
 2013العدد الثالث / علمي /  -د الحادي عشرالمجل –مجلة جامعة كربلاء العلمیة 
 

 LABORATORY STUDY FOR THE EVALUATION ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
OF Azotobacter chroococcum EFFCIENCY IN CHITINASE 

PRODUCTION AND IT’S ABILITY IN CELL WALL 
DEGRIDATION OF Rhizoctonia solani THAT CAUSES 

BLACK ROOT ROT DISEASE OF STRAWBERRY 
PLANTS 

 

في انتاج  Azotobacter chroococcumدراسة مختبریة لتقییم كفاءة البكتریا 
 Rhizoctonia solaniیل جدران خلایا الفطر انزیم الكایتنیز وقابلیتھ في تحل

 المسبب لمرض التعفن الأسود لجذور نباتات الشلیك
 

 ابراھیم خلیل حسون                                                حوراء نعمة الكعبيا.م.
 المسیب -التقنیةالكلیة المسیب                                                  -الكلیة التقنیة

 www.nasr.allah88@yahoo.commail-e               مقاومة احیائیة /أمراض نبات
 

 

 المستخلص
في انتاج انزیم الكایتنیز وقابلیتھ في تحلیل جدران   Azotobacter chroococcumتقییم كفاءة البكتریا ھدف البحث الى 

المعزول من جذور نباتات الشلیك و المسبب لمرض التعفن الاسود لجذور نباتات الشلیك  Rhizoctonia solaniالفطر خلایا 
على  A.chroococcumوأوضحت الدراسة قابلیة بكتریاعلى الشلیك في العراق . R.solani ، ویعد ھذا اول تسجیل للفطر

سم وكانت أعلى فعالیة للإنزیم  0.5انتاج إنزیم الكایتنیز بظھور منطقة تحلل للكایتین الغروي أسفل المستعمرات البكتیریة بعمق 
مْ على وسط الانتاج الانزیمي عندما كان تركیز  25وبدرجة حرارة  8من الحضانة عند الرقم الھیدروجیني  رابعفي الیوم ال

وقد استطاع الإنزیم تثبیط نمو العزلة الفطریة  ، R.solani. درست العلاقة التضادیة بین إنزیم الكایتنیز والفطر  10-5اللقاح 
 .% قیاساً بمعاملة المقارنة 85.14بنسبة تثبیط  PDAعلى وسط 

 

Abstract 
The objective of this research is to assess the efficiency of the bacteria Azotobacter chroococcum 
 production of chitinase enzyme and its ability to analyze the cell walls of the fungus Rhizoctonia 
solani isolated from the roots of strawberry plants that causes black root rot disease of strawberry 
plants , this is consider as the first records of the fungus R. solani on strawberry in Iraq . The 
study showed the ability of the A. chroococcum to produce chitinase enzyme through of 
decomposition zone the colloidal chitin beneath bacterial colonies depth of 0.5 cm and were 
higher effectiveness of the enzyme in the fourth days of incubation at pH 8 and temperature 25 
˚C on the enzymatic production center when the concentration of the inoculum was5-10 . Studied 
the antagonism relationship between chitinase and R.solani which shows that the enzyme was 
able to inhibit the fungus on PDA with the rate of 85.14% compared to the treatment control . 
 

 

 المقدمة 
أكدت دراسات عدة على أھمیة الانزیمات في السیطرة الاحیائیة كونھا أحد أھم المركبات المفرزة من العوامل المسیطرة في     

المفرزة من قبل عوامل السیطرة  glucanaseو  chitinaseتثبیط نمو المسببات المرضیة  وتشیر البحوث الى إن أنزیمات الـ 
-β) و الكلوكان (Chitinالمرضیة إذ تعمل ھذه الانزیمات على تحطیم مركبات الكایتین ( الحیویة ضروریة لتثبیط نمو الفطریات

glucan( )2,1 . ( تنتج بكتریاAzotobacter  عدداً من الانزیمات التي من أھمھاHydrolytic enzymes  التي لھا القدرة على
 chitinase  ,  laminarinaseتحلیل جدران خلایا الفطر الممرض ولا تؤثر في جدران خلایا النبات ومن ھذه الانزیمات انزیم

