
 
 

 

 

 كلیة الزراعة    

  

 نزیمات التكسیر الحیوىإالتحسین الوراثى لفطر الترایكودرما لإنتاج 

  

  مقدمة من  

  

  سراء أحمد محمودإ

  كجزء من  متطلبات الحصول علي

  درجة الماجستیر في العلوم الزراعیة 

  ( وراثة) 

  

   لوراثةقسم ا

  

  كلیة الزراعة  

 

  

  جامعة الفیوم 

 

 

  

٢٠٢٣  

  

 



 نزیمات التكسیر الحیوىإالتحسین الوراثى لفطر الترایكودرما لإنتاج 

  

  مقدمة من  

  

  سراء أحمد محمودإ

  

  بكالوریوس في العلوم الزراعیة ( تكنولوجیا حیویة)

  )٢٠١٨جامعة الفیوم  ( –كلیة الزراعة 

  للحصول علي درجة

  الماجستیر في العلوم الزراعیة   

  )(وراثة

  وقد تمت مناقشة الرسالة والموافقة علیھا 

  اللجنة

  ھشام عبد اللطیف عبد اللطیف ا.د/  - ١

  ( رئیس اللجنة)    بني سویف جامعة -  الزراعة كلیة  - قسم الوراثة  -  الوراثة أستاذ

  ..............................................................................................................التوقیع

  أحمد عبد الفتاح محمد یس /د.ا - ٢

 الفیوم جامعة - الزراعة كلیة - الوراثة قسم - الوراثة أستاذ

  ..............................................................................................................التوقیع

  فتحي حمیدة  ىد./ ند - ٣

 الفیوم جامعة - الزراعة كلیة  -الوراثة قسم - المساعد  الوراثة أستاذ

  ..............................................................................................................التوقیع

  حسان محمدین جمال /د.ا - ٤

 الفیوم جامعة - الزراعة كلیة - الوراثة قسم ورئیس -  الوراثة أستاذ

  ..............................................................................................................التوقیع

  

 



 

 نزیمات التكسیر الحیوىإالتحسین الوراثى لفطر الترایكودرما لإنتاج 

  

  مقدمة من  

  

  سراء أحمد محمودإ

  للحصول علي درجة

  الماجستیر في العلوم الزراعیة  

  

  )(وراثة 

 

  :العلمي الاشراف لجنة

  حسان محمدین جمال /د.ا - ا

  الفیوم جامعة - الزراعة كلیة - الوراثة قسم ورئیس - الوراثة  أستاذ

  ..............................................................................................................التوقیع

  فتحي حمیدة ىند /د -٢

  الفیوم جامعة - الزراعة كلیة  -الوراثة قسم - المساعد الوراثة أستاذ

  ..............................................................................................................التوقیع

  أیات احمد عمر /د - ٣

  الفیوم جامعة - الزراعة كلیة  -الوراثة قسم - الوراثة مدرس

  ..............................................................................................................التوقیع

 

 

 

 

 



  الملخص العربي

عتبر مشكلة تراكم المركبات العضویة وخاصة المواد السلیولوزیة النباتیة والتي تتراكم سنویا دون استخدام ت

من أھم المشكلات البیئیة في الوقت الحاضروھنا تظھر أھمیة استخدام الكائنات الحیة الدقیقة وخاصة الفطریات في 

التي تفرزھا الفطریات خاص جنس الترایكودیرما  مع انزیمات السلیولازالمركبات بواسطھ تحلل الحیوي لھذه ال

محاولة ایجاد وسیلة للتحسین الوراثي للعزلات الفطریة لزیادة كفائتھا ومعدل انتاجھا من انزیمات التكسیر الحیوي 

ج انزیمات وذلك من خلال استحداث طفرات  مختلفة من فطر الترایكودیرما تتمیز بالكفاءة العالیة في انتا

تھدف  التكسیرالحیوي واستخدامھا في التخلص الحیوي للمواد السلیلوزیھ مما یساھم في الحد من المشكلات البیئیة.

الدراسة الي: عزل سلالات محلیة مختلفة من أجناس فطر الترایكودیرما وتقدیر كفائتھا في افراز انزیمات السلیولاز. 

