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Morphology and molecular by RT-PCR  Identification of local 

isolate fungi Penicillium  chrysogenum . 
 

              بنت متعذد انبىنيمريس انمتسهسم نىع انحقيقيبتقانتشخيض انمظهري وانجسيئي 

( PCR-RT  )نعسنت محهيت نهفطرchrysogenum Penicillium. 
 

 أ.د.عبيٙ ػجذ انشػب اندًٛهٙ                   أ.د.ثبٌ ؽّ محمد           *و. ثبٌ يٕعٗ زغٍ انضثٛذ٘ 

 خبيؼخ كشثلاء / كهٛخ انزشثٛخ نهؼهٕو انظشفخ

 انجسث يغزم يٍ أؽشٔزخ دكزٕساِ نهجبزث الأٔل.*
 

  

 انخلاطت 
 

ٔشخض ثبلأػزًبد ػهٗ انًٕاطفبد انًظٓشٚخ  Penicillinانًُزح نهًؼبد انسٕٛ٘ انجُغهٍٛ   Penicilliumانفطش ʺ ػضل يسهٛب

 Morphological Characteristics  ٔانخظبئض انًدٓشٚخMicroscopic Chracteristics  ٔثأعزخذاو الأعبؽ

أظٓشد  PCR  -RTٕع  ٔنزأكٛذ انزشخٛض أعزخذيذ انزمبَخ اندضٚئٛخنًؼشفخ انُ  PDA , CZA , YEAانضسػٛخ انزبنٛخ 

 .  Penicillium chrysogenumَزبئح انزشخٛض انًظٓشٚخ ٔاندضٚئٛخ أٌ انؼضنخ رؼٕد نهفطش 
  

Abstract                                                         
 

We can be isolated alocal fungus was Penicillium , the morphological diagnosis by used PDA 

,CZA , YEA  and molecular diagnosis by  RT-PCR results proved that the isolate was belonging 

to the fungus P.chrysogenum.                                                                                      
 

 انمقذمت 
 

و فٙ كزبة رؼًٍ يدًٕػخ يٍ انفطشٚبد انزٙ ركٌٕ  1809ػبو   لأٔل يشح  penicilliumاعى     Linkانؼبنى أؽهك 

Penicillus   كهًخ لارُٛٛخ رؼُٙ فششبح انظجبؽ أٔ انشعبو ٔطف فٙ ْزا انكزبة ثلاثخ إَٔاع نهدُظ ْٙٔPenicillium    ْٙ

P.glaucum   ,   P.candidum  ,P.expansum    ٔانُٕعexpansum   ًشع رؼفٍ انزفبذ نغجت انًًؼشٔف ثأَّ انRot of 

apple   (1)هدُظ ن ʺبًَٕرخٛ ʺلاػزجش يثبأ  . 

ثكَٕٓب عشٚؼخ انًُٕ ،يغطسخ انشكم كثٛفخ ،خٛطٛخ راد رشكٛت يخًهٙ طٕفٙ أٔ  Penicilliumرًزبص يغزؼًشاد انفطش 

لطُٙ ركٌٕ فٙ ثذاٚخ انًُٕ راد نٌٕ اثٛغ ثى يغ انٕلذ رظجر خؼشاء يضسلخ ،خؼشاء سيبدٚخ أٔ صٚزَٕٛخ سيبدٚخ ٔأزٛبَب" 

 ( . 2)َٕاع زًشاء أ ثُٛخ   انًغزؼًشاد ػبدح ركٌٕ شبزجخ أٔيظفشح ٔلذ ركٌٕ فٙ ثؼغ الأ خهفٛخطفشاء أٔ ٔسدٚخ أيب 

يٍ ْبٚفبد يزفشػخ ػذًٚخ انهٌٕ, يمغًخ  ثدذس ػشػٛخ رًُٕ انٓبٚفبد نزؼطٙ زٕايم ثٕغٛخ   Penicilliumانفطش  ٚزشكت

