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 المحاضرة الاولى  

 Sterilization      التعقين

 هو منها والؽرض .معٌنة مادة سطح على او فً الموجودة المجهرٌة الاحٌاء جمٌع لتل او إزالة عملٌة هً

 ممكن التً الخاطئة للنتائج تجنبا المتعددة خصائصها ودراسة معٌنة حٌة لكائنات نمٌة مزارع على الحصول

 . اخرى مجهرٌة حٌة بكائنات التلوث نتٌجة تحدث ان

 :هنان ثلاث طرائك للتعمٌم هً 
 فٌزٌائٌة طرائك   .1

 كٌمٌائٌة طرائك   .2

 مٌكانٌكٌة طرائك  .3
 

 الفٌزٌائٌة الطرائك (1

 :تمسم الى لسمٌن اساسٌٌن 
 درجة بٌن علالة وهنان التعمٌم فً استخداما الطرائك أكثر من تعد Heating:  بالحرارة التعمٌم . أ

 المناسبٌن والزمن الحرارة درجة استخدام ٌجب بالحرارة تعمٌم وسٌلة أي اختٌار فعند والزمن الحرارة

 . المجهرٌة الاحٌاء جمٌع لمتل



 :من وسائل التعمٌم بالحرارة 

   Moist hot air under pressur  المضؽوط الرطب الساخن الهواء استخدام .1

 ضؽط زٌادة اساس على الجهاز هذا وٌعتمد Autoclave ( المؤصدة ) المعمام هو الطرٌمة هذه فً المستخدم الجهاز

 تكون 2انج / باوند 15 درجة الى الضؽط وصول وعند الؽلٌان درجة فوق الحرارة درجة ترتفع بحٌث الماء بخار

 العٌنات على او فً الموجودة وابواؼها الدلٌمة الكائنات جمٌع لمتل كافٌة وهً   م   121 درجة الى وصلت لد الحرارة

 الداخلً الضؽط وصول عند تلمائٌا ٌفتح صمام هنان 2انج / باوند 15 عند ثابتا الضؽط ٌبمى وكً ، تعمٌمها المراد

 . المطلوب الحد الى

 الانتهاء بعد الجهاز عن الكهربائً التٌار وٌمطع الظروؾ هذه تحت دلٌمة 20-15 من التعمٌم فترة تكون ان وٌفضل

  ـفرــــالص ةــــدرجـ الى الداخلً الضؽط ٌصل ان الى تدرٌجٌا لٌبـرد الجهاز وٌتـرن الامــان صمام وٌفتح التــعمٌم من

 . ( الخارجً الضؽط ٌساوي الداخلً الضؽط )

  Dry hot airالهواء الساخن الجاؾ استخدام  .2

 التحكم ونستطٌع جٌد بشكل الخارجً المحٌط عن معزول جهاز وهو   Oven الفرن جهاز الطرٌمة هذه فً ٌستخدم

 فً الطرٌمة هذه وتستخدم ، الداخلٌة المروحة ذو النوع وٌفضل عالٌة حرارة درجات ٌعطً اذ فٌه الحرارة بدرجات

 والماصات بتري واطباق الاختبار كأنابٌب ) جٌدا الزجاجٌة المواد تؽسل إذ والمعدنٌة الزجاجٌة المواد تعمٌم

 الساخن للهواء لتسمح مرصوص ؼٌر بشكل الفرن داخل توضع وبعدها لتجؾ تترن ثم ( والبٌكرات والدوارق

 تتلؾ التً العضوٌة المواد او السوائل لتعمٌم الطرٌمة هذه استخدام لاٌمكن جمٌعا، ٌتخللها وان الفرن داخل بالدوران

  .بالحرارة

 من ٌحسب للتعمٌم اللازم الولت وان المجهرٌة الاحٌاء جمٌع لمتل كافٌة ساعتٌن ولمدة   م   170 – 160 درجة تعد

 فتحه تجنب وٌجب الجهاز ٌطفئ التعمٌم من الانتهاء عند , المطلوبة الدرجة الى الفرن حرارة درجة وصول فترة

 . الؽرفة حرارة درجة الى ووصولها الفرن حرارة درجة انخفاض بعد الإ مفاجئ بشكل



   Flame المباشر اللهب استخدام .3

 المستمٌمة النهاٌة ذات التلمٌح كإبر المباشرة للحرارة تعرٌضها عند لاتتلؾ التً المواد تعمٌم فً الطرٌمة هذه تستخدم

Needle العروة ذو النالل او  Loop بنزن مصباح وٌستخدم الاحمرار درجة حتى مباشرة اللهب الى تعرٌضها ٌتم إذ 

 . الؽرض لهذا الكحولً المصباح او

 .بسرعة وتفمدها بسرعة الحرارة تمتص إذ الكروم او البلاتٌن معدن من عادة تصنع التلمٌح إبر 

 Alcohol flameالكحولً  التلهٌب. 4

وتكرر العملٌة  بنزنبلهب مصباح  تلهٌبهابهذه العملٌة ٌتم ؼمر المواد المعدنٌة كالملالط والممصات بالكحول ثم 

 .مرتٌن او ثلاث

  Radiation بالاشعاعالتعمٌم  . ب

  البنفسجٌة فوق الاشعة ومنها المجهرٌة الاحٌاء لتل فً فعالة تكون الطٌؾ اشعة ضمن موجٌة اطوال هنان

Ultraviolet rays ًتعمٌم فً الطرٌمة هذه وتستخدم نانومٌتر  320 – 210  بٌن الموجٌة اطوالها تمع والت 

