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  ملخص
 من بقايا نبات حمص في ثلاث مناطق Ag3 وAg2 وAg1 سميت على التوالي A. rabieiمستعمرات للفطر  ثلاثتم عزل 

 شبيهة يةسمحت عملية العزل من النباتات المصابة بالحصول على مستعمرات فطر. بالجزائر، سطيف وقالمة وواد السمار على الترتيب
 التأكد من هوية العزلتين وقد تم.  العدوى الاصطناعية لظهور نفس أعراض المرض في الطبيعةكما أدت عملية. بالمستعمرات الأصلية

Ag1و Ag2 بتحديد تتابع القواعد الآزوتية لحمض rDNA .تين كان تتابع القواعد الآزوتية للعزلAg1و Ag2 لتتابع هذه القواعد امشا 
 قاعدة على الترتيب وأعطت عملية التضاعف المتسلسل 454 و قاعدة448في ) Genbank( من بنك الجينات AR 738رجعية المللعزلة 

لحمض النووي ذات لقطع اوالهجرة الكهربائية لمورثات النمط الوراثي لهاتين العزلتين باستعمال بادئات مناسبة ) PCR(للحمض النووي 
نمت عزلات الفطر الثلاثة بشكل جيد على  ).mating type 1 (1 مبينا أن كلتا العزلتين من النمط الوراثي رقم bp 700وزن جزيئي 

تم التعرف .solanapyrone C وأحيانا قليلا من سم solanapyrone A، مفرزة سم )CDCLM( المدعم بالكاتيونات Czapek Doxوسط 
، حيث )HPLC (داء العاليفي الكروماتوغرافيا السائلة ذات الأمتصاص الا بحسب زمن الاحتباس ومطياف solanapyrone Aعلى سم 

 .A ورشاحة الفطر solanapyrone Aيثبط السم  .تشابه مطياف السم المتحصل عليه من العزلات الثلاث مع مطياف السم المعياري
rabeiإنبات بذور نبات الحمص وتنخفض نسبة التثبيط بزيادة تخفيف السم ورشاحة الفطر  .Probit نسبة انخفاض الانبات كاتت 

مل كما /مكروغرام 0.21 ± 6.93ات بـ نب من الإ50%قدر تركيز السم المثبط لـ . لسم أو معامل تخفيف الرشاحةمتناسبة مع تركيز ا
 solanapyrone Aسم إن .  على الترتيبAg3 وAg2 وAg1 للعزلات 64.4% و55.0% و52.5%بلغ تركيز الرشاحة المثبط لنفس النسبة 

 0.30 ± 4.72 من طول الجذير 50%، حيث بلغ تركيز السم المثبط لـ نمو الجذير والسويقةيثبطان كذلك ورشاحة الفطر 
.  على الترتيبAg3 وAg2 وAg1 للعزلات 53.0% و47.5% و30%مل بينما بلغ تركيز الرشاحة المثبط لنفس هذه النسبة /مكرورغرام

 Ag2 وAg1رشاحة العزلات ن تركيز مل في حين كا/ مكروغرام0.33 ± 6.56 من طول السويقة فبلغ 50%أما تركيز السم المثبط لـ 
 كان نمو الجذير أكثر حساسية لتأثير السم مقارنة مع إنبات البذور . على الترتيب59% و51% و45% المثبط لنفس هذه النسبة Ag3و

و الجذير مل في اختبار نم/ مكروغرام0.3 ± 4.72مل و/ مكروغرام0.21 ± 7.10ونمو السويقة حيث بلغ تركيز السم في اختبار البذور 
 باستعمال Agrobacterium tumefaciensسمح تحويل الفطر  بوساطة البكتريا  .مل في اختبار نمو السويقة/ مكروغرام0.33 ± 6.56و

 35.8 و46.8 مع نسبة نجاعة بلغت hygromycin B طافرا مقاوما للمضاد الحيوي 498 بالحصول على AGL1 وLBA1126العزلتين 
 327 بالاعتماد على الامتصاص في طول موجة solanapyrone A طافرات لإنتاج سم 30وتم اختبار .  الترتيب بوغة على510طافر لكل 

الذي يمتص فيه هذا السم، على أساس أن هذا السم هو المركب المتواجد أساسا في رشاحة ) λmax(نانومتر وهو طول الموجة الأقصى 
على اعتبار أن هذه الحالة تنطبق على الطافرات فقد . تص في طول الموجة هذه والذي يمCDCLMالعزلة الأصلية النامية على وسط 

مل بنسبة انخفاض تراوحت بين / مكروغرام1.93 ± 4.32مل و/ مكروغرام0.10 ± 2.11سجل إفراز الطافرات لسم بتركيز تراوح بين 
 ).مل/ مكروغرام2.99 ± 8.15( مقارنة مع تركيز السم الذي أفرزته العزلة الأصلية 46.99% و%74.11

 Ascochya rabiei ،Cicer arietinum ،phytotoxins ،Solanapyrone A: كلمات مفاتيح
Abstract 
Cultures of A. rabiei, designated Ag1, Ag2 and Ag3, were isolated from chickpea debris left in fields near 

the Algerian towns of Sétif, Guelma and Oued Smar, respectively. Isolation from such plants gave rise to fungal 
colonies with he same morphology as the original isolates and symptoms identical to the naturally infected plants. 
Identity of isolates Ag1 and Ag2 was confirmed by sequencing rDNA. The sequence for Ag1 gave a perfect match 
for 448 bases of a reference sample AR 738 in Genbank and essentially the same result for 454 bases of Ag2. PCR 
of DNA from Ag1 and Ag2 with primers specific for the mating type genes of A. rabiei both gave amplicons of 
about 700 bp, demonstrating that they were both mating type 1. The three Algerian isolates grew well on Czapek 
Dox medium supplemented with cations (CDCLM). Only solanapyrone A and sometimes a trace of solanapyrone C 
were produced and were recognised by their retention times on HPLC and spectra. The major peak from all three 
Algerian isolates gave spectra that closely matched to that of authentic solanapyrone A. Solanapyrone A and culture 
filtrates of A. rabei inhibited the germination of chickpea seed, and this inhibition decreased with dilution. Probit % 
inhibition of germination was proportional to the concentration of solanapyrone A or the dilution factor of culture 
filtrates. The concentration of solanapyrone A that caused 50% inhibition of germination was 6.93 ± 0.21 µg/ml and 
the dilutions of culture filtrates of isolates Ag1, Ag2 and Ag3 required to give the same inhibition were 52.5%, 
55.0% and 64.4%, respectively. The elongation of radicles and hypocotyls of chickpea seedlings was inhibited by 
solanapyrone A and culture filtrates of A. rabiei. The concentration of solanapyrone A that cause 50% inhibition of 
radicle elongation was 4.72 ± 0.30 µg/ml and the dilutions of culture filtrates of isolates Ag1, Ag2 and Ag3 required 
to give the same inhibition were 30%, 47.5% and 53.0%, respectively. The concentration of solanapyrone A that 
cause 50% inhibition of hypocotyl elongation was 6.56 ± 0.33 µg/ml and the dilutions of cultural filtrates of isolates 
Ag1, Ag2 and Ag3 required to give the same inhibition were 45%, 51% and 59%, respectively. Radicle elongation 
was the most sensitive of the three parameters to solanapyrone A, the respective values for the three tests being 7.10 
± 0.21 µg/ml for germination, 4.72 ± 0.3 µg/ml for radicle elongation and 6.56 ± 0.33 µg/ml for hypocotyl 
elongation.  Agrobacterium tumefaciens mediated transformation of A. rabiei with strains LBA1126 and AGL1 led 
to the production of 498 tranformants which were resistant to hygromycin B with an efficiency of 46.8 and 35.8 
transformants per 105 spores, respectively.. A total of 30 transformants was screened for the production of 
solanapyrone A as determined by light absorption at 327 nm, the λmax of solanapyrone A as this is essentially the 
only compound in culture filtrates of wild type A. rabiei grown on CDCLM which absorbs at this wavelength. If it 
is assumed that this is also true for the transformants, then their production of solanapyrone A varied from 2.11 ± 
0.10 µg/ml to 4.32 ± 1.93 µg/ml, representing a reduction of solanapyrone A of 74.11% to 46.99% in comparison 
with the wild type (8.15 ± 2.99 µg/ml). 
Keyswords: Ascochyta rabiei, Cicer arietinum, phytotoxins, Solanapyrone A 
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  مقدمة

المرتبة الثالثة من بين البقوليات، ويتميز بكونه مصدرا ) .Cicer arietinum L(يحتل نبات الحمص 

 كما يشكل مصدرا جيدا .نيزغ والفوسفور والحديد والزنك بالإضافة إلى المنوالبوتاسيومللكالسيوم والمغنسيوم 

 النامية بالإضافة إلى كونه مصدرا هاما مصدرا للبروتينات وللطاقة في الدولويشكل أيضا . β-caroteneلـ 

  .للغذاء للتجمعات البشرية التي تعاني من مشاكل صحية

ويعود هذا ). FAOSTAT ،2005؛ هكتار/ طن0.8حوالي (يعتبر إنتاج الحمص العالمي حاليا منخفضا 

فة خاصة مرض التبقع الانخفاض إلى العديد من العوامل الحيوية وغير الحيوية التي تخفض من نسبة الإنتاج، وبص

  ).2006 وآخرون، Millan(الأسكوكيتي ومرض الذبول الفيوزاريومي 

، )anamorphالطور الناقص،  (Ascochyta rabieiيسبب مرض التبقع الأسكوكيتي الفطر 

Didymella rabiei)  ،الطور الكاملteleomorph( والذي يعتبر من أخطر الأمراض التي تصيب نبات ،

تميز بتنوع قدرته الإمراضية، كما أن آليات إحداثه للمرض على النبات يهو و. لجزائراوفي  الحمص في العالم

 Höhl( اختراقا مباشرا النباتبأن الفطر يخترق فقد بينت الدراسات . تبقى غير مفهومة لحد الآن بشكل جيد

معاملة الأوراق عند  التي تحدث نفس أعراض المرض solanapyrones، كما يفرز أيضا سموم )1990وآخرون، 

 والتي ثبت بأا أحد عوامل cutinaseبالإضافة إلى ذلك يفرز الفطر إنزيمات ). Strange ،2000 و) Hamidا

  ).1989 وآخرون، Dickman(أخرى الإمراضية عند فطريات 

تحدث العديد من الفطريات المفرزة للسموم أمراضا للنبات في الظروف الطبيعية، لذلك كان من 

. ل، هل لهذه السموم دورا في إحداث الإصابة كما هو الحال في أمراض الحيوان والإنسانؤبيعي طرح التساالط

أن إفراز السموم يكون في إثبات : على هذا الأساس هناك شروط أساسية لتحديد دور السموم في المرض وهي

ا النباتات السليمة معاملة عند النبات المصاب، وقدرة هده السموم على إحداث ولو جزء من أعراض الإصابة 
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)Aducci ،عادة يمكن أن تلعب السموم الفطرية دورا هاما في بعض الأمراض النباتية، كما ). 1997 وآخرون

جميع عزلات  -أن استعمالها في انتقاء أو استنباط أصناف مقاومة من النبات العائل مخبريا يرتبط بملاحظتين 

 إحداث هذه السموم لأعراض -  رز هذه السموم في الأوساط الاصطناعية،الفطر التي تم الحصول عليها تف

   ).Strange ،2000 وHamid) (فقد اليخضور، البقع النكروزية وانكسار الأفرع وغيرها(المرض 

وم التي يفرزهـا بناء على هذه الفرضية كان من بين أهداف هذا البحث اختبار دور السم

Ascochyta rabieiقبل  في التفاعل بين مرض التبقع الأسكوكيتي ونبات الحمص مخبريا، لكن  كعامل إمراضية

بدراسة الحمض  A. rabieiكان أيضا من المهم أولا تأكيد انتماء عزلات الفطر الجزائرية الثلاثة إلى النوع ذلك 

زلات كان الهدف بعد تحديد الانتماء الدقيق لهذه الع. ي لهذه العزلاتالنمط الوراثتحديد ووزومي يبالنووي الر

ثم ربط العلاقة بين كمية السم المفرزة وتأثير رشاحة الفطر على نبات الحمص وم أيضا التأكد من إفرازها للسم

 وأخيرا اختبار إنتاج طافرات للفطر غير قادرة بإجراء اختبارات حيوية على إنبات البذور ونمو الجذير والسويقة

ة بغية استعمال هذه الطافرات مستقبلا في لز السم بكميات ضئيعلى إنتاج السم تماما أو على الأقل تفر

تم تقسيم هذا على هذا الأساس، . اختبارات العدوى الاصطناعية لتأكيد دور السم في الآلية الإمراضية للفطر

البحث إلى خمسة فصول، خصص الفصل الأول لاستعراض المراجع التي تناولت بالدراسة مرض التبقع 

 ا التي تم الحصول عليهA. rabieiنما تم تخصيص الفصل الثاني لعزل وتشخيص عزلات الفطر الأسكوكيتي، بي

 solanapyroneفتناول بالدراسة إفراز هذه العزلات الثلاث لسم الثالث من ثلاثة مناطق بالجزائر، أما الفصل 

A ة سمية رشاحة بدراسوذلك رض التبقع الأسكوكيتي ومنبات الحمص بين  ودور هذا السم في التفاعل

عزلات الفطر على إنبات البذور ونمو الجذير والسويقة، في حين خصص الفصل الرابع لدراسة تحويل الفطر 

، Agrobacterium tumefasciences) Agrobacterium-mediated transformationبوساطة البكتريا 

ATMT (دف الحصول على طافرات غير قادرة على إفراز السموم، وأالعامةلفصل الخامس للمناقشة رد اف.  
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  الفصل الأول

  دراسة مرجعية

  نبات الحمص 1.1.

لا  نادراجدا العكسي، التلقيح ) n2 = x2 (كروموزما 16ذاتي التلقيح ذو سنوي نبات الحمص نبات 

 ينمو هذا النبات عادة في المناطق الدافئة). Singh ،1997 ؛1985 وآخرون، Smithson(فقط  % 1  نسبةتجاوزي

مع معدل سنوي .  ليلام 21-29°وم ارا  18-26°تتراوح درجة حرارة نموه المثلى بين . أو الجافة وشبه الجافة

). 2000 وآخرون، Tekeoglu ؛1985 وآخرون، Smithson(ملم  1000 و600وح بين ايترلتساقط الأمطار 

والذي ، صفرةالمكبيرة البذور لاذو ) Kabuli( كابولي الصنفيقسم نبات الحمص حسب لون وحجم البذور إلى 

يزرع الذي ذو البذور الصغيرة السوداء اللون و) Desi( و الصنف ديزي يزرع في أغلب مناطق زراعة هذا النبات

  ).2003 وآخرون، Ibrikci؛ Van Der Maesen ،1987(عادة في الهند وفي إفريقيا 

 من الأنواع يتجاوز طوله  قليلاا سم، لكن عدد70 و30 بين هنبات الحمص نبات حولي يتراوح علو

ة ـص بشعيرات محتوية على غدد تفرز عصارة ذات حامضيـات الحمـغطى أوراق نبت. متر واحد

ي ـان فـذان يساهمـالل  oxalicض ـ وحم)malic acid(اح ـالتفـض ة، تحتوى أساسا على حمـمرتفع

رون ـاقب القـال لثـو الحـا هـرات، كمـة بالحشـص للإصابـات الحمـة نبـمقاوم

))Helicoverpa armigera Hiibner (Lepidoptera :Noctuidae ؛Yoshida ،يحتوي ). 1997 وآخرون

 الأزهار على المحورتكون .  وريقة13 و11عادة  مابين وراقا مركبة متوضعة بشكل متناوب نبات الحمص أ

 ذات ألوان مختلفة من بيضاء إلى ،رأزهاالمركزي، وحيدة أو في مجموعة زهرية متكونة من زهرتين إلى ثلاثة 

تمنح . يتوفر النبات على جهاز جذري عميق، محتوي على عقد جذرية مميزة كبقية البقوليات. وردية أرجوانية

ي لهذا العنصر ـ التثبيت البيولوجبرهذه العقد الجذرية فعالية كبيرة للنبات في تثبيت النتروجين الجوي ع
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)biological nitrogen fixation؛ BNF( .ت الفوسفور يز نبات الحمص بفعالية كبيرة في تثبيكما يتم)P ( في التربة

  ).Van Der Maesen ،1987؛ Cubero ،1987(المحتوية على نسب منخفضة من هذا العنصر 

  

  الأهمية الاقتصادية والغذائية لنبات الحمص 2.1.

 روع عالميا بعد نباتي اللوبياءمزبقولي ثالث محصول ) .Cicer arietinum L(يعتبر نبات الحمص 

)Phaseolus vulgaris L. (الفاصولياءو) Pisum sativum L.( حيث يزرع في العديد من المناطق انطلاقا من ،

جنوب شرق آسيا عبر شبه الجزيرة الهندية والشرق الأدنى بالإضافة إلى أوروبا ومنطقة البلقان وبلدان حوض البحر 

وآخرون،  Ibrikci ؛2000 وآخرون، Tekeoglu ؛2000 وآخرون، Abbo(أستراليا المتوسط وانتهاء بأمريكا و

 ومن ضمنها المغرب العربي وفي حوض البحر المتوسط يعتبر نبات الحمص من أهم المحاصيل الفلاحية في دول ).2003

  ).FAOSTAT ،2005() 1.1دول الج( 2005مليون طن في العام  9بلغ الإنتاج العالمي للحمص حوالي . الجزائر

 

  القيمة الغذائية لنبات الحمص 3.1.

 Williams( بذرة 100/ حريرة357غذائيا هاما حيث يحتوي على  انبات الحمص مصدريعتبر 

على تركيز عالي من المواد الكربوهيدراتية  تحتوي بذرة الحمص ).2000 وآخرون، Abbo ؛Singh ،1987و

محتوى بذرة نبات الحمص ). 2.1دول الج(ية والفيتامنات هام جدا والبروتينات كما أن محتواها من المواد المعدن

كيز عالية من الزيوت الخام امن الكربوهيدرات والبروتنيات مماثل لمحتوى بذور بقية البقوليات، لكنها تحتوي تر

  ).3.1دول الج( من المواد المعدنية مقارنة مع هذه البقوليات ة منخفضاكيزوتر
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  )FAOSTAT ،2005( العالمي من الحمص  الإنتاج1.1. دولالج

  )Hg/Ha)(المردود   )طن(الإنتاج   )هكتار(المساحة   البلد
 7.500 15.000 20000  الجزائر

 28.626 64.150 98815  دول المغرب العربي

 8.258 8572.356 10380.739  العالم

  

 ).Singh ،1987 وWilliam(محتوى بذرة نبات الحمص من المواد المعدنية والفيتامينات . 2.1دول الج

 ) غ100/ملغ(التركيز   نات يالفيتام  ) غ100/ملغ(التركيز  المواد الكربوهيدراتية والمعدنية والبروتينات
 Thiamin 1.1-0.21 50-61  المواد الكربوهيداتية الكلية

 Riboflavin 0.33-0.12 10-20  البروتينات

 Niacin 2.9-1.3 140-440 الكربون

 B6 0.55 190-382 الفوسفور

 B1 0.29 5.0-23.9 الحديد

 B2 0.2 9.95 الزنك

 A 0.19 141 المغتريم

 C 3.87 0.96 النحاس
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محتوى بذور بعض البقوليات من المركبات الكيميائية مقدرة بالنسبة المئوية للوزن الجاف . 3.1دول الج

)Williamو Singh ،1988.( 

 عناصر معدنية  ألياف خام  زيوت خام  )كربوهيدات كلية+ (ت سكريا  البروتينات المنتوج الزراعي
 3.8 4.2 1.7 61.4 22.1  ءفاصوليا

 2.6 5.5 1.8 62.1 22.5  جلبانة جافة

 2.9 4.9 4.5 61.5 20.1  حمص

 3.4 7.8 2.0 60.2 23.4  فول

 2.2 3.1 1.8 60.8 24.2  عدس

 3.5 8.0 1.7 62.9 20.9 1البسلة الهندية

 3.5 4.3 1.8 60.3 23.4 2لوبياء

لوبياء خضراء 
3Green gram 

23.9 60.4 1.3 4.2 3.4 

 Limaفاصولياء
4bean  

19.7 64.8 1.1 4.4 3.4 

1 pigeonpea (cajanus cajan)          2 Cowpea (Vigna unguiculata L.)  
3 Green gram (Phaseolus aureus)        4 Lima bean (Phaseolus lunatus)  
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  راض نبات الحمصأم 4.1.

يصاب نبات الحمص بالعديد من الأمراض الفطرية وأهم الفطريات التي تصيب هذا النبات فطر 

Fusarium oxysporum Schlechtend.:Fr. f. sp. ciceris (Padwick) Matuo and K. Sato المسبب  

 .Ascochyta rabiei, (Pass.) Labrousse, (anamorph), Didymella rabiei Kovacheski vللذبول وفطر 

Arx. Syn. Mycosphaerella rabiei Kovacheski (teleomorph)المسبب لمرض التبقع الأسكوكيتي  .

ن الفطرين، هناك العديد من الفطريات الأخرى التي تصيب نبـات الحمـص منها يبالإضافة إلى هذ

Alternaria sp. المسبب لتبقع الأوراق )leaf spot(،و  Uromyces ciceris-arietinum المسبب للصدأ 

)rust(،و  Botrytis cinerea المسبب للعفن الطري )gray mould.(و Leviellula tauricaلبياض  المسبب ل

 ذور الجافـن الجـلعف المسببين R. solani وRhizoctonia bataticolaو، )powdery mildew (الدقيقي

)dry root rot( ،وSclerotium rolfsiiو Sclerotinia sclerotiorumعفن الساق المسببن ل) foot rot.(  وفطر

Verticillium albo-atrum المسبب للذبول )wilt .( كما يتعـرض نبات الحمص للإصابة بالفطريات الببضية

)Oomycetes (Pythium debaryanumو P. ultimum . بالإضافة إلى ذلك تم عزل العديد من الفيروسات

) pea leaf roll(الجلبانة وفيروس التفاف أوراق ) alfalfa mosaic( تبقع الحلفاء من نبات الحمص كفيروس

 cucumber(وفيروس تبرقش الخيار) bean yellow mosaic(التبرقش الأصفر على نبات الفاصولياء وفيروس 

mosaic viruses) (Smithson ،؛ 1985 وآخرونVan Emden ،1988 وآخرون.( 
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  الأسكوكيتيمرض التبقع  1.4.1.

من أخطر الأمراض التي تصيب نبات الحمص في شمال الهند والباكستان مرض التبقع الأسكوكيتي يعتبر 

 Jiménez-Díaz ؛Reddy ،1987 وNene (100%والولايات المتحدة مع نسبة خسائر مسجلة قد تصل إلى 

ا المرض منتشر بشكل كما أن هذ. )2000 وآخرون، Tekeoglu ؛1994 وآخرون، Acikoz ؛1993وآخرون، 

واسع في دول حوض البحر المتوسط كالجزائر و قبرص ومصر وفرنسا واليونان والأردن وإيطاليا ولبنان والمغرب 

وفي الجزائر تختلف نسبة الخسائر  ).Porta-Puglia ،1990(وإسبانيا وسوريا وتونس وتركيا بالإضافة إلى بلغاريا 

  ).1996 وآخرون، Bouznad (100% إلى اأحيانتصل فد طقة إلى أخرى والناتجة عن الإصابة ذا المرض من من

  

  المسبب المرضي 1.1.4.1.

ر ـص الفطـات الحمـى نبـتي علــكوكيـع الأســرض التبقــب مــيسب

Ascochyta rabiei (Pass.) Labrousse (anamorph): Didymella rabiei (Kovacheski) v. Arx. Syn. 

Mycosphaerella rabiei (Kovacheski; teleomorph) .َف عرPasserini  هذا الفطر في 1876عام 

اقترح بعض الباحثين اسم ذلك  لكـن بعد ، )Kapoor ،1980 وZythia rabiei )khuneة بـ ـالبداي

Phyllosticta rabiei (Pass.). أكدواSingh إلى أن بنية الأبواغ البكنيدية للفطر والتي تفتقد ) 1997( وآخرون

وفي عام . Phyllosticta spp هي أبواغ نوعية لـ والمحاطة بغلاف جيلاتيني )apical appendage(قمية الائد وزال

 على Ascochyta rabiei إلا أنه عاد وغير التسمية إلى Phyllosticta rabiei بكونه Labrousseعرفه  1930

بالتسمية قد تم الاحتفاظ و. اصطناعي عند تنميته على وسط 2-4%أساس تكوين الفطر لأبواغ مقسمة بنسبة 

 ).Nene ،1982(الأخيرة والتي أصبحت شائعة الاستعمال 

 إلى Mycosphaerella فقد تم تغيير تسميته من Didymella rabieiأما بالنسبة للطور الكامل للفطر 

Didymella وذلك على أساس تواجد ascomata للأكياس  ازيالمتو والتموضع النوع واسعة نوعية لأفراد هذا
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 غير المتساوية الزقية وخلايا الأبواغ )pseudoparaphyses( كاذبة خيوط عقيمة وتواجد  المنقسمةغير الزقية

عن تلك الأطور الناقصة ) Ascochyta( منطقة الانقسام بالإضافة إلى اختلاف الطور الناقص والتي تكون ضيقة

 ).Kaiser ،1995 وMycosphaerella) Wilsonالمرتبطة بـ 

  

  الطور الناقص 2.1.4.1.

هي أهم مميزات الحية أو الميتة نبات الحمص أجزاء المتواجدة على والكونيديات المحتوية على البكنيدات 

 تكون .منغرسة في نسيج العائل) dots( ويمكن مشاهدتها في شكل بقع صغيرة A. rabieiالطور الناقص لفطر 

  متغيـرةادـات أبعوذة ـة ذات فتحـه دائريـة أو شبـريدائة، ـاديـة أو رمـبنيات ـالبكنيديهذه 

60-215 x 80-240كونيدات أو أبواغ هيولية اللون بيضوية الشكل أو على  هذه البكنيدات تحتوي.  مكرومتر

 وآخرون، Luthra؛ Sattar ،1934(ر  مكرومتx 8.2-10.4 4.0-3.9متطاولة أحيانا ثنائية الخلية ذات أبعاد 

ر ـرومتـ مكx 16.0-6.0 3.4-5.5كانت ) 1936 (Kovashevskiاد بالنسبة لـ هذه الأبعـإلا أن ). 1935

 حديثا ).1.1شكل ال( مكرومترعلى أوساط الزرع الإصطناعية x 14.0-4.8 3.2-5.2ل وـى العائـعل

لية مع بأن الأبواغ البكنيدية أحادية أو ثنائية الخ) Barz) 2001 و Brunsوبالاعتماد على دراسة نسيجية أكد 

نواتين أو أربعة أنوية،  أو نواة على هذه الأبواغ الأحادية الخلية تحتوي. سيادة وانتشار الأبواغ الأحادية الخلية

  .بكل خليةفقط في حين تحتوي الأبواغ الثنائية الخلية على نواتين 
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  ).1986 وآخرون، Ascochyta rabiei) Hawareالأبواغ البكنيدية للفطر . 1.1شكل ال
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  الطور الكامل 3.1.4.1.

