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ABSTRACT 
A Sample of 63 mutants resistant to the fungicide carboxin 

(Vitavax) was isolated in the parental strains A76 (bwA nicA, brown 
conidia, nicotinic acid-requiring) and AZG131 (wA lysA azgA131, white 
conidia, lysine-requiring and resistant to 8-azaguanine) of the 
ascomycetous fungus Aspergillus amstelodami. All mutants were normal 
in their morphology and recessive to their respective wild type alleles. 
Complementation tests in heterokaryons among the mutants put them all 
in a single gene designated carA (for resistance to carboxin) as the first 
gene of its kind to be identified in A. amstelodami. Haploidization 
analysis has shown that carA is not linked in any of the chromosomes I, 
II, III, IV or VII, but its linkage relation to the other groups (V, VI, VIII 
or IX) recognized in this fungus was not determined.  

 

الممخص 
من السلالتين ( Vitavax أو) Carboxin طافرة مقاومة لممبيد الفطري 63عزل  تم
ذات الكونيدات البنية والحاجة الغذائية لفيتامين حامض  A76 (bwA nicA)الابويتين 

 ذات الكونيدات البيضاء والحاجة الغذائية AZG131 (lysA azgA wA) النيكوتنيك و
  الفطر الكيسي من azaguanine-8 لمقاومة لمعقارلمحامض الاميني اللايسين وا

Aspergillus amstelodami ، طبيعية في مورفولوجيتيا ومتنحية جميعيا وقد كانت الطافرات
واظيرت اختبارات التتام باستخدام متباينات النوى المعمولة بين ىذه الطافرات . امام اليلاتيا البرية

                                         

 .البحث مستل من رسالة الماجستير لمباحثة الثانية (*)
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اشارة ) carAاليمية لجين واحد اعطي الرمز الجيني  فيما بينيا ان جميع الطفرات ىي طفرات
 .Aالجين ىو الاول من نوعو الذي يشخص في الفطر  اوكان ىذ(. Carboxinلمقاومتو لممبيد 

amstelodami .
غير مرتبط في أي  carAومن خلال التحميلات شبو الجنسية والتنصيف تبين ان الجين 

موقعو بالنسبة لممجاميع  دولكن لم يحد( VIIو  I ،II ،III ،IV)من المجاميع الكروموسومية 
. المشخصة لحد الان في ىذا الفطر( IXو  V ،VI ،VIII)الاربع الاخرى 

 

  المقدمة
انتشاراً وان الخسائر الاقتصادية  وأكثرىاتعد الفطريات من اىم الممرضات النباتية 

وقد (. 1993والملاح،  شعبان؛ 2003العروسي وجماعتو، )ا تعد خسائر ىائمة هالمتسببة عن
الزراعية الفطرية والتقميل من اضرارىا غير ان المكافحة  الآفاتة لمكافحة يداتبعت طرق عد

مكافحة وذلك لكفاءتيا الل مركز الصدارة في طرق حتالكيمياوية بالمبيدات الفطرية ماتزال ت
ظيرت السلالات غير انو سرعان ما  .إجرائياواستمرار فاعميتيا لمدة طويمة بجانب سيولة 

الفائدة ويتواصل محدود المقاومة لمعديد من المبيدات الفطرية واصبح الكثير من ىذه المبيدات 
(. 2003العروسي وجماعتو، )البحث عن مبيدات جديدة 

مقاومة لممبيد  UVCييدف البحث الحالي إلى عزل طافرات تمقائية ومستحثة بأشعة 
لغرض دراسة الاساس  Aspergillus amstelodamiمن الفطر الكيسي  Carboxinالفطري 

 . الوراثي ليذه المقاومة

 

  المواد وطرائق العمل
تعتمد  Aspergillus amstelodamiالطرق المستخدمة في التحميل الوراثي لمفطر 

  ,DeBertoldi & Caten (1979)ىا واستخدميا كل منصفأساساً عمى تمك التي و

Caten (1979)  تحويراً لطرق التحميلات الوراثية لمفطر والتي تمثل بدورىاAspergillus 

nidulans  التي استخدمياPontecorvo   وجماعتو في أوائل الخمسينات من القرن العشرين
(Pontecorvo et al., 1953; Pontecorvo, 1958; Pontecorvo & Kafer, 1958; 

Kafer, 1958) 
 

السلالات المستخدمة في الدراسة  
الجينية وأصول السلالات المستخدمة في الدراسة الحالية مبينة في الجدول ان التراكيب 

