devaraju et Satish, 2011(بكتيرية ، ضد فطرية ، ضد فيروسية أو ضد عوامل السرطان

ضدنشاطيةتملكالمعزولةالداخليةالبكتيريةوالفطريةالعزلاتمستخلصاتأنوجدالدراسةهذهفي

الكائنوالمستخلصمصدرعلىيعتمدالتأثيرمدىحيثواحد،ممرضحيكائنعلالأقلعلىميكروبيه

ميكروبيهضدنشاطيةتملكالداخليةالفطرياتأنواعبعضأنأبحاثعدةبينت. المستعملالممرض

)Devaraju et Satish, 2011; Fernandes et  al., 2009; Sutjaritvorakul et al., 2010(،أثبتمثلما
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StreptomycesGhadinجنسخصوصاالخيطيةالداخليةالبكتيريالدىذلك et al., 2008; Verma et)

(al., 2009; Zhao et al., 2011)،ثانويةمستقلباتعلىالمستخلصاتهذهاحتواءإلىتعزيالنشاطيةهذه

.الممرضةالدقيقةالأحياءضدبيولوجينشاطذات

.Penicilium spوجد أن العزلاتالمختبرةالعزلاتبينمنأنهإلىالوصولتمالنتائجتحليلخلالمن 1

.Penicilium spو تثبيطنشاطةتملكStreptomycesلجنسالثلاثالعزلاتوAspergillus sp.و2

وAlternaria sp .منكلبينما.معاالممرضةالفطرياتوالبكتيريامنكلعلىالنطاقواسعة

Cladosporium sp.وChaetomium sp .و.Phoma sp9و7الجدول(أقلنشاطيتهافكانت(.

ذاتالثانويةللمستقلباتالواسعبإنتاجهمامعروفينAspergillusوPeniciliumالجنسينمنكل

;Devi et al., 2009(الفطريوالبكتيريضدالنشاطذاتالمركباتذلكفيبماالمختلفالبيولوجيالنشاط

Maria et al., 2005; Nakashima et al., 2008(،هاممصدرأيضاالخيطيةالبكتيرياتعتبرأخرىجهةمن

الحيويةالمضاداتبإنتاجالمتميزStreptomycesجنسخصوصابيولوجياالنشطةالثانويةللمستقلبات

)Remya et Vijayakumar, 2008(،االأخيرةوهذهēإصاباتلمعالجةفقطموجهةليستالحيويةمضادا

.الزراعياĐالفيحتىتستعملفقط لكنالممرضةالحيوانوالإنسان

لعدةالداخليةالأنسجةمنالأجناسهذهمنكلعزلتمإذأخرىأبحاثعدةمعالنتائجهذهتتوافق

بينت العديد من . فطريوبكتيريضدنشاطلهاحيويةمركباتإنتاجعلىقدرēاأثبتتكمامختلفةنباتات

فطريضدنشاطالداخلية لهاPenicilium sp.و Aspergilus sp.كل من الأجناس الفطريةالأبحاث أن

عدد من العزلات الداخلية من أيضاو،)Madki et al., 2010; Maria et al., 2005(بكتيريو

Ding et al., 2010; Zhang et(فطري معا وبكتيريضدنشاطو جدت أن لها.Penicilium spجنس

al., 2009( .بجنسيتعلقفيماالأمرهوكذلكStreptomycesأنيمكنالأخيرهذاأنبينتإثباتاتفعدة
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النطاقواسعمكروبيضدنشاطذاتعزلتينعلىحيث تم الحصولفطرية،وبكتيريةضدنشاطيةلهتكون

Streptomycesالعزلةهي sp. RM17وStreptomyces sp. RM42)Remya et Vijayakumar, 2008( .

مكروبيضدنشاطلهاعزلات3منهامكروبيهضدنشاطيةلهاStreptomyces spp.منعزلاتعدةبينما

ES15،ES19العزلاتهيالممرضةالفطرياتوالخمائروالغرامسالبةوموجبةالبكتيريامنكلعلى

كائناتأĔاأساسعلىأيضاوصفتالعزلاتباقيأخرىجهةمن.)ES7)Rabah et al., 2007العزلةو

,.Cladosporium)Madki et alمثلميكروبيضدنشاطامتلاكإمكانيةأثبتكمانباتاتلعدةداخلية

(2010; Wang et al., 2007)،Alternaria(Fernandes et al., 2009; Zhang et al., 2009)،Phoma

)Hoffman et al., 2008(وChaetomium(Gao et al., 2005).المتحصلالعزلاتمستخلصاتأثبتت

.Penicilium spالعزلاتخاصةالمختبرةالممرضةالكائناتضدنشاطيتهاعليها .Aspergillus spو2

هذهإنتاجعلىيدلواسعةميكروبيهضدنشاطيةشهدتالتيStreptomycesلجنسالثلاثالعزلاتو

.المختبرةالممرضةالحيةالكائناتضدبيولوجينشاطذاتلمركباتالعزلات

الثانويةالمستقلباتاستخلاصفيالمستعملالمذيببنوعللمستخلصاتميكروبيهالضدالنشاطيةتتعلق

البكتيرياوالفطرياتعلىأكبرفعاليةلهاأسيتاتالإيثيلمستخلصاتأنوجدإذالمختبر،الممرضالكائنو

Candidaمنكلعلى)ملم25(للنشاطيةقيمةأكبرتسجيلمع)11الجدول(الغرامسالبة alibicansمن

PeniciliumالعزلةمستخلصطرفمنEscherichia coliوStreptomyces sp.2العزلةمستخلصطرف

sp.1)الجدول(الغرامموجبةالبكتيرياعلىأكبرنشاطيتهافكانتالكلوروفورممستخلصاتبينما. )6الشكل

Chaetomiumالعزلةطرفمن.Bacillus spالبكتيرياعلى)ملم23(للتثبيطقيمةأكبرتسجيلمع)11

sp.)العضويينالمذيبينمنكلبواسطةالمستخلصةالنشطةالجزيئاتاختلافإلىهذايرجع. )7الشكل

منهوإذالمستعمل،العضويالمذيبفيالذوبانوللاستخلاصقابليتهامدىعلىتعتمدالتيوالمستعملين

الأرجحعلىو. )Ogundare et al., 2006(مختلفةمركباتتستخلصالمختلفةالمذيبات العضويةأنالمعروف



2011النتائج و المناقشة                                                         

68

بينماالمذيبđذالاستخلاصهالهاتسمحالتيالقطبيةلهاأسيتاتالإيثيلبواسطةالمستخلصةالمركباتأن

إذدراساتعدةفيإثباتهتمماو هذا.  قطبيةأقلفهيالكلوروفورمبواسطةالمستخلصةالنشطةالمركبات

وجدفي عدة مثلماالاستخلاصعمليةفيالمستعملالمذيبباختلافميكروبيهالضدالنشاطيةفعاليةتختلف

,Chloroform)Nithyanand et Pandianوn-butanolوEthyl acetateمنكلباستعمالأبحاث

Ethyl acetate(Parthasarathi etوMethanolوChloroform، و باستعمال)2009  al., 2010)

(Ethyl acetateAlcholRemya etوMethanolوChloroformمنكلكذلك باستعمالو

(ijayakumar, 2008.

