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 شكر وتقدير 
ه ـآلــــ مــــ  و   ـالأم ــــراً ـق ا  محمـــــل  مـــــوالصــــال والعــــا   مــــ    ــــالحمـــــر   لع اليـلم ـــــ      

   الطـهل   .ــــالط ب وصحبه 
 ً  ـــمرفو  أ  أقـر  كممـ  رـكل إاي ـــا عين طلوحـ مـ  هـ ا اا الأ  ـللوأنـ أكتـع العـطول       
بان طه  ةور الدكت الأستاذ الأفـضـل يت تـأع  ــــإلل ـــ ـبـكـلل اــضـفــلل بـــمـالغ ـســـوالإحعـ  ــنـتـبـام
 الرائم  مـموضوع الرلاع  ومتـبيته  مـهــــاقتلاح المساعد الدكتور سعد محمد ندا والأستاذ محمد

ص ـي  ـلـــمنـ مـهـ  فمـــ  اليمم ــمعـتو  اللصـنــ إلـ بــه المبـ ول ط مــ  فتـلل البحــً  وصـوا ً  مـوجهـره
 .حتلا ل وااــالرك

التلب    و مـرل الكم   جـمي  كلباءلئـع   إل أور أ  أتقر  بجز ل الركل واليلفـ  كمـ           
/   الإح ـئ ـالتقن ــ   بحـوً  ملكـزو  ,الـركتولاارلاعـ   لإكمــلالفلصـ  لـي  لإتـحتهــ لميمو  الصـلف 
 ي في ه ا الملكز. إراللً ومنتعب   ال ي ح ً  ت  انجـز الجـنع اليمم جـمي  النهل  

ــــكمم أجمـــلر  ـقـــ  أ ـ  ـز المعــــيجـــ و            ــــ  ركــ ــــل و لفـنــــً  بـلجم ــ حددداز   الددددكتور إلـــ ل  ـ
 أوب ــل بجهــر  لــ    ي( الــ النهــل  / جـميــ    الإح ـئ ــالتقن ـــ   بحــوً  ملكــز) الأحمددد إسددماعي 

نجدو  شدبا   الدكتدددورة إلـ  ــلص الرـكل واامتنــ  و معـ رل في تجلب  الح وانــ  الم تبل ـ ,  
ومعــــ رتهـ فـــي  لـــ و المب  لجهورهــــ / جـميـــ  النهـــل   (  الإح ـئ ـــالتقن ــــ   بحـــوً  ملكـــز) احمدددد

 الجـنع الجز ئي م  البحً .
بـبل /  –) الميهر التقني  عباس رزاق عبد الدكتور إل كمـ أتقر  بجز ل الركل وااحتلا         

 .( / جـمي  بغرار DNA ملكز الــ) زين  هاتف سيدةالو التقن   (  الأوعط جـمي  الفلا 
ميــي  بــ   ه تحمملــ أفلارهـــبجم ــ   عدداتمت  أ ــز النـــس ارــكل أ  مــي  لزمـــ ً  وفــي ال تـــ         
ابــــر مــــ   كــــل زمائــــي طمبــــ  كــــ ل   ,ه  الكب ــــلل لأجمــــيتضــــح ـتلــــر واته  الصـــــرق  و و  الرلاعــــ 

بكمم  ركل وامتنـ  عـئاً  المول   ز  د الكري ناجحة,عب ,خنساء, ممتاز, حمزةالرلاعـ  اليم ـ 
 جم يـً . توف قه وجل 

 

 

 

 فاضل
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I 
 

 الخلاصة

التي ليا القدرة عمى انتاج سم  Alternaria alternata الفطرتوصيف عزلات  تم       
وجزيئياً  ,باعتماد الصفات المظيرية والمجيرية مظيرياً  Alternariol (AOH)الالترناريول 

, وتحديد نسبة تردد وظيور ىذا DNA Sequencing باستخدام تقنية البممرة وتقنية تتابع الدنا
تحديد الجين المسؤول  تمو المصابة.  نبات الطماطة ثمارمن  الفطر خلال عممية العزل الاولي

 باستخدام بادئ متخصص . AOH  عن انتاج سم الالترناريول

والكشف عنة باستخدام كروموتوغرافيا الطبقة  AOHص سم وتضمنت الدراسة استخلا     
وجياز سائل الكروموتوغرافيا عالي Thin Layer Chromotography   (TLC)الرقيقة
. ودراسة تاثير High performance liquid chromatography (HPLC) الكفاءة

 زرعي, الضوء والظلام (الظروف البيئية المختمفة )درجة الحرارة, دالة الحموضة, نوع الوسط ال
  AOH.  وانتاج السم  A. alternataالفطرفي نمو 

وتاثيراتو الوراثية الخموية  AOHحساب الجرعة القاتمة لنصف الجماعة السكانية لسم وتم       
في خلايا نقي عظم ذكور الفئران والتي شممت حساب معامل الانقسام الخموي والانحرافات 

   تكون الانوية الصغيرة.الكروموسومية ومعامل 

بشكل واسع في محافظة كربلاء اذ تم   A. alternata اوضحت النتائج انتشار الفطر      
وبنسبة تردد   A. alternata عزلة انطبقت عمييا الصفات المظيرية لمفطر 23الحصول عمى 

ادئ زوج البنت نتائج التشخيص الجزيئي نجاح %. وبي21.5% وونسبة ظيور 38بمغت 
AAR3 ,AAF2 في تشخيص الفطر A. alternata   جزيئياً باستخدام تقنية البممرة بوزن

نتائج التشخيص المظيري  اكدتفقد   DNA Sequencingتقنيةاما نتائج  340bpجزيئي 
ان  تبين NCBI BLAST وباستخدام موقع الــ ,ونجاح زوج البادئ في التشخيص الجزيئي

وقد تطابقت مختمفتين  مجموعتينىناك وان   A. alternata جميع العزلات كانت تعود لمفطر
% مع العزلات الصينية وبنسبة 100الاولى من ناحية البعد الوراثي بنسبة  عزلة المجموعة

% مع عزلات 100الثانية فقد تطابقت بنسبة  المجموعة عزلة% مع العزلات السعودية اما 99
مجموعتين  عمىىذه العزلات  Mega 6نتائج تحميل برنامج  تركية واخرى مكسيكية. وقسمت 
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 ,8 ,9 ,10 ,11 ,13 ,14 ,15 ,16 ,17 ,20 ,22, 24) ضمت المجموعة الاولى العزلات
 (. (4 ,12 ,18 ,19 ,21 ,23 ( فيما ضمت المجموعة الثانية العزلات1 ,3 ,5 ,6 ,7

في الكشف عن الجين المسؤول عن انتاج سم الالترناريول   pksJلجين ونجح الزوج البادئي     
 . 514bpعمى وزن جزيئي 

باستخدام مذيب الميثانول  0.43بمغ   AOHمل سريان سماواضحت النتائج ان مع        
وقد تطابق  1 : 3 : 6وبنسبة  tuleun : athylacetate : formic acidوالطور المتحرك 
الدراسة مع السم القياسي حسب قراءة جياز سائل الكروموتوغرافي عالي  فيالسم المستخمص 

   .HPLCالكفاءة 

فقد  AOH وانتاجو السم  A. alternata واثرت الظروف البيئية المختمفة عمى نمو الفطر      
سم لمدة حضن  8.2افضل حالة نمو لمفطر بمغ فييا قطر المستعمرة  ºم 25درجة الحرارة  تحقق

فيما انخفض 20, 30, 35  قة معنوياً عمى بقية الدرجات الحرارية الاخرىايام متفو  7بمغت 
. وحققت ºم 35سم عند درجة  2.1معدل النمو بارتفاع وانخفاض درجة الحرارة وصولًا الى 

يكروغرام/مل فيما بمغ اقل كمية انتاج ام 141.1سم بمغت ماعمى كمية انتاج ل ºم 30الدرجة 
 .ºم 35ل عند مايكروغرام/م 74.5

اذ حقق افضل حالة  5 ,7 ,8 عمى بقية معاملاتو معنوياً  6وتفوق الرقم الييدروجيني         
الى  الاخرى وصل pHقيم سم وانخفض معدل النمو ل 8.5بمغت   A. alternata نمو لمفطر

كمية انتاج السم بعامل الحموضة وحقق  تأثرتكذلك  8يساوي  pHعند  4.3اقل معدل نمو بمغ 
وبفارق معنوي عن بقية مايكروغرام/مل  116.1اعمى كمية بمغت  6الرقم الييدروجيني 

. كما واثر نوع الوسط الزرعي 8يساوي pH عند  57.8المعاملات وصولًا الى اقل كمية انتاج 
سم  8.2  غتافضل حالة نمو بم  PSAحيث حقق وسط  AOHسم وجاعمى نمو الفطر وانت
وبفارق معنوي عن معاممة عن بقية الاوساط  مايكوغرام/مل 112.8بمغت  واعمى كمية انتاج 

 الاخرى. 

عمى معاممة الضوء لمعدل النمو اذا بمغ قطر  وحققت معاممة الظلام تفوقاً معنوياً       
لسم حققت ظروف الظلام اعمى كمية انتاج و سم لمضوء   6.5لام ولمظسم  8.2المستعمرة 
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AOH  يا التي بمغ فيالضوء  ةمعامم وبفارق معنوي كبير عنمايكروغرام/مل  182.8بمغت
 .مايكروغرام/مل 74.5معدل الانتاج 

كانت الجرعة القاتمة لنصف   AOHلسممميغرام/ كغم  368ان الجرعة  واظيرت النتائج      
الجماعة السكانية لمفئران واثر ىذا السم في مختمف المعايير الوراثية الخموية لخلايا نقي عظم 

الخموي وبفارق معنوي مع زيادة تركيز الجرعة مقارنةً  مذكور الفئران , اذ انخفض معامل الانقسا
عند  2.1%ذه القيمة لتصل الى حيث انخفضت ى 14.2%بمعاممة السيطرة البالغ قيمتو فييا 

ت درافات الكروموسومية ازداحسبب السم ظيور انواع مختمفة من الانو . مميغرام/كغم 80الجرعة 
اعمى نسبة  مميغرام/كغم80 كيز الجرعة اذ حققت الجرعة ر معدلاتيا وبفارق معنوي مع زيادة ت

ة امل تكون الانوية الصغير ازداد معو  . 0.10%مقارنة بمعاممة السيطرة %3.55 انحرافات بمغت
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 ةـــقدمـــالم
اذ لو شار توالواسعة الانفي التربة  المتواجدةواحداً مف الفطريات  Alternaria يعد الفطر        

مػػف العوا ػػؿ  العديػػدصػػيب فيػػو ي القػػدرة ىمػػع العػػيش فػػي مظتمػػؼ الػػنظـ البي يػػة والمنػػاطؽ الج رافيػػة
 Logrieo et) قبؿ الحصاد والجني او بعده سواءً يا من كثيرامراضاً واضراراً ل مسببا بذلؾ النباتية

al 2009  ), ىمػػع الفطػػر ىػػذا تطفػػؿ الناجمػػة ىػػف  المباشػػرة والػػع جانػػب الظسػػا ر الاقتصػػادية
 العديػػد مػػف السػػموـ ومنيػػا لػػو القػػدرة ىمػػع انتػػاج اصػػيؿ الظضػػر والفواكػػو والحبػػوب فػػافمح العديػػد

Alternariol AOH , Alternariol monomethyl ether AME , Altertoxin   وغيرىػا
Kwasna, 1992))  الانػواع تعػدو A.alternata, A.solani , A.dauci , A.tenuissima   
وقد تتعدى مظاطر ىذا الفطػر  .(Montemurro and Visconti. 1992)مصدراً ليذه السموـ 

  الع ابعد مف ذلؾ بحيث يكوف ممرضاً انتيازياً لمحيواف والانساف مرافقػاً لحػالات ضػعؼ المناىػة

.(Schell et al., (2003. 
ىػذه , إذ شػممت Alternariaالجػنس  تشػظيصاىتمدت الظصػا ص المظيريػة فػي لقد           

 Kaul and Saxena, 1989; De Hoog and) الظصػا ص لػوف المسػتعمرة وحوافيػا وقواميػا

Vitale, 2007). ىػفوىػدد الحػواجز الطوليػة والمستعرضػة  ابعادىػاشػكؿ الابػواغ و  كػذلؾ ًً  فضػ
ؿ ػػػػػػأو ىمػػػع شك رادياً ػػػػػالػػذي يكػػػوف انف conidiophoresطريقػػة اتصػػػاؿ الابػػواغ بالحامػػػؿ البػػػوغي 

كذلؾ فػاف الاظتًفػات فػي متطمبػات النمػو  Larone, 2002; Schell et al., 2003))  ةمػػػسمس
 لكف مف ناحيػة أظػرى لا  Alternariaتعد ميمة جدا في تحديد الأنواع المظتمفة والتابعة لجنس 

كأساس لتمييػز الأنػواع المظتمفػة  وغيرىا  الابواغصفات  منيا عوؿ كثيراً ىمع الصفات المظيريةي
منيػا ىمػر متعػددة  عوامػؿلفقد يظضػ  شػكؿ الابػواغ وحجميػا  .Alternaria spp  جنسالضمف 

 ,Lucas)الابػػواغ وحموضػػة الوسػػط ودرجػػة الحػػرارة وتركيػػب الوسػػط ال ػػذا ي والرطوبػػة والضػػوء 

1975). 

الا  يػاتالفطر   أنواعقدمتو الدلا ؿ المظيرية مف دور كبير في تشظيص  امرغـ مىمع الو         
وانعػداـ ىػدـ الدقػة وتشػابو الصػفات المظيريػة اف ىذه الدلا ؿ تشوبيا العديػد مػف الصػعوبات منيػا 

ونتيجػةً لمػا أظيرتػو  .(Fujita and Hashimoto, 2000 )تمػؾ الصػفات وت ػاير  يػاالتمػايز بين
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 اصػػبا الاىتمػػاددور كبيػػر فػػي التشػػظيص الجزي ػػي, فقػػد مػػف التقنيػػات الحديثػػة فػػي العقػػد الأظيػػر 
 يػػػاالتشػػػظيص وانجحأىػػػـ طرا ػػػؽ  بػػػيف  يػػػة فػػػي تشػػػظيص الأنػػػواع واحػػػداً مػػػفيىمػػػع الطرا ػػػؽ الجز 

 (,Belloch et al., 2002والأوس  انتشاراً في مجاؿ تشظيص الكا نات الحية ومنيا الفطريات )
مػف حيػث ترددىػا  حيث تعتمد ىذه الطرا ؽ ىمع مناطؽ معينة لجينات محددة ذات قيمة تصػنيفية

 و  ITSالػػػػػ طؽامنػو  18S Ribosomal DNA geneالػػػ  كجػيف بيػا ىػادةً  وقمػة الت ػايرالعػالي 

IGS  ضمف الػػػ  وغيرىاRibosomal DNA (Green et al., 2004.) 

ة كوف ثمار ىذا ىمع ثمار الطماطة مشكمة ر يس  Alternariaوجود الفطر يعد       
بحيويتو لفترة طويمة وانتاج السـ  ظلاحتفالنمو الفطر وا جداً  اً مً م اً غذا ي اً المحصوؿ تعد وسط

كبيرة ىمع صحة  اً يشكؿ مظاطر  AOH السـ وبالتالي فاف استيًؾ الثمار الحاوية ىمع
المرئ  اف حدوث سرطاف  (1991)واظروف Liu اكد اذ( Scott and Stoltz, 1980)الإنساف

لات سرطاف ظيرت ااف حو . في محاصيؿ الحبوب  AOHة لسـمرتبط بوجود مستويات ىالي
 . AOH (Scott,  2004)ىند معاممتيا بسـ الالترناريوؿ ىمع الحيوانات المظتبرية 

فػي العديػد مػف المػواد ال ذا يػة التػي مػف الممكػف اف  Alternariol (AOH) يتواجػد السػـ       
 الطماطػػة بشػػكؿ ر ػػيسيػػو يصػػيب محصػػوؿ ف .Alternaria spp تصػػاب محاصػػيميا بػػالفطر 

وثمػػار التفػػاح والزيتػػوف وبػػذور زىػػرة دوار الشػػمس ومحاصػػيؿ الحبػػوب كالحنطػػة والشػػعير والشػػوفاف 
 ,Scott والرز والذرة الصفراء وبعض المكسرات كالجوز ونباتػات اظػرى كػالبطيا والشػماـ وغيرىػا

and) Stoltz, 1980.) 

اف واحدة مف التاثيرات السمية مف التوصؿ الع 2009) واخرون ) Zhao استطاعو        
لسـ  واف التاثير الر يس. G2/M الظموية ليذا السـ ىو استحثاث توقؼ انقساـ الظمية ىند طور

AOH  الحرة  الأوكسجيفيكمف في توليد جذورReactive Oxygen Species (ROS)  في
 ياكما يمتمؾ ىذا السـ تاثير ساـ لمظمية مف ظًؿ تسببو في موت ,سايتوكروـ ظًيا كبد الف راف

 Micronuclei ص يرةوتكويف الانوية الSenescence وشيظوظتيا  Apoptosisالمبرمج 

formation .(Schreck et al 2012) 
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ولقابميتو ىمع  الواسعة الانتشارمف الفطريات  alternata Alternaria فطر ونظراً لكوف      
زلاتو وتاثيرات سمومو الوراثية ع ية ليالتشظيصية الجز الدراسات  ندرةول وـ المسرطنةسمال إنتاج

 -ة الع :الدراسفقد ىدفت الظموية ىمع المستوى المحمي 

ة في طىمع ثمار الطما Alternariolالمنتجة لسـ A. alternata  ىزلات الفطر توصيؼ1- 
 .مظيرياً  محافظة كربًءبعض مناطؽ 

 -: مف ظًؿ A. alternata التشظيص الجزي ي لعزلات الفطر 2- 

تقنية باستظداـ  A. alternataاستظداـ بادئ متظصص لتأكيد تشظيص ىزلات الفطر  -أ 
 .polymerase chain reaction PCR البممرة

     لعزلات الفطر وىمع مستوى التسمسؿ  DNA Sequencingتحديد تسمسؿ الدنا  -ب 
  .ومقارنتيا بالعزلات العالمية ITS4 و   ITS1منطقة ل النيوكيموتيدي

في ىزلات  Alternariol السـ إنتاجالمسؤوؿ ىف  ألجيفتصميـ بادئ متظصص لتحديد 3- 
 . A. alternata الفطر

 , نوع الوسط الزرىي , الضوء  pH) درجة الحرارة , الظروؼ البي ية  بعض تأثيردراسة 4- 
نتاجو  A .alternataوالظًـ ( في نمو الفطر   .AOH))  Alternariol لسـوا 

 .AOHلسـ  LD50الجماىة السكانية  تحديد الجرىة القاتمة لنصؼ5- 

 -:مف ظًؿ في ذكور الف راف المظتبريةAlternariol دراسة التاثيرات السمية الوراثية لمسـ 6- 
لتراكيز لظًيا نقي ىظـ ذكور الف راف ىند تعرضيا معامؿ الانقساـ الظموي  ابسح -أ

 .AOHسـ مف مظتمفة 
 .الكشؼ ىف الانحرافات الكروموسومية وتحديد نسبة تردد كؿ انحراؼ -ب
لظًيا نقي ىظـ ذكور الف راف ىند تعرضيا لتراكيز حساب نسبة تكوف الانوية الص يرة -ج

 .AOHمظتمفة مف سـ 
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 Materials and Methods    المواد وطرائق العمل -3

  Materialsالمواد  1:-3

 Equipments and Instruments: الأجهزة والمعدات 3-1-1

 وبمد المنشأ. ةمع اسـ الشركة المصنع ذه الدراسةالأجيزة والمعدات المختبرية التي استخدمت في ى (1جدوؿ )

 انششكت انًظُعت  )انًُشـــــأ( اسى انجهاص ث

 Autoclave  Gallen Kaamp (England)  طذةؤي 1

2 
 Compound light   يشكب يجهش ضىئي

microscope 
Olympus ( Japan) 

 Distiller Fisons(Japan) جهاص تقطيش 3

4 
 Sensitive ييضاٌ انكتشوَي حساط

electronic balance 
Gallen Kaamp(England) 

 Water bath Memmert (Germany) حًاو يائي 5

6 
High performance liquid 

chromatography(HPLC) 
Shimadzu ic (China) 

7 
 Electrophorasisجهاص تشحيم كهشبائي 

Gel 

Shndon,scientific  Co.LTD/ 

England 

 Vortex CYAN Chinaياصج  8

9 
 PCRجهاص انذوساٌ انحشاسي 

Thermocycler 
Bioneer/ korea 

10 Exispin vortex centrifuge Bioneer/ korea 
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11 
-UVجية وحدة الأشعة فوؽ البنفس

Transilluminator 
ECX-15.M/ European 

 pH- Meter Hanna-Portugalانهيذسوجيُي الاطيقياط  12

 Digital camera Sony (Japan)كاييشا سقًيت  13

14 
 Cooling      جهاص َبز يشكضي يبشد

Centrifuge 
Eppendorf/ Germany 

 Laminar flow cabinet Jeiotech (Korea)  انكابيُت انًعقًت 15

16 
 Incubator GALLENKAMK/Englandحاضنة 

17 

 جياز المطياؼ الضوئي

Spectrophotometer 

Milton Roy company  

(U.S.A.) 

