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 ملخصال
ضيات المختلفة. من  اوراق سليمة لأشجار الحم Aureobasidiumن عزلة فطرية محلية من جنس يتم عزل عشر  

 . A. pullulansتعود الى النوع  النتائج أنهاباستخدام الصفات المظهرية والزرعية وأظهرت  هذه العزلات الفطريةشخصت و 
واظهرت  Specific-PCRاجري التشخيص الجزيئي للعزلات الفطرية باستخدام التفاعل التضاعفي المتخصص كما 

( زوج قاعدة. 600-500لمنقى من العزلات الفطرية المحلية بحجم واحد يتراوح مابين )الجينومي ا DNAحزمة من الـ 17النتائج 
وفي الوقت . A. pullulans NRRL 58560التي تم الحصول عليها من العزلة القياسية  نفسها حجم الحزمةبهذه الحزم وكانت 

( في هلام Ap18و Ap17و Ap15العزلات )الخاصة ب Specific- PCR نتيجة تفاعل الـ DNAحزمة من الـ ةلم تظهر اي نفسه
 الاكاروز.
الماخوذة  DNA عينات الــب specific PCRحدد تسلسل القواعد النايتروجينية لنواتج التفاعل التضاعفي المتخصص و 
% بين 95وجود تشابه اكثر من  DNA Blast/NCBIعزلات محلية منتخبة واظهرت نتائج التحليل باستخدام برنامج  من ثلاث

وجود كما رصدت الدراسة المسجلة في بنك الجينات.  A. pullulansلسلات العزلات المحلية وتسلسلات السلالة القياسية تس
طفرات استبدال او اضافة او حذف بعض القواعد النايتروجينية في بعض المواقع عند مقارنة التسلسلات  ضمتطفرات نقطية 

 ذه الطفرات قد حدثت تلقائيا.وه ،العائدة للعزلات المحلية وتلك القياسية
في بنك الجينات كعزلة  وأدخلت NCBI ارسلت نتائج التحليل هذه الى بنك الجينات باستخدام الموقع الالكتروني في الـ

  Ap1.sqn  Ap1    KX964610، Ap7.sqn :على النحو الاتيبها في بنك الجينات  ا  خاص ا  ورمز  ا  قياسية واعطيت رقم

Ap7:   KX964611 ،Ap14.sqn Ap14   KX964612   وهذا يؤكد صحة النتائج التي تم الحصول عليها في هذه الدراسة
 وصحة تشخيص العزلات المحلية قيد الدراسة.

 

  Aureobasidium pullulans ،NCBI،sequencing  ،.Specific PCR الكلمات الدالة:
 ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
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ABSTRACT 
Twenty  fungal  isolates of  Aureobasidium  were isolated from many healthy leaves of 

different citrus trees. Fungal isolates understudy were identified by using morphological and 

cultural characters. The results revealed that the isolates are belonged to the species A .pullulans.  

Molecular identification of the isolated fungi were carried out using the specific-PCR reaction. The 

results showed 17 bands of purified genomic DNA from local fungal isolates of similar size ranging 

(500-600)bp. These bands have  the same size to that obtained  from the standard strain A. pullulans 

NRRL 58560. On the other hand, it did not show any band of the DNA as a result of the Specific- 

PCR reaction specialize of  isolates (Ap15 and Ap17 and Ap18) in the agarose gel.    

The sequence of the nitrogenous bases for the Specific PCR  products were determined  for 

three chosen local isolates. The results  were analyzed using DNA Blast / NCBI program revealed  

that there is a similarity higher than 95%  between these sequences  and those of the  standard 

strains of A. pullulans already  recorded in the Gene Bank. Additionally,  the  point mutations 

whether they are substitution or addition or deletion were observed in some positions of the 

nitrogenous bases  after comparing  the sequences of the tested local isolates  and the standard. 

These mutations may occur spontaneously. 

This analysis results sent to GenBank using the website of the NCBI and introduced in 

GenBank record as standard isolates and given a cod number in the GenBank as follows: Ap1.sqn 

Ap1 KX964610, Ap7.sqn Ap7: KX964611, Ap14.sqn Ap14 KX964612 This confirms the validity 

of the results obtained in this study and diagnosis of the validity of the local isolates under study. 