 .الأولوىي جميعيا محفوظة عمى بمورات جافة من السميكا جيل لدى الباحث  1-
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السلالات المستخدمة في الدراسة وتراكيبها الجينية ومصادرها  : 1الجدول 
المصدر  وراثيالتركيب ال رقم السلالة
AZG131 azgA131 lysA wA  (1985)الحمداني 

A76 nicA bwA 
 A25في  UVCبأشعة  تاستحث

 DeBertoldi & Caten (1979)  لاحظ

 دليل الرموز الجينية 
 .الأخضرمقارنة بالمون البري  يشير الى الجين الطافر الذي يجعل لون الكونيدات بيضاء  wAالرمز  -1

 .البري الأخضربدلًا من  عل لون الكونيدات بنيةالجين الطافر الذي يج إلىيشير   bwAالرمز  -2

 .azaguanine-8الطفرة التي تضفي صفة المقاومة لممادة السامة  إلىيشير   azgAالرمز  -3
. الحامض الاميني اللايسين إلىالسلالة الحاممة لو يمثل حاجة  lysA الرمز الجيني  -4
.  لدى السلالات الحاممة لو لنيكوتنكجين العوز الغذائي لمفيتامين حامض ا إلىيشير   nicAالرمز  -5
 

الأوساط الزرعية والكيمياويات  
في ىذه الدراسة وىما ( Caten, 1979)ومشتقاتيما استخدم وسطان زرعيان أساسيان 

ممح –، ووسط مستخمص الشعير(Minimal Medium, M)الوسط الأدنى أو غير المعضد 
ان النمط البري  إذالوسط،  إلىف وقد يضا (Malt Extract-Salt Medium, MTS)الطعام 

، أما السلالات الطافرة المستخدمة في ىذه الدراسة فلا تستطيع Mلمفطر يمكنو النمو عمى وسط 
الوسط  إلىوقد تضاف . النمو عمى ىذا الوسط إلا بعد إضافة الاحتياجات الضرورية لكل سلالة

يمحق برمز الوسط عندىا و حجم/حجم%  5بنسبة  Complete supplementالكاممة  الإضافة
بتركيز نيائي قدره  Sodium deoxycholateالوسط ممح  إلىكما قد يضاف ( C)الحرف 

(. Caten, 1979) (D)وعندىا يمحق برمز الوسط الحرف مل /مايكروغرام 400
التحضين فقد جرى ( Caten, 1979)م 30oوبما ان درجة الحرارة المثمى لمفطر ىي 

 .عند ىذه الدرجة
 

 لطافرات المقاومةعزل ا
 (Minimal Inhibitory Concentration, MIC)الأدنىجرى تحديد التركيز المثبط 

وذلك  AZG131و  A76نمو السلالتين الابويتين الذي يوقف  Carboxinلمبيد الفطري من ا
، 37.5، 30، 15، 7.5ثم واعتباراً من الصفر . CARباختبار تراكيز متصاعدة من المبيد 

المعضد بالاحتياجات  Mمن وسط النمو  مايكروغرام لكل مل 112.5و  75، 60، 52.5، 45
سجمت ثم  (Point Inoculation)الغذائية لكل سلالة وجرى الزرع بطريقة الوخز النقطي 

حيث جرى عزل  المقاومةالنتائج بعد اربعة ايام من التحضين تلا ذلك عممية عزل الطافرات 
فوق البنفسجية  بالأشعةوجرى الحث التمقائية والمستحثة  نوعين من الطافرات المقاومة ىما

 UVCكان مصدر الإشعاع المستخدم في ىذه الدراسة ىو مصباح إذ ( UVC)القصيرة الموجة 
 253.7بطول موجي قدره  (Philip Harris) (NOP 189 Scottish Science)من نوع 
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10يحضر عالق كونيدي كثافتو بحدود  إذنانوميتر 
 أياممن مزرعة نامية لثلاثة مل /كونيده  7

مل  10مل يستخدم لعزل الطفرات التمقائية و 5الى قسمين العالق يقسم . CMTSDعمى الوسط 
حاوية عمى التركيز  أطباق 10يجرى الزرع بعدىا بتمقيح  .(1990الجاف، )يعرض لمتشعيع 

طبق ويحضن لمدة /مل 0.1 السام من المبيد من كل من العالقين المشعع وغير المشعع وبواقع
إذ جرى عزليا  .ويتحرى بعدىا عن المستعمرات النامية التي عدت طافرات مقاومة أيام 4

 .وتنقيتيا بطريقة السبور المنفرد ومن ثم تأكيد مقاومتيا بزرعيا مرة أخرى عمى وسط المبيد
 

: طرق التحميل الوراثي
النوى لاجراء اختبارات تكوين متباين المرتكزة عمى استخدمت طرق التحميل الوراثي 