أنوجدالمختبرةاĐموعاتمختلفعلىالإجماليةالتثبيطمناطقمتوسطاتمقارنةمنوأخرىجهةمن

بمجموعةمقارنةالغرامموجبةالبكتيرياوالفطرياتعلىكانللمستخلصاتإجماليتثبيطمتوسطأكبر

،klebsiella pneumoniae(الغرامسالبةالبكتيريامنعددأنكونذلكيعود. )11الجدول(الغرامسالبة

Stenotrophomonas maltophilia،Citrobacter freundii،pseudomonas sp.،Enterobacter

agglomeran(فيوالعزلاتبعضمستخلصاتاتجاهمنعدمةإلىالمنخفضةبحساسيتهاالعمومفيتميزت

عدةفيمثبتهومثلما) 10و8الجدول(الكلوروفورموأسيتاتالإيثيلمستخلصاتالحالتينمنكل

حساسيةأكثرالفطرياتوالغرامموجبةالبكتيرياالعمومفي.(Sutjaritvorakul et al., 2011)مثلدراسات

البكتيرياضدنشطةمنها%)66(الحيويةالمضاداتمجموعةمنكبيرقسمأنهإذالغرام،سالبةالبكتيريامن

فيالسببيكونأنيمكنو. )Gayathri et al., 2010(الغرامسالبةالبكتيرياضد)%30(والغرامموجبة

الحاملذو الطبيعة السكريةالغشاءوجودالخلوي،للجدارالتركيبيالإختلافإلىالحساسيةشدةاختلاف

للنفاذيةقابلةغيرالدهونفيللذوبانالقابلةالمواديجعلالغرامسالبةالبكتيريالدىالليبوبوليسكاريدĐموعات

منطبقةعلىيحتويالخلويجدارهاكونالحيويةللمضاداتعرضةأكثرتكونالغرامموجبةالبكتيريابينما
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Ogundare etالنشطةالمركباتنفاذيةضدفعالحاجزيشكللاالذيوالبيبتيدوجليكان  al., 2006;)

(Pandey et al., 2004.

الفطرياتعزلاتلمستخلصاتميكروبيهالضدالنشاطيةحولهذهدراستنافيعليهاالمتحصلالنتائجإن

فيمهممصدرتكونأنيمكنالدقيقةالأحياءهذهأنهعلىتثبتالقمحلنباتالداخليةالخيطيةالبكتيرياو

.  الزراعيةوالصيدلانيةالأهميةذاتبيولوجياالنشطةالثانويةالمستقلباتإنتاج

III.5.عليهاالمتحصلالعزلاتلمستخلصاتللأكسدةالمضادةالنشاطيةدراسة

III.1.5.إختبارβ-carotene

أو/ والليبيداتأكسدةتثبيطلقياساللينولييكحمض/β-caroteneاختبارالطريقةهذهفييستعمل

فيوالمتمثلةالأكسدةنواتجتقومالأكسدةلعمليةاللينولييكحمضتعرضبعد. الحرةالجذورإزاحة

جزيئاتبمهاجمةالطيارةو المركباتConjugated dienesالمزدوجةالضمونواتجالليبيديةالهيدروبيروكسيدات

β-caroteneلونبزوالمرفوقنانومتر490موجةطولعندالامتصاصيةفيانخفاضيسببمماالمشبعة،غير

يمنعمماالنظامهذاخلالالمتشكلةالحرةالجذوربتعديلللأكسدةالمضادةالمركباتتقوم. β-caroteneمركب

.)β-carotene)Jayapakasha et al., 2001لونوزوالالأكسدةحدوث

الآخرالبعضحينفياللينولييكحمضأكسدةتثبيطعلىتعملالعيناتمستخلصاتبعضأنلوحظ

.Penicilium spالعزلتينمستخلصاتمنكلأنسجلناحيثنشط،غير لها.Aspergillus spو2

إلى3,183±78,961%)(منالتثبيطنسبتراوحتواللينولييكحمضلأكسدةمضادةنشاطية

أكسدةتثبطأĔاعلىاعتبرتالتيBHTبمادةمقارنةعاليةنسبهيوالتواليعلى)73,977±1,102%(

Penicilium sp. 1و.Alternaria spو. Phoma spالعزلاتبينما. %100بنسبةاللينولييكحمض

7,569c±64,218%)(،4,486±65,740%)( تثبيطبنسبمانوعاأقلنشاطيتهافكانت

.Chaetomium spو.Cladosporium spالعزلاتباقيبينما. الترتيبعلى1,734±63,012%)(و
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منأقلاللينولييكحمضلأكسدةالمثبطةنشاطيتهافكانت.Streptomyces spلجنسالثلاثةالعزلاتو

.)17لجدول، ا3الملحق(و)12لجدولا(و) 9الشكل(.50%

المضادةالنشاطيةذاتجديدةمركباتعلىالبحثلغرضدراستهاتمالثماروالنباتاتمنالعديد

الحرةالجذورإزاحةوللأكسدةالمضادةقدرēاأثبتتالتيالفلافونويديةوالفينوليةالمركباتخصوصاللأكسدة

)Srinivasan et al., 2010( .ترجعللأكسدةالمضادةالنشاطيةأنبينتالدراساتمعظمأخريجهةمن

المضادةالنشاطيةإجماليوالفينولاتإجماليبينواضحإرتباطوجدإذالفينوليةالمركباتإلىالأولىبالدرجة

.)Huang et al., 2007b(للأكسدة

β-carotene/Linoleicإختباربواسطةأسيتاتالإيثيللمستخلصاتللأكسدةالمضادةالنشاطية:12الجدول
acid

Inhibition percentage
(mean±SD)Ethyl acetate extractsSamples

64,218±7,569cAlternaria sp.C3B
41,868±12,107deCladosporium sp.C4B
63,012±1,734cPenicilium sp. 124
78,961±3,183bPenicilium sp. 239
73,977±1,102bcAspergillus sp.38
32,949±2,954eChaetomium sp.17N
65,740±4,486cPhoma sp.C1B
45,698±1,345deStreptomyces sp.116N
32,739±4,728eStreptomyces sp.23B
50,577±2,597dStreptomyces sp.317B
100,000±2,183aBHT