 

Keywords: Aureobasidium pullulans, NCBI, sequencing,  Specific PCR. 
 ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

 المقدمة
احد اهم الفطريات المنتجة للسكريات المتعددة المهمة صناعيا وهو البوليولان.  Aureobasidium pullulansيعد الفطر 

التابعة لصف  Dothidealesبة تحت رت Dothideaceaeهذا الفطر من الفطريات الرمية التغذية التي تعود الى عائلة 
Ascomycetes (Yurlova and de Hoog, 1997 التي لها القدرة على انتاج صبغة الميلانين التي تتراكم في جدران )

ينتشر هذا الفطر بشكل واسع في البيئة اذ امكن عزله من التربة ومن بقايا النباتات والخشب والصخور وسطوح و خلاياها. 
بار المنزلي ومن الاماكن الرطبة في المنازل اضافة الى العزلات التي عزلت من شعر واضافر وجلد الانسان الحمامات وكذلك الغ

(Perez et al., 1997 ; Hawkes et al.,2005 .) تايلند الا انه لوحظ  فيمن هذا الفطر عزل  ا  كبير  ا  الرغم من ان عددوعلى
لجية بين العزلات حيث ان معظم هذه العزلات تم عزلها من سطوح اوراق وجود مدى واسع من التباين المظهري والخصائص الفس
 (. Prasongsuk et al., 2005حية )الالنباتات بينما هناك عدد قليل تم عزله من الاسطح غير 

أن له اشكال متعددة الى ويعود سبب ذلك  ،من الفطريات الخيطية الشبيهة بالخمائر A. pullulansيعد الفطر و  
polymorphic  يتكون من خيوط فطرية  اذيمر بها خلال دورة حياتهMycelia  وشكل احادي الخلية )شبيه بالخميرةYeast 

Like cell وابواغ برعمية )Blastospores  وابواغ كونيديةConidiospores  وابواغ كلاميدية Chlamydospores 

(Punnapayak et al., 2003 .) 
للخلية وهذه المعلومات تحدد الطبيعة التركيبية  DNAفي جزيئة الـ Genetic Informationتخزن المعلومات الوراثية و 

هي تسلسل من النيوكليوتيدات تمتلك و  Genesمقسم الى قطع تسمى المورثات  بواغوالمحتوى الوراثي للا ،والايضية لهذا الكائن
وبعضها الاخر له  Structural Genesركيبية مورثات توتدعى بـ : وبروتين  RNAوظائف متخصصة بعضها يشفر بناء جزيئة 

اظهرت و Regulatory Genes(Paolella,1998 .) وظائف تنظيمية في السيطرة على الفعالية الخلوية تسمى المورثات المنظمة 
 RAPD-PCR Randomالدراسات مدى التباين الوراثي مابين الانواع المدروسة باستخدام البصمة الوراثية عن طريق استخدام 
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Polymerase Chain Reaction   وتقنية تحليل تباين اطوال قطع التقييدRestriction Fragment Length 

Polymorphism (RFLP( )Dunber et al., 2001 ; Edwardes and Turco, 2005.) 
 ق العملائمواد وطر 

   Isolation Local Isolatesعزل العزلات المحلية
( باستخدام الوسط السائل المتكون 1992)Pollock حسب طريقة مصابة لنباتات مختلفة اوراق غير تم جمع العزلات من 

 تي ) غم/لتر من الماء المقطر(:أي ماممن 
غم من  2 و MgSO4.7H2Oغم من  0.05و  NaClغم من  0.5و 2HPO4(NH4)غم من 1غم من السكروز و10
K2HPO4 غم لكل من  0.02وFeSO4  وMnSO4 وZnSO4 وعقم بجهاز المعقام عند  6.0م الهيدروجيني عند وتم ضبط الرق

121جو ودرجة حرارة  1ضغط 
o دقيقة. 15م ولمدة 

 تحضير اللقاح
غم من الكلوكوز  50)غم/لتر(:  الاتية( ويتكون وسط اللقاح من المكونات 1977) Onoتم تحضير اللقاح حسب طريقة 

 Yeastغم من  2.5و 2So4(NH4)غم من  0.6و  MgSO4.7H2Oمن غم 0.2و NaClغم من  1و  K2HPO4غم من  5و

extract  121جو وبدرجة حرارة  1وعقم الوسط بجهاز المعقام عند ضغط   6.0وضبط الرقم الهيدروجيني عند
o 15م ولمدة 

 دقيقة.

