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تقييم المعاملات الكيمياوية والحيوية على فعالية ونمو الفطر Fusarium oxysporum تحت ظروف مختبريه
زينة هادي عبيد

 جامعة بابل -كلية العلوم

الخلاصة
      أجريت دراسة مختبريه لبيان تأثير المستخلص المائي  والكحولي لكل من نباتي الدارسين والرمان على فعالية و نمو الفطر Fusarium oxysporum   المعزول من جذور نبات طماطة ظهرت عليها أعراض الإصابة ، إذ استخدمت تراكيز مختلفة ( 0.5,1,2,4,8)% لكلا المستخلصين، فبعد إجراء الكشف التمهيدي عن المركبات الكيميائية الفعالة في كلا المستخلصين تبين احتواءهما على العديد منها. بينت نتائج التجربة بأن للمستخلص المائي والكحولي للرمان تأثيرا معنويا في خفض معدلات نمو الفطر وخصوصا عند التراكيز العليا (8% ) فبالنسبة للمستخلص المائي وصلت نسبة التثبيط إلى 57% , أما بالنسبة للمستخلص الكحولي فنلاحظ بان معدلات النمو للفطر F. oxysporum قد انخفضت بصورة معنوية بزيادة التركيز المستعمل وصولا إلى التركيز 4%  والذي اعطى نسبة تثبيط 55% للنمو بينما  اعطى التركيز 8%  نسبة تثبيط 34% للنمو و  64% للتجرثم وذلك من خلال قياس قطر منطقة التجرثم للفطر. وسجلت التراكيز العالية لكل من المستخلص المائي والكحولي للدارسين انخفاضا معنويا في معدلات نمو الفطر F. oxysporum فقد  بلغت نسبة التثبيط 47% و 76% عند استعمال التركيز 8% لكل من المستخلص المائي والكحولي على التوالي. كما ونفذت تجارب مختبرية استخدمت فيها سلسلة من التراكيز (0.25, 0.125, 0.06, 0.03) غم/ لتر للمبيد الكيمياوي البينوميل ،فعند اختبار تأثيره على النمو اظهر المبيد تثبيطا معنويا في معدلات نمو الفطر F. oxysporum بزيادة التركيز المستعمل وخصوصا عند التركيز 0.25 غم / لتر فقد بلغت نسبة التثبيط 100%. كما جرى دراسة تأثير كلا المستخلصين المائي والكحولي للرمان والدارسين (0.5 و1 )% وكذلك تراكيز مختلفة ( 0.03 , 0.06 , 0.0125 , 0.025 ) غم / لتر من مبيد البينوميل على  انتاجية الفطر لإنزيم السليليز , وبعد تحديد الظروف المثلى للإنتاج وهي مدة الحضن والمصدر الكربوني والرقم الهيدروجيني ودرجة الحرارة والتهويـة في إنتاجية السليليز للفطر F. oxysporum  أظهرت النتائج حصول انخفاض معنوي كبير لمستوى الإنتاج الإنزيمي  لمعظم المعاملات بالمستخلصين المائي والكحولي للرمان والدارسين وخصوصا عند التركيز 1% مقارنة بالسيطرة. بينما سجل المبيد الكيمياوي تذبذب في مستوى الإنتاج الإنزيمي بزيادة التركيز المستخدم إذ لوحظ بان التراكيز الواطئة من المبيد ( 0.03 غم / لتر) قد أدت إلى زيادة معنوية في مستوى الإنتاج الإنزيمي بلغت عندها الفعالية الإنزيمية 0.056 وحدة / مل مقارنة بالسيطرة والبالغة 0.038 وحدة / مل,  بينما انخفضت الفعالية الإنزيمية معنويا إلى 0.036 وحدة / مل عند التركيز 0.25 غم / لتر .

Abstract

Laboratory experiment was achieved to study the effect of two  aqueous and Ethyl alcohol plant extracts Punica granatum L. and  Cinnamomum  zeylanicum  on growth and activity of  Fusarium oxysporum isolated from infected plant of Tomato. different concentrations of these extract (0.5, 1, 2, 4, 8 )% was used, After detecting about the active compounds in both plant extract, The result revealed highest significant inhibition ( at p>5%) of fungal growth treated with Punnica extract at  highest concentration especially at 8% which was 57%  for aqueous extract, the alcoholic extract showed significant inhibition of fungal growth with increasing of concentration up to 4% which was 55% while  the inhibition ratio for 8% concentration was 34% for growth and 64% for sporulation by measurement sporulating diameter . The result of treatment with  Cinnamomum  extract revealed also significant  inhibition of  growth rate of F. oxysporum  at concentration 8% which  was 47%  and 76% for aqueous and alcoholic extract respectively. Anther laboratory  experiments was achieved to study the effect of chemical fungicide  benomyl (0.03, 0.06, 0.125, 0.25) gm/ liter, the fungicide revealed significant inhibition of growth with increasing of concentration especially at 0.25 gm/liter which was 100%. there was  experimental study of the effect  of aqueous and alcoholic extract of these plants  at concentration (0.5 and 1 )% and also benomyle (0.03, 0.06, 0.0125, 0.025)% on production of cellulase.. The ability of fungal production of cellulase was determined of optimal conditions were of incubation period, carbon source, temperature and pH. The result revealed significant reduction of cellulase production for most treatments with plant extracts especially at concentration 1%. Benomyle showed vacillation effect in production of cellulase with increasing of concentration, we showed significant increasing of cellulase production at least concentration ( 0.03 gm/ liter) which was 0.056 unit/ ml comparing with control which was 0.038 unit/ ml, while the concentration 0.025 gm/ liter revealed significant reduction which was 0.036 unit/ ml.       
المقدمة