وتقوم أیضاً بعض أنواع ھذه البكتریا بتحلل مائي لبعض السموم المنتجة من قبل  glucanase )1←3  (βوبعضھا ینتج انزیم 
 .Tالمفرز من قبل الفطر  chitinase. كما أظھر إنزیم الـ )  5,4,3الممرضة بحیث یصبح أقل سمیة على النبات (بعض الفطریات 

harzianum  القدرة على تحلیل جدران الفطرR. solani   والمعزول من نباتات قطن مصابة بالفطر الممرض و من تثبیط نمو
 بین.  ) pH) (4  )6مْ والرقم الھیدروجیني  20التي كانت بدرجة حرارة الفطر الممرض تحت الظروف المثلى لإنتاج الأنزیم و
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عزلت من منطقة الرایزوسفیر من التربة ومن مختلف مناطق مقاطعة   A . chroococcumعزلة من  25) أنھ من بین 7(

Sangli   من ھذه البكتریا انھا قد اظھرت مقدرة عالیة للتضاد مع الفطریات الممرضة مثل الھندیة أثبتت سبع عزلات
Aspergillus , Fusarium , Rhizoctonia  ،) أن عـزلات بــكتیریا 8بینمـا وجـد (A. chroococcum   تمتلك مـقدرة

الباذنجان كما وفرت حمایة للنبات المـسبب لمرض سقوط البادرات على  R. solaniتضادیة عـالیة ضد عــزلات الفطر الممرض 
قد قللت من  A. chroococcum) ان بكتریا 9وزیادة في معدل إنبات البذور تحت ظروف البیت البلاستیكي . أكدت نتائج (

التأثیرات السلبیة للفطریات الممرضة وبشكل واضـح ووفرت حمایة جیدة لنباتات الفاصولیا من الإصابة بمسببات مرض تعفن 
و  F. sulphureumو  F.solaniو  R. solaniوقواعد السیقان وبفروق معنویة قیاساً بمعاملات الفـطریات الممرضة الجذور 

Macrophomina phaseolina  وشدة اصابة عالیة تراوحت بین 100بمفردھا التي كانت نسبة الإصابة في معاملاتھا %
كفاءة عالیة في خفض نسبة إصابة النباتات بالفطریات المستھدفة  A. chroococcum%. اذ حققت بكتیریـا 70.00-76.67

% على التوالي وبدون فروق معنویة إذ كان تأثیرھا متقارباً في   28.33% و 21.67% و 41.67% و 33.33وشدتھا كانت 
 جمیع الفطریات الممرضة . 

 

  المواد وطرائق العمل
  عزل الفطر وتشخیصھ

بابل      وكربلاء للمدة  تيمناطق من محافظ ثلاثالبیوت البلاستیكیة في  نباتات الشلیك المزروعة داخلعینات من جذور  أخذت 
ملم ، نقلت  5-10غسلت الجذور المصابة بتعفن الجذور وقطعّت إلى قطع صغیرة بطول   16/5/2011لغایة  3/5/2011من 

دقائق والمغسولة بالماء المعقم والمجففة بورق  3% ولمدة  1 بمحلول ھایبوكلورات الصودیوم بتركیز الجذور(المعقمة سطحیاً 
±  25قطع لكل طبق وحضنت الاطباق تحت درجة  4بواقع  PDAالترشیح المعقم) الى أطباق بتري حاویة على الوسط الزرعي 

 Tetracyclineیوي والمضاف الیھ المضاد الح  PDAمْ  بعد نمو المستعمرات الفطریة على الوسط نقیت على الوسط الزرعي  2
والصفات المظھریة للابواغ اللاجنسیة والخلایا  PDAشخصت الى مستوى النوع اعتماداً على الصفات المزرعیة على الوسط 

  . )12,11,10المولدة للابواغ باستخدام المفاتیح التصنیفیة (
 

   A. chroococcum تشخیص بكتریا
وأعتمد في تشخیص ھذه   Sucrose Mineral Salts وجرى إكثارھا على الوسطمن التربة  A. chroococcum عزلت البكتریا