18 
 Stop watch Sories (China) ساعة توقيت

19 
 Oven MEMMERT/Germanyفرف كيربائي

20 
 Blander  National/ Japan خلاط

21 Microwave L.G/ Korea 

22 
Micropipette 0.5-10µL, 10-100 µL, 

100-1000 µL 
CYAN/ China 
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 Chemicals المواد الكيميائية: 3-1-2

 المواد الكيمياوية التي استخدمت في ىذه الدراسة مع اسـ الشركة المصنعو وبمد المنشأ. (2جدوؿ )

 الشركة المصنعة المواد الكيميائية المستخدمة ت

1 Agarose Biobasic/ Canada 

2 Ethidium bromide  Biobasic/ Canada 

3 TBE buffer Biobasic/ Canada 

4 Isopropanol Biobasic/ Canada 

5 Free nuclease water  Bioneer/ Korea 

6 Loading dye Biobasic/ Canada 

7 Ladder 100bp Bioneer/ Korea 

 Ethyl acetate Fluka, AG, Buchs/ Switzerland  اثيؿ اسيتيت 8

 toluoin   BDH – chem. Ltdbool/England تمويف 9

 Formic acid BDH – chem. Ltdbool/Englandحايض انفىسييك  10

 Ethanol BDH – chem. Ltdbool/England ايثانوؿ 11

 Methanol Fluka, AG, Buchs/ Switzerland ميثانوؿ  12

13 Standard Alternariol AOH Sigma / Germany 

 Yeast extractوسط خلاطت انخًيشة 14

agar 
Himedia/ India 

15 
 Sabouraud dextrose وسط السابرويد

agar 
Himedial/ India 

 Agar-Agar Himedia/ Indiaاكار اكار   16

 سىسيا/ابٍ حياٌ Colchicine  كىنجسيٍ 17
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 الشركة المصنعة المواد الكيميائية المستخدمة ت

 تجاري NaOHىيدروكسيد الصوديوـ  18

 KCl Hemedia/ Indiaكموريد البوتاسيوـ  19

 معمؿ أدوية سامراء Chloramphenicol كمورامفينيكوؿ 20

 تجاري Sucroseسكروز 21
22 Phosphate buffer saline (PBS) Fluka Germany 

23 
 Lactophenol طبغت انلاكتىفيُىل

cotton blue stain 
Institute of sera and vaccines 

Iraq 

 Alcohol BDH – chem. Ltdbool/Englandكحوؿ  24

 Agarose  BDH – chem. Ltdbool/Englandاكاسوص 25

 Foetal Calf serum USA/ Sigma انبقشييظم انعجم  26

 Giemsa Stain USA/ Sigma  كًضا  طبغت 27

 FeSO4.7H2O  Fluka, AG, Buchs/ Switzerlandكبريتات الحديد المائية   28

 MgSO4.7H2  BDH – chem. Ltdbool/Englandكبريتات المغنيسيوـ المائية  29

 NaNO3 Hemedia/ India  نترات الصوديوـ 30

 K2HPO4  Hemedia/ India البوتاسيوـفوسفات  31
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  Kits: العٌدد 3-1-3

 وبمد المنشأ. ة( العٌدد التي استخدمت في ىذه الدراسة مع اسـ الشركة المصنع3جدوؿ )

 يكىَاتت اسى انعذة ث
انششكت وبهذ 

 انًُشأ

1 

عذة استخلاص 

 انحًض انُىوي

 انفطشي 

 EZ-10 Spin 

Column Fungal 

Genomic 

DNA Mini-Preps 

Kit 

EZ-10 Column 50 

Biobasic  

Canada 

2.0 ml Collection Tube 50 

Universal Digestion Buffer 12 ml 

Universal Buffer PF 6 ml 

Universal Buffer BD 12 ml 

Universal PW Solution (concentrate) 18 

ml 

Universal Wash Solution (concentrate) 

7.5 ml 

TE Buffer 10 ml 

Proteinase K (10mg/ml) 1.2 ml 

2 

عذة فحض 

Accupower ® 

PCR PerMIX 

 

1 U 
Taq DNA polymerase 

Bioneer 

(Korea) 

250 

mM 

dNTP (dATP, dCTP, dGTP, 

dTTP) 

10 mM 
Tris-HCl (pH 9.0)  

1.5mM 
KCl 

30mM 
MgCl2 

 
Stabilizer and tracking dye 
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 المحاليل والاوساط الزرعية : 3-1-4

  Colchicineكولجيسين ال

مؿ مف محموؿ دارئ   0.5ممغـ( في 0.5حُضّرَ المحموؿ باذابة حبة مف الكولجيسيف )  
 .Allen et al., 1977)الفوسفات الفسيولوجي المعقـ واستعمؿ المحموؿ انياً )

   Hypotonic solution KCl (0.075M) منخفض الشدمحمول كموريد البوتاسيوم 

مؿ مف الماء   1000ـ فيو غـ مف كموريد البوتاسي 5.75 المحموؿ باذابة حُضّرَ            

 .Allen et al., 1977)) ˚ـ 4المقطر المعقـ وحفظ في الثلاجة بحرارة 

   Fixative solutionمحمول التثبيت  

المحموؿ بمزج ثلاثة حجوـ مف الكحوؿ المثيمي المطمؽ مع حجـ واحد مف حامض  حُضّرَ  
 .Allen et al., 1977)) الخميؾ الثمجي وتـ تحضيره انياً وبُرّد في الثلاجة قبؿ استعمالو

                               Phosphate Buffer Saline(PBS)محمول دارئ الفوسفات  

 .المعقـمؿ مف الماء المقطر  200المحموؿ باذابةِ حبة واحدة مف الدارئ في  حُضّرَ 

  Stock solution of Giemsa stainالمحمول الخزين لممون كمزا 

مؿ مف الكمسيريف ووضعَ في حماـ  33مسحوؽ كمزا في  غـ مف1حُضّرَ المموف باذابة 
لمدة ساعتيف مع الرج المستمر ثـ ترؾَ المحموؿ لمدة نصؼ ساعة في درجة  ˚ـ 60مائي بحرارة 
مؿ مف الكحوؿ المثيمي المطمؽ مع استمرار التحريؾ. رُشّحَ  66اضيؼَ اليو  بعدىاحرارة الغرفة 

( ووضعَ في قنينة  Whatman filter paper No.3المحموؿ المموف باستخداـِ ورؽ ترشيح )
 1.25مؿ مف المحموؿ الخزيف مع   1، وعند الاستخداـ مزجَ ˚ـ 37معقمة ومعتمة وحفظ بحرارة 
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مؿ مف  40مؿ مف محموؿ بيكاربونات الصوديوـ و  0.5مؿ مف الكحوؿ المثيمي المطمؽ و 

 . (Allen et al., 1977) الماء المقطر

 Potato Sucrose Agar (PSA)الوسط الزرعي 

غـ بطاطا وذلؾ بعد غسميا  200حضر ىذا الوسط مف مستخمص البطاطا المتكوف مف  
 20وتقطيعيا قطعاً صغيرة. وضعت في دورؽ زجاجي وأضيؼ إلييا لتر ماء مقطر، غميت لمدة 

دقيقة عمى نار ىادئة بعدىا رشح المزيج بواسطة قطع مف الشاش النظيؼ وأخذ الراشح بعد 
غـ سكروز تدريجياً مع التحريؾ وأكمؿ الحجـ إلى المتر  Agar 10غـ  20تبريده وأضيؼ إليو 

 بإضافة الماء المقطر.

 15ْـ وضغػط  121تحت درجة حرارة  (Autoclave)عقـ المزيج بواسطة المؤصدة  
 دقيقة وترؾ ليبرد ثـ أضيؼ إليو المضاد الحياتي امبسميف بواقع 15لمدة  2باوند/ انج

 ممغ/ لتر. 400

  Czapeck’s Dox Agarوسط الزابك 

غـ  1و (Na2NO3)غـ مف نترات الصوديوـ  2غـ مف الدكستروز و  30حضر بإذابة 
 0.5و MgSO4)غـ مف سمفات المغنيسيوـ ) 0.5و (K2HPO4)مف فوسفات الدايبوتاسيوـ 

غـ مف  15 (FeSO4)غـ مف سمفات الحديدوز 0.01( وKClغـ مف كموريد البوتاسيوـ )

 الاكار. 

 15ْـ وضغػط  121تحت درجة حرارة  (Autoclave)عقـ المزيج بواسطة المؤصدة 
 دقيقة وترؾ ليبرد ثـ أضيؼ إليو المضاد الحياتي امبسميف بواقع 15لمدة  2باوند/ انج

 ممغ/ لتر. 400
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 Water Agarوسط الاكار المائي 

عقـ في دورؽ  الماء المقطر المعقـمؿ مف  1000غـ مف الاكار في 15حضر بإذابة 
 2باوند/ انج 15ْـ وضغػط  121تحت درجة حرارة  (Autoclave)المزيج بواسطة المؤصدة 

 دقيقة وترؾ ليبرد ثـ أضيؼ إليو المضاد الحياتي امبسميف بواقع 15لمدة 

 ممغ/ لتر. 400

 Sabouraud Dextrose agar وسط السابرويد 

غى يٍ يسحىق  62بإرابت  HIMEDIA – Indiaحضش انىسط انجاهض يٍ اَتاج ششكت      

تحت درجة حرارة  (Autoclave)عقـ المزيج بواسطة المؤصدة  يٍ انًاءيم  1000انىسط في 

  . دقيقة وترؾ ليبرد 15لمدة  2باوند/ انج 15ْـ وضغػط  121

 Yest extract agarوسط خلاصة الخميرة 

غى يٍ يسحىق  40بإرابت  HIMEDIA – Indiaحضش انىسط انجاهض يٍ اَتاج ششكت      

تحت درجة حرارة  (Autoclave)عقـ المزيج بواسطة المؤصدة  يٍ انًاءيم  1000انىسط في 
 .دقيقة وترؾ ليبرد 15لمدة  2باوند/ انج 15ْـ وضغػط  121

 

   Primersالبادئات 5-1-3: 

بتحديد جيف  الخاص  AAR3,AAF2) ) مف البادئات ، الاوؿ ثلاثة انواعتـ استخداـ       
(18S rDNA gene) تشخيص فطر لA.alternata والثاني (PKSJوالخاص )  بتحديد الجيف

       الخاص بتحديد تتابع  ,ITS1 (ITS4)والثالث (، AOHنتاج سـ )ا المسؤوؿ عف
                    مف قبؿ والثالث الاوؿ ئحيث تـ تصميـ الباد ITS الحامض النووي لمنطقة الػػػ

(2002 .Konstantinova et al). مف خلاؿ  فقد تـ تصميمو في ىذا الدراسة نيالثا ئاما الباد
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مف موقع بنؾ   JX103645.1 pksJ Gene bank sequenceاستخداـ التسمسؿ الكامؿ لجيف 
لتصميـ البادئات والخاصة في  Primer3plusوباستخداـ برنامج  Genbank-NCBIالجينات 
 الكورية. Bioneerوتـ تجييز البادئات مف قبؿ شركة   PCR ػػػػػػفحص ال

 PCR البادئات التي استخدمت في ىذا الدراسة مع تسمسميا النيوكميوتيدي وناتج فحص الػػ  (4جدوؿ )

Primer gene Sequence 

PCR 

product 

size 

AAF2, 

AAR3 

18S 

rDNA 

F 5´TCCGTAGGTGAACCTGCGG3´ 

340bp 

R TCCTCCGCTTATTGATATGC3´´5 

PKSJ pksJ 

F CTGCGGGAATGCTTTCGATG3´´5 

514bp 

R TGCCAATCTCGAAGGCCAAT3´´5 

ITS1, 

ITS4 
ITS 

F TCCGTAGGTGAACCTGCGG3´´5 500-

600bp R 5´TCCTCCGCTTATTGATATGC3´ 

 

  Methodsطرائق العمل  2:-3

   Samples collection  جمع العينات  1:-3-2

لغرض جمع عينات مصابة المقدسة محافظة كربلاء ل مناطؽ تابعة تخصيص اربعتـ      
  2013  / 1 / 3 – 1 / 9الفترة خلاؿ   A. alternata ر بالفط

 كربلاء. - المنطقة الاولى شممت المزارع الصحراوية الواقعة عمى طريؽ الرزازة -1
 المنطقة الثانية شممت المزارع الصحراوية الواقعة عمى طريؽ النجؼ كربلاء .  -2
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 شي .يالمنطقة الثالثة شممت منطقة الحسينية والعط -3
 .ناحية الخيرات في قضاء اليندية  المنطقة الرابعة -4

 عزل الفطر من الثمار المصابة :3-2-2

الاصابة  علاماتتبدو عمييا  ت الطماطة مف مزارع محافظة كربلاءجمعت ثمار نبا        
غسمت ىذه العينات ، حيث  (3-2-1)في الفقرة وحسب المناطؽ المشار الييا  بمرض التعفف

 مناطؽ الاصابة وعقمت بمحموؿ سـ 0.5واخذ منيا قطع صغيرة بطوؿ بالماء الجاري بشكؿ جيد
جففت  المعقـ ثـبعدىا غسمت بالماء المقطر  دقائؽ  (2-3)لمدة 5% ىايبوكمورات الصوديوـ

 لكؿ ثلاث مكرراتب PSA عمى ورؽ ترشيح معقـ وزرعت في أطباؽ بتري حاوية عمى الوسط
  اياـ  5لمدة  ºـ 25 وحضنت جميع الأطباؽ بدرجة عينة

         

 A.alternataتنقية وحفظ عزلات الفطر :  3-2-3

مركب لتحديد الانواع  فحصت مزارع الفطريات النامية بعد العزؿ الاولي بواسطة مجير       
باعادة الزرع مرة اخرى  A.alternata طرفدىا تـ تنقية العزلات العائدة لمالفطرية النامية بع

لمحصوؿ عمى مزارع نقية وحفظت ىذه العزلات في انابيب اختبار زجاجية حاوية عمى الوسط 
PSA  Slant  التجارب اللاحقةف الاستخداـ في ْـ لحي 4درجة حرارة بالمائؿ في الثلاجة. 
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 : حساب النسبة المئوية لمتردد والظهور3-4-2

 دناه والواردة في حسب المعادلات ا  A.alternata حسبت النسبة المئوية لتردد والظيور لمفطر 
 (Muhsin, 1985):- 

 

 عدد مستعمرات النوع الفطري                                    

 100× ػػػػػػػػػػػػػػػ ػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػالنسبة المئوية لمتردد= 

 لعدد الكمي لمستعمرات الأنواع الفطريةا                            

 

 

 عدد العينات التي ظير فييا الفطر                                    

 100× ػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػ ػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػالنسبة المئوية لمظيور = ػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػ

  العدد الكمي لمعينات                                           
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   A.alternata لفطراتشخيص   3-3 :

 A.alternataالتشخيص المظهري لمفطر 1-3-3: 

  Ellis, 1971) في ةالوارد ةوفقا لمصفات المظيري A.alternataلفطرشخص ا           

Barnett and Hunter, 1973; Streets, 1975; Moubasher,1993; Pitt and 

Hocking, 1997 ) ةالزجاجي ةالزرع عمى الشريح ةوباستخداـ تقني slid culture 

technique مف قبؿ الباحثيف  ةوالموصوفKoneman et al. ,1997;) Booth,1971; 

(Benson, 2002. 

وصب فييا الوسط الزرعي  ةمعقم ةزجاجي ةعمى شريح ةحيث حضرت اطباؽ حاوي       
(water agar اكار الماء ولقحت ىذه الاطباؽ بقرص ) وزرع  ةالفطر النقي ةسـ مف مستعمر 1

حضنت ىذه  ةالزجاجي ةعمى الشريح ةزوؿ الفطريغالطبؽ لضماف عدـ تكاثؼ ال ةقريبا مف حاف
 ولوحظ نمو المستعمرات بطيئا وضعيفا وتكوينيا ـ2 + 25 ةحرار  ةاياـ عند درج 5 ةالاطباؽ لمد
مع الوسط النامي عميو  ةالزجاجي ةبعد التحضيف. بعدىا رفعت الشريح ةواضح ةابواغ بصور 

 ةالزجاجي ةثـ وضع عمييا غطاء الشريحازرؽ القطف الفطر وصبغت بصبغو اللاكتوفينوؿ 
cover slid  ةحرار  ةبوضعيا عمى صفيح ةمع الضغط الخفيؼ وعرضت لمحرار hot plate 

تراكيب الفطر  ةلبعض دقائؽ لغرض تسيؿ الاكار ثـ فحصت تحت المجير لملاحظ ةساخن
 تشخيص.وتاكيد ال

 

 PCR: طريقة التشخيص باستخدام فحص 3-3-2

 18S rDNA gene ػػػػػباستخداـ البادئات الخاصة بجيف الPCR فحص  جراءإتـ        
المسؤوؿ عف انتاج سـ   pksJ gene، والتحري عف جيف A.alternata لتشخيص الفطر

AOH  مف قبؿ الفطرA.alternata، :حيث تكوف الفحص مف عدة خطوات وكما يأتي 
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 Fungus DNAمن الفطر استخلاص الحمض النووي 1:-3-3-2

extraction  

 عدةالتـ أجراء استخلاص الحمض النووي مف عينات مستعمرات الفطر وذلؾ باستخداـ        
 EZ-10 Spin Column Fungal Genomic DNA Mini-Preps Kit التشخيصية

 :لأتيكاالكورية، وتـ أجراء الاستخلاص  Bioneerالمجيزة مف شركة 

راـ مف مستعمرات النمو الفطري الى حاوية خزفية معقمة غممي 200نقؿ حوالي 1- 
تحت الصفر تـ سحؽ المستعمرات  C°169-وباستخداـ النايتروجيف السائؿ ذو درجة حرارة 
 . 1.5mlالفطرية ومف ثـ نقمت الى انابيب معقمة سعة 

انزيـ  مع 20μlو Universal Digestion Bufferمف محموؿ  180μl يؼاض2- 
Proteinase K حضنت العينات و ثـ مزجت جيدا بواسطة جياز المازج  الى كؿ عينة

 دقيقة. 30لمدة  C°56بدرجة حرارة 

حضنت بدرجة ت جيداً، ومزج Universal Buffer PFمف محموؿ  100μl اضيؼ3- 
 دقيقة. 30لمدة  C°20-حرارة 

دقائؽ. مف ثـ  5لمدة  rpm 13000وضعت العينات في جياز الطرد المركزي بسرعة 4- 
 جديدة. ml 1.5نقؿ السائؿ الطافي الى انبوبة سعة 

 ومزجت جيدأ بواسطة المازج. Universal Buffer BD محموؿ μl 100ؼ ياض5- 

الى جميع  Absolute ethanol 96%بعد ذلؾ تـ اضافة الكحوؿ الاثيمي المطمؽ  6-
 العينات ومزجت جيدا.
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 ألمجيزةمض النووي استخلاص الحلا EZ-10 columnنقؿ المزيج الى انابيب خاصة 7- 
وضعت في جياز و  2mlسعة  collection  tubeجامعة  أنابيبموضوعة داخؿ  العدةمع 

 تـ التخمص مف الراسب.و  لمدة دقيقة rpm 12000الطرد المركزي بسرعة 

وضعت الانابيب في جياز  ,Universal PW Solutionمف محموؿ  μl 500 اضيؼ 8-
 تـ التخمص مف الراسب. لمدة دقيقة rpm 12000الطرد المركزي بسرعة 

بسرعة  اً مركزي تطردو  Universal Wash Solutionمف محموؿ  μl 500 اضيؼ 9- 
12000rpm تـ التخمص مف الراسب.و  لمدة دقيقة 

معقمة سعة  أنابيبالحاوية عمى الحمض النووي في  EZ-10 column ػػػػػػػوضعت ال -10
1.5 ml  ً12000بسرعة  وطردت مركزياrpm ػػػػػػػػػتجفيؼ الغرض ف ليلمدة دقيقت EZ-10 

column membrane   التخمص مف الراسب.و مف الكحوؿ 

 EZ-10مض النووي داخؿ اؿ حالاذابة ال TE Bufferمف محموؿ اؿ  μl 50 اضيؼ -11

filter column   ومف ثـ حضنت في درجة حرارة الغرفة لمدة دقيقة وبعدىا وضعت جميع
لمدة دقيقة لجمع الحمض النووي  12000rpmالانابيب في جياز الطرد المركزي بسرعة 

  ػػػػػػػػػفي الثلاجة لحيف الاستعماؿ في فحص ال ºـ  20-بدرجة حرارة  حفضتوبعدىا 
PCR. 

 

  DNA profileفحص الحمض النووي المستخمص 2-2-3-3 : 

 ةالمستخمص مف وقياس تركيز الاحماض النووي DNAتـ الكشؼ عف الحمض النووي      
DNA and RNA مف خلاؿ تحديد تركيز الحمض النووي ng\µl DNA   تو. وقياس نقاو

ووضعت عمى ركيزة الجياز المستخمص  DNA ػػػػػػػميكروليتر مف كؿ عينة مف ال 1 اخذ اذ
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المستخمص بقراءة الامتصاصية  DNA ػػػػػػنقاوة عينات ال . وحددتبعد تنظيفيا في كؿ فحص
حيث   ((nm 260/280عمى طوليف موجييف  Nanodrop Spectrophotometerجياز  

المستخمص يعتبر نقي عندما تكوف نسبة الامتصاصية ىي  DNAاف الحمض النووي 
1.8).) 

 

 PCR master mixتحضير مزيج  3-2 :-3-3

 Accupower ® PCR PerMIX ػػػػػباستخداـ عدة ال PCRتـ تحضير مزيج تفاعؿ      
             .(5)جدوؿكما في الكورية وحسب تعميمات الشركة  Bioneerمف قبؿ شركة اؿ  ةالمجيز 

 وحسب حجـ كؿ مادة.PCR PerMIX (عدة الػػػ 5جدوؿ )

Volume PCR master mix 

5µL DNA template 

1.5µL 

Forward primer 

(10pmol) 

1.5µL 

Reverse primer 

(10pmol) 

12µL Free nucleas water 

20µL Total 

  

  ػػػػػخاصة بعدة فحص ال 0.2mlأنابيب حجـ  في PCRبعد ذلؾ تـ وضع مكونات مزيج تفاعؿ  
PCR (Accupower ® PCR Premix والحاوي عمى بقية )ػػػػػمكونات تفاعؿ ال  PCR 
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 vortexز الطرد المركزي المازج انقمت جميع الأنابيب الى جي، (3)انًشاس نها في جذول 

centrifuge (Exispin)  3000بسرعةrpm ثـ وضعت في جياز، لمدة ثلاثة دقائؽ 
Thermocycler PCR . 

 

 PCR Thermocycler  البممرة حالات الدورات الحرارية لفحص 4-2-3-3 :

Conditions 

وحسب كؿ  PCR Thermocyclerباستخداـ جياز  ةفحص تفاعؿ سمسمة البممر  يَ جر ا      
 .7)( وجدوؿ )6)جدوؿ جيف 

   rDNA gene  18S (2002. Konstantinova et  al)اعذاد واوقاث انذوساث انحشاسيت نجيٍ (6)جذول 

PCR Step Repeat cycle Temperature Time 

Initial denaturation 1 95 ºC 5min 

Denaturation 

30 

95 ºC 5sec. 

