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الفصل الخامس
سبـــات الأبــواغ 
إن الأبواغ التي تُنتج كوحدات للتكاثر جنسياً أو لا جنسياً قد لا تستطيع في بعض الأنواع الفطرية  الإنبات مباشرة بعد تكوّنها ، فهي تحتاج لفترة سكون ثم تنبت بعدها . إن ظاهرتي السبات والإنبات متداخلتين مع بعضهما، وقد أجري عنهما العديد من الدراسات.
يمثل السكون Dormancy فترة راحة في دورة حياة الفطر ، وتحصل خلاله تغيرات عكسية رجعية في التطور المظهري للكائن . إن بعض السبورات يكون سباتها خارجياً exogenously وهي لا تنبت بسبب ظروف بيئية غير ملائمة وفي هذه الحالة يحصل الإنبات بمجرد تحسن ظروف البيئة . وهناك سبات داخلي endogenous وفيه لا تنبت السبورات حتى وإن توفرت لها الظروف البيئية المناسبة، وفي هذا النوع من السبات ينبت البوغ بعد بلوغ عمر معين أو أنه يحتاج لمعاملة خاصة لتنشيط فعالية الإنبات .
5-1- السبـات الخارجـي Exogenous D. :
لوحظ وبشكل عام عدم إنبات الأبواغ تحت ظروف غير ملائمة من الحرارة و الرطوبة وO2 و pH وتختلف هذه المتطلبات حتى بين أفراد النوع  الفطري الواحد .
إن لبعض الفطريات متطلبات إضافية مثل الكثافة العالية من الضوء الأبيض أو الأزرق التي تحفز إنبات أبواغ A. niger وزيادة CO2 يحفز إنبات أبواغ A.nidulans ، في حين يكون الضوء و CO2​ مثبطان لفطريات مثل Trichophyton ajelloi و  sp. Colletotricum .
يجب أن تكون الدراسات والتحاليل الكيمياوية للأبواغ السابتة بدرجة عالية من الدقة ، لأن تعريضها لمدة (30) دقيقة للماء أثناء جمعها يجعلها نشطة في فعاليتها الأيضية ويسبب بظهور نتائج غير حقيقيةكما في Rhizopus stolonifer .
قد تكون شحة المتطلبات الغذائية سبباً في السبات الخارجي لبعض أنواع الأبواغ ، فالفطر P. grescofulvum تحتاج أبواغه إلى الكلوكوز لبداية الإنبات ، أما أبواغ الفطر البيضي Pythium sp. فتنبت في الماء المقطر ، إلا أن إضافة المغذيات تزيد النسبة المئوية للإنبات .
أُختبر إنبات أبواغ الفطر Neur.crassa في وسط زرعي يحوي مصدر كربون (سكروز، جلوكوز) وأملاح وعناصر دقيقة وبايوتين، وقد لوحظ أن 
المغذي الأكثر تحديداً للإنبات هو مصدر الكربون والأملاح المطلوبة بنسبة عالية major salt ، ومع ذلك فالعناصر الدقيقة هي أحد المتطلبات الإضافية لنمو أنبوب الإنبات. وقد لوحظ أن انخفاض نسبة KH2PO4 و NH4NO3 و MgSO4 يؤدي إلى انخفاض نسبة الإنبات عند التحليل بعد (3) ساعات . فيما لا يكون KH2PO4 مؤثراً بعد (5) ساعات ولا لـ NH4NO3بعد (24) ساعة . وتقل الحاجة لايون المغنيسيوم Mg+2 إلا أنها تستمر بالظهور حتى بعد مدة الحضن الطويلة هذه .
أما تأثير العناصر الدقيقة بشكل مفرد فقد أظهرت الأبحاث أن ZnSO4 كان له أكبر تأثير على نمو أنبوب الإنبات بالرغم من أن الإنبات نفسه لم يتأثر بهذا العنصر .
إن الدراسات اللاحقة على هذا الفطر أظهرت إمكانية تنشيط تصنيع البروتين وRNA بحضن الكونيديات في مصدر كاربوني لوحده ، حتى وإن لم يظهر (يبدأ نمو) أنبوب الإنبات فيه ، وإن تحوير تركيب الوسط الزرعي يمكننا من ملاحظة تأثير المواد المختلفة، فالوسط الزرعي الحاوي على مصدر كاربوني فقط يحفز الفعالية الأيضية ، والذي ينقصه أيون المغنيسيوم Mg+2 يستخدم لدراسة نشوء أنبوب الإنبات ، والذي ينقصه أيون الزنك  Zn+2  يستعمل لدراسة نمو أنبوب الإنبات .
