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  תקציר
 -תייבשות זן התירס המתוק ונפוצה מזה כגורמת לה) Late wilt(מחלת הנבילה המאוחרת 

בשנים האחרונות חלה החרפה בתפוצת .  שנה באזור הגליל העליון ובעיקר בעמק החולה20

הגורם . בהודו ובהונגריה, שם היא גורמת לנזקים קשים ,המחלה מוכרת במצרים. המחלה

קע במשך הפתוגן עמיד בקר. Harpophora maydisהעיקרי והישיר למחלה הוא הפטרייה 

עשרות שנים וכיום הדרך היחידה להתמודדות עמו היא שימוש בזני תירס בעלי רגישות 

. אולם קיימים זנים פתוגניים העשוים להיות אלימים ולפגוע אף בזני תירס עמידים, מופחתת

במחקר זה בוצע בידוד ואפיון הגורם למחלת הנבילה המאוחרת מצמחי תירס נגועים אשר 

ותאמה שיטה מולקולארית לזיהויו ובוצע אפיון מורפולוגי ופיסיולוגי ראשוני ה, גודלו בישראל

,  מאופיינת בגדילה איטית על גבי מצע עשירH. maydisהפטרייה , גורם המחלה. לפתוגן

קורי הפטרייה . המושבה הצעירה משנה את צבעה מלבן לאפור ומפתחת קישיונות שחורים

לא ניכרים , למרות שנוצרים נבגים חד תאיים רבים.  השעוןמאופיינים לרוב על ידי גדילה בכיוון

גדילת המושבה מואצת בתנאי חושך ומעוכבת במצעים המכילים . קורים אווירניים אנכיים

 גבוה או של עקה pHנמצאה השפעה של  לא).  וסורביטולKCl(גורמי עקה אוסמוטית 

הורמונים צמחיים על מבחנים להשפעת . על התפתחות המושבה) menadione(חימצונית 

וקינין התפתחות הפתוגן בצלחות תרבית ועל קצב הנביגה הראו השפעה מעכבת של ציט

מרמזים על מנגנון עמידות אפשרי ומספקים הסבר אלו מצאים מ, והשפעה מזרזת של אתילן

 H. maydisתבדידי . אפשרי להתפתחות המואצת של המחלה בצמחים הנמצאים בעקת יובש

 חולים זוהו בשיטה מולקולארית ושימשו לאילוח קרקע עליה גודלו צמחי שנאספו מצמחים

צמחי תירס אלו הראו תוצאות חיוביות לנוכחות הפתוגן ובכך הושלם חלקו המרכזי של . תירס

מאפשר כעת זיהוי מוקדם של המחלה המבחן המולקולארי . מבחן קוך לזיהוי גורם המחלה

הרגיש (ובלי 'הפטרייה נמצאה בשורש של זני ג. יניםבצמחי תירס שעדיין לא הופיעו בהם תסמ

 , פותחהמולקולארי לזיהוי הפתוגןמבחן ה.  ימי גידול49לאחר ) העמיד לה(ורויאלטי ) למחלה

במקביל פותח על . אופיין ומיושם כעת כשלב בקרה לבדיקת ניקיון זרעי תירס המיועדים ליצוא

מבחני הזרעים .  בשורשי תירס מנותקיםH. maydisידנו מבחן מהיר לבחינת הפתוגניות של 

והשורשים משמשים כעת לבחינת זרעי תירס של זנים עמידים ורגישים במטרה ללמוד על 

הפתוגן המבודד משמש אותנו . מנגנון העמידות ולפתח שיטה יעילה לאיתור זני תירס עמידים

. ינרגיסטית לאיתור השפעה סFusariumבהדבקה משולבת של צמחים עם תבדידים של  כעת

 המשמשת כמדביר ביולוגי Trichoderma harzianumבמקביל נבחנת רגישותו לפטרייה 

  . ולתנאי סביבה שונים
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  מבוא
 שנה בגליל העליון ובעיקר 20 -מחלת הנבילה המאוחרת גורמת להתייבשות התירס ונפוצה מזה כ

