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Abstract 
      Callus was stimulated from leaves explants of pea seedlings on agar 
solidified MS medium containing 1.5 mg/L of  BA and 2.0 mg/L NAA. 
Selection of tolerant callus culture virulent strain of Rhizoctonia solani by 
using the concentration of 12.0 % from callus culture added to it the 
concentrations of  0.0, 4.0, 8.0, 12.0, 16.0 % of fungal filtrates.Treating 
callus of using concentrations (10, 102, 103 and 104) µm from salicylic 
acid over periods (4, 8, 12 and 24) hours followed by callus treated with 
concentration 12% of filterat fungus for 15 days showed gradual increase 
in aquiring the callus of brown colour which is compatible to 
concentrations of salicylic acid in medium and period of treatment. It was 
also noticed that the best activity of Phenylalanine Ammonia-Lyase and 
concentration proline was in callus extraction treated with 104µm 
salicylic acid for 24 hours by using concentration of 12%.  

  

  الخلاصة
 ـ اوراق       استحدث الكـالس مـن          الحـاوي علـى    MS البـازلاء فـي وسـط        ات نبات

  امكن انتخـاب مـزارع كـالس متحمـل        . NAAلتر  /  ملغم   2.0 و   BAلتر    / ملغم 1.5 
 إليهـا من مزارع الكالس المضاف % 12 عند تركيز Rhizoctonia solaniالفطر  لرواشح 
بتراكيـز  الكـالس   أظهرت معاملة   . راشحا فطريا   %16.0 ،12.0 ،8.0 ،4.0 ،0.0تراكيز  
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 24 و 12 ،8 ،4  ولفترات زمنية  حامض السلسليك  من  مايكرومول )104 و 103 ،102 ،10(
زيادة متدرجـة فـي      يوما   15راشح فطري ولفترة     %12 معاملة الكالس بتركيز    اعقبها ساعة
 الوسـط وفتـرة      فـي   مع تراكيز حامض السلـسليك      والمتناسب للون البني ا لكالسب ا ااكتس

الحـامض   الفينايل الالنين امونيا لاييـز وتركيـز       افضل فاعلية لانزيم  ان  لوحظ  كما  .المعاملة
 مـن    مـايكرومول  104 الكالس المعامل بتركيـز    خلايا   مستخلص كان في      الاميني البرولين 
   .يراشح فطر %12 بوجود  ساعة24 ةفتر ولحامض السلسليك

   

  المقدمة
مـن   هـو  وFabaceae فراشـية  العائلة ال نباتات من.Pisum sativum L        البازلاء 

العديد مـن   إلىيتعرض النبات عالية، ة غذائية  قيم وتعد بذورها ذات  محاصيل الخضر المهمة  
وسـقوط البـادرات    عفن الجذور   تتبر  ويعية   والفايروس يرية والفطرية البكت المرضية   الإصابات

 في معظـم دول  المنتشرةوئعة امن الامراض الش Rhizoctonia solaniالمتسبب عن الفطر 
 المـرض   نهائي على  ولصعوبة القضاء ال   ،)1(ة الحاصل    ونوعي كمية في    سلبا ثرةالعالم والمؤ 

ولصعوبة الحصول علـى     ،على البيئة  تأثيرها الضار    ئية فضلا عن  باستخدام المبيدات الكيميا  
فقد وظفت طرائق اخرى منهـا   ، اللازمة الزمنيةالنباتات المقاومة بطريقة التربية لطول الفترة 

 Salicylic acid وJasmonic acid ، ethylene معاملة النباتات بالمواد الكيمياوية مثـل 
(SA)) 2 .(   يكمن دورSA        المـسؤولة عـن      في زيادة مقاومة النباتات كونه يحث الجينات 

 والانزيمية نات التركيبية من البروتي  التعبير عن نفسها من خلال انتاج العديد         صفة المقاومة في  
 Phenylalanine Ammonia–Lyaseامونيـالاييز  الفينايل الالنين كانزيمات البيروكسيديز،

(PAL)             والحامض الاميني البرولين والتي تسمى مجتمعة بروتينات الحماية والتـي تكـسب 
 إلـى  عند تعرضه Structural Acquired Resistance (SAR)النبات المقاومة المكتسبة 