0,630±0,157fH20
10,651±0,551fMethanol

. (P<0.05)عندبينهامعنويفرقيوجدلامشتركةبحروفالمتبوعةالقيمكل

.(M±SD)المعياريالإنحراف±إختباراتلثلاثالحسابيالوسيطتمثلقيمةكل
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.لمختلف العزلاتأسيتاتالإيثيل كسدة لمستخلصات النشاطية المضادة للأ:09الشكل 
 (A)بواسطة إختبارلمختلف العزلات أسيتاتالإيثيل كسدة لمستخلصات النشاطية المضادة للأ β-carotene/Linoleic

acidمقارنة مع الشواهد) BHTوH2OوMethanol( ساعة48خلال
 (B)بواسطة إختبارلمختلف العزلاتأسيتاتالإيثيل كسدة لمستخلصات النشاطية المضادة للأβ- carotene/Linoleic

acidالشواهدمعفيما بينها و مقارنة)BHT و H2OوMethanol(كل نقطة من المنحنى تمثل الوسيط .ساعة24بعد

.(M±SD)الإنحراف المعياري±الحسابي لثلاث مكررات
.(P<0.05)كل قيمة من المنحنى متبوعة بحروف مشتركة لا يوجد فرق معنوي بينها عند 
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عددلكن،)Arora et Chndra, 2010(للفطرياتالثانويةالمستقلباتأهممنالفينولاتعديدتعد

وجدناعليهاالمحصلالنتائجفيوللنباتات  ،الداخليةالدقيقةالحيةالكائناتعلىتمتالأبحاثمنقليل

إذالدراساتبعضفيإثباتهتمماهذاوللأكسدةمضادةنشاطيةلهاالفطريةالعزلاتمستخلصاتبعض

إلىمختلفةنباتاتمنالمعزولةالداخليةالفطرياتلبعضللأكسدةالمضادةالنشاطيةالحالاتمعظمفيأرجع

النباتية مثل ما أثبت في المستخلصاتالمستخلصات،و الفلافونويدات فيللفينولاتالعاليةالنسبة

)Abderrahmane et al., 2010; Sedik et al., 2010(.229وجدوالطبيةالنباتاتبعضعزلت منفطر

للأكسدةالمضادةالنشاطيةإجماليبينوثيقإرتباطوجدكماللأكسدةمضادةنشاطيةتملكمنها29أن

Huang et(المستخلصات فيالفينوليةالمركباتإجماليو  al., 2007b( .من الفطريات كلوجدتبينما

PhomaوCladosporiumوChaetomiumعندأكبركانتوللأكسدةمضادةنشاطيةلها

Chaetomiumالنشطةالأخرىبالعزلاتمقارنةالفينولاتإجماليفيأكبرنسبةيرافقه)Huang et al.,

2007a(.مستخلصأنأيضاوجدAlternaria alternataنبتةمنالمعزولةCoffea arabica L.نشاطيةلها

مستخلصفيالفينولاتإجماليإرتفاعإلىذلكأرجعوالقمحبمستخلصمقارنةأعلىللأكسدةمضادة

Alternaria alternataالقمح بمستخلصمقارنة)Fernandes et al., 2009(.منعزلتين

Ginkgo bilobaمنالمعزولةSX10وST22هي العزلةAspergilusالجنس Lمضادةنشاطيةلهما

الأخيرةهذهSX10العزلةلدىأكبروكلاهماالفلافونويداتمنأكبرللفينولاتإجماليةكميةمعللأكسدة

مضادةنشاطيةشهدتالتيأسيتاتالإيثيلفمستخلصات. )Qui et al., 2010(أكبرنشاطيةذات

المذيباتأنوخصوصافينولية،مركباتعلىاحتوائهاإلىيعزىقدβ-caroteneالليبيدات بطريقةلأكسدة

أسيتاتالإيثيلعندالحالعليههومامثلالفينوليةالمركباتلاستخلاصتستعملقطبيةالأكثرالعضوية

الأوزانذاتالفينولعديداتوالمنخفضةالجزيئيةالأوزانذاتالفينوليةالمركباتلاستخلاصيستعملالذي

.)Abdelwahab et al., 2011(العاليةالجزيئية

III.6.المعزولةالعيناتلمخلفالإنزيميةالنشاطيةدراسة

إنزيمكلتفاعلمادةعلىتحتويوالتيالصلبةالأوساطعلىالزرعطريقعنتمالإنزيميةالنشاطيةإختبار

قطر/الهالةقطر= الإنزيميالإنتاجنسبة(الإنزيميةالنشاطيةقوةعنيعبرالذيالإنزيميالمؤشرحسابوبعد

يوجدأنهتبينمختبرإنزيمكلعلىالعزلاتمختلفبينالإنزيميةالمؤشراتمتوسطاتمقارنةو)سم(المستعمرة
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حينفيالأخرىبالعزلاتمقارنةالإنزيماتمختلفإنتاجفيالعزلاتبعضبين(P<0.05)عندمعنويفرق

.)18لجدول، ا3الملحق(و)10الشكل(و)13الجدول(كبيرتبد اختلافلمالآخرالبعض

.المعزولةالبكتيرياوالفطرياتلمختلفالإنزيميةللنشاطيةالإنزيميالمؤشرمتوسطاتمقارنة:13الجدول
Isolated

microorganisms
Enzymatic Index (EI)*(mean)

Esterase
(T80)

Lipase
(T20)

Cellulase
(CMC)

Amylase
(Strach)

Amylase
(Dextrine)

Protease
(Casein)

Protease
(Gelatin)

Alternaria sp. 0,0 0,0 1.5b 1,1d 1.1d nf 1,2d

Cladosporium sp. 1,1d 0,0 0,0 1,5d 1,5d nf 1,2d

Penicilium sp.1 0,0 1,2d 0,0 1,9d 1,6d nf 2,1a

Penicilium sp.2 1,2d 1,2d 0,0 1,7d 1,3d nf 1,5b

Aspergillus sp. 0,0 0,0 0,0 1.6d 1,4d nf 1,5b

Chaetomium sp. 1,7c 0,0 1.0c 1,5d 1,5d nf 1,4c

Phoma sp. 1,1d 0,0 0,0 1,9d 1,6d nf 0,0
Streptomyces sp.1 2,3a 3,8a 2.0a 6,1a 4,0b 2,1b nf
Streptomyces sp.2 2,1b 2,9b 1.9a 5,2b 4,8a 2,9ab nf
Streptomyces sp.3 1,7c 2,2c 0,0 4,3c 3,2c 4,6a nf

EI)*(:المستعمرةقطر/الهالةقطر= الإنزيميالإنتاجنسبةيمثلالذيالإنزيميالمؤشر)سم(،nfالمتوسطات. يجرلمالإختبار
.(P<0.05)عندبينهامعنويفرقيوجدلاالحرفبنفسالمرفوقة

.(M±SD)المعياريالإنحراف±مكرراتلثلاثالحسابيالوسيطتمثلالمنحنىمننقطةكل

بينكبيرتشابهتسجيلمعإنتاجهماعلىقادرةالعزلاتكلكانتالدكسترينازوالأميلازإنزيمنشاطية

أكبر،بنشاطيةفتميزت.Streptomyces spلجنسالثلاثالعزلاتبينماالأخيرينهذينإنتاجفيالفطريات