. בקעת בית שאןבשנים האחרונות החריפה המחלה והתפשטה לעמק יזרעאל ו. בעמק החולה

התייבשות עלים והתפוררות הרקמה הפרנכימטית בין , השחמת הגבעול: סימני המחלה כוללים

-2001, שרון ועמיתיו(ממצאים חדשים . דבר הגורם להחלשות הקנים ולרביצה, צרורות ההובלה

לה הוכיחו כי הגורם העיקרי והישיר למח, )מבחן קוך(ובהם שיחזור מלא של הסימפטומים , )2003

פטרייה זו גורמת . שקיומה בארץ לא היה מוכר עד כה, Harpophora maydisהוא הפטרייה 

שם  ,בתירס והייתה מוכרת עד היום בעיקר במצרים ובקניה) כימשון מאוחר (Late wiltלמחלת 

ההיקף העולמי של המחלה כיום אינו ברור אך . אך גם בהודו בהונגריה, היא גורמת לנזקים קשים

. ב כגורם סיכון משמעותי ולפיכך בעל פוטנציאל כלכלי שלילי"כת על ידי מומחים בארההיא מוער

אשר יכולים להוות תחליף , הראו כי קיימים זני תירס בעלי רגישות מופחתת, מחקרי המשך בארץ

  . הרגיש במיוחד למחלה, ובילי'ראשוני לזן המוביל ג

H. maydis)  בשמה הקודםCephalosporium maydis (נית על קבוצת פטריות נמ

 - זוהתה לראשונה כמין נפרד בקומפלקס מיני ה2004ובשנת ) ascomycetes(הנאדית 

Gaeumannomyces-Harpophora.  הפתוגןH. maydisמתרבה ,  תוקף שורשים וגבעולים

עשרות שנים על שאריות צמחי ) sclerotia(מינית ויכול להישאר במצב רדום כקשיונות -בדרך אל

במצריים מופיעה המחלה בסוף העונה וגורמת במקרים מסוימים . ל גבי זרעים או בקרקעע, תירס

מחלות הגורמות לריקבון הגבעולים של צמחי תירס נגרמות לעיתים .  מהיבולים100%לאובדן של 

ואכן מחקר מקיף שנערך לאחרונה העלה את , על ידי צרופים שונים של מיני פטריות פתוגניות

, הפוגעת בקצב הגידול של צמחים צעירים, Fusarium verticillioides ההשערה שהפטרייה

  . כאשר שני הפתוגנים מופיעים יחד, גורמת להשפעה משנית

עד כה לא אותר תכשיר יעיל לחיטוי הזרעים או הקרקע ולא מוכרים אמצעים או תכשירי 

אך , נים עמידיםהפתרון היחיד המיושם כיום הוא טיפוח של ז. הדברה היעילים כנגד המחלה

כך למשל ידועים במצרים . מוכרות וריאציות פתוגניות של הפטרייה העשויות לפגוע גם בזנים כאלו

עד כה .  ואילו זנים בעלי רגישות מופחתת יש רק כנגד שלושה מהםH. maydisארבעה קווים של 

 מהלך כמו כן חסרים נתוני יסוד על. לא פורסמה עבודה הממפה את סוגי התבדידים בארץ

  . על הישרדותה ועל מבנה האוכלוסייה, המחלה

  

  מטרות המחקר
 .אימות גורם המחלה באמצעות מבחן קוך .1
 .H. maydisהפתוגן  זיהוי מורפולוגי ומולקולארי של תבדידי .2
 .התאמה ויישום המבחן המולקולארי לזיהוי הפתוגן בצמחים נגועים וזרעי תירס .3
 .פיתוח מבחן פתוגניות בשורשים .4
 .םי סביבה שונילתנא H. maydisמידות תבדידי בחינת ע .5
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 ועל H. maydis על התפתחות מושבות הפטרייה יםצמחי ניםבחינת ההשפעה של הורמו .6

 .התפתחות הנבגים
  .ולתקוף עלי תירס שלמים ופצועיםאבחון של יכולת הפטרייה לפרק קוטין  .7

  

