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الفصل الثــاني
المتطلبـات الغذائيـــة 
تحتاج الفطريات إلى العديد من العناصر الغذائية الأساسية التي تدخل في تركيب الخلية الحية أو تكون مرافقات إنزيمية أو تلعب دوراً في تنظيم البيئة الداخلية للخلية ، وهذه العناصر تشمل الكربون والنيتروجين والفسفور والبوتاسيوم والكبريت والكالسيوم والنحاس والحديد والمنجنيز والزنك والمولبدينيوم والصوديوم والكوبلت .
2-1-  الكـربــون  ( C ) :
تحتاج الفطريات إلى عنصر الكربون العضوي بشكل أساسي في النمو ، فهو يدخل في تركيب ووظيفة الخلية ويحصل الفطر على الكربون من البيئة بتحليل المركبات الكربونية المعقدة ، وينقل الفطر الكربون إلى داخل الخلية بالنقل الفعال أو الانتشار الميسر أو بالتنافذ البسيط اعتماداً على طبيعة المادة الكربونية المتحللة .
إن الفطريات تفرز انزيمات خارج خلوية extracellular enzymes مثل السليوليز celluase والاميليز amylase والبروتيز protiase واللايبيز lipase والفينول أوكسيديز phenoloxidase التي تكسر الجزيئات العضوية المعقدة الكبيرة إلى أحجام قابلة للنقل  حيث يتم النقل بوسائط مستديمة constitutive أو مستحثة inducible ، أما التنافذ البسيط فيلاحظ في المركبات الدهنية ويمثل الوسيلة الأقل أهمية .
يتأثر نقل الكربون إلى داخل الخلية الفطرية بعوامل خارجية وداخلية هي :
1. التركيب الجيني للفطر genotype فهو يتحكم بإنتاج انزيمات أو بروتينات تساهم في النظام الدائم أو المستحث للنقل .
2. تركيز مصدر الكربون ويعتمد على منحنى النمو فيما إذا كان الفطر جائع أو نشيط النمو أو مثبط النمو بفعل نواتج الأيض السامة .
3. وجود مواد أخرى بجانب المصدر الكربوني أو وجود أيونات كالبوتاسيوم K+ والهيدروجين H+ أو مواد منافسة على الناقلات .
4. عوامل فيزياوية تشمل دالة الحامضية pH ودرجة الحرارة وتركيز غازي ثاني أوكسيد الكربون والأوكسجين .
تحتاج الفطريات ، كونها كائنات متباينة التغذية heterotrophic للكربون لغرضين أساسين هما ، إدخاله في عمليات بناء المركبات العضوية الأساسية في الخلية المتمثلة بالكربوهيدرات والبروتين والدهون والأحماض النووية ، والغرض الثاني هو أكسدته للحصول على الطاقة .
يستطيع الفطر استعمال أكثر من نوع من المادة الأساس substrate كمصدر لعنصر الكربون ، وأن معرفة الآلية التي يحصل فيها النوع الفطري على الكربون ذات فائدة بحثية ، كما وجدت تطبيقات عديدة في الصناعة تعتمد على هذه المعرفة .
تتعدد مصادر الكربون التي تستخدمها الفطريات وهي تشمل :
2-1- 1-  أولاً : الكربوهيدرات :
تعيش معظم الفطريات إما مترممة أو متطفلة على النباتات ، وبالتالي فإن السكريات في الأنسجة النباتية تمثل مصدراً غنياً للكربون ، وتختلف كفاءة الفطريات في حصولها على الكربون بحسب نوع المصدر ، كما تختلف من نوع فطري لآخر ، فالفطر اللاقحي Rhizopus nigricans ينمو ببطء على السكروز ، لكنه ينمو بكفاءة عالية على سكري الكلوكوز والفركتوز اللذان يشكلان وحدات تكوين جزيئة السكروز الثنائية ، وهذا يدل على أن الفطر لا يملك انزيمات لتكسير السكر الثنائي . وفي بعض الحالات قد يستخدم الفطر مصدر كربوني للنمو الخضري ولا يستطيع استخدامه في إنتاج وتكوين التراكيب التكاثرية مما يوضح تأثير نوع المصدر الكربوني على النمو .
لوحظ أن الفطر البازيدي Coprinus sp. ينمو بشكل ضعيف في وسط زرعي يحوي السكروز بتركيز منخفض كمصدر للكربون ، وإذا ما استبدل بالخلات acetate فإنه يكون ساماً عند التركيز العالي . إن هذه التأثيرات قد تعود إلى نضوب مغذيات أخرى في البيئة أو تراكم نواتج عرضية ذات أثر سمي ، أو أن هذه المصادر لها تأثير تنافذي متعاكس .
وفي تجارب أجريت على خميرة Saccharomyces servicae التي نميت على سكر الكلوكوز ثم نقلت إلى وسط زرعي يحول سكر  galactose لوحظ انخفاض في معدل النمو وذلك لعدم وجود نظام ثابت لديها لنقل الـ galactose ، إلا أن معدل النمو الخميري ازداد بعد اربع ساعات من الحضن على الوسط الثاني ، مما يشير إلى زيادة كفاءة استخدام الـ galactose وذلك من خلال تكوين نظام نقل مستحث (بروتينات ناقلة في الغشاء السايتوبلازمي) وهذا يعني أن الكلوكوز في الوسط يسبب تكوين بروتينات خلوية ، إما أن تلعب دور في تعطيل ناقلات      الـ  galactose أو تقلل من كفاءتها .
إن ناقلات الـ galactose  المستحثة ذات عمر قصير يتراوح بين ساعة واحدة لساعتين، في حين يكون عمر ناقلات الكلوكوز الدائمة حوالي 24 ساعة . إن هذه التغيرات في معدل النمو توضح بأن للخلية الفطرية القابلية للتكيف مع بيئتها والحصول على عنصر الكربون الضروري لحياتها .
إن انتقال جزيئات السكر إلى داخل الخلية بالانتشار الميسر أو بالنقل الفعال تعتمد على نوع السكر وظروف البيئة ، فالخلايا غير المحفزة تنقل الكالاكتوز بالانتشار الميسر ، أما إذا حفزت الخلايا فيتم نقل نفس السكر بالنقل الفعال في حين يتم نقل الكلوكوز بكلا الطريقتين إلا أنه يتعرض للفسفرة خلال النقل الفعال. 
قد تحتاج بعض السكريات إلى ناقل مساعد (مرافق) كي تدخل الخلية الفطرية ، وهذا ما يلاحظ في أخذ المالتوز maltose حيث يرافقه أيون الهيدروجين ويصاحب دخول جزيئة مالتوز واحدة للخلية خروج أيون بوتاسيوم واحد أيضاً .
تتأثر قابلية الخلية الفطرية على أخذ السكر من محيطها بعوامل عديدة هي :
1. تواجد أنواع مختلفة من السكر في نفس مادة التفاعل مما يؤدي إلى تنافس جزيئاتها على الموقع للبروتين الناقل في الغشاء البلازمي وحصول التثبيط .
2. تواجد أنواع مختلفة من السكر بحيث يحفز أحدهما الآخر من خلال زيادة نشاط الناقل البروتيني ، وهذا ما يلاحظ في نقل D and L-arabinose اللذان يزداد نقلهما بوجود سكر galactose .