يمغًخ يزفشػخ فٙ َٓبٚبرٓب انٗ ػذح أفشع لظٛشح رسًم فٙ أؽشافٓب اندشاثٛى انكَٕٛذٚخ ثٓٛئخ علاعم , الاثٕاؽ  كشٔٚخ  أٔ كًثشٚخ  

انزٙ ثذٔسْب لذ رُزح    Phialidesت يزخظظخ  رذػٗ انمٕاسٚش  يٍ  رشاكٛ Conidia  انكَٕٛذٚبانشكم  َبػًخ أٔ خشُخ ، رُشأ 

 Conidiaphoreٔ ثزنك ٚظٓش انشكم انؼبو نهسبيم انجٕغٙ   Metulaeيفشدح  أٔ  رزفشع  يٍ رشاكٛت  أخشٖ  رذػٗ  يزٕٛلاد  

انز٘ ٚؼُٙ  فششبح  انظجبؽ   Penicilliumثشكم انًكُغخ أٔ انفششبح ٔيُٓب أشزك الأعى انلارُٛٙ  Conidia انكَٕٛذٚب يغ

Painter's brush  3) .) 

شبئغ  فٙ انًُبؽك انًؼزذنخ  ٔشجّ  الأعزٕائٛخ  كًب  ًٚكٍ  رٕاخذِ  فٙ  انًُزدبد انغزائٛخ  P. chrysogenumٚؼذ انفطش 

                              .P.notatum      (4) بنُٕعانًبنسخ , ٔغبنجب" فٙ انجٛئبد انًغهمخ ٔخبطخ انشؽجخ يُٓب كبٌ ٚؼشف عبثمب" ث

ثشكم  ٔاعغ  فٙ  انظُبػخ  ٔفٙ يؼبيهخ ثؼغ  انًخهفبد انُجبرٛخ انًطسَٕخ ٔاَزبج ثؼغ   .chrysogenum Pٚغزخذو انفطش 

كًب  ػشف  ثمذسرّ  انؼبنٛخ  ػهٗ    oxidase Polyamine    ,Phospho-gluconate dehydrogenaseالأَضًٚبد  يثم  

انزشثخ  ʺ انجٛئخ ٔخظٕطبفٙ  ثشكم شبئغ  P.chrysogenum ,  عدم رٕاخذ انُٕع   penicillinانجُغهٍٛ   انًؼبد انسٕٛ٘اَزبج 

فُهُذا  , انغٕٚذ , ثٕنُذا , خٛكٕعهٕفبكٛب  , ايٛشكب , اٚطبنٛب , اعجبَٛب  , فشَغب  , رشكٛب , عبزم انؼبج ,  ػذد كجٛشيٍ انذٔل يُٓبفٙ 

 (.   5ثٛشٔ ) ٔٚمٛب اندُٕثٛخ , انظٍٛ  , انٛبثبٌ  , انُٓذ , انجٓبيب , انجشاصٚم افشٚمٛب انٕعطٗ , افش

أٔل علانخ أَزدذ الا أَّ   Penicillinيُزدخ نهجُغهٍٛ   P. chrysogenumأَّ نٛغذ كم علالاد انفطش  ئٍػهٗ انشغى 

ٚزٕاخذ ْزا انؼفٍ ثشكم كجٛش فٙ انجٛئخ زٛث رًثم انزشثخ أْى يظبدس ػضنّ , كًب ًٚكٍ ػضنّ  انجُغهٍٛ كبَذ ػٍ ؽشٚك ْزا انؼفٍ ,

 ). (6             , ٔٚؼزجش انٕٓاء أزذ انًظبدس انًًٓخ نهسظٕل ػهّٛٔانسجٕة  يٍ انؼذٚذ يٍ انًٕاد انغزائٛخ كبنسًؼٛبد 

انزٙ أثجزذ كفبءرٓب فٙ اَزبج انًؼبداد انسٛبرٛخ يٍ ٔ Penicilliumنفطش اعهطُب انؼٕء فٙ ْزِ انذساعخ ػهٗ ازذ ػضلاد 

 نزأكٛذ انزشخٛض انًٕسفٕندٙ . PCR  -RT بَخرم عزخذيذنٓب لأًْٛزٓب فٙ انًدبل انطجٙ فأانزشخٛض انذلٛك يؼشفخ أخم 
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 ق انعممائانمىاد وطر
 انمىادʺ: أولا

     CCuullttuurree  mmeeddiiaaالأوسبط انسرعيت الأوسبط انسرعيت 11..