 والادوٌة، التعلٌب مصانع فً الاؼذٌة وتعمٌم والمختبرات الزرع وؼرؾ العملٌات كصالات الواسعة المساحات

 .الاشعة من النوع هذا منها ٌنبعث خاصة مصابٌح فٌها اجهزة الؽرض لهذا وٌستخدم

 لما محدود بنطاق ولكن التعمٌم من النوع هذا فً Gamma rays  كاما واشعة X rays السٌنٌة الاشعة تستخدم كما

 .الانسان صحة على ضارة تأثٌرات من لها

 :الكٌمٌائٌة الطرائك  (2

 كفوءة الؽٌر الطرائك من وتعد والاٌدي والجدران والمناضد الارضٌات تعمٌم فً الكٌمٌائٌة المواد من الكثٌر تستخدم

 تؤثر ولا للجراثٌم الخضرٌة الاشكال تمتل منها البعض ان كما تثبطها وانما الجراثٌم لاتمتل منها الكثٌر لان التعمٌم فً

 .بها المعممة المواد على مخلفات تترن انها كما ابواؼها على



 : نماط عدة على ٌعتمد معممة كمواد الكٌمٌائٌة المواد عمل أساس ان

 .الانسان على مؤثرة وؼٌر الاستخدام آمنة تكون ان .1

 . المجهرٌة الاحٌاء لتل فً عالٌة فعالٌة ذات تكون ان .2

 . الاستعمال وسهلة الثمن ورخٌصة متوفرة تكون ان .3

    . والفورمالٌن والكلوروفورم المثٌلً والكحول الاثٌلً الكحول التعمٌم فً المستخدمة الكٌمٌائٌة المواد من

 . Fungistatic فتسمى الفطرٌات تثبط التً المادة اما Fungicidal الفطرٌات تمتل التً المادة وتسمى

 المٌكانٌكٌة الطرائك  (3

 على الدلٌمة للاحٌاء المٌكانٌكً الحجز على ٌعتمد الطرٌمة هذه مبدأ ان ، Filteration الترشٌح طرٌمة أهمها من

 ٌشبه عملها ؼشائٌة خاصة مرشحات وتستخدم .الدلٌمة الاحٌاء لتل على عملها مبدأ ٌعتمد التً الحرارة من النمٌض

 Seitz زاٌتس ومرشح والسٌلٌلوز الزجاج الٌاؾ منها المرشحات هذه من كثٌرة انواع وهنان المجهري المنخل عمل
filter الاحٌاء لطر من اصؽر مساماتها لطر المرشحات هذه وجمٌع الاسبستوس مادة من مصنوع لرصً مرشح وهو 

 وابواغ البكترٌا لطر من اصؽر وهو ماٌكرون 0.2  حدود الى مساماتها لطر ٌصل مرشحات فهنان المجهرٌة

 مناسب زرعً وسط بتلمٌح وذلن استخدامها لبل المرشحة السوائل تعمٌم وضمان الطرٌمة دلة اختبار وٌمكن .الفطرٌات

 للاحٌاء نمو اي ظهور عدم من والتأكد كافٌة ولفترة مناسبة حرارة درجة عند الطبك وٌحضن المرشح السائل من بملٌل

 .الطبك سطح على المجهرٌة

 والانزٌمات والبروتٌنات والمصل الدم مثل بالحرارة تتلؾ التً السائلة المواد تعمٌم فً الطرٌمة هذه وتستخدم

 سطح على ٌسلط الموجب فالضؽط الطرٌمة هذه فً السالب او الموجب الضؽط استخدام ٌمكن . الحٌوٌة والمضادات

 الهواء تفرٌػ خلال من فٌكون السالب الضؽط اما .الاسفل الى المسامات خلال من للمرور فٌدفعه الاعلى من المحلول

   .مناسبة هواء مفرؼات بأستخدام التفرٌػ وٌتم الاسفل الى المحلول سحب الى ٌؤدي مما الؽشاء اسفل من



 The mediaالاوساط الغذائية   
 المحاضرة الثانية

 وتحضّر علٌها وٌتكاثر ٌنمو ان المجهري الحً للكائن ٌمكن التً المادة بانه  Medium الؽذائً الوسط وٌعرّؾ

   .مختلفة وبتراكٌز المركبات من خلٌط وتحوي مختبرٌا

 بالمؽذٌات تعرؾ والتً التؽذٌة عناصرCulture medium   الزرعً الوسط او الؽذائً الوسط فً تتوفر ان وٌجب

Nutrients والمؽنٌسٌوم البوتاسٌوم مثل معدنٌة واملاح والفوسفات والكبرٌت والناٌتروجٌن الكاربوهٌدرات مثل 

 .وؼٌرها والصودٌوم والحدٌد

 الؽذائً الوسط احتواء الفطرٌات تفضل إذ البكترٌا فٌها تنمى التً تلن عن الفطرٌات فٌها تنمى التً الاوساط وتختلؾ

 على الوسط احتواء البكترٌا تفضل بٌنما ( 6 – 5 ) بٌنpH)) الوسط حموضة درجة تكون وان كاربوهٌدرات على

 والفطرٌات البكترٌا تنمٌة فً المستخدمة البٌئات اختلاؾ من الرؼم وعلى ،( 8 – 7 ) بٌن حموضة ودرجة بروتٌنات

