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دراسة الخصائص المظهرية والمجهرية لأنواع الفطر Fusarium وتأثير الظروف البيئية في نموه وتكاثره  

 سارة كريم كاظم ,  جواد كاظم الجنابي         

 جامعة بابل// كلية العلوم/  قسم علوم الحياة 

الخلاصة
        نفذت تجربة مختبريه لتشخيص 17 نوعاً لفطر الفيوزاريوم ودراسة تأثير المتطلبات البيئية كالحرارة والأس الهيدروجيني والضوء ونوع الوسط الغذائي على نمو وتجرثم خمسة أنواع لفطر Fusarium. إذ تم تشخيص فطريات  F. anthophilum و F. babindaو F. beomiformae-Aو F. beomiformae-Bو F. concentricumو F. denticulatum-A و F. denticulatum-Bو F. graminearumو F. nelsonii و F. oxysporumو F. sacchari و F. scirpiو F. solani-A و F. solani-B و F. solani-C و F. sporotrichioides و F. verticillioides إعتماداً على الخصائص المظهرية المجهرية. إذ سجلت F. scripi و F. babinda و F. nelsonii لأول مرة في العراق.
بينت النتائج إن نمو الفطر F. graminearum، قد تفوق معنوياً على الفطريات الأربع الأخرى بعد اليوم الثاني والرابع والسادس من الحضن ، إذ غطى الفطر المذكور مساحة الطبق بالكامل عند اليوم الرابع من الحضن وفي مستويات درجات الحرارة المدروسة ( 20، 24، 28 و 32 م 0) ومستويات الحموضة (5 و 6 و 7 و 8 و 9) ومستويات الإضاءة وعلى الوسط PDA بينما أظهرت بقية الأنواع فروقات معنوية في معدلات نموها طيلة مدة الحضن، إذ غطى الفطر  F. babinda مساحة الطبق بالكامل عند اليوم السادس من الحضن في وسط الزابك وكذلك الفطر  F. nelsoniiعند نموه في وسط الجزر بينما لم يغط نمو الفطر F. oxysporum كامل الطبق عند اليوم السادس من الحضن. بينت نتائج هذه الدراسة وجود تباين في سرعة نمو الفطريات المدروسة وبرهنت قدرة الفطر F. graminearum على التكيف في مختلف الظروف البيئية مقارنة مع بقية الأنواع التي تمت دراستها، رغم إن هذا الفطر قد تمييز بتنوع محدود قياساً مع الفطر R. solani.
Study of morphological and microscopic characteristics of the fungus Fusarium species and the impact of environmental conditions in growth and reproduction of these fungi

Abstract

      A laboratory experiment were achieved to identify 17 isolates belong the genus of Fusarium and to study the effect of environmental requirements e.g. temperature, pH, light and type of growth  medium on growth and sporulation of five species of Fusarium.
The identification of F. anthophilum, F. babinda, F. beomiformae-A, F. beomiformae-B, F. concentricum, F. denticulatum-A, F. denticulatum-B, F. graminearum, F. nelsonii, F. oxysporum, F. sacchari, F. scirpi, F. solani-A, F. solani-B, F. solani-C, F. sporotrichioides and F. verticillioides were based on morphological and microscopical characteristics.