  פירוט הניסויים והתוצאות
  
 שנאספו מצמחים חולים וזוהו H. maydisתבדידי  .ךוקאימות גורם המחלה באמצעות מבחן . 1

בשל  .מירע בחממה בקיבוץ 2007בוצע בנובמבר שמבחן אילוח שימשו ל, בשיטה מולקולארית

בחינה מולקולארית של חלק מצמחי הניסוי  .באופן תקיןים הצמחים לא התפתחו יקשיים טכנ

 .ה יושלם בקיץ מבחן ז.H. maydisהראתה תוצאות חיוביות לנוכחות הפתוגן 

 

פיינו בצורה ו תבדידי הפתוגן נתקבלו ממעבדת עמיר שרון וא.H. maydisהפתוגן אפיון . 2

 על גבי מצע עשיר C° 30 -ב מאופיינת בגדילה איטית H. maydisהפטרייה  .)1איור  (מקיפה

)complete medium או potato dextrose agar( . המושבה הצעירה משנה את צבעה מלבן

מהנבגים מתפתח קור .  ימים10שבוע עד  לאחר כשחורים) sclerotia( ומפתחת קישיונות לאפור

בעיגול בכיוון השעון להתפתח הקורים המתפתחים נוטים  ).נדיר(ולעיתים שניים או שלושה , אחד

 מאוד על המקלהתופעה כמעט ייחודית  בכיוון השעון היא ,הגדילה בעיגולים . זה לזהלהתחברו

הם בעלי אורך שונה ונושאים ) conidiophores(מנשאי הנבגים  .ן במערכת לא נקייהזיהוי הפתוג

לא המושבה שטוחה ו, למרות שנוצרים נבגים רבים. חמישה עד שמונה נבגים חד תאים שקופים

  .ניכרים קורים אווירניים אנכיים
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  הקשיונות -C,  מושבות בוגרות-B,  מושבה צעירה-maydis. H. A הפטרייהאפיון  - 1איור 

)sclerotia (שמפתחת הפטרייה ,D-גדילת הקורים בכיוון השעון  ,E-התפתחות נבגים  ,F- מנשאי 

   . נבגי הפטרייה-conidiophores( ,G(נבגים 

  

שיטה מולקולארית מהירה המבוססת על אנו התאמנו . מבחן מולקולארי לזיהוי הפתוגן. 3

המאפשרת זיהוי של גורם ) Saleh and Leslie, 2004(ייחודיים ) אוליגונוקלאוטידים(פריימרים 

 בהצלחה בין הפטרייה דילהמבחן המולקולארי הב. )2איור  (המחלה בתבדידים או בצמחים נגועים

H. maydis לבין שני פתוגנים אחרים של תירס :Cochliobolus heterostrophus וזן של 

Fusarium זיהוי הפתוגן .שבודד מצמחים חולים H. maydis כמו כן . אומת באמצעות קביעת רצף

הזן העמיד (ורויאלטי ) הזן הרגיש למחלה(ובלי 'נוכחות של הפטרייה בשורש של זני גהמבחן זיהה 

 .)עוד לפני הופעת תסמינים ראשונים( ימי גידול 56 ימי גידול ובגבעול ובעלים לאחר 49לאחר ) לה

   .ים החשודים כנגועים צמח הפתוגן ברקמותגילוי מוקדם של כעת מאפשרתשיטה זו 

  

  הפתוגןהותאם על ידנו לזיהוי שלהמבחן המולקולארי  .H. maydisמבחנים לפתוגניות של . 4

 זרעי תירס ןבביטחולזהות כיום ומאפשר  אופיין ,מבחן זה פותח. בזרעי סורגום ותירס נגועים

עי תירס המיועדים מיושם כעת כשלב בקרה לבדיקת ניקיון זרמבחן הזרעים . נגועים בפתוגןה

 בשורשי תירס H. maydisבמקביל פותח על ידנו מבחן מהיר לבחינת הפתוגניות של . ליצוא

 מחקרימהווה כלי ובשורשי צמחים חולים  בחן מאפשר לזהות חוט הדבקה שחורמ ה.מנותקים
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 מבחני הזרעים והשורשים משמשים כעת לבחינת זרעי תירס של זנים עמידים ורגישים .חשוב

