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 Fusariumو   Rhizoctonia solaniالتشخيص الجزيئي لعزلات تابعة لمفطريات 
verticilliodes  وFusarium solani   وPencillium tardochrysogenum 

  )L.) lycopersicum Solanum  المعزولة من جذور بعض نباتات  الطماطة
 ²أمل عاجل عمي               ¹ور عمي الغزالي ن              ¹أحمد برير أبودكة      ¹عقيل نزاّل العابدي 

 استاذ مساعد  
 جامعة كربلاء -كمية الزراعة-قسم وقاية النبات¹
 جامعة الكوفة–كمية الزراعة–قسم وقاية النبات²

 aqlabedy@yahoo.co.ukالبريد الالكتروني: 
 :المستخمص

اسة في مختبر فايروسات النبات التابع لكمية الزراعة في جامعة كربلاء بيدؼ عزؿ و اجريت ىذه الدر 
البلاستيكية الواقعة في احدى نباتات الطماطة النامية في الانفاؽ مف جذور بعض تشخيص بعض الفطريات, 

ؿ البممرة , باستخداـ تقنية تفاع2016-2017خلاؿ الموسـ الزراعي  المزارع الصحراوية في محافظة كربلاء
و تحديد تسمسؿ القواعد النايتروجينية لنواتج الحامض  (Polymerase chain reaction, PCR)المتسمسؿ 

 .ITS4و  ITS1البواديء  واسطةب (PCR-amplified products)النووي المضاعفة 
 BLAST (Basic Localبرنامج و باستخداـ نتائج تحميؿ تسمسلات الحوامض النووية المضاعفة  اثبتت

Alignment Search Tool)   اف العزلات المشخصة ىي عائدة الى الفطريات Rhizoctonia solani  و
Fusarium verticilliodes  وFusarium solani   وPencillium tardochrysogenum . 

الوطني البيانات المتوفرة في قاعدة المركز  كما وجد مف خلاؿ مقارنة تسمسلات القواعد النايتروجينية مع
اف عزلات  (National Center for Biotechnology Information, NCBI)لمعمومات التقنية الحيوية 

المشخصة في  , عمى التوالي(Baghdadو  AQNOAH) P. tardochrysogenumو  R. solaniالفطر 
الحيوية  معمومات التقنيةىذه الدراسة ىي عزلات جديدة غير معروفة سابقا, لذا  تـ تسجيميا في المركز الوطني لم

((NCBI تحت ارقاـ الادخاؿ (GenBank accession numbers) KY055374  و .KY055375 4  
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Molecular identification of isolates belonged to the fungi Rhizoctonia 

solani, Fusarium verticilliodes, Fusarium solani and Pencillium 

tardochrysogenum isolated from roots of some tomato plants (Solanum 

lycopersicum L.) 
Aqeel N. AL-Abedy¹   Ahmed B. Abu-Duka¹   Noor A. AL-Ghazali¹   Amel A. Ali² 
Assistant Professor                              

¹Department of Plant Protection, College of Agriculture, University of Karbala. 
²Department of Plant Protection, College of Agriculture, University of Kufa.      
Eـmial address: aqlabedy@yahoo.co.uk 

Abstract: 

This study was carried out in the Plant Virology Laboratory belonging to the 
Plant Protection Department at the Faculty of Agriculture-Karbala University with 

the aim of isolation and molecular identification of five fungi, isolated from the roots 
of some tomato plants growing in the plastic tunnels located in a desert region in 

Karbala governorate during the agricultural season 2017-2016, using the polymerase 
chain reaction (PCR) technique and determining the sequences of nitrogen bases of 
PCR products amplified by the universal primers ITS1 and ITS4.  

 Results, obtained from the PCR amplification and analysis of the sequences of 
nitrogen bases of PCR-amplified products using BLAST program (Basic Local 

Alignment Search Tool), showed that the identified isolates are belonged to the fungi 
Rhizoctonia solani, F. verticilliodes, F. solani and P. tardochrysogenum. From the 

comparison of  the sequences of nitrogen bases obtained from the identified fungal 
isolates with those available at the National Center for Biotechnology Information 

(NCBl), it was revealed that the identified fungi R. solani  and P. tardochrysogenum 
were not previously recorded at NCBI, therefore; the identified sequences of these 

fungi have been deposited and recorded in GenBank database (NCBI) under the 
accession numbers: KX255861and KX555634. 

   : المقدمة
لا يخمو اي مكاف في الطبيعة مف تواجد الفطريات فيي متواجدة في كافة الانظمة البيئية و بأعداد كبيرة   

تصؿ الى خمسة اضعاؼ اعداد النباتات بالرغـ  مف اف العديد مف بمداف العالـ يفتقر الى التعريؼ الدقيؽ قد 
% مف انواع الفطريات ما زاؿ غير معروؼ و يحتاج 90لمفطريات و ىذا ما يعكس الرأي العالمي بأف اكثر مف 

ة المجيرية ومنيا الفطريات . التربة ىي المستودع الرئيس لجميع الكائنات الحي (12,9)الكشؼ عنيا
Fusarium spp.  وR. solani  و التي تعد مف اخطر الفطريات ضررا عمى النباتات و منيا النباتات

الاقتصادية و كذلؾ نباتات الزينة و غيرىا, اذا انيا تتواجد بعيدة عف منظور الانساف و غالبا ما تظير اثارىا 
ت تماما بمجموعيا الجذري فضلا عف انيا تمتمؾ مدى عائمي واسع, السمبية عمى النباتات بعد اف تكوف قد فتك
 .(6, 15)كما انيا تتحمؿ الظروؼ البيئية المتطرفة 