Annealing 55 ºC 30sec 

Extension 72 ºC 45sec 

Final extension 1 72 ºC 7min 

Hold - 4 ºC Forever 
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 ITSوجيٍ   pksJ gene اعذاد واوقاث انذوساث انحشاسيت نجيٍ (7)جذول  

 

 PCR ــــتحميل نتائج فحص ال 5-2-3-3:

في جؿ الأكاروز  PCRمف نواتج  10µlمع  DNA ladderمف الػ   3µlتـ تحميؿ        
 40 فولت/سـ وبتيار 70 مقداره بفرؽ جيدتـ الترحيؿ  إذ( 1X TBE Buffer) 1%وبتركيز 

 Ethidium المتالقةولمدة ساعة ونصؼ صُبغ الجؿ بصبغة بروميد ألاثيديوـ ممي فولت 

bromide  2وبكميةµl  الحزـ بواسطة  الحاوي عمى فحص اليلاـتـ وبعد انتياء عممية الترحيؿ
UV transilluminator، كاميرا رقمية.وتـ تصويرىا باستخداـ  لتحديد الناتج مع وحدة القياس 

 

 DNA sequencer method: طريقة تسمسل الحمض النووي  6-2-3-3

 Phylogenetic  treeتـ إجراء طريقة تسمسؿ الحمض النووي لتحديد العلاقة الوراثية           

analysis  لعزلات فطر A. alternata  المتسمسؿ  ةوذلؾ بتحديد تسمسؿ نتيجة تفاعؿ البممر

PCR Step Repeat cycle Temperature Time 

Initial denaturation 1 95 ºC 5min 

Denaturation 

30 

95 ºC 30sec. 

Annealing 58 ºC 30sec 

Extension 72 ºC 45sec 

Final extension 1 72 ºC 5min 

Hold - 4 ºC Forever 
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. (Konstantinova et  al.2002) مف قبؿ ةممت المصا، باستخداـ البادئITS  ػػػػال لمنطقة
 4).في جدوؿ )تسمسمو النيوكموتيدي والمحدد 

ماكرو الى شركة   PCR productتفاعؿ ناتج  إرساؿتـ  PCR ػػػػػػص الحف إجراءبعد        
وذلؾ لاجراء تسمسؿ  الولايات المتحدة الامريكيةفي   .Macro gen company, USAجيف
  (genetic analyzer).مض النووي باستخداـ جياز االح

 NCBI-Genbank-Blast Alignment tool ػػػػات الاستخداـ برنامج قاعدة بيان      

 ورسـ الشجرة التطورية تسمسلات عزلات الفطرالمتعمقة بنتائج اللتحميؿ  Mega 6 ػػػػال وبرنامح
Phylogenetic tree analysis. ؿ البروفيسوربػػف قػػػمالجزيئػػػي ص ػػػالتشخي تأكيدـ ػػػػػد تػػػػوق 

 De Hoog (CBS Fungal Biodiversity Center Institute of the Royal دي ىوؾ

Netherlands Academy of Arts and Sciences. Netherlands)     

 

 : سم الالترناريول 3-4

 : سم الالترناريول القياسي 3-4-1

 Sigma ةمف شركStandard القياسي AOH  تـ الحصوؿ عمى سـ الالترناريوؿ          
 انتاجعمى  A.alternata قدرة الفطر مميغراـ واستخدـ ىذا السـ لمكشؼ عف 5 وبمقدار الالمانية

 Standard curve تراكيز لعمؿ المنحني القياسي  ةولتحضير عد AOH  الالترناربوؿ سـ
 ة.مختمف ةالانتاج تحت ظروؼ بيئي ةير كميقدلت
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باستعمال تقنية  صفائح  AOHسم الالترناريول  انتاج : الكشف عن2- 3-4

 TLCرافيا الرقيقة غالكروماتو 

حيث  نميت ىذه   عمى انتاج سـ الالترناريوؿتـ اختبار قدرة جميع عزلات الفطر          
ـ بعمر اسبوع س 0.5ص مف مستعمرة الفطر بقطر  وذلؾ بوضع قر  PSAالعزلات عمى وسط 
لمدة   °ـ 25حضنت جميع الاطباؽ عند درجة حرارة  بعدىا( )محضر مسبقاً في مركز كؿ طبؽ 

ـ ووضعت في انابيب اختبار س 0.5ثلاثة اقراص لكؿ عزلة بقطر  تاخذ يوـ بعدىا 12
لمدة  vortexرجت بوسطة جياز المازج  اثيؿ اسيتيتمايكروليتر  250واضيؼ لكؿ انبوب 

ساعة بعدىا فتحت الانابيب وتركت في درجة حرارة المختبر لغرض التجفيؼ وعند التاكد مف 
انبوبة اختبار كؿ ميثانوؿ ثـ اخذ مف يكروليتر ما 100الجفاؼ تماما اضيؼ لكؿ انبوب اختبار 

بعد اف عمؿ خط مستقيـ  TLCمايكروليتر ووضعت عمى صفيحة الػػ  10مف السـ القياسي و 
سـ لكؿ عينة عف الاخرى 1 ( سـ مف قاعدة الصفيحة ، حيث وزعت عمى بعد 1بمسافة )ييا عم

 الطور المتحرؾ وتمتبعدىا تركت البقع لتجؼ ثـ وضعت في حوض الفصؿ الحاوي عمى 
سـ( مف النياية العميا لمصفيحة، اخرجت  1مراقبتيا لحيف وصوؿ المحموؿ الى مسػافة تقارب )

 ( نانوميتر365الصفائح وجففت ثـ فحصت تحت الاشعة فوؽ البنفسجية وبطوؿ الموجي )
( ولوف Rf )  مطابقة مع بقعة السـ القياسي ومعامؿ السريافالكشؼ عف وجود الالترناريوؿ بو 

 .)  A. alternata (Debjani et al., 2012منواتج الايضية لمفطر لالتالؽ 

وذلؾ بتقسيـ المسافة التي تحركتيا بقعة  Rf (Relative flow)حسب معامؿ السرياف       
 .تحركيا المذيب السـ عمى المسافة التي
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 AOH سم الالترناريول ةاستخلاص وتنقي :3-4-3

  لانتاج سـ الالترناريوؿA.alternata تـ الكشؼ عف قابميو عزلات الفطر بعد اف          
AOH ةستخداـ الصفائح الرقيقباThin layer chromatography   في  أالاكف ةالعزلحددت

 -: ةوالتي تضمنت الخطوات التالي (2012)وآخروف   Debjaniةتباع طريقانتاج السـ وذلؾ با

 .يوـ12 تحضيف  ةبعد فتر  ةكؿ عزل ةمستعمر سـ مف 1اقراص قطر  ةاخذ ثلاث -1

 ة.اختبار زجاجي ةفي انبوب ةوضع اقراص كؿ عزل -2

 .الاثيؿ استيت ةمؿ مف ماد 1اختبار  ةاضيؼ الى كؿ انبوب -3

 ة.ساع ةلمد Vortex وضعت عمى جياز الرجاج -4

 .المختبر لحيف الجفاؼ ةحرار  ةتركت في درج -5

  .اخرى ةمايكروليتر مف الاثيؿ استيت مر 250  ةاضيؼ الى كؿ انبوب -6

الموضوع عمييا اصلا السـ  ةالرقيق ةووضعت عمى الصفيح ةمايكروليتر مف كؿ عين10 اخذ  -7
 ةسـ كذلؾ بيف كؿ عين 1 ةسـ مف الاسفؿ ومف الجانبيف ومساف 1 ةالقياسي وعمى مساف

 .واخرى

حامض  اثيؿ استيت: :تمويف في الطور المتحرؾ والذي حضر انيا مف بعد الجفاؼ وضعت -8
حيث وضعت  ml (Debjani et al., 2012) 200  ةوبكمي1 : 3 :6  بةؾ وبنسيفورمال

المتحرؾ الى بعد  وؿ الطورموصوؿ محي حوض الترحيؿ واغمؽ وترؾ لحيف ىذه الصفائح ف
  ةلمصفيح ةالعموي ةسـ مف الحاف 1

السـ  ةنانوميتر وحددت بقع 365وعمى الطوؿ الموجي  ةفحصت تحت الاشعو فوؽ البنفسجي -9
 مع السـ القياسي . ةبالمقارن
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 عمى الوسط الزرعي ةاطباؽ حاوي ةفي الانتاج في عد أالاكف ةبعدىا اعيد زراعو العزل      
PSA  يوـ مف التحضيف ووضعت في خلاط  12حيث حصدت محتويات ىذه الاطباؽ بعد

مؿ لكؿ طبؽ خمطت جيدا ثـ وضعت عمى جياز  50كيربائي واضيؼ ليا الميثانوؿ بنسبو 
ركز  Watman No.0.02"رشح الخميط باستخداـ ورؽ الترشيح  ةساع ةلمد vortexالرجاج 

لمفطر  ةالنواتج الايضي ةالمختبر وفصؿ عف بقي ةحرار  ةاياـ في درج ةالمحموؿ بتركو ثلاث
A.alternata السـ وذوبت حيث قصت بقع  ةباستخداـ الترحيؿ عمى ورؽ الصفائح الرقيق

مف سـ  ةالمطموب ةلمحصوؿ عمى الكمي المختبرة حرار  ةالميثانوؿ بدرج بالميثانوؿ بعدىا جفؼ
 .AOHالالترناريوؿ 

 HPLCباستخدام جهاز  AOHالكشف عن سم الالترناريول  :3-4-4

 High Performans Liquidسائؿ الكروموتوكرافي عالي الكفاءةاستخدـ جياز        

(HPLC) Chromotography ةكد مف نوعيأالعموـ والتكنموجيا لغرض الت ةار في وز  والموجود 
 وباستخداـ طور متحرؾ مع السـ القياسي وباستخداـ مذيب الميثانوؿ ةالسـ المستخمص وبالمقارن

 .(Gezimar et al. 2013) (20 : 80  ، ميثانوؿ : ماء )

 

    AOH: المنحنى القياسي لسم الالترناريول 3-4-5

وذلؾ  AoHالكمي لسـ الالترناريوؿ  لمتقدير Al-Fatlawy (2013) ةاعتمدت طريق       
 spectrophometer المطياؼ الضوئي باستخداـ جياز   standard curveبرسـ منحنى قياس

 ,20 ,40, 60, 80 ,100,) ةحيث حضرت التراكيز التالي نانوميتر250 وعمى الطوؿ الموجي 
120 µg/ml )ةلكؿ معامم (3-4-3) الفقرة في ةالوارد ةالمراد قياسيا بنفس الطريق ةالعين مف 

سـ الالترناريوؿ في الميثانوؿ ثـ ذوباف  ةمؿ بعد اعاد 1وتـ التاكيد عمى اكماؿ الحجـ الى 
 (2بالشكؿ)بالمنحنى القياسي الموضح وقورنت  ةالضوئي ةالكثاف ةسجمت قراء
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 AOH( المنحى القياسي لحساب تركيز سـ الالترناريوؿ 2شكؿ )

 

  AOHوانتاج السمA.alternata في نمو الفطر  يةالظروف البيئ تأثير: 3-4-6

 وانتاج A.alternata  في معدل نمو الفطر ةالحرار  ةدرج تأثير :3-4-6-1

 AOH السم

عمى معدؿ  ةدرجات الحرار  تأثيرلبياف  ºـ 20, 25, 30, 35 ةاستخدمت درجات الحرار         
 ةسـ مف حاف 1بقرص   PSAعمى الوسط ةحيث لقحت اطباؽ حاويAOH النمو وانتاج سـ 

بعد معدؿ النمو نتائج ،اخذت  ةحرار  ةمكررات لكؿ درج بثلاثو A.alternata لفطر   ةالمستعمر 
 ةفحسب بطريق AOH انتاجطريف متعامديف اما معدؿ قاياـ تحضيف وذلؾ بحساب معدؿ  6

 ـ مف التحضيف.و ي 12بعد Standard curve   القياسيالمنحنى 
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 A.alternata في معدل نمو الفطر pH ةالحموض ةتاثير دال :3-4-6-2

 AOH  وانتاج السم 

عمى نمو الفطر  pHـــ ان لبياف تاثير pH 8 ,7 ,6 ,5 استخدمت مستويات دالو الحموضو       
سـ مف  1بقرص   PSAعمى الوسط الزرعي  ةحاويحيث لقحت اطباؽ  AOHوانتاجو لسـ 

مكررات لكؿ معاممو  حضنت جميع  الاطباؽ عمى  بثلاثو  A.alternataالفطر  ةمستعمر  ةحاف
اياـ لمعدؿ النمو وذلؾ بحساب معدؿ قطريف متعامديف .  6واخذت النتائج بعد   ْـ 25درجة حرارة 

 يوـ مف التحضيف. 12المنحنى القياسي بعد  ةاما معدؿ الانتاج فحسب بطريق

 

 وانتاج السم   A.alternataنوع الوسط في معدل نمو الفطر  : تاثير3-4-6-3
 AOH 

  Potato sucrose agar انواع مف الاوساط الزرعية ىي ةاربعحضرت          

لبياف  Yeast extract agar و  Czapicks Dox agarو  Sabouraud   dextrose agarو
 ةحيث لقحت اطباؽ بتري حاوي  AOHتاثير نوع الوسط عمى معدؿ نمو الفطر وانتاجو السـ

  الفطر ةمستعمر  ةسـ مف حاف 1مكررات لكؿ وسط بقرص  بثلاثعمى الاوساط اعلاه و 

A.alternata اياـ اخذت النتائج بعدىا  6ة لمد  ْـ 25ة حرار  ةحضنت جميع الاطباؽ عمى درج
المنحني القياسي  ةمتعامديف لمعدؿ النمو اما معدؿ الانتاج فحسب بطريقبحساب معدؿ قطريف 

 .يوـ مف التحضيف  12بعد
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 وانتاج سم A.alternataالضوء والظلام في معدل نمو الفطر  تاثير: 3-4-6-4
  AOH 

 الفطر ةمستعمر  ةسـ مف حاف 1بقرص PSA عمى الوسط ةلقحت اطباؽ بتري حاوي         

A.alternata    ْـ 25 ةحرار  ةقسمت ىذه الاطباؽ الى مجموعتيف الاولى حضنت عمى درج  
ثلاث ولكف تحت ظروؼ الظلاـ وبة الحرار  ةفحضنت بنفس درج ةتحت ظروؼ الضوء اما الثاني

مف التحضيف وذلؾ بحساب معدؿ قطريف  أياـ6 مكررات لكؿ معاممو اخذت النتائج بعد 
يوـ مف  12المنحنى القياسي بعد  ةالنمو اما معدؿ انتاج السـ فحسب بطريق ةمتعامديف لمعامم

 التحضيف.

 

 في ذكور الفئران البيضاء  AOH: دراسة التأثيرات السمية الوراثية لسم3-5

 Lethal Dose تمة لنصف الجماعة السكانيةاحساب الجرعة الق1-5-3: 

(LD50)    لسم الــــAOH 
     

( 1977) وآخروف Martinالواردة في  Spearman-Karber Methodدمت طريقة استخ  
 AOH . لسـ الالترناريوؿ LD50اعة السكانية ملحساب الجرعة القاتمة لنصؼ الج

 

  Mitotic index assay يمو : اختبار معامل الانقسام الخ3-5-2
عت ىذه فئراف لكؿ معاممة حيث جر  5جيزت ثلاث مجاميع مف ذكور الفئراف البيضاء       

يوـ اضافة الى معاممة السيطرة وحسب المعاملات  21لمدة  AOH ؿالمجاميع بسـ الالترناريو 
 -التالية:
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   40mg/kgالمجموعة الاولى جرعت بالتركيز1-

   mg/kg 60 .المجموعة الثانية جرعت بالتركيز2-

 .  mg/kg 80المجموعة الثالثة جرعت بالتركيز 3-

  % ميثانوؿ واعتبرت ىذه المجموعة معاممة سيطرة 5ة جرعت فقط بػػػػ المجموعة الرابع4-
 .% ميثانوؿ 5كوف المادة السامة قد حمت بػػػ

 

 :  تحضير الكروموسومات من الخلايا الجسمية لنقي العظم 3-5-2-1
كروموسومات نقي  تاستخمص اً يوم21 مده التجريع والتي استمرت  اكتممتبعد اف 

 Allenالعظـ لدراسة الانحرافات الكروموسومية في كروموسومات تمؾ الخلايا واتبعت طريقة 

 ( لمحصوؿ عمى الكروموسومات وكما يمي : 1977)واخشوٌ 
ممغـ / كغـ مف وزف الجسـ   10سيف بتركيزيمف الكولج 0.25 تـ حقف كؿ فأر

الخمب ثـ قتمت الحيوانات بعد ساعتيف مف ( عف طريؽ غشاء 4-1-3المحضر في الفقرة )
 المعاممة وشرحت مباشرة .

 
 

  Bone marrow cell recovery  استخراج خلايا نقي العظم2 : -3-5-2
ثبت الحيواف عمى جيتو الظيرية وقص الجمد فوؽ منطقة الفخذ ثـ ازيمت العضلات حوؿ 1- 

 قطع ارتباطو بمفصمي الحوض والركبة .و العظـ 

ممقط معقـ وبشكؿ عمودي  باستخداـوغسمو جيداً مسؾ نيايتاه مف العظـ  قطعبعد اف تـ 2- 
     الدافئ  PBSمؿ مف دارئ الفوسفات الممحي 5بػػػػػ عمى فوىة أنبوبة اختبار وحقف 
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لغرض انزاؿ محتويات نخاع العظـ ثـ مزجت  (1-4-3)، المحضر في الفقرة ºـ 37
 المحتويات جيداً .

 

 Cell harvest  حصاد الخلايا : 3-5-2-3
في جياز الطرد المركزي  PBSنخاع العظـ + شمؿ نبذت الانابيب الحاوية عمى خميط     

 دقائؽ. 10/ دقيقة ولمدة  ةدور  2000بسرعة 

 0.075كموريد البوتاسيوـ  مؿ مف محموؿ واطئ التوتر 5آخذ الراسب وأضيؼ اليو 1-
 37مولاري بصورة تدريجية مع الرج المستمر ومف ثـ تركت الانابيب في الحاضنة بدرجة 

 وآخرى . ةبيف فتر  تحريؾال معدقيقة  30ْـ لمدة 

دقائؽ اىمؿ الرائؽ وآخذ الراسب  10دورة / دقيقة ولمدة  2000نبذت الانابيب بسرعة 2-
عمى  تساؿج عمى شكؿ قطرات وبالتدري آنيا وأضيؼ اليو المحموؿ المثبت البارد والمحضر

  مؿ.5 الحجـ المضاؼ الى أكتمؿاف  الى المستمرللأنبوبة مع الرج  ميالداخ الجدار

ت الخلايا ثـ نبذت ينصؼ ساعة لغرض تثب ةْـ لمد 4بالثلاجة  الأنابيبت حفظبعد ذلؾ 3-
ؿ الراشح واىمالراسب أخذ دقائؽ،  10( دورة / دقيقة ولمدة 2000مركزياً بسرعة )

 ف .االعممية مرتوكررت 

مؿ مف المحموؿ المثبت ليكوف جاىزاً لتحضير الشرائح  2بعد ذلؾ تعمؽ الخلايا في 4-
 الزجاجية .
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 Dropping and slide التقطير وتصبيغ الشرائح الزجاجية: 3-5-2-4

staining  

قطرات عمى  5-4تـ مزج محتويات الانبوبة جيداً بأستخداـ ماصة باستور وقطر منو 1-
 ةالفرصة للأنوي ةسـ لأتاح 50شرائح زجاجية نظيفة وباردة ومف ارتفاع مناسب 

الزجاجية لتجؼ بدرجة حرارة والكروموسومات بالانتشار بشكؿ جيد ثـ تركت الشرائح 
 . ةالغرف

دقيقو ثـ غسمت بالماء المقطر وتركت بعد ذلؾ  10 ةدمكمزا ل ةصبغت الشرائح بصبغ2-
 شرائح لنقي العظـ . 5لتجؼ، حضر لكؿ حيواف 

 Oliفحصت الشرائح الزجاجية بدقة بواسطة المجير الضوئي بأستخداـ العدسة الزيتية3-
immersion lens  (X100) منقسمة وغير منقسمة  ةخمي (1000) ، اذ تـ حساب

 Stich والواردة فيوحسب المعادلة التالية  MIمعامؿ الانقساـ لالنسبة المئوية لتحديد 

and San (1981) :- 

                     

 الخلايا المنقسمةعدد                                                

MI) ) %100× ػػػػػػػػػػػػػػػ ػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػ= ػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػمعامؿ الانقساـ الخموي 

 1000) لمخلايا المحسوبة )العدد الكمي                                           
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 Calculation الكروموسومات انحرافحساب معدل  :3-5-3

chromosomal aberration            

قساـ الخموي لغرض حساب معدؿ استخدمت نفس العينات في تجربة معامؿ الان        
خميو منقسمة  250عف طريؽ فحص ما لايقؿ عف وتردد كؿ نوع  رافات الكروموسوميةالانح

 -: أدَاِ وانــــىاسدة في وحسب انًعادلاث  metaphaseي ـــــفي انطىس الاستىائ واضحةو 

(Al-Fatlawy ., 2012) 

 

 الخلايا المحتوية عمى انحرافاتعدد                                               

 100×  ػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػ= ػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػالنسبة المئوية للانحرافات الكروموسومية 

 250) لمخلايا المحسوبة )العدد الكمي                                               

 

 

 في الخلايا المنقسمةتردد كؿ نوع                                                    

 100× ػػػػػػػػػػػػػػػ ػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػ= ػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػ% تردد كؿ نوع مف الانحرافات

 250) لمخلايا المحسوبة )العدد الكمي  × صوج كشويىسىيي 20))                                 

 

 في الخلايا المنقسمة الانحرافاتتردد                                                

 100× ػػػػ ػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػ= ػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػلانحرافات% ل يكمالتردد ال

 250) لمخلايا المحسوبة )العدد الكمي  × كشويىسىييصوج  20))                                
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   Micronucleus Assayفحص الانوية الصغيرة  : 3-5-4
 ( بحسب الخطوات الآتية : 1976) Schmid ىذا الفحص بالاعتماد عمى طريقة  اءأجر تـ 

أخذت عظاـ الساؽ أو الكتؼ لمفئراف التي تـ تشريحيا لمحصوؿ عمى كروموسومات 1-
الخلايا الجسمية اذ تـ ازالة الجمد والعضلات المحيطة بالعظاـ بعد ذلؾ تـ قص نيايتي 