 الجينومي: DNAعزل وتنقية الـ          
 Wizard Genomic DNAباستخدام  A. pullulans الجينومي من عزلات الفطر DNA تم عزل الـ 

Purification Kit (Promega)   عليها عملية النبذ  تمن المزرعة الفطرية النامية على وسط اللقاح واجريمل  1ذ اخحيث
مايكروليتر  293سكب الراشح وعلق الراسب الفطري بـو . مo 4دقيقة وبدرجة حرارة  2دقيقة ولمدة  \دورة  13000المركزي بسرعة 

سكب الراشح وعلق و عليها عملية النبذ المركزي كما في الخطوة السابقة،  توبعد المزج اجري mM EDTA 50من محلول 
وبعد المزج اجري على الطريقة بعض التحوير باستخدام طريقة   Nuclei Lysisمن محلول مايكروليتر 600الراسب الفطري ب

 (.Hammo, 2013)       ن تحلل جدار الخلايا م للتأكددقائق وكررت هذه العملية عدة مرات  10التجميد والتسخين لمدة 
( إلى المزيج وبعد تحريكه Protein Precipitation Solutionمن محلول ترسيب البروتين )مايكروليتر  100 وأضيف  

م. o 4دقائق وبدرجة حرارة  3دورة /دقيقة ولمدة  13000ه عملية النبذ المركزي بسرعة تحضن بحمام ثلجي لمدة خمس دقائق أعقب
من كحول الايزوبروبانول بدرجة حرارة المختبر وتم تحريك المزيج  مايكروليتر 300 يضمنقل الراشح إلى أنبوبة نظيفة ومعقمة ثم 

 300 . سكب الراشح وغسلت الخلايا بـالمذكورة انفاالظروف وبأجريت عملية النبذ المركزي و بقلب الانبوب الى الاعلى والاسفل، 
دقيقة وعلق الراسب بـ  15إلى  10جفف الراسب بالهواء بمدة لا تقل عن و ثانول وبدرجة حرارة المختبر. % اي70من  مايكروليتر

من انزيم مايكروليتر  1.5( ثم اضيف الى المزيج Rehydration solution)DNA Rehydration  من محلول مايكروليتر 50
RNase  37وحضن بدرجة حرارة

o4حرارة  دقيقة بعدها حفظ بدرجة 15لمدة  م o.م لحين الاستخدام 
  Specific PCRالتفاعل المتسلسل المتبلمر التخصصي 

كلية الطب البيطري/ جامعة  / Duhok  Research Center (DRC)هذا التفاعل في مركز دهوك للبحوث  إجراءتم 
'IST5 forward (5دهوك باستخدام البرايمرات التخصصية 

GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG
 IST4( و'3

reveres (5'
TCCTCCGCTTATTGATATGC

3'( )White, 1990) استخدام انابيب ب PCR PreMix  الموجودة ضمن
(Bioneer)Kit . من الـنانوغرام   100من كل من البرايمرات وبيكومول  10له  أضيفتفاعل  أنبوبكل و  DNA  واكمل الحجم
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 Thermocycler  (Eppendrofالحراري   المبلمرهاز في ج الأنابيبوضعت و بالماء المقطر المعقم. مايكروليتر  20الى 

/Mastercycler /Germany )  وتم برمجة الجهاز حسب طريقةRay (2004 ):ضمن البرنامج الاتي 
95درجة حرارة عند   DNA: مسخ الـ أولاا 

o  يقة.دق 3م ولمدة 
 :تتضمنو دورة  34: ثانياا 

95درجة حرارة عند   DNAمسخ الـ  -1
o دقيقة. 1م ولمدة  

58درجة حرارة عند  DNAدئات بقطعة باارتباط ال -2
o دقيقة. 1 م ولمدة 

 دقيقة . 3 م ولمدة o 74درجة حرارة عند الاستطالة  -3

 دقائق. 10 م ولمدة o 74: مرحلة الاستطالة النهائية ثالثاا 
فولت  120فرق جهد  دقيقة تحت 45ولمدة  % 1.5برنامج رحلت العينات على هلام الاكاروز بتركيز بعد انتهاء فترة ال 

 violet (UV) Transillumination-visualized ultra  (Vilber Lourmat وكشف عن نتائج التفاعلات باستخدام جهاز

Made In Ess). 

