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وتشخيصيا   في قدرتيا الامراضية Alternaria alternataلمفطر  مختمفةعزلات  مقارنة
 جزيئيا 

 باف طو محمد             رجاء غازي الجنابي  مريـ حسيف جفات                   
 كمية الزراعة          كمية التربية لمعموـ الصرفة          كمية الزراعة            

E.mail: reemhch803@yahoo.com 
 لمستخمصا

اجريت سمسمة مف التجارب المختبرية في ػقسـ وقاية النبات بكمية الزراعو بجامعة كربلبء ، تـ مف خلبليا      
 Alternaria alternataالفطر  مف AKوAB و AM2 و AM1عزلات فطرية تحمؿ رموز ىي 4 دراسة 
% لكلبىما ونسبة 0نسبة انبات بذور الرشاد والطماطة  وكانت AM2العزلة  ىياكثر العزلات امراضيو  وكانت

وبنسبة تثبيط  %0% والطماطة 4.4اذ كانت نسبة انبات بذور الرشاد   AB% تمتيا العزلة100التثبيط 
% 8.86وكانت نسبة انبات بذور الرشاد والطماطة  AM1% عمى التوالي تمتيا العزلة 100% و94.97
% عمى التوالي 22.9% و89.87التثبيط لبذور الرشاد والطماطة فكانت % عمى التوالي ، اما نسبة 73.33

% 60وكانت نسبة انبات بذور الرشاد والطماطة فييا  AKوظيرت اقؿ العزلات امراضية ىي العزلة 
 .%لبذور الرشاد والطماطة عمى التوالي12.12%و31.42ية لمتثبيط ئو نسبة المال% عمى التوالي اما 83.66و

العزلات  جميعكانت و  ( PCR) Polymerase Chain Reactionص تمؾ العزلات بتقنية بعدىا تـ تشخي
  .وىي متماثمة مف الناحية الوراثية  A. alternata تابعة لمفطر

Different Isolate Comparison of Alternaria alternata  in their pathogenisity 
ability and molecular Diagnosing 

M.H.Chaffat            B.T.Mohammed             R.GH.AL-Janabi 
 

Abstract  

        Series of Laboratory experiment were conducted at the Department of plant 

protection ,College of Agriculture ,University of Kerbala. Fours fungal isolate 

designated here after by AM1 , AM2 , AB and AK of Alternaria alternata  were 

studied .  show that more pathogenic  isolate was AM2 , germination percentage of 

the cress seeds and tomatoes was 0.0% for both , inhibition percentage was 100%. 

Then , in A.B isolate, germination percentage of the cress seeds was 4.4% and 

tomatoes 0.0% and inhibition percentage was 49.97% , 100% respectively. Then ,in 

A.M1 isolate, germination percentage of the cress seeds and tomatoes were 8.86% 

and 73.33% respectively, while the inhibition percentages of the cress seeds and 

tomatoes were 89.87% 22.9%  respectively. The less pathogenic  isolate was AK , the 

germination percentages of the cress seeds and tomatoes were 60.0% and 83. 

الأٚي   تحث ِغرً ِٓ سعاٌح اٌّاجغر١ش ٌٍثاحث* 

. 
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66%  respectively and the inhibition percentages of the cress seeds and tomatoes were 

31.42% and 12.12% respectively. where other isolate were less pathogenitic on the 

seed .these isolates were diagnosed by using PCR technique which were molecularly 

similar. 

   المقدمة
وىي مف   Solanaceaeة الى العائمة الباذنجاني   Lycopersicon esculentum تعود الطماطة       

 Aتمتاز باحتوائيا عمى عناصر الكالسيوـ والفسفور والبوتاسيوـ والحديد وفيتامينات الميمة اذ محاصيؿ الخضر 
 (  . 4، فضلًب عف النياسيف والبيوتيف وحامض الفوليؾ) Eو  Cو  B6و  B2و  B1و 

( ،  17الاوربية في القرف السادس عشر )يعد موطنيا الاصمي امريكا الجنوبية وانتشرت الى الاقطار       
ويعد مرض التبقع الألترناري المتسبب عف  فات الاخرىتصاب الطماطة بالعديد مف الامراض بالاضافة الى الآ

