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 عة تكريت في مواقع مختلفة من جام PCRمسح حقلي لعزل وتشخيص سبورات فطريات المايكورايزا مظهريا واستخدام تقنية  
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 -ةكلية الزراع -المائية

 .لعراقا -جامعة تكريت
 

فطريات سبورات امعة تكريت لعزل وتشخيص ج -اجريت دراسة مسحية في محافظة صلاح الدين       
ية في كل يةالخصوبالصفات الكيميائية و الفيزيائية و ستة مواقع  تربتها مختلفة من حيث النسجة و من المايكورايزا  

ية ( نباتات من عوائل نبات10, جمعت العينات النباتية بشكل عشوائي , اشتملت على ) 2014الزراعة للعام  
واع الآتية ( عينة جذور نبات مع التربة المحيطة بها , عزلت الأجناس والأن25مختلفة وكان العدد الكلي للعينات )

ثلاث و  Glomus intradecesو G.mossea هما و  .Glomus spمن مواقع المسح كافة نوعين للجنس  
  .Acoulospora spوالجنس  sp. Entrophosporaالجنس و  .Gigaspora sp عزلات أخرى للاجناس

ليه جنس هو الأكثر تكراراً  في جميع مواقع الدراسة , ي  Glomusوبينت نتائج المسح الحقلي الاتي : إن الجنس 
Entrophospora sp.  و يليه جنس ,Acoulospora sp.   في حين كان الجنس ,Gigaspora  هو الأقل

ي د ملائمة فالى ان طريقة الأستخلاص المستعملة في الدراسة الحالية تعالكهربائي أثبتت نتائج الترحيل , تكراراً 
 في تضخيم هذه الجينات  (template)الناتج كقالب  DNAالحصول على تركيز ونقاوة مناسبة لأستعمال الـ

البادئ  ( باستخدام%2تشير نتائج الترحيل الكهربائي لنواتج التضخيم على هلام الأكاروز ), PCR  قنية الـ بت
زوج قاعدي تمثل حجم المنطقة التي  800بحجم  DNAالى انه قد تم الحصول على حزم  AML1النكليوتيدي 

عرف على أجناس الفطر, اذ تظهر الت وعن طريق الاختلاف في هذه المنطقة يتم البادئبأستخدام هذا  ضخمت
 تغاير فيما بين الاجناس المختلفة لفطريات المايكورايزا بنسبة كبيرة .
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      A field survey was conducted  in Tikrit  University - Salah Al-din governorate 

to Isolate and Identify Mycorrhizal Fungi spores from 6 Location different in Soil 

Texture , Chemical , physical and Fertility Characteristics , in College of 

Agriculture in 2014, included (10) different plants families, the total number of 
samples was (25) contained plant root and there surrounding soil (Rhizosphere) the 

Genera and Species of mycorrhizal fungi Isolated from all studied regions were  

(Glomus mossea , G. intradeces , Gigaspora sp. , Entrophospora  sp., Acoulospora 
sp.) The results shown:- That Glomus genus was the most common in all of the 

studied regions and the second Genus Entrophospora  sp. and thence Acoulospora 

sp., while Gigaspora sp. was the less common, The maximum  spores account  of 
mycorrhizal fungi in sandy loam soil surrounding Onion plants , and then Sand Soil 

(less and high gypsiferous) surrounding Corn plants , while the minimum spores 

recorded in the Loamy sand Soil surrounding Alfalfa plants ,The result of gel 

electrophoreses proved that the Extraction DNA method was very appropriate to 
get the concentration and purity for amplification gene with PCR technique, The 

result of gel electrophoreses with primer AML1 showed that we can differential 

between Mycorrhizal fungi Genera by PCR technique.     
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 :المقدمة
ئيـة يطلق على العلاقة التكافليـة بـين مجموعـة معينـة مـن الفطريـات و جـذور كثيـر مـن النباتـات الوعا مصطلح المايكورايزا 

 تحت الظروف الطبيعيـة  وهـي علاقـة تكافليـة ميـر مرضـية  يسـتجيب لهـا النبـات العائـل فيتحسـن نمـوه و صـفاته الفسـلجية  و تـزداد
لنبـات االجفـاف و الملوحـة و حالـة التعـايه هـذه تبقـى قائمـة طـوال حيـاة   كثير من العوامل البيئيـة كالانجمـاد و مقاومته للأمراض و

( الــى ان 1962)  Trappe( إذ يشــير 1977) Mosse فحالــة ااصــابة بالمــايكورايزا هــي حالــة طبيعيــة و ليســت شــاذة )مرضــية (
ك وهنـا٠ني مـن نقـص الفسـفور الجـاهز% من النباتات الوعائيـة يمكـن ان تصـاف بفطريـات المـايكورايزا فـي البيئـة التـي تعـا95حوالي 

لبازيديـة االتي تسببها فطريـات تعـود إلـى صـنف الفطريـات  Ectomycorrhizaأنواع كثيرة من المايكورايزا وهي المايكورايزا الخارجية 
Basidiomycetes  و الكيســــيةAscomycetes  والتــــي تصــــيب أشــــجار الغابــــات ومنهــــا  نباتــــات الصــــنوبرPine   ــــو  Oakوالبل

وتضـــم  Endomycorrhiza( والنـــوع الثــاني هــي المـــايكورايزا الداخليــة 2004وجماعتــه ) Eucalyptus  ,Petersonالبتوس ويوكــ
التــي تســببها فطريـات  تعــود إلــى صــنف الفطريــات  Vesicular Arbuscular Mycorrhiza المـايكورايزا الحويصــلية الشــجيرية 