     مؿ مف  2العظـ ومف ثـ غسؿ محتويات ىذه العظاـ بواسطة محقنو بأستعماؿ 
 Heat ة تثبيػػػػػػط حراريو عمميػػػػػري لػػػػي اجالذ fetal calf sermمصؿ جنيف العجؿ 

inactivation  ساعة ونصؼ . ةْـ لمد 56 ةفي درجة حرار 

نبذت الانابيب الحاوية عمى خلايا نقي العظـ بواساطو جياز الطرد المركزي بسرعة 2-
 دقائؽ . 5 ةلمد ة/ دقيق ةدور  1000

زجاجية اذ تـ  ةشريح ةمنو عمى حاف ةصغير  ةأخذ الراسب واىمؿ الرائؽ ، ووضعت قطر 3-
 منيا. Smearعمؿ مسحة 

 بعد ذلؾ غسمت باستخداـ ةدقيق 10 ةبعد اف جفت الشرائح صبغت بصبغة كمزا لمد 4-
 . Sorenson's bufferدارئ سورنسف 

لظيور  ةالمئوي ةاذ تـ حساب النسب ةالزيتي ةشرائح بعد اف جفت بأستخداـ العدسفحصت ال
 .مف خلايا نقي العظـ نوع الاورمة الحمراء المتعددة ةخمي 500في  ةالصغير  ةالانوي

 التحميل الإحصائي : 3-6

في   Completely Randomized design (CRD)التصميـ العشوائي التاـ  خدـاست      
 حممت النتائج وقورنت المتوسطات الحسابية باختبار أقؿ فرؽ معنويو  .التجارب المختبريةجميع 

 (LSD) Least Significant Difference  0.05تحت مستوى معنوي  
 .1980 )  )  الراوي وخمؼ الله 
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 A.alternata عزل وتشخيص الفطر 1-4:

 من الثمار المصابة A.alternata  الفطرعزل 1-1-4: 

 Alternariaمفطر تعود ل ةعزل 24تـ الحصوؿ عمى جمع العنيات  ةمف خلاؿ عممي 
في  ةومف المناطؽ المحددمف ثمار محصوؿ الطماطة التي ظيرت عمييا أعراض الإصابة عزلت 
 عمى تمؾ الثمار تكرراً عالياً حيث سجؿ ىذا الفطر مت محافظو كربلاء ( والتي شم2-1-3) الفقرة

  .8جدوؿ كما في  ةوكانت ىذه العزلات موزع

 وفؽ مناطؽ العزؿ لمحافظة كربلاء  ياوأرقامالعزلات ( عدد 8جدوؿ )

 ارقاـ العزلات عدد العزلات اسـ المنطقو ت

1 
لطريؽ  ةالمزارع الصحراوي

 ةالرزاز -كربلاء
10 3,6,7,8,9,11,12,18,19, 23 

2 
لطريؽ  ةالمزارع الصحراوي

 النجؼ-كربلاء
7 4,14,15,16,17,20,21 

 ,24, 22 ,1,5,10 5 الخيرات ةمزارع ناحي 3

 13 ,2 2 ةالحسيني ةمزارع ناحي 4
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 A.alternata متردد والظهور لمفطرل المئوية نسبةال2-1-4:

 21.5%اذ بمغت  A.alternata ر كانت لمفطر اف اعمى نسبة تردد وظيو  9يبيف الجدوؿ       
عمى التوالي وىي نسبة عالية مقارنة ببقية الفطريات النامية اثناء عممية العزؿ الاولي % 38.0  و

ليذا الفطر كما واختمفت بقية الفطريات بنسبة ظيورىا وترددىا . وىذه النسبة العالية جاءت مف 
المرضي حيث تعتبر ىذه الثمار وسط ملائـ جدا لنو  خلاؿ استيداؼ ثمار الطماطة لعزؿ المسبب

ار وذلؾ ويعد ىذا الفطر مف ابرز الفطريات واكثرىا اصابة ليذه الثم A.alternataالفطر 
  (Hasan, 1995). مف الرطوبة لمحتواىا العالي

مف خلاؿ التاكد  A.alternataاف عممية العزؿ انحازت بشكؿ كبير الى استيداؼ الفطر        
الاصابة وشكؿ الفطر ومواصفاتو عمى الثمرة والذي قاد الى استبعاد الاصابة غير  علاماتف م

اما بقية الفطريات فاختمفت بنسب ظيورىا وترددىا واف سبب نموىا  ,المؤكدة خلاؿ عمميات العزؿ
اع العديد مف المزارع مموثة بمئات الانو  لى تموث ىذه الثمار بيا حيث تعداو تواجدىا قد يعود ا

 الفطرية المختمفة كما ويعد بعضيا متواجد في جميع الاماكف حتى في اجواء المختبر.

 A.alternataنسبة التردد والظيور لمفطر 9) جدوؿ )   

النسبة المئوية لمظيور 
% 

النسبة المئوية لمتردد 
% 

 الفطريات

38.0 21.5 A.alternata. 

26.4 19.3 Alternaria spp. 

0.8 0.3 A.tenussima 

14.6 8.9 Stemphylium 

10.4 6.3 Aspergillus niger 
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5.4 4.5 Aspergillus spp. 

7.6 5.6 Fusarium oxysporam 

6.4 5.9 Penicillim sp. 

28.6 15.4 Rhizopus sp. 

3.0 0.8 Fusarium sp. 

22.0 11.3 Others 

 

 A.alternata لفطراتشخيص 3: -4-1

 A.alternata طرالتشخيص المظهري لمف1-3: -4-1

نميت  المصابة ةمف ثمار الطماط .Alternaia spp بعد الحصوؿ عمى عزلات الفطر          
مف العزلات اعلاه  ةعزل 23تبيف اف pure cultur.  ةونقيت في مزارع نقي PSAعمى الوسط 

 ةالحسيني ةمف ناحي ةوالمعزول 2 رقـال واحدة ىي ةعزلوفقط  A.alternataتعود الى الفطر 
لسببيف  A.alternata مع عزلات الفطر  ةوتركت ىذه العزل A.tenuissima شخصت عمى انيا

بحيث يصعب  A.alternata  الفطر صفات الى حد كبير مع يةالاوؿ تشابو الصفات المظير 
 فيAOH  وانتاج سـ الالترناريوؿ مف نتائج  التشخيص الجزيئي التأكديزىا والسبب الثاني ىو يتم

عمى الوسط الزرعي  A.alternata الفطر ةمستعمر  (A-3) ويوضح الشكؿ ةلاحقالتجارب ال
PSA الشكؿ الطبؽ  رفي ظي وحافتيا ولوف النمو ةوف المستعمر اذ يظير ل((B-3  بعض و

واطواؿ سلاسؿ  ةيظير فيو شكؿ الخيوط الفطري كما A.alternata  لمفطر ةالصفات المظيري
الى شكؿ البوغ الواحد وحواجزه  ةً لابواغ في السلاسؿ اضافتيب ىذه االابواغ وتفرعاتيا وطرؽ تر 

يا المصادر اعلاه  لغرض توطوؿ المنقار وغيرىا مف الصفات التي اعتمد ةوالعرضي ةالطولي
 التشخيص المظيري .
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ختلاؼ نوع الوسط والظروؼ تختمؼ با A.alternata لمفطر ةولما كانت الصفات المظيري       
( فقد حددت Pitt and Hocking, 1997وغيرىا ) pH ٔ  ةالحرار  ةرجمف د ةالمحيط ةالبيئي

 pHٔ  ـ  25 ةحرار  ةودرجPSA عند تنميتو عمى الوسط  ةلمفطر قيد الدراس ةالصفات المظيري
 ةالمعزوؿ مف ثمار الطماطA.alternata  ينمو الفطر. وكانت ىذه الصفات كالتالي6.5 يساوي 

عمى الظروؼ  تومينتاياـ عند 7 سـ خلاؿ  8 النمو الى ةيصؿ فييا قطر مستعمر  ةبمعدلات سريع
انو  السطح الامامي لمغزؿ الفطري ذات لوف ابيض في المراحؿ الاولى لمنمو الا,  اعلاه ةالبيئي

 A.alternataالفطر  ةيتموف بموف زيتوني غامؽ مائؿ لمسواد او بني غامؽ او فاتح بسبب قدر 
الموف تبعا لممناطؽ المعزوؿ منيا  ةفي حد ةختلافات بسيطيف مع وجود انيلامال ةعمى انتاج صبغ

اذ  ,B-3))الشكؿ  الأسود إلى مائؿغامؽ  بني فيكوف السطح الخمفي أما( A-3)شكؿ كما في
بيا والتي  ةالمحيط ةبالظروؼ البيئي ةتبعا لاختلاؼ العزلات متاثر  ةلوف الغزوؿ الفطري ةتختمؼ حد

ر بتمؾ ثأعمى الت ةالتي ليا القابمي ةصفات المظيريلي بعض اقد يتعدى تاثيرىا لتظير تغايرات ف
  ( اف عزلات الفطر2002) Pryor and Michailides( حيث اكد Bridge, 1989الظروؼ )

A.alternata  ةالمختمف ةبالظروؼ البيئي ةثر أمت متماثمةغالبا ماتكوف غير. 

صغيره ذات  ةالشكؿ غير متعرج ةمنتظم ةالفطر حاف ةيبيف الشكؿ اعلاه امتلاؾ مستعمر و       
 النمو .  ةفي مستعمر  ةلوف ابيض وتظير في بعض الاحياف حمقات منتظم

 ةمرتبط( و C-3)الشكؿ متفرع الحامؿ البوغي غير  اف اما الفحص المجيري فقد اظير        
سلاسؿ A.alternata لتكوف مايعرؼ بالسلاسؿ حيث اظيرت النتائج امتلاؾ الفطر بواغبو الا

او  ةابواغ وىذه السلاسؿ اما اف تكوف مفرد10 نسبيا قد يصؿ عدد ابواغيا الى اكثر مف  ةويمط
شكؿ كمثري او بيضوي يمتمؾ منقارا  اما البوغ فيو ذاE,D,F-3) الشكؿ)كما في  ةمتفرع

 6-8 يةوعرض1-3  ةمخروطي الشكؿ يصؿ طولو الى ثمث طوؿ البوغ تقريبا ولو حواجز طولي
تماما مع تمؾ التي ذكرىا  ةوتاتي ىذه الصفات متشابي ,(C-3 البوغ )الشكؿ اعتمادا عمى عمر

 Ellis; , (1971) Pitt and Hocking; (1997), Moubasher; (1993)كؿ مف 
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Streets(1975); Barnett and hunter; (1973). والتي تشابو الى حد كبير صفات الفطر  
A.alternata اعلاه. 

مع  2صفات المظيرية لمعزلة رقـ الخيص المظيري التشابو الكبير في نتائج التش وأوضحت      
وف البني الغامؽ والمائؿ الى مقية العزلات الاخرى مف حيث لوف مستعمرة النمو والتي ظيرت بالب

الى تشابو ( والتي B-4مستعمرة النمو )الشكؿ ولوف اسود لظير ( A-4الشكؿ)في ما ك السواد
ة الصفات المظيري بعضوكذلؾ  A.alternata زلات الاخرى لمفطرالعنمو  اتمستعمر حد كبير 
جدا مف الفطر  ةقريب ةشكؿ الابواغ وسلاسميا وتفرعاتيا وىي كصفات مظيري ثمف حي الاخرى

A.alternata  الا انيا شخصت عمى انيا عزلة تعود لمفطرA.tenuissima.  

ىي ذاتيا التي ظيرت لبعض  A.tenuissimaانفطز اف جميع الصفات التي امتمكيا         
ليؿ التي ظيرت البني الغامؽ والمائؿ لمسواد والثا ةكموف المستعمر  A.alternata عزلات الفطر

انيا اقصر مف تمؾ  نسبيا الا ةكذلؾ امتلاكيا سلاسؿ طويم (A-4 )شكؿ ةعمى الغزوؿ الفطري
     رجمو وحجـ المنقاكما ولـ يختمؼ شكؿ البوغ وحA.alternata  الفطر ةالتي ظيرت في عزل

الا انيا اقصر بعض الشيء  ةسلاسؿ طويمكذلؾ امتمؾ ىذا الفطر ماورد اعلاه  عف( C-4)شكؿ
ما ػػػػػػػػػك ةاو متفرع ةردػػػػػػػػػا اف تكوف مفػػػػػػػػػػػام وىي أيضاً A.alternata  الفطرونيا ػػػػػػػعف تمؾ التي يك

 عف عزلات الفطر ةيز ىذه العزليالصعب جدا تمكاف مف لذلؾ E,D,F-4) الشكؿ) يػػػػػػػػػف
A.alternata ةمف صفات مظيري ةمف ناحيو التشخيص المظيري او طبقا لما تمتمكو العزل 

( مف وجود 2002)Pryor and Michailides ىذا التفسير مطابؽ لما ذىب اليو  ويأتي
لى ترؾ فع الباحث اوىذا ماد  A.tenuissima لمفطر ةمتخصص ةتصنيفي ةصعوبات لتحديد ميز 

 ة.الجزيئي ةلتوثيؽ التشخيص مف الناحي A.alternataر مع عزلات الفط ةىذه العزل
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F 

B 

D 

A 

E 

C 

                 المستعمرة مف الناحية الظيرية -   Bالمستعمرة  -A.alternata     A( الصفات المظيرية لمفطر 3شكؿ )

C     - الحامؿ البوغي    ربوغ الفط           -D and E   اطواؿ السلاسؿ وتفرعاتيا(40X)           

 F - ( 10)طوؿ السلاسؿ وتفرعاتياX 
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         المستعمرة مف الناحية الظيرية B-     المستعمرة - A      A.tenuissima( الصفات المظيرية لمفطر4شكؿ )
C- الحامؿ البوغو  بوغ الفطر                     D and E- السلاسؿ وتفرعاتيا اطواؿ (40X)   
F-  طوؿ السلاسؿ وتفرعاتيا(10X)  

F E 

C D 

A B 
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  A.alternataالتشخيص الجزيئي لمفطر  1-2:-4-1

 ستخدام بادئ متخصصبا A.alternataالتشخيص الجزيئي لمفطر  1-1-2:-4-1 

 ـ مف قبؿوالمصمAAF2,  AAR3  البادئ نجاحالى  5 يشير الشكؿ       
Konstantinova   ٌٔلتشخيص عزلات الفطر  (2002)ٔاخزA.alternata  ىذا بحسب

 ةالعزلات الفطري ولجميع bp 340عند الوزف الجزيئي  بادئ حزـحيث أعطى ىذا ال, المصدر
 A.alternata كانت تعود لمفطر وىذا يؤكد اف جميع العزلات كربلاء  ةمف محافظ ةالمعزول

مما يؤكد اف ىذه  ةالمستيدف ةالجيني ةوالذي فشؿ في التعرؼ عمى القطع  2قـر  ةالعزل ببسحثُبء
 وانما لنوع اخر. A.alternata  لمفطرلـ تكف تعود  ةالعزل

بشكؿ متخصص  مصمـ ئمف اف ىذا الباد اتفقت ىذه النتائج مع نتائج الباحث اعلاه     
 bp 340ند الوزف الجزيئيع Specific primer for A.alternata لمكشؼ عف عزلات الفطر

عزلات  7و A.radicinaلمفطر  ةعزل 11و A.alternataمفطر ل ةعزل 12حيث طبؽ مع 
 الا مع عزلات الفطر ةيدفمستالجيف ال ةقطع ةولـ ينجح في مضاعف A.dauciلمفطر 

A.alternata   نجحت  ةخرى والتي صممت ليا بادئات متخصصفشؿ مع جميع العزلات الاو
ويعود نجاح ىذا البادئ في تخصصو تجاه عزلات , حسب الانواع ةالمستيدف تضخيـ الجينات

  18S rDNAمف جيف ةمفرد ةفي تصميمو الدقيؽ حيث استيدؼ قطعA.alternata  الفطر

 بالفطر اعلاه. ةزوج قاعدي خاص bp 341والتي يصؿ طوليا الى 

عزلات الفطر  ولجميع مع نتائج التشخيص المظيري ةمتفق ةىذه النتيج وتأتي      
A.alternata  اذ لـ يرتبط البادئ بجيف اليدؼ وذلؾ لعدـ وجود التسمسؿ  او  2 ةستثناء العزلبا

وليس  A.alternata  مصمـ لعزلات الفطر التتابع المكمؿ لو وىذا امر طبيعي حيث اف البادئ
كانت  2 رقـ ةحيث بينت اف العزل ةاكدتو التجارب اللاحق لغير ذلؾ مف الانواع وىذا ما
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A.tenuissima   مفىذه النتائج مع كؿ كذلؾ اتفقت Konstantinova ٌٔ(2002) ٔآخز    ٔ 

 Mmbaga ٌٔعتستطيع تضخيـ مواق ةادئ المتخصصالى اف البو  وااشار  فالذي2011) ) ٔآخز  

ومف شاف ىذه البوادئ  PCR  باستخداـ جياز A.alternataلجيف معيف لمفطر  ةمحدد
 . A.alternataالموثوؽ لعزلات الفطر التشخيص السريع و 

لمكشؼ عف تضخـ جيف  340bp وزفب PCR البممرةعمى ىلاـ الاكاروز لناتج  ( الترحيؿ الكيربائي5شكؿ )
18S Ribosomal DNA  تحت الاشعة فوؽ البنفسجية وباستخداـ صبغة بروميد الاثديوـ 

 

 geneticثي ستخدام جهاز التحميل الوراخيص الجزيئي باالتش2-1-2-1-4: 

analyzer  

في اجراء التحميؿ الوراثي او تحديد   ITS4,ITS1ئنجاح الباد ةنتائج ىذه التجرب أوضحت      
حيث صمـ ىذا  A.alternataوالمستخدـ في تشخيص عزلات الفطر  ITSمنطقة  تواليات
نجح   وقد الجنس ةوليس الانواع وذلؾ لتحديد ىوي Alternaria الفطر جنسعمى اساس  ئالباد

( يوضح نتائج الترحيؿ الكيربائي 6والشكؿ ) 2رقـ  ةىذا البادئ مع جميع العزلات بما فييا العزل
ة القطع ةلمتاكد مف نجاح عمؿ البادئ في مضاعف ةمف العزلات المشخص ةعينات عشوائيلثماف 
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 بممرة لفحصػػػػت بعد ارساؿ ناتج جياز البعااتمف الجيف وقد تـ الحصوؿ عمى نتائج الت ةالمستيدف
شركة ماكروجيف في الولايات المتحدة التضاعؼ الى  ةلعممي PCR product الػػػػػػ

الجينات  تتابع( وىي شركة متخصصة لتحديد   .Macro gene company, USAالامريكية)
تحميؿ ىذه النتائج  وعند PCR انــالمستيدفة لمكائنات الحية بعد تضخيـ قطع اليدؼ بجياز 

 National Center for) التكنولوجيا الحيويةو معمومات الوطني لم المركز بموقع

Biotechnology Information NCBI)  وىو موقع متخصص بالتحميؿ الجزيئي والوراثي
 النتائج مع وتمت مقارنة (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) الشبكة العالمية لممعموماتعمى 

اف  فقد تبيف(  Ncbi Blastباستخداـ موقع ) بنؾ الجينات مف التي تـ الحصوؿ عمييا البيانات
اظيرت النتائج انيا تعود  اذ 2رقـ  ةباستثناء العزل A.alternata  جميع العزلات تعود لمفطر

 .A.tenuissima  لمفطر
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 ITS4 , ITS1لمكشؼ عف تضخـ منطقة  600bp وزفب PCR  البممرةعمى ىلاـ الاكاروز لناتج  ( الترحيؿ الكيربائي6شكؿ )
 (1,2,8,12,16,19,21,24عشوائية  تحت الاشعة فوؽ البنفسجية وباستخداـ صبغة بروميد الاثديوـ )لثماف عينات
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يعزز عممية  مماباستخداـ بادئ متخصص  PCR ػػػػػوىنا تأتي ىذه النتائج مؤكدة لفحص ال      
التشخيص الجزيئي باستخداـ ىذا البادئ ويؤكد بشكؿ قاطع نوع ىذه العزلات المعزولة مف 

 gene bankشرة في البنؾ الجيني محافظة كربلاء ومقارنة كؿ عزلة مع العزلات العالمية المؤ 

             يا واختلافيا )تغايرىا( مف الناحية الوراثية.ومدى تشابي

كد وبشكؿ ؤ كما ت  4-2-1 الفقرةي ػػف الواردةالتشخيص المظيري مع نتائج الوتطابؽ ىذه       
  A.alternataفي التشخيص الجزيئي لمفطر  AAF2, AAR3البادئ  ةقاطع خصوصي

     .   PCRاـ جياز استخدب

وعدـ تغايرىا الا اف النتائج تشير  ةوعمى الرغـ مف الثبات العالي الذي تتمتع بو ىذه المنطق     
تأثير وىذا يعزى الى  ةمختمفتيف في تسمسؿ الحمض النووي ليذه المنطق مجموعتيفالى اف ىناؾ 
ستخداـ المفرط لممبيدات الا كربلاء او الى ةالتي تتمتع بيا محافظ ةالمختمف ةالظروؼ البيئي

 في المزارع المعزوؿ منيا الفطر . ةالكيميائي

حيث  10 فيوضحيا الجدوؿ رقـ ةكربلاء مع العزلات العالمي ةعزلات محافظتطابؽ  ةاما درج     
الى  ةً اضاف ةالثاني ةكممثؿ لممجموع 4 رقـة الاولى والعزل ةكممثؿ لممجموع 1رقـ  ةاختيرت العزل

 .ةالمستيدف ةالجيني ةالتماثؿ والقطع ةونسب ةلعدد القواعد المتماثم تبعاً , A.tenuissima الفطر ةعزل
 %100بنسبة  صينية احدىما يفتعزلتطابقت مع  1اف العزلة رقـ  اعلاه حيث يوضح الجدوؿ

 992وبعدد قواعد نيتروجينية بمغ  B-7))شكؿ % 99سعودية بنسبة  والاخرى A-7) شكؿ )
وبعدد قواعد نيتروجينية ( C-7) شكؿ % 99بمقدار  ثالثةقت مع عزلة صينية قاعدة كذلؾ تطاب

 واخرى مكسيكية D-7))شكؿ  فقد تطابقت مع عزلة تركية 4قاعدة, اما العزلة رقـ  917بمغ 
 عزلة الفطروتطابقت قاعدة  992% وبعدد قواعد نيتروجينية بمغ 100بنسبة ( E-7)شكؿ 

A.tenuissima شكؿ % 100بة مع عزلة ىندية بنس((F-7  992وبعدد قواعد نيتروجينية بمغ 
وبعدد قواعد نيتروجينية G-7) )شكؿ % 99قاعدة كذلؾ تطابقت مع عزلة صينية اخرى بمقدار 