  .רה ללמוד על מנגנון העמידות ולפתח שיטה יעילה לאיתור זני תירס עמידיםבמט

  

  
 maydis. H לזיהוי תבדידי PCRתוצאות . maydis. H מבחן מולקולארי לזיהוי הפתוגן - 2איור 

  .בתרבית ובצמח נגוע
  

סדרת מבחנים פיסיולוגים שבצענו . לתנאי סביבה שונים H. maydisהתאמת הפטרייה . 5

התאם לאורח החיים של הפטרייה כצפוי ב  מואצת בתנאי חושךמושבות הפטרייהגדילת  שתההרא

מעוכבת במצעים המכילים גורמי עקה הפטרייה  .הגדלה בקרקע וברקמות הפנימיות של הצמח

מושרית ( גבוה או של עקה חימצונית pHלא נמצאה השפעה של ).  וסורביטולKCl(אוסמוטית 

  .פתחות המושבהעל הת) menadioneבאמצעות 

  

הורמונים צמחיים חשובים הן בהיבט . H. maydisהשפעת הורמונים צמחיים על הפטרייה  .6

 עמידות כלפי מסוימיםשל איתור דרכי מניעה והן כדרך אפשרית שבאמצעותה מגלים זני תירס 

 אנו איתרנו רגישות של הפתוגן להורמון הצמחי ציטוקינין שהתגברה עם העלייה. גורם המחלה

ציטוקינינים מעודדים את צמיחת הגבעול והענפים המשניים ומעכבים את . בריכוזי ההורמון

תוצאות ניסוי זה מרמזות על הסיבה לכך שהמחלה לא מתפתחת בצמחים . הזדקנות הצמח

. צעירים ומספקות הסבר אפשרי להתפתחות המואצת של המחלה בצמחים הנמצאים בעקת יובש

השפעה משתנה תלוית ריכוז ) תרכובת משחררת אתילן(לאתרל , פהבשונה מהציטוקינין שנבחן 

כמו עלים טרם  , יצירת אתילן מוגברת במיוחד באיברי צמח מזדקנים.  על גדילת הפטרייה

גרם לעיכוב בנביגה ) ppm 2(ריכוז נמוך של אתרל . פירות מבשילים ועלי כותרת קמלים, נשירתם 

 100(מנגד ריכוזים גבוהים של אתרל  . ות המושבות השפיע באופן חיובי על קצב התפתחאולם

ppm (יתכן כי עלייה ברמות . האיצו משמעותית את הנביגה אך האטו במקצת את גידול המושבות
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האתילן בצמח לקראת הבשלת הפירות הינה אות לעצירת הרבייה בפטרייה ולהתחלה של גדילה 

  .פולשנית מואצת הגורמת להתמוטטות הצמחים

  

  -נושא נוסף שנבדק הוא כושרו של הפתוגן לגדול על קוטין . גנון ההתקפה על הצמחחקר מנ. 7

המרכיב המבני של הקוטיקולה המהווה מחסום ראשוני בפני פטריות פיטופתוגניות התוקפות את 

הידוע כתוקף את עלי ,  Cochliobolus heterostrophusפתוגן התירס לבהשוואה  .עלי הצמח

 גדלה בקצב איטי על גבי מצע מינימאלי המכיל אנאלוג של מרכיב H. maydisהפטרייה  , הצמח

 pH -יחד עם זאת שני הפתוגנים גרמו להורדת ה. כמקור פחמן יחיד, hexadecanol-1, קוטין

תוצאה ). ובהם קוטינאז( תרכובת מבחן להפרשת אנזימים הידרוליטים –במצע שהכיל גם פנול רד 

 היא פטריית קרקע הפולשת לצמח דרך H. maydis ו כי ים שהראמזו תומכת בממצאים קוד

למרות הנבגים הרבים שהפטרייה יוצרת התוצאות מרמזות על . צינורות ההובלה ולא דרך העלים