ـــوف والحشـــائه وتضـــم رتبـــة   Zygomycetesاللاقحيـــة  ـــي تصـــيب معظـــم محاصـــيل الخضـــر والحب ـــألف مـــن  Glomalesوالت وتت
ـــــل الآتيـــــة    و اشـــــهر اجناســـــها Acaulosporacea( و  Glomus  ,Sclerocystis)  ومـــــن اهـــــم اجناســـــها Glomaceaeالعوائ

 (Acaulospora  وEntrophospora  و )Gigasporaceae ــــــاس منهــــــا وتضــــــم ــــــة عــــــدة اجن و  Gigaspora)  هــــــذه العائل
Scutellospora )Dodd  (2000  و تتكــاثر فطريــات المــايكورايزا بعــدة طرائــق منهــا انتــاج الســبورات , )spores  و هــي وحــدات

ر ( , وتنتشـ2015) وجماعتـه Kuceyمـايكرون (   100–10تكاثرية دقيقة ذات أشكال وألوان وأحجـام مختلفـة يتـراوح أقطارهـا بـين )
ة المــاأ أو الحشــرات أو حيوانــات أخــرى  وتكــون عــاملا لتــوطين الفطريــات فــي مــواطن جديــداو الغبــار او  الريــاح الســبورات بوســاطة 

Arul,  وNelson (2016وخــلال دورة حيــاة الفطــر تنــتج عــادة ســبورات لاجنســية وبأعــداد كبيــرة  ولهــذه الســبورات ال , )قــدرة علــىم 
ه ســبة و وقــد عزلـت اجنــاس مـن فطريــات المـايكورايزا فــي المنـاطق الجافــة و شــباانبـات فــي الحـال عنــد وجـود العائــل والظـروف المنا

( , تختلــف أحجامهــا و أشــكالها حســب 2016وجماعتــه ) De Souzaaالجافـة و لهــا دور مهــم فــي زيــادة مقاومــة النباتــات للجفــاف 
 جنس و نوع الفطر المكون للسبور  .

 استهدفت الدراسة :
 من ستة مواقع مختلفة في كلية الزراعة جامعة تكريت VAMا الحويصلية الشجيرية المايكورايز  سبورات عزل وتشخيص .1

 تحديد الجنس الاكثر سيادة في مواقع الدراسة . .2
 (PCRالمايكورايزا بتقنية ) اجناس فطرياتتشخيص  .3

 :المواد وطرائق العمل
شرق وعرض  ˚43ʹ41ʺ07امعة تكريت وتقع ضمن خط طول ج -اجريت الدراسة المسحية في محافظة صلاح الدين 

 .2014شمالا  للعام   ˚34ʹ63ʺ14
حيطة جمعت العينات النباتية بشكل عشوائي من خمس مواقع وهي عبارة عن جذور نباتات مختلفة وادمال, مع التربة الم

 بها )من منطقة الرايزوسفير( .
 Hordeum  vulgareوالشعير  Zea mays( نباتات من عوائل نباتية مختلفة ) الذرة الصفراأ 10اشتملت الدراسة على ) 
 .Lathyrus odoratusLو بزاليا    Vicia  fabaو الباقلاأ   Allium cepaو البصل  Triticum aestivum  والحنطة 
والحبة السوداأ  Melilotus  officinalisو  الحندقوق    Medicago  truncatulaو الجت    Cicer Linnaeusوالحمص  

Nigella   sativa  ( وكان العدد الكلي للعينات )عينة جذور نبات مع التربة المحيطة بها ,  وجمعت العينات في ثلاثة 25 )
(, ثم حفظت عينات التربة FAA)Formalin Aceto Alcoholأشهر هي شبا  وآذار ونيسان, حفظت عينات الجذور بمحلول 
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عينة )اسم العينة و المكان الذي أخذت منه العينة و وقت اخذ  في أكياس بلاستيكية نظيفة ودونت عليها المعلومات الخاصة بكل
 ( بعض الصفات الفيزيائية والكيمائية  لتربة مناطق المسح  المدروسة.1العينة( ,  يوضح الجدول )

 ( : بعض الصفات الفيزيائية و الكيميائية  للتربة في مناطق المسح المدروسة1جدول )

 pH EC نوع التربة

(Dcmns/m) 
4CaSO 

)g/Kg) 
 (Textureالنسجة )

مرين  Sandرمل 
loam طين Clay 

 23.3 15.5 61.2 22 2.77 7,01 رملية طينية مرينية
 18.4 22.8 58.8 18 1.26 6,81 رملية مرينية
 18.3 28.4 53.3 35 2.24 7.38 رملية مرينية
 26.3 44.8 28.9 35 2.86 7.23 مرينية رملية
 20.2 7.4 72.5 50 2,71 7,46 رملية

 29.4 9.2 61.4 210 2.25 7,81 رملية طينية
 

 :التشخيص المظهري لفطريات المايكورايزا الحويصلية الشجيرية
 :( من التربة  VAMعزل سبورات فطريات المايكورايزا ) 

 ( حسب طريقة النخل الرطب والتصفيةVAMأجريت عملية عزل سبورات فطريات المايكورايزا الحويصلية الشجيرية )        
Wet sieving and decanting    الموصوفة من قبلGerdemann  وNicolson  (1963 : وكما يأتي )- 