..aa الأوسبط انسرعيت انجبهسة الأوسبط انسرعيت انجبهسةRReeaaddyy  ––  mmaaddee  mmeeddiiaa 

 Potato – Dextrose Agar (PDA)انبطبطب دكستروز  –آكبر  1.

 Yeast Extract Agar (YEA)آكبر خلاطت انخميرة 2.

ٔانًثجزخ  Hemedia  /Indianالأٔعبؽ انضسػٛخ اندبْضح انٕاسدح فٙ أػلاِ كلا" ثسغت رؼهًٛبد انششكخ انًُزدخ زؼشد 

 .ػهٗ انؼجٕح 

..bb الأوسبط انسرعيت انمحضرة الأوسبط انسرعيت انمحضرةPPrreeppaarreedd  mmeeddiiaa        

  -تضمن انىسظ انمىاد انتبنيت :  Czapex Agar (CZA)وسظ آكبر انسابك   -

 0.5 g  MgSO4 .7H2O   , KCl   0.5g     ,K2HPO4   1g   ,NaNO3  3g  ,FeSO4 .7H2O    0.01g  

 Sucrose     30g    ,Agar    15g  . 

 ( .   7مم من انمبء انمقطر )     1000فٙ أعلاه تم أرابت انمكىنبث

ثبَٔذ / اَح  15رسذ ػغؾ ◦ و 121ثذسخخ زشاسح   Autoclaveػمًذ خًٛغ الأٔعبؽ انضسػٛخ ثبنًؤطذح يلازظخ:  
2

 20نًذح  

وْ  ثى أػٛف انًؼبد انسٕٛ٘ انكهٕسٔيفُٛكٕل   45دلٛمخ , رشكذ الأٔعبؽ ثؼذ انزؼمٛى نزجشٚذْب إنٗ دسخخ  15 –

Chloramphenicol   نزثجٛؾ ًَٕ انجكزشٚب. 

        PPCCRR    PPCCRR  mmaatteerriiaallssانمىاد انمستخذمت في تقنيت انمىاد انمستخذمت في تقنيت 22..

..aa عذة أستخلاص عذة أستخلاصDDNNAA  DDNNAA  EExxttrraaccttiioonn  KKiitt            

    --تضمن انمىاد انتبنيت :تضمن انمىاد انتبنيت :
  

 

 
 

 

 

 ت
 

 

 

 المادة

Material 

 

 الشركة المصنعة

Manufactor company 
 

 

 

 المنشأ  

State 

1 Proteinase K enzyme Progma 

 

USA 

 2 Cell lysis solution 

3 Nucleic lysis solution 

4 RNase solution 

5 Protein removal Buffer 

6 TE buffer ٘رسؼٛش يخزجش 

7 2 – Isopropanol BDH England 

8 Ethanol  % 70 Fluka Switzerland 

 

.bعذة فحض      Real-Time PCR 

    --تضمن انمىاد انتبنيت :تضمن انمىاد انتبنيت :

 

 

 

 د

 

 

 انًبدح 

Material  

 

 

 انًكَٕبد

 

Contains 

 

 انششكخ انًظُؼخ

Manufactor company 

 ٔانًُشأ

 State 

1  -    AccuPower® 2X 

GreenStar
TM

 qPCR Master Mix 

2X Syber green dye qPCR 

master mix 

Bioneer 

(Korea) 