 السيادة والتتام وكذلك عزل النوى المضاعفة المجموعة الكروموسومية وتنصيفيا لاسناد 
 استخدميا  ذلك كماو( الكروموسومية)مجاميعيا الارتباطية  إلىالجينات الجديدة 

DeBertoldi & Caten (1979)  وDhahi (1978)  من دراسات وراثية مماثمة في ىذا
. الفطر

 
النتائج والمناقشة 

 Carboxin (CAR)التركيز المثبط الادنى لممبيد الفطري كاربوكسين 
بالنسبة  مل/مايكروغرام 75 ان النمو قد توقف عند التركيز 2-يتضح من نتائج الجدول

 52.5فكان توقف النمو عند التركيز  AZG131بالنسبة لمسلالة  أما .A76لمسلالة 
لكل سلالة والتي استخدمت لعزل الطافرات  MICتركيز ىومل واعتبر ىذا ال/مايكروغرام

. المقاومة
 

 Carboxinالفطري تراكيز مختمفة من المبيد عمى  AZG131و  A76نمو السلالتين الابوتين :  2الجدول 

(CAR) 
 CARتركيز 

(μg/ml )
عمى  AZG 131نمو السلالة عمى  A76نمو السلالة 

nic + M CAR + nic + M lys + M CAR + lys + M 

0 + + + + 
7.5 + + + + 
15 + + + + 
30 + + + + 

37.5 + + + + 
45 + + + ± 

52.5 + + + - 
60 + ± + - 
75 + - + - 

112.5 + - + - 

عدم نمو  -نمو جزئي،  ±نمو تام، +   
 

: عزل الطافرات
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و  UVCمنيا طافرة مستحثة باشعة  51 كانو A76طافرة من السلالة  55جرى عزل 
وتماشياً . جميعيا مستحثة AZG131طافرات من السلالة  8وكذلك تم عزل . طافرات تمقائية 4

 في الفطر( Mutations)والطفرات ( Mutants)مع نظام تسمية الطافرات 
 A. nidulans (Clutterbuck, 1973, 1974) فقد اعتمدنا الرمز ،CAR لمطافرات 
الذي عزل طفرات مقاومة ليذا المبيد  VanTuyl (1977)لمطفرات مثمما فعل  carو  
(Carboxin ) في الفطرA. nidulans نفسو واستعمل ىذين الرمزين لمغرض .

 CAR1 ،… ،CAR55الرمز  A76الطافرات المعزولة من السلالة  أعطيتولذلك 
الطافرات المعزولة من  أعطيتفيما  car1 ،… ،car55 واعطيت طفراتيا المقابمة الرمز 

 أي  A76رموزاً مكممة لمرموز المستعممة مع طافرات السلالة  AZG131السلالة 
. car56  ،… ،car63ورموز جينية مقابمة ىي  CAR56 ،… ،CAR63اعطيت الرموز 

وكانت جميع الطافرات المعزولة من السلالتين ذات مورفولوجية طبيعية من حيث شكل النمو 
 .وانتاج الكونيدات

 
: اختبارات السيادة والتتام

ىل  AZG131و A76لاختبار الطافرات المقاومة لممبيد والمعزولة من كمتا السلالتين 
ىي سائدة او متنحية نسبة الى اليلاتيا البرية جرى عمل متباينات النوى بين كل من الطافرات 

وبين كل من الطافرات  ،AZG131بوية والسلالة الأ( A76المعزولة من السلالة الابوية )البنية 
في  وكما جاء A76 الأبويةوالسلالة ( AZG131المعزولة من السلالة الابوية )البيضاء 

DeBertoldi & Caten (1979)  وDhahi (1978) ومن خلال الزرع عمى الوسطينMD  
نمت جميع متباينات النوى عمى الوسط الاول ولكنيا فشمت في النمو عمى   MD+CARو

 VanTuylوقد توصل  ت ىي طافرات متنحيةالوسط الثاني وىذا يدل عمى ان جميع الطافرا

 .Aالى الاستنتاج نفسو بشأن تنحي الطافرات المقاومة لممبيد كاربوكسين في الفطر  (1977)

nidulans.  العادل وعبد، )وصفة التنحي ىي ظاىرة عامة في الطفرات المقاومة لممبيد
نتاج تاريخ ىو كائن حي ان كون الطفرات متنحية او شبو متنحية امر متوقع لان كل  (.1979

طويل من الانتخاب والتطور وصولًا الى تواجده بصورتو الحالية من التوازن والتكيف البيئي وان 
أي تغير في نظامو ىذا بسبب الطفرة سيؤدي الى الاخلال بنظامو البايولوجي المتوازن وتكيفو 

