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  خص ملال

 لتشخيص ITS الداخلي ألاستنساخياستخدمت طريقة تضاعف سلسلة متعدد البلمرة لمنطقة الحيز 

 اللاكييز المعزول مسبقا من المخلفات البلاستيكية حيث تم استخلاص حزم أنزيم إنتاجالفطر المسؤول عن 

 التسلسل في إدخالينية وبعد  تسلسل القواعد النتروجإيجاد عملية وإجراء من هلام الاكاروز DNAالــ 

 وبنسبة Myceliopthora verrucosa الفطر إلى المعزول يعود  DNA الــأنقاعدة البيانات وجد 

ق الدقيقة في تشخيص الفطريات على مستوى النوع وبين ائ هذه الطريقة تعد من الطرإن % 100تطابق 

  .يق بينها سهولتها للمقارنة بين الفطريات والتفرإلى بالإضافةالنوع 
  

  . اللاكييزأنزيم،   Myceliopthora verrucosa فطر،تشخيص جزيئي: الكلمات الدالة

  ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
Molecular Identification of Fungi Myceliopthora verrucosa which 

Producing Laccase Enzyme 
  

   Mohammad I. Khalil        Nadeem A. Ramadan            Riyadh K. Albarhawi   
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Joan M. Kelly 
University of Adelaide  

  Australia  
  

ABSTRACT  
Polymerase chain reaction (PCR) of ITS region was used to identify the fungus 

isolated from plastic garbage which can produce laccase enzyme. DNA bands were purified 
from agarose gel and then sequenced and after entering these nucleotides to the data base it 
was found that the DNA band belongs to the genus Myceliopthora verrucosa in 100% 
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matching. This method is  a very sensitive method for the identification of species and 
strains of fungi as well as its simplicity in comparing between fungi species. 

   

Keywords: Molecular Identification, Myceliopthora verrucosa, Laccase. 
ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ  

  المقدمة

في علم  )Polymerase Chain Reaction) PCR تطبيقات تفاعل البلمرة المتسلسل أول إحدى إن  

 وجماعته الذين استخدموا  White من قبل العالم 1990تشخيص الفطريات التي وصفت عام الفطريات هي 

 التصنيف لإيجاد  rDNA تسلسل القواعد النتروجينية للحامض النووي أيجاد في  Amplificationالتضخيم 

محافظة  ومناطق  Variable regionوالعلاقات التصنيفية بين الفطريات حيث يحتوي على مناطق متغايرة 

Conserved region  في مختلف مستويات التصنيفالأحياء والتي تسمح للمقارنة والتمييز بين .  
 DNA-PCR   

  DNA Polymeraseأنزيمعلى  باستخدام خليط تفاعل يحتوي DNA  التضاعف لكلا سلسلتيإن

يوكليوتيدات منقوصة  نوأربع كبادئات  Reverse و Forward  باتجاهين  Oligoneucleotidesونيوكليوتيدات

 كقاعدة، DNA ايونات المغنيسيوم مع كمية مناسبة من إلى بالإضافة (dNTPs) ثلاثية الفوسفيت الأوكسجين

 هذه الطريقة في دراسة الجينات تستخدم. PCR لتفاعل سلسلة متعدد البلمرة الأساسيةتمثل هذه المكونات 

 و Manganese Peroxidase  والتي تشمل،Lignocelluloseالمسؤولة عن انزيمات تحطم اللكنوسليلوز 

Lignin Peroxidase و Laccase و Cellobiohydrolase  و Cellulase و Xylanase  (Bridge et al., 

1998).  