اذ يصيب المجموع الخضري ويسبب ظيور مراض  التي تصيب ىذا المحصوؿ ، احد الا  A.alternataالفطر 
( ، وكذلؾ يصيب الثمار ويسبب ظيور بقع 3كما يسبب تقرح الساؽ )،  (12بقع متباينة الشكؿ عمى الأوراؽ )
 ( . 14غائرة  سوداء عمى  سطح الثمرة)

مرض التبقع الالترناري مف الامراض التي تصيب ثمار الطماطة وتتطور الإصابة بعد الجني وفي  يعد     
وى سطح الثمرة ثـ تصبح غائرة بتطور ( و تتمثؿ أعراضو عمى ثمار الطماطة بظيور بقع بمست1أثناء الخزف )

الإصابة وتكسبيا لونا بنيا مخضرا إلى اسود كما يسبب الفطر أمراض تبقع الاوراؽ والتعفف والمفحة لعدد كبير 
 (. 9)عائؿ نباتي  280مف المحاصيؿ يصؿ الى 

غامقة  ابواغاوف ( غامؽ الموف ويك5( مقسـ ومتفرع تفرعا بسيطا ) myceliumيكوف الغزؿ الفطري )        
ف النوع   بوغيالموف عمى حامؿ  يكوف مستعمرات عادة ذات لوف اسود او   A.alternataقصير وبسيط وقائـ وا 

 بوغية(، يكوف في الانسجة المريضة او المتقدمة في السف حوامؿ 7زيتوني غامؽ او رصاصي غامؽ )
(Conidiophoreقصيرة وبسي ) نامية متفرعة و  ةالكونيدية ذات سلبسؿ طويم الابواغطة وقائمة يحمؿ سمسمة مف

قسـ متعاقبة وتاخذ اشكالا كمثرية، بيضوية وذات لوف غامؽ وجدار اممس وم ةمف الاسفؿ إلى الأعمى بصور 
مايكرومتر والتي يكوف طوليا  6-3مايكرومتر وذات سمؾ  50غالبا اكثر مف  بواغبحواجز عرضية ، طوؿ الا

مايكرومتر  5-2( قصير يكوف طولو غالبا  Peakوذات منقار)  بوغيلة ثلبث اضعاؼ طوؿ الحامؿ اعاد
 ( . 10ببعضيا ) بواغتشير إلى نقطة ارتباط الا توجد ندب طرفية بواغ( وفي قمة الا13)
( وشكميا ووجود المنقار أو عدـ (conidia بواغمى الشكؿ الظاىري وتطور الاويعتمد تصنيفيا مظيريا ع      

لغرض التشخيص الدقيؽ لمفطر لابد مف الدراسة الجزيئية لمفطر عمى المستوى الوراثي (، 7وجوده وطولو )
 PCR (Polymerase تقنية الػ باستخداـ DNA ػدراسة المت اذ ت DNAودراسة الحامض النووي الرايبوزي 

Chain Reaction( )8.) 
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 المواد وطرائق العمل -2 -1
                                                                                                                                              WAفي الوسط الزرعي  القدرة الامراضية عمى بذور الرشاد اختبار 2-1
عمى  AKو AB و AM2 و AM1لمعزلات الفطرية اجريت ىذه التجربة لمعرفة تأثير القدرة الامراضية       
كلب عمى انفراد  A.alternata الفطر عزلاتب  WA، لقحت اطباؽ حاوية عمى بة الإنبات في بذور الرشادنس

بعدىا زرعت تمؾ الأطباؽ ببذور الرشاد المعقمة ـ 2º±   25بدرجة حرارة ثلبثة اياـ  حضنت المزارع لمدة
نو غير حاوية عمى الفطر مع معاممة مقار لكؿ عزلة  بذرة/ طبؽ و باربعة مكررات 25و استخدمت   سطحيا