      نظراً لانخفاض الدور الذي تلعبه مضادات الحياة كسلاح قاتل ضد الكائنات المرضية نتيجة للمقاومة التي أبدتها لها الجراثيم والفطريات المرضية لذا زاد الاهتمام في اكتشاف  مواد فعالة مستخلصة من النباتات لما تحمله من صفات وتحويه من مركبات لها مميزات قد لا تتوفر في المضادات الحياتية (Aba Alkhail,2005 ).أما في السنوات الأخيرة فقد توجهت الأبحاث نحو الكشف عن إمكانية استعمال هذه النباتات في القضاء على المسببات المرضية للنباتات والتي من أبرزها فطريات الذبول كالفطر Fusarium spp  نتيجة لاحتوائها على مركبات أساسية ذات تأثير قاتل أو مثبط لنمو هذه الفطريات (Aba Alkhail,2005 ).أشار كل من Ghorbany وSalary ( 2007 ) في دراسة أجروها لاختبار تأثير أكثر من 15 نوع نباتي على معدلات نمو وانبات الابواغ لمجموعة من الفطريات والتي من أبرزها الفطر F.oxysporum الذي يسبب مرض ذبول أوراق نباتات العائلة الباذنجانية والفطر
 F.equisetii الذي يسبب مرض التعفن الجاف لنبات البطاطا وكذلك الفطر 
Rhizoctonia solani والمعزول من جذور نبات قصب السكر المصابة بالتعفن، لاحظا بأن مستخلص جذور وأوراق نبات Trachyspermum copticum  لها تأثير مثبط للنمو القطري لهذه الفطريات وكذلك تعمل على تثبيط انبات ابواغها.كما  ذكرت دراسة أجراها Duraipandiyan وجماعته(2006   ) بأن المستخلص الكحولي للرمان قد أعطى نسبة تثبيط عالية لمعدلات نمو الفطر .Candida albicans  
 القرفة (الدارسين) 
    القرفة شجرة معمرة، دائمة الخضرة، أوراقها قلبية الشكل داكنة عطرية، وإزهارها كثيرة وصغيرة ذات لون اصفر، ثمرتها عنبية سمراء اللون. ويوجد من القرفة نوعان هما القرفة السيلانية والمعروفة علمياً باسم Cinnamomum zeylanicum  والنوع الثاني يعرف علمياً باسم Cinnamomum cassia وهي المشهورة باسم القرفة الصينية أو الدار الصيني. تشابه كلا النوعين بالمحتوى الكيميائي، حيث تحتوي القرفة على زيت طيار بنسبة 4% واهم مركبات هذا الزيت هو الدهايد القرفة Cinnamaldehyde ومركب Eugenol الذي يعزى له التأثير المهدئ ومركب Cinnamylacetate الذي يعزى له اكثر التأثيرات الدوائية وCinnamylachohol وحمض القرفة Cinnamic acid، كما انها تحتوي على تربينات ثنائية واهم مركبات هذه المجموعة هي Cinnzelanol وCinnazeylanin، اضافة الى احتوائها على مواد هلامية Mucilage (السعدي، 2006).

الرمان   

يصنف الرمان ضمن العائلة الرمانية Punicaceae  وهذه العائلة تحتوي على جنس واحد هو Punica L. الذي يضم نوعان السائد في العراق هو P. granatum  ( Lawrence, 1951 ). تحتوي جميع اجزاء شجرة الرمان على التانين Tannin والتي تستعمل كمادة قابضة فضلا عن المواد البروتينية والمواد السكرية والمعادن والفسفور والحديد والكبريت والبوتاسيوم ( زمزم ، 1985 ) كما ان قلف السيقان والجذور غنية بالقلويدات منها Isopelletierine ( Heinrich et al., 1992 ). اشار مجيد ومحمود ( 1988 ) والمياح (2001 ) على احتواء الرمان على القلويدات pelletierine  والذي يدعى ايضا ( punicine ) وال pseudopelletierine وال isopelletierine ومثيل ايزوبليترين Methyl Isopelletierine  والكرناتين Granatin والتانين  Tannin  والراتنجات والسكريات والنشا كما يحتوي على حامض المالك والستريك.يعد الذبول الفيوزارمي من الأمراض النباتية الخطيرة التي تسبب خسائر كبيرة في المحاصيل الاقتصادية كالطماطة والبطاطا والفلفل والباذنجان والباقلاء والباميا فهو يصيب البادرات وهي صغيرة في ارض المشتل ويسبب موتها. ينتج الفطر المسبب ( Fusarium ) عدة إنزيمات تعمل على تحطيم المواد البكتية والسليلوزية الموجودة في جدران الخلايا النباتية . و تشير الدراسات إلى إن لإنزيم أو لمجموعة إنزيمات السليليز لها علاقة بأمراضية بعض الكائنات المجهرية ومنها على وجه الخصوص الفطر Fusarium oxysporum  ( Gonsalves,1994; Ramanathan et al.,2010 ). 
المواد وطرائق العمل:

الأوساط الزرعية المستعملة

1 – وسط Potato Dextrose Agar  

2 – وسط  Czapek Dox Agar 

3 – وسط Sabouraud's Agar
4 – وسط Malt extract Agar
   تم تحضير هذه الأوساط وفقا ل  (Koneman et al., 1979)
5- وسط إنتاج إنزيم السليليز Mandles medium 
حضر الوسط وفق طريقة Acharya  وجماعته ( 2008 ) ويتكون من 0.3غم/لتر كبريتات المغنسيوم المائية MgSO4.7H2O و2غم/لتر فوسفات البوتاسيوم ثنائية الهيدروجين KH2PO4 و0.3غم/لتر كلوريد الكالسيوم 2 CaCl و1.4غم/لتر كبريتات الامونيوم  (NH4)2SO4 و 0.3غم/لتر يوريا و1غم/لتر protease peptone و 5 ملغم/لتر كبريتات الحديد المائية FeSO4.7H2O و1.6 ملغم/لتر كبريتات المنغنيز MnSO4 و1.4 ملغم/لتر كبريتات الزنك ZnSO4 و 2 ملغم/لتر كلوريد الكوبلت 2   CoClويجهز الوسط بمصدر كاربوني (كوالح الذرة الصفراء) وبنسبة %1. عقمت جميع الأوساط بدرجة حرارة 121 مْ وضغط 1.5 بار لمدة 15 دقيقة ، كما أضيف المضاد الحيوي الـ Chloramphenicol إلى الأوساط بنسبة 0.25غم/لتر لغرض منع نمو البكتريا.
الكواشف والمحاليل الاستدلالية لأنواع أو مجاميع المركبات الثانوية في المستخلصات المائية والكحولية:

1. محلول كلوريد الحديديك: لتحديد وجود التانينات والفينولات (Harborne,1984 ).