2 DEPC water 
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..cc انبىادئ انبىادئPPrriimmeerrss     
 

 Penicilliumانخبص ثزشخٛض انفطش  Internal transcribed spacer1 (ITS1)gene انجٕادٖء ندٍٛ  طًًذ

chrysogenum   ٍٛٔرنك يٍ خلال اعزخذاو انزغهغم انكبيم نهدEF200101.1)   ITS1 Whole gene sequence 

(Genebank: يٍ يٕلغ ثُك اندُٛبدGenebank-NCBI  ٔثبعزخذاو ثشَبيحPrimer3plus  ٙنزظًٛى انجبدئبد ٔانخبطخ ف

 انكٕسٚخ . Bioneerانجبدئبد يٍ لجم ششكخ  خٓضد,  Real-Time PCR زمبَخفسض ان
 

Primer))انجبدٖء Sequence )ُٙٛانزغهغم اند( 
PCR product size زدى(

 (PCRَٕارح 

ITS1 
F ACGGGTGAAACAGGATGATCC 

111bp 
R ACAGAGTTCGAGGGTGTCTTC 

 

 طرائق انعممʺ: ثبنيب
      MMoorrpphhoollooggiiccaall  IIddeennttiiffiiccaattiioonnانتشخيض انمظهري انتشخيض انمظهري 11..

ثؼذ  Speciesزغت يٕاطفبرٓب انًظٓشٚخ ٔانخظبئض انًدٓشٚخ نًؼشفخ انُٕع  .chrysogenum Pشخظذ ػضنخ انفطش     

 .; 9 ; 8)10انًفبرٛر انزظُٛفٛخ :)ٔثأعزخذاو  PDA ٔCZA  ٔ YEAصساػخ انؼضنخ ػهٗ الأٔعبؽ انزبنٛخ: 

  Molecular IIddeennttiiffiiccaattiioonnانتشخيض انجسيئي 2.

فٙ خبيؼخ انذٕٚاَٛخ / كهٛخ انطت انجٛطش٘/ ٔزذح فٙ خبيؼخ انذٕٚاَٛخ / كهٛخ انطت انجٛطش٘/ ٔزذح  P. chrysogenumنزشخٛض انفطش  Real-Time PCRرى أخشاء فسض     

,ٔكًب  (11)ؽشٚمخزشخٛض انفطش زغت نانخبطخ  ITS1 دُٛٛخًُطمخ انبنٔرنك ثبعزخذاو انجبدئبد انخبطخ ثالايشاع انًشزشكخ.الايشاع انًشزشكخ.

 ٚأرٙ :
 

     DNA    DNA extraction and purificationوتنقيتأولا": أستخلاص 
 بدَمهذ انؼُٛ° و  25 زشاسح ٔثذسخخ  PDAأٚبو ػهٗ ٔعؾ    7انفطش انُبيٛخ نًذح  اديٍ يغزؼًش  Loopيمء  بدأخزد ػ1ُٛ.

ٔغطغذ فٙ لُُٛخ   Parafilmيم , أغهمذ ثشكم يسكى ثٕاعطخ ششٚؾ   1.5يؼمًخ عؼخ   Eppendorf tubesإنٗ 

   Wooden stickدلبئك . ثؼذ أخشاج انؼُٛخ عسمذ ثئعزخذاو أػٕاد خشجٛخ   7نًذح    Liquid nitrogenانُبٚزشٔخٍٛ انغبئم 

 دلبئك .   5نًذح لا رمم ػٍ 

نًذح    Vortexيضخذ انؼُٛخ ثبنًبصج    Proteinase Kيٍ الأَضٚى   µl 60يغ    Cell lysis solutionيٍ    µl 600أػٛف2.

نًذح نٛهخ كبيهخ °  و  55زشاسح ثذسخخ  بديذح انسؼٍ , زؼُذ انؼُٛ ثٕاَٙ يغ يشاػبح سج انؼُٛخ ثٍٛ انسٍٛ ٔاٜخش أثُبء  10

Overnight    . 

 دٔسح / دلٛمخ  نًذح دلٛمزٍٛ ثى أصٚم انشائك .   14000ثغشػخ   Centrifugeانؼُٛخ فٙ خٓبص انطشد انًشكض٘  َجزد3.

