
المجلة العربية للبيئات الجافة 12 ) 1 - 2 ( - 2019  The Arab Journal  for Arid Environments 12 (1 - 2) - 2019 
47

 Botrytis cinerea التعريف ال�شكلي والجزيئي لفطر العفن الرمادي
المعزول محلياً من ثمار الفريز
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200 نوعٍ في  Botrytis cinerea واحداً من العوامل الممر�ضة للنباتات ذات الأهمية الاقت�صادية، �إذ ي�ستطيع �إ�صابة �أكثر من  يُعد فطر العفن الرمادي 
الحقل والزراعة المحمية والمخازن. تم جمع ثمار فريز م�صابة بالعفن الرمادي من ال�سوق المحلية في دم�شق )�سورية( في �شهر ني�سان )�أبريل( من عام 
�إلى �شهر حزيران   2015 العينات في عام  تاريخ جمع  الفترة الممتدة من  الدرا�سة في  Botrytis cinerea، ونفذت  الفطر  2015، بهدف عزل وتعريف 

)يونيو( من عام 2016 في مخابر ق�سم علم الحياة النباتية في كلية العلوم بجامعة دم�شق )�سورية(. 
اعتمد التعريف ال�شكلي على �صفات المزرعة الفطرية، و�شكل الحوامل الكونيدية، و�أبعاد الأبواغ  الكونيدية، وت�شكيل الأج�سام الحجرية. �أظهرت النتائج 
تباين عزلات الفطر في النمو على الو�سط المغذي PDA، وكانت حوامل الأبواغ الكونيدية م�ستقيمةً �أو منحنيةً قليلًا، ومق�سمةً ومتفرعةً عند القمة ب�شكل 
�شجري، وتراوحت �أبعاد الأبواغ الكونيدية بين 8.2 و µm 10 عر�ضاً و 9 �إلى µm 15 طولًا، كما لوحظ ت�شكل الأج�سام الحجرية بعد 30 يوماً من النمو 
على الو�سط PDA ب�شكل حلقة على طول حافة طبق الزرع. تم ت�أكيد ت�صنيف الفطر بتقانة الـ PCR با�ستخدام زوج من البادئات +C729 و -C729، �إذ 
�أظهرت النتائج وجود حزمة بطول bp 700، وهذا يتوافق مع التو�صيف الجزيئي للفطر Botrytis cinerea. كما �أظهرت بيانات ال�سل�سلة ل�شدفة الدنا 

DNA الم�ضخمة �أن ال�شبيه الأقرب جينياً لعزلة الفطر النوع Botrytis cinerea  بن�سبة ت�شابه بلغت 99 %.