يعد التصنيؼ الدقيؽ لمفطريات مف الامور الضرورية جدا لأىميتو في تشخيص المسبب المرضي و 
تمفة عميو مف اجؿ الوصوؿ الى ادارة كفؤة كذلؾ معرفة طرؽ انتشاره اضافة الى معرفة تأثير العوامؿ البيئية المخ
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لا  (Morphological characteristics)(. اشارت العديد مف الدراسات بأف الصفات المظيرية 15لممرض)
يمكف الاعتماد عمييا في تشخيص الفطريات لأنيا قد تعطي نتائج دقيقة احيانا الا انو في الغالب لا يعوؿ عمييا 

يف لكونيا تحتاج الى خبرة كافية في مجاؿ تصنيؼ الفطريات و خاصة عند العمؿ مع مف قبؿ العديد مف الباحث
المجاميع الفطرية القريبة الشبو الى حد كبير اضافو الى احتياجيا الى  وقت و جيد كبيريف, كما اف احجاـ و 

 .( 11,12,11,11)فة اشكاؿ و كذلؾ الواف الابواغ و المستعمرات الفطرية ممكف اف تتأثر بعوامؿ البيئة المختم
 Molecular) اسيمت دقة و حساسية العديد مف تقانات التصػنيؼ المعتمػدة عمػى عمـ الاحياء الجزيئي 

biology)  في الكشؼ و دراسة الاختلافات الوراثية بيف العديد مف الكائنات الحية و منيا الفطريات, اضافة الى
 Polymerase chain)عد تقانة تفاعؿ البممرة المتسمسؿ . ت(8, 16)التخمص مف سمبيات الطرؽ التقميدية 

reaction, PCR)  واحدة مف التقنيات الجزيئية المعتمدة عمى استيداؼ و تضخيـ منطقة معينو مف جينوـ
الكائف الحي لمكشؼ عف العلاقات الوراثية المختمفة بيف انواع الفطريات و التي يمكف مف خلاليا دعـ نتائج 

استخدـ ىذه التقنية مف قبؿ العديد مف الباحثيف في تشخيص العديد . (3; 5)لمفطريات  لمتشخيص المظيري
 , Aspergillus spp. (1,1 و R. solaniو  Pileolaria terebinthiو  .Fusarium sppالفطريات مثؿ 

مف  نظرا لأىمية التصنيؼ الدقيؽ لمفطريات, فقد ىدفت ىذه الدراسة الى تشخيص عزلات مختمفة13)  ,4,
و تحديد تسمسؿ القواعد النايتروجينية لنواتج الحامض  (PCR)باستخداـ تفاعؿ البممرة المتسمسؿ الفطريات 

مف الفطريات المعزولة بيدؼ معرفة أوجو التشابو و  (PCR amplified products)النووي المضاعفة 
ي المركز الوطني لمعمومات التقنية الاختلاؼ الوراثي بيف ىذه العزلات الفطرية و العزلات الاخرى المسجمة ف

   (Center for Biotechnology Information, NCBI). الحيوية
 :المواد وطرائق العمل

 مصدر العزلات الفطرية 
جمعت عينات مف جذور بعض نباتات الطماطة التي ظيرت عمييا اعراض نمو غير طبيعية مثؿ الاصفرار 

الواقعة في احدى المزارع الصحراوية في محافظة كربلاء و جمبت الى و الذبوؿ مف بعض الانفاؽ البلاستيكية 
جامعة كربلاء لأجراء عمميو العزؿ  /مختبر فايروسات النبات التابع لقسـ وقاية النبات في كمية الزراعة

ثـ قطعت الى قطع صغيرة واعيد غسميا بماء الحنفية دقيقة  20لمفطريات. غسمت الجذور تحت ماء حنفية لمدة 
%( لمدة دقيقتيف, بعدىا (1رة اخرى لإزالة الأتربة العالقة بيا, ثـ عقمت بمحموؿ ىايبوكمورايت الصوديوـ م

غسمت بماء مقطر معقـ و نشفت بورؽ ترشيح لإزالة الماء الزائد منيا. زرعت القطع النباتية في أطباؽ بتري 
 وي كموراـ فينكوؿ ػاد الحيالمعقـ و المضاؼ إليو المض (PSA)حاوية عمى وسط البطاطا الجاىز 

(Chloramphenicol)  تـ لمدة اربعة اياـ.  ̊ـ 25± 2حضنت في درجة حرارة و  1-لتر .ممغـ 200بتركيز
بإتباع طريقة طرؼ اليايفا و بتكرار عممية العزؿ  (PSA) تنقيتو الفطريات النامية عمى نفس الوسط الغذائي 

شخصت الفطريات   .(DNA)ة استخلاص الحامض النووي لمحصوؿ عمى نموات نقية لاستخداميا في عممي
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وفؽ طريقة تسمسؿ القواعد النيتروجينية  و حدد  (PCR)بالاعتماد عمى تقنية تفاعؿ البممرة المتسمسؿ  المعزولة
 العمؿ المذكورة لاحقا.     

 التشخيص الجزيئي لمفطريات المعزولة في ىذه الدراسة
  (Deoxyribonucleic acid, DNA)كسجين استخلاص الحامض النووي منقوص الاو 

المجيزة مف قبؿ شركة (Cat. No: FAPGK100) باستخداـ العدة  (DNA)استخمص الحامض النووي   
تـ قياس  الصيف, و بأتباع الخطوات الموصوفة مف قبؿ الشركة المصنعة. -تايواف (Favorgen)فافورجيف 

تحت   (Spectrophotometer)ز قياس الطيؼ الضوئيباستخداـ جيا DNAتركيز و نقاوة الحامض النووي 
 (.19نانوميتر ) 280و  260الاطواؿ الموجية 

 PCR)تفاعل البممرة المتسمسل )
المجيزة  (PCR PreMix, Cat. No. K-2012)باستخداـ العدة  (PCR)تـ اختبار تفاعؿ البممرة المتسمسؿ 

