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منتجة  Aureobasidium pullulansالتشخیص الجزیئي لعدة عزلات محلیة من الفطر 
  للسكر المتعدد البولیولان

  
  3فوز عبدالسلام خلیل* و 2أسوان حمد الله العانيو  1شمال یونس عبدالھادي

/ جامعة  كلیة الزراعة/ قسم علوم الأغذیة2/ قسم علوم الحیاة / جامعة الموصل و  كلیة التربیة للعلوم الصرفة 3و1
 العراق./  بغداد

aswanbayar@yahoo.com*Corresponding author:  
  

  الخلاصة

من سطح أوراق سلیمة للاشجار ( التفاح والعرموط  Aureobasidiumعزلات محلیة من جنس  7تم عزل       

والخوخ) شخصت العزلات باستخدام الصفات المظھری ة والزرعی ة ، أظھ رت جمی ع الع زلات والت ي رم ز لھ ا ( 

AP1 وAP2  وAP3  وAP4 وAP5  وAP6 وAP7  تعددی    ة الأش    كال ف    ي المس    تعمرات وإنت    اج ص    بغة (

. A. pullulansالبولیولان ف ي م زارع ال دوارق المھ زوزة وھ ذا م ا یؤك د أنھ ا تع ود ال ى الن وع المیلانین وإنتاج 

بینت نتائج التش خیص الجزیئ ي عن د الترحی ل الكھرب ائي عل ى ھ لام الاك اروز للح امض الن ووي المس تخلص م ن 

ة إنفص ال حزم ة واح دة العزلات المحلیة بعد تضخیمھ بتقنیة تفاعل البلمرة المتسلسل وباستعمال بادئات متخصص

زوج  قاعدي . كما اعطى تتابع القواعد النتروجینیة  لجمیع العزلات نسبة تطابق  600لكل عزلة وبوزن جزیئي  

  ) % مع تتابع القواعد النتروجینیة للعزلات المودعة في بنك الجینات . 100 – 99(

Molecular identification of some local isolates of Aureobasidium 
pullulans produces polysaccharide the pullulan 

 
Shimal Y. Abdul-hadi1, Aswan H. Al-Bayyar2* and Fawz A. Al-Saffar3       

1,3Faculty of Education for Pure Science, University of Mosul and 2College of 
Agriculture, University of Baghdad, Iraq.. 

*Corresponding author: aswanbayar@yahoo.com 
 

Abstract 
     Seven local isolates of Aureobasidium was isolated from leaf surface of Apple, 
Pear and Peach trees, the isolates were identified by using morphological and cultural 
characterizations, all the isolates which code with (AP1, AP2, AP3, AP4, AP5, AP6, 
AP7) showed colony polymorphism and melanin dye production and pollulan 
production in shaking flasks culture, this assure that they were belong to A. pullulans. 
Molecular identification results showed that there was one band for each isolate with 
600 base pair when using electrophoresis on agarose gel for DNA after amplifying by 
PCR technique with specialized primers. The sequence of nitrogen bases for all the 
isolates gave consistency portion of (99-100%) according to gene bank isolate. 

 
  المقدمة 

رمی ة الت ي تع ود ال ى ص نف الفطری ات الكیس یة م ن الفطری ات ال Aureobasidium pullulansیعد الفط ر      

) . عرف سابقا باس م  3و2و1وھو احد اھم الفطریات المنتجة للسكریات المتعدد المھمة صناعیاً وھو البولیولان ( 

Pullularia pullulans  من قبل العالمDeBary  وتمكن  5و4(   1866عام . (Bauer  من إنتاج   1938عام

  ) . Pullulan  )6السكر المتعدد من الفطر وعزلھ ودراسة خواصھ واطلق علیھ 
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یتواجد على سطح اوراق النباتات المختلفة وینمو على سقوف المنازل الرطبة وتبدو أثاره من الصبغة السوداء     

 7یسي في تلیین موضع الصابة ( ( المیلانین ) التي تظھر على سقوف المنازل والأنسجة النباتیة وھي السبب الرئ

) كما یمكن عزلھ من بقایا الأخشاب والصخور والتربة والزجاج وف ي المن اطق المداری ة والأس توائیة المتطرف ة (  

والتي تظھر فوق سطح الاوس اط الغذائی ة  Polymorphic). یظھر الفطر اشكال مختلفة خلال دورة حیاتھ  9و 8

  ). 10ة وخلایا مفردة شبیھة بالخمیرة كما یكون سبورات كلامیدیة (الصلبة حیث یتكون من خیوط فطری

ینتج الفطر سكر البولیولان وھو سكر متعدد خطي خارج خلوي لھ القابلی ة عل ى ال ذوبان ف ي الم اء یتك ون م ن     

والت  ي تتك  ون م  ن وح  دات  α-1-6وح  دات متك  ررة م  ن الم  التوترایوز مرتبط  ة بواس  طة الاص  رة الكلایكوس  یدیة 

وھ ذا التعاق ب المن تظم ف ي الاواص ر یعط ي الثباتی ة ف ي  α-1-4نویة من الكلوكوز مرتبطة مع بعضھا بالاص رة ثا

) . وفي السنوات الأخیرة أزداد الأھتمام بالس كریات المتع ددة المیكروبی ة  12و 11التركیب وقابلیة ذوبان عالیة ( 

