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Pathological test the ability of the fungus phytophthora infestans on germination rates of some economical plants and effect of a number of environmental factors on its growth of fungus

اختبار القدرة المرضية للفطر phytophthora infestans  في نسب الانبات لبعض النباتات الاقتصادية ودراسة عدد من العوامل البيئية المؤثرة في نمو الفطر
د.ابتهال معز عبد المهدي الحسيني 

قسم علوم الحياة / كلية العلوم/ جامعة بابل
	الخلاصة 
       تم اجراء البحث في قسم علوم الحياة - كلية العلوم – جامعة بابل، تضمن دراسة تأثير القابلية المرضية للفطر Phytophthora infestans  على نسب أنبات  بذور عدد من النباتات الاقتصادية وهي الطماطة والخيار والحنطة والذرة، ومن خلال النتائج تبين ان تأثير الفطر كان متفاوت في خفض نسب الأنبات حيث كان نبات الطماطة أكثر تأثراً بالفطر الممرض والتي بلغت نسبة الأنبات له بوجود الفطر 23.3% تلاه نبات الخيار ثم نبات الحنطة والذرة والتي كانت نسب إنباتها 36.7% و %40و43.3% على التوالي. كما قيست حيوية البذور قيد الدراسة من خلال نسب الانبات العالية لمعاملات السيطرة للنباتات المدروسة .اما الجانب الأخر من البحث فتضمن دراسة تأثير عدد من العوامل البيئية على نمو الفطر Phytophthora infestans وهي درجة الحرارة والرقم الهيدروجيني  والوسط الغذائي وكان لكل عامل تأثير متفاوت على نمو الفطر من خلال استخدام أكثر من درجة ومستوى من هذه العوامل حيث كانت 25 مْ هي أفضل الدرجات الحرارية للنمو ووسط P.D.A. هو أفضل الاوساط الغذائية عند قيم pH 7 لمستوى النمو للفطر الممرض .
Abstract
     The research was conducted in the Biology Department- College of Science- University of Babylon,included studying of susceptibility pathogenesis of fungus Phytophthora infestans ratios seed germination number of plants of economic, they tomato, cucumber , wheat and corn. The results show that the effect of fungus was different in lower rates of germination, where he was plant tomato more susceptible to pathogen fungi and that the percentage of germination  23.3%, followed by cucumber plant then wheat and corn, which germination rates were 36.7% and 40% and 43.3% respectively. As measured vital seeds under study through high germination rates for treatment control of the plants studied. The other side of the research showing the study the effect of a number of environmental requirements e.g. temperature and pH and type of growth medium on fungal growth through the use of more than one grade and the level of these factors where 25Cﹾ is best degree for growth and media PDA is the best at pH 7 values ​​to the level of growth of pathogenic fungi.


المقدمة:

