
  وزارة التعلیم العالي والبحث العلمي

 جامعـة كربـلاء

  قسم علوم الحیاة -كلیة التربیة للعلوم الصرفةّ 

 
  

و الكیمیائیة في نمو وانتاج الاجسام  دراسة بعض المؤثرات البیئیة

  Sclerotiniasclerotiorumالحجریة للفطر 

  

 
  بلاءرسالة مقدمةإلىمجلس كلیة التربیة للعلوم الصرفة، جامعة كر

  وھي جزء من متطلبات نیل درجة ماجستیر علومفي 

  

  الفطریات -علوم الحیاة/ علم نبات     
  

 من قبل

  حیدر عبد المنعم محمد
  ) 2009علوم حیاة  /(بكالوریوس 

  

  

  بإشراف

ه محمد م. د. . أ   ان 

  
 م 2013                                                هـ                1434
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  شكر وتقدیر

  
ق و  ي القاسم الحمد   رب العالمین و الصلاة و السلام على اشرف الخل لین اب المرس

  ...ل بیتھ الطیبین الطاھرینمحمد (ص) و على أ

ھ محمد التأتوجھ بشكري الجزیل  ان طٰ لت بالإشراف لأستاذتي الفاضلة الدكتورة ب ي تفض

ذا وعلى إعداد ھذه الرسالة  الة بھ ي إخراج الرس ر ف ر كبی لما قدمتھ من أراء سدیدة ، كان لھ اث

 الشكل . 

ي كما أتوجھ بالشكر إلى  وم الصرفة كل من ف ة للعل ة التربی ادة كلی ورئاسة القسم  عم

  یا.لما قدموه من تسھیلات لطلبة الدراسات العلعلوم الحیاة ادارة واساتذة 

ي  اعدتي ف انمي لمس د عون الغ دكتور عب وكذلك أتوجھ بالشكر والامتنان إلى الأستاذ ال

ل الإحصائي الحصول على المستلزمات الضروریة لاتمام البحث، وكذلك مساعدتھ لي في  التحلی

ة: الست ، ومن جمیل العرفان أن أقدم جزیل الشكر إلى أصح ة والضمائر الحی وب الطیب اب القل

و  لقاء حسون، دكتور حسن اب د الرضا، و ال امي عب دكتور س و الست بان موسى، و الاستاذ ال

ة ، المعالي، و الاخ الصدیق الاستاذ عقیل عبد نعمة،و د. یاسمین  اعده علمی دموه من مس ا ق لم

ة زملائي في الدراسات العلیا اخوتي و إلا إن اشكر  یسعنيولا  ادم، و زین میثم ناصر، وسناء خ

د السجاد و السید ثامر، وشھلھ محمد  فتحي، وبسمة عزیز، واشكر الاخ الزمیل الاستاذ قیصر عب

دم  اح و التق ن النج د م م المزی ا لھ وي متمنی دموه من دعم معن ا ،محمد سید وسام المحنا لما ق كم

ل  ل داخ اح العم ي انج ل ف ده المتواص زة لجھ رزة حم یر م تاذ نص ى الاس ل ال كر الجزی دم باش اتق

م بعظیم الشكر والامتنان إلى كل من قدم لي ید العون والمساعدة لإتمام ھذه وأخیرا أتقدالمختبر 

  الدراسة والله الموفق وھو الھادي إلى سواء السبیل .
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  إقرار لجنة المناقشة 
اه    ة ادن ة المناقش اء لجن ن اعض ھد نح ومة "  نش الة الموس ى الرس ا عل ةبإطلاعن ؤ دراس ض الم ثرات بع

ر  ة للفط ام الحجری اج الاجس و وانت ي نم ة ف ة و الكیمیائی نا   Sclerotinia sclerotiorumالبیئی د ناقش " وق

دیر (  القبول بتق ا جدیرة ب دنا انھ ا ووج ایتعلق بھ ل م ازالطالب في محتویاتھا وك تیر امتی ل درجة الماجس ي ) لنی ف

  .علوم الحیاة / نبات (الفطریات) 
  عضو اللجنة                                                             رئیس اللجنة          

  التوقیع :                                                                التوقیع :

  الاسم : د. صباح لطیف علوان                                      الاسم : د. ابراھیم خلیل حسون    

  تبة العلمیة : استاذ                                                المرتبة العلمیة : استاذ مساعدالمر

  العنوان : جامعة الكوفة / كلیة الزراعة                            العنوان  : الكلیة التقنیة / المسیب

  2013التاریخ :   /  /                                                2013التاریخ :   /  /

  

  عضو اللجنة                                                                      عضو اللجنة ( المشرف )

  التوقیع :                                                              التوقیع :

  الاسم :د. بان طھ محمد                  الاسم :  د. رجاء غازي عبد المحسن          

  المرتبة العلمیة :  مدرس                                          المرتبة العلمیة : استاذ مساعد

  العنوان : كلیة الزراعة / جامعة كربلاء                         العنوان : جامعة كربلاء/ كلیة التربیة للعلوم الصرفة

  07/2013التاریخ :    /                                           07/2013:    /التاریخ 

  

  

  

  للعلوم الصرفة مصادقة عمادة كلیة التربیة
  أصُادق على ما جاء في قرار اللجنة اعلاه                                       

  التوقیع :                                                                  

  الاسم : د.نجم عبد الحسین نجم                                                                  

  المرتبة العلمیة : استاذ مساعد                                                                  

  العنوان :عمید كلیة التربیة للعلوم الصرفة/ جامعة كربلاء                                                                     

   07/2013التاریخ :    /                                                                 

  

  

  
  
  
  



  توصیة المشرف
للعلوم  ة التربیةشھد بان إعداد ھذه الرسالة قد جرى تحت إشرافنا في قسم علوم الحیاة / كلیا

  جامعة كربلاء وھي جزءٌ من متطلبات درجة ماجستیر في علوم الحیاة / النبات .  الصرفة

  التوقیع:

  الاسم: أ.م.د. بان طھ محمد

  المرتبة العلمیة: أستاذ مساعد

  جامعة كربلاء-  للعلوم الصرفة العنوان : كلیة التربیة

  2013التاریخ :      /    / 

  
  

  علوم الحیاة توصیة رئیس قسم 
أحیل ھذه الرسالة إلى لجنة المناقشة  ٬لى التوصیة أعلاه من قبل الأستاذ المشرفإشارة إ

  وبیان الرأي فیھا . لمناقشتھا

  التوقیع:                                                 

  ستار جاسم حتروشالاسم: د.                                                  

  استاذ المرتبة العلمیة:                                                  

  جامعة كربلاء   –للعلوم الصرفةالعنوان: كلیة التربیة                                                  

 2013التاریخ:     /    /                                                  

 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  



 إقرار المقوم اللغـوي

 
بعض المؤثرات البیئیة و الكیمیائیة في نمو وانتاج  دراسة (بـ أشھد أن ھذه الرسالة الموسومة

) تمت مراجعتھا من الناحیة اللغویة Sclerotiniasclerotiorumالاجسام الحجریة للفطر 

ؤھلة للمناقشة بقدر تعلق م طاء لغویة وتعبیریة وبذلك أصبحتوتصحیح ما ورد فیھا من أخ

  .مر بسلامة الأسلوب وصحة التعبیرالأ

  

  

  

  

  

  

  التوقیع:

  الاسم : 

  المرتبة العلمیة: 

  الكلیة والجامعة: 

  2013التأریخ:      /     /

 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  



  الخلاصة
أجُریت سلسلة من التجارب المختبریة في مختبر قسم علوم الحیاة للدراسات العلیا / كلیة 

الى تشرین الاول  2011جامعة كربلاء ، و للفترة من كانون الاول  -تربیة للعلوم الصرفة ال

لاول مرة في العراق اعتماداً  Sclerotiniasclerotiorum. وتم تشخیص سلالة الفطر  2012

ووجد انھ مطابق  PolymeraseChein Reaction(PCR)تفاعل سلسلة البلمرة  تقانةعلى 

 Entrobacterialو للمنطقة المعروفة باسم  bp 475التتابع ) وعندMCGللسلالة (

Repetitive Intergenic (ERIC).  

درس تأثیر عدد من العوامل البیئیة كدرجة الحرارة، الرقم الھیدروجیني ونوع الوسط 

م، ورقم الھیدروجیني الحامضي ˚20-10الغذائي، ومن خلال التجارب تبین أنّ درجات الحرارة  

 دكستروز بطاطا الوسط كان فیما، الحجریة الاجسام انتاج و الفطر لنمو الافضل يھ 6.5 -  3.5

) ھو الافضل لنمو الفطر وانتاجھ للاجسام الحجریة مقارنة بالاوساط الاخرى (PDAاكار

ووسط  CDA، وسط الزابك دوكس اكار  MAالمستخدمة في الدراسة ( وسط المانیتول اكار 

  ).  NAالاكار المغذي 

، S.sclerotiorumختبرت قدرة عدد من المركبات الكیمیائیة في مقاومة الفطر كما وا

كمنظمات النموالنباتیة كحامضي الجبریلیك و السالسالیك، و عدد من الاملاح المغذیة ككبریتات 

، إذ 4SO2Kو كبریتات البوتاسیوم  3CaCO) ، و كاربونات الكالسیوم 4SO2)4NHالامونیوم 

دل نمو الفطر و انتاجھ للاجسام الحجریة إنخفض تحت تأثیر التراكیز العالیة اظھرت النتائجأنّ مع

إذ وصل النمو الى اقل  4SO2K) و كبریتات البوتاسیوم 4SO2)4NHلكل من كبریتات الامونیوم 

سم على التوالي فیما لم یتمكن الفطر من  1.8و  5.75ملغم /لتروبواقع 105معدلاتھ عند التركیز 

لم تظھر تأثیراً في  CaCO3الحجریة عند التركیز نفسھ. اما كاربونات الكالسیومانتاج الاجسام 

معدل نمو الغزل الفطر ولكن لوحظ حدوث تشوھات و اختلافات مظھریة في الغزل الفطري عند 

  ملغم /لترمع ملاحظة انعدام تخلیق الاجسام الحجریة عند التراكیز نفسھا. 105و 104التركیزین 

قدرة حامض الجبرلیك على التأثیر في نمو الفطر و انتاجھ للاجسام  و أظھرت النتائج

 3.87و  5.25الى   ملغم /لتر250، 200الحجریة إذ انخفض معدل نمو الفطر عند التركیزین  

في انتاج الاجسام الحجریة ، اما حامض السالسالیك بلغ الفطر  سم على التوالي مع حدوث تباطؤ

، 0،  0.12ملغم / لتر) وبواقع  250، 200،  150،  100كیز ( اقل معدلات النمو عند الترا

ملغم 100سم  على التوالي . اما الاجسام الحجریة فقد كان نضجھا متأخرا عند التركیز 0، 0.25

  / لتر وتوقف عن انتاجھا عند بقیة التراكیز .



ودرست قدرة الفطر على انتاج حامض الاوكزالیك على الوسط السائل تحت تأثیر 

م ، اعلى انتاج بمعدل 25ºلعوامل في اعلاه، اذ سجلت كمیة الحامض المنتج عند درجة حرارة ا

ً معنویا عند زیادة درجات الحرارة لیصل اقل معدل لھ عند املغم .فیما سجل انخف 7.46 ضا

 pH 5.5فقد سجل اعلى انتاج  pHملغم ، اما مستوى الـ 0.00م بواقع ˚35و  30درجتي حرارة 

ً عند كل من  .في حین لم .واظھرت النتائج وجود فرق  9.5و  pH7.5یكن الاختلاف معنویا

معنوي في كمیة الحامض المنتج من قبل الفطر تحت تأثیر التراكیز العالیة للعوامل الملحیة التي 

، إذ لوحظ انخفاضا في قیمة حامض الاوكزلیك  CaCO3)وK2SO4 ,(NH4)2SO4درست (

ملغم/ لتر، وتلاه في 104ملغم عند التركیز  2.95اقل قیمة لھ  ) إذ بلغتNH4)2SO4تحت تأثیر 

ملغم عند التركیز نفسھ، في حین عجز الفطر عن انتاج  4.55و بواقع  K2SO4التأثیر المركب 

عند التراكیز كلھا المستخدمة في التجربة. اما منظمات النمو  CaCO3الحامض تحت تأثیر 

ملغم عند  1.13ائج ان اقل قیمة للحامض المنتج قد بلغت ) فقد اوضحت النتSA , GA3النباتیة ( 

ملغم / لترمن حامض الجبرلیك . اما حامض السلسالیك فقد سجل اقل قیمة لھ عند  150التركیز 

  ملغم . 2.3ملغم / لتر وبواقع  200التركیز

  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  



  قائمـــــــــــــــــــــة المحتویـــــــــــــات

 ص موضوعال ت

 1  المقدمة:  الأول الفصل 1

 5  المراجع أستعراض:  الثاني الفصل 2

 5  حیاتیتھ و Sclerotiniaspp الفطر 1- 2

 10 :الحجریة للاجسام الفطروانتاجھ نمو في المؤثرة والكیمیائیة البیئیة العوامل 2- 2

 Temperature 10 الحرارة درجة  2-1- 2

 pH 10 الھیدروجیني الأس 2-2- 2

 Lighting 11)   الضوء فترة طول( الاضاءة شدة 2-3- 2

 11 الغذائي الوسط نوع 2-4- 2

 12 التربة في الملوحة مستویات تأثیر 2-5- 2

 PGRs( 13(النباتیة النمو منظمات تأثیر 2-6- 2

 oxalic acid 14   للفطر ضراوة كعامل الاوكزالیك حامض 2- 3

 18 لعملا وطرائق المواد:  الثالث الفصل 3

 18 المستخدمة المحالیل و والمواد الأجھزة 1- 3

 20 المستخدمة الزرعیة الأوساط 2- 3

 Potato Dextrose Agar 20 (PDA) البطاطا أكاردكستروز وسط  2-1- 3

 20 القمح حبوب وسط 2-2- 3

 Potato Sucrose Broth 20:  السائل البطاطا سكروز وسط 2-3- 3

 Agar mannitol 20:   راكا المانیتول وسط 2-4- 3

 Nutrient agar (NA) 21 المغذي الاكار وسط 2-5- 3

 CzapeksDox Agar 21اكار الزابك وسط 6- 2- 3

 21 المستخدمة والمحالیل الصبغات 2-7- 3

 PCR 22 تقنیة في المستخدمة المحلیل و المواد 3- 3



 Electrophoresis 23 الكھربائي الترحیل في المستخدمة المواد 4- 3

 للفطر السلالة نوع عن للكشف التضخیم عملیة في استخدم الذي الخاص البادئ 5- 3

S.sclerotiorum 

23 

 23 وتنقیتھ الفطر عزل 6- 3

 PCR 24تقانة باستعمال جزیئیا الفطر سلالة تشخیص 7- 3

 27 الحجریة الاجسام تكوین و الفطر نمو في والكیمیائیة البیئیة العوامل بعض تأثیر 8- 3

 27 الحرارة درجة 8-1- 3

 pH 27 الـ 8-2- 3

 28  الغذائي الوسط نوع 8-3- 3

 28 المغذیة العناصر وتركیز نوع 8-4- 3

 29 النباتیة النمو منظمات وتركیز نوع 8-5- 3

 30 الفطر قبل من المنتج الاوكزالیك حامض كمیة تقدیر  9- 3

 31 الاحصائي التحلیل  10- 3

 32 النتائج:  الرابع الفصل 4

 PCR 32 التسلسلي البلمرة تفاعل تقنیة باستخدام التشخیص 1- 4

 .S للفطر القطري النمو معدل في البیئیة العوامل بعض تأثیر دراسة 2- 4

sclerotiorum الحجریة الاجسام انتاج و 

32 

 32 الحرارة درجات 1- 4-2

 pH 34 الھیدروجیني الرقم 2-2- 4

 35 الغذائي الوسط نوع 2-3- 4

4 -2-4  NH4)2SO4( 36 

4 -2-5 CaCO3 38 

4 -2-6 K2SO4 40 

 S.sclerotiorum الفطر نمو في النباتیة النمو منظمات وتركیز نوع تأثیر 3- 4

 الحجریة للاجسام وانتاجھ

42 



 GA3 42 الجبرلیك حامض - 1 

 SA  44السلسالیك حامض - 2 

 47  الفطر بلق من المنتج Oxalic Acid الاوكزالیك حامض كمیة تقدیر 4- 4

 47 البیئیة العوامل بتأثیر 4-1- 4

 48 الكیمیائیة العوامل بتأثیر 4-2- 4

 48 النباتیة النمو منظمات تأثیر 4-3- 4

 50 لمناقشة:  الخامس الفصل 5

 PCR 50 تقنیة باستخدام التشخیص 1- 5

 S. sclerotiorum 50 الفطر نمو معدل في الكیمیائیة و البیئیة العوامل تأثیر 2- 5

 50 الحرارة درجة 2-1- 5

 pH 51الـ الھیدروجیني الرقم 2-2- 5

 52 الغذائي الوسط نوع 2-3- 5

5 -2-4 NH4)2SO4( 52 

5 -2-5 CaCO3 53 

5 -2-6  K2SO4  54 

 .Sللفطر القطري النمو معدل في النباتیة النمو منظمات تأثیر دراسة 3- 5

sclerotiorum الحجریة للاجسام انتاجھ و 

55 

 GA3 55امض الجبرلیك ح - 1 

 56 حامض السلسالیك - 2 

 57 الفطر قبل من المنتج Oxalic Acid الاوكزالیك حامض كمیة تقدیر 4- 5

 57 البیئیة العوامل بتأثیر 4-1- 5

 58 الكیمیائیة العوامل بتأثیر 4-2- 5

 58 النموالنباتیة منظمات تأثیر 5-4-3

 60 التوصیات و الاستنتاجات 



 62 یةالعرب المصادر 

 63 الاجنبیة المصادر 

  

  قائمة الجداول

 ص العنوان ت

 18 المستخدمة الاجھزة:  الثالث الفصل 1

 19 الكیمیائیة المواد  2
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  الفصل الاول
  Introductionالمقدمة :  



من و یعد ھذا الجنس  1837عام  Liebertالعالم من قبل Sclerotiniaاكتشف الفطر 

الاجناس المھمة اقتصادیا،إذ یضم العدید من الانواع التي لھا القدرة على اصابة المحاصیل النباتیة 

بإمكان ھذه الانواع  وتلفة، و في مختلف انحاء العالم، وبمدیات واسعة على العوائل النباتیة المخ

ان تغزوا المحاصیل النباتیة في الحقل او المحاصیل المخزنة على حد سواء 

)Purdy،1979؛Kora  ؛ 2003، و اخرونMatheron وPorchas ،2005.(  

عدداً من الوسائلو الالیاتفضلا عن Sclerotiniaspp.للجنستمتلك الانواع التابعة 

تكیفات الفسیولوجیة والتي تساعده على البقاء و الانتشار و التطور وعلى المدى البعید (من ال

 فھي لأخر ظرف ومن لاخرى بیئة من الوسائل ھذه وتختلفموسم لاخر ومن سنة لاخرى) ، 

 Sclerotia)Websterالحجریة الاجسام و sexual spores الجنسیة الابواغ تكوین بین تتراوح

 Sclerotiniasclerotiorum(lib.)للفطر الحجریة الاجسام تعد). Weber  ،2007 و

debary حالة في البقاء إذتستطیع النوع عن الدفاع في الفطر یستخدمھا التي الوسائل اھم من 

، RollinsوDickman( النمو و للانبات المناسبة غیر الظروف تحت طویلة لمدة سبات

 خلال من او، مباشرة Mycelium الفطریة الغزول تكوین عبر الاجسام ھذه انبات یتم).2001

 الخصائص احد و للفطر الجنسیة الابواغ تمثل والتي Ascosporesالكیسیة الابواغ تكوین

 وبائیة في مھمٌ  دورٌ  فلھا ولھذا النباتات واصابة الانتشار سھلة وھي للفطر التشخیصیة

 الحجریة الاجسام حیویة يف تؤثر توجدعواملعدة و). Weber  ،2007 و Webster(الفطر

 الحرارة،  الرطوبة، التربة في الموجودة الاحیاءالمجھریة واھمھا التجدید و الانبات على وقدرتھا

 الحجریة الاجسام تلك تحلل من یزید النیتروجینیة و العضویة الاسمدة اضافة ان وجد وكذلك

 المجھریة الاحیاء وزیادة جریةالح الاجسام تحلل في یعجل الشمسیة البسترة استخدام فان كذلك،

  ).2001، محمد( للنبات المفیدة

 البقایا او التربة في وخاصة العالم انحاء معظم في Sclerotinias pp الفطر ینتشر

ً  الفطر یكون او حجریة اجسام بشكل النباتیة  و Ayers( المصابة النباتیة الانسجة داخل مترمما

Adams ،1981.(  

یة و التراكیب المجھریة في تشخیص ھذا الفطر و الانواع اعتمدت الخصائص المظھر

التابعة لھ اذ تشمل ھذه الخصائص لون المستعمرة وشكلھا و قابلیتھا على التصبغوكذلك اعتماد 

الصفات التكاثریة كنوع الابواغ و الاكیاس البوغیة و نوعھا وشكلھا و شكل وحجم الاجسام 

). ولكن ھذه الصفات ھي صفات Smith،1991 وKohn،1979 ; Bolandالحجریة المنتجة (

غیر مستقرة و قابلة للتغیر بتغیر الظروف البیئیة كذلك تتطلب جھد ووقت كبیرین ،فضلاً عن 

ظھور سلالات متغایرة ضمن النوع الواحد لذا اتجھت الدراسات في الاونة الاخیرة الى الاعتماد 



و Polymerase Chain reaction(PCR)على التشخیص الجزیئي والذي یستند الى تقنیة 

 Curranالتي تتمیز بسرعتھا في اعطاء النتائج و دقتھا المتناھیة في التشخیص (

  .).1996و اخرون، Noonan;  1994واخرون،

یتأثر نمو و معدل تجرثم الفطر بتغیر الظروف البیئیة ،اذ وجد ان نمو الغزل الفطري 

م،و ینخفض معدل النمو كلما 20º-15ح بین یكون في افضل حالاتھ عند مستوى حرارة یتراو

ارتفعت درجة الحرارة،ویمكن ان تؤثر في انتاج الاجسام الحجریة او یؤدي الى تكوین اجسام 

) . Yang ،2007و Mila ; 2001حجریة مشوھھ غیر قادرة على الانبات و التجدید (محمد ، 

،ویفضل الفطر 9.0 - 3.0من ل یمتلك الفطر مدى واسعاً من الرقم الھیدروجیني و الذي قد یص

S.sclerotiorum 5.5 -4.0الوسط الحامضي )Agnihotri  وRai،1971 ( واشارت عدد .