للذوبانالقابلالنشاءإستعمالعند)Streptomyces sp.1)6.1عندالإنزيميللمؤشرقيمةأكبرسجلناإذ

نشاطية.Streptomyces sp.2العزلةعند)5.8(لهقيمةأكبرإلىالمؤشر الإنزيميالدكسترينباستعمالأما

إنتاجعلىقادرةالعزلاتمن%85وجدناحيثالفطرياتعلىاختبارهاتمالجيلاتينباستعمالالبروتيازإنزيم

العزلاتأما،.Penicilium spالعزلةطرفمن)2.1(الإنزيميللمؤشرقيمةأكبرتسجيلمعالجيلاتيناز

كلكانتحيثالكازيينباستعمالاختبارهاتمالبروتيازنشاطية. Streptomyces spلجنسالثلاثة

الليبازإنزيمينشاطيةأما. )Streptomyces sp.3)4.6العزلةلدىأكبرإنزيميبمؤشرونشطةالثلاثةالعزلات



2011النتائج و المناقشة                                                         

74

Streptomycesالعزلةلدىأكبربنشاطيةالليبازإنزيمتملكالعزلاتمن%50أنتسجيلفتمالإستيرازو

sp.1)3.8 (العزلةلدىأكبربنشاطيةوالإستيرازإنزيمتملكالعزلاتمن%70وStreptomyces sp.1

العزلاتمن%40فقطتسجيلتمإذأقلالنشطةالعزلاتعددفكانالسيليلازنشاطيةإختبارفيأما.)2.3(

الأكثرStreptomyces sp.2وStreptomyces sp.1العزلتانكانتوالسيليلازإنزيمنشاطيةلهاالمختبرة

.التواليعلى)91.(و)2.0(الإنزيميمؤشرهماكانونشاطا

والمتعلقةالمباشرةالنوعيةالإنزيميةالنشاطيةمعرفةإلىالهادفةالطرقبينمنالآجار سطحعلالزرعطريقة

وسيلةهوالأخيرهذاالإنزيمي،بالمؤشرعنهاالمعبروالمستعمرةوقطرالإنزيميالهدمهالةقطربينبالنسبة

,.Alves et al(الدقيقةالحيةالكائناتمنأكبرلعددالإنزيميةالنشاطيةبينالمقارنةولإختبارسهلةوسريعة

2002; Carrim et al., 2006( .وحسب)Choi et  al., 2005(فإن1منأكبرالإنزيميالمؤشركانإذا

حيثعليهاالمتحصلالنتائجويتماشىماهذاوالمختبرخلويالخارجللإنزيممنتجةتعدالمختبرةالكائنات

لهمنتجةاعتبارهايمكنالتيو1منأكبرالإنزيميمؤشرهاكانماإنزيماتجاهنشاطيةأبدتالتيالعزلاتكل

).13الجدول(

,.Adaskaveg et al(وجدهلمامشاđةالنتائجهذهالأميلازإنزيمإفرازعلىقدرēاأظهرتالعزلاتكل

Choiكذلك والنشاءتستعملالنخيللجذورالداخليةالفطريةالعزلاتكلأنوجدحيث)1991

إستعماليمكنهاBrucea javanicaمنالمعزولةالفطريةالعزلاتكلأنوجدواالذين)2005(آخرونو

لهذهالأولالمستهلكالأرجحعلىتعدوالعائلأنسجةداخلتعيشالدقيقةالحيةالكائناتهذه. النشاء

داخلغذاءكمصدرمخزنعضويمركبأهمالنشاءو.)Choi et al., 2005(النباتموتبعدالأنسجة

النباتاتأنسجةداخلالهضمسهلغذائيمصدريعتبرالأخيرهذا،)Sousa et al., 2008(النباتاتأنسجة

غيرهاقبلقبلهامنيستهلكالذيوالداخليةالدقيقةالحيةللكائناتمتاحيصبحالنشاءالنباتموتعندو
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أثناءدكسترينوCO2وعضويةأحماضإلىيحللالذيوالميتالنباتتغزواقدالتيالدقيقةالكائناتمن

.التحليلعملية

الأخرالبعضوالإستيرازبعضهاوالليبازبعضهاوالبروتيازإنزيماتجاهنشاطيتهاالعزلاتكلأظهرت

فطرياتعزلواالذين)2005(و آخرونMaria وجده مامعيتوافقماهذاالثلاثة،الإنزيماتاتجاهنشاطيةلها

الذيوالبروتيازوالليبازإنزيميمنلكلنشاطيةلها.Aspergillus spوAlternaria sp.بينهامنداخلية

البكتيرياعزلاتكلأنكما وجد. للطاقةكمصدرالليبيداتإستعمالإمكانيةإلىالليبازإنزيمنشاطيةأرجع

نموتعزيزفيدورلهايكونأنيمكنالإنزيماتهذهأناعتقدالليبازوالأميلازإنزيمينشاطيةلهاالخيطية

.)Sousa et al., 2008(النباتيةالأمراضمكافحةكذلكوالنبات

Choiإليه توصلماوهذاالسيليلازإنزيمنشاطيةتملكالعزلاتمن%40أنوجدهذهدراستنافي

Phoma sp.بينهامنالسيليلازإنزيمإفرازعلىقادرةداخليةفطريةعزلاتعدةعزلواالذين)2005(

Maria et(من طرف.Alternaria spالسيليلازإنزيماتجاهالنشطةالعزلاتبينمنبينما وجدكذلكو

al., 2005( .علىالقادرةللنباتات  الداخليةالدقيقةالحيةالكائنات. هذه الدراسةفيعليهالحصولتمماهذا

%40حواليتشكلالأخيرةهذهتشكلحيثالهميسيلسلوزهدمعلىقادرةتكونماغالباالسيليلوزهدم

الجلوكوزمثلالبسيطةالغذاءمصادرنفاذبعدوالكائناتهذهللنباتات،الحيويةالكتلةمنالتواليعلى%20و

الأولالمنافسالسيليلازلإنزيمالمنتجةالكائناتهذهتعتبروالخلويالجدارمركباتاستغلالفيتبدأالنشاءو

Choi et(الميتةالنباتاتأنسجةعلى  al., 2005(.يعتبركماPointing)1999(الداخليةالكائناتأن

العضويةالموادتحليلفيهامادوراتلعبأنيمكنومنهالمعيشةرميةتكونماغالباالسيليلازلإنزيمالمنتجة

)Sousa et al., 2008(.الممرضةالكائناتضدبيولوجيةمقاومةكعواملدورتلعبأنيمكنأخرىجهةمن

;Phythium)Gao et al., 2010وPhytophtoraمثلالسيليلوزخلاياهاجدرفيتملكالتيللنباتات

Sousa et al., 2008(.
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البروتيازمثلالإنزيماتلمختلفالكبيرالإنتاجخاصةالثانويةللمستقلباتبإنتاجهاالخيطيةالبكتيرياتتميز