قاعدة. ولربما يعود السبب في تتطابؽ عزلات ىذه البمداف مع عزلات العراؽ الى امتلاؾ  917بمغ 
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ؼ جياز السيطرة النوعية وضعؼ اجراءات الحجر ؿ ضعظالعراؽ تبادؿ تجاري واسع معيا وفي 
 الزراعي ادى الى دخوؿ ىذه العزلات الى العراؽ واستيطانيا في مناطؽ زراعية. 
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 (A.alternata  العالمي NCBI Blastمع العزلات العالمية حسب موقع   A.alternata( تطابق العزلات المحلية للفطر7)الشكل 

 العزلات مع4 عزلة  China 1-A , Sudia Arabia -B China 3-C) (A.alternata , العزلات مع 1عزلة 

Turkey-D (Mexico –E  العزلة(A.tenuissima  معIndia –F (China -G,  

F 

G
 

C  
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                                يع انعشلات انعبنًية   Alternaria alternata  عشلات انفطز جطببق  (10)جدوؿ 

                           

 

 

 

 

  

 

No.of Karbala    Alternaria 

isolate 

Accession 

Number 
Country Expect 

A.alternata 

Max 

score 
Identity 

1 .1KJ716875 China1 0 992 100% 

1 
HE649372.1 

 

Saudia 

Arabia 
0 992 100% 

1 KJ716876.1 China3 0 917 99% 

4 KJ739880.1 Turkey 0 992 100% 

4 KJ677245.1 Mexico 0 992 100% 

2 JF710531.1 India 0 
A.tenuissiima 

992 100% 

2 KF887131.1 China 0 917 99% 
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 Mega 6ببرنامج  ITSًُطقة ن DNA sequencingيؿ تسمسؿ الحامض النووي اما نتائج تحم
فيما بينيا  ةفي مجموعتيف تطابؽ افراد كؿ مجموع  A.alternataفقد وضعت عزلات الفطر 

 عزلة 17شممت المجموعة الاولى  0.5بمقدار ةالثاني ةالاولى عف المجموع ةواختمفت المجموع
وشممت المجموعة الثانيػػػػػػػػة  (24 ,22 ,1,3,5,6,7,8,9,10,11,13,14,15,16,17,20ىي )

 )       2ػػػػػػة رقػػػػػػػػػػػػػػػػػـ العزل فيمػػػػػػا استبعػػػػػػدت 23 ,21 ,19 ,18 ,12 ,4)ي )ػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػعػػػػػػػػػزلات ى 6
(A.tenuissima تطابؽ العزلات  8 ويمثؿ شكؿعف كلا المجموعتيفAligment استخداـ ب

 ةاذ يستطيع ىذا البرنامج مقارنو تسمسلات الحمض النووي عمى مستوى القاعد Mega 6برنامج 
 .ومف عدم او وجودىا ةنوع القاعد ةمف ناحي ةالواحد ةالنتروجيني

 مجموعتيفعف  ةفي كربلاء ىي عبار  ةالسائد  A.alternataوىذا يعني اف عزلات الفطر       
بيف العزلات ضمف كؿ  ةكما حددت بعض الاختلافات البسيط .ةوراثيال ةمختمفتيف مف الناحي

ىذه   genomeجينوـعمى  ةالمختمف ةى تاثير الظروؼ البيئيويعزى ىذا الاختلاؼ ال ةمجموع
 ,Kuninaga)ة او الوراثي ةالجزيئي ةمعنى مف الناحي سيط ذايعد ىذا الاختلاؼ الب ولا العزلات

and Yokusawa. 1987 .) 
  A.alternata ومف خلاؿ ىذا البرنامج ايضاً امكف رسـ الشجرة التطورية لعزلات الفطر        

حيث A.alternata   لعزلات الفطر ةالتطوري ةقد مثؿ ىذا الشكؿ الشجر ل (9)وكما في الشكؿ 
 Mega 6ستخداـ برنامج جميع العزلات بابيف  ةالوراثي ةوحددت المساف ةرسمت ىذه الشجر 

لممعمومات )الانترنيت( واجريت  ةالعالمي ةالذي تـ الحصوؿ عميو مف الشبك  ITS ةلتسمسؿ منطق
 .Aligmentالى فحص التطابؽ بيف العزلات  ةبو ىذه التحاليؿ اضاف

( مف اف الفطر 2002) De Hoogلما توصؿ اليو  ةوتاتي ىذه النتائج مطابق     
A.alternata  ًير وراثي منخفض جدا وىي اقرب عمى النظاـ التطوري ويمتمؾ تغا جداً  محافظا

مض لمح  ةتسمسؿ القواعد النتروجيني تـ الحصوؿ عمى اذ A.tenuissimaماتكوف الى النوع 
  ITSمنطقة الػػػػ مف  ةالمستيدف ةلمقطع DNA sequencingالنووي 
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  A.alternataلعزلات الفطر  and  ITS1   ITS4 منطقة جيف ( تطابؽ تسمسؿ 8شكؿ ) 
 المعزولة مف مدينة كربلاء
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 Mega 6 حسب برنامج A.alternata( الشجرة التطورية لعزلات الفطر  9شكؿ) 
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  Alternariol ول عن انتاج السمؤ المس pksJ geneعن جين  : الكشف4-2

مكشؼ ل ةوالمصمـ في ىذه الدراس   PKSJ Primer( الى نجاح البادئ10الشكؿ) يشير      
 ةحيث استطاع ىذا البادئ تضخيـ القطع  AOH والتحري عف الجيف المسؤوؿ عف انتاج سـ

لجميع عمى ىلاـ الاكاروز  514pbحزـ بوزف جزيئي  ةجيوانتا  PKSJ geneمف  ةالمستيدف
وفشؿ ىذا البادئ مع  2)-5-3) ةفي الفقر  ةالوارد ةالعزلات التي انتجت السـ حسب نتائج التجرب

ترؾ ىذه  ةاعلاه الا اف مسال ةوحسب التجرب  AOHسىالتي لـ تتمكف اساسا مف انتاج  2 لةالعز 
لتاكيد عمؿ البادئ . وتتفؽ ىذه النتائج مع  ةالبس ةبارىا سيطر اعت ةىي بمثاب ةفي ىذه التجرب ةالعزل

ؿ عف انتاج سـ الالترناريوؿ و مف اف الجيف المسؤ (2012)  واخروف   Debjaniما توصؿ اليو 
AOH  في جينوـ الفطرA.alternata ىو الجيف PKSJ gene   وعمى الرغـ مف تمكف الباحث

انو لـ يشر الى تصميـ بوادئ  ي ليذا الجيف الااعلاه مف تحديد تسمسؿ قواعد الحمض النوو 
 . A.alternataفي عزلات  الفطر  وتعمؿ عمى تحديد وجود الجيف مف عدم ةمتخصص

عالميا التي تضمنت تصميـ بادئ متخصص  ةالوحيد ةىي الدراس ةوتعد ىذه الدراس     
specific primer  لمكشؼ عف جيفpksJ gene   ترناريوؿ المسؤوؿ عف انتاج سـ الالAOH 
 .A.alternata في عزلات الفطر
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     لمكشؼ عف  514bp وزفب PCR  جياز الػػػالبممرة بعمى ىلاـ الاكاروز لناتج  ( الترحيؿ الكيربائي10شكؿ ) 
 تحت الاشعة فوؽ البنفسجية وباستخداـ صبغة بروميد الاثديوـ  pksJتضخـ جيف 

  AOHسم الالترناريول ةاستخلاص وتنقي :4-3

باستخدام كروموتوغرافيا AOH عن انتاج سم الالترناريول  الكشف :4-3-1

  TLC ةالرقيق ةالطبق

 TLC ةألرقيق ةألطبقاـ كروموتوغرافيا باستخدAOH اظيرت نتائج الكشؼ عف انتاج سـ        
اج عمى انت ةليا القدر  A.alternata  تعود لمفطر ةعزل 23السـ القياسي اف  عةمع بق ةوبالمقارن

مف انتاج السـ A.tenuissima والتي شخصت عمى انيا   2ةع العزلستطفيما لـ ت AOHسـ 
والتي استخدمت لاحقا في جميع  AOHلسـ اانتاج الاكفأ في ىي العزلة  16وكانت العزلة رقـ 

نتاجالظروؼ البيئية  تأثيرالتجارب المختبرية التي تخص  يوضح ظيور بقع  11والشكؿ السـ  وا 
 وآخرون Asam راشاالسـ القياسي ولوف التالؽ اذ  ةمع بقع ةبالمقارن TLCصفائح السـ عمى 
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وعمى  UV ةفوؽ البنفسجي ةذات تالؽ ازرؽ براؽ تحت الاشعAOH سـ  ةالى اف بقع (2010)
                                                                                                                             .                                G60نوع  ةنانوميتر باستخداـ صفائح الكروموتوغرافيا الرقيق365  الطوؿ الموجي

اف اغمب  مف Li and Liangcheng (2006) ىذه النتائج متفقة مع ما اشار اليو وتأتي     
وتحت مختمؼ الظروؼ وعمى AOH عمى انتاج سـ  ةليا القدر  A.alternata عزلات الفطر

( وىذا ماتـ ملاحظتو فعلا حيث لوحظ اف جميع   Barkai-Golan, 2008) يةاغمب عوائمو النبات
 . AOHعمى انتاج سـ الالترناريوؿ  ةكاف ليا القدر  ةقيد الدراس A.alternata عزلات الفطر

 

 AOH:حساب معامل السريان لسم الالترناريول 4-3-2

 AOHاف سـ الالترناريوؿ AOH معامؿ السرياف لسـ  ةتائج حساب قيماظيرت ن          
 فػػػػػػػػػػوف مػػػػػػػػػرؾ يتكػػػػػػور متحػػػػػػػػداـ طػػػػػػػد استخػػػػػػػػػعن 0.43اوي ػػػػػسياف ػػػػػػػامؿ سريػػػػػػػمؾ معػػػػػػػيمت

Tuleun : Athylacetate : Formic acid  معامؿ  ةيذكر اف قيم   1 : 3 : 6ةوبنسب
الى الاخرى كما ولـ تشر  ةكؿ ماد ةالمتحرؾ او باختلاؼ نسب السرياف تختمؼ باختلاؼ الطور

 .أعلاهباستخداـ الطور المتحرؾ  AOH  معامؿ سرياف سـ ةالمصادر الى قيم
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بقع سى ضحو ي نانومتر(  336 الأشعة فوؽ البنفسجية تحت ضوء)  (10x10 cm G60 ( ىلاـ السيميكا  TLC  شكؿ (11) لوحة 
 24-1نهعشلات )1 :3 : 6  حامض الفورميؾ, خلات الإيثيؿالتولويف,  )القياسية باستخداـ الطور المتحرؾ والبقعة ناريوؿ ر الالت
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 HPLCباستخدام جهاز AOHالكشف عن سم الالترناريول  :4-3-3

كانت  A.alternataيض الفطر التي استخمصت مف نواتج ا ةاف الماد ,12 ضح الشكؿيو       
ووقت الظيور لكؿ منيما كذلؾ يلاحظ منحنى السـ القياسي مع  ةبالمقارن AOHسـ الالترناريوؿ 

 ةتعد مؤثرة عمى عممي لا ةمف الشكؿ اعلاه وجود بعض المواد الاخرى ولكف بتراكيز واطئ
و تنقاو   ةالى اف نسب الشركة المجيزة لمسـ القياسي حيث يشير بروتوكوؿ ةالاستخلاص والنقاو 

وربما يعزى ذلؾ الى حدوث حالات تموث ىذا مف جية وىذا واضح مف الشكؿ اعلاه %98  بمغت
ض ىناؾ مركبات اخرى في نواتج الاي د يكوفقومف جية اخرى  ةالاستخلاص والتنقي ةاثناء عممي

ث يصعب فصميا عف السـ وىذا مايؤكد وجودىا يالاستخلاص بحاثناء  AOHجدا مف سـ  ةقريب
ولا توجد اي اىمية ليذه في منحنى السـ القياسي ومنحنى السـ المستخمص مع اختلاؼ التراكيز 

  تراكيزىا الى المستوى غير المؤثر.المواد بسبب انخفاض 
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ٔيقبرَحّ يع انسى   HPLCبجٓبس 16يٍ عشنة انًسحخهص   AOH(انكشف عٍ سى 12شكم )    

  انقيبسي

A     ـ انسى انقيبسي –B         خهص اثُبء انذراسةانسى انًسح 

A 

B 
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وانتاجه لسم  A.alternataفطر النمو  في ةبعض الظروف البيئي تأثير :4-4
AOH 

نتاجهA.alternata  الفطر  في نمو ةالحرار  ةدرج تأثير :4-4-1   AOH سم وا 

 كانت( 16)عزلة A.alternata  المثمى لنمو الفطر ةالحرار  ةاف درج 11يوضح الجدوؿ        
عمى مستوى احتماليو  سـ وقد اختمؼ معنوياً  8.2 النمو ةاذ بمغ معدؿ قطر مستعمر   ـ  25

P<0.05 ةفي حيف بمغ اقؿ نمو وبفارؽ معنوي عند درج ىالاخر  ةدرجات الحرار  ةعف معامم 
عف  وبفارؽ معنوي ايضاً   ـ  20 ةحرار  ةعند درجالنمو كذلؾ انخفض معدؿ   ـ 35  ةحرار 

المعاملات الاخرى وىنا ربما يعود السبب في ىذا الانخفاض الى ضعؼ النمو مع ارتفاع او 
عف النمو  ةولؤ المثمى لمنمو الى التاثير عمى الانزيمات المس ةلدرجعف ا  ةالحرار  ةانخفاض درج

  ـ  35 ةالحرار  ةفي حيف سجمت درج ,( 2011,الاسدي والسعدوفالاخرى ) ةوالفعاليات الحياتي
 Stavely and (1970)مع ما اشار اليو كؿ مف  ةسـ وىنا اتفقت ىذه النتيج2.1 اقؿ نمو بمغ 

Main  وStavely and (1971) Slana  مفطر لمف اف اقؿ نمو سجؿA.alternata  كاف عند
 . ـ  38 ةحرار  ةدرج

المثمى لمنمو والسبب  ةعف الدرج ةالحرار  ةاف معدؿ نمو الفطر يتاثر بانخفاض وارتفاع درج      
التي تشترؾ فييا  ةيوثر عمى جميع تفاعلات الخمي ةالحرار  ةفي ذلؾ يعود الى اف ارتفاع درج

دي ؤ في ةالحرار  ةدي الى احداث خمؿ في عمؿ ىذه الانزيمات اما انخفاض درجؤ الانزيمات حيث ت
 (.Tanner, 1997مف خلاؿ الغشاء البلازمي ) ةالى توقؼ عبور المواد الغذائي

 ةالبروتينات داخؿ الخمي تأثيراو مدى  الإنزيماتكما اف نمو الفطريات يعتمد ويتحدد بنوع        
اكبر مف المثمى  ةالحرار  ةالنمو عند ارتفاع درج ةريع في معدؿ سرعاذ اف الانخفاض الس ةبالحرار 
النمو او ربما انزيمات اخرى  ةالمسيطر عمى سرع الإنزيـ ةفقداف طبيع ةنتيج يأتي

 ( . 1983,المظفر)
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 ولا ةاستقرارا بيذه الدرج أكثر إنزيماتتمتمؾ  ةالعالي ةالحرار  ةلدرج ةولقد وجد اف الاحياء الاليف 
نتاجيا ةالتفاعلات داخؿ الخمي ةسرع تأثير.كذلؾ  ةيعتيا بسيولتفقد طب كالسموـ  ةايضيمركبات  وا 
 (.Chaplin and Bucke, 1990) ةبعامؿ الحرار  ةالفطري

يٕو  12 بعًز  AOHوانتاجو سـ  اياـ 7بعمر  A.alternata  ( تاثير درجة الحرارة في نمو الفطر11جدوؿ)

 PSAعمى وسط 

 

 

 

 

 

 

 

      
 عندما تكوف الاحرؼ مختمفة أي اف الفروقات معنوية  

 P<0.05غير معنوية  عندما تكوف الاحرؼ متشابيو أي اف الفروقات
 

انتاج سـ  ةعممي فيوبفارؽ معنوي  ايضاً  أثرت ةالحرار  ةومف الجدوؿ اعلاه يلاحظ اف درج    
AOH مؿ في /غـمايكرو  141.5بمغت و لانتاج السـ  ةاعمى قيم  ـ 30  ةحرار  ةحيث مثمت درج

مايكرو 74.5 وصولا الى  ةالحرار  ةحيف انخفض معدؿ الانتاج وبفارؽ معنوي مع ارتفاع درج
لانتاج  ةحرار  ةالى اف افضؿ درج ٔاخزٌٔ Pose (2010) راشاو   ـ 35  ةحرار  ةمؿ عند درج/غراـ

مرة النمو عمعدؿ قطر مست درجة الحرارة
 )سـ(

معدؿ انتاج السـ 
 )مايكروغراـ / مؿ(

20 
4.3±0.28

a
 124.5

a
 

25 
8.2±0.25

b
 112.8

b
 

30 
6.1±0.10

c
 141.1

c
 

35 
2.1±0.05

d
 74.5

d
 

L.S.D 0.38 0 
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 فػػػػػػػػم (2009)وآخروف   Pose عميو ىذه النتائج متفقو مع يؤكد وتأتيكما   ـ   28ىي AOHسـ 
المثمى لانتاج  ةالحرار  ػػػػػػػةعف درج تختمؼA.alternata  لنمو الفطر  ةػػػػػػػالملائم ةالحرار  ةػػػػػػػاف درج

 .AOHسـ 

 وانتاج سمA.alternata نمو الفطر  في pH ةالحموض ةتاثير دال :4-4-2
AOH 

 وانتاج سـ A.alternata معدؿ نمو الفطر في ةالحموض ةتاثير دال ,12يوضح الجدوؿ         
AOH  حيث مثؿpH ةمستعمر  نمو لمفطر والتي وصؿ فييا قطر ةافضؿ حال6  ةقيمعند ال  
المعاملات الاخرى  ةعف بقيP<0.05  ةسـ وبفارؽ معنوي عند مستوى احتمالي 8.5 الى النمو

 مع ما ةسـ وتاتي ىذه النتائج متفق 4.3 اقؿ معدؿ نمو وصؿ الى 8 ةقيمعند ال pH وقد مثؿ
  كاف A.alternataلنمو الفطر   pHمف اف افضؿ 1977))ٔآخزٌٔ   Mohapatra ر اليواشا

 الوسط.  ةوانخفاض مستوى حامضي ةقؿ معدؿ النمو بزيادوي 6.5

فقد اختمفت المعاملات وبفارؽ معنوي مع تغير  AOH انتاج سـ  ةاما فيما يخص معامم      
انتاج فكانت  ةمؿ اما اقؿ قيم/مايكروغراـ 116.1 اعمى انتاج بمغ  pH 6مثؿ فقد  pHــــانقيمو 
 ؿ. مـ/مايكروغرا57.8 حيث بمغت   pH  8عند

 pH مف اف الػػػػ (2012) ٔآخزٌٔ Brzonkalik  وتتفؽ ىذه النتائج مع ما توصؿ اليو      
تأثير  Tanner ٔMorra (1997) (1997)  كؿ مف  تفسر نتائجو 4.5 المثالي لإنتاج السـ ىو 

 تأيفاف الرقـ الييدروجيني قد يؤثر عمى مف  AOHالرقـ الييدروجيني في عممية إنتاج سـ الػػػػ 
 ةفي الغشاء البلازمي لخمي ةارتباطيا بالانزيمات الموجود ةفي الوسط ودرج ةلمركبات الموجودا

 ةسرع ةانزيمات الفطر ومف ثـ زيادونشاط ىذه الانزيمات وباقي  ةعمى فعالي تأثيرهالفطر كذلؾ 
 تكويف الابواغ. ةوسرع الانبات ةبيا التي مف ابرزىا سرع ةالمرتبط ةالعمميات الحيوي
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وانتاجو سـ  اياـ 7بعمر  A.alternata  في نمو الفطر pH( تاثير دالة الحموضة 12)جدوؿ
AOH عمى وسط يٕو  12 بعًزPSA 

دالة الحموضة 
(pH) 

مرة النمو عمعدؿ قطر مست
 )سـ(

معدؿ انتاج السـ 
 )مايكروغراـ / مؿ(

5 5.5±0.70
a
           104.5

 a
 

6 8.5±0.10
b

 116.1
 b

 

7 6.8±0.26
c

 74.5
 c

 

8 4.3±0.20
d

 57.8
d

 

L.S.D 0.23 0 

 عندما تكوف الاحرؼ مختمفة أي اف الفروقات معنوية       
 P<0.05عندما تكوف الاحرؼ متشابيو أي اف الفروقات غير معنوية       

 

 AOHوانتاج  A.alternata  الفطرنوع الوسط الزرعي في نمو  تأثير :4-4-3

 تبعاً  A.alternata  الفطر نموفي معدؿ  ةروؽ معنوياف ىناؾ ف ,13يتبيف مف الجدوؿ       
في معدؿ نمو  الأخرى الأوساطعمى  معنوياً  تفوقاً  PSA لنوع الوسط الزرعي حيث اظير وسط

سـ فيما انخفض معدؿ النمو في انواع  8.2النمو  ةحيث بمغ قطر مستعمر  A.alternata الفطر
 sabouraud ػػػػػػسـ عمى وسط ال4.0 الاوساط الاخرى وصولا الى اقؿ معدؿ نمو بمغ 

Dextrose agar اليو العديد مف المصادر مف اف وسط  تر اشا مع ما ةىذه النتائج متفق وتأتي 
PDAلنمو الفطريات  ةيعد افضؿ انواع الاوساط الزرعيSaha et al., 2008))   
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 PDAلاحظ تفوؽ وسط  ذإArunakumara ( (2006  وتتفؽ ىذه النتائج مع ما وجده     
كذلؾ اتفقت ىذه النتائج   A. alternataعمى جميع الاوساط الاخرى في نمو الفطر 

الذي اشار الى اف افضؿ وسط لنمو الفطر  (1996)  ٔآخزٌٔ  Mazzonettoمع
A.alternata ىو   PDA وربما يعود السبب في ذلؾ الى احتواء ىذا الوسط عمى المواد

