


استعمال عزلتين من الفطر Alternaria alternata  كعامل مقاومة احيائية ضد مرض البياض الدقيقي على القرع المتسبب عن الفطر podosphaera xanthii   في البيوت المحمية.
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الخلاصة
          أجريت عدة تجارب لتقييم فاعلية عزلات من الفطر Alternaria alternata    على مرض البياض الدقيقي على القرع  وتشخيصها بحسب المفاتيح التصنيفية لأجناس الفطر    Alternaria sppتم اكثارهم لغرض اجراء بعض التجارب لها ومن خلال التجارب بينت النتائج وجود تاثير كبير للعزلتين في نمو وتجرثم مرض البياض الدقيقي على القرع كذلك وجد تأثير كبير للعزلتين في انخفاض تكوين الحوامل الكونيدية  حيث تم رش مرض البياض الدقيقي بعالق  عزلتي الفطر A. alternata   اذ انها أعطت اكبر تأثير في تجرثم مرض البياض الدقيقي فضلا عن عدد الحوامل الكونيدية  تليها معاملة الرش بالوحدات التكاثرية  عند مقارنتها بالسيطرة  كذلك رشت النباتات براشح عزلة الفطر A. alternata حيث أعطت تأثيرا ملموسا على تجرثم مرض البياض الدقيقي  فضلا عن عدد الحوامل الكونيدية عند قياسها بالسيطرة  كذلك كان للزمن تأثيرا كبير في التجرثم وعدد الحوامل الكونيدية  لمرض البياض الدقيقي .  
الكلمات   المفتاحية  :الفطر  Alternaria alternata   , الفطرpodosphaera xanthii   ، مقاومة احيائية. 

Abstract
           Carry out several experiments for estimation active isolations  fungi Alternaria alternata  on powdery mildew diseases after isolated  A .alternata   naturally  from leaves squash infected by powdery mildew in cultivation covered (tunnel)  where see  black to grey mass over powdery mildew diseases  after classification according to taxonomic key for genus fungi Alternaria spp  through shown result found high influence for isolation on growth and sporulation powdery mildew diseases on squash as well as influence on conidiophores  where spread squash plant infected by powdery mildew suspended fungi A. alternata was great  influence  on sporulation as well as number of conidiophores         
Keyword : Alternaria alternata  , podosphaera xanthii  , Biological control.
  المقدمة 