أغلبفيلوحظإذنتائجنافيعليةالحصولتممثلما)Bhasin et al., 2010(السيليلازوالأميلازوالليباز

).13الجدول(الإنزيماتلمختلفأكبربإنتاجتميزت.Streptommyces spلجنسالثلاثةالعزلاتأنالحالات

يمكنالأخيرةهذهبالتاليالحية،الكائناتجميعلدىالإستقلابعملياتفيمهمةالإنزيماتتعد

الكائناتمنالمعزولةالإنزيماتتعدلكن،الدقيقةالحيةالكائناتوالحيواناتوالنباتاتمنعليهاالحصول

إذالحرجة،PHوالحرارةدرجاتفياستقراراأكثركوĔاالصناعيالمستوىعلىسيماأهميةأكثرالدقيقةالحية

البكتيناز،السيليلاز،البروتياز،(الأغذيةو) السيليلازالليباز،الأميلاز،(النسيجيةاĐالاتفيإستعمالهايمكن

) كزيلانازريدكتاز،أوكسيدوالليباز،(الورقيةو) الليبازالبروتباز،(الصناعات الجلديةو) ريدكتازأوكسيدو

. )Maria et al., 2005; Sousa et al., 2008()ريدكتازأوكسيدوالليباز،السيليلاز،البروتياز،(المنظفاتو

ذاتجديدةلعزلاتمصدرالداخليةالدقيقةالحيةالكائناتاعتباريمكنعليهاالمتحصلالنتائجخلالمن

النسيجيةوالصيدلانيةوالورقيةوالغذائيةالصناعاتمثلصناعاتعدةفيالبيوتيكنولوجيةالأهمية

. الجلديةو
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.المعزولةالبكتيرياوالفطرياتلمختلفالإنزيميةللنشاطيةالإنزيميالمؤشرمتوسطاتمقارنة:10الشكل
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. المعزولةالبكتيرياوالفطرياتلمختلفالإنزيميةللنشاطيةالإنزيميالمؤشرمتوسطاتمقارنة:)تابع(10الشكل
) :(EIالمستعمرةقطر/الهالةقطر= الإنزيميالإنتاجنسبةيمثلوالذيالإنزيميالمؤشر)سم(،nfيجرىلمالإختبار .

.(P<0.05)عندبنهامعنويفرقيوجدلاالحرفبنفسالمرفوقةالمتوسطات
.(M±SD)المعياريالإنحراف±مكرراتلثلاثالحسابيالوسيطتمثلالمنحنىمننقطةكل
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III.7.القمحبذورنمووإنتاشعلىالداخليةالبكتيرياوالفطرياتتأثيردراسة

ذلكوالصلبالقمحنموعلىالمعزولةالداخليةالبكتيريةوالفطريةالعزلاتمختلفتأثيرمقارنةمن

إيجابيتأثيرلهايكنلمالعزلاتمعظمأنهتبينالسويقاتوزنوطولعلىوالبذورإنتاشعلىبالاعتماد

فرقوجودأظهرتاالتيStreptomyces sp.1،Streptomyces sp.2العزلتينعدىماالقمحنباتنموعلى

.)11الشكل(،)14الجدول(. )Control 1،Control 2(بالشاهدمقارنة(P<0.05)عندمعنوي

.الصلبالقمحنباتنموعلىالمعزولةالبكتيرياوالفطرياتتأثيرمقارنة:14الجدول

Vigour
Index

Shoot
fresh

weight
(mg)

Root
fresh

weight
(mg)

Shoot
length
(cm)

Root
length
(cm)

Germination
(%)Treatment

470,97cd17,50dc18,50b3,42b4,01bc63,33cControl 1
446,97cd19,50c17,00b3,41b4,01bc60,00cControl 2
1323,00a57,50a25,50a5,96a8,58a90,00aStreptomyces sp.1
995,67b43,33b27,50a6,52a8,42a70,67bcStreptomyces sp.2
488,73cd20,67c19,00b3,40b4,23b64,00cAlternaria sp.
439,23cd19,17c17,50b3,37b3,83bc61,00cCladosporium sp.
465,01cd20,00c18,00b3,80b4,00bc45,00cPenicilium sp. 1
389,60cd18,00dc16,00b3,23b3,50bc58,00cPenicilium sp. 2
440,17cd19,33c17,00b3,40b3,93bc60,00cAspergillus sp.
468,67cd18,17dc18,00b3,50b4,07bc62,00cChaetomium sp.
465,61cd18,63dc17,50b3,47b3,97bc62,67cPhoma sp.
552,23c18,00dc19,00b3,73b4,77b65,00cStreptomyces sp.3

Control 1)معقممقطرماء(،Control 2)نشاء+ معقممقطرماء(.
.(P<0.05)عندبنهامعنويفرقيوجدلاالحرفبنفسالمرفوقةالقيم

.(M±SD)المعياري الإنحراف±مكرراتلثلاثالحسابيالوسيطتمثلالمنحنىمننقطةكل

إيجابيتأثيرلهماكانStreptomyces sp.2وStreptomyces sp.1العزلتينمنكلأنالنتائجتبين

منلكلالحيويةالكتلةرفععلىتعملأĔاوجدتالأخيرةهذهحيث،بالشاهدمقارنةالقمحنباتنموعلى

vigour)البادراتنموقوةمؤشرمنترفعأخرىجهةمنالناشئة،الجذوروالسويقات index)يعبرالذيو

الناشئة،الجذوروالسويقاتطولوالإنتاشنسبةمنكلعلىإيجاباتأثيرهاخلالمنالجيدالنموعلى

عندالمسجلذلكمنأكبركانStreptomyces sp.1العزلةلدىالمسجلالبادراتنموقوةمؤشر
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Streptomyces sp.2)1323,00،995,67(2و1الشاهدينمنأكبرالأخيرينهذينوالتواليعلى

).14الجدول(الشواهدمنجداقريبةالنتائجفكانتالعزلاتباقيأما..التواليعلى446,97)، 470,97(

حمضلإندولمنتجةمنهماكلاأنStreptomyces sp.2وStreptomyces sp.1العزلتينوجدت

فكانتللذوبانالقابلغيرالفوسفاتتحليلبينما،(NH3)الأمونياوindole acetic acid (IAA)الأستيك

.)15الجدول(سلبيةالنتيجة

طرفمنللذوبانالقابلغيرالفوسفاتتحليلوالأستيكحمضأندولوNH3إنتاجإختبار:15الجدول

.Streptomyces sp.2وStreptomyces sp.1العزلتين

Phosphate

solubilization

Indole acetic acid

(IAA) production

NH3 productionTest isolates

-++Streptomyces sp 1

-++Streptomyces sp.2

.إيجابيتفاعل+سلبي،تفاعل-

نموتحفزأنيمكنحيثلنمو هذه الأخيرةبتعزيزهامعروفةللنباتاتالداخليةالخيطيةالبكتيرياتعد