The results of this experiment showed that the growth of F. graminearum was significantly higher than that on F. oxysporum f. sp. lycopersici , F. babinda, F. beomiformae-A   and      F. nelsonii after the 2nd , 4th and 6th day of incubation.  The F. scirpi , F. babinda  and F. nelsonii have been recorded for the first time in Iraq. 
The growth of F. graminearum was fairly fast and covered 100% of petri-dishes in 4th day of incubation at all levels of temperatures (20, 24, 28 and 32Cº), pH (5,6,7, 8 and 9), lighting times. The impact of growth medium was also substantially affected the growth of F. graminearum comparing with other four species as fungi covered the entire area of ​​the dish at fourth day of incubation in PDA, while the rest of the species showed significant differences in growth rates for the duration of incubation. F. babinda and F. nelsonii were covered the area of ​​the dish at the sixth day of incubation in Czapek's and Carrot media respectively ,  while the growth of fungus F. oxysporum f. sp. lycopersici was the slowest among all the four isolates which not filled the plat at sixth day of incubation. The results of this experiment have shown the variability of growth rate in studied fungi, and  demonstrated  the adaptation capability of F. graminearum to grow at different growth conditions, compared with other species. 
المقدمة Introduction
      يعتبر جنس الـ Fusarium الذي اكتشف من قبل العالم Link عام 1809 من الأجناس الفطرية المهمة اقتصادياً حيث يضم العديد من الأنواع الممرضة للانسان والنبات والحيوانات الداجنة، ولبعض أنواعه القدرة على إنتاج العديد من المواد الأيضية الثانوية التي تعرف بالسموم الفطرية مثل Beauvericin و Fumonisins و  Fusaproliferrinو   Moniliformin و Trichothecene و Zearalenone(Cullen et al., 1982; Mirocha et al., 1989; Ritieni et al., 1995; Leslie et al., 1996; Logrieco et al 1998; Marasas, 2001).
 يتكاثر الفطر لاجنسيا بواسطة الأبواغ الكونيدية الكبيرة والصغيرة أما التكاثر الجنسي فهو غير معروف لذلك مازال يصنف ضمن الفطريات الناقصة Deutromycota  (Fincham et al., 1979). يوجد جنس الـ Fusarium في معظم أنحاء العالم خاصة في الترب (Burgess et al, 1981) أو في البقايا النباتية (Marasas et al., 1988; Rheeder et al., 1990)  بشكل مترمم او داخل النسيج النباتي (Zeller et al., 2003)، لكن الأنواع العائدة لهذا الجنس ربما تكون أكثر تحديد في توزيعها فبعضها يكون له توزيع جغرافي عالمي مثل F. dimerum والبعض الأخر يتحدد بالمناطق الإستوائية وشبة الإستوائية أو المناطق الباردة أو الدافئة والمعتدلة (Gordon, 1960; Kommedahl et al., 1975; Marasas et al., 1988) مثل F. compactum الذي يوجد بشكل مترمم في المناطق الحارة الجافة في حين ينمو F. crookwellense في المناطق المعتدلة أما F. semitectum فإنه يسود في المناطق الإستوائية وشبة الإستوائية وقد عزل F. sporotrichioides من المناطق الباردة جداً في كندا والولايات المتحدة، لكن هذا لا يعني إن توزيع أنواع الجنس يحدد بشكل مباشر بواسطة المناخ لأن توزيع بعض الأنواع مثل F. graminearum يحدد بواسطة الغطاء النباتي ((Snyder & Nash, 1968; Saremi et al., 1997. يتميز هذا الفطر بمداه العائلي الواسع حيث يسبب العديد من الأمراض لمختلف المحاصيل الزراعية  كمرض موت البادرات Seedling damping-off disease ومرض الذبول الفيوزاريومي المتسبب عن الفطر F. oxysporum f.sp lycoperesici والذي يعد من أهم أمراض الطماطة في العراق (جرجيس وجماعته، 1992) ولاحظ ديوان (2001) إن الفطر Fusarium كان أكثر ظهوراً على البادرات الميتة مقارنة ببقية الفطريات المسببة لموت نباتات الطماطة،  ومرض لفحة الرأس Head blight الذي يسببه الفطر F. graminearum لنبات الحنطة وهو أكثر أنواع الفطر تأثيراً في محاصيل الحبوب (Burgess et al., 1987)، كما وإنه يصيب الأنسان والحيوان وذلك من خلال تناول الأطعمة والمحاصيل الزراعية الملوثة بالفطر، ويعتبر الفطر ممرض إنتهازي للأشخاص الذين يعانون من ضعف مناعي (Nelson et al., 1994; Guarro et al., 2000; Walsh et al., 2004; O'Donnell et al., 2007).
 يتأثر نمو الفطر Fusarium بتغيير الظروف البيئية خاصة درجة الحرارة والرقم الهيدروجيني ونوع الوسط الغذائي والضوء، وقد وجد إن الفطر F. oxysporum ينمو في مدى واسع من الدرجات الحرارية يتراوح مابين 10-35°م وإن الإرتفاع أو الإنخفاض عن هذا المدى يؤدي الى تثبيط نمو الفطر  لكن درجة الحرارة المثلى للنمو هي 27-28°م (Nelson, 1981; Nelson et al., 1990; Fravel et al., 1996). كما ذكر Agarwal & Sarboy (1978) إن الفطر Fusarium يفضل النمو في الوسط الحامضي وإن أعلى مستوى لنمو أغلب أنواعه يكون عند الأرقام الهيدروجينية 5-6 (Cochrane, 1958)، حيث يتراوح الرقم الهيدروجيني الأمثل لنمو F. oxysporum و F. solani من 4.5-6.0 بينما ينمو الفطر F. graminearum  و F. equiseti عند الأرقام الهيدروجينية 3.5-6.5 على التوالي. بينما ذكر (Pandav (2002  إن أفضل نمو للفطر F. solani يكون عند 5.5-7.0. ويؤثر نوع الوسط الغذائي في نمو  الفطر حيث وجد إن أعلى معدل لنمو الفطر F. oxysporum f. sp. dianthi كان على وسط PDA. فضلاً عن ذلك فقد أشار (Chavan (2007  الى إن نمو الفطر يتأثر بمعدل الإضاءة المتوفرة فقد وجد إن أعلى مستوى لنمو الفطر F. solani كان عند نموه في (12 ساعة إضاءة و 12 ساعة ظلام).