الكلمات المفتاحية:  Botrytis cinerea، العفن الرمادي، تعريف �شكلي، تعريف جزيئي.
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Botrytis cinerea is an economically important plant pathogen that infects more than 200 plant species in the field, 
greenhouses and storage. Some strawberry fruits infected by gray mold were collected from local markets in Damascus 
in April 2015 for isolation and identification Botrytis cinerea. The study was carried out in the period from the date of 
sample collection in April 2015 to June 2016 in the laboratories of the department of plant biology in the Faculty of 
Science at the University of Damascus (syria). The pathogen was isolated on PDA, and morphologically identified 
basing on the colony morphology, conidiophore shape, conidia size and sclerotia formation. The results showed that 
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والبندورة  العنب  مثل  المهمة  الاقت�صادية  والمحا�صيل  النباتات  من  للكثير  المر�ضية  الم�سببات  �أهم  من   Botrytis الجن�س  من  الفطريات  تعد 
و�أزهار النباتات الب�صلية، ونباتات الزينة )Jarvis، 1977؛ Edwards و Seddon، 2001؛ Ana  وزملا�ؤه، 2015(. ت�سبب فطريات الجن�س 
مختلفة  تبقعات  �أي�ضاً  ت�سبب  �أن  يمكن  ولكنها  التخزين،  �أثناء  �أو  الحقل  في  وذلك  والأب�صال،  والثمار  للأزهار  تعفناً  رئي�س  ب�شكل   Botrytis
Botrytis ب�أنها متطفلة اختيارية، �إذ ت�سهم في موت الخلايا مما ي�ؤدي �إلى تحلل تدريجي للن�سيج النباتي  على الأوراق. تت�صف �أنواع الجن�س 
عن  بعيدة  لم�سافات  الانتقال  الكونيدية  للأبواغ  ويمكن  الم�صاب،  الن�سيج  على  بغزارة  متبوغةً  رماديةً  م�شيجةً  الممر�ض  الفطر  ينتج  الم�صاب. 
طريق الهواء، وتحافظ �أنواع الجن�س Botrytis على حياتها خلال ف�صل ال�شتاء في التربة على �شكل م�شيجة في بقايا النباتات المتحللة، �أو على 
 22 )Botryotinia Whetzel( وال�شكل الجن�سي منه  Botrytis ي�ضم الجن�س   .)2005 وزملا�ؤه،   Staats( Sclerotia �أج�سام حجرية  �شكل 
وب�شكل  ال�شكلية،  ال�صفات  اعتماداً على  الأنواع  تعريف  يتم عادة   .)2003 وزملا�ؤه،   Yohalem 1973؛   ،Hennebert( ًواحدا نوعاً وهجيناً 
خا�ص على ت�شكيل الأبواغ الكونيدية الكبيرة )Macroconidia(، وقد �سميت الأنواع اعتماداً على العائل النباتي. تملك معظم الأنواع انت�شاراً 
الأنواع  �أهم  من  واحداً   Botrytis الجن�س  ي�ضم   .)1977  ،Jarvis( الم�ضيفة  محا�صيلها  زُرعت  حيثما  ت�صادف  �أن  ويمكن  العالم  في  وا�سعاً 
النباتات ذات الأهمية الاقت�صادية،  �أهم الم�سببات المر�ضية للعديد من  Botrytis cinerea، الذي يعد واحداً من  النوع  انت�شاراً وهو  و�أكثرها 
�إذ يمكنه �إ�صابة �أكثر من 200 نوعٍ من النباتات ثنائية الفلقة، ولا�سيما النباتات المتقدمة في العمر �أو ال�ضعيفة، �أو المتعر�ضة لجروح، وذلك في 
2004(، �إذ ي�سبب �أ�ضراراً كبيرة  Holz وزملا�ؤه،  1980؛   ،Jarvis 1968؛   ،MacFarlane( الحقل وفي الزراعة المحمية وفي غرف التخزين
وخ�سائر اقت�صادية هائلة في الإنتاج، ولا�سيما لخ�ضروات الزراعة المحمية. يُعد الفطر Botrytis cinerea فطراً طفيلياً، والعائل الرئي�س له هو 
نبات العنب، ويدعى عادة العفن الرمادي )Gray mold(، ويت�صف هذا النوع بت�شكيله �أبواغاً كونيدية غزيرة تميل �إلى اللون الرمادي وتكون 
حواملها متفرعةً ب�شكل �شجري، وينتج على الأو�ساط المغذية �أج�ساماً حجرية تنبت عندما ت�صبح الظروف ملائمةً لتعطي م�شيجةً تت�شكل عليها 
النبات في  �إ�صابة  الفطر  لهذا  �إ�صابات جديدة. يمكن  لتحدث  الأمطار  ومياه  الهواء  بو�ساطة  الكونيدية  الأبواغ  تنت�شر  كونيدية جديدة.  �أبواغ 
2012(. ومن النباتات التي  �أي مرحلة من مراحل تطوره، وعلى �أي جزء منه الأوراق والثمار والأزهار ومعلاق الأوراق )Vasilica وزملا�ؤه، 
الفريز  ثمار  في  الانت�شار  وا�سعة  كبيرةً  خ�سائر  ي�سبب  �أن  الرمادي  العفن  لمر�ض  يمكن  �إذ   ،)Strawbery( الفريز  نبات  الفطر  هذا  ي�صيبها 
الوقائية الكافية  �إن لم تتخذ الإجراءات  25 % من الإنتاج  �أن ي�سببها هذا المر�ض بنحو  قبل وبعد الح�صاد، وقد قُدرت الخ�سائر التي يمكن 
لحمايته من الإ�صابة )Williamson وزملا�ؤه، 2007؛ Zhang وزملا�ؤه، 2007(. كما يُعد العفن الرمادي الم�سبب الرئي�س للخ�سائر التي تتبع 
 ،Pengو Sutton( أي�ضاً �إ�صابة �أزهار الفريز و�أوراقه� Botrytis cinerea عملية الح�صاد لثمار الفريز �أثناء النقل والتخزين، ويمكن للفطر
غزير  تبوغ  مع  الثمار  تحلل  م�سببةً  �سريعاً  تتطور  وعندها  الثمار،  تن�ضج  حتى  كامنةً  وتبقى  الأزهار،  على  الإ�صابة  تحدث  �أن  يمكن   .)1993