) 1936 (Kovashevski أولا من قبل A. rabieiلفطر ) teleomorph stage(اكتشف الطور الجنسي 

لاحقا تم اكتشاف هذا الطور في .  فصبل الصيف في الحقل في بلغارياتعلى بقايا نبات الحمص الذي قض

، المجر )1963 وآخرون، Zachos(، اليونان )Bushkova، 1958 وGorlenko(العديد من الدول، روسيا 

)Kövics  ،(، إسبانيا )1986وآخرونJiménez-Díaz ،(، سوريا )1987 وآخرونHaware ،1987( 

بنية داكنة إلى ) Pseudothesia( الأجسام الثمرية تكون).Hannan ،1987 وKaiser(والولايات المتحدة 

 تخرج من الجسم زقيةتر، أسطوانية الشكل وتحتوي ثمانية أبواغ  مكروم270 و120يترواح قطرها بين وسوداء 

  هيولية ثنائية الخلية ضيقة عندالزقيةتكون الأبواغ ). Kaiser ،1992 وTrapero-Casas( الفتحة برالثمري ع

  ).Mac Leod ،2003a وGalloway(مكرومتر  x (22-12.5) 16 6 (5-7)ا أبعاده) septum(اجز الح

  

  A. rabieiالفطر تنوع  4.1.4.1.

أوحى تنوع التفاعل بين الفطر ونبات الحمص وفقدان بعض أصناف الحمص للمقاومة ضد الاصابة 

في دورة ) D. rabiei(إن تواجد الطور الكامل . بتواجد سلالات وأنماط ممرضة لهذا الفطر A. rabieiبالفطر 

تنوع في  والذي قد يكون السبب ،للفطرتزالي الاخحياة الفطر في العديد من مناطق العالم يشير إلى الانقسام 

ورثات الإمراضية وبالتالي إلى ظهور أنماط لم) combinations(تركيبة معينة  أجيال المسبب المرضي مؤديا إلى

) heterothallic( غيـر متجانـس الطـور A. rabieiجديـدة، مع أن الفطر ) pathotypes(ممرضة 

 Khan(غير متواجدين في جميع مناطق زراعة الحمص ) two mating types(وعيـن الوراثييـن ـوالن

، A. rabieiلقد تم استعمال العديد من المصطلحات في تصنيف تنوع إمراضية الفطر ). 1999aوآخرون، 

 والأشكال الممرضة ،)races( والسلالات الفيزيولوجية ،)pathogenic groups(كالمجموعات الإمراضية 
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)virulence forms(،  والأنماط الممرضة)pathotypes) (Chen ،اعتمادا على تنوع القدرة ). 2004 وآخرون

الإمراضية للفطر على العديد من أنواع وأصناف نبات الحمص فقد تم اقترح العديد من الباحثين أكثر من 

، Grewal وVir( مجموعة إمراضية في الهند 13:  للفطر أو نمط ممرض أو مجموعة ممرضةفسيولوجيةسلالة 

 أنماط ممرضة في الباكستان 5و) Kabbabeh ،1985 وReddy( سلالات في سوريا ولبنان 6و) 1974

)Qureshiو Alam ،1984 (شكلا ممرضا في الولايات المتحدة 11و )Janو Weise ،1991( أنماط ممرضة 10و 

سبانيا والولايات المتحدة  نمطا ممرضا من الباكستان وإ11بالإضافة إلى ) Singh ،1996 وAmbardar(في الهند 

)Navas-Cortés ،1998 وآخرون .( حديثا تعرف كل منBayaa وآخرون )و) 2004Chongo وآخرون 

قد يرجع هذا التنوع الكبير إلى  . نمطا ممرضا في كندا على الترتيب14على نمط ممرض في لبنان و) 2004(

سمح استعمال تقنية ). ploidy (وميعلى مستوى التضاعف الكروموز A. rabieiاختلاف عزلات الفطر 

من التوصل إلى أن عزلات ) Oligonucleotide fingerprinting (بصمات نواتج الفطع بالإنزيمات الشرطية

في ). 1994 وآخرون، Morjane(الفطر المجموعة من حقل وحيد كانت ذات تنوع كبير في العدة الوراثية 

 DNAالتضاعف العام لجزيئات نفس النتائج باستعمال تقنية إلى ) 1995( وآخرون Fisherنفس الوقت توصل 

، حيث تمكنوا من الكشف عن تنوع )random amplified polymorphic DNA ،RAPD(مختلفة التسلسل 

مع تمييز العديد من عزلات الفطر المجموعة من العديد  كبير في العديد من العزلات المجموعة من حقول مختلفة

، على ضوء هذه النتائج فرضية كون العدة الوراثية )Barz) 2001 وBrunsترح كل من لذلك اق. من الحقول

أكدا تواجد مستويات متعددة ) microfluorometry(قياس الومضان للفطر متعددة الأنوية وباستعمال تقنية 

  .للفطرمن الأنوية 

ت والأنواع الممرضة  السلالاأن هذا العدد الكبير من تصنيف) 2004( وآخرون Chenحديثا استنتج 

للفطر ناتج أساسا عن سببين رئيسيين، الأول استعمال مجموعات مختلفة من أصناف الحمص التفريقية 
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ومجموعات مختلفة من عزلات الفطر، أما السبب الثاني فهو افتقاد الباحثين إلى طريقة موحدة مرجعية لتقدير 

لذلك . د المقاومة والحساسية تجاه الإصابة بالمرضخصائص تحدشروط أو شدة الإصابة بالإضافة إلى افتقاد 

أجريت .  عزلات فطرية للفطر والتي صنفت سابقا إلى سلالات فطرية 6 صنفا نباتيا و48قاموا باستعمال 

فض لهم هذه التجربة بخسمحت على العكس من النتائج السابقة  وستيكيةالتجربة في البيوت الزجاجية أو البلا

 نوعا نباتيا 40 أعطت العدوى الإصطناعة لـ. pathotype II وpathotype I ة إلى نمطينعدد الأنماط الممرض

 على سلم 9و 2سلسلة ثابتة من الأعراض تراوحت درجة حدتها ما بين ) pathotype II (الثانيبالنمط الممرض 

 لأولا، في حين أعطت العدوى بالنمط الممرض )1 – 9( درجات 9من مكون تقدير لتقدير الإصابة 

)pathotype I ( شدة ت ط والبقية أع9و 7 تراوحت ما بينشدة إصابة  ثنائيا، ثلاثة أنماط أعطت نمطياتوزيعا

  .4كانت كلها أعلى من إصابة 

  

  أعراض المرض 5.1.4.1.

الناتجة عن بذور مصابة تؤدي الإصابة المبكرة .  جميع الأجزاء الهوائية للنباتA. rabieiيهاجم الفطر 

سرعان ما تكبر في الحجم مسببة بقع سوداء صغيرة ببنما تظهر على البادرات التي لم تمت . لبادراتإلى موت ا

تتشكل العديد من البكنيديات في موقع الإصابة في البقع .  الساق ثم انكسارها وبعد ذلك موت البادرةذبول

سرعان ات لكنها النباتبعض  في الحقل تظهر أعراض المرض في البداية على شكل بقع صغيرة على. النكروزية

 وآخرون، Alam؛ 1986 وآخرون، Haware ( الظروف الملائمة من درجة الحرارة والرطوبةبتوفرما تنتشر 

  . )2005 وآخرون، Pande؛ Strange ،2000 وHamid؛ Porta-Puglia ،1990؛ 1989

زهار حتى بداية تكوين  في فترة الإ في جميع مراحل النمو ويكثر احتمال إصابتهانباتات الحمصتصاب 

 اعن طريق الهواء الأوراق الحديثة التكون لتكون بقع المنتقلة الزقيةالبكنيدية والأبواغ تصيب الأبواغ . القرون
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لتنتشر   كما يمكن أن تنتقل الأبواغ البكنيدية عن طريق الماء.مائية صغيرة نكروزية سرعان ما تكبر في الحجم

العدوى إلى بقية الأنسجة على نفس النبات أو على ة مؤدية إلى انتقال على النبات على شكل بقع متفرق

 من أوراق وأزهار وقرون  كل الأجزاء الهوائية للنباتىبالموازاة مع ذلك تنتشر الأعراض عل. النباتات المجاورة

ى الأوراق علتكون البكنيديا في حلقات متعاقبة يعتبر . ت الأنسجة النباتيةومسببة ذبول وموأفرع وأغصان، 

تظهر الأعراض على الأوراق . مميزات أعراض مرض التبقع الأسكوكيتي على نبات الحمصوالقرون من أهم 

 يحتوي البكنيدات أما على السيقان والأفرع فتكون متطاولة رماديوالقرون دائرية مع حواف بنية ومركز 

)Haware ،؛ 1986 وآخرونAlam ،؛ 1989 وآخرونPorta-Puglia ،1990 ؛Hamidو Strange ،2000 ؛

Pande ،2.1شكل (). 2005 وآخرون.(  

ذات الأعراض الظاهرة فلا تعطي  المناطق أعلى الإصابة وتموت، أما القرون المصابة في طور النمو لبتذ

إصابة البذور بالفطر عن طريق الغلاف الخارجي إلى غير شديدة الحدة إصابة القرون أحيانا تؤدي و. بذورا

 أحيانا يمكن ملاحظة .ير لون هذه البذور وتظهر عليها بقع عميقة سوداء دائرية أو غير منتظمة يتغ.والجنين

 Haware(تعطي القرون المصابة في طور النضج بذورا ملوثة بالفطر . تكون البكنيدات عليها بالعين المجردة

 Pande؛ Strange ،2000 وHamid؛ Porta-Puglia ،1990؛ 1989 وآخرون، Alam؛ 1986وآخرون، 

  ).2006وآخرون، 

الأوراق والسيقان مسببا انكماشا ) apoplast(في ) subepidermally(ينتشر الفطر تحت البشرة 

 Pandey( على هذه الأنسجة مؤديا إلى تكون بقع نكروزية مع تكون البكنيديات وايارا سريعا للأنسجة

بالإضافة . )Dolar، 2002 وIlarslan؛ 1995 وآخرون، Köhler؛ 1990 وآخرون، Höhl؛ 1987وآخرون، 

 قد انخفضت بشكل محسوس في bو اليخضور  aبأن نسـبة إنتـاج اليخضور ) Gaur) 2000إلى ذلك وجد 

 .chlorophyllase لنشاطية إنزيم A. rabieiالأوراق ذات الإصابة الشديدة أو المعتدلة نتيجة تثبيط الفطر 
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) هـ، و(والقرون ) ج، د( ، والأوراق )أ، ب(أعراض مرض التبقع الأسكوكيتي على السيقان . 2.1شكل ال
)Anonymous ،2006.( 
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  A. rabieiحيوية الفطر  6.1.4.1.

يا النباتية على سطح الأرض وعلى البذور على شكل ميسليوم وبكنيديات يبقى الفطر حيا على البقا

، تسمح هذه الخاصية للفطر بالبقاء حيا من موسم زراعي )Kaiser ،1977(وكونيديات وعلى طوره الجنسي 

  ).2005 وآخرون، Pande(سابق إلى موسم لاحق 

افظ ا الفطر على حيويته تعتبر البذور أهم مصدر للعدوى بلقاح الفطر وربما أفضل وسيلة يح

فقد كانت البذور المصدر الأساسي لانتشار . )Porta-Puglia، 1990؛ 1986 وآخرون، Haware(وانتشاره 

 وآخرون، Maden؛ Kaiser ،1972 (مرض التبقع الأسكوكيتيمناطق كانت خالية من دول أو  المرض في

مثل ) Mckenzie ،1974 وMorrall(يثا وفي مناطق زرع ا نبات الحمص حد). Cother ،1977؛ 1975

  ).McLeod ،2003b وGalloway(وأستراليا ) Kaiser، 1995 وWilson(كندا والولايات المتحدة 

 ،Singh وDey ؛1975 وآخرون، Maden(يمكن للفطر أن يتواجد على سطح أو داخل البذرة 

والمحفوظة شهرا في البذور المصابة  15إلى  14 يبقى حيا لمدة يمكن أن. حيويته بالظروف المحيطةوترتبط ) 1994

بالنسبة للبذور المحفوظة في  أشهر 10 و12 هذه المدة إلى ض، تنخف على الترتيب°م 10 و° م5في درجة حرارة 

 كما بلغت نسبة الأبواغ النابتة ).1987 وآخرون، Tripathi(على الترتيب  م 30°و م 20°درجة حرارة 

حفظ ويؤدي . 33% شهرا 15 إلى 14لمدة  م  3 ± 2°في درجة حرارة المتحصل عليها من بذور حفظت 

ساعة إلى القضاء تماما على الفطر، إلا أن  12لمدة  م 65° و60 و55البذور المصابة بالفطر في درجات حرارة 

بأن ) 1995 (Kaiserيذكر . )1975 وآخرون، Maden (50% نسبة إنبات البذور بـ ضهذا يؤدي إلى خف

 .تتكون على البقايا النباتية المصابة طبيعيا) D. rabiei(للطور الكامل للفطر ) pseudothecia(مرية الأجسام الث

لال فصل الربيع على سطح التربة ـل خـ الحق على البقايا النباتية فيالزقيةكما تتشكل أيضا الأبواغ 
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)Trapero-Casasو Kaiser ،1992 ؛Navs-Cortes ،للقاح العدوى الأولي وتعتبر مصدر ). 1995 وآخرون

 ).1996 وآخرون، Trapero-Casas(السنة القادمة الفطر لمحصول 

بالإضافة إلى بقاء الفطر حيا على البذور المصابة لفترات مختلفة، فإنه بإمكانه البقاء حيا لمدة عامين على 

وقد يبقى حيا ).  1995 وآخرون،Navas-Cortés؛ 1963 وآخرون، Zachos(البقايا النباتية المصابة في الحقل 

 في رطوبة نسبية وم 35° و10لأكثر من عامين على الأنسجة النباتية المصابة على سطح التربة في درجة ما بين 

ينمو الفطر بشكل رمي على البقايا النباتية المصابة من سيقان وقرون ). Kaiser ،1973( 30% إلى 0%من 

وآخرون،  Navas-Cortés؛ pseudothecia) (Nene ،1982(وبذورفي الحقل ويكون بكنيديات وأجسام ثمرية 

  ).Kaiser ،1997 ؛1996وآخرون،  Trapero-Casas؛ 1995

  

  انتشار الفطر 7.1.4.1.

يشكل الفطر في الظروف المناخية الملائمة البكنيدات بكثرة في مناطق الإصابة، حيث تظهر على شكل 

الرياح في انتشار الأبواغ التي تخرج من البكينديات عبر تساهم الأمطار و. بقع حلقية ذات مركز واحد سوداء

 10 والمتزامنة مع فترة رطبة لمدة م 24°إلى  م 19°تمثل درجات الحرارة من ). Porta-Puglia ،1990(الفتحات 

، )Kaack ،1984 وWeltzien(ساعات في اليوم أو أكثر أفضل الظروف المناسبة للانتشار الوبائي للفطر 

، Porta-Puglia(الظروف بنسبة كبيرة في مناطق زراعة نبات الحمص في حوض البحر المتوسط وتتوفر هذه 

للفطر في انتشار المرض بشكل كبير، حيث يعتبر أحد أهم وسائل ) D. rabiei(يساهم الطور الكامل ). 1990

 Galloway(للمرض انتشار الفطر إلى جانب البذور، بحيث يسمح بانتشاره لمسافات بعيدة عن المركز الأولي 

للطور الكامل تسمح بانتشاره لعدة  الزقيةالأبواغ  بأن )1997( Kaiserويذكر ). MacLeod ،2003b و

  .)3.1شكل  (كيلومترات عن مركز الإصابة
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  ).Anonymous ،2005(دورة مرض التبقع الأسكوكيتي . 3.1شكل ال
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  تطور المرض 8.1.4.1.

مرض من حرارة ورطوبة وتساقط الأمطار بشكل كبيرة في تطور وانتشار تساهم الظروف المناخية 

  .)Kaiser ،1992و Trapero-Casas؛ Kaack ،1984 وWeltzien (التبقع الأسكوكيتي

تنبت أبواغ الفطر وتنمو في . تعتمد الإصابة الأولية على مدى نجاح الفطر في اختراق النبات العائل

 20° حرارة لبنات ويرتبط ذلك بنسبة الرطوبة وبدرجة الحرارة، حيث تمثل درجةالبداية على الأجزاء الهوائية ل

 Höhl( الظروف المثلي للإصابة بالفطر وظهور الأعرض وتطور المرض 100% إلى 90ورطوبة نسبية من  م

 وآخرون Höhl يذكر ).1998 وآخرون، Jhorar؛ Kaiser ،1992 وTrapero-Casas؛ 1990وآخرون، 

تسجل أعراض الإصابة ولم  تثبط تطور المرض، م 28°  من وأكبرم 18° من جات الحرارة أقلبأن در) 1990(

  ).Sinha ،1973 وChauhan (°م 30 و°م 10في درجات حرارة 

كما سجل .  ضروري لتطور أعراض المرض ولتبوغ الفطر100% إلى 90من ) RH(ر رطوبة نسبية توف

، مع 98%ى على الأوراق حتى وإن بلغت الرطوبة النسبية ظهور أعراض طفيفة على الأوراق في غياب الند

، Kaiser وTrapero-Casas؛ 1990 وآخرون، Höhl (95%غياب تام للإصابة في رطوبة نسبية أقل من 

 .)1998 وآخرون، Jhorar؛ 1992

أحيانا تساهم فترة جفاف من  وة ساعة عاملا مهما في انتشار حاد للإصاب17 لمدة الندىيشكل توفر 

بعد ساعة 12>أن توفر فترة جافة كما في انتشار شديد للمرض،  ساعة مباشرة بعد العدوى 48ساعات إلى  6

، Kaiser وTrapero-Casas(تؤثر سلبا على تطور المرض  ساعات 6لمدة ) wetting period(فترة رطوبة أولية 

 العدوى والمتبوعة بفترة بأن توفر فترة جفاف مباشرة بعد) 1998( وآخرون Jhorarيذكر كذلك  و.)1992

  .بين شدة الإصابة وفترة الجفافكبير ارتباط سجل رطوبة تخفض من شدة الإصابة، حيث 
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. )1998 وآخرون، Jhorar (خاصة إذا توفر بعد الإصابةيساهم الظلام بشكل كبير في تطور المرض 

ات وإنتاج الأبواغ على الأوراق  أيام تساهم في رفع عدد البكنيد8تبين كذلك بأن الحفاظ على الرطوبة لمدة 

ينتشر المرض ويتطور بسرعة على النبات الناضج في الجو الرطب الدافئ مع ). 1998 وآخرون، Jhorar(المصابة 

  ).1987 وآخرون، Pandey( أيام 6فترة حضن قصيرة لا تتجاوز 

  

  المدى العوائلي للفطر 9.1.4.1.

جيل إصابة العديد من النباتات في ، إلا أنه تم تسA. rabiei يعتبر نبات الحمص العائل الأساسي للفطر

اء ـواللوبي) vetch(ة ــوالبيقي (.Pisum sativum L)والباسلاء تجارب عدوى اصطناعية مثل العدس 

(Vigna sinensis Endl.)والفاصولياء  (Phaseolus vulgaris L.) )Zachos ،؛ 1963 وآخرونNene 

ت إصابة ـك سجلـى ذلـة إلـبالإضاف. )1999b وآخرون، Khan؛ Kaiser ،1991؛ Reddy ،1987و

 Melilotus albaو Medicage sativa وLamum amplexicaule وLactuca serriolaالنباتات التالية 

  . )A. rabiei )Kaiser ،1991بفطر  Thlapsi arveseو

الحمص هذه أصناف من نبات  7  من نوعا متحصل عليها13 تجارب عدوى اصطناعية على أظهرت

 أن النوع) 1990 (Porta-Pugliaن  بي أخرىوفي تجارب). 1981 وآخرون، Singh(اختلافا في التفاعل مع الفطر 

Cicer reticulantum Ladizinskyمن أصل نبات بري هو الصنف الوحيد الذي أظهر حساسية تجاه حدر ن الم

  .الفطر

 

 

 

  



 21 

  إنتاج السموم 10.1.4.1.

 ما يسمى بالسموم الفطرية والتي ، السامةلباتلمستقالنباتات العديد من ل تنتج الفطريات الممرضة

 على الأصناف متسببة في ظهور العديد من الأعراض كالذبول والاصفرار والتبقعالنبات تتداخل مع أيض 

ة ـر نوعيــوم غيـوسم) Host specific(وم إلى سموم نوعية ـذه السمـت هـ وقد صنف.الحساسة

)non- host specific) (Strange ،2003.(  به اكون مرتبطيجنس معين من الفطريات ويفرز السم النوعي 

) 4.1الجدول  (Helminthosporium وAlternariaده بصفة خاصة عند الجنسين وبنباته العائل فقط ونج

)Wolpert ،؛ 2002 وآخرونStrange ،2003(ا هو  العديد من الفطريات كمغير النوعي فيفرزه ، أما السم

  ).Strange ،2003) (5.1الجدول  (Fusarium وAscochytaالحال لجنسي 

 Alternaria solani في البداية من رشاحة الفطر C وB وSolanapyrone Aتم التعرف وعزل سموم 

لاحقا تم عزل ). 1983 وآخرون، Ichihara(المسبب لمرض اللفحة المبكرة على نباتي الطماطم والبطاطس 

وعند تنميته ). 1993 وآخرون، Latif؛ 1989 وآخرون، A. rabiei) Alamمن رشاحة الفطر  C وAالسموم 

 Cu وCa وMn وZn المضاف إليه الكاتيونات Czapek-Dox nutrientsعلى وسط محدد متمثل في وسط 

؛ 1989 و آخرون، Alam( )4.1شكل،  (Solanapyrones الأنواع الثلاثة من سموم A. rabiei يفرز Coو

Chen ؛ 1991، وآخرونHöhl  ،؛ 1991وآخرونLatif ،؛ 1993 وآخرونHamidو Strange ،2000 .(

؛ Kaur ،1995؛ Alam ،1992 وC) Strange وBمقارنة مع السمين   هو أكثر الأنواع سميةAيعتبر النوع 

Hamidو Strange ،2000 .( كما يفرز الفطرA. rabiei عند تنميته على وسط يحتوي مستخلص نبات 

 أيام من 4غليكوزيد عديد الببتيد بعد  وهو kDa 7.6 حراريا بوزن جزيئي مركبا ساما غير ثابتمص الح

  ).Strange ،1994 وChen(الحضن 
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  .)Host specific( بعض السموم النوعية .4.1دول الج

  المرجع  السم  العائل  المسبب المرضي
Alternaria alternata  الإجاص الياباني AK-toxin Tanaka (1999) آخرونو 

 (1985)ن وآخرو AF-toxin Nakashima الفراولة 

 (2000)  وآخرونACT-toxin Johnson التفاح 

 (1994)  وآخرونAAL-toxin Caldas الطماطم 

 (1985)  وآخرونACR (L)-toxin Kohmoto الليمون الخشن 
Bipolaris  sacchari قصب السكر HS-toxin Yoder(1997)  وآخرون 

Cochliobolus carboniumhetero الذرة HC-toxin Meeleyو Walton (1991) 
Helminthosporium maydis الذرة Tox1A toxin Konoو Daly (1979) 

 Daly (1979) وTox1B toxin Kono الذرة 
Helminthosporium  victoriae الخرطال Victorin Meehanو Murphy (1947) 
Pyrenophora tritici repentis القمح Ptr Tox A  

 
Ptr ToxB 

Zhang (1997)  وآخرون  

Strelkov(1999)  وآخرون 

  

  .)Non Host- specific(النوعية غيربعض السموم . 5.1دول الج

  المرجع  السم  العائل  المسبب المرضي

Pseudomonas syringae pv, tabaci التبغ Tabtoxin Owens (1969) 

Pseudomonas syringae pv, phaseolicola  الفاصولياء Phaeolotoxin (1978) Mitchell 

Fusarium graminium القمح Trichothecene Mirocha(1994)  وآخرون 

Fusarium moliniform الذرة Fumonisins Arino(2007)  وآخرون 

Fusarium solani الليمون Naphthazarin Van Rensburg (2001) وآخرون 

Ascochyta rabiei صالحم SolanapyronesAlam(1989)  وآخرون 
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  .1989) ، وآخرونC) Alam وB وsolanapyrones Aبنية سموم . 4.1شكل ال
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  اختبارات السموم 11.1.4.1.

  سلبا على النبات العائل يمكن أنإن الاهتمام بدراسة المركبات التي تفرزها الكائنات الممرضة والتي تؤثر

يمكن اللجوء في مثل هذه الدراسات إلى زرع الكائن . جزء من ظهور أعراض المرضيساهم في فهم على الأقل 

الممرض على وسط سائل ومن ثم اختبار تأثير رشاحته أو تنميته على وسط صلب ثم استخلاص المادة المفرزة 

) phytotoxic compounds(لغرض تنقية هذه المواد السامة إذا تستعمل هذه الاختبارات الحيوية . ودراسة تأثيرها

تحت والتي يمكن التعرف عليها بالعديد من الطرق الفيزيائية مثل طيف الكتلة، الأشعة فوق البنفسجية والأشعة 

تحليل أن نظيف إليها يمكن والتي   )nuclear magnetic resonance ،(NMR) (الرنين المغناطيسي النووي والحمراء

تركيب مثل هذه الطرق بالكشف عن أن هذه المواد ذات حت سم. إن كانت هناك بلورات Xأشعة البلورات ب

 عادة، يفرز الكائن الممرض مجموعة أو عائلة من المركبات عوض إفراز مادة سامة وحيدة، .شديد التنوعكيميائي 

  ).Strange ،2007(ويختلف كل عضو من هذه المجموعة أو العائلة عن بقية المركبات بنشاطيته البيولوجية 

أو في ) pathogenesisالقابلية على إحداث المرض، (دور هذه المركبات في الآلية الإمراضية د يإن تحد

في غاية الأهمية، ويمكن تحقيق هذه العملية عبر اختبارات حيوية تكون متميزة ) virulence (شدة الإصابة

  ).Strange ،2007(مما يسمح بالحصول على نتائج كمية   والحساسيةبالسرعة 

 الكشف عن السموم الفطرية في النباتات المصابة وذلك لأنه أحيانا تكون مرتبطة مع موقع من الصعب

ى ـفعل. ةـة النهائيـل المادة السامـر يشكـب آخـإلى مرك تـد تحولـون قـنشاطيتها أو تك

، )Ainsworth ،1995 وphaseolotoxin) Cuppelsال تهاجـم إنزيمـات الببتيـداز سـم ـل المثـسبي

ى ــه إلـحولـ لتPseudomonas syringae pv. phaseolicolaا ـــرزه البكتريــي تفذــال

N6-(N1-sulfo-diaminophospinyl)-L-ornithine (Psorn)) Bender ،في حين تم ). 1996 وآخرون
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 في Alternaria brassicaeالفطر فرزهما يذين ل الhomodestruxin B وسم destruxin Bسم الكشف عن 

  ).Jensen ،1991 وBuchwaldt( المصاب ذا الفطر Brassica napusات أوراق نب

استعمال العديد من الاختبارات لكشف وتقدير السموم، كاستعمال البذور والشتلات وحتى تم لقد 

النبات الكامل، في حين الكثير منها يستعمل أجزاء نباتية كالخلايا المعزولة ومعلق الخلايا والمزارع الخلوية 

 ).Strange ،2007(وتوبلاست والبر

  

  اختبار إنبات البذور 1.11.1.4.1.

 دقيقة ثم تغسل بالماء 15 ةلغرض استعمال البذور في اختبار السموم، تعقم أولا بمحلول ماء جافيل لمد

المبلل برشاحة ) Whatman paper N°1 أو S and S filter(المقطر المعقم مرتين ثم تزرع على ورق ترشيح 

أما ). 2000 وآخرون، Mesbah؛ 1997 وآخرون، Tschen( أيام 6 أطباق بتري التي تحضن لمدة الفطر في

Haider مل من رشاحة الفطر أولا ثم بعد ذلك يزرعها على 20 في ةفيضع البذور المعقم) 1986( وآخرون 

 .ق بترياورق الترشيح المبلل بنفس الرشاحة في أطب

  

  )Seedling، تالنبتا(اختبار الشتلات  2.11.1.4.1.