) . یستخدم البولیولان بش كل كبی ر ف ي الص ناعات  13لما لھا من خصائص مفیدة وتطبیقات في مجالات مختلفة ( 

الغذائیة كمادة مغلفة وحافظة كما یس تخدم بش كل واس ع ف ي المج الات الطبی ة ف ي تص نیع الادوی ة والتئ ام الج روح 

ویستخدم بدیل عن الكولسترول والاحم اض الدھنی ة ف ي الغ ذاء ، كم ا یس تخدم ف ي ص ناعة ال ورق ومستحض رات 

) . م ن ھن ا ج اءت ھ ذه الدراس ة م ن اج ل الحص ول عل ى ع زلات  15و  14ای ة بالبش رة ( التجمیل ومنتجات العن

كش فرة تشخیص یة معتم دة دولی اً  ITSمحلیة من الفطر وتأكید تشخیصھا على المستوى الجزیئي باس تعمال منطق ة 

ة الھ دف بعد استخلاص الحمض النووي للعزلات وتضخیم منطق Universal primerوباستخدام بادئات عالمیة 

  باستخدام تقنیة تفاعل البلمرة المتسلسل، وأختبار كفاءتھا في إنتاج السكر المتعدد البولیولان .

  المواد وطرق العمل

جمع ت أوراق نباتی ة س لیمة م ن أش جار ( التف اح والعرم وط والخ وخ) م ن منطق ة : جمع وع زل الع زلات المحلی ة

س م ووض عت القط ع ف ي دوارق 0.5 قط ع ص غیرة بح دود  الغابات في مدینة الموصل . قطعت كل على ح دة ال ى

م ل م ن نقی ع  0.5ای ام ، بع دھا أخ ذ  3مل من الماء المقطر وتركت في الحاضنة لم دة   25مخروطیة حاویة على 

مل من الوسط الملحي الادنى الذي یتكون م ن الم واد  50كل نوع من الاوراق الى دوارق مخروطیة تحتوي على 

غ    م ،  K2HPO4 2غ    م،  NaCL 0.5غ    م ،  2HPO4 1(NH4)م    ن الم    اء المقط    ر ) : التالی    ة ( غ    م/ لت    ر 

MgSO4.7H2O 0.05  ، غ     مFeSO4 0.01  ، غ     مMnSO4 0.01  ملغ     م  10غ     م و  10غ     م ، س     كروز

م  ل  250) . وزع الوس  ط ف  ي دوارق مخروطی  ة س  عة  16(  4. ض  بط الاس الھی  دروجیني عن  د   كلورومفینك  ول

دورة / دقیقة ) لم دة ی ومین ، بع د  150دورق حضنت الدوارق في الحاضنة الھزازة بمعدل رج (  \مل  50بواقع 

ق الغن ي بالخلای ا ونش ر مایكرولیتر من الج زء العل وي الرائ  20دقیقة ثم اخذ  20ذلك تركت الدوارق لتستقر لمدة 

% اك ار . حض  نت الاطب  اق ف ي الحاض  نة عن  د درج  ة 2ف ي اطب  اق بت  ري تحت وي نف  س الوس  ط اع لاه بع  د اض  افة 

 .Aایام . بعد ذلك عزلت المستعمرات النامیة ونقیت وأختیرت المستعمرات النقیة من الفطر  4م لمدة ° 27حرارة 

pullulans   إنتاجھا للسكر المتعدد البولیولان . حفظت الفطریات المنقاة ف ي ذات اللون الاسود لغرض التأكد من

  م وتم تجدید المزارع كل اسبوعین . ° 4مزارع مائلة على وسط مستخلص البطاطا والسكروز عند درجة حرارة 

) كوسط لتحض یر لق اح الفط ر ولإنت اج  17استخدم الوسط القیاسي (  الزرعیة :وسط إنتاج البولیولان والظروف 

  K2HPO4 ،1 NaCL  ،0.5  5س   كروز ،   50ر البولی   ولان یتك   ون الوس   ط مم   ا ی   اتي غ   م / لت   ر : س   ك

MgSO4.7H2O  حضر لقاح الفطر بأخ ذ ج زء  6.5مستخلص الخمیرة . ضبط الاس الھیدروجیني عند  2.5و .
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م ل م ن الوس ط  50بعمر اسبوع الى دورق مخروطي ح او عل ى  PDSمن المستعمرة الفطریة النامیة على وسط 

دورة /  150م وبمع دل رج °27ایام ف ي الحاض نة الھ زازة عن د درج ة ح رارة  5القیاسي ، حضنت الدوارق لمدة 

م ل / دورق ، عقم  ت  50دقیق ة . لتحدی د إنتاجی ة البولی ولان حض  ر الوس ط القیاس ي كم ا ف  ي اع لاه ووزع بمق دار 

دقیق ة . بع د التعق یم ترك ت ال دوارق  20س یلیزیة لم دة  121عن د درج ة ح رارة  3كغم /س م  1غط الدوارق عند ض

  ایام .  5% حضنت الدوارق في الحاضنة الھزازة لمد 2لتبرد ولقحت بلفاح الفطر 

 تقدیر الكتلة الحیویة : بعد انتھاء فت رة التحض ین س حبت ال دوارق م ن الحاض نة وت م قی اس الاس طرائق التحلیل :

دقیق ة بع د  30دقیق ة لم دة  \دورة  9000الھیدروجیني النھائي لك ل دورق بع دھا اجری ت عملی ة نب ذ مرك زي عن د 

الترسیب ترك الرائق جانبا ، جمعت خلایا الفطر في اطباق زجاجیة معلوم ة ال وزن ووض عت ف ي ف رن كھرب ائي 

ان حساس وقیست الكتلة الحیویة بفارق ساعة ، وزنت الاطباق مع الخلایا بمیز 24م لمدة ° 60عند درجة حرارة 

  الوزنین .