2. محلول خلات الرصاص: لتحديد وجود التانينات (المختار،1994 ).
3. كاشف ماير: للكشف عن عموم القلويدات (Harborne,1984 ).
4. كاشف فهلنك: لتحديد وجود الكلايكوسيدات (Shihata,1951 ).
5. محلول حديد وسيانيد البوتاسيوم: لتحديد وجود الفينولات (Harborne,1984).
طرائق العمل:
الأجزاء النباتية المعدة للاستخلاص
تم الحصول على العينات النباتية المستعملة في تحضير المستخلص المائي والكحولي من السوق المحلي والتي شملت القشور الجافة لثمار نبات الرمان Punica granatum وقلف سيقان أشجار نبات القرفة وقد تم تشخيص هذه العينات النباتية في معشب جامعة بابل- كلية العلوم/ قسم علوم الحياة.
المستخلص المائي البارد للدارسين والرمان
أتبعت طريقة Harborne (1984 ) لتحضير المستخلص المائي، إذ أخذ 20 غم من كل عينة جافة للأجزاء النباتية المختلفة ووضعت في دورق مخروطي حجم 500 مل وأضيف إليها كمية معينة من الماء المقطر بدرجة حرارة 20- 25مْ وأكمل الحجم إلى  200مل،  ووضعت بجهاز الهزاز الأفقي (Horizontal Shaker) لمدة نصف ساعة وعلى سرعة متوسطة. تركت العينات لتستقر لمدة ساعة ثم رشحت بثلاث طبقات من قماش الشاش لفصل العوالق الصلبة ثم أجري الترسيب باستعمال جهاز الطرد المركزي  وبسرعة 3000 rpm لمدة 15 دقيقة لفصل العوالق الصغيرة، ركز الراشح بالمبخر الدوار وجفف بالفرن عند درجة حرارة 45مْ. واستعملت المادة الجافة في تحضير التراكيز المختلفة للمستخلصات.
المستخلص الكحولي للرمان والدارسين:

حضرت المستخلصات بإتباع طريقة Souri وجماعته ( 2004 ) والتي تتلخص بأخذ 15 غم من الجزء النباتي المجفف والمطحون في أوعية ورقية Thumbles ثم وضعت في جهاز الإستخلاص Soxhelet extractor باستخدام 200 مل من محلول الإيثانول 80% لتحضير المستخلص وكررت العملية ثلاثة مرات للحصول على كمية كافية من الخلاصة النباتية ثم جففت في فرن كهربائي بدرجة حرارة 50 مْ لمدة 24 ساعة ثم جمعت وحفظت في الثلاجة لحين الاستعمال.
عزل وتشخيص الفطر F.  oxysporum:

 قطعت جذور نباتات الطماطة التي ظهرت عليها أعراض الذبول بعد أن غسلت بالماء الجاري   عدة مرات وبالماء المقطر ثلاثة مرات إلى قطع صغيرة طول الواحدة 0.5 سم بعدها عقمت بمحلول هيبوكلورات الصوديوم بتركيز 3 % لمدة ثلاث دقائق ثم وضعت في أطباق بتري حاوية على الوسط PDA بواقع ثلاثة قطع لكل طبق بعدها حضنت الأطباق في درجة حرارة 25 مْ لمدة سبعة أيام وبعد  انتهاء مدة الحضن نقيت عزلة الفطر باستعمال وسط أل PDA وجرى تشخيصها بالاعتماد على الصفات المظهرية للمستعمرات والصفات المجهرية وتم الاستعانة بالمفاتيح التصنيفية لهذا الغرض(Sutton et al.,1998; Moubasher,1993; Leslie and Summerel, 2006; Moubasher and Moustafa,1972; Barnett and  Hunter, 1972) 
تأثير نوع الوسط الغذائي في معدلات نمو الفطر F. oxysporum :

حضرت مجموعة من الأوساط الغذائية المختلفة شملت وسط Potato Dextrose Agar  ووسط Malt extract Agar ووسط Czapek Dox Agar ووسط Sabouraud's Agar وصبت في أطباق زجاجية قط الواحد منها 9 سم، ثم لقح مركز كل طبق بقرص قطره 10 ملم مأخوذ من حافة مستعمرة الفطر وبواقع ثلاثة مكررات عند كل وسط، بعدها حضنت الأطباق في درجة حرارة 25 مْ ولمدة سبعة أيام وتم قياس النموالقطري بأخذ معدل قطرين متعامدين لمستعمرة الفطر يمران بمركز القرص كل 24 ساعة حتى نهاية مدة الحضن.(الخلخالي،2005 )  
 تأثير المستخلص المائي للرمان والدارسين في معدلات نمو الفطر F. oxysporum :
الرمان

    لحسب تأثير المستخلص المائي للرمان في النمو القطري للفطر، وزع الوسط الغذائي PDA في ستة دوارق مخروطية حجم 250 مل وبواقع 120 مل وسط لكل دورق وبعد التعقيم وانخفاض درجة الحرارة إلى ما قبل التصلب أضيف المستخلص المائي للرمان بكميات مختلفة إلى خمسة من الدوارق الزجاجية للحصول على التراكيز (8, 4, 2, 1, 0.5 )% وترك الدورق السادس بدون إضافة بوصفه معاملة سيطرة. عدل الرقم الهيدروجيني للأوساط الزرعية إلى 6.5 تحت ظروف تعقيم، ثم صبت الأوساط في أطباق زجاجية قطر الواحد منها 9 سم  ولقح مركز كل طبق بقرص قطره 10 ملم مأخوذ من حافة مستعمرة فطرية نامية على الوسط PDA  بعمر أربعة أيام وبواقع ثلاثة مكررات عند كل تركيز فضلا عن معاملة السيطرة، حضنت الأطباق في درجة حرارة 25 مْ  ولمدة سبعة أيام للفطر Fusarium oxysporum . سجلت النتائج عند نهاية مدة الحضن بأخذ معدل قطرين متعامدين يمران بمركز القرص وحسبة نسبة التثبيط وفق معادلة Abbott ( 1925 ):
Inhibition =( R1 – R2 / R1) × 100

حيث إن R1 = أقصى نمو شعاعي لمستعمرة الفطر الممرض ( معاملة السيطرة ) 

         R2 = أقصى نمو شعاعي لمستعمرة الفطر في الأطباق الحاوية على المستخلص       
2- الدارسين

أتبعت نفس الطريقة السابقة ولكن باستبدال مستخلص الرمان بالمستخلص المائي للدارسين.
- تأثير المستخلص الكحولي للرمان والدارسين في معدلات نمو الفطر F.  oxysporum :
1- الرمان

أتبعت نفس الطريقة السابقة ولكن باستبدال المستخلص المائي بالمستخلص الكحولي للرمان.