، تضمنت وصف سطح المستعمرة من حیث كثافة وشكل النمو وشفافیة المستعمرات ولونھاالبكتریا دراسة الصفات المظھریة 
طرة اختبار الحركة باستعمال طریقة القكما اجري رام وكذلك تحدید شكل الخلایا البكتیریة ، گدراسة تفاعلھا مع صبغة والمجھریة ب

% 1النمو في مْ و  37النمو في درجة حرارة و  النمو في وسط بیركالكیموحیویة والتي تضمنت اختبار  الاختبارات المعلقة و
   ). 15,14,13( اختبار كفاءة العزلات على تثبیت النتروجین الجويو استھلاك المصادر الكاربونیة المختلفة و  كلورید الصودیوم

 

  R.solaniالمثبط لنمو الفطر الممرض  A. chroococcumتحدید التركیز الفعال من العالق البكتیري 
مل من الوسط السائل النامیة فیھ البكتریا بواسطة ماصة معقمة واضیف  1باخذ  البكتریا وذلكتم تحضیر سلسلة تخفیفات من عالق 

واضافتھا الى مل من الأنبوبة الأولى  1مل ماء مقطر معقم وتم تلقیح كل الانابیب وذلك بأخذ  9الى انبوبة اختبار تحتوي على 
بعدھا  10-10 ....1-10بوساطة ماصة معقمة كررت العملیة على باقي الأنابیب للحصول على سلسلة من التخافیف  الانبوبة الثانیة 

مل / طبق من كل تخفیف من العالق البكتیري على شكل بقع دائریة 1بأخذ  PDAجرى تلقیح الأطباق الحاویة على الوسط الزرعي
أیام  7بعمر  PDAوالمنماة على الوسط   R.solaniالفطرسم أخذ من قرب حواف مستعمرة 0.5 وضع في مركزھا قرص بقطر

نت الأطباق بدرجة ) وحض16مل ماء مقطر معقم (1 وتركت أربعة أطباق لكل فطر للمقارنة من دون تلقیح بالبكتریا أضیف لھا 
أیام بعد ذلك تم حساب مقدار التثبیط وذلك بحساب قطر مستعمرة الفطر النامي في معاملة البكتریا  3مْ لمدة  2±25حرارة 

 ) .(17ومقارنتھا بقطر مستعمرة الفطر النامي في معاملة المقارنة ، حسبت النسبة المئویة لتثبیط النمو الفطري وفق معادلة 
 

 لانزیم الكایتنیز  A. chroococcumاج البكتریا الكشف عن انت
في الكشف عن انتاج انزیم الكایتنیز باستخدام وسط  )19(في تحضیر الكایتین الغروي ، كما اتبعت طریقة ) 18(اتبعت طریقة  

 . بواسطة شریط القیاس  تم قیاس تحلل الكایتین على أساس عمق منطقة التحلل )20(الكشف الموصوف من قبل 
 

   D-glucoseتقدیر السكریات المختزلة والمنحنى القیاسي لسكر الـــ
المتحررة من تحلل الكایتین في المحلول الزرعي البكتیري  Reducing sugars) في قیاس السكریات المختزلة 21(اتبعت طریقة 

 . )1( كمادة قیاسیة لعمل المنحنى القیاسي لسكر الكلوكوز المختزل شكل D-glucos، تم استخدام السكر 
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 ) المنحنى القیاسي لسكر الكلوكوز1شكل(
 

 قیاس الفعالیة الإنزیمیة للكایتنیز
وباقي السكریات المختزلة الناتجة من  N-acetyl-D-glucosaminیعتمد مبدأ قیاس الفعالیة الانزیمیة للكایتنیز على مقدار سكر 

التحلل الانزیمي للكایتین وعبر عن الفعالیة الإنزیمیة للكایتنیز بأنھا كمیة الإنزیم التي تحرر مایكرومولاً واحداً من السكریات 
ولتحدید الفعالیة الانزیمیة للكایتنیز اتبعت ، ) 22مل من الراشح الانزیمي ( 1لواحدة تحت ظروف القیاس في المختزلة بالساعة ا