        يعود نبات القرع الى العائلة القرعية Cucubitaceae التي تحتوي على الكثير من النباتات الاقتصادية والمتوسطة الحجم  والمنتشرة في المناطق المعتدلة في العالم من اهم النباتات التي تعود لهذه العائلة هو الخيار ، القرع ، الرقي ، البطيخ  وغيرها  تصاب هذه النباتات بالكثير من الامراض  الخطرة  من تلك الامراض  هو مرض البياض الدقيقي الذي يصيب اغلب أنواع هذه العائلة لاسيما محصولي القرع والخيار حيث تؤثر في نوعية الثمار وفي صفاتها الغذائية  كذلك تسبب الإصابات الشديدة الى توقف انتاج النباتات فضلا عن إيقاف نموها ومن ثم موتها عند الإصابات الشديدة  فضلا عن جعل النباتات المصابة اكثر عرض للإصابة بباقي الامراض  وان اغلب أصناف القرع حساسة لهذا المرض لكن المرض اقل انتشارا على البطيخ والرقي بسبب المقاومة التي يتمتع بها نباتي البطيخ والرقي يعد الفطر   podosphaera xanthii  والفطر Erisyphe cichoracearum  المسببين الرئيسيين للبياض الدقيقي على القرع  ويعتبر الفطر p. xanthii   اكثر انتشارا وخطورة  من المسبب الثاني (McGrath ، 2005 وDavis  واخرون ، 2008 و Alejandro  واخرون ، 2009 ) تمتاز اعراض البياض الدقيقي  بنمو ابيض يشبه الدقيق على السطح العلوي للورقة  على شكل بقع صغير تكبر وتتسع وتلتحم بعضها مع البعض الاخر لتغطي كل سطح الأوراق من الجانب العلوي والسفلي للأوراق  مما يؤدي الى إيقاف العمليات الحيوية للورقة وانكماشها نتيجة سحب الماء والمواد الغذائية منها نتيجة تغذية الفطر عليها  ان الأوراق المصابة تصبح سهلة الكسر لخلوها من الماء والمواد الغذائية  مما ينعكس ذلك سلبا على نمو وتطور النباتات  فضلا عن تدهور الإنتاج ورداءته (Zitter واخرون ، 1996 وBraum  واخرون ، 2002  و
Fernandez-Ortuno  واخرون ، 2006 ) البياض الدقيقي من الفطريات الاجبارية وتحصل على غذائها من العائل النباتي الحي من خلال ارسال ممصات لامتصاص الماء والمواد الغذائية من خلايا العائل
 (Green واخرون ، 2002) وينتشر المرض كثير في البيوت المحمية عند توفر الظروف الملائمة لنموه وتكاثره ويمتاز الفطر P. xanthii  بسرعة تطور دفاعاته ضد المبيدات الفطرية التي تستخدم ضده ولهذا السبب ولا سباب أخرى منها ما يتعلق بالبيئة والصحة وخطورة المبيدات دفعت الكثير من الباحثين في البحث عن ممارسات أخرى لمقاومة الامراض ومنها امراض البياض الدقيقي من خلال طرائق اكثر  امانا في البيئة  مثل المقاومة الاحيائية  او استخدام المستخلصات او من خلال الإدارة المتكاملة للافات حيث استخدم فطر المقاومة الاحيائية Trichoderma harizanum   لمقاومة البياض الدقيقي على الباميا فقد اعطى نسبة تأثير بحدود 60 %  (Mecjrath ، 1996 و Mcjrath  و Shiskoff  ، 1999 و Gyung  واخرون ، 2004 و Bettiol  واخرون ، 2008 و Temur  ، 2009 ) وكان الهدف  من   البحث  اثبات  قدرة العزلتين   وتأثيرهما  على  نمو وتكاثر مرض البياض  الدقيقي على القرع
المواد وطرائق العمل
1- الأوساط الزراعية المستخدمة

A- وسط البطاطا والدكستروز الصلب .

      تم تحضير الوسط بإضافة 39 غم من الوسط الغذائي الجاهز إلى لتر ماء معقم  وبحسب تعليمات الشركة المنتجة (Himedia )  الهندية  وتم خلطه بشكل جيد إلى وإن تجانس ثم وزع على دوارق سعة250 مل و سدت فوهاتها بسداد قطني محكم وعقمت بالموصدة Autoclave بدرجة حرارة 121 م° وضغط 15 باوند/انج2 لمدة 20 دقيقة وبعد انتهاء فترة التعقيم ترك الوسط ليبرد ثم حفظ في الثلاجة في درجة 4 م°  لحين الاستعمال ثم حضرهذا  الوسط لعزل وتنقية الفطر Alternaria alternata . 

B- وسط البطاطا دكستروز السائل Potato Dextrose Broth (P.D.B.)
     حضر الوسط بغلي  200 غم من قطع البطاطا  بعد غسلها وتقشيرها وتقطيعها إلى قطع صغيرة في 500 مل  من الماء المقطر ولمدة 20-30 دقيقة وبعد انتهاء فترة الغليان رشح المخلوط بواسطة قطعة من قماش الململ للحصول على المستخلص.تم إذابة 20 غم من سكر الدكستروز في 500 مل ماء ثم اضيف له راشح البطاطا وأكمل الحجم إلى 1 لتر ووزع في قناني زجاجية سعة الواحدة منها 150 مل وأغلقت بإحكام بالقطن وعقمت كما في الطريقة السابقة.