 انٗ انش اعت ٔزشكذ انؼُٛبد ثهطف نغشع انًضج. Nucleic lysis solutionيٍ يسهٕل رسهٛم الإَٔٚخ  lµ300أػٛف    4.

نًذح °  و  37ثذسخخ  بدثٕاَٙ ثى زؼُذ انؼُٛ  10نًذح    Vortexثٕاعطخ  بدٔيضخذ انؼُٛ   RNaseيٍ   1.5µlأػٛف . 5

 .   RNAدلٛمخ نزسهٛم  15

 Vortexيضج انًسهٕل ثـ   Protein Removal Bufferيٍ انذاسا  100µlدلبئك ثى أػٛف 5فٙ انثهح نًذح  بدزؼُذ انؼُٛ 6.

 ثٕاَٙ . 10 نًذح 

يم   1.5يؼمًخ عؼخ   Eppendorf tubeدلبئك , َمم انشائك ثهطف إنٗ    3دٔسح / دلٛمخ  نًذح   15000ثغشػخ  َجزد الأَبثٛت 7.

 . 

ؼذح يشاد ثهطف ززٗ ظٕٓس خٕٛؽ خٛذاً ثبنزمهٛت ن ذٔيضخ   Isopropanolيٍ الاٚضٔثشٔثبَٕل   300µlأػٛف نهشائك 8.

DNA   . 

 دلبئك .   3دٔسح / دلٛمخ  نًذح   15000َجزد الأَبثٛت ثغشػخ 9.

انًزًشكض ػهٗ   DNAػذح يشاد نغغم  بدلهجذ انؼُٛ   70 %يٍ الاٚثبَٕل   300µlأصٚم انشائك ثهطف ٔأػٛف نهشاعت 10.

 . DNAخذساٌ الأَجٕثخ ثى سخذ الأَبثٛت نغغم 

 دلبئك .   3دٔسح / دلٛمخ  نًذح   15000ثغشػخ  الأَبثٛت يشح أخشَٖجزد 11.

 دلبئك نهزخهض يٍ الاٚثبَٕل .   10أصٚم انشائك ٔلهجذ الأَبثٛت ػهٗ ٔسق َشبف نًذح 12.

دلٛمخ  60 30 – فٙ زًبو يبئٙ نًذح° و  60زشاسحدسخخ رسذ ٔزؼُذ انؼُٛخ    TE bufferيٍ يسهٕل   100µl أػٛف13.

 أثُبء انسؼٍ ػذح يشاد ززٗ رظجر سائمخ .  انؼُٛخ زشكذ

 فٙ انًدًذح  نسٍٛ الأعزؼًبل.◦ و  (20-)زفظذ الأَبثٛت ثذسخخ 14.

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lignell%20U%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19241524
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   DNA profileفحض انحمض اننىوي انمستخهض ثبنيب": ثبنيب": 
 

 Nanodrop spectrophotometerانًغزخهض ٔرنك يٍ خلال اعزخذاو خٓبص  DNAرى انكشف ػٍ انسًغ انُٕٔ٘ 

(THERMO. USA)   ُٕ٘ٔانخبص ثبنكشف ٔلٛبط رشكٛض الازًبع انDNA) انسًغ انُٕٔ٘ يٍ ػٍ (زٛث ٚزى انكشف

يٍ خلال لشاءح الايزظبطٛخ ثطٕل  DNAٔلٛبط َمبٔح انسًغ انُٕٔ٘  ) ng\µl DNA (خلال رسذٚذ رشكٛض انسًغ انُٕٔ٘ 

 ( ٔرى اعزخذاو اندٓبصػهٗ انُسٕ انزبنٙ :280nm-260يٕخٙ ٚزشأذ ثٍٛ )

 . DNAثشَبيح لٛبط انسًغ انُٕٔ٘ َٕع  ثى أَزخت يٍ لبئًخ انخٛبساد Nanodropخٓبص  شغم  1.