3. بما أن الناقل في الغشاء السايتوبلازمي هو بروتين ، فإن العوامل المؤثرة على البروتين ستؤثر حتماً على كفاءة النقل وهي عوامل درجة الحرارة والدالة الحامضية pH  والمثبطات الانزيمية .
4. وجود الأيونات المعدنية التي تلعب دوراً في النقل الفعال كمرافقات انزيمية Co-factor مثل أيون البوتاسيوم K+.
5. وجود ونسبة أيون الهيدروجين H+.
إن العوامل السالفة الذكر لا تؤثر على نوع المادة التي سيأخذها الفطر 
من محيطه بل على كميتها أيضاً ، علماً بأن تواجد سكريات متعددة في البيئة 
لا يحول دون استفادة الفطر منها ، إذ يوجد في جدار الخلية الفطرية انزيمات التحلل المائي للسكريات الثنائية والثلاثية ، وهذا ما لوحظ في الدراسات عن خميرة S. cerveisiae . كما أن لبعض السكريات الثنائية (maltose و trehalose) ناقلات متخصصة في الغشاء السايتوبلازمي .
وبشكل عام فإن للفطريات القابلية على تحليل الكربوهيدرات المعقدة إلى سكريات بسيطة بفعل أنزيمات cellulase و amylase و pectinase و chitinas وكذلك تحليل الأحماض النووية بانزيمات DNA ase و RNA ase .
2-1- 2-  ثانياً : السليلـوز :
هو المصدر الأكثر وفرة بالكربون للفطريات فهو المكون الأساسي للأنسجة النباتية ، يتركب السليلوز من وحدات بنائية هي جزيئات الكلوكوز التي ترتبط بينها بأواصر 4-glucosidz β-1,، يصل طول السلسلة إلى 1-4 ميكرون وتحتوي (2  - 10) آلاف جزيئة ، وهي غير متفرعة مما يسهل اتصالها مع بعضها ويجعلها أكثر تماسكاً (مرصوصة) ، ويسهل هذا التركيب استخدام السليلوز كمادة بنائية في جدار الخلية علاوة على عدم ذوبانه في الماء .
أنزيم  cellulase المحلل للسليلوز ، هو معقد انزيمي من ثلاثة انزيمات ، يعمل كل جزء منه على آصرة كيميائية محددة من جزيئة السليلوز ، فانزيم endocellulase يعمل على الأواصر الداخلية التي تربط الجزيئات المختزلة من الكلوكوز (الجزيئات غير المرتبطة بالجزيئة الطرفية)، وانزيم exocellulase يعمل على الأواصر الطرفية التي تربط الجزيئة الأخيرة المختزلة من السلسلة ببقية الجزيئات المختزلة ، وانزيم cellobiase الذي يعمل على الآصرة الأخيرة في السلسلة والتي تربط الجزيئة الطرفية غير المختزلة ببقية الجزيئات المختزلة .
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2-1- 3-  ثالثاً : النشـاء :
يمثل النشأ مصدرأ جيداً لعنصر الكربون لتغذية الفطريات ، وفي دراسة عن إنتاج الانزيم من الفطر الكيسي Talaromyces emersonii وهو من الفطريات المحبة للحرارة thermophilic وجد أن الفطر يفرز انزيم الاميليز amylase عند توفر النشأ في الوسط الزرعي فقط ، أي أن المادة الأساس (النشأ) تعمل كحافز لتكوين الانزيم .
2-1- 4-  رابعاً : اللكنـين :
يشكل اللكنين المصدر الطبيعي الثاني من حيث الوفرة بعنصر الكربون ، وهو يتواجد في النباتات المعمرة ذات النمو الثانوي . يتكون اللكنين من مركبات كحولية معقدة ومتفرعة ، وتختلف نسب مكوناته بحسب نوع النبات .
إن التركيب المعقد لجزيئة اللكنين جعله منيعاً نسبياً للتحلل بفعل الفطريات، وتدعى الفطريات المحللة له lignicolous ، وتسبب الفطريات البازيدية منها العفن الأبيض فيما تسبب الكيسية العفن الطري .
يكون دور الانزيمات الحّالة لللكنين على طرفي السلسلة (الحلقة الأروماتية والسلسلة الإليفاتية المتصلة بها) ، وإن المعقد الأنزيمي phenoloxidase هو السبب في حصول أعراض العفن الأبيض white-rot التي تسببها العديد من الفطريات البازيدية النامية على جذور الأشجار . وتعد قابلية الفطر على إنتاج الانزيم صفة وراثية يمكن حجبها بالتطفير ، وهذا ما لوحظ في الفطرSporotricum pulverulentum ، فسلالته المطّفرة لا تنتج إنزيم الفينول أوكسيديز ولا يستطيع تكسير اللكنين . ان قابلية تكسير اللكنين تتأثر بعدة عوامل هي :
1. وجود مركبات كربونية كالسيليولوز والهيميسليلوز والكلوكوز تساعد في زيادة الفعالية في تكسير اللكنين ، ففي اختبار على فطرين مسببين للعفن الأبيض هما Coriolellus versicolor و Phanerochaete chrysosporium نمّيا على وسط زرعي حاوي على لكنين معلم (C14) مدعم بالسليلوز وآخر خالي من السليلوز ، نما الفطران في الوسط الأول وانتجا ثاني أكسيد الكربون يحتوي الكربون المعلّم فيما لم ينمو أي منهما على الوسط الثاني .
2. زيادة تركيز غاز الأوكسجين يزيد من فعالية الإنزيم .
3. دالة الحامضية المثلى لفعل الانزيم والتي تتراوح بين 4-4.5 .
4. انخفاض مستوى النيتروجين .
تستطيع بعض الفطريات الفاقدة لصفة إنتاج إنزيم الفينول أوكسيديز تكسير اللكنين بإيجاد مسارات أيضية بديلة جانبية demethyalation لتفتيت الحلقات الأروماتية وأمكن تتبع هذه المسارات بالكربون المعلم C14.
2-1- 5-  خامساً : الكحـولات :
تستطيع الفطريات عموماً والخمائر على وجه الخصوص استعمال الكحول كمصدر كربوني خلال عملية التخمير fermintation ، وهذا ما انعكس في العديد من التطبيقات الصناعية ، وتختلف الفطريات فيما تفضله من كحول كمصدر للكربون ، فخميرة Candida utilis تفضل الإيثانول والبروبانول عن سواهما ، وخميرة Hansenula miso تفضل glycerol ، والفطر البازيدي المتطفل على أشجار الغابات Armellaria mella يستعمل الإيثانول والبروبانول والبيوتانول ، في حين أن الفطرين Aspergillus nidulans و Colletotricum sp. لا يستطيعان استخدام الكحولات مصدراً للكربون .