         استخدم هذا الوسط لتنمية عزلة الفطر   A. alternata ثم استخلاص الراشح المتكون بعد تنمية الفطر على الوسط الغذائي السائل والموزع في القناني الزجاجية عددها 13 قنينة إذ وضع 3 أقراص بواسطة ثاقب فليني قطر القرص 1 سم لكل  من العزلتين من الفطر  A. alternata والنامي على الوسط الغذائي P.D.A. بعمر 5 أيام والمحضن بدرجة 25 ± 2 م° لمدة 28 يوم ثم حفظ في الثلاجة في درجة 4 م
 (Dewan ، 1989).
2- اختبار إمراضيه العزلتين  على بعض النباتات الاقتصادية :

         زرعت عدة نباتات وهي ( القرع , الخيار بنوعيه ترعوزي , وخيار القثاء , بطيخ , رقي , لوبياء , باميا , باقلاء , فجل ، رشاد , شلغم ، كرفس فضلا عن نباتي الحنطة والشعير ) في سنادين بلاستيكية حجمها
 16 × 15 سم كلا  على  حدة  وبثلاث  مكررات  وبعد عدة أسابيع من الزراعة تم رش النباتات بالوحدات التكاثرية لكل  من  عزلتي  الفطر Alternaria alternata     بعد ها  اجرى الفحص البصري لملاحظة حدوث الإصابة  من عدمها  لم  تسجل  أي  إصابة على  النباتات  المذكورة . 
3- اكثار لقاح المسبب المرضي للبياض ألدقيقي على القرع وحفظه :


 تم زراعة نباتات قرع الكوسة  (ملا احمد) Cucurbita pepo L. لاستخدامها في اكثار لقاح مسبب مرض البياض ألدقيقي  حسب طريقة  Abood و Losel  ،( 2003). وذلك لكبر مساحة أوراقها وسرعة نموها وحساسيتها لمرض البياض ألدقيقي ثم اجريت عدوى نباتات القرع بعمر الورقة الحقيقية الرابعة والمزروعة في بيوت بلاستيكية بعد اخذ أوراق  قرع  مصابة   في  الحقل.
4- إجراء العدوى لنباتات القرع :
         
زرعت بذور نباتات القرع في أصص بلاستيكية  حجمها 16×15 سم  بواقع 2 كغم من التربة  لكل أصيص  بثلاث  مكررات زرعت البذور في الأصص وبمعدل 2 بذور لكل أصيص. بعد سبعة أيام  من ظهور البادرات , خفت النباتات إلى 1 نبات/أصيص وبعد بلوغها الورقة الحقيقية الثانية بعدها لقحت النباتات  في 48 أصيص وتركت 3 أصيص للمقارنة بلقاح الفطر الذي تم إكثاره كما هو مبين أعلاه  (فقرة  اكثار  اللقاح) إذ اختيرت النباتات الأكثر تجانسا في الإصابة بوصفها مصدرا للقاح الذي كان عمره حوالي 7-9 يوم وجرى التلقيح صناعياً بحسب طريقة كلا من Eyal وآخرون ،( 1968) و Abood و Losel  ، (2003) باستخدام Tower المصنوع من الكارتون بارتفاع متر وعرض متر أيضا وتم تلقيح كل 15 أصص بستة أوراق من نباتات القرع المكثر عليها الفطر التي كانت متجانسة في الحجم تقريباً ثم تركت لمدة 5 دقائق قبل رفع الحاجز من حول الأصيص لسقوط الابواغ  المتطايرة على نباتات القرع ومن ثم غطيت النباتات بأكياس من النايلون لمدة 24 ساعة  لتوفير الرطوبة اللازمة لإنبات الابواغ
5- حساب التجرثم على نباتات القرع:   
[image: image1]      أخذت أقراص من أوراق القرع المصاب بالبياض  الدقيقي في اليوم (7 ,9 ,11 ,13)  بعد العدوى حيث أخذت خمسة أقراص من الورقة الحقيقية الأولى وبقطر 1 سم  باستخدام ثاقب الفلين ووضعت الأقراص في قناني بلاستيكية حجم 10 مل حاوية على 5 مل من المحلول الثابت والمكون من Alcohol ، Formalen ، Acetic acid الثلجي وبنسبة (8:1:1) حجم إلى حجم وتم تحريكها بهدوء لبضعة ثواني لفصل الكونيدات الناضجة عن الحوامل الكونيدية التي يراد حسابها استخرجت الأقراص من المحلول ثم حسبت أعداد الابواغ المتكونة بواسطة Haemocytometer إذ تم  حساب الابواغ  السليمة  واستبعدت الابواغ  الملتصقة مع بعضها وكذلك الابواغ  المشوهة وتم اخذ ثلاث قراءات لكل أنبوبة اختبارBashi و Aust ،) 1986)إذ وضعت قطرة واحدة من المحلول الثابت والحاوي على الجراثيم و غطيت بغطاء الشريحة و حسبت على قوة 10× وبواقع ثلاث مكررات وبثلاث قراءات لكل مكرر وقد قدر أعدادالابواغ في اليوم 7 و 9 و 11 و 13 وعرضت النباتات المراد حساب التجرثم عليها بتيار من الهواء قبل 24 ساعة من اخذ العينات غالي والجنابي ،(5199 ). وقد تم حساب التجرثم بحسب المعادلة الآتية :-