 ) . 23( الطریقة المعتمدة من قبل
 

 A. chroococcumتحدید الظروف المثلى لانتاج انزیم الكایتنیز المنتج من قبل 
م ورقم  20،25،30ْفي وسط الانتاج عند درجات الحرارة  انزیم الكایتنیزأجري إختبار لبعض العوامل البیئیة المثلى لانتاج  

) ، إذ ثبتت بقیة العوامل بإستثناء العامل 21(ساعة وحسب طریقة120،144، 24،48،72،96لمدة  6،7،8،9ھیدروجیني 
 . )24( المدروس ، وقدرت الانتاجیة بدلالة الفعالیة الإنزیمیة (وحدة/مل) وفق معادلة

 

 R. solaniفي نمو الفطر الممرض  A. chroococcumلراشح الإنزیمي الخام للبكتریا تأثیر ا
بإضافة الأسیتون المبرد بدرجة حرارة  لك عن طریق ترسیب بروتین الانزیمالمعاملة الاولى: فصل الإنزیم عن المضاد الحیاتي وذ

الى الراشح الخام للإنزیم بنسبة حجم واحد من الراشح الى حجمین من الأسیتون بصورة تدریجیة ، نبذ المحلول بسرعة  20-
دورة / دقیقة لمدة نصف ساعة ، أذیب الراسب في حجم معین من محلول فوسفات الصودیوم الدارئ یعادل نصف حجم  10000

لغرض التعقیم والتخلص من  Milipore filter 0.22لال أوراق ترشیح نوع بعدھا مرر الإنزیم خ 6الراشح وبرقم ھیدروجیني 
 .  البكتریاابواغ 

الإنزیم خلال أوراق  مْ لمـدة عـشـر دقـائـق ، بعدھـا مــرر 100الإنـزیـم وذلك بغلـیـھ بــدرجـة حـــرارة  مسخالمعاملة الثانیة: 
 .  البكتریالغرض التعقیم والتخلص من ابواغ  Milipore filter 0.22ترشیح نوع 

لغرض التعقیم والتخلص من ابواغ  Milipore filter 0.22المعاملة الثالثة: إمرار الراشح الخام للإنزیم خلال أوراق ترشیح نوع 
 ) .  25(البكتریا 

وبواقع ثلاثة  6وبرقم ھیدروجیني  %10قبل تصلبھ بنسبة  PDAأضیفت المعاملات السابقة للراشح الخام للإنزیم الى الوسط 
وضع في   R.solaniمكررات لكل معاملة ، ترك الوسط لكي یتصلب بعدھا لقحت الأطباق الحاویة على الوسط بمستعمرة الفطر

أطباق للمقارنة بدون معاملة أضیف لھا ماء مقطر فقط ، حضنت الأطباق بدرجة حرارة  3سم وتركت 0.5 مركزھا قرص بقطر
 ) .17( أیام ، حسبت النسبة المئویة لتثبیط النمو الفطري وفق معادلة  3دة مْ و لم 35

 

 النتائج والمناقشة
 عزل الفطریات وتشخیصھا

ومن جمیع البیوت البلاستیكیة التي تم العزل أظھرت نتائج العزل من جذور نباتات الشلیك التي ظھرت علیھا اعراض المرض 
ویعد ھذا أول تسجیل لھذا الفطر على نباتات الشلیك في العراق ، تم تشخیص الجنس الى  Rhizoctoniaمنھا ، وجود الجنس 

 متفرع غزل فطري بتكوین، وتمثلت صفات ھذا الفطر في مستعمراتھ التي عزلت من جمیع المناطق  R. solaniمستوى النوع 
مستعمرة ، ال في الفروع قرب منطقة النشوء تكوین حواجزو یحتوي على تخصرات عند منطقة نشوء التفرع وبشكل زاویة قائمة 