 دوارق او اختبار أنابٌب او بتري أطباق فً وصبها وتعمٌمها تحضٌرها عملٌات حٌث من متشابهة تكون انها الا

 .زجاجٌة

علمٌة مختلفة  لاؼراضوٌتم تنمٌة بعض انواع الفطرٌات الرمٌة والطفٌلٌة الاختٌارٌة فً مختبرات بحوث الفطرٌات 

منها دراسة طبٌعة تلن الانواع وتشخٌصها وتصنٌفها او لمعرفة العوامل البٌئٌة التً تحدد نموها وتكاثرها او لؽرض 

الحصول على بعض المشتمات الاٌضٌة ذات الاهمٌة الالتصادٌة مثل الفٌتامٌنات والاحماض العضوٌة والمضادات 

الحٌاتٌة او اجراء بعض العملٌات التمنٌة كأن تعزل الاجناس والانواع المختلفة ثم تنمى بصورة نمٌة لدراسة الصفات 

 .لحفظ المزارع الفطرٌة الزرعٌةللمزرعـة الفطرٌة وكذلن تستخدم الاوساط  والفسلجٌـةالمظهرٌة 



 :تمسم الأوساط الؽذائٌة من حٌث الموام الى 

 

      Solidؼذائٌة صلبة أوساط  .1

 تمتاز  الصلابة، صفة الزرعً للوسط تعطً التً Agar الأكار مادة الٌها مضافا   الؽذائٌة الاوساط من نوع وهً      

 انواع وتنمٌة عزل فً بنجاح تستخدم كما فٌها، التلوث كشؾ وسهولة والنمل الإستعمال بسهولة الصلبة الأوساط

 او بتري اطباق فً اما الاوساط هذه وتحضر طوٌلة زمنٌة لفترات المختلفة الفطرٌات مزارع حفظ فً كذلن الفطرٌات

 .اختبار انابٌب

  Semi solid صلبة شبه ؼذائٌة أوساط .2

 وتستخدم الصلبة الاوساط تحتوٌه التً الأكار كمٌة من الل او نصؾ على وتحتوي جٌلاتٌنً لوام ذات أوساط وهً   

   .للفطرٌات المتحركة التكاثرٌة التراكٌب دراسة منها خاصة لأؼراض الاوساط هذه

 Liquidؼذائٌة سائلة  أوساط  .3

  للابواغ منتجة الفطرٌات تكون عندما السائلة الاوساط تستخدم الاكار، مادة اضافة بدون المحضرة الاوساط وهً

 هذه تستخدم كما الفطري الؽزل وزن ٌكمن اذ والحجمٌة، الوزنٌة الدراسات فً وكذلن Zoospores  الوتحركة

 وؼٌرها والانزٌمات والسموم الحٌاتٌة المضادات افراز مثل للفطرٌات الثانوٌة الاٌضٌة الدراسات فً الاوساط

 .الدراسة نوع وحسب الاحجام مختلفة مخروطٌة دوارق فً عادة الاوساط هذه وتحضر

 .ولتصلٌب الوسط الؽذائً السائل فانه ٌضاؾ الى الوسط مادة الأكار او الجٌلاتٌن 

  Agarالأكار 

معمدة التركٌب تستخرج من الطحالب الحمراء التً تعٌش فً البحار وٌوجد منها عدة انواع  كاربوهٌدراتٌةمادة 

 ولاٌستطٌعتجارٌة وتستخدم لتصلٌب الوسط الؽذائً وهو بشكل مسحوق ٌمٌل لونه للاصفرار ولٌس له لٌمة ؼذائٌة 

مْ  100 – 95من الوسـط الؽذائً وٌذوب بدرجة حرارة  % 2 – 1.5الكائن الحً ان ٌحلله وٌضاؾ الاكار بنسبة 

 .مْ  42 – 32وٌتصلب بدرجـة مْ  50 – 45وٌـــبــمى ســـائلا بـدرجة 



 Gelatinالجٌلاتٌن 

من مساوئه انه  ،من الوسط الؽذائً المراد تحضٌره % 15 – 10مادة بروتٌنٌة ذات لٌمة ؼذائٌة نالصة تضاؾ بنسبة 

م  وهو عرضة للتحلل من لبل بعض انواع البكترٌا وبذلن ٌفمد خاصٌة التصلٌب بمرور الزمن  35 – 30ٌذوب بدرجة 

 .استعماله فً التصلٌب لاٌفضلالسببٌن  ولهذٌن

 :انواع البٌئات او الاوساط الؽذائٌة من حٌث مكوناتها 

   Natural mediaاو الاوساط الؽذائٌة الطبٌعٌة البٌئات  (1

 الكمٌة معروفة وؼٌر الكٌمٌائً التركٌب محددة وؼٌر معروفة ؼٌر مركبات او مواد من تتكون التً الاوساط وهً

 خلاصة او الجزر خلاصة او الذرة خلاصة مثل حٌوانٌة او نباتٌة ؼذائٌة مادة عن عبارة الؽذائً فالمصدر اٌضا

 . البطاطا سدادات وسط او الكبد خلاصة او اللحم خلاصة او التفاح او الشعٌر خلاصة او البطاطا

 Synthetic mediaالبٌئات او الاوساط التركٌبٌة ( 2

 الٌها ٌضاؾ ولد اٌضا   الكمٌة ومعروفة الكٌمٌائً التركٌب معروفة مركبات او مواد من تتكون التً الاوساط وهً

 الاوساط هذه من عدد تحضٌر امكن ولد .سائل وسط تحضٌر عند لاٌضاؾ او صلب وسط تحضٌر عند الاكار