 (.(Shahin and Shepared, 1979الضروريو لنمو الفطر 

لا يعد الوسط  PDAكد اف الوسط أالذي Ojiambo ( (1997 معىذه النتائج ولا تتفؽ         
عمى وسطي  النتائج تفوؽ وسط الزابؾ معنوياً  أوضحتو  .A.alternata  الفطرلنمو  الأمثؿ
ولربما يعود  Sabouraud agarووسط السابرويد  Yeast extract agar  ةالخمير  ةخلاص
في ذلؾ الى وجود نترات الصوديوـ كمصدر لمنتروجيف الضروري في تصنيع البروتينات  السبب

در ػػػػػو عمى سكر الدكستروز كمصػػػػػػر فضلا عف احتوائػػػػلمفط ةلانتاج التراكيب الخضري ةالضروري
 (. Goyal, 1977وف )ػػػػلمكارب

كاف PSA الوسط الزرعي  دوؿ اعلاه اففيبيف الجAOH اما فيما يخص انتاج السـ         
 ةمتفوقمايكروغـ/مؿ 112.8ط الانتاج باستخداـ ىذا الوس ةبمغت كمي الافضؿ في انتاج السـ اذ

ؾ اكار بالنتائج تفوؽ وسط الزا أوضحتكذلؾ  ةالاوساط الاخرى قيد الدراس ةعمى بقي معنوياً 
 Sabouraudد والسابروي Yeast extract agar ةالخمير  ةعمى كؿ مف وسطي خلاص معنوياً 

agar يعد  ةالخمير  ةتتفؽ مع العديد مف الدراسات التي تشير الى اف وسط خلاص وىذه النتائج لا
 (.Al-Fatlawy, 2012) ةلانتاج السموـ الفطري ةالمستخدم ةافضؿ الاوساط الزرعي
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 اياـ 7بعمر  AOHوانتاجو سـ  A.alternata  الفطرفي نمو  نوع الوسط( تاثير 13) جدوؿ

 يٕو  12 بعًز  AOHانتاجو سـ و 

 نوع الوسط
معدؿ قطر مستمرة النمو 

 )سـ(
معدؿ انتاج السـ 
 )مايكروغراـ / مؿ(

PSA 8.2±0.10a 112.8a 

Czapeck’s 

Agar 
7.1±0.35b 104.5b 

Yeast Extract 

Agar 
5.8±0.37c 77.8c 

Sabouraud 

Agar 
4.0±0.20d 50.2d 

L.S.D 0.17 0 

 ف الاحرؼ مختمفة أي اف الفروقات معنوية عندما تكو           
 P<0.05عندما تكوف الاحرؼ متشابيو أي اف الفروقات غير معنوية          

 

نتاجه A.alternataفي نمو الفطر  الضوء والظلامعاممي  تأثير 4-4-4: السم  وا 
AOH 

 هنمو  عف معنوياً  تحت ظروؼ الظلاـ تفوؽ اف نمو الفطر ,14اوضحت نتائج الجدوؿ       
 سـ تحت ظروؼ الظلاـ فيما بمغ8.2 الضوء فقد وصؿ قطر مستعمره النمو الى  تحت ظروؼ
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مف اف  Slavov et al., 2004)سـ تحت ظروؼ الضوء وتتفؽ ىذه النتائج مع ما ذكره ) 6.5
 وبفارؽ معنوي عف ظروؼ الظلاـ. A.alternataظروؼ الضوء اخفضت معدلات نمو الفطر 

عف  الظلاـ وبفارؽ معنوي كبير ةوضح الجدوؿ اعلاه تفوؽ معاممفي AOHاما انتاج سـ 
لانتاج سـ  تسجم ةوىي اعمى قيممميغـ/مؿ   182.8الانتاج ةبمغت كمي إذمعاملات الضوء 

 Kennethوتتفؽ ىذه النتائج مع ما توصؿ اليو  ةالالترناريوؿ في جميع المعاملات السابق

 إذالضوء  ةتفوقت معنويا عمى معامم AOHاج سـ الظلاـ لانت ة( مف اف معامم(1978 ٔاخزٌٔ 
ظروؼ  جحثمميغـ/مؿ 74.5  ٔتحت ظروؼ الظلاـ مميغـ/مؿ   185السـ المنتج   ةبمغت كمي
زى الباحث اعلاه السبب في ذلؾ الى امتلاؾ الفطر اعاياـ و 7 حضف بمغت  ةفتر لالضوء و 

A.alternata  مييئاتprecursors  تحفز انزيميMalonyl COA ٔAcety COA   والمذاف
المييئيف  يفتعرض ىذ ةوفي حالAOH التخميؽ الحيوي لسـ  ةيعداف المييئيف الرئيسيف لعممي

 . Pigmentsلمضوء فاف مسار التخميؽ الحيوي يتغير لتعمؿ عمى تخميؽ الصبغات

 بعًز  AOHوانتاجو سـ  اياـ 7بعمر  A.alternata لاـ في نمو الفطرتأثير عاممي الضوء والظ( 14جدوؿ )

 PSAعمى وسط يٕو  12

 نوع المعاممة
معدؿ قطر مستمرة النمو 

 )سـ(
معدؿ انتاج السـ 
 )مايكروغراـ / مؿ(

a 0.35±6.5 ضوء
 74.5 a 

 0,10±8.2 ظلاـ
b

 182.8 b 

L.S.D 2.41 0 

 P<0.05معنوية عندما تكوف الاحرؼ مختمفة أي اف الفروقات معنوية وعندما تكوف الاحرؼ متشابيو أي اف الفروقات غير 
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  AOHلسم  LD 50حساب الجرعة القاتمة لنصف الجماعة السكانية : 5-4

لسـ  LD50رت نتائج ىذه التجربة اف قيمة الجرعة القاتمة لنصؼ الجماعة السكانية ياظ      
وذلؾ باستخداـ المنحنى القياسي لمجرع لمفئراف مميغـ/مؿ  368قد بمغ  AOHناريوؿ ر الالت

 وبتطبيؽ معادلة الخط المستقيـ بعدية لنفوؽ الحيوانات المختبرية الكمية ئو سبة المالمختمفة مع الن
ساعة سببت  24لمدة  ,15تحت غشاء الجنب بالتراكيز المبينة في الجدوؿ  حقف ىذه الحيوانات

فمـ تتسبب بموت مميغـ/ كغـ  60% اما الجرعة 100نسبة موت بمغت مميغـ/مؿ  920الجرعة 
المنحنى القياسي الذي حسب بواسطتو قيمة  ,13لشكؿ اكما يوضح  ,المختبريةأي مف الحيوانات 

لسـ  LD50مف اف قيمة (, 1992) ٔاخزٌٔ  Liuذكرهوقد اختمفت ىذه النتيجة عف ما  LD50الػػػػػ 
AOH  بالنسبة لمفئراف وىذا الاختلاؼ ربما يعود الى طبييعة الحيوانات مميغـ/كغـ  400قد بمغ

ي تربى بيا اضافة الى طبيعة النظاـ الغذائاحية الصحية وظروؼ المعيشة التي المختبرية مف الن
  .لتمؾ الحيوانات المعتمد

 ساعة مف الحقف 24بعد  AOH( النسبة المئوية لموت الفئراف لمجموعة جرع مف سـ 15جدوؿ )

 انجزعة

 يهيغزاو/كغى

عذد 

 انفئزاٌ

عذد 

انفئزاٌ 

  انحية

عذد 

انفئزاٌ 

 انًيحة

نًعذل  %  انحزاكى

 انٕفيبت
 ييث حي

60 5 5 0 12 0 0 

120 5 4 1 7 1 20 

240 5 2 3 3 4 60 

480 5 1 4 1 8 80 

920 5 0 5 0 13 100 
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 LD 50( المنحنى القياسي لقيمة الجرعة القاتمة لنصؼ الجماعة السكانية 13شكؿ )  

 

 ان البيضاء في المعايير الوراثية لذكور الفئر  AOHسم  تأثير6-4:

 Mitotic indexمعامل الانقسام الخموي : 1-6-4

يوـ مف  21 معامؿ الانقساـ الخموي بعد ةقيم انخفاض , 16النتائج وحسب الجدوؿ أظيرت    
عند التركيز 10.6% حيث بمغت قيمتو  ةالسيطر  ةوبفارؽ معنوي عف معاممAOH لسـ  رضالتع

 60مع التركيز %6.2التركيز لتصؿ الى  ةمع زياد ةىذه النسب تانخفضو يهيغى/كغى   40
التي بمغ فييا معامؿ  ةالسيطر  ةبمعامم ةمقارن مميغـ/كغـ 80 مع التركيز %2.1و مميغـ/كغـ

الساـ لسـ الالترناريوؿ  التأثيرالنتائج  كد ىذهؤ وت .(14)وكما في الشكؿ  14.2%الانقساـ الخموي 
AOH  ةالسام ةتركيز الماد زيادةمعامؿ الانقساـ الخموي مع  ينخفضحيث (Solhaug et al, 

يعمؿ عمى  AOH( مف اف سـ 2004) Bartek وتاتي ىذه النتائج متفقة لما توصؿ اليو( 2013
بعض المواقع المسيطرة عمى عممية  فياستحثاث توقؼ دورة انقساـ الخمية مف خلاؿ تاثيره 
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مض النووي اشريط الحمف  أجزاءتحطيـ  عمى  AOHانــــكما يعمؿ سـ الانقساـ الخموي. 
DNA اثبت  حيثSolhaug ( اف ىذا التحطـ يؤدي الى انخفاض او ضعؼ  2012)واخروف

( مف اف تضرر 1978وآخروف ) Saureما توصؿ اليو مع تكاثر الخلايا, كما تؤكد ىذه النتائج 
انخفاض معامؿ  أدناهالخمية وموتيا يعتمد عمى تركيز المادة السامة اذ نلاحظ مف الجدوؿ 

 الإنزيماتبعض , ومف جانب أخر فاف AOHالانقساـ الخموي مع زيادة تركيز جرعة سـ الػػػػػػػ 
ايضاً ر تاثوتضاعؼ الحامض النووي ت عمى عمميو الانقساـ الخموي والبروتينات التي تسيطر

 (.(Fehr et al., 2009بالتعرض ليذا السـ 

 الفئراف  لخلايا نقي العظـ لذكور لانقساـ الخمويمعامؿ افي  AOHتأثير تراكيز مختمفة مف سـ  (16)جدوؿ 

 المعاملات
 يوـ مف التعرض 21الخموي بعد  معامؿ الانقساـ %

 AOHلسـ 

0.90 ±14.2 السيطرة
a

 

T1 (40 mg/kg) 10.6± 1.20
b

 

T2 (60 mg/kg) 6.2± 0.45
c

 

T3 (80 mg/kg) 2.1± 0.15
d

 

L.S.D 1.4 

 روقات معنوية عندما تكوف الاحرؼ مختمفة أي اف الف
 P<0.05عندما تكوف الاحرؼ متشابيو أي اف الفروقات غير معنوية و 

:T1 تعني المعاممة الاولى 
:T2  تعني المعاممة الثانية 

 : T3 تعني المعاممة الثالثة 
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 (40xالاعتياديالمركب )المجير   AOHرض لسـ( خلايا منقسمة لنقي عظـ ذكور الفئراف نتيجة التع14)شكؿ

 -A                  معاممة السيطرة-B  40الجرعةmg/kg            -C  60الجرعةmg/kg    
-D  80الجرعةmg/kg 
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   Chromosomal Aberration ةالانحرافات الكروموسومي2-6-4: 

 AOH مع زياده تركيز سـ ةالكروموسوميعدد الانحرافات  ةزياد ,17الجدوؿ نتائج  أظيرت      

الانحرافات بمغت  ةنسب مميغـ/كغـ  40عنوي لجميع المعاملات حيث يسبب التركيز وبفارؽ م 
 .مميغـ/كغـ 80 عند التركيز  3.55%التركيز لتصؿ الى ةمع زياد ةوازدادت ىذه النسب %1.70

احداث في  ةالسموـ الفطري تأثيروتتفؽ ىذه النتائج مع العديد مف الدراسات التي تضمنت        
 تظير أ( و Al-Fatlawy, 2012في كروموسومات خلايا نقي العظـ ) ةبيعيتشوىات غير ط

    تشوه لكروموسومات خلايا نقي العظـ لذكور الفئراف ةاكثر مف حال حدوث ةالحالي ةنتائج الدراس
 Ring, Delletion, Acentric, and break chromosomفقد تبيف اف حالات ( 15)الشكؿ 

وىذا مؤشر AOH  سـلالتعرض  ةلمكروموسومات نتيج ةاصمىي اكثر حالات الانحرافات الح
ـ الوراثي فيما لو ثبت او انتقؿ في ىذه الخلايا وىذا التحط ةعمى حدوث التغايرات الكروموسومي

انو سيقود لحدوث فمما لاشؾ فيو , في مراحؿ الانقساـ الخموي ةالى الطور الثاني لبناء الخمي
 غيرىا أو  Teratogentic effect ةتشوىات جنينيأ Carsinogenic effect  ةسرطاني تأثيرات

(Klassen, 2001. ) 

 DNAعمى شريط الحمض النووي  التأثيريعزى الى  ةسام ةماد لأياف التاثير الوراثي        
 ػػػبناء ال ةالى تثبيط او توقؼ عممي التأثيرىذا يؤدي اف البناء والتخميؽ ومف الممكف  ةخلاؿ عممي

DNA ٔاف يت أ( سبب في تحطيموObrecht-Pflumio and Dirheimer, 2000 . ) 

 ةالقدر  ةفيو يعزى الى اف لمسموـ الفطري ةلمسموـ الفطري ةالوراثي لمتأثيرات الآخراما المسار       
وخمؽ مايسمى بالاجياد التاكسدي فمجذور الاوكسجيف  free Radicals ةعمى تحرير الجذور الحر 

 ةعمى تحطيـ القواعد النتروجيني ةقدر الالييدروكسيؿ واوكسيد النتروجيف  ةكمجموع ROS ةالحر 
  DNAػػػ ط الػػػػػػػي شريػػػػػػات فػػػػػػمؼ التشوىػػػػػداث مختػػػػػي احػػػػػػلتسبب فDNA نا دط الػػػلشري

(Shukla et al., 2004.) 
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النسبة المئوية لتردد كؿ نوع مف الانحرافات الكروموسومية في  AOHتاثير تراكيز مختمفة مف سـ  (17)جدوؿ

  في خلايا نقي عظـ ذكور الفئرافواعدادىا 
عندما تكوف الاحرؼ متشابيو أي اف الفروقات غير معنوية و عندما تكوف الاحرؼ مختمفة أي اف الفروقات معنوية 

P<0.05 
:T1 تعني المعاممة الاولى:T2                           تعني المعاممة الثانية                  : T3 تعني المعاممة

 الثالثة 

 

 
الانحرا
فات 
الكروم
وسوم
 ية
 

عدد 
الخلايا 
 المحسوبة

الانحرافات  تردد كل نوع من الانحرافات الكروموسوية
الكروموسومية 

 Ring الكمية

Chromosome 

break 

Chromosome 

Acentric 

Chromosome 

Deletion 

Chromosome 

dicentic 

Chromosome 

 العدد
النسبة 
 المئوية
% 

 العدد
النسبة 
 المئوية
% 

 العدد
النسبة 
 المئوية
% 

 العدد
النسبة 
 المئوية
% 

 العدد
النسبة 
 المئوية
% 

 العدد
النسبة 
 المئوية
% 

السيط

 رة
250 

a 

0 

 

0 

a 

0 

 

0 

a 

3±1.00 

 

0.06 

a 

2±2.08 

 

0.04 
- - 

a 

5±2.08 

 

0.10 

(T1) 

40 

mg/k

g 

250 
b 

48±4.35 

 

0.96 

b 

6±3.21 

 

0.12 

b 

11±0.57 

 

0.22 

b 

16±1.15 

 

0.32 
- - 

b 

81±3.0

5 

 

1.62 

T2) 

60 

mg/k

g) 

250 
c 

74±2.08 

 

1.48 

b 

9±0.57 

 

0.18 

c 

16±4.16 

 

0.32 

c 

22±3.60 

 

0.44 
- - 

c 

121±5.

50 

 

2.42 

T3) 

80 

mg/k

g) 

250 
d 

98±1.52 

 

1.96 

c 

13±4.16 

 

0.26 

d 

30±1.00 

 

0.60 

d 

28±1.73 

 

0.56 
- - 

d 

169±2.

64 

 

3.38 

L.S.

D 
 4.5  4.9  4.1  4.3    6.7  



 Chapter Four- Results and Discussion              شةناقالمو النتائج -رابعالفصل ال

 

86 

 

 

    AOHظـ لذكور الفئراف المجرعة بتراكيز مختمفة مف سـ لخلايا نقي الع( الانحرفات الكروموسومية 15شكؿ ) 
100X)                ). 
                  Ring chromosome                 Acentric chromosome                        

Break chromosome                                     deletion chromosome              
fragments                        

                             

 

 ةالصغير  ةمعامل تكوين الانوي: 3-6-4

وبفارؽ معنوي لجميع  ةالصغير  ةمعامؿ تكويف الانوي ةالى زياد ,18 جدوؿالئج اتشير نت     
الى  وصولاً  ةيحيث ازداد معامؿ تكويف ىذه الانو  ةالسيطر  ةمع معامم ةالمعاملات بالمقارن
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, %3.7التي بمغ فييا ىذا المعامؿ  ةالسيطر  ةبمعامم ةمقارن كغـمميغـ/  80عند التركيز  16.2%
مض االحو  الكروموسومات مف اىـ مؤشرات تحطـ اً واحد ةالصغير  ةويعد معامؿ تكويف الانوي

حعزض يٕضح جكٌٕ ْذِ الإَية َحيجة ان16) ٔانشكم ) DNA (Streffer et al. 1998)النووي

  AOH .نسى

معامؿ  ةظير في نتائج الفقرتيف السابقتيف والتي يظير فييا زياد الم ةىذه النتائج متمم وتأتي    
 AOH.التعرض لسـ  ةنتيج ةحدوث الانحرافات الكروموسوميمعدؿ  ةالانقساـ الخموي وزياد

   لخلايا نقي العظـ لذكور  تكويف الانوية الصغيرةفي معامؿ  AOHتأثير تراكيز مختمفة مف سـ ( (18جدوؿ 
 الفئراف

 AOHلسـ  يوـ مف التعرض 21 تكويف الانوية الدقيقة بعد % عاملاتالم

 0.17 ±3.7 السيطرة
a

 

T1 (40 mg/kg) 8.2± 0.55 
b

 

T2 (60 mg/kg) 11.6± 0.26 
c

 

T3 (80 mg/kg) 16.2± 0.15 
d

 

L.S.D 2.7 

         نوية وعندما تكوف الاحرؼ متشابيو أي اف الفروقات غير معنوية عندما تكوف الاحرؼ مختمفة أي اف الفروقات مع
:T1  P<0.05     تعني المعاممة الاولى:T2        تعني المعاممة الثانية: T3 تعني المعاممة الثالثة 
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 AOHسـ  لخلايا نقي العظـ لذكور الفئراف المجرعة بتراكيز مختمفة مف( الانوية الصغيرة 16شكؿ )

        

 الأوربية ةئيالي إليوتوصمت  اعلاه مع ما ة الخمويةالوراثيمعايير اختبارات نتائج جميع  تفقتقد او 
حيث اثبتت  A.alternataلسموـ الفطر  ةموسع ة( في دراس2011)  (EFSA)الأغذية ةلسلام

مخاطره  ةاحيمف ن ةالثاني ةبالدرج ويأتي Cytotoxic لمخلايا ةسام ةىو ماد AOHاف السـ 
مف  AOH سـ ةخطور الذي يعد اخطر انواع سموـ ىذا الفطر وتكمف  ATX-II بعد سـ ةالسمي

( ويعد Lehmann et al., 2005مف مراحؿ الانقساـ الخموي ) S,G0خلاؿ تاثيره في مرحمتي 
عمؿ داخؿ جسـ  ةكميكانيكي DNAالحمض النووي  ةعف تحطـ اشرط الأوؿوؿ ؤ ىذا السـ المس

 ةحتى مع المستويات الواطئ الحرةتوليد جذور الاوكسجيف  ةعمى زياد لحي او انو يعمؿالكائف ا
ػػػ فتعمؿ عمى التحطيـ المباشر لم ة( اما التراكيز العاليSolhaug et al., 2013لتركيز السـ )

DNA ( وموت الخلاياLehmann et al., 2005). 

 



 Conclusions & Recommendations                      الاستنتاجات والتوصيات       

 
 

59 
 

 الاستنتاجات 

 في محافظة كربلاء. A.alternataفقط تعود لمفطر  مجموعتينتشخيص  -1

 A.alternataتشخيص عزلات الفطر تخصصه لفي  AAR3و  AAF2نجاح البادئ  -2
 .بممرةالــــ وباستخدام تقنيةالمنتشرة في محافظة كربلاء  

نتائج غير قابمة لمخطأ  DNA Sequencingيعد  التشخيص الجزيئي باستخدام تقنية الـــ  -3
 .ومعترف بها عالميا ومن خلالها يمكن تحديد التغايرات الوراثية عمى مستوى العزلات

 . AOHالـــفي التعرف عمى الجين المسؤول عن عممية انتاج سم  PKSJالبادئ  حنجا -4

 .AOHقيد الدراسة عمى انتاج سم الــــ  A.alternata  درة جميع عزلات الفطرق -5

 نوع الوسط الزعيو  pHدالة الحموضة و اثرت كل من العوامل البيئية ) درجة الحرارة  -6
 .AOHوانتاجه سم  A. alternataالضوء والظلام ( في نمو الفطر و 

  كغممميغم/ـ AOH  368 ملسLD50 بمغت الجرعة القاتمة لنصف الجماعة السكانية  -7
 .للفئران

حداثمعامل الانقسام الخموي  خفضالقدرة عمى  AOHلسم الالترناريول  -8 معدل  في زيادة وا 
 الانحرافات الكروموسومية وتكوين الانوية الصغيرة .
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 التوصيات 

 اجراء دراسات واسعة تشمل جميع محافظات العراق لمكشف عن سلالات الفطر -1

A.alternata . 

 استخدام التقنيات الجزيئية المختمفة في تشخيص الفطريات  -2

 .AOHالتي لها القدرة عمى انتاج سم Alternaria جنس مالكشف عن انواع الاخرى ل -3

والتي لها تاثيرات سمية  A.alternataالكشف عن السموم الاخرى التي تنتج من قبل الفطر  -4
 لمكائنات الحية .

