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Pleurotusالتشخیص الجزیئي للفطر المحاري    ostreatusعن جین المقاومة والتحري
Osterolysinللفطریات الممرضة للنبات  
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: الخلاصة

اذ تم زراعة كلیة العلوم / جامعة القادسیة وحدة ابحاث البیئة والوقایة من التلوث مختبرنفذت التجربة في 
Pleurotusسبورات الفطر المحاري  ostreatus ( على وسطPDA ذوpH8، اختبرت كفاءة الفطر المحاري

في تثبیط فطریات التربة من خلال استخدام الراشح الانزیمي للفطر بعد تحضیره واستخدمت التراكیز للراشح 
Aspergillus niger ،Aspergillusتثبیطها للفطریات الممرضة للنبات (واظهرت النتائج) % 25،50،100(

flavus ،Fusarium solani ،Stymphillum sp.،sp.Penicillium تفاعل السلسلة تقنیه استخدمت و
ومن ثم اخذت PDAتكثیر اللقاح الفطري على وسط الـــ وبعد الفطر المحاري منعینه15ولـ PCRالمتبلمر

اذ اظهرت ،DNAوذلك لتسهیل الحصول على الــ BHIخیوط منه وتم زراعتها على وسط نقیع المخ والدماغ 
ایام على 7- 4ینمو بصورة جیدة على وسط البطاطا دیكستروز اكار خلال المدة النتائج ان الفطر المحاري 

لوحظ من . ایام لوحظ ظهور براعم كبدایة للاجسام الثمریة 10وعند اطالة فترة الحضن الى ەم30ره درجة حرا
احتواء جمیع العزلات على حزمة واحدة ء جمیع العینات احتواDNAخلال التطبیق لتقنیه البلمره والمضاعفة للـ 

ان حزم الـ و كانت النتائج موجبه لجمیع العینات التي رحلت على هلام الاكاروز و المستخلص DNAومفردة  للـ 
DNA اما في حالة التضخیم لجینات الفطر كانت موجودة في العینات وان لم تكن واضحه بقدرها الكافي ،

حیث بلغ حجم ناتج التضخیم  للتحري عن الجین المسؤول عن مقاومة الفطر المحاري للفطریات الممرضه للنبات 
المسؤول عن صفة Osterolysinواحتواء جمیع العینات على جین bp303للحامض النووي المضاعف مع 

.ى كتحطیم الكولسیترول في الدم وصفات اخر المقاومة في الفطر المحاري 
ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

البحث مستل من اطروحة دكتوراه
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Pleurotusالفطر المحاري یعد: المقدمة ostreatus حتوي یمن الفطریات البازیدیة الزراعیة المهمة والتي
نسبة عالیة من المواد كالبروتینات والكاربوهیدرات ولاتحتوي على الدهون وان احتوت فهي غیر جسمها الثمري 

Manolea( مشبعة وبنسب ضئیلة جدا كذلك تحتوي على الاملاح والفیتامینات وغیرها من العناصر الغذائیة 
ادیة والطبیة باختلاف انواعة والوانه اهمیته في مجالات عدیدة كالاقتصذكرت المصادر) اذ 2006واخرون ، 

واماكن زراعته فتتراوح مدى كفائتة بأختلاف نوع المدعمات التي تضاف الى الاوساط الزرعیة كالخمیرة والدبس  
ونخالة الحنطة وبعض انواع المستخلصات كعرق السوس والتي تساعد على تركز بعض المواد الكیمیائیة الطبیة 

. 2013سعد واخرون ،المحاري مثل مادة السستاتین والكالیك والبیتاكلوكان .(في الجسم الثمري للفطر 
اهمیه ذلك الفطر في تثبیط العدید من اكدت، كذلك ان العدید من الدراسات والبحوث ) 2010عبدالهادي ، 

التي یفرزها الفطریات الممرضه والبكتریا وحتى الفایروسات وبینت دوره في تحلیل السموم الفطریه مثل السموم 
Aspergillusفطر ال fumigatusاجسام في تحلیل الخثرة الدمویه وتخفیض نسبة الكولیسترول فيوكذلك دوره

ونظرا لاختلاف انواعة وسلالاته بأختلاف مناطق الزراعة وظروفها )2005واخرون ، ابراهیم.( الحیوانات
لفطر ولغرض التأكد من كون الفطر المحاري من المناخیه من رطوبة وحراره واختلاف االشركات المستوردة ل