من الدراسات الى ان اختلاف نوع الوسط الغذائي ومصدر الكاربون الذي یحصل علیھ الفطر 

و  Agnihotriیمكن ان یلعب دورا في التقلیل من حیویة الفطر ،اذ ذكر كل من  

Rai)،1971و(Wangاخرونو)،ان الوسط المفضل ھو اكار دكستروز البطاطا ، )1971PDA 

الاحادیین یعطیان افضل نمو وافضل انتاج  D-Mannoseو D – Glucose و ان كل من 

 في التربة في الموجودة اللاعضویة الاملاح بعض دور الى ویمكنالاشارةللاجسام الحجریة .

 في الكھربائیة و الاوزموزي الجھد في تأثیر لھا لما الفطر بلق من الحجریة الاجسام تخلیق تثبیط

 جھة من للنبات الحیویة العملیات في و جھة من الفطر حیویة في تؤثر عوامل ھي و التربة

  ). Shahzad ،2004 و Hassan( المقاومة على النبات قدرة من تقلل او تزید فقد اخرى،

لنباتیة في مقاومة الامراض غیر واضح بشكل ویبقى الدور الذي تقوم بھ منظمات النمو ا

 Naphthalene acetic acidكامل ،ولكن ھناك بعض الاشارات الى امكانیة استخدام 

(NAA) فیما اشارت بعض الدراسات الى  قدرة  ،كعامل مضاد للنمو الفطري

و تجرثمھ في culmorumFusariumعلى تثبیط النمو الخضري للفطر  Auxinsالاوكسینات

على مكافحة اللفحة  Absci-sic acid (ABA)تبر ، وكذلك قدرة حامض الأبسیسیكالمخ

، Alternariasolani)Eladعلى نبات البطاطا المتسببة عن فطر  early blightالمبكرة 

على النبات ومكافحة  S.sclerotiorum)، كذلك دورھا في الحد من امراضیة الفطر 1995

و اخرون ، (Al-Masriصولیا و الخیار في المختبرمرض التعفن الابیض على نباتي الفا

2002  . (  

الذي ینتج من قبل Oxalic acidویعد حامض الاوكزالیك  

ً في تحدید امراضیة S.sclerotiorumرالفط وفطریات اخرى ممرضة للنبات عاملاً اساسیا

 للنسیج pH ،  ان ھذا الحامض یساھم في خفض الـ1983)(اخرونو  Marcianoبینوالفطر ،



النباتي مما یؤدي الى تنشیط عدد من الانزیمات المحللة للجدار الخلوي ومنھا انزیم 

galacturonase,exo-pectinase, cellulase,hemicellulase وprotease فضلاً في،

المھم في بناء الجدار الخلوي اضافة الى السمیة +Ca2 لایونchelationعملھ كمركب مخلبي 

 Batemanالنبات بشكل مباشر بفعل الخاصیة الحامضیة التي یمتلكھا(التي یمكن ان یسببھا على 

). ویمكن القول ان انتاج ھذا الحامض یتأثر بالعوامل المؤثرة في حیویة Beer ،1965و 

الفطرفھو یتأثر بنوع المصدر الكاربوني المستخدم و درجة الحرارة  و درجة الحموضة  و 

و لقلة الدراسات المتوفرة في ھذا المجال ولغرض ). Micales ،1995العوامل الكیمیائیة (

  تسلیط الضوء على ھذا الفطر الممرض للنبات فقد ھدفت الدراسة الى ما یأتي :

وامكانیة تشخیصھا باستخدام  S. sclerotiorumالسلالات الممرضة للفطر تحدید اھم   

ة الفطر و اوقلل من ضرو ایجاد العوامل البیئیة و الكیمیائیة التي یمكن ان تPCR الـة تقان

  . من خلال المحاور التالیة :امراضیتھ

في تشخیص Polymerase Chain reaction(PCR)الـ ةتقاناستخدام  - 1

 S. sclerotiorumالسلالة التابعة للفطر 

و نوع pHمن درجة الحرارة و مستوى الـ دراسة تأثیر بعض العوامل البیئیة  - 2

 .و انتاجھ للاجسام الحجریةS. sclerotiorumفي معدل النمو الفطرالوسط الغذائي 

 

دراسة بعض العوامل الكیمیائیة و منظمات النمو النباتیة و تأثیرھا في معدل  - 3

 .و انتاجھ للاجسام الحجریةS. sclerotiorumنمو الفطر 

من قبل الفطر             Oxalic aidc تقدیر الكمیة المنتجة من حامض الاوكزالیك  - 4

S. sclerotiorum تأثیر العوامل البیئیة و الوسط الغذائي و العوامل الكیمیائیة   تحت

  المذكورة اعلاه.
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  -:وحیاتیتھ  Sclerotinia spp. الفطر -  2-1

سجل انتشارا واسعا ولھا القدرة على اصابة من الفطریات التي تSclerotiniaیعد الفطر 

نوعاً نباتیاً مختلفاً حول العالم و یمكن ان  400المحاصیل النباتیة ،اذ یصیب ھذا الفطر اكثر من 

ً ھذا الفطر، مثل التعفن القطني  60نشیر الى اكثر من  ً متسببا ً نباتیا ، و  Cottony Rotمرضا

،ولفحة الازھار  Crown Rotالتعفن التاجي  ، و Dry& Soft Rotالتعفن الطري و الجاف

Blossom Blight والتعفن الابیضWhite Mould فضلاً عن امراض التنخرات واصابات

ذات شكل مظھري متقارب   Sclerotiniaالسیقان و الاوراق .و تكون الانواع التابعة لجنس 

فات تشخیصیة دقیقة او جدا وفي بعض الاحیان لا یمكن التمییز بینھا إلا من خلال استخدام ص

، S. trifoliorum،S.minorومن انوعھ DNA عن طریق تحلیل المادة الوراثیة 

fructicolaS.، S.homoeocarpa و S. sclerotiorum و الذي یعد الاكثر شیوعا من بین

  ).2006و اخرون،  Boltonالانواع الاخرى (

اول من  Liebertیما اذ یعد قد S. sclerotiorumو قد اختلف العلماء في تصنیف الفطر 

م كان قد ذكر  1870عام  Fuckelم، ولكن  1837عام  Peziza sclerotiorumوصف جنس 

مع ابتكار تسمیة ثنائیة جدیدة ھي  Liebertو ابقى على تسمیة Sclerotiniaالتسمیة 

Sclerotinia libertiana في حین ان ،De Bary ي اول من اشار في اعمالھ الى الاسم الثنائ

Sclerotinia sclerotiorum  م، لذلك یشار الى الفطر دائما بالتسمیة التالیة  1884عام

Sclerotinia sclerotiorum (lib.) De Bary ) اشارةً الى العالمین السابقینPurdy ،

1979.(  

)ان الفطر یعود تصنیفیا الى عائلة Cuong)،2006و  Dohrooوقد بینّ

Sclerotiniaceae لى رتبة و التي تعود اHelotiales  و ھي احد عوائل مجموعة الفطریات

اذ ان ھذا التصنیف Ascomycetesضمن صنف الفطریات الكیسیة  Discomycetesالقرصیة 

  )الذي لا یزال معتمدا حتى الان. Khon )،1979 یستند الى التصنیف الذي ذكره

الاجسام الحجریة، و  تستند معظم الاسس التصنیفیة الى الخصائص المظھریة العامة، والى

الثمریة، و الاكیاس، و الابواغ الكیسیة، ولكن توجد عدد من الاختلافات التي لایمكن تحدیدھا 

 Strainsبالاعتماد على التشخیص المظھري اذ یمكن ان تختلف العشائر الوراثیة و السلالات 

لالة الممرضة والتي فیما بینھا من حیث قدرتھا الامراضیة على النبات، وكذلك ضراوة ھذه الس

ھي تمثل القدرة على احداث الضرر الممیت بالعائل او اتلافھ بالشكل الكامل،كما یمكن معرفتھ 

الكیمیائیة المنتجة من قبل الفطر كحامض الاوكزالیك، وعدد من  المركباتمن خلال عدد من 



و   Exo-Pectinaseالأنزیمات المحللة للجدران الخلویة للنبات مثل البكتینیز

اذ یكون البعض شدید الضراوة على بعض العوائل النباتیة، وغیر فعال على Proteaseالبروتییز

  ).1996و اخرون ،  Noonan؛ 2000و اخرون ، Cessnaعوائل اخرى(

یعد الطور الجنسي و الخضري من اھم الاسس التي یعتمد علیھا في التشخیص، و 

 Ascospore من الابواغ الجنسیة الكیسیة التصنیف المظھري،اذ یتكون الطور الجنسي للفطر

 Apotheciaوتنشأ ھذه الاكیاس في اجسام ثمریة كأسیة الشكل Asciالتي  توجد داخل اكیاس  

.ویبدأ تكوین القمع  Stromataتنشأ الساق من نسیج حشوي فطري  Stipeمحمولة على سویق 

 Websterو اواخر الشتاء (من النسیج الفطري المتكون في فصل الربیع   Apotheciaالسبوري

للاجسام  Carpogenic Germination). و یتكون من الانبات الجنسي Weber ،2007و 

الحجریة الموجودة في التربة وھذا یكون شائع الحدوث في الطبیعة بشكل عام 

)Hawthorne،1975 ویتأثر انتاج الجسم الاثماري بعدد من العوامل البیئیة و الحیویة مثل .(

المائي في التربة و درجات الحرارة و الاضاءة و وجود العوامل الكیمیائیة وعمق الجسم الجھد 

الحجري في التربة فضلاً عن عوامل وراثیة و وظیفیة و التي تلعب دورا ھامافًي انتاج ونمو 

.و یبدأ تكوین الاجسام الثمریة من خلال تكوین 2004)و اخرون ، Clarksonالجسم الاثماري (

، او Cortexیبرز من سطح الجسم الحجري و الذي ینشأ اساسا من طبقة القشرة  نتوء صغیر

في الجسم الحجري، او النسیج الفطري یستمر بالنمو لیكون بشكل ھایفات Medullaاللب 

 Stipeمتشابكة تحتوي المناطق الفعالة منھا على سایتوبلازم كثیف مكونة ما یعرف بالسویق 

ذو طبقة داخلیة خصیبة تسمى  Apothecimقمعي الشكل یدعى  والذي یحمل في نھایتھ تركیب

Hymenium Layer و تحتوي الاكیاس البوغیةAsci و التي یحتوي كل منھا على ثمانیة ،

  ).AscosporeLetuorneau) ،1979ابواغ جنسیة كیسیة

في كل بوغ ، اما العدد Nuclei2تحتوي الابواغ الكیسیةفي داخلھا على نواتین 

مفردة  Chromosomesفھو مكون من ست كروموسومات Haploidي المفرد الكروموسوم

)Wong  وWilletts ،1979 ویكون الطور الخضري عبارة عن غزل.(

بحواجز حقیقیةتظھر بشكل ابیض Spetate Hyphaeمكون من ھایفاتمقسمةMyceliumفطري

ل في منطقة الاصابة ثم قطني على المادة الغذائیة (وسط النمو في المختبر) او على النبات العائ

والتي تكون ذات لون ابیض في Sclerotiaیبدأ الغزل الفطري بالتحول الى الاجسام الحجریة 

بادئ الامر ثم ما تلبث ان تتحول الى اللون الاسود تدریجیا بعد مرور فترة من النمو تطول او 



، Mehtaو  Saharan( تقصر ھذه الفترة اعتمادا على توفر الغذاء و العوامل البیئیة المحیطة

  ).Kohn ،1979 ؛ 2008

والتي تعنى بدراستھ على المستوى  Molecular Traisفي الدراسة الجزیئیة للفطر 

لغرض التشخیص الدقیق وتحدید السلالة DNAالوراثي ودراسة الحامض النووي الرایبوزي

التوافق الذاتي مثل  DNAالممرضة فیھ اذ تتم من خلالبعض عوامل الصفات الوراثیة فضلاً عن

 .S. ویمتلك فطرMycelial Compatibility Groupsلمجامیع الغزول الفطریة

sclerotiorum  یمكن دراستھ باستخدام تقنیة تفاعل سلسلة ً ً واضحا ً وجزیئیا ً وراثیا تنوعا

)من 2007(اخرونو Malvarez. وبین Polymerase Chein Reaction (PCR)البلمرة

وطن على الخضار في شرق الولایات المتحدة ولاربع مدن مختلفة،إن خلال دراستھ للفطر المست

عزلھ) ذات طراز مظھري متشابھ،ولكن عند التحلیل الوراثي و  (294العزلات التي تم جمعھا

 IGS)(Intergenic spacerالجزیئي وتحدیدا التتابع الوراثي للمنطقة المعروفة باسم 

regionي وكذلك استخدم التتابعینوالتي استخدمت لتشخیص النوع الفطرA1  وA2  لتحدید

التغایر بین السلالات المتداخلة. اذتبین انھا تنتمي الى اربعة من العشائر 

المختلفة و ھذه العشائرلا تمتلك بصمة وراثیة مشتركة فیما بینھا.كما Populationsالوراثیة

عزلھ) و على  38) من خلال دراسة عدد من العزلات للفطر(2011(اخرونو  Safaieاوضح

وسلالاتین اخرى MCGو التي تعود الى السلالة المعروفة باسم  populationمستوى العشیرة

 , h , I ) غیر معروفة (غیر مشخصة) في ایران، و من خلال دراسة الجینات للتتابعات الجینیة (

PPB )و التي اظھرت تغایر بالنسب بین السلالات المختلفةاذ كانت النتائج متباینةh = 0.291,I 

= 0.429,  PPB = 75.21  وباستخدام تقانة(Repetitive-PCR )(Rep – PCR أن التغایر

الوراثي واضح بین السلالات المختلفة و بین كذلك انھ قد ینشأ التغایر الوراثي ضمن السلالة 

، الانتخاب  Mutation، الطفرة  Immigrationالواحدة نفسھا بفعل عدد من العوامل كالھجرة 

 Sexualوكذلك من خلال التكاثر الجنسي  Diversifying Selectionالتفاضلي

Reproduction  الذي یمكن ان یحصل مع افراد اخرى متغایرة وراثیا. وفي دراسة اخرى

ً مصاب ضمن ثلاث مناطق  300) عزلة من 57) التي جمع فیھا (2012للباحثنفسھ ( نباتا

عود بالضرورة الى الطراز الوراثي نفسھ وكذلك ان التغایر جغرافیة مختلفة متجاورة تبین انھا لا ت

عزلھ كانت تعود الى ذات السلالة  39كان موجوداً ضمن المنطقة الجغرافیة الواحدة اذ ان 

MCG) التي كانت غیر مشتركة ضمن المناطق الثلاث اذ كانت متمركزة ضمن موقع جغرافي (

ل بیئي وجغرافي ،وكذلك وجود عدد من الحواجز واحد. وقد فسر الباحث ھذا الى عدم وجود تداخ



ً و لم یغط المناطق الثلاث بشكل  البیئیة و الوراثیة، وقد یكون عدد العزلات قلیلاً و غیر كافیا

  ).2012و اخرون،  Safaieدور العوامل البیئیة (عن كامل، فضلاً 

الریاح ، و تعد الابواغ الكیسیة اھم وسائل انتشار الفطر من حقل الى اخر عن طریق 

ذات لون  Myceliumتنبت الابواغ الكیسیة حین توفر الظروف الملائمة لتعطي غزول فطریة 

ابیض تقضي فصل الشتاء البارد على سطح النبات العائل كطور خضري للفطر ثم ما یلبث ان 

من یتحول الى أجسام حجریة عند نھایة فصل النمو اذ تبقى ھذه الأجسام في التربة لحین انباتھا 

جدید في موسم النمو التالي،كما یمكن ان ینتقل الفطر بفعل الأجسام الحجریة الموجود في التربة 

 Carpogenicالملتصقة بالبادرات و المعدات الزراعیة الملوثةویكون انباتھا انباتا جنسیا 

Germination اذ یبدأ بتكوین السویقStipe  و الذي ینمو لیعطي الجسم

و التي تنتشر على   Ascosporesالتي تحتوي على الابواغ الكیسیةApotheciumالاثماري

العائل لتحدث الاصابة من جدید وتعید دورة حیاة الفطر و قد یكون انبات الاجسام الحجریة انباتاً 

 Myceliogenicخضریالًتعطي غزل فطري بشكل مباشر و یسمى انباتھا في ھذه الحالة

Germination )Agrios  ؛ 1997و اخرونAmselem ،2011و اخرون.(  

تعد الاجسام الحجریة من اھم وسائل البقاء في الفطریات من خلال قدرتھا على تحمل 

الظروف غیر الملائمة فضلاً عن قدرتھا على التجدید و النمو حتى بعد مرور مدة طویلة على 

 بقائھا في التربة وتنتج الاجسام الحجریة من قبل العدید من الانواع و الاجناس

وبعض الانواع التابعة  RhizoctoniasppوS.sclerotiorum ،Sclerotiumsppالفطریةمثل

). و الاجسام الحجریة ھي عبارة عن 2004و اخرون،  Aspergillusspp)Gueلجنسالفطر 

مختلفة في النوع و  Multihyphal Structureتراكیب سوداء صلبة متعددة الغزول الفطریة 

ً في بقاء الحجم و الشكل من جنس لاخ ر ومن نوع لاخر ضمن الجنس نفسھتلعب دورا مھما

  ).Rollins  ،2001و   Dickmanالفطرو انتشاره (

ذات الون Cortexالطبقة الخارجیة S. sclerotiorumوتمیز الاجسام الحجریة للفطر

الاسود بسبب تراكم صبغة المیلانین وھي مایعطي الاجسام الحجریة القدرة على مقاومة 

اما الطبقة   Rindلبیئیة المعادیة ،فیما یكون نسبتھا اقل في الطبقة التالیة والتي تعرفبالـالظروف ا

فھي تتكون من خلایا زجاجیة شفافة تخلو من صبغةالمیلانین بشكل Medullaالداخلیة اللب 

 .S).ویمكن تمییز نوعین من الاجسام الحجریة  للفطر2009و اخرون،  Butlerتام(

sclerotiorumلنوع الاعتیادي الشائع ذو اللون الاسود، و النوع الطارئ ذو اللون البني وھي ا



). اما مراحل تكوین الاجسام Mehta ،2008و  Saharanویكون اقل صلابةمن النوع الاخر (

والتي  وتتضمن تجمع الھایفات  Intiationالحجریة فتكون على  ثلاثة مراحل ابتداءً بالبادئات 

لمرحلة یبدأ بناء المیلانین وتكون الاجسام في ھذه المرحلة ذات لون بشكل متقطع و في ھذه ا

والتي فیھا یستمر نمو الھایفاتوتستمر بالتجمع ویزداد حجم Developmentابیض.ثم التطور 

الجسم الحجري بشكل ملحوظ مع وجود اكیاس مملوءة بالسائل على سطح الجسم الحجري 

وھي المرحلة Maturationالنضج واخیرا بني.ویكون اللون متدرج من الابیض الى اخضر 

التي یتوقف فیھا الجسم الحجري عن النمو وتتراكم صبغة المیلانین بشكل تام على خلایا الطبقة 

و   Dickmanالمحیطیة ویتصلب السطح الخارجي بشكل تام ویكون ذو لون بني مائل للاسود (

Rollins  ،2001.(  

على S.sclerotiorumر للاجسام الحجریة للفطریشیرالبعض ،الى ان الانبات المباش  

العائل یكون نادر الحدوث في الطبیعة ویحدث نتیجة لانخفاض مستوى الطاقة الداخلي في الجسم 

ویوجد ثلاثة انواع من الانبات في الاجسام الحجریة ).Grogan ،1975و  Abawiالحجري (

الذي یحدث بسبب تكون عدد  Eruptive germination اثنان منھا لا جنسي (خضري) وھما 

للجسم   Rindمن الھایفات المتجمعة بشكل كثیف تؤدي الى حدوث انتفاخ او تورم في طبقة الـ

ً في جنسي  الحجري ثم تمزقھا و خروج الھایفات ویكون ھذا النوع من الانبات شائعا

S.sclerotiorumوS. minor )Chang   وHuang،2003اما النوع الاخر.(Hyphal 

Germination  فھو یبدأ بتكوینھایفا الانباتGerminative Hyphae  و التي تبدأ من المنطقة

ومن ثم القشرة Outer Medullaryالداخلیة للجسم الحجري وتمر خلال منطقة اللب الخارجي

لتبرز من الجسم الحجري و تتجمع في الخارج مكونة الغزل الفطري وھذا النوع من الانبات 

، Willettsو  Sclertium rolifsi )Bullockو الفطرS. minorر یوجد في كل من الفط

1996.(  

وھو یؤدي  Carpogenic germinationاما النوع الثالث فھو انبات جنسي یعرف باسم   

  ).Le tuorneau ،1979الى تكوین الاجسام الثمریة الحاویة على الابواغ الجنسیة (

  :وانتاجھ للاجسام الحجریةنمو الفطر المؤثرة فيوالكیمیائیة العوامل البیئیة - 2-2

  :Temperatureدرجة الحرارة  -2-1- 2

وھي تمثل  ٬م °20 -10بدرجات حراریة تتراوح بین  S.sclerotiorumینمو الفطر 

و  Milaالدرجة المفضلة للنمو و احداث الاصابة على النبات وكذلك تكوین الاجسام الحجریة(



Yang،2007و ذكر.(Lanoiselet و اخرون)،الاجسام الحجریة للفطر  ان )2005

S.sclerotiorum م ،وان لھا ° 121تمتلك القدرة على تحمل مدیات حراریة عالیة تصل الى

او من خلال تكوین القمع myceliumالقدرة على الانبات والتجدید عبر تكوین الغزل الفطري

-4جة الحرارة بشكل طبیعي عند انخفاض درجات الحرارة ،وتعتبر درApothecium البوغي

). كما وان الابواغ 2001؛ محمد ، Yang،2007و  Milaمھي المفضلة لانتاجالقمع البوغي(° 8

م او في ظروف حراریة یمكن  º 25- 4یمكن ان تنبت في مدى یتراوح بین Acsosporeالكیسیة

 ). ان ارتفاع الحرارة في التربة2006و اخرون،  Partridgeم (° 4ان تصل ایضا الى اقل من 

ممع وجود الیوریا یؤدي الى انتاج اجسام حجریة مشوھة و غیر قادرة على الانبات و  º 60الى 

  . )2001( محمد ، التجدید 

  :pHالأس الھیدروجیني -2-2- 2

لھ القدرة على النمو، و انتاج الاجسام الحجریة ضمن مدى S.sclerotiorumان الفطر 

) ،في دراستھما 1971( ، Rai وAgnihotri). وذكر2001( محمد ، pHواسع من الـ

وعلى انواع متعددة من الاوساط المغذیة ، ان الفطر لھ القدرة على pH الـلمستویاتمتعددة من 

 9.0 -3.5النمو و انتاج اجسام حجریة قادرة على التجدید ضمن مدیات مختلفة تتراوح من 

ھللاجسام الحجریة ھو المدى المفضل لنمو الفطر وانتاج5.5-4.1ولكنیعد المدى الحامضي 

) ، دور الحامضیة في تحدید ضراوةالفطر من خلال Rollins)،2001وDickman.واوضح

الذي یوفر بیئة ملائمة لعمل الانزیمات الضروریة  oxalic acidدور حامض الاوكزالیك

  لامراضیة الفطر على النبات.