 20مل من رائق المزرعة الخالي من خلایا الفطر واضیف إلیھ حجمان اي  10أخذ  عزل وتقدیر السكر المتعدد :

 \دورة  9000مل من الاسیتون وحرك المزیج بقوة لترسیب السكر المتعدد ، أجریت عملیة النبذ المركزي بمع دل 

دق ائق . فص ل الرائ ق وجم ع الس كر المتع دد ف ي أطب اق زجاجی ة معلوم ة ال وزن وجفف ت ف ي ف رن  10دقیقة لمدة 

  ساعة ، حسب السكر المتعدد بفارق الوزنین .  24م لمدة ° 60كھربائي عند درجة حرارة 

أس  تخلاص الحم  ض الن  ووي : اس  تخلص الحم  ض الن  ووي م  ن خلای  ا  التش  خیص الجزیئ  ي للع  زلات الفطری  ة :

وأعتم  ادا عل  ى تعلیم  ات الش  كرة  Bioneerطری  ة باس  تعمال ع  دة الأس  تخلاص المجھ  زة م  ن ش  ركة  الع  زلات الف

وأنابیب  Filter columnالمصنعة والتي تضمنت مجموعة من المحالیل فضلا عن  اعمدة تنقیة الحمض النووي 

  .  Collection tubeالجمع 

 40 وال ذي تك ون م ن ( 1xبق وة  TBEحل ول )% ف ي م1.4حضر ھ لام الاك اروز بتركی ز (الترحیل الكھربائي: 

حت ى الغلی ان  Microwave) باس تخدام EDTAمولر 1ملي مولار حامض البوریك و  Tris ،20ملي مولار من

الخاص بجھاز الترحیل بعد تثبیت  Trayم، ثم صب الھلام في القالب )° 50-60ثم ترك لیبرد عند درجة حرارة (

مع تجن ب تك وین الفقاع ات . ت رك الھ لام لیتص لب بع دھا رف ع  (Wells)الخاص بتكوین الحفر  (Comb)المشط 

بحی ث یغم ر الھ لام داخ ل المحل ول .  TBEالمشط ووضع الھلام في حوض الترحیل الكھربائي ثم س كب محل ول 

م ایكرولیتر م ن محل ول ص بغة  (5-7)مع  gDNAمایكرولیتر من عینات الـ  (5)حضرت عینات الترحیل بمزج 

). رب ط 100bp DNA, Bioneerوحملت في حفر الھلام وك ذلك ال دلیل الحجم ي ( Loading Bufferالتحمیل 

فولت/س م بحی ث یك ون  (70). تم تشغیلھ بفرق جھد Electrophresisحوض الترحیل بجھاز الترحیل الكھربائي 

ة الھ لام. بع د اتجاه الترحیل من القطب السالب إلى القطب الموجب وترك الى حین وص ول العین ات إل ى قب ل نھای 

) س  اعات رف  ع الھ  لام ووض  ع ف  ي ح  وض یحت  وي عل  ى ص  بغة 2.5-3انتھ  اء العملی  ة والت  ي تس  تغرق بح  دود (

دقیقة  بعدھا نقل الھلام إلى ح وض  (30)میكروغرام/مل) لمدة Ethidium Bromide ) 0.5الایثیدیوم بروماید 

جھ  از الأشعــــ  ـة ف  وق البنفسجیـــــــــــ  ـة  فی  ھ م  اء مقط  ر لإزال  ة الص  بغة الزائ  دة. ث  م فح  ص الھ  لام باستخ  ـدام

  ). DNA )18فــــــــــي غــــــرفة مظلمـــــــــــــــة لإظھــــــــار حزم الـ 

لتاكی د تش خیص  DNA :: Polymerase Chain Reaaction of DNAتفاع ل البلم رة المتسلس ل لـ ـ  

بع د استخلاص ھ وتنقیت ھ باس تخدام  DNAلسلس لة ال ـ  العزلات الفطریة على مستوى النوع، أجري تفاع ل البلم رة
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ذو التت                 ابع (   ITS5 (Forward)متخصص                 ة   (Primers)بادئ                 ات 

GGAAGTAAAGTCGTAACAAGG  و (ITS4(Revirse)  ) ذو التت                                                                      ابع

TCCTCCGCTTATTGATATGC  م  ایكرولیتر م  ن ال  ـ  (5)) . ت  م التفاعــــــ  ـل بأخ  ذDNA  وأض  یف