 متكررة كل وحدة تحتوي على ثلاث جينات rDNA النووي في الفطريات بشكل وحدة rDNA يترتب 

rRNA :  الصغيرة هي (18S-like) rRNA 5.8 وS rRNAوالكبيرة هي جين (28S-like) rRNA  وتفصل 

هما Internal Transcribed spacer الجينات في الوحدة الواحدة بواسطة منطقتين حيز استنساخي داخلي 

)ITS1 و ITS2 ( (ITS)   ويفصل بين كل وحدتين من rDNA منطقة تسمى الحيز بين الجيني Intergenic 

spacer (IGS) .ة تفاعل البلمرة المتسلسل ان تطور تقانPCR وتصميم البوادئ لتضخيم مناطق مختلفة من 

 البوادئ المصممة بالاعتماد على المنطقة إن كان له الفضل في الدراسات التصنيفية للفطريات، rDNAالــ 

ITS من قبل العالم White  استطاعت الكشف عن العديد من تعاقبات مناطق 1990 وآخرون ITS لمختلف  

 بين مختلف Phylogeneticطريات حيث استخدمت للتحري عن وتصنيف ودراسة العلاقات الوراثية الف

 وقد تظهر تغايرا بسيطا ضمن الأجناس ثابتة عموما في ITS حيث تكون منطقة الأجناس ضمن الأنواع

  .)1(الشكل ، (Bridge et al .,1998)النوع 
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One Repeat rDNA Unit      وحدةrDNA  ة متكرر  
                 

        

  

   

  

  

  

 ولأهمية في الكتلة الحية للنبات، الأساسيةاللكنين والسليلوز وشبه السليلوز هي المركبات البوليمرية 

 المواد الكيمياوية إنتاج الورق و في التغذية و لإنتاج ومصدر متجدد أولية يعد كمادة Lignocelluloseمركب 

من بين الفطريات المهمة في تحطيم هذه المادة . ادة من قبل الفطرياتوالوقود تم التركيز على تحطم هذه الم

 تعمل على الأبيض فطريات التعفن إن.  في تحطمهاالأكفأ البازيدية التي تعد الأبيضهي فطريات التعفن 

ام تقنية  الباحثين في استخدأعدادهناك زياد في . CO2المعدنة الكاملة للمواد المبلمرة الرئيسية الثلاثة الى غاز 

 وباستخدام Lignocelluloseالبايولوجي الجزيئي في دراسة الفطريات التي لها القدرة على تحطيم مادة 

 إنتاج والطرق المرتبطة بها، شملت هذه الدراسة التشخيص الكامل للفطر المسؤول عن عملية PCRطريقة 

  .(Bridge et al.,1998) اللاكييز والمعزول مسبقا من المخلفات البلاستيكية أنزيم
  

  المواد وطرائق العمل 

  :العزلة الفطرية 

تم عزل الفطر من المخلفات البلاستيكية المتراكمة في بعض مناطق مدينة الموصل حيث عقمت القطع  

 تحوي على وسط مستخلص البطاطا أطباقوزرعت في % 70البلاستيكية باستخدام الكحول الاثيلي 

  .مº 28درجة حرارة  في أسبوعلمدة ) PDA(والدكستروز 

   الفطر DNAعزل 

 :تحضير المزرعة الفطرية

 بعمر أسبوع وذلك  PDAحضر المعلق البوغي للفطر المنمى على وسط اكار البطاطا والدكستروز 

   ثم الرج باستخدام جهاز % 0.01 بتركيز 20 - محلول التوينإلى وإضافتهابقشط المزرعة الفطرية 

Mixer Vortex Auto وسط إلى فأضي بعدها C- Free Broth  الأملاح المكون من محلول Salt Solution 

 غم، فوسفات البوتاسيوم 26 غم، كبريتات المغنيسيوم 26 و يتكون من كلوريد البوتاسيوم pH  6.5  مل 20 

 غم، 40 مل الذي يتكون من بوريت الصوديوم Trace elements  50 غم محلول 76ثنائية الهيدروجين 

28S 

rRNA  ITS
22

5.8S 
rRNAIGS ITS1 

28S 

rRNA 

18S 
rRNA 

   ribosomal DNA ترآيب الــ: 1الشكل 



    وآخرون خليلإبراهيممحمد 
 

70

 ملغم، كبريتات 800 مولبيدات الصوديوم  ملغم1000 الأحادية غم، فوسفات الحديد 400لنحاسكبريتات ا