  

  :Lightingand light densityالضوء   مدةطول وشدة الاضاءة  -2-3- 2

یعد الضوء عاملا ھاما في نمو الكثیر من الانواع الفطریة وتجرثمھا مثل   

Fusariumspp  وأن معدل تجرثم و انتاج الاجسام الثمریة للفطرFusarium spp یزداد بشكل

عالي عند معدل اضاءة مستمر، او متقطع، و قد یصل الى اقل مستوى لھ عند الظلام المستمر 

)Chavan،2007كما اشار .(Clarkson  اخرونو)،الى دور فترة الاضاءة وتأثیرھا 2004 (

اذ بلغ S. sclerotiorum، واطلاق الابواغ الكیسیة للفطرApotheciaفي انتاج الاجسام الثمریة

ً لكل جسم ثمري عند مدة اضاءة مستمرة  1600-100معدل اطلاق الابواغ الى مایقارب  بوغا



ا انخفض معدل اطلاق الابواغ عند الظلام م ، فیم° 15ساعة عند درجة حرارة  72ولمدة 

بوغ  1600 -100بوغ لكل جسم حجري مقارنةً الى  316-10المستمر وتحت الظروفنفسھا الى  

  ساعةظلام ) .  12ساعة ضوء ،  12عند فترات طبیعیة من الضوء و الضلام (

 :  Type of cultures mediaنوع الوسط الغذائي  - 4 -2- 2

ھا وتوجد عدة انواع مستعملة التأثیر في نمو الفطریات ونشاط املاً مھماً فيیعد الوسط الغذائي ع

في تنمیة الفطریاتو تشخیصھا،اذ ان بعض الفطریات تظھر تغایرا واضحا في الخواص 

المظھریة من وسط الى وسط اخر وتأتي اھمیة دراسة الوسط الغذائي من معرفة متطلبات النمو 

و   Tanrikutقة بین الفطر المتطفل و العائل الذي ینمو علیھ (الخاصة بالفطر وكذلك فھم العلا

Vaughan ،1951و من خلال الدراسة التي اجراھا كل من  .(Agnihotri  وRai)1971 (

وعلى عدد من الاوساطالمختلفةومنھا وسط بطاطا دكستروز اكار  S. sclerotiorumعلى الفطر

PDA  و وسط ریتشاردRichard's Mediumاونو وسط برMedia Brown's  وجد ان ھنالك

اختلافا واضحا في معدلات النمو للغزل الفطري وكذلك انتاج الاجسام الحجریة،و كان معدل 

سم  على التوالي كذلك وجد أن ھناك  5.2و   7.5،  9.0النمو على الاوساط المذكورة ھو 

ھذا فضلا عن  12و  25، 18اختلاف في عدد الاجسام المنتجة على كل وسط و الذي بلغ 

)فقد درسا تأثیر انواع 1971،(اخرون و  Wangالاختلاف في حجم الاجسام الحجریة .اما

مختلفة من مصادر الكاربون وعند تراكیز مختلفة في الوسط الغذائي في نمو الفطر، ومعدل 

تخلیق الاجسام الحجریة في الوسط وقد وجد ان نمو الغزل الفطري یصل الى اعلى معدل لھ عند 

فیما ینخفض تدریجیا ویصل D-Mannoseالمانوز -و دD - Glucose الكلوكوز  -تخدام داس

  . L-Xyloseو  L-Sorboseالى اقل مستویاتھ عند استخدام سكري

) في دراستھ لعدد من العوامل المؤثرة في تغایر Mohamed)،2001وقد اوضح   

واضحافي النمو لاربع سلالات ، ان الاوساط الزرعیة كان لھا تأثیرا  S. sclerotiorumالفطر

ھو الوسط الافضل لنمو  PDAوسط البطاطا دكستروزاكاربین ان اذ S1, S2, S3,S4،مختلفة

جمیع العزلات المدروسة متفوقا على كل الاوساط قید الدراسة، كما وتبین من الدراسة ان 

ان كل من  عند اختلاف الوسط كما بین S3و  S1كانتا افضل نموا  من  S4و  S2السلالتین 

، و وسط الاكار  Yeast  Dextrose  Agar  (YDA)وسط الخمیرة دكستروز اكار

كانا مناسبین بالنسبة للسلالات المختلفة على حد سواء فیما كان Nutrient Agar (NA)المغذي



ھو الاقل تفضیلا،في الوقت الذي لم تظھر العزلات المدروسة أي PA (Patato Agarالوسط (

  .  Gliotoxin Fermentation Media (GFM)مو للوسطاستجابة في الن

  والعناصر المغذیة: تأثیر مستویات الملوحة -2-5- 2

تمثل الاملاح الموجودة في التربة احد اھم العوامل المغذیة للنبات وكذلك تلعب دورا واضحا في 

حیویة النبات  تحدید القدرة الامراضیةللاحیاء المجھریة التي تھاجم النبات من خلال تأثیرھا في

من جھة و تأثیرھا في حیویة الكائن الممرض من جھة اخرى، فقد وجد ان الاجھاد الملحي على 

 Phytopthoraspالنبات یمكن ان یؤدي الى تحفیز الاصابة ببعض الفطریات الممرضة مثل 

وذلك من خلال استجابة ابواغ الفطر الى الذائبات التي یطرحھا  Pythiumspوكذلك الفطر 

، اذ اوضح NaCl. ومن ھذه الاملاح ھي ملح Johal،(1984لنبات لمعادلة جھده الاوزموزي (ا

 .Sعلى الفطرNaCl) في دراستھما لتأثیر ملح Shahzad)،2004و Hassanكل من

Sclerotiorumتؤدي بشكل ملحوظ الى تثبیط  )ملغم/لتر105(من الملح  ان التراكیز العالي

فیما لا یوجد تأثیرا كبیرا او مباشرا في نمو الغزل الفطري تكوین الاجسام الحجریة للفطر، 

و  +Ca2) ،في دور الایونات الموجبة مثل 2008،(و اخرونAhariللفطر . ومن خلال ما درسھ

Zn2+  المنتجة من قبل بعض الاحیاء المجھریة الموجودة في التربة و التي لھا قدرة عالیة في

لحجریة للفطر وكذلك عند اضافة ایونات الكالسیوم بشكل تثبیط الغزل الفطري وانبات الاجسام ا

اظھرت قدرة معنویة في تقلیل نسبة اصابة النبات بالفطر في ،H2O2 .CaCl2املاح مائیة 

المضافة لوحدھا وقد فسر ھذا من خلال الدور الذي تؤدیھ ھذه  +Zn2الوقت الذي لم تؤثر ایونات 

  ل الاحیاء الموجودة في التربة. الایونات في عمل الانزیمات المنتجة من قب

) ،الذین درسوا تأثیر املاح كاربونات البوتاسیوم 2011،(اخرونو  Erperاما  

،  S.sclerotiorumعلى ثلاثة اجناس فطریة مختلفة  KHCO3الھیدروجینیة

Rhizoctoniasolani و الفطرTrichodermasp.ان نمو الغزل الفطري للفطریات  وافقد ذكر

یتأثر كلما زاد تركیز الاملاح S. sclerotiorumو Rhizoctoniasolaniوسةالممرضة المدر

بعد فترة mM 100 و 75المضافة الى الوسط حتى یصل الى اقل معدل نمو عند التراكیز العالیة 

ساعة. وكذلك یمكن ان تؤثر على الفطر من خلال فعالیتھا المضادة لبناء   72حضانة تصل الى 

والذي كان لھا دورا كبیرافي تثبیط انتاج الاجسام S. sclerotiorumالاجسام الحجریة للفطر

  الحجریة و اختزال عددھا حتى عند التراكیز الاقل .

  ): PGRsمنظمات النمو النباتیة(دوربعض  -2-6- 2



تشیر الدلائل الى قدرة كلا من الفطر الممرض، و النبات في بناء منظمات النمو ، وھي تزداد 

الممرض، و العائل، او عند حدوث مقاومة النبات للفطر الممرض، كذلك  عند حدوث تفاعل بین

كعامل مضاد للنمو الفطري،و اشارت Naphthalene Acetic Acid (NAA)یمكن استعمال 

على تثبیط النمو الخضري و تجرثم الفطر  Auxinsبعض الدراسات الى  قدرة الاوكسینات

Fusarium culmorum  ة حامض الأبسیسیكفي المختبر ، وكذلك قدرAbsci-sic Acid 

(ABA)  على مكافحة اللفحة المبكرةEarly Blight  على نبات البطاطا المتسببة عن

 GibberellicAcid .یعد حامض الجبرلیك  Alternaria solani)Elad ،(1995فطر

(GA3) التربة ،احد اھم منظمات النمو النباتیة التي یمكن ان تنتج من قبل الفطریات الموجودة في

و المتعایشة مع النبات كناتج ایضي ثانوي وقد تم عزل ھذا المركب لاول مرة من فطر 

Gibberellafujikuroi من قبل العالمT. yabuta  ویوجد ھذا المركب بعدة اشكال مثلGA1 

,GA2, GA3 ویعد المركبGA3  ھو الاكثر شیوعا بینھا ،ویعتبر من المركبات الواسعة

ة النباتیة بشكل عام،فضلاً عن اھمیة ھذا المركب في العملیات الحیویة للنبات الانتشار في المملك

فقد استخدم كعامل مضاد لبعض المسببات المرضیة ،فبینت الدراسات قدرتھ على الحد من تجرثم 

بعض اجناس العائلة على Ergotالمسبب لمرض الاركوتClavicepspurpureaالفطر

عند دراسة  S. sclerotiorumتبرت فاعلیتھ ضد الفطر). وكذلك اخEvans ،1984(النجیلیة

اذ اظھر تأثیراً مباشراً  في مكافحة المرض عند اضافتھ White mouldمرض التعفن الابیض 

  ).2002و اخرون،  Al-Masriالى الفطر بنفس التراكیز التي یضاف بھا للنبات (

ات النباتیة و التي احد الھورمونفیعد Salicylic Acid  (SA) اما حامض السلسالیك  

تنتج بشكل طبیعي في النبات و بكمیات ضئیلة جدا وتشیر عدد من الدراسات الى الدور الذي یقوم 

 SAR) (Systemicبھ ھذا المركب في تحفیر ما یعرف بنظام المقاومة المكتسبة في النبات 

acquired resistance التي تھاجم  وكذلك الاستجابة الدفاعیة للنبات ضد الاحیاء الممرضة

و  Hadi). و بین1996و اخرون،  Ryals؛ Raskin ،1993و  Yalpaniالنبات (

Balali)،2010 ان لھذا الحامض قدرة على اختزال الاعراض المصاحبة للاصابة بفطر،(

Rizoctoniasolani  حجریة الموجودة على سطح الاجسام الو ھي على نبات البطاطا

ان شدة الاصابة تقل عند معاملة النبات بتراكیز الاعلى من % وكذلك لاحظا  73وبنسبة الدرنات

mM0.05 من ھذا المركب حتى تختفي تدریجیا عند الوصول الى التركیزmM0.2  اما،Hilal  

في مكافحة كل  Salicylic acidو Chitosan) فقد اشاروا  الى دور كل من 2006(،اخرونو 

،اذ ان  S. sclerotiorumلاصابة بفطرمرض سقوط البادرات وتعفن السیقان الناتج من ا



 - 250 - 200البادرات التي عوملت بخمسة تراكیز من حامض السلسالیك استخدمت في الدراسة 

ملغم / لتر،اظھرت قدرة على مقاومة الفطر وكذلك عند اضافة الحامض  1500 -1000 -500

الفطر و بشكل یتناسب مع  الى الوسط  النامي علیھ الفطر في المختبر اظھر قدرتھ على تثبیط نمو

  زیادة التركیز.

  كعامل ضراوة للفطر  :Oxalic acidحامض الاوكزالیك  2-3

یوجد حامض الاوكزالیك في معظم الكائنات الحیة كالفطریات ، النباتات ، الحیوانات و   

حیة، الاحیاء المجھریة الدقیقة ایضا ، ویحدث بناء ھذا المركب في كل الاغشیة الحیة للمجامیع ال

ویوجد اما بشكل حر، او بشكل املاح الكالسیوم، وھذه ھي الحالة التي تكون الاكثر شیوعاً، او 

بشكل املاح البوتاسیوم واحیانا الصودیوم، وتظھر الاحیاء مستویات مختلفة من محتوى 

الاوكزالات ما بینھا،وحتى ما بین انواع الجنس الواحد.یعد حامض الاوكزالیك ھو احد اكثر 

 1.3(قیمة الاس الحامضي) لھ تتراوح ما بین pkaحماض العضویة القویة شیوعا اذ ان قیمة الا

).وتنتج بعض الانواع الفطریة المتطفلة على النباتات ھذا الحامض Calişkan ،2000( 4.3الى 

بكمیات كبیرة على النبات مما یؤدي الى انخفاض قیمة الرقم الھیدروجیني بشكل كبیر وھذا ما 

). وتشیر الدراسات، الى ان بناء Micales ،1995لفطر باختراق النبات بسھولة بالغة (یسمح ل

الاحماض العضویة ومنھا حامض الاوكزالیك غالبا ما یكون مرافقا 

في الكائنات الحیة و لعملیة البناء الضوئي  Carbohydrateلایضالكاربوھیدرات

photosynthesis) في النباتCalişkan  ،2000 .(  

ر عملیة بناء ھذا الحامض بمساراتایضیة ضخمة و التي یعد فیھا كل من حامض وتم  

كمركب اساسي یشتق منھ الحامض ، و لا  Glyoxylateو مادة L-ascorbic acidالاسكوربیك

یوجد دلیلا واضحا على الموقع المحدد لبنائھ و تراكمھ، ولكن لوحظ  تراكم كمیات قلیلة من 

-Lالاسكوربیك - لنبات الشعیر الناتج من تحول حامض لـ  الحامض في الفجوات الخلویة

Ascorbic Acid )Davies وAsker   ،1983 ؛Wagner ،1981 اذ ان في فطر.(

Fomitopsispalustrisو الذي یعود الى مجموعة الفطریات البازیدیةBasidiomycetes 

وكزالیك و الذي یعد وبناء حامض الا  glucoseیوجد ارتباط وثیق بین استھلاك سكر الكلوكوز 

 CO2كناتج عرضي في معظم المجامیع الحیة حیث ان سكر الكلوكوز لا یتأكسد بشكل تام الى 

بل یتحول الى Tricarboxylic acid cycle (TCA)في دورة الحامض الثلاثي الكاربوكسیلي

ي جدید مركباً انزیمیاً یعمل على ایجاد مسار ایض 12وان وجود ما یقارب ،Oxalateالاوكزالات



و الذي یساعد في بناء الاوكزالات ، وفي ھذا  Glyoxylate cyclesو  TCAمزدوج بین 

معا ویلعبان  Isocitratelyaseو انزیم     Oxaloacetaseالمسار الایضییشترك كل من انزیم 

ً في تحصیل الاوكزالاتمن  -Acetate، عبر المسارالایضيOxaloacetateدوراً حیویا

recycling)Munir یعد حامض الاوكزالیك الذي ینتج من قبل الفطر 2001اخرون، و.(S. 

sclerotiorum  عامل اساسي في تحدید امراضیة الفطر على النبات اذ یدل وجود الاوكزالات

وبكمیات عالیة على الانسجة المصابة على الدور الذي یلعبھ ھذا المركب في تحدید ضراوة 

زالات الى الانسجة النباتیة بغیاب الفطر بشكل مباشر یؤدي الفطر ، كما وقد تبین ان اضافة الاوك

و S. sclerotiorum)Cessnaالى ظھور اعراض امراضیة على النبات تشبة الاصابة بالفطر 

و جماعتھ  Marcianoو(1991)و جماعتھ، Riou). كما و بین كل من2000اخرون، 

نسیج النباتي مما یؤدي الى لل pHفي دراستھما  ان ھذا الحامض یساھم في خفض الـ(1983)،

-Galacturonase  ،Exoتنشیط عدد من الانزیمات المحللة للجدار الخلوي ومنھا انزیم 

Pectinase،Cellulose ،Hemicellulase وانزیمProtease  ایضا. ومن جانب اخر فقد

 ) ،ان ھذا المركب یمكن ان یعمل كمركب مخلبي Beer)،1965و Batemanاضاف

ChelationلایونCa2+ المھم جدا في بناء الجدار الخلوي ویحد من وصولھ الى الخلایا النباتیة

بشكل كافٍ، فضلاعًن السمیة التي یمكن ان یسببھا الحامض على النبات بشكل مباشر بفعل 

    الخاصیة الحامضیة التي یمتلكھا.