إن الكحول الإيثيلي قد يمثل عامل تنشيط ابتدائي يمكّن الفطر من استعمال بقية مصادر الكربون المتوفرة في محيط النمو الفطري ، وهذا ما أثبتته تجربة مختبرية على الفطر Armellaria mella حيث لم ينمو على وسط زرعي حاوي على  0.5% سكر الكلوكوز كمصدر كربوني ، في حين نمى على نفس الوسط واستعمل الكلوكوز حينما أضيف 0.05% إيثانول إلى نفس الوسط . ويبدو أن الإيثانول يؤثر على طبيعة الغشاء السايتوبلازمي للخلية الفطرية ، فهو يزيد من امتصاص
L-aspargine كما يزيد من تحسّس خميرة Saccharomyces cervicae للمضاد الحيوي DCNA (2,6-dichloro,4-nitroanaline).
2-1- 6-  سادسـاً : الأحمــاض الدهنيـة والكليسـيريدات الثـلاثية والهيدروكربونات :
تستطيع الفطريات وخاصة الخمائر استخدام الجزيئات اللاقطبية كمصدر للكربون وهي تكسر السلاسل الدهنية بسهولة كلما قصرت السلسلة الهيدروكربونية . 
تؤثر دالة الحامضية على كفاءة الفطر في تحليل الأحماض الدهنية فالفطر اللاقحي Cunnighamella achinulata النامي على وسط زرعي حاوي على أملاح النترات المعدنية يستطيع تحليل السلاسل بطول (14-18) ذرة كربون في جميع مستويات الحامضية الملائمة لنموه ، أما في دالة حامضية (8) فإن السلاسل بطول (2-8) ذرة كربون ستكون المصدر الكربوني الأمثل .
تتحلل الكليسيريدات الثلاثية والدهون بإنزيم lipase ، الذي يتأثر إفرازه بعوامل البيئة والمغذيات المتوفرة ، فالفطر P. chrysogenum يعطي أفضل فعالية في (30)درجة مئوية ودالة حامضية (6) ، والفطر A. mella لا يتأثر إفرازه لللايبز باختلاف الأحماض الدهنية أو بإضافة الكلوكوز كمصدر ثاني للكربون ، في حين أن الفطر Agaricus bisporus (الصالح للأكل) يتحفز نموه عند زراعته على وسط يحوي D-xylose + L-aspargine عند إضافة كمية من الزيوت الاقتصادية كزيت القطن وزيت الذرة الصفراء ، ولا يعزى سبب التحفيز بشكل أساسي إلى زيادة مصادر الكربون المجهز للفطر ، فربما يعمل الدهن كمنظم نمو أو يساعد في تحليل الزايلول .
وفي تأثير معاكس لما ذكر آنفاً لوحظ أن نمو خميرة S. cerevesiae على وسط يحتوي الكلوكوز + كلوريد الأمونيوم كمصدرين للكربون والنيتروجين يثبط عند إضافة الحامض الدهني caproic (6 ذرات كربون) حيث يؤثر ارتفاع تركيز الحامض الدهني على قابلية الفطر على أخذ الفوسفات وبالتالي تنخفض كفاءة التنفس ويتحفز إنتاج الإيثانول ، يعتقد أن هذا الفعل التثبيطي يتم على غشاء المايتوكوندريا .
إن التأثير الإيجابي للأحماض الدهنية قد يكون لجزء من النمو الفطري دون الآخر ، ففي A. mella  يتحفز تكوين الأشكال الجذرية rhizomorph للفطر بإضافة الأحماض الدهنية ، وفي الفطر Ceratocystis sp. يتحفز تكوين الأجسام الثمرية بوجود أحماض oleic و linoleic و lenolenic ،كذلك تؤثر السيترويدات   أيضاً في طبيعة النمو الفطري ، ويبدو أنها لا تستعمل كمصدر للكربون وإنما يتم تحليلها وتلعب دور منظمات للنمو أو يكون لها دور الهرمونات وصفاتها .
أما الهيدروكربونات فقد ازداد الاهتمام بها في السنوات الأخيرة ، وخاصة مع توسع استعمال النفط ومشتقاته في الحياة اليومية ، ومن المعروف تواجد فطريات Cladosporium و Gliomastic و Candida في خزانات وقود الطائرات، وهناك من الفطريات ما ينمو على النفط الأبيض (الكيروسين) وزيت الغاز وشمع البرافين ، أما النفط الخام فإن العشرات من الأجناس الفطرية تنمو عليه ولها القابلية على تحليله حين تدفقه على سطح التربة .
للأحماض الدهنية تأثير منشط للفطريات النامية على الهيدروكربونات كمصدر للكربون ، فالفطر الخميري Candida tropicales يمر بطور خمول قبل مرحلة قمة النمو ، ويختفي هذا الطور عند إضافة حامض دهني للوسط الزرعي ، وقد وجد أن الهيدروكربونات التي تحتاجها الخلية تمر مباشرة لداخلها بإذابتها في دهن الغشاء السايتوبلازمي ، فيما لا تمر الهيدروكربونات غير المطلوبة من الخلية إلى داخلها وفي حالة خاصة تقوم الخلية الفطرية بتصنيع الناقل المطلوب عند الحاجة إليه، ففي خميرة Candida tropicales النامية على وسط سكر الكلوكوز إذا ما نقلت إلى وسط هيدروكاربوني مشبع (alkanes) فإنها تكون حامض دهني معقد mannan على سطح الخلية.يقوم بامتصاص alkanes.
2-1- 7-   سابعاً : مصادر الكربون النيتروجينية :
يشكل البروتين والأحماض الأمينية نسبة عالية من تركيب الخلية الفطرية ، واعتماداً على نوع الفطر فإن البروتين والأحماض الأمينية يمكن أن تكون مصدر للكربون أو النيتروجين أو لكليهما .
تختلف الفطريات فيمـا تفضله مـن الأحماض الأمينية ، فحامض الألانين (alanin) وحامض الكلوتاميك (gulatamic) مفضلان من الفطرين Pythium ultimum و Aphanomyces laevis فيما يفضل الفطر الأول فقط أحماض البرولين (proline) والاسبارتيك (aspartic) والسيرين (serine)   .
إن لكل حامض أميني مسار خاص به يمكن تتبعه في الخلية الفطرية بالكربون المعلم C14 ، وقد اقترح توظيف قابلية تحليل الأحماض الأمينية لتصنيف الفطريات .
      تختلف استجابة الفطريات للأحماض الأمينية فالـ Achyla heterosexualis (من فطريات البيئة المائية ) ينمو خضرياً بشكل جيد بوجود proline وgultamate إلا أنه لا يكون التراكيب التكاثرية وبالتالي لا يكمل دورة حياته . أما الفطر Culcitalna achrara فلا يمكنه استعمال أي من الأحماض الأمينية الأربعة والعشرين كمصدر للكربون على الرغم من أنه يستعملها كمصدر للنيتروجين .
2-1-8-  ثامناً : غاز ثاني أكسيد الكربون :
لا يمثل غاز ثاني أكسيد الكربون CO2 مصدراً مهماً للكربون للفطريات ، إلاّ أن العديد من الأجناس لها القابلية على تثبيته في مركبات عضوية بوجود مصادر كربونية أكثر تعقيداً ومنها الجنسFusarium spp.،وعدد من أنواع الجنس Cephalosporium spp. اللذان بينت الدراسات أنهما يثبتان غاز ثاني أكسيد الكربون أو البيكربونات [image: image2.png]HCOj