  Specific PCR ـل تعيين تسلسل القواعد النيتروجينية لنواتج التفاعل التضاعفي المتخصص
الناتجة من التفاعل التضاعفي المتخصص لثلاث عزلات محلية  DNAالـ تم تعيين تسلسل القواعد النيتروجينية لقطع

(Ap1 وAp7 وAp14(باستخدام جهاز )(Automatic Sequencer Applied Biosystem GenitiveAnalyzer 

3130,USA)    وبواسطةBig Dye 
®
 Terminator V3.1 Cycle Sequencing Kit, Applied Biosystem, USA) 

 / كلية العلوم والصحة/ جامعة كويا/ اقليم كوردستان/ العراق .في مركز الجينوم
 

  وتعيين المخطط الشجيري Specific PCRتحليل تسلسل القواعد النتروجينية لنواتج التفاعل التضاعفي المتخصص 
كلية       /DRCاجري تحليل تسلسل القواعد النيتروجينية لنواتج التفاعل التضاعفي المتخصص في مركز دهوك للبحوث 

 ةوتم تجميع التسلسلات لكل عينة كلا على حد  DNASTAR/Laser Geneالطب البيطري/ جامعة دهوك باستخدام برنامج 
 وحررت جميع التسلسلات باستخدام المعاينة البصرية.   .SeqMan (DNASTAR/Laser gene, Madison, WI)في 

يرسلها الى ابحاث الجينوم في بنك الجينات عن طريق  الذي NCBI BLASTتسلسلات العينات في برنامج  أدخلتم ث
لتحديد التسلسلات الموجودة والمسجلة ضمن بنك الجينات  (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)الرابط الالكتروني

 والمشابهة للتسلسلات قيد الدراسة. 
 MOLEالبرنامج  أدواتاستخدمت  أخرىتسلسلات العينات قيد الدراسة واكتشاف العلاقة بينها وبين تسلسلات  ولتصنيف

BLAST  تم الحصول على مخطط شجيري يوضح هذه اذ  ،الاكثر قرابة من الناحية التصنيفيةو لتحديد التسلسلات الاقرب صلة
 العلاقة التصنيفية عن طريق الرابط الالكتروني:

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/moleblast/moleblast.cgi)   
 

 النتائج والمناقشة
 تشخيص العزلات المحلية 

لاعتماد تم الحصول على العزلات الفطرية المحلية من مصادر عديدة واوراق نباتات مختلفة وشخصت بشكل مبدئي با
للمستعمرات، فقد كانت المستعمرات ذات الوان متباينة مابين )الاسود والوردي والكريمي(  Morphologyعلى الشكل الخارجي 

 .Aنتاجها الفطر إب تمتازصبغة الميلانين التي  لإفرازهاوظهر قسم من المستعمرات جلدية القوام تميزت بلونها الاسود نتيجة 

pullulans (Manitchotpisit, 2011 ; Wu et al., 2012)  بكون  امتازت. في حين ان القسم الاخر من المستعمرات

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/moleblast/moleblast.cgi
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(. ونظرا للانتشار الواسع لهذا الفطر فان عددا كبيرا 1 ،شكل)السطوحها مرتفعة ذات حافات ملساء مخاطية القوام عالية اللزوجة 
وقد وردت كثير من سلالات الفطر في مختلف البحوث  من السلالات والعزلات تم عزلها من مصادر عديدة لايمكن احصاؤها

فحصت عينات الفطر تحت المجهر ولوحظ فيها  (. كماLeathers, 2003والدراسات العلمية وقد عزلت من مصادر متعددة )
بورات ر )السوالطور الخيطي متعدد الخلايا وطور الكلاميدوسبو  ،تعددية الاطوار اذ ظهر فيها الطور الخميري وحيد الخلية

 ،الشكل)تطابقا  تاما   فأظهرت  A. pullulans NRRL58560العزلة القياسية للفطر بمقارنتها  توتم (A-2الكلاميدية( )الشكل،
2-B )( وهذا يطابق وصفPrasongsuk et al., 2005 من حيث الشكل الخارجي )Morphology  للمستعمرات وتعددية

حول تعددية الاشكال  (Wu et al., 2012; Gaur and Singh, 2010; Sugumaran, 2013ذكره ) الاشكال. ويتفق مع ما
polymorphic التي يتميز بها الفطر  A. pullulans. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 الجينومي  DNAعزل الـ