 أدىبينت دراسات عديدة ان استخدام حـامض السلـسليك         ). 4،  3(جهد خارجي غير مناسب     
والفاصوليا ) 5( تحفيز عدد من النباتات البقولية على مقاومة المسببات المرضية كالبازلاء            إلى

 ان  اخرى  دراسة أوضحت). 9(والطماطة  ) 8(ر   كالخيا أخرىونباتات  ) 7( وفول الصويا ) 6(
ب لمرض   المسب Pythium التبغ بحامض السلسليك اكسبها صفة المقاومة للفطر         معاملة نباتات 
 نباتات فلفل مقاومة لمرض تعفن الجـذور ومـوت البـادرات            أنتجتكما  ،  )10(تعفن الجذور 

ي ائ المحلـول الغـذ    إلى حامض السلسليك  بأضافة تراكيز من     R.solaniالمتسبب عن الفطر    
  R.solani  بالفطر    قبل تلقيحها  SAتراكيز من   ب البازلاءوادت معاملة نباتات    . )11( للنباتات

  . )PAL )12نشاط انزيم  ملحوظة في  زيادةإلى
 حامض السلسليك في تحفيز كـالس البـازلاء         إلى اختبار فعالية    الحالية  الدراسة تهدف       
  .R.solaniالمقاومة للفطر بعض دلائل  إنتاجعلى 
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   مواد العمل وطرائقه
   إدامتهومصدر الفطر 

 المعزولـة  Rhizoctonia solani لحصول على العزلة النقية المشخصة من الفطرتم ا     
جامعة الموصل   / كلية التربية /  الحياة سم علوم عفن من ق  التمن نباتات اللوبيا المصابة بمرض      

 واحتفظ بـه    ،)PSA( الاكار   – سكروز   – ا في وسط بطاط   هالفطر باعادة زراعت  إديم   .)13(
  .)Slant( المائل PSAوسط  في مº 10 –رجة عند د

  
  اختبار القدرة الامراضية للفطر

وضـعت  إذ  ،جذور وذبول نباتـات البـازلاء   تعفن إحداثت كفاءة الفطر على  اختبر
 سم وسـعة    15التربة بعد ازالة الشوائب منها وتعقيمها بالمؤصدة في سنادين بلاستيكية قطر            

 لقحـت تربـة     ،)14 (ت الـصوديوم  يهايبوكلور% 3 كغم عقمت مسبقا بغسلها بمحلول       2.0
 بعمر  PSAالسنادين بمزج محتويات طبق بتري حاوي على مزرعة الفطر النامي على وسط             

  تركـت الـسنادين    العليا لتربة السنادين بشكل جيـد        سندانة مع الطبقة  / وبمعدل طبق  أيام 10
بعدها زرعـت   ) 15(كل جيد    ايام مع استمرار السقي عند الحاجة لتأقلم الفطر وانتشاره بش          5

مع وجود سندانة غير ملقحة بوصفها عينـة قيـاس           سندانة/  بذور 5 وبواقع    بازلاء  بذرة 50
  . يوما30ً واستمرت عملية السقي ومتابعة العينات لمدة

  
  استخلاص الرواشح الخام من مزارع الفطر

 الفطر علـى    مينُ). 16(اتبعت الطريقة القياسية لاستخلاص الرواشح الفطرية السامة        
 وزع الوسط   ،)17 (الخاص بأنتاج السموم الفطرية   ) medium) Paker الغذائي السائل الوسط  

لقح محتـوى كـل     و عقم بالمؤصدة دورق ، / مل 50 مل بمعدل    250في دوارق زجاجية حجم     
 7  بعمر  الصلب PSA من المزرعة الفطرية النامية على وسط        2 سم 0.5دورق بقرصين قطر    

 لحين اكتمال نمو الحصيرة الفطريـة       مº 2 ± 27دوارق عند درجة حرارة     ن ال يضحتم ت  .ايام
 بعد ذلك رشحت محتويات الدوارق مـن خـلال          . يوما 15على سطح الوسط الغذائي والبالغة      

   الفــوقي المبــرد المركــزي النبــذ ســتخدام جهــازإ بالــشاش ونبــذ الراشــح مركزيــا
18) (MSE. High speed  4  درجةعند º12000 سرعة ومg دقيقة للـتخلص  20 ولمدة 
 Millipore filter عقم الراشح باستخدام مرشحات غـشائية ،زل الفطر وبقايا سبوراتهغمن 

(0.22 µm) احتفظ بالمفرزات الرائقة بظروف التجميد لحين الاستخدام.   
  