التي لها اهمیة طبیة هدفت الدراسة الى :السلالة البیضاء 
الفطر على الوسط الغذائي ثم استخدام spawnتشخیص الفطر جزیئیا من خلال زراعة سباونات .1

في العزلات المنتخبه DNAلتضخیم مادة الـ PCRتفاعل البلمره المتسلسل 
اعطاء صفة المقاومة للفطر المحاري المسؤولOstereolysinالتحري عن جین .2

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

جو ، 1وتحت ضغط ەم121بالمؤصدة على درجة حراره وتعقیمهاPDAتحضیر الاوساط الزرعیه كوسط تم
لزیادة قاعدیة التي تساعدالفطر من وذلك NaOHبعد اضافه قطرات من ترك الوسط لیبرد ثم صب بالاطباقو 

spawnالسباونات زرعتالاوساط لتتصلب ومن ثم تتركفي الاوساط القاعدیه  وبعدها النمو بشكل جید
تحتهذه الاوساط في الحاضنه حضنت(سبورات الفطر) المحمله على بذور الحنطة في تلك الاطباق ، ثم 

الفحص بواسطةمن الفطر تم التأكدنمو الاطباق وبعد اكتمالایام 10–7لمدة من ەم25درجة حراره
نوع السبورات.للخیوط الفطریة والمجهري 

اختبار الراشح الانزیمي للاجسام الثمریه في تثبیط فطریات التربه المرضیة:: 2
لتـر مـن وسـط مسـتخلص البطاطـا السـائل المعقـم بأستعمال)% 100، 25،50(حضرت تراكیز الراشح الانزیمي 

ســـم بثاقـــب فلینـــي مـــن مزرعـــة الفطـــر 0.5مـــل ولقـــح بـــأقراص قطرهـــا 200دوارق لكـــل دورق 5والـــذي وزع علـــى 
ولمــدة اســبوعین بعــدها تــم التشــریح بأســتخدام ەم25ایــام . حضــنت الــدوارق علــى درجــة حــراره 7المحــاري بعمــر 
مـع بـوخنر وبمسـاعدة جهـاز تفریـغ الهـواء واعیـد الترشـیح بأسـتخدام المرشـح بقWhatman (No.1)ورقة الترشیح 

، اذ اضــیفت تراكیــز الراشــح الانزیمــي الــى المقطــروحضــرت وذلــك عــن طریــق التخفیــف بالمــاء µ0.22الــدقیق . 
وحركت الاطباق حركة رحویة لضمان توزیع الراشـح ثـم ولكل تركیز ثلاث مكرراتPDAالوسط الزرعي الصلب 

زرعت الاطباق بالفطریات الممرضه بزراعة الفطر اقراص الفطریات في منتصف الاطباق .
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Primersالبادئات : 3
على )2004:واخرونJames(تم استخدام نوعین من البادئات في هذه الدراسة, النوع الاول صممت من قبل 

Pleurotusالفطرالذي یستخدم في التحري عن Oly-toxinاساس جین المقاومة  ostreatus والنوع الثاني
)2004:واخرونJames(من البادئات صمم من قبل 

:PCR master mixتحضیر مزیج تفاعل سلسلة البلمرة   
المجهزه من AccuPower® PCR PreMixتم تحضیر مزیج تفاعل سلسلة البلمره باستخدام عدة الـ 

تم تحضیر مزیج تفاعل سلسلة البلمره في انابیب حیث الكوریة وحسب تعلیمات الشركة Bioneerقبل شركة الـ 
المجهزه مع العده والحاویه على مكونات تفاعل سلسلة البلمره وضیفت المكونات الاخرى لمزیج تفاعل PCRالـ 

:ادناهوحسب تعلیمات الشركة كما في 

Accession
NO.