 م، 24° ساعة في 24 ساعات إلى 8تغمر البذور المعدة لتحضير الشتلات أو النبتات في الماء لمدة كافية من 

إثر ذلك تنتقى البذور ذات . ثم توضع على ورق مبلل في أطباق بتري بحيث يكون الجنين نحو الأسفل وتترك لتنبت

لقد استعملت الشتلات المفصولة في ). 2003 وآخرون، Scheible ( ملم لإجراء الاختبار5الجذير البالغ من الطول 

 المسبب Fusarium solani f. sp. glycinesر لحيوية، كما كان الحال عنـد دراسة سمية رشاحة الفطالاختبارات ا

 كما تم أيضا اختبار المسقلبات السامة لفطر ).2004 وآخرون، Hartman ( اللوبياءللموت المبكر عند نبات
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Phytopththora citrophthora Hartman على شتلات نباتات عائلة مثل الليمون ونباتات غير عائلة مثل 

تم استعمال شتلات نبات الطماطم في الاختبارات ذلك ، بالإضافة إلى )Barash ،1981 وBreiman(الطماطم 

 ).Rudincki ،1979 وPhytopththora cactorum) Plightالحيوية لسموم الفطر 

  

  اختبار الأوراق 3.11.1.4.1.

. يمكن كذلك استعمال الأوراق في الاختبارات الحيوية سواء كانت على النبات أو كأوراق منفصلة

شاحة الأوراق في الاختبارات الحيوية بتطبيق مستخلص  لر) Ainsworth) 1995 وCuppelsفقد استعمل 

بعد عملية ) Pseudomonas syringae pv. tomato أو Pseudomonas syringae pv. maculicola(بكتيرية 

ة ات الطماطم، على أساس أنه في حالطرد مركزي ثم تخفيف الراسب في الماء المقطر المعقم على سطح أوراق نب

لى سم الكوروناتين فإن الأنسجة المحيطة بمنطقة حقن الرشاحة تفقد اللون الأخضر وتصبح المعلق عاحتواء 

 وذلك بعد مرور فإن هذه الأنسجة تحتفظ باللون الأخضراحتواء االمعلق على السم وفي حالة عدم صفراء اللون 

فقد استعملا أوراق نبات التبغ المفصولة في اختبار السموم التي ) Hendrix) 1977 وCsinos أما . أيام5

 في إطار انتقاء أصناف) 1994( وآخرون Dolarكما قامت . Phytopththora cryptogeaيفرزها الفطر 

فقد قاموا بانتقاء الأوراق .  باستعمال أوراق الحمص المفصولة عن النباتA. rabieiحمص مقاومة للفطر 

 في أطباق بتري تغمر الأوراق في الماء. يوما 15من نباتات حمص بعمر  المسنةالأوراق والحديثة التشكل 

 مكرولتر من 5السطح العلوي بـ ، بحيث يكون سطح الورق السفلي تجاه الماء، ثم يحقن ) سم9قطر (زجاجية 

  . ساعة ضوء12 م مع 2° ± 20 يوما في درجة حرارة 14 لتحضن بعدها الأوراق لمدة A. rabieiمعلق الفطر 

بالإضافة إلى استعمال الأوراق المنفصلة كاملة، يمكن استعمالها في التجارب الحيوية بعد تقطيعها إلى 

 الذين قاموا باختبار إنتاج الفطر ،)1997( وآخرون Vidhyasekaranأجزاء صغيرة، كما كان الحال عند 
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Rhizoctonia solani توضع أجزاء الورقة ). سم4( للسم على أوراق نبات الأرز بعد تقطيعها إلى أجزاء صغيرة 

بعد ذلك تحدث خدوش في أجزاء الورقة، توضع الشرائح الزجاجية داخل أطباق بتري وعلى شريحة زجاجية 

فبعد وضع الأوراق داخل أطباق بتري على ورق ) 2000( وآخرون Mesbahأما . ح مبللفوق ورق ترشي

منقى من رشاحة الفطر الخالية ) µM(مكرومولار  0.05 أو  0.2 بتركيز AAL مل من سم 3ترشيح مبلل بـ 

لأطباق في تحضن ا. ، بينما يستعمل الماء المقطر كشاهد)Cell-free culture filtrate ،CFCF(من خلايا الفطر 

  .ساعة قبل مراقبة ظهور الأعراض 72 م لمدة 25°ودرجة حرارة  lux 3000غرف حضن في شدة إضاءة 

 

  زراعة الأنسجة 4.11.1.4.1.

زراعة الأنسجة في الاختبارات الحيوية، كما كان الحال في اختبار أنسجة أوراق بعض الباحثين استعمل 

 والتي كانت أكثر حساسية من بقية أنسجة النبات تجاه سم ،)meristem (القميةالتفاح انطلاقا من خلايا الأنسجة 

AM-toxin السم النوعي للنمط الممرض للفطر ،Alternaria alternata) Miyashita ،؛ 2001 وآخرونZhao 

يمكن ذلك بالإضافة إلى . يعطي هذا الاختبار نتائج أفضل من استعمال أوراق أشجار التفاح). 2002وآخرون، 

مع قياس تركيز الأكسجين في النوعية أو مكافئاتها جة استعمال زراعة الأنسجة في الاختبارات الحيوية للسموم مزاو

 كان النتائج ذات ارتباط وثيق مع قدرة هذه السموم على .عملية التمثيل الضوئي باستعمال مسبار قياس الأكسجين

كن أيضا مزاوجة هذا الاختبار مع استعمال طريقة كما يم). 2003 وآخرون، Miyashita(إحداث البقع النكروزية 

والتي تسمح بالمقارنة بين الأنسجة المتضررة بفعل السم مع تلك الأنسجة ) Fluorescence imaging(الومضان 

  الكولزا وقد استعملت هذه التقنية في اختبار رد فعل نبات.)1998 وآخرون، Bowyer(السليمة على نفس الورقة 

)Brassica napus (الخردل الأبيضونبات ) Sinapis alba ( تجاه سمdestruxins A) Buchwaldtو  Jensen ،

 10مل و/ نانوغرام50كان تركيز السم الأدنى الذي يمكن الكشف عنه وقد  destruxins Bوسم ) 1991

 ).2003 وآخرون، Soukupova(على الترتيب مل /نانوغرام
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  والبروتوبلاستاختبار الخلايا المنفردة  5.11.1.4.1.

 تطابق في النتائج ناتج عن انتشار عدمقد ينتج عن استعمال النباتات أو أجزاء من النباتات تغيرات أو 

. ، ولتجنب هذه الحالة يمكن اللجوء إلى استعمال الخلايا المنفردة أو المفصولة عن النسيج والبروتوبلاستالسم 

 على خلايا متحصل عليها من أوراق نبات A. rabieiطر على سبيل المثال فقد تم اختبار سمية رشاحة الف

 الوامضة وتسمح هذه الطريقة بتقدير fluorescein diacetateالحمص بتقدير نسبة الخلايا الحية باستعمال مادة 

سمية الرشاحة، وقد تم استعمال هذه الطريقة في عزل السموم التي تم التعرف عليها لاحقا بكوا سم 

solanapyrone Aو C) Alam ،؛ 1989 وآخرونChenو Strange ،1994.(  

متحصل  ،ا تتمثل في حضن خلايا منفصلة فردية أو بروتوبلاستيتقنية أخرى، يمكن استعمالها مخبر

تدخل هذه المادة إلى . fluorescein diacetateمع السم ثم بعد ذلك إضافة مادة عليها في نفس يوم التجربة، 

نوعية، مادة الغير ) esterases( إنزيمات الإستيراز عن المادة بفعل acetate مجموعة داخل الخلية وحينئذ تنفصل

fluoresceinبلازمي السليم للخلايا الحية، بينما و لا يمكنها اختراق الغشاء السيتل الناتجة عن هذا الانفصا

د الملاحظة المجهرية عن. باستطاعتها الخروج من الخلايا الميتة والتي فقد غشائها السيتوبلازمي خصائصه

ا تلاحظ الخلايا م بين،تلاحظ الخلايا الحية وامضة) fluorescence microscope(باستعمال المجهر ذي الومضان 

يمكن إجراء هذا الاختبار في صفائح المعايرة الدقيقة .  سوداء اللونfluorescein ة الميتة والتي لم تحتفظ بماد

)microtitre plate ( تقدر النتائج . كرولتر من السم ومن معلق الخلايا أو البروتوبلاست م50باستعمال

 استعمال سلسلة من التخافيف مع probitsتحويلها إلى و) LD50( من الخلايا 50%بحساب التركيز المميت لـ 

عند ) 1989 (Strange وShohetويقترح ). 1982 وآخرون، Strange(للسم ) two-fold dilution(الثنائية 

المزاوجة بين إنزيمات الهضم ) Cajanus cajan( البسلة الهندية ل الخلايا المعزولة من أوراق نباتاستعما

)enzyme digestion ( والرج الميكانيكي ورشاحة الفطرPhytophthora drechsleri f.sp. cajani.  
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 electrolyte(بالإضافة إلى التقنيات السابق ذكرها، يمكن اللجوء إلى قياس التسرب الكهربائي 

leakage ( الناتج عن أنسجة النباتات لتحديد سمية المركبات المفرزة، فمثلا يسببphomalactoneا تسرب 

 .)Patterson ،2001 وLydon( جزء من المليون 50 في جذير نبات الخيار بتركيز أقل من ا سريعاكهربائي

  

  معلق المزارع 6.11.1.4.1.

اكل الانتشار في الأنسجة المتعددة الخلايا هو استعمال معلق طريقة أخرى يمكن استعمالها لتجنب مش

لخلايا نبات التبغ والتركيز  50%من تحديد التركيز المثبط بـ ) 1994( وآخرون Duberyفقد تمكن . المزارع

 من  وأقلnM 38لهذه الخلايا بـ  Phytophthora cactorumالذي يفرزه  cactoreinالمميت للسم البروتيني 

100 nM كما استعمل أيضا معلق خلايا أنواع .على الترتيب Brassica وبنفس هذه الطريقة لدراسة سمية 

 وآخرون، hydroxydestruxin B) Moyroud ومستقلباتهما وhomodestruxin B وdestruxin Bكل من 

؛ 2000 وآخرون، Pedras؛ Biesenthal ،2000 وPedras (hydroxyhomodestruxin Bوكذلك ) 1996

Schuler ،2001 وآخرون.( 

  

  آلية العدوى 12.1.4.1.

؛ 1987 وآخرون، Pandey(من الحضن ساعة  12-48تبدأ الأبواغ في الإنبات فوق الأوراق والسيقان بعد 

Hohl ،؛ 1990 وآخرونIlarslanو Dolar ،2002 (تبدأ . وذلك حسب درجة الرطوبة وتعرض الأوراق للضوء

  ).Dolar ،2002 وIlarslan؛ 1990 وآخرون، Hohl (ء تشكل أنبوب الإنباتقبل وأثناالانتفاخ الكونيديات في 

بأن الفطر يخترق النبات العائل بطريقة ) 1995( وآخرون Köhler و) 1990( وآخرون Höhl وجد كل من

دوى ـات العـة ببنيـ بعد تشكيل أعضاء لاصقة شبيهالمائيةور ـالثغ أو عبر/ معالبشرةعبر مباشرة 
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)appressorium-like infection structures( إلا أن ،Ilarslanو Dolar) 2002 ( سجلا حدوث الإصابة عن طريق

، إلا أا لا )appressoria(بينما اعتبر باحثون آخرون بأن بنيات العدوى المشكلة ما هي إلا أعضاء لاصقة . روالثغ

ر لقوة كافية تسمح له بالاختراق الميكانيكي ، مما أوحى بصعوبة امتلاك الفط)not melanized (الميلانينتحتوي على 

يذكر ). Tenhaken ،1992(المباشر لأنسجة النبات وبالتالي فإنه يحتاج لعملية الاختراق إفراز إنزيمات محللة للجدر 

Tenhakenو Barz) 1990 ( بأن فطرA. rabieiعندما ينمى على وسط  Richard المحور والمحتوي على البكتين 

)pectin (ز إنزمي ردر وحيد للكربون، يفكمصpolygalacturonaseو pectin methyl esterase . كما تم فصل

) pathogenicity or virulence( الإصابة حدةفي وتنقية إنزيمات أخرى والتي يمكن أن تلعب دورا في الإمراضية أو 

)Tenhaken ،من رشاحة الفطر كإنزيم ) 1997 وآخرونcutinase وإنزيم polygalaturonase والتي تعمل على هدم 

  ).Barz ،1991 وpolygalaturonic )Tenhakenحمض 

، مشكلة كتلا من الدعاميةبارنشيما ال الهيفات في الأوراق بين طبقة البشرة وخلايا بعد عملية الاختراق، تنمو

 Höhl؛ 1987 وآخرون، Pandey(، حيث تتشكل كونيديات تنتشر منها أبواغ بكنيدية عبر الفتحة مالميسليو

جية ن، بينما تفقد خلايا البارنشيما الإسفالواجهة في غضون ذلك تتحطم خلايا البشرة وخلايا .)1990وآخرون، 

بعد .  اللبفي السيقان وبعد اليوم الخامس من العدوى، تنهار خلايا القشرة تماما مع ايار أجزاء من. شكلها وتنظيمها

. مع ظهور اللون النيكروزي) non-lignified tissues( تي لا تحتوي على الفليـن الاليوم السابع تنهار تماما الأنسجة

  ).1987 وآخرون، Pandey(سليمة  )lignified tissues( المحتوية على الفلين الأنسجةتبقى 

بأن تطور الإصابة يكون متماثلا في ) 2000 (Dolar  وIlarslanو) 1990( وآخرون Hohlيذكر كل من 

وفي الصنف المقاوم، من حيث زمن إنبات الأبواغ وتطور الجسم القطبي وإفراز المادة الصمغية الصنف الحساس 

وتشكل الأعضاء اللاصقة، إلا أن الفرق الملاحظ بين الصنفين أنه في الصنف المقاوم تتكون خلال المرحلة المبكرة من 

ة ـد الإصابـ حساسية ض عبارة عن استجابة حالة فرطالإصابة بقع نكروزية عند مناطق الاختراق
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)hypersensitive response( . عند الملاحظة المجهرية كان متناسبا مع تراكم أعطت هذه البقع ومضانا

 Dolar(والتي يعزى إليها الحد من انتشار واختراق الفطر لأنسجة النباتات المقاومة ) phytoalexins(الفيتوألكسينات 

 Weltring( أهم فيتوألكسينات نبات الحمص medicarpin  وmaackiainتمثل  ).Dolar ،1994؛ Gurcan ،1993و

 hydroxylase وreductaseللأكسدة والإرجاع بفعل إنزيمي تكون هذه الفيتوأكسينات عرضة ). 1995وآخرون، 

  ).1997 وآخرون، Tenhaken (في حدة المرض  واللذان يمكن أن يساهما فيA. rabiei ذان يفرزها الفطرلال

 قبل غزو هيفات الفطر  اللبور البقع النكروزية على الأنسجة البارنشيمية والقشرة وأنسجةيشير ظه

). 1990 وآخرون، Höhl؛ 1987 وآخرون، Pandey(لأنسجة العائل إلى دور السموم في تطور أعراض المرض 

، حيث A. rabieiلفطر   المرضحدة فيمراضية أو الإ دورا في C وB وsolanapyrone Aيمكن أن تلعب سموم 

 إلى ظهور نفس أعراض المرض التي ظهرت على النبات solanapyronesتؤدي معاملة أوراق الحمص بسموم 

 بامتصاص سم يؤدي السماح لأغصان أو براعم نبات الحمص في تجارب عديدة ومختلفة .المصاب طبيعيا

solanapyrone A إلى انكسارها مباشرة تحت أول  96 مكروغرام ثم الحضن في الماء لمدة ساعة 45.3 بتركيز

في الأغصان أو البراعم كما يؤدي حضن هذه . ورقة متكونة وهي أعراض نوعية لمرض التبقع الأسكوكيتي

 ساعة إلى ظهور أعراض الذبول 72لمدة ) µM( مكرومولار 450 بتركيز  solanapyrone Bمحلول سم 

درة قارتباطا وثيقا بين ) 1995 (Kaur سجل كما). Strange ،2000 وHamid(وفقدان الوريقات لليخضور 

 عند تنميتها على وسط نمو solanapyronesوإنتاجها لسموم على إحداث الإصابة  A. rabieiعزلات الفطر 

  ).in vitro(اصطناعي 
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  مقاومة النباتات للإصابة بالفطريات 5.1-

ي متعدد المركبات يشمل نفس عناصر تتفاعل النباتات ضد الإصابة بالفطريات الممرضة بتنشيط نظام دفاع

 يتطلب تنشيط تفاعلات الدفاع تعرف خلايا النبات .الاستجابة الدفاعية سواء كان هذا التفاعل نوعيا أو غير نوعي

تنشط الاستجابة . شارات الإستجابة لكل موقع تنشيطلإنوعي  ارسال مم أولا على المسبب المرضي ومن ثَالمهاجَ

أساسا تتضمن الاستجابة .  التوقيت والموقع المناسبهد من الآليات حسب تنظيم مسبق يحترم فيالدفاعية عبر العدي

الدفاعية الناجعة الحد السريع من نمو المسبب المرضي وذلك في شكل بقع نكروزية صغيرة على مستوى الأنسجة، 

في نفس الوقت تظهر مركبات .  بحواجز فيزيائيةةتكون متبوعة بدفاع مبني على أساس مركبات كيميائية مدعوم

 بالإضافة إلى ذلك تؤدي الإصابة .أيضية أخرى يبدوا أا تساهم في استمرارية النشاطية الدفاعية للنبات المهاجم

يلعب تحور ). Glazebrook ،2005(الموضعية إلى ارتفاع مقاومة النبات ككتلة موحدة ضد أي إصابة جديدة 

 مقاومة النبات للإصابة المرضية وبصفة خاصة عملية التفلن الخشبي خلايا الجدر دورا هاما ومحوريا في

)lignosuberisation (تتم عملية التفلن الخشبي تحت تحفيز إنزيم . رالخلايا الجدperoxidase ا تساهم فيويبدو أ 

  ).1998 وآخرون، Rea(الحد من انتشار المسب المرضي وأيضا تثبيط انتشار السموم 

  

   نبات الحمص للإصابة بالفطرمقاومة 1.5.1.

  الخصائص المرفولوجية 1.1.5.1.

ميكانيكية  حواجز ،الخلايا الدعامية خلايا الأوراق، وبشرةتمثل الخصائص المرفولوجية للنبات كسمك 

عناصر الأوعية فقد تبين أن عدد ). 2005 وآخرون، Pande(ضد اختراق المسبب المرضي لأنسجة النبات 

دد خلاياها البارنشيمية أكبر في الأصناف المقاومة منها في الأصناف الحساسة كما أن سمك وع) xylem(الناقلة 

 وآخرون، Agelini(خلايا بشرة السيقان يكون أكبر في أصناف النباتات المقاومة منه في الأصناف الحساسة 
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ا الخارجية للجدر تحتوي الأصناف الحساسة طبقة رقيقة من الخلاي). Porta-Puglia ،1993 وVenora ؛1993

)outer cell( بالإضافة إلى احتوائها على طبقة خلوية ثانية ،)ذات مساحة أصغر من تلك الخاصة ) تحت البشرة

  ).Porta-Puglia ،1993 وVenora(بالصنف المقاوم 

 أكثر وضوحا في الصنف المقاوم منها في اللحاءكما كانت عملية تفلن وتشخب جدر بارنشيما 

كسيداز الأ أمين ثنائي و )peroxidase(والتي تزامنت مع ارتفاع نشاطية إنزيم البروكسيداز الصنف الحساس 

)diamine oxidase) (Agelini ،1993 وآخرون.(  

 

  )الإنزيمات المرتبطة بالمقاومة(الإنزيمية المقاومة  2.1.5.1.

 الكائن الممرض تنشيط إنزيمات إماهة تسمح دم خلايا جدرأن تبين من خلال دراسات تجريبية 

يعتبران لنبات اار خلايا الداخلة في عملية تفلن جد phenylpropanoidمسار إلى تحفيز كعامل مقاومة بالإضافة 

  .A. rabieiكآلية من آليات مقاومة نبات الحمص للإصابة بفطر 

كعامل استجابة ر ا عاملا أساسيا في عملية التفلن الخشبي التي تحدث في خلايا الجدPeroxidaseيعتبر الـ 

اللذين يفرزها نبات  diamine oxidase (DAO)و Peroxidase (POD)يساهم إنزيما . ضد دخول الممرض النباتي

في هدم عديد الأمين  DAOيتدخل إنزيم ). Grewal ،1974 وVir(الحمص في دفاع النبات ضد الإصابة الفطرية 

)polyamine(والذي يعتقد بأنه مصدر الماء الأكسيجيني ، )H2O2 ( الضروري لنشاطية إنزيمPOD في مسار التفلن 

 أيضا PODكما يحفز إنزيم ). 1993 وآخرون، Agelini(الخشبي الذي يحدث على مستوى الجدر في منطقة الإصابة 

 كنتيجة لهجوم المسبب المرضي ة التي يتم تخليقها وإفرازها بتراكيز مرتفعhydroxyproline-rich glycoproteinsإنتاج 

وقد بينت الدراسة البيوكيميائية لأنسجة النباتات زيادة وارتفاع نشاطية هذين ). Scheel ،1992(حول موقع الإصابة 

 سجل أيضا ).1993 وآخرون، Agelini(الإنزيمين في أنسجة الأصناف المقاومة مقارنة مع الأصناف الحساسة 

Vogelsangو Barz) 1993 ( ارتفاعا في نسبة تراكم إنزيمPOD إنزيم وβ-1,3-glucanase ان الخلايالجدر المحلل 
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سجلوا كذلك بوجود .  في الأصناف المقاومة أكبر منه في الأصناف الحساسة عند تنميتها بوجود رشاحة الفطرةالفطري

ص ـف الحمـصن مزارع خلايا  فيphenylalanine ammonia lyase (PAL)رشاحة الفطر ارتفاعا في نشاطية 

ILC 3279صنف الحمص  بعشرين مرة أكبر منه في قاوم المILC 1929الحساس .  

 المحفز لإنتاج copper amine oxidaseة إلى ذلك تم تسجيل ارتفاع في نشاطية إنزيم ـبالإضاف

مما يوحي بدور لهذا الإنزيم في مقاومة عند إصابة نبات الحمص بالفطر، ) H2O2(بيروكسيد الهيدروجين 

  ).2002 وآخرون، A. rabiei) Reaالإصابة بالفطر 

 

  تراكم الفيتوألكسينات 3.1.5.1.

، تخلق وتتراكم في مضادة للمكروباتالفيتوألكسينات مركبات ذات وزن جزيئي منخفض ونشاطية 

 medicarpin يعتقد أن الفيتوألكسينين ).Scheel ،1992(النبات كجزء من مركبات الاستجابة الدفاعية 

فطر ، حيث سجل تراكمهما بشكل أسرع البات الحمص ضد الإصابة ب يلعبان دورا في دفاع نmaackiainو

؛ 1986 وآخرون، Weigand(وبكمية أكبر في أصناف الحمص المقاومة منها في أصناف الحمص الحساسة 

Dolarو Gurcan ،1993.( على سبيل المثال يبدأ تراكم الفيتوألكسينات في الصنف ILC 3279 المقاوم بعد 

 أين يبدأ تراكم ILC 1929 على عكس الصنف الحساس A. rabieiبأبواغ الفطر  ساعة من العدوى 12

 كانت غير كافية في maackiain وMedicarpin ساعة من العدوى كما أن كميات 24الفيتوألكسينات بعد 

 medicarpinيثبط كل من ). Gurcan ،1993 وDolar؛ 1986 وآخرون، Weigand(الأنسجة المصابة 

 على الترتيب عند اختبارها بتركيز 52% و50.6% مخبريا بنسبة A. rabieiت أبواغ الفطر  إنباmaackiainو

 22أن تركيز ) 1993 (Gurcan وDolarكما سجل . )fr.w/µg 22(غ وزن رطب / مكروغرام60

 على مستوى maackiainغ وزن رطب من / مكروغرام17.0 وmedicarpinغ وزن رطب من /مكروغرام

  .شار الفطرتنا كافيين لتثبيط تطور وانأورق نبات الحمص كا
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  )Pathogenesis-related proteins ،PR-proteins(البروتينات المرتبطة بالإمراضية  4.1.5.1.

في العديد من أنواع النباتات كنتيجة للإصابة ) PR-proteins(تتراكم البروتينات المرتبطة بالإمراضية 

 هذه البروتينات بكوا جزيئات تحفز طيلة إصابة النبات  تتميز).Barz ،2001 وHanselle(بالممرضات 

ومقاومة للإزيمات المحللة لحموضة االمنخفضة الأوساط  ثابتة في ضبالممرضات وذات وزن جزيئي منخف

 عائلة على أساس تسلسل أحماضها 14 صنفت هذه البروتينات إلى ).Barz ،2001 وHanselle (للبروتينات

 الدراسة بشكل أساسي على إنزيمات الإماهة تتركز. ا الإنزيمية أو البيولوجيةأو نشاطيته/الأمينية مع

chitinases (EC 3.2.1.14)و β-1,3-glucanases (EC 3.2.1.29) . فقد تمت دراسة مجموعتين منها بشكل

ة ـن المجموعـة مـد في الفجوات الغذائيـم يتواجـزيـإن (PR-2aمفصل، حيث تمت تنقية وفصل إنزيم 

)β-1,3-glucanase (من خلايا أوراق نبات الحمص المصابة وdiamine oxidase خلايا نبات  مزارع من

  ).Barz ،2001 وHanselle؛ Barz ،1993 وVogelsang( الحمص

ارج خلوي الخو) intracellular(داخل خلوي في التراكم الارتفاعا ) Barz) 2001 وHanselleسجل 

 الخارج خلوية β-1,3-glucanaseتبدأ نشاطية .  أيام من العدوى6د فترة  بعβ-1,3-glucanaseلنشاطية إنزيم 

 فيتراكم في PR-2bأما البروتين . بعد يومين من العدوى قبل يوم واحد من بداية النشاطية الداخل خلوية

apoplast للمساحات خارج الغشاء السيبوبلازميالفطر  الأوراق بيوم قبل اختراق )apoplastic space(. 

 Hanselleيقترح كما . 5.9 ونقطة تعادل كهربائي مقدرة بـ kDa 34 بوزن جزيئي قدرة PR-2bميز يت

مع بقية التعاون  بA. rabieiما جدا في مقاومة الإصابة بالفطر ادورا هذا البروتين له بأن )Barz) 2001و

 .تفاعلات المقاومة في النبات
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   Ascochyta rabiei  الفطرلتحوي 6.1 .