 يبطخ دلٛمخ( ثبعزخذاو  (ddH2Oيبٚكشٔنٛزش يٍ 1يشرٍٛ ثبعزخذاو ٔسق َشبف خبص ثبندٓبص ٔرنك ثٕػغ  طفش اندٓبص 2.

 ثزُظٛف انشكٛضح نمٛبط انؼُٛبد. لًُبيؼمًخ ػهٗ عطر سكٛضح انًمٛبط ٔثؼذْب 

 ذَبيٛكشٔنٛزش يٍ كم ػُٛخ يٍ ان 1ٔرنك ثبعزخذاو   DNA سبيغ انُٕٔ٘نجذء ػًهٛخ لٛبط رشكٛض ان  OKػغؾ ػهٗ صس 3.

DNA ْٖٔكزا انًغزخهض ثى َظفذ سكٛضح يمٛبط اندٓبص يشح اخشٖ نمٛبط انؼُٛخ الاخش. 

ػهٗ ؽٕنٍٛ  Nanodrop Spectrophotometerانًغزخهض ثمشاءح الايزظبطٛخ ثدٓبص   DNA ذَبَمبٔح ػُٛبد ان زذدد 4.

 (.(1.8انًغزخهض ٚؼزجش َمٙ ػُذيب ركٌٕ َغجخ الايزظبطٛخ ْٙ  DNA(  زٛث اٌ انسًغ انُٕٔ٘ (nm 260/280يٕخٍٛٛ 
 

 Real- time PCR master mixتحضير مسيج ثبنثب": 
 

AccuPower® 2X GreenStarثبعزخذاو ػذح ال  Real-Time PCRيضٚح رفبػم  زؼش
TM

 qPCR Master Mix 

 بلارٙ:ٔكانكٕسٚخ ٔزغت رؼهًٛبد انششكخ  Bioneerانًدٓضِ يٍ لجم ششكخ ال 

 

Volume)زدى( PCR master mix يضٚح رفبػم(PCR) 

25 µL 2X Green star master mix 

5µL DNA template 

1µL 
ITS1 forward primer (  10pmol) 

 

1µL 
ITS1 reverse primer  (  10pmol ) 

 

18µL DEPC water 

50µL Total 

   

 0.2mlانزٙ ركشد فٙ اندذٔل اػلاِ انٗ أَبثٛت ثٛؼبء يؼمًخ زدى  Real-Time PCRيكَٕبد يضٚح رفبػم  ذى ٔػؼث

 vortex centrifugeثى َمهذ خًٛغ الاَبثٛت انٗ خٓبص انطشد انًشكض٘ انًبصج   , Real-Time PCRدٓبص بنخبطخ ث

(Exispin)  3000ثغشػخrpm ٔ ثى ٔػؼذ فٙ خٓبص يٍ نًذح ثلاثخ دلبئكReal-Time PCR . 
 

                     Thermocycler conditions Real-Time PCRحبلاث انذوراث انحراريت نفحض   رابعب": 
 

 AccuPower® 2Xانًضج   ٔرنك ثبلاػزًبد ػهٗ رؼهًٛبد ػذح    Real-Time PCRانذٔساد انسشاسٚخ نفسض  ؽجمذ

GreenStar
TM

 qPCR Master Mix    نجبدئبد ا زشاسحٔكزنك يٍ خلال زغبة دسخخTm) ) دٓبص انٔرنك ثبعزخذاو

MiniOpticon Real-Time PCR system  BioRad. USA :َٗكًب فٙ انشكم اد 
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 Real-Time PCR(: انذٔساد انسشاسٚخ ٔأٔلبرٓب ندٓبص 1شكم )

 

 Real-Time PCRتحهيم نتبئج فحض خبمسب":
 

انًؼزًذ ػهٗ سلى خؾ خٓذ انؼزجّ  Amplification plotيٍ خلال يُسٗ انزؼخى  Real-Time PCRَزبئح فسض  زههذ