يمكن لمواد أخرى في البيئة أن تسبب السبات الخارجي ، فالمركبات المثبطة موجودة في الطبيعة في النباتات والتي قد تسلك كعوامل مقاومة ضد إنبات الأبواغ للفطريات المرضية ، وتعتبر المركبات الفينولية أهم المثبطات . وأحد المشتقات الشائعة في النبات تعود لحامض cinnamic acid الشائع في النبات كـmonomers أو بمركبات أكثر تعقيداً مثل lignin .
وقد درس Stahman وجماعته (1975) تأثير (25) مشتق من هذا المثبط على الفطريات المسببة لصدأ القهوة (السبورات اليوريدية) وكان نصف المواد مثبط للإنبات . وأحد مشتقات cinnamic acid هو حامض ferulic acid وأن أحد مشتقات الفيروليك يثبط إنبات السبورات على النباتات ، إلا أنه يحفز إنبات السبورات المترممة في التربة لفطر Penicillium .
ويمكن لكائنات أخرى غير العائل(host) أن تؤدي إلى فشل إنبات السبورات ، وتعرف هذه المواد بـfungistatis وتتلف عند تعقيم الوسط الزرعي أو إضافة مغذيات لها . فالفطريات تنافسها البكتريا على المغذيات اللازمة لإنبات الأبواغ . إن إضافة سبورات فطرية للتربة قد لا يؤدي إلى تعطيل إنباتها فحسب وإنما يسبب زيادة في عدد البكتريا في التربة ، ويفسر ذلك أن البكتريا تعمل على نقص المغذيات (nutrient sink) وهي تنمو على مركبات تتحرر من الأبواغ عند ترطيبها ، وهذه المواد تستخدم أساساً من قبل البوغ الفطري للإنبات .
وعند الغسل المستمر للأبواغ الموجودة على غشاء مرشح (محاكاة ما تفعله البكتريا) لوحظ ضعف الإنبات ، وكان الإنبات ممتازاً عند توقف الغسيل أو عند الاستعاضة عن الماء بمحلول جلوكوز معقم .
يمكن للبكتريا إنتاج مواد مثبطة لإنبات السبورات ، و allylalcohol والاثلين (هرمون نباتي) ومركبات أخرى غير محددة تسلك كوابح للفطريات fungistatic . إن مثل هذه المواد يمكنها أن تؤثر مباشرة على فعالية إنبات البوغ أو بشكل غير مباشر على قابلية أخذ المغذيات أو الأيض .ان العديد من مبيدات الفطريات وكذلك المضادات الحيوية للفطريات تؤثر على إنبات الأبواغ بالعديد من هذه الآليات .
ويبدو أن السبات الخارجي هو نوع من التكيف يؤجل إنبات البوغ لحين ملائمة الظروف البيئية لمعيشته ، وبذلك تضمن انتشاره ونموه على الوسط أو في البيئة وإكمال دورة حياته .
5-2- السبـات الداخلـي Endogenous D. :
وفيه لا يتم إنبات البوغ لأسباب داخلية ، وهناك ثلاثة ميكانيكيات عامة توضح هذا النوع من السبات هي : النفاذية و وجود مثبطات ذاتية و تعويق الأيض.
5-2- 1- النفاذية Permeability :
إن ملاحظة تأثير بعض الكيماويات على نفاذية الغشاء قد يؤدي أيضاً إلى تحفيز إنبات الأبواغ لبعض الأنواع وبالذات تلك التي كان السبب في عدم إنباتها هو عدم نفاذية الغشاء للمغذيات والماء والأوكسجين وغيرها من المركبات إلى داخل الخلية . فالمعاملة بمادة nonylalcohol يحفز انبات الأبواغ اليوريدية لفطر الصدأ rust . وباستخدام درجة حرارة (40)ْم ولمدة (5) في معاملة أبواغ الفطر اللاقحي Dictyoselium discoideum يحصل تأثير بفعل الحرارة يؤدي إلى تغيير نفاذية الغشاء السايتوبلازمي ، ومن خلال التصوير واستخدام تقنية التجزئة بالتجميد  freeze fracture أمكن ملاحظة تغير في توزيع الجزيئات في الغشاء فنتج تغيرات في الهيئة وربما في وظيفة الغشاء السايتوبلازمي .