 Oxalateویذھب البعض الى ان تراكمالاوكزالات یمكن أن تؤدي الى تكوین البلورات 

crystals  داخل النسیج مما یؤدي الى غلق الاوعیة الخشبیة الناقلة للماء كلیا او جزئیا مما یؤدي

الى الذبول و ان تراكم ھذه الاملاح یمكن او یؤثر ایضا  في الجھد الاوزموزي بشكل عام للنبات 

و  Dutton؛ Smith  ،2004مما یقود الى اخلال في العملیات الفسیولوجیة و الحیویة (

Evans ،1996.(وعلى النقیض من ھذا كلھ یذھبReinhardt )، الى ان ،)2003و جماعتھ

سیر الاوكزالات المنتجة من قبل في بعض النباتات یقوم بتكOxalate decarboxylasesانزیم 

،و كذلك تحلیل حامض CO2،و ثنائي اوكسید الكاربون Formateالنباتو تحویلھا الى الفورمات 

، وبیروكسید الھیدروجین CO2الاوكزالیك المنتج من قبل الفطر بمعزل عن الاوكسجین الى 

H2O2 دمھ الفطر لاختراق الذي یعمل كعنصر مقاومة للفطر، أي ان عامل الضراوة الذي یستخ

النبات یمكن ان یصبح عنصر مقاومة تستخدمھ بعض الانواع النباتیة و التي تمتلك صفة المقاومة 

المورثة. ویتأثر انتاج الفطر لحامض الاوكزالیك عند التغیر في الظروف البیئیة المحیطة 

 .S )ان تركیز حامض الاوكزلیك المنتج من قبل الفطرSmith)،2004بالفطر،فقد وجد



minorالى  م0 25ملغم عند درجة حرارة 4.19المتطفل على نبات الفول الصویا قد تغیرت من

اي انخفاض معدل انتاج الفطر بارتفاع درجة الحرارة ویعود ھذا م0 30ملغم عند درجة  0.22

الى ان القدرة الامراضیة للفطر قد انخفضت بفعل الحرارة العالیة والتي ھي غیر ملائمة لنمو 

ة من الحرارة و الذي ادى الى خفض انتاج ر الذي یفضل المستویات المنخفضلفطا

)،فقد لاحظ عند دراستھعدد من المغذیات الملحیة و العوامل Micales)،1995الحامض.اما

المسبب لمرض التعفن البني على  Postia placentaالبیئیة على انتاج الحامض من قبل الفطر 

ان انتاج الحامض ینخفض عند تغیر قیمة الاس الھیدروجیني  woody plantsالنباتات الخشبیة

  :  في الوسط باتجاه الحامضیة وكما ھو موضح في الجدول في ادناه

  

  

  

    

  اذ   

فیما وصلت الى اعلى  pH 3.0اقل معدل لھا عند  كانت عندیمكن ملاحظة ان كمیة الحامض قد 

ریات بشكل طبیعي ویمكن ایضا ان وھو الوسط الملائم لنمو معظم الفط 5.5معدل لھا عند 

  .  5.5 - 5.0نلاحظ التغیر الملحوظ في تركیز الحامض عند 

)الى ارتفاع الرقم Rollins)،2001 و Dickmanو فیالسیاق نفسھ فقد اشار   

الھیدروجیني للوسط باتجاه القاعدي یؤدي الى تحفیز الفطر على انتاج حامض الاوكزالیك 

دي الى عودة الرقم الھیدروجیني الى الحامضیة من جدید بشكل بكمیات اكبر وھذا بدوره یؤ

ان ،(2006)،و جماعتھ Boltonیتناسب مع حاجة الفطر الفسیولوجیة و الانزیمیة .و بین

ینتج كمیات كبیرة من حامض الاوكزالیك على الاوساط القاعدیة  S. sclerotiorumالفطر

ً لعمل انزیم  لخفض الرقم الھیدروجیني للوسط الى الحامضي الذي -Mitogenیعدملائما

Activated Protein Kinase )MAPK الذي یكون عملھ مرافق لبناء الاجسام الحجریة (

)،ضمن Micales)،1995اما تاثیر ایونات المغذیة فقد بین.  S. sclerotiorumللفطر 

انتاج الحامض  الدراسةنفسھاان التراكیز العالیة من ایوني الكالسیوم و الفسفور قد ادت الى خفض

ملغم/لتر فیحین لم تسجل التراكیز الاقل من  10.000 -5000عند التراكیزالتي تتراوح ما بین 



ملغم/لتراي تأثیر یذكر على انتاج الحامض .ویعتقد ان للھورمونات النباتیة دوراً في  1000

ك بشكل عام من التقلیل من نمو الفطر على العائل وھذا قد یؤثر كمیا في انتاج حامض الاوكزالی

    قبل الفطر.
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  الفصل الثالث



  Materials&Methodsالمواد وطرائق العمل
  :ةعمل. الأجھزة والمواد المست1 –3

  ): الاجھزة المستعملة :1الجدول (

 العلامة التجاریة الجھاز ت

 .Incubator Lab Tech-KoreaSحاضنة  1

 pH Meter Gallenkamp -  Englandلرقم الھیدروجینيمقیاس ا 2

 Analytical Balance Sartorius - Germanyمیزان حساس 3

 Light Microscope Humascope- Germanyمجھرضوئي 4

 .Autoclave Allamerican- U.S.Aمؤصدة  5

 .Laminar flow Lab Tech- KoreaSغرفة تعقیم   6

 .Distiller water Lab Tech–KoreaSتقطیر الماء 7

 Hood Tianjin Taisite- Chinaحجرةتلقیح   8

 PCR Thermal Cycler Cleaver CS – USAجھازالبلمرةالحراري 9

 Centerfuge Hitechجھاز الطرد المركزي 10

 Vortex Thermolyne– USAجھاز رج الانابیب 11

 Electrophoresis Cleaver CS – USAجھاز الترحیل الكھربائي 12

 Magnatic stirrer               Tianjin Taisite- Chinaمحرك مغناطیسي  13

 - Ependroff Tubeانابیب ابندروف 14

 -     PCRTubeانابیب  15

 - Buretteسحاحة زجاجیة 16

  

  

  

  

  

  ) المواد الكیمیائیة2الجدول (



 العلامةالتجاریة المادة ت

 NaoH BDH- Englandھیدروكسید الصودیوم 1

 CH3OH BDH- Englandمیثانول          2

 NaCl BDH- Englandكلورید الصودیوم    3

 C2H5OH BDH- Englandایثانول    4

 HCl BDH- Englandحامض الھیدروكلوریك 5

 K2SO4 BDH- Englandكبریتات البوتاسیوم                                         6

 NH3SO4 BDH- Englandكبریتات الامونیوم  7

 GA3 BDH- Englandحامض الجبرلیك 8

 KMnO4 BDH- Englandبرمنغنات البوتاسیوم                                    9

 PDA                                  HIMEDIA- Indiaوسط أكاردكستروز البطاطا 10
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Trichotheciumrosum 

  

  :ةلمعالأوساط الزرعیة المست -2–3
  Potato Dextrose Agar (PDA)وسط أكاردكستروز البطاطا 2-1- 3

في كمیة كافیة من الماء المقطر و یكمل غم من مسحوق الوسط الجاھز  39حضر بإذابة 

. استعمل ھذا الوسط لتنمیة (HIMEDIA)المصنعةوحسب تعلیمات الشركةلتر  1الحجم الى 

 ً تجاه العوامل البیئیة  S.sclerotirumوكذلك في فحص حساسیة الفطر  ٬الأنواع الفطریة جمیعا

  و الكیمیائیة المستخدمة ضد الفطر.

  وسط حبوب القمح : -2-2- 3

غم من حبوب القمح مع كمیة كافیة من الماء  20حضر ھذا الوسط باضافة بوضع 

دقیقة،  20و لمـــدة جو 15و ضغط  م121ºالمقطر وعقمت بجھاز المؤصدة  بدرجة حرارة 

). ویستخدم ھذا الوسط لانتاج الاجسام 2001الیھ المضاد الحیوي وحسب طریقة محمد، ( اضیفو

  الحجریة للفطر قید الدراسة.

  Potato Sucrose Brothوسط سكروز البطاطا السائل :  -2-3- 3

ائل ( غم  20غم بطاطا ،  PSB(Potato sucrose broth   )200حضر الوسط الس

كروز ،  اء ) .  1س ر م ت لت عة و وزع ي دوارق س ل  250ف ة م دة  بدرج از المؤص ت بجھ عقم

رارة  غط  م121ºح و 15و ض ـدة ج ذ درج 20و لمــ ت لتأخ م ترك ة ث ر .دقیق رارة المختب  ة ح

  ).steven  ،1981ویستخدم ھذا الوسط لاختبار قدرة الفطر على انتاج حامض الاوكزالیك ( 

  MannitolAgar:  وسط المانیتول اكار  -2-4- 3

 K2HPO4  ،0.2غم  Mannitol  ،0.5غم من  10 ھذا الوسط باذابة كل من حضر

في كمیة كافیة من  Agar  مغ CaCO3  ،15غم  NaCl ، 3.0غم MgSO4 .7H2O  ،0.1غم

عقمت بجھاز المؤصدة  و .خلطتالمكونات في دورق زجاجیلتر 1الماء المقطر ویكمل الحجم الى 

و استخدم ھذا الوسط لتنمیة الفطر دقیقة  20و لمـــدة جو 15و ضغط  م121ºبدرجة حرارة 

S.sclerotirum  .وقیاس الاختلاف بالنمو عن الاوساط الاخرى  

  

  Nutrient agar(NA)الاكار المغذي وسط  -2-5- 3



غم من مسحوق الوسط الجاھز المحتویات وحسب تعلیمات الشركة  (39)حضر بإذابة 

 لتر. عقم 1كمیة كافیة من الماء المقطر و ثم اكمل الحجم الى في (HIMEDIA)المصنعة

الوسط .اذاستعمل ھذا دقیقة 20و لمـــدة جو 15و ضغط  م121ºبجھاز المؤصدة  بدرجة حرارة 

  و فحص حساسیتھ تجاه الاختلاف في الاوساط الغذائیة. S.sclerotiorumلتنمیة الفطر 

  CzapeksDox Agarوسط الزابك اكار -2-6- 3

اكار  -غم من الاكار 20)،وذلك باذابة Tuite)1969حضر ھذا الوسط بحسب طریقة  

 30ط و التي تشمل مل من الماء المقطر في دورق زجاجي ، واذیبت باقي مكونات الوس500في 

و  KClغم  0.5و  MgSO4غم  0.5و  K2HPO4غم  1و  NaNO3غم  2غم سكروز و 

مل من الماء المقطر في دورق زجاجي اخر و مزجت محتویات  400في FeSO4غم  0.01

مل  250لتر ثم وزع الوسط على دوارق زجاجیة  سعة  1الدورقین معا واكمل الحجم الى 

واضیف ثم  دقیقة 20و لمـــدة جو 15و ضغط  م121ºجة حرارة عقمت بجھاز المؤصدة  بدرو

  صب الوسط في اطباق بتري لغرض الاستعمال.

حضرت الاوساط السائلةلغرض قیاس كمیة حامض الاوكزالیك المنتج باستعمال الطریقة 

نفسھا و التراكیز التي ذكرت مع مراعاة عدم اضافة مادة الاكار لكي لا تتصلب ، اما وسط 

لتر من الماء  1غم من الدكستروز في  20روز المغذي فتم تحضیره من خلال اذابة الدكست

  المقطر و تم تعقیمھ كما في اعلاه.

  . الصبغات والمحالیل المستعملة:2-7 - 3
  : صبغة اللاكتوفینول أزرق المثیلین   -1

  : ) من المواد التالیةEllis )1994حضرت وفقا الى
 20مل ، حامض اللاكتیك 40غم ، كلیسیرول   20بلورات الفینول  ،غم 0.05المثیلین الأزرق    

  . مل و ماء مقطر .واستخدمت لتصبیغ الفطریات وتثبیتھا لغرض الفحص ألمجھري

 NaOH Solutionمحلول ھیدروكسید الصودیوم – 2

واستخدم لمعایرة  ٬مل ماء مقطر  100غم من ھیدروكسید الصودیوم في  8تم تحضیره من إذابة 

  الھیدروجیني في الوسط ألزرعي.  الأس

  

  

  

  عیاري: 10محلول حامض الھیدروكلوریك  -3



دیل الاس  نعة واستخدم لغرض لتع ات الخاصة بالشركة المص ول حسب التعلیم حضر ھذا المحل

  الھیدروجیني للاوساطالزرعیة المستخدمة في الدراسة.

  عیاري: 0.02محلول برمنغنات البوتاسیوم  -4

م 0.316حضر باذابة  اء المقطر ث ن الم ة م ة كافی ي كمی ات البوتاسیوم ف ن مسحوق برمنغن غم م

ك  100اضیف الى  ة حامض الاوكزالی دیر كمی مل من الماء المقطر واستخدم ھذا المحلول في تق

  المنتج من قبل الفطر.

  :PCRة في تقنیة لمعلیل المستاالمواد و المح -3-3
 BufferTrise– EDTA(TBE)محلول - 1

ول الم تخدم المحل ركة اس ن ش ز م ة  promegaجھ ول بدرج ظ المحل ة. حف ین ˚25الامیركی م لح

  الاستعمال.

 M)(EDTA(Ethylene Diamine Tetra Acetic Acid 0.5محلول ( - 2

و حضر المحلول  BDH- Englandالمجھزة من قبل شركة  EDTAاستخدمت مادة 

مل وضبط الرقم  50مل من الماء المقطر و اكمل الحجم الى  40في  EDTAغم من  9.3باذابة 

  م.˚4ثم عقم وحفظ بدرجة حرارة  8الھیدرروجیني الى 

 Master Mixخلیط تفاعل البلمرة   - 3

  و التي تضمنت المكونات التالیة Bioneerاستخدمت العدة المجھزة من شركة 

  انزیم البلمرةTop DNA polymerase 

 DeoxyNucleotides Triphosphate من ي تتض ن 250والت ل م ولاً لك     میكروم

)dTTP, dCTP, dGTP, dATP.( 

 10  ملي مول منTrise – Hcl (9.0pH)  

 30  ملي مول منKCl 

 1.5  ملي مول منMGCl2 

 Stabilizer and Tracking Dye 

  DNAExtarction kit محالیل استخلاص الحامض النووي الرایبوزي - 4

  والتي تضمنت ما یأتي Promegaاستخدمت عدة استخلاص مجھزة من شركة

 DNA Rehydration Solution 

 Protein Precipitation Solution 

 Cell Lysis Solution 



 Nucleic Lysis Solution 

 RNAS Solution 

 lyticaseانزیم -

ل شركة  ن قب ز م زیم المجھ وي US- Biologicalاستخدم الان دار الخل لغرض تكسیر الج

  لخلایا الفطر.

  Isopropanolایزوبروبانول -

  70ایثانول  %  -

  Electrophoresisواد و المحالیل المستعملة في الترحیل الكھربائي الم-3-4

ول  - ز TBE) (Trise-Borate EDTA Bufferمحل ول المجھ استخدم المحل

 . Promegaمن شركة 
  Ethidium Bromide)0.5محلول صبغة برمیدالاثیدیوم ( %  -

 DNA Loading Bufferمحلول التحمیل -

 Bioneerشركة المجھز من bp(Ladder DNA 100محلول ( -

 Agarose Gel Preprationھلام الاكاروز -

لالة -3-5 وع الس ن ن ف ع خیم للكش ة التض ي عملی تخدم ف ذي اس اص ال ادئ الخ الب

  S.sclerotiorumللفطر 
دول ( ي الج ین ف ادئ المب تخدم الب ة  3اس ة الجینی اص للقطع ل الخ د التسلس ي تحدی ) ف

)(ERICEntrobacterial Repetitive IntergenicاوفقSafaie ) ھ ) 2012و جماعت

  Alpha DNAوالذي جھز من قبل شركة 

  ) : البادئ المستخدم في الدراسة 3الجدول (

Size of 

product 
Anneling 

Temp. 

Length 

(BP) 

Nucleotide sequence Primer  

270-4300 

Kb 
45 C 22 F-5'-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3' ERIC  

Primer 45 C 22 R-5'-ATGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3' 

  

  

  

  عزل الفطر وتنقیتھ: -3-6



من نباتات الباذنجان المصابة بالفطر من مناطق مختلفة،  S. sclerotirumتم عزل وتنقیة الفطر 

شملت البیوت البلاستیكیة في كلیة الزراعة في ابي غریب ببغداد ،و كذلك من البیوت البلاستیكیة 

، و بعد عزلھا و تشخیصھا وفقاً لما 2012نون الثانیمن عام التابعة لقضاء المسیب في بابل في كا

). وجد 2008( Methaو  Saharan) و 1985( و اخرون Tariq) و Kohn )1979اورده 

) لغرض 2011انھا تعود الى نفس النوع، تم اكثار الفطر على وسط الحنطة كما جاء في محمد، (

ء التجارب. و قبل زراعة الاجسام الحجریة ، انتاج الاجسام الحجریة و الاحتفاظ بھا لحین اجرا

یتم غسلھا بالماء العادي، و من ثم تعقیمھا سطحیاً بغمرھا لمدة ثلاث دقائق بمحلول الكلوراكس 

% ، ومن ثم غسلھا عدة مرات بالماء المقطر المعقم ، و تجفف على اوراق 0.06التجاري 

  ترشیح معقمة. 

  -:PCRمالتقانةالـتشخیص سلالة الفطر جزیئیا باستع -3-7

  و تنقیتھ DNAاستخلاص الحامض النووي  -اولا
ة ( ا و استخدام 2010و اخرون ، Munoz– Cadavidاذ اتبعت طریق دیل علیھ د التع ) بع

  لتكسیر الجدار الخلوي للفطر. و كما یلي:  Lyticaseانزیم 

ولمدة خمسة ایام وبدرجة  PDAعلى وسط  S.sclerotiorumتنمیة الفطر  - 1

ملم من مستعمرة الفطر الى انبوب ابندروف  10، ثم نقل قرص بقطر  2±م ˚18حرارة

 ثم سحق بواسطة عیدان خشبیة. EDTAمایكرولیتر من  293حاوي على 

یف - 2 ن  7.5اض ایكرولیتر م زیم 20م ل ان م/ م ف  Lyticaseملغ ك بلط ع التحری م

  لغرض المزج 

زی 60- 30لمدة ˚37حضنت العینات بدرجة  - 3 وم الان ي یق ة لك م بتحطیم الجدار دقیق

  الخلوي ، ثم بردت بدرجة حرارة الغرفة.

 دورة /دقیقة لمدة دقیقتین و ازیل الرائق. 14000نبذت مركزیا بسرعة  - 4

ل  300اضیف  - 5 ول التحل ن محل ل Nuclei Lysis Solutionمایكرولیتر م ى ك ال

 انبوبة ابندروف الحاویة على الراسب و حركت بلطف لغرض المزج.

یف  - 6 ایكرولی 100اض ات م یب البروتین ول ترس ن محل  proteinتر م

precipitatio solution ائي ازج الكھرب طة الم داً بواس ب جی ت الانابی ، و مزج

vortex mix  ثانیة.  30لمدة 

اً بسرعة  - 7  14000تركت العینات على الثلج لمدة خمس دقائق ، بعدھا نبذت مركزی

 د/دقیقة لمدة ثلاث دقائق.



ى  - 8 اوي عل ق الح ل الرائ ب ا DNAنق ى انابی ة ال ة دقیق طة ماص تخلص بواس لمس

 مایكرولیتر من الایزوبوبانول. 300ابندروف نظیفة ومعقمة حاویة على 

ور  - 9 ف لحینظھ رات بلط دة م ب ع ت الانابی ذت DNAقلب م نب یط. ث بھ الخ كل یش بش

ى ورق  14000مركزیا بسرعة  ب عل ت الانابی د/دقیقة لمدة دقیقتین. ثم ازیل الرائق وقلب

ة. اف معقم یف  نش ن %  300اض ایكرولیتر م ل  70م رات لغس دة م ت ع انول وقلب ایث

DNA .المترسب 

 د/دقیقة لمدة دقیقتین ثم ازیل الایثانول برفق. 14000نبذت مركزیاً بسرعة بسرعة  -10

 دقیقة لغرض تجفیف الراسب.  15-10قلبت الانابیب على ورق نشاف معقمة لمدة  -11

 .solutionDNA Rehydrationمایكرولیتر من محلول 50اضیف -12

دة DNAلنتقیة RNase Solutionمایكرولیتر من  1.5اضیف -13 ب لم . ثم مزجت الانابی

دة  ا لم ذت مركزی م نب ي  5ثانیتین بواسطة المازج الكھربائي ، ث ائل المتبق ع الس وان لجم ث

 دقیقة. 15م لمدة ˚ 37على جدران الانبوبة و حضنت بدرجة حرارة 

  . Rehydrate DNAدقیقة لعمل  60م و لمدة ˚65حضنت الانابیب بدرجة  -14

  )DNA(الاوكسجین الكشف عن الحامض النووي منقوص  -ثانیا 
ائي  ل الكھرب ة الترحی تخدمت تقنی ز Electrophoresisاس اروز بتركی لام الاك تعمال ھ %  1باس

  للكشف عن الحامض النووي منقوص الاوكسجین و استعملت المحالیل:

Agarose, TBE buffer, Ethedium bromide, DNA Marker, 

Bromophenolblue ـ ن ال ف ع م الكش ـل DNA.وت ن قبـ رت م ي ذك ة الت ب الطریق بحس

Sambrook  )و1989واخرون (Al-azawy)،2011:والتي تتضمن ثلاث مراحل(  

A -  تحضیر ھلام الاكاروزPrepration of Agarose Gel 

 في بیكر  TBEمل من دارئ  100وضع  -

 لدارئ.اضیف غرام واحد من الاكاروز الى ا -

 الى حد الغلیان و ذوبان جمیع المكونات. Microwaveوضع الدارئ على الـ  -

 م˚60-50رفع الھلام من التسخین و ترك لیبرد حتى  -

  

 

B -   تحضیر قالب ھلام الاكاروز 

 وضع المشط في احدى نھایتي قالب الھلام  -



ن  - اروز و م ع تسرب الاك صب الاكاروز بعد سد نھایتي القالب بشریط لاصق لمن

 م ترك لیبرد بدرجة حرارة المختبر ث

  وضع القالب في تجویف جھاز الترحیل الكھربائي بعد رفع المشط من قالب   -

  . TBE bufferالھلام بعنایة ومن ثم ملء تجویف بمحلول دارئ 

C-  تحمیل الـDNA  على قالب ھلام الاكاروز  

ایكرولیتر  3مایكرو لیتر من الحامض النووي منقوص الاوكسجین الى  9اضیف  - م

 وثم وضع المزیج في حفر الھلام. Loading Dye DNAمن صبغة 

رك  100فولت وبتیار  70شغل جھاز الترحیل الكھربائي بفرق جھد  - ملي امبیر و ت

 سریان الصبغة الى الجانب الاخر من قالب ھلام الاكاروز.

وق البنفسجیة - دة الاشعة ف ى وح اروز عل  UV بعد اكتمال الترحیل وضع ھلام الاك

زم  ت ح ة  DNAوفحص زم برتقالی كل ح رت بش ث ظھ بغة حی ع الص ة م المتداخل

 اللون.