 ة.دقيق 20مل ماأ مقطر ورجت جيدا وتركت لتستقر لمدة  500مرام من التربة ووضعت في بيكر يحتوي  100وزن  -1
 ن .مايكرو 250و  125و  106و  75و 45و38مرر العالق عبر مجموعة من المناخل  -2
 مايكرون( و جمع ماأ الغسل في انبوبة اختبار 125و  106و 75و  45و  38مسلت المناخل ) -3
 ر.دقائق. سكب الراشح واخذ الجزأ المترسب اسفل انبوبة الاختبا 10الاختبار في جهاز النبذ المركزي لمدة  وضعت انابيب -4
لتاثير الضار للضغط الازموزي للسكروز على السبورات ا% بديلا عن السكروز وذلك لتلافي 50ل اضيف محلول  الكليسرو  -5

ذ , رجت الانابيب باليد و وضعت  في جهاز النب (1980وجماعته ) ,Furlan مما يؤدي الى تكسرها وتقليل فعاليتها
 دقائق. 10المركزي لمدة 

 همل الراسب واخذ المعلق ورشح على ورقة ترشيح مع اضافة الماأ المقطر لغسل السبورات .أ  -6
رض فحصت ورقة الترشيح بالمجهر التشريحي واستخدم المجهر الضوئي للتعرف على الصفات المظهرية للسبورات لغ -7

 تشخيصها.
 :انتاج لقاح المايكورايزا

 ( وفق الخطوات الاتية:1996) Morton و Stutzالموصوفة في   trap culturesحضر لقاح المايكورايزا بطريقة    
 م 121بدرجــة ( Autoclaveوعقمــت بالمؤصــدة ) ملــم, 2بمنخــل قطــر فتحاتــه  مزيجيــة ونخلــت اخــذت تربــة :التربــةتحضــير  -1

و لمدة  ساعة  و نصف  وكررت عملية التعقيم مرتين , ووضعت في اصص بلاستيكية سعة   2باوند / انج 15وضغط  
 كغم. 5

بــــدون الأصــــص عـــالق ســــبورات المعزولــــة لكـــل جــــنس علــــى حـــدة مــــع تــــرك أصـــص أخــــرى  أضـــيف الــــى :اللقــــاحأضــــافة -2
 للمقارنة .  (Control)تلقيح
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 إجـراأمـع  الخشـبية لمـدة ثلاثـة أشـهرفـي الظلـة  ثـم وضـعت نبـاتي,كعائـل  Allium cepaالبصـل زرع نبـات  :النباتيالعائل -3
 المستمرة لها. الخدمة

 Ink andالحويصـلية الشـجيريةبطريقة  جـذور النباتـات للتأكـد مـن ااصـابة بالمـايكورايزا : فحصـتالفطريةتشخيص الاصابة -4

Vinegar  الموصوفة فيVierheilig ( 1998وجماعته.) 
سـبورات فطريـات المـايكورايزا  مـن وجـودللتأكـد  المحيطـة بالجـذور: فحصـت التربـة ات المـايكورايزاالتحري عن سـبورات فطريـ -5

و   Gerdemann( بحســـب مـــا ذكـــرهWetsieving and decantingواعـــدادها بطريقـــة النخـــل الرطـــب والتصـــفية )
Nicolson (1963وحســبت اعــداد الســبورات بعــد عزلهــا فــي اطبــا , ) ق بتريــة , فقــد أشــتر  Liu و Luo(1994  ) ان

التربـة ليكـون اللقـاح فعـالا , لضـمان حصـول اصـابة نموذجيـة لجـذور  سـبور/مم مـن 5-4يكون اللقاح الفطري حاويـا علـى 
 النبات العائل .

الجـزأ الخضـري  قطـع الاحيـاأ الاخـرى ميـر المرمـوف فيهـا,المرضـية و مـن خلـو اللقـاح مـن المسـببات  : بعد التأكداللقاححفظ -6
ــى ــة , واخــذ  الجــزأ الجــذري للنباتــات الملقحــة وميــر الملقحــة وقطعــت الجــذور إل ــة الســطحية للترب   للنباتــات و قشــطت الطبق
قطع  صغيرة وخلطت مع  التربة الخاصة  بكل  أصيص  ثم  وضعت فـي أكيـاس  بلاسـتيكية  نظيفـة  ومعقمـة  وسـجلت 

ة(, تتضمن نـوع المعاملـة )جـنس او نـوع فطـر المـايكورايزا  او المعاملـة ميـر الملقحـ المعلومات الخاصة بكل  نموذج والتي
 ووقت اخذ العينة وحفظت العينات في الثلاجة لحين تنفيذ التجربة الحقلية.

 :التشخيص المظهري 
مفتاح ( التابعة لفطريات المايكورايزا الحويصلية الشجيرية حسب الSpecies( والأنواع )Genusشخصت الأجناس )
(, وشخصت الاجناس على أساس لون السبورات و شكلها وحجمها وطبيعة 2011وجماعته )  Oehlالتصنيفي المذكور من قبل

 ارتبا  السبور بالهايفا وعدد جدران السبور وسمكها.
 :التشخيص الجزيئي لفطريات المايكورايزا

 NESTED PCR Polymeraseزا جزيئيا بتقنية الـشخصت الجذور النباتية المصابة ومير المصابة بفطريات المايكوراي

Chain Reaction  وذلك بالتحري عن جينrDNA18S  عن طريق أستخلاص وتنقية الحامض  النباتات,للفطر في جذور
وجماعته  (Van Tuinen( للجذور والكشف عن وجود الحامض النووي للفطر وفقا للطريقة الموصوفة من قبل DNAالنووي )

 ( 2008و جماعته , Leeالمعدلة من قبل )( 1998,
 :( 2001وجماعته ،  Maniatisتقدير نقاوة وتركيز الدنا )