ـ  2º±  25لحيف اكتماؿ انبات البذور في المقارنة وبدرجة حرارة ا ووضعت في الحاضنة وبعدد المكررات نفسي
 بعدىا تـ حساب النسبة المئوية لمبذور النابتو باستخداـ المعادلة التالية :

 النسبة المئوية لإنبات البذور=       
عدد البذورالنابتة 

العدد الكمي لمبذور
   100     

 ستخرجت النسبة المئوية للتثبيط باستخدام المعادلة التالية :وا

النسبة المئوية للتثبيط =        
عدد البذورالنابتة في المقارنة    عدد البذورالنابتة في المعاملة    

 عددالبذورالنابتة  في المقارنة  
   111           

 WAالوسط الزرعي  فيضية  عمى بذور الطماطة المقدرة الامرا اختبار  2-2
عمى  AKوAB و  AM2  و AM1لمعزلات الفطرية اجريت ىذه التجربة لمعرفة تأثير المقدرة الامراضية        

ولكف باستبداؿ بذور الطماطة بدلا عف بذور الرشاد  1-2كررت نفس التجربة ، نسبة الإنبات في بذور الطماطة
 ،بعمر ثلبثة اياـ ببذور الطماطة المعقمة سطحيا  A.alternata حاوية عمى عزلات اطباؽ زراعةتـ  وبعدىا

غير حاوية عمى الفطر وبعدد  ةمع معاممة مقارنلكؿ عزلة  كرراتمطبؽ و باربعة  / بذرة 25استخدمت  
ـ بعدىا  2º±  25وبدرجة حرارة لحيف اكتماؿ انبات البذور في المقارنة ووضعت في الحاضنة  االمكررات نفسي

-2ة  ومنيا استخرجت النسبة المئوية لانبات البذور والنسبة المئوية لمتثبيط كما في الفقرة تـ حساب البذور النابت
لمتحميؿ   SASفي التجربة بعدىا حممت النتائج وقورنت احصائيا باستخداـ برنامج  CRDواستخدـ تصميـ  1

 الاحصائي.
 وتنقيت و DNA النووي الحامض استخلاص 2-3

الفطريات مف الغزؿ الفطري لعزلات  DNAلاستخلبص   Biobasicحسب المعمومات المأخوذة مف شركة     
 السائؿ وكما ياتي : PSBبعد تنمية العزلات عمى وسط   A.alternataالفطر 

وتمت عممية  Biobasic مف الفطريات والمجيز مف شركة DNAالخاص باستخلبص   Kit ػاستخدـ ال
 الخطوات التالية : الاستخلبص حسب

 .بعد تجفيؼ الغزؿ الفطري عمى ورؽ نشاؼ تـ سحقو باستخداـ النايتروجيف السائؿ  -1
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 Proteinase Kميكروليتر مف انزيـ  20و Universal Digestion Bufferميكروليتر مف  180اضافة  -2
-30ـ لمدة 56ºرارة ، ثـ الحضف في ح Vortexالى العينة ورج رجا خفيفا باستخداـ جيازاليزاز الكيربائي 

 .دقيقة 60
   .ـº 20-مع الرج والحضف في  PF Universal Bufferميكروليتر مف 100اضافة  -3
دقائؽ تحت درجة حرارة الغرفة ،بعدىا نقؿ الرائؽ الى  5دقيقة لمدة \دورة12000اجراء طرد مركزي بسرعة  -4

 نظيفة . Eppendrofانبوبة 
 .Vortexلمرائؽ ثـ الرج بجياز  BD  Universal Bufferميكروليتر مف  200اضافة  -5
 . Vortex% ثـ الرج بجياز  100-96ميكروليتر مف الكحوؿ الاثيمي بتركيز  200اضافة  -6
دقيقة \دورة12000الموضوعة في انبوبة جمع واجري طرد مركزي  بسرعة  EZ-10نقؿ الخميط الى اعمدة  -7

 لمدة دقيقة ، وتـ التخمص مف الراشح .
دقيقة \دورة12000واجري طرد مركزي  بسرعة  Universal PW Solutionمف ميكروليتر  500اضيؼ  -8