  Polymerase Chain Reactionطریقة عمل تفاعل البلمرة المتسلسل  -ثالثاً 

 EntrobacterialRepetitiveلتضخیم المنطقة المعروفة باسمPCRاستخدمت تقنیة   

Intergenicي الج ا ف ذكور انف ادئ الم تخدام الب م 3دول (باس ل بحج ة العم ت طریق ). اذ اجری

µl20 ) 4و كما موضح في الجدول (  

  تفاعل البلمرة المتسلسلمواد ):4الجدول (

 الحجم(مایكرولیتر) المواد

Master Mix 5 

Primer Forward 2.5 

Primer Reverse 2.5 

DNA 5 

Nuclease- Free Water  20اكمل الحجم الى 

Total 20 

  
    



ال   د اكتم زي  بع رد المرك از الط طة جھ ا بواس ات مركزی ردت العین ا ط افات جمیعھ الاض

ب  رة الحراري PCRالخاص بانابی از البلم ى جھ ت ال وضبط PCR Thermal Cyclerونقل

  ) :5الجھاز على البرنامج التالي في الجدول(
  ) : برناج جھاز البلمرة الحراري5الجدول (

 عدد الدورات الزمن الحرارة (م) خطوات  ت

1 Initial Denaturation 95˚ min2 1 

2 Denaturation 94 ˚ min1   

35 3 Annealing 72˚ min 1.5  

4 Elongation 72˚ 2 min 

5 Final Extention 72 ˚ min8 1 

  

  الترحیل الكھربائي للناتج : -رابعاً 
م استخدمت الطریقة السابقةنفسھا للكشف عن ناتج عملیة التضخیم ولكن استخدم ھلا

لغرض bp(Ladder DNA 100%. مع استخدم محلول ( 1% و لیس  1.5الاكاروز بتركیز 

  المقارنة.
الاجسام  انتاجتأثیر بعض العوامل البیئیة والكیمیائیة في نمو الفطر و -3-8

  :الحجریة 
  -:الحرارة درجة -3-8-1

إلى  Cork borerملم بوساطة ثاقب الفلین  5، تم نقل قرص بقطر PDAبعد تصلب الوسط

أیام  5و بعمر  PDAالنامي على وسط S. Sclerotiorumوسط الطبق من مزرعة الفطر

وبمعدل اربع ٬م˚30و  25،  20،  15،  10بدرجات الحرارةبعدھا حضنت الأطباق جمیعھا 

یوما . و تم قیاس قطر المستعمرة النامیة (معدل قطرین  12و لمدة مكررات لكل مستوى

ئج ، وحسب معدل النمووكذلك حساب عدد و حجم الاجسام الحجریة متعامدین)،  و سجلت النتا

  .النامیة على الوسط

  

  

  

  



  -:pHالـ-3-8-2

من خلال إضافة بضع  10.5و pH3.5  ،4.5  ،5.5 ،6.5 ،7.5  ،9استعملت مستویاتعدة من 

إلى وسط  10Nبتركیز  HClأو بضع قطرات من  ٬ 10Nبتركیز  NaOHقطرات من القاعدة 

PDA باستخدام جھاز قیاس الرقم و تم قیاسھا م وفي ظروف معقمة °40برد إلى  بعد إن

). Rai ،1971و  Agnihotrو بمعدل اربع مكررات لكل مستوى( pH Meterالھیدروجیني 

إلى وسط  Cork borerملم بوساطة ثاقب الفلین  5و بعد تصلب الوسط، تم نقل قرص بقطر 

بعدھا حضنت الأطباق جمیعھا  ٬أیام  5و بعمر  PDAالطبق من مزرعة الفطرالنامي على وسط 

. و تم قیاس قطر المستعمرة النامیة و سجلت النتائج ، 2± م ˚18یوماوًبدرجة حرارة  12لمدة 

وحسب معدل النمو القطري(معدل قطرین متعامدین)، وكذلك حساب عدد و حجم الاجسام 

  الحجریة النامیة على الوسط تحت تأثیر الظروفنفسھا اعلاه

  -:نوع الوسط الغذائي -3-8-3
و الفطر ي نم ذائي ف  .Sاعتمدت عدة انواع من الاوساط الغذائیة  لدراسة تأثیر الوسط الغ

sclerotiorum ار ك اك ط الزاب ي وس ار   CzapeksDox Agarو ھ انیتول اك ط الم ،وس

AgarMannitol وسط اكار دكستروز البطاطا ،Potato Dextrose Agar ار و وسط الاك

رة Nutrient  agar  (NA)(المغذي  ي الفق ا ف ي )2–3و التي حضرت كم وصبت الاوساط ف

ل قرص بقطر  م نق د تصلب الوسط ت ل وسط  وبع ع مكررات لك ع ارب م  5اطباق بتري وبواق مل

ي ب الفلین طة الثاق ة  Corkborerبواس ن مزرع ق م ط الطب ى وس إل

ر ط S.sclerotiorumالفط ى وس امي عل ر  PDAالن ام  5و بعم دھ ٬أی اق بع نت الأطب ا حض

دة °2±18جمیعھا بدرجة حرارة  وم( 12م و لم اس قطر 1997و اخرون ،  Ragabی م قی ) .و ت

ة  تعمرة النامی ر المس اب قط ائج بحس جلت النت دین)، و س رین متعام دل قط تعمرة النامیة(مع المس

  وحساب الاجسام الحجریة لكل وسط ومراحل تكونھا .

  -:نوع وتركیزالعناصر المغذیة-3-8-4
ة  ا ز الملحی ن التراكی تویات م ة مس تعملت خمس ، 104،  103، 102، 10س

ات105 ة للنب لاح المغذی ن الام دد م ع K2SO4وCaCo3  ،(NH4)2SO4ملغم/لترلع ع ارب وبواق

اء المقطر و  100مكررات لكل مستوى وذلك بإذابة  ن الم غم من مسحوق الملح في كمیة كافیة م

ى  م ال ل الحج م اكم ن ث م ع 1م ن ث ر، وم ز لت ى التراكی ول ال ین الوص ات لح ن التخفیف دد م ل ع م

ر  ذي یتغی دروجیني للوسط ال ایرة الاس الھی اة مع ى الوسطمع مراع م اضافتھا ال المطلوبة ومن ث

ا Shahzad ،2004و  Hassanبفعل وجود الاملاح القاعدیة والحامضیة ( م تعقیمھ م ت ن ث ) وم



رارة  ة ح د درج دة عن از المؤص غط 121ºبجھ و 1.5م و ض دة ج ة  20و لم لب دقیق د تص و بع

ل قرص بقطر  م نق ین  5الوسط، ت ب الفل م بوساطة ثاق ن  Cork borerمل ق م ى وسط الطب إل

ر ة الفط ط S. sclerotiorumمزرع ى وس امي عل ر  PDAالن ام  5و بعم نت  ٬أی دھا حض بع

تعمرة النام 12م و لمدة °2±18الأطباق جمیعھا بدرجة حرارة  اس قطر المس م قی اً . و ت ة و یوم ی

سجلت النتائج ، وحسب معدل النمو القطري(معدل قطرین متعامدین)، وكذلك حساب عدد و حجم 

  الاجسام الحجریة النامیة على الوسط تحت تأثیر الظروفنفسھا اعلاه. 

  -:منظمات النمو النباتیة نوع وتركیز–3-8-5

  GA3حامض الجبرلیك -1

ك   امض الجبرلی ب ح ن المرك تویات م ة مس تعملت خمس ،  GA3:50 ،100 ،150اس

200,250ppm ، ع مكررات ع ارب ات وبواق ى النب ز المستخدمة عل اذتمت الاضافةبنفس التراكی

ن  0.5لكل مستوى وذلك باذابة ة م ة كافی ي كمی ن المركبف ة NaOHغم م ز  لغرض الاذاب المرك

ات 1ومن ثم اكمال الحجم  الى  ن التخفیف دد م ل ع م عم ن ث اء المقطر وم ر باستخدام الم لحین  لت

تم اضافتھا  Millipore filter 0.22الوصول الى التراكیز المطلوبة و تم التعقیم باستخدام  ، وی

ھ Al-Masriمایكرولیتربعد تصلب الوسطوحسب طریقة 100الى الوسطبواقع  (2002)و جماعت

ین  5و تم نقل قرص بقطر  ب الفل م بوساطة ثاق ن مزرعة  Corkborerمل ق م ى وسط الطب إل

ر ط S.sclerotiorumالفط ى وس امي عل ر  PDAالن ام  5و بعم اق  ٬أی نت الأطب دھا حض بع

رارة  ة ح دة °2±18بدرج رین  12م ولم دل قط تعمرة النامیة(مع ر المس اس قط م قی وم . و ت ی

ام  دد و حجم الاجس ذلك حساب ع و القطري وك دل النم متعامدین)، و سجلت النتائج ، وحسب مع

  الحجریة النامیة على الوسط .

 SAالسلسالیكحامض  -2

الیك   امض السلس ب ح ن المرك تویات م ة مس تعملت خمس ،  SA :50 ،100 ،150 اس

ة 250و200 ر باذاب ذي حض ر وال م / لت ن   0.25ملغ ة م ة كافی ي كمی ن المركبف م م غ

NaOH) ز ى  2المرك م  ال ال الحج م اكم ن ث ة وم رض الاذاب اري)  لغ اء  1عی تخدام الم ر باس لت

ى مل 250المقطرللحصول على تركیز ول ال ات لحین الوص ن التخفیف دد م غم /لتر،ومن ثم عمل ع

تخدام  یم باس م التعق ة و ت ز المطلوب ى  Millipore filter 0.22التراكی افتھا ال م اض ، وت

ل مستوى  100الوسطبواقع  مایكرولیترمن المحلول ،بعد تصلب الوسطو بواقع اربع مكررات لك

ة ب طریق ھ Al-Masriوذلكحس م نق(2002)و جماعت ر ، ث رص بقط ب  5ل ق اطة ثاق م بوس مل

ن مزرعة الفطر Cork borerالفلین  ق م ى وسط S.sclerotiorumإلى وسط الطب امي عل الن

PDA  ا بدرجة حرارة  ٬أیام  5و بعمر دة °2±18بعدھا حضنت الأطباق جمیعھ وم .  12م ولم ی



ائج ،  دین)، و سجلت النت دل قطرین متعام ة (مع تعمرة النامی دل و تم قیاس قطر المس وحسب مع

  النمو القطري وكذلك حساب عدد و حجم الاجسام الحجریة النامیة على الوسط .

  -تقدیر كمیةحامض الاوكزالیك المنتج من قبل الفطر:-3-9
ائل  حسب  PDB) (Potato Dextrose Brothحضر الوسط بطاطا دكستروز الس

ة  وsteven )1981طریق اد الحی ھ المض یف الی ار، اض افة الاك دون اض ول       ) ب ي الكلورمفینیك

 )Chloramphenicol 121ملغم/ لتر. عقم بدرجة حرارة  250) بمعدلº 15م و تحت ضغط 

ع  250، ثم صب الوسط في دوارق سعة كل منھا دقیقة  20جو لمدة  ل بواق ل / دورق ،  100م م

راص بقطر  ل دورق بخمسة اق ي ك ل وسط زرعي ف  1و بواقع خمس مكرراتلكل معاملة، لقح ك

ر س تعمرة بعم ن مس ة و  5م ، وم روف البیئی أثیر الظ ة بت ارب الخاص ذ التج رض تنفی ام، و لغ ای

  الكیمیائیة بكمیة حامض الاوكزالیك ملغم/ لتر المنتج و كما یلي :

   -اولاً:

لدراسة تأثیر درجات الحرارة، حضنت الدوارق الحاویة على الوسط السائل الملقح  - 1

 م .35º، 30، 25، 20بدرجات حرارة یوم  12لمدة S.sclerotiorumبفطر 

بتركیز  NaOHلدراسة تأثیر الرقم الھیدروجیني،تماضافة بضع قطرات من القاعدة  - 2

ن 10 رات م ع قط اري او بض ز  HClعی ع 10بتركی ي م ط الزرع ى الوس اري ال عی

ـ ن ال تویات  م ى مس ول عل دة  للحص تعمال المؤص ل باس یم المحالی اة تعق  مراع

pH3.5 ،5.5   ،7.5  تعمال 9.5 و ة وباس روف  معقم ت ظ  pHوتح

meter)Agnihotr وRai  ،1971  دة نت لم لاه ،وحض ي اع ا ف یح كم م التلق )، ت

 م.°2±18یوما بدرجة حرارة   12

رة  - 3 ي الفق ا ف ائلة كم اط الس رت الاوس ذي : حض ط المغ وع الوس اثیر ن ة ت  2-3لدراس

یح راء التلق اط واج یم الاوس اة تعق ع مراع ار ، م افة الاك دون اض لاه   ب ي اع ا ف كم

 م.°2±18یوما بدرجة حرارة   12وحضنت لمدة 

وم  - 4 ات الامونی تعملت كبریت ة : اس لاح المغذی أثیر الام ة ت ) ، و NH4)2SO4لدراس

یوم  ات الكالس یوم  CaCO3كاربون ات البوتاس دة K2SO4 وكبریت ى ح ل عل ، ك

ـز  ول ا 5 10 و4 10   ،3 10 ، 0وبالتراكیـ م تحضیر المحل ر . وت لاساس ملغم/لت

Stock solution 10 5ة جزء بالملیون وذلك ب ح الجاف 100وزن إذاب ن المل غم م

ھ  1واكمل الحجم الى في كمیة كافیة من الماء المقطر  لتر بالماء المقطر ، وعملت من

دیل  و  Shahzad ،(2004و  Hassanالوسط (  pHبقیة التراكیز، مع مراعاة تع



دة تعقیم المحالیل باستعمال المؤصدة.تم  ا   12التلقیح كما في اعلاه ،وحضنت لم یوم

 م.°2±18بدرجة حرارة  

) بنفس مدى التركیز GA3لدراسة تأثیر منظمات النمو : استعمل حامض الجبرلیك(  - 5

ن 0.5المستعمل على النباتات ، وحضر باذابة  ة م غم من حامض الجبرلین بكمیة قلیل

NaOH  ر اء المقط ر بالم ى لت م ال ل الحج ز ،واكم ز المرك ى التركی ول عل ،للحص

ز Stock solutionجزء بالملیون المحلول الاساس 500 ة التراكی ھ بقی ، وعملت من

الیك 250و 0,200,150   Salicylic Acidجزء بالملیون .استعمل حامض السلس

(SA)  رباذابة ات ، وحض ى النبات تعمل عل ز المس دى التركی نفس م ن  0.25ب م م غ

ن  ة م ة قلیل الیك بكمی اء  NaOHحامض السلس ر بالم ى لت م ال ل الحج ز ،واكم المرك

ز  ى التركی ول عل ر ،للحص اس  250المقط ول الاس الملیون المحل  Stockجزءب

solutionاة 250و 200 ، 150 ،  0، وعملت منھ بقیة التراكیز ملغم/لتر . مع مراع

تخدام  ا باس ل كلھ یم المحالی لاه  Millipore filter 0.22تعق ي اع ا ف م التلقیحكم ت

 م.°2±18یوما بدرجة حرارة    12لمدة  ،وحضنت

    -ثانیاً:

ي  ود ف ري الموج زل الفط ن الغ تخلص م غ لل ع التفری ة  م اط الزرعی حت الاوس رش

 ).Smith  ،2004الوسط على ورقةالنشاف (

  -ثالثاً :

ل  Oxalic acidقدر حامض  ن قب  BeerوBateman وفقاً للطریقة الموصوفة م

ون ع 0.02) وذلك بالتسحیح مع 1965،( یاري برمنغنات البوتاسیوم  حتى ظھور الل

ل  اس إن ك ى أس ھ عل امض ل ة الح بت كمی وردي وحس ل1ال ن 0.02م اري م عی

  ملغم من حامض الاوكزالیك . 1.2653برمنغنات البوتاسیوم تعادل 

  1.2653×= الحجم المستھلك من البرمنغناتOxalic Acidكمیة حامض الاوكزالیك
  :التحلیلات الإحصائیة  -10 – 3

 Completely Randomizedاستخدمت تجارب عاملیة بالتصمیم العشوائي التام 

Design (CRD)  وبواقعاربع مكررات ، و حللت النتائجباستخدم اختبار أقل فرق معنوي

L.S.D  2007(الإمام ،  0.05و على مستوى احتمالیة.(  

  

  

  



  Result  Theالفصل الرابع : النتائج 

  -: PCRیئیا باستعمالتقانة الـ تشخیص سلالة الفطر جز-4-1
، اجري اختبار تفاعل  S. sclerotiorumبعد التشخیص المظھري و التأكد من ان الفطر ھو 

واظھرت النتائج ان العزلة تحتوي على  S. sclerotiorumالبلمرة التسلسلي مع عزلة الفطر 

كما موضح في  ) وbp 475عند الموقع ( MCG)الجین المستھدف للسلالة المعروفة باسم (

  ) 1الشكل (

  
  S. sclerotiorumلعزلة الفطر DNA ) الترحیل الكھربائي على ھلام الاكاروز لناتج التضاعف 1الشكل (

  تأثیر بعض العوامل البیئیة والكیمیائیة في نموالفطروانتاج الاجسام الحجریة: -4-2
  درجات الحرارة : 1- 4-2

د فروقات معنویة في مدة حضن الاوساط الزرعیة ) ،وجو6بینت النتائج في الجدول (  

، و سجلت مدة  pH 5.6و  PDAالنامي على وسط S. sclerotiorumالحاویة على الفطر 

سم،ولم یختلف معنویاً عن مدة الحضن  6.0و بواقع الشعاعي للفطر ایام اقل معدلللنمو  5الحضن 

یتضح من الجدول نفسھ ،ان ھناك  سم . و 6.3ایام التي سجلت  10في حین اختلف معنویا عن 7

 .Sفروقات معنویة في معدل درجات الحرارة التي حضنت فیھا المستعمرات الفطریة 

sclerotiorum  سمو التي  0.5م اقل معدل لنمو الفطرو بواقع ˚35، و سجلت درجات الحرارة

ً عن كل  مفي 20º،  15،  10م ، في حین لم تؤثر درجات الحرارة ˚25و  30اختلفت معنویا

م) ، ºمعدل قطر المستعمرة. و وجد ان ھنالك تداخلا بین مدة الحضن (یوم)  و درجات الحرارة (

سم ولم تختلف عن مدة  0.5م اقل معدل لنمو الفطربواقع ˚35ایام بدرجة  5و سجلت مدة الحضن 

Bp500  
Ladder  

Bp400  Ladder  
 

Ladder 100 
Bp 



م ، فیما سجل اعلى معدل لنمو الفطر بتغطیة كامل ˚35یوم بدرجة حرارة  10و  7الحضن 

  م. ˚10،15،20سم)بدا من الیوم الخامس من الحضن وعند درجات 9الطبق( 
 .Sلفطرل(سم) النمو في معدل تأثیرمدة الحضن (یوم) و درجة الحرارة و التداخل بینھما) 6الجدول (

sclerotiorum على الوسطPDA وpH5.6  
  مº الحرارة درجة

 )یوم( الحضن مدة

 المعدل 35 30 25 20 15 10

5 9.0 9.0 9.0 7.7 0.6 0.5 6.0 

7 9.0 9.0 9.0 9.0 1.2 0.5 6.2 

10 9.0 9.0 9.0 9.0 1.8 0.5 6.3 

  0.5 1.2 8.5 9.0 9.0 9.0 المعدل

L.S.D0.05 = 0.56التداخل =              0.32درجات الحرارة =               0.22: مدة الحضن  

السابع من الحضن وبمرحلة فبدأ ظھورھا مع الیوم  Sclerotiaاما الاجسام الحجریة 

م وحتى الیوم العاشر من º 30و  25،  20،  15،  10عند درجات الحرارة  Intiationالبادئات 

الحضانة والذي وصلت في الاجسام الحجریة الى مرحلة التطور و الزیادة في الحجم 

Development  1.0-0.5لتكمل نضجھا في الیوم الثاني عشر وبمعدل قطر طبیعي تراوح بین 

  ) :7م وكما موضح في الجدول (35ºفیما لم تظھر الاجسام الحجریة عند درجات الحرارة  سم

 .Sالاجسام الحجریة للفطر انتاجفي : تأثیرمدة الحضن (یوم) و درجة الحرارة و التداخل بینھما ) 7الجدول (

Sclerotiorum على وسطPDA  وpH 5.6   
  )م( الحرارة درجات

  
 )یوم(الحضن مدة

10 15 20 25 30 35 

5 0 0 0 0 0 0 

7 I. I. I. I. I. 0 

10 D. D. D. D. D. 0 

12 M. M. M. M. M. 0 

 I. مرحلة البادئات D. -   Intiation مرحلة التطورDevelopment- مرحلة النضجMaturation  
 :pHالرقم الھیدروجیني  2-2- 4

ایام عن كل من  5مدة الحضن  ) ، وجود فروقات معنویة في8أظھرتالنتائج في الجدول (  

وعلى  2±18فیما بینھما بدرجة حرارة   10و 7ایام في حین لم تختلف مدة الحضن  10و 7

فروقات 10.5و  pH3.5  ،4.5،5.5 ،6.5 ،7.5 ،9.0 مستویات الـ، ولم تسجل PDAالوسط 



ً عن  pH 5.5معنویة باستثناء  ین مدة ولم یسجل تداخلاب،  6.5و pH 4.5الذي اختلف معنویا

ایام عند  5مدة الحضن باستثناء  pHفي كل مدد الحضن ومستویات الـ  pHالحضن ومستوى الـ

pH7.5 سم. 8.5ویمثل اقل معدل للنمو بواقع  

  
نمو في معدل والتداخل بینھماpH:تأثیرمدة الحضن (یوم)و مستوى الـ)8الجدول (

  مº 2 ± 18بدرجة حرارة  PDAالـ  على وسط(سم) S.sclerotiorumالفطر
pH 

 )یوم(مدةالحضن

 المعدل 10.5 9.0 7.5 6.5 5.5 4.5 3.5

5 8.75 9.00 8.65 9.00 8.50 8.75 8.75 8.77 

7 9.00 9.00 8.65 9.00 9.00 9.00 9.00 8.95 

10 9.00 9.00 8.65 9.00 9.00 9.00 9.00 8.95 

  8.90 8.90 8.80 9.00 8.65 9.00 8.90 المعدل

L.S.D 0.05 مستوى 0.18=  : مدة الحضن،pH  =0.26   = 0.47، التداخل  

  

 5اما انتاج الاجسام الحجریة، فلم تظھر اي اختلاف في مراحل انتاجھا في مدة الحضن 

،  وسجل الیوم السابع من سم 1.0-0.5ایام  عند كل المستویاتوبمعدل قطر طبیعي تراوح بین 

و 6.5،   5.5،  4.5،  3.5تویات عند المس Intiationالحضن ظھور بادئات الاجسام الحجریة 