الممرضةالفطرياتضدالبيولوجيالنشاطذاتالمستقلباتبعضإنتاجمثلمباشرةغيربطريقةالنباتات

,auxins, gibberellins, cytokinins(لنموهاالمعدلةالهرموناتإنتاجمثلمباشرةبطريقةأوللنباتات

ethylene and abscisic acid (الغذائيةالحالةتحسينالنمو،مراحلمختلففيالنباتنموتحفزالتيو

,.Qin et al(الفوسفاتوالنيتروجينخصوصاالأغذيةامتصاصعمليةتسهيلوالتزويدخلالمنللنباتات

هذهدراستنافيوجد. )Khamna et al., 2010(التربةمنالمعزولةالبكتيريالبعضالحالهووكذلك.)2011

منالقمحنباتنموتحفيزعلىتعملStreptomyces sp.2وStreptomyces sp.1العزلتينمنكلأن

إنتاجعلىقادرةالأخيرةهذهأنملاحظةمعالإنتاشنسبةو الجذوز والأوراقطولووزنفيالزيادةخلال

طرفمنالأمونياوIAAإنتاج. الأمونياوIndole Acetic Acid (IAA)أستيكأسيدإندول
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Streptomycesالنباتاتالأنسجةداخلمنأوالتربةمنالمعزولةسواءدراساتعدةفيأثبت)Khamna et

al., 2010; Nimnoi et al., 2010; Oliveira et al., 2010( .فيدوراتلعبأنيمكنالبكتيرياهذهبالتاليو

العواملبينمنأنباعتبارIAAالعزلاتهذهإنتاجإمكانيةإلىالدورهذايعزىوقدالقمحنباتنموتعزيز

تعتبرإذ.)Khamna et al., 2009; Oliveira et al., 2010(الأخيرهذاإنتاجالجيدالنموعلىالمسؤولة

دورلهاالتيالأوكسينات بينومنالنبات،لدىالمعدلةالهرموناتأهمبينمن(auxins)الأوكسينات 

الخلايافيتمايزهاوإنقسامهاالخلايا،إستطالةتحفيزعلىيعملهرمونهوالذيIAAفيزيولوجيووظيفي

أكبربامتصاصيسمحمماللجذورالجانبيةالتفرعاتزيادةعلىيعملكما،)Soltani et al., 2010(الناشئة

)Shrivastava et al., 2008( .)Merzaeva et Shirokikh, 2010(جيدنمووالنباتطرفمنللأغذية

هذهبذورمعاملةوعند(winter rye)منIAAللهرمونالمنتجةالداخليةالخيطيةالبكتيريامنعددعزلوا

كما. للبادراتكثيفنمووالإنتاشفي قدرةزيادةوجدالبكتيرياهذهطرفمنالمنتجالأوكسينđذاالأخيرة

Streptosporangiumو Micromonospora ،Nocardia ،Actinomaduarالخيطيةالبكتيرياأجناسأن

جهةمن.الطماطموالخيارالذرى،منلكلالجافالوزنمنترفعأĔاعلىذكرتIAAللهرمونالمنتجة

النباتنموتعزيزعلىأيضاتعملIAAللهرمونالمنتجةالتربةمنالمعزولةالبكتيريابينتإثباتاتعدةأخري

)Nimnoi et al., 2010(،(Nimnoi et Pongsilp, 2009)المنتجةالمعزولةالبكتيريةالعزلاتأنوجدوا

Brassica وRaphanus sativusنباتعندالهوائيةالبادراتوالجذورنموتعزيزعلىتعملIAAللهرمون

oleraceaبينما. الشاهدمنمرات5منبأكثر)Khamna et al., 2010(و)El-Tarabily, 2008(وجدوا

منالرفعخلالمنالطماطموالذرينموتعزيزعلىتعملIAAللهرمونالمنتجةStreptomycesعزلاتأن

منالخيطيةالبكتيرياتعززأخرىجهةمن. الهوائيةالبادراتوالجذورطولووزنزيادةوالبذورإنتاشقدرة

و هذا الأخير عنصر مهم في تغذية )Qin et al., 2011(النتروجينبينهامنالغذاءبمصادربتزويدهالنباتنمو
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النبات و نموه غالبا ما يتم توفيره من طرف البكتيريا للنباتات   في شكل أمونيامن خلال تثيت الآزوت الجوي

(Roy et al., 2010)،حسبحيث(Hasegawa et  al., 2006; Janso et Carter, 2010)يمكن

.الجويالنيتروجينتثبيتللنباتات  الداخليةالخيطيةالبكتيريابينهامنللنباتات الداخليةللكائنات

القمحنباتنموتعززمخبرياالقمحلنباتالداخليةالخيطيةالبكتيرياأنالقوليمكنالدراسةهذهمن

منالمزيدتتطلبالتيوالقمحنباتلنموالمعززةالغذائيةالعناصروالهرموناتلبعضمصدراعتبارهايمكنو

. الزراعياĐالفيإستعمالهاإمكانيةو الدراسة الميدانية و
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.القمحنباتنموعلىالداخليةالبكتيرياوالفطرياتتأثيرمقارنة:11الشكل
)A(:السويقاتوللجذورالرطبالوزنعلىالتأثير .
)B(:السويقاتوالجذورطولعلىالتأثير. Control 1)معقممقطرماء(،Control 2)نشاء+ معقممقطرماء.(

الحسابيالوسيطتمثلالمنحنىمننقطةكل،(P<0.05)عندبنهامعنويفرقيوجدلاالحرفبنفسالمرفوقةالمتوسطات
.(M±SD)المعياري الإنحراف±مكرراتلثلاث
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. القمحنباتنموعلىالداخليةالبكتيرياوالفطرياتتأثيرمقارنة):تابع(11الشكل
(C):البادراتنموقوةعلىالتأثير .
D)(:البذورإنتاشعلىالتأثير.Control 1)معقممقطرماء(،Control 2)نشاء+ معقممقطرماء.(

الحسابيالوسيطتمثلالمنحنىمننقطةكل،(P<0.05)عندبنهامعنويفرقيوجدلاالحرفبنفسالمرفوقةالمتوسطات
.(M±SD)المعياري الإنحراف±مكرراتلثلاث
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الخاتمــة و الآفاق

فيوعائلهامنأغذيتهاعلىتتحصلماغلباللنباتات الداخليةالأنسجةتستوطنالتيالدقيقةالأحياء

أنكمابيولوجيا،النشطةالمستقلباتإنتاجخلالمنعائلهاصحةتعزيزعلىالأحياءهذهتعملذلكمقابل

المكافحةالنباتية،الهرموناتإنتاجالنيتروجين،تثبينخلالمنيتمأنيمكنعائلهالنموالأخيرةهذهتعزيز