للفطر )Kovach وزملا�ؤه، 2000(. لذلك تعد الإ�صابة بالفطر Botrytis cinerea عاملًا محدداً مهماً لعمر ثمار الفريز ما بعد الح�صاد.
ونظراً للأهمية الكبيرة للجن�س Botrytis ف�إنه كان مو�ضوعاً لدرا�سات متعددة بما فيها درا�سات ت�صنيفية وبيولوجية بيئية، وبيولوجية جزيئية، 

و�أي�ضاً درا�سات متعلقة بوقاية ومكافحة الأمرا�ض التي ت�صادف في العديد من النباتات الم�ضيفة )Elad وزملا�ؤه، 2007(.
بالرغم من �أن ت�صنيف �أنواع الجن�س Botrytis يعتمد ب�شكل كبير على ال�صفات ال�شكلية )Hennebert، 1973(، �إلا �أن العديد من �أنواع هذا 
تنوع  الدرا�سات وجود  العديد من  �أظهرت  وقد   ،)2007 وزملا�ؤه،   Domsch( ا�ستنباتها ب�شكل كبير بظروف  وتت�أثر  �شكلياً  مت�شابهة  الجن�س 
�شكلي كبير بين عزلات الفطر Grindle( Botrytis cinerea، 1979؛ Kerssies وزملا�ؤه، 1997؛ Chardonnet وزملا�ؤه، 2000(، وبالتالي 
ف�إن طرائق الت�صنيف التي تعتمد على الخ�صائ�ص ال�شكلية والحيوية فقط لها م�ساوئ عديدة، �إذ يمكن �أن يحدث تغير �شكلي �أو حيوي في النوع 
DNA ف�إنها تُعد  �أما طرائق التعريف الجزيئية التي تعتمد على تحليل الـ  �أنها ت�ستغرق وقتاً طويلًا وتتطلب مهارة وخبرة كبيرة.  الواحد، كما 
�أكثر �سرعةً ودقةً في الت�صنيف، لذلك ا�ستُعملت على نطاق وا�سع )Li وزملا�ؤه، 2007(. وقد �سجل عدد من الباحثين ا�ستخدام بادئات نوعية 

لت�صنيف �أنواع الجن�س Rigotti( Botrytis وزملا�ؤه، 2002؛ Staats وزملا�ؤه، 2005؛ Khazaeli وزملا�ؤه، 2010(.
الهدف من الدرا�سة: عزل الفطر Botrytis cinerea من ثمار الفريز الم�صابة بالعفن الرمادي وتعريفه �شكلياً وجزيئياً.

المقدمة

the fungal growth on PDA was in many patterns. The conidiophores were more or less straight, septate and branched 
at the apex. Sizes of the conidia were 8.2 - 10 X 9 - 15 μm. The sclerotia were observed on 30 days old colonies as 
ring along the edge of the Petri dish. Pathogen taxonomy was further confirmed by PCR using two specific primers, 
C729+/C729-. Results indicated that the isolates were Botrytis cinerea as they produce bands of 700 bp. The closet 
phylogenetic neighbor according to this DNA fragment sequence data was Botrytis cinerea with 99% of similarity.
Keywords: Botrytis cinerea, Gray mold, Morphology, Molecular identification.
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مواد البحث وطرائقه 
عزل الفطر الم�سبب للعفن الرمادي على الفريز:

