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دراسة تأثير  الفورفورال على أنبات وإنتاج  الابواغ و الأجسام الحجرية لبعض الفطريات الممرضة للنبات و فطر المقاومة الإحيائية 

 Trichoderma viride
             رجاء عبد الرزاق عباس               خالد عبد الرزاق                     هيثم ناجي
كلية العلوم للبنات- جامعة بابل      كلية العلوم للبنات- جامعة بغداد    وزارة العلوم والتكنولوجيا
الخلاصــــــة

     شملت الدراسة استخلاص مادة الفورفورال Furfural    من كوالح الذرة باستخدام منظومة تفاعل خاصة داخل المختبر. عزلت وشخصت الفطريات الممرضة للنبات  Rhizoctonia solani وsolani Fusarium وPythium aphanidermatumو  Macrophomina phaseolinaو Sclerotinia sclerotiorum بالاضافة إلى فطر المقاومة الإحيائية Trichoderma viride من نباتات القرنابيط والباذنجان والخيار والباقلاء المصابة بأمراض تعفن الجذور وموت البادرات ومن التربة المحيطة بجذورها . حضر محلول أساس Stock solution من مادة الفورفورال ثم عوملت الفطريات المقترحة للدراسة بالتراكيز المختلفة من هذه المادة مقدرة بجزء بالمليون  أظهرت النتائج أن الفورفورال بتراكيز 500 و 0100 و 1500  جزء بالمليون منعت إنبات ابواغ الفطر F. solani بعد 18 و36  و54 و72ساعة من الحضن في حين حصل إنبات ابواغ الفطر T. viride بعد 18 و36  و54 و72ساعة من الحضن في التراكيز 0 و 500 و 0100 و 1500 جزء بالمليون على التوالي ومنع أنباتها عند التركيز2000 جزء بالمليون .انبتت الأجسام الحجرية للفطر R. solani بعد 24 ساعة من الحضن في معاملتي السيطرة والتركيز500 جزء بالمليون وبعد 48 ساعة في التركيز 1000 جزء بالمليون , وحدث الإنبات بعد 24 و 48 و 72 ساعة عند التراكيز 0 و500 و 1000 جزء بالمليون للفطر S. sclerotiorum  بينما حدث تثبيط تام لإنبات الأجسام الحجرية عند التركيز 1500 جزء بالمليون لكلا الفطرين .  أظهرت النتائج علاقة عكسية بين عدد الابواغ المنتجة للفطرF. solani  وتركيز الفورفورال إذ  ثبط إنتاج الابواغ كليا عند المعاملة بالتركيز 2500 جزء بالمليون  انخفض إنتاج ابوغ الفطرT. viride  بعد ثلاثة أيام من الحضن وازداد إنتاج الابواغ بعد 7 أيام من الحضن في  التراكيز 500 و1000 جزء بالمليون بينما منع التركيز 1500 جزء بالمليون إنتاج الابواغ بعد ثلاثة أيام وانخفض الإنتاج بشكل معنوي بعد 7 أيام من الحضن مقارنة بمعاملة السيطرة .                                                                                                         
 Abstract 

     This study included the preparation of furfural from corn cobs by using specialized reaction system inside the laboratory .The plant pathogenic fungi: Pythium aphanidermatum, Sclerotinia sclerotiorum , Rhizoctonia solani, Macrophomina phaseolina and Fusarium solani in addition to biocontrol fungus Trichoderma viride were isolated from Egg plant, cabbage, cucumber and broad bean which infected with root rot , damping – off and from the rhizosphere , and then   descriptions .  then treated with different concentrations of furflural .The Results showed that T. viride spore germination  occurred after 18,36,54, and 72 hours of incubation in the concentrations of 0,500,1000 and 1500 ppm respectively spores germination ware inhibited with 2000 ppm , whereas all the above of  the times and concentrations were inhibited to F. solani  spores germination. Sclerotia of R. solani were germinated after 24 hours in the treatments of control and 500 ppm and after 48 hours in the concentrations of 1000 ppm , while occurred it after 24, 48 and 72 hours in the concentrations of 0,500 and 1000 ppm for Sclerotinia sclerotiorum fungus, the completed inhibition were occurred in 1500 ppm for both fungi.   There was showed a reverse relation between the number of  produced spores of F. solani and the concentrations of furfural , also it is  inhibited produced spores completely inconcentration  2500 ppm  .   The spores produced  of T. viride degrease after 3 days and increased it after 7 days of incubation in the concentrations  500 and 1000 ppm. , the of T. viride degrease of incubation in and 1000 ppm. , while the concentration 1500 ppm was completed inhibition spores productions  after 3 days and significantly decreased  spores productions after 7 days of incubation  compared with control .
المقدمــــة 
        تتعرض النباتات بمختلف انواعها لخطرالاصابة بالعديد من الفطريات الممرضة من بينها الفطريات القاطنة في التربة كالاجناس Macrophomina, Rhizoctonia, Fusarium, Pythium التي تسبب أمراضا" متنوعة أهمها مرضا موت البادرات Damping-off و تعفن الجذور Root rot فضلاً عن  الجنس بحث مستل من رسالة ماجستير للباحث الأولSclerotinia المعروف بتسببه لمرض العفن الأبيض White rot على نباتات الخضر (Agrios, 2005) . تعد المبيدات الفطرية احد أهم الوسائل التي استخدمها الإنسان في السيطرة على هذه المسببات المرضية  ألا أن المشاكل الصحية والبيئية التي رافقت استخدام هذه المبيدات (بكري ، 1995) من جهة ولظهور سلالات فطرية قادرة على تحمل التراكيز العالية من المبيدات بسبب تكرار استخدامها من جهة أخرى (Georgopoulos & Dovas, 1973) حدا بالباحثين إلى زيادة الاهتمام والتفكير ببدائل تكون أكثر فاعلية وأمنا لتحل محل هذه المركبات الكيميائية الشديدة الضرر للبيئة والأحياء المسكونه فيها ، ومن هذا المنطلق سلطت الأنظار نحو استخدام مواد كيميائية من أصل نباتي كأحد أهم البدائل المناسبة نظراً لقلة سميتها وسلامتها البيئية ولعدم تسجيل صفة المقاومة ضدها ، فضلاً عن فعاليتها ضد المسببات المرضية (Chingduang et al., 1995 ).