المسؤولة الوراثية والإنزيمية الوظائف  في فهم إحداث الإصابة وعزل طافرات غير قادرة على بناءملية ساهمت ع

  ).Howlett ،2001 وIdnurm( في العديد من نظم التفاعل الإمراضي بين الممرضات والنباتات العائلة عن إحداث الإصابة

 التطفير بعناصر وراثية متنقلة مثل طريقةلقد تم تطوير العديد من طرق إنتاج الطافرات لدى الفطريات 

)transposon mutagenesis ()Kempkenو Kuck ،1996 ؛Daboussiو Capy ،2003 (الدمج وطريقة 

، Holden وrestriction enzyme-mediated integration ،REMI() Brown(باستعمال الإنزيمات الشرطية 

لكن هاتين الطريقتين لهما العديد من ). Schafer ،1999 وMaier؛ Basse ،1999 وKahmann؛ 1998

  ).2005 وآخرون، Michielse( التي تحد من انتشار تطبيقها في عملية إنتاج الطافرات صالنقائ

رن ـل القــي أوائــي وفــرن الماضــن القــرة مــوات الأخيــي السنـف

 Agrobacteriumا ـلبكتريابالإضافـة بوساطـة ر ـية التطفيـن أن تقنـأكد مـ التمـالي تـالح

)insertional mutagenesis via Agrobacterium-mediated transformation ،ATMT ( يمكن استعمالها

ونظرا لاستعمالاتها الواسعة ). Kang ،2001و Mullins؛ 1998 وآخرون، De Groot(خارج النباتات 

 وآخرون، Michielse (الفطريةالأنواع  في تحويل العديد من ATMTتم استعمال فقد ولبساطتها النسبية 

لكل نوع الشروط المثلى توفير إلا أن فعالية هذه التقنية تختلف من نوع فطري إلى آخر كما يجب ). 2005

)Gouka ،؛ 1999 وآخرونAbuodeh ،؛ 2000 وآخرونMullins ،؛ 2001 وآخرونSun ،؛ 2002 وآخرون

Tanguayو Breuil ،2003 ؛Vijnو Govers ،2003 ؛Fang ،2004 وآخرون.(  

 White؛ 2006 وآخرون، A. rabiei) Mogensen الفطر يلحديثا تم تطبيق هذه التقنية في تحو

 polyethylene glycol وتـال البروتوبلاسـر باستعمـ هذا الفطليوتم تحفي السابق ). Chen ،2006و

آليته الإمراضية على نبات الحمص  بغرض دراسة reporter gene(GUS-(β-glucoronidase)(المورثة المنبهة و
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)Köhler ،(ثة نازعة ميثيل البيساتين وربالمأو ) 1995 وآخرونpisatin demethylase(  لدراسة هدم الفطر

كلتي إلا أنه في ). 1995 وآخرون، pea phytoalexin pisatin ()Weltring(لفيتوألكسينات اللوبياء 

طريقة الدمج باستعمال   مثللن تطبيق طرق أخرى للتحويكما أ.  ضعيفةالدراستين كانت نسبة التحويل

والصدم ) electroporation(الإنزيمات الشرطية وطريقة إحداث الثغور بواسطة الصدمات الكهربائية 

  ).2006 وآخرون، Mogensen(كانت ذات فعالية ضعيفة ) particle bombardment(بالجزيئات 

والخصائص مقارنة ببقية التقنيات التقليدية، حيث يمكن  بالعديد من المميزات ATMTتتميز تقنية 

أولية ، كمادة )5.1شكل (استعمال الخلايا السليمة كالكونيدات والخلايا الخضرية والأجسام الثمرية والميسليوم 

 ATMTتسمح ). 2005 وآخرون، Michielse( مبعدة بذلك استعمال البروتوبلاست في عملية التحويل

المستهدفة، المورثات  والتي تسهل من عزل الدمجعالية من الطافرات مع نسخة وحيدة من ة بالحصول على نسب

؛ 2002 وآخرون، Bundock؛ 2000 وآخرون، Abuodeh ( تتم بشكل عشوائيالدمحكما يبدو بأن عملية 

Michielse ،2004 وآخرونa ؛Michielse ،ة ـذه الطريقـبالإضافة إلى ذلك أثبتت ه). 2005 وآخرون

)T-DNA (الوراثي المتماثل التسلسل في إعادة  فعالية)homologous recombination() Bundock ،وآخرون 

وسيلة هامة في التحليل هذه التقنية مجموعة الخصائص هذه تجعل من ). 2005 وآخرون، Michielse؛ 1999

 التطفير بالإضافة أو بعملية) targeted integration (الهدفالدمج لفطريات سواء بعمليات لالتطفيري 

)insertional mutagnesis) (Michielse ،2005 وآخرون.(  
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 ).2005 وآخرون، Agrobacterium) Michielseبكتريا بوساطة ال الفطريات تحويلمخطط مراحل  .5.1شكل ال
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  .ATMTأسس  1.6.1.

Agrobacterium tumefasciensيـرن التاجدـرض التـمب ـرام تسبـة غـ بكتريا سالب 

)crown gall tumors ( على النباتات)Stafford ،2000 .( أو تورم م ـعملية تضخهذه البكتريا تحث

د ـوى البلاسميـى مستـود علـالموج) DNA) T-DNAووي ـا النـزء من حمضهها لجنقلعبر ة ـالأنسج

بعد عملية الدمج، تشفر . إلى النبات العائل) kbp tumor-inducing (Ti) plasmid-200 (الحـاث للـورم

 الإنزيمات المحفزة لمنظمات النمو، السيتوكينات T-DNAالموجودة عادة على الحمض النووي ثات ورالم

)cytokinin ( وحمض الأندول)indole acetic acid(مسببة نموا غير منتظم وغير طبيعي لخلايا النبات العائل ،. 

) virulence region(مى منطقة القدرة على إحداث المرض ست) segment(يحتوي كذلك هذا البلاسميد قطعة 

؛ 2000وآخرون،  Zhu (الورمالضرورية لإحداث ) vir genes(لإمراضية مورثات امتكونة من عدد كبير من 

Zupan ،(تساهم البروتينات المشفرة من منقطة إحداث الإمراضية ). 2000 وآخرونvirulence region ( في

-T(تكون منطقة إحداث الإمراضية . )2000 وآخرون، T-DNA) Zhuج الحمض تشكيل ونقل وحتى إدما

region ( الحاث للورمللبلاسميد) Ti plasmid(نهايات متكررة محاطة ب)border repeat( 24-bp  تعمل كإشارة

 T-DNAلكن في المقابل يمكن حذف . إلى الخلايا النباتية DNAلتحرير نظام الحمض  )cis-acting(موضعية 

 حاليا .ضمن النباتاتنقل عملية الأي تأثير سلبي على دون حمض نووي آخر   DNA بتسلسل لطبيعي وتعويضها

-T، بحيث يتم نقل )binary vector system( النباتات والفطريات هذا النظام الثنائي تحويليستعمل في عملية 

DNAمنطقة القدرة على إحداث العدوى  و)virulence region (يدين منفصلين، وهي طريقة سهلة على بلاسم

  .)2005 وآخرون، T-DNA) Michielseللحمض  المعالجة الوراثية للتعامل مع عملية
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   في العائلT-DNAدمج الحمض  2.6.1.

 عبر نظام القدرة على إحداث المرض A. tumefasciens الفطريات بالبكتريا تحويلتتم عملية 

)virulence system) (De Grootأثبتت التجارب مع طافرات البكتريا ). 1998،  وآخرونAgrobacterium 

 T-DNA )T-DNA transferالحمص النووي دمج و  نظاملعملوالتي تم تثبيطها في أحد المواقع الحيوية المطلوبة 

system (خيطتخليق ونقل ثبط تماما يT رة ـفض بشكل كبير عدد طافرات الخمييخ أوSaccharomyces 

cerevisiaeالفطر فرات طا وAspergillus awamori) Bundock ،؛ 1995 وآخرونMichielse ،وآخرون 

2004b.( تثبت هذه التجارب أهمية نظام وآلية نقل T-DNA في تكوين الطافرات )Michielse ،وآخرون 

2005.(  

 المورثاتتنشط هذه ). Vir) Vir genes بمورثات A. tumefasciens بـ T-DNAتشفر آلية نقل 

 VirA المروثاتينشط الجهاز المنظم والمتكون من ). 6.1شكل  (acetosyringoneت فينولية مثل مادة بمركبا

، يتفاعل البروتين الكروموزومي سكر نوعيوحيد  بوجود acetosyringoneمادة  بعد التعرف على VirGو

ChvE مع البروتين VirA للرفع من مستوى إدخال vir) Cangelosi ،1990 وآخرون .(Vir A عبارة عن 

إثر عملية الفسفرة هذه . ذاتيةبعملية فسفرة مستجيبا  acetosyringoneادة متحسس لم داخليبروتين غشائي 

خصائص ربط أو ذي  VirGيعمل البروتين النشط .  إليهريلمجموعة الفوسفبانتقال  VirG البروتينينشط 

خرى المتواجدة على مستوى منطقة إحداث  الأالمورثاتعلى ترجمة وتنشيط ذاته مع مجموعة من  DNAتثبيت 

  ).2005 وآخرون، Michielse(الإصابة 
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  ).2005 وآخرون، A. tumefasciens) Michielse لبكتريا T-DNAمخطط نظام انتقال . 6.1شكل ال
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يحتاج تكوين هذه النسخة نتاج . DNAعلى شكل نسخة وحيدة من إلى المستقبل  T-DNAينقل 

 VirD2 يقوم البروتين VirD1بالتعاون مع . VirD وVirCللمورثات ) operons(وحدة المورثية  النشاط

 يبدأ انطلاقا من DNAيعتقد أن تخليق . )  )border repeatsاية متكررة  لكلالخيط في اية قطعبعملية 

بنقل ، مما يسمح ية المتكررة من النها وينتهي في الجهة اليسرىالقطع من الجهة اليمنى من OH '3النهاية الحرة 

 bp-25تسلسل تشكيل نسخة ) overdrive(بـ  Tتشكيل نسخة يحفز . T-DNA نسخة وحيدة لـ وتحرير

 أن يرتبط بعملية VirC1ويمكن لـ ). 1988 وآخرون، Veluthambi(متواجدة بالقرب من النهاية اليمنى 

 مرتبطا برابطة VirD2، بينما يبقى البروتين )1988 وآخرون، T) Toro خيطالتحفيز هذه وبالتالي تحفيز إنتاج 

  .T للخيط '5تكافئية مع النهاية 

 عبر غشاء وخلايا جدار الخلية البكتيرية T الخيطفي تمرير و T-DNAنقل قيادة وة التالية في تتمثل الخط

يشكل . VirD4 وVirB1-11 اتالبروتينتاج هذه العملية إلى تدخل تح. IVباستعمال آلية الإفراز من النوع 

 شكل والتي هي عبارة عن) T-pilin (Tتكونة من أهداب الم، )T-pilus (على سطح الخليةثغرة  VirBالبروتين 

 إلى العائلة VirD4الداخلي ينتمي البروتين الغشائي ). Kado ،2000 (VirB2من ) processed form(مهدم 

بالإضافة إلى . VirB و المركب T خيط فاعل بين، والتي تعمل كوسيط في التcoupling proteinsالمسماة بـ 

 IV عبر نظام الإفراز من النمط VirF وVirE3 وVirE2 يتم نقل إنزيمات الإمراضية T /VirD2 الخيط المركب

)Schrammeijer ،؛ 2003 وآخرونVergunst ،2003، 2000 وآخرون .(VirE2 عبارة عن بروتين ارتباط 

ه وللحفاظ عليه في شكل nucleases لحمايته من إنزيمات T للخيططاء  ويعتقد أن يشكل غDNA  لخيطوحيد

  ).1989 وآخرون، Citovsky( لتسهيل عملية نقله عبر فتحات النواة الخيطي

، والذي يتواجد )nuclear localization signal(النووي التنبيه الموضعي  إلى النواة بإشارة T الخيط يقاد توجه

.  بشكل ثابت إلى العدة الوراثيةT-DNA ينظم فور تواجده داخل النواة و. VirD2 لـ لية الكربوكسيفي وسط النهاية
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 النظام في هذا ا حاليا ويعتقد أن بروتينات العائل تلعب دورا هامةإلا أن آلية انظمامه إلى العدة الوراثية غير معروف

)Bundock ،؛ 1995 وآخرونGelvin ،2000 ؛Van Attikum ،؛ 2001 وآخرونTzfiraو Citovsky ،2002.(  

  

  .ATMTفي دور بروتينات العائل  3.6.1.

 مع VirD2على سبيل المثال يتفاعل . نات التي تساهم في علمية التحويلحديثا تم التعرف على البروتي

 طريقة النقل النووي  من البروتين النووي فيثابت، والذي هو عبارة عن مركب karyopherin aالبروتين 

 2 و1 مع البروتينني VirE2، في حين يتفاعل )Citovsky ،1997 وBallas( حقيقيات النواة دعن للبروتينات

)VIP1 ،VIP2 ؛Tzfiraو Citovsky ،2002 .(فرط ترجمة ؤدي ي)Over-expression ( البروتينVIP1 عند 

 T-DNA ةثموررفع من نسبة ترجمة  ي كماAgrobacteriumنبات التبغ إلى زيادة قابلية النبات للإصابة بـ 

)Tzfira ،2002 وآخرون.(  

 ATMT بـ تحويلعند الفطريات في رفع مستوى ال) purine( تخليق البيورين طيساهم تثبي

)Michielse ،الخميرة طافرات، فقد وجد بأن )2005 وآخرون S. cerevisiae ذات العوز في تخليق البيورين 

  ).2003 وآخرون، wild type) (Roberts( من الأنواع الأصلية تحويلأكثر فعالية في عملية ال

  

  .ATMT بـ تحويلالعوامل المؤثرة على فعالية ال 4.6.1.

تتضمن هذه العوامل والتي تؤثر على . إلى تأثير العديد من العوامل الفطريات تحويليخضع تطوير آليات 

ل من البكتيريا والفطريات ، نوعية المادة الفطرية المستعملة كنقطة انطلاق وعزلات كتحويلفعالية عملية ال

أو العزلة /يبدو أن كل فطر مع ). co-cultivation(المستعملة بالإضافة إلى اختيار ظروف الحضن المتزامن 

  ).2005 وآخرون، Michielse( مثلى تحويليتطلب ظروفه المثلى حتى يمكن الحصول على نسبة 
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  عزلات الفطريات 1.4.6.1.

 Agaricus bisporus العديد من الأنواع الفطرية مثل تحويلاح في  بنجATMTلقد تم استعمال تقنية 

)Chen ،2000 وآخرون(و Fusarium circinatum) Covert ،و) 2001 وآخرونMycosphaerella 

graminicola) Zwiersو De Waard ،2001 (وVerticillium fungicola) Amey ،2002 وآخرون (

 Degefu( Helminthosporium turcicumو) 2003خرون،  وآColletotrichum lagenarium )Tsujiو

 Venturia inaequalisو) Govers ،2003 وVijn( Phytophthora infestansو) Hanif ،2003و

)Fitzgerald2003رون، ــ وآخ (وBeauveria bassiana )Fang2004رون، ــ وآخ (

 وآخرون، Michielse( Aspergillus awamoriو) 2004 وآخرون، Colletotrichum trifolii )Takaharaو

2004b (وAspergillus oryzae )Michielse ،إلا أنه هناك أيضا حالات أين كان  .)2005 وآخرون 

أن ) 2003( وآخرون Rollandيذكر . لم ينتج تماما طافرات فعالية ضعيفة أو وذ ATMT باستعمال تحويلال

عملية ) parameters(ه أي طافر رقم تغيير جميع عوامل  لم ينتج عنSclerotinia sclerotiorum الفطر تحويل

على عدد من الطافرات تراوح بين ) 2005( وآخرون Michielseعلى العكس من ذلك فقد تحصلت . تحويلال

 وآخرون Mogensen ، أما Aspergillus oryzae pyrG بوغة من الفطر 610 طافر لكل 40 طافر إلى 0

ر ـ بوغة كونيدية للفط510 طافر لكل 16.1 و10.4الطافرات تراوح بين فقد تحصلوا على عدد من ) 2006(

A. rabieiين البكتيريتين  باستعمال العزلتLBA1126/pGreenhph1و AGL1/pBIN7-1على الترتيب .  
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  مادة الانطلاق الفطرية 2.4.6.1.

فقد سمح . تحويلل استعمال العديد من المواد كمادة انطلاق في عملية اATMTمن بين محاسن تقنية 

 من الحصول على نتائج جيدة في عملية الثمريةاستعمال البروتوبلاست والأبواغ والميسليوم وأنسجة الأجسام 

 كما أعطت العديد من ).2005 وآخرون، Michielse( مع استعمال واسع للأبواغ والأبواغ النابتة تحويلال

ال ـ باستعملـتحويليمة والبروتوبلاست عند عملية الالدراسات نسبة فعالية متكافئة عند استعمال خلايا س

A. tumefaciens) De Groot ،؛ 1998 وآخرونAbuodeh ،؛ 2000 وآخرونZwiersو De Waard ،

 في العديد من الدراسات، وقد تبين بأن تحويلقد تم استعمال الأبواغ النابتة كمادة أولية في عملية ال ل).2001

 وأن إطالة فترة الإنبات Coccidioides immitis الفطر تحويلاسية لنجاح عملية الأبواغ النابتة ضرورية وأس

على العكس من ذلك ). 2000 وآخرون، Abuodeh (تحويلكانت ذات تأثير إيجابي على نسبة فعالية عملية ال

 الفطريةواع لم يسمح استعمال الأبواغ النابتة ولا إطالة فترة الإنبات بالحصول على نتائج جيدة عند بعض الأن

) 2000( وآخرون Chen يذكر كل من ).2001 وآخرون، Meyer؛ 2003 وآخرون، Campoy(الأخرى 

 بأن استعمال الميسليوم الخضري وميسليوم الأجسام الثمرية سمح من الحصول )2001( وآخرون Mikoschو

، رغم تسجيل بعض  Agaricus bisporus كما كان الحال عند الفطر تحويلعلى فعالية عالية في عملية ال

 Mikosch، 2000 وآخرون، ATMT) Chenالاختلاف في حساسية مختلف أنسجة الأجسام الثمرية تجاه 

  ).2001وآخرون، 

فقد تبين .  ويتعلق الأمر بسن أو عمر مادة الانطلاق في العمليةتحويلهناك عامل آخر يؤثر على فعالية ال

 لا يسمح بالحصول على فعالية كبيرة Blastomyces dermatitidisبأن استعمال مستعمرات مسنة من الفطر 

)Sullivan ،2002 وآخرون .( كما سجلMichielse وآخرون )انخفاضا في نسبة الطافرات المتحصل ) 2005

درجة تم حضنها لمدة طويلة في تلك التي  أو A. niger  وA. awamoriعليها عند استعمال أبواغ مسنة للفطرين 
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مما ينتج  قد يعود ذلك بقدر كبير إلى انخفاض حيوية الأبواغ أو انخفاض نسبة إنبات هذه الأبواغ، وم  4°ة حرار

 .طيلة عملية الزرع المتزامن T-DNAالاحتفاظ بـ عنه عدد ضئيل من الأبواغ الحساسة تجاه 

  

  .Agrobacteriumعزلات البكتريا  3.4.6.1.

 LBA4404 الفطريات مثل العزلات تحويلعملية  في ة البكتريتعزلااللقد تم استعمال العديد من 

 LBA 1126و) 1991 وآخرون، Lazo (AGL1و) 2005 وآخرون، LBA1100) Michielse وEHA105و

)Bundockو Hookass ،1996 .(حتى يتم اختيار تحويلإلا أنه لم تتم مقارنة فعالية هذه العزلات في عملية ال 

  ).2005 وآخرون، Michielse (تحويلالأفضل منها ليستعمل لاحقا في عمليات ال

  

  ظروف الحضن المتزامن 4.4.6.1.

ذه الظروف نسبة خلايا ـل هـ بظروف الحضن المتزامن، وتشمATMTترتبط كذلك فعالية تقنية 

 أي نسبة خلايا الفطر وطول فترة الحضن ودرجة تحويلوعاء الإلى نسبة خلايا  A. tumefasciensالبكتريا 

  .حوضة ونوعية المرشِالحرارة ودرجة الحم

في مزيج الزرع المتزامن في ) خلايا الفطر (المستقبلةيسمح الرفع من نسبة خلايا البكتريا أو الخلايا 

، جد عالية تراكيزلا يجب تجاوز ، إلا أنه في كلتا الحالتين تحويلالكثير من الحالات إلى الرفع من نسبة عملية ال

 Meyer (تحويل إلى خفض نسبة فعالية عملية الA. tumefasciensحيث تؤدي إضافة كمية كبيرة من 

، وقد يعود هذا إلى محدودية مصادر التغذية وكذلك إلى صعوبة التخلص أو قتل الكمية )2003وآخرون، 

  .تحويلالزائدة من البكتيريا بعد الانتهاء من عملية ال
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 المتزامن إلى نمو فطري كثيف قد  طيلة عملية الزرعالمستقبلةيؤدي استعمال كميات كبيرة من الخلايا 

 العديد من الدراسات تأكد). 2001وآخرون،  Covert(يصعب من عملية عزل الطافرات المرجوة من العملية 

درجة الحرارة لأجل الحصول على أقصى عدد ممكن من بأن لكل فطر ظروف مثلى من الزرع المتزامن ومن 

 وآخرون، Meyer؛ 2003 وآخرون، Combier؛ 2001،  وآخرونRho؛ 2001 وآخرون، Mullins(الطافرات 

كما ). 2004b وآخرون، Michielse؛ Howlett ،2004 وGardiner؛ 2003 وآخرون، Rolland؛ 2003

  . في اختلاف النتائج المتحصل عليهاA. tumefasciensيساهم مستوى نمو الفطريات وحساسيتها تجاه 

، فقد تم اختبار مجال من درجات تحويلفعالية عملية التؤثر كذلك درجة حرارة الحضن المتزامن على 

 وآخرون، Combier( م 25° م و22° م وتبين بأن درجة الحرارة المثلى تقع بين 37° م و20°الحرارة تراوح بين 

تماثلت ). 2004b وآخرون، Michielse؛ Howlett ،2004 وGardiner؛ 2003 وآخرون، Rolland؛ 2003

 النباتات، حيث سجل بأن درجة الحرارة المثلى تحويلتي تم التحصل عليها في عملية هذه النتائج مع تلك ال

 كما تتوافق ).2002 وآخرون، Salas؛ 2002 وآخرون، Dillen( م 28° م و20° تقع بين T-DNAل ـلنق

من أكثر ( لا يعمل بشكل جيد في درجات الحرارة المرتفعة T-DNA أيضا من النتائج التي تؤكد أن نظام نقل

 لـتحوية ـخلال دراس) 2004b( وآخرون Michielse كما قامت ).Nester ،1996 وFullner () م°28

 باختبار التأثير المزدوج للحضن المتزامن مع درجة الحرارة أن الرفع التدريجي لدرجة A. awamoriر ـالفط

 تحويلن نسبة نجاعة عملية ال ساعة يسمح بالرفع م24 م مع فترة حضن قصيرة لمدة 28° م إلى 20°الحرارة من 

 ساعة مع التوصل إلى 72 ساعة و48في حين ينخفض تأثير درجات الحرارة هذه عند إطالة فترة الحضن لمدة 

طيلة ) fungal background growth(مع ارتفاع نسبة نمو الفطر ) irreproducible(للإعادة نتائج غير قابلة 

  .فترة الحضن المتزامن
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العديد من المرشحات عملية الحضن المتزامن، أثناء  العوامل فقد تم استعمال بنجاح بالإضافة إلى هذه

ان ـفح وورق السيلوـ وورق الترشيHybondوز وـ ورق النتروسيليلثل ملـتحويفي عملية ال

  ).2005 وآخرون، polyvinylidene difluoride )Michielseو

 

  .Acetosyringoneتركيز  5.4.6.1.

 لا يؤثر على Agrobacterium في مرحلة الحضن الأولي لـ acetosyringone (AS)يبدو أن إضافة 

 لكل من تحويل الفطريـات، إلا أن عـدم إضافتـه يؤدي إلى انخفـاض نسبـة فعالية عملية التحويلعملية 

Beauveria bassianaو Fusarium oxysporumو Magnaporthe grisea ويؤخر عملية تشكيل الطافرات 

)Mullins ،؛ 2001 وآخرونRho ،؛ 2001 وآخرونLeclerque ،على العكس من ذلك لم .)2003 وآخرون 

أي اختلاف في نسبة طافرات ) 2004( وآخرون Takaharaو) 2003( وآخرون Combierيلاحظ كل من 

 خلال مرحلة الحضن AS بغياب مادة Colletotrichum trifolii  وHebeloma cylindrosporumالفطرين 

يمسح بزيادة ) µM( مكرومولار 500 إلى ASبأن رفع تركيز ) 2003( وآخرون Leclerqueويشير . ليالأو

عدد الطافرات وأن نسبة عالية من الطافرات لا يمكن الحصول عليها إلا بوجود تركيز كاف لمادة  ليس فقط 

  .مع الفطرتريا  لكن أيضا في فترة الحضن المتزامن للبكAgrobacteriumفي فترة الحضن الأولي لـ 
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  الفصل الثاني

   في الجزائرAscochyta rabieiعزل وتشخيص فطر 

  مقدمة 1.2.

 الطور الكامل Ascochyta rabieiيمثل مرض التبقع الأسكوكيتي الناتج عن الإصابة بالفطر 

Didymella rabiei أخطر الأمراض التي تصيب نبات الحمص في كثير من مناطق العالم وخاصة غرب آسيا 

 Singh؛ Reddy ،1987 وNene؛ Nene ،1982(وشمال إفريقيا وشمال شرق منطقة الهند والباكستان 

 النمط الوراثيثنائي ) heterothallic( غير متماثل الطور Ascochyta rabieiيعتبر الفطر ). Reddy ،1993و

)Trapero-Casasو Kaiser ،1992 .( في معظم مناطق زراعة يتكون اللقاح الأولي لمرض التبقع الأسكوكيتي

وتنتشر هذه .  التي يكوا الفطر في طوره الكاملالزقية التي تخرج من الأكياس الزقيةالحمص عبر الأبواغ 

-Trapero(الأبواغ عن طريق الرياح، حيث بإمكاا الانتقال لعدة كيلومترات من منطقة الإصابة الأولية 

Casas ،وهذا  الفطر دإمكانية حدوث التكاثر الجنسي عنالثنائي اثي الورالنظام يبين تواجد ). 1996 وآخرون

 بتطوير قدرته الإمراضية على الأصناف لفطرهذه الخصائص لتسمح .  عند الفطرالمكتشفالتنوع ما يفسر 

تم اقتراح نظام على هذا الأساس ). 2003 وآخرون، Barve(المقاومة أو تطوير المقاومة تجاه المبيدات الفطرية 

 وهي ذات ثبات كبير وعالي لكنها تتنوع داخل الوراثيكوسيلة لتحديد التنوع ) MAT genes مورثات(

  ).Turgeon ،1998(المجموعة الواحدة من الأنواع 

لحقيقيات ) rDNA (DNAعبارة عن تسلسل متواجد في الحمض النووي الريبوزوي ) ITSs(المناطق 

باستعمال ). ITS2 (5.8S rRNA و28S ورثاتمو بين ) 5.8S rRNA) ITS1 و18S مورثاتالنواة بين 

 السلسلتين مع تى يمكن مضاعفة كل28S rRNA و18S لمورثاتبادئات مكافئة ل) PCR(الاستنساخ المتضاعف 

5.8S rRNA . ضاعف هذه السلسلة في العديد من الأنواع وخاصة الخمائر وبينت هذه تمت دراسة تلقد
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 ITSيظهر تسلسل ). 2003 وآخرون، Insua(ثانوية ر بنيوية وبنى عناص هذه الأجزاء يمنح نسخ بأن اتالدراس

 D’Amelio( في تسلسل الأحماض الأمينية ويسمح بالتفريق بين الأنواع الشديدة الارتباط ةمتواجدة فروق أي

  ).2000وآخرون، 

لسل بتحديد تسإجراء عملية التشخيص يتضمن هذا الفصل، عزل الفطر من نباتات نامية في الجزائر ثم 

rDNA النمط الوراثي  وأخيرا تحديد)mating types(.  

 

  الوسائل والطرق 2.2.

  الفطر وتأكيد فرضية كوخ عزل وحفظ 1.2.2.