 A. pullulansالشكل المظهري لمزارع العزلات المحلية للفطر  :1شكل ال

 ليةالعزلة المح A. pullulans تعدد الاشكال المظهرية للفطر -A :2شكل ال
B    -  العينة القياسية للفطرA. pullulan NRRL58560 

 

A B 
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 DNAينات الـالترحيل الكهربائي لع إجراء و A.pullulansالجينومي للعزلات المحلية من الفطر  DNAبعد عزل الـ        
           فوق البنفسجية عند الطول الموجي للأشعة% تم تعريض الهلام  0.7بتركيز  Agarose المنقاة باستخدام  هلام الـ

 .لجينومي في العينات قيد الاختبارا  DNAللكشف عن حزم الـ UV  Transilluminator( في جهاز نانوميتر 254)
ة في الحجم لانها رحلت بمسافات متساوية  وذات حجم كبير وذلك لصغر المسافات التي متساوي DNAظهرت حزم من الـو        

 الجينومي المنقاة من العزلات الفطرية المحلية.    DNA قطعتها في هلام الاكاروز لجميع عينات الـ
   الجينومي  DNAالتفاعل التضاعفي المتخصص للـ

                          المنقاة من العزلات  المحلية باستخدام   DNAاجري التفاعل التضاعفي المتخصص لعينات الـ
'ITS5 foreword (5البادئ 

GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG
  ITS4 revers(و'3

(5'
TCCTCCGCTTATTGATATGC

3') (Hammo, 2013( والشكل )يوضح النتائج.3 ) 
-500الفطرية المحلية بحجم واحد يتراوح مابين ) المنقى من العزلات DNAمن الـ ةحزم 17 لوحظت( 3ومن الشكل )       
 AP2و AP1) المنقاة من العزلات المحلية  DNAلتفاعل التضاعفي المتخصص لعينات الـمن اتجة اهي نو  ،( زوج قاعدة600

 Ap19و Ap16و Ap15و Ap14و Ap13و Ap12و Ap11و Ap10و Ap9و Ap8و AP7و AP6و AP4و AP3و
وجد انها تمتلك الحجم نفسه  A.pullulans NRRL 58560المنقاة من العزلة القياسية   DNAـحزمة الب(. وبمقارنتها Ap20و

  DNAكان نتيجة وجود  تسلسلات مشتركة ومتشابهة في تسلسل قواعدها النتروجينية  في الـ  DNAوان ظهور هذه الحزم من الـ
ذات  DNA دئين واحداث التفاعل المتخصص وتوليد حزم الـالجينومي لهذه العزلات التي استطاعت ان تتمم تلك الموجودة في البا

 الاحجام المتشابهة.
( في Ap18و Ap17و Ap5نتيجة التفاعل التضاعفي المتخصص  الخاص بالعزلات ) DNAحزمة من الـ ةلم تظهر أيو 

ت من القواعد النيتروجينية في أو الى عدم وجود تسلسلا ،القالب بالبادئ DNAالى فشل ارتباط الـذلك ربما يعود و هلام الاكاروز. 
 البادئ.لها امكانية ارتباطها بالتي  الجينومي  لهذه العزلات DNAالـ

عند استخدامه تقنية التفاعل   ,.Martini et al(2009) إليهتوصل  لحصول عليها تتفق مع ماهذه النتائج التي تم اان  
وكان حجمها يتراوح مابين  A.pullulansة من عزلات الفطر الجينومي المنقا  DNA التضاعفي المتخصص لتوصيف عينات الـ

باستخدام تقنية التفاعل Alam et al. (2009 ) . وكذلك تمكنITS2و ITS1( زوج قاعدة باستخدام البادئ 500-600)
الناتجة  DNA وكان حجم قطع الـ Pleurotus nebrodersis عزلات محلية من الفطر 9التضاعفي المتخصص من تشخيص 

 ( زوج قاعدة.625-575التفاعل يتراوح بين ) من
اثناء في  Rhizoctonia solaniعزلة من الفطر  50على Ganeshamoorthi and Dubey  (2013 )في دراسة لـو 

بحجم واحد لجميع العزلات بلغ   DNAظهرت حزم من الـ ITS4و ITS1التفاعل التضاعفي المتخصص باستخدام البادئات 
 دة.( زوج قاع650) عددها
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  Specific PCRدراسة وتحليل تسلسل القواعد النايتروجينية لنواتج التفاعل التضاعفي المتخصص الـ 