 لمدة دقيقة ، وتـ التخمص مف الراشح .
 واجري طرد مركزي  بسرعة  Universal Wash Solutionميكروليتر مف  500اضيؼ  -9

يقة دق\دورة12000دقيقة لمدة دقيقة ، وتـ التخمص مف الراشح، واجري طرد مركزي  بسرعة \دورة12000
والتخمص مف  EZ-10لمدة دقيقتيف لاجؿ تجفيؼ الفمتر الحاوي عمى الحامض النووي الموجود في اعمدة 

 بقايا الكحوؿ الاثيمي.
 TEميكروليتر مف محموؿ  100ؼ ينظيفة ثـ اض Eppendrofالى انبوبة  EZ-10تـ نقؿ اعمدة  -10

دقيقة لمدة دقيقة لاجؿ \دورة12000بسرعة  واجري طرد مركزي دقيقة تحت حرارة المختبر،1وترؾ لمدة 
ـ º 60الى  TE Bufferواف تسخيف  Eppendrofالى انبوبة  EZ-10انزاؿ الحامض النووي مف اعمدة 

 يزيد مف كفائتو في انزاؿ الحامض النووي .
  DNA الاوكسجين منقوص النووي الحامض عن الكشف  2-4

وقدر امتصاص  TE مف محموؿ الاذابة مؿ  10الى   DNAميكروليتر مف محموؿ اؿ 100اضيؼ       
نانومتر في جياز قياس الطيؼ الضوئي  280و 260المحموؿ لمضوء فوؽ البنفسجي عمى الطوليف الموجييف 

Specterophotometer  وقدر تركيز اؿ ،DNA : في المحموؿ وفؽ الاتي 
مؿ مف حجـ العينة  1ي نانومتر ف 260ممغـ /مؿ = مقدار الامتصاص عمى الطوؿ الموجي  DNAػ تركيز ال

  100/ 50×مقموب التخفيؼ × 
 وفؽ المعادلة   DNAػوقدرت نقاوة ال

=  DNAػ نقاوة ال   
مقدار الامتصاص عمى الطوؿ الموجي     نانومتر
 مقدار الامتصاص عمى الطوؿ الموجي     نانومتر

  )  15).   
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 Polymerase Chain Reactionطريقة عمل تفاعل البممرة المتسمسل  2-5 
المستخدمة في الدراسة   aa-hsp-f1/aa-hsp-r1لتضخيـ القطعة الجينية  PCRاستخدمت تقنية 

ميكروليتر كما موضح  20، حيث اجريت طريقة العمؿ بحجـ 1ستخداـ البرايمر )البادئ( المذكور في الجدوؿ اب
 ( مع التحوير.11، حسب ) 2في الجدوؿ 

 :ة اس,البرايمر المستخدم بالدر 1الجدول 
Size of 

product 

Tm(cº

) 

Length 

(BP)   

Nucleotide sequence (5`-3`)         Primer  

      18 (BP) 62 22 ATCTCTGCTAAGAACGCTCTCG  Forward  p.  

64 22 GCTGAGACTCGTACTCGTCCTT  Reverse p.   

 PCR,  مواد تفاعل  2الجدول 
 الحجـ بالميكروليتر المواد

Master Mix الانبوبة 
Primer Forward 1 
Primer Reverse 1 

DNA 1 
Free Water  20اكمؿ الحجـ الى 

Total 20 
 PCRبعد اكماؿ الاضافات جميعيا طردت العينات مركزيا بوساطة جياز الطرد المركزي الخاص بانابيب 

 .3 الجدوؿ عمى البرنامج التالي في البممرة الحرارية وضبط الجيازز ونقمت الى جيا
 PCRبرنامج جياز  , 3الجدول 

 عدد الدورات الزمف درجة الحرارة خطوات الجياز ت
1 Initial Denaturation 94 1 min 1 
2 Denaturation 94 30 sec  

40 3 Annealing 62 30 sec 
4  Extention 72 1 min 
5 Extention Final 72 5 min 1 
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 : PCRالترحيل الكيربائي لنواتج  -. 6.2
% لكشؼ 1باستعماؿ ىلبـ الاكاروز بتركيز  Electrophoresisاستخدمت تقنية الترحيؿ الكيربائي       
 وكانت المواد المطموبة لذلؾ ىي: PCRنواتج 

1- Agarose . 
2- TBE Buffer . 
3- Ethedium bromide . 
4- DNA Marker. 