مايكرو ليتر و الحاوية  20ممرة المتسمسؿ بحجـ اجمالي الكورية المنشأ.  نفذ تفاعؿ الب Bioneerمف قبؿ شركة 
 5ʼ-TC)مايكرو ليتر مف  كؿ البادئ  الامامي 1و (DNA)مايكرو ليتر مف الحامض النووي  1عمى 

CGTAGGTGAACCTGCGG-3ʼ:ITS1)  5)و الخمفيʼ-TCCTCCGCTTATTGATATGCI- 
3ʼ:ITS4)  (18وضعت جميع ال  .)الانبوبة المجيزة مف قبؿ الشركة المصنعة  المطموبة في مواد و بإضافاتيا

 مايكرو ليتر. 20إلى  (Nuclease-free water)و اكماؿ الحجـ   بالماء  
 (PCR)تـ مضاعفة الحامض النووي لمفطريات المعزولة باستخداـ خطوات و ظروؼ تفاعؿ البممرة المتسمسؿ 

دقيقة في درجة حرارة  5لمدة  (DNA)نووي لمحامض ال  (Initial denaturation)التالية: عممية مسخ اولي 
ثانية في درجة   30لمدة (Final denaturation)دورة مكونو مف بعممية مسخ نيائي  35ـ متبوعة بػ  94̊

ـ و مف ثـ استطالة  55̊ثانية في درجة حرارة  30لمدة  (Primer annealing)ـ, ارتباط البوادئ  94̊حرارة 
دقيقة في درجة حرارة 1لمدة  (PCR product)اتج الحامض النووي المضاعؼ لن (Initial extension)اولية 
في درجة  (Final extension)بخطوة الاستطالة النيائية  (PCR)ـ  و انياء تفاعؿ البممرة المتسمسؿ  72̊

 .(21ـ )̊ 72حرارة 
 (Agarose gel electrophoresis)الترحيل الكيربائي باستخدام ىلام الاكاروز 

 100غـ مف مسحوؽ الاكاروز و اذابتو في  1بعد اخذ وزف (Agarose gel) بقة ىلاـ الاكاروز حضرت ط
و لحيف تحوؿ الخميط الى محموؿ   TBE (Tris boric acid EDTA buffer)×1مؿ مف المحموؿ الدارئ 
درجة  ( بعد انخفاضEthidium bromide) الاثيديـ برومايدمايكروليتر مف صبغة  5رائؽ, و بعدىا اضيؼ 

الخاص بصب ىلاـ الاكاروز و الحاوي عمى المشط في إحدى نياياتو ـ(. جيز القالب ° (40-45المحموؿ 
 Ethidium) صب الاكاروز المذاب و الحاوي عمى صبغة الاثيديـ برومايد لعمؿ حفر داخؿ طبقة الجؿ, ثـ

bromide)  ,رفع المشط بحذر وأعيد القالب  و ترؾ ليتصمب في درجة حرارة الغرفة. بعد تصمب طبقة الاكاروز
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 Electrophoresis)إلى حوض الترحيؿ  ×TBE 1في جياز الترحيؿ, ثـ أضيؼ المحموؿ الدارئ الى مكانو 
tank) سـ تقريباً  1طبقة ىلاـ الاكاروز بارتفاع ̋ مغطيا. 
 (Well)الى كؿ حفرة  (PCR-amplified product)المضاعؼ  مايكرو ليتر مف الػحامض النووي 5اضيؼ 

 ـاضافة   DNA (1Kbp DNAمايكرو ليتر مف سمـ الحامض النووي  5مف حفر طبقة ىلاـ الاكاروز. كما و ت
ladder  marker)  الى الحفرة الموجودة في الجانب الايسر مف العينات المضافة بيدؼ تحديد احجاـ الحامض
عمى  (Power supply)الطاقة أوصمت أقطاب الجياز بالتيار الكيربائي و شغؿ مجيز  النووي المضاعؼ.

. بعد اكماؿ عممية ترحيؿ العينات, فحصت طبقة ىلاـ الجؿ الحاوية عمى ممي امبير لمدة ساعة و نصؼ 150
 و اخذت صور ليا.  (UV transillumination)نواتج الحامض النووي تحت الاشعة فوؽ البنفسجية

 ( المضاعف من الفطريات المعزولةDNAتحميل تسمسل القواعد النايتروجينية لمحامض النووي )
المضاعفة مف الفطريات المعزولة بواسطة   (PCR-amplified products)تـ ارساؿ نواتج الحامض النووي

التي استخدمت لعممية  ITS4)و (ITS1 مع البوادئ الامامية و الخمفية  (PCR)تفاعؿ البممرة المتسمسؿ 
و بالاتجاىيف الامامي و تسمسؿ القواعد النايتروجينية ديد الكورية لغرض تح Macrogenالتضاعؼ الى شركة 

 BLAST (Basic Localالخمفي لمنواتج المضاعفة. حممت التسمسلات النايتروجينية  باستخداـ برنامج 
Alignment Search Tool)   و تـ مقارنتيا مع البيانات المسجمة في المركز الوطني لمعمومات التقنية

( و العائدة لنفس العزلات الفطرية (National Center for Biotechnology Information, NCBIالحيوية 
 .  ̋المشخصة عالميا

 :النتائج و المناقشة 
 تشخيص الفطريات المعزولة

و بأحجػاـ تراوحػت تقريبػا  (PCR products)اظيرت النتػائج امكانيػة مضػاعفة نػواتج مػف الحػامض النػووي 
بعػد اسػتخلاص الحػامض النػووي مػف الفطريػات  (Base pairs, bp)جينيػة زوج قاعدة نايترو  500-800بيف 

و   ITS1البادئػػات الاماميػة و الخمفيػػة و بوجػود  (PCR)تفاعػػؿ البممػرة المتسمسػػؿ   المعزولػة  و تعريضػػو الػى
ITS4  (.1)شكؿ 

 
1شكم  انـحامض انىووً  وواحج:  (DNA) سهسم حفاعم انبهمزة انمخ اسخخداوانمضاعفت ب  (PCR)  (R. solani 1 ٍاثمه انفطز 