                       معدل اعداد الجراثيم في القراءات × حجم المحلول الثابت 

عدد التجرثم  =      _____________________________________      مساحة الاقراص
                                         حجم الهايموسايتوميتر 
 Abood و Losel ،(1991) .

6- حساب اعداد الحوامل الكونيدية على نباتات القرع 

       أخذت أقراص الطريقة السابقة نفسها  في اليوم 9 من تاريخ إحداث العدوى وتم وضعها في محلول القصر المتكون من الكحول وحامض ألخليك بنسبة (3:1)  استخرجت الاقراص بعد يوم واحد ووضعت في  محلول ( Lactophenol bakrk acid أو كليسيرول) بعد غسل الأقراص بالماء مقطر وحضنت العينات  على درجة حرارة 60 م°  لمدة يوم واحد   وطمرت في  سلايدات باستعمال صبغة Trypan blue 5% لمدة نصف ساعة  قيست اعداد الحوامل الكونيدية باستخدام عدسة eye piece graticule وبحسب الطريقة التي ذكرها كلا من Rusell وآخرون ،( 1975)، Carver و Carr ، (1977 ) و Abood و Losel ،( 1991) وذلك لحساب الحوامل الكونيدات الناضجة في الحقل المجهري الواحد التي تتقاطع مع المحور وباتجاهين متعامدين .
7- تشخيص المسبب   Alternaria alternata  : 

          تم اعتماد التشخيص اعتمادا على المفاتيح التشخيصية التي ذكرها كلا من
  (John  و Roland ، 2007 )  . 

8- رش نباتات القرع  بلقاح الفطر  :  Alternaria alternata 
           رشت النباتات بالوحدات التكاثرية للفطر A. alternata   بنسبة 5غم من لقاح الفطر/ لتر ماء معقم مضاف له 1مل من زيت زهرة الشمس وقطرة من الصابون السائل لكلا العزلتين. بعد قشط لقاح الفطر المنمى في إطباق بتري بعمر7 أيام بفرشاة صغيرة  Dewan ، (1989). فضلا عن معاملة المقارنة وكذلك رشت النباتات بعالق الفطر  نفسه   فضلا عن رشها بالراشح الفطري المنقى بالملي  مور او بالفلتر  وبتركيز  100%  . 