�أعرا�ض الا�صابة بالعفن الرمادي،  تم عزل الفطر من ثمار الفريز المجموعة من ال�سوق المحلية في مدينة دم�شق )�سورية( والتي ظهرت عليها 
البطاطا  �آغار  و�سط  على  وو�ضع  الم�صابة،  الثمار  على  النامية  الفطر  م�شيجة  من  �أخذ جزء  2015، حيث  عام  )�أبريل(  ني�سان  �شهر  وذلك في 
ºم، وبعد نمو الم�شيجة وت�شكل الأبواغ الكونيدية، تمت التنقية   25 نت الأطباق عند درجة حرارة  Agar(، ثم حُ�ضّ  Dextrose  Potato( PDA
بطريقة البوغ المفرد )Khazaeli وزملا�ؤه، 2010(، �إذ جُمعت الأبواغ الكونيدية با�ستعمال الماء الببتوني )كلوريد ال�صوديوم NaCl 5 %، وببتون 
Peptone 3 %، وتريتون Tritonex100 0.1 %(، وو�ضعت في �أنبوب معقم. جرى تح�ضير تخفيفات من المعلق البوغي، وزُرعت على �أطباق بتري 
9 �سم تحتوي على و�سط الآغار المائي Water agar )ماء مقطر مع �آغار بن�سبة 2 %(، وحُ�ضنت عند درجة حرارة º 25م لمدة 5 �أيام للح�صول 

على عزلة نقية للفطر م�صدرها بوغ واحد. حُفظت عزلة الفطر بعد التنقية على و�سط PDA مائل عند الدرجة º 4م.
التعريف ال�شكلي:

تمت درا�سة �صفات المزرعة الفطرية على الو�سط المغذي PDA من حيث �شكل ولون المزرعة الفطرية، وتتبع نمو وتطور م�ستعمرة الفطر على و�سط 
التعديل من  بعد  الو�سط  ويتكون هذا  التعديل،  بع�ض  مع   )2001(Seddon و   Edwards BSM( Botrytis cinerea( ح�سب  للفطر  انتقائي 
)غ/ل(: غلوكوز 2 غ، NaNO3 0.1 غ، K2HPO4 0.1 غ، MgSO4.7H2O 0.2 غ، KCl 0.1 غ، كلورامفينيكول )Chloramphinicol( 0.2 غ، 
ملون Rose Bengal 0.05 غ، حم�ض التانيك Tannic acid 5 غ، �آغار 20 غ. و�ضبط الرقم الهيدروجيني pH على الدرجة 4.5 با�ستعمال محلول 
NaOH 1 نظامي، وجرى التعقيم بو�ساطة الأتوغلاف. جرى قيا�س �أبعاد الأبواغ الكونيدية المنتجة من الفطر من خلال �أخذ طول وعر�ض 30 بوغاً 
كونيدياً با�ستعمال المجهر ال�ضوئي. كما تمت درا�سة بنية الحوامل والأبواغ الكونيدية با�ستعمال المجهر الالكتروني الما�سح بعد تح�ضير العينات على 
�سطح حامل من الألمنيوم، وذلك من مزارع فطرية بعمر يتراوح بين 20 و30 يوماً. كما تمت درا�سة الأج�سام الحجرية على الو�سط PDA، وذلك 

من حيث لون و�شكل وطريقة انت�شار الأج�سام الحجرية.
التعريف الجزيئي: 

الح�صول على م�شيجة الفطر:
تمت زراعة الفطر على و�سط البطاطا ال�سائل Potato Dextrose Broth( PDB) في دوارق مخروطية حجمها 250 مل تحتوي على 50 مل من 
الو�سط، حيث لقح الو�سط بحجم µI 200 من المعلق البوغي للفطر، وح�ضنت دون تحريك عند الدرجة º 22م ب�شروط �إ�ضاءة متناوبة )12 �ساعة 
50 مل  2010(، ثم نُقلت م�شيجة الفطر النامية على �سطح الو�سط �إلى �أنبوب  12 يوماً )Khazaeli وزملا�ؤه،  �إ�ضاءة، و12 �ساعة ظلام( لمدة 
و�أجري التثفيل )10000 دورة/الدقيقة لمدة 10 دقائق(، ثم تم التخل�ص من الطافي، وغُ�سلت الم�شيجة بالماء المقطر للتخل�ص من بقايا و�سط الزرع، 