2)و  و   F. verticilliodes (3) و   F. solani (4) و   P. tardochrysogenum (5) . M  =1KBp DNA ladder 

marker .NC )بدون اضافت : معامهت مقاروت  DNA اني بقَت مكوواث انـ   PCR.) 
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الحامض النووي  لنواتج (6و  5و  4و  3و  2 اشكاؿ)تسمسؿ القواعد النايتروجينية نتائج تحميؿ  اثبتت 
بأف   BLASTو باستخداـ برنامج مف الفطريات المعزولة في ىذه الدراسة  (PCR products)المضاعفة 

و  Fusarium verticilliodesو   Rhizoctonia solaniالعزلات المشخصة تعود الى انواع الفطريات 
Fusarium solani   وPencillium tardochrysogenum.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 .Rانفطز انمضاعف مه  (PCR-amplified product)انحامض انىووً  حسهسم انقواعد انىاٍخزوجَىَت نىاحج: 2شكم 

solani  (1)  بواسطت حفاعم انبهمزة انمخسهسم.(PCR 

 
 

 
 

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 

         10         20         30         40         50 

CGGAAGGATC ATTAATGAAC TGCGGAAGGA TCATTAATGA ATTTAATGTA 

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 

         60         70         80         90        100 

GAGATTTGGT TGTAGCTGGC CCCTTCAATT TAATTTGTTG TTGGGCATGT 

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 

         110        120        130        140        150 

GCACACCTTT TTTTTTCATC CACACACACC TGTGCACTTG TGAGACAGTT 

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 

         160        170        180        190        200 

TGGAGGACTT TATTGGACTC CCTTCTGTCT ACTTAATTTA CACAAACTCA 

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 

         210        220        230        240        250 

ATTTAATTTA AACTGAATGT AATTGATGTA ACGCATTTAA TAATAAGTTT 

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 

         260        270        280        290        300 

CAACAACGGA TTTTTTGGCT CTCGCATCGA TGAAGAACGC AGCGAAATGC 

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 

         310        320        330        340        350 

GATAAGTAAT GTGAATTGCA GAATTCAGTG AATCATTGAA TTTTTGAACG 

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 

         360        370        380        390        400 

CACCTTGCGC TCCTTGGTAT TCCTTGGAGC ATGCCTGTTT GAGTATCATG 

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 

410        420        430        440        450 

AAATTTTCAA AGTAAAATTT TTTGTTAAAT CAATTGGTTT TTTACTTTGG 

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 

         460        470        480        490        500 

TATTGGAGGT CTTTGCAGCT TCACACCTGC TCCTCTTTGT TTATTAGCTG 

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 

         510        520        530        540        550 

GATCTCAGTG TTATGCTTGG TTCCACTCGG CGTGATAAGT TATCTATCGC 

....|....| ...|....| ....|....| ....|....| ....|....| 

         560        570        580        590        600 

TGAGGACACT GTAAAAGGTG GCCAAGGTAA ATGCAGATGA ACCGCTTCTA 

....|....| ....|....| ....|....| 

         610        620        630 

ATAGTCCATT GACTTGGACA ATAATTTTTA 
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 .Rانفطز انمضاعف مه  (PCR-amplified product)انحامض انىووً  ىاحجحسهسم انقواعد انىاٍخزوجَىَت ن: 3شكم 

solani (2)  بواسطت حفاعم انبهمزة انمخسهسم.(PCR)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

         10         20         30         40         50              

ATTACCTGCG GAAGGATCAT TATTGAATTT AATGTAGAGA TTTGGTTGTA  

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

         60         70         80         90        100             

GCTGGCCCCT TCAATTTAAT TTGTTGTTGG CCATGTGCAC ACCTTTCTTT  

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

         110        120        130        140        150         

TTCATCCACA CACACCTGTG CACTTGTGAG ACAGTTTGGA GGACTTTATT  

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

         160        170        180        190        200         

GGACTCCCTT CTGTCTACTT AATTTACACA AACTCAATTT AATTTAAACT  

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

         210        220        230        240        250         

GAATGTAATT GATGTAACGC ATTTAATAAT AAGTTTCAAC AACGGATTTT  

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

         260        270        280        290        300         

TTGGCTTTTG CATCGATGAA GAACGCAGCG AAATGCGATA AGTAATGTGA  

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

         310        320        330        340        350         

ACTGCAGAAT TCAGTGAATC ATTGAATTTT TGAACGCCCC TTGCGCTCCT  

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

         360        370        380        390        400         

TGGTATTCCT TGGAGCATGC CTGTTTGAGT ATCATGAAAT TTTCAAAATA  

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

         410        420        430        440        450         

AAATTTTTTG TTAAATCAAA TGGTTTTTTA CTTTGGTATT GGAGGTCTTT  

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

         460        470        480        490        500         

GCAGCTTCAC ACCTGCTCCT CTTTGTTTAT TAGCTGGTTC TCAGTGTTAT  

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

         510        520        530        540        550         

GCTTGGTTCC ACTCGGCGTG ATAAGTTATT ATCGCTGAGG ACACTGTAAA  

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

         560        570        580        590        600         

AGGTGCCAAG GTAAATGCAG ATGAACCGCT TCTAATAGTC CATTGACTTG  

....|....| ....|....| .... 