 : الاوساط هذه ومن بتحضٌرها لاموا الذٌن العلماء اسماء واخذت

 Richard's medium رٌتشارد وسط و  Czapecks Dox,s medium دوكس زابكس وسط

  Semi synthetic mediaالبٌئات او الاوساط الشبه تركٌبٌة ( 3

وهً الاوساط التً ٌدخل فً تركٌبها مواد طبٌعٌة ؼٌر معروفة التركٌب الكٌمٌائً ومواد اخرى معروفة التركٌب 

 . الكٌمٌائً والكمٌة

 :من اشهر هذه الاوساط واكثرها استخداما  

 اكثر من وٌعد Potato Dextrose Agar Medium ( PDA)  والاكار والدكستروز البطاطا مستخلص وسط

 : من وٌتكون الفطرٌات، انواع من كبٌر عدد لنمو مناسب فهو الفطرٌات مختبرات فً استخداما الاوساط



 الكمية المادة

 غرام 200 بطاطا

 غرام 20 دكستروز

 غرام 20 اكار

 لتر 1 ماء مقطر

 :طرٌمة التحضٌر 

 وٌضاؾ منها ؼرام 200 وٌوزن صؽٌرة مكعبــات او شرائح الى وتمطع تمشر ثم جٌدا   البطاطا درنات تؽســـــل

 حتى (دلٌمة 30-20) ؼلٌــــها ٌــتم ثم ومن (Beaker) زجاجً اناء فً الممطر الماء من ملٌلتر 500  الٌها

 مع تسخن ثم والاكار الدكستروز الٌه وٌضاؾ الراشح ٌؤخذ ثم الشاش من لطعة خلال ترشح بعدها النضج،

 بجهاز بعدها وتعمم الممطر بالماء واحد لتر الى الحجم ٌكمل ثم الوسط مكونات ذوبان حٌن الى المستمر التحرٌن

 .اختبار انابٌب او بتري اطباق فً توزع ثم المعمام

  Slantsطريقة تحضير الاوساط الغذائية الصلبة المائلة 

 لنانً فً تحضٌره بعد الصلب الؽذائً الوسط ٌوزع الاستخدام لحٌن للفطرٌات النمٌة بالمزارع الاحتفاظ لؽرض

 بعد توضع ثم وتعمم جٌدا   تسد ثم ( المنٌنة حجم ثلث ) مناسبة وبكمٌة زجاجً لمع باستخدام Vials صؽٌرة زجاجٌة

 .الفطرٌات لنمو السطحٌة المساحة زٌادة اجل من مائل بشكل الوسط تصلٌب لؽرض مسند على مائل بشكل التعمٌم

 طوٌلة لفترة نمٌة الفطرٌات مزارع على الحفاظ فً لدورها الاختبار انابٌب على الزجاجٌة المنانً استخدام وٌفضل

 طرٌك عن المنٌنة فوهة تعمم ثم بعناٌة المنٌنة ؼطاء ٌفُتح النمٌة الفطرٌة المزرعة بإستخدام الرؼبة وعند الزمن، من

 ( الفطري الؽزل ) اللماح من للٌل جزء وٌؤخذ المعممة التلمٌح إبرة وتدخل بنزن مصباح لهب لرب الفوهة فتح

 الانمسام فً ومستمرة العمر حدٌثة نشطة نموات تحوي الحافة لان الفطرٌة المستعمرة حافة من ٌؤخذ ان وٌفضل

 .معممة ظروؾ وتحت ؼذائً وسط على حاوٌة بتري اطباق الى المأخوذ الجزء وٌنمل



 المحاضرة الثالثة

 Isolation of Fungiعـسل الفطريات   

 المتجمدة والمناطك والماء الٌابسة من مكان كل فً تتواجد اذ مختلفة بٌئات فً العٌش على لدرتها فً الفطرٌات تتمٌز

 فً مختلفة ارتفاعات على وتوجد المعتدلة والمناطك الاستواء خط فً موجودة هً كما الجنوبً و الشمالً المطبٌن فً

   . والحٌوانٌة النباتٌة الأجزاء على متطفلة أو ملتصمة وتوجد التربة سطح تحت مختلفة اعماق وعلى الجو

 :إن الهدؾ الحمٌمً لعزل الفطرٌات لد ٌعزى إلى عدة أسباب  منها 

 اجل من المختلفة مصادرها من المعزولة الفطرٌات لانواع Pure cultures  نمٌة مزارع على الحصول -1

 . وتصنٌفها تشخٌصها

 .المختلفة البٌئات فً أنواعها وسٌادة وترددها وتنوعها الفطرٌة للفلورا والنوعً الكمً المحتوى على التعرؾ -2

 .الفطرٌة للمضادات حساسٌتها ودراسة المرضٌة الفطرٌات تشخٌص -3

   .للسموم المنتجة او السامة الأنواع عن وتمٌٌزها الطبٌة الأهمٌة ذات او للاكل الصالحة الأنواع تحدٌد -4

 الاحماض مثل ثانوٌة اٌضٌة مركبات انتاج على لدرتها عن كالتحري علٌها العلمٌة الدراسات من العدٌد لاجراء -5

 .وؼٌرها العضوٌة

 :ٌمكن عزل الفطرٌات من موالع مختلفة وبطرائك عدة منها 



 air Isolation from الفطرٌات من الهواءعزل  .1

 معمم ؼذائً وسط على حاوي بتري طبك ٌترن فانه وعزلها الهواء فً الموجودة الفطرٌات على التعرؾ لؽرض