 من نبات حمص مصاب Ag3 وAg2 وAg1 سميت بـ A. rabieiتم عزل ثلاث عزلات من فطر 

غسلت الأجزاء . لى الترتيب السمار عوادبمرض التبقع الأسكوكيتي في ثلاث مدن، جزائرية، سطيف وقالمة و

زرعت هذه .  غسلت مرتين بالماء المقطر المعقم ثم2%النباتية المصابة بالماء العادي ثم عقمت بمحلول ماء جافيل 

 ,Potato Dextrose Agar ،PDA،PDA, 39 g/l Oxoid (الأجزاء بعد ذلك على وسط مستخلص البطاطس

Unipath Ltd, UK(()  نقلت المستعمرات . ° م20 يوما في درجة حرارة 15 - 7لمدة ) 1، ملحق 1.2جدول

وانطلاقا من المستعمرات النامية تم تحضير معلق للأبواغ في الماء ، النامية إلى أطباق بتري على نفس الوسط

بعد ظهور أعراض .  الحساسRabat-9استعمل هذا المعلق في العدوى الإصطناعية على صنف الحمص . المقطر

كوكيتي على النبات تم عزل وتنقية الفطر بطريقة البوغة الواحدة مع مقارنة شكل المستعمرات مرض التبقع الأس

د عزله ثانية بطريقة البوغة يالحصول على مستعمرات الفطر النقية أعإثر . النامية مع مستعمرات مرجعية

اغ المتحصل تم غسل الأبو. )1987( وآخرون Alamالواحدة وذلك بعدوى بذور حمص معقمة حسب طريقة 

 ثم حضر تركيز ، دقائق10 لمدة g 3000عليها ذه الطريقة ثلاثة مرات بالماء المقطر المعقم مع الطرد المركزي 
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 في درجة حرارة فظحلت 10%مل في الماء المقطر المعقم المحتوي على الغليسيرول بنسبة / بوغة710الأبواغ بمعدل 

  .)1987 وآخرون، Alam(لاستعمال إلى حين اأو في النيتروجين السائل  °م -80

تمت مقارنة شكل مستعمرات الفطر المعزولة من بقايا نبات الحمص مع تلك المتحصل عليها إثر 

  .باستعمال المجهر الضوئيأما شكل البكنيديات والكونيديات فتمت مقارنته مع المراجع العدوى الاصطناعية 

  

  .DNAاستخلاص الحمض النووي  2.2.2.

تم أخذ ) 1، ملحق 1.2جدول (مستعمرات الفطر النامية على وسط مستخلص البطاطس انطلاقا من 

وب ـي أنبـا فـووضعه) Ag3وAg2  وAg1(ة ـل عزلـن كـوم مـن الميسليـراص مـة أقـخمس

  زجاجيةراتـتحتوي هذه الأنابيب على ك. بعد نزع الأقار قدر الإمكان )لـ مEppendorf )1.5ار ـاختب

glass beads (Sigma, Sigma-Aldrich company Ltd., Fancy Road, Poole, Dorset, BH12 4QH, England),  .

 Chelex-Tris  )1 ml; 3% chelex w/v, 1 mM Tris, pH 8.0; Bioradول ـب محلـى الأنابيـف إلـأضي

Laboratories Ltd., Biorad House, Mayland Avenue, Hemel Hempstead, Herts, HP2 7TD( 1دل بمع 

جمدت الأنابيب في النتروجين السائل لمدة دقيقة واحدة ثم حضنت في درجة . مزج جيدا بالرج لمدة دقيقةو، مل

إثر ذلك . عملية التجميد والغلي ثلاث مراتأعيدت . وضعت في الماء المغلي لمدة دقيقةحرارة الغرفة لمدة دقيقة ثم 

بعد انتهاء .  دقيقة 30-40في حمام مائي لمدة م ° 55 حرارة  في درجةيسخنيرج المعلق مرة أخرى لمدة دقيقة ثم 

مكرولتر إلى أنابيب 100دقائق وتنقل إثرها  5لمدة  g 13000عملية الحضن يعرض المعلق إلى عملية طرد مركزي 

 .معقمة  Eppendorfاختبار 
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  .DNAتقدير تركيز الحمض النووي  3.2.2.

ص باستعمال جهاز امتصاص الطيف حسب المعادلة ـتخلووي المسـض النـز الحمـر تركيـتم تقدي

E = A x B x C حيث ،E ،تركيز الحمض النووي A  سم من 1في )  نانومتر 260( طول موجة الامتصاص 

أما .  فهو معامل التخفيفC وهي ثابت الحمض النووي الثنائي الضفيرة المعياري أما 50 تساوي Bممر الضوء، 

وذلك بحساب قيمة   نانومتر280بقياس درجة الامتصاص في طول موجة  فقدرتنقاوة الحمض النووي 

 فإن الحمض النووي ملوث 1.8إذا كانت هذه النسبة أصغر من . 280قيمة الامتصاص في / 260الامتصاص في 

  . فإنه يكون ملوثا بتواجد البروتنيات1.8بتواجد الحمض النووي أما إذات هذه النسبة أكبر من 

 

  )PCR ( المتسلسلالتضاعف 4.2.2.

 ITS1Fن ـا بادئتتلاستعمـــلاث ــزلات الثــة الحمـض النــووي للعــضاعفـلم

)5′-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3′ (وITS4) 5′-TCCTCCGCTTATTGATATGC3′ ( تم

 ,MWG) Mill Court Featherstone Road, Wolverton Mill Southt, Milton Keynesالحصول عليها من 

MK12 5RD .(ي، قالب الحمض النووي ـتمثل هذا التفاعل في إضافة المزيج التالDNA) 2.5-2.0 pg( 4 مع 

 ready to GO” PCR glass beads“بالإضافةإلى )  مكرولترpicomoles / 2.5بادئة بتركيز  كل مكرولتر من

)Amersham Pharmacia Biotech Inc, Sweden ( في جهاز التضاعفProgene Thermal Cycler 

)Techne(.  برنامج التفاعل مرحلة فصل تضمن)denaturation(  متبوعة ° م94الضفيرتين لمدة دقيقتين في 

 ° م55 ثانية في 30 ثم ° م94 ثانية في درجة حرارة  30 حلقة في 35  متمثلة في )annealing(رحلة تهجين بم

 ° م4 تحفظ الأنابيب في درجة حرارة  وفي الأخير° م72لمدة دقيقتين في  )extension(استطالة وبعدها مرحلة 

  ).2005 وآخرون، El- Kassas(لحين الاستعمال 
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 DNAووي ـمـض النبالإضافة إلى عملية التضاعف الأولى أجري تضاعف ثانـي للح

 SP21و) ’Com-1) 5’-GCATGCCATATCGCCAGT-3ات ـة بادئـال ثلاثـص باستعمـالمستخل

)5’-ACAGTGAGCCTGCACAGTTC-3’ (وTail-5) 5’-CGCTATTTTATCCAAGACACACC-3’( 

)MWG-Biotech AG, Ebersberg, Germany .( 100تم الحصول عليها مجفـدة بتركيـز  / picomole 

 2استعمل في عملية التضاعف .  مكرولترpicomole /  10 ثم حضرت محاليل أساسية منها بتركيز مكرولتر

وخفف من الحمض النووي القالب  pg 2.0-2.5و ) MgCl2) mM 10من مكرولتر  9مكرولتر من كل بادئة و

  .ر مكرولت30المزيج بالماء المقطر إلى حجم ائي 

وهي مرحلة فصل  °م 94في درجة حرارة  ثانية 30حلقة لمدة  35أجري تضاعف الحمض النووي في 

ن في ـدقيقتيـة و للاستطال°م 72ن في ـ ثم دقيقتينـلتهجي ل°م 60ة في ـثاني 45ة بـ ـمتبوعالضفيرتين 

  Progene Thermal Cyclerاز ـة في جهـ للاستطال° م72دقائق في  7في الأخير ل وـلفص ل° م94

)Techne Cambridge Ltd, UK) (Barve ،2003 وآخرون.(  

  

  بتفاعل التضاعف المتسلسلعليه تنقية الحمض النووي المتحصل  5.2.2.

 بعد عملية التضاعف المتسلسل، تم استعمـال المتحصل عليه)  مكرولتر10(لتنقيـة الحمض النووي 

 QIA quick PCR purification kit) Qiagen Ltd., Boundary Court, Gatwickالنظـام المتثمـل في 

Road, Crawley, West Sussex, RH10 9AX, UK .( 50مكرولتر من ناتج التضاعف مع  10تمزج 

.  مل لربط الحمض النووي 2 التنقية الموصول بأنبوب اختبار ر عبر عمودر ثم تمPBمكرولتر من المحلول المنظم 

ثم يتم التخلص من المحلول قبل عملية ، g 13000يعرض العمود إلى عملية طرد مركزي لمدة دقيقة بسرعة 

 أين يتم تعريضه مرة ثانية لعملية الطرد المركزي لمدة دقيقة PEمكرولتر من المحلول المنظم  750الغسل بـ 
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تكرر عملية الطرد المركزي مرة ثانية بنفس السرعة ونفس الوقت ليتم التخلص من بقايا . g 13.000بسرعة 

 جديد ) ملEppendorf )1.5يوضع العمود بعد ذلك في أنبوب . PEالإيثانول المحتوى في المحلول المنظم 

قولي لمدة دقيقة واحدة يترك الإنبوب بعدها بشكل شا. )elution( الإخراج  مكرولتر من محلول30لتضاف إليه 

يتم التأكد من نقاوة الحمض النووي بإجراء .  لمدة دقيقة واحدةg 13.000ثم يعرض للطرد المركزي بسرعة 

  .)agarose (اروزجالهجرة الكهربائية على هلام الأ

 

  الهجرة الكهربائية على هلام الأقاروز 6.2.2.

المحتوي على ) 1.7%( على هلام الأقاروز ينواتج تضاعف الحمض النووأجريت الهجرة الكهربائية ل

ethidium bromide . والمحتوي ) 5:1المخفف ( مكرولتر من محلول الهجرة 4مع )  مكرولتر5(مزجت العينات

وضع الحجم النهائي  .  مكرولتر من الماء المقطر11و) bromothymol blue(على أزرق البروموتيمول 

مكرولتر من  4 يوضع الشاهد المحتوى على النواتجلأجل تحديد حجم هذه . مكرولتر في بئر على هلام الأقاروز

 فولط لمدة ساعة ونصف، 74تجرى الهجرة الكهربائية في شدة تيار .  في البئر الأولىbp 100الحمض النووي 

  .وتعاين في جهاز الكشف وتصور

  

  تحديد تسلسل القواعد 7.2.2.

 من كلا النهايتين باستعمال Sanger dideoxyاتباع طريقة  بنواتج التضاعف المتسلسل تم تحديد تتابع 

 مع  باختبار تحديد التسلسل الدوري الذي يلون باللون الأحمر النكليوتيدات النهائيةITS4و  ITS1البادئتين 

أجري هذا .  ومحلول البيروفوسفات المنظمThermus aquaticusالمستخلص من الثابت حراريا إنزيم التضاعف 

وحدد ترتيب . لتحديد تتابع الحمض النووي الآلي Beckman CEQ2000XLباستعمال جهاز  الاختبار

 وتم التعرف ،)Sequencher 4.1. ) Gene Codes Corporation, Ann Arbor, MI, USAالقواعد باستعمال 
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ن ر أكتوبر مـلشه) BLAST) http:// www.ncbi.nlm.nih.gov/blastعلى القواعد المتماثلة باستعمال 

 Clustal W وSequencherن السلاسل فقد تم إجراءه باتباع البرنامج ـل بيـأما التماث. 2005ام ـالع

)Http:// www. Ebi.ac. uk/clustal w.(  

 

  النتائج 3.2 .

   المسبب المرضيونوعتأكيد فرضية كوخ  1.3.2.

تمثلت . ليها أعراض المرض عالسمار وادوأجزاء نباتية مصابة في المناطق الثلاثة، سطيف وقالمة أخذت 

الأعراض في بقع بنية داكنة إلى سوداء متطاولة على السيقان ودائرية على الأوراق والقرون سمحت عملية 

ذات مظهر مختلف من عزلة لأخرى العزل من هذه الأجزاء النباتية المصابة بالحصول على مستعمرات للفطر 

  كروية تحوي أبواغا وحيدة الخليةبكنيديات مقسم وعلى ميسليومهذه المستعمرات وي تتح، )1.2شكل (

على غير منتظمة تمثلت في بقع بنية  كما نتج عن عملية العدوى الاصطناعية أعراضا للمرض .)2.2شكل (

ات يكونيدب، وأدت عملية العزل الثانية إلى الحصول على نفس شكل المستعمرات وال)3.2شكل (الوريقات 

 للعزلتين من rDNAكنت عملية تحديد تسلسل الحمض النووي الريبوزومي م كما .)1.2شكل  (والأبواغ

  .) أ، ب4.2شكل ( Ag2 قاعدة للعزلة 572 وAg1 قاعدة آزوتية للعزلة 685الحصول على ترتيب 

  

  .A. rabieiلعزلات الفطر ) Mating types(تحديد النمط الوراثي  2.3.2.

تحديد النمط الوراثي من  Ag2 وAg1للعزلتين سمح التضاعف المتسلسل للحمض النووي المستخلص 

 لكليهما مظهرة بأن هاتين العزلتين هما bp 700الحصول على هجرة مساوية لـ من باستعمال بادءات مكافئة، 

  ).5.2شكل ) (mating type 1 (1من النمط الوراثي رقم 
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                 Ag3                                             Ag2                                      Ag1 

 
  . الثلاثةA. rabieiشكل مستعمرات عزلات الفطر . 1.2 شكلال

  

  
  

  .المعزولة بعد العدوى الاصطناعية A. rabiei للفطر(         )الأبواغ البكنيدية . 2.2 شكلال
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  نبات الحمص بعد العدوى الاصطناعية قأوراأعراض مرض التبفع الأسكوكيتي على . 3.2 شكلال
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SeqA Name       Len(nt)  SeqB Name       Len(nt)  Score 
======================================================= 
1    AR738      447      2    AG1ITSF1   685      99    
======================================================= 
Alignment  

CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment 
 
 
AR738           ------------------------------------------------------------ 
AG1ITSF1        TATTAACTAGGCTAGACCGATAGGGTGAACCTAGCGGAAGGATCATTACCTAGAGTTTGT 60 
                                                                             
 
AR738           ------TTGCCCGCTACCTCTTACCCATGTCTTTTGAGTACTTACGTTTCCTCGGCGGGT 54 
AG1ITSF1        CGGGCTTTGCCCGCTACCTCTTACCCATGTCTTTTGAGTACTTACGTTTCCTCGGCGGGT 120 
                      ****************************************************** 
 
AR738           CCGCCCGCCGATTGGACAAAATCAAACCCTTTGCAGTTGCAATCAGCGTCTGAAAAACAT 114 
AG1ITSF1        CCGCCCGCCGATTGGACAAAATCAAACCCTTTGCAGTTGCAATCAGCGTCTGAAAAACAT 180 
                ************************************************************ 
 
AR738           AATAGTTACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGA 174 
AG1ITSF1        AATAGTTACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGA 240 
                ************************************************************ 
 
AR738           AATGCGATAAGTAGTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACAT 234 
AG1ITSF1        AATGCGATAAGTAGTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACAT 300 
                ************************************************************ 
 
AR738           TGCGCCCCTTGGTATTCCATGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCTTCAAGCTT 294 
AG1ITSF1        TGCGCCCCTTGGTATTCCATGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCTTCAAGCTT 360 
                ************************************************************ 
 
AR738           TGCTTGGTGTTGGGTGTTTGTCTCGCCTCTGCGTGTAGACTCG-CCTTAAAACAATTGGC 353 
AG1ITSF1        TGCTTGGTGTTGGGTGTTTGTCTCGCCTCTGCGTGTAGACTCTTCCTTAAAACAATTGGC 420 
                ******************************************  **************** 
 
AR738           AGCCGGCGTATTGATTTCGGAGCGCAGTACATCTCGCGCTTTGCACTCATAACGACGATG 413 
AG1ITSF1        AGCCGGCGTATTGATTTCGGAGCGCAGTACATCTCGCGCTTTGCACTCATAACGACGACG 480 
                ********************************************************** * 
 
AR738           TCCAAAAGTACATTTTTACACTCTTGACCTCGGA-------------------------- 447 
AG1ITSF1        TCCAAAAGTACATTTTTACACTCTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTA 540 
                **********************************                           
 
AR738           ------------------------------------------------------------ 
AG1ITSF1        AGCATATCAATAAGCGGAGGAACATATCCCTACGCGGATGAGCCTATCCCTGGGCAGAGG 600 
                                                                             
 
AR738           ------------------------------------------------------------ 
AG1ITSF1        AGCGTCTTCGTCACCAGGGAAAAATTTGCTTCTCAGGCATACCNTTGTATTGGGCANAAG 660 
                                                                             
 
AR738           ------------------------- 
AG1ITSF1        GGCCCCTNGGCATTATNTACCCNAA 685 
                                          

  

 

رقم  (AR738 مع العزلة المرجعية Ag1للعزلة ) rDNA( تسلسل الحمض النووي الريبوزومي . أ4.2شكل ال
  )Genbank accession number DQ383950التسلسل 
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SeqA Name       Len(nt)  SeqB Name       Len(nt)  Score 
======================================================= 
1    AR738      447      2    AG2ITSF1   572      98    
======================================================= 
Alignment  

CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment 
 
 
AR738           ------------------------------------------------------------ 
AG2ITSF1        AGATCTTAACTANGCTGGAGCGAAGGGTGAACCTAGCGGAAGGATCATTACCTAGAGTTT 60 
                                                                             
 
AR738           --------TTGCCCGCTACCTCTTACCCATGTC-TTTTGAGTACTTACGTTTCCTCGGCG 51 
AG2ITSF1        GTCGGGCTTGGCCCGCTACCTCTTACCCATGTCATTTTGAGTACTTACGTTTCCTCGGCG 120 
                        * *********************** ************************** 
 
AR738           GGTCCGCCCGCCGATTGGACAAAATCAAACCCTTTGCAGTT-GCAATCAGCGTCTGAAAA 110 
AG2ITSF1        GGTCCGCCCGCCGATTGGACGAAATCAAACCCTTTGCAGTTAGCAATCAGCGTCTGAAAA 180 
                ******************** ******************** ****************** 
 
AR738           ACATAATAGTTACAA-CTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGC 169 
AG2ITSF1        ACATAATAGTTACAAGCTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGC 240 
                *************** ******************************************** 
 
AR738           AGCGAAATGCGATAAGTAG-TGTGAATT-GCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAA 227 
AG2ITSF1        AGCGAAATGCGATAAGTAGATGTGAATTAGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAA 300 
                ******************* ******** ******************************* 
 
AR738           CGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCATGGGGCATGCCTGTT-CGAGCGTCATT-TGTACC 285 
AG2ITSF1        CGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCATGGGGCATGCCTGTTACGAGCGTCATTATGTACC 360 
                ***************************************** *********** ****** 
 
AR738           TTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGTGTTTGTCTCGCCTCTGCGTGTAGACTCGCCTTAAAA 345 
AG2ITSF1        TTCAAGCTTTGCTTGGTGTAGGGTGTTTGTCTCGCCTCTGCGTGTAAACTCTCCTTAAAA 420 
                ******************* ************************** **** ******** 
 
AR738           CAAT-TGGCAGCCGGCGTATTGATTTCGGAGCGCAGTACATCTCGCGCTTTGCACTCATA 404 
AG2ITSF1        CAATGTGGCAGCCGGCGTATAGATTTCGGAGCGCAGTACATCTCGCGCTTAGCACTCATA 480 
                **** *************** ***************************** ********* 
 
AR738           ACGACGATGTCCAAAAGTACATTTTTACACTCTTGACCTCGGA----------------- 447 
AG2ITSF1        ACGACGACGTCCAAAAGTACATTTTTACACTCTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCG 540 
                ******* ***********************************                  
 
AR738           -------------------------------- 
AG2ITSF1        CTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAAGAAA 572 
                                                 

 

رقم  (AR738 مع العزلة المرجعية Ag2للعزلة ) rDNA(تسلسل الحمض النووي الريبوزومي  .ب 4.2شكل ال
  )Genbank accession number DQ383950التسلسل 
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  ).Ag2 وA. rabiei) Ag1الهجرة الكهربائية لعزلتي الفطر . 5.2شكل ال

)700bpحواليمعامل الهجرة) (bp 100(الشاهد 

Ag1 

Ag2 
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  المناقشة 4.2 .

 باستعمال فرضية كوخ وتم التعرف على عزلتين A. rabieiإثبات بأن عزلات الفطر الثلاثة هي تم 

  .منها من ناحية الخصائص الشكلية ومن خلال تحديد تسلسل الأحماض الأمينية لحمضها النووي الريبوزومي

 بقع بنية غير منتظمة والمتمثلة في ظهوركانت أعراض المرض المتحصل عليها على النباتات المعداة اصطناعيا 

أما بالنسبة لشكل ). 6.2شكل  ()1986( وآخرون Hawareمشاة لتلك التي تحصل عليها على الأوراق 

مستعمرات الفطر المتحصل عليها فإن الاختلاف في الشكل المظهري قد يعزى إلى العديد من العوامل مثل 

لإضافة إلى تأثير نوع الوسط على عزلات الفطر  با)Grewal ،1974 وVir ؛Aujla ،1964(مصدر العزلة ذاتها 

التي يمكن أن تبدو بمظهر مختلف عن بعضها البعض عن تنميتها على نفس الوسط، حيث أنه في البداية تم اعتماد 

الخصائص الشكلية لمستعمرات الفطر وللبكنيديات والكونيديات كعوامل تفريق بين سلالات الفطر المختلفة 

)Virو Grewal ،1974 ؛Grewal ،1984 .( بينت الملاحظة المجهرية للأبواغ الكونيدية لعزلات الفطر تطابقا

 Khan و)1.2، الفصل الأول، شكل 1.1شكل ) (1986( وآخرون Hawareمع النتائج التي تحصل عليها 

  . ذات ايات دائرية والتي تبين بأن الفطر ينتج أبواغا متطاولة أحادية الخلية) 1999a(وآخرون 

 قاعـدة 448حدود  تطابق في بتحديدحت عملية مقارنة تسلسل القواعد الآزوتية لعزلتي الفطر سم

 accession numberرقم العينة المرجعية  (Genbank في AR 738 مع العزلة المرجعية Ag1بالنسبة للعزلة 

DQ383950 ؛GenBank ،2006(قاعدة بالنسبة للعزلة 454، و Ag2 الأخيرة كان هنـاك  إلا أنه في هذه الحالة

 National(عـدم تطابـق بالنسبـة لأربـع قواعـد ربمـا يعـود إلى ضعـف التنبيه المتحصل عليه 

Center for Biotechnology Information ؛Peever ،أ، ب4.2أنظر الشكل ) (2007 وآخرون .(  
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 المتمثل في الحمض  مع الشاهدAg2 وAg1عند مقارنة مسافة الهجرة على هلام الأجارور للعزلتين 

، وهذه النتيجة )5.2أنظر الشكل  ( bp 700 ، تبين بأن معامل الهجرة مساويا لـ DNA 100 bpالنووي 

  .1مكافئة للنمط الوراثي رقم 

لقد سمح تطور البيولوجيا الجزيئية من استعمال تقنيات الحمض النووي لتحديد نوع الفطريات بشكل 

لسل الأحماض النووية للعزلتين الفطريتين الجزائريتين وكذلك تحديد النمط محدد، حيث يمكن اعتبار تحديد تس

الوراثي لها أول عمل يتم فيما يخص العزلات الجزائرية والتي يمكن أن تفتح الباب واسعا من أجل تحديد أوسع 

، 2ط الوراثي رقم  في الجزائر وربما أيضا النم1لأنواع العزلات المتواجدة في الجزائر بتأكيد تواجد النمط رقم 

  خاصة وأنه تم إثبات وجوده في كل من تونس والمغرب، إلا أن يتطلب استعمال عدد كبير من العزلات 

 

  

  

 ).1986 وآخرون، Haware(أعراض مرض التبفع الأسكوكيتي على أوراق نبات الحمص . 6.2شكل ال
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  الفصل الثالث

 ضد نباتات الحمص A.rabiei رشاحة الفطر في سمية Solanapyrone A دور سم

  مقدمة 3 .1.

 ، السائلCzapek Dox عند تنميته على وسط C  وsolanapyrone A سموم A. rabieiيفرز الفطر 

من ) 1991( وآخرون Chenوقد تمكن ). 1989 وآخرون، Alam(المضاف إليه مستخلص نبات الحمص 

تحديد تركيبة مع  المتحركة من الكروماتوغرافيا السائلة ذات الأداء العالي  بتغيير المرحلةBسم الاستخلاص 

 السائل المضاف Czapek Dox يتثمل هذا الوسط في وسط .ه السمومالوسط الغذائي الذي يسمح بإفراز هذ

  ).Strange ،1994 وMn) Chen وCo وCu وCa وZnإليه الكاتيونات 

، ة الفطر على إنبات بذور نبات الحمص ونمو الجذير والسويقةيتناول هذا الفصل بالدراسة تأثير رشاح

 وتخافيف سم Ag3 وAg2 وAg1 الثلاثة A. rabieiباستعمال سلسلة من تخافيف رشاحة عزلات الفطر وذلك 

solanapyrone A50%انطلاقا من النتائج المتحصل عليها تم تحديد التراكيز المثبطة لـ .  النقي )ED50 ( مع

 في رشاحة الفطر للتأكد من أن هذا التركيز يفسر التأثير التثبيطي solanapyrone A السم تحديد تركيز

  .للرشاحة
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  المواد والطرق 2.3.

  إنتاج الأبواغ 1.2.3.

في الماء المقطر لمدة )  بذرة20(تم غلي بذور نبات الحمص  A. rabieiالفطر لغرض إنتاج معلق أبواغ 

.  مل250في دوارق سعة  دقيقة 15لمدة  ºم 121اء ثم عقمت في درجة حرارة بعد ذلك تم نزع الم.  دقيقة30

 في أنابيب اختبار PDAللحصول على معلق الأبواغ تم وضع قرصين من مستعمرات الفطر النامي على وسط 

لتر مكرو 300ح البذور المعقمة بـ تلقإثر ذلك . مكرولتر من الماء المقطر المعقم مع الرج اليدوي 500إضافة و

 سمحت إضافة الماء المقطر المعقم إلى º م20 أيام من الحضن في درجة حرارة 10بعد مرور . من معلق الأبواغ

 معلق إثر ذلك أخضع. البذور مع الرج اليدوي بالحصول على معلق أبواغ نقي غير ملوث بميسليوم الفطر

 أعيد ثمث مرات بالماء المقطر المعقم دقائق ثم غسلت ثلا 10 لمدة g3000الأبواغ إلى الطرد المركزي بسرعة 

 10%أخيرا حضر معلق الأيواغ في محلول الغليسيرول . تحضير معلق للأبواغ وإجراء عملية طرد مركزي ثانية

وحفظ في النيتروجين ) حسب عدد الأبواغ باستعمال شريحة عد الكريات الحمراء(مل / بوغة 710بتركيز 

  ).1987ون،  وآخرAlam(لحين الاستعمال السائل 

 

  نمو الفطر وإنتاج السم 2.2.3.