م ولاري (وال ذي یتك ون  (10)بتركی ز   PCR  Reaction Buffer (10x)ولیتر مـــــ ـنم ایكر (5) إلیــــــــ ـھ

 dNTP (dTTP , dATP , dCTP , dGTP)مایكرولیتر مــــن  (1)) مل مول) و 15بتركیز (  MgCL2من

 (5)و  TaqDNA Polymeraseم   ایكرولیتر مـــــــــ   ـن  (0.5)ملــــ   ـي مـــــ   ـول. و  (10)بتركیـــــــــ   ـز 

م ایكرولیتر م ن الم اء المقط ر المعق م. وضـــــ ـع م زیج  (28.5)و  ITS5و ITS4مایكرولیتر مـ ـن ك ل البادئ ات 

 ) .19مل (  (0.5)مایكرولیتر في أنبوبة ابندروق ذي حجم  (50)التفاعل الذي كان بحجم 

  
  وضع الأنابیب في جھاز المبلمر الحراري، وبرمج الجھاز ):1الجدول (

  عدد الدورات  الوقت  درجة الحرارة  المرحلة  التسلسل
  دورة واحدة  دقیقة 3  م° DNA 95المسخ الولي للــ   1
  35  دقیقة 1  م° DNA 94مسخ الــ   2

  دقیقة 1  م° 56  الالتحام  3  دورة
  ثانیة 45  م° 72  الاستطالة  4
  دورة واحدة  دقیقة 5  م° 72  الأستطالة النھائیة  5
  
 GEL/PCRباس تخدام الع دة  DNAبعد إجراء عملیة الترحیل الكھربائي، أج ري اس تخلاص لح زم الـ ـ   

Purification Kit) المجھ ز م ن ش ركة (Favor Gen  الكوری ة . أس تخدم مش رط معق م لقط ع ح زم ال ـDNA 

  ) .20وضعت الحزم في أنابیب ابندرف، وتمت عملیة الاستخلاص بحسب ما ورد ذكره بالمصدر (

ھیُئت العینات لمعرفة تسلسل القواعد النیتروجینة وذل ك بإض افة : DNAإیجاد تسلسل القواعد النیتروجینیة  للــ 

مایكرولیتر كما في الجدول  (12)وبحجم تفاعل نھائي  DNAإلى الـ PCR احد البادئات المستخدمة في تفاعل الـ 

لنیتروجینی  ة، وبع  د وص  ول النتیج  ة  أدخل  ت لمعرف  ة تسلس  ل القواع  د ا  Macrogenوأرس  لت ال  ى ش  ركة  (2)

التسلس     لات ف     ي الموق     ع الع     المي لمعلوم     ات التقنی     ات الأحیائی     ة ع     ن طری     ق ال     رابط الألكترون     ي  ( 

blast.cgi\http://blast.ncbi.nlm.nih.gov لس   ل الخ   اص بال   ـ ) لتص   نیف الع   زلات  بالاعتم   اد عل   ى التس

DNA  ) 21لكل عزلة وتحدید التسلسلات الموجودة ضمن بنك الجینات والمشابھھ للتسلسلات قید الدراسة ( .  

  
  مكونات تفاعل أیجاد تتابع القواعد النیتروجینیة: ) 2الجدول (

  الحجم بالمایكرولیتر  المكونات
  2  المستخلصة من ھلام الأكاروز DNAحزمة 

  1 الباديء الأمامي
  9  ماء

  
  النتائج والمناقشة

أجری   ت العدی   د م   ن الفحوص   ات المزرعی   ة والمورفولوجی   ة للع   زلات المحلی   ة  تش   خیص الع   زلات المحلی   ة :

لتشخیصھا على مستوى الجنس والنوع . وحري بالأشارة أن الع دد الفعل ي للع زلات الت ي ت م الحص ول علیھ ا م ن 

للع  زلات المس  تخدمة بكثی  ر ، إذ اس  تبعدت الع  زلات الت  ي لا تعط  ي مص  ادر الع  زل المختلف  ة یف  وق الع  دد الم  ذكور 

مستعمرات باللون الأسود والطبیعة اللزجة وھي صفة م ن الص فات الأساس یة الت ي یش ترط توافرھ ا ف ي الع زلات 
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ولأخت زال الوق ت ، ل ذلك أتخ ذت ھ ذه الص فة  Aureobasidiumالمنتجة للسكر المتعدد البولیولان التابعة لجنس 

 اساس  یا لأنتخ  اب الع  زلات من  ذ لحظ  ة الش  روع ب  العزل والتنقی  ة . واش  ارت المراح  ل الآول  ى م  ن الع  زل ع  املا

) ظھ  ور  1، ویوض  ح الش  كل (  Aureobasidiumوالتش  خیص عائدی  ة الع  زلات الت  ي ت  م عزلھ  ا إل  ى ج  نس 

مرتفعة عالیة اللزوجة مستعمرات جلدیة القوام تمیزت باللون الأسود نتیجة لأفرازھا صبغة المیلانین ذات سطوح 

. وبینت الفحوصات المجھریة أمتلاك العزلات خاصیة تعددیة الأشكال إذ ظھر فیھا الطور الخمیري وحید الخلی ة 

والطور الخیطي المتعدد الخلایا وطور السبورات الكلامیدیة . وعل ى ھ ذا الس اس شخص ت الع زلات المستحص ل 

) واس تخدمت 22ى المفاتیح التصنیفیة الواردة ف ي المرج ع العلم ي ( وأعتماداً عل  A. pullulansعلیھا على أنھا 

و  A.pullulans Ap3و  A.pullulans Ap2و  A.pullulans Ap1الرم   وز لتمییزھ   ا ع   ن بعض   ھا ( 

A.pullulans Ap4 و A.pullulans Ap5  وA.pullulans Ap6  وA.pullulans Ap7  .  