المنقاة من ثلاث عزلات محلية التي   DNAلعينات الـ Specific PCRخذت نواتج التفاعل التضاعفي المتخصص أ
وارسلت الى مركز   Ap14و Ap7و Ap1وهي العزلات  PCRي تفاعل عزلة اعطت نتيجة موجبة ف 17اختيرت من بين 

عليها. حيث تم الحصول على تسلسلات من القواعد  Sequencing عملية الـ لإجراءالجينوم/ كلية العلوم والصحة/ جامعة كويا  
 .DNAالنايتروجينية لعينات الـ

 الرابط الالكتروني: عن طريق DNA BLASTادخلت هذه التسلسلات في برنامج تحليل      

 http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi التحليل لهذه التسلسلات وبيان مدى تقاربها مع التسلسلات الموجودة  لإجراء
 Ap1% بين تسلسلات العزلة 98اذ اظهرت نتائج التحليل وجود تشابه كبير بنسبة  Gene Bankوالمسجلة في بنك الجينات 

 (.5و 4 )الشكل KC253972.1المسجلة في بنك الجينات بالرقم  Aureobasidum pullulansوتسلسلات العزلة الفطرية 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Aureobasidium pullulans strain UOA/HCPF ENV71B isolate ISHAM-ITS_ID MITS391 18S ribosomal 

RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal 

transcribed spacer 2, complete sequence; and 26S ribosomal RNA gene, partial sequence. Sequence 

ID: gb|KC253972.1|Length: 577Number  

 نتائج التفاعل التضاعفي المتخصص للعزلات الفطرية المحلية :3الشكل 

(S العزلة القياسية )A. pullulans NRRL58560              (1- 20 عزلات الفطر )A. pullulans 
(M )Marker #SM1331 Gene Ruler Fermentas 

 

 Ap1   DNA BLAST/NCBI برنامج التحليل لتسلسلات القواعد النايتروجينية للعزلة الفطرية المحلية :4شكل ال

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/434860812?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=EK9C5VAF01R
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 والسلالة القياسية المسجلة بالرقم  Ap1محلية : مقارنة تسلسلات القواعد النايتروجينية بين العزلة ال5شكل ال

gb|KC253972.1| 
مع  AP 7% بين تسلسلات العزلة 98بنسبة  ا  وجود تشابه DNA BLASTالتحليل باستخدام برنامج كما أظهرت نتائج  

اذ كانت اغلب التسلسلات   KU671017.1والمسجلة في بنك الجينات بالرقم   Aureobasidiumتسلسلات السلالة الفطرية 
 .(7و 6)الشكل  الى حد كبيرمتشابهة 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  Ap7 DNA BLAST/NCBIبرنامج التحليل لتسلسلات القواعد النايتروجينية للعزلة الفطرية المحلية نتائج  :6شكل ال   
 
 
 
 
 

Uncultured Aureobasidium clone PRL.1.38 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal 

transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete 

sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence GenBank: KU671017.1 Length: 542 

Number   

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/434860812?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=EK9C5VAF01R
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والسلالة القياسية المسجلة بالرقم  Ap7تسلسلات القواعد النايتروجينية بين العزلة المحلية : مقارنة 7شكل ال
KU671017.1 

      
بين تسلسلات العزلة  (1 )الجدول% 99بنسبة  ا  وجود تشابه DNA BLASTباستخدام برنامج نتائج التحليل  أظهرتكذلك       

Ap14  وتسلسلات السلالةA. pullulans  والمسجلة في بنك الجينات بالرقمKU141396.1 (.9و 8  )الشكل 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 Ap14لمحلية نتائج برنامج تحليل تسلسلات القواعد النايتروجينية للعزلة الفطرية ا :8شكل ال
 
 

 
 
 
 
 

Aureobasidium pullulans isolate SE 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal 

transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete 

sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence GenBank: KU141396.1 Length: 600 

Number 
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والسلالة القياسية المسجلة بالرقم  Ap14مقارنة تسلسلات القواعد النايتروجينية بين العزلة الفطرية المحلية  :9شكل ال
KU141396.1     

 