2- الدارسين

   أتبعت نفس الطريقة السابقة باستثناء إذابة المستخلص الكحولي للدارسين بكمية قليلة من الكحول الأثيلي قبل إضافته إلى الوسط الزرعي ليصبح التركيز النهائي للكحول 0.175% ( اختير هذا التركيز نتيجة لتجربة ثانوية أجريت لاختيار النسبة المثلى للكحول الغير مؤثرة في نمو الفطر عند إضافتها إلى الوسط الزرعي ) فقد لوحظ بأن المستخلص لايذوب بالماء حتى بعد تسخينه.  
تأثير مبيد البينوميل على معدلات نمو الفطر F. oxysporum:
حضر الوسط الزرعي PDA في خمسة دوارق زجاجية سعة الواحد 250 مل وبواقع 100 مل لكل وسط ، عقمت الدوارق بالأوتوكليف ثم أخرجت الدوارق وأضيف لأربعة منها مادة مبيد البينوميل وحسب التراكيز التالية (0.25, 0.125, 0.06, 0.03) غم/ لتر وترك الدورق الخامس بدون إضافة  كمعاملة سيطرة. صبت محتويات الدوارق في أطباق بتري قطر الواحد 9 سم وبواقع ثلاثة مكررات لكل دورق وبعد تصلب الوسط  لقح مركز كل طبق بقرص قطره 5 ملم مأخوذ من حافة مستعمرة للفطر F .oxysporum   وبعمر أربعة أيام ، بعدها حضنت الأطباق في درجة حرارة 25 مْ ولمدة أربعة أيام وتم قياس النمو القطري بأخذ معدل قطرين متعامدين لمستعمرة الفطر يمران بمركز القرص كل 24 ساعة حتى نهاية مدة الحضن (الربيعي, 2007 ).
تقدير السكريات المختزلة والمنحنى القياسي لسكر الـ D-glucose
استعمل السكر D-glucose كمادة قياسية لعمل المنحنى القياسي للسكريات المختزلة إذ تم إذابة 100 ملغم من سكر الـ D-glucose في كمية معينة من الماء المقطر وأكمل الحجم إلى 100 مل بالماء المقطر لنحصل على تركيز 1 ملغم/مل والذي يمثل محلول A. بعدها أخذ 10 مل من محلول A وأكمل الحجم إلى 100 مل ماء مقطر لنحصل على تركيز 0.1 ملغم/مل (100 مايكرو غرام/مل) لاستعماله كمحلول خزين (stock solution). حضرت سلسلة من التراكيز من المحلول الخزين (stock solution) هي 10 و20 و30 و40 و50 و60 و70 و80 و90 مايكرو غرام/مل وبواقع ثلاثة مكررات لكل تركيز.

ولتحديد مقدار السكريات المختزلة في المحاليل اتبعت طريقة Miller ( 1959 ). 
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شكل (1) المنحنى القياسي لسكر الكلوكوز
قياس الفعالية الإنزيمية للسليليز
يعتمد مبدأ قياس الفعالية الإنزيمية للسليليز على مقدار سكر الكلوكوز المتحرر المختزل الناتج من التحلل الإنزيمي للكاربوكسي مثيل سليلوز وعبر عن الفعالية الإنزيمية لل Endoglucanase بأنها كمية الإنزيم التي تحرر مايكرومول واحد من السكريات المختزلة تحت ظروف القيـاس في 1 مل من الراشـح الإنزيمي (Tweddell et al., 1994).

ولتحديد الفعاليـة الإنزيميـة للسليليز اتبعت الطريقة المعتمـدة من Miller ( 1959 ) وتتلخص بإضافة 0.5 مل من الراشح الإنزيمي الخام المفصول بالنبذ المركزي بسرعة 3000 rpm  لمدة عشرة دقائق إلى 0.5 مل من محلول CMC 1% في أنبوبة اختبار، حضن المزيج بدرجة حرارة 40 مْ في حمام مائي لمدة نصف ساعة  لمدة عشرة دقائق وأضيف 3 ml من محلول الكاشف3,5 Dinitrosalicylic acid (DNS)    ووضع المزيج في حمام مائي بدرجة حرارة 100 مْ لإيقاف التفاعل وبعد التبريد قدرت الفعالية الإنزيمية بدلالة السكريات المختزلة على طول موجي 540 نانوميتر ولتصفير الجهاز استعمل الإنزيم المقتول حرارياً والذي أجريت عليه المعاملات السابقة.

تحديد الظروف المثلى لإنتاج إنزيم السليليز

جرت دراسة تأثير بعض العوامل وهي مدة الحضن والمصدر الكربوني والرقم الهيدروجيني ودرجة الحرارة والتهويـة في إنتاج السليليز للفطر F. oxysporum  النامي على الوسط المعدني  Mandles mediumإذ ثبتت بقية العوامل باسـتثناء العامل المدروس ولقـح وسط الإنتاج بأقراص مأخوذة من حافة مسـتعمرة الفطر F. oxysporum  النامي في الوسط PDA وبعمر أربعة أيام وبواقع قرص واحد قطره  8 ملم لكل 10 مل من وسـط الإنتـاج، فصل الغزل الفطري وبقايا المصادر الكاربونية والمواد غير المتحللة باستعمال النبذ المركزي بدرجة حرارة 4 م وبسرعة 5000xg ولمدة عشر دقائق، مرر الرائق خلال ورق ترشيح نوعه Milipore filter 0.45 واستعمل الرائق مستخلصاً خاماً وقدرت الإنتاجية بدلالـة وحدة/مل .(Acharya et al,2008) 
مدة الحضن:

تم اختبار زمن حضانة الفطر F. oxysporum  الأمثل لإنتاج الإنزيم في الوسط المعدني  Mandles medium والحاوي على أوراق ترشيح Whatman No 1  بنسبة 1%   (w/v)كمصدر للكربون وعدلت قيمة الرقم الهيدروجيني للوسـط إلى 5 باسـتعمال محلول خلات الصوديوم الدارئ ولقـح وسط الإنتاج كما وصف سابقا وأجريت عملية القياس وقدرت الفعالية الإنزيمية كل 24 ساعة حتى نهاية مدة الحضن كما ذكر أعلاه.   