 ادئات الى مرحلة التطورب، وفي الیوم العاشر من الحضن تم وصول ال 7.5

Development وصولا الى النضج  6.5،   5.5،  4.5،  3.5المستویات عندMaturation 

بقاء الاجسام الحجریة في مرحلة  9.0و  7.5في الیوم الثاني عشر .فیما اظھرت المستویات 

ادئات من دون ان تتطور في نموھا حتى انتھاء مدة التجربة في الیوم الثاني عشر، ولم یسجل الب

  ).9. كما في الجدول (اي ظھور للاجسام الحجریة طیلة مدة التجربة 10.5المستوى 

  

  

  

  

  

  

  



  S. sclerotiorumالاجسام الحجریة للفطر  انتاجفي pHتأثیرمدة الحضن (یوم) ومستوى الـ: 9)جدول (ال

  مº 2±  18بدرجة حرارة   PDAالنامي على وسط 
pH                   

  
 )یوم(الحضن مدة

3.5 4.5 5.5 6.5 7.5 9.0 10.5 

5 - - - - - - - 

7 I. I. I. I. I. - - 

10 D. D. D. D. I. I. - 

12 M. M. M. M. I. I. - 

 I. مرحلة البادئات D. -   Intiation مرحلة التطورDevelopment-   مرحلة النضجMaturation   
 

  نوع الوسط الغذائي: -2-3- 4

ان ھناك فروقات معنویة في مدة حضن الاوساط  ،)10اظھرت النتائج في الجدول (  

ولم تكن الاختلافات معنویة للیوم العاشر فقط ، S. sclerotiorumالزرعیة الحاویة على الفطر

اختلفت معنویا عن الیوم العاشر ، واظھرت بین الیومین الخامس والسابع من الحضن ،  بینما 

اعلى معدل للنمو . ویشیر  PDAالاوساط الغذائیة اختلافات معنویة فیما بینھا واظھر الوسط 

تفوق معنویا عن كل الاوساط  PDAالتداخل بین مدة الحضن ونوع الوسط الغذائي ان وسط الـ 

نموا فطریا في الیومین   MAنیتولالاخرى منذ الیوم الخامس من الحضن .ولم یسجل وسط الما

الخامس والسابع من الحضن ، وفي الیوم العاشر سجل اقل معدل للنمو ولم یختلف معنویا عن كل 

  .NAووسط الاكار المغذي CDAوسط الزابك اكارمن 
 .Sفي معدل نمو الفطر: تأثیرمدة الحضن (یوم ) ونوع الوسط الغذائي و التداخل بینھما ) 10( الجدول

sclerotiorum 2±  18 درجة حرارة عند ºو  مpH 5.6   
 الوسط نوع

  
 )یوم( مدةالحضن

PDA CDA MA NA المعدل 

5 9.00 0.25 0.00 0.62 2.46 

7 9.00 1.75 0.00 1.12 2.96 

10 9.00 2.37 1.25 1.82 3.61 

  1.18 0.40 1.40 9.00 المعدل

L.S.D . 0.05  1.20التداخل =           0.69نوع الوسط =  0.60=: مدة الحضن  
PDA: Potato Dextrose AgarNutrient agar : NA  Czapeks Dox Agar : CDAAgar 

Mannitol : MA  



اما انتاج الاجسام الحجریة فقد بدأت بالظھور بشكل طبیعي وبمعدل قطر طبیعي تراوح 

بك اكار ، في حین نلاحظ تأخر انتاجھا على الوسط الزا PDAعلى الوسط  سم 1.0-0.5بین 

CDA  حتى الیوم العاشر اذ ظھرت بمرحلة البادئات Intiation  لتبلغ مرحلة النمو و التطور

Development  ملم واقل ، في  1عند الثاني عشر باجسام حجریة صغیرة بلغ معدل قطرھا

حین لم یظھر الفطر اي قدرة على انتاج الاجسام الحجریة على بقیة الاوساط. كما في 

  ).11الجدول(
الاجسام الحجریة للفطر  انتاجفي تأثیر نوع الوسط المغذیو مدة الحضن (یوم) و التداخل بینھما:  )11جدول (ال

S. sclerotiorum   2±  18النامي بدرجة حرارة ºو مpH 5.6  

  الوسط نوع
  

 )یوم(الحضن مدة

PDA CDA MA NA 

5 - - - - 

7 I. - - - 

10 D. I. - - 

12  M. D.(s) - - 

I. رحلة البادئاتم D. -   Intiation مرحلة التطورDevelopment-   مرحلة النضجMaturation   

D.(s) ملم 1≤ مرحلة التطور باجسام حجریة صغیرة بقطر  

PDA: Potato Dextrose AgarNutrient agar : NA Czapeks Dox Agar : CDA  

  

4 -2-4- 4SO2)4NH(:  
قات معنویة في مدة الحضن ، وسجل الیوم ) ،وجود فرو12اظھرت النتائج في الجدول (  

واختلف معنویا عن كل من الیومین سم S. sclerotiorum9العاشر اعلى معدل  لنمو الفطر 

الخامس والسابع ، كما توجد فروقات بین التراكیز التي استخدمت في التجربة و سجل الفطر 

ملغم / لتر ، فیما بلغ النمو  102و 10ملغم / لتر ( عینة المقارنة)،  0اعلى معدل لھ عند التراكیز 

سم. كما ان ھنالك تداخلا بین مدة  3.1ملغم /لتربواقع 105اقل مستویاتھ عند التركیز

منذ  الیوم الخامس 102و  10، 0الحضنوالتركیز ، فقد بلغ الفطر اعلى معدلات للنمو عند التركیز

ملغم /  105د التركیزمن الحضن حیث غطى كامل الطبق، في حین سجل اقل مستوى لھ عن

  سم في الیوم الخامس من الحضن. 1.12لتروبمعدل

  

  



 .Sفطرالفي معدل نمو و التداخل بینھما  )4NH(4SO2:تأثیرمدة الحضن (یوم) وتركیز )12(الجدول 

sclerotiorum 2±  18 درجة حرارة عند ºو  مpH 5.6 وعلى وسطPDA.  
  لتر/ملغم التركیز

 )یوم( الحضن مدة

 المعدل 105 104 103 102 10 0

5 9.00 9.00 9.00 4.25 3.00 1.12 5.90 

7 9.00 9.00 9.00 7.00 4.60 2.50 6.85 

10 9.00 9.00 9.00 8.30 6.00 5.75 7.84 

  3.10 4.50 6.50 9.00 9.00 9.00 المعدل

L.S.D 0.05  = 0.82التداخل =            0.47التركیز =  0.33: مدة الحضن  

ً عند 2) والشكل(13ول (ویلاحظ من الجد )، ان انتاج الاجسام الحجریة كان طبیعیا

، في حین تأخرت بالنضج عند  سم -0.51.0وبمعدل قطر طبیعي تراوح بین  102 -0التراكیز 

وھي في مرحلة البادئات ، في حین عجز الفطر عن  12لتصل الى الیوم ملغم / لتر 103التركیز 

  یوماً من الحضن والتي تعتبر نھایة التجربة. 12بعد مرور انتاجھا عند التراكیز الاعلى حتى 

 .Sالاجسام الحجریة للفطر انتاجفي و التداخل بینھما  )4NH(4SO2:تأثیرمدة الحضن و تركیز )13(الجدول 

sclerotiorum على وسطPDA  2±  18 درجة حرارة عند ºو  مpH 5.6  
  لتر/  التراكیزملغم

 )یوم( مدةالحضن
0  10 102 103 104 105 

5 - - - - - - 

7 I. I. I. I. - - 

10 D. D. D. I. - - 

12 M. M. M. I. - - 

I. مرحلة البادئات D. -   Intiation مرحلة التطورDevelopment-   مرحلة النضجMaturation  



  
لحجریة و انتاج الاجسام اS. sclerotiorum) في نمو الفطر 2 SO4(NH4تراكیز مختلفةمن تأثیر):2الشكل(

  یوم من الحضن   12بعد pH 5.6م و º 2±  18عند درجة حرارة   PDAعلى وسط 

A- ملغم / لتر  10تركیز B-   ملغم / لتر102تركیزC- ملغم / لتر 103تركیز  

D-  ملغم / لتر 104تركیز E -  ملغم / لتر 105تركیزCon.-  معاملة سیطرة  

  
4 -2-5- CaCO3:  

وجود فروقات معنویة في مدة الحضن ، وسجل الیوم  )،14بینت النتائج في الجدول (  

سم  8.7الخامس اقل معدل للنمو واختلف معنویا عن كل من الیومین السابع والعاشر بمعدل نمو 

 الذي لم یختلفسم و  8.75ملغم /لتر  10، كما یلاحظ ان اقل معدل للنمو سجل عند التركیز 

/ لتر. بینما لم تسجل بقیة التراكیز اختلافات فیما ملغم102و  10،  0التراكیز من معنویاً عن كل 

بینھا. ولكن لوحظ حدوث تشوه واختلاف مظھري للغزل الفطري اذا یكون ھش عند التراكیز 

ملغم /لتر مع عدم قدرة الغزل الفطري على التجدید و النمو عند اكثاره. 105 و 104العالیة 

سمكان عند  8.25ان اقل معدل لنمو الفطر ف CaCO3اماالتداخل بین مدة الحضن و تركیز  الـ

ملغم / لتر واختلفت عن بقیة التراكیز ، في حین وصل النمو الى   10الیوم الخامس و تحت تركیز

  اعلى معدلاتھ في الیوم العاشر و تحت تأثیر جمیع التراكیز . 

  



 .Sلفطرانمو لافي معدل و التداخل بینھما  CaCO3:تأثیرمدة الحضن (یوم)و تركیز )14(الجدول 

sclerotiorum 2±  18 درجة حرارة عند ºو  مpH5.6 وعلى وسطPDA  
  لتر/ملغم التركیز

  
 )یوم( مدةالحضن

 المعدل 105 104 103 102 10  0

5 8.60 8.25 8.75 9.00 9.00 9.00 8.70 

7 9.00 9.00 9.00 9.00 9.00 9.00 9.00 

10 9.00 9.00 9.00 9.00 9.00 9.00 9.00 

  9.00 9.00 9.00 8.90 8.75 8.86 المعدل

L.S.D 0.05   = 0.37التداخل =          0.21التركیز =    0.15: مدة الحضن   

) ان الاجسام الحجریة كان انتاجھا طبیعیا عند التراكیز الواطئة 15و یتضح من الجدول (

التراكیز العالیة ملغم / لتر  حتى  بدأ انتاجھا یضعف  عند  0فضلا عن عینة المقارنة  102، 10

ملغم / لتر و و في  103تدریجیا، و توقف انتاج الاجسام الحجریة عند مرحلة التطورفي التركیز

)، فیما عجز الفطر عن 3من الحضن الشكل ( 12في الیوم 104التركیز مرحلة البادئات عند 

  ).3ملغم / لتر( نفس الشكل105انتاجھا تحت تأثیر 

 .Sالاجسام الحجریة للفطر انتاجفي CaCO3(یوم) و تركیز تأثیرمدة الحضن ) 15(الجدول 

sclerotiorum على وسطPDA  2±  18 درجة حرارة عند ºو  مpH 5.6  

   لتر/ التركیزملغم

 )یوم( الحضن مدة

0  10 102 103 104 105 

5 - - - - - - 

7 I. I. I. I. - - 

10 D. D. D. I. - - 

12 M. M. M. D. I. - 

I. دئاتمرحلة البا D. -   Intiation مرحلة التطورDevelopment-  مرحلة النضجMaturation  



  
 PDAعلى وسط S. sclerotiorumالاجسام الحجریة للفطر نمو وانتاجفي CaCO3:تأثیرتركیز )3(شكل 

  یوما من الحضن. 12بعد  pH 5.6و  مº 2±  18 درجة حرارة عند 

A  - غزل فطري مشوه للفطرS. sclerotiorum    ملغم/ لتر  105خالي من الاجسام الحجریة عند تركیز B  

  ملغم/ لتر  104التركیز  عند  غزل فطري-   

C–103  غزل فطري مع بادئات الاجسام الحجریة     ملغم/ لتر  

D- تلفة من تخلیق الاجسام الحجریة غزل فطري مع مراحل مخملغم/ لتر 102تركیز  

E-  لفطري مع اجسام حجریة طبیعیةملغم / لتر نمو الغزل ا 10تركیز 

4 -2-6- K2SO4:  

ایام عن  5)،الى عدم وجود اختلاف معنوي في مدة الحضن16تشیرالنتائج في الجدول (

سم ،  7.5ایام ، وسجل اقل معدل لنمو الفطر  10ایام ،في حین اختلفت معنویاً عن مدة الحضن  7

ملغم /لتر قد 105دول نلحظ ان التركیز یوم . ومن نفس الج 10و 7ولم یكن ھناك فرقامًعنویابًین 

سم وقد اختلف عن  1.17معدل لنمو الفطر بواقع اقل اثر معنویاً في نمو الغزل الفطري واعطى 

ملغم /لترالتي لم تظھر أي 104و 103،  102،  10عینة المقارنة ،  0بقیة التراكیز المستخدمة 

تركیز فیشیر الجدول نفسھ الىان اقل معدل اختلاف فیما بینھا. اما التداخل بین مدة الحضن و ال

سم في الیوم الخامس و  0.62ایام حضن و بواقع  5ملغم /لترعند  105للنمو كان عند التركیز 

ملغم /لترومنذ الیوم الخامس من 104و  103،  102،  10،  0اعلى معدل كان عند بقیة التراكیز 

  الحضن.

  



 .Sو التداخل بینھما في معدل نمو الفطر K2SO4مدة حضن (یوم) و تركیز تأثیر):16الجدول (

sclerotiorum  2±  18عند درجة حرارة º م وpH 5.6 وعلى وسطPDA.  
  لتر/ ملغم التركیز

 )یوم( الحضن مدة

 المعدل 105 104 103 102 10  0

5 9.00 9.00 9.00 8.50 9.00 0.62 7.50 

7 9.00 9.00 9.00 9.00 9.00 1.10 7.60 

10 9.00 9.00 9.00 9.00 9.00 1.80 7.80 

  1.17 9.00 8.80 9.00 9.00 9.00 المعدل

L.S.D 0.05  = 0.60التداخل = 0.34التركیز =   0.24:مدة الحضن   

اما انتاج الاجسام الحجریة للفطر لم یتأثر عند مختلف التراكیز المستخدمة في التجربة 

الفطر اجسام حجریة حتى عند الیوم الثاني ملغم / لتر الذي لم ینتج فیھ    105باستثناء التركیز

  ).17عشر و الذي یمثل نھایة التجربة. و كما موضح في الجدول (
 .Sفي تخلیق الاجسام الحجریة للفطرو التداخل بینھما K2SO4:تأثیرمدة حضن (یوم) و تركیز )17(الجدول 

sclerotiorum على وسطPDA  2±  18 درجة حرارة عند º5.6 و رقم ھیدروجیني م  

   لتر/  ملغم التركیز 

 )یوم( الحضن مدة

0  10 102 103 104 105 

5 - - - - - - 

7 I. I. I. I. I. - 

10 D. D. D. D. D. - 

12 M. M. M. M. M. - 

.I مرحلة البادئات D. -   Intiation مرحلة التطورDevelopment-  مرحلة النضجMaturation  
  

وانتاجھ  S.sclerotiorumنمو النباتیة في نمو الفطر نوع وتركیز منظمات التأثیر -3- 4

  للاجسام الحجریة :

  :GA3حامض الجبرلیك - 1

)، ان لحامض الجبرلیك تأثیر في نمو 18اوضحت النتائج في الجدول (  

، و ان ھناك فروقات  2± 18و عند درجة حرارة  PDAعلى وسط  S.sclerotiorumالفطر

یوم ، اذ كان نمو الفطر في اقل  10و  7ایام معنویاً عن  5دة معنویة بین مدة حضن فقد اختلفت م

ً فیما بینھما . و من الجدول  10و 7معدلاتھ عند الیوم الخامس ، فیما لم تظھر مدة  یوم اختلافا



 0ملغم / لتر في نمو الفطر ولم تختلف عن عینة المقارنة  150، 100، 50نفسھ لم تؤثرالتراكیز  

ملغم 250و  200،  150انخفاضا معنویا في نمو الفطر عند التراكیز  ملغم / لتر في حین حصل

/ لتر.اما بالنسبة للتداخل بین عاملي مدة الحضن والتركیز فقد وصل نمو الفطر الى اقل معدلاتھ 

سم في الیوم الخامس فیما كان اعلى معدل لھ عند  3.87بمعدل ملغم / لتر  250عند التركیز

سم والذي یمثل قطر الطبق كاملا . بینما  9ذ الیوم الخامس بواقع من100و  50،  0التراكیز 

ملغم / لتر.وكما و   150من الحضن عند التركیز   10و 7سم في الیومین  9وصل النمو الى 

ملغم / لتر 250یمكن ان نلحظ حدوث اختلاف مظھریفي شكلالغزل الفطریولونھ عند التركیز

  وعدم قدرتھ على التجدید. 

 .S) و التداخل بینھما في نمو الفطرGA3مدة الحضن (یوم)و تركیز حامض الجبریلیك(تأثیر) :18الجدول (

sclerotiorum على وسطPDA   2±  18عند درجة حرارة º م وpH 5.6  

  لتر/ ملغم التركیز

 )یوم( الحضن مدة

 المعدل 250 200 150 100 50  0

5 9.00 9.00 9.00 7.75 5.25 3.87 7.30 

7 9.00 9.00 9.00 9.00 6.75 5.25 8.00 

10 9.00 9.00 9.00 9.00 7.10 7.30 8.40 

  5.47 6.36 8.56 9.00 9.00 9.00 المعدل

L.S.D 0.05= 1.53التداخل = 0.88التركیز = 0.62:مدة الحضن  

  

و تأثر انتاج الاجسام الحجریة بالتراكیز العالیة من الحامض ،حیث تأخر انتاجھا عند  

في  سم   0.5بمعدل اقل من  لتبدأ بالظھور بشكل قلیل جدا وصغیرة الحجم/لترملغم  200التركیز

ملغم/لتر اذ لم تظھر نھائیا  250  الیوم العاشر ،في حین عجز الفطر عن انتاجھا عند التركیز 

یوما،فیما بقیت الاجسام الحجریة في مرحلة البادئات عند  12طوال فترة التجربة التي استغرقت 

فلم یتضح اي تأثیر لھا  ملغم / لتر  150ملغم / لتر ،اما التراكیز الاقل من  200و 150التركیز

  )4) والشكل (19في انتاج الاجسام الحجریة وكما موضح في الجدول (

  

  



 انتاجفي و التداخل بینھما  ملغم /لترGA3:تأثیرمدة الحضن (یوم) و تركیز حامض الجبریلیك) 19(الجدول 

  pH5.6و   مº 2±  18 درجة حرارة عند  PDAعلى وسط S. sclerotiorumالاجسام الحجریة للفطر 
  لتر/ ملغم التركیز    

 )یوم( الحضن مدة

0 50 100 150 200 250 

5 - - - - - - 

7 I. I. I. - - - 

10 D. D. D. I. I. - 

12 M. M. M. I. I. - 

.I مرحلة البادئات D. -   Intiation مرحلة التطورDevelopment-  مرحلة النضجMaturation  
  

  

  
  الاجسام الحجریة للفطر وانتاجفي نموGA3)(حامض الجبریلیكالتراكیز العالیة من :تأثیر)4(الشكل 

S. sclerotiorum على وسطPDA   2± 18عند درجة حرارة º م وpH 5.6 یوما من الحضن. 12عد ب  

A-  ملغم / لتر 250 عند التركیزغزل فطري مشوه  

B-  ملغم / لتر   200مع اجسام حجریة في مرحلة البادئاتتركیز غزل فطري  

C- ملغم / لتر150غزل فطري مع اجسام حجریة في مرحلة البادئاتعند تركیز  

  

  



    :  SAحامض السلسالیك - 2

ایام ، و  7و  5)، عدم وجود فرق معنوي بین مدة الحضن 20یتضح من الجدول (  

لفطر اعلى معدل للنمو عند الیوم العاشر ، فیما كان یوم ، اذ سجل ا 10اختلفت مع مدة الحضن 

ملغم / لتراختلافامعنویا  50سم . و سجل التركیز  2.97اقل معدلا لھ عند الیوم الخامس و بواقع 

) ملغم / لتر، ووصل نمو 0عن كل التراكیز الاعلى في حین لم یظھراختلافا عن عینة المقارنة (

سم على  1.21و 2.45ملغم / لترو بواقع 250و 200زین الفطر الى اقل معدلاتھ عند التركی

ملغم / لتر. اما التداخل بین  50،  0التوالي ، في حین كان اعلى معدل للنمو ھو عند التراكیز 

ملغم / لتر في  50عاملي مدة الحضن والتركیز ،فقد سجل الفطر اعلى معدل نمو عند التراكیز  

عینة المقارنة في نفس مدة الحضن والتركیز، واقل الیوم الخامس من الحضن ولم یختلف عن 

.  اما في من الحضن ملغم / لتر عند الیوم الخامس  250و 150معدل للنمو كان عند التركیزین 

ملغم / لترفي معدل النمو قیاسا  50،100،150الیوم العاشر من الحضن فلم تختلف التراكیز 

  ملغم / لتر.0بمعاملة المقارنة
في نمو ) ملغم / لتر و التداخل بینھما SAأثیرمدة الحضن (یوم) وتركیز حامض السالیسیك (:ت) 20(الجدول 

  pH 5.6و  مº 2±  18 درجة حرارة عند PDAعلى وسط S. sclerotiorumالفطر
  لتر/  ملغم التركیز

 الحضن مدة

 المعدل 250 200 150 100 50  0

5 8.50 9.00 0.12 0.00 0.25 00.0 2.97 

7 9.00 9.00 3.60 5.60 2.12 0.00 3.38 

10 9.00 9.00 8.75 9.00 5.00 3.65 7.40 

  1.21 2.45 4.86 4.15 9.00 8.80 المعدل

L.S.D 0.05  = 1.42التداخل = 0.82التركیز =  0.52:مدة الحضن  

)، فان ھنالك تأثیر لتركیز حامض السلسالیك في انتاج 5)والشكل(21ومن الجدول (

ة فلم تسجل التركیز العالیة من الحامض انتاجاً للاجسام الحجریة و تباطأ ونشوء الاجسام الحجری

ملغم / لتر و لم یتأثر الانتاج الطبیعي للاجسام الحجریة عن عینة  100انتاجھا عند التركیز 

  المقارنة و التراكیز الواطئة من الحامض .
  