5-2- 2- المثبطات الذاتية Self-Inhibitors :
من المعلوم أن أبواغ بعض الفطريات تملك مركبات تثبط الإنبات لذاتها  وقد لوحظ في هذا الخصوص بأن :
· الأبواغ بتركيز عالي تنبت بكفاءة أقل .
· غسل الأبواغ ذات التركيز العالي يحفز الإنبات .
· ماء الغسيل يكون مثبط للإنبات .
· التثبيط في هذه الفطريات سريع ويتعاكس ببساطة .
أن التثبيط الذاتي معـروف لـ53 نوع على الأقل من الفطريات ، إلا أن التركيب الكيمياوي وطريقة التأثير أقل وضوحاً . ولقد أجريت أكثر الدراسات على التضاد الذاتي على الأبواغ اليوريدية للصدأ ، وأظهرت النتائج أنه في العديد من الأنواع كانت المثبطات من مشتقات حامض cinnamic ، وهذه المركبات تكون مؤثرة بتركيز [image: image2.png]107°
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 مولاري لكنها عديمة التأثير عندما يظهر نتوء أنبوب الإنبات .
إن ثقب الإنبات في الأبواغ الذي يخرج منه أنبوب الإنبات يكون مغلق بمواد يجب إذابتها بالماء قبل الإنبات وإن المثبطات الذاتية تمنع إذابة السدادات وبالتالي تثبط الإنبات.
ينبت 20% من الأبواغ اليوريدية لـ Uromyces pontederuae عند حضنها في الماء المقطر ،ويرتفع إلى 90% عند تعريضها للماء الحاوي على Ketons. إن الفطر أعلاه ممرض لنبات مائي وكميزة تطورية لأبواغه فهي لا تنبت أصلاً عند تلامسها مع الماء الحر بل تضل ساكنة حتى توفر مغذيات مناسبة ، وأن وجود محفزات الإنبات هو الذي يوقف تأثير السبات الداخلي .
وفي الفطر Peronospora tabacina تم عزل المثبط الذاتي والتعرف عليه وسُميّ quiesone والمكون الأساسي له مماثل لهرمون نباتي abscisic الذي يثبط إنبات البذور والبراعم الأبطية في النبات . ومن الملفت للانتباه أن quiesone يحفز إنبات الأبواغ اليوريدية للصدأ .
أما في الفطر Dictyoselium discoideum فقد لوحظ أن المثبط فيه يؤثر على الإنبات ، وقبل انتفاخ البوغ وتأثيره يكون على تكوّن البروتين ، كما عُزل مثبط آخر في الفطر سُميّ discadenine .
كذلك ظهر أن الكبريت يعمل كمثبط غير متخصص في إنبات الأبواغ للعديد من الفطريات . فقد لوحظ عنصر الكبريت بصيغة (S8) في العديد من التراكيب الساكنة (كونيديات ساكنة وأجسام حجرية) ويعتقد بأنه يتداخل مع السلسلة التنفسية ونقل (e-) في المايتوكوندريا ويضعف التنفس .
5-2- 3-  تعويق الأيض Metabolic Impairment :
قد لا تستطيع الأبواغ الإنبات  لتوقف في فعالية أيضية محددة ، ولا علاقة لذلك بالمثبطات الذاتية أو بمشاكل التنافذ ، وقد لا يحصل الإنبات لأن الإنزيم المسيطر على فعالية التنفس أو غيرها من المسارات الوسطية لا يعمل بشكل طبيعي أو أن RNA والبروتين لا يتم تصنيعه .
في فطر Phycomyces blackesleeanus ينشط إنزيم trehalase (الذي يكسر المخزون من trehalose) عند تعريض البوغ للحرارة ويتضاعف النشاط (10-15) مرة ، إلا أن من الصعب الفصل بين تحفيز الأبواغ وتحفيز الإنزيمات. كذلك لا يمكن تحديد حالة التثبيط .    
5-3- التحفيز  Activation :
الفطريات السابتة داخلياً تحتاج لتحفيز بطريقة ما قبل أن تتمكن من الإنبات ، وطرق التحفيز مختلفة وأحياناً تحتاج أكثر من طريقة لتحفيز البوغ .