Product
sizeSequencePrimer

AY540332.1236bp
TCGTCAGACTTGGTTTGCTGF

ITS1
GGTGCGTTCAAAGATTCGATR

KC012711.1303bp
TCGGATCTCAAGACGTGAAGF

Oly
CGATCATCCACTTGGTGTTGR

VolumePCR master mix

5µLDNA template

1.5µLF. primer
Primers

1.55µLR. primer

12µLPCR water

20µLTotal
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(PCR)بطریقة تفاعل السلسلة المتبلمرالفطرتشخیص 
fungal genomic DNA extractionالفطري استخلاص الحامض النووي-أ

باستعمال عدة خاصة لهذا الغرض هي عدة للفطر المحاريDNAتم استخلاص الحامض النووي 
-وباتباع الخطوات التالیة (حسب تعلیمات الشركة المصنعة):Bioneer Kitالبایونیر

عزله للفطر 15واختیرت PDBتم تنشیط عزلات الفطر المختبرة على الاوساط الزرعیة السائله - 1
المحاري التي جلبت من اماكن مختلفه .

م في انبوبة اختبار دقیقة وعوملت بالنتروجین غمل500-100لسبورات بوزن جمعت الخیوط الفطریة وا- 2
السائل وسحقت بوساطة مطرقة خاصة.

Proteinaseمایكرولیتر من 20وUniversal Digestion Bufferمایكرولیتر من 180اضیف - 3
K دقیقة.60- 30م لمدة 56الى كل انبوبة ومزجت باستخدام المازج وحضنت بدرجة حرارة
ومزج بالتقلیب وحضنت بدرجة حرارة Universal Buffer PFمایكرولیتر من 100اضیف للانابیب - 4

دقائق.5تحت الصفر لمدة 20
1.5دورة/دقیقة بدرجة حرارة الغرفة ونقل الطافي الى انبوبة جدیدة سعة 12000نبذ المزیج بسرعة - 5

مل.
ومزج بالمازج.Universal Buffer BDمایكرولیتر200اضیف للمزیج - 6
مایكرولیتر من الكحول المطلق ومزج بالمازج.200اضیف - 7
دورة/دقیقة ثم تم التخلص من 12000ونبذ بسرعة EZ-10 tubeالى 7نقل المزیج من الخطوة - 8

المزیج ونقل انبوب الترشیح الحاوي على الحامض النووي الى انبوبة اختبار أخرى.
Universalمایكرولیتر من  500اضیف - 9 PW Solution 12000الى الانبوبة ونبذت بسرعة

دورة/دقیقة لمدة دقیقة واحدة ونقل انبوب الترشیح الى انبوبة جمع جدیدة.
12000الى الانبوبة الجدیدة ونبذ بسرعة Universal Wash Solutionمایكرولیتر من 500اضیف -10

دورة/دقیقة لمدة دقیقة واحدة ونقل انبوب الترشیح الى انبوبة جمع جدیدة ونبذت مرة اخرى السرعة نفسها لمدة 
مل.1.5ونقل الاخیر الى انبوبة جدیدة سعة EZ-10 Tubeدقیقتین لتجفیف غشاء الـ 

وحضن بدرجة EZ-10 Tubeمباشرة الى مركز غشاء الـTE Bufferمایكرولیتر من 100- 50اضیف -11
دورة/دقیقة لمدة دقیقة لتركیز الحامض النووي.12000حرارة الغرفة لمدة دقیقة واحدة بعدها نبذ بسرعة 

في DNA:وهو عباره عن جهاز یستخدم لتشخیص كمیه Nanodropاستخدم جهاز النانودروب -12
ة قلیله من كل عزله في الجهاز ومن ثم تقرأ الشاشه الالكترونیه التي تبین الانابیب المختبریه وذلك بوضع كمی

:) 1(كمیه الدنا الموجود في كل عزله .وحسب الجدول 
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في عزلات الفطر المحاري مقاسة بجهاز النانودروبDNAL/ng)  كمیة الـ 1جدول(

L/ngالكمیه العینه
139.9
237.7
322.3
441.0
544.2
622.6
723.7
824.9
928.4
1069.0
1128.0
1236.7
1332.0
1424.2
1515.2

Amplification DNAمضاعفة الحامض النووي المستخلص -ب
AccuPowerتم تحضیر  ® TLA PCR PreMix tube الخاص بتفاعل الـPCR 5باضافةµl من

4µl (2µlالحامض النووي المستخلص و forward and 2µ reverse) الى كلAccuPower® TLA
PCR PreMix tube 20وتم اكمال الحجم الىµl باضافة الماء المقطر ثم مزجت المكونات جیدا باستعمال

)2وكما في الجدول (.Vortexالمازج 
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الدورات الحراریه المستخدمه في ظروف تفاعل السلسله المتبلمر) 2جدول (

