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عن جين المقاومة  والتحريPleurotus ostreatus التشخيص الجزيئي لمفطر المحاري   
  Osterolysinلمفطريات الممرضة لمنبات  

 أ.م.د عبدالامير سمير سعدون                           سولاف حامد تيموز

 كمية العموم / جامعة القادسية  

@yahoo.com sulaffungi 

 :  الخلاصة

اذ تـ زراعة كمية العموـ / جامعة القادسية وحدة ابحاث البيئة والوقاية مف التموث  مختبرنفذت التجربة في 
اختبرت كفاءة الفطر المحاري  ، pH8 ذو  PDAعمى وسط ( Pleurotus ostreatusسبورات الفطر المحاري 

في تثبيط فطريات التربة مف خلاؿ استخداـ الراشح الانزيمي لمفطر بعد تحضيره واستخدمت التراكيز لمراشح 
 Aspergillus niger ،Aspergillusتثبيطيا لمفطريات الممرضة لمنبات ) واظيرت النتائج( % 22،،2،،،0)

flavus  ،Fusarium solani ،Stymphillum sp. ،sp.  Penicillium  تفاعؿ السمسمة تقنيو استخدمت و
ومف ثـ اخذت  PDAتكثير المقاح الفطري عمى وسط الػػػ وبعد الفطر المحاري  مف عينو ،،ولػ  PCRالمتبممر

اذ اظيرت  ، DNAوذلؾ لتسييؿ الحصوؿ عمى الػػ  BHIخيوط منو وتـ زراعتيا عمى وسط نقيع المخ والدماغ 
اياـ عمى  7-4ينمو بصورة جيدة عمى وسط البطاطا ديكستروز اكار خلاؿ المدة النتائج اف الفطر المحاري 

لوحظ مف . اياـ لوحظ ظيور براعـ كبداية للاجساـ الثمرية  2،وعند اطالة فترة الحضف الى  ەـ 02ره درجة حرا
احتواء جميع العزلات عمى حزمة واحدة ء جميع العينات احتوا DNAخلاؿ التطبيؽ لتقنيو البممره والمضاعفة لمػ 

اف حزـ الػ و كانت النتائج موجبو لجميع العينات التي رحمت عمى ىلاـ الاكاروز و المستخمص DNA ومفردة  لمػ 
DNA   اما في حالة التضخيـ لجينات الفطر كانت موجودة في العينات واف لـ تكف واضحو بقدرىا الكافي ،

حيث بمغ حجـ ناتج التضخيـ  لمتحري عف الجيف المسؤوؿ عف مقاومة الفطر المحاري لمفطريات الممرضو لمنبات 
المسؤوؿ عف صفة  Osterolysinواحتواء جميع العينات عمى جيف  bp 020لمحامض النووي المضاعؼ مع 

 .ى كتحطيـ الكولسيتروؿ في الدـ وصفات اخر المقاومة في الفطر المحاري 
 ػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػ

 البحث مستؿ مف اطروحة دكتوراه
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حتوي يمف الفطريات البازيدية الزراعية الميمة والتي  Pleurotus ostreatusالفطر المحاري  يعد:  المقدمة
نسبة عالية مف المواد كالبروتينات والكاربوىيدرات ولاتحتوي عمى الدىوف واف احتوت فيي غير جسميا الثمري 

 Manolea) مشبعة وبنسب ضئيمة جدا كذلؾ تحتوي عمى الاملاح والفيتامينات وغيرىا مف العناصر الغذائية 
ادية والطبية باختلاؼ انواعة والوانو اىميتو في مجالات عديدة كالاقتص ذكرت المصادر( اذ  0222واخروف ، 

واماكف زراعتو فتتراوح مدى كفائتة بأختلاؼ نوع المدعمات التي تضاؼ الى الاوساط الزرعية كالخميرة والدبس  
ونخالة الحنطة وبعض انواع المستخمصات كعرؽ السوس والتي تساعد عمى تركز بعض المواد الكيميائية الطبية 

.  02،0سعد واخروف ،المحاري مثؿ مادة السستاتيف والكاليؾ والبيتاكموكاف .)في الجسـ الثمري لمفطر 
اىميو ذلؾ الفطر في تثبيط العديد مف  اكدت، كذلؾ اف العديد مف الدراسات والبحوث (  02،2عبداليادي ، 

