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الفعالية الحياتية لمستخلص السماق والاس على البكتريا Erwinia   carotovora
المسبب لمرض التعفن الطري على البطاطا

عبد علي عبيد عبيس , خلود عبد المجيد محمد جعفر , اركان محمود الشوك

الخلاصة
     اجريت هذه الدراسة لتقويم كفاءة المستخلصات النباتية للسماق والاس في مكافحة البكتريا المسببة لمرض التعفن الطري  لدرنات البطاطا   Erwinia carotovora. ، اظهرت الدراسة ان مستخلص الماء الحار و الكحولي لنبات السماق ذو كفاءة عالية في تثبيط نمو البكتريا على وسط Nutrient Agar في التراكيز 12.5, 25, 50, 75, 100 ملغم / مل فقد اعطت معدل قطر تثبيط 1.5, 1.75, 3.5, 3.92, 4.5 ملم و 1.25, 1.67, 2.5, 3.33, 4.5, ملم على التوالي . كما بينت الدراسة وجود قدرة تثبيطية عالية لمستخلص الماء الحار للاس والمستخلص الكحولي في نمو البكتريا في جميع التراكيز اعلاه عدا التركيز 12.5ملغم / مل بالنسبة للمستخلص الاول. واظهرت نتائج التجربة الخزنية للبطاطا ان المستخلصات الكحولية والمائية لكلا النباتين سجلت انخفاضا في معدل وزن الدرنات مقارنة بالسيطرة في الشهرين الثاني و الثالث بعد المعاملة .
Abstract
       This study was carried out to evaluate the efficiency of Sumac (Rhus coriaria) and Myrtle (Myrtus communis) extracts to control the causal agent of soft rot disease Erwinia carotovora on potato tuber .
The results showed that hot aqueous and alcoholic extract of sumac were superior in preventing growth of bacteria on nutrient Agar (N.A) at 12.5, 25, 50, 75 and 100 concentration (mg \ ml) which gave inhibition zone diameters with 1.5, 1.75, 3.5, 3.92, 4.5 mm and 1.25, 1.67, 2.5, 3.33, 4.5 mm respectively . Also the results indicated that hot aqueous extracts of myrtle plant supstantially reduced  bacterial growth on all concentrations except 12.5 mg \ml conc.Growth of Erwinia carotovora was greatly inhibited by  alcoholic extract of myrtle of at all concentration used.The results of potato storage experiment reduced  that alcoholic and hot aqueous extracts of both plant were decreased  the weight average of potato tubers compare with untreated one during the second and third months after inoculation. 
المقدمة 
       تعد البطاطا Solanum tuberosum من اشهر محاصيل الخضر في العالم وتاتي في المرتبة الرابعة من حيث الاستهلاك البشري بعد الحنطة و الرز و الذرة الصفراء [Stevenson , 2001] و تاتي اهميتها كونها مصدر للنشا و الوجبة الرئيسية لكثير من الشعوب و خاصة في الدول الاوربية  [1998, twing و البهاش ,2006] .  تتعرض البطاطا لكثير من الامراض الحيوية التي تسببها الفطريات والبكتريا والفايروسات وفضلاً عن الامراض فسلجية و يعد مرض التعفن الطري الذي تسببه البكتريا Erwinia carotovora عاملا محددا لمدى نجاح زراعة البطاطا على المستوى العالمي [Raymond and kelman ,1986] . تسبب هذه البكتريا خسائر اقتصادية كبيرة نتيجة لخفض كمية و نوعية محصول البطاطا  اثناء النقل والخزن والتسويق 
  [Kelman , maher , 1987    اجريت دراسات عديدة حول تاثير المستخلصات النباتيه وما تحويه من مواد فعاله في تثبيط فعالية ونمو الفطريات والبكتريا [Swortz, Medrek, 1968] فقد لوحظ ان مستخلص القرنفل الهكساني ذو كفاءة عالية في تثبيط بكتريا التعفن الطري [عوين ،2003 ] . كما اعطى مستخلص فصوص الثوم بتركيز 1% فاعلية عالية في تثبيطها [ العامري ، 2001 ] .و للحفاظ على البيئة و الصحة العامة فقد اتجه كثير من الباحثين نحو استخدام المستخلصات النباتية للحد من الامراض النباتية و منها مرض التعفن الطري على البطاطا لذا هدفت الدراسة على تقيم كفاءة مستخلصات الماء الحار والكحولي لنباتي السماق والاس لمقاومة بكتريا E. carotovora  وحماية درنات البطاطا .
المواد وطرق العمل
جمع العينات