         610        620     

GACAATAATT TTTATGATCT GATC 
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 .F انفطزانمضاعف مه  (PCR-amplified product)انحامض انىووً  حسهسم انقواعد انىاٍخزوجَىَت نىاحج:   4شكم

verticilliodes  بواسطت حفاعم انبهمزة انمخسهسم.(PCR)  

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 

          10         20         30         40         50 

TTCCGTAGGG TGACCTGCGG AGGGATCATT ACCGAGTTTA CAACTCCCAA 

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 

          60         70         80         90        100 

ACCCCTGTGA ACATACCAAT TGTTGCCTCG GCGGATCAGC CCGCTCCCGG 

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 

           110        120        130        140        150 

TAAAACGGGA CGGCCCGCCA GAGGACCCCT AAACTCTGTT TCTATATGTA 

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 

           160        170        180        190        200 

ACTTCTGAGT AAAACCATAA ATAAATCAAA ACTTTCAACA ACGGATCTCT 

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 

           210        220        230        240        250 

TGGTTCTGGC ATCGATGAAG AACGCAGCAA AATGCGATAA GTAATGTGAA 

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 

           260        270        280        290        300 

TTGCAGAATT CAGTGAATCA TCGAATCTTT GAACGCACAT TGCGCCCGCC 

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 

           310        320        330        340        350 

AGTATTCTGG CGGGCATGCC TGTTCGAGCG TCATTTCAAC CCTCAAGCCC 

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 

           360        370        380        390        400 

TCGGGTTTGG TGTTGGGGAT CGGCGAGCCC TTGCGGCAAG CCGGCCCCGA 

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 

           410        420        430        440        450 

AATCTAGTGG CGGTCTCGCT GCAGCTTCCA TTGCGTAGTA GTAAAACCCT 

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 

           460        470        480        490        500 

CGCAACTGGT ACGCGGCGCG GCCAAGCCGT TAAACCCCCA ACTTCTGAAT 

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 

           510        520        530        540        550 

GTTGACCTCG GATCAGGTAG GAATACCCGC TGAACTTAAG CATATCAATA 
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 F. solaniانمضاعف  (PCR-amplified product)انحامض انىووً  حسهسم انقواعد انىاٍخزوجَىَت نىاحج:  5 شكم
 (PCR).بواسطت حفاعم انبهمزة انمخسهسم 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  .P مه انفطز انمضاعف (PCR-amplified product)نىووً انحامض ا حسهسم انقواعد انىاٍخزوجَىَت نىاحج :6شكم 

tardochrysogenum    بواسطت حفاعم انبهمزة انمخسهسم.(PCR) 

 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

         10         20         30         40         50              

GTCCAACCTC CCACCCGTGT TTATTTTACC TTGTTGCTTC GGCGGGCCCG  

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
         60         70         80         90        100             

CCTTAACTGG CCGCCGGGGG GCTTACGCCC CCGGGCCCGC GCCCGCCGAA  

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

         110        120        130        140        150         

GAAGACCCTC GAACTCTGTC TGAAGATTGT AGTCTGAGTA AAAATATAAA  
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

         160        170        180        190        200         

TTATTTAAAA CTTTCAACAA CGGATCTCTT GGTTCCGGCA TCGATGAAGA  

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

         210        220        230        240        250         
ACGCAGCGAA ATGCGATACG TAATGTGAAT TGCAAATTCA GTGAATCATC  

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

         260        270        280        290        300         

GAGTCTTTGA ACGCACATTG CGCCCCCTGG TATTCCGGGG GGCATGCCTG  

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
         310        320        330        340        350         

TCCGAGCGTC ATTGCTGCTC TCAAGCACGG CTTGTGTGTT GGGCCCCGTC  

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

         360        370        380        390        400         

CTCCGATCCC GGGGGACGGG CCCGAAAGGC AGCGGCGGCA CCGCGTCGTG  
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

         410        420        430        440        450         

GTCCTCGTGG CGTATGGGGC TTTGTCACCC GCTCTGTAGG CCCGGCCGGC  

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
         460        470        480        490        500         

GCTTGCCGAT CAACCTAAAT TTTTATCCAG GTTGACCTCG GATCAGGTAG  

....|                   

GGATA 

 

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
         10         20         30         40         50 

TCAGCTCATC ACCCTGTGAC ATACCTATAA CGTTGCCTCG GCGGGAACAG 

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 

         60         70         80         90        100 

ACGGCCCCGT AACACGGGCC GCCCCCGCCA GAGGACCCCC TAACTCTGTT 

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 

         110        120        130        140        150 

TCTATAATGT TTCTTCTGAG TAAACAAGCA AATAAATTAA AACTTTCAAC 

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 

         160        170        180        190        200 

AACGGATCTC TTGGCTCTGG CATCGATGAA GAACGCAGCG AAATGCGATA 

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 

         210        220        230        240        250 

AGTAATGTGA ATTGCAGAAT TCAGTGAATC ATCGAATCTT TGAACGCACA 

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 

         260        270        280        290        300 

TTGCGCCCGC CAGTATTCTG GCGGGCATGC CTGTTCGAGC GTCATTACAA 

....|....| ....|....| ....|... 

         310        320 

CCCTCAGGCC CCCGGGCCTG GCGCTTGG 
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 R. solaniالمضاعؼ مف الفطر الحامض النووي  ناتجلتسمسؿ القواعد النايتروجينية مف خلاؿ مقارنة  اتضح
اف اعمى نسبو تشابو وراثي  (NCBI)تقنية الحيوية مع البيانات المتوفرة في المركز الوطني لمعمومات ال (1)

و JF701745 المعزولة مف اليند )R. solani    لفطرا تمع عزلا %99و 100 ليذه العزلة بمغت 
JF701744( في حيف كانت الاكثر تباعدا وراثيا ,)عف عزلو الفطر 91, عمى التوالي )%R. solani 
ظيرت نتائج التحميؿ اف العزلات الاخرى اعطت نسب تشابو (. كما اJX294349ريكا ) كوستاالمعزوؿ مف 

 .(1)جدوؿ المعزوؿ في ىذه الدراسة   R. solani% مع عزلو الفطر 92-98وراثي تراوحت بيف 

انمعزول فٌ ٌذي اندراست مع انعزلاث  R. solani (1): مقاروت بَه وسب حشابً حسهسم انقواعد انىاٍخزوجَىَت  نهفطز 1جدول 