.)Hasegawa et al., 2006(المغذياتعلىالمنافسةوللنباتات الممرضةالكائناتضدالبيولوجية

منواسعةĐموعةمصدرأĔاعلىصفتوللنباتات الداخليةالفطرياتوالخيطيةالبكتيريامنكل

المستقلباتلهذهالبيولوجيةالنشاطاتمختلفالزراعية،والطبيةالصناعية،الأهميةذاتالثانويةالمستقلبات

;Qin et al., 2011(حشريةمضاداتوسرطانيةفيروسية،فطرية،بكتيرية،مضاداتتكونأنيمكن

Tejesvi et al., 2007( .الدقيقةالأحياءطرفمنالمنتجةالجديدةالمركباتعنالبحثجعلماهذا

لبعضالمقاومةالبكتيرياكظهورالإنسانيةعندالصحيةالمشاكلبعضلحلواعدةآفاقيحملللباتاتالداخلية

Yu et(البيئةعلىخطراأقلوسميةأقلأكبر،فعاليةذاتتكونالمركباتهذهالإستعمال،شائعةالأدوية

al., 2009(  .

الفطرياتوالخيطيةللبكتيرياالأنشطة البيولوجيةبعضدراسةخلالمنعليهاالمتحصلالنتائجتشير

Triticum)الصلبالقمحلنباتالداخلية durum Desf.)تشكلأنيمكنالكائناتهذهأنواعبعضأنإلى

العزلاتبعضأنحيثالزراعية،والصناعيةالطبية،الأهميةذاتبيولوجياالنشطةالثانويةللمستقلباتمصدر

الممرضةالفطرياتوالبكتيريةالأنواعبعضضدالطيفواسعةميكروبيةضدلنشاطيةبامتلاكهاتميزت

ماللأكسدةمضادةنشاطيةبامتلاكهاتميزتالعزلاتهذهمستخلصاتبعضأنكماالإنسانوللنباتات 

بعضتحلأنشأĔامنالتيالمصادرهذهمنبيولوجياالنشطةالثانويةالمستقلباتعلىالبحثيشجع

بعضوالدقيقةالحيةالكائناتببعضالإصابةعنالناتجةالأمراضمثلالإنسانيةلدىالصحيةالمشاكل
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المكافحةفيإستعمالهايمكنذلكإلىبالإضافةالحرة،للجذورالتأكسديةالتفاعلاتعنالناتجةالأمراض

.الفطرياتخصوصاللنباتات الممرضةالدقيقةالأحياءضدالبيولوجية

بعضإنتاجعلىمقدرēاأثبتتالخيطيةالبكتيرياخصوصاالعزلاتهذهأنواعبعضآخرصعيدعلى

.الصناعيالمستويعلىأهميةلهاتكونأنيمكنالتيوالإنزيماتأنواع

الصلبالقمحنباتنموتعزيزعلىتعملأĔاعلىجدتوأيضاالعزلاتبعضأخريجهةمن

(Triticum durum Desf.) مثلالنباتيةالهرموناتبعضإنتاجخلالمنمحمد بن بشيرصنفIAAتوفيرو

. الغذائيةالزراعيةالإستعمالاتلغرضخصوصاأكبرأهميتهايجعلماالنيتروجينمثلالغذائيةالمصادربعض

: تشملتمعنودقةأكثرشمولية،أكثرلدراسةأوليةمرحلةإلاّ هيماالدراسةهذهكآفاق،

تحليلعلىتعتمدالتيالحديثةالجزيئيةالطرقباستعمالبيولوجياالنشطةالعزلاتعلىالتعرف·

.rDNAالنوويللحمضITSو18Sالوحدةلتحتالآزوتيةالقواعدتتابع

طرفمنبيولوجياالنشطةللمركباتأكبرإنتاجتعطيالتيالفيزيولوجيةوالمزرعيةالشروطإيجاد·

.العزلاتهذه

.النشطةللمركباتالجزيئيةالبنيةعلىالتعرفوتنقيةعزل،·

ظروفتحتالقمحلنباتالزراعيالمردودونموعلىالعزلاتتأثيرمدىلمعرفةميدانيةدراسة·

. PHوالجفافمثلمختلفةإجهاد

منالنباتيةالهرموناتمنأكبركمياتلإنتاجالمناسبةالفيزيولوجيةوالمزرعيةالشروطإيجاد·

.العزلاتهذهطرف

.الإنزيماتلمختلفإنتاجهاحيثمنالعزلاتلهذهكميةدراسة·
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قائمة الأوساط)1(الملحق 
Yeast Extract-Malt Extract Agar  (YMA):

Yeast extract 3.0 g
Malt extract 3.0 g
Peptone 5.0 g
Glucose 10.0 g
Agar 15.0 g
Distilled water 1000 ml

YeastExtract-Malt Extract Broth (YMB):
Yeast extract 3.0 g
Malt extract 3.0 g
Peptone 5.0 g
Glucose 10.0 g
Distilled water 1000 ml

Glucose yeast extract peptone (GYP) agar :
Glucose 1 g
Peptone 0.5 g
Yeast extract 0.1 g
Agar 16 g
Distilled water 1000 ml
PH 6

Casein Agar :
Skimmilk powder 10 g
Distilled water 90 ml
Agar 3 g
Distilled water 97 ml

Cellulose Agar (CA): basal Gauze agar
K2HPO4 0.5 g
MgSO4 .7H2O 0.5 g
KNO3                               1 g
Nacl                                 0.5 g
FeSO4 2H2O                     0.01 g
Agar                                 25 g
Carboxymethyl cellulose 1%
Distilled water                   1000 ml

Cellulolysis basal medium (CBM):
C4H12N2O6 5 g
KH2P04 1 g
MgS04· 7H2O                    0.5 g
Yeast Extract 0.1 g
CaC12.2H2O 0.001 g
Distilled water                   1000 ml

peptone agar:
Peptone                                10 g
Nacl 5 g
CaCl2 2H2O 0.1g
Agar 16g
Distilled water                  1000 ml

Pikovskaya (PKV):
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Glucose 10g
(NH4)2SO4 0.5g
Yeast extract 0.5g
KCL 0.2g
NaCl 0.2g
FeSO4.7H2O 0.002g
MnSO4. H2O 0.002g
Ca3(PO4)5 5g
Distilled water                  1000 ml

Potato Sucrose Agar (PSA):
Potatoes 200 g
Sucrose 20 g
Agar 20 g
Distilled water 1000 ml

Potato Dextrose Broth(PDB) :
Potatoes 200 g
Glucose 10 g
Distilled water 1000 ml

Starch Casein Agar (SCA):
Sooluble starch 10 g
Casien 0.3 g
KNO3 2 g
NaCl 2 g
K2HPO4 2 g
MgSO4.7H2O 0.05 g
CaCO3 0.02 g
FeSO4.7H2O 0.01 g
Agar 18 g
Distilled water 1000 ml
PH 7.2