الرقم الهيدروجيني

حضر وسط إنتاج الإنزيم  Mandles medium والحاوي على أوراق ترشيح Whatman No 1  بنسبة 1%   (w/v)كمصدر للكربون وبأرقام هيدروجينية تراوحت مابين 8-4 باستعمال محلول الفوسفات الدارئ بأرقام هيدروجينية 6 و7 و8 ومحلول خلات الصوديوم الدارئ بأرقام هيدروجينية 4 و5 ولقحت الأوساط بأقراص الفطر F. oxysporum  وحضنت المزارع الفطرية وقدرت الفعالية الإنزيمية كما في الفقرة أعلاه.
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 درجة الحرارة

حضر وسط إنتاج الإنزيم وكما في الفقرة أعلاه  وبرقم هيدروجيني 6  ولقحت الأوساط بأقراص الفطر F. oxysporum  وحضنت المزارع بدرجات حرارية مختلفة 15 و20 و25 و30 و35 و40 مْ  وبواقع ثلاثة مكررات، وقدرت الفعالية الإنزيمية.

تركيز المصدر الكربوني
حضر وسط الإنتاج بنفس الطريقة السابقة باستثناء استخدام التراكيز (3, 2.5, 2, 1.5, 1, 0.5 )%  من المصدر الكربوني (أوراق ترشيح Whatman No 1 )  ولقحت الأوساط بأقراص الفطر F. oxysporum وحضنت المزارع الفطرية  بدرجة حرارة 35 مْ واتبعت نفس الطريقة السابقة في  القياس وقدرت الفعالية الإنزيمية.
تأثير مبيد البينوميل في إنتاج انزيم السليليز من الفطر F. oxysporum  :

استخدمت تراكيز مختلفة ( 0.03 , 0.06 , 0.0125 , 0.025 ) غم / لتر من المبيد الكيميائي البينوميل في وسط الإنتاج فضلا عن معاملة سيطرة تتضمن وسط مندل خال تماما من المبيد وأجريت عملية الحضن والقياس كما في الفقرة أعلاه.
تأثير المستخلص المائي و الكحولي للرمان والدارسين في إنتاج إنزيم السليليز من الفطر F. oxysporum               استخدمت تراكيز مختلفة (0.5 و 1) % من المستخلصات المائية والكحولية  للرمان والدارسين في وسط الإنتاج فضلا عن معاملة سيطرة تتضمن وسط مندل خال تماما من المستخلص وأجريت عملية الحضن والقياس كما في الفقرة أعلاه.
التحليل الإحصائي

حللت نتائـج التجارب وفق نموذج التجارب العاملية بتصميم تـام التعشـية Factorial experiments with completely randomized design وقد استعمل اختبار أقل فرق معنوي (L.S.D.) Least Significant Difference تحت مستوى 0.05 لبيان معنوية النتائج (الراوي وخلف الله، 1980).
النتائج والمناقشة:

تشخيص الفطر F.  oxysporum 

ظهرت مستعمرات الفطر النامية في الوسط الغذائي Potato dextrose agar ذات لون أبيض اللون مع إنتاجها صبغات بلون بني مائل إلى الأخضر  ويصل قطر المستعمرة إلى 74 ملم بعد مدة حضن سبعة أيام بدرجة حرارة 25 مْ على نفس الوسط . أما بالنسبة للتشخيص المجهري فقد لوحظ بأن الغزل الفطري مقسم كما لوحظ وجود نوعين من الكونيدات وهي الكونيدات الصغيرة Microconidia والتي كانت كثيرة العدد ومنتشرة ومتجمعة على رأس حامل كونيدي قصير وتتكون من خلية واحدة أو خليتين والكونيدات الكبيرة ذات شكل هلالي إلا أنها أقل تواجدا ومقسمة إلى ثلاثة أو خمسة خلايا بحواجز مستعرضة ، الخلية القمية ذات نهاية حادة ومنحنية للجهة البطنية مكونة شكل يشبه القدم ، كما أظهر الفحص المجهري وجود خلايا ذات جدران سميكة مثئللة عند طرف الغزل الفطري أو في وسطه يطلق عليها بالسبورات الكلاميدية Chlamedospore . إن هذا التشخيص جاء مطابقا تم للمفاتيـح التصنيفيـة الواردة في طريقة العمل.

تأثير نوع الوسط الغذائي على معدلات نمو الفطر F.  oxysporum   

بينت نتائج التجربة بأن الفطر F.  oxysporum  يستطيع النمو في جميع الأوساط الزرعية المختبرة ولكن بمعدلات نمو متفاوتة فقد أظهرت النتائج حصول زيادة معنوية في معدلات النمو بزيادة مدة الحضن عند درجة حرارة 25 مْ وصلت أقصاها عند إستعمال الوسط PDA إذ بلغ قطر المستعمرة 74 ملم في نهاية مدة الحضن تلاه وسط Czapeck dox agar وبدون فروقات معنوية بينهما في اليومين السادس والسابع من الحضن  فقد بلغ قطر المستعمرة 72 ملم في نهاية مدة الحضن. أما بالنسبة لوسط Malt extract agar فقد بلغ قطر مستعمرة الفطر 59.5 ملم في نهاية مدة الحضن وانخفضت معدلات النمو بصورة نسبية عند استعمال الوسط Sabouraud dextrose agar فقد بلغ قطر مستعمرة الفطر 50 ملم في نهاية مدة الحضن ، وقد يعود سبب الانخفاض إلى طبيعة مكونات الوسط الغذائية نسبة البقية الأوساط التي ربما لم تلب حاجة الفطر من العناصر الغذائية.

[image: image1] 

شكل (2): تأثير نوع الوسط الغذائي في معدلات نمو الفطر Fusarium بعد مدة حضن سبعة أيام بدرجة حرارة 25 ˚م.

أشار   Booth ( 1971 ) إلى قطر مستعمرة الفطر F.  oxysporum  قد بلغ 60 ملم في اليوم الخامس من الحضن على وسط PDA بدرجة حرارة 25 مْ. كما ذكر Cappetlini و Petfrson (1965 )  الى أن وسط ال Czapeck من الأوساط المفضلة لتنمية الفطر في الأوساط السائلة ولتكوين عالق كونيدي وذلك لكونه يحتوي على المغذيات المعدنية الضرورية لنمو الفطر وخاصة ال KH2PO4 . 
جدول (1) يوضح نتائج الكشف عن المواد الفعالة في المستخلص المائي والكحولي للرمان والدارسين:
	المادة الراد الكشف عنها
	رمان
	دارسين
	النتيجة الموجبة