عينات البطاطا : تم الحصول على عينات البطاطا نوع دايمونت من الاسواق المحلية في الحلة.العينات النباتية : تم الحصول على نبات الاس من مركز الحلة وتم شراء السماق من الاسواق المحلية .الاوساط الزرعية والصبغات والمحاليل والكواسف تم تحضيرها حسب الحاجة .عزل البكتريا المسببة للمرض : اخذت درنات بطاطا مصابة وغسلت بالماء الجاري لأزالة الشوائب العالقة . عقمت الدرنات سطحيا بمحلول هايبوكلورات الصوديوم (0.5% كلور ) لمدة دقيقة واحدة وغسلت بالماء المقطر المعقم ونشفت بورق ترشيح . اخذت نماذج صغيرة (0.5 سم ) طولا من الانسجة نصفها سليم والنصف الاخر مصاب بواسطة سكينة  معقمة وزرعت في اطباق تحوي PDA والمعقم بجهاز المؤصدة في درجة حرارة 121 م وضغط 1 جو لمدة 15-20 دقيقة وبمعدل 8 قطع لكل طبق . حضنت الاطباق على درجة حرارة 27م لمدة 48 ساعة انتخبت المستعمرة المفردة .تم عمل تخافيف من العالق البكتيري (10-1 – 10-6 ) ثم زرعت في اطباق حاوية على الوسط الغذائي Nutrient Agar والمعقم بجهاز المؤصدة . اخذ 1 مل من التخافيف وزرعت في الاطباق وبمعدل 3 أطباق لكل تخفيف ثم حضنت بدرجة حرارة 27 م لمدة 48 ساعة . 
وتم التشخيص حسب الصفات الحياتية والمظهرية المثبتة من قبل [Bergeys K 1994 ] .

اديمت المزارع البكتيرية بعمل مستنبت subculturing كل 2-6 اسابيع على وسط الاكار المغذي وحضنت بدرجة 27 م لمدة 72 ساعة ثم حفظت في الثلاجة بدرجة حرارة 4م.

اختبار القابلية الامراضية : تم اختبار القابلية الامراضية لعزلات بكتريا E.carotovoral على درنات البطاطا قيد الدراسة حسب فرضيات كوخ . 

تحضير المستخلصات النباتية 

تم تحضير المستخلصات النباتية بالطرق الاتية 

المستخلص المائي الحار : اتبعت طريقة [Harbon , 1984 ] في تحضير المستخلصات المائية لاجزاء نباتية مختلفة . 

تم اخذ 10 غم من الوزن الجاف للنبات بعد طحنه وضع في دورق زجاجي سعة 100 مل يحتوي 20 مل من الماء المقطر المغلي ثم خلط المادة النباتية بخلاط كهربائي لمدة 15 دقيقة وترك المحلول لمدة 30 دقيقة بعدها تم ترشيحه بوساطة قطعة قماش من التول لفصل العوالق الكبيرة ونقل الراشح الى جهاز الطرد المركزي نوع Hera بسرعة 3000 دورة في الدقيقة لمدة 10 دقائق وذلك لترسيب العوالق النباتية الاصغر والحصول على مستخلص نباتي رائق . اخذ الراشح وبخر بواسطة جهاز المبخر الدوار ((rotary evaporator بدرجة حرارة لا تتجاوز 40 م وحفظ بدرجة - 20 م لحين الاستعمال [Harbon et al , 1975 ]  .

مستخلص الكحول الاثيلي 
  اتبعت لهذا الغرض [Ladd etal , 1978 ] و التي تتلخص بوضع 10غم من الجزء النباتي الجاف بعد طحنة في اوعيه ورقية Thumbles ثم وضعت في جهاز الاستخلاص Reflex Extractor باستخدام 200 مل من الكحول الاثيلي 95% . جرى الاستخلاص في درجة حرارة 40 مo لمدة 42 ساعة جففت المستخلصات بوساطة المبخر الدوار وحفظت بدرجة حرارة –20 oم لحين الاستعمال .
التراكيز المستخدمة في التجربة 