    يعد الفورفورال Furfural احد المواد الكيميائية ذات الأصل النباتي ، فهو يستخلص من المخلفات الزراعية الحاوية على البنتوسانPentosan  مثل كوالح الذرة وسيقان قصب السكر وقشور بذور القطن وقشور الشوفان والرز (Mcketta & Cunningham, 1986 ) . 

     كان Flor (1926) اول من اشار الى احتمالية استخدام الفورفورال كمبيد فطري Fungicide ، اثر معاملته لدرنات البطاطا ضد الفطر solani Rhizoctonia  واستخدمه (1940)Borzini ضد الفطر    
Tilletia tritici,  باستثناء هاتين الدراستين المبكرتين لم يلق الفورفورال اهتماماً كبيراً كمبيد فطري بل توجهت الأنظار نحو استخداماته الصناعية (Mcketta & Cunningham, 1986) . شهد عقد التسعينات توجهاً نحو استخدام الفورفورال ضد بعض الفطريات الممرضة للنبات (Canullo et al., 1992 ) . و في العراق كان الحمداني والنعيمي (1999) أول من أشار إلى استخدامه ضد بعض الفطريات الممرضة للنبات.  أما تأثير الفورفورال على أحياء التربة غير معروف بشكل واضح نظراً لاحتواء التربة على عدد كبير من الفطريات الممرضة للنبات فضلاً عن الفطريات التي قد تضاف للتربة كالفطر الإحيائي  Trichoderma spp. المعروف بتحمله لمدى واسع من المبيدات الفطرية (Papavizas, 1985) . 
    بما أن الفورفورال لا يشكل خطورة معينة على الإنسان من جهة ولعدم إضراره البيئية من جهة أخرى (QOchemicals, 1989; Jun-Feng et al., 2000),  فضلاً عن توفره بثمنٍ زهيد مما يجعل إمكانية طرحه كأحد العوامل المهمة في إستراتيجية المكافحة المتكاملة ، و نظرا لقلة البحوث حول استخدامات هذه المادة ضد الفطريات ، ارتأينا أجراء هذه الدراسة والتي تضمنت : إنتاج مادة الفورفورال مختبريا من كوالح الذرة و دراسة تأثيره في أنبات وإنتاج الابواغ والأجسام الحجرية لبعض فطريات الدراسة . 

المواد وطرائق العمل   Materials and Methods
  إنتاج مادة الفورفورال 
     حضرت مادة الفورفورال تحت درجة الحرارة 161oم ولمدة 5 ساعات في منظومة تفاعل مختبريه (النعيمي وآخرون، 1993). حيث أخذ وزن مقداره 400 غم من كوالح الذرة المطحونة وأضيف لها 500غم من ملح الطعام و1600 سم3 من حامض الكبريتيك تركيز10% ووضعت في دورق هضم (A) حجمه 5 لتر داخل مسخن حراري (B) يتصل الدورق بأنبوب زجاجي (C) لتمرير البخار المتصاعد إلى مكثف زجاجي (D) مزود بفتحتين جانبيتين    ( EوF) تعملان على إدخال وإخراج ماء الحنفية لتبريد المكثف فضلاً عن فتحة سفلى (G) متصلة بقمع الفصل (H) المزود بفتحتين جانبيتين العليا (I) مرتبطة بدورق مملوء بالماء (K) بواسطة أنبوب مطاطي قطره 1 سم تعمل على المحافظة على الضغط داخل المنظومة ، والسفلى (J) متصلة بدورق الهضم (A) عن طريق أنبوب مطاطي، لإعادة الماء الزائد إلى دورق الهضم بعد انتهاء زمن التفاعل (5 ساعات) تم إيقاف عمل المنظومة بإطفاء المسخن الحراري وسحب الأنبوب المطاطي المتصل بالفتحة (I) إلى خارج الدورق الزجاجي (K) الحاوي على الماء للسماح بدخول الهواء إلى داخل  المنظومة المغلقة. جمع الفورفورال الناتج في الدورق (L) وكما موضح في الشكل (1). اخذ وزن 10غم  من الفورفورال الناتج وأضيف أليه 1000 سم3 ماء مقطر لتحضير المحلول الأساس Stock solution  لاستخدامه في التجارب اللاحقة . 
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شكل (1) رسم تخطيطي لمنظومة التفاعل المختبرية لفصل مادة الفورفورال
(A) دورق هضم, (B) مسخن حراري , (C) انبوب زجاجي , (D) مكثف زجاجي,  (F,E) فتحتان جانبيتان,  (G) فتحة سفلى , (H) قمع الفصل , (I) فتحة عليا,  (J) فتحة سفلى ,  (K) دورق مملوء بالماء , (L) دورق لجمع الفورفورال .
 تهيئة الفطريات المقترحة للدراسة 

    تم الحصول على الفطر Sclerotinia sclerotiorum (lib.) de bary بهيئة أجسام حجرية من الآنسة بان احمد . كلية العلوم والمعزولة من نباتات باذنجان مصابة. جامعة بابل. أما الفطرياتPythium aphanidermatum (Edson) Fitzp و Rhizoctonia solani (Kuhn)  وMacrophomina  phaseolina (Tassi)  Goid  و Fusarium solani (Mart.)  و Trichoderma viride pers. ex. S. F. J. Gray فقد تم الحصول عليها على وفق الطرق الاتية:- 