 1وذلك بأخذ  (Nanodrop Spectrophotometer)المستخلص باستعمال جهاز الـ DNAتم تقدير التركيز والنقاوة  للـ
ات بعد ان نبذ المزيج مركزيا لمدة خمس ثواني لضمان نزول قطر      (DNAStock solution)مايكروليتر من عينات الدنا 

 السائل الموجودة على جدار الانبوبة, ثم وضعها في المكان المخصص في الجهاز وأخذ قراأة التركيز والنقاوة.
 :الترحيل الكهربائي على هلام الاكاروز

( في دورق 1Xالدارئ )  TBEمل من محلول 50 مرام من مسحوق الاكاروز في 0.5حضر هلام الاكاروز اولا بأذابة 
 ( .1981وجماعته ,  Dretzenزجاجي, )

 ووضع في احدى حفر الهلام الدليل الحجمي الهلام,حفر  الدنا فيأجريت عملية الترحيل الكهربائي بتحميل نماذج 
(DNA ladder markerبعد مزجه مع صبغة التحميل,ثم ) من  وضع طبق الهلام لتكون الحفر المملوأة بالحامض النووي قريبة

حزم  فولت ولمدة ساعة. وقد اجري الكشف عن حركة 70( , ثم اجريت عملية الترحيل بفولتية مقدارها cathodeالقطب السالب )
 .UV-Transiluminatorالدنا على الهلام بتعريض الهلام الى الاشعة فوق البنفسجية باستخدام جهاز 
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 :(1998وجماعته ، (Van Tuinenللكشف عن الإصابة بفطريات المايكورايزا في جذور النباتات  rDNA18Sتضخيم جين
بأستخدام بادئين نكليوتيدية متخصصة لهذا الجين ,  NESTED PCRبتقنية الـ rDNA18Sأجريت عملية تضخيم جين

 10ئي مقداره ( ليتم اذابتها في الماأ المقطر المعقم لأعطاأ تركيز نها lyophilized formوقد تم الحصول عليها بهيئة مجففة  )
 بيكومول/مايكروليتر .

و الخطوة الثانية مع الباديأ  NS1خطوتين الاولى بالتضخيم مع الباديأ  rDNA18Sتتضمن عملية تضخيم جين
AML1  الاول . البادئباستخدام ناتج تضخيم 

و  Winnالباديأ الاول لا يمكن حصول التضخيم مع الباديأ الثاني )عدم حصول التضخيم مع  دملاحظة: عن
Koneman ,2006. ) 

 الاول: البادئ
Eukaryotic nuclear primer NS1 and NS4 (White et al.,1990) 

 NS1:5´-GTA GTC ATA TCG TTG TCTC-3´الامامي  

  NS4 : 5´-CTT CCG TCAA TTCC TTT AAG-3´ الخلفي 
 Prizma-Turkeyتم الحصول عليه من مختبرات 

 : NS1للمايكورايزا مع الباديء الاول rDNA18Sمكونات مزيج التفاعل لتضخيم جين
 -مايكرولتر( المتكون من : 20) PCRالحجم الكلي لمزيج تفاعل 

 (2X phire plant PCR bufferمايكرولتر من محلول البفر ) 10
 (double distilled -nucleas free- waterمايكرولتر ماأ مقطر ) 8.0
 مايكرومول  10بتركيز  NS1مايكرولتر من محلول الباديأ  0.8
 مايكرومول  10بتركيز  NS4مايكرولتر من محلول الباديأ  0.8
 (phire Hot start II DNA polymeraseمايكرولتر من انزيم البلمرة ) 0.4

 .المستخلصةلمادة النباتية ا DNAمايكرولتر من  4.0تضاف هذه المكونات الى 
 (: البرنامج المستخدم تضخيم قطعة الدنا للمايكورايزا2جدول )

 عدد الدورات الوقت)دقيقة( درجة الحرارةْ)م( الخطوة

 Denaturation Initial 95 5 1المسخ الابتدائي    

 Denaturation 94 1المسخ                    

 
40 

 Annealing 56 1الالتئام                       

 Extension 72 1الاستطالة                    

 Hold 72 5التعليق                            

 
 المحضر بعد انتهاأ عملية تفاعل سلسلة البوليميريز تم التحري عن نواتج التضخيم بالترحيل الكهربائي على هلام الاكاروز

ة دقيقة ثم الكشف عن حزم الدنا على الهلام تحت الاشعة فوق البنفسجي 30فولت لمدة  70% وبفولتية 1مسبقاً بتركيز 
 . UV-Transiluminatorباستخدام جهاز 
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 الثاني: البادئ
Mycorrhizal fungi nuclear primer AML1 and AML2 (Lee et al.,2008) 

 AML1:5´-ATC AAC TTT CGA TGG TAG GAT AGA -3´الامامي  

  AML2 : 5´-GAA CCC AAA CAC TTT GGT TTC-3´ الخلفي 
 Prizma-Turkeyتم الحصول عليه من مختبرات 

 -مايكرولتر( المتكون من : 20) PCRالحجم الكلي لمزيج تفاعل 
 (2X phire plant PCR bufferمايكرولتر من محلول البفر ) 10
 (double distilled -nucleas free- waterمايكرولتر ماأ مقطر ) 7.0
 مايكرومول  10بتركيز  AML1مايكرولتر من محلول الباديأ  0.8
 مايكرومول  10بتركيز  AML2مايكرولتر من محلول الباديأ  0.8
 (phire Hot start II DNA polymeraseمايكرولتر من انزيم البلمرة ) 0.4
 ( PCR product as DNA template)مايكرولتر من ناتج التضخيم الاول  1.0