Threshold cycler number (CT) value  زٛث ركٌٕ انؼُٛخ يٕخجخ ػُذيب رزدبٔص خؾ انؼزجخ ٔكزنك رى رسذٚذ خظٕطٛخ

زٛث ركٌٕ انؼُٛبد يٕخجخ ارا كبٌ ظٕٓسْب فٙ َفظ دسخخ  Melt peakانفسض نهؼُٛبد انًٕخجخ يٍ خلال يُسُٗ الاَظٓبس 

   .Tm 80-90 °Cالاَظٓبس ٔانزٙ رزشأذ فٙ انزؼخى انسمٛمٙ نهدٍٛ يٍ 
 

 RReessuulltt  aanndd  DDiissccuussssiioonnاننتبئج وانمنبقشت اننتبئج وانمنبقشت 
  ..      MMoorrpphhoollooggiiccaall  IIddeennttiiffiiccaattiioonnانتشخيض انمظهري انتشخيض انمظهري 11..

 

 Morphological characteristics انًُزخجخ زغت يٕاطفبرٓب انًظٓشٚخ  Penicilliumشخظذ ػضنخ انفطش 

ار أػطذ انؼضنخ  PDA ٔ CZA  ٔ YEA ػُذ صساػزٓب ػهٗ الأعبؽ  Microscopic chracteristicsٔانخظبئض انًدٓشٚخ 

 Yellowػهٗ الأٔعبؽ انثلاثخ شكلا" يخًهٛب" , ثسبفبد ثٛؼبء رسٛؾ ثبنًغزؼًشح يغ ظٕٓس ْبنخ يٍ طجغخ طفشاء شفبفخ 

Pigment  ٍٛزٕل انًغزؼًشح ػهٗ انٕعطPDA   ٔCZA  ( ػهٗ انزٕانٙ أيب انغطر انغفهٙ نهًغزؼًشاد فكبٌ رٔ   3ٔ  2شكم)ان

انهٌٕ الأطفش زغت َٕع انٕعؾ , أيب نٌٕ انًغزؼًشح انفطشٚخ فكبَذ راد نٌٕ أخؼش يضسق ػهٗ نٌٕ أطفش عبؽغ رزجبٍٚ دسخخ 

كشٔٚخ أٔ  conidia( الأثٕاؽ انلاخُغٛخ  4شكم )ان  YEAرًٛم انٗ انهٌٕ الأخؼش انشيبد٘ ػهٗ ٔعؾ   PDA   ٔCZAٌّ ٔعطٙ

انًٕاطفبد انٕاسدح فٙ أػلاِ  , (5شكمانبئٙ انزفشع )أيهظ غٛش يُزظى ثُ conidiaphoreشجّ كشٔٚخ , يهغبء , انسبيم انكَٕٛذ٘ 

 (. ( 10;9فبرٛر انزظُٛفٛخ:ثسغت انً P.chrysogenumرُطجك ػهٗ َٕع انفطش 
 

.  
  

  PP..DD..AAػهٗ ٔعؾ ػهٗ ٔعؾ   PP..  CChhrryyssooggeennuumm( شكم ٔنٌٕ يغزؼًشاد ػضنخ  انفطش ( شكم ٔنٌٕ يغزؼًشاد ػضنخ  انفطش   22))  شكمشكم

AA                       انغطر انؼهٕ٘ نهًغزؼًشح                       :انغطر انؼهٕ٘ نهًغزؼًشح:BB  )انغطر انغفهٙ نهًغزؼًشح )ظٓش انطجك(:انغطر انغفهٙ نهًغزؼًشح )ظٓش انطجك:  

 

A B 
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  CCzzaabbeexxػهٗ ٔعؾ ػهٗ ٔعؾ   PP..  cchhrryyssooggeennuumm( شكم ٔنٌٕ يغزؼًشاد ػضنخ انفطش ( شكم ٔنٌٕ يغزؼًشاد ػضنخ انفطش 33))  شكمشكم

AA                    انغطر انؼهٕ٘ نهًغزؼًشح                  :انغطر انؼهٕ٘ نهًغزؼًشح:BB  )انغطر انغفهٙ نهًغزؼًشح )ظٓش انطجك(:انغطر انغفهٙ نهًغزؼًشح )ظٓش انطجك:  