عزلات من السقوف والاوراق المصابة وأظھرت  7تمكن من عزل  ) عندما 23وتتفق ھذه النتائج مع ما ذكره ( 

عزل  ة م  ن ثم  ار التف  اح  77) عن  دما ت  م ع  زل وتش  خیص 24تعددی  ة الاش  كال . وتتف  ق ایض  ا م  ع م  ا توص  ل الی  ھ ( 

. وك ذلك تتف ق   A.pullulansوالعرموط المصابة وبینت نتائج الفحوصات الزرعیة والمجھریة أنھا تع ود للفط ر 

باس تخدام الأختب ارات الزرعی ة A.pullulans ) عندما تمكن م ن ع زل وتش خیص الفط ر 25إلیھ (  مع ما توصل

  والمورفولوجیة  .

  

  
   PDSبعمر خمسة ایام على وسط   A.pullulans) مستعمرة الفطر  1الشكل ( 

  
الفطری ة الت ي ت م تشخیص ھا م ن التجرب ة الس ابقة عل ى وس ط  نمی ت الع زلات إنتاج الس كر المتع دد البولی ولان :

) تب این الع زلات  المستحص ل علیھ ا ف ي إنت اج  3الأنتاج لمدة خمسة ای ام م ن التحض ین . ویلاح ظ م ن الج دول ( 

أذ بلغت كمیة الس كر المن تج  A.pullulans Ap3السكر المتعدد البولیولان تبایناَ واضحاَ مع تمیز العزلة المرقمة 

 A.pullulansو  A.pullulans Ap1لتر . وأعطت العزلات المشخصة مسبقا والتي رمز لھ ا  \) غم  21.95(

Ap2  وA.pullulans Ap6 ) 13.75) و (  15.82) و (    18.44انتاج  ا م  ن الس  كر المتع  دد البولی  ولان بل  غ  

لت  ر  \) غ  م  6.46) و ( 10.37) و ( 13.68لت  ر عل  ى الت  والي . وتراوح  ت كمی  ة الس  كر المن  تج م  ا ب  ین ( \)غ  م 
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على التوالي . أما الكتلة الحیویة  A.pullulans Ap7و   A.pullulans Ap5 و A.pullulans Ap4للعزلات 

فق د كان  ت متفاوت  ة أیض  ا ب  ین الع  زلات المختلف  ة وك ان نم  و الع  زلات عل  ى حس  اب إنتاجی  ة الس  كر المتع  دد ، إذ أن 

التي أعطت إنتاجیة عالیة من السكر أعطت كتلة حیوی ة قلیل ة والعك س ص حیح . أم ا الأس الھی دروجیني  العزلات

النھائي فقد أنخفض عن الاس الھیدروجیني الأولي ولجمیع العزلات ویمكن أن یعزى السبب الى تراكم العدید م ن 

ا الفطر . ویمكن أن یعود الأخ تلاف ف ي الحوامض العضویة نتیجة للعملیات الأیضیة المختلفة التي تحدث في خلای

قابلیة العزلات على إنتاج السكر المتعدد البولیولان إلى وجود تباین وراثي فیما بینھا . فم زارع الأحی اء المجھری ة 

وإن أنتم  ت إل  ى المجموع  ة ذاتھ  ا تتب  این وراثی  ا ف  ي خص  ائص نموھ  ا وف  ي فعالیاتھ  ا الأیض  یة ، ولا یعن  ى التب  این 

ورة الأختلاف في البناء الوراثي لا سیما بین العزلات التي تنتمي إلى الجنس والنوع ذاتھما ب ل ق د الوراثي بالضر

) أك د عل ى وج ود تغ ایر ف ي أنتاجی ة  27) . وی ذكر أن ( 26یكون نابعاً عن إس تجابة الع زلات للظ روف البیئی ة ( 

. كم ا ج اءت النت ائج مطابق ة لم ا توص ل  السكر المتعدد البولیولان باختلاف العزلات الفطریة والظروف الزرعیة

  ) والذي اشار إلى أختلاف إنتاجیة السكر المتعدد البولیولان بأختلاف العزلات وظروف النمو .  28إلیھ ( 

  
  ) إنتاج السكر المتعدد البولیولان من العزلات الفطریة المحلیة 3الجدول ( 

الكتلة الحیویة   العزلات
  لتر\غم

  الاس الھیدروجیني النھائي  لتر \البولیولان غم 

A.pullulans Ap1  9.72 18.44 5.29 
A.pullulans Ap2  7.52 15.82 5.33 
A.pullulans Ap3  11.70 21.95 5.46 
A.pullulans Ap4  16.44 13.68 4.85 
A.pullulans Ap5  15.36 10.37 5.50 
A.pullulans Ap6  10.27 13.75 5.17 
A.pullulans Ap7  18.45 6.46 4.28 