 الٌد تحرن أو متر 1 ارتفاع وعلى افمٌة بصورة الاختبار مكان فً ( دلائك 10-5 ) الزمن من معٌنة لفترة مكشوفا

 ٌؽطى ثم وبالعكس الاسفل الى الاعلى من عمودٌا او الٌسار الى الٌمٌن من افمٌة بصورة بتري طبك لماعدة الحاملة

 نمو لملاحظة ٌومٌا الاطباق تفحص ثم أٌام 5 لمدة م   27-25 حرارة درجة عند الحاضنة فً وٌوضع بالؽطاء الطبك

 طبك لؽطاء الداخلً السطح على الماء لطرات نشوء لتلافً مملوب بشكل الحاضنة فً الطبك وٌوضع الفطرٌات،

 .الفطري النمو واتلاؾ الؽذائً الوسط على سموطها تجنب وبالتالً بتري

  Isolation from waterالفطرٌات من الماء عزل  .2

 من معٌن حجم ٌؤخذ اذ  Dilution method التخافٌؾ طرٌمة هً الماء من الفطرٌات لعزل المستخدمة الطرٌمة

 خاصة لنـانً بواسطة منــه الفطرٌات عزل ٌراد الذي (....... ، مستنمع او نهر او بركة ) المائــً المصدر

 المعمم الممطر المــاء من مل 90 ٌحوي معمم مخروطً دورق الى وتنمل العٌنة من مل 10 ٌؤخذ ثم ومعممــة

 انبوبة الى معممة ماصة وباستخدام الاول التركٌز من مل 1 ٌنمل ثم المحلول وٌرج 1-10 التخفٌؾ على فنحصل

 باستخدام مرات عدة العملٌة نكرر ، 2-10 التخفٌؾ على فنحصل المعمم الممطر الماء من مل 9 تحوي اختبار

 على فنحصل Vortex الرج جهاز وباستخدام الانبوبة محتوٌات لتتجانس مرة كل فً الانبوبة رج مع معممة ماصات

 بتري طبك الى ( الاخٌر ) المطلوب التخفٌؾ من مل 0.1 ٌنمل ثم (.... ،5-10 ،4-10 ،3-10 ) تخافٌـؾ مجموعة

 سطح على بالتساوي اللماح لتوزٌعSpreader  الناشر باستخدام الوسط سطح على وٌفرش ؼذائً وسط ٌحوي معمم

 تــنمل ثـم ممارنة، كمعاملة تلمٌح بدون اطباق ثلاثة تترن كما منها، مكررات ثلاث عمل وٌتم الؽذائً الوسط

 نمو لملاحظة بعدها الاطباق وتفحص أٌام 5 لمدة م   27-25 حرارة درجــــة عند الحاضنـــــــة الى الاطبــــــاق

 .وتنمٌتها عزلها لٌتم الفطرٌات



  Isolation from soilالفطرٌات من التربة عزل  .3

 :هنان طرٌمتان للعزل 

  Dilution method التخافٌؾطرٌمة  . أ

 التربة من ؼم 10 ٌؤخذ ثم منخل باستخدام منها الشوائب وتزال منها الفطرٌات عزل المراد التربة من نموذج ٌؤخذ  

 لتترسب ثانٌة 20 لمدة تترن ثم وترج المعمم الممطر الماء من مل 90 حاوي مخروطً دورق الى وتضاؾ الجافة

 اختبار انبوبة الى معممة ماصة وباستخدام الاول التركٌز من مل 1 ٌنمل ثم 1-10 التخفٌؾ على فنحصل التربة دلائك

 ماصات باستخدام مرات عدة العملٌة نكرر ، 2-10 التخفٌؾ على فنحصل المعمم الممطر الماء من مل 9 تحــوي

  مجموعة على فنحصل Vortex الرج جهاز وباستخدام الانبوبة محتوٌات لتتجانس مرة كل فً الانبوبة رج مع معممة

 وسط ٌحوي معمم بتري طبك الى المطلوب التخفٌؾ من مل 0.1 ٌنمل ثم (..... ،5-10 ،4-10 ،3-10 ) تخافٌؾ

 الؽذائً الوسط سطح على بالتساوي اللماح لتوزٌع Spreader  الناشر باستخدام الوسط سطح على وٌفرش ؼذائً

 الحاضنـــة الى الاطباق تنمل ثم ممارنة، كمعاملة تلمٌح بدون اطباق ثلاثة تترن كما منها، مكررات ثلاث عمل وٌتم

 .وتنمٌتها عزلها لٌتم الفطرٌات نمو لملاحظة بعدها الاطباق وتفحص أٌام 5 لمدة م   27-25 حرارة درجة عند

  Direct methodالمباشرة الطرٌمة  . ب

 طبك فً وسط سطح على وتوضع معمم مشرط حافة على وناعمة نظٌفة ( جدا للٌلة كمٌة ) التربة من ؼم 0.1 ٌؤخذ

 نمو وتشجٌع الرطوبة لتوفٌر ) المعمم الممطر الماء من لطرة علٌها ٌوضع ثم مكررات وبثلاث معمم بتري
 كمعاملة تلمٌح بدون اطباق ثلاثة تترن كما Spreader الناشر باستخدام الوسط سطح على وتفرش ( الفطرٌات