 (15ة )طريقحسب وتـ الترحيؿ 
 تحضير المواد : –أ 
1- 10X – TBE (Tris- Base-EDTA 10X)  :حضر مف المواد التالية 

 الكمية المواد 
EDTA 9.3 gm 

Tris- Base 108 gm 
Boric acid 55 gm 

D H2O To 1L 
pH 8 

 . TBE-10Xمؿ مف  10مؿ ماء مقطر ويضاؼ لو  90يؤخذ TBE-1Xو لمحصوؿ عمى 
 . Vortexثـ رج مؿ ماء مقطر  5في  لمسحوؽمف ا 0.25صبغة الاثيديوـ برومايد : تـ اخذ  -2
 : Agarose gelتحضير ىلبـ الاكاروز  -3
 في دورؽ زجاجي . TBE-1Xمؿ مف  100وضع  -
 غـ مف الاكاروز . 1اضيؼ  -
 لحد ذوباف المكونات . Water –bathوضع الخميط عمى  -
 ـ .º 60-50رفع اليلبـ مف التسخيف وترؾ ليبرد حتى  -
 ميكروليتر . 3اضيفت صبغة الاثيديوـ برومايد كمية  -

 تحضير قالب ىلبـ الاكاروز : -ب
 وضع المشط في احدى نيايتي القالب . -
 صب اليلبـ بعد سد نيايتي القالب ثـ ترؾ ليبرد بدرجة حرارة المختبر . -
تجويؼ الجياز  لؤشط عف قالب اليلبـ بعناية ثـ يموضع القالب في تجويؼ جياز الترحيؿ بعد رفع الم -

 . TBE-1Xبمحموؿ 
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 ىلبـ الاكاروز :عمى قالب  DNAتحميؿ  -ت
 ثـ وضع المزيج في حفر اليلبـ . DNA Loading Dyeمع صبغة  DNAتـ مزج عينات  -
خر سرياف الصبغة الى الجانب الآ لحيففولت  100شغؿ جياز الترحيؿ وجيز بتيار كيربائي بفرؽ جيد  -

 مف قالب اليلبـ.
وقدر وزنيا   DNAحزـ  تفحصو  UVبعد اكتماؿ الترحيؿ وضع اليلبـ عمى جياز الاشعة فوؽ البنفسجية  -

 الدليؿ ،ثـ صور اليلبـ بوساطة الة التصوير.  DNAالجزيئي بالمقارنو مع 
 . التحميل الاحصائي 3
 CRDاستخدمت تجارب عامميو بالتصميـ العشوائي    

 (Completely Randomized Design) وحممت النتائج باستخداـ اختبار اقؿ فرؽ معنويLSD(Least 
Significant Defferentation)   باستخداـ برنامج 0.05وعمى مستوى احتمالية SAS  . لمتحميؿ الاحصائي 

 النتائج والمناقشة  -4
عمى الوسط والطماطة عمى بذور الرشاد  A.alternata لعزلات الفطر المقدرة الامراضية  اختبار 4-1

  W.A.الزرعي 
بذور اثرت في النسبة المئوية لانبات  A.alternata اف جميع عزلات الفطر، 4 اظيرت النتائج في الجدوؿ     

نبات البذور فييا لإ ةجميع ىذه المعاملبت معنويا عف معاممة المقارنة والتي بمغت النسبة المئوي تالرشاد واختمف
 معنويا عف باقي المعاملبت وكانت نسبة المئوية لانبات بذور الرشاد فييا AM2العزلة وتفوقت %  87.50

% ونسبة التثبيط 4.4وكانت نسبة الانبات فييا  AB% تمييا العزلة 100كانت نسبة التثبيط فييا  والتي  0%
%  89.87ونسبة التثبيط  8.86والتي بمغت نسبة الانبات فييا  AM1ختمفت معنويا عف العزلةا% و  94.97