1 . العزل من البادرات والنباتات المصابة 

   جلبت إلى المختبر نباتات القرنابيط والباذنجان و الباقلاء المصابة بإمراض موت البادرات وتعفن الجذور . تم أزالت التربة العالقة بجذور النباتات وغسلت جيدا بماء الحنفية . أخذت الأجزاء المصابة من جذور وقواعد السيقان ووضعت داخل قطعة من الشاش في قدح زجاجي وتركت تحت ماء الحنفية الجارِ لمدة نصف ساعة . قطعت الأجزاء المصابة إلى قطع صغيرة بطول 0.5 سم ثم عقمت سطحيا باستخدام محلول هايبوكلورات الصوديوم (1%) لمدة دقيقتين، بعدها رفعت القطع وغسلت ثلاث مرات بالماء المقطر المعقم ثم جففت بأستخدام ورق النشاف المعقم، ووزعت بواقع 4 قطع في كل طبق بتري حاو على الوسط الزرعي البطاطا دكستروز أكار (PDA) Potato Dextrose Agar المعقم بالموصدة (Autoclave) تحت درجة حرارة 121o م وضغط بخاري 15 باوند/انج2 ولمدة 20 دقيقة. حضنت الأطباق تحت درجة حرارة 25+ 2 oم لمدة (2-5) أيام فحصت المستعمرات الفطرية تحت المجهر بعد انتهاء مدة الحضن (Fulton & Bollenbacher, 1959).

2ً. العزل من التربة

  عقمت سطحيا ثمار خيار ناضجة خالية من الجروح لمدة 5 دقائق باستخدام محلول 1%هايبوكلورات الصوديوم ، أدخلت تربة ملوثة من المنطقة المحيطة بجذور بادرات نبات الخيار المصابة في شق طولي داخل الثمار (Banihashemi,1970). حضنت الثمار الملوثة والغير ملوثة كلآ على حده وبواقع ثمرة واحدة داخل الكيس البولي أثيلين المعلم لمدة 3 أيام تحت درجة حرارة 25+2 oم . نقلت قطع صغيرة من المناطق القريبة من منطقة تلويث الثمار إلى الوسط الزراعي PDA وحضنت لمدة 4 أيام تحت درجة الحرارة 25+2 oم ، ثم نقل جزء من الغزل الفطري إلى الوسط PDA لغرض تنقيته .
 تشخيص فطريات الدراسة

  شخص الفطران Fusarium solani و Trichoderma viride وذلك بنقلهما إلى أطباق بتري حاوية على الوسط الزرعي PDA وفق طريقة البوغ المفرد Single spore الموصوفة من قبل Booth (1977) أما بقية الفطريات فقد تم أخذ جزء من الغزل الفطري من طرف الطبق ونقل إلى الوسط الزرعي نفسه في أعلاه. حضنت جميع الفطريات المعزولة لمدة (3-5) أيام تحت درجة حرارة 25+ 2o م . شخصت الفطريات على وفق المفاتيح التصنيفية الخاصة  (Booth, 1977; Domsch et al., 1980) .
 تحضير التراكيز المختلفة من الفورفورال 

    حضر محلول مائي من الفورفورال تركيز1% واستخدم كمحلول أساس  solution Stock لتحضير التركيز اللاحقة والتي تراوحت ما بين 100-5000 جزء بالمليون (ppm). استخدمت طريقة تسمم الوسط الرزعي    Poisoned Food Technique (Leonard & Blackford, 1949) , إذ أضيفت حجوم مختلفة من المحاليل الأساس للفورفورال إلى الوسط الزرعي المعقم والمبرد إلى درجة حرارة (40-45)oم  تقريبا، لإكمال الحجم حسب التراكيز أعلاه مع رج محتويات الوسط الزرعي . 
اختبار تأثير الفورفورال في انيات ابواغ الفطر الممرض Fusarium solani وفطر المقاومة الاحيائية Trichoderma viride في الوسط W.A 
   حضر التركيز 104 بوغ /سم3 من عالق ابواغ الفطر F.solani وذلك بنقل قرص بقطر0.5 سم من وسط مستعمرة الفطر بعمر 7 أيام منمى على الوسط PDA الى دورق زجاجي حجمه 25 سم3 حاو على 10سم3 ماء مقطر معقم، رج العالق جيداً ثم رشح خلال طبقتين من الشاش والقطن المعقم للتخلص من الخيوط الفطرية، عدت الابواغ بواسطة شريحة عد كريات الدم الحمر Haemocytometer وكما في المعادلة الاتية: 

 عدد الابواغ في سم3 = معدل عدد الابواغ في المربع الكبير × 25 × 104 × حجم العالق
     (Kiraly & Solymosy, 1974).    أما الفطر T.viride فقد حضر التركيز 104 بوغ / سم3 من عالق ابواغه وذلك بنقل قرص قطره0.5 سم من وسط مستعمرة بعمر4 ايام منماة مسبقاً على الوسط PDA الى دورق زجاجي حاو على 10سم3 ماء مقطر معقم. نبذ العالق بواسطة جهاز النبذ المركزي Centrifuge تحت سرعة 2000 دورة/دقيقة لمدة 3 دقائق. أهمل الراشح وأضيف إلى الراسب ماء مقطر وأكمل الحجم إلى 10سم3 ورج جيداً ثم عدت الابواغ كما في المعادلة في أعلاه. 