:Gel electrophoresisالترحیل الكهربائي الهلام -ج
% وذلك قراءة نتیجة تفاعل سلسلة البلمره 1.5بنسبة تم اجراء الترحیل الكهربائي باستخدام  هلام الاكروز

PCR product analysis وحسب طریقةTownsend) كما یأتي:2001وجماعتة (
ــ 100في Agarose gelجم مت هلام الاكروز 1.5تم اذابة - 1 الدارئ TBE bufferمل من محلول الــ

دقیقة.15لمدة Magnetic hot plate stirrerغنطة وباستخدام الصفیحة الحراریة الهزازة المم1Xبتركیز 
Ethidium bromideمض النووي المشعة ام وبعدها تم إضافة صبغة الح50ترك الهلام لیبرد بدرجة حرارة - 2

ومزجت جیدا مع الهلام.
لتحدید اماكن عینات البي سي Combالحاوي على المشط Trayتم صب هلام الاكروز في قالب الترحیل - 3

دقیقة ومن ثم ازیل المشط من الهلام بعنایة.15ار, وبعدها ترك الهلام لیتصلب في درجة حرارة الغرفة لمدة 
Parafilm paperعلى ورق البارافلم Loading dyeتم عملیة تحمیل العینات باستخدام صبغة التحمیل - 4

ووضعت في PCR productي ار حجم من صبغة التحمیل لكل اربعة حجوم من ناتج البي س1وذلك باضافة 
حفر الهلام.

) ووضع 243bpلقیاس ناتج البي سي ار الذي یتكون من (DNA ladder 100تم استخدام سلم القیاس - 5
في الحفره الاولى.

وغلق 1Xالدارئ بتركیز TBE Bufferبعد اكتمال عملیة التحمیل تم جمر هلام الاكروز باستخدام محلول - 6
لمدة ساعة واحده.80فولت وامبیر 100غطاء الترحیل وبعدها تم تشغیل جهاز الترحیل باستخدام تیار 

بعد انتهاء عملیة الترحیل تم فحص الهلام الحاوي على ناتج البي سي ار باستخدام مصدر الاشعة فوق - 7
لتحدید ناتج مع وحدة القیاس.U.V light sourceالبنفسجیة 

البادءات

الظروف المستخدمة في جهاز الدورات الحراریة

المسخ الأولي
(دورة واحدة)

الاستطالة 30(دورة)
النهائیة

(دورة واحدة) الاستطالةالتثبیتالمسخ

ITS ْثانیة30مْ/95دقیقة94/3م
1.5مْ /57

دقیقة
دقیقة8مْ  /72دقیقة1مْ/72

AA ْثانیة30مْ/95دقیقة2/95م
30/ 57مْ 

ثانیة
72 /40مْ 

ثانیة
دقیقة5مْ  /72

PDMT
المصمم

ثانیة30مْ/95دقیقة2/95مْ 
30/ 57مْ 

ثانیة
72 /40مْ 

ثانیة
دقیقة5مْ  /72
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والمناقشة :النتائج 

PDA: زراعة الفطر المحاري على وسط الـ 1

) 7-4ینمو بشكل جید وبوقت قصیر یصل من (PDAمن الملاحظ انه عند زراعة الفطر المحاري على وسط الـ
ایام اذ یكتمل نمو الفطر نلاحظ تكون الغزل الفطري الكثیف في الاطباق بمجرد اكتمال النمو وذلك لان وسط 

الىدیكستروز اكار یوفر بیئه غذائیه مناسبة لنمو الفطر من عناصر الكاربون والهیدروجین بالاضافه البطاطا 
لوحظ انه عند زیاده كماان الماده السكریه الموجوده في الوسط تساعد على تسریع النمو وكثافة الغزل الفطري 

) و(عبدالهادي 2008ر واخرون ، كون رؤوس الاجسام الثمریة وهذا یتفق مع ماجاء به ( جبتمده الحضن ت
.) اللذان فسرا سرعة نمو الفطر في الاوساط الحاویه على ماده كاربوهیدراتیه سكریه 2012:
اختبار كفاءة الراشح الانزیمي على معدل اقطار النمو الشعاعي للفطریات الممرضیة للنبات:2