 % 20 كلوكوز مولار،1 ترترات الامونيوم مل، 10 بايوتين ملغم، 600  ملغم، كبريتات المنغنيز8الزنك 

)Atlas, 2010. (  

 التحضين  بعد انتهاء فترة . ساعة48لمدة  م وº 30تم تحضينه باستخدام حاضنة هزازة بدرجة حرارة 

 ترشيح المزرعة باستخدام شاش معقم ثم تم تجفيفها بورق  تم الحصول على الخيوط الفطرية عن طريق

 ثم في النتروجين السائل وحفظت في ألمنيوم الفطرية في ورق   ووضعت الخيوطTowel Paper نشاف

  .)Samson, 2012 Brink and( م لحين الاستخدامº 80-درجة حرارة
  

  DNAعزل الـ 

م ووضع في هاون خزفي ° 80- المحفوظ في درجة حرارة  ملغم من الـغزل الفطري150خذ أُ

 مع قليل من النتروجين السائل وطحن جيدا للحصول على مسحوق الغزل Sand قليلا من الرمل إليه وأضيف

 DNA ولغرض عزل الـ مبرد في الثلج،Eppendrof ابندروف أنبوب إلى مسحوق الفطر إضافةتم . الفطري

 الفطريات والمجهز من قبل شركة  DNA الخاص بعزل  DNeasy® Plant Mini Kit تم استخدام عدة 

QIAGEN وتم إتباع طريقة العمل الخاص بالشركة لغرض عزل الـ DNAوالمبينة في الفقرات التالية  :  

 الأسـاس كروليتر من المحلـول   مي4 و)AP1 Buffer (الأول مايكروليتر من المحلول المنظم 400 أضيف  .1

 Auto ملغرام وزن جاف من الخيط الفطري ومزج الخليط باستخدام الجهاز المـازج  100 الى  RNase لأنزيم

Vortex Mixer. 

ثلاث مرات خـلال    –م مع مراعاة قلب الانبوب مرتين     º 65 دقائق عند درجة حرارة      10حضن الخليط لمدة     .2

 .التحضين

 5 الخليط ثم حضن في الثلج لمـدة  إلى) AP2 Buffer(   الثانيمحلول المنظم مايكروليتر من ال130 أضيف .3

 .قئدقا

 الجمع أنبوبويوضع في ) QIA shredder Mini spin column(نقل المحلول باستخدام الماصة الى عمود .4

)Collection Tube ( دقيقة/  دورة 14000 ثم الانتباذ لمدة دقيقتين عند. 

 . جديدة Eppendrofدروف ن ابأنبوب إلىنقل الراشح  .5

 .ويمزج باستخدام الماصة) AP3 Buffer(  الثالثحجم العينة من المحلول المنظم مرة بقدر1.5 أضيف .6

 أنبوبموضوع في ) DNeasy Mini spin column( عمود إلى مايكروليتر من الخليط السابق 650ينقل  .7

 . الراشحلوأهمدقيقة  / دورة 8000 دقيقة عند 1الجمع ثم الانتباذ لمدة 

 ).7فقرة (كررت العملية السابقة  .8
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 مايكروليتر من المحلول 500 جديدة ثم اضيف أنبوبة إلى) DNeasy Mini spin column(نقل العمود  .9

 . الراشحأهملدقيقة ثم /  دورة 8000 ثم الانتباذ لمدة دقيقة عند AW Bufferالمنظم 

 /دورةالف  14 ثم الانتباذ لمدة دقيقتين عند AW buffer مايكروليتر من المحلول المنظم 500 أضيف. 10

  .دقيقة

 100 إضافة جديدة مع  Eppendroff ابندروف أنبوبة إلى) DNeasy Mini spin column(نقل العمود . 11

 دقائق في درجة حرارة الغرفة ثم الانتباذ لمدة 5 ويحضن لمدة AE bufferمايكروليتر من المحلول الدارئ 

  .دقيقة /  دورة14000دقيقة  

  ).11فقرة (كررت العملية السابقة . 12
  

  : DNAتقدير الاحجام الجزيئية للــ

  باجراء عملية الترحيل الكهربائي للعينات على هلام الاكاروز  DNA الجزيئية للـالأحجامقدرت  

 Gel loading Dye Blue( وبعد إضافة محلول التحميل DNA Ladder 100 bpباستخدام الدليل الحجمي  

(6X)   (  المنتج من قبل شركةNew england BioLabs.  