  
ب الطرائق التقلیدی ة عل ى وس ط  Aureobasidiumشخص ت الع زلات التابع ة لج نس  التشخیص الجزیئ ي:

) وتم التاكد م ن ص حة تشخیص ھا بتش خیص جزیئ ي لھ ذه الع زلات للاس تفادة  PDAبطاطا والسكروز والاكار ( 

ث أعتم دت بادئ ات عالمی ة من الطرائق التشخیصیة الحدیثة وذلك بتض خیم مواق ع مح ددة ف ي جین وم الع زلات حی 

كمؤشر تص نیفي وراث ي معتم د لدراس ة التباین ات الوراثی ة م ا ب ین الع زلات الفطری ة  ITSلتضخیم منطقة الھدف 

المختلفة في ھذه المنطقة . تمیزت نتائج استخدام البادئات بالنجاح والدقة العالی ة ف ي التش خیص الجزیئ ي للع زلات 

ة الھدف الاكثر طولاً مقارنة بالبادئات الآخرى لھ ذه المنطق ة . وأظھ رت نت ائج الفطریة المنتخبة وذلك لكون منطق

) أن 2التضخیم لمنطقة الھدف عند تحلیل ناتج الترحیل الكھرب ائي عل ى ھ لام الاك اروز كم ا موض ح ف ي الش كل (

ایجابی   ا م   ع  ( والت   ي تفاعل   ت  جینوماتھ   ا Ap7و  AP6و  AP5و  AP4و  Ap3و  AP2و  AP1الع   زلات 

وص حة تسلس لات البادئ ات المس تخدمة   A. pullulansالبادئات ) الأمر الذي یثبت أن ھذه العزلات تعود للفط ر 

زوج قاع دي ولجمی ع الع زلات  600بإحجام جزیئیة بلغ ت  DNAفي البحث للتشخیص بدلالة ظھور حزم من الـ 

  بین العزلات .الفطریة المنتخبة مما یشیر الى التشابھ الوراثي الكبیر 
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) نواتج تضخیم الحمض النووي للعزلات الفطریة المختلفة عند الترحیل عل ى ھ لام الاك اروز .  2الشكل ( 

ن  واتج تض  خیم الحم  ض الن  ووي  AP1-AP7وتمث  ل المس  ارات م  ن  100bpال  دلیل الحجم  ي  Mحی  ث یمث  ل 
  للعزلات الفطریة . 

  
 data، وم ن خ لال قاع دة البیان ات   Ap1وجینی ة للعزل ة ) فیوض ح تتابع ات القواع د النیتر 3اما الش كل ( 

base  الشاملة لتتابعاتDNA  المتاحة للعموم مجاناً والمزودة بحواشي من المراجع والمعلومات الحیوی ة المُنش أة

او  Identity) والتي تؤمن البحث ع ن من اطق التماث ل  NCBIفي المركز العالمي لمعلومات التقنیات الاحیائیة ( 

م  ا ب  ین تت  ابع القواع  د النیتروجینی  ة للع  زلات قی  د البح  ث وبیان  ات التت  ابع ف  ي بن  ك الجین  ات  Similarityتش  ابھ ال

Gene bank  ومن ثم المقارنة بین التتابعات النیوكلیوتیدیة العائدة لنفس الكائنات الحیة أو أحدھا للاس تدلال علیھ ا

حی ث وج د أن تتابع ات القواع د النیتروجینی ة لھ ا  Blastال ى برن امج  Ap1وتصنیفھا أخض عت التتابع ات للعزل ة 

المودع ة ف ي بن ك  A. pullulans% مع الس لالة 99أبدت حالة تطابق تام مع تتابعات القواعد النیتروجینیة بنسبة 

  . CBS 100280الجینات  بالتسلسل 

% م ع 99نس بة تط ابق والت ي اظھ رت  Ap2فیوضح تتابعات القواعد النیتروجینیة للعزل ة  ) 4اما الشكل ( 

المودع  ة ف  ي بن  ك  Aureobasidium pullulans isolate F36-04تتابع  ات القواع  د النیتروجین  ة للعزل  ة 

  الجینات .

  

1 GCGGAGGAAA AGAAACAAAC AGGGATTGC CCTAGTAACG GCGAGTGAAG CGGCAACAGC 
61 TCAAATTTGA AAGCTAGCCT TCGGGTTCGC ATTGTAATTT GTAGAGGATG ATTTGGGGAA 

181 GCCGCCTGTC TAAGTTCCTT GGAACAGGAC GTCATAGAGG GTGAGAATCC CGTATGTGAC 
241 AGGAAATGGC ACCCTATGTA AATCTCCTTC GACGAGTCGA GTTGTTTGGG AATGCAGCTC 
361 TAAATGGGAG GTAAATTTCT TCTAAAGCTA AATATTGGCG AGAGACCGAT AGCGCACAAG 
421 TAGAGTGATC GAAAGATGAA AAGCACTTTG GAAAGAGAGT TAAAAAGCAC GTGAAATTGT 
481 TGAAAGGGAA GCGCTTGCAA TCAGACTTGT TTAAACTGTT CGGCCGGTCT TCTGACCGGT 