تم تحضير محلول خزين Stock Solution لكل مستخلص من المستخلصات النباتية وذلك بإذابة 1غم من مسحوق النبات في 10مل من اماء المقطر المعقم . ومنه حضرت التراكيز المطلوبة في التجربة (12.5 , 25 , 50 , 75 , 100 ) ملغم / مل (Mitscher etal,1972)
اختبار الفعالية التضادية للمستخلصات النباتية (In vitro) 
اتبعت طريقة الانتشار في الاكار (Agarditfusion methad) بواسطة الحفر (Egorove , 1985) في اختبار حساسية البكتريا للمستخلصات النباتية للاس و السماق . تتضمن طريقة عمل اربع حفر بابعاد متساوية في الوسط الاكارالمغذي الصلب وبقطر 5ملم بواسطة الثاقب الفليني Cork Borrer واضيفت تراكيز المستخلص  بمقدار 0.2 مل لكل حفرة بعد نشر 0.1 مل من العالق البكتيري على الوسط وبتركيز 100% من المستخلص النياتي .

تركت الاطباق في الثلاجة لمدة 24 ساعة لانتشار مستخلصات النباتات في الوسط الزراعي (Hernandez,etal 1994) وحفظت بدرجة حرارة 27+2 م0 لمدة 24-48 ساعة , تم قياس  قطر منطقة التثبيط بواسطة المسطرة (Saxen etal 1995) .

التجربة الخزنية Storage Experiment  

نفذت التجربة خلال المدة المحصورة بين 14-12-2009 الى 14-4-2010 في مختبر الاحياء المجهرية / المعهد اتقني / بابل. لقد تم تهياه كمية مناسبة من درنات البطاطا صنف دايمونت Diamont . 

من محصول العروة الخريفية لعام 2009 وبوزن متقارب 150-250 غم للمكرر الواحد . غسلت درنات البطاطا بماء الحنفية ومن ثم عقمت سطحيا بمحلول هايبوكلورات الصوديوم بتركيز 2% لمدة دقيقة بعدها غسلت بماء مقطر معقم وجففت بورق نشاف . و اجريت عليها المعاملات اللاحقة . 
مستخلص الماء الحار 
تضمنت هذه المجموعة 3مكررات لكل من المعاملة والسيطرة ثم تجريح البطاطا عشوائيا بسكين معقم بالحرارة بعد ان غسلت بماء الحنفية وبالمحلول المعقم 2% لمدة دقيقتين وغسلت بماء مقطر معقم وجففت بورق الترشيح .تم تغطيس المكررات بمستخلص الماء الحار لنباتات السماق و الاس وكان تركيز المستخلص 100% لمدة 5 دقائق ثم لوثت بلقاح البكتيريا E-carotovora بتركيز 1.5 X 810 خلية / مل بواسطة رشاش يدوي معقم , ووضعت المكررات على ورق سميك وغلقت باكياس مشبكة باحكام ثم خزنت في مكان نظيف وفي درجة المختبر . تم اخذ نفس الكمية السابقة من درنات البطاطا و غسلت وعقمت وخزنت حسب ما ذكر اعلاه , تم رشها ببكتريا E-carotovora بتركيز 1.5X810 بواسطة رشاش معقم كمعاملة سيطرة . 
مستخلص الكحول الاثيلي 
اعتمدت نفس الطريقة المشار اليها في مستخلص الماء حيث غطست درنات البطاطا بمستخلص الكحول الاثيلي 100% لنباتات السماق و الاس . 

 نفذت التجارب وفقا للتصميم كامل العشوائية C.R.D Complete Random Design وحساب اقل فرق معنوي L.S.D   تحت مستوى معنوي 0.05 
النتائج والمناقشة

تشخيص بكتريا E.carotovora          
شخصت البكتريا E.carotovora    باستعمال الصفات المظهرية والكيموحيوية والفسلجية حسب ما جاء في [Macfadine , 1979  ] و [Bergy's , 1994 ]
اختبار القابلية الامراضية 
اظهرت النتائج ان البكتريا المعزولة قادرة على احداث المرض على درنات البطاطا واظهرت نفس الاعراض على البطاطا السليمة المعاملة بنفس البكتريا المعزولة. 