  حضرت أطباق قطر5 سم حاوية على وسط الاكر المائي (W.A) Water Agar المضاف إليه الفورفورال بالتراكيز500 و 1000 و1500 و 2000 جزء بالمليون بحيث اصبح الحجم النهائي للوسط الزرعي 5 سم3. 

   أضيف0.1 سم3 من عالق الابواغ لكلا الفطرين كلاً على حده ، لكل طبق حيث    نشرت الابواغ على سطح الوسط بواسطة ماصة باستر Paster's papite المعقمة. حضنت الاطباق تحت درجة حرارة 25+2oم لفترة 18،36،54 و72 ساعة وبواقع ثلاثة مكررات لكل تركيز مع ترك ثلاثة أطباق بدون إضافة الفورفورال (معاملة السيطرة) . نقل قرص قطره0.5 سم من كل معاملة باستخدام الثاقب الفليني ووضع على شريحة زجاجية عد 100 بوغ لكل قرص وبواقع مكررين لكل طبق (Marin et al., 1998). 

    عد البوغ نابتاً عندما يكون طول أنبوب إنباته أكثر من عرضه. أضيفت قطرة من محلول الفورمالين لقتل الابواغ، ثم حسبت النسبة المئوية للإنبات لكل معاملة (Ohmori & Gottlieb, 1965; French et al., 1977).

 اختبار تأثير الفورفورال في انبات الاجسام الحجرية للفطرينRhizoctonia solani  و Sclerotinia sclerotiorum  لمدد زمنية مختلفة 
      حضرت التراكيز0، 500، 1000، 1500، 2000 جزء بالمليون من الفورفورال في الوسط PDA. تم نقل أجسام حجرية للفطر solani. R وبواقع 7 أجسام حجرية لكل طبق وبثلاثة مكررات لكل تركيز . حضنت الاطباق تحت درجة حرارة 25+ 2oم وللمدد 24، 48، 72و96 ساعة. أما بالنسبة للفطر S. sclerotiorum استخدمت نفس التراكيز أعلاه ثم نقلت أجسام حجرية للأطباق بمقدار جسم حجري واحد بعمر14 يوماً لكل طبق وبواقع ثلاثة مكررات، حضنت المعاملات تحت درجة حرارة 22+2o م .أخذت النتائج خلال المدد الزمنية المذكورة في أعلاه .
  اختبار تأثير الفورفورال في انتاج ابواغ الفطر الممرض Fusaruim solani 

    اخذ قرص قطره0.5 سم من حافة مستعمرة منماة عليها الفطر Fusaruim solani  مسبقا على الوسط PDA إلى مركز طبق قطره9 سم حاو على الوسط نفسه مضافاً له احد تراكيز الفورفورال 0، 500، 1000، 1500، 2000 جزء بالمليون وبواقع ثلاثة مكررات للتركيز الواحد. حضنت الاطباق في الظلام تحت درجة حرارة 25+ 2o م وبعد اكتمال النمو الفطري في أطباق معاملة السيطرة (7 ايام) نقل قرص قطره0.5 سم يبعد1 سم من وسط المستعمرة لكل تركيز إلى دورق زجاجي حجمه25 سم3 يحوي10 سم3 ماء مقطر. رج عالق الابواغ ثم رشح ثلاث مرات خلال قطعة من الشاش والقطن، كرر اخذ الأقراص ثلاث مرات لكل طبق . حسب معدل عدد الابواغ كما في الفقرة 3-7 وكررت هذه العملية لجميع التراكيز المدروسة(Ohmori & Gottlieb, 1965) .
اختبار تأثير الفورفورال في أنتاج ابواغ فطر المقاومة الاحيائية  Trichoderma viride لمدد زمنية مختلفة
       اخذ قرص قطره0.5 سم من حافة مستعمرة الفطرT.viride منماة مسبقا على وسط PDA إلى مركز طبق قطره9 سم حاو على 20 سم3 من الوسط PDA مضاف إليه تراكيز الفورفورال نفسها المذكورة في الفقرة السابقة  (3-9) . حضنت الأطباق تحت درجة حرارة 25+ 2oم. عدت الابواغ للفطر المدروس لمدتين زمنيتين الأولى بعد اكتمال امتلاء الطبق بالنمو الفطري مباشرة (3 ايام) والثانية بعد7 أيام . وكررت هذه العملية لجميع تراكيز الفورفورال المدروسة
اختبار تأثير الفورفورال في إنتاج الأجسام الحجرية للفطرين Sclerotinia sclerotiorum Macrophomina phaseolina 

        نقل قرص (قطره0.5 سم) من حافة المستعمرة , للفطرين M.phaseolina و S. sclerotiorum إلى مركز طبق قطره9 سم حاو على الوسط PDA المضاف إليه احد تراكيز الفورفورال 0، 500، 1000، 1500، 2000 جزء بالمليون وبواقع ثلاثة مكررات لكل تركيز. حضنت الاطباق تحت درجة حرارة 25+ 2 oم . عند امتلاء أطباق معاملة السيطرة بالنمو الفطري للفطرM.phaseolina اخذ قرص بقطر0.2 سم من وسط المستعمرة (تبعد1.5 سم عن مركزها). وضعت الأقراص الفطرية على شريحة زجاجية ثم عدت الأجسام الحجرية بواسطة المجهر الضوئي تحت قوة التكبير10X , كررت العملية بواقع قرصين لكل طبق. أما بالنسبة للفطر  S. sclerotiorum  عدت الأجسام الحجرية بالعين المجردة. وكررت هذه العملية لجميع تراكيز الفورفورال المدروسة