التي يفرزىا الفطريات الممرضو والبكتريا وحتى الفايروسات وبينت دوره في تحميؿ السموـ الفطريو مثؿ السموـ 
اجساـ  في تحميؿ الخثرة الدمويو وتخفيض نسبة الكوليستروؿ في وكذلؾ دوره Aspergillus fumigatusفطر ال

ونظرا لاختلاؼ انواعة وسلالاتو بأختلاؼ مناطؽ الزراعة وظروفيا  (،022واخروف ،  ابراىيـ.) الحيوانات
مفطر ولغرض التأكد مف كوف الفطر المحاري مف المناخيو مف رطوبة وحراره واختلاؼ االشركات المستوردة ل

 التي ليا اىمية طبية ىدفت الدراسة الى :السلالة البيضاء 
الفطر عمى الوسط الغذائي ثـ استخداـ  spawnتشخيص الفطر جزيئيا مف خلاؿ زراعة سباونات  .،

 في العزلات المنتخبو  DNAلتضخيـ مادة الػ  PCRتفاعؿ البممره المتسمسؿ 
 اعطاء صفة المقاومة لمفطر المحاري  المسؤوؿ Ostereolysinالتحري عف جيف  .0

 ق العمل :ائالمواد وطر 
 PDA: زراعة الفطر المحاري عمى وسط الـ 1

جو ،  ،وتحت ضغط  ەـ ،0،بالمؤصدة عمى درجة حراره  وتعقيميا PDAتحضير الاوساط الزرعيو كوسط  تـ
لزيادة قاعدية التي تساعدالفطر مف وذلؾ   NaOHترؾ الوسط ليبرد ثـ صب بالاطباؽ بعد اضافو قطرات مف و 

 spawnالسباونات  زرعتالاوساط لتتصمب ومف ثـ  تتركفي الاوساط القاعديو  وبعدىا  النمو بشكؿ جيد
 تحتوساط في الحاضنو ىذه الا حضنت)سبورات الفطر( المحممو عمى بذور الحنطة في تمؾ الاطباؽ ، ثـ 

الفحص  بواسطةمف الفطر  تـ التأكدنمو الاطباؽ  وبعد اكتماؿاياـ  2، – 7لمدة مف  ەـ ،0درجة حراره 
 نوع السبورات. لمخيوط الفطرية والمجيري 

 اختبار الراشح الانزيمي للاجسام الثمريه في تثبيط فطريات التربه المرضية:: 2
بأستعماؿ لتػر مػف وسػط مسػتخمص البطاطػا السػائؿ المعقػـ (% 22،، 2،، ،0)حضرت تراكيز الراشح الانزيمي 

سػػػـ بثاقػػػب فمينػػػي مػػػف مزرعػػػة الفطػػػر  ،.2مػػػؿ ولقػػػح بػػػأقراص قطرىػػػا 022دوارؽ لكػػػؿ دورؽ  ،والػػػذي وزع عمػػػى 
ولمػػدة اسػػبوعيف بعػػدىا تػػـ التشػػريح بأسػػتخداـ  ەـ ،0ايػػاـ . حضػػنت الػػدوارؽ عمػػى درجػػة حػػراره  7المحػػاري بعمػػر 

بقمػع بػوخنر وبمسػاعدة جيػاز تفريػغ اليػواء واعيػد الترشػيح بأسػتخداـ المرشػح  Whatman (No.،)ترشيح ورقة ال
، اذ اضػػيفت تراكيػػز الراشػػح الانزيمػػي الػػى المقطػػروحضػػرت وذلػػؾ عػػف طريػػؽ التخفيػػؼ بالمػػاء  µ2.00الػػدقيؽ . 