 .(NCBI)ابعت نىفس انفطز و انمسجهت عانمَا فٌ انمزكز انوطىٌ نمعهوماث انخقىَت انحَوٍت الاخزى انخ

 

Fungus 

 

Isolate or strain 

name 

 

Origin 

 

The most similar sequences in GenBank 

database 

GenBank Accession 

Number 

Sequence similarity 

(% ) 

R. solani 
RKNG9 

India 

 

JF701745 

 100 

R. solani 
-* 

Iraq - 100 

R. solani 
RKNM8 

India 

 

JF701744 

 99 

R. solani 
AQNOAH 

Iraq 

KY055374 

 98 

R. solani 
RKLC1 

India 

 

JF701742 

 96 

R. solani 
RUPP93 

India 

 

JF701784 

 96 

R. solani 
RKNM3 

India 

 

KC997793 

 96 

R. solani 
IQ49 

Iraq 

 KF372653 96 

R. solani 
IQ23 Iraq 

KF372645 96 

R. solani 
SPM1 

Malaysia 

 
KX674533 96 

R. solani 
AYSDIN 

Mexico 

 KX592586 96 
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R. solani 
RsolTeaIN1 

India 

 

KJ466117 

 95 

R. solani 
RUPC95 

India 

 

JF701771 

 95 

R. solani 
IQ35 Iraq 

KF372646 95 

R. solani 
IQ40 

Iraq KF372662 95 

R. solani 
RDLM6 

India 

 

JF701717 

 94 

R. solani 
Babylon Iraq 

KY283953 94 

R. solani 
CR 8 

Brazil KT362074 92 

R. solani 
CHR09-19 

China HQ270173 92 

R. solani 
RT 5-3 USA 

FJ746908 92 

R. solani 
RT 8-2 

USA FJ746916 92 

R. solani 
EV_7 USA 

KX118354 92 

R. solani 
KARS02_2_5 

USA KX118362 92 

R. solani 
RT 8-3 USA 

FJ746917 92 

R. solani 
KARS02_1_9 

USA 

 
KX118361 92 

R. solani 
KARS02_1_8 USA 

KX118360 92 

R. solani 
BVT_16 USA 

KX118335 92 

R. solani 
RT 8-1 USA 

FJ746915 92 

R. solani 
RT 5-1 USA 

FJ746906 92 

R. solani 
BVT_20 USA 

KX118337 92 

R. solani 
KARS02_1_6 USA 

KX118359 92 

R. solani 
EV_19 

USA KX118351 92 

R. solani 
RT 5-2 USA 

FJ746907 92 

R. solani 
G14 

Costa Rica JX294349 91 

 انمعزونت فٌ ٌذي اندراست. R. solani*عزنت انفطز 

مع   F. verticilliodesضاعؼ مف الفطر الحامض النووي الم ناتج تسمسؿنتائج مقارنة اظيرت  كما 
كانت الاكثر تقاربا  ىذه العزلةاف  (NCBI)البيانات المتوفرة في قاعدة المركز الوطني لعموـ التقنية الحيوية 

و اليند  (KT224787.1)المعزولة مف الصيف  F. verticilliodesوراثيا مع عزلات الفطر 
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(KM434131.1)   و ماليزيا(KM396284.1) كينيا ) و(KU680391.1 99 بمغتبنسبة تشابو  و %
 (.2جدوؿ )

المعزول في  F. verticilliodesلمفطر بين نسب تشابو تسمسل القواعد النايتروجينية  مقارنة  2:جدول 
المسجمة عالميا في المركز الوطني لمعمومات التقنية و لنفس الفطر  العائدة ىذه الدراسة  و العزلات الاخرى

 .(NCBI)الحيوية 
 

 

Fungus 
Isolate name 

 

 

Origin 

 

The most similar sequences in 

GenBank database 

Gen Bank 

Accession Number 

Sequence 

similarity 

(%) 

F. verticilliode * Iraq  - 100 

F. verticilliodes S9 China KT224787.1 100 

F. verticilliodes BPFus 01 18S India KM434131.1 99 

F. verticilliodes UZ487 18S Malaysia KM396284.1 99 

F. verticilliodes CSB_F256 Kenya KU680391.1 99 

انفطز*عزنت   F. verticilliode .ٌذي اندراست ٌ  انمعزونت ف

عزلة  المضاعفة مف ITS4و  ITS1تسمسؿ القواعد النايتروجينية لمنطقة الػ مف خلاؿ مقارنة  كما تبيف
 F. solaniمع عزلة الفطر  100% توراثي بمغ تشابوالمعزولة في ىذه الدراسة وجود نسبة  F. solaniالفطر 
المعزولة سابقا مف نبات الذرة, في حيف بمغت نسبة التشابو  (Accession No: KX000895.1) العراقية

 F. solaniمع عزلات لفطر  99%الوراثي لنفس تسمسؿ القواعد النايتروجينية لمفطر المعزوؿ في ىذه الدراسة 
 (. 3جدوؿ ) الاخرى المعزولة مف مناطؽ مختمفة في العالـ

 
 
 
 
 
 
 
 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/984390160?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=X4P6A3S3014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/725611611?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=X4P6A3S3014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/723006217?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=X4P6A3S3014
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المعزول في ىذه  F. solaniلمفطر و تسمسل القواعد النايتروجينية  بين نسب تشاب: مقارنة 3جدول 
الدراسة و العزلات الاخرى لنفس الفطر المسجمة عالميا في المركز الوطني لمعمومات التقنية الحيوية 

(NCBI). 