  

 
  

 YYeeaasstt   EExxttrraacctt ػهٗ ٔعؾػهٗ ٔعؾPP..  cchhrryyssooggeennuumm  نفطش نفطش اا( شكم ٔنٌٕ يغزؼًشح ( شكم ٔنٌٕ يغزؼًشح 44))  شكمشكم

AA                     انغطر انؼهٕ٘ نهًغزؼًشح                   :انغطر انؼهٕ٘ نهًغزؼًشح:BB  )انغطر انغفهٙ نهًغزؼًشح )ظٓش انطجك(:انغطر انغفهٙ نهًغزؼًشح )ظٓش انطجك:  

  

 
  

  ..PP..cchhrryyssooggeennuumm( شكم انسبيم انجٕغٙ ٔانفششبح يغ شكم الأثٕاؽ انلاخُغٛخ نؼضنخ انفطش( شكم انسبيم انجٕغٙ ٔانفششبح يغ شكم الأثٕاؽ انلاخُغٛخ نؼضنخ انفطش  55))  شكمشكم

AA    شكم الأثٕاؽ انلاخُغٛخ  : شكم الأثٕاؽ انلاخُغٛخ :CCoonniiddiiaa   نهؼضنخ انًُزخجخ نهفطش نهؼضنخ انًُزخجخ نهفطشPP..cchhrryyssooggeennuumm  

BB   شكم انسبيم انكَٕٛذ٘ ٔانفششبح نهؼضنخ انًُزخجخ نهفطش : شكم انسبيم انكَٕٛذ٘ ٔانفششبح نهؼضنخ انًُزخجخ نهفطش :PP..  cchhrryyssooggeennuumm  
  

  ..PP..  cchhrryyssooggeennuummانتشخيض انجسيئي نهعسنت انمنتخبت نهفطر انتشخيض انجسيئي نهعسنت انمنتخبت نهفطر 22..

  33nngg//mmll..6655ثزشكٛض ثزشكٛض   DDNNAAػهٗ ػهٗ   أززٕدأززٕد  ُٛبدُٛبدأٌ انؼأٌ انؼ  nnaannooddrrooppٔثؼذ انفسض فٙ خٓبص ٔثؼذ انفسض فٙ خٓبص   DDNNAAثُٛذ َزبئح أعزخلاص ثُٛذ َزبئح أعزخلاص   

  ..  8844nnmm..11ٔثُمبٔح ػبنٛخ ثهغذ ٔثُمبٔح ػبنٛخ ثهغذ 
  

    RReeaall  ––ttiimmee  PPCCRR  بنتبنتانتشخيض بتقانتشخيض بتق
َزٛدخ يٕخجخ ٔكًب  P. chrysogenum انًغزخهض يٍ ػضنخ انفطش DNAذَبنه RT-PCR بَخثزمانذلٛك انزشخٛض  ظٓشأ

  ..  ((6), (7), (8), (9)يٕػر فٙ الأشكبل 

A B 

A B 

A B 
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 RT- PCR فٙ فسض P. chrysogenumنهؼُٛخ انًٕخجخ نفطش   Amplification plot(: يُسُٗ انزؼخى 6شكم )
 

 
 

 RT- PCR فٙ فسض P. chrysogenum نهؼُٛخ انًٕخجخ نفطش  Amplification log plotانهٕغبسرًٙ   (: يُسُٗ انزؼخى7شكم ) 

 

 
 

 RT- PCRفٙ فسض  P. chrysogenumنهؼُٛخ انًٕخجخ نفطش   Melt curve(: يُسُٗ الاَظٓبس 8شكم ) 
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 P. chrysogenum ( نهؼُٛخ انًٕخجخ نفطشC°87ثذسخخ زشاسح )  Melt peak(: يُسُٗ دسخخ الاَظٓبس 9شكم )

 RT- PCR فٙ فسض
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