  هاستحداث مزارع الكالس وادامت
 يومـا   15ة بعمر   من البادرات المعقم   المستأصلة   الأوراق أجزاءاستحدث الكالس من    

 لتـر /  ملغـم BA +2.0 لتـر  / لغم م 1.5الحاوي على ) MS) 18على وسط  والمزروعة
NAA )19(.يوما35 – 30على الوسط ذاته كل وإكثاره  الكالس إدامةت  تم .   
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   R.solaniبرواشح الفطر المعامل  الأوراقكالس أختبار تحمل 

اعلى تركيـز يمكـن ان يتحملـه        لتحديد  ) 20(استخدمت الطريقة المباشرة والسريعة     
رواشح الفطر المعقمة بالفرز الغـشائي       أضيفت . من رواشح الفطر السامة وبقائه حيا      الكالس

   الكـالس   وإدامـة  وسـط نمـو      إلىحجم  : حجم % 16.0 ،12.0 ،8.0 ،4.0 ،0.0بالتراكيز  
MS + 1.5   لتر  /  ملغمBA + 2.0   لتر  /  ملغمNAA     رارة  درجة حإلىبعد تعقيمه وتبريده
45 – 50º طبق/ مل 25 سم بمعدل    9 بتري زجاجية معقمة قطر      أطباق وزع المزيج في     . م. 

 ـ  يومـا  30 قطع مـن الكـالس بعمـر         10وضعت في كل طبق        مـن مـا يقـرب     وزن   ب
م ونظام التعاقب   2º ± 25 حضنت العينات في غرفة النمو عند درجة حرارة          . قطعة /غم 0.2 

   لـوكس ولمـدة    1500 إضـاءة  وشـدة     سـاعات ظـلام    8/  ساعة ضـوء     16(الضوئي  
  ). يوما20
  

   الأوراقكالس وسط نمو إلى حامض السلسليك إضافة

 104  و 103 ،102 ،10 الكـالس بـالتراكيز      وإدامـة  وسـط نمـو      إلى SA أضيف         
   وبعـد تبريـده     ، عقم الوسط فـي المؤصـدة      5.8 إلى عدلت الدالة الهيدروجينية     ،مايكرومول

 10 وضـعت    . طبـق  كلل  مل 25 سم بمعدل    9 بتري قطر    أطباقفي   تقريبا وزع    مº 50 إلى
 لكـل   أطبـاق  3بواقـع   و قطعة   / غم 0.2ما يقرب من     وزنب  يوماً 30قطع من الكالس بعمر     

   في ظروف غرفة النمو والتعاقب الضوئي ذاتهـا ولفتـرات زمنيـة            الأطباقحضنت   .معاملة
 مل  25مل احتوت   100ة سعة    دوارق زجاجي  إلىنقلت قطع الكالس    .  ساعة )24و 12 ،8 ،4(

% 12 الكالس المحتوي على اعلى تركيز من الراشح تحمله الكـالس والبـالغ              إدامةمن وسط   
  .)21( يوما15ظروف التعاقب ذاتها ولمدة ت بضنراشح فطري وح

  
  لكالس ل  الخلويمستخلصالتحديد بعض دلائل المقاومة في 

لمحلول المنظم صوديوم فوسـفات ذات   مل من ا2 غم من الكالس جيدا بوجود  1سحق         
رشح . المبرد)  (Homogenizer, LABSCO – R 25 بجهازpH 7.0يدروجينية هالدالة ال

المركزي الفوقي المبرد    النبذ  جهاز باستخدامالمزيج خلال عدة طبقات من الشاش ونبذ الراشح         
Ultracentrifuge  نـوع )Heraeus chrest GMBH, Cryofuge 6.4 (  3000بـسرعة 

م ، أخذ المحلول وأحتفظ به في ظـروف         ˚ 4 دقائق وعند درجة حرارة      5دقيقة ولمدة   / دورة  
  ).22(التجميد لحين الاستخدام 