ة داكنة مستدیرة ـبعض عزلاتھ تكون أجساماً حجریة بنی عدم تكوینھ للسبورات اللاجنسیة والكونیدیات .، لون شاحب الى بني ذات 
     ) .15,14,13( و تجمعات عند مرحلة تكوین الجسم الحجريأن خلایا برملیة الشكل بھیئة سلاسل یكوّ  وصغیرة .
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 A. chroococcumتشخیص بكتریا 
عزلت من تربة حول الجذور لنباتات الحنطة وبینت النتائج ان المستعمرات  Azotobacter عزلات من بكتریا 3تم الحصول على 

الصلب كانت لماعة و ناعمة و محدبة و لزجة و متوسطة الى كبیرة الحجم غیر شفافة ، كما ان  SMSAالنامیة على الوسط 
) و أوضحت نتائج الفحص المجھري للشرائح الزجاجیة الحاویة على الغشاء 1صورةالصبغة البنیة كانت واضحة بمرور الوقت (

انت بیضویة الى عصویة ومتحركة بأسواط محیطیة و سالبة رام أن أشكال الخلایا البكتیریة كگالبكتیري المثبت المصبغ بصبغة 
 Azotobacterرام وغالباً ما تكون على شكل أزواج وھذه الصفات تتطابق مع الصفات المزرعیة والمجھریة للجــــنس گلصبغة 

ة للتفریق بین الأنواع التابعة للجنس ستعملبعض الصفات الكیموحیویة الم 2)(ویلاحظ من الجدول  ).1) (جدول 27,26(
Azotobacter )28,27( . لھا القدرة على استغلال المصادر الكربونیة  وكفاءتھا في تثبیت النتروجین الجوي  ةأثبتت العزل

في  % كلورید الصودیوم وعدم قدرتھا على النمو1المختلفة ( المانیتول و الرامینوز و السكروز و النشأ) والوسط الحاوي على
اختبار الحـركة ان البكتیریا متحركة حـركة انتقالیة حقیقیة نشطة.  وبینت نتائج  م 37ْكما نمت العزلات في حرارة ، وسط بیرك

) 31,30,29,9( وتتفق ھذه النتائج مع ما اشار الیھ  A. chroococcumان جـمیع العزلات كـانت تابعة للنـوع  ویتضح من النتائج
. 

 
 

 SMSAعلى وسط   A. chroococcum) نمو بكتریا 1( صورة
 

 A. chroococcumلتشخیص بكتریا والمجھریة  ) الصفات المظھریة1جدول(
 

رمز 
 النبات /منطقة الجمع العزلة

 الصفات المجھریة للخلایا الصفات المظھریة للمستعمرة
كثافة 
 النمو

شكل 
تجمع  شكل الخلایا اللون النمو

 الخلایا
 صبغة 

 رامگ

A1 بني غامق لزجة +++ الحنطة/ناحیة القاسم 
عصویة 
 وبیضویة

مفردة 
 سالبة وثنائیة

A2 سالبة ثنائیة عصویة قصیرة بني فاتح لزجة ++ ناحیة القاسم /الشعیر 
A3 سالبة ثنائیة بیضویة بني فاتح لزجة ++ ناحیة القاسم /الذرة الصفراء 

 إذ إن: (++) متوسطة النمو، (+++) نمو كثیف.
 

 A. chroococcumالصفات الكیموحیویة والتفریقیة لتشخیص بكتریا ) 2جدول (
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 (++) متوسطة النمو، (+++) نمو كثیف . ) لا یوجد نمو، (+) ضعیفة النمو ،-إذ إن: (
 

 R. solaniضد الفطر الممرض  A. chroococcumاختبار المقدرة التضادیة للبكتریا 
وحدة تكوین مستعمرة / مل أدى  610×  7بتركیز  A. chroococcum) الى ان استخدام البكتریا 3أشارت نتائج الجدول (      

%  قیاساً بمعاملة  83.24، إذ بلغت نسبة التثبیط  PDAعلى الوسط الزرعي  R.solaniالى تثبیط نمو عزلة الفطر الممرض 
على تثبیط نمو الفطر الممرض  A. chroococcum) فقد اثبت مقدرة بكتریا 8المقارنة وھذه النتائج تتفق مع ماحصل علیھ (