لضماف توزيع الراشػح ثػـ وحركت الاطباؽ حركة رحوية  ولكؿ تركيز ثلاث مكررات PDAالوسط الزرعي الصمب 
 زرعت الاطباؽ بالفطريات الممرضو بزراعة الفطر اقراص الفطريات في منتصؼ الاطباؽ .
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 Primersالبادئات : 3

عمى  (0224: واخروف  James)تـ استخداـ نوعيف مف البادئات في ىذه الدراسة, النوع الاوؿ صممت مف قبؿ 
والنوع الثاني  Pleurotus ostreatus الفطرالذي يستخدـ في التحري عف  Oly-toxinاساس جيف المقاومة 

 (0224: واخروف  James)مف البادئات صمـ مف قبؿ 

 
 :      PCR master mixتحضير مزيج تفاعؿ سمسمة البممرة   

المجيزه مف  AccuPower® PCR PreMixتـ تحضير مزيج تفاعؿ سمسمة البممره باستخداـ عدة الػ           
تـ تحضير مزيج تفاعؿ سمسمة البممره في انابيب حيث الكورية وحسب تعميمات الشركة  Bioneerقبؿ شركة الػ 

المجيزه مع العده والحاويو عمى مكونات تفاعؿ سمسمة البممره وضيفت المكونات الاخرى لمزيج تفاعؿ  PCRالػ 
 :ادناهوحسب تعميمات الشركة كما في 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 Accession
NO. 

Product 
size Sequence Primer 

542332.1AY 236bp 
TCGTCAGACTTGGTTTGCTG F 

ITS1 
GGTGCGTTCAAAGATTCGAT R 

212711.1KC 323bp 
TCGGATCTCAAGACGTGAAG F 

Oly 
CGATCATCCACTTGGTGTTG R 

Volume PCR master mix 

5µL DNA template 

1.5µL F. primer 
Primers 

1.55µL R. primer 

12µL PCR water 

22µL Total 
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 (PCR)بطريقة تفاعل السمسمة المتبممر الفطرتشخيص 
 fungal genomic DNA extraction   الفطري  استخلاص الحامض النووي -أ

باستعماؿ عدة خاصة ليذا الغرض ىي عدة  لمفطر المحاري DNAتـ استخلاص الحامض النووي 
 -وباتباع الخطوات التالية )حسب تعميمات الشركة المصنعة(: Bioneer Kitالبايونير

عزلو لمفطر  ،،واختيرت   PDBتـ تنشيط عزلات الفطر المختبرة عمى الاوساط الزرعية السائمو  -،
 المحاري التي جمبت مف اماكف مختمفو .

قة وعوممت بالنتروجيف ـ في انبوبة اختبار دقيغمم 22،-22،جمعت الخيوط الفطرية والسبورات بوزف  -0
 السائؿ وسحقت بوساطة مطرقة خاصة.

 Proteinaseمايكروليتر مف  02و Universal Digestion Bufferمايكروليتر مف  82،اضيؼ  -0
K  دقيقة. 22-02ـ لمدة 2،الى كؿ انبوبة ومزجت باستخداـ المازج وحضنت بدرجة حرارة 
ومزج بالتقميب وحضنت بدرجة حرارة  Universal Buffer PFمايكروليتر مف  22،اضيؼ للانابيب  -4

 دقائؽ. ،تحت الصفر لمدة  02
 ،.،دورة/دقيقة بدرجة حرارة الغرفة ونقؿ الطافي الى انبوبة جديدة سعة  0222،نبذ المزيج بسرعة  -،

 مؿ.
 ومزج بالمازج. Universal Buffer BDمايكروليتر 022اضيؼ لممزيج  -2
 ومزج بالمازج.مايكروليتر مف الكحوؿ المطمؽ  022اضيؼ  -7
دورة/دقيقة ثـ تـ التخمص مف  0222،ونبذ بسرعة  EZ-،2 tubeالى  7نقؿ المزيج مف الخطوة  -8

 المزيج ونقؿ انبوب الترشيح الحاوي عمى الحامض النووي الى انبوبة اختبار أخرى.
 0222،الى الانبوبة ونبذت بسرعة  Universal PW Solutionمايكروليتر مف   22،اضيؼ  -9

 قة لمدة دقيقة واحدة ونقؿ انبوب الترشيح الى انبوبة جمع جديدة.دورة/دقي
 0222،الى الانبوبة الجديدة ونبذ بسرعة  Universal Wash Solutionمايكروليتر مف  22،اضيؼ  -2،

دورة/دقيقة لمدة دقيقة واحدة ونقؿ انبوب الترشيح الى انبوبة جمع جديدة ونبذت مرة اخرى السرعة نفسيا لمدة 
 مؿ. ،.،ونقؿ الاخير الى انبوبة جديدة سعة  EZ-،2 Tubeدقيقتيف لتجفيؼ غشاء الػ 