 عند الزرع على وسط تركيبي معدني خالي تماماً من الكربون وتجهيزه بالمصدرين السابقين الحاويين على الكربون المعلم . وفضلاً عن ذلك فإن للجنس Cephalosporium القابلية على الحصول على المواد العضوية الدقيقة من الهواء أيضاً .
وتختلف استجابة الفطريات لوجود غاز CO2 في بيئتها ، فالفطر Verticillium albo-atrum إجباري الاحتياج لغاز CO2 ولا ينمو الفطر بغيابه ، بينما يحتاج الفطر Byssochlamys nivea للغاز في الوسط اللاهوائي فقط ، أما الفطر Blastocladiella imersonii فيتحفز لتكوين سبورانجيم سميكة الجدار وقوية بوجود الغاز،وأن النمو بوجود الضوء يزيد من قابلية الفطر على تثبيتCO2الجوي.   
عند زيادة تركيز CO2 (الضغط الجزيئي له) في بيئة النمو فقد يؤدي ذلك إلى تغيرات شكلية morphological changes في هيئة الفطر فيأخذ شكل نمو خميري بدلاً من الخيطي كما في Exophiala  wernickii و Mucor rouxii .
2-2- النيتروجــين  ( N2 ) :
يُعد النيتروجين من العناصر الأساسية والمهمة للتكاثر والنمو ، وهو يدخل في تركيب مواد مهمة في الخلية كالأحماض الأمينية والبروتينات والبيورين والبايرمدين والأحماض النووية والفيتامينات الذائبة في الماء .
إن معظم الفطريات تستطيع استخدام النيتروجين العضوي الموجود في المركبات العضوية كالأحماض الأمينية ، فضلاً عن النيتروجين غير العضوي ، وفي الخلية تسلك الأحماض الأمينية كواهبات للنيتروجين لمركبات أكثر تعقيداً والنيتروجين غير العضوي الذي يدخل إلى الخلية غالباً ما يتحول إلى أحماض أمينية قبل استعماله من قبل عضيّات الخلية organelles .
تقسم الفطريات إلى مجاميع ، وحسب قابليتها على استعمال النيتروجين الجزيئي (نترات ، نتريت ، أمونيا ، مركبات نيتروجين عضوية) .
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لا يوجد دليل على قابلية الفطريات على تثبيت النيتروجين N2 الجزيئي الجوي مباشرة وأن الملاحظات السابقة في هذا المجال سببها تلوث بالبكتريا المثبتة للنيتروجين ، وفي تجربة لنقل قابلية تثبيت النيتروجين من البكتريا Azotobacter إلى فطر المايكورايزا Rizopogon ، ظهرت في الفطر صفة تثبيت النيتروجين ، لكن هذه القابلية تدهورت وانخفضت بعد بضعة شهور .
تتفاوت درجة الاستفادة من المصدر النيتروجين من قبل الفطريات اعتماداً على العزلة الفطرية ونوع المصدر النيتروجيني ، ففي تجربة على ثلاث عزلات من Alternaria lenuis وأربعة أنواع من المصادر النيتروجينة لوحظ أن النمو كان ضعيفاً على ([image: image4.png]NH;