1. الحرارة : تستخدم بشكل واسع لتحفيز إنبات السبورات للعديد من الأنواع ، فدرجة 40-75مْ لفترة من بضع دقائق إلى بضع ساعات مهمة للتحفيز ، ويمكن تنشيط الإنبات بدرجات الحرارة المنخفضة (-5 إلى 10)ْم ولفترات مختلفة.
تمر أبواغ الـ Phycomyces blackesleeanus   بسبات داخلي وتحتاج لحرارة 50مْ ولمدة 3دقائق للتحفيز ، وأظهرت الدراسات أن التأثير الحراري يتركز على تكوين البروتين ويغير تركيبه ويؤثر بالتالي على تركيب الغشاء السايتوبلازمي، فضلاً عن أن للحرارة تأثير على المغذيات . فالأبواغ المسخنة لمدة (3) دقائق بدرجة (44)مْ تعطي إنبات كامل للأبواغ ، وإذا نقلت الأبواغ إلى وسط جلوكوز-اسبارجين-فوسفات ، لكن عند نقل هذه الأبواغ إلى الماء يحصل تدهور في التنشيط deactivation ، وعُرف ذلك بالتنشيط المتعاكس ، وهو لا يحصل في المعاملة الأول، ويحصل التنشيط المضاد عند نقص تصنيع RNA والبروتين ، وكذلك نقص في معدل التنفس ، ويبدو أن الكلوكوز هو المكون المؤثر والمهم في الوسط الزرعي للإنبات بعد المعاملة بالحرارة بدرجة دون (50)مْ . وإن الخلات يمكن أن تعوض درجة الحرارة لهذا الغرض بعد المعاملة بالحرارة دون (50)مْ .
2. الكيمياويات : أستعمل العديد من الكيمياويات لتنشيط إنبات الأبواغ الفطرية ، ومعظم هذه المواد تتداخل مع lipoprotien ، لذا فإن تأثيرها يبدو بزيادة نفاذية الغشاء . بعض الأنواع تفرز مواد تنشط إنبات أبواغ أنواع أخرى ، فالفطر Ceratocystis sp. ينتج كحول متطاير والديهايد تنشط أبواغ العديد من أنوع الجنس Lactarius spp. ، وقد ينتج النبات كيماويات تؤدي نفس الدور كما في نبات العصفر الذي ينتج مواد متطايرة Polyacetylene تحفز إنبات الأبواغ التيلية للصدأ .
3. العمر : أن العديد من الأبواغ ذات السبات الداخلي لا تستجيب للمعاملات التحفيزية إلا بعد انقضاء فترة زمنية محددة . هذه الظاهرة سميت بعد النضج (after – ripening) ، وقد تكون هذه الظاهرة تكييف تطوري للتأكد من أن البوغ لا ينبت إلا بعد أن يكون ناضجاً كلياً . وأظهرت الدراسات أن 
إنبات الأبواغ للـ Pythium يزداد من صفر % إلى أكثر من 80% بعد مدة (6) أسابيع في مستخلص تربة غير معقمة ، وأن معاملات التحفيز أو التسريع يمكن أن تفيد قليلاً في اختصار مدة السبات ولكن لا يمكن إلغائها كلياً . وقد لوحظ أن بعض المعاملات بالحوامض أو القواعد تكون عديمة الفائدة إلا بعد انقضاء مدة (5) أسابيع وذلك في الأبواغ الحرشفية chlamydospore للفطر Protomycopsis sp.  
5-4- الإنبــات  Germination :
عند زوال مسببات السكون فإن الإنبات قد يحصل ، ويمكن تقسيم فترة الإنبات إلى مرحلتين :
1. مرحلة الزيادة في حجم البوغ spore (مرحلة الانتفاخ) .
2. مرحلة انبثاق أنبوب الإنبات .
خلال المرحلة الأولى يتضاعف حجم معظم أبواغ الفطريات مرتين أو ثلاثة مرات ، وتعود الزيادة إلى التشرب inbibition  ولصنع مواد خلوية جديدة .
في أبواغ الـ Mucor rouxii يتضاعف الحجم أربع مرات خلال ستة   ساعات، ويلاحظ وجود قطع من الجدار البوغ الأصلي ، وقد ظهرت صفة بناء ونمو غشاء جديد في العديد من الفطريات ويبدو أنها ظاهرة طبيعية في الفطريات .