  AP1تتابعات القواعد النیتروجینیة لعزلة الفطر  : )3الشكل (
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% مع 100والتي اظھرت نسبة تطابق بلغت  Ap3) تتابع القواعد النیتروجینیة للعزلة 5كما أظھر الشكل ( 

 Aureobasidium pullulans isolateتتابع القواع د النیتروجین ة للعزل ة المودع ة ف ي بن ك الجین ات ب الرقم 

04-F36  ) تتابع القواعد النیتروجینة للعزلة  6. ویظھر الشكل (Ap4  100والتي اظھرت نسبة تطابق بلغت %

الواردة في بنك الجینات . ام ا الش كل (  dium pullulans isolate F36Aureobasi-40مع العزلة المرقمة 

% م   ع الس   لالة 100والت   ي أظھ   رت نس   بة تط   ابق بلغ   ت  AP5) فیب   ین تت   ابع القواع   د النیتروجین   ة للعزل   ة  7

Aureobasidium pullulans strain CBS 109810  المودعة ف ي بن ك الجین ات ایض ا . ف ي ح ین یوض ح

 A.pullulans% مع السلالة 99والتي ابدت تطابق بنسبة   AP6ابع القواعد النیتروجینیة للعزلة ) تت 8الشكل ( 

EXF-1668  ) تتابعات القواعد النیتروجینیة للعزلة  9. كما یبین الشكل (AP7  والتي أعطت نسبة تط ابق بلغ ت

  المودعة في بنك الجینات .  A. pullulans F36-04% مع تتابعات القواعد النتیروجینیة للسلالة 99

  
1 GCGGAGGAAA AGAAACCAAC AGGGATTGCC CTAGTAACGG CGAGTGAAGC GGCAACAGCT 

61 CAAATTTGAA AGCTAGCCTT CGGGTTCGCA TTGTAATTTG TAGAGGATGA TTTGGGGAAG 
181 CCGCCTGTCT AAGTTCCTTG GAACAGGACG TCATAGAGGG TGAGAATCCC GTATGTGACA 
241 GGAAATGGCA CCCTATGTAA ATCTCCTTCG ACGAGTCGAG TTGTTTGGGA ATGCAGCTCT 
361 AAATGGGAGG TAAATTTCTT CTAAAGCTAA ATATTGGCGA GAGACCGATA GCGCACAAGT 
421 AGAGTGATCG AAAGATGAAA AGCACTTTGG AAAGAGAGTT AAAAAGCACG TGAAATTGTT 
481 GAAAGGGAAG CGCTTGCAAT CAGACTTGTT TAAACTGTTC GGCCGGTCTT CTGACCGGTT 

  AP2تتابعات القواعد النیتروجینیة لعزلة الفطر  : )4الشكل (
  

1 gcggaggaaa agaaaccaac AGGGATTGCC CTAGTAACGG CGAGTGAAGC GGCAACAGCT 

61 CAAATTTGAA AGCTAGCCTT CGGGTTCGCA TTGTAATTTG GTAGAGGATG ATTTGGGGAA 
181 GCCGCCTGTC TAAGTTCCTT GGAACAGGAC GTCATAGAGG TAGAGGATGA TTTGGGGAAG 
241 CCGCCTGTCT AAGTTCCTTG GAACAGGACG TCATAGAGGG TGAGAATCCC GTATGTGACA 
361 GGAAATGGCA CCCTATGTAA ATCTCCTTCG ACGAGTCGAG TTGTTTGGGA ATGCAGCTCT 
421 AAATGGGAGG TAAATTTCTT CTAAAGCTAA ATATTGGCGA GAGACCGATA GCGCACAAGT 
481 AGAGTGATCG AAAGATGAAA AGCACTTTGG AAAGAGAGTT AAAAAGCACG TGAAATTGTT 

  AP3تتابعات القواعد النیتروجینیة لعزلة الفطر : ) 5الشكل (
  

1 GCGGAGGAAA AGAAACCAAC AGGGATTGCC CTAGTAACGG CGAGTGAAGC GGCAACAGCT 
61 CAAATTTGAA AGCTAGCCTT CGGGTTCGCA TTGTAATTTG TAGAGGATGA TTTGGGGAAG 

181 CCGCCTGTCT AAGTTCCTTG GAACAGGACG TCATAGAGGG TGAGAATCCC GTATGTGACA 
241 GGAAATGGCA CCCTATGTAA ATCTCCTTCG ACGAGTCGAG TTGTTTGGGA ATGCAGCTCT 
361 AAATGGGAGG TAAATTTCTT CTAAAGCTAA ATATTGGCGA GAGACCGATA GCGCACAAGT 
421 AGAGTGATCG AAAGATGAAA AGCACTTTGG AAAGAGAGTT AAAAAGCACG TGAAATTGTT 
481 GAAAGGGAAG CGCTTGCAAT CAGACTTGTT TAAACTGTTC GGCCGGTCTT CTGACCGGTT 

  AP4تتابعات القواعد النیتروجینیة لعزلة الفطر  : ) 6الشكل ( 
  

1 GCGGAGGAAA AGAACCAACA GTGATTGCCT AGTAACGGCG AGTGAAGCGG CAACAGCTCA 
61 AATTTGAAAG CTAGCCTTCG GGTTCGCATT GTAATTTGTA GAGGATGATT TGGGGAAGCC 