) وجيد على النيتروجين العضوي (الأحماض الأمينية) فيما كان النتريت والنترات في الحدود الوسطى ، علماً بأن أيون ([image: image6.png]NO3



) أعطى أفضل تجرثم sporulation من بقية المصادر ، كما أن إحدى العزلات الثلاث فاقت العزلتين الأخريتين في استعمال ([image: image8.png]NO3



) .
ويفضل الفطر Rhizoctonia sp. النمو على الأحماض الأمينية كمصدر للنيتروجين ، ويكون نموه أفضل مما لو نمى على الوسط الزرعي الحاوي على الأمونيا. في حين أن الفطر Blastocladiella emersonii ينمو على الأحماض الأمينية فقط كمصدر للنيتروجين ، أما الفطر Tieghemiomyces parasiticus فقد كان أكثر تخصصاً للمصدر النيتروجيني العضوي ، فكان نموه على الحامض الأميني L-cysteine .
على الرغم من أن الفطريات تعيش على أو تستطيع استعمال أنواع النيتروجين العضوي إلا أن التجارب تركزت على المصادر غير العضوية ([image: image10.png]NO3



 ، [image: image12.png]NO,



 ، [image: image14.png]NH;



) والمصادر غير العضوية (amino acids ، Urea) وذلك لأنها تتبع المسار الأيضي العام لاستعمال النيتروجين.
[image: image16.png]_ mitratereductase _ mtritered
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2-2-1-  أيون النـترات[image: image18.png]NO3