التحليل الاحصائي   

  نفذت التجارب جميعها على وفق التصميم العشوائي الكامل Complete randomized design وتم أجراء اختبار الفروقات المعنوية بين متوسطات المعاملات باستخدام اختبار دنكن المتعدد الحدود Duncan’s  multiple range test تحت مستوى 0.05 (Steel  and Torrie 1960) .
النتائج والمناقشة  Results and Discussion 
   تأثير الفورفورال في إنبات ابواغ الفطر الممرضFusarium solani وفطر المقاومة الاحيائيةTrichoderma viride  في الوسط W.A 

  أظهرت نتائج التجربة والموضحة في الجدول (1) اختلاف الفطرين F. solani و T. virideفي استجابتهما للتراكيز المختلفة من مادة الفورفورال من جهة والمدة الزمنية التي حصل فيها الإنبات من جهة أخرى . فبالنسبة للفطر الممرض F. solani  أظهرت جميع التراكيز المستخدمة أنها مؤثرة ومانعة لإنبات الابواغ بعد 18 ساعة من الحضن مقارنة بمعاملة السيطرة وحتى بعد إطالة مدة الحضن إلى 36 و 54 و 72 ساعة .    أما الفطرT. viride , فقد لوحظ إنباته بعد 36 و 54 و 72 ساعة من الحضن في التراكيز500 و 1000 و 1500 جزء بالمليون على التوالي, بينما لم يحدث أي إنبات للابواغ المحضونة في الوسط الزرعي الحاوي على 2000 جزء بالمليون من الفورفورال. 
جدول (1) تأثير الفورفورال في إنبات أبوغ الفطر الممرض Fusarium solani  وفطر المقاومة الإحيائية Trichoderma viride  في الوسط W.A لمدد زمنية مختلفة
	إنبات الأبواغ بعد مرور (ساعة ) من الحضن
	التركيز

جزء بالمليون

	T.viride
	F. solani
	

	72
	54
	36
	18
	72
	54
	36
	18
	

	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	0

	+
	+
	+
	-
	-
	-
	-
	-
	500

	+
	+
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	1000

	+
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	1500

	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	2000


( + ) يشير الى وجود إنبات .  ( - ) يشير الى عدم وجود إنبات
  أشارت النتائج الموضحة في الجدول (2) إلى علاقة نسب إنبات ابواغ الفطرT. viride  بتراكيز الفورفورال المضاف للوسط الزرعي من جهة والى طول مدة الحضن من جهة أخرى، فقد اظهر الفحص ألمجهري حصول حالة الإنبات لابواغ الفطر وظهور أنابيب الإنبات بنسبة70% بعد مرور 18ساعة في معاملة السيطرة وتكون الغزل الفطري بعد مرور36 ساعة بينما أدى التركيز500 جزء بالمليون إلى تأخير الإنبات الى36 ساعة مع زيادة في نسبة الإنبات وصلت إلى 97% وتكون الغزل الفطري بعد مرور 54 ساعة من الحضن. لقد استمرت زيادة إنبات ابواغ الفطر حتى بعد إضافة التركيز 1000 جزء بالمليون حيث بلغت نسبة الإنبات 74% ، ألا أن تأخير الإنبات وصل الى 54 ساعة عند هذا التركيز . أما التركيز1500 جزء بالمليون فقد أدى إلى خفض نسبة الإنبات والتي بلغت 56% ، كما تأخر الإنبات وحصوله بعد 72 ساعة من الحضن ، في حين توقف إنبات الابواغ تماماً ولوحظ انتفاخها فقط عند إضافة التركيز 2000 جزء بالمليون . 
جدول (2) تأثير الفورفورال في النسبة المئوية لإنبات أبواغ الفطرviride  Trichoderma   في الوسط الاكر المائي W.A لمدد زمنية مختلفة

	نسبة الإنبات (%)*
	مدة الحضن

(ساعة)

	التركيز (جزء بالمليون)
	

	2000
	1500
	1000
	500
	0
	

	0
	0
	0
	0
	70
	18

	0
	0
	0
	97
	0
	36

	0
	0
	74
	0
	0
	54

	0
	56
	0
	0
	0
	72


* كل رقم يمثل معدل ثلاثة مكررات . 
  إن تأثير الفورفورال في انبات ابواغ بعض الفطريات أشير إليها في دراسات سابقة ،حيث ذكرSussman (a1953) حصول تأخير وتحفيز في إنبات ابواغ الفطر Neurospora tetrasperma عند إضافة التركيز1 × 2-10 مولاري (960.8 جزء بالمليون) من مادة الفورفورال . كما أشار كل من French و Schmitt (1980) إلى أن إضافة التركيز50 مايكروليتر/ لتر من الفورفورال ادى الى تحفيز أنبات الابواغ البيضية للفطرPeronosclerospora sorghi في حين احدث التركيز 500 مايكروليتر/ لتر تثبيطاً تاماً لابواغ الفطر المذكور. دراسة أخرى أكدت حصول تحفيز للابواغ التيلية للفطرUromyces appendiculatusعند إضافة التركيز 25 مايكروليتر/ لتر بينما منع أنبات الابواغ عند زيادة التركيز الى500 مايكروليتر/ لتر (French et al., 1993). 

  إما بالنسبة لفطر المقاومة الإحيائيةT. viride  فلم نجد ما يشير إلى حصول زيادة في إنبات ابواغ هذا الفطر ضمن المصادر المتاحة لدينا في أثناء أجراء هذه الدراسة ، وربما تعد لأول مرة غير إن Canullo  وآخرين (1992) أشاروا إلى زيادة كثافة الفطر Trichoderma harzianium في التربة عند إضافة الفورفورال بتركيز 0.5 مل / كغم تربة (500 جزء بالمليون) .