         يعتمد الإنسان على العديد من الأنواع النباتية كمصدر أساسي في تغذيته  سواء كانت محاصيل خضرية أو محاصيل حقلية وتعد نباتات الطماطة والخيار والحنطة والذرة من أهم المصادر الغذائية للإنسان. فنبات الطماطة من النباتات الاقتصادية المهمة في غذاء العديد من شعوب العالم وهو يعود إلى العائلة الباذنجانية Solanaceae . تصاب تلك العائلة بالعديد من الأمراض منها أمراض متسببه عن الفطريات وكذلك تصاب بالديدان الثعبانية وأمراض فيروسيه . يحتل مرض تعفن الجذور المتسبب عن فطر Rhizctonia solani  دور مهم في إصابة الطماطة بمرض الذبول  Damping off  1 )) وأيضا تصاب الطماطة بمرض الذبول المتسبب عن فطر .Fusarium spp و Fusarium oxysporum (   23  ,) .  يعد الفطر Phytophthora infestans  احد المسببات المرضية المسؤولة عن إحداث مرض تعفن البذور وموت الباردات للعديد من المحاصيل الزراعية كالحنطة والخيــــــــــــــار والطماطة والذرة وغيرها (4).حيــــث تصـــــــاب الطماطة بمرض اللفحة المتــــــــــــــــــــأخرة Late blight  الناتـــــــج عن الفــــــــــــــــطر Phytophthora infestans. كما أنها تصاب بالذبول البكتيري الناتج عن بكتريا Pseudomonas solanacearum ، و ان الطماطة تصاب بعفن الجذور المتسبب عـــنPhytophthora nicotiane  (, 23 ) . إما نبات الخيار فهو من العائلة القرعية Cucurbitaceae وهو من الخضر التي تتواجد وبشكل دائم في غذاء الانسان ويصاب بالعديد من الأمراض منها البياض ألزغبي  المتسبب عن الفطر Phytophthora spp.  ( 6 ,5 )، كما يصاب بالعفن الرمادي المتسبب عن Botytis cinerea   (7 ) . يتعرض محصول الخيار إلى العديد من الآفات الزراعية منها الأمراض النباتية ويحتل مرض تعفن البذور وموت البادرات المتسبب عن الفطر Phytophthora infestans  مركز الصدارة من حيث الأضرار التي يسببها للمحصول والمتمثلة بتعفن البذور وموت الباردات حديثة التكوين (4).
      نبات الحنطة Triticum aestivum   من أهم محاصيل الحبوب وأكثرها زراعة وإنتاجاً في العالم ويعتمد عليها بصورة رئيسية أكثر من ثلث سكان العالم (8 ) . ترجع القيمة الغذائية لحبوب الحنطة الى احتوائها على الكاربوهيدرات والبروتينات والكلوتينات وبعض العناصر المغذية مثل الكالسيوم والفسفور والمغنسيوم (9 )  وتصاب الحنطة بمرض البياض الدقيق الناتج عن الفــطر Erysiphe graminis (10). في حين إن نبات الذرة Zea mays يعد ثالث أهم المحاصيل في العالم بعد القمح والرز فموطنه الأصلي جنوب المكسيك و غواتي ملا،  تصاب بالعديد من الأمراض منها صدأ الذرة الناتج عن الفطر Paccinia  والبياض ألزغبي الناتج عن الفطر Erysiphe  وكذلك عفن ساق الذرة وعفن كوز الذرة(11 ) ، ان للفطر Phytophthora infestans   دور كبير في إحداث مرض اللفحة المبكرة  Early blight  في الطماطة ، حيث يمضي الفطر الفترة بين موسم وأخر على بقايا النبات في التربة ويبقى Mycelium  الفطر حي على الأوراق المصابة الجافة لأكثر من سنة كاملة وهنالك إمكانية نقل المرض بواسطة البذور. تظهر أعراض المرض على الأوراق والسيقان والثمار وتكون ذات مظهر جلدي (12). كما أشارة     ( 13 ) إن الأنواع التابعة للفطر Phytophthora هي فطريات سريعة النمو تحتاج إلى الحد الأدنى من المغذيات لنمو الخيوط الفطرية وتختلف هذه الأنواع من حيث حاجتها إلى درجات الحرارة المثالية. أن الفطر من الفطريات المحبة لدرجات الحرارة العالية نسبيا فهو يهاجم البذور والبادرات عند مدى حراري تتراوح ما بين 15-40.5 C) ) علما أن غالبية الإصابات كانت تظهر في مدى حراري 24-30 C )  )، كما أوضحت الدراسات أن الأنواع التابعه للجنس تهاجم جذور جميع محاصيل الخضروات وأنواع الأدغال وهي تبقى حيه في التربة لسنوات عديدة وتنتج عدد من السبورات غير الجنسية  المتحركة (( Zoospores  ويظهر التكاثر الجنسي عند درجات الحرارة المرتفعة أكثر من21 C   وحده (14 ) .  ولأهمية الفطر ودوره في إحداث العديد من الأمراض التي تصيب النباتات الحقلية والاقتصادية فقد تم تسليط الضوء في بحثنا هذا على القدرة المرضية للفـــــــــــطر      Phytophthora infestans وعلى عدد من النباتات الاقتصادية والتي تعود لعائلات مختلفة من خلال حساب نسب الانبات لتلك النباتات وتأثير الظروف البيئية من درجة حرارة ورقم هيدروجيني ووسط غذائي على نمو الفطر الممرض قيد الدراسة .
 المواد وطرائق العمل :