لرفع كفائتھا الانتاجیة من انزیمات السلیولاز.  تعریف وراثي كامل لھذه  استحداث طفرات مختلفة من ھذه العزلات

  المستوي الجزئیي. تحدید وعزل بعض الجینات المسئولة عن انتاج انزیمات التكسیر الحیوي.  عليالعزلات الفطریة 

  - ویمكن تلخیص أھم النتائج لھذه الدراسة في النقاط التالیة :

  .الترایكودیرما والتقدیر الوصفي لانتاجھا من انزیم السلیولاز . عزل سلالت مختلفة من فطر١

تم عزل عدد أربعة وعشرون عزلة من فطر الترایكودرما من منطقة جذور نباتات الفول ورسیم والقمح 

المنزرعة بمناطق مختلفة بمحافظة الفیوم. وعلى أساس الخصائص المورفولوجیة والجزیئیة تم تعریف العزلات 

شرون علي أنھا اثني عشر عزلات تتبع النوع ھارزیانیم وعزلتین لیكسي وعزلتین لونجبریجیتم وثمانیة الاربعة وع

عزلات تتبع النوع ایریوفیردي .  أظھرت نتائج الاختبارات الوصفیة قدرة جمیع العزلات علي انتاج انزیم السلیولاز 

ووجود صبغة االكونجو الحمراء . أظھرت جمیع  وذلك من خلال استخدام بیئة بھا مادة كاربوكسي میثیل سیلیولوز

السیلیولاز وكانت عزلات الترایكودیرما نتیجة ایجابیة لاختبار تحول اللون الاحمر الي الاصفر في حالة اختبار 

  ) اعلي العزلات انتاجا للانزیمات .FUGT3و  FUGT6و  FUGT16و  FUGT18العزلات الاربعة التالیة  (

  الترایكودیرما والفطریات الممرضة . عزلاتتأثیر التضاد بین  - ٢

تم تقییم عزلات الترایكودیرما الاربعة وعشرون معملیا من حیث قدرتھا على مقاومة فطریات الرایزوكتونیا 

سولاني و الفیوزاریوم سولاني والماكروفومینا فاسیولینا وأظھرت جمیع عزلات الترایكودیرما قدرة تثبیطیة عالیة 

قدرة تثبیطیة حیث كانت نسبة تثبیط نمو الفطر الممرض أعلى  ٦FUGT1ممرضة. أظھرت العزلة  لنموالفطریات ال



٪) مقارنة بنسبة الكنترول ومن ناحیة أخرى أظھرت العزلة  ترایكودیرما ایریوفیردي ٦٧.٦رایزوكتونیا سولاني (

)FUGT13) وكانت أعلي قدرة تثبیطة لنموفطر الفیوزاریوم سولاني ناتج من العزلة  ٪).٥٢.٩) أقل نسبة تثبیط

FUGT2 ) في حین كانت القدرة التثبیطیة للعزلة 65.6حیث اعطت نسبة تثبیط ( %FUGT24  )35 ومن .(%

ت %) واعط.(63.9نسبة تثبیط قدر  FUGT6حیث القدرة التثبیطة لنمو فطر الماكروفومینا فاسیولینا اظھرت العزلة 

%). ومن خلال تلك النتائج یمكن القول بان العزلات الاربعة 44.40أقل نسبة تثبیط بلغت ( FUGT22العزلة 

FUGT6 and FUGT16 ,FUGT3.FUGT18  اكفأ العزلات من حیث كفائتھا التثبیطة للثلاث فطریات

  الممرضة.

  التقدیر الكمي لإنتاج السلیولاز من عزلات الترایكودیرما المنتخبة.- ٣

ًا لنتائج التجارب السابقة (القدرة التثبیطیة  والتقدیرالوصفي لانتاج  أنزیمات السلیولاز) تم تقدیر كمي  وفق

 ,FUGT3, FUGT6(. تشیر النتائج إلى أن عزلات الترایكودیرماوالعشرونلانتاج الانزیمات من العزلات الاربعة

FUGT16, FUGT18  (0.34 ,0.32لسلیولاز نشاط الانزیمي لاأظھرت أعلى إنتاج والسلیولازحیث كان ال, 

0.36 and 0.42. U/ml 

  المعزول من عزلات الترایكودیرما. SrDNA١٨لتضاعف جین   PCR. استخدام تفاعل ال ٤

المعزول من العزلات  DNAمستخدما ال 18SrDNAجین المتخصص لتضاعف  PCRتم إستخدام تفاعل        

واستخدام ناتج التفاعل في الحصول علي حزمة علي جیل الاجاروز   PCRالترایكودیرما الاربعة كقالب في تفاعل 

للجین المعزول من كل عزلة    Sequenceزوج من القواعد لكل العزلات . تم عمل تحدید لتتابع القواعد  ٦٠٠تعادل 