  قد تعزى فعالية الفورفورال في منع أنبات ابواغ الفطر الممرض F. solani إلى قابلية هذه المادة على اختراق جدران خلايا الابواغ وتأثيرها على بعض العمليات الايضية في الخلية. كما عزى ذلك Sussman   (1953b) الى ان السبب أعلاه أدى إلى منع وتأخير إنبات سبورات الفطر الكيسي  tetrasperma Neurospora . أما تأثيره التحفيزي وقلة حساسية الفطرT. viride له فقد تعزى إلى قابلية خلايا هذا الفطر على استخدام الفورفورال كمصدر للكربون أو أنتاج أنزيمات تعمل على تحليل المركب وتأييضه إلى نواتج وسطية (Canullo et al., 1992) . 
  تأثير الفورفورال في انبات الاجسام الحجرية للفطرين Rhizoctonia solani وSclerotinia sclerotiorum  لمدد زمنية مختلفة .

  أكدت نتائج هذه الدراسة الموضحة في الجدول (3) التأثير المثبط للفورفورال في أنبات الاجسام الحجرية Sclerotia للفطرين solani. RوS.sclerotiorum ففي الفطر الأول حصل الإنبات في معاملتي السيطرة و 500 جزء بالمليون من الفورفورال بعد 24 ساعة من الحضن ، بينما لم يلاحظ الإنبات إلا بعد 48 ساعة في التركيز 1000 جزء بالمليون ، وثبط أنبات الأجسام الحجرية بشكل تام عند إضافة 1500 جزء بالمليون . أما الفطر الثاني فقد ظهر أنباته بعد 24 و 48 و 72 ساعة في معاملات السيطرة و 500 و 1000 جزء بالمليون من الفورفورال على التوالي مع عدم حصول أي أنبات عند وجود الأجسام الحجرية في وسط زرعي حاو على 1500 جزء بالمليون من هذه المادة . 

جدول (3) تأثير الفورفورال في إنبات الأجسام الحجرية للفطرين Rhizoctonia solani sclerotiorum  Sclerotinia لمدد زمنية مختلفة 

	مدة الحضن (ساعــــة)
	

	S. sclerotiorum
	R. solani
	التركيز

(جزء بالمليون)

	96
	72
	48
	24
	96
	72
	48
	24
	

	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	0

	+
	+
	+
	-
	+
	+
	+
	+
	500

	+
	+
	-
	-
	+
	+
	+
	-
	1000

	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	1500


( + ) يشير الى وجود إنبات   .  ( - ) يشير الى عدم وجود إنبات
  أن تأخير ومنع أنبات الأجسام الحجرية للفطرين R.. solani و S. sclerotiorum قد يعزى إلى تداخل تأثير الفورفورال وبخاره في عملية التثبيط ، حيث أشار Canullo وآخرون (1992) إلى تأثير بخار الفورفورال على إنبات الأجسام الحجرية للفطر Sclerotium rolfsii وازدادت سمية الفورفورال للأجسام الحجرية مع زيادة مدة التعرض ، حيث وجد إن التركيز 0.5 مل / لتر كان عديم التأثير بعد 24 ساعة ، بينما سببت التراكيز 0.2-0.3 مل / لتر (200-300 جزء بالمليون) خفضاً في حيوية الأجسام الحجرية عند تعريضها لبخار الفورفورال لمدة 48 ساعة . 
            تأثير الفورفورال في انتاج ابواغ الفطر الممرض Fusarium solani 

    أشارت نتائج هذا الاختبار إلى وجود علاقة عكسية بين تركيز الفورفورال وعدد الابواغ المنتجة للفطر الممرض F. solani عند الحضن لمدة 7 ايام، فكلما زاد تركيز الفورفورال في الوسط انخفض عدد الابواغ المنتجة  وبفر وقات معنوية مقارنة بمعاملة السيطرة ، ففي الوقت الذي كان عدد الابواغ46.9  × 104 بوغ/ سم3 في معاملة السيطرة ،ظهر التركيز500 جزء بالمليون كأوطأ تركيز مختزل لعدد الابواغ والذي بلغ 44.3 × 104 بوغ /سم3،في حين ثبطت عملية أنتاج الابواغ كلياً عند التركيز2500 جزء بالمليون      (جدول 4). لم نجد ما يشير إلى مثل هذه الدراسة ضمن الأبحاث والنشريات المتيسرة لدينا وقت اجراء البحث سوى الأبحاث المتعلقة بتأثير الفورفورال على نمو الفطريات الممرضة للنبات (الحمداني والنعيمي ، 2000 Canullo et al., 1992; Bauske et al., 1994;).


            جدول (4) تأثير الفورفورال في أنتاج ابواغ الفطر Fusarium solani
	عدد الابواغ ×4 10/سم3
	التركيز

(جزء بالمليون)

	*46.9
	a**
	0

	44.3
	b
	500

	39.0
	c
	1000

	34.9
	d
	1500

	24.5
	e
	2000

	0.0
	f
	2500


*    كل رقم يمثل معدل ثلاثة مكررات . **  الحروف المختلفة تدل على وجود فروقات معنوية بين متوسطات المعاملات حسب اختبار دنكن المتعدد الحدود تحت مستوى 0.05 . 