181 GCCTGTCTAA GTTCCTTGGA ACAGGACGTC ATAGAGGGTG AGAATCCCGT ATGTGACAGG 
241 AAATGGCACC CTATGTAAAT CTCCTTCGAC GAGTCGAGTT GTTTGGGAAT GCAGCTCTAA 
361 ATGGGAGGTA AATTTCTTCT AAAGCTAAAT ATTGGCGAGA GACCGATAGC GCACAAGTAG 
421 AGTGATCGAA AGATGAAAAG CACTTTGGAA AGAGAGTTAA AAAGCACGTG AAATTGTTGA 
481 AAGGGAAGCG CTTGCAATCA GACTTGTTTA AACTGTTCGG CCGGTCTTCT GACCGGTTTA 

  AP5تتابعات القواعد النیتروجینیة لعزلة الفطر  : ) 7الشكل ( 
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1 GCGGAGGAAA AGAAACCATC AGGGATTGCC TAGTACGGCG AGTGAAGCGG CACAGCTCAA 
61 ATTTGAAAGC TAGCCTTCGG GTTCGCATTG TAATTTGTAG AGGATGATTT GGAGAAGCCG 

181 CCTGTCTAAG TTCCTTGGAA CAGGACGTCA TAGAGGGTGA GAATCCCGTA TGTGACAGGA 
241 AATGGCACCC TATGTAAATC TCCTTCGACG AGTCGAGTTG TTTGGGAATG CAGCTCTAAA 
361 TGGGAGGTAA ATTTCTTCTA AAGCTAAATA TTGGCGAGAG ACCGATAGCG CACAAGTAGA 
421 GTGATCGAAA GATGAAAAGC ACTTTGGAAA GAGAGTTAAA AAGCACGTGA AATTGTTGAA 
481 AGGGAAGCGC TTGCAATCAG ACTTGTTTAA ACTGTTCGGC CGGTCTTCTG ACCGGTTTAC 

  AP6القواعد النیتروجینیة لعزلة الفطر  تتابعات: )  8الشكل ( 
  

1 GCGGAGGAAA AGAAACCAAC AGGGATTGCC CTAGTAACGG CGAGTGAAGC GGCAACAGCT 
61 CAAATTTGAA AGCTAGCCTT CGGGTTCGCA TTGTAATTTG TAGAGGATGA TTTGGGGAAG 

181 CCGCCTGTCT AAGTTCCTTG GAACAGGACG TCATAGAGGG TGAGAATCCC GTATGTGACA 
241 GGAAATGGCA CCCTATGTAA ATCTCCTTCG ACGAGTCGAG TTGTTTGGGA ATGCAGCTCT 
361 AAATGGGAGG TAAATTTCTT CTAAAGCTAA ATATTGGCGA GAGACCGATA GCGCACAAGT 
421 AGAGTGATCG AAAGATGAAA AGCACTTTGG AAAGAGAGTT AAAAAGCACG TGAAATTGTT 
481 GAAAGGGAAG CGCTTGCAAT CAGACTTGTT TAAACTGTTC GGCCGGTCTT CTGACCGGTT 

       
  AP7تتابعات القواعد النیتروجینیة لعزلة الفطر  : ) 9الشكل ( 

  

وشخص ت عل ى  Itsوتم تأكید ھویة الفطریات المعزولة استناداً ال ى بیان ات الحم ض الن ووي ض من منطق ة 

 A.pullulansمن الفط ر  ) من تشخیص عدة عزلات 30. كما تمكن (  ) 29من قبل (  A.pullulansانھا تعود 

وكان ت نت ائج تض خیم الحم ض الن ووي ح زم منف ردة ب وزن جزیئ ي بل غ  PCRمعزولة من قط ع الاخش اب بتقنی ة 

) عن د اس تخدام تقنی ة  31زوج قاع دي . وج اءت النت ائج الت ي ت م التوص ل إلیھ ا مش ابھة لم ا توص ل إلی ھ (   600

  عزلت من اسطع بعض الفواكھ والخضار .  A.pullulansعزلة من  48تفاعل البلمرة المتسلسل لتشخیص 

أن تقنیة تفاعل البلمرة المتسلس ل واح دة م ن اھ م المعطی ات العلمی ة المھم ة ف ي مج ال التش خیص ال دقیق لع زلات 

إذ تعتبر الطریقة المرجعیة الحدیثة في مختبرات البحث العلمي للتمییز بین الكائن ات الدقیق ة  A.pullulansالفطر 

ف ي تش خیص العدی د م ن الفطری ات  DNA barcodeتعتب ر كش فرة  ITSالسلالات . كما أن منطقة  حتى مستوى

K  حیث ان التغایر في  ھذه المنطقة یعد صفة تشخیصیة خاصة ك ون ان لك ل ج نس ون وع فط ري تسلس ل خ اص

یفیاً ل نفس ج نس بھ ومتب این ف ي الان واع والاجن اس المختلف ة وق د س اعدت ف ي التمیی ز ب ین الأن واع المتقارب ة تص ن

Aureobasidium   زوج قاعدي وقد برھنت قدرتھا  600حیث سجلت اطوال ھذه المنطقة في الانواع المعزولة

  .  على التمییز بین العزلات القریبة من بعضھا وراثیاً 
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