وحضف بدرجة  EZ-،2 Tubeمباشرة الى مركز غشاء الػ TE Bufferمايكروليتر مف  22،-2،اضيؼ  -،،
 دورة/دقيقة لمدة دقيقة لتركيز الحامض النووي. 0222،حرارة الغرفة لمدة دقيقة واحدة بعدىا نبذ بسرعة 

في  DNA:وىو عباره عف جياز يستخدـ لتشخيص كميو   Nanodropاستخدـ جياز النانودروب  -0،
ة قميمو مف كؿ عزلو في الجياز ومف ثـ تقرأ الشاشو الالكترونيو التي تبيف الانابيب المختبريو وذلؾ بوضع كمي

 :( ،)كميو الدنا الموجود في كؿ عزلو .وحسب الجدوؿ 
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 في عزلات الفطر المحاري مقاسة بجهاز النانودروب  DNA L/ng(  كمية الـ 1جدول)
 

 
 العينو

 
 L/ngالكميو 

1 39.9 
2 37.7 
3 22.3 
4 41.2 
5 44.2 
6 22.6 
7 23.7 
8 24.9 
9 28.4 
12 69.2 
11 28.2 
12 36.7 
13 32.2 
14 24.2 
15 15.2 

 
 Amplification DNAمضاعفة الحامض النووي المستخمص  -ب

مف  µl،باضافة  PCR الخاص بتفاعؿ الػ  AccuPower ® TLA PCR PreMix tubeتـ تحضير 
 AccuPower® TLAالى كؿ  4µl (0µl forward and 0µ reverse)الحامض النووي المستخمص و

PCR PreMix tube  02 وتـ اكماؿ الحجـ الىµl باضافة الماء المقطر ثـ مزجت المكونات جيدا باستعماؿ
 (0وكما في الجدوؿ ) . Vortexالمازج 
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 الدورات الحراريه المستخدمه في ظروف تفاعل السمسمه المتبممر( 2جدول )
 

 : Gel electrophoresisالترحيل الكهربائي الهلام  -ج
% وذلؾ قراءة نتيجة تفاعؿ سمسمة البممره ،.،تـ اجراء الترحيؿ الكيربائي باستخداـ  ىلاـ الاكروز بنسبة  

PCR product analysis   وحسب طريقةTownsend ( كما يأتي:،022وجماعتة ) 
 الدارئ TBE bufferمؿ مف محموؿ الػػػػ  22،في  Agarose gelجـ مت ىلاـ الاكروز  ،.،تـ اذابة  -،

 دقيقة. ،،لمدة  Magnetic hot plate stirrerوباستخداـ الصفيحة الحرارية اليزازة الممغنطة  X،بتركيز 
 Ethidium bromideمض النووي المشعة اـ وبعدىا تـ إضافة صبغة الح2،ترؾ اليلاـ ليبرد بدرجة حرارة  -0

 ومزجت جيدا مع اليلاـ.
لتحديد اماكف عينات البي سي  Combالحاوي عمى المشط  Trayتـ صب ىلاـ الاكروز في قالب الترحيؿ  -0

 دقيقة ومف ثـ ازيؿ المشط مف اليلاـ بعناية. ،،ار, وبعدىا ترؾ اليلاـ ليتصمب في درجة حرارة الغرفة لمدة 
  Parafilm paperعمى ورؽ البارافمـ  Loading dyeتـ عممية تحميؿ العينات باستخداـ صبغة التحميؿ  -4

ووضعت في  PCR productحجـ مف صبغة التحميؿ لكؿ اربعة حجوـ مف ناتج البي سي ار ،وذلؾ باضافة 
 حفر اليلاـ.

( ووضع 040bpلقياس ناتج البي سي ار الذي يتكوف مف ) DNA ladder 22،تـ استخداـ سمـ القياس  -،
 في الحفره الاولى.