وانتاجه  A.alternataدراسة تاثير التداخل بين الظروف البيئية المختمفة عمى نمو الفطر  -5
 .AOHسم 

عمى المعايير الوراثية  A.alternataدراسة تاثيرات السموم الاخرى المنتجة من قبل الفطر  -6
 في خلايا نقي العظم لذكور الفئران.

التي لها القدرة عمى تحطيم سم  والإحيائيةلكيميائية تحديد العوامل الفيزيائية واإجراء دراسات ل -7
AOH  تقميل من تأثيراته السامةالاو. 



 References                                                                    مصادر       ال

 

97 
 

 العربية المصادر

. تاثير عقار الفولتارين في بعض 2010))هادي, فرات عبد الحمزة وناصر, خالد سلمان, 

يثم لمعموم الصرفة والتطبيقية المجمد لهالمؤشرات  الوراثية في الفئران البيض مجمة ابن ا
 (.1العدد ), 23

. دراسة (2011)الاسدي , رامز مهدي صالح والسعدون , عبد الله حمود , 

كمسبب لمرض خياس طمع نخيل التمر مجمة البصرة    Alternaria alternateلمفطر

  2( :العدد 10لابحاث نخمة التمر    .المجمد )

التجارب الزراعية. دار . تصميم وتحميل (1980). اللهالراوي, خاشع محمود وعبدالعزيز خلف 

 الكتب لمطباعة والنشر, جامعة الموصل.

 محسن الحسين, محمد وعبد طه الرضا عبد سرحان, عبيد و حمد عدنان الحمداني, 
الكشف عن قابمية بعض الفطريات الانتهازية المسببة لالتهابات الإذن  (2011)

عشر  السابع العدد الجامعة المأمون كمية الأفلاتوكسين مجمة إنتاج الوسطى عمى

 (.157-164ص)

 –الفطريات والسموم الفطرية . كمية الزراعة  ( .2000عبد الحميد , عبد الحميد محمد . )

 جامعة المنصورة .

وزارة التعميم العالي  –السموم الفطرية , المفهوم العام (  .1992الهيتي , أياد عبد الواحد. )

 جامعة بغداد . -والبحث العممي

, حركيات الانزيمات الجزء الثاني . مطبعة الخمود .((1983المظفر, سامي عبد المهدي. 
 بغداد.

رسالة  Alternariaدراسة مظهرية وجزيئية وامراضية لمفطر  .(2012علا جاسم.), محمد 
 جامعة بابل /ماجستير ,كمية العموم



 References                                                                    مصادر       ال

 
 

87 
 

 جنبيةالمصادر الا

Ad’hiah, A. H., Suliaman, G. M. and Al-Zaidy, M. S. (2007). Some 

immunological evaluation of Propolis in albino male mice. 

Journal of the Faculty of medicine (Accepted).  

 Agnes, A. (2009). Distribution and characterization of sweet potato 

Alternaria blight isolates in Uganda. MSc. Thesis. Makerere 

University, pp. 81. 

Agrios, G. N. (2005). Plant pathology. 5
th

 ed. Elsevier Academic Press 

Amsterdam. pp. 922. 

Alexandrakis, G., Sears, M. and Gloor, P. (1996). Postmortem 

diagnosis of Fusarium  panophthalmitis by the polymerase chain 

reaction. Am J  Ophthalmol 121:221–223.  

Al-Fatlawy, A. R. (2012). Toxic Effects of Ochratoxin A in Rats and 

Pups. PHD thesis Veterinary Medicine College University of 

Baghdad. 

Allen, J.w. , Shaler, C.F., Menders, R.W. and Ollat, S.A. (1977) . A 

simplified technique for in vivo analysis of sister chromatid 

exchange using 5- bromodeoxyuridine tablets .Cytogenet cell 

Genet. 18: 231- 237.  

Al-Terehi M. N., Al Ameri Q. M., Al Saadi, A. H. and Ewadh M. J. 

(2013). Cytotoxic and Genotoxic Effect of Aflatoxin B1 

Research in Pharmacy 3(1): 07-13. 

Andersen, B., Kroger, E., and Roberts, R. G. (2001). Chemical and 

morphological segregation of Alternaria alternata, A. gaisen, 

and A ongipes Mycological Research.(105) 3: 291–299 

Anginyah, T. J., Narla, R. R., Carey, E. E. and Njeru, R. (2001). 

Etiology, effect of soil pH and Sweetpotato varietal reaction to 



 References                                                                    مصادر       ال

 
 

88 
 

Alternaria Leaf petiole and stem blight in Kenya. African Crop 

Science Journal, 9: 287-282. 

 Arunakumara, K. T. (2006). Studies on Alternaria solani (Ellis and 

Martin) Jones and Grout Causing Early Blilght of Tomato M.Sc. 

Thesis University of Agricultural Sciences. College of 

Agriculture, Dharwad. pp. 70. 

 Asam S. Konitzer K. and Rychlik M. (2010). Precise determination of 

the Alternaria mycotoxins alternariol and alternariol monomethyl 

ether in cereal, fruit and vegetable products using stable isotope 

dilution assays. Mycotoxin Research, 27: 23-28.  

Avni, T., Leibovici, L., and Paul, M. (2011). PCR diagnosis of invasive 

candidiasis systematic review and meta-analysis. J clin microbiol., 

49(2): 665–670. 

Barkai-Golan R. (2008). Alternaria mycotoxins. In: Mycotoxins in fruits 

and vegetables.. Academic Press, San Diego, CA, USA, 185-

203. 

 Barnett, H.L. and B.B. Hunter. (1973). Illustrated genera of imperfect 

fungi. pp 240. 

 Bartek, J., Lukas, C. and Lukas, J., (2004). Checking on DNA damage 

in S phase. Nat Rev Mol Cell Biol 5, 792-804.                                        

Batista, D. C., Lima, M. A., Haddad, F., Maffia, L. A., and Mizubuti, 

E. S. G. (2006). Validation of decision support systems for 

tomato early blight and potato late blight, under Brazilian 

conditions. Crop Prot. 25:664-670.  

Bellemain, E.; Carlsen, T.; Brochmann, C.; Coissac, E.; Taberlet, P. 

and Kauserud, H. (2010) ITS as an environmental DNA 

barcode for fungi: an in silico approach reveals potential PCR 

biases. BMC Microbiology 10: 2180-2189. 



 References                                                                    مصادر       ال

 
 

011 
 

Belloch, C., Fernandez-Espinar, T., Querol, A., Garcia, M. D. and 

Barrio, E.(2002). An analysis of the inter and intraspecific 

genetic variabilities in the Kluyveromyces marxianus group of 

yeast species for the reconsideration of the K. lactis taxon. 

Yeast. 19: 257-268.  

Benson, H.J. (2002). Microbiological Applications. 8th ed. McGraw – 

Hill Companies, Inc. USA. pp. 22-105. 

Boermans, H. J., and Leung, M.C. (2007) . Mycotoxins and the pet 

food industry: Toxicological evidence and risk assessment. 

Internat.  Food Microbiol. 98: 3309-3316. 

Booth, C. (1971). Methods in Microbiology. Commonwealth 

Mycological Institute. Kew, Surrey. England. pp. 20-23. 

Borman, A. M.; Linton, S. M.; and Johnson, M. E. (2008) Molecular 

identification of pathogenic fungi. Journal of Antimicrobial 

Chemotherapy: 61(1) i7–i12. 

 Bottalico, A. and Logrieco, A. (1998). Toxigenic Alternaria species of 

Economic Importance. In: H.K. Sinha and D. Bhatnagar(eds.) 

Mycotoxins in Agriculture and Food Safety. Marcel Dekker, Inc. 

New York. pp. 65-108.  

Bridge, P.D., Hawksworth, D.L., Kozakiewics, Z., Onions, A.H.S., 

Paterson, R.R.M., Sackin, M.J. and Sneath, P.H.A. (1989). A 

Reappraisal of the Terverticillate Penicillia using biochemical, 

physiological and morphological features: I. Numerical 

Taxonomy. J. Genet. Microbiol., 135: 2941-2966. 

 Brugger, E.M., Wagner, J.r., Schumacher, D.M., Koch, K., Podlech, 

J., Metzler, M., Lehmann, L., (2006). Mutagenicity of the 

mycotoxin  alternariol in cultured mammalian cells. Toxicology 

Letters.164: 221-230. 



 References                                                                    مصادر       ال

 
 

010 
 

 Brzonkalik K, Hummer D, Syldatk C. and Neumann A (2012) 

Influence of pH and carbon to nitrogen ratio on mycotoxin 

production by Alternaria alternata in submerged cultivation. 

AMB Express10.1186/2191-0855-2-28.  

Caetano-Anolles, G., Bassam, B. J. and Gresshoff, P. M.  (1994) . 

DNA amplification fingerprinting with very short primers. Plant 

Molecular Biology Reporter. 19: 18-25. 

Chaplin, M.F. and Bucke, C. (1990) Enzyme Technology. Cambridge: 

Cambridge University Press. This book is out of print, an 

electronic version is updated by M. Chaplin and available .  

Chelkowski, J. and Visconti, A. (1992). Alternaria: Biology, Plant 

Diseases and Metabolites. Amsterdam, The Netherlands: 

Elsevier, pp. 449–541. 

Cho, H. S., Kim, B. R. and Yu, S. H. (2001). Taxonomic studies on 

Alternaria in Korea. Mycobiology, 29: 27-42. 

De Hoog, G. S., Uijthof, J. M. J., Gerrits, A. H. G., Figge, M. J. and 

Weenink, X. O. (1997). Comparative rDNA diversity in 

medically significant fungi. Microbiol. Cult. Coll. 13: 39-48.  

De Hoog, G.S. and Horré, R. (2002). Molecular taxonomy of the 

Alternaria and Ulocladium species described from humans and 

their identification in the routine laboratory. Mycoses 45, 259-

276. 

De Hoog, G. S. and Vitale, R. G. (2007). Bipolaris, Exophiala, 

Scedosporium, Sporothrix, and other dematiaceous fungi. In: 

Murray, P.R. et al. (eds.), Manual of Clinical Microbiology, 9
th
 

ed. ASM Press, Washington Pp. 1898. 



 References                                                                    مصادر       ال

 
 

011 
 

Dmello, J. P. F. (1991). Antigenic proteins in Toxic substances in crop 

plants. Cambridge, UK, Royal Society of Chemistry. pp. 107-

125. 

EFSA (European Food Safety Authority), (2011) Scientific Opinion on 

the risks for animal and public health related to the presence of 

Alternaria toxins in feed and food  EFSA Journal. 9(10):2407. 

Ellis, M.B. (1971). Dematiaceous Hyphomycetes. Commonwealth 

Mycological Institute. Kew, Surrey, England. 608 pp. 

Escuredo, O., Seijo, M. C., González, M. F. and Iglesias, I. , (2010). 

Effects of meteorological factors on the levels of Alternaria 

spores on a potato crop. Int J. Biometeorol 55(2):243-252  

Eshel, D., Miyara, I., Ailing.T., Dinoor, A. and Prusky, D. (2002). pH                        

regulates endoglucanase expression and virulence of Alternaria                         

alternata in persimmon fruit. Molecular Plant- Microbe 

Interactions, 15: 774-779. 

 Etcheverry, M. , Chulze S. , Dalcero A. , Varsavsky E.  and Magnoli 

C.  (1994). Effect of water activity and temperature on 

Tenuazonic acid production byAlternaria alternata on sunflower 

seeds June, Volume 126, Mycopathologia Issue 3: 179-182 . 

 Fehr, M., Pahlke, G., Fritz, J., Christensen, M.O., Boege, F., 

Altemoller, M., Podlech, J. and Marko, D., (2009). Alternariol 

acts as topoisomerase a poison, preferentially affecting the IIalpha 

isoform. Mol Nutr Food Res 53: 441-451. 

 Fenech, M. 2000.The in vitro micronucleus technique. Mutation 

Research/Fundamental and Molecular Mechanisms of 

Mutagenesis. 455: (1–2) 81–95. 



 References                                                                    مصادر       ال

 
 

012 
 

Fetaih, H. A., Dessouki, A. A., Hassanin, A. A. and Tahan. A. S. 

(2014). Toxopathological and cytogenetic effects of aflatoxin B1 

(AFB1) on pregnant rats.. pii: S0344-0338(14)00171. 

Fujita, S., and Hashimoto T. ( 2000). DNA fingerprinting patters of 

Candida species using HinfI endonuclease. Int. J. Syst. Evol. 

Microbiol. 50:1381–1389. 

Fujita, S. I., Senda, Y., Nakaguchi, S. and Hashimoto, T.(2001). 

Multiplex PCR Using Internal Transcribed Spacer 1 and 2 

Regions for Rapid Detection and Identification of Yeast Strains. 

J. Clin. Microbiol. 39(10):3617-3622.  

Galvano, F., A. Ritieni, G. Piva and A. Pietri. (2005). Mycotoxins in 

the human food chain. In: Mycotoxin Blue Book (D. Diaz, ed). 

Nottingham University Press, UK, pp. 187-224.  

Gent, D. and Schwartz, H., (2003). Validation of potato early blight 

disease forecast models for Colorado using various sources of 

meteorological data. The American Phytopathological Society 

Volume(87)1: 78 – 84. 

 Gezimar, D. S.; Axel, M.; Cristina, D.; Bernd, S. and Edson, R. 

(2013) Identification of Alternaria alternata Mycotoxins by LC-

SPE- NMR and Their Cytotoxic Effects to Soybean (Glycine 

max) Cell Suspension Culture Molecules , 18(3), 2528-2538. 

Goyal, K. N. (1977). Effect of pH, carbon and nitrogen nutrition on the 

growth of Alternaria tenuis. Indian Journal of Mycology and 

Plant Pathology, 7: 155-157. 

Green, S. J., Freeman, S. , Hadar, Y. , and  Minz, D.(2004). Molecular 

tools for isolate and community studies of Pyrenomycete fungi. 

Mycologia, 96(3) pp. 439–451. 



 References                                                                    مصادر       ال

 
 

013 
 

Guarro, J., Gene, J.  and Stchigel, A. M. (1999) . Developments in 

fungal taxonomy. Clin. Microbiol. Rev. 12: 454-500. 

Hasan, H.A.H. (1995). Alternaria mycotoxins in black rot lesion of 

tomato fruit: conditions and regulation of their production. 

Mycopathologia. 130: 171-177. 

Hasan, H.A. (1996). Alternaria mycotoxins in black rot lesion of tomato 

fruit: conditions and regulation of their production. Acta 

Microbiologica et Immunologica Hungarica, 43: 125–133. 

 Hatzipapas, P.; Kalosaka,K.; Dara, A.; and Christias C. (2002). 

Spore germination and appressorium formation in the 

entomopathogenic Alternaria alternate. Mycological Research. 

106(11) :1349-1359. 

Heddle, J. A. (1973) A rapid in vivo test for chromosomal damage. 

Mutat. Res.18:187-190. 

Henrik N. R., Erik K., Martin R., Nils, H. and  Henrik, K. L. (2008) 

Intraspecific  ITS  Variability in the Kingdom Fungi as 

Expressed in the International Sequence Databases and Its 

Implications for Molecular Species Identification Evol 

Bioinform Online., 4: 193–201. 

Hershkovitz M. A. and Lewis L. A. (1996). Deep-level diagnostic value 

of the rDNA-ITS region. Mol Biol Evol.,13:1276–1295. 

 Hubballi, M., Nakkeeran S., Raguchander T., Anand T. and        

Samiyappan R.. (2010). Effect of Environmental Conditions on 

Growth of Alternaria alternata Causing Leaf Blight of Noni 

World Journal of Agricultural Sciences 6 (2): 171-177.  

Imran , Z.K. and Hasan , K.M.A.(2012). Identification of fungi in 

Gizzard of meat chickens in Babylon province by Chromagar 



 References                                                                    مصادر       ال

 
 

014 
 

and PCR technique Basrah .J.of veterinary research. 11(4) :318-

325. 

Kaul, N. A. and  Saxena, H. K. (1989). Physiologic specialization in 

Alternaria solani causing early blight of potato. Indian Journal 

of Mycology and Plant Pathology. 18(2): 128-132 

Keller, N. P., Nesbitt C., Sarr B, Phillips T. D. and Burow G. B. 

(1997). pH regulation of sterigmatocystin and aflatoxin 

biosynthesis  in Aspergillus spp. Phytopathology. 87:643–648. 

Kenneth S., Ebbe S., and Torgny U. (1978). Light Inhibits the 

Production of Alternariol and Alternariol Applied and 

environmental microbiology. Vol. 36, No. 5: 655-657.  

King, M. T., wild, K., Gocke, E. and Esckhardt, K. (1982). 5-Brdurd 

tablets with improved depot effect for analysis in vivo of SCE in 

Bon marrow and spermatogonia cells, Mutation res., 97: 117 – 

129. 

Klaassen, C. D. (2001). Casarett and Doull's Toxicology: The Basic 

Science of Poisons (6
th

 ed.). McGraw-Hill Professional.  

Kohmoto, K., Singh U. S. and Singh, R. P. (1995). Pathogenesis and 

Host Specificity in Plant Disease: Histological, Biochemical, 

Genetic and Molecular Bases. Pergamon/Elsevier Science Ltd. 

N.Y. 2: 407. 

Koneman, E.W., Allen, S.D., Janda, W.M., Schreckenberger, P.C. 

and Jr,W.C.(1997). Color Atlas and Textbook of Diagnostic                                    

Microbiology.5thed.,Lippincott-Raven Publishers, Philadelphia, 

pp121-139. 

 Konstantinova, P., Bonants, P. J. M., Van Gent-Pelzer, M. P. E., Van 

Der Zouwen, P. and Van Den Bulk, R. (2002). Development of  

specific primers for detection and identification of Alternaria spp. 



 References                                                                    مصادر       ال

 
 

015 
 

in carrot material by PCR and comparation with blotter and 

plating assays. Mycol. Res., 106: 23-33 

 Kuninaga, S., and Yokusawa, R. (1987). Studies on the taxonomy of 

plant  pathogenic fungi by a comparison of DNA homology. I. 

Genetic relatedness among species in the genus Alternaria. (In 

Japanese.) Ann. Phytopathol. Soc. Jpn. 53:368-369. 

Kuroda,Y. and Hara,Y. (1999). Antimutagenecity of tea polyphenoles.    

Mutation Research.436:69-97. 

Kutt ,M.L., Loiveke, H. and Tanner, R. (2010). Detection of alternariol 

in Estonian grain samples. Agronomy Research, 8 (Special Issue 

II).317–322. 

 Kwasna, H. (1992). Ecology and nomenclature of Alternaria. 

Chelkowsk: J. Visconti A. Topics In Secondary Metabolism 

Alternaria: Biology, plant diseases and metabolites. In, (eds). 

Elsevier, Amsterdam, pp.63-100 

Lacey, J. (1992). Effects of environment on growth and mycotoxin 

production by Alternaria species J. Chelkowski, A. Visconti 

(Eds.), Alternaria: Biology, Plant Diseases and Metabolites, 

Elsevier, Amsterdam. pp. 381- 407. 

Laemmlen, F. (2001). Alternaria Diseases. Division of Agric. & 

National Resources, University of California. Publication 8040. 

Larone, D. H. (2002). Medically important fungi a guide to 

identification. 4
 th

 ed. ASM Press. Washington. pp. 221. 

 Lehmann, L. Esch H. L. Wagner, J. Rohnstock, L. and Metzler M. 

(2005). Estrogenic and genotoxic potential of equol and two 

hydroxylated metabolites of Daidzein in cultured human 

Ishikawa cells. Toxicology Letters, 158, 72-86. 



 References                                                                    مصادر       ال

 
 

016 
 

Li X. and Liangcheng D. (2006). Direct detection and quantification of 

Alternaria alternata lycopersici toxins using high - performance 

liquid chromatography-evaporative light- scattering detection. 

Journal of Microbiological Methods, 64: 398-405 .                     

Lialiaris, T., Mourelatos, D., Bautis, L., Papageorgiou, A., 

Christianopuolou, M.,  Papageorgiou, V.J. and 

Dozivassiliades, J. (1989). Comparative study on cytogenetic 

effect by diplatinum complex of the ligands of 

naphtharazarinand squaric acid in human lymphocyte. J. Pharma. 

Exptl. Thre., 251: 368-371.  

Lioi,M., Santoro, A., Barbieri, R., Salzano, S. and Ursini, M. 

(2004).Ochratoxin A and Zearalenone: a comperative study on 

genotoxic effects and cell death induced in bovine lymphoytes.  

Mutat. Res., 557: 19-27. 

Liu, G.T.; Qian, Y.Z.; Zhang, P.; Dong, Z.M.; Shi, Z.Y.; Zhen, Y.Z.; 

Miao, J. and Xu, Y.M. (1991). Relationships between 

Alternaria alternata and esophageal cancer. IARC Sci Publ 105: 

258—262. 

Liu G.T., Quian Y.Z., Zhang P., Dong W.H., Qi Y.M., et al. (1992) 

Etiological role of Alternaria alternata in human esophageal 

cancer. Chin Med J 105: 394–400. 

Logrieco A, Moretti A. and Solfrizzo M. (2009). Alternaria toxins and 

plant diseases: an overview of origin and occurrence. World 

Mycotoxin Journal, pp. 129–140 

Lohmann, C.P., Heeb, M., Linde, H.J. et al (1998). Diagnosis of 

infectious endophthalmitis after cataract surgery by polymerase 

chain reaction. J Cataract Refract Surg 24:821–826. 

Lucas, G. B. (1975). Diseases of Tobacco. 3
rd

 ed. Biological Consulting 

Association. Raleigh. Pp. 267-295. 



 References                                                                    مصادر       ال

 
 

017 
 

Magan, N., Cayley, G. and Lacey, J. (1984). Effect of water activity 

and temperature on mycotoxin production by Alternaria 

alternata in culture and on wheat grain. Applied and 

Environmental Microbiology, 47 : 1113–1117. 

Mancini, N., Perotti M., Ossi C., Cavallero, A., Matusˇka S., 

Paganoni G., Burioni R., Rama P. and Clementi M. (2006). 

Rapid molecular identification of fungal pathogensin corneal 

samples from suspected keratomycosis cases. Journal of Medical 

Microbiology. 55: 1505–1509.  

Martin A. H., Rosemarie C. R., and Robert V. T. (1977) Trimmed 

Spearman-Karber Method for Estimating Median Lethal 

Concentrations in Toxicity Bioassays Environmental Science & 

Technology. (7) 11: 714-719 

Mazzonetto, F., Menten, J. O. M.,  Paradela, A. L. and Galli, M. A. 