1- الأوساط الزراعية المستخدمة في الدراسة :
1-1- وسط Potato Dextrose Agar ( P.D.A) 

حضر الوسط بحسب الشركة المصنعة إذ تم استخدام الوسط بإذابة 
(39 غم/لتر) من الماء المقطر المعقم. كما أضيف إلى الوسط المضاد الحيوي chloramphenicol  بمقدار 250 ملغم/لتر ثم وزع في دوارق زجاجية سعة 250 مل وسدت فوهاتها بسداد محكم وعقمت في جهاز التعقيم البخاري ( الموصدة ) بدرجة حرارة 121 مﹾﹾ وضغط 15 باوند/ انج2 لمدة 20 دقيقة بعدها ترك الوسط ليبرد ثم صب في أطباق بتري وذلك لتنمية الفطر phytophthora infestans  ودراسة  تأثير العوامل البيئية على نمو الفطر وكذلك اختيار القدرة المرضية للفطر p. infestans  في أنبات النباتات قيد الدراسة.
1-2- وسط Sabourauds Dextrose Agar  
        حضر الوسط بحسب الشركة المصنعة إذ تم استخدام الوسط بإذابة 
(55غم) الى الماء المقطر المعقم.  ثم وزع في دوارق زجاجية سعة 250 مل وسدت فوهاتها بسداد محكم وعقمت في جهاز التعقيم البخاري ( الموصدة ) بدرجة حرارة 121 مﹾ وضغط 15 باوند/ انج2 لمدة 20 دقيقة بعدها ترك الوسط ليبرد ثم صب في أطباق بتري وذلك لتنمية الفطر phytophthora infestans  ودراسة  تأثير العوامل البيئية على نمو الفطر.

2 - مصدر الفطر الممرض :

تم الحصول على الفطر الممرض phytophthora infestans  من مختبر الدراسات العليا – وحدة الفطريات- كلية العلوم- جامعة بابل.
3- اختبار القدرة المرضية لعزلة الفطر p. infestans

اعتمدت طريقة (15) إذ تم زراعة بذور الطماطة Lycoperiscon escalatum  صنف Supermarimond  المعقمة سطحيا بمحلول هايبوكلورات الصوديوم التجاري بتركيز 0.06% لمدة 2-3 دقائق والتي جرى غسلها بالماء المقطر عدة مرات لإزالة تأثير المادة ثم وضعت على ورق نشاف لامتصاص الماء الزائد فيما بعد وضعت على أطباق بتري حاوية على وسط P.D.A بمعدل     (10 بذور/طبق) وبشكل دائري بعد تلقيح مركز الطبق بقرص قطره  10 ملم مأخوذة من حافة مستعمرة الفطر phytophthora النامي على الوسط P.D.A بعمر خمسة أيام وبواقع ثلاث مكررات مع الأخذ بنظر الاعتبار أجراء معاملة مقارنة بزراعة بذور الطماطة على الوسط الغذائي بالطريقة نفسها وبدون تلقيح الوسط بالفطر phytophthora. بعدها حسبت بذور الطماطة النابتة وغير النابتة بعد مرور سبعة أيام من الحضن بدرجة حرارة 25 ± 2 م0 كررت نفس التجربة  المذكورة مع كل من نبات الخيار ونبات الحنطة والذرة. ثم حسب نسب الإنبات لكل نبات حسب المعادلة التالية:
[image: image1.png]0.081

1.5.D(0.05)





نسبة الإنبات =
4- دراسة تأثير بعض العوامل البيئية في معدل النمو القطري للفطر phytophthora infestans  مختبرياً .