تم اجراء مقارنة للتابع النیوكلیوتیدي لكل تعریف العزلات علي المستوي الجزئي .في  واستخدام المعلوماتیة الحیویة 

 ,FUGT3عزلة مع التتابعات المتاحة علي بنك الجینات حیث بینت نتائج التحلیل أن عزلات الترایكودیرما 

FUGT6,FUGT16 and FUGT18 تاكید تعریفھا علي أنھا T. harzianum, T.lixii, T. 

longbrachiumm, and T.  aureoviride   العالمي  تحت ارقام علي التوالي  بنك الجینات تم تسجیلھا في  و 

OL953189, OL953190, OL953191, OL953192 

 

 



  .R. solani  الترایكودیرما والفطر الممرض طفراتتأثیر التضاد بین . ٥

تمت زراعتھ بالاشتراك مع النوع البري  والذي R. solaniلممرض للفطر ار المستعمرة تم قیاس قط       

Trichoderma spp ظھر التحلیل الإحصائي للنتائج التي تم الحصول علیھا فرقا حیث أ ، وتم حساب تثبیط النمو

. كانت جمیع الطفرات المستحثة من النوع البري R. solaniمعنویا بین التأثیر المثبط للنوع البري وطفراتھ على 

Trichoderma كثیر من النوع البري عند اختبارھا ضد أفضل بR. solani طفرة، أظھرت السلالة الم T16  التي

 R. solani).(82.2٪  ضد  نسبة تضاد أعلى  EMSبواسطة  طفیرھاتم ت

  طفرات الترایكودیرمامن  الكمي لإنتاج السلیلوز التقدیر. ٦

تباین وأعلى من القیم سلالات الطافرة مالسیلیولاز الناتج من اللنشاط انزیم المحسوبة  تقدیراتجمیع الوجد أن          

مجم / مل) وأزید  EMS (250بـ  عاملةالسلالة الأبویة. ومع ذلك ، فإن العزلات التي تم انتقاؤھا بعد المالناتجھ من 

وحدة  ٠.٩٢و  ١و  ١دقیقة أظھرت ارتفاع إنتاج السلیولیز  ٣٠دقیقة والأشعة فوق البنفسجیة لمدة  ١٥الصودیوم لمدة 

 .وحدة دولیة / مل على التوالي ٠.٣و  ٠.٠٥و  ٠.٠٨دولیة / مل مقارنة بنوعھا البري 

البریة والطفرات الناتجة منھا  باستخدام تكرار التسلسل البسیط  Trichodermaتحدید الوراثي لسلالات  ال . ٧

)ISSR(  

وي للحمض النو ISSRتحلیل لھا من الأشعة فوق البنفسجیة والمواد الكیمیائیة وأجري  طفرات الناتجةتم اختیار أفضل ال        

ا مع كل  ٦لھذه الطفرات مع النوع البري باستخدام  للكشف عن التنوع الوراثي ً  باديءبادئات. كان مستوى تعدد الأشكال مختلف

م فحصھا مع كل بادئة. كشفت جمیع البادئات عن درجة لجمیع الطرز الوراثیة التي ت ناتجھال لحزمبین الطرز الجینیة وعدد ا

٪. أوضح النمط الذي حققتھ البادئات أن جمیع الأنماط ٧٩.٣ - ٥٧.٨متفاوتة من تعدد الأشكال بین الطرز الجینیة ، في النطاق 

ا لتضخیم الحمض النووي مقارنة بالسلالة الأصلیة.  زھرالجینیة الطافرة ت ً ًا مختلفة تمام لاختلافات تعزي ھذه ان أ ویمكنأنماط

 .للطفرات مقارنة بالسلالات البریة نشاط الإنزیمتفسیر زیادة كفاءة في التركیب الجیني إلى 

  من السلالا البریة والطفرات لفطر الترایكودیرما cbh1عزل جین  ال .  ٨

 Trichodermaنوعین من ) في جینوم cbh1تم استخدام تفاعل البولیمیراز المتسلسل للكشف عن جینات السلیولیز (        

زوج  ٢٠٠عن نطاق واحد ( cbh1طفرات. أسفرت البادئات المستخدمة لتضخیم جین  ٦) و FUGT18و  FUGT6البریة (

في مقارنة التتابعات الناتجة مع التتابعات المسجلة من خلال  لحزم) في جمیع العزلات المختبرة. تم تأكید حجم ھذه امن القواعد

 .وتم التأكد من انھا تتبع جینات الیسلیولاز المعزولة من فطر الترایكودیرما  NCBI  اناتقاعدة بی