وحُفظت بالآزوت ال�سائل لحين الا�ستخدام.
ا�ستخلا�ص الدنا DNA الجينومي للفطر:

�سُحقت م�شيجة الفطر المحفوظة في الآزوت ال�سائل، ثم تم ا�ستخلا�ص الـ DNA الجينومي من 200 ملغ من م�سحوق الم�شيجة، وذلك با�ستعمال طقم 
عزل الـ DNA من �شركة DNeasy Plant Mini Kit( Qiagen( المخ�ص�ص لعزل الـ DNA من خلايا الفطور وفق التعليمات المرفقة بالطقم.

 :PCR التفاعل الت�سل�سلي البوليميرازي
تم الت�ضخيم في مزيج تفاعل حجمه µl 25 مكون من: µl 10 من المزيج Hotstar Taq Master Mix الم�صنع من �شركة Qiagen، والحاوي على 
 PCR والمحلول الموقي الخا�ص بتفاعل الت�ضخيم ،dNTPs بوليميراز والنكليوتيدات الأربعة ثلاثية الفو�سفات منزوعة الأك�سجين Hotstar Taq
مع 3M من MgCl2،   وIµ 2 من الـ DNA الجينومي )ng/µl 100(، وµl 11 من الماء المقطر المعقم وµl 1 من كل بادئة µM 10 . ويو�ضح الجدول 

.)Vivantis من �شركة( C729- و C729+ 1 ت�سل�سل البادئات الم�ستعملة

التسلسلالبادئة

C729+
C729-

5’-AGCTCGAGAGAGATCTCTGA-3’
5’-CTGCAATGTTCTGCGTGGAA-3’

الجدول 1. التسلسل النكليوتيدي للبادئات المستخدمة في الدراسة.
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تم تفاعل الت�ضخيم PCR با�ستعمال جهاز الت�ضخيم PCR من �شركة Techne TC-412( Techne( وفق البرنامج التالي: دورة واحدة لمدة 
2 دقيقة عند درجة حرارة º 94م، و 35 دورة كل منها 45 ثانية عند درجة حرارة º 94م لف�صل �سلا�سل الـ DNA، و50 ثانية عند درجة حرارة 
º 50م لت�شفع البادئات، ثم 50 ثانية عند درجة حرارة º 72م، و�أخيراً دورة واحدة لمدة 5 دقائق عند درجة حرارة º 72م لا�ستطالة ال�سلا�سل. 

تم ترحيل منتجات تفاعل الـ PCR على هلامة الآغاروز 1.5 %.
الرحلان الكهربائي:

 ،mM  20 1.5 % في محلول موقي من TAE 1X )المكون من: mM 40 Tris pH7.6، وحم�ض الخل  تم تح�ضير هلامة من الآغاروز بتركيز 
µg/ml 5، ثم و�ضعت برفق في قالب الرحلان  Ethidium bromide تركيز  وmM 1 EDTA(، و�أ�ضيف �إليها محلول بروم الإيثيديوم برومايد 
بدارئة  وغُمرت  الترحيل  داخل حو�ض  الهلامة  عت  وو�ضُ الم�شط  �سُحب  ثم  تتجمد،  وتُركت حتى  المنا�سب  الم�شط  و�ضع  ثم  المخ�ص�ص،  الكهربائي 
loding buffer 6X لوجود �صبغة  Iµ 15 �ضمن �آبار الهلامة )دون مزجها مع دارئة التحميل  PCR حجم  TAE 1X. و�ضعت نواتج تفاعل  من 
 1Kb plus( Fermentas Iµ 5 من معلم جزيئي معياري )�سلم دنا( من �شركة  Hotstar Taq Master Mix(، كما و�ضع  مع مزيج التفاعل 
 Gel Documentation EQ( على الهلامة والت�صوير بجهاز الإظهار بالأ�شعة فوق البنف�سجية DNA لتحديد حجم حزم الـ )DNA Ladder