وغمؽ  X،الدارئ بتركيز  TBE Bufferبعد اكتماؿ عممية التحميؿ تـ جمر ىلاـ الاكروز باستخداـ محموؿ  -2
 لمدة ساعة واحده. 82فولت وامبير 22،غطاء الترحيؿ وبعدىا تـ تشغيؿ جياز الترحيؿ باستخداـ تيار 

بعد انتياء عممية الترحيؿ تـ فحص اليلاـ الحاوي عمى ناتج البي سي ار باستخداـ مصدر الاشعة فوؽ  -7
 لتحديد ناتج مع وحدة القياس. U.V light sourceالبنفسجية 

 
 

 البادءات

 الظروؼ المستخدمة في جياز الدورات الحرارية

 المسخ الأولي
 )دورة واحدة(

الاستطالة  02)دورة(
 النيائية

 الاستطالة التثبيت المسخ )دورة واحدة(

ITS  9 دقيقة 94/0  ـ، /  ثانية 02 ـ
 ،.، ـ / 7،

 دقيقة
70/  دقيقة 8 ـ  / 70 دقيقة، ـ

AA  9 دقيقة،0/9  ـ، /  ثانية 02 ـ
 02/  7، ـ 

 ثانية
  70 /42 ـ 

 ثانية
 دقيقة ، ـ  / 70

PDMT 
 المصمـ

/ ،9 دقيقة،0/9  ـ   ثانية 02 ـ
 02/  7، ـ 

 ثانية
  70 /42 ـ 

 ثانية
 دقيقة ، ـ  / 70
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 النتائج والمناقشة :

 PDA: زراعة الفطر المحاري عمى وسط الـ 1

( 7-4ينمو بشكؿ جيد وبوقت قصير يصؿ مف ) PDAوسط الػمف الملاحظ انو عند زراعة الفطر المحاري عمى 
اياـ اذ يكتمؿ نمو الفطر نلاحظ تكوف الغزؿ الفطري الكثيؼ في الاطباؽ بمجرد اكتماؿ النمو وذلؾ لاف وسط 

 الىالبطاطا ديكستروز اكار يوفر بيئو غذائيو مناسبة لنمو الفطر مف عناصر الكاربوف والييدروجيف بالاضافو 
لوحظ انو عند زياده  كماالسكريو الموجوده في الوسط تساعد عمى تسريع النمو وكثافة الغزؿ الفطري  اف الماده

( و)عبداليادي  0228كوف رؤوس الاجساـ الثمرية وىذا يتفؽ مع ماجاء بو ) جبر واخروف ، تمده الحضف ت
 .راتيو سكريو ( المذاف فسرا سرعة نمو الفطر في الاوساط الحاويو عمى ماده كاربوىيد 02،0:

 اختبار كفاءة الراشح الانزيمي عمى معدل اقطار النمو الشعاعي لمفطريات الممرضية لمنبات:2

(% مػف الراشػح الانزيمػي لمفطػر المحػاري عمػى ،2،0،،22،( كفػاءة اسػتخداـ التراكيػز )0مف الجػدوؿ )يتضح   
بعػػػض فطريػػػات التربػػػة المرضػػػية المنتخبػػػة المتواجػػػدة فػػػي التربػػػة والتػػػي تسػػػبب عػػػدة امػػػراض لمنباتػػػات ، اذ سػػػجمت 

طػػػر النمػػػو معاممػػػة السػػػيطره لمفطريػػػات والتػػػي كػػػاف ق % راشػػػح انزيمػػػي فروقػػػات معنويػػػو بػػػيف ،0المعاممػػػة بتركيػػػز 
وكانػػت  سػػـ Fusarium solani  :0.90و  سػػـ Aspergillus niger  :،.47الفطػػر سػػـ  9الشػػعاعي فييػػا 
بعػػػدـ وجػػػود اي نمػػػو فطػػػري شػػػعاعي لمفطػػػر ، امػػػا الفطػػػر  سػػػـ  Stymphyllium sp.:2.22النتػػػائج لمفطػػػر 

Aspergillus flavus :2.84 ف رغػػـ ذلػػؾ لػػوحظ اف وقػػد كػػاف مػػف الفطريػػات المقاومػػة لمراشػػح الانزيمػػي لكػػ سػػـ
فموحظ اف ىنػاؾ تثبػيط فػي الاطبػاؽ .  سـPencillium sp. :0.40ىناؾ تثبيط في الاطباؽ اما في حالة الفطر 

% فموحظ اف ىناؾ فروقا معنوية بيف الفطريات في عممية التثبيط لمفطػر وتأثيرىػا 2،اما في حالة استخداـ تركيز 
والفطػػػػر  سػػػػـ Aspergillus niger  :2.22كالتػػػػالي الفطػػػػر عمػػػػى النمػػػػو الشػػػػعاعي اذ كانػػػػت عمميػػػػة التثبػػػػيط 