	تانينات
	+++
	++
	اخضر مزرق

	راتنجات
	+++
	++
	عكورة

	صابونيات
	+++
	++
	رغوة

	قلويدات
	+
	++
	راسب ابيض

	فينولات
	+
	-
	اخضر مزرق

	فلافونات
	++
	-
	الموجب اصفر

	كلايكوسيدات
	-
	-
	سالب اخضر غامق


تأثير المستخلص المائي والكحولي للرمان على معدلات نمو الفطر F.  oxysporum 
بينت النتائج إن للمستخلص المائي والكحولي للرمان تأثيرا معنويا في خفض معدلات نمو الفطر F. oxysporum وخصوصا عند التراكيز العليا للمستخلص فبالنسبة للمستخلص المائي وصلت نسبة التثبيط إلى 57% و50% عند استعمال التركيز 8% و 4% على التوالي بينما انخفضت النسبة إلى 45% باستعمال التركيز 2% وازدادت نسبة الانخفاض في نسب التثبيط وضوحا باستعمال التركيز 1% و0.5% إذ بلغت 35% و29% على التوالي، والذي ربما يعود إلى انخفاض في نسب تراكيز المواد الفعالة الموجودة في المستخلص وبالتالي انخفض تأثيرها على معدلات النمو (Rani and Murty,2006  ). أما بالنسبة للمستخلص الكحولي فنلاحظ بان معدلات النمو للفطر F. oxysporum أيضا قد انخفضت بصورة معنوية بزيادة التركيز المستعمل للمستخلص وصولا الى التركيز 4%  والذي أعطى نسبة تثبيط 55% للنمو بينما كانت نسبة التثبيط باستعمال التركيز 8% هي للنمو 34% وللتجرثم 64% وذلك من خلال قياس قطر منطقة التجرثم للفطر فقد كان النمو الفطري باهت وضعيف واقتصر التجرثم على منطقة محدودة جدا وهذا ما تبينه الصورة  رقم (1 )
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فعالية انزيم السليليز 

ان هذا التأثير لمستخلص الرمان المائي في تثبيط نمو الفطر Fusarium oxysporum قد يعود وكما تبين من الكشوفات التي أجريت (جدول-1) الى إحتوائه على العديد من المركبات الفعالة ذات الفعالية الضد مايكروبية والتي من أبرزها المركبات القلويدية والفينولات والتانينات  ذات الأهمية في تثبيط نمو العديد من 
الكائنات المرضية , فقد أشير الى إحتواء الرمان على مواد دباغية وبروتينات وحامض الكلوتانيك وراتنجيات وقلويدات ( القباني، 1971 ) فضلا عن إحتواءه على مادة التانين Tanin  المسؤلة عن الصفات الدوائية في الرمان ( Segura et al.,1990 ).
تأثير المستخلص المائي والكحولي للدارسين على معدلات نمو الفطر Fusarium oxysporum 
أظهرت نتائج الاختبار الحيوي للمستخلص المائي والكحولي للدارسين حصول انخفاض معنوي في معدلات نمو الفطرF. oxysporum وخصوصا عند التراكيز العالية فعند استعمال المستخلص الكحولي  بلغت نسبة التثبيط 76% عند استعمال التركيز 8% بينما انخفضت نسب التثبيط عند انخفاض نسب التراكيز المستعملة وصولا الى التركيز 0.5% اذ اعطى نسبة تثبيط 14% وأعطى التركيزان 2% و4% نسبة تثبيط 50% و 59% على التوالي. أما بالنسبة للمستخلص المائي فقد بلغت نسبة التثبيط 47% عند المعاملة بالتركيز 8% بينما بلغت النسبة 28% و23%  عند استعمال  التركيز 4% و2% على التوالي وازداد انخفاض نسب التثبيط وضوحا بازدياد الإنخفاض بالتراكيز المستملة للمستخلص حتى وصلت النسبة إلى 18% و15% عند المعاملة بالتركيز1% و 0.5% على التوالي ، والسبب في ذلك ربما يعود إلى انخفاض تراكيز المواد الفعالة الداخلة ضمن مكونات المستخلص وبالتالي انحسار تأثيرها إلى النسب المذكورة أعلاه.
[image: image4.wmf]0

0.01

0.02

0.03

0.04

0.05

20

25

30

35

40

)

مْ

( 

درجة الحرارة 

)

مل

/ 

وحدة

(

فعالية الإنزيم 


[image: image5.wmf]0

0.005

0.01

0.015

0.02

0.025

0.03

0.035

0

1

2

3

4

5

6

)

يوم

( 

مدة الحضن 

)

مل

/

وحدة 

(

فعالية الإنزيم 

تشير العديد من الدراسات الى انه كلما زاد تركيز المستخلص في الوسط كلما زادت نسبة تأثيره على الفطريات المعاملة وخصوصا عند استعمال المستخلصات ذات الفعالية الضد مايكروبية ( الخفاجي ,2009 ; Rani and Murty, 2006 ) .من الجدير بالملاحظة بان المستخلص المائي للدارسين على الرغم من تثبيطه لمعدلات نمو الفطر إلا إن تأثيره الأكبر كان في نسب إنبات الأبواغ (صورة 2-B) وخصوصا عند التركيز 8% إذ نلاحظ بان نسبة التثبيط لأبواغ الفطر كانت 58%  وهي اكبر من نسبة تثبيط نموه والذي قد يعود وكما تبين من الكشوفات التي أجريت (جدول-1-) إلى احتواء المستخلص على العديد من المركبات الفعالة ذات الفعالية الضد مايكروبية والتي من أبرزها المركبات القلويدية والراتنجات والتانينات ، إذ  تشير الدراسات الى أن مركب القلويد له تماس مباشر مع غشاء البلازما للكائن المجهري وما يحويه من بروتينات ودهون أو بسبب تداخل تلك المركبات في سلسلة التفاعلات الأيضية للكائن المجهري والضرورية للنمو وإنتاج الأبواغ فضلا عن احتواء الدارسين على العديد من المركبات الفعالة ذات الفعالية الضد مايكروبية والتي من أبرزها Methylcinnamate (Nor-Azah et al. ,2002 ).
تأثير مبيد البينوميل على معدلات نمو الفطر F. oxysporum
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بينت نتائج التجربة (شكل ) حصول تثبيط معنوي في معدلات نمو الفطر F. oxysporum بزيادة التركيز المستخدم للمعاملة بالمبيد الكيميوي البينوميل المضاف الى وسط ال PDA فقد اعطى التركيز 0.03 غم/ لتر نسبة تثبيط 69% واخذت هذه النسبة بالإزدياد لتصل الى 100% عند التركيز 0.25 غم / لتر. ان هذه النتائج جاءت مطابقة لما توصلت اليه جلال الدين(2009) من ان مبيد بينوميل كان افضل المبيدات تأثيراً على نمو الفطر الممرض A. alternata ومع جميع التراكيز المستخدمة وان اعلى تثبيط كان عند التركيزين 200 و 250 ملغم مادة فعالة/ لتر اذ بلغت نسبته 100% ا وكذلك اكد نتائجنا ما اورده طه واخرون (1988) من ان المبيد بينوميل ادى الى منع تام لنمو الفطريات F.solani و R.solani مختبرياً  وذكر العادل وعبد (1979) ان كفاءة المبيد بينوميل في تثبيط نمو الفطريات تعود لمنعه تكوين الجدر الخلوية الحديثة مما يسبب انتفاخ نهايات الهايفات التطفلية وانفجارها.
الظروف المثلى لإنتاج انزيم السليليز