.Bio-Rad من �شركة )System

Sequencing ال�سل�سلة
تم تحديد ت�سل�سل النكليوتيدات ل�شدفة الـ DNA الناتجة عن تفاعل الت�ضخيم PCR با�ستعمال المرئ�ستين +C729 و -C729 والتي يبلغ طولها 700 
QIAGEN, Cat. No. 28704( Qiagen(، ثم تم تفاعل ال�سل�سلة  PCR با�ستعمال الطقم الخا�ص من �شركة  نكليوتيداً. �إذ تمت تنقية منتج 
با�ستعمال جهاز ال�سَل�سلة الخا�ص بالتحليل الجيني من طراز ABI 310 )من �شركة Applied Biosystem(، ومن ثم تمت قراءة نتيجة ال�سل�سلة 
 EMBL\GenBank مع قاعدة البيانات الموجودة في البنك الجيني BLASTn ومقارنتها با�ستعمال برنامج Victor NTI 11.5 با�ستعمال برنامج

.www.ncbi.nlm.nih.gov المتاحة على �شبكة الإنترنت في موقع المركز الدولي لمعلومات التقانة الحيوية على الرابط

النتائج والمناق�شة
عزل فطر العفن الرمادي:

تم الح�صول على عزلات نقية من الفطر الم�سبب للعفن الرمادي على الفريز بعد زراعات متتالية )Subculture( على و�سط PDA، وبعد ن�شر 
المعلق البوغي المخفف على و�سط الآغار.  ظهرت مزارع فطرية منف�صلة عن بع�ضها بع�ضاً، �إذ جرى تفريدها وعزلها على �أطباق زرع PDA جديدة، 

وبذلك تم الح�صول على مزارع  للفطر م�صدرها بوغ واحد بطريقة فعالة وب�سيطة وغير مكلفة )Choi وزملا�ؤه، 1999(. 
ال�صفات ال�شكلية للمزارع الفطرية:

لوحظ وجود �أنماط مختلفة من النمو على الو�سط المغذي PDA بعد التح�ضين عند الدرجة º25م، �إذ كان مظهر المزارع الفطرية قُطنياً �أو �شعاعياً 
للمزرعة  الوجه الخلفي  تلون  النوعي المعدل )BSM( لوحظ  الو�سط  الفطر المعزول على  ا�ستنبات  1(. وعند  �أو ناعماً رقيقاً )ال�شكل  �أو متلبّداً 
  Edwards الفطرية باللون البني مع وجود هالة بنية �أي�ضاً تحيط بها وذلك مقارنة باللون الوردي للو�سط )ال�شكل 2(، وهذا يتوافق مع ما ذكره
وSeddon )2001( من �أن هذا الو�سط عالي الانتقائية للفطر Botrytis cinerea، مع ملاحظة نمو الفطر  .Aspergillus sp)الذي تم عزله 
�أثناء الدرا�سة وتعريفه على �أ�سا�س ال�صفات ال�شكلية المميزة له( المزروع على الطبق نف�سه بجوار الفطر المعزول ب�سبب تعديل الو�سط BSM مع 

عدم ت�شكيله هالة بنية اللون.

 .PDA على وسط Botrytis cinerea الشكل1. أشكال نمو الفطر
.Radial نمط شعاعي :C ،Powdery نمط ناعم رقيق :B ،Cottony نمط قُطني :A



المجلة العربية للبيئات الجافة 12 ) 1 - 2 ( - 2019  The Arab Journal  for Arid Environments 12 (1 - 2) - 2019 
51

.BSM على الوسط النوعي Botrytis cinerea الشكل 2. نمو الفطر
 A: صورة للجهة الخلفية من الطبق، B: صورة للجهة الأمامية من الطبق.