 المضاف إليه ،)1، ملحق 1.3جدول ( السائل Czapek Doxنميت عزلات الفطر الثلاث على وسط 

 مل وبثلاثة مكررات 250 مل في دورق سعة 30بمعدل ) 1، ملحق 1.3جدول (الكاتيونات على شكل أملاح 

)Hamidو Strange ،2000 .(  

وظ في ـالمحف) مل/ بوغة710(واغ ـق الأبـن معلـر مـ مكرولت30دوارق بـ ـت الـلقح

 لمدة º م20رارة ـة حـ دون رج في درجرقاالدوحضنت . ةـضمنخفرارة ــ حةرول في درجـالغليسي

ع طبقات ـر أربـر عبـرات الفطـت مستعمـن، رشحـرة الحضـاء فتـبعد انته.  يوما18 و16 و14
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زي ـرد مركـة طـى عمليــح إلــع الراشــضم أخـث) muslin(ح ـاش ترشيـن قمـم

 ةـبسولـك رــح عبـرر الراشـك مــر ذلـإث. ةـــ دقيق20دة ــ لمg 3000ة ــرعـبس

)1 g: C18: International Sorbent Technology, Duffryn Industrial Estate, Ystrad Mynach, 

Hengoed, Glamorgan, UK( . مل من 5 مل من الميثانول متبوعة بـ 5ـ  بكبسولةالفي البداية حضرت هذه 

من الماء المقطر المعقم وتم  مل 5 تم غسلها بـ كبسولةالبعد تمرير رشاحة الفطر عبر . المقطر المعقمالماء 

). Strange ،2000 وacetonitrile) HPLC grade) (Hamidمل من المذيب العضوي  2استرجاع السم بـ 

وقدرت ) HPLC( السائلة ذات الأداء العالي الكروماتوغرافياسم باستعمال الى تم التأكد من احتواء العينات عل

  : نانومتر وباتباع المعادلة الحسابية التالية327كمية السم بقياس درجة الامتصاص في طول موجة 

C = (A327 * MW) / (ε*l) * df/15  

  :حيث

C : ل/غ(تركيز السم في السائل(  

A327 :نومترالامتصاص في طول موجة نا  

MW : الوزن الجزيئي لسمSolanapyrone A) 302غ (  

ε : 9400( نانومتر 327معامل انكسار السم في(  

L : سم1(طول مسار الضوء (  

df : 50معامل التخفيف عادة  

  ). مل من المذيب العضوي2 مل من الوسط إلى 30( مرة 15تم تركيز السم : 15
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  (HPLC)اء العالي الكروماتوغرافبا السائلة ذات الأد 3.2.3.

في جهاز الكروماتوغرافيا السائلة ذات الأداء ) acetonitrile(فصلت عينات السم الذائبة في محلول الأسيتونيتريل 

باستثناء محاليل ) Strange) 2000 وHamid باتباع طريقة diode array والمزود بكاشف Philips HPLCالعالي 

 acetonitrile 1.8% وtetrahydrofuran 18.1% ميثانول و20.1%ء وام 60%الفصل المستعملة والتي تمثلث في 

 octodecylsilylالمرحلة الثابتة كانت عبارة عن عمود .  مل في الثانية1تضخ هذه المحاليل بمعدل تدفق ). ح/ح/ح/ح(

)ODS ()Spherisob ODS 2; 150 x 4.5 mm diam.; Jones Chromatography, Glamorgan, UK ( محمية

  .من نفس المادة) x 20 4.6بقطر  (guard columnبـ 

 حسب معامل الاحتباس وطيف امتصاص الأشعة فوق  solanapyrone Aتم التعرف على سم 

وتم تقديرها بمقارنة المساحة تحت ). 1.3 شكل(لول معياريالبنفسجية والتي تمت مقارنتها بتلك الخاصة بمح

  .المعول مع تلك الخاصة بالسموم  المعيارية

  

  تنقية السموم بالمرحلة السائلة 4.2.3.

ة ـت العزلـم نميـن السـية مـدف الحصول على كميات كافـTk21 طـى وسـعل 

Czapek Dox Liquid Cation Medium) CDCLM(،  ادورق  33لكن محتوى) تم ) مل لكل دورق30 ،

 نظامي قبل الفصل H2SO4 1ل  باستعما3.00عدل الأس الهيدروجيني للسائل إلى .  في عملية التنقيةمزجه

تم جمع الجزء العضوي من السائل ثم جفف بواسطة .  الحجم ثلاث مرات1/3 بمعدل ethyl acetateبمحلول 

وأذيبت الكمية الجافة المتحصل عليها . 35<في درجة حرارة ) rotary evaporator( التبخير بالدوران جهاز

  ).Strange ،2000 وdichloromethane) Hamid مل من محلول 2في 
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   المعياريsolanapyrone Aمطياف سم .  .1.3شكل ال
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  flash chromatography بـ  solanapyroneسمومفصل  5.2.3.

 مكرومتر  32-63جافة من هلام السيليس ذات أبعاد  كبسولة في Dichloromethaneضخ محلول 

 ,g : Biotage UK Ltd., 15 Harforde Court 40(غ / 2 م573 ومساحة Å 60وذات مسامات بقطر 

Foxholes Business Park, John Tate Road, Hertford, UK) ( بعد غسل الكبسولة بـ ). 2.3شكل

cyclohexane (110 ml)  يتم إخراج)elution( السـم بـ dichloromethane, cyclohexane, ethyl 

acetate) 3:3:1 ،625مل  ( وdichloromethane, cyclohexane, ethyl acetate) 1:1:1 ،400وأخيرا )  مل

ethyl acetate) 150مل وسجل مطياف هذه المجاميع 25سعة بالناتج في قوارير جمع . تحت ضغط مباشر)  مل 

تجمع المجاميع ذات ). Strange ،1997  وHamid(نانومتر  400نانومتر إلى  200من السائل في طول موجة من 

 .بخير ثم تذاب لاحقا في الميثانول مع بعضها البعض ثم تجفف بالتsolanapyrone Aصاص المناسب لسم الامت

  

  .Ascochyta rabiei سمية رشاحة الفطر 6.2.3.

  .solanapyrone A تحضير تخافيف السم 1.6.2.3.

محلول  ف الجذير والسويقة، خفو على إنبات البذور ونمsolanapyrone Aلأجل اختبار تأثير سم 

 في الماء المقطر لأجل الحصول على تركيز 9:1في الميثانول إلىمل /مكروغرام 186بتركيز المتحصل عليه السم 

إثر ذلك تم إجراء تخافيف إضافية للحصول على التراكيز التالية من . مل/ مكروغرام18.6ائي مقدر بـ 

  .مل/ مكروغرام0.93 و4.65 و9.3السم، 
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، وعاء المحاليل ) flash chromatography) Biotage UK Ltd., Hertford, UK جهاز .2.3شكل ال

 ).ج(وفتحة الضخ ) ب (كبسولةالوالأسطوانة المحتوية على ) أ(الكيميائية 

 ب

 أ

 ج
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  إنبات البذور اختبار 2.6.2.3.

عقم ووضعت على ورق ترشيح لمدة دقيقتين ثم غسلت بالماء المقطر الم 2%عقمت البذور بماء جافيل 

)Whatman  من الرشاحة  مل5عوملت البذور بـ ).  بذرة لكل طبق16(في أطباق بتري )  سم7 بقطر 1رقم 

المستعملة كشاهد بالماء المقطر  رعوملت البذو). 5% و25% و50%(ومن التخفيف بمعدل أربع مكررات 

تم حساب نسبة تثبيط النمو .  أيام5ت لمدة ن المقطر وحضتمت المحافظة على رطوبة الأطباق بإضافة الماء. المعقم

  ).1986( وآخرون Haiderباتباع طريقة 

  X 100    نسبة التثبيط في المعاملة–نسبة الإنبات في الشاهد = نسبة التثبيط 
  نسبة الثبيط في الشاهد

 معامل التخفيف ونسبت إلى لوغارتم) 2، ملحق probit ) Finney ،1971تم تحويل نسب التثبيط إلى  

  .من الإنبات 50%لأجل تحديد التركيز المثبط لـ 

  

  اختبار نمو الجذير والسويقة3.6.2.3.

تأثير الرشاحة  حدد تأثير رشاحة الفطر على نمو الجذير والسويقة بنفس التخافيف المستعملة في دراسة

 الضوء والظلام باستعمال  ملم في أطباق بتري وحضنت في تناوب10تم وضع الجذير بطول . على الإنبات

قدرت نسبة التثبيط باستعمال طريقة . أيام 5لمدة  م 25° في درجة حرارة µEinstein  300شدة ضوئية 

Haider كالتالي )1986( وآخرون:  

  X 100    الطول في المعاملة–الطول في الشاهد = نسبة التثبيط 
  الطول في الشاهد

  .50%معامل التخفيف لتحديد التركيز المثبط لـ تم تقدير التثبيط بتقدير النتائج على 
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  التحليل الإحصائي3 .7.2 

 في التحليل الإحصائي للنتائج المتحصل عليها باستعمال الاختبار ANOVA one wayتم استعمال اختبار 

Student-Newman-Keuls لدراسة تأثير الرشاحة على إنبات البذور ونمو الجذير والسويقة واختبار Tukey Test 

 .لدراسة إنتاج السم 

  

  النتائج 3.3.

  solanapyrone Aإنتاج سم  1.3.3.

 السائل Czapek-Doxبشكل جيد على وسط ) Tk21(نمت العزلات الجزائرية الثلاث والعزلة التركية 

 فقط وأحيانا بعض آثار solanapyrone Aأفرزت هذه العزلات سم ). 1، ملحق 3.1جدول (المدعم بالكاتيونات 

 وقد تم التعرف على السم بزمن الاحتباس في الكروماتوغرافيا السائلة ذات الأداء العالي solanapyrone Cم الس

  ).4.3شكل ( من مطياف السم المعياري بأعطت العزلات الأربع مطياف شديد القر). 3 .3شكل (ومطيافه 

 في 9400لسم المقدر بـ  على أساس معامل احتباس اsolanapyrone Aبلغت التراكيز العالية من سم 

 Ag2 وAg1لتر للعزلات / مكروغرام8.4 و9.4 و15.1، )1983 وآخرون، Ichihara( نانومتر 327طول موجة 

، حيث يتناقص تركيز السم المفرز بازدياد فترة الحضن.  يوما من الحضن14 وذلك بعد ، على الترتيبAg3و

 يوما من 18مل بعد / مكروغرام6.6 و7.3 و12.5و إلى  يوما 16مل بعد / مكروغرام7.2 و8.5 و14.3انخفض إلى 

  ).5.3شكل  (  على الترتيبAg3 وAg2 وAg1الحضن لـ 
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المطياف المتحصل عليه بالكروماتوغرافيا السائلة ذات الأداء العالي من رشاحة العزلات الجزائرية . 3.3شكل ال

) b(، solanapyrone Aلسم مطياف ا). Tk21). a والعزلة التركية Ag3 وAg2 وAg1الثلاث 
   دقيقة13.37كروماتغرام عند طول موجة  نانومتر يظهر معولا وحيدا في 

  

 

  
مع السم المعياري ) لون أزرق( المتحصل عليه في التجارب solanapyrone Aتطابق مطياف سم . 4.3شكل ال

  .99.39%بنسبة بلغت ) لون أخضر(
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-Czapek النامية على وسط Ag3 وAg2 وAg1 وA. rabiei إفراز عزلات الفطر .5.3شكل ال

Dox لسم solanapyrone A.  
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  flash chromatography باستعمال solanapyroneفصل وتنقية سم  2.3.3.
.  نانومتر327 امتصاصا في طول موجة flash chromatography من 22 إلى 8أعطت الأجزاء من 

  .تم الكشف إلا على مادة وحيدةوعند جمع هذه الأجزاء واختبار النقاوة لم ي

  

  .Ascochyta rabieiسمية رشاحة الفطر  3.3.3.

   لإنبات بذور نبات الحمص A. rabiei ورشاحة عزلات الفطر solanapyrone Aتثبيط سم  1.3.3.3.

 ورشاحة العزلات الثلاث إنبات بذور الحمص، وتناسب هذا التثبيط مع solanapyrone Aثبط سم 

  . التثبيط متناسبة مع تركيز السم أو مع معامل تخفيف الرشاحة% Probitكانت . الرشاحةتركيز السم أو 

وكان تركيز ) 6.3شكل (ل م/ مكروغرام0.24 ± 6.93 50%تركيز السم المثبط لإنبات بـ بلغ 

شكل ( على الترتيب Ag3 وAg2 وAg1 للعزلات 64.4% و55.0% و52.5%الرشاحة المثبطة لنفس النسبة، 

 0.07 ± 5.38 و0.44 ± 5.10 و0.15 ± 7.93تحتوي هذه التراكيز من الرشاحة على ). 9.3 و8.3 و7.3

 المسبب لـ Ag1كان تركيز السم في رشاحة العزلة  . على الترتيبsolanapyrone A من سم مل/مكروغرام

ثبيطي، حيث لم  كافيا لتفسير هذا التأثير التلم/مكروغرام 0.15 ± 7.93 من تثبيط الإنبات والمقدر بـ %50

 0.21 ± 7.10 (المسبب لنفس نسبة التثبيطالنقي يكن الفرق معنويا بين هذا التركيز وتركيز السم 

   .لهذه الرشاحة. )P<0.05() لم/مكروغرام

 لا تفسر Ag3 وAg2 في رشاحة العزلتين solanapyrone Aنسبة السم فإن على العكس من ذلك 

وبين التحليل الإحصائي فرقا معنويا .  على الترتيب77% و75%لا بنسبة  من الإنبات إ50%التأثير المثبط لـ 

 مع تركيز السم عن الرشاحة مل/ مكروغرام0.07 ± 5.38 و0.44 ± 5.10بين تركيز السم لرشاحة العزلتين 

Ag1) 7.93 ± 0.15 لم/كروغرام 0.21 ± 7.10(وتركيز السم النقي ) لم/مكروغرام ()P<0.05(. 
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تم حسـاب نسبـة التثبيط بالمعادلة .  لإنبـات البـذورsolanapyrone Aتثبيـط سـم  .6.3شكل ال
C-T/C X 100 حيث ،Cنسبة الإنبات في الشاهد و  T نسبة الإنبات في المعاملة، لأجل حساب 

 وقدر probitحولت النتائج إلى ). 87.9%(نسبة التثبيط بالنسبة للنسبة غير النابتة في الشاهد 
  .(        ) مل/ مكروغرام7.10بـ ) ED50 (50%التركيز المثبط لـ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
تـم حسـاب نسبـة التثبيـط بالمعادلـة .  لإنبـات البذورAg1 تثبيـط رشاحـة العـزلة .7.3شكل ال

C-T/C X 100 حيث ،Cنسبة الإنبات في الشاهد و  T نسبة الإنبات في المعاملة، لأجل حساب 
. probitحولت النتائج إلى ). 87.9%(غير النابتة في الشاهد البذور نسبة التثبيط بالنسبة لنسبة 

  (        ).مل / مكروغرام52.5%بـ ) ED50 (50%وقدر تخفيف الرشاحة المثبط لـ 
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، C-T/C X 100ة التثبيـط بالمعادلـة تم حساب نسب. ات البذور لإنبAg2زلة  تثبيط رشاحة الع.8.3شكل ال

 نسبة الإنبات في المعاملة، لأجل حساب نسبة التثبيط T  نسبة الإنبات في الشاهد وCحيث 
وقدر تخفيف . probitحولت النتائج إلى ). 87.9%(غير النابتة في الشاهد البذور لنسبة بالنسبة 

  .(        )مل / مكروغرام55%بـ ) ED50 (50% الرشاحة المثبط لـ
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
تـم حسـاب نسبـة التثبيـط بالمعادلـة .  لإنبـات البذورAg3 تثبيـط رشاحـة العـزلة .9.3شكل ال

C-T/C X 100 حيث ،Cنسبة الإنبات في الشاهد و  T نسبة الإنبات في المعاملة، لأجل حساب 
وقدر . probitحولت النتائج إلى ). 87.9%(غير النابتة في الشاهد البذور لنسبة ط بالنسبة نسبة التثبي

 .(        )مل / مكروغرام64%بـ ) ED50 (50%تخفيف الرشاحة المثبط لـ 
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  . لنمو الجذير والسويقةA. rabiei ورشاحة الفطر solanapyrone Aتثبيط سم 2.3.3.3.

بدرجات   نمو جذير وسويقة نبات الحمصA. rabieiالفطر  ورشاحة solanapyrone Aثبط سم 

 85,7%مل و/ مكروغرام0.93 عند التركيز 32,33%تراوحت نسبة تثبيط السم لنمو السويقة بين . متفاوتة

أما بالنسبة لرشاحة الفطر فقد اختلفت نسبة تثبيط نمو السويقة حسب عزلة . مل/ مكروغرام18.6عند التركيز 

باستعمال الرشاحة  83,65% و5% عند التخفيف 27,58%حة فينما بلغت نسبة التثبيط الفطر مصدر الرشا

 76,23%إلى و %5 عند التخفيف 15,05% و19,24%، انخفضت هذه النسبة إلى Ag1 بالنسبة للعزلة %100

ترتفع  .على الترتيب Ag3 وAg2 بالنسبة للعزلتين )100%(استعمال الرشاحة دون تخفيف  عند 72,36%و

 عند 88,62% و35,17%النسبة ة التثبيط هذه بالنسبة لنمو الجذير مقارنة مع السويقة، حيث بلغت نسب

 20,95% و30,94%مل على الترتيب، وكانت هذه النسبة / مكروغرام18.6 و0.93استعمال السم بتركيز 

يف استعمال الرشاحة دون تخف عند 75,56% و76,23% و89,72% و5% عند تخفيف الرشاحة 18,07%و

  . على الترتيبAg3 وAg2 وAg1بالنسبة للعزلات الثلات ) %100(

في حين ). 10.3شكل (ل م/ مكروغرام0.3 ± 4.72 من نمو الجذير 50%بلغ تركيز السم المسبب لـ 

 53.0% و47.5% و30% المسبب لنفس نسبة التثبيط Ag3  وAg2  وAg1بلغ تركيز رشاحة العزلات الثلاث 

 ± 4.46 و0.25 ± 4.56تحتوي هذه التراكيز من الرشاحة على ). 13.3 و12.3 و11.3شكل (على الترتيب 

لم تكن الفروق الإحصائية لهذه .  على الترتيبsolanapyrone A من سم مل/ مكروغرام0.06 ± 4.45 و0.17

  . ذير، إلا أا تفسر نتيجة تثبيط الرشاحة لنمو الج)P<0.05( التراكيز معنوية مقارنة مع تركيز السم النقي

 0.33 ± 6.56 بـ 50% المسبب لتثبيط نمو السويقة بنسبة solanapyrone Aقدر تركيز سم 

 Ag2 وAg1، في حين كان تركيز رشاحة الفطر المسبب لنفس نسبة التثبيط ).14.3شكل (ل م/مكروغرام

احتوت هذه النسب على ). 17.3 و16.3 و15.3شكل ( على الترتيب 59.0% و51.0% وAg3 %45.0و
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 على solanapyrone A من سم مل/ مكروغرام0.16 ± 4.97 و0.11 ± 4.81 و0.24 ± 6.79لتراكيز التالية ا

 كان كافيا لتفسير التأثير التثبيطي للرشاحة على نمو السويقة كما أن Ag1تركيز السم في رشاحة العزلة . الترتيب

 لم Ag3  وAg2في حين بالنسبة للعزلتين ، )P<0.05( الفرق الإحصائي لم يكن معنويا مقارنة مع السم النقي

للعزلتين مع بالنسبة  وقد كان الفرق الإحصائي معنويا . على الترتيب75.55% و73.02%يفسر التأثير إلا بنسبة 

  .السم النقي

عند مقارنة التأثير التثبيطي على إنبات البذور ونمو الجذير والسويقة يبدو واضحا بأن الجذير أكثر 

 0.3 ± 4.72ل لإنبات البذور وم/ مكروغرام0.21 ± 7.10 السمي بتراكيز كانت كالتالي حساسية للتأثير

  . لنمو السويقةمل/ مكروغرام0.33 ± 6.56 لنمو الجذير ومل/مكروغرام



 79 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

تـم حسـاب نسبـة التثبيـط بالمعادلة .  لنمـو الجذيـرsolanapyrone A تثبيـط سـم .10.3شكل ال
C-T/C X 100 حيث ،C و) ملم 2.41 ± 35.95( طول الجذير عند الشاهد Tقدر .  النمو في المعاملة

  .(        ) مل/ مكروغرام4.72بـ ) ED50 (50%التركيز المثبط لـ 
  
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
تـم حسـاب نسبـة التثبيـط بالمعادلـة .  لنمـو الجذيـرAg1 تثبيـط رشاحـة العزلة .11.3شكل ال

C-T/C X 100 حيث ،C و)  ملم2.41 ± 35.95( طول الجذير عند الشاهد Tالنمو في المعاملة  .
  .(        ) 30%بـ ) ED50 (50%لـ المثبط وقدر تخفيف الرشاحة 
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تـم حسـاب نسبـة التثبيـط بالمعادلـة .  لنمو الجذيـرAg2 تثبيـط رشاحـة العزلـة .12.3شكل ال

C-T/C X 100 حيث ،C و)  ملم2.41 ± 35.95( طول الجذير عند الشاهد Tالنمو في المعاملة  .
 .(        ) 47.5%بـ ) ED50 (50%لـ المثبط وقدر تخفيف الرشاحة 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

تـم حسـاب نسبـة التثبيـط بالمعادلـة .  لنمـو الجذيـرAg3 تثبيـط رشاحـة العزلة .13.3شكل ال
C-T/C X 100 حيث ،C و)  ملم2.41 ± 35.95( طول الجذير عند الشاهد Tالنمو في المعاملة  .

  .(        ) 53%بـ ) ED50 (50%لـ المثبط وقدر تخفيف الرشاحة 
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تـم حسـاب نسبـة التثبيـط بالمعادلة .  لنمـو السويقةsolanapyrone A تثبيـط سـم .14.3شكل ال

C-T/C X 100 حيث ،C و)  ملم22.3 ± 1.98( طول الجذير عند الشاهد Tقدر .  النمو في المعاملة
 .(        ) مل/ مكروغرام6.56بـ ) ED50 (50%التركيز المثبط لـ 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

تـم حسـاب نسبـة التثبيـط بالمعادلـة .  لنمـو السويقةAg1 تثبيـط رشاحـة العزلة .15.3شكل ال
C-T/C X 100حيث ، C و)  ملم1.98 ± 22.3( طول الجذير عند الشاهد Tوقدر .  النمو في المعاملة

 .(        ) 45%بـ ) ED50 (50%لـ المثبط تخفيف الرشاحة 
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تـم حسـاب نسبـة التثبيـط بالمعادلـة .  لنمو السويقـةAg2 تثبيـط رشاحـة العزلة .16.3شكل ال

C-T/C X 100 حيث ،Cو)  ملم1.98 ± 22.3(ول الجذير عند الشاهد  ط Tقدر .  النمو في المعاملة
  .(        )  51%بـ ) ED50 (50%ـ المثبط لتخفيف الرشاحة 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

تـم حسـاب نسبـة التثبيـط بالمعادلـة .  لنمو السويقـةAg3 تثبيـط رشاحـة العزلة .17.3شكل ال
C-T/C X 100 حيث ،Cو)  ملم1.98 ± 22.3(ذير عند الشاهد  طول الج Tقدر .  النمو في المعاملة
 (        ). 59%بـ ) ED50 (50% لـ  المثبط تخفيف الرشاحة
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  المناقشة 4.3.

تبين وجود . solanapyrone C وأحيان قليلا من سم solanapyrone Aتفرز العزلات الثلاث سم 

 15.1ب عزلة الفطر وفترة الحضن، حيث بلغ التركيز المفرز حس solanapyrone Aسم اختلاف في كمية 

 على الترتيب Ag3 وAg2مل عند العزلتين / مكروغرام8.4 و9.4 لينخفض إلى Ag1مل عند العزلة /مكروغرام

إفراز  اللذين سجلا )Strange) 1992 وAlamتتوافق هذه النتائج مع أورده كل من .  يوما من الحضن14بعد 

 مرات كمية السم الذي أفرزه بعض 6 بنسبة قد تصل إلى solanapyrone Aم  لكميات من س6Kالعزلة 

الذين سجلوا تباينا كبيرا في كمية السم المفرزة بين ) 1993( وآخرون Latif والعزلات المستعملة في الدراسة 

 وفترة نفس هذه الملاحظة تم تسجيلها في العلاقة بين كمية السم المفرزة .العزلات التسع موضوع الدراسة

 15.1 تم تسجيل Ag1الحضن، فكلما طالت فترة الحضن انخفضت كمية السم فعلى سبيل المثال بالنسبة للعزلة 

، فكلما  يوما من الحضن18مل بعد / مكروغرام12.5 يوما من الحضن لينخفض إلى 14مل بعد /مكروغرام

   . يوما انخفضت كمية السم المفرزة14زادت فترة الحضن عن 

واجد هذا السم في رشاحة الفطر يؤكد النتائج المسجلة والمتعلقة بأن العزلات التي تم إن اثبات ت

 كلها تنتج هذا السم وأن كمية السم المفرزة تتغير بحسب العزلة A. rabieiالتعرف عليها بكوا عزلات الفطر 

؛ 1991 وآخرون، Höhl؛ 1991 وآخرون، Chen؛ 1989 وآخرون، Alam(والوسط وظروف الحضن 

Benningو Barz ،1995 .( باستثناء عزلة واحدة منتجة لسمcytochalasin D) Latif ،مع )1993 وآخرون ،

 Phoma  لهذه العزلة والتي يمكن أن تكون من الجنسDNAانعدام تواجد تحديد تسلسل الحمض النووي 

لجنس سموم ، حيث تنتج بعض أنواع هذا ا)Nene ،1981 وHaware(المعروف بإصابته لنبات الحمص 

cytochalasins) Evidente ،2003 وآخرون.(  
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بالإضافة إلى النتائج المسجلة والمتعلقة بإنتاج السم، فقد سجل اختلاف في حساسية مختلف أجزاء 

 لكتليه في ذالنبات المستعملة في الدراسة تجاه تأثير السم، فقد كان الجذير أكثر حساسية للتأثير التثبيطي للسم 

ومن ذلك بمكن اللجوء إلى استعمال الجذير كوسيلة .  البذور التي كانت أقل حساسية تجاه السمالسويقة وأخير

لاختبار حساسية مختلف أصناف الحمص تجاه الفطر كوسيلة انتخاب في تجارب استنباط الأصناف المقاومة 

النباتات في عملية لمرض التبقع الأسكوكيتي، حيث يمثل طريقة أكثر بساطة وربما أقل تكلفة من استعمال 

  .الانتخاب

 دليلا قويا على أهمية هذا السم وتأثيره على solanapyrone لسم A. rabieiيعتبر إنتاج عزلات الفطر 

فقد .  أو على الأقل له دور فعال في الإمراضية حدة المرضالنبات العائل، ويبدو بأن لهذا السم دورا كبيرا في

، كما أن سمالهي العزلات التي تفرز أكبر كمية من سمية العزلات بأن أكثر ) 1993( وآخرون Latifذكر 

كفقد  يؤدي إلى ظهور أعراض شبيهة بأعراض الإصابة بالفطر solanapyrone Aمعاملة نباتات الحمص بسم 

على هذا الأساس فإنه من المهم اللجوء إلى ). Strange ،2000 وHamid(اليخضور والذبول وتكسر الأفرع 

 غير مفرزة للسم بحيث يسمح اختبارها على النبات العائل من التأكد التام A. rabieiت من الفطر إنتاج طافرا

  ).Chen ،2006 وWhite؛ 2006  وآخرون،Mogensen(من دور هذا السم في الإمراضية 
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 الفصل الرابع

 .Agrobacteirum tumefasciensكتريا بوساطة الب A. rabieiفطر ال لتحوي

  مقدمة 1.4.