)  ( Nitrate Ion  :
تستطيع معظم الفطريات استعمال أيون النترات كمصدر للنيتروجين ، ويتم ذلك بعد اختزاله بإنزيم nitrate reductase إلى أيون النتريت وبعدها إلى أمونيا . إن قسم الفطريات البازيدية Basidiomycetes وعائلة Saprolegniaceae ورتبة Blastochladiales لا تستعمل النيتروجين في النترات .
ولبيان طبيعة عمل الإنزيم المختزل أجريت تجربة على عزلتين من الفطر Aspergillus nidulans أحدهما مطّفرة (لا تملك الإنزيم) والثانية غير مطفرة (تملك الإنزيم)  ، زرعت العزلتان على وسط يحوي اليوريا كمصدر للنيتروجين ، ثم نقلتا إلى وسط يحوي أيون النترات المعلم 15(
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)فلم يظهر النيتروجين المعلم في العزلة المطّفرة ، فيما ظهر في العزلة غير المطّفرة بعد 40 دقيقة ، بعدها نقلت العزلتان إلى وسط يحوي الأمونيا والنترات فلم يظهر النمو لكلا العزلتين . ويمكن إيضاح ذلك بأن ظهور  15(
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) في العزلة غير المطّفرة بعد فترة من الزمن (40 دقيقة) أي بعد lag phase يعود إلى أن الإنزيم الناقل مستحث induced ، أما نقل العزلتين إلى وسط الأمونيا والنترات وعدم ظهور النمو فيهما فذلك يعني أن الأمونيا مثبط لإنتاج الإنزيم ، أما العزلة المطّفرة فهي لا تحوي الإنزيم أساساً .
افترض الباحثان Pateman و Kinghorn أن ايون النترات ([image: image22.png]NO3



) يدخل الخلية مباشرة بارتباطه بالإنزيم المختزل بطريقة تشبه (ناقل – مادة تفاعل) وهذا يعني أن ([image: image24.png]NO3



) ربما يدخل الخلية بطريقة النقل الميسر والناقل هو الإنزيم ، وذلك يعني أيضاً وجود الإنزيم قرب أو على الغشاء البلازمي ، وهذا ما أثبته Roldan ومساعدوه (1982) بأن الإنزيم موجود على الغشاء البلازمي أو غشاء الفجوات .
2-2-2- أيون النـتريت ([image: image26.png]NO;



) Nitrite Ion :
على الرغم من أن أيون النتريت يمثل مصدر نيتروجين لبعض الفطريات ، فإنه مادة سامة للعديد منها ، وهو قد ينتزع مجموعة الأمين (NH2) من الحامض الأميني أو يتداخل مع الكبريت لتماثله مع أيون (‌2[image: image28.png]


) ، وقد يرجع السبب في النمو الضعيف للفطر بوجود ([image: image30.png]NO,



) إلى تأثيره على دالة الحامضية في الوسط ، إذ لوحظ زيادة النمو في Aspergillus niger على الوسط المجهز بالنتريت عند رفع دالة الحامضية من 5.6 إلى 7.5 . إن الإنزيم الذي يختزل أيون النتريت هو nitrite reductase وله نفس صورة إنزيمnitrate reductase  .
2-2-3- أيون الأمونيوم ([image: image31.png]NH}