.)C( والأبواغ الكونيدية )B و A( الشكل 3. صور بالمجهر الضوئي للحوامل والأبواغ الكونيدية 	

ظهرت الم�شيجة ب�شكل متفرع وبلون �أبي�ض �أو �أبي�ض �ضارب للرمادي. وت�شكلت الحوامل الكونيدية من خيوط الم�شيجة، وكانت م�ستقيمةً نوعاً ما 
�إلى منحنية، ومتفرعةً عند القمة ب�شكل �شجيري )ال�شكل 3(. وظهرت الأبواغ الكونيدية ب�شكل �إهليلجي �أو كروي ناعمة الحواف، ولها على الأغلب 
حافة محدبة قليلًا ومكونة من خلية واحدة، ومتو�سط طولها µm 13.15 )تراوحت بين 9 و µm 15(، ومتو�سط عر�ضها µm 8.95 )تراوحت بين 
8.2 و µm 10(، وقد �سجل عدد من الباحثين �أرقاماً متقاربة لأبعاد الأبواغ الكونيدية للفطر Botrytis cinerea، فقد �أ�شار Khazaeli وزملا�ؤه 
)2010( �إلى �أن طول الأبواغ الكونيدية يتراوح بين 8 وµm 13، وعر�ضها من 4 �إلى µm 7، بينما �أ�شار Vasilica وزملا�ؤه )2012(  �إلى �أن �أبعاد 
الأبواغ تراوحت بين 11.9 وmµ 14.2 طولًا و 8.1 �إلى µm 12.5 عر�ضاً. كما يظهر ال�شكل 4 �صوراً مج�سمة للحوامل والأبواغ الكونيدية م�أخوذة 

.)Scanning Electron Microscope( SEM بالمجهر الالكتروني الما�سح
ت�شكلت الأج�سام الحجرية �سوداء اللون على مزارع فطرية بعمر 30 يوماً على الو�سط PDA، �إذ بلغ عددها 70 ج�سماً حجرياً تقريباً، وكانت 
الطبق  بقاع  وملت�صقة  ب�شكل عميق  فيه  �أو مغرو�سة  الآغار  �سطح  ب�شكل محكم على  ومرتبطة  الطبق،  بالقرب من حافة  ب�شكل حلقة  متو�ضعةً 

.)5 )ال�شكل 
للنوع  المميزة  ال�صفات   مع  متوافقة  الرمادي  بالعفن  الم�صابة  الفريز  ثمار  من  عليها  التي تم الح�صول  الفطر  لعزلات  ال�شكلية  ال�صفات  كانت 

Botrytis cinerea وفق ما ذكره عدد من الباحثين )Hennebert، 1973؛  Muñoz وزملا�ؤه، 2016(.

)C( تكبير ×400)B( تكبير ×400)A( تكبير ×400
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الشكل 4. صور بالمجهر الالكتروني الماسح لحوامل الأبواغ الكونيدية والأبواغ الكونيدية.
  A: تكبير 1100 مرة، سرعة المسح 7؛ B: تكبير 1100 مرة، سرعة المسح 7؛ C: تكبير 600 مرة، سرعة مسح 6؛
 D: تكبير 1500 مرة، سرعة مسح 4؛ E: تكبير 1000 مرة، سرعة مسح7؛  F: تكبير 1500 مرة، سرعة مسح 6.

الشكل 5. صورة لنمو الفطر على وسط PDA وتشكيله للأجسام الحجرية.

Botrytis cinerea التعريف الجزيئي لعزلات الفطر
ا�ستخلا�ص  تم  �إذ  الجزيئي،  الم�ستوى  على  الرمادي  بالعفن  الم�صابة  الفريز  ثمار  من  المعزولة  الفطرية  للعزلات  ال�شكلي  التعريف  ت�أكيد  تم 
   Botrytis cinerea الفطر  عن  بالك�شف  نوعيتين  بادئتين  با�ستخدام   PCR الت�سل�سلي  البلمرة  تفاعل  و�أُجري  للفطر،  الجينومي   DNA الـ 

)Rigotti وزملا�ؤه، 2002(. 
يلاحظ من ال�شكل 6 ظهور حزمة واحدة فقط بحجم bp700 ، وهذا ما ي�ؤكد �أن العزلات تنتمي للنوع  Botrytis cinerea، بينما لم تظهر �أي 

..Aspergillus sp. حزمة في الم�سار الخا�ص بال�شاهد ال�سلبي وهو الفطر العائد للفطر
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 .Botrytis cinerea النوعيتين بالنوع C729- و C729+ باستعمال البادئتين PCR الشكل 6. تفاعل البلمرة المتسلسل
.Aspergillus sp. 3: شاهد سلبي ،Botrytis cinerea سلم الدنا، 1 و 2: عزلات الفطر :M