  :تحضير هلام الاكاروز وعملية الترحيل الكهربائي

 والكشف عنه وتقدير حجمه الجزيئي ودرجة نقاوته حضر هلام الاكاروز بتركيز  DNAلترحيل الـ 

مل من  100غم من الاكاروز في 1اذ اذيب  %. 2 فقد حضر بتركيز  PCR تفاعلات الـأما% 1

 مولار 1 ملي مولار حامض الخليك الثلجي،Tris ، 20 ملي مولار من1X )40 بتركيز  TAEمحلول

EDTA ( وذلك باستخدام جهاز المايكرويف حتى الغليان ثم ترك ليبرد قليلا بعده صب الهلام بالحوض

 تُرك الهلام .الترحيل بعد تثبيت المشط الخاص لتكوين الحفر مع تجنب تكوين الفقاعات الخاص بجهاز

 بحيث غمر الهلام 1X بتركيز TAEليتصلب بعدها وضع في حوض الترحيل الكهربائي ثم سكب محلول 

 1 مع  DNA مايكروليتر من عينة الـ5حضرت عينات الترحيل بمزج . بالكامل ثم نزع المشط منه

 وحملت بعد ذلك في حفر الهلام وكذلك الدليل الحجمي Loading Bufferمايكروليتر من محلول التحميل 

سم /  فولت 2 وتم تشغيله بفرق جهد  Electrophoresisوربط حوض الترحيل بجهاز الترحيل الكهربائي

بحيث يكون اتجاه الترحيل من القطب السالب الى القطب الموجب الى حين وصول العينات الى قبل نهاية 

د  ـايـوم برومـغة الايثيديـلية الترحيل وضع الهلام  في حوض يحوي على صببعد انتهاء عم. حافة الهلام

 Ethidium Bromidحوض فيه ماء مقطر لازالةإلىمل  لمدة عشرة دقائق ثم  / مايكروغرام 0.5 بتركيز   

 BioDoc-It™ 210من شركة UV Transilluminator باستخدام جهاز  الصبغة الزائدة، ثم فحص الهلام

Imaging Systems, with) FluorCam 210 , USA).  
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  :التشخيص الجزيئي للفطريات المفرزة لأنزيم اللاكييز و المعزولة من المخلفات البلاستيكية

لغرض التشخيص الجزيئي للفطريات المعزولة من المخلفات  )Primers(تم استخدام البادئات 

 أمامي الأولة بالفطريات والمتمثلة ببادئين ، وهذه البادئات متخصص)2013، وآخرونخليل ( البلاستيكية

Forward  وهو ITS86M 5 ذو التتابع'TGA ATC ATC GAC TCT TTG AAC GC3'  عكسيوالأخر  

  ).TTT CTT TTC CTC CGC TTA TTG ATA T3' ،)Soeta et al., 2009'5 ذو التتابع ITS4Mوهو 
  

    DNA التفاعل التضاعفي لسلسلة الـ

 وذلك لغرض تشخيص الفطريات  DNAري عمل التفاعل التضاعفي لسلسلةاج DNA بعد استخلاص

 NEW ENGLAND مايكروليتر وباستخدام المواد التالية من شركة50المعزولة حيث كان التفاعل بحجم 

BioLabs INC  1 (الجدول  مل  0.5حجم  ابندروف ذوأنبوبباستخدام(.   
  