تاثير تراكيز مختلفة من مستخلص نبات السماق والاس في نمو بكتريا E.carotovora  على وسط N.A.
 * مستخلص الماء الحار والكحولي للسماق                                                                 

     أظهرت نتائج الدراسة تأثير التراكيز المختلفة من مستخلص الماء الحار للسماق في نمو البكتريا الـErwinia   carotovora في وسط N.A وان هناك زيادة معنوية في معدل قطر منطقة التثبيط لجميع المعاملات مقارنة بالسيطرة شكل (1), عدا التركيز 12.5 و 25 ملغم/مل والتراكيز 50 و 75 ملغم/مل . 

كما اظهرت النتائج كفاءة المستخلص الكحولي للسماق بشكل معنوي في تثبيط نمو البكتريا الـE. carotovora  ولجميع التراكيز مقارنة بالسيطرة , وكان لزيادة تركيز المستخلص تأثير معنوي في معدل قطر منطقة التثبيط آذ ازداد التثبيط بزيادة تركيز المستخلص شكل (2). ربما يعود ذلك إلى الفعالية التضادية لمستخلص السماق ومنها استخدامه كمضاد للأحياء المجهرية (Netherlands, 2007) . Antimicrobial , وان نبات السماق يحتوي على مكونات فعالة بايولوجيا يمكن استخلاصها بالماء الحار أو الكحول . 

وقد يكون سبب احتواء السماق على مجموعة من المواد السامة للاحياء المجهرية ومنها مركبات الكارول Carole و التوكيسكو داندرول Toxicodendrol (موسوعة النباتات الطبية ومستخلصاتها , 2009) . 
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شكل (1) تاثير تراكيز مختلفة من مستخلص الماء الحار للسماق في نمو بكتريا

Erwinia carotovora  على وسط  N.A
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شكل(2) تاثير تراكيز مختلفة من المستخلص الكحولي للسماق في نمو بكتريا

Erwinia carotovora  على وسط  N.A
* مستخلص الماء الحار و الكحولي للاس 

اظهرت النتائج ان تراكيز مستخلص الماء الحار للاس ذات تاثير معنوي في تثبيط نمو بكتريا الـE. carotovora  مقرنة بالسيطرة عدا التركيز 12.5ملغم /مل اذ لم يبين زيادة معنوية عن السيطرة كما تشير النتائج الى عدم وجود تاثير معنوي في تثبيط النمو للمعلملة الثانية (25ملغم/مل) مقارنة بالمعاملة الثالثة (50ملغم/مل ). شكل (3) . بينت النتائج في شكل (4) ان المستخلص الكحولي لنبات الاس ذو تاثير معنوي في تثبيط النمو لبكتريا الـE. carotovora . وان جميع التراكيز المستعملة ادت الى زيادة معنوية في معدل قطر منطقة التثبيط مقارنة بالسيطرة كما ااظهرت النتائج زيادة معنوية في معدل قطر التثبيط بين المعاملات وبزيادة تركيز المستخلص عدا التراكيز 12.5ملغم/مل و 25ملغم/مل اذ لم يظهر بينهما فروق معنوية .
قد يرجع السبب في ذلك الى تاثير المواد الفعالة للمستخلص ومنها المركبات الفينولية Flavonoid glycosides والتي تعطي بدورها مركبات مختلفة عند تحللها المائي  Diaz , Abeger , 1986 , b )) فضلا عن احتواء النبات على الحوامض Gallic acid  و المايريستين Myricetin و المايرستيرين Myricitrin 

 ((  Chakravarty , 1976 .وهذا يتفق مع ما بينه Degtyarova  و Pockinok ) 1960) من ان هذا التاثير يرجع الى احتواء النبات على العديد من المواد الكيميائية والزيوت الطيارة المثبطة لنمو الاحياء المجهرية حتى في التراكيز الواطئة.  وهذا يتفق مع ما جاء به Salvagnini ( 2008) اذ كان لمستخلص ااوراق الاس قابلية مضادة للاحياء المجهرية ولة كفاءة عالية في تثبيط انواع عديدة من الاحياء المجهرية المرضية وربما تعود هذة الكفاءة العالية الى المركبات التي تحتويها هذة الاوراق وهي الراتنجات والصابونيات والتانينات والكلايكوسيدات والفلافونات والفينولات.(الذهب , 1998 ).
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شكل (3) تاثير تراكيز مختلفة من مستخلص الماء الحار للاس في نمو بكتريا