قد و ، %  31.42فييا  % ونسبة التثبيط60العزلات امراضية عمى بذور الرشاد وبمغت  اقؿ AKاظيرت العزلة و 
في فيما بينيا في خفض النسبة المئوية لانبات بذور الرشاد الى اختلبفيا  العزلاتفي اختلبؼ  السبب  عزىي

ومف اىـ ىذه السموـ لسموـ التي تسبب تمؼ البذور او قمة نموىا العديد مف الانزيمات وكذلؾ اافرازىا 
Alternariol (AOHو )Alternariol mono Methyl Ether (AME ) وAAL و AK تؤثر  وىذه السموـ

 (.2و 18)عمى الخلبيا وتحدث تموف فييا 
سجمتا اقؿ نسبة  AM2 وAB وىما  A.alternata ، اف عزلتي الفطرنفس الجدوؿ اظيرت النتائج في و     

 نويا عفمع اواختمفت% 100وكانت نسبة التثبيط لتمؾ العزلتيف  %0بذور الطماطة والتي كانت  مئوية لانبات
% عمى التوالي وكانت نسبة  73.33و 83.66البذور فييا  نباتوالتي كانت نسبة ا AM1  و AK العزلتيف

والتي كانت نسبة انبات بذور  المقارنةعف معاممة  واختمفت معنويا% عمى التوالي 22.9و 12.12التثبيط فييا  
يسبب  A.alternata( في اف الفطر 6و16وىذه النتائج تتفؽ مع ما توصؿ اليو )% 95.2 الطماطة فييا

بسبب إفرازه المركبات السامة التي تؤثر عمى انبات البذور وبعضيا  انخفاض في النسبة المئوية للبنبات بالبذور
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وىذا بالاضافة الى التغيرات الكيميائية التي  درانيا وتمونيايسبب موت البادرات مف خلبؿ تحمؿ خلبيا وتمؼ ج
 .يا وىذا السبب في انخفاض النسبة المئوية للبنبات  يحدثيا في انسجة الخلب

 A.alternataبذور الرشاد والطماطة المعاممة بعزلات مختمفة من الفطر   المئوية لانبات النسبة: 4الجدول 
  المئوية لانبات النسبة العزلات الفطرية

 بذور الرشاد
المئوية  النسبة

 لمتثبيط
  المئوية لانبات النسبة

 طةبذور الطما
المئوية  النسبة

 لمتثبيط
  95.2  87.50          المقارنة
AK 60 31.42 83.66 12.12 

AM1 8.86 89.87 73.33 22.9 
AB 4.4 94.97 0 100 

AM2 0 100 0 100 
LSD(0.05) 3.75 3.75 0.75 0.75 

 PCR ال تقانة باستعمال جزيئيا الفطر عزلات تشخيص 3- 4
واظيرت النتائج اف العزلات تـ  A.alternataالمتسمسؿ لاربعة عزلات تابعة لمفطر  اجري اختبار تفاعؿ البممرة

 .Bp180 التاكد مف تشخيصيا جزيئيا واظيرت النتائج عند الموقع  

M   200Bp    

 
 ، الترحيؿ الكيربائي عمى ىلبـ الاكاروز لناتج التضاعؼ اربعة حزـ مف الػ1لشكؿا

DNA ( مضاعفة مف عزلات الفطر قاعدة نا 181بنفس الحجـ  )يتروجينيةA. 
alternate  بأستعماؿ البرايمراتaa-hsp-f1/aa-hsp-r1 .M) = marker، 

AM2 , AM1 , AK, AB  = عزلات الفطرA. alternate   ) 

   AK          AB         AM1            AM2        
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وىذا يجعؿ النتيجة  Bp180واظيرت العزلات نتيجة موجبة باستخداـ البادئ الخاص ضمف الموقع             
( عند استخداـ نفس البادئ الذي ذكر 11)وافقة مع تشخيص الفطر مظيريا وىذه تتوافؽ مع ماذكره مؤكدة ومت

 . Bp200 انيا تقع ضمف المدى 
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