4-1- درجة الحرارة 

لدراسة تأثير درجات الحرارة في نمو الفطر phytophthora اعتمدت سلسلة من الدرجات الحرارية هي 15 و 20 و 25 و 30 و 35 م0 حسب الوسط الغذائي P.D.A المعقم بجهاز التعقيم البخاري بدرجة حرارة 121 م0 وضغط 15 باوند / انج2 لمدة 20 دقيقة في أطباق بتري قطرها 9 سم وبواقع 3 أطباق لكل درجة حرارية بعدها لقحت الأطباق بقرص قطره 10ملم مأخوذة من حافة المستعمرة الفطر النامي على الوسط الغذائي P.D.A بعمر خمسة أيام وقسمت الأطباق التي لها الدرجة الحرارية نفسها إلى خمس مجاميع وحضنت كل مجموعة في واحد من الدرجات الحرارية المذكورة ولمدة سبعة أيام وقدر نمو القطر بأخذ معدل قطرين متعامدين من ظهر المستعمرة يمران بمركز القرص كل 48 ساعة (16).

4-2- الرقم الهيدروجيني


لدراسة تأثير الرقم الهيدروجيني في نمو الفطر phytophthora اعتمدت سلسلة من الأرقام الهيدروجينية هي 4 و 7 و 9 وزرع الوسط الغذائي المعقم P.D.A على ثلاثة دوارق بحجم 250 ملم وبواقع 100 مل وسط لكل دورق وعدلت الأرقام الهيدروجينية للوسط 4 بإضافة قطرات من حامض الهيدروكلوريك Hcl ( 5 عياري ) والى الأرقام الهيدروجينية 7 و 9 بإضافة قطرات من محلول هيدروكسيد الصوديوم NaoH (40 % ) وبعد تعقيمها بجهاز التعقيم البخاري حسبت الأوساط في أطباق بتري قطرها 9 سم وبواقع 3 أطباق لكل رقم هيدروجيني بعدها لقحت الأطباق بقرص قطرها 10ملم مأخوذة من حافة مستعمرة الفطر النامي على الوسط الغذائي P.D.A بعمر خمسة أيام وحضنت نمو الفطر بحسب الطريقة المذكورة في الفقرة (4-1) كما في(16).

4-3- نوع الوسط الغذائي

لدراسة تأثير الوسط الغذائي في نمو الفطر phytophthora اعتمدت نوعين من الأوساط الغذائية هي potato Dextrose Agar و Sabaurauds Agar وفقا لما جاء في الفقرة ( 1 ). حيث عقمت كل من الأوساط الزراعية كما في الفقرة أعلاه ووضعت في أطباق بتري قطرها 9 سم وبواقع 3 أطباق لكل وسط بعدما لقحت الأطباق بقرص قطره 10ملم مأخوذة من حافة مستعمرة الفطر النامي على الوسط الغذائي P.D.A بعمر خمسة أيام بدرجة حرارة 25 ± 2 م0لمدة سبعة أيام وقدر نمو الفطر حسب الطريقة المذكورة في الفقرة (2-4-1) كما في  (16). 
النتائج والمناقشة 
1- اختبار القدرة المرضية للفطر  phytophthora infestans في نسب الإنبات:
       أظهرت نتائج الدراسة الحالية ( جدول1 ) أن هناك نسبة متفاوته في تأثير الفطر phytophthora infestans في النسب المئوية لإنبات بذور الطماطة والخيار وحبوب الحنطة والذرة . حيث تبين أن أمراضية الفطر كانت عالية في خفض نسبة الإنبات إلى 3%.23  مقارنة بمعاملة السيطرة ( control ) 92% وهذا ما إشارة أليه  (4) عن تأثير الفطر phytophthora infestans في موت وتعفن البذرات في المحاصيل الاقتصادية   كالطماطة والحنطة والخيار إضافة إلى هذا إلى الفطر له تأثير في ثمار الطماطه حيث يسبب مرض اللفحة المتأخرة (17) . أما بالنسبة لتأثير الفطر على النباتات الأخرى قيد الدراسة فقد كانت أكثر النباتات تأثير بأمراضية الفطر هو نبات الخيار حيث  وصلت نسب الإنبات لنبات الخيار7.%36 ثم تلاه نبات الحنطة والذرة  التي كانت نسب أنباتها بوجود الفطر%40 و3. %43على التوالي. قد يعود سبب الامراضية العالية للفطر إلى ظهور سلالات ممرضة منتجة لمواد ايض ثانوي عالية السمية (18) . كذلك تمتاز بعض الفطريات بالتخصص الفسيولوجي الذي يجعلها تفضل عوائل معينة بدل من عوائل أخرى او إلى التغير الحاصل في الظروف البيئية كالحرارة والرطوبة (19).  