لمدة  ((Vortexالتفاعل السلسلي الثاني مع ناتج التضخيم الاول و اجري بمزج المحتويات باستخدام المازج الكهربائي 
هاز جيب الى ثم نبذت المحتويات مركزيا لجمع القطرات الملتصقة على الجدران في قعر الانبوبة , بعدها نقلت الاناب عشر ثواني ,

  ( 2(. وقد اجري تفاعل التضخيم وفق البرنامج الحراري المبين في الجدول )Thermalcyclerالدوار الحراري )
حضر روز المعن نواتج التضخيم بالترحيل الكهربائي على هلام الاكا بعد انتهاأ عملية تفاعل سلسلة البوليميريز تم التحري 

استخدام بدقيقة ثم الكشف عن حزم الدنا على الهلام تحت الاشعة فوق البنفسجية  30فولت لمدة  70% وبفولتية 1مسبقاً بتركيز 
 . UV-Transiluminatorجهاز 

 
 :المناقشةالنتائج 

 كريت :لمواقع مختلفة من جامعة تخلال المسح الحقلي  V A Mعدد السبورات و نسبة الإصابة بفطريات المايكورايزا 
لادمال االمعزولة من منطقة الجذور للنباتات المزروعة و    VAMعدد سبورات فطريات المايكورايزا  ( 3يبين الجدول )

لرملية في مواقع مختلفة من جامعة تكريت , و يظهر بان اكبر عدد سبورات فطريات المايكورايزا وجد في التربة ذات النسجة ا
ة الجبس و تين )الرملية قليلللترب تربة,مرام  1-10سبور.  4مرام و 1-10سبور.  60الغرينية المحيطة بجذور نبات البصل فكان 
لغرينية رملية ( للتربتين )الرملية الغرينية وا تربة,مرام  1-10سبور.  30و الصفراأ,الرملية عالية الجبس( المحيطة بنبات الذرة 

غت ت فبللجالمحيطة بنبات البزاليا و الشعير , في حين كان اقل عدد سبورات سجل في التربة الغرينية الرملية المحيطة بنبات ا
ناطق وسط ( بان سبورات فطريات المايكورايزا تنتشر في م1994مرام تربة, وهذا يتماشى مع ما ذكره البهادلي ) 1-10سبور.  20

 لنموها.و جنوف العراق لملائمة صفات التربة و الظروف الجوية 
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ل  في مواقع المعزولة من منطقة الجذور للنباتات المزروعة و الادغا   VAM( عدد سبورات فطريات المايكورايزا 3جدول )
 مختلفة من جامعة تكريت .

 Genusالاجناس  (Textureالنسجة )
غم  10عدد السبورات في 

 تربة
 Glomus  sp. , Gigaspora sp. 60 رملية مرينية

 Glomus  sp. 30 رملية طينية مرينية
 Glomus  sp. , Entrophospora sp. 30 رملية مرينية
 Glomus  sp. , Entrophospora sp. 20 مرينية رملية

 Glomus  sp. , Entrophospora sp. 40 رملية قليلة الجبس
رملية طينية عالية 

 الجبس
Glomus  sp. 

Entrophospora sp Acoulospora sp. 40 

 
 : التشخيص المظهري لفطريات المايكورايزا

المــايكورايزا بعــد عــزل ســبوراتها مــن عينــات التربــة المــاخوذة مــن مواقــع مختلفــة فــي جامعــة تكريــت كليــة شخصــت فطريــات 
( و تبـين مـن خـلال التشـخيص المظهـري لسـبورات فطريـات 2011وجماعتـه )  Oehlالزراعة واعتمد المفتاح  التصنيفي المذكور في 

ن المواقــع مــت المــايكورايزا هــي الاكثــر تكــراراً فــي عينــات التربــة المــاخوذة اجنــاس مــن فطريــا 4المــايكورايزا المعزولــة بانهــا تعــود الــى  
ســمك و عــدد جــدران الســبور و  هحجمــو التابعــة لجامعــة تكريــت بعــد مطابقــة صــفاتها مــع المفتــاح و الــذي يعتمــد علــى لــون الســبور 
ع بالسـبور و شـكل الحامـل السـبوري و تجمـ الجدران و الشـكل الخـارجي للسـبور و محتويـات السـبور و منطقـة التقـاأ الحامـل السـبوري 

و  .Entrophospora spو  .Gigaspora spو  .Glomus spالسـبورات فـي التربـة  شـكل الاصـابة بالجـذر , و الاجنـاس هـي )
Acoulospora sp ( ويلاحظ من الجدول )بان الجنس الاكثر تكراراً هو 4  )Glomus sp.  في جميع مواقع الدراسة فقد عـزل مـن

 60ســبورات )البــة المحيطــة بنبــات البصــل و الــذرة الصــفراأ و الحمــص و البزاليــا و البــاقلاأ و الجــت و الحنــدقوق , و كــان عــدد التر 
عـدد   Entrophospora sp.ويليـه الجـنس( 40%وسـجل اعلـى نسـبة تواجـد فـي موقـع الدراسـة فكانـت )مـرام تربـة(  1-100سـبور. 