 .التحضٌن من اٌام 5 بعد وتفحص الحاضنة الى الاطباق تنمل ثم ممارنة،



 الفطرٌات من الانسجة النباتٌة المصابة عزل  .4

 لطعة كل تشتمل بحٌث المصابة البمعة حافة من 2 سم 0.5 بحدود صؽٌرة لطع الى المصابة النباتٌة الانسجة تمطع

 محلول مثل سطحٌا المعممة المحالٌل احد فً المطع توضع ثم سلٌما ٌبدو الذي والنسٌج المرضً النسٌج على

 دلائك 3 -1 لمدة % 0.1 بتركٌز HgCl2  الزئبمٌن كلورٌد او % 1 بتركٌز NaOCl الصودٌوم هاٌبوكلورات

 تنمل ثم   معممة ترشٌح اوراق على بوضعها تجفؾ ثم المعمم الممطر بالماء تؽسل المعممة المادة اثار من وللتخلص

 5 -3 هن الواحد الطبك ٌحوي بحٌث المطع ترتٌب وٌتم ؼذائً وسط على حاوي بتري طبك الى معمم ملمط بواسطة

 .لعزلها الفطرٌات نمو ملاحظة ٌتم وبعدها أٌام 7 لمدة م   27-25 حرارة درجة عند الاطباق تحضن ثم لطع

 النباتات من    Endophytic fungi الداخلية الفطرٌات عزل  .5

  الاجسام او الحٌة للنباتات الداخلٌة الانسجة تؽزو التً الفطرٌات هً Endophytic fungi  الداخلٌة الفطرٌات

  .علٌها مرضٌة اعراض اي تسبب ان دون من كالعراهٌن للفطرٌات الثمرٌة

 :طرٌمة العمل 

 لاستبعاد الجاري الحنفٌة بماء معٌن لفطر الثمري الجسم من اجزاء او ( سٌمان او جذور ) النباتٌة الاجزاء تؽسل
 NaOCl الصودٌوم هاٌبوكلورات محلول فً تؽمر ثم المتأكلة، النباتٌــة الانسجة او بها العالمة التربة حبٌبات
 المعمم الممطر بالماء تؽسل المعممة المادة اثار من وللتخلص سطحٌا،  تعمٌمها اجل من دلائك 3 لمدة %5بتركٌز

 بتري اطباق الى وتنمل سم 1 بمٌاس صؽٌرة لطع الى تمطع معممة، ترشٌح اوراق على بوضعها تجفؾ ثم مرتٌن

  5 -3 من الواحد الطبك ٌحوي بحٌث المطع ترتٌب وٌتم ،PDA والاكار والدكستروز البطاطا وسط على حاوٌة

 بشكل النمو متابعة وٌتم ثلاثة او اسبوعٌن الى أٌام 7 من لمدة مْ  27-25 حرارة درجة عند الاطباق تحضن ثم لطع

   .ٌومً



 المحاضرة الرابعة

 Spores germinationدراسة إنبات الابواغ الفطرية       

  Spore البوغ

 ان وممكن تكاثرٌة وظائؾ وله واضح حٌوي نشاط ذات الخلاٌا من لمجموعة او مفردة واحدة لخلٌة تكاثرٌة وحدة هو

 .مناسبة ظروؾ تحت جدٌد فطري ؼزل الى وٌنمو ٌنبت

  : الابواغ تكوٌن من الهدؾ

 .الملائمة ؼٌر البٌئٌة الظروؾ لٌتحمل الفطر حٌوٌة على المحافظة .1

 .البٌئٌة ظروفه فً وافضل اوفر ٌكون لد اخر مكان الى نموه مكان من الفطر انتشار .2

 :مراحل انبات الابواغ الفطرية 
 :وٌنبت الى فطر جدٌد وتحت ظروؾ مناسبة وتجري عملٌة الانبات بثلاث مراحل البوغٌمكن ان ٌنمو 

 Swellingالانتفاخ . 1

نتٌجة لامتصاصه الماء وامتلائه وزٌادة ( مرة  16لد ٌصل )  الى عدة اضعاؾ حجمه الاصلً  البوغٌتضاعؾ حجم 

 .الساٌتوبلازمكمٌة 

  Germination tubeظهور انبوب الانبات . 2

 .البوغٌبدأ ظهور انبوب الانبات بشكل نتوء او بروز صؽٌر جدا فً احد مناطك جدار 

 Elongationالاستطالة . 3

 .ٌعانً انبوب الانبات استطالة من النهاٌة الطرفٌة وٌزداد طوله ثم ٌعطً فً النهاٌة خٌوطا فطرٌة



  Hanging drop method المعلقةالقطرة المائية طريقة 

 الوسط من ممعرة زجاجٌة شرٌحة فٌها وتستعمل الفطرٌة، الابواغ انبات لدراسة هو الطرٌمة هذه اجراء من الهدؾ ان

 من كمٌة تنمل ثم الشرٌحة ؼطاء وسط فً المعمم الممطر الماء من لطرة بوضع الطرٌمة تجرى شرٌحة، وؼطاء

 التمعر حافة على Vaseline الفازلٌن من للٌل نضع المطرة، تلن الى وبعناٌة نمٌة فطرٌة مزرعة من الفطرٌة الابواغ

 تملب ثم المائٌة المطرة تبخر لمنع Cotton swab لطنٌة ممسحات بواسطة الحافة حول وٌمسح الزجاجٌة الشرٌحة فً

 وضعها الى التمعر ذات الشرٌحة تملب بهدوء ثم ومن التمعر وسط الماء لطرة وتكون الؽطاء فوق التمعر ذات الشرٌحة