مدة الحضن:
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بينت نتائج التجربة (شكل 6) بأن أعلى مستوى لإنتاج الإنزيم كان بعد اليوم الثالث من الحضن في وسط الإنتاج برقم هيدروجيني 5 وفي درجة حرارة 25 مْ ثم أخذ مستواه بالانخفاض بزيادة مدة  الحضن. وربما يعود هذا الانخفاض إلى التغيرات التي تنشأ مع تقادم مدة الحضن من الأس الهيدروجيني ومن نفاذ المواد الغذائية ومنها أن إنزيم السليليز يعد من الإنزيمات المستحثة لذا فإن معدل إنتاجه يقل أو يتوقف عند تجمع النواتج النهائية لعمل الإنزيم (Mach et al., 1999). أن أفضل فترة حضن للإنتاج تتباين تبعا لنوع الفطر ونوع مصدرالكاربون المستعمل  فـقـد وجدMousaa   و Tharwet ( 2007 ) إن أعلى فعالية للسليليز المنتج من Sclerotium rolfssi كان في اليوم التاسع للحضن في حين وجد Ramanathan وجماعته (2006 ) إن أقصى إنتاجية لسليليز المنتج من قبل الفطر F. oxysporum  كان عند اليوم الثاني عشر من الحضن باستعمال كاربوكسي مثيل سليلوز (CMC) كمصدر للكربون في وسط إنتاج الإنزيم.
درجة الحرارة
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أظهرت النتائج بان  أعلى مستوى لإنتاج الإنزيم كان عند درجة الحرارة 35 مْ فقد بلغت الفعالية الإنزيمية 0.042 وحدة / مل لينخفض بعدها مستوى الإنتاج بزيادة درجة الحرارة الى 40 مْ وأعطت درجة الحرارة 20 مْ أدنى مستوى للإنتاج فقد بلغت الفعالية الإنزيمية عندها 0.017 وحدة / مل.
تؤثر درجة الحرارة بصورة كبيرة في إنتاج الإنزيمات ولقد وجد بأن الأحياء المحبة لدرجات الحرارة العالية تمتلك إنزيمات أكثر استقراراً لهذه الدرجات ولا تفقد طبيعتها بسهولة، ويؤثر ارتفاع وانخفاض درجة الحرارة في أكثر من عامل له علاقة بالنمو ونشاط الكائن الحي كرطوبة الوسط وكمية الأوكسجين الذائبة فيه والطاقة الحركية للجزيئات هذا فضلاً عن حموضة الوسط التي تنعكس على سرعة التفاعلات داخل الخلية وإنتاجها للمركبات الأيضية الأولية التي من أبرزها الإنزيمات (السعد، 1990 Chaplin and Bucke, 1990;).
الرقم الهيدروجيني:
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بينت نتائج التجربة (شكل ) إن أعلى مستوى لإنتاج الإنزيم كان عند الرقم الهيدروجيني 4 إذ بلغت الفعالية الإنزيمية عنده 0.067 وحدة / مل ثم أخذ مستوى الإنتاج بالتناقص بزيادة الرقم الهيدروجيني وخصوصا عند الرقمين الهيدروجينيين 7 و 8 فقد بلغت الفعالية الإنزيمية عندهما 0.025 وحدة / مل .يعزى تأثير الأس الهيدروجيني  في أنتاج الأنزيم إلى تأثيره في ذوبان الأملاح في الوسط وتـأيــن المواد الغذائية وانتقالـها وبالتـالـي جاهزيـتـها وتـيـسيـرها للـكائـن ألمجهري النامـي Berry, 1975) ).
تأثير المستخلص المائي والكحولي للرمان والدارسين على انتاجية انزيم السليليز:

بينت نتائج التجربة (شكل ) تباين واضح في تأثير كلا المستخلصين في إنتاجية إنزيم السليليز من الفطر F. oxysporum  عند التركيز 0.5% فبالنسبة للرمان نلاحظ مستوى الإنتاج الإنزيمي قد انخفض بصورة معنوية كبيرة وخصوصا عند استعمال المستخلص الكحولي فقد بلغت الفعالية الإنزيمية عنده 0.001 وحدة / مل مقارنة بالسيطرة التي سجلت الفعالية الإنزيمية عندها 0.088 وحدة / مل فيما انخفض مستوى الإنتاج الإنزيمي إلى النصف عند استعمال المستخلص المائي. ان هذا الإنخفاض في مستوى الإنتاج يقابله زيادة معنوية قليلة عند استعمال مستخلص الدارسين الكحولي لنفس التركيز ( 0.5% ) فقد بلغت الفعالية الإنزيمية عنده 0.09 وحدة / مل, إلا إن مستوى الإنتاج قد انخفض بصورة قليلة معنويا عند استعمال المستخلص المائي مقارنة بالسيطرة فقد بلغت الفعالية الإنزيمية عنده0.08 وحدة/ مل . من خلال الكشوفات التي اجريت على المستخلص المائي للرمان والدارسين تبين بان تراكيز المواد الفعالة في الدارسين كانت اقل مما في الرمان وإن هذا الانخفاض في التركيز قد يقلل من التأثير على مستوى الإنتاج الإنزيمي بفعل ضعف تأثيره في نمو الفطر والعمليات الأيضية الأخرى. فضلا عن إمكانية احتواء المستخلص المائي والكحولي للدارسين على مركبات نباتية أخرى كالفيتامينات والأملاح والأحماض العضوية قد تعمل على تحسين مستوى الإنتاج ولو بنسب قليلة فقد بين ستاري وجيراسيك (1986) بان النباتات الطبية تحتوي بالإضافة الى المواد السامة مركبات أخرى تعد مفيدة ومغذية لنمو الأحياء المجهرية وان لكلا هذه المواد السامة وغير السامة تأثيرات حيوية وعلاجية عندما تؤخذ بكميات مناسبة  .
 قد تختلف الفطريات في حساسيتها تجاه بعض المستخلصات وقد يعود الاختلاف إلى طبيعة الفطر نفسه (تركيبه الخلوي ، سمك الجدار الخلوي ، محتوى الدهن والبروتين للفطر) ، كما قد يعود إلى ميكانيكية وفعالية المركبات الفعالة لتلك المستخلصات النباتية التي تؤدي إلى تغيير شكل وتركيب أغشية الخلايا الفطرية ( Honda and Tabata,1998) أما بالنسبة للرمان فأن  التراكيز العالية لمركبات التانينات والراتنجات وكذلك الصابونيات وهي مركبات لها فعالية ضد ميكروبية (حسين ، 1981) فضلا عن وجود القلويدات والفلافونات وكذلك الفينولات في كلا المستخلصين المائي والكحولي قد يعطي تثبيطا معنويا في مستوى الإنتاج الإنزيمي. أما بالنسبة للتركيز 1% فقد لوحظ حصول تثبيط تام لمستوى الإنتاج الإنزيمي لكلا المستخلصين للرمان والدارسين مقارنة بالسيطرة باستثناء مستخلص الرمان المائي فقد انخفضت نسبة التثبيط الى النصف مقارنة بالتركيز 0.5% إذ بلغت الفعالية الإنزيمية عنده 0.024 وحدة / مل.
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تشير الدراسات إلى انه كلما زاد تركيز المستخلص في الوسط كلما زادت نسبة تأثيره على الفطريات المعاملة وخصوصا عند استعمال المستخلصات ذات الفعالية الضد مايكروبية (Rani and Murty,2006 ).