)% مـن الراشـح الانزیمـي للفطـر المحـاري علـى 100،50،25) كفـاءة اسـتخدام التراكیـز (3من الجـدول (یتضح  
بعـــض فطریـــات التربـــة المرضـــیة المنتخبـــة المتواجـــدة فـــي التربـــة والتـــي تســـبب عـــدة امـــراض للنباتـــات ، اذ ســـجلت 

طـــر النمـــو معاملـــة الســـیطره للفطریـــات والتـــي كـــان ق% راشـــح انزیمـــي فروقـــات معنویـــه بـــین 25المعاملـــة بتركیـــز 
وكانــت ســمFusarium solani :2.93و ســم Aspergillus niger :1.47الفطــر ســم 9الشــعاعي فیهــا 
بعـــدم وجـــود اي نمـــو فطـــري شـــعاعي للفطـــر ، امـــا الفطـــر ســـم Stymphyllium sp.:0.00النتـــائج للفطـــر 

Aspergillus flavus :6.84ن رغــم ذلــك لــوحظ ان وقــد كــان مــن الفطریــات المقاومــة للراشــح الانزیمــي لكــســم
فلوحظ ان هنـاك تثبـیط فـي الاطبـاق . سمPencillium sp.:3.42هناك تثبیط في الاطباق اما في حالة الفطر 

% فلوحظ ان هناك فروقا معنویة بین الفطریات في عملیة التثبیط للفطـر وتأثیرهـا 50اما في حالة استخدام تركیز 
والفطــــر ســــمAspergillus niger :0.00كالتــــالي الفطــــر علــــى النمــــو الشــــعاعي اذ كانــــت عملیــــة التثبــــیط 

Fusarium solani :2.93اما في حالة الفطر سمStymphyllium sp.:0.00والفطر سمAspergillus
flavus :6.82والفطــر ســمPencillium sp.:2.05100امــا عنــد اســتعمال تركیــز الراشــح الانزیمــيســم %

اي عـدم وجـود سـمAspergillus niger :0.00فـنلاحظ  وجـود فروقـات معنویـة بـین الفطریـات اذ كـان الفطـر 
Stymphyllium sp.:0.00والفطـر سـمFusarium solani :1.95اي نمـو فـي الاطبـاق ، امـا فـي الفطـر 

ومــة ولــو قلیلــه الا انــه نوعــاً المفــرز للســموم ایضــاً اظهــر مقاســمAspergillus flavus :4.88امــا الفطــر ســم
. وجمیع تلك النتائج التي سجلت ضـمن التجربـة سمPenicillium sp.:1.95ماثبط بالتركیز المستعمل والفطر 

علــى ان الراشــح الانزیمــيتؤكــد) التــي Stamets:1993 ،BuchaloKoch &:2002مــع ماوجــده (تتفــق
للفطــر المحــاري یحتــوي علــى مركبــات فعالــة ومستخلصــات انزیمیــة لهــا الــدور الفعــال الــذي مــن الممكــن ان یحــدث 
التأثیر الوظیفي على الغزول الفطریة للفطریات المرضیة وهذا مایعطیه الاهمیة الطبیـة ، ایضـا ممكـن تفسـیر تلـك 

) 2003وجماعتــه :Stamets:2001 ،Chase، 2000وجماعتــه :Woodالنتــائج فــي ضــوء ماجــاء بــه (
.في كون الفطر المحاري یتمیز بأحتوائه على مواد مضاده للمیكروبات والفطریات
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علـى معـدل النمـو الشـعاعي للفطریـات للفطر المحاري ي): تأثیر التراكیز المختلفة من الراشح الإنزیم3جدول (
المرضیة.

الفطر الممرض

معدل النمو الشعاعي للفطریات (سم)

%تراكیز الراشح الإنزیمي

0.00 %
Con.

25%50%100%

Aspergillus niger91.470.000.00

Fusarium solani92.932.931.95

Stymphllium sp.90.000.000.00

Aspergillus flavus96.846.844.88

Penicillium sp.93.422.051.95

LSD 0.052.290.120.110.08

كل رقم يمثل معدل ثلالاث مكررات *
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Diagnosis by PCRالتشخیص باستخدام تفاعل السلسلة المتبلمر: 3

Pleurotusالفطر لعزلات DNAأظهرت نتائج استخلاص الـ ostreatus بٱستعمال العدة المستعملة لهذا
%) والكشف عنه بأستعمال صبغة الأثیدیوم بروماید وفحصه 1.5الغرض وترحیله كهربائیاً في هلام الأكاروز(