 H. maydis שהראה כי ניסוי הדבקת עלים . כך שיכולת הפטרייה לפלוש לעלי הצמח מוגבלת

  .אשש השערה זו, )ם או בריאיםפצועי (אינה גורמת לסימני מחלה בעלי תירס מנותקים

  
  סיכום והמלצות להמשך המחקר

הותאמה , במחקר זה בוצע אפיון הגורם למחלת הנבילה המאוחרת מצמחי תירס נגועים בישראל

 היא H. maydis. שיטה מולקולארית לזיהויו ובוצע אפיון מורפולוגי ופיסיולוגי ראשוני לפתוגן

בקרקע עשרות מתקיים הפתוגן .  מערכת השורשיםהתוקפת את הצמח דרךפטריה שוכנת קרקע 

 הקנה H. maydisהאפיון המורפולוגי של הפתוגן  .שנים ואין אמצעי חיטוי או הדברה יעילים כנגדו

יכולת זיהוי מהירה של גורם המחלה המבודד בצלחות פטרי ומהווה בסיס ידע לבחינת הפטרייה 

נים מרכזיים על פנוטיפים אופייניים של גדילה בהיבטים פיסיולוגים שונים ולבחינת תפקידם של ג

פיתוחו של מבחן מולקולארי מהיר לזיהוי הפתוגן הינו חיוני הן למחקר והן . ורבייה אל מינית

הגדלים בשדות , צמחיםבהאפשרות להשתמש במבחן זה לזיהוי מוקדם של המחלה . לחקלאי

  . הינה בעלת חשיבות כלכלית רבהזרעים וב, מועדים

 ובנוכחות בעיכוב הגדילה בתנאי סביבה שוניםהמתבטאות , קודות תורפה של  הפטרייהאיתור נ

 .Hתבדידי .  יעילים כנגדה ושיטות הדברה עתיד לסייע בידנו לפיתוח תרכיבים,הורמונים צמחיים

maydis תבדידים בהדבקה משולבת של צמחים עם   אותנו כעתיםשנאספו מצמחים חולים משמש

 Trichodermaבמקביל נבחנת רגישותו לפטרייה . ר השפעה סינרגיסטית לאיתוFusariumשל 

harzianumביולוגי  המשמשת כמדביר.  

  

כיום השימוש בזני תירס .  מהווים נקודת מוצא לתכנית מחקר וטיפוחאלוממצאים ראשוניים 

על מנת להגיע לזני תירס בעלי תכונות . עמידים הוא האמצעי היחיד להתמודדות עם המחלה

 הזנים השוניםעל הישרדותה ועל ,  על מהלך המחלה יסודידות יציבה וטובה דרושים נתוניעמ

שיתמקד הן בלימוד הפתוגן והן לאיסוף הנתונים הללו ידרשו כשלוש שנות מחקר  .אוכלוסיהב

ישראל המחלה לא הייתה  ב.העולמי של המחלה אינו ברורההיקף  .באיתור מנגנוני עמידות
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לפיכך ייתכן . תברר כי המחלה תוקפת שדות תירס בארץ למעלה מעשורדיעבד הבאך  ,מוכרת

קיום : לשאלה זו משמעות כלכלית רבה. כבוהמחלה נמצאת באזורים רבים נוספים וזיהוייה התע

את החשיבות שבפיתוח שיטות לאיתור  מעלה במידה רבה ,ב ואזורים נוספים"המחלה בארה

  .קווי תירס עמידיםן בטיפוח של הטמואת הפוטנציאל הכלכלי ומניעת המחלה ו

  

במהלך המחקר התקיימו מספר מפגשים עם . כנסים והרצאות, ימי עיון בפרסומים מדעיים

אנשי הדרכה ואנשי אקדמיה בהם דווח על הממצאים והתקיימו דיונים בתוצאות המחקר , חקלאים

) 2008(תולוגיה תוצאות המחקר הוצגו בכינוס השנתי של החברה הישראלית לפיטופ .והשלכותיו

   .2008חי -תל, "מחקרים בביוטכנולוגיה של פטריות"ויוצגו בכנס 
  