جدول (1) تأثير الفطر  phytophthora infestans في النسبة المئوية لإنبات بذور الطماطة والخيار حبوب الحنطة والذرة في الوسط الغذائي P.D.A بدرجة حرارة 25 ± 2 م0 وبواقع ثلاث مكررات .

	النباتات
	نسب الانبات %

	نبات الطماطة  control) Lycopersicon esculentum )
	92

	نبات الطماطة  Lycoperiscon + الفطر Phytophthora
	23.3

	نبات الخيار Cucumis Sativus   ( ( control
	83.3

	نبات الخيار Cucumis  + الفطر Phytophthora
	36.7

	نبات الحنطة Triticum aestivum   ( control)
	86.7

	نبات الحنطة  Triticum  + الفطر Phytophthora
	40

	نبات الذرة Zea mays  (  control)
	80

	نبات الذرة  Zea mays + الفطر Phytophthora
	43.3

	L.S.D (0.05)
	9.531


2-دراسة تأثير بعض العوامل البيئية في معدل النمو القطري للفطر phytophthora infestans
2-1- درجة الحرارة

          أظهرت نتائج (شكل رقم 1 ) أن هناك علاقة طردية بين زيادة مدة الحضانة وازدياد قطر المستعمرة في جميع درجات الحرارة . أن أفضل درجة حرارية كانت ملائمة لنمو الفطر هي  25مْ ( الشكل رقم 1ج ) . حيث بلغ قطر المستعمرة 9 سم عند فترة حضانة 7 أيام . كما بينت النتائج أن هناك فروق معنوية بين درجات الحرارة الأخرى وان أكثر درجة حرارة كان لها تأثير سلبي على نمو مستعمرة الفطر هي 15 مْ , فقد كان قطر المستعمرة لمدة حضن 3 أيام هو صفر بينما لمدة 5 أيام هو 0.2 سم ولمدة 7 أيام هو 0.5 سم وبفارق معنوي (0.032 ) (شكل رقم 1 أ ) ثم تلتها درجة الحرارة 35 مْ ثم 30 مْ حيث أدت نقصان في قطر المستعمرة فقد كان قطر المستعمرة عند درجة حرارة  35مْ لمدة 3 أيام هو 2.3 سم ولمدة 5 أيام هو2.5 سم ولمدة 7 أيام هو 2.6 سم (شكل رقم 1 ه) . ان درجة الحرارة والعوامل البيئية تؤثر في نمو الكائن الحي وتكاثره وان أي اختلاف في نمو الفطر يعزى الى حدوث تغاير حراري (20)  . ولكل فطر مدى حرارياً معيناً ويؤدي الارتفاع أو الانخفاض عن هذا المدى إلى موت الفطر أو توقف فعاليته الحيوية والذي يكون ناتجاً من الخلل الحاصل في النشاط الأنزيمي للفطر حيث يؤدي ارتفاع درجة الحرارة عن الحدود المثلى للنمو إلى تحطم الأنزيمات مثل أنزيم21) Cellulase ) . كما قد يعود سبب الاختلاف في النتائج إلى الظروف المختبريه التي خضع لها الفطر ونوع العزلة والمنطقة التي أخذت منها . 
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شكل (1) تأثير درجات الحرارة (15،20،25،30،35) مﹾ في معدلات نمو الفطر phytophthora infestans  النامي في وسط غذائي P.D.A عند الرقم الهيدروجيني 7 وبواقع ثلاث مكررات لكل درجة حرارية ( أ- درجة حرارة 15 مﹾ ، ب- درجة حرارة 20 مﹾ ، ج- درجة حرارة 25 مﹾ ،    ء- درجة حرارة 30 مﹾ، هـ- درجة حرارة 35 مﹾ)