     DNA الــ  لسلسلة  التضاعفي التفاعل مكونات  :1 الجدول
 

  )مايكروليتر(الحجم    المكونات

PCR Reaction Buffer 10 X  10  
PCR Grade Nucleotide Mix dATP,dCTP,dGTP and dTTP  1  
Primer UP  2.5  
Primer Down  2.5  
DNA Template  1  
Taq DNA Polymerase  0.5  
MiliQH2O  32.5  

  
يكروليتر لكل ما10  مل وبواقع  0.5دروف  ذات حجم ابن أنابيبتم توزيع محتويات التفاعل على خمس 

باستخدام  و  The Eppendorf Master cycler ®وزعت الانابيب الخمسة في جهاز المبلمر الحراري .انبوبة

  :البرنامج المبين في المخطط التالي

  تفاعل سلسلة البلمرة المتدرج 

               دقيقتينم                   °  94الاستطالة                 

   ثانية15م                               °  94المسخ                    

   ثانية15م                                °  50الالتحام                  

  م°  G = 10التدرج                   

   ثانية30         م                        °  72الاستطالة                

  29                        اعادة 2عدد الدورات        الذهاب الى الخطوة 
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  م                                 دقيقتين°  72الاستطالة النهائية        

   إدخال م                                 °  20التبريد والخزن         

  إنهاء

  

: من هلام الاكاروزDNA استخلاص حزمة الــ  

  iniEluteM® باستخدام عدة DNA  عملية الترحيل الكهربائي تم استخلاص حزم ـإجراءبعد 

Gel Extraction Kit المجهزة من شركة QIAGENحيث استخدم مشرط معقم لقطع حزم الـ DNA  

 حيث وضعت الحزم Benchtop UV Trans illuminators فوق البنفسجية بالأشعة ضاءةلإاوباستخدام جهاز 

 الابندروف موزونة مسبقا ثم تمت عملية الاستخلاص حسب البروتوكول الخاص بالشركة المصنعة أنابيبفي 

  : وكالاتيللعدة

 QG وزنها أضعاف المحلول المنظم بمقدار ثلاثة إليها وأضيفوزنت قطعة الهلام الحاوية على الحزمة   .1

Buffer. 

  دقائق الى لحين ذوبان الهلام كليا مع مراعاة مزج محتوى 10ة م لمد° 50يحضن عند درجة حرارة   .2

 . دقائق3-2الانبوبة كل 

 . ويمزجالأنبوب إلى Isopropanol حجم واحد من الايزوبروبانول أضيف  .3

  ثم Collection tube الجمع أنبوب مثبت في QI Aquik spin column الى عمود الأنبوبنقل محتوى   .4

 . دقيقة/ دورة 13000ة بسرعة انتبذ لمدة دقيقة واحد

 .الأنبوب الراشح ويعاد تثبيت أهمل  .5

 13000بسرعة   ثم انتبذ لمدة دقيقة واحدةالأنبوب إلى QG Buffer مل من المحلول المنظم 0.5 أضيف  .6

 . دقيقة/دورة 

 .الأنبوبة الى PE مل من المحلول المنظم 0.75 أضيف  .7

 . دقيقة/ دورة 13000عة  انتباذ الراشح لمدة دقيقة واحدة بسرأعيد  .8

 مايكروليتر من 30 إليه وأضيف ابندروف جديدة أنبوبة وثبت في QI Aquik spin columnنقل العمود   .9

 . دقيقة/ دورة13000انتبذ لمدة دقيقة بسرعة   ثم ترك لمدة دقيقة بعدهاEB Buffer المنظم لالمحلو
  

 : DNAالكشف عن تسلسل القواعد النتروجينية الـ 

 من هلام الاكاروز تم تهيئة العينات للكشف عن  تسلسل القواعد  DNA عملية استخلاص الـراءإجبعد 

مايكروليتر وحسب  12 وبحجم تفاعل نهائي  DNA احد البادئات الى الــبإضافةالنتروجينية وذلك 

  .)2( الجدول  المنتجةتوصيات الشركة 
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  النتروجينية   القواعد  تسلسل  تحديد  تفاعل مكونات  :2الجدول 
  

  ) مايكروليتر (الحجم  المكونات
DNA Gel Extraction  2  
1/10 Forward Primer  1  

MiliQ H2O 9 
  

 إيجاد لغرض  Australian Genome Research Facility Ltd (agrf) شركة إلى العينات أرسلتثم 