 المــاء من للٌل فٌه ) ومعمم نظٌؾ بتري طبك الى الشرٌحة تنمل ثم التمعر بإتجاه مدلاة المطرة تصبح بحٌث الطبٌعً

 توضع ثم ومن (V)  حرؾ شــــكـــل على زجـــــــاجً لضٌب داخله وٌوضــع  ( الرطوبــة لتوفٌـــر المعمم الممطر

 ولفترة مناسبة حرارة درجة عند الحاضنة فً الطبك ٌوضع ثم (الشكل فً موضح كما ) الطبك ٌؽطى ثم الشرٌحة فوله

 .البـوغ انبات مراحل خلالها ٌتتبع ساعة، 15-10 لاتتجاوز تحضٌن



 المحاضرة الخامسة

 Preservation of Fungiحفظ الفطريات 

 ضمان مع وتشخٌصها عزلها تم التً الفطرٌات ودٌمومة لبماء جدا المهمة الامور من الفطرٌات حفظ عملٌة ان

 فطرٌة مزارع على الحصول وامكانٌة اكثر او سنة 20 -10 من تصل لد الزمن من طوٌلة لفترة بحٌوتها الاحتفاظ

 الطرٌمة اختٌار وٌتولؾ الفطرٌات لحفظ طرائك عدة اعتمدت ولد .الحفظ من الطوٌلة الفترة هذه بعد حٌوٌتها بكامل

 .السائدة والمناخٌة البٌئٌة والظروؾ المتاحة والامكانات الحفظ وفترة المزارع وعدد الفطر نوع اساس على المناسبة

 حفظ المزارع الفطرية : اولا 

 ستة بٌن ما تتراوح ولفترة الصلبة الاكار اوساط من عدد على حٌة بها الاحتفاظ ٌمكن المجهرٌة الفطرٌات اؼلب ان

 كل جدٌدة مزارع الى نملها ٌتطلب اخرى فطرٌات هنان بٌنما جدٌد زرعً وسط الى نملها لبل واحدة سنة الى اشهر

 اي Longevity مطاولتها فً تختلؾ الفطرٌة والابواغ فالفطرٌات حٌة، بمائها لضمان اسابٌع ثلاثة كل او شهر

 ولكن جدٌد وسط الى نملها لبل طوٌلة زمنٌة لفترات علٌه تنمو الذي الزرعً الوسط على حٌة البماء على لدرتها

 تستخدم وعادة والحرارة الرطوبة هً الابواغ او الفطرٌات مطاولة تحدٌد فً اهمٌة الاكثر العوامل فان عموما

 طرائك عدة اعتمدت ولد طوٌلة زمنٌة لفترات حٌة الفطرٌة المزارع لحفظ الواطئة والحرارة المنخفضة الرطوبة

 :منها الؽرض هذا لتحمٌك



  Lyophilization ( Freeze – drying )( تجمٌد  –تجفٌؾ ) التجفٌد -1

 على الطرٌمـة هذه تـعتمد اكثـر، او سـنة 20 الى الطرٌمـة بهذه الحفظ مـدة تصل ولد كفاءة الطرائك اكثر من تعد

 ابـواؼها او الفطرٌات تجمٌد ٌتم اذ السرٌع، التجمٌد بواسطة الفطرٌة الخٌوط او الخلاٌا او الابواغ من الماء سحب

 باستخدام منخفض ضؽط تحت التفرٌػ بواسطة المتكون للثلج المباشر بالتبخٌر الماء نزع ٌتم ثم ، ºم70- درجـة عند

 انابٌب فً المجفدة  Spores suspensions  الابواغ معلمات او المزارع توضع و  Lyophilizer التجفٌد جهاز

 وخصوصا الفطرٌات ؼالبٌة ان .م4º حرارة درجـة عند الثلاجة فً تحفظ ثم التلوث خطورة لتفـادي الؽلك محكمـة

 هذه فان التبخٌر اثناء السائلة بالحالة لاتكون الخلاٌا ان وبما الطرٌمة بهذه حفظها ٌتم كبٌرة بكمٌات للابواغ المكونة

 .وشكلها للخلاٌا كبٌرة اضرار لاتسبب الطرٌمة

 Liquid nitrogenالحفظ فً النتروجٌن السائل   -2

 جدا، الواطئة الحرارة درجات بتأثٌر الفطرٌة الخلاٌا او للابواغ الحٌوي النشاط خفض مبدأ على الطرٌمة هذه تعتمد

 لنانً   فً وتوضع %10 الكلٌسٌرول مادة مثل للتجمد مضادة بمادة الابواغ معلمات او الفطرٌة المزارع تعامل اذ

 تصل الانخفاض ةــفائم حرارة درجة عند السائل النتروجٌن فً وتجمد)  (  Ampoulesالحجم صؽٌرة زجاجٌة

 تصل لد والتً الحرارة لدرجة التدرٌجً الخفض او التبرٌد خلال من ببطء العملٌة تتم ان وٌفضل ، م196º- الى

 مباشرة عوملت لو مما اطول لفترة تعمر المزارع تجعل الطرٌمة هذه .السائل النتروجٌــن الى تنمل ثم م35º- الى

 على النامٌة الفطرٌات لحفظ الطرٌمة هذه اعتماد ٌمكن .البدائٌة التجمٌد صدمة تتحمل لا لد لانها السائل بالنتروجٌن