 .(Strickbeger, 1976; Hartle & Clarck, 1997; Lewin ,2004)البيئي 

 

الى مجموعته الارتباطية  carAالجين  إسناد
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فقد جرى بناء سلالة مضاعفة المجموعة الكروموسومية  carAلمعرفة موقع الجين 
ذات التركيب  CARA6بين الطافرة ( من مجاميع الارتباط ةتحمل علائم وراثية عمى خمس)

 bwA)الجيني ذات التركيب  A76مع السلالة المرجعية ( wA lysA azgA carA)الجيني 

nicA carA
وجرى تنصيف ىذه السلالة المضاعفة المجموعة الكروموسومية الخضراء المون ( +

مايكروغرام لكل مل من ( 0.3)وبتركيز ( Hastie, 1970)باستخدام المبيد الفطري بنميت 
( 46)ايام جرى عزل ( 6)وبعد التحضين لمدة CMTS (Saadulla, 2005 )الوسط الزرعي 

ياً مستقلًا منصفاً بطريقة عشوائية وبالزرع عمى الاوساط الانتقائية ومتابعة انعزال قطاعاً لون
لاحظنا  AZG131و  A76مع كل من العلائم الوراثية الخمس من السلالتين  carAالجين 

حيث ان  bwAينعزل انعزالًا حراً مع الجين  carA6ان الجين  3-وكما ىو موضح في الجدول 
قطاعاً وىذا ( 22)من اصل ( 14)بين الجينين كان ( Recombinants)دة نسبة التراكيب الجدي

 ويلاحظ من  .(I)عمى الكروموسوم الاول %( 63.63)يمثل نسبة 
منعزلة وذلك لان ىذا الجين لا يمكن ( 22)الى ( 46)ان عدد المنعزلات اختزل من  3-الجدول

 carA6بة التراكيب الجديدة بين الجين اما نس. تعقبو الا في المنعزلات الممونة فقط دون البيضاء
(. II)عمى الكروموسوم الثاني %( 54.34)أي بنسبة ( 46)من اصل ( 25)بمغت  wAوالجين 

أي ( 46)من اصل ( 33)بمغت نسبة التراكيب الجديدة  lysAمع الجين  carAاما انعزال الجين 
مع الجين  carAعزال الجين اما بالنسبة لان(. III)عمى الكروموسوم الثالث %( 71.73)بنسبة 
nicA  عمى %( 36.95)أي بنسبة ( 46)من اصل ( 17)فكانت نسبة التراكيب الجديدة

بمغت نسبة التراكيب  azgAمع الجين  carAواخيراً فان انعزال الجين  (.IV)الكروموسوم الرابع 
وىذه  (.VII)عمى الكروموسوم السابع %( 60.86)أي بنسبة ( 46)من اصل ( 28)الجديدة 

و  A76يتوزع توزيعاً حراً مع جميع العلائم في السلالتين  carA6النتائج تدل عمى ان الجين 
AZG131  أي من  عمىولم يبد تلازماً مع أي من علائميما الوراثية مما يشير الى عدم ارتباطو

شخصة في بالنسبة لممجاميع الارتباطية الاخرى الم أما .تينالسلال اتينالكروموسومات المعممة لو
فمم تتوفر السلالات المرجعية ( DeBertoldi & Caten, 1979; Dhahi, 1996)ىذا الفطر 

 فيمرتبطٌ  carAن يان الجك إذاالجزم ما التي تحمل العلائم الوراثية في حينيا ولذا لا يمكن 
 .المجاميع المشخصة الاربع الاخرى او انو يمثل مجموعة جديدة مستقمة إحدى
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لمسلالة الثنائية المجموعة الكروموسومية ( Haploid)من القطاعات المنصفة  A76مع العلائم الوراثية في السلالة المرجعية  carA6انعزال الجين :  3ل جدوال
 A76/CARA6الخمطية 

+ nicA + + bwA A76                          + 
Diploid 

azgA + lysA wA + CARA6                   carA6 
VII IV III II I Linkage group  

azgA nicA lysA wA bwA Marker in linkage group  
- + - + - + - + - + Mutation  

10* 2 7 5* 5* 8 8* 5 4 1* +  
16 18* 12* 22 5 28* 16 17* 13* 4 carA6 

- 
 

46 46 46 46 22 Total  
60.86 36.95 71.73 54.34 63.63 Recombinants%  

( Recombinants)راكيب الجديدة تال* 
يمثل الاليل البري لكل جين +  

يمثل الاليل الطافر لمجين المعني   -
 
 

: 
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