 أعتمدت التراكيب المجهرية التي ينتجها الفطر Fusarium والخصائص المظهرية والمزرعية في تشخيص هذا الفطر حيث تشمل  الخصائص المجهرية حجم وشكل الكونيديا ونسبة الطول الى العرض وعدد الحواجز وتركيب الخلية الطرفية وشكل الخلية القاعدية ووجود الأبواغ الحرشفية Chlamydospores أو عدمه ولون المستعمرات ومظهرها وكذلك يمكن أستخدام أوساط زرعية إنتقائية معينة لهذا الغرض مثل وسط Selective Fusarium Agar (SFA). ونظرا لمحدودية الدراسات حول هذا الموضوع في العراق فقد هدفت الدراسة الى عزل وتشخيص أنواع الفطر Fusarium ودراسة تأثير بعض الظروف البيئية مثل درجة الحرارة والرقم الهيدروجيني والضوء ونوع الوسط الغذائي على نموها.
المواد وطرائق العمل
1- الأوساط الغذائية
 - وسط أكار البطاطا والدكستروز Potato Dextrose Agar (PDA)  الجاهز
 حضر الوسط حسب تعليمات الشركة المصنعة (HIMEDIA).
- وسط الزابك Czapek's Dox Agar 
حضر الوسط حسب طريقة (Tuite  (1969.
- وسط الجزر Carrot Agar
حضر الوسط حسب طريقة (Leslie & Summerell  (2006.
 2- مصدر اللقاح الفطري
تم الحصول على العديد من عزلات الفطر من بذور ذرة مصابة وثمار نباتية مصابة كالطماطة والبرتقال والخيار. كما تم الحصول على عزلات F. oxysporum و F.solani-B و F. graminearum  و A- F. beomiforme و F. nelsonii من مختبرات  قسم وقاية النبات كلية الزراعة /جامعة الكوفة خلال الفصل الخريفي للعام 2010.
3- عزل وحفظ اللقاح الفطري 
عزلت أنواع الفطر Fusarium من الأجزاء النباتية المشار اليها في اعلاه من خلال تقطيعها الى قطع صغيرة طول كل واحدة منها 0.5 سم ثم عقمت بهايبوكلورات الصوديوم بتركيز 1% من المحلول التجاري لمدة 3-5  دقائق، غسلت بعد ذلك بالماء المقطر عدة مرات لإزالة تأثير المادة المعقمة ووضعت على ورق ترشيح معقم لامتصاص الماء الزائد ثم زرعت في أطباق بتري تحوي على الوسط الغذائي الجاهز PDA بواقع خمسة قطع من الأجزاء النباتية لكل طبق وخمسة أطباق لكل نوع من أنواع الأجزاء النباتية ثم حضنت الأطباق بالحاضنة بدرجة حرارة 25 ± 2°م لمدة 72ساعة. نقيت المستعمرات النامية  للفطر  Fusarium  باستخدام وسط غذائي PDA جديد ومعقم.
نميت عزلات الفطر Fusarium في أطباق بتري حاوية على وسط PDA المضاف له المضاد الحيوي Chloramphenicol بتركيز 250 ملغم/لتر. حضنت الأطباق بدرجة حرارة 25 ± 2°م لمدة خمسة أيام. بعد ذلك صب  20 مل من الوسط الغذائي  PDAفي أنابيب اختبار حجم 50مل بعدها تركت الأنابيب مائلة حتى تصلب الوسط الغذائي، لقحت مجموعة من الأنابيب بقرص قطره 1سم مأخوذ من حافة مستعمرة الفطر Fusarium النامي في الوسط الغذائي  PDA بعمر خمسة أيام، حضنت الأنابيب بدرجة 25 ± 2°م لمدة خمسة أيام وحفظت في الثلاجة بدرجة 5°م وقد جددت هذه العزلات كل 30 يوم خلال مدة الدراسة.
4- الخصائص المظهرية والمجهرية للفطر Fusarium
 إن أهم الخصائص المظهرية التي أعتمدت في التشخيص هي لون المستعمرة ونسجتها. ولفحص لون المستعمرة للعزلة الفطرية تم نقل قرص قطره 1 سم من حافة مستعمرة حديثة لعزلة فطرية نقية الى منتصف طبق بتري حاوي على الوسط الغذائي PDA وكرر الشئ نفسه مع كافة العزلات وحفظت الأطباق في الظلام بدرجة حرارة 25 ± 2°م ولمدة خمسة أيام. بعد إنتهاء مدة الحضن فحصت المزارع الفطرية خاصة لون المزرعة وحوافها ونسجة المزرعة وتطور صبغتها حسب طريقة (Nelson et al., 1983; Summerell et al., 2003). أما الخصائص المجهرية التي أعتمدت في التشخيص هي صفات الغزل الفطري ( لونه وسرعة النمو) ووجود الأبواغ الكونيدية الكبيرة Macroconidia والصغيرة Microconidia وحجمها وشكلها ونسبة الطول الى العرض وعدد الحواجز وتركيب الخلية الطرفية وشكل الخلية القاعدية ووجود الابواغ الحرشفية أو عدمه وتحديد موقعها (Nelson et al., 1983; Summerell et al., 2003). كذلك تم التشخيص بمساعدة الدكتور مجيد متعب ديوان، أستاذ الفطريات في قسم وقاية النبات-كلية الزراعة/جامعة الكوفة.
5- دراسة تأثير بعض العوامل البيئية في النمو القطري لخمسة أنواع للفطر Fusarium
1- درجة الحرارة
لدراسة تأثير درجات الحرارة في نمو الفطر Fusarium أعتمدت سلسلة من الدرجات الحرارية هي 20 و 24 و 28 و 32°م، صب الوسط الغذائي  PDAالمعقم بدرجة حرارة 121°م  وضغط 15 باوند/إنج لمدة 20 دقيقة في أطباق بتري قطرها 8.5 سم وبواقع 20 طبق لكل درجة حرارية بعدها لقحت الأطباق لكل نوع من أنواع الفطر بقرص قطره 1 سم مأخوذ من حافة مستعمرة الفطر النامي على الوسط الغذائي  PDAبعمر خمسة أيام وقسمت الأطباق التي لها نفس الدرجة الحرارية الى خمس مجاميع وحضنت كل مجموعة في واحدة من الدرجات الحرارية (20 و 24 و 28 و 32°م ) لمدة ستة أيام وبواقع أربعة مكررات لكل درجة حرارية وقدر نمو الفطر بأخذ معدل قطرين متعامدين من ظهر المستعمرة يمران بمركز القرص كل 48 ساعة.