احتواء جمیع العزلات على حزمة واحدة ومفردة  للـ UVUltra violate)تحت الأشعة فوق البنفسجیة (
DNA ان حزم الـ و المستخلص فقد كانت النتائج موجبه لجمیع العینات التي رحلت على هلام الاكاروزDNA

الفطر) .تم تشخیص 1، وكما مبین في الشكل (كانت موجودة في العینات وان لم تكن واضحه بقدرها الكافي 
Pleurotus ostreatusوتم كما مبين سابقا المفاتيح التصنيفية والمتمثلة باستخدام بوساطة الطرائق الروتینیة

للصعوبات التي یواجهها الباحثون في و ه والتي كانت من اماكن مختلفعينه من الفطر المحاري 15اختيار 
تشخیص بعض الفطریات المستخدمه كغذاء وخصوصا الفطریات البازیدیه والتي تحتاج الى خبره لمعرفه ماهو 

والتي تحتاج الى اوساط خاصة لتنمیتها والتي تحوي ماده السیلیلوز واللكنین أي سام منها وماهو صالح للاكل
من الصعب تنمیتها على الاوساط الزرعیة الصناعیة لذلك یمكن تشخیصها بالاعتماد على الحامض النووي 

.PCRبتقنیة الـ 
) في الفطرITS1)Internal Transcripted Spacer regionاذ تم في هذه الدراسة استخدام بادئات 

Pleurotus ostreatus2000حیث بلغ حجم ناتج التضخیم لهذه المنطقة هوbp كما موضح في الشكل
)2002واخرون :Moue)،(2004:واخرونJames) وهذه النتیجة تتفق مع  (1(

) 100وفولتية (%) 1.5بالترحيل الكهربائي على هلام الأكاروز (DNA) : نواتج استخلاص الـ1الشكل (
Pleurotusالفطرولمدة ساعة لعزلات ostreatus باستعمال العدة الجاهزةGenomic  DNA Mini Kit.

M=DNA Ladder (100-2000bp) ,SA =Pleurotusحيث أن   ostreatus ,bp =base pair
ITS1 gene PCR of ofزوج قاعدي . ( Pleurotus ostreatus(
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:التحري عن جين المقاومه في الفطر المحاري :4

حیث بلغ حجم ناتج التضخیم  للحامض AAللتحري عن جین المقاومة في الفطر المحاري استخدم البادئ
لهذا الفطر لعدم توفر PDMTفقد تم تصمیم بادئ ، ) 2كما مبینة في الشكل (bp303النووي المضاعف مع 

)  2كما مبینة في الشكل (bp2000لیها في التشخیص اذ بلغ حجم ناتج التضخیم البادئات اللازمة للاعتماد ع
، 6، 4، 1،3. اذ من الملاحظ انها اظهرت نتیجه موجبة للعزلات ((Primer3 Plus)حسب برنامج التصمیم 

الخاص بمقاومة الفطر والذي Osterolysin) دلالة على تواجد الجین 15، 14، 13، 12، 11، 10، 9
یمنح الفطر المحاري صفة مقاومته للفطریات الممرضه وبعض الكائنات المجهریه . وكانت النتیجة سالبه 

قد كانت DNAان خیوط الـ الى) اي لم یظهر فیها تعبیر لجین المقاومه وقد یعلل ذلك 8، 7، 5، 2للعزلات (
وهذه النتیجة تتفق ووضوحه تحت الاشعة فوق البنفسجیه .ضعیفه ولم تكن بالقدر الكافي لبیان جین المقاومه

.)2003واخرون :Marek) ،(:2006واخرونPaterson(مع

-Oly) : نواتج تضخيم الجين2الشكل ( gene of Pleurotus ostreatusللفطرPleurotus
ostreatusتقنية عمالبأستولمدة ساعة (100)) وفولتية 1.5%هلام الأكاروز (والمرحلة كهربائياً على

M=DNA Ladder marker  (100-2000 bp) ,SA=Pleurotus. حيث أن PCRـال
ostreatus جميع العزلات أظهرت نتيجة موجبة لجين ,Oly-gene المسؤول عن المقاومة في الفطر..
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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 30 M and prolong the period when cuddling to 10 daysە
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 15 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
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 303 and all samples contain a gene responsible for a recipe Osterolysin
resistance in the oyster mushrooms.