 بالاعتماد على نتائج تحليل الحمض النووي A. rabieiإثبات العزلات الجزائرية بأا عزلات الفطر تم 

في الفصل الثاني من البحث، كما تم في الفصل الثالث إثبات إفراز هذه العزلات الثلاث ) rDNA(الربيوزومي 

اعتماد على النتائج . solanapyrone A وعادة ما يكون السم solanapyroneلسم واحد من أنواع سموم 

 A. rabiei ضروري للفطر solanapyrone Aالمتحصل عليها فإنه من الضروري طرح فرضية أن إفراز سم 

على أساس تأثيره على نبات الحمص، حيث يمكن أن يلعب دورا في تطفل هذا الفطر على النبات العائل 

)Hamidو Strange ،2000 .(شدة مرضة للنباتات إما عامل إمراضية أو عوامل تعتبر سموم الكائنات الدقيقة الم

على شدة المرض  وهذا على حسب كوا ضرورية لسمية الكائن المسبب للإصابة أو أا تساهم فيرض الم

  .الترتيب

 للفطر وذلك بإنتاج solanapyroneعلى هذا الأساس فإنه من الضروري اختبار أهمية إفراز سم 

إن عدم قدرة هذه الطافرات على إصابة نبات . ار تأثيرها على النبات العائلطافرات غير مفرزة للسم واختب

في حين )pathogenicity( كعامل إمراضية solanapyroneالحمص بالمرض يكون دليلا قويا لتصنيف سم 

  .حدة المرض بتصنيفه ضمن عوامل يسمح ضعيفة على النبات العائل  حدة مرضيةظهور إصابة ضعيفة أو

 واحدة Agrobacterium tumefasciensبوساطة البكتريا ) transformation(ة التحويل تعتبر طريق

على العديد ) crown gall( المسبب المرضي لمرض التدرن التاجي اتعرف هذه البكتريا بكو. من هذه الطرق

الستيوكينات و )indole acetic) IAAلمسؤولة على إفراز حمض للمورثات ا وذلك بإدماجها ،من أنواع النبات

)cytokinins) (Deeken ،النامية من البلاسميدات، يمكن تعويضها المورثاتإلا أن هذه ). 2006 وآخرون 
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يمكن لعملية الإضافة أن . hygromycinالمسؤولة عن المقاومة للمضاد الحيوي كالمورثات بمؤشرات منتخبة 

 وآخرون، Deeken (المورثاته ذا حدثت مع هذتأخذ مكاا في العديد من المواضع في النبات مسببة طفرات إ

، )Kang ،2001  وMullins( ليس حكرا على النباتات إضافة المورثات هذهبالإضافة إلى ذلك فإن ). 2006

 اوقد تبين حديثا بأ). 2005 وآخرون، Michielse( في تطفير العديد من الأنواع الفطرية تحيث استعمل

 وآخرون، Leptosphaeria maculans) Blaise عند gene-rich regions دث في منطقة مفضلة بعينها هيتح

 بالنمو المتزامن مع البكتريا المحتوية على البلاسميدات A. rabieiونتطرق في هذا الفصل إلى تطفير الفطر ). 2007

  .hygromycin B للمضاد الحيوي ةالمقاومللمورثة الحاملة 

  

  الوسائل والطرق 2.4.

  العزلات 1.2.4.

 وعزلتين Tk21 غير منتجة للسم تم استعمال العزلة الفطرية A. rabieiدف إنتاج طافرات من الفطر 

د ـا من عنـول عليهـم الحصـت (Agrobacterium tumefasciens لبكتريا LBA1126  وAGL1بكتيرين 

M. P. Challen،Horticulture Research International, Wellesbourne, Warwick, CV35 9EF, UK( .

د ـ على البلاسميLBA1126في حين تحتوي العزلة ، pBin 7.1 على البلاسميد AGL1تحتوي العزلة 

pGreenhph 1)  2.4 و1.4شكل.(  
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 ).2004 وآخرون، pBIN7-1) Leachخارطة البلاسميد . 1.4 شكلال
 
 
 

 
، غير Challenو Warwick HRI) Zhang الثنائي المطور في pGREEN_hph1 خارطة البلاسميد .2.4 شكلال

 ).منشور
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  .A. tumefasciens البكتريا تحفيزو زراعة 2.2.4.

المضاف ) LB agar(الصلب   Luriaعلى وسط ) LBA1126  وAGL1(زرعت العزلتان البكتيريتان 

 ,Melford, Laboratories Ltd., Bildeston Roadمل، / مكروغرامkanamycin) 100إليه المضادان الحيويان 

Chelsworth, Ipswich, IP7 7LE UK (و rifampicin) 20مل، / مكروغرامMelford, Laboratories 

Ltd., Bildeston Road, Chelsworth, Ipswich, IP7 7LE UK) ( وحضنت في ) 1، ملحق 1.4جدول

 السائل LB مل من وسط 5إثر ذلك زرعت مستعمرة وحيدة من كل عزلة بكترية في . 28درجة حرارة 

 ºم 28وحضنت لليلة كاملة في درجة حرارة ) مل/ مكروغرامkanamycin) 100والمحتوي على المضاد الحيوي 

 مل من الوسط الأدنى 50 مل في 2 انطلاقا من هذا الوسط السائل تم زرع .)دقيقة/ دورة150(في جهاز رج 

)minimal medium رجة الحرارة مع  مل وحضنت في نفس د250في دوارق سعة ) 1، ملحق 2.4، جدول

  ).2006 وآخرون، Mogensen(لليلة كاملة ) دقيقة/ دورة150(الرج 

 المحفزة، تم نقل حجم من السائل البكتيري يسمح A. tumefasciemsدف الحصول على بكتريا 

 مل إلى أنبوب اختبار 50 نانومتر عند تخفيفه إلى 600 في طول موجة 0.5بالحصول على درجة امتصاص 

)Falcon ( ض للطرد المركزي بسرعة4000وعر g مل من 50يضاف بعد ذلك إلى الراسب .  دقائق10 لمدة 

 acetosyringone، يحتوي هذا الوسط على مادة )1، ملحق 3.4 جدول induction medium(وسط التحفيز 

 3 م لمدة º28ويحضن في ) مل/ مكروغرام100 (kanamycinوالمضاد الحيوي )  مكرولتر100 في الميثانول، %2(

؛ 2006 وآخرون، Mogensen؛ 2005 وآخرون، Michielse) (دقيقة/ دورة150( ساعات مع الرج 9 و6و

Whiteو Chen ،2006.(  
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  .A. rabiei زراعة الفطر 3.2.4.

فوق ورق السيلوفان ) 1987 وآخرون، Alamمل؛ / بوغة510(زرع معلق أبواغ الفطر المحضر حديثا 

)A.A. Packaging Led, Preston, Lancashire ( على وسط الإنبات)germination medium 4.4، جدول ،

 وآخرون، Mogensen( ساعة 48لمدة  م º20في أطباق بتري وحضنت الأطباق في درجة حرارة ) 1ملحق 

2006.(  

 

  .A. rabiei الفطر لتحوي 4.2.4.

 النامي على A. tumefasciens مل من معلق 2 النابتة بـ A. rabieiيغمر كل طبق محتوي على أبواغ 

في تحضن الأطباق لمدة دقيقتين .  وتحرك الأطباق يدويا لأجل الانتشار الجيد للسائل البكتيريالتحفيزوسط 

ثم يسحب السائل البكتيري الزائد بواسطة ماصة معقمة، إثر ذلك تنقل أوراق السيلوفان  م º20درجة حرارة 

  .)2006 وآخرون، Mogensen( ساعة 39 لمدة 20 درجة حرارة ضن الأطباق فيتحالصلب و التحفيز إلى وسط

  

  انتقاء الطافرات 5.2.4.

 أجزاء وتوضع كل 8، تقطع كل ورقة سيلوفان إلى م º20 ساعة في درجة حرارة 39بعد الحضن لمدة 

 )1ملحق ، 5.4جدول ( V8 الصلب المضاف إليه عصير Czapek-Doxأربعة أجزاء في أطباق بتري على وسط 

 .Sigma-Aldrich Chimie Gmbh P.O مكرومولار، cefotaxime) 200توي على المضاد الحيويين والمح

1120, 89552 Steinheim, Germany (و hygromycin B) 50مل، / مكروغرامSigma-Aldrich Chimie 

Gmbh P.O. 1120, 89552 Steinheim, Germany.(  تحضن الأطباق في درجة حرارةº20 وتنقل  م
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عمرات النامية إلى نفس الوسط الصلب المحتوي على نفس المضادين الحيويين لتحضن كذلك في درجة المست

  .°م 20حرارة 

  

  لإنتاج السم في صفائح المعايرةA. rabieiاختبار طافرات  6.2.4.

 المضاف إليه الكاتيونات على شكل أملاح Czapek Dox على وسط A. rabieiنميت طافرات الفطر 

 50 (hygromycin B و)  مكرومولار،200 (cefotaximeيحتوي هذا الوسط على المضادين الحيويين ، )1ملحق (

رة ـل حفـل لكـ م 2.5دل ـرة بمعـ حف24رة ـح معايـي صفائـك فـوذل ).لـم/رامـمكروغ

)Costar, Corning Inc., Corning, NY 14831, USA ى عل) العزلة الأصلية(في حين نمي الشاهد ، )3.4، شكل

 يوما، بعدها تأخذ  12لمدة  °م 20تحضن صفائح المعايرة في درجة حرارة . دون المضادين الحيويينمع ونفس الوسط 

 . نانومتر327من الوسط السائل النامي عليه الفطر أو الطافرات وتقرأ درجة الامتصاص في طول موجة )  مل1(عينات 

 

  النتائج 3.4 .

 .A. tumefasciensنمو  1.3.4.

كما نمت .  الصلب والسائلLBبشكل جيد على وسط ). LBA1126  وAGL1(العزلتان البكتيريتان نمت 

 مل من المعلق البكتيري معطية درجة امتصاص 2 بـ تلقيحهعند  )1ملحق (أيضا بشكل جيد على الوسط الأدنى 

يات من السائل مكافئة تم استعمال كم. لليلة كاملة °م 28 بعد الحضن في درجة حرارة 1.33 و0.82تراوحت بين 

  . عند إعادة تحضير معلق البكتريا في وسط التحفيزA600 في طول موجة 0.5تسمح بالحصول على درجة امتصاص 
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 1C و1B الآبار  تحتوي. حفرة24 نمو الطافرات أو الشاهد على صفائح المعيارة ذات .3.4شكل ال
 3 الطافر رقم 3D و3C و3B وتحتوي الآبار 2 الطافر رقم 2D و2C و2B الآبار  و1 الطافر رقم 1Dو

 4D و4C و4Bبينما تحتوي الآبار .  المضاف إليه المضادات الحيويةCzapek Doxوالمنماه على وسط 
 3 الطافر رقم 6D و6C و6B وتحتوي الآبار 2 الطافر رقم 5D و5C و5B والآبار 1الطافر رقم 

 wildالعزلة الأصلية، (وزرع الشاهد . الحيوية الخالي من المضاداتCzapek Doxاه على وسط ـوالمنم

type ( 1في الآبارA2 وA3 وA4 وA5 وA6 وA والتي تحتوي نفس الوسط المضاف إليه المضادين 
 .الحيويين والخالي منهما على الترتيب
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  .A. rabieiنمو طافرات الفطر  2.3.4.

ريا ـا بمعلق البكتـ غمرهثم  ساعة48نمت الأبواغ المزروعة على ورق السيلوفان بشكل جيد، وبعد مرور 

A. tumefasciens ساعة ثم نقلها بعد مرور أربعة أيام إلى وسط 39 وحضنها لمدة CDV8 الصلب تم تسجيل نمو 

ن الأبواغ م طافر 215 وLBA1126 طافر من الأبواغ المعاملة بالعزلة 281تم الحصول على ). 4.4شكل ( طافر 498

تمثل هذه الأرقام مردودية في عدد الطافرات بالنسبة إلى الأبواغ مقدرة بـ ). 1.4ول جد (AGL1المعاملة بالعزلة 

كانت الفروق الإحصائية غير معنوية بين .  على الترتيبAGL1  وLBA1126 بوغة مع 510 طافر لكل 35.8 و46.8

  ).1.4جدول  ()acetosyringone )P<0.05عدد المستعمرات المتحصل عليها وفترة الحضن مع مادة 

  

  .solanapyrone A لسم A. rabieiإنتاج طافرات الفطر  3.3.4.

، أعطت كلها رشاحة تمتص )3.4شكل ( في صفائح المعايرة CDCLM طافرا على وسط 30عند نمو 

. solanapyrone Aالذي يمتص عنده السم ) λmax( نانومتر وهو طول الموجة الأقصى 327في طول موجة 

 عند تنمتها على هذا الوسط solanapyrone A بصفة أساسية سم A. rabiei تفرز العزلة الأصلية لفطر

)CDCLM ( والذي يمتص في نفس طول الموجة) شكل ، الثالثأنظر الفصلb2.3 .( على اعتبار أن هذا الأمر

مل / مكرغرام0.10 ± 2.11 تراوح بين solanapyrone Aينطبق على الطافرات النامية، فإن إنتاجها لسم 

، مثلت هذه النتائج انخفاضا ) أ و ب5.4شكل  (7مل للطافر رقم / مكروغرام1.93 ± 4.32 و30 رقم للطافر

 2.99 ± 8.15( بالمقارنة مع العزلة الأصلية الشاهد 46.99% و 74.11%ن ـراوح بيـم تـفي إنتاج الس

 بين solanapyrone Aمعنوية في إنتاج سم كانت الفروق الإحصائية ). B وA 5.4مل؛ شكل /مكروغرام

 التحفيز في وسط A. tumefasciensغير معنوية فيما يخص تأثير فترة حضن البكتريا العزلة الأصلية والطافرات و

  ).2.4جدول  ()P<0.05( التي أفرزتها الطافرات 327على إنتاج المادة التي تمتص في طول موجة نانومتر 
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العزلة الأصلية الشاهد النامية على ) A. (A. rabieiوطافرات الفطر ) الشاهد(لة الأصلية  نمو العز.4.4شكل ال

الطافرات النامية على نفس الوسط ) C(و) B( الخالي من المضادين الحيويين، CD V8وسط 
 .hygromycin B  وcefotaximeالمحتوي على المضادين الحيويين 

 

 Agrobacteriumصل عليها بعد المعاملة بعزلتين من البكتريا  المتحA. rabiei عدد طافرات .1.4جدول 
  .acetosyringoneوثلات فترة حضن أولي مع 

  
  )ساعة( acetosyringoneفترة الحضن الأولي مع   Agrobacteriumعزلات 

  3  6  9  

  عدد المستعمرات  
AGL1  85  58  72  

LBA1126  124  110  49  
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  .التحفيز في وسط A. tumefasciens مع أوقات مختلفة من حضن solanapyrone Aإنتاج الطافرات لسم . 2.4جدول 
 

  )مل/كروغرامم (solanapyrone Aكمية   )ساعة ( التحفيزالحضن في وسط  الطافر
1 3 0.01 ± 3.52 
2 3 0.55 ± 3.03 
3 3 0.33 ± 3.50 
4 3 0.18 ± 3.37 
5 3 0.36 ± 3.36 
6 3 0.84 ± 3.45 
7 3 1.94 ± 4.32 
8 3 0.45 ± 3.52 
9 6 0.10 ± 3.31 
10 6 0.15 ± 3.21 
11 6 0.11 ± 3.54 
12 9 0.11 ± 3.23 
13 3 0.63± 3.88 
14 3 0.25 ± 3.34 
15 3 0.15 ± 3.09 
16 3 0.48 ± 2.75 
17 3 0.00 ± 3.17 
18 3 0.23 ± 3.16 
19 6 0.52 ± 3.05 
20 6 0.36 ± 3.45 
21 6 0.04 ± 3.27 
22 6 0.97 ± 2.79 
23 6 0.19 ± 3.45 
24 6 0.52 ± 3.25 
25 6 0.31 ± 3.73 
26 9 0.21 ± 3.36 
27 9 0.55 ± 2.97 
28 3 0.25 ± 2.34 
29 3 0.24 ± 2.28 
30 9 0.10 ± 2.11 

 

  

  



 96 

  المناقشة 4.4.

ذات الطبيعة السمية التي تفرزها الممرضات النباتية المركبات الأيضية أكيد دور  تمن الواضح جدا أن

ستعمال طافرات غير قادرة على إنتاج هذه المواد تكون أقل سمية أو غير يكون بتخليق وافي الإصابة المرضية، 

إلا أن الطريقة . اج طافرات الفطريات بتعريضها للإشعاع أو تعريضها لمواد كيميائية مطفرةيمكن إنت. ممرضة

 للفطر DNA غريب أو خارجي داخل الحمض النووي DNAالأفضل هي إنتاج طافرات بدمج حمض نووي 

اطق استنتساخ المنمثل هذه الطريقة بتسمح . ولة على إفراز السمومالمورثات المسؤبحيث يحدث خللا في 

 واحدة من هذه الطرق التي يمكن استعمالها . والتعرف عن المورثات المهدمة أو المستهدفةجالمجاورة لعملية الدم

 ولقد كثر A. tumefasciensهي استعمال بكتريا المورثات في إنتاج الطافرات والتي تعتمد على الإخلال بعمل 

بلغت نسبة . الكبير من الطافرت التي يمكن التحصل عليهالاعتماد على هذه الطريقة لكوا سهلة نسبيا وللعدد 

 LBA1126 بوغة باستعمال العزلتين 510 طافرا لكل 35.8 و46.8النجاعة في هذه الدراسة الحصول على 

) 2001(رون ـ وآخCovert على الترتيب، وكانت هذه النتائج مماثلة لتلك التي تحصل عليها AGL1و

ال ـد استعمـ عنFusarium circinatumر ـ بوغة للفط510ا لكل  طافر2–150ن تحصلوا على ـالذي

ك ـع تلـة مـكما كانت أيضا النتائج المتحصل عليها متقارب. AGL1 العزلة A. tumefasciensا ـبكتري

 الفطر ل بوغة عند تحوي510 طافرا لكل 10–90الذين تحصلوا على ) 1998( وآخرون De Grootلـ 

Aspergillus awamoriمال  باستعA. tumefasciens العزلة LBA1100 . على العكس من ذلك تبدو النجاعة

 بوغة، العزلة 510 طافرا لكل Aspergillus giganteus) 7.9–0.5المتحصل عليها أكبر من تلك لـ 

LBA1100 ؛Meyer ،2003 وآخرون( ،Coniothyrium minitans) 7.56 بوغة 510 طافرا لكل 

germlings العزلة ،AGL1 ؛Rogers ،2004 وآخرون( ،Botrytis cinerea) 1.5 بوغة ، 510 طافرا لكل 

 بوغة، 510 طافرا لكل 1.8–0.6 (Chaetomium globosum، )2003 وآخرون، Rolland؛ LBA1126العزلة 
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Gaoو Yang ،2003 (وA. rabiei) 16.1–10.4 بوغة، 510 طافرا لكل Mogensen ،كما ). 2006 وآخرون

 Mogensen المجال الذي تحصلت عليه ن في كمية السم المنتج من الطافرات ضمكانت نسبة الانخفاض

  .43.5–90.2%، )2006(وآخرون 

تفسير هذه النتائج المتحصل عليها باحتمال كون التحويل متعدد النوى كذلك يمكن 

)heterokaryotic ( شفرة لإنتاج م مورثاتيحتوي مع احترام الجينات المسؤولة عن إنتاج السم، فبعض الأنوية

إن نسبة تواجد نوعين مختلفين من الأنوية في الخلايا، يمكن .  على هذه المورثات والبعض الآخر لا يحتويالسم

 .إذا أن يفسر هذا الاختلاف المسجل في كمية السم التي أفرزها كل طافر
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  الفصل الخامس

  مناقشة عامة

  زائر في الجA. rabieiالتعرف وتحديد النمط الوراثي لـ  1.5.

جمعت بقايا نبات الحمص عليها أعراض مشاة لأعراض مرض التبقع الأسكوكيتي على نبات 

منطقة عزلة واحدة وتم التأكد كل تم عزل من .  وقالمة واد السمارسطيفالحمص، من ثلاثة مناطق في الجزائر، 

 فإنه كان Phomaنس على أساس التقارب الكبير مع الج. من إمراضية هذه العزلات باستعمال فرضية كوخ

). 1999a وآخرون، Khan(من الأهمية استعمال تقنيات البيولوجيا الجزيئية للتعرف على العامل الممرض 

 شديدة القرب من النتائج التي rDNAكانت النتائج المتحصل عليها في تحديد تتابع قواعد الحمض النووي 

 .Ascochyta rabieiالخاصة بـ ) 2007( وآخرون Peeverتحصلها 

فطر متنوع  A. rabieiفطر ف. يلعب التكاثر الجنسي دورا هاما في آليات التنوع عند الأنواع الفطرية

ينتج عن التكاثر الجنسي بين النمطين أجسام ). Mat 2 وMat 1(  مع نمطين وراثيين )heterothallic(الأطوار 

 أبواغ ثنائية 8بكل كيس ) asci(وي أكياس ، حيث تبين بأن هذه الأجسام الثمرية تحت) pseudothecia(ثمرية 

بأن الأكياس الثمرية للفطر تنمو بشكل طبيعي على البقايا النباتية في العديد من ) Kaiser) 1995يذكر . الخلايا

كشمال إفريقيا وشمال أمريكا وغرب آسيا وشرق وغرب أوروبا، مما يدل نبات الحمص المناطق التي يزرع ا 

 كانت الطريقة 2003إلى غاية العام . في العالم) Mat 2 وMat 1(نمطين الوراثيين للفطر على مدى انتشار ال

 هي اختبار عزلات الفطر مع عزلات معروفة النمط الوراثي A. rabieiالوحيدة لتحديد النمط الوراثي للفطر 

 Navas-Cortés حدد بالاعتماد على هذه الطريقة.  المتكونة)pseudothecia(ثم البحث عن الأجسام الثمرية 

 عزلات كانت من 7 عزلة من إسبانيا، 18.  عزلة من عزلات الفطر48النمط الوراثي لـ ) 1998(وآخرون 

، أما العزلات 1 عزلة من الهند والباكستان كانت جميعها من النمط 16، 2 كانت من النمط 11 و1النمط 
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أربعة عزلات من اليونان . 2من النمط ) 3( وثلاثة 1كانت من النمط ) 4(المجلوبة من الولايات المتحدة فأربعة 

بقية العزلات كانت من فرنسا . 2تم اختبارهما وكانت جميعها من النمط دولة والمغرب، عزلتين من كل 

بالإضافة إلى هذه النتائج فقد .  على الترتيب1 و2 و1وإيطاليا وتركيا، عزلة من كل دولة وكانت من النمط 

في العام . 1النمط ت من النمط الوراثي لعزلتين من استراليا والذي كان) 1999a(ون  وآخرKhanحدد كذلك 

مقالا يوضح تسلسل الأحماض الأمينية للنمطين الوراثيين مع تحديد ) 2003( وآخرون Barve نشر 2003

نمط المستعملة لتحديد ال) PCR(البادئات النوعية المستعملة في عملية استنساخ وتضاعف الحمض النووي 

سمح استعمال هذه التقنية .  النمط الوراثي للفطردسهلت هذه التقنية عملية تحدي. الوراثي لأي عزلة من الفطر

ن من افي هذه الدراسة ولو بشكل محدود من تحديد النمط الوراثي لعزلتي الفطر في الجزائر، فقد كانت العزلت

  .المغرب وتونس يوحي بإمكانية تواجده في الجزائر في كل من 2، لكن تواجد النمط الوراثي 1 الوراثي النمط

  

  تثبيط الفطريات المفرزة للسموم لإنبات البذور وللنمو 2.5.

على سبيل المثال ذكر . تناولت العديد من الدراسات تثبيط رشاحة الفطريات الممرضة لإنبات البذور

Haider بأن نسبة تثبيط بذور ) 1986( وآخرونHelianthus annusعند 100% و26.7ت بين  تراوح 

 Penicillium expansum وAspergillus niger وAspergillus flavusمعاملتها برشاحة الفطريات 

 وآخرون Zengذكر كما .  كل على حدة أو كمزيجAlternaria alternata وFusarium equistiiو

)2001a( بأن رشاحة الفطر ،A. japonicusالفجل  تثبط إنبات بذور كل من )Rape ( واللفت)Radish (

زل حمض ـق بعـكما قام هذا الفري. بـعلى الترتي 75% و72.5% و81.4% بنسبة )Cucumber(والخيار 

secalonic acid F 0.3 من رشاحة الفطر، هذا الحمض يثبط تماما نمو جذورنباتي الفجل واللفت بتركيز mM .

ده في رشاحة هذا الفطر، حيث أن جالذي ثبت توا secalonic acid Fقد يعود هذا الأثر التثبيطي إلى حمض 
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إلا أن هذا الفريق من الباحثين  .)2001a ، وآخرونZeng (إنبات بذور العديد من المحاصيلهذا الحمض يثبط 

 secalonic acid Fبأن حمض ) 2001b( وآخرون Zengيذكر . لم يختبر هذه الفرضية كما تم في هذه الدراسة

) barnyardgrass (عشب الحقلو) sorghum ( السكريةهالذريثبط نمو جذور  mM 0.3بتركيز التجاري 

 وآخرون Tschenيذكر .  على الترتيب93% و97% و72%بنسبة ) Bidens pilosa( نبات الحُسيكةو

 1بتركيز الذي عند استعمالة ، هذا الحمض helvolic يفرز حمض Sarocladium oryzaeبأن الفطر ) 1997(

 Impatiens وEleusine indica وEchinochloa crus-galliول جذور كل من مل يخفض من ط/ملغ

wallerianaو Bidens bipinnataو Dianthus chinensis على 40% و43% و50% و55% و59% بنسبة 

 الذي يفرزه الفطر fusaric  حمضعند دراستهم لتأثير سم) 2002( وآخرون Ravikumar بين كما .الترتيب

Fusarium oxysporum f. sp. ciceris على إنبات حبوب الطلع وطول أنبوب الإنبات لصنفين مقاومين من 

، بأن هذا الحمض يثبط تماما إنبات حبوب الطلع عند استعماله بتركيز )K850  وWR315(أصناف الحمص 

، كما يؤدي إلى انخفاض طول أنبوب 80%مل مقارنة مع الشاهد أين بلغت نسبة الإنبات / مكروغرام200

مقارنة مع الشاهد أين بلغ طول أنبوب مل / مكروغرام50عند استعماله بتركيز  مكرومتر 50الإنبات إلى 

  . مكرومتر250الإنبات 

إنبات بذور نبات الحمص ونمو الجذير  A. rabieiتثبط رشاحة العزلات الجزائرية الثلاث لفطر 

التأكد من ذلك باستعمال تم حيث ،solanapyrone Aوالسويقة وتحتوي هذه الرشاحة على سم 

على هذا الأساس كان من المهم تحديد هل تركيز السم ). HPLC(الكروماتوغرافيا السائلة ذات الأداء العالي 

كما تم التوصل إليه في الفصل الثالث فإن . المحتوى في الرشاحة كافيا لتفسير هذا التأثير التثبيطي أم غير كاف

. كان كافيا لتفسير التأثير التثبيطي على إنبات البذور ونمو الجذير والسويقة Ag1تركيز السم في رشاحة العزلة 

في  solanapyrone A إلا أن تركيز سم Ag3 وAg2نفس هذا الاستنتاج يبقى صالحا بالنسبة للعزلتين 
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 نمو  ولايفسر هذا التأثير على77% أو 75رشاحتيهما لا يفسر التأثير التبيطي على إنبات البذور إلا بنسبة 

  . على الترتيب76% أو 73%الجذير والسويقة إلا بنسبة 

 يؤثر سلبا على حيوية بذور نبات الحمص حيث A. rabieiالعديد من الباحثين بأن الفطر لقد بين 

؛ 2001 وآخرون، Takao؛ Hannan ،1988 وKaiser (80% و8%تتراوح نسبة إنبات البذور المصابة بين 

Ahmad ،ض الحالات تم تحسين نسبة إنبات البذور باستعمال المبيدات الفطريةفي بع). 2006 وآخرون.  

 وماعتمادا على المراجع التي تم الاطلاع عليها فإن هناك مرجعا وحيدا تناول بالدراسة تأثير سم

solanapyrones على نمو نبات الحمص )Kaur ،1995 .( مكرومولار 250في هذه الدراسة كان التركيز 

)µM)( 75.5=مثبطا لنمو جذور وشتلات نبات الحمص صنف ) مل/وغرام مكرPusa 209 حيث 50% بـ ،

 0.3 التي تم الحصول عليه في هذه الدراسة 50%مع التركيز المثبط لـ إذا قورن  جدا تهذا التركيز مرتفعيعتبر 

مل، ويمكن أن يعزى هذا الاختلاف إلى اختلاف صنفي الحمص  /solanapyrone A مكروغرام 4.72 ±

 هذه الدراسة بأن الجذير أكثر حساسية تجاه السم مقارنة مع البذور منتبين وقد . المستعملين في الدراسة

  .والسويقة

  

  .solanapyrone Aإنتاج سم  3.5.