2- الرقم الهيدروجيني
لدراسة تأثير الأرقام الهيدروجينية في نمو الفطر Fusarium أعتمدت سلسلة من الأرقام الهيدروجينية هي 5 و 6 و 7 و 8 و 9، وزع الوسط الغذائي PDA المعقم كما في الفقرة أعلاه على خمسة دوارق مخروطية حجم 1000 مل بواقع 500 مل وسط لكل دورق وعدلت الأرقام الهيدروجينية للأوساط الى 5 و 6 باستخدام محلول حامض الهيدروكلوريك بتركيز 0.1 نورمالي والى الرقم الهيدروجيني 7 و 8 و 9 بإستخدام محلول هيدروكسيد الصوديوم بتركيز 0.1 نورمالي وبعد تعقيمها بجهاز التعقيم البخاري صبت الأوساط في أطباق بتري قطرها 8.5 سم وبواقع 20 طبق لكل رقم هيدروجيني بعدها لقحت الأطباق لكل نوع من أنواع الفطر بقرص قطره 1 سم مأخوذ من حافة مستعمرة الفطر النامي على الوسط الغذائي PDA بعمر خمسة أيام وحضنت الأطباق بدرجة حرارة 25 ± 2°م لمدة ستة أيام وبواقع أربعة مكررات لكل رقم هيدروجيني وقدر نمو الفطر كما في الطريقة الواردة في الفقرة أعلاه.
3- الضوء 
لدراسة تأثير الضوء في نمو الفطر Fusarium صممت التجربة بإعتماد ثلاث معاملات هي (ضوء مستمر و ظلام مستمر وضوء وظلام)، صب الوسط الغذائي PDA المعقم كما في الفقرة أعلاه في أطباق بتري قطرها 8.5 سم وبواقع 20 طبق لكل معاملة بعدها لقحت الأطباق لكل نوع من أنواع الفطر بقرص قطره 1 سم مأخوذ من حافة مستعمرة الفطر النامي على الوسط الغذائي PDA بعمر خمسة أيام وقسمت الأطباق التي لها نفس المعاملة الى خمس مجاميع وحضنت كل مجموعة في واحدة من المعاملات المذكورة أعلاه وبدرجة حرارة 25 ± 2°م لمدة ستة أيام وبواقع أربعة مكررات لكل معاملة وقدر نمو الفطر كما في الطريقة الواردة في الفقرة أعلاه.
4- نوع الوسط الغذائي
 لدراسة تأثير الوسط الغذائي في نمو الفطر Fusarium أعتمدت الأوساط الغذائية التالية Potato Dextrose Agar و Czapek's Dox Agar وCarrot Agar المحضرة وفقاً  لما جاء في الفقرة (1)،  صب كل من الأوساط الثلاثة المعقمة كما في الفقرة أعلاه في أطباق بتري قطرها 8.5 سم وبواقع 20 طبق لكل وسط بعدها لقحت الأطباق لكل نوع من أنواع الفطر بقرص قطره 1 سم مأخوذ من حافة مستعمرة الفطر النامي على الوسط الغذائي PDA بعمر خمسة أيام وحضنت الأطباق بدرجة حرارة 25 ± 2 °م لمدة ستة أيام بواقع أربعة مكررات لكل وسط  وقدر نمو الفطر كما في الطريقة الواردة في الفقرة أعلاه.
النتائج والمناقشة
1- عزل وتشخيص الفطر
 تم تشخيص سبعة عشر نوع وسلالة للفطر Fusarium من مصادر مختلفة كالتربة وبذور ذرة وثمار نباتية مصابة كالطماطة والبرتقال والخيار وهي F. anthophilum و F. babinda و F. beomiformae-A و F. beomiformae-B و F. concentricum و F. denticulatum-A و F. denticulatum-B و F. graminearum و F. nelsonii و F. oxysporum و F. sacchari و F. scirpi و F. solani-A و F. solani-B و F. solani-C و F. sporotrichioides و F. verticillioides إعتماداً على الخصائص المظهرية والمجهرية. إذ سجلت الأنواع F. scirpi و F. babinda و F. nelsonii لأول مرة في العراق كعزلات ممرضة.
إذ تباينت مستعمرات هذه الأنواع الفطرية في سرعة نموها وكثافة الغزل الفطري المنتج وفي أشكالها وألوانها حيث تراوحت ألوانها من من الأبيض الى الوردي والبنفسجي والأصفر أو البرتقالي والبني وقوام مستعمراتها وكذلك في شكل الخلية القمية والقاعدية وعدد خلايا الـ Macroconidia والـ Microconidia وذات غزل فطري قطني كثيف (صورة وجدول 1). أما لون مستعمراتها من الجهة الخلفية للطبق فقد تراوح بين الوردي أو البنفسجي الى برتقالي أو بني. كذلك أظهرت نتيجة الفحص المجهري وجود التراكيب الفطرية المتمثلة بالأبواغ الكونيدية الكبيرة (Macroconidia) ذات الشكل الهلالي التي تعتبر أحد الصفات المييزه لوجود الفطر Fusarium إضافة الى أبواغ كونيدية صغيرة (Microconidia) بيضوية الى كروية الشكل وأبواغ حرشفية (Chlamydospores) كروية بشكل مفرد أو أزواج أو تجمعات أو سلاسل قصيرة(صورة 2). وهذا الوصف يتفق مع ماذكره (Summerell et al. (2003. إذ تحمل كثير من هذه الأنواع درجة كبيرة من التباين خاصة في الخصائص المظهرية. وهذا قد يفسر القدرة على الإختلاف وصعوبات التصنيف. قد تتباين أنواع الـ Fusarium في إنتاج الأبواغ الثلاثة Macroconidia، Microconidia والـ Chlamydospores لكن خصائص الأبواغ الكونيدية الكبيرة تعد سمة مهمة في تصنيف الأنواع التابعة لفطر الـ Fusarium (Nelson e al., (1994.