Fungus Isolate or strain name 

 

Origin 

 

The most similar sequences in 
GenBank database  

GenBank 

Accession 

Number 

Sequence 

similarity 

(%) 
F. solani AQRAJAA Iraq KX000895.1 100 

F. solani UENFCF251 18S Brazil JN006813.1 99 
F. solani TVD_Fungal-Culture127 Canada KF494125.1 99 

F. solani TVD_Fungal-Culture132 Canada KF494130.1 99 
F. solani TVD_Fungal-Culture131 Canada KF494129.1 99 

F. solani TVD_Fungal-Culture114 Canada KF494112.1 99 
F. solani TVD_Fungal-Culture133 Canada KF494131.1 99 

F. solani TVD_Fungal-Culture115 Canada KF494113.1 99 

F. solani 1A44 18S China KF572456.1 99 
F. solani CS11723 18S China JX406551.1 99 

F. solani bxq33104 China EF534185.1 99 
F. solani AL1 China KX650831.1 99 

F. solani M5 China KP399953.1 99 
F. solani CEF-325 China KF999012.1 99 

F. solani 091029 18S China HQ833835.1 99 
F. solani bxq33102 China EF534183.1 99 

F. solani JM6201508003 China KT366735.1 99 
F. solani D113 Ecuador KU377510.1 99 

F. solani M5_1H Hungary KJ584550.1 99 
F. solani A11bs 10290 F7 18S India KP264956.1 99 

F. solani NBAIM:350 India EU214559.1 99 
F. solani Fs1 18S India KC156593.1 99 

F. solani FUS ITS 11 18S India HQ384397.1 99 

F. solani CrP21 India KC920847.1 99 
F. solani ABL1 India KJ729475.1 99 

F. solani UOM AE India KF923870.1 99 
F. solani MML4006 India JX535009.1 99 

F. solani JAI-MB22 18S India JQ954891.1 99 
F. solani BK-CB20 18S India JQ954888.1 99 

F. solani LCPANCF01 India JN786598.1 99 
F. solani GIFUUHFA10 India GQ121291.1 99 

F. solani MML4007 India JX535010.1 99 
F. solani P1 18S India GQ451337.1 99 

F. solani MML4012 India JX535014.1 99 
F. solani MML4011 India JX535013.1 99 

F. solani ATS13 India KU900493.1 99 
F. solani AFIC37 18S India KU872842.1 99 

F. solani AFIC10 18S India KU872820.1 99 
F. solani AFIC7 18S India KU872817.1 99 

F. solani FWC32 India KU097267.1 99 

F. solani FWC30 India KU097265.1 99 
F. solani FS5 18S Ireland HQ265423.1 99 

F. solani HBR16 18S Malaysia KT953310.1 99 
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F. solani CIIDIRC-1 Mexico JQ956459.1 99 
F. solani CIIDIRC-2 Mexico JQ956460.1 99 

F. solani CBS 138803 18S Netherlands KU296243.1 99 
F. solani CBS 138805 18S Netherlands KU296242.1 99 

F. solani cv554 18S Netherlands KU296241.1 99 
F. solani TUFs8 SAUDI ARABIA HG798753.1 99 

F. solani Fso8 Tunisia KU528858.1 99 
F. solani Fso3 Tunisia KU528851.1 99 

F. solani Fso6 Tunisia KU528855.1 99 
F. solani 18S Turkey KU325529.1 99 

F. solani AS408 18S USA KU382629.1 99 
F. solani AS349 18S USA KU382562.1 99 

F. solani AS319 18S USA KU382548.1 99 
F. solani AS337 18S USA KU382539.1 99 

F. solani AS329 18S USA KU382537.1 99 

 انمعزونت فٌ ٌذي اندراست. F. solaniانفطز *عزنت 

 لفطرا تمع عزلا% 99بمغت نسبو تشابو وراثي  ( اعمى 2) R. solaniاظيرت العزلة الاخرى مف الفطر 
R. solani المعزولة مف اليند JF701744) و (JF70771كوستا ريكا و (JX294349)  و امريكا

(AF153794  وAF153793  وKX118384في ,)  حيف كانت اكثرىا تباعدا وراثيا عف عزلة الفطر R. 
solani ( المعزولة مف تايوافJX294349 ) كما اعطت العزلات الاخرى 91%التي اعطت نسبة تشابو بمغت .

 (.4)جدوؿ  %98-92نسب تشابو وراثي تراوحت بيف 
المعزول في ىذه  R. solani (2): مقارنة بين نسب تشابو تسمسل القواعد النايتروجينية  لمفطر 4جدول 

مع العزلات الاخرى التابعة لنفس الفطر و المسجمة عالميا في المركز الوطني لمعمومات التقنية الدراسة 
 .(NCBI)الحيوية 

 
Fungus  

 
Isolate or 

strain name 

 
Origin 

 

The most similar sequences in 
GenBank database 

GenBank 
Accession 
Number 

Sequence 
similarity (%) 

R. solani AQNOAH* Iraq KY055374 100 

R. solani G14 Costa Rica JX294349 99 
R. solani P4B3 Greece FJ480892 99 
R. solani L3B1 Greece FJ480894 99 
R. solani RKNM8 India JF701744 99 

R. solani RUPC95 India JF701771 99 
R. solani 16-1-3L USA AF153794 99 
R. solani Roth32 USA AF153793 99 
R. solani ST81548 USA KX118384 99 
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R. solani RKNG9 India JF701745 98 

R. solani RS5 India JX454673 97 
R. solani RS2 India JX454670 97 
R. solani Rs84/B Argentina KP736195 96 
R. solani RUPP93 India JF701784 96 

R. solani RPBC1 India JF701758 96 
R. solani Rs14/B Argentina KF686793 95 
R. solani AG-1 IB Argentina KM488565 95 
R. solani Rs26/B Argentina KF686797 95 
R. solani Rs10/B Argentina KF686790 95 
R. solani Rs56/B Argentina KP736174 95 
R. solani Rs28/B Argentina KF686798 95 
R. solani Rs20/B Argentina KF686796 95 
R. solani Rs5/B Argentina KF686785 95 
R. solani Rs11/B Argentina KF686791 95 
R. solani P20B Greece FJ480891 95 
R. solani RKLC1 India JF70174 95 