(1996) Effect of culture media on mycelial growth and conidial 

production of Alternaria spp. In beans. Ecossistema, 21: 59-61  

Miller, J. D. and Trenholm, (1994). Mycotoxin in grain eagam press. St. 

Poul. Minesota. USA pp. 552. 

 Mmbaga, M.T., Shi, A. and Kim, M. (2011). Identification of 

Alternaria alternata as a causal agent for Leaf Blight in Syringa 

Species, Plant Pathol. J., 27(2): 120-127. 

Mohapatra, A., Mohanty, A. K. and Mohanty, N. N. (1977). Studies 

on physiology of the sesame leaf blight pathogen, Alternaria 

sesame. Indian Phytotopathology, 30: 332-334. 

 Montemurro, N. and Visconti, A. (1992). Alternaria metabolites, 

chemical and biological data. In: Chelkowski, J., Visconti, A. 

(eds). Alternaria :Biology, plant diseases and metabolites. 

Elsevier, Amsterdam, pp. 449-455. 



 References                                                                    مصادر       ال

 
 

018 
 

 Morace G., Sanguinetti M., Posteraro G., Cascio and Fadda 

G.(1997). Identification of various medically important Candida 

species clinical specimens by PCR restriction enzyme .J. Clin. 

Microbiol. 35: 667-672. 

Morra, M. J. (1997). Assessment of extracellular enzymatic activity in 

soil. In: Hurst CI, Knudsen GR, Mclnnerney MJ, Stetzenbach 

LD and Walter MV (eds.) Manual of environmental 

microbiology. ASM Press, Washington, DC, pp. 459–465. 

Motta, D. S. and Valente Soares L. M. (2000) . A method for the 

determination of two alternaria toxin, alternariol and alternariol 

monomethyl ether in tomato. Braz. J. of  Microbiol. 31:315-320. 

 Moubasher, A. H. (1993). Soil Fungi in Qatar and other Arab Countries.                      

The Center of Scientific and Applied Research. University of 

Qatar, Doha, Qatar. pp. 32-37.  

Muhsin, T.M . ( 1985 ). Studies of fungi associated with island salt 

marsh halophytes at Delta Marsh, Canada . Ph. D. thesis , Unvi. 

Of Manitoba , Canada . pp. 318. 

Nadder, T. S. and Langley, M. R. (2001). The new millennium 

laboratory: molecular diagnostics goes clinical. Clin. Lab. Sci., 

14: 252–259 

Neergaard P. (1979). Seed Pathology. Volumes 1 and 2, Revised 

Edition. London: MacMillan Press. 

Nguefack
 

J. Leth V.  Amvam P.H.  and Mathur S.B. (2004). 

Evaluation of five essential oils from aromatic plants of 

Cameroon for controlling food spoilage and mycotoxin 

producing fungi International Journal of Food Microbiology 

Volume 94, Issue 3, Pages 329–334. 



 References                                                                    مصادر       ال

 
 

001 
 

Nguyen, H. V., Gaillardin, C., and Neuveglise, C. (2009). 

Differentiation Of Debaryomyces hansenii and Candida famata 

by rRNA gene intergenic spacer fingerprinting and 

reassessmentof phylogenetic relationships among D.hansenii,C. 

famata, D.fabryii, C.fareri D.subglobosus) and D.prosopidis: 

Description of D. vietnamensis sp. nov. closely related to D. 

nepalensis. Fems Yeast Res., 9: 641- 662. 

Nilsson R. H.,  Kristiansson E.,  Ryberg M.,  Hallenberg N. and  

Larsson K. (2008). Intraspecific ITS Variability in the Kingdom 

Fungi as Expressed in the International Sequence Databases and 

Its Implications for Molecular Species Identification, Evol 

Bioinform Online 4: 193–201. 

Nishimura, S. (1980). Host specific toxins from Alternaria alternata. 

Proc. Jpn. Acad. 56: 362-366. 

Nishimura, S., and Kohmoto K. (1983). Host-Specific Toxins and 

Chemical Structures from Alternaria Species Annual Review of 

Phytopathology Vol. 21: 87-116. 

Obrecht-Pflumio, S. and Dirheimer, G. (2000). In vitro DNA and 

dGMP adducts formation caused by Ochratoxin A. Chem. Biol. 

Interact. 127: 29-44. 

Ojiambo, P. J. (1997). Cultural studies and epidemiology of Alternaria 

sesame and effect of seed transmission and plant age on 

Alternaria leaf spot severity of ssamum indicum L. M.Sc. Thesis. 

University of Nairobi, Kenya. Pp. 75-77. 

Ortize G.G., Reiter R.J., Zuniga G., Melchiorri D., Sewerynek E., 

Pablos M.I., Oh C.S., Garcia J.J. and Bitzer Quintero O.K. 

(2000). Genotoxicity of paraquat: micronuclei induced in bone 

marrow and peripheral blood are inhibited by melatonin, Mutat. 

Res. 464: 239–245. 



 References                                                                    مصادر       ال

 
 

000 
 

Ozcelik S., Ozcelik N., and Beuchat L.R. (1990). Toxin production by 

Alternaria alternata in tomatoes and apples stored under various 

conditions and quantitation of the toxins by high-performance 

liquid chromatography International Journal of Food 

Mycrobiology, 11 : 187–194. 

Pero, R.W., Posner H., Blois M, Harvan D. and Spalding J.W. (1973). 

Toxicity of metabolites produced by the “Alternaria”. 

Environmental Health Perspectives. 4: 87-94. 

Pestka, J. J., and Bondy, G. S. (1990) . Alteration of immune function 

following dietary mycotoxin exposure. Con.J. physiol. 

Pharmacol. pp. 68-125.  

Pfeiffer, E., Eschbach, S., and Metzler, M., (2007). Alternaria toxins: 

DNA strand-breaking activity in mammalian cells in vitro. 

Mycotoxin Research 23:152-157. 

 Pitt, J.I. and Hocking, A.D. (1997). Fungi and Food Spoilage, 2nd ed. 

Gaithersburg, Maryland. pp 593.  

Pose, G., Patriarca, A., Kyanko V., Pardo A. and Fernández V. P. 

(2009). Effect of water activity and temperature on growth of 

Alternaria alternata on a synthetic tomato medium International 

Journal of Food Microbiology, 135 : 60–63. 

 

Pose, G.,  Patriarca, A., Kyanko V.,  Pardo, A.  and Fernández V. P. 

(2010).Water activity and temperature effects on mycotoxin 

production by Alternaria alternata on a synthetic tomato 

medium. International Journal of  Food Microbiology Volume 

142 (3) : 348–353.  

Pru, S.; Fetzner, K.; Seither, K.; Herr, A.; Pfeiffer, E.; Metzler, M.; 

Lawrence,C. and Fischer, R.(2014) Role of the Alternaria 



 References                                                                    مصادر       ال

 
 

001 
 

alternata Blue-Light Receptor LreA (White-Collar 1) in Spore 

Formation and Secondary Metabolism. Appl. Environ. 

Microbiol. 80( 8): 2582-2591. 

Pryor, B. M., Davis, R. M. and Gilberston, R. L. (1998). Detection of 

soilborne Alternaria radicina and it is seed. Plant Dis., 85: 18-23  

Pryor, B.M. and Gilbertson, R.L. (2000). Molecular phylogenetic 

relationships among Alternaria species and related fungi based 

upon analysis of nuclear ITS and rDNA sequences. mtSSU 

Mycol. Res. 104 (11): 1312-1321. 

Pryor, B. M. and Michailides, T. J. ( 2002). Morphological, pathogenic 

and molecular characterization of Alternaria isolates associated 

with alternaria late blight of pistachio. Phytopathology, 92: 406-

416. 

Raghubir, P. S. and Datajira, K.S.(1991). Mycotoxin and phytotoxin. 

CRC press.INC. 

Raistrick, H.; Sticking, E. and Thomas, R. (1953). Alternariol and 

Alternariol monomethyl ether metabolic produce of Alternaria 

tenuis Biochem J. (55) 3: 421–433.  

Robbiano, L., Baroni, D., Carrozzino, R., Mereto, E. and Brambilla, 

G. (2004). DNA damage and micronuclei induced in rat and 

human kidney cells by six chemicals carcinogenic to the rat 

kidney. Toxicol., 204: 187-195. 

Saha, D.; Fetzner, R.; Burkhardt, B.; Podlech, J.; Metzler, M.; Dang, 

H.; Lawrence, C. and Fischer, R. (2012). Identification of a 

Polyketide Synthase Required for Alternariol (AOH) and 

Alternariol-9- Methyl Ether (AME) Formation in Alternaria 

alternate. PLoS ONE 7(7) : 1310-1371 

 



 References                                                                    مصادر       ال

 
 

002 
 

Saha A, Mandal P, Dasgupta S. and Saha D (2008). Influence of 

culture media and environmental factors on mycelial growth and 

sporulation of  Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon and 

Maubl . J. Environ. Biol., 29(3): 407-410. 

Sambrook, J. and Russell, D. W. (2001). Molecular cloning: a 

laboratory manual. 3
 rd

 ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press. 

New York. USA. 

Samir, A. N., Fawzya A. , Ahmed, M. H ,Mohamed, N. M .and  

Asmaa, S. H. (2012). Cytogenetic, histological and 

histochemical studies on the effect of gibberllin A3 in albino 

rats. J.  American Sci., 8(1): 608-622. 

 Samuel, G. S. and Govindaswamy C. V. (1972). Effect of vitamins and 

levels of pH on the growth and sporualtion of Alternaria solani, 

the causal agent of the leaf blight disease of seasame(Sesamum 

indicum). Indian Journal of Mycological Plant Pathology, 2: 

185-186. 

Sauer, D.B, Seitz, L.M, Burroughs, R., Mohr, H.E., West, J.L, 

Milleret, R. J. and Anthony, H.D.(1978). Toxicity of 

Alternaria metabolites found in weathered sorghum grain at 

harvest. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 26, 1380-

1383. 

Schell, W. A., Salkin, I. F. and  McGinnis,  M. R. (2003). Bipolaris, 

Exophiala, Scedosporium, Sporothrix, and other dematiaceous 

fungi. In: Murray P. R., et al. (eds.). Manual of Clinical 

Microbiology. 8
th

 ed. ASM Press. Washington. pp. 1820-1847.  

Schmid, W. (1976). The Cell Micronucleus Test for Cytogenes Analysis. 

In “ Chemical Mutagens Principles and Methods for their 

Detection” Ed.A. Hollander, Vol.4 Plenum Press: New York. 



 References                                                                    مصادر       ال

 
 

003 
 

Schrader, T.J. Cherry, W. Soper, K. and Langlois, I. (2006). Further 

examination of the effects of nitrosylation on Alternaria 

alternata mycotoxin mutagenicity in vitro. Mutation Research, 

606: 61-71. 

Schreck, I., Deigendesch, U., Burkhardt, B., Marko, D. and Weiss, 

C., (2012). The Alternaria mycotoxins alternariol and alternariol 

methyl ether induce cytochrome P450 1A1 and apoptosis in 

murine hepatoma cells dependent on the aryl hydrocarbon 

receptor. Archives of toxicology 86: 625-632. 

Scott, P.M., and Stoltz, D.R. (1980), Mutagens produced by Alternaria 

alternata. Mutation Res. 78: 33-40. 

Scott, P. M. (2004). Other mycotoxins N. Magan, M. Olsen (Eds.), 

Mycotoxins in Food: Detection and Control, Woodhead 

Publishing Ltd., Cambridge, UK . pp. 406–440.  

  Seitz, L.M., Sauer, D.B., Mohr, H.E. and Burroughs, R. (1975). 

Weathered grain sorghum: natural occurrence of alternariols and 

storability of the grain. Phytopathology, 65: 1259-1263. 

Shahin, E. A. and Shepard, J. F. (1979). An efficient technique for inducing 

profuse sporulation of Alternaria species. Phytopathology, 69: 618-

620. 

Shubber, E. K., Jaffer, Z., Nada, S. M. and Karm, A. J. (1998). The 

Nucleus, 41: 120-127. 

Shukla ,L. , Adhikary, R., Pazdro, D. and Sevilla, M.(2004). .Formation of 

8-oxo-7,8-dihydroguanine-radicals in γ-irradiated DNA by multiple 

one-electron oxidations). Nucleic Acids Res., 32(22): 6565-6574. 

Simmons, E. G. (1992). Alternaria taxonomy: Current status, view point,             

challenge. in: Alternaria Biology, Plant Diseases and              

Metabolites. J. Chelkowski and  A. Visconti, eds. Elsevier Science 



 References                                                                    مصادر       ال

 
 

004 
 

Publishers,  Amsterdam pp. 1-35. 

Simmons, E. G. (2007). Alternaria: An Identification Manual. CBS fungal 

Biodiversity centre. The Netherlands. 

Slavov, F.C., Mayama, S., and Atanassov, A. (2004). Some aspects of 

epidemiology of Alternaria alternata Tobbacco pathotype. 

Biotechnol. and Biotechnol. Eq. pp. 85-89. 

Solhaug, A. Vines, L.L. Ivanova, L. Spilsberg, B. Holme, J.A. et al. (2012). 

Mechanisms involved in alternariol-induced cell cycle arrest. Mutat 

Res 738-739: 1-11  

Solhaug A. , Holme J. A., Haglund K., Dendele B., Sergent, O. Pestka J., 

Lagadic D. and Eriksen1G. S. (2013). Alternariol induces abnormal 

nuclear morphology and cell cycle arrest in murine RAW 264.7 

macrophages. Toxicology Letters. 219(1):8-17. 

Sommer, N. F. (1985). Strategies for control of post-harvest disease of 

selected commodities. In: Post-harvest Technology of Horticultural 

Crops. University of California Press. pp. 83-98 . 

Stavely, J. R. and  Main C. E. (1970). Influence of temperature and other 

factors on initiation of tobacco brown spot. Phytopathology, 60: 

1591-1596. 

Stavely, J. R.  and  Slana L. J. (1971). Relation of  leaf age to the reaction of 

tobacco to Alternaria alternata. Phytopathology, 61: 73-78. 

  Stich, H. and San, C. (1981). Topics enviromental phsoilogy and medecine 

in (Short-Term Test For Chemecal Carcinogen), Springer Veriag. 

New York pp. 187-199.  

Stinson, E. E. ; Bills, D. D.;  Osman, S. F.;  Siciliano, J.; Ceponis, M. J.  

and Heisler E. G.  (1980). Mycotoxin production by Alternaria 

species grown on apples, tomatoes, and blueberries J. Agric. Food 



 References                                                                    مصادر       ال

 
 

005 
 

Chem.28 (5): pp 960–963. 

Streets, R.B. (1975). The Diagnosis of Plant Diseases. The University of 

Arizona Press. pp. 7-21. 

Streffer C, M., ller W.U., Kryscio A. B. and Cker W. (1998). Micronuclei - 

biological indicator for retrospective dosimetry after exposure to 

ionizing radiation. Mutation research. 404 (2) : 101-105.  

Tanner, R. S. (1997). Cultivation of  bacteria and fungi. In: Manual of 

environmental microbiology. In Hurs, C. J., Knudesen, G. R., 

Mclnerney M. J., Stetzenbach, L. D. and Walter, M. V. (eds.). 

American Society for Microbiology. Washington. pp. 52-60. 

Theumera, M., Cánepaa, M., Lópezb, A. Marya, V ,.Dambolenac, J. and 

Rubinstein H. (2010). Subchronic mycotoxicoses in Wistar rats 

:Assessment of the in vivo and in vitro genotoxicity induced by 

fumonisins and aflatoxin B1, and oxidative stress biomarkers status. 

Toxicology. 268:104–110. 

Tice, R. R., Erexson, G. L. and Hilliard, C. J. (1990). Effects of treatment 

protocol and sampling time on the frequencies of micronucleated 

polychromatic erythrocytes in mouse bone marrow and peripheral 

blood. Mutagenesis. 5:313–321. 

Thomma, B.P.H.J. (2003). Pathogen profile, Alternaria spp.: from general 

saprophyte to specific parasite. Molecular Plant Pathol., 4 (4): 225-

236. 

Turenne, C.Y., Sanche, S.E., Hoban, D.J., Karlowsky, J.A., and Kabani, 

A.M. (1999). Rapid identification of fungi by using the ITS2 genetic 

region and an automated fluorescent capillary electrophoresis system. 

Journal of Clinical Microbiology 37: 1846-1851.  

Valdir, L. , Andrés M., Fernando G., Ignazio C., Luiz A. M., and Eduardo 

S. G. (2009). Molecular Diversity and Evolutionary Processes of 



 References                                                                    مصادر       ال

 
 

006 
 

Alternaria solani in Brazil Inferred Using Genealogical and 

Coalescent Approaches The American Phytopathological Society 

Phyto. 99(6): 765-774.  

Van der Waals, J. E., Pitsi, B. E., Marais, C. and Wairuri, C.K. (2011). 

First report of Alternaria alternata causing leaf blight of potatoes in 

South Africa. Plant Disease, 95: 1-3. 

Verma, V. (1970). Effect of temperature and hydrogen-ion concentration of 

three pathogenic fungi sydowia. 23: 164-168. 

Weile, J. and Knabbe, C. (2009). Current applications and future trends of 

molecular diagnostics in clinical bacteriology. Anal. Bioanal. Chem., 

394: 731–742 

Whiley, D. M. and Sloots, T. P. (2005). Sequence variation in primer targets 

affects the accuracy of viral quantitative PCR. J. Clin. Virol., 34: 104-

107. 

Williams,  J. G. K., Kubelik, A. R.,  Lavak, K. J.,  Rafalski, J. A.  and                        

Tingey, S. V. (1990). DNA polymorphisms amplified by                                 

arbitrary primers are useful as genetic markers. Nucleic Acids 

Research, 18: 6531-6535. 

Wogan , G.N., Ed.  (1965) . Experimental toxicity and carcinogenicity of  

aflatoxin.  In  "Mycotoxins in food stuffs". M.I.T.,  Press, 

Vcambridge,  pp. 163. 

 Yu, J.H., and Keller ,N. (2005) Regulation of secondary metabolism in 

filamentous fungi. Ann Rev Phytopathol 43: 437–458.  

Zhao, J., Ma, J., Zhao J. and Yang H. (2009). Acute cytotoxicity of 

alternariol on NIH/3T3 cells. Wei Sheng Yan Jiu. 38(2):133-

135. 



 References                                                                    مصادر       ال

 
 

007 
 

Zhou, G., Whong ,Z., Ong, T. and Chen, B. (2000). Development of a 

fungus-specific PCR assay for detecting low-level fungi in an 

indoor environment Molecular and Cellular Probes. 14: 339–348. 



 
 

A 
 

Abstract                                                                                                   

     Isolates of Alternaria altenata fungi that had the potential to produce 

Alternariol (AOH) were morphological characterized based on 

morphologic, microscopic and molecular aids by PCR and DNA 

Sequencing technique. The frequently and the appearance percentage of 

this fungi through the initial isolation from infected tomato fruit were 

determined. The responsible gene for Alternariol production was 

determined by using specific primer.                                                       

     The study included the extraction and detection of AOH by using thin 

layer chromatography (TLC) and high performance liquid 

chromatography (HPLC). The study also included the effect of different 

ecological conditions (i.e. temperature, pH, culture media, dark and light 

) on A. alternata growth and AOH production.                                 

      The lethal dose (LD50) of AOH and its cytogenetic influences in bone 

marrow of mouse male which included the calculation of mitotic index 

,chromosomal aberration and micronucleus formation percentage.           

       Results revealed a wide distributin of A. altrenata in Karbala 

province where   23 isolates were obtained with the phenotypic characters 

  at frequently 38% and 21.5% appearance .                                                 

     The molecular test (diagnosis) showed a success with the pair 

AAF2,AAR3 primer in diagnosis of A. alternata by using PCR with a 

molecular weith of  340bp. Results of DNA sequencing by using NCBI 

BLAST ensuring  the results of  morphological identification and the 

success molecular test of pair primer AAF2,AAR3 in molecular test by 

using NCBI BLAST loci revealing that all isolation belonging to A. 

alternate. There are two different clade in Karbala first one was 

alignment 100% with china isolate , 99% with Saudi Arabia isolate . The 

second one alignment 100% with Turkey and Mexico isolate. Analysis of 

mega 6 divided these isolates in to two group G1(1, 3, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 

13, 14, 15, 16, 17, 20, 22, 24). G2(4, 12, 18, 19, 21, 23).                            

                                                                            



 
 

B 
 

        PKSJ primer succeeded in the detection the gene that responsible of 

AOH production by PCR at 514bp.                                                         

       Results showed the Rf of AOH was 0.43 by using methanol solvent 

and mobile phase (tuleun : athylacetate : formic acid) 6: 3: 1. The similar 

To the supplied (as standard) with extracted alternariol by HPLC.             

      Different environmental conditions affected in A. alternata growth 

and AOH production. 25ºC is optimum temperature for growth where the 

colony diameter was 8.2 cm during the incubation period ( 7 days ) 

comper 20, 30 and 35 ºC , while the mean of growth was increase and 

decrease of temperature to 2.1 cm at 35C. at 30C achieved a maximum 

production 141.1 mg/ml whereas, the lowest value was 74.5mg/ml at 35C 

       The pH 6 was significantly superior compare with 5,7 and 8 

treatment , where best growth 8.5 cm ,the growth mean was decrease with 

other pH reaching the lowest value 4.3 at pH 8.  the production AOH was 

also influenced by the acidity pH wasgose the highest value 116.1mg/ml, 

reaching the lowest  57.8mg/ml at pH 8. PSA is the best culture media for 

A.alternata growth and AOH production with significant differences of 

other media types 8.2cm diameter of colony, 112.8mg/ml for AOH 

production . dark is increase significant of light treatment 8.2cm colony 

diameter at dark wile 6.5cm at light, so increase significant AOH 

production 182.8mg/ml at dark and 74.5mg/ml at light.                         

      results showed that the dose 368mg/kg of AOH was the lethal dose 

LD50. And this AOH affects different parameters of bone marrow. Mitotic 

index was decrease of the control by significant differences, 14.2% at 

control and 2.1% at 80mg/kg . Chromosomal aberration show with the 

increase AOH concentration with significant differences 3.55% at 

80mg/kg of AOH while 0.10% in control. Micronucleus formation with 

AOH treatment differ by significant increase 16.2 at 80mg/kg and 3.7 at 

control.                                                                                                     
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