Fusarium solani  :0.90 اما في حالة الفطر  سـStymphyllium sp.:2.22 والفطر  سـAspergillus 
flavus :2.80 والفطػػر  سػػـPencillium sp. :0.2، 22،امػػا عنػػد اسػػتعماؿ تركيػػز الراشػػح الانزيمػػي  سػػـ %

اي عػدـ وجػود  سػـ Aspergillus niger  :2.22فػنلاحظ  وجػود فروقػات معنويػة بػيف الفطريػات اذ كػاف الفطػر 
 Stymphyllium sp.:2.22والفطػر  سػـ ،Fusarium solani  :،.9اي نمػو فػي الاطبػاؽ ، امػا فػي الفطػر 

المفػػرز لمسػػموـ ايضػػاً اظيػػر مقاومػػة ولػػو قميمػػو الا انػػو نوعػػاً  سػػـ Aspergillus flavus :4.88امػػا الفطػػر  سػػـ
. وجميع تمؾ النتائج التي سجمت ضػمف التجربػة  سـ،Penicillium sp. :،.9ماثبط بالتركيز المستعمؿ والفطر 

عمػػى اف الراشػػح الانزيمػػي  تؤكػػد( التػػي Stamets:،990  ،Buchalo Koch & :0220مػػع ماوجػػده ) تتفػػؽ
لمفطػػر المحػػاري يحتػػوي عمػػى مركبػػات فعالػػة ومستخمصػػات انزيميػػة ليػػا الػػدور الفعػػاؿ الػػذي مػػف الممكػػف اف يحػػدث 
التأثير الوظيفي عمى الغزوؿ الفطرية لمفطريات المرضية وىذا مايعطيو الاىمية الطبيػة ، ايضػا ممكػف تفسػير تمػؾ 

( 0220وجماعتػػو : Stamets :022،  ،Chase،  0222عتػػو :وجما Wood النتػػائج فػػي ضػػوء ماجػػاء بػػو )
 .في كوف الفطر المحاري يتميز بأحتوائو عمى مواد مضاده لمميكروبات والفطريات
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عمـى معـدل النمـو الشـعاعي لمفطريـات لمفطر المحاري  ي(: تأثير التراكيز المختمفة من الراشح الإنزيم3جدول )
 المرضية.

 الفطر الممرض

 الشعاعي لمفطريات )سم(معدل النمو 

 %تراكيز الراشح الإنزيمي

2.22 % 
Con. 

25% 52% 122% 

Aspergillus niger 9 1.47 2.22 2.22 

Fusarium solani 9 2.93 2.93 1.95 

Stymphllium sp. 9 2.22 2.22 2.22 

Aspergillus flavus 9 6.84 6.84 4.88 

Penicillium sp. 9 3.42 2.25 1.95 

LSD 2.25 2.29 2.12 2.11 2.28 

 

 كم رقى ًٌخم يعدل حلالاث يكرراث *
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 Diagnosis by PCRالتشخيص باستخدام تفاعل السمسمة المتبممر: 3
 

بٱستعماؿ العدة المستعممة ليذا  Pleurotus ostreatusالفطر لعزلات   DNAأظيرت نتائج استخلاص الػ
%( والكشؼ عنو بأستعماؿ صبغة الأثيديوـ برومايد وفحصو  ،.،كيربائياً في ىلاـ الأكاروز)الغرض وترحيمو 

 احتواء جميع العزلات عمى حزمة واحدة ومفردة  لمػ  UV Ultra violate)تحت الأشعة فوؽ البنفسجية )
DNA حزـ الػ اف و المستخمص فقد كانت النتائج موجبو لجميع العينات التي رحمت عمى ىلاـ الاكاروزDNA  

 الفطر( .تـ تشخيص ،، وكما مبيف في الشكؿ )كانت موجودة في العينات واف لـ تكف واضحو بقدرىا الكافي 
Pleurotus ostreatus وتن كوا هبين سابقا  الوفاتيح التصنيفية  والوتوثلة باستخدام  بوساطة الطرائؽ الروتينية