             تأثير الفورفورال في إنتاج ابواغ فطر المقاوم الإحيائية Trichoderma viride  لمدد حضن مختلفة 
    ظهرت نتائج هذه الدراسة والموضحة في الشكل (A2) إن عدد ابواغ الفطرT.viride في معاملة السيطرة بعد ثلاثة أيام من الحضن كان 69.8 ×105 بوغ/ سم3في حين أدت إضافة التركيزين500 و1000 جزء بالمليون من الفورفورال إلى خفض معنوي لإنتاج الابواغ بلغ 58.2 × 105 و45.3 × 105 بوغ/سم3 على التوالي . منع الإنتاج نهائياً عند إضافة التركيز1500 جزء بالمليون، وبزيادة مدة الحضن الى7 أيام ( شكلB 2 ) 
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شكل (2) تأثير الفورفورال في إنتاج ابواغ الفطر Trichoderma viride  في الوسط PDA  
  A- بعد مرور 3 ايام     B- بعد مرور 7 ايام  عدد الابواغ × 10 4
بلغ عدد الابواغ في معاملة السيطرة 407.5 ×105بوغ /سم3 ، عند إضافة التركيزين 500 و1000 جزء بالمليون من الفورفورال حصلت زيادة معنوية في عدد الابواغ المنتجة ضمن هذه المدة والتي بلغت 638.3 × 105 و522.3 × 105 بوغ / سم3 على التوالي . غير إن إضافة التركيز1500 جزء بالمليون قد خفض عدد الابواغ بشكل معنوي والذي بلغ 94.3 × 105 بوغ/سم3.

  عند ملاحظة عدد الابواغ المنتجة ضمن التركيز 1500 جزء بالمليون نستنتج إن هذا التركيز رغم تأخيره لنمو قطر المستعمرة إلا أن الفطر ما زال قادراً على إنتاج الابواغ وبشكل فاق إنتاجه في معاملة السيطرة بعد 3 أيام من الحضن (شكلA,B2) مما يدل على أن فطر المقاومة الإحيائية قادر على تحمل التراكيز العالية من الفورفورال . 

      كما ذكر Sussman (1954) إن الابواغ الكيسية للفطر tetrasperma Neurospora الحديثة التكوين تكون أكثر حساسية لفعل الفورفورال من الابواغ القديمة ، كما ذكر Canullo وآخرون (1992) إن هنالك حالة انتخابية مؤكدة عند معاملة أنواع الفطريات بالفورفورال ، فالفطران Trichoderm harzianum وPenicillium purpurogenum  كانا سائدين بعد المعاملة بالفورفورال حيث ظهرت زيادة في محتوى التربة من الفطر T. harzianum  وقد فسروا ذلك باحتمالية المنافسة بين الفطريات ، إن سيادة الفطر
Trichoderma spp.  في التربة المعاملة بالفورفورال تكتسب أهمية خاصة نظراً لان عدداً من أنواع وعزلات هذا الفطر تستخدم كمضادات للفطرين Sclerotium rolfsii وRhizoctonia solani  (Elad et al., 1980) . 

     إن القابلية التضادية للفطر Trichoderma spp. تجاه فطريات التربة الممرضة للنبات من جهة ولتحمله تراكيز عالية من الفورفورال من جهة أخرى تجعل احتمالية استخدامه في برنامج المكافحة المتكاملة باستخدام مادة الفورفورال والتي تعمل على قتل آو أضعاف الفطريات الممرضة وجعلها أكثر حساسية لإحياء التربة المستوطنة طبيعياً آو الإحياء المضادة المضافة (Canullo et al., 1992). 
  تأثير الفورفورال في انتاج الاجسام الحجرية للفطرينSclerotinia sclerotiorum  و Macrophomina phaseolina  
  أوضحت نتائج هذا الاختبار إن عدد الأجسام الحجرية للفطر S.sclerotiorum كان 12 جسماً حجرياً في معاملة السيطرة . انخفض العدد معنوياً بزيادة تراكيز الفورفورال المضاف للوسط . لقد أظهرت التراكيز100،200 و300 جزء بالمليون تماثلاً في خفض عدد الأجسام الحجرية بلغ 11.0،9.3 و8.3 على التوالي حتى وصل إلى الصفر عند إضافة التركيز 400 جزء بالمليون  (جدول 5 ) .

                        جدول (5) تأثير الفورفورال في إنتاج الأجسام الحجرية للفطر Sclerotinia sclerotiorum
	*عدد الاجسام الحجرية / طبق
	التركيز

(جزء بالمليون)

	12.0
	a**
	0

	11.0
	ab
	100

	9.3
	bc
	200

	8.3
	c
	300

	0.0
	d
	400


*    كل رقم يمثل معدل ثلاثة مكررات . **  الحروف المختلفة تدل على وجود فروقات معنوية بين متوسطات المعاملات حسب اختبار دنكن المتعدد الحدود تحت مستوى 0.05 . 

   أما الفطرM. phaseolina  كان العدد الكلي للأجسام الحجرية في معاملة السيطرة 1011.7 اظهر منها 980.3 جسماً ناضجاً و 31.4 جسماً غير تام النضج ، والذي اختلف معنوياً عن أوطأ تركيز (500 جزء بالمليون) حيث بلغ العدد الكلي للأجسام الحجرية 459.1 كان منها 414.7 جسماً ناضجاً و 44.4 جسماً غير تام النضج ، و استمر الاختزال في عدد الأجسام الحجرية مع زيادة التركيز إلى أن أدت إضافة 1500 جزء بالمليون من الفورفورال إلى حالة التثبيط التام لإنتاج الأجسام الحجرية (جدول 6) . 