جدول رقم (1): الخصائص المظهرية والمجهرية لأنواع الفطر Fusarium النامي في الوسط الغذائي PDA بدرجة حرارة 25 ± 2°م ورقم هيدروجيني 6.7 ولمدة خمسة أيام.
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صورة رقم (1): أنواع الفطر Fusarium (1- F. anthophilum 2- F. babinda 3- F. beomiformae-A 4- beomiformae-B 5- F. concentricum 6- F. denticulatum-A 7-  F. denticulatum-B 8- F. graminearum 9- F. nelsonii 10- F. oxysporum 11- F. sachari 12- F. scripi 13- F. solani-A 14- F. solani-B 15- F. solani-C 16- F. sporotrichioides 17- F. verticillioides ) النامية في الوسط الغذائي PDA بدرجة حرارة 25 ± 2°م ورقم هيدروجيني 6.7 ولمدة خمسة أيام.
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صورة رقم (2-أ): الأبواغ الكونيدية لأنواع الفطر Fusarium (A للفطر F. anthophilum و B-C للفطر F. babinda و D-E للفطر F. beomiformae-A و F-G للفطر F. beomiformae-B و H-I للفطر F. concentricum و J-K للفطر F. denticulatum-A و L-M للفطر F.denticulatum-B.
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صورة رقم (2-ب): الأبواغ الكونيدية لأنواع الفطر Fusarium ( N للفطر F. graminearum و O-P للفطر F. nelsonii و Q-R-S للفطر F. oxysporum و T-U للفطر F. sacchari و V للفطر F. scripi و W-X للفطر F. solani-A و Y-Z للفطر F. solani-B و A للفطر F. solani-C).
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صورة رقم (2- ج): الأبواغ الكونيدية لأنواع الفطر Fusarium B-C ) للفطر F. sporotrichioides و D  للفطر F. verticillioides).
2- تأثير بعض العوامل البيئية في  نمو الفطر Fusarium 
أوضحت النتائج إن مستويات نمو خمسة أنواع للفطر Fusarium هي F. oxysporum و F. babinda و F. graminearum و F. beomifirmae-A و F. nelsonii  قد تباينت تبعاً لنوع الفطر والظروف البيئية المستخدمة كالحرارة والرقم الهيدروجيني والضوء ونوع الوسط الغذائي حيث أظهرت النتائج تباين المتطلبات البيئية للفطر بإختلاف أنواعه. بين الشكل (1) وجود فروقاً معنوية على مستوى (< 0.05) في معدل نمو أنواع الفطر Fusarium النامي في الوسط الغذائي  PDA برقم هيدروجيني 6.7 ودرجات حرارية 20 و 24 و 28 و 32°م طيلة مدة التجربة، حيث أظهر الفطر مستويات مختلفة من النمو بإختلاف أنواعه حيث لوحظ من الشكل (1-أ) إن أعلى مستوى لنمو الفطر F. oxysporum f. sp. lycopersici كان عند درجة حرارة 28°م إذ بلغ قطر المستعمرة الفطرية 5.1 سم في اليوم السادس من الحضن، في حين كان معدل النمو عند درجة حرارة 20 و 24 و 32°م هو 4.5 سم و 5 سم و 3.8 سم على التوالي، إن هذه النتائج جاءت متوافقة مع ماذكره Walker (1971)  و  Nelson (1981) و  Nelson et al. (1990) إن درجة الحرارة المثلى لنمو الفطر F. oxysporum تتراوح مابين 27-28°م. وبين الشكل (1-ب) إن الفطر F. babinda غطى مساحة الطبق بالكامل في اليوم السادس من الحضن عند درجة حرارة 28°م تلاه النمو في درجة حرارة 24 و 32°م إذ بلغ قطر المستعمرة الفطرية 7.2 سم و 6.8 سم على التوالي بينما لم يغطي الفطر سوى 64% من مساحة الطبق في نهاية مدة الحضن عند درجة حرارة 20°م . وأظهر الفطر F. graminearum شكل (1-ج) زيادة كبيرة في معدل النمو بزيادة مدة الحضن إذ غطى الفطر مساحة الطبق بالكامل في اليوم الرابع من الحضن عند كل الدرجات الحرارية، جاءت هذه النتائج مقاربة لما ذكره  Pettit et al. (1996)و  Campbell & Lips (1998)  و Brennan et al. (2003) بأن درجة الحرارة المثلى لنمو الفطر  F. graminearum والفطرF. Culmorum  تتراوح مابين 20-25°م. أما بالنسبة للفطر beomiformae-A شكل (1-د) فقد وجد إن أعلى مستوى للنمو كان عند درجة حرارة 24°م إذ بلغ قطر المستعمرة الفطرية (7.1 سم) في اليوم السادس من الحضن ثم تباطأت معدلات النمو عند باقي الدرجات الحرارية إذ بلغ قطر المستعمرة الفطرية 5.7 سم و 5.6 سم و 5.3 سم عند درجة حرارة 32°م و 20°م و 28°م على التوالي، وقد جاءت هذه النتائج خلافاً لما ذكره Nelson et al. (1990)  بأن درجة الحرارة