 , و سـجل الحنطـة و الشـعيرمرام تربة( الـذي عـزل مـن التربـة المحيطـة بنبـات الـذرة الصـفراأ والبصـل و  1-10سبور.  60سبورات )
مــرام تربــة( الــذي عــزل مــن التربــة  1-10ســبور.  40) هعــدد ســبورات Acoulospora spومــن ثــم الجــنس  ( 26,6%نســبة تواجــد )

س , في حين ان اقل عدد سبورات في التربة هو الجـن( 30%ده )و كانت نسبة تواج والشعير والحمصالمحيطة بنبات الذرة الصفراأ 
.Gigaspora sp (30  .وقـد عـزل مـن التربـة المحيطـة بنبـات الحبـة السـوداأ فقـط  1-10سبور )قـل نسـبة تواجـد او سـجل مرام تربة

 ( .2012و الكرطاني وجماعته ) (2010. و هذه النتائج تتفق مع الطائي )(%13,3في مواقع الدراسة فكانت )
ات ان سبورات فطريات المايكورايزا تنتشر في كثير من التـرف ولكـن هنـاك اخـتلاف فـي اعـداد السـبورات يعـود الـى نـوع النبـ

 Lynch (2011 ,)و جنس الفطر نفسه و خواص التربة الفيزيائية و الكيميائية و الخصوبية  (2007وجماعته ,  Akbar العائل )
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واقع مختلفة من للنباتات المزروعة و الادغال  في م   VAMنسبة  الإصابة  بفطريات المايكورايزا ( عدد سبورات و 4جدول )
 جامعة تكريت .

 Host plantالنبات العائل  Genus الأجناس ت

نسبة الإصابة 
بالمايكورايزا 

% 

عدد 
السبورات 

 100في 
 غم تربة

نسبة تواجد 
 الفطر %

1.  Glomus sp.  البصل و الذرة الصفراأ و الحمص
 والبزاليا والباقلاأ والجت والحندقوق 

80 60 40 

2.  Entrophospora sp. 
الحنطة الذرة الصفراأ والبصل و 

 والشعير
60 40 26.6 

3.  Acoulospora sp  20 30 55 والشعير والحمصالذرة الصفراأ 
4.  Gigaspora sp. 13.3 20 35 الحبة السوداأ 
5.     150  

 
 :  Genus : Glomus mosseaجنس  -1

 و يظهر بان لون السبور كان اصفر فاتح , كروي  Glomus mossea سبور فطر المايكورايزا جنس  (1يبين الشكل )
 , وكان مايكرون  60 تبين بان قطر السبور  40xالشكل ذو سطح أملس شبكي و عند فحصه بالمجهر الضوئي تحت قوة التكبير 

, له جدار واحد  Septumمايكرون  مفصولة عن محتويات السبور بحاجز  10قطر منطقة  اتصال السبور بالخيط  الفطري 
 ۰مايكرون , ووجد السبور بشكل مفرد في التربة  2مايكرون , سمك  جدار الخيط  الفطري  في منطقة الاتصال   4سمكه 

 

 

 40xتحت قوة التكبير  Glomus mossea سبور فطر المايكورايزا جنس  (1شكل )
 :  Genus : Glomus  intradecsجنس  -2

 , يظهر بان 20xتحت قوة التكبير  Glomus  intradecs  ( الذي يبين سبور فطر المايكورايزا جنس2من الشكل )
تبين بان  40xلون السبور اصفر داكن , كروي الشكل , سطح السبور خشن , وعند فحصه بالمجهر الضوئي تحت قوة التكبير 

لفطري مايكرون, وكان اتصال السبور بالخيط  الفطري جانبي , مع وجود مفصل بين الحامل السبوري و الخيط ا 60 قطر السبور 
قيق جدا ر مايكرون , و الثالث  3مايكرون يتكون منه الحامل السبوري , والثاني اسمك من الاول  2,5جدار الاول سمكه  3,  له 

 ۰شفاف . وجد السبور بشكل مفرد في التربة 
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 20xتحت قوة التكبير  Glomus  intradecs سبور فطر المايكورايزا جنس (2شكل )

 :.Gigaspora spجنس  -3
, و يظهر بان لون السبور  40xتحت قوة التكبير  .Gigaspora spالمايكورايزا جنس سبور فطر  (3يوضح اشكل )

طر , سطح السبور املس , ق bulbousابيض شفاف , كروي الشكل , يتميز بانتفاخ في منطقة اتصال السبور بالحامل السبوري 
, وجد دة السبور له جدار واحد رقيق و شفافمايكرون , انبوف الانبات يمتد مباشرة من الجدار الخارجي قرف قاع  40السبور 

  ۰السبور بشكل مفرد في التربة 

 
 40xتحت قوة التكبير  .Gigaspora spسبور فطر المايكورايزا جنس  (3شكل )

 :.Entrophospora spالجنس  -4
, وكان لون السبور بني  20xتحت قوة التكبير  Entrophospora sp سبور فطر المايكورايزا جنس  (4يظهر الشكل )

 دقيقة , قطر السبور  , شكله كروي مير منتظم , سطح السبور خشن لاحتواأ السطح الخارجي من جدار السبور على  نتوأات

مايكرون , أهم ميزات هذا الجنس هو اتصال السبور بجدار حويصلي كبير , يمتلك  جدار السبور طبقتين , طبقة خارجية  50
  ۰لية مشائية ,و يوجد السبور بشكل مفرد في التربة سميكة وطبقة  داخ

 
 20xتحت قوة التكبير  Entrophospora sp (سبور فطر المايكورايزا جنس 4شكل )

 :Acoulospora spالجنس  -5
ني ب, ويظهر بان لون السبور  40xتحت قوة التكبير  Acoulospora sp(سبور فطر المايكورايزا جنس  5يبين الشكل )