 مدى لإيجاد Sequence Scannerتسلسل القواعد النتروجينية، وبعد وصول النتيجة تم استخدام البرنامج 

 اسم الفطر بالاعتماد على التسلسل الخاص لإيجاد  NCBIالتداخل بين القواعد النتروجينية ثم استخدم البرنامج

  . DNAبالـ
  

  المناقشة  النتائج و

 5 اجريت عملية الترحيل الكهربائي لـ  DNAبعد عملية عزل واستخلاص الحامض النووي الــ

  . في هلام الاكاروزDNA ladder 100 bp بوجود الدليل الحجمي مايكروليتر من الفطر

   . بظهور حزمة واحدة في الحفرة الثانيةDNAـ  نقاوة الحامض النوويشكلوضح اليحيث  )2( الشكل

  

 
  .% 2 الترحيل باستخدام هلام الاكاروز :2الشكل 

1. DNA ladder 100 bp       2 و.DNA   الفطر  
  

   : DNA لسلسلة الــالتفاعل التضاعفينتائج 

 310  الى الحصول على حزم مفردة ذات وزن جزيئي مقارب الىDNA تفاعل تضاعف الــ أدى   

  ). 3( قاعدة  ولجميع درجات التهجين المتدرجة الشكل أزواج
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  التدرج في درجة حرارة التهجين، ) 5-1( الحزم بعد تضخيمها باستخدام جهاز المبلمر :3الشكل 

M  : لحجميالدليل ا.  

  

 وحسب بروتوكول  agrf شركةإلى إرسالهاتم استخلاص هذه الحزم من هلام الاكاروز ومن ثم  

وبعد وصول النتيجة كان تسلسل القواعد النتروجينية . الشركة لغرض معرفة تسلسل القواعد النتروجينة

  : كالاتي
CCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCATCAAGCCCCCGGCTTGT
GTTGGGGACCTGCGGCTGTCCGCAGGCCCTGAAAACCAGTGGCGGGCTCGCTA
GTCACACCGAGCGTAGTAGCATACATCTCGCTCAGGGCGTGCTGCGGGTTCCGG
CCGTTAAACGACCTTCATAACCCAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAAGACCC
GCTGAACTTAAGCATATCAATAAG. 

نة في الموقع  في قاعدة بيانات للتعرف على الفطر عن طريق معرفة تسلسل القواعد النتروجيإدخالهاتم 

NCBI  4(وكانت النتيجة كما موضح في الشكل(.  

بنسبة   وMyceliopthora verrucosa فطر الإلىيعود   تسلسل القواعد النتروجينيةإنالنتيجة أظهرت 

  .الأربعةاي تداخل بين القواعد النتروجينية  )5(  لم يظهر الشكل و%100 تطابق
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   * Query  = ة القياسية  العزل    ،Sbjct  = العزلة المحلية 

  

  NCBI .   البيانات   قاعدة   من  عليها تحصلس الم  البيانات:4 الشكل
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  .الأربعة يوضح مدى التداخل بين القواعد النتروجينية :5لشكل ا
  

لهذا فان التقنيات  عن صعوبتها وقد تخطئ الطرق التقليدية المستعملة في تشخيص الفطريات فضلا  

 أجناس الفطريات غير المعلومة مع لأجناسالجزيئية التي تسمح بمقارنة تسلسلات القواعد النتروجينية 

هذه الطريقة  حيث توفر  دقة وسهولة من الطرق التقليدية،الأكثرمعلومة ضمن قاعدة بيانات هي من الطرق 

 الجنس تشخيص الفطريات على مستوىل DNA حامض النووي ضمن الITSبالاعتماد على تضخيم  منطقة 

)Buchan et al., 2002.(  كذلك فان هذه الطريقة وبسبب دقتها تستطيع ان تشخص الانواع المختلفة من
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الفطريات ضمن الجنس الواحد والسلالات ضمن النوع الواحد والتي لايمكن التمييز بينها بالاعتماد على 

  .(Luo and Mitchell, 2002)المظهر الخارجي للفطر 
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