)Ammonium Ion  :
تستطيع معظم الفطريات استعمال الأمونيا كمصدر أساسي للنيتروجين ، وهو يؤثر على النمو ، كما يسلك كمنظم نمو للعديد من الفعاليات الحيوية .
لوحظ أن الفطر Calonectaria camelliae يكوّن أجسامه الثمرية القارورية الخصبة بوجود الأمونيا كمصدر للنيتروجين ، بينما تكون الأجسام الثمرية غير خصبة (خالية من السبورات) عندما تكون أيونات النتريت أو النترات هي مصدر النيتروجين ، وعند إضافة كربونات الكالسيوم CaCO3 يتأثر تكوين الأجسام الثمرية وخصوبتها . ويظهر تأثير الأمونيا على خميرة S.cerevisiae   بشكل مغاير ، حيث يتوقف تكوينها للأكياس في التراكيز الواطئة من الأمونيا ، وقد يعود السبب في ذلك إلى تأثير الأمونيا على مستوى الحموضة  في الوسط الزرعي ، إذ أن استخدامها يصاحبه انخفاض في pH  ، وقد يصل إلى 2.7 بغياب نترات البوتاسيوم KNO3 التي تعمل كوسط دارئ buffer يثبت الحامضية .
إن انخفاض دالة الحامضية يصاحبه نمو ضعيف وتمثيل ضعيف للنيتروجين أيضاًً ، ويمكن معالجة ذلك بإضافة حامض عضوي كالترتارات والماليت tartaric & malic acids لتعديل دالة الحامضية والمساعدة على النمو .
تُعد الأمونيا عامل مثبط للأستفادة من النترات كمصدر للنيتروجين ولا يحصل العكس ، وهذا يعني أن الأمونيا تكبح إنزيم nitrate reductase .
تسلك الأمونيا داخل الخلية مسارات أيضية لتكّون الأحماض الأمينية 
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2-2-4- اليوريــا CO 2(NH 2) Urea :
تنتج اليوريا داخل الخلية الحية بتكسير البيورين والبارمدين والأرجنين ، وهي تدخل مسارات النمو كما هي في الوسط الزرعي ، إلا أنها يجب أن تتحول إلى أمونيوم قبل ذلك .
تستطيع خميرة S. cerevisiae النمو على الأمونيا واليوريا كمصدرين للنيتروجين ودون تفاوت بين المصدرين ، أما A. niger فإن نموه وتكوينه للأجسام الحجرية sclerotia فيكون جيداً بوجود الأمونيا ومتوسطاً (أقل) بوجود اليوريا .
تنتقل اليوريا إلى الخلية بطريقتين هما :
1. النقل الفعال ، وذلك عندما ينخفض تركيزها خارج الخلية ، ويستحث النظام بوجود اليوريا ويكبح بوجود مصدر نيتروجيني آخر كالأحماض الأمينية ، والناقل قد ينقل مشابهات اليوريا ، وهذا ما لوحظ في A. nidulans إذ يقوم بنقل الثايويوريا thiourea السامة .
2. الانتشار الميسر ، ويحصل عند زيادة تركيزها في البيئة ، والنقل هنا غير مستحث ولا يكبح بوجود مصادر نيتروجينية أخرى .
2-2-5- الأحمـاض الأمينية Amino acids :
تستطيع معظم الفطريات استخدام الأحماض الأمينية كمصادر للنيتروجين ، إلا أن كفاءتها غير متساوية في أخذه ، كما تختلف الأحماض الأمينية في تأثيرها على النمو والتجرثم .
لوحظ في دراسة على Bipolaris maydis عند تنميته على مصادر مختلفة من الأحماض الأمينية أن هنالك علاقة طردية بين الوزن الجاف للخيوط الفطرية والتجرثم لوحدة الوزن ، وكانت استجابة الفطر في النمو والتجرثم ضعيفة لأحماض التريتوفان tryptophan والليوسين leucine والمثيونين methionine ، فيما كان النمو والتجرثم جيدان باستعمـال حامضـي الكلوتاميك glutamic أو السيرين serine ، أما الحامضين الأرجنين arginine والأورنيثين ornithine فكانا مصدراً جيداً للنمو وضعيفاً للتجرثم .
وبشكل عام فإن الأحماض الأمينية ذات السلسلة الجانبية الحامضية تمثل مصدراً جيداً للنمو والتجرثم ، أما ذات السلسلة الجانبية غير المشحونة فمتوسطة التأثير ، فيما تكون ذات السلسلة غير القطبية الأضعف في تأثيرها على النمو والتجرثم . وتتأثر جميع الأحماض الأمينية بعوامل الوسط الزرعي ، فعند إضافة Xylos ظهرت نتائج متباينة فقد ينشط النمو أو يثبطه وقد ينشط التجرثم أو يثبطه، أو أن يكون عديم التأثير وذلك بحسب نوع الحامض الأميني ، ولنوع الحامض الأميني تأثير عالي على فسلجة الفطر (بحسب النوع) فما يكون مثالياً للنموات غير الجنسية ليس بالضرورة أن يكون ملائماً لتكوين السبورات . كما أن وجود الكحول كمصدر للكربون بدلاً من الكلوكوز قد يزيد من استعمال الفطر للمصدر النيتروجيني (حامض أميني) ، وهذا ما لوحظ في الفطر البازيدي Armellaria mella باستخدامه L-aspargine والعديد من الأحماض الأمينية من نوع (L) .
يؤثر الحامض الأميني على فعالية إنزيم polyphenol oxidase وعلى التجرثم sporulation ، فمزرعة B.maydis تُظهر نشاطاً عالياً لإنزيم polyphenol oxidase بوجود حامض glutamate و aspargine و aspartate ، بينما يكون نشاط الإنزيم أضعف في الأحماض الأمينية الأخرى . وهناك علاقة ضعيفة بين التجرثم وفعالية إنزيم polyphenol oxidase ، فنقصان تركيز الأخير تقابله زيادة التجرثم بوجود الحامضين serine و  Gama – aminobutyric acid (GABA) .
2-2-5-1- انتقال الأحماض الأمينية :
تمثل الأحماض الأمينية أكثر المواد التي تمر عبر الغشاء السايتوبلازمي تنوعاً، لذلك فإن طرق نقلها متنوعة وإن كان النقل الفعال هو الشكل الغالب .
في الطبيعة لا تتواجد الأحماض الأمينية بتراكيز عالية ، ولذا يتم إدخالها للخلية بالنقل الفعّال، ويبدو أن هذه الطريقة قد ظهرت في مراحل مبكرة من تطور الفطريات ، وقد وصف الباحث Whitaker عام 1976 أربعة أنظمة لنقل الأحماض الأمينية في الفطريات هي :
1. نظام مفرد واسع التخصصSingle system of broad specification .
2. نظام واسع لألف مختلفة System of broad but differing affinities .
3. نظام متخصص لحوامض أمينية حامضية أو قاعدية  أو متعادلة 
System specific for acidic or basic or neutral amino acids                     

4. نظام متخصص لحامض أميني مفرد Specific system for single amino acid               .
      اعتمد تحديد هذه الآليات على ثلاثة أنواع من الفطريات هي : A. nidulans و  N. crassa و P. chrysogenum .
إن النظام الأول ينقل جميع أنواع الأحماض الأمينية وبكفاءة تعادل 
(5-50) مرة ما تقوم به الأنظمة المتخصصة ، وأثبت هذا النظام من خلال الدراسات الوراثية . أما النظام الثاني فقد لوحظ أن بعض الأحماض الأمينية تدخل الخلية بشكل أفضل إذا كانت مشتركة مع حامض أميني آخر عما إذا كانت بمفردها ، وهذا يعتمد على الألفة والتنافس بين الأحماض الأمينية على الناقل البروتيني في الغشاء السايتوبلازمي وبين بعضها البعض .
نظام النقل الثالث لوحظ في N. crassa إذ يحتوي الغشاء السايتوبلازمي على ناقلات متخصصة لصنف من الأحماض الأمينية القطبية والمتعادلة ولكل منها نظام نقل منفصل .
النظام المتخصص لحامض أميني مفرد لا يثبط بوجود أيون الأمونيوم  [image: image38.png]NH}