ي فمامق , وكان ارتبا  السبور عمودي على الهايفا و الحامل السبوي قصير جدا , مع وجود شكل كروي جانبي اسفل السبور 
, قطر  منطقة التقاأ السبور بالهايفا , ويكون السطح  الخارجي من  طبقة  الجدار مزخرفة  أو تحتوي على  نتؤات أو مسامات

بقتين , مايكرون , انبوف الانبات يمتد مباشرة من الجدار الخارجي قرف قاعدة السبور , و يمتلك  جدار السبور ط  50 السبور
 طبقة خارجية سميكة وطبقة  داخلية مشائية , و يوجد السبور بشكل مفرد في التربة.
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 40xتحت قوة التكبير  Acoulospora sp(سبور فطر المايكورايزا جنس  5شكل )

 
 :التشخيص الجزيئي لفطر المايكورايزا

 :أستخلاص الدنا المجيني من جذور نبات الذرة
لصفراأ لفطريات المايكورايزا من الجذور النباتية لعدد من نباتات الذرة ا (Genomic DNAأستخلص الدنا المجيني )

ام من جذور النبات, وبنقاوة عالية مر /مايكرومرام 200 – 300المصابة والمشمولة بالدراسة. اذ تراوح تركيز الدنا المستخلص بين 
( . يلاحظ %1اجريت عملية الترحيل الكهربائي لعينات الدنا المستخلصة على هلام الاكاروز ) . بعد ذلك 2 -1.7تراوحت بين 

 ( الحصول على حزم دنا واضحة تشير إلى كفاأة طريقة الاستخلاص.6من خلال النتائج المبينة في الشكل )
نقاوة تت نتائج الترحيل الى ان طريقة الأستخلاص المستعملة في الدراسة الحالية تعد ملائمة في الحصول على تركيز و أثب 

 .NESTED PCR  في تضخيم الجينات بتقنية الـ   (template)الناتج كقالب  DNAمناسبة لأستعمال الـ
قداره مفقد تم ضبط تركيز الدنا النهائي ليصبح  لفطر المايكورايزا 18S rDNAولغرض التهيئه لتفاعل تضخيم جين 

 .NESTED PCRمايكرومرام/مل والذي يعد مناسبا لاجراأ تفاعل البلمرة بتقنية الـ  25

 
 وزلام الاكار اء على ه(: الترحيل الكهربائي للدنا المجيني لفطريات المايكورايزا المستخلص من جذور نبات الذرة الصفر 6الشكل )

 فولت. اذ ان: 70% لمدة ساعة بفولتية مقدارها 1بتركيز 
( DNAلـدنا )عينات ا: (7-2)المسار  ,  DNAمعاملة مقارنة خالي من (: 1المسار ) , زوج قاعدي( 1000(: دليل دنا حجمي )Mالمسار )

 من جذور نباتات الذرة الصفراأ المستخلص
 18S rDNAتضخيم جين 

حري تم الت استكمالا للتشخيص المظهري والكيموحيوي لفطر المايكورايزا المصاحب لاصابة جذور نبات الذرة الصفراأ , فقد       
د للتشخيص الجزيئي للفطر بتضخيم الجين باستخدام زوجين من البادئات النكليوتيدية المتخصصة وتحدي 18S rDNAعن جين 

 حجم الجين وكما يأتي:
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 :NS1بأستخدام الباديء التضخيم 
الى انه قد  NS1( باستخدام البادئ النكليوتيدي %1تشير نتائج الترحيل الكهربائي لنواتج التضخيم على هلام الأكاروز )  

ي زوج قاعدي تمثل حجم المنطقة التي تم تضخيمها باستخدام هذا الباديأ وكما مبين ف 550بحجم  DNAتم الحصول على حزم 
و  G. intradecesو   Glomus mosseaحجم هذه المنطقة المضخمة مميزا لفطريات المايكورايزا من الانواع  (. يعد7الشكل )

Gigaspora sp.  وEntrophospora sp.  وAcoulospora sp  . 
باتات نفي جذور  يعد دقيق جدا في تشخيص الاصابة بفطريات المايكورايزا NS1من خلال هذه النتائج فان الباديأ النكليوتيدي 

 الذرة وعلى اساسها يمكن تمييز جذور النباتات المصابة بالفطر عن مير المصابة .
لفطريات المايكورايزا يعود الى إن هذا  DNAالمتخصص المستعمل في كشف وتضخيم الـ  NS1إن نجاح البادئ 

وكما هو مبين من   DNAالرايبوسومات في شريطالبادئ مصمم لتضخيم تسلسلات مترادفة توجد بشكل خاص في منطقة جينات 
من  لفطريات المايكورايزا ضمن الدنا المجيني المستخلص  ( وبذلك يمكن التعرف على وجود الدنا2008وجماعته ,  Leeقبل )

 النباتات المصابة بفطريات المايكورايزا.
 :التشخيص الجزيئي لعزلات المسح الحقلي 

ي لفطر المايكورايزا المعزول من عينات المسح الحقلي شملت جذور نباتات الذرة الصفراأ و تمت عملية التشخيص الجزيئ    
واقع زراعية م( والتي أخذت من 3البصل والشعير والحنطة والباقلاأ والبزاليا والحمص والحبة السوداأ والجت المبينة في الجدول )

 مختلفة في جامعة تكريت . 
  NS1باستخدام البادئ   18S rDNA( لنواتج تضخيم جين الـ %1على هلام الأكاروز )تشير نتائج الترحيل الكهربائي 