Potato Dextrose Agar (PDA) : ACTYNO ISOLMENT
Potatoes 200 g
Glucose 10 g
Agar 15 g
Distilled water 1000 ml

Nutrient broth (NB):
Peptone 10 g
Yeast extract 5 g
NaCl 5 g
Distilled water 1000 ml
pH 7,2

Nutrient agar (NA):
Peptone 10 g
Yeast extract 5 g
NaCl 5 g
Distilled water 1000 ml
Agar 18 g
pH 7,2

Malt Extract Agar(MEA) :
Malt extract 20 g
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Peptone 1 g
Glucose 20 g
Agar 20 g
Distilled water 1000 ml

czapek yeast agar (CYA):
K2HPO4 1 g
Czabek cincentrate 10 ml ( 2الملحق )
Yeast extract 5 g
Sucrose 30 g
Agar 15 g
Distilled water 1000 ml

Inorganic salts-starch agar (ISP 4):
Soluble starch 10 g
K2HPO4 1 g
MgSO4. 7H2O 1 g
NaCl 1 g
(NH4)2SO4 2 g
CaCO3 2 g
Trace salts solution 1 ml (2 الملحق )
Distilled water 1000 ml
Agar 20 g
pH 7,0-7,4

Yeast extract-malt extract agar (IPS2) :
Yeast extract 4 g
Malt extract 10 g
Glucose 4 g
Agar 15.0 g
Distilled water 1000 ml
pH 7,3

Glycerol-asparagine agar (IPS5):
L-asparagine 1 g
Glycerol 10 g
K2HPO4 anhydrous 1 g
Distilled water 1000 ml
Trace salts solution 1 ml ( 2الملحق  )
Agar 20 g
pH 7,0-7,4

Tyrosine agar (IPS7):
Glycerol 15 g
L-tyrosine 0.5 g
L- asparagine 1 g
K2HP04 anhydrous 0.5 g
MgSO4.7H2O 0.5 g
NaCl 0.5 g
FeSO4. 7H2O 0.01 g
Distilled water 1000 ml
Trace salts solution 1ml ( 2الملحق  )
Agar 20 g
pH 7,2-7,4
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Basal mineral salts agar (ISP9):
(NH4)2SO4 2.64 g
KH2PO4 anhydrous 2.38 g
K2HPO4.3H2O 5.65 g
MgSO4 .7H2O 1 g
Pridham and Cottliebtrace
salts

100 ml  ( 2الملحق )

Distilled water 1000 ml
Agar 15g
pH 6,8-7,0

Pridham and Cottlieb trace salts :
CuSO4 .5 H2O 0.64g
FeSO4. 7 H2O 0.11g
MnCl2. 4H2O 0.79g
ZnSO4.7H H2O 0.15 g
Distilled water 100 ml

Basal mineral :
(NH4)2HPO4 1 g
KCl 0.2  g
MgSO4.7H2O 0.5 g
Agar 15 g
Distilled water 1000 ml

Mannitol-Mobility (Guiraud, 1998):
Peptone                           20 g
Potassium nitrate            1 g
Mannitol                         2 g
Phenol Red 40 mg
Distilled water                1000 ml
Agar                                4 g
pH 8,1

Meat liver agar (MLA):
Meat extract 10 g
Peptone 20 g
Yeast extract 10 g
Glucose 5 g
Distilled water 1000 ml
Agar 20 g
pH 7,6
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قائمة المحاليل)2(الملحق 
Czabek concentrate:

NaNO3 30 g
Kcl 5 g
MgSO4.7H2O 5 g
FeSO4.7H2O 0.1 g
Water 100 ml

Trace salts solution :
FeS04. 7H2O 0.1 g
MnCl2.4H2 0.1 g
ZnSO4.7H2O 0.1 g
Distilled water 100 ml

Pridham and Cottlieb trace salts :
CuSO4 .5 H2O 0.64g
FeSO4. 7 H2O 0.11g
MnCl2. 4H2O 0.79g
ZnSO4.7H H2O 0.15 g
Distilled water 100 ml

Carbol Fuchsin in Ziehl-Neelsen Staining:
(solution A)                       10 ml
(solution B)                       90 ml
(solution A):
Fuchsine basic                  3 g
Ethyl alcohol 95 % until  100 ml
Dye was filtred before use.

Aqueous solution of phenol (solution B) :
Phenol 5 g
Distilled water until 90 ml

phenol is liquefied in a vial by a gentle heating in a water bath.
Methylen bleu contertsain solution:

Methylen bleu 0,3 g
Distilled water until 100 ml

Decolouring solution of Ziehl-Neelson Stain:
Methylen bleu                 10 g
Absolute ethyl alcohol 300 ml
Sulfuric acid  60° 200 ml
Distilled water                 500 ml

Decolouring solution Modified Ziehl-Neelsen Stain
HCl (35%)                        3 ml
Ethyl alcohol (95%)         97 ml
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)3(الملحق 

و البكتيريةالمضادةللأكسدة  لمختلف العزلات الفطرية جدول تحليل تغيرات النشاطية: 17الجدول 
F Value(FV)Mean

Square(MS)
DFSum of

Squares (SS)Source

3828635.50700Corrected
Total

54.94***2295.748691227548.98431Samples
41.78933261086.52269Error

:DFدرجة الحرية.
)P<0.05 ،***P<0.001*(وجود فرق معنوي في النشاطية الإنزيمية بين مختلف العزلات *

.جدول تحليل تغيرات النشاطيات الإنزيمية لمختلف العزلات الفطرية و البكتيرية: 18الجدول 

Enzimatic activity
Source

Sum of
Squares(SS) DF Mean

Square(MS) F Value(FV)

Esterase
(T80)

Corrected Total 20.36847943 29
isolates 20.26147943 9 2.25127549 420.80***
Error 0.10700000 20 0.00535000

Lipase
(T20)

Corrected Total 53.54864262 29
isolates 52.85610639 9 5.87290071 169.61***
Error 0.69253623 20 0.03462681

Amylase
(Strach)

Corrected Total 95.43955688 29
isolates 90.76057172 9 10.08450797 43.11***
Error 4.67898516 20 0.23394926

Amylase
(Dextrine)

Corrected Total 50.04617430 29
isolates 46.21363310 9 5.13484812 26.80***
Error 3.83254120 20 0.19162706

Protease
(Casein)

Corrected Total 14.90864498 8
isolates 9.90300534 2 4.95150267 5.94*
Error 5.00563964 6 0.83427327

Protease
(Gelatin)

Corrected Total 7.60385901 20
isolates 7.59599598 6 1.26599933 2254.09***
Error 0.00786303 14 0.00056165

 :DFدرجة الحرية.

)P<0.05 ،***P<0.001*(جود فرق معنوي في النشاطية الإنزيمية بين مختلف العزلات و*
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