Erwinia carotovora  على وسط  N.A
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شكل(4) تاثير تراكيز مختلفة من المستخلص الكحولي للاس في نمو بكتريا

Erwinia carotovora  على وسط  N.A
التجربة الخزنية   
 معدل وزن البطاطا المعاملة بالمستخلص الكحولي الصافي والماء الحار للسماق 

تشير النتائج في الشكل (5)إلى وجود تأثير معنوي للمستخلص الكحولي الصافي للسماق مقارنة بمعاملة السيطرة وللأشهر الثلاثة .فقد أظهرت النتائج ان معدل وزن البطاطا لمعاملات المستخلص الكحولي الصافي كان اقل من معاملات السيطرة وللأشهر الثلاثة وعلى الرغم من وجود زيادة معنوية في معدل الوزن لمعاملات المستخلص الكحولي والسيطرة بين الأشهر الثلاثة وعند زيادة فترة الخزن , إلا أن معاملة السيطرة تشير إلى وجود انخفاض معنوي عال جدا بين الشهر الثلاثة مقارنة بـ  معاملة المستخلص الكحولي الصافي .أظهرت النتائج الشكل (6) إن جميع معاملات مستخلص الماء الحار للسماق لها تأثير معنوي في خفض معدل وزن البطاطا والمحافظة على وزن الدرنات وللأشهر الثلاثة مقارنة بمعاملة السيطرة .وهذا يدل على كفاءة مستخلص الماء الحار للسماق  وقدرته على حماية الدرنات من الإصابة بمرض التعفن الطري ( Soft  rot ) وعدم قدرة البكتريا على اختراق درنات البطاطا .ربما يعود سبب ذلك إلى احتواء السماق على الالدهيدات والأحماض الدهنية والمواد الشمعية وتعود فعالية السماق البيولوجية إلى احتوائه على مركب الكاردول وحامض الاناكارديك ( موسوعة النباتات الطبيعية ومستحضراتها , 2009). الشكل (5). وربما يعود السبب إلى وجود مواد كيميائية سامة في المستخلص السماق ( موسوعة النباتات الطبيعية ومستحضراتها , 2009).
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شكل (5) معدل وزن البطاطا المعاملة بالمستخلص الكحولي الصافي للسماق خلال فترة الخزن
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شكل (6) معدل وزن البطاطا المعاملة بمستخلص الماء الحار للسماق خلال فترة الخزن.

معدل وزن البطاطا المعاملة بالمستخلص الكحولي الصافي والماء الحار للاس .
توضح النتائج في الشكل (7) الى وجود تاثير معنوي لمعاملة المستخلص الكحولي الصافي للاس في معدل وزن البطاطا مقارنة بالسيطرة وللاشهر الثلاثة ,فقد اظهرت نتائج الدراسة ان معدل وزن البطاطا لمعاملات المستخلص الكحولي الصافي كان اقل من معاملات السيطرة وللاشهرة الثلاثة كما اظهرت النتائج وجود زيادة معنوية في معدل الوزن لمعاملات المستخلص الكحولي والسيطرة بين الاشهر الثلاثة وعند زيادة فترة الخزن .

وتشير النتائج الشكل (8) الى ان لمستخلص الماء الحار للاس تاثيرا معنويا في خفض معدل وزن البطاطا مقارنة بالسيطرة وللاشهر الثلاثة من الخزن .ربما يعود السبب في ذلك الى احتواء الزيت الاساس لنبات الاس على 67 مادة كيميائية مختلفة اذ يكون كلا من 1.8 Cineole  وPinen  a-     و Limonene نسبة 27% (الزهيري,1982). كما ان اوراق نبات الاس يحتوي على التانينات بنسبة  14.06% من اوراق النبات بعد استخلاصها مع خلات الاثيل والكحول المثيلي بالماء (El-Sissi,El-Ansary,1967) وقد يعود السبب في ذلك لاحتواء مستخلص نبات الاس على مواد مضادة للبكتريا فقد بين    Degtyarova وPochinok  (1960) ان التاثير المثبط لنبات الاس يعود الى وجود الفينولات .
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شكل (7) معدل وزن البطاطا المعاملة بالمستخلص الكحولي الصافي للاس خلال فترة الخزن
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شكل (8) معدل وزن البطاطا المعاملة بمستخلص الماء الحار للاس خلال فترة الخزن
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