R. solani R112 Canada EU730832 94 
R. solani RS35 Poland KU574260 94 
R. solani Rae354 Taiwan AY684921 94 

R. solani R77 USA EU591790 94 
R. solani AG-E USA FJ492073 94 
R. solani F14 USA FJ492073 94 
R. solani AG 7 Belgium KF907734 93 
R. solani RASC27 India JF701713 92 
R. solani RASC27 India JF701713 92 
R. solani RUPP93 India JF701784 92 
R. solani AG-Fa Malaysia KX674533 92 
R. solani Rae354 Taiwan AY684921 92 
R. solani G14 Taiwan JX294349 91 

R. solani*عزنت انفطز  ٌ انمزكز انوطىٌ نمعهوماث انخقىَت انحَوٍت  انمعزونت فٌ ٌذي اندراست  و انمسجهت ف (NCBI). 
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في ىذه المعزوؿ  P. tardochrysogenumبأف الفطر كما اثبتت نتائج تحميؿ تسمسؿ القواعد النايتروجينية 
و المسجمة سابقا في   P. tardochrysogenum عزلات الفطرمع %( (98الدراسة كاف الاقرب تشابيا وراثيا 

 (. 5)جدوؿ  (NCBI)المركز الوطني لمعمومات التقنية الحيوية 

المعزول في ىذه  P. tardochrysogenum( : مقارنة بين نسب التشابو النيوكموتيدي لمفطر 5جدول )
عمومات التقنية الحيوية الدراسة و العزلات الاخرى لنفس الفطر المسجمة عالميا في المركز الوطني لم

(NCBI). 

Fungus  
Isolate or 

strain name 

 

Origin 

 

The most similar 

sequences in GenBank 

database  

GenBank 

Accession 

Number 

Sequence 

similarity 

(%) 

P. tardochrysogenum Baghdad* Iraq KY055375 100 

P. tardochrysogenum CBS 132200 Antarctica NR_138308 98 

P. tardochrysogenum DTO 149B9 Antarctica JX997028 98 

P. tardochrysogenum UFMGCB 

9653 
Brazil KX788175 98 

P. tardochrysogenum UFMGCB100 Antarctica KU880719 98 

انوطىٌ نمعهوماث انخقىَت  فٌ انمزكز و انخٌ سجهجانمعزونت فٌ ٌذي اندراست  P. tardochrysogenum*عزنت انفطز 

(NCBI).  

 (Baghdadو  AQNOAH) P. tardochrysogenumو  R. solaniاف عزلات الفطر مما تقدـ يتضح 
المشخصة في ىذه الدراسة ىي عزلات جديدة غير معروفة سابقا و تـ تسجيميا في المركز الوطني لممعمومات 

 و  KY055374 (GenBank accession numbers) تحت ارقاـ الادخاؿ  NCBI)الحيوية ) التقنية
.KY055375 4  

 .Pو   F. solaniو  F. verticilliodesو   R. solaniفي ىذه الدراسة شخصت الفطريات 
tardochrysogenum تقانة تفاعؿ البممرة المتسمسؿ باستخداـ  ̋جزيئيا(PCR) بدقتيا العالية في  التي عرفت

 و    .Aspergillus sppو  .Fusarium sppتشخيص العديد مف الكائنات الحية و منيا الفطريات مثؿ 
Pythium spp. التشخيص المعتمد عمى الصفات المظيرية  سمبياتلتخمص مف بيدؼ ا و غيرىا

(Morphological characters)  (11) الفطريات قيد البحث  في حصراىمية متشخيص المظيري اف ل. رغـ
مف المشاكؿ التي  الكثيراخرى في التشخيص فأف ىناؾ و تقنيات باستخداـ طرائؽ  لبدءفي مجاميع اصغر قبؿ ا

 خصوصاالقائـ بعممية التشخيص الى خبرة عالية الباحث او تصاحب التشخيص المظيري لمفطريات منا حاجة 
 Fusariumو .Aspergillus sppيات مثؿ بعض انواع الفطر  في الانواع الفطرية القريبة التشابو فيما بينيا

spp. ىناؾ بعض العوامؿ  اضافة الى تمؾ المشاكؿ فأف 7).) الى وقت و جيد كبيريف الى حاجتيا, فضلا
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الاضاءة كذلؾ نوع و طبيعة وسط النمو و و الاخرى التي تؤثر عمى تمؾ الصفات المظيرية و منيا الرطوبة 
و التي قد تؤدي الى تشخيص  ف و اشكاؿ و احجاـ الابواغ و المستعمرات الفطرية الناميةتؤثر عمى لو  قدالتي 

الباحثيف اف ىناؾ خطأ في التصنيؼ المظيري لمعديد مف الفطريات المشخصة في  العديد مف لاحظخاطئ. فقد 
 Fuariumو   Fusarium verticillioidesمثؿ  .Fusarium sppدراسات سابقة و منيا انواع تابعة لمفطر 

subglutinans تفاعؿ البممرة المتسمسؿ  تقانة  عند اعادة تشخيصيا مرة اخرى باستخداـ(PCR) ( (10.  
اسيمت طريقة التشخيص الجزيئي بالاعتماد عمى الاختلافات الموجودة في تتابع الحامض النووي لمنطقة الػ 

ITS (Internal transcribed spacer) العديد مف الفطريات مثؿ  كفاءتو عالية في تشخيص Fusarium 
spp. وCladosporium spp.   وF. verticillioides (10 ;5 ;4 ;2) لممسببات . يعد التشخيص الدقيؽ

مف الحاجات الضرورية مف اجؿ الوصوؿ الى طريقة او طرائؽ فعالة في أداراه المرضية و منيا الفطريات 
لحماية المحاصيؿ الزراعية و كذلؾ  (Quarantine purposes)عمميات الحجر الزراعي  و كذلؾ   المرض

 (.14مف خطر تمؾ المسببات المرضية )المصادر الطبيعية الاخرى 
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