ت القياسية المشابهة لها لوحظ من نتائج التحليل اختلاف في بعض القواعد النايتروجينية بين العزلات المحلية والسلالاكما        
وهذا الاختلاف يمثل طفرات  ،من بنك الجينات في بعض المواقع عند مقارنة التسلسلات العائدة للعزلات المحلية وتلك القياسية

للعزلات الفطرية والتي تشمل استبدال قاعدة باخرى في تسلسل   DNAحدثت على مستوى تسلسلات الـ Point Mutations نقطية
ان طفرات الاستبدال التي حدثت هي طفرات  او اضافة قاعدة الى التسلسل. ،او حذف قاعدة من التسلسل ،النايتروجينية القواعد
اي ان الاستبدال يتضمن احلال قاعدة نايتروجينية  بأخرى من مجموعة البيورينات او  ،Transition Mutationsانتقال 

 (.2 جدولحدثت تلقائيأ )الان هذه الطفرات قد البيرميدينات نفسها. علما 
 

 بالاعتماد على التسلسلات الموجودة في بنك الجينات  Aureobasidium المشخصة لفطر العزلات :1الجدول 
 

 رقم السلالات القياسية المحددة
 Gene Bankمن 

نسبة 
 التشابه

عدد القواعد 
 النايتروجينيه

 العزلات

A. pullulans KC253972.1 98% 431 Ap1 

KU671017.1 Aureobasidium 98% 464 Ap7 

A. pullulans KU141396.1 99% 566 Ap14 
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 التباين في مواقع  القواعد النايتروجينية بين العزلات المحلية والسلالة القياسية المشابهة من بنك الجينات :2جدول ال

 

 موقع تسلسل القاعدة النايتروجينية
سة القواعد النتروجينية للعزلات قيد الدرا

السلالة القياسية المطابقة لها في  والمطابقة لها
 العزلة المحلية بنك الجينات

 العزلة المحلية السلالة القياسية
23 A - 

A.pullulans  KC53972.1 Ap1 

24 G - 
25 C - 
26 G - 

159 G C 

175 - T 

196 C G 

379 A T 

386 C G 

86 T A 

Aureobasidium 

KU671017.1 Ap7 

121 C G 

188 A C 

312 A - 
313 T - 
314 T - 
315 C - 
111 C G 

A.pullulans KU141396.1 Ap14 

117 G C 

118 G C 

136 T A 

407 G C 

  
 بوساطة MoleBlast في برنامج Sequencing تسلسلات القواعد النيتروجينية التي حصل عليها من تقانة الـ وأدخلت        

للحصول على مخطط شجيري للنمط  ؛ http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/moleblast/moleblast.cgiالرابط الالكتروني:
 (.10)الشكل موجودة والمسجلة في بنك الجينات الوراثِي يوضح العلاقة بين العزلات الفطرية قيد الدراسة والسلالات ال

  Ap1( لوحظ ان العزلة الفطرية المحلية 10 شكل)ال Phylogenetic Treeالشجيري للنمط الوراثي وفي ضوء المخطط         
ريبة وق Aureobasidium pullulans gb/KC253972.1الى السلالة الفطرية القياسية المسجلة في بنك الجينات  ةكانت قريب

أما  pullulans gb/FJ150907.1 .وكذلك مقاربة للسلالة القياسية  A.pullulans gb/AJ244233.1من السلالة القياسية
وقريبة من من غيرها  Aureobasidium gb/KU671015.1فقد ظهرت أقرب إلى السلالة القياسية  Ap7 العزلة الفطرية المحلية

 A. pullulans var. melanogenumوقريبة من السلالة القياسية  Aureobasidium gb/KU671017.1السلالة القياسية 
gb/KT454783.1  والسلالة القياسيةAureobasidium gb/KU671016.1  وكذلك مقاربة للسلالةA. pullulans 

gb/KT352842.1كما لوحظ أن العزلة الفطرية المحلية . Ap 14  كانت اقرب إلى السلالةA. pullulans 

gb/KU141396.1  وقريبة من السلالة من غيرهاAscomycota sp. gb/KP698350.1. 
 