المثلى للنمو هي 30°م وقد يعود سبب هذا الإختلاف في النتائج الى الظروف المختبرية التي خضع لها الفطر ونوع العزلة والمنطقة التي أخذت منها. في حين أعلى معدل نمو للفطر  F. nelsonii كان عند درجة حرارة 24°م إذ بلغ قطر المستعمرة الفطرية 6.9 سم في اليوم السادس من الحضن شكل (1-ه) تلاه النمو في درجة حرارة 32°م إذ بلغ 6.8 سم ووصل الى 6.7 سم عند 28°م وكان أقل معدل لنمو الفطر عند 20°م إذ بلغ قطر المستعمرة الفطرية 6.1 سم، إن هذه النتائج تتفق مع ماذكره   Christine  (1986) و ( Gracia-Garza & Fravel (1998 و Rekah et al. (2000) بأن أفضل نمو لأنواع الفطر Fusarium يكون عند مدى حراري يتراوح بين 20-25°م ثم ينخفض عند 35°م ويتوقف عند 40°م.
تعتبر درجة الحرارة من العوامل البيئية المهمة المؤثرة في معدل نمو الكائن الحي وتكاثره، لكل فطر مدى حراري معين ويؤدي الإرتفاع أو الإنخفاض عن هذا المدى الى موت الفطر أو توقف فعالياته الحيوية والذي قد يكون ناتج من الخلل الحاصل في النشاط الأنزيمي للفطر حيث يؤدي إرتفاع درجة الحرارة عن الحدود المثلى للنمو الى تحطم Denaturation الأنزيمات مثل أنزيم Cellulase Rehman et al., 2009) )، أما الإنخفاض الحراري فإنه يسبب توقف تبادل المواد المذابة في الوسط عبر الغشاء السايتوبلازمي (السعد، 1990 و Tanner, 1997).
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شكل رقم(1): تأثير درجات الحرارة (20 و24 و28 و32°م)  في معدلات نمو خمسة أنواع للفطر Fusarium النامي في الوسط الغذائي PDA عند الرقم الهيدروجيني 6.7 وبواقع أربعة مكررات (أ : F. oxysporum f. sp. lycopersici،  ب : F. babinda،  ج : F. graminearum،  د : F. beomiformae،ه : F. nelsonii).
أما بالنسبة لتأثير الرقم الهيدروجيني شكل (2) فقد أشارت نتائج التحليل الإحصائي الى وجود فروقاً معنوية على مستوى
 (< 0.05) في معدل نمو أنواع الفطر Fusarium النامي في الوسط الغذائي PDA بدرجة حرارة 25 ± 2°م  وأرقام هيدروجينية 5 و 6 و 7 و 8 و 9  طيلة فترة التجربة، حيث بين الشكل (2-أ) إن أعلى مستوى لنمو الفطر F. oxysporum f. sp. lycopersici كان عند الرقم الهيدروجيني 8 إذ بلغ قطر المستعمرة الفطرية 6.4 سم في اليوم السادس من الحضن. أما بالنسبة للفطر F. babinda شكل (2-ب) فإنه غطى مساحة الطبق بالكامل في اليوم السادس من الحضن عند الأرقام الهيدروجينية 6 و 8 و 9. في حين أشارت نتائج التجربة شكل (2-ج) زيادة معدلات نمو الفطر F. graminearum بصورة كبيرة مع زيادة مدة الحضن إذ غطى الفطر مساحة الطبق بالكامل في اليوم الرابع من الحضن عند كل الأرقام الهيدروجينية. كما لوحظ من الشكل (2-د) إن الفطر F. beomiformae-A غطى مساحة الطبق بالكامل في اليوم السادس من الحضن عند الأرقام الهيدروجينية 8 و 9. وبتكرار التجربة نفسها شكل (2-ه) وجد إن الفطر F. nelsonii غطى مساحة الطبق بالكامل في اليوم السادس من الحضن عند الرقم الهيدروجيني 8. جاءت هذه النتائج مختلفة عما ذكره Mousa (2004)  بأن الرقم الهيدروجيني الأمثل لنمو الفطر F. oxysporum f. sp. lycopersici هو 7 لكنها تتفق مع ماذكره Fayzalla et al. (2008) بأن الفطر F. coeruleum له القدرة على تحمل مستوى حموضة يتراوح بين (3.0-11.0)، وإن عزلات الفطر F. oxysporum f. sp. lycopersici النامية في الوسط الغذائي PDB تعمل على تغيير الرقم الهيدروجيني للوسط من القاعدي الى الحامضي من خلال المواد الأيضية المنتجة لذلك فإن سبب النمو السريع لأنواع الفطر Fusarium قد يعود الى إنتاجها لمواد أيضية ثانوية عالية الحموضة أدت الى خفض الرقم الهيدروجيني للوسط الغذائي الى الحامضي.
يتميز سايتوبلازم الخلية الفطرية بكونه غير ناضح لأيونات الهيدروجين والهيدروكسيل لذلك فإنه يمكن أن يبقى محافظاً على نسبته من الأيونات الموجودة، وبالرغم من ذلك فإن التغيير الحاصل في الرقم الهيدروجيني للوسط يؤثر في النشاط الفطري ويعزى ذلك الى إن الأنزيمات الموجودة في الغشاء السايتوبلازمي نفسه تتأثر بتركيز أيون الهيدروجين مما يؤدي الى تأثر الفعاليات الأخرى منها ألفة هذه الأنزيمات تجاه المواد المذابة في الوسط (السعد، 1990). وأشار Shresti (2005) الى إن إنخفاض الرقم الهيدروجيني للوسط يجعل الغشاء السايتوبلازمي مرصعاً بأيونات الهيدروجين والتي تعمل على عرقلة مرور الأيونات الموجبة، أما عند إرتفاع الرقم الهيدروجيني تعمل أيونات الهيدروجين على منع مرور الأيونات السالبة الضرورية. 