  

  



  
 انتاجفي و التداخل بینھماملغم / لتر)SA:تأثیرمدة الحضن (یوم) وتركیز حامض السالیسیك ()21(جدول 

  pH5.6 و  مº 2±  18 درجة حرارة عند  PDAعلى وسط S. sclerotiorumالاجسام الحجریة للفطر 

  لتر/  ملغم التركیز
  

 )یوم(الحضن مدة

0  50 100 150 200 250 

5 - - - - - - 

7 I. I. - - - - 

10 D. D. I. - - - 

12 M. M. I. - - - 

.I  البادئاتمرحلة D. -   Intiation مرحلة التطورDevelopment-  مرحلة النضجMaturation  
  

  
  في نمو  وانتاج الاجسام الحجریة للفطر   SA)التراكیز العالیة من حامض السالیسالیك( تأثیر) 5شكل (

S. sclerotiorum  على وسطPDA   2± 18عند درجة حرارة º م وpH 5.6 یوما من الحضن. 12عد ب  

A-ملغم / لتر250تركیز 

B – ملغم / لتر200تركیز  

C–  ملغم / لتر 150تركیز  

D– ملغم / لتر100تركیز 

E- ملغم / لتر50تركیز  



Con.-  0 (معاملة سیطرة) ملغم / لتر  

  

  

  -المنتج من قبل الفطر: Oxalic Acidتقدیر كمیة حامض الاوكزالیك  4 -4
  بتأثیر العوامل البیئیة: -  4-1- 4

) ،ان ھناك تأثیرا معنویا لدرجة الحرارة ، اذ ارتفعت 22ائج في الجدول (اظھرت النت  

م ، وسجل الحامض اعلى انتاج لھ كان 25ºكمیة الحامض المنتج عند ارتفاع درجة الحرارة الى 

ً عند زیادة دراجات الحرارة  7.46عند ھذه الدرجة بمعدل  ً واضحا ملغم .فیما سجل انخفضا

  ملغم . 0.00م بواقع ˚35و  30عند درجة حرارة لیسجل اقل معدل لانتاجھ 

فقد كان لھ تأثیر معنوي في انتاج الفطر لحامض الاوكزالیك ، فقد  pHاما مستوى الـ

ً عند كل من  pH 5.5سجل اعلى انتاج عند مستوى  و  7.5.في حین لم یكن الاختلاف معنویا

pH 9.5  ء الوسط  في حین لم ینمو الفطر على الاوساط السائلة بإستثناPDB  السائل و كما

  ). 22موضح في الجدول (
في كمیة حامض الاوكزالیك المنتج (ملغم) من قبل  pHم ونوع الوسط و الـº:تأثیر درجة الحرارة )22جدول (

  S.sclerotiorumالفطر

  الحرارة

Cº 

  كمیةالحامض

Mg 

pH  

 

  كمیةالحامض

mg 

  كمیةالحامض الوسط نوع

Mg 

Cont.(20) 6.43 5.5 6.43 PDB 6.43 

25 7.46 3.5 3.4 CDB 0.00 

30 0.00 7.5 1.77 MB 0.00 

35 0.00 9.5 1.45 NB 0.00 

 1.6 المعدل 4.57 المعدل 3.18 المعدل

L.S.D 2.776 L.S.D 8.27 L.S.D 4.48 

 

  

  

  

  

  



  

  بتأثیرالعوامل الكیمیائیة:4-2- 4

ض المنتج من قبل ) ،ان ھناك انخفاضا معنویا في كمیة الحام23یتضح من الجدول (  

و تحت تأثیرتراكیز مختلفة من الاملاح المختلفة، و سجل ملح S. sclerotiorumالفطر 

CaCO3ملغم، فیما كان اعلى معدل لانتاج الحامض ھو على  1.6اعلى تأثیرا ،اذ بلغ اقل معدل

بلغ اقل . كما وان ھنالكتأثیرا معنویاللتركیز في انتاج الحامض ، فقد K2SO4الوسط الحاوي على 

ملغم ، في حین ان اعلى معدل 1.52بواقع ملغم / لتر 105معدل لانتاج الحامض عند التركیز

ملغم / لتر 103والتي اختلفت معنویا عن  التركیز  )0نة المقارنة (لانتاج الحامض كان عند عی

عند .ومن الجدول نفسھ نلاحظ تأثیر التداخل لعاملي نوع الملح و التركیز،اذ بلغ اعلى قیمة 

ملغم، فیما كان اقل معدل عند  7.08)بكمیة انتاج NH4)2SO4ملغم/ لتر لـ 103التركیز

)اللذین لم یحصل انتاج للحامض NH4)2SO4 و CaCO3ملغم/ لتر لكل من الملحین105التركیز

  فیھما . 

 .Sالفطر:تأثیر نوع الملح و التركیز و التداخل بینھما في كمیة الحامض ملغم المنتج من قبل )23جدول (

sclerotiorum  2±  18عند درجة حرارة º م  وpH 5.6  

  لتر/ملغم التركیز

 الملح نوع

 المعدل 105 104 103 0

CaCO3 6.43 0.00 0.00 0.00 1.60 

K2SO4 6.43 4.60 4.55 4.57 5.03 

NH4)2SO4( 6.43 7.08 2.95 0.00 4.11 

  1.52 2.50 3.89 6.43 المعدل

0.05 L.S.D.  1.60التداخل =   0.80الاملاح =              0.92= : التركیز  

  تأثیر منظمات النموالنباتیة : -4-3- 4

 .S)، ان كمیة حامض الاوكزالیك المنتج من قبل الفطر24اظھرت النتائج في الجدول (

sclerotiorum قد تأثرت بنوع منظم النمو فقد كان حامض الجبرلیك ھو الاكثر تأثیراً في انتاج

وكزالیك من قبل الفطر اذ انخفضت كمیة الحامض المنتج تحت تأثیر حامض حامض الا

الجبرلیك بشكل اكبر مما ھو علیھ بالنسبة لحامض السلسالیك ، اما بالنسبة الى التراكیز المضافة 

ملغم / لتر التأثیرالاكبر ، وسجل الفطر اقل كیمة 200من منظمات النمو النباتیة فشكل التركیز

ملغم / لتر( عینة المقارنة) و تلاه التركیز  0ند ھذا التركیز ، بینما كان التركیز انتاج للحامض ع

ملغم 250ملغم / لتركأعلى كمیة انتاج. ومن التداخل نلحظ ان حامض الجبرلیك عند التركیز 150



/ لترسجل اقل مستوى لانتاج الحامض اذ لم یتمكن الفطر من انتاجھ بشكل كامل و اختلفت معنویاً 

ملغم / لتر 150ل التراكیز الأخرى ، ومن جھة اخرى فقد كان اعلى انتاج ھو عند التركیزعن ك

  لحامض السلسالیك. 

:تأثیرنوع منظم النمو والتركیز (ملغم / لتر) و التداخل بینھما في كمیة  الحامض المنتج )24جدول (ال

  pH 5.6م  و 2º ±18عند درجة حرارةPDAعلى وسط الـ  S. sclerotiorumمن قبل الفطر (ملغم)
  لتر/  ملغم التركیز

 النمو منظم نوع

 المعدل 250 200 150 0

GA32.17 0.00 1.14 1.13 6.43 الجبریلیك حامض 

SA4.73 3.50 2.30 6.70 6.43 السالیسالیك حامض 

  1.75 1.72 3.91 6.43 المعدل

L.S.D. 0.05 =0.20التداخل =  0.10منظم النمو =    0.14:التركیز  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  



  الخامس الفصل

     The Discussionالمناقشة

 :PCRالتشخیص باستخدام تقنیة  5-1
م   ة باس ة المعروف ا للمنطق ادئ متخصص ان الب ة وك ة موجب ة نتیج ة الفطری رت العزل اظھ

)(ERIC1REntrobacterial Repetitive Intergenic) وللسلالةMCG ع ) وضمن الموق

)475 Bpائج ) وھذ ذه النت ا مایجعل النتیجة مؤكدة ومتوافقة مع تشخیص الفطر مظھریا. وتتفق ھ

ع 2012و جماعتھ (Safaieمع ماذكره ا تق ر انھ )عند استخدام البادئنفسھ للقطعة الجینیة و التي ذك

  ).Bp 4300-270ضمن المدى (

  حجریة:تأثیر بعض العوامل البیئیة والكیمیائیة في نموالفطروانتاج الاجسام ال-5-2
  درجة الحرارة : 2-1- 5

تعد درجة الحرارة من اھم العوامل البیئیة المؤثرة في معدل نمو الفطروتكاثره ، ولكل   

بشكل ملحوظ  عند S. sclerotiorumفطر مدى حراري مفضل للنمو و التكاثر ، و یتأثرالفطر 

. واظھرت )1995 و اخرون ،  Dillardحدوث ارتفاع او انخفاض عن المدى المفضل لھ (

م مفضل للنمو و انتاج 25º-10مدى حراري یتراوح من S. Sclerotiorumالنتائج ان للفطر

 Dohrooم بشكل كامل . وھذا یتفق مع ما ذكره35ºالاجسام الحجریة ، یتوقف نموه عند 

)اذ بینا ان نمو الفطر وانتاجھ للاجسام الحجریة یكون باعلى معدلاتھ عن درجة Coung)2006و

م. كما  تتفق مع ما 35ºم لیتوقف عند 25ºم و یضعف بشكل تدریجي عند 20º -15  الحرارة 

م تعد ھي الحرارة 16º)في ان درجة الحرارة Prange )1994و  Liewتوصل الیھ كل من

م 35ºالمثلى لنمو الفطر خضریا و ان الفطر قادر على النمو و انتاج الاجسام الحجریة حتى 

فقد ذكر ان للفطر قدرة على النمو بشكل طبیعي و احداث (2004)و جماعتھ  Hartman،اما

م. وقد یعود ھذا الاختلاف النسبي 30º -25الامراضیة على نبات فول الصویا عند درجة حرارة 

الى ظروف تجریبیة و وراثیة مثل اختلاف نوع العزلة او اختلاف المنطقة الجغرافیة التي اخذت 

ون ناتجا من حصول خلل في النشاط الایضي و الانزیمي منھا كل عزلة و ان ھذا التأثیر قد یك

للفطر اذ ان الارتفاع في درجات الحرارة یمكن ان یؤدي الى تحطیم عدد من الانزیمات مثل 

 2008و اخرون ،  Motallebiوغیرھا ( Polygalacturonaseو انزیم pectinaseانزیم 

  ).Rehman  ،2009؛

  



  : pHالرقم الھیدروجیني الـ 2-2- 5

ً مھم في نمو الفطر وتطوره، وان التغیرات التي    یعتبر الرقم الھیدروجیني عاملاً بیئیا

تحصل في قیمة الرقم الھیدروجیني یمكن ان تؤثر في نشاط وفعالیاتھ الحیویة المختلفة كنمو  

الغزل الفطري، و انتاج الاجسام الحجریة والقدرة على احداث الامراضیة على النبات 

یمتلك القدرة S.sclerotiorum). واظھرت النتائج ان الفطر2006و اخرون ،  Boltonالعائل،(

. في حین ان انتاج 10.5 – 3.5على النمو في مدى واسع من الرقم الھیدروجیني یتراوح من 

فقط .  6.5 – 3.5الاجسام الحجریة ونضجھا كان ینحصر عند الرقم الھیدروجیني الحامضي 

) ، اذ بین ان الفطر قادر على النمو في Coung )2006و  Dohrooوھذا یتوافق مع ما ذكره

من الرقم الھیدروجینیوان انتاج الاجسام الحجریة یضعف تدریجیا باتجاه  8.0 – 4.0مدى یتراوح

 Raiو  Agnihotri).واتفقت ھذه النتائج مع ما توصل الیھ كل من pH  7.0القاعدیة ( اعلى من

ً من الرقم الھیدروجیني ()، اذ بینا ان للفطر مدى واسع1971( )مناسب pH  2.5– pH 9.5ا

لنمو الغزل الفطري ، اما انتاج الاجسام الحجریة فھو یفضل الرقم الھیدروجیني الحامضي ویقل 

ان  (2006)و جماعتھBolton .وذكرpH 8.0 لیتوقف كلیا عند pH 7.5 انتاجھا تدریجیا عند

جسام الحجریة للفطر وعند ارتفاع الرقم الرقم الھیدروجیني الحامضي ھوالمفضل لانتاج الا

الھیدروجیني الى القاعدي فان الفطر یقوم بانتاج كمیات كبیرة من حامض الاوكزالیك على 

الوسط لتنخفض قیمة الرقم الھیدروجیني الى الحامضي من جدید والذي یعد مناسباً للنمو و عمل 

-MAPK(Mitogenمثل انزیم ( العدید من الانزیمات الضروریة لانتاج الاجسام الحجریة

Activated Protein Kinase  .المرافق لبناء الاجسام الحجریة  

كما ان الاختلاف في الرقم الھیدروجیني یمكن ان یؤثر ایضا في انتاج الاجسام الحجریة 

التي لھا الدور الاكبر في نضج  Melaninللفطر من خلال التأثیر في بناء صبغة المیلانین 

ریة وذلك من خلال التأثیر في نشاط وفعالیة عدد من الانزیمات الضروریة لبنائھا الاجسام الحج

)Butler  ، كما یمكن ان یؤثر ایضا في جاھزیة وعمل الانزیمات الضروریة 2009و اخرون .(

و انزیم pectinaseلاختراق النبات واحداث الامراضیة علیھ مثل انزیم 

cellulose)Motallebi  ، 2008و اخرون(.  

  

  نوع الوسط الغذائي: 2-3- 5



تختلف قدرة الفطر بشكل عام على النمو على الاوساط الزرعیة المختلفة ، ویعود ھذا   

الى الاختلاف في مكونات الوسط الغذائیة ونسبھا وطبیعتھا الكیمیائیة في الوسط ، مثل الاختلاف 

الضروریة في مصدر الكاربون المضاف للوسط و جاھزیة بعض العناصر الكیمیائیة 

). ولوحظ من خلال الدراسة ان افضل 2012 و اخرون،Buenoكالنیتروجین و الفوسفور (

و انتاج الاجسام الحجریة ھو وسط اكار دكستروز البطاطا  S.sclerotiorumوسط لنمو الفطر 

PDA  و قد یعود ھذا الى وجود كمیات كبیرة من سكر د . كلوكوز،D- Glucose  و سكر

ي تعد مصدر كاربون مفضل للفطر كذلك ان خلاصة البطاطا التي تحتوي على الدكستروز و الت

. ویلیھ وسط الزابك 2002) و اخرون، Peresمعظم العناصر الضروریة لنمو الفطر (

 لتخلیق الاجسام الحجریة .ویلیھما وسط الاكار المغذي  مع تباطؤبمعدل نمو قلیل جداCADاكار

NAوھذه النتائج متفقھ مع ما ذكره. Mohamed (2001) اذ بین ان الوسطPDA  ھو المفضل

 CDAفي حین ان الوسط  NA لنمو الفطر وانتاج الاجسام الحجریةویلیھ وسط الاكار المغذي 

یعد اقل الاوساط  تفضیلا من قبل الفطر وقد یعود ھذا الاختلاف الى عوامل كیمیائیة كتراكیز 

التي قد تعمل على تحفیز نمو الفطر و  المكونات العضویة للوسط و توفر عدد من العناصر

ھو افضل وسط لنمو الفطر  PDA) ان وسط 2006( اخرونو  Kimتثبیطھ . كما وذكر

S.sclerotiorum ایام فقط لجاھزیة معظم العناصر الغذائیة  10وانتاج الاجسام الحجریة في

  الضروریة للفطر.

5 -2-4-4SO2)4NH: (  

اھم مقومات الزراعة الناجحة ولاسیما تلك الاسمدة  یعتبر استخدام الاسمدة النباتیة من  

الغنیة بعنصر النیتروجین ،اذ یعمل كعامل محفز لنمو النبات من جھة ومضاد فطري لبعض 

). و اظھرت النتائج ان 2012و اخرون، Peltierالفطریات الممرضة للنبات من جھة اخرى (

ح الامونیوم الحاویة على النیتروجین لھا مغلم / لتر ) من املا 103التراكیز العالیة (اعلى من 

تأثیر معنوي في نمو الفطر و كذلك یمكن ان تؤثر في انتاجھ للاجسام الحجریة ، و تتفق ھذه 

) قد ذكروا ان سلفات الامونیوم یمكن ان تساھم في قتل الاجسام 2004(اخرونو Toorالنتائج مع

عن قدرتھا التثبیطیة للفطر .و كما بین  وعدم انباتھا فضلاً Sclerotiumrolfsiiالحجریة للفطر 

) الى ان اضافة عنصر 1995(اخرونو  Liu)وMcNitt )1997و  Landschootكل من

النیتروجین بشكل املاح الامونیوماو بشكل سماد نیتروجیني یمكن ان تؤثر معنویا في مرض 

 .Sو الفطرS. sclerotiorumالمتسبب عن الفطرین  dollar spotبقعة الدولار 

homoeocarpaفي حین ذكر .Dernoeden  وDavis )2002 ان اضافة النیتروجین لیس لھا(

دور في مقاومة الفطر الممرض على النبات ما لم یتوفر عنصر الكاربون وبنسب محددة من 



النیتروجین العضوي وقد یعود ھذا الاختلاف في النتائج الى مصدر النیتروجین المستخدم في 

)ان Ramarathnam)2005و  Fernandoل بیئیة و وراثیة .وذكر كل منالدراسة وكذلك عوام

زیادة من المركبات النیتروجینیة بوجود البكتریا یؤدي الى زیادة انتاج المركبات العضویة 

  المتطایرة في الوسط و التي تعمل كعامل مثبط للفطر.

)ان 2004( Lazarovitsو Tenuta)و2010(اخرونو  Bonanomiویرى كل من  

دور الذي یلعبھ النیتروجین في مقاومة العوامل الممرضة على النبات لا یعود بالضرورة الى ال

الفعل السام على الفطر بل ایضا ان امتصاص كمیات كبیرة من النیتروجین من قبل النبات یؤدي 

الى زیادة بناء المركبات الفینولیة في النبات والتي تؤثر في الفطریات الممرضة مما یزید من 

مقاومة النبات للفطر، كما و ان شكل المركب النیتروجیني یمكن ان یؤثر في الرقم الھیدروجیني 

  لبیئة الفطر مما یؤدي الى عدم ملائمتھا للفطر وبالتالي عدم قدرتھ على النمو.

5 -2-5--  CaCO3:  

عادة في تصحیح حامضیة التربة وان اضافتھ الى التربة یمكن ان  Limeیستعمل الجبس   

). ویلعب الكالسیوم دورا 2000و اخرون،Valeلل حساسیة النبات الى الانظمة الممرضة (یق

حیث یمثل مكوناً اساسیاً في بناء الصفیحة  S.sclerotiorumمھماً في دفاعات النبات ضد فطر 

الوسطى لجدار الخلیة النباتیة وعند انتاج الفطر لحامض الاوكزالیك یعمل الحامض على منع 

للخلیة النباتیة . cell wallالسیوم من قبل النبات مما یقلل من قوة الجدار الخلوي امتصاص الك

واشارت النتائج الى عدم وجود تأثیر لأیون الكالسیوم في قطر مستعمرة الفطر 

S.sclerotiorum عند كل التراكیز المستعملة في الدراسة ، ولكن لوحظ حدوث تشوه شكل

ع اختزال في بناء الاجسام الحجریة للفطر . و تأتي ھذه النتائج المستعمرة الفطریة عن الطبیعي م

و  CaCl2)، اذ بین ان لكل من كلورید الكالسیوم 2009(اخرونو  Júniorخلافا مع ما ذكره

قدره معنویة على اختزال نمو الفطر حتى عند تراكیز منخفضة (  CaSiO3سیلیكات الكالسیوم 

لم یظھر في دراستھ أي تأثیر یذكرضد الاجسام الحجریة مغلم / لتر) في حین  400 ,300  ,200

  للفطر او الشكل المظھري للمستعمرة. 

  

)ان استخدام ھیدروكسید الكالسیوم Mohamed )2002و  Tolbaكما و بین

یمكن ان یؤثر في نمو وانتاج الاجسام الحجریة والوزن الجاف للاجسام  ppm 5000وبتركیز

) ان اضافة ایون الكالسیوم بشكل حر 2008(اخرونو  Ahariرالحجریة ایضا للفطر ، فیما ذك



یمكن ان یؤدي الى اختزال نمو الفطر و كذلك انخفاض قدرة الاجسام الحجریة على الانبات 

الخضري و الجنسي. وقد یعود ھذا الاختلاف في النتائج الى اختلاف في الظروف التجریبیة 

ذلك طریقة اضافة المركب او عوامل كنوع المركب المستخدم في كلا الدراستین و ك

  وراثیةكالاختلاف في نوع العزلة و المنطقة الجغرافیة التي اخذت منھا.