 
 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/moleblast/moleblast.cgi
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وهذا ما يؤكد ويعزز النتائج التي تم  A. pullulansهذه النتائج تبين ان العزلات الفطرية المحلية تعود إلى الفطر  
 نتائج التشخيص التي تم الحصول عليها في هذه الدراسة.الحصول عليها من تقانة التفاعل التضاعفي المتخصص ويثبت صحة 

تقانة  ,.Prasongsuk et al (2005) حيث استخدم الباحث، وث والدراساتتتفق هذه النتائج مع كثير من البحو         
Sequencing   لتشخيص عزلات الفطرA. pullulans طق المعزولة من اوراق اشجار المانجا ومن اسطح الحمامات في منا

% مع سلالة الـ 95تشابها كبيرا بنسبة  ITS rDNA لمنطقة  DNA Sequencingمختلفة من تايلند واظهرت نتائج الـ
A.pullulans .القياسية الموجودة في بنك الجينات  

عزلة  16في تشخيص  DNA Sequencing تقانة الـMirzwa-Mróz et al   ,.( 2014)  ا استخدم الباحثكم
المعزولة من اشجار التفاح والعرموط المسببة لمرض التبقع الاسود، حيث تم الحصول  A. pullulansالفطر محلية من عزلات 

عليها عملية التفاعل التضاعفي المتخصص  تعزلة من المجموعة الاولى واجري 16واخذت  ،مجاميع علىعزلة قسمت  300على 
Specific PCR،  ليها عملية الـع أجريتوواحدة من نواتج التفاعل التضاعفيSequencing  لمنطقةITS rDNA  ومقارنتها مع

% وتم مقارنة بقية العزلات مع 100بنسبة  A. pullulans لـ شبههاالسلالات الموجودة في بنك الجينات واظهرت نتائج التحليل 
 هذه العزلة بالاعتماد على الصفات المظهرية.

المعزولة من الانسجة الوعائية   Aureobasidiumر ـعزلة من الفط 14من تشخيص  Arzanlou (2014) تمكنو 
 DNAبرنامج وبوساطة  DNA Sequencingايران باستخدام تقانة الـ قربلاشجار التفاح من شرق وغرب أذربيجان 

Blast/NCBI  نها تعود لـ اظهرت االسلالات الموجودة في بنك الجينات بمقارنتها من خلالA.pullulans .المخطط  وفي ضوء
ولوحظ  ، اذسةيجيري للنمط المظهري يتضح تجمع العزلات المحلية مع مثيلاتها الموجودة في بنك الجينات في ثلاثة مجاميع رئالش

 .A. pullulans var. pullulansان العزلات المحلية كانت منضوية تحت السلالة 

 المخطط الشجيري للنمط الوراثي لنتائج تحليل تسلسل القواعد النتروجينية لثلاثة عزلات محلية باستخدام  :10شكل ال
Mole-Blast              



 ...................تشخيص جزيئي لعزلات محلية من الفطر

 

 

127 

. DNA Sequencingت الفطرية باستخدام تقانة الـالتباين الوراثي للعزلا إيجاد إمكانية  ,.Dovana et al(2015) وأوضح       
 تودرست خصائصها المظهرية والنمو واجري Mentha aquaticaعزلة من سيقان وجذور النباتات المائية كالـ 19حيث تم عزل 

لات اظهرت النتائج ان تسعة عز و عزلة.   17التباين الوراثي لـ لإيجاد ITS rDNAمنطقة على   DNA Sequencingعملية الـ
 A.pullulansتطابق السلالة ـ SE% مع السلالات الموجودة في بنك الجينات كالاتي: العزلة 100محلية كانت متشابهة بنسبة 

تطابق  SL23و Cladosporium halotoleransتطابق  ST2و Cadophora luteoolivaceaتطابق  SLو SAوالعزلتين 
Colletotrium destructivum  اما العزلةRT6c نت مطابقة لـ ـفكاNemania serpens  وRL3 ـمطابقة لـ Penicillium 

resedanum  وكانتRT5 تطابق الـPenicillium solitum وSS  تطابقSarocladium strictum . 
وادخلت في بنك الجينات كعزلة  NCBIنتائج التحليل هذه الى بنك الجينات باستخدام الموقع الالكتروني في الـ وأرسلت

 :Ap1.sqn  Ap1    KX964610، Ap7.sqn  Ap7بها في بنك الجينات كالاتي:  ا  خاص ا  ورمز  ا  اعطيت رقمقياسية و 

KX964611، Ap14.sqn Ap14   KX964612  وهذا يؤكد صحة النتائج التي تم الحصول عليها في هذه الدراسة  وصحة
 تشخيص العزلات المحلية قيد الدراسة. 
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