رمز 
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 استھلاك مصادر الكاربون
النتروجین المثبتة كمیة 

م %
ول

نیت
ا

وز 
مین

را
وز 

كر
س

 

شأ
ن

 

A1 - ++ ++ +++ - ++ + 0.06 

A2 - + +++ ++ - ++ + 0.07 

A3 - ++ ++ +++ - ++ ++ 0.06 
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R.solani  قد یعزى التأثیر الذي یسببھ استعمال ھذه البكتیریا في تثبیط نمو باذنجان الوسیقان نبات والمعزول من جذور .
ي لھا القدرة على تحلیل جدران خلایا الفطر عدد من الانزیمات التالفطریات الممرضة للنبات الى مقدرة ھذه البكتیریا على انتاج 

,  pyoluteorinوانتاج مضادات حیویة مثل  glucanaseو  laminarinaseو   chitinaseالممرض ومن ھذه الانزیمات انزیم
herbicolin   ,phenazin الفطریات الممرضة ومن  ةفضلا عن انتاجھا مركبات ذات أوزان جزیئیة منخفضة تعمل على مقاوم

) حیث إن وجود ھذا المركب بتراكیز عالیة یعمل على تثبیط نمو الفطریات الممرضة HCNنھا مركب سیانید الھیدروجین ( بی
)32,5,4,3 (. 
 

الممرضة على الوسط الزرعي     R. solaniفي تثبیط نمو عزلة الفطر  A. chroococcum) تقییم كفاءة عزلة البكتریا 3جدول (
PDA 

 
 
 
 
 

           
 *كل رقم في الجدول یمثل معدلاً لأربعة مكررات               

 

  الكشف عن انتاج انزیم الكایتنیز  
سم  بعد مرور  0.5أظھرت نتائج الكشف عن إنتاج إنزیم الكایتنیز ظھور منطقة إراقة (تحلل) أسفل المستعمرات البكتیریة بعمق    
اذا أعطت   Chitinaseمْ في وسط الكایتین الغروي (تكون عزلات البكتریا موجبة لاختبار الـ 37أیام من الحضن بدرجة حرارة  3

 ) . 33لى وسط الكایتین الصلب (ملم ع 4.5تحلل لأكثر من 
 

 تحدید الظروف المثلى لإنتاج إنزیم الكایتنیز
 مدة الحضن 1-
فقد سجل أعلى  A. chroococcum) تباین مدة الحضن المثلى لانتاج إنزیم الكایتینیز من قبل بكتریا 2أظھرت النتائج (شكل   

إذ بلغت  7م عند الرقم الھیدروجیني  25ْساعة من الحضن في وسط الانتاج بدرجة حرارة  96مستوى لانتاج الانزیم بعد مرور 
 0.1320ساعة اذ بلغت الفعالیة الانزیمیة  120وحدة/مل ،  ثم أخذ مستواه بالانخفاض بعد مرور  0.1548الفعالیة الإنزیمیة عندھا 

ھو ان انزیم الكایتنیز یعد من الانزیمات التي تنتج بصورة مبكرة اذ إن ھذا الانخفاض قد یعود الى سببین مھمین أحدھما  وحدة/مل .
) أما السبب الاخر فیعود الى ان انتاج الانزیم یقل عن زیادة مدة الحضن نتیجة 34,1یتم انتاجھ في المراحل الاولى من التطفل (

ج الانزیم وفعالیتھ ومنھا ان انزیم الكایتنیز لعوامل منھا حصول تغیرات بیئیة غیر مرغوبة في وسط الانتاج تؤثر في مستوى انتا
 ) .35الإنزیمات المستحثة لذا فإن معدل انتاجھ یقل او یتوقف عند تجمع النواتج النھائیة لعمل الانزیم (یعد من 

 

 
 
 

 إنزیم الكایتنیز) تأثیر مدة الحضن في إنتاج 2شكل (
 

 الرقم الھیدروجیني2-
فق�د س�جل أعل�ى  A. chroococcum) تأثیر الرقم الھیدروجیني في إنتاج إنزیم الكایتینیز م�ن قب�ل بكتری�ا 3أظھرت النتائج (شكل   