في المـستخلص    PAL(Phenylalanine Ammonia - lyase( قدر نشاط انزيم         
الالنين فـي    لالخام بدلالة قياس حامض السيناميك المتكون نتيجة تحليل الحامض الاميني فيناي          
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 فوق البنفسجية وعند الطول الموجي      الأشعة جهاز مطياف    مزيج التفاعل بفعل الانزيم بوساطة    
  .)23( نانوميتر 290

لبرولين في مستخلص الكالس النامي فـي وسـط         حدد تركيز الحامض  الاميني الحر ا             
 بأخـذ  وذلك   )24( راشح فطري % 12 وتركيز    السلسليكحامض أو يحوي رواشح الفطر فقط    

 Sulfo Salicylic acid مل من محلول 15 غم من كل عينة على حده وسحقها جيدا مع 0.5
 تم قـراءة شـدة      ، وحامض الخليك الثلجي   Ninhydrinمع استعمال الننهايدران    % 3تركيز  

 بأسـتخدام جهـاز المطيـاف        نانوميتر 520الوردي عند الطول الموجي     ون  الامتصاصية لل 
   .CECIL 1021 Violet &Visible Spectrophotometer)(الضوئي 

  
  النتائج والمناقشة

 تعفـن  إحـداث قابليته على  R. solani نتائج اختبار القدرة الامراضية للفطر أظهرت
 حيث بلغت   ،البذور في التربة فضلا عن تعفن جذور البادرات حديثة النمو مقارنة بعينة القياس            

فـي جـذور     % 14بواقـع     تعفـن  إحداثفطر من   كما تمكن ال   % 23نسبة البذور المتعفنة    
فقط من البذور المعاملة بالفطر من النمـو         % 8البادرات الصغيرة وسقوطها وموتها وتمكنت      

الـضعيف    وامتازت البادرات الناتجة بنموها    ،وتكوين بادرات سليمة في التربة الملقحة بالفطر      
تـات  نباب  التي بدت شاحبة مقارنة    ةار وذبول اوراقها ولاسيما السفلي    وقصر ارتفاعها مع اصفر   

  .المقارنة الجيدة النمو
    

رواشـح   إليها لبادرات البازلاء المضاف     الاوراق المتحمل من مزارع كالس      كالسأنتخاب ال 

   R. solaniالفطر  

 تـأثير كـان لهـا     %  8،   4 ان تراكيز الراشح الفطري      )1الجدول  (أظهرت البيانات          
شكل بطيء وصاحبه زيادة طفيفة في الوزن مقارنة بعينـة الكـالس             الكالس ب  ااذ نم  ،ضعيف

 وضوحا للراشـح عنـد      الأكثر التأثير وبدا   .المزروعة في الوسط الخالي من الراشح الفطري      
، كمـا   لكالس في وزن ا    النمو تقريبا بدلالة انخفاض بسيط     اذ توقف الكالس عن   % 12التركيز  

 السمي للراشح في نسيج الكالس بزيادة       التأثير وازداد   ، اللون البني الفاتح    الكالس با اكتس لوحظ
وزانها عـن   قفها عن النمو واختزال أ    وهلكت جميع قطع الكالس بدلالة ت      اذ% 16 إلىتركيزه  
 ـ   % 12قد اعتمد التركيز    يه ف لوعقبل الزراعة بشكل كبير     أوزانها    ت التراكيـز  فقـط واهمل
نظـرا للتـأثير القاتـل      وفي نمو الكالس ،     راشحا فطريا لتأثيرها المحدود      % 8 و   4 الواطئة
  . جميع قطع الكالسالاخر بسبب قتله  فقد أهمل هو%16للتركيز
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 نمو كالس  الصلب فيMS وسط في Rhizoctonia solani  رواشح الفطرإضافةتأثير : )1(الجدول 

  . يوما20 بعد )غم/ بدلالة وزن الكالس ( Pisum sativum L .اوراق البازلاء
  

  %تراكيز رواشح الفطر 

  )غم(معدل وزن قطع الكالس 
وزن الكالس * 

قبل المعاملة 

  16.0  12.0  8.0  4.0  0.0  )غم(

0.830  1.26  0.844  0.886  0.795  0.467  

 . قطع5عدد قطع الكالس الموزونة من كل معاملة  * 

 
  فطـري  راشـح الكالس النامي في وسط يحـوي       ن   في وز  نخفاض هذا الا  وقد يعزى 

 السموم والانزيمات المنتجة من قبل الفطـر والمتواجـدة فـي            تأثير إلى اللون البني    هابواكتس
  فـضلا عـن النمـو والانقـسام        نفاذية الاغشية     تثبيط إلىذه السموم   ه تؤدي    قد الراشح حيث 