في حين أظهرت نتائج شكل (3) وجود فروقاً معنوية على مستوى (< 0.05) في معدل نمو أنواع الفطر Fusarium النامي في الوسط الغذائي PDA بدرجة حرارة 25 ± 2°م ورقم هيدروجيني 6.7 عند المعاملات التالية (ضوء مستمر وظلام مستمر وضوء وظلام)، حيث بين الشكل (3-أ) إن أعلى مستوى لنمو الفطر F. oxysporum f. sp. lycopersici كان عند نموه تحت الضوء المستمر إذ بلغ قطر المستعمرة الفطرية 6.5 سم في اليوم السادس من الحضن. كما أظهرت نتائج التجربة  شكل (3-ب) إن معدل نمو الفطر F. babinda كان متساوي عند نموه تحت الظلام المستمر والضوء والظلام إذ بلغ قطر المستعمرة الفطرية 6.4 سم في اليوم السادس من الحضن. ولوحظ من الشكل (3-ج) إن سرعة نمو الفطر F. graminearum كانت كبيرة عند كل المعاملات حيث إزدادت معدلات نموه مع زيادة مدة الحضن إذ غطى الفطر مساحة الطبق بالكامل في اليوم الرابع من الحضن. في حين أظهرت نتائج التجربة شكل (3-د) إن معدل نمو الفطر F. beomiformae-A كان متساوي عند نموه تحت الضوء المستمر والضوء والظلام إذ بلغ قطر المستعمرة الفطرية (6.2 سم) في اليوم السادس من الحضن. وبتكرار التجربة نفسها شكل (3-ه) للفطر  F. nelsonii وجد إن أعلى مستوى لنمو الفطر كان عند نموه تحت الظلام المستمر إذ بلغ قطر المستعمرة الفطرية (5.6 سم) في اليوم السادس من الحضن. جاءت هذه النتائج متوافقة مع ماذكره Fayzalla et al. (2008) بأن أعلى نمو للفطر F. oxysporum f. sp. lycopersici والفطر F. solani يكون عند الظلام المستمر أو الإضاءة المستمرة.
[image: image5.png]T He00