 18Sزوج قاعدي تمثل حجم جين 550( الى ظهور حزمة دنا بحجم جزيئي مقداره 7للعينات المدروسة والمبينة في الشكل )

rDNA  .لفطر المايكورايزا 
 

 
المسح  باتاتنلفطريات المايكورايزا المستخلص من جذور  18S rDNAالترحيل الكهربائي لنواتج تضخيم جين الـ  (:7الشكل )
 . اذ ان:NS1فولت باستخدام البادئ  70% لمدة ساعة بفولتية مقدارها 1على هلام الاكاروز بتركيز  الحقلي
, ا )مقارنة((: نواتج تضخيم لدنا مستخلص من جذور نباتية مير ملقحة بفطريات المايكورايز 1المسار ) , زوج قاعدي( 1000(: دليل دنا حجمي )Mالمسار )
,  لشعير , الحنطة , الباقلاأا: نواتج تضخيم لدنا مستخلص من جذور نباتية مصابة بفطريات المايكورايزا هي الذرة الصفراأ ,البصل, ( 10 -2) المسار 

 سوداأ , الجت.البزاليا , الحمص , الحبة 
لبادئ اباستخدام   18S rDNA( لنواتج تضخيم جين الـ %1من ناحية أخرى تشير نتائج الترحيل الكهربائي على هلام الأكاروز )

NS1 ( لعينات جذور نبات8المبينة في الشكل )زوج قاعدي تمثل حجم جين 550الى ظهور حزمة دنا بحجم جزيئي مقداره  ية 
18S rDNA لمظهري مايكورايزا. وبذلك تتطابق نتائج التشخيص الجزيئي لفطر المايكورايزا مع نتائج التشخيص االخاص بفطر ال 

 بالطريقة التقليدية )طريقة تصبيغ الجذور(.  
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لى هلام عت الذرة (: الترحيل الكهربائي لنواتج تضخيم الدنا المجيني لفطريات المايكورايزا المستخلص من جذور نبا8الشكل )

 . اذ ان:NS1فولت باستخدام البادئ  70% لمدة ساعة بفولتية مقدارها 1الاكاروز بتركيز 
(: نواتج تضخيم الدنا مستخلص من جذور نباتية مير ملقحة بفطريات 1المسار ),  زوج قاعدي( 1000(: دليل دنا حجمي )Mالمسار )

 .: نواتج تضخيم الدنا مستخلص من جذور نباتية مصابة بفطريات المايكورايزا  (6-2)المسار  , المايكورايزا )مقارنة(
 

 : AML1التضخيم باستخدام الباديء 
 Glomusالخاص بتشخيص فطريات المايكورايزا العائدة لجنس  18S rDNAلتضخيم جين  AML1استعمل البادئ 

spp  الباديأ الاكثر سيادة في التربة باستخدام نواتج التفاعل الاول معNS1  بطريقةNested PCR  و وفقا لما هو موصوف من
الداخل في تركيب  rRNA( . وعلى أساس التعاقب النكليوتيدي لهذا الجين المشفر للحامض النووي 2008وجماعته ,  Leeقبل)

يما بين الاجناس المختلفة , يتم التعرف على أجناس الفطر, اذ تظهر هذه المنطقة تغاير ف18Sالوحدة الفرعية الصغيرة للرايبوسوم 
تشير نتائج الترحيل الكهربائي لنواتج التضخيم على هلام  , و (2010وجماعته ,  Stockingerلفطريات المايكورايزا بنسبة كبيرة )

زوج قاعدي تمثل  200بحجم  DNAالى انه قد تم الحصول على حزم  AML1( باستخدام البادئ النكليوتيدي %1الأكاروز )
 (.9قة التي تم تضخيمها بأستخدام هذا الباديأ وكما مبين في الشكل )حجم المنط

 

 
( مع  NS1لاول ا(: الترحيل الكهربائي لنواتج تضخيم الدنا المجيني لفطريات المايكورايزا )ناتج تضخيم الباديء 9الشكل )

 ولت. ف 70% لمدة ساعة بفولتية مقدارها 1بتركيز  ، على هلام الاكاروز Nested PCRبطريقة  AML1 البادئ الثاني 
مايكورايزا (: ناتج تضخيم الدنا لجذور نباتية مير ملقحة بفطريات ال1المسار ),  زوج قاعدي( 1000(: دليل دنا حجمي )Mالمسار ) اذ ان:

 .المايكورايزا  : نواتج تضخيم الدنا لجذور نباتية مصابة بفطريات ( 6و  2) المسار , )مقارنة(
 
 و   Glomus mosseaملقحة بفطري   3و 2تفق هذه النتائج مع نتائج التشخيص المظهري وذلك لان المعاملات ت

Glomus intradeces (الى عدم حصول تفاعل البلمرة باستخدام هذا 9على التتابع , كما أشارت النتائج المبينة في الشكل )
في حين لم  Gigasporaceaeالتابعة لعائلة    Gigaspora sppوذلك لانها ملقحة بفطر    6و  5و  4للمعاملات  الباديأ

التابعة  Acoulospora spو  Entrophospora spاي استجابة وذلك لان المعاملتين ملقحة بفطري  6و  5تبدي المعاملتين 
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فطريات المايكورايزا العائدة لجنس  متخصص جدا في تشخيص AML1و هذا يوضح بان الباديأ   Acoulosporaceaeلعائلة 
Glomus spp هي معاملة المقارنة )مير ملقحة بفطريات المايكورايزا ( فيلاحظ عدم وجود اي استجابة للباديأ  1المعاملة , اما

AML1  وهذا يتفق مع ما ذكره (Winn  وKoneman ,2006بانه لا يمكن حصول التضخيم مع الباد ) يأ الثاني عند عدم
 حصول التضخيم مع الباديأ الاول .
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