 في نمو كالس فول F. solani الاثر السمي الواضح لرواشح الفطر  إلىأشير فقد ) 26، 25(
انهـا ذات     R.solaniوحظ من معاملة كالس نبات الخيار برواشح الفطر          كما ل  )27 (الصويا

رواشـح الفطـر     إضـافة ذا لوحظ كذلك عند     هو) 22( الكالس   أوزان كبير في انخفاض     تأثير
F.oxysporum  28(كالس نبات القرنفل  الى وسط نمو(.  

  
رواشح الفطر    تراكيز إليهقاومة في مستخلص الكالس المضاف      تحديد فاعلية بعض دلائل الم    

R. solani  
 حـث   إلى أدى وسط نمو الكالس     إلى رواشح الفطر السامة     إضافةتبين من النتائج ان     

ان نشاط الانزيم والمعبـر عنـه       ) A-1( حيث يبين الشكل     PAL ل انزيم ا  إنتاجالكالس على   
 نانوميتر ازداد مع زيادة تراكيـز الراشـح فـي           290بشدة الامتصاصية عند الطول الموجي      

راشـح  % 12في مستخلص الكالس النامي في وسط يحوي         نشاط   أفضلوسط الغذائي وكان    ال
  . راشح فطري% 16فطري بعدها بدا النشاط بالانخفاض عند التركيز 

لبرولين في مستخلص الكالس النامي فـي        الحامض الاميني ا   كما لوحظ ارتفاع تركيز   
والمعبر عنه  ط  اأن أعلى نش   B)-1(واشح الفطر حيث يشير الشكل      روسط يحوي تراكيز من     

في مستخلص الكالس النـامي فـي       كان   نانوميتر   520ة عند الطول الموجي     بشدة الامتصاصي 
   .رواشح الفطرغير المعامل بقياسا بعينة الكالس راشح فطري % 12وسط يحوي 
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  في ) B(وتركيز الحامض الاميني البرولين ) A(PALنشاط انزيم ): 1(الشكل 

   رواشح الفطرمن تراكيزكالس البازلاء النامي في وسط مضاف اليه ل المائي مستخلصال

 Rhizoctonia solani.  

  
 ـنشاط انزيم تركيز و  الزيادة في    إن  فـي   الحامض الاميني البـرولين   كذلك   و PAL  ال

مستخلص خلايا الكالس المعامل بتراكيز من رواشح الفطر مقارنـة بتراكيـز ونـشاط هـذه                
المقارنة الغير المعامل بالراشح والمتناسبة مـع زيـادة          لص خلايا كالس  الأنزيمات في مستخ  

لكيمياوية السامة المفـرزة مـن      ا المركبات    أثر إلى يعود  في الوسط الغذائي قد    كيز الراشح اتر
السموم كمادة مؤثرة    من   تحتوي على أكثر    إذ إن الرواشح   اشحقبل الفطر والمتواجدة في الرو    

 إحداث  في  الفينولية والهرمونية والتي تؤثر مجتمعة     ديد من المركبات  والعالمحللة  والإنزيمات  
 التـأثير   اذه حفزيقد   السامة   مباشرة لتأثير هذه المركبات    خلايا الكالس المرض وعند تعرض    

 المركبات المؤثرة وقد يكـون رد       المقاومة لهذه   على إبداء نوع من التحمل أو      عدد من الخلايا  
ية الخلايا على إنتاج البروتينات الغنية بالحامض الأميني البـرولين          الفعل من خلال زيادة قابل    

الـذي يعمـل علـى تحويـل     ) 31 (PAL  الـانزيموالعديد من الانزيمات ومنها  )29 ,30(
 المهمة في سلسلة  Trans-cinnamic acid  إلى مادة  Phenylalanineالحامض الأميني 