o9 ono g s

)m

wno s ey
5 oxysporum . babindo)

& grominearum)

e d

[

s
. nesoniy

i)




صورة رقم (3): تأثير الرقم الهيدروجيني في معدلات نمو أنواع الفطر Fusarium النامي في الوسط الغذائي PDA بدرجة حرارة 25 ± 2°م ورقم هيدروجيني (5 و 6 و 7 و 8 و 9 ).
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[image: image6]
شكل رقم (2): تأثير الرقم الهيدروجيني في معدلات نمو خمسة أنواع للفطر Fusarium النامي في الوسط الغذائي   PDA بدرجة حرارة 25 ± 2°م وأرقام هيدروجينية (5 و 6 و 7 و 8 و 9) وبواقع أربعة مكررات (أ : F. oxysporum f. sp. lycopersici،  ب : F. babinda،  ج : F. graminearum،  د : F. beomiformae-A، ه : F. nelsonii).
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شكل رقم (3): تأثير الضوء والظلام في معدلات نمو خمسة أنواع للفطر Fusarium النامي في الوسط الغذائي PDA بدرجة حرارة 25 ± 2°م ورقم هيدروجيني 6.7 وبواقع أربعة مكررات (أ : F. oxysporum f. sp. lycopersici،  ب : F. babinda،  ج : F. graminearum،  د: F. beomiformae-a،ه : F. nelsonii).
أشارت نتائج  شكل (4) والتي تمثل دراسة تأثير نوع الوسط  الغذائي في معدلات نمو أنواع الفطر Fusarium بإستخدام ثلاثة أوساط غذائية هي PDA والجزر والزابك بدرجة حرارة 25 ± 2°م ورقم هيدروجيني 6.7 إن معدل نمو الفطر تناسب طردياً مع مدة الحضانة وقد إزداد معنوياً على مستوى (< 0.05) طيلة مدة التجربة، وتستمر الزيادة في معدل النمو مع إزدياد مدة الحضانة عند توفر المواد الغذائية في الوسط المستخدم حتى يقل تركيز أحد العناصر المحددة لنمو الفطر أو تستنفذ المواد الغذائية الضرورية للنمو. حيث لوحظ من الشكل (4-أ و ب و د) إن اعلى مستوى لنمو الفطر F. oxysporum f. sp. lycopersici و F.babinda  و F. beomiformae-A كان على وسط الزابك إذ بلغت أقطار المستعمرات 7.4 سم و 8.5 سم و 7.6 سم على التوالي في اليوم السادس من الحضن، قد يعود سبب ذلك الى توفر المتطلبات الغذائية للفطر في هذا الوسط والمتمثلة بنترات الصوديوم كمصدر نتروجيني والسكروز كمصدر كاربوني وفوسفات البوتاسيوم الثنائية كمصدر للفسفور، جاءت هذه النتائج مطابقة لما ذكره Khanzada et al. (2003) و et al. (2005)  Farooq بأن أعلى معدل للنمو القطري للفطر F. oxysporum f. sp. lycopersici و Macrophomina phaseolina كان على وسط الزابك ومقاربة لما ذكره Tariq et al. (1993) و Hussain et al. (2003) بأن أفضل نمو للفطر Botrytis glaiolorum و Sclerotium rolfsii كان على وسط الزابك الحاوي على نترات البوتاسيوم كمصدر نتروجيني والكلوكوز كمصدر كاربوني. أما بالنسبة للفطر F. graminearum شكل (4-ج) فقد إزدادت معدلات نموه بصورة كبيرة مع زيادة مدة الحضن إذ غطى الفطر مساحة الطبق بالكامل في اليوم الرابع من الحضن في الوسط الغذائي PDA، جاءت هذه النتائج متوافقة مع ماذكره Gupta et al. (2010) بأن أفضل نمو لأغلب أنواع الفطر Fusarium يكون في الوسط الغذائي PDA والذي يحتوي على معظم المتطلبات الغذائية للفطر كسكر الدكستروز كمصدر كاربوني وقد أشار السعد (1990) بأن المصدر الكاربوني الموجود في الوسط الغذائي يؤثر في معدل نمو الأحياء المجهرية الذي يتناسب طردياً مع التركيز المتوفر ضمن مستويات معينة. في حين سجل الفطر F. nelsonii أعلى معدل نمو في وسط الجزر إذ غطى الفطر مساحة الطبق بالكامل في اليوم السادس من الحضن، إن الزيادة الحاصلة في نمو الفطر على وسط الجزر ربما يكون ناتجاً عن تحفيز إنبات الأبواغ Meletiadis et al., 2001)) حيث جاءت هذه النتائج مقاربة لما ذكره Klittich & Leslie (1988) بأن وسط الجزر هو أحد الأوساط المستخدمة لأغراض الدراسة الوراثية حيث استخدم لدراسة أنواع الفطر Fusarium الحاوية على الطور الجنسي Gibberella.
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شكل رقم (4): تأثير نوع الوسط الغذائي في معدلات نمو خمسة أنواع للفطر Fusarium النامي في الوسط الغذائي PDA بدرجة حرارة 25 ± 2°م  ورقم هيدروجيني 6.7 وبواقع أربعة مكررات (أ : F. oxysporum f. sp. lycopersici،  ب : F. babinda،   ج : F. graminearum،  د : F. beomiformae-A، ه : F. nelsonii).
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