2-2- الرقم الهيدروجيني
        أظهرت نتائج تأثير الرقم الهيدروجيني في نمو الفطر phytophthora infestans (شكل رقم 2 ) وجود فروق معنوية في معدلات النمو في الوسط الغذائي P.D.A بدرجة الحرارة 25 ± 2 م0 وارقام هيدروجينية 9,7,4 حيث أن أعلى مستوى لنمو الفطر كان عند الرقم الهيدروجيني 7 اذ بلغ قطر المستعمرة 8.8 سم تلاه النمو عند الرقم الهيدروجيني 4 والذي بلغ 6.2 سم ثم تباطأت معدلات النمو عند الرقم الهيدروجيني 9 حيث بلغت 4.3 سم . أن التغير الحاصل في للوسط يؤثر في النشاط الفطري (12) . فقد تغيرت مستويات النمو للفطر phytophthoraبتغير مستوى الحموضة حيث كان الرقم الهيدروجيني 7 هو الأمثل لنمو الفطر تلاه الرقم الهيدروجيني 4 مما يدل على أن الفطر يفضل الأوساط الحامضيه على الأوساط القاعدية في النمو , حيث ان للفطر القابلية على أنتاج مواد ايضية ثانوية عالية الحموضة أدت إلى خفض الرقم الهيدروجيني للوسط الغذائي إلى الحامض(22  ). يمتاز سايتوبلازم الخلية الفطرية بكونه غير ناضح لايونات الهيدروجين والهيدروكسيل لذلك فانه يمكن أن يبقى محافظاً على نسبته من الايونات الموجودة , لكن الأنزيمات الموجودة في الغشاء السايتوبلامي نفسه تتأثر بتركيز ايون الهيدروجين مما يؤدي إلى تأثر الفعاليات الأخرى منها ألفة هذه الأنزيمات اتجاه المواد المذابة في الوسط (12) .
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شكل (2) تأثير الرقم الهيدروجيني في معدلات نمو الفطر  phytophthora infestans النامي في الوسط الغذائي P.D.A بدرجة حرارة 25±2 وأرقام هيدروجينية (9,7,4) لمدة 7 ايام وبواقع ثلاث مكررات.
2-3- نوع الوسط الغذائي
         أوضحت نتائج التجربة شكل 3) ) أن أعلى مستوى لنمو الفطر phytophthora infestans كان في الوسط الغذائي P.D.A إذ بلغ قطر المستعمرة الفطرية 8.5 سم , أما مستوى النمو للفطر في وسط السابرويد فقد بلغ 6 سم من خلال النتائج نلاحظ ان الزيادة في معدل النمو تستمر مع ازدياد مدة الحضانة عند توافر المواد الغذائية في الوسط المستخدم حتى تستنفذ المواد الغذائية الضرورية للنمو . أن مستوى النمو العالي للفطر في وسط P.D.A يدل على انه الوسط الأمثل وذلك لاحتوائه على المتطلبات الغذائية اللازمة لنمو الفطر كسكر الدكستروز (23) , وقد أشار (12) إلى أن المصدر الكربوني الموجود في الوسط الغذائي يؤثر في معدل نمو الأحياء المهجرية الذي يتناسب طردياً مع التركيز المتوفر ضمن مستويات معينة . أما وسط السابرويد والذي يعد من الأوساط الصناعية . فان متطلبات النمو للفطر في هذا الوسط تكون اقل من مستواها في وسط P.D.A  حيث يتكون من عدد المركبات الكيميائية كمصدر كربوني ونتروجيني مما يؤثر على نمو الفطر وانتشاره بشكل واسع وان وسط السابرويد هو من الاوساط الانتقائية التي يمكن ان تعيش فيه عدد من الفطريات دون غيرها ولا يكون مناسب لجميع الانواع (24) . 

شكل (3) تأثير نوع الوسط في نمو القطر phytophthora infestans النامي في الوسط الغذائي P.D.A بدرجة حرارة 25±2 م0 ورقم هيدروجيني 7 ولمدة 7 ايام بواقع ثلاث مكررات.
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