لمصعوبات التي يواجييا الباحثوف في و والتي كانت مف اماكف مختمفو عينه هن الفطر الوحاري 51اختيار 
تشخيص بعض الفطريات المستخدمو كغذاء وخصوصا الفطريات البازيديو والتي تحتاج الى خبره لمعرفو ماىو 
ساـ منيا وماىو صالح للاكؿ والتي تحتاج الى اوساط خاصة لتنميتيا والتي تحوي ماده السيميموز والمكنيف أي 
مف الصعب تنميتيا عمى الاوساط الزرعية الصناعية لذلؾ يمكف تشخيصيا بالاعتماد عمى الحامض النووي 

 .PCRبتقنية الػ 
 ( في الفطرInternal Transcripted Spacer region) ،ITSاذ تـ في ىذه الدراسة استخداـ بادئات 

Pleurotus ostreatus 0222حيث بمغ حجـ ناتج التضخيـ ليذه المنطقة ىوbp  كما موضح في الشكؿ
 (0220واخروف : Moue (،)0224: واخروف  James( وىذه النتيجة تتفؽ مع  )،)

 

 
( 111%( وفىنتٍت )1.1بانترحٍم انكهربائً عهى هلاو الأكاروز )  DNA( : َىاتذ استخلاص انـ1انشكم )

 . Genomic  DNA Mini Kitباستعًال انعدة انزاهسة   Pleurotus ostreatus انفطر ونًدة ساعت نعسلاث

 M =DNA Ladder (111-0111bp)   ,  SA  =Pleurotus ostreatus  ,bp  =base pairحٍج أٌ  

 ( ITS1 gene PCR of of Pleurotus ostreatusزود قاعدي . )
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 :انتحري عٍ رٍٍ انًقاويه فً انفطر انًحاري  :4

 

حيث بمغ حجـ ناتج التضخيـ  لمحامض   AAلمتحري عف جيف المقاومة في الفطر المحاري استخدـ البادئ 
ليذا الفطر لعدـ توفر  PDMTفقد تـ تصميـ بادئ ، ( 0كما مبينة في الشكؿ ) bp 020النووي المضاعؼ مع 

(  0كما مبينة في الشكؿ )  bp 0222البادئات اللازمة للاعتماد عمييا في التشخيص اذ بمغ حجـ ناتج التضخيـ 
، 2، 4،  0، ،. اذ مف الملاحظ انيا اظيرت نتيجو موجبة لمعزلات )(Primer0 Plus)حسب برنامج التصميـ 

الخاص بمقاومة الفطر والذي   Osterolysin( دلالة عمى تواجد الجيف ،،،  4،، 0،، 0،، ،،، 2،، 9
ممرضو وبعض الكائنات المجيريو . وكانت النتيجة سالبو يمنح الفطر المحاري صفة مقاومتو لمفطريات ال

قد كانت  DNAاف خيوط الػ  الى( اي لـ يظير فييا تعبير لجيف المقاومو وقد يعمؿ ذلؾ 8، 7،  ،،  0لمعزلات )
وىذه النتيجة تتفؽ  ضعيفو ولـ تكف بالقدر الكافي لبياف جيف المقاومو ووضوحو تحت الاشعة فوؽ البنفسجيو .

 .(0220واخروف : Marek ( ،):0222واخروف  Paterson )مع

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Pleurotus نهفطر  Oly- gene of Pleurotus ostreatus  ( : َىاتذ تضخٍى انز0ٍٍانشكم )

ostreatus  تقٍُت  عًالبأست ونًدة ساعت  (111)( وفىنتٍت 51.1هلاو الأكاروز )  وانًرحهت كهربائٍاً عهى

 M  =DNA Ladder marker  (111-0111 bp)   ,  SA = Pleurotus. حٍج أٌ  PCR ـان

ostreatus   ٍٍرًٍع انعسلاث أظهرث َتٍزت يىربت نز ,Oly-gene   انًسؤول عٍ انًقاويت فً انفطر.. 
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 :  المصادر

  تػػأثير اضػػافة  (.0222)ابػػراىيـ ، ضػػياء خميػػؿ و سػػنبؿ جاسػػـ حمػػودي ومحمػػد احمػػد شػػويؿ المشػػيداني
الى عميقو ذكور فروج المحـ في بعض الصفات والفسمجية  Pleurotus ostreatus   الفطر المحاري 