النتائج والمناقشة 
تقييم كفاءة المعاملات  المختلفة على  تجرثم مرض  البياض  الدقيقي على  القرع:
       أوضحت النتائج (شكل 1و  3)  بان هناك تاثيرا كبيرا للمعاملات في تجرثم فطر البياض الدقيقي على القرع  podophaera xanthii   عند قياسها بمعاملة السيطرة حيث كان اقل معدل للتجرثم في معاملة الرش بالعالق البوغي  للعزلة (A) حيث كانت  86.35   بوغ/ ملم2  تليها معاملة الرش بالراشح فقط  حيث بلغت 93.41 بوغ/ ملم2  قياسا بالسيطرة التي بلغت  179.59 بوغ/ملم2 اما بالنسبة للعزلة  (B) فقد كان اكثر تاثير في تجرثم فطر البياض الدقيقي  حيث كانت معاملة الرش بالعالق البوغي كانت 62.24 بوغ/ ملم2  تليها معاملة الرش بالوحدات التكاثرية حيث كانت 90.56/ ملم  قياسا بمعاملة السيطرة التي بلغت 179.59 بوغ/ ملم2  حيث يلاحظ ان جميع معاملات العزلتين كان لها تاثير كبير في تجرثم وتطور البياض الدقيقي على القرع  ويعتقد ان السبب في ذلك يعود تطفل عزلتي الفطر A. alternata  على فطر البياض الدقيقي  كما يلاحظ من الشكل(10 ، 11 ، 12 ، 13 ، 14، 15) فضلا عن تغطية عزلتي الفطر A. alternata  على البياض الدقيقي نيجة نمو العزلتين فوق البياض الدقيقي   كما مبين في الشكل (14 و 15)  وكذلك لوحظ ان تاثير التطفل يزداد كلما تقدم نمو فطر البياض الدقيقي قد يعود السبب الى ان احتواء مرض البياض الدقيقي على مصادر الطاقة كالمنيتول Mannitol   و Trehalose  التي يحتاجها الفطر Alternaria alternata  لاسيما في فترة تكوين الحوامل الكونيدية  والكونيدات للفطر  Velez  واخرون (2007 ، 2008)  و Jennings  واخرون ( 1998 ) اذ ذكروا  بان الفطر A.alternata   لا يحتاج كثيرا الى المنيتول في فترة الانبات وتكوين الابرسوريم  appressorium  لكنه يحتاج للمنيتول في مراحل متقدمه من نموه وهي مرحلة تكوين الحوامل الكونيدية والكونيدات  ولوحظ ذلك على نبات التبغ المصاب بالفطر Alternaria alternata.  وأضاف  Solomon  واخرون (2006) بان المنيتول مطلوب ومتطلب لتجرثم  مرض الجرب  او ما يسمى بالضربة الشعاعية على الحنطة وأيضا للتبقع البني Alternaria sp  وBotrytes cenaria    حيث اكد احتياجها  للمنيتول لغرض التجرثم .  ويعتقد ان تاثير الرش بالراشح الفطر A. alternata   هو لوجود الانزيمات والمركبات الكيميائية التي يحتوي عليها الراشح  وهذا  ما يلاحظ  من خلال النتائج ان العزلة ( B ) كانت اكثر تاثير في نمو وتجرثم البياض الدقيقي من العزلة (A)  وربما يعود السبب الى شراسة العزلة ( B )  وقدرتها التطفلية العالية  ايضا تم رش بعض النباتات الاقتصادية التي هي  (القرع , الخيار بنوعيه ترعوزي , وخيار القثاء , بطيخ , رقي , لوبياء , باميا , باقلاء , فجل ، رشاد , شلغم ، كرفس فضلا عن نباتي الحنطة والشعير)  ولم تسجل أي إصابة على النباتات المذكورة . كذلك   تبين  للزمن  تاثيرا  كبيرا   لكلا  العزلتين   على  تجرثم   مرض  البياض  الدقيقي  عند  قياسها  بالسيطرة  حيث  بلغت في  العزلتين A ,B   ( 10.347 ، 7.691) بالتوالي  كذلك   يتضح   من  خلال  التداخل  فروقات   معنوية   كبيرة    على  تجرثم البياض  الدقيقي    كذلك   الحال   بالنسبة   للحوامل  الكونيدية   حيث  كان  اكبر  تاثير  في  معاملة   الرش  بالوحدات التكاثرية    بلغت  (3.73) قياسا  بالسيطرة التي  بلغت   (10.6)  كذلك  وجدت   تاثيرات  كبيرة  من  خلال  الزمن  فضلا  عن التداخل   ويعود السبب   الى   اشتداد  نمو الفطر  A.alternata   فوق  مرض  البياض  الدقيقي  فضلا   عن  التنافس   وافراز الانزيمات  Ribot وآخرون ، (2007).
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شكل (1) يبين تأثير المعاملات المختلفة على تجرثم مرض  البياض  الدقيقي p. xanthii باستخدام العزلة A   alternata A.
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شكل (2) يبين تأثير الزمن في تجرثم مرض البياض  الدقيقي p. xanthii باستخدام العزلة A      alternata A.
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شكل (3) يبين تأثيرا المعاملات المختلفة على تجرثم مرض  البياض  الدقيقي p. xanthii باستخدام العزلة B      alternata A.
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شكل (4) يبين تأثير الزمن في تجرثم مرض البياض  الدقيقي p. xanthii باستخدام العزلة B      alternata A.
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شكل (5) يبين تأثير التداخل بين المعاملات والزمن في تجرثم العزلة A )   )   alternata A.
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شكل (6) يبين تأثير التداخل بين المعاملات والزمن في تجرثم العزلة( B)    alternata A.
تقييم عدد الحوامل الكونيدية للبياض الدقيقي على القرع 