  ويكون للناقل ألفة عالية مع مادة التفاعل كما لوحظ في الخمائر ، ويتأثر الناقل في هذا النظام بنقص النيتروجين والكربون في غذاء الفطر ، كما يتأثر بظروف البيئة ، فعند نقص الكبريت (S) يتأثر ناقلا السيستين والميثيونين systine & methionine لأن كلاهما يحتوي على الكبريت .
2-2-5-2- العوامل المؤثرة على أخذ واستخدام الأحماض الأمينية :
تتوقف قابلية الفطر على استخدام الأحماض الأمينية على تركيبه الوراثي ، وكذلك يتأثر بعوامل دالة الحامضية ودرجة الحرارة والتركيز والطاقة المطلوبة ، وتواجد بقية مصادر الغذاء الفطري ، وأخيراً تركيز الأحماض الأمينية داخل الخلية.
1. دالة الحامضية pH  : يتوقف تأثير درجة الحموضة على شحنة الحامض الأميني وعلى شحنة الناقل البروتيني ودرجة التأثير بينهما . وتعتبر Proton symport ميكانيكية معتادة في نقل الأحماض الأمينية ، وبالرغم من اختلاف الأحماض الأمينية في أفضل دالة حامضية لأخذ أي منها فإن بعض الأجناس الفطرية تُظهر نشاطاً أعلى في درجة حامضية معينة كالجنس Penicillium الذي أظهر أعلى نشاطاً بين (5-6) .
2. درجة الحرارة Temperature: تؤثر درجة الحرارة على التفاعلات الخلوية وبالتالي على سرعة أخذ الأحماض الأمينية من المحيط أو الوسط الزرعي ، وقد لوحظ في الفطر P. chrysogenum ارتفاع نشاط نقل الأحماض الأمينية بارتفاع درجة الحرارة من 5 ْ إلى 30 ْ م وانخفاضه إذا ارتفعت الحرارة فوق ذلك .
3. تركيز الحامض الأميني Concentration of amino acid: بما أن الحامض الأميني يعتمد على ناقل وسطي فإن زيادة تركيز الحامض يؤدي إلى زيادة النقل في حالة التركيز الواطئ ، إلا أن التركيز لا يكون ذو تأثير في التراكيز العالية، وإذا ما تواجد حامضين أمينيين في الوسط ولهما ناقل واحد فإن تأثير التركيز يعتمد على نسبة كل منها للآخر وعلى ألفة كل منهما للناقل البروتيني .
4. متطلبات الطاقة Energy requirement : بما أن النقل الفعّال هو الأساس في نقل الأحماض الأمينية وأن الآلية هي Proton transport  لذا فإن العوامل الكيمياوية والفيزياوية المؤثرة على إنتاج الطاقة ستؤثر بدورها على أخذ الأحماض الأمينية (الظروف اللاهوائية ومثبطات الكلايكوليسز glycolysis تؤثر على كمية الطاقة المجهزة) ، ومـع ذلك فـإن تـراكيز واطئـة مـن المثبطات Dichlorophenoxy Acetic Acid (D-2,4 ) وazide قد تسلك كعوامل منشطة.
5. المغذيّات Nutrients : إن زيادة أيون الأمونيوم [image: image40.png]NH;



 يثبط النمو للعديد من الفطريات المعتمدة على الأحماض الأمينية ، فيما تكون بعض حالات النقل للأحماض الأمينية  أكثر نشاطاً عند نقص النيتروجين والكربون والكبريت . 
وبشكل عام فإن زيادة السكر في الوسط أو البيئة يزيد من كفاءة نقل الأحماض الأمينية لأنه يوفر مصدراً جديداً للطاقة .
6. تركيز الأحماض الأمينية داخل الخلية
 Concentration of interacellular amino acid :
        إن تركيز الأحماض الأمينية الحرة داخل الخلية قد يثبط أخذ أحماض إضافية من الوسط الزرعي ، ويطلق على ذلك تثبيط الانتقال trans inhibition ، فزيادة حامض اللايسين lysine داخل الخلية يوقف أو يثبط أخذه من الوسط ، إلا أن هذه العملية ليست متخصصة بدرجة عالية ، فربما يتوقف تأثيرها على الحجم الكلي للأحماض الأمينية أكثر مما على حامض بعينه (نوع منها) وبعكس ذلك في الأحماض الأمينية التي لها تخصص عالي على الناقلات البروتينية .
2-3- نسبة الكربون إلى النيتروجين (C/N ratio) :
لوحظ أن نسبة عنصر الكربون إلى النيتروجين ذات تأثير على النشاط الفسيولوجي للفطر ، فعند استزراع الفطر Trichoderma viride على وسط زرعي مجهز بكميات معلومة من glucose كمصدر للكربون و L-aspargine كمصدر للنيتروجين لوحظ أن أعلى وزن جاف للفطر ظهر عندما كانت نسبة الكربون إلى النتروجين (10غم :280 ملغم) ، فيما كان أدنى نمو عند نسبة 
(6غم : 93ملغم) .

تختلف استجابة الفطريات لأفضل نسبة بين عنصري الكربون والنيتروجين، فالفطر Curvularia pallescense يعطي أعلى كمية من الكونيديات إذا كانت النسبة 6 جلوكوز : 1 نترات البوتاسيوم (12غم / 2 غم) . أما Alternaria alternata فكـان أفضـل إنتاج للكونيديات عندما كانت نسبة N : C (4 : 1) 
(2غم / 0.48غم) .
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