 لتي تتحول لاحقا إلى الفينولات مثـل حـامض        وامن الحوامض العضوية     عدد الحيوي ل  بناءال
المركبـات   بنـاء    إلـى  في التفاعلات التي تـؤدي       يلعب دوراً كما انه   . الكافئك والكروماريك 

 نتـائج مقاربـة  ). 30 ,31(المسؤولة عن استحداث المقاومة مثل اللكنين وحامض السلسليك 
 )34( والفلفـل ) 33(قي  والر) 32( على نبات الفاصوليا     أجريتت مشابهة   لوحظت في دراسا  

   ).35( واللهانة
  

    0           4           8         12        16     0          4          8        12        16 
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   R.solani في زيادة كفاءة الكالس لتحمل رواشح الفطر SAفاعلية 

 SA مـن    وراق البازلاء بتراكيـز   المشتق من أ    الفاتح الأخضر كالسالتبين ان معاملة    
 SA الكريمي والبني الفاتح مع زيادة فترة المعاملة وتراكيـز           إلى تغيير لون الكالس     إلى أدى

 قد يعزى إلى تأثير تراكيـز        وان تغيير اللون الذي لوحظ في هذه الدراسة        .في الوسط الغذائي  
  الدراسـة فـي     إليهتوصلت   لوحظت نتائج مشابهة لما   حامض السلسليك في خلايا الكالس وقد       

  .  )21( بتراكيز من حامض السلسليك المعامل كالس نبات الزنجبار
  

   )PAL (ايل الالنين امونيالاييزالفين أنزيمنشاط  في SA فاعلية

 راشح فطري ولفترات متباينة   % 12تراكيز من حامض السلسليك وتركيز       إضافةادت  
 بدلالة الزيادة الملحوظة في نشاط      PAL حث الكالس على انتاج تراكيز متزايدة من انزيم          إلى

 ان اعلـى    لىإ )2الشكل  ( رحيث يشي   في الوسط وفترة المعاملة    SAالانزيم مع زيادة تركيز     
  وفتـرة المعاملـة   مـن حـامض السلـسليك        مايكرومول 104 نشاط للانزيم كان عند تركيز    

  . ساعة24 
  

  
  

راشح فطري على نشاط إنزيم % 12وتركيز  SAتأثير معاملة الكالس لفترات متباينة بتراكيز ): 2(الشكل 

PAL .  
  

ومة الطبيعيـة فـي      دور حامض السلسليك في تحفيزه لآليات المقا       إلىيعزى ذلك    وقد
 الجينات المـسؤولة عـن      إلىالخلايا النباتية كونه المسؤول عن نقل الايعاز من جدار الخلية           

   PAL العديـد مـن المركبـات والانزيمـات كـانزيم            بإنتاجالمقاومة والتي تعبر عن نفسها      
) 12(وقد سجلت نتائج مقاربة لمـا لـوحظ فـي نباتـات مختلفـة مثـل البـازلاء                   ).4،  3(

  ). 36(والرز) 21(جباروالزن
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  الحامض الاميني البرولين تركيز في  SAفاعلية 

 إلى وسط نمو الكالس ان لهذا الحامض        تراكيز من حامض السلسليك    إضافةبينت نتائج   
 والذي كان متناسبا مع      في مستخلص الكالس   لحامض الاميني البرولين  ا تركيزفي زيادة   تأثيرا  

  ).3الشكل(ومدة التعرض لحامض السلسليك في الوسط الغذائي  SAزيادة تركيز 
   

  
  

  راشح فطري% 12وتركيز  SAتأثير معاملة الكالس لفترات متباينة بتراكيز ) : 3(الشكل 

  الحامض الاميني البرولين تركيز على 

  
وجـاء هـذا    . البـرولين ا   حفز تكوين بروتينات الحماية ومنه     SAوهذا مما يؤكد بأن     

وزهـرة  ) 38(الشعير  ووالقمح  ) 37(رى على نبات الطماطة     مطابق لما وجد في دراسات أخ     
 استخدام  إمكانية رت إلى شنتائج هذه الدراسة قد أ    بصورة عامة يمكن القول بأن      ). 39(الشمس  

 البازلاء لتحفيز تحمل هذا النبات التأثيرات       أوراق كالس    استحداث حامض السلسليك في وسط   
  .R.solaniالسامة لرواشح الفطر 
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