م إذ بلغ�ت  25ْس�اعة م�ن الحض�ن ف�ي وس�ط الانت�اج بدرج�ة ح�رارة  96بعد مرور  8مستوى لانتاج الانزیم عند الرقم الھیدروجیني 
یع�زى ت�أثیر ال�رقم الھی�دروجیني ف�ي وس�ط انت�اج الإن�زیم ال�ى ت�أثیره الكبی�ر ف�ي ق�د و وح�دة/مل ، 0.4220الفعالیة الإنزیمی�ة عن�دھا 

صفات الوسط كتأین العناصر المعدنیة فیھ وقابلیة ذوبانھا الذي ینعكس على مستوى نمو البكتریا ونشاطھا وقدرتھا على انتاج العدید 
 ) .36نزیمات التي من بینھا إنزیم الكایتنیز (من الإ

0
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معدل النمو القطري (سم)  المعاملة
 نسبة التثبیط % R.solaniللفطر 

 A. chroococcum *2.15 83.24 بكتریا 
 0.00 9.00 قارنة

L.S.D 1.035 0.117 0.05عند مستوى 

 مدة الحضن (ساعة)           
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 ) تأثیر الرقم الھیدروجیني في إنتاج إنزیم الكایتنیز3شكل (

 
 درجة الحرارة 3-
فق�د س�جل أعل�ى  A. chroococcum) ت�أثیر درج�ة الح�رارة ف�ي إنت�اج إن�زیم الك�ایتینیز م�ن قب�ل بكتری�ا 4أظھ�رت النت�ائج (ش�كل   

س�اعة م�ن الحض�ن ف�ي وس�ط الانت�اج إذ بلغ�ت  96بع�د م�رور  8م عند الرقم الھیدروجیني  ْ 25مستوى لانتاج الانزیم بدرجة حرارة 
ارة ت�ؤثر بص�ورة كبی�رة ف�ي إنت�اج الإنزیم�ات كم�ا ان الح�د الح�راري وحدة/مل ، أن درج�ة الح�ر  0.6431الفعالیة الإنزیمیة عندھا 

الأقصى للنمو یعتمد ویتح�دد بن�وع الإنزیم�ات أو م�دى ت�أثیر البروتین�ات داخ�ل الخلی�ة ب�الحرارة إذ إن الانخف�اض الس�ریع ف�ي مع�دل 
النم���و لطبیعت���ھ بفع���ل ال���دنتره لفق���دان الإن���زیم المس���یطر عل���ى س���رعة  النم���و عن���د رف���ع الح���رارة أكث���ر م���ن المثل���ى ی���أتي نتیج���ة

)Denaturation . ( 
 

  
                                              

 ) تأثیر درجة الحرارة في إنتاج إنزیم الكایتنیز4شكل (
 

 تركیز اللقاح البكتیري 4-
قد سجل أعلى مستوى لانتاج  A. chroococcumالمنتج من قبل بكتریا  10-4) أن تركیز إنزیم الكایتینیز 5أظھرت النتائج (شكل  

ساعة من الحضن في وسط الانتاج إذ بلغت الفعالیة الإنزیمیة  96بعد مرور  8م عند الرقم الھیدروجیني  25ْالانزیم بدرجة حرارة 
وحدة/مل بعدھا انخفضت الفعالیة  0.7492فقد بلغت الفعالیة الإنزیمیة عندھا  10-5وحدة/مل ، أما بالنسبة للتركیز  0.8641عندھا 

وحدة/مل ویعزى ذلك الى انخفاض الفعالیة الإنزیمیة للكایتنیز و یعود سبب الانخفاض 0.358 والبالغة  10-6الإنزیمیة عند التركیز 
ان سرعة التفاعل تتناسب بشكل طردي مع تركیز الانزیم بوجود  الى انھ كلما قلَ تركیز العالق البكتیري قلَ تركیز الانزیم وبما
 ) . 37كمیة كافیة من المادة الاساس لذلك انخفضت الفعالیة الانزیمیة (
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 ) تأثیر تركیز اللقاح البكتیري في إنتاج إنزیم الكایتنیز5شكل (
 