        يتبين من خلال  الشكل (6) اختلافات معنوية كبيرة في تأثير المعاملات المختلفة في تكوين الحوامل الكونيدية لفطر البياض الدقيقي حيث كانت اعلى تاثير لمعاملة العالق البوغي تليها معاملة الرش بالوحدات التكاثرية  و كانت (3.56 ، 3.73) على التوالي قياسا بمعاملة السيطرة التي بلغت (10.6). ويرجح السبب  على  القدرة التنافسية الكبيرة التي  يتميز  بها  فطر A.alternata  فضلا  عن نموه  فوق الفطر
  p. xanthii   مما يسبب بطبقة  كثيفة من الغزل  الفطر الحوامل  الكونيدية  تغطي  فطر  البياض  الدقيقي.
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شكل (7) يبين تأثير نوع المعاملة في أعداد الحوامل الكونيدية

[image: image8.png]L.S.D (0.05)=3.18 AR @B kil

5 jaal) A Gl el gl @l sl
(s shaill (s kil A
iSlalaal)

35Sl b gadf dae

L




شكل (8) يبين تأثير التداخل بين المعاملات ونوع الفطر في أعداد الحوامل الكونيدية
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شكل (9) يبين أعداد الحوامل الكونيدية للعزلتين A و B
[image: image10.jpg]



شكل (10) يبين  بداية  تطفل ابواغ  فطر A. alternate على  الغل  الفطري للفطر  p. xanthii المسبب  لمرض  البياض الدقيقي  على  القرع.
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شكل (11) يبين  تطور  تطفل  A.alternata واختراقه لابواغ  الفطر  p. xanthii
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شكل ( 12 ، 13 ) يبين اشتباك الغزل الفطري للفطر A. alternata  مع الغزل الفطري للبياض الدقيقي p.xanthii
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شكل (14 ، 15 ) يبين نمو الغزل الفطري والحوامل الكونيدية للفطر A.alternata  فوق الغزل الفطري والحوامل الكونيدية للبياض الدقيقي p. xanthii
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