-C729 لمعرفة تتالي النكليوتيدات  و   C729+ البادئتين  PCR با�ستعمال  DNA الناتجة عن تفاعل الت�ضخيم  الـ  �إجراء �سل�سلة لقطعة  كما تم 
Victor NTI 11.5، �إذ �أمكن  7 نتيجة ال�سل�سلة بعد �إجراء تطابق بين نتيجتي ال�سل�سلة لكلا البادئتين با�ستعمال برنامج  فيها. ويو�ضح ال�شكل 
bp 301، وتبين لدى مقارنتها بقاعدة البيانات في البنك الوراثي �أن عزلة الفطر التي تم الح�صول عليها �أقرب  الح�صول على ت�سل�سل بطول 

.) 7-D بن�سبة ت�شابه بلغت 99 %، �إذ يلاحظ وجود فارق بنكليوتيد واحد من بين 309 نكليوتيدات )ال�شكل Botrytis cinerea جينياً للنوع
لهذه  الكبير  الت�أثر  �إلى  الباحثين  من  �أ�شار عدد  ولكن  للفطر،  ال�شكلية  على الخ�صائ�ص  اعتماداً  عادةً   Botrytis cinerea النوع  تعريف  يتم 
الخ�صائ�ص بالظروف البيئية التي ينمو فيها الفطر مما  ي�ؤثر في ت�صنيفه ب�شكل �صحيح )Khazaeli وزملا�ؤه، 2010(. لذلك تم في ال�سنوات 
التخ�ص�صية  م�شابهة  �أخرى  درا�سات  في  كما  الدرا�سة  هذه  في  ثبت  وقد   ،Botrytis الجن�س  �أنواع  لتعريف  جزيئية  معلمات  ا�ستعمال  الأخيرة 
وهذا   ،Botrytis cinerea للنوع  الدقيق  التحديد  في   )2002( وزملائه    Rigotti قبل  من  الم�صممتين   C729- و   C729+ للبادئتين  العالية 
 Khazaeli 2005؛  وزملا�ؤه،   Staats( تعريفه  في  تقليدياً  الم�ستعملة   Botrytis cinerea للفطر  ال�شكلي  الت�شخي�ص  بيانات  ويثبت  يدعم  ما 

وزملا�ؤه، 2010(. 



The Arab Journal  for Arid Environments 12 (1 - 2) - 2019المجلة العربية للبيئات الجافة 12 )1 - 2 ( - 2019
54

.Botrytis cinere لعزلة الفطر C729- و  C729+ الشكل 7. نتيجة السلسلة لجزء من الدنا المضخم باستعمال البادئتين
 ،C729- و  C729+ المضخمة باستعمال البادئتين DNA تسلسل 301 نكليوتيداً من قطعة الـ :B ،جزء من المخطط الكروماتوغرافي لتسلسل النكليوتيدات :A

 ،Blastn باستعمال تحليل نسبة التشابه للأسس الآزوتية ncbi جزء من نتيجة مقارنة تسلسل النكليوتيدات بقاعدة البيانات على موقع :C
D: مقارنة بين تسلسل النكليوتيدات في قطعة الـ DNA التي حصل عليها )Query( بتسلسل النكليوتيدات للفطر Botrytis cinerea  في البنك الوراثي.
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الا�ستنتاجات والمقترحات
ت�شير النتائج �إلى �أن الطريقتين ال�شكلية والجزيئية في تعريف الفطر Botrytis cinerea يتممان بع�ضهما من �أجل التعريف الدقيق وال�صحيح 
الفطر.  فيها  ينمو  التي  البيئية  بالظروف  ت�أثرها  وعدم  الوقت  واخت�صار  بالدقة  تتميز  التي  الجزيئية  بالطريقة  الاكتفاء  يمكن  وقد  للفطر، 
لذلك يمكن الاعتماد على تقانة الـ PCR با�ستعمال البادئتين النوعيتين +C729 و -C729 في تحديد هوية الفطر الم�سبب للعفن في حال كونه 

.Botrytis cinerea  يعود للنوع
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