 ، وهذا الإنتاج مرتبط بالعزلة ذاتها وبفترة الحضنsolanapyrone Aتنتج عزلات الفطر الثلاث سم 

بنسبة  يوما من الحضن ثم يبدأ هذا التركيز في الانخفاض 14ز بعد مرور حيث سجل أعلى تركيز للسم المفر

 solanapyroneتم التعرف ووصف سم .  يوما من الحضن18 بعد 20.33% يوما من الحضن و16 بعد %11.3

A لأول مرة بكونه مركب يفرزه فطر Alternaria solani المسبب للفحة المبكرة على نباتي البطاطس 

ل حول ؤعلى أساس الاشتراك في إفراز نفس السم، يبرز التسا). 1983 وآخرون، Ichihara(والطماطم 
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 horizontal(ل أفقي ـ، هل للفطرين نفس المنحدر الأصلي وهل هناك نقنة التطور المتوازي للفطرييإمكان

transfer ( التسائل نظرا ة اليوم لبس بالإمكان الإجابة على هذايإلى غا. المشفرة لإنتاج هذا السمللمورثات 

 Coelomycetes إلى رتبة A. rabiei، حيث ينتمي الفطر للاختلاف الكبير بين الفطري من الناحية التصنيقية

يضاف اختلاف كبير إلى ذلك بالإضافة . Hyphomycetes إلى رتبة Alternaria solaniوينتمي الفطر 

  ).1.5شكل  (rDNA الحمض النووي هذين الفطرين، هو الاختلاف الكبير في ترتيب قواعدبين وجديد 

 بأن جميع ت في رشاحة الفطر الملاحظات السابقة التي تثبsolanapyroneيؤكد تواجد مركبات 

 تفرز هذه المركبات، إلا أن تركيزها يكون مرتبطا A. rabieiالعزلات التي تم التأكد من أا عزلات للفطر 

 Höhl؛ 1991 وآخرون، Chen؛ 1989آخرون،  وAlam(بنوعية العزلة ووسط الزرع وظروف الحضن 

 cytochalasin Dباستثناء عزلة واحدة أين تم تسجيل إفراز سم ). Barz ،1995 وBenning؛ 1991وآخرون، 

)Latif ،لكن لم يتم الحصول على معطيات كافية من تسلسل الحمض النووي للتأكد من )1993 وآخرون ،

، Nene وHaware( الذي يصيب نبات الحمص Phoma الجنس يحتمل أن تنتمي هذه العزلة إلى. العزلة

  ).2003 وآخرون، Evidente (ytochalasins، حيث أن بعض أنواع هذا الجنس تفرز سموم )1981

رجح بقوة أهمية هذا السم للفطر في بشكل عام ي solanapyrones موم لسA. rabieiإن إنتاج الفطر 

. ضروري للإمراضيةأنه  أو  شدة الإصابةدو أن هذا السم يساهم فيقدرته على إصابة النبات العائل، حيث يب

وفقد لليخضور وبقع نكروزية وانكسار الأفرع والبتيولات  ذبول حقيقة فإن الأعراض التي يسببها السم من

على الرغم من ذلك فإن  ).Strange ،1997( للأعراض التي يسببها الفطر على النبات العائل ا تمامهشابتم

 بشكل كبير من ذلك يتطلب إنتاج طافرات للفطر غير قادرة على إنتاج السم مع إثبات دور هذا السم التأكد

  ).Chen ،2006 وWhite؛ 2006 وآخرون، Mogensen(في المرض 
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SeqA Name       Len(nt)  SeqB Name       Len(nt)  Score 
======================================================= 
1    AR738      447      2    AF314576   580      82    
======================================================= 
Alignment  

CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment 
 
 
AR738           ------------------------------------------------------------ 
AF314576        TCCGTAGGTGAACCTGCGGAGGGATCATTACACAAATATGAAGGCGGGCTGGCACCTCCC 60 
                                                                             
 
AR738           -------------TTGCCCGCTACCTCTTACCCATGTCTTTTGAGTACTTAC-GTTTCCT 46 
AF314576        GGGGTGGCCAGCCTTGCTGAAT-TATTCCACCCGTGTCTTTTGCGTACTTCTTGTTTCCT 119 
                             ****    *   *   **** ********* ******   ******* 
 
AR738           CGGCGGGTCCGCCCGCCGATTGGACAAA---ATCAAACCCTTTGCAGTTGCAATCAGCGT 103 
AF314576        TGGTGGGCTCGCCCACCACAAGGACCAACCCATAAACCTTTTTGCAATGGCAATCAGCGT 179 
                 ** ***  ***** **    **** **   ** ** *  ****** * *********** 
 
AR738           CTGAAA-AACATAATAGTT-ACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATG 161 
AF314576        CAGTAACAATGTAATAATTTACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATG 239 
                * * ** **  ***** ** **************************************** 
 
AR738           AAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAGTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATC 221 
AF314576        AAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAGTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATC 299 
                ************************************************************ 
 
AR738           TTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCATGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTG 281 
AF314576        TTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTG 359 
                ******************** ***********  ************************** 
 
AR738           TACCTTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGTGTTTGTCTCGCCTCTGCGTGT---AGACTCGC 338 
AF314576        TACCCTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTCT-TTTTGTCTCTCCTTGCGGGAGACTCGC 418 
                **** ********************** ** * * * * **** * **    ******** 
 
AR738           CTTAAAACAATTGGCAGCCGGCGTATTGATTTCGGAGCGCAGTACATCTCGCGCT---TT 395 
AF314576        CTTAAAGTCATTGGCAGCCGGCCTACTGGTTTCGGAGCGCAGCACAAGTCGCGCTCTCTT 478 
                ******   ************* ** ** ************* ***  *******   ** 
 
AR738           GCACTCATAACGACGA-TGTCCA--AAAGTACATTTTTACACTCTTGACCTCGGA----- 447 
AF314576        CCAGCCCCAAGGTCTAGCATCCACCAAGCCTTTTTTTTCAACTTTTGACCTCGGATCAGG 538 
                 **  *  ** * * *   ****  **      *****  *** ***********      
 
AR738           ------------------------------------------ 
AF314576        TAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGGGGA 580 

  

 Alternaria solaniولفطر ) Ascochyta rabiei) Ar738تتابع قواعد الحمض النووي لفطر . 1.5شكل ال

)AF 314576 (لافا كبيرا بين الفطرينمبديا اخت.  
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  .A. rabiei الفطر لتحوي 4.5.

ولدراسة الآلية الإمراضية للممرضات المورثات لمعاملة ناجعة وفعالة مهم جدا تحويل يعتبر تطوير تقنية 

لبكتريا بوساطة ا DNAووي ـض النـإن تقنية نقل الحم). Hanif ،2003 وDegefu(النباتية 

Agrobacterium tumefasciens) DNA transfer mediated by Agrobacterium tumefasciens ،ATMT(  كانت

 Sullivan(فعالة في العديد من العوائل سواء كانت نباتات أو خلايا ثديية أو خمائر أو فطريات خيطية 

في حالة الفطريات الخيطية فقد تم ف). 2001 وآخرون، Kunik؛ 2000 وآخرون، Mullins؛ 2002وآخرون، 

والفطر ) Meinhardt ،2001 وCalonectria morganii) Malonek بنجاح في تحوير الفطر ATMTل استعما

Botrytis cinerea) Rolland ،2003 وآخرون ( والفطرHelminthosporium turcicum) Degefu 

 A. rabieiر ـ الفطحديثـاو )Kim ،2003 و Park (Fusarium circinatumر ـوالفط) Hanif ،2003و

)Mogensen ،؛ 2006 وآخرونWhiteو Chen ،2006.( تؤشر قابليةA. tumefasciens في نقل الحمض 

 Michielse( إلى فطريات من أصناف مختلفة إلى فعالية هذا النظام في بيوتكنولوجيا الفطريات DNAالنووي 

نووي من  أكثر فعالية كطريقة نقل للحمض الATMTبالإضافة إلى ذلك يبدو أن تقنية ). 2005وآخرون، 

 وآخرون، De Groot؛ 2002 وآخرون، Amey(تلك الطرق التي تحتاج إلى مرحلة استعمال البروتوبلاست 

  ).2003 وآخرون، Meyer؛ 2003 وآخرون، Fitzgerald؛ ;1998

لحد أنه الفطريات لازالت في ازدياد، حيث الخاصة ب ATMTعلى الرغم من ذلك فإن معلوماتنا عن 

 وطريقة اندماجه أو العوامل التجريبية المتدخلة في T-DNAعملية النقل الكلي لـ آلية  الآن لم نتمكن من فهم

 ولا حتى لماذا تستجيب الفطريات بشكل مختلف مع Agrobacteriumعملية نقل الحمض النووي باستعمال 

ATMT.  إن الاستمرار في دراسة نظام نقل الحمض النوويT-DNA البكتريا بوساطة A. tumefasciens مع 
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 كما قد يسمح بفهم كنه العوامل المطلوبة ATMTتطوير نظم جديدة للنقل  يساهم في فهم آليات النقل في 

  ).2005 وآخرون، Michielse(لفطريات خاصة ب ناجعة ATMTتطوير ل

 solanapyrones) Bahti من ضمنها سموم A. rabieiتبين بأن العديد من المركبات الخلوية للفطر 

 إلا أنه لم يتم في الإصابة المرضيةلها دور ) 1997 وآخرون، Tenhaken (cutinaseوإنزيم ) Strange ،2004و

 من بين الطرق التي يمكن . أو عوامل إمراضيةلشدة المرضبشكل واضح إثبات دور هذه المركبات كعوامل 

 هي إنتاج طافرات غير استعمالها في تأكيد الدور النوعي لهذه المركبات في إحداث مرض التبقع الأسكوكيتي،

فقد يسمح تطوير . قادرة على إفراز هذه العوامل ومن ثم تجريب قدرة هذه الطافرات على إحداث الإصابة

ضية تأكيد فرتقنية تحويل يتم فيها تعطيل الجينات المشفرة لإنتاج السموم بعملية إضافة لحمض نووي دخيل من 

  ).Chen ،2006 وWhite (اث المرض وفي شدة المرض في إحدA. rabiei لـ solanapyronesدور سموم 

 باستعمال البروتوبلاست كطريقة نقل β-glucuronidase بجين A. rabiei. الفطر للقد تم تحوي

)Köhler ،إن خطوة البروتوبلاست طريقة محدودة . ، إلا أن نجاعة هذه الطريقة كانت ضعيفة)1995 وآخرون

 وذلك لانعدام التوفر للمورثةالنقل المباشر تقنية  أو استعمال REMIنية القدرة سواء تعلق الأمر باستعمال تق

 التحويل المباشر ATMTتمثل عملية ). Chen ،2006 وWhite(الدائم للإنزيمات المطلوبة في مثل هذه الطريقة 

ت غير يجب أن تكون هذه الطافرا. فالهدطافرات السهلة لإنتاج  فعالة و طريقةA. rabieiلبكنيديات الفطر 

 solanapyrone Aالمشفرة لإنتاج سم المورثة أو المورثات والتعرف على نسل منتجة للسم وبالتالي يمكن 

)Mogensen ،2006 وآخرون.(  

 المورثاتالعديد من تساهم فيها طريقة بيوكيميائية معقدة،   solanapyroneيتبع إفراز سموم 

 وآخرون، Katayama(نات خفض أو إيقاف تخليق السم هذه الجي الاخلال ا المستهدفة التي قد ينتج عن

 المورثة وحيدة في دمجتتمثل عملية التطفير المثالية في تلك الطريقة التي تتم فيها عملية ). 2.5، شكل 1998
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 في اية المورثاتعملية التطفير هذه يجب أن تكون على مستوى واحد من ). Chen ،2006 وWhite (الهدف

  . Diels–Alderase للتفاعلات الداخلية لـالمورثة المشفرةيق مثل مسار عملية التخل

والمطلوب  intramolecular (Diels–Alderase(للإنزيم الداخل جزيئي  ةالمشفرالمورثة ف ا اكتشإن

ن ـواع مـثلاثة أنتم التعرف  الآن سيكون من الأهمية بمكان، حيث لحد solanapyronesلتخليق سموم 

Diels–Alderasesلطبيعية وهي  اsolanapyrone synthaseسم تي تحفز تخليق الت solanapyrone A 

؛ 1989 وآخرون، Oikawa( الفطري macrophomate synthase  وlovastatin nonaketide synthaseو

Katayama ،؛ 1998 وآخرونOse ،2.5؛ شكل 2003 وآخرون.(  

ل على طافرات أو عزلات محولة منتجة سمحت عملية التحويل التي تمت في هذه الدراسة من الحصو

إلا أن البعض منها قد يفقد القدرة على التبوغ مما يوحي . للسم  بكميات قليلة مقارنة مع العزلة الأصلية

ومع الأسف فإن هذا النوع من الطافرات لا . باشتراك عملية إنتاج السم وعملية التبوغ في المسار البيوكيميائي

استعمال الأبواغ البكنيدية القدرة الإمراضية للفطر، حيث أن هذه الاختبارات تتطلب يمكن اختباره في دراسة 

  .كلقاح
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Synthesis of the Solanapyrones
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  خاتمة 5.5.

 في إحداث أعراض مرض التبقع الأسكوكيتي على Ascochyta rabieiتم في هذه الدارسة إثبات دور الفطر 

نبات الحمص النامي في الجزائر وذلك بالاعتماد على فرضية كوخ وعلى تحديد تسلسل قواعد الحمض النووي كتقنية 

بينت كما . بالإضافة إلى ذلك تم تحديد النمط الوراثي لعزلتين من عزلات الفطر. مساعدة في عملية تشخيص الفطر

 المسؤول كليا أو جزئيا عن التأثير بأنه solanapyrone Aإفراز عزلات الفطر الجزائرية الثلاثة لسم لدراسة هذه ا

 Ascochyta rabieiتحويل الفطر سمح و. التثبيطي لرشاحة العزلات على إنبات بذور الحمص ونمو الجذير والسويقة

 Agrobacterium tumefasciensة البكتريا ـاط بوسsolanapyrone Aلإنتاج طافرات غير قادرة على إفراز سم 

)Agrobacterium tumefaciens mediated transformation ،ATMT( طافرات أو عزلات ، من الحصول على

 مقارنة solanapyrone Aمحولة قادرة على النمو على وسط انتخابي والبعض منها أنتج كميات قليلة من سم 

  .مع العزلة الأصلية

المتحصل عليها في هذا البحث فإنه من الضروري مستقبلا استكمال دراسة عزلات تائج النبناء على 

هل النمطين الوراثيين ومن ثمَ تحديد )  )Ascochyta rabieiدف تأكيد انتمائها لهذا الفطر المحليةالفطر 

لفطرية في الاستجابة متواجدين في الجزائر وما هو النمط السائد، بالإضافة إلى ذلك ونظرا لاختلاف الأنواع ا

فإنه من المهم إجراء هذا الاختبار باستعمال عزلات ، Agrobacteriumلعملية التحويل بوساطة البكتريا 

جزائرية تسمح بالحصول على عزلات محولة يمكن استعمالها في دراسة مستقبلية لتحديد أهمية إفراز السم 

  .تي ونبات الحمص في الظروف الخاصة بالجزائركعامل إمراضية في التفاعل بين مرض التبقع الأسكوكي
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  1 ملحق
  الأوساط الغذائية والمحاليل

 
 ,Potato Dextrose Agar،Oxoid LTD, Basingtoke (وسط مستخلص البطاطس. 1.2الجدول 

Hampshire, England.(  
  )ل/غ( المقادير   المكونات

  4.00 مستخلص البطاطس
  20.0  الغلوكوز

  15.0  الأغار
pH 5.6 ± 0.2    

  
، Current protocols in Molecular Biology, Vol. 1; 10X stock solution(محلول الهجرة . 2.2الجدول 

  )10Xمحلول أساسي 
  )ل/غ( المقادير   المكونات

Ficoll 400 20% 
Disodium EDTA  pH 8 0.1M 

Sodium dodecyl sulphate  1% 
Bromophenol blue  0.25% 

Xylene cyanol  0.25% 
  

 ,Czapeck Dox Liquid Medium ،CDCLM ،Oxoid LTD( السائل Czapeckوسط . 1.3الجدول 
Basingtoke, Hampshire, England(  

  )ل/غمل(المقادير   )الكاتيونات(الأملاح   )ل/غ( المقادير   المكونات
NaNO3 2.0  ZnSO4.7H2O 50 

KCl  0.5  CaCl2.2 H2O 100 
MgSO47H2O  0.5  CoCl2.6 H2O 20 
FeSO47H2O  0.01  CuCl2.6 H2O 20 

KH2PO4 0.35  MnCl2.4 H2O 20 
      30.0  سكروز

pH 6.8 ± 0.2       
 

  .Lauriaوسط . 4 .1الجدول 
  )ل/غ ( الكمية  المكونات

Bacto-tryptone 10 
Bacto 5  مستخلص الخميرة 
NaCl  10 

 كمية كافية للتر واحد  ماء مقطر
 Bacteriological Agar No.1  10أغار 

  . المكونات باستثناء الأغاريحتوي الوسط السائل نفس: ملاحظة
  
  
 

  .الوسط الأدنى. 4 .2الجدول 



 ب  

  )ل/غ ( الكمية  المكونات
  K pH 7.0 10محلول 
 M-N  20محلول 

%1 CaCl2.2H2O  1 
 10  غلوكوز %20

%0.01 FeSO4  10 
%20 (NH4)2SO4  2.5 

  ل/ غKH2PO4 145ل و/ غK :K2HPO4 200محلول  :ملاحظة
  ل/ غNaCl  15 ل و/ غM-N: MgSO4. 7H2O  30محلول           

  
  .)الوسط الأدنى مضاف إليه المكونات التالية(وسط التحفيز . 4 .3الجدول 
 )ل/مل ( التركيز  المكونات

 )213الوزن الجزيئي ( morpholino-ethanesulfonic 40 mM-حمض 
 )180الوزن الجزيئي ( mM 10  غلوكوز

 0.5%  غليسيرول
Acetosyringone*  200 ml/µM 

Kanamycin*  100 ml/µg 
 غ Bacteriological Agar No.1  10يضاف إلى الوسط الصلب الأغار 

  تضاف بعد التعقيم *
  

  .A. rabieiوسط إنبات الفطر . 4.4الجدول 
  )ل/غ ( الكمية  المكونات

 10  مستخلص الخميرة
 20  الببتون

 30  الغلوكوز
  Bacteriological Agar No.1  10الأغار 

  
  )ل/ ملV8) 200 الصلب المضاف إليه عصير Czapeckوسط . 5.4 الجدول

  )ل/غ ( الكمية  المكونات
Czapeck Dox nutrient  45.5 

 1  الببتون
 1  مستخلص الخميرة

Casein hydrolysate  1  
  ملV8  200عصير 
 Bacteriological Agar No.1  10الأغار 

 
 )V8) Campbell Grocery Products Ltd., UKعصير . 6.4الجدول 
   مل100/الكمية  القيمة الغذائية  المكونات
  Kj 79  طاقة  طماطم
   غ0.8  بروتينات  الكرفس

   غ3.2  كربوهيدرات  سلطة
   غ0.3  دهون  جزر

   غ0.1  دهون مشبعة  الحرف
   غ0.5  ألياف  البقدونس
   غ0.4  صوديوم  الشمندر

 



 ج  

 2ملحق 
 

 probitsجدول تحويل النسب إلى 
 
 
% 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

0 - 2.67 2.95 3.12 3.25 3.36 3.45 3.52 3.59 3.66
10 3.72 3.77 3.82 3.87 3.92 3.96 4.01 4.05 4.08 4.12
20 4.16 4.19 4.23 4.26 4.29 4.33 4.36 4.39 4.42 4.45
30 4.48 4.5 4.53 4.56 4.59 4.61 4.64 4.67 4.69 4.72
40 4.75 4.77 4.8 4.82 4.85 4.87 4.9 4.92 4.95 4.97
50 5 5.03 5.05 5.08 5.1 5.13 5.15 5.18 5.2 5.23
60 5.25 5.28 5.31 5.33 5.36 5.39 5.41 5.44 5.47 5.5
70 5.52 5.55 5.58 5.61 5.64 5.67 5.71 5.74 5.77 5.81
80 5.84 5.88 5.92 5.95 5.99 6.04 6.08 6.13 6.18 6.23
90 6.28 6.34 6.41 6.48 6.55 6.64 6.75 6.88 7.05 7.33

           
99 0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9

           
 7.33 7.37 7.41 7.46 7.51 7.58 7.65 7.75 7.88 8.09

 



 د  

 على إنبات بذور نبات الحمص ونمو الجذير والسويقة solanapyrone A تأثير رشاحة الفطر أو سم 3ملحق 
   بذرة16عدد البذور النابتة بالنسبة إلى . 1الجدول 

  
  

  Solanapyrone Aالعزلة أو سم 
Ag1) 15.1 ml/µg(  Ag2) 8.4 ml/µg(  Ag3) 7.4 ml/µg(  Solanapyrone A) 18.6 

ml/µg(  

  تركيز الرشاحة
أو سم 

Solanapyrone 
A) 100% = 

18.6 ml/µg(   

  
  

  المكررات
 )الماء(الشاهد   المعاملة )الماء(الشاهد   المعاملة )الماء(الشاهد   المعاملة )الماء(الشاهد   المعاملة

1 12 13 10 14 13 14 9 15 
2 10 13 11 13 13 14 9 15 
3 11 13 12 14 12 13 9 15 5 

4 11 13 13 14 11 13 10 15 
1 10 14 10 14 10 14 7 15 
2 9 13 12 15 10 14 8 15 
3 10 13 8 15 12 14 9 15 25 

4 11 16 10 14 12 14 12 16 
1 7 13 8 14 8 14 5 14 
2 5 13 7 14 8 14 8 14 
3 8 13 10 14 8 13 6 16 50 

4 6 13 5 14 9 14 10 15 
1 1 13 4 14 5 14 1 15 
2 0 13 3 14 4 14 2 15 
3 2 13 5 14 4 14 2 15 100 
4 5   2 14 2 14 3 15 

  



 ه  

  ) أرقام لكل مكرر ولكل تركيز5ملم؛ (طول الجذير . 2الجدول 
  

  Solanapyrone Aالعزلة أو سم 

Ag1) 15.1 ml/µg(  Ag2) 8.4 ml/µg(  Ag3) 7.4 ml/µg(  Solanapyrone A) 18.6 ml/µg(  

  المكررات  الشاهد  المكررات اهدالش  المكررات  المكررات

  تركيز الرشاحة
أو سم 

Solanapyrone 
A) 100% = 

18.6 ml/µg(  

  الشاهد

1 2 3 4 

 الشاهد

1 2 3 4   1 2 3 4   1 2 3 4 

38 27 35 23 19 30 19 22 23 25 45 37 38 35 38 45 30 38 20 26 
35 30 26 24 17 27 24 25 19 17 38 31 29 34 31 31 22 20 19 20 
30 30 25 20 8 18 12 17 15 16 25 20 21 24 17 22 15 12 16 14 
30 20 21 21 21 15 9 11 12 13 18 15 11 17 16 10 7 4 6 9 

5 
 

22 15 20 21 5 13 9 13 10 8 9 8 7 9 5 8 4 4 8 5 
38 18 20 19 18 30 20 18 16 17 45 32 28 39 20 45 20 17 23 21 
35 24 17 26 7 27 17 17 15 18 38 32 24 25 18 31 10 18 16 13 
30 14 15 29 1 18 10 11 12 13 25 20 16 18 11 22 11 9 11 8 
30 29 6 10 13 15 8 10 6 12 18 12 10 15 9 10 5 3 2 8 

  
25  

22 11 7 10 12 13 5 11 8 8 9 6 7 4 6 8 4 2 1 8 
38 13 25 3 10 30 14 11 9 15 45 20 19 18 21 45 15 9 23 12 
35 12 9 11 12 27 21 10 9 5 38 15 16 23 12 31 11 12 8 10 
30 10 9 11 10 18 8 7 5 9 25 11 9 8 15 22 7 9 4 9 
30 19 1 9 12 15 7 4 3 11 18 10 8 6 7 10 2 1 5 5 

  
50  

22 8 7 12 4 13 6 4 9 3 9 4 6 3 3 8 5 2 3 0 
38 4 4 8 0 30 4 10 9 7 45 13 13 14 12 45 5 2 7 7 
35 7 2 2 4 27 6 9 7 7 38 11 12 9 12 31 0 2 6 3 
30 5 1 4 3 18 2 6 5 3 25 7 6 5 10 22 3 2 5 0 
30 5 1 1 4 15 4 5 2 4 18 5 7 3 6 10 2 1 2 0 

 
 

100  

22 2 4 3 2 13 1 3 2 4 9 3 2 4 1 8 2 0 1 1 
  

 



 و  

  ) أرقام لكل مكرر ولكل تركيز5ملم؛  (السويقةطول . 3الجدول 
  

  Solanapyrone Aالعزلة أو سم 

Ag1) 15.1 ml/µg(  Ag2) 8.4 ml/µg(  Ag3) 7.4 ml/µg(  Solanapyrone A) 18.6 ml/µg(  

  المكررات  المكررات  المكررات  المكررات

  تركيز الرشاحة
أو سم 

Solanapyrone 
A) 100% = 

18.6 ml/µg(  

  الشاهد

1 2 3 4 

 الشاهد

1 2 3 4 

 الشاهد

1 2 3 4 

  الشاهد

1 2 3 4 

25 18 17 16 19 24 19 19 20 18 23 20 16 19 23 45 16 20 9 17 
15 12 11 10 9 21 13 17 21 18 22 18 19 21 17 31 12 15 17 13 
19 13 14 12 16 19 13 14 19 16 17 16 15 13 14 22 20 16 19 21 
18 15 14 16 11 18 15 10 16 17 14 11 13 10 13 10 12 15 16 10 

5 
 

12 8 6 9 10 14 10 12 11 12 12 11 10 9 11 8 13 12 16 10 
25 21 10 14 17 24 19 16 12 14 23 16 15 12 21 45 10 15 19 8 
15 5 12 9 10 21 16 10 17 12 22 15 20 13 14 31 8 11 15 15 
19 12 10 13 12 19 12 9 15 13 17 12 16 9 10 22 20 13 15 16 
18 10 13 11 11 18 11 12 12 13 14 9 7 13 10 10 6 16 11 12 

  
25  

12 8 9 7 7 14 9 7 8 12 12 7 5 9 12 8 9 7 14 14 
25 18 10 12 8 24 20 7 8 15 23 14 11 18 13 45 10 13 9 9 
15 5 6 9 9 21 11 9 13 11 22 13 12 19 10 31 9 11 10 7 
19 3 13 14 6 19 9 10 12 8 17 12 10 10 8 22 14 12 12 10 
18 9 7 10 9 18 7 6 8 17 14 6 7 11 10 10 5 6 9 15 

  
50  

12 2 6 8 7 14 7 9 6 8 12 9 7 6 6 8 8 10 9 7 
25 4 2 1 0 24 3 5 8 7 23 7 5 3 9 45 4 3 3 5 
15 3 4 1 1 21 4 6 8 7 22 6 5 8 4 31 2 3 6 0 
19 3 4 1 5 19 5 3 7 3 17 4 8 3 3 22 6 2 4 5 
18 3 4 2 3 18 7 3 2 5 14 2 2 5 5 10 3 3 4 2 

 
 

100  

12 1 3 4 0 14 3 1 2 4 12 6 3 5 4 8 1 2 3 4 
  

 