تظهر العديد من التغيرات الخلوية في البوغ خلال الانتفاخ وتكوين أنبوب الإنبات : 
1. اختفاء الأجسام الدهنية .
2. زيادة تمدد الشبكة الأندوبلازمية .
3. زيادة عدد وحجم المايتوكندريا .
4. زيادة عدد وحجم الأنوية .
5. الزيادة في عدد الرايبوسومات .
6. ومن الملاحظات المهمة هي تجمع حويصلات vesicles صغيرة على جهةٍ واحدة من البوغ وفي طرف أنبوب الإنبات ، وهذه الحويصلات تماثل المتواجدة عند نمو الجدار ، ويعتقد أنها تحوي نفس الإنزيمات المهمة لرخاوة loosing الجدار ، وكذلك الوحدات subunit لبناء جدار جديد . وقد يعود السبب في تجمع الحويصلات في مكان واحد هو قطبية البوغ   .
في تجربة للباحثين Bartnicki-Garica و Lipman (1977) على قطبية أبواغ Mucor rouxii تم تصويرها بـautoradiography وباستعمال حبيبات الفضة . أظهرت التحليلات الكمية أنه لا يوجد تغير في نسبة (معدل) تكوين الجدار الخلوي خلال هذه المراحل ، وأن بعض الفعاليات تنشط (فعاليات بايوكيميائية) وتزداد ، وأهم هذه الفعاليات هي مسار تصنيع DNA و RNA والبروتين . وفي فطر Rhizopus stolonifer يزداد البروتين و RNA في الساعة الأولى من الحضن ، بحيث يسبقه بعدة ساعات ظهور الإنبات  الفعلي ، في حين أن أبواغ Botryodipoldia theolromae يظهر فيها تغير قليل لهذه الجزيئات الكبيرة macromolecules في الثلاث الساعات الأولى . ويبدو أن البوغ قبل الإنبات   يحوي جميع أنواع RNA المهمة (m-RNA و T-RNA و r-RNA) وبذا يمكنه تكوين البروتين دون تكوين RNA جديد ولوحظ ذلك في العديد من الفطريات ، وكذلك في B. emersonii يحوي على بروتين و RNA قبل إنباته .
في Asp.nidulans هناك زيادة ملحوظة في الكايتين المتكون وإنزيم Chitin synthetase  zymogen وهي تتخلق ذاتياً داخل الفطر . وفي Achlya biseruolis يحتاج الإنبات  إلى تكوين البروتين و RNA . 
لوحظ زيادة التنفس في فترة إنبات البوغ،ففي أبواغ B.  theolromae ينقص المايتوكندريا نوعين من الإنزيمات التي تساهم بنقل (e-) خلال التنفس هما Cytochrom-c-oxidase و Oligomycin-sensitve ATPase ، وخلال الإنبات يزداد نشاط الإنزيمين بسرعة فتكون ATPase بوجود m-RNA . ويتكون الإنزيم الآخر من وحدات موجودة في السايتوبلازم للسبور الساكن الذي يتحرك خلال المايتوكندريا ، ويتحد مع ثلاث وحدات أخرى مكوناً معقد الإنزيم .
تحتوي أبواغ N. crassa كافة الإنزيمات اللازمة لسلسة نقل (e-) ، وهذا يفسر الزيادة السريعة في تنفس الأبواغ بمجرد حضنها .
المواد المخزونة في الأبواغ مثل lipid و trehaose و manitol يتم تكسيرها وتحرير الطاقة منها لإنتاج مواد خلوية جديدة . ففي أبواغ Achlya sp. ينخفض المحتوى الدهني من 10% إلى 6% من الوزن الجاف خلال أول ساعتين من الإنبات.
تحتاج أبواغR. stolonifera  إلى الدهون لغرض الإنبات  ، وهي تقوم بصنعها أثناء الإنبات . وعند حضن الأبواغ مع cirulenine وهي مادة مثبطة لإنتاج الأحماض الدهنية فإنها تثبط انتفاخ الأبواغ وتكوين أنبوب الإنبات  وتعيق فعالية المايتوكندريا من دون التأثير على البروتين وتكوين RNA وأخذ الأوكسجين.
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