  أن تأخير نضج الأجسام الحجرية يعد نتيجة مباشرة لتأثير الفورفورال في نمو مستعمرتي الفطرين الممرضين (العنبكي , 2001) كما جاءت هذه النتائج متفقة مع ما ذهب إليه Canullo وآخرون (1992) من إن للفورفورال تأثيراً سلبياً على عدد الأجسام الحجرية التي ينتجها الفطر Sclerotium rolfsii ، حيث تناقصت عدد الأجسام الحجرية بزيادة تركيز بخار الفورفورال الذي تعرضت له هذه الأجسام في كلا تجربتي الأطباق داخل المختبر والتربة داخل البيت الزجاجي. 
جدول (6) تأثير الفورفورال في انتاج الاجسام الحجرية للفطرMacrohomina phoseolina
	1
	التركيز
(جزء بالمليون)

	عدد الاجسام الحجرية غير الناضجة
	عدد الأجسام الحجرية الناضجة 
	العدد الكلي للأجسام الحجرية 
	

	31.4
	a
	980.3
	a
	1011.7
	a**
	0

	44.4
	b
	414.7
	b
	459.1
	b
	500

	55.6
	c
	328.0
	c
	383.7
	c
	1000

	0.0
	d
	0.0
	d
	0.0
	d
	1500


*   كل رقم يمثل معدل ثلاثة مكررات .  ** الحروف المختلفة ضمن العمود الواحد تدل على وجود فروقات معنوية بين متوسطات المعاملات حسب اختبار دنكن المتعدد الحدود تحت مستوى 0.05. 
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		0		0		0		0		0		0		0		0		0

		0		0		0		0		0		0		0		0		0

		0		0		0		0		0		0		0		0		0



فترة الحضن (يوم)

قطر المستعمرة (سم)



شكل 14-15

		

				0		0		0

				5		100		0														12

				10		100		11.11

				0

																						13

				0		0		0

				5		63.3		65.55

				10		100		75.55

				0																				13





شكل 14-15

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0



التركيز (جزء بالمليون)

نسبة التثبيط (%)



شكل 9

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0



التركيز (جزء بالمليون)

نسبة التثبيط (%)



table 16

		

																								14

		0		0		0

		5		50.44		50.44

		10		66.66		84.11

		15		87.22		100

		20		100		100

				0		0																		15

				82.66		0

				87.77		51.88

				92.22		100

				95.22		100





table 16

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0



التركيز (جزء بالمليون)

نسبة التثبيط (%)



شكل 8

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0



التركيز (جزء بالمليون)

نسبة التثبيط (%)



شكل  16

				0		0		0		0		0

				2.5		0		0		0		0

				5.2		2.3		0		0		0

				9		4.46		1.43		0		0

						9		2.61		0		0

								4.8		1.2		0

								9		2.7		0

										3.8		0

										6.9		0

										9		0

												0

				0		0		0		0		0		0

				1.1		0.85		0		0		0		0

				4.7		4.3		1.2		0		0		0

				9		9		3.8		0		0		0

								9		1.1		0		0

										2.9		0		0

										5.3		1.5		0

										9		3.7		0

												5.5		0

												9		0

														0





شكل  16

		0		0		0		0		0

		0		0		0		0		0

		0		0		0		0		0

		0		0		0		0		0

		0		0		0		0		0

		0		0		0		0		0

		0		0		0		0		0

		0		0		0		0		0

		0		0		0		0		0

		0		0		0		0		0

		0		0		0		0		0

		0		0		0		0		0



فترة الحضن (يوم)

قطر المستعمرة (سم)

A- Rhizoctonia solani



		0		0		0		0		0		0

		0		0		0		0		0		0

		0		0		0		0		0		0

		0		0		0		0		0		0

		0		0		0		0		0		0

		0		0		0		0		0		0

		0		0		0		0		0		0

		0		0		0		0		0		0

		0		0		0		0		0		0

		0		0		0		0		0		0

		0		0		0		0		0		0

		0		0		0		0		0		0



فترة الحضن (يوم)

قطر المستعمرة (سم)

B- Macrophomina Phaseolina



		

										69.9

										58.2						1500		1000		500		0

										45.3

										0

																						11

						407.5

						638.3

						522.3

						94.25





		0

		0

		0

		0

		0

		0

		0



A

a

b

c

d

التركيز (جزء بالمليون)

عدد الابواغ  ×



		0

		0

		0

		0

		0

		0

		0



a

b

c

d

B

التركيز (جزء بالمليون)

عدد الابواغ ×



		

				0		0		0		0		0		0

				3.5		0		0		0		0		0

				6.5		1.3		0		0		0		0

				9		4.8		1.35		0.9		0		0

						9		4.8		1.36		0		0

								9		4.6		0		0

										6.8		0.3		0

										9		1.5		0

												3.6		0

												6.4		0

												9		0

				0		0		0		0		0		0		0

				0.8		0		0		0		0		0		0

				3.5		0		0		0		0		0		0

				5.8		1.5		0		0		0		0		0

				9		3.26		1.53		0.9		0		0		0

						9		3.8		2.1		0		0		0

								9		4.35		0.9		0		0

										9		1.5		1		0

												3.9		2.2		0

												9		4.3		0

														6		0





		0		0		0		0		0		0

		0		0		0		0		0		0

		0		0		0		0		0		0

		0		0		0		0		0		0

		0		0		0		0		0		0

		0		0		0		0		0		0

		0		0		0		0		0		0

		0		0		0		0		0		0

		0		0		0		0		0		0

		0		0		0		0		0		0

		0		0		0		0		0		0

		0		0		0		0		0		0



فترة الحضن (يوم)

قطر المستعمرة (سم)

A- Pythium aphnidermatum



		0		0		0		0		0		0		0

		0		0		0		0		0		0		0

		0		0		0		0		0		0		0

		0		0		0		0		0		0		0

		0		0		0		0		0		0		0

		0		0		0		0		0		0		0

		0		0		0		0		0		0		0

		0		0		0		0		0		0		0

		0		0		0		0		0		0		0

		0		0		0		0		0		0		0

		0		0		0		0		0		0		0

		0		0		0		0		0		0		0



فترة الحضن (يوم)

قطر المستعمرة (سم)

B- Sclerotinia sclerotiorum



				0		0

				41.11		70.33																16

				49.66		76.11

				71.77		88.66

				82.22		90.22

				100		100





		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0



تركيز (جزء بالمليون)

نسبة التثبيط (%)