 .. البحػػث مسػػتؿ مػػف رسػػالة ماجسػػتير..جامعػػة بغػػداد -كميػػة الزراعػػة -قسػػـ الثػػروة الحيوانيػػووالانتاجيػػو. 
 .  09 -02( : ص 0)9،مجمة العموـ الزراعية العراقية 

  كفػاءة كسػبة فػوؿ الصػويا  (.0228)جبر كامؿ سمماف ، مصػطفى رشػيد القيسػي ومحمػد قاسػـ الجبػوري
وكموريػػد الكالسػػيوـ فػػي الانتاجيػػو والقابميػػة الخزنيػػو لمفطػػر الزراعػػي الابػػيض . البحػػث مسػػتؿ مػػف رسػػالة 

اقيػػػػػػة جامعػػػػػػة بغػػػػػػداد مجمػػػػػػة العمػػػػػػوـ الزراعيػػػػػػة العر  –كميػػػػػػة الزراعػػػػػػة  –ماجسػػػػػػتير .قسػػػػػػـ وقايػػػػػػة النبػػػػػػات 
.09(،:)02-42 . 

 تػػأثير اضػػافة خميػػرة الخبػػز لنػػوعيف مػػف (. 02،0) سػػعد، سػػماح ونضػػاؿ صػػوفاف وفػػواز الحػػاجي عبػػود
وسػػػط الزراعػػػة فػػػي الانتػػػاج وتركيػػػز بعػػػض المركبػػػات الكيميائيػػػة لمفطػػػر المحػػػاري مجمػػػة العمػػػوـ الزراعيػػػة 

 . 420- 097(:0)44 –العراقية 
  اسػػػتخداـ دبػػػس التمػػػر فػػػي تحسػػػيف الانتػػػاج والقابميػػػة الخزنيػػػو (02،0)عبػػػداليادي ،عبػػػد الالػػػو مخمػػػؼ.

 . 87-72(:،)40والاىميو الطبية لمفطر المحاري .مجمة العموـ الزراعية العراقية.
  تػػأثير وسػػط الحمفػػا ونػػوع المػػدعـ عمػػى (02،2)عبػػداليادي ،عبدالالػػو مخمػػؼ وخالػػد ابػػراىيـ مصػػطاؼ.

مسػتؿ مػف رسػالة ماجسػتير  Pleurotus ostreatusمحػاري الكفػاءة الحيويػة والقابميػة الخزنيػة لمفطػر ال
 .،00-028(:،)0.مجمة ديالى لمعموـ الزراعية .
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Molecular Diagnosis of oyster mushroom Pleurotus ostreatus and 

screening for resistance gene of plant pathogenic fungi 
Osterolysin 

A. M. Dr. Samir Abdul Amir Saadoun                   Sulaf Hamid Timosz 
College of Science / University of Qadisiyah 

Summary:  

The experiment in the laboratory of research in the College of Veterinary Medicine 
/AL- Qadisiya University of identify the innate agricultural White (mushroom oyster 
Pleurotus ostreatus) in terms of molecular using the technique of the interaction of 
the chain monomer PCR, which was obtained Sporadtha from different places, it has 
included the results of multiplying the vaccine is innate to the center of the PDA it 
then took him filaments were grown on the center of the brain and brain infusion BHI 
so as to facilitate access to the DNA. The results showed that as the oyster 
mushrooms grow well on the center of the potato dextrose Acar during the period 4-
7 days at a temperature of 02 M  and prolong the period when cuddling to ،2 days ە
for the appearance of buds was observed as the beginning of fruiting bodies. Then 
move disks from spinning mildew fungus shellfish to the center of infusion brain and 
the brain fluid of ،، samples for the purpose of preparing for the diagnosis. 
Observed through the application of the technique polymerization and doubling of 
DNA and then note the quantity of samples in Nanodrop contain all the samples 
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contain all isolates on a single package and single of DNA extracted was the results 
were positive for all the samples left on the gel Alakaros but there is a lack of clarity 
of some of the samples, but the packages of DNA were present in the samples that 
were not clear exaggerated enough, either in the case of amplification of genes 
mushrooms to investigate the gene responsible for resistance mushroom oyster-
fungal plant pathogens the volume of output of nucleic acid amplification multiplier 
with bp 020 and all samples contain a gene responsible for a recipe Osterolysin 
resistance in the oyster mushrooms. 