تأثير مبيد البينوميل في إنتاج انزيم السليليز من الفطر F. oxysporum  :
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بينت نتائج التجربة حصول تباين في تأثير مبيد البينوميل في انتاج انزيم السليليز من الفطر F. oxysporum فمن الشكل ( ) نلاحظ بان التراكيز الواطئة من المبيد ( 0.03 غم / لتر) قد ادت الى زيادة معنوية في مستوى الإنتاج الإنزيمي بلغت عندها الفعالية الإنزيمية 0.056 وحدة / مل مقارنة بالسيطرة والبالغة 0.038 وحدة / مل ليعود بعدها مستوى الإنتاج بالإنخفاض بصورة معنوية قليلة بزيادة تركيز المبيد الى 0.06 غم /لتر ثم يعاود الإرتفاع واخيرا الإنخفاض بصورة معنوية قليلة جدا عند التركيز 0.25 غم / لتر فقد بلغت الفعالية الإنزيمية عنده 0.036 وحدة / مل مقارنة بالسيطرة. إن هذا التذبذب في مستوى الإنتاج الإنزيمي بزيادة التركيز المستخدم لمبيد البينوميل جاء مشابها لنتائج دراسات أخرى حول تأثير مبيد البينوميل في معدل إنتاج كل من إنزيم السليليز للفطر Aspergillus niger  ( عبيد، 2011 ) وإنزيم الكايتنيز والكلوكانيز للفطر Trichoderma harzianum (EL-Katatny et a.l, 2004) والذي بين فيها بان مستوى الإنتاج الإنزيمي انخفض بصورة غير معنوية عند التراكيز الواطئة (1 و 3 مايكروغرام / مل) غير ان التراكيز العالية (7 و 10 مايكروغرام / مل) قد شجعت من مستوى الإنتاج في الأيام الثمانية الأولى من الحضن لتعاود بعدها الانخفاض بمستوى الإنتاج الإنزيمي في اليوم الثاني عشر من الحضن وبالأخص لإنزيم الكايتنيز. إن هذا التباين الحاصل بمستوى الإنتاج الإنزيمي قد يعود إلى حصول تآزر بين بعض المركبات الداخلة في تركيب الوسط والمكونات الكيمياوية للمبيد وخصوصا عند المعاملة بالتراكيز الواطئة والتي قد  تؤثر سلبا أو إيجابا على مستوى الإنتاج الإنزيمي فضلا عن احتمالية تأثير هذه المركبات في المواقع الفعالة لإنزيمات أو نواتج ايضية أخرى تؤثر سلبا في إنتاج  إنزيم السليليز وبالتالي تعيق عملها في تحطيم هذا الإنزيم فقد بين الدليمي ( 2002) إلى انه قد يتوقف تخليق إنزيم معين على الوجه الأفضل على تركيز واحد أو عدد من تلك المكونات الداخلة في تركيب الوسط وبصورة عامة تتوقف عملية تخليق الإنزيمات من الأحياء المجهرية على محصلة تأثير مجموعة العوامل المختلفة في مكونات وسط التنمية والعوامل الخارجية المحيطة بها.  
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شكل (  7) تأثير درجة الحرارة في إنتاجية إنزيم السليليز من الفطر F. oxysporum 








شكل (  6) تأثير مدة الحضن على إنتاجية إنزيم السليليز من الفطر F.  oxysporum 








شكل (8 ) تأثير الرقم الهيدروجيني في إنتاجية إنزيم السليليز من الفطر F. oxysporum
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� شكل (3): تأثير المستخلص المائي والكحولي للرمان في نسب تثبيط نمو الفطر F. oxysporum.
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� شكل (4) :تأثير المستخلص المائي والكحولي للدارسين في نسب تثبيط  نمو الفطر F. oxysporum.
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شكل (9 ) تأثير المستخلص المائي والكحولي للرمان والدارسين في إنتاجية إنزيم السليليز من الفطر F.  oxysporum
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شكل (10 ) تأثير مبيد البينوميل في إنتاجية إنزيم السليليز من الفطر F.  oxysporum
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�شكل ( 5) تأثير مبيد البينوميل في نسب تثبيط نمو الفطر F. oxysporum .
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صورة رقم (2) تبين تأثير المستخلص المائي (A) والكحولي (B) للدارسين بتركيز 8% في معدلات نمو الفطر Fusarium oxysporum  مقارنة بالسيطرة (C) بعد مدة حضن سبعة أيام بدرجة حرارة 25 مْ في وسط ال PDA .
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صورة رقم (1) تبين تأثير المستخلص  المائي (A) والكحولي (B) للرمان بتركيز 8% في معدلات نمو الفطر Fusarium oxysporum  مقارنة بالسيطرة (C) بعد مدة حضن سبعة ايام بدرجة حرارة 25 مْ في وسط ال PDA  .
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