5 -2-6-K2SO4:  

تمتلك املاح البوتاسیوم القدرة على العمل كمضاد للفطریات الممرضة على النبات او   

و كاربونات  ) KClالتقلیل من السموم المنتجة من قبلھا ، ومنھا كلورید البوتاسیوم (

)  و اظھرت النتائج ان لسلفات البوتاسیوم 1999و اخرون،  Olivier( (KHCO3)البوتاسیوم

و كذلك التقلیل من قدرة الفطر على انتاج الاجسام  S.sclerotiorumقدرة اختزال نمو الفطر 

ع ما توصل مغلم / لتر) و تباطئ نضجھا. وتتفق ھذه النتائج م 105الحجریة عند التراكیز العالیة (

ملي   , 100 200)اذ بین ان التركیز العالیة من املاح البوتاسیوم(2011( اخرونو  Erperالیھ

 اخرونو  Soltanمول ) تعمل على اختزال نمو الفطر و التقلیل من معدل نموه.في حین لاحظ

)ان سلفات البوتاسیوم قد ادت الى انخفاض قلیل في معدل نمو الغزل الفطري للفطر 2010(

S.sclerotiorum  و الفطرBotrytis cinerea مقارنة بكاربونات و كلورید البوتاسیوم مع

  .  S.sclerotiorumزیادة في حاصل الاجسام الحجریة المنتجة من قبل الفطر 

) ان لكاربونات البوتاسیوم القدرة على اختزال نمو الفطر 2011(اخرون و  Erperوبین

د من انتاج الاجسام الحجریة للفطر حتى عند التراكیز الواطئة عند التراكیز العالیة و كذلك الح

). ان زیادة الایونات الحرة لعنصر البوتاسیوم في بعض mM 75, 25 , 10من المركب (

الاحیان قد تؤدي الى تكوین اواصر تساھمیة مع عدد من الجزیئات الحیة في الخلیة 

ء البلازمي محدثا اعاقة لعملیات النقل التي الفطریةكالانزیمات و البروتینات الناقلة في الغشا

تحدث على الغشاء مما یؤثر في نفاذیة الغشاء البلازمي بشكل خاص و في العملیات الحیویة 

  ).Dłużniewska)  ،2008للفطر بشكل عام 

  

 S.sclerotiorumتأثیرنوع وتركیز منظمات النمو النباتیة في نمو الفطر  -5-3

  : وانتاجھ للاجسام الحجریة

  :GA3حامض الجبرلیك  - 1



یعدالدور الذي یلعبھ حامض الجبرلیك فیمقاومة الفطریات الممرضة غیر واضح بشكل   

تام على الرغم من ان مستویاتھ في النبات تتغیر عند اصابة النبات بفطر ممرض ، وكذلك  تبعاً 

لدراسة ان ).واظھرت نتائج ھذه ا2004و اخرون،  Alamلحساسیة و مقاومة النبات للمرض (

وعند كل من  S.sclerotiorumعلى اختزال نمو الفطر قدرة معنویةلحامض الجبرلیك 

 150نضج الاجسام الحجریة للفطر عند التراكیز   و كذلك تباطؤمغلم / لتر  200 , 250التراكیز

مغلم / لتر واختفائھا بشكل تام في بعض الاحیان. و تتفق ھذه النتائج مع ما توصل  250و  200,

عند  S.sclerotiorum)اذ لاحظ انخفاضاً معنویاً في نمو الفطر2002(اخرونو  Al-masriالیھ

مغلم / لترقدرة على اختزال  100مغلم / لتر. في حین لم تظھر التراكیز الاقل من 200التركیز 

)حیث بین حامض الجبرلیك Bucio-villalobos)2005نمو الفطر.وھذاخلاف لما توصل الیھ

 .Aو Aspergillusnidulansیادة معنویة في نمو كل من الفطرین  قد ادى الى ز

parasiticus  وانتاجھما للسموم . فیما اتت نتائجAl-masri)2000 مبینة ان لحامض الجبرلیك(

ً في نمو الفطر  وذلك من خلال تحفیز الفطر على انتاج انزیم  S.sclerotiorumتأثیراً ایجابیا

ك مما یؤدي الى زیادة الكلوكوز في الوسط المغذیو الذي یعد الامیلیز من قبل حامض الجبرلی

  مصدراً غذائیاً اساسیاً للفطر. 

)ان للجبرلینات تأثیراً مباشراً في ایض الكاربون و 1984(اخرونو  Tomitaویعتقد

تنظیم عملیة تبادل العناصر الضروریة بین  فيالنیتروجین من قبل الخلیة الفطریة مما یؤثر 

الخلیة مما یعیق نمو الغزل الفطري او یؤدي الى حدوث نمو مفرط . و للجبرلین داخل وخارج 

تأثیر في التعبیر الجیني لعدد من الانزیمات المحددة  لامراضیة الفطر وبناء عدد من البروتینات 

  .Holter،(1998و  Tudzynskiالضروریة لحیویة الفطر (

  

  حامض السلسالیك :- 2

شتراكھ في الدفاع تحفیز النباتات على المقاومة الجھازیة وا استخدم حامض السلسالیكفي  

) . واظھرت نتائج ھذه الدراسة قدرة 2011ضیة ( الكوراني و فیاض، ضد المسببات المر

مغلم / لتر  250 -100عند التراكیز  S.sclerotiorumمعنویا على اختزال نمو الفطر الحامض

للفطر . تأتي ھذه النتائج متفقة مع ما توصل مع اختزال واضح في تخلیق الاجسام الحجریة 

)اذ بینا ان لحامض السلسالیك قدرة على اختزال نمو الفطر Balali )2010و  Hadiالیھ

Rizhoctiniasaloni عند التركیزmM0.2   وتزداد ھذه النسبة عند زیادة التركیز  %73ونسبة

ریة للفطر على درنات وزمن التعرض للحامض مع انخفاض في معدل انتاج الاجسام الحج

) ان ھناك انخفاض واضح في نمو الغزل الفطري 2012(اخرونو  Rahamahالبطاطا . و ذكر



عند استخدام ھذا المركب مع ایوني الكالسیوم و النحاس و  Ganodermaboninenseللفطر 

یؤثر  یزداد ھذا التأثیر طردیا بزیادة التركیز و كذلك بین ان استخدام الحامض لوحده یمكن ان

مغلم / لتر مع بطئ في انتاج الثمار  200 -50معنویا في نمو الفطر حتى عند التراكیز الواطئة 

البازیدیة للفطر و التي تكون ذات احجام متباینة تحت تأثیر الحامض . وخلافا  لما ذكر فقد ذكر 

) ان الحامض لم یظھر أي قدرة معنویة ضد الفطر 2011الكوراني و فیاض (

FusariumoxysporumSchlf.sp. lycopersici   عند التراكز المذكورة سلفا فیما كان لھ

  مغلم / لتر. 500تأثیر معنوي فقط عند التراكیز الاعلى من 

)ان 1998(Metrauxو  Mauch-Mani)و2012( اخرونو  Zhangویذھب كل من

ة النبات على لیس لحامض السلسالیك أي قدرة للتأثیر في الفطر الممرض نفسھ بل ھو یحفز قدر

مما یؤدي الى زیادة في  Ascorbic Peroxidaseمقاومة الممرض من خلال تقلیل فعالیة 

-ligninو ینتج عن ھذا بلمرة المركبات الفینولیة الى مركبات تشبھ اللكنین  H2O2مستویات 

like .مما یزید من قدرة النبات على المقاومة  

  :المنتج من قبل الفطر Oxalic Acidتقدیر كمیة حامض الاوكزالیك  -5-4

  بتأثیر العوامل البیئیة: 4-1- 5

یعد حامض الاوكزالیك من الاحماض العضویة التي تنتجھا الفطریات بشكل دائم و على 

الاوساط السائلة و الصلبة ، و یتأثر انتاج ھذا الحامض تأثرا مباشرا بالعوامل المؤثرة في نمو 

). 2001و اخرون،  Gadd ،Munir ;2003 و Jarosz-Wilkolazkaالفطر المنتج لھ (

 -30واظھرت النتائج ان ارتفاع درجات الحرارة الى مستویات غیر المناسبة لنمو الفطر  (

م) قد ادت الى اختلاف قدرة الفطرة على انتاج حامض الاوكزالیك اذ ارتفعتكمیة الحامض ˚35

˚ 30الفطر من انتاج الحامض عند ملغم فیما لم یتمكن 7.46م الى ˚ 25المنتج عند درجة الحرارة 

) اذ بین قیمة الحامض المنتج من Smith )2004م. و اختلفت ھذه النتائج مع ماتوصل الیھ35ºو 

ملي  0.22م الى ˚25ملي مول عند درجة حرارة 4.19قد انخفضت من   S.minorقبل الفطر

م  یعد ˚25 -15)ان المدى الحراري Beaulieu )2008م. وذكر˚29مول عند درجة حرارة 

  للنمو الطبیعي وانتاج اكبر كمیة من الحامض .S. homoeocarpaمفضلاً للفطر 

اما مستوى الرقم الھیدروجیني فقد بینت النتائج وجود اختلاف معنوي في قدرة الفطر 

ملغم على 6.43و 5.5بواقع   5.5و 3.5على انتاج الحامض. اذ ارتفعت الى اعلى معدلاتھا عند

ً مع ما ذكرهالتوالي ، وھذا ی  Rollinsو  Dickman) و كل من Beaulieu )2008أتي خلافا



و الفطر  S. homoeocarpa)اذ بین كل منھما ان الوسط القاعدي یعد مفضلالًلفطر2001(

S.sclerotiorum لانتاج اكبر كمیة من الحامض عند درجات الحرارة المناسبة للنمو الخضري

ً لما بینھ ،و في السیاق نفسھ فقد اتت ھذه النتا )اذ ذكر ان اقل انتاج Micales )1995ئج خلافا

یكون على الوسط الحامضي اذ لوحظ انخفاض كمیة Postia placentaللحامض بالنسبة للفطر 

.اما اختلاف نوع pH3.0ملي مول عند  0.04الى  pH5.5ملي مولعند  3.02الحامض من

وقد یعود ھذا الى الاختلاف في المكونات  الوسط فلم یكن ھنالك قدرة للنمو عند الاوساط المختلفة

الكیمیائیة كاختلاف مصدر الكاربون في الوسط وعدم ملائمتھا لنمو الفطر او بسبب عوامل بیئیة 

) ان ھنالك ارتباط معنوي بین معدل النمو و انتاج الحامض Beaulieu)2008محضة.  و یعتقد

ي للفطر. كما وان اختلاف مصدر اذ ان انتاج الحامض یزداد طردیا بزیادة النمو الخضر

الكاربون وعدم جاھزیتھ في الوسط یؤدي الى زیادة مفرطة في انتاج الحامض لتوفیر رقم 

  ).Micales ،1995ھیدروجیني و وسط ملائم لعدد من الانزیمات الضروریة لنمو الفطر (

  بتأثیر العوامل الكیمیائیة: 4-2- 5

العناصر الموجودة في بیئة الوسط وذلك من تتأثر امراضیة الفطر بـفعل الایونات و   

خلال تأثیرھا في نشاط الانزیمات التي ینتجھا الفطر على الوسط كما وتنتج بعض الاجناس 

الفطریة حامض الاوكزالیك بشكل اوكزلات مرتبطة بانزیمات محددة مثل انزیم  

oxaloacetase و انزیمoxalate oxidase )Akamatsu  ،ت ).واظھر1993و اخرون

الدراسة ان انتاج الحامض قد انخفض بشكل معنوي تحت تأثیر المركبات التي درست ، وكان 

ایون الكالسیوم اكثرھا تأثیرا ویلیھ النیتروجین ومن ثم البوتاسیوم . وتتفق ھذه النتائج مع ما 

 Postia) الذي لاحظ انخفاض واضح في الحامض المنتج من قبل الفطر Micales)1995ذكره

placenta  ملي مول ) لایون الكالسیوم في 5مغلم / لتر (103تحت تأثیر التراكیز الاعلى من

حین لم تظھر التراكیز الاقل اختلاف في قیمة الحامض اما ایون البوتاسیوم فقد اتت النتائج متفقة 

و Hastrupممع ما توصل الیھ الباحثنفسھ ضمن الدراسةنفسھا. وعلى النقیض من ھذا فقد ذكر

) ان الحامض یمیل للتراكم عند اضافة ایون الكالسیوم بشكل مشترك مع ایون 2006( اخرون

أي ان الفطر یقوم بانتاج كمیات  Serpulalacrymansالنحاسالى الوسط الذي ینمو علیھ الفطر 

اكبر من المعتاد تحت تأثیركلا المركبین وكذلك یتراكم الحامض ولكن بنسب اقل عند استخدام 

 قیمة ان) Pohleven)2005 و Humarالنحاس.وخلافا لما ذكر فقد بینالكالسیوم بغیاب 

  .  الوسط في النیتروجین تركیز بزیادة تنخفضbasidiomycetes البازیدیة للفطریات الحامض

ان وجود ھذه الایونات وبشكل املاح في الوسط الذي ینمو علیھ الفطر یمكن ان تعمل   

امضي او للقاعدي وھذا یؤدي الى اختلاف قدرة الفطر على تغییر الرقم الھیدروجیني للوسط للح



على انتاج الحامض اذ ان معظم الفطریات تفضل الوسط القاعدي لانتاج حامض الاوكزالیك اكثر 

من الحامضي ، كما ان انتاج الحامض یعتمد بشكل اساسي على كمیة النیتروجین و جاھزیتھ في 

 Humar؛1993 و اخرون ، Akamatsu؛ Micales ،1995الوسط ویتأثر بھا تأثیر مباشر (

  ). Pohleven  ، 2005و 

    تأثیر منظمات النموالنباتیة : - 5-4-3
یعد تأثیر منظمات النمو النباتیة في قدرة الفطر على انتاج حامض الاوكزالیك غیر واضح ولكن 

الحامض یمكن القول عن وجودارتباط مباشر بین معدل نمو الفطر وانتاجھ للحامض اذ ان انتاج 

یزداد طردیا بزیادة النمو الخضري للفطر ، و یتأثر انتاج ھذا الحامض تأثرا مباشرا بالعوامل 

 2001و اخرون،  Munir؛ Gadd ،2003و  Wilkolazkaنفسھا التي تؤثر في نمو الفطر (

ً في كمیة الحامض المنتج من الفطر تحت تأثیر حامضي  ً معنویا ). وبینت النتائج انخفاضا

مغلم / لتر. ویمكن تفسیر ذلك في ضوء عوامل  250و  200یك و السلسالیك عن التراكیز الجبرل

  فسیولوجیة ووراثیة خاصة بالفطر او عوامل بیئیة كحامضیة الوسط و غیرھا. 

    
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  



  : التوصیات و الاستنتاجات
  یلي ما الدراسة نتائج اظھرت : الاستنتاجات

 العوامل ھي 6.5 - 3.5 الحامضي الھیدروجیني والرقم م20º - 10 الحرارة درجة تعد - 1

 PDA الوسط یمثل حین في،  sclerotia الحجریة الاجسام انتاج و للنمو للفطر المفضلة

 وسط من بكل مقارنة مقارنة الحجریة للاجسام انتاجھ و الفطر لنمو الافضل الوسط

 .  ذيالمغ الاكار وسط و اكار الزابك و اكار المانیتول

 المستعمرة نمو معدل في ینحصر لا الكالسیوم كاربونات من العالیة التراكیز تأثیر - 2

 الفطري الغزل شكل في تشوھات و اضرار و احداث على القدرة لھ بل،  الفطریة

 . وحیویتھ

 تغایراً  تمتلك لاPCR بتقانة المشخصة Sclerotiniasclerotiorum الفطر عزلات ان - 3

 ً  المتواجدة الفطر لعزلات مماثلة ھي العراق في شخصت التي العزلة ان كبیرااًذ وراثیا

 . الجوار دول في

 الفطر قدرة تختلف ان یمكن اذ للفطر الحجریة الاجسام انتاج في ثابت  نمط وجود عدم - 4

 .واختلافھا النمو ظروف ثبات عند انتاجھا على

 وذلك الھیدروجیني الرقم في الاختلاف تحمل على عالیة قدرة یمتلك الفطري الغزل ان - 5

 حامض مثل الوسط ملائمة على تعمل التي العضویة المركبات من لعدد انتاجھ خلال من

 . الاوكزالیك

ً  تتأثر الاوكزالیك حامض كمیة ان - 6  منظمات تأثیر ان اذ، للفطر الخضري بالنمو طردیا

 نمو عدلم في المباشر التأثیر خلال من یتم الاوكزالیك حامض انتاج في النباتیة النمو

 .الفطر

 مؤثراً  یكون قد بل فقط الخضري النمو معدل بخفض یحدث لا المثبطقد العامل تأثیر ان - 7

 .العضویة المركبات من لعدد انتاجھ او الامراضیة قدرتھ و الفطر حیویة في

  

  

  

 



 نوصي ان یمكنSclerotiniasclerotiorum الفطر حول الدراسة تكتمل ولكي:  التوصیات

  : یأتي بما

 التغایر مدى معرفة لغرض مختلفة مناطق من العزلات من اكبر لعدد موسعة سةدرا - 1

 . الاخرى السلالات عدد و للفطر الوراثي

 الانزیمات سیما ولا للفطر الحجریة الاجسام بانتاج المؤثرة الفسیولوجیة العوامل دراسة - 2

  .الحجریة الاجسام لانتاج مرافقا یعمل الذي protein kinase انزیم ومنھا

 المقاومة وتطویر انتشاره و نموه في المؤثرة الكیمیائیة و البیئیة للعوامل شاملة دراسة - 3

 .النباتیة الھورمونات خلال من النبات في الذاتیة

 .فیھ المؤثرة العوامل و الجنسیة للأبواغ الفطر انتاج دراسة - 4

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  



  المصادر العربیة:

العربیة رب . دار المریخ للنشر ، المملكة) . تصمیم وتحلیل التجا2007الطاھر (الإمام ، محمد محمد 

  .صفحة 408:  1السعودیة ، ط

). تأثیر بعض عوامل 2011الكوراني ، جوادین طالب عبد سلمان و فیاض ، محمد عامر( 

الاستحثاث الكیمیائیة و الاحیائیة في خفض اصابة نبات الطماطا بفطر 

FusariumoxysporumSchlf.sp. lycopersici  ، 4(37، مجلة ابحاث البصرة : (

19- 30.  

 Fusarium). دراسة بعض الخصائص الحیویة و الجزیئیة للفطر 2011كاظم ، ساره كریم (

spp. كلیة  -وتأثیر بعض الظروف البیئیة في نموه وتكاثره مختبریاً. رسالة ماجستیر

  صفحة. 148جامعة بابل.  - العلوم

  SclerotiniaSclerotiorum (Lib.) De). دراسة حیاتیة للفطر 2001ھ (محمد ، بان ط

Bary  و استخدام البسترة الشمسیة في السیطرة علیھ، اطروحة دكتوراه فلسفة ، كلیة

  صفحة 87العلوم ، جامعة بابل ،
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Summary 
Laboratory experiments were conducted in the postgraduate laboratories, 

Biology Department – College of Educationfor pure science / Kerbala University, 



from Dec./2011- Oct.2012. Identification of   the strain of Sclerotiniasclerotiorum 

fungus was obtained for first time in Iraq depending on Polymerase Chain Reaction 

technique (PCR) which positive with MCG strain at 475 bp sequence and in 

Entrobacterial Repetitive Intergenic (ERIC) region. 

The effect of several environmental requirements such as temperature, pH and 

the type of medium growth were studied .The result showed that temperature 10-20˚C 

, and pH 3.5-6.5 were favored for growth and sclerotia formation. While the Potato 

Dextrose Agar media was the best for growth and sclerotia creating for fungus in 

comparison with the other mediums in this study (Agar Mannitol, CzapeksDox Agar 

& Nutrient agar). 

The ability of some chemicals was tested in resistance of S.sclerotiorum, such 

as plant regulators (gibberellic acid & salicylic acid), and some nutrient elements such 

as, ammonium sulphate (NH4)2SO4, potassium sulphates K2SO4 and calcium 

carbonate CaCO3 , where the result showed the rate of growth and sclerotia formation 

was less under high concentration of ammonium sulphate and potassium sulphate and 

arrived to 5.75 & 1.8 cm at 105 on Respectively, while the fugus didn't givesclerotia at 

same concentration. on the other hand, the calcium carbonate didn't showed any effect 

on growth rate , but notes morphological malformation (distortion) on the mycelia at 

concentrations 104&  105 ppm without sclerotiaformation. 

 

The result showed the ability of Gibberellic Acid to affect fungus, where less 

growth rate at 200 ،  , 250  ppm to  5.25 and3.87 cm respectively with slow formation 

of sclerotia. While the fungus arrived to least growth rate with Salicylic Acid which 

was 0.12 , 0.00, 0.25 and 0.00 cm at all of  100, 150 ,200 and 250 ppm concentrations 

on Respectively. on the other hand, the sclerotia maturation was slowdown at 100 

ppm and stopped at other concentrations.  

The ability of fungus to produce oxalic acid on the broth media and under 

same factors that was remembered, where the result showed raised in amount of 

production of the acid by fungus by increasing the temperature to 25˚C and was 

arrived to 7.46 mg, and showed reduction with raised the temperature at 30˚& 

35ºCand was arrived to0.00mg, while the difference in pH has recorded the highest 

production at 5.5pH,Whileno significant difference appears when both 7.5 & 9.5. The 

result showed a significant deference in amount of produced  acid by fungus under 

effect of salts factors that were studied (K2SO4 , (NH4)2SO4& CaCO3), where noted 



fewer in oxalic acid production under  ammonium sulphate effect giving 2.95 mg at   

104ppm , then potassium sulphategiving 4.55 mg at the same concentration. Mean 

while, the funguswas not able to produce the oxalic acid under effect of all calcium 

carbonate concentration that was used in this study. The gibberellic acid & salicylic 

acid affected acid production where arrived to 1.13 mg at 150 ppm with gibberellic 

acid and 2.3 mg at 200 ppm with salicylic acid. 
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