على   R. solaniفي تثبیط نمو عزلة الفطر الممرض  A. chroococcumتأثیر معاملات الراشح الإنزیمي الخام للبكتریا 
 PDAالوسط الزرعي 

وعند الرقم   R.solaniفي نمو الفطر A. chroococcumبینت نتائج تأثیر المعدلات للراشح الإنزیمي الخام للبكتریا    
انحفاضاً كبیراً في معدلات  10-5عندما كان تركیز اللقاح البكتیري م  25ْساعة بدرجة حرارة  96ولفترة حضانة  8الھیدروجیني 

)  اذ 4% مقارنة ببقیة المعاملات (جدول10المعاملة بالراشح الإنزیمي المفصول والمركز بالأستون بنسبة  نمو الفطر الممرض بعد
لموجودة ) الى انھ یمكن التخلص من الكثیر من المركبات ا25( % قیاساً الى معاملة المقارنة ، فقد أشار 85.14بلغت نسبة التثبیط 

مع الانزیمات في الراشح الانزیمي بواسطة فصلھا بالاستون الذي استعمل ایضاً في تركیز الانزیم وذلك بترسیب البروتینات 
(الإنزیمات) بالمذیبات العضویة التي من ضمنھا الأسیتون . في حین انخفضت نسبة التثبیط بإستعمال الراشح الإنزیمي الخام الى 

) من أن الإنزیم یفقد جزء من فعالیتھ عند 38معاملة الأستون ربما یعود سبب ھذا الانخفاض الى ماذكره (% قیاساً الى  53.48
إضافتھ مع المركبات الأیضیة الأخرى كما أشار الى ان الإنزیم یجب أن یضاف بتراكیز أعلى مما ھو علیھ في الراشح الإنزیمي 

أو إنبات أبواغھ ، كما سجلت المعاملة بالراشح الإنزیمي المقتول حراریاً أقل  على نسبة تثبیط عالیة لنمو الفطر الخام لكي نحصل
) عند إستعمال إنزیم الكایتنیز المقتول 39% وھذه النتیجة تتفق مع ماوجده ( 21.73نسبة في تثبیط نمو الفطر الممرض إذ بلغت 

% كما بین الباحث نفسھ 27.5وصلت نسبة التثبیط الى فقد  S. rolfsiiضد الفطر  T. harzianumحراریاً والمنتج من قبل الفطر 
من قتل الإنزیم حراریاً الى وجود مركبات أیضیة أخرى في الراشح الأنزیمي التي من الممكن أن تعطي  حصول نسبة تثبیط بالرغم

المضادات تستطیع أن تنتج عدداً من  A. chroococcumنسبة تثبیط ضد الفطر الممرض كما بین العدید من الباحثین أن بكتریا 
من الالیات الأكثر قبولاً في  السیطرة على المسببات المرضیة حیث لھا لقدرة على إنتاج أنواع عدیدة من  والتي تعدالحیویة 

,  Agrocin   ،434  Agrocin  , 2-4 diacetyl phoroglucinol  ,herbicolin   ,phenazin  84المركبات ومنھا : 
oomycin  ,pyoluteorin  ,pyrrolnitrin ، 84الحیوي   وأمكن إنتاج المضاد  Agrocin   ) 40,32,5بشكل تجاري (.  

  
   R. solaniفي تثبیط نمو عزلة الفطر الممرض  A. chroococcum)  تأثیر معاملات الراشح الإنزیمي الخام للبكتریا 4جدول(

 PDAعلى الوسط الزرعي 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 ات*كل رقم في الجدول یمثل معدلاً لأربعة مكرر                 
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معدل النمو القطري (سم)  المعاملة 
 نسبة التثبیط %   R.solaniللفطر 

 85.14    1.20* معاملة الأستون

 21.73 4.73 معاملة قتل الإنزیم

فقطالانزیمي الخام معاملة الراشح   2.50 53.48 

   0.00 8.50 المقارنة

L.S.D  2.829 0.51 0.05عند مستوى احتمال 
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