 ٌتم التً الفطرٌة المزارع تناسب ولا مكلفة تكون الطرٌمة هذه ولكن الطبٌعٌة الاوساط على او الزرعٌة الاوساط

 .البعٌدة للاماكن وخاصة لاخر مكان من نملها
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 1 بممدار الزٌت ٌرتفع بحٌث معمم معدنً بزٌت تؽمر نموها وبعد Slant مائل صلب وسط على الفطرٌات تنمى

 جٌدا نمت لد الفطرٌة المزارع تكون ان وٌفضل لائم، بوضع الزرع لنانً تكون عندما المائل الاكار لمة فوق سم

 ما ؼالبا الذي الجفاؾ تمنع انها الحارة المناطك فً وخاصة الطرٌمة هذه فوائد من الابواغ، من جٌدة كمٌة وكونت

 اخذ بامكانٌة تتمٌز انها كما ومعدات، اجهزة الى تحتاج ولا التنفٌذ سهلة انها كما الفطرٌات، حفظ مزارع ٌهدد

   .الاصلٌة بالمزرعة الاحتفاظ مع نموها وتجدٌد تلمٌح ابرة بواسطة الزٌت فً المؽمور النمو من جزء

  Silica gelاستخدام هلام السلٌكا  -4

 :ان هذه الطرٌمة مفٌدة فً حفظ معلمات الابواغ وتنفذ بالطرٌمة الاتٌة 

 هلام تحضٌر ٌتم كما ،( % 10 بتركٌز ) الدســم خالً معمم حلٌب باســتخدام الفطر ابـواغ من معلك تحضٌـــر ٌتم

  المــعلك ٌضـاؾ ثم حلزونٌة اؼطٌة ذات دوارق فً دلٌمة 90 لمدة م180º عنـد بالفرن والمـعمم المبرد النمً السلٌكا

 بعدها دلٌمة، 30 لمدة ثلجً حمام فً الدوارق توضع ثم ومن السلٌكا هلام الى ( ؼم 4 /مل 0.5 ) وبنسبة البوؼً

 تسد ثم البلورات، وتنفصل تجؾ حتى تمرٌبا اسبوعٌن لمدة الؽرفة حرارة درجة تحت مفتوحة الدوارق تترن

 لتنمٌة الحاجة عند المحفوظة النماذج تستخدم .م4º حـــرارة درجـــة عند الثلاجــــة فً وتحفظ محكم بشكل الدوارق

 الطرٌمة هذه وتعد بتري، اطباق فً المناسب الزرعً الوسط سطح فوق بلورات بضع بنشر جدٌد من الفطرٌات

 .الفطرٌات انواع من للكثٌر ومناسبة مكلفة وؼٌر بسٌطة
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 بعد ذلن وٌتم Penicillium و Aspergillus  مثل الفطرٌات اجناس من الكثٌر حفظ فً الرمل او التربة تستخدم

 من غن5 كل الى للفطر البوؼً العالك من مل1 ٌضاؾ ،المعمام بجهاز وتعمٌمها الشوائب من الرمل او التربة تنظٌؾ

 حرارة درجة عن لتجؾ التربة تترن ثم جٌدا، وتمزج معممة صؽٌرة لنانً او اختبار انابٌب فً الرمل او التربة

 من تعد .م4º حرارة درجة عند الثلاجة فً وتحفظ بإحكام الصؽٌرة المنانً او الاختبار انابٌب تؽلك بعدها الؽرفة،

 8 الى تصل الحفظ مدة وان كبٌرة بكمٌات للابواغ المكونة الفطرٌات انواع حفظ فً مكلفة والؽٌر الفعالة الطرائك

 .سنوات

 حفظ نماذج الفطريات : ثانياً 

 المناسبة بالطرٌمة وحفظها الموسمٌة بالفطرٌات الاحتفاظ ٌتطلب السنة مدار على الفطرٌات دراسة موضوع ان

 لحمً لوام ذات الثمرٌة اجسامها تكون التً الفطرٌات ذلن على الامثلة ومن لها الحاجة عند الٌد متناول تحت لتبمى

 الكٌسٌة للفطرٌات ٌعود الاخر والمسم Mushrooms  العراهٌن مثل البازٌدٌة الفطرٌات الى منها لسم ٌعود والتً

 هذه مثل تحفظ الفطرٌة، الثمرٌة الاجسام من الأخرى والانواع الملونة الفطرٌات من والعدٌد Truffles الكمأ مثل

 محالٌل من العدٌد هنان .حفظها فترة طٌلة الطبٌعً وشكلها بهٌأتها الفطرٌات تبمً حافظة ومحالٌل مواد فً النماذج

  :ماٌأتً منها الفطرٌة النماذج حفظ
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 استخدامه امكانٌة هً ممٌزاته اهم ومن الفطرٌات نماذج حفظ محالٌل اهم احد (FAA) له ٌرمز والذي المحلول هذا ٌمثل

 المحلول هذا وٌتكون الحٌة الخلٌة لمكونات جٌد كمثبت ٌستخدم الولت نفس وفً محددة ؼٌر زمنٌة لفترة النماذج لحفظ

 : من

 

Formaldehyde (40%)       50 ml 

Glacial acetic acid           50 ml 

Alcohol ( 50 or 70%)        900 m                                             
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 :الملونة للفطرٌات، وٌتكون المحلول من  الثمرٌةٌستخدم هذا المحلول لحفظ الاجسام 

 

Zinc sulphate                     25 gm 

Formaldehyde (40%)        10 ml 

                          Distilled water                  1000 ml  


